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　　摘要：采用现代液体发酵技术和正交试验方法，研究碳源、氮源、ｐＨ值和时间等发酵条件对灰树花菌丝体干重的
影响，并对发酵条件进行了优化组合。结果表明：灰树花菌丝体液体发酵条件较优组合碳源为玉米粉４％，氮源为豆
饼粉０．２％，起始ｐＨ值７．０，发酵时间６ｄ，菌丝产量最高为１２．１２０ｇ／Ｌ。
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　　灰树花（Ｇｒｉｆｏｌａｆｒｏｎｄｏｓａ）别称贝叶多孔菌、栗子蘑、千佛
菌、重菇、莲花菇、舞茸等［１］，在真菌分类系统中属于 Ｂａｓｉｄｉｏ
ｍｙｃｏｔｉｎａ，Ｈｙｍｅｎｏｍｙｃｅｌｅｓ，Ａｐｈｙｌｌｏｐｈｏｒａｌｅｓ，Ｐｏｌｙｐｏｒａｃｅａｅ，Ｇｒｉｆｏ
ｌａ［２］。其子实体富含人体必需的氨基酸、多种维生素和微量
元素，具有较高的营养价值，幼时肉质柔软，脆嫩味美，深受人

们青睐；灰树花子实体还含 β－葡聚糖，有预防糖尿病、抗肿
瘤和抗艾滋病病毒的作用，有较高的药用价值［３］，是有开发

前景的珍稀食药用大型真菌，被人们视为食用菌中的珍品。

由于自然界中的野生灰树花数量极少，并逐年减少，人工栽培

目前还未实现规模生产，目前采用液体发酵技术［４］是获得灰

树花菌丝体和发酵产物的重要手段，探索碳源、氮源、ｐＨ值和
时间等条件对灰树花菌丝体液体发酵的影响，为工业化生产

提供理论依据和技术支持。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　菌株　灰树花（Ｇｒｉｆｏｌａｆｒｏｎｄｏｓａ），由黔南民族师范学
院微生物实验室提供。

１．１．２　培养基　（１）改进ＰＤＡ培养基。在ＰＤＡ培养基配方
中加入０．２％酵母膏。（２）完全培养基（液体）。配方为：葡萄
糖２％，蛋白胨０２％，磷酸二氢钾０．０４６％，磷酸氢二钾０１％，
硫酸镁０．０５％，维生素 Ｂ１０．００３ｍｇ／１００ｍＬ，ｐＨ值６５。（３）
液体种子培养基。配方同（１），去掉培养基中的琼脂。
１．２　方法
１．２．１　种子制备　（１）斜面种子（一级种）制备。由保藏菌
株常规转管于“１．１．２”改进 ＰＤＡ培养基繁殖而成；（２）液体
种子制备。用 ２５０ｍＬ三角瓶装“１．１．２”液体种子培养基
１００ｍＬ，无菌条件接入约 ０．５ｃｍ×０．５ｃｍ灰树花一级种 ３
片，置２５℃，１５０ｒ／ｍｉｎ恒温振荡培养器培养５ｄ，即为液体
菌种。　

１．２．２　灰树花菌丝体液体发酵单因素试验
１．２．２．１　灰树花菌丝体生长曲线绘制　用２５０ｍＬ三角瓶作
培养容器，装“１．１．２”完全培养基１００ｍＬ，共装３０瓶，常规高
压灭菌后，无菌条件接种１０ｍＬ液体菌种，置恒温振荡培养器
于２５℃、１５０ｒ／ｍｉｎ条件培养，从接种培养１ｄ后开始，每天
取３瓶，测量发酵液ｐＨ值和菌丝干重，共观察１０ｄ。

以下单因子试验用２５０ｍＬ三角瓶作培养容器，装相应培
养基１００ｍＬ，无菌条件接种１０ｍＬ液体菌种，置恒温振荡培
养器于２５℃、１５０ｒ／ｍｉｎ条件培养６ｄ后，测量发酵液 ｐＨ值
和菌丝干重。

１．２．２．２　碳营养试验　用单糖（甘露醇、山梨醇）、双糖（麦
芽糖、蔗糖）、多糖（玉米粉、可溶性淀粉、马铃薯粉）。分别代

替“１．１．２”完全培养基中的葡萄糖，以不加碳源为对照，共９
个处理（包括葡萄糖），重复３次。
１．２．２．３　氮营养试验　选用有机氮：酵母膏、尿素、甘氨酸、
豆饼粉。无机氮：氯化铵、硫酸铵、硝酸铵分别代替“１．１．２”
（２）培养基中的蛋白胨，以不加氮源为对照，共９个处理（包
括蛋白胨），重复 ３次，观测不同氮源对灰树花菌丝生长的
影响。

１．２．２．４　ｐＨ值试验　用“１．１．２”完全培养基，用１０％ＮａＯＨ
和１０％ＨＣｌ调ｐＨ值，设 ｐＨ值为３、４、５、６、７、８、９、１０等８个
梯度处理，３次重复，观测不同 ｐＨ值对灰树花菌丝生长的
影响。

１．２．３　菌丝体发酵条件优化正交试验　根据单因素试验结
果，采用Ｌ９（３

４）进行正交试验［５］优化发酵条件。

１．２．４　测定方法
１．２．４．１　菌丝干重测定方法　将发酵液置于３０００ｒ／ｍｉｎ条
件，离心１０ｍｉｎ后，去上清液，用无菌水充分清洗菌丝体至无
培养液后，再置于３０００ｒ／ｍｉｎ条件，离心１０ｍｉｎ，取菌丝体置
于吸水纸上吸干表面水分后，放入干净的培养皿中，置６０℃
恒温干燥箱内将其烘干至恒重，用电子天平称其干重。

１．２．４．２　ｐＨ值测定　采用ｐＨＳ－２５Ａ型数字酸度计测量发
酵液ｐＨ值。

２　结果与分析

２．１　灰树花菌丝体液体发酵单因素试验结果
２．１．１　灰树花菌丝体生长曲线　以培养时间为横坐标，菌丝
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干重为纵坐标得灰树花菌丝体生长曲线（图１）。菌丝在完全
培养基中培养３ｄ后进入增长期，６ｄ菌丝干重达最高，１Ｌ发
酵液中菌丝体干重为７．６７２ｇ，培养８ｄ菌丝干重明显下降。
结果表明：作为灰树花菌丝体液体发酵生产液体种子培养５ｄ
为宜，收获菌丝需培养６ｄ，收获代谢产物需培养８ｄ。

在发酵体系中ｐＨ值随发酵时间的增加而下降，ｐＨ值由
初始６．５至１０ｄ降为３．９（图２），可能是由于菌体代谢过程
中产生有机酸等物质所致。

２．１．２　碳源对灰树花菌丝体生长的影响　表１结果表明，灰
树花菌丝体对碳源的利用比较广泛，单糖、双糖、多糖都能利

用。在供试的单糖中，利用葡萄糖最好，１Ｌ发酵液菌丝干重
达６．６２７ｇ，对甘露醇、山梨醇利用较差；在供试的双糖中，灰
树花菌丝体对麦芽糖的利用最好，１Ｌ发酵液中菌丝干重为
６．４４２ｇ，蔗糖仅为３．２３１ｇ；在供试的多糖中，玉米粉是灰树
花菌丝体最好碳源，１Ｌ发酵液中菌丝干重为５．８９５ｇ，其次是
马铃薯粉，可溶性淀粉最差。统计结果分析，不同碳源对灰树

花菌丝体生长的影响存在极显著差异。葡萄糖是供试碳营养

中菌丝干重最高的碳源，但它的菌丝干重与麦芽糖、玉米粉没

有显著差异，从经济成本考虑，玉米粉作为碳源，来源广泛，成

本低廉，经济实惠，在规模化生产中可选用玉米粉作为灰树花

菌丝液体发酵的碳源。

供试的不同碳源起始ｐＨ值均为６．５，发酵终止 ｐＨ值为
４．４～４．９，ｐＨ值呈下降趋势，可能是发酵体系中氧气消耗和
有机酸积累所致。

２．１．３　氮源对灰树花菌丝体生长的影响　表２结果显示，灰
树花菌丝体对供试的有机氮和无机氮都可利用，总体上看菌

丝体对有机氮的利用好于无机氮。在供试的有机氮营养中，

灰树花菌丝体对豆饼粉的利用最好，１Ｌ发酵液中菌丝体干
重为６．３２２ｇ，其次是酵母膏，再次是蛋白胨，对甘氨酸和尿素
的利用都较差，菌丝干重接近对照。灰树花菌丝体对供试的

３种无机氮源利用较差，菌丝干重均较低，１Ｌ发酵液菌丝干

表１　不同碳源对灰树花菌丝体干重的影响

碳源
发酵终止

ｐＨ值
菌丝干重

（ｇ／Ｌ）
菌丝干重差异显著性

０．０５ ０．０１
葡萄糖 ４．９ ６．６２７ ａ Ａ
麦芽糖 ４．７ ６．４４２ ａ Ａ
玉米粉 ４．５ ５．８５９ ａ Ａ
马铃薯粉 ４．５ ４．０４６ ｂ Ｂ
可溶性淀粉 ４．７ ３．９７５ ｂ Ｂ
山梨醇 ４．７ ３．２８８ ｂｃ Ｂ
蔗糖 ４．４ ３．２３１ ｂｃ Ｂ
甘露醇 ４．７ ３．１０３ ｃ Ｂ
对照 ４．５ １．４７４ ｄ Ｃ

　　注：方差分析Ｆ＝４１．１４７。

表２　不同氮源对灰树花菌丝体干重的影响

碳源
发酵终止

ｐＨ值
菌丝干重

（ｇ／Ｌ）
菌丝干重差异显著性

０．０５ ０．０１
豆饼粉 ４．３１ ６．３２２ ａ Ａ
酵母膏 ３．８２ ３．５１９ ｂ Ｂ
蛋白胨 ３．２７ ３．２７１ ｂｃ Ｂ
硫酸铵 ３．２９ ２．３６２ ｃ Ｃ
氯化铵 ３．１０ ２．２８５ ｃ Ｃ
硝酸铵 ３．１２ ２．１５２ ｃｄ Ｃ
甘氨酸 ３．２７ １．７５１ ｃｄ Ｃ
尿素 ３．２１ １．５２０ ｄ Ｃ
对照 ３．０６ １．１３１ ｄ Ｄ

　　注：方差分析Ｆ＝４５．７９６。

重在２．４ｇ以下。供试氮源的菌丝干重经方差分析和多重比
较，豆饼粉与其他氮源间存在极显著差异，豆饼粉价廉物美，

生产上可选用豆饼粉作为灰树花菌丝液体发酵的氮源。

２．１．４　ｐＨ值对灰树花菌丝体生长的影响　试验结果表明，
灰树花菌丝体对ｐＨ值的适应范围较广，发酵起始 ｐＨ值３～
１０范围内均能生长（图３）。培养６ｄ后，起始ｐＨ值６处理菌
丝干重最高，达６．７５３ｇ／Ｌ。发酵体系的酸碱度对菌丝吸收营
养物质的影响很大，ｐＨ值通过影响细胞膜的通透性、细胞膜
结构的稳定性、物质的溶解性和电离性影响营养物质的吸收，

从而影响微生物的生长速率及菌丝体的产量。

２．２　灰树花菌丝体液体发酵条件优化
根据单因素试验结果，综合考虑原料来源和经济成本，选

择玉米粉作为碳源（Ａ）、豆饼粉作为氮源（Ｂ）、ｐＨ值（Ｃ）、发
酵时间（Ｄ）等４因素进行Ｌ９（３

４）正交试验，以菌丝体干重为

评价指标，对灰树花菌丝体液体发酵条件进行优化。试验设
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计见表３、表４。
　　从表４看出，处理７发酵条件组合的菌丝体量最高。表
明发酵较优条件为：碳源玉米粉，浓度为４％；氮源豆饼粉，浓
度为０．２％；起始ｐＨ值为７；培养时间６ｄ。正交试验结果经
方差分析，试验处理间菌丝产量有极显著差异。碳源玉米粉

Ｒ＝５．１７０为最大，说明灰树花菌丝体液体发酵碳源对菌丝体
产量的影响比其他因素大。根据表４各因素 Ｒ值的大小，把
各因素对灰树花菌丝体液体发酵产量的影响主次排列

（图４）。　

表３　灰树花菌丝体液体发醇Ｌ９（３４）正交试验设计因素及水平

水平

因素

Ａ：碳源
玉米粉（％）

Ｂ：氮源
豆饼粉（％） Ｃ：ｐＨ值 Ｄ：发酵时间

（ｄ）

１ ２ ０．２ ５ ５
２ ３ ０．３ ６ ６
３ ４ ０．４ ７ ７

表４　灰树花菌丝体液体发酵条件优化Ｌ９（３４）正交试验结果

处理 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ 菌丝干重

（ｇ／Ｌ） Ｆ

１ １ １ １ １ ５．３８１ ３９．３００

２ １ ２ ２ ２ ７．４５１
３ １ ３ ３ ３ ６．６２９
４ ２ １ ２ ３ ９．８４７
５ ２ ２ ３ １ １０．２１５
６ ２ ３ １ ２ １０．３６２
７ ３ １ ３ ２ １２．１２０
８ ３ ２ １ ３ １１．６８４
９ ３ ３ ２ １ １１．１６３
ｋ１ ６．４８７ ９．１１６ ９．１４２ ８．９２０
ｋ２ １０．１４１ ９．７８３ ９．４８７ ９．９７８
ｋ３ １１．６５７ ９．３８５ ９．６５５ ９．３８７
Ｒ ５．１７０ ０．６６７ ０．５１３ １．０５８

３　讨论与结论

灰树花菌丝体液体发酵对碳源的适应较广，但灰树花菌

丝体在葡萄糖碳源中生长最好，菌丝体干重最高，符合一般真

菌对碳源需求的特点。试验结果，玉米粉是灰树花菌丝体液

体发酵良好的碳源，虽然菌丝干重不及葡萄糖高，但经统计分

析玉米粉作碳源与葡萄糖作碳源菌丝体产量没有显著差异，

玉米粉价格低廉，取材容易，在工业化生产中可以代替葡萄糖

作为碳源。

灰树花菌丝体液体发酵对氮源的适应较广，有机氮利用

好于无机氮。灰树花菌丝体在豆饼粉纯天然的氮源中生长好

于蛋白胨、酵母膏等价格较贵的氮源物质，菌丝干重最高。可

能是豆饼粉含有丰富的蛋白质及多种生长刺激因子，还可能

是灰树花菌丝体分泌的蛋白酶比较适合这类天然植物蛋白，

相关机理还有待进一步深入研究，生产上完全可利用这类农

副产品作为灰树花液体发酵的氮源物质，对再生资源的开发

利用，延长产业链，节约成本有重要意义。

试验结果，灰树花菌丝体液体发酵条件较优组合为：玉米

粉作碳源，浓度为４％；豆饼粉作为氮源，浓度为０．２％，发酵
起始ｐＨ值为７，培养时间为６ｄ，在２５℃温度条件下，菌丝产
量干重最高，达１２．１２０ｇ／Ｌ。
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《江苏农业科学》启用期刊在线采编系统
为促进编辑工作现代化，规范稿件编审流程，缩短稿件处理周期，我刊于２０１３年６月启用期刊在线采编系统。目前

该系统主要包括作者在线投稿查稿系统、专家在线审稿系统、编辑在线办公系统，可以实现作者投稿查稿、专家审稿、编

辑处理来稿的网络化。

在线采编系统操作便捷，作者仅需登录ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｊｓｎｙｋｘ．ｃｎ，进入主页，便可以了解本刊的有关详细信息，完成注册
投稿，并可随时查询稿件的处理状态。

专家可在线完成审稿，上传审稿意见。编辑部综合专家审稿意见及作者修改情况确定录用结果。该系统有助于编辑

部为作者、审稿专家提供更人性化的服务，提高审稿、编辑、出版的效率。

作者在线投稿主要有以下步骤：（１）作者注册，获取用户名和密码；（２）查看《投稿须知》和《投稿声明》；（３）上传稿
件和附件；（４）填写稿件信息和作者信息。作者在使用系统投稿的过程中如果遇到问题，请及时与编辑部联系。

《江苏农业科学》编辑部
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