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灰树花液体深层培养条件的研究
Ξ

杜　巍, 李元瑞, 袁　静, 王丽华, 过利敏
(西北农林科技大学 食品科学与工程学院, 陕西 杨陵 712100)

　　[摘　要 ]　对灰树花进行深层培养, 结果表明, 液体培养基以玉米粉+ 麸皮、蛋白胨及牛肉膏为较好的碳源和

氮源, 无机盐M gSO 4、KH 2PO 4、FeSO 4、ZnSO 4、CuSO 4 的组合有利于灰树花菌丝的生长。通过正交试验及培养过程

中各因素对菌丝生物量影响的研究, 确定了发酵罐深层培养的最佳工艺条件, 并得出 pH 值在 5. 50～ 6. 50, 通气量

体积比在 1. 00～ 1. 40 时, 菌丝生物量积累最多。
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　　灰树花 (G rif ola f rond osa) , 隶属于担子菌亚门

层菌纲、非褶菌目、多孔菌科、树花菌属, 又名贝叶多

孔菌、栗子蘑, 日本称“舞茸”[1 ]。其子实体肉质, 鲜嫩

可口, 营养丰富, 香气浓郁。据国家农业部质检中心

和中国预防医学科学院营养与食品卫生研究所检

测, 灰树花 (干) 含蛋白质 315. 0 gökg (其中含 18 种

氨基酸, 总量为 186. 6 gökg, 人体必需氨基酸占

45. 5% ) , 脂肪 17. 0 gökg, 粗纤维 107. 0 gökg, 碳水

化合物 496. 9 gökg, 灰分 64. 1 gökg 及多种有益矿

物质和维生素[2～ 4 ] , 同时, 还含有 80 gökg 左右具有

生物活性的多糖, 其主要功效是抗肿瘤, 抗H IV 病

毒, 调节血糖、血脂, 降血压和保肝[4～ 7 ]。因此, 灰树

花是一种食药两用, 很有开发前途的珍贵真菌。目前

灰树花多糖及有效成分均从子实体中提取, 远远跟

不上市场的需求, 进行深层发酵可通过调节培养基

组成、发酵温度、时间等, 在短时间内得到大量真菌

菌丝体。分析表明, 发酵得到的真菌菌丝体与农业栽

培得到的真菌实体在化学组成或生理功能上均很相

似[7～ 11 ], 这就为灰树花产品的开发、研制提供了原

料保障, 且深层发酵仅使用廉价的农副产品作为原

料, 不需砍伐木材, 可以保护生态环境, 对实现高效

农业及高新生物技术产业化具有重要的理论意义。

本研究通过对灰树花液体深层培养条件的研究, 旨

在确定影响灰树花深层发酵的关键因素, 以期能为

深层发酵技术在灰树花上的应用提供理论依据, 同

时为灰树花产品的开发和研制奠定物质基础。

1　材料与方法

1. 1　试验菌株

　　灰树花H SH 3 菌株, 由西北农林科技大学食品

科学与工程学院微生物教研室提供。

1. 2　母种培养基

在 PDA 基础培养基上, 添加麸皮 60. 0 göL ,

KH 2PO 4 1. 0 göL ,M gSO 4 0. 5 göL。

1. 3　液体基础培养基

葡萄糖 1. 0 g, 麦芽糖 0. 5 g, KH 2PO 4 0. 1 g,

M gSO 4 0. 05 g 加水溶解至 100 mL , V B 1 , V B 6和维生

素C 各加 10. 0 m göL。
1. 4　培养设备

T SH Z2A 型恒温振荡器由上海跃进医疗器械厂

生产; GU JS215B 自控发酵罐由江苏镇江东方生物

技术公司研制。

1. 5　测定方法

1. 5. 1　还原糖的测定　3, 52二硝基水杨酸法[5 ]。

1. 5. 2　菌丝生物量的测定　取 50 mL 培养液于离

心机 (转速 4 000 röm in)中离心 20 m in, 湿菌丝体在

烘箱 (100 ℃)中烘干 3 h, 分析天平称重[5, 7 ]。

1. 5. 3　pH 值测定　M ET TL ER TOL EDO pH 电

极测定。

1. 5. 4　溶氧值测定　DO 电极测定 (DO 电极由中

科院上海冶金研究所研制生产)。

1. 5. 5　通气量体积比　通气量体积比为每分钟通

入发酵罐的空气体积与发酵罐中发酵液体积的比
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值。FG2É 型气体流量计测定。

1. 6　摇瓶发酵试验

不同类型的培养基分装在 250 mL 摇瓶中, 每

瓶装 100 mL , 接入 7 块菌种片 (每片直径为 1 cm ) ,

起始 pH 值自然, 摇床转速为 150 röm in, 25 ℃下在

恒温振荡器上培养 5 d, 测菌丝生物量。

2　结果与分析

2. 1　发酵培养基的优化

2. 1. 1　碳源对菌丝生长的影响　液体基础培养基

添加 2. 0 göL 蛋白胨, 再分别添加玉米粉20. 0 göL ,

豆粉 20. 0 göL , 麸皮 22. 0 göL , 玉米粉 10. 0 göL +

豆粉 10. 0 göL , 玉米粉 10. 0 göL + 麸皮 10. 0 göL ,

豆粉 10. 0 göL + 麸皮10. 0 göL , 将不同碳源的液态

培养基分装, 进行摇瓶发酵试验, 结果见图 1。

图 1　碳源与菌丝生物量的关系

1. 玉米粉; 2. 豆粉; 3. 麸皮; 4. 玉米粉+ 豆粉;

5. 玉米粉+ 麸皮; 6. 豆粉+ 麸皮

F ig. 1　R elation betw een cabon sources

and b iom ass of m ycelium

1. Co rn pow der; 2. Bean pow der; 3. B ran;

4. Co rn pow der+ Bean pow der; 5. Co rn pow der+ B ran;

6. Bean pow der+ B ran

从图 1 可以看出, 玉米粉 10. 0 göL + 麸皮 10. 0

göL 作为碳源, 菌丝生物量最大, 菌丝球多、均匀; 以

豆粉 20. 0 göL 作为碳源的菌丝生物量最小, 菌丝球

少, 直径较大; 结果认为玉米粉+ 麸皮是灰树花菌丝

生长的较好碳源。

2. 1. 2　氮源对菌丝生长的影响　液体基础培养基

添加玉米粉 10. 0 göL + 麸皮 10. 0 göL , 再分别添加

7 种不同的水溶性氮源各 2. 0 göL (见表 1) , 将含有

不同氮源的液态培养基分装, 进行摇瓶发酵试验, 结

果见表 1。
表 1　不同氮源对菌丝生物量的影响

T able 1　Effect of differen t N itrogen sources

on b iom ass of m ycelium

序号
N o.

氮源
N itrogen sources

菌丝生物量ö(g·L - 1)
B iom ass of m ycelium

1 (N H 4) 2SO 4 3. 021
2 尿素 U rea 1. 345
3 N H 4C l 2. 021
4 酵母粉 Yeast pow der 10. 022
5 牛肉膏 Beef cream 11. 625
6 蛋白胨 Pep tone 11. 961
7 N H 4NO 3 2. 874

　　表 1 结果显示, 灰树花菌株对无机氮源利用不好,

而有机氮源中以蛋白胨、牛肉膏的利用效果最好。

2. 1. 3　无机盐对菌丝生长的影响　以玉米粉 10. 0

göL , 麸皮 10. 0 göL , 蛋白胨 2. 0 göL , 葡萄糖 10. 0

göL , 麦芽糖 5. 0 göL , V B 1 , V C 和V B 6各 10. 0 m göL
为基础培养基, 再分别按可溶性无机盐的序号 (表 2) 加

入不同的无机盐, 进行摇瓶发酵试验, 结果见图 2。

表 2　可溶性无机盐

T able 2　So lub le ino rgan ic salt

序号
N o.

无机盐
Ino rgan ic salt

1 M gSO 4 0. 5 göL + KH 2PO 4 1. 0 göL
2 M gSO 4 0. 5 göL + KH 2PO 4 1. 0 göL + N aC l 0. 5 göL
3 M gSO 4 0. 5 göL + KH 2PO 4 1. 0 göL + FeSO 4 0. 2 göL

4 M gSO 4 0. 5 göL + KH 2PO 4 1. 0 göL + FeSO 4 0. 2 göL +
ZnSO 4 0. 2 göL

5 M gSO 4 0. 5 göL + KH 2PO 4 1. 0 göL + FeSO 4 0. 2 göL +
ZnSO 4 0. 2 göL + CuSO 4 0. 2 göL

6 M gSO 4 0. 5 göL + KH 2PO 4 1. 0 göL + FeSO 4 0. 2 göL +
ZnSO 4 0. 2 göL + CuSO 4 0. 2 göL + CaC l2 1. 0 göL

7 M gSO 4 0. 5 göL + KH 2PO 4 1. 0 göL + FeSO 4 0. 2 göL +
ZnSO 4 0. 2 göL + CuSO 4 0. 2 göL + N a2SO 4 0. 25 göL

8 FeSO 4 0. 2 göL + ZnSO 4 0. 2 göL + CuSO 4 0. 2 göL +
N a2SO 4 0. 25 göL

9 无无机盐N o ino rgan ic salt (CK)

图 2　无机盐与菌丝生物量的关系
F ig. 2　R elation betw een ino rgan ic salts

and b iom ass of m ycelium
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从图 2 可知, 培养基中添加N a+ 对灰树花菌丝

的生长不利,M g2+ , K+ , PO 3-
4 对灰树花菌丝生长的

影响很大, 能促进菌丝的生长; 同时, 灰树花菌丝的

生长对 Fe, Zn, Cu 等均有要求。从试验结果中可知,

M gSO 4 + KH 2PO 4 + FeSO 4 + ZnSO 4 + CuSO 4 对灰

树花菌丝生长最有利。

2. 2　发酵罐深层培养工艺条件的优化

摇瓶培养好的液体菌种待用, 以发酵温度、起始

pH、发酵罐的机械搅拌转速、液体接种量为影响因

素, 通过四因素三水平的正交试验确定在发酵罐中

灰树花深层培养的最佳条件, 结果见表 3。

表 3　试验方案与结果分析

T able 3　T esting schem e and resu lt analysis L 9 (34)

试验号
N o.

因　素 Facto r

培养温度ö℃
Cultu re temperatu re

A

起始 pH 值
O riginal pH

B

转速ö( r·m in- 1)
Ro tation speed

C

接种量ö%
Putting in

vo lum e quan tity
D

菌丝生物量ö
(g·L - 1)

B iom ass of
m ycelium

1 1 (20) 1 (4. 5) 1 (100) 1 (5) 4. 470
2 1 (20) 2 (5. 5) 2 (150) 2 (10) 5. 894
3 1 (20) 3 (6. 5) 3 (200) 3 (15) 4. 285
4 2 (25) 1 (4. 5) 2 (150) 3 (15) 12. 357
5 2 (25) 2 (5. 5) 3 (200) 1 (5) 7. 743
6 2 (25) 3 (6. 5) 1 (100) 2 (10) 14. 974
7 3 (30) 1 (4. 5) 3 (200) 2 (10) 10. 033
8 3 (30) 2 (5. 5) 1 (100) 3 (15) 8. 412
9 3 (30) 3 (6. 5) 2 (150) 1 (5) 9. 925

K1 14. 649 26. 860 27. 856 22. 138
K2 35. 074 22. 049 28. 176 30. 901
K3 28. 370 29. 184 22. 061 25. 054
k1 4. 883 8. 953 9. 285 7. 379
k2 11. 691 7. 350 9. 392 10. 300 2= 78. 093
k3 9. 457 9. 726 7. 354 8. 351

优水平
Excellen t level A 2 B 3 C2 D 2

R j 6. 808 2. 376 2. 038 2. 921
主次顺序

P rim ary and
secondary sequence

ADBC

　　从表 3 可以看出, 4 个因素影响灰树花菌丝生

物量的大小关系为A > D > B > C, 温度的影响最大,

转速的影响最小; 在发酵罐中灰树花深层培养的最

佳条件组合为A 2B 3C2D 2。即: 最佳发酵温度 25 ℃,

起始 pH 值 6. 5, 搅拌转速 150 röm in, 接种量 10%。

图 3　培养过程中 pH 变化的情况

F ig. 3　V ariat ion of pH in cu ltu re p rocess

2. 3　灰树花深层发酵过程中各因素的变化

2. 3. 1　pH 的变化规律　从图 3 可以看出, 随着培

养时间的延长, pH 值开始逐渐下降, 至 4 左右后又

逐渐回升, 据试验中对菌丝的取样检查, 发现 pH 值

最低点时也是细胞生长对数期 (快速生长期)向稳定

期转变的时期, 这时菌丝生长最为旺盛, 菌丝粗壮,

菌丝球数量多。因此, 在灰树花的深层培养过程中,

可以把 pH 值的变化作为判断培养终点的参考指标

之一。

图 4　深层培养过程中总糖和菌丝生物量的变化情况

- ●- 总糖; - ▲- 菌丝生物量

F ig. 4　V ariat ion of to ta l sugar and b iom ass

of m ycelium in cu ltu re p rocess

- ●- To tal sugar; - ▲- B iom ass of m ycelium
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2. 3. 2　总糖及菌丝生物量的变化　培养过程中总

糖变化对应着菌丝生长消耗的过程, 见图 4。从图 4

中可以看出, 菌丝生物量达到最大是在培养 60 h

后。而 pH 值的最低点是在培养 50 h 左右, 这是因

为菌丝细胞生长进入稳定期, 细胞的代谢作用逐渐

减弱, 而菌丝的浓度还在缓慢增加, 因此, 菌丝浓度

达到最大值应该晚于 pH 值最低点出现的时间。以

上结果表明, 糖的消耗和菌丝的增加主要发生在对

数生长期。

2. 3. 3　pH 和通气量对菌丝生物量的影响　通过

pH 值和通气量体积比的两因子随机区组试验, 研

究pH 和通气量对菌丝生物量的影响。试验的pH 值

为 4. 5, 5. 0, 5. 5, 6. 0, 6. 5 和 7. 0, 通气量体积比为

0. 4, 0. 6, 0. 8, 1. 0, 1. 2 和 1. 4, 在优化的深层培养条

件下, 发酵 72 h, 试验结果见图 5。图 5 中曲线上的

各数字表示所对应的菌丝生物量 (göL )。

图 5　pH 和通气量对菌丝生物量影响的等高线图

F ig. 5　Contour m ap of effect of pH and flow of air on b iom ass of m ycelium

　　从图 5 可以看出, pH 值在 4. 50～ 6. 50, 通气量

体积比在 0. 80～ 1. 40 时, 菌丝均能正常生长; pH 值

在 5. 50～ 6. 50, 通气量体积比在 1. 00～ 1. 40 时菌

丝生物量积累最多。由此可知, 灰树花适宜在微酸性

的培养基中生长, 是一种好氧型的食 (药)用菌。

对上述试验结果进行回归分析, 所得回归方程

为:

y = 0. 232 1 + 5. 454 5X 1 + 0. 980 8X 2

式中, y 为菌丝相对生长量 (干重) ; X 1 为通气量; X 2

为 pH 值。

经显著性检验: 最终方程的复相关系数 R =

0. 720 9; 剩余标准差 S = 0. 092 1; 检验统计量 F =

11. 362> F 0. 01 = 5. 78, 有显著性差异。故可作出结

论: pH 和通气量对深层发酵过程中灰树花菌丝体

生长的影响是很显著的。

3　结　论

在灰树花的深层培养中, 玉米粉 10. 0 göL + 麸

皮 10. 0 göL 是较好的碳源, 蛋白胨 2. 0 göL、牛肉

膏 2. 0 göL 是较好的氮源, 加入无机盐的组合为

M gSO 4 0. 5 göL + KH 2PO 4 1. 0 göL + FeSO 4 0. 2

göL + ZnSO 4 0. 2 göL + CuSO 4 0. 2 göL 时, 有利于

灰树花菌丝的生长。

灰树花在发酵罐中进行深层培养的最佳条件是

发酵温 度 25 ℃, 起 始 pH 值 6. 5, 搅 拌 转 速

150 röm in, 接种量 10%。

灰树花深层培养过程中, pH 和通气量对菌丝

的生长有极显著的影响, pH 值在 5. 50～ 6. 50, 通气

量体积比在 1. 00～ 1. 40 时, 菌丝生物量积累最多。
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Study on the cond it ion s of subm erged cu ltu re of G rif ola f rond osa
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Abstract: By subm erged cu ltu re of G rif ola f rond osa , the resu lts show ed the op t im um carbon sou rce

w as co rn pow der + b ran, the op t im um n itrogen sou rce w as pep tone and beef cream and the op t im um ino r2
gan ic sa lt w as the com b inat ion of M gSO 4, KH 2PO 4, FeSO 4, ZnSO 4, CuSO 4 in liqu id cu ltu re m edium , w h ich

w as beneficia l to m ycelium grow ing. By o rthogonal experim en ts and the research on the influencing facto rs

of b iom ass of m ycelium , the best techn ica l condit ion of subm erged cu ltu re w as gained. In addit ion, a t pH

5. 50- 6. 50 and the vo lum e rat io of f low of air2comp ress a t 1. 00- 1. 40, the b iom ass of m ycelium reached

the h ighest level.

Key words: G rif ola f rond osa; subm erged cu ltu re; b iom ass of m ycelium
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