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摘要:以生物量为指标 ,研究了对桦褐孔菌液体深层发酵影响较大的主要因素 ,即温度 、发酵时间 、

初始 pH 、接种量 、摇床转速 ,并运用中心旋转组合设计法对发酵条件进行了优化 ,确定了其最佳范

围。结果表明 , 5个因子对生物量的影响由大到小依次为初始 pH 、发酵时间 、接种量和摇床转速 、

温度 ,而当温度 、发酵时间 、初试 pH 、接种量和摇床转速分别为 28. 6℃, 125 h , 5. 9 , 10. 5%和 135

r /min时 ,获得的生物量最大 ,为 22. 91 g /L。
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Abstract:Different facto rs , including temperature , fermentation time , ini tial pH , inoculum and

rotary speed w ere studied comparatively using biomass as a directo r during the subme rged fer-

mentation o f Phaeoporus obliquus liquor , and we re optimized using central composite ro tatable

design(CCRD). The results indicated tha t the f ive facto rs have dif ferent ef fects on biomass , with

a order f rom high to low:init ial pH , fermentation time , inoculum and ro tary speed , temperature.

The max imum biomass (22. 91 g /L) was acquired under the condi tions of temperature 28. 6℃,

fermenta tion t ime 125h , init ial pH5. 9 , inoculum 10. 5%(v /v)and rotary speed 135 r /min.
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　　桦褐孔菌[ Phaeoporus obl iquus(Pe rs. :FL)J.

S chroet ,异名:Lnonotus obliquus(F)Pilá t] 属担子

菌亚门 、层菌纲 、非褶菌目 、锈革菌科
[ 1]
,是一种木生

白腐菌 ,常生长在白桦 、银桦 、赤杨等树种上。桦褐

孔菌主要分布于北纬 45°～ 50°的寒冷地区 ,如俄罗

斯西伯利亚和远东地区 、北欧 、波兰 、中国大小兴安

岭和长白山地区 、日本北海道及北美北部等
[ 2]
。16

世纪以来 ,桦褐孔菌一直被当作药物真菌使用 ,俄罗

斯 、波兰 、芬兰等国民间长期用它来防治胃癌 、肠癌 、

心脏病 、糖尿病等疾病[ 2] 。近年来 ,国内外对桦褐孔

菌进行了深入的研究 ,主要针对活性成分的分离及

鉴定 ,目前已报道的主要有:桦褐孔菌素 、桦褐孔菌

醇和多种氧化三萜类化合物 、多种羊毛甾醇型三萜

类化合物 、木质素类 、黑色素类等[ 3 ～ 6] 。药理学实验

证明:桦褐孔菌具有显著抑制肿瘤细胞生长 、增强机

体免疫功能 、抗氧化和抗病毒等功效
[ 7 ～ 10]

,可用于

恶性肿瘤 、糖尿病和心血管疾病等重大疾病的预防

和治疗[ 9 , 11] 。

 88 

2007年第 8期



桦褐孔菌野生资源十分有限 ,近年来价格逐渐

升高 。因此 ,人工培养桦褐孔菌子实体或菌丝体非

常必要 ,运用液体发酵生产桦褐孔菌菌丝体是一条

有效的途径 ,对研究和开发桦褐孔菌提供充足的原

材料具有重要的现实意义 。笔者在已有研究的基础

上
[ 12]
,研究了在液体深层发酵过程中影响桦褐孔菌

生物量的主要因素 ,即温度 、发酵时间 、初始 pH 、接种

量和摇床转速 ,并对发酵条件进行了优化 ,旨在为进

行桦褐孔菌的大规模液体发酵生产提供技术依据 。

1　材料和方法

1. 1　供试菌种

桦褐孔菌的瘤状子实体采自黑龙江省与吉林省

交界的老爷岭南坡 ,菌种由子实体分离 ,河南省科学

院生物研究 所真菌研究室鉴定 , 暂 编为 P.

obliquusWH001。

1. 2　培养基

1. 2. 1 　斜面培养基 　葡萄糖 20. 0g /L 、酵母粉

18. 70g /L 、玉米浆 11. 00 g /L 、KH2 PO 4 4. 59 g /L 、

MgSO 4 7H 2O 1. 5 g /L 、琼脂 20. 0 g /L 、pH 6. 0。

1. 2. 2 　液体种子培养基 　同斜面培养基 , 去掉

琼脂 。

1. 2. 3　发酵培养基　小麦淀粉水解糖 100. 83 g /L

(还原糖含量为 24%)、酵母粉 18. 70 g /L 、玉米浆

11. 00g /L 、KH2 PO 4 4. 59 g /L 、MgSO 4  7H2O 1. 5

g /L 、pH6. 0。

1. 3　培养方法

1. 3. 1　液体种子培养　斜面菌种于 30℃恒温培养

箱培养 6d后 ,将菌丝刮下接入无菌液体种子培养

基中 ,8层纱布封口 ,静置 4h 后 ,置 30℃, 120 r /m in

的 ZHWY - 211D 双层恒温振荡器上振荡培养

60 h。

1. 3. 2　摇瓶发酵单因子试验　500mL 三角瓶装

100mL 无菌发酵培养基 ,分别考察温度 、发酵时间 、

初始 pH 、接种量和摇床转速对菌丝生物量的影响。

1. 3. 3　发酵条件优化　在单因子试验的基础上 ,以

生物量为指标 ,采用中心旋转组合设计法(entral

composite ro tatable design , CCRD),对影响生物量

的 5个主要因素 ,即温度 、发酵时间 、初始 pH 、接种

量和摇床转速进行研究 ,以获得该菌株在液体深层

发酵条件下影响生物量的适宜条件 。试验辅助软件

为 Design expert (version7. 0. 2 ,S tat - Ease Inc. ,

Minneapo lis , MN. USA), 试验方案由 Design ex-

pert模块生成 ,共 5 个因子 , 5 个水平 , 32 个处理 。

用多项式回归方法 ,对试验数据进行二次回归拟合 ,

以期得到合适的回归方程 ,再对方程所代表的曲面

进行分析 ,可以推测出最合适条件在试验中所覆盖

的区域 。多项式方程拟合的概率由相关系数 R表

示 ,其统计学上的显著性由 F 值检验确定 。因素水

平编码和试验方案分别见表 1 、表 2。
表 1　中心旋转设计试验因子水平编码

编号 因素
编码水平

- 2 - 1 0 1 2

A 温度 (℃) 23 26 29 32 35

B 发酵时间(h) 80 100 120 140 160

C 初始 pH 5 5. 5 6. 0 6. 5 7

D 接种量(%, v /v) 6 8 10 12 14

E 摇床转速(r /min) 110 120 130 140 150

1. 4　测定方法

1. 4. 1　生长量的测定　取发酵液 ,于 4000 r /min

离心 30min ,菌丝体经蒸馏水洗涤 3次 ,置 90℃烘

干至恒重 ,称量。

1. 4. 2　还原糖测定　SBA - 40B型分析仪测定。

2　结果与分析

2. 1　单因子试验结果

由单因子趋势图可知:在 24 ～ 30℃的温度范围

内 ,随温度的升高生物量呈现逐渐增大趋势 ,当发酵

温度为 30℃时 ,生物量达到最大值 18. 9g /L 。温度

超过 30℃,菌丝的生长较弱 ,生物量下降(图 1)。

发酵时间对生物量的影响较为明显 , 在 130 h

之前 ,是菌丝快速生长阶段 ,生物量以较大幅度增

长 ,发酵到 130h 时 ,生物量达到最大值 18. 7 g /L ,

此后即便是延长发酵时间也不能使生物量进一步增

大 ,反而出现下降 ,可能与培养液中营养基质耗尽导

致菌丝体自溶有关(图 2)。

发酵培养基初始 pH 在 4. 5 ～ 6. 0时 ,生物量由

起初的 15. 2 g /L 增加到 18. 8 g /L ,当 pH 进一步增

大时 ,生物量开始下降 ,当初始 pH 达到中性及偏碱

性时 ,生物量迅速下降 ,表明 P . obliquusWH001不

适于在培养液 pH 7以上的环境下培养(图 3)。

接种量小于 12%时 ,生物量一直增大 ,并达到

最大值 18. 6 g /L(图 4),进一步增大接种量可能使

发酵体系中传质和通气效率减小 ,导致生物量下降。

摇床的旋转速率主要决定通气量 , 在 100 ～

130 r /min时 ,生物量呈现上升并保持较为平稳的状

态 ,到 130 r /min时生物量达到最大值 18. 4 g /L ,当

大于 130 r /min时 ,可能增大了菌丝体相互之间的剪

切作用阻碍了生物量的进一步增大(图 5)。
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图 1　不同温度对生物量的影响

图 2　不同发酵时间对生物量的影响

图 3　不同初始 pH对生物量的影响

图 4　不同接种量对生物量的影响

图 5　不同摇床转速对生物量的影响

2. 2　发酵条件优化试验结果

在单因子试验的基础上 ,以生物量为指标 ,采用

CCRD法 ,对影响生物量的 5 个主要因素:温度 、发

酵时间 、初始 pH 、接种量和摇床转速进行了研究和

探索 ,32组处理试验结果见表 2。运用 Design ex-

per t软件 ,对生物量各因素之间关系的多种拟合模

型进行方差分析比较 ,根据 Design expert 系统建

议 ,选用多元二次模型 。将表 2的数据进行二次多

项回归拟合 , 获得生物量对温度 、发酵时间 、初始

pH 、接种量和摇床转速的多元二次回归方程:

Y=22. 65 - 0. 48A+0. 35B - 0. 65C+0. 31D+

0. 31E+0. 34AB+0. 28AC - 0. 031A D - 0. 28AE +

0. 34BC+0. 28BD - 0. 34BE+0. 34CD - 0. 28CE -

0. 094DE - 1. 84A 2
- 1. 15B2

- 1. 72C2
- 0. 84D2

-

0. 72E
2
。

对上述多元二次回归方程进行方差检验 ,结果

见表 3。

表 2　不同处理的生物量

编号
因素

A B C D E

生物量(g /L)

预测值 实际值

1 26 100 5. 50 8 140 20. 00 20. 12

2 32 100 5. 5 8 120 16. 00 15. 30

3 26 140 5. 5 8 120 16. 00 15. 40

4 32 140 5. 5 8 140 16. 00 15. 76

5 26 100 6. 5 8 120 15. 00 15. 50

6 32 100 6. 5 8 140 15. 00 15. 32

7 26 140 6. 5 8 140 15. 00 15. 71

8 32 140 6. 5 8 120 16. 00 15. 81

9 26 100 5. 5 12 120 16. 50 16. 13

10 32 100 5. 5 12 140 16. 00 16. 12

11 26 140 5. 5 12 140 17. 00 15. 26

12 32 140 5. 5 12 120 16. 00 16. 50

13 26 100 6. 5 12 140 16. 50 16. 13

14 32 100 6. 5 12 120 15. 00 15. 86

15 26 140 6. 5 12 120 16. 50 16. 57

16 32 140 6. 5 12 140 16. 00 15. 70

17 23 120 6. 0 10 130 17. 00 16. 24

18 35 120 6. 0 10 130 14. 50 14. 30

19 29 80 6. 0 10 130 16. 00 16. 20

20 29 160 6. 0 10 130 21. 00 21. 84

21 29 120 5. 0 10 130 18. 00 18. 50

22 29 120 7. 0 10 130 14. 50 14. 20

23 29 120 6. 0 6 130 18. 00 17. 58

24 29 120 6. 0 14 130 21. 50 21. 86

25 29 120 6. 0 10 110 19. 50 19. 87

26 29 120 6. 0 10 150 21. 00 20. 60

27 29 120 6. 0 10 130 22. 50 22. 38

28 29 120 6. 0 10 130 22. 50 22. 40

29 29 120 6. 0 10 130 22. 50 22. 42

30 29 120 6. 0 10 130 22. 50 22. 37

31 29 120 6. 0 10 130 22. 50 22. 43

32 29 120 6. 0 10 130 22. 50 23. 08
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表 3　回归方程显著性检验

方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 概率>F

模型 241. 71 20 12. 09 7. 61 0. 0007

理论误差 0. 000 5 0. 000

总和 259. 18 31

R=0. 9657 R2 =0. 9326

　　从表 3可知 ,选用模型显著 , P<0. 005 ,拟合优

度好 ,预测值与实测值之间有较高的相关性(相关系

数 R=0. 9657)。

对上述方程的回归系数进行显著性检验

(表4),结果显示:5个因子对生物量的影响均显著;

表 4　回归系数显著性检验

因素 标准差 F 值 概率>F

A:温度 0. 20 3. 47 0. 0894*

B:发酵时间 0. 20 1. 90 0. 0196*

C:初始 pH 0. 20 6. 30 0. 0092*

D:接种量 0. 20 1. 48 0. 0250*

E:摇床转速 0. 20 1. 48 0. 0250*

AB 0. 25 4. 82 0. 0426*

AC 0. 25 1. 19 0. 2985

AD 0. 25 9. 84×10 - 4 0. 7349

AE 0. 25 0. 80 0. 3911

BC 0. 25 1. 19 0. 2985

BD 0. 25 0. 80 0. 3911

BE 0. 25 1. 19 0. 2985

CD 0. 25 1. 19 0. 0299*

CE 0. 25 5. 08 0. 0409*

DE 0. 25 0. 089 0. 8762

A 2 0. 18 62. 61 <0. 0001*

B2 0. 18 24. 58 0. 0008*

C2 0. 18 54. 39 <0. 0001*

D 2 0. 18 13. 06 0. 0094*

E2 0. 18 9. 47 0. 0105*

　注:*表示达 0. 1显著水平

温度和发酵时间 、初始 pH 和接种量 、初始 pH 和摇

床转速之间的交互作用显著 ,而其他两两交互作用

皆不显著。统计概率在 0. 1水平时 ,概率>F 的数

值越低 ,则相应对生物量的影响越大 。因此 ,5个因

子对生物量的影响由大到小依次为初始 pH 、发酵

时间 、接种量和摇床转速 、温度。

　　从图 6可以看出 ,当初始 pH 、接种量和摇床转

速位于中心水平时 ,温度和发酵时间都增大时 ,生物

量也随着增大 ,当温度和发酵时间分别为28. 6℃、

122. 6 h时 ,生物量的预测值为最大 22. 71 g /L ,若二

者的值进一步增大 ,则生物量的预测值下降 ,说明合

理的培养温度和发酵时间对生物量的影响非常重

要 ,若其值较低或较高都会阻碍菌丝体的生长。图

7的曲面和等高线显示了当温度 、发酵时间和接种

量位于中心水平时 ,初始 pH 和摇床转速共同对生

物量的影响 ,当二者分别为 5. 9 , 133 r /min时 ,生物

量的预测值最大 22. 76 g /L ,进一步增大二者 ,反而

引起生物量的下降 。

　　图 8的曲面和等高线显示了当温度 、发酵时间

和摇床转速位于中心水平时 ,初始 pH 和接种量共

同对生物量的影响 , 当二者的值分别为 5. 93 ,

10. 34%时 ,生物量的预测值最大 22. 75 g /L ,进一步

增大二者 ,反而引起生物量的下降。

　　用多元函数极值理论进行计算可知 ,当温度 、发

酵时间 、初始 pH 、接种量和摇床转速分别为

28. 6℃,125 h ,5. 9 , 10. 5%和 135 r /min时 ,生物量

的最大预测值为 22. 84 g /L ,为了证实该回归方程的

可靠性 ,进行了验证试验 。在上述最佳发酵条件下

进行摇瓶发酵 ,实际测定生物量为22. 91 g /L。说明

该数学模型能较好地预测实际发酵情况。

图 6　温度和发酵时间对生物量交互影响的曲面和等高线
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图 7　初始 pH和摇床转速对生物量交互影响的曲面和等高线

图 8　初始 pH和接种量对生物量交互影响的曲面和等高线

3　结论与讨论

分别研究了温度 、发酵时间 、初始 pH 、接种量

和摇床转速对桦褐孔菌液体深层发酵的影响 ,确定

当其范围分别为 28 ～ 32℃, 120 ～ 140 h , 5. 5 ～ 6. 5 ,

8%～ 14%,120 ～ 140 r /min 时 ,可获得较高的生物

量。在此基础上 ,运用中心旋转组合设计法对发酵

条件进行了优化。优化结果表明:5个因子对生物

量的影响由大到小依次为初始 pH 、发酵时间 、接种

量和摇床转速 、温度 ,且温度和发酵时间 、初始 pH

和接种量 、初始 pH 和摇床转速之间的交互作用对

生物量的影响显著 ,而其他两两交互作用皆不显著;

当温度 、发酵时间 、初试 pH 、接种量和摇床转速分

别为 28. 6℃,125 h , 5. 9 , 10. 5%和 135 r /min时为最

佳优化发酵条件 。在此条件下的验证试验获得的生

物量最大 , 为 22. 91 g /L。

桦褐孔菌野生资源日益枯竭 ,解决桦褐孔菌资

源短缺问题已经迫在眉睫 ,除了进一步研究其生物

学特性以及人工栽培菌核的技术外 ,运用液体发酵

技术生产桦褐孔菌菌丝体是解决研究和开发桦褐孔

菌原材料不足的重要途径 。在已有的研究基础上 ,

研究了在液体深层发酵过程中影响桦褐孔菌生物量

的主要因素 ,并对发酵条件进行了优化 ,取得了较为

理想的结果 ,为大规模液体发酵生产桦褐孔菌菌丝

体提供了技术依据。
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