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皱柄白马鞍菌液体摇瓶培养条件优化
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　　[摘　要 ]　通过摇瓶液体培养试验,对皱柄白马鞍菌液体深层培养中培养基成分、pH 值、装液量及摇床转速、

培养时间等对菌丝体生长的影响进行了对比研究。结果表明,适宜的培养条件为:培养基含小麦粉 20 göL、硫酸氨 2

göL、M gSO 4 0. 5 göL、KH 2PO 4 0. 46 göL、K2H PO 4 1 göL ,最适 pH 5. 5～ 6. 5,装液量 300～ 400 mL öL ,接种量 5 mL

培养菌液,温度 26～ 28 ℃;摇床转速 100 röm in,培养时间 7 d。适宜条件下最大菌丝生物量可达 5. 867 göL。
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Abstract: T he cu ltu re condit ion s of H elvella crisp a F r. in shake flask liqu id cu ltu re w ere invest iga ted

in the experim en t. R esu lts show ed that the op t im al m edium of liqu id subm erged cu ltu re w as as fo llow s:

w heat f lou r 20 göL , HN 4SO 4 2 göL ,M gSO 4 0. 5 göL , KH 2PO 4 0. 46 göL , K2H PO 4 1. 0 göL ; w hen the m edium

capacity w as 300- 400 mL öL , and the seed (abou t 5 mL ) w as inocu la ted, the shake flask cu ltu re experi2
m en t w as carried ou t a t 26- 28 ℃, pH 5. 5- 6. 5 in a shake incubato r w ith a ro ta t ion ra te 100 röm in fo r 7

days. T he m ax im um m ycelia l b iom ass w as as h igh as 5. 867 göL.
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　　液体培养是食用菌培养的一种,即将菌种培养

在发酵罐或圆锥瓶内,通过不断通气搅拌或振荡,使

菌体在液体营养液中繁育的方法。液体培养能在短

期内获得大量的菌体和代谢物,不仅可生产液体菌

种用于栽培食用菌子实体,而且还可以直接用于医

药和食品工业上生产药品、调味品、饮料等[123 ] ,是近

代大规模生产微生物产品的基本方法[4 ]。采用液体

培养生产的食用菌菌丝体,其营养成分 (蛋白质、氨

基酸、维生素等)含量类似于子实体,有的甚至超过

人工栽培的子实体[526 ]。

皱柄白马鞍菌属于子囊亚门 (A scom yzco t ina)、

盘菌纲 (D iscom ycetes)、盘菌目 (Peziza les)、马鞍菌

科 (H elvllaceae)、马鞍菌属 (H elvella) [7 ]。《中国真菌

总汇》共记载了 18 种马鞍菌,其中皱马鞍菌是最常

见的唯一可食用的马鞍菌。该菌在我国分布较广,目

前还没有马鞍菌人工驯化栽培的报道,且传统的固

体栽培周期长, 占地面积大, 又受季节和原料的限

制,使其不能得到充分利用。本试验对皱柄白马鞍菌

液体摇瓶培养条件进行了探索,以为开发利用马鞍

菌提供科学依据。
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1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　供试菌株　皱柄白马鞍菌 (H elvella crisp a

F r. )菌种,由采自秦岭火地塘的皱柄白马鞍菌子实

体分离获得。

1. 1. 2　培养基　 (1)固体培养基。内含葡萄糖 20

göL , 蛋白胨 2 göL , K 2H PO 4· 3H 2O 1. 0 göL ,

M gSO 4·7H 2O 0. 5 göL , KH 2PO 4 0. 5 göL , V B 1微

量,琼脂 18 göL , pH 5. 5。(2)种子培养基É (察氏培

养基)。内含葡萄糖 30 göL ,N aNO 3 3 göL , KC l 0. 5

göL , FeSO 4·4H 2O 0. 01 göL , K2H PO 4 1 göL ,M g2
SO 4·7H 2O 0. 5 göL , pH 5. 5。(3)种子培养基Ê (基

础培养基)。含蛋白胨 2 göL ,葡萄糖 20 göL ,M gSO 4

0. 5 göL , KH 2PO 4 0. 46 göL , K 2H PO 4 1 göL , pH

5. 5。 (4)碳源供试培养基。含去碳源基础培养基+

不同供试碳源 20 göL , 碳源包括葡萄糖、果糖、蔗

糖、麦芽糖、可溶性淀粉、小麦粉、玉米粉、山梨醇。以

无碳源为对照[829 ]。(5)氮源供试培养基。含去氮源基

础培养基+ 不同供试氮源 2 göL ,氮源包括蛋白胨、

酵 母 粉、尿 素、谷 氨 酸、牛 肉 膏、N H 4NO 3、

(N H 4) 2SO 4、KNO 3。以无氮源为对照[829 ]。(6)发酵培

养基。以种子培养基为基础培养基,通过培养基成分

对菌丝体生物量影响的试验优化培养基,依次筛选

较好的碳源、氮源及培养基的初始 pH ,用于优化培

养条件。

上述培养基按要求分装后在 0. 101 3 M Pa、121

℃条件下高压蒸汽灭菌 25 m in。

1. 2　方　法

1. 2. 1　培养方法　 (1)固体平板菌种培养。将供试

菌株接种于固体培养基, 26 ℃培养 15 d 后备用。

(2)摇瓶种子培养。用打孔器于无菌条件下打取平板

上培养 15 d 的菌丝体 5块 (直径 0. 5 cm ) ,接种于装

有 100 mL 种子培养基É的 250 mL 摇瓶中,置恒温

振荡器中 (26 ℃, 110 röm in)培养 10 d; 取培养菌液

5 mL 再次接种于装有 100 mL 种子培养基Ê的 250

mL 摇瓶中,恒温振荡器中 (26 ℃, 110 röm in)培养 7

d [10 ]。 (3)摇瓶液体培养。在 250 mL 摇瓶中分别装

30, 50, 75, 100 和 125 mL 基础培养基,接种在种子

培养基Ê 中培养 7 d 的菌液 5 mL ,置 26 ℃恒温振

荡器中分别于 50, 100 和 150 röm in 培养 7 d,并依

次优化装液量及摇床转速,每次优化后的结果进入

随后的条件优化试验。

1. 2. 2　不同碳源对菌丝体生物量的影响　将基础

培养基中的碳源分别换成 20 göL 的葡萄糖、果糖、
蔗糖、麦芽糖、可溶性淀粉、小麦粉、玉米粉或山梨醇

8种碳源,以无碳源为对照,用 250 mL 三角瓶装液

100 mL ,接入 5 mL 液体种子, pH 为 5. 5,在 26 ℃、

110 röm in 摇床振荡培养 7 d,测定菌丝体生物量。

1. 2. 3　不同氮源对菌丝体生物量的影响　将基础

培养基中的氮源分别换成 2 göL 的蛋白胨、酵母粉、
尿素、谷氨酸、牛肉膏、N H 4NO 3、(N H 4 ) 2SO 4 或

KNO 3 8种氮源,以无氮源为对照,培养条件和测定

方法同 1. 2. 2。

1. 2. 4　不同pH 及装液量对菌丝体生物量的影响　

以 pH 梯度供试培养基[11212 ]为基础培养基 (碳、氮源

分别为小麦粉和 (N H 4 ) 2SO 4 ) , 装液量分别为 200,

300, 400 和 500 mL öL , 用 1 mo l HC l 和 1 mo l

N aOH 调节pH 至 4. 0, 4. 5, 5. 0, 5. 5, 6. 0, 6. 5, 7. 0,

7. 5, 8. 0, 8. 5, 9. 0, 10. 0 和 11. 0, 接种液体种子 5

mL (10 d 菌龄) ,于 26 ℃、110 röm in 摇瓶振荡培养 7

d,收集菌丝体,测定菌丝体生物量。

1. 2. 5　培养时间及装液量对菌丝体生物量的影响　

pH 为 5. 5,其他培养条件同 1. 2. 4,测定皱柄白马鞍

菌在整个液体培养过程 (2～ 11 d)中菌丝体生物量的

变化。

1. 2. 6　装液量及摇床转速对菌丝体生物量的影响

　装液量为每 250 mL 摇瓶分别装 30, 50, 75, 100

和 125 mL 基础培养基, 摇床转速分别设定为 50,

100和 150 röm in,其他培养条件同 1. 2. 5,然后分别

测定装液量和摇床转速对菌丝体生物量的影响[13 ]。

1. 2. 7　菌丝体生物量的测定[12 ]　过滤后的菌丝体

经蒸馏水冲洗数次后,于 60 ℃干燥至恒重,用分析

天平称其质量。

1. 2. 8　酸碱度测定　用 PH S23C 精密 pH 计检测。

2　结果与分析

2. 1　碳源对皱柄白马鞍菌菌丝体生物量的影响

　　碳源是影响皱柄白马鞍菌菌丝生长的重要因

素,以种子培养基Ê为基础,依次测定不同供试碳源

对菌丝体生物量的影响,结果见表 1。由表 1可以看

出,菌丝体生物量较高的碳源有小麦粉、麦芽糖和淀

粉, 其中以小麦粉作碳源, 其菌丝体生物量可达到

5. 21 göL。而无碳源时,菌丝体的生物量仅为 0. 77

göL。
2. 2　氮源对皱柄白马鞍菌菌丝体生物量的影响

从表 1 可以看出, 当氮源为蛋白胨、谷氨酸、
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(N H 4) 2SO 4 和 KNO 3 时, 菌丝体都可以较好生长,

其中以谷氨酸为氮源菌丝体生物量最大,可达 5. 33

göL ; (N H 4) 2SO 4 次之,为 4. 84 göL。从培养基的成

本及生产实用角度考虑, (N H 4 ) 2SO 4 是理想的氮

源。无氮源时,菌丝体生物量仅为 1. 12 göL。

表 1　碳源和氮源对皱柄白马鞍菌菌丝体生物量的影响

T able 1　Effect of carbon and n itrogen sources on the m ycelia i b iom ass of H elvella crisp a F r. göL

碳源
Carbon sources

菌丝体生物量
M yceliai b iom ass

氮源
N itrogen sources

菌丝体生物量
M yceliai b iom ass

葡萄糖 Gluco se 2. 98 蛋白胨 P ro tein pep tone 4. 06

蔗糖 Sucro sum 2. 23 酵母粉 Yeast pow der 2. 67

麦芽糖M altob io se 5. 20 尿素 Carbam ide 3. 96

果糖 F ructo se 1. 10 谷氨酸 Glu tam ate 5. 33

淀粉 Starch 4. 45 牛肉膏Beef ex tract 2. 14

山梨醇 Glocito l 2. 62 N H 4NO 3 2. 62

小麦粉W heat flou r 5. 21 (N H 4) 2SO 4 4. 84

玉米粉M atze flour 2. 21 KNO 3 4. 24

无碳源N on2carbon 0. 77 无氮源N on2n itrogen 1. 12

2. 3　pH 值及装液量对皱柄白马鞍菌菌丝体生物

量的影响

　　由表 2可见,皱柄白马鞍菌在液体培养过程中,

菌丝体在 pH 为 4. 0～ 8. 0时均能生长,其生长最适

pH 为 6. 0,且在pH 为 5. 5～ 6. 5时均表现出良好的

生长态势。另外,相同pH 下不同装液量的菌丝体生

物量也存在差异,这说明装液量可能是通过影响氧

气供应来影响菌丝体代谢,由此影响pH 值。

表 2　不同 pH 值及装液量对皱柄白马鞍菌菌丝体生物量的影响

T able 2　Effect of pH and m edium capacity on the m ycelia i b iom ass of H elvella crisp a F r. göL

装液量ö
(mL·L - 1)

M edium
capacity

pH

4. 0 4. 5 5. 0 5. 5 6. 0 6. 5 7. 0 7. 5 8. 0 8. 5 9. 0 10. 0 11. 0

200 2. 85 3. 48 4. 54 5. 23 5. 47 5. 41 4. 76 4. 01 3. 20 2. 06 1. 81 1. 09 0. 78

300 3. 05 3. 78 4. 94 5. 53 5. 79 5. 50 4. 82 4. 21 3. 10 2. 16 1. 71 1. 02 0. 73

400 3. 05 3. 68 4. 89 5. 56 5. 72 5. 31 4. 76 4. 11 2. 96 2. 12 2. 11 1. 04 0. 74

500 2. 95 3. 28 4. 04 4. 83 5. 07 5. 01 3. 76 3. 21 2. 20 1. 56 1. 11 0. 89 0. 58

2. 4　培养时间及装液量对皱柄白马鞍菌菌丝体生

物量的影响

　　由表 3可知,不同装液量摇瓶中菌丝体的生物

量表现出了相同的变化趋势,即培养 1～ 7 d 时菌丝

体生物量急速增长, 到第 7 天时几乎接近最大值,

8～ 10 d时保持相对稳定 (或缓慢增加) , 到第 11 天

时有所降低。从菌丝体的生物量和培养周期考虑,合

理的培养时间应为 7 d。

表 3　不同培养时间及装液量对皱柄白马鞍菌菌丝体生物量的影响

T able 3　Effect of cu ltu re t im e and m edium capacity on the m ycelia i b iom ass of H elvella crisp a F r. göL

装液量ö(mL·L - 1)
M edium capacity

培养时间öd Cultu re tim e

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

200 1. 24 2. 21 3. 36 4. 68 5. 42 5. 47 5. 49 5. 49 5. 46 5. 23

300 1. 23 2. 32 3. 53 4. 79 5. 31 5. 79 5. 82 5. 83 5. 83 5. 73

400 1. 25 2. 29 3. 56 4. 82 5. 37 5. 72 5. 74 5. 74 5. 74 5. 70

500 1. 21 2. 04 3. 13 4. 07 5. 01 5. 07 5. 08 5. 07 5. 06 4. 98

2. 5　装液量和摇床转速对皱柄白马鞍菌菌丝体生

物量的影响

　　由表 4可见,装液量和转速均会不同程度影响

皱柄白马鞍菌菌丝体的生长。在 100 röm in 转速下,

装液量为 300 mL öL 时, 菌丝体生物量最高, 达

5. 867 göL ; 装液量为 400 mL 次之,为 5. 700 göL。
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为了提高摇瓶的利用率,一般液体培养的装料系数

应在 50%～ 70% , 因此装液量应在 300～ 400

mL öL。当摇床转速设置在 100 röm in 时,各个装液

量的菌丝体生物量均明显高于其他转速。综上所述

并结合生产实际, 摇瓶的装液量应设定为 300～

400 mL öL ,而摇床转速应设定为 100 röm in 左右。
表 4　摇瓶装液量及摇床转速对皱柄

白马鞍菌菌丝体生物量的影响

T able 4　Effect of m edium capacity and ro ta t ion rate

on the m ycelia l b iom ass of H elvella crisp a F r. göL

装液量ö
(mL·L - 1)

M edium
capacity

摇床转速ö( r·m in- 1)　Ro tation rate

50 100 150

120 4. 400 5. 000 3. 923
200 4. 180 5. 260 3. 467
300 3. 520 5. 867 3. 300
400 2. 980 5. 700 3. 500
500 1. 680 5. 312 2. 720

2. 6　不同装液量及转速下培养液的终止pH

在液体培养过程中,菌丝体生长对营养成分的

吸收利用和转化,以及相关代谢产物的释放,都会使

培养基的pH 值发生变化。从表 5可以看出,在不同

装液量及不同转速的液体深层培养过程中, pH 值

均随装液量的增加而减小。这表明在供氧量降低的

条件下,菌丝体的代谢会导致培养液pH 值降低。因

此在皱柄白马鞍菌液体深层培养过程中,如以菌丝

体为培养目的,则应适当调控培养液的 pH 值。
表 5　不同装液量及不同转速下培养液的终止 pH

T able 5　T he final pH of subm erged cu ltu re on the

differen t m edium capacity and differen t ro ta t ion rate

装液量ö
(mL·L - 1)

M edium
capacity

摇床转速ö( r·m in- 1) Ro tation rate

50 100 150

120 4. 82 5. 26 4. 84
200 4. 81 5. 24 4. 80
300 4. 73 5. 02 4. 72
400 4. 47 4. 81 4. 70
500 4. 19 4. 58 4. 71

3　结论与讨论

在皱柄白马鞍菌液体深层培养过程中,适宜的

碳源有小麦粉、麦芽糖和淀粉,氮源有谷氨酸、硫酸

铵、硝酸钾和蛋白胨等,从生产成本以及菌丝的生长

量综合考虑认为,最适的碳、氮源应为小麦粉和硫酸

氨。通过摇瓶液体培养试验,确定皱柄白马鞍菌适宜

的培养基内含小麦粉 20 göL ,硫酸氨 2 göL、M gSO 4

0. 5 göL、KH 2PO 4 0. 46 göL、K2H PO 4 1 göL。
在摇瓶液体培养过程中, pH 值、装液量和摇床

转速等对皱柄白马鞍菌的菌丝体生物量都有明显影

响。本试验结果表明,皱柄白马鞍菌在pH 为 5. 5～

6. 5时均表现出良好的生长势态,最适pH 值为6. 0。

但培养液的 pH 值随着菌丝体的生长和代谢发生改

变,同时装液量和摇床转速也会影响 pH 值, 因此,

在以菌丝体生物量为目标的液体培养过程中,应适

当控制培养液的pH 值。本研究的最适碳源及pH 值

变化与已有的报道[11, 13 ]存在一定差异,这可能与皱

柄白马鞍菌自身的代谢特点有关,有待进一步研究。

装液量和摇床转速是影响液体深层培养中供氧

状况的主要因素,从本试验结果可以看出,随着装液

量增加,菌丝体的生物量呈降低趋势,而且在低转速

(50 röm in)条件下生物量的降低极为显著, 这表明

皱柄白马鞍菌菌丝体的生长需要相对充足的供氧

量。摇床转速过低会影响培养液的供氧状况,而过高

则会影响菌丝体的生长。从摇瓶的利用率以及菌丝

体的生物量综合考虑,适宜的装液量应为 300～ 400

mL öL ,摇床转速宜设为 100 röm in。

接种量会影响培养周期,本试验结果表明,装液

量在 300～ 400 mL öL、接种 5 mL 种子培养菌液,于

pH 5. 5、26 ℃、恒温振荡器 100 röm in 培养 7 d, 可

获得最大菌丝生物量。
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