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　　摘要：建立一种灵芝均一性菌种制作方法及其发酵工艺。超声破碎灵芝琼脂固体平板培养物，采用镜检和涂布平
板法分析超声均质效果，以生物量和胞外多糖为指标优化其发酵工艺。结果表明：灵芝琼脂固体菌种破碎完全、均一

性好，菌落数达到１８６．００ＣＦＵ／个（琼脂块直径０．５ｃｍ）；以超声均质化菌种为接种物于恒摇床发酵，生物量、胞外多糖
分别为９．２４、０．６２ｇ／Ｌ，低于琼脂块菌种（分别为１３．３７、１．１６ｇ／Ｌ）；采用静置加摇床两阶段发酵方法（共１０ｄ），以静
置 ３ｄ、摇床７ｄ为最优，生物量、胞外多糖含量分别达到１５．１４、０．８６ｇ／Ｌ；与琼脂块菌种恒摇床发酵相比分别提高
２９９６％、１６．２１％；超声均质菌种优化后的接种量为７ｍＬ。
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　　灵芝别称瑞草、万年蕈、不老草、仙草、神芝，属担子菌门
层菌纲多孔菌目灵芝科灵芝属，在我国主要指赤芝（Ｇａｎｏｄｅｒ
ｍａｌｕｃｉｄｕｍ）、紫芝（Ｇ．ｓｉｎｅｎｓｅ）、松杉灵芝（Ｇ．ｔｓｕｇａｅ）等具有
较高药用价值的芝类。灵芝是我国、日本、韩国、泰国等东方

国家的传统珍贵草药，其中灵芝多糖、灵芝酸是灵芝药效的关

键物质基础［１－３］，主要用于肝炎、高血压、高血脂、胃癌等疾病

的治疗。

野生灵芝资源极其稀少，人工代料栽培是目前灵芝生产

的主要方法，但其栽培周期长，且不同批次产品的活性成分及

其含量有较大差异，不利于灵芝产品的标准化生产、应用、推

广。不同于前者，灵芝液体发酵具有周期短、过程易控制、生

产自动化水平高等优点，且发酵组分活性与子实体相近［４－８］，

因此研究人员以生物量、多糖、三萜为目标对发酵培养基、真

菌激发子、中药提取物强化活性物质生物合成等进行

研究［９－１２］。

液体发酵是当前食药用菌研究的热点，其琼脂平板培养

物常作为液体发酵［１３］或液体菌种生产的接种物［１４－１５］，其优

点在于可缩短菌种制备时间，但发酵周期长。Ｘｉｎｇ等采用小
型搅拌机均质化灰树花（Ｇｒｉｆｏｌａｆｒｏｎｄｏｓａ）琼脂平板培养物，作
为漆酶液体发酵接种物［１６］。灵芝液体培养菌种接种前，也常

采用搅拌机均质后再用于接种［１７］。研究灵芝琼脂固体菌种

超声破碎效果，并优化其作为接种物的发酵工艺，为均一性菌

种制备及其发酵提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　供试菌株　赤芝购自中国科学院微生物研究所，编号

为ＣＣＭＣＣ５．５３５。
１．１．２　培养基　ＰＤＡ培养基：去皮马铃薯 ２００ｇ、葡萄糖
２０ｇ、琼脂１８ｇ、去离子水１０００ｍＬ，于１２１℃下灭菌２０ｍｉｎ。
液体发酵培养基：葡萄糖３５．０ｇ、蛋白胨４．０ｇ、酵母粉４．０ｇ、
ＫＨ２ＰＯ４１．０ｇ、ＭｇＳＯ４０．５ｇ、维生素 Ｂ１０．０１ｇ、去离子水
１０００ｍＬ，于１２１℃下灭菌２０ｍｉｎ。
１．１．３　主要仪器　ＪＹ－９６ＩＩＮ型超声波细胞破碎仪（浙江宁
波新芝生物科技股份有限公司），ＵＶ５８００－ＰＣ型紫外可见分
光光度仪（上海元析分析仪器有限公司），ＮＲＹ－２１０２Ｃ型恒
温摇床（上海南荣实验室仪器有限公司），ＰＨＳ－３Ｃ型精密
ｐＨ值计（上海仪电科学仪器股份有限公司），ＤＭ７５０型显微
镜（配ＬＥＩＣＡＤＭＣ２９００型相机，ＬＥＩＣＡ公司）。
１．２　方法
１．２．１　菌种活化及平板培养　将４℃冷箱保藏的斜面菌种
转至新配制的 ＰＤＡ斜面，于２５℃下活化培养７ｄ，活化菌种
接至ＰＤＡ平板培养７ｄ。
１．２．２　菌种超声波破碎　采用无菌打孔器（直径０．５ｃｍ）在
平板菌落近边缘打孔，挑取２０个琼脂块至装有２０ｍＬ无菌水
的５０ｍＬ离心管。超声前采用７５％乙醇、无菌水依次擦拭超
声波细胞破碎仪变幅杆；将其浸于悬液开始超声破碎，每次

１０ｓ，共６次（合计时间１ｍｉｎ），功率２５０Ｗ，形成１ｍＬ悬液的
生物量约相当于１个琼脂块所含生物量，即为超声均质菌种。
１．２．３　显微观察　吸取５０μＬ超声均质菌种至载玻片，盖上
盖玻片，于１０倍物镜下观察并拍照。
１．２．４　菌落计数　吸取２００μＬ超声均质菌种悬液至９ｃｍ
ＰＤＡ平板上，采用涂布棒均匀涂布，于２５℃下培养５ｄ后观
察计数。

１．２．５　恒摇床发酵　吸取３ｍＬ均质菌种至装有５０ｍＬ发酵
培养基的１５０ｍＬ摇瓶中，接种３个琼脂固体菌种作为对照。
于３０℃、１６０ｒ／ｍｉｎ条件下培养１０ｄ。
１．２．６　静置加摇床两阶段发酵　吸取３ｍＬ超声均质菌种至
装有５０ｍＬ发酵培养基的１５０ｍＬ摇瓶中，于３０℃下静置培
养１～４ｄ，之后于１６０ｒ／ｍｉｎ摇床培养，合计培养１０ｄ，优化其
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发酵；接种３个琼脂菌种作为对照，同时设琼脂块菌种恒摇床
发酵。基于优化的两阶段发酵，接种量分别为１～１０ｍＬ，接
种至装有５０ｍＬ培养基的１５０ｍＬ摇瓶中，以优化超声均质菌
种接种量。

１．２．７　发酵参数分析　（１）生物量（干质量法）。将发酵液
以３５００ｒ／ｍｉｎ离心，收集菌丝并去除琼脂块培养基，上清用
于ｐＨ值、胞外多糖含量、残葡萄糖含量的测定；菌丝用去离
子水洗涤，离心收集，重复 ２次。菌丝转至 ６０目纱布，于
７０℃ 下烘干至恒质量，计算生物量。（２）残葡萄糖含量。采
用３，５－二硝基水杨酸法测定发酵液的残葡萄糖含量。（３）
ｐＨ值。采用数显ｐＨ计测定发酵液的ｐＨ值。（４）多糖含量。
参照文献［７，１８］进行测定。胞外多糖含量。吸取１０ｍＬ离
心发酵液上清于透析膜（分子截留量１００００ｕ）中，流动自来
水透析２４ｈ以去除葡萄糖等小分子，向收集的透析液加入
４０ｍＬ９５％乙醇，充分混合后于４℃冰箱过夜。过夜沉淀液
以 ３５００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ并弃上清，将沉淀悬于 ２５ｍＬ
１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液，于６０℃下水浴１ｈ，离心收集上清。胞
内多糖：干菌丝于研钵中研碎，称取１００ｍｇ至２５ｍＬ１ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＯＨ溶液，于 ６０℃下水浴 １ｈ，离心收集上清。采用苯
酚－硫酸法测定２种上清液的多糖。
１．２．８　数据处理　采用 ＳＰＳＳ１６．０软件对试验数据进行统
计分析，作ｔ检验分析，以Ｐ＜０．０５为显著性差异。试验均重
复３次，试验数据用“平均值±标准差”表示。

２　结果与分析

２．１　超声均质菌种显微观察
由灵芝琼脂固体菌种超声均质显微图（图１）可知，菌种

破碎完全，可看到均一性菌丝体及少量短菌丝。可见，超声波

破碎是一种有效的琼脂固体菌种均质方法，可用于制备均一

性菌种。此外，降低培养基琼脂含量可提高超声破碎效果并

缩短超声时间。

２．２　超声均质菌种菌落计数
图２为琼脂固体菌种超声破碎悬液稀释后涂布平板培养

菌落，菌落大小一致，每个琼脂块菌种超声后形成约

１８６．００±１１．３５个菌落，此为 １ｍＬ超声均质菌种发酵生长
点。本试验条件（５ｄ培养时间）下，相当数量的短菌丝片段

可能未生长至可肉眼观察的菌落，因此超声均质菌种发酵生

长点应高于该菌落值。

２．３　超声均质菌种恒摇床发酵
由超声均质菌种及琼脂块菌种恒摇床发酵结果（表１）可

知，超声法破碎制备的均一菌种发酵终点生物量和胞外多糖

均低于琼脂块菌种。２种菌种在葡萄糖利用方面也存在显著
差异（Ｐ＜０．０５），由于葡萄糖主要作为碳源提供细胞生长能
量、参与合成细胞组成成分、合成代谢产物，超声均质菌种低

葡萄糖消耗显示其弱发酵力，这与其发酵低生物量和多糖

吻合。

超声均质菌种所含生长点远高于琼脂块菌种，但发酵液

所形成菌球数量少甚至低于后者，很显然超声均质菌丝摇床

过程发生聚集并降低其生长点，这是超声均质菌种发酵水平

低的重要原因。此外，菌种超声破碎过程其细胞必然受损伤，

或影响超声均质菌种发酵性能。

表１　灵芝超声均质菌种和琼脂块菌种作为发酵接种物的摇瓶发酵结果

接种物
生物量

（ｇ／Ｌ）
胞内多糖含量

（ｇ／Ｌ）
胞外多糖含量

（ｇ／Ｌ） 终ｐＨ值 残葡萄糖含量

（ｇ／Ｌ）

超声均质菌种 ９．２４±０．８３ａ ０．８４±０．０８ａ ０．６２±０．１３ａ ３．４１±０．０８ａ １６．９４±１．２１ａ
琼脂块菌种 １３．３７±１．６４ｂ １．１１±０．０７ｂ １．１６±０．１６ｂ ３．６０±０．１２ａ １４．８８±１．７５ｂ

　　注：超声均质菌种接种量为３ｍＬ，琼脂块菌种接种量为３个；同列数据后不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５），相同小写字母表示差异
不显著（Ｐ＞０．０５）。下表同。

２．４　超声均质菌种不同静置时间加摇床培养两阶段发酵
由超声均质菌种和琼脂块菌种作为接种物的不同静置时

间加摇床培养两阶段发酵结果（表２）可知，超声均质菌种不
同静置时间加摇床发酵以静置３ｄ、摇床培养７ｄ的生物量和
胞外多糖含量最高，分别为１５．１４、０．８６ｇ／Ｌ，与其恒摇床发酵
生物量、胞外多糖含量９．２４、０．６２ｇ／Ｌ（表１）相比分别提高
６３．８５％、３８．７１％。可见，静置３ｄ、摇床７ｄ两阶段发酵是超

声均质菌种优化的发酵工艺。

作为对照，琼脂块菌种静置培养时间１～３ｄ加摇床培养
两阶段发酵的生物量、胞外多糖含量均高于其恒摇床发酵

（Ｐ＜０．０５）；静置时间（１～３ｄ）对发酵结果无显著影响（Ｐ＞
０．０５），但静置时间为４ｄ时生物量和胞外多糖明显下降。静
置期（１～３ｄ）细胞可能以适应发酵环境和恢复性生长为主，
即为迟滞期，细胞进入生长期后需要丰富的氧分及营养供应，
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表２　灵芝超声均质菌种及琼脂块菌种不同静置时间加摇床两阶段发酵结果

接种物
静置

（ｄ）
生物量

（ｇ／Ｌ）
胞内多糖含量

（ｇ／Ｌ）
胞外多糖含量

（ｇ／Ｌ） 终ｐＨ值 残葡萄糖含量

（ｇ／Ｌ）

超声均质菌种 １ ７．１４±０．２３ｄ ０．６４±０．０８ｅ ０．３８±０．０３ｇ ３．７４±０．１１ａ ２１．２４±０．７２ｅ
２ １２．６２±０．３７ｂ １．１６±０．０５ｂ ０．５７±０．０６ｆ ３．５４±０．１４ａ １４．８３±０．８４ａ
３ １５．１４±０．４６ａ １．３７±０．０７ａ ０．８６±０．０９ａ ３．６４±０．０８ａ １４．３７±０．４４ａ
４ １３．７３±０．４１ｃ １．２９±０．０８ａ ０．８４±０．０７ａ ３．４４±０．１７ａ １５．２４±０．６２ａ

琼脂块菌种 １ １５．０６±０．２８ａ １．３４±０．０８ａ ０．８７±０．１３ａ ３．５４±０．１３ａ １１．６４±０．７３ｂ
２ １５．２１±０．３７ａ １．２９±０．０６ａ ０．９２±０．１６ｂ ３．６４±０．１８ａ １２．２２±０．９２ｂ
３ １５．４７±１．１３ａ １．４２±０．０４ｃ ０．９８±０．２４ｂ ３．７８±０．１５ａ １２．７２±０．６７ｂ
４ １１．１３±０．５１ｂ １．１２±０．０５ｂ ０．６６±０．１３ｄ ４．２４±０．１３ｂ １３．３４±０．４８ｃ

琼脂块菌种 ０ １１．６５±１．０５ｂ ０．９６±０．０６ｄ ０．７４±０．０７ｅ ３．６３±０．１８ａ １８．２５±０．７９ｄ

而此时静置培养氧质及溶质传递有限，成为其发酵的制约

因素。

２．５　超声均质菌种不同接种量静置加摇床（３ｄ／７ｄ）两阶段
发酵

采用优化的静置加摇床两阶段发酵工艺（３ｄ静置培养，
７ｄ摇床培养）对不同超声均质菌种接种量的发酵结果见表

３。由表３可知，随着接种量的增大，发酵终点生物量及胞外
多糖含量相应提高，于接种量为７ｍＬ（约相当于７个琼脂块
菌种）时达到最高，生物量、胞外多糖含量分别为 １７．４３、
１．２７ｇ／Ｌ；进一步增大接种量，生物量、胞外多糖含量均未提
高，表明该优化发酵工艺下超声均质菌种的优化接种量为

７ｍＬ。

表３　超声均质菌种不同接种量静置加摇床（３ｄ／７ｄ）两阶段发酵结果

接种量
生物量

（ｇ／Ｌ）
胞内多糖含量

（ｇ／Ｌ）
胞外多糖含量

（ｇ／Ｌ） 终ｐＨ值 残葡萄糖含量

（ｇ／Ｌ）

１ ９．６５±０．４５ａ ０．８７±０．０８ａ ０．４６±０．０４ａ ３．５８±０．０８ａ ２０．４１±０．３６ａ
２ １１．２１±０．１３ｂ １．０１±０．０６ｂ ０．６１±０．１１ｂ ３．４６±０．１１ａ １６．７６±０．８４ｂ
３ １５．４６±０．４１ｃ １．３７±０．０７ｃ ０．９１±０．０９ｃ ３．４４±０．１３ａ １４．２４±０．８２ｃ
４ １６．２２±０．２５ｄ １．３７±０．１０ｃ １．１３±０．１２ｄ ３．５８±０．０８ａ １２．１４±０．４６ｄ
５ １６．６９±０．３２ｄ １．４４±０．０８ｃ １．２３±０．０８ｅ ３．５８±０．０８ａ １０．３２±０．２４ｅ
６ １７．０４±０．２４ｄ １．５１±０．０６ｄ １．３４±０．０７ｅ ３．５８±０．０６ａ ９．２７±０．４７ｆ
７ １７．４３±０．３６ｅ １．５７±０．０５ｅ １．２７±０．０９ｅ ３．５８±０．０５ａ ８．１７±０．２７ｇ
８ １７．４４±０．４３ｅ １．４７±０．０７ｄ １．３６±０．０８ｅ ３．５８±０．０４ａ ８．０３±０．３１ｇ
９ １７．３０±０．２９ｅ １．３４±０．０５ｃ １．３４±０．１１ｅ ３．５８±０．０３ａ ７．８６±０．１９ｇ
１０ １７．３４±０．３３ｅ １．３７±０．０９ｃ １．２８±０．０７ｅ ３．６１±０．０７ａ ８．０６±０．２５ｇ

３　讨论

超声波是指频率为２×１０４～２×１０９Ｈｚ的声波，是机械波
的一种，因其超越了人类听觉的上限而被称为超声波。超声

波在生物研究中的应用主要以细胞破碎［１９－２０］、成分辅助提

取［２１－２３］为主。细胞破碎是利用超声波在液体中的空化作用

产生密集小气泡，依靠小气泡的迅速炸裂将细胞破碎。本研

究表明，超声波可有效破碎灵芝琼脂固体菌种。传统的搅拌

法通过高速搅拌子产生巨大的机械剪切力将细胞破碎，相比

之下，超声波法具有使用方便快捷、不易污染、安全性高等优

点，且对细胞的损伤可能较小。超声探头（变幅杆）易与生物

反应器集成，由此可实现均一性菌种的即时制备，减少污染发

生，使高均一性和高纯度液体菌种发酵生产成为现实。

本研究利用超声波破碎技术成功制备高均一性、高生长

点的灵芝菌种，但其作为接种物摇床发酵的生物量和胞外多

糖产率低于未破碎琼脂块菌种。主要因为超声均质菌种摇床

过程菌丝发生聚集现象，降低了其发酵生长点；此外，灵芝细

胞超声破碎时受到损伤，这２种不利因素制约了其发酵水平。
琼脂块菌种的起始生长点较少，但摇床培养过程中其自身逐

渐碎片化，且新生长菌丝于原菌种脱落为新生长点，发酵液生

长点不断增多。尽管摇床发酵时琼脂块菌种的生长点少，但

其发酵水平仍高于超声均质菌种。

两阶段发酵工艺是一种广泛应用于工业生产及科学研究

的发酵技术。根据细胞生长及目标产物生物合成条件的差

异，两阶段发酵有多种不同的调控模式，以最大化目标产物的

合成。例如，ε－聚赖氨酸（ε－ｐｏｌｙｌｙｓｉｎｅ）两阶段ｐＨ值发酵，
细胞生长期ｐＨ值控制在５．０以上，ε－聚赖氨酸合成期 ｐＨ
值控制为４．０［２４］；凝胶多糖（ｃｕｒｄｌａｎ）两阶段细胞密度控制发
酵，前期采用高密度发酵技术，凝胶多糖合成阶段采用低细胞

密度［２５］；虾青素（ａｓｔａｘａｎｔｈｉｎ）发酵生产葡萄糖浓度采用两阶
段控制方式，生长期、合成期分别为２０、５０ｇ／Ｌ［２６］。

崔建东等研究发现，冬虫夏草多糖摇动加静置两阶段发

酵，摇动培养１１５ｈ后静置培养１２０ｈ最优，多糖产量分别为
摇动培养、静置培养的１．５、２．０倍［２７］。Ｆａｎｇ等采用先摇动培
养４ｄ、后静置培养１２ｄ的发酵方法，灵芝菌丝灵芝酸由恒摇
床发酵的０．１３６ｍｇ／ｇ提高至０．３１９ｍｇ／ｇ［２８］。Ｂｉｇｅｌｉｓ等采用
静置培养７ｄ、摇动培养７ｄ的两阶段发酵工艺，使抗癌疾先
导化学物Ｆｌａｖｏｍａｎｎｉｎ产率提高１０～１００倍［２９］。本研究针对

超声均质菌种传统恒摇床过程中菌丝发生聚集的现象，采用

先静置培养以避免和减轻菌丝聚集，从而维持其多发酵生长

—５６３—江苏农业科学　２０１６年第４４卷第１０期



点，使发酵水平大幅提高。

４　结论

超声波破碎可有效均质化灵芝琼脂固体菌种，每个琼脂

块（直径为０．５ｃｍ）菌种超声破碎可形成１８６．００个菌落。
采用超声波破碎制备的均一性菌种，其摇床发酵生物量

和胞外多糖低于传统琼脂块菌种；静置加摇床两阶段发酵以

静置３ｄ、摇床振荡培养７ｄ为最优发酵工艺。
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　　更正　《江苏农业科学》２０１６年第４４卷第９期第１２９－１３２页刊登的论文《苦荞株高及主茎分枝数的遗传相关分析》
中，表１的表注中的“ｐＨ值”更正为“ＰＨ”。特此更正。

《江苏农业科学》编辑部
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