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航天诱变育种对金针菇遗传和药用品质性状的影响

林艺美ꎬ赖亮民ꎬ钟武杰ꎬ黄舒婷ꎬ王家佩ꎬ王杰∗

(华南农业大学食品学院ꎬ广东 广州 ５１０６４２)

摘要:[目的]本文旨在利用航天诱变技术ꎬ选育获得金针菇特色优质种质资源ꎮ [方法]对金针菇菌株 Ｆ３￣１ 进行航天诱变

处理ꎬ通过拮抗试验、分子标记试验和活性物质测定等对航天诱变菌株进行筛选鉴定及遗传变异多样性分析ꎬ并筛选活性

物质含量高的菌株ꎮ [结果]拮抗试验初筛获得 ７ 株与出发菌株存在拮抗现象的变异株ꎮ 分子标记( ＩＳＳＲ、ＲＡＰＤ、ＳＲＡＰ)聚
类分析结果表明ꎬ７ 个诱变菌株与出发菌株的遗传相似系数为 ０.６９４ ~ ０.９６２ꎬ且在遗传相似系数为 ０.８００ 时可分为 ３ 个类

群ꎮ 诱变菌株与出发菌株的菌丝生长速度、生物量、总酚、类黄酮、多糖和麦角硫因等指标的变异系数为 ７.６８％~３８.９７％ꎬ遗
传多样性指数 Ｈ′为 １.５３~２.００ꎮ 其中ꎬ多糖含量的变异系数最高ꎬ受诱变影响大ꎻ总酚的遗传多样性指数最大ꎬ诱变类型丰

富ꎮ 生物学特性聚类分析显示ꎬ在遗传距离为 ３.１６ 时分为 ３ 个类群ꎮ 最终筛选获得 ２ 株活性物质含量高的菌株(Ｔ２ 和

Ｔ５)ꎬ其中 Ｔ２ 菌株生长速度、生物量和活性物质等均优于出发菌株ꎬ而 Ｔ５ 菌株主要表现为高多糖含量菌株ꎬ其多糖含量比

出发菌株提高 １１４.７０％(Ｐ<０.０１)ꎮ [结论]航天诱变处理的金针菇菌株存在丰富的遗传变异多样性ꎬ是新品种选育的优异

种质资源ꎮ
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金针菇(Ｆｌａｍｍｕｌｉｎａ ｆｉｌｉｆｏｒｍｉｓ)ꎬ别名冬菇、朴菇等ꎬ其菌盖滑嫩、菌柄细长脆嫩ꎬ形美ꎬ味鲜ꎬ具有较高

的营养价值[１]ꎻ其富含活性物质如多糖、总酚、类黄酮、麦角硫因等ꎬ已被证实具有抗氧化、抗炎、抗肿瘤、
降血糖、降血脂等药用作用[２－７]ꎬ具有一定的药用价值ꎮ 金针菇是目前最广泛食用的菌类之一ꎬ也是我国

食用菌生产的常规主品种之一ꎬ２０２０ 年年产量达 ２２７.９１ 万 ｔ[８]ꎮ 然而ꎬ我国现有的金针菇种质资源匮乏ꎬ
工厂化生产所用的菌种主要依赖国外品种ꎬ缺乏自主知识产权的优良品种[９]ꎮ 目前ꎬ有些国家的金针菇

品种已细化为食用菌种和药用菌种ꎬ其育种方向也不断向菌物药方向延伸[１０]ꎻ我国对于高营养和药用价

值的金针菇新品种的育种研究较少ꎬ限制了其深加工行业的发展ꎮ 随着金针菇市场需求的快速增长ꎬ金针

菇产业对优良种源的需求更加迫切ꎮ
航天育种的原理为通过航天搭载ꎬ利用太空环境的特殊诱变作用(太空微重力和辐射等复合作用)使

菌种发生遗传变异ꎬ再通过地面选育可获得新品种[１１－１２]ꎮ 航天育种具有诱变频率高、变异类型丰富ꎬ育种

周期短ꎬ能快速打破基因连锁、促进优异基因聚合等特点ꎬ能创造传统杂交育种无法短期得到的新的优良

品种ꎬ是一种高效的育种技术[１３－１５]ꎮ 目前ꎬ金针菇的航天诱变育种研究主要集中在耐高温和早熟性特性

上[１６]ꎬ尚未关注分子水平和生物学特性的遗传多样性ꎻ且金针菇的育种方向主要集中于高产、抗病、广温

等优良菌株的筛选[１７]ꎬ缺少对高活性物质含量菌株的选育研究ꎮ
本研究拟对金针菇菌丝体进行航天诱变处理ꎬ以拮抗反应为指标初步筛选变异株ꎬ利用 ＩＳＳＲ、ＲＡＰＤ、

ＳＲＡＰ 等分子标记进行菌株之间的遗传变异分析ꎮ 通过测定出发菌株与诱变菌株的生长速度、生物量、活
性物质含量等ꎬ分析其药用品质性状的遗传多样性ꎬ以期揭示航天诱变处理对金针菇菌株药用品质性状的

影响ꎬ同时对高活性物质含量菌株进行筛选ꎮ 研究结果可为优质特色金针菇新品种的选育提供参考依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料与试剂

金针菇菌株 Ｆ３￣１ꎬ购于广东省微生物研究所菌种保藏中心ꎮ ＩＳＳＲ 引物、ＲＡＰＤ 引物和 ＳＲＡＰ 引物均由

上海生工生物工程股份有限公司合成ꎮ Ｓａｎ Ｔａｑ Ｐｌｕｓ ＰＣＲ Ｍｉｘ 试剂盒购于上海生工生物工程股份有限公

司ꎮ ＰＤＡ 培养基:马铃薯 ２００ ｇꎬ蔗糖 ２０ ｇꎬ琼脂粉 ２０ ｇꎬ水 １ ＬꎬｐＨ 自然ꎬ１２１ ℃灭菌 ２０ ｍｉｎꎮ
１.２　 仪器与设备

Ａｖａｎｔｉ Ｊ－Ｅ 超高速冷冻离心机购于 ＢＥＣＫＭＡＮ ＣＯＵＬＴＥＲ 公司ꎻＦａｓｔｗｉｎ ＢＩＳ－１６８ 凝胶成像系统购于

Ｆａｓｔｗｉｎ Ｂｉｏ￣ｔｅｃｈ 公司ꎻＴ－１ Ｂｉｏｍｅｔｒａ 热密闭 ＰＣＲ 仪购于德国 Ｂｉｏｍｅｔｒａ 公司ꎻＷａｔｅｒｓ 高效液相色谱仪购于沃

特世科技有限公司ꎮ
１.３　 试验方法

１.３.１　 菌株航天诱变处理　 取试管母种接入 ＰＤＡ 培养基ꎬ２５ ℃培养ꎬ连续活化培养 ３ 代ꎮ 取活化后的金

针菇菌块于无菌条件下装入冻存管ꎬ搭载长征五号 Ｂ 运载火箭进入太空进行航天诱变处理ꎮ
１.３.２　 航天诱变菌株活化　 刮取冻存管中金针菇菌块上的菌丝于 １０ ｍＬ 无菌水中ꎬ加入玻璃珠混匀打

碎ꎬ稀释 １０ 倍ꎬ并采用倾注法接至 ＰＤＡ 培养基ꎬ２５ ℃培养ꎮ 挑取 ４６ 个航天诱变处理组金针菇单菌落ꎬ连
续培养 ３ 代使性状稳定ꎬ进行后续筛选和分析ꎮ
１.３.３　 拮抗试验筛选　 使用打孔器取大小一致的航天诱变处理组金针菇菌块和出发菌株 ＣＫ 组金针菇菌

块接至同一平板ꎬ菌块相距 ２ ｃｍꎬ２５ ℃下对峙培养ꎬ观察是否出现拮抗现象ꎬ初步筛选变异株ꎮ
１.３.４　 分子标记鉴定　 参照王艳[１８] 的 ＤＮＡ 提取方法提取金针菇菌株基因组 ＤＮＡꎮ 采用 Ｓａｎ Ｔａｑ Ｐｌｕｓ
ＰＣＲ Ｍｉｘ 试剂盒ꎬ以金针菇基因组 ＤＮＡ 为模板ꎬ以 ４ 个 ＩＳＳＲ 引物、３ 个 ＲＡＰＤ 引物和 ５ 个 ＳＲＡＰ 引物进行

ＰＣＲ 扩增ꎬＰＣＲ 产物经 １０ ｇ􀅰Ｌ－１琼脂糖凝胶电泳ꎬ并使用凝胶成像系统进行观察记录ꎬ用于分子标记的遗

传多样性分析ꎮ
ＩＳＳＲ 引物序列( Ｉ２、Ｉ１２、Ｉ１３、Ｉ１８)、ＲＡＰＤ 引物序列( ＪＳ６、ＪＳ９、ＪＳ１５)、ＳＲＡＰ 引物序列(Ｍｅ２￣Ｅｍ８、Ｍｅ２￣

Ｅｍ２、Ｍｅ３￣Ｅｍ７２、Ｍｅ４￣Ｅｍ２、Ｍｅ５￣Ｅｍ７２)见表 １ꎮ ＩＳＳＲ 和 ＲＡＰＤ 扩增反应程序:９４ ℃ ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃ ３０ ｓꎬ
５０ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ １~２ ｍｉｎꎬ循环 ３５ 次ꎻ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ ＳＲＡＰ 扩增反应程序:９４ ℃ ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃ １ ｍｉｎꎬ
３５ ℃ １ ｍｉｎꎬ７２ ℃ １ ｍｉｎꎬ５ 个循环ꎻ然后 ９４ ℃ １ ｍｉｎꎬ５０ ℃ １ ｍｉｎꎬ７２ ℃ １ ｍｉｎꎬ循环 ３０ 次ꎻ７２ ℃ 延伸

１０ ｍｉｎꎮ
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表 １　 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

引物名称 Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ 引物序列 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５′→３′) 引物名称 Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ 引物序列 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５′→３′)

　 Ｉ２ 　 ＢＤＢＡＣＡＡＣＡＡＣＡＡＣＡＡＣＡ 　 　 ＪＳ１５ 　 ＧＧＴＧＡＴＣＡＧＧ
　 Ｉ１２ 　 ＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＴ 　 　 Ｍｅ２￣Ｅｍ８ 　 ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＧＣ / ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＧＣ
　 Ｉ１３ 　 ＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＣ 　 　 Ｍｅ２￣Ｅｍ２ 　 ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＧＣ / ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣ
　 Ｉ１８ 　 ＶＨＶＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴ 　 　 Ｍｅ３￣Ｅｍ７２ 　 ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＡＴ / ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＣＡ
　 ＪＳ６ 　 ＣＡＧＧＧＣＣＣＴＴＣ 　 　 Ｍｅ４￣Ｅｍ２ 　 ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＣＣ / ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣ
　 ＪＳ９ 　 ＣＣＧＣＡＴＣＴＡＣ 　 　 Ｍｅ５￣Ｅｍ７２ 　 ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＡＧ / ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＣＡ

１.３.５　 药用品质性状测定　 使用打孔器打取相同数量的直径 ８ ｍｍ 的金针菇出发菌株及诱变菌株菌块ꎬ
接入 １００ ｍＬ ＰＤＢ 培养基ꎬ２５ ℃、１８０ ｒ􀅰ｍｉｎ－１条件下培养 ７ ｄꎬ用于生物量、总酚、类黄酮、多糖、和麦角硫因

等指标的测定ꎮ 采用十字交叉法测定菌丝生长速度ꎬ将通过拮抗试验筛选的菌株打孔接至 ＰＤＡ 培养基ꎬ
２５ ℃培养ꎬ菌丝萌发后在菌丝边缘标记起始点位ꎬ培养完成后标记终止点位ꎬ菌丝生长速度用菌落直径的

增长值与时间的比值表示ꎮ 使用抽滤装置将振荡培养 ７ ｄ 的金针菇菌丝过滤ꎬ将过滤后的菌丝球用蒸馏

水冲洗数次ꎬ置于 ６０ ℃烘箱烘干至恒重ꎬ称重并记录ꎬ计算菌丝生物量ꎮ
采用 Ｆｏｌｉｎ￣Ｃｉｏｃａｌｔｅｕ 法测定胞内总酚含量ꎮ 取金针菇菌丝ꎬ加入 ８０％乙醇充分研磨ꎬ７０ ℃水浴浸提ꎬ

选用没食子酸为总酚测定标准品进行测定ꎮ 采用 ＮａＮＯ２￣Ａｌ(ＮＯ３) ３￣ＮａＯＨ 法测定胞内类黄酮含量ꎮ 提取

方法同测定总酚含量的方法ꎬ选用芦丁标准液为类黄酮测定标准品ꎬ类黄酮的量表示为每克提取物的芦丁

毫克当量ꎮ 采用苯酚－硫酸法测定胞内多糖含量ꎮ 取金针菇菌丝ꎬ加入 ９５％乙醇进行超声(１ ０００ Ｈｚ)提取

加热回流 ２ ｈꎬ趁热过滤ꎬ即得多糖提取液ꎬ选用葡萄糖为多糖测定标准品进行测定ꎮ 采用莫宇丽等[１９]的

方法提取并测定胞内麦角硫因含量ꎮ
１.４　 数据统计与分析

根据 ＩＳＳＲ、ＲＡＰＤ、ＳＲＡＰ 的电泳结果ꎬ多态性条带被记为“１”ꎬ非多态性条带被记为“０”ꎬ以此产生

“０－１”矩阵ꎬ使用 ＮＴＳＹＳ 软件系统ꎬ采用 ＵＰＧＭＡ 进行聚类分析ꎬ以 Ｄｉｃｅ 系数生成 ＩＳＳＲ、ＲＡＰＤ、ＳＲＡＰ 的

遗传相似性矩阵和综合聚类图ꎮ
对生长速度、生物量、总酚含量、类黄酮含量、多糖含量及麦角硫因含量等进行差异分析、变异分析与

遗传多样性分析、聚类分析ꎮ 变异系数＝(标准偏差 /平均值)×１００％ꎮ 将药用品质性状结果进行 ４ 个等级

的划分:１ 级≤ｘ－０.５σꎬ４ 级>ｘ＋０.５σꎬ每 ０.５σ 为 １ 级ꎬσ 为标准差ꎬｘ 为平均值ꎮ 根据药用品质性状结果的

分级赋值ꎬ使用 Ｅｘｃｅｌ ２０１６ 软件根据公式计算出其遗传多样性指数ꎮ 遗传多样性指数计算采用 Ｓｈａｎｎｏｎ￣

Ｗｅａｖｅｒ 信息指数(Ｈ′)ꎬＨ′＝ － ∑ Ｐ ｉ ｌｎ Ｐ ｉ( ｉ＝ １ꎬ２ꎬ􀆺ꎬｎ)ꎬ其中 Ｐ ｉ 指某药用品质性状第 ｉ 个级别占总数的比

例ꎮ 将药用品质性状数据作标准化转换ꎬ采用 ＵＰＧＭＡ 进行聚类分析ꎬ以欧氏距离生成药用品质性状的遗

传距离矩阵和综合聚类图ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 诱变菌株的体细胞亲和性试验

通过拮抗试验筛选得到 ７ 个与出发菌株具有拮抗反应的航天诱变菌株ꎬ结果如图 １ 所示ꎮ Ｔ１、Ｔ４、Ｔ６
和 Ｔ７ 菌株与出发菌株 ＣＫ 有拮抗现象ꎬ但无明显拮抗线ꎬ即菌株间有弱拮抗ꎻＴ２、Ｔ３ 和 Ｔ５ 菌株与出发菌

株 ＣＫ 之间有气生菌丝隆起的现象ꎬ菌株间拮抗作用明显ꎮ 可初步判断 ７ 个金针菇航天诱变菌株与出发

菌株存在不同程度的体细胞不亲和性ꎮ
２.２　 诱变菌株的分子标记鉴定分析

２.２.１　 ＩＳＳＲ、ＲＡＰＤ、ＳＲＡＰ 多态性分析　 ＩＳＳＲ、ＲＡＰＤ 和 ＳＲＡＰ 分子标记试验显示ꎬ７ 个航天诱变菌株与

出发菌株间存在多个变异位点ꎮ 通过 ＩＳＳＲ￣ＰＣＲ 电泳图谱(图 ２)筛选出 ３ 条多态性较高、谱带清晰、重复

性好的 ＩＳＳＲ 引物( Ｉ１２、Ｉ１３、Ｉ１８)ꎬ扩增的总谱带数为 １２ 条ꎬ其中 ７ 条具有多态性ꎬ多态性比率为 ５８.３３％ꎮ
ＲＡＰＤ￣ＰＣＲ 电泳图谱(图 ３)显示 ３ 个 ＲＡＰＤ 引物( ＪＳ６、ＪＳ９、ＪＳ１５)均能扩增出清晰的谱带ꎬ表现出良好的

多态性ꎬ可用于验证试验ꎬ扩增的总谱带数为 １０ 条ꎬ均具有多态性ꎬ多态性比率为 １００％ꎮ 对 ５ 个 ＳＲＡＰ 引

物进行筛选ꎬ试验获得共计 ３ 个 ＳＲＡＰ 引物(Ｍｅ２￣Ｅｍ８、Ｍｅ３￣Ｅｍ７２、Ｍｅ５￣Ｅｍ７２)可用于验证试验ꎬ３ 个引物

可获得清晰可辨的位点及多态性位点ꎬ扩增的总谱带数为 １６ 条ꎬ其中 ８ 条具有多态性ꎬ多态性比率为
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５０％ꎬ扩增产物电泳图如图 ４ 所示ꎮ

图 １　 拮抗试验

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ａｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ
　 　 ＣＫ:未经航天诱变的出发菌株 Ｓｔａｒｔｉｎｇ ｓｔｒａｉｎｓ ｗｉｔｈｏｕｔ ｓｐａｃｅｆｌｉｇｈｔ ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓꎻＴ１—Ｔ７:与出发菌株具有拮抗反应的航天

诱变菌株 Ｓｐａｃｅｆｌｉｇｈｔ ｍｕｔａｇｅｎｉｃ ｓｔｒａｉｎｓ ｗｉｔｈ ａｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｔｏ ｔｈｅ ｓｔａｒｔｉｎｇ ｓｔｒａｉｎｓ.下同 Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ.

图 ２　 ＩＳＳＲ￣ＰＣＲ 电泳图谱

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｅｒｏｇｒａｍ ｏｆ ＩＳＳＲ￣ＰＣＲ
Ｉ１２、Ｉ１３、Ｉ１８:３ 组不同的 ＩＳＳＲ 引物 Ｔｈｒｅｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ＩＳＳＲ ｐｒｉｍｅｒｓ.

图 ３　 ＲＡＰＤ￣ＰＣＲ 电泳图谱

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｅｒｏｇｒａｍ ｏｆ ＲＡＰＤ￣ＰＣＲ
ＪＳ６、ＪＳ９、ＪＳ１５:３ 组不同的 ＲＡＰＤ 引物 Ｔｈｒｅｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ＲＡＰＤ ｐｒｉｍｅｒｓ.

图 ４　 ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ 电泳图谱

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｅｒｏｇｒａｍ ｏｆ ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ
Ｍｅ２￣Ｅｍ８、Ｍｅ５￣Ｅｍ７２、Ｍｅ３￣Ｅｍ７２:３ 组不同的 ＳＲＡＰ 引物 Ｔｈｒｅｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ＳＲＡＰ ｐｒｉｍｅｒｓ.
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２.２.２　 ＩＳＳＲ、ＲＡＰＤ、ＳＲＡＰ 的遗传相似性矩阵和综合聚类分析　 由表 ２ 和图 ５ 可以看出ꎬ每个菌株之间

的遗传距离都不为 ０ꎬ且拥有直系同源基因ꎻ８ 个菌株遗传相似系数为 ０.６９４~０.９６２ꎬ说明彼此有一定的遗

传差异ꎬ不属于同一株ꎬ表明 ７ 个诱变菌株发生了不同程度的变异ꎮ 同时ꎬ综合聚类分析图(图 ５)显示ꎬ在
遗传相似系数为 ０.８００ 时ꎬ８ 个菌株被分为 ３ 个类群:出发菌株 ＣＫ、Ｔ１ 聚为第Ⅰ类ꎬＴ６、Ｔ７ 聚为第Ⅱ类ꎬ
Ｔ２、Ｔ３、Ｔ４、Ｔ５ 聚为第Ⅲ类ꎻ第Ⅲ类在相似系数为 ０.８８０ 时分为 ２ 个亚类ꎬＴ２、Ｔ３、Ｔ５ 聚为第 １ 个亚类ꎬＴ４ 为

第 ２ 个亚类ꎮ 其中ꎬ遗传相似性矩阵(表 ２)显示ꎬＴ３ 和 Ｔ５ 的遗传相似系数最高ꎬ达 ０.９６２ꎬ有着紧密的亲

缘关系ꎻ而 Ｔ４ 和 Ｔ７ 的遗传相似系数最低ꎬ为 ０.６９４ꎬ即 Ｔ４ 和 Ｔ７ 间的亲缘关系最远ꎮ
表 ２　 ＩＳＳＲ、ＲＡＰＤ 和 ＳＲＡＰ 遗传相似性矩阵

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｍａｔｒｉｘ ｏｆ ＩＳＳＲꎬＲＡＰＤ ａｎｄ ＳＲＡＰ
菌株 Ｓｔｒａｉｎｓ ＣＫ Ｔ１ Ｔ２ Ｔ３ Ｔ４ Ｔ５ Ｔ６ Ｔ７

ＣＫ １.０００
Ｔ１ ０.８７５ １.０００
Ｔ２ ０.７５９ ０.７６０ １.０００
Ｔ３ ０.８３９ ０.８１５ ０.９１７ １.０００
Ｔ４ ０.８００ ０.８０８ ０.８２６ ０.９２０ １.０００
Ｔ５ ０.８０６ ０.８１５ ０.９１７ ０.９６２ ０.８８０ １.０００
Ｔ６ ０.８２５ ０.８３６ ０.７７６ ０.８３０ ０.７８４ ０.８３０ １.０００
Ｔ７ ０.７５４ ０.７９２ ０.７２３ ０.７８４ ０.６９４ ０.８２４ ０.９２３ １.０００

图 ５　 ＩＳＳＲ、ＲＡＰＤ 和 ＳＲＡＰ 综合聚类

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍ ｏｆ ＩＳＳＲꎬＲＡＰＤ ａｎｄ ＳＲＡＰ

２.３　 药用品质性状变化分析

２.３.１　 菌丝生长速度与产活性物质能力的差异性分析　 由表 ３ 可知ꎬ金针菇航天诱变菌株菌丝与出发菌

株菌丝间的生长速度与产活性物质能力差异明显ꎮ Ｔ２ 菌株的菌丝生长速度极显著高于其他菌株ꎬ比出发

菌株提高 ３０.９９％ꎻ除 Ｔ４ 外ꎬ其余 ６ 株航天诱变菌株的生物量均极显著高于出发菌株ꎬＴ６ 生物量最高ꎬ比
出发菌株提高 ２１.４６％ꎻ７ 株航天诱变菌株的总酚含量与出发菌株没有极显著的差异ꎻＴ２、Ｔ３、Ｔ４、Ｔ５ 和 Ｔ７
菌株的类黄酮含量均极显著高于出发菌株ꎬ其中 Ｔ３ 的类黄酮含量比出发菌株提高 ９７.８０％ꎻＴ２ 和 Ｔ５ 菌株

的多糖含量均极显著高于出发菌株ꎬＴ５ 的多糖含量最高ꎬ比出发菌株提高 １１４.７０％ꎻＴ２ 菌株麦角硫因含量

极显著高于出发菌株ꎬ比出发菌株提高 １１.９６％ꎮ
表 ３　 菌丝生长速度与产活性物质能力差异性分析

Ｔａｂｌｅ ３　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｍｙｃｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｒａｔｅ ａｎｄ ａｂｉｌｉｔｙ ｔｏ ｐｒｏｄｕｃｅ ａｃｔｉｖｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ

菌株
Ｓｔｒａｉｎｓ

生长速度 / (ｍｍ􀅰ｈ－１)
Ｇｒｏｗｔｈ ｒａｔｅ

生物量 / (ｇ􀅰Ｌ－１)
Ｂｉｏｍａｓｓ

总酚含量 / (μｇ􀅰ｇ－１)
Ｐｈｅｎｏｌｉｃｓ ｃｏｎｔｅｎｔ

类黄酮含量 / (μｇ􀅰ｇ－１)
Ｆｌａｖａｎｏｉｄ ｃｏｎｔｅｎｔ

多糖含量 / (ｍｇ􀅰ｇ－１)
Ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｃｏｎｔｅｎｔ

麦角硫因含量 / (μｇ􀅰ｇ－１)
Ｅｒｇｏｔｈｉｏｎｅ ｃｏｎｔｅｎｔ

ＣＫ ０.４７３ｂｃＢ ３.２３０ ｆＦ ６５２.６５８ａｂＡＢ １１１.６８２ｅＣ　 １６.９６３ｄｅＣＤ １８２.２８３ｂＢ　

Ｔ１ ０.４７０ｂｃＢ ３.８１３ｂＢ ５８７.７６４ｃＢ １１６.４２６ｄｅＣ ２０.９８０ｃｄＣ １４８.８２３ｄＤ

Ｔ２ ０.６２０ａＡ ３.５６３ｄＤ ６８９.４７４ａｂＡ １５３.１９２ｃＢ ２７.２６７ｂＢ ２０４.０７７ａＡ

Ｔ３ ０.５１０ｂＢ ３.３３７ｅＥ ６２７.００３ｂｃＡＢ ２２０.９１０ａＡ １４.３１０ｅｆＤ １１１.０００ ｆＦ

Ｔ４ ０.４８０ｂｃＢ ３.１１３ｇＧ ６３５.８００ｂｃＡＢ １９６.３７２ｂＡ ２２.６５７ｃＢＣ １３３.１４７ｅＥ

Ｔ５ ０.４４７ｃＢ ３.６６３ｃＣ ７１０.３２７ａＡ １９５.５４９ｂＡ ３６.４２０ａＡ １６８.０７７ｃＢＣ

Ｔ６ ０.４３７ｃＢ ３.９２３ａＡ ６６７.８２４ａｂＡＢ １３６.６４２ｃｄＢＣ １２.４００ｅｆＤ １６６.４９７ｃＣ

Ｔ７ ０.４６７ｂｃＢ ３.５８０ｄＤ ６６０.１２３ａｂＡＢ １５１.６３７ｃＢ １３.９０３ｅｆＤ １７２.７５０ｂｃＢＣ

　 　 注:同一列中ꎬ不同小写、大写字母分别表示差异显著(Ｐ<０.０５)和差异极显著(Ｐ<０.０１)ꎮ
Ｎｏｔｅ:Ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎꎬｌｏｗｅｒ ｃａｓｅ ｏｒ ｃａｐｉｔａｌ ｌｅｔｔｅｒｓ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ(Ｐ<０.０５)ａｎｄ ｈｉｇｈｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ(Ｐ<０.０１)ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ.

９７５
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２.３.２　 产活性物质能力的变异分析与 Ｈ′分析　 金针菇航天诱变菌株菌丝与出发菌株菌丝间的产活性物

质能力的变异分析与 Ｈ′分析见表 ４ꎮ 结果显示ꎬ诱变菌株和出发菌株的菌丝变异较大ꎬ变异系数的变幅为

７.６８％~３８.９７％ꎬ变异系数差异明显ꎬ其变异系数由小到大依次为多糖、类黄酮、麦角硫因、生物量、总酚ꎮ
变异系数大于 ２０％的有多糖、类黄酮ꎬ表明其受航天诱变影响较大ꎬ以多糖变异系数最高ꎬ诱变影响最突

出ꎻ生物量和总酚的变异系数小于 １０％ꎬ说明其受诱变影响不明显ꎬ变异较小ꎮ 遗传多样性指数 Ｈ′为 １.５３~
２.００ꎬ总酚的遗传多样性指数最高ꎬ即总酚的变异类型更丰富ꎮ

表 ４　 产活性物质能力的变异分析与遗传多样性指数 Ｈ′分析

Ｔａｂｌｅ ４　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ａｎｄ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ Ｈ′ ｏｆ ｔｈｅ ａｂｉｌｉｔｙ ｔｏ ｐｒｏｄｕｃｅ ａｃｔｉｖｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ

指标 Ｉｎｄｅｘ 生物量 / (ｇ􀅰Ｌ－１)
Ｂｉｏｍａｓｓ

总酚含量 / (μｇ􀅰ｇ－１)
Ｐｈｅｎｏｌｉｃｓ ｃｏｎｔｅｎｔ

类黄酮含量 / (μｇ􀅰ｇ－１)
Ｆｌａｖａｎｏｉｄ ｃｏｎｔｅｎｔ

多糖含量 / (ｍｇ􀅰ｇ－１)
Ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｃｏｎｔｅｎｔ

麦角硫因含量 / (μｇ􀅰ｇ－１)
Ｅｒｇｏｔｈｉｏｎｅ ｃｏｎｔｅｎｔ

最小值 Ｍｉｎ ３.０８０ ５５８.０２０ １０４.３６０ ９.２８０ １０３.９９０
最大值 Ｍａｘ ３.９６０ ７３３.２６０ ２２７.５１０ ４０.４７０ ２０５.８２０
平均值 Ｍｅａｎ ３.５３０ ６５３.８７０ １６０.３００ ２０.６１０ １６０.８３０
标准差 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ０.２７１ ４５.５４８ ３９.４３４ ８.０３２ ２８.２７４
极差 Ｒａｎｇｅ ０.８８０ １７５.２４０ １２３.１５０ ３１.１９０ １０１.８３０
变异系数 / ％ ＣＶ ７.６８０ ６.９７０ ２４.６００ ３８.９７０ １７.５８０
遗传多样性指数 Ｈ′
Ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ １.５６０ ２.０００ １.５９０ １.５３０ １.５３０

２.３.３　 突变菌株性状遗传距离矩阵和综合聚类分析　 各菌株生物学特性的遗传距离见表 ５ꎬ遗传距离变

幅为 １.４１８ ６~４.７５１ ２ꎮ ７ 株诱变菌株与 ＣＫ 的遗传距离均不为 ０ꎬ说明其与出发菌株存在表型差异ꎮ 通过

聚类分析ꎬ在遗传距离为 ３.１６ 处将出发菌株和诱变菌株聚为 ３ 个类群ꎬ见图 ６ꎮ 第Ⅰ类群包括 Ｔ２ 和 Ｔ５ꎬ
该类群中的菌株均含有高含量的总酚、类黄酮、多糖和麦角硫因ꎻ第Ⅱ类群包括 Ｔ３ 和 Ｔ４ꎬ该类群中的菌株

含有高含量的类黄酮ꎬ但麦角硫因的含量较低ꎻ第Ⅲ类群包括 ＣＫ、Ｔ１、Ｔ６ 和 Ｔ７ꎬ其生长速度、类黄酮含量

和多糖含量较低ꎮ

图 ６　 突变菌株性状的综合聚类

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍ ｏｆ ｍｕｔａｎｔ ｓｔｒａｉｎ ｔｒａｉｔｓ

表 ５　 突变菌株性状遗传距离矩阵

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｍａｔｒｉｘ ｏｆ ｍｕｔａｎｔ ｓｔｒａｉｎ ｔｒａｉｔｓ

菌株
Ｓｔｒａｉｎｓ ＣＫ Ｔ１ Ｔ２ Ｔ３ Ｔ４ Ｔ５ Ｔ６

Ｔ１ ２.９６１ ０
Ｔ２ ３.４６９ ４ ４.４４３ ０
Ｔ３ ３.８１４ ４ ３.６８５ ４ ４.７５１ ２
Ｔ４ ２.８６３ ０ ３.４８０ ２ ４.２２２ ７ １.７１９ ２
Ｔ５ ３.９０１ ６ ４.３３５ ５ ３.６５５ ０ ４.３５４ ４ ３.５０３ ２
Ｔ６ ２.７５６ １ ２.５８０ ２ ４.１４８ ８ ３.９００ ０ ３.８２６ ４ ３.６０６ ７
Ｔ７ １.６８４ ４ ２.５５２ ９ ３.３９２ ６ ３.０９１ ２ ２.７２９ ７ ３.２９１ ５ １.４１８ ６

３　 讨论

航天诱变会对生物材料的组织、细胞结构、生理代谢途径及遗传物质产生影响ꎮ 本研究利用该特点对

金针菇菌丝进行航天诱变处理ꎬ以期获得优质特色金针菇新品种ꎮ
拮抗反应目前作为一种鉴定菌株遗传差异的传统方法广泛用于丝状真菌种内菌株的鉴定和分类ꎮ 本

研究通过拮抗试验发现 ７ 个航天菌株与出发菌株出现强弱不定的拮抗现象ꎬ说明 ７ 个航天菌株与出发菌

株存在不同程度的不亲和性ꎮ
ＩＳＳＲ、ＲＡＰＤ、ＳＲＡＰ 等分子标记可从 ＤＮＡ 水平反映菌株间的遗传差异ꎬ常用于进行菌株间亲缘关系

及遗传多样性研究ꎮ 何法慧等[２０]应用 ＳＳＲ 和 ＳＲＡＰ 等技术揭示狗牙根不同种质材料间存在遗传差异ꎻ赵
丽丽等[２１]利用 ＩＳＳＲ 标记揭示辐射诱变白刺花可导致后代中产生丰富的遗传多样性ꎻ李艳丽等[２２] 通过

ＲＡＰＤ 标记发现紫外线诱变刺芹侧耳菌株与亲株有显著的遗传差异ꎬ暗示其为一株新的刺芹侧耳变异菌

株ꎮ 本研究基于 ＩＳＳＲ、ＲＡＰＤ、ＳＲＡＰ 引物扩增出的图谱结果进行遗传多样性和聚类分析ꎬ结果显示 ７ 个航

天诱变菌株和出发菌株的遗传相似系数为 ０.６９４~０.９６２ꎬ诱变菌株和出发菌株被聚为 ３ 类ꎬ表明诱变菌株

与出发菌株间具有亲缘关系ꎬ但存在遗传差异ꎬ判断诱变菌株为新的金针菇变异菌株ꎬ且诱变菌株在分子

０８５
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水平上具有丰富的遗传多样性ꎮ
遗传物质的变化往往会影响生物体的性状变化ꎮ 本研究发现本次航天诱变金针菇菌丝对其药用品质

性状产生明显影响ꎮ 研究发现ꎬ多糖和类黄酮的变异系数较高ꎬ总酚的 Ｈ′值最高ꎮ 在选育新品种的过程

中ꎬ变异系数和 Ｈ′值越大ꎬ表明遗传多样性越丰富ꎮ 因此ꎬ本次金针菇的航天诱变菌株的活性物质存在丰

富的遗传多样性ꎬ有利于丰富金针菇的种质资源ꎮ 遗传聚类发现 Ｔ２、Ｔ５ 菌株与其他菌株的遗传距离较

远ꎬ且其活性物质含量较高ꎮ 与出发菌株相比ꎬＴ２ 菌株的生长速度、生物量、类黄酮含量、多糖含量、麦角

硫因含量分别提高 ３０.９９％、１０.３２％、３７.１７％、６０.７４％、１１.９６％ꎬ是金针菇高活性成分生产菌种的潜力菌株ꎮ
而 Ｔ５ 菌株多糖含量高ꎬ比出发菌株提高 １１４.７０％ꎮ 航天诱变对决明[２３]、夏枯草[２４]、柴胡[２５]等活性物质具
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