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摘要：【目的】鉴于诱变处理后杏鲍菇菌株在栽培性状上的明显差异，对两株杏鲍菇菌株（杏 Ａ和杏 Ｂ）进行分

子水平上的鉴定，分析两者的差异性。【方法】对杏鲍菇菌丝体样本的 ｒＤＮＡ 基因内转录间 ＩＴＳ 片段进行

ＰＣＲ扩增并测序验证；同时应用同工酶电泳对菌丝体的酯酶、过氧化物酶和超氧化物歧化酶进行分析。【结

果】通过 ＧｅｎＢａｎｋ数据库搜索和序列比对分析，两株菌株 ＩＴＳ序列相似度达到 ９９％；菌丝体的酯酶、过氧化物

酶和超氧化物歧化酶同工酶电泳检测无差异。【结论】杏 Ａ 和杏 Ｂ 菌株为同一菌株，在分子水平上差异不

明显。
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中图分类号：Ｑ５５，Ｑ７８  文献标识码：Ａ  文章编号：１００２-７３７８（２０１６）０２-０１５６-０５

Ａｂｓtｒａｃt：【Ｏｂｊｅｃtｉｖｅ】Ｉｎ ｖｉｅｗ ｏｆ ｔｈｅ ｆａｃｔ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｏｆ Ｐｌｅｕｒｏｔｕｓ ｅｒｙｎｇｉｉ ｓｔｒａｉｎｓ ｉｓ ｄｉｆ-
ｆｅｒｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｃｕｌｔｉｖａｔｅｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒ．Ｔｗｏ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ Ｐｌｅｕｒｏｔｕｓ ｅｒｙｎｇｉｉ ｓｔｒａｉｎｓ （Ａ ａｎｄ Ｂ）ａｒｅ ｉ-
ｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ａｔ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｌｅｖｅｌ ａｎｄ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅｉｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ．【Ｍｅtｈｏｄｓ】Ｔｈｅ ｒＤＮＡ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｏｆ
Ｐｌｅｕｒｏｔｕｓ ｅｒｙｎｇｉｉ ｍｙｃｅｌｉｕｍ ｓａｍｐｌｅｓ ｗａｓ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｂｙ ＰＣＲ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ．Ｍｙｃｅｌｉｕｍ ｏｆ ｅｓ-
ｔｅｒａｓｅ，ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ ａｎｄ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ ｅｎｚｙｍｅ ａｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｉｓｏｚｙｍｅ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅ-
ｓｉｓ．【Ｒｅｓｕｌtｓ】Ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＧｅｎＢａｎｋ ｄａｔａｂａｓｅ ｓｅａｒｃｈ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ，ｔｈｅ
ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｏｆ ＩＴＳ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ ｓｔｒａｉｎｓ ｗａｓ ｒｅａｃｈｅｄ ｔｏ ９９％；Ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ
ｂｅｔｗｅｅｎ ｅｓｔｅｒａｓｅ，ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ ａｎｄ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ ｉｓｏｚｙｍｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｙｃｅｌｉｕｍ．【Ｃｏｎｃｌｕ-
ｓｉｏｎ】Ａ ａｎｄ Ｂ ｓｔｒａｉｎ ｉｓ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｓｔｒａｉｎ，ａｔ ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｌｅｖｅｌ ｗｉｔｈ ｉｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ：Ｐｌｅｕｒｏｔｕｓ ｅｒｙｎｇｉｉ，ｉｓｏｅｎｚｙｍｅ，ｒＤＮＡ ＩＴＳ，ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ

０ 引言

  【研究意义】本研究前期对杏鲍菇菌株进行诱变
处理，处理后的杏鲍菇菌株子实体在形态、产量上与
未处理的菌株存在明显差异。而传统的菌种鉴定主
要通过对菌丝、菌落和子实体形态的宏观观察以及

不同菌株间发生的拮抗反应等来进行，具有一定的
局限性和主观性［１］。鉴于此，本研究对两株杏鲍菇
菌株进行分子水平上的鉴定，分析两者的差异性。
【前人研究进展】近年来，同工酶分子标记技术已被
应用于真菌的分类鉴定、遗传育种和种群分化研究
中，成为菌株分类、种质鉴定的重要手段［２］。另外，
目前国内外开展 ＲＡＰＤ、ｒＤＮＡ 等多种分子标记技
术研究香菇、黑木耳、双孢蘑菇、草菇等的种质资源
评价和菌种鉴别［３-８］，并取得显著成效。其中，真核
生物 ｒＤＮＡ基因内转录间 ＩＴＳ 片段因其序列保守
性和科、属、种水平上的特异性，被广泛应用于真菌



系统发育学与分类鉴定等方面的研究中［９-１２］，张丹
等［１３］对中国 ７ 个毛木耳菌株 ｒＤＮＡ ＩＴＳ 进行克隆
测序，并将其与木耳属其他种的相应序列进行对比，
发现 ＩＴＳ 序列分析适用于属内种间的分类鉴定。
【本研究切入点】本研究从真核生物 ｒＤＮＡ ＩＴＳ片段
以及同工酶的两方面入手，对两株杏鲍菇菌株进行
分子技术方面的鉴定。【拟解决的关键问题】通过

ＧｅｎＢａｎｋ数据库搜索和序列比对分析两株菌株 ＩＴＳ
序列相似度，同时对菌丝体进行同工酶电泳检测。

１ 材料与方法

１．１ 供试菌株

  两株杏鲍菇菌株系本所保藏，编号杏 Ａ、杏 Ｂ
（图 １）。

  （ａ）对 照 菌 株 Ｃｏｎｔｒｏｌ Ｐｌｅｕｒｏｔｕｓ ｅｒｙｎｇｉｉ （杏 Ａ，

Ｐｌｅｕｒｏｔｕｓ ｅｒｙｎｇｉｉ Ａ）；（ｂ）处理菌株 Ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ ｍｕｔａｔｉｏｎａｌ

ｂｒｅｅｄｉｎｇ Ｐｌｅｕｒｏｔｕｓ ｅｒｙｎｇｉｉ （杏 Ｂ，Ｐｌｅｕｒｏｔｕｓ ｅｒｙｎｇｉｉ Ｂ）

图 １ 杏鲍菇

Ｆｉｇ．１ Ｐｌｅｕｒｏｔｕｓ ｅｒｙｎｇｉｉ

１．２ 方法

１．２．１ ＩＴＳ 序列鉴定

１．２．１．１ 总 ＤＮＡ提取

  称取适量菌丝体样品，放入预冷研钵中，加入适
量液氮研磨。将研磨粉末转移至无菌离心管中，采
用 ＣＴＡＢ法提取总 ＤＮＡ。

１．２．１．２ 样品 ｒＤＮＡ ＩＴＳ序列的 ＰＣＲ 扩增

  所用引物如下：

  ＩＴＳ５：５′-ＧＧＡＡＧＴＡＡＡＡＧＴＣＧＴＡＡＣＡＡＧ-
Ｇ-３′
  ＩＴＳ４：５′-ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ-３′
  反应体系（５０μＬ）：５μＬ １０×Ｅｘ Ｔａｑ Ｂｕｆｆｅｒ，１

μＬ 引物 ＩＴＳ５（１０ μｍｏｌ· Ｌ－１），１ μＬ ＩＴＳ４（１０

μｍｏｌ·Ｌ
－１），４μＬ ｄＮＴＰｓ（２．５ ｍｍｏｌ·Ｌ－１），０．５

μＬ Ｅｘ Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶（５ Ｕ·μＬ
－１，Ｔａｋａｒａ），１

μＬ模板 ＤＮＡ（约 ５０ ｎｇ），３７．５μＬ ｄｄＨ２ Ｏ。

  反应程序：９４℃预变性 ５ ｍｉｎ；９４℃变性 １ ｍｉｎ，

６０℃退火 １ ｍｉｎ，７２℃延伸 １ ｍｉｎ，３０ 个循环；最后，

７２℃延伸 １０ ｍｉｎ。

１．２．１．３ ＤＮＡ纯化测序和分析

  采用 Ｅ．Ｚ．Ｎ．Ａ?．Ｃｙｃｌｅ-Ｐｕｒｅ Ｋｉｔ（Ｄ６４９２，Ｏ-
ｍｅｇａ Ｂｉｏ-Ｔｅｋ公司）纯化 ＰＣＲ 产物，纯化步骤参见
试剂盒说明书，纯化后的 ＰＣＲ 产物送华大基因公司
测序。

  测得的 ＩＴＳ序列用 Ｖｅｃｔｏｒ ＮＴＩ 软件排序和 Ａ-
ｌｉｇｎ分析，并通过 ＢＬＡＳＴ进行同源序列比对。

１．２．２ 同工酶电泳

１．２．２．１ 同工酶提取

  用无菌刮刀刮取 ０．５ ｇ 菌丝体，放置于预冷研
钵中，加入适量液氮将菌丝体研磨至粉末状，并转移
至无菌离心管中；加入 ０．５ ｍＬ Ｔｒｉｓ-ＨＣｌ提取液，混
匀，并于 ４℃，８ ０００ ｒ／ｍｉｎ条件下离心 １０ ｍｉｎ，取上
清液置于另一无菌离心管中，４℃保存备用。

１．２．２．２ 聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ-ＰＡＧＥ）

  采用 ＳＤＳ-ＰＡＧＥ 进行同工酶分析。 ＳＤＳ-
ＰＡＧＥ（１５％分离胶，Ｗ／Ｖ；４％浓缩胶，Ｗ／Ｖ；Ｔｒｉｓ-
Ｇｌｙ缓冲液系统）电泳条件：上样量 ４０μＬ，浓缩胶区
段电压为 １２０ Ｖ，分离胶区段电压为 １８０ Ｖ，４℃环境
条件下电泳约 ４ ｈ。

１．２．２．３ 染色

  （１）酯酶

  染色液配制：称取 １００ ｍｇ 重氮固蓝，溶于 ５
ｍＬ丙酮中，再加入预先配制的 １％（Ｖ／Ｖ）乙酸-α
萘酯丙酮溶液 １．５ ｍＬ和 ２％（Ｖ／Ｖ）乙酸-β萘酯丙
酮溶液 １．５ ｍＬ，最后用 ０．２ ｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲液（ｐＨ
值为 ６．４）定容 １００ ｍＬ。使用前加入 ４０％（Ｖ／Ｖ）甲
醛 ０．５ ｍＬ，以降低凝胶的非特异性背景染色。

  染色方法：预先用蒸馏水漂洗凝胶，然后放入染
色液中，于 ３７℃摇床保温震荡，待凝胶上显现酶带
后停止染色，用 ７％（Ｖ／Ｖ）醋酸溶液漂洗凝胶 ２～３
次，最后将凝胶保存于 ７％（Ｖ／Ｖ）醋酸溶液中。

  （２）超氧化物歧化酶

  染色液：Ａ 液，２５ μｍｏｌ／Ｌ ＮＢＴ 溶液；Ｂ 液，用

５０ ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ 值为 ７．８ 的磷酸缓冲液 （含 １
ｍｍｏｌ／Ｌ ＥＤＴＡ）配制成的 ０．０１％（Ｗ／Ｖ）核黄素
溶液。

  染色方法：将凝胶置于 Ａ 液中，室温下暗反应

２０ ｍｉｎ；然后取出凝胶放入 Ｂ 液中于日光下曝光约

２０ ｍｉｎ，直到凝胶显现出暗背景下的灰白色酶带，停
止染色。

  （３）过氧化物酶

  染色液：Ｃ 液，２％（Ｗ／Ｖ）联苯胺醋酸溶液；Ｄ
液，４％ （Ｗ／Ｖ）氯化铵 溶 液；Ｅ 液，５％ （Ｗ／Ｖ）
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ＥＤＴＡ-Ｎａ２溶液（ｐＨ 值 ６．０）；Ｆ 液，０．３％（Ｖ／Ｖ）

Ｈ２ Ｏ２溶液。其中，Ｃ 液现用现配，Ｄ、Ｅ、Ｆ 溶液在

４℃条件下贮存备用。使用时按照 Ｃ∶Ｄ∶Ｅ∶Ｆ∶
水＝１∶１∶１∶１∶８（Ｖ∶Ｖ∶Ｖ ∶Ｖ∶Ｖ）的比例配
制成染色液，现配现用。

  染色方法：预先用蒸馏水漂洗凝胶，然后放入染
色液中，摇床震荡 ５ ｍｉｎ，待凝胶上显现酶带后停止
染色，用蒸馏水漂洗，保存于 ７％（Ｖ／Ｖ）醋酸溶
液中。

２ 结果与分析

２．１ ＩTＳ序列鉴定

  杏 Ａ 和杏 Ｂ 菌株的 ＩＴＳ 序列经 ＰＣＲ 扩增，产
物约 ６００ ｂｐ（图 ２）。从测序结果可知，扩增的杏 Ａ
ＩＴＳ片段长 ６７５ ｂｐ，杏 Ｂ为 ６７２ ｂｐ。用 Ｖｅｃｔｏｒ ＮＴＩ
软件对 ＩＴＳ 序列进行排序和 Ａｌｉｇｎ 分析，结果表明
杏 Ａ和杏 Ｂ菌株 ＩＴＳ序列相似度达到 １００％。

  另外，ＩＴＳ 序列测定结果经 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库

ＢＬＡＳＴ 后，与数据库中 ＨＭ５６１９８５、ＪＸ４２９９４１ 和

ＤＱ３３３２３５ 等杏鲍菇已有序列相似度达到 ９９％。

Ｍ：ＤＬ２０００；１：杏 Ａ；２：杏 Ｂ

  Ｍ：ＤＬ２０００；１：Ｐｌｅｕｒｏｔｕｓ ｅｒｙｎｇｉｉ Ａ；２：Ｐｌｅｕｒｏｔｕｓ

ｅｒｙｎｇｉｉ Ｂ
图 ２ ＰＣＲ产物电泳

Ｆｉｇ．２ Ｔｈｅ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｇｒａｍ

２．２ 同工酶电泳

  从图 ３ 中可以看出，酯酶同工酶电泳结果显示
两株菌的酯酶谱带较为丰富，培养 １５ ｄ 的菌株与培
养 １３ ｄ的菌株酯酶各谱带的表达峰度不同。另外，

杏 Ａ和杏 Ｂ菌株酯酶的提取用 Ｔｒｉｓ-ＨＣｌ 缓冲液比
用 ＰＢＳ缓冲液效果要好。

  ①，③，⑤，⑦：培养 １５ ｄ、１５ ｄ 、１３ ｄ、１３ ｄ 的杏 Ａ；②，

④，⑥，⑧：培养 １５ ｄ、１５ ｄ、１３ ｄ、１３ ｄ的杏 Ｂ，其中①，②，⑦，

⑧是用 Ｔｒｉｓ-ＨＣｌ缓冲液提取的样品，③，④，⑤，⑥是用 ＰＢＳ
缓冲液提取的样品

  ①，③，⑤，⑦：Ｐｌｅｕｒｏｔｕｓ ｅｒｙｎｇｉｉ Ａ（１５ ｄ，１５ ｄ，１３ ｄ，１３

ｄ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ）；②，④，⑥，⑧：Ｐｌｅｕｒｏｔｕｓ ｅｒｙｎｇｉｉ Ｂ（１５ ｄ，１５

ｄ，１３ ｄ，１３ ｄ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ）；Ｓａｍｐｌｅ ①，②，⑦ ａｎｄ ⑧ ｗｅｒｅ

ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｂｙ Ｔｒｉｓ-ＨＣｌ ｂｕｆｆｅｒ；Ｓａｍｐｌｅ ③，④，⑤ ａｎｄ ⑥ ｗｅｒｅ

ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｂｙ ＰＢＳ ｂｕｆｆｅｒ
图 ３ 酯酶同工酶电泳

Ｆｉｇ．３ Ｅｓｔｅｒａｓｅ ｉｓｏｚｙｍｅ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

  如图 ４ 所示，培养 １５ ｄ、１３ ｄ、１１ ｄ、９ ｄ 的杏 Ａ
和杏 Ｂ 菌株的过氧化物酶酶带非常接近，不管是培
养时间还是菌株之间，差别都不大。

  ①，②，③，④：培养 １５ ｄ、１３ ｄ、１１ ｄ、９ ｄ 的杏 Ａ；⑤，⑥，

⑦，⑧：培养 １５ ｄ、１３ ｄ、１１ ｄ、９ ｄ的杏 Ｂ

  ①，②，③，④：Ｐｌｅｕｒｏｔｕｓ ｅｒｙｎｇｉｉ Ａ（１５ ｄ，１３ ｄ，１１ ｄ，９

ｄ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ）；⑤，⑥，⑦，⑧：Ｐｌｅｕｒｏｔｕｓ ｅｒｙｎｇｉｉ Ｂ（１５ ｄ，１３

ｄ，１１ ｄ，９ ｄ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ）

图 ４ 过氧化物酶同工酶电泳

Ｆｉｇ．４ Ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ ｉｓｏｚｙｍｅ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

  另外，培养 １５ ｄ、１３ ｄ、１１ ｄ 的超氧化物歧化酶
同工酶电泳色带以培养 １５ ｄ的最为丰富，杏 Ａ和杏

Ｂ两菌株间无差异（图 ５）。

  图 ３～５ 结果显示，杏 Ａ 和杏 Ｂ 菌株所表达的
同工酶无差异条带；两株菌的 ３ 种同工酶的表达中
以酯酶的谱带最为丰富，而且培养 １５ ｄ 的菌株与培
养 １３ ｄ的菌株酯酶各谱带的表达峰度不同。
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  ①，②，③：培养 １５ ｄ、１３ ｄ、１１ ｄ的杏 Ａ；④，⑤，⑥：培养

１５ ｄ、１３ ｄ、１１ ｄ的杏 Ｂ
  ①，②，③：Ｐｌｅｕｒｏｔｕｓ ｅｒｙｎｇｉｉ Ａ（１５ ｄ，１３ ｄ，１１ ｄ，ｒｅｓｐｅｃ-
ｔｉｖｅｌｙ）；④，⑤，⑥：Ｐｌｅｕｒｏｔｕｓ ｅｒｙｎｇｉｉ Ｂ（１５ ｄ，１３ ｄ，１１ ｄ，ｒｅ-
ｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ）

图 ５ 超氧化物歧化酶同工酶电泳

Ｆｉｇ．５ Ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ ｉｓｏｚｙｍｅ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

３ 讨论

  同工酶分子标记对于研究菌株遗传多样性、菌
种亲缘关系以及菌种鉴定均有一定作用［１４］。酶是
基因编码的产物，具有相当的稳定性和特异性；但
是，同一生物在不同生长发育时期以及不同生长条
件下其酶谱的多态性均不同，这些条件影响同工酶
基因的开放、关闭及表达量的改变。因此，同工酶在
食用菌菌种选育的应用上应保证培养时间、培养基
以及所有操作条件一致的情况下，才可能得到稳定
准确的分析结果［１５-１ ６］。另外，一些酶的异质性未经
过专门的精细分辨，进而影响对生理性酶的多态性
的区分［１７］。

  遗传多样性是生物多样性的基础，遗传多样性
水平代表一个物种在特定环境中基因的丰富程度，
是物种适应和进化的遗传基础。多样性的分析对了
解物种的适应性、物种起源和基因资源的分布及育
种亲本的选择等具有重要意义［１８］。对秀珍菇菌株
进行 ｒＤＮＡ ＩＴＳ 序列分析［１ ９］，表明 ｒＤＮＡ ＩＴＳ序列
分析在食用菌菌株分析与鉴定上的应用日益广泛。

４ 结论

  对杏 Ａ和杏 Ｂ 菌株进行 ｒＤＮＡ ＩＴＳ 序列分析
和同工酶电泳分析，２ 株菌株 ＩＴＳ 序列相似度达到

９９％，而且酯酶、过氧化物酶和超氧化物歧化酶等同
工酶电泳检测无差异，据此认为杏 Ａ 和杏 Ｂ菌株为
同一菌株，在分子水平上差异不明显。
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