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青藏高原珍稀大型真菌亚东木耳菌丝发酵条件研究
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摘摇 要: 为了更好地开发利用西藏珍稀大型真菌亚东木耳,对亚东木耳菌丝生长和次级代谢条件

进行研究。 考察了不同培养基成分和培养条件对亚东木耳菌丝生长速度、生物量和次级代谢产物

产量的影响。 结果表明,可溶性淀粉、酵母浸粉和 CaCl2分别为亚东木耳生长代谢的较佳碳源、氮源

和无机盐,维生素 B1、B2 对菌丝生长无明显促进作用。 较佳培养温度为 26 益,较佳培养时间为 63 d,
菌丝生长较佳初始 pH 值为 7郾 0,较佳次级代谢初始 pH 值为 6郾 0。 HPLC 图谱分析结果表明,次级代

谢产物种类多达 200 余种,其中初始 pH 值和温度条件对次级代谢多样性的影响较为明显。
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摇 摇 大型真菌是菌物界真菌门肉眼可见的一类真

菌,菌物种类繁多,全世界约有 150 多万种,按功能

一般分为药用真菌和食用真菌[1]。 有一些大型真

菌(如猴头菇,香菇等)既可食用又具有医疗保健作

用,即为食药兼用真菌[2]。 从工业生产角度来说,
研究食药用大型真菌的发酵和次级代谢,对于开发

菌丝体粉末保健品、食品添加剂以及含有次级代谢

产物的药品具有重要意义。
亚东木耳是一种珍稀的食药兼用野生经济真

菌,因产于西藏亚东县而得名,近几年备受关注。 亚

东木耳生长在峨眉蔷薇(Rosa omeiensis)科枯树枝

上,经鉴定属于黑耳属(Exidia sp. )真菌[3],且味道

鲜美、营养丰富,被誉为“植物肉、素中之荤冶。 2012
年,亚东木耳的市售价格已达到 4 000 元 / kg,成为

当地居民增收的一个重要渠道,但同时也出现了过

渡采挖现象,导致其产量逐渐下降。 为了更好地利

用该野生菌资源,对亚东木耳菌丝进行人工培养并

进一步研究其活性次级代谢,具有重要意义。
目前尚未见亚东木耳菌丝培养研究的相关报

道。 本研究拟考察碳源、氮源、无机盐、生长因子、培
养基初始 pH 值、培养温度、培养时间等条件对亚东

木耳菌丝生长和次级代谢的影响,以期获得了亚东

木耳快速生长的营养和环境条件以及适宜的菌丝次

级代谢培养条件;利用高效液相色谱分析技术对亚

东木耳菌丝次级代谢产物多样性进行定性分析。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 材料与试剂

菌种,亚东木耳(Exidia sp. ),从西藏亚东县采

集长有亚东木耳子实体的树枝,通过无菌操作将子

实体表面消毒、切成碎片后,转接到 PDA 培养基上,
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25 益下培养出无污染、生长健壮的菌丝体,经多次

纯化获得原始菌种材料[4]。 经分子生物学鉴定亚

东木耳属于黑耳属(Exidia sp. )真菌。
葡萄糖、麦芽糖、可溶性淀粉、乳糖、蔗糖、酵母

浸粉、牛肉膏、蛋白胨、水解乳蛋白均为生化试剂,北
京奥博星生物技术有限责任公司; ( NH4 ) 2 SO4、
KNO3、KCl、CaCl2、ZnCl2、MgSO4、FeSO4、Fe2 ( SO4 ) 3

均为分析纯,北京化工厂;维生素 B1、B2 均为实验试

剂;乙腈(色谱纯),赛默飞世尔科技(中国)有限公

司;乙酸乙酯(分析纯)、甲醇(分析纯),北京化工

厂;马铃薯、超纯水。
1郾 2摇 仪器与设备

BSA-CW 型电子天平,赛多利斯科学仪器有限

公司;YXQ-LS-100SII 型立式压力蒸汽灭菌器,上
海博讯实业有限公司;DL -CJ -2N 型洁净工作台,
苏净集团苏州安泰空气技术有限公司;LRH-250F
型生化培养箱,上海一恒科学仪器有限公司;DHG-
9246A 型真空干燥箱,上海精宏实验设备有限公司;
RE- 5205 型旋转蒸发器,上海亚荣生化仪器厂;
KQ5200E 型超声波清洗器,昆山市超声仪器有限公

司;LaboStar 7 TWF UV 型超纯水器,Evoqua Water
Technologies Company;1100 型高效液相色谱仪(四
元梯度泵,检测器,Agilent1100 工作站),Agilent 公
司;Symmetry C18 型色谱柱,Waters 公司。
1郾 3摇 培养基

平板培养基: PDA (马铃薯葡萄糖琼脂培养

基) [5]。
种子培养基:改良的 PD(马铃薯葡萄糖)培养

基,在马铃薯葡萄糖培养基的基础上加入酵母粉

0郾 2% ,MgSO4 0郾 1% ,维生素 B1 10 mg / L[6]。
基本培养基:葡萄糖 20 g / L,酵母粉 2 g / L,

KH2PO4 1 g / L,MgSO4 1 g / L,维生素 B1 0郾 01 g / L,固
体培养基含有琼脂 1郾 5% [7]。
1郾 4摇 实验方法

1郾 4郾 1 摇 培养基因素对菌丝生长和次级代谢影响

实验

分别以可溶性淀粉、蔗糖、麦芽糖、乳糖作为碳

源,替换基本培养基(固体)中的葡萄糖[8],于平板

中间接种约 0郾 5 cm 见方的菌块,26 益下静置培养。
一周后每 3 d 测量菌丝半径一次,并观察菌丝形态,
考察不同碳源对菌丝生长速率的影响。 在 500 mL
三角瓶中,配制 200 mL 基本培养基,分别以可溶性

淀粉、蔗糖、麦芽糖、乳糖作为碳源,替换基本培养基

(液体)中的葡萄糖,自然 pH 值,于 26 益恒温箱内

静置培养 55 d,考察不同碳源对菌丝生长量及次级

代谢的影响。
分别以牛肉膏、蛋白胨、水解乳蛋白、(NH4)2SO4,

KNO3作为氮源,替换基本培养基(固体)中的酵母

粉[9],培养及测量方法同碳源对菌丝生长影响实

验,考察不同氮源对菌丝生长速率的影响。 分别以

牛肉膏、蛋白胨、硫酸铵、硝酸钾作为氮源替换基本

培养基(液体)中的酵母粉,其他条件同上,考察不

同氮源对菌丝生长量及次级代谢的影响。
分别以 KCl、CaCl2、ZnCl2、FeSO4、Fe2(SO4) 3,替

换基本培养基(液体)中 MgSO4,其他条件同上,考
察不同无机盐对菌丝生长量及次级代谢的影响。

配制 PDA 培养基,加入不同生长因子(维生素

B1、B2),无生长因子培养基作为空白对照。 于平板

中央接种约 0郾 5 cm 见方的菌块,26 益下静置培养。
1 周后每 3 d 测量菌丝半径 1 次,并观察菌丝形态。
实验均作 3 组平行。
1郾 4郾 2摇 环境因素对菌丝生长及次级代谢影响实验

在 500 mL 三角瓶中,加入 200 mL 基础培养基,
用 1 mol / L 的 HCl 溶液或 1 mol / L NaOH 溶液,调节

培养基初始 pH 值分别为 4郾 0,5郾 0,6郾 0,7郾 0,8郾 0 五

个梯度,每个梯度设置两组平行,接种菌龄 30 d 菌

种。 置于 26 益恒温箱中静置培养 55 d,考察培养基

初始 pH 值对菌丝生长及其次级代谢的影响。
分别设置 20,22,24,26,28,30 益 五个温度梯

度,自然 pH 值,其他条件同初始 pH 值,考察温度对

菌丝生长及次级代谢的影响。
利用米饭作为固体培养基进行发酵。 设置时间

为 35,42,49,56,63 d 五个时间梯度,室温下静置培

养,考察不同培养时间对次级代谢的影响。 以上实

验均作 3 组平行。
1郾 4郾 3摇 菌丝收集及代谢产物处理

菌丝收集:采用 6 层纱布过滤并剥落黏质菌丝

的方法。 菌丝自然风干至质量不变时,称重。
菌丝发酵液的处理:用与发酵液同等体积的乙

酸乙酯萃取 3 次,乙酸乙酯相进行减压浓缩,得到浓

缩液。 待溶剂挥干,用 50 ~ 60 益沸程石油醚处理,
去除低极性次级代谢物(油脂类),38 益 真空干燥

36 h 后称重。 将干菌丝用 5 mL 甲醇浸泡后超声

(200 W,10 min)提取 3 次,得到的提取液浓缩后与

发酵浓缩液合并。
固体发酵基质处理:用甲醇-氯仿-乙酸乙酯混
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合溶液 (三者体积比为 1颐 1颐 1)浸泡基质,超声浸提

15 min,重复 3 次。 浸提液经减压浓缩得到浓缩液,
并用乙酸乙酯进行萃取,乙酸乙酯相经减压浓缩得

到代谢产物粗提取物。
1郾 4郾 4摇 菌丝发酵次级代谢产物高效液相分析

根据次级代谢产物质量加入相应体积的甲醇进

行溶解,使代谢产物样品质量浓度均为 0郾 02 g / mL。
每个样品中加入 50 滋L 质量浓度为 0郾 1 mg / mL 的亚

东木耳次级代谢产物 YE-1(纯度 > 95% )作为参照

物。 样品溶液经 0郾 45 滋m 有机膜过滤后进行液相色

谱分析[10]。
C18 色谱柱(4郾 6 mm 伊 250 mm,5 滋m),流动相

乙腈 /水体系(乙腈比例变化为:0 ~ 40 min 5% ~
30% ,40 ~ 70 min 30% ~ 54% ,70 ~ 86 min 54% ~
74% ,86 ~ 92 min 74% ~ 78% ,92 ~ 105 min 90% ~
100% ,105 ~ 125 min 100% ),流速 0郾 8 mL / min、检
测波长 235 nm、柱温 30 益、进样量 10 滋L。

2摇 结果与分析

2郾 1摇 不同因素对菌丝生长的影响

2郾 1郾 1摇 不同培养基成分对菌丝生长的影响

在菌丝生长过程中,前 5 ~ 7 d 为环境适应期,
生长较缓慢,7 d 后大多数菌丝已萌发进入生长状

态。 葡萄糖和麦芽糖作为简单碳源,对菌丝快速生

长最为有利,但最终菌丝强度稍弱,生物量较低,而
可溶性淀粉作为大分子底物,可为菌丝生长提供长

效碳源,更利于生物量的积累。 在液体培养基中,以
可溶性淀粉作为碳源获得最大生物量,为 0郾 427 g
(见表 1)。

表 1摇 不同碳源对菌丝生长的影响

Tab. 1摇 Effects of different carbon sources on
mycelium growth of hyphae

碳源

菌丝平均

生长速度 /

(cm·d - 1)

t(菌丝

铺满) /
d

菌丝强弱

程度

m(液体培

养菌丝) /
g

蔗糖 0郾 039 33 + + + 0郾 372

葡萄糖 0郾 045 28 + + + 0郾 247

乳糖 0郾 034 > 33 + + 0郾 029

可溶性淀粉 0郾 044 31 + + + + 0郾 427

麦芽糖 0郾 047 28 + + + 0郾 305

摇 摇 + + + + 菌丝强度强, + + + 菌丝强度较强, + + 菌丝强度较

弱,下表同。 菌丝强弱包括菌丝粗细和菌丝致密程度。

摇 摇 菌丝在不同氮源中生长速度差异较大,菌丝生

长速度由快到慢依次为酵母粉、硝酸钾、牛肉膏、蛋
白胨、水解乳蛋白,菌丝强弱依次为酵母浸粉 =蛋白

胨 >硫酸铵 >牛肉膏逸水解乳蛋白 > 硝酸钾,其中

在硝酸钾为氮源的平板琼脂培养基上,菌丝几乎呈

透明态,极其稀疏细弱。 液体发酵实验同样表明酵

母粉是亚东木耳菌丝培养的最适氮源。 培养到 48 d
时,酵母和牛肉膏培养基中菌丝最先出面,到 55 d
停止培养时,酵母浸粉培养基中菌丝已覆盖整个液

面,培养基颜色呈深褐色,在此氮源条件下菌丝达到

最大干重为 0郾 294 g(见表 2)。

表 2摇 不同氮源时菌丝生长情况

Tab. 2摇 Effects of different nitrogen sources on
mycelium growth of hyphae

氮源

菌丝平均

生长速度 /

(cm·d - 1)

t(菌丝

铺满) / d
菌丝强弱

程度

m(液体培

养菌丝) /
g

酵母浸粉 0郾 169 28 + + + + 0郾 294

硫酸铵 0郾 024 * + + + 0郾 140

牛肉膏 0郾 081 * + + 0郾 259

硝酸钾 0郾 137 31 + 0郾 184

蛋白胨 0郾 027 * + + + + 0郾 283

水解乳蛋白 0郾 007 * + + 0郾 092

摇 摇 *表示截止到最终记录日期菌丝未长满。

摇 摇 在 CaCl2培养基中达到最大生物量为 0郾 292 g,
相对于其他实验金属离子来说, Ca2 + 最适合亚东木

耳菌丝生长。 而当培养基中加入 Fe、Zn 微量元素

时,菌丝不生长(见表 3),一种可能原因是微量元素

含量过高抑制菌丝生长,另一种可能是两种微量元

素本身对菌丝有抑制作用,可通过加入不同浓度微

量元素进一步验证。

表 3摇 不同无机盐下的菌丝质量

Tab. 3摇 Biomass of mycelium under different
inorganic salts

无机盐 MgSO4 CaCl2 KCl FeSO4 Fe2(SO4)3 ZnSO4

m(菌丝) / g 0郾 25 0郾 292 0郾 103 0 0 0

摇 摇 有文献报道,B 族维生素对担子菌菌丝生长多

有促进作用[11 - 13],本实验测定维生素 B1、B2 对亚东

木耳生长的影响。 在亚东木耳菌丝培养过程中,两
种 B 族维生素作为生长因子,菌丝长势相差不大

(见图 1),因此认为维生素 B1、B2 对亚东木耳菌丝

生长速度和菌丝强弱没有影响。
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图 1摇 维生素 B1、B2 培养基中菌丝生长趋势

Fig. 1摇 Growth trend of hyphae in culture mediums
including vitamin B1 and B2

2郾 1郾 2摇 环境因素对菌丝生长的影响

在 pH 值小于 7郾 0 时,菌丝生长量呈递增趋势,
pH 值为 7郾 0 时,菌丝生长量最大,pH 值为 8郾 0 时菌

丝量略有下降,因此 pH 值 7郾 0 为菌丝生长的最适

宜初始 pH 值(见表 4)。
根据观察,菌丝生长到 20 d,不同温度条件下的

生长状态已有明显区别。 24,26,28 益 时液面下菌

丝已开始结成大块絮状,22 益 时菌丝略有结絮现

象,较小成片,而 30 益时菌丝只是在原菌种基础上

生长少量。 由此可知,亚东木耳在 26 益条件下最适

宜生长(见表 4)。

表 4摇 不同初始 pH 值和温度下菌丝质量

Tab. 4摇 Biomass of mycelium under different pH
values and temperatures

环境因素 m(菌丝) / g
4郾 0 0郾 209
5郾 0 0郾 252

初始 pH 6郾 0 0郾 270
7郾 0 0郾 317
8郾 0 0郾 303
22 0郾 231
24 0郾 264

温度 / 益 26 0郾 354
28 0郾 276
30 0郾 018

2郾 2摇 不同因素对菌丝次级代谢的影响

2郾 2郾 1摇 不同培养基成分对菌丝次级代谢的影响

可溶性淀粉、酵母浸粉、CaCl2分别为获得最多次

级代谢产物的碳、氮源和无机盐(见表 5)。 与菌丝生

物量结果比较发现,该结果与菌丝生物量结果一致,
说明菌丝生长状况好时,其次级代谢也越充分。
2郾 2郾 2摇 环境因素对菌丝次级代谢的影响

初始 pH 值为 6郾 0 条件下次级代谢产物产量最

大,与菌丝生物量结果不一致(见表 4、表 6),不同

初始 pH 值时的菌丝生物量和次级代谢产物产量结

表 5摇 不同营养条件下次级代谢产物质量

Tab. 5摇 Biomass of secondary metabolites under different
nutritional conditions

营养条件 m(次级代谢产物) / g

碳源

蔗糖 0郾 045

葡萄糖 0郾 065

乳糖 0

可溶性淀粉 0郾 128

麦芽糖 0郾 083

氮源

酵母浸粉 0郾 116

硫酸铵 0郾 028

牛肉膏 0郾 029

硝酸钾 0郾 046

蛋白胨 0郾 088

水解乳蛋白 0郾 009

无机盐

MgSO4 0郾 042
CaCl2 0郾 095

KCl 0郾 026
FeSO4 0
Fe2(SO4) 3 0
ZnSO4 0

表 6摇 不同环境条件下次级代谢产物质量

Tab. 6摇 Biomass of secondary metabolites under different
environment conditions

环境因素 m(次级代谢产物) / g

初始 pH

4郾 0 0郾 019
5郾 0 0郾 046
6郾 0 0郾 065
7郾 0 0郾 064
8郾 0 0郾 011

温度 / 益

22 0郾 022
24 0郾 035
26 0郾 063
28 0郾 041
30 0

时间 / d

35 0郾 027
42 0郾 039
49 0郾 066
56 0郾 175
63 0郾 289

果表明,中性偏碱性条件更适合亚东木耳菌丝生长,
中性偏酸性条件更适合菌丝代谢。 菌丝在 26 益时

最大次级代谢产物量为 0郾 063 g(见表 6),与菌丝生

物量结果一致,因此,26 益为亚东木耳最适生长和

次级代谢温度。
时间因素中,利用熟米饭基质对大型真菌进行
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固体发酵培养,避免液体培养中由于时间过长而导

致的水分大量蒸发,此方法所得产物称为菌质。 真

菌在该基质上可快速布满并进行代谢,产生各种生

理活性物质,同时其胞外酶系又可以对基质中的化

学成分进行生物转化,从而使菌质中有丰富的化学

成分[14]。 在考察时间范围内,菌丝代谢物产量随时

间增加而增加,虽然 63 d 内次级代谢产物量呈现上

升趋势,但培养到 63 d 时,基质水分已严重下降,不
利于菌丝继续生长代谢。 利用大米发酵亚东木耳,
63 d 为较合适的培养时间。
2郾 3摇 菌丝次级代谢 HPLC 图谱分析

对不同环境因素下次级代谢产物进行 HPLC 图

谱分析,在相同色谱条件下比较其代谢产物差异性。
取各单因素实验中次级代谢产物质量最多的样品作

为研究对象,即时间单因素实验,取 49,56,63 d 条

件下得到的 3 组样品作为分析对象;初始 pH 值单

因素实验,取 pH 值为 5郾 0,6郾 0,7郾 0 条件下得到的 3
组样品作为分析对象;温度单因素实验,取 24,26,28 益
条件下得到的 3 组样品作为分析对象。

在 235 nm 波长处有紫外光吸收的亚东木耳次

级代谢产物十分丰富(见表 7),200 mL 发酵液提取

出的次级代谢产物中,高效液相色谱可检测到多达

200 余种化合物。 温度因素中 26 益条件下峰数量

最多;初始 pH 值为 7郾 0 条件下峰数量最多;时间因

素中 35 d 和 42 d 时峰数量分别为 167 个和 186 个,
与表 7 中列出的 49 d 的 202 个峰数量相差较大,而
56 d 和 63 d 的样品峰数量与 49 d 的相差不大,因
此,可推知菌丝在 49 d 时代谢已较为充分。

以亚东木耳发酵产物中分离纯化得到的化合物

YE-1 作为标准品,其峰作为参照峰,计算相对保留

时间 琢(公式 琢 = tdi / tds,其中 tdi为不定峰 i 的保留时

间,tds为参照物的保留时间),由此可得到同一因素

不同水平下图谱中相同峰信息[15]。
以相似峰数量与各条件中最多峰数的比值作为

相似峰百分比(见表 8),用于说明同一因素不同水

平间代谢差异性。 从表 8 中可知,温度单因素中相

同峰百分比为 29郾 6% ,初始 pH 值单因素中相同峰

百分比为 21郾 5% ,其代谢差异性相对较大,说明初

始 pH 值和温度因素对亚东木耳次级代谢多样性影

响较为显著。
HPLC 图谱能够在一定程度上反映不同因素、水平

下代谢产物的多样性,从而对大型真菌培养及代谢产

物的获得具有一定指导意义。 由于本实验中样品为发

酵原产物,化合物种类数量庞大,进行图谱分析有一定

困难,因此,采用HPLC 法只能实现定性分析,且不可避

免地存在主观误差[16]。

表 7摇 不同环境因素下所有峰数量

Tab. 7摇 All secondary metabolites peaks under different
environmental factor by HPLC analysis

因素 峰数量 / 个

初始 pH

5郾 0 161

6郾 0 188

7郾 0 205

时间 / d

49 202

56 198

63 203

温度 / 益

24 133

26 196

28 98

表 8摇 不同影响因素下相同峰数量及与总峰数比值

Tab. 8摇 Numbers and percents of identical secondary
metabolites peaks under different factors

影响因素

时间 初始 pH 温度

相同峰数量 / 个 91 44 29

相似峰与总峰数比值 / % 44郾 8 21郾 5 29郾 6

3摇 结摇 论

探索了食药两用大型真菌亚东木耳菌丝生长代

谢的优化条件。 研究表明,菌丝生长和代谢的优化

条件为:碳源为可溶性淀粉,氮源为酵母浸粉,无机

盐为 CaCl2,温度为 26 益,菌丝代谢初始 pH 值为

6郾 0,菌丝生长初始 pH 值为 7郾 0,时间为 63 d。 温度

和初始 pH 值对亚东木耳菌丝次级代谢差异性影响

较为显著,因此,通过适当控制亚东木耳的培养温度

和初始 pH 值有利于获得丰富的次级代谢产物。 文

献报道,亚东木耳具有一定的寄主专一性[3]。 实验

表明,亚东木耳生长周期漫长,因此要获得其适宜的

培养条件,还需要进一步探究。
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Study on Fermentation Conditions of Rare Yadong
Edible Fungus in Tibetan Plateau

LI Zhaokun1,2,摇 WANG Fenghuan1,*,摇 CHEN Bin2,*,摇 JIANG Siping2,摇 XU Aiguo2

(1. Beijing Technology and Business University, Beijing 100048, China;
2. Tibet Plateau Institute of Biology, Lasa 850001, China)

Abstract: In order to utilize and develop the rare Yadong edible fungus(Exidia sp. ) better, the growth
and metabolism culture conditions of the mycelium were explored. Effects of the culture mediums and the
different conditions on mycelium growth rate, biomass, and secondary metabolites production were inves鄄
tigated. The results showed that glucose was the most suitable carbon source for mycelial growth, and
soluble starch was the most suitable carbon source to obtain maximum biomass and metabolic product
yield. Yeast extract was the most suitable nitrogen source for growth and metabolism. CaCl2 was the opti鄄
mal inorganic salt while vitamin B1 and B2 had no significant effects on promoting mycelial growth. HPLC
fingerprint results showed that compounds of secondary metabolites were as many as 200 kinds and initial
pH and temperature factors had more obvious influences on the secondary metabolic diversity.

Keywords: edible fungus; Yadong edible fungus; culture conditions; secondary metabolism; HPLC
analysis
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Fermentation Technology and Food Application of Nata De Coco

CHEN Zhengxing,摇 YU Qiusheng,摇 XU Hui
(National Engineering Laboratory for Cereal Fermentation Technology, Jiangnan University,

Wuxi 214122, China)

Abstract: As a kind of cellulose in nature and of excellent dietary fiber irreplaceable in physiological
function, nata de coco (microbial cellulose) prepared by fermentation has attached much attention bene鄄
fit from its natural raw materials, mild biosynthesis, product friendly and biodegradable, as well as its ex鄄
cellent food processing properties such as high water holding capacity, flexibility, and high reactivity.
Therefore, it has also been used in foods for many years. Based on the overview of the fermentation tech鄄
nology for microbial cellulose in the past 3 decades, the future development trend of Chinese nata de coco
fermentation industry was prospected.

Keywords: nata de coco; dietary fiber; microbial cellulose; fermentation technology; functional properties
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