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利用ＡＲＴＰ诱变育种技术选育白色金针菇突变菌株

杨　茹，王　范，董鼎才，付祥梅，郭立忠

（青岛农业大学农业应用真菌实验室，山东 青岛２６６１０９）

摘要：本研究首先从市售工厂化栽培的五株白色 金 针 菇 菌 株 中 筛 选 出 一 株 品 质 优 良 的 菌 株 ＡＲ０作 为 本 次 诱 变 育

种的出发菌株。然后利用常压室温等离子体（ＡＲＴＰ）诱变育种技术选育出６株白色金针菇突变株。通过对突变株

与出发菌株的抗病性、纤维含量测定及亲缘关系鉴定，结果表明突变株 ＡＲ１２和 ＡＲ１７为抗病性强、纤维含量低的

目标 新 菌 株。其 优 良 品 质 表 现 如 下：突 变 菌 株 ＡＲ１２与 出 发 菌 株 ＡＲ０相 比，菌 丝 体 抗 Ｐ．ｔｏｌａａｓｉｉ能 力 提 高

１５．４９％，菌丝 体 纤 维 含 量 降 低１５．８２％；突 变 株 ＡＲ１７与 出 发 菌 株 ＡＲ０相 比，菌 丝 体 抗Ｐ．ｔｏｌａａｓｉｉ能 力 提 高

１．９０％，菌丝体纤维含量降低３６．３１％。
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　　金针菇（Ｆｌａｍｍｕｌｉｎａ　ｖｅｌｕｔｉｐｅｓ）又 名 毛 柄 金 钱

菌、朴菇、冬菇、构菌、金钱菌等，含有丰富的纤维素、
蛋白质以及氨基酸等营养物质，其中包含８种人体

必需氨基酸且脂肪含量较低，是一种不可多得的高

营养食品［１］。其中纤维质可促进新陈代谢，调 节 胆

固醇代谢，降低血浆中胆固醇的含量，并有镇定的作

用但是含量过高不仅影响口感，而且不易消化。金

针菇中含有丰富的氨基酸，对儿童增长智力有重要

作用，所以又叫“曾智菇”。金针菇中含多种功能性

蛋白，这使得其在抗肿瘤、免疫调剂、降低胆固醇、保
护肝脏细胞、抗疲劳及延长寿命等方面都有重要作

用。因此金针菇具有重要的食用和药用价值。
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随着金针菇生产规模的不断扩大，其病害发生

也逐年增加并加重。其中黑腐病对金针菇产量及品

质有严重影响。黑腐病发病速度快，难根除，很容易

变成一种流行病传播到其他菇房［２］。因此，本 研 究

重点选育口感好、抗病能力高的优质菌种。
本研究中根据上海地区食用菌行业金针菇成品

菇分级标准 分 级［４］对 各 品 种 子 实 体 进 行 商 品 性 评

价。以此判断是否获得优良品种。

１　实验材料

１．１　菌株来源

由蔬菜市场购买的五个白色金针菇菌株，如表

１所示。

表１　五个白色金针菇菌株及生产厂家

Ｔａｂｌｅ　１　Ｆｉｖｅ　ｗｈｉｔｅ　Ｆｌａｍｍｕｌｉｎａ　ｖｅｌｕｔｉｐｅｓ

ｓｔｒａｉｎｓ　ａｎｄ　ｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅｓ

编号

Ｎｕｍｂｅｒ

品种名称

Ｎａｍｅ

生产厂家

Ｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅｒ

１ 九道菇 上海光明森源生物科技有限公司

２ 荣丰 山东省东营市荣丰食用菌有限公司

３ 蔬友 苏州华泰昌农业科技有限公司

４ 鑫康盛 江苏康盛农业发展有限公司

５ 雪榕 上海雪榕生物科技股份有限公司

１．２　培养基与试剂

ＰＤＡ固体培养基：马铃薯２００ｇ，葡萄糖２０ｇ，
琼脂２０ｇ，蒸馏水１　０００ｍＬ，ｐＨ自然。

牛肉膏蛋白胨培养基：蛋白胨１０ｇ，牛肉浸膏３
ｇ，氯化钠５ｇ，定容至１　０００ｍＬ，ｐＨ　７．０。

ＲＭ培养基：马铃薯２００ｇ，酵母膏２．０ｇ，蛋白

胨２．０ｇ，蔗糖２０ｇ，ＭｇＳＯ４１．５ｇ，甘露醇１０９．３２ｇ，
琼脂２０ｇ，蒸馏水１　０００ｍＬ，ｐＨ自然。

裂解酶：溶壁酶（购自广州微生物所）。

２　实验方法

２．１　出发菌株筛选

２．１．１　五个白色金针菇菌株子实体形态学观察比

较

由市场上购买的五株白色金针菇菌株中，每种

随机抽取３袋进行子实体观察。

２．１．２　五个白色金针菇菌株子实体水分测定

由购买的白色金针菇中，每种随机抽取３袋进

行子实体水 分 含 量 测 定。从 培 养 料 算 起，切 掉３．５

ｃｍ菇根，子实体称重，置于５５℃鼓风式烘干箱至恒

重，称重。

２．１．３　五个白色金针菇子实体氨基酸和纤维素含

量测定

将每种金针菇烘干、粉碎，各取１０ｇ，利用氨基

酸分析仪测定氨基酸含量，利用重铬酸钾氧化法测

定纤维素含量。

２．１．４　五个白色金针菇菌株菌丝生长速度比较

本实验采用十字交叉法测定菌丝生长速度，具

体方法如下：
将五个白色金针菇菌株分别接种于ＰＤＡ平板

上活化。用打孔器取活化的菌块分别放于ＰＤＡ平

板中央，每隔２４ｈ用十字 交 叉 法 测 量 菌 落 直 径，连

续测量５ｄ，每株做５个重复。分析比较五个白色金

针菇菌株菌丝生长速度和长势［５－７］。

２．１．５　对 五 个 白 色 金 针 菇 菌 株 进 行ＥＲＩＣ－ＰＣＲ
鉴定

Ｅｚｕｐ柱式真 菌 基 因 组ＤＮＡ抽 提 试 剂 盒 分 别

提取五种白色金针菇的全基因组ＤＮＡ，以基因组为

模板，利用通用引物：

ＥＲＩＣ１（５’－ ＡＴＧＴＡＡＧＣＴＣＣＴＧＧＧＧＡＴ－
ＴＣＡＣ－３’）

ＥＲＩＣ２（５’－ ＡＡＧＴＡＡＧＴＧＡＣＴＧＧＧＧＴ－
ＧＡＧＣＧ－３’）

扩增其 共 有 序 列。将 扩 增 结 果 统 计 后 产 生 的

“０／１”数据表 输 入 ＮＴｓｙｓ软 件 系 统 中，进 行 聚 类 分

析，并自动生成各菌株的遗传聚类图谱［８］。

２．１．６　五个白色金针菇菌株抗黑腐病病原菌（Ｐ．
ｔｏｌａａｓｉｉ）比较

将本实验室保存的黑腐病病源菌接种于牛肉膏

蛋白 胨 液 体 培 养 基 中 活 化，吸 取 培 养 好 的Ｐ．ｔｏ－
ｌａａｓｉｉ菌液５０μＬ，均匀 涂 在ＰＤＡ平 板 右 半 边 区 域

内，然后在平板中央距细菌区３ｃｍ左右的地方接种

各供试菌株直径为５ｍｍ的菌块，接种后置于２５℃
培养箱恒温培养［９］。每组５个重复。培养４８ｈ后，
选取在右侧形成均匀菌膜的平板，测定平板中各菌

株在左侧正常生长速率和右侧与拮抗生长速率。

２．２　突变株的筛选

２．２．１　白色金针菇原生质体的制备

原生质体的制备：液体静止培养的菌丝，菌龄为

５天，用０．６ｍｏｌ／Ｌ的甘露醇处理后取适量菌丝 加

入１．５％的溶壁酶，２８℃酶解２ｈ，制备原生质体。

２．２．２　原生质体ＡＲＴＰ常压室温等离子体诱变及

筛选
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ＡＲＴＰ等离子 体 诱 变［１０］方 法 对 金 针 菇 原 生 质

体诱变，相关参数为：气体流量１６．０ｓｌｍ，平台高度

１０ｍｍ，诱变时间为２５ｓ。
原生质体再 生：诱 变 后 的 原 生 质 体 洗 脱 到０．６

ｍｏｌ／Ｌ甘露醇 溶 液 中，形 成 新 的 原 生 质 体 悬 液，取

０．１ｍＬ涂布于 再 生 培 养 基 ＲＭ 中，２５℃恒 温 避 光

培养。统计菌落数，计算再生率。
突变株筛选：将上述原生质体培养７－１０天后

得到的菌落再生分离，将再生分离得到的菌落与出

发菌株做拮抗实验，将拮抗实验平板放入２５℃恒温

培养，并观察是否形成拮抗线。

２．２．３　突变株与出发菌株抗黑腐病病原菌（Ｐ．ｔｏ－
ｌａａｓｉｉ）比较

方法同２．１．６。

２．２．４　突变株与出发菌株纤维含量的测定

分别取突变株和出发菌株的菌丝４０ｇ，用重铬

酸钾氧化方法检测纤维含量。

２．２．５　突变株与出发菌株ＥＲＩＣ－ＰＣＲ鉴定

方法同２．１．５。

３　结果与分析

３．１　五个白色金针菇菌株形态学观察结果

金针菇菌柄长度、菌柄直径和菌盖直径直接影

响着其产量及口感，对五个白色金针菇形态学观察

后，由表２可 以 得 出，１号 和５号 菌 株 综 合 菌 柄 长

度、菌柄直径及菌盖直径三个因素都比较突出。分

别对１号菌株与５号菌株的菌柄长度、菌柄直径、菌
盖直径及平均高度进行显著性分析，结果５号菌株

平均高度以上和以下的百分比与１号菌株相比差异

明显，（Ｐ＜０．０５）。

表２　五个白色金针菇菌株形态学观察

Ｔａｂｌｅ　２　Ｔｈｅ　ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ　ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｆｉｖｅ　ｗｈｉｔｅ　Ｆｌａｍｍｕｌｉｎａ　ｖｅｌｕｔｉｐｅｓ　ｓｔｒａｉｎｓ

编号

Ｎｕｍｂｅｒ

菌柄长度

Ｓｔｉｐｅ　ｌｅｎｇｔｈ
（ｃｍ）

平均高度以上百分比

Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ　ａｂｏｖｅ

ａｖｅｒａｇｅ　ｈｅｉｇｈｔ（％）

平均高度以下百分比

Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ　ｂｅｌｏｗ　ａｖｅｒａｇｅ

ｈｅｉｇｈｔ（％）

菌柄直径

Ｓｔｉｐｅ　ｄｉａｍｅｔｅｒ
（ｃｍ）

菌盖直径

Ｃａｐ　ｄｉａｍｅｔｅｒ
（ｃｍ）

１　 １３．３７±０．０１　 ４３．０±１．２　 ５７．０±０．６　 ０．３０±０．０１　 ０．７０±０．０３

２　 １１．８０±０．０１　 ５１．０±１．７　 ４９．０±１．２　 ０．２２±０．０２　 ０．４９±０．０２

３　 １２．１４±０．０２　 ４９．０±０．９　 ５１．０±２．１　 ０．２７±０．０３　 ０．６８±０．０２

４　 １０．９０±０．０３　 ６０．０±２．３　 ３９．５±０．８　 ０．２３±０．０１　 ０．５２±０．０１

５　 １２．６６±０．０１　 ４７．０±１．１　 ５３．０±１．１　 ０．３０±０．０１　 ０．７０±０．０３

３．２　五个白色金针菇子实体水分、蛋白质、氨基酸

和纤维素含量测定结果

蛋白质和纤维素是金针菇的营养成分，但纤维

素过多则会影响金针菇的口感，含水量过多会影响

菌株子实体的发育。通过对对五株白色金针菇子实

体水分、蛋白质、氨 基 酸 和 纤 维 素 含 量 测 定，如 表３

所示，３号和５号菌株子实体水分含量最低，对其的

水分含量和纤维素含量进行显著性分析，结果表明，

５号菌株含水量、纤维素含量与３号菌株相比差 异

极显著（Ｐ＜０．０１），说 明５号 菌 株 具 有 含 水 量 低 且

纤维含量低的优势。

表３　五个白色金针菇子实体水分、蛋白质、氨基酸和纤维素含量测定

Ｔａｂｌｅ　３　Ｔｈｅ　ｗａｔｅｒ　ｃｏｎｔｅｎｔ，ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ，ｐｒｏｔｅｉｎ　ａｎｄ　ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ　ｃｏｎｔｅｎｔ　ｉｎ　ｆｉｖｅ　ｗｈｉｔｅ　Ｆｌａｍｍｕｌｉｎａ　ｖｅｌｕｔｉｐｅｓ　ｆｒｕｉｔｉｎｇ　ｂｏｄｙ

编号

Ｎｕｍｂｅｒ

水分含量

Ｗａｔｅｒ　ｃｏｎｔｅｎｔ（％）

氨基酸含量

Ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ　ｃｏｎｔｅｎｔ（％）

蛋白质含量

Ｐｒｏｔｅｉｎ　ｃｏｎｔｅｎｔ（％）

纤维素含量

Ｃｏｎｔｅｎｔ　ｏｆ　ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ（％）

１　 ９０．２２±１．１２　 １２．０７±３．２５　 １８．７９±０．９１　 ３１．７０±３．２２

２　 ８８．９１±２．３１　 １３．６４±２．５１　 ２１．４７±１．３７　 ３３．２０±５．１１

３　 ８９．６７±１．４４　 １３．４３±１．７１　 ２０．６１±０．８９　 ２９．１０±３．４２

４　 ９０．５２±５．１１　 １１．９９±１．１８　 １８．１２±１．１３　 ２９．６０±２．１３

５　 ８９．５５±３．２３　 １２．０５±２．６３　 １９．４８±０．９８　 ２８．２０±３．３２
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３．３　五个白色金针菇菌株菌丝生长速度比较

由表４可以得 出，１号 和５号 菌 株 生 长 速 度 快

且长势较好。

表４　五个白色金针菇菌株菌丝生长情况

Ｔａｂｌｅ　４　Ｔｈｅ　ｍｙｃｅｌｉａ　ｇｒｏｗｔｈ　ｏｆ　ｆｉｖｅ

ｗｈｉｔｅ　Ｆｌａｍｍｕｌｉｎａ　ｖｅｌｕｔｉｐｅｓ

编号

Ｎｕｍｂｅｒ

菌丝生长速度平均值

Ａｖｅｒａｇｅ　ｖａｌｕｅ　ｏｆ　ｍｙｃｅｌｉａｌ

ｇｒｏｗｔｈ　ｒａｔｅ（ｍｍ／ｄ）

菌丝长势

Ｍｙｃｅｌｉａｌ　ｇｒｏｗｔｈ

１　 ４．３７±０．０３ ＋＋＋

２　 ４．０７±０．０２ ＋＋

３　 ４．０３±０．０１ ＋＋

４　 ４．２３±０．０２ ＋

５　 ４．１１±０．０１ ＋＋＋

　　注：＋表示长势较弱；＋＋表示长势中等；＋＋＋表示长势较好

３．４　五株白色金针菇菌株ＥＲＩＣ－ＰＣＲ鉴定

用ＣＴＡＢ法 提 取 五 个 白 色 金 针 菇 菌 株 的 基 因

组，电泳图条带清晰，ＤＮＡ浓度较大。以 菌 株 基 因

组为模板，以ＥＲＩＣ通 用 引 物 进 行ＥＲＩＣ－ＰＣＲ聚

类分析。ＥＲＩＣ－ＰＣＲ分析结果如图１所示：五个白

色金针菇菌株之间表现出了一定的遗传差异。当Ｄ
＝０．７４相异系数水平时，可以把菌株分为３类，１号

和３号聚为一类；２号为一类；４号和５号为一类。

图１　五个白色金针菇菌株ＥＲＩＣ－ＰＣＲ电泳图谱

泳道１～５：分别为１～５号白色金针菇菌株ＥＲＩＣ－ＰＣＲ电泳图谱

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅ　ｒｅｓｕｌｔ　ｏｆ　ＥＲＩＣ－ＰＣＲ

Ｌａｎｅ　１ｔｏ　５：５ｓｔｒａｉｎｓ　ｏｆ　ｗｈｉｔｅ　Ｆｌａｍｍｕｌｉｎａ　ｖｅｌｕｔｉｐｅｓ　ＥＲＩＣ－ＰＣＲ

３．５　五 个 白 色 金 针 菇 菌 株 菌 丝 体 抗Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａ
ｔｏｌａａｓｉｉ结果

对 五 株 白 色 金 针 菇 菌 株 菌 丝 与 病 原 菌 对 峙 培

养，如表５所 示，４号 和５号 菌 株 拮 抗 生 长 速 度 最

快，对其进行显著性分析，５号菌株的拮抗生长速度

相比４号菌株差异显著，所以可得出：５号菌株菌丝

抗Ｐ．ｔｏｌａａｓｉｉ能力最强，抗性水平为４６．７８％。

图２　五个白色金针菇菌株ＥＲＩＣ－ＰＣＲ聚类分析图谱

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅ　ＥＲＩＣ－ＰＣＲ　ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ　ｍａｐ　ｏｆ

ｆｉｖｅ　ｗｈｉｔｅ　Ｆｌａｍｍｕｌｉｎａ　ｖｅｌｕｔｉｐｅｓ　ｓｔｒａｉｎｓ

表５　五个白色金针菇菌株菌丝体抗Ｐ．ｔｏｌａａｓｉｉ拮抗情况

Ｔａｂｌｅ　５　Ｔｈｅ　ｍｙｃｅｌｉｕｍ　ａｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ　ｏｆ　ｆｉｖｅ　ｗｈｉｔｅ

Ｆｌａｍｍｕｌｉｎａ　ｖｅｌｕｔｉｐｅｓ　ａｇａｉｎｓｔ　Ｐ．ｔｏｌａａｓｉｉ

编号

Ｎｕｍｂｅｒ

菌丝拮抗生长速度

Ｍｙｃｅｌｉｕｍ　ａｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃ

ｇｒｏｗｔｈ　ｒａｔｅ（ｍｍ／ｄ）

菌丝正常生长速度

Ｍｙｃｅｌｉｕｍ　ｎｏｒｍａｌ

ｇｒｏｗｔｈ　ｒａｔｅ（ｍｍ／ｄ）

拮抗水平

Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

ｌｅｖｅｌ（％）

１　 １．２３±０．０３　 ４．３７±０．０２　 ２８．２３±１．９１

２　 １．４１±０．０２　 ４．０７±０．０３　 ３４．６７±１．０２

３　 １．４７±０．０２　 ４．０３±０．０１　 ３６．３７±２．０９

４　 １．８３±０．０１　 ４．２３±０．０２　 ４３．３３±１．８４

５　 １．９２±０．０２　 ４．１１±０．０１　 ４６．７８±０．９１

３．６　原生质体制备与再生

适龄菌丝用０．６ｍｏｌ／Ｌ的甘露醇处理后１．５％
的溶壁酶，２８℃酶解２ｈ，制备原生质体。原生质体

的得率为２．１２×１０７，所得的原 生 质 体 在ＲＭ 培 养

基中再生率最高达０．１７％。

图３　原生质体的制备与原生质体

在再生培养基上生长１０ｄ的情况

Ｆｉｇ．３　Ｐｉｃｔｕｒｅｓ　ｏｆ　ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔ　ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔ

ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ　ｉｎ　ＲＭ　ｍｅｄｉｕｍ　ｆｏｒ　１０ｄａｙｓ
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３．７　ＡＲＴＰ诱变结果

出发菌株通 过 ＡＲＴＰ诱 变 育 种 技 术 得 到 六 株

突变株。出发菌株与所得突变株拮抗实验如图５所

示。与 出 发 菌 株 产 生 拮 抗 线 的 分 别 是 ＡＲ１２，

ＡＲ１４，ＡＲ１６，ＡＲ１７和ＡＲ１８。

图４　ＡＲＴＰ诱变菌株与出发菌株ＡＲ０拮抗情况

Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅ　ａｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃ　ｒｅａｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ＡＲＴＰ　ｍｕｔａｎｔ

ｓｔｒａｉｎｓ　ａｎｄ　ｉｔｓ　ｏｒｉｇｉｎａｌ　ｓｔｒａｉｎ　ＡＲ０

３．８　突变株两两拮抗实验结果

通过两两拮抗实验，如表５确定６个菌株不是

同 一 个 菌 株，其 中 ＡＲ１２、ＡＲ１４、ＡＲ１６、ＡＲ１７、

ＡＲ１８之间拮抗线较强，ＡＲ１５与其它突变株产生的

拮抗线较弱。因此，通过两两拮抗实验筛选出的突

变株共５个，分 别 是 ＡＲ１２、ＡＲ１４、ＡＲ１６、ＡＲ１７和

ＡＲ１８。
表６　突变株两两拮抗实验结果

Ｔａｂｌｅ　６　Ｔｈｅ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ　ｒｅｓｕｌｔ　ｏｆ　ｔｗｏ　ａｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃ　ｍｕｔａｎｔ

组别

Ｇｒｏｕｐ
ＡＲ１２ ＡＲ１４ ＡＲ１５ ＡＲ１６ ＡＲ１７ ＡＲ１８

ＡＲ１２ 无 ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋

ＡＲ１４ ＋＋＋ 无 无 ＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋

ＡＲ１５ ＋＋＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋＋

ＡＲ１６ ＋＋＋ ＋＋ ＋ 无 ＋＋＋ ＋＋＋

ＡＲ１７ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋ ＋＋＋ 无 ＋＋＋

ＡＲ１８ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ 无

　　注：＋表示长势较弱；＋＋表示长势中等；＋＋＋表示长势较好

３．９　六个突变菌株与出发菌株之间的变异分析

用ＥＲＩＣ－ＰＣＲ聚类分析法对所得的突变株与

出发菌株进行亲缘鉴定，如图７所示，各菌株之间都

产生了遗传差异。当相异系数在０．８时，可以把六

个突变株与出发菌株分为四类，亲本与 ＡＲ１５为 一

类；ＡＲ１４与 ＡＲ１７为 一 类；ＡＲ１２与 ＡＲ１８各 为 一

类。

图５　突变株与亲本菌株ＥＲＩＣ－ＰＣＲ电泳图谱

Ｆｉｇ．５　Ｍｕｔａｎｔ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｐａｒｅｎｔ　ｓｔｒａｉｎ　ＥＲＩＣ－ＰＣＲ

图６　六个突变株与亲本菌株ＥＲＩＣ－ＰＣＲ聚类分析图谱

Ｆｉｇ．６　Ｓｉｘ　ｍｕｔａｎｔｓ　ａｎｄ　ｔｈｅｉｒ　ｐａｒｅｎｔ　ｓｔｒａｉｎ

ＥＲＩＣ－ＰＣＲ　Ａｔｌａｓ　ｏｆ　ｃｌｕｓｔｅｒ

①～⑥：分别是ＡＲ０、ＡＲ１２、ＡＲ１４、ＡＲ１６、ＡＲ１７、ＡＲ１８

菌株菌丝体与Ｐ．ｔｏｌａａｓｉｉ生长１５ｄ的拮抗结果

图７　五个突变株与出发菌株菌丝体与Ｐ．ｔｏｌａａｓｉｉ拮抗情况

Ｆｉｇ．７　Ｔｈｅ　ｍｙｃｅｌｉｕｍ　ａｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ　ｏｆ　ｆｉｖｅ

ｗｈｉｔｅ　Ｆｌａｍｍｕｌｉｎａ　ｖｅｌｕｔｉｐｅｓ　ｍｕｔａｎｔｓ　ａｎｄ

ｉｔｓ　ｏｒｉｇｉｎａｌ　ｓｔｒａｉｎｓ　ＡＲ０ａｇａｉｎｓｔ　Ｐ．ｔｏｌａａｓｉｉ

３．１０　五个突变株与出发菌株菌丝抗Ｐ．ｔｏｌａａｓｉｉ能力

对 突 变 菌 株 ＡＲ１２、ＡＲ１４、ＡＲ１６、ＡＲ１７ 和

ＡＲ１８与出 发 菌 株 ＡＲ０的 菌 丝 体 抗Ｐ．ｔｏｌａａｓｉｉ能

力进行显著性分析，结果表明ＡＲ１２抗病性与ＡＲ０
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差异极显著，抗 病 能 力 提 高１５．４９％；ＡＲ１７抗 病 性

与ＡＲ０差 异 显 著，抗 病 能 力 提 高１．９％。ＡＲ１４、

ＡＲ１６、ＡＲ１８抗 病 能 力 分 别 降 低２．０２％、２６．８８％、

２８．３９％。由此可得出，突变株ＡＲ１２的抗病能力明

显提高。

表７　五个突变株与出发菌株菌丝体与Ｐ．ｔｏｌａａｓｉｉ拮抗情况

Ｔａｂｌｅ　７　Ｔｈｅ　ｍｙｃｅｌｉｕｍ　ａｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ　ｏｆ　ｆｉｖｅ　ｗｈｉｔｅ　Ｆｌａｍｍｕｌｉｎａ　ｖｅｌｕｔｉｐｅｓ

ｍｕｔａｎｔｓ　ａｎｄ　ｉｔｓ　ｏｒｉｇｉｎａｌ　ｓｔｒａｉｎｓ　ＡＲ０ａｇａｉｎｓｔ　Ｐ．ｔｏｌａａｓｉｉ

编号

Ｎｕｍｂｅｒ

菌丝拮抗生长速度

Ｍｙｃｅｌｉｕｍ　ａｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃ

ｇｒｏｗｔｈ　ｒａｔｅ（ｍｍ／ｄ）

菌丝正常生长速度

Ｍｙｃｅｌｉｕｍ　ｎｏｒｍａｌ

ｇｒｏｗｔｈ　ｒａｔｅ（ｍｍ／ｄ）

抗性水平

Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ　ｌｅｖｅｌ
（％）

与ＡＲ０抗性水平相比

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ　ｔｈｅ　ｌｅｖｅｌ

ｏｆ　ＡＲ０ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ（％）

显著性分析

Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ　ｔｅｓｔ

０．０１　　０．０５

ＡＲ０　 １．９２±０．０１　 ４．１１±０．０２　 ４６．７８±１．１３ －

ＡＲ１２　 ２．５６±０．０２　 ４．１１±０．０２　 ６２．２７±２．１５ ＋１５．４９ 　 ＊＊

ＡＲ１４　 １．８４±０．０１　 ４．１０±０．０１　 ４４．７６±２．６１ －２．０２

ＡＲ１６　 ０．８０±０．０１　 ４．０２±０．０１　 １９．９０±１．５８ －２６．８８

ＡＲ１７　 １．９４±０．０３　 ３．９８±０．０３　 ４８．６８±０．８８ ＋１．９０ 　　 ＊　

ＡＲ１８　 ０．７３±０．０２　 ３．９４±０．０２　 １８．３９±２．１８ －２８．３９

　　注：＊表示Ｐ＜０．０５的显著性差异，＊＊表示Ｐ＜０．０１的显著性差异

３．１１　五个突变株与出发菌株菌丝体纤维含量的比

较

对 突 变 菌 株 ＡＲ１２、ＡＲ１４、ＡＲ１６、ＡＲ１７ 和

ＡＲ１８与 出 发 菌 株 ＡＲ０菌 丝 体 纤 维 含 量 进 行 显 著

性分 析，结 果 表 明：ＡＲ１２、ＡＲ１７纤 维 含 量 与 ＡＲ０

差 异 极 显 著，纤 维 含 量 降 低 １５．８２％、３６．３１％；

ＡＲ１４、ＡＲ１６和 ＡＲ１８纤 维 含 量 分 别 提 高０．８１％、

３１．６４％、２５．７６％；由此可得出ＡＲ１７的纤维含量明

显降低。

表８　五个突变株与出发菌株菌丝体纤维含量的比较

Ｔａｂｌｅ　８　Ｔｈｅ　ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ｍｙｃｅｌｉａｌ　ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ　ｃｏｎｔｅｎｔ　ｆｏｒ　ｆｉｖｅ　ｗｈｉｔｅ　Ｆｌａｍｍｕｌｉｎａ　ｖｅｌｕｔｉｐｅｓ

ｍｕｔａｎｔｓ　ａｎｄ　ｉｔｓ　ｏｒｉｇｉｎａｌ　ｓｔｒａｉｎｓ　ＡＲ０

组别Ｇｒｏｕｐ　 ＡＲ０ ＡＲ１２ ＡＲ１４ ＡＲ１６ ＡＲ１７ ＡＲ１８

菌丝纤维素含量

Ｃｏｎｔｅｎｔ　ｏｆ　ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ（ｇ／１００ｇ）
４９．３　 ４１．５　 ４９．７　 ６４．９　 ３１．４　 ６２．００

与ＡＲ０相比变化

Ｃｈａｎｇｅ　ｃｏｍｐａｒｅｄ　ｔｏ　ＡＲ０
－ －１５．８２ ＋０．８１ ＋３１．６４ －３６．６１ ＋２５．７６

显著性分析

Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ　ｔｅｓｔ
＊＊ ＊＊

　　注：＊表示Ｐ＜０．０５的显著性差异，＊＊表示Ｐ＜０．０１的显著性差异

４　结果与讨论

本研究首先筛选５号白色金针菇菌株为诱变育

种的出发菌 株。５号 菌 株 表 现 为：子 实 体 菌 柄 长 度

较长，整齐度较好，菌柄直径大，菌盖直径大，每袋的

数量最少；子实体水分含量较少，氨基酸和蛋白质含

量适中，锌含量适中；子实体纤维含量较低，菌丝体

抗Ｐ．ｔｏｌａａｓｉｉ能力最强。出发菌株原生质体制备与

再生的最佳条件为：液体静止培养的菌丝，菌龄为５

天；用１．５％的溶壁酶２于２８℃的流动水浴锅中水

浴２ｈ，原生质体的得率为２．１２×１０７，所 得 的 原 生

质体在ＲＭ 培 养 基 中 再 生 率 最 高 达０．１７％。利 用

ＡＲＴＰ等离子 体 诱 变 方 法 对 金 针 菇 原 生 质 体 进 行

诱变，相关参数为：气体流量１６．０ｓｌｍ，平台高度１０
ｍｍ，诱变时间为２５ｓ。

通过对突变株拮抗实验筛选、亲 缘 鉴 定、抗Ｐ．
ｔｏｌａａｓｉｉ和纤维素含量比较，最终得出突变株ＡＲ１２
和ＡＲ１７为目标新菌株。菌株ＡＲ１２和ＡＲ１７的优

４５２　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　青岛农业大学学报（自然科学版）　　　　　　　　　　　　　　　　３４卷　



良品 质 表 现 如 下：菌 株 ＡＲ１２、ＡＲ１７与 出 发 菌 株

ＡＲ０相比，菌丝体抗Ｐ．ｔｏｌａａｓｉｉ能力提高１５．４９％、

１．９％；菌丝 体 纤 维 素 含 量 降 低１５．８２％、３６．３１％。
得到的高抗病能力和低纤维含量的新菌株不仅产量

有保证，而且具有良好的口感，
本研究使用的常压室温等离子诱变育种技术与

传统诱变方法相比，对遗传物质的损伤机制多样，获
得突变型多 样 性 可 能 性 大，而 且 操 作 简 单、安 全 性

高、突变速度快、突变效率高。本研究采用原生质体

作为诱变材料，由于原生质体没有细胞壁保护，而且

原生质体再生过程中存在优存劣汰的筛选过程，从

而进一步确保了突变率的提高。
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