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摘  要：选用对 5–氟乳清酸（5-FOA）敏感的金针菇单核菌株‘DG1-1’作为供试菌株，对其原生

质体采用功率为 10 W 的紫外光进行垂直距离 15 cm 照射 12 s 的诱变处理，利用含有 5-FOA 和尿嘧啶的

筛选培养基筛选获得了 3 株稳定的尿嘧啶营养缺陷型突变菌株‘NG1-65’、‘NG1-92’和‘NG1-95’。通

过对尿嘧啶合成代谢路径中的 pyrF 和 pyrG 基因的分子检测发现，‘NG1-65’菌株的 pyrF 基因第 39 位和

40 位碱基之间插入 T，‘NG1-92’菌株的 pyrG 基因第 236 位碱基 T 突变为 C，‘NG1-95’菌株的 pyrF 基

因第 104 位碱基 C 突变为 T，这些插入突变和点突变可能导致基因编码的蛋白功能失去活性，产生尿嘧

啶营养缺陷型。金针菇尿嘧啶缺陷型菌株可以为金针菇遗传转化体系的构建提供材料。 
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Abstract：Flammulina velutipes is one of the most popular edible mushroom species in the world. In 

this study，3 uracilauxotrophic mutants‘NG1-65’，‘NG1-92’and‘NG1-95’were obtained from the 

monocaryon 5-fluoroorotic acid（5-FOA）-sensitive F. velutipes strain‘DG1-1’by UV irradiation. UV 

mutagenesis was conducted under the conditions as following：an irradiation intensity of 10 W，irradiation 

distance of 15 cm and irradiation time of 12 s. The mutants could grow well in MM media containing 0.05 

mmol · L-1 uridine and 0.5 g · L-1 5-FOA，but could not grow on MM medium without uridine. PCR 

analyses revealed that two critical genes pyrF and pyrG in the uridine biosynthetic pathway were disrupted 

in mutants，probably resulting in the inactivation of related proteins. The survey of the mutation sites  
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suggested that a‘T’inserted the site between the 39th and 40th base of pyrF in strain‘NG1-65’and the 

104th base‘C’was changed into‘T’of pyrF in strain‘NG1-95’. The mutant T→C at the site of 236th 

base was critical to inactive of pyrG in strain‘NG1-92’. The uracil auxotrophs of F. velutipes could be 

used as a tool for genetic transformation study and strain source identification. 

Keywords：Flammulina velutipes；ueacil auxotroph；pyrF；pyrG  

 

金针菇[Flammulina velutipes（Fr.）Singer]含有丰富的营养成分以及多糖等多种活性物质（伍明 

等，2011；王雅琪 等，2012），是中国重要的栽培食用菌之一，据中国食用菌协会统计，2015 年度

中国金针菇总产量达到 275.5 万 t，具有广阔的开发应用前景。 

目前金针菇全基因组测序工作已经完成（曾旭 等，2015），为金针菇分子遗传学的研究提供了

基础，但在其遗传学研究中，还缺少成熟高效的遗传转化体系，这大大限制了分子遗传学相关深入

研究工作的开展。丝状真菌的遗传转化体系构建中，有多种技术可供选择，如 PEG 介导转化法、农

杆菌介导转化法、基因枪法等。其中 PEG 介导的转化方法虽然转化率略低，但不需要昂贵的仪器和

限制性内切酶，是一种经济、简便的转化方法。PEG 介导的转化方法已应用于香菇（Sun et al.，2001）、

双孢蘑菇（van de Rhee et al.，1996）、平菇和草菇（de Groot et al.，1998）等食用菌的转化；在 PEG

介导的转化技术体系中需要使用遗传标记，而遗传标记有多种方法，如营养缺陷型标记、抗生素抗

性标记和代谢产物抗性标记等。营养缺陷型筛选标记不管是从获得的转化效果，还是从获得的转基

因食用菌的生物安全性方面来考虑，都是一种很好的筛选标记。金针菇作为一种深受消费者欢迎

的食用菌品种，在遗传转化研究过程中，采用营养缺陷型标记对于消费者具有更高的安全性。 

常见的营养缺陷型菌株的筛选标记有腺嘌呤、蛋氨酸、尿嘧啶、色氨酸、核菌素、精氨酸、

亮氨酸、脯氨酸和肌醇等（王丕武 等，2001）。营养缺陷型标记基因 Ural（二氢乳清酸）、Pabl

（p–氨基苯甲酸）、trp3（色氨酸）等已被报道应用于杨树菇 Agrocybe aegerita（Noel & Labarere，

1994）、灰盖鬼伞 Coprinus cinereus（Granado et al.，1997）和双孢蘑菇 Agaricus bisporus（Miranda et 

al.，1996）的遗传转化。 

尿嘧啶缺陷型菌株是分子生物学试验中一种常见的营养缺陷型菌株，在尿嘧啶从头合成途径中，

常常由于 pyrF 基因编码的乳清酸磷酸核糖转移酶（OPRT）或 pyrG 基因编码的乳清苷–5'–磷酸脱

羧酶（OMPDC）发生突变（O'Donov & Neuha，1970；鲍大鹏 等，2009），不能正常合成尿嘧啶，

同时也不能使 5–氟乳清酸（5-FOA）形成有毒物质 5–氟尿嘧啶核苷酸，从而具有 5-FOA 抗性；

而正常菌株生长中会催化 5-FOA 生成有毒性的 5–氟尿嘧啶核苷酸，从而使生长受到抑制；加入尿

嘧啶和 5-FOA 的培养基可以用于尿嘧啶营养缺陷型菌株的筛选（Kondo et al.，1991）。利用尿嘧啶

营养缺陷型标记在细菌、丝状真菌、酵母菌中已成功获得营养缺陷性菌株，如超嗜热古菌 Sulfolobus 

tokodaii（黄奇洪 等，2008）、里氏木霉 Trichoderma reesei（闫作梅 等，2011）、海洋红酵母 Rhodotorula 

benthica（王宇光 等，2010）、巻枝毛霉 Mucor circinelloides（张映曈 等，2016）、假丝酵母 Candida 

versatilis 和鲁氏酵母 Zygosaccharomyces rouxii（赵秀丽 等，2016）。但在食用菌中目前只有关于香

菇 Lentinula edodes 尿嘧啶营养缺陷性菌株的报道（王连会 等，2014）。 

本研究中以金针菇为材料，通过紫外诱变方法获得尿嘧啶营养缺陷型菌株，并从基因水平对突

变株尿嘧啶代谢路径中的关键基因 pyrF 与 pyrG 进行了分子鉴定，为进一步建立金针菇遗传转化体

系提供材料。 
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1  材料与方法 

1.1  材料及其培养基 

供试金针菇单核菌株‘DG1-1’和‘DG1-29’由上海市农业科学院食用菌研究所菌种保藏中心

提供。 

马铃薯葡萄糖琼脂培养基（PDA）：马铃薯 200 g（去皮），水煮后过滤，滤液加葡萄糖 20 g，琼

脂粉 15 g，加水至 1 L，灭菌，制作平板，供菌丝活化与菌丝培养使用。马铃薯葡萄糖液体培养基

（PD）：PDA 培养基不加琼脂粉，定容后分装在 250 mL 的三角瓶中，每瓶 100 mL，灭菌，供菌丝

培养。基本培养基（MM）：KH2PO3 1.0 g，（NH4）2HPO3 1.5 g，MgSO4 · 7H2O 0.6 g，Thiamine HCl 500 

µg，琼脂粉 15 g，加水至 1 L，灭菌。原生质体再生培养基（OPDA）：PDA 培养基中添加 D–甘露

醇 110 g，灭菌后制作平板备用。 

1.2  原生质体制备及再生 

菌种接种于 PD 液体培养基中，25 ℃培养 7 d 后过滤收集菌丝，加入 1.5%的溶壁酶（广东微生

物研究所，广州），30 ℃、70 r · min-1 条件下在摇床上酶解 4 h。用砂芯漏斗过滤酶解液，滤液在 4 ℃

下 3 000 r · min-1 离心 10 min。弃上清液，0.6 mol · L-1 甘露醇重悬，4 ℃下 3 000 r · min-1 离心 10 min

后弃上清液，此步骤重复 1 ~ 2 次。最后在原生质体细胞沉淀中加入适量的 0.6 mol · L-1 甘露醇混匀，

用血球计数板计数并计算原生质体密度（个 · mL-1）。 

稀释后的原生质体细胞溶液涂布在 OPDA 平板再生培养基上，25 ℃培养 7 d 后观察原生质体细

胞再生情况，记录再生菌落数。 

1.3  金针菇单核菌株对 5-FOA 的敏感性与抗性试验 

2015 年 11 月 20 日开始将供试金针菇菌株的菌丝分别接种到不同浓度的 5-FOA（0、0.01、0.03、

0.05、0.1、0.2 和 0.5 g · L-1）的 PDA 平板上，25 ℃下培养 7 d，观察并测量菌落在平板上的生长半

径，每个浓度 3 次重复。 

1.4  金针菇原生质体细胞紫外致死试验 

将原生质体细胞溶液稀释到 105 个 · mL-1，取 100 µL 均匀涂布到再生培养基 OPDA 平板上，以

功率为 10 W 的紫外光垂直照射（距离 15 cm）平板表面，照射时间分别为 0、5、10、15、20、25

和 30 s，每个紫外照射时间 3 次重复。25 ℃下避光培养 7 d 后，观察原生质体细胞再生情况，记录

再生菌落数。 

1.5  金针菇原生质体诱变与营养缺陷型突变株的筛选验证 

原生质体细胞溶液分别涂布到再生培养基（OPDA）、添加尿嘧啶（0.05 mmol · L-1）的再生培

养基（OPDU）、添加尿嘧啶（0.05 mmol · L-1）和 5-FOA（0.5 g · L-1）的再生筛选培养基（OPDUF）

上，每个平板 100 µL。每种涂布后的平板取 3 个重复不照射作为对照，其余涂布在 OPDUF 平板上，

紫外照射 12 s。25 ℃下避光培养两周，观察菌落的再生数。 

挑取 OPDUF 上生长的单菌落，转接到添加尿嘧啶（0.05 mmol · L-1）和 5-FOA（0.5 g · L-1）的

PDA 培养基平板上，25 ℃下培养 7 d 后，挑取菌块分别接种到基本培养基（MM）、添加尿嘧啶（0.05  
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mmol · L-1）的加富培养基（MMU）、添加尿嘧啶（0.05 mmol · L-1）和 5-FOA（0.5 g · L-1）的鉴别

培养基（MMUF）上进行表型验证培养，同时以‘DG1-1’菌株作对照，重复 2 次。25 ℃下培养 7 d

后，观察初筛突变菌株与‘DG1-1’菌株相比是否具有 5-FOA 抗性。 

对两次验证试验都表现为尿嘧啶营养缺陷型的菌株，在 MMU 培养基上传代 5 次，再次接种到

MM、MMU 及 MMUF 培养基平板上进行表型验证培养，并以‘DG1-1’菌株作对照。25 ℃下培养

7 d 后观察是否出现突变回复现象与假阳性。将筛选得到的尿嘧啶营养缺陷型菌株和‘DG1-1’菌株

分别接种到 MM、MMU 及 MMUF 培养基平板上，25 ℃下培养 7 d，观察并测量菌落在平板上的生

长半径，每种培养基 3 次重复。 

1.6  金针菇突变菌株基因组 DNA 的提取与尿嘧啶营养缺陷型分子鉴定 

采用 CTAB 法（杨华和李联泰，2003）提取‘DG1-1’菌株和突变菌株基因组 DNA。根据金针

菇基因组信息设计 pyrF（GenBank 登录号：KY401433）和 pyrG（GenBank 登录号：KY401432）

的引物，用于鉴定尿嘧啶营养缺陷型菌株的基因型（表 1）。 

 

表 1  扩增 pyrF 和 pyrG 基因的 PCR 引物 

Table 1  The primers to amplify pyrF and pyrG genes 

基因名称 
Gene name 

引物名称 
Primers 

引物序列（5′–3′） 
Primer sequence 

pyrF G1F8F TAATGGGATTCGGGTTTC 

 G1F8R TCTCGCCAACTTGATTTA 

pyrG Fv5nwholeF TCTACTATCCATTGCGCTACT 

 Fv5nwholeR CGACTTCGAATGGCTTCAAAG 

 

     PCR 扩增体系 50 µL，包含 Pfu DNA Polymerase（生工生物工程股份有限公司，上海）0.5 µL

（5 U · µL-1），10 × PCR Buffer 5 µL（Mg2+ Plus），dNTP Mixture 5 µL（2 mmol · L-1），模板 DNA 1 µL

（100 ng · µL-1），引物各 1 µL，双蒸水 36.5 µL。PCR 反应程序：94 ℃ 5 min；94 ℃ 30 s，55 ℃ 30 s，

72 ℃ 2 min，30 ~ 35 个循环；72 ℃ 10 min；4 ℃保藏。 

PCR 产物进行克隆测序。对测得的基因序列用 DNAMAN 软件进行碱基序列比对和限制性酶切

位点分析，确定尿嘧啶营养缺陷型菌株是否产生基因突变以及突变是否导致限制性酶切位点的变化。

将出发野生型菌株与酶切位点发生变化的突变菌株的 PCR 产物纯化回收后，利用相应的酶进行酶

切，回收，琼脂糖凝胶电泳，观察突变菌株的基因酶切片段与出发野生型菌株相比是否发生相应的

变化。 

2  结果与分析 

2.1  金针菇单核菌株菌丝体对 5-FOA 的敏感性试验 

培养 7 d 发现，在不含 5-FOA 的 PDA 培养基上，菌株‘DG1-1’的菌落生长半径显著高于菌株

‘DG1-29’，随着 PDA 培养基中 5-FOA 浓度的逐渐增加，两个菌株的菌落生长半径都逐渐变小，

表明菌丝生长受到 5-FOA 的抑制（图 1）；但‘DG1-1’菌落生长半径的下降幅度明显高于‘DG1-29’，

当 5-FOA 为 0.1 g · L-1 时，‘DG1-1’菌株的菌落生长半径显著低于菌株‘DG1-29’，这表明‘DG1-1’

对 5-FOA 有更高的敏感性。 
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在进一步的试验中，选用菌株‘DG1-1’作为紫外诱变的出发菌株，并选用其生长完全受到抑

制的 0.5 g · L-1 的 5-FOA 浓度（图 1）作为筛选浓度。 
 

 
图 1  金针菇供试菌株对 PDA 培养基 5-FOA 的敏感性试验 

* 表示该组菌株间差异显著。 

Fig. 1  The sensitivity test of Flammulina velutipes strains on 5-FOA 

Asterisks show the colony growth radius respectively significant difference between two strains. 
 

2.2  金针菇‘DG1-1’菌株原生质体紫外致死试验 

‘DG1-1’菌株原生质体细胞在再生平板培养基（OPDA）上的再生率（萌发菌落数/涂布细胞

个数）为 2.89%。随着紫外照射时间的逐渐增加，原生质体的萌发量逐渐降低，紫外照射 25 s 时原

生质体相对萌发率为 0（图 2）。根据原生质体紫外照射相对萌发率曲线，计算出原生质体相对萌发

率为 50%的半致死紫外照射时间为 11.38 s。基于此，选择 12 s 作为紫外光诱变原生质体的照射时间。 
 

 

图 2  金针菇‘DG1-1’菌株原生质体在紫外照射下的相对萌发率 

Fig. 2  Relative germination rate of the protoplast of Flammulina velutipes‘DG1-1’strain under treatment with UV irradiation 
 

2.3  金针菇尿嘧啶营养缺陷型菌株的筛选和验证 

金针菇‘DG1-1’菌株原生质体在再生培养基（OPDA）、添加尿嘧啶（0.05 mmol · L-1）的再生

培养基（OPDU）正常再生，菌落大量出现，两者并无明显差异，在添加尿嘧啶（0.05 mmol · L-1）

和 5-FOA（0.5 g · L-1）的再生筛选培养基（OPDUF）上原生质体再生受到明显抑制，仅有极少量菌

落出现。大量的‘DG1-1’原生质体紫外照射后，在 OPDUF 培养基上鉴别再生培养，共获得的诱

变菌株 102 株。经过两次筛选平板培养基筛选及 5 次传代稳定试验，在排除假阳性和易回复突变菌

株后，最终共获得 3 株尿嘧啶营养缺陷型突变菌株‘NG1-65’、‘NG1-92’和‘NG1-95’。观察突变
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菌株与菌株‘DG1-1’在不同培养基上的菌落大小（图 3）：‘NG1-65’、‘NG1-92’和‘NG1-95’在

MM 培养基上生长受到抑制，在 MMU、MMUF 培养基上能够正常生长；而‘DG1-1’在 MM、MMU

培养基上能够正常生长，在 MMUF 培养基上生长受到抑制。 
 

 
图 3  金针菇野生型‘DG1-1’菌株及其突变株‘NG1-65’、‘NG1-92’和‘NG1-95’在 MM、MMU 和 MMUF 培养基上的生长情况 

Fig. 3  The growth of auxotrophic strains ‘NG1-65’，‘NG1-92’，‘NG1-95’and wild type strain‘DG1-1’ 

of Flammulina velutipes on MM，MMU and MMUF medium 

 

如图 4 所示，25 ℃下培养 7 d，‘DG1-1’在 MMUF 培养基上的菌落生长半径为 0，而在 MM、

MMU 培养基上菌落生长半径显著提高；‘NG1-65’、‘NG1-92’和‘NG1-95’在 MM 培养基上菌落

生长半径较小，但在 MMU、MMUF 培养基上菌落生长半径显著提高，表明菌株‘NG1-65’、‘NG1-92’

和‘NG1-95’对 5-FOA 具有抗性，而菌株‘DG1-1’对 5-FOA 不具有抗性。 
 

 
图 4  金针菇野生型‘DG1-1’菌株及其突变株‘NG1-65’、‘NG1-92’和‘NG1-95’在 MM、MMU 和 MMUF  

培养基上的菌落生长半径 

Fig. 4  The colony growth radius of auxotrophic strains ‘NG1-65’，‘NG1-92’，‘NG1-95’and wild type strain‘DG1-1’ 

of Flammulina velutipes on MM，MMU and MMUF medium 
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图 6  金针菇野生型‘DG1-1’和突变株‘NG1-92’ 

pyrG 基因 XhoⅠ酶酶切 

Fig. 6  Electrophoresis images of pyrG gene in‘NG1-92’ 

and‘DG1-1’cut by XhoⅠ 

2.4  金针菇尿嘧啶营养缺陷型菌株的分子鉴定 

对‘DG1-1’菌株及其 3 株尿嘧啶营养缺陷型变异菌株（‘NG1-65’、‘NG1-92’和‘NG1-95’）

的尿嘧啶合成代谢路径中的 pyrF 和 pyrG 基因进行测序分析后发现：‘NG1-65’菌株的 pyrF 基因第

39 位和 40 位碱基之间插入了 T，这可能导致 pyrF 编码的乳清酸磷酸核糖转移酶氨基酸序列第 13

位氨基酸后的编码混乱，pyrG 基因未发生突变；‘NG1-92’菌株的 pyrG 基因第 236 碱基 T 突变为

C，这可能导致 pyrG 编码的乳清苷–5′–磷酸脱羧酶氨基酸序列第 63 位氨基酸 L 突变为 P

（CTC→CCC），pyrF 基因未发生突变；‘NG1-95’菌株的 pyrF 基因第 104 位碱基 C 突变为 T，这

可能导致 pyrF 编码的乳清酸磷酸核糖转移酶氨基酸序列第 35 位氨基酸 S 突变为 L（TCA→TTA），

pyrG 基因未发生突变。 

对‘DG1-1’菌株及其 3 株尿嘧啶营养缺陷型菌株发生突变的 pyrF 和 pyrG 基因用 DNAMAN

软件进行限制性酶切位点对比分析发现，菌株‘NG1-92’pyrG 基因第 236 位碱基突变引起 XhoⅠ酶

（识别序列：5′C^TCGAG 3′）在 235 位碱基之后的限制性酶切位点丢失，导致相邻两个酶切片段合

为一段，长度增加 48 bp，由 177 bp 变为 225 bp（图 5）。 

 

 

图 5  金针菇野生型‘DG1-1’和突变株‘NG1-92’pyrG 基因的 XhoⅠ酶限制性酶切位点 

Fig. 5  Restriction sites map of pyrG gene in‘NG1-92’and‘DG1-1’cut by XhoⅠ 
 

 

对菌株‘DG1-1’和‘NG1-92’pyrG 基因

的 PCR 产物纯化回收后，利用 XhoⅠ酶酶切，

将回收后的产物进行琼脂糖凝胶电泳，结果（图

6）表明，菌株‘NG1-92’的 pyrG 基因相邻两

个 XhoⅠ酶的酶切片段合并为一段，根据片段

的大小推测为基因序列第 235 位碱基之后的

XhoⅠ酶限制性酶切位点丢失。 

3  讨论 

通过试验确定了筛选金针菇尿嘧啶营养缺陷型菌株的合适条件，筛选再生培养基中 5-FOA 的浓

度为 0.5 g · L-1，诱变条件为功率 10 W 的紫外光，辐照距离为 15 cm，照射时间为 12 s。通过两次表

型筛选后获得的 3 株金针菇尿嘧啶营养缺陷型菌株，经连续传代培养 5 次以上，未出现回复突变现

象。分子验证表明，这些突变菌株尿嘧啶合成途径中的关键基因 pyrF 或 pyrG 发生了插入突变或点

突变，这些突变可能引起了相应氨基酸序列发生变化，从而导致尿嘧啶合成能力丧失。 

安莉颖等（2014）通过常温常压等离子体（ARTP）诱变和 5-FOA 筛选获得 1 株里氏木霉
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（Trichoderma reesei）RutC30 pyrG 基因发生突变的尿嘧啶营养缺陷型菌株；王宇光等（2010）通过

紫外诱变获得 18 株海洋红酵母（Rhodotorula benthica）S8 的尿嘧啶营养缺陷型菌株，并且有 16 株

能够稳定遗传；食用菌中目前只有王连会等（2014）利用紫外线诱变和 5-FOA 筛选获得了 18 株香

菇（Lentinula edodes）L26 的尿嘧啶缺陷型，其中 8 株发生了尿嘧啶合成途径中的关键基因突变。

本研究中金针菇尿嘧啶营养缺陷型菌株同样可以通过紫外光诱变获得，但是最终获得的稳定突变菌

株数较少，这与其他菌株的尿嘧啶营养缺陷型菌株的诱变筛选试验结果相似，导致这种情况的原因

可能是：食用菌原生质体再生率较低，需要大量制备原生质体，以提高原生质体再生菌株的基数；

存在假阳性和基因突变回复现象，虽然诱变试验获得大量诱变菌株，但是在稳定性检测中，很多诱

变菌株都恢复为野生型，其原因值得进一步研究。 

金针菇尿嘧啶营养缺陷型菌株的获得为今后开展遗传转化研究、菌株来源鉴别和真实性鉴定都

提供了有效的表型标记和分子标记。 
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