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摘 要：采用 H86IJH技术从瑞典的北极云杉卷叶蛾幼虫中扩增出抗冷冻蛋白基因，利用基因枪法遗传转化草菇。
IJH检测和 K’.LM+->杂交结果证明，抗冷冻蛋白基因已整合进草菇基因组。低温胁迫试验结果表明，转基因草菇具
有较强的耐低温能力。转基因草菇生物学特性观测结果显示，大多数草菇转化子的生长速率明显地慢于对照的宿

主菌株，多数转化子的菌丝也明显地比宿主菌丝细弱。转化子筛选结果表明，采用三轮的转化子筛选程序，即第一

轮在固体培养基上筛选、第二轮和第三轮在液体培养基中筛选，有利于获得真实转化子和淘汰假转化子。转基因

草菇一代低温胁迫结果证明，转基因草菇后代仍然具有较强的低温耐受能力，这说明转基因草菇的耐低温性能在

世代之间是稳定的。
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草菇是几种最重要的大规模栽培的食用菌之

一，特别是在热带和南亚热带地区。草菇是典型的

高温型食用菌，它可在 !2Q高温环境中生长良好，
但不耐 #%Q以下的低温。在 !Q低温下，草菇菌丝
会发生自溶而死亡，子实体会发软、液化和腐烂［#］。

草菇的这一特性严重地限制了草菇的生产季节和生

产区域、新鲜草菇的流通和出口、低温冷藏保鲜和草

菇菌种的低温冷冻贮藏。因此，选育耐冷冻的草菇

新菌株就显得非常必要。然而，草菇为同宗结合真

菌，菌丝没有锁状联合，杂种选择缺乏标记［#］，这给

草菇常规育种带来很大困难［$］。基因工程的发展为

解决草菇不耐低温冷藏这个难题提供了可能。

抗冷冻蛋白具有降低水的冰点而不改变水的溶

点的独特性能，在低温生物的生存方面起着重要的

作用［2］。本研究采用 H86IJH技术从瑞典的北极云
杉卷叶蛾幼虫中扩增了抗冷冻蛋白基因，利用基因

枪法遗传转化草菇，获得了耐低温能力较强的转基

因草菇菌株。

! 材料和方法

!"! 草菇菌株和培养基
供试草菇菌株 &2! 是商业化草菇栽培品种之

一，原购自华中农业大学菌种实验中心，本课题组保

存。IRP培养基：去皮马铃薯 $%%F，葡萄糖 $%F，琼
脂 $%F，水定容至 #S。IRKP 培养基：去皮马铃薯
$%%F，葡萄糖 $%F，磷酸二氢钾 2F，硫酸镁 #N"F，维生
素 T# "<F U #%<F，琼脂 $%F，水定容至 #S。IRKT培
养基：去皮马铃薯 $%%F，葡萄糖 $%F，磷酸二氢钾 2F，
硫酸镁 #N"F，维生素 T# "<F U #%<F，水定容至 #S。
R8T培养基：R+:L-’B+ $%F，8-0VL’>+ $F，7W$IX! %N4F，

YFKX! %N"F，维生素 T# %N"F，水定容至 #S。

!"# 抗冷冻蛋白基因及其草菇表达载体
抗冷冻蛋白基因是本课题组采用 H86IJH方法

从瑞典的北极云杉卷叶蛾幼虫中扩增得到的。IJH
引物为 P*I#（"Z68[JP[[PP8J[[JPJ[P[[PP62Z）
和 P*I$（ "Z6[PJ888JP8[[J88PP88P[J62Z），由
XI;HX1公司合成。抗冷冻蛋白基因的草菇表达载
体 VJ8W9$2 详见图 #，抗冷冻蛋白目的基因和潮霉
素抗性筛选标记基因均由 2"K启动子驱动。
!"$ 基因枪法转化草菇
本研究使用的 IRK6#%%%\W+基因枪和微粒子弹

（直径 #N%!<的金粉）均购于 T]X6HPR公司。微粒
子弹的制备按照说明书进行。基因枪轰击参数为：

氦气压力 ##%%I/，真空压力 $4英寸汞柱，靶距离（靶
组织与阻挡网之间的距离）设置为 4C<、3C< 和
#$C<，轰击次数设置为一次或两次。靶组织为在



图 ! 抗冷冻蛋白基因的草菇表达载体 "#$%&’(
!"#$ % !"#$%&’(##% $"#$%)(% &’()&**"+, -&./+) (012345 +6 /7&)89:

7;*/&)&*"* ()+/&", #&,&$

<=>?平板上和在 <=>@液体培养基中于 43A下生
长 BC的草菇菌丝块和菌丝球。轰击时草菇菌丝体
平铺在垫有两层吸足 <=>@培养基的无菌滤纸的培
养皿中间，形成直径 D.8的菌丝圈。以没有包被抗
冷冻蛋白基因的金粉为微粒子弹进行轰击的菌丝体

作为阴性对照。

!)* 转化子的筛选
在 <=>?培养基上和 <=>@培养基中分别进行

草菇菌丝体的潮霉素最小抑制浓度的测定，根据测

定结果进行草菇菌丝体转化子的筛选。基因枪轰击

后的菌丝体在 43A培养箱中进行恢复培养 4C后转
移至含有 DE!#F8G潮霉素的 <=>?固体筛选培养基
上于 43A下进行 % 周的第一轮筛选。第一轮筛选
后生长良好的菌丝体分割成 EH%.8 I EHB.8的小块，
转移至含有 JE!#F8G潮霉素的 <=>@液体筛选培养
基中于 43A下进行为期 5 周的第二轮筛选。第二
轮筛选后生长良好的菌丝球进一步分割成 EH%.8 I
EH%.8的小菌块，转移至含有 JE!#F8G潮霉素的 =1@
液体筛选培养基中于 43A下进行为期三周的第三
轮筛选。5轮筛选后生长良好的草菇菌丝体即为假
定转化子。

!)+ 假定转化子对潮霉素抗性的稳定性测定
经过 5轮筛选后在 <=>?筛选培养基上能够生

长的假定转化子转接到不含潮霉素的 <=>?培养基
上连续继代培养 5代，每代 %EC，然后再转接到含有
DE!#F8G潮霉素的 <=>?固体筛选培养基上培养，观
察假定转化子的生长情况。

!), 转化子的 -#.检测
草菇假定转化子菌丝体和阴性对照菌丝体的基

因组 =K?提取参照文献［J］进行。<0L的反应体系
（BE!G）：CC24M 4NHE!G，%E I <0L @O66&) BHE!G，P#0:4

（BE88+:FG）%HB!G，CK1<*（488+:FG）BHE!G，<)"8&)
?!<%（4HB!8+:FG）JHE!G，<)"8&) ?!<4（4HB!8+:FG）
JHE!G，=P>M %HB!G，*%+ =K? <+:;8&)9*&（5QF!G）
%HE!G，模板 =K? %HE!G。<0L 的反应条件：RJA
B8",；RJA JB*，BBA JE*，N4A %8",，5B个循环；N4A
D8",。阳性对照的 <0L模板 =K?为质粒 (012345。
!)/ 转化子的 01234567杂交分析
草菇各假定转化子和阴性对照取 %B!#基因组

=K?进行 ,’-C"酶切，BE(#质粒 =K?用 >9:#酶切
作为阳性对照。酶切后的 =K?在 EH3S的琼脂糖凝
胶上进行电泳分离。=K? 印迹转膜、洗涤、预杂交
和杂交、洗膜、放射自显影等参照文献［B］进行。探
针标记使用 <)"8&TU/ L9,C+8 <)"8&) G9V&:",# W"/（购自
>/)9/9#&,&公司）及其推荐的方法进行。
!)& 转化子的耐低温能力检测

R个草菇转化子和阴性对照在 <=>?培养基上
于 43A培养箱中生长 BC后切割成 588 I J88的小
菌块，转接于新鲜的 <=>?培养基上，在 JA低温培
养箱中进行耐低温能力的测试。测试的头 5C每隔
%47各转化子和阴性对照分别取出一个培养皿，5C
后每隔 4J7分别取出一个培养皿，转至 43A培养箱
中进行恢复生长，观察菌丝存活与否及生长情况。

!)8 转化子的形态和生长速度观测
把草菇转化子和阴性对照接种在 <=>?培养基

上，置于 43A培养箱中培养。每天观测菌丝的生长
速度及其形态特征。

!)!9 转基因草菇一代耐低温能力测定
把 R个草菇转化子分别命名为 X5J#T%、X5J#T

4、X5J#T5、X5J#TJ、X5J$T%、X5J$T4、X5J$T5、X5J
$TJ和 X5J$TB。这 R个草菇转化子经过栽培，X5J
#T5、X5J#TJ、X5J$T%、X5J$T4和 X5J$TJ 未能正
常形成草菇子实体，因而本研究未能得到这 B个草
菇转化子的后代。X5J#T%、X5J#T4、X5J$T5 和
X5J$TB经过栽培能够正常形成草菇子实体。它们
经过子实体组织分离，所形成的转基因草菇一代菌

丝命名为 X!%T%、X!%T4、X!%T5 和 X!%TJ。这 J 个转
基因草菇一代菌丝的耐低温能力按照上述 %H3相同
的方法进行测定。

’ 结果

’)! 草菇的基因枪法转化和转化子筛选
草菇基因枪法转化结果显示，所有稳定的转化

子都来自于在 <=>?固体平板上生长的小菌块为靶
组织进行的转化，而以在 <=>@液体培养基中生长
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的小菌球为靶组织进行的转化没有筛选到稳定转化

子。这似乎说明草菇基因枪转化的靶组织应以来自

于固体平板上的小菌块为好。靶距离为 !"# 的转
化效率明显地高于靶距离为 $"#和 %&"#的转化效
率。基因枪轰击一次与轰击两次的转化效率没有明

显差异。

转化子筛选结果表明，草菇对潮霉素是敏感的，

潮霉素对草菇菌丝的最小抑制浓度分别是 !’!()#*
的 +,-.固体培养基和 /’!()#*的 +,-0 液体培养
基。转化子筛选结果也揭示，采用 1轮的转化子筛
选程序，即第一轮在固体培养基上筛选、第二轮和第

三轮在液体培养基中筛选，有利于获得真实转化子

和淘汰假转化子。如果转化子筛选都在固体培养基

上进行，由于固体培养基容易形成较多的气生菌丝，

因而这种筛选程序容易产生假转化子。而如果转化

子筛选都在液体培养基中进行，则转化效率太低。

表 ! 不同转化子和对照在 "#低温胁迫下的存活天数
23456 % -789:935 ;3<= >? ;:??686@A A83@=?>8#3@A= 3@; @>@BA83@=?>8#6; ">@A8>5 3A /C

283@=?>8#3@A D1/BEF D1/"B% D1/"B& D1/"B1 D1/"B/ D1/#B% D1/#B& D1/#B1 D1/#B/ D1/#BG

-789:935 A:#6
3A /C); & $ %1 %! %! %G %1 %% %! %!

$%$ 转化子对潮霉素抗性的稳定性
研究获得的假定转化子在不含潮霉素的 +,-.

培养基上连续继代培养 1 代后，在含有 !’!()#*潮
霉素的 +,-.筛选培养基上仍能生长良好。这说明
转化子对潮霉素的抗性在无性世代之间是稳定的。

$%& 假定转化子的抗冷冻蛋白基因的分子验证和
分析

+EH扩增结果表明，$ 个转化子的基因组中都
有抗冷冻蛋白基因存在（图 &）。结果证实，->7AI68@
杂交抗冷冻蛋白基因已整合进转化子的基因组中

图 $ 假定转化子的 ’()检测
J:(K& +EH ;6A6"A:>@ >? L7A3A:96 A83@=?>8#3@A=

M：,N. 53;;68；%：+EH L8>;7"A ?8># @>@BA83@=?>8#6; I>=A =A83:@；& O !：

+EH L8>;7"A ?8># L7A3A:96 A83@=?>8#3@A D1/#B%，D1/#B&，D1/#B1，

D1/#B/，D1/#BG，86=L6"A:965<；P：+EH L8>;7"A ?8># @6(3A:96 ">@A8>5

Q3A68；R O %%：+EH L8>;7"A ?8># L7A3A:96 A83@=?>8#3@A D1/"B% 3@; D1/

"B&，D1/"B1，D1/"B/ 86=L6"A:965<；%&：+EH L8>;7"A ?8># L53=#:;

LE2SR&1T

（图 1）。杂交带型显示，抗冷冻蛋白基因是以多拷
贝的方式整合在草菇基因组的不同染色体位点上，

而杂交信号较弱说明了抗冷冻蛋白基因是以低拷贝

数整合的［!］。一些杂交带的信号很弱，这可能是这

些杂交带所代表的序列是由抗冷冻蛋白基因的部分

片段与相邻草菇基因组片段组成的边界序列［!］。所

有转化子都出现多条杂交带，这似乎显示抗冷冻蛋

白基因是各自独立插入在转化子基因组中或基因发

生了重排。

图 & 转化子的 *+,-./01杂交分析
J:(K1 ->7AI68@ 45>AA:@( 3@35<=:= >? A83@=?>8#3@A=K

M：,N. 53;;68；% O $：U6@>#:" ,N. ?8># A83@=?>8#3@A D1/#B%，D1/

#B&，D1/#B1，D1/#B/，D1/#BG，3@; D1/"B%，D1/"B&，D1/"B

1 3@; D1/"B/ 86=L6"A:965<；%’：L53=#:; LE2SR&1；EF：U6@>#:" ,N.

?8># @>@BA83@=?>8#6; I>=A =A83:@（@6(3A:96 ">@A8>5）K

$%" 转化子的低温耐受能力
转化子耐低温能力检测结果表明，所有 $个转

化子都在不同程度上比对照表现出较强的低温耐受

能力（表 %）。D1/"B1、D1/"B/、D1/#B/和 D1/#BG
等 /个转化子在 /C低温胁迫 %!;后仍能恢复生长，
而对照在 /C低温胁迫下仅能存活 &;。就是低温耐
受能力较差的转化子 D1/"B%，也能够耐受 $; 的
/C低温胁迫。
$%2 转化子生长速度和形态特征
不同转化子的生长速度不同。方差分析结果表

明，D1/"B&、D1/"B/、D1/#B%、D1/#B1、D1/#B/ 和
D1/#BG 等 ! 个转化子的生长速度明显地慢于对
照，而转化子 D1/"B%、D1/"B1和 D1/#B&的生长速
度与对照相当。

与对照相比，所有 $个转化子的形态都有所变
化。转化子 D1/"B%、D1/"B1和 D1/#B&的菌丝明
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显比对照细，转化子 !"#!$%、!"#!$#、!"#"$& 和
!"#"$"的菌丝比对照细得多而且几乎没有气生菌
丝。转化子 !"#"$#的菌丝比较浓密且颜色较白但
一周后呈淡黄色，!"#"$’的菌丝粗壮浓密，菌落呈
放射状。

!"# 转基因草菇后代耐低温性能的稳定性
转基因草菇一代耐低温能力测定结果表明，转

基因草菇后代仍然保持比较强的低温耐受能力（表

%）。#个转基因草菇一代菌丝在 #(低温胁迫下一
般能够存活 &)* 以上，而对照菌丝只能存活 %+’*。
这说明转基因草菇的耐低温性能在世代之间也是稳

定的。

表 ! 转基因草菇一代菌丝在 $%低温胁迫下的存活天数
,-./0 % 123454-/ *-67 89 :3-;7<0;5= ! > "#$"%&’% ?& @6=0/5- -: #(

A5;0 83 7:3-5; !?&$& !?&$% !?&$" !?&$# !"#$BC

123454-/ :5@0
-: #(D* &) &# && &’ %+’

& 讨论

182:E03;杂交结果显示出多种带型，这说明抗冷
冻蛋白基因是以不同的拷贝数插入在转化子基因组

的不同位点上。这一结果与多数丝状真菌的转化结

果相一致［F G H］，这可能是微同源介导的异常重组和

异位整合的结果［I，&)］。

182:E03;杂交结果中同一样品既有杂交信号微
弱的带又有杂交信号强的带出现，如：!"#!$&，!"#

!$#，!"#"$#，这反映了转基因草菇抗冷冻蛋白基
因整合的复杂性。如结果中所述，微弱信号杂交带

可能代表的是由抗冷冻蛋白基因的末端小片段与相

邻草菇基因组片段组成的边界序列，而强信号杂交

带可能代表的是抗冷冻蛋白基因的完整拷贝［F，&&］。

182:E03;杂交结果中所有 I个转化子样品都出
现了一条大约 %+HJ.的杂交带，这似乎显示草菇基
因组中存在一个外源基因整合的热点（E8:7K8:）。这
在裂殖酵母、拟南芥菜和水稻研究中也观察到了相

似的整合热点的结果［I，&%，&"］。

众多报道普遍认为，在冷冻条件下，抗冷冻蛋白

是通过降低冰点、抑制冰晶形成和生长以及抑制重

新结晶、降低细胞内可冻水的百分比来保护生物免

遭冷冻伤害的。但是，在寒冷条件下、当处于低温胁

迫而温度又在冰点以上的情况下，抗冷冻蛋白保护

生物免遭寒冷伤害的机制目前仍然不明。有些报道

认为，在寒冷条件下，抗冷冻蛋白可能是通过抑制生

物膜的膜相转变、通过阻断离子通道和防止生物膜

离子渗漏而起到保护生物减轻寒冷伤害的［&#，&’］。也

有报道认为，抗冷冻蛋白可能通过结合和固化细胞

内的活性水、增加束缚水含量、减少可冻水比例而起

到保护生物的作用［"］。无论机制怎样，本研究所获

得的所有草菇转化子都表现出比对照具有较强的耐

受低温胁迫的能力，这表明抗冷冻蛋白基因在草菇

抗寒基因工程、保护草菇减轻低温寒冷灾害方面可

以发挥作用。

致谢 华南农业大学食品学院硕士研究生杨飞芸、

刘二鲜参加了本研究的转基因草菇栽培和出菇实

验，特此表示感谢！
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