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摘要：研究了四种碳源（蔗糖、乳糖、葡萄糖、可溶性淀粉）和九种氮源（玉米面、麸皮、马铃薯、大豆粉、酵母粉、蛋白

胨、硝酸钾、硝酸铵、尿素）对黑盖木层孔菌菌丝生长的影响。从不同代数的菌丝体中提取多糖，并测定多糖含量、

分子量分布范围及单糖组成。结果表明：黑盖木层孔菌菌丝生长的最佳碳源为可溶性淀粉，最佳氮源为玉米面，最

优碳氮组合为蔗糖和玉米面的组合。不同代数的菌丝体多糖性状基本稳定。
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黑盖木层孔菌（7#)%%(*6+ *(5-("/*+）为木层孔菌

属真菌，其子实体木质，硬，多年生。目前，大量的

研究证实多数针层孔菌属的真菌有较好的生物学

活性［! V "］。由于真菌多糖具有提高机体免疫力的功

能，对多种疾病有很好的疗效［% V ,］，日益受到人们的

重视。为了使药用真菌在发酵条件下正常生长代

谢以及合成人们需要的代谢产物，人们对真菌的发

酵培养基及其培养条件进行了大量的研究［T V !%］。

此外，发酵培养的菌丝体多糖的产量、组成及稳定

性也受到广泛关注。

本实验旨在探索适合黑盖木层孔菌菌丝生长

的最优碳、氮源及其组合；根据不同代数菌丝体多

糖的糖含量、单糖组成，确定该菌种发酵培养的稳

定性，也为进一步研究该真菌菌丝体多糖的结构及

其生物活性奠定基础。

: 材料与方法

:;: 供试菌种

黑盖木层孔菌（7#)%%(*6+ *(5-("/*+）采自吉林省

长白山，本实验室分离菌种并保留。

:;< 仪器和试剂

W4A*’#T$ 型电热恒温培养箱（上海精宏实验有

限设备有限公司），2@&*X 型全温振荡培养箱（哈尔

滨东联电子技术开发有限公司），,$" 型可见光分

光光度计（山东高密彩虹分析仪器有限公司），柱层

析设 备（北 京 新 技 术 应 用 研 究 所），气 相 色 谱 仪

·,"(·$##, 年 "%（"） 微 生 物 学 通 报



（!"#$%&’( )*+,-*，.#& 监测器）。

!/012345/ *6+78 凝胶购自瑞典 9123:;<2 公司，

蓝色葡聚糖（8=>/ ?/@A32BCDDD）和标准分子量葡聚糖

（&/@A32B）为 5<E:2 公司产品，其余试剂均为国产分

析纯。

!"# 培养基筛选

!"#"! 斜面培养基：以 9&% 培养基为基础斜面培

养基。

!"#"$ 不同碳源基础平面培养基：以葡萄糖、蔗糖、

乳糖、可溶性淀粉作碳源，各 CDE 加入无碳基础培养

基。无碳基础培养基：蛋白胨 FE，琼脂 CDE，磷酸二

氢钾 FE，硫酸镁 ,GHE，维生素 8, ,D:E，维生素 8C
,D:E，定容至 ,DDD:6，0" 值自然。

!"#"# 不同氮源基础平面培养基：分别用马铃薯、

大豆粉、麸皮、玉米面、酵母粉、蛋白胨、硝酸钾、硝

酸铵、尿素作氮源。马铃薯、大豆粉、麸皮、玉米面

煮沸后取浸汁加入无氮基础培养基，其它的氮源直

接加入无氮基础培养基，使 I 浓度为 DGF7EJ6。无

氮基础培养基：蔗糖 CDE，琼脂 CDE，磷酸二氢钾 FE，
硫酸镁 ,GHE，维生素 8, ,D:E，维生素 8C ,D:E，定容

至 ,DDD:6，0" 值自然。

培养基灭菌后倒入无菌的培养皿中，厚度约

H::，放置冷却，每种培养基做五个重复。无菌条件

下打孔器接种，恒温培养箱 CKL倒置培养。每天观

察菌丝生长特征，测量菌落直径，计算菌丝生长速

度。

!"% 液体培养菌丝体多糖的提取

以不加琼脂的最佳碳、氮源组合培养基作为液

体培养基。装液量为 ,CD:6JCHD:6，待培养基冷却

后打孔器接种，CKL，,FD3J:<B，发酵 M?。本实验以

斜面活化菌种为第一代，扩繁的斜面为第二代，种

子摇瓶为第三代，由该种子摇瓶接种再培养的为第

四代，以此类推，发酵培养至第八代。培养结束后

分离菌丝体。菌丝体沸水提取两次，每次 C1，过滤，

合并滤液，浓缩。浓缩液醇沉，常规干燥得菌丝体

粗多糖。

!"& 粗多糖中总糖含量的测定

将粗多糖溶液、7N苯酚溶液、浓硫酸按 , O DGH O
CGH 的比例加入，振荡冷却后，在 -PDB: 波长处比

色，所得数值查标准曲线可得粗多糖总糖含量。

!"’ 粗多糖分子量分布的测定［!&］

采 用 !/012345/ *6+78 柱 层 析 法（ ,GH;: Q

,,D;:），粗多糖溶液上柱，DGPN的 I2*= 洗脱，洗脱

液由苯酚+硫酸法检测。取分子量为 ,DDDD，K,7DD，

,HFDDD，-7,DDD 的标准葡聚糖制作标准曲线，查标准

曲线求出样品的平均分子量。

!"( 粗多糖组成的测定［!&］

CD:E 粗 糖 样，加 ,:6 CGD:4=J6 的 三 氟 乙 酸

,CDL完全酸水解，F1。乙醇除酸至中性。加硼氢化

钾 HD:E，室温 ,GH1。CHN的乙酸中和至中性。阳离

子交换树脂除盐，定量滤纸过滤，甲醇除酸。加 ,:E
正丙胺，,:6 无水吡啶，HHL FD:<B。氮气吹干，加

DGH:6 吡啶和 DGH:6 乙酸酐 PDL ,1。氮气吹干，加

,:6 无水二氯甲烷离心，取上清。)* 定量分析。气

相色谱条件：!9 CF-D 不锈钢填充柱（C: Q F::）；起

始温度 ,PDL（保持 ,:<B），以 ,DLJ:<B 速率升温至

C7DL（保持 -:<B），进样口温度 CMHL；.#& 检测器；

高纯氮气，流速 CD:6J:<B。

$ 结果

$"! 不同碳源对黑盖木层孔菌菌丝生长的影响

我们选取 - 种不同类型的碳源培养基，经测定，

以可溶性淀粉为碳源的菌丝生长速度最快，其次是

蔗糖和葡萄糖，以乳糖为碳源时菌丝生长速度最

慢。经方差分析，可溶性淀粉和蔗糖为碳源时对菌

丝生长速度影响的差异不显著，而以可溶性淀粉和

乳糖对菌丝生长速度的影响差异显著。

菌丝在生长初期呈现浅白色，随着培养时间的

不断延长，菌丝颜色逐渐加深，由浅白色到浅黄色

最终转变为棕黄色。从菌丝长势看，分别以可溶性

淀粉、蔗糖和葡萄糖为碳源的培养基菌丝都很浓

密、健壮，同时菌苔也较厚，乳糖次之。综合以上分

析：黑盖木层孔菌对可溶性淀粉的利用度最好，对

蔗糖、葡萄糖的利用度也很好，结果见表 ,、图 ,。

$"$ 不同氮源对黑盖木层孔菌菌丝生长的影响

结果显示，有机氮源培养基上的菌丝生长速度

要明显优于无机氮源，其中以浸汁为氮源时菌丝生

长速度要优于蛋白胨和酵母粉（大豆面除外）。而

以尿素为氮源时菌丝从开始培养到结束未见生长。

从菌丝长势来看，有机氮源的培养基上菌丝生长健

壮、菌苔较厚；无机氮源的培养基上菌丝普遍表现

为浅薄、稀疏。不同氮源培养物上菌丝长势分述见

图 C、表 C。综合以上分析：黑盖木层孔菌对玉米面、

麸皮、马铃薯的利用都很好。
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表 ! 碳源对菌丝生长速度的影响

碳源
平均生长速度

!!"#
菌丝特征

可溶性淀粉 $%& 浓密健壮，棕黄色，边缘白色

蔗糖 &%’ 同上

葡萄糖 &%( 同上

乳糖 &%) 较浓密较健壮

图 * 不同碳源培养基中菌丝的生长速度

表 " 氮源对菌丝生长速度的影响

氮源
菌丝生长

速度 !!"#
菌丝特征

玉米面 +%’ 浓密健壮，浅黄，菌台较厚

马铃薯 +%+ 同上

麸皮 +%, 同上

酵母粉 +%) 同上，菌台边缘白色

蛋白胨 &%’ 同上

硝酸钾 ,%) 稀疏，浅薄，棕黄，

硝酸铵 *%+ 较浓密健壮，菌丝边缘有黄圈

大豆粉 *%+ 浓密健壮，棕黄

尿素 ) 未见增长

图 , 不同氮源培养基中菌丝的生长速度

"#$ 最佳碳氮源组合的筛选

选取最佳碳源：可溶性淀粉、蔗糖、葡萄糖，以

及最佳氮源：玉米面、麸皮、马铃薯进行搭配，如表

&。

保留基础培养基中除碳源和氮源外的其它成

分，碳源和氮源的种类分别如表中所示，配制 -*—

-. 共 . 种培养基。接种和培养方法如前所述。结

果见表 $、图 &。

表 $ 不同的碳、氮源组合

蔗糖 可溶性淀粉 葡萄糖

玉米面 -* -, -&

马铃薯 -$ -+ -/

麸皮 -( -’ -.

表 % 碳氮源组合对菌丝生长速度的影响

种类 菌丝生长速度 !!"# 菌丝特征

-* /%+ 浓密健壮，棕黄色，菌台较厚

-$ /%, 同上

-+ /%* 同上

-( /%) 同上

-, +%. 同上

-& +%’ 同上

-/ +%( 同上

-’ +%+ 同上

-. +%& 同上

图 & 不同碳氮源组合培养基中菌丝的生长速度

图表显示，在 -* 的碳、氮源组合中菌丝生长速

度最快，菌丝浓密健壮，菌苔也较厚。确定 -* 为黑

盖木层孔菌的最佳氮源和碳源组合，最适宜菌丝生

长。各个组合之间的差异并不显著。

"#% 菌丝体粗多糖中的多糖含量

选取液体培养的不同代数菌丝体进行多糖的

提取，分别测定了各代菌丝体多糖的糖含量，以第

四代菌丝体的糖含量最高，达到 +.%$0，其它各组

样品的糖含量差异不明显。结果见表 +。

表 & 不同代数菌丝体多糖的糖含量

第四代 第五代 第六代 第七代 第八代

糖含量 +.%$0 $*%$0 $&%’0 $,%&0 $$%)0
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!"# 菌丝体粗多糖的分子量分布

经 !"#$%&’(" )*+,- 柱层析，苯酚+硫酸法测多糖

的分子量分布，各代菌丝体多糖的分子量分布相

似。菌丝体多糖主要分布在两个区域，分子量分别

在 . 万和 /0 万左右。以第四代的菌丝体多糖的分

子量分布为例，如图 / 所示。

图 / 菌丝体多糖分子量分布

!"$ 粗多糖的单糖组成

经分析，各代菌丝体多糖的单糖种类无明显差

别。以第四代菌丝体多糖为例，其单糖组成为：木

糖、甘露糖、半乳糖和葡萄糖。

% 讨论

碳源和氮源是微生物生长所需的营养因子。

实验结果表明，黑盖木层孔菌对氮源的利用有较强

的选择性，对有机氮的利用率明显优于无机物氮，

其中对氮源浸汁的利用率最高，即黑盖木层孔菌能

够很好地利用有机氮促进其生长。适合该菌生长

的最佳碳源为可溶性淀粉。在玉米面和蔗糖组合

的培养基上该菌丝生长速度最快，菌丝浓密健壮。

大量研究表明，通过液体发酵产生的菌丝体多

糖和子实体多糖之间并没有明显的差异，在某些情

况下 菌 丝 体 多 糖 比 子 实 体 多 糖 还 要 好。张 李 阳

等［10］比较了灵芝子实体多糖和液体发酵菌丝体多

糖，发现菌丝体多糖含量是子实体多糖含量的 234
倍，可能是由于子实体的部分木质化影响子实体多

糖的含量。而且，对冬虫夏草、香菇等的研究表明

菌丝体多糖的多糖得率、糖含量、溶解性及药理效

果等都优于子实体多糖［12］。本实验初步研究了适

合黑盖木层孔菌菌丝生长的固体培养基，为了使其

适宜生产和研究出更好的真菌多糖，需要进一步筛

选液体培养基及深入研究菌丝体多糖的理化性质

等。

第四代菌丝体多糖的糖含量最高达 453/6。

其它代数的糖含量在 /16 7 //6之间，有一定的差

异，但是不同代数的菌丝体多糖的单糖种类并没有

明显变化，初步认为，该菌种菌丝体产糖比较稳定。
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