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摘要：以 $ 个糙皮侧耳菌株为材料，用核迁移试验和 ()*+,(- 技术对担孢子的 # 种交配型进行了鉴定。核迁移试

验表明，核迁移仅出现于 ./ 0"交配反应而不出现于 ."0 / 反应中。而在 ()*+,(- 试验中，发生核迁移的 . / 0

"交配反应形成无锁状联合的绒毛状菌落，而不发生核迁移的 ."0 / 反应形成无锁状联合的栅栏型菌落，两种菌

落可以清楚地区别开来。核迁移试验的结果与 ()*+,(- 试验的结果是一致的，可以相互印证。因此，将两者用于

糙皮侧耳交配型的准确鉴定是可行的。
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在四极性食用菌中，利用交配型分析的常规程

序，可以较方便地将 .X0X、.I0I、.X0I 和 .I0X 等 #
种不同交配型的担孢子区分开来［!］。对于孢子比例

测定之类的课题，这已能满足工作的需要。但是，由

于在分析过程中，第 $ 种担孢子（T$）是随机抽取的，

而且其交配型 .X0I 是指定的而非实测的，因而，并

不一定与真实情况相符，所以对于需要确知 # 种孢

子的真实交配型的研究而言，进一步对检出的 # 种

交配型进行准确鉴定是十分必要的。

林芳灿等已用核迁移等方法研究过四极性异宗

结合菌香菇（ A#%’(%).5 #/*/#&）的交配型的准确鉴定

问题［"］。与香菇一样，糙皮侧耳（@.#)7*’)& *&’7#5’)&）
也是一种四极性蕈菌，但是，虽然在国外相关英文专

著中对于核迁移试验在交配型鉴定中的应用已作过

介绍［$］，但是其在糙皮侧耳中的应用，国内至今尚未

见报道。橡树木屑浸汁琼脂+榨桔汁琼脂培养基转

换技术（()*+,(-）是美国研究者上世纪 Y% 年代开

发的一种用于蜜环菌（,7<(..57(5 <#..#5）交配型鉴定

的新技术［#］，其在糙皮侧耳中应用是否可行尚不得

而知。本文将探讨这两种方法在糙皮侧耳交配型分

析中的应用，以期为糙皮侧耳交配型的准确鉴定提

供一种行之有效的方法。
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! 材料与方法

!"! 材料

!"!"! 菌株：! 个糙皮侧耳菌株平佛诱 " 号、华平

#$ 和平 $%!&"，均由华中农业大学菌种实验中心提

供。

!"!"# 培养基：马铃薯葡萄糖琼脂培养基（’()）；

完全 培 养 基（*+）；马 铃 薯 葡 萄 糖 酵 母 膏 培 养 基

（’(,）；麦芽浸汁琼脂培养基（+,-）；橡树木屑浸汁

琼脂培养基（./0）：12栎树木屑浸汁 34456，琼脂

347，加蒸馏水至 "44456；榨桔汁琼脂培养基（8.9）：

鲜榨桔汁 34456，琼脂 347，加蒸馏水至 "44456。

!"# 方法

!"#"! 单孢分离：采用孢子弹射法收集担孢子，常

规稀释法分离单孢［"］。

!"#"# 原生质体制备：参考香菇原生质体制备的方

法［1］，稍有修改。

!"#"$ 交配型的常规鉴定：根据锁状联合的有无判

断交配反应是否亲和，凡出现锁状联合者即为交配

单核体两个交配型因子均不相同（)!:!）的可亲

和反应。交配型定为 );:; 的测交菌株 "（<"）及交

配型定为 )=:= 的测交菌株 3（<3）来源于一对可亲

和的菌丝原生质体单核体。将 <" 和 <3 分别与所有

的孢子配对，与 <" 亲和的孢子，其交配型为 )=:=，
与 <3 亲和的孢子，其交配型为 );:;。在剩下的既

不与 <" 亲和，也不与 <3 亲和的孢子中，任选一个作

为测交菌株 !（<!），指定其交配型为 );:=，将 <! 与

其余 的 孢 子 配 对，与 <! 亲 和 的 为 <#，交 配 型 为

)=:;，不亲和的为 <!。

!"#"% 核迁移试验：取 <" 在完全培养基上与 <!、<#
进行 3 组第 " 次配对，待菌丝交接后，在 <" > <! 左

右外侧各取一菌块分别与 <# 和 <3 进行第 3 次配

对。若第 3 次配对可亲和则 <" 和 <! 间发生了核迁

移，<" 和 <! 的 : 因 子 不 同，<! 为 );:=，<# 即 为

)=:;；反之，若第 3 次配对不亲和，<" 和 <! 间无核迁

移，<" 和 <! 的 : 因子相同，<! 为 )=:;，<# 为 );:=。

!"#"& ./0&8.9 试验：将 <!、<# 分别与 <"、<3 交配，

接种于 ./0 培养基上，两接种块相距 4?1@5，31A
对峙培养 BC D "4C，两接种块菌丝接触后，沿与反应

区相垂直的方向穿过两菌落切取约 355 宽、"@5 长

的琼脂条，转移至 8.9 培养基上培养 "1C D 34C 观察

菌落形态。

!"#"’ 交配型实测比例的 !3 测验：确定两种菌丝

原生质体单核体交配型是否符合预期比例 " E " 及四

种孢子单核体是否符合预期比例 " E " E " E "，分别用

公式 "3 F（ G # H $ G H "）3

% 和 "3 F "
&

"

（’ H (）3

( （ #

和 $ 分别代表两种核型单核体的实验观测值，% F
# I $）对两种菌丝原生质体单核体及 # 种担孢子的

交配型比例进行 !3 测验。

# 结果与分析

#"! 菌丝亲本单核体交配型的比例

供试菌株两种菌丝亲本单核体比例如表 " 所

示，可以看出，原来两种核处于 " E" 平衡状态的双核

菌丝体经过原生质体化后，原生质体单核体交配型

比例出现偏离，! 个供试菌株实得比例与预期 " E "
比例都不相符，其中平 $%!&" 只得到一种交配型，可

能是一种极端偏离的类型。

表 ! 两种菌丝原生质体单核体的比例

菌株 <" );:; <3 )=:= 两种单核体的比例 !3

平佛诱 " 号 34 " 34E" "1?#!

华平 #$ !" ! !"E! 3"?##

平 $%!&" 33 4 33E4 34?41

注：!3
4?41，" F !?J#

#"# 担孢子交配型的种类和比例

各菌株孢子单核体交配型比例见表 3。从表 3
中可以看出，在经过减数分裂后形成的孢子中，实际

得到的 # 种交配型的比例与预期的 " E " E " E " 比例基

本相符的有 " 个菌株平佛诱 " 号，华平 #$ 与平 $%!&
" 这 3 个菌株的实测比例与预期比例相比则出现了

严重的偏离。

表 # 孢子单核体交配型分析

菌株 <" <3 <! <# K3

平佛诱 " 号 "! "1 "1 "" 4?J"

华平 #$ "! J 3J "! "#?1"

平 $%!&" # 1! B 4 ""1?%!

注：!3
4?41，! F B?J"
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图 ! 采用 "#$%&"’ 技术时糙皮侧耳单孢分离物间对峙培养的典型反应

!"# $%&’($) 试验确定交配型

以菌株平佛诱 ! 号为例，用分属于 (!、()、(*、(+

的 , 号，-) 号，*- 号及 )) 号等 + 个担孢子进行所有

组合的配对，结果在应用 "#$%&"’ 技术进行培养基

转换培养的条件下，观察到了 * 种不同的菌落形态，

交配反应的类型及菌落特征如图 ! 及表 * 所示。

表 # 交配型反应的类型及菌落特征

菌落类别 菌落特征 配对组合
推断的

交配反应

. 无锁状联合的栅栏型菌落!）

/ 0.11.23 456578 9:;<5=; 4> 4)）

, ? *-
-) ? ))

/!@ A

0 无锁状联合的绒毛状菌落

/ B6=BB8 456578 9:;<5=; 4> 4)）

, ? ))
-) ? *-

/ A @!

4 具锁状联合的绒毛状菌落

/ B6=BB8 456578 9:;< 4> 4)）

, ? -)
)) ? *-

/!@!

注：!）有时可见假锁状联合；)）4> 4：即锁状联合

具锁状联合的菌落由已在常规交配型分析中探

明的可亲和组合 , ? -) 及 )) ? *- 产生，其交配反应

为 /!@!。, ? *- 及 -) ? )) 形成无锁状联合的栅

栏型菌落，具有通常标志核迁移受阻的”栅栏”状形

态，有时还可观察到只有 /!@ A 形成的假锁状联

合，因此可以推断，他们的交配反应为 /!@ A 。

据此，可判断出各菌株的交配型，如表 +。

表 * 孢子单核体的交配型

菌株 (! () (* (+

平佛诱 ! 号 /C@C /8@8 /8@C /C@8

华平 +D /C@C /8@8 /C@8 /8@C

平 DE*%! /C@C /8@8 /8@C /C@8"

注："推断的结果

从表 + 可以看出，在常规交配型分析中，华平

+D 的 (* 的交配型指定为 /C@8 凑巧与真实情况相

符；平佛诱 ! 号和平 DE*%! 的 (* 的实际交配型均为

/8@C，原来指定的情况与真实情况刚好相反。这充

分表明，对检出的 + 种担孢子的交配型进行准确鉴

定是十分必要的。

!"* 核迁移试验确定交配型

以菌株平佛诱 ! 号为例，用分属于 (!、()、(*、(+

的 , 号，-) 号，*- 号及 )) 号等 + 个担孢子进行核迁

移试验。先用 , ? *- 及 , ? )) 进行第 ! 次配对，再

在这两组配对的外侧取菌块分别与 ))、-)、*-、-) 进

行第 ) 次配对。如图 )，将 , ? *- 的第 ! 次配对外侧

菌块分别与 )) 和 -) 配对，不能形成锁状联合，说明

, 和 *- 之间没有发生核迁移；将 , ? )) 的第 ! 次配

对外侧菌块分别与 *- 及 -) 所进行的第 ) 次配对，

均实现了双核化。这是由于 , ? )) 之间有核迁移发

生，从而使第 ) 次配对两个可亲和的核相遇后形成

锁状联合。综上所述，,（/C@C）与 *-（/8@C）的 @ 因

子相同，,（/C@C）与 ))（/C@8）的 / 因子相同。用相

同方法确定了华平 +D 和平 DE*%!+ 种孢子的交配型，

结果与表 + 中 "#$%&"’ 试验那结果完全一致。

图 ) 佛诱 ! 号核迁移试验

!"+ 重复核迁移和 $%&’($) 试验

取各菌株属于 (!、()、(*、(+ 的孢子进行重复试

验，试验结果与上述结果相同，说明这两种方法对于

糙皮侧耳是适用的。
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! 讨论

供试菌株的菌丝原生质体单核体和孢子单核体

的交配型均出现了不同程度的偏分离。!"#$%［&］在

裂褶菌（ !"#$%&’#())*+ "&++*,-）的研究中指出出现

这种偏分离与 ’ 因子有关。程水明［(］等在香菇的研

究中表明出现这种偏分离既受 ’ 因子控制也与细

胞质有关。糙皮侧耳中出现这种现象的原因还有待

进一步研究。

)*+,-). 技术的核心在于将 /!’ 0 反应形成

栅栏型菌落这一在普通培养基上不太明显的特征，

通过特定培养基的转换培养而凸显出来，因而结果

比较直观便于观察。不过，在 )*+,-). 试验中，有

时也会遇到某些菌落形态不太典型的问题。因此，

必要时将两种方法联合应用，相互印证，结果将更为

可靠 1
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关于《微生物学通报》8::4 年度开始专刊申请的通知

当前，随着生物技术的飞速发展，微生物学涵盖的领域越来越广，交叉学科的研究也越来越受到关注。

除了已有的传统微生物学研究之外，极端微生物、海洋微生物、微生物制药、纳米科学、生物炼制、生物质能

等也逐步成为微生物学研究的热门领域。为了更加系统、集中地反映各个领域的研究成果，以及该领域学

科的热点难点问题，充分发挥《微生物学通报》的学科引领和导向作用，促进学科发展，为某个领域的科研人

员提供一个交流的平台，《微生物学通报》编委会决定自 8::4 年起，每年出版一定数量的专刊。专刊将系统

地反映微生物学相关领域或新学科生长点的最新进展，及时介绍国内外微生物相关前沿领域的突破性成

果，以及面向国家和社会发展需要并具有重大应用前景的研究成果。真诚欢迎本领域各学科的学术带头人，

申请并组织专刊。申请得到编委会批准后，申请人将被邀请担任本专刊的特约编辑，负责组织稿件、确定审

稿专家，并撰写专刊序言。

根据专刊工作计划，编辑部已开始接受 8::4 年度专刊申请，现将有关事项通知如下：

2 1 专刊申请的有关规定请见我刊主页（FLL#：YYZ>K%A"?I 1 =P1 "J 1 JAYRIRXLNJA）的公告，请申请者仔细阅读；

8 1 提交形式：请到我刊主页的“下载专区”下载专刊申请表；填写好之后，以 +,P"=? 附件的形式发送到编

辑部信箱：L>A;N">[ =P1 "J1 JA ，并请在邮件主题中注明：“专刊申请”字样；

9 1 申请者如有疑问，请咨询编辑部，联系方式：邮件 L>A;N">[ =P1 "J1 JA 或电话 :2:,&74:(522。

《微生物学通报》编辑部

8::( 年 3 月 9 日
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