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摘  要：杂合子的鉴别是香菇杂交育种中的关键步骤，为了快速准确地鉴别香菇双单杂交后代，本研究设计一种基于

区分供体亲本双核的新型 ISSR 分子标记技术，采用该技术对香菇野生双核菌株 YX7 为供体和菌株 808 孢子单核体为

受体杂交获得的 40 个杂交菌株进行鉴别，并以传统的显微观察与拮抗试验和传统 ISSR 分子标记技术为对照。新型 ISSR

分析结果表明：仅拥有供体菌株 YX7 一个核的特异性条带的菌株有 27 个，可判定为杂合子；其余 13 个菌株均判定为

非杂合子，其中有 11 个菌株同时拥有供体菌株 YX7 两个核的特异性条带，是菌株 YX7 自身；有 2 个菌株不含供体菌

株 YX7 两个核的任何特异性条带，属于菌株 808 的孢子单核体。与传统显微观察和拮抗试验方法相比，新型 ISSR 技

术鉴定出的杂合子菌株更全面，不仅包含前者鉴定出的全部 19 个杂合子，还包括其无法判断的菌株 6 个和错判为非杂

合子的菌株 2 个。新型 ISSR 技术采用单个引物就可确定全部 27 个杂合子菌株和 13 个非杂合子菌株，并能根据导入的

供体细胞核类别将杂合子归为 2 类，而传统 ISSR 技术需采用 4 个引物才能鉴别出 27 个杂合子，并且不能确定剩余 13

个菌株为非杂合子，也不能对杂合子进行分类。综上，新型 ISSR 技术能更快速、全面和精准鉴别香菇双单杂交菌株的

杂合子和非杂合子，可为香菇杂交选育和遗传分析提供技术支撑。 
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Identification of the Di-Mon Mating Heterozygote in Lentinula edodes 
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Abstract: Identification of heterozygote is a key step in the cross breeding of Lentinula edodes. A new ISSR technique 
(N-ISSR) was designed in this study based on discrimination between the two nucleus of the donor strain to identify 

quickly and accurately the authenticity of hybrid strains of L. edodes. The new ISSR was used to identify 40 hybrid 
strains which were from the Di-mon mating between dikaryon wild strain YX7 and spore monokaryons of cultivated 

strain 808, as well as microscopy observation combined with antagonistic test (MOCAT) and the traditional ISSR tech-
nique (T-ISSR) as the control. N-ISSR results showed 27 strains were confirmed to be true heterozygote as they pos-

sessed specific DNA bands from one of the nucleus of donor strain YX7, and the other 13 strains were confirmed to not 
be heterozygote. Among them, 11 strains were strain YX7 itself as they possessed both specific DNA bands from the two 

nucleus of strain YX7, and 2 strains were spore monocaryons of strain 808 as they had no any specific DNA bands of 
donor strain YX7. Compared with MOCAT, N-ISSR could thorough identify all the 27 heterozygote strains, which in-

cluded the 19 strains identified as heterozygote, the 6 strains unable to be identified and 2 strains incorrectly identified 
as non-heterozygote by MOCAT. N-ISSR could identify all the 27 heterozyote stains and 13 non-heterozyote stains with 

simple primer, and could classify the heterozygote strains into two groups according to the type of nucleus received 
from the donor. On contrast, T-ISSR needed 4 primers to identify all the 27 heterozygote strains, and was unable to con-
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firm the other 13 stains as non-heterozygote stains, and was unable to classify the heterozygote strains into two groups. 

In conclusion, N-ISSR was an effective tool to be used for fast, extensive and accurate identification of heterozygote 
and non-heterozygote strains of L. edodes, and would be a technical support for further study on the cross breeding and 

genetic analysis of L. edodes. 
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香菇是我国传统的菜肴，其味道鲜美、营养

丰富，深受人们的喜爱。香菇的人工栽培历史悠

久，近 20 年得到迅猛发展，已成为我国栽培规模

最大的食用菌品种，年产量达 900 多万 t[1]。我国

培育出的优良香菇品种不断增长，为香菇产业的

快速发展做出了卓越贡献[2]。 

香菇杂交育种是其新品种选育中最常用、最

有效的技术手段，主要包括单单杂交与双单杂交

2 种方法。双单杂交是以 2 个亲本中的一个亲本

的单核体作为受体，以能提供所需优良性状的另

一个亲本双核菌株为供体，其一个核进入受体细

胞完成配对的非对称杂交方法。双单杂交具有杂

交后代筛选工作量相对少、育种周期相对短等优

点，从而被广泛应用[3-6]。 

杂交后代的鉴定筛选是香菇杂交育种过程中

的关键步骤之一，传统方法通过拮抗试验和显微

观察菌丝是否存在锁状联合结构进行判别，非常

费时、费工，而且效率低、误判率高。随着分子

生物技术的快速发展，分子标记技术被越来越多

的应用于食用菌杂交育种中，其中 ISSR（inter- 

simple sequence repeat）作为一种常用的分子标

记，具有稳定性好、可重复性高、引物通用等优

点，被广泛应用于食用菌的遗传差异分析 [7-9]。

ISSR 标记已成功应用于香菇单孢杂交后代的分

析，王丽宁等[10]应用 ISSR 标记分析耐高温的香

菇单孢杂交子时，发现与亲本存在一定遗传差异；

宋莹等[11]利用 ISSR 标记分析发现，香菇单孢杂

交菌株 0912 同时含有 2 个香菇亲本菌株的特异性

条带，从而判定 0912 为两亲本的杂交后代；陈世

通等[12]利用 ISSR 标记成功从 84 个香菇单孢杂交

菌株中筛选出 45 个真正的杂合子。本研究将 ISSR

分子标记技术拓展应用于香菇双单杂交后代的鉴

别筛选，同时通过区分供体核对杂交子进行归类

分组，以期为香菇优异单核体菌株材料的创制和

筛选奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

香菇亲本菌株 808 和 YX7 均由广西壮族自治

区农业科学院微生物研究所提供。菌株 808 是广

西推广栽培品种，具有外观品质好，栽培产量高

等优良性状；菌株 YX7 是广西农业科学院微生物

研究所分离驯化自广西野生香菇的菌株，具有较

耐高温、香味浓、出菇早等优良性状。PDA 培养

基：去皮马铃薯 200 g、葡萄糖 20 g、琼脂 20 g、

蒸馏水 1000 mL。 

1.2  方法 

1.2.1  孢子单核体菌株的获取   亲本香菇菌株

808 栽培出菇后，选择菇形圆整、开伞七八分的

子实体，在无菌环境下采集孢子。采用稀释涂板

法分离单孢子[10, 13]，菌丝萌发并纯化一次后，显

微镜检测 3 次无锁状联合结构的判定为单孢菌

株，试管培养保存备用。 

1.2.2  双单杂交及杂交菌株的获得  参照程爽爽

等[14]的方法，将分离自菌株 808 的不同孢子单核

体菌株，分别与供体亲本双核菌株 YX7 同时接种

到 PDA 平板上进行两两配对杂交，两菌株接种点

相距 1.5 cm，于 25℃下培养 15 d，挑取单核体菌

株远离供体亲本菌株一边的菌丝块接种于新的

PDA 平板上纯化 2 次，保存，作为候选杂交菌株。 

1.2.3  杂交子的镜检和拮抗试验  挑取候选杂交

菌株菌落边缘不同部位菌丝，置于显微镜下观察

是否存在锁状联合结构。同时挑取候选杂交菌株

菌丝块，接种于新的 PDA 平板上，分别与 2 个亲

本菌株对峙，于 25℃下培养 15 d，观察候选杂交

菌株与两亲本菌株的拮抗反应情况。 

1.2.4  ISSR 分析  将亲本菌株和候选杂交菌株

分别接种至铺有玻璃纸的 PDA 平板上，于 25℃

下培养 10 d，收集菌丝，采用吴圣进等[9]的方法

提取基因组总 DNA。ISSR-PCR 反应体系为：2× 

Taq PCR MasterMix 10 µL ， Primer 1 µL

（10 µmol/L），模板 DNA 1 µL（150 ng），ddH2O 

8 µL。PCR 反应条件：94℃预变性 5 min；94℃变

性 30 s，按表 1 所列退火温度下复性 45 s，72℃

延伸 90 s，循环 35 次；72℃延伸 7 min，4℃保存。

扩增产物采用含有 GelRed 染料的 1.0%琼脂糖凝
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胶电泳，并于凝胶成像系统中观察拍照。 
 

表 1  供试 ISSR 引物及其退火温度 
Tab. 1  ISSR primers and their denatured temperature used 

编号 Code 序列（5‒3）Sequence (5‒3) 退火温度 Tm/℃

P1 AGAGAGAGAGAGAGAGT 54 

P2 ACACACACACACACACT 54 

P4 ACACACACACACACACC 56 

P9 VHVGTGTGTGTGTGTGTGT 54 

 
1.2.5  ISSR 综合分析  首先比较 2 个亲本菌株间

的条带（图 1），相同 ISSR 引物下，2 个亲本菌株

的 PCR 电泳条带中，仅菌株 808 拥有的 DNA 条

带为该菌株的特异性条带（图 1 中的箭头 a 所示

条带）；与此相同，仅菌株 YX7 拥有的 DNA 条带

则为菌株 YX7 的特异性条带（图 1 中的箭头 b 所

示条带）；相同大小位置，菌株 YX7 和 808 都有

的 DNA 条带设为共同条带（图 1 中的箭头 c 所示

条带）。检测记录每个杂交子菌株的电泳图谱是

（标记为●）否（标记为○）存在上述 3 类条带。

如图 1 中杂交菌株 1、2 和 7 拥有 3 类条带（菌株

808 和菌株 YX7 特异性条带、共同条带）情况分

别标记为：○●●、●●●和●○○。将同一杂

交菌株不同引物的结果进行综合分析，同一类型

条带只要有一个引物的结果为●，则该类型条带

综合结果标记为●，若所有引物的结果均为○，

则该杂交菌株该类型条带综合结果标记为○。 
 

 
 

M：DNA marker S plus （100~5000 bp）；1：亲本菌株 808；2：

亲本菌株 YX7；3~6：杂交菌株 1、2、3 和 7；箭头 a 和 b 分别

为亲本菌株 808 和 YX7 的特异性条带，c 为两亲本共同条带。 
M: DNA marker S plus (100-5000 bp); 1: Parent strain 808; 2: 
Parent strainYX7; 3‒6: Hybrid strain 1, 2, 3, 7; Arrow a and b: 

Specific bands of parent strain 808 and YX7; Arrow c: Common 
bands of both parent stains. 

图 1  基于引物 P9 的香菇菌株 ISSR 图谱 
Fig. 1  ISSR pattern of L. edodes strains amplified  

by primer P9 

2  结果与分析 

2.1  双单杂交子的镜检和拮抗测试 

随机挑取 40 个杂交菌株进行显微检测和与 2

个亲本菌株的拮抗测试（表 2）。显微检测结果表

明，40 个杂交菌株中共有 36 个菌株检测出锁状

联合结构，这些菌株可鉴定为双核菌株，剩余 4

个杂交菌株未检测出锁状联合结构，其可能是单

核菌株，初步鉴定为非杂合子。拮抗测试结果表

明，与 2 个亲本菌株的拮抗反应均明显的杂交菌

株共有 19 个，可初步鉴定为杂合子。对 2 个亲本

菌株均有拮抗反应，但拮抗反应不明显的杂交菌

株共有 5 个；与亲本无拮抗反应的杂交菌株共有

16 个。不明显的拮抗反应与无拮抗反应二者较难

区分，如菌株 808 自身应无拮抗的菌落间也有不

明显的沟痕，菌株 YX7 自身应无拮抗的菌落间也

有细微隆起（图 2）。因此，菌株 15 与 YX7 的菌

落间有不明显的沟痕，本研究判断为不拮抗，菌

株 47 与 808 菌落间有不明显隆起而判断为轻微拮

抗，菌株 24 与 YX7、菌株 49 与 808 菌落间明显

隆起而判断为明显拮抗。可见，拮抗反应的判断

具有主观性，存在误判的可能。19 个与亲本均拮

抗明显的杂交菌株同时检测出锁状结构，可确定

为杂合子，分别是菌株 2、3、7、8、9、13、23、

24、31、34、35m、38、39、42、46、52、57、

66 和 67。与亲本拮抗不明显的 5 个杂交菌株中，

菌株 1、52e 和 68 检测有锁状结构，菌株 47 和

79 未检测出锁状结构。与亲本不拮抗的 16 个杂

交菌株中，菌株 15、36m、36e、37m、37e、49、

52m、58m、58 e、60、70、70e、74 和 78 共 14

个菌株存在锁状结构，菌株 56m 和 73 未检测出

锁状联合结构。 

2.2  传统 ISSR 多引物综合分析双单杂交菌株 

采用 P1、P2、P4 和 P9 引物的 ISSR 数据对

选用的 40 个香菇杂交子菌株进行综合分析（表

3）。40 个杂交菌株中，27 个杂交菌株 2、3、7、

8、9、13、23、24、31、34、35m、37m、37e、

38、39、42、46、47、52、52e、57、58e、66、

67、70、70e 和 79 均具有两亲本的特异性条带，

确定为杂合子；13 个杂交菌株 1、15、36m、36e、

52m、49、56m、58m、60、68、73、74 和 78 仅

有单个亲本菌株的特异性条带，不能确定为真正

的杂合子，但它们均具有两亲本的共同条带，由

于共同条带无法确定源自哪个亲本，因此也不能

排除它们为杂合子的可能性。 
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表 2  杂交菌株锁状联合和与亲本的拮抗反应情况 
Tab. 2  Results of examination of clamp connection and antagonism test on hybrid strains 

拮抗反应 
Antagonistic reaction 

拮抗反应 
Antagonistic reaction 菌株号 

Strain No. 
808 YX7 

锁状联合 
Clamp connection

菌株号 
Strain No. 

808 YX7 

锁状联合 
Clamp connection

1 ++ + 有 46 ++ ++ 有 

2 ++ ++ 有 47 + + 无 

3 ++ ++ 有 52m ++ ‒ 有 

7 ++ ++ 有 52e + + 有 

8 ++ ++ 有 49 ++ ‒ 有 

9 ++ ++ 有 57 ++ ++ 有 

13 ++ ++ 有 58m ++ ‒ 有 

15 ++ ‒ 有 58e + ‒ 有 

23 ++ ++ 有 60 ++ ‒ 有 

24 ++ ++ 有 66 ++ ++ 有 

31 ++ ++ 有 67 ++ ++ 有 

34 ++ ++ 有 70 + ‒ 有 

35m ++ ++ 有 68 ++ + 有 

36m ++ ‒ 有 70e + ‒ 有 

36e ++ ‒ 有 73 ‒ + 无 

37m + ‒ 有 74 ++ ‒ 有 

37e + ‒ 有 78 ++ ‒ 有 

38 ++ ++ 有 79 + + 无 

39 ++ ++ 有 52 ++ ++ 有 

42 ++ ++ 有 56m ‒ + 无 

注：++为明显拮抗，+为不明显拮抗，‒为无拮抗。 
Note: ++ represents obvious antagonistic reaction, + represents obscure antagonistic reaction, - represents no antagonistic reaction. 
 

 
 

图 2  香菇杂交菌株与亲本菌株间的不同拮抗反应 
Fig. 2  Different antagonistic reaction between hybrid 

strains and parent strains of L. edodes 
 

2.3  新型 ISSR 技术单引物鉴别分析双单杂交菌

株 

新型 ISSR 技术采用筛选出的单个引物 P1，

该引物能扩增出供体菌株 YX7 的 d、e 和 f 3 条特

异性条带（图 3），其中 f 条带在所有杂交菌株中

均有出现，而 d 和 e 条带则分别出现在不同的杂

交菌株中。说明 f 条带位点同时分布在供体亲本

菌株 YX7 的 2 个细胞核中，而 d 和 e 条带位点则

分别分布在菌株 YX7 的 2 个细胞核中。因此，根

据电泳图谱可将待测菌株分成 4 类，第 1 类为拥

有 d 特异性条带的杂合子（图 3 中的菌株 2、3、

13、23 和 31），第 2 类为拥有 e 特异性条带的杂

合子（图 3 中的菌株 7、24、34、39 和 42），第 3

类为同时拥有 d 和 e 条带的非杂合子（图 3 中的

菌株 1、49 和 52m），第 4 类为 d 和 e 条带都没有

的非杂合子（图 3 中菌株 56m）。第 3 类非杂合子

可能是误挑取的供体亲本菌株 YX7 本身，第 4 类

非杂合子则是未获得供体核的 808 孢子单核体。 

研究结果表明，40 个待测菌株中共有 27 个

为杂合子，其中拥有 d 条带的杂合子为菌株 2、3、

9、13、23、31、35m、37m、37e、38、46、52e、

57、58e、66、67、70、70e 和 79，拥有 e 条带的

杂合子为菌株 7、8、24、34、39、42、47、和 52。

11 个菌株 1、15、36m、36e、49、52m、58m、

60、68、74 和 78 为误挑取的供体亲本 YX7 双核 
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表 3  杂交菌株的特异性 ISSR 条带分析 
Tab. 3  Analysis on specific ISSR bands of hybrid strains 

P1 P2 P4 P9 
综合结果 

Comprehensive result 菌株号 
Strain No. 

a b c a b c a b c a b c a b c 

1 ○ ● ● ○ ● ○ ○ ● ○ ● ○ ○ ○ ● ● 

2 ○ ● ● ● ● ○ ● ● ○ ● ● ○ ● ● ● 

3 ○ ● ● ● ● ○ ● ● ○ ● ● ○ ● ● ● 

7 ● ● ● ● ○ ○ ● ● ○ ● ○ ○ ● ● ● 

8 ○ ● ● ● ○ ○ ● ● ○ ● ○ ○ ● ● ● 

9 ○ ● ● ● ● ○ ● ● ○ ● ● ○ ● ● ● 

13 ● ● ● ● ● ○ ○ ● ○ ● ● ○ ● ● ● 

15 ○ ● ● ○ ● ○ ○ ● ○ ○ ● ○ ○ ● ● 

23 ● ● ● ● ● ○ ● ● ○ ○ ● ○ ● ● ● 

24 ● ● ● ○ ● ○ ○ ● ○ ● ○ ○ ● ● ● 

31 ○ ● ○ ● ● ○ ○ ● ○ ● ● ○ ● ● ○ 

34 ● ● ● ● ● ○ ○ ● ○ ● ● ● ● ● ● 

35m ○ ● ● ● ● ○ ○ ● ○ ● ● ○ ● ● ● 

36m ○ ● ● ○ ● ○ ○ ● ○ ○ ● ○ ○ ● ● 

36e ○ ● ● ○ ● ○ ○ ● ○ ○ ● ○ ○ ● ● 

37m ○ ● ● ● ● ○ ○ ● ○ ● ● ○ ● ● ● 

37e ○ ● ● ● ● ○ ○ ● ○ ● ● ○ ● ● ● 

38 ● ● ○ ○ ● ○ ○ ● ○ ○ ● ○ ● ● ○ 

39 ● ● ● ● ● ○ ○ ● ○ ● ○ ○ ● ● ● 

42 ● ● ● ● ● ○ ● ● ○ ● ● ● ● ● ● 

46 ○ ● ● ● ● ○ ● ○ ○ ● ● ○ ● ● ● 

47 ● ● ● ○ ● ○ ● ● ○ ● ○ ○ ● ● ● 

52 ○ ● ● ● ● ○ ○ ● ○ ● ● ○ ● ● ● 

52m ○ ● ● ○ ● ○ ○ ● ○ ○ ● ○ ○ ● ● 

52e ○ ● ● ● ● ○ ○ ● ○ ● ● ○ ● ● ● 

49 ○ ● ● ○ ● ○ ○ ● ○ ○ ● ○ ○ ● ● 

56m ● ○ ● ● ○ ○ ● ○ ○ ● ○ ○ ● ○ ● 

57 ○ ● ● ● ● ○ ○ ● ○ ● ● ○ ● ● ● 

58m ○ ● ● ○ ● ○ ○ ● ○ ○ ● ○ ○ ● ● 

58e ● ● ● ● ● ○ ○ ● ○ ○ ● ○ ● ● ● 

60 ○ ● ● ○ ● ○ ○ ● ○ ○ ● ○ ○ ● ● 

66 ○ ● ○ ● ● ○ ● ● ○ ● ● ○ ● ● ○ 

67 ○ ● ● ○ ● ○ ○ ● ○ ● ● ○ ● ● ● 

70 ● ● ● ● ● ○ ● ● ○ ● ● ○ ● ● ● 

68 ○ ● ● ○ ● ○ ○ ● ○ ○ ● ● ○ ● ● 

70e ● ● ● ● ● ○ ● ● ○ ● ● ○ ● ● ● 

73 ● ○ ● ● ○ ○ ● ○ ○ ● ○ ○ ● ○ ● 

74 ○ ● ● ○ ● ○ ○ ● ○ ○ ● ○ ○ ● ● 

78 ○ ● ● ○ ● ○ ○ ● ○ ○ ● ○ ○ ● ● 

79 ● ● ● ○ ● ○ ○ ● ○ ○ ● ○ ● ● ● 

注：a 代表菌株 808 的特异性条带，b 代表菌株 YX7 的特异性条带，c 代表两菌株的共同条带。 
Note: a represents specific bands of strain 808, b represents specific bands of strain YX7, c represents common bands of both strains. 
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M：DNA marker S plus （100~5000 bp）；1：亲本菌株 808；

2：亲本菌株 YX7；3~16：杂交菌株 1、2、3、7、13、23、

24、31、34、39、42、49、52m 和 56m。 
M: DNA marker S plus (100-5000 bp); 1: Parent strain 808; 2: 

Parent strainYX7; 3‒16: Hybrid strains 1, 2, 3, 7, 13, 23, 24, 
31, 34, 39, 42, 49, 52m and 56m, respectively. 

图 3  基于引物 P1 的香菇部分杂交菌株的 ISSR 图谱 
Fig. 3  ISSR pattern of partial hybrid strains of L. edodes 

amplified by primer P1 
 

菌株；菌株 56m 和 73 则为未杂交成功的 808 孢

子单核体菌株。 

3  讨论 

菌丝存在锁状联合和与两亲本存在拮抗反

应，是鉴别异宗结合食用菌如姬菇[15]、杏鲍菇[16]、

金针菇[17]、香菇[6]等品种杂交后代的最常用方法。

本研究中，40 个杂交菌株中有 19 个菌株同时与

两亲本具有明显的拮抗反应并具有锁状联合，可

以确定是杂合子。但也有存在锁状联合结构而与

亲本拮抗反应不明显或无拮抗反应的情况，如菌

株 1、52e、68、15、36m、36e、37m、37e、49、

52m、58m、58e、60、70、70e、74、78 等。由

于挑取双单杂交后代时有可能取到双核亲本的菌

丝，它们具有锁状联合结构，而自身又存在轻微

拮抗反应，此时很容易将这些非杂合子误判为杂

合子，所以有锁状联合但与亲本存在不拮抗或拮

抗不明显的菌株还有待进一步的检测确定。菌株

47 和 79 未检测出锁状联合，但与两亲本均有轻

微拮抗反应，这也有待于进一步检测，以免因锁

状联合未被发现导致将杂合子误判为非杂合子。

可见，传统的锁状联合和拮抗反应观测结果只能

确定部分杂合子，尚有许多不能确定的菌株，而

且容易产生误判。 

为确保杂合子鉴别的准确性和高效率，分子

标记技术被越来越多应用于杂交子的鉴定。王丽

宁等 [10]和宋春艳等 [18]分别采用传统 ISSR 和

RAPD 分子标记技术比较香菇杂交子与亲本间的

遗传差异，但由于孢子与亲本本身存在遗传差异，

不能根据杂交子与亲本存在遗传差异而判断其为

杂合子。陈世通等[12]通过筛选出 ISSR 引物 6，将

香菇单单杂交菌株中同时拥有 2 个亲本的特异性

条带的菌株成功判断为杂合子。但传统 ISSR 技术

需要多个引物进行分析比较才能辨识出尽可能多

的杂合子，而仅凭单个或少数引物的结果则有可

能使部分杂合子不被辨识。本研究采用多个引物

对香菇双单杂交菌株进行传统 ISSR 分析，根据杂

交菌株是否拥有两亲本特异性条带判断其是否为

杂合子，结果发现，部分菌株（如菌株 8）单个

引物（如 P1、P2 或 P9）的 ISSR 图谱仅有一个亲

本的特异性条带，不能被标识为杂合子，但综合

多个引物的结果则同时拥有两亲本特异性条带，

可判断为杂合子。可见，增加引物数量可提高传

统 ISSR 技术对杂合子的辨识率。本研究采用 4

个引物对待检杂交菌株进行传统 ISSR 分析，结果

从 40 个杂交菌株中共辨识出 27 个杂合子菌株，

仍有 13 个菌株尚无法判断是杂合子还是非杂合

子。可见，传统 ISSR 技术判断出的杂合子具有较

高的准确性，但无法判断非杂合子菌株。 

双单杂交的供体是双核菌株，其 2 个核的基

因型是固定的，杂交时单核体只能接受其中一个

核形成新的杂合子，不同杂合子接受到的核只有

2 种，它们受单核体基因型的控制[3]。因此，可通

过标记区分供体 2 个细胞核，对杂合子进行鉴定。

本研究构建了一种新型 ISSR 分子标记技术鉴别

香菇双单杂交杂合子，该技术利用单个引物（P1）

可扩增出双单杂交中供体亲本菌株的 2 个细胞核

的特异性条带，拥有其中任意一条特异性条带的

杂交菌株可判断为杂合子，无特异性条带或同时

拥有 2 个细胞核的特异性条带的杂交菌株均可判

断为非杂合子。本研究结果表明，新型 ISSR 分子

技术从 40 个杂交菌株中检测出 27 个菌株为杂合

子，检测出的杂合子菌株与传统 ISSR 方法检测的

结果完全一致，同时确定其余 13 个菌株为非杂合

子。27 个杂合子中，有 19 个杂合子接受了供体

相同的一个细胞核，另外 8 个杂合子则接受了供

体的另外一个细胞核，从而可将杂合子分为 2 类，

有利于后续的农艺性状定位和遗传分析。 

与传统显微观察与拮抗试验方法相比，新型

ISSR 技术可鉴定出待检菌株中的全部 27 个杂合

子菌株，而传统显微观测与拮抗试验方法只能确
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定 19 个菌株为杂合子；传统方法容易将有锁状联

合但无拮抗或拮抗不明显的菌株（如菌株 52e、

37m、37e、58e、70 和 70e），以及未检测出锁状

联合的菌株（如菌株 47 和 79）误判为非杂合子，

而新型 ISSR 技术可准确鉴定它们为杂合子，菌株

47 和 79 未检测出锁状联合可能是显微检测时视

野数量不够多所致；传统方法有时也容易将非杂

合子误判为杂合子，如菌株 1 与 808 有明显拮抗，

与 YX7 有轻微拮抗，且菌丝有锁状联合，按传统

方法判断应为杂合子，但新型 ISSR 技术结果表

明，菌株 1 同时具有供体 2 个核的特异性条带，

为 YX7 自身而非杂合子。可见，新型 ISSR 分子

技术可以完美解决传统显微观察和拮抗试验对杂

合子鉴别结果不够全面和容易产生误判的问题。 

与传统 ISSR 技术相比，新型 ISSR 技术采用

单个引物就可确定全部 27 个杂合子菌株，而传统

ISSR 技术需采用 4 个引物才能鉴别出 27 个杂合

子。新型 ISSR 技术可确定剩余 13 个菌株为非杂

合子，其中有 11 个菌株（分别为 1、15、36m、

36e、49、52m、58m、60、68、74 和 78）同时拥

有供体亲本 2 个核的特异性条带，说明它们是供

体菌株 YX7 本身，可能是挑取菌丝时误取到供体

菌丝所致；另外 2 个非杂合子菌株 56m 和 73 不

拥有供体任一核的特异性条带，说明是受体菌株

808 的孢子单核体。而传统 ISSR 技术则无法确定

剩余 13 个菌株为杂合子还是非杂合子，更无法解

释非杂合子的来源。新型 ISSR 技术能根据导入的

供体细胞核类别将杂合子归为 2 类，而传统 ISSR

则不能对杂合子进行分类。 

综上所述，基于供体亲本菌株双核特异性条

带的单引物新型 ISSR 分子标记技术可准确鉴别

待测菌株是杂合子还是非杂合子，解决了传统显

微观察和拮抗试验方法效率低、准确性差的问题，

同时解决了传统 ISSR 技术需要采用多引物而程

序复杂、杂合子鉴别结果全面性不确定、无法判

定非杂合子、不能对杂合子归类的问题，是一种

简便、快速和有效的香菇双单杂交后代鉴定技术。

该技术不仅可运用在香菇杂交育种中，还可拓展

到其他食用菌品种的杂交育种中，缺点是不能用

于单单杂交中的杂合子鉴别。  
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