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牛排菇 ＳＢ６５菌株液体培养基和
培养条件的优化

何培新１，　秦慧迪１，　安正方１，　李政伟２

（１．郑州轻工业学院 食品与生物工程学院，河南 郑州 ４５０００１；
２．洛阳奥吉特食用菌开发有限公司，河南 洛阳 ４７１０２２）

摘要：通过单因素实验和均匀设计对牛排菇 ＳＢ６５菌株的液体菌种培养基和培养条件进行了优化．
优化后的培养基配方为（ｗ／ｖ）：蔗糖５．５％，酵母浸粉１％，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０５％，ＫＨ２ＰＯ４１％，ＮａＣｌ
０．７１４７％，ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ１％；液体培养条件为：初始ｐＨ＝７．２，培养温度２８℃，培养时间１２ｄ，摇床
转速１６０ｒ／ｍｉｎ，装液量５０ｍＬ／２５０ｍＬ三角瓶，接种量８％（ｖ／ｖ）．在优化的培养基和培养条件下进行
培养，菌丝体的生物量为４．５７９ｇ／Ｌ．
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０　引言

褐蘑菇（ＡｇａｒｉｃｕｓｂｒｕｎｎｅｓｃｅｎｓＰｅｃｋ）是双孢蘑菇
（Ａ．ｂｉｓｐｏｒｕｓ）的近缘种，是伞菌属另一个广泛人工栽

培的大型真菌［１－２］．褐蘑菇盖大柄粗，菌肉肥厚，细
嫩鲜美，浓郁适口，耐贮性好，产品深加工前景广

阔．褐蘑菇含有多糖、三萜类化合物、活性多肽等生
理活性物质，具有增强免疫力、抗癌、降血脂和降血
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糖等多种功效，具有较高的食用和药用价值［３－７］．牛
排菇是褐蘑菇的开伞成熟菇体形式，在欧美、日本

和我国香港等国家和地区受到普遍欢迎，出口市场

广阔，栽培前景看好．我国的褐蘑菇人工栽培主要
采用二次发酵料床架式栽培模式，层播或穴播麦粒

种等固体菌种，液体菌种的应用较少．液体菌种具
有生产周期短、萌发点多、发菌一致、发菌速度快等

优点，在食用菌制种与栽培中应用潜力较大．然而，
在褐蘑菇人工栽培中还很少使用液体菌种．本文拟
对牛排菇ＳＢ６５菌株液体培养的培养基和培养条件
进行优化，以期为液体菌种的制备和应用提供理论

和技术支持，推动褐蘑菇人工栽培的发展．

１　实验
１．１　材料与仪器
１．１．１　菌株　牛排菇 ＳＢ菌株由洛阳奥吉特食用
菌开发有限公司提供．
１．１．２　培养基　ＰＤＡ培养基（马铃薯２０％，葡萄糖
２％，蛋白胨０．２％，琼脂２％）用于菌种培养和保藏；
种子培养基（蔗糖３．５％，酵母浸粉０．３％，ＭｇＳＯ４·
７Ｈ２Ｏ０．１５％，ＫＨ２ＰＯ４０．３％）用于液体菌种种子的
培养和ｐＨ调整、培养温度和溶解氧（装液量）的优
化；碳源优化基础培养基（碳源 ３．５％，酵母浸粉
０．３％，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．１５％，ＫＨ２ＰＯ４０．３％），氮源
优化基础培养基（蔗糖３．５％，氮源０．３％，ＭｇＳＯ４·
７Ｈ２Ｏ０．１５％，ＫＨ２ＰＯ４０．３％）和无机盐优化基础培
养基（蔗糖 ３．５％，酵母浸粉０．３％，无机盐０．１５％）
用于液体培养基的优化．除溶解氧优化特别注明
外，其他测定的培养基装样量 ｗ／ｖ均为５０ｍＬ／２５０
ｍＬ三角瓶．
１．１．３　主要仪器及试剂　１）主要仪器：ＦＳ—２８０Ａ
手提式压力蒸汽灭菌锅，浙江新丰医疗器械有限公

司产；ＬＸ—Ｃ５０Ｌ不锈钢立式压力蒸汽灭菌锅，合肥
华泰医疗设备有限公司产；ＳＮ—ＣＪＩＦＤ超净工作
台，苏净集团苏州安泰空气技术有限公司产；ＳＰＸ—
１６０Ｂ—２恒温培养箱，上海福玛实验设备有限公司
产；ＪＹＴ—５ＱＹＣ２００恒温振荡摇床，上海福玛实验
设备有限公司产；ＨＺＱ—Ｆ１６０全温振荡培养箱，太
仓市实验设备厂产；８５—２恒温磁力搅拌器，江苏省
金坛市中大仪器厂产；ＡＬ２０４／０１电子天平，梅特
勒－托利多仪器（上海）公司产；ＰＨ—２Ｃ实验室 ｐＨ
计，上海理达仪器厂产；ＲＥ—５２ＡＡ旋转蒸发仪，上
海亚荣生化仪器厂产；ＳＨＢ—３循环水多用真空泵，

郑州杜甫仪器厂产；１０１Ａ—１型电热恒温鼓风干燥
箱，上海市实验仪器总厂产．
２）试剂：蔗糖，天津市瑞金特化学品有限公司

产；葡萄糖，天津市恒星化学试剂制造有限公司产；

麦芽糖，中国惠兴生化试剂有限公司产；乳糖，北京

奥博星生物技术责任有限公司产；木糖，北京市化

学试剂厂产；可溶性淀粉，天津市恒星化学试剂制

造有限公司产；牛肉膏、蛋白胨、胰蛋白胨、酵母浸

粉，北京双旋微生物培养基制品厂产；ＫＮＯ３，国药集
团化学试剂有限公司产；ＮＨ４ＮＯ３，ＫＨ２ＰＯ４，ＭｇＳＯ４·
７Ｈ２Ｏ，广东汕头市西陇化工厂产；ＮａＣｌ，天津市化学
试剂一厂产；ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，广东光华化学厂有限公
司产；ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ，天津市化学试剂三厂产；
ＭｎＣｌ２，天津市瑞金特化学品有限公司产．以上试剂
均为分析纯（ＡＲ）．马铃薯为市售．
１．２　实验方法
１．２．１　液体培养种子的制备　打取活化培养的菌
种块２ｃｍ２，接种种子培养基，２６℃，１６０ｒ／ｍｉｎ摇床
培养６ｄ．加入灭菌的磁珠和适量玻璃珠，使用磁力
搅拌器搅拌２ｈ，将培养物打碎，作为液体培养的种
子．种子的接种量为８％．
１．２．２　检测指标　抽滤液体培养物获得湿菌丝体；
湿菌丝体７０℃恒温干燥２４ｈ，得到干燥菌丝体；称
重干燥菌丝体，为菌丝生物量．
１．２．３　适宜培养时间的确定　采用发酵培养基，
２６℃，１６０ｒ／ｍｉｎ摇床培养３ｄ，５ｄ，７ｄ，１０ｄ，１２ｄ，
１４ｄ，１８ｄ，测定菌丝生物量，确定菌丝体培养适宜
时间．
１．２．４　单因素实验　采用相应的基础培养基，
２６℃，１６０ｒ／ｍｉｎ摇床培养１２ｄ，测定蔗糖、葡萄糖、
麦芽糖、乳糖、木糖和可溶性淀粉等碳源物质，牛肉

膏、蛋白胨、胰蛋白胨、酵母浸粉、ＫＮＯ３和 ＮＨ４ＮＯ３
等氮源物质，ＫＨ２ＰＯ４，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，ＮａＣｌ，ＣａＣｌ２·
２Ｈ２Ｏ和ＭｎＣｌ２等无机盐对供试菌株菌丝体生长的
影响．采用发酵培养基，２６℃，１６０ｒ／ｍｉｎ摇床培养
１２ｄ，测定ｐＨ值６．０，６．４，６．８，７．２，７．６和８．０对菌
丝体生长的影响．发酵培养基接种后，在 ２０℃，
２５℃，２８℃和３０℃，１６０ｒ／ｍｉｎ摇床培养１２ｄ，测定
菌丝生物量，确定培养温度对菌丝体生长的影响．
发酵培养基装液量分别为 ３０ｍＬ／２５０ｍＬ，５０ｍＬ／
２５０ｍＬ，７０ｍＬ／２５０ｍＬ，１００ｍＬ／２５０ｍＬ和１２０ｍＬ／
２５０ｍＬ，２６℃，１６０ｒ／ｍｉｎ摇床培养１２ｄ，确定溶解
氧对菌丝体生长的影响．所有处理设３个对照，实验

·２１· ２０１３年　
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数据分析采用统计学软件ＳＰＳＳ进行．
１．２．５　液体培养基的均匀设计法优化　在单因素
实验的基础上，采用均匀设计法进一步优化液体培

养基．共设立６个因素，每个因素均为１０个水平，采
用均匀设计表Ｕ１０（１０

６）［８］优化．其他液体培养条件
为：温度２８℃，旋转式摇床转速１６０ｒ／ｍｉｎ，装液量
５０ｍＬ／２５０ｍＬ三角瓶，培养时间１２ｄ．

２　结果与讨论

２．１　菌丝体适宜培养时间
供试菌株的液体培养菌丝生长曲线见图１．从

图１可以看出，供试菌株液体培养１２ｄ菌丝生物量
最大，之后随着培养时间的延长，菌丝干重没有明

显增加，因而该菌株的适宜培养时间为１２ｄ．

图１　供试菌株液体培养的菌丝生长曲线

２．２　单因素实验
２．２．１　碳源和氮源对菌丝体生长的影响　不同碳
源和氮源物质对供试菌株菌丝体生长的影响见表

１．从表１可以看出，测试的不同碳源物质中，蔗糖得
到的菌丝生物量最高，其次为葡萄糖和可溶性淀

粉，乳糖最差，故采用蔗糖为碳源进行后面的研究；

在测试的不同氮源物质中，酵母浸粉得到的菌丝生

物量最高，牛肉膏次之，硝酸铵最低，所以采用酵母

浸粉进行后面的研究．
２．２．２　无机盐对菌丝体生长的影响　不同无机盐
对供试菌株菌丝体生长的影响见图２．从图２可以
看出，与对照样相比，培养基中添加 ＮａＣｌ，ＫＨ２ＰＯ４，
ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ和 ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ均促进了供试菌株
的菌丝生长．可能是由于使用浓度过大或抑制供试
菌株的生理活动，培养基中添加ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ和
ＭｎＣｌ２降低了供试菌株的菌丝生物量．

表１　碳源和氮源物质对供试菌株
菌丝体生长的影响 ｇ／Ｌ

碳源 菌丝干重 氮源 菌丝干重

乳糖 １．８０±０．００７２ 胰蛋白胨 ２．３１±０．０００２
蔗糖 ２．６４±０．０５１２ 酵母浸粉 ２．９３±０．００１８
果糖 ２．１９±０．００５０ 硝酸铵 １．３１±０．００１９
葡萄糖 ２．３４±０．１３５２ 蛋白胨 ２．４５±０．０００２

可溶性淀粉 ２．２１±０．１４５２ 牛肉膏 ２．７５±０．１４７５
麦芽糖 ２．１２±０．１０９０ 硝酸钾 １．１２±０．０３１２

图２　无机盐对供试菌株菌丝体生长的影响

２．２．３　菌丝体生长的适宜温度　不同测试温度对
供试菌株菌丝体生长的影响见图３．从图３可以看
到，供试菌株在２８℃培养收获的菌丝生物量最高，
因而其菌丝体生长的最适温度为 ２８℃，高于
ＺＭ－ｊ２菌株的２０℃［９］．陈仁财等［１０］报道的引自日

本的 ＺＭ－１菌株的菌丝生长的最适温度也为 ２０
℃，李春艳等［１１］报道的褐菇Ｌ菌株的菌丝生长最适
温度为２０～２２℃，均低于本文研究的牛排菇 ＳＢ６５
菌株，原因可能是由于该菌株经过几年的栽培应

用，适应了经常出现的较高培养温度．
２．２．４　初始ｐＨ对菌丝体生长的影响　不同初始
ｐＨ对供试菌株菌丝生长的影响见图 ４．从图 ４可
知，供试菌株在初始ｐＨ为７．２的培养基培养时，收
获的菌丝生物量最高，因而该菌株培养的培养基最

适初始ｐＨ为７．２，与棕色蘑菇ＺＭ－ｊ２菌株一致［９］．

此外，褐菇Ｌ的菌丝生长最适 ｐＨ为６．０～７．０［１１］，
ＺＭ－１菌株为６．０［１０］，稍低于牛排菇 ＳＢ６５菌株，表
明褐蘑菇不同栽培菌株间存在着细微的生理差异，

同时也更加充分地说明了针对不同的主栽品种，细

致研究其生物学特性的必要性．
２．２．５　装样量（溶解氧）对菌丝体生长的影响　装
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样量反映了液体培养基的溶解氧的量．溶解氧对供
试菌株菌丝体生长的影响见图５．从图５可以看出，
装液量为３０ｍＬ／２５０ｍＬ时收获的菌丝生物量最大，
５０ｍＬ／２５０ｍＬ次之，但两者数据相差较小．考虑到
培养基的利用效率，采用装液量５０ｍＬ／２５０ｍＬ进行
液体培养．
２．３　液体培养基的优化

均匀设计法优化液体培养基的实验结果见表２．
表中，Ｘ１—Ｘ６及 Ｙ分别为蔗糖、酵母浸粉、ＭｇＳＯ４·
７Ｈ２ＯＫＨ２ＰＯ４，ＮａＣｌ，ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ和菌丝生物量．

图３　温度对供试菌株菌丝体生长的影响

图４　初始ｐＨ对菌丝体生长的影响

图５　装液量对菌丝体生长的影响

对表２的数据采用 ＤＰＳ（ｄａｔｅｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇｓｙｓｔｅｍ
ｖｅｒｓｉｏｎ７．０５）软件进行二次多项式逐步回归分析，
并对该模型进行显著性检验，结果见表３．得到的回
归方程为

Ｙ＝１．７５２＋１．６３５Ｘ５＋０．０５５Ｘ
２
１－１．９５７Ｘ

２
５－

０．５４３Ｘ１·Ｘ３＋０．２１５Ｘ１·Ｘ５＋
０．５２７Ｘ２·Ｘ４＋１．６７３Ｘ３·Ｘ６

相关系数Ｒ＝０．９９９９，Ｆ值＝１９６１．７７５３，显著水平
Ｐ＝０．０００５，剩余标准差Ｓ＝０．０１１９．这说明该方程
能很好地拟合试验菌株液体培养过程．

从回归方程求得最佳参数为：蔗糖５．５％，酵母
浸粉１％，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０５％，ＫＨ２ＰＯ４１％，ＮａＣｌ
０．７１４７％，ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ１％．验证实验表明，采用
优化培养基在优化条件下培养，菌丝体生物量为

４．５７９ｇ／Ｌ，高于均匀设计中的１０组结果，表明该优
化结果具有明显的指导意义；但与回归模型的预测

值４．９０４４还有一定的误差，相对误差为６．６３５％．

３　结论

　　通过单因素实验和均匀设计法获得了牛排菇

表２　Ｕ１０（１０
６）均匀设计方案与实验结果

序号 Ｘ１／％ Ｘ２／％ Ｘ３／％ Ｘ４／％ Ｘ５／％ Ｘ６／％ Ｙ／（ｇ·Ｌ－１）
１ １．０ ０．２ ０．１５ ０．５ ０．７ １．０ ２．３７
２ １．５ ０．４ ０．３０ １．０ ０．３ １．０ ２．７６
３ ２．０ ０．６ ０．４５ ０．４ １．０ ０．９ ２．３９
４ ２．５ ０．８ ０．０５ ０．９ ０．６ ０．９ ３．０８
５ ３．０ １．０ ０．２０ ０．３ ０．２ ０．８ ２．７３
６ ３．５ ０．１ ０．３５ ０．８ ０．９ ０．８ ２．８５
７ ４．０ ０．３ ０．５０ ０．２ ０．５ ０．７ ２．９２
８ ４．５ ０．５ ０．１０ ０．７ ０．１ ０．７ ３．１７
９ ５．０ ０．７ ０．２５ ０．１ ０．８ ０．６ ３．６６
１０ ５．５ ０．９ ０．４０ ０．６ ０．４ ０．６ ３．７４
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表３　实验数据的二次多项式逐步回归法处理结果
因素 偏相关 Ｔ检验 显著水平Ｐ
Ｘ５ ０．９９５７ １５．２５０４ ０．０００６
Ｘ２１ ０．９９８９ ２９．９１９８ ０．０００１
Ｘ２５ －０．９９８０ ２２．５０４１ ０．０００２

Ｘ１·Ｘ３ －０．９９７５ １９．９０４３ ０．０００３
Ｘ１·Ｘ５ ０．９９７８ ２１．４７４５ ０．０００２
Ｘ２·Ｘ４ ０．９９８４ ２４．９８１１ ０．０００１
Ｘ３·Ｘ６ ０．９９５３ １４．５５９４ ０．０００７

ＳＢ６５菌株液体培养最佳培养基配方和适宜培养条
件．最佳培养基配方为：蔗糖５．５％，酵母浸粉１％，
ＭｇＳＯ４ · ７Ｈ２Ｏ ０．０５％，ＫＨ２ＰＯ４ １％，ＮａＣｌ
０．７１４７％，ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ１％，培养基的最初 ｐＨ为
７．２，培养温度２８℃，装液量５０ｍＬ／２５０ｍＬ，摇床转
速１６０ｒ／ｍｉｎ，接种量８％．在该培养基和培养条件
下，液体振荡培养 １２ｄ，菌丝生物量为４．５７９ｇ／
Ｌ．本研究对牛排菌液体菌种的开发利用奠定了
理论和技术基础．
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