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摘要：以银耳的担孢子、节孢子和菌丝体为材料，通过显微观察和电泳分析揭示银耳二型态细胞间的差异性。显微

形态及核相观察表明：节孢子直径略大于担孢子，担孢子为单核细胞，节孢子绝大多数为单核细胞，少数为双核细

胞，菌丝体为双核细胞并具有典型的锁状联合结构。总蛋白及同工酶电泳分析表明：菌丝相总蛋白谱带多于酵母

相，过氧化物及酯酶与酵母相存在一定差异，而多酚氧化酶基本相同。因此，伴随银耳二型态细胞两相形态的转

变，细胞代谢水平发生了相应变化。
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真菌的二型态现象（A6J=@LF6IJ）是指某些真菌

在其生活史中，营养体可呈现出两种不同的细胞型

态，即丝状体相（JNHBE63E G=@J）和酵母相（NB3IC G=@J）。

具有二型态的真菌种类很多，目前研究的比较多的

有 玉 米 黑 粉 菌（ 796+#-%" ?-0(+9 ）、白 假 丝 酵 母

（!-,(+(- -#=+*-,9 ）、巴 西 芽 生 菌（ >-5-*"**+(+"+($9
=5-9+#+$,9+9）、酿酒酵母（)-**/-5"?0*$9 *$5$8+9+-$）等［!］。

银耳（.5$?$##- &2*+&"5?+9 @$5A Q）作为一种高等担

子菌，也具有二型态现象。银耳的二型态现象表现

为具有不同极性的可亲合的担孢子能够相互诱导

产生交配型信息素，长出萌发管，融合并形成菌丝，

菌丝在培养过程中因外界环境因素的刺激在其边

缘处可形成节孢子。银耳的担孢子和节孢子均为

酵母状细胞，能反复芽殖，银耳的菌丝具有典型的

锁状联合结构。Y=M3N3I6 和 S2M3R6、Z=U 和 W=4K 等

先后指出银耳生活史中存在酵母相和菌丝相两种

形态，且其担孢子在配对过程中受限制性双因子交

配系统的控制［"，#］。盛桂华等则系统地研究了银耳

孢子产生交配型信息素的培养条件［$］。但关于银耳

酵母相和菌丝相二型细胞间差异的研究目前在国

内外尚未见报道。

本文对银耳菌丝相和酵母相细胞的形态与核
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相进行显微观察，并对各自的总蛋白、过氧化物同

工酶、酯酶同工酶和多酚氧化酶同工酶进行电泳分

析，为进一步揭示银耳二型态的发生机理提供参

考。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 试验菌株：银耳担孢子 !"#、!"$，银耳纯菌丝

!"#$和银耳节孢子 !"%#$ 由本实验室保存。其中

!"#、!"$ 为一对交配型 &、’ 因子都不同的担孢子，

!"#$ 为 !"#、!"$ 配对形成的纯菌丝，!"%#$ 为 !"#$ 在

培养过程中形成的节孢子。

!"!"# 培养基及培养条件：本实验采用的培养基为

马铃薯葡萄糖琼脂培养基（()&，)*+*,-），培养温度

为 ./0。担孢子 !"#、!"$ 和节孢子 !"%#$ 转至斜面

上活化 # 1 /2，!"# 和 !"$ 以“3”字形交配接种于培

养基培养 / 1 42，纯菌丝 !"#$ 培养 .5 1 ./2 左右。

!"# 方法

!"#"! 显微观察：分别挑取少量 !"#、!"%#$、!"#$ 以

及“3”字形交配接种的 !"# 和 !"$ 内角处的芽孢置

于 ./!6789 荧光染液（:-,;<=>##./$，?*68@）中，进

行显微形态观察和核相观察。

!"#"# 总蛋白电泳：分别取适量 !"#$、!"%#$ 以及等

量混合的 !"# 和 !"$（以下简称 !"# A !"$）菌体，液氮

研 磨 后 加 入 等 量 提 取 液（ 5B5/8-C79 !"*=D:EC，

F:GB$；.H ?)?），沸水浴 I58*J 后取上清加入 K 倍

体积丙酮，L .50放置 .;，离心得沉淀，丙酮挥发完

全后加入适量提取液溶解沉淀，上清液即为待分析

的蛋 白。蛋 白 质 浓 度 测 定 参 照 9-M"N 法 进 行［/］。

?)?D(&OP 浓缩胶浓度为 /H，分离胶浓度为 I.H。

!"#"$ 同工酶电泳：分别取适量 !"#$、!"%#$ 和 !"#
A !"$ 菌体置入预冷研钵，液氮研磨后加入等量的

预冷提取液（5B5/8-C79 !"*=D:EC，F:GB$），离心取上

清备用。常规 (&OP 浓缩胶浓度为 /H，分离胶浓

度为 $H。过氧化物酶和多酚氧化酶同工酶染色方

法参照薛俊杰等［G］。酯酶同工酶染色方法参照贾

定洪等［4］。

# 结果与分析

#"! 银耳二型态细胞的显微形态及核相观察

显微形态观察表明，银耳的菌丝体和担孢子及

节孢子间的形态差异明显。担孢子和节孢子均为

酵母状细胞，且节孢子直径略大于担孢子。交配型

&、’ 因子都不同的一对担孢子配对时能产生萌发

管。节孢子在培养过程中也能形成萌发管。银耳

的菌丝体具有典型的锁状联合结构。在银耳担孢

子和节孢子的培养过程中均能观察到有部分酵母

相细胞转变成拉长的丝状态细胞，有时拉长的细胞

或未拉长的细胞还可以和其它细胞连接起来形成

链状的假丝态细胞。（见图 I）。

图 I 银耳二型态细胞形态显微观察
&Q担孢子 R K55；’Q节孢子 R K55；EQ芽孢萌发管 R K55；)Q担孢子丝状体态细胞 R K55；PQ节孢子丝状体态细胞 R K55；SQ菌丝体 R K55
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核相观察结果表明，银耳的担孢子均为单核细

胞，节孢子中绝大多数为单核细胞，少数为双核细

胞。银耳菌丝为双核菌丝。担孢子和节孢子形成

的丝状体态细胞为单核多细胞（见图 !）。

图 ! 银耳二型态细胞核相显微观察

"#担孢子 $ %&&；’#节孢子 $ %&&；(#担孢子萌发管 $ %&&；)#节孢子萌发管 $ %&&；*#菌丝体 $ %&&；+#丝状体态细胞 $ %&&

!"! 银耳二型态细胞总蛋白电泳图谱

总蛋白电泳图谱表明，在银耳二型态转化的过

程中，总蛋白出现了一定差异。其中，菌丝相的蛋

白谱带最多，且大分子量蛋白的量明显高于两种酵

母相细胞，中等分子量和低分子量蛋白中主带的数

目也比酵母相细胞高。节孢子和担孢子在蛋白图

谱上也有差异，担孢子中等分子量的蛋白谱带比节

孢子蛋白谱带多一条，但是节孢子在低分子量蛋白

上谱带比担孢子多一条（见图 , 所示箭头）。两种

酵母相细胞在大分子量蛋白上的差异不大。

!"# 银耳二型态细胞同工酶电泳酶谱

酯酶同工酶谱和表 - 显示：担孢子 ./, 0 ./1 有

2 条主带，菌丝 ./,1 有 % 条主带和 % 条弱带，节孢子

./3,1 也有 2 条主带。! 4 值在 &5,2 6 &52& 范围中的

谱带差异不大，但是从 ! 4 值大于 &52& 范围的酶谱

来看，两相的酯酶差异比较显著，并且各自都具有

特征谱带（见图 %" 图示箭头）。

从多酚氧化酶同工酶谱和表 ! 可以看出，担孢

子、节孢子和菌丝的多酚氧化酶差异并不显著，三

者都有 ! 4 值在 &52 6 &57 范围中的 % 条主带，不过

担孢子和节孢子的酶带比菌丝的酶带颜色稍深（见

图 %’ 图示箭头）。

图 , 银耳二型态细胞总蛋白电泳图谱

（- ./, 0 ./1，! ./3,1，, ./,1）

过氧化物同工酶谱和表 , 显示：担孢子、节孢子

和菌丝的过氧化物酶同工酶带差异也比较显著。

担孢子有 % 条主带，菌丝有 2 条主带和 ! 条弱带，节

孢子也有 , 条主带和 ! 条弱带。从 ! 4 值为 &5&72
的带上来看，节孢子的酶带颜色稍弱于担孢子和菌

丝。在 ! 4 值为 &51 6 &582 范围中，菌丝的酶带要显

著多于担孢子和节孢子（见图 %( 图示箭头）。
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图 ! 银耳二型态细胞同工酶谱

（" #$% & #$’，( #$%’，% #$)%’）

*+酯酶同工酶谱；,+多酚氧化酶同工酶谱；-+过氧化物同工酶谱

表 ! 酯酶同工酶相对迁移率（!"）

酶带（! .）

! " # $ % & ’ ( )

#$% & #$’ /0%1/ /0%’’ /0!1/ /01// /0’"%

#$%’ /0%1/ /0%’’ /0!1/ /01// /02(1 /0’"% /0’21 /03(’

#$)%’ /0%1/ /0%’’ /0!1/ /01// /021/

注：! 4)为从负极到正极对酶带的编号。以下同。

表 # 多酚氧化酶同工酶相对迁移率（!"）

酶带（! .）

! " # $

#$% & #$’ /01// /015% /05(1 /05’’

#$%’ /01// /015% /05(1 /05’’

#$)%’ /01// /015% /05(1 /05’’

表 $ 过氧化物酶同工酶相对迁移率（!"）

酶带（! .）

! " # $ % & ’ ( )

#$% & #$’ /0/21 /0(’’ /0%1/ /0’1/

#$%’ /0/21 /0(’’ /0%1/ /0’"% /0’1/ /0’21 /031/

#$)%’ /0/21 /0(’’ /0!// /0’1/ /0’’’

$ 讨论

通过显微形态与核相观察可以看出，银耳的担

孢子和节孢子在培养过程中能反复芽殖，产生大量

酵母状细胞，可亲合的酵母状细胞配对后能长出萌

发管，融合并形成具有锁状联合的双核菌丝。此

外，在担孢子和节孢子中均发现有丝状或链状的细

胞存在。因而从细胞形态水平上来说，银耳的二型

态可以分为三个层次：（"）一对可亲合的担孢子或

节孢子配对后长出萌发管，融合并形成具有锁状联

合的双核菌丝；（(）担孢子和节孢子在培养的过程

中能形成丝状的拉长形和链状的假丝形，统称为丝

状体态；（%）纯菌丝在培养的过程中因外界环境因

素的刺激在其边缘处能形成单核或双核的酵母状

节孢子。

从总蛋白的电泳图谱可以看出，在由酵母相转

变为菌丝相的过程中，有新的蛋白质成分合成或者

说原有的蛋白成分在数量上有增加。#$6789:9 等研

究 " + #$%$&’(’)$ 的二型态时发现，两个内膜蛋白 ;<="
和 >9?( 是营养饥饿条件下丝状体细胞形成所必须

的［’］。* + )+,’#)-( 在其二型态的变化过程中，可溶

蛋白也发生了变化［3］。对银耳的二型态来说，目前

还缺少相关的分子水平上的理论依据。为了进一

步对银耳二型态的生理生化进行研究，需将差异蛋

白进行分离纯化，研究其组成、结构、理化性质及生

理功能等，为二型态的发生机制做出合理解释。

同工酶是具有相同或相似催化功能而分子结

构不同的一类酶，同工酶分析是通过基因产物来认

识基因的存在和表达，即通过生化表现型来反映基

因型的存在方式，细胞在生理代谢上的不同能够表

现在同工酶的差异上［2］。张晓云等对二型态真菌热

带假丝酵母的酵母相和菌丝相菌体的苹果酸脱氢

酶和超氧化物歧化酶进行同工酶电泳分析时发现

型态的转换伴随了同工酶的变化［"/］。从银耳两相

的同工酶酶谱来看，酵母相和菌丝相的酯酶及过氧

化物酶存在一定差异，而多酚氧化酶基本相同，仅

在酶活强弱上有差异。目前还不能肯定这种差异

是否与酶蛋白的细胞定位有关，但可以肯定在银耳

二型态的转换过程中，细胞代谢水平上出现了差

异，同工酶起到了一定作用。由于同工酶是特殊的

蛋白质，其表达的差异性是由基因调控的，故可以

进一步探讨基因调控与细胞型态的关系。

真菌细胞的形态主要取决于细胞壁的形状，外

界物理、化学和营养等因素会影响转型生长的最初

启动因子，从而诱导出不同的代谢应答，给细胞壁

成分以不同的影响［""］。因此银耳的二型态转换是一

个非常复杂的过程，除了可能受到外界信号包括温

度、@A 值以及培养成分等多种因素的影响外，还可能

涉及到细胞内部多条信号转导途径。关于银耳二型
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态外部和内部的影响因素正在进一步探讨中。
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征 稿 简 则

3)7 中英文摘要注意事项

!）最好用重要的事实开头，避免用第一人称或辅助从句开头。

0）用过去时态叙述作者工作，用现在时态叙述作者结论。

3）关键词应明确、具体，一些模糊、笼统的词语最好不用，如基因、表达⋯⋯

" 特别说明

7)! 关于测序类论文

凡涉及测定 DQR、CQR 或蛋白质序列的论文，请先通过国际基因库 X("L（欧洲）或 F&?":?%（美国）或 DD"G（日本），申请得

到国际基因库接受号（R++&;;*,? Q,)）后再投来。

7)0 关于版权

7)0 )! 本刊只接受未公开发表的文章，请勿一稿两投。

7)0 )0 凡在本刊通过审稿、同意刊出的文章，所有形式的（即各种文字、各种介质的）版权均属本刊编辑部所有。作者如有异

议，敬请事先声明。

7)0 )3 对录用的稿件编辑部有权进行文字加工，但如涉及内容的大量改动，将请作者过目同意。

7)0 )7 文责自负。作者必须保证论文的真实性，因抄袭剽窃、弄虚作假等行为引发的一切后果，由作者自负。

7)3 审稿程序及提前发表

7)3 )! 来稿刊登与否由编委会最后审定。凡被录用的稿件将及时发出录用通知，对不录用的稿件，一般在收稿 ! 个月之内通

过 XYT:*$ 说明原因，打印稿不退。稿件经过初审、终审通过后，作者根据编辑部返回的退修意见进行修改补充，然后以投稿时

的用户名和密码登陆我刊网址上传电子版修改稿，修改稿纸稿和签字盖章后的承诺书一并寄回编辑部。

7)3 )0 对投稿的个人和单位一视同仁。坚持文稿质量为唯一标准，对稿件采取择优先登的原则。如作者要求提前发表，请在

投稿的同时提出书面报告，说明该研究成果的重要性、创新性、竞争性和提前发表的必要性，经过我刊的严格审查并通过后，

可予提前刊出。

* 发表费及稿费

论文一经录用，将在发表前根据版面收取一定的发表费并酌付稿酬、赠送样刊。

$ 编辑部地址

（!11!1!）北京市朝阳区大屯路中国科学院微生物研究所《微生物学通报》编辑部

=&$：1!1 Z 27U1K5!!， XYT:*$：J,?.-:,[ *T) :+) +?
网址：PJJV：\\],>’?:$;) *T) :+) +?\M;MBJ-+?

·7UU· 微 生 物 学 通 报 011K 年 37（5）




