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　　摘要：为了探索原生质体单核化技术在白灵菇菌株提纯复壮中的应用，用退化的白灵菇菌株白１０进行原生质体
单核化，得到１２１个原生质体单核菌丝，通过平板对峙试验，选取２个菌落中间有突起的部位转接至新 ＰＤＡ平板，镜
检保留有锁状联合的菌株，最后得到１株菌丝洁白、浓密的菌株，命名为自交４５×４９。通过测定菌丝生长速度、生物
量、木质纤维素降解酶的活性对复壮菌株进行评价，结果显示，自交４５×４９菌株与白１０菌株在液体ＰＤＢ培养基中培
养１０ｄ后的菌丝生物量分别为１．５８、０．９０ｍｇ／ｍＬ；一级种与二级种菌丝生长速度差异未达０．０１显著水平；自交４５×
４９菌株的漆酶活性比白１０强４３．４７％。由此证明原生质体单核技术在白灵菇菌株的提纯复壮中应用的可行性。
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　　白灵菇（Ｐｌｅｕｒｏｔｕｓｎｅｂｒｏｄｅｎｓｉｓ）属于担子菌门伞菌目侧耳
科侧耳属，肉质鲜美，有“素鲍鱼”的美称，但是菌种退化问题

一直困扰着白灵菇的育种进程［１］。而菌种退化导致的产量、

生物学效率、商品价值降低，畸形菇数量增加，经济效益减少

也制约白灵菇的工厂化发展。那么，如何对菌种进行提纯复

壮成了关键问题。漆酶是含有４个铜的胞外氧化酶，属于铜
蓝氧化酶，存在于菇、菌及植物中，可以选择性地降解木质素，

而退化的菌株漆酶含量会下降；纤维素酶是一个由多种水解

酶组成的复杂的酶系［２］，产生纤维素酶的菌种易退化，退化

后其产酶力明显降低。本试验采用原生质体单核化技术，以

白１０作为试验材料，进行单核菌丝平板对峙试验，获得１株
优良复壮的菌株，命名为自交４５×４９。通过测定自交４５×４９
和白１０在ＰＤＡ平板和大试管栽培料中的菌丝生长速度、生
物量、漆酶和纤维素酶活力，以验证提纯复壮菌株的生长

活力。

１　材料与方法

１．１　菌种材料
本试验的白１０菌株来自北京市农林科学院植物保护环

境保护研究所食用菌研究室。

１．２　供试培养基
ＰＤＡ综合培养基、ＰＤＢ液体培养基、ＲＭ再生培养基、大

试管培养基的成分均见文献［３］。
１．３　主要试剂的配制

０．６ｍｏｌ／Ｌ甘露醇稳渗液、２％溶壁酶溶液、渗透压稳定剂

的配制参见文献［４］；ＡＢＴＳ溶液的配制参见文献［５］；３，５－
二硝基水杨酸试剂（ＤＮＳ）、０．０５ｍｏｌ／Ｌ柠檬酸缓冲液（ｐＨ值
５．０）、１％羧甲基纤维素钠（ＣＭＣ）溶液的配制见文献［６］。
１．４　试验方法

（１）原生质体单核化：具体过程参见文献［７］。（２）菌丝
生物量的测定：具体过程参见文献［８］。（３）蛋白含量、漆酶
活性的测定：具体过程分别参见文献［５，９］，其中蛋白含量采
用ＢＣＡ蛋白定量试剂盒测定。（４）纤维素酶活性的测定：具
体过程参见文献［６］。
１．５　数据分析

试验均设３次重复，结果采用ＳＰＳＳ软件对数据之间的差
异显著性进行分析。

２　结果与分析

２．１　自交４５×４９和白１０的菌丝生长速度和生物量
原生质体提取后在显微镜下测定浓度１００万 ～１０００万

个／ｍＬ，稀释后涂板，挑取单个菌落镜检得到 １２１个单核菌
丝。平板对峙试验后，获得１株菌丝洁白、浓密的菌株，镜检
有锁状联合，命名为自交４５×４９（图１）。
２．１．１　自交４５×４９和白１０的生长速度　由图２可知，自交
４５×４９和白 １０在平皿上的平均生长速度分别为 １０．１７、
１０．７０ｍｍ／ｄ，且二者在０．０１水平差异不显著。由图３可知，
自交４５×４９和白１０在大试管上的平均生长速度分别为３．０、
２．８１ｍｍ／ｄ，且二者在０．０１水平差异不显著。
２．１．２　自交４５×４９和白１０的菌丝生物量　由图４可知，白
１０、自交４５×４９平均菌丝生物量为０．９、１．５８ｍｇ／ｍＬ，可见自
交菌株的菌丝生物量明显高于退化的白１０菌株。
２．２　生物酶活性的测定
２．２．１　蛋白含量的测定　蛋白含量与吸光度的回归方程为
ｙ＝０．００１６ｘ－０．００８３，ｒ２＝０．９９９，蛋白含量在５０～４００μｇ／ｍＬ
范围内，溶液蛋白含量与Ｄ５６２ｎｍ呈线性关系。
２．２．２　葡萄糖标准曲线的绘制　葡萄糖标准溶液浓度与吸
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光度的线性方程为ｙ＝０．９４３１ｘ－０．００６４，ｒ２＝０．９９０７，葡萄

糖含量在０．０８～０．５６ｍｇ／ｍＬ范围内，葡萄糖含量与Ｄ５４０ｎｍ呈
线性关系。

２．２．３　白１０和自交４５×４９的蛋白含量和酶活力的测定结
果　由表１可知，白１０的蛋白含量、漆酶活力、滤纸酶活力、
羧甲基纤维素酶活力分别为４．５％、２５．６４Ｕ／ｍｇ、１．４３Ｕ／ｍｇ、
１．２３Ｕ／ｍｇ；自 交 ４５×４９的 相 应 指 标 分 别 为 ４１％、
３５．０３Ｕ／ｍｇ、１４３Ｕ／ｍｇ、２．８７Ｕ／ｍｇ。自交菌株发酵菌丝中
的蛋白含量虽然降低了，但是生物酶活力却相对增强了，其中

漆酶活力更是比退化的白１０菌株增强了３６．６２％，可见经原
生质体单核化技术得到的自交菌株改善了退化菌株的菌丝生

长活力，说明原生质体单核化技术在一定程度上可以改善白

灵菇菌株的退化现象。

表１　白１０和自交４５×４９的蛋白含量和酶活力的测定结果

菌丝
蛋白含量

（％）
漆酶活力

（Ｕ／ｍｇ）
纤维素酶活力（Ｕ／ｍｇ）

羧甲基纤维素酶 滤纸酶

白１０ ４．５±０．０３４ａ ２５．６４±２．６０４ｂ １．２３±０．０８７ｂ １．４３±０．０５４ａ
自交４５×４９ ４．１±０．０１１ｂ ３５．０３±１．５９０ａ ２．８７±０．５４６ａ １．４３±０．０８５ａ

　　注：同列后不同小写字母表示具有显著性差异（Ｐ＜０．０５）。

３　结论与讨论

樊晓琳等曾用原生质体单核化技术提纯复壮双孢蘑菇

Ａｓ２７９６，并证明原生质体单核化技术提纯复壮菌株是最好的
方法［４］；谭琦等利用原生质体单核化技术，以香菇栽培种 Ｌｅ１
和野生种７０＃为亲本，通过原生质单核体杂交选育出申香 ８
号［７］，在大面积推广后成为优良菌种；吴小平等将原生质体

技术应用于灵芝的杂交育种中获得了 ２４个优良的杂交菌
株［１０］；江玉姬等将原生质体单核化技术应用于金针菇的育种

中，证明原生质体单核化技术可为白色金针菇的品种改良提

供一个新途径［１１］。由此可见，原生质体单核化技术已被广泛

应用于食用菌育种领域，但是对菌种的提纯复壮还未有更深

入的了解。

一般对菌种进行提纯复壮采用的都是优化培养基法，或

是进行出菇再组织分离。优化培养基法操作简单、耗费时间

短，但是效果不是很明显；出菇再组织分离法效果明显，但是

周期比较长、过程复杂。本试验在前人研究的基础上采用原

生质体单核化技术提纯复壮菌丝可以比更换培养基达到更好

的效果，且比出菇试验简便，在很大程度上缩短了菌种复壮

周期。

本研究从菌丝形态、生长速度、菌丝生物量和生物酶活力

方面分析了自交４５×４９和白１０菌株的区别，结果表明，自交
４５×４９的菌丝生长活力优于退化的菌株，证明了原生质体单
核化技术在白灵菇菌株提纯复壮中应用的可行性。

—９４２—江苏农业科学　２０１５年第４３卷第５期



櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄

参考文献：

［１］王贺祥．食用菌学［Ｍ］．北京：中国农业大学出版社，２００４：
２５－３１．　

［２］沈雪亮，夏黎明．产纤维素酶细菌的筛选及酶学特性研究［Ｊ］．林
产化学与工业，２００２，２２（１）：４７－５１．

［３］潘迎捷，伯海英，沈宗英．香菇单核原生质体的制备［Ｊ］．食用菌，
１９９２（３）：１４－１５．

［４］樊晓琳，叶绿笋，边银丙．双孢蘑菇菌株Ａｓ２７９６的提纯复壮［Ｊ］．
食用菌学报，２０１０，１７（３）：２０－２４．

［５］赵　爽，陈　杰，许　峰，等．北京地区几种人工栽培食用菌生物
指标的测定［Ｊ］．江苏农业科学，２０１３，４１（９）：２９３－２９５．

［６］姜　心，陈　伟，周　波，等．纤维素酶活测定影响因素的研究
［Ｊ］．食品工业科技，２０１０，２３（５）：６５－６８．

［７］谭　琦，潘迎捷，汪昭月，等．原生质体单核化技术在香菇育种中
的应用［Ｊ］．园艺学报，１９９９，２６（４）：２７１－２７２．

［８］谢天娇．杏鲍菇液体培养微量元素对其菌丝生物量的影响［Ｊ］．
安徽农业科学，２０１２，４０（２１）：１０７５７－１０７５８．

［９］赵　爽，刘　宇，许　峰，等．姬松茸４个品种菌丝体的生物酶活
性测定［Ｊ］．中国食用菌，２０１０，２９（３）：３２－３３．

［１０］吴小平，刘　方，谢玉荣，等．灵芝原生质体单核化杂交育种
［Ｊ］．中国农学通报，２００９，２５（２３）：６４－６９．

［１１］江玉姬，吴文礼，谢宝贵．金针菇的原生质体单核化［Ｊ］．福建农
业大学学报：自然科学版，２００１，３０（１）：４４－４７．

熊　进，何顺荣，吴鑫颖，等．黑曲霉液态发酵制备没食子酸的工艺研究［Ｊ］．江苏农业科学，２０１５，４３（５）：２５０－２５３．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１５．０５．０８３

黑曲霉液态发酵制备没食子酸的工艺研究

熊　进１，２，何顺荣１，２，吴鑫颖１，２，邱树毅１，２，简　辉１，２，马　威１

（１．贵州大学酿酒与食品工程学院，贵州贵阳５５００２５；２．贵州省发酵工程与生物制药重点实验室，贵州贵阳 ５５００２５）

　　摘要：采用高效液相色谱测定黑曲霉Ｂ０２０１制备的没食子酸，对底物添加方式、底物浓度、转化方式及转化条件等
因素进行研究。最终确定较佳工艺条件为：用五倍子直接作为产酶的诱导物及转化底物，底物分４次添加，每次间隔
１２ｈ，最终总浓度达６％，转化过程中搅拌速度优化为２００ｒ／ｍｉｎ，温度为３５℃，没食子酸浓度可达到３９．７８ｍｇ／ｍＬ，转
化率达最大值７３．０５％。在对菌丝重复转化试验过程中补加营养物质及调节ｐＨ值均能提高转化产物浓度。
　　关键词：黑曲霉；液态发酵；五倍子；生物转化；没食子酸；工艺优化
　　中图分类号：ＴＱ９２０．１　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１５）０５－０２５０－０４

收稿日期：２０１５－０３－０２
基金项目：国家“８６３”计划（编号：２０１４ＡＡ０２１８０２）。
作者简介：熊　进（１９８９—），男，硕士研究生，研究方向为制药与发酵
工艺。Ｅ－ｍａｉｌ：５９１５３８０５９＠ｑｑ．ｃｏｍ。

通信作者：吴鑫颖，硕士，副教授，研究方向为酶工程及发酵工艺，

Ｅ－ｍａｉｌ：２５１３３３１８８５＠ｑｑ．ｃｏｍ；邱树毅，博士，教授，研究方向为应
用生物技术，Ｅ－ｍａｉｌ：ｓｙｑｉｕ＠ｇｚｕ．ｅｄｕ．ｃｎ。

　　没食子酸（ｇａｌｌｉｃａｃｉｄ，ＧＡ）又名五倍子酸，为白色或淡黄
色针状结晶［１］，化学性质活泼，能形成多种酯类、酰卤和酰

胺，可以通过氧化耦合反应制得鞣花酸、脱氢二鞣花酸等联苯

型化合物［２］，是一种重要的精细化学品，广泛应用于矿产、化

工、农业、食品、制药等行业［３］。目前，没食子酸的制备方法

可分为化学法与生物法，工业上没食子酸主要是由化学法经

酸或碱水解五倍子制得，其工艺存在对环境污染严重、副反应

多、杂质含量较高等问题。而生物法因具有反应条件相对温

和、对设备要求低、副产物较少、对环境友好以及后续提纯工

艺较为简单等诸多优点，近年来受到国内外相关学者的广泛

关注［４－５］。五倍子富含单宁酸，研究表明单宁酸诱导黑曲霉

液态发酵产胞内单宁酶，单宁酶可高效、专一、定向裂解单宁

酸分子，生成没食子酸［６－８］；故直接将五倍子投入发酵系统

中，利用菌体内的单宁酶将之转化为没食子酸。当转化趋于

平衡后，分离菌丝体并洗涤，可反复转化五倍子制备没食子

酸。此过程不需要将酶从菌体中分离，将酶的生成与五倍子

单宁酸转化没食子酸的过程相耦合，简化了没食子酸的生物

转化过程。与酶法转化相比，此方法转化底物浓度有很大倍

数的提高，产物浓度也有很大提高。同时，分光光度法与高效

液相色谱法相比，测定没食子酸是前者由于单宁酸和没食子

酸结构相近，最大吸收峰波长也较近产生累加效应，因此产生

的干扰比较大，实际测量值会偏大。本试验通过对底物添加

方式、底物浓度、转化方式及转化条件等因素进行研究，以提

高没食子酸相对于五倍子中单宁酸的转化率，为生物法制备

没食子酸的工业化应用奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料与仪器
１．１．１　菌株　黑曲霉 Ｂ０２０１（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒ），由笔者所在
实验室保藏。

１．１．２　培养基　斜面培养基：察氏培养基；液态基础培养基：
蔗糖２．０ｇ，ＮａＮＯ３０．２ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４·３Ｈ２Ｏ０．１ｇ，ＫＣｌ０．０５ｇ，
ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０５ｇ，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．００１ｇ，溶于１００ｍＬ蒸
馏水中，ｐＨ值自然。
１．１．３　主要试剂　五倍子，购于贵州省遵义市余庆县；单宁
酸Ｃ７６Ｈ５２Ｏ４６，分析纯，购于天津福晨化学试剂厂；没食子酸
Ｃ７Ｈ６Ｏ５·Ｈ２Ｏ，分析纯，购于贵州迪大生物有限公司，其他化
学试剂均为国产分析纯。
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