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　　摘要：在香菇液态发酵单因素试验基础上，通过响应面法对发酵条件进行优化试验，依据 Ｂｏｘ－Ｂｅｎｈｎｋｅｎ（ＢＢＤ）
设计预测发酵的最佳条件为：接种量１２．４２％、ｐＨ值４．９６、培养温度２４．１１℃。在转速为１６０ｒ／ｍｉｎ条件下按照最佳
条件培养，菌丝生物量实测值为１７．７６ｇ／Ｌ，与理论值１７．５８ｇ／Ｌ相差１．０２％。
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　　香菇（Ｌｅｎｔｉｎｕｌａｅｄｏｄｅｓ）别称香蕈、香菌等，分类上属担子
菌门层菌纲伞菌目侧耳科香菇属［１］，是世界著名食用菌之

一。它不仅肉质肥厚脆嫩，香气独特，而且具有很高的药用和

保健价值［２－４］。我国是世界上香菇人工栽培最早的国家，也

是最大的生产国。我国对香菇液态发酵工艺的研究虽有报

道，但对其发酵条件的研究大多停留在单因素试验方面［５－７］，

很少研究香菇液态发酵过程中各因素之间的交互作用。响应

面法已被广泛应用于生物过程的优化［８－９］，但在香菇液态发

酵条件研究方面报道较少。前期研究利用意杨下脚料作为主

要碳源培养获得高产香菇菌种（香菇９３３），并研究出该香菇
菌种液态发酵培养基的适宜配方，在此基础上为进一步提高

香菇产量和质量，本试验利用响应面法对其液态发酵条件进

行优化，找出适合香菇菌丝生长的最佳培养条件，为香菇液体

菌种培养和规模液态发酵生产研究提供理论基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　供试菌种　香菇９３３菌种，由江苏食品药品职业技术
学院省级食品微生物工程实验室筛选提供。

１．１．２　主要仪器　ＺＱＺＹ－ＨＢ型全温振荡培养箱，上海知楚
仪器公司生产；ＬＤＺ５－２型高速离心机，北京京立离心机有限
公司生产，ＪＹ９２－Ⅱ超声波细胞粉碎仪，厦门精密仪器有限
公司生产。

１．１．３　培养基　（１）母种和活化培养基：马铃薯２００ｇ／Ｌ（煮
汁）、琼脂２０ｇ／Ｌ、葡萄糖１５ｇ／Ｌ、ＫＨ２ＰＯ４３ｇ／Ｌ、ＭｇＳＯ４１ｇ／Ｌ、
ＫＣｌ０．５ｇ／Ｌ、ｐＨ值自然。（２）液体种子和发酵培养基：蔗糖
２０ｇ／Ｌ、酵母膏 １０ｇ／Ｌ、ＭｇＳＯ４ １ｇ／Ｌ、ＫＨ２ＰＯ４３ｇ／Ｌ、ＫＣｌ
０．５ｇ／Ｌ、初始ｐＨ值５～６。
１．２　方法
１．２．１　种子液的培养　取５００ｍＬ的三角瓶，加入１００ｍＬ液
体种子培养基，经１２１℃高压蒸汽灭菌２５ｍｉｎ，冷却后接入蚕
豆大活化后的斜面香菇菌种块，在转速为１６０ｒ／ｍｉｎ的条件

下２４℃恒温振荡培养５ｄ，得到带有细密菌丝球的种子液。
１．２．２　菌丝体生物量的测定　将待测香菇菌丝发酵液放于
离心机中，设定转速为４０００ｒ／ｍｉｎ，离心１５ｍｉｎ，上清液用于
多糖提取。用去离子水洗涤沉淀４次，置于６０℃干燥至恒
重，即得菌丝体生物量。

１．２．３　发酵液及香菇菌丝体总粗多糖的测定［１０－１１］　取上述
发酵上清液加 ４倍体积 ９５％乙醇，于 ４℃下静置 ２４ｈ，在
５０００ｒ／ｍｉｎ下离心１５ｍｉｎ，沉淀用无水乙醇洗涤、低温干燥，
得到发酵液粗多糖。将上述“１．２．２”称重后的香菇菌丝体超
声波粉碎，加入约２０倍体积的蒸馏水，９８℃抽提３ｈ，过滤并
将滤液浓缩，用４倍体积９５％乙醇静置２４ｈ，在５０００ｒ／ｍｉｎ
下离心１５ｍｉｎ，去上清液，沉淀用无水乙醇洗２次，低温干燥，
即为香菇菌丝粗多糖。发酵液粗多糖和香菇菌丝粗多糖混合

后称重即得总粗多糖。

１．２．４　香菇液体发酵单因素试验设计　（１）接种量处理：将
装有１００ｍＬ液体发酵培养基的 ５００ｍＬ三角瓶，经１２１℃高
压蒸汽灭菌２５ｍｉｎ，按不同接种量（体积比）将培养好的液体
菌种接种到发酵培养基中，在转速为 １６０ｒ／ｍｉｎ的条件下
２４℃ 振荡培养３ｄ，每处理做３次平行试验，计算发酵液生物
量和总粗多糖的平均值，下同。（２）ｐＨ值处理：用 ＮａＯＨ或
ＨＣｌ调节初始发酵液的 ｐＨ值，设置不同的 ｐＨ值，取１００ｍＬ
装入５００ｍＬ的三角瓶中，灭菌方法同（１），按１２％（体积比）
的接种量将培养好的液体菌种接到发酵培养基中，在转速为

１６０ｒ／ｍｉｎ的条件下２４℃振荡培养 ３ｄ。（３）温度处理：按
（１）的方法量取液体发酵培养基并灭菌，将液体菌种按１２％
（体积比）的接种量接种，设置不同温度，在转速１６０ｒ／ｍｉｎ条
件下恒温培养３ｄ。（４）转速的处理：按（１）的方法量取液体
发酵培养基并灭菌，将液体菌种按１２％（体积比）的接种量接
种，设置不同转速（ｒ／ｍｉｎ）进行培养，２４℃恒温培养３ｄ。
１．２．５　香菇液态发酵工艺的优化设计　选择接种量、接种温
度、转速３个因素对生物量和总多糖有显著影响的因素进行
响应面试验设计，通过 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ软件对试验数据进行回
归分析，预测香菇液态发酵最优工艺参数。

２　结果与分析

２．１　接种量对香菇液态发酵的影响
接种量的大小与该菌在发酵液中生长繁殖的速度有关。
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接种量大，种子进入发酵液后适应快，可以缩短发酵繁殖至高

峰所需时间，种子液中含有大量的水解酶，使产物合成速度加

快。大接种量往往使菌种生长过快，造成营养基质缺乏或溶

解氧不足而不利于发酵；接种量不足，则会引起发酵前期菌丝

量少、菌体生长缓慢，使发酵周期延长，还可能产生菌丝团，导

致发酵异常等。不同的接种量（３％ ～２４％）对香菇液态发酵
培养的生物量及粗多糖产量的综合影响结果见图１。结果表
明，在接种量３％～１２％范围内，香菇生物量与总粗多糖产量
均随着接种量的增加而增加，增长趋势显著，而在接种量大于

１２％以后，生物量及粗多糖产量增幅不大，在产物不增加情况
下增加接种量意味着增加发酵成本，因此初步确定香菇液态

发酵适宜接种量为１２％。

２．２　初始ｐＨ值对香菇液态发酵的影响
ｐＨ值的高低直接影响菌丝体的新陈代谢，导致微生物细

胞膜的电荷变化，影响代谢过程中酶的活性，从而影响生物量

和多糖代谢产物。本试验设计初始发酵液不同的 ｐＨ值３～
７．５对香菇生物量及粗多糖产量的影响（图２），结果表明，当
发酵初始ｐＨ值为５．０时，香菇菌丝体生物量与粗多糖产量
均达到最大值，分别为１７．５８、１．７６ｇ／Ｌ。当ｐＨ值高于５．０时
生物量与粗多糖产量下降明显，表明香菇菌丝适宜生长在偏

酸性环境，ｐＨ值５．０是香菇液态发酵较适ｐＨ值。

２．３　发酵温度对香菇液态发酵的影响
试验以不同发酵温度９～３６℃进行发酵培养，测定对香

菇生物量及粗多糖产量的影响（图３），结果表明，当发酵温度
从９℃ 升至２４℃时，香菇生物量与粗多糖产量均随着温度
升高而增加，在２４℃时粗多糖产量最高，为１．７７ｇ／Ｌ。当发
酵温度超过２４℃时，粗多糖产量有下降趋势；当发酵温度为
２７℃时，生物量最高，为１７．５７ｇ／Ｌ。温度高于２７℃，生物量
开始下降，因温度过高会导致微生物代谢加快，自身物质消耗

过快，生物量、粗多糖产量呈下降趋势；高温发酵生物热增速

较快，可促进菌种老化，从而影响生物量增加和粗多糖的生物

合成。初步选定香菇菌液体培养适宜发酵温度为２４℃。

２．４　摇床转速对香菇液态发酵的影响
不同转速（１２０～２００ｒ／ｍｉｎ）条件下，液态发酵试验结果

（图４）表明，当转速从１２０ｒ／ｍｉｎ升至１６０ｒ／ｍｉｎ时，香菇生物
量及香菇粗多糖产量呈上升趋势；当转速达到１６０ｒ／ｍｉｎ时
菌丝体生物量和粗多糖产量均达最高，分别为 １７．４５、
１．７３ｇ／Ｌ。转速超过１６０ｒ／ｍｉｎ时，菌丝生物量及粗多糖产量
略有下降趋势，因增加转速虽然有利于增加溶氧和通气效果，

但增加了菌丝球相互间的摩擦和剪切作用，加大对菌丝球的

机械刺激，从而影响生物量的增加。初步确定适合香菇菌丝

生长的摇床转速为１６０ｒ／ｍｉｎ。

２．５　香菇液体发酵条件响应面法分析
从单因素试验结果看出，香菇粗多糖产量与菌丝生物量

变化趋势较为一致，因此优化液态发酵条件时选择菌丝生物

量作为量化指标，根据 Ｂｏｘ－Ｂｅｎｈｎｋｅｎ的中心组合试验设计
原理，综合单因素试验，选取对生物量影响较大的接种量、ｐＨ
值和培养温度３个因素作为响应面法的试验因素，分别以Ａ、
Ｂ、Ｃ表示，每个因素的低、中、高试验水平分别以 －１、０、１进
行编码，试验因素水平编码如表１所示，Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ设计
方案及试验结果见表２。

表１　香菇液体发酵工艺优化设计试验因素水平编码

编码值
因素

Ａ：接种量（％） Ｂ：ｐＨ值 Ｃ：培养温度（℃）
－１ ９ ４．５ ２１
０ １２ ５．０ ２４
１ １５ ５．５ ２７
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表２　香菇液体发酵工艺Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ设计方案与试验结果

试验号
编码值

Ａ Ｂ Ｃ
真实值

接种量（％） ｐＨ值 温度（℃）
生物量

（ｇ／Ｌ）

１ －１ －１ ０ ９．００ ４．５０ ２４．００ １７．０９
２ １ －１ ０ １５．００ ４．５０ ２４．００ １７．１５
３ －１ １ ０ ９．００ ５．５０ ２４．００ １６．９４
４ １ １ ０ １５．００ ５．５０ ２４．００ １７．１２
５ －１ ０ －１ ９．００ ５．００ ２１．００ １７．３４
６ １ ０ －１ １５．００ ５．００ ２１．００ １７．４２
７ －１ ０ １ ９．００ ５．００ ２７．００ １７．２９
８ １ ０ １ １５．００ ５．００ ２７．００ １７．３８
９ ０ －１ －１ １２．００ ４．５０ ２１．００ １７．２３
１０ ０ １ －１ １２．００ ５．５０ ２１．００ １７．１２
１１ ０ －１ １ １２．００ ４．５０ ２７．００ １７．３０
１２ ０ １ １ １２．００ ５．５０ ２７．００ １７．１６
１３ ０ ０ ０ １２．００ ５．００ ２４．００ １７．６０
１４ ０ ０ ０ １２．００ ５．００ ２４．００ １７．５５
１５ ０ ０ ０ １２．００ ５．００ ２４．００ １７．５８

　　利用ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ软件对表２中的响应值进行多元二次
回归拟合分析，确立如下回归方程预测模型：Ｙ＝１７．５８＋
００５１Ａ－０．０５４Ｂ＋０．００２５Ｃ＋０．０３０ＡＢ＋０．００２５ＡＣ－
０．００７５ＢＣ－０．１７Ａ２－０．３３Ｂ２－０．０４６Ｃ２。

对模型回归方程各项进行方差分析，结果见表３。由表３
可知，模型较显著（Ｐ＝０．０００４），菌丝生物量与所考察自变
量之间的线性关系显著，模型确定系数 Ｒ２＝０．９８６０；修正后
确定系数ＡｄｊＲ２＝０．９６０８，表明该模型能解释９６．０８％的变
化，拟合程度较好；失拟项中Ｐ＞０．０５，影响不显著，表明所选
模型适合，可以用该模型来拟合试验；一次项 Ａ、Ｂ及二次项
Ａ２、Ｂ２、Ｃ２显著，说明对响应值影响大；在所取的各因素水平
范围内，影响结果排序为ｐＨ值＞接种量＞温度。

表３　香菇液体发酵工艺响应面试验回归方程系数显著性检验

方差来源 平方和 自由度 均差 Ｆ Ｐ 显著性

模型 ０．５３ ９ ０．０５９ ３９．１５ ０．０００４ 
Ａ ０．０２１ １ ０．０２１ １４．０２ ０．０１３４ 
Ｂ ０．０２３ １ ０．０２３ １５．４３ ０．０１１１ 
Ｃ ０．００００５ １ ０．００００５ ０．０３３ ０．８６２２
ＡＢ ０．００３６ １ ０．００３６ ２．４０ ０．１８１８
ＡＣ ０．００００２５ １ ０．００００２５ ０．０１７ ０．９０２３
ＢＣ ０．０００２２５ １ ０．０００２２５ ０．１５ ０．７１４３
Ａ２ ０．１１ １ ０．１１ ７４．０４ ＜０．０００１ 
Ｂ２ ０．４０ １ ０．４０ ２６５．６６ ＜０．０００１ 
Ｃ２ ０．００７７５６ １ ０．００７７５６ ５．１８ ０．０１２０ 
失拟项 ０．００６２２５ ３ ０．００２０７５ ３．２８ ０．２４２６
纯误差 ０．００１２６７ ２ ０．０００６３３
总方差 ０．５４ １４

　　注：确定系数 Ｒ２＝０．９８６０，修正后确定系数 ＡｄｊＲ２＝０．９６０８；
为Ｐ＜０．０５，为Ｐ＜０．００５。

　　为研究影响因素间的曲面效应，利用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ软件
对表２数据进行多元二次回归拟合，所得到的二次回归方程
的等高线及响应曲面见图５至图７。结果表明，在所选因素
水平范围内，均有最大响应值出现。

图５结果表明，接种量和ｐＨ值对生物量的影响，响应面
图可以看出接种量曲面和 ｐＨ值曲面变化幅度均较明显，说

明接种量和ｐＨ值对生物量的影响较为显著，与二次回归拟
合方差分析结果一致，响应面的最高点同时也是等高线中的

最小图形的中心点。从等高线图可以看出，图形接近圆形，说

明ｐＨ值和接种量交互作用不显著。

　　图６结果表明，培养温度和ｐＨ值对生物量的影响，可以
看出培养温度曲面变化幅度不大，ｐＨ值曲面变化幅度较大，
说明ｐＨ值对生物量的影响较为显著，当ｐＨ值和培养温度较
低或较高时，都会降低香菇菌丝的生物量。从等高线图可以

看出，培养温度和 ｐＨ值交互作用相对显著。响应面的最高
点同时也是等高线中的最小椭圆的中心点。
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　　接种量和培养温度对菌丝生物量的影响见图７。从图７
可见，培养温度曲面变化幅度不大，接种量曲面变化幅度较

大，说明接种量对生物量的影响较为显著，对同一等高线椭圆

曲线分析，接种量变化很小区域需要培养温度较大区域的变

化，培养温度和接种量对菌丝生物量的交互影响相对显著。

２．６　最佳培养条件的预测和试验验证
根据ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ建立的数学模型进行参数的最优化分

析，得出香菇液态发酵的优化条件为接种量１２．４２％、ｐＨ值
４．９６、发酵温度２４．１１℃。在此条件下，香菇生物量理论上可
达１７．５８ｇ／Ｌ。为验证该法的可行性，采用上述优化发酵条件
进行香菇液态发酵试验，为方便试验操作，将上述优化发酵温

度调整为２４℃，在单因素试验测得的最适转速 １６０ｒ／ｍｉｎ条
件下，按照优化条件做３组平行试验，测得香菇菌丝生物量实
际平均值为１７．７６ｇ／Ｌ，试验结果与模型预测相差１．０２％。

３　讨论与结论

以菌丝生物量和粗多糖产量为量化指标，对香菇液态发

酵的接种量、培养温度、ｐＨ值、转速进行单因素试验，在此基
础上通过响应面优化发酵试验，建立了接种量、ｐＨ值、培养温
度３个因素和响应值菌体生物量之间的数学模型，研究用响
应面法确定香菇液态发酵条件的可行性。结果表明，建立的

模型的回归效果显著，能很好地预测菌丝体的生物量。确定

优化发酵条件接种量为１２．４２％、ｐＨ值为４．９６、发酵温度为
２４．１１℃，按照此优化条件实测菌丝体生物量为１７．７６ｇ／Ｌ，
与理论值相差１．０２％。表明采用响应面法对试验数据进行

回归分析和条件优化能很好地预测香菇液态发酵条件，具有

一定的可行性和实用价值。
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