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摘  要：【目的】评价 5 种不同脱毒方法对金针菇(Flammulina velutipes)菌株的脱毒效果，筛选出

脱毒率高和脱毒后金针菇菌株菌丝生长速度、生物量、漆酶活力等性状改善明显的脱毒方法。【方

法】以栽培金针菇菌株 F-4889 为研究材料，从菌丝体中提取大小约 2.0 kb 的病毒 dsRNA，经

RT-PCR 鉴定该病毒为金针菇褐化病毒(FvBV)。采用菌丝尖端分离、原基组织分离、原生质体单

核化、有性生殖和核迁移 5 种脱毒方法对金针菇菌株进行脱毒处理，利用 dsRNA 技术和 RT-PCR
检测脱毒效果。【结果】菌丝尖端分离脱毒后得到 1 株脱毒菌株；原基组织分离法未能脱毒；原

生质体单核化脱毒法得到 3 株脱毒单核菌株和 2 株原单杂交脱毒菌株；有性生殖脱毒法获得脱毒

孢子单核菌株 23 株和单孢杂交脱毒菌株 8 株；核迁移脱毒后得到 5 株核迁移脱毒菌株。脱毒率

依次为 25.0%、0、7.5%、57.5%和 100%。脱毒菌株的菌丝生长速度、生物量、漆酶活力等均优

于出发菌株、菌丝尖端和原基组织分离菌株。【结论】这 5 种方法中原生质体单核化、有性生殖

和核迁移脱毒法脱毒效果较佳，均能有效脱除 FvBV，脱毒率高，脱毒后菌株菌丝生长速度、生

物量、漆酶活力等均明显提高。 
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Abstract: [Objective] To eliminate virus contamination in Flammulina velutipes, we assessed five 
detoxification methods. [Methods] F. velutipes F4889 was used to isolate 2.0 kb dsRNA, and the virus 
was identified as F. velutipes browning virus (FvBV) by RT-PCR. Five virus-eliminating methods, i.e. 
hyphal tips isolation virus elimination (HTIVE), primordium tissue isolation virus elimination 
(PTIVE), protoplast monokaryotization virus elimination (PMVE), sexual reproduction virus 
elimination (SRVE) and nuclei migration virus elimination (NMVE) were applied to prepare virus-free 
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strains. The effect of virus-elimination was detected and identified through dsRNA technique and 
RT-PCR. [Results] Only one virus-free strain was obtained by HTIVE method. Strains of PTIVE 
method remained the virus. PMVE method achieved three monokaryon strains and two protoplast 
monokaryon hybridization virus-free strains. Twenty-three sporulated monocaryotic strains and 8 single 
spore hybridization strains were virus-free after using SRVE method. NMVE method acquired 5 
virus-free strains. Hyphal growth rate, biomass and laccase activity of virus-free strains by PMVE, 
SRVE and NMVE methods were obviously superior to the original strain and strains by HTIVE and 
PTIVE methods. [Conclusion] The detoxification effect of PMVE, SRVE and NMVE methods was 
apparently better than others. These three methods completely eliminated FvBV and had higher 
virus-free rate. Moreover, mycelia growth rate, biomass and laccase activity of virus-free strains 
significantly improved. 

Keywords: dsRNA technique, RT-PCR, FvBV, Virus elimination, Protoplast monokaryotization, 
Sexual reproduction, Nuclei migration 

金针菇(Flammulina velutipes)是我国工厂化发

展最快、栽培范围最广、栽培量最大的食用菌。在

金针菇栽培生产过程中病害防控是重要的技术难

点，病毒病是众多病害的一种，具有潜伏期长、病

症不稳定、不明显等特点，一旦发生将造成巨大的

经济损失[1]。目前已报道金针菇菌株感染病毒后表

现出菌丝生长变慢，子实体颜色异常、褐化，容易

腐烂等一系列不正常现象[2-3]，降低了金针菇的品质

和产量，对金针菇工厂化生产和设施化栽培已构成

一种危害。因此，对金针菇进行快速检测病毒，并

对带病毒菌株进行脱毒处理，为研究和生产提供无

病毒优质菌种，对优化市场种质资源、育种选材、

栽培生产等具有重要意义。 

目前已报道的真菌和食用菌病毒绝大多数是

双链 RNA (Double-stranded RNA，dsRNA)，而正常

的生物组织内不存在 dsRNA，dsRNA 是绝大多数

RNA 病毒的表现形式或本身基因组的存在形式[4]，

故可通过检测食用菌中 dsRNA 的有无和大小进行

病毒的初步检测，RT-PCR 可进一步鉴定病毒种

类[5]。目前 dsRNA 技术已广泛应用于果树[6]、葡

萄[7]、稻瘟病菌(Pyricularia grisea)[8-9]等病毒 dsRNA
检测，且在平菇[10]、香菇[11]、双胞蘑菇、金针菇[2-3,12]

等食用菌的病毒检测中也得到了应用。  

已报道制备脱毒菌种方法有菌丝尖端分离[13]、

原基组织分离[14]和原生质体再生脱毒法[15]。菌丝尖

端分离脱毒与植物茎尖分生组织脱毒原理和方法

相似，通过切取单根菌丝尖端进行继代培养，连续

继代若干次，电镜观察菌丝没有发现病毒粒子[13]；

原基组织分离脱毒是通过切取刚形成原基的组织

分离培养得到脱毒菌种，在糙皮侧耳 (Pleurotus 

ostreatus)中脱毒效果不佳[15]；原生质体单核化脱毒

法是将双核菌丝体酶解成原生质体，原生质体发生

单核化再生后得到无病毒单核菌株，在糙皮侧耳原

生质体再生脱毒中得到少数不含 dsRNA 的再生菌

株 ， 但 对 原 生 质 体 单 核 菌 株 脱 毒 效 果 没 有 检

测[15-16]；有性生殖脱毒法是通过菌株在有性生殖过

程中产生担孢子而得到脱毒孢子单核菌株，在糙皮

侧耳(Pleurotus ostreatus) TD300 中得到无病毒孢子

单核菌株[17]，但检测菌株数目较少；核迁移脱毒法

是利用不同核型在交配过程中的核迁移现象[18]，将

带毒菌株的细胞核迁移至无毒菌株中，从而获得核

迁移无毒双核菌株的方法。  

本研究采用菌丝尖端分离、原基组织分离、原

生质体单核化、有性生殖和核迁移共 5 种脱毒方法，

对带金针菇褐化病毒(FvBV)菌株 F-4889 进行脱毒

处理，利用 dsRNA 技术和 RT-PCR 对脱毒效果进行

检测和鉴定，并结合脱毒菌株菌丝生长速度、生物

量、漆酶活力等，比较这 5 种方法的脱毒效果，以

期筛选出脱毒率高、脱毒后菌株的农艺性状等改善

明显的脱毒方法，为栽培生产、育种选材、市场种

质资源等提供无病毒优质菌种，促进我国金针菇产

业健康稳定发展。 
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1  材料与方法 

1.1  供试菌株 
“F-4889”菌株是昆山青禾食用菌科技有限公司

工厂化栽培生产用种，由上海市农业科学院食用菌

研究所菌种保藏中心保存。 

1.2  培养基与栽培料 
PDMS 再生培养基(g/L)：土豆 200，葡萄糖 20，

蔗糖 200，琼脂粉 20，蒸馏水定容至 1 L，1×105 Pa

灭菌 30 min；GYM 培养基(g/L)：葡萄糖 100，酵

母提取物 4，麦芽提取物 10，蒸馏水定容至 1 L，

1×105 Pa 灭菌 30 min；马铃薯葡萄糖琼脂(Potato 
dextrose agar，PDA)和马铃薯葡萄糖肉汤(Potato 

dextrose broth，PDB)培养基(BD 公司，美国)按说明

书配制后，1×105 Pa 灭菌 30 min。 

栽培料配方(干重比)：30%木屑，40%玉米芯，

26%麸皮，3%玉米粉，1%石膏，混合后加水至含

水量 65%，1×105 Pa 灭菌 150 min。 

1.3  金针菇褐化病毒(FvBV)的检测和鉴定 
参照 Magae [12]的方法处理 F-4889 菌株的菌丝

体 ， Redzol 法 从 处 理 后 菌 丝 中 提 取 双 链 RNA 

(dsRNA)，根据已知的 FvBV 两个组分(dsRNA1：

1.915 kb，NCBI 登录号：AB465308；dsRNA2：

1.730 kb，NCBI 登录号：AB465309)的基因序列设

计引物进行 RT-PCR，扩增结果经电泳和测序证实

F-4889 菌株中带有 FvBV [19]。本文采用 dsRNA 技

术和 RT-PCR 法(引物 FvBV-C2-S)对不同脱毒方法

的脱毒效果进行检测。 

1.4  不同脱毒方法脱毒效果的比较 
1.4.1  菌丝尖端和原基组织分离脱毒：F-4889 菌株

采用菌丝尖端分离方法[13]，连续 7 代分离培养，每

代 60 个重复，对第 5、6 和 7 代存活的菌株进行脱

毒效果检测；对 F-4889 菌株进行工厂化出菇试

验[20]，待原基形成后分离原基组织[14]，获得原基组

织分离菌株，随机抽取 30 个分离存活菌株进行脱

毒效果检测。 

1.4.2  原生质体单核化脱毒：制备 F-4889 菌株的原

生质体，在含有 PDMS 再生培养基的平板上再生恢

复，经纯化、显微镜鉴定后，建立原生质体单核体

群体[21]，随机抽取 40 株进行脱毒效果检测和交配

型鉴定(将 F-4889 菌株中两个核的交配型定为

A1B1 和 A2B2)[22]。将交配型亲和的脱毒单核菌株

进行配对杂交获得原单杂交脱毒菌株并进行病毒

dsRNA 检测。 
1.4.3  有性生殖脱毒：以步骤 1.4.1 出菇试验中

F-4889 菌株的子实体为研究材料，取将要开伞的金

针菇鲜子实体，收集孢子印[22]，涂平板，挑取单菌

落，经纯化、显微镜鉴定等步骤，建立孢子单核体

群体[23]，随机抽取 40 株进行脱毒效果检测。将交

配型亲和的脱毒单核菌株进行配对杂交获得单孢

杂交脱毒菌株并进行病毒 dsRNA 检测。 

1.4.4  核迁移脱毒：将步骤 1.4.2 中获得的原生质

体单核菌株，选择经检测有 dsRNA 和无 dsRNA 交

配型亲和的菌株进行单单杂交[18]，探索利用不同核

型在交配过程中的核迁移现象[24]，将带毒菌株的细

胞核迁移至脱毒菌株中，从而获得核迁移脱毒双核

菌株。具体步骤如下：首先将脱毒的原生质体单核

菌株接种于 PDA 培养皿(90 mm)离中心约 10 mm

处，19 °C 黑暗培养 5 d，再将未脱毒单核菌株接种

于上述培养皿，两菌块之间距离约 20 mm，19 °C

继续黑暗培养 7−10 d 后，挑取先接种的脱毒菌株远

离杂交线一端的菌丝，显微镜观察是否有锁状联

合，将有锁状联合的菌株经纯化、显微镜鉴定等步

骤获得核迁移双核菌株[18]。 

1.5  脱毒效果电镜检测 
将待检测菌株接于含有 GYM 培养基的三角瓶

中，19 °C、120 r/min 振荡培养 10 d 后收集菌丝体，

参照 Magae [12]的方法处理待检测菌株的菌丝体得

到 沉 淀 悬 浮 液 ， 该 悬 浮 液 采 用 超 速 离 心 机

(OPTIMAL-80XP) 150 000×g 离心 2 h，用 PBS 

(0.1 mol/L，pH 7.0)悬浮沉淀，经 2%磷钨酸负染色

90 s，透射电镜(日立 H-7650)观察病毒粒子的存在

情况和形态特征。 
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1.6  不同脱毒方法处理菌株生长速度、生物量

和漆酶活力比较 
1.6.1  菌丝生长速度的测定：将不同脱毒方法处理

菌株和出发菌株用打孔器(直径 5 mm)制备成接种

菌块，分别接入 PDA 培养皿中，19 °C 避光培养，

每隔 3 d 划圈一次，共划 2 次，计算菌丝在 PDA 中

的日平均生长速度，3 个重复[25]。 
将不同脱毒处理菌株和出发菌株接种于含有

栽培料的玻璃大试管(3 cm×20 cm×0.15 cm)中，当

菌丝发满试管口料面时开始测量每隔 7 d 的菌丝生

长距离，计算菌丝在培养料中的日平均生长速度，

3 个重复[23]。 

1.6.2  生物量的测定：取 10 个 1.6.1 中用打孔器制

备的菌块接种于含有 120 mL PDB 培养基的三角瓶

中，19 °C 黑暗条件下，120 r/min 振荡培养 10 d，

过滤、收集菌丝体，50 °C 烘箱烘至重量不再发生

变化[26]，称重，记录。 

1.6.3  漆酶活力的测定：方法按照步骤 1.6.2 培养

菌丝，14 d 时取培养液 1−2 mL[27]，用 ABTS 法测

定漆酶活力[28]。 

2  结果与分析 
2.1  dsRNA 的提取、酶切验证和病毒种类鉴定 

从金针菇 F-4889 菌株的菌丝体中成功提取了 

病毒的 dsRNA，分子量大小约 2 kb (图 1A)，与 FvBV

的病毒组分大小相似。将提取的 dsRNA 分别经

DNase I 和 S1 Nuclease 酶处理，排除 DNA 和 mRNA

干扰(图 1B)。利用 RT-PCR 鉴定 F-4889 菌株中提

取的 dsRNA，扩增产物电泳检测结果：FvBV 特异

引物扩增出产物条带大小约 1.8、0.6、1.7 和 0.5 kb，

4 个片段均符合预期大小(图 1C)，表明菌株中所提

取病毒为 FvBV 的病毒组分 [19] ，RT-PCR 中以

FvBV-C2-S 为引物鉴定各脱毒方法处理后菌株的脱

毒效果。 

2.2  不同脱毒方法脱毒效果的检测和鉴定 
2.2.1  菌丝尖端和原基组织分离脱毒：F-4889 菌株

菌丝尖端分离 5、6、7 代分别得到 3、3、4 株菌株

(每代平均分离存活率约 5.0%)，对其进行 dsRNA

检测，结果表明(图 2A)，菌丝尖端分离 5、6 代菌

株中均有 dsRNA 带型，与原菌株相比亮度有所减

弱(泳道 2，3)，而 7 代菌株中有一株无 dsRNA 带型

(泳道 5)；原基组织分离获得 80 株存活菌株(分离存

活率为 80.0%)，随机抽取 30 株，dsRNA 电泳检测

结果表明，所有原基组织分离菌株均含有 dsRNA

带型(泳道 6−18)，部分带型亮度有所减弱(泳道 6、

13)。将上述 dsRNA 技术提取的产物经 RT-PCR 鉴

定，结果表明：所有存在 dsRNA 带型的菌株均扩 

 
图 1  F-4889 菌株的 dsRNA、酶处理和 RT-PCR 鉴定结果 

Figure 1  dsRNA extracted from F-4889 strain, dsRNA treated with endonuclease and identification results of RT-PCR 
注：M1、M2：Marker. A：F-4889 菌株提取的 dsRNA. B：dsRNA 经 DNase I 和 S1 Nuclease 酶处理，1 和 3：F-4889 菌株；2：F-4889

菌株经 DNase I 酶处理；4：F-4889 菌株经 S1 Nuclease 酶处理. C：RT-PCR 鉴定结果，1−4：分别为引物 FvBV-C1-L、FvBV-C1-S、

FvBV-C2-L 和 FvBV-C2-S 扩增结果. 
Note: M1, M2: Marker. A: dsRNA extracted from the mycelium of F-4889 strain. B: Endonuclease result of dsRNA treated with DNase I and 
S1 Nuclease, 1 and 3: F-4889 strain, 2: F-4889 strain treated with DNase I, 4: F-4889 strain treated with S1 Nuclease. C: Identification 
results of RT-PCR, 1−4: Amplification results of the primers FvBV-C1-L, FvBV-C1-S, FvBV-C2-L and FvBV-C2-S, respectively. 
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图 2  菌丝尖端分离菌株和原基组织分离菌株 dsRNA 检测和 RT-PCR 鉴定 
Figure 2  dsRNA detection and RT-PCR identification of hyphal tips isolation strains and 

 primordium tissue isolation strains  
注：A：菌丝尖端分离菌株和原基组织分离菌株的 dsRNA；B：RT-PCR 鉴定结果. M2：Marker；1：F-4889 菌株；2−5：菌丝尖端

分离 5、6、7、7 代菌株；6−18：原基组织分离菌株. 
Note: A: dsRNA extracted from strains of hyphal tips isolation and primordium tissue isolation; B: RT-PCR identification results. M2: Marker; 
1: F-4889 strain; 2−5: 5, 6, 7 and 7 generation strains of hyphal tips isolation; 6−18: Primordium tissue isolation strains. 
 
增出大小为 0.5 kb 目的片段(图 2B)，证明该 dsRNA

为 FvBV 的病毒组分，不存在 dsRNA 带型的菌株

没有扩增出目的产物。以上结果表明：菌丝尖端分

离法可以得到脱毒菌株；原生组织分离法未能获得

脱毒菌株，该方法脱毒效果不佳。 

2.2.2  原生质体单核化脱毒：将 F-4889 菌株原生质

体单核化，获得 292 株原生质体单核菌株(存活率

94.0%)，随机抽取 40 株进行脱毒效果的检测，

dsRNA 检测结果表明，绝大多数的原生质体单核菌

株有 dsRNA 带型，只有 3 株无 dsRNA 带型(交配型

分别为 A1B1、A1B1、A2B2)，泳道 1−3 (图 3A)，

脱毒率达 7.5%，脱毒单核菌株配对杂交获得的 2
株原单杂交菌株中也无 dsRNA 带型，泳道 7、8 (图

3A)，说明该方法可以得到脱毒原菌株，同时脱毒

单核菌株的获得也表明 FvBV 不存在菌丝体的细胞

核中。 
2.2.3  有性生殖脱毒：F-4889 菌株经过有性生殖获

得孢子单核菌株 225 株(存活率 91.4%)，随机抽取

40 株，dsRNA 检测结果表明，在孢子单核菌株中，

4 株 dsRNA 带型很亮(10.0%)，13 株 dsRNA 带型亮

度弱(32.5%)，23 株 dsRNA 带型完全消失(57.5%)，

泳道 9−19 (图 3A)；脱毒孢子单核菌株配对杂交获

得的 8 株单孢杂交脱毒菌株经检测也不存在 dsRNA

带型，泳道 20−23 (图 3A)。 

RT-PCR 鉴定结果表明：步骤 2.2.2 和 2.2.3 中

存在 dsRNA 带型的菌株均扩增出目的条带证明

dsRNA 为 FvBV 的病毒组分，无 dsRNA 带型的菌

株均未扩增出条带(图 3B)，表明该菌株中不存在

FvBV，脱毒较彻底。 

2.2.4  核迁移脱毒：将 5 株带毒原生质体单菌株(交

配型 A1B1)分别与脱毒菌株(交配型 A2B2)单单杂

交，获得 5 株核迁移双核菌株，具体步骤见 1.4.4。

单单杂交、核迁移双核菌株显微镜鉴定如图 4 所示。

将上述双核菌株进行 dsRNA 检测，结果表明：所

得核迁移双核菌株中均无 dsRNA 带型，泳道 7−11 

(图 5)；在 5 株核迁移双核菌株中 RT-PCR 也均未扩

增出目的条带，表明脱毒单核菌株只是获得带毒菌

株的细胞核而成为双核菌株，但没有获得 FvBV 病

毒粒子，故可通过核迁移的方式获得核迁移脱毒菌

株，也说明 FvBV 病毒粒子不存在菌丝体的细胞

核中。 

2.3  脱毒效果电镜检测结果 
所有操作、菌丝量、点样量等均一致的情况下，

F-4889 出发菌株、菌丝尖端分离部分脱毒的菌株和 
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图 3  原生质体单核菌株和孢子单核菌株 dsRNA 检测和 RT-PCR 鉴定 
Figure 3  dsRNA technique and RT-PCR detected and identified strains of protoplast monokaryon (PM) and 

sporulated monocaryon (SM) 
注：M2：Marker；A：原生质体单核菌株和孢子单核菌株 dsRNA 检测，1−6：原生质体单核菌株；7−8：原单杂交脱毒菌株；9−19：

孢子单核菌株；20−23：单孢杂交脱毒菌株. B：RT-PCR 鉴定结果，1−3：原生质体单核菌株(带毒)；4−7：孢子单核菌株(带毒)；8：

原生质体单核菌株(脱毒)；9−10：原单杂交脱毒菌株；11：孢子单核菌株(脱毒)；12−13：单孢杂交脱毒菌株. 

Note: M2: Marker; A: Strains of PM and SM were detected by dsRNA technique, 1−6: PM strains; 7−8: Protoplast monokaryon hybridization 
virus elimination (PMHVE) strains; 9−19: SM strains; 20−23: Single spore hybridization virus elimination (SSHVE) strains. B: RT-PCR 
identification results, 1−3: PM strains (virus-containing); 4−7: SM strains (virus-containing); 8: PM strains (virus-free); 9−10: PMHVE 
strains; 11: SM strains (virus-free); 12−13: SSHVE strains. 
 

 
 
图 4  单单杂交及核迁移双核菌株显微镜鉴定(400×) 
Figure 4  Mono-mono mating and microscopic 
identification of nuclei migration’ dikaryotic strains (400×) 
注：A：单单杂交，B：显微镜镜检. a 和 b：单核菌株，a：交

配型为 A1B1；b：交配型为 A2B2；e：指通过核迁移获取的双

核菌株位点；f：箭头所指为锁状联合. 

Note: A: Mono-mono mating; B: Microscopic identification. a and 
b: Monokaryon strain, a: Mating type A1B1; b: Mating type A2B2; 
e: Indicate site of dikaryon strains obtained from using nuclei 
migration; f: The arrow indicate clamp connection. 
 
核迁移脱毒菌株所提取的 dsRNA 电泳检测结果显

示出很亮(图 2A，泳道 1)、弱(图 2A，泳道 2)、无(图
5，泳道 9)，将这 3 个菌株经步骤 1.5 处理，透射电

镜检测脱毒效果结果如图 6 所示：F-4889 菌株中病

毒粒子直径大小约 25.0 nm，且数量较多(图 6A)， 

 
 
图 5  核迁移双核菌株 dsRNA 检测 
Figure 5  dsRNA detection of nuclei migration’ dikaryotic 
strains  
注：M2：Marker；1−5：带毒原生质体单核菌株，交配型为 A1B1；

6：脱毒原生质体单核菌株，交配型为 A2B2；7−11：核迁移双

核菌株. 
Note: M2: Marker; 1−5: Protoplast monokaryon strains 
(virus-containing), mating type A1B1; 6: Protoplast monokaryon 
strains (virus-free), mating type A2B2; 7−11: Nuclei migration’ 
dikaryotic strains. 
 
菌丝尖端分离部分脱毒菌株中病毒数量较 F-4889

菌株降低(图 6B)，而核迁移脱毒菌株则完全不存在

病毒粒子(图 6C)，这与 dsRNA 电泳检测结果一致，

表明所有操作、处理等均一致的情况下，dsRNA 电

泳带型的有无和亮度在一定程度上可反映病毒粒

子的有无和数量。 
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图 6  F-4889 出发菌株、菌丝尖端部分脱毒菌株和核迁移脱毒菌株的透射电镜观察结果 
Figure 6  Electron micrograph of F-4889 original strain, hyphal tips isolation partial virus elimination strain and nuclei 

migration virus elimination strain 
注：A：F-4889 出发菌株；B：菌丝尖端部分脱毒菌株；C：核迁移脱毒菌株. 白色的线代表 200 nm. 

Note: A: F-4889 original strain；B: Hyphal tips isolation partial virus elimination strain；C: Nuclei migration virus elimination strain. The bar 
represents 200 nm. 
 

2.4  不同脱毒方法脱毒效果的比较 
对 5 种脱毒方法的脱毒效果进行比较，结果表

明：原基组织分离法未能得到脱毒菌株，这种脱毒

方法效果不佳，而菌丝尖端分离、原生质体单核化

和核迁移脱毒法均可得到脱毒的原菌株，脱毒率分

别为 25.0%、7.5%、100%，但菌丝尖端分离脱毒法

分离成活率较低；而有性生殖脱毒法能得到脱毒菌

株，且脱毒率高达 57.5%，但不能得到脱毒的原菌

株(表 1)，因此可根据不同的脱毒目的、用途选择不

同的脱毒方法。 

2.5  不同脱毒方法处理菌株生长速度、生物量

和漆酶活力比较 
2.5.1  菌丝生长速度的测定：不同脱毒方法处理菌

株在 PDA 培养皿和栽培料中菌丝生长速度因方法

的不同而不同，方差分析表明：与原菌株相比，菌

丝尖端和原基组织分离未脱毒的菌株菌丝生长速

度差异不显著；菌丝尖端脱毒菌株菌丝生长速度

(PDA)差异显著，而在培养料中差异不显著；原单

杂交脱毒菌株及核迁移脱毒菌株菌丝生长速度达

到差异显著水平(表 2)；4 株单孢杂交脱毒菌株菌丝 

 
表 1  不同脱毒方法脱毒效果的比较 

Table 1  Comparison of detoxication effect in different virus-eliminated methods 

脱毒方法 
Methods 

存活率 
surviving rate 

(%) 

存活菌株数(株) 
Number of 

surviving strains 

dsRNA 检测 
dsRNA detection

脱毒菌株数(株) 
Number of  virus 
elimination strains

脱毒率 
Virus elimination 

 rate (%) 

脱毒的原菌株数(株) 
Number of virus-eliminated 

original strain 

1 5.0 每代 3−5 5，6，7 代菌株 1 25.0 1 

2 80.0 80 随机抽取 30 株 0 0 0 

3 94.0 292 随机抽取 40 株 3 7.5 2 

4 91.4 225 随机抽取 40 株 23 57.5 0 

5 100 5 5 株 5 100 5 

注：1−5：依次为菌丝尖端分离、原基组织分离、原生质体单核化、有性生殖和核迁移脱毒法. 
Note: 1−5: Followed by virus elimination methods of hyphal tips isolation, primordium tissue isolation, protoplast monokaryonization, 
sexual reproduction and nuclei migration. 
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表 2  不同脱毒方法处理菌株菌丝生长速度、生物量和漆酶活力比较 
Table 2  Comparison of mycelia growth rate, biomass and laccase activity between virus-free strains and original strains in 

different virus-eliminated methods 

菌株 
Strains 

菌丝生长速度(PDA) 
Mycelia growth rate (PDA) 

(mm/d) 

菌丝生长速度(栽培料) 
Mycelia growth rate (cultivation materials)

(mm/d) 

生物量 
Biomass (g) 

漆酶活性 
Laccase activity (U)

1 5.45±0.12 2.45±0.04 0.90±0.05 0.92±0.12 

2 5.50±0.17 2.60±0.34 0.98±0.08 0.99±0.14 

3 5.64±0.10* 2.54±0.03 1.01±0.32 1.01±0.11 

4 5.39±0.59 2.35±0.16 1.05±0.01 0.93±0.02 

5 5.49±0.14 2.47±0.13 0.96±0.11 0.94±0.08 

6 5.67±0.12* 2.64±0.19* 1.12±0.16* 1.06±0.05* 

7 5.69±0.11* 2.62±0.06* 0.97±0.14 1.13±0.16* 

8 5.64±0.10* 2.54±0.07 1.08±0.32* 1.10±0.02* 

9 5.61±0.12* 2.62±0.03* 1.13±0.16* 1.05±0.20* 

10 6.06±0.10** 2.85±0.09** 1.04±1.08* 1.04±0.01* 

11 5.72±0.10* 2.83±0.12** 1.05±0.06* 1.14±0.08** 

12 5.89±0.19** 2.88±0.17** 1.05±0.07* 1.08±0.05* 

13 5.89±0.17** 2.70±0.14* 1.04±0.09* 1.12±0.05** 

注：数据为 3 个重复的统计结果. *：P<0.05 的差异显著性；**：P<0.01 的差异显著性. 1：F-4889 出发菌株；2：菌丝尖端部分脱毒

菌株；3：菌丝尖端脱毒菌株；4：原基组织分离菌株；5：原单杂交带毒菌株；6−7：原单杂交脱毒菌株；8−9：核迁移脱毒菌株；

10−13：单孢杂交脱毒菌株. 
Note: Statistical data calculated from 3 replicates. *: Significant difference at 0.05 level; **: Extremely significant difference at 0.01 level. 1: 
F-4889 original strain; 2: Hyphal tips isolation partial virus-eliminated strain; 3: Hyphal tips isolation virus-eliminated strain; 4: Primordium 
tissue isolation strain; 5: Protoplast monokaryon hybridization virus-containing strain; 6 and 7: Protoplast monokaryon hybridization 
virus-free strains; 8 and 9: Nuclei migration virus elimination strains; 10−13: Single spore hybridization virus elimination strains. 
 
生长速度差异显著，而带毒与脱毒的孢子单核菌株

菌丝生长速度(PDA)之间进行 t 检验，P=0.841>0.05，

表明带毒孢子单核菌株与脱毒孢子单核菌株之间

菌丝生长速度无显著性差异。 

2.5.2  生物量的测定：从不同脱毒方法处理菌株菌

丝生物量的测定结果可以看出，脱毒菌株生物量均

有所提高，方差分析表明，与原菌株相比，菌丝尖

端和原基组织分离菌株生物量均未达到显著水平；

原单核杂交脱毒菌株、核迁移脱毒菌株及 4 株单孢

杂交脱毒菌株生物量均达到显著水平(表 2)。 

2.5.3  漆酶活力的测定：测定不同脱毒方法处理菌

株的漆酶活力，与原代菌株相比，这 5 种脱毒方法

处理的菌株漆酶活力均有所增加。菌丝尖端和原基

组织分离菌株漆酶活力无显著性差异，原单杂交脱

毒菌株、核迁移脱毒菌株及 4 株单孢杂交脱毒菌株

漆酶活力达到差异显著水平(表 2)。 
综合比较分析这 5 种脱毒方法的脱毒效果和脱

毒后菌株的菌丝生长速度、生物量、漆酶活力等性

状。菌丝尖端分离、原生质体单核化、核迁移脱毒

法均可获得脱毒的原菌株，有性生殖脱毒法能获得

脱毒菌株，但未能得到脱毒的原菌株，原基组织分

离法未能获得脱毒菌株(表 1)；菌丝尖端脱毒菌株的

菌丝生长速度、生物量和漆酶活力等与出发菌株相

比均有所增加，但没有达到显著差异水平，而原单

杂交脱毒菌株、核迁移脱毒菌株、单孢杂交脱毒菌

株达到显著水平(表 2)。因此，原生质体单核化、有
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性生殖和核迁移这 3 种脱毒方法脱毒效果较好，均

能有效地脱除 FvBV，脱毒率高，分别为 7.5%、

57.5%、100%，且脱毒后菌株的农艺性状等明显改善。 

3  结论 

dsRNA 技术是现阶段最普遍用于检测真菌病

毒的方法，已广泛应用于真菌和植物病毒或类病毒

的检测、病毒的分类和比较等方面的研究。dsRNA

技术在食用菌如糙皮侧耳[15]、香菇[11]、金针菇[12]

等的病毒检测也得到了广泛应用。国内金针菇工厂

化生产菌种普遍遗传相似性高，亲缘关系近，可能

有着相同的来源或相似的亲本[29]，主栽金针菇品种

F-4889 中检测到 FvBV 病毒，表明国内所用金针菇

菌种携带相同病毒的可能性也较高，对国内金针菇

栽培生产构成潜在的威胁，及时对带病毒菌株进行

脱毒处理，已成为金针菇栽培生产中必需要解决的

问题。 

本研究采用菌丝尖端分离、原基组织分离、原

生质体单核化、有性生殖以及核迁移共 5 种方法对

F-4889 菌株进行脱毒处理，结果表明：菌丝尖端分

离连续继代 7 次后得到一株脱毒菌株，说明菌丝尖

端分离法能够获得脱毒菌株，这与张朝辉等[17]在粗

皮侧耳研究中的结果一致，可能与菌丝结构有

关[30]；原基组织分离脱毒后所有菌株仍存在 dsRNA

带型，脱毒效果不明显，这与张朝辉等[17]、关园园

等[15]在粗皮侧耳研究中的结果相一致。以上结果表

明植物茎尖分生组织脱毒的原理和方法不太适于

食用菌脱毒研究；有性生殖脱毒法脱毒率高达

57.5%，带毒孢子单核菌株的获得说明 FvBV 可以

通过担孢子进行垂直传播，该方法脱毒率高的原因

可能在于子实体阶段病毒繁殖被抑制或者子实体

生长发育速度远远大于病毒的繁殖速度，导致子实

体阶段病毒浓度降低，有性生殖形成担孢子过程中

可能得到较多的无病毒担孢子。 

核迁移脱毒研究中，FvBV 不能通过细胞核的

迁移进行水平传播，这与郭杰等[31]在香菇中真菌病

毒 LeV 能通过核迁移进行水平传播的结果不同，可

能与病毒、寄主菌株种类有关，病毒侵染和传播力

因病毒、寄主菌株种类不同而不同；也可能与核迁

移有关，脱毒原生质体单核菌株的获得证明 FvBV

不在菌丝体的细胞核内，而是在细胞质中，单单杂

交时可能细胞核的迁移速度较快，细胞质没有随着

核的迁移而迁移[32]，或者随细胞核迁移的细胞质很

少，挑取菌丝时没有取到带毒菌株的细胞质或者量

很少，无法检测到病毒的 dsRNA。该方法的不足之

处在于必需借助原生质体单核化脱毒法才能获得

脱毒原菌株。针对核迁移脱毒法能否用于其它食用

菌脱毒和双单或单单杂交育种工作中还有待于进

一步研究。  

不同脱毒方法处理后菌株的菌丝生长速度、生

物量、漆酶活力等测定结果表明，菌丝尖端分离脱

毒菌株未到达显著水平，可能在营养匮乏的琼脂上

连续继代 7 次之后，影响了菌株的活力和代谢功能；

其它方法所获得的脱毒菌株均达到显著差异水平，

说明 FvBV 对菌丝的生长、漆酶活力等生理生化过

程均有明显的抑制作用，这都充分表明 5 种脱毒方

法中：原生质体单核化、有性生殖和核迁移脱毒法

脱毒效果较佳，这 3 种方法均能有效脱除 FvBV，

可根据脱毒后菌株的目的、用途合理选择其中任何

一种脱毒方法。 
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