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　　摘要：为掌握猴头菇液体制种过程中主要感染杂菌的种类及变化规律，以采取有效的措施降低染菌率，分析猴头
菇活化菌种保存时间与种子液染菌率的关系，鉴定种子液中感染杂菌的种类和来源，评价６种抗生素对杂菌的抑制作
用。结果表明，猴头菇活化菌种在温度为４℃条件下，于０～５ｄ时间段内接种于液体培养基时染菌率最低，均在２０％
左右，随着时间的延长，染菌率呈上升趋势。感染种子液的杂菌有５种（分别命名为ＷＲ１、ＷＲ２、ＷＲ３、ＷＲ４、ＷＲ５），其
中４种为芽孢杆菌和１种为葡萄球菌，主要来源于进行试验场所的空气中，它们对硫酸庆大霉素和乳酸链球菌素较为
敏感。综上所述，要解决猴头菇液体制种过程中染菌的问题，首先是严格规范试验操作，其次是减少活化菌种保存时

间，最后是保持实验室空气清洁。必要时在种子培养基中可以加入一定量的乳酸链球菌素，以减少染菌率。
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　　猴头菇（Ｈｅｒｉｃｉｕｍｅｒｉｎａｃｅｕｓ），因其形状酷似猴子头而得
名，别称猴头菌、猴头蘑、刺猬菌等，是一种重要的药食两用

菌［１］。它含有多肽、多糖、酰胺、甾体化合物、萜类化合物、酚

类化合物、生物碱类化合物和吡喃酮类化合物等，具有抗肿

瘤、抗溃疡、抗氧化、抗炎症、抗疲劳、增强免疫力、保护肝脾、

降血糖、降血脂等功效［２－３］，对神经衰退及老年痴呆等神经性

疾病有较好的治疗效果。这些良好的生理功效正日益受到人

们的关注和重视，许多猴头菇相关的食品和保健品得以开发

利用，猴头菇市场需求不断扩大，猴头菇产品的主要生产原料

主要来自猴头菇成熟的子实体和通过发酵产生的菌丝体［４］，

猴头菇子实体和菌丝体的获得均需要大量的猴头菇菌种，菌

种生产是首道工序，其直接关系到猴头菇产量与品质，是生产

成败的关键［５］。

猴头菇菌种的生产方式主要有２种，一种是传统的固体
菌种，另一种是液体菌种，与固体菌种相比，液体菌种具有很

多优越性［６］。首先，液体菌种没有级别之分，既可以作为母

种接种到原种培养基中，也可以作为栽培种直接接种到栽培

袋中，既简化了生产工艺，又降低生产成本；其次，液体菌种在

完全无菌条件下制得，菌种纯度高，菌龄一致；再次，液体菌种

萌发速度快，可降低污染率；最后，液体菌种操作简便，生产周

期短、易于工业化生产［７－８］。目前，液体菌种的制备多采用

“（斜面）母种→一级摇瓶种→二级摇瓶种→培养器”的生产
工艺［９－１０］，其中由斜面母种制备一级摇瓶种这一环节最容易

出现感染杂菌的现象，这一环节染菌可最终导致培养器染菌。

染杂菌的发生主要是由母种带菌（感染了杂菌）造成的，食用

菌母种在转接或保存过程中最容易感染细菌（这种现象很难

用肉眼去发现），往往造成食用菌的一级摇瓶种和二级摇瓶

种染菌，这也是食用菌产业合作社和食用菌种植户在栽培过

程中不采用液体菌种的主要原因。

前人将染菌预防措施的研究重点放在加强环境卫生管

理、选用纯度高和菌丝健壮的菌种等方面，并未对液体菌种易

感染的杂菌种类、来源及相关规律进行探究［７］。因此，本研

究分离和鉴定猴头菇液体菌种易感染的细菌，并分析它们的

来源，探讨杂菌感染率与活化的斜面母种（从沙土管和液体

石蜡保存的菌种）保存时间的变化规律，还提出了相应的防

治措施。目的是为了帮助食用菌专业合作社或者食用菌种植

户能采取防治液体菌种染菌的措施，预防或减少猴头菇液体

菌种制备过程中染菌的发生，从而加快猴头菇液体菌种的应

用和推广。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　菌种　猴头菇ＴＪＨ－０３分离自四川省唐家河国家级
自然保护区的猴头菇鲜标本。

１．１．２　培养基　猴头菇菌株活化培养基为改良 ＰＤＡ培养
基［１１］，猴头菇液体种子液培养基为改良 ＰＤＡ液体培养基，猴
头菇液体菌种中感染的杂菌分离培养基为ＬＢ固体培养基。
１．１．３　抗生素　硫酸庆大霉素（效价≥５９０μｇ／ｍｇ）、硫酸卡
那霉素〔效价（无水）≥７５０μｇ／ｍｇ〕、氨苄青霉素钠（效价
８４５～９８８μｇ／ｍｇ）和硫酸链霉素（效价６５０～８５０μｇ／ｍｇ）均为
ＵＳＰ级（美国药典标准），均购于美国 Ａｍｒｅｓｃｏ公司。乳酸链
球菌素（ｎｉｓｉｎ）为食品级，购于石家庄春信生物科技有限
公司。

１．２　试验方法
１．２．１　菌株的活化　用直径为１０ｍｍ的无菌打孔器在培养
好的猴头菇ＴＪＨ－０３平板上打取长势一致的菌饼，用灭菌小
镊子挑取打好的菌片接种到ＰＤＡ平板中央上（培养基体积为
１５ｍＬ），每皿放１片菌，于温度为２５℃条件下倒置培养５～
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７ｄ，得到ＴＪＨ－０３活化菌种，用封口膜密封保存备用。
１．２．２　不同保存时间对种子液染菌率的影响　将活化的
ＴＪＨ－０３菌种保存于２０℃恒温培养箱和４℃冰箱中。在保
存０、１、５、１０、１５、２０ｄ同一条件下取８个平板，接种于种子液
培养基（５０ｍＬ／５００ｍＬ三角瓶）中，每瓶取４片菌饼，接种５０
瓶，在２５℃温度条件下１２０ｒ／ｍｉｎ培养７ｄ，计算染菌率。每
天观察种子液的状态变化，在培养的过程中如果种子液出现

浑浊的现象，说明它们感染了杂菌。每组试验重复３次，数据
以平均数表示。

１．２．３　种子液中杂菌的分离与纯化　采用稀释平板涂布法
对猴头菇感染杂菌的种子液中的细菌进行分离［１２］，在无菌条

件下取１０ｍＬ种子液加到装有９０ｍＬ灭菌生理盐水的三角瓶
中，充分振荡混匀，静置 １５ｍｉｎ，再以无菌生理盐水进行
１０－２、１０－３、１０－４、１０－５、１０－６、１０－７梯度稀释，取３个连续梯度
的稀释液各０．２ｍＬ涂布于ＬＢ固体培养基上，３７℃条件下倒
置培养２４～３６ｈ待培养皿长出菌落，根据形态、颜色等挑选
典型菌落在ＬＢ固体培养基上划线纯化，重复３～４次，直至
出现单菌落，将纯化后的单菌株接入 ＬＢ培养基中扩大培养
并保存菌种。

１．２．４　杂菌的分类鉴定　通过形态、生理生化特性并结合
１６ＳｒＲＮＡ基因序列对种子液中感染的杂菌进行分类鉴定。
形态特征采用革兰氏染色观察法，生理生化鉴定参照东秀珠

等《常见细菌系统鉴定手册》上的方法［１３］进行测定。

１６ＳｒＤＮＡ鉴定：用 ＴａＫａＲａｍｉｎｉＢＥＳＴＢａｃｔｅｒｉａＧｅｎｏｍｉｃ
ＤＮＡＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔＶｅｒ．３．０试剂盒提取菌株 ＤＮＡ，具体步骤
参见试剂说明书，用２７Ｆ（５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－
３′）和１４９２Ｒ（５′－ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′）引物扩增
１６ＳｒＤＮＡ，所用试剂为ＴａＫａＲａＰＣＲＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ，ＰＣＲ步
骤和程序采用吴晓晖等的方法［１４］。ＰＣＲ扩增产物送于生工
生物工程（上海）股份有限公司进行基因序列测定。将基因

序列在ＮＣＢＩ的ＢＬＡＳＴ检索系统中进行序列同源性分析，并
使用ＭＥＧＡ６．０软件对基因序列进行系统发育分析和进化树
的构建。

１．２．５　杂菌的来源分析　参照 ＧＢ／Ｔ１６２９４—２０１０《医药工
业洁净室（区）沉降菌的测试方法》［１５］对进行猴头菇液体菌

种相关试验场所（主要包括接种室、超净工作台、培养室、保

存室、冰箱）环境中的微生物进行收集，采样结束后于ＴＳＡ平
板３２℃培养箱中倒置培养３ｄ［１６］。根据形态、颜色等挑选平
板中典型菌落，划线纯化，通过形态、生理生化特性并结合

１６ＳｒＲＮＡ基因序列进行分类鉴定，并与 ＷＲ１、ＷＲ２、ＷＲ３、
ＷＲ４、ＷＲ５进行同源性分析。
１．２．６　最小抑／杀菌浓度的测定　取无菌９６微孔板，第１孔
加入１５０μＬ的 ＭＨ肉汤培养基（不含抗生素）作为阴性对
照，第２孔至第１１孔分别加入７５μＬ的ＭＨ肉汤培养基２倍
稀释各抗生素溶液，使各孔最终质量浓度分别为２０００．００、
１０００．００、５００．００、２５０．００、１２５．００、６２．５０、３１．２５、１５．６３、７．８１、
３．９５μｇ／ｍＬ［１７－１８］。第 ２孔 至第 １２孔分别加入 １×
１０６ＣＦＵ／ｍＬ细菌悬液７５μＬ，第１２孔再加入７５μＬ的ＭＨ肉
汤培养基作为阳性对照，将微孔板置于３７℃培养箱中恒温培
养２４ｈ，观察各孔的变化。最小抑菌浓度（ｍｉｎｉｍｕｍｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，简 称 ＭＩＣ）和 最 小 杀 菌 浓 度 （ｍｉｎｉｍｕｍ

ｂａｃｔｅｒｉｃｉｄａｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，简称 ＭＢＣ）测定参照美国临床试验
标准委员会（ｃｌｉｎｉｃａｌａｎｄｌａｂｏｒａｔｏｒｙｓｔａｎｄａｒｄｓｉｎｓｔｉｔｕｔｅ，简称
ＮＣＣＬＳ）的第 ２５版信息增刊 Ｍ１００－Ｓ２５文件［１９］。以菌株

ＷＲ１、ＷＲ２、ＷＲ３、ＷＲ４和 ＷＲ５为指试菌，测定硫酸庆大霉
素、卡那霉素、氨苄青霉素、乳酸链球菌素和硫酸链霉素对它

们的ＭＩＣ和ＭＢＣ。
１．２．７　数据统计处理　所有试验重复３次，检测数据以“平
均数±标准差”表示，用ＳＡＳ９．４软件进行显著性分析。

２　结果与分析

２．１　不同保存温度及时间对种子液染菌率的影响
由表１可知，在４℃条件下冷藏和在２０℃恒温条件下，

染菌率的变化趋势较为一致，均随着保存时间的延长，染菌率

逐渐上升，４℃温度条件下染菌率从１６．００％升到４５．３３％；
在２０℃温度条件下，染菌率从１８．００％升到４６．００％。在１～
５ｄ的时间段出现了平稳区域，染菌率差异不显著（Ｐ＞
０．０５），均在２０％左右；而在５～１５ｄ时染菌率显著上升，５、
１０、１５ｄ染菌率的差异极显著（Ｐ＜０．０１）；从１５ｄ之后染菌率
又开始出现平稳区域，差异不显著，４℃温度条件下染菌率维
持在４３．３３％～４５．３３％，２０℃温度条件下维持在 ４４．６７％～
４６．００％。此外，在４、２０℃条件下，相同时间段内的染菌率无
显著差异性，但在４℃温度条件下，固体菌种的菌丝体代谢缓
慢，可保持较好的活性。

表１　在４℃冷藏和２０℃恒温条件下种子液染菌率
随种子保存时间的变化

保存时间

（ｄ）
染菌率（％）

４℃ ２０℃
０ １６．００±０．０２Ｃｃ １８．００±０．０２Ｃｃ
１ １８．００±０．０２Ｃｃ １９．３３±０．０１Ｃｃ
５ ２０．００±０．０２Ｃｃ ２１．３３±０．０１Ｃｃ
１０ ３５．３３±０．０２Ｂｂ ３６．６７±０．０２Ｂｂ
１５ ４３．３３±０．３１Ａａ ４４．６７±０．０１Ａａ
２０ ４５．３３±０．０３Ａａ ４６．００±０．００２Ａａ

　　注：同列数据后不同大写、小写字母表示在０．０１、０．０５水平上差
异显著。

２．２　种子液中杂菌的分离与鉴定
从感染细菌种子液中共分离纯化得到５种菌株，分别记

为ＷＲ１、ＷＲ２、ＷＲ３、ＷＲ４、ＷＲ５。随着菌种保存时间的延长，
在接种时不但导致染菌率的增加，同时还导致感染细菌种类

的增加（表２）。菌种在保存０、１ｄ接种时，从感染的种子液
中分离纯化得到 ２种菌株，即 ＷＲ１、ＷＲ２；在保存 ５ｄ时，
ＷＲ１、ＷＲ２、ＷＲ５被分离纯化得到；在保存１０ｄ时，分离纯化
得到菌株在ＷＲ１、ＷＲ２、ＷＲ５的基础上增加了 ＷＲ４；在保存
１５、２０ｄ时，５种菌株全部被分离纯化得到。
　　参考《伯杰细菌鉴定手册》和《常见细菌系统鉴定手
册》［１３，２０］，结合表 ２、表 ３的试验结果，初步确定菌株 ＷＲ１、
ＷＲ２、ＷＲ４、ＷＲ５分别与蜡样芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ）、枯草
芽孢 杆 菌 （Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ）、阿 耶 波 多 氏 芽 孢 杆 菌 （Ｂ．
ａｒｙａｂｈａｔｔａｉ）、贝莱斯芽孢杆菌（Ｂ．ａｒｙａｂｈａｔｔａｉ）鉴定特征接
近，菌 株 ＷＲ３与 Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓｐｅｔｒａｓｉｉ鉴 定 特 征 相
接近［２１－２２］。
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表２　菌株ＷＲ１、ＷＲ２、ＷＲ３、ＷＲ４、ＷＲ５的表型特征和分布特点

菌株 表型特征

分离结果

４℃ ２０℃
０ｄ １ｄ ５ｄ １０ｄ １５ｄ ２０ｄ ０ｄ １ｄ ５ｄ １０ｄ １５ｄ ２０ｄ

ＷＲ１ 杆状，菌落似圆形，乳白色，表面粗糙，不

透明似融蜡状，边缘不整齐

＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

ＷＲ２ 杆状，菌落圆形，污白色，表面粗糙有褶

皱，不透明，边缘不整齐

＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

ＷＲ３ 球状，菌落圆形，浅黄色，表面光滑，不透

明，边缘整齐

－ － － － ＋ ＋ － － － － ＋ ＋

ＷＲ４ 杆状，菌落圆形，黄色，表面湿润，不透明，

边缘整齐

－ － － ＋ ＋ ＋ － － － ＋ ＋ ＋

ＷＲ５ 杆状，菌落圆形，乳白色，表面粗糙有褶

皱，不透明，边缘不整齐

－ － ＋ ＋ ＋ ＋ － － ＋ ＋ ＋ ＋

　　注：“＋”表示分离到；“－”表示未分离到；表４同。

表３　菌株ＷＲ１、ＷＲ２、ＷＲ３、ＷＲ４和ＷＲ５的生理生化特征

试验名称
试验结果

ＷＲ１ ＷＲ２ ＷＲ３ ＷＲ４ ＷＲ５
革兰氏染色 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
产芽孢 ＋ ＋ － ＋ ＋
淀粉水解 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
明胶液化 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
柠檬酸盐利用试验 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
接触酶试验 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
硝酸盐还原 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
Ｖ－Ｐ测定 ＋ ＋ － ＋ ＋
吲哚试验 － － － － －
酪氨酸水解 － － － － ＋
甲基红反应 － ＋ － － ＋
苯丙氨酸脱氨酶试验 － － － － －
Ｈ２Ｓ产气 － － － － －
Ｄ－葡萄糖 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
Ｄ－木糖 ＋ － ＋ ＋ ＋
Ｄ－甘露醇 ＋ － － ＋ ＋
Ｄ－阿拉伯糖 ＋ － ＋ ＋ ＋

　　注：“＋”表示阳性反应；“－”表示阴性反应。

　　将５株细菌１６ＳｒＲＮＡ序列通过ＢＬＡＳＴ软件与 ＧｅｎＢａｎｋ
数据库进行同源性比对分析，选取同源性较高的模式菌株，通

过ＭＥＧＡ６．０６软件采用Ｎｅｉｇｈｂｏｕｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ法构建系统发育

树（图１、图２），并用 ＤＮＡＭＡＮ８．０软件计算序列的相似性。
结果表明，菌株 ＷＲ１与蜡样芽孢杆菌 ＡＴＣＣ１４５７９（ＮＲ＿
０７４５４０．１）高度相近，相似性高达９９．８６％；菌株 ＷＲ２与枯草
芽孢杆菌ＪＣＭ１４６５（ＮＲ＿１１３２６５．１）相似性高达１００．００％；菌
株ＷＲ３与Ｓ．ｐｅｔｒａｓｉｉＣＣＭ８４１８（ＮＲ＿１１８４５０．１）高度相近，相
似性高达 １００．００％；菌株 ＷＲ４与阿耶波多氏芽孢杆菌
Ｂ８Ｗ２２（ＮＲ＿１１５９５３．１）高度相近，相似性高达９９．６５％；菌株
ＷＲ５与贝莱斯芽孢杆菌 ＦＺＢ４２（ＮＲ＿０７５００５．２）高度相近，相
似性高达９９．８６％。结合形态特征及生理生化鉴定结果，最
终将菌株 ＷＲ１、ＷＲ２、ＷＲ３、ＷＲ４、ＷＲ５分别鉴定为蜡样芽孢
杆菌、枯草芽孢杆菌、Ｓ．ｐｅｔｒａｓｉｉ、阿耶波多氏芽孢杆菌和贝莱
斯芽孢杆菌。

２．３　杂菌的来源分析
将ＷＲ１、ＷＲ２、ＷＲ３、ＷＲ４、ＷＲ５与相关试验场所内的微

生物进行对比，结果（表４）发现，ＷＲ１、ＷＲ２、ＷＲ４和 ＷＲ５均
存在于接种室、培养室、保存室和冰箱中，说明猴头菇液体菌

种在制备过程中污染的杂菌主要来自于进行试验的场所内。

从杂菌来源来看，严格规范试验操作是减少污染最主要的途

径，减少实验室的内空气流动也十分必要［２３］。此外，ＷＲ３还
未找到来源，须进一步研究。

２．４　最小抑／杀菌浓度的测定
由表５可知，硫酸庆大霉素和乳酸链球菌对菌株 ＷＲ１、

ＷＲ２、ＷＲ３、ＷＲ４、ＷＲ５均具有较好抑菌效果，硫酸庆大霉素
对菌株ＷＲ１、ＷＲ２、ＷＲ３、ＷＲ４、ＷＲ５的ＭＩＣ分别为３１２５、
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表４　ＷＲ１、ＷＲ２、ＷＲ４和ＷＲ５在相关试验场所中出现情况

菌株 接种室 超净工作台 培养室 保存室 冰箱

种类 ５ ０ ６ ４ ４
ＷＲ１ ＋ － ＋ ＋ ＋
ＷＲ２ ＋ － ＋ ＋ ＋
ＷＲ３ － － － － －
ＷＲ４ ＋ － ＋ ＋ ＋
ＷＲ５ ＋ － ＋ ＋ ＋

　　注：从培养室分离到６种菌株，分别为ＷＲ１、ＷＲ２、ＷＲ４、ＷＲ５、松鼠葡萄球菌和１种未鉴定出来的菌株。

表５　６种抗生素对ＷＲ１、ＷＲ２、ＷＲ３、ＷＲ４和ＷＲ５的ＭＩＣ与ＭＢＣ μｇ／ｍＬ　

菌株
硫酸庆大霉素 卡那霉素 氨苄青霉素 乳酸链球菌素 硫酸链霉素

ＭＩＣ ＭＢＣ ＭＩＣ ＭＢＣ ＭＩＣ ＭＢＣ ＭＩＣ ＭＢＣ ＭＩＣ ＭＢＣ
ＷＲ１ ３１．２５ ２５０．００ — — — — ２５０．００ １０００．００ — —

ＷＲ２ ３１．２５ １２５．００ — — — — ５００．００ １０００．００ １２５．００ ５００．００
ＷＲ３ ６２．５０ ５００．００ １０００．００ — — — １２５．００ ５００．００ ２５０．００ １０００．００
ＷＲ４ ３１．２５ ５００．００ １５．６３ ６２．５０ — — １２５．００ ２５０．００ ３１．２５ ６２．５０
ＷＲ５ ３１．２５ １２５．００ — — — — ５００．００ １０００．００ ２５０．００ ５００．００

　　注：“—”表示没有抑菌作用。

３１．２５、６２．５０、３１．２５、３１．２５μｇ／ｍＬ，乳酸链球菌对菌株 ＷＲ１、
ＷＲ２、ＷＲ３、ＷＲ４、ＷＲ５的 ＭＩＣ分别为 ２５０．００、５００００、
１２５００、１２５．００、５００．００μｇ／ｍＬ。取 ＭＩＣ以上无细菌生长的
清亮管中１００μＬ培养液涂布肉汤固体培养基平板上，进行活
菌计数，３７℃恒温条件下培养１２ｈ，观察有无细菌生长。平
板上细菌计数少于５个菌落者的最低浓度为 ＭＢＣ。因此，确
定硫酸庆大霉素对菌株ＷＲ１、ＷＲ２、ＷＲ３、ＷＲ４、ＷＲ５的 ＭＢＣ
分别为２５０．００、１２５．００、５００．００、５００．００、１２５．００μｇ／ｍＬ，乳酸
链球菌素对菌株ＷＲ１、ＷＲ２、ＷＲ３、ＷＲ４、ＷＲ５的ＭＢＣ分别为
１０００．００、１０００．００、５００．００、２５０．００、１０００．００μｇ／ｍＬ。　

３　结论与讨论

食用菌液体菌种是指采用液体深层培养法获得的菌

种［２４］，是在发酵罐中采用液体培养基通入无菌空气并加以搅

拌，以增加培养基中的溶氧量，控制发酵工艺参数，给菌丝生

长提供一个最佳的营养、酸碱度、温度、供氧量，使菌丝快速生

长，迅速扩繁，在短时间内获得大量菌种。液体菌种在香

菇［９］、草菇［２５］、双孢蘑菇［２６］、杏鲍菇［２７］、金针菇［２８］的生产和

栽培上得到应用，并表现出制种周期短、接种效率高、定植封

面快、发菌周期短、菌龄一致以及污染率和生产成本低等优

点，适合食用菌规模化、工厂化生产。

食用菌液体制种技术不同于传统的固体制种技术，生产

环节较多，易引起杂菌感染菌种，使食用菌商品率降低，经济

效益下降。研究发现，造成猴头菇液体菌种污染的主要原因

是专用母种带菌，即专用种在制作过程中造成污染或者是在

存贮过程中造成二次污染，这就要求活化好的猴头菇菌种应

在０～１ｄ内进行液体培养基接种，最长不超过５ｄ，不仅可以
降低染菌概率，还可以保持菌种良好活性。从感染杂菌的种

类看，主要是芽孢杆菌（ＷＲ１、ＷＲ２、ＷＲ４、ＷＲ５）和葡萄球菌
（ＷＲ３），其中 ＷＲ１和 ＷＲ２为主要感染菌。此外，ＷＲ１、
ＷＲ２、ＷＲ４和ＷＲ５主要存在于微生物接种室、培养室、保存
室和冰箱中，说明猴头菇液体菌种染菌可能是研究人员在微

生物研究过程中操作不当引起的污染。因此，液体菌种栽培

对操作人员要求更高，生产中要严格实行操作技术规程，具有

较强的无菌意识，同时要对菌种制备室进行定期有效的消毒，

消除杂菌。

最小抑／杀菌浓度的测定结果显示，硫酸庆大霉素和乳酸
链球菌素对菌株 ＷＲ１、ＷＲ２、ＷＲ３、ＷＲ４和 ＷＲ５的抑菌效果
佳，因此，在试验允许的前提下可以在培养基中加一定量的抗

生素，可优先选择乳酸链球菌素。乳酸链球菌素是由乳酸链

球菌产生的一种新型多肽，对许多革兰氏阳性菌具有强烈的

抑制作用，摄入后可被人体中的蛋白酶降解为各种氨基酸，没

有毒副作用，因此它是目前世界上唯一允许使用在食品防腐

方面的抗菌素［１８，２９］。乳酸链球菌素耐酸、耐热性能优良，在
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酸性条件下高温灭菌时仍呈现稳定性［３０］，而猴头菇菌丝适宜

在酸性环境下生长，一般要求 ｐＨ值在４．５～６．５［３１］，这样就
可以在液体种子培养基中加入乳酸链球菌素，与培养基一起

高温灭菌，冷却到适宜的温度后，接入菌种即可。这也为猴头

菇菌液体深层发酵和猴头菇菌丝体的应用提供了技术支持，

用液体发酵法生产的猴头菇菌丝体要比栽培生产子实体简

便、快速，并且通过发酵生产的猴头菇菌丝体的营养成分无论

是蛋白质、氨基酸含量还是维生素含量均类似于子实体，用液

体发酵菌丝体可以制备食用菌饮料、调味品、食品添加剂及饲

料添加剂等［３２］，开发利用猴头菇液体发酵获得菌丝体及其代

谢产物来制备药物具有较好的发展前景。

本研究表明，在猴头菇液体菌种制备过程中，活化菌种应

在０ｄ内进行接种，最长不要超过５ｄ，既能保持菌种的活性，
又能降低染菌率。感染液体菌种的主要杂菌是蜡样芽孢杆菌

（Ｂ．ｃｅｒｅｕｓ）、枯草芽孢杆菌（Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ），其次是Ｓ．ｐｅｔｒａｓｉｉ、阿
耶波多氏芽孢杆菌（Ｂ．ａｒｙａｂｈａｔｔａｉ）和贝莱斯芽孢杆菌（Ｂ．
ａｒｙａｂｈａｔｔａｉ）。防治猴头菇液体菌种污染的有效措施是严格
规范试验操作、减少菌种保存时间和保持实验室空气清洁。

乳酸链球菌素作为唯一被允许用作食品添加剂的细菌素，不

仅能够减少猴头菇液体菌种和菌丝体发酵的染菌率，还能够

满足食品安全要求。
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