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基于富硒条件下高温型香菇的液体培养基优化①
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摘要:筛选适宜高温型香菇菌丝生长的Na2SeO3 质量浓度,优化其最佳的富硒液体发酵培养基,拟为富硒香菇的

相关产品开发提供参考依据.以高温型香菇 Q12菌株为试材,根据菌丝生长状况确定最佳的 Na2SeO3 质量浓度,

通过Plackett-Burman设计试验、最陡爬坡试验、Box-Behnken响应面分析试验及验证试验得到其在富硒条件下的

最佳液体发酵培养基.结果表明:富硒条件下香菇 Q12菌株液体发酵的最佳培养基组合:玉米粉39.74g、红糖

15.70g、牛肉粉5.00g、麦麸15.00g、KH2PO40.80g、MgSO4·7H2O1.00g、Na2SeO330.00mg/L,利用该培

养基发酵得到的香菇菌丝生物量为57.56g/L,比优化前提高了1.30倍.数学模型的预测值与试验观察值相符,相

对误差约为5.95%,响应面法优化富硒条件下高温型香菇的液体发酵培养基可行.
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硒被认为是人体必需的微量元素之一,可以预防和治疗肿瘤[1]、癌症[2]等多种疾病.由于地域环境

等因素影响,膳食中硒含量的差异较大,导致我国民众多处于缺硒状态[3].香菇(Lentinulaedodes)是食

用真菌中重要的成员之一,它可以将有毒的无机硒转化为无毒的有机硒,有利于人体的吸收和利用[4].
目前,液态发酵技术生产的食用菌液体菌种,已在食用菌的规模化和机械化栽培中得到了广泛应用[5].
利用该技术生产的富硒香菇菌丝体、发酵液和子实体是提取硒多糖和硒蛋白的原料,可以应用于多糖药

物和保健品的生产[6].研究表明,富硒香菇的发酵培养基组成直接决定菌丝体的生物量与代谢产物的积

累,且因香菇的温型不同导致差异较大[7].因此,对富硒条件下香菇的液体发酵培养基进行探索具有极

高的研究和应用价值.
目前,富硒香菇的相关研究仍处于起步阶段.林琳等[8]的研究表明,香菇对无机硒具有极强的耐受和

富集能力,利用Na2SeO3 质量浓度为10μg/mL的液体培养基发酵可以得到有机硒质量分数为230μg/g
的菌丝体,高于对照组114倍.相关的富硒产品开发仍然停留在实验阶段,例如利用富含硒蛋白和硒多糖

的香菇菌丝体制备具有特殊保健功能的富硒奶粉[9]等.此外,我国主栽香菇品系繁多,适用于富硒香菇液

体种生产的发酵培养基鲜有报道.彭浩等[10]优化了香菇南山1号的富硒液体发酵培养基:黄豆粉6.0g/L、
玉米粉30.0g/L、MgSO4·7H2O0.5g/L、KH2PO41.5g/L和Na2SeO360mg/L.秦巴山区是我国的香

菇主产区之一,其温润的气候条件非常适合高温型香菇的栽培,适合其富硒营养强化的液体发酵培养基仍

未有研究.
本研究以秦巴山区主栽的高温型香菇Q12菌株为试材,根据菌丝生长状况确定最佳的Na2SeO3 质量

浓度,通过Plackett-Burman设计试验、最陡爬坡试验、Box-Behnken响应面分析试验及验证试验得到其在
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富硒条件下的最佳液体发酵培养基,以期为富硒香菇的相关产品开发提供依据.

1 材料和方法

1.1 试验材料

供试香菇Q12菌株:由陕西省食药用菌工程技术研究中心提供.该菌株属高温早熟袋栽品种,7-8月

出菇,出菇天数90d,出菇温度25℃,温度高时子实体中等,温度低时子实体大型,但产量下降;子实体

茶褐色,菌柄短,菌盖中厚,抗高温能力强,抗杂菌能力弱,是秦巴山区夏季高温香菇的主栽品种.
基础培养基为:玉米粉20.00g、红糖10.00g、牛肉粉5.00g、麦麸10.00g、KH2PO43.00g、

MgSO4·7H2O1.50g、H2O1.00L和pH自然.
主要试剂和仪器:KH2PO4、Na2SeO3 和MgSO4·7H2O均为分析纯;牛肉粉、琼脂购自北京奥博星生物

技术有限责任公司;麦麸、红糖和玉米粉(均为食品级)市购;试验用水为纯化水;TB-214电子分析天平(北
京赛得利斯仪器系统有限公司);LRH-250-GS数显式恒温培养箱(广东省医疗器械厂);ZHWY-2102C数

显式恒温摇床(上海志成有限公司).
1.2 试验方法

1.2.1 菌种活化

无菌条件下,取香菇Q12菌丝0.5cm2,点植于综合马铃薯培养基(CPDA)斜面,28℃将菌丝培养至

满管,4℃冰箱保藏备用.
1.2.2 平板富硒驯化

称取Na2SeO3,配制质量浓度为1.00mg/mL的母液,4℃保藏备用.以10mg/L为质量浓度梯度,
配制Na2SeO3 质量浓度为0.00~110.00mg/L的基础固体培养基.取0.5cm2 大小的菌丝点植于制备

好的含有不同Na2SeO3 质量浓度的平板中央,每种处理做5个重复,28℃倒置培养8d,每24h记录菌

丝生长情况.
1.2.3 菌丝平均生长速度的计算

从菌丝点植处向平板边缘画直线,该点至菌落边缘距离为菌丝总长度,取平均值.菌丝平均生长速

度=菌丝总长度的平均值/培养天数.
1.2.4 生物量的测定

配制液体培养基,取1.0cm2 大小的香菇菌丝接种,静置24h后于28℃、160r/min摇床发酵20d.
将发酵液抽滤,用电子天平称湿重.菌丝生物量=菌丝球湿重(g)/发酵液总体积(L).
1.2.5 Plackett-Burman试验

以玉米粉(X1)、红糖(X2)、麦麸(X3)、牛肉粉(X4)、KH2PO4(X5)、MgSO4·7H2O(X6)等6个因

素为研究对象(其他因素取空值),进行Plackett-Burman试验,按表1和表4配制液体培养基,每种处理设

5个重复,菌丝生物量(Y)取平均值,并采用 Minitab15软件对数据进行统计分析.
表1 Plackett-Burman试验设计表

因  素/

(g·L-1)
水   平

  -1   +1

X1 玉米粉 20.00 30.00

X2 红糖 5.00 10.00

X3 麦麸 10.00 15.00

X4 牛肉粉 5.00 7.50

X5 KH2PO4 2.00 3.00

X6 MgSO4·7H2O 1.00 1.50

1.2.6 最陡爬坡试验

依据 Minitab15软件对Plackett-Burman试验的分析结果,将正效应显著性因素的值逐步增加,负效

应显著性因素的值逐步减小,进行最陡爬坡试验,以期寻找最佳响应区域.对于影响无统计学意义但使生
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物量升高的因素取“+1”水平,影响无统计学意义且使生物量降低的因素取“-1”水平.
1.2.7 Box-Behnken试验

依据最陡爬坡试验结果,对影响显著的因素(玉米粉X1、红糖X2、KH2PO4X5)进行3因素3水平的

Box-Behnken试验,因素和水平编码如表2所示.
表2 Box-Behnken试验设计表

因素/

(g·L-1)
水   平

-1 0 1

X1 玉米粉 30.00 40.00 50.00

X2 红糖 10.00 14.00 18.00

X5 KH2PO4 0.80 1.40 2.00

1.2.8 数据处理与分析

利用 Minitab15软件对最佳富硒浓度筛选试验结果和Plackett-Burman试验结果进行方差分析,采用

Design-Expert8.0.6软件对Box-Behnken试验结果进行分析.

2 结 果

2.1 香菇Q12菌株最佳富硒浓度的筛选

香菇Q12菌株在基础固体培养基中28℃培养,每隔24h记录菌丝生长情况,结果如表3所示.试验

结果表明,在不同Na2SeO3 质量浓度下,香菇Q12菌株的生长速度不同;低质量浓度Na2SeO3 对菌丝生

长有促进作用,当Na2SeO3 质量浓度小于30mg/L时,菌丝生长速度随Na2SeO3 质量浓度增加而缓慢增

加;高质量浓度Na2SeO3 对菌丝生长有抑制作用,当Na2SeO3 质量浓度大于30mg/L时,菌丝生长速度

随Na2SeO3 质量浓度增加而逐渐降低;当Na2SeO3 质量浓度等于30mg/L时,菌丝生长速度达到最大,
为0.56±0.005mm/d.因此,香菇Q12菌株最佳富硒质量浓度为30mg/L.

表3 香菇Q12菌株在不同Na2SeO3 质量浓度下的生长速度

序号

(不同Na2SeO3 质量浓度 mg/L)
菌丝生长速度/(mm·d-1)

1 2 3 4 5

平均生长速度/

(mm·d-1)

0.00 0.50 0.51 0.51 0.51 0.50 0.51±0.005

10.00 0.51 0.52 0.52 0.51 0.52 0.52±0.005

20.00 0.53 0.53 0.53 0.53 0.54 0.53±0.004

30.00 0.56 0.56 0.55 0.55 0.56 0.56±0.005

40.00 0.54 0.54 0.54 0.54 0.53 0.54±0.004

50.00 0.50 0.52 0.51 0.52 0.52 0.52±0.010

60.00 0.49 0.49 0.49 0.48 0.49 0.49±0.004

70.00 0.46 0.47 0.46 0.47 0.46 0.46±0.005

80.00 0.44 0.44 0.45 0.44 0.44 0.44±0.004

90.00 0.44 0.42 0.43 0.43 0.43 0.43±0.007

100.00 0.42 0.42 0.42 0.41 0.42 0.42±0.004

110.00 0.41 0.41 0.40 0.40 0.41 0.41±0.005

2.2 Plackett-Burman设计试验结果

进行n=12的 Plackett-Burman试验,考察玉米粉(X1)、红糖(X2)、麦麸(X3)牛肉粉(X4)、

KH2PO4(X5)、MgSO4·7H2O(X6)等11个因素(X7-X11为空值)对菌丝生物量(Y)的影响,试验结果如

表4所示.采用 Minitab15软件对试验结果(已编码单位)进行分析,结果如表5所示.表4和表5结果表

明,对菌丝生物量影响显著的因素为玉米粉(X1)、红糖(X2)和KH2PO4(X5).其中,X1 与X2 增加时,菌

丝生物量增加有统计学意义(p<0.05),为正效应因素.而X5 增加时,菌丝生物量降低有统计学意义(p<
0.05),为负效应因素.
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表4 Plackett-Burman试验设计及响应值

序号 X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8 X9 X10 X11 Y/(g·L-1)

1 -1 +1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1 +1 +1 53.23

2 +1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1 +1 +1 -1 42.34

3 +1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1 +1 50.82

4 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 35.79

5 +1 -1 +1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1 +1 55.85

6 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1 57.42

7 -1 -1 +1 +1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 -1 30.98

8 +1 +1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1 50.66

9 -1 +1 +1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 -1 -1 47.19

10 -1 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 41.04

11 +1 -1 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1 +1 +1 47.50

12 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 34.21

表5 Plackett-Burman实验分析结果(已编码单位)

项 效应 系数 系数标准误 T p

常量 45.670 1.126 40.56 0.000

X1 玉米粉 10.523 5.261 1.126 4.67 0.005

X2 红糖 9.114 4.557 1.126 4.05 0.010

X3 麦麸 -0.264 -0.132 1.126 -0.12 0.911

X4 牛肉粉 -1.632 -0.816 1.126 -0.72 0.501

X5KH2PO4 -7.989 -3.994 1.126 -3.55 0.016

X6 MgSO4·7H2O 0.376 0.188 1.126 0.17 0.874

2.3 最陡爬坡试验结果

为了将响应面拟合逼近其最佳响应区域,更好地反映出真实情况,在Plackett-Burman试验基础上,将

玉米粉(X1)和红糖(X2)的值逐步增加,KH2PO4(X5)的值逐步减小(其他的因素取值为:牛肉粉

5.00g/L、麦麸15.00g/L、MgSO4·7H21.00g/L),进行最陡爬坡试验,试验设计及结果如表6所示.表

6结果表明,在红糖14.00g/L、玉米粉40.00g/L和KH2PO41.40g/L时,香菇Q12菌株的菌丝生物量

最大为47.37g/L,应将此作为最佳响应区域.
表6 最陡爬坡试验设计及结果

序号
X1

玉米粉/(g·L-1)
X2

红糖/(g·L-1)
X5

KH2PO4/(g·L-1)
Y

菌丝生物量/(g·L-1)

1 30.00 10.00 2.00 45.16

2 35.00 12.00 1.70 46.09

3 40.00 14.00 1.40 47.37

4 45.00 16.00 1.10 45.53

5 50.00 18.00 0.80 40.98

6 55.00 20.00 0.50 38.46

2.4 Box-Behnken试验设计与分析

根据表2中的因素水平设计,利用Design-Expert8.0.6软件设计3因素3水平Box-Behnken试验,结

果如表7所示.表7的结果分析见2.5和2.6.
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表7 Box-Behnken中心组合因素水平编码表

序号
因   素

X1 玉米粉 X2 红糖 X5KH2PO4
Y

菌丝生物量/(g·L-1)
1 -1 -1 0 35.60
2 +1 -1 0 51.68
3 -1 +1 0 43.05
4 +1 +1 0 50.62
5 -1 0 -1 51.17
6 +1 0 -1 50.28
7 -1 0 +1 34.62
8 +1 0 +1 49.39
9 0 -1 -1 38.86
10 0 +1 -1 51.29
11 0 -1 +1 41.39
12 0 +1 +1 34.10
13 0 0 0 53.80
14 0 0 0 56.03
15 0 0 0 57.82
16 0 0 0 52.86
17 0 0 0 56.52

2.5 回归模型方差分析结果

以X1,X2 和X5 为变量,Y 为响应值,利用Design-Expert8.0.6软件对表7数据进行处理,得到表8
回归方程方差分析表.表8结果表明,X2

1 项有统计学意义;X1,X5,X1X5,X2X5,X2
2,X5

2 项极有统计学

意义,X2,X1X2 无统计学意义.模型p 值为0.0001,可信度水平为99.99%,因此模型有意义,二次回归

方程可靠.失拟项无统计学意义(p 值0.4597>0.05),说明试验操作可信.另外从F值可得到X1,X2 和

X5 对Y 的影响顺序:X1>X5>X2,即玉米粉>KH2PO4>红糖.利用Design-Expert8.0.6软件进行非线

性的二次多项式拟合,得到的预测模型如下:
Y=-161.91165+2.38475X1+18.59919X2+46.00764X5-0.053228X1X2+0.65292X1X5-
2.05453X2X5-0.026058X2

1-0.47262X2
2-17.87431X2

5

表8 回归分析结果

方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 p 值 显著性

模型 984.56 9 109.40 25.84 0.0001 **
X1 176.00 1 176.00 41.58 0.0004 **
X2 16.63 1 16.63 3.93 0.0879
X5 128.79 1 128.79 30.43 0.0009 **

X1X2 18.13 1 18.13 4.28 0.0772
X1X5 61.39 1 61.39 14.50 0.0066 **
X2X5 97.25 1 97.25 22.98 0.0020 **
X2
1 28.59 1 28.59 6.75 0.0355 *

X2
2 240.77 1 240.77 56.88 0.0001 **

X5
2 174.34 1 174.34 41.19 0.0004 **

残差 29.63 7 4.23
失拟项 13.11 3 4.37 1.06 0.4597
纯误差 16.52 4 4.13
总离差 1014.19 16

R2=0.9708 R2
Adj=0.9332

  注:**为差异极有统计学意义(p<0.01);*为差异有统计学意义(p<0.05).
2.6 响应面及等高值分析结果

利用回归方程分析结果绘制香菇Q12菌丝生物量随各因素变化的响应曲面图,由响应曲面图知玉米

粉、红糖、KH2PO43个因素对菌丝生物量的影响(图1、图2和图3).每个响应曲面分别代表着两个独立

因素之间的交互作用,另一因素保持在0水平.图1结果显示,在低红糖条件下,随着玉米粉质量浓度增
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加,菌丝生物量呈缓慢增加至平稳趋势;在高红糖条件下,随着玉米粉质量浓度增加,菌丝生物量呈先缓

慢增加至平稳后略有下降趋势;在低玉米粉质量浓度较低条件下,随着红糖的增加,菌丝生物量呈先迅速

增加至平稳后缓慢下降趋势;在高玉米粉质量浓度较高条件下,随着红糖的增加,菌丝生物量呈先缓慢增

加至平稳后缓慢下降趋势.图2结果显示,在低KH2PO4 质量浓度条件下,随着玉米粉质量浓度增加,菌

丝生物量呈先略有上升后略有下降趋势;在高KH2PO4 质量浓度条件下,随着玉米粉质量浓度增加,菌丝

生物量呈迅速上升至平稳趋势;在低玉米粉质量浓度条件下,随着KH2PO4 质量浓度增加,菌丝生物量呈

先迅速上升至平稳后略有下降趋势;在高玉米粉质量浓度条件下,随着KH2PO4 质量浓度增加,菌丝生物

量呈先缓慢上升至平稳后缓慢下降趋势.图3结果显示,在低KH2PO4 质量浓度条件下,随着红糖质量浓

度增加,菌丝生物量呈先迅速上升至平稳后略有下降趋势;在高KH2PO4 质量浓度条件下,随着红糖质量

浓度增加,菌丝生物量呈先缓慢上升至平稳后迅速下降趋势;在低红糖质量浓度条件下,随着KH2PO4 质

量浓度增加,菌丝生物量呈先缓慢上升至平稳后缓慢下降趋势;在高红糖质量浓度条件下,随着KH2PO4
质量浓度增加,菌丝生物量呈先略有上升至平稳后迅速下降趋势.

为了降低生产成本,尽可能采用有机廉价的原料,采用Design-Expert8.0.6对最优结果进行预测.在
“criteria”选项中选择KH2PO4 的质量浓度为最小值,玉米粉和红糖的质量浓度为平均值,菌丝生物量为最

大值,得到富硒条件下香菇Q12菌株液体发酵培养基的最佳配方:玉米粉39.74g/L、红糖15.70g/L、牛

肉粉5.00g/L、麦麸15.00g/L、KH2PO40.80g/L、MgSO4·7H2O1.00g/L和Na2SeO330.00mg/L,
利用该培养基得到的香菇Q12菌丝生物量的拟合值为54.33g/L.
2.7 验证试验

采用最优培养基配方做验证性试验,最终得到香菇Q12菌丝生物量为57.56g/L,其菌丝形态如图4.
在初始培养条件下香菇Q12菌丝生物量为44.40g/L,优化后提高了1.30倍.实测值与拟合值相比,相对

误差约为5.95%.结果表明,该模型的可靠性较高,可以很好地预测试验结果,响应面法优化富硒条件下

香菇Q12菌株液体培养基是可行有效的.

图1 菌丝生物量在红糖和

玉米粉交互影响下的响应面图

图2 菌丝生物量在KH2PO4 和

玉米粉交互影响下的响应面图

图3 菌丝生物量在KH2PO4 和

红糖交互影响下的响应面图

图4 富硒条件下香菇Q12菌株的菌丝形态
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3 讨 论

研究表明,香菇菌丝对硒的耐受和富集能力较强[11].本研究以Na2SeO3 为无机硒源,考察高温型香菇

Q12菌株在不同Na2SeO3 质量浓度梯度下的生长速度,发现低质量浓度对其菌丝生长有一定的促进作用,
质量浓度过高对其菌丝生长有抑制作用,这与彭浩等[10]的研究结论相同.并且由于香菇菌种的差异,其耐

硒能力差异较大,香菇Q12菌株耐受Na2SeO3 的最佳质量浓度为30.00mg/L.彭浩[10]等对香菇“南山1
号”菌株进行富硒驯化,其耐受Na2SeO3 的最佳质量浓度均为60mg/L.

另外在优化生产工艺的过程中,响应面试验比正交试验有更多的优势[12],如可以考察因素的交互作

用、结果更加可靠等[13-15].本研究考察了玉米粉、红糖等6个因素对菌丝生物量的影响,并得到相应的预

测模型,发现香菇Q12菌株的菌丝在碳源的利用过程中先消耗结构简单的红糖(双糖),再消耗结构复杂的

玉米粉,这与微生物碳源代谢的基本规律一致.各因素间的交互作用结果显示,KH2PO4 是香菇菌丝生长

过程中必要的无机盐,在一定浓度范围内KH2PO4 可以促进香菇菌丝的生长[16].在富硒香菇菌丝体的发酵

生产中,菌丝生物量是衡量液体种质量的关键因素之一.陈文强等[5]对香菇南山1号菌株的液体发酵工艺

进行研究,得到的菌丝生物量为51.004g/L.本研究得到香菇 Q12菌株在富硒条件下的菌丝生物量为

57.56g/L,比香菇南山1号菌株多12.85%,得到香菇菌丝的生物量高、菌丝球小、密度大且大小均匀,同

时原料成本低廉且发酵工艺简单,可为高温型富硒香菇的液体种生产提供理论参考.富硒条件下,发酵得

到的食用菌菌丝体可作为胞内硒多糖、硒蛋白提取的原料,这在孟凡云[17]和丁健峰[18]的研究中得到了较

好的证明;本研究得到的富硒香菇菌丝生物量高,可作为胞内硒多糖和硒蛋白提取的原料.研究表明,在食

用菌的富硒发酵过程中,会在发酵液中代谢大量的胞外硒多糖等活性成分[19],而且香菇发酵液中的多糖产

量和菌丝中的多糖产量相当[20].香菇Q12菌株的硒多糖等活性成分的提取工艺还有待进一步探索.

4 结 论

本研究通过单因素试验确定了香菇Q12菌株的最佳富硒质量浓度Na2SeO330.00mg/L;利用响应面

分析法结合生产实际得到了香菇Q12菌株的最佳液体培养基配方:玉米粉39.74g/L、红糖15.70g/L、牛

肉粉5.00g/L、麦麸15.00g/L、KH2PO40.80g/L、MgSO4·7H2O1.00g/L和Na2SeO330.00mg/L,
可为高温型富硒香菇液体种的生产提供参考,以及为香菇硒多糖等活性成分的提取提供依据.
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OptimizingtheLiquidMediumofHighTemperatureType
LentinusedodesUnderSe-EnrichedCondition

QIAOYan-ming1, LIU Lin2, CHENWen-qiang1
1.SchoolofBiologicalScienceandEngineering,ShaanxiSci-TechUniversity,HanzhongShaanxi723000,China;

2.SchoolofModernAgricultureandBiotechnology,AnkangUniversity,AnkangShaanxi725000,China

Abstract:Inordertoprovidereferenceforthedevelopmentofshiitakemushroom-relatedproducts,the
mostsuitableconcentrationofNa2SeO3forthemycelialgrowthofthehightemperaturetypeshiitake
mushroom(Lentinusedodes)strainQ12wasselectedanditsSe-enrichedliquidmediumwasoptimized.
ThroughtheexperimentsofinitialexperimentaldesignofPlackett-Burman,pathofsteepestascent,Box-
Behnkendesignandresponsesurfaceanalysis,theoptimumliquidfermentationmediumof‘Q12’under
Se-enrichedconditionwasshowntobecornmeal39.74g+brownsugar15.70g+powderedbeef5.00g
+ wheatbran15.00g+KH2PO40.80g+ MgSO4·7H2O1.00g+Na2SeO330.00mg/L.Onthisop-
timizedfermentationmedium,themycelialbiomassof‘Q12’wasashighas57.56g/L,whichwas1.30
timeshigherthanthatontheun-optimizedmedium.Thepredictedvaluesofamathematicalmodelwere
consistentwiththeexperimentalobservations,therelativeerrorbeingabout5.95%,anditwas,there-
fore,concludedthattheresponsesurfacemethodisfeasiblefortheoptimizationofSe-enrichedliquidmedi-
umofhightemperaturetypeL.edodesstrains.
Keywords:Lentinusedodes;Se-rich;hightemperaturetype;liquidmedium;responsesurfacemethod
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