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猪苓菌丝菌核的显微结构及其多糖含量研究
3
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[摘　要 ]　为了选择猪苓的最佳菌株及其采收的最佳发育阶段 ,研究了猪苓 3个菌株菌丝体的形态结构、多糖

含量 ,并对不同发育阶段菌核的显微结构和多糖累积进行了研究。结果表明 ,猪苓 3个菌株在孢子形态和数量、菌索

形成和草酸钙方晶上存在明显差异 ;菌株 X2的菌丝生长快、长势旺 ,菌丝体浓密洁白 ,易形成菌索 ,菌丝体及发酵液

的多糖含量最高 ,分别为 30. 4 mg/ g和 0. 111 mg/ mL ,菌丝体生长速度最快 ,为 0. 245 8 cm/ d ;人工白苓与野生白苓

在形态和显微结构上相似 ;野生黑苓菌核的多糖含量最高 ,达 56. 41 mg/ g ,人工白苓最低 ,为 15. 95 mg/ g。说明在 3

个菌株中 ,X2合成猪苓多糖的能力较强 ,药用价值高 ,质量最优 ;3种不同发育阶段的菌核中 ,野生黑苓的质量最优。
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Studie s on microstructure and polysaccharides content
of hyphae and sclerotia of Grifola umbellata
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Abstract : Morp hology and polysaccharides content of hyp hae of 3 different Gri f ol a umbel l ate st rains

and microst ruct ure and pdysaccharides sclerotia of Gri f ol a umbel l ate in various develop mental stages were

st udied. The st udy showed t hat hyp hae of 3 st rains were apparently different in morp hology and amount of

asexual spores ,formation of rhizomorp h and calcim oxalate crystal ;t he hyp hae of X2 st rain was t he best in

growt h speed ,which grew prosperosly and thickly ,and content of int racellular polysaccharides and ext ra2
cellular polysaccharides of X2 st rain were bot h the highest ,being 30. 4 mg/ g and 0. 111 mg/ mL ; sclerotia

derived f rom hyp hae and sclerotia obtained in t he field were similar in morp hology and microst ruct ure ;in

polysaccharides content ,wild black sclerotia was t he highest ,being 56. 41 mg/ g ,while artificial white scle2
rotia derived f rom hyp hae was t he lowest ,being 15. 95 mg/ g. It could be concluded X2 st rain was the best

one in 3 different Gri f ol a umbel l ate st rains ,and black sclerotia was the highest one in quality.

Key words : Gri f ol a umbel l at a ; microst ructure ;polysaccharides of Gri f ol a umbel l ate

　　猪苓 [ Gri f ol a umbel l at a ( Pers. ) Pilat ]是一种

药用真菌 ,又名猪屎苓、野猪苓等。在分类学上 ,猪

苓隶属于真菌门 ( Eumycota) 、担子菌亚门 (Basidio2
mycotina) 、层菌纲 ( Hymenomycetes ) 、非褶菌目
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(Ap hyllop horales) 、多孔菌科 ( Polyporaceae) [1 ]。猪

苓的药用价值在我国古代早有应用和记载 ,中医临

床上常用于治疗急性肾炎、淋病、糖尿病、全身浮肿、

小便不畅、急性胃炎等疾病。

猪苓的有效成分为猪苓多糖 ,猪苓多糖含量是

控制猪苓药材质量的一个重要指标[ 2 ]。目前 ,对猪

苓的研究大多集中在猪苓的培养条件、培养基筛选

和猪苓实用栽培技术等方面 ,而对猪苓的许多生物

学特性尚不清楚。为此 ,本试验研究了猪苓 3 个菌

株菌丝体的形态结构、多糖含量 ,并对不同发育阶段

菌核的显微结构和多糖累积进行了研究 ,以期进一

步了解猪苓的生长发育特性和多糖积累规律。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　菌 　株 　野生鲜猪苓采自太白山阴坡、阳

坡 ,以及陕西略阳猪苓种植厂 ,分离获得 X1、X2 和

X3共 3个菌株。

1. 1. 2　菌　核　猪苓菌核在不同发育阶段时 ,其形

态有较大差别 ,从母体菌核上萌发产生的新猪苓颜

色洁白 ,称为白苓 ;生长的当年由于气候条件的变化

白苓很快变为灰色或次年完全变为灰褐色 ,称为灰

苓 ;再经 1个冬季完全变成黑色 ,称为黑苓。试验中

人工白苓为实验室内人工培养出菌株 X1 的白苓 ;

野生的白苓、灰苓和黑苓均采自陕西略阳猪苓种植

厂 ,即菌株 X3的野生菌核。

1. 2　方　法

1. 2. 1　菌株培养　采用菌核内部组织分离法。

(1) 固体培养基培养。选用 PDA 固体培养基 ,

自然 p H ,24 ℃、黑暗条件下培养。

(2) 液体培养。选用 PDA 液体培养基 ,自然

p H ,24 ℃、120 r/ min ,黑暗条件下培养[324 ]。

1. 2. 2　菌株菌丝生长速度测定 　选择生长良好的

菌株 X1、X2和 X3的平板培养菌丝体 ,用 1 cm打孔

器转接 ,转接后固体培养 ,培养过程中每 3 d测量 1

次菌落直径 ,计算菌丝生长速度。

1. 2. 3 　菌丝体显微观察　选择生长良好菌株 X1、

X2和 X3的平板培养菌丝体 ,采用水浸片法[5 ]观察

菌丝及孢子形态 ,用乳酸石炭酸棉兰液染色 ,在光学

显微镜下观察并拍照。

1. 2. 4　菌核显微观察　取新鲜、生长良好的人工白

苓 ,野生白苓、灰苓和黑苓 ,分别将 4种菌核切成边

长约 5 mm的立方小块 , FAA 固定 ,常规方法石蜡

切片[ 6 ] ,片厚 7μm ,番红2固绿染色 ,光学显微镜下

观察并拍照。

1. 2. 5　猪苓多糖含量的测定[729 ] 　采用苯酚2硫酸
法。

(1) 回归方程的建立。精确称取无水葡萄糖

(105 ℃干燥 4 h至恒重) 25 mg ,置 500 mL 容量瓶

中 ,加蒸馏水溶解并稀释至刻度 ,摇匀。分别精确吸

取上述溶液 0. 2 ,0. 4 ,0. 6 ,0. 8 ,1. 0 mL 于具塞刻度

比色管中 ,加蒸馏水至 l mL ,然后加体积分数 5 %苯

酚溶液 l mL ,硫酸 5 mL ,混匀 ,置沸水浴中加热 15

min ,取出置冰浴中冷却 30 min ,在 490 nm波长处

分别测定其吸光度 ( A 值) 。

(2) 菌核多糖含量的测定。分别洗净人工白

苓 ,野生白苓、灰苓和黑苓 ,于 60 ℃烘干至恒重 ,粉

碎机粉碎。精确称取干燥的猪苓粉末 0. 2 g ,加体积

分数 80 %乙醇 100 mL ,置水浴中回流 1 h , 3 000

r/ min离心 10 min ,收集沉淀 ,加蒸馏水 80 mL ,90

℃水浴中加热回流 2 h ,提取 2次 ,3 000 r/ min 离心

10 min ,残渣及烧瓶用热水洗涤 3次 ,合并滤液与洗

液 ,浓缩后 ,转移至 100 mL 容量瓶中 ,加蒸馏水至

刻度 ,摇匀。精确量取 1 mL 至试管中 ,加体积分数

5 %苯酚溶液 l mL ,硫酸 5 mL ,混匀 ,置沸水浴中加

热 15 min ,取出置冰浴中冷却 30 min ,在 490 nm波

长处分别测定其吸光度 ( A 值) 。

(3) 菌丝体多糖含量的测定。分别真空抽滤液

体摇瓶中培养的猪苓菌株 X1和 X2发酵液 (滤液备

用) ,所得菌丝体用蒸馏水冲洗 3次 ,冲去菌丝体上

的培养基 ,置于放有滤纸的培养皿上自然干燥去除

大量水分 ,然后 60 ℃烘干至恒重 ,研磨至粉末状。

称取粉末 0. 2 g ,其余步骤同 1. 2. 5 (2) 。

(4) 发酵液多糖含量的测定。分别量取 1. 2. 5

(3)中抽滤所得滤液 20 mL ,置于三角瓶中 ,加入 80

mL 无水乙醇 ,混匀 ,其余步骤同 1. 2. 5 (2) 。

2　结果与分析

2. 1　不同猪苓菌株菌丝体形态的比较

表 1和图 1表明 ,在猪苓 3种菌株中 ,X1、X2和

X3的菌丝直径相同。X1和 X2菌株的菌丝形态、菌

落生长状态、锁状联合、无性孢子数、草酸钙方晶数

均基本相同。X1、X2 和 X3 菌株的孢子形态、菌索

数和菌索形态均不相同。

X2菌株的菌丝体生长快、长势旺 ,有锁状联合

(图 2) ,菌丝体浓密洁白 ,且很容易形成菌索 ,是 3

种猪苓菌株中生命力最强的。

X3菌株菌落不完整 ,菌丝生长十分缓慢 ,且很
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快就停止生长 ,形成大量的无性孢子和草酸钙方晶。

在 X3菌株培养的菌丝体中未观察到锁状联合和菌

索 ,该菌株菌丝体的生长能力较差 ,但是形成休眠体

无性孢子的能力强。
表 1　不同猪苓菌株菌丝体形态的比较

Table 1　Morphology comparison in hyphae of 3 different Gri f ola umbel late st rains

菌株
St rains

菌丝直径/μm
Hyphae diameter

菌丝形态
Hyphae morphology

菌落生长状态
Colony growt h

锁状联合
Clamp connection

无性孢子数
Asexual spores

X1 2～3
丝状 ,多级分枝
Filiform ,multilevel branches

　浓密、紧凑
　Dense ,compact

　　有 Exist 　　少 Less

X2 2～3
丝状 ,多级分枝
Filiform ,multilevel branches

　浓密、紧凑
　Dense ,compact

　　有 Exist 　　少 Less

X3 2～3
片段菌丝
Fragment hyphae

　生长缓慢、蓬松
　Slow growt h ,fluffy

　　无 Non2exist 　　多 More

菌株
St rains

孢子形态
Asexual spores

morphology

孢子大小 (长×宽) /μm
Dimensions of asexual

spores (lengt h×breadt h)

草酸钙方晶数
Calcium oxalate

菌索数
Rhizomorph

菌索形态
Rhizomorph morphology

X1

介于短棒状与哑铃
状间 Between short
rod2shaped and
dumbbell2shaped

(10～12) ×2 　　　少 Less 　　少 Less 　　细 Thin

X2
哑铃形
Dumbbell2shaped

(8～10) ×2 　　　少 Less 　　多 More 　　粗 Thick

X3
短棒状
Short rod2shaped

(8～10) ×2 　　　多 More 　　无 Non2exist 　　-

图 1　3种不同猪苓菌株无性孢子的显微结构 (×400)

Fig. 1　Asexual spores microst ructure of 3 different Gri f ola umbel late st rains (×400)

A. X1 ;B. X2 ;C. X3

图 2　菌株 X2的锁状联合 ( ×400)

Fig. 2　Clamp connection of st rain X2 (×400)

2. 2　不同猪苓菌株菌丝生长速度的比较

图 3结果表明 ,随培养时间的延长 ,X1和 X2菌

株的菌落半径迅速增加 ,但 X3 菌株的菌落半径增

加缓慢。菌株 X2的菌丝体生长速度最快 ,为0. 245 8

cm/ d ;X1的生长速度次之 ,为 0. 228 6 cm/ d ; X3的

生长速度最慢 ,为 0. 034 3 cm/ d。由此可知 ,在

PDA培养基中 ,3种猪苓菌株的菌丝体生长速度为 :

X2 > X1 > X3。菌丝体的生长 ,在营养供应等条件

适宜的情况下没有明显的波动 ,大体上呈匀速生长。

经观察可知 ,菌株 X1 和 X2 菌丝体的长势始终很

旺 ,直至长满培养皿 ,但菌株 X3在菌落直径生长至

3 cm左右就几乎停止生长。

2. 3　不同猪苓菌株菌丝体及发酵液多糖含量的比

较

由于菌株 X3 的菌丝生长缓慢 ,且很快停止生

长 ,所以在液体培养时 ,没有得到 X3的菌丝体和发

酵液 ,只对 X1和 X2进行比较。

　　经测定可知 ,菌株 X1 菌丝体的多糖含量为

27. 4 mg/ g ,其发酵液多糖含量为 0. 095 mg/ mL ;菌

株 X2菌丝体的多糖含量为 30. 4 mg/ g ,其发酵液多

糖含量为 0. 111 mg/ mL。

根据液体培养时每瓶抽滤所得菌丝体与发酵液
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的量计算认为 ,菌丝体内含有的多糖总量高于发酵

液 ,前者约为后者的 2～3 倍 ,即猪苓菌丝体产生胞

内多糖的量是胞外多糖的 2～3倍。X2菌株菌丝体

和发酵液中的多糖含量均高于 X1 ,说明 X2合成猪

苓多糖的能力较强 ,药用价值高 ,质量较优。

图 3　不同猪苓菌株菌丝生长速度的比较

Fig. 3　Growth speed of hyphae in different

Gri f ola umbel late strains

图 4　不同发育阶段猪苓菌株菌核多糖含量的比较

Fig. 4　Polysaccharides content of sclerotia in

various developmental stages

2. 4　不同发育阶段猪苓菌株菌核多糖含量的比较

由图 4 可见 ,野生黑苓的多糖含量高达 56. 41

mg/ g ,其次为野生白苓 26. 14 mg/ g和野生灰苓21. 93

mg/ g ,人工白苓的多糖含量最低 ,为 15. 95 mg/ g。

从图 4可以看出 ,随着菌龄的增加 ,菌核中多糖

含量基本呈上升趋势。菌核多糖含量的高低顺序为

野生黑苓 >野生白苓 >野生灰苓 >人工白苓 ,其中

野生黑苓菌核多糖含量约为野生白苓和灰苓的 2

倍 ,为人工白苓的 3～4 倍。由此可知 ,野生黑苓是

猪苓菌核入药的最佳发育阶段 ,应选择野生黑苓作

为商品苓。野生灰苓多糖含量较白苓低 ,这可能与

蜜环菌的侵入有关 ,需进一步研究。人工白苓的多

糖含量仅为野生白苓的 61 % ,这可能是因为自然界

中环境和营养更适宜猪苓生长。

2. 5　不同猪苓菌核显微结构的观察比较

由显微观察可知 ,野生白苓的内部结构幼嫩 ,菌

丝分布均匀 ,排列较疏松 ,菌丝分化不明显 ,菌丝直

径基本相同 ;未观察到有蜜环菌侵入点 ,菌核体内也

未发现有包围蜜环菌的隔离腔 ;没有明显的表皮、表

皮下层、疏松菌丝层的分化 ,表皮番红染色呈红色 ,

紧贴表皮内侧有一层排列相对紧密的菌丝 ,但只是

一薄层 ,厚度约为表皮的 1/ 2 ,这很可能就是正在分

化的表皮下层 (图 5A) 。

图 5　3种不同猪苓菌核的显微结构 ( ×400)

A.野生白苓 ;B.野生灰苓 ;C.野生黑苓

Fig. 5　Microst ructure of 3 different Gri f ola umbel late sclerotia (×400)

A. White sclerotia ;B. Grey sclerotia ;C. Black sclerotia

　　人工白苓与野生白苓的显微结构相似。

野生灰苓的结构中 ,菌丝分化程度高 ,可明显观

察到粗菌丝和细菌丝两种菌丝 ,其直径分别为 5～6

μm和 2μm。已经有了明显的表皮、表皮下层、疏松

菌丝层的分化 ,其表皮木质化程度高 ,番红染色呈红

色 ;表皮下层菌丝排列十分紧密 ,厚度为表皮的 4～
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5倍 ,菌丝多为细菌丝 ,最细菌丝的直径约 1μm ;疏

松菌丝层中菌丝排列疏松 ,粗菌丝和细菌丝交错排

列 ,但是两种菌丝并不是均匀分布 ,或者以细菌丝为

主 ,或者以粗菌丝为主。从表皮开始 ,由外向内 ,粗

菌丝所占比例越来越大 ,最粗菌丝的直径可达 5～7

μm。粗菌丝和细菌丝的这种有规律排布 ,可能与其

在菌核生长发育中的分工不同有关。野生灰苓结构

中 ,可观察到个别被染成粉红色的点 ,这可能是菌核

中贮存的某种物质的颗粒或结晶体。偶尔可看到蜜

环菌侵入点 ,菌核体内可观察到隔离腔 ,但数量少、

体积小 (图 5B) 。

野生黑苓菌核结构已经高度分化 ,可以观察到

粗菌丝和细菌丝两种菌丝形态 ,其菌丝直径分别为

5～6μm和 2μm ,粗菌丝较少 ,出现很多圆形的结构。

可观察到很多膨大的结构 ,仍然有一些很细的菌丝 ,

但是粗菌丝大多数已经变形。有明显的表皮、表皮下

层、疏松菌丝层的分化。可看到被蜜环菌侵入的侵入

点及隔离腔 ,有的隔离腔已开始变空 (图 5C)。

3　结论与讨论

(1)本试验结果表明 ,3 种猪苓菌株 X1、X2 和

X3的孢子形态存在明显差异。这可能是由于其在

猪苓属中分属不同的种 ,也可能是猪苓的一种进化

或变异所致。

(2) 3种猪苓菌株 X1、X2 和 X3 中 , X2 菌株的

菌丝体生长快、长势旺、有锁状联合 ,菌丝体浓密纯

白 ,且很容易形成菌索、多糖含量高 ,因此 , X2 菌株

可能是人工种植猪苓时比较理想的种苓。

(3)菌丝体中多糖含量 (X1菌株 27. 4 mg/ g ,X2

菌株 30. 4 mg/ g)高于野生白苓 (26. 14 mg/ g) 、灰苓

(21. 93 mg/ g) 。许广波等[10 ]研究表明 ,猪苓菌丝体

和猪苓菌核中提取多糖的主要组成成分均相同。因

此 ,单从多糖这种药用成分来考虑 ,可以认为菌丝体

的药用价值与菌核相当。在菌丝体和菌核的其他有

效营养成分上 ,仍需进一步研究。若能通过发酵 ,短

期内得到各种有效成分均合格的猪苓菌丝体 ,可以

考虑用菌丝体入药来代替菌核 ,从而解决菌核生长

周期长的问题。

(4)对菌丝体及菌核显微结构观察发现 ,培养基

上未形成菌核的菌丝与菌核中的菌丝直径存在差

异。培养基中只有一种菌丝 ,直径约为 2～3μm ;菌

核中存在粗菌丝和细菌丝 ,直径分别为 5～6μm和

2μm。培养基中菌丝多糖含量明显低于野生黑苓。

因此 ,在由培养基上纯培养的菌丝分化为膨大菌丝 ,

再由此形成具有高度组织分化的猪苓菌核的过程

中 ,菌丝不仅在形态结构上发生了变化[ 11 ] ,同时有

效成分的积累也在递增。

(5)野生黑苓多糖含量远高于其他发育阶段的

菌核 ,这一方面与随生长年限的延长 ,多糖积累的越

多有关 ,另一方面可能与蜜环菌的侵染有关。郭顺

星等[12 ]曾指出 ,蜜环菌侵染的猪苓菌核部位糖类成

分含量高于其他部分 ,蜜环菌的侵染不但促进了猪

苓菌核的繁殖和生长 ,而且对猪苓菌核糖类成分含

量的提高也有显著作用。
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