
第 !"卷第 #期
!$$!年 %月

无 锡 轻 工 大 学 学 报

!"#$%&’ "( )#*+ ,%+-.$/+01 "( 2+340 5%6#/0$1
&’() !" *’) #

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
+,() !$$!

文章编号："$$- . $/01（!$$!）$# . $/0- . $#

收稿日期：!$$" . "! . $2； 修订日期：!$$! . $# . !3 )
作者简介：王六生（"-%% .），男，安徽怀宁人，工学硕士 )

姬松茸深层发酵培养基的优化
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摘 要：通过姬松茸碳氮源筛选的单因素实验，确定玉米粉、蔗糖为碳源，豆粕粉、麸皮汁为氮源；

在此基础上，进行了碳氮源质量浓度及比例实验、摇瓶发酵正交实验，优化培养基配方，确定姬松

茸摇瓶发酵培养基的最佳配方为：玉米粉 " ) 3 4 5 67，蔗糖 $ ) 3 4 5 67，麸皮汁 $ ) 3 4 5 67，豆饼粉 ! ) $
4 5 67 )
关键词：姬松茸；深层发酵；培养基优化

中图分类号：8 0"3 文献标识码：9

780+9+:&0+"% "( ;#<9.$3.6 =.$9.%0&0+"% >.6+#9
"( !"#$%&’( )*#+,% >#$+’’

:9*; 7<,=>?@A4， ;B :@A=C<A4
（DE?’’( ’F G’’6 DE<@AE@ HA6 I@E?A’(’4C，D’,J?@KA LHA4JM@ BA<N@K><JC，:,O< !"#$/2，P?<AH）

?</0$&@0：QA ’K6@K J’ >EK@@A<A4 HA ’RJ<S,S E,(J,K<A4 S@6<,S ’F !"#$%&’( )*#+,%（9TU），><A4(@ FHEJ’K
J@>J <A E,(J,K<A4 ,J@A><( VH> EHKK<@6 ’,J ) I?@ K@>,(J> >?’V@6 J?HJ SH<M@ R’V6@K HA6 >,EK’>@ V@K@ 4’’6
EHKT’A >’,KE@>，HA6 >’CT@HA R’V6@K HA6 V?@HJ TKHA @OJKHEJ> V@K@ A<JK’4@A >’,KE@>) I?@A，J?@<K E’A=
E@AJKHJ<’A> HA6 J?@ KHJ<’ ’F EHKT’A HA6 A<JK’4@A V@K@ 6<>E,>>@6) I?K’,4? ’KJ?’4’AH( J@>J，HA ’RJ<S,S
F’KS,(H F’K >,TS@K4@6 F@KS@AJHJ<’A VH> RK’R’>@6 H> F’((’V>：SH<M@ R’V6@K " ) 3W，>,EK’>@ $ ) 3W，
TKHA @OJKHEJ> $ ) 3W，>’CT@HA R’V6@K !W )
A.1 B"$6/：!"#$%&’( )*#+,% U,K<((；>,TS@K4@6 F@KS@AJHJ<’A；S@6<,S ’RJ<S<MHJ<’A

姬松茸又名巴西蘑菇（ !"#$%&’( )*#+,% U,K<((），
属伞菌目蘑菇科蘑菇属的大型食用真菌，分布于南

美洲的巴西、秘鲁等地，"-23年传入日本，经人工栽
培获得成功［"］) !$世纪 0$年代以来，日本科学家相
继发现巴西蘑菇中含有多种生物活性物质，在抗肿

瘤、抗病毒、提高机体免疫功能等方面均有较好功

效，尤其在抗肿瘤方面效果显著，活性高于其它食

用菌 )以巴西蘑菇多糖或蛋白多糖为样品注入小鼠
体内，发现其对某些肿瘤的抑瘤率可以达到 -$W左
右［!，/］)目前，巴西蘑菇仍局限于固体栽培，液态深

层发酵报道较少，但是灵芝、香菇等食用菌的液态

深层发酵技术已经实现工业化生产，获得显著的经

济效益 )作者对姬松茸液态深层发酵的培养基进行
了优化筛选，成功进行了姬松茸的液体培养 )

C 材料与方法

C D C 菌种
姬松茸斜面菌种，市售，作者所在实验室保存 )

C D E 材料
葡萄糖，甘露糖，半乳糖，乳糖，麦芽糖，果糖，
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木糖，鼠李糖，阿拉伯糖，蔗糖，棉籽糖，硫酸铵，硝

酸钠，磷酸二氢钾，硫酸镁均为国产分析纯试剂；酵

母膏，牛肉膏，蛋白胨，维生素 !" 为生化试剂；可溶
性淀粉，蔗糖（用于二级摇瓶）为化学纯试剂；玉米

粉，豆饼粉过 #$目筛；麸皮汁为麸皮煮沸 %$ &’(后
用 #层纱布过滤制得 )
! " # 主要仪器

*+,-./-01型高压蒸汽消毒器，无锡第二医疗
器械厂产品；+*-23-"4 型超净无菌工作台，苏州安
泰空气技术有限公司产品；+5-%6$7型生化培养箱，
南京实验仪器厂产品；89:-!型恒温调速摇床柜，
上海欣蕊自动化设备有限公司产品；;</-% 型离心
机，北京医用离心机厂产品；"$"-" 型电热鼓风干燥
箱，上海沪南科学仪器联营厂产品；06%型紫外分光
光度计，上海精密科学仪器有限公司产品；1%$+ 型
酸度计，梅德勒托利多仪器（上海）有限公司产品；

47"$$/型电子天平，上海精密科学仪器有限公司
产品 )
! " $ 实验方法
! )$ )! 培养基的配制
综合 5<7 培养基（= > ?;）：土豆汁 %$，葡萄糖

% )$，麸皮汁 " ) $，酵母膏 $ ) %，蛋白胨 $ ) %，@8%5A/

$ ) %，B=+A/ $ ) " )
发酵基础培养基（= > ?;）：葡萄糖 %，蛋白胨$ ) /，

@8%5A/ $ ) %，B=+A/ $ ) "，C!" $ ) $6；添加 %D琼脂 )
一级种子培养基（= > ?;）：玉米粉 " ) $，葡萄糖

" ) $，麦芽糖 " ) $，麸皮汁 " ) $，蛋白胨$ ) %，酵母膏
$ ) % )
二级发酵培养基（= > ?;）：玉米粉 " ) $ E % ) $，麸

皮汁 $ E " ) $，蔗糖 $ E " ) $，豆饼粉 " ) $ E % ) $ )
! )$ )% 培养方法

"）斜面培养：用接种铲从试管母种中切出蚕豆
大小的菌丝块接种于空白斜面的中部，于 %6 F活
化培养 6 ?)

%）一级种子培养：将已经活化的斜面菌种用接
种铲切成黄豆大小的菌丝块，接种于液体种子培养

基中，每 "$$ &; 接种 6 块，6$$ &; 三角瓶装培养
基 "$$ &;，自然 G8 值 )于 %6 F，"#$ H > &’(，培养
/ ?)

1）二级摇瓶培养：将已经培养约 / ?的一级摇
瓶种子以 "$D接种量接入装液量为 "$$ &;的 %6$
&;三角瓶中，自然 G8)于 %6 F，"#$ H > &’(摇瓶培
养 / ?)

/）碳源利用实验：用果糖、麦芽糖、蔗糖、半乳
糖、乳糖、阿拉伯糖、棉籽糖、可溶性淀粉、玉米粉代

替基础培养基中的葡萄糖，在直径 I J&的培养皿中
%# F条件下进行生长实验，培养 / ?后记录其菌落
直径及菌丝密度 )

6）氮源利用实验：采用以上的基础培养基，分
别以酵母膏、牛肉膏、蛋白胨、硫酸铵、硝酸钠、麸

皮、米糠、豆饼粉为氮源，在直径 I J& 培养皿中
%# F条件下进行培养，/ ?后记录其菌落直径及其
菌丝密度 )

#）碳氮源质量浓度及碳氮比实验：采用以上的
二级摇瓶实验培养方法 )

0）正交实验：采用二级摇瓶实验培养方法 )
! )$ )# 测定方法

"）菌丝干重测定：取 "$$ &; 发酵液用 / 层纱
布过滤后，用自来水洗涤 1 次，再用蒸馏水洗涤 "
次，然后将菌丝在 #$ F下烘 "% K称重 )

%）胞外多糖的测定：取 "$$ &;发酵液于 1 $$$
H > &’(下离心 "$ &’(，于上清液中加入 1 倍体积的
乙醇，置冰箱中过夜，然后离心取沉淀得粗多糖，#$
F烘干后，用电子天平称重 )

1）还原糖测定：采用 1，6-二硝基水杨酸法［/］)

% 结果与分析

% " ! 单因素实验筛选最佳碳氮源
% )! )! 姬松茸对不同的碳源利用实验
不同的碳源对姬松茸菌丝生长促进的作用不

一致，实验结果见表 " )
表 ! 碳源对姬松茸菌丝生长的影响

&’("! &)* *++*,-. /+ ,’0(/1 ./20,* /1 30/4513

!
!!!

/+ 6(7

碳源
菌落直
径 > J&

菌丝
密度

碳源
菌落直
径 > J&

菌丝

!
!!

密度

葡萄糖 6 ) # L L L L 乳糖

!
!!

1 ) . L L L

果糖 6 ) 0 L L L 阿拉伯糖

!
!!

6 ) $ L

麦芽糖 # ) 6 L L L L L 棉子糖

!
!!

# ) % L L L

蔗糖 # ) 1 L L L 可溶性淀粉

!
!!

# ) 1 L L L L

半乳糖 6 ) $ L L 玉米粉 # ) . L L L L L

从表 "实验结果看来，姬松茸对单糖、双糖、寡
糖以及多糖均能利用 )对醛糖和酮糖的利用情况没
有显著差异，单糖中的葡萄糖、果糖均是姬松茸菌

丝生长的良好碳源，双糖中的麦芽糖是姬松茸的优

良碳源，能显著促进姬松茸的生长，其中玉米粉、麦

芽糖的菌落半径明显大于乳糖、半乳糖等的菌落半

径 )就菌丝密度看来，以玉米粉、麦芽糖为最好，果
糖、半乳糖、乳糖、阿拉伯糖则较差 )综合考虑菌丝
生长速度、菌丝密度以及生产成本等因素，选用玉
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米粉及蔗糖作为姬松茸的生长碳源 !
! !" !! 姬松茸对不同的氮源利用实验
不同氮源对姬松茸菌丝体生长有不同程度的

促进作用，结果如表 " !
表 ! 氮源对姬松茸菌丝体生长的影响

#$%&! #’( ())(*+, -) ./+0-1(. ,-20*( -. 10-3/.1

!
!!!

-) 4%5

氮源
菌落直
径 # $%

菌丝
密度

氮源
菌落直
径 # $%

菌丝

!
!!

密度

酵母膏 & ! ’ ( ( ( ( ( 硝酸钠

!
!!

) ! & (

牛肉膏 * ! * ( ( ( ( 麸皮

!
!!

* ! " ( ( ( (

蛋白胨 * ! + ( ( ( ( 米糠

!
!!

* ! + ( ( (

硫酸铵 , ! " ( ( 豆饼粉 * ! & ( ( ( (

同灵芝、灰树花等其它食用菌一样，姬松茸对

有机氮源的利用优于无机氮源，有机氮源中的酵母

膏、牛肉膏、蛋白胨等有机复合氮源的利用情况较

好 !此外，对豆饼粉、麸皮等天然氮源的利用情况也
较好 !综合评价姬松茸对各氮源的利用情况，酵母
膏、豆饼粉最好，牛肉膏、蛋白胨、麸皮次之，米糠较

差，硫酸铵、硝酸钾最差 !实验选用廉价的豆饼粉、
麸皮作为姬松茸发酵的氮源 !
! & ! 碳氮源质量浓度及碳氮比实验
碳、氮源的质量浓度直接影响到微生物的营养

需求及代谢产物对微生物的生长抑制等 !如氮源过
多会引起菌丝生长过于旺盛，不利于代谢产物的积

累；碳源不足，又容易引起菌体衰老和自溶［&］!此
外，食用菌的深层发酵还要考虑到培养基的粘度，

微生物的质量浓度过大，易造成溶氧不足 !碳氮源
比会改变微生物的代谢流向从而对微生物的生长

造成影响 !为便于计算及排除其它因素的干扰，采
用葡萄糖 " - # ./，) - # ./，, - # ./；蛋白胨+ ! " - # ./，
+ ! , - # ./，+ ! * - # ./ 的质量浓度梯度，再外加磷酸
二氢钾 + ! " - # ./，硫酸镁 + ! 0 - # ./，进行碳氮源质
量浓度及碳氮源质量浓度比实验，结果见表 ) !
从表 )可以看出，姬松茸在碳氮源质量浓度比

为 & 1 0时，较有利于姬松茸的生长，当碳源质量浓
度由 " - # ./到 ) - # ./、相应的氮源质量浓度由 + ! ,
- # ./变成 + ! * - # ./ 时，姬松茸的生物量没有同比
增长，说明姬松茸的碳源质量浓度达到 " - # ./以上
时，姬松茸的生长就要受到一定的限制 !当碳源质
量浓度过低时，菌丝生长受阻；而碳源质量浓度过

高时，则粘度增加，减少了培养基中的溶氧，也会使

菌丝生长受到影响 !进一步优化实验碳源的质量浓
度，选择在 " 2 ) - # ./之间较为合适，此实验结果和
潘继红等研究结果相似［*］!

表 6 碳氮源质量浓度及碳氮比对姬松茸液态深层发酵的
影响

#$%& 6 #’( ())(*+, -) +’( *-.*(.+0$+/-. $.7 +’( 0$+/- -) 8、9
-. +’( ,2%:(01(7 )(0:(.+$+/-. -) 4%5

实验号
葡萄糖
质量浓度 #
（- # ./）

蛋白胨
质量浓度 #
（- # ./）

生物量 # -

0 " ! + + ! " + ! )**

" " ! + + ! , + ! ,,0

) " ! + + ! * + ! ,"0

, ) ! + + ! " + ! )*’

& ) ! + + ! , + ! )’0

* ) ! + + ! * + ! &)*

3 , ! + + ! " + ! ),4

’ , ! + + ! , + ! ,"&

4 , ! + + ! * + ! &",

! & 6 正交实验优化培养基的组成
以上的单因子实验初步表明，玉米粉、蔗糖、豆

饼粉、麸皮汁为姬松茸生长的较佳营养因子，可以

促进姬松茸在固体培养基中的生长 !为了考察这些
因子的协同作用，以及在液体培养时的生长利用状

况，选用玉米粉、蔗糖、豆粕粉和麸皮汁等 , 个因
子，各取 )个水平，在摇瓶中进行 /4（),）正交实验，
其实验设计与分析结果见表 , 和表 & 以及图 0、
图 " !

表 ; 正交实验因子 <=（6;）水平表

#$%&; #’( )$*+-0, $.7 >(?(> -) -0+’-1-.$> +(,+

水平
玉米粉
质量浓度
! #（- # ./）

蔗 糖
质量浓度
" #（- # ./）

麸皮汁
质量浓度
# #（- # ./）

豆饼粉
质量浓度
$ #（- # ./）

0 0 + + 0

" 0 ! & + ! & + ! & 0 ! &

) " ! + 0 ! + 0 ! + " ! +

从极差分析结果来看，豆饼粉对生物量的影响

最为显著，玉米粉对生物量的增加影响次之；当玉

米粉由 0 - # ./ 增加到 " - # ./ 时，生物量增加了
+ ! 0’3 -，即增加部分的转化效率为 0’ ! 35 !蔗糖有
先增加后下降的趋势，这可能是由于当蔗糖增加到

一定的程度，碳源含量过高，或碳氮源质量浓度比

不适宜，影响了它的生长 !麸皮汁质量浓度当增加
到 + ! & - # ./后，其对增加生物量和胞外多糖的贡献
就变得不明显 !因为实验培养基所选用的玉米粉和
豆饼粉溶解性差、粘度大，当质量浓度增加到一定

值时，造成培养基溶氧下降，使菌丝生长受阻，所以

出现了生物量先上升，后反而下降的情况 !从减小
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培养液的粘度考虑，同时考虑到蔗糖是速效碳源，

可用部分蔗糖代替玉米粉作为碳源 !再结合前面的
可溶性碳氮源的质量浓度比实验，选定姬松茸的二

级摇瓶最佳配方为：玉米粉 " ! # $ % &’，蔗糖 ( ! #
$ % &’，麸皮汁 ( ! # $ % &’，豆饼粉 ) $ % &’ !

表 ! 正交实验结果与分析
"#$%! "&’ (’)*+,) #-. #-#+/)0) 12 1(,&131-#+ ,’),

实验

号

因 素

! " # $

菌丝干
重 %
（$ % &’）

胞外多糖
质量浓度 %
（$ % &’）

" " " " " ( ! *#+ ( ! ")#

) " ) ) ) " ! "+" ( ! "+,

- " - - - " ! )./ ( ! ".*

/ ) " ) - " ! -)+ ( ! ",/

# ) ) - " " ! (#. ( ! "#.

+ ) - " ) " ! "-/ ( ! "/)

. - " - ) " ! -(/ ( ! "*-

* - ) " - " ! /"+ ( ! )(/

, - - ) " " ! "-) ( ! "++

菌
丝
干
重

% " - &)," - &/*+ - &/(+ - &(/#

% ) - &#". - &+-/ - &+", - &#,,

% - - &*#) - &#/ - &+-# / &(")

’" " &(,. " &"+) " &"-# " &("#

’) " &".) " &)"" " &)(+ " &)((

’- " &)*/ " &"* " &)") " &--,

( ( ! "*. ( ! (/, ( ! (.+ ( ! -)-

胞
外
多
糖

% " ( &/.) ( &#() ( &/." ( &//*

% ) ( &/,- ( &#-( ( &#), ( &/,/

% - ( &##- ( &/*+ ( &#"* ( &#.+

’" ( &"#. ( &"+. ( &"#. ( &"/,

’) ( &"+/ ( &".. ( &".+ ( &"+#

’- ( &"*/ ( &"+) ( &".- ( &",)

( ( ! (). ( ! ("# ( ! (", ( ! (/-

图 4 实验因素与指标趋势
503% 4 622’7,) 12 2#7,1() 1- $018#))

图 9 实验因素与指标趋势
503% 9 622’7,) 12 2#7,1() 1- ’:,(#7’++*+#( ;1+/)#77&#(0.’)

< 结 论

"）用廉价的玉米粉、蔗糖、豆饼粉、麸皮为原料
进行姬松茸的液体培养，用二级摇瓶筛选的最佳配

方，在自然 01值、"+( 2 % 345、)+ 6条件下培养 / &，
生物量可以达到 " ! /- $ % &’，胞外粗多糖达 ( ! "+.
$ % &’ !

)）培养基筛选实验所选用的摇瓶发酵培养条
件，如 01值、温度、装液量、摇瓶转速需通过实验进
一步优化选择 !

-）在姬松茸的液态培养过程中，培养基筛选的
参考指标为生物量和胞外粗多糖，因为多糖是姬松

茸中的主要活性物质，培养基的优化应围绕促进多

糖的生物合成展开 !
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