
微生物学通报 Feb. 20, 2016, 43(2): 444−455 
Microbiology China http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 
tongbao@im.ac.cn DOI: 10.13344/j.microbiol.china.150335 
 

                           
Foundation item: Modern Agriculture Industry Technical System, Ministry of Agriculture of China (No. CARS-24); 

The Seed Special Program, Shanghai Municipal Agriculture Commission (No. 6-2012); Shanghai 
Scientific and Technological Talents Program (No. 13XD1424700) 

*Corresponding author: Tel: 86-21-62209760; E-mail: s62209760@163.com 
Received: April 20, 2015; Accepted: July 17, 2015; Published online (www.cnki.net): September 14, 2015 
基金项目：现代农业产业技术体系建设专项资金项目(No. CARS-24)；上海市农委种业专项项目(No. 沪农科种字

(2012)第 6 号)；上海市科技人才计划项目(No. 13XD1424700) 
*通讯作者：Tel：86-21-62209760；E-mail：s62209760@163.com 
收稿日期：2015-04-20；接受日期：2015-07-17；优先数字出版日期(www.cnki.net)：2015-09-14 

生物实验室 

利用 SSR 标记鉴定香菇单核体及杂交后代 
巫萍1,2  章炉军2  张丹2  尚晓冬2  谭琦2  宋春艳2* 

(1. 南京农业大学生命科学学院  江苏 南京  210095) 
(2. 上海市农业科学院食用菌研究所 农业部南方食用菌资源利用重点实验室 国家食用菌工程技术研究中心 

国家食用菌加工技术研发分中心 上海市农业遗传育种重点开放实验室  上海  201403) 

 
 

摘  要：【目的】研究简单重复序列(Simple sequence repeat，SSR)分子标记方法用于香菇原生质

体单核体、孢子单核体及其杂交后代的分离和鉴定。【方法】利用基于香菇全基因组序列信息开

发的 SSR 标记，分析由香菇品种“L808”双核菌丝制备的原生质体单核体、孢子单核体及其杂交

后代的 SSR 指纹。【结果】对制备的原生质体单核体的鉴定中，在不经过杂交配对的情况下，鉴

定出“L808”的两种不同极性的原生质体单核体，其分离比例为 191:1，该鉴定结果得到 SSR 标记、

随机扩增多态性 DNA (Random amplified polymorphismic DNA，RAPD)标记及传统方法的验证。

另外，开发的香菇 SSR 标记还能以多位点组合的方式，用于对孢子单核体及其杂交后代的鉴定。

【结论】应用 SSR 标记可加快香菇单核体的制备进程，并提高鉴定单核体及相关杂交菌株的准

确性，促进香菇遗传育种研究。 

关键词：简单重复序列，香菇，原生质体单核体，随机扩增多态性 DNA，孢子单核体，杂交子
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Abstract: [Objective] Simple sequence repeat (SSR) molecule markers were used to separate and 
identify protoplast monokaryons, sporulated monokaryons and their hybrid progenies of two Xianggu 
(Lentinula edodes) strains. [Methods] SSR primers developed from the whole genome sequence of 
Xianggu were used to identify the genotypes of different monokaryons and hybrids, and then to 
separate them according different genotype information. [Results] Employing Lefp-55 SSR markers, 
we obtained both protoplast monokaryons of strain “L808” without matching crossing of monokaryons, 
and we found the segregation ratio of both protoplast monokaryons was high to 191:1. This result was 
confirmed by other SSR markers, random amplified polymorphismic DNA (RAPD) markers and 
tranditional method. In the identification of sporulated monokaryons and their hybrid progenies, 
cooperation of several SSR markers was able to identify numerous hybrids, and it was useful in genetic 
and breeding research. [Conclusion] Protoplast monokaryons separation would be fast and accurate by 
using SSR markers, which also can be used in identification of sporulated monokaryons and their 
hybrid progenies of Xianggu in relevant genetic and breeding research. 

Keywords: Simple sequence repeat, Lentinula edodes, Protoplast monokaryons, Random amplified 
polymorphismic DNA, Spore monokaryons, Identification of hybrids 

在食用菌的遗传和育种研究中，单核体的获取

是一项重要的基础工作，通常用分离单核担孢子和

原生质体单核化的方法分别获得孢子单核体和原

生质体单核体。原生质体单核体不经过有性生殖过

程，直接将双核体亲本的两个核通过物理手段和酶

处理的方式进行分离，更好地保持了亲本的性状，

其作为重要的遗传和育种材料，在食用菌研究中运

用广泛[1-3]。目前食用菌原生质体单核体制备中的筛

选环节，通常都是通过光学显微镜观察锁状联合来

排除双核体菌丝，再通过单核体菌丝间配对杂交，

观察出现锁状联合来确定获得了双核体中的两个

不同极性的原生质体单核体[4]。在整个制备过程中，

配对杂交和显微观察环节耗时最长、投入工作量最

多，并且容易出现误检，且该方法仅对香菇、平菇

等双核体菌丝具有锁状联合的食用菌有效，应用范

围受到限制。用一种快速、准确的方法取代原来的

显微观察方法将大大缩短原生质体单核体制备的

时间并提高其准确性[5]。孢子单核体由于经过染色

体的交换和重组，亲本的性状在后代中分离变异，

形成带有亲本基因型各种组合的众多后代，对其逐

一鉴定的难度相对较大[6]，可采用共显性分子标记

对某些位点进行标记的方法研究其在后代中的分

布规律及对杂交后代的影响。许占伍等证实特异

SSR标记H35在真姬菇“SIEF3133”及其原生质体单

核体(交配型 A2B2)、部分孢子单核体中有分布，并

能追踪具有该标记单核体的杂交子[7]。 

SSR标记可根据不同单核体相同位点扩增片段

的大小差异或有无，准确地将单核体及其双核体亲

本分开。本文的 SSR 标记开发自香菇(Lentinula 

edodes)全基因组序列，均匀分布于整个基因组中，

对香菇的基因组具有广泛的代表性，并且具有共显

性、稳定性、易操作性、多态性高的特点，用于菌

种鉴定具有较大的优势[8-9]。本文利用 SSR 分子标

记方法鉴定不同核型的香菇原生质体单核体；此

外，还研究了 SSR 标记对孢子单核体及其杂交后代

的鉴定，监测多个位点在杂交后代中的传递等方面

的内容，并对 SSR 标记在香菇遗传和育种工作中的

作用和前景进行了探讨。 

1  材料与方法 

1.1  菌株 
香菇(L. edodes)栽培菌株“L808”和“18”，保藏于

上海市农业科学院食用菌研究所菌种保藏中心，菌

种保藏编号分别为 4627 和 4659。 
“L808” 的 7 个 孢 子 单 核 体 L808SM-9 、

L808SM-34、L808SM-46、L808SM-52、L808SM-58、
L808SM-91 和 L808SM-120 以及“18”的 7 个孢子单

核体 18SM-9、18SM-34、18SM-46、18SM-52、
18SM-58、18SM-91 和 18SM-120 来自上海市农业
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科学院食用菌研究所育种室。 

1.2  引物 
SSR 引物开发自香菇全基因组序列，经过多个

香菇栽培及野生菌株的多态性检验后选取具有多

态性且多拷贝的 15 对引物[9]，RAPD 引物来自上海

生工生物股份有限公司合成的随机引物 S1 系列，

本文所用引物序列见表 1。 

1.3  “L808”原生质体单核体的制备 
原生质体的制备参考文献[10]的方法，并做以

下修改：将制备好的原生质体悬液涂布在 PDMS 培

养基(g/L，土豆 200，葡萄糖 20，琼脂 20，蔗糖 200，

定容至 1 L)上，25 °C 遮光培养 5 d。待 PDMS 培养

基上长出微小的(直径 1−2 mm)星芒状菌落，则将整

个菌落挑至 PDA 培养基(g/L，土豆 200，葡萄糖 20，

琼脂 20，定容至 1 L)上培养。菌落扩大到直径

为 2−3 cm 时进行单核体显微鉴定，将没有观察到

锁状联合的菌株当作待鉴定的原生质体单核菌株，

以 L808PM-X 的形式编号备用。 

1.4  SSR 引物筛选 
选取两株制备好的待鉴定原生质体单核体

L808PM-1、L808PM-203 及其亲本“L808”菌株，采

用 DNA 快速制备法获得用于 PCR 反应的 DNA 样 
 

表 1  引物信息 
Table 1  Primers used in this study 

引物类型 
Primer type 

名称 
Name 

重复碱基 
Repeat motif 

引物序列 
Primer sequence (5′→3′) 

Lefp-41-1 AGGAT TCCTTGAAGTTCCGGGTCG 
TGCCAGGTTGTGGTCTAGC 

Lefp-56-1 AGGAT CATTTGAGGTCTGCGCCTG 
GGTGTGAAGACCCAGTGATG 

Lefp-95-1 AAATAG CACCGGTCCGCAAACATTC 
CGGAAACACCCTCGAAAGG 

Lefp-7 AAC TCATTACAAGCCCCCGATAG 
TCATTACAAGCCCCCGATAG 

Lefp-8 CATC GAAAATTTGCCCAAACGAGA 
AGGACATTTCGGATGACTCG 

Lefp-43 ATGGTG CTCTTTGCACCCTCAACCTC 
CAGCAGTCTCCTCTTGGCTC 

Lefp-55 TCC AAACACAAGGACAAGGGCAG 
AACGCCAAAACGTACATTCC 

Lefp-56 TGT TCGAACGACCAAACTCTCCT 
GCCTCGCATTCGTAGACTTC 

Lefp-76 GA AAGCAGGTCAGAGCAGGTTC 
ACCGAGAGCAGAGTCGAGAG 

Lefp-83 GA GGTACGGAGGTCCAAGACAA 
AGCTTTGATCATCGCATTCA 

Lefp-95 GAA CAATCATCTGTCGTGAACCG 
CGAACTCGACGTACCCTCTC 

Lefp-116 TGA ACCCGGGGGAATCTATAGTG 
GCGCTGAGATTTCTGAATCC 

Lefp-126 AT GAGCGCTAGCTTCGACATTC 
TCGCCTTCTCTCTCTTTTGG 

Lefp-157 TCT GCGGAGCGATCTTCAGTTAC 
CAGGAAAAGTACCTTGCGGA 

SSR 

Lefp-167 AT TATGTGCTGACAGCCTCCAG 
TGTACATTCGGGTCCTCCTC 

RAPD S1456  AACGGGCGTC 
 S1480  TTGACCCCAG 
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品[11]。采用 14 对具多态性的 SSR 引物进行引物筛

选，以选择在“L808”两个核中具有多态性的引物用

于单核体的鉴定，供筛选引物包括 Lefp-41-1、
Lefp-56-1、Lefp-95-1、Lefp-8、Lefp-43、Lefp-55、
Lefp-56、Lefp-76、Lefp-83、Lefp-95、Lefp-116、
Lefp-126、Lefp-157 和 Lefp-167。PCR 扩增体系：

ddH2O 3.7 µL，10×PCR 缓冲液 1 µL，25 mmol/L 
MgCl2 1 µL，2.5 mmol/L dNTPs 0.2 µL，Taq DNA
酶(Promega) 0.1 µL，10 µmol/L SSR 正向和反向引

物各为 1 µL，DNA 模板 2 µL。PCR 反应条件：94 °C 
5 min；94 °C 1 min，55 °C 1 min，72 °C 1 min，
35 个循环；72 °C 7 min。将 10 µL PCR 产物与

6 µL 1×加样缓冲液混匀，置于 95 °C 水浴中变性

5 min，变性结束后迅速置于冰水混合物中冷却

5 min，随后取 3 µL 变性产物于 6%变性聚丙烯酰胺

凝胶上电泳。电泳缓冲液为 1×TBE，电压 1 000 V，

电流 120 mA，电泳时间 45 min。电泳结束后将胶

板置于 0.1% AgNO3 溶液中染色 8 min，随后于 4% 
NaOH 和甲醛溶液中显色至条带清晰可见，清水冲

洗晾干后用于带型统计。原生质体单核体与亲本

“L808”带型可区分的引物对即可用于单核体的鉴定。 

1.5  “L808”原生质体单核体的鉴定 
将 1.4 中筛选获得的多态性 SSR 引物中的

Lefp-55 作为原生质体单核体鉴定用引物，对所有

待鉴定原生质体单核体菌株进行快速 DNA 制备后

进行 PCR 扩增，PCR 扩增体系和反应程序同 1.4 中

描述。对扩增结果进行条带统计，计算经显微鉴定

后的原生质体单核体菌株中误检的双核体菌株所

占的比例以及两种单核体菌株之间的比例。 

1.6  “L808”原生质体单核体的验证 
为了验证 SSR 分子标记方法鉴定结果的准确

性，以及能否采用其他分子标记进行单核体鉴定工

作，从经鉴定的原生质单核体菌株中选取鉴定结果

为双核体以及两个不同核的单核体菌株，以亲本

“L808”为对照进行多个 SSR 标记、RAPD 标记以及

传统方法的验证。SSR 标记选用 9 对经过多态性验

证的引物对，PCR 扩增及电泳方法同 1.4；RAPD

标记选取两个引物(S1456 和 S1480)进行 PCR 扩增， 
反应体系包括 ddH2O 4.7 µL，10×PCR 缓冲液 1 µL，
25 mmol/L MgCl2 1 µL，2.5 mmol/L dNTPs 0.2 µL，
Taq DNA 酶(Promega) 0.1 µL，10 µmol/L RAPD 引

物 1 µL，DNA 模板 2 µL。PCR 反应程序：94 °C 
3 min；92 °C 1 min，37 °C 1 min，72 °C 2 min，
35 个循环；72 °C 5 min，电泳方法同 1.4 中描述。

通过传统镜检、对峙培养方法对 SSR 标记鉴定的原

生质体单核体进行验证。 

1.7  “L808”和“18”孢子单核体杂交后代鉴定 
分别将“L808”和“18”的一个孢子单核体菌块相

距 1 cm 接种到同一 PDA 平皿中央，待两者菌落长

到一起，并显微观察到锁状联合后，分别在“L808”
与“18”孢子单核体菌落的两个外侧各挑出一个菌块

转接到新的培养皿上，分别将两个杂交后代命名为

L18-X 和 18L-X，部分平皿因只在“L808”或“18”的
一侧观察到锁状联合，因此只挑取了一个杂交后

代，命名方式同上。如“L808”孢子单核体 L808SM-9
与“18”孢子单核体 18SM-9 进行配对杂交，在平皿

的 L808SM-9 侧挑取到具锁状联合的杂交子编为

L18-9，在 18SM-9 侧挑取的杂交子则编为 18L-9。
对挑取的杂交子与其两个孢子单核体亲本，以及孢

子单核体获得的亲本“L808”和“18”菌株用随机挑选

的 3 个 SSR 标记进行 1.4 所述方法的 PCR 扩增及扩

增产物的凝胶电泳，对电泳结果进行统计分析。鉴

定杂交后代是否完成对应孢子单核体的杂交过程，

观察 SSR 标记在亲本到孢子再到杂交子中的传递，

并用 SSR 标记的带型组合来区分不同的杂交子。 

2  结果与分析 

2.1  “L808”原生质体单核体的制备 
“L808”原生质再生菌株经纯化培养与显微

观察，将无锁状联合的菌株编号备用，共得到了

203 株待鉴定的原生质体单核体候选菌株，命名为

L808PM-1−L808PM-203。 

2.2  SSR 引物筛选 
所用的 14 对 SSR 引物对“L808”与其原生质体
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单核体 L808PM-1、L808PM-203 扩增结果显示

(图 1)，除引物 Lefp-167 以外，其余 13 对引物在单

核体上只扩增出“L808”的部分条带，可以推测

“L808”的另一个细胞核携带了剩余部分的 SSR 谱

带，这种存在差异的引物代表着“L808”的两个核上

在该 SSR 位点存在多态性，可用于原生质体单核体

的鉴定，如两个原生质体单核体 L808PM-1 和

L808PM-203 均扩增出其双核体亲本一条相同的谱

带，可以判断这两个单核体来源于“L808”中的同一

个细胞核。因此，供筛选的 14 对引物中，有 13 对

在“L808”的两个核上均存在多态性，多态性比例达

到 92.9%。另外，不能排除引物 Lefp-167 在另一核

上没有条带而形成的多态性，但为了确保单核体鉴

定的成功，不选用此引物。 

2.3  “L808”原生质体单核体的 SSR 鉴定 
在筛选的 SSR 引物中，所有引物的扩增条带都

很清晰、单一，选取其中的引物对 Lefp-55 对获得

的 203 株待鉴定单核体菌株及对照“L808”进行基因

型鉴定，图 2 为一部分菌株的扩增图谱，该引物在

对照“L808”上能扩增出两个条带 55-1 和 55-2。其中

L808PM-2 只扩增出 55-1 条带；L808PM-22、

L808PM-45、L808PM-47、L808PM-48、L808PM-49
和 L808PM-57 能扩增出与对照“L808”相同的两条

条带；其他多数菌株则只能扩增出 55-2 条带；极少

数菌株未扩增出条带(快速制备的 DNA 含量低)，重
新检测扩增出 55-2 条带。因此可以初步确定，

L808PM-22、L808PM-45、L808PM-47、L808PM-48、
L808PM-49 和 L808PM-57 为显微误检的双核体菌

株，再次镜检确定这些菌株为双核体菌株；只有扩

增出条带 55-1 的 L808PM-2 菌株为含有“L808”其中

一个核的原生质体单核体；大部分菌株具有条带

55-2 的则为含有“L808”另一个核的原生质体单

核体。 

利用引物 Lefp-55 对“L808”的 203 株候选原生 
 

 
 

图 1  SSR 引物在“L808”与原生质体单核体上的筛选 
Figure 1  Screening of SSR primers on “L808” and its protoplast monokaryons 

Note: M: 50 bp ladder DNA marker. a−n: SSR primer pairs Lefp-41-1, Lefp-56-1, Lefp-95-1, Lefp-8, Lefp-43, Lefp-55, Lefp-56, Lefp-76, 
Lefp-83, Lefp-95, Lefp-116, Lefp-126, Lefp-157 and Lefp-167. 1: Strain “L808”; 2: L808PM-1; 3: L808PM-203. 
 

 
 

图 2  SSR 引物 Lefp-55 对部分菌株的鉴定图谱 
Figure 2  SSR profile of partial monokaryons using primer pair Lefp-55  

Note: 1−65: L808PM-1−L808PM-65; 66: Strain “L808”; M: 50 bp ladder DNA marker. 
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质体单核体的鉴定中，191 株为含有“L808”的一个

相同核(命名为 A 核)的单核体菌株，有 11 株为显微

误检的双核体菌株，仅 L808PM-2 为“L808”另一核

(命名为 B 核)的单核体菌株。SSR 鉴定结果表明，

在本试验中将双核体显微观察误检为单核体的比

率为 5.42 %，而“L808”两个不同核的原生质体单核

体偏分离比率高达 191:1。在如此高的偏分离比率

下，用传统的配对杂交方法从众多 A 核的单核体中

鉴定出 B 核比采用分子标记的方法困难很多，并且

还存在误检的双核体干扰。 

2.4  原生质体单核体鉴定的 SSR 标记验证 
为了进一步用更多 SSR 引物验证单核体的鉴

定结果，选取 L808PM-6、L808PM-35、L808PM-53 

(3 个 A 核)、L808PM-2 (1 个 B 核)以及误检的双核

体菌株 L808PM-22 和 L808PM-45，以“L808”为对

照，用另外 9 对 SSR 引物 Lefp-8、Lefp-43、Lefp-56、

Lefp-76、Lefp-83、Lefp-95、Lefp-116、Lefp-126

和 Lefp-157 进行验证。结果如图 3 所示，误检的双

核菌株 L808PM-22 和 L808PM-45 扩增出的带型均

与“L808”完全相同；A 核的 L808PM-6、L808PM-35

和 L808PM-53 菌株均扩增出“L808”的一部分条带，

B 核的 L808-PM2 菌株则扩增出“L808”的另一部分

条带，这两部分条带重叠在一起即为完整的“L808”

扩增带型。因此，通过 9 个 SSR 标记的验证可以确

定菌株 L808PM-22 和 L808PM-45 为双核体；菌株

L808PM-6、L808PM-35 和 L808PM-53 含有“L808”

的 A 核；菌株 L808-PM2 则含有“L808”的 B 核。 

2.5  原生质体单核体鉴定的 RAPD 标记验证 
为了排除同一分子标记方法对原生质体单核

体鉴定的局限性及增加鉴定的准确性，取 A 核的菌

株 L808PM-6 和 B 核的菌株 L808PM-2 及对照

“L808”，采用 RAPD 分子标记的方法进行验证，选

用的引物为 S1456 和 S1480，是从上海生工生物股

份有限公司随机引物 S1 系列中筛选出的对“L808”

扩增效果较稳定的 RAPD 引物。鉴定结果如图 4 所

示，菌株 L808PM-2 和 L808PM-6 各自具有“L808”
的一部分扩增条带，两者叠加可组成“L808”的带

型，从基因型上可将 L808PM-2 和 L808PM-6 确定

为“L808”的两个不同核的原生质体单核体。 

2.6  原生质体单核体鉴定的传统方法验证 
为进一步确定 SSR 标记鉴定不同核型原生质

体的可靠性，选 L808PM-2、14 株含 A 核的原生质

体单核体(以下统称 L808PM-A)、L808 进行传统方

法验证。将 16 株菌株转接到琼脂糖培养皿上

(L808PM-2、L808 各接 3 个培养皿，L808PM-A 各

接一个培养皿)，待菌落生长 14 d 时进行镜检观察

是否存在锁状联合，并记录菌落大小、菌落特征。

将 L808PM-1、L808PM-2 分别与 L808PM-A 对峙培

养，镜检检验 L808PM-2 与 L808PM-A 的核型。 

图 5 为部分菌株在培养皿上的形态，表 2 为菌

落长 14 d 的半径记录。由图 5 和表 2 可知，

L808PM-A 平均生长速度明显快于 L808PM-2，而 
 

 
 

图 3  鉴定结果的 SSR 标记验证图谱 
Figure 3  SSR profile of partial tested strains using 9 primer pairs 

Note: M: 50 bp ladder DNA marker. a−i: SSR primer pairs Lefp-8, Lefp-43, Lefp-56, Lefp-76, Lefp-83, Lefp-95, Lefp-116, Lefp-12 and 
Lefp-157. 1−7: L808PM-6, L808PM-35, L808PM-53, “L808”, L808PM-2, L808PM-22, L808PM-45. 
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图 4  鉴定结果的 RAPD 标记验证图谱 
Figure 4  RAPD profile of partial tested strains using 2 
random primers 
Note: a: S1456; b: S1480. 1: “L808”; 2: L808PM-6; 3: L808PM-2; 
M: 50 bp ladder DNA marker. 
 
L808 比两者更快，14 d 已经长满整个平板，差异显

著(P<0.01)。在琼脂糖培养皿上，L808PM-2 菌落稀

薄，颜色浅；L808PM-A 气生菌丝旺盛，菌落浓密、

较白；L808 菌落不及 L808PM-A 浓密，菌落有明

显的纹理。 

图 6 为部分菌株电镜显微图片，L808PM-2 和

L808PM-A 均未观察到锁状联合，而 L808 在显微

视野中观察到较多的锁状联合(箭头所指)，说明

L808PM-2 和 L808PM-A 确为单核体 (图 6A)。

L808PM-2和L808PM-A对峙培养均出现锁状联合，

可知 L808PM-2 与 L808PM-A 是不同核型的单核体

(图 6B)。L808PM-1 与其余 L808PM-A 对峙培养不

能产生锁状联合，为同一核型单核体(图 6C)。经过

传统方法验证，可确定 L808PM-2 是含有 B 核的

L808 单核体，其余大部分为含 A 核的原生质体单

核体，进一步验证了 SSR 标记鉴定原生质体单核体

的准确性。 

2.7  SSR 标记对孢子单核体及杂交后代的鉴定 
分别用 7 个“L808”和“18”的孢子单核体进行杂

交，获得了 12 个杂交子，其中 L18-9 与 18L-9、

18L-46 与 L18-46、18L-58 与 L18-58、18L-91 与 
 

 
 

图 5  L808PM-A、L808PM-2、L808 在琼脂糖培养基上

菌落形态 
Figure 5  Colony morphologies of L808PM-A, L808PM-2 
and L808 on the agarose medium 
Note: A: L808PM-A; B: L808PM-2; C: L808. 
 
L18-91、18L-120 与 L18-120 为 5 对选自配对单核

体两侧的杂交后代，在杂交的过程中，通过核迁移

使两侧的杂交后代拥有相同的两个细胞核但其细

胞质与挑取侧一方的亲本相同，另外 2 个菌株

18L-34 和 L18-52 则是只选自一侧的杂交后代。 
选取了 3对 SSR引物对孢子单核体亲本及其杂

交后代进行 PCR 扩增，以“L808”和“18”菌株为对

照，电泳结果如图 7 所示。以引物 Lefp-7 对孢子单

核体 L808SM-9 和 18SM-9 及其杂交后代 18L-9 和

L18-9 的扩增结果为例，“L808”扩增出的 2 个位点

的条带编为 7-L-1 与 7-L-2，孢子单核体 L808SM-9
只含有“L808”的其中一个位点条带 7-L-2；相同的， 
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表 2  L808PM-A、L808PM-2、L808 生长速度 
Table 2  Growth rates of L808PM-A, L808PM-2 and L808 

菌落半径 
Radius of the colonies (cm) 菌株 

Strains 
1 2 3 4 

平均半径 
Mean radius (cm) 

L808PM-19 2.00 2.60 2.70 2.60 2.50 

L808PM-21 0.45 0.65 0.70 0.55 0.59 

L808PM-22 1.20 1.10 1.10 1.00 1.10 

L808PM-27 2.50 2.60 2.60 2.40 2.50 

L808PM-37 3.30 3.20 3.50 3.50 3.40 

L808PM-41 2.00 2.00 1.90 2.00 2.00 

L808PM-53 2.80 2.50 2.60 2.50 2.60 

L808PM-64 2.40 2.50 2.60 2.40 2.50 

L808PM-78 1.90 1.80 1.70 1.70 1.80 

L808PM-85 1.70 1.70 1.50 1.80 1.70 

L808PM-133 1.80 1.70 1.60 1.70 1.70 

L808PM-145 2.90 2.80 3.20 3.10 3.00 

L808PM-158 2.80 3.20 2.90 2.90 3.00 

L808PM-161 2.80 2.70 2.80 2.80 2.80 

L808PM-2 1.00 0.98 0.89 0.92 0.95 

L808PM-2 0.84 0.88 0.92 0.95 0.90 

L808PM-2 0.60 0.53 0.57 0.54 0.56 

L808 4.30 4.20 4.20 4.20 4.20 

L808 4.20 4.30 4.30 4.40 4.30 

L808 4.20 4.30 4.30 4.30 4.30 

注：1−4：菌落 4 个相互垂直方向的半径. 
Note: 1−4: The radius of the colonies’ four perpendicular directions. 
 
 “18”也扩增出两个位点的条带编为 7-18-1 与

7-18-2，孢子单核体 18SM-9 也只含有“18”的一个位

点条带 18-7-1；杂交后代 18L-9 和 L18-9，都扩增

出了 18-7-1 和 L-7-2 两个位点的条带，因此可以确

定菌株 18L-9 和 L18-9 为 L808SM-9 和 18SM-9 杂

交子，杂交成功，并且杂交后代拥有不同于亲本

“L808”和“18”的新的基因型。同理，通过同样的带

型分析，所有杂交后代都能成功杂交，并能追溯到

相对应的孢子单核体亲本及孢子单核体产生的菌

株。因为细胞核迁移速度远大于细胞质迁移速度，

所以理论上取自同一杂交配对两侧的成对杂交后

代的核遗传物质相同，细胞质不同。本实验取自同

一杂交配对两侧的成对杂交后代用这 3对 SSR引物

不能作区分，都扩增出了相同的带型，这也证明了

所用的 SSR 标记只能用于区分核基因组有差异的

菌株，不能用于反应细胞质的遗传差异。 
另外对于同一对引物而言，不同杂交子的带型

可能会相同，比如引物 Lefp-7 对 18L-9、18L-46 和

18L-34，引物 Lefp-43 对 18L-9、18L-34 和 L18-52

等的扩增带型都相同，表明这些不同杂交子之间在

同一个 SSR 位点有相同的基因型，因此一个 SSR

位点不足以将众多杂交子都区分开来，但用几个位

点的带型组合就能加以区分，如上述 Lefp-7 对

18L-9、18L-46 和 18L-34 不能区分时，Lefp-43 位 
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图 6  L808PM-A、L808PM-2、L808 及对峙培养菌丝的电子显微结构 
Figure 6  Mycelial structure of L808PM-A, L808PM-2, L808 and Hybrids under electron microscope 

注：A：L808PM-A、L808PM-2、L808 菌丝的电子显微结构，a 为 L808PM-A，b 为 L808PM-2，c 为 L808；B：L808PM-A 与 L808PM-2

对峙培养菌丝的电子显微结构；C：L808PM-1 与其余 L808PM-A 对峙培养菌丝的电子显微结构. 
Note: A: Electron microscopic structure of L808PM-A, L808PM-2, L808, a belongs to L808PM-A, b belongs to L808PM-2, c belongs to 
L808; B: Confront culture results of L808PM-A and L808PM-2; C: Confront culture results of L808PM-1 and other L808PM-A. 
 
点能用于区分 18L-9 和 18L-46，Lefp83 位点都能区

分 18L-9 和 18L-34；Lefp-43 对 18L-9、18L-34 和

L18-52 不能区分时，Lefp83 位点都能区分 18L-9 和

18L-34，Lefp-7 位点能区分 18L-9 和 L18-52。因此 

在选用的 SSR 位点足够多的时候就能用不同位点

组合的方式将绝大多数杂交后代鉴定和区分。 

3  讨论 

在原生质体单核体的制备中，单核体的鉴定常

采用显微观察锁状联合的方式进行，虽然可根据生

长速度和显微观察淘汰双核体，但部分双核体菌株

也存在生长速度较慢、锁状联合形成较晚的现象，

导致发生误检的可能。另外，镜检过程耗时、费力，

并且在确认单核体后需要经过配对杂交来确定

两个不同的亲本核型，尤其是在两个核出现严重偏

分离的菌株中，杂交配对的工作将会大量增加。本

文选用的香菇品种“L808”两个原生质体单核体的

偏分离比率高达 191:1，在前人的研究中也出现过

类似的高比例[12]，造成这种结果的原因可能是带有

A 核的原生质体单核体萌发速度、生长速度快，掩 
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图 7  SSR 标记对“L808”和“18”孢子单核体及其杂交子的扩增图谱 

Figure 7  SSR profile of sporulated monokaryons of L808 and 18 and their hybrids by 3 primer pairs 
Note: M: 50 bp ladder DNA marker; A: Primer pair Lefp-7; B: Primer pair Lefp-43; C: Primer Lefp-83; 1−40 are strains: 18L-9, L18-9, 
18SM-9, L808SM-9, “18”, “L808”, 18L-34, 18SM-34, L808SM-34, “18”, “L808”, 18L-46, L18-46, 18SM-46, L808SM-46, “18”, “L808”, 
L18-52, 18SM-52, L808SM-52, “18”, “L808”, 18L-58, L18-58, 18SM-58, L808SM-58, “18”, “L808”, 18L-91, L18-91, 18SM-91, 
L808SM-91, “18”, “L808”, 18L-120, L18-120, 18SM-120, L808SM-120, “18”, “L808”. 
 
盖了萌发慢、生长速度慢的 B 核原生质体单核体。

在这种情况下，以配对杂交的方式进行无疑将事倍

功半，需探索新的原生质体鉴定方法。 

目前，在食用菌中对于单核体及杂交子的鉴

定，在香菇中曾用 ITS 序列分析进行鉴定[13]，在黑

木耳中采用荧光核染和酯酶同工酶技术来进行[14]，

在草菇中利用核特征 SCAR 标记对双核体的 2 个核

进行鉴定[15]，上述 4 种方法中，ITS 序列分析对种

内不同菌株分辨率低，荧光核染通过观察菌丝形态

与核的分布规律来区分不同的单核体，这种方法容

易受菌丝表型的影响，并且在经过重组的孢子单核

体后代中很难采用，酯酶同工酶技术则存在多态性

低的问题，而核特异性 SCAR标记的开发难度较大，

并且同样对经过重组的孢子后代利用价值不大。因

此，采用分子标记的方法进行单核体的区分既经济

又高效，Kazuhiro 等采用 RAPD 标记对孢子单核体

后代进行了筛选，在 56 对引物中获得了 135 个用

于区分单核体后代的标记[16]。 
利用分子标记技术进行单双核区分及两个不

同核型的鉴定具有优势和实用价值。操作简单、带

型稳定的分子标记结合快速的 DNA 制备方法[11]可

实现对两种原生质体单核体及孢子单核体的快速、

准确鉴定，与传统的镜检再杂交的方法相比，可缩

短鉴定时间，提高鉴定的准确率，并且在利用这些

单核体进行遗传或育种研究时还能用相同的分子

标记来追踪相关基因型在后代中的传递。本研究用

16 株原生质体进行传统方法验证时共用了 15 d 检

测出不同核型的 L808 原生质体单核体，而采用 SSR

分子标记结合快速 DNA 提取法(仅需 0.01 g 菌丝)，
可在 1 d 内完成 DNA 制备、PCR 扩增、聚丙烯酰

胺凝胶电泳检测。当待测原生质体数量提高时，优

势更加明显。在分子标记的选择上，本文用 SSR 标

记以及 RAPD 标记同时进行了验证，都能准确地将

亲本和两个核区分开来，SSR 标记较 RAPD 标记带

型稳定，成功率高，且操作相对简单[17]。在应用前

景上，部分二极性和绝大多数四极性的食用菌种类

都是杂交种，两核之间的遗传差异较大，因此大多

数分子标记都能容易地将两个核以及众多的孢子

单核体区分开来，自交育种在食用菌中虽有应

用，但总体数量少，且自交一二代也仅仅使一部分
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位点发生纯合，用分子标记来区分的可能性还是相

当大。 
单核体在食用菌育种的应用中，杂交是最常用

的方法，常用的对称杂交(单单杂交)与不对称杂交

(单双杂交)中都要用到单核体，获得的杂交后代中

同时具有两个亲本的部分遗传物质，这些遗传物质

从亲本到单核体，再到杂交后代中的传递也有采用

分子标记进行研究的报道[7]，本文所用的 SSR 标记

证实其能准确地追踪多个位点在各代中的传递，可

在育种工作中发挥重要的作用。育种中常使用原生

质体融合技术进行新品种选育[18-19]，在原生质体融

合前，对原生质体进行遗传标记是融合后检测融合

是否成功的最有效方式，在分子标记没有被广泛使

用前，选用营养缺陷型或代谢突变型原生质体或采

用原生质体失活[20]的方法进行，本文在使用多个

SSR标记进行原生质体鉴定的同时也对该原生质体

进行了标记，可使后续的遗传、育种研究顺利进行。

另外，Kwan 等[3]与 Au 等[21]分别用 RAPD 分子标记

方法、低密度测序方法，以香菇菌株“L-54”的孢子

单核体群体构建了遗传连锁图谱，本文采用的 SSR

标记在香菇“L808”两个核上具有丰富的多态性，也

可用于遗传连锁图谱的构建，并且 SSR 标记的稳定

性和准确性在连锁图谱的应用以及重要性状的定

位上具有较大的优势。 

本文采用的开发自香菇全基因组测序的 SSR

标记在前期的研究中显示，具有扩增产物的 SSR 引

物在香菇群体中具有多态性的比例高达 93.7%[9]，

其中单拷贝位点的居多，本文考虑到进行原生质体

单核体鉴定的工作中，选用多拷贝位点的 SSR 引物

能提高鉴定的成功率，最终选取的 14 对 SSR 引物

中有 13 对都能将“L808”的两个核区分开来，多态

性比例达到 92.9%，这一方面说明“L808”两核之间

的遗传差异较大，另一方面也间接地反映出 SSR 位

点的多态性在香菇菌株中丰富的分布。 
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