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牛肝菌生长与发酵主要影响因子的鉴别
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摘 要：采用Plackett-Burman设计法，分别研究了影响牛肝茵(Boletus sp．)ACCC 50328菌丝生

长和发酵产糖的21个相关因素．结果表明，影响牛肝菌ACCC 50328菌株茵丝生长速度的主要因

子为葡萄糖、麦芽糖、酵母膏、KH2PO。、(NH。)。SO。、FeSO。、发酵温度、发酵时间及装液量；影响该

菌株胞外多糖含量的主要因子为麦芽糖、酵母膏、(NH。)2SO。、CuSO。·5H。O、FeS0。和发酵时间．
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Abstract：Mycelium biomass and polysaccharide accumulation in submerged fermentation by

Boletus sp．ACCC 50328 are strongly influenced by many internal and external factors，namely

medium constituents and fermentation conditions．the Plackett—Burman technique was applied in

the present investigation to design experiments，build models，and evaluate importance of the

twenty～one selected factors．By the statistical regression analysis，the significant factors affecting

the mycelium biomass and exop01ysaccharide yield in submerged fermentation of Boletus sp．

ACCC 50328 were：glucose，maltose，yeast、extract，potassium dihydrogen phosphate，

ammonium sulfate，ferrous sulfate，temperature，fermentation time and broth content；and

maltose，yeast extract，ammonium sulfate，copper sulfate pentahydrate，ferrous sulfate and

fermentation time，respectively．
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现代科学研究表明，真菌多糖具有多种多样的

生物学功能[1．2。，其生物活性物质既可存在于子实

体中，也可存在于培养菌丝体和发酵液中[3’引．真菌

尤其是高等担子菌已成为人们寻找生物活性物质
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的一个重要源泉‘5|．现今筛选并证实有抗肿瘤效应

的真菌种类及其数量业已远远超过其它生物种

类‘引．

深层发酵的内部环境(如培养基的组成、质量
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浓度等)及外界条件(如发酵温度、时间、接种量、通

气量等)将会严重制约微生物的生长与胞外产物的

积累，为了了解牛肝菌生长与发酵之间的相互关

系，提高胞外多糖含量，有必要对影响该菌生长和

产糖的关键因素进行优化．而在此之前，从众多的

相关影响因素中筛选出主要影响因子则是至关重

要的．传统的单次单因子(one-factor—at-a-time)优化

实验是通过保持其它因子水平不变，而研究其中一

个因子的变化规律时，这种方法当考察的因子较

多，需要太多的实验和较长的实验周期[7]，且对于

具有交互作用的多因子实验还可能导致不可靠的

甚至是错误的结论[8’9]．虽然全因子试验(Full fac—

torial design)可以解决这一问题，但由于该设计法

所需的试验次数为2”(九为试验因子数)，随着咒的

增加，试验次数呈指数增加，费时费力[1“11]．Plack—

ett—Burman设计(Plackett—Burman Design，PB)法

是一种经济而有效的两水平实验设计方法，该法主

因素为正交设计，两因素间的交互作用仅部分的与

主因素产生混淆E123，因此，可以利用最少次数的实

验对因子的主效应进行较为精确的估计．虽然该法

不能考察各因子之间的交互作用，但它可从众多的

考察因素中快速而有效地筛选出主要的影响因

子m]．这种设计方法已被广泛应用于实际研究

中[14,15]．

本研究采用Plackett-Burman设计法，从21个

相关因素中，成功地筛选出了影响牛肝菌菌丝生长

和产糖量的关键影响因素，为进一步优化培养基组

成及发酵条件提供理论基础与实践依据．

1材料与方法

1．1供试菌株

牛肝菌(Boletus sp．)ACCC 50328：购自中国

农业微生物菌种保藏中心．

1．2培养基

种子培养基：综合马铃薯培养基[16]；发酵培养

基：按照实验设计配制．

1．3菌种培养及接种

取斜面试管菌种点种于培养皿中，25℃培养

12 d后，取010 cm无菌打孔器从平板上打孔取块

(即菌丝蝶)，接种于盛有发酵液的250 mL三角瓶

中，接种量为1块150 mL发酵液．

1．4菌丝生长量及胞外多糖含量测定

至设计时间对发酵醪减压过滤，得菌丝体和滤

液．菌丝体80。C干燥至恒重称量，以菌丝干重

(mg／mL)发酵醪计．取滤液lO mL，采用Sevag法

脱蛋白至两相界面无膜出现为止(12次)，取2 mL

该脱蛋白液用自来水流水透析2 d，又用蒸馏水透

析2 d后，取出透析液定容至20 mL，采用文献[173

方法测定多糖质量浓度，以pg／mL发酵醪计．

1．5实验设计

根据真菌生长所需营养要素的基本原则及真

菌发酵影响因素的一般规律，结合相关文献报道[18]

与作者的前期实验，本研究选取的21个考察因素

及其代号、编码水平见表1，其响应值表示菌丝生长

量的菌丝干重(Dry Cell Weight，DCW)和胞外多糖

含量(Exopolysaccharide Content，EPC)．采用JMP

软件(version 4．0．5，SAS Institute Inc．)进行实验

设计、数据分析及模型的建立．

表1 实验因素水平及编码

Tab．1 Level and code of variables chosen for the Plackett-

Burman design

变量两等{等

注：表中自变量编码方程为：X；=(X；一X。)／AX。，其中Xr为

自变量编码值；X，为自变量实验水平实际值；X。为实验水平
中心点实际值；△Xf为单变量增量(Step change)．
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2结果与讨论

2．1牛肝菌菌丝生长量(DCW)主要影响因子确定

利用上述软件对表2中的DCW数据进行方差

分析表明，该数据具有统计学意义(P一0．002 o)．

通过逐步回归分析得牛肝菌菌丝生长量最优多元

线性回归方程(a--0．05)：

YDcw一1．476 4～0．087 ixl—0．189 3x2—

0．120 7x3—0．135 7x6十0．092 9x8+0．247 lxl3+

0．113 6x18+0．667 lxl9—0．292 9x20 (1)

式中‰w为DCW预测值；由自变量编码方程可知，
X。一(葡萄糖一15)／5，z。一(酵母膏一7．5)／2．5，

X。=(麦芽糖一15)／5，z。一(KH2PO。一1)／o．5，

z8一((NH4)2S04—1)／o．5，z13=(FeS04—

25)／15，X。8=(发酵温度--25．5)／1．5，X。。=(发酵

时间一7．5)／1．5，X。。一(装液量一75)／25．

对回归方程(1)进行方差分析表明，该方程极

显著(P<0．000 1)，而且各因子系数均有意义

(P<0．05)．其拟合优度可通过校正决定系数

(R盖。；)和相关系数(r)来体现，此方程聪aj值为
0．949 0，表明DCW 94．9％的变异分布在方程的9

个因子中，总变异中仅有5．1％不能由该模型来解

释；r一0．983 0表明，DCW的实测值与预测值(见

表2)之间具有较好的拟合度．

用此方程对牛肝菌DCW最佳预期值及合意性

进行分析，结果见图1．由该动态预测图可知，当葡

萄糖为10 g／L、酵母膏5 g／L、麦芽糖10 g／L、

KH2P04 0．5 g／L、(NH4)2 S04 5 g／L、FeS04

40 mg／L、装液量50 mL、发酵温度27℃、发酵时间

9 d时，牛肝菌DCW的预测值可达3．42 mg／mL发

酵醪，其概率为98％．也即欲得到较多的菌丝体，需

取上述前5个因素实验水平下限值和后4个因素实

验水平上限值．

表2 DCW和EPC的实验结果及预测值

Tab．2 Experimental and predicted values of DCW and EPC by Boletus sp．
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图1 牛肝菌菌丝干重最大预期值及合意性

Fig．1 Predicted value and desirability for DCW of Boletus sp．

2．2牛肝菌发酵胞外多糖(EPC)主要影响因子的

确定

方差分析表明，表2中牛肝菌EPC的实测值具

有统计学意义(P一0．001 o)．对EPC影响显著的

因子有酵母膏(P一0．000 4)、麦芽糖(P一

0．003 5)、(NH。)2S04(P一0．048 1)、FeS04(P一

0．013 2)、CuSO。·5H20(P一0．002 9)和发酵时

间(P<0．000 1)．通过逐步回归分析(口一0．05)，

牛肝菌发酵胞外多糖最优多元一次回归方程为

KPc一326．595 6+52．025 6x2+34．915 7x3+

18．568 2x8+36．259 3x12+

26．099 0x13+116．315 9x19 (2)

式中X。一(酵母膏一7．5)／2．5，z。一(麦芽糖一

15)／5，X8一((NH4)2S04—1．0)／0．5，X12=
649．01

窖610·78
凹

j四

嚣42．44

膝 1．00

0．98

摹

越
艟
≈Ⅱ0

(FeS04—75)／25，X13=(CuS04·5H20一25)／15，

z19一(发酵时间一7。5)／1．5．

上述方程(2)方差分析表明，此方程极显著

(P d0．000 1)，相关系数r值为0．975，表明EPC的

实测值与预测值间拟合度好，约有6％的实验数据

可变性不能用此模型解释(R炙ai一0．937)，而且各因

子系数均有意义(P<0．05)．方差分析表及方程系

数显著性检验表未显示．

牛肝菌EPC最佳预期值及合意性分析结果见

图2．由该动态预测图可知，当影响牛肝菌EPC的6

个关键因素皆为上限时，即酵母膏为10 g／L，麦芽

糖20 g／L，(NH4)2S04 1．5 g／L，CuS04·5H20 100

ptg／L，FeSO。40 mg／L，发酵9 d时，EPC预测可达

610．78肛g／mL发酵醪，其可能性约为98％．

卜——1 }。一,Ik I■一。 1
一 ／?

—兰≯。 ／．
”
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酵母膏 麦芽糖 (NH．)：SO． CuSO．·5H：O FeSO． 发酵时间

3 结 论

图2牛肝菌胞外粗多糖最大预期值及合意性

Fig．2 Predicted value and desirability for exopolysaccharide by Boletus sp．

综合分析牛肝菌ACCC 50328菌株DCW及

EPC的关键影响因素，可见在本次实验水平范围

内，影响该菌生长的主要因子与发酵胞外多糖的并

不完全相同；虽然低质量浓度有机碳源(葡萄糖10

g／L+麦芽糖10 g／L)和氮源(酵母膏5 g／L)对此

菌生长有促进作用，但却不利于糖的积累；欲提高

EPC，不仅要有较高质量浓度的麦芽糖(20 g／L)和
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酵母膏(10 g／L)，而且还须有一定量的Cu2+和

Fe2+，其中机理有待于进一步探讨；DCW及EPC

也有相同趋势效应的影响因素，如高质量浓度的速

效氮源((NH。)。SO。1．5 g／L)和长时间的培养(9 d)

即有利于菌丝量的增加又有利于糖的积累．

通过采用Plackett-Burman设计，仅用了28组

实验，即从21个相关因素中同时筛选出了影响牛
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