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摘  要: 探究稻曲病菌 Ustiloginoidea virens (Cooke) Takahashi 厚垣孢子壁多糖的最佳提取方法, 
为孢壁多糖含量和组成的研究提供基础。采用 5 种方法提取该病菌黑色厚垣孢子壁多糖, 用苯酚-
硫酸法测定多糖含量。经研究比较, 最佳提取方法为复合酶-热水浸提-sevag 法, 最佳提取条件是

复合酶量 4%, pH 4, 浸提温度 70 °C, 浸提时间 120 min, 物料比 1:75 (V/V); 在优选的方法和条件

下, 测定稻曲病菌黑色厚垣孢子壁粗多糖相对得率 21.2%, 多糖含量 72.3%; 黄色厚垣孢子壁粗多

糖相对得率 17.5%, 多糖含量 66.7%, 前者明显高于后者。研究表明复合酶-热水浸提-sevag 法的工

艺简单、可行, 适宜稻曲病菌厚垣孢子壁多糖的测定。 
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Abstract: To reveal the content and composition of polysaccharide in chlamydospore wall of Ustilogi-
noidea. virens, a study of the optimum method to extract polysaccharide of the chlamydospore wall was 
conducted. Five different methods were adopted to extract polysaccharide of its black chlamydospore 
wall, and the contents of polysaccharide were determined by phenol-sulfuric acid method. The results 
showed that the optimum extracting method was the complex enzyme-hot water extraction-sevag and 
the most appropriately extracting conditions were that the complex enzyme, pH 4 extracting tempera-
ture extracting time and the material ratio were 4%, 70 °C for 120 min, 1:75 (V/V), respectively. Based 
on above the optimum method, the relatively crude polysaccharide and polysaccharides rates in the 
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black and yellow chlamydospore wall were separately 21.2% and 72.3%, and 17.5% and 66.7%. Con-
sequently, the complex enzyme-hot water extraction-sevag and its optimizing conditions among the five 
different methods were simple, efficient and particularly suitable to the determination polysaccharide in 
chlamydospores wall of U. virens. 

Keywords: Rice, Ustilaginoidea virens, Chlamydospores, Polysaccharide 

水稻稻曲病又称伪黑穗病、绿黑穗病、青粉病, 

它是由稻曲病菌 Ustilaginoidea virens (Cooke) Ta-
kahashi 引起的水稻穗部真菌性病害。该病菌不仅影

响水稻产量, 而且产生的毒素能够直接危害人畜的

健康[1]。 

真菌细胞壁作为细胞与外界环境的中介, 胞壁

不同组分间通过各种相互作用(氢键疏水键共价键)
联结成细胞壁的整体结构, 它具有多种生物学功能, 

而细胞壁的主要成分为多糖, 其次为蛋白质、类脂。

多糖主要作为细胞能源和结构组分存在于生物体

内, 分子量在数万或数百万, 与免疫功能的调节、细

胞与细胞的识别、细胞间物质的运输等有着密切的

关系, 在不同类群的真菌中, 细胞壁多糖的类型不

同[2]。真菌孢子的休眠主要有 2 个类型[3−4], 即内源

(结构)性休眠和外源(诱导)性休眠, 稻曲病菌的休眠

在植物病原真菌中具有很典型的代表性。已有研究

表明, 子囊菌中 Talaromyces macrosporus 的子囊孢

子属于结构性休眠, 它具有极强的抗热性(85 °C 处

理 100 min 才失活)、耐高压(1.0×105 Pa 压力下可存

活 5 min)、抗干旱和冷冻, 其原因是子囊孢子的海

藻糖含量极高 , 水含量低 [5], 这表明孢子内糖分的

含量和组成可能与其休眠有关。 

目前, 还没有稻曲病菌厚垣孢子壁多糖提取的

报道。因此, 本研究探究适当的方法将孢壁的多糖有

效提取, 以期为进一步研究多糖的组成与结构, 揭示

稻曲病厚垣孢子的休眠机制的研究提供有效的方法。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  主要试剂和仪器: 超声波细胞破碎机(JY92

型), 显微成像仪(OLYMPUS、SZX12), 紫外可见分

光光度计(752E), 真空干燥箱(DZF-6020AB), 高速

冷冻离心机(H-1850R); 复合酶(中性蛋白酶:纤维素

酶:果胶酶=3:1:1, V/V/V), 购于远见生物公司。 

1.1.2  实验材料: 典型的稻曲病菌黑色和黄色厚垣

孢子 , 于湖南农业大学水稻试验基地采集 , 用小刀

剥下不同颜色厚垣孢子粉末保存于−80 °C 冰箱备用。 

1.2  方法 
1.2.1  稻曲病菌厚垣孢子预处理: 选取典型的黑色

和黄色厚垣孢子分别进行液氮研磨-超声破壁[6]后置

于 45 °C 真空干燥箱内干燥, 得到破壁后的厚垣孢

子壁粉末。 

1.2.2  多糖的提取: (1) 热水浸提法。称取预处理后

的黑色厚垣孢子壁粗提取物适量→1:50 (V/V)物料比

加入蒸馏水, 混匀→80 °C 水浴 120 min, 2 次→合并

滤液→离心, 过滤, 蒸发浓缩→95%乙醇沉淀→4 °C
冰箱静置 24 h→8 000 r/min 离心 10 min, 得沉淀

→45 °C 真空干燥箱干燥→得粗多糖→苯酚-硫酸法

测定多糖得率。 

(2) 复合酶-热水浸提-sevag 法。参照(1), 2%

复合酶预处理后热水浸提 , 上清液用 sevag 法 [7]去

蛋白。  

(3) 高浓度酸预处理 -酸提取 [8]。参照 (1)和文

献[8]。  

(4) 碱提法。参照(1), 2% NaOH 提取。 
(5) 复合酶-碱提法[9]。(2)与(4)相结合。 

1.2.3  多糖的测定: 苯酚 -硫酸法 [10]: (1) 标准曲

线的绘制。准确称取分析纯葡萄糖 25 mg, 定容到

250 mL 容量瓶中 , 摇匀。分别吸取葡萄糖对照溶

液 0、0.2、0.4、0.6、0.8、1.0 mL 用蒸馏水补充

至 1.0 mL, 加入 5%苯酚 1.0 mL、浓硫酸 5.0 mL, 

室温放置 30 min, 于 490 nm 测吸光度。 

(2) 样品测定。准确称取样品 2.5 mg, 定容到

25 mL 容量瓶中, 摇匀。吸取样品溶液 1 mL, 以蒸

馏水做对照, 每样品重复测试 3 次, 参照(1)的方法

测定吸光度。 
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(3) 多糖的计算[10]。 
粗多糖相对得率(%)=粗多糖质量 /孢壁粗提物

质量×100% 
粗多糖样品中多糖含量(%)=CDF/W 

C: 粗多糖中葡萄糖的浓度(g/L) 
D: 粗多糖样品稀释倍数 

F: 换算因子 

W: 粗多糖样品质量(mg) 
1.2.4  复合酶-热水浸提-sevag 法条件优化: 根据单

因素预备实验, 酶量、pH、提取温度、物料比对多

糖的提取影响较大, 因此选取这 4 个因素, 设计了 4

因素 3 水平正交实验(表 1)。 
1.2.5  不同颜色厚垣孢子壁多糖含量的比较: 选取

典型的黑色和黄色厚垣孢子经预处理后, 参照 1.2.2

中(2)的方法提取多糖, 采用 1.2.3 的方法测定多糖。 
1.2.6  统计分析: 采用 DPS 软件对样品测试数据用

单因素试验 Duncan 新复极差法进行统计分析[11]。 

2  结果与分析 

2.1  标准曲线的绘制 
以葡萄糖浓度为横坐标, 吸光度为纵坐标, 绘

制标准曲线如图 1 所示。葡萄糖浓度与吸光度线性

回 归 方 程 为 Y=8.637 1X−0.000 9, 相 关 系 数 R2= 

0.999 4。此结果表明, 葡萄糖对照品溶液的浓度在

0.02−0.10 g/L 范围内符合朗伯-比尔定律, 且在 95%
置信度, Y 的置信区间为 0−1.07 时, 吸光度与对照品

的浓度符合上述线性回归方程的关系。 

2.2  多糖提取方法的比较 
5 种方法提取黑色厚垣孢子壁多糖的 3 次重复

实验结果统计分析表明(表 2), 在 5%和 1%显著水

平下, 除方法 2 和 3 提取的粗多糖相对得率无明显

差异外, 其他方法提取的粗多糖相对得率及粗多糖 

 

图 1  标准曲线 
Fig. 1  Standard curve 
 
样品中多糖的含量差异显著 , 粗多糖得率依次为 : 
4>5>2>3>1; 样品中多糖含量依次为: 2>1>5>4>3。

在前 4 种方法中 , 碱提法的粗多糖相对得率高达

37.5%, 但样品含糖量很低, 复合酶-热水浸提-sevag

法提取的粗多糖含糖量高达 71.4%, 因此, 将这两

种方法相结合, 设计了方法 5 即复合酶-碱提法, 用

此方法提取的粗多糖, 含糖量虽略有上升, 但还是

远远低于复合酶-热水浸提-sevag 法, 且粗多糖得率

较碱提法而言, 略有下降。鉴于后期对多糖结构研

究, 选择复合酶-热水浸提-sevag 法。 

2.3  复合酶-热水浸提-sevag 法条件优化 
比较 5 种提取多糖的方法后, 得出以复合酶-热

水浸提-sevag 法为佳, 仍以黑色厚垣孢子壁为材料

进行 L9(34)实验, 结果如表 3。从表 3 中的极差 R 值

可知, 4 个因素对多糖提取的影响由大到小依次为: 

D>A>B>C, 最佳提取工艺为 A3B1C1D2, 即酶量为

4%, pH 4, 浸提温度 70 °C, 物料比 1:75 (V/V)。 

2.4  不同颜色厚垣孢子壁多糖含量的比较 
用复合酶-热水浸提-sevag 法的优化条件测定黑

色和黄色厚垣孢子壁多糖的含量, 3 次重复实验及统

计分析表明(表 4), 在 5%和 1%显著水平下, 黑色和

黄色厚垣孢子壁粗多糖相对得率及粗多糖样品中多 
 

表 1  L9(34)正交实验设计 
Table 1  L9(34) orthogonal experimental design 

水平 
Level 

A 酶量 
The amount of the enzyme (%) 

B 
pH 

C 浸提温度 
The extracting temperature (°C) 

D 物料比 
The material rate (V/V)

1 2 4 70 1:50 

2 3 5 80 1:75 

3 4 6 90  1:100 
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表 2  不同方法提取的粗多糖相对得率及粗多糖样品中多糖含量 
Table 2  The Relatively crude polysaccharide rate and Polysaccharide of crude polysaccharide sample in the  

different extraction methods 

 粗多糖相对得率 1 
Relatively crude polysaccharide rate (%) 

粗多糖样品中多糖含量 2 
Polysaccharide of crude polysaccharide sample (%)

重复实验 
Repeat experiments 

显著水平
Significant 

level 

重复实验 
Repeat experiments

显著水平
Significant 

level 
方法 

Method 
Ⅰ Ⅱ Ⅲ 

平均值±标准差
x±s 

5% 1% Ⅰ Ⅱ Ⅲ

平均值±标准差 
x±s 

5% 1%

1. 热水浸提 
The method of hot-water 

 6.5  5.5  6.0  6.0±0.5 d D 49.8 53.6 52.1 51.8±1.9 b B 

2. 复合酶-热水浸提-sevag 法 
The method of complex en-
zyme-hot-water  
extraction-sevag 

15.5 14.0 14.0 14.5±0.9 c C 71.7 69.5 73.1 71.4±1.8 a A 

3. 高浓度酸预处理酸提法 
The method of modified  
sulfuric acid hydrolysis 

11.5 12.0 13.5 12.3±1.0 c C 11.5 14.8 13.8 13.3±1.7 e E 

4. 碱提法 
The method of alkali  
extraction 

34.0 38.5 40.0 37.5±3.1 a A 17.2 17.8 18.7 17.9±0.8 d D 

5. 复合酶-碱提法 
The method of complex en-
zyme -alkali extraction 

21.5 24.0 21.0 22.2±1.6 b B 20.5 23 22 21.8±1.3 c C 

注: 1: 差异极显著(F=152.095, P=0.00<0.01); 2: 差异极显著(F=796.817, P=0.00<0.01). 
Note: 1: Extremely significant difference (F=152.095, P=0.00<0.01); 2: Extremely significant difference. (F=796.817, P=0.00<0.01). 
 

表 3  L9(34)正交实验厚垣孢子壁多糖含量得率 
Table 3  Relatively crude polysaccharide rate and polysaccharide contents of the chlamydospore wall in L9(34)  

orthogonal experiment 

标号 
Number 

A B C D 
粗多糖相对得率 

Relativ crude polysaccharide 
rate (%) 

粗多糖样品中多糖含量 
Polysaccharide of crude  

polysaccharide sample (%) 

1 1 1 1 1 18.5 59.4 

2 1 2 2 2 21.0 54.0 

3 1 3 3 3 22.0 36.0 

4 2 1 2 3 16.0 50.4 

5 2 2 3 1 13.0 61.2 

6 2 3 1 2 20.5 57.6 

7 3 1 3 2 25.5 69.3 

8 3 2 1 3 19.0 63.0 

9 3 3 2 1 10.0 61.2 

K1 35.15 39.85 39.67 37.22   

K2 36.45 38.53 35.43 41.32   

K3 41.33 34.55 37.83 34.40   

R  6.18  5.30  4.23  6.92   

注: K 代表某一个水平下, 对应因素的试验结果之和, 其下标数字为表 1 中的水平; R 代表极差. 
Note: K: The corresponding test results and factors at a certain level, the subscript numbers represents the level in the table 1; R: The sample 
range. 
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表 4  不同颜色厚垣孢子壁粗多糖相对得率及粗多糖样品中多糖含量 
Table 4  Relatively crude polysaccharide rate and polysaccharide contents of the different color chlamydospore wall 

不同颜色的厚垣孢子 
The different colour 

chlamydospore 

粗多糖相对得率 1 
Relatively crude polysaccharide rate (%) 

粗多糖样品中多糖含量 2 
Polysaccharide of crude polysaccharide sample (%) 

重复实验 
Repeat experiments 

显著水平 
Significant 

level 

重复实验 
Repeat experiments

显著水平
Significant 

level  

Ⅰ Ⅱ Ⅲ 

平均值±标准差
x±s 

5% 1% Ⅰ Ⅱ Ⅲ 

平均值±标准差 
x±s 

5% 1%

黑色 Black 20.5 21.0 22.0 21.2±0.8 a A 72.3 71.9 72.8 72.30±0.45 a A 

黄色 Yellow 18.5 17.5 16.5 17.5±1.0 b B 67.3 66.7 66 66.7±0.7 b B 

注: 1: 差异极显著(F=25.474, P=0.007 2<0.01); 2: 差异极显著(F=796.817, P=0.00<0.01). 
Note: 1: Extremely significant difference (F=25.474, P=0.007 2<0.01); 2: Extremely significant difference (F=153.723, P=0.000 2<0.01). 
 

糖含量都有显著差异。黑色厚垣孢子壁粗多糖相对

得率为 21.2%, 多糖含量 72.3%, 黄色厚垣孢子壁粗

多糖相对得率为 17.5%, 多糖含量 66.7%, 前者明显

高于后者。研究也表明提取条件优化后的复合酶-热

水浸提-sevag 法其提取多糖的效果优于优化前。 

3  讨论 

本研究比较了 5 种提取多糖的方法, 其中热水

浸提法条件简单, 但粗多糖相对得率低, 一般不宜

采用。采用酸碱法提多糖, 虽粗多糖相对得率较高, 

但稀酸稀碱易使多糖发生糖苷键的断裂, 特别是用

碱提法时 , 提取物浓稠 , 不易于过滤 , 不利于后期

对多糖结构的研究。采用由果胶酶、纤维素酶及中

性蛋白酶按一定比例组成的复合酶提取多糖, 有利

于细胞壁的进一步分解以及杂质的去除, 特别是将

复合酶法与 sevag 法相结合, 即可有效脱蛋白质, 又

避免多糖降解的损失, 可以选择性释放产物, 且提

取条件温和, 不会破坏多糖的生物活性, 便于后期

对多糖的分离纯化及结构研究。马淑凤[12]等利用复

合酶法提取白灵菇深层发酵菌丝体多糖, 粗多糖得

率可达 8.23%, 本研究利用复合酶-热水浸提-sevag

法提取不同颜色厚垣孢子壁多糖, 相对粗多糖得率

均在 17%以上, 多糖含量均在 66%以上, 明显高于

前人的研究, 这可能是本研究的多糖为孢壁结构性

的, 且实验材料是非营养体菌丝。由于孢壁粗提取

物中除细胞壁外, 还含有少量其他物质, 因此定义

为粗多糖相对得率。基于多糖相对得率和含量考虑, 

在本研究的 5 种方法中, 以复合酶-热水浸提-sevag

法为优, 最佳提取条件: 复合酶量 4%, pH 4, 浸提

温度 70 °C, 浸提时间 120 min, 物料比 1:75 (V/V), 

此法较简便易行。 

采用复合酶-热水浸提-sevag 法提取稻曲病菌黑

色和黄色厚垣孢子壁多糖 , 黑色孢壁多糖高于黄

色。黄色厚垣孢子是厚垣孢子发育的前阶段, 萌发

率高, 属非休眠型孢子, 而黑色厚垣孢子是由黄色

厚垣孢子进一步发育转化而来的, 它们的萌发率显

著下降或不能萌发 , 属于休眠型的孢子 [13]。由此 , 

可以初步说明多糖含量的提高有利于稻曲病菌厚垣

孢子抵抗不良环境和进入休眠越冬。多糖的组成和

结构对稻曲病菌厚垣孢子休眠有何影响, 则有待于

进一步研究。 
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