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所 (57) Abstract: Provided are a new Hericium erinaceus HEO15 strain of Hericium erinaceus, and a molecular marker and the use thereof. 

in By means of extensive wild strain collection and systematic breeding, a high-quality new Hericium erinaceus HEO15 strain of Hericium 

上 ~- ¢rinaceus is obtained. The strain is deposited in the Guangdong Microbial Culture Collection Center on 12 May 2022, with the deposit 

人 @ number of GDMCC No: 62464. The new Hericium erinaceus HEO15 strain has a different genetic background from existing Hericium 

= erinaceus strains, and therefore a high-quality Hericium erinaceus cultivar is supplemented, meeting market demands. Further provided 

@ | are a specific molecular marker and a rapid detection method for detecting and identifying Hericium erinaceus HE01S. The mother 

w culture of Hericium erinaceus HE01S has dense and strong mycelium, fast mycelial growth rate, and strong resistance to contamination 

GQ by foreign bacteria. The strain has advantages such as high yield and a short growth cycle, and also has a relatively high content of active 

去 ingredients such as polysaccharides. Extracts of the strain can protect gastric mucosa and ameliorate alcoholic gastric mucosal damage, 

O° with the fruiting body extract thereof showing especially significant effects. Therefore, the strain has industrialization prospects. 
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62464。 新 菌株 猴 HE015 遗 传 背景 与 现 有 猴 头 菇 菌 种 不 同 ， 补 充 了 优质 猴 头 菇 栽培 品种 ， 满 足 市 场 需求 。 还 
提供 了 用 于 检测 鉴别 猴 HE015 的 特异 性 分 子 标记 和 快速 检测 方法 。 猴 HE015 母 种 菌 丝 密 壮 、 原 种 发 菌 快 、 抗 
杂 菌 污染 能 力 强 ， 具 有 产量 高 、 生 长 周期 短 等 优势 ， 同 时 多 糖 等 活性 成 分 含量 也 较 高 ， 其 提取 物 可 以 保护 
骨 炸 膜 、 改 善 酒精 性 胃 粘 膜 损伤 ， 效 果 尤 以 子 实体 提取 物 效果 更 为 显著， 具有 产业 化 前 景 。
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— PRL POR HE01S 及 其 分 子 标记 和 应 用 

技术 领域 

本 发 明 属 于 微生物 食用 菌 技术 领域 。 具 体 地 ， 涉 及 一 种 猴 头 菇 新 菌株 猴 

5 HEOIS 及 其 分 子 标 记 ， 以 及 猴 HE015 提取 物 及 应 用 。 

背景 技术 

ek i Hericium erinaceus (Bull. ex Fr.) Pers]， 又 称 猴 头 奖 、 猴 头 蘑 、 猴 

菇 、 刺 猜 菌 ， 属 于 真菌 界 、 担 子 菌 门 、 担 子 菌 纲 、 红 菇 目 、 猴 头 菌 科 、 猴 头 苗 属 。 

Pek AGRA. ZAMBIA RBA. BAIA, BASU HE, 

10 ”海味 燕 视 ”之 称 ， 含 有 多 种 营养 成 分 。 传 统 医 学 认为 ， 猴 头 区 性 平 、 味 甘 ， 助 消 

i. PAAR: 具有 健 肯 、 补 虚 、 抗 癌 、 益 红 精 之 功效 ， 是 治疗 消化 系统 疾病 和 抑 

制 骨 痛 的 良药 。 实 验证 明 ， 猴 头 菇 多 糖 具有 增强 免疫 力 、 抑 制 消 化 系统 肿瘤 、 抗 

骨 溃 疡 、 降 血糖 等 功效 。 已 成 为 开发 功能 性 食品 、 保 健 品 和 药品 的 重要 原料 。 

种 质 资 源 是 产业 发 展 的 基础 , 然而 , 与 香菇 (Lentinusedodes). *¥ ti (Pleurotus 

15 ostreatus) 等 大 宗 食 用 菌 种 类 相 比 ， 目 前 猴 头 菇 菌 种 质 资源 储备 较 少 、 栽 堪 品 种 

少 ， 大 部 分 新 品种 是 通过 诱 变 育种 、 杂 交 育 种 等 方式 选 育 而 来 ， 遗 传 背 景 相 似 ， 

新 菌株 与 出 发 菌株 或 杀 本 大 部 分 性 状 相似 。 而 且 ， 猴 头 菇 早期 主要 是 以 鲜 品 、 干 

品 方式 销售 ， 育 种 的 目标 性 状 多 为 菇 形 好 、 产 量 高 等 。 由 于 产量 与 品质 总 是 存在 

矛盾 关系 ， 导 致 现 有 品种 存在 高 产 不 优质 或 优质 不 高 产 的 问题 。 另 外 ,在 规模 生 

20 “” 产 中 ， 菌 种 活力 退化 以 及 杂 菌 污染 问题 ， 也 是 困扰 猴 头 菇 栽培 产业 的 棘手 问题 ， 

会 给 栽培 农户 和 企业 带 来 很 大 经 济 损失 。 

近年 来 ， 随 着 猴 头 菇 深加工 产业 的 发 展 ， 对 优质 猴 头 菇 的 需求 量 不 断 增 长 ， 

急需 选 育 出 产量 高 、 生 产 周 期 短 、 抗 杂 菌 污染 能 力 强 、 活 性 成 分 含量 高 的 优质 新 

种 质 ， 以 满足 猴 头 菇 深加工 产业 的 需求 ， 提 升 企 业 生产 效益 。 

25 ”发 明 内 容 

本 发 明 旨 在 提供 优质 猴 头 菇 新 菌株 。 本 发 明 人 团队 经 过 大 量 调查 研究 ， 从 内 

蒙古 阿尔 山 的 妓生 猴 头 菇 样本 上 分 离 纯 化 获得 一 株 猴 头 菇 优质 品种 , THEA 

种 与 现 有 品种 遗传 背景 差异 较 大 ， 该 猴 头 站 品种 母 种 菌 丝 密 壮 、 原 种 发 菌 快 、 头 

茬 菇 采 收 时 间 短 、 抗 杂 苗 污染 能 力 强 ， 有 具有 产量 高 、 生 长 周期 短 且 活性 成 分 含量 

30 ”也 较 高 等 优势 ， 其 提取 物 改 善 酒 精 性 骨 粘 膜 损伤 效果 显著 。 

本 发 明 的 目的 是 提供 一 种 猴 头 妆 (Hericium erinaceus) 新 菌株 猴 HE015 及 

其 菌 剂 产品 。 

1
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本 发 明 另 一 目的 是 提供 所 述 猴 HE015 的 特异 分 子 标记 及 鉴定 应 用 。 

本 发 明 再 一 目的 是 提供 所 述 猴 HE015 的 提取 物 及 其 应 用 。 

本 发 明 上 述 目的 通过 以 下 技术 方案 实现 : 

本 发 明 在 全 国 范围 内 的 26 个 省 〈 自 治 区 ) ，100 多 个 自然 保护 区 《和 森林 公 

5 bh) 广泛 采集 野生 菌 ， 在 内 蒙古 、 湖 南 、 贵 州 、 河 南 、 黑 龙 江 、 山 东 等 省 〈 自 治 

DX) 采集 到 野生 猴 头 于 菌株 ,通过 系统 选 育 获 得 一 株 高 产 且 其 子 实体 多 糖 对 酒精 

慢性 胃 粘 膜 损伤 具有 显著 保护 作用 的 猴 头 区 新 菌株 猴 HE015,， 该 菌株 产量 高 , AE 

长 周期 短 ， 提 取 物 可 以 增加 酒精 慢性 骨 粘 膜 损伤 小 鼠 的 体重 ,减少 酒精 慢性 骨 粘 

膜 损 伤 对 小 鼠 体 重 的 影响 ， 改 善 酒精 慢性 骨 粘 膜 损伤 小 鼠 骨 粘膜 。 

10 因此 ， 本 发 明 提 供 如 下 应 用 方案 : 

一 种 猴 头 菇 (Hericium erinaceus) 新 菌株 猴 HE01$， 该 菌株 于 2022 年 05 月 

12 日 保藏 于 广东 省 微生物 菌 种 保藏 中 心 ， 保 藏 编号 为 GDMCC No: 62464. 

一 种 含有 上 所 述 新 菌株 猴 HE015 FY SK tee BA FA. 

进一步 地 ， 所 述 猴 头 菇 菌 剂 除 含有 猴 HE015 外 ， 还 可 含有 母 种 培养 基 。 

15 所 述 母 种 培养 基 可 选 PDA 培养 基 ， 组 成 为 : Bie 200g/L, BABE 20g/L、 

琼脂 20g 人 L， 余 量 为 水 。 

一 种 用 于 检测 或 鉴定 上 述 猴 HE015S 的 分 子 标记 ， 其 核 背 酸 序 列 如 SEQ ID 

NO.1 所 示 。 

一 种 用 于 检测 或 鉴定 上 述 猴 HE015 的 分 子 标记 组 合 ， 其 核 背 酸 序列 如 SEQ 

20 IDNO.2 fil SEQ ID NO.3 所 示 。 

Al A FRPP pF Zh GAs, A SSR HE015$， 对 猴 

HE015 产业 化 后 的 质量 控制 具有 重要 意义 。 

另外 ， 检 测 上 述 分 子 标记 或 分 子 标记 组 合 的 试剂 在 制备 猴 HE015 检测 或 鉴 

定 试剂 盒 中 的 应 用 ， 以 及 含有 检测 上 述 分 子 标记 或 分 子 标记 组 合 的 试剂 盒 产品 ， 

25 ”也 应 在 本 发 明 保 护 范围 之 内 。 

所 述 检测 上 述 分 子 标记 或 分 子 标记 组 合 的 试剂 ， 比 如 分 子 检测 引物 。 

具体 地 ， 作 为 可 选择 的 优选 方案 之 一 ， 用 于 检测 或 鉴定 猴 HE015 的 引物 如 

引物 对 HEO15-F8/R8, 

作为 可 选择 的 优选 方案 之 一 ， 用 于 检测 或 鉴定 猴 HE01S 的 引物 如 引物 对 

30 HEOI5-F2/R2 和 引物 对 HE015-F4/R4 的 组 合 ; 

所 述 引物 对 HE015-F&/R8 的 核 昔 酸 序 列 如 SEQ ID NO.8-9 所 示 ， 

所 述 引 物 对 HE015-F2/R2 的 核 昔 酸 序 列 如 SEQ ID NO.4-5 所 示 ， 

所 述 引 物 对 HE015-F4/R4 的 核 萌 酸 序列 如 SEQ ID NO.6-7 所 示 。 

2
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基于 此 ,本 发 明 还 提供 一 种 检测 或 鉴定 猴 HE015 的 方法 ,是 以 待 测 样品 DNA 

为 模板 ， 利 用 含有 上 述 分 子 标记 检测 试剂 的 试剂 盒 进 行 检测 。 

作为 一 种 可 选 的 优选 实施 方案 ,所 述 检测 鉴定 方法 为 分 子 鉴 定 技术 ， 有 具体 是 

以 竺 测 样品 DNA 为 模板 ,利用 上 述 引 物 进行 PCR 扩 增 。 扩 增 结果 为 阳性 鉴定 为 

5 HEO1S. 

具体 地 ， 引 物 对 HEO1S-F8/R8 的 扩 增 结果 为 阳性 ， 则 鉴定 为 猴 HE015; 

或 引物 对 HE015-F2/R2 和 引物 对 HEO1S-F4/R4 的 扩 增 结果 均 为 阳性 ， 则 鉴 

定 为 猴 HE015。 

进一步 可 选 地 , 所 述 PCR 扩 增 的 反应 体系 为 : 2xTaq Master Mix 1SL，DNA 

10 ”模板 CS0nghL) 2uL, 正 向 引物 (10umoL) Ip, 反 向 引物 ClOumol/L) 1nL， 

ddH2O 11uL. 

AT PCR 扩 增 的 反应 程序 为 :9$C 预 变性 ,9$SC 变 性 15 sec, 58C 退 火 15sec, 

72C 延 伸 15sec, GOTO step2， 执 行 32 个 循环 ，72C 延 他 10 min. 

我 们 研究 数据 显示 ， 猴 HE015 不 仅 产量 高 、 生 长 周期 短 ， 其 提取 物 可 以 增 

15 “加 酒精 慢性 胃 粘 膜 损 伤 小 鼠 的 体重 ， 减 少 酒精 慢性 胃 粘 膜 损 伤 对 小 鼠 体 重 的 影 

Pie), 改善 酒精 慢性 骨 粘 膜 损伤 小 鼠 骨 粘膜 , 效果 尤 以 子 实 体 提 取 物 效果 更 为 显著 。 

因此 ， 本 发 明 还 提供 猴 头 菇 猴 HE01S 多 糖 提取 物 ， 是 由 猴 HE015 的 子 实体 

经 水 提 醇 沉 法 所 得 的 沉淀 。 

本 发 明 还 提供 猴 头 菇 猴 HE015 小 分 子 提取 物 ， 是 由 猴 HE015 的 子 实体 经 水 

20 ，” 提 醇 沉 法 所 得 的 上 清 液 。 

有 具体 来 说 ， 作 为 可 选 方案 ， 提 取 物 的 提取 方法 如 下 : 

(1) 猴 HE015 子 实体 粉碎 后 ， 加 入 10-30 倍 量 水 ，90-99 搅 拌 提取 1-3h; 

过 滤 ， 滤 液 减 压 浓 缩 至 相对 密度 至 1-1.5， 然 后 加 入 乙醇 使 醇 浓 度 至 70-90%, 

2-105 静 置 12-48h; 

25 (2) 步骤 (1) 静 置 后 的 下 层 沉淀 ， 用 $ 倍 水 复 溶 ， 加 乙醇 调整 醇 浓 度 为 

70-90%, 2-10°CHE 12-48h; 下 层 沉 淀 经 70-90% 乙 醇 、 丙 酮 清洗 后 ， 冷 冻 干 燥 ， 

粉碎 后 即 得 猴 HEO1S 子 实 体 多 糖 提取 物 ; 

(3) 步骤 (1) 静 置 后 的 上 清 液 , 经 减 压 浓缩 , 冷 涤 干燥 , 粉碎 后 得 猴 HE015 

子 实 体 小 分 子 提取 物 。 

30 其 中 ， 更 具体 地 的 可 选 操作 条 件 ， 步 又 (1) 为 :  HEOIS 子 实 体 粉 碎 后 ， 

加 入 20 倍 量 纯 水 ，9SC 搅 拌 提取 2h; 过 滤 ， 滤 液 减 压 浓缩 至 相对 密度 至 1.10， 

加 入 95% 乙 醇 使 醇 浓 度 至 80%, 4°CHHHEL 24h. 

更 具体 地 的 可 选 操作 条 件 ， 步 骤 (2) 为 : 下 层 沉淀 ， 用 $ atk Sw, In 
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95% 乙 醇 调整 醇 浓 度 为 80%，4C 静 置 24h;， 下 层 沉 淀 经 80% 乙 醇 、 丙 酮 清洗 后 ， 

冷冻 干燥 ， 粉 碎 后 即 得 猴 HE015 子 实体 多 糖 提取 物 。 

最 后 ， 本 发 明 的 猴 HE015、 以 及 含有 猴 HE015 的 苗 剂 、 猴 HE015 的 提取 物 

(尤其 是 子 实体 提取 物 ) 在 制备 具有 保护 胃 黏 膜 作 用 或 具有 治疗 或 改善 酒精 性 骨 

5 ”粘膜 损伤 作用 的 产品 中 的 应 用 ， 也 应 在 本 发 明 保护 范围 之 内 。 

以 及 含有 所 述 猴 头 菇 多 糖 提 取 物 和 /或 所 述 猴 头 菇 小 分 子 提取 物 的 保护 胃 备 

辜 或 改善 酒精 性 骨 粘 膜 损伤 的 产品 ， 也 应 在 本 发 明 保 护 范 围 之 内 。 

作为 产业 化 应 用 之 一 ， 具 体 地 ， 猴 HE015 菌株 栽培 的 子 实 体 提取 物 可 以 应 

用 在 功能 食品 中 ， 例 如 与 高 良 姜 、 陈 皮 、 无 花 果 、 代 代 花 、 低 聚 果糖 或 低 聚 木 糖 

10 ”等 原料 复 配 制备 成 具有 保护 胃 粘 膜 以 及 改善 肠 道 菌 群 功 能 的 产品 , 剂型 可 以 是 固 

体 饮料 、 液 体 条 包 等 。 

在 实际 产业 中 ， 本 发 明 的 猴 头 菇 优质 新 菌株 猴 HE015 的 栽培 采用 现 有 猴 头 

菇 栽培 技术 均 可 。 

本 发 明 具 有 以 下 有 益 效果 : 

15 本 发 明 从 全 国 范围 内 广泛 采集 野生 菌 ， 通 过 系统 选 育 筛选 获得 一 株 产量 高 、 

生长 周期 短 的 猴 头 菇 优质 新 菌株 , 猴 HE015,， 其 遗传 背景 与 现 有 猴 头 区 菌 种 有 明 

显 不 同 ， 对 于 补充 优质 猴 头 菇 栽培 品种 ， 以 满足 市 场 需 求 ， 提 升 企业 发 展 空间 ， 

有 重要 价值 和 意义 。 

BUNT RACE EAN, WR HE015 母 种 菌 丝 密 壮 、 原 种 发 菌 快 、 头 茬 菇 采 收 时 

20 “” 间 短 、 抗 杂 菌 污染 能 力 强 ， 具 有 产量 高 、 生 长 周期 短 的 优势 ， 而 且 多 糖 等 活性 成 

分 含量 也 较 高 。 其 提取 物 可 以 增加 酒精 慢性 胃 粘 膜 损伤 小 鼠 的 体重 ,减少 酒 精 慢 

性 胃 粘 腊 损 伤 对 小 鼠 体重 的 影响 ,改善 酒精 慢性 胃 粘 膜 损伤 小 鼠 胃 粘膜 ， 效 果 尤 

以 子 实体 提取 物 效果 更 为 显 某 ， 有 具有 广阔 的 产业 化 前 景 。 

同时 ， 本 发 明 提 供 了 猴 HE015 的 特异 分 子 标记 及 检测 产品 ， 对 于 猴 HE015 

25 ”的 鉴别 及 相关 产业 的 质量 控制 提供 技术 依据 。 

附 图 说 明 

图 1 Auer ORE HE015 来 源 猴 头 菇 标本 照片 (上 ) 和 生长 环境 照片 (下 ) 。 

图 2 为 猴 HE015 驯化 后 子 实体 表 型 。 

图 3 为 HE015-F8/R8 引物 对 在 猴 HE015 及 市 场 种 中 的 扩 增 结果 图 。 

30 图 4 为 引物 特异 性 扩 增 结果 图 ，A: HE015-F4/R4 引物 多 态 性 分 析 ; B: 

HE015-F2/R2 引物 多 态 性 分 析 。 

图 5 为 猴 HE015 提取 物 对 慢性 酒精 性 肯 粘 膜 损伤 小 鼠 体 重 CA) 及 生存 曲线 
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(B) 的 影响 ，Control: 正常 组 ，Model:， 模型 组 ，Positive: 阳性 药 组 ，HEF: 

He HE015 液体 发 酵 培 养 物 组 ， HEFP: 猴 HE01S 子 实体 多 糖 提取 物 组 ， HEFX: 

We HE015 子 实体 小 分 子 提 取 物 组 ; HESP: 猴 HE015 固体 培养 菌 丝 体 多 糖 提 取 物 

2H; HESX: 猴 HE015 固体 培养 菌 丝 体 小 分 子 提取 物 组 。 

5 6 为 猴 HE015 提取 物 对 慢性 酒精 性 骨 粘 膜 损伤 病理 学 的 影响 。 

以 下 结合 说 明 书 附 图 和 基体 实施 例 进 一 步 说 明 本 发 明 , 但 实施 例 并 不 对 本 发 

明 做 任何 形式 的 限定 。 除 非特 别 说 明 ,， 本 发 明 采 用 的 试剂 、 方 法 和 设备 为 本 领域 

常规 试剂 、 方 法 和 设备 。 除 非特 别 说 明 ， 以 下 实施 全 所 用 试剂 和 材料 均 为 市 购 。 

10 实施 例 中 使 用 的 加 富 综合 PDA 培养 基 : 按 质量 分 数 计 ， 包 括 马 铃 薯 20%+ 

葡萄 糖 2%+ 和 蛋白 肛 1%+ 琢 脂 2%+ 磷 酸 二 氧 钟 0.3% +P 0.15% + HEE RR 

Bi 0.001% ， 余 量 为 水 。 其 配制 方法 是 : 先 将 马 铃 昔 洗 净 去 皮 ， 再 称 取 200 g 马 

REVI BR, DKA CRW 20 一 30 分 钟 ， 玻 璃 棒 可 裁 破 )， 用 八 层 纱布 过 滤 ， 

滤液 中 加 入 葡萄 糖 20 g、 和 蛋白 肪 10 g、 琼 脂 20 g、 磷 酸 二 氧 钾 3 g、 硫 酸 镁 1.5 g、 

15 ”维生素 B; 0.01 g, RAYA, 稍 冷 却 后 再 补足 水 分 至 1000 毫升 , 0.11 MPa, 121°C 

高 温 高 压 湿 热 灭 菌 30 min. 

实施 例 中 使 用 的 母 种 培养 基 (PDA 培养 基 ) : 马铃薯 200g/L,， 葡萄糖 20g/L、 

琼脂 20g 上 L， 余 量 为 水 。 其 配制 方法 是 : 马铃薯 去 皮 称 取 200g， 切 成 小 块 放 入 锅 

中 ， 加 水 1000mL， 在 电磁 炉 上 加 热 煮 沸 ， 维 持 20-30min， 用 2 层 纱布 过 滤 ， 弃 

20H, VEE 1000mL， 滤 液 中 加 入 葡萄 糖 20g. THe 20g8， 小 火 加 热 ， 并 用 

玻璃 棒 不 断 搅 拌 , 防止 琼脂 糊 底 或 溢出 , 符 琼 脂 完 全 溶解 后 , 再 补充 水 分 至 所 需 。 

分 装 灭 菌 : 固体 培养 基 约 为 试管 高 度 的 115， 分 装 时 可 用 三 角 漏 斗 以 免 使 培养 基 

沾 在 管 口 或 瓶 口上 造成 污染 。 分 装 后 加 塞 ，7 个 试管 一 包扎 ，121C 灭 菌 20min， 

待 温度 降 至 80C 左 右 时 ， 取 出 皖 试 管 斜 面 。 

25 原 种 培养 基 : 重量 比 ， 高 梁 98%， 碳 酸 钙 2%。 制 备 法 为 : 高 粱 加 水 者 沸 ， 

者 至 “无 白 心 ,不 开花 ”的 标准 后 ， 晾 去 水 分 ， 加 入 碳酸 钙 拌 匀 ， 高 压 灭 菌 126C， 

90min 。 

栽培 料 : 重量 比 ， 棉 籽 壳 58°C. RAPTORS 30%, BERK 10%、 石 膏 2%。 含 

水 量 约 为 65%。 

30 实施 例 中 用 到 的 其 他 猴 头 区 市 场 种 与 野生 种 瑚 株 信息 及 来 源 如 表 1: 

#1 菌株 信息 
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a ee 

鉴定 ，ITS 序列 经 ncbi 

Be 4 Fu 序列 比 对 ， 与 次 头 将 

(Hericium erinaceus) 

ITS FHI 100% 

SETH 1 RAREST PAR HE01S 的 分 离 与 鉴定 

1、 样 本 : 2017 年 08 月 ， 本 研究 团队 在 内 蒙古 阿尔 山 进 行 大 型 真菌 资源 采 

集 和 调查 时 ， 得 到 一 份 猴 头 菇 样本 〈 图 1) ， 该 猴 头 茵 从 生 于 疝 阳 的 枯木 上 。 

5 2、 分 离 过 程 : 通过 组 织 分 离 ， 从 上 述 获得 的 猴 头 区 样本 的 子 实 体 中 分 离 纯 

化 获得 了 一 株 纯 菌 株 ， 记 录 为 猴 HE015。 

具体 方法 为 : 将 野外 采集 获得 的 猴 头 菇 子 实 体 用 75% 酒 精 擦拭 表面 , FETC TA 

环境 下 撕 开 并 夹 取 0.2-0.5mmx0.2-0.5mm 的 内 部 菌 肉 组 织 ， 接 入 PDA 培养 基 。 

置 于 25SC 培 养 箱 中 恒温 暗 培养 ， 符 菌 丝 长 满 斜面 后 取 人 尖端 菌 丝 转 接 纯化 培养 得 

10 “到 纯 盏 株 。 

3、 猴 HE015 的 鉴定 

(1) 形态 鉴定 : 对 猴 HE015 菌 菇 的 宏观 形态 及 微观 特征 进行 观察 : 

子 实体 无 柄 或 具 非 常 短 的 侧 生 柄 ， 新 鲜 时 肉质 ， 后 期 软 革 质 ， 无 臭 无 味 ， 干 

燥 后 变 为 奶 酷 质 或 软木 栓 质 ， 略 具 饼 味 。 

15 菌 盖 近 球形 ;表面 雪白 色 至 乳白 色 ， 后 期 浅 乳 黄色 ， 于 后 变 为 木材 色 ， 具 微 

绒毛 ， 王 后 粗糙 ， 无 同心 环 纹 。 

菌 齿 表面 新 鲜 时 雪白 色 或 奶油 色 ， 于 后 变 为 黄 神色， 强烈 收 缩 ; 圆柱 形 ， 从 

基部 向 顶部 渐 尖 ， 新 鲜 时 肉质 ， 干 后 硬 纤 维 质 ， 长 达 10 mm， 每 毫米 1~2 个 。 

菌 肉 干 后 木材 色 ， 奶 酷 质 或 软木 栓 质 ， 有 具 穴 孔 ， 无 环 区 。 

20 菌 柄 白色 至 乳 和 白色， 王后 软木 栓 质 。 

担 孢 子 5.8~7x4.8~5.9hm， 椭 圆 形 ， 无 色 ， 厚 壁 ， 表 面具 细小 疣 突 ， 淀 粉 质 ， 
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(2) 分 子 鉴 定 : 将 纯化 后 的 猴 HE015 菌 丝 转 接 至 表面 盖 有 塞 洛 芬 薄膜 的 平 

板 培养 基 〈 加 富 综合 PDA 堪 养 基 ) ， 置 于 25$C 恒 温 避 光 培 养 。 待 菌 丝 长 满 平 板 

后 , 收集 新 鲜 菌 丝 常 温 研磨 , 利用 全 自动 核酸 提取 仪 配套 使 用 磁 珠 法 基因 组 DNA 

提取 试剂 盒 (广州 迈 宝生 物 科 技 有 限 公 司 , 货号 DNF628-05B) 进 行 DNA 基因 组 的 

5 ， 提取， 得 到 的 DNA 溶液 CDNA 模板 ) 冷藏 于 -20C 备 用 。 

以 上 述 所 得 DNA 模板 ， 通 过 真菌 核糖 体 基 因 间 隔 区 通用 引物 ITSLITS4 

(ITS1: TCCGTAGGTGAACCTGCGG, ITS4: TCCTCCGCTTATTGAT ATGC, 

HAE TE CD ete BR a] Gk) 进行 ITS-PCR frill. 

PCR 反应 体系 组 成 〈 共 30hl) 如 表 2 所 示 。PCR 反应 扩 增 程序 如 表 3 所 示 。 

10 PCR 相关 试剂 购 自 南京 诡 唯 先生 物 科 技 股份 有 限 公司 。 

表 2 真菌 ITS PCR 体系 

2H Ble BM op Abs Cul) 

2»Taq Master Mix 15 

DNA 模板 2 

PCR primer 1 ¢10ymol'L) 1.5 

PCR primer > €10pmol‘L) 1.5 

ddH2O 10 

表 3 Hig ITS PCR 扩 增 程序 

时 

94°C 305 

55°C 305 

720 30s 

34% 

720 Smin 

250 min 

15 PCR 产物 直接 送 华 大 基因 进行 双向 测序 ， 测 序 结果 如 SEQ ID NO.10 所 示 。 

猴 HE015 的 ITS 序列 CSEQ ID NO.10) : 
GAAGGATCATTAATGAATTTGAAAGGAGTTGTTGCTGGCCTGAAACC 

CAGGCATGTGCACGCTCCAATCTCATCCATCTTACACCTGTGCACCCTTGC 
GTGGGTCCGTCGGCTTTGCGGTCGATGGGCTTGCGTTTTTCATAAACTCTT 

20 ATGTATGTAACAGAATGTCATAATGCTATAAACGCATCTTATACAACTTTC 
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AACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCG 
ATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGC 
ACCTTGCGCCCCTTGGTATTCCGAGGGGCACGCCTGTTCGAGTGTCGTGAA 
ATTCTCAACTCAATCCTCTTGTTATGAGAGGGCTGGGCTTGGACTTGGAGG 

5 TCTTGCCGGTGCTCCCTCGGGAAGTCGGCTCCTCTTGAATGCATGAGTGGA 
TCTCTTTTGTAGGGTTTGCCCTTGGTGTGATAATTATCTACGCCGCGGGTA 
GCCTTGCGTTGGTCTGCTTCTAACCGTCTTCGGACAACTTTCATCTCAACTT 
GACCTCGAATCAGGCGGGACTACCCGCTGAACTTAAGC 

将 测序 结果 在 NCBI GenBank 进行 序列 比 对 ， 发 现 与 猴 头 区 (BEericizm 

10 ”erinacexs) 相 似 性 高 达 100% « 

综合 以 上 宏观 及 微观 特征 ， 结 合 ITS 序列 鉴定 结果 ， 确 定 猴 HE015 为 猴 头 

he (Hericium erinaceus) ， 并 于 2022 年 05 月 12 日 保藏 于 广东 省 微生物 菌 种 保 

藏 中 心 ， 保 藏 编号 为 GDMCC No: 62464， 保 藏 地 址 : 广州 市 先烈 中 路 100 号 大 

院 59 号 楼 $ 楼 。 

15 ”实施 例 2 Ye HE01S 培养 及 品质 对 比 

本 研究 栽培 对 比 了 两 个 常见 市 场 种 〈I044、MC-HE-1) 及 四 个 野生 种 〈 猴 

HE015、 M178、 W461、 E108) 的 猴 头 菇 菌株 。 

1、 培 养 基 配 置 

20 (1) 母 种 培养 基 (PDA 培养 基 ) : BRB RMI 200g， 切 成 小 块 放 入 锅 

中 ， 加 水 1000mL， 在 电磁 炉 上 加 热 煮 沸 ， 维 持 20-30min， 用 2 ebay, FF 

渣 ， 滤 液 补 充 至 1000mL， 滤 液 中 加 入 葡萄 糖 20g、 琼 脂 20g8， 小 火 加 热 ， 并 用 

玻璃 棒 不 断 搅 拌 , 防 正 琼脂 糊 底 或 溢出 ， 待 琼脂 完全 溶解 后 , 再 补充 水 分 至 所 需 。 

分 装 灭 菌 : 固体 培养 基 约 为 试管 高 度 的 113$， 分 装 时 可 用 三 角 漏 斗 以 免 使 培养 基 

25 ” 沾 在 管 口 或 瓶 口上 造成 污染 。 分 装 后 加 塞 ，7 个 试管 一 包扎 ，121C 灭 菌 20min， 

待 温度 降 至 80C 左 右 时 ， 取 出 皖 试 管 斜 面 。 

(2) 原 种 培养 基 : 重量 比 ， 高 梁 98%， 碳 酸 钙 2%。 在 制 种 前 一 天 下 午 ， 

称 量 配 方 各 成 分 ， 清 水 漂洗 高 梁 2-3 次 ， 用 清水 浸泡 过 夜 。 浸 泡 后 ， 用 清水 冲洗 

高 梁 ， 搁 出 高 梁 加 水 煮沸 ， 同 时 不 断 搅 拌 ， 防 止 高 梁 糊 底 ， 当 高 梁 煮 至 “无 和 白 心 ， 

30 “不 开花 ”的 标准 后 ， 停 止 加 热 ， 将 高 梁 倒 入 得 网 ， 用 清水 冲洗 ， 去 掉 粘 稠 物质 ， 

将 高 梁 推 开 , 晾 去 表面 水 分 , 加 入 碳酸 钙 , 手动 搅拌 均匀 , BERS. KE 126°C, 

90min， 自 然 淮 却 ， 将 培养 基 放 置 在 接种 室 准备 接种 。 

(3) 栽培 料 : 重量 比 ， HAPS S8% 、 阔 时 木 居 30%. BHR 10%. AT 2%。 

按 配方 称 量 原料 ， 以 1 《1.4-1.5) 的 料 水 比 加 水 ， 闽 2 小 时 ， 充 分 吸水 ， 最 后 调 

35 ”至 含水 量 约 为 65%。 

2、 平 板 接种 法 〈 测 定苗 丝 生 长 速度 ) : 

8
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取 高 温 灭 菌 的 PDA 培养 基 ， 将 约 15mL 培养 基 倒 入 无 菌 平板 ， 待 培养 基 凝 

固 且 温度 降 至 室温 时 ， 在 平板 中 心 接种 2mmx2mm 母 种 菌 块 ， 于 25 尼 恒温 培养 。 

每 个 菌 种 设置 6 个 重复 ， 培 养 7-8d4， 每 天 观察 记录 菌 丝 长 势 、 色 泽 、 生 长 速度 。 

3、 栽 培 袋 法 : 

5 采用 1$xS6x0.05 厘米 的 聚 丙烯 塑料 袋 ， 每 袋 装 2kg 栽培 料 ， 适 度 压 紧 栽培 

料 ， 然 后 扎 紧 栽培 袋 口 。 高 压 灭 菌 126C，90min， 自 然 降 温 ， 打 开 灭 菌 锅 锅 盖 ， 

取出 放置 在 接种 室 。 原 种 菌 块 接种 后 置 于 25 欠 培 养 室 避 光 培养 ， 每 周 观察 菌 丝 

生长 情况 ,记录 菌 丝 长 势 、 色 泽 生长 速度 及 是 否 污染 杂 菌 。 每 个 品种 制备 20 包 。 

4、 子 实体 产量 比较 : 待 菌 丝 长 满 菌 袋 、 出 现 原 基 时 ， 即 可 移入 出 菇 室 ， 置 

10 “于 菇 架 上 ， 立 于 地 上 ， 温 度 控制 在 16C 一 20C， 不 要 低 于 12°C 23°C, 

气 湿 度 控制 在 90% 左 右 ， 可 采用 地 面 洒水、 空间 喷雾 的 方式 ， 勿 将 水 直接 喷 在 子 

实体 上 。 子 实体 生长 阶段 ， 保 证 有 散射 光 ， 以 200 Ix~400 lx 为 宜 ， 并且 有 和 良好 

的 通风 环境 。 出 菇 后 ， 分 别 详细 记录 各 品种 殖 体 形态 、 平 均 产 量 等 指标 。 

$、 子 实体 活性 成 分 分 析 

15 采 收 后 的 各 品种 猴 头 菇 子 实 体 ， 经 烘 干 粉碎 后 ， 参 照 农 业 部 标准 

《NY/T1676-2008 食用 菌 中 粗 多 糖 含量 的 测定 》 测 定 猴 头 菇 中 多 糖 含量 。 

二 、 实 验 结果 : 

1、 菌 丝 生 长 情况 

由 实验 结果 〈 表 4) 可 知 ， 猴 HE015 母 种 苗 丝 平均 后 长 速度 最 快 ， 且 长 势 与 

20 ”市 场 种 MC-HE-1 相当 。M178 长 势 最 为 稀疏 ， 生 长 速度 较 慢 。 

由 表 5 可 知 ，6 个 猴 头 区 品种 原 种 接种 栽培 ， 经 21-30d 发 菌 可 长 满 菌 丝 ， 发 

菌 速度 、 菌 丝 色 译 无 较 大 差异 ， 其 中 猴 HE015 发 菌 速度 最 快 ， 仅 需 21d 即 长 满 

WZ; 各 品种 菌 丝 长 势 均 较 好 ， 其 中 猴 HE015、MC-HE-1 相对 更 好 ;， 除 W461 

和 MC-HE-1 出 现 贡 包 污染 杂 菌 情况 ， 其 余 各 品种 均 未 出 现 杂 菌 污染 。 

25 表 4 各 猴 头 菇 品种 母 种 菌 丝 长 势 和 生长 速度 

一 | 
pexens| — | wa | 7 | 无 
pms | — | we | oe | # | 
wir | — | ae | os] 
pens [— [aa [ss | 
ai — | a [| oe 
VE: WAKASRAZHAL BRE, t+. HA HH HRMS 
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逐渐 增强 。 

BES 各 猴 头 菇 品种 栽培 阶段 菌 丝 长 势 和 生长 速度 

ee ee el 
pamis [= [— | ss [ = 
coms | 3 | 
Oe 
woe [| oe | 
pwemer [2 [—— [we [ie 
TE: 菌 丝 长 势 考 察 菌 丝 洁 白 、 浓 密 程 度 ，+、++、++H+、++++ 表 示 菌 丝 长 势 

5 “逐渐 增强 。 

2、 子 实体 生长 情况 

由 表 6 可 知 ， 不 同 品种 菌株 子 实 体外 观 生 物 学 性 状 、 产 量 存在 较 大 差异 。 6 

个 猴 头 菇 品种 头 养 采 收 天 数 在 14-18 天 之 间 ， 菇 体 横 径 在 7.8-10.6cm 之 间 ， 纵 径 

在 6.5-8.2cm 之 前 ， 单 包 平 均 产 量 在 0.325-0.706kg。 

10 其 中 ， 头 荐 菇 采 收 时 间 最 短 ， 单 个 丫 体 〈 横 径 、 纵 径 ) 最 大 ， 平 均 产 量 最 高 

的 是 猴 HE015， 平 均 产 量 比 MC-HE-1 高 出 近 10% (8.6%) 。 

M178 品种 头 茬 菇 采 收 时 间 最 长 ， 单 个 菇 体 〈 横 径 、 外 径 ) 属于 偏 下 水 平 ， 

平均 产量 最 低 。 

表 6 不 同 品种 猴 头 菇 生物 学 性 状 和 产量 

| | ee 品种 模 径 :em | Wem 
收 天 数 出 | em 《kg 所 ) 

pon [os |e [sa [es | asstcones 
pears [ws |e [a8 [es | osasion0 
eos [is [ee [38 [33 | osnoor 

~  [wenpal is |e [90 [78 | oesmooer 
3、 子 实体 活性 成 分 分 析 

见 表 7，6 个 猴 头 菇 品种 子 实 体 中 ， 多 业 含 量 由 高 到 低 依次 为 

M178>MC-HE-1>W461> 猴 HEO15>E108>1044. 

表 7 各 品种 猴 头 菇 子 实体 多 糖 含 量 测定 结果 

10
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综 上 实验 ,采用 了 平板 接种 法 ,通过 测定 待 选 菌株 菌 丝 生 长 速度 及 长 势 初步 

评估 不 同 生产 菌株 的 优 劣 ; 随后 通过 袋 栽 法 ， 制 备 菌 包 并 接种 苗 种 ， 通 过 观测 菌 

种 发 菌 速度 、 菌 丝 长 势 、 子 实体 产量 及 子 实 体 主要 有 效 成 分 测定 ， 进 一 步 评 估 待 

5 ， 选 菌 种 质量 与 生产 性 能 ,优选 猴 头 荔 最 优生 产 瑚 种 〈( 菌 丝 密 壮 、 发 菌 快 、 产 量 高 、 

子 实体 目标 有 效 成 分 含量 高 ) 。 研 究 结 果 显 示 ， 收 集 的 6 个 菌 种 菌 丝 平均 生长 速 

度 为 6.3-7.2 mm/d， 菌 包 菌 丝 长 满 时 间 为 21-30 d, SRE GION TATA 14-18 天 ， 

平均 产量 为 0.325-0.706 kg, FEAL EA RA 4.85%-5.68%, 不 同 菌 种 质量 与 生 

产 性 能 存在 较 大 差距 。 我 们 在 菌 种 选择 过 程 中 ， 依 据 目 前 采集 得 到 数据 ， 重 点 选 

10 ， 择 菌 丝 密 壮 、 发 菌 快 、 抗 杂 菌 污染 能 力 强 、 子 实体 产量 高 ， 多 糖 有 效 成 分 含量 高 

的 菌 种 。 综 合 分 析 兰 种 猴 HE015 具有 母 种 苗 丝 密 壮 、 原 种 发 菌 快 、 抗 杂 菌 污染 

能 力 强 、 头 茬 菇 采 收 时 间 短 、 子 实体 产量 高 等 优势 ， 昌 然 多 糖 含量 格 低 于 其 他 戎 

种 ， 但 综合 比较 猴 HE015 菌 种 为 最 优生 产 菌 种 。 

fe HE015 子 实体 表 型 如 图 2 所 示 。 

15 ”实施 例 3 猴 HE01S 基因 组 测序 与 特异 分 子 标记 开发 

本 发 明 利 用 三 代 〈Nanopore) + 二 代 的 测序 策略 ， 获 得 了 猴 HE015 基因 组 序 

列 信息 ， 基因组 大 小 为 39.45 Mb, N50 为 2.79 Mb， 其 中 17.23% 的 序列 为 重复 序 

列 ， 注 释 获 得 11756 个 功能 基因 ，367 个 人 RNA 及 25 个 中 NA。 此 外 ， 采 用 全 基 

因 组 重 测序 技术 获得 广泛 收集 的 市 场 栽培 菌株 及 野外 采集 的 野生 种 的 基因 组 序 

20 “ 列 信 息 ,， 将 获得 的 数据 比 对 到 猴 HE015 基因 组 上 ,获得 InDel 变异 位 点 集 ， 有 针 

对 性 地 设计 特异 性 引物 ， 通 过 PCR 扩 增 获得 了 野生 猴 头 菇 菌株 猴 HE015 的 特异 

DNA 片段 ， 即 为 猴 头 嬉 菌株 猴 HE015 的 分 子 标 记 。 有 具体 实验 如 下 : 

1、 基 因 组 测序 与 组 装 

收集 猴 HE015 菌株 成 熟 子 实体 的 菌 刺 ， 使 用 无 菌 水 洗 脱 菌 刺 上 的 孢子 ， 簿 

25 ，” 选 担 殉 子 萌发 的 单 核 菌 丝 进行 高 质量 DNA 提取 。 并 基于 Illumina 二 代 测 序 平 台 

11
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和 Nanopore =f0°F G@RETTUN AP. OT SPUR CER, FREAD A 350bp, Ot 

测序 长 度 为 130bp。 通过 酶 切 法 片段 化 300 ng 基因 组 DNA. 片段 化 的 DNA 通过 

磁 珠 科 选 到 平均 大 小 为 200-400 bp。 所 选 片段 经 过 末端 修复 、3' 腺 背 酸 化 、 接 头 

连接 , PCR 产物 通过 磁 珠 纯化 .对 于 三 代 测 序 文库 , 将 基因 组 DNA 经 26 Gneedle 

5 片段 化 ， 使 用 BluePippin 选择 20kb 以 上 的 片段 ， 经 末端 修复 和 加 A 尾 后 ， 在 片 

段 两 端 分 别 连接 接头 ， 制 备 DNA 文库 。 构 建 好 的 文库 经 Qubit 浓度 定量 ， 文 库 

质 检 合 格 后 , 根据 文库 的 有 效 浓 度 及 数据 产 出 需求 使 用 Nanopore 平台 进行 测序 。 

利用 Nextdenovo 及 Necat 2 个 软件 对 三 代 测 序数 据 进 行 组 装 , 大 致 可 以 分 为 

三 部 分 :@ 使 用 Nextdenovo 及 Necat 分 别 对 Nanopore 数据 进行 组 装 ，Nextdenovo 

10 使 用 以 下 参数 : read cuffoff=3k, seed-cutoff=9k; Necat 使 用 以 下 参数 : 

GENOME. SIZE=45000000 ， MIN_READ_ LENGTH=2000， 

PREP OUTPUT COVERAGE=40, NUM _ITER=3， 其 余 默认 参数 。@@ 用 Medaka 

对 输出 结果 进行 poligsn， 默 认 参 数 ; 名 二 代数 据 对 组 装 结果 校正 : pilon 默认 参 

数 。 对 不 同 软件 的 组 装 结果 进行 统计 ， 对 组 装 序列 比 对 同 源 序列 进行 评估 , 选择 

15 ”组 装 效果 最 好 的 组 装 序 列 作 为 猴 HE015 的 基因 组 序列 。 

2、 全 基因 组 重 测序 与 Indel 变异 位 点 集 获 得 筛选 

将 广泛 收集 的 猴 头 菇 市 场 种 与 野生 种 猴 头 菇 菌株 〈 猴 HEO15. W461. 1044, 

793. E108, MC-JN-1, MC-HE-1, M178) 接种 于 平板 培养 基 《〈 加 富 综 合 PDA 

培养 基 ) 上 ， 收 集 菌 丝 体 并 提取 总 DNA， 基 因 组 DNA 检测 合格 后 ， 用 酶 切 法 将 

20 DNA 片段 化 ， 然 后 对 片段 化 的 DNA 进行 纯化 、 来 端 修复 、3' 端 加 A、 连 接 测 序 

接头 ， 再 用 磁 珠 进行 片段 大 小 选择 ， 进 行 PCR 扩 增 形成 测序 文库 ， 建 好 的 文库 

先进 行文 库 质 检 ， 质 检 合 格 的 文库 用 Ilumina 进行 双 端 测序 ， 测 序 序列 读 长 

150bp， 产 生 5G 以 上 的 数据 。 

对 测序 得 到 的 原始 测序 序列 CRaw Reads) 进行 过 滤 ， 得 到 Clean Reads, FA 

25 “于 后 续 信息 分 析 。 数 据 过 滤 的 主要 步骤 如 下 : (1) 去 除 带 接头 〈adapter) 的 reads; 

(2) 过 滤 N 含量 超过 10% 的 reads; (3) 去 除 质量 值 低 于 10 的 碱 基 超 过 50% 的 reads. 

使 用 BWA 软件 将 得 到 的 clean reads 定位 猴 头 菇 猴 HE015 基因 组 上 , 使 用 GATK 

的 HaplotypeCaller 〈 局 部 单 体型 组 装 ) 算法 进行 IDel 变异 检测 ， 得 到 最 终 的 变 

异 位 点 集 。 从 中 选择 变异 位 点 的 履 盖 度 与 基因 型 质量 值 高 的 位 点 进行 引物 设计 。 

30 3、 特 异性 引物 设计 与 PCR 扩 增 

从 Indel 变异 位 点 集中 选择 变异 位 点 的 覆盖 度 与 基因 型 质量 值 高 的 位 点 进行 

12
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引物 设计 。 我 们 设计 得 选 得 到 三 组 引物 对 〈HE015$-F2/R2 、HE01S-F4/R4、 

HEO15-F8/R8) ， 引 物 信息 如 下 : 
HE015-F2 (SEQ ID NO.4) : GCAGTGGTCTCAAAGGCCAT, 
HE015-R2 (SEQIDNO.5) :GAAACTTGGTGCTGCAGAGC; 

5 HE015-F4 (SEQ ID NO.6) : CGGGGTCTGGGATGAGACC, 

HE015-R4 (SEQ ID NO.7) : GAATGGGCAAATGAGGTCGGG; 
HE015-F8 (SEQ ID NO.8) : CCTGCAAGCCATCGGACGTA, 
HE015-R8 (SEQ ID NO.9) : CTTGGTCTACGCTACGTCC. 

引物 对 由 生 工 生物 工程 (上 海 ) 股 份 有 限 公司 合成 。PCR 扩 增 在 BioRad PCR 

10 “， 仪 上 进行 ，PCR 反应 液 组 成 ( 共 30H) 如 表 8 所 示 。 

表 8 YR HEOLS 分 子 标记 了 PCR 体系 

组 成 成 分 ARS (ul) 

2x Taq Master Mix 15 

DNA #242 (50 ng/uL) 2 

TEAS | 27 © 10umol/L) 1 

友 问 引物 = (10umol/L) 1 

ddH2O 11 

PCR 程序 为 :9SC 预 变性 ,9$C 变 性 15 sec, S8C 退 火 15sec, 72C 延 什 15sec, 

GOTO step2， 执 行 32 个 循环 ，72C 延 伸 10 min. 

15 将 PCR 产物 置 于 1-1.5% 琼 脂 糖 凝 胶 上 电泳 (3Swcm) 25 min, ET ERE RRR 

统 中 拍照 。 

4、PCR 扩 增 结果 与 分 析 

(1) 引物 对 HEO15-F8/R8 扩 增 结果 如 图 3 所 示 : 

如 网 3, HEOIS-F8/R8 引物 在 猴 HEOIS 中 扩 增 出 单一 的 扩 增 条 带 ， 大 小 在 

20 “400-500bp 之 间 ， 其 他 市 场 菌株 或 野生 瑚 株 均 没有 条 带 〈 图 3) 。 

将 HE01S$-F8&/R8 扩 增 获得 的 PCR 产物 送 华 大 基因 进行 双向 测序 ， 获 得 具体 

序列 信息 如 下 SEQ ID NO.1 所 示 ， 大 小 为 4$7pp， 该 特异 DNA 片段 是 本 发 明 猴 

头 菇 新 菌株 猴 HE015 的 InDel 分 子 标记 。 

SEQ ID NO.1 序列 〈HE01S-F8/R8 扩 增 产物 序列 ) : 

25 CCTGCAAGCCATCGGACGTATTGAGAAGTCCAAAATGAAGACGAAGA 
AAGAAATCAGTAGATTGACAAGCAAGTGTCATAAGAGTTGGTCTCGTTGA 
AGGAGAGCCGGACTTGTGCGCGATATCGCAGAGCAATGGAAGCGAAAAG 
ACGCGCATCGAGGGAGACGACGAAGGGACGAAAAAAAGAAGGAGGGAA 
GGGGGGGATGAAGATGAAGAAATTGAGAAAACAGCATCGGTGGCCGCAA 

30 TAATCCCGTCGGCGTAGACACGGAAGCGAACAGGAAGCGAGCGCAGCGG 

13
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GTGTCTGAAGATACAGACAGTAATAGCAAAATGAACGCAGCAATGTTCCG 
GTCGGAAGAAATGGCAATATGGGGGCAACGAATGGAAGGACAACTCACA 
ATGAAACGCACTGATGCCAATTAATTTGCAGATTGAGATCATTCGTAGGA 
CGTAGCGTAGACCAAG 

5 (2) 引物 对 HEO15-F2/R2 和 HE01S-F4/R4 扩 增 结果 如 图 4 所 示 : 

图 4 中 和 A 图 所 示 ，HE01S-F4/R4 在 猴 头 菇 MC-IN-1 中 扩 增 条 带 与 猴 HE015 

大 小 相近 (HE015-F4/R4 扩 增 猴 HE015 的 产物 经 测序 , 序列 信息 如 SEQ ID NO.2 

所 示 ) ， 其 余 6 株 对 照 菌株 则 无 条 带 或 者 条 带 大 小 不 同 ， 因 此 ， 该 引物 可 将 猴 

HE015 与 MC-JN-l 之 外 的 6 株 猴 头 奖 菌株 区 分 开 来 。 

10 如 网 4 中 B 网 所 示 , HEOIS-F2/R2 在 猴 头 菇 M178 中 扩 增 的 条 带 与 猴 HE015 

大 小 相近 (HE015-F2/R2 扩 增 猴 HE015 的 产物 经 测序 , 序列 信息 如 SEQ ID NO.3 

所 示 ) ， 其 余 对 照 菌株 则 无 有 效 扩 增 或 者 条 带 大 小 不 同 ， 因 此 ， 该 引物 可 将 猴 

HE015 与 M178 之 外 的 6 株 猴 头 菇 菌株 区 分 开 来 。 

综合 使 用 HE015$-F2/R2 与 HE015-F4/R4 可 将 猴 HE015 与 其 他 菌株 有 效 区 分 。 

15 SEQ ID NO.2 序列 CHEO15-F4/R4 扩 增 产物 序列 ) : 
CATAGGCCTGTGTCCACCCGGGCAGGCCGCCCGGGTTTTCGGGGTGT 

AAGATCATAGCTCGCTCCCGGCGGGGCCGGTTTTCGGGGTTCAGGGTGTC 
GAACCTTTACCGGGATTATCAGGGGTCCTCGTTACACTCGCGTTACAGTTA 
TITATTTATTTAACGTTAGGCGCTCAGGACCCGACAGTGTTCGGGAGTTTA 

20 CCGGTTTTGAACATATATATGTACCTCCCTCAATACGCTAAACAACTGTCT 
TCTGTGTGAGGTCAGCAACGGAGATCAGATACCTCCCAGCTAAATATTCG 
AACTGTTCAATTTCTCGGGCAGATTTATCTAACCGGTTATATGCTATGGAC 
GAGCAGATAAGCGTCTACTTAATCCTTCTGGCCCTTGACGTCCAACAGCCA 
TTTCCCGACCTCATTTGCCCATTC 

25 SEQ ID NO.3 序列 CHEO15-F2/R2 扩 增 产物 序列 ) : 

GCAGTGGTCTCAAAGGCCATCCCAGGCAGCTATGACGAGGTTCAGGT 
GAAATATCGCAGCCAAGGCACCTCTTGCCCATTGTATCTACAAAGCATAC 
TGAAGGACGAGGCACACATTGCCTAGTGCCACAAGTAGAATCAATTTTAA 
GACAGCTGCCCCAGCAGGTGGTATCAAACGTTTCAAGAATAGATCACAAA 

30 TGAGGTGTTATCTTACAATCCCAACATGTCTGCATGCCTACATCTCATCAA 
CAAGACCACTTTCCCGACCAGTGCCCTACAATCTATCCAATATCTCCTTCC 
ATTCCTTCACAAATTCTTGTTCACTTGGCAGCATTTTGACCTTCCATTCGAC 
AATACCTAGCTTTCCATGTGAATTGCACACTGCAAGCTCTCTCAACTTCTT 
CTGATGGGCACCTTTGTTGCTCTGCAGCACC 

35 综 上 结果 : 

(1) 单独 使 用 引物 对 HE01S-F8/R8 (对 应 分 子 标记 SEQ ID NO.1) 即 可 将 

猴 HE015 与 其 他 狠 头 菇 菌 全 部 区 分 开 。 

(2) 同时 使 用 HEO15-F2/R2 与 HE01$-F4R4《〈 对 应 分 子 标记 SEQ ID NO.3 

All SEQ ID NO.2) 也 可 将 猴 HE015 与 其 他 猴 头 菇 菌 全 部 区 分 开 ;， 这 两 组 引物 同 

40 “时 均 能 扩 出 对 应 相同 条 带 的 为 猴 HE015。 

14
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基于 上 述 结 果 ， 本 发 明 提 供 了 猴 HE015 的 检测 或 鉴定 产品 ， 用 于 猴 HE015 

的 品 探 提供 技 术 依 据 。 

实施 例 4 HR HE01S 提取 物 的 制备 

1、 猴 HE015 液体 发 酵 培 养 物 (HEF) 的 制备 : 

5 猴 HEOIS 母 种 经 逐 级 扩大 培养 后 接种 于 灭 菌 后 的 液体 PDA 培养 基 ， 置 于 

25 °C, 150 转 /分 钟 的 摇 床 中 ， 培 养 至 培养 基 变 成 黄 棕色 、 布 满 戎 丝 体 ， 停 止 培 

养 ， 离 心 获 得 菌 丝 体 ， 培 养 液 采用 旋转 莹 发 仪 减 压 浓 缩 : 将 菌 丝 体 和 发 酵 浓 缩 液 

TEA OR, VRP, BAS SR HE015 液体 发 酵 培 养 物 (HEF) 。 

2、 猴 HE015 子 实体 小 分 子 提取 物 (HEFX) . Jf HE015 子 实体 多 糖 提 取 物 

10 (HEFP) 的 制备 : 

猴 HE015 子 实体 粉碎 后 ， 加 入 20 倍 量 纯化 水 ，95 ‘CHEERY 2h; 过 滤 ， 

滤液 减 压 浓缩 至 相对 密度 至 1.10， 缓 慢 加 入 95% 乙 醇 使 醇 浓 度 至 80%，4C 静 置 

24h; 上 清 液 减 压 浓 缩 ， 冷 冻 和 干燥， 粉碎 后 得 猴 HE015 子 实 体 小 分 子 提取 物 

(HEFX) ; PRE S 倍 水 复 溶 ， 加 95% 乙 醇 调 整 醇 浓度 为 80%，4C 静 置 

15 24h; 下 层 沉 淀 经 80% 乙 醇 、 丙 酮 请 洗 后 ， 冷 冻 和 干燥， 粉碎 后 即 得 猴 HE015 子 实 

体 多 糖 提 取 物 (HEFP) 。 

3、 猴 HE015 固体 培养 苗 丝 体 小 分 子 提取 物 (HESX) 、 猴 HE015 固体 培养 

菌 丝 体 多 糖 提 取 物 (HESP) 的 制备 : 

猴 HE015 母 种 经 逐 级 扩大 培养 后 接种 于 灭 效 后 的 固体 PDA 培养 基 ， 置 于 

20 25SC 塔 养 室 ， 直 至 长 满 菌 丝 体 ， 取 出 培养 物 ， 选 取 菌 丝 体 生长 密实 部 位 ， 据 成 小 

块 后 加 入 20 倍 量 纯 水 ,95C 搅 拌 提取 2h; 过 滤 , 滤液 减 压 浓缩 至 相对 密度 至 1.10， 

缓慢 加 入 95% 乙 醇 使 醇 浓 度 至 80%，45 静 置 24h; 上 清 液 减 压 浓缩 ， 冷 冻 干 燥 ， 

粉碎 后 得 猴 HE015 固体 培养 菌 丝 体 小 分 子 提取 物 (HESX) ; 下 层 沉 淀 用 5 倍 水 

复 溶 ， 加 95% 乙 醇 调整 醇 浓度 为 80%，4C 静 置 24h， 下 层 沉 淀 经 80% 乙 醇 、 丙 

25 ABE Mela. 冷冻 干燥 , 粉碎 后 即 得 猴 HE015 固体 培养 菌 丝 体 多 糖 提取 物 (HESP) 。 

实施 例 S 猴 HE01S 提取 物 对 酒精 性 骨 粘 膜 损伤 具有 改善 作用 

1、 实 验 动物 

雄性 KM 小 鼠 ，SPF 级 ， 体 重 18-22g，5-6 周 龄 ,饲养 温度 与 湿度 : 2341°C, 

55+10%, SAA 12h 昼夜 间断 照明 ;饲养 室 条 件 始终 保持 稳定 ， 以 保证 试验 结果 

30 “的 可 靠 性 。 小 鼠 自 由 进食 饮水 。 

雄性 KM 小 鼠 经 适应 性 饲养 74 后 ， 随 机 分 成 如 下 8 ZA: 

15
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空白 对 照 组 1: 正常 组 〈Control) 、 

模型 对 照 组 1 模型 组 《Model) 、 

给 药 组 1: 阳性 药 组 (Positive) 、 

给 药 组 2: HE HE015s 液体 发 酵 培 养 物 组 CHEF) 、 

5 给 药 组 3: 猴 HE015 子 实体 多 糖 提取 物 组 CHEFP) 、 

给 药 组 4: 猴 HE015 子 实体 小 分 子 提取 物 组 CHEFX) 、 

给 药 组 5: 猴 HE015 固体 培养 菌 丝 体 多 糖 提取 物 组 CHESP) 、 

绘 药 组 6: FE HE015 固体 培养 菌 丝 体 小 分 子 提取 物 组 CHESX) ， 

模型 组 小 鼠 14 只 ， 其 余 各 组 小 鼠 13 只 ， 给 予 普通 饲料 喂养 。 

10 3、 实 验 过 程 

实验 为 期 2 周 : 

第 1 周 : 各 给 药 组 小 鼠 预 防 性 给 药 ， 每 日 灌 骨 1 次 ， 给 药 浓 度 见 表 9， 同 时 

正常 组 和 模型 组 小 鼠 给予 纯 水 江上 胃 0.3mL; 

第 2 周 : 模型 组 和 各 给 药 组 小 鼠 开 始 给 予 60% 乙 醇 灌 胃 0.3mL 造 模 ， 每 日 1 

15 ”次 ,诱发 小 鼠 慢性 酒精 性 肯 粘 膜 损 伤 模型 ， 造 模 ! 周 ; 同时 给 药 组 继续 给 予 药物 

治疗 〈 给 药 浓度 及 给 药 量 同 第 1 周 ) ， 观 察 不 同 给 药 组 对 骨 粘 膜 的 保护 作用 。 

表 9 各 组 给 药 浓 度 和 给 药 量 

2H eR spe 

48 (Control) ait ac O.3mL 

fe 28 (Model) 60% ZH 0.3mL 

PATE25 2H = Se S (Positive) 0.38memL 0.3mL 

#2 HEOLS FUE REESE PIER CHEF) 10mg 0.3m. 

4 HE01s SCE Pete RA CHEFP) 10mg 0.3m. 

4 HE015 Fsk fe -harfeeHeazh ~CHEFX) 10mgink  0.3mL 

42 HE01s SSF ES ER CHESP? 10mgimL 0.3m. 

4 HEO1S SRE See bo Pee Re CHESX) = 10mg/mL 0. mL 

实验 结束 前 晚 ， 停 下 给 药 ， 禁 食 不 禁 水 。 摘 眼球 取 血 ， 随 后 颈椎 脱 白 法 处 死 

20 “小 鼠 ， 取 上 骨 组 织 置 于 4% 多 聚 甲醛 固定 液 中 固定 ， 用 于 病理 检测 。 

4、 实 验 结果 

(1) REA wR HE015 提取 物 对 慢性 酒精 性 胃 粘 膜 损 伤 小 鼠 体 重 的 影响 

WAS PARI: 预防 性 给 药 期 间 : 各 组 小 鼠 体重 比较 均 无 显著 性 差异 CP > 

0.05)， 呈 增加 趋势 。 造 模 期 间 ， 正 和 常 组 小 鼠 体 重 继续 呈 增 加 趋势 ， 其 余 各 组 小 

16
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鼠 体 重 呈 下 降 趋 势 ， 模 型 组 、 给 药 组 和 阳性 药 组 小 鼠 体重 显著 低 于 正常 组 (P< 

0.01)， 说 明 造 模 对 体重 影响 很 大 。 

实验 结束 ， 各 给 药 组 小 鼠 体重 均 高 于 模型 组 ， 其 中 给 药 组 HESX、HEFX、 

HEFP 组 和 阳性 药 组 小 鼠 体重 显著 高 于 模型 组 CP < 0.05); 给 药 组 HESX、HEFP 

5 ， 组 小 鼠 体重 高 于 阳性 药 组 ， 但 差异 不 显著 CP > 0.05)。 结 果 表 明 ， 猴 HE015 提 

取 物 可 以 减少 对 慢性 酒精 性 骨 粘 膜 损 伤 小 鼠 体 重 的 影响 ， 尤 其 是 猴 HE015 固体 

培养 菌 丝 体 小 分 子 提取 物 (HESX) 、 猴 HE015 子 实体 多 糖 提取 物 (HEFP) 、 

猴 HE015 子 实体 小 分 子 提取 物 (HEFX) 效果 显著 ， 甚 至 优 于 阳性 药 。 

(2) HRS WEAR HE015 提取 物 对 慢性 酒精 性 骨 粘 膜 损伤 小 鼠 生 存 曲线 的 影响 

10 HAS 中 的 B 图 ， 与 正常 组 相 比 ， 其 余 各 组 小 鼠 生 存 率 均 呈 下 降 趋 势 ， 说 

明 造 模 对 生存 率 有 明显 影响 。 

实验 结束 ， 模 型 组 、 阳 性 药 组 和 给 药 组 HESP 组 小 鼠 死 亡 数量 明显 高 于 其 他 

组 ,阳性 药 组 和 给 药 组 HESP 组 仅 略 高 于 模型 组 ; 而 HEF、HEFP、HEFX、HESX 

组 小 鼠 生 存 率 显著 高 于 模型 组 , 说 明 猴 HE015 液体 发 酵 培养 物 (HEF) 、 猴 HE015 

15 “ 子 实体 多 糖 提取 物 (HEFP)、 猴 HE015 子 实体 小 分 子 提取 物 CHEFX)、 猴 HE015 

国体 培养 菌 丝 体 小 分 子 提 取 物 (HESX) 药 效 较 好 ， 可 以 延长 个 体 存活 时 间 。 

(3) 小 鼠 胃 组 织 HE 染色 结果 

小 鼠 肯 组 织 HE 染色 结果 抑 图 6， 正常 组 小 鼠 骨 组 织 骨 粘 膜 结构 完整 清晰 ， 

细胞 形态 完整 ， 腺 体 排列 规则 ， 未 见 组 织 缺损 、 出 血 、 炎 症 等 异常 病变 。 模 型 组 

20 “小 鼠 胃 组 织 粘 膜 层 细胞 弥散 性 坏死 脱落 情况 严重 ， 细 胞 肿 大 、 排 列 松 散 ， 有 炎 细 

胞 浸润 。 阳 性 药 组 小 鼠 骨 组 织 部 分 粘膜 上 皮 细 胞 坏死 脱落 ， 部 分 细胞 排列 松散 ， 

有 少量 炎 细 胞 浸润 。 与 模型 组 相 比 ， 猴 HE015 提取 物 给 药 组 小 鼠 胃 组 织 肯 粘膜 

形态 有 不 同 程度 改善 ， 且 优 于 阳性 药 。 

综 上 结果 : 猴 HE015 提取 物 HESX、HEFX、HEFP 组 和 阳性 药 兰 索 拉 唑 均 

25 “可 以 增加 酒精 慢性 胃 粘 腊 损 伤 小 鼠 的 体重 , 减少 酒精 慢性 胃 粘 膜 损伤 对 小 鼠 体重 

的 影响 ， 提 取 物 HEF、HEFP、HEFX、HESX 可 以 延长 个 体 存 活 时 间 ， 提取 物 

HEF、HEFP、HEFX、HESP 和 HESX 可 以 改善 酒精 慢性 上 骨 粘 膜 损伤 小 鼠 骨 粘膜 。 

结果 表明 : 本 发 明 的 猴 HE015 提取 物 可 以 用 于 改善 酒精 慢性 胃 粘 膜 损 伤 ， 以 子 

实体 提取 物 更 优 。 

30 上 述 实施 例 为 本 发 明 较 佳 的 实施 方式 , 但 本 发 明 的 实施 方式 并 不 受 上 述 实施 

例 的 限制 ， 其 他 的 任何 未 背离 本 发 明 的 精神 实质 与 原理 下 所 作 的 改变 、 修 饰 、 蔡 

代 、 组 侣 、 简 化 ， 均 应 为 等 效 的 置换 方式 ， 都 包含 在 本 发 明 的 保护 范围 之 内 。 
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mM Al 要求 书 

1. 一 种 猴 头 菇 (Hericium erinaceus) 新 菌株 猴 HEOIS, FCRRIETET. ia 

PRY 2022 年 05 月 12 日 保藏 于 广东 省 微生物 菌 种 保藏 中 心 , 保藏 编号 为 GDMCC 

No: 62464。 

5 2. 一 种 猴 头 菇 菌 剂 ， 其 特征 在 于 ， 含 有 权利 要 求 1 所 述 新 菌株 猴 HE015。 

3. 一 种 用 于 检测 或 鉴定 权利 要 求 1 所 述 猴 HE015 的 分 子 标记 , 其 特征 在 于 ， 

所 述 分 子 标记 为 : 核 背 酸 序列 如 SEQ ID NO.1 所 示 的 分 子 标记 ; 或 核 背 酸 序列 

如 SEQID NO.2 和 SEQ ID NO.3 所 示 的 分 子 标 记 组 合 。 

4. 检测 权利 要 求 3 所 述 分 子 标记 的 试剂 在 制备 权利 要 求 ! 所 述 猴 HE015 检 

10 ，” 测 或 鉴定 试剂 盒 中 的 应 用 。 

5. 一 种 用 于 检测 或 鉴定 权利 要 求 1 所 述 猴 HE015 的 引物 ， 其 特征 在 于 ， 所 

述 引 物 为 引物 对 HE01S-F8/R8， 或 引物 对 HE015-F2/R2 和 引物 对 HEO1S-F4/R4 

IZA: 所 述 引 物 对 HEOLS-F8/R8 的 核 背 酸 序列 如 SEQ ID NO.8-9 所 示 ， 

所 述 引物 对 HE015S-F2/R2 的 核 昔 酸 序列 如 SEQ ID NO.4-5 所 示 ， 

15 所 述 引物 对 HE01S-F4/R4 的 核 音 酸 序 列 如 SEQ ID NO.6-7 所 示 。 

6. 一 种 用 于 检测 或 鉴定 权利 要 求 1 所 述 猴 HE015 的 试剂 使 ， 其 特征 在 于 ， 

含有 检测 权利 要 求 3 所 述 分子 标 记 的 试剂 。 

7. 一 种 用 于 检测 或 鉴定 权利 要 求 1 所 述 猴 HE015 的 试剂 盒 ， 其 特征 在 于 ， 

含有 权利 要 求 5 所 述 引物 。 

20 8. 一 种 检测 或 鉴定 权利 要 求 1 所 述 猴 HOS 的 方法 ， 其 特征 在 于 ， 以 待 测 

样品 DNA 为 模板 ， 利 用 权利 要 求 6 或 7 所 述 试剂 盒 进行 检 测 。 

9. 一 种 猴 头 菇 多 糖 提取 物 ， 其 特征 在 于 ， 由 权利 要 求 1 所 述 猴 HE015 的 子 

实体 经 水 提 醇 沉 法 所 得 的 沉淀。 

10. 一 种 猴 头 菇 小 分 子 提取 物 ， 其 特征 在 于 ， 由 权利 要 求 1 所 述 猴 HE015 

25 ”的 子 实 体 经 水 提 醇 沉 法 所 得 的 上 清 液 。 

11. 权利 要 求 1 所 述 猴 HE01$、 权 利 要 求 2 所 述 菌 剂 、 权 利 要 求 9 所 述 猴 头 

菇 多 糖 提 取 物 或 权利 要 求 10 所 述 猴 头 菇 小 分 子 提取 物 在 制备 具有 保护 肯 条 膜 作 

用 或 具有 治疗 或 改善 酒精 性 胃 粘 膜 损 伤 作用 的 产品 中 的 应 用 。 

12. 一 种 保护 肯 黏 膜 或 改善 酒精 性 骨 粘 膜 损伤 的 产品 ， 其 特征 在 于 ， 含 有 权 

30 “ 利 要 求 9 所 述 猴 头 菇 多 糖 提取 物 和 /或 权利 要 求 10 所 述 猴 头 菇 小 分 子 提取 物 。 
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