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［摘要］　目的：研究天麻萌发菌０３、０６菌株不同时期的胞外酶活性变化规律及菌株生长速度，为天麻有性繁殖优良
萌发菌菌株筛选提供理论依据。方法：利用木屑麦麸培养基培养菌株０３和０６，测量生长量，采用２，２联氮二（３乙基
苯并噻唑６磺酸）二铵盐（ＡＢＴＳ）法和３，５二硝基水杨酸（ＤＮＳ）法测定不同生长时期２种菌株胞外酶活性。结果：培养
前期２种菌株生长速度逐渐增加，０３菌株生长速度大于０６菌株，后期２种菌株生长速度有所减缓。漆酶和木聚糖
酶是天麻萌发菌生长过程中活性较强的胞外酶，０６菌株木聚糖酶活性和淀粉酶活性均高于０３菌株。结论：通过对
２种菌株生长速度、胞外酶活性的比较和分析，初步认为０３为优势菌株。
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天麻 ＧａｓｔｒｏｄｉａｅｌａｔａＢｌ是兰科（Ｏｒｃｈｉｄａｃｅａｅ）天
麻属（Ｇａｓｔｒｏｄｉａ）多年生草本植物，是一种高度退化
的兰科植物。其种子细小量大、无胚乳，研究发现

天麻种子萌发是由种子萌发菌提供营养。萌发菌侵

入天麻种子后，天麻种子消化侵入的菌丝获得营养，

进而萌发形成原球茎。目前，天麻种子萌发率较低，
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萌发菌多代繁殖不断退化，直接影响天麻产量和质

量。因此，筛选优质萌发菌是亟待解决的问题。胞

外酶是萌发菌在其生长发育过程中参与培养基中养

分的分解和吸收的高效工具，不同胞外酶活性的变

化在一定程度上反映培养过程中菌丝体生长及相关

产物代谢的情况［１］。本研究通过对０３、０６萌发菌不
同时期的胞外酶活性测定及菌株生长量测量，为天

麻有性繁殖生产筛选优良菌株提供参考。

１　材料

１１　供试菌株

天麻萌发菌菌株０３、０６，由中国医学科学院北
京协和医学院药用植物研究所生物技术中心提供。

１２　试剂

２，２联氮双（３乙基苯并噻唑啉６磺酸）二铵盐
（ＡＢＴＳ，上海阿拉丁生化科技股份有限公司，批号：
Ｌ１８０３０５４）；苯酚（西陇化工股份有限公司，批号：
１７０３０４２）；所有试剂均为分析纯。

１３　仪器

ＴＧ１６Ｇ型离心机（天津广丰科技有限公司）；
ＢｉｏＳｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ型分光光度计（德国
Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）；ＰＨＳ３Ｃ型ｐＨ计（上海仪电科学仪器股
份有限公司）。

２　方法

２１　菌丝培养皿培养

菌丝培养采用改良固体 ＰＤＡ培养基，培养基配
制后高压灭菌，定量倒入１２０ｍｍ无菌培养皿中，定
量接种。２５℃暗培养，观察菌落形态，采样供内转
录间隔区（ＩＴＳ）分子鉴定用。

２２　菌丝试管培养

试管菌丝培养采用木屑麦麸培养基，按料水比
１∶１５制作培养基，定量装入大试管中，高压灭菌。

２３　生长速度的测定

接种第５天起测量菌丝生长量，除以生长天数
得到菌株的平均生长速度，每５ｄ测量１次至长满试
管为止，每菌株测量３个试管，取平均数。

２４　菌株菌落形态及ＩＴＳ分子鉴定

采用ＰｌａｎｔＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡＫｉｔ试剂盒（离心柱型）
提取０３菌株和０６菌株的 ＤＮＡ，采用真菌通用引物

ＩＴＳ１（５′ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ３′）和 ＩＴＳ４（５′
ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ３′）对ＩＴＳ序列进行 ＰＣＲ
扩增。ＰＣＲ反应体系 ５０μＬ：２×ＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ
２５μＬ，引物 ＩＴＳ１２μＬ，引物 ＩＴＳ４２μＬ，模板
ＤＮＡ１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ补齐至５０μＬ。反应条件：９４℃
预变性３ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，５３℃退火 ３０ｓ，７２℃
５５ｓ，３０个循环；７２℃延伸２ｍｉｎ，４℃保存。将试
验阳性ＰＣＲ产物送至北京六合华大基因科技有限公
司进行测序，将测序结果整理后提交 ＮａｔｉｏｎａｌＣｅｎｔｅｒ
ｆｏｒＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ数据库，利用 ＢＬＡＳＴ进
行序列比对，下载相似序列后利用 Ｍｅｇａ７０的邻
接（ＮＪ）法（Ｂｏｏｔｒａｐ：１０００；Ｇａｐｓ／ＭｉｓｓｉｎｇＤａｔａＰａｉｒｗｉｓｅ
Ｄｅｌｅｔｉｏｎ；Ｍｏｄｅｌ：Ｋｍｕｒａ２ｐａｒａｍｅｔｅｒ；Ｓｕｂｓｔｉｕｔｉｏｎｓｔｏ
Ｉｎｃｌｕｄｅ：Ｔｒａｎａｔｉｏｎｓ＋Ｔｒａｎｓｖｅｒｓｉｏｎ）构建系统发育树。

２５　萌发试验

将０３菌株和０６菌株分别与４℃贮藏３０ｄ的红
天麻种子进行拌播，以紫萁小菇作为对照，并在 ＭＳ
培养基上进行无菌萌发实验，６０ｄ时统计萌发率。

２６　胞外酶活性测定

随机取菌丝生长线下的培养基１０ｇ，加入５ｍＬ
磷酸氢二钠柠檬酸缓冲液（ｐＨ＝４０，０２ｍｏｌ·Ｌ－１），
室温浸提４ｈ，１２０００ｒ·ｍｉｎ－１（离心半径为８８ｃｍ）
离心１５ｍｉｎ，吸出１ｍＬ上清液于１０ｍＬ量瓶中定容
至刻度，用于胞外酶活性测定。

采用２，２联氮二（３乙基苯并噻唑６磺酸）二
铵盐（ＡＢＴＳ）法［２］测定漆酶活性，３，５二硝基水杨
酸（ＤＮＳ）法［３］分别测定纤维素酶活性、木聚糖酶活

性、果胶酶活性及淀粉酶活性。

ＡＢＴＳ法：将０５ｍＬ０５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＡＢＴＳ与１０ｍＬ
Ｎａ２ＨＰＯ４Ｃ６Ｈ８Ｏ７缓冲液混合均匀，加入 ０５ｍＬ稀
释后的酶液。记录４２０ｎｍ处３ｍｉｎ内的吸光度变化，
１个酶活单位定义为反应体系中每分钟催化１μｍｏｌ
ＡＢＴＳ所需酶量。

ＤＮＳ法：在刻度试管中分别加入 １５ｍＬ用
０１ｍｏｌ·Ｌ－１的醋酸缓冲液（ｐＨ＝４６）配制的 １％
ＣＭＣＮａ溶液，０１ｍＬ稀释后的酶液，４０℃水浴保
温３０ｍｉｎ，取出后立即加入１５ｍＬＤＮＳ试剂，沸水
浴加热５ｍｉｎ，待冷却后用蒸馏水稀释至１０ｍＬ，于
５００ｎｍ测定吸光度。１％木聚糖溶液、１％ 果胶溶
液、１％ 淀粉溶液，与１％ ＣＭＣＮａ溶液配制方法和
测定方法相同。不同的是，测定木聚糖酶活力时，

稀释至２０ｍＬ后测定吸光度；测定淀粉酶活力时，
·１９０１·
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于５０℃水浴保温３０ｍｉｎ。
以上测定过程中空白对照均为加热灭活后的稀

释酶液，分别按葡萄糖、木糖和半乳糖醛酸标准曲

线，计算底物被酶分解的葡萄糖、木糖及半乳糖醛

酸的含量，１个酶活单位定义为每分钟生成１μｍｏｌ
葡萄糖、木糖及半乳糖醛酸所需要的酶量。

２７　绘制标准曲线

葡萄糖标准曲线：移取０～１０ｍＬ的０１ｍｇ·ｍＬ－１

葡萄糖标准液至 １０ｍＬ量瓶中，用蒸馏水补充至
２０ｍＬ，空白对照为２０ｍＬ蒸馏水。采用苯酚浓
硫酸法［３］测定４２０ｎｍ的吸光度，绘制葡萄糖标准曲
线为Ｙ＝４１９８６Ｘ＋０００２２（ｒ＝０９９９８）。

木糖标准曲线：移取０～１０ｍＬ的５０ｍｇ·ｍＬ－１

木糖标准液至２５ｍＬ量瓶中，用醋酸缓冲液补充
至１０ｍＬ，空白对照为 １０ｍＬ醋酸缓冲液。加
入２０ｍＬＤＮＳ试剂，沸水浴５ｍｉｎ后用醋酸缓冲
液定容至２０ｍＬ。测定５００ｎｍ下的吸光度，绘制
木糖标准曲线为 Ｙ＝２３６６９Ｘ－０００８５（ｒ＝
０９９９１）。

半乳糖醛酸标准曲线：半乳糖醛酸标准液质量

浓度为１ｍｇ·ｍＬ－１，除定容至１０ｍＬ后测定吸光度，
其余步骤同木糖标准曲线，测得半乳糖醛酸标准曲

线为Ｙ＝１２２０６Ｘ－００１７６（ｒ＝０９９９１）。
２８　酶活性计算

漆酶活性用公式（１）计算，其他酶活性用公
式（２）计算。

Ｕ１＝
１０６

ε
×
Ｖ总
Ｖ酶
×
ΔＡ
Δｔ

（１）

Ｕ２＝
ｍ

Ｍ×Ｖ酶 ×ｔ
×ｎ （２）

式中：ε：ＡＢＴＳ吸光系数３６０００Ｌ·ｍｏｌ－１·ｃｍ－１；

Ｖ酶：加入酶液的体积（Ｌ）；Ｖ总：反应体系总体积（Ｌ）；
ｍ：根据标准曲线算得的质量（μｇ）；Ｍ：摩尔质量；
ｔ：反应时间；ｎ：稀释倍数；单位：Ｕ·Ｌ－１。

２９　数据处理

运用Ｅｘｃｅｌ表格统计处理数据结果，采用 ＳＰＳＳ
１７０进行独立样本ｔ检验以比较数据差异性。

３　结果与分析

３１　菌株菌落形态及ＩＴＳ分子鉴定

２种菌株菌丝呈绒毛状、边缘整齐，０６菌株菌
丝较０３菌株菌丝洁白、浓密（见图１），０３菌株生长
速度快于０６菌株。

注：Ａ０３菌株；Ｂ０６菌株。

图１　２株萌发菌菌株菌落形态

２株萌发菌 ＩＴＳ的 ＰＣＲ扩增结果显示其序列大
小在７５０ｂｐ左右。菌株与 Ｍｙｃｅｎａ中的 ＩＴＳ序列具
有９９％的高度相似性，结合菌株菌落形态认为，
０３菌株和０６菌株均为小菇属萌发菌。系统发育树
见图２。

３２　萌发实验

培养６０ｄ时，０３、０６菌株与紫萁小菇的萌发
率分别为６４０％、４２４％和５２８％，ＭＳ培养基上
未观察到种子萌发（见图３）。

图２　２株萌发菌菌株系统发育树

·２９０１·
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注：Ａ０３菌株拌播种子；Ｂ０６菌株拌播种子；Ｃ紫萁小菇；ＤＭＳ培养基播种天麻种子。

图３　３株萌发菌及ＭＳ培养基上种子萌发情况

３３　萌发菌生长速度

接种第５天开始，每５ｄ测量生长量，并换算成
生长速度（见表１），２株萌发菌均在第２５天达到生长
的高峰，０３、０６菌株的生长速度分别为 ０３０３、
０２９５ｃｍ·ｄ－１。第２５天以后生长放缓，在生长过程
中０３菌株的生长速度均大于０６菌株，且差异有统
计学意义（Ｐ＜００５），结果表明０３菌株在生长速度
上优于０６菌株。

表１　０３、０６菌株不同时期生长速度（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
ｃｍ·ｄ－１

接种天数／ｄ
生长速度

０３菌 ０６菌

５ ０２５０±００２０ ０２０４±００２２

１０ ０２７９±００２１ ０２４２±００２６

１５ ０２８１±００２９ ０２６７±００３９

２０ ０２９９±００２８ ０２８７±００３１

２５ ０３０３±００２９ ０２９５±００３６

３０ ０３０１±００３４ ０２９３±００３３

３５ ０２９４±００１５ ０２８９±００３７

４０ ０２８９±００２９ ０２８４±００１１

　　注：Ｐ＜００５；Ｐ＜００１。

３４　不同时期萌发菌胞外酶活性变化

３４１　漆酶活性　０３、０６菌株漆酶活性均表现为先
增长的趋势（见图４），并在第１５天时达到最高值，
分别为１９５０、１９４４Ｕ·ｇ－１；在第２０天均降至最低
值。培养第 ２１天后 ０６菌株漆酶活性又开始上升，
第３０天出现第２次高峰，此时０６菌株漆酶活性为
１３４２Ｕ·ｇ－１，是 ０３菌株漆酶活性的 １５倍。第
２５天以后，０６菌株漆酶活性均高于０３菌株，差异
有统计学意义（Ｐ＜００１）。
３４２　纤维素酶活性　从图４可见，０６菌株纤维素
酶活性第１０天达到最高值（见图５），而０３菌株纤
维素酶活性则在第１５天达到最高值；纤维素酶活性

分别为０５４、０６３Ｕ·ｇ－１。达到最高值后纤维素酶
活性均开始降低，到第４０天时０６、０３菌株的纤维
素酶活性分别降至０２７、０１９Ｕ·ｇ－１，此时０６菌株
纤维素酶活性比０３菌株高４２１％。

注：Ｐ＜００５；Ｐ＜００１；下同。

图４　０３、０６菌株不同时期胞外漆酶活力变化（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

图５　０３、０６不同时期胞外纤维素酶活力变化（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

３４３　木聚糖酶活性　０３、０６菌株萌发菌木聚糖
酶活性变化趋势与纤维素酶活性相近，也是随着培

养时间的增加呈现先增高后降低的趋势（见图６）。
不同于纤维素酶活性变化趋势的是０３菌株木聚糖
酶活性在第 １０天达到最高值，而 ０６菌株在第
１５天达到最高值；在第１５天，０６菌株的木聚糖酶
活性约为０３菌株的１６倍。在培养过程中０６菌株
的木聚糖酶活性均高于 ０３菌株，统计分析显示

·３９０１·
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０３、０６菌株萌发菌木聚糖酶活性差异有统计学意
义（Ｐ＜００５）。

图６　０３、０６不同时期胞外木聚糖酶活力变化（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

３４４　果胶酶活性　０３、０６菌株果胶酶活性变化趋
势与其他酶活力变化趋势相似（见图７），但是达到
最高酶活性时间均推迟到培养第２５天，０３菌株果胶
酶活性为２７３Ｕ·ｇ－１，比０６菌株高１２３％。在培养
不同阶段０３菌株果胶酶活性均高于０６菌株，差异
有统计学意义（Ｐ＜００５）。

图７　０３、０６不同时期胞外果胶酶活力变化（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

３４５　淀粉酶活性　０３、０６菌株淀粉酶活性均在培
养第１５天时达到最高值（见图８），０６菌株的淀粉酶
活性是０５６０Ｕ·ｇ－１，比０３菌株高４１１％；淀粉酶
活性培养第４０天时为最低，０３、０６菌株的淀粉酶活

图８　０３、０６不同时期胞外淀粉酶活力变化（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

性分别是０１９３、０２６４Ｕ·ｇ－１；从曲线图可见在０３、
０６菌株生长过程中，０６菌株的淀粉酶活性均高于０３
菌株，且差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。

４　讨论

ＩＴＳ序列分析技术是常用的分子生物学鉴定方
法，可以检测和对比传统形态学无法区分鉴别的相

似菌株种间或种内的差别，具有快速、灵敏、准确

的优点。本研究将０３、０６菌株的 ＩＴＳ序列测序后，
提交至ＧｅｎＢａｎｋ数据库中，建立系统发育树，结合
菌株菌落形态认为０３、０６菌株为２种不同的小菇属
萌发菌。萌发实验表明０３、０６菌株均有促进天麻种
子萌发的作用。

在培养前期，２株萌发菌生长速度逐渐增加，
均在第２５天达到生长的高峰，后期２种菌株生长速
度有所减缓。０３菌株先于０６菌株长满试管，两者生
长速度存在差异。

萌发菌为木腐菌，其生长与胞外酶活性密切相

关。目前对萌发菌胞外酶活性变化规律的研究报道

较少，并且只是在液体发酵培养方面，木屑培养基

菌株胞外酶活性研究未见报道。一般木材中纤维

素、半纤维素和木质素的含量分别为４０％ ～５０％、
１０％ ～３０％、２０％ ～３０％，萌发菌生长过程中向
胞外分泌的漆酶能加速木质素芳香族高分子化合物

的分解；胞外纤维素酶将纤维素分解为纤维二糖和

寡糖，最终水解为葡萄糖被萌发菌吸收利用；木聚

糖是植物半纤维素的主要组成部分，胞外木聚糖酶

可以使其分解［４８］。在生长阶段，两株萌发菌均分

泌了漆酶、纤维素酶、木聚糖酶、果胶酶和淀粉

酶，这５种胞外酶活性变化规律基本一致，但表
现出明显的阶段性。不同菌株的同种胞外酶酶活

性大小有所差异，０３菌株各个时期的木聚糖酶和
淀粉酶活性低于 ０６菌株，说明 ０６菌株分解培养
基半纤维素类成分的能力强于０３菌株。在培养后
期０６菌株的漆酶活性不降反升，可能是因为前期
贮存的营养物质已经不能满足菌丝迅速生长的需

要，从而诱导分泌木质素分解酶以分解利用培养

基中的木质素物质获得营养。在实际生产过程

中，萌发菌生长速度缓慢，针对不同的萌发菌菌

株，可以采用不同的培养基，以加快菌丝生长和

缩短菌种培养周期。

（下转第１１１７页）
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己标准汤剂出膏率为１０４％ ～１８３％，２个药效指
标成分粉防己碱和防己诺林碱的总量从饮片到标准

汤剂的转移率为１８９％ ～３９３％。基于定量指标，
结合特征图谱可为防己配方颗粒的质量控制提供更

为科学的依据。以粉防己碱色谱峰为参照峰，分别

计算防己药材、饮片和标准汤剂各共有峰的相对峰

面积，发现药材和饮片各共有峰的 ＲＡ值基本相
符，但标准汤剂 ＲＡ值有提高趋势，主要原因可能
是极性较大成分提取率较高，导致相对峰面积差异

变大。
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本研究根据２种菌株的生长量、不同时期的胞
外酶活性及萌发实验的研究结果，初步筛选出０３为
优势菌株，可为实际生产中对萌发菌培养基进行改

进及优质萌发菌的选择提供科学依据。对于不同萌

发菌分解吸收培养基中营养成分的调控机制还需进

一步深入研究。
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