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假大白菇深层发酵过程中胞外酶活性的变化
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摘要：本文首次对假大白菇深层发酵过程中的5项生理指标与6种胞外酶的活性进行了测

定，结果表明，茵丝生物量在第10 d达到最大值；pH值先降后升；胞外还原糖与蛋白质浓度分

别于第5 d、第6 d达到峰值；胞外多糖含量在第6 d出现峰值；淀粉酶、CMC酶、纤维素脱脂棉

酶与滤纸酶的酶活变化趋势相近；愈创木酚氧化酶与邻苯二酚氧化酶的酶活性很小。
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Changes of Extracellular Enzyme Activity During the Submerged

，Culture of Russula pseudodelica Lange
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Abstract：Dynamic variations of 5 physiological indices and octivities of 6 kinds of extracellular enzymes during the

submerged culture of Russula pseudodelica Lange．were investigated．The results showed that the maximum of hypha

growth was 6．58 g·L～，appeared in the 1 0th day；pH of fluid medium decreased，then increased；the peak times

of extracellular protein and deoxioized saccharide were in the 5th day，the 6th day；extracellular polysaccharide ap—

peared its maximum in the 6th day；dynamic variation of diastase，CMC enzyme，ellulose during the submerged

culture were quite similar；the activities of guaiacol oxidase and polyphenol oxidase were very low during the sub—

mcrged culture．

Key words：Russula pseudodelica Lange；submerged culture；extracellular protein；extracellular deoxioized saccha～

ride；cellulase

假大白菇(Russula pseudodelica Lange)又叫假美

味红菇，属红菇科红菇属，属树木的外生菌根菌，其

子实体中等较大，菌盖直径6．5～14 cm之间，菌盖

半球形且中部下凹，后变为漏斗形。假大白菇可以

食用，有研究表明它含有抗癌物质，对小白鼠肉瘤

180和艾氏癌的抑制率均为80％LI,21。

假大白菇作为一种有食用药用价值的大型经济

真菌，其开发利用方面的研究还处于起步阶段，目前

国内外还没有看到有关这方面的报道，本文首次对

假大白菇深层发酵过程中的菌丝生物量、胞外蛋白

含量、胞外还原糖含量等1l项指标进行了连续17 d

的定时测定，旨在了解假大白菇液体培养过程中的

各种生理生化指标的动态变化，为假大白菇的开发

利用提供理论依据。

l 材料与方法

1．1菌种及培养基

假大白菇菌种：本校实验室保藏菌种。

母种培养基：葡萄糖20 g、蛋白胨2 g、琼脂20

g、磷酸氢二钾1 g、磷酸二氢钾0．5 g、硫酸镁0．5 g、

维生素B1 0．5 mg、水l 000 mL，pH值6．5。

液体培养基(查氏培养基)：硝酸钠2 g、磷酸氢

二钾l g、氯化钾0．5 g、硫酸镁0．5 g、硫酸亚铁0．
ol g、蔗糖30 g、水1 000 mL，pH值自然。

1．2培养方法

1．2．1 菌种的纯化将经过表面消毒的假大白菇

子实体用解剖刀从菌盖中部纵切一刀，切取一小块

组织，移接到斜面培养基上，加上棉塞，置恒温培养
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箱内，25。C培养，数天后可见组织块上长出绒毛状菌

丝。待菌丝长满斜面后，可扩大培养，即得斜面母

种，将斜面母种放置4。C冰箱保存待用。

1．2．2种子培养将配制好的液体培养基分装与

250 mL的三角瓶中，每瓶75 mL，灭菌冷却后接经过

活化的斜面母种(0．5 cm×0．5 cm)3片，25℃下，

100 r·min一转速恒温摇床振荡培养一周。

1．2．3液体培养250 mL三角瓶装液体培养基

100 mL，接入5％的液体菌种(液体种子菌龄7 d)，

25℃下，100 r·rain一转速恒温摇床振荡培养。

1．3分析方法

1．3．1胞外酶粗酶液的制备每间隔24 h取样一

次，3 500 r·rnin‘1离心10 rain，取其上清液及为粗

酶液。

J．3．2茵丝体生物量的测定离心后的菌丝体经

蒸馏水冲洗数次后，60℃下干燥至恒重，用分析天平

称量。

1．3．3 pH值的测定采用数字pH仪测定。

1．3．4 胞外蛋白含量的测定【31 考马斯蓝染色

法，取l mL粗酶液，加人5 mL考马斯亮蓝溶液，混

匀后，于595 nm处测OD值，做3个平行，求平均

值。以牛血清白蛋白为对照品求蛋白质含量。

1．3．5胞外还原糖含量测定【41 取经适当稀释的

粗酶液0．5 mL，加人DNS试剂1．5 mL，于100℃水

浴中煮沸l 0 rain，冷却后加蒸馏水3 mL，540 nm

处测OD值，以加蒸馏水的处理为对照，每组3个重

复，求平均值。

1．3．6 羧甲基纤维素酶(CMC酶)活力测定p1

在试管中加入0．5％的羧甲基纤维素钠溶液(用

pH4．6，0．1M醋酸缓冲液配制而成)1．5 mL，再加适

当稀释的粗酶液0．5 mL，50℃水浴保温30 min，取

出后立即加入DNS试剂1．5 mL，煮沸10 rain，取出，

冷却后加入蒸馏水3 mL，混匀，分光光度计测540

nm处的OD值；以煮沸灭活15 rain的同种酶液作对

照，每组3个重复，求平均值。定义lU=葡萄糖

0．0l mg／30 min·mL发酵液。

1．3．7纤维素滤纸酶活力测定【5 o 在试管中加入

pH4．6，0．1M醋酸缓冲液2 mL，再加入经适当稀释

的粗酶液l mL，在加入一条新华一号滤纸(1×6 cm

)后，50。C水浴保温60 min，取出后从反应体系中取

0．5 mL，加DNS试剂1．5 mL，于100℃水浴中煮沸

10 min，冷却后加蒸馏水3 mL，混匀，540 nm处测定

OD值，以煮沸灭活15 min的同种酶液作对照，每组

3个重复，求平均值。定义J U=葡萄糖O．01 mg·

h～·mL“发酵液。

1．3．8纤维素脱脂棉酶活力测定【51 在试管中加

人pH4．6，0．1M醋酸缓冲液2 mL，再加入经适当稀

释的粗酶液1 mL，在加入脱脂棉0．5 g后，50qC水浴

保温60 rain，取出后从反应体系中取反应液0．5

mL，加DNS试剂1．5 mL，于100℃水浴中煮沸10

min，冷却后加蒸馏水3 mL，混匀，540 nm处测定OD

值，以煮沸灭活15 min的同种酶液作对照，每组3

个重复，求平均值。定义1U=葡萄糖0．01 mg·h一

·mL“发酵液o

1．3．9淀粉酶活力测定坤。 取4 mL0．5％可溶性

淀粉(用pH5．8，0．1M乙酸盐缓冲液配制)作为底

物，加人l mL经适当稀释的粗酶液，37℃水浴准确

保温30 rain，取出后从反应体系中取反应液0．5

mL，加DNS试剂1．5 mL，于100℃水浴中煮沸lo

rain，冷却后加蒸馏水3 mL，混匀，540 nnl处测定OD

值，以煮沸灭活15 rain的同种酶液作对照，每组3

个重复，求平均值。定义1U=葡萄糖0．01 rag／30

rain·mL“发酵液o

1．3．10愈创木酚酶活力测定¨1 取O．5 mL 80

mM愈创木酚为底物，加入3．0 mL pH4．6，0．1M的

乙酸盐缓冲溶液，加人O．5 mL经适当稀释的粗酶

液，28℃水浴准确保温30 min，465 am处测OD值，

以煮沸灭活15 rain的同种酶液作对照，每组3个重

复，求平均值。以每分钟光密度值增加0．01定义为

一个酶活单位(u)。

1．3．11 多酚氧化酶活力测定"1 取0．5 mL，10

mM邻苯二酚作为底物，加人3．4 mL pH6．0，0．05M

的磷酸缓冲溶液，加人0．1 mL粗酶液，28℃水浴准

确保温30 rain后，400 am处测OD值，以煮沸灭活
15 min的同种酶液作对照，每组3个重复，求平均

值。以每分钟光密度值增加0．01定义为一个酶活

单位(U)。

1．3．12胞外多糖的测定哺1 取离心后的液体培养

液50 mL，60℃下浓缩到原体积的20％，加3倍于浓

缩液的95％的乙醇，4。C下醇析18 h，沉淀于60℃干

燥至恒重，称量。

2 结果与分析

本实验对假大白菇深层发酵过程中的ll项指

标进行了连续17 d的定时测定，其中菌丝生物量的

变化可以直接反映假大白菇在深层发酵过程中的生

长状况；胞外蛋白是菌体在发酵过程分泌到液体培

养基中的活性物质，它的变化一定程度上可以表明

菌体胞外总的酶活力的变化；胞外还原糖是由胞外

酶分解碳源产生的，它的变化与菌体对碳源的利用

情况有关；实验中共选择6种胞外酶，其中淀粉酶为

淀粉类物质的生物降解酶，CMC酶、纤维素滤纸酶
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和纤维素脱脂棉酶为纤维素的主要生物降解酶，愈

创木酚氧化酶、多酚氧化酶为木质素类物质的生物

降解酶，这6种酶活性的强弱可以反映菌丝体生长

过程中对外部营养的生物利用情况。此外实验中还

测定了发酵液pH值与胞外多糖的动态变化情况。

2．1 菌丝体生物量的变化

图l为假大白菇在发酵过程中菌丝体生物量的

动态变化曲线，由图可以看出，在整个发酵过程的前

10 d菌丝体生物量一直在增加，在第10 d菌丝生物

量达到最大值6．58 g·L～，之后随着深层培养时间

的增加菌丝生物量逐渐减小，第14 d以后菌丝生物

量趋于平稳，在3．29～3．54 g·L“之间。
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图1 假大白菇菌丝生物量随发酵时间的变化

Fig．1 Hypha growth of Russula pseudodelica Lange

during the submerged culture

2．2发酵液pH值的变化

从图2可以看出，在发酵开始的第2天，发酵液

的pH值降低，此后的深层培养过程中发酵液的pH

值处于一种缓慢上升的过程中，经过第2—9 d的线

形增高，第10 d pH值略有下降，之后的pH值依然

保持上升，在深层培养的第16 d，发酵液pH值达到

最大值9．01，第17 d又有所下降。从pH值的变化

曲线可以知道，在深层培养的开始几天菌体向发酵

液分泌了酸性物质，使得pH值下降，这可能与发酵

液中糖类的分解有关。在后来的培养过程中pH值

一直在上升，这是由于假大白菇菌丝体向发酵液分

泌碱性物质的结果。

时同，d

图2发酵液pH值变化

Fig．2 pH of fluid medium

2．3胞外蛋白质与还原糖浓度的变化

由图3可知，在深层培养的前5 d里，胞外还原

糖浓度迅速增加，并于第5 d达到最大值12．212 mg

·mL～，之后胞外还原糖浓度开始下降，到第16 d

降到最低值0．067 mg·mL～；胞外蛋白质浓度的变

化趋势与还原糖的很相似，在开始的前5 d中胞外

蛋白质浓度平缓上升，在第6 d迅速升高到了最大

值10．017 mg·mL～，此后胞外蛋白质浓度一直下

降，在第8—12 d出现了一个小的波峰，峰值是第lo

d时的5．535 mg·mL～，到最后3 d，胞外蛋白质浓

度降到2．329 mg·mL～，并趋于平缓。

图3胞外聋自质与还原糖浓度的变化

Fig．3 Changes of extracellular protein and deoxioized saccharide

在整个深层发酵过程中，发酵液中的蛋白质及

还原糖含量变化都比较大。胞外蛋白质浓度的变化

可以反映发酵液中总酶活性的高低；还原糖浓度与

胞外糖类分解酶类的活性直接相关；所以还原糖浓

度与蛋白质浓度变化趋势相近的可能原因是假大白

菇菌丝体在发酵过程中分泌的蛋白质(酶类)主要

是与糖类分解相关的酶。

2．4淀粉酶、CMC酶、纤维素滤纸酶、纤维素脱脂

棉酶活性的变化

从图4可知，在整个发酵过程中淀粉酶、CMC

酶、纤维素滤纸酶、纤维素脱脂棉酶的活性的变化趋

势非常相似。在深层培养的开始4 d里4种酶的活

性基本平稳，略有升高；从第5 d开始酶活开始上

升；在第6 d淀粉酶、CMC酶和纤维素脱脂棉酶的酶

活性达到最大值；第7 d三者的酶活迅速下降；从第

8 d又开始回升，第9 d达到第2个峰值，但比第6 d

的值低；之后酶活迅速下降，到第12 d几种酶的活

性都已趋于平稳，且值都很小。纤维素滤纸酶在开

始的5 d中酶活基本平稳，第6天开始迅速上升，并

于第7 d达到最大值，此后酶活性一直下降，第12 d

以后也趋于平稳，与纤维素脱脂棉酶相比，两者的酶

活性相近，变化趋势也基本趋同，以纤维素脱脂棉酶

活性略高。

整体来看这4种酶的活性变化趋势基本相同，

在开始几天中酶活平稳，之后迅速上升，并于第6—

7 d达到最大值之后开始下降，12 d以后酶活已经

基本稳定，且酶活值都小。在淀粉酶、CMC酶、纤维

素滤纸酶、纤维素脱脂棉酶这4种多糖降解酶中，活
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性以CMC酶活性最高，之后是淀粉酶，纤维素滤纸 明菌体对淀粉类物质利用相对较早。

酶的活性最小。淀粉酶活性上升阶段出现最早，说
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图4发酵过程中淀粉酶、CMC酶、纤维素滤纸酶、纤维素脱脂棉酶活性的变化

Fig．4 Activities of diastase，CMC enzyme，eellulase during the submerged culture

2．5愈创木酚氧化酶与邻苯二酚氧化酶活性的变 的酶活性不是很高。这说明在假大白菇的深层发酵

化

由图5可看出，在深层发酵开始的前4 d，发酵

液中愈创木酚氧化酶活性很小，之后酶活迅速上升，

并于第8 d达到最大值61．3U，后开始迅速下降，到

ll d时酶活性已经很小，只有5．6267 U，以后的愈

创木酚氧化酶活性趋于平稳，且酶活都很小。
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图5发酵过程中愈创木酚氧化酶与

邻苯二酚氧化酶活性的变化

Fig．5 Activities of guaiacol oxidase and polyphenol

oxidase during the submerged culture

邻苯二酚氧化酶的酶活性总体来说比愈创木酚

氧化酶要小，在开始的几天中邻苯二酚氧化酶的活

性上升速度较快，在4 d达到了第一个峰值，酶活为

13．9 U，之后酶浯下降，在第8 d降到最小值后酶活

又开始上升，在第10 d又达到一个小的峰值，酶活

只有8．333 U，之后邻苯二酚氧化酶的酶活性一直

下降。

邻苯二酚氧化酶与愈创木酚氧化酶的活性可以

反映木质素分解酶类活性的高低，与多糖类物质分

解酶相比，邻苯二酚氧化酶与愈创木酚氧化酶的总

酶活性要相对小些，愈创木酚氧化酶在发酵过程的

第5—9 d出现了短时间的高酶活，但总体来说二者

过程中利用木质素类物质相对较难。

2．6发酵过程中胞外多糖含量的变化

由图6可知，胞外多糖含量在深层发酵开始的

几天中迅速上升，在第6天达到最大值l 1．66 mg·

L～，此后胞外多糖含量开始下降，在第13 d降到最

小值2．16 mg·L～，最后的几天中胞外多糖含量略

有上升，在第15 d出现了一个小峰值，含量为4．12

mg·L～。这可能与菌丝体自身的降解有关。
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图6发酵过程中胞外多糖含量的变化

Fig．6 Vmriation of extracellular polysaccharide

content during the submerged culture

3 结论与讨论

总体来看，在整个发酵过程中，菌丝体生物量表

现出先升后降的变化规律，在第10 d达到最大值，

这符合一般微生物发酵的生长规律；发酵液pH值

在发酵过程中先降后升，并在后期一直上升，这说明

假大白菇在发酵后期一直向发酵液分泌碱性物质；

胞外还原糖浓度与胞外多糖的变化趋势较为相似，

两者之间是否存在相关性有待进一步的研究；淀粉

酶、CMC酶、纤维素脱脂棉酶、纤维素滤纸酶这四种

万方数据



30 西北林学院学报 22卷

(上接第14页)

3 小结与讨论

柠条叶片在阳光充足的夏季晴天，其砌日进

程是一条单峰曲线，^在ll：00时左右达到最大
值，约为8．0921山mol·m～·s～；柠条TRAN的日变

化也为一单峰曲线，但柠条TRAN日变化峰值出现

在13：00—15：00时，约为9．392pmol·m～·s～。

柠条叶片的光合作用和蒸腾作用表现出不同的

变化特征，说明植物的光合作用主要受其自身的生

理代谢作用，而蒸腾作用不仅与植物自身的生理活

动有关，而且受环境条件的影响较大。

对柠条光合速率及其同步测得的ll项内外影

响因子光量子密度、相对湿度、水汽压亏缺、大气

CO：浓度等指标进行相关分析，并应用逐步多元回

归分析的方法，建立回归方程：k=0．162X“一0．
166xclNT一0．25’xvPD+0．320xEAm+0．809，YT‰tN=

0．563X尉鹏-4．91×10—3x删r+1．824，相关系数分

别为1．000和0．999。
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