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摘要: 为研究香菇菌种在不同保藏方法后的酶活性变化，用液氮保藏、4 ℃保藏、矿物油保藏、25 ℃保藏等 4 种

保藏方法对香菇菌种进行保藏试验，同时测定保藏后的生长速度和酶活性。研究结果可知: 液氮保藏对维持香

菇菌种活力的效果最好，香菇菌种经液氮保藏后的生长速度最快，并且其漆酶、羧甲基纤维素酶( CMC 酶) 、木
聚糖酶和淀粉酶的活性最高，而矿物油保藏的生长速度最慢和酶活性最低。结论: 上述 4 种酶活力可作为香菇

菌种保藏效果的评价指标。
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Effect of Different Preservation Methods on the
Enzyme Activity of Lentinula edodes Spawn
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Abstract: In order to study the enzyme activation change of Lentinula edodes spawn after preservation，

liquid nitrogen preservation，4 ℃ preservation，paraffin preservation and 25 ℃ preservation were used to pre-
serve Lentinula edodes． Growth rate and enzyme activity were detected after preservation． The results showed
that liquid nitrogen preservation was the best preservation method． The growth rate was the highest，and the
enzyme activities ( laccase，CMC，xylanase，alpha amylase) were also the highest after liquid nitrogen preser-
vation，while paraffin preservation was the opposite． It was indecated that laccase，CMC，xylanase and alpha
amylase activity could be regarded as evaluating indexes of effects of preservation methods for the preservation
of Lentinula edodes spawn．

Key words: Lentinula edodes spawn; growth rate; enzyme activation; spawn preservation

菌种是重要的生物资源，也是食用菌生产首要的生产资料，但因受各种因素的影响菌种出现退化或

丢失，所以菌种保藏非常重要。对菌种保藏效果的鉴定，常用的指标是菌株的存活率和菌株的生长速

度。但刘红等［1］认为仅测菌株的这 2 项指标来衡量保藏效果是不够的，还必须从其它方面对其进行观

察和测定。近些年国内各保藏单位相继发展增加测量保藏后的出菇情况来作为评价食用菌保藏的效果

的一个指标。蔡令仪等［2］仅用出菇产量这个指标对香菇的液氮与 4 ℃冰箱保藏方法的保藏效果进行

评价，张介驰等［3］用萌发率、萌发时间及各菌株在栽培性状方面对黑木耳菌种不同方法保藏后进行了

保藏效果评价。但 Gerardo Mata 等［4］用萌发率、萌发时间及出菇产量对超低温液氮保藏香菇 1 周的

收稿日期: 2011 － 10 － 15 修回日期: 2011 － 11 － 28
基金项目: 公益类科研院所专项项目( 2009R10009 － 1)

作者简介: 刘新锐( 1980—) ，男，助理研究员，硕士，主要从事食用菌分子生物学与种质资源利用研究，E － mail: 1213
76381@ qq． com; * 通讯作者，谢宝贵，教授，E － mail: mrcfafu@ 163． com。



第 1 期 刘新锐等: 不同保藏方法对香菇菌种酶活性影响

保藏效果进行评价时指出，受环境因素、人为因素和菌种特性等影响，出菇的产量主要与出菇规模有关，

保藏前与保藏后产量并无多大区别，所以出菇产量并未能充分说明保藏的效果。2006 年 Ladislav Ho-
molka 等［5］对其实验室的不同担子菌( 422 株) 进行保藏效果检测时，首次用测量保藏后的漆酶活性来

评价保藏的效果。至今国内仍没有把测量酶活活性作为评价保藏效果的相关报道。对于香菇保藏的报

道并不多，而且保藏处理方法也不统一，对保藏效果的评价更是单一。因此本文对香菇进行 4 种不同保

藏方法研究，并从萌发率、萌发时间、生长速度，及漆酶、羧甲基纤维素酶( CMC 酶) 、木聚糖酶和淀粉酶

4 种酶活性对保藏效果进行分析，从而对保藏效果进行初步评价。

1 材料与方法

1． 1 供试菌株

香菇 L0123，L0065 + 2，L0059 保藏于福建省食用菌种质资源保藏管理中心。
1． 2 保藏菌种的培养

将供试菌株从低温保藏库中取出进行 PDA 斜面培养基活化，待菌丝长满试管后，转接至直径 9 cm
含 PDA 的培养皿中央，25 ℃下培养，待菌落刚长满培养皿时即可。
1． 3 液氮保藏

将培养好的香菇菌种，挑起菌种于含 φ = 10% 甘油保护剂的冻存管，样品经以 1 ℃ /min 降到 －
40 ℃，直接放入液氮保藏 60 d［6］。
1． 4 低温 4 ℃保藏

当菌丝长满斜面后放入 4 ℃保藏 60 d。
1． 5 矿物油保藏

当菌丝长满斜面后注入无菌矿物油，液面超过斜面上缘 1． 0 ～ 1． 5 cm，封口后竖直放入保藏柜中保

藏 60 d。
1． 6 常温 25 ℃保藏

当菌丝长满斜面后放入 25 ℃恒温培养箱保藏 60 d。
1． 7 保藏后菌种生长测定

经不同方法保藏的菌种分别接种于 PDA 平皿培养基中央，在 25 ℃条件下培养，记录菌丝萌发时间

和萌发率，测量生长速度和观察菌落形态特征。
1． 8 保藏后酶活测定

保藏后的供试菌株用平板活化培养 10 d，转接 PDA 液体培养基中，每瓶平均接 6 块，5 个重复，

25 ℃下 110 r /min 培养，从第 5 天开始每隔 1 d 取 1 次样。取出的样品于 3 000 r /min 离心 10 min，取

上清液即粗酶液。漆酶活性的测定采用 ABTS 法［7］，羧甲基纤维素酶( CMC 酶) 、木聚糖酶和淀粉酶活

性的测定采用 DNS 法［8］。

2 结果与分析

2． 1 不同保藏方法保藏后对菌种萌发情况的影响

不同保藏方法保藏 2 个月后，经解冻活化后对香菇菌丝萌发的影响如表 1 所示。不同方法保存菌

种效果不同，且存在明显差异，矿物油保藏的菌株萌发时间长，一般在活化后 6 d 以上才可萌发，且有小

部分菌株没有萌发，其他几种方法保存的菌株全部萌发。液氮保藏和 4 ℃ 保藏的菌株活化萌发时间

短，一般为 3 ～ 4 d，且菌丝生长最旺。不同菌株的具体萌发时间不同，但是几种保藏方法之间萌发影响

都存在一定规律性。
2． 2 不同保藏方法保藏后对菌丝生长速度的影响

不同方法保藏后菌丝生长的强弱与快慢通过表 1 和表 2 可以看出，液氮保藏效果在保藏后测定的

生长直径最大，长势最旺，矿物油保藏效果最差且不同菌株表现一致。保藏菌种在未活化时几种不同保

藏方法对香菇菌种的生长速度存在极显著差异，液氮保藏的生长速度最快，其次是 4 ℃保藏和 25 ℃保

藏，矿物油保藏的最差，表明矿物油会阻碍香菇菌丝的生长。
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图 1 香菇 L0123 经 4 种保藏方式后漆酶活性变化

Fig． 1 Laccase activity of Lentinula edodes L0123 after four preservation methods

表 1 香菇菌种经不同保藏方法后的萌发情况

Tab． 1 The germination of different preservation methods in Lentinula edodes spawns

保藏方法

Preservation methods
指标

Contents
L0065 + 2 L0123 L0059

菌丝生长情况

Spawn growth

低温保存 萌发率 /% 100 100 100 菌丝浓密，强壮，紧实，旺盛

4 ℃ preservation 萌发天数 /d 4 3 3

常温保存 萌发率 /% 100 100 100 菌丝生长一般，旺盛

25 ℃ preservation 萌发天数 /d 4 5 4

矿物油保存 萌发率 /% 90 80 80 菌丝弱，松散，相对稀疏

Paraffin preservation 萌发天数 /d 6 8 6

液氮保存 萌发率 /% 100 100 100 菌丝更浓密，强壮，旺盛，紧实

Liquid nitrogen preservation 萌发天数 /d 4 3 3

表 2 不同保藏方法香菇菌种生长速度

Tab． 2 Growth rate of of Lentinula edodes after different preservation methods

保藏方法

Preservation methods

L0065 + 2

生长速度 / ( cm·d －1)

Growth rate
P0． 05 P0． 01

L0123

生长速度 / ( cm·d －1)

Growth rate
P0． 05 P0． 01

L0059

生长速度 / ( cm·d －1)

Growth rate
P0． 05 P0． 01

液氮 Liquid nitrogen 0． 44 ± 0． 02 a A 0． 47 ± 0． 02 a A 0． 52 ± 0． 01 a A

4 ℃ 037 ±0． 02 b B 0． 44 ± 0． 02 b B 0． 49 ± 0． 02 b B

25 ℃ 0． 31 ± 0． 03 c C 0． 36 ± 0． 04 c C 0． 41 ± 0． 02 c C

矿物油 Paraffin 0． 26 ± 0． 04 d D 0． 29 ± 0． 03 d D 0． 34 ± 0． 02 d D

2． 3 不同保藏方法对香菇菌种酶活力影响

2． 3． 1 漆酶活力的变化 对保藏后漆酶活性测定可知不同保藏方法对漆酶活性的影响有显著差异。
菌株 L01233、L0065 + 2 和 L0059 在不同保藏方法后的漆酶活性变化呈抛物线趋势变化，都有一个最大

酶活力出现的时间，而不同菌株出现的具体时间存在差异，菌株 L0123 在第 13 天时漆酶活性最强，达

45． 92 U，而菌株 L0065 + 2 和 L0059 在第 11 天时漆酶活性最强，漆酶活性最高分别为10． 24 U 和10． 39 U。
以菌株 L0123 为 例 进 行 分 析

( 以下 CMC 酶、木聚糖酶和淀

粉酶的活性变化同样以菌株

L0123 为例，菌株 L0065 + 2 和

L0059 的略) 。通过图 1 可知，

不同的保藏方法对漆酶活性的

影响不同，其中采用液氮保藏

后的 漆 酶 活 性 最 强，最 高 达

45． 92 U，而采用矿物油保藏后

的漆酶活性最弱，最高为 6． 67 U。
前 5 天香菇的漆酶活性很低，

随后漆酶活性上升较快，第 9 天至第 13 天液氮保藏的漆酶活性明显优于其他 3 种保藏方法，达到极显

著性差异，4 ℃保藏的保藏效果好于室温保藏和矿物油保藏。此外，菌株 L0065 + 2 和 L0059 在第 9 天

至第 13 天 4 种保藏方法后的漆酶活性较强，液氮保藏的效果也明显优于其他 3 种保藏方法，因此在第 9
天至第 13 天的漆酶性可作为香菇菌种保藏效果的检测指标。
2． 3． 2 羧甲基纤维素( CMC) 酶活力的变化 经 4 种不同方法保藏后 3 个菌株的 CMC 酶活性变化规律

相一致，其中香菇 L0123 的 CMC 酶活性变化情况如图 2，供试的 3 个菌株在第 15 天香菇 CMC 酶活性最

强，菌株 L0123、L0065 + 2 和 L0059 分别为 1． 75，1． 72，1． 80 U，且在 9 天前 3 个菌株的 CMC 酶活性在 4
种保藏方法中差异小，活性都比较低，而在第 11 天后 CMC 活性增加，采用液氮保藏和 4 ℃保藏的 CMC
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图 2 香菇 L0123 经 4 种保藏方式后 CMC 酶活性变化

Fig． 2 CMC activity of Lentinula edodes L0123
after four preservation methods

图 3 香菇 L0123 经 4 种保藏方式后木聚糖酶活性变化

Fig． 3 Xylanase activity of Lentinula edodes L0123
after four preservation methods

图 4 香菇 L0123 经 4 种保藏方式后淀粉酶活性变化

Fig． 4 Alpha amylase activity of Lentinula edodes L0123
after four preservation methods

酶活性强于室温保藏和矿物油保藏的，在第 15 天至 17 天时，经液氮保藏后的 CMC 酶活性极显著高于

其它 3 种保藏方法。3 个菌株在第 13 天至第 17 天时的 CMC 酶活性比较强，因此该时间段的 CMC 酶活

性可作为香菇菌种保藏效果的检测指标。
2． 3． 3 木聚糖酶活力的变化 经 4 种不同方法保藏后 3 个菌株的木聚糖酶活性变化规律相一致，其中

香菇 L0123 的木聚糖酶活经 4 种方法保藏后变化情况如图 3，随着时间的不同，香菇 L0123 的木聚糖酶

活性先增强后衰弱，呈抛物线变化。试验的 L0123、L0065 + 2 和 L0059 等 3 个香菇菌株的木聚糖酶含量

均在第 11 天达到最大值，最强分别为 1． 56，1． 32，1． 32 U，采用室温保藏和矿物油保藏的木聚糖酶活性

比较弱，在 13 天前，液氮保藏的木聚糖酶活力显著高于其它 3 种保藏方法的，说明液氮保藏能较好地维

护香菇菌种的木聚糖酶活性。供试 3 个菌株的木聚糖酶活性在 5 至 15 天期间变化较小，均可作为保藏

效果的检测指标。
2． 3． 4 淀粉酶活力的变化 经不同方法保藏后，香菇 L0123 和 L0065 + 2 淀粉酶活性在第 9 天达到高

峰，淀粉酶活性最强分别为 1． 35 U 和 1． 09 U 而香菇 L0059 的淀粉酶活性在第 7 天达到最大值为 0． 90 U，

淀粉酶活性最强出现时间存在菌株

间的差异。从图 4 中可以看出，香

菇 L0123 用液氮保藏和 4 ℃ 保藏

的淀粉酶活性较高，而室温保藏及

矿物油保藏对维持香菇淀粉酶活性

的能力低。其中在第 9 天时，香菇

L0123 液 氮 保 藏 后 的 淀 粉 酶 活 性

( 1． 35 U) 是室温保藏( 0． 49 U) 的

2． 7 倍，是矿物油保藏( 0． 74 U) 的

1． 8 倍，体现了液氮保藏的优势。3
个供试菌株的淀粉酶活性在菌丝阶

段均出现的比较早，从第 5 至第 9
天均可作为香菇菌种保藏效果的检测指标。

3 讨 论

酶的生成受遗传基因和代谢物的双重控制。食用菌在生长、发育的不同时期、不同环境产生酶的多

少不同，是菌体适应环境的表现［9］。香菇是木腐菌，以植物纤维素和木质素为主要碳素营养源和能源，

而多糖物质的降解主要依赖纤维素酶和木质素酶［10］，这些酶的活性强弱在一定程度上决定菌丝对培养

料的生物转化率［11］，徐建中等［12］指出漆酶在食用菌利用栽培基料中起到指示作用。因此不同保藏方

法后菌丝的酶活性可以直接反映保藏的效果。
本次试验发现同一保藏方法在不同品种之间的酶活性大小有差异，而主要的特性表现趋势是相一
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致的，这与倪新江［13］和王玉江［14］在研究香菇和黑木耳几种胞外酶活性变化的规律基本一致。通过不

同保藏方法后，香菇同一菌种萌发情况及萌发后的生长速度不同，保藏后的酶活力存在差异，综合而言

液氮保藏的优势明显，4 ℃保藏、25 ℃保藏效果次之，而矿物油保藏效果比较差。本实验再次验证了超

低温液氮保藏法是目前国际上公认为较为理想的菌种保藏方法的观点。虽低温定期移植保藏法简单易

行，不需特殊设备，但需几个月转管 1 次，转管的次数多了，一方面会浪费大量的人力及时间，又容易

引进污染，另一方面经长期的保藏，遗传物质及生理活性或多或少会发生改变，从图 1 至图 4 也可以看

出 4 ℃保藏的漆酶、羧甲基纤维素酶、木聚糖酶和淀粉酶 4 种酶活性整体低于液氮保藏的。所以对于大

量的食用菌菌种保藏单位，传统的如 4 ℃低温保藏方式并不实用［15］。
在菌种的矿物油保藏方面，宋明芝［16］和杨之为［17］主要从保藏期限上进行了研究，张金霞［18］比较全

面评价了草菇菌种的矿物油保藏效果，但对矿物油保藏后的酶活性没有研究。在此次试验中，香菇菌种

经矿物油保藏后的酶活性较低，一方面可能是因为矿物油浸泡菌种，对菌种细胞活力产生影响; 另一方

面可能与活化的次数相关，值得进一步研究。此外本次保藏时间较短( 2 个月) ，已知的结果虽初步反映

出各种保藏方法对香菇保种的影响，但考虑到保藏工作的长期性，下一步还需增加保藏时间等方面来研

究香菇菌种保藏的效果。
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