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摘 要：以羊肚茵为材料，研究了发酵过程中碳源、氮源、无机盐、培养条件对茵丝体生物量、胞外

多糖的影响，以及发酵过程中菌丝体生物量、胞外多糖、总糖及还原糖质量浓度、培养基pH值的动

态变化，并在此基础上确定了羊肚茵液体深层发酵的最佳条件。结果表明：羊肚菌液体深层发酵

的最优培养基配比为：玉米粉4．0 g／dL、葡萄糖1．0 g／dL、黄豆粉2．0 g／dL、酵母粉0．3 g／dL、

KH2PO。0．2 g／dL、MgS040．1 g／dL、CaS040．1 g／dL；最优培养条件为：24℃，起始pH 5．8，250

mL的摇瓶装液量为100 mL，接种量10 mL，摇瓶转速140 r／min，发酵时间为108 h。
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Study on Liquid Fermentation Technology of Morchella esculenta

()U Chao， WANG Di， ZHANG Zhao—xuan，LI Zheng—peng， CAI Yong-ping， LIN Yi

(School of Lire Science，Anhui Agricultural University，Hefei 230036，China)

Abstract：The effect of nutritional and enviromental conditions on polysaccharide production by

morchella escutenta in liquid fermentation were determined．The optimal results was as follow：

corn powder 4．0 g／dL，glucose 1．0 g／dL，soybean powder 2．0 g／dL，yeast extract 0．3 g／dL，

KH2P040．2 g／dL，MgS040．1 g／dL，CaS040．1 g／dL，temperature 24℃，initial pH 5．8，liquid

volumes 100 mL／250 mL，inoculation volume 10 mL，shaking rate 140 r／min，fermentation time

108 h．

Key words：Morchella esculenta；liquid fermentation； mycelial biomass； extracellular

polysaccharide

羊肚菌(Morchella esculenta)，俗称羊肚蘑、羊

肚菜、阳雀菌等，属子囊菌亚门(Ascomycotina)，盘

菌目(Pezizales)，羊肚菌科(Morchellaceae)，羊肚菌

属(Morchella)E¨。羊肚菌营养丰富，其氨基酸含量

为各食用菌之首。羊肚菌多糖是其主要药用成分

之一，具有增强肌体免疫力、促进副肾皮激素的分

泌、降低胆固醇、预防动脉硬化、抗疲劳、抗病毒、抑

制肌癌一180等诸多作用[z-s]。由于在食用、药用等

方面的重要价值，羊肚菌深受各国消费者的青睐，

国内外市场一直很好。但因气候、海拔、温度、湿
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度、土壤等环境因素的影响，其野生产量极低，且不

能完全进行人工栽培，故价格十分昂贵邸-8]。

羊肚菌多糖可以通过深层发酵生产，具有菌丝

体增殖快、产量大、生产周期短等优点，且不受环境

因素的影响。以深层发酵获得的菌丝体和发酵液

为原料提取羊肚菌多糖，可以显著降低成本，提高

生产效率，适合工业化生产四]。作者对羊肚菌的液

体深层发酵工艺进行了初步研究，以期为羊肚菌的

进一步开发提供科学依据。

1材料与方法

1．1 材料

1．1．1 菌种 羊肚菌(Morchella esculenta)，由安

徽农业大学食用菌研究所提供。

1．1．2培养基

1)斜面培养基(组分g／dL)：马铃薯20，葡萄糖

2，蛋白胨0．3，琼脂1．8，KH。PO。o．1，MgSO。0．3。

2)液体种子培养基(组分g／dL)：葡萄糖2，蛋

白胨0．2，酵母膏0．1，MgSO。0．1，KH2P04 0．046，

K2HP040．1。

3)发酵基础培养基(组分g／dL)：葡萄糖4，蛋

白胨0．5，KH2P040．15，MgSO。0．075。

1．2实验方法

1．2．1摇瓶培养从已活化的斜面上挑取两小块

0．5 C1T12的菌丝体，接入到装有100 mL液体种子培

养基的250 mL的三角瓶中，置于25℃的摇床上

培养4～5 d。按体积分数10％的接种量，将i0 m'l。

摇瓶种子液接人到装有i00 mL发酵培养基的250

mL的三角瓶中，25℃、150 r／min条件下，摇瓶培

养5 d。

1．2．2碳源、氮源的单因素筛选试验

1)碳源筛选实验：在基础培养基中分别以4 g／

dL的玉米粉、可溶性淀粉、蔗糖、麦芽糖、果糖代替

葡萄糖作为碳源；

2)氮源筛选实验：在基础培养基中分别以黄豆

粉、酵母粉、麸皮、硝酸铵、氯化铵代替蛋白胨作为

氮源，其添加量根据各自的全氮含量相对于0．5 g／

dL蛋白胨的全氮量折合而成。玉米粉、黄豆粉均需

煮沸取汁，其他条件与基础发酵培养基相同，设3

个重复，进行摇瓶发酵。

1．2．3碳源、氮源正交试验根据碳、氮源的单因

素筛选试验的结果，选择较好的碳源、氮源各2个，

设计L。(34)正交试验，发酵条件与上述相同，设3

个重复，见表1。

1．2．4无机盐正交试验 在最佳碳、氮源培养基

的基础上，选用KH2 P04、MgS04、CaSO。、ZnSO。，

设计L。(34)正交试验，发酵条件相同，设3个重复，

见表2。

表1碳源、氮源正交试验设计表

Tab．1 Scheme of carbon and nitrogen sources in orthogonal

experiment

表2无机盐正交试验设计表

Tab．2 Scheme of inorganic salt in orthogonal experiment

1．2．5液体发酵条件的优化 在确定最佳发酵培

养基成分的基础上，设计不同温度、pH值、装液量、

接种量和转速，进行单因素试验，测定菌丝体生长

量、胞外多糖质量浓度，从而确定最佳发酵条件，设

3个重复，见表3。

表3发酵条件优化设计表

Tab．3 Scheme of optimization for fermentation conditions
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1．3测定方法

1．3．1 茵丝体生物量的测定 将发酵醪过滤，滤

液留用，所得菌丝体用蒸馏水反复洗涤，置于60℃

干燥箱中烘干并称重[1⋯。

1．3．2胞外多糖的测定取30 mL过滤所得的滤

液，4 500 r／min下离心20 rain，取上清液加3倍体

积(即90 mL)的无水乙醇，置冰箱中24 h后，再于

4 500 r／min下离心20 rain，去上清液，沉淀溶于一

定量去离子水中稀释，用硫酸苯酚法测定胞外多糖

含量D1]。

1．3．3总糖及还原糖的测定

1)总糖测定：取滤液5 mL，加入6 mol／L的盐

酸10 mL，水5 ml。，沸水浴30 rain后，加入6 mol／L

的氢氧化钠溶液调pH至中性，稀释，定容，过滤，用

3，5-二硝基水杨酸法(DNS)测定n⋯。

2)还原糖测定：取滤液10 mL，再加水10 mL

摇匀后，50℃保温30 rain，定容，过滤，用3，5一二硝

基水杨酸法(DNS)测定[1“。

1．3．4 pH值的测定 用S-20型数显酸度计检

测。

2结果与分析

2．1碳源对羊肚菌深层发酵的影响

由图1可知，6种碳源均可被羊肚菌菌丝体利

用，说明羊肚菌对碳源的要求并不苛刻，既能利用

成分复杂的复合碳源，也能利用单糖和双糖等小分

子碳源。其中以玉米粉和葡萄糖为碳源时，菌丝体

生物量最高，其次为可溶性淀粉、麦芽糖和蔗糖，果

糖最少；对胞外多糖而言，玉米粉、葡萄糖和可溶性

淀粉最好，其次为蔗糖、麦芽糖和果糖。综合评比，

玉米粉、葡萄糖和可溶性淀粉较好。但考虑到玉米

粉价格低廉，且来源方便；同时葡萄糖作为一个速

效碳源，可被菌体直接利用，能够缩短发酵延迟期。

故选用玉米粉、葡萄糖作为正交试验的碳源。

2．2 氮源对羊肚菌深层发酵的影响

从图2可以看出，羊肚菌在含酵母粉、黄豆粉、

蛋白胨、麸皮的培养基中均能很好生长，而在含氯

化铵、硝酸铵的培养基中生长不良，说明羊肚菌对

有机氮的利用比无机氮好。其中以酵母粉作为氮

源时，菌丝体生物量和胞外多糖质量浓度均最高，

黄豆粉次之。考虑到生产成本，黄豆粉来源方便，

价格低廉，同时酵母粉作为生长因子有利于菌丝体

的生长，缩短发酵周期。因此，选择黄豆粉和酵母

粉作为氮源进行正交试验。
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图1 碳源对羊肚菌液体发酵的影响

Fig．1 Effect of carbon sources oil liquid fermentation of

Morchella
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的影响最大，KH。PO。质量浓度对胞外多糖质量浓

度的影响最大。以菌丝体生物量为指标进行衡量，

应该选择A：B。c2 D，；以胞外多糖质量浓度为指标

进行衡量，该选择A。B。C。D。。由于C(CaSO。)的影

响较小，故A。B：C2D，、A。B。C，D，相差不大，最终决

定选择无机盐的配比为：A：B。C，D，，即KH。PO。0．2

g／dL，MgSO。0．1 g／dL，CaSO。0．1 g／dL。

表4碳、氮源正交试验结果的极差分析

Tab．4 Results of orthogonal experiment on carbon and nitrogen sources

表5无机盐正交试验结果的极差分析

Tab．5 Results of orthogonal experiment on inorganic salt
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2．5 温度对羊肚菌深层发酵的影响

‘分别在20、22、24、26、28℃下培养，结果发现

羊肚菌在20～28℃内均能生长，见图3。温度较

低，生长较慢；在24～28℃时，羊肚菌菌丝体生长

均较好，没有明显差别。24℃时胞外多糖得率最

高，温度过高，胞外多糖质量浓度反而下降。因此，

确定羊肚菌最佳培养温度为24℃。
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图3温度对羊肚菌深层发酵的影响

Fig．3 Effect of temperature on liquid fermentation of

Morchella

2．6起始pH值对羊肚菌深层发酵的影响

用1 mol／L NaOH和1 mol／L HCl调节发酵

培养基的pH值，分别为4．5，5．0，5．5，6．0，6．5，

7．0。图4为起始pH值的选择结果，pH 5．5时可

促进菌丝体的生长，pH 6．0时有利于胞外多糖的

生成，而发酵培养基的自然pH值偏酸，约为5．8，

因此采用培养基的自然pH值5．8即可。

圈4初始pH值对羊肚菌深层发酵的影响

Fig．4 Effect of initial pH on liquid fermentation of

Morchella

2．7接种量对羊肚茵深层发酵的影响

图5为接种量的选择结果。接种量为15、20

mL时，发酵前期菌丝体生长过于旺盛，培养基营养

成分迅速消耗，导致发酵后期菌丝体生长缓慢，不

利于代谢产物多糖的生成；而接种量为10 mL时，

对菌丝体和多糖有明显促进作用，故接种量选择

10 mI。。

2．8装液量对羊肚菌深层发酵的影响

由图6可以看出，250 mL的三角瓶中，装液量

为100 mL时，胞外多糖质量浓度最高；但在装液量

为120 mL时，菌丝体生物量最高。可能是由于装

液量太高时，虽然胞外多糖质量浓度较高，但单位

体积的得率反而减少。考虑到菌丝体生物量和胞

外多糖的质量浓度，故装液量选择100 mL。
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图5接种量对羊肚菌深层发酵的影响

Fig．5 Effect of inoculation volume on liquid fermenta—

tion of Morchella
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图6装液量对羊肚菌深层发酵的影晌

Fig．6 Effect of liquid volumes on liquid fermentation of

Morchella

2．9摇床转数对羊肚菌深层发酵的影响

摇床转速对菌丝生长状态和菌丝球的形成有

明显作用。转速小时，菌丝体趋于分散生长，有利

于形成更多新的生长点，但不利于通氧，因此菌丝

体生长缓慢。转速较大时，通气量大，溶解氧增多，

菌丝体生长量增多，菌球直径变小，胞外多糖产量

也增加。当转速过快时，菌丝缠绕过密，形成球、块

状，同样不利于菌丝体生长。从图7可以看出，当

转速为160 r／rain时，菌丝体生物量最大，但胞外多

糖得率在140 r／min时达到最大。其原因可能是由

于较高的转速导致发酵液流速较大，对成型的菌丝

球产生的剪切力太大，从而导致胞外多糖的积累减

少，故最终转速选择140 r／min。

2．10羊肚菌摇瓶发酵过程中的动态变化

按照筛选出来的发酵培养基和培养条件进行

摇瓶发酵，每隔12 h取样测定生物量，胞外多糖、总

糖及还原糖质量浓度、培养基pH值。经过120 h

的发酵，得出以上几个参数的变化曲线，见图8～
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10。结果表明：0一--48 h为延滞期，48～96 h为对数

期，以后进入稳定期和衰亡期。菌丝体生物量在

108 h达到峰值，在衰亡期开始自溶，生物量开始下

降；胞外多糖质量浓度仍有增长的趋势，可能是菌

丝体自溶后释放多糖到培养基中所致。pH值变化

曲线为先降后升，但一直都保持在5．5～6．0之间，

这一数值正是羊肚菌生长的适宜pH值的范围。从

胞外多糖质量浓度的变化曲线可以看出，发酵液中

总糖质量浓度在96 h时达到最低，可以初步确定

108 h左右为发酵的终点时间。
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图7摇床转数对羊肚菌深层发酵的影响

Fig．7 Effect of rotation rate on liquid fermentation of

Morchella
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圈8摇瓶发酵过程中羊肚茵的生长曲线

Fig．8 Time-course of Morchella growth in the liquid

fermentation

图9摇瓶发酵过程中pH变化曲线

Fig．9 Time-course of pH in the liquid fermentation
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图lO摇瓶发酵过程中总糖和还原糖的变化曲线

Fig．10 Time course of sugar concentration in the liquid

fermentation

3 讨 论

碳源是发酵培养基的基础，既是菌丝体细胞结

构的重要组成部分，又是菌丝体产生各种代谢产物

和细胞内贮藏物质的主要原料。通过单因素试验，

发现玉米粉和葡萄糖是很好的碳源。特别是玉米

粉，生产成本低且含有多种复合因子，营养成分丰

富，能增加培养基的粘度，使菌丝球的直径较小，数

量增多，加大其与培养基中营养物质和氧气的接触

面积，有利于菌丝体的生长。玉米粉中的主要碳源

成分是淀粉，只有在菌丝体分泌胞外酶的作用下降

解后，才能被利用；而葡萄糖可缩短发酵延迟期，但

其组分单一，不利于菌丝体在对数期的生长，其价

格也较高，不适合大规模的工业生产，因此结合它

们的特点，选用葡萄糖与玉米粉作为正交设计的

碳源。

氮源是构成菌丝体氨基酸、蛋白质、核酸的重

要物质，可分为有机氮和无机氮两类。大部分真菌

都能很好地利用有机氮，而对无机氮的利用较差。

单因素试验证明，酵母粉和黄豆粉是很好的氮源。

酵母粉对菌丝体的生长有促进作用，但作为生化试

剂，价格较高，因此在正交设计时仅作为辅助因子，

加入少量即可。黄豆粉作为一种复合氮源，来源方

便，价格低廉，故作为羊肚菌液体发酵的主要氮源。

曾有文献报道酵母提取液会抑制羊肚菌的生长，但

作者选用酵母粉作为生长因子，对羊肚菌的液体发

酵有明显的促进作用。

真菌在深层培养中需要少量的无机盐和微量

元素，有的是细胞的重要组成成分，有的在调节细

胞膜透性和酶活性方面起重要的作用。结果表明，

添加微量的锌盐对菌丝体生物量和胞外多糖的产

生反而有抑制作用，原因可能是在玉米粉和黄豆粉

中已含有羊肚菌菌丝体生长所需的锌量。

对发酵条件的研究发现，羊肚菌生长的适宜
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pH值在6．0左右。所配制的发酵培养基的pH为

5．8，基本适应发酵要求。羊肚菌深层培养的最适

温度是24。C，比自然界中菌丝体生长的适宜温度

高出10℃左右。

摇瓶发酵的动态变化中，菌丝体生物量在108

h达到峰值，即17．34 mg／mL，而在120 h时胞外多

糖质量浓度仍有增长趋势，可能是由于菌丝体自溶

导致。若不考虑其他条件，预计1 L发酵液可得

17．34 g干菌丝体和1．81 g胞外多糖。当然在发酵

罐中进行实际生产时，还可以进行补料分批发酵等

方法的改进，而且还要综合考虑其他条件，所以在

菌丝体和胞外多糖的产量上还有很大的提高空间。

从发酵参数的变化来看，总糖质量浓度在96 h达到
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4 结 论

羊肚菌深层发酵的最佳碳源为玉米粉+葡萄

糖，最佳氮源为黄豆粉+酵母粉。发酵的最优培养

基组成为：玉米粉4．0 g／dL，葡萄糖1．0 g／dL，黄豆
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MgSO。0．1 g／dI。，CaSO。0．1 g／dL；最优培养条件

为：24℃，起始pH 5．8，摇瓶装液量为100 mL／250

mL，接种量10 mL，摇床转数140 r／min，发酵时间

为108 h。
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