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摘　要：对２４个双孢蘑菇不育单孢进行两两杂交配对，以菌株９６０８为基准，获得了２种不同交配型的不育单孢
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ＤＮＡ文库，对文库进行酶切验证，用犛犪犾Ⅰ酶切，可切出２０、１４、９ｋｂ等３个片段，其中２０、９ｋｂ为λ载体的

左右臂，插入片段为１４ｋｂ，与预期相符，说明文库的质量较高。
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　　双孢蘑菇犃犵犪狉犻犮狌狊犫犻狊狆狅狉狌狊是世界上栽培最

为广泛的食用菌，具有非常重要的经济价值。２０１５

年，我国双孢蘑菇的鲜菇年产量达３４０万ｔ左右，

已成为我国农业重要的支撑产业［１］。然而，有限的

高产优质双孢蘑菇品种严重地阻碍了双孢蘑菇生产

的发展，虽然菌类遗传育种专家作出了巨大的努

力，但是采用常规的杂交育种技术还是很难获得新

的优良菌种，这主要是由于双孢蘑菇属二极性次级

同宗结合的单因子交配型系统，大多数担孢子是异

核可育的，不能用于杂交，只有同核不育孢子才能

用于杂交。此外，双孢蘑菇菌丝细胞呈多核状态，

缺乏锁状联合［２－３］。这就造成了鉴定单核体或同核

体间杂交的困难，常常盲目地进行杂交，严重阻碍

了杂交育种工作的进行。

目前，我们的研究团队能够应用同工酶标记，在

菌丝阶段可以对异核体和同核体进行区分和鉴定，

大大提高了双孢蘑菇杂交育种效率［４］。但不同的同

核体菌株仍存在相同或不同的交配型，只有具不同

交配型因子的同核体之间才有可能配对成功，随机

配对获得杂交子的成功率仍然很低。前人研究表
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明，双孢蘑菇是单因子交配型系统，由单个 Ａ位点

控制（Ａ＋／Ａ－）且交配型基因 Ａ因子与 ｍｉｐ基因

紧密连锁，但Ａ因子的序列尚未见报道
［５－６］。为了

更有效地开展育种工作，必须开展对双孢蘑菇交配

型Ａ因子的研究。本研究对课题组长期以来获得

的双孢蘑菇不育单孢菌株进行杂交配对，对不同交

配型的不育单孢进行分组，并构建基因组文库，为下

一步进一步克隆交配型Ａ因子基因鉴定基础。

１　材料和方法

１１　菌株

供试菌株及来源见表１。

表１　供试菌株编号及来源

犜犪犫犾犲１　犛狋狉犪犻狀狊狋犲狊狋犲犱狀狌犿犫犲狉犪狀犱犗狉犻犵犻狀

编号 菌株 来源

１ ９６０１ 分离自Ａｓ２７９６

２ ９６０２ 分离自Ａｓ２７９６

３ ９６０３ 分离自Ａｓ２７９６

４ ９６０４ 分离自Ａｓ２７９６

５ ９６０５ 分离自Ａｓ２７９６

６ ９６０６ 分离自Ａｓ２７９６

７ ９６０７ 分离自Ａｓ２７９６

８ ９６０８ 分离自Ａｓ２７９６

９ ９６０９ 分离自Ａｓ２７９６

１０ ９６１２ 分离自Ａｓ２７９６

１１ ＡｇＱＧ８４１１ 分离自野生菌株ＡｇＱＧ８４１

１２ ＡｇＱＧ８４１３ 分离自野生菌株ＡｇＱＧ８４１

１３ ＡｇＱＧ８４１９ 分离自野生菌株ＡｇＱＧ８４１

１４ Ａｇ２ｋ８１１１ 分离自野生菌株Ａｇ２ｋ８１１

１５ Ａｇ２ｋ８１１３ 分离自野生菌株Ａｇ２ｋ８１１

１６ ＡｇＬＨ８３０４ 分离自野生菌株ＡｇＬＨ８３０

１７ ＡｇＬＨ８３０６ 分离自野生菌株ＡｇＬＨ８３０

１８ ＡｇＬＨ８３０７ 分离自野生菌株ＡｇＬＨ８３０

１９ ＡｇＱＬ８１２５３ 分离自野生菌株ＡｇＱＬ８１２５

２０ ＡｇＱＬ８１２５５ 分离自野生菌株ＡｇＱＬ８１２５

２１ Ｍ７２０６１ 分离自 Ｍ７２０６

２２ Ｍ７２０６２ 分离自 Ｍ７２０６

２３ Ｍ７２０６１１ 分离自 Ｍ７２０６

２４ Ｍ７２０６１３ 分离自 Ｍ７２０６

１２　试验方法

１２１　同核不育株间配对杂交　不同菌株分离的

同核不育体配对接种在ＰＤＡ平板上，置２４℃条件

下进行培养，观察配对菌丝间的接触点是否有融

合，把菌丝接触点间恢复正常生长的菌丝体转接到

ＰＤＡ试管中进行纯化培养。

１２２　同核不育菌株同工酶谱的电泳分析　按王

贤樵等的方法进行［４］。

１３　ＤＮＡ提取方法

参照参考文献［７］的方法。

１４　基因组文库的构建

采用上述方法所提的５０μｇＤＮＡ 溶解在５００

μＬ的犛犪犾Ⅰ的酶切缓冲液中，加入０．２５Ｕ犛犪犾Ⅰ，

在３０℃下酶切３０ｍｉｎ。０．４％低熔点琼脂糖 （１×

ＴＡＥ缓冲液）电泳分离ＤＮＡ片段，回收９～２３ｋｂ

基因组片段。将基因组 ＤＮＡ 片段 （３μｇ）与

犅犪犿ＨⅠ消化的λ载体 （５μｇ）用Ｔ４ＤＮＡ连接酶

在２５℃连接４ｈ。取连接产物与包装蛋白混和，

２２℃反应４ｈ。包装产物梯度稀释后侵染感受态

犈．犮狅犾犻Ｃ６００ｈｆｌ。铺平板培养进行文库的滴度测定。

以上详细步骤参照文献［８－９］。

２　结果与分析

２１　同核不育单孢菌株的生物学鉴定

同核不育单孢菌株通常是生长速度慢、紧贴培养

基表面生长的甸旬型，菌丝弱细，部分菌株会分泌出

褐色色素，在ＰＤＡ培养基的生长情况见图１～３。

图１　Ａｓ２７９６分离的同核不育株

犉犻犵．１　犕狅狀狅犽犪狉狔狅狀狊狅犫狋犪犻狀犲犱犳狉狅犿犃狊２７９６

图２　ＡｇＱＬ８１２５分离的同核不育株

犉犻犵．２　犕狅狀狅犽犪狉狔狅狀狊狅犫狋犪犻狀犲犱犳狉狅犿犃犵犙犔８１２５
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图３　ＡｇＱＧ８４１分离的同核不育株

犉犻犵．３　犕狅狀狅犽犪狉狔狅狀狊狅犫狋犪犻狀犲犱犳狉狅犿犃犵犙犌８４１

２２　同核不育单孢菌株的酯酶同工酶谱鉴定

同核不育单孢在酯酶同工酶的带型上表现为特

殊的Ｓ型 （图４）。

２２　同核不育单孢间的杂交配对

将表１中的２４个不育单孢菌株进行两两间的

杂交配对，再根据同种交配型因子交配不亲和性原

理，将获得的不育单孢进行分组。部分杂交配对结

果如图５所示。两两间杂交配对的结果见表２。

图４　同核不育单孢的酯酶同工酶带型

犉犻犵．４　犈狊狋犲狉犪狊犲犻狊狅犲狀狕狔犿犲狆犪狋狋犲狉狀狊狅犳犿狅狀狅犽犪狉狔狅狀狊

注：泳道１为对照菌株Ａｓ２７９６，泳道２～１０为表１中对应的１～

９号菌株。

图５　两两杂交配对结果

犉犻犵．５　犘犪犻狉狑犻狊犲犮狉狅狊狊狅犳犿狅狀狅犽犪狉狔狅狀狊

注：Ａ为９６０７×９６０８杂交，Ｂ为９６０４×９６０８杂交，Ｃ为９６０４×９６０９杂交，Ｄ为９６０４×ＡｇＱＬ８１２５５杂交，Ｅ为 Ｍ７２０６１×

ＡｇＱＧ８４１１杂交，Ｆ为 Ｍ７２０６１×ＡｇＬＨ８３０６杂交。

　　从配对结果可以看出来自不同的菌株的分离的

不育单孢可杂交的概率也是不一样，其中菌株编号

４号、８号，２１号可杂交的概率较高，其他的不育

单孢可杂交的概率较低。其中以８号菌株为例，菌
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株２号、４号、７号、２１号、２２号可以与８号菌株

杂交，根据同种交配型因子杂交不亲和性，将８号

菌株定为菌株 Ａ＋，那么菌株２号、４号、７号、

２１号、２２号为Ａ。其余的菌株，根据不同交配型

可性亲和原则，可将上述的供试菌株分为Ａ＋：１、

８、９、１０、１１、１６、１７、２０。对应菌株编号为：

９６０１、 ９６０８、 ９６０９、 ９６１２、 ＡｇＱＧ８４１１、

ＡｇＬＨ８３０４、ＡｇＬＨ８３０６、ＡｇＱＬ８１２５５。Ａ：２、

３、４、７、１４、２１、２２、２３、２４。对应菌株编号为：

９６０２、９６０３、９６０４、９６０７、Ａｇ２ｋ８１１１、Ｍ７２０６１、

Ｍ７２０６２、Ｍ７２０６１１、Ｍ７２０６１３。

表２　供试菌株两两配对杂交

犜犪犫犾犲２　犜狑狅狆犪犻狉犺狔犫狉犻犱犻狕犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲狋犲狊狋犲犱狊狋狉犪犻狀狊

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９１０１１１２１３１４１５１６１７１８１９２０２１２２２３２４

１ ＋ ＋ ＋

２ ＋ ＋

３ ＋ ＋

４ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

５ ＋

６

７ ＋ ＋

８ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

９ ＋ ＋

１０ ＋ ＋ ＋

１１ ＋

１２ ＋

１３

１４ ＋ ＋

１５ ＋

１６ ＋

１７ ＋ ＋

１８

１９

２０ ＋

２１ ＋ ＋ ＋ ＋

２２ ＋

２３ ＋

２４ ＋

注：“＋”表示菌株间可以杂交配对。

２３　基因组文库的构建

将上述获得的 Ａ＋菌株：９６０１、９６０８、９６０９、

９６１２、ＡｇＱＧ８４１１、 ＡｇＬＨ８３０４、 ＡｇＬＨ８３０６、

ＡｇＱＬ８１２５５行基因组 ＤＮＡ 的提取，并将这些

ＤＮＡ混合成Ａ＋ＤＮＡ池。同样将Ａ菌株：９６０２、

９６０３、 ９６０４、 ９６０７、 Ａｇ２ｋ８１１１、 Ｍ７２０６１、

Ｍ７２０６２、Ｍ７２０６１１、Ｍ７２０６１３进行基因组ＤＮＡ

的提取，并混合ＡＤＮＡ池。

将Ａ＋ＤＮＡ池和ＡＤＮＡ池进行酶切，用Ｓａｌ

Ⅰ酶切，电泳。酶切前和酶切后的电泳图谱见图６。

图６　双孢蘑菇基因组ＤＮＡ酶切前和酶切后的电泳结果

犉犻犵．６　犃犵犪狉狅狊犲犵犲犾犲犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲犻狊犻狊狅犳犃．犫犻狊狆狅狉狌狊犵犲狀狅犿犲

犇犖犃狊犪犿狆犾犲犫犲犳狅狉犲

注：Ｍ为λＤＮＡ／犈犮狅ＲＩ＋犎犻狀ｄＩＩＩＭａｒｋｅｒｓ．１为未酶切的双孢

蘑菇基因组Ａ＋ＤＮＡ；２为未酶切的双孢蘑菇基因组ＡＤＮＡ；３

为犛犪犾Ⅰ酶切后的双孢蘑菇基因组Ａ＋ ＤＮＡ；４为犛犪犾Ⅰ酶切后

的双孢蘑菇基因组 ＡＤＮＡ；酶切条件：酶量为０．４Ｕ·ｍｇ－１

ＤＮＡ，３７℃反应１ｈ。

参照上述基因组文库的构建方法，将酶切后的

基因组 ＤＮＡ 和酶切后的噬菌体λＤＮＡ，进行连

接、包装、侵染、铺平板及滴度测定。从平板上随

机挑取分隔良好的几个噬菌斑，提取重组后的噬菌

体λＤＮＡ，并进行酶切验证 （图７）。

图７　转化子ＤＮＡ的犛犪犾Ⅰ 酶切电泳结果

犉犻犵．７　犃犵犪狉狅狊犲犵犲犾犲犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲犻狊犻狊狅犳狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狆犺犪犵犲

犇犖犃狊犪犿狆犾犲犫犲犳狅狉犲犪狀犱犪犳狋犲狉犛犪犾Ⅰ犱犻犵犲狊狋犻狅狀

注：１为ＳａｌⅠ 酶切后的重组子λＤＮＡ，２为转化子λＤＮＡ；Ｍ为

λＤＮＡ／ＥｃｏＲＩ＋ＨｉｎｄＩＩＩＭａｒｋｅｒｓ。
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结果可以看出，经犛犪犾Ⅰ酶切，可切出２０ｋｂ、

１４ｋｂ和９ｋｂ３个片段，其中２０ｋｂ和９ｋｂ为λ载

体的左右臂，插入片段为１４ｋｂ，与预期相符，说

明文库的质量较高。

３　结果与讨论

３１　高分子质量的ＤＮＡ对构建基因组文库尤为重

要。如果小片段多，会导致ＤＮＡ转化噬菌体的效率

低。在研究中发现，在高浓度钾离子存在下，ＳＤＳ与

多糖或蛋白质结合生成复合物，能有效除去多糖，所

得ＤＮＡ易溶解。ＤＮＡ提取过程中只使用ＳＤＳ，而

不使用ＣＴＡＢ，减少了对ＤＮＡ的损害。另外我们用

３０％乙醇溶解ＤＮＡ后，于４℃放置过夜，能进一步去

除多糖和其他杂质，提高所提取的ＤＮＡ纯度。

３２　本研究中所提的双孢蘑菇大片段ＤＮＡ经犛犪犾

Ⅰ部分酶切，低熔点琼脂糖电泳回收９～２３ｋｂ的

片段，回收的ＤＮＡ片段与犅犪犿ＨⅠ消化的λ载体

连接，获得了２×１０５个转化子。在真菌的基因组为

１０７～１０
８ｂｐ，当重组转化子为２×１０

３
～２×１０

４时，

可保证９９％的基因存在于基因组文库中，说明了构

建的文库基因覆盖率较全。

３３　本研究通过单孢菌株间的两两配对杂交，获得

了２种不同交配型的双孢蘑菇不育单孢菌株，并构

建了这２种不同交配型的不育单孢的基因组文库，

这为下一步克隆双孢蘑菇的交配型基因以及研究不

同交配型的不育单孢的基因组成差异奠定了基础。
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