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基于酯酶和 ＩＳＳＲ技术的平菇单核菌株遗传多样性分析
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　　摘要：应用酯酶同工酶和ＩＳＳＲ分子标记技术对６９个野生平菇单核菌进行遗传多样性研究。结果表明，６９个单核
菌株的酯酶同工酶酶谱共检出６条酶带，多态性带型占８３．３％；ＩＳＳＲ分子标记技术从７个ＩＳＳＲ引物中扩增出５６条清
晰的ＤＮＡ片段，多态性位点占８７．５％；２种方法的聚类结果显示，当ＧＳ值为０．６７左右时，根据样本量的多少均可将
６９个单核菌株依此划分为Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ等４个类群；将交配型、酯酶同工酶和ＩＳＳＲ分子标记３种分类结果进行对比后发
现，交配型为Ａ２Ｂ２的Ｐ１１、Ｐ１２、Ｐ３４、Ｐ５９、Ｐ７３、Ｐ８５和Ｐ９０这７个单核菌株均同属于一类，分类结果并没有严格按照交
配型来进行归类。说明酯酶同工酶和ＩＳＳＲ分子标记技术可用于平菇单核菌株的遗传多样性研究，并可作为交配型鉴
定的辅助手段，为平菇杂交育种过程中优良亲本单核体的选择提供理论依据。
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　　平菇（Ｐｌｅｕｒｏｔｕｓｏｓｔｒｅａｔｕｓ）是一种物美价廉、高蛋
白低脂肪的健康食品，因其栽培技术简单、适应性

强而成为担子菌中广泛栽培的品种之一［１－２］。研究

表明，平菇是标准的四极性异宗结合菌，同一菌株

产生的担孢子有４种交配型即 ＡｘＢｘ、ＡｙＢｙ、ＡｘＢｙ、
ＡｙＢｘ［３］，而目前食用菌的交配型鉴定通常采用单核
体两两交配后镜检观察锁状联合的方式进行，该方

法工作量大、耗时长，且易产生人为误检。因此，寻

找一种更快速、准确地挑选出优良的单核菌株并鉴

定出其交配型因子类型的方法尤为必要。

酯酶同工酶是从蛋白质水平上研究生物群体

遗传差异的重要方法之一［４－５］，在食用菌种类遗传

多样性分析方面应用广泛［６－１０］。但同工酶谱的差

异是由编码同工酶基因决定的，不能直接反映出菌

种在 ＤＮＡ水平上的差别，另一方面，同工酶试验容
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易受到培养方式、时间等因素影响［１１－１２］。因此，在

酯酶同工酶分析的基础上结合更加稳定的遗传标

记方法去分析植株的遗传多样性是非常必要的。

简单重复间序列（ＩＳＳＲ）是 ＤＮＡ分子标记方法之
一，呈孟德尔式遗传，能从基因水平揭示菌株间的

亲缘关系和遗传差异，具有良好的稳定性和多态

性［１３－１４］，其检测手段简单、高效，已经大量应用于不

同品种和食用菌菌株间的遗传差异分析中［１５－１９］。

宋小亚等以黑木耳单核菌株为试验材料分析了

ＩＳＳＲ标记在其育种过程中的应用价值［２０］；努尔孜

亚·亚力买买提等通过ＩＳＳＲ标记技术对１５株野生
平菇菌株的遗传多样性进行了分析，当遗传相似系

数在 ０．６０水平上时，将供试菌株分为了 ５个类
群［２１］；陈小敏等利用 ＩＳＳＲ技术鉴别了从全国年各
地收集的７５份香菇种质资源的遗传多样性［２２］；叶

海丹研究了ＩＳＳＲ分子标记技术在桑黄、黑木耳遗传
分析上的应用［２３］。本研究在１个野生平菇单核菌
株交配型已确定的基础上（已另文发表），通过酯酶

同工酶和ＩＳＳＲ分子标记技术对该平菇的６９个孢子
单核菌株进行遗传分析和分类鉴定，探讨单核菌株

的遗传差异和交配型之间的关系，以期为育种时亲

本单核体的筛选提供重要的基础。

１　材料与方法

１．１　供试菌株
本试验于２０２１年３月５日至６月２０日在河北

工程大学食用菌研究室完成。试验所需野生平菇４
种交配型孢子单核体（Ａ１Ｂ１、Ａ２Ｂ２、Ａ１Ｂ２、Ａ２Ｂ１），由
河北工程大学食用菌研究室鉴定、保藏（表１）。

表１　平菇单核菌株交配型及菌株编号

交配型 单核菌株编号

Ｔ１：Ａ１Ｂ１ Ｐ１、Ｐ２、Ｐ１６、Ｐ１８、Ｐ２０、Ｐ４０、Ｐ４２、Ｐ４６、Ｐ５０、Ｐ５１、Ｐ５２、Ｐ５４、Ｐ６６、Ｐ７０、Ｐ７４、Ｐ７９、Ｐ８０、Ｐ８２、Ｐ９３、Ｐ９４

Ｔ２：Ａ２Ｂ２ Ｐ８、Ｐ１１、Ｐ１２、Ｐ１３、Ｐ１５、Ｐ１９、Ｐ２２、Ｐ２３、Ｐ２７、Ｐ２８、Ｐ３０、Ｐ３２、Ｐ３３、Ｐ３４、Ｐ３５、Ｐ３８、Ｐ３９、Ｐ４３、Ｐ４８、Ｐ５５、Ｐ５６、Ｐ５７、Ｐ５８、
Ｐ５９、Ｐ６０、Ｐ７２、Ｐ７３、Ｐ７６、Ｐ７７、Ｐ７８、Ｐ８３、Ｐ８４、Ｐ８５、Ｐ８６、Ｐ８７、Ｐ８９、Ｐ９０

Ｔ３：Ａ１Ｂ２ Ｐ９、Ｐ１０、Ｐ１４、Ｐ２６、Ｐ３１、Ｐ４１、Ｐ５３、Ｐ６４、Ｐ７５

Ｔ４：Ａ２Ｂ１ Ｐ１７、Ｐ２１、Ｐ６２

１．２　试验方法
１．２．１　菌丝体培养　将供试平菇单核菌株活化后，
转接至铺有玻璃纸的培养基上隔膜培养，菌丝长满

平板后刮取菌丝备用。

１．２．２　酯酶同工酶分析　取０．５ｇ样品用液氮研
磨之后加入７００μＬ磷酸缓冲液（ｐＨ值＝７．５），４℃
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ后取上清液备用。试验采
用聚丙烯酰胺凝胶垂直电泳法［２４－２５］，电泳设备为

ＤＹＣ２－２４ＥＮ型双垂直电泳仪（北京六一生物科技
有限公司），试验具体步骤参照文献［２６］。
１．２．３　ＩＳＳＲ分子鉴定　采用植物基因组 ＤＮＡ提
取试剂盒（天根生化科技有限公司）提取单核菌株

ＤＮＡ。采用１％琼脂糖凝胶检测 ＤＮＡ的质量和浓
度。所用ＩＳＳＲ引物均由生工生物工程（上海）股份
有限公司合成，ＩＳＳＲ扩增结合李辉平等的方
法［２７－２８］筛选出最佳程序及电泳条件，ＩＳＳＲ电泳设
备采用ＤＹＹ－６Ｃ电泳仪（北京六一生物科技有限
公司）。扩增体系（２０μＬ）：２×ＴａｑＰＣＲＭｉｘ１０μＬ，
引物１μＬ，ＤＮＡ模板１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ８μＬ。
１．３　数据处理

电泳结果均采用凝胶成像分析系统（北京君意

东方电泳设备有限公司）拍照记录并进行条带分

析。采取０／１赋值记带，构建数据矩阵，用聚类分析
软件ＮＴＳＹＳｐｃＶｅｒｓｉｏｎ２．１０ｅ计算菌株间的遗传相
似系数，并根据结果采用ＳＡＨＮ程序，以不加权算数
平均组对法（ＵＰＧＭＡ）进行聚类分析。

２　结果与分析

２．１　酯酶同工酶结果
２．１．１　酯酶同工酶酶谱　部分孢子单核菌株酯酶
同工酶电泳图见图１。由图１可知，根据酯酶同工
酶的电泳结果显示，６９个平菇孢子单核菌株共检测
到６条酶带；各菌株酶带数目为 ３～５条；迁移率
（Ｒｆ）在 ０．１６～０．７８之间，多态性带型占 ８３．３％
（表２）。其中，Ｅ４、Ｅ５、Ｅ６颜色最深，最为明显，并
且Ｒｆ为０．４２的 Ｅ４酶带为６９个单核菌株所共有，
可认为是野生平菇单核体的特征谱带。

２．１．２　酯酶同工酶聚类分析　聚类分析树状图见
图２。由图２可知，６９个孢子单核菌株间的遗传相
似系数（ＧＳ）变化范围为０．３８～１．００。当 ＧＳ值约
为０．６６５时，可将菌株分为４组。根据组内样本量
依此分为Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ等４个类群，Ａ组为Ｐ１、Ｐ２等
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表２　平菇单核菌株酯酶酶带分布频率

酶带
迁移率

（Ｒｆ）
分布频率

（％）

Ｅ１ ０．１６ ３８

Ｅ２ ０．１１ ３３

Ｅ３ ０．２４ ２３

Ｅ４ ０．４２ １００

Ｅ５ ０．７３ ５３

Ｅ６ ０．７８ ４６

３１个菌株；Ｂ组为 Ｐ１４、Ｐ１５等 ２１个菌株；Ｃ组为
Ｐ１７、Ｐ２８等１０个菌株；Ｄ组为Ｐ９、Ｐ３８等７个菌株。
２．２　ＩＳＳＲ引物筛选及聚类分析
２．２．１　ＤＮＡ质量检测　部分 ＤＮＡ电泳检测结果
见图３。由图３可知，在凝胶成像仪下呈现的 ＤＮＡ
条带清晰，杂质较少，纯度高，可用于后续 ＰＣＲ
扩增。

２．２．２　ＩＳＳＲ扩增图谱　本试验从２８个 ＩＳＳＲ引物
中筛选出７个对野生平菇孢子单核体扩增条带清

—９２—江苏农业科学　２０２２年第５０卷第９期



晰、多态性丰富、重复性好的引物，分别是 Ｐ２、Ｐ５、
Ｐ７、Ｐ１１、Ｐ１９、Ｐ２４、Ｐ２６，部分引物扩增图谱见图４、图
５。由图４、图５可知，７个引物共扩增出５６条条带，
条带扩增最多的是引物Ｐ２、Ｐ１９和Ｐ２６，均扩增出１０
条；最少的为引物 Ｐ５和 Ｐ１１，均扩增出６条。平均
每个ＩＳＳＲ引物扩增出８条，其中多态性位点４９个，
占８７．５％。
　　此外，试验根据单核菌株的４种交配类型，每个
类型随机抽取１个单核体进行ＩＳＳＲ扩增（图６－Ａ、
图６－Ｂ）中分别代表引物Ｐ７、Ｐ２４对４种交配型的

扩增图谱，可明显看出每个交配类型扩增出来的条

带均不同，如图６－Ａ中Ｔ２扩增出的第３条ＩＳＳＲ条
带是不同于Ｔ１、Ｔ３和Ｔ４的特异性条带。因此，ＩＳＳＲ
分子标记技术可作为该孢子单核体交配型鉴定的

有效工具。

２．２．３　ＩＳＳＲ聚类分析　利用 ＩＳＳＲ标记计算供试
菌株之间的ＧＳ值矩阵，采用ＵＰＧＭＡ法构建了野生
平菇单核菌株的遗传关系聚类图（图７）。由图７可
知，６９个菌株间的 ＧＳ值变化范围为０．６０～０．８８。
其中，单核Ｐ８和Ｐ３５、Ｐ５９和Ｐ７５间的ＧＳ值最大，遗
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传相似程度最高，遗传距离最近，ＧＳ值达到０．８８。
　　由图７可知，当 ＧＳ值约为０．６４８时，将可将菌
株分为４类。再依据样本量依此划分为 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ

４个类群，其中，Ａ组由 Ｐ１０、Ｐ１１等３５个菌株组成；
Ｂ组由Ｐ１、Ｐ８等２２个菌株组成；Ｃ组由Ｐ９、Ｐ２１等８
个菌株组成；Ｄ组由Ｐ２、Ｐ１４等４个菌株组成。

３　结论与讨论

笔者所在课题组前期采集到１株野生平菇菌
株，经过ＩＴＳ鉴定和交配型分析后，将获得的６９株
可用孢子单核体的交配型进行了准确鉴定（已另文

发表）。本试验在此基础上采用酯酶同工酶和 ＩＳＳＲ
分子标记技术对其进行进一步分析，探讨单核菌株

的交配型和遗传差异之间的联系，以便更快捷、准

确地挑选交配型相配的优良单核菌株用于育种工

作。本试验单从聚类图的分类趋势看来，这２种聚
类图大致呈一种趋势，研究表明，酯酶同工酶试验

在６９个单核菌株中检测出６条酶带，多态性带型占
８３３％，ＧＳ值为０．６６５时将其归为４个类群，Ａ组
为Ｐ１、Ｐ２等３１个菌株，Ｂ组为 Ｐ１４、Ｐ１５等２１个菌
株，Ｃ组为Ｐ１７、Ｐ２８等１０个菌株，Ｄ组为Ｐ９、Ｐ３８等
７个菌株；ＩＳＳＲ分子标记技术用筛选出的７条引物
对６９个野生平菇单核菌株的ＤＮＡ进行ＩＳＳＲ扩增，
共扩增出５６条条带，多态性位点占８７．５％，当 ＧＳ
值为０．６８４时分为４个类群，Ａ组由 Ｐ１０、Ｐ１１等３５
个菌株组成；Ｂ组由 Ｐ１、Ｐ８等２２个菌株组成；Ｃ组
由Ｐ９、Ｐ２１等８个菌株组成；Ｄ组由 Ｐ２、Ｐ１４等４个

菌株组成。所以本研究表明，酯酶同工酶和ＩＳＳＲ分
子标记技术可用于平菇单核菌株的遗传多态性研

究，并可作为交配型鉴定的辅助手段，为其优良菌

株的筛选及交配型鉴定提供参考。

观察相同交配型间的单核菌株可发现，相同交

配型间单核菌株遗传多态性较低。例如数量居多、

占优势的交配型 Ａ２Ｂ２的３７个单核菌株与酯酶聚
类 Ａ组对比，有 Ｐ８、Ｐ１１、Ｐ１２等 １６个菌株同属一
类；与 ＩＳＳＲ聚类 Ａ组对比，有 Ｐ１１、Ｐ１２、Ｐ１９等 ２０
个菌株同属一类。与酯酶同工酶和 ＩＳＳＲ聚类结果
同时对比后发现，有 Ｐ１１、Ｐ１２、Ｐ３４、Ｐ５９、Ｐ７３、Ｐ８５、
Ｐ９０这７个交配型相同的单核菌株同属为一类［２０］，

这与谭琦等对香菇同种交配型孢子单核体的研究

结果［２９］相符。宋小亚等以黑木耳单核体为材料，研

究了ＩＳＳＲ分子标记技术在其遗传分析中的应用，试
验中Ｆ１代的３３个孢子单核菌株中有２４个菌株与
Ｔ１聚为一类，剩余９个与 Ｔ２聚为一类。徐凯等更
是采用了ＳＲＡＰ、ＩＳＳＲ和ＲＡＰＤ等３种方法对３７个
灵芝的单核体多态性进行了研究，结果表明，试验

菌株１３０－２９、１３０－３３等７株交配型为 Ａ２Ｂ２的单
核体聚为一类，其余２９个既有Ａ１Ｂ１也有Ａ２Ｂ２的单
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核体聚为一类［３０］。

但以上结果均未严格按照交配型来进行归类，

造成此现象原因极有可能与交配型的控制因子 Ａ、
Ｂ有关。张美彦在对香菇１３５菌株的遗传规律研究
中发现，特异ＳＣＡＲ标记与交配因子 Ａ和 Ｂ均不存
在连锁关系，标记是随机的，这是基因组内部减数

分裂结果，并且交配型因子在其基因组中所占比例

极小，所以即使其交配型因子相同，也不能代表其

它核苷酸序列相同［３１］。因此，若要准确鉴定某种食

用菌的交配型还需与其他方法联合使用。
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３９－４５．　

［３１］张美彦．香菇１３５菌株特异ＳＣＡＲ标记的遗传规律［Ｄ］．南京：

南京农业大学，２００７：５－６，４０．

—２３— 江苏农业科学　２０２２年第５０卷第９期


