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耐高温萌发菌胞外酶活性与天麻种子萌发的关系

赵芳娟，邓百万，解修超，常　宁，宁　静，杨学英
（陕西理工大学陕西省食药用菌工程技术研究中心／陕西理工大学生物科学与工程学院，陕西汉中 ７２３００１）

　　摘要：为探究耐高温萌发菌在模拟夏季高温条件下漆酶、木聚糖酶、淀粉酶和纤维素酶的活性与天麻种子萌发的
关系。对４株萌发菌进行递增式耐高温驯化，采用２，２－联氮－二（３－乙基 －苯并噻唑 －６－磺酸）（ＡＢＴＳ）法、二硝
基水杨酸（ＤＮＳ）法测定萌发菌胞外酶活性，水琼脂法进行天麻种子萌发试验。结果表明，各菌株之间的酶活性及各菌
株之间天麻种子萌发率存在明显差异，经过驯化的耐高温萌发菌４种酶活性和天麻种子萌发率均极显著高于各自对
应亲本萌发菌（Ｐ＜０．０１），其中漆酶、木聚糖酶、淀粉酶、纤维素酶活性最高的分别是耐高温萌发菌 ＳＨ－１、ＭＤＡ－１、
ＭＤＣ－１、ＳＨ－１，酶活性依次为１０００．００、１０６２．３５、４０２．９０、４０．９１Ｕ／Ｌ，天麻种子萌发率最高的是耐高温萌发菌 ＳＨ－
１，萌发率为７１．７６％，酶活性与天麻种子萌发率相关性最高的是木聚糖酶，相关系数为０．７２０。说明天麻种子萌发受
温度、胞外酶种类及活性等多种因素共同调控，耐高温萌发菌表现出了更高的酶活性，促进天麻种子萌发，且木聚糖酶

是影响天麻种子萌发的关键胞外酶。
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　　天麻（ＧａｓｔｒｏｄｉａｅｌａｔａＢｌ．），多年生草本，是以无
性繁殖和有性繁殖交替进行的无根无绿色叶片的

异养型植物，有性繁殖需与紫萁小菇等天麻种子萌

发菌共生萌发［１－２］，具有镇静、抗惊厥、降血压等功

效［３］。萌发菌为担子菌纲（Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｅｔｅｓ）小菇属
（Ｍｙｃｅｎａ）真菌，和蜜环菌均为天麻生长过程中的必
要共生菌［４－５］。相较于蜜环菌而言，关于天麻萌发

菌的研究较少，目前对萌发菌的研究都集中在采

集、分离、筛选、复壮、培养条件和生物学特性等方

面，例如，对萌发菌菌种制作和遗传多样性研

究［６－７］、天麻种子萌发中的基因表达变化和胁迫条

件影响天麻种子萌发率研究［８－９］以及萌发菌原生质

体的制备［１０］，也有学者们对萌发菌化学成分进行

研究［１１］。

萌发菌品质直接影响天麻种子的萌发率，而高

温也是影响种子萌发的重要因素之一，且当外界温

度高于３０℃时，菌丝失去活力甚至死亡［１１］。由于

受种子成熟时间的限制，天麻种子萌发时间为６—７

月，而天麻主产区汉中夏季高温现象频繁出现，高

于３０℃的天气可长达十几天。所以，耐高温萌发菌
对实现天麻种子高温条件下萌发至关重要。萌发

菌广泛分布于各地，主要生长于温带和寒温带较为

潮湿的枯枝烂叶上，因此，萌发菌对包括温度在内

的环境因子具有很广泛的适应性。大型真菌分泌

胞外酶可以直接影响真菌对于营养物质的利用情

况，其活性与温度等环境生长因子密切相关，其胞

外酶种类及活性也与真菌的种类有关［１２］。萌发菌

胞外酶对植物细胞壁的降解能力以及植物的生长

发育起着至关重要的作用，也与天麻种子萌发密切

相关。徐锦堂等的研究表明，天麻种子萌发的直接

营养来源是萌发菌，不同产地的萌发菌对天麻种子

萌发率的影响不同［１３］，预示着萌发菌胞外酶种类、

活性及温度对其生长及天麻种子萌发有很大影响。

因此，研究萌发菌胞外酶活性对温度的响应对于萌

发菌的生长发育和天麻种子萌发具有重要的指导

意义，以期为天麻产业发展提供参考。

１　材料与方法

１．１　供试菌株
试验所用萌发菌均为陕西省食药用菌工程技

术研究中心保藏菌株，分别为 ＭＤＣ、ＭＤＡ、８Ｃ、ＳＨ，
将驯化得到的耐高温萌发菌 ＭＤＣ、ＭＤＡ、８Ｃ、ＳＨ依
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次命名为ＭＤＣ－１、ＭＤＡ－１、８Ｃ－１、ＳＨ－１，所用天
麻种子为汉中产区２０２１年５月收获的新鲜红杆天
麻种子。

１．２　供试培养基
固体培养基为 ＰＤＡ培养基：马铃薯（去皮）

２００ｇ，葡糖糖２０ｇ，蛋白胨５ｇ，磷酸二氢钾５ｇ，硫
酸镁３ｇ，琼脂粉１６ｇ，水１０００ｍＬ，ｐＨ值自然。

水琼脂培养基：琼脂粉１６ｇ，水１０００ｍＬ，ｐＨ值
自然。

１．３　试验药品
３，５－二硝基水杨酸、羧甲基纤维素钠、酒石酸

钾钠购自生工生物工程（上海）股份有限公司；木聚

糖购自上海源叶生物科技有限公司；２，２－联氮－二
（３－乙基 －苯并噻唑 －６－磺酸）（ＡＢＴＳ）购自
Ｓｉｇｍａ公司；苯酚购自天津市大茂化学试剂厂；过硫
酸钾购自天津市天力化学试剂有限公司，以上试剂

均为分析纯。

１．４　仪器与设备
单人超净工作台（ＺＨＪＨ－Ｃ１１１２１３）购自苏州

净化设备仪器有限公司；高压灭菌锅（ＬＤＺＸ－
７５ＫＢＳ）购自上海博迅医疗生物仪器股份有限公司；
紫外分光光度计（ＵＶ２５５０）购自日本岛津公司；超声
波清洗器（ＫＱ５２００ＤＥ）购自昆山市超声仪器有限
公司。

１．５　试验时间与地点
耐高温萌发菌递增式驯化试验于２０１９年６月

至２０２１年４月进行，天麻种子萌发试验于２０２１年
６—８月进行，胞外酶活性测定试验在２０２１年７月
进行，以上试验地点均在陕西省汉中市汉台区东一

环路陕西省食药用菌工程技术研究中心（陕西理工

大学生物科学与工程学院）。

１．６　试验设计
１．６．１　耐高温萌发菌递增式驯化　本试验参考马
慧颖等的递进式循环耐高温驯化方法［１４－１５］，略有改

动，使萌发菌菌丝逐步适应高温环境，进行耐高温

驯化。将实验室４℃保存的菌株从试管接至平板培
养基，在２４℃下暗培养１０ｄ后转板，再进行菌丝活
化。活化后的菌丝进行耐高温递增式驯化，以

２４０、２６．０、２８．０、３０．０、３０．５、３１．０、３１．５、３２０、
３２５、３３．０、３３．５、３４．０℃递增梯度逐渐减缓的方式
进行驯化，得到４株可以在３４℃生存的耐高温萌发
菌。将驯化得到的耐高温萌发菌与亲本进行两两

接触试验，观察是否有拮抗现象。

１．６．２　胞外酶活性测定
１．６．２．１　粗酶液的制备　将驯化的耐高温萌发菌
与亲本接在平板培养基上，模拟夏季高温昼夜温

度，为防止未驯化萌发菌在３４℃时发生烧菌死菌现
象，且３０℃为萌发菌的胁迫温度［１１］，因此培养箱温

度设置为２５℃与３０℃各８ｈ循环，共２２个循环，
约 １５ｄ。取菌丝下培养基１ｇ于研钵中，加５ｍＬ去
离子水，研磨１ｍｉｎ，吸取２ｍＬ研磨液于２ｍＬ离心
管中，离心（８０００ｒ／ｍｉｎ，３ｍｉｎ）得到上清液即为粗
酶液。取上清液 １ｍＬ于 １０ｍＬ试管中并定容至
１０ｍＬ，用于后续试验。
１．６．２．２　胞外酶活性测定　依据文献方法设置漆
酶活性反应体系［１６－１８］，略有调整：１ｍＬ粗酶液加入
２ｍＬＡＢＴＳ溶液，４０℃水浴预热反应３ｍｉｎ，取出立
即补足１０ｍＬ，用分光光度计记录３ｍｉｎ内４２１ｎｍ
处吸光度的变化。以沸水浴灭活的粗酶液为对照，

做３组重复。１ｍｉｎ内转化１μｍｏｌ底物定义为１个
酶活单位，Ｕ。酶活性以Ｘ表示，Ｕ／Ｌ。

木聚糖酶、纤维素酶、淀粉酶活性用二硝基水

杨酸（ＤＮＳ）法测定［１７］，略有调整。木聚糖酶、纤维

素酶、淀粉酶活性 ＤＮＳ用量分别改为１、１、１．５ｍＬ。
１ｍｉｎ生成１μｍｏＬ木糖或葡萄糖所需要的酶量定
义为１个酶活单位，Ｕ。酶活性以Ｘ表示，Ｕ／Ｌ。
１．６．３　标准曲线的绘制　依据 ＤＮＳ法测定葡萄糖
标准曲线，为ｙ＝１．６５２３ｘ－０．０３３６（ｒ２＝０．９９１８），
用于淀粉酶及纤维素酶活性的测定，木糖标准曲线

为ｙ＝０．２４６２ｘ－００３１９（ｒ２＝０．９９７５），用于木聚
糖酶活性的测定。

１．６．４　酶活性计算方法　木聚糖酶从木糖标准曲
线上查出相应的木糖含量折算成酶活单位（Ｕ／Ｌ），
纤维素酶和淀粉酶从葡萄糖标准曲线上查出相应

的葡萄糖含量折算成酶活单位（Ｕ／Ｌ）［１８］。
　　木聚糖酶、纤维素酶和淀粉酶活性：Ｘ＝ｍ·ｎ／
（Ｍ·Ｖ酶·ｔ）；漆酶活性：Ｘ＝１０

６·Ｖ总·ΔＤ４２１ｎｍ／
（ε·Ｖ酶·Δｔ）。
式中：ｍ指根据标准曲线方程代入 Ｄ值计算对应葡
萄糖或木糖的质量，ｍｇ；Ｍ指木糖或葡萄糖的摩尔
质量；Ｖ酶 指反应添加的酶液体积，Ｌ；Ｖ总 指反应总
体积，Ｌ；ｔ指酯反应时间，ｍｉｎ；ｎ指酶液稀释倍数；
ΔＤ４２１ｎｍ为漆酶吸光度；Δｔ指时间，本试验为３ｍｉｎ；ε
为消光系数，３６０００Ｌ／（ｍｏｌ·ｃｍ）。
１．６．５　天麻种子萌发研究
１．６．５．１　天麻种子预处理　去除天麻蒴果残留杂
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质，流水冲洗后用滤纸吸干表面水分。后续操作在

无菌操作台进行，将天麻硕果置于０．１％氯化汞溶
液中８ｍｉｎ，无菌水冲洗掉表面残留氯化汞；再置于
１０％双氧水中２ｍｉｎ，捞出无菌水冲洗掉表面残留双
氧水；再将其放入７５％乙醇中４０ｓ，捞出无菌水冲
洗掉表面残留乙醇，用无菌滤纸吸干表面水分，将

种子撒到灭菌的培养皿中，封好４℃保存备用。
１．６．５．２　天麻种子活力及萌发率的测定　１０ｍＬ
试管依次加入天麻种子与配制的 １％红四氮唑溶
液，混匀，放置于无光的３０℃恒温箱内，４８ｈ后用电
子显微镜观察天麻种子染色情况。种子被染成鲜

红色或粉红色，则证明种子有活力；未被染成红色，

则证明种子无活力［１９］。

取备用的天麻种子，用灭过菌的散粉刷蘸取适

量天麻种子，轻轻抖落在水琼脂培养基上，将驯化

后的耐高温萌发菌及亲本萌发菌接种于水琼脂培

养基中央，每株菌做６组重复。将其置于２５℃与
３０℃各８ｈ循环的恒温箱中暗培养观察，统计其萌

发率。

１．６．６　数据处理　酶活性及天麻种子萌发率作图
及相关数据分析采用Ｅｘｃｅｌ２０１０软件进行，用ＳＰＳＳ
２６．０的 Ｏｎｅ－ＷａｙＡＮＯＶＡ进行相关数据方差分
析，采用ＳＰＳＳ２６．０的Ｐｅａｒｓｏｎ进行酶活性与天麻种
子萌发率的相关性分析。

２　结果与分析

２．１　耐高温萌发菌驯化试验
培养温度为２４℃时，萌发菌长势旺盛，菌丝洁

白，菌落形态规则，无色素产生。但是当培养温度

超过 ３０℃ 时，萌发菌生长缓慢，菌丝偶有变黄、稀
疏，菌落形状不规则，并有少量色素产生。将驯化

得到的耐高温萌发菌与亲本萌发菌在２４℃下进行
两两接触试验，结果如图１所示，萌发菌进行耐高温
驯化后与亲本进行两两接触试验皆出现了不同程

度的拮抗线。

２．２　天麻种子萌发情况
２．２．１　天麻种子活力测定　用电子显微镜观察染
色天麻种子，可观察到天麻种子４种不同的状态：无
种胚（图２－Ａ）；种胚被染成鲜红色，种子有活力
（图２－Ｂ）；种胚被染成黄色，种子无活力（图２－
Ｃ）；异常胚无染色，无活力（图２－Ｄ）。种子活力 ＝

（种子总数 －无种胚种子数 －种胚黄色种子数 －异
常胚种子数）／种子总数×１００％。

试验结果统计可得：天麻种子总数为９３６粒，种
胚黄色的种子为７粒，无种胚的种子为２１粒，异常
胚的种子为４粒。天麻种子活力为９６．５８％。

２．２．２　天麻种子萌发　肉眼观察到种胚膨大后，每
隔５ｄ用电子解剖镜观察平板上天麻种子萌发情
况，可观察到天麻种子从种胚膨大到种子萌发的不

同状态：菌丝包裹浸染天麻种子（图３－Ａ）、种胚膨

大尚未完全突破种皮（图３－Ｂ）、种胚膨大突破种
皮（图３－Ｃ）、种胚生长即将形成分生原基（图３－
Ｄ）、种胚出现分生原基（图 ３－Ｅ）、芽体形成
（图３－Ｆ）。本试验将种胚出现分生原基即视为萌
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发，统计天麻种子萌发率。天麻种子萌发率 ＝萌发
天麻种子／（天麻种子总数×天麻种子活力）。
２．３　萌发菌胞外酶活性与天麻种子萌发
２．３．１　漆酶活性与天麻种子萌发关系　真菌漆酶
属于胞外酶，具有降解木质素并为真菌生长发育提

供营养的能力，测定漆酶活性的方法较多，目前

ＡＢＴＳ法测定漆酶活性是一种较为理想的方法［２０］。

漆酶活性与天麻种子萌发率的皮尔曼相关系数为

０．５６４，相关性不显著（Ｐ＝０．１４６＞０．０５）。由图４
可知，８株萌发菌均表现出不同程度的种子萌发率
及漆酶活性。多重比较结果显示，８株萌发菌的漆
酶活性及对应天麻种子萌发率均具有极显著差异

（Ｐ＜０．０１）。耐高温萌发菌 ＭＤＡ－１、ＭＤＣ－１、
８Ｃ－１、ＳＨ－１的漆酶活性与其对应的天麻种子萌
发率均极显著高于亲本萌发菌，漆酶活性分别高

１５０．００、３８．８９、５５５．５６、５５５．５６Ｕ／Ｌ，萌发率分别高
９．０９、１２．４３、９．４１、１７．１９百分点。其中，耐高温萌发
菌ＳＨ－１的漆酶活性和天麻种子萌发率最好，分别
为１０００．００Ｕ／Ｌ和７１．７６％，极显著高于其余菌株的
漆酶活性及天麻种子萌发率；耐高温萌发菌 ＭＤＡ－
１、ＭＤＣ－１与亲本萌发菌 ＭＤＡ、ＭＤＣ、８Ｃ的漆酶活
性较小，依次为 ３１６．６７、２２２．２２、１６６．６７、１８３．３３、
１１１．１１Ｕ／Ｌ，对应天麻种子萌发率依次为６８．８２％、
５３．２４％、５９７３％、４０．８１％、４０．１９％。

２．３．２　木聚糖酶活性与天麻种子萌发关系　木聚
糖广泛存在于植物细胞壁中，就多糖而言其含量仅

次于纤维素，是自然界最重要的半纤维素，广义的

木聚糖酶是指可以水解半纤维素木聚糖的一组酶

的总称［２１］。木聚糖酶活性与天麻种子萌发率皮尔

曼相关系数为 ０．７２０，相关性显著（Ｐ＝０．０４４＜

００５）。由图５可知，８株萌发菌的木聚糖酶活性各
不相同，多重比较结果显示各菌株之间的木聚糖酶

活性具有极显著差异，耐高温萌发菌 ＭＤＡ－１、
ＭＤＣ－１、８Ｃ－１、ＳＨ－１木聚糖酶活性分别极显著高
于亲本萌发菌４５０．９１、１３１．６７、１１４．８９、２７５．９６Ｕ／Ｌ。
其中，耐高温萌发菌ＭＤＡ－１木聚糖酶活性最高
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（１０６２．３５Ｕ／Ｌ），极显著高于其余菌株，对应的天
麻种子萌发率为６８．８２％；耐高温萌发菌 ＳＨ－１的
木聚糖酶活性次之（９０５．４３Ｕ／Ｌ），对应的天麻种子
萌发率最高（７１．７６％）。
２．３．３　淀粉酶活性与天麻种子萌发关系　淀粉酶
是一类可以作用于淀粉、多糖衍生物等并把它们分

解成小分子的水解酶。淀粉酶活性与天麻种子萌

发率皮尔曼相关系数为０．４３７，相关性不显著（Ｐ＝
０．２７９＞００５）。由图６可知，８株萌发菌均表现出

不同程度的淀粉酶活性，除耐高温萌发菌 ＭＤＡ－１
与ＳＨ－１外，其余菌株多重比较两两之间均差异极
显著。耐高温萌发菌 ＭＤＡ－１、ＭＤＣ－１、８Ｃ－１、
ＳＨ－１的淀粉酶活性均极显著高于亲本萌发菌
４１８８、２８２．８６、１１２．４３、１２７．６５Ｕ／Ｌ。其中，耐高温
萌发菌ＭＤＣ－１淀粉酶活性极显著高于耐高温萌发
菌ＳＨ－１１４６．２４Ｕ／Ｌ，萌发率极显著比耐高温萌发
菌ＳＨ－１低１８．５２百分点。

２．３．４　纤维素酶活性与天麻种子萌发关系　纤维
素是植物细胞壁的主要构成成分，纤维素酶能够

有效降解植物细胞壁。纤维素酶活性与天麻种子

萌发率皮尔曼相关系数为 ０．６３４，相关性不显著
（Ｐ＝０．０９２＞０．０５）。由图７可知，８株萌发菌均
表现出不同程度的纤维素酶活性。亲本萌发菌纤

维素酶活性相差不大，ＭＤＡ、ＭＤＣ、ＳＨ之间未达到
极显著差异，耐高温萌发菌的纤维素酶活性均极显

著高于亲本萌发菌 ９．３０、８．７２、４．２４、１６．３４Ｕ／Ｌ。
耐高温萌发菌 ＳＨ－１纤维素酶活性最高，为
４０．９１Ｕ／Ｌ，萌发率为７１．７６％，极显著高于其余菌
株；耐高温萌发菌 ＭＤＡ－１、ＭＤＣ－１的纤维素酶活
性次之，分别为 ３４．２６、３３．６５Ｕ／Ｌ，萌发率为
６８８２％、５３．２４％。

３　结论

驯化后的耐高温萌发菌与亲本萌发菌两两接

触均出现拮抗线，可初步判断耐高温菌株与亲本菌

株存在差异。在平板上通过２５℃与３０℃各８ｈ循
环，对约１５ｄ之后获得的胞外粗酶进行酶活性测
定，相同培养条件下进行天麻种子萌发率测定，结

果表明，各菌株之间的酶活性及菌株之间天麻种子

萌发率存在明显差异，经过驯化的耐高温萌发菌４
种酶活性和天麻种子萌发率均显著高于各自对应

亲本萌发菌，４种酶活性与天麻种子萌发率相关性
从高到低依次为木聚糖酶、纤维素酶、漆酶、淀粉酶。

天麻种子的萌发，需要萌发菌菌丝与种子接触

后，侵入皮层细胞壁促进天麻种子萌发形成原球
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茎，与天麻种子共生萌发。因此，萌发菌细胞壁降

解酶的活性也就决定着天麻种子的萌发表现，其中

植物细胞壁的重要组成部分为纤维素、半纤维素、

果胶。萌发菌水解纤维素的纤维素酶活性最高的

是耐高温萌发菌ＳＨ－１，为４０．９１Ｕ／Ｌ，其次是耐高
温萌发菌ＭＤＡ－１，为３４．２６Ｕ／Ｌ；水解半纤维素的
木聚糖酶活性最高的为耐高温萌发菌 ＭＤＡ－１，为
１０６２．３５Ｕ／Ｌ，其次是耐高温萌发菌 ＳＨ－１，为
９０５４３Ｕ／Ｌ；分解淀粉的淀粉酶活性最高的是耐高
温萌发菌ＭＤＣ－１，为４０２．９０Ｕ／Ｌ，其次是耐高温萌
发菌ＳＨ－１与ＭＤＡ－１，分别为２５６．６５、２５５．９８Ｕ／Ｌ；
降解木质素的漆酶活性最高的是耐高温萌发菌

ＳＨ－１，为１０００．００Ｕ／Ｌ。依据萌发菌的酶降解植
物细胞壁的能力，简单预测耐高温萌发菌 ＳＨ－１与
ＭＤＡ－１的天麻种子萌发率最好，用水琼脂法进行
天麻种子萌发率测定，其耐高温萌发菌 ＳＨ－１、
ＭＤＡ－１萌发率最高，依次为 ７１．７６％、６８．８２％。
因此，结合前期酶活性试验与天麻种子萌发率试验

结果进行分析，说明天麻种子萌发率并不由单一的

１种胞外酶决定，天麻种子萌发受温度、胞外酶种类
及活性多种因素共同调控，且水解植物细胞壁的木

聚糖酶及其活性是影响天麻种子萌发的关键胞外

酶，在３０℃的胁迫温度条件下，经过耐高温驯化后
的４株萌发菌均表现出更高的酶活性，促进天麻种
子萌发，以期为天麻产业发展提供参考。
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