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香菇微卫星标记变性聚丙烯酰胺凝胶电泳
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　　摘要：变性聚丙烯酰胺凝胶电泳是一种高效鉴定微卫星分子标记的方法，广泛应用于种质鉴定、遗传连锁图谱构
建及分子标记辅助育种等研究中。该方法由于操作繁琐，目前在食用菌领域的应用尚不广泛。以香菇为研究对象，建

立变性聚丙烯酰胺凝胶电泳的检测流程，并利用正交试验对检测流程中涉及的加样缓冲液与 ＰＣＲ反应液的体积比、
９５℃变性时间、置于冰上冷却时间、银染时间、银染后胶板去离子水洗时间等５个操作节点进行优化。结果表明，加
样缓冲液与ＰＣＲ反应液体积比为１∶２，９５℃变性２～５ｍｉｎ，置于冰上冷却１５～２０ｍｉｎ，银染７ｍｉｎ，银染后胶板用去离
子水洗５～１０ｓ是正交试验的较优处理组合。试验建立了香菇微卫星标记变性聚丙烯酰胺凝胶电泳检测操作规程，
该操作规程具有成本低、效率高、易批量化操作等优点，对其他食用菌微卫星标记的应用具有重要的参考价值。

　　关键词：香菇；变性聚丙烯酰胺凝胶电泳；微卫星标记；正交试验设计；银染试验
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　　 微卫星标记别称简单重复序列 （ｓｉｍｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ，简称 ＳＳＲ）标记是目前普遍使用的
分子遗传学标记，具有多态性高、共显性、检测重复

性好、基因组中广泛分布等优点。近年来，随着全

基因组测序技术的不断发展，ＳＳＲ标记已广泛应用
于动 植 物 遗 传 图 谱 的 构 建、数 量 性 状 座 位

（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｔｒａｉｔｌｏｃｕｓ，简称ＱＴＬ）定位、分子遗传多
样性等研究［１－３］。ＳＳＲ标记扩增产物的检测方法主
要有荧光标记引物测序法、同位素标记引物的聚丙
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烯酰胺凝胶电泳法、琼脂糖凝胶电泳法、变性聚丙

烯酰胺凝胶电泳法等，其中变性聚丙烯酰胺凝胶电

泳 －银染检测法被认为是精度最好的鉴定
方法［４－５］。

在香菇分子遗传学研究中，ＳＳＲ标记已应用于
菌种真实性鉴定、遗传图谱构建以及遗传多样性分

析等研究中。已有的文献报道表明，目前香菇中

ＳＳＲ标记的检测多采用琼脂糖凝胶电泳法或是非变
性聚丙烯酰胺凝胶电泳法，有关变性聚丙烯酰胺凝

胶电泳法的报道较少［６－９］。为进一步推动该方法在

食用菌领域的应用，本研究拟采用正交设计对现有

变性聚丙烯酰胺凝胶电泳检测流程进行优化，以期

建立一套高效、低成本、易批量化实践的香菇 ＳＳＲ
标记操作规程，同时为其他食用菌 ＳＳＲ标记的应用
提供参考。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验于２０１９年３月在上海市农业科学院食用

菌研究所开展，供试香菇菌株为国内常用栽培品

种，共２４株（表１），由上海市农业科学院食用菌研

究所育种室提供。通过十六烷基三甲基溴化铵

（ｃｅｔｙｌｔｒｉｍｅｔｈｙｌａｍｍｏｎｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅ，简称 ＣＴＡＢ）法［１０］

提取香菇菌丝体的全基因组ＤＮＡ。

表１　供试香菇品种来源

编号 菌株 品种来源 编号 菌株 品种来源

１ Ｓｈｅｎ－８ 上海 １３ Ｊｉｎｄｉ 四川省

２ Ｓｈｅｎ－１０ 上海 １４ Ｓｅｎｙｕａｎ－１ 湖北省

３ Ｓｈｅｎ－１２ 上海 １５ Ｓｅｎｙｕａｎ－１０ 湖北省

４ Ｃｒ０２ 福建省 １６ Ｘｉａｎｇ－９ 广东省

５ Ｌ１３５ 福建省 １７ Ｘｉａｎｇｚａ－２６ 广东省

６ Ｍｉｎｆｅｎｇ－１ 福建省 １８ Ｇｕａｎｇｘｉａｎｇ 广东省

７ Ｃｒ６２ 福建省 １９ Ｈｕａｘｉａｎｇ－８ 湖北省

８ Ｃｒ０４ 福建省 ２０ Ｈｕａｘｉａｎｇ－５ 湖北省

９ Ｑｉｎｇｙｕａｎ９０１５ 浙江省 ２１ Ｌ９５２ 湖北省

１０ ２４１－４ 浙江省 ２２ Ｊｕｎｘｉｎｇ－８ 浙江省

１１ Ｗｕｘｉａｎｇ－１ 浙江省 ２３ Ｌ９３１９ 浙江省

１２ Ｇａｎｘｉａｎｇ－１ 江西省 ２４ Ｌ８０８ 浙江省

１．２　ＰＣＲ扩增体系和程序
选用的 ＳＳＲ引物根据香菇 Ｌ１３５菌株的全基因

组序列设计，由生工生物工程（上海）股份有限公司

合成。引物信息见表２。

表２　试验选用的６对ＳＳＲ标记引物信息

标记名称 重复序列
正向／反向引物
（５′→３′）

退火温度

（℃）

Ｌｅ０１ （ＣＴ）７ ＡＣＧＣＧＴＡＴＣＣＴＣＣＣＣＴＡＡＧＴ／ＡＡＧＣＧＡＴＡＴＧＧＡＴＴＴＧＡＣＧＣ ６０

Ｌｅ０２ （ＣＧＡＣ）６ ＧＧＧＣＧＡＡＡＣＡＡＴＴＴＣＡＧＧＴＡ／ＡＴＧＣＣＡＴＣＧＴＡＡＧＧＡＡＣＴＣＧ ６０

Ｌｅ０３ （ＣＴ）９ ＡＴＴＧＴＧＡＣＴＣＧＡＣＣＡＣＣＴＣＣ／ＴＣＡＴＡＡＴＧＣＡＴＣＣＣＧＴＧＡＧＡ ６０

Ｌｅ０４ （ＡＧＧＴ）５ ＣＣＣＡＡＡＡＡＧＧＡＴＴＴＣＡＧＣＡＡ／ＡＡＣＣＧＧＡＧＴＧＧＴＧＴＡＡＧＴＧＣ ６０

Ｌｅ０５ （ＴＣＡ）６ ＣＡＴＧＧＧＡＧＡＧＡＴＴＣＧＧＡＡＡＡ／ＣＧＡＧＡＣＣＧＡＣＧＡＣＴＴＴＧＡＣＴ ６０

Ｌｅ０６ （ＣＴＣ）６ ＣＡＴＴＧＣＴＣＧＧＡＴＣＣＴＴＣＡＴＴ／ＴＡＣＣＴＣＧＴＧＣＧＧＡＣＴＴＴＧＡＴ ６０

　　ＰＣＲ反应使用 ＭｙｃｙｃｌｅｒＴｈｅｒｍａｌＣｙｃｌｅｒ（Ｂｉｏ－
Ｒａｄ，ＵＳＡ）ＰＣＲ仪，反应体系为 ２０μＬ，包括 ２μＬ
１０×Ｒｅａｃｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒ（Ｐｒｏｍｅｇａ，ｗｉｔｈｏｕｔＭｇ２＋），２μＬ
ＭｇＣｌ２（Ｐｒｏｍｅｇａ，２５ ｍｍｏｌ／Ｌ），０．４ μＬ ｄＮＴＰ
（１０ｍｍｏｌ／Ｌ），０．２μＬＴａｑ聚合酶 （５Ｕ／μＬ，
Ｐｒｏｍｅｇａ公司产品），２μＬ模板ＤＮＡ（５０ｎｇ／μＬ），正
向和 反 向 引 物 各 １μＬ （１０μｍｏｌ／Ｌ），以 及
１１．４μＬｄｄＨ２Ｏ。

ＰＣＲ扩增程序：９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃变性
３０ｓ，５５℃复性３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，共３０个循环；
７２℃延伸５ｍｉｎ，４℃保存。
１．３　电泳

电泳仪型号为ＤＹＹ－１２（北京六一仪器厂），电

泳槽型号为ＤＹＣＺ－２０Ｅ（北京六一仪器厂），玻璃胶
板尺寸为４８ｃｍ×３２ｃｍ，采用体积浓度为６％的变
性聚丙烯酰胺凝胶电泳分离扩增片段，采用稳压为

１０００Ｖ，电泳时间为５０ｍｉｎ。ＤＮＡＭａｒｋｅｒ为ＤＬ５００
（ＴａＫａＲａ公司，日本）。
１．４　样品的变性处理

在电泳前须将ＰＣＲ扩增产物进行变性处理，具
体方法为将扩增产物与点样缓冲液按照一定比例

进行混合［１００ｍＬ点样缓冲液的配制方法为溴酚蓝
和二甲苯青各 ０．０２５ｇ，与 ９８ｍＬ甲酰胺和 ２ｍＬ
０．５ｍｏｌ／Ｌ乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）溶液混匀］。采用
９５℃高温处理打开 ＤＮＡ双链，之后迅速置于冰上
冷却，使ＤＮＡ保持单链状态。
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１．５　银染及显色
试验采用银染及强碱法显色，具体流程为 （１）

电泳结束后切断电源，取下胶板，将附着凝胶的玻

璃板放入装有去离子水的塑料盘中，快速用去离子

水漂洗１次。（２）银染：将胶板放入１０００ｍＬ质量
浓度为０．１％的 ＡｇＮＯ３银染液中浸泡适当时间，之
后用去离子水漂洗１次。（３）显色：将银染后的胶
板放入１０００ｍＬ的显色液（质量浓度为１．６％的无
水ＮａＯＨ和体积浓度为０．５％的甲醛）中进行显色。
１．６　正交试验设计

经反复实践，变性聚丙烯酰胺凝胶电泳流程有

５个操作节点需优化改良，其中 ＰＣＲ扩增产物的变
性有３个节点，即点样缓冲液添加量、高温（９５℃）
处理时间、变性产物在冰上冷却时间；银染和显色

过程中有２个节点，即银染时间和银染后胶板去离
子水漂洗时间。因此，试验采用Ｌ１６（４

５）正交设计对

上述５个节点进行优化改良，试验的因子设置为加
样缓冲液与 ＰＣＲ反应液的体积比、９５℃变性时间

（ｍｉｎ）、变性产物冰上冷却时间（ｍｉｎ）、银染时间
（ｍｉｎ）、银染后去离子水漂洗时间（ｓ）。具体试验设
计见表３。
１．７　拍照统计与胶板质量评价

将银染显色后的玻璃胶板晾干后置于白炽灯

箱上，对不同处理的胶板进行比较评价，使用数码

相机拍照保存。

采用３个评价指标对各处理的胶板质量进行评
价。３个指标分别为胶板整体清晰度、胶板背景色、
产物条带和ＤＮＡｍａｒｋｅｒ的清晰度，胶板整体清晰度
可分为模糊、一般、清晰等３个等级；胶板背景色分
为深、一般、浅３个等级；产物条带和ＤＮＡｍａｒｋｅｒ的
清晰度分为３个等级，即模糊、一般、清晰。上述３
个指标各等级依次赋予１、２、３分的得分，得分越高
效果越好。评价以白炽灯箱为唯一背景光源，采用

人眼观测投票打分的方式进行，参与测评共３４人，
以出现次数最多的得分为该处理胶板质量指标的

最终评分。各处理的胶板质量评分情况见表３。
表３　正交试验设计表及胶板质量评分

试验

处理

试验因素及水平 胶板质量得分（分）

缓冲液与

反应液的

体积比

９５℃高温
变性时间

（ｍｉｎ）

冰上

冷却时间

（ｍｉｎ）

银染时间

（ｍｉｎ）

银染后

漂洗时间

（ｓ）

胶板

整体清晰度

胶板

背景色

条带

清晰度

１ １∶３ ２ ５ ２ ０ １ ２ １

２ １∶３ ５ １０ ７ ５ ３ １ ２

３ １∶３ ８ １５ １２ １０ ３ ２ ３

４ １∶３ １１ ２０ １７ １５ ３ ３ ３

５ １∶２ ２ １０ １２ １５ ３ １ ３

６ １∶２ ５ ５ １７ １０ ３ １ ３

７ １∶２ ８ ２０ ２ ５ １ ２ ２

８ １∶２ １１ １５ ７ ０ ３ １ ３

９ １∶１ ２ １５ １７ ５ ３ ３ ３

１０ １∶１ ５ ２０ １２ ０ ３ １ ２

１１ １∶１ ８ ５ ７ １５ ２ ２ １

１２ １∶１ １１ １０ ２ １０ １ ３ １

１３ ２∶１ ２ ２０ ７ １０ ２ ２ ２

１４ ２∶１ ５ １５ ２ １５ １ ３ １

１５ ２∶１ ８ １０ １７ ０ ３ １ ３

１６ ２∶１ １１ ５ １２ ５ ２ ２ ２

２　结果与分析

２．１　正交试验各处理电泳及银染显色效果的比较
正交试验的极差分析结果可以阐明各因素不

同水平对胶板质量的影响，同时也可以挖掘出重要

的影响因子。表４中ｋ表示表３中各因素同一水平

对应胶板质量评分的平均值。极差（Ｒ）是各水平的
平均值中最大值与最小值的差值。极差大说明此

因素的不同水平产生的评分差异较大，重要性也越

高。由表４可知，对胶板整体清晰度指标而言，最重
要的影响因子为银染时间，其极差为２。胶板整体
清晰度的平均值随着银染时间的增加呈增大趋势，
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说明银染时间与胶板整体清晰度成正比。

胶板背景色评分的极差分析结果表明，银染时

间越短，银染后漂洗的时间越长，胶板背景颜色越

浅。扩增产物条带和 ＤＮＡｍａｒｋｅｒ条带清晰度评分

的极差分析结果表明，银染时间和反应液与缓冲液

的体积比对条带清晰度有较大影响，银染时间越长

条带的清晰度越高；缓冲液与反应液的体积比为

１∶２时条带清晰度最好。

表４　正交试验胶板质量评分的极差分析

因素
整体清晰度评分（分） 胶板背景色评分（分） 条带清晰度评分（分）

ｋ１ ｋ２ ｋ３ ｋ４ Ｒ ｋ１ ｋ２ ｋ３ ｋ４ Ｒ ｋ１ ｋ２ ｋ３ ｋ４ Ｒ

缓冲液与反应液的体积比 ２．５０ ２．５０ ２．２５ ２．００ ０．５０ ２．００ １．２５ ２．２５ ２．００ １．００ ２．２５ ２．７５ １．７５ ２．００ １．００

９５℃高温变性时间 ２．２５ ２．５０ ２．２５ ２．２５ ０．２５ ２．００ １．５０ １．７５ ２．２５ ０．７５ ２．２５ ２．００ ２．２５ ２．２５ ０．２５

冰上冷却时间 ２．００ ２．５０ ２．５０ ２．２５ ０．５０ １．７５ １．５０ ２．２５ ２．００ ０．７５ １．７５ ２．２５ ２．５０ ２．２５ ０．７５

银染时间 １．００ ２．５０ ２．７５ ３．００ ２．００ ２．５０ １．５０ １．５０ ２．００ １．００ １．２５ ２．００ ２．５０ ３．００ １．７５

银染后漂洗时间 ２．５０ ２．２５ ２．２５ ２．２５ ０．２５ １．２５ ２．００ ２．００ ２．２５ １．００ ２．２５ ２．２５ ２．２５ ２．００ ０．２５

２．２　正交试验各处理的时效性分析
正交试验中有４个涉及时效性的因素，其中高

温（９５℃）变性时间设置 ２、５、８、１１ｍｉｎ等 ４个水
平。试验结果表明，变性时间在２～１１ｍｉｎ的范围
内均可检测出目标条带，从提高试验效率以及节能

降耗的角度考虑，变性时间设置为 ２～５ｍｉｎ较为
合理。

冰上冷却时间设置５、１０、１５、２０ｍｉｎ等４个水
平，结果表明，冷却时间在５～２０ｍｉｎ的范围内均可
检测出目标条带，并没有出现随着时间的延长扩增

产物复性现象（单链 ＤＮＡ变为双链状态）。在实际
操作中，扩增产物的变性可在胶板预电泳（将胶板

接通电源进行预热）之前进行，预电泳１０～１５ｍｉｎ
后再进行上样有利于提高扩增产物在胶板中的整

齐度，因此冰上冷却时间较为合适的选择为 １５～
２０ｍｉｎ。

银染时间设置２、７、１２、１７ｍｉｎ等４个水平。正
交分析的结果表明，银染时间与胶板的整体清晰度

以及扩增条带的清晰度呈正比，但与胶板背景色成

反比。比较银染时间各水平的胶板整体清晰度得

分可以发现，２ｍｉｎ处理的平均得分为 １．００分，
７ｍｉｎ处理的平均得分为２．５０分，１２ｍｉｎ处理的平
均得分为２７５分，１７ｍｉｎ处理的平均得分为３．００
分。综合胶板清晰度得分和时间成本，银染 ７ｍｉｎ
较为合理。

银染后用去离子水漂洗时间设置０、５、１０、１５ｓ
等 ４个水平，极差分析结果表明，银染后使用去离
子水漂洗胶板可降低背景颜色深度。在实际操作

中，没有经去离子水漂洗的胶板放入显色液中时，

胶板表面残留的 ＡｇＮＯ３在显色液中会产生大量黑
色沉淀物，其附着在胶板上使胶片背景色加深。同

时较多的黑色沉淀物也会影响显色液的使用效率

（１ｄ内进行多次银染时，显色液可重复使用）。而
用去离子水漂洗时间过久（超过１５ｓ），容易导致胶
体在强碱显色液中从玻璃板上脱落，致使整个试验

失败。综合考虑，银染后用去离子水浸泡胶板５～
１０ｓ效果较好。

综上所述，９５℃变性２～５ｍｉｎ，置于冰上冷却
１５～２０ｍｉｎ，银染７ｍｉｎ，银染后胶板用去离子水洗
５～１０ｓ，是试验的较优处理组合。

３　结论与讨论

ＳＳＲ标记稳定性好、多态性高且广泛分布于基
因组，目前已应用于遗传多样性分析、连锁图谱构

建以及分子标记辅助育种等研究［１１］。食用菌中

ＳＳＲ标记的应用较晚，肖扬等最早在香菇上建立了
ＳＳＲ－ＰＣＲ技术体系，并对种质资源进行了遗传多
样性分析，该研究采用琼脂糖凝胶电泳法检测了

ＳＳＲ标记的扩增产物［７］。由于 ＳＳＲ标记的扩增产
物分子量小，常规的琼脂糖电泳并不能完全检测出

ＳＳＲ标记的多态性，大规模应用 ＳＳＲ标记仍需使用
变性聚丙烯酰胺凝胶电泳法检测。

关于聚丙烯酰胺凝胶电泳及其染色方法的应

用及改良在动植物中有较多报道，曲鲁江等比较了

鸡基因组中ＳＳＲ－ＰＣＲ产物的变性与非变性聚丙烯
酰胺－银染检测方法，发现变性聚丙烯酰胺凝胶及
银染方法检测的条带较清晰、易于鉴定［４］。李建武

等通过对不同染色方法的比较，在马铃薯上建立了

ＳＳＲ标记变性聚丙烯酰胺凝胶的快速银染方法［１２］。

王爱听等在玉米上对变性聚丙烯酰胺凝胶电泳和

非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳进行比较，认为卫星扩

增产物在二者上的电泳结果存在差异［１３］。在变性
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胶中微卫星扩增产物目的条带清晰，易于鉴定；在

非变性凝胶中表现有较多的非特异性条带。李立

群等在小麦上对 ＳＳＲ标记变性聚丙烯酰胺凝胶电
泳方法进行了改进，提高了大规模 ＳＳＲ分子标记分
析的工作效率［１４］。王伟等对玉米 ＳＳＲ标记检测体
系进行了优化，检测了贵州５１份玉米杂交种的遗传
多样性，并建立了玉米ＳＳＲ标记技术操作规程［１５］。

本研究在参考动植物中前人研究的基础上，建

立香菇ＳＳＲ标记变性聚丙烯酰胺凝胶检测流程，同
时结合香菇 ＳＳＲ－ＰＣＲ产物检测的自身特点，采用
正交试验对检测流程中涉及的加样缓冲液与 ＰＣＲ
反应液的体积比、９５℃变性时间、置于冰上冷却时

间、银染时间、银染后胶板去离子水洗时间等５个操
作节点进行优化，结果表明，加样缓冲液与 ＰＣＲ反
应液的体积比为１∶２，９５℃变性时间２～５ｍｉｎ，置
于冰上冷却１５～２０ｍｉｎ，银染７ｍｉｎ，银染后胶板用
去离子水洗５～１０ｓ，是正交试验的较优处理组合。

利用改良后的香菇 ＳＳＲ标记变性聚丙烯酰胺
凝胶电泳操作流程，笔者进一步选取６对 ＳＳＲ标记
引物检测了２４份常用香菇菌种的扩增产物。结果
表明，该流程可以高效地检测出香菇基因组的 ＳＳＲ
标记（图１），可应用于香菇遗传研究领域。优化后
的操作流程可为其他大型真菌 ＳＳＲ标记的应用提
供参考。
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