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摘要：【目的】利用 60Co-γ 射线诱变平菇原生质体创制平菇新种质。【方法】通过 3 个剂量的 60Co-γ 射

线辐照处理平菇原生质体悬浮液，统计不同剂量的致死率，利用拮抗试验、SSR 分子标记筛选突变菌株，

通过出菇试验筛选优良的平菇新菌株。【结果】平菇原生质体在 0.9 KGy 的诱变处理下致死率为 0%，在

1.2 KGy 的诱变处理下菌株致死率 63.33%，在 1.5 KGy 的诱变处理下菌株致死率为 76.67%。经拮抗试

验和 SSR 分子标记筛选，获得了 8 株突变菌株，出菇试验结果表明 7 个突变菌株产量和生物学效率均

有不同程度的降低，菌盖颜色也略有变化，其中突变菌株 1.5-P4 的产量较对照降低了 41.92%；而突变

菌株 1.2-P1 为高产菌株，其产量达 437.95±12.22 g/袋，较对照菌株提高了 9.76%，生物学效率较 CK 提

高了 10.38%。【结论】利用 60Co-γ 射线诱变育种技术得到了 1 个性状较为优良的平菇新菌株，这为其他

食药用菌诱变育种研究提供了参考。 
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平菇，学名 Pleurotus ostreatus (Fr.) Kummer，

亦称糙皮侧耳，是世界主要的食用菌栽培品种，

并可利用多种农业废弃物进行栽培[1–2]。平菇味道

鲜美，其含有丰富的多糖、维生素、蛋白质和矿

物质，具有改善人体新陈代谢、增强体质、调节

神经功能等作用，对肝炎、胃肠疾病、软骨病、

高血压、夜盲症等皆有疗效，可以降低血胆固醇

和防治尿道结石，对妇女更年期综合症也具一定

的调节作用[3–5]。 

优良食用菌品种是食用菌产业健康和快速发

展的关键。食用菌育种方法主要包括野生菌株的

驯化、杂交育种和诱变育种。前两个方法都属于

常规方法，选育周期较长、操作较为繁琐，而诱

变育种则可以创造出一些新性状，且选育周期较

短，可以选育出性状优良的食用菌品种。诱变育

种方法根据使用诱变剂的种类可分为物理诱变和
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化学诱变。物理诱变使用的诱变剂主要包括紫外

线[6–7]、钴 60 (60Co-γ 射线)[8–9]、宇宙射线等[10]。 
60Co 是金属钴的一种放射性同位素，是强 γ

射线源，当 γ 射线辐射受体生物后导致 DNA 结构

发生改变，进而导致受体生物发生突变。60Co 辐

射诱变可以获得较高的突变率和较宽的突变谱，

同时还有利于筛选新的突变型。目前，医药行业

中所需的抗生素高产菌株基本上都是通过 60Co 诱

变得到的[11–12]。最初，60Co 只是应用在食药用菌

的保鲜储藏方面[13]，也有用于提高子实体中维生

素 D 含量的研究[14–15]。Zhu 等利用 60Co 诱变选育

出 16 株可以耐受低温的草菇突变株[9]。李前红等

利用不同剂量的 60Co 辐照双孢蘑菇孢子，筛选得

到 12 株优良突变株，选育出 4 株高产菌株[16]。 

诱变后的菌株需要进行进一步的鉴定才可

进行下一步的研究和利用。研究人员往往利用食

药用菌的菌丝拮抗试验 [17]、同工酶分析 [18]、分

子 标 记 技 术 [AFLP (amplified fragment length 

polymorphism)、SSR (simple sequence repeat)等]

来验证诱变材料是否已经发生突变[19]。但是拮抗

试验和同工酶分析都各自有一些缺点，受影响的

因素很多，其中，不同品种的食用菌的拮抗反应

不一，且亲缘关系较近的菌株难以通过拮抗试验

来区分。同工酶分析受环境干扰较大，结果不稳

定。而 SSR 分子标记技术已经广泛应用于动植物

种质资源鉴定中。 

本文通过 60Co-γ 射线诱变平菇原生质体悬浮

液，通过拮抗反应进行初步筛选，再利用 SSR 分

子标记技术鉴定突变菌株，并构建突变菌株的分

子身份证[20–21]，通过出菇试验确定其农艺性状和

生长特性。目前，尚未见到有关平菇 60Co 诱变育

种的任何报道，因此本文对于食用菌诱变育种研

究具有重要意义。 

1  材料和方法 

1.1  供试菌株 

平菇菌株：灰美 2 号，为吉林农业大学食药

用菌教育部工程研究中心保藏菌株。 

1.2  诱变处理  

挑取活化后平菇菌丝体放入 30 mL MYG 液

体培养基(maltose yeast glucose liquid medium，自

配)中，置于 25 °C、140 r/min 的振荡培养箱中培

养，菌丝体经溶壁酶酶解后，用 0.6 mol/L 的甘露

醇稀释到 1×106 个/mL，将制备好的平菇原生质体

悬浮液置于 60Co-γ射线放射源下，辐射条件为 0.9、

1.2、1.5 KGy，剂量率为 10 Gy/min。 

1.3  突变菌株的初步筛选 
60Co-γ 射线辐照结束后，将处理过的原生质

体悬浮液涂布于含有 0.6 mol/L 的甘露醇的 MYG

再生培养基中，扩置于 25 °C 的培养箱中培养。5 d

后取出进行观察并统计致死率，致死率(%)=诱变

处理后再生的单菌落数 /未处理再生的菌落数× 

100%。 

挑取再生的平菇单菌落于 PDA (potato dextrose 

agar)试管中，并进行编号，称为第 1 代诱变菌株；

待第 1 代诱变菌株长满斜面后，再挑取菌丝尖端

到 1 个新的 PDA 试管中，以此循环，共转接 5 代，

找出性状相对稳定的菌株，再将诱变菌株利用

DAPI 进行核染色，通过荧光显微镜观察细胞核数

量，并利用显微镜观查诱变菌株的菌丝是否具有

锁状联合，筛选出双核菌株作为后续试验材料。

将筛选到的诱变处理双核菌株与出发菌株(CK)分

别接种在平板中，测量菌丝生长速度，观察和记

录菌株的生长情况。 

再分别将诱变菌株和 CK 置于同一 PDA 平板
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上，25 °C 避光培养 6 d，观察和记录两接种块交

界处的拮抗现象，初步筛选发生突变的平菇菌株。 

1.4  利用 SSR 分子标记筛选突变菌株 

根据本实验室针对平菇的转录组数据，筛选

出的 9 对特异性平菇 SSR 引物对突变菌株的多态

性进行检测，分别构建诱变菌株的分子身份证，

用以检测诱变菌株的突变情况。平菇 SSR 引物具

体信息见表 1，引物交由北京鼎国生物技术公司

合成。 

(1) 采用 SSR 法进行诱变菌株的筛选：以普

通平菇(CK)和诱变菌株的基因组 DNA 为模板进

行 PCR 扩增：在 20 μL 反应体系中分别加入 10×PCR 

buffer (Mg2+) 2 μL，2 mmol/L dNTPs 0.2 μL，5 U Taq 

DNA polymerase 0.2 μL，正向引物 0.5 μL，反向

引物 0.5 μL，50 ng/μL DNA 模板 2 μL。使用

BioRad PCR 仪进行 DNA 扩增，具体步骤为：94 °C 

5 min；94 °C 30 s，58 °C 50 s，72 °C 50 s，32 个

循环；72 °C 10 min。 

(2) 将步骤(1)制得的 PCR 产物稀释 5 倍后，

通过 LabChip GX Touch 生物大分子分析仪进行

检测，并对电泳产物条带进行分析，通过特异性

条带进行聚类分析，并构建不同菌株的分子身份

证以鉴别不同的诱变菌株。根据带型转换成 0–9

数值(在同一引物所扩增出的条带，带型一致的均

为 1，出现的第二种类型条带为 2，第三种类型为

3，以此类推，第十种类型为 0)，以此数字构建菌

株的分子身份证。 

利用 9 对 SSR 引物电泳后得到的多态性条带

转换成 0–1 数值(有条带记为 1，无条带记为 0)，

将得到的 0–1 数值表录入 Excel 表中，利用生物统

计软件 NTsys 2.10 将之前统计的数值进行 0–1 型

变量聚类分析，得到平菇突变菌株的 UPGMA 聚

类图。 

1.5  对筛选到的突变菌株进行出菇试验 

栽培料参照普通平菇的栽培配方：杂木屑

78%，麦麸 20%，蔗糖 1%，碳酸钙 1%，料水比

1.0:1.8，每袋湿料 1.0 kg，121 °C 灭菌 85 min，

冷却室温备用。置于智能化出菇房进行出菇管

理，记录菌丝满袋时间，原基形成时间，出菇时

间；调查子实体农艺性状，包括菌盖长径、菌盖

短径、菌柄长度和直径、菌盖厚度、菌盖颜色、

产量。 
 

表 1.  平菇 SSR 引物 
Table 1.  The SSR primers of Pleurotus ostreatus 

Primer name Sense-primer Antisense-primer 

13 CTGGAGAATCGTAGCCGC ACAAGCGCTCGGAATACA 

82 CATAGGGACGACAGCGAG ACTGAGCCTTCAGCACCA 

148 CGCGAGACAATTAAACGC ACAGTTCCTGGAGCCCAT 

194 TGTCTATGGGTTACGGCG TGCAAAGCAAATCGGAAC 

212 TGGTAGCAGGTTGTTGGG CCGCTAAGCCACTGTTTG 

239 TGCGTTTGCTCGGTTAAT CGCTACTACGTCGATCCG 

240 TGATTGGTTTGAATGGGC GCACGATGAGGATGCAGT 

243 TATGGAACGGTGCGAAGT GCCGTCAAAAGGGAACTC 

251 AGTGCATATGCCCGACAC CGTCGTAGATGCAGGCTC 
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2  结果和分析 

2.1  诱变剂量的筛选 

根据诱变处理 5 d 后再生的单菌落数量统计 

不同剂量处理的致死率，发现 0.9 KGy 的诱变处

理致死率为 0%，1.2 KGy 的诱变处理下菌株致

死率 63.33%，1.5 KGy 的诱变处理下菌株致死率

为 76.67%。将转接 5 代后鉴定为双核菌株的单

菌落转出培养 7 d 后，发现不同诱变剂量下的菌

株生长态势各不相同，0.9 KGy 的诱变处理菌株

菌丝生长有所抑制，表面呈淡红色，菌落不规整。

1.2 KGy 诱变处理的菌株菌丝生长速度约为出发

菌株的一半，菌落形态不规整，表面淡红色，菌

落稀疏。1.5 KGy 的诱变处理的菌株菌丝生长速

度更慢，菌落形态也不规整，表面也呈淡红色，

菌落稀疏。1.2 KGy 接近于平菇菌株的半致死剂

量，可作为平菇 60Co 诱变育种使用的剂量，具体

结果如表 2。 

2.2  突变菌株的筛选 

将诱变后转板活化后 5 代的菌株与出发菌株

进行拮抗试验，发现 8 个菌株与出发菌株有不同

程度的拮抗现象，分别命名为 1.2-P1、1.2-P2、

1.2-P3、1.2-P4、1.2-P5、1.2-P8、1.5-P2、1.5-P4，

初步确定为诱变得到的突变平菇菌株(表 3)。 

经拮抗试验鉴定出的突变菌株经 SSR 鉴定结

果表明，8 个诱变菌株在 9 对引物的扩增下呈现出

不同的特异条带，表明这些菌株发生了突变，根

据各个引物下的带型分别构建了 9 个菌株(包含

CK)的分子身份证，部分结果见图 1。构建原则如

下，每个菌株的分子身份证由 9 位数字组成，分

别对应上述的 9 对 SSR 引物，不同数字代表引物

扩增出带型在标准扩增图谱中的编号，9 位数字从

左到右的顺序对应的引物顺序依次分别是引物

148、引物 82、引物 240、引物 212、引物 194、

引物 251、引物 13、引物 243、引物 239。以 CK

为例，其分子身份证 ID 为 111111111，表示在上

述引物顺序下第 1 对引物的第 1 种带型，第 2 对

引物的第 1 种带型，第 3 对引物的第 1 种带型，

依此类推。结果表明各个突变菌株在 9 对引物下

构成的分子身份证均不同于出发菌株，利用聚类

分析软件分析后表明，在 0.91 处 8 个突变菌株可 

 
表 2.  不同 60Co 诱变剂量处理后对平菇菌丝生长速率和长势的影响 

Table 2.  The effect on mycelial growth rate and mycelial growth vigor of Pleurotus ostreatus by different 60Co 
mutagensis concentration treating 
Mutation 
dose/KGy 

Bacterium 
shape 

Mycelial 
growth vigor 

Mycelial growth 
rate/(cm/d) 

The number of 
regeneration single 
colonies 

The number of 
dikaryon single 
colonies 

Survival 
rate/% 

Lethality 
rate/% 

0 Round, 
complete 

++++ 1.10±0.15a 30.00±1.00a 22.00±2.00a 100a 0c 

0.9 Round, 
complete 

+++ 0.82±0.06ab 30.00±1.00a 21.00±0.57a 100ab 0c 

1.2 Round, 
incomplete 

++ 0.51±0.02bc 11.00±1.00bc 20.00±1.00a 36.67bc 63.33bc 

1.5 Round, 
incomplete 

++ 0.39±0.02c 7.00±1.00c 23.00±1.00a 23.33c 76.67a 

“+” means the mycelial growth vigor; more “+” means mycelial growth luxuriantly. Different lowercase letters represent significant 
difference at P<0.05. The same below. 
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表 3.  突变菌株与出发菌株的拮抗试验 
Table 3.  The antagonism of mutant strains with CK 

Strain 1.2-P1 1.2-P2 1.2-P3 1.2-P4 1.2-P5 1.2-P8 1.5-P2 1.5-P4 
CK ++ + + + ++ ++ ++ ++ 

“+” means have obviously antagonism; more “+” means have more obviously antagonism. 
 

 
 

图 1.  引物 239 在不同样品间的扩增情况 
Figure 1.  Amplification bands between different genotypes of primer 239. 

 

与 CK 分开，其中 1.2-P2 和 1.5-P2 聚类到一起，

二者分子身份证也一样，表明二者突变位点相同

或者相近，详见表 4 和图 2。 

2.3  突变菌株农艺性状的变化 

出菇试验结果表明，突变菌株 1.2-P1 的产

量较对照菌株提高了 9.76%，生物学效率较 CK

提 高 了 1 0 . 3 8 % ， 其 菌 丝 生 长 速 度 快 于 对 照

2.70%，但生育期延长了 4 d，其菌盖长径、菌 

盖厚度、菌柄直径、菌柄长度均要大于对照。其

他突变菌株的产量都接近或者低于对照菌株，其

中 突 变 菌 株 1.5-P4 的 产 量 较 对 照 降 低 了

41.92%，生物学效率降低了 44.61%，产量下降

的另一个原因是其只出了两潮菇，此外该菌株在

菇蕾期，其菇蕾数量剧增，明显高于对照，但子

实体形成后菌盖明显小于对照。具体结果如表 5、

图 3 和图 4 所示。 
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表 4.  突变菌株的 SSR 分子身份证 
Table 4.  SSR molecular ID of mutant strains 

Strain Primer 251 Primer 13 Primer 243 Primer 239 Primer 194 Primer 212 Primer 240 Primer 82 Primer 148
CK 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1.2-P1 1 1 1 2 1 2 1 1 1 

1.2-P2 1 1 2 1 1 2 2 1 1 

1.2-P3 1 1 1 2 1 2 2 1 2 

1.2-P4 1 1 2 2 1 2 1 1 1 

1.2-P5 1 1 1 3 1 2 2 1 1 

1.2-P8 1 1 2 2 1 2 1 1 1 

1.5-P2 1 1 2 1 1 2 2 1 1 

1.5-P4 2 1 1 2 2 2 1 1 1 

 

 
 

图 2.  突变菌株的聚类分析 
Figure 2.  Cluster analysis for mutation strains. 

 

表 5.  突变菌株的农艺性状 
Table 5.  The agronomic characters of different mutation strains 

Strains 
Growth  
period/d 

Yield/(g/bag) 
Stipe  
diameter/cm 

Stipe  
length/cm 

Fruitbody 
shape 

Biological  
efficiency/%

Pileus  
Diameter/cm 

Pileus  
Thickness/cm

Pileus  
color 

CK 52.00±1.81c 399.02±21.06b 2.80±0.13a 3.30±0.21c Regular 106.41±2.32b 10.50±0.13b 1.40±0.04bcd Gray-black

1.2-P1 56.00±3.27bc 437.95±12.22a 2.30±0.12b 4.20±0.53abc Regular 116.79±3.13a 11.20±1.09b 2.50±0.05a Gray-black

1.2-P2 52.00±0.81c 343.50±8.34d 2.30±0.23b 5.10±0.68a Regular 91.60±1.12d 10.70±1.12b 1.60±0.13b Gray-black

1.2-P3 70.00±1.63a 337.10±2.31d 2.70±0.03a 4.30±0.22ab Irregular 89.90±2.10d 18.80±1.03a 1.60±0.13b Gray 

1.2-P4 53.00±2.16c 266.50±6.35e 1.60±0.05d 2.40±0.13d Regular 71.07±1.63e 7.70±0.73c 1.20±0.09d Dark grey 
black 

1.2-P5 55.00±1.41b 371.92±8.32c 2.20±0.03b 3.60±0.28bc Regular 99.18±1.83c 10.70±0.83b 1.50±0.11bc Gray-black

1.2-P8 59.00±1.63b 264.83±5.23e 2.20±0.03b 4.30±0.63ab Irregular 70.62±1.11e 10.20±0.25b 1.30±0.01cd Dark grey 
black 

1.5-P2 52.00±0.82c 332.55±8.15d 2.30±0.03b 5.00±0.81a Regular 86.01±1.43d 10.60±0.63b 1.52±0.22bc Gray-black

1.5-P4 55.00±2.16bc 231.76±3.23f 2.00±0.03c 4.60±0.61a Regular 61.80±1.01f 7.20±0.43c 1.40±0.20bcd Gray-black
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图 3.  突变菌株的子实体 
Figure 3.  The fruit body of mutation strains. A: CK; B: 1.2-P1; C: 1.2-P2; D: 1.2-P3; E: 1.2-P4; F: 1.2-P5; G: 
1.2-P8; H: 1.5-P2; I: 1.5-P4. 

 

 
 

图 4.  突变菌株 1.5-P4 和 CK 的幼菇 
Figure 4.  The young fruit body of 1.5-P4 and CK. A: CK; B: 1.5-P4. 

 

3  讨论 

刚诱变后的菌株均出现不同程度的损伤情

况，表现为生长速度降低[22]，菌落形态不规则，

并有色素分泌，菌丝呈淡粉色。这一时期的菌株

由于刚刚接受了高剂量的辐射，细胞和细胞内的

遗传物质均受到损伤，遗传物质有可能发生了一

定的突变，受伤的细胞作出了一定的应激反应。

转接出的诱变菌株在培养 7 d 后，部分菌株直接死

亡，表现为菌丝块发黑，没有任何生长迹象。本

试验设置的剂量梯度，还没有探索出试验菌株的

致死和半致死剂量，这需要在后续的试验中增加
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诱变剂量梯度。为了让诱变后的菌株恢复其基本

活性，我们将存活后的菌株分别转接了 5 代，以

期获得性状稳定的突变菌株，使突变菌株的细胞

受损情况得以恢复，可用于菌株生长性状的观察

和后续试验。转接 5 代后的菌株菌落形态逐步趋

于正常[23]，只是生长速度和菌落形态与出发菌株

有差异。 

拮抗现象广泛存在于各种丝状真菌中[24]，不

同的物种或者品种在同一菌板生长时，在菌丝接

触处会出现拮抗现象，由于体细胞不亲和性，表

现为分泌特殊化学物质，菌丝弯曲和排斥，在两

个菌株菌丝交接处产生一定程度的拮抗线[25]。利

用拮抗现象可以作为突变菌株的初步筛选的方法，

并根据拮抗的强弱来鉴定亲缘关系的远近，此方法

已广泛用于丝状真菌亲缘关系的鉴定[26–27]。由于突

变菌株从出发菌株诱变得到，大部分遗传物质可

能没有发生变化，8 个突变菌株与出发菌株的拮抗

现象不明显，但菌落形态与对照有差异。然而不

同的食用菌品种拮抗现象表现不同[28]，个别食用

菌品种在自身菌株进行接种时候，也会表现出一

定的拮抗现象，所以我们不能单独以拮抗试验作

为突变菌株的筛选方法。本文利用本实验室依据

转录组数据筛选好的 9 对平菇特异性 SSR 引物，

用于突变菌株的鉴定和分子身份证的构建，结果

表明所用引物可将 9 个菌株分开。 

结合之前的结果，8 个突变菌株中有 6 个是

1.2 KGy 诱变出的，2 个是 1.5 KGy 剂量下诱变得

到的。可见，1.2 KGy 较为适合作为平菇 60Co 诱

变育种的诱变剂量。 

鉴定出来的突变菌株，只有筛选出具有优良

性状或者特定性状的菌株才能够利用。出菇试验

发现，除了 1.2-P1 的产量高于出发菌株，其余 7

个突变菌株产量均低于对照。可见，物理诱变育

种导致菌株产生不定向的突变，有的菌株能够出

现优良的性状，有的菌株出现较差或者无用的性

状，这就需要我们加大诱变菌株的数量，加大选

择力度，才能从大量诱变菌株筛选出优良的突变

菌株。 

同时，我们发现幼菇数量剧增的突变菌株

1.5-P4，这个菌株可以作为选育优良平菇新品种的

基础材料。当然，产量是品种选择的一个重要育

种目标，但不是唯一的目标，选育生育期短、抗

病性好、品质优良、品相好或者易保存的菌株都

是我们食用菌育种的目标[29]。此外，在以往的研

究中有些突变菌株产生了一些较差的性状，这些

性状可以作为杂交育种的亲本材料，或者利用分

子标记技术定位控制农艺性状的位点[29]，通过杂

交选育一些特定性状的食用菌品种[30]，可为食用

菌产业的发展提供更多的种质资源。 
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Breeding of new Pleurotus ostreatus strain by mutation with  
60Co-γ irradiation 

Bing Song, Xuefei Li, Zeyu Shi, Changtian Li, Yongping Fu*, Yu Li* 
Engineering Research Center of Chinese Ministry of Education for Edible and Medicinal Fungi, College of Agronomy, Jilin 
Agricultural University, Changchun 130118, Jilin Province, China 

Abstract: [Objective] To create new germpla of Pleurotus ostreatus by mutagenic treatments protoplast by 
60Co-γ-rays. [Methods] The protoplasts solution was treated by three different radiation doses of 60Co-γ-rays, we 
analysed the strain lethality rate, and screened the mutant strains by antagonistic reaction and simple sequence 
repeat (SSR) identification. Finally, we screened a new and fine strain of Pleurotus ostreatus. [Results] The strain 
lethality rate was 0% under 0.9 KGy, 63.33% under 1.2 KGy, and 76.67% under 1.5 KGy. After the antagonistic 
reaction and SSR identification, we found 8 mutant strains that were change. The fruiting results showed that the 
yield and biological efficiency of 7 mutant strains were lower than the control, and the cap color had some change. 
Compared with the control the yield of 1.5-P4 decreased 41.92%, but the 1.2-P1 was the high-yield strain with yield 
of 437.95±12.22 g/bag, increased by 9.76% compared with the control. [Conclusion] We screened a new and fine 
strain of Pleurotus ostreatus by mutation breeding with 60Co-γ-rays, and the results provide reference to mutation 
breeding of edible and medicinal fungi. 
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