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单孢分离菌株的异核不对称特性揭示梯棱羊肚菌

为假同宗结合真菌 

柴红梅，马渊浩，刘萍，陈卫民，陶南，赵永昌* 

云南省农业科学院生物技术与种质资源研究所，云南 昆明 650205 

 

摘  要：本文以基因组数据显示只具有 MAT1-1 idiomorph 的单孢菌株 YPL6-3 和只具有 MAT1-2 

idiomorph 的单孢菌株 YPL6-1 为材料，研究它们子代的子囊果、单孢菌株群体和同一子囊中 8 个单

孢菌株的交配型分布情况。YPL6-3 和 YPL6-1 菌株分别隔离栽培和互补混栽均能形成正常的子囊

果，其子囊果菌柄交配型分布与亲本菌株有关。PCR 扩增检测 235 株子代单孢菌株的交配基因出现

有趣现象：一些菌株的 MAT1-1-1 基因电泳条带强，而 MAT1-2-1 基因的条带弱；另一些菌株则

MAT1-1-1 基因条带弱，而 MAT1-2-1 基因条带强。同时也有两基因条带都强或者一基因条带强，另

一基因无条带的菌株。从 3个子囊果中共挑取了 10个子囊，并对每个子囊中的单孢进行独立分离，

PCR扩增并电泳检测交配基因时也出现了上述相同的情况。若 MAT1-1-1 强，则 MAT1-2-1 弱或无，

这样的菌株在同一子囊中不会超出 4 个，反之亦然。利用长片段 PCR 扩增 YPL6-1 和 YPL6-3 菌株

的全长 MAT idiomorph，利用 Nanopore 测序技术对扩增子进行单分子实时测序，2 次重复实验的序

列比对发现：菌株 YPL6-1 中存在 99.63%和 99.81%的 MAT1-2 idiomorph 分子及 0.37%和 0.19%的

MAT1-1 idiomorph 分子；菌株 YPL6-3 中存在 99.45%和 99.74%的 MAT1-1 idiomorph 分子及 0.55%

和 0.26%的 MAT1-2 idiomorph 分子。从而证实，这 2 个基因组测序和 PCR 扩增都只能检测到一种交

配型的菌株，其实是异核菌株，只是 2 种交配型核的数量占比存在较大偏离。根据上述现象推断，

梯棱羊肚菌的子囊孢子都是异核的，萌发后形成的单孢菌株具有异核不对称特点，从而推测梯棱羊

肚菌是一种特殊的假同宗子囊菌，同时也揭示了梯棱羊肚菌单孢出菇的真相。 

关键词：羊肚菌；MAT idiomorph；交配基因；Nanopore 测序；异宗结合 
 

[引用本文] 柴红梅，马渊浩，刘萍，陈卫民，陶南，赵永昌，2022. 单孢分离菌株的异核不对称特性揭示梯棱羊肚菌为假

同宗结合真菌. 菌物学报，41(10): 1607-1618 

Chai HM, Ma YH, Liu P, Chen WM, Tao N, Zhao YC, 2022. The asymmetrical distribution of opposite mating type nuclei in 
single-ascospore isolates revealed Morchella importuna is a pseudohomothallic fungus. Mycosystema, 41(10): 1607-1618 

 



 

柴红梅 等 /单孢分离菌株的异核不对称特性揭示梯棱羊肚菌为假同宗结合真菌 Research paper 
 

菌物学报 1608 

The asymmetrical distribution of opposite mating type nuclei 
in single-ascospore isolates revealed Morchella importuna is a 
pseudohomothallic fungus 

CHAI Hongmei, MA Yuanhao, LIU Ping, CHEN Weimin, TAO Nan, ZHAO Yongchang* 

Biotechnology and Genetic Germplasm Resource Research Institute, Yunnan Academy of Agricultural Sciences, 
Kunming 650205, Yunnan, China 

 

Abstract: The mating-types of F1 ascocarps, single-ascospore populations and eight 
single-ascospore strains in an ascus were analyzed based on the crossing of single-ascospore 
strains YPL6-1 and YPL6-3 of Morchella importuna which harbored MAT1-2 and MAT1-1 
idiomorph respectively in their genome-sequencing data. Under the conditions of sowing 
separately and mix-sowing, strains YPL6-1 and YPL6-3 could fructify normally, and the 
distribution of mating type in the stipe was related to the parent strain. When the mating type tests 
were carried out by PCR amplification in 235 single-ascospore strains, something interesting 
happened: the electrophoretic bands of MAT1-1-1 gene in some strains were bright, but the bands 
of MAT1-2-1 were weak. In other strains, the MAT1-1-1 band was weak, while the MAT1-2-1 
band was bright. Meanwhile, there were strains that two mating gene bands were bright, or strains 
that one mating gene band was bright while the opposite mating gene band unappeared. Ten asci 
were separated from three ascocarps and corresponding single ascospores were isolated from each 
ascus, and the mating types of these single-ascospore strains were analyzed. As a result, the same 
phenomenon occurred. The single-ascospore strains showing bright MAT1-1-1 band and weak or 
no MAT1-2-1 band originated from no more than four spores in an ascus, and vice versa. The PCR 
amplicons of MAT loci in the YPL6-1 and YPL6-3 were sequenced respectively by nanopore 
approach, and corresponding experiments were repeated twice. The alignment analysis indicated 
that there were 99.63% and 99.81% MAT1-2 idiomorphs, and 0.37% and 0.19% MAT1-1 
idiomorphs in the strain YPL6-1, meanwhile, the strain YPL6-3 contained 99.45% and 99.74% 
MAT1-1 idiomorphs, and 0.55% and 0.26% MAT1-2 idiomorphs. The result confirmed that these 
two single-ascospore strains were actually heterokarytic, however, there was a great deviation in 
proportion of two mating type nuclei. It is speculated that all ascospores in M. importuna are 
heterokarytic, and the opposite mating type nuclei are asymmetrically distributed in mycelia 
germinated from single ascospore. Therefore, M. importuna is a pseudohomothallism ascomycete 
fungus, and the single-ascospore strain could be self-fertile. 
Keywords: morel; MAT idiomorph; mating gene; Nanopore sequencing; heterothallism 

 
梯棱羊肚菌 Morchella importuna M. Kuo 

et al.隶属于子囊菌门 Ascomycota，盘菌纲

Pezizomycetes，羊肚菌科 Morchellaceae，羊肚

菌属 Morchella Dill. ex Pers.，属内所有种类皆美

味、可食，且具有高营养价值和提高机体免疫的

功效(Tietel & Masaphy 2018；Wang et al. 2020)，

是著名珍稀食用菌。目前，羊肚菌属内部分种已

实现人工栽培(Ower 1982；Liu et al. 2018a)，梯

棱羊肚菌和六妹羊肚菌 M. sextelata 为我国商业

主栽物种，栽培产业发展迅猛。在羊肚菌产业快
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速发展的同时，对其基础生物学方面的研究也方

兴未艾(Han et al. 2019；Tan et al. 2021；Yuan et al. 

2021)，但相较于担子菌如异担子菌 Heterobasidion 

annosum (Dai et al. 2003)、蜜环菌 Armillaria spp. 

(秦国夫等 2000)、香菇 Lentinula edodes 和黑木

耳 Auricularia heimuer 等，羊肚菌的研究仍然有

许多空白和薄弱环节，如羊肚菌的生活史研究就

有多个版本(Volk & Leonard 1990；Pilz et al. 

2007；Alvarado-Castillo et al. 2014；Du & Yang 

2021)，且目前仍未有定论。 

子囊菌的有性生殖由单一交配位点 MAT1

调控，位点上有 MAT1-1 或 MAT1-2 两种交配型，

它们之间存在极低的同源性，因此用同源异构体

idiomorph 来命名(Turgeon & Yoder 2000)。异宗

结合(heterothallism)子囊菌的单倍体核上只存在

MAT1-1 或 MAT1-2 idiomorph 的一种，有性生殖

需要具有互补交配型的单孢菌株结合(Coppine 

et al. 1997)。同宗结合(homothallism)子囊菌的单

倍体基因组中，MAT1-1 和 MAT1-2 连锁或者分

散性地存在，一个单孢菌株即能完成有性生殖。

若物种的单子囊孢子中同时存在具有互补交配

型的核，一个单孢菌株可完成有性生殖，则为二

级同宗(secondary homothallism)或者假同宗结合

(pseudohomothallism) (Nelson 1996；Debuchy & 

Turgeon 2006)。Chai et al. (2017)、Liu et al. 

(2018b)以及 GenBank 公开的多个梯棱羊肚菌单

孢菌株全基因组测序数据 (http://genome.jgi. 

doe.gov/Morco1/Morco1.home.html；http://genome. 

jgi.doe.gov/Morimp1/Morimp1.home.html)表明，

这些单孢菌株基因组中都只能找到一种交配型

的 idiomorph，且它们具有相同的侧翼序列，存

在于染色体的同一位点上，证实梯棱羊肚菌是异

宗结合真菌，即需要具有互补交配型单孢菌株结

合才能进行有性繁育。但研究中同时也发现了一

些令人不解的现象：梯棱羊肚菌单孢菌株能正常

出菇(贺新生等  2019；刘伟等  2019；谭方河 

2019)；存在异核体子囊孢子(贺国强 2021；刘萍

等 2021)；栽培和野生子囊果中都发现菌柄只有

一种交配型而子实层有 2 种交配型的现象(Du 

et al. 2017)；2 种交配型在子囊果不同部位发生

偏分离(刘伟等 2020；He et al. 2021)；有的菌核

中只能检测到一种交配型(蒋林林等  2021)等

等。这些现象在异宗结合真菌中难以解释，那

么是否还存在其他我们所不知道的繁育模式？

还是在单子囊孢子中 2 种交配型的核都存在，

而 PCR 检测其萌发后的菌株时只能检测到其中

一种？ 

Nanopore 技术能实现单分子、长片段的实

时测序。单分子 DNA 以一定速率通过纳米孔，

引起不同电信号的变化，通过对这些电信号变化

进行检测和解析，完成序列的实时测定(Deamer 

et al. 2016；Jain et al. 2016；Magi et al. 2018)。

本研究以基因组数据分别只存在 MAT1-1 或

MAT1-2 idiomorph 的 2 株单孢菌株为材料，

Nanopore 测序分析其全长 idiomorph 的 PCR 扩

增产物中，是否还隐藏着另一种 MAT idiomorph

信息；同时采用毛细管分离技术分离单孢群体和

一个子囊中的 8 个单孢，分析它们的交配型组

成，以期明确 2 种交配型在单孢菌株中的真实存

在情况。 

1  材料与方法 

1.1  供试菌株和子囊果 
梯棱羊肚菌单孢菌株 YPL6-1 和 YPL6-3 分

离自云南省禄丰市人工栽培的子囊果 YPL6，

利用 PCR 检测交配型，琼脂糖凝胶电泳结果

显示，YPL6-1 菌株只能扩增出 MAT1-2-1 基因，

YPL6-3 菌株只能扩增出 MAT1-1-1 基因。它们的

基因组数据储存在中国科学院北京基因组研

究所(国家生物信息中心 BGI)，登记号分别为

GWHBCHM00000000 和 GWHBCHL00000000。

基因组数据分析表明，菌株 YPL6-1 的基因组中
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只 存 在 MAT1-2 idiomorph 而 没 有 MAT1-1 

idiomorph，同样，菌株 YPL6-3 的基因组中只有

MAT1-1 idiomorph 而没有 MAT1-2 idiomorph，因

此认为菌株 YPL6-1 为 MAT1-2 交配型，菌株

YPL6-3 为 MAT1-1 交配型。 

子囊果Y1-1、Y1-2和Y1-3来自菌株YPL6-1

栽培，子囊果 Y3-1、Y3-2 和 Y3-3 来自菌株

YPL6-3栽培，子囊果Y1Y3-1、Y1Y3-2和Y1Y3-3

来自菌株 YPL6-1 和 YPL6-3 混合栽培，栽培地

均在云南省昆明市晋宁区。 

梯棱羊肚菌子囊果 YAASM5 和 YAASM7

均于 2020 年采自云南省武定县人工栽培大田，

标本保存于云南省农业科学院种质资源库食用

菌中心。 

1.2  羊肚菌栽培 
参考刘伟等(2017b)的方法，分别进行菌株

YPL6-1、YPL6-3 独立和混合栽培处理。为减少

菌丝互串影响试验的准确性，栽培在筐内进行，

每个栽培处理 10 筐，2018 年 11 月搭建 3 个独

立的菇棚，棚间距不小于 50 m，棚四周及顶用

大棚塑料薄膜围绕，薄膜外 50 cm 用双层 6 针加

密遮阳网搭建遮阴，保证隔离的条件下尽量做到

遮阴降温，进行完全相同的管理。2020 年 11 月

进行重复栽培试验，菌株 YPL6-1、YPL6-3 及其

混合栽培分别放在 3 个六妹羊肚菌栽培大棚中

进行，每个栽培处理 9 m2，大棚间距不小于

100 m，保证菌丝不能互相串联结，棚四周用塑

料薄膜遮挡也尽量避免分生孢子随风串联。 

1.3  单孢分离 
子囊果 YAASM5、YAASM7 和 Y1Y3-1 用

于分离单子囊中的单孢。用无菌镊子夹取小块有

成熟子囊的菌肉，放置于无菌载玻片上的适量水

滴中，轻轻压碎至释放出独立的子囊。在显微镜

10×视野下观察，找到有 8 个成熟孢子的子囊，

用自制的直径约 20 µm 的毛细管将单个子囊吸

出(图 1A)，放入 200 μL 透明 PCR 管(含 30 µL

无菌水)中，在 10×显微镜下再次确认管中有无

子囊。将有子囊的管放在超声波破碎仪中超声

1 min，之后用 10 µL 移液枪将管中所有液体吸

放在无菌载玻片上，观察液体中是否有独立的孢

子。用毛细管把孢子逐一吸出(图 1B)分别放在

直径 6 cm 的 YPD 平板上，22 ℃下暗培养 12 h

后观察萌发。 

子囊果 Y1Y3-2 和 Y1Y3-3 用于分离单子囊

孢子，参考刘萍等(2021)的方法，在 10×显微镜

下用毛细管吸出单个子囊孢子放在 YPD 平板

上，一个直径 6 cm 的平板放一个孢子，保证萌

发的菌丝都来源于一个单孢。 

 

 
 

 
 

图 1  毛细管吸取单个子囊(A)和单个子囊孢子(B) 
Fig. 1  Sucking one ascus (A) and one ascospore 
(B) by capillary.  

 
1.4  交配基因检测 

采用试剂盒 EZgene™ Fungal gDNA Kit 

(BIOMIGA Inc.)提取基因组 DNA，引物对 P8f 

(5ʹ-ATGTCACTCCGTCCGGTTTACCTTA-3ʹ) 和

P8r (5ʹ-TGGAATGTCTGTGATTGAGGCTGTG-3ʹ)

扩增 MAT1-1-1 基因，引物对 P10f (5ʹ-GGCC 

AGAACAGATGCTCGAAGAAGC-3ʹ) 和 P10r 

(5ʹ-CTCCCAAAGCATGATCAAATCCCTC-3ʹ)扩增
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MAT1-2-1 基因，PCR 反应体系和扩增条件参考

Chai et al. (2017)的方法。 

1.5  交配位点全长扩增和 Nanopore 测序

分析 
菌株 YPL6-1 和 YPL6-3 的交配位点全长

idiomoph 扩增参照 Chai et al. (2019)的方法，采

用 LA Taq DNA 聚合酶扩增体系[宝日医生物技

术(北京)有限公司]：10×La PCR buffer 5 μL，

dNTPs (2.5 mmol/L) 8 μL，引物 P11-2f (5ʹ-ATGT 

ATGTGTGGGGGAGCGGGTAGAT-3ʹ)和 P11-2r 

(5ʹ-GAGATGCGACAACAGACATTGGGCT-3ʹ) 

(10 pmol/L)各 1 μL，模板 DNA (10 ng/μL) 1 μL，

LA Taq 0.5 U，补 ddH2O 至 50 μL。两步法 PCR

扩增条件为：94 ℃预变性 1 min；98 ℃变性 10 s，

68 ℃退火加延伸 9 min，35 个循环；72 ℃下最

终延伸 10 min。 

PCR 产物胶回收后，交由武汉贝纳科技服

务有限公司进行 Nanopore 测序和分析。进行

2 次重复实验，第一次实验每个样品产生 1 Gb

数据量，第二次实验每个样品产生 2 Gb 数据量，

其他操作完全一致。测序的 raw reads 去除平均值

≤7 的序列得到 clean reads，用 minimap2 软件(参

数-ax map-ont)分别比对梯棱羊肚菌的 MAT1-1 

idiomorph (KY782630) 和 MAT1-2 idiomorph 

(KY782629)序列，基于比对结果文件(sam 文件)

中的第二列(flag)统计比对到 MAT1-1 和 MAT1-2

上的 reads 数。 

2  结果与分析 

2.1  只检测到一种交配型的单孢菌株栽培

能正常出菇 
2018 年 11 月的栽培试验，于 2019 年 3 月

初菌株 YPL6-1 和 YPL6-3 的棚中各收获 3 个子

囊果，混合栽培收获了 6 个子囊果；2020 年 11

月的栽培试验，于 2021 年 4 月统计出菇情况，

YPL6-1 菌株收获干菇 56.4 g，YPL6-3 菌株收获

干菇 45.7 g，混播菌株收获干菇 250.1 g。2 次的

单独和混种结果表明，PCR 检测结果只有一种

交配型基因的菌株栽培能出菇，但是就出菇数量

而言，混播的明显多于单独栽培的，即交配型基

因的分布对出菇是有影响的。 

多项研究发现，羊肚菌单孢菌株能出菇

(Ower 1986；贺新生等 2019；谭方河 2019)，刘

伟等(2019)认为可能是由于无性孢子传播等自

然引入了另一交配型的细胞核。为了防范外来细

胞核的引入，本研究做了相对严格的隔离，单孢

菌株 YPL6-1 和 YPL6-3 在 2 年的栽种试验中，

都收获了正常子囊果。2018 年的栽培试验，由

于塑料薄膜隔离、盆栽、温度和湿度等条件不太

适合，都只收获到 3 个子囊果，虽然产量都不高，

但仍然证实了这 2 个单孢菌株能栽培出菇。 

2.2  PCR 检测单孢菌株的交配基因出现强

弱带 
子囊果 Y1Y3-2 和 Y1Y3-3 共分离单孢菌株

400 株，其中的 235 株检测了交配基因 MAT1-1-1

和 MAT1-2-1，部分电泳检测结果见图 2A，有的

菌株只检测到一个交配基因(如 11、12、16)，有

的菌株 2 个交配基因都能检测到(如 14、18、19)，

还有的菌株一个交配基因扩增条带强，另一交配

基因扩增条带非常弱或者只能观察到隐约条带

(如 3、4、5、6、7、8 等)。统计这 235 株菌株

的 PCR 检测结果(表 1)，发现这些单孢菌株的交

配基因分布存在 3 种类型，Ⅰ：MAT1-1-1 强，

MAT1-2-1 弱或无；Ⅱ：MAT1-2-1 强，MAT1-1-1

弱或无；Ⅲ：2 个基因条带都强。从 2 个子囊果

的合计结果看，每一类型单孢菌株的数量和比例

大体接近，Ⅱ类型稍高一些。 

羊肚菌单子囊孢子分离物中同时检测到交

配基因 MAT1-1-1 和 MAT1-2-1 已有报道(贺国强 

2021；刘萍等 2021)，证明羊肚菌中的确存在异

核体单孢。但 PCR 扩增检测时一个交配基因为

亮条带，则另一交配基因就为弱条带的现象令人



 

柴红梅 等 /单孢分离菌株的异核不对称特性揭示梯棱羊肚菌为假同宗结合真菌 Research paper 
 

菌物学报 1612 

费解。多次重复实验得到相同结果，排除了实验

操作过程中可能带来的误差；相同的 DNA 模板

和相同的加量，排除了模板质量不好导致扩增条

带弱的疑问；不加模板的阴性对照完全无条带，

排除了试剂污染的可能；弱条带回收后克隆测

序，序列比对证实确为交配基因，排除了杂带污

染的疑问。因此推测这种现象可能是由于 2 个基

因在模板 DNA 中存在的比例差异引起。 

2.3  交配基因 MAT1-1-1 和 MAT1-2-1 在单

孢出菇子囊果菌柄菌盖中的不均匀分布 
2020 年单孢菌株 YPL6-1、YPL6-3 及混播

栽培出菇的子囊果各取 3 个，分别提取它们菌盖 

 

 
 

图 2  PCR 产物电泳图   A：单孢菌株交配基因 PCR 扩增产物. 1–23：23 个单孢菌株分别扩增 MAT1-1-1

和 MAT1-2-1 交配基因的 PCR 产物；M1：DL2000 marker；CK：不加模板负对照. B：子囊果 Y1-1、Y1-2、

Y1-3 菌柄菌盖组织交配基因 PCR 扩增产物. 1，5，9：菌柄组织的 MAT1-1-1 基因扩增产物；2，6，10：

菌柄组织的 MAT1-2-1 基因扩增产物；3，7，11：菌盖组织的 MAT1-1-1 基因扩增产物；4，8，12：菌盖

组织的 MAT1-2-1 基因扩增产物；M1：DL2000 marker. C：菌株 YPL6-1、YPL6-3 的 MAT idiomorph PCR

扩增产物. 1：菌株 YPL6-1 的 MAT idiomorph 扩增产物；2：菌株 YPL6-3 的 MAT idiomorph 扩增产物；

M2：DL10000 marker 

Fig. 2  Agarose gel electrophoresis of the PCR products. A: Mating gene PCR products in the single ascospore 
strains. 123: Mating gene PCR products in 23 single ascospore strains; M1: DL2000 marker; CK: Negative 
control of no template. B: Mating gene PCR products in the stipe and pileus of ascocarps Y1-1, Y1-2 and Y1-3. 
1, 5, 9: PCR products of MAT1-1-1 in the stipe; 2, 6, 10: PCR products of MAT1-2-1 in the stipe; 3, 7, 11: PCR 
products of MAT1-1-1 in the pileus; 4, 8, 12: PCR products of MAT1-2-1 in the pileus; M1: DL2000 marker. C: 
MAT idiomorph PCR products in the YPL6-1 and YPL6-3. 1: MAT idiomorph in the YPL6-1; 2: MAT 
idiomorph in the YPL6-3; M2: DL10000 marker.  
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表 1  两子囊果单孢分离菌株交配基因的 PCR 检测结果 
Table 1  The results of PCR amplification of MAT1-1-1 and MAT1-1-2 genes of single-ascospore strains from 
two ascocarps of Morchella importuna 
子囊果 

Ascocarp 

单孢菌株数量 

Number of single-ascospore strain 

交配型类型 Category of mating type 

Ⅰa Ⅱb Ⅲc 

数量 

Number

比例 

Ratio (%)

数量 

Number

比例 

Ratio (%) 

数量 

Number 

比例 

Ratio (%)

Y1Y3-2 145 38 26.21 64 44.13 43 29.66 

Y1Y3-3 90 32 35.56 28 31.11 30 33.33 

合计 In total 235 70 29.79 92 39.15 73 31.06 

注：a MAT1-1-1 强，MAT1-2-1 弱或无；b MAT1-2-1 强，MAT1-1-1 弱或无；c MAT1-1-1 和 MAT1-2-1 都强 

Note: a MAT1-1-1 bright, MAT1-2-1 weak or none; b MAT1-2-1 bright, MAT1-1-1 weak or none; c MAT1-1-1 and MAT1-2-1 bright. 

 
和菌柄组织的 DNA，PCR 扩增检测交配基因

MAT1-1-1 和 MAT1-2-1。结果发现，所有 9 个子

囊果的菌盖中 2 个交配基因都能检测到，表明具

有 2 种交配型，而菌柄中交配基因分布不一致

(表 2)。菌株 YPL6-1 (MAT1-2)的 3 个子囊果菌

柄，MAT1-1-1 基因条带弱或未检测到，MAT1-2-1

基因都得到亮条带(图 2B)；菌株 YPL6-3 (MAT1-1)

的 3 个子囊果菌柄，2 个的 MAT1-2-1 条带弱，

一个条带正常，而 MAT1-1-1 基因都得到亮条带；

混合栽培得到的 3 个子囊果，除 Y1Y3-1 的菌柄

MAT1-1-1 基因检测条带弱外，其余的条带都亮。

检测结果表明，子代子囊果菌柄的交配型分布

与亲本菌株相关，亲本菌株中 PCR 检测缺失的

交配型，在其子代子囊果的菌柄中也会出现检

测缺失或者条带弱的现象，而菌盖中则两种交

配型都存在。 

2.4  单子囊单孢分离菌株的交配型 
分离过程发现单子囊分离并吸入管中容易

做到，但超声振荡破壁后，8 个子囊孢子有的会

挂壁于管或吸头，或者被超声波损伤而不能萌

发，因此获得全部 8 个孢子的萌发菌株有一定难

度。试验中，子囊果 YAASM5 的 4 个子囊分别

获得 5、5、6 和 7 个单子囊孢子菌株，YAASM7

的 3 个子囊分别获得 5、6 和 6 个单子囊孢子

菌株，Y1Y3-1 的 3 个子囊分别获得了 7、8 和

8 个单子囊孢子菌株。这些单孢菌株的交配基因

检测结果(表 3)表明，一个子囊中单孢菌株的交

配型可以分为 2 种情况：Ⅰ：一种交配型强，另

一种交配型弱或无；Ⅱ：2 种交配型都强。出现

情况Ⅰ的比例较大，若 MAT1-1 强，则 MAT1-2

弱或无，同一子囊中同类型的菌株不会超过

4 个，反之亦然。猜测每个子囊中可能是 4 个

孢子萌发菌株的 MAT1-1 型核占比多，MAT1-2

型核占比少；另 4 个孢子萌发菌株的 MAT1-2 型

核占比多，MAT1-1 型核占比少。培养过程中

2 种核的占比也会发生变化，当占比少的交配

型核增殖加强时就会出现 2 个交配型都强的

情况。 

 
表 2  子囊果菌柄菌盖中交配基因检测结果 
Table 2  The test results of mating gene in stipes and pilei of ascocarps of Morchella importuna 
交配基因 

Mating  

gene 

Y1-1 Y1-2 Y1-3 Y3-1 Y3-2 Y3-3 Y1Y3-1 Y1Y3-2 Y1Y3-3 

柄 

Stipe 

盖 

Pileus 

柄 

Stipe 

盖 

Pileus 

柄 

Stipe 

盖 

Pileus 

柄 

Stipe

盖 

Pileus

柄 

Stipe

盖 

Pileus

柄 

Stipe

盖 

Pileus

柄 

Stipe

盖 

Pileus 

柄 

Stipe 

盖 

Pileus 

柄 

Stipe

盖 

Pileus

MAT1-1-1 ± + ± + – + + + + + + + ± + + + + + 

MAT1-2-1 + + + + + + ± + + + ± + + + + + + + 

注：+：强扩增条带；–：没有扩增条带；±：扩增条带很弱 

Note: +: Bright band; –: No band; ±: Weak band. 
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表 3  单子囊内菌株的交配基因检测结果 
Table 3  The test results of mating gene in the strains from single ascus of Morchella importuna 
子囊果 

Ascocarp 

子囊编号 

No. of ascus 

交配基因 

Mating gene 

单子囊中子囊孢子编号 

No. of ascospore in one ascus 

1 2 3 4 5 6 7 8 

YAASM5 

 

1 MAT1-1-1 + – + ± +    

MAT1-2-1 – + ± + ±    

2 MAT1-1-1 – + ± + +    

MAT1-2-1 + – + + ±    

3 MAT1-1-1 + – ± – + +   

MAT1-2-1 + + + + ± ±   

4 MAT1-1-1 ± + + + + – –  

MAT1-2-1 + ± – – ± + +  

YAASM7 5 MAT1-1-1 + ± + + –    

MAT1-2-1 ± + + + +    

6 MAT1-1-1 + + – ± – –   

MAT1-2-1 ± ± + + + +   

7 MAT1-1-1 + – + ± ± +   

MAT1-2-1 ± + + + + +   

Y1Y3–1 8 MAT1-1-1 + + ± + ± + ±  

MAT1-2-1 ± + + + + + +  

9 MAT1-1-1 + + – ± – + ± + 

MAT1-2-1 + + + + + + + + 

10 MAT1-1-1 ± + ± + + + ± + 

MAT1-2-1 + + + + + + + + 

注：+：强扩增条带；–：没有扩增条带；±：扩增条带很弱  

Note: +: Bright brand; –: No brand; ±: Weak brand. 

 

2.5  单孢菌株中MAT1-1和MAT1-2 idiomorph

以极不对等占比存在 
引物对 P11-2f/2r 基于交配位点两端的保守

序列设计，可扩增黑色和黄色类群羊肚菌的

MAT1-1 和 MAT1-2 idiomorph 全长序列(Chai et al. 

2019)，扩增片段带部分相同侧翼序列(图 3)。菌

株 YPL6-1 和 YPL6-3 扩增出的片段大小分别为

8.6 kb 和 12.5 kb，但从琼脂糖凝胶电泳检测结果 

 

 
 

图 3  梯棱羊肚菌交配位点结构图 
Fig. 3  Organization of the MAT locus in Morchella importuna. 
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看，两个片段大小差别并不明显(图 2C)。PCR 产

物建库后在 Oxford Nanpore PromethION 测序仪

进行实时单分子测序。从测序的读头长度和数据

量分布图中看出，大部分的读头都获得了整个扩

增子的全长序列，也有部分读头长度小于扩增子

长度(图 4)，可能是测序过程中马达蛋白牵引的

DNA 分子发生断裂所致。 

测序后的 clean reads 分别比对到梯棱羊肚

菌 10.5 kb 长的 MAT1-1 idiomorph 和 6.7 kb 长的

MAT1-2 idiomorph 序列，这 2 个序列间没有任何

同源性(图 3)，因此短读头比对也不会出现误判。

去除无效数据后，2 次样品送测的统计结果见

表 4。YPL6-1 菌株的交配位点扩增子中，除

99.63%和 99.81%的 MAT1-2 idiomorph 分子外，

还存在极低数量 (0.37%和 0.19%)的 MAT1-1 

idiomorph 分子；同样，YPL6-3 菌株的交配位点

扩增子中，除 99.45%和 99.74% 的 MAT1-1 

idiomorph 分子外，还存在极低数量(0.55%和

0.26%)的 MAT1-2 idiomorph 分子。虽然经过 PCR

反应，目标序列得到了指数级扩增，但通过

Nanopore 单分子测序，YPL6-1 中检测到的

MAT1-1 idiomorph 分子只有 1 044 条和 812 条，

YPL6-3 中检测到的 MAT1-2 idiomorph 分子只有

634 条和 941 条，推算它们在 DNA 模板中的存

在比例更低，这大概就是 PCR 扩增出现强弱带

的原因，同时这也是基因组测序也检测不到的原

因。因此，我们推测那些只能检测到一种交配型

的单孢菌株应该也是同样的情况，另一交配型 

 

   
 

图 4  第二次重复实验测序数据的 reads 长度和数据量分布图   A：YPL6-1 菌株测序数据的 reads 长度

和数据量分布图. B：YPL6-3 菌株测序数据的 reads 长度和数据量分布图 

Fig. 4  The histogram showing the number of sequenced bases against sequence length in the second 
experiment. A: The number of sequenced bases against sequence length of YPL6-1. B: The number of 
sequenced bases against sequence length of YPL6-3. 

 
表 4  Nanopore 测序数据比对结果统计表 
Table 4  The alignment results of nanopore-sequencing reads 
菌株 

Strain 

重复 

Repeat 

总有效读头数 

Total valid reads 

MAT1-1 idiomorph 读头数 

Reads of MAT1-1 idiomorph 

MAT1-2 idiomorph 读头数 

Reads of MAT1-2 idiomorph 

数量 

Number 

比例 

Ratio (%) 

数量 

Number 

比例 

Ratio (%) 

YPL6-1 R1 282 375 1 044 0.37 281 331 99.63 

 R2 423 669 812 0.19 422 857 99.81 

YPL6-3 R1 116 094 115 460 99.45 634 0.55 

 R2 358 319 357 378 99.74 941 0.26 
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检测不到只是因为其核存在的占比极低。根据

2 种核存在占比的不同，会出现 3 种检测结果：

一种核占比极多，另一种核占比极少，表现为

PCR 只能检测到一种交配型；一种核占比多，

另一种核占比少，表现为 PCR 检测条带一强一

弱；2 种核占比相近，则 PCR 能检测到 2 种交

配型。 

交配位点全长扩增时，虽然是在同一扩增体

系中，DNA 模板和引物都相同，但 MAT1-1 和

MAT1-2 idiomorph 的长度有差异，所以扩增效率

也会存在差异，且在胶回收、建库及后续测序过

程中，2 种分子的得率也会有差异，因此实验数

据可能并不能完全准确地反应出这 2 种分子所

占的比例，但是却能明确单孢菌株 YPL6-1 和

YPL6-3 其实是异核体单孢萌发菌株，只是这 2 种

核分别以较大偏离的比例存在。 

3  讨论 

本研究通过 MAT idiomorph PCR 扩增子的

Nanopore 测序，证实基因组测序和 PCR 检测都

只具有一种交配型的梯棱羊肚菌单孢菌株中，另

一交配型的核是真实存在的，只不过它的占比极

低而已，因此推断那些只检测到一种交配型的单

孢菌株，其实也是异核单孢菌株。同时，单子囊

中单孢菌株的独立分离及交配型鉴定结果表明：

一种交配型的扩增条带强，另一交配型的扩增带

弱或无，来自同一子囊中的同类型单孢菌株不会

超出 4 个。虽然本研究中只分离了 10 个子囊的

子囊孢子，但结果符合 2 个不同核进行核配后形

成 8 个子囊孢子的遗传学规律。因此我们推断：

梯棱羊肚菌属于一种异核不对称的假同宗结合

子囊菌，其子囊中的 8 个子囊孢子，4 个孢子的

MAT1-1 型核占比强，MAT1-2 型核占比弱；另

4 个孢子的 MAT1-2 型核占比强，MAT1-1 型核

占比弱。在有些孢子萌发后的菌丝中，这种比例

会发生改变，出现 2 种核占比相近的现象，即检

测到 2 种交配型都强的单孢菌株。 

羊肚菌子囊孢子中存在多个细胞核(Volk & 

Leonard 1989；刘伟等 2017a)，这些核是同核还

是异核并没有直观的检测方法，若为异核它们在

单孢中的占比又如何也不能判定，作者试图用交

配基因探针对子囊孢子进行原位杂交鉴定(结果

未示)，未取得成功。无论是基因组测序还是 PCR

扩增，检测到的都是核在孢子萌发后形成的菌丝

中的状态。Raju & Perkins (1994)曾报道假同宗

子囊菌 Podospora anserina 孢子发育时，最初的

2 个异核经有丝分裂后形成 4 个核，每种交配型

各 2 个，其中一个核迁移入尾部细胞，最终流失，

头部的 3 个细胞核在后期萌发菌丝中，造成 2 种

交配型核的比例会偏离 1:1。刘伟等(2017a)观察

粗腿羊肚菌 Morchella crassipes 子囊孢子萌发过

程和细胞核行为时发现，孢子萌发芽管形成时，

孢内细胞核以不定数量随机迁移至芽管内并伴

随着有丝分裂的发生，芽管细胞呈多核状态。此

外，芽管或初生菌丝形成后，子囊孢子内仍保留

着大量的细胞核，表明孢子内细胞核并未全部迁

移至芽管。梯棱羊肚菌单孢菌株中 2 种交配型核

的数量比例存在较大偏离，是由于核流失、核选

择性增殖还是其他原因造成不清楚，且这种状态

如何在菌丝体增殖和细胞核复制过程中维系下

去，目前也没有相关研究。 

在本研究中，单孢菌株栽培出菇的子囊果，

菌柄组织的交配型比例也会发生偏离。MAT1-1

交配型的 YPL6-3 栽培出菇的子囊果菌柄，

MAT1-1-1 基因强，MAT1-2-1 基因弱或无；

MAT1-2 交配型的 YPL6-1 栽培出菇的子囊果菌

柄，MAT1-2-1 基因强，MAT1-1-1 基因弱或无。

而它们的菌盖，则 2 种交配型都强。Du et al. 

(2017)分别检测了梯棱羊肚菌野生和栽培子囊

果的菌柄和子实层交配型，发现出现 3 种情况：

(1) 菌柄和子实层中 2 种交配型都能找到；(2) 子

实层中具有 2 种交配型，但菌柄中只能检测到一
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种，MAT1-1 或者 MAT1-2；(3) 菌柄和子实层都

只检测到一种交配型，这种子囊果不能产孢。刘

伟等(2020)对 348 份来自梯棱羊肚菌、七妹羊肚

菌 M. eximia、六妹羊肚菌栽培子囊果及野生高

羊肚菌 M. elata 子囊果的组织分离物作交配基

因检测，发现其中 153 份(43.96%)分离物只检测

到一种交配型基因。羊肚菌子囊果组织中除败育

的外，在子实层都能检测到 2 种交配型，菌柄组

织则会发生某一交配型检测不到，是否也如单孢

分离物中是由于存在占比极低的缘故，还需进一

步深入研究。 
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