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野生茯苓鉴定及其木质纤维素降解酶系研究
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摘　 要: 为揭示茯苓木质纤维素降解酶系及培养方式对其主要酶系的影响ꎬ该研究通过对野生茯苓菌株进

行培养特性的显微观察ꎬ利用 ３ 对引物 ＰＣＲ 扩增进行系统发育学的鉴定ꎬ经定性培养筛选出优势菌株 ＹＸ１ꎬ
采用酶标仪测定不同条件下茯苓纤维素酶、半纤维素酶和木质素降解酶的活力大小ꎮ 结果表明: (１)茯苓

有菌丝体、子实体和菌核 ３ 种形态特征ꎮ (２)ＰＣＲ 分别获得 ｒＤＮＡ￣ＩＴＳ 序列 １ ６５２ ｂｐ、核糖体大亚基序列 ６６０
ｂｐ 和翻译延伸因子序列 ５４５ ｂｐꎬ提交至 ＮＣＢＩꎬ登录号分别为 ＯＮ１２９５５４、ＯＮ１２９５５３ 和 ＯＮ１５５８４０ꎮ (３)纤维

素酶和半纤维素酶在有松木屑和无松木屑条件下ꎬ外切 β￣葡聚糖酶(ＣＢＨ)、内切 β￣葡聚糖酶(ＥＧ)、β￣葡萄

糖苷酶(ＢＧＬ)最高分泌量分别为 １６ ~ １７ ＵｍＬ￣１、３２ ~ ３５ ＵｍＬ￣１、３６ ~ ３７ ＵｍＬ￣１ꎻ木聚糖酶、甘露聚糖

酶和 α￣葡萄糖苷酶最高分泌量分别为 ２８ ~ ３８ ＵｍＬ￣１、２８０ ~ ３４２ ＵｍＬ￣１、９ ~ １１ ＵｍＬ￣１ꎻ锰过氧化物酶

(ＭｎＰ)、漆酶( ｌａｃｃａｓｅ)、木质素过氧化物酶(ＬｉＰ)这 ３ 种木质素降解酶在 ４ 种不同培养液中均有微弱的酶活

性ꎬ木质纤维素酶中的酶活性大小依次为甘露聚糖酶>木聚糖酶>ＢＧＬ>ＥＧ>ＣＢＨ>α￣葡萄糖苷酶>ＬｉＰ>ＭｎＰ>
Ｌａｃｃａｓｅꎬ纤维素酶和半纤维素酶酶活性之间存在显著差异(Ｐ<０.０５)ꎮ 综上表明ꎬ该研究结合形态学与分子

鉴定ꎬ明确了野生茯苓 ＹＸ１ 的分类地位ꎬ与褐腐菌在亲缘关系上既有联系又存在遗传差距ꎬ为茯苓产生木

质纤维素降解酶系的降解机制提供了基础酶学参考ꎮ
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　 　 木质纤维素降解酶( ｌｉｇｎｏｃｅｌｌｕｌｏｌｙｔｉｃ ｅｎｚｙｍｅｓ)
是分解木质纤维素主要的降解酶系ꎬ木质纤维素

是地球上数量最为丰富且可再生的自然资源之

一ꎬ全球每年可产生 １. １１ × １０１１ 亿 ｔ 木质纤维素

(Ｔａｄｅｓｓｅ ＆ Ｌｕｑｕｅꎬ ２０１１)ꎬ木质纤维素的生物降解

是一个涉及众多酶系参与的高度复杂的过程ꎬ可
低消耗、低污染、高效率地转化利用自然界中的生

物质 能 源 ( Ｍａｃｄｏｎａｌｄ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１ꎻ 杨 立 霞 等ꎬ
２０１６ａ)ꎬ为了更好地利用木质纤维素ꎬ国内外学者

们开始关注木质纤维素降解酶的研究与应用ꎮ
茯苓(Ｗｏｌｆｉｐｏｒｉａ ｃｏｃｏｓ)是一种木材褐腐真菌ꎬ又

称玉灵、茯灵、万灵桂、茯菟等ꎬ大多寄生在马尾松

(Ｐｉｎｕｓ ｍａｓｓｏｎｉａｎａ)或赤松(Ｐ. ｄｅｎｓｉｆｌｏｒａ)等树种的

根上(王晓霞ꎬ ２０１２)ꎮ 木质纤维素酶是多组分的复

合酶系统ꎬ在降解木质纤维素时起催化作用ꎬ既包

括与纤维素和半纤维素降解相关的水解酶类ꎬ又包

括与木质素降解相关的氧化酶类ꎮ 纤维素酶

(ｃｅｌｌｕｌａｓｅꎬ Ｃｅｌｓ)是一类能够水解纤维素的 β￣Ｄ￣糖
苷键并生成葡萄糖的多组分酶的总称ꎬ它们能够分

泌一 系 列 的 外 切 β￣葡 聚 糖 酶 ( ｅｘｏ￣β￣ｇｌｕｃａｎａｓｅꎬ
ＣＢＨ)、内切 β￣葡聚糖酶( ｅｎｄｏ￣β￣ｇｌｕｃａｎａｓｅꎬ ＥＧ)和

β￣葡萄糖苷酶 ( β￣ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅꎬ ＢＧＬ) ( Ｏｋａｌ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０２０)ꎮ 半纤维素酶( ｈｅｍｉｃｅｌｌｕｌａｓｅꎬ Ｈｃｅｌｓ)是一个

复杂的酶系ꎬ主要包括木聚糖酶(ｘｙｌａｎａｓｅ)、甘露聚

糖酶(ｍａｎｎａｎａｓｅ)和 α￣葡萄糖苷酶(α￣ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ)

等多 种 酶 ( 高 微 微ꎬ ２０１７ꎻ Ｍéｎｄｅｚ￣Ｌíｔｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０２１)ꎮ 与木质素降解相关的氧化酶类主要包括锰

过氧化物酶(ｍａｎｇａｎｅｓｅ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅꎬＭｎＰ)、木质素过

氧化物酶(ｌｉｇｎｉｎ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅꎬＬｉＰ)、漆酶(ｌａｃｃａｓｅ)等(
Ｕｐｅｎｄｒａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１)ꎮ Ｙｏｏｎ 和 Ｋｉｍ(２０１５)研究发

现褐腐菌癞拟层孔菌(Ｆｏｍｉｔｏｐｓｉｓ ｐａｌｕｓｔｒｉｓ)能同时产

生 ３ 种主要的纤维素酶(内切 β￣葡聚糖酶、外切 β￣
葡聚糖酶和 β￣葡糖苷酶)ꎬ并能降解结晶纤维素ꎮ
谢君等(２００７)报道侧耳(Ｐｌｅｕｒｏｔｕｓ ｓｐ. ２)和粗毛栓

菌(Ｔｒａｍｅｔｅｓ ｇａｌｌｉｃａ)在液体培养基中能够产生很强

的木质纤维素降解酶活力且产酶速度较快ꎮ 安琪

等(２０１５)研究发现ꎬ在不同碳源、氮源条件下培养

金针菇(Ｆｌａｍｍｕｌｉｎａ ｖｅｌｕｔｉｐｅｒ)对其羧甲基纤维素酶、
木聚糖酶和漆酶活力均有显著影响ꎮ 篱边粘褶菌

(Ｇｌｏｅｏｐｈｙｌｌｕｍ ｓａｅｐｉａｒｉｕｍ)能分泌淀粉酶、纤维素酶、
半纤维素酶、木质素酶、果胶酶、蛋白酶、脂肪酶、麦
芽糖酶、粘胶酶及尿素酶等 ２０ 多种酶ꎬ在一系列复

合酶的参与及协同作用下ꎬ将极其复杂的植物细胞

壁物质分解为简单的碳水化合物(Ｓｉｓｔａ Ｋａｍｅｓｈｗａｒ
＆ Ｑｉｎꎬ ２０２０)ꎮ 为了更好地开发与利用茯苓优良菌

系ꎬ探究茯苓木质纤维素复合酶中的主要酶系ꎬ探
索木质纤维素酶系能够有效降解木质纤维素资源ꎬ
加速茯苓菌丝降解速率ꎬ缩短菌核形成周期ꎬ促进

茯苓菌核增产增收ꎬ本研究以茯苓为研究对象ꎬ研
究其木质纤维素复合酶中主要酶系差异及酶活性

３１７４ 期 覃雯等: 野生茯苓鉴定及其木质纤维素降解酶系研究



规律ꎬ拟解决以下两个问题:(１)茯苓木质纤维素降

解酶能否通过最佳培养基及诱导条件产生纤维素

酶、半纤维素酶、木质素降解酶及各酶类间有何差

异ꎻ(２)茯苓木质纤维素降解酶能否通过不同底物

的诱导来提高产酶能力及影响产酶规律ꎬ以期为今

后木质纤维素相关酶的应用提供理论基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 菌种来源

野生茯苓(Ｗｏｌｆｉｐｏｒｉａ ｃｏｃｏｓ)菌株于 ２０２０ 年 ２
月ꎬ采自安徽省安庆市岳西县中关镇请寨村林区

(１１６°３５′ Ｅ、３０°８５′ Ｎ)腐朽的松树桩下茯苓菌核ꎬ
经分离鉴定后现保存在安庆师范大学动植物检疫

实验室 ４ ℃ 冰箱内ꎬ并进行甘油保藏ꎮ 液体茯苓

菌丝 ＹＸ１ 保藏在中国典型培养物保藏中心ꎬ保藏

编号为 ＣＣＴＣＣ Ｎｏ:Ｍ ２０２１４３４ꎮ
１.２ 培养基

固体 ＰＤＡ 培养基:去皮土豆 ２００ ｇꎬ葡萄糖 ２０
ｇꎬ琼脂粉 １７ ｇꎬＫＨ２ＰＯ４ ３ ｇꎬＭｇＳＯ４７Ｈ２Ｏ １.５ ｇꎬ
定容至 １ ０００ ｍＬꎬ１２１ ℃高压灭菌 ３０ ｍｉｎꎬ用于茯

苓菌丝的培养ꎮ
刚果红初筛培养基:羧甲基纤维素钠 ２ ｇꎬ

ＭｇＳＯ４７Ｈ２Ｏ １.８８ ｇꎬＫＨ２ＰＯ４ ０.５ ｇꎬ蛋白胨 ２ ｇꎬ琼
脂粉 １５ ｇꎬ定容至 １ ０００ ｍＬꎬ１２１ ℃高压灭菌 ３０ ｍｉｎ
后备用ꎬ待菌落生长平皿 ５ ｃｍ 时ꎬ向培养基中加入

１ ｍｇｍＬ￣１刚果红溶液ꎬ染色 １ ｈꎬ弃去染液后ꎬ加入

１ ｍｏｌＬ￣１ ＮａＣｌ 溶液ꎬ洗涤 １ ｈ 后观察结果ꎬ此培养

基用于纤维素分解菌的定性培养和鉴别ꎮ
纤维素酶种子培养基:蛋白胨 ２０ ｇꎬ羧甲基纤

维素钠 １０ ｇꎬＮａＣｌ ５ ｇꎬＫＨ２ＰＯ４ １ ｇꎬ用于纤维素酶

产酶种子菌摇瓶培养ꎮ
纤维素酶产酶培养基:蛋白胨 １０ ｇꎬ酵母膏 １５

ｇꎬ羧甲基纤维素钠 １０ ｇꎬＮａＣｌ ５ ｇꎬＫＨ２ ＰＯ４ １ ｇꎬ
ｐＨ ＝ ７ 定容至 １ ０００ ｍＬꎬ用于纤维素酶产酶菌摇

瓶培养ꎮ
ＬＮＡＳ 培养基:液体培养基的制备ꎬ根据 ４ 组

不同分组需求选择对应矿质溶液 ( Ｋｉｒｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ
１９７８ꎻＨａｔａｋｋａ ＆Ｕｕｓｉ￣Ｒａｕｖａꎬ １９８３ )ꎮ 分别为以下

４ 种培养基:不添加 ＭｎＳＯ４Ｈ２Ｏ 的矿物元素溶液

(无锰ꎬＡ)ꎻ添加 ＭｎＳＯ４ Ｈ２ Ｏ 的矿物元素溶液

(含锰ꎬＢ)ꎻ添加 ２ ｇ 松木屑的矿物元素溶液(有松

木屑ꎬＣ)ꎻ添加 ２ꎬ ６￣二甲氧基苯酚的矿物元素溶

液(加 ２ꎬ６￣ＤＭＰꎬＤ)ꎬ用于木质素降解酶的检测ꎮ

１.３ 序列扩增与系统发育分析

提取茯苓基因组 ＤＮＡꎬ灭菌刀具刮取约 ２０ ｍｇ
新鲜菌丝ꎬ采用细胞破壁仪充分研磨粉末至细胞

破壁ꎬ按照真菌试剂盒(ＵＮＩＱ￣１０ 柱式)说明书提

取茯苓 ＹＸ１ 基因组 ＤＮＡꎮ ＰＣＲ 采用通用引物对

( 吴 悦 妮 等ꎬ ２０２０ )ꎬ 分 别 为 ＩＴＳ１ ( ５′￣
ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ￣３′)和 ＩＴＳ４(５′￣ＴＣＣＧＣ
ＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ￣３′)、 ＮＬ１(５′￣ＧＣＡＴＡＴＣＡＡＴＡＡＧ
ＣＧＧＡＧＧＡＡＡＡＧ￣３′) 和 ＮＬ４ (５′￣ＧＧＴＣＣＧＴＧＴＴＴＣ
ＡＡＧＡＣＧＧ￣３′)、ＥＦ１￣６８８Ｆ(５′￣ＣＧＧＴＣＡＣＴＴＧＡＴＣＴ
ＡＣＡＡＧＴＧＣ￣３′)、 ＥＦ１￣１２５１Ｒ(５′￣ＣＣＴＣＧＡＡＣＴＣＡＣ
ＣＡＧＴＡＣＣＧ￣３′)ꎮ ＰＣＲ 扩增体系为模板 ＤＮＡ ０.５０
μＬꎬ引物 １０ μｍｏｌＬ￣１ 各 １. ７５ μＬꎬ２ ×Ｒａｐｉｄ Ｔａｑ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ２５.００ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ 定容至 ５０.００ μＬꎬ以
上 ３ 种 ＰＣＲ 扩增反应条件相同ꎬ均为 ９４ ℃ ５ ｍｉｎꎬ
９４ ℃ ３０ ｓꎬ５２ ~ ５５ ℃退火 ４５ ｓꎬ７２ ℃ ２ ｍｉｎꎬ共 ３５
个循环ꎬ ７２ ℃ １０ ｍｉｎꎬ终止 ４ ℃ꎮ ＰＣＲ 产物经

１.２％琼脂糖凝胶电泳检测并回收测序ꎬ将获得的

ＹＸ１ 序 列 分 别 提 交 至 ＮＣＢＩ 的 ＧｅｎＢａｎｋꎬ 进 行

ＢＬＡＳＴ 比对ꎬ运用分析软件 ＭＥＧＡ６.１ 中的 ＮＪ 法

构建系统发育树 ( Ｆａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５ꎻ张绍刚等ꎬ
２０２１)ꎮ
１.４ 菌株培养

木质纤维素降解酶系皆采用固体 ＰＤＡ 培养基

进行培养ꎬ待菌丝即将长满平板时ꎬ使用打孔器进

行打孔ꎬ每瓶种子培养基中含 ５ 个孔径为 １ ｃｍ 菌

饼ꎬ２８ ℃、１５０ ｒｍｉｎ￣１于恒温振荡培养箱内培养ꎬ
纤维素和半纤维素降解酶系测定中ꎬ酶液制备皆

为待种子培养基内菌丝生长成熟ꎬ用移液枪吸取

接种至纤维素酶产酶培养基ꎬ接种量为每瓶 １. ５
ｍＬ(邹荣松ꎬ ２０１９)ꎬ木质素降解酶系检测使用分

别添加上文 １.２ 项下 ４ 种不同底物的 ＬＮＡＳ 培养

基ꎮ 在超净工作台内进行提取培养液即胞外酶

液ꎬ纤维素酶系持续吸取至 １２ ｄꎬ木质素酶系持续

吸取至 ２１ ｄꎬ每次使用移液枪定时定量吸取培养

液 １.５ ｍＬꎬ提取的粗酶液离心 １３ ２００ ｒｍｉｎ￣１ꎬ５
ｍｉｎꎬ并进行酶活测定ꎮ
１.５ 酶活测定

利用酶标仪(Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ ＧＯ 全波长酶标仪)测

定 ３１０ ~ ５４０ ｎｍ 波长范围下酶活力的大小ꎮ 葡萄

糖标准曲线的制作:配制 １. ０、０. ７５、０. ５、０. ２５、０
ｍｇｍＬ￣１葡萄糖标准液ꎮ Ｄ 木糖标准曲线的制

作:将 １０ ｍｇｍＬ￣１ Ｄ 木糖标准液使用蒸馏水稀释

至 １.０、０.８、０.６、０.４、０ ｍｇｍＬ￣１即为标准稀释液ꎮ
酶标仪预热 ３０ ｍｉｎ 以上ꎬ调节波长至 ５４０ ｎｍꎬ蒸

４１７ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



馏水调零ꎮ 以标准稀释液为横坐标( ｘ)ꎬ以其对应

的 ΔＡ 标准为纵坐标( ｙ)ꎬ绘制标准曲线ꎬ得到线

性回归方程 ｙ＝ ｋｘ＋ｂꎬ将 ΔＡ 测定带入公式中得到

ｘ(ｍｇｍＬ￣１)ꎮ 绘制葡萄糖标准曲线ꎬ得到回归方

程为 ｙ ＝ ０. ８４１ ６ｘ － ０. ０２３ ６ꎬ 相 关 系 数 Ｒ２ ＝
０.９９６ ５(图 １:Ａ)ꎻ绘制 Ｄ 木糖标准曲线ꎬ得到回

归方程为 ｙ ＝ ０.６８３ ２ｘ － ０.００８ ４ꎬ相关系数 Ｒ２ ＝
０.９９６ ７(图 １:Ｂ)ꎮ

图 １　 茯苓菌葡萄糖和 Ｄ 木糖标准曲线
Ｆｉｇ. １　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｇｌｕｃｏｓｅ ａｎｄ Ｄ￣ｘｙｌｏｓｅ ｆｒｏｍ Ｗｏｌｆｉｐｏｒｉａ ｃｏｃｏｓ

１.５.１ 纤维素酶活力测定 　 酶标仪检测外切 β￣葡
聚糖酶(ＣＢＨ)、内切 β￣葡聚糖酶(ＥＧ)和 β￣葡萄糖

苷酶(ＢＧＬ)的活性ꎬ梯度试验后最终采用 １５０ μＬ
反应体系ꎮ 首先ꎬ取粗酶液的量依次为 ２５、５０、５０
μＬꎻ其次ꎬ取各自不同体积底物溶液ꎬ检测 ＣＢＨ 所

采用的底物溶液为 ２％微晶纤维素溶液 ５０ μＬꎬ检
测 ＥＧ 所采用底物溶液为 １％羧甲基纤维素钠溶液

２５ μＬꎬ检测 ＢＧＬ 所采用底物溶液为 １％水杨苷溶

液 ２５ μＬꎻ放入 ５０ ℃恒温水浴锅中水浴反应ꎬ反应

时间各依次为 １２０、３０、３０ ｍｉｎꎻ再次ꎬ加入 ＤＮＳ 显

色液均为 ７５ μＬꎻ最后ꎬ混匀后沸水浴时长均为 ５
ｍｉｎꎬ冷却后测定波长在 ５４０ ｎｍ 处的吸光度(高微

微ꎬ ２０１７)ꎮ 酶活单位定义为每分钟分解特定底

物释放出 １ μｍｏｌ 还原糖所需的酶量ꎮ 采用无松木

屑和有松木屑为对照处理ꎬ分别检测第 ２、第 ４、第
６、第 ８、第 １０、第 １２ ｄ 的酶活力ꎬ各设置 ３ 个重复ꎮ
１.５.２ 半纤维素酶活力测定 　 酶标仪检测木聚糖

酶、甘露聚糖酶、α￣葡萄糖苷酶活性ꎬ梯度试验最终

采用 ２００ μＬ 反应体系ꎮ 首先ꎬ取粗酶液的量依次

为 ６７、６７、６.７ μＬꎻ其次ꎬ各取自不同底物溶液ꎬ检测

木聚糖酶所采用的底物溶液为 ０.８％的木聚糖溶液

３３ μＬꎬ检测甘露聚糖酶所采用底物溶液为 ０.８％的

甘露聚糖溶液 ３３ μＬꎬ检测 α￣葡萄糖苷酶所采用底

物溶液为 ０.４％的 ｐＮＰＧ 溶液 ６０ μＬꎻ５０ ℃恒温水浴

锅中水浴反应时间依次为 ３０、３０、６０ ｍｉｎꎻ再次ꎬ使反

应终止ꎬ木聚糖酶、甘露聚糖酶均使用 ＤＮＳ 显色液

终止反应ꎬ加入 ＤＮＳ 试剂 １００ μＬꎻ最后ꎬ混匀沸水浴

５ ｍｉｎꎬ冷却后测定波长在 ５４０ ｎｍ 处的吸光度(高微

微ꎬ ２０１７)ꎮ α￣葡萄糖苷酶加入 １ ｍｏｌＬ￣１ Ｎａ２ＣＯ３

溶液 ６６.７ μＬ 终止反应ꎬ振荡混匀后测定波长在 ４１０
ｎｍ 处的吸光度ꎮ 酶活单位定义为每分钟分解底物

所释放出 １ μｍｏｌ 还原糖所需的酶量ꎮ 采用无木屑

和有松木屑为对照处理ꎬ分别检测第 ２、第 ４、第 ６、
第 ８、第 １０、第 １２ ｄ 的酶活力ꎬ各设置 ３ 个重复ꎮ
１.５.３ 木质素降解酶活力测定 　 酶标仪检测锰过

氧化物酶、漆酶、木质素过氧化物酶活性ꎬ梯度试

验后最终采用 １００ μＬ 反应体系ꎮ ３ 种酶分别采用

２ꎬ６￣ＤＭＰ、藜芦醇( ＶＡ)、ＡＢＴＳ 为底物ꎬ分别测定

吸光度在 ４７０、４２０、３１０ ｎｍ 处 １ ~ ３ ｍｉｎ 内的变化

值ꎮ 酶活单位 ( Ｕ):上述条件下ꎬ每分钟催化 １
μｍｏｌ ２ꎬ６￣ＤＭＰꎬＡＢＴＳ 或 ＶＡ 所需的酶量(池玉杰

和闫洪波ꎬ ２００９)ꎮ 计算中的 ε４７０ ＝ ４９ ６００(ｍｏｌ
Ｌ￣１ ｃｍ) ￣１ꎬ ε４２０ ＝ ３６ ０００ ( ｍｏｌ Ｌ￣１ ｃｍ) ￣１ꎬ ε３１０ ＝
９ ３００(ｍｏｌＬ￣１ｃｍ) ￣１ꎮ
１.６ 数据处理

采用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｅｘｃｅｌ 软件对数据进行处理和

分析ꎬ利用 ＳＰＳＳ ２６.０ 对数据进行方差分析并评价

其差异显著性ꎬ使用 Ｏｒｉｇｉｎ２０１８ 进行图形绘制ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 茯苓 ＹＸ１ 的生物学特性

茯苓 ＹＸ１ 在 ＰＤＡ 培养基上培养 ４ ~ ５ ｄꎬ于光

学显微镜观察菌丝的正反面(图 ２:Ａ)ꎬ茯苓菌丝

体呈白色绒毛状ꎬ菌丝直径 ２ ~ ５ μｍꎬ菌丝光滑无

色ꎬ多分支ꎬ有横隔膜ꎬ偶见锁状联合(图 ２:Ｂ)ꎮ
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菌丝生命力旺盛 ５ ~ ７ ｄ 可长满平皿ꎬ转移至光照

培养箱中ꎬ进行光暗交替培养ꎬ２８ ｄ 后菌丝衰退呈

褐色ꎬ子实体呈蜂窝状ꎬ平铺聚集群生(图 ２:Ｃ)ꎮ
茯苓 ＹＸ１ 菌核(１４０ ~ １５０) ｍｍ ×(１７０ ~ １８０) ｍｍꎬ

呈不规则椭球形等ꎬ深褐色、大小不均匀、表面粗

糙呈瘤状皱缩、有弹性生命力强ꎬ菌核内部呈白色

粉质颗粒状ꎬ质软ꎬ易撕开ꎬ菌核晾干后含水率

１５％ ~１８％ꎬ坚硬易破裂(图 ２:Ｄ)ꎮ

Ａ. 菌株 ＹＸ１ 菌落形态ꎻ Ｂ. 锁状联合ꎻ Ｃ. 茯苓子实体ꎻ Ｄ. 茯苓菌核ꎮ
Ａ. Ｃｏｌｏｎｙ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｓｔｒａｉｎ ＹＸ１ꎻ Ｂ. Ｃｌａｍｐ ｃｏｎｎｅｃｔｉｏｎꎻ Ｃ. Ｆｒｕｉｔ ｂｏｄｉｅｓꎻ Ｄ. Ｓｃｌｅｒｏｔｉｕｍ.

图 ２　 茯苓 ＹＸ１ 显微结构及生物学培养特性
Ｆｉｇ. ２　 Ｍｉｃｒｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ Ｗｏｌｆｉｐｏｒｉａ ｃｏｃｏｓ ＹＸ１

２.２ 茯苓 ＹＸ１ 的 ３ 条序列与系统发育分析

茯苓 ＹＸ１ 的 ＰＣＲ 产物测序分别得到 １ ６５２、
６６０、５４５ ｂｐ 的 核 苷 酸 序 列ꎬ 将 该 序 列 提 交 到

ＧｅｎＢａｎｋ ( ＮＣＢＩ 登 录 号 分 别 为: ＯＮ１２９５５４、

ＯＮ１２９５５３、ＯＮ１５５８４０ꎮ 鉴定结果表明ꎬ茯苓 ＹＸ１
(ＯＮ１２９５５４)的 ｒＤＮＡ￣ＩＴＳ 序列为 １ ６５２ ｂｐ:１ ~ ５ ｂｐ
为 １８Ｓ ｒＲＮＡ 序 列ꎬ ６ ~ １ ００５ ｂｐ 为 ＩＴＳ１ 序 列ꎬ
１ ００６ ~ １ １６７ ｂｐ 为 ５.８Ｓ ｒＲＮＡ 序列ꎬ１ １６８ ~ １ ６２６
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图 ３　 采用 ＮＪ 法构建茯苓菌系统发育树
Ｆｉｇ. ３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅｓ ｆｒｏｍ ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇ ｏｆ Ｗｏｌｆｉｐｏｒｉａ ｃｏｃｏｓ ＹＸ１

ｂｐ 为 ＩＴＳ２ 序列ꎬ３４７ ~ ５０８ ｂｐ 为 ２８Ｓ ｒＲＮＡ 序列ꎻ
茯苓 ＹＸ１ ( ＯＮ１２９５５３ ) 核 糖 体 大 亚 基 ( ｌａｒｇｅ
ｓｕｂｕｎｉｔꎬ ＬＳＵ ) 序 列 为 １ ~ ６６０ ｂｐꎻ 茯 苓 ＹＸ１
(ＯＮ１５５８４０) 翻译延伸因子 ( ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ
ｆａｃｔｏｒꎬ ＴＥＦ)的 ＣＤＳ 编码序列共 ５４５ ｂｐ 分别为 １ ~
１２９ ｂｐ、１７９ ~ ３２０ ｂｐ、３８０ ~ ５４５ ｂｐꎬ根据 ３ 条茯苓

ＹＸ１ 序列ꎬ采用 ＭＥＧＡ ６.１ 软件构建褐腐菌系统发

育树ꎬ运用 ＮＪ 聚类法分析ꎬ从图 ３ 中可知ꎬ系统发

育树分为内部转录间隔区 ( ｉｎｔｅｒｎａｌｌｙ ｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄ
ｓｐａｃｅｒꎬＩＴＳ)、ＬＳＵ、ＴＥＦ 三部分序列ꎬ茯苓菌 ＹＸ１

与 ２２ 个茯苓菌株都较为亲密并聚类在一起ꎬ而
Ｐａｃｈｙｍａ ｈｏｅｌｅｎ、 Ｗｏｌｆｉｐｏｒｉａ ｃｏｃｏｓ、 Ｐｏｒｉａ ｃｏｃｏｓ 和

Ｍａｃｒｏｈｙｐｏｒｉａ ｃｏｃｏｓ 是茯苓菌的同物异名菌株ꎮ 茯

苓菌种间的遗传距离最为接近ꎬ４ 个同物异名的茯

苓 ＩＴＳ、ＬＳＵ、ＴＥＦ 序列聚类在一起ꎬ另外 ３ 株褐腐

菌桦剥管菌(Ｐｉｐｔｏｐｏｒｕｓ ｂｅｔｕｌｉｎｕｓ) Ｐｔ￣２、２７７、１２ ３８８
菌株为外组群菌株为参照ꎬ分别与茯苓菌 ＩＴＳ、
ＬＳＵ、ＴＥＦ 的区间序列既有同源又有差距ꎮ 在系统

发育树上区分了茯苓 ＩＴＳ 序列、ＬＳＵ 序列、ＴＥＦ 序

列ꎬ它们之间又有遗传联系且 ＮＣＢＩ 中同源性达
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９０％以上ꎬ可以明确岳西野生茯苓菌 ＹＸ１ 就是茯

苓属下的茯苓菌株ꎮ
２.３ 茯苓木质纤维素酶的酶活

２.３.１ 纤维素酶活检测结果 　 茯苓菌在有松木屑

和无松木屑 ２ 种培养方式下ꎬ检测 ＹＸ１ 纤维素酶

中 β￣葡萄糖苷酶(ＢＧＬ)和内切 β￣葡聚糖酶( ＥＧ)
的酶活相当ꎬ变化范围在 ３２ ~ ３７ ＵｍＬ￣１之间ꎬ而
外切 β￣葡聚糖酶(ＣＢＨ)变化范围在 １６ ~ １７ Ｕ
ｍＬ￣１之间(图 ４)ꎮ 由图 ４ 可知ꎬ在有松木屑和无松

木屑 ２ 种培养方式下 ２ ｄ 时 ＣＢＨ 酶活性最大值分

别为 １４.４８ ＵｍＬ￣１和 １５.８７ ＵｍＬ￣１ꎬ第 ４ 天酶活

性最大值分别为 １６.７１ ＵｍＬ￣１和 １６.８２ ＵｍＬ￣１ꎻ
ＥＧ 第 ２ 天酶活性最大值分别为 ３２.６ ＵｍＬ￣１和

２９.３５ ＵｍＬ￣１ꎬ第 ８ 天有松木屑酶活性达到最大

值 ３４.７１ ＵｍＬ￣１ꎬ而无松木屑的培养方式第 １２ 天

酶活性达到最大值 ３２.２４５ ＵｍＬ￣１ꎻＢＧＬ 在有松木

屑和无松木屑 ２ 种培养方式下第 ２ 天时酶活性分

别为 ３３.０３ ＵｍＬ￣１和 ３０.４６ ＵｍＬ￣１ꎬ第 ８ 天时有

松木屑酶活性达到最大值 ３６.８１ ＵｍＬ￣１ꎬ逐渐降

低ꎬ而无松木屑的培养方式第 １０ 天酶活性达到最

大值 ３６.７ ＵｍＬ￣１ꎮ 从纤维素酶的整体酶活对比

来看ꎬＣＢＨ<ＥＧ<ＢＧＬꎮ
方差分析表明茯苓 ３ 种纤维素酶 ＣＢＨ、ＥＧ 和

ＢＧＬ 活性在有松木屑和无松木屑培养方式和培养

时间上表现为显著差异(Ｐ<０.０５)ꎬ其中的 ３ 种酶

之间存在极显著差异(Ｐ<０.００１)ꎻ在主体间效应的

检验中ꎬ３ 种酶均值分别为 １４. ５１、３０. ７１、３３. ３３
ＵｍＬ￣１ꎬ培养方式 Ｆ ＝ ５.５３ 和培养时间 Ｆ ＝ ２.６２ꎬ
均达到显著差异ꎬ３ 种酶 Ｆ ＝ １２７.５３ꎬ均达到极显著

差异(表 １)ꎮ
２.３.２ 半纤维素酶活检测结果 　 茯苓菌在有松木

屑和无松木屑 ２ 种培养方式下ꎬ检测 ＹＸ１ 半纤维

素酶中甘露聚糖酶活性分泌量最高ꎬ变化范围在

２８０ ~ ３４２ ＵｍＬ￣１ 之间ꎬ木聚糖酶变化范围在

２８ ~ ３８ ＵｍＬ￣１之间ꎬα￣葡萄糖苷酶变化范围在

９ ~ １１ ＵｍＬ￣１之间(图 ５)ꎮ 由图 ５ 可知ꎬ在有松

木屑和无松木屑 ２ 种培养方式下第 ２ 天时木聚糖

酶活最大值分别为 ２０. ８９ ＵｍＬ￣１ 和 １９. ２４ Ｕ
ｍＬ￣１ꎻ第 ８ 天时酶活分别达到酶活性最大值ꎬ分别

为 ３７.３１ ＵｍＬ￣１和 ２８.７９ ＵｍＬ￣１ꎻ第 １０ 天酶活

性最大值分别为 ２１.９ ＵｍＬ￣１ 和 １５.３７ ＵｍＬ￣１ꎮ
甘露聚糖酶在有松木屑和无松木屑 ２ 种培养方式

下第 ２ 天酶活性分别为 ２７５ ＵｍＬ￣１ 和 ２１７. ４９
ＵｍＬ￣１ꎻ第 ８ 天时均达到酶活性最大值ꎬ分别为

３４１.２８ ＵｍＬ￣１和 ２８０.７４ ＵｍＬ￣１ꎻ第 １０ 天酶活性

表 １　 茯苓菌 ３ 种纤维素酶活性方差分析结果
Ｔａｂｌｅ１　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ

ｃｅｌｌｕｌａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｆｒｏｍ Ｗｏｌｆｉｐｏｒｉａ ｃｏｃｏｓ

菌种 ＹＸ１
Ｓｔｒａｉｎ ＹＸ１

Ⅲ型
平方和
Ｓｕｍ ｏｆ
ｓｑｕａｒｅｓ

ｆｏｒ
Ｔｙｅｐ Ⅲ

自由度
Ｄｅｇｒｅｅ

ｏｆ
ｆｒｅｅｄｏｍ

偏 ｅｔａ 方
Ｐａｒｔｉａｌ
ｅｔａ

ｓｑｕａｒｅｄ

Ｆ 值
Ｆ ｖａｌｕｅ

Ｐ 值
Ｐ ｖａｌｕｅ

截距
Ｉｎｔｅｒｃｅｐｔ

７４ ０３３.０３ １ ０.９９ ２ ５２３.２８ ０.００

培养方式
Ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｔｈｅｄ

１６２.１４ １ ０.３２ ５.５３� ０.３７

３ 种酶
Ｔｈｒｅｅ ｅｎｚｙｍｅｓ

７ ４８３.６３ ２ ０.９９ １２７.５３��� ０.００

培养方式 ×
３ 种酶
Ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｔｈｅｄ ×
Ｔｈｒｅｅ ｅｎｚｙｍｅｓ

３６.２６ ２ ０.０９ ０.６２ ０.５６

培养时间
Ｃｕｌｔｕｒｅ ｔｉｍｅ

３８.２８ ５ ０.７０ ２.６２� ０.０５

误差 Ｅｒｒｏｒ ３５２.０８ １２

　 注: �表示显著差异 (Ｐ< ０. ０５)ꎻ ���表示极显著差异 (Ｐ<
０.００１)ꎮ 下同ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: � ｉｎｄｉａｃｔｅｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ( Ｐ < ０. ０５ )ꎻ � � �
ｉｎｄｉａｃｔｅｓ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ < ０. ００１) . Ｔｈｅ ｓａｍｅ
ｂｅｌｏｗ.

最大值分别为 ２７２.０４ ＵｍＬ￣１和 ２２９.０９ ＵｍＬ￣１ꎮ
α￣葡萄糖苷酶在有松木屑和无松木屑 ２ 种培养方

式下第 ２ 天ꎬ酶活性分别为 ９.２３ ＵｍＬ￣１和 ８.８４
ＵｍＬ￣１ꎻ第 ８ 天时酶活性最大值分别为 １０. ６６
ＵｍＬ￣１和 ９.８８ ＵｍＬ￣１ꎻ第 １０ 天酶活性 ８.８４ Ｕ
ｍＬ￣１和 ８.７７ ＵｍＬ￣１ꎮ 实验表明各个酶活力之间

存在变化差异ꎬ从半纤维素酶的整体酶活对比来

看ꎬα￣葡萄糖苷酶<木聚糖酶<甘露聚糖酶活性ꎮ
方差分析表明茯苓 ３ 种半纤维素酶木聚糖酶、

甘露聚糖酶和 α￣葡萄糖苷酶活性在有松木屑和无

松木屑 ２ 种的培养方式上表现为显著差异( Ｐ <
０.０５)ꎬ培养时间表现为极显著差异(Ｐ<０.００１)ꎬ其
中 ３ 种酶之间存在极显著差异(Ｐ<０.００１)ꎬ在主体

间效应的检验中ꎬ３ 种酶均值分别为 ２２.９４、２７０.７０、
９.２９ ＵｍＬ￣１ꎬ培养方式 Ｆ ＝ ５.５３ 和培养时间 Ｆ ＝
２.６２ 均达到显著差异ꎬ３ 种酶 Ｆ ＝ １２７.５３ 均达到极

显著差异(表 ２)ꎮ
２.３.３ 木质素降解酶活检测结果　 茯苓菌在 ４ 种不

同底物的培养条件下ꎬ检测 ＹＸ１ 锰过氧化物酶

(ＭｎＰ)酶活性变化范围在 ０ ~ ０.１ ＵｍＬ￣１之间ꎬ
在培养条件 Ａ 下ꎬ提取的酶液检测到第 １５ 天的

ＭｎＰ 酶活性为 ０.０１５ ＵｍＬ￣１ꎻ在培养条件 Ｂ 下ꎬ
提取的酶液检测到第 １５ 天达到 ＭｎＰ 最高酶活性
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表 ２　 茯苓菌 ３ 种半纤维素酶活性方差分析结果
Ｔａｂｌｅ ２　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ
ｈｅｍｉｃｅｌｌｕｌａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｆｒｏｍ Ｗｏｌｆｉｐｏｒｉａ ｃｏｃｏｓ

菌种 ＹＸ１
Ｓｔｒａｉｎ ＹＸ１

Ⅲ型
平方和
Ｓｕｍ ｏｆ
ｓｑｕａｒｅｓ

ｆｏｒ
Ｔｙｅｐ Ⅲ

自由度
Ｄｅｇｒｅｅ

ｏｆ
ｆｒｅｅｄｏｍ

偏 ｅｔａ 方
Ｐａｒｔｉａｌ
ｅｔａ

ｓｑｕａｒｅｄ

Ｆ 值
Ｆ ｖａｌｕｅ

Ｐ 值
Ｐ ｖａｌｕｅ

截距
Ｉｎｔｅｒｃｅｐｔ

１ １０１ １４９.２ １ ０.９９ ２ ５２３.２８ ０.０００

培养方式
Ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｔｈｏｄ

８ ８３１.２９ １ ０.５１ １２.５７� ０.００４

３ 种酶
Ｔｈｒｅｅ ｅｎｚｙｍｅｓ

１ ５５８ ９０１.８７ ２ ０.９９ １ １０９.９８��� ０.０００

培养方式 ×
３ 种酶
Ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｔｈｅｄ ×
Ｔｈｒｅｅ ｅｎｚｙｍｅｓ

１３ ７３０.３１ ２ ０.０９ ０.６２ ０.００３

培养时间
Ｃｕｌｔｕｒｅ ｔｉｍｅ

９ ０３７.５３ ５ ０.４５ ９.６５��� ０.０００

误差 Ｅｒｒｏｒｓ ８ ４２６.６３ １２

图 ４　 茯苓菌 ＹＸ１ 的纤维素酶活性
Ｆｉｇ. ４　 Ｃｅｌｌｕｌａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ Ｗｏｌｆｉｐｏｒｉａ ｃｏｃｏｓ ＹＸ１

为 ０.０８１ ＵｍＬ￣１ꎻ在培养条件 Ｃ 下ꎬ提取的酶液检
测到第 １５ 天的 ＭｎＰ 酶活性为 ０.０２７ ＵｍＬ￣１ꎬ达
到分泌高峰ꎻ在培养条件 Ｄ 下ꎬ提取的酶液检测到

第 ２１ 天的 ＭｎＰ 酶活性虽然达到分泌高峰ꎬ但只有

０.０２５ ＵｍＬ￣１ꎻ对比 Ａ 无 Ｍｎ２＋和 Ｂ 含 Ｍｎ２＋两种培
养条件的结果表明ꎬ虽然 ＭｎＰ 受到 Ｍｎ２＋ 的影响ꎬ
但 ＭｎＰ 酶活性变化不大ꎬ均在第 １５ 天达到分泌高
峰ꎻＭｎ２＋是茯苓菌产生 ＭｎＰ 的诱导因子之一ꎬＭｎＰ
酶活性变化规律一致ꎻ对比 Ｃ 有松木屑和对照组

Ａ 无 Ｍｎ２＋ 相比较ꎬ受松木屑影响不明显ꎻ加 ２ꎬ６￣
ＤＭＰ 培养条件 Ｄꎬ在 ２１ ｄ 内 ＭｎＰ 酶活性规律不明

显ꎬ２１ ｄ 之后有松木屑培养条件 Ｃ 和加 ２ꎬ６￣ＤＭＰ

图 ５　 茯苓菌 ＹＸ１ 的半纤维素酶活性
Ｆｉｇ. ５　 Ｈｅｍｉｃｅｌｌｕｌａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ Ｗｏｌｆｉｐｏｒｉａ ｃｏｃｏｓ ＹＸ１

培养条件 Ｄ 仍然存在 ＭｎＰ 酶的活性变化ꎮ ２１ ｄ
内茯苓菌 ４ 种培养条件产生 ＭｎＰ 的情况见图 ６ꎮ

Ａ. 不添加 ＭｎＳＯ４Ｈ２Ｏ 溶液ꎻ Ｂ. 添加 ＭｎＳＯ４Ｈ２Ｏ 溶液ꎻ
Ｃ. 添加 ２ ｇ 松木屑溶液ꎻ Ｄ. 添加 ２ꎬ ６￣二甲氧基苯酚溶液ꎮ
下同ꎮ
Ａ. Ｗｉｔｈｏｕｔ ＭｎＳＯ４  Ｈ２ Ｏ ｓｏｌｕｔｉｏｎꎻ Ｂ. Ｗｉｔｈ ＭｎＳＯ４  Ｈ２ Ｏ
ｓｏｌｕｔｉｏｎꎻ Ｃ. Ｗｉｔｈ ２ ｇ ｐｉｎｅ ｓａｗｄｕｓｔ ｓｏｌｕｔｉｏｎꎻ Ｄ. Ｗｉｔｈ ２ꎬ６￣ＤＭＰ
ｓｏｌｕｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 ６　 茯苓菌 ＹＸ１ 的锰过氧化物酶活性
Ｆｉｇ. ６　 ＭｎＰ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ Ｗｏｌｆｉｐｏｒｉａ ｃｏｃｏｓ ＹＸ１

茯苓菌在 ４ 种不同底物的培养条件下ꎬ检测

ＹＸ１ 漆酶( Ｌａｃｃａｓｅ)酶活性变化范围在 ０ ~ ０. ０４
ＵｍＬ￣１之间ꎮ 在培养条件 Ａ 下ꎬ提取的酶液检测
到第 １９ 天 的 Ｌａｃｃａｓｅ 酶活性为 ０.０３１ ＵｍＬ￣１ꎻ在
培养条件 Ｂ 下ꎬ提取的酶液检测到第 ７ 天达到
Ｌａｃｃａｓｅ 最大酶活性为 ０.０３３ ＵｍＬ￣１ꎻ在培养条件
Ｃ 下ꎬ提取的酶液检测到第 ９ 天的 Ｌａｃｃａｓｅ 酶活性
为 ０.０２５ ＵｍＬ￣１ꎻ在培养条件 Ｄ 下ꎬ提取的酶液
检测到第 ９ 天的 Ｌａｃｃａｓｅ 酶活性只有 ０. ０２９ Ｕ
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ｍＬ￣１ꎻ对比 Ａ 无 Ｍｎ２＋和 Ｂ 含 Ｍｎ２＋两种培养条件的

结果表明ꎬＭｎ２＋对产生茯苓菌 Ｌａｃｃａｓｅ 没有太大变

化ꎻ对比 ４ 种不同底物 Ｌａｃｃａｓｅｓ 的酶活性均较小ꎬ
并且 Ｌａｃｃａｓｅ 酶活性变化规律不明显ꎮ ２１ ｄ 内茯

苓菌在 ４ 种培养条件产生 Ｌａｃｃａｓｅｓ 的情况见图 ７ꎮ

图 ７　 茯苓菌 ＹＸ１ 的漆酶活性
Ｆｉｇ. ７　 Ｌａｃｃａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ Ｗｏｌｆｉｐｏｒｉａ ｃｏｃｏｓ ＹＸ１

ＹＸ１ 在 ４ 种不同底物的培养条件下ꎬ检测木

质素过氧化物酶(ＬｉＰ)酶活性变化范围在 ０ ~ ０.２
ＵｍＬ￣１ꎮ 在培养条件 Ａ 下ꎬ提取的酶液检测到第

２１ 天的 ＬｉＰ 酶活性为 ０.０２３ ＵｍＬ￣１ꎻ在培养条件 Ｂ
下ꎬ检测到第 １１ 天达到 ＬｉＰ 最大酶活性为 ０. １０９
ＵｍＬ￣１ꎻ在培养条件 Ｃ 下ꎬ检测到第 ７ 天的 ＬｉＰ 酶

活性为 ０.１０４ ＵｍＬ￣１ꎻ在培养条件 Ｄ 下ꎬ检测到第

１９ 天的 ＬｉＰ 酶活性只有 ０.０６７ ＵｍＬ￣１ꎻ对比 Ａ 无

Ｍｎ２＋和 Ｂ 含 Ｍｎ２＋两种培养液的检测结果表明ꎬＭｎ２＋

并非产生 ＬｉＰ 的主要因素ꎻ虽然 Ｍｎ２＋有影响 ＬｉＰ 酶

活性变化ꎬ但比较微弱ꎬ对比 ４ 种不同底物 ＬｉＰ 酶活

性都比较小且 ＬｉＰ 酶活性变化规律不明显ꎮ ２１ ｄ 内

茯苓菌在 ４ 种培养液中产生 ＬｉＰ 的情况见图 ８ꎮ

３　 结论与讨论

３.１ 野生茯苓鉴定

本研究以野生茯苓 ＹＸ１ 为研究对象ꎬ从团聚的

菌丝培养来看ꎬ菌丝有隔膜、偶见锁状联合现象ꎬ茯
苓菌核也为茯苓菌丝团的一个休眠体ꎮ 新鲜的菌

核切开后茯苓肉为白色ꎬ也可作为母种或栽培种的

结苓肉引ꎮ 结合分子生物学的鉴定ꎬ选取 ＩＴＳ、ＬＳＵ、
ＴＥＦ 序列扩增ꎬ分析 ＰＣＲ 产物ꎬＹＸ１ 与桦剥管菌 Ｐｔ￣
２、２７７、１２３８８ 菌株同为褐腐菌ꎬ在亲缘关系上既有

联系 又 有 遗 传 差 距ꎮ 茯 苓 ( Ｐａｃｈｙｍａ ｈｏｅｌｅｎ )、

图 ８　 茯苓菌 ＹＸ１ 的木质素过氧化物酶活性
Ｆｉｇ. ８　 ＬｉＰ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ Ｗｏｌｆｉｐｏｒｉａ ｃｏｃｏｓ ＹＸ１

Ｗｏｌｆｉｐｏｒｉａ ｃｏｃｏｓ、Ｐｏｒｉａ ｃｏｃｏｓ 和 Ｍａｃｒｏｈｙｐｏｒｉａ ｃｏｃｏｓ 有

４ 种同物异名ꎬ在系统发育中它们之间联系紧密ꎬ依
据 ２００８ 年«菌物字典»第十版(Ｋｉｒｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００８)及
参照最新编制八界系统的菌物分类学ꎬ茯苓 ＹＸ１
(Ｗｏｌｆｉｐｏｒｉａ ｃｏｃｏｓ)ꎬ隶属于担子菌门(Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ)ꎬ
蘑菇亚门(Ａｇａｒｉｃｏｍｙｃｏｔｉｎａ)蘑菇纲(Ａｇａｒｉｃｏｍｙｃｅｔｅｓ)ꎬ
多孔 菌 目 ( Ｐｏｌｙｐｏｒａｌｅｓ)ꎬ拟 层 孔 菌 科 ( Ｆｏｍｉｔｏｐｓｉ￣
ｄａｃｅａｅ)ꎬ茯苓属(Ｗｏｌｆｉｐｏｒｉａ)ꎬ茯苓(Ｗ. ｃｏｃｏｓ)ꎮ
３.２ 茯苓产纤维素酶和半纤维素酶

本研究前期对茯苓菌产纤维素酶做了定性培
养ꎬ存在明显的透明圈现象ꎬ筛选出的 ＹＸ１ 具有降

解木质纤维素的能力ꎬ并作为定量培养研究菌株

ＹＸ１ 进行木质纤维素酶活性的测定ꎮ 研究发现ꎬ
纤维素酶和半纤维素酶在有松木屑和无松木屑为

底物条件下ꎬ具有趋于一致的变化规律ꎮ 培养方
式中无松木屑对照组与有松木屑为底物的实验组

相比ꎬ除 ＣＢＨ 以外ꎬＥＧ、ＢＧＬ 均表现为有松木屑实

验组高于无松木屑对照组ꎬ从纤维素酶活力之间

对比来看ꎬ纤维素酶中 ＣＢＨ<ＥＧ<ＢＧＬꎮ 半纤维素

酶中甘露聚糖酶、木聚糖酶、α￣葡萄糖苷酶均表现

为有松木屑实验组高于无松木屑对照组ꎬ从半纤

维素酶活力之间对比来看ꎬ半纤维素酶中甘露聚
糖酶<木聚糖酶<α￣葡萄糖苷酶ꎮ 茯苓菌实验组的

３ 种纤维素酶中 ＣＢＨ 培养初期时酶活性最大ꎬ这
与訾晓雪(２０１５)研究结果一致ꎮ 纤维素酶中 ＥＧ
和 ＢＧＬ 酶活性均在第 ８ 天达到分泌量的最高值ꎬ
ＢＧＬ 略高于 ＥＧ 的酶活性ꎬ两种酶活性比 ＣＢＨ 高

出 ２ 倍多ꎮ 茯苓菌实验组的 ３ 种半纤维素酶中甘

露聚糖酶比木聚糖酶活性、α￣葡萄糖苷酶高出 ９ ~
３２ 倍ꎬ与本研究结果一致(彭木ꎬ ２０１６ꎻ 杨立霞

等ꎬ ２０１６ｂ)ꎮ 高微微(２０１７)研究 ３ 种褐腐菌与本
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研究茯苓的纤维素酶和半纤维素酶活性相比ꎬ茯
苓 ＹＸ１ 均高于这 ３ 种红缘拟层孔菌 ( Ｆｏｍｉｔｏｐｓｉｓ
ｐｉｎｉｃｏｌａ)、桦剥管菌 (Ｐｉｐｔｏｐｏｒｕｓ ｂｅｔｕｌｉｎｕｓ) 和黄伞

(Ｐｈｏｌｉｏｔａ ａｄｉｐｏｓａ)的产酶能力ꎮ
３.３ 茯苓产木质素降解酶

茯苓是褐腐菌ꎬ主要产生纤维素酶和半纤维

素酶ꎬ也能产生微弱的木质素降解酶活性ꎮ 茯苓

木质素降解酶中除 Ｌａｃｃａｓｅ 之外ꎬＭｎＰ 和 ＬｉＰ 均表

现为有松木屑实验组高于无松木屑对照组ꎬ实验

表明添加 Ｍｎ２＋和松木屑为培养底物能够起到诱导

作用ꎮ Ｃｈｉ 等 ( ２００７) 研究虫拟蜡菌 (Ｃｅｒｉｐｏｒｉｏｐｓｉｓ
ｓｕｂｖｅｒｍｉｓｐｏｒａ)、平菇(Ｐｌｅｕｒｏｔｕｓ ｏｓｔｒｅａｔｕｓ)和透明亚

卧孔菌(Ｐｈｙｓｉｓｐｏｒｉｎｕｓ ｒｉｖｕｌｏｓｕｓ)等真菌共培养条件

时 ＭｎＰ 酶活性ꎬ在 ７ ｄ 之后检测到 ＭｎＰ 活性达到

最高ꎬ几种不同培养方式下所取得的 ＭｎＰ 酶活性

范围为 ２５ ~ ２５０ ＵｍＬ￣１ꎬ与前人研究结果相比ꎬ茯
苓产 ＭｎＰ 酶活性比较微弱ꎬ４ 种培养方式最高酶

活性仅为 ０.０８１ ＵｍＬ￣１ꎮ 茯苓 Ｌａｃｃａｓｅ 培养方式

Ａ 和 Ｂ 相对比ꎬ培养方式 Ｂ 提前达到分泌高峰ꎬ但
受到 Ｍｎ２＋的影响不大ꎻ培养方式 Ｃ 和 Ｄꎬ同是第 ９
天达到分泌高峰ꎬ与培养方式 Ａ 无 Ｍｎ２＋相比较ꎬ不
受松木屑所影响ꎮ 池玉杰和闫洪波(２００９)研究红

平菇 ４ 种培养方式 Ｌａｃｃａｓｅ 酶活性变化范围为

３６ ~ ２０５ ＵＬ￣１ꎬ在含 Ｍｎ２＋和无 Ｍｎ２＋条件下的酶活

性分泌情况ꎬ与本研究结果基本一致ꎬ说明 Ｌａｃｃａｓｅ
酶活性分泌规律不明显ꎬ整体呈波动性变化ꎬ相比

较茯苓 Ｌａｃｃａｓｅ 酶活性都比较微弱ꎬ仅为 ０. ０２５ ~
０.０３２ ＵｍＬ￣１ꎮ ＬｉＰ 培养方式 Ａ 和 Ｂ 相对比ꎬＬｉＰ
受到 Ｍｎ２＋的影响ꎬ并且提前达到分泌高峰ꎻ培养方

式 Ｃꎬ第 ７ 天就达到分泌高峰ꎬ与培养方式 Ａ 比

较ꎬ结果表明以松木屑为底物是 ＬｉＰ 诱导条件之

一ꎻ培养方式 Ｄꎬ第 １９ 天的 ＬｉＰ 酶活性达到分泌高

峰ꎮ 王茂成(２０１３)研究黑木耳、灵芝、灰树花和

Ｊ２０１ 真菌 ＬｉＰ 酶活性均在第 ９ 天达到最高ꎬ分别

为 １２１.６、１４３.５、１１１.６、１４５.２ ＵｍＬ￣１ꎬ产酶规律都

是以逐渐升高又逐渐降低ꎬ达到高峰后仍有产酶

能力ꎬ这与本研究产 ＬｉＰ 含 Ｍｎ２＋ 和有松木屑的培

养方式分泌规律相似ꎬ不同之处是达到最大产酶

时间ꎬ相比较茯苓产 ＬｉＰ 酶活性都比较微弱ꎬ酶活

性仅为０.０１７ ~ ０.１０９ ＵｍＬ￣１ꎮ 从茯苓木质素降解

酶活力之间对比来看ꎬ木质素降解酶中 ＬｉＰ>ＭｎＰ>
Ｌａｃｃａｓｅꎮ 由于茯苓产生比较微弱的木质素降解

酶ꎬ故未对 ＭｎＰ、Ｌａｃｃａｓｅ 和 ＬｉＰ ３ 种酶活性结果做

进一步方差分析ꎮ 从木质纤维素酶活力之间对比

来看ꎬ木质素降解酶<纤维素酶<半纤维素酶活性ꎮ

整体而言ꎬ以上结果表明茯苓菌具有分泌木质纤

维素酶的能力ꎬ作为褐腐菌的茯苓仅仅只有微弱

的木质素酶活性ꎬ多种酶之间均存在显著性差异

(Ｐ<０.０５)ꎮ
综上所述ꎬ野生茯苓菌的形态特征与分子生

物学鉴定相结合ꎬ明确了茯苓的分类地位ꎬ揭示其

木质纤维素酶系统的主要酶系及与培养条件等之

间的联系ꎬ因此ꎬ该菌株可作为候选菌株进行深入

研究ꎮ 纤维素酶中 ＣＢＨ 在培养初期时酶活性达到

最大量ꎬ半纤维素酶中 α￣葡萄糖苷酶在培养初期

时酶活性达到最大量ꎬ而木质素降解酶中的 ＭｎＰ
和 ＬｉＰ 在培养后期达到分泌最大量ꎮ 茯苓菌不断

的分泌纤维素酶和半纤维素酶较多ꎬ分解前期过

程中起到主导因素ꎬ而木质素降解酶为次要因素ꎮ
吕聪(２００８)研究发现ꎬ茯苓分离纯化出 ２ 种 ＭｎＰＩ
和 ＭｎＰ Ⅱ 同 工 酶ꎬ优 化 后 的 ＭｎＰ 酶 活 性 高 达

１ ２４９.７ ＵｍＬ￣１ꎮ 因此ꎬ后期提高茯苓菌木质纤

维素酶的产酶效率ꎬ仍需进一步对产酶培养条件

进行优化ꎮ 另外ꎬ本研究结果表明木质纤维素降

解酶活力的大小差距可能与菌种特性、培养方式

及诱导因素等条件有关ꎬ木质素降解酶的整体酶

活性都较低ꎬ这可能与本研究采用限氮培养基、酶
标仪检测的敏感性以及褐腐菌茯苓菌本身的生长

特性、菌核形成周期有关ꎮ 本研究结果还表明ꎬ茯
苓产木质纤维素酶中的酶活性大小依次为甘露聚

糖酶>木聚糖酶>ＢＧＬ>ＥＧ>ＣＢＨ>α￣葡萄糖苷酶>
ＬｉＰ>ＭｎＰ >Ｌａｃｃａｓｅꎮ 从分解木质纤维素组成结构

来看ꎬ除木质纤维素酶外ꎬ茯苓菌可能还含有丰富

的其他辅助酶系ꎬ它们以多种酶相互协同参与木

质纤维素的降解机制ꎬ催化茯苓菌丝不断地聚集ꎬ
吸收基内、基外的营养ꎬ最终形成团聚的菌核ꎬ这
些推测都有待进一步研究ꎮ
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