
第 45 卷 第 4 期
2015 年 8 月

工 业 微 生 物
Industrial Microbiology

Vol． 45 No． 4
Aug． 2015

doi: 10． 3969 / j． issn． 1001 － 6678． 2015． 04． 006

基金项目:青海省高新技术研究与发展计划( 2012-G-218) 。
作者简介:史强强( 1989 ～ ) ，男，硕士研究生。E-mail: shiqq89@ 126． com。
* 通讯作者: 王启兰( 1964 ～ ) ，女，副研究员。E-mail: wql@ nwipb． cas． cn。

黄绿蜜环菌深层发酵工艺研究

史强强1，2， 党 军1， 苑 祥1，2， 文怀秀1， 王启兰1*

1． 中国科学院西北高原生物研究所 中国科学院藏药研究重点实验室 西宁市新宁路 23 号 810008;

2． 中国科学院大学，北京市 100049

摘 要: 以人工驯化的黄绿蜜环菌菌种为材料，在优化的培养基组成及培养温度下进行培养。通
过单因素实验，考察不同的摇瓶装量、搅拌速度、发酵时间和接种量对黄绿蜜环菌菌丝体产量的影
响，在此基础上通过正交设计确定最优深层发酵工艺参数，并通过小试和中试对其进行验证，黄绿

蜜环菌最优化发酵工艺参数:摇瓶装量为 150 mL /500 mL、搅拌速度为 125 r /min、发酵时间为 10 d、
接种量为 15%，此工艺可应用于工业化生产。
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黄绿蜜环菌 ( Armillaria luteo-virens) ，又名黄蘑
菇，黄环菌，是一种名贵的食用菌，也是一种重要的

高原生物资源，主要分布于青海、西藏、四川、甘肃，
其海拔分布范围约为 3 000 m ～ 4 300 m，集中分布
于海拔 3 200 m ～3 800 m 的草甸上，在青海省主产
于海北( 祁连、海晏、刚察) ，黄南( 泽库、河南) ，海南
( 共和、贵德、兴海) ，果洛( 玛沁、甘德、久治) ，玉树;
其中以青海湖畔至祁连一带纯天然无污染地区的黄

蘑菇最为质优。黄绿蜜环菌子实体肥厚，菌盖硫黄
色并被鳞片，含有丰富的蛋白质、矿物质、氨基酸和
多种维生素，特别是“硒”的含量很高。它味道鲜
美，香气浓郁，营养丰富; 含有增强机体免疫功能和

抑制肿瘤生长等生理活性的化学成分，具有较高的

营养价值和食疗保健作用。在对人体补充营养，增
进食欲，抗流感，防治神经炎、脚气病，促进儿童发育
等方面有重要的药理作用，被誉为癌症的克星［1-4］。
由于黄绿蜜环菌集食用、药用和保健功能于一

身，深受消费者的青睐，市场需求量逐年增加，但是

黄绿蜜环菌目前仍处于野生状态，资源量非常有限。
已有关于黄绿蜜环菌人工培养［5］、人工驯化［6］、发
酵条件［7］方面的文献，但对于黄绿蜜环菌深层发酵

工艺方面的研究还未见报道。本文通过黄绿蜜环菌

的深层发酵技术研究，建立黄绿蜜环菌深层发酵的

工艺方法，解决野生资源量限制问题，达到资源的周

年生产。

1 材料与方法

1． 1 实验原料
人工驯化的黄绿蜜环菌菌种 Armillaria luteo-riv-

ens AM-H。
1． 2 仪器设备

AG204 型电子天平( METTLEＲ TOLEDO) 、LHS-
250SC型恒温恒湿培养箱 ( 上海一恒科技有限公
司) 、HVE-90 型高压灭菌器 ( 日本 HIＲAYAMA ) 、
BCM-1000 型超净工作台 ( 苏州净化设备有限公
司) 、BHF-T型生物显微镜 ( 日本 OLYMBUS) 、UPI-
1-520T型超纯水器( 成都超纯科技有限公司) 、DZF-
6050 型真空干燥箱( 上海精宏实验设备有限公司) 、
HYG-A 全温摇瓶柜 ( 太仓市实验设备厂) 、Agilent
1200 高效液相色谱仪 ( 四元梯度泵，DAD 检测器，
Agilent 1200 色谱工作站) 。
1． 3 实验试剂
马铃薯( 市售) ，黄豆芽( 市售) ，KH2PO4 ( 分析

纯) ，MgSO4 ( 分析纯) ，VB1 ( 实验试剂) ，VB2 ( 实验
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试剂) ，95%乙醇 ( 分析纯) ，乙腈 ( 色谱纯) ，水 ( 超
纯水) 。
1． 4 实验方法
1． 4． 1 深层发酵工艺研究
在 500 mL三角瓶中，利用前期菌种适应性及驯

化研究筛选的发酵培养基及培养条件( 马铃薯浸出

液 20%，黄豆芽浸提液 10%，KH2PO40． 3‰，MgSO4

0． 3‰，VB11 mg /L，VB2 1 mg /L，pH 6． 5，培养温度
25 ℃ ) 进行菌种深层发酵工艺研究，通过单因素试
验，分别考察培养基装量、搅拌速度、发酵周期、接种
量对菌丝体产量的影响。实验中，摇瓶装量分别为
100 mL、125 mL、150 mL、175 mL和 200 mL，搅拌速
度分别为 50 r /min、75 r /min、100 r /min、125 r /min
和 150 r /min，发酵周期分别为 8 d、10 d、12 d、14 d
和 16 d，接种量分别为 5%、10%、15%、20% 和
25%。
1． 4． 2 黄绿蜜环菌菌丝体与子实体化学成分比较
准确称量黄绿蜜环菌子实体与菌丝体各 5 g，均

用 95%乙醇-水溶液提取，过滤并分别合并处理，减
压浓缩至干，各用 5 mL甲醇超声溶解样品，过 0． 45
μm有机膜作为各自的样品溶液。
色谱柱: Hypersil NH2 ( 5 μm，4． 6 × 250 mm，

100) 。流动相 A: 0． 2% FA-Water;流动相 B: 0． 2%
FA-CAN。检测波长: 270 nm，柱温: 25℃，流速: 1
mL /min，进样量: 10 μL。梯度洗脱 0 min( 100%B) ，
10 min( 100%B) ，50 min( 65%B) ，60 min( 5%B) 。

2 结果与讨论

2． 1 摇瓶装量对黄绿蜜环菌菌丝体产量的影响
在接种量为 15%，摇瓶转速为 100 r /min，培养

周期为 15 d时，菌丝体收获量在培养液装量为 150
mL时呈现最高值，菌丝球直径随着培养液装量的增
加呈现明显的降低变化( 表 1) 。

表 1 摇瓶装量对黄绿蜜环菌菌丝体产量的影响
装液量 /mL 100 125 150 175 200

菌丝体干重 / ( mg /100 mL) 531． 14 571． 35 590． 26 585． 38 552． 15

菌丝球直径 /mm 2． 91 2． 66 2． 21 1． 87 1． 46

2． 2 搅拌速度对黄绿蜜环菌菌丝体产量的影响
在接种量为 15%，培养液装瓶量为 150 mL，培

养周期为 15 d，菌丝体收获量在搅拌速度为 125
r /min时达最大值，菌丝球直径随着搅拌速度的升高
呈下降趋势( 表 2) 。

表 2 摇瓶转速对黄绿蜜环菌菌丝体产量的影响
搅拌转速 / ( r /min) 50 75 100 125 150

菌丝体干重 / ( mg /100 mL) 531． 14 556． 74 580． 37 595． 14 562． 15

菌丝球直径 /mm 2． 96 2． 51 2． 09 1． 53 1． 24

2． 3 发酵时间对黄绿蜜环菌菌丝体产量的影响
在接种量为 15%，培养液装瓶量为 150 mL，搅

拌速度为 125 r /min，菌丝体收获量在发酵周期为 12
d时达到最高值，随着培养周期的增长，生物量出现
下降的趋势。菌丝球直径随着培养时间的延长呈明
显的下降变化( 表 3) 。

表 3 发酵时间对黄绿蜜环菌菌丝体产量的影响
时间 /d 8 10 12 14 16

菌丝体干重 / ( mg /100 mL) 549． 63 576． 75 590． 43 587． 02 581． 26

菌丝球直径 /mm 1． 97 1． 92 1． 83 1． 62 1． 47

2． 4 接种量对黄绿蜜环菌菌丝体产量的影响
在发酵液装瓶量为 150 mL，搅拌速度为 125

r /min，培养周期为 12 d 时，菌丝体收获量在接种量
为 15%时达到最高值，菌丝球直径随着接种量的增
加呈下降的趋势( 表 4) 。接种量是影响发酵的关键
因素之一，接种量过低，对菌丝体的生长和产物形成

不利;接种量过高，代谢抑制物较多，产物产率反倒

会下降。

表 4 接种量对黄绿蜜环菌菌丝体产量的影响
接种量 /% 5 10 15 20 25

菌丝体干重 / ( mg /100 mL) 544． 26 575． 19 595． 21 580． 34 551． 35

菌丝球直径 /mm 2． 06 1． 95 1． 84 1． 58 1． 41

2． 5 黄绿蜜环菌菌丝体发酵参数优选
单因素实验结果，选摇瓶装量( mL /500 mL) 、搅

拌速度( r /min) 、发酵时间( d) 、接种量( % ) 为发酵
因素，按正交实验设计，用 L9 ( 3

4 ) 正交表安排实验

( 表 5) 。
由表 6 可见，对于黄绿蜜环菌菌丝体发酵的影

响因素，装量为 A2 ＞ A1 ＞ A3、搅拌速度为 B2 ＞ B3 ＞
B1、发酵时间为 C1 ＞ C3 ＞ C2、接种量为 D2 ＞ D1 ＞
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D3。分析结果表明:接种量对黄绿蜜环菌菌丝体发
酵的影响最大，其它依次为摇瓶装量、搅拌速度、发
酵时间。黄绿蜜环菌菌丝体发酵优化条件为
A2B2C1D2，即摇瓶装量 150 mL、搅拌速度 125
r /min、发酵时间 10 d、接种量 15%。

表 5 黄绿蜜环菌菌丝体发酵条件正交试验
因素水平表

水平 摇瓶装量 /mL 搅拌速度 / ( r /min) 发酵时间 /d 接种量 /%

1 125 100 10 10

2 150 125 12 15

3 175 150 14 20

2． 6 黄绿蜜环菌菌种摇瓶优化工艺的验证
最优发酵工艺，即摇瓶装液量 150 mL /500 mL，

搅拌速度 125 r /min，发酵时间 10 d，接种量 15%，
进行三批工艺验证试验。其结果见表 7 。工艺验证
试验表明以上工艺为最优化工艺。
2． 7 黄绿蜜环菌菌丝体与子实体化学成分比较结
果

通过液相分析，在黄绿蜜环菌子实体样品溶液

中检测到 18 个主成分，而在黄绿蜜环菌菌丝体样品
溶液中检测到 14 个主成分( 相似度为 77． 8% ) 。各
个化合物含量均不一致，通过色谱图( 图 1 ) 可以看
出子实体与菌丝体保留时间为35 min的主成分差

表 6 黄绿蜜环菌菌丝体发酵条件正交实验结果

试验号
试验因素

摇瓶装量 搅拌速度 发酵时间 接种量

菌丝体干重 /

( mg /mL)

1 1 1 1 1 5． 87

2 1 2 2 2 6． 26

3 1 3 3 3 5． 65

4 2 1 2 3 5． 76

5 2 2 3 1 6． 14

6 2 3 1 2 6． 45

7 3 1 3 2 5． 73

8 3 2 1 3 5． 51

9 3 3 2 1 5． 46

K1 17． 760 17． 361 17． 829 17． 469

K2 18． 351 17． 910 17． 481 18． 441

K3 16． 701 17． 559 17． 52 16． 920

X1 5． 92 5． 787 5． 943 5． 823

X2 6． 117 5． 970 5． 827 6． 147

X3 5． 567 5． 853 5． 840 5． 640

Ｒ 0． 550 0． 183 0． 116 0． 507

表 7 工艺验证试验
编号 1 2 3

菌丝体干重 / ( mg /mL) 6． 53 6． 48 6． 51

异比较显著，在子实体中含量约为菌丝体的 21 倍
多。

图 1 黄绿蜜环菌菌丝体与子实体化学成分比较

2． 8 黄绿蜜环菌深层发酵工艺放大验证试验 进行发酵工艺放大试验，其结果见表 8、表 9。
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表 8 三批小试试验结果
编号 投料量 /L 菌丝体收获量 /kg 菌丝体得率 /%

1 50 0． 31 0． 62

2 50 0． 31 0． 63

3 50 0． 32 0． 64

表 9 三批中试试验结果
编号 投料量 /L 菌丝体收获量 /kg 菌丝体得率 /%

1 100 0． 57 0． 57

2 100 0． 61 0． 61

3 100 0． 58 0． 58

由三批放大试验结果可以看出，菌丝体产量与

小试结果基本一致。说明发酵工艺可行，可以用于
工业大生产中。

3 结论

由于黄绿蜜环菌仍处于野生状态，还没有文献

报道人工驯化培养的黄绿蜜环菌［7］。因此为了解
决黄绿蜜环菌资源量的问题，本实验在最优培养条

件下进一步探讨了黄绿蜜环菌的深层发酵工艺，以

满足工业化生产的需要。实验结果表明，黄绿蜜环
菌的最优化发酵工艺为: 马铃薯浸出液 20%，黄豆
芽浸提液 10%，KH2PO4 0． 3‰，MgSO4 0． 3‰，VB1

1 mg /L，VB2 1 mg /L，pH 6． 5，培养温度 25 ℃，摇
瓶装量 150 mL /500 mL，搅拌速度 125 r /min，发酵
时间 10 d，接种量 15%。经过工艺放大实验验证，
证明可应用于工业化生产。在实验过程中发现适宜
的接种量可以缩短发酵阶段菌体生长的延滞期，有

效的溶解氧可以提升好氧菌发酵的收率，适度的发

酵周期不仅能得到较大的菌丝体生物量，还可以缩

短发酵周期，防治菌丝体自溶。
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Studies on submerged fermentation technology of Armillaria luteo-rivens

SHI Qiang-qiang1，2，DANG Jun1，YUAN Xiang1，2，WEN Huai-xiu1，WANG Qi-lan1

1． Northwest Institute of Plateau Biology，CAS; Key Laboratory of Tibetan Medicine Ｒesearch，CAS; Xining 810008，P． Ｒ． China;

2． University of Chinese Academy of Science，Beijing 100049，P． Ｒ，China

Abstract A domesticated strain of Armillaria luteo-rivens was cultivated under the conditions of optimized medium
composition and culture temperature． Through the single factor experiment，the effects of medium volume，stirring rate，
fermentation period and inoculum size on mycelia yield were investigated． On the basis of single factor experiment，the
optimum parameters of submerged fermentation were determined by using orthogonal design，and then were verified on
laboratory scale and pilot scale． The optimized parameters of fermentation were as follows: loading volume 150 mL /500
mL，stirring speed 125 r /min，fermentation period 10 d，inoculum size 15% ． The result indicated that this technology
could be applied to industrial production．
Key words Armillaria luteo-rivens; submerged fermentation; fermentation technology
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