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　　摘　要：检测了真姬菇菌丝对卡那霉素、头胞霉素、氨卞霉素、潮霉素的敏感性。结果表明：
卡那霉素、头孢霉素、氨苄青霉素对真姬菇菌丝生长基本没有影响，与对照比较３种抗生素不同
浓度对菌丝生长的影响效应均没有显著性差异。真姬菇菌丝对潮霉素非常敏感，１０ｍｇ／Ｌ的潮
霉素能够完全抑制真姬菇的菌丝生长，研究结果为进一步建立真姬菇的农杆菌介导的遗传转化
打下了基础。
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　　真姬菇（Ｈｙｐｓｉｚｉｇｕｓ　ｍａｒｍｏｒｅｕｓ）隶属于担子菌门，
层菌纲，伞菌目，白蘑科，玉蕈属。其形态美观，质地脆
嫩，味道鲜美，深受人们青睐［１］。但真姬菇的人工栽培
周期较长，其中菌丝后熟阶段需要近２个月，深入研究
该菇种的生长发育机理有助于在其人工栽培中采用更

科学、高效的管理措施以获得高品质的商品菇。基因遗
传转化作为一种技术手段能使人们更好的阐明食药用

菌生长发育的机理，多种栽培食用菌，如糙皮侧耳、双孢
蘑菇、杨树菇、草菇、香菇、杏鲍菇等开始了基因遗传转
化的研究［２－３］。根癌农杆菌介导的遗传转化是在植物基
因遗传转化中采用的成熟技术，这项技术已在１０多种
真菌上取得成功［４］。该研究检测了真姬菇菌丝体对农
杆菌介导转化方法中常用抗生素的敏感性，为进一步建
立农杆菌介导的真姬菇遗传转化打下基础。

１　材料与方法
１．１　试验材料
真姬菇（Ｈｙｐｓｉｚｉｇｕｓ　ｍａｒｍｏｒｅｕｓ）母种购自福建省三

明真菌所，经扩繁后保存于漳州师范学院生物系实验
室。头孢霉素（Ｃｅｆｏｔａｘｉｍｅ）、卡那霉素（Ｋａｎａｍｙｃｉｎ）、潮
霉素（Ｈｙｇｒｏｍｙｃｉｎ　Ｂ）、氨苄青霉素（Ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ），购自厦
门鑫上生物公司；葡萄糖，ＫＨ２ＰＯ４，ＭｇＳＯ４ 等药剂购自
国药集团；马铃薯购于市场。

１．２　试验方法
１．２．１　培养板的准备　基础培养基采用马铃薯综合培

养基。抗生素的浓度设计分别是头孢霉素５０、１００、２００、

３００ｍｇ／Ｌ浓度梯度；氨苄青霉素２５、５０、１００、２００ｍｇ／Ｌ
浓度梯度；卡那霉素２５、５０、７５、１００ｍｇ／Ｌ浓度梯度；潮霉
素２、４、６、８、１０ｍｇ／Ｌ等浓度梯度；每种抗生素均设计无
抗ＰＤＡ对照，３次重复。

１．２．２　菌种的活化及接种　在无抗培养基上将真姬菇
母种活化。取无抗板，从保存的菌种试管斜面上挑取菌
丝接种在平板的中央，置于２８℃培养箱中培养，待菌丝
将要长满平板时使用。接种时用打孔器（４ｍｍ）在平板
相同直径的圆圈上打菌丝块接种在制备好的抗性和对

照平板的中央，置于２８℃的培养箱中避光培养。

１．２．３　菌丝生长状态观察及数据记录和处理　接种后
每隔２４ｈ观察并记录形态、色泽、密度及生长量等情况，
至其中一种处理菌丝长满培养皿后，在平板背面划十
字，用游标卡尺测量所有处理的菌丝生长长度。按照以
下公式计算菌丝生长率（ｍｍ／ｄ）和不同浓度的４种抗生
素对菌丝生长的抑制率（％）。菌丝生长率（ｍｍ／ｄ）＝菌
丝生长长度／培养天数。抑制率（％）＝［（对照菌丝生长
率－抗生素处理菌丝生长率）／对照菌丝生长率］×
１００％。将记录的菌丝生长率结果进行方差分析，用
Ｔｕｋｅｙ法比较差异显著性。

２　结果与分析
２．１　头孢霉素和氨苄青霉素对真姬菇菌丝生长的影响
在农杆菌介导的植物转化中常用来抑制农杆菌生

长的头孢霉素（表１）和氨苄青霉素（表２）。在试验的浓
度范围内对真姬菇的生长没有抑制作用，反而有一定的
促进作用，但并没有显著性差异。在附加头孢霉素和氨
苄青霉素的培养板中真姬菇菌丝生长形态厚实致密，健
壮洁白，与对照相比均没有明显差别。
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　　表１　　 头孢霉素对真姬菇菌丝生长的影响

头孢霉素／ｍｇ·Ｌ－１　 ０　 ５０　 １００　 ２００　 ３００

菌丝生长率／ｍｍ·ｄ－１　 １．７４±０．１５ａ １．９４±０．１９ａ １．８６±０．０５ａ ２．１８±０．０３ａ　 ２．０９±０．０５ａ

抑制率／％ ０ －１１．５ －６．９ －２５．３ －２０．１

　　注：菌丝生长率后不同小写字母表示差异显著，相同小写字母表示差异没有达到显著水平，下同。

　　表２　 氨苄青霉素对真姬菇菌丝生长的影响

氨苄青霉素／ｍｇ·Ｌ－１　 ０　 ２５　 ５０　 １００　 ２００

菌丝生长率／ｍｍ·ｄ－１　 １．８７±０．１９ａ ２．３１±０．１１ａ ２．２１±０．２４ａ ２．０３±０．０８ａ　 ２．１１±０．２７ａ

抑制率／％ ０ －２３．５ －１８．２ －８．６ －１２．８

　　

２．２　卡那霉素对真姬菇菌丝生长的影响
植物转化中常用来作为抗性转化子筛选的卡那霉

素在试验浓度范围内对真姬菇菌丝生长没有抑制效应，
反而有一定的促进效应，但没有达到显著性差异（表３）。
各处理中的菌丝生长浓密、洁白，与对照中的菌丝生长
形态无明显区别。

２．３　潮霉素对真姬菇菌丝生长的影响
真姬菇对潮霉素比较敏感（表４），随着浓度的增加

菌丝生长受到明显的抑制，且相互间的差异具有显著
性，在潮霉素浓度为１０ｍｇ／Ｌ时能完全抑制真姬菇菌丝
的生长。潮霉素对菌丝形态影响也很大，在潮霉素浓度
大于２ｍｇ／Ｌ的平板中菌丝均生长细弱无力。

　　表３　　 卡那霉素对真姬菇菌丝生长的影响

卡那霉素／ｍｇ·Ｌ－１　 ０　 ２５　 ５０　 ７５　 １００

菌丝生长率／ｍｍ·ｄ－１　 １．８０±０．１０ａ ２．３３±０．１７ａ ２．０５±０．１７ａ ２．２６±０．０９ａ　 １．９９±０．１２ａ

抑制率／％ ０ －２９．４ －１３．９ －２５．６ －１０．６

　　表４　　 潮霉素对真姬菇菌丝生长的影响

潮霉素／ｍｇ·Ｌ－１　 ０　 ２　 ４　 ６　 ８　 １０

菌丝生长率／ｍｍ·ｄ－１　 ２．７３±０．０２ａ ２．４３±０．０１ｂ １．５２±０．０２ｃ １．２７±０．０９ｄ　 ０．７２±０．０９ｅ ０ｆ

抑制率／％ ０　 １１．０　 ４４．３　 ５３．５　 ７３．６　 １００

图１　真姬菇在含不同浓度潮霉素的

　　培养基中的生长形态
　　注：１对照；２、３、４、５、６分别指培养基中添加２、４、６、８、１０ｍｇ／Ｌ的

潮霉素。

３　讨论
食用菌转基因研究中借鉴了植物转基因的技术，且

根癌农杆菌转化方法在真菌转基因中同样有效［４］，该技
术应用的前提条件之一是要了解研究对象或其外植体对

基因工程常用抗生素的敏感性。氨苄青霉素和头孢霉素
在植物转基因中一般是用来清除转化后筛选培养基中多

余的农杆菌，理想的用于抑制农杆菌生长的抗生素应该
是既能有效抑制农杆菌生长又不会对转化对象的生长造

成障碍，该研究表明，在试验的浓度范围内２种抗生素对
真姬菇菌丝的生长基本没有影响，表明２种抗生素均可
以在真姬菇基因转化中用于对农杆菌的抑制。卡那霉素
和潮霉素是目前植物基因工程中作为选择标记被广泛应

用的筛选抗生素，其作用是在一定的选择压力下把转化
体选择出来。该研究结果表明，卡那霉素对真姬菇菌丝
的生长没有明显的抑制效应，提示卡那霉素不能作为真
姬菇基因转化中的筛选抗生素使用。潮霉素广泛应用于
一些如小麦、水稻和玉米等对卡那霉素不敏感的植物转
基因研究中，其毒性机理主要是干扰植物细胞叶绿体和
线粒体中的核糖体与延长因子ＥＦ－２的结合，从而抑制２
个主要细胞器内的肽链的延长，使２个重要细胞器的正
常功能受损，从而抑制了植物细胞的形成和生长。在丝
状真菌的转基因研究中，潮霉素也得到了较多应用［５－６］，
该研究结果表明，真姬菇对潮霉素比较敏感，１０ｍｇ／Ｌ的
潮霉素完全可以抑制菌丝体的生长，可以选择潮霉素作
为真姬菇的遗传转化抗性转化子的筛选抗生素。
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常见食用菌子实体中壳聚糖的提取和检测

张 淑 红
（唐山师范学院 生命科学系，河北 唐山０６３０００）

　　摘　要：采用微波技术从平菇、香菇和白灵菇子实体中提取壳聚糖，利用荧光素分光光度法
检测其含量。结果表明：微波技术适合提取食用菌子实体壳聚糖。３种食用菌中，白灵菇子实体
壳聚糖的得率最高，达到子实体湿重的１．５５％，具有进一步开发研究的价值。
关键词：微波技术；食用菌；子实体；壳聚糖
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　　壳聚糖（Ｃｈｉｔｏｓａｎ，ＣＳ）是甲壳素的脱乙酰化产物，自
然界唯一大量存在的碱性多糖，由于具有生物相容性、
可生物降解性、无毒副性及天然广谱抗菌力等，因此广
泛应用于农业［１－２］、医药［３－４］、食品［５］以及纺织［６］等领域。
工业生产中，壳聚糖主要是以虾、蟹壳为原料，但提取的
壳聚糖具有脱乙酰度不稳定等缺陷［７］。目前研究者发
现在子囊菌纲、担子菌纲和半知菌纲等真菌细胞壁中壳
聚糖的含量也是十分可观的，并且已经成功提取到质量
较高的产品［８］。关于食用菌壳聚糖的提取研究大部分
是以菌丝体为材料进行的［９］，食用菌子实体壳聚糖的提
取还少见报道。壳聚糖作为真菌的结构物质在不同的
生长阶段其结构与性质可能不同，有研究报道［１０］，糙皮
侧耳子实体壳聚糖的杀菌率比糙皮侧耳菌丝壳聚糖的

杀菌率高。因此，现以常见的食用菌子实体为材料提取
壳聚糖并进行定量测定与比较，为食用菌子实体壳聚糖

的提取提供一定的理论基础。

１　材料与方法
１．１　试验材料
平菇、香菇、白灵菇子实体均由市场购买；壳聚糖购

自浙江澳兴生物科技有限公司，Ｍｒ＝５．０×１０４，脱乙酰
度９３．７８％；荧光素购自Ｂｉｏ　Ｂａｓｉｃ　Ｉｎｃ．；盐酸、氢氧化钠、
冰醋酸、乙醇、磷酸、硼酸、甲基红、甲基橙均为分析纯。

１．２　样品壳聚糖的提取
采用微波技术提取３种食用菌子实体壳聚糖。称

取１０．００ｇ原料于５００ｍＬ锥形瓶，加入２００ｍＬ　７％
ＮａＯＨ溶液，５０℃处理３ｈ后，离心洗涤至上清液无色。
向沉淀中加入２０％氢氧化钠溶液，在中高微波火力下处
理２０ｍｉｎ后，离心洗涤沉淀至上清液呈中性。向沉淀中
加入５０ｍＬ　５％乙酸溶液，１００℃下处理５ｈ，离心分离。
调节ｐＨ值为８～１０，此时出现大量白色絮状沉淀，离
心，无离子水洗涤沉淀至上清液呈中性。沉淀即所提取
的样品壳聚糖，用１％醋酸溶液溶解［１０－１１］。

１．３　样品壳聚糖的紫外吸收光谱
稀释样品壳聚糖溶液浓度为０．１％，以１％的乙酸

溶液为空白对照，利用紫外可见分光光度计，于２００～

３０２


