
第
!"

卷
!

第
#$

期

%$#&

年
#$

月

西北农林科技大学学报!自然科学版"

'()*+,-(./(*0123405678+9:3*490

;

!

/,0<=>9<?@<

"

A(-<!" /(<#$

B>0<%$#&

网络出版时间#

%$#&C$!C$#

!

#D

#

#&

!

EBF

#

#$<#G%$"

$

H

<>+I9<

H

+2,.)<%$#&<#$<$#$

网络出版地址#

100

J

#$$

I+4<>+I9<+30

$

I>K4

$

@30,9-

$

L#<#G&$<=<%$#&$!$#<#D#M<$%$<10K-

土壤微生物发酵液对猪苓菌丝生长的影响

!

%收稿日期&

!

%$#MC$&C%#

!

%基金项目&

!

陕西省统筹计划项目 !

%$#LfURS$%C#$

"

!

%作者简介&

!

廉
!

冬!

#&&!O

"(女(山西运城人(硕士(主要从事中药材规范化生产研究)

?CK,9-

#

&G#!!""$&

!PP

<>(K

!

%通信作者&

!

张跃进!

#&D&O

"(男(陕西西安人(教授(硕士生导师(主要从事中药材规范化生产研究)

?CK,9-

#

P

bc1,+

[!

#%L<>(K

廉
!

冬,

!徐梦馨#,

!马珍璐#,

!张小燕#X

!张跃进#>

!孙建华%

!

#

西北农林科技大学
,

化学与药学院(

X

农学院(

>

生命科学学院(陕西 杨凌
"#%#$$

'

%

陕西汉王略阳中药科技有限公司(陕西 略阳
"%!G$$

"

!摘
!

要"

!

*目的+研究土壤微生物发酵液对猪苓菌丝生长发育及胞外多糖质量浓度的影响(为其大规模人工栽培

提供技术支持)*方法+从猪苓生活的土壤中分离微生物!细菌,放线菌,真菌"(通过平板试验(筛选对猪苓菌丝或菌核

生长有促进作用的菌株'用筛选出的微生物发酵液培养猪苓(以不添加发酵液的培养基为对照(比较不同发酵液处理对

猪苓菌丝生物量及胞外多糖质量浓度的影响)*结果+平板培养中(细菌
S%

,

SG

,

SD

,

S&

处理菌丝均有分泌物出现'随着

培养时间延长(菌丝颜色逐渐变黄变褐(除
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外(其余细菌菌株处理猪苓均有菌核生成'放线菌
5#!

处理猪苓菌丝生长

速度较快(但与对照差异不显著'真菌
QG

处理猪苓菌丝生长速度与对照相比显著提高)在液体培养基中(真菌
Q!

发酵

液可显著提高猪苓菌丝生物量(菌丝体干质量达
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S

'放线菌
5G

发酵液处理猪苓菌丝胞外多糖质量浓度最高(

达
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)*结论+从土壤中筛选出了能够促进猪苓菌丝生长发育,提高猪苓胞外多糖质量浓度的菌株)
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(其菌核入

药始载于4神农本草经5(性平(味甘,淡(归脾,肾,膀

胱经(具有利水渗湿,抗肿瘤,抗氧化等功效%

#

&

)现

代研究发现(猪苓含有丰富的化学成分(如多糖类,

甾体类,蛋白质类,氨基酸类,维生素类及微量无机

元素类等%

%

&

(其中多糖是猪苓药材的重要活性成分

之一%

G

&

(具有抗肿瘤,调节免疫力,保肝,抗辐射,抗

诱变,抗菌等药理作用%

!

&

)近年来(人们对猪苓的需

求越来越大(导致野生猪苓资源逐年减少(而人工栽

培猪苓又存在产量低,周期长,优良种苓短缺,田间

管理方式不当等诸多亟待解决的问题%

DCL

&

(其中影响

最大的问题是缺乏种性均一的种苓)前人从猪苓生

活的土壤中分离出
#

种伴生菌(该伴生菌对猪苓菌

核形成具有积极的促进作用(但作用机理不明(限制

了其在猪苓栽培过程中的应用%

"CM

&

)高巧妮%

&

&将猪

苓菌丝与土壤微生物共培养后(发现有
!

种放线菌

!

5%

,

5L

,

5"

,

5&

"在代料培养中能够促进猪苓菌丝

生长及菌核形成)本研究对猪苓生活的土壤微生物

进行分离纯化(研究土壤微生物发酵液对固体和液

体培养猪苓菌丝生长及胞外多糖质量浓度的影响(

筛选对猪苓生长具有促进作用的土壤微生物(为猪

苓菌核形成及其大规模人工栽培提供技术支持)
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材料与方法
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试验材料
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猪苓及土样
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供试猪苓菌株由西北农林科

技大学生命科学学院提供(来源于陕西汉王略阳中

药科技有限公司猪苓种植基地)土样采自陕西省略

阳县猪苓种植基地猪苓穴中)
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分离培养基
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土壤细菌采用
SV

培养基(放

线菌培养用淀粉硝酸盐培养基(真菌培养选用
QE5

培养基)

SV

培养基#酵母粉
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(蛋白胨
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S

(氯化
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(琼脂
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S

(蒸馏水
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淀粉硝酸盐培养基#可溶性淀粉
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S

(硝酸

钾
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S

(磷酸氢二钾
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[
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S

(氯化钠
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[
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S

(硫

酸镁
$<#

[
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S

(硫酸亚铁
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S

(琼脂
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[

$

S

(蒸

馏水
#$$$KS

(
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QE5

培养基#马铃薯
%$$

[

$

S

(葡萄糖
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[

$

S

(

琼脂
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[
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S

(蒸馏水
#$$$KS

(

J

T

自然)
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试验方法
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土壤微生物的分离
!

采用稀释涂布平板

法%

#$C##

&分离土壤微生物)

!

#

"细菌)采用
SV

培养基(土壤原液稀释梯度

为
#$

OG

(

#$

O!

(

#$

OD

(

#$

OL

(每梯度
D

个重复)

%M\

培养
%

$

G@

)

!

%

"放线菌)灭菌结束待淀粉硝酸盐培养基温

度降至
D$\

左右(倒平板之前在每
#$$$KS

培养

基中加入单独灭菌的体积分数
#̂

的重铬酸钾
#$

KS

(稀释梯度为
#$

O%

(

#$

OG

(

#$

O!

(

#$

OD

(每梯度
D

个

重复)

%M\

培养
"

$

M@

)

!

G

"真菌)灭菌结束待
QE5

培养基温度降至
D$

\

左右时(每
#$$$KS

中加入体积分数
#̂

的链霉素

GKS

(以抑制细菌和放线菌生长(稀释梯度为
#$

O#

(

#$

O%

(

#$

OG

(每梯度
D

个重复)

%G\

培养
G

$
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)

上述试验待生长出菌落后(挑选形态差异较大

的菌落划线纯化(纯化细菌编号为
S#

$

S&

,放线菌

编号为
5#

$

5#"

,真菌编号为
Q#

$

QD

)纯化菌种

于
!\

冰箱冷藏备用)
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土壤微生物发酵液的制备
!

将保存的细菌,

真菌,放线菌菌种分别转接入
SV

培养基,淀粉硝酸盐

培养基,

QE5

斜面培养基上进行活化(再于平板培养

基上培养(待菌落长出后(接种环蘸取细菌菌落于
SV

液体培养基中(

#M$*

$

K9+

,

G"\

条件下培养
G

$

D@

'

用接种针,接种环挑取放线菌菌落于淀粉硝酸盐液体

培养基中(

#M$*

$

K9+

,

%M\

条件下培养
"

$

#!@

'用无

菌打孔器!孔径为
$<D>K

"在真菌菌落边缘打孔(以

D

块$瓶的接种量接入
QE5

液体培养基中(

#D$

*

$

K9+

,

%D\

条件下培养
D

$

"@

)液体培养结束后(

抽滤收集土壤微生物的液体发酵液(于
!\

冰箱冷

藏备用)
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!

土壤微生物发酵液对猪苓菌丝平板培养的

影响
!

取
&>K

培养皿(每皿加培养基
%$KS

)将各

新鲜的土壤微生物发酵液加入配制好的
QE5

培养
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第
#$

期 廉
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冬(等#土壤微生物发酵液对猪苓菌丝生长的影响



基中(每皿加
GKS

(

J

T

调至
D<D

$

L<$

后灭菌(每处

理重复
D

次(以不添加任何微生物成分的纯
QE5

培

养基为对照!

Rf

")在活化后的猪苓菌落边缘用直

径
$<D>K

的打孔器取样(将菌丝块置于平板培养基

中央于
%D\

黑暗下培养)接种后每
!@

采用十字

交叉法精确测定
#

次菌落直径(观察菌落形态并记

录(计算猪苓菌丝生长速度!

KK

$

@

")

菌丝生长速度
h

菌落半径!

KK

"$菌丝生长时

间!

@

")

#<%<!

!

土壤微生物发酵液对猪苓菌丝生物量及胞

外多糖质量浓度的影响
!

在
%D$KS

锥形瓶中添加

MDKSQE5

培养基与
#DKS

筛选出的微生物发酵

液(

Rf

组每瓶装
#$$KSQE5

培养基(调节
J

T

D<D

$

L<$

(于
#d#$

D

Q,

下灭菌
%$K9+

(待培养基冷

却后(每瓶接
"

块猪苓菌丝(在
%! \

黑暗环境下

#D$*

$

K9+

培养
##@

后(抽滤收集猪苓菌丝球及发

酵液%

#%

&

(菌丝球用蒸馏水冲洗数次(置于
L$\

烘箱

中烘干至恒质量(精确称质量)收集液体发酵液(采

用蒽酮
C

硫酸法%

#GC#!

&测定猪苓胞外多糖质量浓度)

#<%<D

!

数据处理
!

采用
]9>*(4(.0?b>3-%$#$

软件

处理数据及绘图(运用
=Q==%#

统计软件进行
QC

均

值聚类分析,方差分析和差异显著性检验)
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!

结果与分析
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土壤微生物发酵液对猪苓菌丝生长的影响
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!

细菌发酵液
!

由图
#

可见(在
QE5

固体培

养基上(

&

种细菌发酵液对猪苓菌丝生长均有一定

程度的抑制作用)在外部形态上(菌株
S#

,

SD

,

S"

,

S&

处理组菌丝较浓密(细菌
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,

SG

,

SD

,

S&

处理均

有透明小液滴出现(随着培养时间延长(颜色逐渐变

黄变褐)除菌株
S%

无菌核外(其他菌株在培养的

"

$

%$@

均出现直径
%

$

!KK

的细小菌核(且随着

培养时间延长(菌核色素沉积(渐渐由白色转为黑褐

色!图
%

"(对照组无菌核及分泌物出现)

图柱上标不同小写字母表示各处理在
D

#

$<$D

水平上差异显著(下图同

E9..3*3+0-(23*>,43-3003*49+@9>,0349

[

+9.9>,+0@9..3*3+>39+013D

#

$<$D-3:3-,K(+

[

0*3,0K3+04

(

0134,K3X3-(2

图
#

!

细菌发酵液对猪苓菌丝生长的影响

79

[

<#

!

?..3>04(.X,>03*9,-X*(01(+K

;

>3-9,-

[

*(201(.D#$

3M

#2696+I%$$,169

#<

培养初期猪苓形成的分泌物'

%<

培养后期分泌物颜色逐渐变深'

G<

培养初期形成的白色菌核'

!<

培养后期菌核颜色变深

#<?b)@,03.(*K3@9+0139+909,-40,

[

3(.>)-0)*3

'

%<R(-(*(.0133b)@,03

[

*,@),--

;

@,*I3+9+013-,03>)-0)*3

'

G<Y19034>-3*(09,.(*K3@9+0139+909,-40,

[

3(.>)-0)*3

'

!<R(-(*(.4>-3*(09,@,*I3+9+013-,03>)-0)*3

J

3*9(@

图
%

!

细菌发酵液处理猪苓菌核及渗出液的形态特征

79

[

<%

!

](*

J

1(-(

[

9>,->1,*,>03*9409>4(.4>-3*(09,,+@3b)@,03(.D#$

3M

#2696+I%$$,169@)*9+

[J

-,03

>)-0)*3,.03*X,>03*9,-X*(010*3,0K3+04

!!

采用
QC

均值聚类分析将
&

个菌株按照平均生长

速度分为
G

组(第
#

组含菌株
S!

,

S"

,

SM

(第
%

组含

菌株
S#

,

S%

,

SG

,

SD

,

SL

(第
G

组含菌株
S&

'猪苓菌

丝生长速度总体呈现第
#

组
%

第
%

组
%

第
G

组的趋

势(且第
G

组与第
#

,

%

组菌株的菌丝生长速度存在

显著差异!

D

#

$<$D

"'对照组菌丝生长速度最快(为
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!<L"KK

$

@

'菌株
S&

发酵液处理猪苓菌丝生长速度

最慢)由表
#

可知(

Jh#L>LMD

(

Dh$>$$$

(

D

#

$<$D

(说明添加
&

种细菌发酵液后(猪苓菌丝生长速

度存在显著差异)

表
#

!

不同细菌发酵液处理猪苓菌丝生长速度的方差分析

U,X-3#

!

A,*9,+>3(.

[

*(201:3-(>90

;

(.K

;

>3-9)K(.D#$

3M

#2696)I%$$,169)+@3*@9..3*3+0X,>03*9,-X*(010*3,0K3+04

变异来源

=()*>3(.:,*9,09(+

方差

--

自由度

/

'

均方差

4-

J D

菌株组间
F+03*X-(>IC

[

*()

J

%"<&LG & G<#$" #L<LMD $<$$$

菌株组内
F+0*,C

[

*()

J

G<"%! %$ $<#ML

总变异
U(0,-:,*9,09(+ G#<LM" %&

%<#<%

!

放线菌发酵液
!

由图
G

可见(固体培养过程

中(

#"

种土壤放线菌发酵液对猪苓菌丝生长的促进

作用均不显著)在外部形态上(

#"

个菌株处理与对

照组差异不大(均没有出现菌核及分泌物)采用
QC

均值聚类分析将
#"

个菌株按照平均生长速度分为

G

组#第
#

组含菌株
5G

,

5#!

(第
%

组含菌株
5#

,

5!

,

5D

,

5L

,

5"

,

5M

,

5&

,

5#$

,

5##

,

5#%

,

5#G

,

5#L

,

5#"

(第
G

组含菌株
5%

,

5#D

'猪苓菌丝生长速度总

体呈现第
#

组
%

第
%

组
%

第
G

组的趋势)菌株
5G

,

5#!

发酵液培养猪苓菌丝生长速度较快(但与对照

组差异不显著!

D

%

$<$D

"(其中
5#!

处理猪苓菌丝

生长速度最快(为
!<MLKK

$

@

'菌株
5%

,

5L

,

5#$

,

5#D

发酵液处理菌丝生长速度较慢)由表
%

猪苓菌

丝生长速度方差分析结果可知(

Jh#>%!G

(

Dh

$>%LD

(

D

%

$<$D

(说明不同放线菌发酵液对猪苓菌

丝生长无显著影响)

图
G

!

放线菌发酵液对猪苓菌丝生长的影响

79

[

<G

!

?..3>04(.,>09+(K

;

>3034X*(01(+K

;

>3-9,-

[

*(201(.D#$

3M

#2696+I%$$,169

表
%

!

不同放线菌发酵液处理猪苓菌丝生长速度的方差分析

U,X-3%

!

A,*9,+>3(.

[

*(201:3-(>90

;

(.K

;

>3-9)K(.D#$

3M

#2696)I%$$,169)+@3*@9..3*3+0,>09+(K

;

>3034X*(010*3,0K3+04

变异来源

=()*>3(.:,*9,09(+

方差

--

自由度

/

'

均方差

4-

J D

菌株组间
F+03*X-(>IC

[

*()

J

L<GDG #" $<G"! #<%!G $<%LD

菌株组内
F+0*,C

[

*()

J

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

总变异
U(0,-:,*9,09(+ %%<D&$ "#

%<#<G

!

真菌发酵液
!

在加入了
D

种土壤真菌发酵

液的固体培养基上(猪苓菌丝平均生长速度见图
!

)

由图
!

可知(不同真菌发酵液对猪苓菌丝生长速度

的影响表现为
QG

%

Q!

%

Q#

%

QD

%

Rf

%

Q%

)在外

部形态上(菌株
Q#

,

Q%

处理猪苓菌丝较稀疏(其余

处理与对照组差异不大)

采用
QL

均值聚类分析将
D

个菌株处理按平均生

长速度分为
%

组(第
#

组含菌株
QG

(第
%

组含菌株

Q#

,

Q%

,

Q!

,

QD

(猪苓菌丝生长速度总体呈现第
#

组
%

第
%

组的趋势)

图
!

!

真菌发酵液对猪苓菌丝生长的影响

79

[

<!

!

?..3>04(..)+

[

)4X*(01(+K

;

>3-9,-

[

*(201

(.D#$

3M

#2696+I%$$,169
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第
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!!

菌株
Q!

,

Q#

,

Q%

,

QD

间及其与对照组间菌丝生

长速度均无显著差异!

D

%

$<$D

"(菌株
QG

处理猪苓

菌丝生长速度显著高于其他菌株处理!

D

#

$<$D

"(

#!@

时菌丝长满平板(菌丝平均生长速度为
D<M$

KK

$

@

)菌株
Q#

,

Q!

,

QD

对猪苓菌丝生长的促进作

用较弱(菌株
Q%

有一定的抑制作用)猪苓菌丝生长

速度方差分析结果!表
G

"显示(

Jh!>#&%

(

Dh

$>$%$

(

D

#

$>$D

(说明不同真菌发酵液对猪苓菌丝

生长的影响存在显著差异)

表
G

!

不同真菌发酵液处理猪苓菌丝生长速度的方差分析

U,X-3G

!

A,*9,+>3(.

[

*(201:3-(>90

;

(.K

;

>3-9)K(.D#$

3M

#2696)I%$$,169)+@3*@9..3*3+0.)+

[

)4X*(010*3,0K3+04

变异来源

=()*>3(.:,*9,09(+

方差

--

自由度

/

'

均方差

4-

J D

菌株组间
F+03*X-(>IC

[

*()

J

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

菌株组内
F+0*,C

[

*()

J

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

总变异
U(0,-:,*9,09(+ %<&&M #"

%<%

!

土壤微生物发酵液对猪苓菌丝生物量及多糖

质量浓度的影响

根据平板试验结果(筛选出可用于后续试验的

细菌
&

株(为
S#

$

S&

(其中细菌
S%

处理有分泌物产

生(其余细菌处理均有猪苓菌核生成'放线菌
%

株(

分别为
5G

,

5#!

(处理后猪苓菌丝平均生长速度较

快'真菌
%

株(分别为
QG

,

Q!

(处理后猪苓菌丝平均

生长速度较快)

%<%<#

!

菌丝生物量
!

从图
D

可以看出(不同微生物

发酵液处理猪苓菌丝体干质量差异较大(其中
S%

,

SL

,

S"

,

Q!

菌株处理菌丝体干质量较对照组显著增

加!

D

#

$<$D

"(且以
Q!

处理猪苓菌丝体干质量最

大(菌丝体干质量达
"<L"

[

$

S

(说明
Q!

菌株发酵液

能显著提高猪苓菌丝的生产能力'其次为菌株
SL

,

S%

,

S"

)菌株
S#

,

SD

,

SM

,

S&

均在一定程度上抑制

猪苓菌丝生长(与对照组差异显著!

D

#

$<$D

")

#G

个菌株处理猪苓菌丝体干质量由高到低依次为

Q!

%

SL

%

S%

%

S"

%

QG

%

SG

%

5G

%

S!

%

5#!

%

SD

%

S#

%

SM

%

S&

)

图
D

!

不同土壤微生物发酵液对猪苓菌丝生物量的影响

79

[

<D

!

?..3>04(.@9..3*3+0.3*K3+0,09(+X*(014(.4(9-K9>*(X34(+X9(K,44(.D#$

3M

#2696+I%$$,169

%<%<%

!

胞外多糖质量浓度
!

由图
L

可以看出(不同

微生物发酵液对猪苓菌丝胞外多糖质量浓度的影响

各异)以放线菌
5G

处理猪苓胞外多糖质量浓度最

高(为
$<#GG

[

$

S

(其次为细菌
S#

,

S"

,

SM

(其余微生

物处理组均较对照组低)其中菌株
SL

处理胞外多

糖质量浓度最低(为
$<$LM

[

$

S

)

#G

种微生物处理

胞外多糖质量浓度由高到低依次为
5G

%

S#

%

S"

%

SM

%

S%

%

S&

%

5#!

%

QG

%

S!

%

SD

%

Q!

%

SG

%

SL

)

G

!

结论与讨论

本试验研究了猪苓生长环境中的土壤微生物发

酵液对其菌丝生长的影响)结果显示(细菌发酵液

均降低了猪苓菌丝的生长速度(放线菌
5G

,

5#!

和

真菌
QG

,

Q!

对猪苓菌丝生长有较明显的促进作用)

从生长形态来看(细菌
S#

,

SG

,

S!

,

SD

,

SL

,

S"

,

SM

,

S&

处理在培养
"

$

%$@

(均有菌核出现(由此推测细

菌发酵液中可能存在着能促进菌核形成的代谢产物

或营养物质(为猪苓菌丝生长及菌核形成提供了物

质保障)关于细菌对猪苓菌核的影响目前尚未见相

关报道)

R(-(03-(

等%

#D

&和
W3(*

[

9()

等%

#L

&研究认

为(在真菌菌核形成阶段(菌核表面会出现大量透明

的小液滴(随着培养时间延长(小液滴会逐渐增大并
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融合)菌核渗出液的出现及其与猪苓菌核形成是否

有直接关系还需进一步研究)在液体培养中(综合

猪苓菌丝生物量及胞外多糖质量浓度来看(细菌

S%

,

S"

和放线菌
5G

处理猪苓菌丝生物量及胞外多

糖质量浓度均较高(说明液体培养条件下(这
G

种微

生物发酵液可明显促进猪苓菌株菌丝生物量增加与

胞外多糖的积累(该结果可为开展猪苓工厂化生产

提供了参考)

图
L

!

不同土壤微生物发酵液对猪苓菌株胞外多糖质量浓度的影响

79

[

<L

!

?..3>04(.@9..3*3+0.3*K3+0,09(+X*(014(.4(9-K9>*(X34(+3b0*,>3--)-,*

J

(-

;

4,>>1,*9@3>(+03+0(.

K

;

>3-9,-(.D#$

3M

#2696+I%$$,169

!!

地球上的土壤微生物种类与数量十分庞大(通

常
#

[

土壤中有几亿到几百亿个微生物(其种类和

数量可随外界环境及土层深度的不同而变化%

#"

&

)

本研究分离土壤微生物采用的是传统的稀释涂布平

板法(但此方法只是对土壤生境的简单人工模拟'而

在实际操作中(由于土壤化学条件,环境结构及气候

等因素不能满足大多数土壤微生物生长所需的实际

生境(常会导致土壤中的绝大多数微生物无法培

养%

#MC#&

&

)因此(其他未被分离纯化出的微生物也极

有可能对猪苓菌核的形成具有一定促进作用)此

外(土壤中对猪苓菌核形成起作用的可能不是单独

某一株菌株(而是由多种不同菌种组成的复杂的微

生物群落结构%

%$

&

)微生物发酵液的浓度对猪苓菌

丝生长可能也有影响(故本试验只是对猪苓生长环

境的土壤微生物进行了初步筛选(对于土壤微生物

与猪苓菌核形成机制的联系还需深入探讨)
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