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摘  要：暗褐脉柄牛肝菌 Phlebopus portentosus 是牛肝菌中首个实现人工驯化栽培的物种，近年来

其产业化栽培技术逐步成熟，规模持续扩大，因此其品种精准鉴定与保护至关重要。本研究对

66株不同产地的暗褐脉柄牛肝菌菌株进行全基因组重测序，构建了包含 306个位点的多核苷酸多态

性(MNP)分子标记数据库，基于单核苷酸多态性 SNP 和 MNP 数据的群体结构与亲缘关系分析显示

供试菌株可划分为 2 个主要群体。继代培养不同代数菌株的数据表明 MNP 标记具有良好的稳定性

和分辨力，能实现菌株间的精准鉴定。通过对同一菌株不同批次的重测序数据分析，建立了克隆

菌株判定标准(血缘同源性 PI_HAT>0.95 且遗传距离 D<0.01)；当遗传相似度(GS)达到 100%时，可

将两样本判定为同一菌株。结合机器学习进一步筛选出对群体分化具有指示意义的关键标记位

点，为品种鉴定和功能基因研究奠定基础。本研究构建了暗褐脉柄牛肝菌分子标记数据库，验证

了其在遗传资源保护与分子育种中的应用潜力，为品种权保护及种质创新提供科技支撑。 
关键词：暗褐脉柄牛肝菌；群体结构；多核苷酸多态性；遗传相似度；菌株鉴定 
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Abstract: Phlebopus portentosus, the first successfully domesticated and cultivated bolete species, has 
undergone rapid industrial expansion in recent years, highlighting the growing need for accurate strain 
identification and germplasm protection. In this study, whole-genome resequencing was performed on 66 
strains of P. portentosus collected from various regions, resulting in the construction of a database of 
multiple nucleotide polymorphism (MNP) markers containing 306 loci. Population structure and kinship 
analyses based on both single nucleotide polymorphisms (SNPs) and MNPs consistently grouped the 
strains into two distinct genetic clusters. The MNP markers exhibited high resolution and stability across 
successive subculturing generations, enabling precise strain discrimination. Clonal identification criteria 
were established using replicate sequencing data of the same strains, with thresholds set at PI_HAT>0.95 
and genetic distance (D)<0.01, while a genetic similarity (GS) value of 100% within the MNP dataset was 
validated as a robust indicator of strain identity. Additionally, machine learning approaches were employed 
to identify key MNP loci indicative of population divergence, offering valuable markers for varietal 
authentication and functional genomics. This work established MNP molecular marker database for P. 
portentosus and validated the potential applications in genetic resource conservation and molecular 
breeding, providing scientific support for variety protection and germplasm innovation. 
Keywords: Phlebopus portentosus; population structure; multiple nucleotide polymorphism; genetic 
similarity; strain identification 

 
我国食用菌产业正加速由资源依赖型向技

术驱动型转型，品种选育与创新已成为推动产业

高质量发展的核心驱动力(鲍大鹏等 2022；戴玉

成 2022；谷莉等 2025)。近年来，随着品种选

育与引种工作的深入推进，品种命名混乱问题日

益突出，“同物异名”“同名异种”等现象频发，

不仅增加了生产管理难度，也制约了种质资源的

有效利用与创新 (孔祥会等  2019；谷莉等 
2025)。准确的品种鉴定有助于栽培者科学管理、

育种者权益保护及科技成果转化，是实施知识

产权保护的前提。自 1999 年起，我国陆续将

15 个食用菌种(属)纳入《植物新品种保护名录》，

逐步建立了较为完善的品种权保护制度(吕志文

等 2024；谷莉等 2025)。但传统鉴定方法如对

峙培养、随机扩增多态性 (random amplified 
polymorphic DNA, RAPD)、间隔重复序列扩增

(inter-simple sequence repeat, ISSR)和同工酶电

泳等，因主观性强、重复性差，已难以满足现代

品种保护对精准性与客观性的要求(Lee et al. 
2017；刘飞等 2025)。 

随着高通量测序技术的发展，基于 DNA 多

态性的分子标记方法因其多样性丰富、稳定性

高，逐渐成为品种鉴定的重要工具 (Goodwin 
et al. 2016；Bayer et al. 2020)。其中，单核苷酸

多态性(single nucleotide polymorphism, SNP)和
插入缺失变异(insertion-deletion, InDel)是目前应

用较多的两类标记(Zou et al. 2014；Li et al. 
2023；Nizamani et al. 2023)。SNP 依赖全基因组
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重测序(whole genome re-sequencing, WGS)技术

筛选标记位点，具有多态性好、分辨率高等特点

(Mammadov et al. 2012；黄杰等 2015；沈秀芬

等 2020)，但是存在数据分析难度大，假阳性率

较高的问题(Eren et al. 2023；Kotlarz et al. 2024；
刘飞等 2025)。InDel 标记变异形式清晰、操作

简便，分布密度高于 SSR 但低于 SNP，已应用

于香菇等食用菌品种的鉴定(Xiang et al. 2016；
Yamaguchi et al. 2023)，然而，其准确性和开发

效率受限于基因组重复序列、结构特征及检测方

法的可靠性(Li 2014；Bennett et al. 2020)。尽管

SNP和 InDel为食用菌品种鉴定提供了新的技术

支撑，但在实际应用中仍面临标准化不足与操作

复杂等挑战，建立科学、高效、可推广的分子标

记体系仍是亟需攻克的关键问题。 
多 核 苷 酸 多 态 性 (multiple nucleotide 

polymorphism, MNP)标记法作为一种整合多位

点 SNP 的高通量分子检测手段，通过在同一

DNA 片段内组合多个 SNP，可在理论上产生多

达 2n 种等位基因型，显著提升多态性和分辨能

力(彭海等  2020；徐云碧等  2020；贾定洪等

2024)。相比 SSR 和 SNP 标记，MNP 在多态性、

检测准确性和重现性方面均具有优势，依托高通

量测序和多重 PCR，克服了凝胶电泳和微阵列

的局限，实现了流程简化、通量提升与成本降低

(Ling et al. 2022；吕志文等 2024)。近年来，该

技术已在水稻、木薯、棉花等作物品种的精准鉴

定中取得良好应用 (彭海等  2020；万人静等 
2023；艾莎等 2024)。在食用菌领域，MNP 标

记同样显著提高了香菇 Lentinula edodes、金针

菇 Flammulina filiformis 和刺芹侧耳 Pleurotus 
eryngii 等品种的鉴定准确性，为遗传多样性分

析和品种保护提供了有力工具(Ling et al. 2022；
魏传正等 2023；吕志文等 2024)。近期，研究

开发了基于核心基因关联多核苷酸多态性(core 
gene-associated MNP, cgMNP)标记的新方法，筛

选出的 84 个 cgMNP 标记不仅在双孢蘑菇

Agaricus bisporus 中实现了高分辨率菌株鉴定，

还在金针菇 F. filiformis、酵母 Saccharomyces 
cerevisiae 等真菌中展现了良好适用性，为菌株水

平的精确区分提供了可靠手段(Liu et al. 2025)。 
暗褐脉柄牛肝菌 Phlebopus portentosus (Berk. 

& Broome) Boedijn 是一种广泛分布于热带和亚

热带地区的珍稀食用菌，作为已实现人工规模化

栽培的牛肝菌类群，其成功驯化打破了传统依赖

野生采集的局限，具有重要的经济和生态意义

(李凡等 2024)。尽管我国已在其资源调查、人

工栽培和组学研究等方面取得初步进展，并利

用 ITS 序列和 SSR 分子标记分析了其遗传多样

性，发现国内菌株存在一定程度的遗传分化(李
凡等 2025)，但由于种质资源分布广泛、生态

多样，现有分子标记在菌株鉴定和群体划分中

的分辨率和效率仍有限，难以满足优良菌株选

育需求(曹旸等 2017；高锋等 2021)。本研究

以不同地理来源的暗褐脉柄牛肝菌菌株为材

料，基于基因组重测序数据构建 MNP 分子标记

位点数据库，并用于该物种的菌株鉴定和群体

研究。 

1 材料与方法 
1.1 菌株及测序数据来源 

本研究所用暗褐脉柄牛肝菌菌株采集自中

国云南、广东及福建等地区，基因组重测序数据

均由本研究完成，具体信息详见表 1。 
1.2 DNA 提取、重测序及数据质量控制 

用于基因组测序的菌株接种于 M1 液体培

养基(马铃薯 200 g/L，葡萄糖 20 g/L，酵母提取

物 2 g/L，硫酸镁 1 g/L，磷酸二氢钾 1 g/L)，28 ℃、

120 r/min 振荡培养 10 d，收集菌丝体，用无菌

去离子水冲洗两次。经滤纸吸干多余水分后，菌

丝体迅速在液氮中速冻，并储存于−80 ℃备用。 
基因组 DNA 的提取参照改良的 CTAB 法

(傅俊生 2007)，使用 Nanodrop 微量分光光度计

和 1.0%琼脂糖凝胶电泳评估 DNA 的浓度和完

整性。样品经质检合格后，委托武汉未来组生物

科技有限公司进行测序，测序平台为 MGI。原

始测序数据使用 fastp (Chen et al. 2018)进行质

控分析，去除接头和低质量序列得到 clean data，
并进行碱基测序准确率(Q30)分析，测序数据

Q30>85%的样品用于后续分析。 
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表 1 暗褐脉柄牛肝菌菌株及测序数据信息 
Table 1 Information of strains and sequencing data of Phlebopus portentosus 
菌株 
Strain 

地点 
Sampling location 

碱基测序准确率 
Q30 

测序数据量 
Total bases/G 

Reads 成功比对映射率 
Reads mapping rate/% 

平均深度 
Mean depth 

1701 景洪市 Jinghong 90.07 4.14 86.19 113.17 
1703 昆明市 Kunming 96.62 7.42 90.10 211.01 
1706 深圳市 Shenzhen 96.72 8.74 91.06 249.52 
1707 广州市 Guangzhou 96.17 4.78 94.11 141.39 
1708 广州市 Guangzhou 92.48 5.99 92.10 174.20 
1709 南宁市 Nanning 96.00 6.80 95.33 204.34 
1711 景洪市 Jinghong 94.08 4.26 93.04 125.75 
1712 个旧市 Gejiu 94.32 6.81 91.15 194.02 
1713 景洪市 Jinghong 92.74 5.08 86.57 135.59 
1714 景洪市 Jinghong 93.71 6.59 89.97 184.72 
1715 景洪市 Jinghong 91.73 4.24 94.30 126.67 
1716 景洪市 Jinghong 94.45 7.68 86.79 208.59 
1717 景洪市 Jinghong 92.44 7.44 86.74 197.10 
1718 景洪市 Jinghong 95.08 5.26 84.82 138.52 
1719 景洪市 Jinghong 94.72 5.14 88.54 143.07 
1720 景洪市 Jinghong 95.20 7.68 92.73 223.28 
1721 景洪市 Jinghong 92.71 4.56 91.49 131.96 
1722 普洱市 Pu’er 93.17 3.08 95.31 93.21 
1723 普洱市 Pu’er 93.72 5.53 88.59 154.66 
1724 普洱市 Pu’er 95.21 9.65 90.79 273.56 
1725 普洱市 Pu’er 94.63 4.99 94.06 146.88 
1726 普洱市 Pu’er 92.89 3.74 88.53 101.55 
1727 普洱市 Pu’er 93.17 4.83 96.13 147.19 
1728 普洱市 Pu’er 94.60 4.39 91.89 127.05 
1729 景洪市 Jinghong 93.61 6.79 93.93 195.63 
1730 普洱市 Pu’er 92.91 4.40 94.26 131.20 
1731 普洱市 Pu’er 94.53 3.80 93.08 111.43 
1732 昆明市 Kunming 93.61 4.52 92.93 130.77 
1733 昆明市 Kunming 93.67 7.14 85.27 184.92 
1735 楚雄市 Chuxiong 94.21 4.26 94.43 126.42 
1736 昆明市 Kunming 95.09 5.71 92.56 165.76 
1737 禄丰市 Lufeng 94.92 4.39 92.32 127.40 
1738 禄丰市 Lufeng 93.54 4.17 93.50 123.09 
1739 曲靖市 Qujing 94.28 4.95 83.60 127.79 
1740 个旧市 Gejiu 95.20 9.08 89.60 251.31 
1741 普洱市 Pu’er 94.91 6.17 91.44 173.70 
1742 文山市 Wenshan 94.93 4.87 91.71 140.91 
1743 香格里拉市 Shangri-La 94.65 6.13 96.59 187.10 
1744 楚雄市 Chuxiong 92.84 5.81 90.36 165.55 
1745 普洱市 Pu’er 95.77 3.87 88.91 107.61 
1746 普洱市 Pu’er 93.59 4.58 93.12 135.21 
1747 普洱市 Pu’er 96.26 5.38 93.56 160.04 
1748 普洱市 Pu’er 93.41 3.97 93.48 117.69 
1749 普洱市 Pu’er 94.59 6.05 92.20 175.19 

(待续) 
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(续表 1) 

菌株 
Strain 

地点 
Sampling location 

碱基测序准确率 
Q30 

测序数据量 
Total bases/G 

Reads 成功比对映射率 
Reads mapping rate/% 

平均深度 
Mean depth 

1750 福州市 Fuzhou 93.63 4.40 92.11 127.53 
1751 景洪市 Jinghong 96.01 5.70 91.45 166.73 
1752 普洱市 Pu’er 94.44 4.88 92.05 141.16 
1753 文山市 Wenshan 92.92 4.02 88.56 111.84 
1763 文山市 Wenshan 96.67 5.76 93.69 170.63 
1764 文山市 Wenshan 94.36 7.51 93.24 219.78 
1765 文山市 Wenshan 94.42 5.28 89.39 148.35 
1766 文山市 Wenshan 96.28 5.23 91.27 149.79 
1767 文山市 Wenshan 95.90 4.85 94.19 143.28 
1768 文山市 Wenshan 96.20 5.72 95.57 172.69 
1769 文山市 Wenshan 96.28 4.82 94.09 143.48 
1770 文山市 Wenshan 96.39 5.68 96.18 170.39 
1771 文山市 Wenshan 96.55 6.03 94.25 179.56 
1772 文山市 Wenshan 96.29 5.60 90.92 160.82 
1773 昆明市 Kunming 96.14 5.20 93.33 148.30 
1774 福州市 Fuzhou 96.33 8.98 91.35 257.78 
1775 福州市 Fuzhou 96.56 4.82 94.30 143.68 
1776 景洪市 Jinghong 96.67 6.22 97.62 188.32 
1777 景洪市 Jinghong 96.60 6.06 93.41 178.78 
1778 福州市 Fuzhou 96.39 4.52 94.48 135.90 
1779 福州市 Fuzhou 94.72 8.89 90.96 252.89 

 
1.3 SNP 变异位点检测 

以菌株 PP78 (通过原生质体单核化技术从

菌株 1701 分离获得的单倍体菌株)的染色体级

别基因组作为参考基因组(PRJNA1269926)，使

用 Bowtie2 v2.5.1 (Langmead & Salzberg 2012)、
Samtools v1.17 (Li et al. 2009)构建参考序列索引，

GATK v4.5.0.0 (McKenna et al. 2010)构建参考序

列字典文件。使用 Bowtie2 v2.5.1 和 Samtools 
v1.17 将测序数据比对至参考基因组生成 bam
文件，并利用 Samtools v1.17 检测测序深度和

比对率。 
使用 Picard 标记 PCR 重复，使用 GATK 

v4.5.0.0 的 AddOrReplaceReadGroups 添加样本

信息，HaplotypeCaller 模块对每个样本每个位点

进行分型，产生 gvcf 文件，所有样本数据经

CombineGVCFs 合并，并通过 GenotypeGVCFs
利用合并后的 gvcf 文件进行变异检测，使用

GATK SelectVariants 筛选出 SNP 数据。使用

VariantFiltration 对 SNP 位点进行过滤：QD<2.0 
||MQ<40.0||FS>60.0||SOR>3.0||MQRankSum< 

–12.5||ReadPosRankSum<–8.0，利用 SelectVariants
提取过滤后的 SNP。使用 BCFtools v1.8 (Danecek 
et al. 2021)对变异位点进行基于深度和质量的

过滤，筛选条件为“FMT/DP<50||FMT/DP>300|| 
FMT/GQ<30”。进一步去除所有样本中基因型均

缺失的位点，最终构建高质量的 SNP 数据集。 
1.4 基于 SNP 的群体结构及亲缘关系分析 

为进行群体结构划分及相关分析，首先使用

VCFtools v0.1.16 (Danecek et al. 2011)过滤缺

失率大于 5%和最小等位基因频率(minor allele 
frequency, MAF)小于 0.01 的 SNP 位点。随后通

过 PLINK v1.90 (Purcell et al. 2007)将 VCF 文件

转为 PLINK 格式，并使用参数 indep-pairwise 50 
10 0.2 进行连锁不平衡(linkage disequilibrium, 
LD)筛选，剔除高连锁不平衡(r2>0.2)的位点，获

得适用于群体结构分析的低 LD 的 SNP 子集。 
使用 PLINK v1.90 对过滤后的 SNP 数据进行

格式转换，使用主成分分析(principal component 
analysis, PCA)，计算前 20 个主成分对群体结构

分析，使用 R v4.2.2 对 PCA 结果进行可视化展



 

Research paper  22 March 2026, 45(3): 250231   Mycosystema  ISSN 1672-6472  CN 11-5180/Q 
 

250231-6 

示；使用 ADMIXTURE v1.3.0 (Alexander & 
Lange 2011)在预设 K 值范围内运行群体遗传结

构推断，每个 K 值重复 50 次以评估模型稳定性，

并基于最小交叉验证误差(CV error)确定最优 K
值，R v4.2.2 进行可视化；使用 VCFtools v0.1.16
将 SNP 数据转化为 PHYLIP 格式，通过 PhyloSuite 
v1.2.3 (Zhang et al. 2020)中集成的 ModelFinder 
v1.6.1 (Kalyaanamoorthy et al. 2017)筛选最佳替

代模型，并基于 RAxML-NG (Kozlov et al. 2019)
使用最大似然法(maximum likelihood, ML)构建

系统发育树，设定 1 000 次 bootstrap 重复以评估

节点支持率，FigTree v1.4.3 进行可视化。 
使用Plink v1.90计算血缘同源性(identity by 

descent, IBD)及遗传距离(genetic distance, D)，以

分析不同菌株间的亲缘关系和遗传差异，从而判

断是否属于同一菌株。 
1.5 MNP 标记库的构建及遗传相似性分析 

使用 TBtools v2.210 (Chen et al. 2020)中的

SSR Miner 识别基因组的 SSR 区域，利用 Python
脚本筛选没有 SSR、没有连续 SNP (连续 3 个及

以上位点含有 SNP)的数据，以 125 bp 为窗口、

平移距离为 20 bp，计算出窗口内多态性信息量

(polymorphism information content, PIC)及区分

度(discrimination power, DP)，筛选“SNP>2，
DP>0.2，PIC>0.5”的窗口，位点之间的间距大

于 50 kb，且每个窗口内包含 2–10 个 SNP 位点，

优先保留高 DP 值的窗口，相同 DP 值下保留 PIC
值更高的窗口，若仍相同，优先 SNP 数更多的

窗口。将满足上述条件的窗口定义为一个 MNP
位点。使用 TBtools v2.210 绘制 MNP 位点染色

体分布图。 
采用 Python 脚本提取各菌株的 MNP 基因

型，将菌株两两比对，统计 MNP 基因型相同的

数量(n)和 MNP 标记总数(N)，计算两菌株间的

遗传相似度 (genetic similarity, GS)，GS=n/N× 
100%。使用 R v4.2.2 对结果进行可视化。 
1.6 测序数据量对 MNP 识别准确率的影响 

以菌株 1738 为测试菌株，委托武汉未来组

生物科技有限公司进行测序，测序平台为 MGI，
测序数据量为 38 G。使用 GATK v4.5.0.0 随机抽

取测序 reads 构建 0.5、0.6、0.7、0.8、0.9、1、
2–15、20、25、35 G 共 23 个处理。将各处理下

识别到的 MNP 位点基因型与 MNP 标记数据库

中菌株 1738 的参考基因型进行逐位比对，统计

各处理下 MNP 识别的准确率(准确识别的 MNP
数/MNP 标记库中 MNP 标记总数)。 
1.7 继代培养菌株 MNP 稳定性 

选取菌株 1738、1741 不同继代次数的菌

株，时间间隔分别为 3 个月(第 3 代)和 9 个月

(第 8 代)，进行 DNA 提取与重测序。所有测序

数据经过严格的质量控制，进行 SNP 变异位点

分析，并与 MNP 标记数据库中相应菌株的 MNP
标记进行比对。通过比较不同继代周期下的

MNP 基因型，评估 MNP 标记的稳定性，并分

析其对基因型变化的潜在影响。 
1.8 MNP 位点注释和功能分类分析 

基于全基因组注释文件(GFF)，利用 BEDTools 
(Quinlan & Hall 2010)将已鉴定的 MNP 位点与

基因结构区域进行比对，判断其是否位于基因间

区或基因区域(包括外显子和内含子)。对于定位

于基因区域的 MNP 位点，提取其对应的蛋白，

进一步使用功能注释数据库 Pfam (Finn et al. 
2014)、InterProScan v5.0 (Jones et al. 2014)和
eggNOG-mapper v2 (Cantalapiedra et al. 2021)进
行功能注释。 
1.9 机器学习构建预测模型 

基于构建的 MNP 标记库，结合群体划分和

MNP 位点对应基因的功能注释，建立集成化机

器学习分析框架。首先将 MNP 原始基因型数据

(如 0|0、0|1、1|1、0|2 等)转化为数值编码(0–9)，
生成特征矩阵。整合群体标签和功能注释类别，

采用随机森林构建监督式学习模型，通过交叉验

证筛选关键功能型 MNP 位点，建立群体划分与

功能分类的预测模型。 

2 结果与分析 
2.1 暗褐脉柄牛肝菌群体结构分析 

本研究对不同产地来源的 66 个暗褐脉柄

牛肝菌菌株进行重测序分析，测序数据 Q30 在

90.07%–96.72% (表 1)，可用于后续分析。以高质
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量的暗褐脉柄牛肝菌基因组(PRJNA1269926)为参

考，66 个菌株的重测序数据共筛选到 2394 282 个

SNP 变异位点，通过过滤及剔除高连锁不平衡位

点后，共得到 20 738 个高质量 SNP 位点。 
基于 SNP 数据采用主成分分析 (PCA)、

ADMIXTURE 以及系统发育树分析对群体结构

进行了全面解析。PCA 结果显示，66 个菌株明

显分为 2 个遗传群体(图 1A)。PC1 解释了主要

的遗传变异(52.26%)，两组样本呈现明显分离，

表明存在显著的群体结构。2 个群体几乎没有重

叠，表明在 SNP 水平差异较大。每组内部样本

分布紧密，反映出较高的群体一致性。部分样本

(如 1701、1703、1708、1770 等)偏离主群体，

可能存在独特的遗传背景或进化路径。基于

ADMIXTURE 的群体结构分析，通过交叉验证

误差(CV error)评估不同 K 值下模型的拟合效

果，结果表明 K=2 时 CV error 最小(图 1B)，即

该模型在此 K 值下拟合最佳。基于 K=2 的

ADMIXTURE 结构图进一步确认 66 个菌株可分

为 2 个群体(图 1C)，这一结果与 SNP 分析构建

的系统发育树分支结构相吻合，显示出相似的群

体划分(图 1D)。整合 3 种分析方法，均证实本

次研究所收集的暗褐脉柄牛肝菌菌株主要分为

2 个类群。 
2.2 暗褐脉柄牛肝菌菌株亲缘关系 

为评估样本之间的亲缘关系及克隆菌株的

存在，首先计算了所有样本对之间的遗传距离

(D=1–DST)与血缘同源性 (identity by descent, 
IBD)即 PI_HAT 值，并构建了对称热图以全面展

示其基因型相似性与聚类结构(图 2A)。聚类结

果显示样本之间的 PI_HAT 值为 0.00–0.99，遗

传距离 D 值为 0.00–0.35，大多数样本之间存在

一定的遗传距离，呈现清晰的群体分化结构，与

群体结构分析结果相一致(图1)。热图中少数样

本对具有较高的 PI_HAT 与较小的 D 值，提示存

在潜在的克隆样本。 
为进一步明确识别同一菌株的判定标准，增

加相同菌株(1738、1741)不同批次的重测序数据

(A1738、A1741)，绘制了 PI_HAT 值与遗传距离

D 值的散点图(图2B)。结果表明，绝大多数样本

对的 PI_HAT 值较低(PI_HAT<0.3)且遗传距离较

大(D>0.15)，符合非克隆、非亲缘个体的预期。

而部分样本对(红色点)集中分布在 PI_HAT>0.95
且遗传距离接近 0 (D<0.01)的位置，菌株 1738、
1741 的不同批次重测序数据同样与这些样本集

中在一起，表明位于该区域的样本对菌株

(1701–1708、1721–1728、1733–1734、1736–1737、
1753–1771–1772)均属于高度一致的克隆菌株，

PI_HAT>0.95，D<0.01 可作为有效区分是否为同

一菌株的标准。 
2.3 暗褐脉柄牛肝菌 MNP 分子标记数据库构建 

选取过滤后的高质量 SNP 位点，进一步筛

选没有 SSR、没有连续 SNP 的数据，共得到

17253个 SNP 位点用于 MNP分子标记数据库的

构建，通过层级筛选，成功筛选出 306 个 MNP
分子标记位点，包含 1 475 个 SNP 位点。所有

MNP 分子标记在基因组上分布较为均匀(图 3A)，
平均每个 MNP 分子标记含有 4.82 个 SNP，MNP
分子标记的 PIC 值分布范围为 0.50–0.74，平均

值为 0.63 (图 3B)，MNP 标记在不同个体间的变

异性较大，能够提供足够的信息用于群体遗传分

析。DP 值分布范围为 0.21–0.96，平均值为 0.76 
(图 3C)，表示这些 MNP 标记具有较好的检测深

度和覆盖度，能够准确反映不同个体之间的遗传

差异。 
2.4 基于 MNP 分子标记数据库的暗褐脉柄牛肝

菌菌株间遗传相似度分析 
基于 MNP 分子标记数据库对 66 个暗褐脉

柄牛肝菌菌株进行遗传相似度分析。结果表明，

该方法可将菌株划分为 2 个群体(图 4)，划分结

果与基于 SNP 的群体结构高度一致。此外，在

亲缘关系分析中判定为克隆菌株的样本 (如
1701–1708、1721–1728、1733–1734、1736–1737、
1753–1771–1772) ， 在 本 分 析 中 相 似 度 均 为

100%，进一步验证了其一致性。除克隆菌株外，

其余样本的相似度分布在 12.5%–52.1%之间，其

中 Group A 各菌株间相似度范围为 19.6%–48.6%，

集中于 25.0%–40.0%；Group B 为 22.5%–52.1%，

集中于 30.0%–45.0%。不同群体间的相似度集中

在 12.5%–32.0%，不同群体之间的相似度明显低

于群体内部。 
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图 1 暗褐脉柄牛肝菌群体结构分析   A：基于主成分分析(PCA)的群体结构分析；B：交叉验证误差评估不同群体数(K
值)下模型拟合效果，红色圈代表最佳拟合；C：基于 K=2 的 ADMIXTURE 群体结构分析；D：基于 SNP 的系统发育分

析，蓝色和红色分别代表不同群体 
Fig. 1 Population structure analysis of Phlebopus portentosus. A: Population structure analysis based on principal component 
analysis (PCA); B: Cross-validation error evaluating model fit across different numbers of populations (K-values); The red circle 
indicates the optimal K-value with the best model fit; C: Population structure analysis based on ADMIXTURE with K=2; D: 
Phylogenetic analysis based on SNPs; Blue and pink representing different populations. 
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图 2 暗褐脉柄牛肝菌亲缘关系与遗传距离分析   A：亲缘关系与遗传距离对称性热图，上三角为样本间遗传距离配对，
下三角为样本间亲缘关系配对；B：亲缘关系与遗传距离配对关系图，红色虚线代表 PI_HAT>0.95，绿色虚线代表 D<0.01，
A1738、A1741 代表同一菌株的不同测序批次 
Fig. 2 Analysis of kinship and genetic distance among Phlebopus portentosus strains. A: Symmetric heatmap of pairwise kinship 
coefficients (Proportion of alleles identical by descent, PI_HAT, lower triangle) and genetic distances (D, upper triangle); B: 
Scatter plot showing the relationship between pairwise kinship coefficients (PI_HAT) and genetic distances. The red dashed line 
represents PI_HAT>0.95, and the green dashed line represents D<0.01. A1738 and A1741 refer to different sequencing batches of 
the clone strain. 
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图 3 暗褐脉柄牛肝菌 MNP 分子标记数据库的构建   A：MNP 分子标记在染色体上的分布；B：MNP 分子标记在 66 个

暗褐脉柄牛肝菌菌株中的多态性信息量；C：MNP 分子标记在 66 个暗褐脉柄牛肝菌菌株中的区分度 
Fig. 3 Construction of the Phlebopus portentosus MNP molecular marker database. A: Distribution of MNP molecular markers on 
the chromosomes; B: Polymorphic information content (PIC) analysis of MNP molecular markers in 66 P. portentosus strains; C: 
Discriminatory power (DP) analysis of MNP molecular markers in 66 P. portentosus strains. 

 
2.5 MNP分子标记数据库的准确性和稳定性验证 

为验证 MNP 分子标记数据库的准确性与稳

定性，本研究从不同维度进行评估。首先，在不

同测序数据量(0.5 G–35 G)下，MNP 识别准确度

随数据量增加而显著提高，在数据量达到 4 G 
(测序深度约为 59.77×)时，准确度达到 100% 
(图 5A)。该结果表明，对于暗褐脉柄牛肝菌样

本，重测序数据量达到 4 G，即可确保 MNP 分

子标记的准确性和稳定性。 
其次，评估了继代培养对 MNP 分子标记稳

定性的影响。选取菌株 1738 和 1741，在第 0 代、

第 3 代和第 8 代进行 3 次独立测序，间隔时间为

0–9 个月。分析结果表明，不同继代次数样本

MNP 识别结果高度一致，未发现基因型变化

(图 5B)，表明 MNP 分子标记在短期继代过程中

具有较好的遗传稳定性，适用于菌株鉴定和长期

遗传监测。 
2.6 MNP 分子标记位点注释和功能分类分析 

对经过验证的 MNP 分子标记数据库中的

306 个位点进行注释与功能分类分析，结果表

明，这些 MNP 位点在基因组中呈现多样化分

布。其中，49% (150 个位点)定位于基因间区，

3% (10 个位点)处于基因区与间区交界的复合

区域；而其余 48% (146 个位点)位于基因区内 
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图 4 基于 MNP 分子标记数据库的菌株间遗传相似度分析 
Fig. 4 Genetic similarity analysis among strains based on the MNP molecular marker database. 

 

 
 

图 5 MNP 分子标记数据库的准确性与稳定性验证   A：测序数据量对 MNP 标记检测的准确度和稳定性的影响；B：继

代培养对 MNP 标记检测的准确度和稳定性的影响 
Fig. 5 Validation of the accuracy and stability of the MNP molecular marker database. A: Impact of sequencing data volume on 
the accuracy and stability of MNP marker detection; B: Impact of successive subculture on the accuracy and stability of MNP 
marker detection. 
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部(图 6A)。在基因区内的位点中，35% (106 个

位点)位于外显子区域，6% (19 个位点)位于内含

子区域，另有 7% (21 个位点)同时分布于外显子 
与内含子上(图 6A)。这些结果表明，MNP 位点

在基因组中分布广泛，既包括对基因表达可能具

有直接影响的编码区，也涵盖了潜在调控区域如

基因间区和基因边界区。这种分布特征提示

MNP 标记在遗传研究、功能基因定位及分子育

种等领域具有广泛的应用潜力。 
对位于基因区域的 MNP 位点进行功能注

释。共有 156 个涉及基因区域的 MNP 位点，其

中 33 个位点(21%)对应的基因功能被标注为假

定蛋白，其余的 MNP 位点所对应的基因功能大

致可分为 5 类：代谢相关酶类、基因表达与信号

转导调控、膜运输与细胞结构、核糖体功能与蛋

白质加工、转座元件与可动遗传因子(图 6B)。 
2.7 融合 MNP 和机器学习的群体划分及功能分

类的预测模型 
基于 MNP 分子标记数据库(包括 306 个 MNP

标记位点)，结合 1 475 个基因型数据和 156 个位

点的功能注释，以及 SNP 与 MNP 位点群体划分

的结果(其中 30%的数据用于训练)，本研究通过

机器学习方法成功构建了暗褐脉柄牛肝菌的群

体划分模型，准确率达到了 100%，且精确率、

召回率和 F1-score 指标均表明其分类性能极高

(图 7A)，验证了 MNP 分子标记在群体分类中的

高效性和可行性。同时，基于模型分析，分别筛

选出了对群体分化具有显著影响的具有功能注

释的 MNP 位点(图7B)及关键 MNP 中的特征

SNP 基因型(图7C)。通过分析与这些特征 SNP 

 

 
 

图 6 MNP 分子标记位点注释与功能分类分析   A：MNP 分子标记位点在基因区域和非基因区域的分布；B：位于基因

区域的 MNP 分子标记位点的功能分类 
Fig. 6 Annotation and functional classification analysis of MNP molecular marker loci. A: Distribution of MNP molecular marker 
loci in gene regions or intergenic regions; B: Functional classification of MNP molecular marker loci located within gene regions. 
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图 7 融合 MNP 和机器学习的群体划分及功能分类的预测模型   A：模型分类效果评估；B：影响群体划分的关键 MNP
位点的功能类型；C：影响群体划分的关键 MNP 中的特征 SNP 基因型；D：基于 10 个 MNP 位点的菌株间遗传相似

度分析 
Fig. 7 Population classification and functional categorization prediction model integrating MNP and machine learning. A: Model 
classification performance evaluation; B: Key MNP loci influencing population classification; C: Key functional SNP types 
influencing population classification; D: Genetic similarity analysis among strains based on 10 MNP loci. 
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基因型对应的 10 个 MNP 位点(包括 MNP8、
MNP61、MNP83、MNP108、MNP127、MNP188、
MNP197、MNP209、MNP222 和 MNP249)，共

计 49 个特征 SNP 基因型的遗传相似度，结果进

一步证实了影响显著的关键 MNP 位点可以有效

地用于暗褐脉柄牛肝菌的群体划分(图 7D)。 

3 讨论 
3.1 MNP 分子标记在菌株精准鉴定中的优势 

MNP 标记通过整合同一基因组区域内多个

紧密 SNP 位点，形成高多态性的复合型标记，

显著提高了分辨率和鉴别效率，已广泛应用于水

稻、棉花等作物鉴定(彭海等 2020；徐云碧等 
2020)，在多种食用菌中也展现出良好实用性(吕
志文等  2024；刘飞等  2025)。相比植物中需

DNA 提取、多重 PCR 和高通量测序验证的复杂

流程，食用菌因基因组小、重复序列少，无需引

物设计或 PCR 扩增，仅通过全基因组重测序即

可直接比对数据库，完成鉴定并实时更新基因

型，显著提高效率和准确性(魏传正等 2023；吕

志文等 2024；王淼等 2025)。 
除香菇仍采用多重 PCR 筛选 501 个位点并

构建数据库外(Ling et al. 2022)，其他食用菌多

通过重测序直接比对数据库完成鉴定(魏传正等 
2023；吕志文等 2024；王淼等 2025)。如金针

菇筛选出 428 个位点，验证了灵敏性和稳定性

(吕志文等 2024)，茯苓 Wolfiporia hoelen、刺芹

侧耳等也取得了类似成果(魏传正等 2023；王淼

等 2025)。本研究构建了包含 306 个位点的暗褐脉

柄牛肝菌 MNP 数据库，平均每个位点含 4.82 个

SNP，PIC 值达 0.63，显著高于传统 SSR 和 ITS
标记，成功区分 66 个菌株，并在不同测序深度

和不同继代条件下保持良好重现性，验证了其在

种质管理和菌株监测中的应用价值。综上所述，

MNP标记凭借高多态性、简便流程和优异重现性，

已成为食用菌精准鉴定的重要工具，有望推动遗

传多样性研究和资源利用的标准化与高效化。 
3.2 食用菌菌株鉴定中遗传相似度阈值的判定

依据 
已有研究对遗传相似度(GS)在植物和食用

菌品种鉴定中的阈值设定提出了较为明确的参

考标准(彭海等 2020；Ling et al. 2022；刘飞等 
2025)。《植物品种鉴定 MNP 标记法》(GB/T 
38551–2020) 规定： GS<96.0% 为不同品种，

96.0%–99.0%为近似品种，GS ≥ 99.0%为极近似

或相同品种。Ling et al. (2022)在香菇研究中进

一步提出，GS>99.5%即可认定为同一品种。在

金针菇、刺芹侧耳、茯苓等中发现部分菌株 GS= 
100%，并直接将此作为同一菌株的判定依据(魏
传正等 2023；吕志文等 2024；王淼等 2025)。
这类判断多基于目标物种长期无性繁殖、基因组

变异率极低的特性，从而推断基因型一致性。 
本研究在此基础上进一步优化了同一菌株

的判定方法。通过人为设置的同一菌株不同批次

重测序数据结合其他菌株数据开展亲缘关系分

析，引入 PI_HAT 值与遗传距离(D 值)的联合判

定标准(Purcell et al. 2007；Chen 2010)，明确了

克隆菌株的界限条件，即成对菌株 PI_HAT>0.95
且 D<0.01。随后将该判定结果与 MNP 数据库分

析结果对应，确认 GS=100%可作为暗褐脉柄牛

肝菌同一菌株的判断标准。 
需要指出的是，GS=100%作为判定标准是

建立在当前有限菌株资源基础上的经验结果。根

据本研究 66 个菌株的遗传相似度数据，所有不

同菌株间的 GS 值均低于 60%，尚未观察到高度

相似但非同源的菌株情况。然而，随着资源的进

一步拓展，未来仍可能出现 GS 极高但未达

100%，但为同一菌株的情况发生，须避免盲目

以 GS=100%作为唯一标准。 
此外，品种鉴别不仅取决于基因序列，还受

到表观遗传、转录调控等因素影响。因此，在

MNP 分析结果存在争议或边界模糊的情况下，

建议辅以农艺性状观察，实现更加全面、精准的

品种或菌株判定。 
3.3 MNP 标记助力群体结构分析和遗传分化研究 

基于分子标记的群体遗传学研究已广泛应

用于真菌遗传多样性与种质资源的评估。暗褐脉

柄牛肝菌的相关研究过去多依赖于 ITS 序列、

RAPD 和 SSR 等传统标记，虽然在揭示地理来

源相关的遗传差异方面取得一定进展，但因分辨

率和重复性不足，难以准确解析菌株间的亲缘关

系(曹旸等 2017；高锋等 2021；李凡等 2025)。
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本研究基于全基因组重测序和高质量 SNP 位

点，结合 PCA、ADMIXTURE 和系统发育树，

明确划分出 2 个主要遗传群体，群体内一致性显

著高于群体间，揭示了清晰的遗传分化格局。 
在此基础上，引入 MNP 标记作为新型分析

工具，对群体结构进行交叉验证。结果表明，

MNP 标记在划分群体、识别克隆样本及揭示群

体间遗传差异方面与 SNP 数据高度一致，能够

准确反映遗传多样性分布特征。 
随着数据量和计算能力的提升，机器学习在

真菌遗传学研究中的应用日益广泛，成为辅助菌

株分类和功能预测的重要手段 (Kõljalg et al. 
2013；Walker & Clardy 2021；Riedling et al. 
2024)。研究人员通过整合泛组学特征，利用机

器学习挖掘多药耐药诊断标志物，提升了耐药真

菌的早期、快速、精准诊断能力(Delavy et al. 
2020；Seyer et al. 2022；Thorn & Xu 2025)。基

于深度学习的模型也用于大型真菌分类，评估其

从图像中识别真菌的性能，为生物多样性研究和

生态保护提供了新见解 (Picek et al. 2022；

Korkmaz et al. 2025)。这些实践推动了分子标记

在真菌育种和知识产权保护中的应用，验证了机

器学习在解析复杂群体结构中的价值。 
本研究基于暗褐脉柄牛肝菌 MNP 数据库和

功能注释信息，结合 SNP 与 MNP 的群体划分结

果，构建了机器学习分类模型，筛选出关键遗传

标记位点。这些代表性 MNP 标记不仅准确识别

群体差异，也为功能基因关联和快速菌株筛选提

供技术支撑。该策略有效缩减所需标记数量，降

低实验和计算成本，同时保持较高分类精度，为

资源受限或需快速决策的应用场景提供了可行

方案，并为构建高效、可推广的真菌群体分类体

系开辟了新思路。 
3.4 MNP 分子标记在菌株改良的应用前景 

本研究构建的 MNP 分子标记数据库显示，

306 个位点中 40.19% (123 个位点)定位于具有明

确功能注释的基因区域，包括代谢调控、信号转

导、膜运输及蛋白质加工等多种核心生物学过

程。这一结果表明，相较于传统 SNP 标记，MNP
标记不仅在多态性方面具备更高的分辨力，还在

功能层面提供了更丰富的参考信息，为解析菌株

间功能差异奠定了基础。 
在食用菌育种实践中，通常倾向于选择遗传

距离较远的亲本菌株进行杂交，以期在后代中产

生更多的基因重组和性状分化，从而培育出具有

优良表型的新种质 (Sonnenberg et al. 2016；
Huang et al. 2024)。然而，若仅依赖遗传距离进

行亲本配对，往往难以兼顾关键功能位点一致

性，可能增加育种目标性状分离和不稳定的风险

(鲍大鹏 2020)。基于本研究构建的 MNP 分子标

记数据库及功能注释结果，通过将功能相似度与

遗传距离相结合，并结合性状关联标记位点，可

实现更精准的亲本筛选策略。该方法有助于在

保持功能位点相对稳定的同时，充分挖掘性状

相关的遗传多样性，从而提高育种效率并增强

预测性。 
本研究提出的策略不仅为暗褐脉柄牛肝菌

等大型真菌新品系的定向改良提供了理论依据，

也为分子标记辅助育种的实践应用奠定了方法

学基础。未来，随着更多 MNP 位点功能注释的

深入以及表型数据的持续积累，结合机器学习模

型和群体结构分析，有望在更大规模上实现高效

的种质创新与性状改良。 
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