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中国食用菌产业历经 40 多年的迅速发展，已

然跃升为全球最大的食用菌生产、消费和出口国。

2022 年全国食用菌总产量 4 543.86 万 t[1]。种业是

农业的“芯片”，菌种是食用菌产业的命脉和核心竞

争力。随着食用菌产业的快速发展，食用菌菌种混

乱、来源不清等问题已成为制约产业发展的重要因

素。通过对食用菌菌种的检测可鉴定菌种真实性，

同时也可筛选具有优良性状的菌种为选育新品种
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摘 要：近年来，我国食用菌产业发展迅速，食用菌菌种混乱、来源不清等问题已成为制约产业发展的重要因素。传

统的食用菌菌种鉴定方法，如形态学特征观察、品种拮抗试验等，虽然在一定程度上能够满足需求，但存在鉴定周期

长、准确性不高等问题。分子生物学技术的不断进步，为食用菌产业发展提供了强大的技术支撑，也提升了食用菌

菌种检测、品种鉴定与种质资源保护水平。常见的食用菌菌种分子生物学检测方法有 DNA 分子标记、DNA 序列分

析与 DNA 条形码技术等。DNA 分子标记技术包括以分子杂交为基础的 DNA 标记，如 RFLP；以 PCR 为基础的各

种 DNA 指纹技术，如 RAPD；以及以测序为基础的新型分子标记，如 SNP 与 MNP 等。DNA 序列分析技术主要指

ITS、IGS 以及基于基因组测序技术的序列分析。DNA 条形码技术包括 ITS 条形码和蛋白编码基因条形码，如

EF-1α、β-tubulin 等。概述了近年来食用菌菌种分子生物学检测领域的研究进展，提出了食用菌菌种分子检测技术

的发展建议，为食用菌菌种的快速准确鉴定及品种选育等提供参考。
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Research progress on molecular biological detection of edible mushroom
strains
SONG Haoyuan, ZHAO Peng
（School of Horticulture, Ludong University, Yantai 264025, Shandong, China）

Abstract: In recent years, edible mushroom industry of China has developed rapidly. But the problems such as confusion

and unclear source of edible mushroom strains have become important issues restricting the development of the industry.

Classic identification methods of edible mushroom strains such as morphologic characteristic observation, analysis of

variety antagonistic reaction are time-consuming and inaccurate sometimes. The continuous progress of molecular biology

technology has provided strong technical support for the development of edible mushroom industry and facilitates the

detection of edible mushroom strains, variety identification and genetic resource conservation. The molecular methods of

edible mushroom strains are DNA marker method, DNA sequence analysis and DNA barcoding. DNA marker techniques

include the methods based on molecular hybridization such as RFLP, DNA fingerprinting methods based on PCR

technique such as RAPD and novel markers based on the genome sequencing such as SNP and MNP. DNA sequence

analysis technique is the analysis of ITS, IGS and the analysis based on genome sequencing. DNA barcoding technique

includes the ITS barcoding and house-keeping gene barcoding such as EF-1α, β- tubulin. In this paper, the research

progress on the molecular biological detection of edible mushroom strains in recent years was reviewed, and prospects for

future molecular detection of edible mushroom strains was addressed, which provided reference for rapid and accurate

identification of mushroom strains and variety breeding.
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提供支持[2]。对食用菌育种人员来说，准确鉴定菌

种，是培育新品种的基础。此外，鉴定食用菌品种，

对保障品种权利具有重要意义。通过对新品种的

认定，保证了新品种的质量，防止了侵权、不正当竞

争，保护了新品种发明者的合法权利[3]。

传统的食用菌菌种鉴定方法，如形态学特征观

察、品种拮抗试验及同工酶电泳等，虽然在一定程

度上能够满足需求，但存在鉴定周期长、准确度不

高等问题[4]。随着生物技术的不断发展，与食用菌

有关的遗传学与分类学研究大量开展，使分子生物

学手段在食用菌菌种鉴定方面的应用范围得到了

进一步的扩展，为食用菌品种鉴定与种质资源保护

等提供有力的技术支撑。分子鉴定技术作为一种

新兴的技术手段，在食用菌菌种鉴定中发挥着越来

越重要的作用。常用的分子生物学检测技术有

DNA 分子标记技术、DNA 序列分析[5]与 DNA 条形

码技术等。

1 DNA分子标记技术

广义的分子标记指在分子水平上可标识的基

因组中任何点位上的相互差异（遗传多样性）。狭

义的分子标记是指可标识的核苷酸序列多态性[6]。

分子标记与遗传标记相比具有以下优点：（1）在生

物体发育的不同阶段，不同组织的 DNA 都可用于

标记分析；（2）大多数分子标记是共显性遗传；（3）

基因组变异极其丰富，分子标记的数量几乎是无限

的[7]。基于对 DNA 多态性的检测手段，可将其分为

三类[8]：一是以分子杂交为基础的 DNA 标记技术，

如 RFLP（restriction fragment length polymorphism，

限制性片段长度多态性），二是以 PCR 为基础的各

种 DNA 指纹技术 ，如 RAPD（random amplified

polymorphismic DNA，随机扩增多态性）、AFLP

（amplified fragment length polymorphism，扩增片段

长度多态性）、SSR（simple sequence repeat，简单重

复序列）、ISSR（inter-simple sequence repeat，简单序

列重复区间扩增多态性）等，三是以测序为基础的

新型分子标记，如 SNP（single nucleotide polymor-

phism，单核苷酸多态性）、MNP（multiple nucleotide

polymorphism，多核苷酸多态性）等。根据需要选择

适合的分子标记技术，或联合不同的标记技术为食

用菌产业的发展提供保障。

1.1 RFLP（限制性片段长度多态性）技术

RFLP 是最早期的分子标记技术之一。RFLP

是指基因型之间限制性片段长度的差异，这种差异

是由限制性酶切位点上碱基的插入、缺失、重排或

点突变所引起的 [9]。1995 年，RFLP 成功应用在

食用菌菌株鉴定中[10]，后来广泛应用到食用菌的遗

传研究和种群结构分析中。使用 3 种不同的 RFLP

标记和 3 种不同的 AP- PCR（arbitrarily primed

PCR，随机引物 PCR）引物，成功地区分了 2 种草菇

Volvariella volvacea 和 V. bombycina[11]。使用限制性

内切酶 Hae III 和 Bst F51 消化 ITS（internal tran-

scribed spacer，内转录间隔区片段）成功鉴定出大多

数北半球的冬菇属 Flammulina 物种，使用另外两种

酶 Bgl Ⅰ和 Bst UI 消化金针菇 F. velutipes 得到了更

多的限制性片段，并且这些片段与特定的地理分布

相关联 [12]。目前，基于指纹图谱技术发展起来的

PCR-RFLP 技术因具有操作简单、成本低、重复性好

等优点，被广泛应用于物种鉴定[13]。通过对 58 个白

灵侧耳 Pleurotus nebrodensis 菌株 ITS 特异性扩增

和克隆测序，建立 ITS-RFLP 技术，成功实现了对白

灵侧耳菌种的分子检测[14]。不过，由于成本较高，检

测技术繁杂，RFLP 标记难以用于大规模生产实践

中[15]。

1.2 RAPD（随机扩增多态性）技术

RAPD 标记由 Williams 等 [16]和 Welsh 等 [17]于

1990 年创立。该技术使用 1~2 个随机引物（一般

8~10 个碱基）非定点地扩增基因组 DNA，然后经凝

胶电泳分离后，检测其扩增片段多态性[18]。待测菌

株基因组 DNA 如果在特定引物结合区域发生片段

插入、缺失或碱基突变，有可能导致引物结合位点

的分布发生相应的变化，导致 PCR 产物增加、缺少

或发生分子质量变化。若 PCR 产物增加或缺少，则

产生 RAPD 标记。RAPD 技术是一种简单、快速、

准确的食用菌菌种鉴定方法[19]。目前，已被广泛应

用于食用菌菌种鉴定与遗传多样性研究中。利用

RAPD 技术和聚类分析对木耳属 Auricularia 不同

种和种内不同菌株进行分子鉴定，结果表明，RAPD

技术能够有效地用于木耳属物种或菌株的快速准

确鉴定 [20]。使用 RAPD 技术分析了野生红菇 Rus-

sula sp. 子实体和从中分离的 3 种菌株的 DNA 多

样性，对分离得到的 3 个菌株进行鉴定，结果表明

这 3 个菌株为同一个种[21]。对 46 个侧耳属 Pleuro-

tus 菌株进行 RAPD 分析和酶谱分析，结合生态和

形态学数据，探讨了这些菌株的遗传多样性和系统

发育的关系 [22]。利用 RAPD 分子标记技术对 8 个

黑木耳 Auricularia auricula 生产菌株进行分子鉴

定，通过 NTSYS 软件进行聚类分析，结果显示这些
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菌株之间的遗传相似性在 0.53~0.97 之间，遗传差

异较大，为黑木耳种质资源的研究提供了科学依

据[23]。RAPD 标记的试验条件摸索和引物选择是十

分关键而艰巨的任务，通过对试验条件的标准化，

可以提高 RAPD 标记的再现性[24]。

1.3 AFLP（扩增片段长度多态性）技术

AFLP 标记技术是对限制性酶切片段的选择性

扩增。其原理是通过限制性内切酶水解基因组

DNA 产生不同大小的 DNA 片段，再利用 PCR 技术

将这些片段进行选择性扩增，最后在高分辨率凝胶

上通过电泳检测扩增片段的长度多态性 [25]。鉴于

AFLP 标记的多态性强，一次可检测到 100~150 个

扩增产物，因而非常适合绘制品种指纹图谱及进行

分类研究 [26]。应用 AFLP 分析建立了糙皮侧耳

Pleurotus ostreatus 的 DNA 指纹图谱，计算了菌株

间的遗传相似系数和遗传距离，并通过 UPGMA 法

进行了聚类分析。研究结果显示，14 个菌株被分为

6 个组，其中 P17 和杂 3、闽 31 和义平分别表现出

密切的遗传关系，这与它们的地理分布和最佳生长

温度相一致，为糙皮侧耳的分子鉴定和遗传研究提

供了重要数据[27]。对 31 个香菇 Lentinula edodes 主

要栽培菌株的 DNA 多态性进行分析研究，得到 443

条扩增条带，其中 189 条为共有带，多态性比率为

57.34%，表明香菇菌种间存在一定程度的遗传多样

性，为香菇种质资源的鉴定提供了可靠的分子生物

学依据[28]。应用 4 个香菇品种（LB-21、L808、215 和

B15-1）的 AFLP 分子标记，分析其遗传多样性，为香

菇品种的遗传多样性和亲缘关系研究提供了重要

数据[29]。AFLP 结合了 RFLP 和 RAPD 两种技术的

优点，但分析成本较高，对 DNA 的纯度和内切酶的

质量要求也较高[30]。

1.4 SSR（简单重复序列）技术

SSR 标记是由一类 1~6 个碱基组成的基序串

联重复而成的 DNA 序列，长度一般较短，并广泛分

布于基因组的不同位置，具有较高的多态性。其原

理是根据微卫星 DNA 两端的单拷贝序列设计 1 对

特殊引物，利用 PCR 技术扩增每个位点的微卫星

DNA 序列，通过电泳分析核心序列的长度多态

性[31]。利用 200 对 SSR 标记分析了 25 份常用香菇

栽培菌种的遗传多样性，结果显示供试材料的遗传

相似性较高，平均遗传相似系数为 0.776，成功构建

了 11 份香菇商业菌种的多位点 SSR 指纹图谱，为

香菇菌种的真实性鉴定提供了新的方法，具有重要

的应用价值[32]。从双孢蘑菇 Agaricus bisporus 的基

因组中鉴定了 3134 个 SSR 位点，并开发了 17 个多

态性引物对。研究结果显示，这些 SSR 标记能够准

确地识别所测试的 11 个商业栽培品种，其中

AB_SSR_2341 和 AB_SSR_2590 两个标记组合可

以区分所有品种。该研究为双孢蘑菇品种保护和

分子辅助育种提供了有效的技术手段[33]。利用 MI-

SA 软件在灵芝 Ganoderma lucidum 全基因组中扫

描到 4038 个 SSR 位点，设计出 1442 对引物，并通

过试验验证筛选出 44 对有效 SSR 引物。利用这些

引物对 11 份灵芝种质资源进行了遗传多样性评

估，结果表明，供试材料的遗传距离在 0.120~0.962，

可以分为 3 大类。表明灵芝全基因组 SSR 分子标

记技术可用于种质资源鉴定和遗传多样性分析，这

对推动灵芝产业的良性发展具有重要意义[34]。使用

SSR- PCR 对白肉灵芝 Ganoderma leucocontextum

进行遗传多样性分析，结果表明 SSR 标记技术在遗

传多样性分析中表现出较高的多态性，可用于白肉

灵芝菌种鉴定 [35]。利用 13 个大球盖菇 Stropharia

rugosoannulata 菌株和已公布的基因组数据，设计

了 100 对 SSR 引物进行试验验证。发现了 6 种

SSR 类型，其中三核苷酸类型最为常见。通过验证

试 验 获 得 了 16 对 引 物 ，其 中 3 对 引 物

（DQGSSR020、DQGSSR031、DQGSSR077）表现出

高多态性、特异性和无杂峰。这些引物被用于构建

大球盖菇 DNA 指纹编码，建立了 13 个大球盖菇菌

株的 32 位数分子指纹数据库编码[36]。但应用 SSR

标记建立新的标记时，需要了解重复序列两端的序

列信息，所以开发起来具有一定难度，成本也比较

高[37]。

1.5 ISSR（简单重复序列区间）技术

ISSR 是基于微卫星 DNA 的分子标记方法。

通过设计特定的引物，这些引物能够与基因组中的

SSR 序列结合，并在 PCR 反应中扩增这些位点。扩

增产物通过电泳或毛细管电泳技术进行分析，不同

的 SSR 重复模式会导致产物大小不同，从而可以识

别个体之间的遗传差异[38]。ISSR 标记具有多态性

高、简便快速、分辨率高等优点，广泛应用于植物和

微生物的种质资源鉴定及遗传多样性分析等领

域。食用菌 ISSR 相关行业标准适用于若干侧耳属

食用菌、香菇、黑木耳、灰树花、金针菇、滑菇、茶树

菇、鸡腿菇等菌种的真实性鉴定[39]。利用 ISSR 分子

标记技术对 6 种不同来源的金针菇菌株进行了分

子鉴定。从 20 条 ISSR 引物中筛选出 8 条可用引

物，共获得 136 条 DNA 片段，其中多态性条带占比

宋浩源，等：食用菌菌种分子生物学检测研究进展
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81.6%。通过 UPGMA 软件进行聚类分析，将供试

金针菇菌株分为 3 个组群。结果显示，ISSR 分子标

记技术可有效用于金针菇生产菌株的快速准确鉴

定，是金针菇指纹图谱分析的有效工具[40]。通过对

24 个黑木耳菌株的分析，发现酯酶同工酶酶谱可扩

增出 11 条不同迁移率的酶带，ISSR 分子标记技术

则扩增出 67 条清晰的 DNA 多态性片段；聚类分析

显示，当遗传系数为 0.74 时，菌株分为两大类。研

究结果与拮抗试验结果基本一致，为黑木耳菌株的

选择及遗传育种提供了参考依据[41]。采用 ITS 序列

分析和 ISSR 分子标记技术，结合拮抗试验，对 18

个灵芝菌株进行鉴定和遗传多样性分析。研究结

果表明，所有菌株均属于赤芝 Ganoderma sichua-

nense，并可细分为 4 个类群，拮抗试验结果显示，

79.7%的菌株之间存在拮抗现象，可分成 7 个类群；

ISSR 分析显示，菌株的遗传相似系数平均为 0.652 9，

当相似系数约为 0.679 时，也可以分为 7 个类群。

综合分析表明，灵芝菌株表现出明显的遗传多样

性，且基于 ISSR 的分类结果与基于 ITS 序列分析

和拮抗试验结果的分类一致[42]。ISSR 技术的缺点

是在 PCR 扩增过程中需要一定时间摸索最适反应

条件[43]。

ISSR 标记具有重复性高、稳定性好的特点，用

其转化的 SCAR（sequence characterized amplified

regions，特定序列扩增）标记则更加可靠。采用

ISSR 标记技术对 34 个黑木耳栽培菌株进行 DNA

指纹分析，构建 DNA 指纹图谱，成功将 2 个黑木耳

栽培菌株中的 ISSR 特异性 DNA 带转化为 SCAR

标记，用于快速准确鉴定黑木耳栽培菌株[44]。通过

拮抗试验、现蕾出菇试验和 ISSR 图谱分析，获得秀

珍菇 Pleurotus geesteranus 菌株的 ISSR 特异性标

记，并将其克隆和测序。利用 Primer 6.0 软件设计

了 SCAR 引物，并通过 PCR 扩增验证了该标记的

稳定性，结果显示，该 ISSR- SCAR 标记能够以

100%的准确率鉴定低温刺激型秀珍菇菌株，为秀珍

菇种质资源的鉴定和分类提供了技术支持[45]。

1.6 SNP（单核苷酸多态性）技术

SNP 是指基因组水平上单个核苷酸变异所引

起的 DNA 序列多态性。通过设计特异性引物或探

针，结合 PCR 扩增和先进的检测技术，可以实现对

SNP 位点的精确检测，具有自动化程度高、通量大、

速度快等优点[46]。随着第三代基于测序技术的分子

标记技术的进展，使得密集标记图谱和基因分型成

为可能[47]。

利用重测序数据分析了 8 个金针菇菌株的基

因组，发掘金针菇特异性标记，共鉴定出 1 840 620

个 SNP、95 035 个 InDel（insertion deletion，插入或

缺失）和 63 个丰度 SNP 标记区域。这些标记将有

助于金针菇的遗传分析，为分子辅助育种、功能基

因发掘和机制探索提供支持[48]。对河南香菇主产区

23 份香菇种质资源进行了全基因组重测序，分析了

SNP 和 InDel 数据，并进行了遗传结构分析、进化树

构建和主成分分析。结果显示，这些香菇样本的遗

传多样性较低，可分为 3 个谱系，推测至少有 3 个

祖先遗传成分。主成分分析进一步验证了菌株间

的亲缘关系，并证明了菌种分支的地域性[49]。传统

方法检测 SNP 位点耗时且成本高昂，且只能发现有

限的 SNP 位点。为了提高效率，可利用限制性内切

酶切割基因组 DNA，并结合高通量测序技术来筛选

食用菌 SNP 位点[50]。

1.7 MNP（多核苷酸多态性）技术

MNP 分子标记是建立在 SNP 分子标记基础

上，通过识别、筛选和设计目标基因组中的多个分

散 SNP 位点，构建出具有高精度和高通量的品种鉴

定体系[51]。MNP 已成功应用于水稻、大豆、油菜、茄

子、玉米、番茄等作物的品种鉴定[52]。研究人员已在

一些常见食用菌如香菇、金针菇、刺芹侧耳等应用

MNP 技术进行菌种分子生物学鉴定[53-55]。MNP 分

子标记技术以高度多态性、高通量特性、准确性和

可靠性以及广泛适用性等优点在食用菌菌种分子

生物学检测领域展现出巨大的应用潜力[56]。随着技

术的不断发展和完善，相信 MNP 分子标记技术将

在食用菌菌种的精准鉴定中发挥重要作用[57]。

2 DNA序列分析技术

核酸是生命活动中最基本的遗传信息单位，同

时也是重要的遗传信息载体，为研究物种的遗传多

样性提供了大量可靠的资料。通过核酸序列分析，

可以直观地观察到碱基的转变、颠换、变异趋势

等。对食用菌菌种进行序列分析，主要是通过对核

糖体 DNA 及其他基因进行序列分析[58]。

2.1 ITS（内转录间隔区）

ITS 片段是核糖体 RNA 基因簇的一个高变区，

位于 18S 和 28S rRNA 基因之间 ，包括 ITS1、

5.8S rRNA 基因和 ITS2 区域。真菌的 ITS 在物种

间频繁地发生变化，具有丰富的序列多态性。所

以，在所有的核糖体 DNA 片段序列中，ITS 片段具

有更高的效率，可以应用于物种的分类鉴定[59]。
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对 15 种常见栽培食用菌的 30 个菌株进行了

18S rDNA（核糖体 DNA）和 ITS 序列的测序分析，

并使用 neighbor- joining（NJ）法构建了系统发育

树。结果显示，18S rDNA 序列在较高分类水平上

表现出极高的相似性，而 ITS 序列则在较低分类水

平上提供了更高的可信度和区分能力。研究认为，

结合 18S rDNA 和 ITS 序列分析是一种快速有效的

食用菌菌种鉴定方法[60]。采用 ITS 分子标记技术，

对内蒙古市场上的 11 种常见野生食用菌进行了分

子鉴定。结果显示，ITS 分析方法能够辨别外形相

似的野生食用菌，为蘑菇市场混伪品种鉴定提供了

快速有效的手段[61]。对采集的 6 种野生蘑菇样本，

利用引物 ITS1 和 ITS4 进行扩增，然后进行序列分

析。结果显示，Volvariella volvacea、Trametes elegans、

Schizophyllum commune、Pleurotus ostreatus、Gano-

derma lucidum 和 Trametes gibbosa 的序列分别与数

据库中的相应物种序列匹配，相似性为 97%~

100%[62]。

ITS 序列在进化过程中存在着高度保守、进化缓

慢、分化程度低等缺陷 [63]。对侧耳属 Pleurotus

16 个种 38 个菌株的 ITS 序列进行分析。结果显

示，侧耳属各物种的 ITS 序列种内趋异度极小，但

种间趋异度较大，其中 P. rattenburyi 和 P. djamor 之

间的趋异度最大，为 0.282。研究认为，ITS 序列差

异 2%~3%作为伞菌中种的鉴定临界值在侧耳属中

并不合适，且对 P. ostreatus 和 P. cornucopiae 的准

确鉴定需要开发新的分类鉴定标记[64]。

2.2 IGS（intergenic spacer，基因间隔区）

IGS 作为核糖体 DNA 序列中进化最迅速的区

段已经被广泛用于真菌的遗传学研究[65]。IGS 区域

为高变区，经常被用来进行种内的比较 [66]。使用

RAPD 和 IGS 标记对白灵侧耳菌株进行分析，结果

显示供试菌株间存在多态性，IGS1 区域较为保守，

而 IGS2 区域进化较快，具有丰富的多态性。

IGS2-RFLP 被认为比 RAPD 更稳定且具有更好的

操作性，适用于白灵侧耳菌株的鉴定[67]。对 8 个刺

芹侧耳 Pleurotus eryngii 菌株进行了 IGS2 序列的

分析，结果显示不同菌株在 IGS2 区域存在长度异

质性和数量多态性，结合 RFLP 可实现对刺芹侧耳

菌种的有效鉴定 [68]。利用 IGS2 和 RAPD 技术，分

析 20 个不同斑玉蕈 Hypsizygus marmoreus 菌株的

遗传差异，结果显示 IGS2 分析与 RPAD 技术相结

合的方法准确可靠，为斑玉蕈菌株的快速准确鉴定

提供了技术支撑，为斑玉蕈种质资源的知识产权保

护奠定了基础[66]。

2.3 基于基因组测序技术的DNA序列分析

目前，随着高通量测序技术的发展，完成了越

来越多的食用菌全基因组测序。采用二代和三代

测序技术，获得了金针菇单核菌株 6-3 的基因组序

列，并对其 rDNA 序列进行了深入分析。结果表明

IGS 区域存在丰富的多态性，包括 SNP、InDel 和

TRS（tandem repetitive sequence，串联重复序列），其

中 IGS2 的多态性高于 IGS1。金针菇 rDNA 序列

的 5S、5.8S、18S 和 28S rDNA 序列高度保守，不同

拷贝的序列完全一致，而 IGS1 和 IGS2 在不同拷贝

间存在广泛的多态性。说明金针菇 rDNA 序列中

的 IGS 区域在种内不同菌株间的鉴定中具有应用

潜力 [69]。利用三代测序技术对毛木耳 Auricularia

cornea 单核菌株 B02 的基因组进行了测序和组装，

并通过二代测序数据进行了校正，得到了一个高质

量的基因组序列。分析发现，毛木耳的 IGS1 和

IGS2 序列高度保守，特别是在 IGS1 的 1400~2200 bp

区域，不同拷贝之间没有多态性，但在不同品种之

间存在较高的 SNP 频率，这一片段有望用于毛木耳

品种的鉴定研究[70]。

3 DNA条形码技术

DNA 条形码是一种被广泛认可和接受的标准

DNA 片段，这种片段拥有丰富的多样性，能够在不

同物种之间展现出明显的特异性差异。更为关键

的是，这些 DNA 片段相对较短，便于进行扩增并能

迅速识别。通过对这些特定片段的研究，科学家们

建立了一个先进的生物身份识别系统，这个系统能

够对物种进行自动化、快速且准确地鉴定[71]。其原

理是 DNA 序列由 4 种不同的碱基构成，即 A、T、

G、C，若一段序列有 n 个碱基，则有 4n 种编码模

式。如果计算 15 个碱基，就可以得到将近 10 亿个

片段，比现有的物种多 100 倍。从这个角度来看，

DNA 条形码的编码工作是基于数百个碱基的基因

序列，基本上包含了全部的物种[72]。通过分析大量

动物物种的 COI（cytochrome C oxidase subunit I）序

列，发现不同物种之间的 COI 序列差异足以用来区

分大多数动物物种，尤其是在昆虫和其他一些动物

群体中，并明确提出使用短的 DNA 片段来快速准

确地识别物种的概念[71]。2003 年首次提出了国际

生命条形码计划（iBOL，International Barcode of

Life Project）[73]。成为 DNA 条形码需满足以下条

件：（1）DNA 片段必须是一个标准片段，以确定可能

宋浩源，等：食用菌菌种分子生物学检测研究进展
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的不同类群；（2）目的 DNA 区域应含有足以确定该

物种在该分类系统（科、属等）中的系统发育信息；

（3）应有保守的引物设计区域，方便设计一般引物；

（4）有足以区别不同种类的变异；（5）目的 DNA 片

段应足够短，以促进 DNA 片段的扩增。目前，用于

菌物研究的备选片段有 COI、nrDNA-LSU、nrD-

NA-SSU、ITS 和 trnL[74-78]。

3.1 COI

COI 基因是第一个生物 DNA 条码，它已应用

于动物的物种鉴定，其在真菌中也得到了应用 [79]。

但 COI 是线粒体内含子数量最多的一种，其内含子

长度可在 20 kb 以上，限制了其扩增效率。因此，

COI 基因不宜用作食用菌的条形码[80-81]

3.2 ITS

ITS 序列在食用菌的快速鉴定中有着广泛应

用，并且已成为食用菌物种鉴定的通用条形码 [82]。

ITS 序列在食用菌物种间的差异明显，而在同一物

种不同个体之间的差异很小，是真菌分类的可靠分

子标记，能够有效区分不同物种 [83]。有研究显示，

ITS 序列可作为木耳属 22 个菌株的 DNA 条形

码[84]。ITS 序列作为 DNA 条形码，能够快速准确地

鉴定伞菌类真菌[85]。利用 DNA 条码技术对来自不

同产地的 24 份黑木耳样品进行了产地溯源研究。

结果显示，ITS 条码能够清晰溯源东北和未知地的

样品 [86]。使用紫芝 Ganoderma sinense S2 基因组

rDNA 的 ITS2 生成的 DNA 条形码与二维码，可以

作为该栽培品种鉴定与同源物种其他菌株鉴定的

分子标记[87]。

3.3 其他蛋白编码DNA条形码片段

ITS 条形码有时会出现种间变异较小的问题，

其他一些蛋白编码基因也常用来作为食用菌菌种

的 DNA 条形码。ITS、28S rDNA 和 EF-1α（elonga-

tion factor-1α，翻译延伸因子）基因作为候选 DNA

条形码标记，测试侧耳属 13 个物种的菌种鉴定效

果。研究结果显示，EF-1α 基因在食用菌物种鉴定

中表现最佳，它能够区分 84.6%的测试物种，并且在

PCR 扩增和序列获取方面具有较高的成功率 [88]。

使用 ITS、β-tubulin（β-微管蛋白）片段、LSU（large

subunit，核糖体 RNA 大亚基基因）片段和 RPB2

（RNA polymerase second largest subunit，RNA 聚合

酶Ⅱ第二大亚基基因）4 个 DNA 条形码，对 44 份灵

芝属 Ganoderma 菌株进行 PCR 扩增和测序。结果

表明 β-tubulin 和 RPB2 片段的种内最大遗传距离

分别小于各自的种间最小遗传距离，存在明显的

DNA 条形码间隔（DNA barcoding gap，DBG），有利

于准确进行种间鉴定。综合评估认为，β-tubulin 片

段更适用于灵芝属种间鉴定，为灵芝快速分子鉴定

和系统发育分析提供了有效工具[89]。利用 DNA 条

形码技术对常见食用真菌及易混淆的野生有毒真

菌进行分子鉴定，发现 ITS2、nr LSU 和 EF1-α 可以

作为 DNA 条形码，有效区分食用真菌与有毒真

菌[90]。

4 展 望

近年来，随着高通量测序技术的不断发展和成

本的持续下降，在全基因组分析的基础上结合测序

或非测序技术如基因编辑技术能够实现食用菌菌

种的快速、准确鉴定。CRISPR-Cas12a 系统可提供

一种高特异性和高灵敏度的食用菌菌种鉴定方法，

在推动下一代基于全基因组的物种鉴定技术发展

中具有巨大潜力，该方法结合可视化荧光技术，甚

至可以实现 30 min 内现场快速精准鉴定食用

菌[91]。今后，应不断优化、开发应用更多的基因编辑

技术用于食用菌菌种的快速精确检测。全基因组

选择（genomic selection，GS）即利用覆盖全基因组

的高密度分子遗传标记进行的标记辅助选择。基

于全基因组测序数据筛选多态性分子标记，构建序

列库，进一步筛选出核心标记，结合生物信息学工

具分析，能够对食用菌菌种进行高效检测[33-34，36，92]。

面对海量的测序数据，人工智能（artificial intelli-

gence，AI），特别是机器学习（machine learning，ML）

逐渐被引入到生命科学领域[93]。机器学习作为人工

智能的一个重要分支，具有强大的数据处理和分析

能力，在全基因选择中表现出色，能够处理大量的

遗传标记并有效减少拟合。机器学习已被成功应

用在植物 SNP 标记筛选中[94]，为食用菌菌种分子生

物学检测提供了宝贵经验。同时，食用菌菌种的分

子生物学检测方法可与基于机器学习的食用菌表

型组学分类与识别技术相结合，更全面、更快速有

效地识别食用菌品种，相较于传统的形态学鉴定，

在准确度、无损检测、自动化、适应性和可扩展性方

面都具有显著优势。机器学习方法也被引入植物

DNA 条形码分析中[95-97]，这为基于机器学习的食用

菌菌种 DNA 条形码检测提供了方法学参考和有益

借鉴。

此外，DNA 条形码信息可以跨平台转换，即利

用开源代码将这些 DNA 条形码序列转换成二维码

图片[98]。这些二维码可以被扫描并提交到食用菌菌
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种 DNA 条形码数据库进行鉴定，从而确保食用菌

菌种的真实性和质量。该体系有助于提高食用菌

菌种流通监管的效率和准确性，推动菌种流通监管

的现代化和国际化。
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