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香菇胞外多糖高产菌株的紫外诱变选育
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　　摘要：以香菇８０８＃为出发菇，采用紫外辐射诱变处理其孢子，通过拮抗试验，筛选出与亲本菌株有较明显拮抗线
的诱变菌株，并测定其香菇胞外多糖含量。结果表明，通过筛选，获得２０个诱变菌株产胞外多糖高于亲本菌株，其中
诱变菌株ＹＢＳ２１的胞外多糖含量相对较高，为１．３４ｇ／Ｌ，比亲本菌株高４２．６％；经１０代培养，菌株ＹＢＳ２１的胞外多糖
含量为１．３３ｇ／Ｌ，高产胞外多糖遗传性状较为稳定。
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　　香菇（Ｌｅｎｔｉｎｕｓｅｄｏｄｅｓ）别称花菇、香菌、中国蘑菇，真菌分
类中属层菌纲担子菌亚纲伞菌目口蘑科香菇属［１］。我国是

香菇的原生地及优产区，主产于河南、山东、福建、浙江等省。

香菇不仅香味独特、味道鲜美，且具有抗菌抗病毒、防治肿瘤、

增强人体免疫力、降血脂等多种药用价值［２］。香菇的主要成

分为香菇多糖，而从香菇子实体中直接提取香菇多糖的生产

周期相对较长、成本较高。菌种选育常用方法有紫外诱变、化

学诱变、原生质体融合、代谢工程育种等。紫外诱变是一种传

统而经典的微生物菌种选育技术，对原生质体紫外诱变有较

多研究且成果丰硕，而直接对孢子进行紫外诱变的相关研究

较少。本试验采用紫外辐射对香菇孢子进行诱变处理，通过

拮抗试验对诱变菌株进行初步鉴定，对产生拮抗线较明显的

诱变菌株测定胞外多糖，以筛选出胞外多糖高产的诱变菌株。

在此基础上，利用香菇营养菌丝液体发酵生产香菇多糖，不仅

生产效率得到提高，而且生产成本有明显降低。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　供试菌株　香菇８０８＃，由陕西省食药用菌工程技术
研究中心提供。

１．１．２　培养基的配制　综合马铃薯葡萄糖琼脂培养基
（ＣＰＤＡ综合培养基）：去皮马铃薯２００．０ｇ，葡萄糖２０．０ｇ，
ＫＨ２ＰＯ４５．０ｇ，ＭｇＳＯ４３．０ｇ，蛋白胨５．０ｇ，维生素Ｂ１、维生素
Ｂ２各 １０．０ｍｇ，琼脂 １５．０ｇ，ｐＨ值自然，加水定容至
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１０００．０ｍＬ；ＣＰＤＡ液体培养基：去皮马铃薯２００．０ｇ，葡萄糖
２０．０ｇ，ＫＨ２ＰＯ４５．０ｇ，ＭｇＳＯ４３．０ｇ，蛋白胨５．０ｇ，维生素Ｂ１、
维生素Ｂ２各１０．０ｍｇ，ｐＨ值自然，加水定容至１０００．０ｍＬ；查
氏培养基：水 １０００ｍＬ，ＮａＮＯ３２．０ｇ，ＦｅＳＯ４００１ｇ，ＭｇＳＯ４
０．５ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４１．０ｇ，ＫＣｌ０．５ｇ，葡萄糖３０．０ｇ，琼脂１５．０ｇ。
１．１．３　主要仪器及设备　ＲＶ１０基本型数显旋转蒸发仪，广
州仪科实验室技术有限公司生产；Ｓｘ－３００型全自动灭菌锅，
日本ＴｏｍｙＤｉｇｉｔａｌＢｉｏｌｏｇｙ公司生产；ＵＶ－１７５０型紫外分光光
度计，日本岛津仪器公司生产；５ＰＸ－２５０Ｂ５Ｈ型生化培养箱，
上海新苗医疗器械制造有限公司生产；ＺＨＷＹ－Ｂ２１１２Ｂ型恒
温培养振荡器，上海志城分析仪器制造有限公司生产；ＳＷ－
ＣＪ－２Ｄ型无菌洁净工作台，苏州安泰空气技术有限公司生
产；ＤＹＣＺ－２２Ａ型水平电泳仪，北京六一厂生产。
１．２　诱变菌株的初筛

采用孢子弹射法［３－４］，将香菇子实体去除菌柄，移入无菌

操作台中，用０．１％ ＨｇＣｌ２溶液表面消毒３０ｓ，７５％乙醇擦拭，
无菌水冲洗２～３次；用无菌滤纸吸干表面水分，将其正放在
培养皿上，盖上玻璃钟罩，置于有漫射光照射、２０～２６℃温度
下培养１～２ｄ；收集孢子，无菌水稀释，制成１０４个孢子／ｍＬ
的孢子悬浮液，４℃冰箱保存，备用；将孢子悬浮液适当稀释，
吸取２００ｍＬ涂布于ＣＰＤＡ培养基中，共涂布６０个，每１０个
为１组；在黑暗条件下，打开培养皿盖，放入紫外灯功率为
１５Ｗ、已预热１５ｍｉｎ的紫外灯下分别照射０、３０、６０、９０、１２０、
１５０、１８０ｓ，照射位置与紫外灯垂直距离为３０ｃｍ；将平板用黑
布包裹，黑暗避光、２８℃恒温培养箱培养２ｄ；将平板从黑布
中取出，观察记录菌落数，统计致死率［５］，计算公式为：

致死率＝（未经诱变处理的菌落数 －诱变处理的菌落
数）／未经诱变处理的菌落数×１００％。

有研究表明，致死率达到７０％～８０％时的诱变效果相对
最佳［６］。因此，根据测定结果选择最佳诱变剂量。挑取单菌

落纯化培养，２８℃培养１０～１５ｄ；采用拮抗反应方法检测诱
变菌株：将亲本菌株与诱变菌株接于同一个培养皿上，２８℃
培养１０～１５ｄ，观察拮抗反应；将产生拮抗线明显的诱变菌株
在培养皿中连续培养３～４代，观察其稳定性。
１．３　产香菇多糖菌株的复筛
１．３．１　多糖液体发酵　取亲本菌株与诱变菌株的菌块各
０５ｃｍ２，分别接种于含ＣＰＤＡ液体培养基３００ｍＬ的５００ｍＬ
三角瓶中，静置２４ｈ，２８℃ １６０ｒ／ｍｉｎ摇瓶振荡发酵１０ｄ；将
发酵液抽滤除去菌丝体，剩余菌液备用［７］。

１．３．２　香菇多糖含量的测定　发酵液 ３０００ｒ／ｍｉｎ离心，上
清液直接进行真空蒸发，浓缩至原体积的 １／５；乙醇分步沉
淀，离心收集沉淀，烘干即得到胞外粗多糖［８］。采用蒽酮硫

酸法测定粗多糖含量［９］：分析天平上准确称取０．１０００ｇ预先
１００℃干燥至恒质量的分析纯葡萄糖，蒸馏水溶解，定容至
１００ｍＬ；分别取１、２、３、４、５ｍＬ的葡萄糖溶液加入到５０ｍＬ容
量瓶中，蒸馏水定容至５０ｍＬ，即得浓度分别为２０、４０、６０、８０、
１００μｇ／ｍＬ的溶液，以蒸馏水为空白试剂；再称取胞外粗多糖
样品０．１０００ｇ，加入到１００ｍＬ容量瓶中，蒸馏水溶解，定容
摇匀；取２ｍＬ粗多糖溶解液，加入到５０ｍＬ的容量瓶中，蒸馏
水定容；分别取不同浓度的葡萄糖标品和粗多糖样品溶液各

１ｍＬ于试管中，加入浓度为２ｍｇ／ｍＬ的蒽酮试剂４ｍＬ，摇

匀，迅速浸入冰水浴中冷却；１００℃沸水浴１０ｍｉｎ，取出，用流
动水冷却；以空白为参比，紫外分光光度计测定波长 ６２０ｎｍ
处不同浓度葡萄糖标品及粗多糖样品的吸光度，得到葡萄糖

质量浓度对吸光度的线性回归方程，计算香菇粗多糖的含量，

公式为

多糖含量＝（Ｃ×Ｄ×Ｖ）／ｍ×１００％。
式中，Ｃ为样品浓度，ｇ／ｍＬ；Ｄ为样品稀释倍数；Ｖ为样品稀释
体积，ｍＬ；ｍ为样品溶解质量，ｇ。
１．３．３　香菇多糖高产菌株的稳定性试验　将筛选出的高产
香菇多糖诱变菌株经１０代传代培养，测定每１代的香菇多
糖，以检测其产多糖的遗传性状稳定性。

１．４　亲本菌株与诱变菌株的菌落形态特征观察及菌丝生长
速度测定

将筛选出的诱变菌株与亲本菌株分别接种于查氏培养基

上，２８℃恒温培养箱中培养１５ｄ，观察菌落颜色、隆起度、边
缘是否整齐、菌丝致密度等菌落形态特征，记录菌丝每天的生

长速度，重复３次。
１．５　亲本菌株与诱变菌株ｒＤＮＡ－ＩＴＳ扩增碱基序列分析

利用十六烷基三甲基溴化铵法（ＣＴＡＢ法）提取亲本菌株
与诱变菌株ＤＮＡ，采用真菌通用引物 ＩＴＳ１、ＩＴＳ４扩增。ＰＣＲ
反应体系（５０μＬ）：２×ＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ０．２５μＬ，１０μｍｏｌ／Ｌ
上、下游引物各２μＬ，模板 ＤＮＡ１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ３４．７５μＬ，１０×
ｂｕｆｆｅｒ５μＬ，１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ５μＬ。ＰＣＲ反应程序：９４℃预
变性 ５ｍｉｎ；９４℃变性 １ｍｉｎ，５８℃退火 ４５ｓ，７２℃延伸
１ｍｉｎ，３６个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。４℃保存，备用；ＰＣＲ产
物送上海生工生物工程有限公司测序，将亲本菌株与诱变菌

株测序结果进行碱基序列比对，并提交 ＮＣＢＩ，申请香菇菌株
登录号。

２　结果与分析

２．１　诱变菌株的初筛
２．１．１　香菇孢子的紫外诱变效应　由图１可见，随紫外光照
射时间的延长，香菇菌株的菌落数不断减少；紫外照射为０ｓ
时，菌落数为 ２８个；紫外照射分别为 ３０、６０、９０、１２０、１５０、
１８０ｓ时，菌落数分别为１５、１２、８、６、３、０个，诱变致死率分别
为４６％、５７％、７１％、７９％、８９％、１００％。因此，为获得较高的
正诱变率，试验选择致死率为７１％ ～７９％、紫外光照射时间
９０～１２０ｓ作为诱变条件［１０］。

２．１．２　诱变菌株的检出　结果表明，诱变菌株中，３９个诱变
菌株与亲本菌株中间有较明显的拮抗线（图２），分别为诱变
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菌株 ＹＢＳ１、ＹＢＳ２、ＹＢＳ３、ＹＢＳ４、ＹＢＳ５、ＹＢＳ６、ＹＢＳ７、ＹＢＳ８、
ＹＢＳ９、ＹＢＳ１０、ＹＢＳ１１、ＹＢＳ１２、ＹＢＳ１３、ＹＢＳ１４、ＹＢＳ１５、ＹＢＳ１６、
ＹＢＳ１７、ＹＢＳ１８、ＹＢＳ１９、ＹＢＳ２０、ＹＢＳ２１、ＹＢＺ１、ＹＢＺ２、ＹＢＺ３、
ＹＢＺ４、ＹＢＺ５、ＹＢＺ６、ＹＢＺ７、ＹＢＺ８、ＹＢＺ９、ＹＢＺ１０、ＹＢＺ１１、
ＹＢＺ１２、ＹＢＺ１３、ＹＢＺ１４、ＹＢＺ１５、ＹＢＺ１６、ＹＢＺ１７、ＹＢＺ１８，说明菌
株有拮抗反应发生，其中诱变菌株 ＹＢＳ２１的生长优势较为
明显。

２．２　产多糖菌株的复筛
２．２．１　亲本菌株和诱变菌株多糖含量的测定　由图３可见，
葡萄糖质量浓度对吸光度的线性回归方程为 ｙ＝０．００５５ｘ＋
００６５５（ｒ２＝０．９９９１）。由表１可见，亲本菌株多糖含量为
０９４ｇ／Ｌ，诱变菌株香菇多糖含量低于亲本菌株的有１９个，
分别为 ＹＢＳ１、ＹＢＳ２、ＹＢＳ４、ＹＢＳ５、ＹＢＳ６、ＹＢＳ７、ＹＢＳ８、ＹＢＳ９、
ＹＢＳ１０、ＹＢＳ１１、ＹＢＳ１５、ＹＢＺ５、ＹＢＺ６、ＹＢＺ７、ＹＢＺ９、ＹＢＺ１１、
ＹＢＺ１２、ＹＢＺ１３、ＹＢＺ１５，其中菌株 ＹＢＳ６的多糖含量相对最
低，为０．７５ｇ／Ｌ，比亲本菌株低２０．２％。诱变菌株香菇多糖
含量高于亲本菌株的有２０株，分别为 ＹＢＳ３、ＹＢＳ１２、ＹＢＳ１３、
ＹＢＳ１４、ＹＢＳ１６、ＹＢＳ１７、ＹＢＳ１８、ＹＢＳ１９、ＹＢＳ２０、ＹＢＳ２１、ＹＢＺ１、
ＹＢＺ２、ＹＢＺ３、ＹＢＺ４、ＹＢＺ８、ＹＢＺ１０、ＹＢＺ１４、ＹＢＺ１６、ＹＢＺ１７、
ＹＢＺ１８，其中多糖含量相对较高的 ２株诱变菌株 ＹＢＳ２１、
ＹＢＺ１８，其多糖含量分别为１．３４、１．３６ｇ／Ｌ，分别比亲本菌株
高４２．６％、４４．７％。

２．２．２　胞外多糖高产菌株稳定性测定　由表２可见，诱变菌
株ＹＢＺ１８第７、８、９、１０代的香菇多糖含量分别为１．２１、１．１８、
１．１１、１．０８ｇ／Ｌ，与第１代香菇多糖含量１．３６ｇ／Ｌ相比有明显
下降，遗传学性状较不稳定；诱变菌株 ＹＢＳ２１第７、８、９、１０代
的香菇多糖含量分别为１．３５、１．３４、１．３３、１．３３ｇ／Ｌ，与第１代
香菇多糖含量１．３４ｇ／Ｌ相比几乎无变化，说明其遗传稳定性
较好，而遗传学性状是否稳定是鉴定菌株能否投入生产的重

要指标。

表１　亲本菌株与诱变菌株的多糖含量

香菇菌株
菌悬浮液

（ｇ）
香菇粗多糖

（ｇ）
多糖含量

（ｇ／Ｌ）

亲本 １３６．２８ ０．３１ ０．９４０
ＹＢＳ１ １３６．２７ ０．２６ ０．７９０
ＹＢＳ２ １２１．０１ ０．２９ ０．８２０
ＹＢＳ３ １３８．６８ ０．３２ ０．９７０
ＹＢＳ４ １３６．２１ ０．２８ ０．８７０
ＹＢＳ５ １３１．３３ ０．３３ ０．８３０
ＹＢＳ６ １２８．７６ ０．４３ ０．７５０
ＹＢＳ７ １３２．３９ ０．３２ ０．８５０
ＹＢＳ８ １３８．６７ ０．２９ ０．７６０
ＹＢＳ９ １３６．４２ ０．３１ ０．９２０
ＹＢＳ１０ １２７．９８ ０．３２ ０．９１０
ＹＢＳ１１ １３４．９５ ０．２４ ０．８４０
ＹＢＳ１２ １２２．３３ ０．３８ １．２１０
ＹＢＳ１３ １３４．７６ ０．３０ １．２３０
ＹＢＳ１４ １４０．７６ ０．４４ １．１３０
ＹＢＳ１５ １２８．５６ ０．２６ ０．７６０
ＹＢＳ１６ １３８．３２ ０．３５ １．０３０
ＹＢＳ１７ １４２．５１ ０．３６ １．０１０
ＹＢＳ１８ １３５．８６ ０．４０ １．０２０
ＹＢＳ１９ １３７．２８ ０．３６ １．１１０
ＹＢＳ２０ １３９．８７ ０．３２ １．２３０
ＹＢＳ２１ １４３．６９ ０．５５ １．３４０
ＹＢＺ１ １４０．４７ ０．３４ １．０４０
ＹＢＺ２ １３２．４３ ０．３６ １．０６０
ＹＢＺ３ １３７．４７ ０．２６ １．０３０
ＹＢＺ４ １４２．８７ ０．３６ １．２２０
ＹＢＺ５ １３６．１３ ０．２９ ０．８２０
ＹＢＺ６ １４４．７２ ０．２６ ０．７８０
ＹＢＺ７ １３７．９５ ０．２６ ０．７７０
ＹＢＺ８ １２６．３６ ０．３４ １．０３０
ＹＢＺ９ １３２．２２ ０．３３ ０．８５０
ＹＢＺ１０ １３７．３４ ０．３７ １．０１０
ＹＢＺ１１ １３７．１２ ０．３２ ０．８７０
ＹＢＺ１２ １３６．８１ ０．２９ ０．７８０
ＹＢＺ１３ １４１．３２ ０．２７ ０．８２０
ＹＢＺ１４ １２８．８８ ０．３２ １．１４０
ＹＢＺ１５ １４１．２４ ０．３４ ０．９２０
ＹＢＺ１６ １２８．１１ ０．３３ １．０７０
ＹＢＺ１７ １４１．４６ ０．４７ １．２１０
ＹＢＺ１８ １５３．８２ ０．５２ １．３６０

表２　诱变菌株遗传稳定性试验结果

香菇菌株
多糖含量（ｇ／Ｌ）

第７代 第８代 第９代 第１０代
诱变菌株ＹＢＳ２１ １．３５ １．３４ １．３３ １．３３
诱变菌株ＹＢＺ１８ １．２１ １．１８ １．１１ １．０８

２．３　亲本菌株与诱变菌株的菌落形态及菌丝生长速度
由图４、表３可见，亲本菌株菌丝为白色絮状，疏松，菌落

边缘整齐，显微镜下菌丝体稍细，锁状联合较明显；菌株

ＹＢＳ２１菌丝为白色絮状，紧密、爬壁力强，菌落中间隆起度较
高且有菌丝体结块；菌株 ＹＢＳ２１的菌丝平均生长速度为
（０．３３±０．０２）ｃｍ／ｄ，亲本菌株的菌丝平均生长速度为
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（０．２５±０．０２）ｃｍ／ｄ，与亲本菌株相比，菌株ＹＢＳ２１的菌丝生
长速率相对较快，而粗壮紧密的菌丝体有利于多糖的沉积和

菌丝生长。

２．４　亲本菌株与诱变菌株ＹＢＳ２１的ｒＤＮＡ－ＩＴＳ扩增碱基序
列分析

由表４可见，香菇亲本菌株（登录号为：ＫＸ５１２８０５）第
４５３个碱基Ａ经诱变突变为 Ｇ，第６２７个碱基 Ｔ经诱变突变
为Ｃ，从第７３３个碱基开始序列 ＣＴＡＧＣＧＧＡＧＧＧＧＧＧ经诱变
突变为序列 ＡＴＡＡＧＧＣＧＧＡＧＧＡＧ，这说明菌株 ＹＢＳ２１（登录
号为：ＫＸ５１２８０６）是诱变产生。

表３　亲本菌株与菌株ＹＢＳ２１菌丝的生长速率

香菇菌株
菌丝生长速度（ｃｍ）

１ｄ ２ｄ ３ｄ ４ｄ ５ｄ ６ｄ
菌丝平均生长速度

（ｃｍ／ｄ）

亲本菌株 ０ ０．２±０．０２ ０．３±０．０２ ０．９±０．０２ １．２±０．０２ １．５±０．０２ ０．２５±０．０２
诱变菌株ＹＢＳ２１ ０ ０．３±０．０２ ０．６±０．０２ １．１±０．０２ １．４±０．０２ ２．０±０．０２ ０．３３±０．０２

表４　亲本菌株与诱变菌株ＹＢＳ２１的部分碱基序列

菌株 部分碱基序列

亲本菌株ＫＸ５１２８０５ ……ＧＣＴＴＧＣＡＧＧＣＡＴＴＴＧＴＣＡＧＣＴ……ＡＧＧＧＡＡＧＴＴＣＴＧＣＴＴＴＣＴ……ＣＴＡＧＣＧＧＡＧＧＧＧＧＧ……
诱变菌株（ＹＢＳ２１）ＫＸ５１２８０６ ……ＧＣＴＴＧＣＡＧＧＣＧＴＴＴＧＴＣＡＧＣＴ……ＡＧＧＧＡＡＧＴＴＣＣＧＣＴＴＴＣＴ……ＡＴＡＡＧＧＣＧＧＡＧＧＡＧ……

３　结论与讨论

香菇多糖作为香菇最主要的食药用成分，筛选出多糖含

量较高的香菇菌株是现在农业发展所需。以陕南地区主栽香

菇品种８０８＃为出发菌株，采用紫外辐射对其孢子进行诱变，
初步筛选出３９个与亲本菌株拮抗线较明显的诱变菌株。在
此基础上，对筛选出的３９个诱变菌株进行胞外多糖测定，其
中２０个诱变菌株的香菇胞外多糖含量高于亲本菌株，１９个
诱变菌株的香菇胞外多糖含量低于亲本菌株，其中菌株

ＹＢＳ２１的胞外多糖含量为１．３４ｇ／Ｌ，高于亲本菌株４２．６％，
经１０代培养，其胞外多糖含量为１．３３ｇ／Ｌ，产胞外多糖遗传
性状较稳定，鉴定菌株 ＹＢＳ２１为香菇胞外多糖高产菌株，并
从形态学、分子生物学进一步确定该菌株为诱变产生。

紫外诱变是一种传统而经典的微生物菌种选育技术。梁

枝荣等采用紫外辐射对香菇原生质体进行诱变，筛选出２个
菌丝生长速度快、产量高且遗传性状稳定的香菇优良菌

株［１１］；王丽宁等采用原生质体紫外诱变筛选出产量高且耐高

温的４个泸农２号香菇诱变株［１２］。本研究直接对香菇孢子

进行紫外诱变，在现有研究的基础上简单易行且成本低，减少

了原生质体制备过程中操作复杂、难控制、易污染等问题的发

生，且本研究从香菇发酵液中获取香菇多糖，与传统的从香菇

子实体中提取香菇多糖相比，生产工艺简单，成本低且提取效

率高，这为香菇优质菌种资源的筛选、研究与开发及香菇代谢

产胞外多糖的进一步研究提供了理论参考。
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