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3种猪苓营养菌丝酯酶和过氧化物酶的同工酶分析
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摘 要：采用聚丙烯酰胺凝胶垂直板电泳(PAGE)对3种猪苓营养菌丝中的酯酶(EST)与过氧化

物酶(POD)的同工酶进行了分析。结果表明，3种猪苓营养菌丝的酯酶同工酶和过氧化物酶同工

酶活性相近。酯酶同工酶共显一种谱型，5条谱带，Rf值集中在0．22～o．78间；过氧化物酶同工酶

共显3种谱型，酶谱每带数在4～9条间，P．umbellatus LBZ，P．umbellatus LBJ，P．umbellatus

LBT的过氧化物酶酶谱条带数依次为8条，4条，9条，Rf值集中在o．08～O．69间。聚类分析显

示，P．umbellatus LBJ较其他2种猪苓亲缘关系较远，P．umbellatus LBZ和P．umbellatus LBT亲

缘关系较近。
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Abstract：In this manuscript，Polyacrylamide gel electrophoresis(PAGE)was adopted to study

esterase isozyme and peroxidase isozyme in three different Polyporus umbellatus strains．The

three strains are presented similar esterase isozyme and peroxidase isozyme activites，including no

their own key bands．Among the three tested Polyporus umbellatus samples，five esterase

isozyme bands appeared on the gel，forming one zymogram types．The peroxidase isozyme bands

for the three strains were four'--nine，eight ones for Polyporus umbellatus LBZ，four ones for

Polyporus umbellatus LBJ and nine ones for Polyporus umbellatus LBT，with Rf values were

between 0．08 and 0．69．Cluster analysis indicated Polyporus umbellatus LBJ had a distant

genetic relationship with the other two strains，but Polyporus umbellatus LBJ had a closer

genetic relationship with Polyporus umbellatus LBZ and Polyporus umbellatus LBT．
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猪苓(Polyporus umbellate(Pers．)Fries)属真

菌门，担子菌纲，多孔菌目，多孑L菌科，猪苓(地花)

属，别名猪粪菌，猪灵芝。主要分布在我国河北、陕

西、山西、四川、湖北、云南等地[1]。猪苓菌核可入

药，具有利水、渗湿、抗肿瘤、保护肝脏、增强免疫功

能、抗辐射、抗诱变、抗菌等作用L2_3]。猪苓的菌丝

体白色，菌丝直径1～5 p．m，具有横隔、分枝及锁状

联合等特征。在野外自然条件下，猪苓多以菌核状

态存在。它是由大量菌丝构成的休眠体，呈长形块

状或不规则球形且稍扁，表面凹凸不平，有皱纹或

瘤状突起。猪苓的子实体又叫“猪苓花”、“千层蘑

菇”，常见于树根旁地上或腐木桩旁，阔叶林及针叶

林中，地上部分子实体叫猪苓花，可食，地下部分即

中药猪苓Ⅲ。

随着猪苓药用范围的扩大及缺乏有效保护，野

生资源已濒临枯竭Hj。猪苓的栽培技术主要为半

人工栽培[5-8]，并已取得一定进展。但在人工栽培

的选种阶段，仍采用的是野生猪苓菌核。目前，国

内用于生产栽培的猪苓种质资源较为混乱，名称各

异，缺乏对其生物学特性的深入研究和开发利用。

猪苓是秦巴山区作为国家中药现代化产业建

设基地的主要药源。本研究通过聚丙烯酰胺凝胶

垂直电泳，对3种不同形态猪苓菌核(“猪屎苓，“鸡

屎苓”和“铁蛋屎苓”)中分离的营养菌丝的酯酶和

过氧化物酶同工酶进行了电泳分析，进一步确定3

种不同形态猪苓菌核间的亲缘关系，旨在为猪苓的

规范化栽培提供种质资源依据。

l材料与方法

1．1材料

1．1．1 供试菌种 猪苓菌核(猪屎苓

P．umbellatus LBZ，鸡屎苓P．umbellatus LBJ，铁

蛋屎苓P．umbellatus LBT)由陕西省资源生物重点

实验室食药用菌种保藏中心提供。

1．1．2培养基 母种培养基L9](马铃薯200．0 g，

葡萄糖20．0 g，KH2P045．0 g，MgS04·7HzO 3．0

g，VBl 0．01 g，琼脂18．0 g，H2 O 1 000 mL，pH值

为自然。)；液体培养基(玉米粉30 g，酵母膏30 g，

KH 2 P04 1．0 g，MgS04·7H2 O 1．0 g，VBl 0．19，

CaC03 1．0 g，H20 1 000 mL，pH值为自然。)

1．1．3主要仪器与设备 ZHWY一210 2C型恒温

振荡器：上海智诚分限公司生产；LS-B50L型立式

圆形压力蒸气灭菌器：上海医用核子仪器厂生产；

高压双稳电泳仪：DYY-Ⅲ一4型北京六一仪器厂生

产；垂直电泳槽：DYY一Ⅱ一28型样品梳24齿北京

六一仪器厂生产；LGRl6-W高速微量冷冻离心机：

北京医用离心机厂生产。

1．2方法

1．2．1 菌种活化 配制母种培养基，分装试管，

121．3℃30 min灭菌，放置斜面，接种于28℃恒温

箱培养，待菌丝满管后置4℃冰箱保藏，备用。

1．2．2 茵丝球制备 制备液体培养基，分装100

mL三角瓶，装液量体积分数60％，121．3℃30 rain

灭菌，接入0．5～1．0cm2活化的菌块，27℃，180 r／

rain振荡培养7 d。

1．2．3样品制备将液体培养基中的菌丝球用两

层纱布过滤，纯净水冲洗后分装于EP管中，每管

0．5 g，12 000 r／min离心15 rain，弃掉上清液。再

往EP管中加入1 mL、pH 6．8的Tris-HCl缓冲液

和0．5 g石英砂，冰浴研磨成匀浆。后进行冷冻离

心(3 000 r／rain，30 rain，4℃)，取上清液4℃冰箱

保藏，备用。

1．2．4 电泳及染色 采用聚丙烯酰胺凝胶垂直电

泳[1”¨]。分离胶质量浓度7．5 g／dL，pH值8．9；

浓缩胶浓度4．0 g／dL，pH值6．7，点样量20“L，电

极缓冲液为Tris-HCL系统(pH 8．3)。稳流20

mA，0．1％溴酚蓝作指示剂，电泳4～5 h并计算R。

值‘1 2‘。

过氧化物酶同工酶采用醋酸一联苯胺染色系

统。染色液制备：1 g联苯胺加9 mI。冰醋酸，溶解

后加36 mL水，用时再加160 mL水和VC 0．8 mg，

最后加几滴过氧化氢原液。

酯酶染色采用醋酸一a一萘酯和坚牢蓝染色系统。

染色液制备：称取40 mg Q一萘酯和40 mg p一萘酯溶

于1 mL C3 H6 o中，再加入100 mI。浓度0．1 mol／

L，pH值7．2的磷酸缓冲液和40 mg牢固兰RR

盐，待牢固兰完全溶解后即可染色[1 3|。

电泳结束后取下凝胶板，放入pH值4．f7的乙

酸液中，10 rain后去掉乙酸液，用蒸馏水将凝胶冲

洗干净，放入上述混合的染色液中，于25℃条件下

染色30 min左右，待显出清晰酶带后取出，用蒸馏

水漂洗数次，用体积分数7．0％～10．0％的乙酸固

定，照相，绘制模式图。

2结果与分析

2．1 3种猪苓营养菌丝酯酶与过氧化物酶同工酶

酶谱分析

3种猪苓营养菌丝的酯酶(EST)同工酶谱见图

1及图2；过氧化物酶(POD)同工酶谱见图3及

图4。 ·
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1～3 P．umbellatus LBZ。4～6 P．umbellatus LBJ，

7～9 p．umbellatus LBT

图1 3种猪苓菌丝酯酶同工酶电泳图谱

Fig．1 Electrophpresis zymogram of Esterase isozymes

In the three P．umbellatus

三三霎|||翼纂带目 目 目三

1～3．P．umbellatus LBT．4～5．P．umbellatus LBJ。

7～9．P．umbellatus LBZ

图3 3种猪苓菌丝过氧化物酶同工酶电泳图谱

Fig．3 Electrophpresis zymogram of peroxidase isozymes

in the three P．umbellatus

三三耋黍冀饕带目
厂]

同三

表1 3种猪苓菌丝酯酶同工酶扁值

Tab．1 Rf values of esterase isozyme in the three

P．umbellatus

3种猪苓菌丝的酯酶同工酶谱相同，均无自己

特征性酶谱，都存在5条谱带，迁移率分别为Rr

0．22、0．56、0．63、0．71、0．78，但带的强弱上有一定

差别。P．umbellatus LBJ谱带中Rf 0．56、0．78，这

2条带弱于P．umbellatus LBZ与P．umbellatus

LBT。

2．2．2 3种猪苓茵丝过氧化物酶同工酶Rf值比较

3种猪苓菌丝过氧化物酶同工酶R r值见表2。
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表2 3种猪苓菌丝过氯化物酶同工酶风值

Tab．2 Rt values of peroxidase isozyme in the three

P．umbellatus

表2表明，3种猪苓菌丝过氧化物酶同工酶谱

不尽相同，共显3种谱型，10条谱带，P．umbellatus

LBZ，P．umbellatus LBJ和P．umbellatus LBT的过氧

化物同工酶谱带总数分别为8、4、9。其中Rf 0．57、

0．64、0．69为P．umbellatus 1月T，P．umbellatus LBZ

和P．umbellatus LBJ的共有带，只是带的强弱有差

异。P．umbellatus LBT比P．umbellatus U记和

P．umbellatus LBJ多出2条Rf为0．19、0．24的谱带。

P．umbellatus LBJ和P．umbellatus LBZ的第6条带

是P．umbellatus LBT所没有的，其Rf 0．63。

2．3品种间酶谱聚类分析

2．3．1 3种猪苓茵丝酯酶同工酶酶谱相似度指数

由于过氧化物酶同工酶和酯酶同工酶是基因表

达的产物，也是分子水平的表现型。而过氧化物酶

同工酶和酯酶同工酶的表现型差异反映了基因型

的差异。因此，酶是生物体实现正常代谢的必要条

件，是生命活动最重要的因素。从基因型差异的程

度就能显示出种间亲缘关系的远近。Vaughan

(1968)[141提出以酶谱相似度预测种间亲缘关系，相

似度指数越大，说明物种间的酶谱差异越小，亲缘

关系越密切Ll卜16]。由Vaughan公式估算见表3和

表4。

表3和表4表明，P．umbellatus LBZ和

P．umbellatus LBT的脂酶同工酶相似度指数较高

为1。P．umbellatus LBZ和P．umbellatus LBJ的

脂酶同工酶相似度指数较低为0．6。表4可知，

P．umbellatus LBZ和P．umbellatus LBT过氧化物

酶的同工酶相似度指数较高，为0．67；

P．umbellatus LBZ和P．umbellatus LBJ过氧化物

酶的同工酶相似度指数较低为0．5。结果皆表明

P．umbellatus LBZ和P．umbellatus LBT间亲缘关

系较近，P．umbellatus LBZ和P．umbellatus LBJ

间的亲缘关系相对较远。这与猪苓形态学上亲缘

关系的鉴定相吻合，进一步证明了酯酶同工酶和过

氧化物酶同工酶指标对猪苓的分类鉴定的可行性。

表3 3种猪苓茵丝酯酶同工酶酶谱相似度指数

Tab．3 The Similarity index of EST isozyme pattern of Po卜

yporus umbellates LBZ to the other two strains

注：以P．umbellatus LBZ为参照进行统计；相似度指数

=相同酶带数／相同酶带数+不I司酶带数；Similarity Index

(S．I)=No．of Similarity bands／No．of Similarity bands+
No．of different bands。

表4 3种猪苓菌丝过氧化物酶同工酶酶谱相似度指数

Tab．4 The Similarity index of POD isozyme pattern of Pol-

yporus umbellatus LBZ to the other two strains

注：以P．umbellatus LBZ为参照进行统计；相似度指数一
相同酶带数／相同酶带数+不同酶带数；Similarity Index

(S．I)一No．of Similarity bands／No．of Similarity bands+

No．of different bands。

2．3．2聚类分析酯酶与过氧化物酶均是与生物

膜的抗氧化保护有关的氧化还原酶Ll川，鉴于2种酶

具有相似的性质，利用过氧化物酶酶谱谱带的相似

度指数作为指标，对3种猪苓菌丝进行聚类分析，

其分析如图5。
0．5 0．6 0．67 1．00

图5过氧化物同工酶UPGAMA聚类分析图

Fig．5 Cluster analysis POD isozyme in the three Pol-

yporus umbellatus

通过过氧化物同工酶UPGAMA聚类分析(图

5)显示，在阈值为0．5处，将3种猪苓分为两组，其中
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P．umbellatus LBJ单独成为一组，P．umbellatus LBZ

和P．umbellatus LBT合为一组，P．umbellatus LBZ

和P．umbellatus LBJ在阈值为0．67处又被分为

P．umbellatusLBZ和P．umbellatus LBT两小组，这表

明P．umbellatus LBJ相对P．umbellatus I。BZ，

P．umbellatus LBT其亲缘关系相对较远，

P。umbellatus U记和P．umbellatus LBT的亲缘关系

较近。

过氧化物同工酶UPG√蝴A聚类分析图还显示
P．umbellatus U弦，P．umbellatus LBJ，P。umbellatus

LBT这3种不同菌核间的亲缘关系较近，它们的相

似系数超过0．5，P．umbellatus LBJ与其它2种菌

核间的亲缘关系相对较远，但在大的范围(图上所

示结点处)还可与P．umbellatus LBZ，

P．umbellatus LBT分为一类，再次证明这3种不同

菌核形态的猪苓属同种。

3 结 语

1)酶谱分析表明，秦巴山区3种猪苓菌丝体内

的酶谱清晰稳定，酶谱类型差异不大，尤其是它们

的酯酶酶谱完全相同，只显一种谱型，具有5条相

同谱带，Rf分别为0．22、0．56、0．63、0．71、0．78，

P．umbellatus LBJ Rf 0．56、0．78两条酶带相对稍

弱是其唯一差异。过氧化物酶同工酶显示3种谱

型，10条谱带，其中Rf 0．57、0．62、0．64、0．69是它

们的基本谱带，P．umbellatus LBT具有特征谱带。

聚类分析及相似度结果表明，P．umbellatus LBj较

其它2种亲缘关系较远，P．umbellatus LBZ和

尸．umbellatus LBT的亲缘关系较近。它们的酯酶

同工酶酶谱相似度指数为1，过氧化物同工酶相似

度指数为0．67。

ITS测定分析初步证明，此3种不同形态猪苓

菌核为同一个种，它们的同工酶谱带应相同或相

近。但由于环境因素，3种不同形态猪苓菌核分离

的菌丝纯度及伴生菌等因素，使3种猪苓菌丝的酯

酶同工酶和过氧化物酶同工酶存在一定差异，以

P．umbellatus I。BJ尤甚。

2)同工酶(等位酶)作为一种重要的遗传标记

被广泛应用于生物学研究的各个领域，例如探讨物

种的起源进化，了解植物自然种群的遗传结构，探

查种群的交配体系，鉴定种质资源的特征特性，并

为分类提供重要的依据【181技术的相似性比较，是解

决种内和种间变异及物种形成问题的有力工具，还

同时结合形态学、解剖学、细胞学和地理学等经典

资料，将会更清楚地认识物种的进化过程、机制和

进化的复杂性，有助于解决传统方法所无法解决的

难题u引。

同工酶是由等位基因编码的，具有相当的稳定

性和特异性。因此，利用同工酶进行遗传分析是可

靠且可行的。大量研究者通过它们在其它植物上

的研究，发现POD，EST等几种同工酶在进化过程

中是高度保守的[z03。而且，与其它同工酶相比其条

带较丰富。

为了更系统地研究猪苓的种质关系等遗传信

息，还需进一步完善猪苓的同工酶谱资料，增加所

测同工酶的种类。实践证明，多个同工酶比较的结

果对于遗传分析是相互补充的。此外，还需将同工

酶技术与其它遗传分析技术相结合，此方面的内容

有待进一步研究。
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