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平菇 DNA转化技术研究现状

生物技术（食用菌）专业 2016级 1班 彭媛媛

指导教师：于浩

摘要：平菇，学名糙皮侧耳，是我国产量最大的食用菌品种之一。随着生物学研究进入基因组学时

代，利用分子生物学技术对特定基因进行定向改造的分子遗传育种成为平菇育种的发展趋势，而

DNA转化技术是分子育种的基础。DNA转化技术在原核生物、酵母菌、动植物中应用较成熟，但

在平菇中存在效率低、操作复杂等问题，限制了平菇的分子育种工作。本文对平菇 DNA转化技术的

研究现状进行了综述。从平菇的 DNA转化技术的研究历史，DNA转化用载体与标记技术、DNA转

化技术手段等方面进行了详细阐述。

关键词：平菇；食用菌；DNA转化技术
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Current progress of DNA transformation technology in Pleurotus
ostreatus

Student majoring in Biotechnology (edible fungi) Peng Yuanyuan

Tutor: Yu Hao

Abstract: Pleurotus ostreatus, also known as Pinggu, is one of the largest yield variety of edible mushroom

species in China. With the development of biological genomic research, genetic breeding based on the

modification of genes through molecular technology is the future trend for producing new P. ostreatus

variety. DNA transformation is the basic technology of genetic breeding. DNA transformation technology is

a mature technique in genetic modification of bacteria, plant and animals. However, DNA transformation in

P. ostreatus is low efficiency and requires lots of hard work which inhibits the application of genetic

breeding in P. ostreatus. In this review, the research progress of DNA transformation technology in P.

ostreatus was discussed in detail including history of DNA transformation in P. ostreatus, vector and

reporter genes used in DNA transformation and methods used for DNA transformation in P. ostreatus

Key words: Pleurotus ostreatus; Edible mushroom; DNA transformation technology
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前 言

我国是食用菌生产和消费大国，我国的食用菌产量占全世界总产量的 70%以上。侧

耳类食用菌是我国最重要的栽培品种，包括平菇、杏鲍菇、秀珍菇等，其中，平菇是侧

耳属最具代表性的菌株，是我国重要的商业食用菌。食用菌的产量与菌种品质、栽培条

件等息息相关，遗传育种可以创造新的食用菌品种，提高食用菌菌种品质，引入优良性

状，对于食用菌产业发展具有重要意义。

食用菌遗传育种包括诱变育种、杂交育种、融合育种和分子育种等。[1]分子育种是

将基因工程技术应用于育种工作的一种手段，通过导入特定基因，增加食用菌的优良特

性，具有育种周期短、目的性强，效率高的优点。分子育种也是平菇育种未来的发展趋

势。平菇的遗传育种对于侧耳属和其他食用菌的遗传育种具有重要意义。

高效的遗传操作体系是食用菌遗传育种的基础。相对于细菌、酵母菌和动植物而言，

食用菌的遗传操作体系研究起步较晚，因此缺乏较为成熟的遗传操作体系。[2]遗传操作

系统包括 DNA的转化过程和 DNA进入宿主细胞后过程两部分，由于食用菌中同源重

组效率较低，因此 DNA在转化到食用菌细胞内后常常以核外基因的形式存在，不能稳

定遗传。因此提高 DNA的转化效率是提高遗传操作成功率的有效途径。

本文综述了平菇DNA转化技术研究现状,从食用菌及平菇遗传转化的技术研究发展

历史、平菇遗传转化的技术研究发展现状等方面进行论述,并就其应用发展前景问题进行

合理的分析和展望。
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一、平菇 DNA转化技术的概述

（一）平菇的简介

平菇(Pleurotus ostreatus)，学名糙皮侧耳，侧耳属食用菌。我国栽培的侧耳属食用

菌约有 10种[3],主要包含糙皮侧耳、佛罗里达侧耳、白黄侧耳、肺形侧耳等，其中糙皮

侧耳的栽培最为广泛。历史上我国对平菇的大面积栽培始于上世纪 70年代[4],目前已发

展成为我国食用菌市场上占比重最大的一种,且具有广大的前景。

（二）平菇 DNA转化技术

与其他真核生物相比，食用菌的遗传转化研究起步较晚，其中平菇是目前食用菌中

遗传操作体统研究最完善的品种之一[5]。目前，平菇的 DNA转化的主要方法有：基因

枪法，PEG介导、REMI法、电激法和农杆菌转化法。[6]

二、食用菌遗传转化的研究历史

（一）真菌遗传转化的研究历史

真核生物在人类的生产生活、医疗保健、食品工业、农业、精细化工等领域都扮演

了重要角色。真菌中的遗传转化报道首先出现在 1973年，Mishra NC利用不能合成肌醇

的粗糙脉孢菌(Neurospora crassa)菌株作为研究材料，将野生型(inos+)的基因转化到营养

缺陷型菌株中，并且在不含有肌醇的选择培养基上进行筛选，最终获得了能够合成肌醇

的菌株[7]。后来 Case E M等人在 1979年在粗糙脉孢菌中进一步完善了 DNA转化体系。

[8]随后，越来越多的真菌遗传操作系统被建立并报道，目前所有属的真菌都具备了遗传

操作系统。[9]~[16]

（二）食用菌遗传转化的研究历史

与酵母菌和丝状真菌相比，担子菌的遗传操作体系更加困难。Munoz-RivasA等人

在 1986年首次通过 PEG介导的转化方法把 trpC基因转录到裂褶菌色氨酸营养缺陷型菌

株中，从而获得了能够合成色氨酸的野生型裂褶菌菌株。这是首次在担子菌中报道了

DNA转化系统。[17]

1991年Challen MP等通过PEG介导的DNA转化方法将外源DNA转化到双孢菇中，

并成功获得了转化子[18]，同年 Roycr JC等人采用电击转化的方法把二氢乳清酸脱氢酶

基因（URAl）转化到了杨树菇营养缺陷型菌株中，并且获得了野生型转化子，这是首

次在商品化的食用菌品种中实现了外源 DNA的转化。[19]

随后越来越多的食用菌外源 DNA转化手段被开发出来，包括 PEG介导的转化、电

击转化、基因枪法、农杆菌介导的转化等。目前，几乎所有的食用菌中都建立了稳定遗
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传的转化体系，其中平菇中的 DNA转化系统是研究的最清楚的。

三、平菇 DNA转化中常用的载体与分子标记

利用载体携带目标基因进行遗传转化是最常用的 DNA转化方法。

（一）平菇 DNA转化常用的筛选标记

平菇 DNA转化的筛选标记主要有营养缺陷型筛选和抗生素抗性基因两种。由于食

用菌的营养缺陷型不容易获得，营养缺陷型实验复杂不容易操作，而且容易产生回复突

变，因此目前包括平菇在内的食用菌的遗传转化操作中很少采用这一种筛选方法。使用

抗性基因进行转化子以及外源基因的标记是最常用的方法。其中潮霉素抗性基因是最常

见的一种显性标记基因。近年来萎锈灵抗性基因在平菇的遗传转化中的应用也越来越

多。

潮霉素是食用菌转化中最常用的显性筛选标记，野生型的平菇菌丝不能在高浓度的

潮霉素中生长，然而导入了潮霉素抗性基因后菌丝就获得了在高浓度潮霉素中生长的能

力，根据这一特性可以进行转化子的筛选。[20]

萎锈灵是一种常用的真菌杀菌剂。萎锈灵能够作用于琥珀酸脱氢酶上面的一个亚

基，从而抑制真菌的产能系统，从而杀死真菌。当琥珀酸脱氢酶发生突变之后活力降低，

同时对萎锈灵的敏感型降低，菌丝就获得了抗萎锈灵的能力。因此可以利用突变后的琥

珀酸脱氢酶基因作为萎锈灵抗性基因导入到野生型菌株中，使得转化子获得了在高浓度

萎锈灵中生长的能力[21]。

除此之外，颜色标记，GFP、RFP、荧光素酶、GUS也是在平菇 DNA 转化中常用

的一种报告基因。虽然说荧光标记不能够作为显性标记进行转化子的筛选，但是荧光标

记可以对导入的基因是否正确转录翻译进行报告，并且可以快速简便的鉴定转化子，因

此常常被用于平菇的 DNA转化中。

（二）常见的平菇 DNA转化载体

常见的平菇 DNA转化载体有 pAN7-1、pLG-hph、pTMl、pCAMBIA1301。

pAN7-1 中含有潮霉素显性标记基因，Ming 等利用含有潮霉素抗性基因的载体

pAN7-1 转化糙皮侧耳的原生质体，获得了转化子。但是后续追踪发现，转化后的外源

基因在平菇中并未整合到染色体上，因此 3-6周之后外源 DNA消失。

pLG-hph系列质粒也是包含了潮霉素显性标记基因，实验表明使用该质粒目的基因

可以有效的整合到平菇的基因组中。

pCAMBIA1301 是常见的植物转化载体，也可以用于平菇的 DNA 转化中，以该载

体为代表的一系列载体都是农杆菌转化载体，含有潮霉素抗性基因和 GFP 报告基因，
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在农杆菌的介导下将外源基因整合到平菇的染色体中去，并且能够稳定的遗传。

pTMl系列载体是以萎锈灵抗性基因作为筛选基因的，该抗性基因来自于平菇自身，

其中一个氨基酸发生了突变，该载体可以将目标基因高效整合到平菇的染色体上面并且

稳定遗传。

（三）平菇启动子

目前在食用菌中通常采用的启动子有 ras 基因启动子，甘油-3-磷酸脱氢酶(GPD)基

因启动子和 sdi启动子。最常用的就是香菇中以上基因的启动子，除了香菇的启动子之

外，食用菌遗传转化中通常使用同源启动子或者宿主菌株自身的以上基因的启动子进行

基因的转录，有报道称使用同源启动子或者宿主细胞的自身的启动子能够增加宿主细胞

自身 RNA聚合酶识别的效率，从而获得更高的表达效率。

四、平菇 DNA转化技术的常用方法

（一）PEG介导

PEG 能有效地使细胞膜与细胞膜之间,及外源 DNA 与细胞膜之间形成大分子桥,促

使受体与细胞间的接触和粘连或是通过直接引起细胞表面的电荷紊乱,干扰细胞间的识

别而有利于细胞间的融合。2006 年采用了 PEG 介导的高效平菇细胞转化系统,得到了

80-180个整合了潮霉素 B稳定抗性的细胞。比以前研究报道的转化效率高 400-800倍。

[22]

图 1 PEG介导细胞融合过程

（二）电激法

电激转化的原理主要是通过利用直流短时间的电脉冲对细胞做出一种可恢复性的

电击穿,使原生质膜被击穿,大分子桥也得以有效地穿过质膜和核膜,外源 DNA 与细胞受

体外源 DNA之间发生了重组。一般的研究认为,当细胞中电场的强度和时间常数以一定

的方式发生组合而导致 60%-70%的细胞死亡率时,转化子的效率可以达到最高的水平。
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受体细胞电转化的效率一般是用生物化学的方法直接介导基因转化的 10-20倍。虽然电

激法和传统的 PEG介导法的基因转化率一般相差不大,但是这种电激法比传统 PEG法的

操作更为简单方便，且所需的 DNA量少,适应的范围广。[23]

（三）基因枪法

该法主要是利用高速金属微粒把外源的基因导入受体细胞生物的完整细胞或受体组

织中。该法在使用时,首先要做的是直接把外源质粒细胞的 DNA与直接进入金属细胞的

微粒进行混合,使质粒细胞的 DNA直接包裹在金属微粒的细胞表面,制成金属微弹,然后

再直接利用一定的压力和装置将金属微弹高速地射击,使金属微弹直接进入受体细胞内

进行基因转化。金属微弹射击后的细胞或受体组织经过一段时间的恢复培养后,将其转移

至选择培养基上筛选。在这一过程中,质粒 DNA浓度、枪击的压力及直接进入受体细胞

的状态等这些因素对受体细胞转化的效果都应该具有重要影响。据国外媒体报道,基因枪

法转化并不能有效地提高受体细胞转化的效率,但对于在实验室的条件下不能良好培养

或不能成功获得细胞中足够的再生原生质体的真菌有重要作用。[24]

图 2基因枪法导入外源基因

（四）限制酶介导的 DNA整合法

REMI(RestrictionEllzyme Mediated DNA Integrati,REMI)法是上世纪 90年代发展起

来的一种能较大幅度提高转化率的方法。该法的主要原理是通过限制酶切断受体细胞的

DNA,产生的末端会在酶切体系下与经过限制性的内切酶活体切断的线性化的线性化的

质粒 DNA连接。该整合法可作为标签对细胞中功能各异的基因进行分离。[25]

（五）农杆菌介导转化法

农杆菌介导法转基因比较稳定、拷贝数低、转化率高。对于平菇等食用菌，该法可

以以子实体为转化材料，避免了原生质体为转化材料再生率低的缺点 [26]，目前已在真

菌转化的研究中快速发展。

结 论

食用菌产业在我国农业产业中占据重要地位，2018年总产量接近 4000万吨，总产
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值接近 3000亿元，然而相对于动植物，食用菌的分子育种研究和应用起步较晚，与产

业发展相比较严重滞后。遗传操作系统的建立是进行分子育种的基础，与其他的生物相

比较，食用菌的遗传操作系统并不完善，由于转化效率低和同源重组效率低的原因，导

致了食用菌的分子生物学研究进展缓慢。平菇是食用菌中最具代表性的菌株，平菇中

DNA转化系统的研究对于食用菌的遗传转化系统的建立具有重要意义。

根据最近平菇 DNA的转化研究可以发现，以农杆菌介导的遗传转化和电击转化是

最常用的转化方法，萎锈灵和潮霉素抗性基因是最常见的转化子筛选基因。经过研究者

不断的努力，已经能够将外源 DNA高效的转化到平菇的菌丝体中。

虽然已经能够将外源基因转化到平菇菌丝内部，但是由于食用菌中同源重组效率偏

低，基因的定向插入和定向敲除仍然存在障碍，目前难以获得无痕的插入或者敲除的菌

株。另一方面由于可使用的先天性标记基因太少，因此不可能连续的向平菇菌丝体中多

次导入基因。但是随着新的遗传操作系统的发现，例如 Crispr系统，这些新的遗传操作

系统在平菇中的应用将会大大的加快平菇的遗传操作体系的建立，将为适应越来越多的

生物技术应用的需求和平菇分子育种工作提供有效的分子生物学工具。

目前,通过基因分析和工程等技术手段将外源基因导入食用菌以进一步提高其部分

生物学特性,如使食用菌抗虫、抗病提高其利用栽培基质的能力,木质素、纤维素降解的

能力,是未来的包括平菇在内的食用菌遗传转化育种生物学研究的主要目标和方向而构

建一个高效的遗传表达系统是实现食用菌表达外源基因的先决条件。
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