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　　摘要：为了筛选出黄酮和多糖产量较高的优良桑黄菌株，对１７株桑黄菌株的生物量、黄酮和多糖含量及总产量进
行分析，采用酵母提取物麦芽糖完全培养基（ＣＹＭ）液体培养基对１７株不同的桑黄菌株发酵培养７ｄ，收集液体菌丝，
烘干至恒质量后测定菌丝干质量，用ＮａＮＯ２－Ａｌ（ＮＯ３）３比色法测定菌丝黄酮含量，用苯酚－硫酸法测定菌丝多糖含

量。结果表明：在１７株桑黄菌株中，生物量最大的是ＪＮＳＨ－１４，达到０．６４５ｇ／１００ｍＬ；黄酮产量最大的是ＪＮＳＨ－１５，
达到４２．０４８ｍｇ／Ｌ；多糖产量最大的是ＪＮＳＨ－１５，达到８３４．１４６ｍｇ／Ｌ。由研究结果可以看出，ＪＮＳＨ－１５菌株无论是在
生物量还是总黄酮、总多糖产量方面，都处于较高水平。研究结果可为下一步桑黄黄酮、多糖发酵工艺优化中发酵菌

株的选择提供参考依据。
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　　桑黄（Ｐｈｅｌｌｉｎｕｓｓｐｐ．）在分类学上属于真核真菌亚界
（Ｅｕｋａｒｙｏｍｙｃｏｔａ）真 菌 门 （Ｅｕｍｙｃｏｔａ）担 子 菌 亚 门

（Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔｉｎａ）层 菌 纲 （Ｈｙｍｅｎｏｍｙｃｅｔｅｓ）多 孔 菌 目
（Ｐｏｌｙｐｏｒａｌｅｓ）锈革孔菌科（Ｈｙｍｅｎｏｃｈａｅｔａｃａｅ）针层孔菌属
（Ｐｈｅｌｌｉｎｕｓ）［１］，在我国有着悠久的应用历史，最早在李时珍所
著的《本草纲目》中就已经有了关于桑黄的记载，常用于治疗

内脏下垂、脱肛泻血、血崩气血两虚等症状［２－４］。日本学者

ＩｋｅＫａｗａ等在１９６８年研究发现，桑黄（Ｐｈｅｌｌｉｎｕｓｌｉｎｔｅｕｓ）子实
体提取物具有非常好的抗癌效果，对小鼠肉瘤Ｓ１８０的抑制率
可达９６．７％，对正常细胞无毒害作用［５－６］。现代医学研究证

实，桑黄提取物对小鼠肝癌 Ｈ２２、肉瘤 ｓ１８０、肺癌 Ｌｅｗｉｓ［７］、脑
胶质瘤 Ｕ２５１［８］、乳腺癌细胞 ＭＣＦ－７［９］、人源性结肠癌细胞
ＨＴ－２９［１０］等均有良好的抗瘤作用，同时可以提高人体免疫
能力，保护肝脏，治疗关节炎等［１１－１２］。这些都使得桑黄的研

究成为人们关注的热点，使其在药品研发与临床应用领域以

及保健品开发领域有着广阔的应用前景。

桑黄广泛的药理功能得益于其多种多样的化学成分，现

代生物学研究发现，桑黄的主要化学成分有多糖、黄酮、香豆

素、氨基酸、萜类物质和酚类物质等，其中具有较强生物学活

性的有效成分主要是多糖、黄酮和三萜等［１３－１４］，其中又以多

糖、黄酮的研究最为系统。多糖存在于子实体、菌丝体和发酵

液中，分为子实体多糖、菌丝体胞内多糖（ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
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ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，简 称 ＩＰＳ）和 胞 外 多 糖 （ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，简称 ＥＰＳ）［１５－１６］，具有抗肿瘤、提高免疫力、降
血糖等功效［２］。子实体多糖以杂多糖为主，研究发现的主要

单糖有甘露糖、半乳糖、葡萄糖、树胶醛糖、果糖、木糖［１７－１８］。

黄酮类化合物是桑黄抗氧化作用的重要物质，总黄酮含量可

作为桑黄抗氧化效用的评价标准［１９］。现代药理学研究表明，

桑黄黄酮类化合物具有抗肿瘤、抗氧化、抗肝纤维化、增强免

疫的作用［２０－２１］。

本研究通过液体发酵培养，比较１７株桑黄菌株的生物量
和黄酮、多糖含量，从中筛选出桑黄黄酮、多糖总产量较高的

菌株，以期为生产上桑黄的液体发酵高效生产提供优良菌株。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　供试菌株　１７株桑黄菌株（ＪＮＳＨ－１～ＪＮＳＨ－１７）保
存于南京农业大学生命科学学院应用真菌实验室，各类菌株

的来源见表１。

表１　１７株菌株的来源情况

菌株编号 菌种名称 来源地

ＪＮＳＨ－１ 杨树桑黄 山东省德州市

ＪＮＳＨ－２ 桦树桑黄 山东省德州市

ＪＮＳＨ－３ 桑黄 山东省单县

ＪＮＳＨ－４ 韩桑 吉林省长春市

ＪＮＳＨ－５ 京桑 吉林省长春市

ＪＮＳＨ－６ 榆林松桑黄 黑龙江省五常市

ＪＮＳＨ－７ 桑树桑黄 黑龙江省五常市

ＪＮＳＨ－８ 云杉桑黄 黑龙江省五常市

ＪＮＳＨ－９ 杨树桑黄 黑龙江省五常市

ＪＮＳＨ－１０ 黑松桑黄 黑龙江省五常市

ＪＮＳＨ－１１ 桑黄 江苏省南京市

ＪＮＳＨ－１２ 桑黄 湖北省武汉市

ＪＮＳＨ－１３ 桑黄 黑龙江省伊春市

ＪＮＳＨ－１４ 桑黄 山东省淄博市

ＪＮＳＨ－１５ 桑黄 江苏省南京市

ＪＮＳＨ－１６ 桑黄 河南省驻马店市

ＪＮＳＨ－１７ 桑黄 安徽省凤阳县

１．１．２　培养基　菌种活化用培养基为马铃薯葡萄糖琼脂
（ＰＤＡ）固体培养基［２２］，配方如下：２００ｇ马玲薯，２０ｇ葡萄糖，
２０ｇ琼脂粉，１０００ｍＬ水。配制方法同常规，装量为８ｍＬ／平
皿（直径为５ｃｍ），倒板后冷却，备用。

种子液体培养基为ＰＤＡ液体培养基，配方如下：２００ｇ马
玲薯，２０ｇ葡萄糖，１０００ｍＬ水。配制方法同常规，装量为
１００ｍＬ／瓶（三角瓶容量为２５０ｍＬ），灭菌后冷却，备用。

液体发酵培养培养基为ＣＹＭ（酵母提取物麦芽糖完全培
养基），配方如下：１０ｇ麦芽糖，２０ｇ葡萄糖，２ｇ酵母提取物，
２ｇ蛋白胨，０．５ｇＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，４．６ｇＫＨ２ＰＯ４，１０００ｍＬ去
离子水。配制方法同常规，装量为１００ｍＬ／瓶（三角瓶容量为
２５０ｍＬ），灭菌后冷却，备用。
１．１．３　试剂与溶液　主要试剂有５％ ＮａＮＯ２、浓硫酸、７０％
乙醇、１０％葡萄糖、Ａｌ（ＮＯ３）３、芸香苷（纯度 ＞９５％）、４％
ＮａＯＨ、６％苯酚。
１．１．４　仪器设备　主要仪器设备有２８℃恒温培养箱、烘箱、

７２２型可见分光光度计、分析天平、天平、小型种子打碎机、摇
床、超声波清洗仪、超净台、台式高速离心机、高压蒸汽灭菌

锅、酶标仪等［２２］。

１．２　试验方法
１．２．１　菌种平板的活化　从冰箱保存的斜面试管菌种（母
种）中挑取１小块菌饼块，接种于ＰＤＡ固体平板培养基中央，
于２８℃恒温培养箱中静置培养。
１．２．２　桑黄一级种的制备　用２５０ｍＬ三角瓶分装 ＰＤＡ液
体培养基，每瓶装１００ｍＬ，高压灭菌后使用。用直径为６ｍｍ
的无菌打孔器在活化的平板菌种上选取活力较高的靠近菌丝

边缘的菌丝打孔［１９］，挑取８块带有培养基的菌丝接种于三角
瓶内，于１５０ｒ／ｍｉｎ、２８℃恒温摇床中培养７ｄ。
１．２．３　二级摇瓶发酵培养　用２５０ｍＬ三角瓶分装 ＣＹＭ液
体培养基，每瓶装１００ｍＬ，高压灭菌后使用。将制备好的一
级种在无菌条件下用组织匀浆破碎机打碎，按４％的接种量
接种到ＣＹＭ液体培养基中，于１５０ｒ／ｍｉｎ、２８℃恒温摇床中培
养７ｄ。
１．２．４　菌丝生物量的测定　发酵培养７ｄ后，将菌丝球用２０
目筛网收集起来，于清水下冲洗，直至培养基完全被洗净，再

将菌丝平摊于已称质量的无纺布上，在烘箱中于６０℃烘干，
称量此时的质量，得到菌丝干质量。

１．２．５　黄酮含量的测定　精确称取０．０５ｇ菌丝粉末，加入
５ｍＬ７０％乙醇，放入超声清洗机中超声１ｈ，获得萃取液。取
１ｍＬ提取液，用 ＮａＮＯ２－Ａｌ（ＮＯ３）３比色法测定黄酮含量。
用０．１ｍｇ／ｍＬ芸香苷标准品制作标准曲线，计算桑黄中的黄
酮含量［２２］。

１．２．６　胞内多糖含量的测定　将菌丝烘干研磨成粉末后，精
确称取０．０５ｇ粉末，加入５ｍＬ１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液，沸水浴
１ｈ，吸取提取液备用。采用苯酚 －硫酸法测定多糖含量，用
１ｍｇ／ｍＬ葡萄糖标准溶液绘制标准曲线［２３－２４］。

１．２．７　数据统计与分析　每组试验都以３组生物学重复的
“平均值±标准差”作为最终结果。对试验结果进行多重比
较分析，不同小写字母代表在０．０５水平上差异显著。

２　结果与分析

２．１　１７株桑黄菌株菌丝干质量的比较
用ＣＹＭ培养基对１７株不同的桑黄菌株进行发酵培养，

测定菌丝干质量。如图１所示，不同菌株间的生物量差异较
大，在０．０５４～０．６４５ｇ／１００ｍＬ之间；生物量较高的菌株有
ＪＮＳＨ－１４、ＪＮＳＨ－１５、ＪＮＳＨ－１、ＪＮＳＨ－９、ＪＮＳＨ－５、ＪＮＳＨ－
２，分别达到６．４５、５．８７、５．４４、４．６５、４．３４、４．１８ｇ／Ｌ。
２．２　１７株桑黄菌株菌丝黄酮含量的比较

如图２所示，１７株桑黄菌株的黄酮含量有一定差异，在
０．１１６～０．７１７ｍｇ／１００ｍｇ之间。黄酮含量较高的菌株有
ＪＮＳＨ－１５、ＪＮＳＨ－２、ＪＮＳＨ－５，分别达到 ０．７１７、０．５８９、
０．５３２ｍｇ／１００ｍｇ。
２．３　１７株桑黄菌株菌丝多糖含量的比较

如图３所示，１７株桑黄菌株的多糖含量差异相对较小，
在６．７７８～１５．８７６ｍｇ／１００ｍｇ之间。桑黄多糖含量较高的菌
株有 ＪＮＳＨ－８、ＪＮＳＨ－１２、ＪＮＳＨ－１５，分别达到 １５．８７６、
１５．１０６、１４．２１８ｍｇ／１００ｍｇ。
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２．４　１７株桑黄菌株菌丝总黄酮产量的比较
为了综合比较各桑黄菌株的产黄酮特性，计算１７株桑黄

菌株的总黄酮产量。如图４所示，ＪＮＳＨ－１５菌株的总黄酮产

量最高，达到４２．０４８ｍｇ／Ｌ；ＪＮＳＨ－２、ＪＮＳＨ－５、ＪＮＳＨ－１４的
总黄酮产量较高，分别达到２４．６４５、２３．０８６、２０．６３４ｍｇ／Ｌ；其
他桑黄菌株的总黄酮产量较低。
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２．５　１７株桑黄菌株菌丝总多糖产量的比较
为了综合比较各桑黄菌株产多糖的特性，计算１７株桑黄

菌株的总多糖产量。如图５所示，ＪＮＳＨ－１５菌株的桑黄总多

糖产量最高，达到８３４．１４６ｍｇ／Ｌ；ＪＮＳＨ－１、ＪＮＳＨ－２、ＪＮＳＨ－
８的 总多 糖产 量 较 高，分 别 达 到 ６６５．８２２、５５３．８９７、
５２８．１３５ｍｇ／Ｌ；其他桑黄菌株的总多糖产量较低。

３　结论

不同桑黄菌株类别对活性物质产量有着非常重要的影

响。本研究首先进行初始菌株的筛选，从１７株不同的桑黄菌
株（ＪＮＳＨ－１～ＪＮＳＨ－１７）中筛选出１株活性物质总产量最
高的菌株。黄酮、多糖作为桑黄药用组成中最为重要、研究得

最为系统的 ２种成分，其产量的高低影响着桑黄的价
值［２４－２５］。因此，本研究选择黄酮、多糖这２种活性物质的产
量作为评判桑黄菌株优劣的标准，从而筛选出最优的桑黄菌

株。试验结果表明，筛选出的ＪＮＳＨ－１５菌株在菌丝干质量、
黄酮及多糖产量方面均处于较高水平，综合考虑，将其作为液

体发酵生产的最优菌株。
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