
收稿日期!

!"#$!%!!&'

" 修回日期!

!%&$!%(!%'

基金项目! 国家自然科学基金资助项目#

)#)%#*!)

$" 浙江农林大学大学生创新创业基金资助项目%

!"&!"&"&!

&

作者简介! 骆静怡' 从事木腐真菌研究(

+!,-./0 &!)*'))(1233456,

( 通信作者! 潘程远' 副教授' 博士' 从

事木材抗虫防腐研究(

+!,-./0 578-92:-;<4=><459

浙 江 农 林 大 学 学 报!

"#&(

!

!"

"

&

#$

& ? #%

!"#$%&' "( )*+,-&%. /! 0 1%-2+$3-45

>6.0#%4##1))@A4.BB94!%*(!%'(C4!%&(4%&4%%&

木腐真菌的鉴定及对不同木材的腐朽能力

骆静怡! 傅威锐! 潘程远

%浙江农林大学 农业与食品科学学院' 浙江 临安
)&&)%%

&

摘要! 木腐真菌是一类木质纤维素的自然分解者! 在生态系统的物质循环中发挥着重要角色% 利用真菌子实体&

菌落& 菌丝体和分生孢子形态! 结合内转录间隔区"

DEF

'和
!CF GHIJ H#@H!

区域序列! 对环境中采集到的木腐真菌

进行鉴定! 并对分离鉴定到的真菌进行木质素酶和纤维素酶活性分析! 以及木材侵染腐朽能力研究% 通过鉴定!

共分离得到
(

种木腐真菌 ! 分别是尖孢镰刀菌
6#3&$-#7 "8539"$#7

! 毛栓孔菌
:$&7+4+3 *-$3#4&

! 层生镰刀菌

6#3&$-#7 9$"'-(+$&4#7

! 裂褶菌
;<*-="9*5''#7 <"77#%+

和血红密孔菌
>5<%"9"$#3 3&%.#-%+#3

% 酶活分析表明$

(

种真

菌均表现出较高的漆酶和锰过氧化物酶活性! 但纤维素酶活性则普遍较低或不存在% 利用质量损失法分析
(

种真

菌对
C

种不同木材样品的生物降解能力!

#!

周腐朽实验结果表明$ 毛栓孔菌的木材腐朽能力较强! 造成对橡木

?#+$<#3 7"%."'-<&

最高的
C*4#CK

的质量损失率! 而尖孢镰刀菌& 层生镰刀菌和裂褶菌等的木材腐朽能力较弱! 造

成木材质量损失率普遍低于
)4%%K

! 血红密孔菌对不同木材的腐朽能力差异较大! 可造成
$&4)'K

的橡木质量损失

率! 而对柚木
@+<4"%& .$&%A-3

仅有
!4!%K

% 通过分析酶活性和木材腐朽结果可以得出! 真菌木质纤维素酶活力和其

木材腐朽能力不存在相关性! 即较高的酶活力并不代表其具有较强的木材腐朽能力% 图
(
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木腐真菌% 即木材腐朽真菌! 是一类能降解木质纤维素的生物体! 作为生态系统中的分解者! 在物

质循环方面有着极为重要的作用& 在中国! 目前已分离鉴定到
# !%%

余种木腐真菌"

#",

#

& 按分类学地位!

木腐真菌主要属于担子菌亚门
E')6+642<&476;'

非褶菌目
F43<>4?'3*)

子囊菌门
G)&42<&47'

盘菌纲

H6)&42<&*7*)

和半知菌类的部分真菌"

$

#

& 从木材腐朽类型来看! 木腐真菌可分为白腐真菌' 褐腐真菌和

软腐真菌% 其中% 白腐真菌为最主要的木材腐朽菌% 约占已知种类的
I"1

"

D

#

& 木腐真菌对木材的腐朽%

源于其能分泌木质素酶和纤维素酶% 将木材细胞壁中的木质纤维素降解成低分子的物质% 并摄取这些物

质作为养分和能源% 供其生长和繁殖& 不同种类的木腐真菌% 其所分泌酶的种类和活性有所不同& 黄孢

原毛平革菌
)*"'(+,-*"(.( -*+/!,!0,+&%1

作为一种白腐真菌% 其体内具备降解木质纤维素所有的相关基

因"

0

#

% 但最被人们熟知的是其体内高活性的木质素过氧化物酶和锰过氧化物酶"

J

#

& 同样作为木质纤维素

降解体系中研究较多的云芝栓孔菌
2+31(.(! 4(+!&-,5,+

% 其分泌的木质纤维素酶主要是漆酶和锰过氧化物

酶"

I"-"

#

& 正因为不同木腐真菌具有不同的酶系及活力% 使得它们对木材的侵染和分解能力各不相同"

--"-!

#

&

木腐真菌作为自然界的分解者发挥着巨大的作用% 但是对于木材的使用% 却造成了巨大的经济损失& 本

研究将对原木中采集的木腐真菌进行分离鉴定% 测定各种菌种木质素酶(包括漆酶' 锰过氧化物酶和木

质素过氧化物酶)和纤维素酶(包括内切葡聚糖酶' 外切葡聚糖酶和
!!

葡萄糖苷酶)的活性% 同时比较菌

种对
D

种家居常用木材柚木
6(-.,'" $+"'7&!

% 橡木
8%9+:%! 1,'$,5&:3

% 菠萝格
;'.!&3 <&=%$3

% 杉木

>%''&'$*31&3 53'-(,53.3

% 花旗松
?!(%@,.!%$3 1('A&(!&&

和马尾松
?&'%! 13!!,'&3'3

等的腐朽能力% 分析木

腐真菌木质纤维素酶酶活与其木材侵染能力的关系% 为扩展木腐真菌种质资源' 木材保护以及今后木腐

真菌的利用提供有用信息&

-

材料与方法

*+*

菌种采集! 分离与保存

!"-!

年
-!

月
-!

日% 在浙江省临安市马溪木材厂采集木腐真菌子实体% 分别装于
-.$ 2K

离心管中%

并拍照记录& 通过组织分离法% 在马铃薯葡萄糖琼脂(

FHG

)培养基中分离得到
$

个菌株% 编号为
LM-

%

LM!

%

LM/

%

LM,

和
LM$

% 并保存于浙江农林大学植物保护学科微生物实验室&

*+,

菌种鉴定

-.!.-

菌种形态与显微观察 挑取
FHG

上培养的真菌菌丝制作临时载玻片% 灭菌水作为介质% 在
-"#

,"

倍显微镜下观察菌丝' 分生孢子及厚壁孢子的形态% 用
HN!O6-

数码相机(

P694;

)进行显微拍照&

LM-

菌株的显微结构为
FHG

上培养
/% +

的菌丝体%

LM!

%

LM/

%

LM,

和
LM$

菌株的显微结构为
FHG

上培

养
J +

的菌丝体&

-.!.!

菌种内转录间隔区!

QRN

"及
H-SH!

序列分析 分别挑取
FHG

上培养
J +

的
LM-

%

LM!

%

LM/

%

LM,

和
LM$

菌丝体% 用
TU!-" N>6; C43(2; V(;@'3 HPG Q)43'764; W67

(生工生物)提取其基因组
HPG

% 以

提取的
HPG

为模板% 用
V(;@6 Q+*;76A6&'764; FCO W67

(

R'W'O'

)试剂盒聚合酶链式反应(

FCO

)扩增菌丝体

基因内转录间隔区(

QRN

)序列和
!DN ?HPG H-SH!

区域序列&

FCO

反应产物经琼脂糖凝胶电泳分离后%

用
GX<F?*> HPG Y*3 TX7?'&764; W67

(

GX<@*;

)回收目的条带% 对回收的
HPG

片段进行测序&

*+-

粗酶液制备

刮取在
FHG

上培养
-, +

后的木腐真菌菌丝% 加蒸馏水研磨% 将研磨液离心(

- %%% ?

*

26;

"-

%

-% 26;

%

, $

)得到的上清液作为粗酶液& 该粗酶液用于测定木质素酶和纤维素酶的活力&

*+.

粗酶液总蛋白质质量分数测定

取上述各种真菌粗酶液用于总蛋白质质量分数测定& 运用
E?'+A4?+

原理% 使用蛋白质定量检测试剂

!
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木质素酶活力测定

#$%$#

漆酶 用
&'()

!

)*+,-

"的氧化来表示漆酶的活性# 其
#$. ,/

反应体系为$

0.. !/ .$% ,,12

%

/

!#

"3

""

联氮
"

二!

!"

乙基
"

苯并噻唑
"4"

磺酸"二铵盐!

&'()

"和
.$# ,12

%

/

!#醋酸钠缓冲液!

56 %$.

"& 加入
#.. !/

粗酶液& 启动反应& 测定反应
! ,*7

内
8". 7,

处吸光度的变化'

#!

(

# 以
# ,*7

转化
# !,12 &'()

所需的

酶量来表示
#

个酶活力单位!

!,12

%

,*7

!#

"#

#$%$"

锰过氧化物酶 在锰和过氧化氢存在下氧化
"3 4"

二甲氧基苯酚!

9:;

&

)*+,-

"来表示锰过氧化物酶

的活性# 其
#$. ,/

反应体系中含
#..$. ,,12

%

/

!# 酒石酸钠缓冲液!

56 8$%

"&

#$. ,,12

%

/

!#

9:;

&

#$.

,,12

%

/

!#硫酸锰和
.$# ,,12

%

/

!#过氧化氢& 在加入
#.. !/

粗酶液后启动反应体系& 测定
! ,*7

内
840

7,

处吸光度的变化'

#8

(

# 以
# ,*7

转化
# !,12 9:;

所需的酶量来表示
#

个酶活力单位!

!,12

%

,*7

!#

"#

#$%$!

木质素过氧化物酶 在过氧化氢存在下氧化藜芦醇!

)*+,-

"来表示木质素过氧化物酶的活性# 其

#$. ,/

反应体系中含
#.$. ,,12

%

/

!# 酒石酸钠缓冲液 !

56 !$.

"&

"$. ,,12

%

/

!#藜芦醇和
.$8 ,,12

%

/

!#过氧

化氢& 在加入
#.. !/

粗酶液后启动反应体系& 测定
! ,*7

内
!#. 7,

处吸光度的变化'

#8

(

# 以
# ,*7

转化

# !,12

藜芦醇所需的酶量来表示
#

个酶活力单位!

!,12

%

,*7

!#

"#
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纤维素酶活力测定

#$4$#

内切葡聚糖酶 以羧甲基纤维素!

<:<

&

)*+,-

"为底物& 反应产生的还原糖来表示内切葡聚糖酶

的活性# 在
%.$. ,,12

%

/

!#醋酸钠缓冲液!

56 %$.

"配制成的
0.. !/ #=

!

!

%

"

!#

"羟甲基纤维素!

<:<

"溶液中

加入
#.. !/

粗酶液& 于
!" #

反应
!. ,*7

& 然后在
<:<

溶液中加入等体积!

#$. ,/

"的
!3%"

二硝基水杨

酸!

9>)

试剂"& 于
#..#

水浴
#. ,*7

& 再于
8 #

下保持
#% ,*7

& 最后恢复室温& 测定
%8. 7,

下的吸光度'

#%

(

#

用
# ,*7

所产生
# !+

还原糖的量来表示
#

个酶活力单位!

!+

%

,*7

!#

"#

#$4$"

外切葡聚糖酶 以
8"7*?@15AB7C2 ""9"DB221E*1F*GB

!

5>;<3 )*+,-

"氧化成对硝基酚的能力来表示外切

葡聚糖酶的活性# 在
0.. !/

含
#.$. ,,12

%

/

!#

#>;<

和
#..$. ,,12

%

/

!#醋酸钠缓冲液!

56 %$.

"中加入
#..

!/

粗酶液& 于
%. #

水浴反应
#% ,*7

& 测定
8#% 7,

处的吸光度 '

#4!#H

(

# 用
# ,*7

产生
# !,12

对硝基酚来

表示
#

个酶活力单位!

!,12

%

,*7

!#

"#

#$4$! ""

葡萄糖苷酶 以
8"7*?@15AB7C2"""9"+2ID15C@-71F*GB

!

5>;J3 )*+,-

"氧化成对硝基酚的能力来表示

""

葡萄糖苷酶的活性# 在
0.. !/

含
#.$. ,,12

%

/

!#

#>;J

和
#..$. ,,12

%

/

!#醋酸钠缓冲液!

56 %$.

"中加入

#.. !/

粗酶液& 于
%. #

水浴反应
#% ,*7

& 测定
8#% 7,

处的吸光度'

#H

(

# 以
# ,*7

产生
# !,12

对硝基酚

所需的酶量来表示
#

个酶活力单位!

!,12

%

,*7

!#

"#
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木材侵染能力测定

在无菌条件下& 将上述分离得到的
%

种木腐真菌分别接种到
0 D,

的
;9&

平板培养皿中& 接种后置

于
"% #

培养箱中培养
K G

& 使菌种长满平板或基本长满平板#

从临安市马溪木材厂取得未经处理的柚木) 橡木) 菠萝格) 杉木) 花旗松和马尾松等的边材加工成

#K ,, $ #K ,, $ ! ,,

大小样品& 并给每块木材样品编号& 放入温度为
#.! #

烘箱中烘干
4 A

& 每块木

材样品用电子天平称量!精确到
.$..# +

"# 然后将木材样品包好在高压灭菌锅中灭菌!

#". #

&

". ,*7

"#

在无菌条件下& 将木块置于长满菌丝的平板培养基内& 放木材样品
#

块%培养基!#

& 重复
!

次%样品!#

& 然

后将培养皿放入
"% #

恒温培养箱中&

#"

周后& 取出附带菌丝体的木块& 除去表面的菌丝& 放入
#.! #

烘箱中烘干
4 A

& 称量# 计算木材样品受菌侵染后的质量损失百分率& 以百分数计算表示# 计算公式为$

试样质量损失百分率!

%

"

L

!

$

#

!$

"

"

&$

#

$#..=

# 其中$

$

#

为木块样品试验前的干质量&

$

"

为木块样品

试验后的干质量#

!"&

数据分析

木质纤维素酶在
%

种木腐真菌中的活性差异以及
%

种木腐真菌对木材侵染能力的差异运用方差进行

分析!

>BM,-7"NBI2F

"& 其显著水平
!L.$.%

# 数据分析所使用的分析软件为
);)) #4$.

!

);)) O7D

"#

骆静怡等$ 木腐真菌的鉴定及对不同木材的腐朽能力
!
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!

结果与分析

!"#

菌种鉴定

!&'&' ()'

菌株
()'

菌株腐生在杨树储木上! 图
'*

为采集地储木上菌株子实体"箭头所指#! 易与物

剥离! 灰白色! 平伏! 贴生$ 图
#+

为该菌从子实体上分离纯化后! 在
!$ !

下培养
, -

的菌落! 菌丝起

初为白色! 随着培养天数的增加! 扩散性色素积累! 变为红色至暗红色$ 显微结构观察到
!

种分生孢

子! 大孢子"图
#.

实心箭头%和小孢子"图
'.

空心箭头%$ 大孢子细长! 镰刀形! 有
/

个隔! 大小约为

!"&" !0 " '&$1!&$ !0

& 小孢子形态多样! 有卵形' 肾形' 圆柱形! 大小约为
!&$1$&" !0 " '&"1'&$ !0

$

测序结果发现(

()'

菌株
234

序列和
!54 6#76!

区域序列长度分别为
$88 9:

和
5%5 9:

)

;<=+>=?

登录号

分别为
@A$#/#5!

和
@A$#/#5B

%! 经美国国家生物技术信息中心"

C.+2

%快速局域序列对位排列算法

"

+D*43

%比对后发现
()#

菌株
234

序列与已知尖孢镰刀菌
!"#$%&"' ()*+,(%"' 234

序列"

;<=+>=?

登录号

EABB5#5/

%完全一致&

()#

菌株
6#76!

序列与已知尖孢镰刀菌
6#76!

序列"

;<=+>=?

登录号
@A#,#!#%

%

完全一致$ 尖孢镰刀菌可以产生大孢子' 小孢子和厚壁孢子等
/

种无性分生孢子! 大孢子为两头尖! 大

小
!%1/% !0

的镰刀状! 小孢子为椭圆形! 而厚壁孢子一般在黑暗或逆境中才会出现*

#,

+

$ 综合
()#

菌

株的子实体' 分生孢子种类和形态'

234

序列和
!54 6#76!

序列比对结果! 可以确定
()#

菌株为尖孢镰

刀菌$

图
#

尖孢镰刀菌!

()#

"形态学特征

AFGHI< ' (JI:KJLJGFM>L MK>I>MN<IFONFMO JP -"+$%&"' ()*+,(%"'

*&

采集地寄主木材中尖孢镰刀菌子实体&

+& Q6*

上培养
, -

尖孢镰刀菌菌落形态&

.& Q6*

上培养
/% -

尖

孢镰刀菌大孢子)实心箭头%和小孢子)空心箭头%形态$

!&'&! ()!

菌株
()!

号菌株腐生在泡桐木原木上! 图
!*

为采集地原木上菌株子实体)箭头所指%! 无

柄盖形! 菌盖扁平! 表面白色中带浅棕黄色! 半圆形或扇形! 被厚绒毛! 有明显同心环带$ 目前! 木腐

真菌的鉴定大多以子实体形态来进行判定! 该菌株的子实体形态与毛栓孔菌子实体形态极为相似*

'R

+

$ 图

!+

为该菌在
!$ !

下培养
, -

的菌落! 菌丝白色! 不产生扩散性色素! 有严重腐烂臭味$ 随着培养天数

增加! 菌丝越来越茂盛! 越长越厚! 几十天之后! 可形成团块状实心菌丝球! 并且菌丝体易从培养基上

图
!

毛栓孔菌!

()!

"形态学特征

AFGHI< ! (JI:KJLJGFM>L MK>I>MN<IFONFMO JP .%$'/0/+ 1&%+"0$
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撕落! 显微结构观察到
"

种菌丝形态" 图
"$

中菌丝不分枝" 细长" 图
"%

中菌丝具有锁状联合#图
"%

箭头$% 从显微结构的
"

种菌丝形态" 可以推测
&'(

号是担子菌门的真菌! 图
"$

中不分枝的菌丝为骨

架菌丝" 图
"%

中具有锁状联合的菌丝为生殖菌丝! 测序结果发现"

&'"

菌株
)*+

序列和
",+ %#-%"

区

域序列长度分别为
,". /0

和
,(1 /0

&

2345647

登录号分别为
891#!#,!

和
891#!#,.

$" 经
:$5) 5;<+*

比对后发现
&'"

菌株
)*+

序列与已知毛栓孔菌
!"#$%&%' ()"'*&# )*+

序列&

2345647

登录号
<5=!!#=>

$相

似度达到
??@

'

&'"

菌株
%#-%"

序列与已知毛栓孔菌
%#-%"

序列&

2345647

登录号
<5=!!!(!

$完全一

致% 综合
&'"

菌株子实体( 菌落形态( 菌丝显微结构(

)*+

序列和
",+ %#-%"

序列比对结果" 可以确定

&'"

菌株为毛栓孔菌%

"A#B! &'!

菌株
&'!

号菌株腐生在松木上" 图
!<

为采集地原木上该菌株子实体&图
!<

箭头所指的

白色物质$" 白色" 平伏" 贴生% 图
!5

为该菌在
"1 !

下培养
. C

的菌落" 菌丝白色" 生长茂盛" 无腐

烂臭味" 培养
#> C

左右" 培养基底部可见黄色或红紫色扩散性色素% 显微结构观察到
"

种孢子" 分生

孢子和厚壁孢子% 分生孢子卵形至椭圆形&图
!$

实心箭头$" 大小为
"B>D1B> !E " >B1D#B1 !E

" 并且产

孢量大' 厚壁孢子卵圆形&图
!$

空心箭头$" 有分隔" 大小为
.B>D?B> !E " #B1D(B> !E

% 测序结果发现)

&'!

菌株
)*+

序列和
",+ %#-%"

区域序列长度分别为
11. /0

和
,>, /0

&

2345647

登录号分别为

891#!#,(

和
891#!#,?

$" 经
:$5) 5;<+*

比对后发现
&'!

菌株
)*+

序列与已知层生镰刀菌
+*',")*$

-"./)0%",&*$ )*+

序列&

2345647

登录号
FG!.>=,!

$完全一致'

&'!

菌株
%#-%"

序列与已知层生镰刀菌

%#-%"

序列&

2345647

登录号
FG!."1!!

$完全一致% 该菌株菌落中心红紫色色素以及小分生孢子形态与

层生镰刀菌的菌落及小孢子描述相似*

">

+

% 综合
&'!

菌株子实体( 菌落形态( 分生孢子种类和形态(

)*+

序列和
",+ %#-%"

序列比对结果" 可以确定
&'!

菌株为层生镰刀菌%

图
!

层生镰刀菌!

&'!

"形态学特征

9HIJK3 ! &LK0MLNLIHO6N OM6K6OP3KHQPHOQ LR +*',")*$ -"./)0%",&*$

"B#B( &'(

菌株
&'(

菌株腐生在杨树原木上% 图
(<

为采集地原木上菌株子实体#箭头所指$" 菌盖扇

形" 菌肉白色" 此形态与裂褶菌子实体相似*

#?

+

% 图
(5

为该菌在
"1 !

下培养
. C

的菌落" 菌丝白色" 生

图
(

裂褶菌!

&'(

"形态学特征

9HIJK3 ( &LK0MLNLIHO6N OM6K6OP3KHQPHOQ LR 12()3.-(4//*$ 2.$$*5%
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长茂盛! 不易衰老! 有腐烂臭味" 随着培养天数增加! 菌丝不断连接与分化!

!&'

个月后能在培养基上

形成黄色# 表面裂褶的蘑菇" 该菌菌丝显微结构具有锁状联合$图
()

实心箭头%! 且沿着菌丝两侧长有

针状体$图
()

空心箭头%" 从显微结构的锁状联合特征! 可以推测
*+(

号是担子菌门的真菌! 图
()

中

具有锁状联合的菌丝为生殖菌丝" 生殖菌丝的锁状联合以及针状突是裂褶菌菌丝的典型结构&

!,

'

! 该菌株

菌丝均具有这
!

种形态! 可以初步判定其为裂褶菌" 测序结果进一步发现!

*+(

菌株
-./

序列和
!0/

1,21!

区域序列长度分别为
0'0 34

和
0($ 34

$

567897:

登录号分别为
;<$#'#0$

和
;<$#'#=%

%! 经
>)8-

8?@/.

比对后发现
*+(

菌株
-./

序列与已知裂褶菌
!"#$%&'#())*+ "&++*,- -./

序列$

567897:

登录号

A+B(B0((

%完全一致(

*+(

菌株
1,21!

序列与已知裂褶菌
1,21!

序列$

567897:

登录号
@8(!B'$,

%完全

一致" 综合
*+(

菌株子实体# 菌落形态# 菌丝显微结构#

-./

序列和
!0/ 1,21!

序列比对结果! 可以确

定
*+(

菌株为裂褶菌"

!C#C$ *+$

菌株
*+$

菌株腐生在松木上" 图
$@

为采集地原木上该菌株子实体$箭头所指%! 菌盖扇形

扁平! 菌肉红色! 此形态与血红密孔菌子实体形态极为相近&

#D

'

" 图
$8

为该菌在
!$ !

培养
B E

的菌落!

将培养基上白色物质刮下! 在显微结构下观察! 发现只有大量孢子! 并没有菌丝" 该菌株菌丝分布在培

养基内部! 培养基表面无菌丝" 图
$)

为分生孢子! 圆柱形或椭圆形! 大小为
#C$&!C$ !F " "C$&,C" !F

"

测序结果发现!

*+$

菌株
-./

序列和
!0/ 1,21!

区域序列长度分别为
0'0 34

和
0($ 34

$

567897:

登录号

分别为
;<$,',00

和
;<$,',=,

%! 经
>)8- 8?@/.

比对后发现
*+$

菌株
-./

序列与已知血红密孔菌

.(",&'&/*0 01,2*$,-*0 -./

序列$

567897:

登录号
GHBD,!D=

%完全一致(

*+$

菌株
1,21!

序列与已知血红

密孔菌
1,21!

序列$

567897:

登录号
G*$D$0,D

%完全一致" 综合
*+$

菌株子实体# 菌落形态# 分生孢

子形态#

-./

序列和
!0/ 1,21!

序列比对结果! 可以确定
*+$

菌株为血红密孔菌"

图
$

血红密孔菌!

*+$

"形态学特征

<IJKL6 $ *ML4NMOMJIP9O PN9L9PQ6LIRQIPR MS .(",&'&/*0 01,2*$,-*0

!"!

木腐真菌木质纤维素酶活性

由表
,

可以看出)

$

种木腐真菌木质纤维素酶活性存在较大差异! 其中! 木质素酶活性普遍高于纤

维素酶活性" 漆酶和锰过氧化物酶在
$

种真菌中均有表达! 其中! 漆酶在尖孢镰刀菌和层生镰刀菌中活

性最高! 分别达到
$%,C,D

和
!D$C=' !FMO

*

FI7

#,

*

J

#,

( 锰过氧化物酶在层生镰刀菌和血红密孔菌中活性最

高! 分别达到
!(=C,,

和
!(,C'D !FMO

*

FI7

#,

*

J

#,

( 木质素过氧化物酶仅在裂褶菌中有少量活性! 而在其余

(

种真菌均未检测到活性$表
,

%" 内切葡聚糖酶分别在毛栓孔菌# 层生镰刀菌和裂褶菌中检测到活性!

其中在毛栓孔菌中活性最高! 达到
,%%C'B !J

*

FI7

#,

*

J

#,

( 外切葡聚糖酶仅在毛栓孔菌和层生镰刀菌中有

较低活性! 而在其余
'

种真菌中未检测到活性(

"$

葡萄糖苷酶除了在尖孢镰刀菌中未检测到活性外! 其

余四种真菌均有活性$表
,

%" 总体而言! 毛栓孔菌# 层生镰刀菌# 裂褶菌和血红密孔菌均表现出木质素

酶和纤维素酶活性! 而尖孢镰刀菌仅呈现出木质素酶活性"

!"#

木材侵染能力分析

从木材样品真菌侵染前后质量损失率可以进一步得出$表
!

%! 毛栓孔菌对
0

种木材造成的质量损失

均显著高于其他
(

种木腐真菌! 其中除了对菠萝格造成
!C!,T

质量损失外! 对其他
$

种木材样品均造成

0
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表
! "#$

培养
%& '

后
(

种木腐真菌木质纤维素酶活性

$%&'( # )*+,-.(''/'-'01*. %.1*2*1*(3 -4 !"#$%&"' ()*+,(%"'- .%$'/0/+ 1&%+"0/- 2"+$%&"' ,%(3&4/%$0"'- 561&7(,1*33"'

6(''"8/ %,5 9*68(,(%"+ +$8:"&8/"+ -, 678 %41(9 4-/91((, 5%03

酶
不同木腐真菌木质纤维素酶活性

:

!

!;-'

"

;*,

!#

"

+

!#

#

尖孢镰刀菌 毛栓孔菌 层生镰刀菌 裂褶菌 血红密孔菌

漆酶
<=#>#? " @>A? % B<>C@ " <>"@ 5 "?<>A! " =><# & #=>A< " =>=A ( #@=><= " =>#C .

锰过氧化物酶
!#>=< " #>#= & #=><@ " =>!A . "@A>## " ?><? % "!>?# " =>B< & "@#>!? " C><A %

木质素过氧化物酶 $ $ $

">#A " =>#B

$

内切葡聚糖酶 $

#==>!C " =>B< % @<><= " <>=# %& "!>=A " @>C@ &

$

外切葡聚糖酶 $

!>@A " =>B< & B>?" " =>B= %

$ $

"#

葡萄糖苷酶 $

<>@" " =>B" %& B>=C " =>?? % =>B? " =>=? . @>A< " =><A &

说明% 粗酶液总蛋白!内切葡聚糖酶#的单位为
!+

&

;*,

!#

&

+

!#

' 表格中同行相同英文字母表示酶活性不存在显著性差异!

!D=>=<E

F6FF

#(

8D!

) 外切葡聚糖酶 *$+ 表示未检测到活性'

"=>==G

以上的质量损失) 血红密孔菌对菠萝格的侵染能力类似于毛栓孔菌( 对橡木和杉木的侵染能力仅

次于毛栓孔菌( 但显著强于其他
!

种真菌( 造成的质量损失率分别达到
@#>!AG

和
#@>=CG

) 尖孢镰刀

菌, 层生镰刀菌和裂褶菌对
B

种木材样品的侵染能力显著弱于毛栓孔菌( 其造成的木材质量损失率普遍

低于
!G

'

表
)

木腐真菌侵染
%*

周后不同木材的质量损失率

$%&'( " H(*+I1 '-33(3 -4 ./60(8$ :%$8;&+E <"/%6"+ '(8:(3&6$E =80+&$ >&"?:$E @"88&8:1$'&$ 3$86/(3$0$E A+/";(0+":$

'/87&/+&& %,5 A&8"+ '$++(8&$8$ %41(9 1J('2( J((K3 -4 J--5#9-11*,+ 4/,+/3 (LM-3/9(

木材名称
不同木腐真菌的质量损失率

:G

尖孢镰刀菌 毛栓孔菌 层生镰刀菌 裂褶菌 血红密孔菌

柚木
#>?? " =>!= & !#>=! " !>?# % #><" " =>## & #>CC " =>## & ">" " =>#? &

橡木
">"@ " =>#B . B?>#B " A>?! % #>?? " =>"? . ">#C " =>!A . @#>!A " "C>!? &

菠萝格
=>?? " =>B" & ">"# " =>"# % =><C " =>@= & =>? " =>"< & "><" " =>?< %

杉木
=>== " =>== . "B>"! " ?>AB % N#>#! " =>!< . =>B# " =>"? . #@>=C " @>@= &

花旗松
">"! " =>C# & "<>AC " #?>"= % #>B? " #>"@ & "><= " =>"A & ?>#? " B><! &

马尾松
=>C@ " =>@= & "=><# " <><" % =>B= " =>@= & #>== " =>@! & <>!@ " =>B" &

说明% 表格中同行相同英文字母表示木材质量损失率不存在显著性差异!

!D=>=<

#(

8D!

'

!

讨论

通过真菌子实体, 菌落, 菌丝体和分生孢子形态( 结合
O$F

及
"B3 97P8 7#:7"

序列( 本研究共鉴

定出
<

种真菌( 其中
!

种属于担子菌门非褶菌目( 分别是毛栓孔菌, 裂褶菌和血红密孔菌)

"

种属于子

囊菌门镰刀菌属( 分别是尖孢镰刀菌和层生镰刀菌' 毛栓孔菌是最常见的一种木材腐朽菌( 能腐生在阔

叶树和针叶树原木上( 造成木材白色腐朽-

#

.

' 裂褶菌是分布较广的一种木材腐朽菌( 能腐生在阔叶树储

木上( 造成木材白色腐朽-

#?

.

' 血红密孔菌能腐生在多种阔叶树储木上( 造成木材白色腐朽-

B

.

' 层生镰刀

菌是粮食作物中常见的病原菌!特别是玉米
B/$ '$*+

#( 能产生一系列的真菌毒素( 影响粮食生产与安全-

""

.

(

但也有研究表明% 该菌种是引起中国杨树
A(,"3"+

湿心材的一种病原真菌-

"!

.

( 其具备木质素降解能力-

"@

.

'

尖孢镰刀菌广泛存在于土壤中( 可侵染植物的一种兼性寄生真菌( 能对许多寄主植物造成病害-

"<

.

' 本研

究中的尖孢镰刀菌虽是从
QR#

菌株分离所得( 但从子实体外观形态推测( 该菌应该只是与子实体菌株

共生的一种真菌'

毛栓孔菌普遍用于木质素的降解研究( 其体内具备高活性的漆酶( 锰过氧化物酶和木质素过氧化物

酶-

"B

.

( 但也有研究表明( 毛栓孔菌体内具备一定的纤维素酶-

"A

.

' 本研究中分离到的毛栓孔菌具备木质素

和纤维素降解相关的酶!除了木质素过氧化物酶#( 虽然该菌木质纤维素酶活性在
<

种真菌中不突出( 但

其对不同木材的侵染腐朽能力显著强于其余
@

种真菌( 说明该菌适应能力强( 能腐朽不同化学成分和结

构的木材( 能在多种木材上生长'

骆静怡等% 木腐真菌的鉴定及对不同木材的腐朽能力
A



浙 江 农 林 大 学 学 报
!"#$

年
!

月
!%

日浙 江 农 林 大 学 学 报

血红密孔菌是一种被广泛用于产漆酶及其应用研究的真菌!

!&!'%

"

# 本研究中分离到的血红密孔菌也同

样表现出较高的漆酶活性$ 同时也检测到锰过氧化物酶和
!"

葡萄糖苷酶的活性% 血红密孔菌对不同木

材具备不同的白色腐朽能力#

()*+,*+-

等!

'.

"通过
.!

周的木材腐朽实验表明& 血红密孔菌能分别造成山毛

榉
!"#$% %&'(")*+"

和樟子松
,*-$% %&'(.%)/*% '/012

和
.10.2

的质量损失% 本研究也同样发现血红密孔菌对

不同木材表现出较强的选择性侵染腐朽能力& 其中对橡木的侵染能力最强& 造成质量损失率达到

/.0'32

& 而对柚木的侵染能力较弱& 只造成
!0!"2

的质量损失%

裂褶菌作为一种白腐真菌& 具备降解木材细胞壁中木质纤维素的能力!

'!

"

%

45-678

等!

''

"研究发现&

01

+233$-. 9:;"%<

具备木质素降解所需的漆酶' 锰过氧化物酶和木质素过氧化物酶& 其中锰过氧化物酶

活性最高& 其次是漆酶# 本研究中& 锰过氧化物酶' 漆酶和木质素过氧化物酶在裂褶菌体内表现出相似

的活性# 然而& 通过基因组测序发现& 裂褶菌虽然具有丰富的纤维素酶基因和漆酶编码基因& 但不存在

锰过氧化物酶和木质素过氧化物酶编码基因& 木质素的降解可能主要依靠漆酶或纤维二糖脱氢酶的作用!

'/

"

#

虽然裂褶菌具有降解木质纤维素相关的酶& 但其活性普遍不高& 相应地& 其对木材的侵染腐朽能力也不

强& 造成木材质量损失率为
%0<.2= !0$%2

#

层生镰刀菌因能在玉米中分泌伏马菌素而成名!

'$

"

& 但对木材腐烂能力的研究则较少# 本研究中& 层

生镰刀菌虽然具备较高活性的木质纤维素酶活性& 但其对不同木材的侵染能力普遍较弱& 造成木材质量

损失率＜!0%%2

# 尖孢镰刀菌虽然是一种传统的植物病原物& 但其体内具有木质素降解的相关酶!

'<

"

# 本

研究也表明& 尖孢镰刀菌菌丝体具有漆酶和锰过氧化物酶的活性& 但不存在纤维素酶活性& 其对木材的

侵染腐朽能力也不强#

通常认为& 木质纤维素酶活性高的菌株& 相应的降解木质素和纤维素的能力也较强# 但从本研究木

腐真菌的木质纤维素酶活力及其木材腐朽能力的研究中可以发现& 木腐真菌表现出的酶活性和对木材的

降解能力不能完全对应& 较高的木质纤维素酶活力并不代表其具有较强的木材腐朽能力& 如层生镰刀

菌( 较低的木质纤维素酶活力也不意味着其木材腐朽能力较弱& 如毛栓孔菌% 可以看出& 真菌木质纤维

素酶的活性和其木材腐朽能力关系复杂& 真菌对木材的腐朽是个复杂的过程& 不能仅凭借某些酶的活性

而断言其腐朽能力%

/

结论

木腐真菌既是自然界中木质纤维素的主要分解者& 也是影响木材使用寿命的主要因素% 本研究通过

对木腐真菌鉴定及其体内木质纤维素酶系研究& 分析其对
<

种木材的侵染能力& 得出如下结论)

"

利用

真菌形态学以及分子生物学方法鉴定出
$

种木腐真菌& 分别为尖孢镰刀菌' 毛栓孔菌' 层生镰刀菌' 裂

褶菌和血红密孔菌%

#$

种木腐真菌体内表现出不同的木质纤维素酶种类和活性& 其中层生镰刀菌' 毛

栓孔菌' 裂褶菌和血红密孔菌具备
.

种或多种木质素酶和纤维素酶& 而尖孢镰刀菌仅能分泌木质素酶%

$

毛栓孔菌对木材的侵染能力最强& 其造成不同木材的质量损失率均在
!%0%%2

以上*除菠萝格
!0!.2

外+& 血红密孔菌对不同木材的侵染能力有所差异& 其中能造成较高的
/.0'32

橡木质量损失率& 也能造

成较低的
!0!%2

柚木质量损失率& 其余
'

种真菌对不同木材的侵染能力均不强& 造成的质量损失率菌都

低于
'0%%2

#

%

木腐真菌木质纤维素酶与其木材侵染能力不存在正相关& 即具有较高或较为丰富木质纤

维素酶的木腐真菌不能认定其具有较强的木材侵染能力& 反之亦然#

$
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