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*目的+对
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株寄生于枣树的野生粗毛纤孔菌进行鉴定和系统发育分析(探讨其深层发酵液的抗氧化

与抗菌活性(为进一步开发利用粗毛纤孔菌提供科学依据)*方法+通过形态学特征试验和
FS=*B/5

序列分析(对

野生粗毛纤孔菌进行鉴定'基于
FS=#CD<&=CFS=$

序列的长度,碱基构成和变异程度(对粗毛纤孔菌遗传多样性进行分

析'测定野生粗毛纤孔菌深层发酵液提取物对羟基和
BQQ̀

自由基的清除率(以及其对肺炎克雷伯菌,铜绿假单胞杆

菌,大肠杆菌和金黄色葡萄球菌的抑菌圈直径(以此分析其抗氧化,抗菌活性'通过检测经一定温度和紫外照射处理

的菌株发酵液提取物的抗氧化,抗菌活性(分析其抗氧化,抗菌活性的稳定性)*结果+根据菌株形态学特征试验和

FS=*B/5

序列分析(将野生菌株鉴定为粗毛纤孔菌!
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")不同地域的粗毛纤孔菌
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序

列长度在
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含量在
!!<!Y
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D#<&Y

(序列总变异率达
D$<H%Y

(表明其在自然界中具有丰富的遗传多

样性)粗毛纤孔菌深层发酵液提取物具有一定的抗氧化和抗菌活性(且活性与发酵液提取物质量浓度呈正相关(当

质量浓度为
$L

T

$

L̂

时(其对羟基自由基的清除率达到
"D<M"Y

(对
BQQ̀

自由基清除率达
M#<M#Y

'当质量浓度为

#%L

T

$

L̂

时(其对铜绿假单胞杆菌和金黄色葡萄球菌表现出一定的抑制作用(但对肺炎克雷伯菌和大肠杆菌未表现

出抑制作用'其抗氧化与抗菌活性具有较好的稳定性)*结论+获得了粗毛纤孔菌遗传多样性的基础信息(其深层发

酵液具有一定的抗氧化与抗菌活性)
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)粗

毛纤孔菌是兼性腐生菌(以寄生为主(寄主主要有水

曲柳,榆树,杨树,日本槐和桑树(在东北地区以水曲

柳上常见(在西北地区以桑树上常见%

$

&

(其常常被误

认为是桑黄)但桑黄及其相近种类往往对寄主树木

具有专一性(且子实体为多年生(而粗毛纤孔菌没有

这一特性%

G

&

)粗毛纤孔菌是一种药用真菌(国内外

对粗毛纤孔菌的研究主要集中在其子实体的活性等

方面(如抗病毒%

!

&

,抗衰老%

D

&

,降血脂%

"

&

,提高免疫

力%

H

&等生物活性)大型真菌的传统分类主要依据子

实体的形态和孢子等特征进行(但有时受环境影响(

同一物种的形态可能会表现出较大差异(给分类和

鉴定带来了一定的困难'而分子生物学鉴定技术受

环境影响较小(鉴定过程更容易(结果也更准确%

&

&

)

目前(用于真菌分类研究的分子生物学技术主要包

括
P5QB

%

M

&

,

FS=

%

#%C##

&和
57̂ Q

%

#$

&等(其中
FS=

序列

具有进化速率快,稳定性好和测序方便的特点(已经

应用于多种真菌种属水平的分类鉴定和遗传多样性

等研究中%

#GC#&

&

)

目前(尚未见关于粗毛纤孔菌遗传多样性及其

深层发酵液抗氧化,抗菌活性的研究报道)为此(本

试验对
#

株野生粗毛纤孔菌进行了分类鉴定(并基

于
FS=

序列对其进行了遗传多样性分析(初步探讨

了其深层发酵液的抗氧化,抗菌活性(以期为更好地

开发利用这一珍稀菌种资源提供依据)
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材料与方法
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!

材
!

料
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!

供试菌株
!

粗毛纤孔菌菌株
R#

子实体采

于宁夏中卫市的野生枣树树干!菌株
FS=

序列
/RC

WF

登录号#

V7#&GM!H

"(分离纯化培养的菌丝保存

于福建农林大学生命科学学院微生物工程实验室)

#<#<$

!

主要仪器与试剂
!

主要仪器包括高压蒸汽

灭菌锅!

V'CD!5

型(上海施都凯仪器设备有限公

司",超净工作台!

=]CR'C$7

型(苏州净化设备有限

公司",高速冷冻离心机!

=S#"P

型(美国
S13*L(

公司"和
QRP

扩增仪!

V

;

>

;

>-3*

型(美国
W9(CP,@

公

司"(主要试剂有真菌
B/5

提取试剂盒!

=(-,*c9(

公

司",二苯基苦味酰基苯肼!

BQQ̀

"!

=9

T

L,

公司"(

另有乙醇,硫酸亚铁,水杨酸等(均为国产分析纯)

马铃薯葡萄糖液体培养基!

QBW

"#马铃薯!去

皮"

$%%

T

,葡萄糖
$%

T

(沸水煮沸
G%L9+

(

G

层纱布

过滤(加水定容至
#^

(

K

`

自然'马铃薯葡萄糖固体

培养基!

QB5

"#

#^QBW

中加
#&

#

$%

T

琼脂(

#$#f

高压灭菌
G%L9+

后制得)

#<$

!

方
!

法

#<$<#

!

菌株的分离纯化与形态学鉴定
!

用蘸有体

积分数
HDY

酒精的脱脂棉球将供试菌株子实体表

面擦净(用灭菌的手术刀将其纵向剖开(在切面的中
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第
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心部位切取一小块菌组织(用灭菌镊子夹取置于加

抗生素的
QB5

平板培养基上(

$Df

培养(长出菌丝

后再转入到
QB5

试管斜面培养基中保藏)

参照崔宝凯等%

#M

&和中国真菌志第
$M

卷中有关

粗毛纤孔菌的鉴定方法对菌株进行形态学鉴定)首

先将试管菌株接入平板
QB5

培养基活化(待长满后

用直径
%<">L

的打孔器制备菌饼(接种至
QB5

平

板中央(

$D f

培养(每天观察菌落形态,颜色等性

状)采用插片法观察菌株
R#

的菌丝形态(具体方

法为#在距离菌饼
$>L

处(将灭菌盖玻片倾斜
!Dp

插

入培养基中(

$Df

培养
H@

后用镊子取出盖玻片(有

菌丝面朝上置于载玻片上(显微镜下观察菌丝形态

特征'收集子实体中的孢子(置显微镜下观察)

#<$<$

!

菌株的分子鉴定与系统发育分析
!

!

#

"

*BC

/5FS=

测序)将供试菌株接种到常规
QB5

斜面

培养基%

$%

&上(

$Df

培养
H@

(得到菌丝备用)挑取少

量菌丝(利用真菌
B/5

提取试剂盒提取基因组

B/5

(以
FS=#

!

DeCSRR\S5\\S\55RRS\R\\C

Ge

"和
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!

DeCSRRSRR\RSS5SS\5S5S\RC

Ge

"为引物%
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(扩增菌株
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的
*B/5FS=

序列)

QRP

反应体系为#
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#%LL(-
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"
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(模板
B/5

约
D%+

T

(

FS=#

和
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各
#

$

^

(

D0

E

B/5

聚合酶
%<$D
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(

@@̀
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E

补

足至
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QRP

扩增条件为#

M! f

预变性
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M!f

变性
#L9+

(

DDf

退火
DD4

(

H$f

延伸
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L9+

(共
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个循环'

H$f

终延伸
#%L9+

(

!f

终止反

应)将
QRP

产物送至上海生工生物工程技术服务

有限公司测序)
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"分子鉴定与系统发育分析)通过
W-,40+

功

能(将测序后的菌株
R#*B/5

序列在
\3+W,+J

!

10C

0

K

#$$

222<+>c9<+-L<+91<

T

(:

"中进行同源比对'选

取同源性较高的序列及其他种属真菌
*B/5FS=

序

列%

$$
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(用
B/5V5/:3*49(+"

和
R-)40,-X:3*49(+

#<&

编辑后(采用
V?\5"<%

的
/39

T

1c(*C'(9+9+

T

法构建系统发育进化树%

$G

&

(用樟芝!

=-43$<&0#0>K

I

8$3040

"作为外群进行
#%%%

次自展抽值(以检验

分子进化树的可靠性%

$!

&

(判断菌株
R#

所处的分类

学地位(并以
[9L)*,$C

K

,*,L303*

模型计算菌株间

的遗传距离%

$D

&

)以
\(+i,-3i

等%

$"

&公布的
?-$-$46.

属真菌
*B/5FS=

序列为参照(对菌株
R#

与
/RWF

数据库收录的来自全球不同地域的
#D

个粗毛纤孔

菌
*B/5FS=

序列进行界定(除去
De

端
#&=*B/5

及
Ge

端
$&=*B/5

序列(保留
FS=#CD<&=CFS=$

序

列)以
R-)40,-X:3*49(+#<&

进行序列两两比对及

多序列比对(对比对结果进行人工修正(对位排列结

果中若有空位或缺失数据均作删除处理)

#<$<G

!

粗毛纤孔菌深层发酵液提取物的抗氧化与

抗菌活性
!

!

#

"深层发酵液提取物的制备)将试管

菌种接到平板培养基上进行活化(活化完后将平板

打孔(将菌片接入
QBW

液体培养基(于
$Df

避光发

酵培养
!D@

)发酵完成后(收集并浓缩发酵液(用乙

酸乙酯进行萃取(将萃取液减压蒸馏浓缩成干膏(用

于抗氧化及抗菌试验)

!

$

"羟基自由基清除率的测定)羟基自由基清

除能力测定参照白生文等%

$H

&的方法(采用水杨酸
C

硫酸亚铁法测定)在试管中依次加入
MLL(-

$

^

的

水杨酸
C

乙醇溶液,

MLL(-

$

^

的
73=E

!

溶液,不同

质量浓度!

%<$

(

%<!

(

%<&

(

#<$

(

#<"

(

$<%L

T

$

L̂

"的样

品溶液和
&<&LL(-

$

^

的
`

$

E

$

溶液各
#L̂

(最后

加蒸馏水补至
#DL̂

(摇匀(置于
GHf

水浴中反应

#DL9+

(在波长
D#%+L

处测定吸光度
=

L

(以蒸馏水

#L̂

替代样品溶液测定吸光度
=

%

(以蒸馏水
#L̂

替代
`

$

E

$

测定吸光度
=

L%

(根据下式计算清除率)

重复
G

次(取平均值)

清除率
o

=

%

O

!

=

L

O=

L%

"

=

%

d#%%Y

)

!

G

"

BQQ̀

自由基清除率的测定)

BQQ̀

自由

基清除能力的测定参照
=,9

T

,

等%

$&

&的方法)取不同

质量浓度!

%<$

(

%<!

(

%<&

(

#<$

(

#<"

(

$<%L

T

$

L̂

"的样

品溶液
$L̂

和
$d#%

O!

L(-

$

^

的
BQQ̀

无水乙醇

溶液
$L̂

(加入试管中摇匀(室温下密闭静置
G%

L9+

(于波长
D#H+L

处测得吸光度
=

&

(再于波长

D#H+L

处测
$L̂ BQQ̀ Z$L̂

蒸馏水的吸光度

=

#

和
$L̂

样品
Z$L̂

无水乙醇的吸光度
=

7

)根

据下式计算
BQQ̀

自由基清除率)重复
G

次(取平

均值)

清除率
o#O

=

&

O=

7

=

#

d#%%Y

)

#<$<!

!

粗毛纤孔菌深层发酵液提取物的抗菌活

性$

$MCG$

%

!

采用双倍稀释法(将粗毛纤孔菌发酵液提

取物浸膏配制成质量浓度分别为
$%

(

#%

(

D

(

$<D

(

#<$D

(

%<"$DL

T

$

L̂

的抑菌液(备用'在超净工作台

上(用一次性无菌注射器吸取
#%%

$

^

指示菌!分别

为肺炎克雷伯菌,铜绿假单胞杆菌,大肠杆菌,金黄

色葡萄球菌"悬液!浓度约
$<Gd#%

"

R78

$

L̂

"(注

入培养基中(并用无菌三角涂布棒将其涂布均匀后

备用'使用三点接种法用镊子分别将浸有不同质量

浓度粗毛纤孔菌抑菌液,

$L

T

$

L̂

链霉素水溶液

./7
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!阳性对照"和二甲基亚砜水溶液!阴性对照"的滤纸

片!直径
&LL

"(放在测试菌平板上(各重复
G

次)

将以上平板倒置于
GHf

恒温培养箱中培养
$!1

(测

量抑菌圈直径(取平均值)

#<$<D

!

粗毛纤孔菌深层发酵液提取物抗氧化和抗

菌活性的稳定性$

GG

%

!

取
"

份
$L

T

$

L̂

的粗毛纤孔

菌发酵液提取物样品溶液(分别置于
%

(

$%

(

!%

(

"%

(

&%

(

#%%f

下处理
G%L9+

(按照
#<$<G

节的方法(测

定
BQQ̀

自由基清除率'同理(以金黄色葡萄球菌

为指示菌(按照
#<$<!

节的方法(测抑菌圈直径)取

"

份
$L

T

$

L̂

的粗毛纤孔菌样品溶液(分别用紫外

光照射
%

(

#

(

$

(

G

(

!

(

D1

(按照
#<$<G

节的方法(测定

BQQ̀

自由基清除率'取
"

份
$%L

T

$

L̂

的粗毛纤

孔菌发酵液提取物样品溶液(分别用紫外光照射
%

(

#

(

$

(

G

(

!

(

D1

(以金黄色葡萄球菌为指示菌(按照

#<$<!

节的方法(测抑菌圈直径)根据试验结果(判

断该菌抗氧化和抗菌活性的稳定性)

#<$<"

!

数据处理及分析
!

试验数据用-平均值
n

标

准差!

Jn.

".表示(用
=Q==#G<%

统计软件分析处

理)两组间的均数比较采用
4

检验法(

9

#

%<%D

表

示有统计学意义)

$

!

结果与分析

$<#

!

粗毛纤孔菌的形态学鉴定

菌株
R#

的菌落为圆形(初期菌丝白色(呈绒毛

状沿着接种块向外辐射状生长!图
#C,

"(后期菌丝变

成黄色(无明显环纹!图
#Cc

"'显微镜下菌丝生长初

期无色透明(极少分枝(菌丝有不明显的分隔!图
#C

@

(

3

"'老熟菌丝细胞液变成淡黄色!图
#C.

"'菌丝在

V3-i3*

和棉蓝试剂中均无变色反应)子实体表面

有大量褐色粗毛!图
#C

T

"'担孢子椭圆形(金黄褐色(

明显厚壁(在
V3-i3*

试剂中无变色反应(大小为

!

&<D

#

#%

"

$

Ld

!

"<G

#

&<"

"

$

L

(平均长
M<$D

$

L

(

平均宽
H<!D

$

L

!图
#C>

")以上特征与中国真菌志

第
$M

卷中对粗毛纤孔菌特征的描述相吻合(初步判

断菌株
R#

为粗毛纤孔菌!

?-$-$46.8&.

I

&<6.

")

,<

生长初期菌落'

c<

生长后期菌落'

><

担孢子'

@<

初始阶段菌丝'

3<

旺盛期菌丝'

.<

老熟菌丝'

T

<

褐色粗毛

,<R(-(+

;

,03,*-

;

40,

T

3(.

T

*(201

'

c<R(-(+

;

,0-,03*40,

T

3(.

T

*(201

'

><=

K

(*3c3,*9+

T

'

@<F+909,-40,

T

31

;K

1,3

'

3<A9

T

(*()41

;K

1,

'

.<V,0)*3L

;

>3-9)L

'

T

<W*(2+41,

T

图
#

!

菌株
R#

的形态学鉴定

79

T

<#

!

W9(-(

T

9>,-9@3+09.9>,09(+(.40*,9+R#

$<$

!

粗毛纤孔菌的分子鉴定与系统发育分析

通过
QRP

扩增和测序发现(菌株
R#

的
*B/5

FS=

序列与
\3+W,+J

中粗毛纤孔菌
[Q!!"DM"

的

*B/5FS=

序列最为接近!相似度为
M&Y

"(结合形

态学鉴定结果(可确定该菌株为粗毛纤孔菌!

?"

8&.

I

&<6.

")选取
M

株同源性较高的纤孔菌属
*B/5

FS=

序列用
/39

T

1c(*C'(9+9+

T

法构建系统发育进化

树(以樟芝!

="#0>

I

8$3040

"为外群(结果见图
$

(菌

株间的遗传距离结果见表
#

)

由图
$

和表
#

可见(粗毛纤孔菌与安德松纤孔

菌!

?"0-<(3.$-&&

"亲缘关系较近(遗传距离为

%<%"#

'剖氏纤孔菌!

?"

I

04$6&%%03<&&

"与里克纤孔菌

!

?"3&#O&&

"聚为一族(遗传距离为
%<%%!

(两者亲缘

关系非常近'拟栎核纤孔!

?".6;<3

/

$

I

8&%0

"与柽柳

核纤孔菌!

?"40>03&#&.

"聚为一族(遗传距离为

%<%H$

'薄壳纤孔菌!

?"#64&#6%03&.

"与桦纤孔菌!

?"

$;%&

E

66.

"未聚为一族(其遗传距离为
%<#$G

(亲缘关

系较远)

//7

第
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图
$

!

#%

株纤孔菌
*B/5FS=

序列的系统发育树

79

T

<$

!

Q1

;

-(

T

3+309>0*33(.#%?-$-$46.40*,9+4c,43@(+*B/5FS=43

a

)3+>3

表
#

!

#%

株纤孔菌菌株间的遗传距离

S,c-3#

!

\3+309>@940,+>34c30233+#%?-$-$46.40*,9+4

菌株
=0*,9+ # $ G ! D " H & M #%

$ %<%!D

G %<$#% %<$%M

! %<$$& %<$$$ %<%H$

D %<%"# %<%DH %<$#$ %<$$%

" %<%M# %<%H$ %<$#$ %<$$& %<%"#

H %<#H% %<#"& %<$GG %<$$M %<#!M %<#H!

& %<#"G %<#D& %<$DG %<$H$ %<#DD %<#$G %<$%$

M %<%MH %<%&! %<$#G %<$G! %<%DM %<%"G %<#"! %<#!"

#% %<%MH %<%&! %<$#& %<$G! %<%DM %<%"G %<#"! %<#!" %<%%!

## %<G%H %<$M$ %<$"M %<$M! %<$M% %<$M% %<G%% %<G$M %<$H" %<$H&

!!

注#

#<

菌株
R#

'

$<

粗毛纤孔菌'

G<

拟栎核纤孔'

!<

柽柳核纤孔菌'

D<

安德松纤孔菌'

"<

薄壳纤孔菌'

H<

纤孔菌'

&<

桦纤孔菌'

M<

剖氏纤孔菌'

#%<

里克纤孔菌'

##<

樟芝)

/(03

#

#<=0*,9+R#

'

$<?-$-$46.8&.

I

&<6.

'

G"?-$#64&..6;<3

/

$

I

8&%0

'

!"?-$#64&.40>03&#&.

'

D"?-$-$46.0-<(3.$-&&

'

""?-$-$46.#64&#6%03&.

'

H"?-$-$46.4

K

<

'

&"?-$-$46.$;%&

E

66.

'

M"?-$-$46.

I

04$6&%%03<&&

'

#%"?-$-$46.3&#O&&

'

##"=-43$<&0#0>

I

8$3040"

!!

基于
FS=#CD<&=CFS=$

序列对菌株
R#

与
/RWF

数据库中收录的来自全球不同地域的
#D

株粗毛纤

孔菌进行遗传多样性分析(结果见表
$

)

表
$

!

粗毛纤孔菌
*B/5FS=

序列长度及
\R

含量变异分析

S,c-3$

!

*B/5FS=43

a

)3+>34,+@\R>(+03+0(.?-$-$46.8&.

I

&<6.

菌株
FS=

登录号

=0*,9+FS=-(

T

9+

+)Lc3*

FS=#

长度$
c

K

3̂+

T

01

\R

含量$
Y

\R>(+03+0

D<&=

长度$
c

K

3̂+

T

01

\R

含量$
Y

\R>(+03+0

FS=$

长度$
c

K

3̂+

T

01

\R

含量$
Y

\R>(+03+0

总
FS=S(0,-FS=

长度$
c

K

3̂+

T

01

\R

含量$
Y

\R>(+03+0

V7#&GM!H

!

R#

"

$H$ !G<! #D& !H<D $&& !H<M H#& !"<#

?8$&$!&$ $"" !G<" #D& !H<D $M# !D<% H#D !D<%

?8M#&#$" $"$ !G<# #D& !H<D $M# !!<G H## !!<"

?8M#&#$D $"G !G<H #D& !H<D $&& !D<# H%M !D<#

?8M#&#$! $"G !D<$ #D! D$<" $MG D%<D H#% !M<%

?8M#&#$G $"" !G<" #D& !H<D $M# !D<% H#D !D<%

?8M#&#$$ $"" !!<% #D& !H<D $M% !D<$ H#! !D<$

[N"D!H!$ $&# !H<G #D& !"<& $"G !H<D H%$ !H<G

[7!!"DM" $"" !G<" #D& !H<D $M% !!<D H#! !!<&

5W&##&D" $"! !$<! #D& !H<D $&% !"<# H%$ !D<%

'XD%#G#D $G& D$<# #D& !"<& $#& DD<% "#! D#<&

7P"&"D"$ $"G !G<H #D& !H<D $M# !!<G H#$ !!<&

5NDD&"%$ $"$ !G<# #D& !H<D $M# !!<G H## !!<"

\8%"&DM$ $"G !G<% #D& !H<D $&! !!<% H%D !!<!

5N"$!MMG $%$ !G<" #D& !H<D $M% !D<D "D% !D<!

5V$"MH&! $&% !!<G #D& !H<D #M# !$<! "$M !!<D
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!!

表
$

显示(不同地域的粗毛纤孔菌
FS=

总序列

长度变异较大(为
"#!

#

H#&c

K

(相差
#%!c

K

'

FS=#

序列长度为
$%$

#

$&#c

K

(

D<&=

序列长度多为
#D&

c

K

(

FS=$

序列长度为
#M#

#

$MGc

K

)对
FS=#CD<&=C

FS=$

序列的碱基构成进行分析发现(

FS=#

与
FS=$

区域
\R

含量明显相异(

FS=#CD<&=CFS=$

的
\R

含量

为
!!<!Y

#

D#<&Y

(

FS=$

比
FS=#

的
\R

含量变化稍

大(分别为
!$<!Y

#

DD<%Y

和
!$<!Y

#

D$<#Y

(

D<&=

区的
\R

含量为
!"<&Y

#

D$<"Y

(这与序列长度变

异结果相一致)

为进一步探究粗毛纤孔菌
FS=#CD<&=CFS=$

的

序列变异程度(使用
V?\5"<%

将表
$

中
#"

株粗

毛纤孔菌的
FS=#CD<&=CFS=$

序列对位排列(共测得

H&&

个碱基位点(其可变位点,信息位点和序列变异

率见表
G

)从表
G

可知(

FS=#CD<&=CFS=$

总变异率

为
D$<H%Y

(其中
FS=$

较
FS=#

变异率高(达到了

"%<DGY

(

D<&=

序列比较保守(其变异率为
GD<&%Y

(

这与基于序列的长度变异和碱基构成分析的结果一

致)综上可知(粗毛纤孔菌在自然界中具有丰富的

遗传多样性)

表
G

!

粗毛纤孔菌菌株
FS=

序列的变异情况

S,c-3G

!

FS=43

a

)3+>34:,*9,09(+(.?-$-$46.8&.

I

&<6.

区域

P3

T

9(+4

位点总数$
c

K

S(0,-+)Lc3*(.

49034>(L

K

,*3@

可变位点$
c

K

/)Lc3*(.

:,*9,c-349034

信息位点$
c

K

/)Lc3*(.

K

,*49LC

9+.(*L,09:349034

插入缺失$
c

K

F+43*09(+4(*

@3-309(+4

变异率$
Y

P,03(.43

a

)3+>3

:,*9,09(+

FS=# G%" #"! G" #!$ DG<"%

D<&= #"D DM H ## GD<&%

FS=$ G#H #M$ !& #"% "%<DG

FS=

!

FS=#ZD<&=ZFS=$

"

H&& !#D M# G#G D$<H%

!!

在上述分析的基础上(进一步探究粗毛纤孔菌

遗传差异与地域的相关性(将上述
#"

株粗毛纤孔菌

序列进行聚类分析(结果见图
G

和表
!

)图
G

和表
!

数据表明(不同地域的粗毛纤孔菌之间存在一定的

遗传分化(遗传距离在
%

#

%<HH&

'在遗传距离
%<$

处可将其划分为
5

和
W

两个类群(类群
5

在遗传距

离
%<#

处又可划分为
$

个亚群(亚群
#

包含菌株

R#

,

?8$&$!&$

,

?8M#&#$"

,

?8M#&#$D

,

?8M#&#$!

,

?8M#&#$G

,

?8M#&#$$

,

[7!!"DM"

,

5W&##&D"

,

7P"&"D"$

,

5NDD&"%$

,

\8%"&DM$

,

5N"$!MMG

和

5V$"MH&!

菌株(亚群
$

仅有
[N"D!H!$

菌株(类群

W

仅有
'XD%#G#D

菌株)

图
G

!

基于
#"

株粗毛纤孔菌
*B/5FS=

序列的聚类分析结果

79

T

<G

!

R-)403*,+,-

;

494(.#"?-$-$46.8&.

I

&<6.*B/5FS=43

a

)3+>34

!!

由图
G

和表
!

可知(来自韩国的
5NDD&"%$

粗

毛纤孔菌和来自西班牙的
?8M#&#$"

粗毛纤孔菌遗

传距离为
%<%%%

'来自美国的
$

个粗毛纤孔菌菌株

5V$"MH&!

和
[N"D!H!$

分别属于类群
5

的
$

个亚

群(遗传距离为
%<$$#

'来自西班牙的
"

株粗毛纤孔

菌属于类群
5

的亚群
#

(聚类较集中(遗传距离为

%<%%%

#

%<#$"

(但来自德国和中国的
$

个菌株也都

属于亚群
#

)由此可见(全球不同地区粗毛纤孔菌

的遗传差异与地域性无明显的相关性(区域性特征

不明显)
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表
!

!

#"

株粗毛纤孔菌菌株间的遗传距离

S,c-3!

!

\3+309>@940,+>34c30233+#"?-$-$46.8&.

I

&<6.40*,9+4

菌株
=0*,9+ # $ G ! D " H & M #% ## #$ #G #! #D

$ %<%!G

G %<!"" %<%#G

! %<%!& %<%## %<%%$

D %<#"$ %<#$" %<##& %<##"

" %<%!G %<%%% %<%#G %<%## %<#$"

H %<%!G %<%%% %<%#G %<%## %<#$" %<%%%

& %<$&! %<$D! %<$G" %<$GM %<$HH %<$D! %<$D!

M %<%!G %<%%% %<%#G %<%## %<#$" %<%%% %<%%% %<$D!

#% %<%!# %<%!" %<%!& %<%!" %<#"$ %<%!" %<%!" %<$M& %<%!"

## %<DGH %<DG$ %<DGH %<DG$ %<"GG %<DG$ %<DG$ %<HH& %<DG$ %<DG$

#$ %<%D% %<%#G %<%%! %<%%$ %<##& %<%#G %<%#G %<$!$ %<%#G %<%!& %<D$&

#G %<%!" %<%#G %<%%% %<%%$ %<##& %<%#G %<%#G %<$G" %<%#G %<%!& %<DGH %<%%!

#! %<%!& %<%#D %<%%$ %<%%! %<#$# %<%#D %<%#D %<$GM %<%#D %<%!" %<D!# %<%%" %<%%$

#D %<%!& %<%#H %<%#H %<%#M %<#G# %<%#H %<%#H %<$D# %<%#H %<%DD %<DD! %<%$# %<%#H %<%#M

#" %<%DH %<%GM %<%$" %<%$& %<#!! %<%GM %<%GM %<$$# %<%GM %<%"$ %<DGH %<%G% %<%$" %<%$& %<%GH

!!

注!

/(03

"#

#<V7#&GM!H

!

R#

"'

$<?8$&$!&$

'

G<?8M#&#$"

'

!<?8M#&#$D

'

D<?8M#&#$!

'

"<?8M#&#$G

'

H<?8M#&#$$

'

&<[N"D!H!$

'

M<[7!!"DM"

'

#%<5W&##&D"

'

##<'XD%#G#D

'

#$<7P"&"D"$

'

#G<5NDD&"%$

'

#!<\8%"&DM$

'

#D<5N"$!MMG

'

#"<5V$"MH&!

)

$<G

!

粗毛纤孔菌深层发酵液提取物的抗氧化与抗

菌活性

粗毛纤孔菌深层发酵液提取物的抗氧化活性测

定结果如图
!

所示(在所选质量浓度范围内(粗毛纤

孔菌深层发酵液提取物对羟基自由基和
BQQ̀

自

由基均有一定的清除能力(且清除自由基的能力与

质量浓度呈正相关)当深层发酵液提取物质量浓度

为
$L

T

$

L̂

时(羟基自由基清除率达
"D<M"Y

(

BQC

Q̀

自由基清除率达到
M#<M#Y

)

!!

从表
D

可知(粗毛纤孔菌深层发酵液提取物对

铜绿假单胞杆菌和金黄色葡萄球菌具有一定的抑制

作用(且抑菌圈直径大小与质量浓度呈正相关性(但

对肺炎克雷伯菌和大肠杆菌未表现出抑制作用)

图
!

!

粗毛纤孔菌深层发酵液提取物对

$

种自由基的清除活性

79

T

<!

!

=>,:3+

T

9+

T

,>09:90934(.3_0*,>04.*(L?-$-$46.8&.

I

&<6.

4)cL3*

T

3@.3*L3+0,09(+c*(01(+02(.*33*,@9>,-4

表
D

!

粗毛纤孔菌深层发酵液提取物的抑菌活性

S,c-3D

!

5+09c,>03*9,-,>09:90934(.3_0*,>04.*(L.3*L3+0,09(+c*(01(.?-$-$46.8&.

I

&<6.

质量浓度$!

L

T

0

L̂

O#

"

R(+>3+0*,09(+

抑菌圈直径$
>L5+09c,>03*9,->9*>-3@9,L303*

肺炎克雷伯菌

:%(;.&(%%0

I

-(6>$-&0(

铜绿假单胞杆菌

9.(6<$>$-0.0(36

)

&-$.0

大肠杆菌

!.#8(3&#8&0#$%&

金黄色葡萄球菌

,40

I

8

/

%$#$##6.063(6.

阳性对照

Q(4909:3>(+0*(-

$<D#n%<%G #<$"n%<%$ G<&Mn%<%M G<#"n%<%$

阴性对照

/3

T

,09:3>(+0*(-

O O O O

%<"$D O O O O

#<$D O O O %<&Dn%<%$

$<D O O O %<&&n%<%!

D O O O %<M!n%<%G

#% O %<&$n%<%$ O %<MHn%<%$

$% O #<%%n%<%$ O #<#Gn%<%$

!!

注#-

O

.表示无抑菌作用)

/(03

#-

O

.

L3,+4+(c,>03*9(40,09>,>09(+<

!!

粗毛纤孔菌深层发酵液提取物的抗氧化与抗菌 活性稳定性试验结果!图
D

和图
"

"显示(经过不同
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温度和一定时长紫外光照处理后(粗毛纤孔菌发酵

液提取物的抗氧化和抗菌活性未呈现出较大变化(

与原有的活性基本相当(表明粗毛纤孔菌发酵液提

取物的抗氧化与抗菌活性具有一定的稳定性)

图
D

!

温度和紫外光照时间对粗毛纤孔菌发酵液提取物抗氧化活性的影响

79

T

<D

!

?..3>0(.03L

K

3*,0)*3,+@8A9**,@9,09(+09L3(+,+09(_9@,+0,>09:90

;

(.3_0*,>04.*(L

.3*L3+0,09(+c*(01(.?-$-$46.8&.

I

&<6.

图
"

!

温度和紫外光照时间对粗毛纤孔菌发酵液提取物抗菌活性的影响

79

T

<"

!

?..3>0(.03L

K

3*,0)*3,+@8A9**,@9,09(+09L3(+,+09c,>03*9,-,>09:90

;

(.

3_0*,>04.*(L.3*L3+0,09(+c*(01(.?-$-$46.8&.

I

&<6.

G

!

讨
!

论

长期以来(主要依据子实体形态特征对真菌进

行鉴定(但大型真菌子实体形态易受生长环境和生

长时期等客观因素的影响(且形态性状的判断也易

受主观因素的影响(具有一定的局限性)近年来(

57̂ Q

,

P5QB

,

FS=

序列分析等分子手段在真菌及

植物的鉴定中得到了广泛应用(但是(

57̂ Q

对技术

要求较高(且在一些物种的鉴定中灵敏性不够(

P5QB

的重复性和可靠性都较差(而
FS=*B/5

区

域进化速率较快(表现出广泛的序列多态性(对大型

真菌的鉴定有更高的准确度和灵敏度(适用于不同

分类水平的物种鉴定及系统发育研究(因此在遗传

多样性研究,遗传分化,物种鉴定等方面得到了广泛

应用%

G!CGD

&

)本试验结果表明(

FS=

序列是可用来鉴

定粗毛纤孔菌及研究其遗传变异的有效方法)菌株

R#

与
[Q!!"DM"

粗毛纤孔菌!

?-$-$46.8&.

I

&<6.

"的

*B/5FS=

序列最为接近!相似度为
M&Y

"(结合形

态学鉴定结果(确定菌株
R#

为粗毛纤孔菌!

?-$-$K

46.8&.

I

&<6.

"'基于
FS=

序列构建的系统发育进化

树表明(粗毛纤孔菌与安德松纤孔菌!

?-$-$46.

0-<(3.$-&&

"亲缘关系较近(遗传距离为
%<%"#

)

遗传多样性是生物多样性的核心(可反映物种

的遗传背景和潜在利用价值)遗传多样性降低会导

致物种适应能力降低(最终导致物种退化'丰富的遗

传多样性意味着较高的适应生存能力和进化潜能(

所以针对遗传多样性的研究对物种保护具有重要的

理论意义和实际价值%

G"CG&

&

(本试验基于
FS=#CD<&=C

FS=$

序列对菌株
R#

与
/RWF

数据库收录的来自全

球不同地域的
#D

株粗毛纤孔菌进行遗传多样性分
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析(研究结果表明(不同地域的粗毛纤孔菌
FS=#C

D<&=CFS=$

序列长度,碱基构成和变异程度差异较

大(序列长度在
"#!

#

H#&c

K

(

\R

碱基含量在

!!<!Y

#

D#<&Y

(序列可变位点
!#Dc

K

(信息位点

M#c

K

(插入缺失
G#Gc

K

(变异率达
D$<H%Y

(可知粗

毛纤孔菌在自然界中具有丰富的遗传多样性'不同

地域的粗毛纤孔菌之间存在一定的遗传分化(但菌

株间的遗传多样性与地域分布关系并不明显)本试

验结果还表明(粗毛纤孔菌深层发酵液具有一定的

抗氧化和抗菌活性(且活性比较稳定(这为充分开发

利用粗毛纤孔菌提供了新的思路)
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