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灵芝，属于常见的大型真菌。灵芝中主要的活

性物质为灵芝多糖和三萜，具备抗肿瘤、抗氧化、保

肝护肝、调整免疫功能等很好的功效。由于人工栽

培耗时久，因此采取液体进行发酵，从而获得白肉

灵芝菌丝体和发酵产物，合适的发酵条件可有效地

促进菌丝体生长，提高菌丝体产量。本实验主要从

时间、碳源、氮源、pH值等方面分别对白肉灵芝菌

丝体液体发酵条件进行研究。

1 材料与方法

1.1 试验材料

供试灵芝为西藏白肉灵芝，由西藏自治区农牧

科学院蔬菜研究所食用菌实验室提供。供试培养

基：①PDA培养基；②加富液体培养基、PDA基础上

添加蛋白胨 0.2％、磷酸二氢钾 0.046％、磷酸氢二

钾0.1％、硫酸镁0.05％、维生素B每1 000 mL 0.03 mg；
③液体培养基，不含琼脂的PDA培养基。

1.2 试验方法

1.2.1 菌种制备

斜面菌种（一级种）制备：选用实验室保藏菌株

试管斜面，通过转管培养获得。

液体菌种制备：使用容量为 250 mL的三角瓶，

盛装 PDA液体的液体培养基 100 mL，无菌条件接

入约 0.5 cm × 0.5 cm白肉灵芝一级种 3块，使用恒
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温摇床时，调节温度为 25 ℃、150 r/min，培养 5 d，得
到我们需要的液体菌种。

1.2.2 菌丝体干质量测定方法

将获得的液体菌种通过离心机，在 3 000 r/min
转速下离心 10 min后，去上清，用灭菌水反复清洗，

再使用高速离心机，在 3 000 r/min转速下，离心

10 min后，使用吸水纸吸干水分，置于灭菌的平板

内，放置于 60 ℃干燥箱烘干，使用精密电子天平称

质量。

1.2.3 pH值测定

采用实验室常用 pH计测量发酵后液体的

pH值。

1.2.4 白肉灵芝菌丝体生长

曲线图绘制过程，需要以 250 mL三角瓶作为

培养耗材，并在其瓶内加入加富液体培养基

100 mL，共计 30瓶，使用压力灭菌器进行高压灭菌

1 h。冷却后在超净工作台中进行接种，然后在每

个 250 mL三角瓶中放入 10 mL液体菌种，接种密封

后，将其放置于恒温摇床内，置于 25 ℃、150 r/min
条件下进行培养。 1 d后，每次取其中 3瓶，测

量瓶内液体的pH值和菌丝体干质量，共观察13 d。
1.2.5 白肉灵芝菌丝体液体发酵单因素实验

单因素试验中会使用到 250 mL三角瓶作为实

验仪器，装液体培养基 100 mL，在超净工作台中每

个三角瓶中接入 10 mL液体菌种，将其放置于恒温

摇床内，控制温度为 25 ℃、在转速 150 r/min条件下

培养 6 d后。测量其瓶内液体的 pH值和菌丝干

质量。

1）C因素试验：选择实验室中比较常见的单糖

（葡萄糖）、双糖（蔗糖）、多糖（玉米粉、淀粉），对照

组选择不加任何碳源，通过测量三角瓶内液体的菌

丝体干质量，得出不同C源条件下白肉灵芝菌丝体

生长的情况，共进行9个处理，每组实验重复3次。

2）N因素试验：选择实验室中常见的无机氮

（硫酸铵、硝酸钾、硝酸铵）、有机氮（牛肉膏、酵母

膏），选择的N源可分别替换 PDA培养基中的蛋白

胨，对照组中不加任何N源，通过测量三角瓶内液

体的菌丝体干质量，得出不同N源条件下白肉灵芝

菌丝体生长的情况，共 10个处理，每组实验重

复3次。

3）pH值试验：用 1.1中提到的②号培养基，使

用 0.1 mol/L NaOH和 0.1 mol/L HCl调节 pH值，设

pH值为 4，5，6，7，8，9，10，11共 8个实验梯度，每个

功能梯度可以重复 3次，通过分析仪器设备测得数

据不同的pH值对白肉灵芝菌丝体生长产生的影响。

2 结果分析

2.1 白肉灵芝菌丝体生长曲线

根据实验设计把培养时间作为横坐标，菌丝干

质量作为纵坐标（图 1）。从图 1可直观看到，菌丝

在加富培养基中进行菌种接种后，发现 1 d后菌丝

生长速率进入增长期，其中生长期的适应期较长，

直至培养进行到第 9 d时，菌丝干质量达到所测数

值最高点。其中第 10 d到第 12 d的菌丝干质量差

别不大，三角瓶发酵液中菌丝体干质量依次为4.27 g/
L，4.30 g/L，4.37 g/L。一直到第 13 d天菌丝干质量

出现明显的下降，为 3.57g/L。依据白肉灵芝生长

曲线可知，白肉灵芝作为工业化生产的液体菌种，

培养 7 d较为适宜，生产中如果需要菌丝体，需要培

养10 d，而收获发酵代谢产物，则需要至少11 d。

图1 白灵芝菌丝体生长曲线
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2.2 C源对白肉灵芝菌丝体生长的影响

从不同 C源对白肉灵芝菌丝体干质量的影响

（表 1）可以直观地发现，白肉灵芝菌丝体对各类 C
源均能吸收利用，但对于多糖类的利用优于双糖及

单糖。在本文选择的C源中，白肉灵芝菌丝体对可

溶性淀粉的吸收利用率最高，白肉灵芝菌丝体干质

量达4.90 g/L，其次是玉米粉，菌丝干质量为4.82 g/L。
在本文使用的C源双糖中，白肉灵芝菌丝体对蔗糖

的利用效果最好，菌丝干质量为 2.70 g/L。实验中

选择的 2种多糖对白肉灵芝菌丝干质量的影响比

其他碳源利用高。但是，从成本考虑，优先选择使

用玉米粉作为实验C源的来源。

表1 不同C源对白肉灵芝菌丝体干质量的影响

C源

蔗糖

葡萄糖

可溶性淀粉

玉米粉

无碳源（CK）

菌丝干质量/（g·L-1）
2.7±0.69
2.21±0.42
4.90±0.43
4.82±0.24
0.25±0.17

2.3 N源对白肉灵芝菌丝体生长的影响

从N源对白肉灵芝菌丝体干质量的影响（表 2）
可以看出，在供试的N源中，白肉灵芝菌丝体对酵

母膏吸收利用效果最好，菌丝体干质量为10.29 g/L，
然后是硝酸铵、牛肉膏，实验中N源蛋白胨的吸收

利用效果最差，菌丝体干质量仅为 3.17 g/L。试验

结果分析表明，与其他氮源相比，酵母膏效果最好。

但是考虑到价格，可选硝酸铵作为实验氮源。

表2 不同N源对白肉灵芝菌丝体干质量的影响

N源

牛肉膏

蛋白胨

酵母膏

硝酸钾

硝酸铵

无氮源（CK）

菌丝体干质量/（g·L-1）
5.12±0.16
3.17±0.44
10.29±0.13
4.15±0.29
7.40±0.35
1.75±0.20

2.4 pH值对白肉灵芝菌丝体生长的影响

从图 2可明显观察到，白肉灵芝菌丝体对酸碱

度的适应范畴较广，pH值为 1~13均能生长，但是

在其他条件不变，调节 pH值培养 6 d后，不难发现

pH值为 6时菌丝干质量最高，但由于发酵期间，代

谢产物会使发酵液体 pH值降低，故应调高液体培

养基的 pH值，因此应该选择 pH=7作为白肉灵芝菌

丝体发酵较适宜的pH值。

图2 pH值对白肉灵芝菌丝体生长的影响

3 结论与讨论

白肉灵芝菌丝体液体发酵在利用C源、N源的

时候不仅要考虑到利用率的问题，还需要考虑成本

问题，因此在选择 C源、N氮源的时候有限考虑成

本较低，有助于大规模生产的品种；发酵期间代谢

产物会使发酵液 pH值降低，因此应调高初始液体

培养基的 pH值，因此主要选取玉米粉作为C源，硝

酸铵作为N源，pH=7作为最优条件。本实验如果

仅仅从单因素方面研究不同条件对白肉灵芝菌丝

体液体发酵的影响，不很全面，还需进一步进行多

因素实验分析，使其为白肉灵芝菌丝体发酵产业提

供实践依据和试验指导。
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