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　　摘要：首次通过对松茸菌丝体的液体培养方式的比较，选择以间歇性手摇的方式进行筛选，以松茸菌丝体生物量
（干质量）为主要指标，首先采用单因素试验分别筛选出２种最适碳氮源，再结合Ｌ９（３

４）正交设计方法，最终得到最适

液体培养基配方：蔗糖３０．００ｇ／Ｌ，麦芽糖２０．００ｇ／Ｌ，酵母粉２．５０ｇ／Ｌ，麦麸２５．００ｇ／Ｌ（浸提液），ＫＨ２ＰＯ４２．５０ｇ／Ｌ，

ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ１．５０ｇ／Ｌ，维生素Ｂ１８ｍｇ／Ｌ，ｐＨ值自然条件。２５℃静置培养１２ｈ，再每隔１２ｈ水平往复手摇约５ｍｉｎ，

培养７２ｈ，其生物量可达１０．９２ｇ／Ｌ。与前人试验结果相比，该方式周期更短，生物量更高。
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　　松茸［Ｔｒｉｃｈｏｌｏｍａｍａｔｓｕｔａｋｅ（Ｓ．Ｉｔｏ＆Ｓ．Ｉｍａｉ）Ｓｉｎｇｅｒ］别
称松口蘑，属担子菌门伞菌亚门伞菌纲伞菌亚纲伞菌目口蘑

科口蘑属［１］，是一种珍稀濒危的食药用真菌，国家级二级保

护植物，有极高的营养价值和经济价值［２］。松茸是共生菌，

世界范围内研究松茸人工栽培已有几十年的历史，然而至今

仍无突破性的成果。目前，随着松茸生理生态研究的深入，松

茸菌丝的纯培养及子实体的仿生态栽培已取得了一定的进

展，但仅能做到接种式的半人工栽培，真正的人工栽培还没有

实现［３－４］。目前，很多国内外学者采用高新技术从分子生物

学角度研究松茸外生菌根的形成机理、分子特性和它们的遗

传特征序列［５－８］，以此作为分子标记，既可研究松茸的起源和

亲缘关系，又可为建立松茸基因库打下基础，以备将来用以挽

救其可能灭绝的命运［３］。自日本学者洪田捻（１９４７）、广江勇
（１９５７）和小川真（１９８７）等先后报道了分离培养松茸菌丝体
的方法、培养基、菌落形态和菌丝类型［９］并为松茸菌种分离

提供了成功的经验以来，人们采用不同的方法从不同的角度

对松茸菌丝体纯培养［１０－１１］、液体发酵［１２－１３］等进行了许多研

究，通过对松茸菌丝体的获得、扩繁及其鉴定证实了在合理控

制试验条件下可以进行松茸菌丝体液体扩繁，且扩繁后的菌

丝体与原种依然保持种质的一致性［１４］。笔者运用不同于前

人的试验设计，通过碳氮源单因素试验，并结合 Ｌ９（３
４）正交

设计对松茸菌丝体最适液体培养基进行了系统的筛选，为松

茸液体发酵及今后的育种等提供了理论依据及技术支持。

１　材料与方法

１．１　供试菌种
松茸，由北京北纳创联生物技术研究院提供，编号

为ＡＣＣ５１０７１。

１．２　培养基
１．２．１　综合培养基　棉籽皮２００．００ｇ／Ｌ（浸提液）、马铃薯
２００００ｇ／Ｌ（浸提液）、葡萄糖２０．００ｇ／Ｌ、ＫＨ２ＰＯ４３．００ｇ／Ｌ、
ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ１．５０ｇ／Ｌ、维生素Ｂ１０．００４ｇ／Ｌ、琼脂１８．００ｇ／Ｌ，
ｐＨ值自然条件。
１．２．２　碳源初选培养基　酵母粉３．００ｇ／Ｌ，ＫＨ２ＰＯ４３．００ｇ／Ｌ，
ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ１．５０ｇ／Ｌ，维生素 Ｂ１０．００４ｇ／Ｌ，ｐＨ值自然条
件。分别以葡萄糖 ２０．００ｇ／Ｌ、麦芽糖 ２０．００ｇ／Ｌ、蔗糖
２０．００ｇ／Ｌ、马铃薯２００００ｇ／Ｌ（浸提液）、玉米２０．００ｇ／Ｌ（浸
提液）为供试碳源。

１．２．３　氮源初选培养基　葡萄糖 ２０．００ｇ／Ｌ，ＫＨ２ＰＯ４
３．００ｇ／Ｌ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ１．５０ｇ／Ｌ，维生素 Ｂ１４ｍｇ／Ｌ，ｐＨ值
自然。分别以酵母粉 ３．００ｇ／Ｌ、蛋白胨 ３．００ｇ／Ｌ、牛肉膏
３００ｇ／Ｌ、硝酸铵３．００ｇ／Ｌ、麦麸２０．００ｇ／Ｌ（浸提液）为供试
氮源。

１．３　试剂与仪器设备
ＳＷ－ＣＪ－２ＦＤ双人单面净化工作台（江苏苏州净化设备

有限公司）；ＹＸＱＧ０２手提式压力蒸汽消毒器（山东新华医疗器
械厂）；ＷＤＰ型微生物多用培养箱（广东省医疗器械厂）；
ＢＳ２２４Ｓ电子分析天平（北京赛多利斯仪器系统股份有限公
司）；ＡＰ－０１Ｄ真空泵（天津奥特塞恩斯仪器有限公司）；ＤＨＧ－
９２４０电热恒温鼓风干燥箱（上海一恒科学仪器有限公司）。
１．４　试验方法
１．４．１　菌种活化与提纯复壮　将保存的松茸菌种提前３ｄ
活化，在无菌条件下接种于斜面综合培养基上，２５℃培养
５ｄ，再挑取健壮的菌丝前端，接种于平板综合培养基上，于
２５℃ 培养６ｄ，备用。
１．４．２　菌丝体液体培养　用打孔器在生长健壮的菌丝体前
端，挑取大小相同约０．５ｃｍ２的菌块，接种于液体培养基中，
每瓶５块。２５℃静置培养１２ｈ，再每隔１２ｈ水平往复手摇约
５ｍｉｎ，培养７２ｈ，每个水平３次重复。
１．４．３　菌丝体干质量测量　滤纸编号，分别用电子天平称
重，将培养８４ｈ的松茸菌丝体抽滤后，于６０℃烘箱中烘干至
恒重，用电子天平再次称重。

１．４．４　碳氮源培养基正交试验　依据碳源、氮源单因素试验
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的结果，各选择２个较好的碳氮源，按 Ｌ９（３
４）设计４因素３

水平正交试验（表 １）进行复选，与 ＫＨ２ＰＯ４ ３．０ｇ／Ｌ、
ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ１．５０ｇ／Ｌ、维生素Ｂ１０．００４ｇ／Ｌ组成９个试验
配方，筛选出最佳碳氮源组合。

表１　碳氮源培养基正交试验因素和水平

水平
Ａ：蔗糖含量
（ｇ／Ｌ）

Ｂ：麦芽糖
含量（ｇ／Ｌ）

Ｃ：酵母粉
含量（ｇ／Ｌ）

Ｄ：麦麸含量
（ｇ／Ｌ）

１ １０．００ １０．００ ２．５０ １５．００
２ ２０．００ ２０．００ ３．００ ２０．００
３ ３０．００ ３０．００ ３．５０ ２５．００

１．４．５　无机盐及维生素Ｂ１水平试验　根据碳氮源正交试验
的结果选出最佳碳氮源组合作为基础培养基，向其中添加不

同浓度的ＫＨ２ＰＯ４、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ和维生素Ｂ１，结果见表２。
表２　无机盐及维生素Ｂ１因素与水平试验

水平
ＫＨ２ＰＯ４
含量（ｇ／Ｌ）

ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ
含量（ｇ／Ｌ）

维生素Ｂ１含量
（ｍｇ／Ｌ）

１ １．５０ ０．５０ ４
２ ２．００ １．００ ６
３ ２．５０ １．５０ ８
４ ３．００ ２．００ １０

２　结果与分析

２．１　不同液体培养方式对松茸菌丝体生长状况的影响
试验初期笔者首次进行了３种液体培养方式的筛选，分

别为静置培养（图１－ａ）、１２０ｒ／ｍｉｎ摇床培养（图１－ｂ）和间
歇性手摇培养（图１－ｃ），各７２ｈ。由于松茸菌丝生长迅速，
静置培养１２ｈ后菌丝体即可连成片，浮于液体表面，抽滤后
菌丝体生物量误差较大，且不利于获取菌丝体片段。摇床培

养的液体浑浊，菌丝细小黏稠，不宜抽滤和分离。间歇性手摇

是接种后静置培养１２ｈ，再每隔１２ｈ水平往复手摇约５ｍｉｎ，
培养一段时间后的菌丝体分布均匀，清晰可见，较容易抽滤，

且动静相间法所培养的菌丝体更有利于原生质体的制备和诱

变育种［１５］，所以最终采取间歇性手摇方式进行后期试验。

２．２　不同碳源对松茸菌丝体生物量的影响
碳源是构成细胞基本骨架的营养物质，同时也为基本生

命过程提供能源，试验结果（表３）表明，在５种供试碳源中，
以蔗糖为碳源的菌丝体生物量最高，麦芽糖次之，再次为葡萄

糖、玉米粒，马铃薯最低。统计学方差分析结果（表４）表明，Ｆ
值为１４．４７８＞Ｆ０．０１（４，１０）＝５．９９４

［１６］，表明不同碳源培养基对

松茸菌丝体生物量的影响在０．０１水平上差异显著。Ｄｕｎｃａｎｓ

表３　不同碳源对菌丝体生物量的影响

水平
不同碳源的菌丝体生物量（ｇ／Ｌ）

麦芽糖 葡萄糖 蔗糖 马铃薯 玉米粒

１ ３．９１ ３．３４ ３．９０ ２．２０ ２．５８
２ ２．９７ ２．９５ ３．８４ １．９９ ２．２８
３ ２．８５ ３．０１ ４．１６ ２．５２ ２．２２

平均值 ３．２４Ａ ３．１０ＡＢ ３．９６Ａ ２．２４Ｂ ２．３６Ｂ

　　注：平均值行后标有不同大写字母表示处理间差异极显著
（Ｐ＜００１）。　

表４　不同碳源配方下菌丝体生物量的方差分析

变异来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值
组间 ５．９８０ ４ １．４９５ １４．４７８
组内 １．０３３ １０ ０．１０３
总变异 ７．０１２ １４

检验法多重比较结果表明，蔗糖、麦芽糖与葡萄糖在０．０１水
平差异不显著，但与马铃薯、玉米粒差异显著，所以选择蔗糖

和麦芽糖进行下一步碳氮源的正交试验。

２．３　氮源对松茸菌丝体生物量的影响
曾东方等对松茸纯培养氮源进行了优选试验，结果表明，

无机氮源以ＮＨ４Ｃｌ最好，其次为ＮＨ４ＮＯ３，ＫＮＯ３最差，呈现出
松茸喜铵态氮氮源而不喜硝态氮氮源的规律性［１７］，所以供试

氮源设为４种有机氮源和１种无机氮源硝酸铵。试验结果
（表５）表明，在供试的４种有机氮源中，麦麸获得的菌丝体生
物量最高，其次是酵母粉，再次是牛肉膏、蛋白胨，无机氮源硝

酸铵获得的菌丝体生物量最少，可能是因为小分子有机氮比

无机氮更有利于松口蘑菌丝的生长［１８］。统计学方差分析结

果（表６）表明，Ｆ值为１１．５１９＞Ｆ０．０１（４，１０）＝５．９９４
［１６］，表明

不同氮源培养基对松茸菌丝体生物量的影响在０．０１水平上
差异显著。Ｄｕｎｃａｎｓ检验法多重比较结果表明，麦麸与酵母
粉在０．０１水平差异不显著，但与蛋白胨和牛肉膏差异显著，
所以选择麦麸和酵母粉进行下一步碳氮源的正交试验。

表５　不同氮源菌丝体生物量的影响

水平
不同氮源的菌丝体生物量（ｇ／Ｌ）

酵母粉 蛋白胨 牛肉膏 硝酸铵 麦麸

１ ４．０９ ３．０８ ２．８５ １．２６ ４．８０
２ ４．０２ ２．４４ ３．１３ ２．１５ ４．６５
３ ３．６３ ２．６６ ２．６５ ３．１８ ４．２９

平均值 ３．９１ＡＢ ２．７３ＢＣ ２．８８ＢＣ ２．２０Ｃ ４．５８Ａ

　　注同表３。

２．４　碳源、氮源正交试验结果
由表７可知，蔗糖的极差最大，其次是麦芽糖、麦麸、酵母

粉。极差越大，在该因素的水平变动时，菌丝体生物量变化越

—６４２— 江苏农业科学　２０１４年第４２卷第８期



表６　不同氮源配方下菌丝体生物量的方差分析

变异来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值
组间 １１．２０１ ４ ２．８００ １１．５１９
组内 ２．４３１ １０ ０．２４３
总变异 １３．６３２ １４

大，也就是该因素对生物量变化影响越大，可见碳源蔗糖是影

响菌丝生物量的主要因素。比较水平之间 ｋ值大小，得到最
佳水平组合为Ａ３Ｂ３Ｃ３Ｄ３，即蔗糖３０．００ｇ／Ｌ、麦芽糖３０．００ｇ／Ｌ、
酵母粉３．５０ｇ／Ｌ、麦麸２５．００ｇ／Ｌ（浸提液）。但经过３次重
复试验验证，其菌丝体平均生物量为８．２１ｇ／Ｌ，低于８号处理
组。可能是因为随碳源、氮源浓度加大造成高渗环境，处于逆

境的菌丝体正常代谢受阻［１９］，经过分析比较可知，最终选取８
号进行下一步的无机盐及维生素Ｂ１水平试验。

表７　碳源、氮源筛选的Ｌ９（３４）正交直观分析结果

编号
Ａ：蔗糖
含量（ｇ／Ｌ）

Ｂ：麦芽糖
含量（ｇ／Ｌ）

Ｃ：酵母粉
含量（ｇ／Ｌ）

Ｄ：麦麸
含量（ｇ／Ｌ）

菌丝体生物

量（ｇ／Ｌ）
１ １０ １０ ２．５０ １５ ４．７９
２ １０ ２０ ３．００ ２０ ５．８１
３ １０ ３０ ３．５０ ２５ ７．３３
４ ２０ １０ ３．００ ２５ ６．２７
５ ２０ ２０ ３．５０ １５ ７．２６
６ ２０ ３０ ２．５０ ２０ ７．５０
７ ３０ １０ ３．５０ ２０ ７．１９
８ ３０ ２０ ２．５０ ２５ ８．７３
９ ３０ ３０ ３．００ １５ ８．６７
ｋ１ ５．９７７ ６．０８３ ７．００７ ６．９０７
ｋ２ ７．０１０ ７．２６７ ６．９１７ ６．８３３
ｋ３ ８．１９７ ７．８３３ ７．２６０ ７．４４３
Ｒ ２．２２２ １．７５０ ０．３４３ ０．６１０

２．５　无机盐及维生素Ｂ１水平试验结果分析
ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ、ＫＨ２ＰＯ４对菌丝生长促进作用极显著，说

明这些矿质盐是松茸菌丝生长所必需的，维生素Ｂ１对松茸菌
丝生长促进作用显著［２０］，为了进一步完善松茸液体培养基成

分，试验对无机盐ＫＨ２ＰＯ４、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ和维生素Ｂ１进行了
水平试验筛选。由统计学分析结果（表８）可以看出，处理组之
间有极显著差异，菌丝体生物量首先随着剂量的增加而增加，

但再继续增加剂量又会导致菌丝体生物量下降，低剂量组

（水平１）与高剂量组（水平４）作用相当，水平３的菌丝体生
物量最高，表明无机盐的添加需适量，不可过高也不可过低。

所以，确定最佳液体培养基配方的无机盐与维生素水平为

ＫＨ２ＰＯ４２．５０ｇ／Ｌ、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ１．５０ｇ／Ｌ、维生素Ｂ１８ｍｇ／Ｌ。
表８　无机盐及维生素Ｂ１用量对菌丝体生物量的影响

重复
菌丝体生物量 （ｇ／Ｌ）

水平１ 水平２ 水平３ 水平４
１ ８．０７ ９．２０ １０．５９ ８．２０
２ ７．５８ ９．２５ １１．６２ ８．８１
３ ７．９２ ９．２６ １０．５５ ７．５９

平均值 ７．８６Ｃ ９．２４Ｂ １０．９２Ａ ８．２０ＢＣ

　　注同表３。

３　结论

试验结果表明，松茸菌丝体生长的最适液体培养基为蔗

糖３０．００ｇ／Ｌ、麦芽糖 ２０．００ｇ／Ｌ、酵母粉 ２．５０ｇ／Ｌ、麦麸

２５．００ｇ／Ｌ（浸提液）、ＫＨ２ＰＯ４ ２．５０ｇ／Ｌ、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ
１．５０ｇ／Ｌ、维生素Ｂ１８ｍｇ／Ｌ，ｐＨ值自然条件。２５℃静置培养
１２ｈ，再每隔１２ｈ水平往复手摇约５ｍｉｎ，培养７２ｈ，其生物量
可达１０．９２ｇ／Ｌ，与前人试验结果相比，本研究周期更短，生
物量更高。采用间歇性手摇的方式培养，得到的菌丝体分散

均匀，生物量高，便于日后的原生质体制备和诱变育种。
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