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皱马鞍菌液体培养过程中胞外酶

及还原糖的动态变化
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,

张高伟
“ ,

曹支敏
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,

陕西 杨凌

仁摘 要 〕 对皱马鞍菌 刀亡 液体培养过程 中不同胞外酶活性和还原糖含量的动态变化进行 了研

究
。

结果表明
,

在
、

恒温振荡培养条件下
,

皱马鞍菌菌丝体生物量在第 天达峰值 发酵

液 值逐渐上升
,

从第 天 后基本保持平稳 胞外蛋 白含量于第 天达峰值 胞外还原糖

含 量急剧 上升
,

至第 天 达峰值 ,, 之后迅 速下降
,

到第 天降为
,

此后一 直维持在
,

水平
。

皱马鞍菌对碳水化合物的利用顺序为淀粉
、

纤维素
、

木质素
。

淀粉酶的活性高峰出现在第 天
,

并一

直保持在较高水平 酶 后急剧分泌
,

第 天达峰值
,

之后 又急速下降 愈创木酚氧化酶和多酚氧化酶活性

高峰出现最晚
,

均在第 天
。

酸性蔗糖转化酶活性在培养期间始终很低
,

而 中性蔗糖转化酶活性呈阶梯上升趋势
。
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皱 马鞍菌 又称皱柄 白马鞍菌
,

属 于 子 囊 亚 门
、

盘 菌纲
、

盘 菌 目
、

马 鞍 菌 科
、

马 鞍 菌 属

刀‘ ’ 。

《中国真菌总汇 》共记载了 种马鞍

菌
,

其 中皱 马鞍菌 」是

最常见的
、

惟一可食用的马鞍菌
。

皱马鞍菌子实体较

小
,

菌盖初始呈 马鞍形
,

之后张开呈不规则瓣片状
,

,

白色到淡黄色 子实层生 于菌盖表面
,

柄

白色
,

圆柱形
,

有纵生探槽
,

形成纵棱 大多生 于落叶

林 中
,

单生或群生
,

在我国分布较广仁’一 ’二。

目前
,

国内对马鞍菌的研究很少
,

还没有人工驯

化培养的报道
。

本文采用液体培养的方法
,

研究 了皱

马鞍菌在液体培养过程中多糖降解酶活性的变化规

律
,

以及菌丝体生物量
、

值
、

胞外还原糖 的动态

变化
,

旨在探讨其营养生理特性
,

以 为马鞍菌的人 工

训化培养及开发利用提供理论依据和技术指导
。

材料与方法

材 料

皱 马鞍 菌菌种 由采 自火地塘地 区 的 马鞍

菌子实体分离获得
。

培养基 固体培养基 培养基
,

其组成

为葡萄糖
,

蛋 白陈
刁 , 、 ·

〕

, , · ,

几
,

, , 」 · ,

琼脂
。

液体发酵培养基 察 氏 培养基
,

其成

分 为 蔗糖
, 。 , 一 ,

八
, · , ·

‘ 。

方 法

菌种 的 纯化 将经过表面灭菌的皱马鞍菌

菌体接入固体培养基
,

恒温培养
。

种子培养 将配制好的液体发酵培养基分

装于 三角瓶 中
,

灭菌冷却后接人 已

经纯化的直径
、

菌龄 的平板菌种 片
,

、

恒温摇床培养
。

液体培养 在装有
一

的液体

发 酵培 养 基 中接 入体积 分 数 的 菌种 培 养 液
,

、

恒温摇床培养二斑 。

胞 外粗酶液制 备 每隔 取样 次
,

用

脱脂滤纸过滤 次
,

离心 , ,

取上

清液 保存备用
。

菌丝体 生 物 量 的测 定 过滤后 的菌丝体用

蒸馏水冲洗数次后
,

在 恒温干燥 至恒重
,

用分

一 一
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值 的 测 定 采用雷磁
一

精密

计测定
。

胞 外蛋 白 含量 的 测 定 用 双缩脉法川
。

适 当稀释的酶液加 双缩脉试剂
,

摇匀
,

测

定
。 ,

以蒸馏水为对照
。

还 原糖含量 的 测 定 用
, 一

二硝基

水杨酸 法测定工
。

淀粉酶活性的测 定 用 法
。

适

当稀释的酶液加 可溶性淀粉 用 的

柠檬酸缓 冲液配制
,

保温
,

然后

沸水浴
,

冷却后取反应液
,

加 试

剂
,

煮 沸
,

加 水
,

冷 却后 测 定
洲 。 ,

以 煮沸灭活 的酶液为对照
,

以 汕 。

每增加

为 个酶活单位 仁 〕
。

酶活性 的 测 定 酶液加
一

梭甲基纤维素钠
,

柠檬酸

缓 冲液配制
,

保温
,

取反应液 。 加

试剂
,

煮沸
,

加水
,

冷却后

测定
。 ,

以煮沸灭活 的酶液 为对照
,

以
。

每

增加 为 个酶活单位 驻二。

愉创木酚氧化酶活性 的 测 定

的乙酸
一

乙酸钠缓冲液
,

粗酶液
,

愈创木酚
,

摇匀
,

保温

讯
,

测定 。 ,

以煮沸灭活 的酶液 为对照
,

以

。。

每增加 为 个酶活单位
‘

,

‘。〕。

多酚氧化酶活性的 测 定
,

的磷酸

缓 冲液
,

粗酶液
,

邻苯二

酚
,

摇匀
,

保温
,

测 定
。 ,

以

煮沸灭活 的酶液为对照
,

以 。

增加 。
,

为 个

酶活单位 仁
,

’
‘

。

酸性和 中性蔗糖转化酶活性的测 定 酶液
,

加
,

蔗糖溶液 酸性和 中性

蔗糖溶液分别用 和 的磷酸缓 冲液配

制
,

保 温
,

取反应液
,

加

试剂
,

煮沸
,

加水
,

测定
。 ,

以

煮沸灭活的酶液为对照
,

以 。

增加 为 个

酶活单位 仁‘ 赓。

结果与分析

菌丝体生物 的变化

皱马鞍菌在整个液体培养过程中菌丝体生物量

的变化曲线如图 所示
。

由图 可见
,

一 皱马鞍

菌菌丝体生物量急速增长
,

质量浓度从 增

加到
,

增长速度明显减缓
,

到第

天达到峰值
,

为
,

之后缓慢下 降
,

到第

天 已降为
。

培养 后菌丝体生物量

的降低与液体培养过程 中营养物质消耗
、

代谢物积

累
、

值变化等因素有关
。

二沐。﹂助兰热二
·

竺、绍寡一
、
长舒一社

培养 寸「,」
一

培养时间

图 皱马鞍菌液体培养过程 中 图 皱马鞍菌液体培养过程 中

菌丝体生物量的变化曲线 发酵液 值的变化曲线

川

发酵液 值的变化

图 为皱马鞍菌液体培养过程 中发酵液 值

的变化曲线
。

由图 可见
,

一 值从 升

高到
, ,

此后的 内 值稳定在 一
。

说明

皱马鞍菌在液体培养过程中产生了碱性物质
。

真菌

生长一般喜欢偏酸的环境
,

而皱马鞍菌在培养过程

中一直向环境中分泌碱性物质
,

使发酵液 向偏碱性

方向发展
。

胞外蛋 白含 的变化

由图 可 以看 出
,

皱 马鞍菌液体培养过程 中胞

外蛋 白含量在 一 时 由 迅速增加

至
,

之后逐渐下降
,

第 天后趋于稳

定
。

胞外蛋 白质是菌丝体生长过程中产生并分泌到

外界环境中的各种水解酶
,

如淀粉酶
、

纤维素酶
、

蛋
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白酶以 及木质素降解酶等
。

因此
,

液体培养过程 中胞

外蛋 白质浓度的变化表明了菌丝体生 长过程中胞外

酶的种类及数量的变化
,

也说明 了菌丝体生长过程

中对外界有机营养物分解利用能力的变化
。

补
一

鹰
’ 。

‘ 司 男 广气

于圣
’“

杯
四 目 产 、
巨 即 了 、
岁 品 十
珊 助 白
七 呈 气
篮 月 卜

人声 飞 黔 毛

笃夏 入
告 石 卜 卜

辣 、
、

一母

一
公

洲。。祠的一的。。一。﹄﹄目工。。﹂祠。

︵
一闷任

·

仙三︶一画枕洲太裂

培养时间 士汗养时间
’

〔一 一 吸 , ‘

图 彼 马鞍 菌液体培养过程中胞外

蛋自含 缝的变化
‘ 。、

川 。 , 、

尸 , ‘ ‘丫 、

胞外还原糖含 , 的变化

皱马鞍菌液体培养过程中胞外还原糖含量有一

个明显的消长过程 图
。

一 迅速增高并达到

峰 值 质 量 浓 度 由
,

增 加 至
洲 ,

之 后 迅 速 下 降
,

到 第 天 降 为
,

,

此 后 一 一 直 维持 在
,

水

平
。

胞外还原糖是由菌丝体产生的蔗糖酶以及多糖

降解酶分解外界碳水化合物而产生 的
,

其含量的变

化表明
,

菌丝体生长过程 中对外界碳水化合物的分

图 皱 马鞍 菌液 休培养过程 中胞外

还 原糖含量的变化

〔
‘ , 一

一 、 一 、 。刁

尸 ‘才 。了一 、 ‘之

解及利用能力
。

后还原糖含量迅速降低
,

说明随

菌丝体的迅速生长
,

大量的还原糖被吸收利用
。

还原

糖的这种变化规律与俞等等 对杏鲍菇研究中还原

糖的变化一致
。

愈创木酚权化酶及多酚氧化酶活性的变化

由图 可见
,

皱马鞍菌液体培养过程中愈创木

酚氧化酶活性在液体培养 后 出现并迅速增高
,

到第 天时达到峰值
,

其活性从 增至 此

后酶活性急速下降
,

到第 天 时降至
。

公﹃﹃妇。。。的补日月二、招冬啦︸堪窦似卜

愈创木酚氧化酶
多酚氧化酶

户一李一。璐。日认国

二、到缝遨

培养时间 培养时间

图 皱马鞍菌液体培养过程 中愈创木酚

氧化酶及多酚氧化酶活性的变化曲线

图 皱马鞍菌液体培养过程中

淀粉酶活性 的变化曲线
, 、

别扩 ‘ 尸 , ‘ , 一
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多酚氧化酶活性在整个液体培养过程 中出现了

次高峰
,

周期约为
,

分别在第
, ,

天
,

活性

分别为
, , ,

第 天为最大峰值
。

在整个液

体培养过程 中
,

与木质素降解相关的愈创木酚氧化

酶及多酚氧化酶的活性并不 高
,

最高不超过
,

说明皱马鞍菌在液体培养过程 中分泌的这两种酶较

少
,

对木质素的降解能力弱
。

淀粉酶活性的变化

淀粉酶是真菌生长过程中分解利用外界碳水化

合物的主要酶类之一
,

其活性 的变化与胞外蛋 白酶

浓度 以及胞外还原糖含量 的变化存在较好 的相关

性
。

皱马鞍菌液体培养过程中淀粉酶活性的变化如

图 所示
。

由图 可见
,

培养 后淀粉酶活

性迅速增高
,

第 天达到峰值
,

之后一直保

持较高的活性
,

变化范围在
。

这与俞等

等川对杏鲍菇研究中淀粉酶的变化十分相似
。

狡 甲基纤维素 酶活性的变化

由图 可 见
,

液体培养过程 中 酶活性 出

现 了明显的消长变化过程
。

开始 检测不到

酶活性
,

第 天酶活性缓慢增加
,

从
。

产酶高峰 出现在第 天
,

且维持 的时间很

短
,

只有 左右
,

此后迅速降低
,

在 内酶

活性一直很低
,

在
。

酶的这个变化规

律与俞荃等颧二对杏鲍菇研究 中 酶 的变化十分

相似
。

酸性蔗糖转化酶

中性蔗糖转化酶

合一奋一︺。‘。日卜叫

口、划缝谧

,‘︸,‘

合﹃﹃︸。。日爵因口、幸旋港口芝

培养时间
培养时间

图 皱马鞍菌液体培养过程中

酶活性的变化曲线

刀 ,
·

,

蔗糖转化酶活性的变化

皱马鞍菌液体培养过程中两种蔗糖转化酶活性

的变化规律明显不 同 图
,

酸性 蔗糖转化酶活性

始终很低
,

不超过
,

且略呈下降趋势 中性蔗糖

转化酶活性呈阶梯上升趋势
,

活性从第 天的

增加到第 。天的
。

这种现象与培养过程 中

培养液 值上升并维持碱性有关
,

这种碱性环境

抑制了酸性蔗糖转化酶活性
,

但促进 了中性蔗糖转

化酶活性
。

讨 论

大型真菌在其生长发育过程 中不断向外分泌胞

外酶
,

用 以分解外界复杂的有机物
,

获取有机 营养

物
。

胞外酶中重要的是与多糖降解相关的酶
,

如淀粉

酶
、

纤维素酶以及分解木质素的愈创木酚氧化酶
、

多

图 皱 马鞍菌液体培养过程 中蔗糖

转化酶活性的变化曲线

讨 “

酚氧化酶等
,

这是其异养生长中获取有机碳源 的主

要方式
。

胞外酶活性的强弱反映了菌丝体生长过程

中对外部营养的分解及利用能力
。

胞外还原糖是由

胞外酶分解多糖碳源产生 的
,

它的变化也与菌丝体

对碳源的利用有关
。

皱马鞍菌液体培养过程中能够产生并分泌多种

胞外酶
,

用以分解外界复杂的有机物
,

获取有机营养

物
。

本研究中分解碳水化合物的几种降解酶的活性

高峰期以淀粉酶最早
,

其次是梭甲基纤维素酶
,

最后

是愈创木酚氧化酶和多酚氧化酶
,

这表明皱马鞍菌

对培养基中碳水化合物的利用顺序为淀粉
、

纤维素
、

木质素
。

从几种降解酶活性的绝对值来看
,

纤维素酶

活性显著高于其他几种酶
,

因此人工培养皱马鞍菌

时应以纤维素为主要碳源
。

愈创木酚氧化酶和多酚

氧化酶活性很低
,

表 明皱马鞍菌对木质素的降解能
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力很弱
。

从皱马鞍菌在液体培养过程 中的生长 曲线 可

知
,

若以获得菌丝体生物量为 目的
,

发酵周期应控制

在 左右
。

若以获得还原糖为 目的
,

发酵周期应控

制在 以内
。

若以获得各种相关酶为 目的产物
,

则

应根据不同酶的分泌高峰期确定相应的发酵周期
。
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