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摘 要：尖顶羊肚菌液体静止培养的优化培养基为：蔗糖#-，胰蛋白胨"(#-，酵母粉

"(%+-，天门冬酰胺"("*-，./01#·’2!1"(+/／3，42!51#%(#+/／3，67!251#·!2!1"(#*/／3，

89%!+:/／3，;7;<!"("%)/／3，微量元素溶液%(":3／3。培养基初始=2’("，装量+":3／!+":3，

接种量!-，培养温度!,>。培养%"?菌丝体生物量可达%!(,#/／3。
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羊肚菌属（./0"12(($）隶属子囊菌纲（@ABC:DBEFEA），盘菌目（5EGHG7<EA），羊肚菌科
（.CIBJE<<7BE7E）［%］。世界上已经发表的羊肚菌属有))个种（包括亚种和变种），分布于亚洲、
欧洲、北美洲及大洋洲等地区。据报道，我国目前已经发现的羊肚菌有%%个种，分布在我国西
北、西南、华中、华南和华东等地。据《本草纲目》记载，羊肚菌具有“甘寒无毒，益肠胃，化痰理

气”的特性和功效。现代研究也表明，羊肚菌不仅具有一定的食用价值，还具有抗疲劳、免疫调

节等功效［!!#］。尽管目前国内外都有羊肚菌栽培成功的报道，但依然没有实现羊肚菌的商业

化人工栽培。国内不少研究人员利用野生羊肚菌或羊肚菌菌丝体研制和开发了羊肚菌腐乳、

羊肚菌保健胶囊、羊肚菌饮料和羊肚菌杏食品等食品或保健食品［+!*］，受到了人们普遍欢迎。

为了更好地开发和利用这一优质食用菌资源，我们筛选出了适合液体生产的羊肚菌菌种，同时

对其液体培养条件进行了优化，现报道如下。

% 材料与方法

!(! 菌种
羊肚菌（./0"12(($2*"’(2,#$）菌株"#,&、"#,#、"#,)、%!"&，粗柄羊肚菌（./0"12(($

"0$**)32*）菌株%!"*和尖顶羊肚菌（./0"12(($"/,)"$）菌株均由中国微生物菌种保藏中心管
理委员会农业微生物中心上海食用菌分中心提供。
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!!" 培养基

"!#!" 菌种保藏培养基 $%&粉（美国%’()*公司产品）+,-，加蒸馏水至".，/0自然，

"#"1灭菌"2345，制成斜面培养基。

"!#!# 基础培养基 胰蛋白胨#!6-／.，酵母粉"!6-／.，7-8*9·:0#*6!2-／.，;0#$*9
"!92-／.，<=#0$*9·#0#*6!9>-／.，?@"#23-／.，)=)A#6!6"+-／.，微量元素溶液（(B)C02*:·

20#*9!>-／.，D58*9·:0#*#!C9-／.，75)A#·90#*#-／.，)E)A#·C0#*6!9-／.，)F8*9·20#*
6!9-／.）"!63.／.。

"!#!+ 液体发酵种子培养基 $%@粉（美国%’()*公司产品）#9-，加蒸馏水至".，/0自然，

"#"1灭菌"2345。

"!#!9 液体发酵菌种筛选用培养基 "!#!#基础培养基加葡萄糖#6-／.，/0C!2，"#"1灭菌

"2345。

"!#!2 液体发酵培养基 正交试验因素与水平见表"。实验中通过对培养基中碳氮源优化
后进行配制。

表! 试验因素和水平

#$%&’! #(’)$*+,-.$/0&’1’&.,)+(’,-+(,2,/$&+’.+

水平
.BGBAH

因素 (=IJEKH（L）

& 蔗糖
& 8FIKEHB

@ 胰蛋白胨
@ MKN/JE5B

) 酵母粉
) OB=HJBPJK=IJ/EQRBK

% 天门冬酰胺
% .S&H/=K=-45B

" #!6 6!9 6!62 6!69
# 9!6 6!> 6!"6 6!6C
+ C!6 "!# 6!"2 6!6>

!!3 羊肚菌的培养

"!+!" 菌种活化 将所有保藏菌种分别接种在新鲜的$%&平板培养基上，#C1培养"周，进
行菌种活化和复壮。将培养好的菌种保藏在91冰箱中待用。

"!+!# 固体菌种均质化 取新鲜的$%&平板菌种，用打孔器在菌落边缘取直径"!6I3的菌
种块。用加有定量无菌水的均质器在无菌条件下将接入菌种筛选培养基或种子培养基的菌种

块打碎，#C1避光静止培养"6R。

"!+!+ 液体菌种均质化 在培养条件优化和液体发酵实验中，首先将液体静止培养的菌丝于
无菌条件下过滤，并用无菌水洗涤菌丝，然后用均质器将菌丝充分打碎，再用移液器定量接种。

!!4 生物量的测定
静止培养"6R后，培养液经96目尼龙布过滤，菌丝体经蒸馏水冲洗数次后，冷冻干燥至恒

重，电子天平称量菌丝体干重。

# 结果与分析

#!" 菌种的筛选
将C个受试菌株分别接入装有263.液体发酵菌种筛选培养基的#263.三角瓶中，#C1

避光静止培养"6R，测定菌丝体干重，筛选出最佳的液体发酵用菌种。从图"可以看出，尖顶
羊肚菌在液体培养条件下的菌丝体生物量最大，因此，选择尖顶羊肚菌作为后试菌株。

"!" 培养基组成对液体培养尖顶羊肚菌菌丝体生物量的影响
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!"!"# 碳源的筛选 在基础培养基中分别加入!$的葡萄糖、蔗糖、可溶性淀粉、麦芽糖、玉
米粉作为碳源，以%"&$的胰蛋白胨为氮源，进行碳源筛选实验。
从图!可以看出，尖顶羊肚菌对蔗糖的利用效果较好，而对玉米粉的利用率却非常低，因

此选蔗糖作为尖顶羊肚菌液体发酵用碳源。

#!’、(：羊肚菌菌株%&)*、%&)&、%&)’、#!%*
&：粗柄羊肚菌#!%+ )：尖顶羊肚菌
#!’，(：!"#$%&’#()*,-./01,%&)*，%&)&，%&)’，#!%*
&：!"%+*$$,-#$#!%+ )：!"%.(,%*
图! 液体发酵用羊肚菌菌株的筛选

"#$%! &’()(*(+,#-.-/!"#$%&’’(
),01#.)/-0)234(0$(5+2*,20(

#：葡萄糖 !：蔗糖 ’：可溶性淀粉
&：麦芽糖 (：玉米粉
#：23456,7 !：845.6,7 ’：8634937,-/.5:
&：;/3-6,7 (：<6.1=7/3
图6 不同碳源对尖顶羊肚菌液体发酵菌丝体生物量的影响

"#$%6 &’((//(+,-/5#//(0(.,+103-.)-20+()-.,’(

47+(*#1*3#-41))-/)234(0$(8+2*,20(5!)$"*+$(

!"!"! 氮源的筛选 在基础培养基中分别
加入%"&$的麸皮、玉米蛋白粉、豆粕粉、胰
蛋白胨、硝酸铵、硫酸铵作为氮源，以!$的
葡萄糖作为碳源，进行氮源筛选实验。

从图’可以看出，尖顶羊肚菌利用胰蛋
白胨的效果较好，但对无机氮的利用率相对

较低，因此选胰蛋白胨作为尖顶羊肚菌液体

发酵用氮源。

!"!"’ 正交试验结果 据报道，天门冬酰胺
对食用菌液体发酵具有很好的促进作用，酵

母粉不仅会影响食用菌液体发酵的菌丝体生

物量，也会影响发酵液的风味。因此，除选用

蔗糖作为碳源，胰蛋白胨作为氮源外，为了考

察天门冬酰胺和酵母粉对尖顶羊肚菌液体发

酵的影响，设计了四因素三水平正交试验。

#：麸皮 !：玉米蛋白粉 ’：豆粕粉
&：胰蛋白胨 (：硝酸铵 )：硫酸铵
#：>:7/-9./1 !：<6.1?.6-701?6@A7.
’：86B97/15/C7?6@A7. &：D.B?-617
(：E==6104=10-./-7 )：E==6104=,43?:/-7
图9 不同氮源对液体培养尖顶羊肚菌菌丝体生物量的影响

"#$%9 &’((//(+,-/5#//(0(.,.#,0-$(.)-20+()-.,’(

47+(*#1*3#-41))-/)234(0$(8+2*,20(5!)$"*+$(

采用F*（’&）正交表，试验结果见表!。培养基中的其它成分为：;G8H&·IJ!H%"(G／F，

KJ!LH&#"&(G／F，M/!JLH&·!J!H%"&+G／F，NO#!(=G／F，</<3!%"%#’G／F，微量元素溶液

#"%=F／F。
由表!可以看出，四因素中以O因素（胰蛋白胨）极差最大，即胰蛋白胨对尖顶羊肚菌液体

发酵菌丝体生物量的影响最大，P因素（天门冬酰胺）的影响最小。最优培养基为：O#E!<’P’，
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即!"蔗糖，#$!"胰蛋白胨，#$%&"酵母粉，#$#’"天门冬酰胺。
表! 正交试验结果

"#$%&! "’&(&)*%+),-+’&,(+’,.,/#%+&)+

试验编号
()*+,-.+/0/12$

因素 34501,2
6 7 8 9

菌丝体生物量
:;5+<-4<=-1.422（>／&#.?）

% % % % % #$@%!%
A % A A A #$@%#B
@ % @ @ @ #$ABA@
! A % A @ #$&C#C
& A A @ % #$!!!#
D A @ % A #$@@’B
C @ % @ A #$&CAD
’ @ A % @ #$@BA%
B @ @ A % #$@’#B
E% #$@#&’ #$!’&’ #$@!’! #$@CBC
EA #$!&%A #$@’A@ #$!A#’ #$!#C&
E@ #$!!’& #$@@C! #$!@D@ #$!%’!

F #$%!&! #$%!’! #$#’CB #$#@’C

!$0 初始*G对尖顶羊肚菌菌丝体生物量的影响
分别选择初始*G@$#、!$#、&$#、D$#、C$#和’$#进行试验，结果见图!。从图!可以看出，

尖顶羊肚菌菌丝在初始*G!$#!C$#之间都能生长，最适*GC$#。*G高于C$#会影响尖顶羊
肚菌菌丝的生长。*G低于!$#则会抑制尖顶羊肚菌菌丝的生长。

!$1 培养基装量对尖顶羊肚菌菌丝体生物量的影响
使用A&#.?三角瓶作为培养容器，培养基装量为A&.?、&#.?、C&.?、%##.?、%A&.?和

%&#.?，ADH避光静止培养%#I，结果见图&。从图&可以看出，当装量在A&.?／A&#.?时，液
体静止培养%#I的菌丝体生物量最大，达%!$@>／?。尖顶羊肚菌为好气菌，液体静止培养装瓶
量越小，培养基与空气的接触面积相对越大，尖顶羊肚菌的菌丝就更容易生长。因此，在液体

培养生产尖顶羊肚菌菌丝时必须重视通气量。

图1 初始23对液体培养尖顶羊肚菌菌丝体生物量的影响

45.61 "’&&--&7+,-5/5+5#%23,/+’&

897&%5#%$5,8#)),-)*$8&(.&:7*%+*(&;!"#$%&#’

图< 培养基装量对尖顶羊肚菌菌丝体生物量的影响

45.6< "’&&--&7+,-8&;5*87#2#75+9,/+’&

897&%5#%$5,8#)),-)*$8&(.&:7*%+*(&;!"#$%&#’

!$< 接种量对尖顶羊肚菌菌丝体生物量的影响
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以培养基装量!"#$／%!"#$，接种量&’、%’、(’、)’、*’和&"’进行试验，结果见图

)。从图)可以看出，接种量对液体静止培养尖顶羊肚菌菌丝体生物量的影响并不大，接种量

%’和接种量&"’的菌丝体生物量基本相当。因此，在实际生产中选择%’的接种量。

!+" 培养时间对尖顶羊肚菌菌丝体生物量的影响
分别收集液体静止培养%、(、)、*、&",的尖顶羊肚菌菌丝体进行检测，结果见图-。

图" 接种量对尖顶羊肚菌菌丝体生物量的影响

#$%&" ’())**)+,-*$.-+/01,$-.21,)-.,()

34+)0$105$-3166-*6/53)2%)7+/0,/2)8!"#$%&#’

图9 液体静止培养尖顶羊肚菌菌丝的生长曲线

#$%&9 ’()%2-:,(+/2;)-*6,1,$+

6/53)2%)7+/0,/2)8!"#$%&#’34+)0$1

从图-可以看出，接种(,后尖顶羊肚菌菌丝就开始快速生长，第&"天，菌丝体生物量达

&%+)(.／$。

/ 结论
经试验，筛选出尖顶羊肚菌为适于液体培养的菌种。尖顶羊肚菌液体振荡培养时，菌丝体

极易形成菌团或大菌球，菌团或菌球内外菌丝体因吸收营养成分或氧气的不同，其生长状态和

代谢情况必然存在一定的差异，不能真实地反映不同生长因素对尖顶羊肚菌菌丝生长的影响。

因此，本研究选择静止培养研究尖顶羊肚菌菌丝的生理生化特征。

初步确定了尖顶羊肚菌菌丝液体静止培养条件。优化培养基为：蔗糖(’，胰蛋
白胨"+(’，酵母粉"+&!’，天门冬酰胺"+"*’，0.12(·-3%2"+!.／$，43%52(&+(!.／$，

67%352(·%3%2"+(*.／$，89&%!#.／$，:7:;%"+"&/.／$，微量元素溶液&+"#$／$。初始

<3-+"，培养基装量!"#$／%!"#$，接种量%’，培养温度%)=。培养&",后菌丝体生物量可
以达到&%+)(.／$。试验为我们进一步研究尖顶羊肚菌发酵液促进双歧杆菌生长的能力或开
发双歧杆菌和尖顶羊肚菌双菌保健产品打下了良好的基础。
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