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中国主栽香菇品种 SSR 指纹图谱的构建
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　 　 摘要:以商业栽培的 25 个香菇(Lentinula edodes)品种为材料,应用 SSR 分子标记技术进行区别性分析。 本研究使用 14
对引物,引物的多态性为 100% ,每对引物产生的等位基因数为 2 ~ 9 个,平均 5． 0 个,基因型数为 2 ~ 12 个,平均 6． 3 个。 预期

杂合度为 0． 1151 ~ 0． 8131,平均预期杂合度为 0． 6126;PIC 值为 0． 1064 ~ 0． 7736,平均 PIC 值为 0． 5541。 25 个品种中,除申香

10 号和申香 12 号不能区分外,对其他 23 个品种清晰鉴别,为构建香菇栽培品种的 SSR 分子指纹图谱提供了依据和方法。 本

方法获得的数据可以成为重复性良好、实验室间可比对的香菇栽培品种标准指纹图谱,在品种特异性鉴定中不再需要已有所

有品种做参照,较 RAPD、ISSR、SRAP 等鉴定方法工作量大大减少。
　 　 关键词:栽培品种鉴定;等位基因;基因型;杂合度
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Abstract: The distinctness of 25 commercial cultivars was identified with SSR marker from 14 pairs of primers
for Lentinula edodes. The polymorphism was 100% for the all of primers. The 2-9 alleles were generated for one
primer pair and the 5． 0 alleles was average to each primer pair. The 2-12 genotypes were formed for one primer pair
and the 6． 3 genotypes was average to each primer pair. The expect heterozygosity of 0． 1151-0． 8131 was presented
and with average of 0． 6216. The PIC values ranged from 0． 1064 to 0． 7736 and with average of 0． 5541. The 23 va-
rieties were separated clearly from each other by the 14 primer pairs except the one cluster consisted of Shenxiang
10 and Shenxiang 12. This result provided the basic technique for making SSR fingerprint profile to identify Lentinu-
la edodes cultivars. The SSR profile is suitable to standard fingerprint for identification of the cultivars and it is well
repeated and easily contrasted with various operators and labs compared with the profiles from RAPD,ISSR,and
SRAP. The operator no longer puts all of the presented cultivars as reference to be tested in the identification so that
the workload reduced greatly.
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　 　 香菇[Lentinula edodes (Berk. ) Pegler]因为其营

养价值、保健价值和独特风味成为深受大众喜爱的食

药用菌之一[1-3],其人工栽培在我国已有 800 多年的

历史,是我国目前重要的栽培食用菌,也是世界上产

量仅次于双孢蘑菇的栽培食用菌。 从 80 年代起,我

国香菇产量超过日本,成为香菇生产和出口第一大

国。 目前我国香菇产量占全世界的 70%以上[4]。
多年的分散生产和自身无性繁殖的特点,导致

栽培品种同物异名、同名异物严重,为优良品种的正

确使用和管理带来困难。 香菇生长周期长,子实体
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形态分化的多样性远较绿色植物低,且受环境影响

较大,因此,应用形态进行栽培品种的鉴定难度较

大。 近年 RAPD(随机扩增多态性 DNA)标记技术,
AFLP(扩增片段长度多态性)标记技术,ISSR(简单

序列重复区间多态性)和 SSR(简单重复序列)等

DNA 分子标记技术在食用菌的品种鉴定工作中广

泛应用[5-10],较以栽培子实体形态的鉴定周期大大

缩短。 然而,应用这些方法只有同一批次的试验结

果个体间的差异才具有可比性,而不同批次的样本

相同个体间的差异缺乏可比性,因而不能成为可长

期反复使用的品种特异性的标准指纹图谱。 因此,
在实际工作中,鉴定任何一个样本,都需要全部已有

品种做参照样本才能进行,导致新品种的遗传特异

性鉴定工作量越来越大。
SSR 分子标记[11]具有数量多、在基因组内分布

均匀、多态性信息丰富、易于检测和共显性标记等优

点,被作为优良的遗传标记应用到遗传连锁图谱构

建、遗传多样性分析、分子生态学和进化学等研究领

域[12-15]。 Kim 等[16] 使用 SSR 标记对中国、日本和

韩国的香菇菌株进行了种群遗传学研究,将这些

菌株划分为 6 个类群,并提出了香菇育种和品种

分类的区分标准。 Xiao 等[17] 使用 SSR 标记对中

国野生香菇菌株进行遗传多样性分析,将中国野

生香菇划分为 3 个群体,呈现基本的地域性聚类

结果。
本研究以通过国家认定的香菇品种为材料,

应用 SSR 分子标记进行遗传学分析,以探究 SSR
技术在香菇品种认定中遗传特异性鉴定的可用

性,建立现有主栽香菇品种遗传特异性 SSR 分子

指纹图谱,为香菇品种认定和良种使用奠定方法

基础。

1　 材料与方法

1． 1　 供试材料

供试品种为通过国家认定的 25 个香菇栽培品

种(表 1),菌种保藏于国家食用菌标准菌种库(Chi-
na Center for Mushroom Spawn Standards and Control,
CCMSSC)。
1． 2　 菌丝培养及基因组 DNA 提取

菌种与 PDA 培养基 25℃活化培养,活化后的菌

种于 PDA 平板培养基上 25℃隔膜避光培养 10d,刮
取膜上菌丝用于基因组 DNA 的提取。 基因组 DNA
使用 Plant Genomic DNA Kit(天根生化)试剂盒进行

提取。

表 1　 供试品种

Table 1　 The tested cultivars of Lentinula edodes

序号 code 认定编号 Identified No. 原名称 Original name

1 国品认菌 2007001 申香 8 号

2 国品认菌 2007002 申香 10 号

3 国品认菌 2007003 申香 12 号

4 国品认菌 2007004 Cr-02

5 国品认菌 2007005 L135

6 国品认菌 2007006 闽丰 1 号

7 国品认菌 2007007 Cr-62

8 国品认菌 2007008 Cr-04

9 国品认菌 2007009 庆元 9015

10 国品认菌 2007010 香菇 241-4

11 国品认菌 2007011 武香 1 号

12 国品认菌 2007012 赣香 1 号

13 国品认菌 2007013 金地香菇

14 国品认菌 2007014 森源 1 号

15 国品认菌 2007015 森源 10 号

16 国品认菌 2007016 森源 8404

17 国品认菌 2008001 香九

18 国品认菌 2008002 香杂 26 号

19 国品认菌 2008003 广香 51 号

20 国品认菌 2008004 华香 8 号

21 国品认菌 2008005 华香 5 号

22 国品认菌 2008006 L952

23 国品认菌 2008007 菌兴 8 号

24 国品认菌 2008008 L9319

25 国品认菌 2008009 L808

1． 3　 引物

引物 14 对(表 2),其中 10 对为自行设计引物,
4 对来自文献[16-17],均由上海生工合成。
1． 4　 扩增条件

PCR 反应体系:20μl,其中 10 × Ex Taq buffer
(Mg2 + plus)2μl,dNTPs(各 2． 5mmol)1． 5μl,上游引

物(10μmol)和下游引物(10μmol)各 1μl(引物序列

见表 2 ), Ex Taq (5U / μl) 0． 1μl,模板 DNA 2μl,
ddH2O 12． 4μl。

PCR 扩增程序:94℃ 预变性 4min; 94℃ 变性

30s,退火 30s(具体温度根据引物调节),72℃ 延伸

1min,35 个循环;72℃延伸 7min,4℃保存。
1． 5　 扩增产物检测

使用 Agilent 1000 Kit 试剂盒在 Agilent 2100 生

物分析仪分析。
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表 2　 25 个香茹栽培品种的 SSR 引物信息

Table 2　 The information of SSR primer pairs for the 25 cultivars of Lentinula edodes

引物名称

Primer name

GenBank
登录号

Gen Bark accession No.

序列(5′-3′)
Sequence

重复序列

Repeat

退火温度(℃)
Annealing
temperature

预期长度(bp)
Expected length

S1 DD419801． 1 CTTATTTCAGTGCGTAGATGG

TTCGCTGGACTCGTCGTAT

(TC) 7 tgtctt(TG) 5 52． 3 184

S4 GQ225099． 1 TTGTTCGTTCTCGCTCTAA

GCATTTCTCGCAGCAGTT

(CT) 5 51． 5 180

S13 AB055157． 1 ACTTCCCTTTCCTTTCTC

GTATGTATGTTCGCCTTTAT

(GGAT) 3 49． 3 340

S15 AB543787． 1 ATTTCCTCACCTGGCTCA

GCATCCGAATTTGCTACA

(TAG) 3 51． 1 234

S16 AB262360． 1 ATAGGATGATTGAACGAGCAG

ACCGTAAGGTGGGAAGAAA

(AG) 5 51． 6 271

S19 AB279630． 1 ATGCCGTTCCAAAGATAC

TTGAAGCCTGACAGAGTG

(TCC) 5 50． 6 193

S23 AB446463． 1 TCTGTAACGCTTGTGGACTA

TTCTGAATGTACCCAATCTC

(AT) 3N9(AT) 3 49． 2 308

S26 GQ118251． 1 TTATCATTGTCGGAAGGG

CAGGGTTGTAGAAGAAGGTTGG

(TA) 3N31(TCA) 3 50． 2 259

S30 E59667． 1 CTCTTGCAGGTACTTATG

TACTGACCAAACTGTTGT

[(CAGT) 3N12] 4 44． 1 357

Paa-1 AB027711． 1 TGCTGTGGGTTGCGTCGTTAT

TTCTGGCCTCGTGCATTCTGT

(AGAT) 5 54 110

A8[16] DQ231476 TCATCTCCTTCCCATGTTCC

CAATACCGGTAACACGTCC

(GAG) 3N7(TGG) 3 54 286

X7[17] AB244760 TTATAGGCCCGGCCCCACTT

TCGCCGGGGTATCGTATTGG

(ACTTG) 3 62 298

X15[17] DQ231479 TTTGACTTCCTCCTCACC

ACGAGGAAGTTGAAGTTGA

(GGT) 6 50 197

F7[17] EB014197 CGAATGGTCTGCCCGTAT

TACCCTTGACTCTTCCGTGAC

(GAT) 5 58 335

1． 6　 数据处理

使用 POPGENE ver． 1． 32 软件[18]计算等位基因

数、基 因 型 数、 有 效 等 位 基 因 数, 预 期 杂 合 度

(He) [19]和表观杂合度(Ho) [20] 等遗传学参数;使用

PowerMarker 软件[21]计算多态信息量(PIC,polymor-
phism information content)。

根据 Nei’s 遗传距离,使用非加权组平均法(un-
weighted pair-group method with arithmetic means,UP-
GMA)进行聚类分析。

2　 结果与分析

2． 1　 SSR 扩增结果

14 对引物,每对都可对供试材料扩增形成图谱

清晰的条带,每对引物的条带多态性均为 100% 。
其中等位基因数最少为 2 个,最多为 9 个,平均等位

基因数为 5． 0 个。 基因型数最少为 2 个,最多为 12
个,平均基因型数为 6． 3 个(表 3)。
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表 3　 SSR 扩增的遗传学参数信息

Table 3　 The genetic parameters from SSR-PCR for the 25 cultivarsof Lentinula edodes

引物

Primer
等位基因数

No. of alleles
基因型数

No. of genotypes
表观杂合度

Heterozygosity
预期杂合度

Expected heterozygosity
PIC

S1 4 8 0． 6000 0． 7608 0． 6981

S4 2 3 0． 0400 0． 1151 0． 1064

S13 7 6 0． 6000 0． 6833 0． 6353

S15 2 2 0． 4000 0． 3265 0． 2688

S16 3 4 0． 0400 0． 5657 0． 4537

S19 5 7 0． 7600 0． 7265 0． 6567

S23 9 12 0． 6400 0． 8131 0． 7736

S26 4 4 0． 6400 0． 5086 0． 4227

S30 7 7 0． 0400 0． 7551 0． 7060

A8 6 8 0． 6800 0． 7273 0． 6651

Paa-1 4 5 0． 2400 0． 4473 0． 3933

X7 6 8 0． 9200 0． 7673 0． 7146

X15 4 4 0． 7200 0． 5722 0． 5022

F7 7 10 0． 4800 0． 8073 0． 7612

平均 5． 0 6． 3 0． 4857 0． 6126 0． 5541

2． 2　 遗传学参数

表 3 可以看出,表观杂合度最小为 0． 0400、最
大为 0． 9200,平均表观杂合度为 0． 4857;预期杂合

度最小为 0． 1151、最大为 0． 8131,平均预期杂合度

为 0． 6126;PIC 值最小为 0． 1064、最大为 0． 7736,平
均 PIC 值为 0． 5541。
2． 3　 指纹图谱的构建

将所有引物的扩增结果拼接组合成 SSR 指纹

图谱(图 1)。 应用非加权组平均法对扩增结果的聚

类分析,只有申香 10 号和申香 12 号不能区别,其他

供试品种都可各自分开,统计结果显示材料间申香

10 号和申香 12 号之间的遗传相似性系数最大,为
1． 000,香九和武香 1 号之间的遗传相似性系数最

小,为 0． 098(图 2)。

3　 讨论

本试验使用的 14 对引物的平均 PIC 达到了

0． 5541,显示了较高的多态信息量。 但是部分引物

PIC 值较低,如 S4 仅 0． 1046,多态信息量不高,这可

能是本研究未能将供试材料全部区分的因素之一。
另外,我国有的栽培品种间的亲缘关系较近,如未能

区分开的申香 10 和申香 12,苏香是其共同的亲

本[22],也可能是重要原因。 现有文献记载的香菇

SSR 引物较少,且大部分是基于 EST 序列和 ISSR 抑

制法设计;另一方面,数据库中香菇核苷酸序列较

少,含有微卫星序列的核苷酸序列则更少,限制了

SSR 标记在香菇品种鉴定上的应用。
Zhang 等[5]利用 FIASCO(Fast Isolation by AFLP

of Sequences Containing Repeats)法构建了金针菇微

卫星文库,并开发了 10 对多态性 SSR 引物,用其中的

4 对,即将14 个金针菇栽培品种有效鉴别。 这为香菇

微卫星文库的构建及 SSR 引物的开发提供了借鉴。
香菇品种的鉴定已有很多报道。 Zhang 等[6] 使

用 7 条 RAPD 引物区分了 13 个香菇栽培品种,Zhang
等[7]用 2 条 ISSR 引物鉴别了 17 个中国的香菇栽培

品种,Wu 等[23] 用 10 对 SCAR 引物区分了 6 个中国

的香菇栽培品种,Fu 等[24]用 23 对 SRAP 引物区分了

19 个中国的香菇栽培品种。 这些方法分辨力良好,
对材料的遗传特异性有较高的检出率,对材料的区分

效果与本研究相同,但是,RAPD、ISSR 和 SRAP 图谱

条带复杂,重复性和稳定性不高,使得同一样本在不

同批次、不同实验室的试验结果缺乏可比性;SCAR
方法比较繁琐,存在假阳性现象。 这些不足使其任何

一个方法都不能用于标准图谱的建立。 本研究表明,
SSR 分子标记产生的条带简单、清晰,均为 1 条或 2
条,易于统计分析,建立标准指纹图谱库,在新品种遗

传特异性鉴定工作中,只需将待鉴定样本进行 SSR 扩

增,将扩增结果与标准指纹图谱库进行对比分析即

可,而不再需要已经鉴定过的参照样本做参照,大大

减少了工作量。
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图 1　 25 个香菇栽培品种的 SSR 指纹图谱

Fig． 1　 The SSR fingerprint profile for the 25 cultivars of Lentinula edodes
申香8号
申香10号
申香12号
Cr-04

Cr-02

Cr-62
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图 2　 基于 SSR 标记的 25 个香菇品种的聚类图

Fig． 2　 The cluster analysis dendrogram based on SSR markers for the 25 cultivars of Lentinula edodes
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