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羊肚菌培养条件响应面法优化
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工程系，安徽蚌埠233030)

摘 要：在Plackett—Burman实验设计结果基础上，采用响应曲面法对影响羊肚茵(Morchella gs—

culenta)AS51620菌株发酵胞外多糖与菌丝生长的培养条件(发酵温度、时间和装液量)进行了探

讨。结果表明，在培养温度为24～26 oC，培养时间为4．27～4．71 d和装液量为55～75 mL的条件

下，每毫升发酵液可获得胞外多糖产量达2 119．43肚g／mL；在培养温度为24．54～25．26℃，培养

时间为4--4．7 d和装液量为56～75 mL的条件下，获得的茵丝量不低于6．77 mg／mL。通过对胞

外多糖曲面方程以及菌丝干重二次多项回归方程求解得知，在培养温度为24．95℃，培养时间为

4．2 d和装液量为65．25 mL的工艺条件下，羊肚茵AS51620菌株发酵产生的胞外多糖和菌丝量

最大预测值为2 080．74弘g／mL和6．71 mg／mL。验证试验证实了该方程的预测值与实际值之间

具有较好的拟合度。
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Abstract：Response surface methodology(RSM)based on a three—level three—factor Box—Behnken

design of experiments was used tO optimize the extracellular polysaccharide content(EPC)and

the mycelium growth by submerged culture using Morchella esculenta AS51620．The key factors

selected for the investigation were temperature，culture time and medium volume，based on the

results of previous Plackett—Burman design．By analyzing the response surface plots，the

optimum ranges of fermentation temperature，time and medium volume for obtaining over 2

119．43 ug／mI，of EPC were in 24～26℃，4．27～4．71 d and 55．0～75．0 mL，respectively．

While for obtaining more than over 6．77 mg／mL of dry cell weight(DCW)，the parameters may

be at the range of 24．54～25．26℃，4～4．7 d and 56．0～75．0 mL，respectively．Based on the

analysis of the quadratic regression equations，a higher EPC concentration(2 080．74弘g／mL)and

DCW(6．71 mg／mL)were achieved at the condition of 24．95℃，4．2 d and 65．25 mI，．
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羊肚菌(Morchella esculenta)俗称羊肚蘑、羊

肚菜、阳雀菌等，属真菌中子囊菌亚门(Ascomyco-

tina)，盘菌目(Pezizales)，羊肚菌科(Morehel—

laceae)，羊肚菌属(Morchella)[1]。羊肚菌营养丰

富，其氨基酸含量为各食用菌之首，羊肚菌胞多糖

是其主要的有效成分之一，具有增强肌体免疫力、

抗疲劳、抗病毒、抑制肿瘤等诸多作用[2q]。野生羊

肚菌因气候、海拔、温度、湿度、土壤等环境因素影

响，产量极少，价格十分昂贵[4]，所以利用野生子实

体提取样羊肚菌胞外多糖不但成本极高，而且原料

来源有限，但羊肚菌胞外多糖可以通过深层发酵来

培养产生。深层发酵技术具有菌丝体增殖快、生产

周期短、产量大等优点[3]。以深层发酵羊肚菌菌丝

体和发酵液为主要原料提取羊肚菌胞外多糖可以

明显降低生产成本，提高效率。

Plackett—Burman(PB)设计法是基于不完全平

衡下的试验方法，用最少试验次数尽可能精确地估

计主效果因素。响应面方法(Response Surface

Methodology，RSM)是综合试验分析和数学建模

最经济合理的实验设计。它以回归法作为函数恒

算工具，通过多项式近似，把因子与试验结果(响应

值)的关系函数化，以此对因子进行面分析，研究因

子与响应值之间、因子与因子之间的相互关系，弥

补了以前在微生物培养基优化方面的不足[5]。因

此，近年来RSM日益受到重视，已在生物技术的众

多领域得到广泛应用r6。]。

为了提高羊肚菌胞外多糖含量和菌丝体量，作

者在Plackett—Burman实验基础上，采用RSM对影

响羊肚菌As51620菌株发酵胞外多糖的培养基关

键因素如发酵温度、时间和装液量的最佳水平进行

了探讨，为工业化发酵生产该多糖提供实验依据。

1材料与方法

1．1 供试菌种

羊肚菌As51620，购自中国农业微生物菌种保

藏中心。

1．2培养基及培养方法

1．2．1斜面培养基 采用PDA培养基。

1．2．2液体种子培养基蔗糖2 g／dL，酵母膏O．5

g／dI。，KH 2P040．05 g／dL，MgSOa·7H20 0．05 g／

dL，pH 5．5。500 mI。三角瓶每瓶装200 mL，121

℃灭菌30 min。在无菌室中将活化的菌种接种到

液体种子培养基中，22℃，180 r／min摇床培养3 d。

1．2．3摇瓶发酵培养基蔗糖4 g／dL，酵母膏0．5

g／dL，KH2P04 0．05 g／dL，尿素0．2 g／dL，pH

5．5。500 mL三角瓶每瓶装200 mL，121℃灭菌30

min。在无菌室中用灭过菌的吸管吸取摇床培养的

种子培养液30 mI。，加到盛有发酵培养基的250 mL

三角瓶中，在22℃，180 r／min摇床培养6 d。

1．3羊肚菌胞外多糖含量和菌丝得率的测定

取30 mL发酵液，3 000 r／min离心15 min。

上清液中加入3倍体积的乙醇，放人冰箱冷冻室

内，低温静置12 h，3 000 r／min离心15 min，弃去

上清液。将沉淀溶于20 mL去离子水中，移至

1 000 mL容量瓶中，用去离子水定容，再用硫酸一蒽

酮法测吸光值[1⋯，根据葡萄糖标准曲线计算出多糖

的质量浓度，以ptg／mL发酵液计。

取发酵液30 mL，在3 000 r／min下离心15

min，沉淀下槲菌丝用去离子水清洗2～3次，
80℃下烘干2 h至干透，然后用分析天平称重，以

mg／mL发酵液计。

1．4实验设计

Plackett—Buman实验结果表明，影响羊肚菌

As51620菌株发酵产生胞外多糖的主要外界因素为

培养温度、时间及装液量。采用Box—Behnken模型

对影响羊肚菌As51620菌株生长及发酵产生胞外

多糖的关键工艺参数进行最佳水平探索。所用软

件为Design-Expert7．0．2，响应值为胞外多糖质量

浓度(exopolysaccharide content，EPC)和菌丝干重

(dry cell weight，DCW)。

参照文献[11]进行Box—Behnken实验，以拟合

数据得到一个描述响应变量与自变量关系的二次

多项方程为：

Y—co+∑aiX。+∑biz。z， (1)
i一1 j≤‘

式中，y为预测响应值；z：和z，为自变量编码水平；

C。为常数项；a：为线性系数；b：，为二次项系数；咒为

因子数；z，与自变量真实值X，的关系为z。一(X：一

X。)／ax，，式中X。为实验中心点处自变量的真实

值，AX．为自变量变化步长。

按照Box—Behnken实验设计的要求，设发酵温

度、时间和装液量为自变量，分别为X，、X。和X。；

每一自变量的低、中、高实验水平分别以一1、O、1进

行编码，见表1所示。需要17组试验对式(1)的各

项回归系数进行回归拟合。

2结果与分析

2．1 模型方程的建立与显著性检验

实验设计及结果见表2。利用Design Expert

软件对表2数据进行二次多元回归拟合，获得了羊
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肚菌As51620菌株胞外多糖对自变量发酵温度、时

间和装液量的二次多项回归方程。

yEPc一2119．43—149．31xl+271．36x2--425．40x3～

306．50xlz2+415．55xlx3—261．33x2勘一

440．44xl 2—619．08x2 2—468．18x3
2

(2)

由该方程的方差分析可见，该模型极显著(P<

0．000 1)，失拟项不显著，模型的校正确定系数

(RAdj 2)为0．986 2，相关系数(r)为0．994 0，表明模

型能解释EPC响应值的变化，因而该模型与实际情

况拟合很好，可用于预测羊肚菌As51620菌株产生

胞外多糖的实际情况。由表3各项回归系数显著

性检验表明，各因素对EPC的曲面效应皆显著，培

养时间和装液量的线性效应显著，温度不显著，两

两交互效应显著。

表1 Box-Behnken设计试验因素水平及编码

Tab．1 Level and code of variables chosen for Box-Behnken

design

表2 Box-Behnken实验设计与结果

Tab．2 Box-Behnken design matrix along with the experimental and predicted values of EPC and DCW

交互作用

X。一发酵温度

X。一发酵时间

X。一装液量

Xl X2

Xl X3

XzX3

XI
2

X2
2

X3
2

2119．43

—149．31

271．36

—425．40

—306．50

415．55

—261-33

—440．44

—619．08

—468．18

35．57

28．12

28．12

28．12

39．77

39．77

39．77

38．76

38．76

38．76

178 400

589 100

1 448 000

375 800

690 700

273 200

816 800

1 614 000

922 900

178 400

589 lOO

1 448 000

375 800

690 700

273 200

816 800

1 614 000

922 900

28．20

93．14

228．88

59．41

109．20

43．19

129．13

255．13

145．91

0．00l 1

<0．000 i

<0．000 1

0．000 1

<0．000 1

0．000 3

<0．000 l

<0．000 1

<0．000 1

利用Design Expert软件对表2数据进行二次

多元回归拟合，获得了羊肚菌As51620菌株菌丝对

自变量发酵温度、时间和装液量的二次多项回归方

程。
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YI)cw一6．77+0．015x1+0．38x2—0．26x3—

0．15xlz2+0．24xlz3+0．007x223—

1．39x1 2—0．24x2 2—0．34x3
2

(3)

从该模型的方差分析可见，该模型极显著(P<

0．000 1)，失拟项不显著，模型的校正确定系数

R㈨2为0．966 5，相关系数，-为0．985 3，且回归系

数有意义。

2．2羊肚菌胞外多糖响应面分析

由方程(2)所作的响应曲面图及其等高线图见

图1，2。各因素及其交互作用对响应值的影响结果

可通过该组图直观反映出来。

图1发酵温度和时间对EPC交互影响效应的曲面图

及其等高线

Fig．1 Three-dimensional plot and corresponding con’

tour plot of EPC VS．fermentation temperature

and time

图1显示了装液量位于中心水平时，发酵温度

与时间对EPC的交互影响效应。从等高线图可以

直观地看出此两因素的交互作用较显著，因为等高

线的形状反映交互效应的强弱大小，圆形表示两因

素交互作用不显著，而椭圆形与之相反。在23．7

℃时，大约在第4．73天，每毫升发酵液获得

2 119．43扯g胞外多糖，而发酵温度在25．22℃时则

在第4．35天，说明了适当提高发酵温度有利于羊

肚菌As51620胞外多糖的产生，可以缩短发酵时间。

图2显示了发酵温度为25．4℃时，装液量和发

酵时间对EPC的交互影响效应。由图2可见，每毫

升发酵液要获得2 119．43肚g胞外多糖，需装液量

55．25～72．76 mI．，发酵4．27～4．71 d即可。由此

可知，在实验水平范围内，发酵温度、发酵时间和装

液量的最佳水平分别为24～26℃、4．27～4．71 d

和55～75 mI。，每毫升发酵液所获得的胞外多糖不

低于2 119．43肚g。

图2发酵时间和装液量对EPC交互影响效应的曲面

图及其等高线

Fig．2 Three-dimensional plot and corresponding con。

tour plot of EPC VS．fermentation time and me。

dium volume

2．3羊肚菌菌丝得率响应面分析

发酵温度、时间和装液量对羊肚菌As51620菌

株DCW的交互影响见图3～5所示。

由图3可见，在装液量为75 mI．时，羊肚菌

As51620菌株菌丝生长的最适温度为25．05℃左右，

且发酵的第2～4天菌丝生长较快，每毫升发酵液约

增加620肚g，第4天以后菌丝量基本处于稳定状态。

因此，在24．54～25．26℃发酵4．7～6 d的最佳条件

下，每毫升发酵液能获得的最大菌丝量为6．87 mg。
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图3发酵温度和发酵时间对DCW交互影响效应的曲

面图及其等高线

Fig．3 Three-dimensional plot and corresponding contour

plot of DCW VS．fermentation temperature and time

在发酵的第4天，装液量和发酵温度对羊肚菌

As51620菌株DCW的交互影响见图4。由图4可

见，在25．05℃左右进行发酵时，最适装液量大约

为56～75 mL，超出此范围的装液量均不利于羊肚

菌As51620菌株的生长繁殖，同时装液量也影响发

酵过程中发酵液的溶氧状态，装液量相对过多会造

成发酵过程中溶氧不足而导致菌丝量减少，也不利

于羊肚菌As51620菌株产生胞外多糖，而装液量相

对过少则会造成发酵内部环境(如代谢废物浓度过

高、渗透压改变等)的变化，更不利于羊肚菌

As51620菌株的生长繁殖。

图4培养温度和装液量对DCW交互影响效应的曲面

图及其等高线

Fig．4 Three-dimensional plot and corresponding con。

tour plot of DCW VS．fermentation temperature

and medium volume

图5培养时间和装液量对DCW交互影响效应的曲面

图及其等高线

Fig．5 Three-dimensional plot and corresponding con—

tour plot of DCW VS．fermentation time and me’

dium volume

在发酵温度为25℃左右，装液量和发酵时间

对羊肚菌As51620菌株DCW的交互影响见图5。

由图5可知，在装液量大约为56～75 mL、发酵4～
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4．7 d的最佳条件下，每毫升发酵液能获得的菌丝

量不低于6．77 mg。

为了进一步验证最佳点的值，通过对胞外多糖

曲面方程以及菌丝干重二次多项回归方程求解得

知，在发酵温度为24．95℃和装液量为65．25 mL

的条件下发酵4．2 d，预测每毫升发酵液可同时获

得2 080．72肛g胞外多糖和6．71 mg菌丝。

为了证实预测的结果，在发酵温度、时问和装

液量分别为25℃、4．2 d和65 mL试验水平范围

内，进行了3组验证试验，平均每毫升发酵液可获

得2016．84／*g胞外多糖和6．62 mg菌丝，试验值与

预测值之间良好的拟合性证明此两模型是合适有

效的，并具有一定的实践指导意义。

3 结 语

羊肚菌深层发酵的研究早在20世纪60年代初

美、法等国就已开展，目前国外已经能够进行500 L

以下规模的发酵生产，并出现了专门适于羊肚菌发

酵的设备。我国这方面研究虽然较为滞后，目前仍

处于中小试阶段，但近年来研究取得了较大的进

展。人们对羊肚菌液体菌种、液体培养基以及培养

条件进行了广泛的研究，并从菌丝体和发酵液中提

取、分离、纯化了羊肚菌多糖[3-4’12q引。

作者利用统计学方法建立了羊肚菌As51620

菌株菌丝生长和发酵胞外多糖的二次多项数学模

型。通过对模型方程的响应曲面图及其等高线图

进行分析，获得了影响该菌生长与发酵产糖的最佳

培养条件，并利用模型方程对该菌生长与发酵产糖

趋势进行了预测。研究结果证明，采用Box-Be-

hnken统计学试验设计方法对羊肚菌As51620菌

株生长及发酵胞外多糖培养条件进行优化，结果表

明：发酵培养基组成为：蔗糖4 g／dL，酵母膏0．5 g／

dL，KH2 P04 0．05 g／dL，尿素0．2 g／dL，pH 5．5，

在发酵温度、时间和装液量分别为25℃、4．2 d和

65 mL试验水平范围内，平均每毫升发酵液可获得

的2016．84／*g胞外多糖和6．62 mg菌丝，试验值与

预测值之间具有良好的拟合性，证明此模型是合适

有效的，并具有一定的实践指导意义。

发酵温度是食用菌生长的重要条件，不适宜的

生长条件对菌体代谢会产生不良的影响，从而引起

菌丝生长活力的降低，使菌丝生长受到抑制。通过

响应面法分析表明，羊肚菌As51620菌株菌丝生长

和胞外多糖产生的适宜温度为24～26℃，最适温

度为25℃，武秋立[is3研究羊肚菌液体深层发酵时，

发现羊肚菌在20～28℃内均能生长，发酵温度低

时生长较慢，在24～28℃时羊肚菌菌丝生长均较

好，胞外多糖在24℃时得率最高，因此，确定羊肚

菌最佳培养温度为24℃，两者基本一致。

装液量影响摇瓶过程中发酵液的溶氧状态，装

液量增加会减少发酵过程中的通气量，不利于羊肚

菌As51620菌株产胞外多糖。方差分析显示，装液

量对多糖质量浓度影响极显著。因此确定最适装

液量为250 mL三角瓶分装65 mL液体培养基，与

李娟[91研究羊肚菌液体发酵装液量对胞外多糖影

响的结果基本一致。

总之，通过响应面法能快速对羊肚菌As51620

菌株产胞外多糖和菌丝生长的主要影响因子进行

优化与评价，并能得到各因素最佳组合和响应值的

最优值。
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