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草菇基因枪法遗传转化体系的建立
郭丽琼 1, 2　杨飞芸 1　熊　盛 2　林俊芳 1, 23

(1华南农业大学食品学院生物工程系 , 广州 510640; 2中国热带农业科学院热带作物生物技术国家重点实验室 , 海口

571101)

摘　要 : 草菇菌株 V1308对潮霉素、卡那霉素、遗传霉素、膦丝菌素的抗性测验结果表明 , 该菌株对

潮霉素敏感 , 而对其它三者不敏感。进一步测定结果显示 , 潮霉素的最低筛选浓度在 PDSA固体培养基上

为 75μg·mL - 1 , 在 PDSB液体培养基中为 50μg·mL - 1。以含有 35S启动子、gus报告基因、潮霉素抗性

基因的质粒 pCAMB IA1301为表达载体 , 采用基因枪法对草菇菌丝体进行遗传转化。结果表明 , 基因枪的最

佳轰击参数为 : 氦气压力 1 100 Psi, 真空压力 87188 kPa, 靶距离 6 cm, 轰击次数 1次。Southern杂交结果

显示 , gus基因已整合进 V1308基因组中。GUS组织化学检测结果证明 , gus基因在 V1308菌丝体中获得了

表达。草菇出菇试验结果显示 , 转基因草菇和对照都能正常形成子实体 , 子实体组织分离长出的菌丝体经

GUS组织化学检测 , 证明了外源基因 gus能够在转基因草菇的菌丝体中稳定表达。
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Abstract: The resistant test of V olva riella volvacea strain V1308 to hygromycin, kanamycin, G418 and

PPT showed that the strain was sensitive to the former but resistant to the latter 3 reagents. The lowest selec2
tion concentrations of hygromycin for V1308 were 75μg·mL - 1 on PDSA solid medium and 50μg·mL - 1 in

PDSB liquid medium. The exp ression vector pCAMB IA1301, carrying 35S p romoter, hygromycin selectable

gene and gus report gene, was transferred into intact mycelia of V1308 by particle bombardment. The most ef2
fective bombardment parameters were 1 100 Psi of helium p ressure, 87188 kPa of vacuum p ressure and 6 cm

of target2shelf distance. The result of southern blotting indicated that the gus gene was integrated into the

V1308 genome. GUS histochem ical assay confirmed that gus had exp ressed in V1308 mycelia. Cultivation of

V1308 showed that both the transformant and the control were able to form normal fruit2bodies. GUS histo2
chem ical assay indicated that the exogenous gus gene exp ressed stably in the mycelia derived from the fruit2
bodies of transformant.

Key words: V olvariella volvacea; Particle bombardment; Genetic transformation; gus gene

食用菌遗传转化的研究虽然起步较晚 , 但发展迅速。自 1991年 Challen M P等最早报道了利用

PEG法把外源 DNA导入双孢蘑菇受体菌的原生质体内获得转化子以来 , 相继报道了杨树菇 (A grocybe

aegerita)、双孢蘑菇 (A garicus bisporus )、平菇 ( P leurotus ostrea tus)、香菇 (L en tinus edodes )、灰盖

鬼伞 (Coprinus cinereus )、灵芝 (Ganoderm a L ucium ) 等的遗传转化研究结果〔1～3〕。在草菇的遗传转

化研究上只有 1998年 J ia等报道了以 trp3
iar为抗性筛选标记基因 , 以 PEG法建立了草菇遗传转化体
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系〔4〕。本文报道以 35S为启动子 , 潮霉素抗性基因 ( hpt) 为筛选标记基因 , gus为报告基因 , 采用基

因枪法把外源 gus基因转化进草菇的菌丝体中 , 建立了草菇基因枪法遗传转化体系。

1　材料与方法

111　供试菌株、质粒和试剂

草菇菌株 V1308由福建农业大学谢宝贵博士赠送 , 保存在 PDSA培养基斜面上 ; 质粒受体菌

DH5α由本实验室保存 , 表达载体 pCAMB IA1301来自澳大利亚国际农业分子生物学应用中心。该质

粒含有 CaMV 35S启动子、潮霉素抗性基因 ( hpt) 和 gus报告基因。卡那霉素 ( Kam )、遗传霉素

( G418)、潮霉素 ( Hyg)、膦丝菌素 ( PPT)、X2gluc、 PNPG购自北京经科公司 ; 牛血清白蛋白

(BSA ) 购自 Promega公司 ; 考马斯亮蓝购自 Sigma公司 ; 基因枪 Kit购自 B io2Rad公司 ; Prime2It II

Random Primer Labeling Kit购自美国 Stratagene公司。其他化学试剂均为分析纯。

112　抗性标记试剂的筛选

按常规方法配制 PDSA培养基并制成含有卡那霉素等 4种试剂各 5种浓度 (表 1) 的平板。每个

浓度处理 3次重复。之后在超净台上每个平板接入 1块黄豆大小的菌种 , 以不含抗性试剂的 PDSA平

板为对照。接种后置于 28℃的恒温培养箱中培养 , 每隔 12 h观察 1次 , 记录菌丝的生长情况及生长

速度。

113　草菇菌株 V1308对潮霉素的敏感性测验

配制含有 0、45、55、65、75、85μg·mL
- 1潮霉素的 PDSA, 平板接种草菇菌种 , 并置于 28℃的

恒温培养箱中培养 , 观察菌丝的生长情况。配制含有 0、40、45、50、55、60μg·mL - 1潮霉素的

PDSB液体培养基 30 mL于 100 mL的三角瓶中 , 接入黄豆大小的菌种 5块 , 置于 28℃的摇床上培养 ,

摇床转速为 150 r·m in
- 1

, 每天观察并记录。

114　基因枪转化

质粒 pCAMB IA1301转化感受态细胞 DH5α以及质粒的提取与纯化根据文献 〔5〕的方法进行。

微弹 (金粉 ) 的制备按基因枪 Kit说明书进行 , 以不包裹 DNA的微弹为对照。

草菇外植体的准备 : 按常规方法制备 PDSA平板并接种 , 置于 28℃恒温箱里培养 1周。选生长均

匀一致的菌丝切割成约 015 cm的方块 , 平铺于注有薄层 PDSA培养基的培养皿中 , 铺成面积直径约 6

cm大小的圆圈 (约有 113块外植体 )。基因枪轰击参数的设定 : 氦气压力 1 100 Psi; 真空压 87188

kPa; 设不同靶距离和轰击次数 , 共计 4个处理 (表 2) , 每个处理设 2次重复。

115　转化子的筛选、鉴定及遗传稳定性分析

将轰击后的草菇外植体置于 28℃培养箱中培养 2 d后转入含 60μg·mL
- 1潮霉素的 PDSA筛选培

养基上 , 在 28℃下进行初步筛选。一周后 , 切取新生长的菌丝 (约 1 cm
2大小 ) , 转入含 75 g·mL

- 1

潮霉素的 PDSA筛选培养基中继续筛选。一周后选取可生长的菌丝 , 切割成 018 mm厚的薄片转入含

50μg·mL - 1潮霉素的 PDSB液体培养基中 , 于 28℃振荡培养 , 转速为 150 r·m in - 1。能在液体选择

培养基上生长的菌丝块即认为是假定转化子 , 继代培养均采用液体选择培养基。

GUS组织化学分析 : 切取少许假定转化子和非转化子草菇菌丝体于 115 mL的离心管中 , 每管加

入 200μL的固定液 (1%甲醛 , 50 mmol·L
- 1磷酸钠缓冲液 , pH 710, 0105% Triton X2100) , 于 200 r

·m in
- 1摇动固定 ; 30 m in后移去固定液 ; 用 50 mmol·L

- 1磷酸钠缓冲液洗涤 3次 , 每次于 200 r·

m in - 1摇动 10 m in, 用移液器移去用过的缓冲液 ; 每管加入 200μL新鲜配制的 X2gluc溶液 (50 mmol

·L - 1磷酸钠缓冲液 , 1 mmol· L - 1 X2gluc, 011% Triton X2100, 4 mmol·L - 1亚铁氰化钾 , 100μg·

mL - 1氯霉素 ) ; 每个样品分 3管处理 , 分别置于 28℃、32℃和 37℃的温度条件下温育 ; 每隔 48 h制

作载玻片 , 在倒置显微镜 (O lympus IMT22) 下观察并拍照。

Southern B lotting检测 : 选择 GUS染色较明显的 8个草菇转化子进行 Southern B lotting分子杂交检
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测。草菇转化子和对照菌丝的收集和草菇基因组 DNA的提取按文献 〔6, 7〕的方法进行。

gus基因片段的制备 : 先以限制性内切酶 B st EⅡ酶解质粒 pCAMB IA1301, 反应条件根据 B st EⅡ

酶的说明书进行。酶解 2 h后加入 1 /10体积的 3 mol·L
- 1

NaAc (pH 512) , 2倍体积的无水乙醇 , 静

置数分钟 , 离心回收已酶解的质粒 ; 加入 2515μL无菌 ddH2 O, 溶解沉淀。依次加入 Buffer D 310

μL, B glⅡ (10 U·μL
- 1 ) 115μL, 混匀后置于 37℃恒温下酶解 2 h; 以 1%琼脂糖凝胶电泳 , 分离酶

解产物 ; 用凝胶 DNA提取 Kit回收 gus基因片段。

以限制性内切酶 H ind III酶解假定草菇转化子和非转化子的总 DNA ( 15μg) , 以限制性内切酶

S ph I酶解质粒 pCAMB IA1301 (60 pg) 作为阳性对照。配制 018%的 Agrose胶 , 酶解产物全部点样 ,

并以 20 V的电压电泳过夜。DNA从凝胶中转移至尼龙膜的步骤根据文献 〔5〕的方法进行。gus基因

片段探针的标记、膜的预杂交、杂交、洗膜、放射自显影等方法和步骤均根据 Prime2It II Random

Primer Labeling Kit说明书进行。

草菇转化子的遗传稳定性分析 : 按文献 〔8, 9〕的方法进行草菇菌种的制作及框式栽培 , 待产

生子实体后取未开伞的子实体进行组织分离 , 对获得的菌丝体进行 GUS组织化学检测。

2　结果与分析

211　抗性标记试剂

抗性标记试剂的筛选结果见表 1。卡那霉素、遗传霉素、膦丝菌素的各处理浓度对 V1308的菌丝

生长几乎没有影响 , 生长速度接近对照 ; 潮霉素对草菇 V1308的生长速度影响很大 , 在 50μg·

mL
- 1时菌丝的生长极慢 , 100～200μg· mL

- 1时即停止生长 , 故选择潮霉素作为草菇的抗性筛选试

剂。
表 1　草菇菌株 V1308在不同试剂浓度平板上的日平均生长速度

Table 1　The average growth ra te of V1308 on the pla tes w ith d ifferen t concen tra tion of reagen ts

卡那霉素 Kanamycin

浓度
Concentration
(μg·mL - 1 )

生长速度
Growth rate
( cm·d - 1 )

潮霉素 Hygromycin

浓度
Concentration
(μg·mL - 1 )

生长速度
Growth rate
( cm·d - 1 )

遗传霉素 Geneticin

浓度
Concentration
(μg·mL - 1 )

生长速度
Growth rate
( cm·d - 1 )

膦丝菌素 Phosphinothricin

浓度
Concentration
(μg·mL - 1 )

生长速度
Growth rate
( cm·d - 1 )

100 0170 25 0106 10 1132 015 0180
200 0165 50 0101 20 1117 110 0175
300 1100 100 0 30 1102 115 0158
400 0195 150 0 40 0175 210 1105
500 0185 200 0 50 0180 215 0170
对照 Control 0195 对照 Control 0190 对照 Control 1142 对照 Control 1108

212　草菇菌株 V1308对潮霉素的敏感性

V1308在含 75μg·mL
- 1潮霉素的 PDSA平板上菌丝停止生长 (图版 , 1) , 在含 50μg·mL

- 1潮

霉素的 PDSB液体培养基中菌丝停止生长。故确定 V1308在 PDSA平板上和在 PDSB液体培养基中的

最佳筛选浓度分别为 75μg·mL - 1和 50μg·mL - 1。

213　不同轰击参数对草菇相对转化率的影响

　　经基因枪轰击转化的草菇菌丝体 T1、T2、T3

和 T4, 在选择培养基上筛选后获得的假定转化子

总数分别为 15、7、6和 14个 , 平均相对转化率

(转化 子 数 /外 植 体 总 数 ) 分 别 为 6164%、

3101%、2166%和 6120% (表 2 )。方差分析表

明 : 靶距离 6 cm的相对转化率极显著高于 9 cm

和 12 cm的处理 ; 而靶距离 6 cm, 轰击次数 1次

与 2次之间差异不显著。由此可见 , 基因枪转化

表 2　不同处理的相对转化率

Table 2　The rela tive tran sforma tion eff ic ienc ies of

d ifferen t trea tm en ts

处理 Treatment

代号
靶距离 Target2
shelf distance ( cm)

轰击次数 Bomb2
ardment times

相对转化率 Relative
transformation
efficiency( % )

T1 6 1 6164 aA

T4 6 2 6120 aA

T2 9 1 3101 bB

T3 12 1 2166 bB

038
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的最佳参数为靶距离 6 cm、轰击次数 1次 (图版 , 2) , 其相对转化率最高 , 为 6164%。

214　草菇菌株 V1308转化子的鉴定

21411　GUS组织化学分析　草菇转化子的菌丝以 X2gluc为底物进行显色反应 , 在显微镜下可观测到

明显的蓝斑或完全染成蓝色的菌丝段 (图版 , 3) , 这说明了草菇转化子的菌丝里具有 GUS酶的活性 ,

因为只有 GUS酶活性的存在才能将 X2gluc底物水解生成蓝色物质 ; 而非转化子对照没有任何蓝斑出

现 (图版 , 4) , 这说明了草菇不含内源的 gus基因。只有外源的 gus基因整合进草菇的基因组中时 ,

才能表达出 GUS酶的活性。这个结果表明了外源 gus基因已经整合进草菇菌丝的基因组中 , 并且得

到了表达。另外 , 我们发现 X2gluc的显色反应无论是在 28℃、32℃还是在 37℃都可以观测到清晰的

蓝点或蓝色菌丝 , 然而 , 在 32℃时 X2gluc的显色反应要比 28℃、37℃快 , 故认为草菇菌丝的 GUS染

色反应在 32℃的温度下效果最好。

21412　Southern B lotting检测　草菇转化子和对照基因组 DNA的酶切结果和 Southern B lotting检测结

果见图 1。结果表明 : (1) 草菇基因组 DNA酶解充分 , 可以转膜 ; ( 2 ) 8个草菇转化子的样品中

均产生了与 gus探针杂交的信号带 ( 1～8泳道 ) , 非转化子对照没有任何杂交信号 ( 10泳道 ) , 而

阳性对照质粒 pCAMB IA1301产生了与 GUS探针杂交的信号带 (约 312 kb) , 说明这 8个受检样品

中 gus基因确已整合到受试的基因组中 ; ( 3) 每个泳道都有 2～3条 , 最多 5条的杂交信号带 , 说

明利用基因枪法进行草菇转化时 , 较少有单基因转化的情况 , 这和利用基因枪法进行其他植物转

化的结果一致。

图 1　草菇 V1308基因组 D NA的 H ind III酶解结果 ( A) 和 Southern blotting检测结果 ( B)

M. DNA Marker; 1～8. 分别为 T121、T126、T1210、T1211、T223、T325、T427、T429草菇转化子 ;

9. 质粒 pCAMB IA1301; 10. 非转化子对照。

F ig. 1　D igestion of genom ic D NA of straw m ushroom w ith H ind III ( A) and southern blotting detection results ( B)

M. DNA Marker; 1 - 8. Transformant T121, T126, T1210, T1211, T223, T325, T427, T429 respectively; 9. Plasm id

pCAMB IA1301; 10. Non2transformant control.

215　草菇转化子的遗传稳定性

草菇转化子的出菇试验结果表明 , 转化子和对照一样能正常形成子实体。子实体经组织分离后获

得的菌丝体经 GUS显色反应结果表明 : 转化子的菌丝体在显微镜下可以明显看到 GUS酶与底物 X2
gluc水解生成的蓝色物质 (图版 , 5) , 而非转化子对照没有任何蓝斑出现 (图版 , 6)。这充分说明

了外源 gus基因已经稳定地整合进了草菇的基因组中 , 且能在菌丝体中稳定表达。

3　讨论

利用基因枪介导法转化 , 外植体的选择和制备是关键性步骤之一。本研究中 , 曾以液体培养基培

养的小菌球为外植体 , 没有筛选到转化子。这可能是由于小菌球的菌丝过于微细 , 致使基因枪轰击的

有效性差。

本研究所获得的草菇转化子 Southern杂交结果显示 , 8个转化子出现多种杂交带型 , 这说明 gus

基因以不同的拷贝数整合在草菇基因组的不同位点中。这一结果与目前绝大多数转基因植物和转基因

138
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丝状真菌的结果〔10～12〕相一致。据报道 , 在植物转化过程中 , 无论是农杆菌介导还是基因枪转化 , 都

会启动细胞的伤害反应 , 从而激发宿主中的特异性核酸酶和 DNA修复酶等宿主基因组的监视系统 ,

以维持基因组的完整性〔13〕。尤其是基因枪法 , 因为通过裸露 DNA直接转化 , 外源 DNA更易受到宿

主监视系统的干扰 , 形成复杂的转基因重排 , 一般在基因组中会产生 1～20个转基因拷贝〔13〕。本研

究的结果与这相类似 , 在 8个转基因材料中 gus基因的拷贝数均在 2个拷贝以上。

图版说明 : 1. 草菇菌株 V1308对潮霉素的敏感性测定 ( a～f培养基的潮霉素含量分别为 0、45、55、65、75、85μg·mL - 1 )。2.

草菇菌株 V1308转化子在固体选择培养基上的筛选 ( a. 对照 , 培养基不含潮霉素 ; b～f. 培养基潮霉素的含量均为 75μg·mL - 1 ;

b. 微弹不包裹 DNA的轰击对照 ; c. T1, 靶距离为 6 cm, 轰击次数 1次 ; d. T4, 靶距离为 6 cm, 轰击次数 2次 ; e. T2, 靶距离为 9

cm, 轰击次数 1次 ; f. T3, 靶距离为 12 cm, 轰击次数 1次 )。3, 4. 草菇菌丝 GUS活性的组织化学检测 ( 32℃下染色 ; 3. 假定转

化子 T121菌丝的 GUS检测结果 ; 4. 非转化子对照菌丝的 GUS检测结果 )。5, 6. 草菇子实体组织分离长出菌丝的 GUS检测结果 (5.

草菇转化子 T121子实体组织分离长出的菌丝 ; 6. 非转化子对照子实体组织分离长出的菌丝 )。

Explana tion of pla tes: 1. The test of sensitivity of V1308 to the hygromycin ( a - f. The concentration of hygromycin was 0, 45, 55, 65, 75,
85μg·mL - 1 respectively in the PDSA medium). 2. Screening of transformants of V1308 on the solid selective medium ( a. PDSA medium with2
out hygromycin. b - f. Selective medium containing 75μg·mL - 1 hygromycin; b. Control, bombardment without DNA; c. T1, 6 cm of target2
shelf distance, bombardment once; d. T4 , 6 cm of target2shelf distance, bombardment twice; e. T2, 9 cm of target2shelf distance, bombardment
once; f. T3, 12 cm of target2shelf distance, bombardment once) . 3 and 4. GUS histochem ical assay of straw mushroom mycelia ( dying under
32℃; 3. Transformant T121; 4. Non2transformant control) . 5 and 6. GUS histochem ical assay of straw mushroom mycelia derived from fruit2
bodies (5. Transformant T121; 6. Non2transformant control) .
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