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食药用大型真菌抗氧化活性菌株的筛选

及其培养条件优化
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摘要：对１０种野生食药用大型真菌进行具有抗氧化活性菌

株的筛选，并对高效抗氧化活性菌株进行发酵培养条件的优

化，为将其投入工业化生产提供依据。以发酵粗提液的

ＤＰＰＨ自由基清除率为指标，采用单因素和正交试验法优化

大型真菌液体发酵的培养条件，并验证。结果表明，在供试

的１０种真菌中，有４株具有良好的抗氧化活性，占４０％，其

中以木耳犃狌狉犻犮狌犻犪狉犻犪犪狌狉犻犮狌犾犪狉ＣＺＳＷＸＹ００１２的抗氧化活

性为最高。最优的发酵培养条件为：葡萄糖２５ｇ／Ｌ，酵母膏

２ｇ／Ｌ，ＭｇＳＯ４０．２ｇ／Ｌ，ＣｕＳＯ４６ｍｇ／Ｌ，Ｋ２ＨＰＯ４３．２ｇ／Ｌ，

ｐＨ６．０，温度２７℃，装液量１００ｍＬ／２５０ｍＬ，发酵培养８ｄ。

野生食药用大型真菌为天然抗氧化剂的开发和利用提供了

宝贵的资源。

关键词：大型真菌；抗氧化活性；ＤＰＰＨ自由基；培养条件
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　　人体在正常的代谢过程中，产生和消除自由基的量是动

态平衡的。如果自由基过剩，则会导致生物大分子的氧化损

伤，从而引发多种疾病［１］。补充含抗氧化剂的营养物质可提

高机体清除自由基的能力［２］。寻找能有效清除人体过剩自

由基的抗氧化活性物质来源，用来延缓衰老及治疗有关疾病

已成为现代生物、食品、医药等研究领域的热点之一［３－５］。

食药用真菌安全天然、营养丰富、风味独特，对提高人体的免

疫功能、延缓衰老等方面起着重要作用［６］。据估计全球约有

大型真菌１４万种，被描述的约１．４～２．２万种
［７］，中国有大

型真菌约１～２万种，已被描述的约８０００种
［８］。近１０年，对

大型真菌抗氧化活性的研究主要集中在成分分离和纯化方

面［９－１１］，而对大型真菌抗氧化活性物质的液体发酵生产条件

的优化研究却未见报道。大型真菌通过液体发酵培养，短时

间内就可以获得大量的活性物质，具有生产周期短，连续工

业化生产的优势［１２－１３］，可通过优化发酵培养条件，提升抗氧

化活性产物的产量［１４－１５］。本研究以采集自安徽琅琊山自然

保护区的１０种野生食药用大型真菌为供试菌株，拟开展具

有高效抗氧化活性菌株的筛选工作，并对筛选出的目标菌株

进行发酵培养条件的优化，以提高发酵液的抗氧化活性，为

今后的工业化生产和进一步深入研究积累重要的参考资料。

５２１



１　材料与方法
１．１　材料

１．１．１　供试菌株

供试菌种包括：木耳（犃狌狉犻犮狌犻犪狉犻犪犪狌狉犻犮狌犾犪狉）、假灰杯伞

（犘狊犲狌犱狅犮犾犻狋狅犮狔犫犲犮狔犪狋犺犻犳狅狉犿犻狊）、较小红菇（犚狌狊狊狌犾犪犿犻狀狌

狋狌狊）、小托柄鹅膏菌（犃犿犪狀犻狋犪犳犪狉犻狀狅狊犲）、膜盖小皮伞（犕犪狉狊

犿犻狌狊犮狅犺狅狉狋犪犾犲狊）、毛木耳（犃狌狉犻犮狌犾犪狉犻犪狆狅犾狔狋狉犻犮犺犪）、安络小皮

伞（犕犪狉犪狊犿犻犲犾犾狌狊犪狀犱狉狅狊犪犮犲狌狊）、绒皮地星（犌犲犪狊狋狉狌犿狏犲犾狌狋犻

狀狌犿）、橙黄小皮伞（犕犪狉犪狊犿犻狌狊犪狌狉犪狀狋犻犪犮狌狊）、绒柄小皮伞

（犕犪狉犪狊犿犻狌狊犮狅狀犳犾狌犲狀狊），均采自安徽省琅琊山自然保护区，

由滁州学院生物与食品工程学院微生物实验室分离保藏。

１．１．２　培养基

ＰＤＡ培养基：马铃薯２００ｇ，葡萄糖２０ｇ，琼脂１８ｇ，水

１０００ｍＬ，ｐＨ自然。此培养基主要用于大型真菌菌种的培

养、活化、保存等。

液体菌种培养基：马铃薯２００ｇ／Ｌ，葡萄糖２０ｇ／Ｌ，

ＭｇＳＯ４３ｇ／Ｌ，ＫＨ２ＰＯ４３．０ｇ／Ｌ，ＶＢ１１０ｍｇ／Ｌ，ｐＨ自然。此

培养基主要用于制备液体菌种。

液体发酵基本培养基：葡萄糖２０ｇ／Ｌ，蛋白胨２ｇ／Ｌ，

ＭｇＳＯ４０．２ｇ／Ｌ，ＣｕＳＯ４６ｍｇ／Ｌ，Ｋ２ＨＰＯ４３．２ｇ／Ｌ，ｐＨ自然。

此培养基主要作为抗氧化活性菌株发酵培养条件优化的基

础培养基。

１．１．３　主要试剂

葡萄糖、蔗糖、乳糖、硫酸铵等：分析纯，国药集团化学试

剂有限公司；

二苯代苦味肼基自由基（ＤＰＰＨ 自由基）：美国Ｓｉｇｍａ

公司。

１．１．４　主要仪器设备

超净工作台：ＳＷＣＪ１ＢＵ 型，苏州新区枫桥净化设

备厂；

立式压力蒸汽灭菌锅：ＢＸＭ３０Ｒ型，上海博讯实业有限

公司；

恒温培养振动器（摇床）：ＨＺＱＡ型，常州冠军仪器制造

有限公司；

电子天平：ＦＡ１１０４型，上海精科天美科学仪器有限

公司；

高速离心机：ＩＥＣＭｕｌｔｉ型，美国热电集团。

１．２　方法

１．２．１　菌丝体发酵液的制备　制备液体发酵培养基

３０００ｍＬ，分装至３０个２５０ｍＬ的三角瓶中，每瓶装液量

１００ｍＬ，于１２１℃灭菌２０ｍｉｎ。灭菌后，在超净工作台中用

直径为１ｃｍ的打孔器取平板上的一种供试菌种３块，接入

到上述已灭菌的１个三角瓶中，每一菌株做３个重复。接种

后，置于２５℃、转速１５０ｒ／ｍｉｎ的恒温培养振荡器中培养

７ｄ，获得含有菌丝体的发酵液。

１．２．２　菌丝体发酵粗提液的制备　将上述发酵培养得到的

１０种菌丝体的发酵液分别用８层无菌纱布进行过滤。过滤

后的液体放置于低温离心机中离心２０ｍｉｎ。取上清液，在无

菌条件下通过除菌滤膜，获得各菌株菌丝体发酵培养的粗

提液。

１．２．３　粗提液抗氧化活性的测定　以１００％粗提液的

ＤＰＰＨ自由基清除率为指标。参照文献［１６］的方法进行

ＤＰＰＨ自由基清除能力的测定。

１．２．４　液体菌种的制备　在５００ｍＬ的三角瓶中装入

２００ｍＬ的液体种子培养基，将上述筛选获得的具有高效抗

氧化活性的菌株接种到液体种子培养基中，在转速为

１５０ｒ／ｍｉｎ，温度为２５℃的恒温振荡器中培养７２ｈ。４℃冰

箱保存，备用。

１．２．５　高效抗氧化活性菌株发酵培养条件的优化

（１）最适碳源的筛选：以液体发酵基础培养基为基础，

分别选择蔗糖、葡萄糖、乳糖、可溶性淀粉、麸皮、果糖作为唯

一碳源，添加量均为２０ｇ／Ｌ，按照１０％（体积比）的接种量进

行接种，设置摇床转速１５０ｒ／ｍｉｎ，培养温度２５℃，培养７ｄ，

分别测１００％粗提液的 ＤＰＰＨ 自由基清除率，各处理３个

重复。

（２）最 适 氮 源 的 筛 选：分 别 选 择 ＮａＮＯ３、ＮＨ４Ｃｌ、

（ＮＨ４）２ＳＯ４、酵母膏、蛋白胨、尿素作为唯一氮源，添加量均

为２ｇ／Ｌ，按照１０％（体积比）的接种量进行接种，设置摇床

转速１５０ｒ／ｍｉｎ，培养温度２５℃，培养７ｄ，分别测１００％粗提

液的ＤＰＰＨ自由基清除率，各处理３个重复。

（３）最适起始ｐＨ 值的确定：分别调节起始ｐＨ 值为

４．０，５．０，６．０，７．０，８．０，９．０，按照１０％（体积比）的接种量进

行接种，设置摇床转速１５０ｒ／ｍｉｎ，培养温度２５℃，培养７ｄ，

分别测１００％粗提液的 ＤＰＰＨ 自由基清除率，各处理３个

重复。

（４）最适装液量的确定：分别以６０，８０，１００，１２０，１４０，

１６０，１８０ｍＬ装入２５０ｍＬ的三角瓶中，按照１０％（体积比）的

接种量进行接种，设置摇床转速１５０ｒ／ｍｉｎ，培养温度２５℃，

培养７ｄ，分别测１００％粗提液的ＤＰＰＨ自由基清除率，各处

理３个重复。

（５）最适培养温度的确定：按照１０％（体积比）的接种量

进行接种，设置摇床转速１５０ｒ／ｍｉｎ，分别以２１，２３，２５，２７，

２９，３１，３３℃培养７ｄ，分别测１００％粗提液的ＤＰＰＨ自由基

清除率，各处理３个重复。

（６）最适培养时间的确定：按照１０％（体积比）的接种量

进行接种，设置摇床转速１５０ｒ／ｍｉｎ，分别培养４，６，８，１０，１２，

１４，１６ｄ，分别测１００％粗提液的ＤＰＰＨ自由基清除率，各处

理３个重复。

在上述单因素试验结果的基础上，根据ＤＰＳ７．５５版软

件进行正交试验设计。选取最优的碳源、氮源、ｐＨ值、温度、

装液量５个因素，每个因素选取４个水平，设计Ｌ１６（４
５）正交

试验组合。各组合３个重复。

１．２．６　数据处理　运用ＤＰＳ７．５５版软件对试验数据进行

处理，通过多重比较分析处理间的差异。

２　结果与分析
２．１　高效抗氧化活性菌株的筛选

试验结果表明（表１），在供试的１０种野生食药用大型真

菌中，有４株具有一定的抗氧化活性，占４０％，４株大型真菌

清除ＤＰＰＨ自由基的能力存在差异，其中以木耳（菌株编号：

ＣＺＳＷＸＹ００１２）的清除率为最高（５６．５３％），且与其他菌株之
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表１　４株野生大型真菌菌株对ＤＰＰＨ自由基的清除率


Ｔａｂｌｅ１　ＦｏｕｒｓｔｒａｉｎｓｏｆａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔａｃｔｉｖｉｔｙｏｎＤＰＰＨ

ｆｒｅｅｒａｄｉｃａｌｓｃｌｅａｒａｎｃｅ

菌种 菌株编号 ＤＰＰＨ自由基清除率／％

木耳 ＣＺＳＷＸＹ００１２ ５６．５３±０．２４ａＡ

毛木耳 ＣＺＳＷＸＹ００１４ ４０．８６±０．２７ｂＢ

安络小皮伞 ＣＺＳＷＸＹ００２１ ２４．２１±０．２６ｃＣ

橙黄小皮伞 ＣＺＳＷＸＹ００２２ ４０．６４±０．２０ｂＢ

　　同列数据后标不同大写字母者表示差异极显著（Ｐ＜０．０１），不

同小写字母者表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。

间差异极显著（Ｐ＜０．０１）。因此，选择木耳ＣＺＳＷＸＹ００１２进

行发酵培养条件的优化研究。

２．２　液体发酵培养条件的优化

２．２．１　单因素试验结果与分析

（１）最适碳源的筛选：不同单因素培养条件下木耳

ＣＺＳＷＸＹ００１２的发酵粗提液对 ＤＰＰＨ 自由基清除能力不

同。以葡萄糖为碳源时，发酵粗提液对ＤＰＰＨ自由基的清除

率最高（５７．６６％），且与其他处理之间存在显著差异（图１）。

不同小写字母者表示差异达显著水平（Ｐ＜０．０５），不同大写字母者表

示差异达极显著水平（Ｐ＜０．０１）

图１　碳源对木耳菌株发酵粗提液清除ＤＰＰＨ自由基

能力的影响

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｒｂｏｎｓｏｕｒｃｅｓｏｎＤＰＰＨｓｃａｖ

ｅｎｇｉｎｇｅｆｆｅｃｔｏｆｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｏｆ犃狌狉犻犮狌犻犪狉犻犪犪狌狉犻犮

狌犾犪狉

　　（２）最适氮源的筛选：以酵母膏作为发酵培养基的氮源

时，粗提液对ＤＰＰＨ自由基的清除能力最强（５０．６３％），而且

与其他处理之间存在极显著差异（图２）。可见，木耳对不同

氮源的吸收与利用程度不同，有些研究［１４－１５，１７］也表明有机

氮源对大型真菌的影响优于无机氮源，这可能与有机氮源的

组成成分有关，如有机氮源含有的蛋白质、肽类、游离的氨基

酸和少量的糖类、脂肪和生长因子等成分，更利于真菌的吸

收利用。

　　（３）最适起始ｐＨ值的确定：不同起始ｐＨ值条件下，木

耳ＣＺＳＷＸＹ００１２的发酵粗提液对 ＤＰＰＨ 自由基清除能力

不同。以起始ｐＨ值７．０时，发酵粗提液对ＤＰＰＨ自由基的

清除率最高，且与其他处理之间存在极显著差异（图３），随

不同小写字母者表示差异达显著水平（Ｐ＜０．０５），不同大写字母者表

示差异达极显著水平（Ｐ＜０．０１）

图２　氮源对木耳菌株发酵粗提液清除ＤＰＰＨ自由基

能力的影响

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｎｉｔｒｏｇｅｎｓｏｕｒｃｅｓｏｎＤＰＰＨｓｃａｖ

ｅｎｇｉｎｇｅｆｆｅｃｔｏｆｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｏｆ犃狌狉犻犮狌犻犪狉犻犪犪狌狉犻犮

狌犾犪狉

不同小写字母者表示差异达显著水平（Ｐ＜０．０５），不同大写字母者表

示差异达极显著水平（Ｐ＜０．０１）

图３　起始ｐＨ对木耳菌株发酵粗提液清除ＤＰＰＨ自由基

能力的影响

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＥｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｉｔｉａｌｐＨｏｎＤＰＰＨｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ

ｅｆｆｅｃｔｏｆｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｏｆ犃狌狉犻犮狌犻犪狉犻犪犪狌狉犻犮狌犾犪狉

着ｐＨ值再增大或者减小时，发酵粗提液对ＤＰＰＨ自由基的

清除率能力降低。有的研究［１７］表明，真菌抗氧化活性发酵

培养的最适ｐＨ值是偏酸性的。

　　（４）最适装液量的确定：在不同装液量的条件下，木耳

ＣＺＳＷＸＹ００１２的发酵粗提液对 ＤＰＰＨ 自由基清除能力不

同。以装液量为１００ｍＬ／２５０ｍＬ时，发酵粗提液对 ＤＰＰＨ

自由基的清除率最高（５１．６７％），且与其他处理之间存在显

著差异（图４）。

（５）最适培养温度的确定：在不同培养温度下获得的发

酵粗提液对ＤＰＰＨ自由基清除率存在不同，随着培养温度的

升高，发酵粗提液对ＤＰＰＨ自由基清除率也在升高，在温度

为２７℃时，木耳菌株发酵粗提液对ＤＰＰＨ自由基清除率最

高（５４．９４％），且与其他处理之间存在显著差异（图５）。

　　（６）最适培养时间的确定：在不同培养时间下获得的发

酵粗提液对ＤＰＰＨ自由基清除率存在差异，随着培养时间的

延长，获得的发酵粗提液对ＤＰＰＨ自由基清除率迅速增加，

７２１

第３２卷第１期 柴新义等：食药用大型真菌抗氧化活性菌株的筛选及其培养条件优化 　



在发酵培养８ｄ时，木耳菌株的发酵粗提液对ＤＰＰＨ自由基

清除率最高（４１．５３％），且与其他处理之间存在显著差异

（图６）。随后，随着培养时间的延长，发酵粗提液对 ＤＰＰＨ

自由基清除率不断下降。

不同小写字母者表示差异达显著水平（Ｐ＜０．０５），不同大写字母者表

示差异达极显著水平（Ｐ＜０．０１）

图４　装液量对木耳菌株发酵粗提液清除ＤＰＰＨ自由基

能力的影响

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＥｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｖｏｌｕｍｅｏｎＤＰＰＨｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ

ｅｆｆｅｃｔｏｆｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｏｆ犃狌狉犻犮狌犻犪狉犻犪犪狌狉犻犮狌犾犪狉

不同小写字母者表示差异达显著水平（Ｐ＜０．０５），不同大写字母者表

示差异达极显著水平（Ｐ＜０．０１）

图５　培养温度对木耳菌株发酵粗提液清除ＤＰＰＨ自由基

能力的影响

Ｆｉｇｕｒｅ５　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎ

ＤＰＰＨｓｃａｖｅｎｇｉｎｇｅｆｆｅｃｔｏｆｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｏｆ犃狌

狉犻犮狌犻犪狉犻犪犪狌狉犻犮狌犾犪狉

不同小写字母者表示差异达显著水平（Ｐ＜０．０５），不同大写字母者表

示差异达极显著水平（Ｐ＜０．０１）

图６　培养时间对木耳菌株发酵粗提液清除ＤＰＰＨ自由基

能力的影响

Ｆｉｇｕｒｅ６　ＥｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｔｉｍｅｏｎＤＰＰＨｓｃａｖｅｎ

ｇｉｎｇｅｆｆｅｃｔｏｆｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｏｆ犃狌狉犻犮狌犻犪狉犻犪犪狌狉犻犮狌犾犪狉

２．２．２　正交试验优化结果　在上述单因素试验结果的基础

上，根据ＤＰＳ７．５５版软件进行正交试验设计。选取最优的

碳源、氮源、ｐＨ 值、温度、装液量５个因素，每个因素选取

４个水平，设计Ｌ１６（４
５）正交试验组合 （表２）。

表２　Ｌ１６（４
５）正交试验因子和水平组合表

Ｔａｂｌｅ２　ＦａｃｔｏｒａｎｄｌｅｖｅｌｏｆＬ１６（４
５）ｔｅｓｔ

水平
Ａ碳源／

（ｇ·Ｌ－１）

Ｂ氮源／

（ｇ·Ｌ－１）
ＣｐＨ值

Ｄ温度／

℃

Ｅ装液量／

ｍＬ

１ ２０ ２．０ ５ ２３ ８０

２ ２５ ２．５ ６ ２５ １００

３ ３０ ３．０ ７ ２７ １２０

４ ３５ ３．５ ８ ２９ １４０

　　木耳发酵培养优化正交试验结果及数据处理见表３。由

表３可知，影响木耳ＣＺＳＷＸＹ００１２发酵粗提液抗氧化活性

的大小顺序依次为温度＞氮源＞装液量＞碳源＞ｐＨ值，说

明温度对木耳菌丝体发酵粗提液抗氧化活性的影响最大，其

次为氮源，而 ｐＨ 值对其影响相 对 较 小。最 优 组 合 为

Ａ２Ｂ１Ｃ１Ｄ３Ｅ２，即葡萄糖２５ｇ／Ｌ，酵母膏２ｇ／Ｌ，ｐＨ６．０，温度

２７℃，装 液 量 １００ ｍＬ／２５０ ｍＬ，该 条 件 下 验 证 得 木 耳

ＣＺＳＷＸＹ００１２发 酵 粗 提 液 清 除 ＤＰＰＨ 自 由 基 能 力 达

９６．１８％。

表３　不同正交试验组合对木耳发酵粗提液

抗氧化活性的影响

Ｔａｂｌｅ３　Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｏｆｔｈｅｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔｓｏｆｏｐｔｉｍｕｍｆｅｒ

ｍｅｎｔｅｄｃｏｎｄｉｔｉｏｎｏｆ犃狌狉犻犮狌犻犪狉犻犪犪狌狉犻犮狌犾犪狉

组合 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｅ
ＤＰＰＨ自由基

清除率／％

１ １ １ １ １ １ ８３．８６±０．２２

２ １ ２ ２ ２ ２ ８５．８２±０．１０

３ １ ３ ３ ３ ３ ８１．０７±０．０７

４ １ ４ ４ ４ ４ ７６．６８±０．２６

５ ２ １ ２ ３ ４ ９６．１０±０．０８

６ ２ ２ １ ４ ３ ５０．８７±０．２２

７ ２ ３ ４ １ ２ ６７．８６±０．３２

８ ２ ４ ３ ２ １ ７４．１０±０．１１

９ ３ １ ３ ４ ２ ８４．５４±０．２４

１０ ３ ２ ４ ３ １ ６９．６３±０．２５

１１ ３ ３ １ ２ ４ ７９．５８±０．３３

１２ ３ ４ ２ １ ３ ４２．２９±０．１３

１３ ４ １ ４ ２ ３ ７４．５０±０．５７

１４ ４ ２ ３ １ ４ ５２．９８±０．１２

１５ ４ ３ ２ ４ １ ５９．０９±０．１９

１６ ４ ４ １ ３ ２ ８４．８８±０．０６

珚狓１ ８１．８６ ８４．７５ ７４．８０ ６１．７５ ７１．


６７

珚狓２ ７２．２４ ６４．８３ ７０．８３ ７８．５０ ８０．７８

珚狓３ ６９．０１ ７１．８９ ７３．１７ ８２．９２ ６２．１８

珚狓４ ６７．８６ ６９．４９ ７２．１７ ６７．７９ ７６．３４

犚 １４．００ １９．９２ ３．９７ ２１．１７ １８．６０
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３　结论
在单因素试验的基础上，通过正交试验确定了木耳

ＣＺＳＷＸＹ００１２的最优组合工艺，即葡萄糖２５ｇ／Ｌ，酵母膏

２ｇ／Ｌ，ＭｇＳＯ４０．２ｇ／Ｌ，ＣｕＳＯ４６ｍｇ／Ｌ，Ｋ２ＨＰＯ４３．２ｇ／Ｌ，

ｐＨ６．０，温度２７℃，装液量１００ｍＬ／２５０ｍＬ，发酵培养８ｄ。

试验结果有望为工业化生产提供重要的技术参考。下一步

将对木耳菌丝体发酵粗提液中的具体抗氧化成分和含量开

展研究。
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