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本发明公开了一种金针菇品种的MNP标记鉴

定方法及其应用，通过实测319株金针菇菌株的

数据，确定350个位点的标记用于金针菇品种鉴

定。每个标记位点的测序500次以上，精确到单个

碱基，结果高度精准，准确率达99.98％以上，实

现精准数字化，突破信息化、自动化、智能化、网

络化、区块链等现代种业治理的基础性技术难

题。
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1.一种金针菇品种的MNP标记鉴定方法，其特征在于：采用SEQ  ID  NO：1~700所示的350

对MNP标记引物对各待鉴定金针菇品种进行PCR扩增并测序；当两个待鉴定金针菇品种之间

遗传相似度GS大于或等于92%但小于96%，则判定为待鉴定品种之间为实质性派生品种；当

待鉴定金针菇品种之间遗传相似度GS大于或等于96%，则判定为待鉴定品种之间为同一品

种。

2.根据权利要求1所述的金针菇品种的MNP标记鉴定方法，其特征在于：遗传相似度GS=

n/N×100%，其中，N为采用所述MNP标记引物对两个待鉴定金针菇品种共同扩增出的MNP位

点个数，n为两个待鉴定金针菇品种共同扩增出的MNP位点中基因型完全相同的MNP位点个

数。

3.根据权利要求1或2所述的金针菇品种的MNP标记鉴定方法，其特征在于：所述鉴定方

法由以下步骤组成，

（1）提取待测金针菇品种的DNA；

（2）采用所述的350对MNP标记引物进行PCR扩增；

（3）对PCR扩增产物进行纯化、测序；

（4）对测序结果进行遗传相似度分析。

4.根据权利要求3所述的金针菇品种的MNP标记鉴定方法，其特征在于：当某一待鉴定

金针菇品种中检出MNP标记位点的比例大于或等于95%时，判定该测序数据合格。

5.根据权利要求4所述的金针菇品种的MNP标记鉴定方法，其特征在于：当某一待鉴定

金针菇品种中检出MNP标记位点的比例小于95%时，若两次重复实验检出MNP标记位点的重

现率大于或等于95%时，判定该测序数据合格。

6.根据权利要求1所述的方法在金针菇品种鉴定中的应用。

7.根据权利要求1所述的方法在鉴定待测金针菇品种是否为同一品种中的应用。

8.根据权利要求1所述的方法在鉴定待测金针菇品种是否为同一实质性派生品种中的

应用。
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一种金针菇品种的MNP标记鉴定方法及其应用

技术领域

[0001] 本发明属于生物技术技术领域，具体涉及一种金针菇品种的MNP标记鉴定方法及

其应用。

背景技术

[0002] 金针菇是最早实现工厂化生产的食用菌品种，近年工厂化栽培方式的快速发展使

得其产量实现跳跃式的增长，居食用菌工厂化栽培品种之首。工厂化金针菇成为目前工业

化水平最高、市场竞争最激烈的品种之一。

[0003] 组织(基质)分离是食用菌产业广泛采用的获得菌株的方式，由此在生产上造成大

量″同物异名″(同一菌株不同名称)现象，造成了生产用种的混淆，育种者的权益也难以保

障。

[0004] 实质性派生品种是指由原始品种实质性派生，或者由该原始品种的实质性派生品

种派生出来的品种，与原始品种有明显区别，并且除派生引起的性状差异外，在表达由原始

品种基因型或者基因型组合产生的基本性状与原始品种相同，判别实质性派生品种成为金

针菇种业健康发展的关键点之一。

发明内容

[0005] 本部分的目的在于概述本发明的实施例的一些方面以及简要介绍一些较佳实施

例。

[0006] 作为本发明其中一个方面，本发明提供一种金针菇品种的MNP标记鉴定方法，其

中：采用SEQ  ID  NO：1～700所示的350对MNP标记引物对各待鉴定金针菇品种进行PCR扩增

并测序；当两个待鉴定金针菇品种之间遗传相似度GS大于或等于92％但小于96％，则判定

为待鉴定品种之间疑似为实质性派生品种；当待鉴定金针菇品种之间遗传相似度GS大于或

等于96％，则判定为待鉴定品种之间疑似为同一品种。

[0007] 作为本发明所述的金针菇品种的MNP标记鉴定方法的一种优选方案：遗传相似度

GS＝n/N×100％，其中，N为采用所述MNP标记引物对两个待鉴定金针菇品种共同扩增出的

MNP位点个数，n为两个待鉴定金针菇品种共同扩增出的MNP位点中基因型完全相同的MNP位

点个数。

[0008] 作为本发明所述的金针菇品种的MNP标记鉴定方法的一种优选方案：所述鉴定方

法由以下步骤组成，

[0009] (1)提取待测金针菇品种的DNA；

[0010] (2)采用所述的350对MNP标记引物进行PCR扩增；

[0011] (3)对PCR扩增产物进行纯化、测序；

[0012] (4)对测序结果进行遗传相似度分析。

[0013] 作为本发明所述的金针菇品种的M  N  P标记鉴定方法的一种优选方案：当某一待

鉴定金针菇品种中检出M  N  P标记位点的比例大于或等于95％时，判定该测序数据合格。
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[0014] 作为本发明所述的金针菇品种的M  N  P标记鉴定方法的一种优选方案：当某一待

鉴定金针菇品种中检出M  N  P标记位点的比例小于95％时，若两次重复实验检出M  N  P标记

位点的重现率大于或等于95％时，判定该测序数据合格。

[0015] 本发明还提供所述的方法在金针菇品种鉴定中的应用。

[0016] 本发明还提供所述的方法在鉴定待测金针菇品种是否为同一品种中的应用。

[0017] 本发明还提供所述的方法在鉴定待测金针菇品种是否为同一实质性派生品种中

的应用。

[0018] 本发明的有益效果：本发明针对金针菇品种鉴定的实际需求和难点，选取21株白

色菌株、9株黄色菌株进行重测序，根据多态性高、引物区保守、单拷贝、退火温度一致、分布

均匀等原则，开发了530个位点的MNP标记。通过实测319株金针菇菌株的数据，确定350个位

点的标记用于金针菇品种鉴定。每个标记位点的测序500次以上，精确到单个碱基，结果高

度精准，准确率达99.98％以上，实现精准数字化，突破信息化、自动化、智能化、网络化、区

块链等现代种业治理的基础性技术难题。

附图说明

[0019] 为了更清楚地说明本发明实施例的技术方案，下面将对实施例描述中所需要使用

的附图作简单地介绍，其中：

[0020] 图1为319个样品中金针菇MNP标记的检出率和分布序片段数量图。

[0021] 图2为M  N  P结果聚类图。

[0022] 图350721对金针菇样品间M  N  P标记位点差异分布。

[0023] 图4为样品JZG01和样品JZG02的DNA电泳图。

[0024] 图5为样品JZG01和样品JZG02的高通量测序文库电泳图。

具体实施方式

[0025] 为使本发明的上述目的、特征和优点能够更加明显易懂，下面结合具体实施例对

本发明的具体实施方式做详细的说明。

[0026] 1.金针菇标记位点的开发及筛选

[0027] 为设计M  N  P标记引物，我们从金针菇授权品种与野生菌株库中，选择了9个黄色

品种和21个白色菌株，对每个菌株均进行基因组重测序，测序深度设置为50倍。通过与金针

菇参考基因组进行比对，筛选出SN  P位点。根据扩增区多态性高、引物区保守、扩增区单拷

贝、扩增长度不超过250bp、扩增区包含2个及以上的不连续的S  N  P标记、引物退火温度保

持一致、分布均匀、标记序列和引物序列之间相互不干扰等标记筛选与引物设计原则，共筛

选得到530个MNP标记位点，并设计引物进行实测。通过实测319株金针菇菌株的数据，确定

350个位点的核心标记用于金针菇品种及实质性派生品种的鉴定，引物序列见表1。

[0028] 表1金针菇M  N  P标记引物序列
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[0029]
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[0030]
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[0031]

说　明　书 5/15 页

7

CN 118853928 B

7



[0032]
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[0033]
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[0034]
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[0035]

说　明　书 9/15 页

11

CN 118853928 B

11



[0036]
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[0037]

[0038] 2.金针菇MNP标记验证

[0039] 利用合成的350对金针菇MNP标记引物，对收集的319份金针菇菌株进行了多重扩

增、二代高通量测序与数据分析，每个样品的测序平均覆盖倍数达4791倍。对样品的MNP‑

Seq数据进行分析，所筛选的350个标记都能被检出，其中平均每个样品可以检出326个

(93.27％)MNP标记，检出率达90％以上的样品占比84.3％。图1为319个样品中金针菇MNP标

记的检出率和分布序片段数量图(横坐标为品种)。

[0040] 3.关于质控参数检出率R1与R2的设置

[0041] 本发明中的R1指样品中检出标记位点的比例，规定R1大于或等于95％时，判定测

序数据合格。若R1小于95％时，用样品两次实验检出标记位点的重现率，R2大于或等于95％

时，判定测序数据合格。

[0042] 本发明中的R1指样品中检出标记位点的比例，规定R1大于或等于95％时，判定测

序数据合格，其理由如下：位点检出率对鉴定结论影响见表2。按350个位点中最大缺失率

5％计算，缺失位点数目为17.5个；缺失位点中，差异位点分布服从实验次数为17.5且发生

频率为(1‑真实的遗传相似度)的二项分布；根据二项分布，计算获得在95％的概率保障下，

缺失位点中的差异位点的最小值和最大值分别为1个和6个，观察到的遗传相似度介于

79.25％和80.75％之间；最终推断出遗传相似度的最大偏差为0.75％，表明在R1大于或等

于95％时，检出位点缺失率对鉴定结论的重现性影响不大。

[0043] 表2位点检出率对鉴定结论稳定性影响

[0044]
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[0045]

[0046] 关于质控参数R2的设置：本发明中R2指样品的两次重现性实验中，检出标记位点

的重现率。本发明规定R2大于或等于95％时，判定测序数据合格。位点检出稳定性(R2的值)

对鉴定结论稳定性的影响见表3。当R1值较低时，表明存在大量位点不可检出，假设可检出

位点数量为280个；当R2值为95％时，那么，非共同检出位点数量为14个；根据二项分布，在

95％的概率保障下，非共同检出位点中，差异位点最多为5个，由此观察到的遗传相似度最

大值为80.64％，遗传相似度(GS)偏差为0.98％。由此可见，R2值确保了遗传相似度的稳定

性，保障了检出位点缺失率对鉴定结论重现性影响不大。

[0047] 表3位点检出稳定性对鉴定结论稳定性的影响

[0048]

[0049] 4.MNP标记分型准确性

[0050] 为了检验开发的金针菇MNP标记位点及检测方法的准确性，对5个样品进行了重现

性实验，每份品种的同一份DNA分别构建了2次文库，编号‑11、‑12；2个文库不同时间测序两

次。统计不同批次文库第一次和第二次测序的位点差异数目极小，同一样品的不同文库间

检出相同的MNP标记基因型是可重现的，按照重现性计算公式r＝n/N，n：可重复的基因型对

数，N：比较的基因型总对数。准确率为99.94％。结果说明开发的MNP标记位点以及检测方法

准确性高。

[0051] 表4  MNP标记位点以及检测方法准确性
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[0052]

[0053] 5.MNP标记的多态性

[0054] 一组DNA标记组合的核心功能是品种鉴定，而DNA标记多态性越高，品种区分能力

就越强。我们利用319个金针菇菌株，检测了350个MNP标记的等位基因型数量，结果表明，在

319个金针菇菌株中，MNP标记的等位基因型的平均值为17.05个。

[0055] 6.MNP标记法的品种区分能力

[0056] 对319份金针菇样品进行两两比较，分析样品间MNP标记位点的差异，共得到50721

对比较结果，50721对样品的遗传距离的差异位于0％～100％之间，共有45 ,245(占比

89.20％)对品种间遗传相似系数低于96％，判定为不同品种；共有5,476对品种的遗传相似

系数高于96％，占比为10 .79％，表明MNP标记法具有很强的品种区分能力。图2为编号为

AMPL1690064位点MNP结果聚类图。图3为50721对金针菇样品间MNP标记位点差异分布。

[0057] 7.关于金针菇品种及实质性派生品种的判定阈值

[0058] 本发明将遗传相似度(GS)大于或等于92％的品种判定为″待测品种疑似为对照品

种的实质性派生品种″。

[0059] 本发明将遗传相似度(GS)大于或等于96％的品种判定为″待测品种与对照品种疑

同品种″。

[0060] 实例分析：

[0061] 1.操作程序

[0062] 1.1样品准备

[0063] 送检样品宜为新鲜的菌丝体或子实体，供检菌种与对照菌种在相同条件下培养，

培养量可共做3个平行试验。

[0064] 从金针菇品种群体中抽取的个体数量宜满足NY/T  2594要求。

[0065] 抽取的样本可以混合后检测。

[0066] 1.2DNA提取及质检

[0067] 利用核酸提取试剂提取待测样品DNA。提产物放于‑20℃冰箱，以防DNA降解。用分

光光度计测定并计算样品JZG01和JZG02的DNA溶液在260nm与280nm处的吸光度比值，分别

为1.96和1.97。在260nm与230nm处的吸光度比值分别为1.84和1.76；取4μL  DNA在1％的琼

脂糖凝胶上电泳，检测DNA条带是否完整，结果如图4所示；取1μL  DNA用Qubit荧光定量仪测
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定JZG01和JZG02的DNA浓度，分别为27.6ng/μL和20.8ng/μL。
[0068] 图4为样品JZG01和样品JZG02的DNA电泳图。

[0069] 1.3多重PCR扩增与文库构建

[0070] 1.3.1多重PCR扩增

[0071] 由于JZG01与JZG02的多重PCR扩增与文库构建实验流程完全一样，因此，除特别说

明，下面仅就JZG01的实验流程进行说明。

[0072] 1)配制多重PCR扩增体系。在PCR管中加入4μL表1中的多重PCR引物混合物(每条引

物浓度为0.2μM)、4μL样品JZG01的基因组DNA、10μL  GenoPlexs  3×T  Master  Mi×和12μL
水，振荡混匀。

[0073] 2)多重PCR扩增反应。多重PCR扩增程序：95℃，3min；(95℃，20s，60℃，4min)×15

个循环；72℃，4min。反应结束后，获得多重PCR扩增产物。

[0074] 1.3.2多重PCR扩增产物纯化

[0075] 1)向获得的多重PCR扩增产物中加入12μLGenoPrep  DNA  Clean  Beads，震荡混匀

后，室温静置5min。

[0076] 2)将PCR管置于磁力架上吸附磁珠，直至溶液澄清。

[0077] 3)用移液器吸取上清液至新的1.5mL离心管中，避免吸到磁珠。

[0078] 4)向上清液中加入18μL  GenoPrep  DNA  Clean  Beads，震荡混匀后，室温静置

5min。

[0079] 5)用磁力架吸附磁珠，直至溶液澄清。用移液器小心吸取上清液，弃上清，留磁珠。

[0080] 6)加入40μL  GenoPlexs  BW10  Buffer，悬浮磁珠，室温静置5min。用磁力架吸附磁

珠，直至溶液澄清。用移液器小心吸取上清液，弃上清，留磁珠。

[0081] 7)加入100μL80％乙醇，用移液器小心去除上清液，避免吸到磁珠。

[0082] 8)室温放置，直至乙醇挥发干净，避免过干，获得纯化的多重PC  R扩增产物。

[0083] 1.3.3高通量测序文库构建

[0084] 向获得的纯化的多重PCR扩增产物10μL  GenoPlexs  3×T  Master  Mix、2μL浓度为

5μM的P5  primer、2μL浓度为5μM的P7  barcode  primer和16μL水。将配制好的反应体系震荡

混匀并短暂离心，按如下程序进行PCR反应：95℃，3min；(95℃，15s；58℃，15s；70℃，30s)×

8个循环；72℃，5min。反应结束后，即构建好30μL样品JZG01的高通量测序文库。

[0085] 1.3.4高通量测序文库纯化

[0086] 图5为样品JZG01和样品JZG02的高通量测序文库电泳图。图中，最左边条带为分子

量标准，其由下至上分子量大小分别为100bp，250bp，500bp，750bp，1,000bp和2,000bp。

[0087] 1.4高通量测序

[0088] 对获得的高通量测序文库进行高通量测序。高通量测序的平均覆盖倍数设置为

700倍以上，测序长度不小于300bp。

[0089] 2数据分析

[0090] 2.1测序数据拆分

[0091] 高通量测序仪将测序数据拆分到样品JZG01和样品JZG02(样品JZG01和样品JZG02

为同一品种)。由于采用双末端测序模式，因此，每个样品的每个测序片段均包括正向和反

向测序序列。其中，样品JZG01的正向和反向测序序列存放文件的名称分别为JZG01_
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1 .fq .gz和JZG01_2 .fq .gz；样品JZG02的正向和反向测序序列存放文件的名称分别为

JZG02_1.fq.gz和JZG02_2.fq.gz。

[0092] 2.2测序数据比对

[0093] 金针菇参考基因组Genbank登录号JBDPIE000000000，文件名为LedB17.fna。

[0094] 数据比对软件为Bowtie2(版本号2.1 .0)，需要该软件的索引构建模块bowtie2‑

build和序列比对模块bowtie2。

[0095] 在Linux窗口中输入以下命令行：bowtie2‑build  LedB17.fna  LedB17.fna，构建

金针菇参考基因组索引。

[0096] 在Linu×窗口中输入以下命令行：bowtie2‑q‑p  2‑×Led  B17 .fna‑1JZG01_

1.fq.gz‑2JZG01_2.fq.gz‑S  JZG01.sam，将样品JZG01的测序数据比对到金针菇参考基因

组上。其中，参数″‑q″表示输入文件是fastq格式；参数″‑p  2″表示采用2个线程做比对；参

数″‑×LedB17.fna″指定比对参考基因组序列；参数″‑1JZG01_1.fq.gz‑2JZG01_2.fq.gz″

指定样品JZG01的测序结果文件；参数″‑S  JZG01 .sam”把比对结果输入到JZG01 .sam文件

中。

[0097] 按类似方法，将样品JZG02的测序数据比对到金针菇参考基因组上。

[0098] 依次判定样品JZG01与样品JZG02的Nij＝344个共同检出位点中，每个共同检出位

点的基因型是否有差异。统计样品JZG01与样品JZG02中均检出的但基因型无任何差异的标

记位点的数目nij＝338个，差异位点数为6个。

[0099] 计算样品JZG01与样品JZG02的遗传相似度：

[0100]

[0101] 结果表述：

[0102]

[0103] 应说明的是，以上实施例仅用以说明本发明的技术方案而非限制，尽管参照较佳

实施例对本发明进行了详细说明，本领域的普通技术人员应当理解，可以对本发明的技术

方案进行修改或者等同替换，而不脱离本发明技术方案的精神和范围，其均应涵盖在本发

明的权利要求范围当中。
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图3

图4
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图5
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