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摘　 要: 为优化巨大侧耳原生质体的制备条件ꎬ该研究以两株不同温型的巨大侧耳菌株 ＰＧ４６ 和 ＰＧ７９ 为材

料ꎬ采用单因素和正交试验方法对原生质体制备的菌丝体菌龄、稳渗剂种类、溶壁酶浓度、酶解温度和酶解

时间进行研究ꎮ 结果表明:(１)在单因素实验中ꎬ巨大侧耳原生质体制备的适宜条件为菌龄 ５ ｄꎬ溶壁酶浓度

２.５％ꎬ０.６ ｍｏｌ􀅰Ｌ￣１甘露醇ꎬ３２ ℃(ＰＧ４６)或 ２７~ ３５ ℃ (ＰＧ７９)酶解 ４ ｈꎮ (２)正交试验验证并优化了单因素

实验结果ꎬ组合 ２(菌龄 ５ ｄꎬ溶壁酶浓度 ２.５％ꎬ０.６ ｍｏｌ􀅰Ｌ￣１的甘露醇ꎬ３２ ℃酶解 ４ ｈ)可同时作为 ＰＧ４６ 和

ＰＧ７９ 原生质体制备的最适条件ꎬ原生质体产量分别为 １１.２２×１０６ ＣＦＵ􀅰ｍＬ￣１和 ７.２８×１０６ ＣＦＵ􀅰ｍＬ￣１ꎮ (３)
Ｆ￣ｔｅｓｔ 检验中ꎬ各因素对原生质体制备的影响程度依次为菌龄>溶壁酶浓度>酶解温度>酶解时间(ＰＧ４６)ꎬ菌
龄>酶解时间>酶解温度>溶壁酶浓度(ＰＧ７９)ꎮ 综上所述ꎬ两株不同温型巨大侧耳菌株的原生质体制备条

件基本一致ꎬ菌龄对两菌株原生质体得率的影响程度最显著ꎮ 该研究结果可为后续巨大侧耳的杂交育种、
遗传转化、全基因组测序等工作奠定基础ꎬ进一步推动巨大侧耳分子遗传学的发展ꎮ
关键词: 巨大侧耳ꎬ 不同温型ꎬ 热区ꎬ 原生质体产量ꎬ 制备条件
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一种珍稀食用菌ꎬ其口感和风味独特ꎬ有猪肚般的
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耳环境适应性强、生物学转化率高ꎬ并且适宜在温

度较高的夏季栽培ꎬ对调节食用菌市场供应和反

季节栽培ꎬ特别是热区食用菌生产具有重要意义ꎮ
随着栽培面积的不断扩大ꎬ巨大侧耳的遗传育种

工作尤为重要(吴碧君ꎬ２０２０)ꎮ 原生质体是指完

整细胞去除细胞壁后ꎬ裸露出的一个具有生理功

能的圆球体ꎬ仍含有整套的遗传信息ꎬ并且具有较

好的生理活性ꎬ是食用菌分子遗传学研究的良好

材料(Ｍｕｒａｌｉｄｈａｒ ＆ Ｐａｎｄａꎬ ２０００))ꎮ 近年来ꎬ原生

质体单核化技术ꎬ已成功应用到食用菌生理生化、
菌种复壮、遗传转化、遗传育种和全基因组测序等

工作 中 ( Ｄａｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７ꎻ Ｓｕｇａｎｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７ꎻ
Ｒａｍａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１ꎻ刘海娟ꎬ２０２１)ꎬ极大地推进了

食用菌研究的深入开展ꎮ 因此ꎬ对巨大侧耳原生

质体制备进行系统研究ꎬ有助于进一步推进巨大

侧耳遗传育种工作的开展ꎮ
目前ꎬ关于原生质体的制备在糙皮侧耳( Ｐｅｎｇ

ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９３)、刺芹侧耳(Ｏｂａｔａｋｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００３)、黄
白侧耳(Ｍｉｚｏｇｕｃｈｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００６)、灵芝(李钦艳等ꎬ
２０１６)、木耳(崔玮洁等ꎬ２０１９)和双孢蘑菇(李良

敏等ꎬ２０２０)等多个食用菌物种中得到广泛研究ꎮ
崔玮洁等(２０１９)研究发现ꎬ原生质体的制备属于

一种酶促反应过程ꎬ其影响因素十分复杂ꎬ不同菌

株甚至同一菌株不同生理状态下ꎬ其原生质体制

备条件也不尽相同ꎮ 苏文英等(２０２０)发现菌龄是

原生质体制备的重要因素ꎬ玉木耳菌株在不同菌

龄下ꎬ其原生质体制备条件存在较大差异ꎮ 彭智

华等(２０００)基于单一变量原则ꎬ对 １ 株野生巨大

侧耳菌株的原生质体分离条件进行研究ꎬ发现原

生质体产量会受到酶解液、稳渗剂、菌龄和 ｐＨ 的

影响ꎬ并筛选到适宜的原生质体制备条件ꎬ但其制

备率和再生率仍不高ꎮ 邹彰毅和邓百万(２０２０)、
孙佳星等(２０２２)基于正交试验和响应面法ꎬ进一

步优化了单因素结果ꎬ分别获得了姬松茸和玉木

耳原生质体制备的最优条件ꎬ极大地提高了原生

质体产量和质量ꎮ 可见ꎬ原生质体的制备受到多

种因素的影响ꎬ且各因素间的交互作用也十分重

要ꎮ 然而ꎬ关于巨大侧耳原生质体制备的研究较

少ꎬ各因素对原生质体产量的影响程度及各因素

间的交互作用也尚不明确ꎬ在一定程度上限制了

巨大侧耳遗传育种工作的快速发展ꎮ
因此ꎬ本研究以前期筛选到的两株不同温型
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的巨大侧耳菌株为材料ꎬ采用单因素和正交试验

的方法ꎬ对巨大侧耳原生质体制备中的菌丝体菌

龄、溶壁酶浓度、稳渗剂种类、酶解温度和时间共 ５
个关键影响因子进行研究ꎮ 以期明确两株不同温

型巨大侧耳菌株的原生质体制备条件及差异ꎬ针
对性提高巨大侧耳原生质体制备效率ꎮ 本研究结

果可为进一步开展巨大侧耳的杂交育种、全基因

组测序和品种改良等奠定良好基础ꎬ进而有效推

动巨大侧耳遗传育种工作的深入开展ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

两株不同温型的巨大侧耳菌株ꎬ分别为高温

型菌株 ＰＧ４６ 和中温型菌株 ＰＧ７９(表 １)ꎮ 菌种现

保存于中国热带农业科学院环境与植物保护研究

所菌种保藏中心ꎮ

表 １　 两株巨大侧耳菌株的信息
Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｗｏ Ｐｌｅｕｒｏｔｕｓ ｇｉｇａｎｔｅｕｓ ｓｔｒａｉｎｓ

菌株
Ｓｔｒａｉｎ

来源
Ｓｏｕｒｃｅ

类型
Ｔｙｐｅ

出菇温度
Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

(℃ )

ＩＴＳ 序列号
ＩＴＳ ｓｅｒｉａｌ Ｎｏ.

ＰＧ４６ 海南省
Ｈａｉｎａｎ
Ｐｒｏｖｉｎｃｅ

栽培
Ｃｕｌｔｉｖａｔｅｄ

２８~ ３０ ＮＭＤＣＮ０００１７５Ｍ

ＰＧ７９ 海南省
Ｈａｉｎａｎ
Ｐｒｏｖｉｎｃｅ

栽培
Ｃｕｌｔｉｖａｔｅｄ

２２~ ２４ ＮＭＤＣＮ０００１７５Ｌ

　 　 ＭＹＧ 液体培养基:麦芽糖 １０ ｇꎬ葡萄糖 ５ ｇꎬ酵
母浸粉 ５ ｇꎬ加水混匀后ꎬ定容至 １ Ｌꎮ

再生培养基:麦芽糖 １０ ｇꎬ葡萄糖 ５ ｇꎬ酵母浸

粉 ５ ｇꎬ琼脂 ２０ ｇꎬ０. ６ ｍｏｌ􀅰Ｌ￣１甘露醇ꎬ加水混匀

后ꎬ定容至 １ Ｌꎮ
１.２ 方法

１.２.１ 原生质体制备 　 将活化好的菌丝体接入

ＭＹＧ 液体培养基中ꎬ于转速 １５０ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１、２６ ℃恒

温暗培养 ７ ｄꎮ 无菌条件下ꎬ过滤菌丝体ꎬ并先后

用无菌水和稳渗剂(０.６ ｍｏｌ􀅰Ｌ￣１的甘露醇)各冲洗

２ 次ꎮ 将菌丝体置于滤纸上吸干ꎬ并称取 ３００ ｍｇ
左右放入 １.５ ｍＬ 离心管中ꎬ加入 ３ 倍体积的 ２.０％
浓度的溶壁酶溶液 ( ０. ０２ ｇ 溶壁酶ꎬ１ ｍＬ 的 ０. ６
ｍｏｌ􀅰Ｌ￣１甘露醇)ꎮ 轻搅混匀后放入 ３０ ℃ 的恒温

金属浴中ꎬ酶解 ４ ｈ 得到原生质体粗提液ꎮ 用无菌

脱脂棉过滤后ꎬ３ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１离心 ５ ｍｉｎꎬ倒掉上

清液ꎮ 用 ０. ６ ｍｏｌ􀅰Ｌ￣１的甘露醇轻轻冲洗管壁 ２
次ꎬ去除多余酶解液ꎬ加入 １ ｍＬ 的 ０.６ ｍｏｌ􀅰Ｌ￣１甘

露醇以悬浮沉淀ꎬ制成原生质体原液ꎮ
１.２.２ 原生质体再生　 用 ０.６ ｍｏｌ􀅰Ｌ￣１的稳渗剂ꎬ将
原生质体原液稀释不同倍数ꎬ并在血球计数板下

计数ꎮ 分别吸取 ２００ μＬ 各稀释倍数的原生质体

溶液ꎬ均匀涂布到再生培养基上ꎬ无菌水稀释的原

生质体作对照ꎮ 将实验组和对照组均置于 ２６ ℃
恒温暗培养ꎬ每天观察菌落再生情况ꎮ
１.２.３ 单因素实验 　 分别设置菌龄( ３、５、７、９、１１
ｄ)、 溶 壁 酶 浓 度 ( １. ０％、 １. ５％、 ２. ０％、 ２. ５％、
３.０％)、稳渗剂种类(甘露醇、山梨醇、蔗糖、硫酸

镁、氯化钾)、酶解温度(２５、２７、３０、３２、３５、３８ ℃)
和酶解时间(２、３、４、５、６ ｈ)共 ５ 个处理因素(崔玮

洁等ꎬ２０１９ꎻ苏文英等ꎬ２０２０)ꎬ每个实验设置 ５ 次

重复ꎬ统计各因素对不同温型巨大侧耳菌株原生

质体产量的影响ꎮ
１.２.４ 正交试验　 在单因素实验基础上ꎬ分别选取

菌龄、溶壁酶浓度、酶解温度和酶解时间为考察因

素ꎬ以原生质体产量为响应值ꎬ组成 ４ 因素 ３ 水平

的正交试验(表 ２)ꎬ以确定巨大侧耳原生质体制

备的最适条件ꎮ

表 ２　 正交试验设计因素与水平
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ

ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｄｅｓｉｇｎ

因素
Ｆａｃｔｏｒ

编码
Ｃｏｄｅ

水平
Ｌｅｖｅｌ

１ ２ ３

菌龄
Ｍｙｃｅｌｉａｌ ａｇｅ (ｄ)

Ａ ５ ７ ９

溶壁酶浓度
Ｌｙｗａｌｌｚｙｍｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ (％)

Ｂ ２.０ ２.５ ３.０

酶解温度
Ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ (℃ )

Ｃ ３０ ３２ ３５

酶解时间
Ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ ｄｕｒａｔｉｏｎ (ｈ)

Ｄ ３ ４ ５

２　 结果与分析

２.１ 原生质体的释放

将两菌株的菌丝体置于溶壁酶溶液中ꎬ在适

宜温度下进行酶解ꎮ 每隔半小时取一次样ꎬ置于

０１３１ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



血球计数板中ꎬ在显微镜下观察原生质体的释放

情况ꎮ 结果显示ꎬ巨大侧耳的原生质体释放分为

３ 个阶段(图 １) :前期ꎬ少量原生质体从菌丝体尖

端释放ꎻ中期ꎬ部分菌丝体侧壁破裂ꎬ原生质体从

菌丝体侧面释放ꎻ后期ꎬ随着酶解时间的延长ꎬ多
数菌丝体细胞壁破裂ꎬ大量原生质体释放出来ꎮ

Ａ. 前期ꎬ尖端释放ꎻ Ｂ. 中期ꎬ侧壁释放ꎻ Ｃ. 后期ꎬ大量释放ꎮ
Ａ. Ｅａｒｌｙ ｓｔａｇｅꎬ ｔｉｐ ｒｅｌｅａｓｅꎻ Ｂ. Ｍｉｄｄｌｅ ｓｔａｇｅꎬ ｓｉｄｅ ｒｅｌｅａｓｅꎻ Ｃ. Ｌａｔｅｒ ｓｔａｇｅꎬ ａ ｌａｒｇｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｒｅｌｅａｓｅ.

图 １　 显微镜下原生质体释放的部分图片
Ｆｉｇ. １　 Ｓｏｍｅ ｐｉｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔ ｒｅｌｅａｓｅ ｕｎｄｅｒ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

２.２ 单因素实验结果

２.２.１ 菌丝体菌龄对原生质体制备的影响 　 由图

２:Ａ 可知ꎬ巨大侧耳的原生质体产量ꎬ随着菌龄的

增加ꎬ呈现先上升后下降的趋势ꎮ 在 ５ ｄ 时ꎬＰＧ４６
和 ＰＧ７９ 的原生质体产量均达到最高ꎬ分别为

４.８２×１０６ ＣＦＵ􀅰ｍＬ￣１和 ２.７４×１０６ ＣＦＵ􀅰ｍＬ￣１ꎬ且与

其他菌龄的产量差异显著ꎻ菌龄超过 ５ ｄ 后ꎬ原生

质体产量下降ꎬ特别是 １１ ｄ 时原生质体产量最低ꎬ
且低于最开始 ３ ｄ 的产量ꎬ分别为 ０.６２×１０６ ＣＦＵ􀅰
ｍＬ￣１和 ０.８６×１０６ ＣＦＵ􀅰ｍＬ￣１ꎮ 综上可知ꎬ两菌株制

备原生质体的菌丝体最适菌龄为 ５ ｄꎮ
２.２.２ 稳渗剂种类对原生质体制备的影响 　 由图

２:Ｂ 可知ꎬ不同稳渗剂中ꎬＰＧ４６ 的原生质体产量

由高到低依次为甘露醇>山梨醇>蔗糖>硫酸镁>
氯化钾ꎬ最高产量为 ２.７４×１０６ ＣＦＵ􀅰ｍＬ￣１ꎬ其中甘

露醇、山梨醇和蔗糖三者中的原生质体产量无显

著差异ꎬ但均显著高于硫酸镁和氯化钾ꎻＰＧ７９ 的

原生质体产量由高到低依次为蔗糖>甘露醇>山梨

醇>氯化钾>硫酸镁ꎬ最高产量为 １.８８×１０６ ＣＦＵ􀅰
ｍＬ￣１ꎬ前三者产量无显著差异ꎬ但均显著高于硫酸

镁和氯化钾ꎮ 可见ꎬ稳渗剂类别对 ＰＧ４６ 和 ＰＧ７９
的原生质体产量影响显著ꎬ有机糖醇类稳渗剂甘

露醇、山梨醇和蔗糖均为制备巨大侧耳原生质体

的适宜稳渗剂ꎮ
２.２.３ 溶壁酶浓度对原生质体制备的影响 　 由图

２:Ｃ 可知ꎬ随着溶壁酶浓度的增加ꎬＰＧ４６ 和 ＰＧ７９
的原生质体产量先增加后降低ꎮ 当溶壁酶浓度为

２.５％时ꎬ两菌株的原生质体产量均达到最高ꎬ分别

为 ７.６４×１０６ ＣＦＵ􀅰ｍＬ￣１和 ７.３８×１０６ ＣＦＵ􀅰ｍＬ￣１ꎻ当
浓度为 ３.０％时ꎬ原生质体产量下降且与 ２.５％浓度

的原生质体产量具有显著差异ꎮ 可见ꎬ制备巨大

侧耳原生质体的最适溶壁酶浓度为 ２.５％ꎮ
２.２.４ 酶解温度对原生质体制备的影响　 由图 ２:Ｄ
可知ꎬ随着酶解温度的升高ꎬＰＧ４６ 和 ＰＧ７９ 的原生

质体产量呈现先增加后降低的趋势ꎮ 当酶解温度

为 ３２ ℃ 时ꎬＰＧ４６ 的原生质体产量达到最高ꎬ为
６.２２×１０６ ＣＦＵ􀅰ｍＬ￣１ꎬ且与其他酶解温度差异显

著ꎻＰＧ７９ 的原生质体产量也在 ３２ ℃时达到最高ꎬ
为 ３.５４ ×１０６ ＣＦＵ􀅰ｍＬ￣１ꎬ但与 ２７、３０、３５ ℃的原生

质体产量无显著差异ꎮ 综上可见ꎬＰＧ４６ 原生质体

制备的最适酶解温度为 ３２ ℃ꎬＰＧ７９ 原生质体制

备的适宜酶解温度较广ꎬ为 ２７ ~ ３５ ℃ꎮ
２.２.５ 酶解时间对原生质体制备的影响　 由图 ２:Ｅ
可知ꎬＰＧ４６ 和 ＰＧ７９ 的原生质体产量ꎬ随酶解时间

的增加呈先上升后下降的趋势ꎮ 当酶解时间为 ４
ｈ 时ꎬ两菌株的原生质体产量均达到最高ꎬ分别为
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９.１２×１０６ ＣＦＵ􀅰ｍＬ￣１和 ６.４８×１０６ ＣＦＵ􀅰ｍＬ￣１ꎬ但均

与酶解时间 ５ ｈ 无显著差异ꎻ当酶解时间大于 ５ ｈ
时ꎬ原生质体产量显著下降ꎮ 因此ꎬ４ ~ ５ ｈ 为制备

巨大侧耳原生质体的适宜酶解时间ꎮ

Ａ. 菌龄ꎻ Ｂ. 稳渗剂种类ꎻ Ｃ. 溶壁酶浓度ꎻ Ｄ. 酶解温度ꎻ Ｅ. 酶解时间ꎮ 不同小写字母、大写字母分别表示对 ＰＧ４６、ＰＧ７９ 的原生

质体产量有显著差异(Ｐ<０.０５)ꎮ
Ａ. Ｍｙｃｅｌｉａｌ ａｇｅꎻ Ｂ. Ｏｓｍｏｔｉｃ ｓｔａｂｉｌｉｚｅｒ ｔｙｐｅꎻ Ｃ. Ｌｙｗａｌｌｚｙｍｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎꎻ Ｄ. Ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅꎻ Ｅ. Ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ
ｄｕｒａｔｉｏｎ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ａｎｄ ｃａｐｉｔａｌ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔ ｙｉｅｌｄ ｏｆ ＰＧ４６ ａｎｄ ＰＧ７９ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ
(Ｐ<０.０５).

图 ２　 不同因素对两株巨大侧耳菌株原生质体产量的影响
Ｆｉｇ. ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｆａｃｔｏｒｓ ｏｎ ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔ ｙｉｅｌｄ ｏｆ ｔｗｏ Ｐｌｅｕｒｏｔｕｓ ｇｉｇａｎｔｅｕｓ ｓｔｒａｉｎｓ

２.３ 正交试验交互作用分析结果

为探究不同因素对原生质体制备的交互影

响ꎬ采用正交试验的方法ꎬ进一步探究制备巨大

侧耳原生质体的最适条件ꎮ 由表 ３ 可知ꎬ９ 种正

交组合均可用于 ＰＧ４６ 的原生质体制备和再生ꎮ
其中ꎬ原生质体得率最高的为组合 ２ (菌龄 ５ ｄꎬ
溶壁酶浓度 ２. ５％ꎬ０. ６ ｍｏｌ􀅰Ｌ ￣１的甘露醇ꎬ３２ ℃
酶解 ４ ｈ) ꎬ原生质体产量高达 １１.２２×１０ ６ ＣＦＵ􀅰
ｍＬ ￣１ꎬ显著高于其他组合ꎮ 原生质体再生率最高

的为组合 １ (菌龄 ５ ｄꎬ溶壁酶浓度 ２. ０％ꎬ ０. ６
ｍｏｌ􀅰 Ｌ ￣１ 的甘露醇ꎬ ３０ ℃ 酶解 ３ ｈ) ꎬ再生率达

１.２０％ꎮ 可见ꎬＰＧ４６ 原生质体再生与原生质体

制备的最适条件存在一定差异ꎮ 由表 ３ 和表 ４
可知ꎬ４ 个主要因素对 ＰＧ４６ 原生质体制备的影

响程度大小依次为菌龄 >溶壁酶浓度 >酶解温

度>酶解时间ꎬ且各因素影响差异极显著 ( Ｐ <
０.００１) ꎮ

由表 ５ 可知ꎬ９ 种正交组合均可用于 ＰＧ７９ 的

原生质体制备ꎬ但部分组合不适宜其原生质体再

生ꎮ 其中ꎬＰＧ７９ 原生质体得率最高的为组合 ３(菌
龄 ５ ｄꎬ溶壁酶浓度 ３.０％ꎬ０.６ ｍｏｌ􀅰Ｌ￣１的甘露醇ꎬ
３５ ℃酶解 ５ ｈ)ꎬ原生质体产量高达 ７. ２８ × １０６

ＣＦＵ􀅰ｍＬ￣１ꎬ但与组合 １ 和组合 ２ 的原生质体得率

无显著差异ꎮ 原生质体再生率最高的为组合 １(菌
龄 ５ ｄꎬ溶壁酶浓度 ２.０％ꎬ０.６ ｍｏｌ􀅰Ｌ￣１的甘露醇ꎬ
３０ ℃酶解 ３ ｈ)ꎬ再生率为 ０.４５％ꎮ 但是ꎬ在原生质

体最适制备条件下ꎬ原生质体再生率为 ０ꎮ 由表 ５
和表 ６ 可知ꎬ各因素对 ＰＧ７９ 原生质体制备的影响
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表 ３　 ＰＧ４６ 菌株的正交试验结果
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｆｏｒ ＰＧ４６ ｓｔｒａｉｎ

组合
Ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ

菌龄
Ｍｙｃｅｌｉａｌ ａｇｅ

溶壁酶浓度
Ｌｙｗａｌｌｚｙｍｅ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

酶解温度
Ｅｎｚｙｍａｔｉｃ
ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

酶解时间
Ｅｎｚｙｍａｔｉｃ
ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ
ｄｕｒａｔｉｏｎ

原生质体产量
Ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔ ｙｉｅｌｄ

( ×１０６ ＣＦＵ􀅰ｍＬ ￣１)

原生质体再生率
Ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔ

ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ
ｒａｔｅ (％)

１ １ １ １ １ ３.７８±０.９７ｃ １.２０

２ １ ２ ２ ２ １１.２２±０.９７ａ １.１５

３ １ ３ ３ ３ ８.２４±０.６３ｂ ０.２５

４ ２ １ ３ ２ ２.９４±０.５０ｃｄ ０.１０

５ ２ ２ １ ３ ２.５４±０.８９ｃｄ ０.０５

６ ２ ３ ２ １ ２.５８±０.７７ｃｄ ０.２０

７ ３ １ ２ ３ １.７２±０.３１ｄ ０.５０

８ ３ ２ ３ １ ３.９２±０.９９ｃ １.１０

９ ３ ３ １ ２ １.５６±０.６７ｄ ０.６０

Ｋ１ ２３.２４ ８.４４ ７.８８ １０.２８

Ｋ２ ８.０６ １７.６８ １５.５２ １５.７２

Ｋ３ ７.２０ １２.３８ １５.１０ １２.５０

ｋ１ ７.７３ ２.８１ ２.６３ ３.４３

ｋ２ ２.６９ ５.８９ ５.１７ ５.２３

ｋ３ ２.４０ ４.１３ ５.０３ ４.１７

Ｒ ５.３３ ３.０８ ２.５４ １.８０

主次顺序
Ｐｒｉｍａｒｙ ａｎｄ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｏｒｄｅｒ Ａ>Ｂ>Ｃ>Ｄ

最优水平
Ｏｐｔｉｍａｌ ｌｅｖｅｌ Ａ１ Ｂ２ Ｃ２ Ｄ２

最优组合
Ｏｐｔｉｍａｌ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ Ａ１Ｂ２Ｃ２Ｄ２

　 注: 大写字母 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ 分别表示菌龄、溶壁酶浓度、酶解温度和酶解时间 ４ 个因素ꎮ 数字 １、２、３ 分别表示对应因素的 ３ 个水平ꎮ
小写字母 ａ、ｂ、ｃ、ｄ 表示原生质体产量有显著差异(Ｐ<０.０５)ꎮ 下同ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｔｈｅ ｃａｐｉｔａｌ ｌｅｔｔｅｒｓ Ａꎬ Ｂꎬ Ｃ ａｎｄ Ｄ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｆｏｕｒ ｆａｃｔｏｒｓꎬ ｍｙｃｅｌｉａｌ ａｇｅꎬ ｌｙｗａｌｌｚｙｍｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎꎬ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
ａｎｄ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ ｄｕｒａｔｉｏｎꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒｓ １ꎬ ２ ａｎｄ ３ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｆａｃｔｏｒｓꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｅ
ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ａꎬ ｂꎬ ｃꎬ ｄ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔ ｙｉｅｌｄ (Ｐ<０.０５) . Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

表 ４　 ＰＧ４６ 菌株的方差分析
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｖａｒｉａｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＰＧ４６ ｓｔｒａｉｎ

来源
Ｓｏｕｒｃｅ

Ⅲ型
平方和
Ｓｕｍ ｏｆ
ｓｑｕａｒｅｓ

ｏｆ Ｔｙｐｅ Ⅲ

自由度
ｄｆ Ｆ Ｐ

菌龄 Ｍｙｃｅｌｉａｌ ａｇｅ ２７１.３６３ ２ ２２４.８０４ ０.０００

溶壁酶浓度
Ｌｙｗａｌｌｚｙｍｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ７１.６６２ ２ ５９.３６６ ０.０００

酶解温度
Ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

６１.４８６ ２ ５０.９３６ ０.０００

酶解时间
Ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ ｄｕｒａｔｉｏｎ ２４.９３９ ２ ２０.６６０ ０.０００

误差 Ｅｒｒｏｒ ２１.７２８ ３６

总计 Ｔｏｔａｌ １ ２７４.６５０ ４５

程度依次为菌龄>酶解时间>酶解温度>溶壁酶浓

度ꎬ且各因素影响差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ

３　 讨论与结论

本研究采用单因素实验和正交试验的方法ꎬ
对 ２ 株不同温型的巨大侧耳菌株原生质体制备的

关键因素(菌丝体菌龄、稳渗剂种类、溶壁酶浓度、
酶解温度和酶解时间)进行优化ꎬ以期明确巨大侧

耳原生质体制备的适宜条件ꎮ 结果表明ꎬ组合 ２
是 ＰＧ４６ 的最适组合ꎬ组合 １、２、３ 是 ＰＧ７９ 的适宜

条件组合ꎬ而组合 ３ 条件下再生率为 ０ꎬ因此 ＰＧ７９
的最适条件是组合 １ 和组合 ２ꎮ 因此ꎬ组合 ２ 可同

时作为 ＰＧ４６ 和 ＰＧ７９ 的适宜条件ꎮ 同时也说明ꎬ

３１３１７ 期 骈永茹等: 巨大侧耳原生质体制备条件的优化



表 ５　 ＰＧ７９ 菌株的正交试验结果
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｆｏｒ ＰＧ７９ ｓｔｒａｉｎ

组合
Ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ

菌龄
Ｍｙｃｅｌｉａｌ ａｇｅ

溶壁酶浓度
Ｌｙｗａｌｌｚｙｍｅ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

酶解温度
Ｅｎｚｙｍａｔｉｃ
ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

酶解时间
Ｅｎｚｙｍａｔｉｃ
ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ
ｄｕｒａｔｉｏｎ

原生质体产量
Ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔ ｙｉｅｌｄ

( ×１０６ ＣＦＵ􀅰ｍＬ ￣１)

原生质体再生率
Ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔ

ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ
ｒａｔｅ (％)

１ １ １ １ １ ６.９８±０.７９ａ ０.４５

２ １ ２ ２ ２ ５.６２±１.０６ａｂ ０.２０

３ １ ３ ３ ３ ７.２８±１.６９ａ ０.００

４ ２ １ ３ ２ ３.５２±０.９５ｃｄ ０.１０

５ ２ ２ １ ３ ４.４６±１.１０ｂｃｄ ０.０５

６ ２ ３ ２ １ ４.８６±０.４２ｂｃ ０.２５

７ ３ １ ２ ３ １.５６±１.１１ｅ ０.００

８ ３ ２ ３ １ ４.６８±０.８１ｂｃ ０.００

９ ３ ３ １ ２ ２.６８±０.８２ｄｅ ０.００

Ｋ１ １９.８８ １２.０６ １４.１２ １６.５２

Ｋ２ １２.８４ １４.７６ １２.０４ １１.８２

Ｋ３ ８.９２ １４.８２ １５.４８ １３.３０

ｋ１ ６.６３ ４.０３ ４.７１ ５.５１

ｋ２ ４.２８ ４.９２ ４.０１ ３.９４

ｋ３ ２.９７ ４.９４ ５.１６ ４.４３

Ｒ ３.６６ ０.９１ １.１５ １.５７

主次顺序
Ｐｒｉｍａｒｙ ａｎｄ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｏｒｄｅｒ Ａ>Ｄ>Ｃ>Ｂ

最优水平
Ｏｐｔｉｍａｌ ｌｅｖｅｌ Ａ１ Ｂ３ Ｃ３ Ｄ１

最优组合
Ｏｐｔｉｍａｌ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ Ａ１Ｂ３Ｃ３Ｄ１

表 ６　 ＰＧ７９ 菌株的方差分析
Ｔａｂｌｅ ６　 Ｖａｒｉａｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＰＧ７９ ｓｔｒａｉｎ

来源
Ｓｏｕｒｃｅ

Ⅲ型
平方和
Ｓｕｍ ｏｆ
ｓｑｕａｒｅｓ

ｏｆ Ｔｙｐｅ Ⅲ

自由度
ｄｆ Ｆ Ｐ

菌龄 Ｍｙｃｅｌｉａｌ ａｇｅ １０２.８０５ ２ ４８.８９８ ０.０００

溶壁酶浓度
Ｌｙｗａｌｌｚｙｍｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ８.２８４ ２ ３.９４０ ０.０２８

酶解温度
Ｅｎｚｙｍａｔｉｃ
ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

１０.００５ ２ ４.７５９ ０.０１５

酶解时间
Ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ ｄｕｒａｔｉｏｎ １９.２４９ ２ ９.１５６ ０.００１

误差 Ｅｒｒｏｒ ３７.８４４ ３６

总计 Ｔｏｔａｌ １ １４１.４６０ ４５

各影响因素间存在一定的交互作用ꎬ在进行条件

优化时不可忽略ꎮ Ｆ￣ｔｅｓｔ 分析显示ꎬ菌丝体菌龄对

两株巨大侧耳菌株的原生质体产量影响均为极显

著ꎬ但溶壁酶浓度、酶解温度和酶解时间对两菌株

的影响程度存在差异ꎮ 推测是由于巨大侧耳的遗

传多样性丰富ꎬＰＧ４６ 和 ＰＧ７９ 菌株间产生了遗传

分化(Ｄａｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ
菌株的生理状态和不同的酶解条件ꎬ对食用

菌原生质体产量和质量均具有不同程度的影响

(孙佳星等ꎬ２０２２)ꎮ 在本研究中ꎬ菌丝体的菌龄ꎬ
是影响巨大侧耳原生质体制备的最主要因素ꎮ 不

同时期的菌丝体ꎬ细胞壁厚度和生长活力不同ꎬ对
溶壁酶的敏感性也存在差异(张文学等ꎬ２００３)ꎮ
在菌丝生长前期ꎬ细胞壁较薄ꎬ更易被溶壁酶降

解ꎬ随着菌龄的继续增加ꎬ细胞壁逐渐加厚且产生

的次生物质增多ꎬ酶解效率降低ꎬ进而导致原生质

体产量下降(Ｋｉｍ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０００)ꎮ 本研究前期对巨

大侧耳菌丝体培养时ꎬ发现第 ５ 天正是巨大侧耳

菌丝体生长的指数生长期ꎬ此时细胞壁厚度和菌

丝体活力均适宜ꎬ可作为原生质体制备的理想时

期和材料ꎮ
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由于原生质体失去了细胞壁ꎬ对外界环境十

分敏感ꎬ稳渗剂可保持原生质体内外的压力平衡ꎬ
避免其破裂或皱缩 ( Ｐａｓｔｅｒｎａｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００２)ꎮ 同

时ꎬ稳渗剂在细胞与溶壁酶的反应中起媒介作用ꎬ
其性质影响溶壁酶的反应活性ꎬ因此稳渗剂的选

择非常重要(刘玉霞等ꎬ２００９)ꎮ 本研究中ꎬ以甘露

醇、山梨醇和蔗糖为稳渗剂时原生质体产量均较

高ꎬ且显著高于硫酸镁和氯化钾ꎮ 前人研究也发

现ꎬ有机糖醇稳渗剂和无机盐稳渗剂在食用菌原

生质体制备中影响差异很大(邹彰毅等ꎬ２０２０ꎻ孙
佳星等ꎬ２０２２)ꎮ 产生这一结果可能是因为有机糖

醇不仅能维持渗透压平衡ꎬ还能促进酶与底物的

结合ꎬ进而提高了酶促反应的产量 (谭文辉等ꎬ
２００６)ꎮ

溶壁酶是裂解细胞壁ꎬ获得原生质体的关键ꎬ
酶的类型和浓度可以影响原生质体的活力和数量

(Ｋａｎｃｈａｎａｐｏｏｍ ＆ Ｊａｎｔａｒｏꎬ ２００１)ꎮ 李光环(２０１８)
研究发现ꎬ单一的溶壁酶适合多种食用菌的原生

质体制备ꎬ在保证较高效率的同时成本也较低ꎮ
但由于不同真菌的细胞壁组成和结构不同ꎬ不同

浓度的溶壁酶的酶解效果也会有所差异ꎮ 本研究

结果表明ꎬ在一定范围内ꎬ溶壁酶浓度越高ꎬ原生

质体产量越高ꎬ但浓度超过 ２.５％后ꎬ原生质体产

量开始下降ꎮ 这可能是因为酶浓度过高会对原生

质体的膜造成影响ꎬ使得细胞脱壁太彻底ꎬ后期也

会影响原生质体的再生(孙剑秋和周东波ꎬ２００２)ꎮ
在相同的溶壁酶浓度下ꎬ酶解温度和酶解时

间是影响破壁效果的关键ꎮ 根据酶反应的动力学

原理ꎬ酶解温度直接影响酶促反应的速度ꎬ还会影

响细胞壁的生理状态ꎬ适宜的酶解温度有助于溶

壁酶发挥最佳的裂解作用ꎮ 本研究中ꎬ３２ ℃ 为两

菌株的最适酶解温度ꎬ低于该温度时需适当延长

酶解时间来获得较高的原生质体产量ꎬ高于该温

度时原生质体产量下降且再生率也降低ꎮ 一方

面ꎬ可能是因为温度过低时ꎬ酶活力不足ꎬ且菌丝

生理代谢慢ꎬ导致酶解反应较慢ꎻ温度过高ꎬ会破

坏酶的稳定性ꎬ降低溶壁酶活性和损伤已游离的

原生质体ꎬ进一步影响细胞再生率(张丽霞和郭成

金ꎬ２００８ꎻ贺婷和郭成金ꎬ２０１２)ꎮ 另一方面ꎬ酶解

时间可以影响酶促反应的程度ꎬ适当延长酶解时

间可获得较高的原生质体释放量ꎮ 本研究中ꎬ两
菌株的最适酶解时间均为 ４ ｈꎬ超过 ４ ｈ 原生质体

产量开始下降ꎮ 推测是因为失去细胞壁的原生质

体稳定性下降ꎬ由于酶的作用及渗透作用ꎬ酶解时

间过长会导致原生质体破裂ꎮ 并且原生质体再生

时需要一定量的细胞壁酶解残余物ꎬ酶解时间过

长会导致酶解残余物过少甚至消失(郭成金和赵

润ꎬ２００９)ꎮ 王昱等(２０１３)研究也发现ꎬ酶解时间

过长ꎬ较早释放出的原生质体无细胞壁保护而破

裂ꎬ其活性下降难于再生ꎮ 因此ꎬ适宜的酶解时间

尤为重要ꎮ
综上所述ꎬ两株不同温型巨大侧耳菌株的原

生质体制备的最适条件相同ꎬ但各因素对两菌株

原生质体产量的影响不同ꎮ 因此ꎬ在制备巨大侧

耳不同菌株的原生质体时ꎬ应按照各菌株情况和

实验需求进行适当调整ꎮ 本研究结果可为后续的

巨大侧耳杂交育种、遗传转化、全基因组测序等工

作奠定基础ꎬ有利于推动巨大侧耳产业的发展ꎮ
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