
平菇是主要的栽培食用菌之一。目前已确知的有 50种，
我国已知种有 29种。它含有 11对染色体，大小为 1.4耀4.7
Mb[1]。最近发现平菇含有产生酒精的关键酶———乙醇脱氢

酶[2]，引起了从事生物降解与生物质能源研究人员的极大兴
趣。食用真菌的遗传转化研究虽然还处于不断探索阶段，但

对平菇的研究较其他食用菌深入。笔者对近年来平菇遗传

转化的研究情况进行了综述。

1 平菇的遗传特性

目前，平菇研究已由传统的生产、栽培、加工转向分子

水平，平菇基因工程研究不断发展与进步。平菇在生长初期

会出现多核特点，但很快又形成隔膜，使每个细胞有一个

核，而且它具有易变异、种间或种内的异质性等特点，给遗

传转化增加了一定难度。

2 平菇的遗传转化

2.1 通过原生质体融合进行遗传转化（不借助载体） 原生

质体融合使两亲本菌株的同源或异源基因合在一起，走上

重组的第 1步，而转化提供了操纵单基因或来自已知基因
的特殊 DNA序列的机会 [3]。灭活原生质体标记可以大大减
少融合前对亲株进行遗传标记的工作量，而且不易发生同

源染色体融合。一般利用营养缺陷型和自然形态锁状联合

标记，但操作繁琐、工作量大，且易损失亲本优良性状[4]。
菌丝在制备原生质体时常出现 3种类型，即无核、单核

和双核原生质体[5]。香菇、佛罗里达侧耳、凤尾菇、金针菇等
异宗结合食用菌的菌丝体，在其原生质体制备过程中产生

单核原生质体是一个普遍现象，并认为双核体与单核体的

比例为（0.85耀2.34）颐1[6]。将香菇等 DNA导入平菇单核原生质
体，利用平菇为四极性异宗结合食用菌的特性与基因互补

原理也可以成功筛选出转化子[7]。以紫孢侧耳原生质体为受
体，将糙皮侧耳总 DNA成功地导入其体内，在具有“锁状联
合”的双核转化株 T1和 T2中，子实体均不释放孢子：T1菌
柄中生；T2 成熟子实体菌盖中部易长出菌丝，转化率为
8.2伊10-5转化子/滋g DNA，转化比为 3.6%[8]。平菇、紫孢侧耳、
香菇属间原生质体融合子再生第 5代，分析后发现，融合子
从双亲获得的遗传信息不等，在世代延续中，可能发生过双

亲 DNA的互相排斥或单紊以及 DNA丢失，但有待进一步

研究证实[9]。
2.2 平菇载体转化

2.2.1 pAN7鄄1。Ming [10] 利用含有潮霉素抗性基因的载体
pAN7鄄1转化糙皮侧耳的原生质体，获得了转化子，转化率
为 5耀46转化子/滋g DNA，并建立了糙皮侧耳的转化系统。
该载体融合了大肠杆菌潮霉素 B 转磷酸酶基因（hph）、
Aspergillus nidulans 构巢曲霉的甘油蛳3蛳磷酸脱氢酶（gpd）启
动子和色氨酸合成酶（TrpC）终止子序列 [11-12]，但选择抗性
不稳定，3耀6周后消失，且重组质粒 pPO1与 pPO2在转化
株中以额外的染色体组形式存在。

2.2.2 pLC蛳bar和 pLC蛳GUS。Yanai蛳K等[13]用构建的质粒pLC蛳
bar、pLC蛳GUS进行平菇的转化试验，他将含有香菇 priA 基
因 3忆蛳非编码区的 1.2 kb XbaI蛳EcoRI片段插入 pUC19相应
位点，构建质粒 pUTL。利用 PCR技术从香菇 4.3 kb的 DNA
片段中扩增出 2.5 kb的 ras基因并插入质粒 pUTL，获得pLC员。
再把 pBlue蛳bar 0.5 kb 的抗除草剂基因连接到 pLC员 的
BamHI位点，得到 pLC蛳bar。质粒 pBI221用 SacI 酶消化，再
连上 BamHI接头，得到 1.9 kb的 E.coli GUS基因片段，插入
pLC员的 BamHI位点上得到 pLC蛳GUS。PEG、CaCl2介导转化
平菇原生质体，筛选阳性克隆，质粒 pLC蛳bar转化率是 2个
转化子/滋倮质粒 DNA，试验证明，能稳定整合到宿主染色体
组存在 3个月，部分发生了重排。pLC蛳GUS试验通过Southern
blot 杂交分析表明，有 2个转化子表达 GUS基因活性，但
是 GUS蛋白表达相当低。
2.2.3 pLG蛳hph。质粒 pLG蛳hph[14]是以 pUC19为基础的重组
质粒，它包含 E.coli hph基因，以潮霉素 B为选择抗性，同
时融合了 L.edodes GPD的 1.0 kb启动子和终止子序列，目
的序列被整合进宿主染色体。

2.2.4 pTM1。pTM1[15]载体中含有萎锈灵真菌抗性表达基因，
克服了平菇对其他抗生素不敏感的特性，是目前较成功的

载体。由于平菇双核株 #261（ATCC66376）经紫外诱变后，
编码琥珀酸脱氢酶（EC1.3.99.1）硫铁蛋白（Ip）亚基的基
因———CbxR 的一个位点（CAC寅CTC）发生突变，使氨基酸
序列由 His变为 Leu，从而具有了萎锈灵菌的抗性。试验先
从平菇 裕261蛳22菌株中克隆了包含硫铁蛋白等位基因在内
的 2.5kb的片段，该片段含有 sdi1的 1.3 kb的启动子区、
189 bp终止子区和 ApaI 插入点。通过体外定点突变把含
sdi1 突变点 1.3 kb SmaI蛳SphI 片段克隆到质粒 pKF18k，再
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蛳

克隆回 pGEM蛳T，成功构建了 pTM1载体。
T.I rie 等用 pTM1 质粒重新构建表达载体 pIpMg 和

pIpMc，重组具有平菇 sdi表达信号下的 Mnp3（锰过氧化物酶
芋），共转化野生型平菇菌株，获得一个重组株 TMG9蛳C1。在
液体培养的早期，Mnp3酶活性是野生型的数倍，但最终分
泌到胞外 Mnp3活性与菌丝最初生长时期酶活性不相关。
生长初期可能存在 Mnp3产物的调控限制表达机制。该研
究对用平菇表达重组蛋白将产生积极意义，是世界首次报

道表达重组基因的平菇重组菌株[16]。Takahisa Tsukihara等于
2006年用同样的载体重组同源超量表达 MnP2，重组菌株
TM蛳218产生 7 300 U/L（21 mg/L）的 MnP2酶，菌丝生长初产
量是先前结果的 30倍，相同条件下野生型却没有检测到
MnP2活性，但是重组菌株 TM蛳218同样没有分泌到细胞外。
黄孢原毛平革菌表达 MnP与 LiP时也出现相似的情况[17]。
3 平菇启动子及筛选标记

目前平菇启动子的研究主要集中于强启动子和同源启

动子。使用同源启动子不仅有利于调控因子的识别，减少甲

基化，也有利于宿主细胞 RNA聚合酶识别结合和转化效率
的提高。

平菇的筛选标记主要有 2种类型：营养缺陷型标记和抗
生素抗性标记。最常用的筛选标记是抗生素抗性标记。营养

缺陷型食用菌菌株不容易得到且易产生回复突变，目前已很

少使用这种方法。自然抗药性标记在真菌中应用不多，主要是

真菌有较强的对抗细菌类抗菌素。潮霉素是一种广泛使用的

抗菌素，1992年开始应用于平菇、蘑菇和香菇的抗性转化。
香菇和平菇原生质体的融合试验中，在含有潮霉素终浓度为

20 滋g/ml的融合子筛选培养基上，共挑出 4个菌落，表明该
法是可行的。原生质体融合一般利用营养缺陷型和自然形态

锁状联合标记，但是操作繁琐、工作量大且易损失亲本优良

性状[4]。萎锈灵抗性作为一种平菇基因突变而具有的真菌选
择标记，已有成功转化的报道[18]。
4 平菇转化方法

4.1 PEG介导 PEG能使细胞膜之间或 DNA与膜之间形
成分子桥，促使细胞接触和粘连或是通过引起表面电荷紊

乱，干扰细胞间的识别而有利于细胞间的融合或外源 DNA
的进入。2006年 Li等 [19]采用了 PEG介导的高效平菇转化
系统，得到了 80~180个整合了潮霉素 B稳定抗性的克隆，
比以前的报道高 40~1 800倍。1 滋gDNA/10个（7个）再生原
生质体，整合了荧光蛋白基因的 100~150个转化子散发绿
色荧光，但是 30 h后消失了，说明是瞬时表达。质粒 pAN7蛳1
曾被用来转化 Ganoderma lucidum 和 Lentinus edodes，获得
120~150与 85~100个转化子/滋gDNA/10个（7个）再生原生
质体，分别是以前报道的 38与 24~28倍。这些数据表明，新
的 PEG转化操作程序高效而且在平菇基因工程中是非常
有用的工具。

4.2 电激法 原理是利用直流短电脉冲做可恢复性电击

穿，使原生质膜被击穿，大分子得以穿过质膜和核膜，外源

DNA与受体 DNA发生重组。一般认为，当电场强度和时间
常数以一定方式组合而导致 60%~70%的原生质死亡率时，
转化效率达到最高水平。电转化效率是用化学方法介导转

化的 10耀20倍[20-21]。不同的食用菌，最适电场强度不同，在电
容 25 F、阻抗 800 D条件下，糙皮侧耳的最适脉冲电场强度

为 26~28 kV/cm，时间为 10耀14 ms。在电激处理时加入PEG并
没有提高转化率，电激法和 PEG介导法的转化率相差不
大，但是电激法比 PEG法操作更为简单方便且所需 DNA
量少，适应范围广[22]。
4.3 基因枪法 该法是利用高速微弹把外源基因导入受

体生物的完整细胞或组织中。使用时，首先是外源质粒DNA
与金属微粒（金粉或钨粉）混合，使质粒 DNA包裹在金属微
粒的表面，制成微弹，然后再利用一定的压力装置将金属微

弹高速射击，击入受体细胞内进行转化。射击后的细胞或组

织经过一定时间的恢复培养后，再转移至选择培养基上选

择转化子，枪击的压力、质粒 DNA的浓度及受体细胞的状
态等因素对转化效果都有一定的影响。据报道，基因枪法并

不能有效提高转化效率，但对于在实验室条件下不能良好

培养或不能获得足够数量的再生原生质体的真菌有用。

Masahide Sunagawa等于 2002[23]年首次报道用基因枪法进行
平菇尿嘧啶营养缺陷型原生质转化，在 2种不同的靶距和
氦压条件下获得 5个转化子，转化率为 1个转化子/滋g DNA。
质粒 DNAs被整合到基因组 DNA并能稳定遗传。
4.4 限制酶介导的 DNA整合法（RestrictionEllzymeMediated
DNA Integrati，REMI） REMI 法是 20 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，限制性内切酶穿透细胞膜和核膜，在特异的酶切位点活

体切断染色体 DNA，产生的染色体 DNA 末端会在宿主细
胞酶系的作用下与限制性内切酶切断的线性化的质粒 DNA
相连接。该法可作为 REMI标签对功能基因进行分离。2001
年，Irie [14]等以克隆载体 pLG蛳hph转化 DNA，获得了稳定的具
有潮霉素抗性的转化子。该试验应用 REMI法使转化率提高
10倍，约为 1个转化子/10 滋g pLG蛳hph，但随着酶用量的增
加，转化率反而下降。

5 结语

综上所述，平菇以原生质球作为“感受态”，以细菌转化

所用的质粒为载体 [24]进行物理化学方法转化，成功得到了
转化子；潮霉素 B抗性与含萎锈灵真菌抗性（克服了平菇对
其他抗生素不敏感的特性）的 pTM1载体在目前的试验中
应用较多；转化率在不同的试验中差别较大，可见转化载体

的研究及转化率的提高还有很大的空间。
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和其保持系 G46B酯酶同工酶、过氧化物酶同工酶、细胞色
素氧化酶同工酶酶带的分布、强度、数目差异十分明显，主

要表现在单核期不育系 3种同工酶酶带数目的减少上。这
种现象与细胞学观察的 G46A 单核期孢子体败育是一致
的，说明这些差异能反映出不育系败育的生理生化变化。

酯酶同工酶在作物杂种优势及雄性不育研究中广泛应

用，但其通过何种途径导致雄性不育目前还没有报道。从该

试验结果来看，无论在叶片还是幼穗中，不同时期不育系比

保持系酯酶同工酶酶谱的差异更显著，均是从花粉母细胞

期开始一直持续到三核期，但这又与细胞学观察的 G46A
单核期孢子体败育不一致。这可能与酯酶同工酶具有广泛

的作用途径有关。因此，若将酯酶同工酶作为同核异质雄性

不育系败育的特征指标还需进一步的研究。

细胞色素氧化酶同工酶是线粒体内膜的标志酶，是电

子传递链末端的氧化酶，不育系 G46A单核期败育可能是
由于幼穗中 1条酶带的缺失造成能量代谢受阻，从而导致
小孢子无法正常发育所致。过氧化物酶同工酶导致胞质雄

性不育有以下 2种观点：一种观点是酶能氧化分解生长素
IAA，不育系幼穗中过氧化物酶同工酶活性比正常保持系有
较大提高，从而导致幼穗花药中自由 IAA含量下降，最终造
成生长素亏损导致花药不育 [13]；另一种观点是雄性不育与
生殖器官中的膜脂过氧化作用密切相关，不育系幼穗中过

氧化物酶同工酶组份和活性骤然下降或减少，必然清除不

了过多的活性氧，进而引起一系列的败育过程，导致雄性不

育的发生 [14]。该试验结果支持了第 2种观点。综上所述，笔
者认为可以将细胞色素氧化酶同工酶及过氧化物酶同工酶特

征酶带的缺失作为胞质雄性不育系败育的生理生化指标。
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