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裂褶菌的鉴定及液体发酵技术优化
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　　摘　要：以采集到的裂褶菌标本为试材，采用正交实验和响应面优化试验，研究了裂褶
菌液体发酵工艺，以期获得适于工厂化生产的液体发酵工艺技术。结果表明：该菌ＰＣＲ产
物长度为６１５ｂｐ，结合ＩＴＳ序列比对确定该菌株为裂褶菌（Ｓｃｈｉｚｏｐｈyｌｌｕｍ　ｃｏｍｍｕｎｅ）；以得
到的菌种为研究对象进行液体发酵试验，以菌丝干质量为标准，通过正交实验确定了裂褶菌
液体菌种发酵的最优培养基配方为可溶性淀粉３０ｇ·Ｌ－１，牛肉膏８ｇ·Ｌ－１，ＫＨ２ＰＯ４
０．７５ｇ·Ｌ－１，ＭｇＳＯ４０．２５ｇ·Ｌ－１，ｐＨ自然；通过单因素筛选、Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ试验、最陡
爬坡试验和Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ试验得出最佳培养条件为温度２６℃，装液量１０９ｍＬ，初始ｐＨ
６．３。结合正交实验和响应面优化试验后，培养的菌丝球密度大、大小适宜、活力强，适合作
为菌种进行工厂化栽培。
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　　裂褶菌（Ｓｃｈｉｚｏｐｈyｌｌｕｍ　ｃｏｍｍｎｅ），别名白
参、鸡毛菌、树花，是担子菌纲（Ｂａｓｉｄｉｏｍyｃｅｔｅｓ）、
伞菌目（Ａｇｒｉｃａｌｅｓ）、裂褶菌科（Ｓｃｈｉｚｏｐｈyｌｌａｃｅ－
ａｅ）、裂褶菌属（Ｓｃｈｉｚｏｐｈyｌｌｕｍ）的一种珍稀食药
两用菌，常见于热带、亚热带地区针、阔叶树的枯
枝腐木上，我国多个省份均有分布［１－３］。裂褶菌不
仅味道鲜美，还具有多种营养成分，其子实体含有
的多糖和酶类物质被广泛应用于医疗、美容、工业
制造、食品加工等多个行业［４－５］。但野生裂褶菌数
量较少，供应难以得到保障［６］，人工栽培裂褶菌还
未达到工厂化要求，因此裂褶菌的资源需求问题
是目前急需解决的主要问题。

液体菌种具有生长周期短、成本低、工艺简单
等多种优势，比固体菌种更加适合机械化、自动化

的工厂生产［７］。液体发酵技术在食用菌领域的出
现是由美国 Ｈｕｍｆｅｉｄ以蘑菇进行液体发酵研究
开始的［８］，我国最早进行该技术研究是１９６０年陈

美聿对香菇液体发酵技术的探究［９］。随后，液体
发酵技术在食用菌领域大规模展开，目前液体菌
种已应用于金针菇、杏鲍菇、黑木耳等食用菌的生
产上［１０－１１］，但关于裂褶菌的液体发酵工艺国内报
道较少。该研究以在东北林业大学林业示范中心
水曲柳的枯木枝上采摘的一株野生裂褶菌标本为
研究对象，进行了菌种的分离、纯化和鉴定，结合
正交实验和响应面优化试验，确定了裂褶菌液体
发酵工艺的最佳条件，为裂褶菌的进一步开发利
用提供参考依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料

１．１．１　供试材料

２０２１年９月于东北林业大学林业示范中心
在水曲柳枯枝上采集到子实体标本，放入标本盒
内带回实验室。



１．１．２　供试药品与仪器
供试药品：葡萄糖、乳糖、麦芽糖、果糖、可溶性

淀粉、硫酸铵、硝酸钾、硝酸钠、氯化铵、ＫＨ２ＰＯ４、

ＭｇＳＯ４（天津市永大化学试剂有限公司），琼脂
（ＰＲＯＭＩＳＥ　ＢＩＯＣＨＥＭＩＣＡ），蛋白胨、牛肉膏、酵母
膏（北京奥博星生物技术有限责任公司）。

供试仪器：Ｇ１０００基因扩增仪（上海博日科技
有限公司），ＺＰＱ－４００智能气候培养箱（哈尔滨东
拓科技开发有限公司），ＺＱＺＹ－７５ＢＮ振荡培养箱
（上海智楚仪器有限公司），ＳＷ－ＣＪ－１Ｄ超净工作
台（江苏苏洁净化设备厂），ＤＨＧ－９１４ＯＡ电热鼓
风干燥箱（上海一恒科学仪器有限公司）。

１．１．３　供试培养基

ＰＤＡ及斜面培养基：马铃薯２００ｇ，葡萄糖

２０ｇ，琼脂１７～２０ｇ，蒸馏水１　０００ｍＬ，ｐＨ自然。
液体基础培养基：葡萄糖２０ｇ，蛋白胨５ｇ，

ＫＨ２ＰＯ４２ｇ，ＭｇＳＯ４１ｇ，蒸馏水１　０００ｍＬ，ｐＨ
自然。

１．２　试验方法

１．２．１　菌种的分离与纯化
采用组织分离法，在超净工作台内先用７５％

酒精消毒３０ｓ，无菌水冲洗５次，用剪刀将子实体
剪成５ｍｍ内的组织块，用接种针接种在ＰＤＡ平
板上并封口，放入２５℃恒温培养箱黑暗培养，每
天观察菌落生长情况。当菌落生长至１ｃｍ左右
时，将无污染的菌丝转接到试管，长满斜面后放入

４℃冰箱保存。

１．２．２　菌种的鉴定
根据子实体、菌丝生长形态等进行形态学初

步鉴定。对菌丝体进行ＰＣＲ扩增，取５μＬ　ＰＣＲ
扩增产物进行凝胶糖电泳检测，并将扩增产物交
由上海生物工程技术公司进行测序。测序得到的

ｒＤＮＡ－ＩＴＳ序列在 ＮＣＢＩ上用ＢＬＡＳＴ进行核酸
序列同源性比对。结合形态学和分子生物学鉴定
确定菌种的分类学地位。

１．２．３　菌种活化及母液制备
将保存于４℃冰箱的菌种转接至ＰＤＡ平板

中，２５℃活化１０ｄ。用５ｍｍ打孔器在长满菌丝
的平板最外缘打孔，挑取３块菌饼接种到装液量

１００ｍＬ的２５０ｍＬ锥形瓶中，２５、１５０ｒ·ｍｉｎ－１震
荡培养５ｄ。

１．２．４　液体发酵培养基优化单因素试验
碳源及浓度筛选：分别以葡萄糖、蔗糖、乳糖、

麦芽糖、果糖、可溶性淀粉代替液体基础培养基中
的葡萄糖筛选最佳碳源，在此基础上设置１５、２０、

２５、３０、３５、４０ｇ·Ｌ－１不同浓度。
氮源及浓度筛选：分别以蛋白胨、硫酸铵、硝

酸钾、酵母膏、硝酸钠、氯化铵、牛肉膏代替液体基
础培养基中的氮源筛选最佳氮源，在此基础上设
置２、４、６、８、１０、１２ｇ·Ｌ－１不同浓度。

无机盐浓度筛选：分别设置０．５、１．０、１．５、

２．０、２．５、３．０ｇ·Ｌ－１不同浓度的 ＫＨ２ＰＯ４ 和

ＭｇＳＯ４ 代替基础培养基中的无机盐。
以上试验均以２５、１５０ｒ·ｍｉｎ－１震荡培养５ｄ

后的菌丝干质量为标准，每处理３次重复。

１．２．５　正交实验
以单因素试验中筛选出的最佳碳源、氮源、

ＫＨ２ＰＯ４ 及 ＭｇＳＯ４ 作为因素，设计Ｌ９（３４）正交
实验，每处理３次重复，２５、１５０ｒ·ｍｉｎ－１震荡培
养５ｄ，测定菌丝干质量并取平均值，确定最优液
体培养基配方。实验因素与水平见表１。

表１　正交实验因素与水平
Ｔａｂｌｅ　１　Ｆａｃｔｏｒｓ　ａｎｄ　ｌｅｖｅｌｓ　ｏｆ　ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ　ｅｘｅｒｉｍｅｎｔ

ｇ·Ｌ－１

水平

Ｌｅｖｅｌ

因素Ｆａｃｔｏｒ

Ａ可溶性淀粉 Ｂ牛肉膏 Ｃ磷酸二氢钾 Ｄ硫酸镁

１　 ２０　 ７．０　 ０．２５　 ０．２５
２　 ２５　 ８．０　 ０．５０　 ０．５０
３　 ３０　 ９．０　 ０．７５　 ０．７５

１．２．６　发酵条件单因素试验
以１．２．５优化的液体培养基为基础，筛选温度

（２１、２３、２５、２７、２９℃）、装液量（６０、８０、１００、１２０、

１４０ｍＬ）、接种量（２．５％、５．０％、７．５％、１０．０％、

１２．５％）、转速（１１０、１３０、１５０、１７０、１９０ｒ·ｍｉｎ－１）及
初始ｐＨ（３、４、５、６、７、８、９）５个发酵条件。

基础发酵条件：温度２５℃，转速１５０ｒ·ｍｉｎ－１，
培养周期５ｄ，以菌丝干质量为标准，每处理３次
重复，取平均值。

１．２．７　Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ试验设计
在单因素试验基础上，设计Ｎ＝１２的Ｐｌａｃｋ－

ｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ试验，对温度、装液量、接种量、转速、
初始ｐＨ　５个因素取高（１）、低（－１）２个水平，设
计Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ试验，每处理３次重复，以菌
丝干质量为标准，试验设计见表２。
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表２　Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ试验因素与水平

Ｔａｂｌｅ　２　Ｆａｃｔｏｒｓ　ａｎｄ　ｌｅｖｅｌｓ　ｏｆ　Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ　ｔｅｓｔ

水平

Ｌｅｖｅｌ

因素Ｆａｃｔｏｒ

Ａ温度

／℃

Ｂ装液量

／ｍＬ

Ｃ接种量

／％

Ｄ转速

／（ｒ·ｍｉｎ－１）

Ｅ初始

ｐＨ

－１　 ２３　 １００　 ５　 １３０　 ５

１　 ２７　 １４０　 １０　 １７０　 ７

１．２．８　最陡爬坡试验
根据ＰＢ试验结果及效应大小筛选显著因素，

设计最陡爬坡试验，使结果逼近最佳响应区域。

１．２．９　Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ试验
以Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ试验和最陡爬坡试验的

结果来确定显著因素和水平，设计Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ
试验，以菌丝干质量为响应值，Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ试验
设计因素及水平见表３。

表３　Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ试验因素与水平

Ｔａｂｌｅ　３　Ｆａｃｔｏｒｓ　ａｎｄ　ｌｅｖｅｌｓ　ｏｆ　Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ　ｄｅｓｉｇｎ

因素

Ｆａｃｔｏｒ

水平 Ｌｅｖｅｌ

－１　 ０　 １

温度 Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ／℃ ２３　 ２５　 ２７
装液量 Ｌｉｑｕｉｄ　ｖｏｌｕｍｅ／ｍＬ　 １００　 １１０　 １２０

初始ｐＨ　Ｉｎｉｔｉａｌ　ｐＨ　 ６　 ６．５　 ７

１．２．１０　菌丝干质量的测定
用纱布过滤菌丝球，蒸馏水冲洗３～５次，在

６０℃烘箱中烘干至恒质量，分析天平称其质量，
取平均值。

１．３　数据分析

利用ＳＰＳＳ　２０．０软件进行正交实验设计和数
据分析，采用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ　１０软件进行响应面
设计和方差分析，运用Ｅｘｃｅｌ　２００７软件进行数据
分析和制图。

２　结果与分析

２．１　菌种鉴定结果

２．１．１　形态学鉴定
由图１可知，采集到的野生裂褶菌子实体标

本呈灰白色，扇形，无柄，肉薄，边缘微卷且伴有掌
状开裂，菌褶从基部辐射状生长。菌落在ＰＤＡ
平板上为白色蓬松绒毛状，从中心向四周生长，气
生菌丝多，生长速度快１０ｄ左右即可长满平板，
在显微镜下可以观察到明显的闭锁联合结构［１２］，
结合这些特征初步判断为裂褶菌（Ｓｃｈｉｚｏｐｈyｌ－
ｌｕｍ　ｃｏｍｍｕｎｅ）。

图１　裂褶菌子实体形态和菌落形态

Ｆｉｇ．１　Ｄｉａｇｒａｍ　ｏｆ　ｆｒｕｉｔｉｎｇ　ｂｏｄy　ｍｏｒｐｈｏｌｏｇy　ａｎｄ　ｃｏｌｏｎy　ｍｏｒｐｈｏｌｏｇy　ｏｆ　Ｓｃｈｉｚｏｐｈyｌｌｕｍ　ｃｏｍｍｕｎｅ

２．１．２　分子生物学鉴定

ＰＣＲ扩增产物经电泳检测，可以清晰地看到
基因组条带的长度在 ５００～７５０ｂｐ。测序的

ｒＤＮＡ长度为６１５ｂｐ，在 ＮＣＢＩ上将测序结果进
行ＢＬＡＳＴ同源性比对，发现与Ｓｃｈｉｚｏｐｈyｌｌｕｍ
ｃｏｍｍｕｎｅ　 ＭＮ２１８２０５．１、 ＭＮ８５６３６３．１ 和

ＫＵ８４５３３７．１的同源性达９９％。将序列下载用

ＭＥＧＡ　７．０．２６软件构建ＩＴＳ序列的系统发育
树。由图２可知，采集的目标菌种 Ａ与Ｓｃｈｉｚｏ－
ｐｈyｌｌｕｍｃｏｍｍｕｎｅ　ＫＵ８４５３３７．１在同一分支上，

亲缘关系最近，相似１００％，由此可以确定目标菌
种Ａ为裂褶菌（Ｓｃｈｉｚｏｐｈyｌｌｕｍ　ｃｏｍｍｕｎｅ　Ｆｒａｎｃｈ．）。

２．２　液体发酵培养基优化试验结果

２．２．１　碳源种类和浓度对菌丝干质量的影响
由图３可知，不同碳源种类和浓度对菌丝干

质量有明显差距，可溶性淀粉对菌丝生长具有显
著优势，菌丝干质量最大为０．４２６ｇ·（１００ｍＬ）－１；
随可溶性淀粉浓度的增加菌丝干质量呈现先上升
后下降的趋势，当浓度为２．５０ｇ·（１００ｍＬ）－１时，
菌丝干质量达到最大为０．５５６ｇ·（１００ｍＬ）－１。
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图２　裂褶菌ＩＴＳ－ｒＤＮＡ系统发育树

Ｆｉｇ．２　Ｐｈyｌｏｇｅｎｅｔｉｃ　ｔｒｅｅ　ｏｆ　ＩＴＳ－ｒＤＮＡ　ｏｆ

Ｓｃｈｉｚｏｐｈyｌｌｕｍ　ｃｏｍｍｕｎｅ

图３　碳源种类及浓度

Ｆｉｇ．３　Ｔyｐｅｓ　ａｎｄ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｃａｒｂｏｎ　ｓｏｕｒｃｅｓ

图４　氮源种类及浓度

Ｆｉｇ．４　Ｔyｐｅｓ　ａｎｄ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｎｉｔｒｏｇｅｎ　ｓｏｕｒｃｅｓ

２．２．２　氮源种类和浓度对菌丝干质量的影响
由图４可知，裂褶菌菌丝对有机氮源的利

用率高于无机氮源，其中对牛肉膏的利用效果
最高，菌丝干质量为０．２１６ｇ·（１００ｍＬ）－１；当

牛肉膏浓度为０．８ｇ·（１００ｍＬ）－１时，菌丝干质
量最大为０．２４４ｇ·（１００ｍＬ）－１。

２．２．３　ＫＨ２ＰＯ４ 和 ＭｇＳＯ４ 浓度对菌丝干质量
的影响

　　 由图５可知，菌丝干质量随 ＫＨ２ＰＯ４ 和

ＭｇＳＯ４浓度的增加均呈下降趋势，菌丝干质量最大
值均出现在０．５０ｇ·Ｌ－１浓度时，菌丝干质量分别
为０．２９２ｇ·（１００ｍＬ）－１和０．２５３ｇ·（１００ｍＬ）－１。
因此确定 ＫＨ２ＰＯ４ 和 ＭｇＳＯ４ 的最佳浓度均为

０．５０ｇ·Ｌ－１。

　　注：不同小写字母代表差异显著（Ｐ＜０．０５）。

Ｎｏｔｅ：Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｌｏｗｅｒｃａｓｅ　ｌｅｔｔｅｒｓ　ｉｎｄｉｃａｔｅ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒ－

ｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５）．

图５　ＫＨ２ＰＯ４ 和 ＭｇＳＯ４ 浓度对菌丝干质量的影响

Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ＫＨ２ＰＯ４ａｎｄ

ＭｇＳＯ４ｏｎ　ｄｒy　ｗｅｉｇｈｔ　ｏｆ　ｍyｃｅｌｉｕｍ

２．２．４　正交实验结果及分析
由表４～５可知，正交实验中表现最好的为方案

５，对方差进行分析，发现Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ因素ｋ值最大分
别为ｋ３、ｋ２、ｋ３、ｋ１，所以最佳配方为：可溶性淀粉

３０ｇ·Ｌ－１，牛肉膏８ｇ·Ｌ－１，ＫＨ２ＰＯ４０．７５ｇ·Ｌ－１，

ＭｇＳＯ４０．２５ｇ·Ｌ－１。经验证，在该配方下培养
后菌丝干质量为０．５５６ｇ·（１００ｍＬ）－１优于组内
最优结果０．５３９ｇ·（１００ｍＬ）－１。

２．３　响应面优化结果及分析

２．３．１　单因素试验对菌丝干质量的影响
由图６可知，当温度为２５℃，装液量１２０ｍＬ，

接种量７．５％，转速１５０ｒ·ｍｉｎ－１，初始ｐＨ 为６
时，菌丝干质量分别达到最大值０．５７８、０．５６８、

０．５０１、０．５３５ｇ·（１００ｍＬ）－１和０．５５３ｇ·（１００ｍＬ）－１。

２．３．２　Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ试验结果及分析
通过Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ１０软件对表６试验进行

方差分析，得到回归模型Ｙ＝０．４５＋０．０７７　Ａ＋
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０．０３２Ｂ＋０．０１５Ｃ＋０．０１５Ｄ－０．０４９Ｅ。由表７可
知，该模型Ｐ＝０．００３　５＜０．０１，Ｒ２＝９　１６０，说明
该模型是显著的，拟合较好。５个因素中，温度和

初始ｐＨ的Ｐ＜０．０１，是极显著的，装液量的Ｐ＜
０．０５，是显著的，因此后续的最陡爬坡试验和响应
面优化试验以这３个因素为研究对象，且温度和

表４　液体培养基正交实验优化结果

Ｔａｂｌｅ　４　Ｏｐｔｉｍｕｍ　ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　ｓｃｈｅｍｅ　ａｎｄ　ｒｅｓｕｌｔ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｌｉｑｕｉｄ　ｍｅｄｉｕｍ

试验编号

Ｔｅｓｔ　ｎｕｍｂｅｒ

Ａ可溶性淀粉

Ｓｏｌｕｂｌｅ　ｓｔａｒｃｈ

／（ｇ·Ｌ－１）

Ｂ牛肉膏

Ｂｅｅｆ　ｐａｓｔｔ

／（ｇ·Ｌ－１）

Ｃ磷酸二氢钾

ＫＨ２ＰＯ４

／（ｇ·Ｌ－１）

Ｄ硫酸镁

ＭｇＳＯ４

／（ｇ·Ｌ－１）

菌丝干质量

Ｍyｃｅｌｉａｌ　ｄｒy　ｗｅｉｇｈｔ

／（ｇ·（１００ｍＬ）－１）

１　 １（２０） １（７．０） １（０．２５） １（０．２５） ０．３０４
２　 １　 ２（８．０） ２（０．５０） ２（０．５０） ０．２９６
３　 １　 ３（９．０） ３（０．７５） ３（０．７５） ０．２４８
４　 ２（２５） １　 ２　 ３　 ０．３２０
５　 ２　 ２　 ３　 １　 ０．５３９
６　 ２　 ３　 １　 ２　 ０．４５７
７　 ３（３０） １　 ３　 ２　 ０．４９８
８　 ３　 ２　 １　 ３　 ０．５１２
９　 ３　 ３　 ２　 １　 ０．４１２

ｋ１　 ０．８４７　 １．１２２　 １．２７３　 １．２５６
菌丝干质量 Ｍyｃｅｌｉａｌ　ｄｒy　 ｋ２　 １．３１６　 １．３４７　 １．０２８　 １．２５０

ｗｅｉｇｈｔ／（ｇ·（１００ｍＬ）－１） ｋ３　 １．４２２　 １．１１７　 １．２８５　 １．０７９
Ｒ　 ０．５７５　 ０．２３０　 ０．２５７　 ０．１７７

最优配方 Ｏｐｔｉｍａｌ　ｆｏｒｍｕｌａ　 Ａ３Ｂ２Ｃ３Ｄ１

表５　正交实验方差分析结果

Ｔａｂｌｅ　５　Ａｎａｌyｓｉｓ　ｏｆ　ｖａｒｉａｎｃｅ　ａｎａｌyｓｉｓ　ｉｎ　ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ　ｔｅｓｔ

源

Ｓｏｕｒｃｅ

Ⅲ型平方和

ＴyｐｅⅢｓｕｍ　ｏｆ　ｓｑｕａｒｅｓ

自由度

Ｄｅｇｒｅｅ　ｏｆ　ｆｒｅｅｄｏｍ

均方

Ｍｅａｎ　ｓｑｕａｒｅ

Ｆ值

Ｆｖａｌｕｅ

显著性

Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

修正模型 Ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ　ｍｏｄｅｌ　 ０．２８４ａ ８　 ０．０３５　 １３．０８１ ＊＊
可溶性淀粉Ｓｏｌｕｂｌｅ　ｓｔａｒｃｈ　 ０．１８７　 ２　 ０．０９４　 ３４．４８７ ＊＊

牛肉膏Ｂｅｅｆ　ｐａｓｔｅ　 ０．０３４　 ２　 ０．０１７　 ６．３５５ ＊
磷酸二氢钾 ＫＨ２ＰＯ４ ０．０４２　 ２　 ０．０２１　 ７．７６０ ＊＊
硫酸镁 ＭｇＳＯ４ ０．０２０　 ２　 ０．０１０　 ３．７２２ ＊
误差 Ｅｒｒｏｒ　 ０．０４９　 １８　 ０．００３
总计 Ｔｏｔａｌ　 ４．６１８　 ２７

修正后总计 Ｔｏｔａｌ　ａｆｔｅｒ　ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ　 ０．３３３　 ２６
Ｒ２＝０．８５３　 Ｒ２ａｄｊ＝０．７８８

　　注：＊＊表示差异极显著（Ｐ＜０．０１）；＊表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。下同。

Ｎｏｔｅ：＊＊ｍｅａｎｓ　ｅｘｔｒｅｍｅｌy　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０１）；＊ｍｅａｎｓ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ａｓ　ｂｅｌｏｗ．

表６　Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ试验设计及结果

Ｔａｂｌｅ　６　Ｄｅｓｉｇｎ　ａｎｄ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　Ｐｌａｃｋｅｔｔ－ｂｕｒｍａｎ　ｔｅｓｔ

编号

Ｎｕｍｂｅｒ

Ａ温度

Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

／℃

Ｂ装液量

Ｌｉｑｕｉｄ

ｖｏｌｕｍｅ／ｍＬ

Ｃ接种量

Ｉｎｏｃｕｌｕｍ

ｖｏｌｕｍｅ／％

Ｄ转速

Ｒｏｔａｔｉｏｎ　ｓｐｅｅｄ

／（ｒ·ｍｉｎ－１）

Ｅ初始ｐＨ

Ｉｎｉｔｉａｌ　ｐＨ

菌丝干质量

Ｍyｃｅｌｉａｌ　ｄｒy　ｗｅｉｇｈｔ

／（ｇ·（１００ｍＬ）－１）

１　 １（２７） １（１４０） －１（３） １（１７０） １（７） ０．４９７
２ －１（２３） １（１００） １（５） －１（１３０） １　 ０．３８０
３　 １ －１　 １　 １ －１（５） ０．５７６
４ －１　 １ －１　 １　 １　 ０．３２９
５ －１ －１　 １ －１　 １　 ０．２８４
６ －１ －１ －１　 １ －１　 ０．３７５
７　 １ －１ －１ －１　 １　 ０．４１１
８　 １　 １ －１ －１ －１　 ０．６３４
９　 １　 １　 １ －１ －１　 ０．５３８
１０ －１　 １　 １　 １ －１　 ０．５０８
１１　 １ －１　 １　 １　 １　 ０．４９７
１２ －１ －１ －１ －１ －１　 ０．３５５
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表７　Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ试验方差分析

Ｔａｂｌｅ　７　Ａｎａｌyｓｉｓ　ｏｆ　ｖａｒｉａｎｃｅ　ｏｆ　Ｐｌａｃｋｅｔｔ－ｂｕｒｍａｎ　ｔｅｓｔ

方差来源

Ｓｏｕｒｃｅｓ　ｏｆ　ｖａｒｉａｎｃｅ

平方和

Ｓｕｍ　ｏｆ　ｓｑｕａｒｅｓ

自由度

Ｄｅｇｒｅｅ　ｏｆ　ｆｒｅｅｄｏｍ

均方

Ｍｅａｎ　ｓｑｕａｒｅ

Ｆ值

Ｆｖａｌｕｅ

Ｐ值

Ｐｖａｌｕｅ

显著性

Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

回归模型 Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ　ｍｏｄｅｌ　 ０．１２０　 ５　 ０．０２４　 １３．０９　 ０．００３　５ ＊＊

Ａ温度 Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ／℃ ０．０７１　 １　 ０．０７１　 ３９．３９　 ０．０００　８ ＊＊

Ｂ装液量 Ｌｉｑｕｉｄ　ｖｏｌｕｍｅ／ｍＬ　 ０．０１３　 １　 ０．０１３　 ７．００　 ０．０３８　２ ＊

Ｃ接种量Ｉｎｏｃｕｌｕｍ　ｖｏｌｕｍｅ／％ ２．７５４×１０－３　 １　 ２．７５４×１０－３　 １．５３　 ０．２６２　０

Ｄ转速 Ｒｏｔａｔｉｏｎ　ｓｐｅｅｄ／（ｒ·ｍｉｎ－１） ２．６９８×１０－３　 １　 ２．６９８×１０－３　 １．５０　 ０．２６６　３

Ｅ初始ｐＨ　Ｉｎｉｔｉａｌ　ｐＨ　 ０．０２９　 １　 ０．０２９　 １６．０１　 ０．００７　１ ＊＊

Ｒｅｓｉｄｕａｌ　 ０．０１１　 ６　 １．７９７×１０－３

Ｃｏｒ　ｔｏｔａｌ　 ０．１３０　 １１

Ｒ２＝９　１６０

图６　温度（ａ）、装液量（ｂ）、接种量（ｃ）、转速（ｄ）及初始ｐＨ（ｅ）对菌丝干质量的影响

Ｆｉｇ．６　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ（ａ），ｌｉｑｕｉｄ　ｖｏｌｕｍｅ（ｂ），ｉｎｏｃｕｌｕｍ　ｖｏｌｕｍｅ（ｃ），ｒｏｔａｔｉｏｎ　ｓｐｅｅｄ（ｄ）ａｎｄ

ｉｎｉｔｉａｌ　ｐＨ （ｅ）ｏｎ　ｔｈｅ　ｄｒy　ｗｅｉｇｈｔ　ｏｆ　ｍyｃｅｌｉｕｍ

装液量为正效应，初始ｐＨ为负效应。

２．３．３　最陡爬坡试验
依据ＰＢ试验确定了对菌素干质量影响显著

的各因素方向和步长，设计最陡爬坡试验使结果
逼近最佳响应值［１３］。由表８可知，菌丝干质量在
试验２附近达到最大而后减小，因此以试验２作
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为中心点进行响应面优化试验。

２．３．４　Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ试验
对表９的结果进行分析得到菌丝干质量关于

温度、装液量和初始ｐＨ的回归方程：

Ｙ＝０．６３＋０．０４９Ａ＋０．０２２Ｂ－０．０６１Ｃ－
０．０５１ＡＢ－０．０２８ＡＣ＋０．０２７ＢＣ－０．０８４Ａ２ －
０．０５１Ｂ２－０．０８７Ｃ２。

由 表 １０ 可 知，响 应 面 模 型 极 显 著
（Ｐ＝０．０００　１＜０．０１）具有统计学意义，失拟项不

　　　　　

表８　最陡爬坡试验设计及结果

Ｔａｂｌｅ　８　Ｄｅｓｉｇｎ　ａｎｄ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｓｔｅｅｐｅｓｔ　ｃｌｉｍｂｉｎｇ　ｔｅｓｔ

编号

Ｎｕｍｂｅｒ

温度

Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

／℃

装液量

Ｌｉｑｕｉｄ

ｖｏｌｕｍｅ／ｍＬ

初始ｐＨ

Ｉｎｉｔｉａｌ　ｐＨ

菌丝干质量

Ｍyｃｅｌｉａｌ　ｄｒy　ｗｅｉｇｈ

／（ｇ·（１００ｍＬ）－１）

１　 ２３　 １００　 ７　 ０．４３７

２　 ２５　 １１０　 ６．５　 ０．５８７

３　 ２７　 １２０　 ６　 ０．５５０

４　 ２９　 １３０　 ５．５　 ０．４９２

５　 ３１　 １４０　 ５　 ０．４５０

表９　Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ试验设计与结果

Ｔａｂｌｅ　９　Ｄｅｓｉｇｎ　ａｎｄ　ｒｅｓｕｌｔ　ｏｆ　Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

编号

Ｎｕｍｂｅｒ

Ａ温度

Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ／℃

Ｂ装液量

Ｌｉｑｕｉｄ　ｖｏｌｕｍｅ／ｍＬ

Ｃ初始ｐＨ

Ｉｎｉｔｉａｌ　ｐＨ

菌丝干质量

Ｍyｃｅｌｉａｌ　ｄｒy　ｗｅｉｇｈ／（ｇ·（１００ｍＬ）－１）

１　 ０　 ０　 ０　 ０．６１１

２　 ０　 １　 １　 ０．４８０

３ －１　 ０　 １　 ０．３９４

４　 ０　 １ －１　 ０．５７６

５ －１ －１　 ０　 ０．３８７

６　 １　 １　 ０　 ０．５０７

７　 ０　 ０　 ０　 ０．６２５

８　 ０ －１　 １　 ０．３６１

９　 ０ －１ －１　 ０．５６５

１０　 １　 ０　 １　 ０．４３６

１１ －１　 １　 ０　 ０．５１２

１２　 ０　 ０　 ０　 ０．６７０

１３ －１　 ０ －１　 ０．４３４

１４　 １ －１　 ０　 ０．５８７

１５　 ０　 ０　 ０　 ０．６２８

１６　 ０　 ０　 ０　 ０．６３４

１７　 １　 ０ －１　 ０．５８９

表１０　Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ试验方差分析

Ｔａｂｌｅ　１０　Ａｎａｌyｓｉｓ　ｏｆ　Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ　ｔｅｓｔ　ＡＮＯＶＡ

方差来源

Ｓｏｕｒｃｅｓ　ｏｆ　ｖａｒｉａｎｃｅ

平方和

Ｓｕｍ　ｏｆ　ｓｑｕａｒｅｓ

自由度

Ｄｅｇｒｅｅ　ｏｆ　ｆｒｅｅｄｏｍ

均方

Ｍｅａｎ　ｓｑｕａｒｅ

Ｆ值

Ｆｖａｌｕｅ

Ｐ值

Ｐｖａｌｕｅ

显著性

Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

模型 ０．１５　 ９　 ０．０１７　 ２７．１２　 ０．０００　１ ＊＊

Ａ温度 Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ／℃ ０．０１９　 １　 ０．０１９　 ３１．１９　 ０．０００　８ ＊＊

Ｂ装液量 Ｌｉｑｕｉｄ　ｖｏｌｕｍｅ／ｍＬ　 ３．８０９×１０－３　 １　 ３．８０９×１０－３　 ６．１９　 ０．０４１　７ ＊

Ｃ初始ｐＨ　Ｉｎｉｔｉａｌ　ｐＨ　 ０．０３０　 １　 ０．０３０　 ４９．１０　 ０．０００　２ ＊＊

ＡＢ　 ０．０１１　 １　 ０．０１１　 １７．０７　 ０．００４　４ ＊＊

ＡＣ　 ３．１５８×１０－３　 １　 ３．１５８×１０－３　 ５．１３　 ０．０５７　９

ＢＣ　 ２．９００×１０－３　 １　 ２．９００×１０－３　 ４．７１　 ０．０６６　６

Ａ２　 ０．０３０　 １　 ０．０３０　 ４８．２１　 ０．０００　２ ＊＊

Ｂ２　 ０．０１１　 １　 ０．０１１　 １８．１３　 ０．００３　８ ＊＊

Ｃ２　 ０．０３２　 １　 ０．０３２　 ５１．３４　 ０．０００　２ ＊＊

Ｒｅｓｉｄｕａｌ　 ４．３０８×１０－３　 ７　 ６．１５５×１０－４

Ｌａｃｋ　ｏｆ　ｆｉｔ　 ２．３４２×１０－３　 ３　 ７．８０５×１０－４　 １．５９　 ０．３２５　０ ｎｏｔ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

Ｐｕｒｅ　ｅｒｒｏｒ　 １．９６７×１０－３　 ４　 ４．９１７×１０－４

Ｃｏｒ　ｔｏｔａｌ　 ０．１５　 １６

Ｒ２＝９　７２１　 Ｃ.Ｖ.（％）＝４．６９

Ｒ２Ａｄｊ＝９　３６３ Ａｄｅｑ　ｐｒｅｃｉｓｉｏｒ＝１３．５３２
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显著（Ｐ＝０．３２５＞０．０５）；Ｒ２＝９　７２１，Ｒ２Ａｄｊ＝９　３６３，说
明该模型相关性较好，可以解释９３．６３％情况的响应
值变化；精密度１３．５３２＞４，表明该模型可用于预测。
各因素间有交互作用，其中ＡＢ、Ａ２、Ｂ２、Ｃ２ 对菌丝干
质量的影响是极显著的，ＡＣ、ＢＣ是不显著的，且各因
素对菌丝干质量的影响为Ｃ＞Ａ＞Ｂ。

２．３．５　响应曲面图分析

３Ｄ响应面图和２Ｄ等高线图能够清楚地反
映２个独立因素之间的交互作用对响应值的影
响［１４］。等高线越接近椭圆，表示２个因素的交互
作用越明显；等高线越接近圆形，则代表２个因素
之间的交互作用不明显［１５－１６］。从图７可以看出，

　　　　　

图７　温度、装液量和初始ｐＨ两两因素交互作用对菌丝干质量的影响

Ｆｉｇ．７　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｐａｉｒｗｉｓｅ　ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ，ｌｉｑｕｉｄ　ｖｏｌｕｍｅ　ａｎｄ　ｉｎｉｔｉａｌ　ｐＨ　ｏｎ　ｄｒy　ｗｅｉｇｈｔ　ｏｆ　ｍyｃｅｌｉｕｍ
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图７ａ～ｂ的等高线呈椭圆形，曲线斜率较大，表示
温度和装液量的交互作用是极显著的；图７ｃ～ｆ
的等高线更接近圆形，曲线斜率较小，说明温度和
初始ｐＨ、装液量和初始ｐＨ的交互作用不显著，
对菌丝干质量的影响较小。

２．３．６　验证试验
通过Ｄｅｘｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ　１０软件对回归方程进行

求解，得到裂褶菌液体菌种最佳发酵条件为：温度

２５．７９０℃，装液量１０９．０２４ｍＬ，初始ｐＨ　６．２８３，
此时预测的菌丝干质量为０．６５５ｇ·（１００ｍＬ）－１。
为了操作方便将条件修正为：温度２６℃，装液量

１０９ ｍＬ，初 始 ｐＨ　６．３，此 时 菌 丝 干 质 量 为

０．６４８ｇ·（１００ｍＬ）－１，与预测值接近，说明模型
有效，该培养条件具有可行性和可操作性。

３　讨论与结论

改变液体发酵的培养基和培养条件是液体深
层发酵和扩大培养来获得理想产物的一种手段，在
后续的研究中均有较大优势［１７］。营养条件和环境
条件均是影响食用菌生长的重要因素，国内关于裂
褶菌液体菌种的研究相对较少，马布平等［１８］等优
化了裂褶菌种子液培养条件，并进行扩大培养，得
到的种子液可以出菇并缩短了出菇时间；周莹
等［１９］通过优化裂褶菌液体培养的培养基和培养参
数，使优化后的菌丝生物量提高了近２．５倍。液体
菌种萌发点多、生长快是未来食用菌研发的趋势，因
此培养出优质的种子液是进行工厂化生产的基础。
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无菌水长期保藏黑木耳菌种性状研究

焦 枥 禾，马 银 鹏，王 凤 利，张 丕 奇，戴 肖 东
（黑龙江省科学院 微生物研究所，黑龙江 哈尔滨１５００１０）

　　摘　要：以１９９４年利用无菌水保藏的４４株黑木耳菌种和同时期同种４℃继代保藏黑
木耳菌种为试材，采用生长状态测定、ＩＳＳＲ（ｉｎｔｅｒ－ｓｉｍｐｌｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｒｅｐｅａｔ）、酯酶同工酶的方
法，研究无菌水保藏方法对黑木耳菌种性状的影响，以期对黑木耳菌种的无菌水保藏方法优
劣的判断提供参考依据。结果表明：４４株黑木耳在无菌水中常温保藏２８年，有３６株保持
活性，复活率达到８１．８％，菌种继代培养后菌丝恢复正常生长状态，并能够正常出耳；与

４℃保藏菌种相比，同一菌株间酯酶同工酶和ＩＳＳＲ，总体具有一致性，个别菌株具有一定的
差异，不同菌株反映不同。
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　　黑木耳（Ａｕｒｉｃｕｌａｒｉａ　ｈｅｉｍｕｅｒ）具有很高的药
用价值［１］，如抗肿瘤、抗凝血、抗氧化、降血脂、免
疫调节、抗炎等［２－４］。黑木耳是中国的第二大食用

　　　　　　　　　

菌生产品种，据中国食用菌协会统计，２０２０年全
国黑木耳产量达到７０６万ｔ，约占食用菌总产量的

１８％。菌种作为黑木耳生产的“芯片”，对于产业
的持续、稳定发展起到至关重要的作用。黑木耳
属于分散式生产，很多生产者以自繁自育方式生
产菌种，即便是大型企业也不具备液氮、超低温冰
箱等菌种保藏的技术条件。由于贮存、保藏不当，
黑木耳菌种容易引起活性降低、退化甚至变异、失
活，对生产造成严重影响。采用简单可行的保藏
方式保持生产菌种的稳定，对企业来说具有实际
意义。课题组从２０世纪７０年代开始，采用营养
液［５］、木屑［６］、麦粒［７］等方法进行黑木耳菌种长期
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