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要!采用原生质体紫外诱变育种方法"进行高产
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氨基丁酸的秀珍菇菌株选育工作"对原生质体制备条件*

再生条件和诱变株
$

B

氨基丁酸含量进行了筛选分析%结果表明&

bb

缓冲液中"

#$H

4

/

HY

的溶壁酶能够有效去

除秀珍菇细胞壁"获得
#_"$

& 个/
HY

的原生质体'在含有
$?DH(-
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Y

甘露醇的
QbP

培养基上"原生质体再生率

最高"可达到
$?&Dih$?"!i
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!De

紫外灯照射
"

"

#H3+

时"致死率可达到
A&i

"

C&i

'菌丝体和子实体中"

!

株突变株
$
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氨基丁酸含量较出发菌株分别提高了
#$?Ai

*

"%&?!i

*

"#&?Ci

和
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*

#!A?Ci

*
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%诱变

菌株的获得"可为高值化富含
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氨基丁酸秀珍菇生产菌株的培育提供优异的育种材料%

关键词!秀珍菇'原生质体'紫外诱变育种'
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%秀珍菇不仅营养丰富"而且味道鲜美"蛋

白质含量比双孢蘑菇*香菇*草菇更高"质地细嫩"纤维含量少"口感脆嫩%有资料表明"秀珍菇中含蛋

白质
!?&Di

"

!?CCi

*粗脂肪
"?"!i

"

"?"Ci

*还原糖
$?CAi

"

"?C$i

*糖分
#!?%Mi

"

!M?CAi

*木

质素
#?&Mi

*纤维素
"#?CDi

*果胶
$?"Mi

等%它的蛋白质含量高于香菇*蘑菇"接近于肉类"比一般

蔬菜高
!
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倍"含有
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种以上氨基酸(

!

)

%它富含人体自身不能合成"日常饮食中通常又缺乏的苏氨

酸*赖氨酸*亮氨酸等多种必需氨基酸"长期食用可提高人体免疫功能(

MB&

)

%因此"秀珍菇是一种高蛋

白*低脂肪的营养食品(

A

)

"具有独特的风味和生理功能"符合联合国粮农组织!

ǸK

#和世界卫生组织

!

eOK

#对新食品资源开发0天然*营养*保健1的要求"具有广阔市场前景"也成为目前食用菌商业生

产中研究的热点领域%

在秀珍菇培养基原料选择*生产栽培条件控制*栽培模式等研究基础上"人们对秀珍菇高品质菌株研

究提出了更高的要求(

CB%

)

"高品质高产量秀珍菇选育是众多秀珍菇研究者特别感兴趣的课题之一"但优质

秀珍菇菌株选育方面的研究较少%因此"本文开展了秀珍菇原生质体的制备条件和诱变研究"以期为筛

选高质量高含量
$
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氨基丁酸!

PNLN

#秀珍菇菌株及其利用提供技术参考%
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材料与方法
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菌种与试剂

秀珍菇菌种
S"

&浙江绿满都菌业自有生产种'马铃薯葡萄糖琼脂培养基!
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EFN

#购自杭州百思生物技术有限公司'蔗糖购自永华化学科技!江苏#有限公司'麦芽浸取物!

b,-8

1I8*,;8

#购自北京双旋微生物培养基制品厂'纤维素酶!
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#购自北京拜尔迪生物技术有限公司'溶壁酶

!

Ye/

#购自广东碧德生物科技有限公司'葡萄糖购自江苏强盛功能化学股份有限公司'
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氨基丁酸

!
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#购自阿拉丁试剂有限公司'

#

"

MB

二硝基氟苯!

F̀@L

#购自西亚化工有限公司'乙酸*乙酸钠*磷酸

二氢钠*磷酸氢二钠*碳酸氢钠均购自国药集团化学试剂有限公司'磷酸二氢钾*磷酸氢二钾*山梨醇*甘

露醇均为分析纯%
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仪器与设备

电热恒温鼓风干燥箱!

FOPB%#M&N

#"上海精宏实验设备有限公司'电子天平!

=EB""M

#"德国赛多

利斯科学仪器!北京#有限公司'恒温水浴锅!

OOBM

#"江苏金坛市仪器厂'

R
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计!

ELB"$

#"德国赛多利

斯科学仪器!北京#有限公司'色谱柱
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T"CD?$

%

HM?&HH_#D$HH;(-)H+

购自美国沃特世

科技!上海#有限公司'高效液相色谱仪!
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>373W-1<181;8(*

#"美国沃特世科技!上海#有限公司'高压

灭菌锅!

QSgBY:B!$:aa

#"上海博讯实业有限公司医疗设备厂'无菌操作台!

:eBT'B#̀ F

#"苏州净化设

备有限公司'恒温生化培养箱!

Oe:B#D$

#"宁波海曙赛福实验仪器厂'光照培养箱!

L:PB#D$

#"上海博

讯实业有限公司医疗设备厂'离心机!

N--1

4

*,SB!$̂ T1+8*3.)
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#"美国赛默飞世尔科技!中国#有限

公司%
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培养基及所用溶液配方

EFN

固体培养基&马铃薯葡萄糖琼脂粉末
M!

4

"双蒸水
"$$$HY

"

"#"m

高压灭菌
"DH3+

%

EFN

液体培养基&马铃薯!去皮#

#$$

4

"葡萄糖
#$

4

"磷酸二氢钾
!

4

"硫酸镁
"?D

4

"维生素
L

"

$?$"

4

"双

蒸水
"$$$HY

"

R

O

值
A?#

"

A?M

"

"#"m

高压灭菌
"DH3+

%

QbP

固体培养基&麦芽浸取物
"$

4

"葡萄糖
M

4

"酵母抽提物
M

4

"琼脂
"C

4

"双蒸水
"$$$HY

"

"#"m

高压灭菌
"DH3+

%

QbP

液体培养基&麦芽浸取物
"$

4

"葡萄糖
M

4

"酵母抽提物
M

4

"双蒸水
"$$$HY

"

"#"m

高压灭菌

"DH3+

%

贮液
N

&酒石酸铵
"$

4

"磷酸二氢钾
#$

4

"硫酸钠
D?C

4

"磷酸氢二钠!无水#

MD

4

"双蒸水定容至
D$$HY

"

加入几滴氯仿室温保存%

贮液
L

&硫胺素
$?$#

4

"双蒸水定容至
D$$HY

"过滤除菌后
Mm

保存%

贮液
T

&氯化镁
"#?D

4

"双蒸水定容至
D$$HY

"

"#"m

高压灭菌
"DH3+

"室温保存%

完全培养基!

Tb

#&葡萄糖
"$

4

"天冬酰胺
#

4

"腺嘌呤硫酸盐
$?"

4

"酵母提取物
$?AD

4

"麦芽提取物

"?"!

4

"酪蛋白胨
$?AD

4

"贮液
N#DHY

"贮液
L"HY

"贮液
T"$HY

%固体培养基需要另加入
"D

4

琼脂

粉"

"#"m

高压灭菌
"DH3+

%

固体再生培养基&麦芽糖
"$

4

"葡萄糖
M

4

"酵母抽提物
M

4

"琼脂
"C

4

"

$?D

"

"?#H(-

/

Y

稳渗剂"双蒸

水定容到
"$$$HY

"

"#"m

高压灭菌
"DH3+

%

稳渗剂为
$?D

*

$?&

*

$?A

*

$?C

*

$?%

*

"?$

*

"?"

*

"?#H(-

/

Y

的蔗糖*山梨醇*氯化钠*甘露醇"过滤除菌%

$?#H(-

/

Y

马来酸缓冲液&马来酸
M?&M

4

"双蒸水定容至
#$$HY

'马来酸钠
&?M

4

"双蒸水定容至
#$$HY

'

将上述酸碱溶液以体积比
"l#?D

混合"调节
R

O

值至
D?D

"

"#"m

高压灭菌
"DH3+

%

bb

缓冲液&

"?$H(-

/

Y

甘露醇
#DHY

"

$?#H(-

/

Y

马来酸盐缓冲液!

R

O

值
D?D

#

"#?DHY

"双蒸水

"#?DHY

"过滤除菌%

bbT

缓冲液&

"?$H(-

/

Y

甘露醇
#DHY

"

$?#H(-

/

Y

马来酸盐缓冲液!

R

O

值
D?D

#

"#?DHY

"双蒸水

"#?#DHY

"氯化钙!

"H(-

/

Y

#

$?#DHY

"过滤除菌%

溶壁酶或!纤维素酶#溶液&分别称取
$?$#

*

$?$!

*

$?$M

4

溶壁酶或!纤维素酶#粉末溶于
#HY

常温

bb

缓冲液中"获得
"$

*

"D

*

#$

4

/

Y

的酶液"用无菌的
$?M

%

H

的微孔滤膜过滤除菌后放于
Mm

冰箱中保

存备用!当天配制当天使用#%

"i F̀GL

溶液&量取
#HY#

"

MB

二硝基氟苯置于
#$$HY

乙腈中"保存于棕色试剂瓶中%

出菇物料&麸皮
"A$

4

"木屑
#C$

4

"磷酸二氢钾
!

4

"硫酸镁
"?D

4

"氧化钙
#

4

"双蒸水
&$$HY

"

"#"m

高压灭菌
"DH3+

%

;<=

!

试验方法

"?#?"

!

菌种活化及菌丝体的培养

将
Mm

保藏的
S"

菌种转接到
EFN

固体培养基上"于
#Dm

恒温培养箱下静置培养
D<

"待菌落

直径长至
%;H

"占培养皿一半左右"且气生菌丝旺盛时"即获得活化秀珍菇菌种%切取绿豆大菌块"

转接到
EFN

液体培养基后"于
#Dm

恒温培养箱下静置培养
A<

左右"即可获得原生质体制备所需

菌丝体(

"$

)

%

"?#?#

!

原生质体的制备

根据秀珍菇菌种的生长状况"选取长势最好的三角瓶中菌丝体"进行下一步原生质体的试验(

""B"!

)

"离

心收集培养好的菌丝体"用渗透压稳定剂
bb

缓冲液冲洗
!

次"并移去多余水分%按照每
"$H

4

湿菌丝

体加
$?MHY

酶液的比例添加酶液到菌丝体管中"轻轻摇匀"在
#Dm

和
!$m

下进行酶解%每间隔
"DH3+

轻轻颠倒数下使样品混合均匀"酶解
M0

后吸取少量的酶解液进行镜检"观察菌丝体的变化并计数原生

质体密度%在观察
M0

之后对比溶壁酶和纤维素酶的酶解效果"统计并得出最佳酶解温度以及最佳酶含

$$#
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量%过滤收集酶解液"并于室温下
AD$

4

离心力下离心
"$H3+

"收集原生质体%分别以
bb

缓冲液和

bbT

缓冲液洗涤原生质体各
#

次"最后重悬原生质体备用%

"?#?!

!

原生质体的再生

用渗透压稳定剂稀释原生质体悬液"将密度调至
"_"$

D 个/
HY

%以每个皿
$?"HY

的量"涂布于固

体再生培养基平皿中"于
#Dm

恒温培养箱下培养
A<

"统计菌落再生率%固体再生培养基稳渗剂种类分

别为蔗糖*山梨醇*氯化钠*甘露醇"稳渗剂摩尔浓度分别为
$?D

*

$?&

*

$?A

*

$?C

*

$?%

*

"?$

*

"?"

*

"?#H(-

/

Y

%

对照处理原生质体悬液用无菌水稀释"并按上述同样方法涂布于低渗培养基上!固体
QbP

培养基#"观

察试验组平板和对照组平板的菌落数%原生质体再生率公式如下&

原生质体再生率
]

!再生平板菌落数
8

低渗平板菌落数#

J

稀释倍数
涂布体积

J

原生质体密度 J

"$$i

%

"?#?M

!

原生质体紫外诱变

将
"?#?#

制备的原生质体涂布于稳渗培养基上"所选择的稳渗培养基通过
"?#?!

的试验结果来进行

筛选%打开培养皿盖"为防止染菌"紫外光照由超净台提供(

"MB"D

)

%将培养基放入
!De

紫外灯下分别照

射
"D

*

!$

*

MD

*

&$

*

"#$7

%光照完毕后立即放入避光霉菌培养箱中"于
#Dm

下培养
A

"

"$<

直至获得再生

菌落"并统计致死率(

"&B"A

)

%

"?#?D

!

候选突变株长势对比

经过紫外诱变后"选取致死率高的处理条件"随机挑取
!

株再生菌落分别命名为
S#

*

SD

*

SDA

"将出

发菌株以及挑选出的菌株转接至
QbP

固体培养基和
Tb

固体培养基中"培养并观察长势%将
!

株候选

突变株及出发菌株接种至出菇物料瓶中"待菌丝体布满整个瓶子时"将其放入光照培养箱"待其出菇后摘

取烘干并磨成粉末备用%

"?#?&

!

候选突变株
PNLN

含量分析

将
!

株候选突变株及出发菌株接种于
QbP

液体培养基中"

"C m

恒温培养箱培养%测定液体

培养的
M

株菌株菌丝体的
PNLN

含量%选取在
QbP

固体培养基上长势最好的突变株接种于

QbP

液体培养基中"并将其分成
M

个处理组"其中
#

组加
MHY

的质量分数为
"i

的谷氨酸溶液"

分别记为
N"

*

N#

"另
#

组不作处理"分别记为
L"

*

L#

%将
N"

*

L"

放在
"C m

恒温培养箱中培养"将

N#

*

L#

放在
#Cm

恒温培养箱中培养"培养一段时间之后"测菌丝体的
PNLN

含量%标准曲线的制

作"取
PNLN

标准样品
&

个"质量浓度分别为
$?%

*

$?C

*

$?A

*

$?&

*

$?D

*

$?M

4

/

Y

%准备纤维素酶液"

调节
R

O

值到
M?$

"酶液缓冲液由乙酸钠和乙酸组成%将试样中的悬浮物置于
C$m

烘箱下烘
#0

左

右"烘干后的悬浮物用研钵磨成粉末"称重"将其放入试管中"每根试管加入
"$HY

的酶液"

MD m

水

浴
"0

"沸水浴
"DH3+

"冷却一段时间后进行离心"取上清液
DHY

左右%取上清液以及准备好的标

准样品各
$?#HY

"分别加入
$?#HY

的
$?DH(-

/

Y

碳酸氢钠和
$?#HY

的
"i F̀GL

溶液"在
&$m

的烘箱下放置
"0

进行衍生化反应"然后加
"?MHY

体积分数为
$?"#i

的磷酸溶液避光处理"且每

组做
!

个平行"其他发酵液衍生化的处理步骤与此相同(

"C

)

%对烘干后的子实体粉末同样按照上述

方法处理"并测
PNLN

含量"测量方法参考文献(

"%

)%高压液相的运行参数"柱子型号为
:)+.3*1

=b

T"C

"流动相&乙腈/
O

!

EK

M

水溶液!体积分数为
$?"#i

#为
D$

/

D$

"检测波长为
!A$+H

"柱温为

!Dm

"流速为
"?$HY

/

H3+

%

=

!

结果与讨论

=<;

!

秀珍菇原生质体制备结果

按每
"$H

4

加
$?MHY

酶液"分别于
#Dm

和
!$m

下进行酶解
M0

"取酶液统计原生质体密度"结果

见表
"

%从表
"

可以看出
#$H

4

/

HY

溶壁酶!

Ye/

#所释放出的原生质体数目最多"其酶解效果较好"同

时
!$m

下原生质体得率略高于
#Dm

%因此"后续试验中采用
Ye/

!

#$H

4

/

HY

#

!$m

下进行再生试验

所需原生质体制备%

"$#

第
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表
;

!

不同水解酶种类和含量下秀珍菇
S"

原生质体密度

G+.&*;

!

T(+;1+8*,83(+(.

R

*(8(

R

-,78(.F?BG7H5GI

0

BBI5B7*6GIS")+<1*<3..1*1+80

9

<*(-,718

9R

17,+<;(+81+87

水解酶种类 质量浓度/!

H

4

.

HY

\"

#

得率/!

"$

& 个.

HY

\"

#

#Dm !$m

"̂$ #$ $?D $?!

"̂$ "D $?" $?"

"̂$ "$ $?" $?"

Ye/ #$ #?! #?D

Ye/ "D "?$ "?#

Ye/ "$ $?D $?A

=<=

!

原生质体再生结果

表
=

!

秀珍菇原生质体在蔗糖稳渗培养基上的再生率统计

G+.&*=

!

:8,83783;7(.*1

4

1+1*,83(+*,81(.

R

*(8(

R

-,787.*(HF?BG7H5GI

0

BBI5B7*6GI(+7);*(71781,<

9

3+.3-8*,83(+H1<3)H

蔗糖摩尔浓度/!

H(-

.

Y

\"

# 再生率/
i

$?D $?#Mh$?$!

$?& $?!#h$?$%

$?A $?#Ch$?"M

$?C $?"Dh$?$A

$?% $?"$h$?$D

"?$ $

"?" $

"?# $

!!

以蔗糖为试验稳渗剂"添加到
QbP

培养基

中"涂布原生质体后统计原生质体再生率"结果见

表
#

%从表
#

可以看出"蔗糖摩尔浓度为
$?&H(-

/

Y

时原生质体的再生率最高%后续甘露醇*山梨醇和

氯化钠适宜稳渗浓度筛选设定为
$?D

"

$?CH(-

/

Y

%

以甘露醇*氯化钠*山梨醇为试验稳渗剂"添

加到
QbP

培养基中"涂布原生质体后统计原生

质体再生率"结果见表
!

%从表
!

中可以看出甘

露醇的最优浓度为
$?&H(-

/

Y

"再生率为
$?&Di

左右"氯化钠的最优浓度为
$?DH(-

/

Y

"再生率约

为
$k$%i

"山梨醇的最优浓度为
$?&H(-

/

Y

"再生

率为
$?!Di

左右%故选择甘露醇
$?&H(-

/

Y

作为紫外光照的稳渗培养基%

表
>

!

秀珍菇原生质体在
!

组稳渗培养基上的再生率

G+.&*>

!

1̂

4

1+1*,83(+*,81

!

i

#

(.

R

*(8(

R

-,787(.F?BG7H5GI

0

BBI5B7*6GI(+80*11

4

*()

R

7(.78,W-1(7H(83;H1<3,

稳渗剂摩尔浓度/!

H(-

.

Y

\"

# 甘露醇/
i

氯化钠/
i

山梨醇/
i

$?D $?!%h$?"M $?$%h$?$# $?#&h$?""

$?& $?&Dh$?"! $?$#h$?$" $?!Dh$?A$

$?A $?D"h$?"A $ $?"Ah$?$#

$?C $?#Ah$?"$ $ $?"!h$?$#

=<>

!

原生质体紫外诱变结果

经过梯度时长紫外光照培养皿后"再生菌落形貌见图
"

"致死率统计结果见表
M

%从图
"

可以看出"

图
;

!

经紫外照射后再生菌落的形态

D#

@

<;

!

b(*

R

0(-(

49

(.*1

4

1+1*,81<;(-(+317,.81*)-8*,63(-183**,<3,83(+

#$#
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表
E

!

不同紫外光照下秀珍菇原生质体致死率统计

G+.&*E

!

b(*8,-38

9

78,83783;7(.

R

*(8(

R

-,787(.F?BG7H5GI

0

BBI5B7*6GI)+<1*<3..1*1+8)-8*,63(-183**,<3,83(+7

照射时间/
7

致死率/
i

"D #&?M

!$ MA?C

MD &"?!

&$ A&?%

"#$ CD?&

获得分离度良好的秀珍菇原生质体再生单菌落"再生

菌落的长势较好"菌丝白且致密%从表
M

可以看出"当

照射时长达到
"

"

#H3+

时"致死率达到
A&i

"

C&i

"

属一般认可的正向突变率较高的致死区间%随机挑取

!

株紫外光照
#H3+

的再生菌落!

S#

*

SD

和
SDA

#进行

后续性能测试"包括高效液相色谱法测定
PNLN

含量%

=<E

!

候选秀珍菇突变株长势对比

秀珍菇菌株
S"

为出发菌株"

S#

*

SD

和
SDA

为从

紫外光照
#H3+

的平板中随机挑取的
!

株候选突变株"

!

株候选突变株以及出发菌株在不同培养基上的

长势情况见图
#

%从图
#

可以看出"在
QbP

培养基上"突变株
SD

长势弱于出发菌株"

SDA

长势强于出发

菌株"

S#

长势与出发菌株基本上持平'在
Tb

培养基上"

SD

长势强于出发菌株"

SDA

长势与出发菌株基

本上持平"

S#

长势强于出发菌株%

图
=

!

候选突变株在
QbP

和
Tb

培养基上的长势对比

D#

@

<=

!

T(H

R

,*37(+(.

4

*(V80

R

(81+83,-(.;,+<3<,81H)8,+87(+QbP,+<Tb H1<3,

图
>

!

候选突变株子实体

D#

@

<>

!

*̀)383+

4

W(<317(.

;,+<3<,81H)8,+87

候选突变株接种至出菇物料后生长出的子实体见图
!

%从图
!

可

以看出"其子实体颜色偏白"有微小的伞柄"由于是突变株并且在瓶中

培养"存在水分*空气*光照等因素的影响"形状与市场上的有一定

差异%

=<F

!

候选突变株
Q8P8

含量对比

S"

!

"Cm

#菌丝粉提取物*

S"

子实体提取物及
$?%

4

/

Y

标准液的

出峰图见图
M

%由图
M

!

;

#可知"标样中
PNLN

保留时间约为
D?CH3+

"

从图
M

!

,

#可以看出"在
D?CH3+

左右的时间
S"

菌丝粉提取物中有

一个比较小的峰"从图
M

!

W

#可以看出"

S"

子实体提取物也有一个

较小的波峰"

$?%

4

/

Y

的
PNLN

标准液则是在
D?CH3+

左右有一个

很明显的峰"其他标准液也是如此"由此可以确定
PNLN

的出峰时

间是在
D?CH3+

%

由标准液求出其标准曲线图
D

%取
$?#HY

所测液稀释至
#HY

"用图
D

所得峰面积
B

浓度方程计算出

的含量"乘以
"$

倍即为
PNLN

的真实含量%查阅得知
PLNL

分子量为
"$!

"已知
$?#HY

内
PNLN

含

量"计算公式为

!$#

第
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#

(

"$!

J

$K#

J

"

J

"$$$

6

%

其中"

#

为菌菇粉
PNLN

含量"

%

4

/

4

'

"

为
$?#HY

所测液中
PNLN

质量浓度"

4

/

Y

'

6

为菌菇粉质量"

4

%

图
E

!

PNLN

测定高效液相色谱峰图

D#

@

<E

!

=01

R

1,U<3,

4

*,H(.03

4

0

R

1*.(*H,+;1-3

d

)3<;0*(H,8(

4

*,

R

0

9

<181*H3+1<W

9

PNLN

图
F

!

PLNL

标准曲线

D#

@

<F

!

PLNL78,+<,*<;)*61

试验的
M

株菌株菌丝体的
PNLN

含量见表
D

"从表
D

可以看出突变株
S#

*

SD

和
SDA

的菌丝体

PNLN

含量均高于出发菌株
S"

"提高幅度分别为
#$?Ai

*

"%&?!i

和
"#&?Ci

%在向培养基中添加
PNLN

前体!谷氨酸#时"

PNLN

产量获得进一步提高%

SDA

!

"C mZ

质量分数为
"i

的谷氨酸溶液#与
SDA

!

"Cm

#相比"提高幅度为
!"#?!Ai

%在
#Cm

下
PNLN

产量提高幅度则要比
"Cm

下低得多"这表明温

度条件对
PNLN

累积有一定的影响%

表
F

!

菌丝中
PLNL

含量检测表

G+.&*F

!

F181;83(+8,W-1(.PLNL;(+81+83+H

9

;1-3,

组别
PNLN

含量/!

%

4

.

4

\"

#

S"

!

"Cm

#

C?#h!?C%

S#

!

"Cm

#

%?%h!?MA

SD

!

"Cm

#

#M?!h"$?D

!

SDA

!

"Cm

#

"C?&hM?$&

!

SDA

!

"CmZ"i

的谷氨酸溶液#

A&?AhD#?D&

SDA

!

#Cm

#

#"?Dh%?&%

!

SDA

!

#CmZ"i

的谷氨酸溶液#

##?%h#?%&

!

M$#
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!!

S#

*

SD

*

SDA

等
!

株突变株子实体中
PNLN

含量分别达到!

&?!#h"?$D

#*!

"A?&$h#?#C

#和!

"$?#C

h#?"&

#

%

4

/

4

%较出发菌株
D?#"h$?MA

%

4

/

4

"

!

株突变体子实体中
PNLN

含量分别提高了
#"?!i

*

#!AkCi

和
%A?!i

%

>

!

结
!

论

通过此次原生质体紫外诱变育种方法进行高产
$

B

氨基丁酸的秀珍菇菌株选育工作的试验"可以得出

以下结论&

"

#

bb

缓冲液中"

#$H

4

/

HY

的溶壁酶能够有效去除秀珍菇细胞壁"获得密度达到
#_"$&

个/
HY

的

原生质体%

#

#秀珍菇
S"

菌株原生质体再生适宜培养基为含有
$?DH(-

/

Y

甘露醇的
QbP

培养基"原生质体再

生率可达到
$?&Dih$?"!i

%

!

#秀珍菇
S"

原生质体紫外诱变适宜照射时间为
"

"

#H3+

"致死率为
A&i

"

C&i

之间%

M

#初步获得
!

株突变株"菌丝体和子实体中"

!

株突变株
PNLN

含量较出发菌株分别提高了

#$kAi

*

"%&?!i

*

"#&?Ci

和
#"?!i

*

#!A?Ci

*

%A?!i

%
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