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栽培灵芝生长周期内物质的变化规律及其机制研究 
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摘  要：目的  研究灵芝生长周期内不同部位基质中物质量的变化规律，并通过基质中胞外酶活性变化规律初步探究基质中

物质量变化的机制。方法  采用熟料袋式栽培灵芝，将灵芝的生长期分为 8 个阶段，并把基质 4 等分，研究不同部位基质中

总糖、还原糖、水溶性蛋白和游离氨基酸量的变化规律；并通过各部位基质中木质素酶系（漆酶和锰过氧化物酶）、纤维素

酶系（羧甲基纤维素酶、半纤维素酶和滤纸酶）和酸性蛋白酶活性变化规律探究不同部位基质中物质量变化的机制。结果  在
灵芝的生长周期内，不同部位基质中总糖量呈下降趋势；还原糖量在出原基之前呈升高趋势，出原基之后降低；不同部位基

质中水溶性蛋白质总体上呈升高趋势；基质中氨基酸量在菌丝满袋之前一直降低，菌丝满袋之后到菌蕾期其量升高，并在菌

蕾期达到峰值，随后其量又呈下降趋势；不同部位基质中漆酶活性变化规律呈 U 字形，其活性在原基时期最低，锰过氧化

物酶活性在营养生长期缓慢升高，菌丝满袋之后其活性下降；不同部位基质中纤维素酶系酶活性和酸性蛋白酶活性总体上呈

升高趋势。结论  在灵芝生长周期内，各部位基质中物质量随着灵芝的生长发育呈现不同的变化规律；基质中灵芝胞外酶活

性能够影响物质的量，即基质中的灵芝胞外酶活性与物质量具有一定的相关性。 
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Abstract: Objective  To study the variation of the substance content in the different fractions of matrix during the growth cycle of 
Ganoderma lucidum, and to explore the mechanisms by investigating the change regulation of extracellular enzyme activity in the 
matrix of G. lucidum. Methods  G. lucidum was adopted by bag cultivation with sterilized raw materials, the growth period was 
divided into eight stages, and the matrix was splided in four equal portions. The variation of the contents of total sugar, reducing sugar, 
water-soluble protein, and free amino acids in different fractions of the matrix was studied, and the variation of activities of lignin 
enzymes (laccase and manganese peroxidase), cellulase (carboxymethyl cellulase, hemicellulase, and filter paper enzyme), and acidic 
protease at different fractions of the matrix were studied in order to elucidate the mechanisms. Results  During the growth period of G. 
lucidum, the content of total sugar at different fractions of the matrix decreased, and the content of reducing sugar increased before the 
growth of primordium, then decreased after the growth of primordium. The contents of water-soluble proteins showed increasing 
tendency at different fractions of the matrix, and the content of amino acid decreased before sackful of mycelium, but increased during  
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the stage of bud and reached the peak, then decreased again. The variation of laccase activity showed the shape of U, and the lowest 
activity was appeared in the primordium period. The activity of manganese peroxidase was slowly increased during vegetative growth 
period, and decreased after sackful of mycelium. The activities of cellulase enzyme and acid protease were totally increased. Conclusion  
In the growth cycle of G. lucidum, the substance contents in different fractions of matrix present different change tendency with the growth 
and development of G. lucidum; The extracellular enzyme activity of G. lucidum could affect the content of substance in the matrix, and 
there is a certain correlation between the activity of extracellular enzyme and material content in matrix of G. lucidum. 
Key words: bag cultivation with sterilized raw materials; Ganoderma lucidum (Lesyss ex Fr.) Karst; matrix; substance content; activity of 
extracellular enzyme; variation 
 

灵芝Ganoderma lucidum (Lesyss ex Fr.) Karst为
担子菌纲多孔菌科灵芝属真菌，其作为一种名贵药

材在民间及临床具有广泛的应用[1]，已被《中国药

典》2010年版收载。 
目前，灵芝栽培主要有椴木栽培和熟料袋式栽培。

在灵芝的熟料栽培过程中，灵芝在生长发育过程中不断

向胞外分泌木质素酶、纤维素酶和蛋白酶降解培养基中

的木质纤维素和蛋白质类物质及其他有机大分子[2]，利

用其降解产物满足自身生长发育的需要，所以培养基中

物质的分解和灵芝物质的合成代谢是一个动态变化的

过程，在灵芝菌丝的不同生长时期，不同部位基质中具

有不同的理化状态，两者具有密切的关系。但有关灵芝

袋式熟料栽培的研究多集中于灵芝的化学成分、药理

活性及其生长发育与营养和环境条件的关系[3-7]，而对

不同部位基质中物质量和胞外酶活性在生长周期内的

变化规律尚未见报道。本研究根据灵芝的生长特点将

灵芝的生长期分为 8 个时期，并将基质分为 4 个部位，

探讨了不同部位基质中物质量的变化规律，并结合对灵

芝胞外酶（木质素酶系、纤维素酶系和酸性蛋白酶）活

性在整个发育阶段分泌特点、活性大小和变化规律分

析，初步探究了不同部位基质中物质量变化的机制，

为提高基质利用率和灵芝产量提供了理论依据，为预测

灵芝在自然温度下的栽培特性和栽培产量奠定了基础。 
1  材料及试剂 

灵芝 ZL13 由四川省中医药科学院细胞与分子生

物学实验室提供，由四川省农业科学院郑林用研究员

鉴定为赤芝 Ganoderma lucidum (Lesyss ex Fr.) Karst。 
木屑、棉籽壳、玉米芯、麦麸、石灰和石膏购

自农资市场，2, 2-二氮-双(3-乙基苯并噻唑-6-磺酸)
（ABTS）和木聚糖购自 Sigma 公司，其余试剂均为

国产分析纯。 
2  方法 
2.1  培养基的配制 
2.1.1  母种培养基配制  土豆 200 g，葡萄糖 20 g，
琼脂 20 g，蒸馏水 1 000 mL，pH 6.5。 

2.1.2  原种培养基配制  玉米粒 99%，石膏 1%，

pH 自然，含水量 60%左右。 
2.2  栽培培养基配制及栽培方法 

木屑 15%，棉籽壳 60%，玉米芯 15%，麦麸 8%，

石灰 1%，石膏 1%，pH 5～6，含水量 60%左右。

玉米芯加水预湿 24 h，将木屑、麸皮、玉米芯、石

灰和石膏混合均匀，掺入预湿的玉米芯中拌匀。 
选用 23 cm×42 cm×0.03 cm 的聚乙烯袋，每

袋装湿料 2 000 g，121 ℃高压灭菌 2.5 h，冷却至

室温后于专用接种室内接种，每袋接入玉米粒原

种 10 粒，接种后移入人工气候箱，25 ℃、空气

相对湿度 60%、避光培养至菌丝长满袋。出原基

阶段将培养条件改为：27 ℃、空气相对湿度 80%、

光强 300 lx。出芝阶段培养条件为：27 ℃、空气

相对湿度 90%、光强 500 lx。催蕾和出芝均在人

工气候箱内进行。 
2.3  采样方法及粗酶液制备 

把灵芝生长期分为 8 个阶段：1/4 满袋（时期 1）、
2/4 满袋（时期 2）、3/4 满袋（时期 3）、满袋（时期 4）、
原基期（时期 5：灵芝刚长出的白色球状子实体）、菌

蕾期（时期 6：白色球状开始分化，有突起产生）、开

片期（时期 7：灵芝为肾形，有淡黄色边缘）、子实体

成熟期（时期 8：弹射孢子）。将培养料均分为 4 部分，

从接种部位向菌袋底部依次将培养料标记为部位-I、
部位-II、部位-III 和部位-IV。取不同时期的菌丝与培

养料混合物 25 g（3 个重复），贮存于−70 ℃保存备用。

准确称取同一待测样品 2 份，每份 5 g，一份用于制

备酶液以测定酶活，一份在 80 ℃恒温干燥箱内烘至

恒质量。将称好的样品（5 g）放入 50 mL 三角瓶中，

加蒸馏水 25 mL，在 40 ℃恒温水浴锅内浸提 2 h，三

层纱布滤过，10 000 r/min 离心 10 min，上清液即为

粗酶液。 
2.4  胞外酶活性测定 

采用 ABTS 法[8]测定漆酶活性，漆酶活性单位定

义为每分钟催化 1 μmol ABTS 氧化所需要的酶量；
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纤维素酶和滤纸酶活性测定采用 3, 5-二硝基水杨酸

（DNS）比色法[9]，其酶活性单位定义为每分钟催化

生成 1 mg 葡萄糖所需要的酶量；半纤维素酶活性

测定参照李江华等[10]的方法，半纤维素酶活性单位

定义：每克干培养料 10 min 内催化底物生成 1 mg
木糖所需的酶量为 1 个酶活性单位；酸性蛋白酶活

性测定参考王福荣[11]的方法，蛋白酶活性单位定

义：每克干培养料 1 min 内水解酪蛋白产生 1 μg 酪

氨酸所需的酶量为 1 个酶活性单位。 
2.5  基质中物质量测定 

总糖和还原糖量采用 DNS 比色法[12-13]；游离

氨基酸量测定采用茚三酮显色法[14]；水溶性蛋白量

测定采用考马斯亮蓝法[15]。 
3  结果与分析 
3.1  基质中总糖和还原糖量的变化规律 

灵芝生长周期内不同时期和部位基质中总糖和

还原糖量变化规律见图 1，在灵芝的整个生长周期

内，基质中总糖量呈下降趋势。在灵芝的营养生长

期（时期 1～4），部位-I、II 和 III 基质中总糖量在

时期 3 急剧下降，其量在时期 4 降至最低；在灵芝

的生殖生长期（时期 5～8），4 个部位基质中总糖量

稳定一个较低值，无较大波动。 
然而，在灵芝的整个生长周期内，还原糖量的

变化趋势与总糖量变化趋势相反。还原糖量在营养

生长期呈缓慢上升趋势，但幅度不大；从时期 4 开

始，4 个部位基质中还原糖量迅速升高，并在时期 5
达到最大值。从时期 5 至时期 8，各部位基质中还

原糖量呈下降趋势。 
3.2  基质中可溶性蛋白和游离氨基酸量的变化规律 

基质中可溶性蛋白和游离氨基酸量的变化规律

见图 2，可溶性蛋白量总体上呈现先上升后下降的

趋势。在营养生长期，3 个部位基质中可溶性蛋白

量缓慢上升；到了生殖生长期，4 个部位基质中可

溶性蛋白量迅速升高并在时期 6 达到峰值，在时期

7 又有所下降，在灵芝的成熟期其量较时期 7 又有

少许升高。 
由图 2 可知，4 个部位基质中游离氨基酸量变

化规律相似，即在灵芝生长初期量较高，随着灵芝 
 

 
图 1  灵芝生长周期内不同时期和部位基质中总糖和还原糖量变化规律 

Fig. 1  Variation of total sugars and reducing sugars contents in different periods  
and fractions of matrix during growth cycles of G. lucidum 

 
图 2  灵芝生长周期内不同时期和部位基质中水溶性蛋白和游离氨基酸变化规律 

Fig. 2  Variation of water-soluble proteins and free amino acids contents in different periods  
and fractions of matrix during growth cycles of G. lucidum 
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的生长发育其量逐渐降低，部位-I、II 和 III 基质中游

离氨基酸量在时期 4 降至最低点；在生殖生长期，部

位-I、II 和 III 基质中游离氨基酸量呈上升趋势，在时

期 6 达到峰值后又逐渐下降；虽然部位-IV 中的游离

氨基酸量在时期 5 最低，但是其量仍然在时期 6 达到

最大值，随后的变化规律与其他 3 个部位保持一致。 
3.3  木质素酶系酶活变化规律 
3.3.1  漆酶活性变化规律  灵芝生长周期内不同时

期和部位基质中漆酶活性变化规律见图 3。在灵芝的

营养生长期，即灵芝出原基前，各部位基质中灵芝漆

酶活性呈现由高到降的趋势，在时期 5 漆酶活性低至

最低点。在灵芝的生殖生长期，即灵芝出原基后，各

部位基质中漆酶活性迅速升高，在时期 6 灵芝漆酶活

性达到最高，随后灵芝漆酶又呈缓慢下降趋势。在灵

芝的整个生长期内，部位-I 基质中灵芝漆酶活性始终

低于其他部位基质中的灵芝漆酶活性。 
3.3.2  锰过氧化物酶活性变化规律  灵芝生长周期

内不同时期和部位基质中锰过氧化物酶活性变化规

律见图 4。在灵芝的营养生长期，部位-I 基质中锰过

氧化物酶活性先降低后升高；部位-II 基质中锰过氧化

物酶活性在时期 4 达到最高点；而部位-III 基质内则

呈下降趋势。在灵芝的生殖生长期，部位-II、III 和
IV 基质中锰过氧化物酶活性在经历了一个平稳期

后迅速下降且酶活性在时期 6 达到最低，而部位-I
基质中锰过氧化物酶活性则直接由最高值降至最低

值；最终各部位基质中酶活性又趋于稳定。 
3.4  纤维素酶系酶活性变化规律 
3.4.1  羧甲基纤维素酶和半纤维素酶活性变化规律  
灵芝生长周期内羧甲基纤维素酶和半纤维素酶活性 

 

图 3  灵芝生长周期内不同时期和部位基质中漆酶活性 
变化规律 

Fig. 3  Variation of laccase activity in different periods  
    and fractions of matrix during growth cycles  

of G. lucidum 

 
图 4  灵芝生长周期内不同时期和部位基质中锰过氧化物酶 

活性变化规律 
Fig. 4  Variation of manganese peroxidase activity  
       in different periods and fractions of matrix  

during growth cycles of G. lucidum 

变化规律见图 5。在灵芝的营养生长期，不同部位

基质中羧甲基纤维素酶和半纤维素酶活性都呈缓慢

升高趋势。在灵芝生殖生长期，即灵芝长出原基后，

羧甲基纤维素酶活性和半纤维素酶活性迅速升高并

在时期 6 达到峰值，随后这两种灵芝胞外酶活性有

所下降；然而，随着灵芝生殖生长对营养的需求，

羧甲基纤维素酶和半纤维素酶活性从时期 7 开始增

加直至时期 8，且灵芝着生部位（部位-I）两种酶的

活性始终高于其他部位。 
3.4.2  滤纸酶活性变化规律  灵芝生长周期内不同

时期和部位基质中滤纸酶活性变化规律见图 6。从灵

芝的营养生长期到生殖生长期结束，不同部位基质

中滤纸酶活性一直呈现缓慢上升的趋势，并在时期 8
达到峰值。在灵芝子实体发育期间，从时期 6 开始

至灵芝生长周期结束，部位 I 基质中滤纸酶活性与羧

甲基纤维素酶和半纤维素酶的活性变化规律相似，

且该部位滤纸酶活性始终高于其他 3 个部位，即灵

芝子实体着生处基质中滤纸酶酶活性最高。 
3.4.3  酸性蛋白酶活性变化规律  灵芝生长周期内

不同时期和部位基质中酸性蛋白酶活性变化规律见

图 7。在灵芝的营养生长期，不同部位基质中灵芝

酸性蛋白酶活性随灵芝的生长发育呈缓慢升高的趋

势。在灵芝的生殖生长期，灵芝出原基后，酸性蛋

白酶活性迅速升高，在时期 7（开片期）达到峰值，

随后其活性又开始下降。 
4  讨论 

基质中总糖量的变化反映了灵芝在生长发育过

程中消耗糖类的动态变化规律。在灵芝的生长期内，

灵芝菌丝在生长过程中大量利用基质中的碳素营养 
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图 5  灵芝生长周期内不同时期和部位基质中羧甲基纤维素酶和半纤维素酶活性变化规律 

Fig. 5  Variation of carboxymethyl cellulase and hemicellulose activities in different periods and fractions of matrix  
during growth cycles of G. lucidum 

 
图 6  灵芝生长周期内不同时期和部位基质中滤纸酶 

活性变化规律 
Fig. 6  Variation of filter paper enzyme activity  

         in different periods and fractions of matrix  
during growth cycles of G. lucidum 

 

图 7  灵芝生长周期内不同时期和部位基质中酸性蛋白酶活 
性变化规律 

Fig. 7  Variation of acid protease activity in different  
       periods and fractions of matrix during growth  

cycles of G. lucidum 

来构建自身的碳骨架，因此，在灵芝的整个生长期

内不同部位基质中总糖量表现出一直下降的趋势。 
各部位基质中还原糖量在灵芝的营养生长期缓

慢增加；灵芝菌丝满袋到灵芝出原基期间，各部位

基质中还原糖量迅速升高。产生这一现象的原因是

因为纤维素是灵芝生长发育所需要的主要碳源，然

而植物组织中木质素与纤维素以共价键形式紧密结

合，并将纤维素分子包埋在其中，影响灵芝分泌的

纤维素酶对纤维素的降解[16-17]。因此，灵芝漆酶和

锰过氧化物酶在某种程度上决定着纤维素酶对基质

中纤维素的降解速率。研究结果表明，在菌丝未满

袋之前，灵芝漆酶和锰过氧化物酶活性逐渐升高，

大量的木质素在这两种酶的作用下迅速被降解，从

而暴露出大量的纤维素，为纤维素的进一步降解提

供了空间；与此同时，纤维素酶系酶活性也逐渐升

高，降解纤维素速率增加，大量的纤维素被降解为

小分子的还原糖类物质。因此，在生殖生长期，基

质中还原糖量呈缓慢上升趋势。灵芝菌丝满袋之后，

由于灵芝生理条件的变化和基质中成分的变化刺激

灵芝大量分泌漆酶、锰过氧化物酶和纤维素酶，加

速基质降解为灵芝可以利用的小分子的还原糖类物

质[18-19]，所以不同部位基质还原糖量在菌丝满袋之

后迅速升高。 
灵芝长出原基之后，不同部位基质中还原糖量

呈下降趋势。其机制可能是虽然纤维素酶系酶活性

在菌蕾期之后仍具有保持较高活性，但是由于灵芝

漆酶的降解产物抑制了漆酶和锰过氧化物酶的活

性[20]等原因，漆酶和锰过氧化物酶活性趋于稳定，

木质素降解速率下降，阻碍了纤维素酶将纤维素降

解为小分子的还原糖，并且此时灵芝子实体的发育

又消耗了基质中大量的还原糖，因此在灵芝出原基

之后基质中还原糖量下降。 
不同部位基质中水溶性蛋白量在菌蕾期之前呈

上升趋势。灵芝的胞外酶属于蛋白质类物质，其构

成了基质中水溶性蛋白的主要成分。灵芝菌丝生长

过程中不断的向基质中分泌胞外酶，导致基质中灵
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芝胞外酶量增加，所以基质中的水溶蛋白量在营养

生长期呈上升趋势。从菌蕾期到开片期，酸性蛋白

酶活性达到峰值，大量的水溶性蛋白被降解，所以

水溶性蛋白量下降。在灵芝生长的后期，由于菌丝

老化等原因，菌丝细胞裂解导致大量的胞内蛋白溢

出[21]，基质中的水溶性蛋白量又有少许升高。 
灵芝生长过程中，菌丝向基质中分泌蛋白酶将

基质的蛋白质类物质降解为小分子的氨基酸[21]，从

而为灵芝的生长提供氮素营养。在灵芝生长的初期，

由于基质中酸性蛋白酶活性较低，灵芝菌丝大量利

用基质中的游离氨基酸来合成自身的蛋白质类物

质，因此不同部位基质中的氨基酸量下降；灵芝菌

丝满袋后，基质中蛋白酶活性升高，基质中的蛋白

质迅速被降解为游离氨基酸，因此其量升高，为灵

芝原基分化和子实体发育提供了高氮环境。在灵芝

的开片期之后，基质中的酸性蛋白酶活性下降，游

离氨基酸产生速率降低，然而灵芝子实体发育又需

要大量的氮素营养，基质中的游离氨基酸被大量消

耗，导致游离氨基酸量降低。 
大量研究证实，当各种胞外酶活性的动态变化符

合灵芝菌体生长及发育的规律时，才能完成由营养生

长期向生殖生长期的转变[22]。在灵芝的生长周期内，

各部位基质中酶活变化规律基本保持一致，并且物质

量的变化也在同一时期出现拐点，这表明各部位基质

中的菌丝能够在灵芝的生长发育过程中共同响应，为

灵芝子实体的发育提供物质基础。灵芝木质素酶和

纤维素酶活性变化的节点均在灵芝原基分化期，这

表明漆酶、锰过氧化物酶和纤维素酶在灵芝的生长

过程中除了通过降解基质为灵芝的生长提供营养物

质外，其活性还与子实体发育之间存在某种内在的

调控机制[23]，从而调节灵芝由营养生长转向生殖生

长，因此这两种酶在某种程度上可以作为灵芝由营养

生长转向生殖生长的指示酶或理化标记。 
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