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6 种脱毒剂对 9608 香菇菌丝生长

及 LeV-HKB 病毒相对表达量的影响
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摘 要：为了解决 9608 香菇种植出现的种性退化问题，以 PDA 培养基为对照，研究 6 种脱毒剂处理对香菇菌丝生

长速度、漆酶和羧甲基纤维素酶活性及 LeV-HKB 病毒含量的影响。结果表明，与对照相比，病毒唑、1.5 片黄连素、1

片黄连素、金银花、香菇多糖处理的香菇菌丝生长速度分别提高 9.33%、1.80%、4.76%、2.44%、0.39%，而卡那霉素和

氨苄青霉素处理的香菇菌丝生长速度分别降低了 5.26%和 14.62%；与对照相比，脱毒处理均提高了菌丝漆酶活性；

病毒唑、1.5 片黄连素、1 片黄连素、金银花以及香菇多糖处理后的羧甲基纤维素酶活性比对照分别提高了 39.19%、

31.08%、11.49%、10.81%、2.70%，卡那霉素和氨苄青霉素处理后的羧甲基纤维素酶活性比对照分别降低了 22.97%、

0.68%。所有处理中，菌丝生长速度与羧甲基纤维素酶和漆酶活性，均为病毒唑处理提高幅度最大。不同培养基生

长菌丝的 RT-PCR 与 qRT-PCR 检测结果表明，病毒唑处理基本不含 LeV-HKB 病毒。综上，病毒唑处理可显著提高

香菇菌丝生长速度及羧甲基纤维素酶和漆酶活性，有效清除 LeV-HKB 病毒，该处理方式可为 9608 香菇优质生产提

供科学支撑。
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Effects of six detoxification agents on the growth of mycelium and rela-
tive expression level of LeV-HKB virus in 9608 shiitake mushroom
BAO Dandan1, LIU Ya’nan1, DUAN Nini1, 2, ZHANG Zhifeng1, 2, ZHANG Yingjun1, 2, LU Yunfeng1

（1. College of Life Sciences, Nanyang Normal University, Nanyang 473061, Henan, China; 2. Henan Engineering Technology Research

Center for Mushroom-based Foods, Nanyang 473061, Henan, China）

Abstract: To address the issue of varietal degeneration in the cultivation of the 9608 strain of shiitake mushrooms, a study

was conducted using PDA medium as a control to investigate the effects of six different detoxifying agents on the growth

rate of mycelium, as well as the activity of laccase and carboxymethyl cellulase, and the content of the LeV-HKB virus.

The results indicated that compared to the control, the growth rate of mycelium treated with viruszole, 1.5 tablets of ber-

berine, 1 tablet of berberine, honeysuckle, and shiitake polysaccharides increased by 9.33%, 1.80%, 4.76%, 2.44%, and

0.39%, respectively. In contrast, treatments with kanamycin and ampicillin resulted in decreases in mycelial growth rate

of 5.26% and 14.62%, respectively. Furthermore, the enzymatic activity of laccase in the mycelium increased following

detoxification treatment compared to the control. The activity of carboxymethyl cellulase after treatment with viruszole,

1.5 tablets of berberine, 1 tablet of berberine, honeysuckle, and shiitake polysaccharides increased by 39.19%, 31.08%,

11.49% , 10.81% , and 2.70% , respectively, while treatments with kanamycin and ampicillin resulted in decreases of

22.97% and 0.68%, respectively. Among all treatments, the greatest enhancement in both mycelial growth rate and car-

boxymethyl cellulase and laccase activity were observed with viruszole treatment. RT-PCR and qRT-PCR analyses of my-

celium grown on different media revealed that viruszole treatment essentially eliminated the LeV-HKB virus. In conclu-

sion, viruszole treatment significantly enhances the growth rate of shiitake mycelium, increases the activity of carboxy-

methyl cellulase and laccase, and effectively eradicates the LeV-HKB virus, providing a scientific basis for the high-quali-

ty production of the 9608 strain of shiitake mushrooms.
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香菇富含营养物质和生物活性物质，如香菇多

糖、多酚、功能氨基酸等，具有增强免疫力、抗肿瘤

和其他健康益处的功能，具有重要的经济和药用价

值，在亚洲国家，特别是中国、韩国和日本广泛种

植[1-3]。

河南省西峡县是中国香菇的主要产地，年产香

菇超 30 万 t，9608 品种自推广以来，因其适应性强、

产量高、菇性好等优点，成为西峡县的主栽香菇品

种[4-5]。随着香菇种植规模的逐年扩大，香菇病毒问

题日益凸显[6-7]，引发了重大经济损失，影响社会稳

定[8]。中国香菇种质资源中最常见的病毒有 Lentin-

ula edodes partitivirus 1（LePV1）和 L. edodes myco-

virus HKB（LeV-HKB）2 种[9-10]，LePV1 和 LeV-HKB

能单一或复合感染香菇，且后者能显著促进前者基

因的表达[11]。RT-PCR 是检测香菇病毒存在的常用

技术[6，12]，经检测 9608 香菇品种仅含有 LeV-HKB[9]。

研究发现，脱毒处理后的香菇具有更高的菌丝

生长速率、菌落密度、酶活性和生物量[6-7，12]。香菇常

用的脱毒方法有原生质体再生脱毒法、单孢杂交

法、菌丝体破裂法、断桥式脱毒法以及脱毒试剂

法[6，12-13]，相较其他方法，脱毒试剂法不需要复杂的

仪器设备，制备脱毒菌株用时短，简便易行，效率

高，优势明显。病毒唑（利巴韦林）对人和动物体内

的多种病毒具有良好的治疗作用[14]，已成功应用于

香菇菌株（L856、L135 和森源-1）脱毒[11]。黄连素抑

制了细胞中 HSV-1 病毒的活性[15]，金银花提取物在

抗烟草花叶病毒方面具有良好防效[16]，氨苄青霉素

和卡那霉素 2 种抗生素能阻碍细菌细胞壁的合

成 [17]，香菇多糖可以阻止细菌病毒在机体内复

制[18]。因此，上述 6 种试剂有望用于香菇病毒的脱

毒处理。

鉴于目前尚未有关于 9608 香菇脱毒的相关报

道，试验以常规 PDA 培养基为对照，研究病毒唑、

黄连素、金银花、香菇多糖、氨苄青霉素和卡那霉素

等 6 种脱毒剂对 9608 香菇菌丝生长速度、漆酶和

羧甲基纤维素酶活性及 LeV-HKB 病毒含量的影

响，以期为食用菌菌株脱毒复壮提供借鉴和参考。

1 材料与方法

1.1 材料

试验于 2024 年 1—6 月在河南省南阳师范学

院菌类食品工程研究中心进行。供试菌株为 9608

香菇，由河南省南阳市菌类食品工程研究中心

提供。

1.2 试验设计

采用随机区组试验，共设置 8 个处理，每个处

理 3 次重复。对照组为常规 PDA 培养基，pH 6~7。

除特别说明外，试验组（脱毒培养基）按表 1 所示，在

分装有 250 mL PDA 培养基的三角瓶中添加相应比

例的脱毒剂，调节 pH 至 6~7，高压灭菌，55 ℃时倒

入脱毒铁盒中，室温冷却凝固。其中黄连素培养基（2

个梯度）：分别加入 1.5 片（150 mg）、1 片（100 mg）

的盐酸小檗碱片；金银花培养基：称取 200 g 土豆和

50 g 金银花，纱布包裹放入锅中煮沸 20 min，后续

步骤与配置常规 PDA 相同；病毒唑培养基：加入

25 mg 利巴韦林药片配置终质量浓度为 100 μg·mL-1；

香菇多糖培养基：加入 25 g 香菇多糖配置终浓度

（φ）为 10%；卡那霉素培养基与氨苄青霉素培养基：

在常规 PDA 冷却至 55 ℃时，分别加入质量浓度为

100 μg·mL-1的卡那霉素和氨苄青霉素各 2.5 mL，摇匀

后倒入脱毒铁盒。

菌丝制备：挑取米粒大小的菌块接入普通平板

中，在 25 ℃下培养 12 d，然后切取平皿中生长旺盛

的菌丝尖端 2 mm 接入 PDA 培养基和脱毒培养基

上，25 ℃恒温培养箱培养。将脱毒铁盒中菌丝块

（直径 6 mm）分别接入常规 PDA 培养基上培养 12 d。
表 1 试验设计

Table 1 Experimental design

处理

Treatment

A（CK）

B

C

D

E

F

G

H

培养基 Culture medium

PDA

PDA+黄连素（1.5 片）

PDA + Berberine hydrochloride（1.5 pieces）

PDA+黄连素（1.0 片）

PDA + Berberine hydrochloride（1.0 piece）

PDA+金银花（50 g）

PDA + Honeysuckle（50 g）

PDA+卡那霉素（100 μg·mL-1）

PDA + Kanamycin（100 μg·mL-1）

PDA+氨苄青霉素（100 μg·mL-1）

PDA + Ampicillin（100 μg·mL-1）

PDA+香菇多糖（10%）

PDA + Shiitake mushroom polysaccharide（10%）

PDA+病毒唑（100 μg·mL-1）

PDA + Ribavirin（100 μg·mL-1）

1.3 测定指标及方法

1.3.1 香菇菌丝生长速度测定 采用十字交叉法

测量菌落半径，计算菌落半径（mm）与生长时间（d）

的比值（菌丝生长速度）。

1.3.2 漆酶、羧甲基纤维素酶活性测定 粗酶液的制

备：待香菇菌丝生长 12 d 后，取 0.1 g 菌丝研磨，然后加
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25 mL ddH2O，40 ℃水浴中浸提 2 h，5000 r · min- 1、

4 ℃下离心 10 min，上清液为菌丝粗酶液。采用

DNS 试剂法测定羧甲基纤维素酶活性，采用邻联甲

苯胺溶液法测定漆酶活性，以沸水灭活的粗酶液作

为对照 [19] 。酶活性单位定义为 1 min 能转化

1 μmol 底物的酶量，即 1 个酶活性单位（U）。

1.3.3 香菇病毒 RT-PCR 检测 将待检香菇菌株在

PDA 培养基上 25 ℃暗培养 15 d，用刮铲收集菌丝

体，使用 E.Z.N.A.® Plant RNA 提取试剂盒提取香

菇菌丝体总 RNA。设计引物（表 2）对香菇病毒

LeV-HKB 的特异性区域进行扩增。根据 Reverse

Transcription Kit（with gDNase）反转录试剂盒说明

书合成 cDNA，反应条件 ：25 ℃ 10 min，55 ℃

15 min，85 ℃ 5 min。
表 2 病毒引物

Table 2 Virus primer

名称

Name

LeV-HKB

Actin

引物序列（5'-3'）

Primer sequence（5'-3'）

CTCCGTAGTCGTCAGATTGTCC

GTGACGCTACTACCGATTTAGCC

GGAGAAGATTTGGCATCACACA

GAAGAGCGAAACCCTCGTAGA

扩增长度

Amplification

length/bp

589

258

将反转录的样品通过 RT-PCR 检测病毒，反应

总体系 22 μL，包括 0.9 μL cDNA，正反向引物各

1 μL，11 μL enzyme Mix，8.1 μL DEPC 处理水。香

菇病毒定性分析的反应条件：95 ℃ 5 min，94 ℃ 30 s，

58 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s，共 30 个循环。RT-PCR 反应

产物经 1.2%琼脂糖凝胶电泳，于凝胶成像系统检测

RT-PCR 结果[10]。

1.3.4 香菇病毒 qRT-PCR定量检测 根据病毒基

因组序列设计病毒特异性 qRT-PCR 检测引物（表

3）。反应体系为 10 μL：AceQTM qPCR SYBR

Green Master Mix 5 μL、引物（0.25 μmol · L- 1）各

0.5 μL、cDNA 2 μL、ddH2O 2 μL。反应条件：95 ℃

5 min；95 ℃ 30 s，60 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s，共 40 个循

环。每个 qRT-PCR 反应重复 3 次。经 qRT-PCR 反

应所得循环阈值即 Ct 值，采用 2-△△Ct的方法计算各

组中病毒的相对表达量[20]。

表 3 qRT-PCR 引物序列信息

Table 3 Primer sequence information for qRT-PCR

名称

Name

Actin

LeV-HKB

引物序列（5'-3'）

Primer sequence（5'-3'）

GTGTTACCCATACCGTTCCC

ATCGGTCAAATCACGACCAG

TAACACCTTCTGGCAACT

TCATCGTCATAGCGTTCA

扩增长度

Amplification length/bp

89

132

1.4 数据处理

采用 Excel 2010 处理数据和作图，采用 SPSS

19.0 进行差异显著性分析。采用 Norm Finder、

Graph Pad Prism 8.0 分析香菇病毒定性和定量检测

结果。

2 结果与分析

2.1 6种脱毒剂处理对香菇菌丝生长的影响

由图 1 可知，不同脱毒剂处理后，香菇菌丝均

可生长，其中在病毒唑培养基上生长较快，第 12 天

菌丝已经基本长满平板且菌丝厚密。

2.2 6种脱毒剂处理对香菇菌丝生长速度的影响

由表 4 可知，与对照相比，脱毒剂处理能显著

影响香菇菌丝生长速度。病毒唑、1.5 片黄连素、1

片黄连素、金银花、香菇多糖处理的菌丝生长速度

图 1 培养 12 d 时不同培养基菌丝生长状况

Fig. 1 Growth status of mycelium in different culture mediums for 12 days

E F G H

A B C D
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分别比常规 PDA 提高 9.33%、1.80%、4.76%、2.44%

和 0.39%，其中病毒唑处理与对照呈显著差异；卡那

霉素与氨苄青霉素处理的菌丝生长速度则比常规

PDA 分别显著降低 5.26%和 14.62%。以上结果表

明，选择合适的脱毒试剂能有效提高香菇菌丝的生

长速度。

2.3 6种脱毒剂处理对香菇菌丝酶活性的影响

如表 5 所示，与常规 PDA 相比，不同脱毒剂处

理的漆酶活性均有不同程度的提高，病毒唑、1.5 片

黄连素、1 片黄连素、金银花、卡那霉素、氨苄青霉素

和香菇多糖处理分别提高 29.51%、3.28%、20.22%、

19.12%、11.48%、8.74%和 0.55%。与常规 PDA 相

比，不同脱毒剂处理的羧甲基纤维酶活性有升有

降，病毒唑、1.5 片黄连素、1 片黄连素、金银花和香

菇多糖处理分别提高 39.19%、31.08%、11.49%、

10.81%、2.70%；卡那霉素和氨苄青霉素处理与常规

PDA 相比分别降低 22.97%和 0.68%。以上结果表

明，合适的脱毒剂处理能显著提高香菇菌株的漆酶

和羧甲基纤维素酶活性。

表 5 不同培养基上菌丝酶活性

Table 5 Enzyme activity determination of

mycelia in different culture mediums U

处理

Treatment

A（CK）

B

C

D

E

F

G

H

漆酶活性

Laccase activity

1.83±0.017 e

1.89±0.073 de

2.20±0.019 ab

2.18±0.046 bc

2.04±0.131 bcd

1.99±0.122 cde

1.84±0.018 e

2.37±0.222 a

羧甲基纤维素酶

Carboxymethyl cellulose activity

0.148±0.005 8 d

0.194±0.001 9 b

0.165±0.000 5 d

0.164±0.003 5 c

0.114±0.006 9 e

0.147±0.000 6 d

0.152±0.005 0 d

0.206±0.005 9 a

2.4 6种脱毒剂处理对香菇病毒相对表达量的影响

2.4.1 香菇HKB病毒定性检测分析 通过琼脂糖

表 4 6 种脱毒剂处理对菌丝生长速度的影响

Table 4 Effects of six detoxification agent treatments on

the growth rate of mycelium （mm·d-1）

处理

Treatment

A（CK）

B

C

D

E

F

G

H

生长速度

Growth rate

3.611±0.238 b

3.676±0.231 ab

3.783±0.063 ab

3.699±0.214 ab

3.421±0.094 c

3.083±0.088 d

3.625±0.050 ab

3.948±0.081 a

比 CK±

More than CK±/%

+1.80

+4.76

+2.44

-5.26

-14.62

+0.39

+9.33

注：同列不同小写字母表示处理间在 0.05 水平差异显著。下

同。

Note: Different small letters in the same column indicate significant

difference among different treatments at 0.05 level. The same

below.

注：M 为 DNA marker BM2000；1~2 分别为金银花培养基上的 HKB 病毒和 Actin 基因；3~4 分别为氨苄青霉素培养基上的 HKB 病毒和

Actin 基因；5~6 分别为卡那霉素培养基上的 HKB 病毒和 Actin 基因；7~8 分别为 1 片黄连素青霉素培养基上的 HKB 病毒和 Actin 基因；9~10

分别为 1.5 片黄连素培养基上的 HKB 病毒和 Actin 基因；11~12 分别为香菇多糖培养基上的 HKB 病毒和 Actin 基因；13~14 分别为病毒唑培

养基上的 HKB 病毒和 Actin 基因；15~16 分别为常规 PDA 培养基上的 HKB 病毒和 Actin 基因。

Note: M represents DNA marker BM2000; 1-2 represent HKB virus and Actin gene in honeysuckle culture medium; 3-4 represent the HKB vi-

rus and Aactin gene in ampicillin medium; 5-6 represent the HKB virus and Actin gene in kanamycin medium; 7-8 represent the HKB virus and Actin

gene in 1 piece of berberine penicillin medium; 9-10 represent the HKB virus and Actin gene in 1.5 pieces of berberine medium; 11-12 represent the

HKB virus and Actin gene in shiitake mushroom polysaccharide medium; 13-14 represent the HKB virus and Actin gene in virazole medium; and

15-16 represent the HKB virus and Actin gene in ordinary PDA medium.

图 2 菌丝在不同培养基上的病毒定性检测

Fig. 2 Qualitative detection of virus in mycelium of different culture mediums
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12天漆酶
卡那 0.097 0.078 0.085 2.12 1.96
氨苄 0.085 0.08 0.077 2.21 1.86 1.91
黄连素1.5 0.062 0.049 0.053 1.96 1.81
黄连素1片 0.059 0.06 0.065 2.19 2.22
香菇多糖 0.047 0.042 0.041 1.82 1.86
金银花 0.08 0.078 0.077 2.19 2.09 2.25
PDA 0.076 0.077 0.076 1.81 1.85 1.81
病毒唑 0.058 0.07 0.49 2.15 2.59

12天羧甲基纤维素酶
PDA 0.975 0.795 0.733 0.153371373 0.141810248
卡那 0.623 0.549 1.286 0.121298575 0.107499814
黄连素1片 0.859 0.853 0.748 0.145305437 0.154186619
黄连素1.5 1.021 1.001 0.953 0.195513538 0.191784143
氨苄 0.991 0.757 0.762 0.146285522 0.147217871
金银花 0.84 0.877 0.835 0.161762512 0.168661893 0.160830163
病毒 唑 1.225 1.107 1.044 0.211549937 0.199802342
香菇多糖 0.763 0.633 0.817 0.147404341 0.157473708

菌丝生长速度 平均值 标准差
9608 2.25 2.725 5.858 3.611 0.238
卡那 2.15 2.3375 5.775 3.420833333 0.094
氨苄 1.575 1.75 5.925 3.083333333 0.088
病毒唑 2.7 2.8625 6.28 3.9475 0.081
金银花 2.875 2.4375 5.784 3.698833333 0.214
黄连素1.5 2.95 2.4875 5.5916 3.676366667 0.231
黄连素1片 2.525 2.65 6.175 3.783333333 0.063
香菇多糖 2.525 2.625 5.725 3.625 0.05

处理 平均值 标准差

A 1 0.24
B 9.59 0.62
C 0.75 0.34
D 0.6 0.25
E 1.93 0.53
F 0.73 0.13
G 0.8 0.38
H 0.02 0
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图 3 不同培养基 HKB 病毒相对表达量

Fig. 3 Relative expression level of HKB virus in different

culture mediums

凝胶电泳检测香菇 HKB 病毒，如图 2 所示。扩

增条带清晰唯一，扩增产物大小与目标条带一

致，所有培养基上培养的菌丝均扩增出 Actin 基因

（250 bp）。除病毒唑培养基外，其余培养基培养的

菌丝均扩增出 HKB 病毒（589 bp），说明病毒唑处理

能有效清除 9608 香菇的 LeV-HKB 病毒。

2.4.2 香菇HKB病毒定量检测分析 qRT-PCR 检

测结果如图 3 所示，8 组处理之间存在显著差异。

与常规 PDA 相比，黄连素 1.5 片和卡那青霉素处理

显著提高了病毒相对表达量；香菇多糖、1 片黄连

素、氨苄青霉素和金银花处理后，病毒相对表达量

显著降低；病毒唑处理后，病毒相对表达量基本为

0，相比常规 PDA，病毒相对表达量显著降低了

98.00%。以上结果表明，病毒唑（利巴韦林）在 6 种

脱毒剂中抑制病毒复制效果最佳。

3 讨论与结论

随着食用菌产业的发展，香菇栽培规模逐年扩

大，香菇病毒问题日益凸显[2]。香菇通过脱毒之后

的生长速度和酶活性高于未脱毒对照，可能与以下

因素有关。香茹属于木腐类真菌，其菌丝体分解、

腐蚀木材，将木质素、半纤维素、纤维素等转化成菌

丝体的营养成分[22]。香菇能产生多酚氧化酶类，其

中以漆酶最为重要，可把木材中不溶性的芳香类聚

合物成分转化为水溶性含有苯环的简单化合物，苯

环最后被破坏产生有机小分子化合物，被菌丝体加

以吸收[23-25]。菌丝分解纤维素、木质素的能力也反

映了菌丝的生长速度[26-28]。感染病毒的香菇菌丝活

性衰弱，菌丝纤维素酶及木质素酶等酶活性明显下

降，分解培养料中纤维素、半纤维素和木质素的能

力不足[8]。因此，脱除病毒能有效提升菌丝活力和

分解培养料的相应酶活性。本试验中，通过脱毒试

剂法对 9608 香菇菌种进行脱毒处理，RT-PCR 与

qRT-PCR 检测结果表明，1 片黄连素、金银花、氨苄

青霉素处理后能显著降低香菇 HKB 病毒相对表达

量；病毒唑处理能基本清除 HKB 病毒，这与 Sun

等 [12]通过利巴韦林法消除 LeV-HKB 病毒的研究

结果相同。

不同脱毒方法得到的脱毒效果可能相同。李

京[22]研究表明，香菇经过原生质体再生脱毒后菌丝

生长茂密，生长速度明显高于未脱毒对照，且能有

效去除香菇 dsRNA 病毒。通过对脱毒菌株与带病

毒菌株的研究，脱毒菌株的漆酶和羧甲基纤维素酶

活性明显高于带病毒菌株，这与杨清香等[29]的结果

相同。本试验结果表明，病毒唑、1.5 片黄连素、1 片

黄连素、金银花、香菇多糖处理后，生长速度、漆酶

和羧甲基纤维素酶活性均高于常规 PDA，其中病毒

唑处理的菌丝生长速度、漆酶和羧甲基纤维素酶活

性均高于其他处理剂。病毒唑脱毒作为一种简单、

方便、容易实施的脱毒方法，能够解决香菇菌株容

易出现的菌种退化、香菇病毒病等问题。

综上所述，9608 香菇经病毒唑、1.5 片黄连素、1

片黄连素、金银花、香菇多糖脱毒处理后，菌丝生长

速度、漆酶和羧甲基纤维素酶活性都有不同程度的

提高。相较于其他脱毒剂，病毒唑能显著提高香菇

菌丝生长速度及羧甲基纤维素酶和漆酶活性，清除

LeV-HKB 病毒的能力最强。
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