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摘要：以菌丝体生物量和多糖产量为主要指标，对桑黄（鲍氏层孔菌）的深层发酵条件进行了优化，通过单因素试验

和四因素三水平正交试验筛选出了桑黄液体发酵的培养基，结果表明，最适培养基为：葡萄糖 &()*，玉米粉 +$()*，

豆饼粉 "$()*，,-"./+ !0&()*，1(2/+ !()*。进一步通过培养条件的优化，得到最适菌丝体生长的液体发酵条件为：

培养温度 "34，摇床转速 !+$5)678，9- 值自然，接种量 !$:，装液量 !$$6*（"&$6* 三角瓶），发酵周期 !#";。
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桑黄，别名桑臣、桑耳、胡孙眼等，隶属于担子

菌亚门，层菌纲，多孔菌目，多孔菌科，木层孔菌属；

该菌在我国中南地区通常生长于桑属（+)%8; 2）植

物上，且其子实体为黄褐色，故名桑黄［!］。桑黄子

实体入药，味微苦，民间用以治疗血淋、脱肛、泻血、

带下、闭经、脾虚泄泻等。近代研究表明桑黄的水

提物对小白鼠 2>!3$ 的抑制率为 %’0?:，艾氏腹水

癌的抑制率为 3?:［"］；而桑黄中的多糖是其抗癌作

用的主要成分［#］。由于桑黄具有显著的抗癌效果，

目前对桑黄的研究已成为国际药用真菌领域的热

点。传统上，桑黄中的活性成分多糖通常从子实体

中提取；但由于桑黄野生资源的日益匮乏，加之人

工栽培难度较大，这已限制了对桑黄的进一步开发

和利用。研究表明桑黄菌丝体的成分类似于子实

体的活性成分，因而通过发酵培养桑黄菌丝体备受

关注。目前桑黄的分类命名有多种，国内外对桑黄

的研究主要集中在裂蹄针层孔菌［ A@"//,(8; /,(&"8;
（XI5KV IL V [F5L）JI8(］、火木层孔菌［A@"//,(8; ,0(,$%,8;
（*V I\ V G5 V）<FIO］和鲍氏层孔菌［ A@"//,(8; .$8’,,
.7OBL］；对 A V /,(&"8; 和 A V ,0(,$%,8; 的深层发酵报道

较多［+，&，’］，而对 A V .$8’,, 的深层发酵报道较少。

本文对鲍氏层孔菌的深层发酵条件进行了优化，以

期获得多糖产量和生物量高的菌丝体并对菌丝体

多糖活性进一步研究。
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! 材料与方法

!"! 材料

!"!"! 菌种：鲍氏层孔菌（!"#$$%&’( )*’+%% !"#$%），由

本试验室自行从安徽金寨椴木栽培的子实体分离

获得（菌种由韩国引进），该子实体经广东微生物所

李泰辉教授鉴定。

!"!"# 试剂：乳糖、葡萄糖、蔗糖、&’(!)*、+,-)* 均

为国产分析纯，豆饼粉、玉米粉、大米粉、土豆粉、麸

皮提取液均为煮沸 ./0"1 后用滤布过滤制得。

!"!"$ 仪器：2&34!型恒温调速!转式摇床，2’54
6(*/7 型电热恒温鼓风干燥箱，-819:,8 ’; 型多功能

酶标仪（<=)4;>&），<!.?//- 型电子天平。

!"# 方法

!"#"! 培养基：母种培养基：!27 培养基。液体菌

种培养基（7）：!23 培养基 马铃薯 (/@，葡萄糖

(@，酵母粉 /A(@。液体菌种培养基（<）：葡萄糖

./,BC，豆饼粉 (/,BC，&’(!)* ?,BC，+,-)* /AD,BC。

!"#"# 液体菌种培养：(D/0C 三角瓶装液体菌种培

养基（7）?//0C，接活化后的斜面母种 * 块，每块

/ADE0(，(FG，?D/:B0"1，培养 DH 得一级种；菌球匀

浆后按 ?/@接种量接种到液体菌种培养基（<）扩

种；同样条件培养 .H 得二级种，用于发酵培养。

!"#"$ 氮源筛选试验：葡萄糖 ./,BC，&’(!)*?,BC，

+,-)* /AD,BC，I’ 值自然，以豆饼粉、麸皮、玉米粉、

牛肉膏、酵母膏、蛋白胨、土豆粉为氮源，(/,BC 添加

量；(FG，?D/ :B0"1，培养 FH；考察不同氮源对菌丝体

生物量及多糖产量的影响。

!"#"% 碳源筛选试验：豆饼粉 (/,BC，&’(!)* ?,BC，

+,-)* /AD,BC，I’ 值自然，分别以葡萄糖、可溶性淀

粉、玉米粉、乳糖、蔗糖、大米粉、麸皮、土豆粉为碳

源，./,BC 添加量；考察不同碳源对菌丝体生物量及

多糖产量的影响。

!"#"& 摇瓶发酵条件的优化：最适装液量、最适接

种量、最适初始 I’、最适培养温度及摇床转速等参

数优化均按常规方法进行。

!"#"’ 测定方法：发酵液用去离子水经滤布洗涤，

至洗涤液近无色，收集菌丝体，FDG烘干称重，测得

菌丝体生物量。I’ 值用 I’ 计测定；总糖测定用苯

酚 J 硫酸法，单糖测定用 2K- 法（.，D4二硝基水杨

酸法）［L］。多糖含量 M 总糖含量 J 单糖含量，多糖

产量 M 多糖含量 N 菌丝体生物量。

# 结果与分析

#"! 液体培养基配方试验

#"!"! 最适氮源的筛选结果：由图 ? 可以看出，不

同氮源对桑黄菌丝体生长及多糖产量均有明显的

差异，在以豆饼粉作为氮源的培养基中，菌丝体生

物量及多糖产量均高于其它有机氮源，加之豆饼粉

价格低廉，容易获得，故选择豆饼粉作为氮源。

#"!"# 最适碳源的筛选结果：由图 ( 可知，不同碳

源培养基中菌丝体生物量由大到小的顺序依次为：

葡萄糖培养基 O 乳糖培养基 O 可溶性淀粉培养基

O 玉米粉培养基 O 大米粉培养基 O 蔗糖培养基 O
麸皮培养基 O 土豆粉培养基；从多糖产量的角度来

看，以可溶性淀粉培养基为最高，玉米粉次之，综合

菌丝体生物量及多糖产量和经济因素，选择葡萄糖

和玉米粉作为混合碳源更为适宜。

图 ? 不同氮源对菌丝生物量及多糖含量和产量的影响

? 豆饼粉，( 麸皮，. 牛肉膏，* 土豆粉，D 酵母膏，F 玉米粉，L 蛋白胨

#"!"$ 优化培养基配方的确定：以葡萄糖、玉米粉

作混合碳源，豆饼粉作氮源，添加磷酸二氢钾、硫酸

镁，设计 C6（.*）四因素三水平正交试验（表 ?），优化

培养基配方，结果见表 (。

表 ! 正交试验水平与因素表

水平
因素（,BC）

7 葡萄糖 < 玉米粉 P 豆饼粉 2 &(’!)* Q +,-)*

? (AD (/ ?/ ? /AD
( D ./ (/ ?AD ?
. ?/ */ ./ ( ?AD

由表 ( 的极差分析可知，菌丝体生物量的最优

培养基配方组合为 7(<.P(2(，而多糖产量的最优培

养基 配 方 组 合 为 7(<.P.2.，于 是 对 7(<.P(2( 和
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!"#$%$&$ 组合进行重复试验，结果显示 !"#$%"&"

组合 菌 丝 体 生 物 量 及 多 糖 产 量 均 较 高，分 别 为

’($)*+’,,-.、’,/-*+’,,-.。确定桑黄的液体深层

发酵培养基配方为：葡萄糖 0*+.，玉米粉 1,*+.，豆

饼粉 ",*+.，23"451 ’(0*+.，6*751 ’*+.。

图 " 不同碳源对菌丝体生物量及多糖含量和产量的

影响

表 ! 各组分正交试验结果

组合
因素

! # % &

菌丝生物量

（*+’,,-.）

多糖产量

（-*+’,,-.）

’ ’ ’ ’ ’ ,(01 ’/(1

" ’ " " " ’(’ 1/($

$ ’ $ $ $ ’(" /8("

1 " ’ " $ ’(,0 /$(’

0 " " $ ’ ’(,) )8()

/ " $ ’ " ’(") 1)(0

) $ ’ $ " ,(98 /1(/

8 $ " ’ $ ’(,’ 0"()

9 $ $ " ’ ’("/ /8(1

:’ ,(90 ,(8/ ,(91 ,(9/

:" ’(’$ ’(,0 ’(’, ’(’"

:$ ’(,8 ’("1 ’(,8 ’(,9

; ,(’8 ,($8 ,(’/ ,(’/

:! 1/($ 18 $8(8 0’("

:" /$(’ 09(" 01 0"(8

:# /"(/ /’($ ),(0 /’

;< ’/(8 ’$($ "’(" 9(8

; 菌丝体生物量极差，;<多糖产量极差。

!"! 摇瓶发酵条件试验

!"!"# 装液量对菌丝体生物量及多糖产量的影响：

分 别 在 "0,-. 三 角 瓶 装 入 /,-.、8,-.、’,,-.、

’",-.、’0,-. 的最适组合培养基，’,=接种量接种

培养，试验结果如图 $ 所示。随着装液量的增加，菌

丝体生物量及多糖产量均呈先增后减的趋势，装液

量为 ’,,-. 时菌丝体生物量及多糖产量均达最高；

说明装液量过多影响通气量，从而影响菌丝体的好

氧需求，过少则营养不足亦影响菌丝体的生长和多

糖的积累。从菌丝体生物量及多糖产量的角度考

虑，确定最适装液量为 ’,,-.+"0,-. 三角瓶。

!"!"! 接种量对菌丝体生物量及多糖产量的影响：

由图 1 可以看出，接种量小于 ’,=时，随着接种量

的增加，菌 丝 体 生 物 量 及 多 糖 产 量 亦 增 加，超 过

’,=时，菌丝体生物量反而降低；而多糖产量与接种

量为 ’,=时差别不明显。从经济的因素看以 ’,=
的接种量最为适宜。

图 $ 装液量对菌丝体生物量及多糖含量和产量的影响

———!———生物量（*+’,,-.） ———"———多糖含量（-*+*）

———>———多糖产量（-*+’,,-.）

!"!"$ 培养基初始 ?3 值对菌丝体生物量及多糖产

量的影响：图 0 的结果表明，桑黄液体培养对 ?3 值

的适应范围较广。?3 在 1(0 @ /(0 范围内菌丝体生

物量逐渐增加而多糖产量则逐渐降低，培养基自然

?3（0(/）状态下，多糖产量相对较高，从多糖产量的

角度考虑，培养基初始 ?3 值选择自然 ?3。

图 1 接种量对菌丝体生物量及多糖含量和产量的影响

———!———生物量（*+’,,-.） ———"———多糖含量（-*+*）

———>———多糖产量（-*+’,,-.）

!"!"% 培养温度对菌丝体生物量及多糖产量的影

响：选择 "/A、"8A、$,A $ 个温度梯度对菌丝体进
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行培养，由图 ! 可以看出 "#$时，菌丝体生物量及

多糖产量均较高；显示较高的温度有利于菌丝的生

长，但温度过高，自身物质消耗过快，生物量及多糖

产量均降低；因此选择 "#$作为最适培养温度。

!"!"# 摇床转速对菌丝体生物量及多糖产量的影

响 ：摇床转速直接影响通气量的大小，从而影响菌

丝的生长；尤其在以玉米粉为主要碳源时，培养基

粘度较大，当摇床转速过低时，通气量小，培养基内

溶氧不足，难以满足菌丝对氧的需求，直接影响菌

丝的生长；转速过大则剪切作用增强，增大了对菌

球的机械刺激，亦不利于菌丝生长。由图 % 可知，

转速过高或过低均不利于菌丝生长和多糖的积累；

综合菌丝体生物量、多糖产量和能源的利用，确定

最佳转速为 &’()*+,-。

图 . /0 值对菌丝体生物量及多糖含量和产量的影响

———!———生物量（1*&((+2） ———"———多糖含量（+1*1）

———3———多糖产量（+1*&((+2）

图 ! 温度对菌丝体生物量及多糖含量和产量的影响

———!———生物量（1*&((+2） ———"———多糖含量（+1*1）

———3———多糖产量（+1*&((+2）

!"!"$ 深层发酵过程中菌丝体生物量及胞内多糖

含量和产量的变化：由图 # 可以看出，随着发酵时

间的延长，菌丝体生物量逐渐增加，&4"5 达最大；胞

内多糖含量在最初 &(#5 内逐渐降低，而后徒增，

&4"5 后下降；分析认为发酵初期胞内多糖来自于菌

种自身的多糖，随着发酵时间的延长，原有的胞内

多糖的不断消耗加之新生菌丝对多糖的积累不够，

胞内多糖含量呈下降趋势，随着胞内多糖的积累逐

渐增多，多糖含量亦增加，至 &4"5 达最高；随后部分

菌球自溶致使多糖含量及产量均降低。由此可见

桑黄深层发酵应在 &4"5 结束。

图 % 摇床转速对菌丝体生物量及多糖含量和产量的影响

———!———生物量（1*&((+2） ———"———多糖含量（+1*1）

———3———多糖产量（+1*&((+2）

图 # 深层发酵过程中菌丝体生物量及胞内多糖

含量和产量的变化

———!———生物量（1*&((+2） ———"———多糖含量（+1*1）

———3———多糖产量（+1*&((+2）

% 讨论

桑黄菌丝致密不易挑取，当接种至种子液培养

时，菌丝不易分散，往往形成较大的菌球，致使深层

培养接种困难；菌球匀浆后，大小均一，分散均匀，

便于深层培养接种。因此本实验选择匀浆后接种，

确保了条件的均衡性。

通过单因素及正交试验确定了桑黄深层发酵

的最佳培养基配方为：葡萄糖 .1*2，玉米粉 ’(1*2，

豆饼粉 "(1*2，60"78’ &9.1*2，:1;8’ &1*2。最适菌

丝体生长的液体发酵条件为：培养温度 "# $，摇瓶

转速 &’()*+,-，/0 值 自 然，接 种 量 &(<，装 液 量

&((+2（".(+2 三角瓶），发酵周期 &4"5；在此发酵条

件下获得的鲍氏桑黄菌丝体生物量和多糖产量均

较大，可做为桑黄生物活性进一步研究的原料。

本研究获得了鲍氏层孔菌深层发酵的最佳条

件，为鲍氏层孔菌的进一步的开发利用提供了参

·"!’· 微 生 物 学 通 报 "((% 年 4’（4）



考，桑黄菌丝体多糖的生物活性还在进一步研究之

中。
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科技信息

实现 CR# 资源化的微生物途径

本刊（#$$<，!"（#）：%<#）报道了微生物利用 CR# 生产蛋白质，这里介绍 CR#的资源化。CR# 是主要温室气

体之一，除了 CH’、1RS 及其它气体之外，CR# 大约占温室效应气体的 :$T。控制 CR# 之害，除了公交等系统

的减排之外，必须强化生物途径，加强这方面的研究开发。

除了植树造林和发展草业之外，微生物技术的应用使 CR# 实现资源化很有发展前景。（!）光能自养型

微生物如光合细菌可通过光合作用利用 CR# 合成人类所必需的碳水化合物、蛋白质及生理活性物质等，不

论是直接的或间接的均已为研究者所熟知。（#）某些微藻如蓝细菌、小球藻、聚球藻等可以通过“透明玻璃管

道生物反应器”大量循环培养进行光合作用，从中不仅可以索取藻体生物量的原材料，实现产业化，而且可

以生产具有重要保健功能的产品如 UHV、LEV、!W胡萝卜素等，可从一种双鞭毛单胞藻中提取胡萝卜素 &$T
以上。我国张玉兰首次从一种单胞绿藻中提取的细菌视紫红质（85KOKX432）与盐生盐杆菌的视紫红质类似，

是一种糖蛋白，其含量与!W胡萝卜素含量呈正比，它可直接转化视紫红质（俗称视觉物质），有高营养价值，用

途颇多。在培养这些微藻过程中曾发现噬藻体的存在，这应该引起注意，要考虑研究该如何防治。（%）利用

CR# 为原料制取乙酸：一种醋杆菌（%&!"’(#&"!)*+, 4X"）利用 CR# 于 %)Y、XH <" $ 时，厌氧条件下 CR# 与 H# 体

积比为 ! Z#，摇瓶实验最大产酸浓度可达 )! B[\，醋酸生产的产酸率为 ;:T。（’）微藻生产能源产品：有人给

予藻体生物量“储能库”之称，如葡萄藻（又称丛粒藻）、小球藻、盐藻等都是生物质能的供应者。如同上面提

到的“透明玻璃管道反应器”（呈循环返回式）培养葡萄藻，通入含 !T CR# 的空气，在对数增殖期的产烃量可

占细胞干重的 !:T ( ’’T，最高产烃率为 $ "#%’; B[O·B 生物量。可充分利用 CR# 为碳源大力发展生物燃油，

这应该引起注意，特别是在化石能源日趋紧张的形势下开发生物燃油也应提上议事日程。

总之，尽管 CR# 是温室效应的“主犯”，导致全球变暖趋向，但可充分有效利用它，“变有害为无害”，实现

其资源化或能源化将会是“取之不尽，用之不竭”的，各类微生物特别是那些光合作用的微生物可充分发挥

其特定的功能作用，生产人类所必需的各类物质以造福于民，同时减轻温室效应所带来的灾害。微生物虽

小，但其作用在任何时候都不可低估。
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