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*目的+筛选生长迅速,性状优良的蜜环菌菌株'对所选优良菌株的液体培养基进行碳氮源筛选和优

化'为蜜环菌深层发酵技术的研究提供基础依据和参考)*方法+采用单因素试验'以生物量!菌丝体干质量"为指标'

以工业发酵和生产中常用的菌株
4#

为对照'从本实验室分离与收集的
$%

个蜜环菌菌株中筛选优良菌株'并设置不

同的供试碳源,氮源,碳氮源组合,碳氮源含量'对其液体培养基的碳氮源进行筛选和优化)*结果+供试的
$%

个蜜环

菌中'菌株
U!D

和
UNI

生长迅速'生物量显著!

&

#

%;%N

"高于对照菌株
4#

'其中
U!D

菌索粗壮,性状优良'作为优良

菌株用于后续研究)供试的
I

种碳源和
N

种氮源中'菌株
U!D

和
4#

液体培养基的最佳碳源分别为玉米粉和麦麸'最

佳氮源分别是菜籽饼和酵母浸粉'最佳碳氮源组合分别为玉米粉
i

菜籽饼,玉米粉
i

蚕蛹粉'最佳碳氮源含量分别为

$e

和
!e

)菌株
U!D

和
4#

的最佳液体培养基为玉米粉
$e

,菜籽饼!

U!D

"或蚕蛹粉!

4#

"

!e

,磷酸二氢钾
%;DNe

,

硫酸镁
%;%INe

)恒温振荡!

D$D)

$

L8*

'

$Nb

"培养
D"?

后'菌株
U!D

的菌丝体产量达
DE;ID

R

$

S

'显著高于对照菌株

4#

!

D%;IE

R

$

S

"!

&

#

%;%N

")*结论+筛选出的优良菌株
U!D

可用于后续生产'优化液体培养基显著提高了蜜环菌菌

株
U!D

和
4#

的菌丝体产量)
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"又名榛蘑'属于白

蘑科!

W)8=0','L+/+=2+2

"蜜环菌属!

"7/.))07.0

"'是

传统的药食两用大型真菌'具有重要的经济价

值%

DB$

&

)蜜环菌与我国著名珍贵中药材天麻!

?0;8@

7(2.0*)080

"有着紧密的共生关系'可为天麻提供生

长发育所需的营养物质和能量'在天麻的整个生长

过程中发挥着巨大的作用%

CB!

&

)天麻具有广泛的医

药活性%

N

&

'随着人们生活水平的提高和保健意识的

增强'其需求量逐渐增大)然而'我国野生天麻资源

有限'人工栽培天麻生产周期长'天麻产量无法满足

日益增长的市场需求%

E

&

)大量研究表明'天麻共生

蜜环菌的菌丝体和发酵液含有多种活性成分'且具

有与天麻相似的药理作用和临床疗效%

IB"

&

)因此'用

天麻共生蜜环菌液体发酵产物来代替天麻'是解决

我国当前天麻供需矛盾的一条有效资源途径'从而

使得蜜环菌的液体培养技术具有重要的研究价值和

应用推广前景)

关于蜜环菌液体培养技术目前已有大量研

究%

#BDD

&

'主要是对碳源和氮源进行筛选优化'但由于

所用菌株来源不同,考虑因素和关注点不同'研究结

果差异也较大'尤其是对不同碳源,氮源的利用存在

较大差异)鉴于生产和实践中所用蜜环菌菌株退化

严重'以及不同菌株生长状况和适生条件不同%

D$BDC

&

'

本研究以生产和实践中常用蜜环菌菌株
4#

为对

照'对本实验室分离和收集的
$%

株蜜环菌的生长状

况进行了研究'从中筛选生长迅速,性状优良的菌

株(对所选优良菌株的液体培养基进行碳,氮源筛选

和优化'以确定其最适液体培养基'为后期蜜环菌深

层发酵技术的研究以及工业化生产提供依据和参

考)

D

!

材料与方法

D;D

!

材
!

料

D;D;D

!

供试菌株
!

菌株
U!D

,

U!$

,

U!!

,

U!E

,

U!I

,

U!"

,

UND

,

UN$

,

UNC

,

UNN

,

UNE

和
UNI

'均

分离自陕西省汉中市略阳县野生天麻根围蜜环菌的

菌索(

]8C

和
]D

分离自略阳县野生蜜环菌的子实

体(

4#

,

4

贵州,

[

湖北,

X

宁强,

F

湖北和
>

西方'

均由略阳县天麻人工栽培公司馈赠'其中
4#

是蜜

环菌液体深层发酵和天麻人工栽培生产实践中的常

用菌株(

4LN;%D!E

购自中国微生物菌种保藏中心)

各菌株均在马铃薯葡萄糖琼脂!

TF4

"斜面培养基上

低温保藏'试验前转接到新鲜的
TF4

平板'于
$Nb

下培养
DN?

后作为备用接种体)

D;D;$

!

供试碳氮源
!

碳源#糖蜜!

!$e

$

N%e

",玉

米粉,麦麸,蔗糖,

$%e

土豆浸提液和葡萄糖(氮源#

豆粕,蚕蛹粉,菜籽饼,酵母浸粉和尿素)

D;D;C

!

供试培养基配方
!

基础培养基#磷酸二氢钾

%;DNe

,硫酸镁
%;%INe

'自然
A

V

)综合培养基#豆

粕
De

,葡萄糖
De

,糖蜜
De

,楸树豆荚粉末
De

,酵

母浸粉
De

,麦麸
De

,玉米粉
De

,硫酸镁
%;%INe

,

磷酸二氢钾
%;DNe

,琼脂
D;"e

'自然
A

V

)工业培

养基#豆粕
De

,酵母浸粉
De

,葡萄糖
De

,糖蜜

Ce

,硫酸镁
%;%INe

,磷酸二氢钾
%;DNe

'自然
A

V

)

D;$

!

优良蜜环菌菌株的筛选

无菌操作条件下'用镊子从供试蜜环菌菌株的

TF4

平板上挑取
%;N=L

长的菌索'转接到新鲜的

综合培养基平板!

#

c#=L

"的中心'

$Nb

培养
DN?

后观察各菌株的生长状况和菌落特征'将琼脂融化

后收集菌丝体并用清水冲洗干净'置于
"%b

烘箱中
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#
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烘干至恒质量后称量'以菌丝体干质量!

R

"表示生物

量)每个菌株
C

$

N

次重复)

D;C

!

蜜环菌液体培养基的筛选

D;C;D

!

最佳碳源的筛选
!

在基础培养基中添加

$e

的酵母浸粉作为氮源'再分别添加
$e

的葡萄

糖
i

糖蜜!质量比为
DkD

",糖蜜,玉米粉,麦麸,蔗

糖,

$%e

土豆浸提液和
$e

葡萄糖作为供试碳源'依

次标记为
XD

,

X$

,

XC

,

X!

,

XN

,

XE

,

XI

'配制成不同的

液体培养基'装入
N%%LS

锥形瓶!

$%%LS

$瓶"中高

压灭菌!

D$Db

'

C%L8*

")待培养基温度降至室温

后'无菌操作条件下用镊子从筛选的优良蜜环菌菌

株和
4#

的
TF4

平板上挑取
D=L

长的菌索'分别

接入锥形瓶的液体培养基中'恒温振荡!

D$D)

$

L8*

'

$Nb

"培养
D"?

后过滤收集菌丝体'清水冲洗干净

后置于
"%b

烘箱中烘干至恒质量后称量'计算菌丝

体产量!

R

$

S

")每个处理
C

次重复)

D;C;$

!

最佳氮源的筛选
!

在基础培养基中添加

$e

的葡萄糖作为碳源'再分别添加
$e

的黄豆粕,

蚕蛹粉,酵母浸粉,菜籽饼,尿素作为供试氮源'依次

标记为
.D

,

.$

,

.C

,

.!

,

.N

'按
D;C;D

节的方法进行

最佳氮源的筛选)每个处理
C

次重复)

D;C;C

!

最佳碳氮源组合的筛选
!

将前期筛选得到

的较优碳氮源进行不同组合!碳氮含量均为
$e

'分

别为玉米粉
i

菜籽饼'麦麸
i

菜籽饼'玉米粉
i

蚕蛹

粉'麦麸
i

蚕蛹粉'玉米粉
i

酵母浸粉'麦麸
i

酵母浸

粉'复配
D

#玉米粉
Dei

麦麸
Dei

菜籽饼
%;EIei

蚕蛹粉
%;EIei

酵母浸粉
%;EIe

'复配
$

#玉米粉

Dei

麦麸
Dei

菜籽饼
Dei

蚕蛹粉
De

'依次标

记为
X.D

,

X.$

,

X.C

,

X.!

,

X.N

,

X.E

,

X.I

,

X."

"'

分别加入基础培养基中'按
D;C;D

节的方法进行最

佳碳氮源组合的筛选)每处理
C

个重复)

D;C;!

!

最佳碳氮源含量的筛选
!

根据筛选的最佳

碳氮源组合'首先保持氮源!菜籽饼或蚕蛹粉"的质

量分数为
$e

'依次调整碳源!玉米粉"的质量分数

分别为
%;Ne

'

De

'

$e

'

Ce

和
!e

(再保持碳源!玉

米粉"的质量分数为
$e

'依次调整氮源!菜籽饼或

蚕蛹粉"的质量分数分别为
%;Ne

'

De

'

$e

'

Ce

和

!e

'分别加入基础培养基中配制不同组合的液体培

养基)按
D;C;D

节的方法!优良菌株用
$N%LS

锥

形瓶中装
DN%LS

$瓶培养基'

4#

用
N%%LS

锥形瓶

中装
$%%LS

$瓶"'进行最佳碳氮源含量的筛选)每

个处理
C

次重复)

D;!

!

菌丝体产量测定

将筛选出的优良蜜环菌菌株和对照菌株
4#

分

别接种到优化后的液体培养基中'并以工业生产中

常用的蜜环菌液体发酵培养基为对照'培养
D"?

后

过滤收集菌丝体'清水冲洗干净后置于
"%b

烘箱中

烘干至恒质量后称量'测定菌丝体产量)每个处理

DN

次重复)

D;N

!

数据处理

用
U8=)'3'-/>Q=2,$%D%

软件进行试验数据整

理'试验结果用.平均值
g

标准误/表示(用
<T<<

$%;%

进行方差分析和
S<F

多重比较!

&

#

%;%N

"(用

<8

R

L+T,'/D$;%

绘图)

$

!

结果与分析

$;D

!

优良蜜环菌菌株的筛选

蜜环菌在
TF4

培养基上生长缓慢'大部分菌株

仅形成褐色,分枝的根状菌索!图
DB4

"'而在综合培

养基上的生长状况良好'明显优于
TF4

培养基)

$%

个供试菌株生长迅速'菌落形状不规则'大部分菌株

在生长前期生成大量白色,致密,隆起,易挑取,棉絮

状气生菌丝!图
DB[O>

"(而在生长后期'白色气生

菌丝逐渐褐化,消退'紧贴培养基表面形成一层不易

挑起的硬膜'且显露出少量锥形的褐色菌索!图
DB

6

")个别菌株'如
]8C

'生长前期产生少量短绒毛

状,较为稀疏的白色气生菌丝'逐渐聚集形成散点状

致密的突起!即为气生菌索顶端"!图
DBY

"'后转为

土黄色'生长后期气生菌丝逐渐消退'并显露出灰褐

色的菌索!图
DBV

")所有菌株的基内菌丝均形成丝

状,粗细不一的白色菌索!图
DBH

")生长快的菌株在

$Nb

培养
DN?

后'菌丝体基本能铺满整个平板'全

部或
$

$

C

以上面积已发生褐化!图
DB6

"'而生长较

慢的菌株菌丝体仅部分褐化或刚刚开始褐化!图
DB

F

")

由图
$

可以看出'供试菌株在综合培养基上的生

物量也存在一定的差异)菌株
U!D

和
UNI

的生长最

好'菌丝体干质量最大!均为
%;!#

R

"'明显高于其他

供试菌株(

U!!

,

[

湖北,

>

西方,

]8C

和
]D

!

%;!%

$

%;!N

R

"次之'均显著高于对照菌株
4#

!

&

#

%;%N

")

其他菌株的菌丝体干质量均低于
%;!

R

'其中
U!"

,

4#

,

X

宁强和
4LN;%D!E

的生长较差'菌丝体干质

量显著!

&

#

%;%N

"低于除
UND

外的其余
DE

个菌株)

可见'大部分供试蜜环菌菌株的生长都优于对照菌

株
4#

'尤其是
U!D

和
UNI

!图
DBXOF

"'菌丝体干

质量约为
4#

的
$

倍)尽管这两个菌株的菌丝体干

质量无显著差异!

&

%

%;%N

"'但
U!D

的菌丝体较为

发达'菌索也较为粗壮且分枝较多'活力较强!图
DB

;/6
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X

"'故挑选菌株
U!D

作为优良菌株'用于后期试验)

4;

蜜环菌
4#

在
TF4

培养基上的菌落特征(

[OH;

蜜环菌在综合培养基上的菌落特征'依次为
4#

,

U!D

,

UNI

,

U!"

,褐化菌丝,

]8C

!前期",

]8C

!后期"和白色菌索

4;X','*

:

=0+)+=/2)83/8=3'-"=/*))*04#'*TF4L2?8(L

(

[OH;X','*

:

=0+)+=/2)83/8=3'-"=/*))*0'*='L

A

,2QL2?8(L

'

+)24#

'

U!D

'

UNI

'

U!"

'

P)'1*8*

R

L

:

=2,8(L

'

]8C

!

2+),

:

3/+

R

2

"'

]8C

!

,+/23/+

R

2

"

+*?108/2)08_'L')

A

0

'

)23

A

2=/892,

:

图
D

!

蜜环菌菌株在
TF4

和综合培养基上的菌落特征及生长状况!

$Nb

'

DN?

"

68

R

;D

!

X','*

:

=0+)+=/2)83/8=3+*?

R

)'1/03/+/(3'-"=/*))*03/)+8*3'*TF4+*?='L

A

,2QL2?8(L

!

$Nb

'

DN?

"

图柱上标不同小写字母表示各菌株间差异显著!

&

#

%;%N

"

F8--2)2*/,'12)=+32,2//2)38*?8=+/238

R

*8-8=+*/?8--2)2*=2

!

&

#

%;%N

"

图
$

!

不同蜜环菌菌株在综合培养基上的生物量!

$Nb

'

DN?

"

68

R

;$

!

[8'L+33'-?8--2)2*/"=/*))*03/)+8*3'*='L

A

,2QL2?8(L

!

$Nb

'

DN?

"

$;$

!

蜜环菌液体培养基的筛选

$;$;D

!

最佳碳氮源的筛选
!

由图
C

可以看出'以

$e

酵母浸粉为氮源时'菌株
U!D

和
4#

的生长状

况及菌丝体产量均随着供试碳源种类的变化而变

6/6
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化)

U!D

在以玉米粉!

XC

"为碳源的培养基中生长

最好'菌丝体产量达
C;DI

R

$

S

!干质量"(在麦麸

!

X!

"中生长次之!

$;EI

R

$

S

"'二者差异不显著!

&

%

%;%N

"'但均显著高于!

&

#

%;%N

"除糖蜜!

X$

"外的其

他碳源(在蔗糖!

XN

"为碳源的培养基中
U!D

生长最

差!

&

#

%;%N

"'菌丝体产量仅为玉米粉中的
D

$

!

)菌

株
4#

在以麦麸为碳源的培养基中生长最好!

&

#

%;%N

"'菌丝体产量达
C;N"

R

$

S

(其次为玉米粉

!

$;E"

R

$

S

"'二者差异显著且均显著高于其他碳源

!

&

#

%;%N

"(而在蔗糖和土豆浸提液!

XE

"中
4#

的

生长较差'显著!

&

#

%;%N

"低于除糖蜜外的其他碳

源'菌丝体产量约为玉米粉中的
D

$

E

)可见'尽管菌

株
U!D

和
4#

能利用所有供试碳源'但对碳源的喜

好和利用能力不同'最佳碳源分别为玉米粉和麦麸'

而对蔗糖的利用能力最低)

从图
!

可以看出'以
$e

葡萄糖为碳源时'菌株

U!D

和
4#

的生长和菌丝体产量也受氮源种类的影

响'但
4#

菌丝体产量随氮源不同而变化的幅度明

显大于
U!D

'这表明氮源种类对
4#

生长的影响较

明显)无论是
U!D

还是
4#

'二者皆不能利用尿素

!

.N

"'在尿素为氮源的培养基中不能生长)菌株

U!D

在以菜籽饼!

.!

"为氮源的培养基中生长最好'

菌丝体产量!

!;!$

R

$

S

"显著高于!

&

#

%;%N

"除蚕蛹

粉!

C;$$

R

$

S

"外的其他氮源(而在蚕蛹粉!

.$

"和酵

母浸粉!

.C

"中生长次之(在黄豆粕!

.D

"中生长最

差'菌丝体产量约为菜籽饼中的
D

$

$

'但三者间差异

不显著!

&

%

%;%N

")菌株
4#

在以酵母浸粉为氮源

的培养基中生长最好'菌丝体产量!

#;#I

R

$

S

"最大

!

&

#

%;%N

"(在以蚕蛹粉为氮源的培养基中生长次

之'显著高于黄豆粕!

&

#

%;%N

"'后者的菌丝体产量

约为酵母浸粉中的
D

$

C

)可见'菌株
U!D

和
4#

的

最佳氮源分别为菜籽饼和酵母浸粉'而对黄豆粕的

利用能力均较差)

图柱上标不同小写字母表示各处理间差异显著!

&

#

%;%N

")下同

S'12)=+32,2//2)330'138

R

*8-8=+*/?8--2)2*=23+L'*

R

/)2+/L2*/3

!

&

#

%;%N

"

;W023+L2P2,'1

图
C

!

不同碳源对蜜环菌菌株
U!D

和
4#

菌丝体产量的影响

68

R

;C

!

H*-,(2*=23'-?8--2)2*/=+)P'*3'()=23'*L

:

=2,8(L

:

82,?'-"=/*))*03/)+8*3U!D+*?4#

图
!

!

不同氮源对蜜环菌菌株
U!D

和
4#

菌丝体产量的影响

68

R

;!

!

H*-,(2*=23'-?8--2)2*/*8/)'

R

2*3'()=23'*L

:

=2,8(L

:

82,?'-"=/*))*03/)+8*3U!D+*?4#

$;$;$

!

最佳碳氮源组合的确定
!

综合碳氮源筛选 结果'菌株
U!D

和
4#

在以玉米粉和麦麸为碳源'

./6
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酵母浸粉,菜籽饼和蚕蛹粉为氮源的培养基中生长

相对较好'菌丝体产量较高'且除酵母浸粉外成本均

较低'故以它们分别作为碳,氮源进行不同组合'以

筛选最适的碳氮源组合)由图
N

可以看出'在
$

种

碳源和
C

种氮源组合的
"

种不同液体培养基中'两

个蜜环菌菌株的菌丝体产量随碳氮源组合的不同而

明显变化)无论是菌株
U!D

还是
4#

'在麦麸
i

酵

母浸粉!

X.E

"培养基中的生长都是最差的'菌丝体

产量明显低于其他组合)这两个菌株在以玉米粉为

碳源的
C

种组合培养基!

X.D

,

X.C

,

X.N

"中的菌丝

体产量皆显著!

&

#

%;%N

"高于以麦麸为碳源的同种

氮源培养基!

X.$

,

X.!

,

X.E

"'且菌丝体产量随氮

源种类不同而变化的幅度明显大于麦麸'表明玉米

粉比麦麸更适合蜜环菌菌丝的生长'对菌丝体产量

的影响更大)

由图
N

还可以看出'菌株
U!D

在玉米粉
i

菜籽

饼!

X.D

"培养基中生长最好'菌丝体产量!

#;CI

R

$

S

"显著高于其他碳氮源组合!

&

#

%;%N

"'在玉米

粉
i

蚕蛹粉!

X.C

"培养基中的生长次之 !

&

#

%;%N

"'两种碳氮源复配组合!

X.I

和
X."

"培养基

中生长也较好'菌丝体产量均显著高于其余的
!

种

组合!

&

#

%;%N

")菌株
4#

在玉米粉
i

蚕蛹粉的组

合培养基中生长最优'菌丝体产量!

";%N

R

$

S

"也显

著高于其他碳氮源组合!

&

#

%;%N

"'其次是玉米

粉
i

菜籽饼和复配
D

!

X.I

"'二者差异不显著'但均

显著高于其他
N

种组合培养基!

&

#

%;%N

")由此可

见'菌株
U!D

的最适碳氮源组合为玉米粉
i

菜籽

饼'而
4#

则为玉米粉
i

蚕蛹粉)这两种培养基可

以用于两个菌株培养基碳氮源含量的筛选)

图
N

!

不同碳氮源组合对蜜环菌菌株
U!D

和
4#

菌丝体产量的影响

68

R

;N

!

H*-,(2*=23'-?8--2)2*/='LP8*+/8'*3'-=+)P'*+*?*8/)'

R

2*3'()=23'*L

:

=2,8(L

:

82,?'-

"=/*))*03/)+8*3U!D+*?4#

$;$;C

!

最佳碳氮源含量的筛选
!

由图
E

可见'当氮

源!菜籽饼或蚕蛹粉"含量固定为
$e

时'菌株
U!D

和
4#

的菌丝体产量随着碳源!玉米粉"含量的增加

均呈现先升高后降低的趋势'并在碳源含量为
$e

时菌丝体产量达到最大'分别为
!;E"

和
I;#I

R

$

S

)

此外'碳源含量从
%;Ne

增加到
De

时'

U!D

和
4#

的菌丝体产量均显著!

&

#

%;%N

"增加(而碳源含量

从
De

增加到
!e

时'除
4#

在碳源含量从
De

增至

$e

时菌丝体产量显著!

&

#

%;%N

"增加外'这两个菌

株的菌丝体产量并无显著性!

&

%

%;%N

"变化)这表

明氮源固定时'碳源含量在
$e

$

!e

时对
U!D

和

4#

生长的影响较小'其含量为
$e

时菌丝体产量最

大)因此'将碳源含量确定为
$e

进行下一步研究)

由图
I

可见'当碳源含量为
$e

时'除
U!D

在氮

源!菜籽饼"含量从
%;Ne

增加到
De

时菌丝体产量

无显著增加!

&

%

%;%N

"外'菌株
U!D

和
4#

的菌丝

体产量均随氮源!菜籽饼或蚕蛹粉"含量的增加而显

著!

&

#

%;%N

"增加'在氮源含量为
!e

时达到最大

!

I;NE

和
DD;#$

R

$

S

"'且显著!

&

#

%;%N

"高于其他
!

种培养基)可见'当碳源固定时'氮源含量对
U!D

和
4#

菌丝体产量的影响较大'本研究中其含量越

高'菌丝体产量越高)考虑到生产成本和产量间的

平衡'本研究将菌株
U!D

和
4#

液体培养基的最优

碳氮源含量确定为
$e

碳源!玉米粉"

i!e

氮源!菜

籽饼或蚕蛹粉")

综合以上研究结果'菌株
U!D

和
4#

的最优液

体培养基组成为
$e

玉米粉
i!e

菜籽饼!或蚕蛹

粉"

i%;DNe

磷酸二氢钾
i%;%INe

硫酸镁)
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图
E

!

不同碳源含量对蜜环菌菌株
U!D

和
4#

菌丝体

产量的影响!氮源含量为
$e

"

68

R

;E

!

H*-,(2*=23'-?8--2)2*/=+)P'*3'()=2='*/2*/3'*

L

:

=2,8(L

:

82,?'-"=/*))*03/)+8*3U!D+*?

4#

!

*8/)'

R

2*3'()=2='*/2*/$e

"

图
I

!

不同氮源含量对蜜环菌菌株
U!D

和
4#

菌丝体

产量的影响!碳源含量为
$e

"
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!

优化培养基中菌株
U!D

和
4#

菌丝体产量

由图
"

可以看出'菌株
U!D

和
4#

!对照"在工

业生产的常用蜜环菌液体发酵培养基中生长较为缓

慢'恒温振荡!

$Nb

'

D$D)

$

L8*

"培养
D"?

后菌丝体

产量低于
!

R

$

S

(而在优化后的液体培养基中'这两

个菌株的生长都十分迅速'菌丝体产量显著增加

!

&

#

%;%N

"'分别达到
DE;ID

和
D%;IE

R

$

S

'较工业

发酵培养基中的菌丝体产量分别提高
N

和
!;I

倍)

可见'优化后的液体培养基更适合菌株
U!D

和
4#

的生长'显著提高菌丝体产量)此外'无论是在优化

后的培养基还是工业发酵常用培养基中'菌株
U!D

的生长都明显优于对照菌株
4#

'尤其是在优化培养

基中'

U!D

的菌丝体产量显著!

&

#

%;%N

"高于
4#

)

图
"

!

优化液体培养基对蜜环菌菌株
U!D

和
4#

菌丝体产量的影响
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!

讨论与结论

菌种是影响蜜环菌产量和功能的直接的决定性

因素'菌种的退化和优良菌种的匮乏是蜜环菌生产

中常见的,急需解决的关键问题%

D$

&

)本研究根据菌

丝体生物量和生长特性'从实验室分离和收集的
$%

个菌株中筛选获得菌株
U!D

和
UNI

'其生长最好'

菌丝体干质量最大'明显优于其他供试菌株)这两

个菌株是
$%D"

年从陕西省略阳县野生天麻周围的

蜜环菌菌索中分离得到的'生长前期在综合培养基

上产生大量的雪白色菌丝'生长良好'活力较强'菌

丝体干质量显著高于对照菌株
4#

'在最终优化后的

液体培养基中'菌株
U!D

的生长也明显优于
4#

)

究其原因'一方面可能是这两个菌株本身遗传性状

优良(另一方面也有可能是新分离菌株传代次数较

少'还未出现退化现象'而
4#

在长期的生产应用中

传代次数较多'已经开始退化)因此'后期可以考虑

将菌株
U!D

广泛应用于蜜环菌的发酵和生产中'但

也要进一步研究和观察其生产性状'并改进保藏方

法或减少传代次数'尽量降低其退化的速率'延长其

服务生产的时间)本研究中'供试蜜环菌菌株在真

菌常用的
TF4

培养基上生长极其缓慢'主要产生褐

色的根状菌索'少见菌丝产生(在综合培养基上'所

有供试菌株的生长速度都有所提高'并且产生大量

的白色气生菌丝和根状菌索'生长后期气生菌丝才

逐渐发生褐化和消退'平板表面显露出少量褐色菌

索)这表明'所用的综合培养基更适合蜜环菌的生

长和菌丝体的产生'菌株活力增强'可能与培养基的

营养成分较为丰富有关)
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碳源和氮源是微生物生长所需的最基本营养因

子%

D!

&

)碳源既是构成菌体细胞的碳骨架'也可为菌

体活动提供能量来源'氮源则是菌体合成蛋白质,核

酸,维生素等必需的原料%

DNBDE

&

)大量研究表明'蜜环

菌的种类,来源不同'其对营养条件的要求也有所不

同'尤其是碳源和氮源对蜜环菌的生长和生物量有

着较大的影响)程显好等%

DI

&对分离自山东烟台和

威海地区的蜜环菌菌株液体培养条件进行优化'结

果表明最适碳源和氮源分别是糊精和豆饼粉提取

液(杨海旭%

D$

&发现'秦巴山区
$

株蜜环菌优势菌株

]aB#

,

]aBDI

的最佳碳氮源分别为葡萄糖和蛋白胨)

此外'也有研究报道淀粉%

D%

&

,红薯粉%

D"

&

,蔗糖%

#

&等为

蜜环菌的最适碳源'蛋白胨%

DD

'

D#

&

,豆粕%

DE

&

,酵母膏%

#

&

等为最适氮源)本研究结果发现'

U!D

和
4#

对碳

源,氮源的喜好和利用能力有所差异'这可能与它们

的来源和遗传特性不同相关%

D#

&

)因此'在蜜环菌的

生长中'一定要注意所用菌株的来源'以针对特定的

菌株进行培养条件优化'获得最大的菌丝体产量)

此外'碳氮源种类对
U!D

和
4#

菌丝体产量的影响

较大'尤其是氮源种类对
4#

菌丝体产量的影响较

高)本研究中'这两个菌株的最佳碳源分别为玉米

粉和麦麸'最佳氮源为菜籽饼和酵母浸粉'蚕蛹粉为

氮源时二者生长也较好)与此结果相似'刘宇等%

DE

&

发现'蜜环菌的最适碳源为玉米粉)熊泽等%

$%

&和邵

伟等%

$D

&发现蜜环菌的最佳氮源为菜籽饼和蚕蛹粉)

谭周进等%

D"

&认为'蜜环菌基本上不能以尿素作为氮

源'与之相同'本研究也发现菌株
U!D

和
4#

在尿

素为氮源的培养基中均不能进行生长)

曹妍等%

$$

&研究表明'蜜环菌菌株
UI

的最适碳

氮源组合为糊精
i

红薯粉,蚕蛹粉
i

玉米浆)本研

究中'菌株
U!D

的最佳碳氮源组合为玉米粉
i

菜籽

饼(

4#

的最适碳氮源分别为麦麸和酵母浸粉'但二

者组合的培养基中菌丝体产量却较低'在玉米粉
i

蚕蛹粉的培养基中生长最好'这个原因还有待进一

步研究)本研究中'当氮源含量固定时'碳源含量在

$e

$

!e

时对
U!D

和
4#

生长的影响较小(而当碳

源含量固定时'氮源含量对二者菌丝体产量的影响

较大'氮含量越高'菌丝体产量越高)因此'在蜜环

菌菌丝体生产实践中尤其要重视氮源含量的筛选)

本研究通过液体培养基中碳氮源的筛选和优

化'显著提高了蜜环菌菌株
U!D

和
4#

的菌丝体产

量'较工业生产常用培养基中菌丝体产量提高
N

和

!;I

倍)尽管试验所用的发酵体积仅为
$%%LS

!

N%%LS

锥形瓶"'后期需要进一步放大培养和验

证'但试验结果可为后期蜜环菌菌丝体生产提供基

础和理论依据)此外'本研究主要是以菌丝体产量

为依据进行了蜜环菌菌株优选和培养基优化'而蜜

环菌中的多种活性成分是其临床疗效和药理作用的

基础'因而后期有必要依据其活性成分的产量进行

下一步的菌株优选和培养条件优化)
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