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摘要" 为了探究灵芝多糖合成途径中磷酸葡萄糖变位酶!

!$%&'

"的过表达对灵芝多糖发酵产

生的影响#利用农杆菌介导法将同源性基因
E.=

转化灵芝原生质体#筛选灵芝转化子#测定灵

芝胞外多糖产量及胞内多糖含量#并研究多糖合成过程中相关酶基因转录水平的相对表达量和

酶的活性$ 结果发现在
%&'

过表达的重组型灵芝菌株中胞内多糖含量和胞外多糖量最高分别

为
"!()" *+,!)) *+

菌体和
)(-! +,.

#分别比野生型菌株高
/(!0

和
1/("!

%灵芝多糖生物合成途

径中
E.=

&

E.%

基因转录水平表达量较野生型灵芝菌株处于上调状态#且多糖合成代谢中相关酶

活性有显著提高$

关键词" 灵芝多糖%磷酸葡萄糖变位酶!
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过表达对灵芝多糖发酵的影响

灵芝!

!"#$%&'(" )*+,%*(

"是我国一种传统的

中药材#其含有多种多样的活性成分#包括糖类! 多

糖和低聚糖" $三萜类$蛋白质类$多肽类$生物碱$

微量元素等%&'

% 灵芝多糖作为灵芝主要的生物活性

成分之一#其显著的药理作用一直备受关注#如抗

氧化$抗癌$抗炎和免疫调节活性%()*'

% 由于灵芝多糖

的广泛药理作用#其生产技术已成为当前研究的热

点% 液体深层发酵技术生产灵芝多糖具有生产周期

短$多糖组分和含量相对稳定$主要组分和野生灵

芝的基本一致等特点#成为获取灵芝多糖的最有效

方法%+'

% 然而#传统的发酵优化手段如培养条件的改

变$诱导剂的添加等#已很难提高灵芝多糖的产量%

随着灵芝基因组序列的公布#利用分子生物手段对

灵芝多糖合成途径中的相关基因进行改造#已经成

为当前提高多糖产量的有效方法%,)-'

% 有研究报道#

通过操纵生物合成基因的表达水平可提高胞外多

糖产量%.'

%

灵芝多糖的生物合成途径涉及核苷酸糖前体

的生物合成$重复单糖单元的装配和聚合过程%/'

% 在

多糖生物合成途径中#磷酸葡萄糖变位酶!

"0$

"是

核苷酸糖前体的生物合成途径中的关键酶% 该酶催

化葡萄糖
)1)

磷酸与葡萄糖
)2)

磷酸的相互转化#葡

萄糖
),)

磷酸进入分解代谢过程以产生能量# 而葡

萄糖
)3)

磷酸是糖核苷酸的前体# 其被细胞用于合

成各种多糖%

4567

等人发现灵芝中
"0$

的活性与

胞外多糖!

8"9

"的产量呈线性关系 %3:'

#然而
-.(

基

因的过表达对多糖生物合成的调节机理仍有待阐

明% 作者研究
-.(

基因的过表达对灵芝胞外多糖产

量及胞内多糖质量分数的影响&通过考察多糖合成

过程中相关酶基因转录水平的表达量和酶的活性#

分析引起多糖产量变化的原因#以期进一步研究多

糖生物合成调节机理并构建更有效的灵芝多糖高

产菌株#为以后对灵芝多糖合成途径中的其他关键

酶的研究提供参考依据%

!"!

菌种与试剂

灵芝 !

!"#$%&'(" )*+,%*(

" 菌株 $ 大肠杆菌

!

/0+1&',+1," 2$),

"

;<=!

和农杆菌 !

3.'$4"+5&',*(

5*(&6"+,&#0

"

8<>3:=

' 由江南大学粮食发酵与工艺

国家工程实验室保藏&质粒
?@>$ABC3D:3

'购自北

京天恩泽基因科技有限公司%

主要试剂'

EFA

!无氨基酵母"$

$89

!

(G

!

FG

吗

啡啉"乙磺酸"$

>9

!乙酰丁香酮#用
;$9H

溶解"$

"IJKLI 94CM

高保真酶 !

45N5M5

"$

9EOM! "ILKJP

8P 45Q

4$ 试剂盒 !

45N5M5

"$

@RS6TP?ILUU$VRWJ9 H6L

9WL? XRS6J67 NJW

!

Y5Z[KL OJSWL\]

"等%

!"#

培养基

灵芝种子及发酵培养基!

& ^

"'葡萄糖
_` 7

#胰

蛋白胨
+ 7

#

EFA

!无氨基酵母"

+ 7

#

N<

_

"H

*

*a+ 7

#

$79H

*

(

-<

_

H _ 7

&

?< ,a`

%

$$

培养基 !

b ^

"' 葡萄糖
b` KKSRc^

#

N<

_

"H

*

和
N

_

<"H

*

各
b` KKSRc^

#

F5@R _a+ KKSRc^

#

@5@R

_

(

_<

_

H `a- KKSRc^

#

dL9H

*

(

-<

_

H / "KSRc^

#

$79H

*

(

-<

_

H _ KKSRc^

#

F<

*

9H

*

* KKSRc^

%

>B$

培养基!

b^

"'在
$$

培养基的基础上添加丙三

醇!甘油"

+ 7

#

$89

!

_)

!

F)

吗啡啉"乙磺酸"

*` KKSRc^

#

甘露醇
`a, KKSRc^

#用时添加
_`` "KSRc^

的
>9

!乙

酰丁香酮#用
;$9H

溶解"%

!"$

方法

!"$"!

液体发酵培养 将于
* !

保存的
";>

斜面

上的灵芝种子于
e` !

恒温箱中活化
e` KJ6

# 从中

挑取
*

块
`ae \K"`ae \K

大小的活化菌种# 加入装

有
.` K^

种子培养基的
_+` K^

三角瓶中# 捣碎#

b+` IcKJ6

$

e` !

培养
b` f

# 将种子液转入含有搅拌

转子和玻璃珠的三角瓶中#磁力搅拌
_` KJ6

% 按菌

体湿质量
`g+ 7

接种量接种到装有
b+` K^

发酵培

养基的
+`` K^

三角瓶中#

b+` IcKJ6

$

e` !

培养#用

于制备灵芝原生质体及灵芝原生质体再生的培养

基为
@E$

培养基%bb'

%

!"$"#

质 粒
"hi )"0$

的 构 建 以 质 粒

?@>$AB>be`b

为骨架#对其酶切位点
71$#

$

8()#

进行双酶切% 以所提灵芝总
;F>

!

@4>A

法"为模

板 #

"@M

扩增各目的基因 # 包括
".-%

$

-.(

与

$0%1A

%其中
".-%

为强启动子#

$0%1A

由
0%1A

基因

定点突变获得#可编码有萎锈灵抗性!

\jP

I

"的蛋白

质%b_'

#因此将其作为筛选标记%表
b

为各基因片段引

物% 将重组质粒转化大肠杆菌
;<+!

感受态细胞#

筛选正确转化子#大量提取质粒
"hi)"0$

%

!"$"$

农杆菌介导#

>4$4

$的
;F>

转化灵芝原生

质体 将构建好的待转化的重组质粒
"hi)"0$

转

化到农杆菌
8<>b`+

后# 进行灵芝原生质体
;F>

片段的转化% 灵芝原生质体的制备参考文献
%be'

的

方法进行#按照
EV

等人%b*'的方法将重组质粒
"hi)

材材材材材料料料料料与与与与与方方方方方法法法法法
''''

'

'$
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!"#

转到灵芝原生质体! 将转化子转移到含有
$

!%&'(

萎锈灵的新鲜
)*+

培养基! 以获得稳定的

转化体"

表
!

各目的基因正反引物

"#$%& ! '()*#)+,-&.&)& /)01&) (2 3#)4&3 4&5&6

!7879

生物量! 还原糖消耗!

,!-

产量!

.!-

质量分

数的分析 取发酵液中菌丝体
/0 000 1&'23

离心

40 '23

!收集菌丝体用蒸馏水洗涤三次!

50 !

干燥

至恒质量!干重法测量灵芝生物量" 取发酵上清

液!适当稀释后!用
67-

法测定还原糖含量" 取发酵

上清液加入
8

倍体积
95"

的乙醇!醇沉过夜!

40 000

1:'23

离心
40 '23

!弃上清液!自然晾干!沉淀用蒸馏

水溶解" 每个样品取三个平行!苯酚硫酸法测定发

酵液中的胞外多糖#

,!-

$产量% 将干燥的菌丝体于

4 ';<&( 7=>?

溶液中沸水浴
$ @

!

40 000 1:'23

离心

40 '23

!取上清液!苯酚硫酸法测定灵芝胞内多糖

&

.!-

$的质量分数%

!7:7;

实时测量
!"#

'

!"$

的表达 "

ABCD!)B

# 利

用
C12E;<

&

C=F=B=

!!

G=H=3

$提取灵芝总
B7I

!根据表

4

中的引物! 利用
-*JB! !1K'2L ,L C=A

C+试剂盒

&

C=F=B=

$进行
ABCD!)B

" 由于
4M-

小核糖体
B7I

&

%&'

$在灵芝的代谢过程中可稳定表达!故选为内参

基因N45O

"在灵芝重组菌株的发酵过程中连续提取不同

发酵时间的总
B7I

!进行
ABCD!)B

!将野生型的基

因表达量作为对照" 每个样品的每个基因做
P

个重

复!利用
$

D"")Q法对基因的相对表达量进行分析"

<7:7= !R+

!

SR!R

!

!R.

和
!+.

比 酶 活 的 测 定

SR!R

&

S6!D

葡萄糖焦磷酸化酶$'

!R.

&磷酸葡萄糖

异构酶$分别是磷酸葡萄糖变位酶在糖核苷酸合成

和糖酵解途径的下游关键酶!

!+.

&磷酸甘露糖异构

酶$催化果糖
MD!

与甘露糖
DMD!

的相互转换!使葡

萄糖流入甘露糖走向的分支" 通过对其比酶活的测

定!研究
!"(

基因的过表达对这其自身及相关酶的

影响!测定方法按照文献
N4MO

进行"

>7<

灵芝转化子的筛选

将三个基因片段
!%HT

'

#UT@J

'

H%'

以同源重组

方式依次连接质粒
H)I#J.I4PV4

! 标记为
!GWD

!R#

!见图
4

" 转化大肠杆菌感受态!挑选转化子菌

落
!)B

鉴定!琼脂糖凝胶电泳检测!各片段均有清

晰条带!见图
$

"选取转化子摇瓶培养!提取质粒"将

上述重组质粒转化至根癌农杆菌
,?I4V5

感受态

细胞!经菌落
!)B

鉴定!将其转入根癌农杆菌!对灵

芝原生质体进行转化! 并涂布含有抗生素萎锈灵

&

XYL

$的
)*+

平板!挑取有
XYL

抗性的灵芝菌落!结

果见图
P

"

图
<

重组质粒结构图

?047 < @3)AB3A)& (2 3C& .&B3() DEFGDHI

图
J

各基因片段
DK-

扩增产物

?047 J DK- #1/%020B#30(5 /)(+AB36 (2 &#BC 4&5& 2)#41&53

名称 引物序列
Z5[D P[\

#UT@JD]

ICCICCICRRIRIII)C)RIRRI)ICCCI)CRIC

CI)R))IR)CC

+UT@JDB

RIRIR)RR)CCCRRIRRR)I))RR)IRCRICC)

RIR)C)

!%HTD] C))IIIR))R)C)C)ICRR)ICRR

!%HTDB RCCRIRIRRRCRICRIIRIRCRIR

!R+D]

)IC)I)))C)C)II)ICRC)RCI))IRRC)IIRR

IRRC)

!R+DB

RC)I))CRCIICC)I)I)RCR)CI)RCRICRI)R

RC)RR)CC)C)

/MUB7ID] RIRIII)RIIRRCCIRRRCIRR

/MUB7IDB )I)IIRR)RRIICRRCCICCR

BCH%'D] IR)III)I))RII)RII)C

BCH%'DB ))C))C)RCIRC)RCIR)R

BCH%2D] R)I)IRI)))I)R)I)C))C

BCH%2D] CII)I)R)CR)))R)))CCR

结结结结结果果果果果与与与与与分分分分分析析析析析
::::

:

:;
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过表达对灵芝多糖发酵的影响

图
!

重组灵芝菌株原生质体的再生

"#$% ! &'$'(')*+#,( ,- +)*(.-,)/'0 !"#$%&'$( 1),+,12*.+.

3%4 !5678

的过表达对灵芝生物量! 还原糖消

耗!

96:

产量和
;6:

质量分数的影响

目前关于灵芝多糖产量的研究!大多集中于发

酵条件的变化对其产量的影响!例如在添加不同碳

源的培养条件下!灵芝多糖的产量不同" 从分子水

平对其合成途径相关酶的基因进行改造的报道很

少" 图
%

为以野生型灵芝为对照!重组型菌株
"&'(

"#$

液态发酵过程中菌体生物量与还原糖消耗的

变化规律" 结果显示!灵芝重组菌株的菌体生物量

与野生型相比有小幅度的提高!且其还原糖消耗呈

对应趋势!即重组型菌株对还原糖的利用和消耗速

率比野生型菌株更快" 在菌体生长方面!重组菌株

"&'("#$

的生物量达到最高值
)*+ ,-.

! 相比野生

型的最高值
/0+ ,-.

高出
+12

" 在还原糖消耗方面!

灵芝重组菌株相比野生型而言其利用速率更快!表

现为还原糖的质量浓度下降速度更快!说明
!"#

的

过表达可促进灵芝对碳源的吸收利用!这与菌株生

物量的积累相一致"

在
'3

和
!4"5$

过表达菌株中测定
6"7

质量

分数和
8"7

产量"

"&'4"5$

灵芝菌株中的
6"7

质

量分数和
8"7

产量都明显高于野生型!见图
9

"结果

显示! 重组型菌株
"&'4"5$

的
8"7

和
6"7

在整个

发酵过程中的产量都高于野生型灵芝"

8"7

产量从

第
:

天开始迅速增加! 与其生物量的积累趋势一

致!在第
9

天达到最高值
;0/< ,-.

!比
'3

的
8"7

最

高产量
;09< ,-.

高出
:=>

"

6"7

质量分数方面!野生

型菌株最高达到
<=0:9 ?,-@,

菌体 ! 重组型菌株

"&'4"5$

则达到
A<0;< ?,-@,

菌体!相较于野生型

菌株增加了
=0<>

"此结果表明
!"$

的过表达对
8"7

产量和
6"7

质量分数的提高具有一致性"

图
<

发酵过程中
=>

与
6?=5678

灵芝生物量的积累及

还原糖的消耗

"#$@ < A#('+#B 1),-#2'. ,- B'22 $),C+D *(0 )'.#0E*2 .E$*)#(

+D' => .+)*#( *(0 +D' 6?= 5678 .+)*#( ,-

!" #$%&'$(

4%! !5678

的过表达对多糖合成途径中相关酶

基因表达量的影响

近年来!有一些关于使用
B34"CB

技术研究灵

芝三萜类物质合成途径中关键酶基因表达量的报

道D</E

!

FG

团队D<HE也有一些关于灵芝多糖合成途径中

关键酶基因表达量的报道!这些研究成果有效促进

了灵芝及其他大型担子菌的分子遗传研究" 实时荧

光定量
"CB

是研究基因差异表达的一种快速#敏

感# 可靠的技术" 用
A

(""CI 方法对重组灵芝菌株

"&'("5$

与野生型菌株的
!(!%$

#

!"&

基因的表达

差异进行分析! 研究
!("5$

的过表达对基因转录

水平的影响" 图
J

$

K

%为内参基因
<J '()

的溶解曲

线" 由图可知!内参基因
<J '()

峰型较好!峰值单

一!特异性高" 图
J

$

L

%为重组菌株
"&'("5$

不同

发酵阶段目的基因的
?BMN

表达量!把野生型菌株

基因的表达量作为参考!设为
<

!重组菌株
!%$

#

!$*

基因的相对表达量以增加倍数表示"

!'
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图
!

发酵过程中野生型与
"#$%"&'

灵芝的
(")

产量和

*")

质量分数

+,-. / 0,123,4 5678,92: 78 ;")567<=43,71 >1< *")

4713213,1 3?2 $@ :36>,1 >1< 3?2 "A$ %"&'

36>,1 78 !" #$%&'$(

结果显示!发酵过程中
!"#$!%&

菌株
!"#

基

因的表达量最高为野生型的
'()

倍! 且呈现出先升

高后降低的趋势! 推断其与菌体的生长状态相应"

由图
*

可知!

!"$

的过表达在整个发酵期间引起

+,-.

的明显积累!这与灵芝多糖的积累水平相一

致!表明生物合成基因转录水平的增加可以增强灵

芝菌株中的多糖生产"

!%/

作为糖酵解途径的关键

酶! 需要其大量表达使葡萄糖更多流向糖酵解途

径!为菌体生长提供能量" 在发酵过程的前期!即第

)!0

天!两种基因转录水平表达量并无较大差异!而

发酵中期灵芝菌体处于多糖合成的旺盛期!这一阶

段
!%$

基因的表达量远高于
!"&

!至发酵后期!由于

灵芝菌体的二次生长!

!%&

基因的转录水平则高于

!%$

" 此结果表明!

!%$

基因的过表达不仅使其自身

的转录水平高于野生型! 还可刺激其代谢途径中

!%&

基因表达量的增加! 这一结果与重组型菌株

!"#$!%&

生物量较野生型有所提高的结果一致"

图
B "&'

的过表达对
)*(

#

)*&

基因转录水平表达量的影响

C,-D E @6>1:46,53,71>9 92F29: 78 )*(

#

)*& -212 ,1 3?2 )*(

7F262G562::2< :36>,1

HDI !J"K'

的过表达对多糖合成途径中相关酶

比酶活的影响

多糖的合成需要激活的核苷酸糖供体!葡萄糖

是糖合成代谢的中心单糖!在一系列酶的催化作用

下!葡萄糖可转化合成多种核苷酸!再通过糖苷键

的连接#空间聚合等过程合成多糖!并分泌到胞外
1234

"

!$!%&

催化
*$

磷酸葡萄糖转化为
2$

磷酸葡萄

糖!

56!7

葡萄糖焦磷酸化酶$

5%!%

%催化
!%&

的

催化产物
2$!$

葡萄糖转化为
56!$

葡萄糖 !而

56!$

葡萄糖是参与多糖合成的重要核苷酸糖供体"

!%/

催化
*$

磷酸葡萄糖与
*$

磷酸果糖的相互转换&

!&/

负责果糖
$*$!

与甘露糖
$*$!

的相互转换!使

葡萄糖流入甘露糖走向的分支"从分子水平对
!%$

#

!%&

的基因表达量进行了分析! 发现其表达水平上

调!因此有必要通过对相关酶比酶活的分析!从翻

译水平研究
!%$

基因的过表达对灵芝多糖生物合

成的影响"

::
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卷第
''
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李瑞勤!等"

!!"#$

过表达对灵芝多糖发酵的影响

表
! !"#$%

的过表达对合成途径中相关酶比酶活的影响

&'()* ! +,,*-. /, .0* 123/4*5*615*77*8 7.5'9: /, !" #$%&'$()* 5*)'.*8 *:;<3*7 '-.949.9*7

注!"

%

#表示不存在或低于
&'&()

$

酶 菌株
比酶活

发酵
* +

发酵
, +

发酵
- +

发酵
. +

发酵
/ +

发酵
0 +

!1"2$

%磷酸葡萄糖变位酶&

野生型
33* *4- -*. -55 5*/ (4-

"671"2$ 333 3/8 .4* --- *0. 390

:2"2

%

:;"1

葡萄糖焦磷酸化酶&

野生型
-. 949 39. 338 8/ 1

"671"2$ 08 94, ,0* 30* 343 -8

"2<

%磷酸葡萄糖异构酶&

野生型
*3. *4* 9/9 --3 *-8 983

"671"2$ *,- *99 34/ -*/ ,4- 330

"$<

%磷酸甘露糖异构酶&

野生型
3,- 90- 33. *34 *0/ 3/-

"671"2$ */0 3*- 3// *,* ,9/ 3,9
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'
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%
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'
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'

VJ&/P127

'

75P)>3P&,5*:O*6),5P);5*S*5+P:?P=+;7>*)>P7O5M);58P?M:=P=76*;*,)>P=28<M::=8!@#3P=/>5:') /,

?//8 C-9*:-* ':8 B9/.*-0:/)/2<

'

AB"E

%

"

&!

DBFDH3

%

*,PI<*,787

&
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'

K(&/0P.

'

K('/0P@P@3PL7M?:M=),;7P),)>+878P:?P)PQ(F8<*?5P),6Pb'YF8<*?5P*,57-M)576P?76FN)5;<P?7M=7,5)5*:,PQM:;788P

由表
3

可知'

+0(

过表达灵芝菌株的
"2$

比酶

活在发酵前期与野生型无明显差异'第
-

天其比酶

活达到最高并高于野生型菌株
99=

'之后一直高于

野生型$

:2"2

在多糖生物合成途径中直接作用于

"2$

的催化产物
9%

磷酸
%

葡萄糖'催化糖核苷酸供

体的合成'重组菌株中
:2"2

的比酶活明显高于野

生型菌株$ 发酵过程中重组菌株
"67%"2$

中
"2<

的比酶活一直高于野生型'其在多糖合成途径中的

下游酶
"$<

的比酶活较野生型也有一定程度提高$

这说明发酵过程中
!%"2$

的过表达不仅使其自身

的比酶活高于野生型'还可刺激多糖生物合成途径

中其他相关酶比酶活的增加' 这一结果与之前的

>?@1"A?

结果相一致$ 有研究发现'灵芝多糖合成

途径中相关酶比酶活的提高与其基因转录水平的

表达量呈正相关B34C

'此结论与本实验的结果相一致$

此结果表明
+0(

基因的过表达可影响灵芝多糖合

成途径中相关酶基因转录水平的表达量和相关酶

的活性'从而提高多糖产量$

近年来'灵芝多糖的研究已得到了国内外相关

研究者的普遍关注'并展开了大量的药理学(提取

分离和结构鉴定等研究工作'但灵芝多糖的生物合

成代谢途径却鲜有报道$ 在灵芝多糖产量方面'目

前的发酵调控主要以传统的发酵优化和外源物质

的调控为主$ 由于灵芝多糖的生物合成信息较少'

很大程度限制了代谢工程或途径工程手段在灵芝

多糖发酵调控中的应用$ 作者通过重组构建
"2$

过表达的灵芝菌株' 研究
!1"2$

的过表达对灵芝

液体发酵的影响'发现其可促进生物合成途径中相

关酶转录水平的表达量及比酶活的提高'从而提高

灵芝多糖的产量$ 这一结论将为今后研究其他关键

合成酶基因提供参考依据$

结结结结结 语语语语语
%%%%

%

!%



!"#"$!%& $!'(%)"

*+,!-$) +. .++/ #%("-%" $-/ 0(+'"%&-+)+12 345678 -4699 :;9<

)( !=>?>@

!

AB C5

"

"DDAEBF 4D +GAHAIJHAFF>4@ 4D !KL1M 4@ !"#$%&'("

)*+,%*( L45NFCEEOCH>PA .AHQA@BCB>4@

!"#$%&'$(#")*+%,"-$"!$./-")0#,1$21,)32-)$!"#$%&'("

!

("456211&2#,)06375380),1,-2438*6&#""8!!"#$%&'(" )*+,%*(9:;<!"#$%&#'$(%

)%*+,#-#./

!

=>>?

!

@>>

"

A

#$

@BA=C@BA?<

D E ;3FGHI3J

!

KL3:

!

MNLOF

!

0%324<3P0-"80360Q*0-103"!3%&038")04380),1,-2438*6&#""83!"#$%&'(" )*+,%*(D:;<3012'$% 3#44',"*12"#,&

!

=RS=

!

T

%

=

&$

?@T<

D U ;3JVIP3:

!

WGL3X

!

YNZI3:

!

0%324<3P0-"80[\,)032-2456,63"!36,8(40360Q*0-103#0(02%63,-3%&038")04380),1,-2438*6&#""83!"#$%&'("

)*+,%*(D:;<35%,%

!

=RST

!

AS=

%

=

&$

TTS[TTE<

D B ;3:VIHJ3]3^<ON-1#0260)O(#")*1%,"-O"!O%&0O0_"("456211&2#,)0O6*11,-".4512-O0-&2-106O-,#$'.,/$0,*( (&),)$1, SR`SO6587,"6,6O\,%&O

%&0O&"6%O(42-%O2&%,+"3$ 1'*#+"1*)"D:;<!6#'$,1- #7 81*2%$"#-#./

!

=RS=

!

S?a

%

S?a

&$

aT==[aTTS<

D ? ; O bZIPOXO :

!

WGVIPO :O :<O H_"("456211&2#,)0O 7,"65-%&06,6O 2-)O #042%0)O 0-c580O 21%,d,%,06O "!O %&0O 80),1,-24O !*-.*6

!

!"#$%&'("

)*+,%*(

!

.#"\-O"-O421%"60O,-O2O7,"#021%"#D:;<O!"#2%*+,#-#./ 9%22%$&

!

`RR`

!

`a

%

S`

&$

SR`T[SR`E<

DSR;OIPONOJ

!

KLHOF<OH-&2-10)O0_"("456211&2#,)0O(#")*1%,"-O2-)O7,"4".,124O21%,d,%5O"!O4"+1$0"+,))*5 #&28-"6*6

!

WXO\,%&O1241,*8O2-)O

&5)#".0-O(0#"_,)0D:;<!:$#*%&& !"#*+%4"&2$/

!

`RSE

!

A`

$

`?A[TRa<

DSS;OKLO:Oe

!

:NOJOM

!

MNOGO:

!

0%O24<ON-1#0260)O("456211&2#,)0O(#")*1%,"-O2-)O7,"65-%&0%,1O.0-0O0_(#066,"-6O,-O2O6*780#.0)O1*4%*#0O"!O

!"#$%&'(" )*+,%*( 75 O %&0 O "d0#0_(#066,"- O "! O %&0 O &"8"4"."*6 O![(&"6(&".4*1"8*%26 0O.0-0D:;<O!"#;$#*%&& 1,< !"#&/&2%4&

=,.",%%$",.

!

`RSA

!

TB

%

`

&$

T??[aRA<

DS`;OKLO:Oe

!

KLOXOI

!

WGVIPO:O:<OH-&2-1080-%O"!O.2-")0#,1O21,)O211*8*42%,"-O75O"d0#0_(#066,"-O"!O 2-OI[%0#8,-2445O %#*-12%0)O

T[&5)#"_5[T[80%&54.4*%2#54O1"0-c580O2O#0)*1%260O.0-0O,-O%&0O726,),"8510%0O!"#$%&'(" )*+,%*(D:;<O>;;-"%< ? @,A"$#,4%,21-

B"*$#C"#-#./

!

`RS`

!

UB

%

``

&$

U?EB[U?UE<

DST;OMNOY,-52-

!

WGVLOe0,_,"-.

!

FGHIOX,_,2-.

!

0%O24<Of0602#1&O(#".#066O"!O(#"%"(426%O%01&-"4".5O"!O!"#$%&'(" )*+,%*( D:;<O@<"C-%

D',."

!

`RSE

!

gB

%

A

&$

S[T<

DSa;OXLOK

!

:NOJOM

!

GHOXOM

!

0%O 24<Oh0d04"(80-%O"!O 2-O 0_(#066,"-O(4268,)O2-)O ,%6O *60O ,-O .0-0%,1O82-,(*42%,"-O "!OM,-.c&,O "#Of0,6&,O

80),1,-24O 8*6&#""8

!

!"#$%&'(" )*+,%*(

%

&,.&0#O i26,),"8510%06

&

D:;<O E,2%$,12"#,1- 6#'$,1- #7 B%<"*",1- B'&+$##4&

!

`RSa

!

SE

%

`

&$

SES[SEB<

DSA;OjLO:OX

!

GZIOiOX

!

KNZVOY<O^,%"1&"-)#,24OFVNO2-)OSE6fIZO0d,)0-10O!"#O2O6,-.40O6(01,06O&5("%&06,6O"!O67 8,1,5

!

97 :$'($5"#"

2-)O67 $#*;,, ,-OH26%OZ6,2D:;<O:-#& F,%

!

`RSa

!

?

%

S`

&$

0SSA`A?<

DSE;O

王琼
<O

灵芝菌丝体培养中多糖组分的变化与相关酶活性分析
Dh;<O

无锡$江南大学!

`RSg<

DSU;OMNZIPOFOK

!

MNOXOi

!

KLO:Oe

!

0%O24<OH-&2-10)O7,"65-%&0%,1O.0-0O0_(#066,"-6O2-)O(#")*1%,"-O"!O.2-")0#,1O21,)6O,-O6%2%,1O4,Q*,)O

1*4%*#0O "!O <"#$%&'(" )*+,%*(

!

*-)0#O (&0-"72#7,%24O ,-)*1%,"- D:;<!>;;-"%< B"*$#C"#-#. / 1,< 8"#2%*+,#-#./

!

`RSR

!

BE

%

A

& $

SgEU[SgUa<

DSB;OKLO:Oe

!

:NOJOM

!

MNOGO:

!

0%O24<ON-1#0260)O("456211&2#,)0O(#")*1%,"-O2-)O7,"65-%&0%,1O.0-0O0_(#066,"-6O,-O2O6*780#.0)O1*4%*#0O"!O

<"#$%&'(" )*+,%*(0= %&0 O "d0#0_(#066,"- O "! O %&0 O &"8"4"."*6 O![(&"6(&".4*1"8*%260 O .0- 0D:;<O8"#;$#*%&& 1,< 8"#&/&2%4&

@,.",%%$",.

!

`RSA

!

gB

%

`

&$

g??[aRA<

DS?;O jfHNbZJO j

!

ZMkHJO kO h

!

fHNJO ^O ZO ^<O Z)d2-106O ,-O 721%0#,24O 0_"("456211&2#,)06

$

!#"8O (#")*1%,"-O %"O 7,"%01&-"4".,124O

2((4,12%,"-6D:;<!)$%,<& ", 8"#2%*+,#-#./

!

`RSS

!

`?

%

B

&$

gBB[g?B<

D`R;O

李洁
<O

三种单糖碳源对灵芝多糖合成影响的研究
Dh;<O

无锡$江南大学!

`RSA<

:R


