
书书书

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
老化，其地下养分吸收和地上光合作用逐渐减弱，对养分的吸

收、转化和贮存饱和，此时采用低肥处理可以实现叶干质量和

根干质量增加、肥料成本投入减少的双重目的。

施肥是洋葱获得高产高效的关键栽培因子，合理施肥可

以促进产量增加和经济效益提高。本试验结果表明，中肥处

理可以明显促进洋葱产量增加和经济效益提高，与对照相比，

纯收入增幅为 ５２．４１％，与高肥处理相比，纯收入增幅为
１０４６２％，这说明在一定范围内，产量和经济效益随施肥的增
加而提高，增加施肥达到一定范围时，产量和经济效益不再提

高反而降低，符合肥料的“报酬递减率”。因此，洋葱新品种

萨姆特高产、高效栽培的施肥方式为中肥处理，即 Ｎ、Ｐ２Ｏ５、

Ｋ２Ｏ用量分别为２２５．０、２６２．５、３７５．０ｋｇ／ｈｍ
２。

总之，应根据洋葱植株生长特点及营养元素的生理功能

进行施肥［７－８］。建议洋葱生产过程中，生育前中期 Ｎ、Ｐ２Ｏ５、

Ｋ２Ｏ用量分别为 ２２５．０、２６２．５、３７５．０ｋｇ／ｈｍ
２，生育后期 Ｎ、

Ｐ２Ｏ５、Ｋ２Ｏ用量分别为１５０．０、１８７．５、３００．０ｋｇ／ｈｍ
２，这样既可

以节约肥料成本，又可以增加产量并提高经济效益。
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黑木耳栽培过程中抗霉能力及胞外酶活性变化

李　红，杨　镇，吕立涛，刘岩岩，张　敏
（辽宁省农业科学院微生物工程中心，辽宁沈阳１１０１６１）

　　摘要：以５个黑木耳（Ａｕｒｉｃｕｌａｒｉａａｕｒｉｃｕｌａ）栽培菌株（８８０８、黑２９、９８１、黑威２号、黑威４号）为试验材料，研究黑木
耳栽培过程中４种胞外酶活性［羧甲基纤维素酶（ＣＭＣａｓｅ）、滤纸纤维素酶（ＦＰａｓｅ）、漆酶（ＬＡＣ）、多酚氧化酶（ＰＯＤ）］
的变化及酶活性与产量、抗霉能力之间的相关性。结果表明，菌株产量大小排序为黑威 ２号 ＞黑威 ４号 ＞９８１＞
８８０８＞黑２９，黑威２号显著高于其他菌株，黑威４号和９８１菌株差异不显著，８８０８和黑２９菌株产量最低；各菌株抗霉
能力有明显差别，黑威２号、黑威４号、９８１菌株抗霉能力较差，８８０８和黑２９菌株抗霉能力较强。不同菌株胞外酶活
性不同，但在整个生长发育过程中变化规律基本一致，即随着黑木耳子实体的生长发育，ＣＭＣａｓｅ、ＦＰａｓｅ、ＬＡＣ、ＰＯＤ活
性逐渐增强，而后维持在相对稳定的水平。８８０８、黑２９菌株ＣＭＣａｓｅ、ＦＰａｓｅ、ＰＯＤ酶活性相对较低，９８１、黑威２号、黑威
４号菌株酶活性较高。相关性分析表明，不同胞外酶活性之间具有显著或极显著相关性，不同的胞外酶活性又与抗霉
能力、产量有一定的相关性，从而为黑木耳抗病育种、黑木耳生产提供了理论依据。
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作者简介：李　红（１９７５—），女，辽宁沈阳人，硕士，工程师，主要从事
微生物发酵研究。Ｅ－ｍａｉｌ：Ｌｅｅ＿ｈｏｎｇ１２３＠１６３．ｃｏｍ。

通信作者：张　敏，博士，研究员，主要从事食用菌育种及栽培等研
究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｚｈａｎｇｍｉｎｄｕｎ＠１６３．ｃｏｍ。

　　黑木耳（Ａｕｒｉｃｕｌａｒｉａａｕｒｉｃｕｌａ）是中国广泛人工栽培的食
用菌品种，其栽培业已成为广大菇农走上致富道路的支柱产

业之一［１］。黑木耳食味鲜美，含有丰富的营养成分，具有很

高的食、药用价值［２－３］。近年来，随着人们生活水平的提高，

对木耳的消费需求激增，木耳总产量也随之快速增长。但大

量菌种品种退化、老化、不利变异，致使栽培性状难以预测，造

成栽培特性、栽培产量的不确定性［１］。有研究报道，侧耳

（Ｐｌｅｕｒｏｔｕｓ）、金针菇（Ｆｌａｍｍｕｌｉｎａｖｅｌｕｔｉｐｅｓ）菌丝羧甲基纤维素
酶活性与子实体产量成正相关关系，以木屑为主料栽培的黑

木耳在子实体形成期间胞外纤维素酶活性逐渐上升［４］。黑

木耳的纤维素酶、半纤维素酶活性与栽培基质的降解速率、子

实体的产量有关，表明食用菌胞外酶活性变化在栽培过程中

存在一定的规律［５－７］。从目前的研究成果来看，相关食用菌

胞外酶活性研究报道较多，而如何通过菌种检测，鉴定菌种活

性、健康程度，预测栽培特性、栽培产量的研究较少［５－７］。黑

木耳菌种培养过程中通过酶活性测定研究菌种生长中的酶活
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性变化规律，检测菌种分解纤维素、木质素等的能力，可在一

定程度上检测菌种老化、退化、不利变异，杜绝劣质菌种危害

菇农，为黑木耳栽培生产提供科学、系统的理论依据，因此研

究黑木耳胞外酶在栽培过程中的活性变化规律对菌种优劣显

得十分重要［５－６，８］。一方面通过各菌株培养时间与酶活性变

化关系的研究，探讨菌株菌丝生长过程中酶活变化的规律性；

另一方面通过纤维素、木质素分解酶类的测定，可检测菌株分

解基质能力强弱变化，检测菌株因在非纤维基质中长期生长、

保藏、传代引起酶活性退化问题，检测因大量引种、扩繁引起

的菌株老化、退化、不利变异的发生以及病毒感染引起菌株退

化问题，防止劣质菌种流入市场［２－３］。有鉴于此，本试验选择

栽培性状差异较大的５个黑木耳优良菌株，研究栽培过程中
菌株胞外漆酶（ＬＡＣ）、多酚氧化酶（ＰＯＤ）、羧甲基纤维素酶
（ＣＭＣａｓｅ）、滤纸纤维素酶（ＦＰａｓｅ）的酶活性变化，为我国黑木
耳栽培用种活力检测、菌种退化及黑木耳栽培工作提供科学

系统的理论参考依据。

１　材料与方法

１．１　供试菌株
黑木耳１～５号菌株分别为８８０８、黑２９、９８１、黑威２号、

黑威４号，均由辽宁省农业科学院微生物研究所菌种保藏中
心提供。

１．２　培养基
母种培养基（Ｌ）：马铃薯２００．０ｇ煮汁，葡萄糖２０．０ｇ，磷

酸二氢钾 ３．０ｇ，硫酸镁 １．５ｇ，蛋白胨 ０．５ｇ，维生素 Ｂ１
１０．０ｍｇ，琼脂粉１４．０ｇ。
１．３　试验方法

原种瓶（５００ｍＬ葡萄糖空瓶）装培养料折合干料约１４０ｇ
（湿质量４００ｇ），栽培袋装培养料折合干料约２８０ｇ（湿质量
８００ｇ），１２１℃灭菌２ｈ，取母种培养基活化菌种３块（３．０ｍｍ×
３．０ｍｍ）接于原种培养料中，２５℃培养３０ｄ，菌丝发满后以
２％的接种量接入栽培种培养料中，２５℃培养７０ｄ，每个菌株
各接种１００袋。分别在菌丝生长 １０、２０、３０、４０、５０、６０、７０ｄ
时取样，每个菌株每个时期取样３袋，分别压碎混匀，用于粗
酶液制备。

１．５　粗酶液制备
２５０ｍＬ三角瓶中装入打碎混匀样品 ５．０ｇ，加蒸馏水

２５ｍＬ，２５℃ 下 １５０ｒ／ｍｉｎ浸提 ４ｈ，４℃ 离心 １０ｍｉｎ
（２５００ｒ／ｍｉｎ），上清为粗酶液，４℃冰箱短期保存，酶活性测
定设１个空白对照、３个重复。

均匀取培养一定时间的酶样培养基５．０ｇ，加入蒸馏水
２５ｍＬ，２５℃下恒温摇床以１５０ｒ／ｍｉｎ浸提４ｈ，５０００ｒ／ｍｉｎ、
４℃ 离心１０ｍｉｎ，取上清液为待测酶样。

观察发霉洞穴数。

１．６　酶活测定［７］

１．６．１　ＬＡＣ活性测定　取 １３．３６ｍｍｏｌ／Ｌ邻联甲苯胺（用
９５％乙醇溶解）０．５ｍＬ作为底物，加入０．１ｍｏｌ／Ｌ醋酸缓冲液
（ｐＨ值为４．６）３．４ｍＬ、０．５ｍＬ酶液，２８℃下反应３０ｍｉｎ，于
６００ｎｍ处测吸光度。另取同量酶液，沸水浴５ｍｉｎ灭活后作
为对照。酶活性单位定义：以１ｇ培养物与底物作用３ｍｉｎ内
改变０．１个吸光度为１个酶活性单位（Ｕ）。

１．６．２　ＰＯＤ活性测定　取０．１ｍｏｌ／Ｌ邻苯二酚２．０ｍＬ，加入
０．０５ｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲液（ｐＨ值为６．０）２．０ｍＬ、０．５ｍＬ酶液，
２８℃下反应３０ｍｉｎ，于４００ｎｍ处测吸光度。另取等量酶液，
沸水浴５ｍｉｎ灭活后作为对照。酶活性单位定义：以１ｇ培养
物与底物作用３０ｍｉｎ内改变０．１个吸光度为１个酶活性单
位（Ｕ）。
１６．３　ＣＭＣａｓｅ活性测定　在试管中加入０．５％羧甲基纤维
素钠溶液１．５ｍＬ，加粗酶液１．０ｍＬ，５０℃ 水浴保温３０ｍｉｎ，
取出后立即加入二硝基水杨酸试剂（ＤＮＳ试剂）１．５ｍＬ，
１００℃ 水浴５ｍｉｎ，冷却后加入蒸馏水定容至２５ｍＬ，混匀，测
５２０ｎｍ处吸光度。另取同量酶液，沸水浴５ｍｉｎ灭活后，作为
对照。以不同浓度的葡萄糖溶液与ＤＮＳ试剂反应，测５２０ｎｍ
处吸光度，制作葡萄糖标准曲线。酶活性单位定义：以１ｇ培
养物中的酶量与底物作用３０ｍｉｎ释放出１ｍｇ葡萄糖为１个
酶活性单位（Ｕ）。
１．６．４　ＦＰａｓｅ活性测定　采用滤纸为底物测定 ＦＰａｓｅ活性，
分别于酶解管中加入滤纸，０．０５ｍｏｌ／Ｌ柠檬酸缓冲液（ｐＨ值
为４．５）１ｍＬ，酶液１ｍＬ，５０℃下保温 ３０ｍｉｎ，取出后立即加
入ＤＮＳ试剂１．５ｍＬ，１００℃水浴５ｍｉｎ，冷却后加蒸馏水至
２５ｍＬ，混匀，测 ５２０ｎｍ处吸光度。另取同量酶液，沸水浴
５ｍｉｎ灭活后，作为对照。酶活性单位定义：以１ｇ培养物中
的酶量与底物作用３０ｍｉｎ释放出１ｍｇ葡萄糖为１个酶活性
单位（Ｕ）。

２　结果与分析

２．１　不同菌株的产量分析
由图１可知，各菌株间产量有明显差别，菌株产量大小排

序为黑威２号＞黑威４号＞９８１＞８８０８＞黑２９，新复极差法求
出各菌株间差异性，黑威２号显著高于其他菌株（Ｐ＜０．０５），
黑威４号、９８１菌株差异并不显著（Ｐ＞０．０５），８８０８、黑２９菌
株产量最低。

２．２　供试菌株的抗霉性分析
由图２可知，各菌株抗霉能力有明显差别，其中菌株抗霉

能力大小排序为黑２９＞８８０８＞９８１＞黑威４号＞黑威２号，黑
威２号、黑威４号、９８１菌株抗霉能力较差，８８０８、黑２９菌株抗
霉能力较强。用新复极差法求出各菌株间抗霉能力差异性，

黑威２号、黑威４号、９８１菌株抗霉能力显著低于其他２个菌
株（Ｐ＜０．０５）。
２．３　供试菌株５种胞外酶活性分析
２．３．１　ＬＡＣ活性变化　５个供试黑木耳菌株在栽培过程中
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ＬＡＣ活性变化如图３所示，由图３可知，ＬＡＣ活性变化基本趋
势一致，９８１、黑威２号、黑威４号菌株酶活性较高，９８１、黑威４
号酶活性最高峰值出现在培养的６０ｄ。其他菌株酶活性差别
不大，酶活性相对较低的菌株有８８０８、黑２９。各菌株酶活性
峰值出现的时间不同，５个供试黑木耳菌株酶活性高峰均出
现在培养的６０ｄ左右，培养３０ｄ以后，酶活性高峰有所波动。

２．３．２　ＰＯＤ活性的变化　在栽培过程中，５个供试菌株的
ＰＯＤ活性有升有降，但总体上呈逐渐上升趋势（图４）。图４
中，随着培养时间的延长，９８１、黑威２号、黑威４号菌株酶活
性较高，５０ｄ以后９８１、黑威４号菌株酶活性有所降低，黑威２
号酶活性在培养的６０ｄ达到最大。８８０８、黑２９菌株酶活性
相对较低，在培养的２０ｄ达到最高峰，之后一直维持在较低
的水平。

２．３．３　ＣＭＣａｓｅ活性变化　ＣＭＣａｓｅ酶活性随培养时间延长
而增加，随后有所降低，降到一定低水平时酶活性又有所升

高，呈有交替性的升高下降趋势。图５显示，９８１、黑威２号、
黑威４号菌株酶活性较高，黑威２号、黑威４号酶活性在培养

的３０ｄ达到第１个高峰，培养的５０ｄ达到第２个高峰，之后
酶活性最高峰交替波动。８８０８、黑２９菌株酶活性相对较低，
最高峰出现得比较早，在培养的３０ｄ达到最高峰，之后一直
维持在较低的水平，在培养的时间内酶活性变化不大。

２．３．４　ＦＰａｓｅ活性变化　栽培过程中 ＦＰａｓｅ活性变化如图６
所示，随着栽培时间的延长，９８１、黑威２号、黑威４号 ＦＰａｓｅ
活性迅速升高，而后其峰值交替出现。８８０８、黑２９菌株酶活
性相对较低，变化幅度也相对较小，２０ｄ以后趋于稳定的变
化趋势，在前６０ｄ表现为黑 ２９＞８８０８，６０ｄ以后表现为黑
２９＞８８０８。

２．４　不同菌株胞外酶相关性分析
相关性分析结果显示（表 １），供试菌株间产量与

ＣＭＣａｓｅ、ＦＰａｓｅ、ＬＡＣ活性呈显著正相关（Ｐ＜０．０５），与抗霉性
呈显著负相关（Ｐ＜０．０５）；抗霉性与ＣＭＣａｓｅ活性呈极显著负
相关（Ｐ＜０．０１），与ＦＰａｓｅ、ＬＡＣ、ＰＯＤ活性呈显著负相关（Ｐ＜
０．０５）；ＬＡＣ活性与 ＣＭＣａｓｅ、ＦＰａｓｅ、ＰＯＤ活性呈极显著正相
关（Ｐ＜０．０１）；ＰＯＤ活性与ＣＭＣａｓｅ、ＦＰａｓｅ活性呈极显著正相
关（Ｐ＜０．０１）；ＣＭＣａｓｅ活性与 ＦＰａｓｅ活性呈极显著正相关
（Ｐ＜０．０１）。

３　结论与讨论

在黑木耳栽培过程中研究各菌株胞外酶活性变化规律，

了解其在整个发育阶段的分泌特点、活性大小、变化规律，推

测其在不同生长发育阶段对培养基中木质纤维素等大分子营

养成分的降解动态，对提高培养料利用率有重要意义［５－７］。

此外，黑木耳栽培过程中合成的各类酶，可使大分子物质降解

生成葡萄糖并被食用菌利用，生成各类有机活性物质。研究

各菌 株在菌丝生长各阶段（母种、原种、栽培种）的酶活性变
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表１　不同菌株胞外酶相关性分析

项目
相关系数

产量 抗霉性 ＬＡＣ活性 ＰＯＤ活性 ＣＭＣａｓｅ活性 ＦＰａｓｅ活性
产量 １．０００ －０．５０７ ０．５４７ ０．２３５ ０．５８９ ０．５１２

抗霉性 １．０００ －０．５２３ －０．６０３ －０．７５６ －０．６２３

ＬＡＣ活性 １．０００ ０．７８５ ０．８４５ ０．８７４

ＰＯＤ活性 １．０００ ０．９２３ ０．９１２

ＣＭＣａｓｅ活性 １．０００ ０．８５６

ＦＰａｓｅ活性 １．０００

　　注：“”、“”分别表示在０．０５、０．０１水平上差异显著、极显著。

化规律，找出各菌株在培养过程中酶活性的变化特点，建立各

菌株酶活性变化规律基本图谱，绘制某些特定菌株的特定酶

活性曲线，了解其酶学基础用于菌株的鉴定工作［７］。本试验

研究显示，被测各菌株酶活性变化存在一定的规律性，这一变

化规律表明菌株正常生长的活力。当测定的酶活性及变化规

律发生大改变时，就应该考虑停止使用该菌株，并进行栽培试

验测试，以检测该菌株是否发生栽培性状的改变。

木质素分解能力与食用菌代谢过程中合成的木质素分解

酶有关，ＬＡＣ、ＰＯＤ是目前公认的木质素分解酶之一，它能在
Ｏ２存在的条件下脱去羟基上的电子或质子形成自由基，导致
酚型木质素侧链脱羧或脱氢，造成Ｃ—Ｃ键断裂，从而降解木
质素［２－３］。ＬＡＣ、ＰＯＤ是与木质素等大分子物质降解有关的
酚氧化酶，它能加速木质素等芳香族高分子化合物的分

解［８－１１］。本研究表明，原种培养基中存在丰富的木质素作用

底物，黑木耳菌丝生长过程中可向基质中源源不断地分泌

ＬＡＣ、ＰＯＤ等木质素酶，当培养菌丝产生的酶积累到一定水平
时，表现为酶活性升高，激发酶与底物结合降解木质素，生成

小分子而被菌丝生长利用，酶与底物结合后酶活性下降，菌丝

生长。在酶活性监测的过程中，随酶活性的升高而降低，能较

清晰地看到酶与底物之间的相互作用，这种作用的高低强弱

与菌株自身分解基质能力有关，在检测中如果发现某些菌株

的酶活性发生异常，就应停止该菌株的大规模生产使用，并进

行栽培试验检测。

黑木耳栽培过程中各菌种以分解基质中的纤维素、半纤

维素、木质素来满足其生长繁殖所需要的营养，而这些大分子

物质须在纤维素酶的作用下才能够分解，培养基中存在大量

的纤维素。ＣＭＣａｓｅ是一种诱导酶，随着菌丝生长发育，菌丝
细胞分泌的胞外ＣＭＣａｓｅ逐渐增多，因此ＣＭＣａｓｅ活性随着培
养时间逐渐增加。ＬＡＣ、ＰＯＤ活性是与木质素等大分子物质
降解有关的酶，本研究显示，ＬＡＣ、ＰＯＤ活性随着栽培时间的
延长呈上升趋势，与前人的研究结果［５－７，１２－１４］一致。试验中５
个黑木耳菌株的 ＣＭＣａｓｅ、ＦＰａｓｅ、ＬＡＣ、ＰＯＤ活性在菌丝生长

期较低，随着子实体的形成和成熟而逐渐增高，这符合木质素

类物质优先利用的推断。５个供试菌株中，黑２９产量一般，
而本试验测定的４种胞外酶活性中该菌株也相对较低，分析
低酶活性可能与该菌株退化有关。
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