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胶膜菌属真菌 Ｓ７糖类成分对铁皮石斛种子萌发的影响
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摘要：目的　研究胶膜菌属真菌Ｓ７（Ｔｕｌａｓｎｅｌｌａｓｐ．）糖类成分对铁皮石斛种子萌发的影响。方法　通过水提醇沉法制备Ｓ７菌丝
多糖和发酵液多糖。三氟乙酸水解制备菌丝多糖和发酵液多糖的水解物。利用柱前衍生高效液相色谱法（ＰＭＰＨＰＬＣ）测定多
糖的单糖组成。在水琼脂和１／２ＭＳ培养基中分别添加菌丝多糖及其水解物，发酵液多糖及其水解物，以及菌丝多糖特有单糖组
分和混合单糖组分，研究 Ｓ７糖类成分对铁皮石斛种子萌发的影响。结果　水琼脂培养基对照组（ＷＡＣＫ１）萌发率（８８６５±
４７１）％，种子能萌发至３级（原球茎）。与ＷＡＣＫ１相比，添加菌丝多糖及其水解物对萌发率没有显著影响（Ｐ＞００５），但种子能
萌发至４级（１片叶）；添加发酵液多糖水解物能显著降低萌发率（Ｐ＜００５）。菌丝多糖由葡萄糖、半乳糖、葡萄糖醛酸、木糖、甘
露糖、岩藻糖、核糖和阿拉伯糖组成，摩尔比为１５０５∶１００∶０７０∶０３５∶０３０∶０２９∶０１３∶０１３。发酵液多糖由阿拉伯糖、半乳糖、木
糖和葡萄糖醛酸组成，摩尔比为１２２∶１００∶０７１∶０４７。岩藻糖是菌丝多糖特有的单糖组分。１／２ＭＳ培养基对照组（ＭＳＣＫ）萌发
率和５级萌发率（２片叶）分别为（９８１０±０４６）％和（５０９７±４３３）％。与ＭＳＣＫ相比，添加０２０～２０ｍｇ·Ｌ－１岩藻糖对萌发率
没有显著影响（Ｐ＞００５），但５级萌发率有显著提高（Ｐ＜００５），是ＭＳＣＫ的１３６～１４７倍。结论　Ｓ７菌丝体多糖及其水解物
具有促进铁皮石斛原球茎发育的作用，岩藻糖是Ｓ７菌丝多糖水解物中促进种子萌发后进一步分化发育的活性成分。
关键词：铁皮石斛；胶膜菌属；菌丝多糖；岩藻糖；种子萌发
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　　兰科植物的种子在自然条件下是以“共生萌
发”的方式萌发的，即种子先与特定的真菌建立共

生关系，由真菌为种子萌发提供营养物质，这期间植

物是完全异养的［１２］。能够与兰科植物种子共生萌

发的真菌被称为“萌发菌”。胶膜菌属（Ｔｕｌａｓｎｅｌｌａ）
是兰科植物主要的萌发菌类群之一［３４］。已有研究

报道，胶膜菌属萌发菌能通过产生植物激素促进兰

科植物种子萌发和幼苗生长［５６］；体外实验中，香草

酸等胶膜菌属真菌 Ｓ７（Ｔｕｌａｓｎｅｌｌａｓｐ．）的菌丝体代
谢产物能促进铁皮石斛种子萌发和原球茎发育［７］。

微生物多糖影响植物种子萌发的报道较多。成

团泛菌脂多糖促进紫花苜蓿种子萌发、幼苗生长及

结瘤［８］。乳酸菌胞外多糖显著提高逆境胁迫下水

稻种子的发芽势、发芽率等指标，促进幼苗根系生

长［９］。香菇多糖和内生真菌（Ｂｉｏｎｅｃｔｒｉａｐｉｔｙｒｏｄｅｓ）多
糖均能显著提高药用植物苦荞种子的出苗率，并促

进幼苗生长［１０１１］。近年出现了一些低分子糖类成

分影响植物种子萌发的报道：果糖、葡萄糖等浸种能

有效缓解盐胁迫对玉米种子萌发的抑制作用［１２］；海

藻糖浸种能缓解盐胁迫对甜瓜种子的伤害，显著提

高萌发率并促进幼苗生长［１３］；蔗糖浸种能明显改善

蚬壳花椒种子萌发早期的生理状态，显著提高萌发

率［１４］；壳寡糖浸种能显著提高低温下花生种子的萌

发能力［１５］；有关萌发菌糖类代谢产物对兰科植物种

子萌发作用的研究尚未见报道。

铁皮石斛（Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍｏｆｆｉｃｉａｎｌｅ）是中药铁皮石
斛的唯一基原植物［１６］。课题组前期报道了真菌 Ｓ７
及其代谢产物有促进铁皮石斛种子萌发及原球茎发

育的作用［７，１７］。在此基础上，本实验进一步研究了

Ｓ７菌丝体和发酵液多糖对铁皮石斛种子萌发的作
用，以期发现Ｓ７促萌发作用的活性物质。

１　材料和方法
１１　生物材料

铁皮石斛蒴果购自浙江金华市。蒴果表面消毒

后收集无菌种子，４℃保存。菌株 Ｓ７分离自金钗石
斛（Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍｎｏｂｉｌｅ）［１８］，由中国医学科学院药用
植物研究所生物技术中心保藏。

１２　单糖对照品
１１个单糖对照品均购于上海阿拉丁生化科技

股份有限公司，分别是：Ｄ核糖（Ｒｉｂ，９８％），Ｄ甘露
糖（Ｍａｎ，９９％），Ｄ半乳糖（Ｇａｌ，９９％），Ｄ半乳糖醛
酸一水合物（ＧａｌＡ，９７％），Ｄ葡萄糖（Ｇｌｃ，９８％），Ｄ
葡萄糖醛酸（ＧｌｃＡ，９８％），Ｄ木糖（Ｘｙｌ，９８％），Ｄ阿

拉伯糖（Ａｒａ，９８％），Ｄ氨基葡萄糖盐酸盐（ＧｌｃＮ，
９９％），Ｌ鼠李糖一水合物（Ｒｈａ，９９％），Ｌ岩藻糖
（Ｆｕｃ，９８％）。
１３　多糖的制备

菌株Ｓ７的保藏菌种，经ＰＤＡ平板活化，转接至
麦麸液体培养基，２４～２６℃振荡暗培养２１ｄ。培养
结束后，用８０～１００目尼龙网过滤，分离菌丝体和发
酵液。菌丝体经蒸馏水冲洗，冷冻干燥。每升培养

基大约可获得 ８０ｇ干燥菌丝体和 ０９Ｌ发
酵液［１７］。

菌丝体先以２０倍甲醇提取３次，残渣再以２０
倍去离子水提取３次；合并水提取液，减压浓缩至无
醇味，加入无水乙醇至醇浓度８０％，４℃放置过夜；
醇沉物用水溶解，Ｓｅｖａｇｅ法脱蛋白，水溶液减压浓缩
后冷冻干燥，制得菌丝多糖（ＭＰ）［１９］。发酵液减压
浓缩至无醇味，按前述方法醇沉、脱蛋白、冷冻干燥，

制得发酵液多糖（ＦＰ）。以干燥菌丝体和发酵液体
积计算，ＭＰ和 ＦＰ得率分别为６２％和０４５％。按
制备ＦＰ的方法制备麦麸液体培养基多糖（ＷＰ）。
以培养基体积计，ＷＰ得率０１４％。
１４　多糖含量测定

分别称取ＭＰ，ＦＰ和 ＷＰ适量，加水溶解，配置
成２０ｍｇ·ｍＬ－１的样品溶液，平行备样 ３份。取
１０ｍＬ多糖溶液，加４０ｍＬ无水乙醇混匀，４℃静
置４ｈ，３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ；弃去上清液，沉
淀加水溶解定容至２５ｍＬ，为样品溶液。以 Ｄ葡萄
糖为对照品，苯酚硫酸法测定 ＭＰ、ＦＰ和 ＷＰ的多
糖含量［２０］。

１５　多糖的单糖组成分析
分别称取ＭＰ，ＦＰ和 ＷＰ适量，加水溶解，配置

成２０ｍｇ·ｍＬ－１的样品溶液，平行备样３份，ＭＰ和
ＷＰ分别稀释 １０倍和 ４倍进行葡萄糖含量测定。
取１０ｍＬ多糖溶液，加４０ｍＬ无水乙醇混匀，４℃
静置４ｈ，３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ；弃去上清液，
沉淀加水溶解定容至２５ｍＬ，为样品溶液。以 Ｄ葡
萄糖为对照品，苯酚硫酸法测定 ＭＰ、ＦＰ和 ＷＰ的
多糖含量［２０］。

１５１　单一对照品和混合对照品溶液的制备　分
别称取 Ｍａｎ、ＧｌｃＮ、Ｒｉｂ、Ｒｈａ、ＧｌｃＡ、ＧａｌＡ、Ｇｌｃ、Ｇａｌ、
Ｘｙｌ、Ａｒａ和 Ｆｕｃ对照品 ２００ｍｇ，精密称定，加水溶
解，定容至１０ｍＬ，制成１１个单一对照品母液。用
１１个单一对照品母液配制５个系列浓度的混合对
照品溶液，溶液中各对照品终浓度依次为 ０１０、
０５０、１００、１５０和１８２ｍｇ·ｍＬ－１，用于线性关系、
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精密度和稳定性考察。用 Ｍａｎ、Ｒｉｂ、ＧｌｃＡ、Ｇｌｃ、Ｇａｌ、
Ｘｙｌ、Ａｒａ和Ｆｕｃ的单一对照品母液配制各对照品终
浓度为１００ｍｇ·ｍＬ－１的混合对照品溶液，用于加
样回收试验考察准确性。

１５２　多糖水解　分别称取 ＭＰ、ＦＰ和 ＷＰ适量，
加水溶解配置成２０ｍｇ·ｍＬ－１的样品溶液，平行备
样５份。再加入等体积３ｍｏｌ·Ｌ－１三氟乙酸（ＴＦＡ）
溶液，充氮气（Ｎ２）封管，１１０℃水解４ｈ；水解液加适
量甲醇蒸干，除去ＴＦＡ，制得３种多糖水解物：ＭＰＨ、
ＦＰＨ和ＷＰＨ［２０］。
１５３　单糖的衍生化　柱前衍生高效液相色谱法
（ＰＭＰＨＰＬＣ）分析多糖的单糖组成，并测定各单糖
组分的含量［２１２２］。衍生化试剂：１苯基３甲基５吡
唑啉酮（１ｐｈｅｎｙｌ３ｍｅｎｔｈｙｌ５ｐｙｒａｚｏｌｏｎｅ，ＰＭＰ）。
１１个单一对照品母液和系列浓度的混合对照

品溶液各取５０μＬ，加５０μＬ０６ｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＯＨ溶
液和１００μＬ０５ｍｏｌ·Ｌ－１ＰＭＰ甲醇溶液，涡旋混
匀，７０℃避光反应８０ｍｉｎ。反应液冷却后加１００μＬ
０３ｍｏｌ·Ｌ－１ＨＣｌ溶液中和，再加水至２０ｍＬ，以等
体积氯仿萃取３次，合并水相，定容至２ｍＬ，为对照
品测定溶液。取 ５０μＬ水按前述方法制备空白溶
液。多糖水解物 ＭＰＨ、ＦＰＨ和 ＷＰＨ，按前述方法依
次进行衍生化、中和、萃取和定容，为样品测定溶液。

对照品和样品测定溶液及空白溶液，经０２２μｍ滤
膜过滤，用于ＨＰＬＣ分析。
１５４　色谱仪及色谱条件　高效液相色谱仪：
Ｗａｔｅｒｓ２９９６ｐｈｏｔｏｄｉｏｄｅＡｒｒａｙＤｅｔｅｃｔｏｒ，Ｗａｔｅｒｓ２７０７
Ａｕｔｏｓａｍｐｌｅｒ，Ｗａｔｅｒｓ６００Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｒ。色谱柱：Ｌｕｎａ
Ｃ１８（２）（１００?，４６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ，Ｐｈｅｎｏｍｅ
ｎｅｘ）。流动相：Ａ相为０１ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸盐缓冲液
（ｐＨ６７）；Ｂ相为乙腈。流动相洗脱梯度见表 １。
柱温３０℃。流速１０ｍＬ·ｍｉｎ－１。进样量１０μＬ。
检测波长２６０ｎｍ。

表１　单糖组成测定的流动相梯度洗脱条件
Ｔａｂ１　Ｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅａｎｄｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎｆｏｒｍｏｎｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅ
ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓ

ｔＲ／ｍｉｎ ＭｏｂｉｌｅｐｈａｓｅＡ／％ ＭｏｂｉｌｅｐｈａｓｅＢ／％

０００ ８３０ １７０

３０００ ８４０ １６０

３００１ ８７０ １３０

３８００ ８７０ １３０

４０００ ８４０ １６０

８５００ ８４０ １６０

８５０１ ８３０ １７０

９０００ ８３０ １７０

１５５　方法学考察　不同浓度的混合对照品测定
溶液分别进样，制备标准曲线。单糖浓度为

１００ｍｇ·Ｌ－１的混合对照品测定溶液，连续测定６
次，根据对照品峰面积计算相对标准偏差（ＲＳＤ），考
察仪器的精密度。单糖浓度为１００ｍｇ·Ｌ－１的混
合对照品溶液，按对照品测定溶液的制备方法平行

制备６份混合对照品测定溶液进行测定，根据对照
品峰面积计算ＲＳＤ，考察方法的精密度。单糖浓度
为１００ｍｇ·Ｌ－１的混合对照品测定溶液，室温放
置，分别于０、４、８、１６、２４、４８ｈ进样，根据对照品峰
面积计算ＲＳＤ，考察样品的稳定性。

按样品测定溶液的制备方法平行制备 ５份
ＭＰ测定溶液，测定各对照品在样品中的峰面积，
考察样品的重复性。ＭＰ有 ８个单糖组分。向
５０μＬＭＰ水溶液中加入 ５０μＬ含 ８个单糖对照
品的混合对照品溶液，按样品测定溶液的制备方

法，平行制备 ５份样品测定溶液，测定各对照品
的含量，计算加样回收率（％）和 ＲＳＤ，考察样品
的准确性。

１６　添加多糖、多糖水解物、混合单糖及岩藻糖的
培养基制备

多糖ＭＰ、ＦＰ和ＷＰ分别加水溶解，０２２μｍ微
孔滤膜过滤除菌后加入水琼脂（ＷＡ）培养基，根据
前期筛选结果，３种多糖的最适添加浓度分别为：
８０ｍｇ·Ｌ－１、２０ｇ·Ｌ－１和０６２ｇ·Ｌ－１。多糖水解
物ＭＰＨ、ＦＰＨ和ＷＰＨ按上述方法处理，加入ＷＡ培
养基。培养基中多糖水解物浓度与相应多糖一致。

对照组为ＷＡＣＫ１。
根据 ＭＰ单糖组成分析结果，配制混合单糖

（Ｍｉｘ）和岩藻糖（Ｆｕｃ）溶液，０２２μｍ过滤除菌后分
别加入 ＷＡ培养基和１／２ＭＳ培养基。添加了 Ｍｉｘ
和Ｆｕｃ的培养基均有３个浓度，分别相当于培养基
中 ＭＰ终浓度为 ３２ｍｇ·Ｌ－１（ＬＭｉｘ和 ＬＦｕｃ）、
３２０ｍｇ·Ｌ－１（ＭＭｉｘ和 ＭＦｕｃ）和３２ｇ·Ｌ－１（ＨＭｉｘ
和 ＨＦｕｃ）。添加组分及浓度见表 ２。对照组为
ＭＳＣＫ和ＷＡＣＫ２。
１７　种子萌发实验

萌发实验在直径９ｃｍ的培养皿上进行。用无
菌水分散种子，快速吸取种子混悬液铺洒在培养基

平板上，播种量每皿１００～１５０粒，重复６皿。培养
条件：光照周期 １２ｈ／１２ｈ（光／暗），光照强度
１５００～２０００ｌｘ，培养温度 ２４～２６℃。观察周期
９０ｄ。从第１０天开始，每１０ｄ观察１次，记录各萌
发级别的种子数量，计算萌发率。

·１８５·
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种子萌发级别及分级标准［１７，２３］：０级，未见种胚
膨大，种子未萌发；１级，种胚吸水膨大，未突破种
皮；２级，种胚突破种皮；３级，出现具有顶端分生组
织的原球茎；４级，出现第一片叶；５级，出现第二
片叶。

萌发率计算方法见公式１～２
总萌发率（％）＝２级及２级以上萌发的种子数

量／播种量×１００％ 公式（１）
３级萌发率（％）＝３级萌发的种子数量／播种

量×１００％ 公式（２）
４级和５级萌发率计算方法同３级萌发率。

表２　培养基中的单糖组分的添加浓度
Ｔａｂ２　 Ｍｏｎｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎａｎｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｉｎ
Ｄ．ｏｆｆｉｃｉｎａｌｅｓｅｅｄｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｍｅｄｉｕｍ

Ｍｏｎｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅ　　

ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ　　

ρ／ｍｇ·Ｌ－１

ＬＭｉｘ ＬＦｕｃ ＭＭｉｘ ＭＦｕｃ ＨＭｉｘ ＨＦｕｃ

Ｍａｎｎｏｓｅ（Ｍａｎ） ０２３ ０ ２３ ０ ２３ ０

Ｒｉｂｏｓｅ（Ｒｉｂ） ００８ ０ ０８ ０ ８ ０

Ｇｌｕｃｕｒｏｎｉｃａｃｉｄ（ＧｌｃＡ） ０５７ ０ ５７ ０ ５７ ０

Ｇｌｕｃｏｓｅ（Ｇｌｕ） １１４１ ０ １１４１ ０ １１４１ ０

Ｇａｌａｃｔｏｓｅ（Ｇａｌ） ０７６ ０ ７６ ０ ７６ ０

Ｘｙｌｏｓｅ（Ｘｙｌ） ０２２ ０ ２２ ０ ２２ ０

Ａｒａｂｉｎｏｓｅ（Ａｒａ） ００８ ０ ０８ ０ ８ ０

Ｆｕｃｏｓｅ（Ｆｕｃ） ０２０ ０２０ ２０ ２０ ２０ ２０

１８　统计方法
用ＳＰＳＳ１９０软件对数据进行分析。两组间比

较采用 ｔ检验，Ｐ＜００５为存在显著性差异。实验
结果以“均值±标准差”的形式表示。

２　结　果
２１　多糖及多糖水解物对种子萌发过程的影响

ＷＡＣＫ１组种子７０ｄ出现３级萌发，形成原球
茎，９０ｄ时萌发率和 ３级萌发率分别是（８８６５±
４７１）％和（０２４±０４１）％。原球茎能继续分化发
育是种子萌发形成幼苗的前提。观察期内 ＷＡＣＫ１
组没有出现４级萌发的种子，即原球茎尚未发育至
形成叶片。

３个多糖组的种子均能正常萌发，９０ｄ时萌发
率与对照组相比均无显著差异（Ｐ＞００５）。ＭＰ组
种子萌发后的发育速度比对照组快，５０ｄ出现３级
萌发，比对照组提前了 ２０ｄ；８０ｄ出现 ４级萌发；
９０ｄ时３级和４级萌发率分别是（５９９±４６５）％和
（７２６±４６８）％，与对照组相比有显著差异
（Ｐ＜００５）。ＦＰ和ＷＰ组种子均在６０ｄ出现３级

萌发，９０ｄ时３级萌发率分别是（０５２±０４５）％和
（２５６±１５２）％；观察期内两组均没有出现４级萌
发的种子。

３个多糖水解物组中只有 ＭＰＨ组种子能正常
萌发，９０ｄ时萌发率（８８０８±０２５）％，与对照组相
比无显著差异（Ｐ＞００５）。该组种子萌发后的发育
速度也比对照组快，分别在４０ｄ和８０ｄ时出现３级
和４级萌发，９０ｄ时 ３级和 ４级萌发率分别是
（５９４±２２９）％和（５１０±０７３）％。ＦＰＨ和 ＷＰＨ
组种子萌发率始终显著低于对照组（Ｐ＜００５），
９０ｄ时萌发率分别为（２７３±３１０％）和（５２９±
１６６）％；观察期内两组均没有出现 ３级萌发的
种子。

由此可见，ＭＰ和ＭＰＨ促进了萌发后种子的分
化发育，原球茎可发育至４级；ＦＰＨ和 ＷＰＨ抑制种
子萌发。

２２　ＰＭＰＨＰＬＣ单糖分析的方法学考察
空白对照（１Ａ），混合对照品溶液的单糖分离良

好，出峰顺序与参考文献一致（图１Ｂ）［２１］。以峰面
积为纵坐标，对照品溶液浓度为横坐标，计算线性回

归方程和线性范围，回归方程的相关系数（ｒ２）均在
０９９９以上（表３），线性关系良好。

表３　菌丝体及发酵液多糖中单糖对照品的标准曲线、相关
系数和线性范围

Ｔａｂ３　Ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎｄａｔａｏｆ１１ｍｏｎｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓｏｆｔｈｅＳ７ｍｙｃｅ
ｌｉａａｎｄｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｂｒｏｔｈｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ

Ｍｏｎｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅ　
Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ　

ｅｑｕａｔｉｏｎ　

Ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅ

／μｇ·ｍＬ－１
ｒ２

Ｍａｎｎｏｓｅ Ｙ＝１４５８２Ｘ－２３６４７ １００３０－１８２３６４ ０９９９２

Ｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅ Ｙ＝１００１１Ｘ－７３９１３ １００４５－１８２６３６ ０９９９６

Ｒｉｂｏｓｅ Ｙ＝１５４３６Ｘ １００２５－１８２２７３ ０９９９１

Ｒｈａｍｎｏｓｅ Ｙ＝１２０６８Ｘ－３２１０１ ９９５０－１８０９０９ ０９９９１

Ｇｌｕｃｕｒｏｎｉｃａｃｉｄ Ｙ＝１１１４６Ｘ－８６５２４ ９９７０－１８１２７３ ０９９９９

Ｇａｌａｃｔｕｒｏｎｉｃａｃｉｄ Ｙ＝１００９７Ｘ－３４３８３ ９９６５－１８１１８２ ０９９９５

Ｇｌｕｃｏｓｅ Ｙ＝１２０７６Ｘ－９８６８５ １００５５－１８２８１８ ０９９９９

Ｇａｌａｃｔｏｓｅ Ｙ＝１２１９８Ｘ－８４７５３ １００２５－１８２２７３ ０９９９６

Ｘｙｌｏｓｅ Ｙ＝１３７７３Ｘ－７６９１３ １００３５－１８２４５５ ０９９９９

Ａｒａｂｉｎｏｓｅ Ｙ＝１４５７２Ｘ－６７０９５ ９９４５－１８０８１８ ０９９９９

Ｆｕｃｏｓｅ Ｙ＝１１３０５Ｘ－７６２９０ １００００－１８１８１８ ０９９９２

仪器精密度试验中对照品色谱峰面积的 ＲＳＤ
为０１３％～０８７％；方法精密度试验中对照品色谱
峰面积的ＲＳＤ为０４１％～０９７％；稳定性试验中对
照品色谱峰面积的ＲＳＤ为０１１％～０９７％。

重复性试验中Ｍａｎ、Ｒｉｂ、ＧｌｃＡ、Ｇｌｃ、Ｇａｌ、Ｘｙｌ、Ａｒａ
和 Ｆｕｃ等 ８个对照品色谱峰面积的 ＲＳＤ为
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Ａ－空白对照；Ｂ－混合对照品；Ｃ－菌丝多糖水解物；Ｄ－发酵液多糖水解物；

Ｅ－麦麸培养基多糖水解物；峰１－甘露糖；峰２－氨基葡萄糖；峰３－核糖；峰

４－鼠李糖；峰５－葡萄糖醛酸；峰６－半乳糖醛酸；峰７－葡萄糖；峰８－半乳

糖；峰９－木糖；峰１０－阿拉伯糖；峰１１－岩藻糖。

Ａ－ｂｌａｎｋｓｏｌｕｔｉｏｎ；Ｂ－ｓｔａｎｄａｒｄｓ；Ｃ－ＭＰＨ；Ｄ－ＦＰＨ；Ｅ－ＷＰＨ；Ｐｅａｋ１－ｍａｎ

ｎｏｓｅ；Ｐｅａｋ２－ｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅ；Ｐｅａｋ３－ｒｉｂｏｓｅ；Ｐｅａｋ４－ｒｈａｍｎｏｓｅ；Ｐｅａｋ５－ｇｌｕｃｕ

ｒｏｎｉｃａｃｉｄ；Ｐｅａｋ６－ｇａｌａｃｔｕｒｏｎｉｃａｃｉｄ；Ｐｅａｋ７－ｇｌｕｃｏｓｅ；Ｐｅａｋ８－ｇａｌａｃｔｏｓｅ；Ｐｅａｋ

９－ｘｙｌｏｓｅ；Ｐｅａｋ１０－ａｒａｂｉｎｏｓｅ；Ｐｅａｋ１１－ｆｕｃｏｓｅ．

图１　对照品和多糖水解产物衍生化的ＨＰＬＣ色谱图
Ｆｉｇ１　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｔｈｅｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓｏｆｔｈｅｓｔａｎｄａｒｄｓ
ａｎｄｔｈｅｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｐｒｏｄｕｃｔｏｆｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ

１０７％～４５０％；准确度试验中对照品的加样回收
率９０８８％～１０９０８％，各对照品的ＲＳＤ为０７９％～
２７３％。以上结果表明，本研究建立的 ＰＭＰＨＰＬＣ
检测单糖对照品的方法准确可靠。

２３　多糖含量测定及多糖的单糖组成分析
ＭＰ、ＦＰ和 ＷＰ的多糖含量分别为（５２７４±

１０４）％、（２５６０±０４９）％和（１４９２±００９）％。
ＭＰ由Ｇｌｃ、Ｇａｌ、ＧｌｃＡ、Ｘｙｌ、Ｍａｎ、Ｆｕｃ、Ｒｉｂ和 Ａｒａ组成
（图 １Ｃ），其中 Ｇｌｃ是含量最丰富的组分，含量
（３５６６±１２２）％。ＦＰ由 Ａｒａ、Ｇａｌ、Ｘｙｌ和 ＧｌｃＡ组
成（图 １Ｄ），其中 Ａｒａ和 Ｇａｌ含量最高，分别为
（２２６±００８）％和（２２１±００６）％。ＷＰ由 Ｇｌｃ、
Ｘｙｌ、Ａｒａ和Ｇａｌ组成（图１Ｅ），其中Ｇｌｃ含量最高，为
（５３０±００５）％。ＨＰＬＣ法测定结果见表４。单糖
组成分析结果表明，Ｆｕｃ是ＭＰ特有的单糖组分。

根据表４的结果计算，ＭＰ、ＦＰ和 ＷＰ的各单糖
组分总含量分别为４２３６％、６９２％和１１６６％。据
此推测３个多糖含有较多非碳水化合物类物质或难
溶于水的杂质。比较两种测定方法的结果，ＭＰ和
ＷＰ的 ＨＰＬＣ法结果分别是苯酚硫酸法结果的
８０％和７８％，结果之间的差距较小，而ＦＰ两种方法
的测定结果差距大，说明 ＦＰ所含杂质对测定结果
有较大影响。

２４　混合单糖及岩藻糖对种子萌发过程的影响
为了验证 ＭＰＨ促进萌发后的种子分化发育的

作用和探讨ＭＰ特有组分Ｆｕｃ对种子萌发过程的影
响，本实验根据 ＭＰ单糖组分配比配制了含 Ｇｌｃ、
Ｇａｌ、ＧｌｃＡ、Ｘｙｌ、Ｍａｎ、Ｆｕｃ、Ｒｉｂ和 Ａｒａ的混合单糖溶
液以及Ｆｕｃ溶液，分别加入ＷＡ培养基和１／２ＭＳ培
养基，进行种子萌发实验。

表４　菌丝体及发酵液中多糖的单糖组成分析．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｔａｂ４　ＭｏｎｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆＳ７ｍｙｃｅｌｉａａｎｄｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｂｒｏｔｈｔｈｅｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

Ｍｏｎｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅ　　

ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ　　

Ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ

Ｓ７Ｍｙｃｅｌｉａ Ｓ７ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｂｒｏｔｈ ＷｈｅａｔＢｒａｎＡｇａｒ

Ｃｏｎｔｅｎｔ／％ Ｍｏｌａｒｒａｔｉｏ Ｃｏｎｔｅｎｔ／％ Ｍｏｌａｒｒａｔｉｏ Ｃｏｎｔｅｎｔ／％ Ｍｏｌａｒｒａｔｉｏ

Ｍａｎｎｏｓｅ ０７２±００１ ０３０ ０ ０ ０ ０
Ｒｉｂｏｓｅ ０２６±０００ ０１３ ０ ０ ０ ０
Ｇｌｕｃｕｒｏｎｉｃａｃｉｄ １７８±００６ ０７０ １１３±００３ ０４７ ０ ０
Ｇｌｕｃｏｓｅ ３５６６±１２２ １５０５ ０ ０ ５３０±００５ ５３８
Ｇａｌａｃｔｏｓｅ ２３７±００３ １００ ２２１±００６ １００ ０９８±００８ １００
Ｘｙｌｏｓｅ ０６９±００２ ０３５ １３２±００４ ０７１ ３２１±０２５ ３９２
Ａｒａｂｉｎｏｓｅ ０２６±００１ ０１３ ２２６±００８ １２２ ２１７±００８ ２６４
Ｆｕｃｏｓｅ ０６２±００２ ０２９ ０ ０ ０ ０

２４１　ＷＡ培养基　ＷＡＣＫ２组种子７０ｄ出现３级
萌发，９０ｄ时出现４级萌发，此时的萌发率、３级和４

级萌发率分别是（９２４１±０９５）％、（２６５±１３８）％
和（０７２±１２６）％，观察期内未出现５级萌发的种子
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（表５、图２Ａ）。
ＷＡＬＭｉｘ组种子２０ｄ萌发率是对照组的１５７

倍（Ｐ＜００５），５０ｄ出现３级萌发，比对照组提前
了２０ｄ，出现４级萌发的时间与对照组一致；９０ｄ
萌发率与对照组相比没有显著差异（Ｐ＞００５），３
级萌发率是对照组的 ２１２倍（Ｐ＜００５），４级萌
发率与对照组没有显著差异（Ｐ＞００５）（图２Ｂ）。
ＷＡＭＭｉｘ组种子９０ｄ萌发率、３级和４级萌发率与
对照组相比均没有显著差异（图 ２Ｃ）。ＷＡＨＭｉｘ
组种子９０ｄ萌发率显著低于对照组（Ｐ＜００５），
没有出现４级萌发（图２Ｄ）。由此可见，ＷＡ培养
基含相当于３２ｍｇ·Ｌ－１ＭＰ的混合单糖能促进萌
发种子的分化发育，显著提高萌发种子中原球茎

的比例；相当于３２ｇ·Ｌ－１ＭＰ的混合单糖能抑制
种子萌发，抑制原球茎发育。

９０ｄ时３个岩藻糖组种子萌发率均与对照组没
有显著差异（Ｐ＞００５）（表５）。ＷＡＨＦｕｃ组种子分
别在６０ｄ和８０ｄ出现３级和４级萌发，均比对照组
提前了１０ｄ；９０ｄ时３级萌发率是对照组的２４６倍
（Ｐ＜００５），４级萌发率与对照组没有显著差异
（Ｐ＞００５）（图 ２，图 ３中 Ａ４和 Ｂ４）。ＷＡＬＦｕｃ和
ＷＡＭＦｕｃ组种子９０ｄ时３级和４级萌发率均与对
照组没有显著差异（Ｐ＞００５）（图３中 Ａ２、Ｂ２、Ａ３
和Ｂ３）。由此可见，ＷＡ培养基含２０ｍｇ·Ｌ－１岩藻
糖能促进萌发种子的分化发育，显著提高萌发种子

中原球茎的比例；岩藻糖降低浓度后失去上述作用。

表５　种子在含有混合单糖和岩藻糖的水琼脂（ＷＡ）培养基上的萌发率．％，ｎ＝６，珋ｘ±ｓ
Ｔａｂ５　ＧｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒａｔｅｓｏｆｓｅｅｄｓｃｕｌｔｕｒｅｄｏｎＷＡｍｅｄｉｕｍｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｍｉｘｅｄｍｏｎｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓａｎｄｆｕｃｏｓｅ．％，ｎ＝６，珋ｘ±ｓ

ｔ／ｄ ＷＡＣＫ２ ＷＡＬＭｉｘ ＷＡＭＭｉｘ ＷＡＨＭｉｘ ＷＡＬＦｕｃ ＷＡＭＦｕｃ ＷＡＨＦｕｃ

１０ １５８±１５６ ３３０±０９８ ８２２±５０６ ２５９±０５７ ３８４±０４５ ２１３±０９３ ２４４±０９８
２０ ２５６８±１８１ ４０２８±１１０１） ３５３４±４０８１） ２２２２±２２７ ３８８１±４５６１） ４１０１±０９９１） ２７５４±０５８
３０ ８３０７±５８４ ９１６０±４８７ ８８３７±５５３ ７２１２±６６６ ８７３８±２７９ ８７５３±１７１ ８６０１±４８９
４０ ９１１２±０８８ ９２１３±３５４ ９３５６±４３３ ８７００±１６５ ９４４７±１１７１） ９２９７±４９５ ９３５±３０１
５０ ９１１５±１９６ ９１１１±２３８ ９２５２±２７９ ８７５９±３０９ ９３４５±２９９ ９１７６±２０９ ９２６３±４２４

６０ ９１７３±１９２ ９２６１±１９８ ９４６０±２３８ ８６６２±１０９１） ９０４９±３１７ ９２４６±０８４ ９２９８±１９９

７０ ９１９８±１５１ ９３１５±０４９ ９３６４±１３７ ８６７１±２５２１） ９３５５±１７２ ９３２３±１０６ ９３０１±１９０

８０ ９２４１±０９５ ９３３２±２３２ ９４９０±２１１ ８６７０±１２０１） ９１５９±４４１ ９２６１±３７６ ９３３４±３９９

９０ ９２４０±４５０ ９５６８±１３７ ９４９４±０３０ ８５５７±１３８１） ９５６３±０１２ ９５１８±１８２ ９２４４±０６９

注：ＷＡＣＫ２－水琼脂培养基中未添加混合单糖和海藻糖；ＷＡＬＭｉｘ－水琼脂培养基中混合单糖浓度３２ｍｇ·Ｌ－１；ＷＡＬＦｕｃ－水琼脂培养基中海藻糖浓度３２ｍｇ·

Ｌ－１；ＷＡＭＭｉｘ－水琼脂培养基中混合单糖浓度３２０ｍｇ·Ｌ－１；ＷＡＭＦｕｃ－水琼脂培养基中海藻糖浓度３２０ｍｇ·Ｌ－１；ＷＡＨＭｉｘ－水琼脂培养基中混合单糖浓度３．２

ｇ·Ｌ－１；ＷＡＨＦｕｃ－水琼脂培养基中海藻糖浓度３．２ｇ·Ｌ－１；与相同时期的ＷＡＣＫ２相比有显著差异，１）Ｐ＜００５。

Ｎｏｔｅ：ＷＡＣＫ２－Ｗａｔｅｒａｇａｒｍｅｄｉｕｍ（ＷＡ）ｗｉｔｈｏｕｔｍｉｘｅｄｍｏｎｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓａｎｄｆｕｃｏｓｅ；ＷＡＬＭｉｘ－ＷＡｃｏｎｔａｉｎｅｄ３２ｍｇ·Ｌ－１ｏｆｍｉｘｅｄｍｏｎｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ；ＷＡＬＦｕｃ－ＷＡ

ｃｏｎｔａｉｎｅｄ３２ｍｇ·Ｌ－１ｏｆｆｕｃｏｓｅ；ＷＡＭＭｉｘ－ＷＡｃｏｎｔａｉｎｅｄ３２０ｍｇ·Ｌ－１ｏｆｍｉｘｅｄｍｏｎｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ；ＷＡＭＦｕｃ－ＷＡｃｏｎｔａｉｎｅｄ３２０ｍｇ·Ｌ－１ｏｆｆｕｃｏｓｅ；ＷＡＨＭｉｘ－ＷＡ

ｃｏｎｔａｉｎｅｄ３２ｇ·Ｌ－１ｏｆｍｉｘｅｄｍｏｎｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ；ＷＡＨＦｕｃ－ＷＡｃｏｎｔａｉｎｅｄ３２ｇ·Ｌ－１ｏｆｆｕｃｏｓｅ；１）Ｐ＜００５，ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＷＡＣＫ２ｄｕｒｉｎｇｔｈｅ

ｓａｍｅｐｅｒｉｏｄ．

２４２　１／２ＭＳ培养基　ＭＳＣＫ组种子２０ｄ出现原
球茎（３级萌发）和第一片叶（４级萌发），４０ｄ出现第
二片叶（５级萌发），９０ｄ萌发率（９８１０±０４６）％（表
６），５级萌发率（５０９７±４３３）％（图４Ａ）。

ＭＳＭＭｉｘ和ＭＳＨＭｉｘ组种子１０ｄ萌发率分别是
对照组的 １２９倍和 １１９倍（Ｐ＜００５）（表 ６）。
ＭＳＭＭｉｘ组出现５级萌发种子的时间与对照组一致，
ＭＳＬＭｉｘ和ＭＳＨＭｉｘ组的则分别比对照组晚了１０ｄ
和２０ｄ。９０ｄ时３个混合单糖组萌发率与对照组相
比均没有显著差异（Ｐ＞００５），ＭＳＬＭｉｘ和 ＭＳＭＭｉｘ
组５级萌发率分别是对照组的 １４７倍和 １６２倍
（Ｐ＜００５），ＭＳＨＭｉｘ组５级萌发率与对照组相比没
有显著差异（Ｐ＞００５）（图４Ｂ～Ｄ）。由此可见，１／２
ＭＳ培养基含相当于３２～３２０ｍｇ·Ｌ－１ＭＰ的混合单

糖能促进原球茎发育，显著提高５级萌发种子的比
例；混合单糖的浓度提高至相当于３２ｇ·Ｌ－１ＭＰ时
仍未表现出抑制种子萌发和原球茎发育的作用。与

在ＷＡ培养基上的作用相比，混合单糖在１／２ＭＳ培
养基上促进萌发后种子分化发育的作用更明显。

３个岩藻糖组种子出现５级萌发的时间与对照
组一致；９０ｄ时种子萌发率与对照组相比均没有显
著差异（Ｐ＞００５）（表６，图５），５级萌发率均显著
高于对照组（Ｐ＜００５），是对照组的１３６～１４７倍
（图 ４Ｅ～Ｇ）。由此可见，１／２ＭＳ培养基含
０２０～２０ｍｇ·Ｌ－１岩藻糖能促进原球茎发育，显著
提高５级萌发种子的比例。岩藻糖在１／２ＭＳ培养
基上促进萌发后种子分化发育的作用更明显，这与

混合单糖的表现一致。
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Ａ－水琼脂培养基中未添加混合单糖和海藻糖；Ｂ－水琼脂培养基中混合单糖浓度３２ｍｇ·Ｌ－１；Ｃ－水琼脂培养基中海藻糖浓度３２ｍｇ·Ｌ－１；Ｄ－水琼脂培养基中

混合单糖浓度３２０ｍｇ·Ｌ－１；Ｅ－水琼脂培养基中海藻糖浓度３２０ｍｇ·Ｌ－１；Ｆ－水琼脂培养基中混合单糖浓度３２ｇ·Ｌ－１；Ｇ－水琼脂培养基中海藻糖浓度

３２ｇ·Ｌ－１；与相同时期的ＷＡＣＫ２相比有显著差异，１）Ｐ＜００５。

Ａ－ＷＡＣＫ２；Ｂ－ＷＡＬＭｉｘ；Ｃ－ＷＡＭＭｉｘ；Ｄ－ＷＡＨＭｉｘ；Ｅ－ＷＡＬＦｕｃ；Ｆ－ＷＡＭＦｕｃ；Ｇ－ＷＡＨＦｕｃ；１）Ｐ＜００５，ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＷＡＣＫ２ｄｕｒｉｎｇ

ｔｈｅｓａｍｅｐｅｒｉｏｄ．

图２　ＷＡ培养基添加混合单糖和岩藻糖对原球茎发育的影响
Ｆｉｇ２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＷＡｍｅｄｉｕｍｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｍｉｘｅｄｍｏｎｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓａｎｄｆｕｃｏｓｅｏｎｐｒｏｔｏｃｏｒｍｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ

Ａ１～Ａ４－肉眼观察；Ｂ１～Ｂ４－体视镜观察，标尺＝０５ｍｍ。Ａ１和Ｂ１ＷＡＣＫ２；Ａ２和Ｂ２ＷＡＬＦｕｃ；Ａ３和Ｂ３ＷＡＭＦｕｃ；Ａ４和Ｂ４ＷＡＨＦｕｃ。

Ａ１－Ａ４－ｕｎｄｅｒｖｉｓｉｏｎ；Ｂ１－Ｂ４－ｕｎｄｅｒａｓｔｅｒｅｏｓｃｏｐｅＳｃａｌｅｂａｒ＝０５ｍｍＡ１ａｎｄＢ１ＭＳＣＫ；Ａ２ａｎｄＢ２ＭＳＬＦｕｃ；Ａ３ａｎｄＢ３ＭＳＭＦｕｃ；Ａ４ａｎｄＢ４ＭＳＨＦｕｃ．

图３　种子在含岩藻糖的ＷＡ培养基上培养９０ｄ的萌发情况
Ｆｉｇ３　Ｓｅｅｄｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｆｏｒｄａｙ９０ｏｎＷＡｍｅｄｉａｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｍｉｘｅｄｍｏｎｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓａｎｄｆｕｃｏｓｅ

３　讨　论
单糖［１２］、双糖［１３１４］、寡糖［１５，２４］和多糖等糖类成

分均能影响植物种子萌发，其中多糖的来源丰富，包

括昆虫多糖［２５］，藻类多糖［２６２７］，细菌细胞壁多糖和

胞外多糖［８９，２８］，真菌子实体及菌丝体多糖和发酵液

多糖［１０１１，１９］，以及中药材多糖等［２９３０］。用于上述研

究的种子都能独立萌发，主要是水稻、玉米等农作

物，以及少量药用植物。鲜有多糖完全水解物影响

种子萌发的研究报道。

兰科植物的种子不能独立萌发，必须与真菌共

生萌发。萌发菌从兰科植物种子的胚柄端入侵，定

殖在原球茎皮层细胞中并形成菌丝圈（ｐｅｌｏｔｏｎｓ），这
标志着共生关系的建立［３１３２］。根据 Ｄｅａｒｎａｌｅｙ等［３３］

提出的兰菌根养分转运模型，在包含健康成熟菌丝

圈的植物细胞中，植物通过生物膜从真菌获取氮、磷

和碳营养；在包含衰老菌丝圈的植物细胞中，植物

·５８５·
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Ａ－１／２ＭＳ培养基中未添加混合单糖和海藻糖；Ｂ－１／２ＭＳ培养基中混合单糖浓度３２ｍｇ·Ｌ－１；Ｃ－１／２ＭＳ培养基中海藻糖浓度３２ｍｇ·Ｌ－１；Ｄ－１／２ＭＳ培养基中混合

单糖浓度３２０ｍｇ·Ｌ－１；Ｅ－１／２ＭＳ培养基中海藻糖浓度３２０ｍｇ·Ｌ－１；Ｆ－１／２ＭＳ培养基中混合单糖浓度３２ｇ·Ｌ－１；Ｇ－１／２ＭＳ培养基中海藻糖浓度３２ｇ·Ｌ－１；与

相同时期的ＭＳＣＫ相比有显著差异，１）Ｐ＜００５。

Ａ－ＭＳＣＫ；Ｂ－ＭＳＬＭｉｘ；Ｃ－ＭＳＭＭｉｘ；Ｄ－ＭＳＨＭｉｘ；Ｅ－ＭＳＬＦｕｃ；Ｆ－ＭＳＭＦｕｃ；Ｇ－ＭＳＨＦｕｃ；１）Ｐ＜００５，ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＭＳＣＫｄｕｒｉｎｇｔｈｅｓａｍｅｐｅｒｉｏｄ．

图４　１／２ＭＳ培养基添加混合单糖和岩藻糖对原球茎发育的影响
Ｆｉｇ４　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｍｉｘｅｄｍｏｎｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓａｎｄｆｕｃｏｓｅｉｎ１／２ＭＳｍｅｄｉｕｍｏｎｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｐｒｏｔｏｃｏｒｍ

表６　种子在含有混合单糖和岩藻糖的１／２ＭＳ培养基上的萌发率．％，ｎ＝６，珋ｘ±ｓ
Ｔａｂ６　Ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒａｔｅｓｏｆｓｅｅｄｓｃｕｌｔｕｒｅｄｏｎ１／２ＭＳｍｅｄｉｕｍｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｍｉｘｅｄｍｏｎｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓａｎｄｆｕｃｏｓｅ．％，ｎ＝６，珋ｘ±ｓ

ｔ／ｄ ＭＳＣＫ ＭＳＬＭｉｘ ＭＳＭＭｉｘ ＭＳＨＭｉｘ ＭＳＬＦｕｃ ＭＳＭＦｕｃ ＭＳＨＦｕｃ

１０ ４３８６±２７９ ５５１８±７３８ ５６６５±６９１１） ５２０７±２７２１） ４９２６±５７９ ３７５７±０９９ ４７６８±１９４
２０ ９６１１±１５１ ９７０９±２６５ ９６１８±２７５ ８９１７±２１９１） ９５８３±２０６ ９５７１±０９０ ９５０４±０２９
３０ ９６７２±１９４ ９７３２±１４４ ９５０７±０７６ ９６８９±１２２ ９７１０±０８９ ９７３１±２２２ ９５９７±０８７
４０ ９６７６±１１７ ９４５８±２７７ ９４７４±２９９ ９８０５±０１１ ９６０６±２９１ ９８３８±１４８ ９６２９±１０８
５０ ９８４７±０９８ ９７４３±０８７ ９６０７±４１５ ９８４６±１５６ ９８１０±１３２ ９９０８±０９３ ９７５１±１１５
６０ ９７８５±０６３ ９７８１±０９５ ９８６５±０４８ ９７２４±１０７ ９７９３±０６８ ９９１４±００９ ９８０１±０５３
７０ ９８２５±０７７ ９７２３±１０１ ９８３２±０１１ ９７５０±１１０ ９９２４±００４ ９９０６±００２ ９８４１±１１９
８０ ９６９３±０６７ ９８９６±１１２ ９７９１±０３５ ９７８７±２３２ ９７６８±１９５ ９７６４±１１２ ９８５７±１０２
９０ ９８１０±０４６ ９９１６±００６ ９９０５±０４２ ９８２１±１００ ９８７５±０５８ ９８９３±０４７ ９８４２±１１８

注：ＭＳＣＫ－１／２ＭＳ培养基中未添加混合单糖和海藻糖；ＭＳＬＭｉｘ－１／２ＭＳ培养基中混合单糖浓度３２ｍｇ·Ｌ－１；ＷＡＬＦｕｃ－１／２ＭＳ培养基中海藻糖浓度３２ｍｇ·Ｌ－１－

ＷＡＭＭｉｘ：１／２ＭＳ培养基中混合单糖浓度３２０ｍｇ·Ｌ－１；ＷＡＭＦｕｃ－１／２ＭＳ培养基中海藻糖浓度３２０ｍｇ·Ｌ－１；ＷＡＨＭｉｘ－１／２ＭＳ培养基中混合单糖浓度３２ｇ·Ｌ－１；
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Ｎｏｔｅ：ＭＳＣＫ－１／２ＭＳｍｅｄｉｕｍｗｉｔｈｏｕｔｍｉｘｅｄｍｏｎｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓａｎｄｆｕｃｏｓｅ；ＭＳＬＭｉｘ－１／２ＭＳｍｅｄｉｕｍｃｏｎｔａｉｎｅｄ３２ｍｇ·Ｌ－１ｏｆｍｉｘｅｄｍｏｎｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ；ＭＳＬＦｕｃ－１／２ＭＳ

ｍｅｄｉｕｍｃｏｎｔａｉｎｅｄ３２ｍｇ·Ｌ－１ｏｆｆｕｃｏｓｅ；ＭＳＭＭｉｘ－１／２ＭＳｍｅｄｉｕｍｃｏｎｔａｉｎｅｄ３２０ｍｇ·Ｌ－１ｏｆｍｉｘｅｄｍｏｎｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ；ＭＳＭＦｕｃ－１／２ＭＳｍｅｄｉｕｍｃｏｎｔａｉｎｅｄ３２０ｍｇ·Ｌ－１

ｏｆｆｕｃｏｓｅ；ＭｓＨＭｉｘ－１／２ＭＳｍｅｄｉｕｍｃｏｎｔａｉｎｅｄ３２ｇ·Ｌ－１ｏｆｍｉｘｅｄｍｏｎｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ；ＭＳＨＦｕｃ－１／２ＭＳｍｅｄｉｕｍｃｏｎｔａｉｎｅｄ３２ｇ·Ｌ－１ｏｆｆｕｃｏｓｅ；１）Ｐ＜００５，ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＭＳＣＫｄｕｒｉｎｇｔｈｅｓａｍｅｐｅｒｉｏｄ．

通过消化真菌菌丝吸收氮、磷和碳营养。本研究

中，萌发菌 Ｓ７的菌丝多糖（ＭＰ）和 ＭＰ水解物
（ＭＰＨ）有促进铁皮石斛原球茎发育的作用，发酵
液多糖（ＦＰ）和 ＦＰ水解物（ＦＰＨ）没有这一作用。
结合兰菌根养分转运模型推测，铁皮石斛原球茎

细胞可以消化并利用 Ｓ７菌丝体降解产生的水溶
性糖类物质。

岩藻糖是ＭＰ的单糖组分之一。铁皮石斛种子
在含０２０～２０ｍｇ·Ｌ－１岩藻糖的１／２ＭＳ培养基上
培养９０ｄ时，种子萌发率与对照组没有差异，但５
级萌发率比对照组提高了３６％ ～４７％。该结果提

示，岩藻糖促进原球茎发育的作用机制可能与其提

高培养基营养无关。岩藻糖是一种功能性单糖，植

物根系分泌的岩藻糖可参与调节根际微生物多样

性［３４］。岩藻糖常见于植物或微生物多糖中［３５］。黑

木耳、杏鲍菇、平菇和紫丁香蘑等真菌多糖的单糖组

分中含有岩藻糖［３６４０］。Ｔａｋａｓｈｉｍａ等［４１］报道，细胞

壁的碳水化合物组分中是否含有岩藻糖，对锈菌纲

（Ｕｒｅｄｉｎｉｏｍｙｃｅｔｅｓ）真菌的次级分类有重要意义。据
笔者了解，截至目前，尚未见兰科植物种子萌发菌多

糖的单糖组分研究报道，以及岩藻糖促进兰科植物

原球茎发育的研究报道。
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图５　种子在含岩藻糖的１／２ＭＳ培养基上培养９０ｄ的萌发情况
Ｆｉｇ５　Ｓｅｅｄｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｆｏｒｄａｙ９０ｏｎ１／２ＭＳｍｅｄｉａｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｍｉｘｅｄｍｏｎｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓａｎｄｆｕｃｏｓｅ

　　有关兰科植物萌发菌糖类成分的研究报道很
少。小菇属（Ｍｙｃｅｎａ）真菌是腐生型兰科植物天麻
的萌发菌［４２］。Ｚｈｅｎｇ［４３］报道了天麻萌发菌 ＨＬ００３
的菌丝体多糖主要由半乳糖和鼠李糖组成，半乳糖

含量超过９０％；发酵液多糖主要由半乳糖和阿拉伯
糖组成，半乳糖含量超过８０％；菌丝体多糖体外抗
氧化能力比发酵液多糖更强。该作者没有研究 ＨＬ
００３多糖对天麻种子萌发的影响。目前已发现胶膜
菌属真菌是多种地生型和附生型兰科植物的萌发

菌，包括白及、杓兰、硬叶兰以及多种石斛属植物

等［６，４４４６］。课题组前期研究已发现，萌发菌Ｓ７小分
子代谢产物香草酸和苯甲醇等有加快铁皮石斛种子

萌发和促进原球茎发育的作用［７］。本研究发现，Ｓ７
菌丝体多糖（ＭＰ）的单糖组分岩藻糖是促进种子萌
发后原球茎进一步分化发育的活性成分。这一结果

丰富了我们对萌发菌促萌发活性物质基础的认识，

并为兰科植物萌发菌作用机制的研究提供了新的思

路。根据本研究结果，ＭＰ的主要单糖组分是葡萄
糖，其相对含量占 ８个单糖组分总含量的 ８０％以
上，这与ＨＬ００３菌丝体多糖的完全不同，提示出萌
发菌细胞壁可溶性多糖的单糖成分可能是种子识别

特殊类群萌发菌的化学标记物质。

本研究报道了岩藻糖促进原球茎发育作用的浓

度范围。此范围内的３个处理组之间５级萌发率没
有显著差异。由于实验设计的原因，本研究未能发

现岩藻糖作用的最低和最高浓度。后续研究中应在

现有浓度范围的基础上，进一步降低和提高浓度，以

确定岩藻糖作用的浓度范围。
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