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　　摘要：以香菇菌株１６８、９３１、荷香１号和野生香菇及其杂交后代为材料，采用酯酶同工酶技术，研究香菇原生质体
杂交后代与亲本之间的遗传关系。结果表明，供试菌株酯酶同工酶酶谱带数为４～１０条，迁移率在０．０９２～０．８０４之
间。所有杂交后代与亲本之间既有共同酶带，又有属于自己的特征酶带，可以初步认为供试的２４个杂交后代有别于
亲本，与前期的拮抗试验结果相符。聚类分析结果表明，当相异系数为０．６８时，以５９和 ｘｙ２为亲本的杂交群体被分
为２类，第１类为ｌｎ３、ｌｎ４、ｌｎ８，第２类为５９、ｘｙ２；当相异系数为０．７８时，以５９和ｚｔｄ为亲本的杂交群体被分为３类，第
１类为ｌｎ１５，第２类为ｚｔｄ、ｌｎ１、ｌｎ７、ｌｎ１０，第３类为５９；当遗传相异系数为０．６０时，以８０和ｚｔｄ为亲本的杂交群体被分
为２类，第１类为亲本８０，第２类为杂交后代与ｚｔｄ；当相异系数为０．８０时，以ｚｔｄ、ｘｙ２为亲本的杂交群体被分为２类，
野生菌株ｘｙ２单独被分为一类，表明该菌株与其他菌株的亲缘关系较远。聚类分析结果初步鉴定了杂交亲本与后代
之间的亲缘关系，从而为今后的栽培试验提供了理论依据。
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　　香菇（Ｌｅｎｔｉｎｕｌａｅｄｏｄｅｓ）营养丰富，具有较高的保健价值，
自古以来深受人们的喜爱［１］。中国是人工栽培香菇的发源

地和世界香菇第一生产大国，目前，我国香菇年产量约为１０
万ｔ，占世界总产量的９０％以上。香菇品质的好坏与品种有
很大关系，所以优良香菇品种的选育尤为重要。

原生质体杂交育种技术中的单核原生质体是由双核菌丝

体中直接分离得来的，没有经过有性阶段，一般认为能更好地

保持亲本的性状。利用这种原生质体再生单核体，更容易定

向选育优良菌株［２］。同工酶分析作为分子遗传标记技术之

一，不仅被广泛应用于动植物的遗传分析、生理生化研究，而

且被作为化学分类的重要指标应用于真菌的分类鉴定中，特

别是在属内种间及品种之间的分类鉴定中是非常有

效的［３－４］。

在食用菌杂交育种中，亲本的合理选配及杂种的准确鉴

定是至关重要的环节。多年来，育种工作者常常根据育种材

料的生态型、生理特性及地理距离的差异选配亲本。但是，这

类差异与亲本固有的遗传差异往往并不完全一致。

本研究中的亲本是基于酯酶同工酶技术、简单重复序列

区间（ｉｎｔｅｒ－ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ，简称 ＩＳＳＲ）分子标记技
术，结合农艺性状选择的４个菌株（１６８、９３１、荷香１号和野生
香菇），制备原生质体并单单杂交，采用酯酶同工酶技术对原

生质体单核化对称杂交获得的后代及其亲本进行遗传分析，

旨在鉴定杂交后代与亲本的遗传关系及杂交子的真实性。

１　材料与方法

１．１　试验材料
供试菌种及来源详见表１。

表１　供试香菇菌株及其来源

菌株编号 菌株名称 来源／亲本 菌株编号 菌株名称 来源／亲本
５９ ９３１ 福建三明 ｌｎ１１ 杂交后代 ８０×ｚｔｄ
ｚｔｄ １６８ 福建三明 ｌｎ１２ 杂交后代 ８０×ｚｔｄ
ｘｙ２ 野生香菇 新宾县冈山 ｌｎ１４ 杂交后代 ８０×ｚｔｄ
８０ 荷香１号 荷兰 ｌｎ１５ 杂交后代 ５９×ｚｔｄ
ｌｎ１ 杂交后代 ５９×ｚｔｄ ｌｎ１６ 杂交后代 ｚｔｄ×ｘｙ２
ｌｎ２ 杂交后代 ５９×ｘｙ２ ｌｎ１７ 杂交后代 ８０×ｚｔｄ
ｌｎ３ 杂交后代 ５９×ｘｙ２ ｌｎ１８ 杂交后代 ８０×ｚｔｄ
ｌｎ４ 杂交后代 ５９×ｘｙ２ ｌｎ２２ 杂交后代 ８０×ｚｔｄ
ｌｎ５ 杂交后代 ｚｔｄ×ｘｙ２ ｌｎ２３ 杂交后代 ｚｔｄ×ｘｙ２
ｌｎ６ 杂交后代 ８０×ｚｔｄ ｌｎ２４ 杂交后代 ｚｔｄ×ｘｙ２
ｌｎ７ 杂交后代 ５９×ｚｔｄ ｌｎ２５ 杂交后代 ８０×ｚｔｄ
ｌｎ８ 杂交后代 ５９×ｘｙ２ ｌｎ２７ 杂交后代 ８０×ｚｔｄ
ｌｎ９ 杂交后代 ｚｔｄ×ｘｙ２ ｌｎ２９ 杂交后代 ８０×ｚｔｄ
ｌｎ１０ 杂交后代 ５９×ｚｔｄ ｌｎ３０ 杂交后代 ｚｔｄ×ｘｙ２

　　ＰＤＡ综合培养基配方：２００ｇ马铃薯，２０ｇ葡萄糖，２０ｇ琼
脂，３ｇ磷酸二氢钾，１．５ｇ硫酸镁，３ｇ蛋白胨，１０００ｍＬ水，
ｐＨ值自然。
１．２　试验方法
１．２．１　杂交菌株获得　获得单核原生质体杂交菌株的试验
参照甘炳成等的方法［５］。

１．２．２　菌丝培养　将杂交亲本及杂交后代菌株接于
２５ｍｍ×２５ｍｍ的试管内，每个菌株接１０支，置于２３℃恒温
培养１５ｄ，刮取菌丝。
１．２．３　酯酶同工酶方法　采用垂直平板聚丙烯酰胺电泳法，
收集供试菌株菌丝 ０．５ｇ／份，用液氮研磨，将样品收集于
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１．５ｍＬ离心管中，加入０．５ｍＬ样品提取液。将研磨后的样
品在４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心２０ｍｉｎ，取其上清液。将
上清液、蔗糖溶液按体积比１∶１混合后作为电泳样品。点样
量为４０μＬ，以溴酚兰作为电泳指示剂，在４℃条件下电泳，
初期电压为每板１５０Ｖ，当溴酚兰指示剂进入分离胶后电压
升为每板２５０Ｖ，待指示剂迁移至距末端１ｃｍ左右处停止电
泳，染色，保存备用。

１．３　数据分析
聚类分析。相对迁移率（Ｒｆ）＝Ｘ／Ｙ。式中：Ｘ为从点样

孔下沿开始，酶带在凝胶中的迁移距离；Ｙ为从点样孔下沿开
始，指示剂在凝胶中的迁移距离。在测量迁移距离时，以酶带

的中部位置为准。依据酯酶酶谱，按照条带的有无进行标记，

在相同迁移率位置上，有条带的记为１，无条带的记为０。利
用ＤＰＳ数据处理软件，分析得到供试菌株的聚类分析图。

２　结果与分析

２．１　杂交亲本与杂交后代酯酶同工酶图谱
对酯酶同工酶图谱经过软件Ｇｅｌ－Ｐｒｏａｎａｌｙｚｅｒ进行条带

识别和人工审核的结果如下：由图１－Ａ、表２可知，亲本５９、
ｘｙ２及其杂交后代共有迁移率各异的条带１３条。杂交后代
ｌｎ３、ｌｎ４、ｌｎ８与亲本有１条共同条带，Ｒｆ为０．５９５，杂交后代有
３条特异性条带，Ｒｆ分别为０．３５１、０．４０２、０．５７１，说明杂交后
代与亲本之间有共源性，但杂交后代中又有属于自己的特征

酶带，是有别于亲本的新菌株。

表２　以５９和ｘｙ２为亲本的酯酶同工酶的相对迁移率

谱带号
相对迁移率

ｌｎ４ ｌｎ８ ｌｎ３ ５９ ｘｙ２
１ — — — — ０．０９２
２ — — — ０．１７３ ０．１７３
３ — — — — ０．３１０
４ ０．３５１ ０．３５１ ０．３５１ — —

５ — — — — ０．３８１
６ ０．４０２ ０．４０２ ０．４０２ — —

７ — — — — ０．４０８
８ ０．４２０ — ０．４２０ — —

９ — — — — ０．４４６
１０ — — — ０．５１２ —

１１ ０．５７１ ０．５７１ ０．５７１ — —

１２ ０．５９５ ０．５９５ ０．５９５ ０．５９５ ０．５９５
１３ — ０．６１３ ０．６１３ ０．６１３ ０．６１３

　　注：“—”表示没有酶带。下表同。

　　由图１－Ｂ、表３可知，供试菌株亲本 ｚｔｄ、５９及其杂交后
代的酯酶同工酶图谱表现不同，酯酶同工酶酶谱带数为５～
１０条，所有酶带的Ｒｆ为０．１７１～０．８０４，６个菌株所共有的 Ｒｆ
为０．５９５、０．７６３，可以认为是香菇的基础酶谱带，表明６个香
菇品种之间有同源性，在主要代谢过程中具有相似的生理性

状。４个杂交后代在 Ｒｆ为 ０．２５３、０．２８２、０．３６１、０．３８６、
０４３０、０．４８１、０．５５７、０．５９８、０．６２０、０．８０４的位置与亲本存在
差异，表明杂交后代虽然与亲本菌株间有相同的酶带，但是又

有各自的特征酶带，为新菌株。其中杂交后代中ｌｎ１５与其他
杂交后代遗传距离较远，具有多条特征性条带，说明 ｌｎ１５的
变异幅度较大。

　　由图１－Ｃ、表４可以看出，亲本 ｚｔｄ、８０与其杂交后代酶
谱带数和酶活性有较明显的差异，其中共同的酶带有２条，Ｒｆ
分别为０．４０８、０．５７８。２个亲本酶带类型、数量、位置及宽度
相差明显，说明二者亲缘关系较远，为远源杂交［６］；杂交后代

酶带类型、数量、位置及宽度相差较小，说明其亲缘关系较近。

Ｒｆ为０．１７０的是杂交后代共有而亲本不具备的酶带，可以看
出，杂交后代有别于亲本。

　　由图１－Ｄ、表５可以看出，以 ｚｔｄ、ｘｙ２为亲本，每个杂交
后代与亲本菌株有６～９条不等的酶带。对供试菌株的迁移
率分析表明，迁移率都在０．０９２～０．７３８之间。供试菌株在Ｒｆ
为０．５７１、０．６１３这２处均有酶带出现，为杂交亲本与后代共
有的酯酶酶带。杂交后代拥有的 ３条酯酶酶带中，Ｒｆ为
０３９９、０．４１７的酶带与亲本ｚｔｄ共有，Ｒｆ为０．５９５的酶带与亲
本ｘｙ２共有，而Ｒｆ为０．４５５的酶带为杂交后代区别于亲本所
特有的酶带。
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表３　以５９和ｚｔｄ为亲本的酯酶同工酶相对迁移率

谱带号
相对迁移率

ｌｎ１５ ｌｎ１０ Ｌｎ７ ｌｎ１ ｚｔｄ ５９
１ — ０．１７１ — ０．１７１ — ０．１７１
２ ０．２５３ — — — — —

３ ０．２８２ — — — — —

４ ０．３６１ — — — — —

５ — — — ０．３８６ — —

６ — ０．４１１ ０．４１１ ０．４１１ ０．４１１ —

７ — ０．４３０ — ０．４３０ — —

８ — — ０．４８１ ０．４８１ — —

９ — ０．５００ ０．５００ ０．５００ ０．５００ —

１０ — — — — — ０．５１９
１１ — ０．５３２ — ０．５３２ ０．５３２ —

１２ ０．５５７ — — — — —

１３ ０．５９５ ０．５９５ ０．５９５ ０．５９５ ０．５９５ ０．５９５
１４ ０．５９８ — — — — —

１５ ０．６２０ ０．６２０ — — — —

１６ — ０．６３９ — — — ０．６３９
１７ ０．７６３ ０．７６３ ０．７６３ ０．７６３ ０．７６３ ０．７６３
１８ — — — ０．８０４ — —

２．２　聚类分析图
从图２可以看出，９３１（５９）和野生香菇（ｘｙ２）２个菌株遗

传距离较远。在相异系数为０．６８时分为２类，第１类为ｌｎ３、
ｌｎ４、ｌｎ８，第２类为５９、ｘｙ２；杂交后代遗传相异系数较小，在相
异系数为０．５１时聚为一类，但与２个亲本的遗传相异系数较
大，在相异系数为０．８５时聚为一类。由此可以看出，杂交后
代是有别于２个亲本的新菌株。

从图３可以看出，以 ９３１（５９）、１６８（ｚｔｄ）为亲本进行杂
交，９３１（５９）和１６８（ｚｔｄ）的亲缘关系较远，在相异系数为０．７８
时分为３类：第１类为 ｌｎ１５，第２类为 ｚｔｄ、ｌｎ１、ｌｎ７、ｌｎ１０，第３
类为５９；杂交后代中ｌｎ１５与其他菌株的亲缘关系较远，其他
几个杂交后代亲缘关系较近，在相异系数为０．７３时杂交后代
与亲本ｚｔｄ聚为一类，可以初步判断，杂交后代遗传性状与ｚｔｄ
较为接近。在后期试验中发现，ｌｎ１、ｌｎ７、ｌｎ１０在生育期、菇体
形态方面都接近亲本ｚｔｄ。

从以荷香１号（８０）、１６８（ｚｔｄ）为亲本杂交后代的聚类分
析结果可以看出，在遗传相异系数为０．６０时，第１类为亲本
８０，第２类为杂交后代与 ｚｔｄ。杂交后代中 ｌｎ１８、ｌｎ２２、ｌｎ２５遗
传相异系数为０，ｌｎ１１、ｌｎ１２、ｌｎ１４、ｌｎ１７、ｌｎ２７遗传相异系数为０
（图４）。遗传相异系数都为０的菌株说明它们具有共同的遗
传基因，为同一菌株。

表４　以８０、ｚｔｄ为亲本的酯酶同工酶相对迁移率

谱带号
相对迁移率

ｌｎ２９ ｌｎ２７ ｌｎ２５ ｌｎ２２ ｌｎ１８ ｌｎ１７ ｌｎ１４ ｌｎ１２ ｌｎ１１ Ｌｎ６ ｚｔｄ ８０
１ ０．１７０ ０．１７０ ０．１７０ ０．１７０ ０．１７０ ０．１７０ ０．１７０ ０．１７０ ０．１７０ ０．１７０ — —

２ — — — — — — — — — — — ０．２３８
３ — — — — — — — — — — — ０．２７６
４ — — — — — — — — — — — ０．３６１
５ ０．４０８ ０．４０８ ０．４０８ ０．４０８ ０．４０８ ０．４０８ ０．４０８ ０．４０８ ０．４０８ ０．４０８ ０．４０８ ０．４０８
６ — — — — — — — — — — — ０．４３５
７ — ０．４６９ — — — ０．４６９ ０．４６９ ０．４６９ ０．４６９ ０．４６９ — —

８ ０．４９０ ０．４９０ ０．４９０ ０．４９０ ０．４９０ ０．４９０ ０．４９０ ０．４９０ ０．４９０ ０．４９０ ０．４９０ —

９ ０．５２４ ０．５２４ — — — ０．５２４ ０．５２４ ０．５２４ ０．５２４ — ０．５２４ —

１０ — — — — — — — — — — — ０．５７１
１１ ０．５７８ ０．５７８ ０．５７８ ０．５７８ ０．５７８ ０．５７８ ０．５７８ ０．５７８ ０．５７８ ０．５７８ ０．５７８ ０．５７８

表５　以ｚｔｄ和ｘｙ２为亲本的酯酶同工酶相对迁移率

谱带号
相对迁移率

ｌｎ３０ ｌｎ２４ ｌｎ２３ ｌｎ１６ ｌｎ９ ｌｎ５ ｌｎ２ ｚｔｄ ｘｙ２
１ — — — — — — — — ０．０９２
２ — — — — — — — — ０．１７３
３ — — — — — — — — ０．３１０
４ — — — — — — — — ０．３８１
５ ０．３９９ ０．３９９ ０．３９９ ０．３９９ ０．３９９ ０．３９９ ０．３９９ ０．３９９ —

６ — — — — — — — — ０．４０８
７ ０．４１７ ０．４１７ ０．４１７ ０．４１７ ０．４１７ ０．４１７ ０．４１７ ０．４１７ —

８ — — — — — — — — ０．４４６
９ ０．４５５ ０．４５５ ０．４５５ ０．４５５ ０．４５５ ０．４５５ ０．４５５ — —

１０ — ０．４７６ — — ０．４７６ — — ０．４７６ —

１１ — — — — — — — ０．５１２ —

１２ ０．５７１ ０．５７１ ０．５７１ ０．５７１ ０．５７１ ０．５７１ ０．５７１ ０．５７１ ０．５７１
１３ ０．５９５ ０．５９５ ０．５９５ ０．５９５ ０．５９５ ０．５９５ ０．５９５ — ０．５９５
１４ ０．６１３ ０．６１３ ０．６１３ ０．６１３ ０．６１３ ０．６１３ ０．６１３ ０．６１３ ０．６１３
１５ ０．７３８ ０．７３８ ０．７３８ — — — — — —
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　　由以１６８（ｚｔｄ）和野生香菇（ｘｙ２）为亲本的聚类分析结果
看出，ｘｙ２与其他菌株亲缘关系较远，单独为一类；杂交后代
中几个菌株遗传距离较近，在遗传相异系数为０．３２时聚为一
类；ｌｎ２３、ｌｎ３０的遗传相异系数为０，为同一菌株；ｌｎ２、ｌｎ５、ｌｎ１６
的遗传相异系数为０，为同一菌株（图５）。

３　结论与讨论

本研究采用酯酶同工酶技术，对杂交亲本及其后代进行

遗传差异研究，酯酶同工酶遗传分析结果表明，供试菌株酯酶

同工酶酶谱带数为４～１０条，迁移率在０．０９２～０．８０４之间，
所有杂交后代与亲本之间既有共同酶带，又有属于自己的特

征酶带，可初步认为供试的２４个杂交后代有别于亲本。聚类
分析结果表明，以９３１（５９）、野生香菇（ｘｙ２）为亲本的杂交群
体，这２个亲本菌株的遗传距离较远，在相异系数为０．６８时
分为２类，第１类为 ｌｎ３、ｌｎ４、ｌｎ８，第２类为５９和 ｘｙ２；以９３１
（５９）、１６８（ｚｔｄ）为亲本进行杂交，在遗传相异系数为０．７８时
分为３类，第１类为ｌｎ１５，第２类为 ｚｔｄ、ｌｎ１、ｌｎ７、ｌｎ１０，第３类
为５９，杂交后代中 ｌｎ１５与其他菌株亲缘关系较远；以荷香１
号（８０）、１６８（ｚｔｄ）为亲本，在遗传相异系数为０．６０时分为２
类，第１类为亲本８０，第２类为杂交后代与ｚｔｄ；以１６８（ｚｔｄ）和
野生香菇（ｘｙ２）为亲本与杂交后代的聚类分析表明，野生菌
株（ｘｙ２）与其他菌株亲缘关系较远，单独为一类，杂交后代几
个菌株间遗传距离较近。聚类分析结果也初步鉴定了杂交亲

本与后代之间的亲缘关系，为以后的栽培试验提供了理论依

据。供试的２４个杂交后代均为真实杂交后代，结果与前期杂
交后代亲本拮抗呈阳性试验结果相符，说明酯酶同工酶技术

可以作为鉴定杂交子真实性的标准之一。所有杂交后代中都

具有特征酶带，可作为判断其他菌种是否为辽宁省农业科学

院食用菌研究所选育菌株的依据之一。从聚类分析图可以初

步看出杂交后代的遗传距离趋近于哪个亲本，至于农艺性状

是否和聚类分析结果相符，还需要进行栽培性状比较试验。

中国香菇主栽品种遗传背景相对狭窄，而野生资源存在

丰富的遗传多样性，有意识地应用野生种作为杂交亲本，是一

种有效扩大栽培种遗传多样性的方法。为此，本研究将继续

利用野生资源进行香菇新菌株选育，以保证香菇产业的可持

续健康发展。
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