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　　摘　要:以培养液营养成分的不同溶解状态 、不同口径及培养容器、不同装液量 、不同接种

量、不同震荡频率等为研究对象 ,探索北冬虫夏草液体菌种制备适宜工艺参数。结果表明:培养

液中各营养成分呈溶液或均匀分布状态 、培养瓶壁倾斜 、装液量小于 1/2 、接种量0.5%、多个接种

单位 、震荡频率120 r/min最佳。
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　　北冬虫夏草(Cordycps mili tarisc (L).Link)又名
蛹虫草 ,为冬虫夏草的近缘种 ,属真菌门 、子囊菌亚门 、
核菌纲 、麦角菌目 、麦角菌科 、虫草属的模式种

[ 1]
。研

究证实 ,北冬虫夏草蛋白质含量高 ,氨基酸种类齐全 ,
尤其人体必需的全部 8种氨基酸含量高达其氨基酸总
量的 35.47%,且比例恰当;已查明含有 21 种微量元

素 ,其中硒 、铁 、锌 、锰 、钼 、钙等含量丰富;维生素类物
质VA 、VB12 、VE 、VD3 、VB1 、VB6 、VC等含量超过或显著

超过天然冬虫夏草等;同时还查明 ,其所含虫草活性成
分如虫草酸 、虫草素 、虫草多糖 、超歧氧化酶(SOD)、腺
苷等含量达到或明显高于天然冬虫夏草

[ 2]
,被誉为虫

草属真菌的后起之秀 ,对消除疲劳 、缓解紧张 、提高人
体免疫力及预防和治疗慢性支气管炎 、各种肝炎 、高血
压 、心脑血管疾病 、肾炎肾衰 、癌症肿瘤 、性功能障碍等
有着显著作用 ,是我国历史上珍稀名贵药用真菌[ 1-3] ,
具有十分重要的滋补 、保健及药用价值。

近年来 ,随着种植技术的深入研究 ,尤其以液体菌
种代替固体菌种 、液体菌种直接代替栽培种等制种技术
的应用 ,极大地促进了人工种植北冬虫夏草的发展。然
而 ,北冬虫夏草液体菌种的制作工艺及其技术参数目前
仍报道较少。现拟对其制作工艺及其参数进行系列研
究 ,并努力模拟一般种植户简陋条件 ,对各工艺参数进
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Study on Biochemical Marker in the Identification of

Cultivated OysterMushroom in Hebei Province
ZHENG Su-yue, ZHANG Qing-qiao

(Colleg e of Agriculture ,Hebei University of Engineering , Handan , Hebei 056038)

Abstract:Vegetative compatible and esterase isozyme electrophoresis w ere employed on the taxonomic identification
and genetic diversity of 54 cultivated oyster mushroom strains from Hebei province.The results showed that 54 tested
strains were divided into 12 different vegetative compatibility g roups according to antagonism reaction.The esterase
isozyme elect rophoresis analysis show ed that the different isozymograms were in the strains of different VCG and the

same isozymograms were in the strains of same VCG.Cluster analysis show ed that the similar coefficient of different
strains of VCG was 53%～ 91%.
Key words:Hebei province;cultivated oy ster mushroom;vegetative compatible group;isozyme analy sis
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行探讨 ,以期为北冬虫夏草液体菌种制作提供一定理
论依据及技术规范 ,供栽培实践及相关人员借鉴参考。

1　材料与方法
1.1　试验材料

供试菌种:由华中农业大学试验菌种中心提供优
良原始母种 HJ-4。供试原料:马铃薯(市场购买)、可
溶性淀粉 、葡萄糖(化学纯 ,天津福晨化学试剂厂生
产)、琼脂 、磷酸二氢钾 、硫酸镁(化学纯 ,天津凯通化学
试剂有限公司生产)、维生素 B1(华中药业公司)及其它
常见药品 。仪器:YX-400A 高压蒸汽灭菌锅(上海三
申医疗器械有限公司),FA2104分析电子天平(良平仪
器有限公司),SW-CJ-1F超净工作台(苏州净化设备有
限公司), TP22 恒温摇床(中国科学院武汉科学仪器
厂),LXJ-IIB离心机(上海精密仪器仪表有限公司),恒
温干燥箱(上海浦东荣丰科学仪器有限公司),及其它
常用工具等 。
1.2　试验设计
1.2.1　液体菌种制备工艺　液体菌种培养条件是工
艺流程中关键因素 ,包括营养液营养状况 、接种量 、通
气条件 、搅拌速度等[ 3-7] 。
培养基原料选择与处理 →配制液体培养基(简称营养液)→灭菌 →

接入菌种 →适宜条件培养 →液体菌种成熟

1.2.2　液体培养基配方　可溶性淀粉 30 g ,葡萄糖10 g ,
蛋白胨 10 g ,磷酸二氢钾 2 g ,硫酸镁2 g ,VB1 10 mg ,水
1 000 mL ,pH 6.5[ 6-7] 。
1.2.3　菌种萌发生长检测培养基(平板培养基)　马
铃薯(去皮)200 g ,葡萄糖 20 g ,琼脂 20 g ,磷酸二氢钾
1 g ,VB110 mg ,水 1 000 mL ,pH 自然

[ 6-7]
。

1.3　试验方法
1.3.1　培养基原料不同溶解状态　加热条件下以少
量水将可溶性淀粉调成糊状 ,然后慢慢加入培养基中 ,
搅拌均匀 ,使可溶性淀粉在培养液中呈溶解 、均匀分布
的悬浮状态;以可溶性淀粉直接加入培养基中(大部呈
沉淀状态)为对照 ,对比不同溶液状态对母种菌丝在该
营养液中生长及液体菌种状况。

1.3.2　不同培养容器及装液量　以普通500 mL 盐水

瓶(细口)、250 mL 广口瓶(广口)、250 mL 锥形瓶模拟
不同口径大小及不同培养容器 ,以及锥形瓶分别装培
养液1/3 、1/2 、2/3 ,比较不同通气状况下母种菌丝在该
培养液中的生长及液体菌种状况。
1.3.3　不同接种量　以母种斜面 5 mm×5 mm 为 1

个接种单位(接种量约为 0.125%),分别接入 1 、3 、5个
接种单位 ,比较观察母种菌丝生长及液体菌种状况。
1.3.4　不同振荡频率　设震荡频率 0(静置)、100 、
120 、150 、200 r/min进行培养 ,观察不同振荡频率下母
种菌丝生长及液体菌种情况。各试验组 5次重复(除
特别说明外 ,均以 250 mL锥形瓶为实验容器),试验过
程按一般常规进行 ,20℃培养 ,直至各试验组液体菌种
成熟[ 3-7] 。
1.3.5　菌丝生长及液体菌种质量状况检测　比较观
察各液体菌种菌丝色泽 、形态 、密度 、菌球数量等状况;
比较各液体菌种成熟速度;随机以接种环取各液体菌
种菌液一环 ,接种至平板培养基中央 ,20℃恒温培养 ,
观察菌种萌动时间 ,菌丝状况及生长速度(菌丝生长速
度=菌落半径/时间)等;将各液体菌种过滤取菌丝 ,离
心机8 000 r/min离心 10 min ,55℃下烘干至恒重 ,称
量 ,比较生物量的大小[ 4-10] 。

2　结果与分析
2.1　不同溶液状况对菌丝生长及液体菌种质量的
影响

由表 1可以看出 ,当营养成分在液体培养基中分
布均匀 、呈溶液状态 ,则菌丝生长健壮 、生长速度快 ,菌
丝浓密 ,菌丝球数量 、菌丝生物量显著高于沉淀组;在
平板培养基上亦萌发快 ,生长健壮 、浓密 。显然 ,营养
成分均匀分布 ,可显著促进菌丝在整个培养液空间内
广泛生长和分布 ,有利于菌丝细胞在较长时间内保持
对数生长状态 ,促进菌丝细胞保持更旺盛的生命力。
同时一些淀粉颗粒可在培养液中悬浮 ,有利于菌丝断
裂为众多片段 ,形成大量新的菌丝生长点 ,促进菌丝球
形成 ,菌丝生物量显著提高 ,因此液体菌种也更佳。

　　表 1 不同溶液状况对液体菌种菌丝及菌种质量的影响

溶液状况

液体菌种菌丝状况 平板培养基上生长状况

菌丝

形态
菌丝色泽

菌丝

密度

成熟速度

/ mm·d-1
菌球数量

/个·(10mL)-1
菌丝干重

/mg·(100mL)-1
萌发速度

/mm·d-1
菌丝色泽

菌丝

状况

菌丝

密度

均匀 健壮 洁白 浓密 7Aa 67Aa 513Aa 3.2Aa 洁白 健壮 浓密

沉淀 较健壮 洁白 较浓密 8Aab 42Bb 432Bb 2.7Bb 洁白 较健壮 较浓密

　　注:表中不同小写字母表示 P<0.05水平差异显著 ,不同大写字母表示 P<0.01水平差异显著,下同。

2.2　不同口径及培养容器对菌丝生长及液体菌种质
量的影响

由表 2可以看出 ,不同口径大小及不同培养容器对
菌丝生长及质量有一定影响。从菌球数量看 ,锥形瓶数
量最多 ,菌球圆细 、浓密 ,分布均匀;广口瓶次之 ,菌球较
大;盐水瓶最少 ,但菌球更大 ,三者差距达显著水平;从
菌丝生物量看 ,亦为锥形瓶最佳达 532 mg/10mL ,广口

瓶 、盐水瓶分别次之。综合菌丝形态 、密度 、色泽、萌发
速度及生物量等 ,锥形瓶最佳 ,广口瓶 、盐水瓶分别次
之 ,但三者差距并不显著 ,尤其后二者较为接近。分析
原因 ,锥形瓶瓶壁倾斜 ,菌丝球易于形成 ,菌丝易于生
长 ,因此菌丝球细小 、数多 ,生物量也高;广口瓶口径大 ,
利于空气进入 ,也较有利于菌丝代谢和生长;由于液体
菌种繁育时间短 ,对氧气需求量不大 ,因此三者差距并

165



·食用菌· 北方园艺 2011(14):164～ 167

　　表 2 不同口径及培养容器对菌丝生长及菌种质量的影响

培养

容器

液体菌种菌丝状况 平板培养基上生长状况

菌丝

形态
菌丝色泽

菌丝

密度

成熟速度

/ mm·d-1
菌球数量

/个·(10mL)-1
菌丝干重

/mg·(100mL)-1
萌发速度

/mm·d-1
菌丝色泽

菌丝

状况

菌丝

密度

盐水瓶 健壮 洁白 浓密 8Aab 8Cc 494 Bbc 2.8Bb 洁白 健壮 浓密

广口瓶 健壮 洁白 较浓密 7Aa 22Bb 503 Bb 2.9Bb 洁白 健壮 浓密

锥形瓶 健壮 洁白 菌丝少 7Aa 67Aa 532 Aa 3.3Aa 洁白 健壮 浓密

不显著。说明以盐水瓶等常用容器作为液体菌种制备
及菌丝发酵培养的容器亦可行。
2.3　不同装液量对菌丝生长及菌种质量的影响

由表 3可以看出 ,不同装液量对液体菌种质量有
较大影响。随着装液量的增加 ,菌种质量呈下降趋势。
当装液量超过1/2达到 2/3时 ,菌丝下降显著 ,菌丝干
重从 548 mg显著降低为 365 mg ,菌球数从 42个显著

下降为 6个 ,菌丝色泽 、密度及健壮程度 、成熟时间 、萌

发速度等均明显下降。而装液量从 1/3 增加为 1/2
时 ,菌丝状况变化不显著。显然这是由于培养瓶内空
气及溶入培养液内的氧气多或少所致 。当装液量超过
1/2时 ,可溶入的氧较少 ,不能完全满足菌丝生长需
要 ,菌丝生长迟缓 ,有害物质积累增加 ,不利于菌丝生
长与萌发 ,因而培育的液体菌种质量也较差。说明装
液量以 1/2较为适宜。

　　表 3 不同装液量对菌丝生长及菌种质量的影响

装液量

液体菌种菌丝状况 平板培养基上生长状况

菌丝

形态
菌丝色泽

菌丝

密度

成熟速度

/ mm·d-1
菌球数量

/个·(10 mL)-1
菌丝干重

/mg·(100mL)-1
萌发速度

/mm·d-1
菌丝色泽

菌丝

状况

菌丝

密度

2/3 较健壮 较白 较浓密 9Bb 6Cc 365Bc 2.4Bc 较白 较健壮 较浓密

1/2 健壮 洁白 浓密 7Aa 62Bb 548Aab 3.0Aab 洁白 健壮 浓密

1/3 健壮 洁白 浓密 7Aa 76Aa 563Aa 3.2Aa 洁白 健壮 浓密

2.4　不同接种量对液体菌种成熟速度及菌种质量的
影响

在培养瓶中接入不同量母种 ,对培育的液体菌种
菌丝及菌种质量状况的影响 ,见表 4。
　　从表 4可以看出 ,不同接种量对菌丝生长及菌种
质量有一定影响。当接种量为 1 个单位时 ,菌丝干重
为509 mg 、菌球 61个 、菌种成熟速度 9 d;当接种量增
加至 3个单位 ,菌丝生物量增加至 558 mg 、菌球数 78

个 、成熟速度减少为 7 d ,差别较显著 ,菌丝及萌发状况
亦较好;当接种量增加为 5 个单位 ,差别不明显 。显
然 ,接种量及接种单位增加 ,菌丝生长点显著增多 ,菌
球数 、菌丝生长速度 、菌丝数量随之增加 ,液体菌种成
熟速度加快 ,菌种质量亦更好 ,但当接种量增加到一定
值时 ,菌丝生长呈现一定饱和状态 。说明接种量约为
0.5%、多个接种单位为佳。

2.5　不同振动频率对菌丝生长及菌种质量的影响
由表 5可以看出 ,不同震动频率对菌丝生长及菌

种质量有较大影响。震荡频率120 r/min最优 ,其菌丝
干重和菌球数均明显好于 100 、150 r/min组;震荡速度
200 、150 r/min时菌丝贴壁 、粘壁现象明显 ,菌丝生物
量 、菌球数显著下降 ,在平板上萌发速度慢于静置培
养 。显然 ,适当的震动频率 ,可显著促进氧气在培养液
中的溶解及均衡分布 ,但震荡速度过快 ,因离心力等因
素 ,导致大量菌丝分布于瓶壁边缘乃至粘壁 、贴壁 ,形
成粗大菌索 、菌膜 ,培养液中菌丝量少 、生长受到一定
抑制 ,液体菌种质量亦下降。而静置时 ,虽培养液表面
也形成一层菌膜 ,一定程度上抑制菌丝细胞对氧气的
需求 ,但因培养时间较短 ,影响不显著 ,因此其液体菌
种质量亦较好。

　　表 4 不同接种量对菌丝生长及菌种质量的影响

接种量

液体菌种菌丝状况 平板培养基上生长状况

菌丝

形态
菌丝色泽

菌丝

密度

成熟速度

/mm ·d-1
菌球数量

/个·(10mL)-1
菌丝干重

/mg·(100mL)-1
萌发速度

/mm·d-1
菌丝色泽

菌丝

状况

菌丝

密度

1单位 健壮 洁白 较浓密 9Bb 61Bc 509 Bc 3.0Bb 洁白 健壮 较浓密

3单位 健壮 洁白 浓密 7Aa 78Aab 558Aab 3.2Aa 洁白 健壮 浓密

5单位 健壮 洁白 浓密 7Aa 83Aa 576Aa 3.3Aa 洁白 健壮 浓密

　　注:母种斜面5 mm×5 mm为 1个接种单位(接种量约为 0.125%)。

　　表 5 不同振动频率对菌丝生长及菌种质量的影响

震动频率

r/ min

液体菌种菌丝状况 平板培养基上生长状况

菌丝

状态
菌丝色泽

菌丝

密度

成熟速度

/ mm·d-1
菌球数量

/个·(10mL)-1
菌丝干重

/mg·(100mL)-1
萌发速度

/mm·d-1
菌丝色泽

菌丝

状况

菌丝

密度

100 较健壮 洁白 较浓密 7Aa 42Bb 482Bb 2.8Bb 洁白 健壮 浓密

120 健壮 洁白 浓密 7Aa 64Aa 509Aa 3.0Aa 洁白 健壮 浓密

150 菌丝粘壁 洁白 较浓密 7Aa 37Bbc 473Bbc 2.7Bb 洁白 健壮 浓密

200 菌丝粘壁 洁白 一般 8Aab 17Cc 423Dd 2.5Cc 洁白 较健壮 较浓密

静置 表面菌膜 洁白 一般 8Aab - 464Cc 2.7Bb 洁白 较健壮 较浓密
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3　结论与讨论
该试验结果说明 ,培养液各营养成分以呈溶液或

均匀分布为佳。可采取粉碎 、溶解 、煮汁 、过滤等措
施[ 10-12] ,使培养原料之营养成分均匀分布 ,在根本上保
证菌丝在全部液体范围内均衡分布和生长 ,有利于菌
球形成和菌龄一致 ,有利于菌丝细胞保持旺盛生命力。

培养容器以锥形瓶(瓶壁一定程度倾斜)为佳 ,装
液量以小于 1/2为佳。锥形瓶瓶壁倾斜 ,显著有利于
菌丝片段断裂 、多生长点产生及众多细小菌丝球的形
成 ,有利于菌丝生长;装液量小于1/2 ,可保证培养瓶内
具有充足空气溶入培养液中 ,保证菌丝代谢和生长 ,保
证菌丝生命力。同时 , 该试验还说明 , 盐水瓶(细
口)

[ 13-14]
、广口瓶等普通容器 ,只要能保证培养液及菌

丝生长对氧气需求 ,如装液量不超过 1/2 或输入无菌
空气 ,亦可获得较高菌丝生物量 ,因此亦可作为栽培实
践制备液体菌种的培养容器。

接种量以 0.5%、多个接种单位为佳。接种量过
小 ,菌丝萌发及生长慢 ,菌丝易老化;接种量大则造成
菌种浪费和液体菌种不足。该试验 3个接种单位(接
种量约 0.5%),菌丝萌发快 、生长迅速 ,因此在实践中
可将欲接入的菌种块分解为多个小接种块

[ 3 , 6]
,可缩短

菌种成熟时间 、提高菌种质量。
震荡频率以 120 r/min为佳。震荡可促进培养瓶

内的空气溶入培养液中 ,促进菌丝在培养液内均衡分
布和生长 ,促进菌丝球的形成。震荡频率过高 ,菌丝更
多分布于瓶壁及粘壁 、贴壁 ,不利于菌丝均衡生长和菌
丝易于老化 。静置条件下 ,由于菌膜较薄 ,只要及时收
获 ,并进行搅拌 、打碎等处理 ,菌丝生物量亦较高 ,亦可

以作为优良液体菌种使用[ 3 , 6 , 11-14] 。
该试验结论及技术参数亦可供北冬虫夏草菌丝发

酵 、生产等借鉴参考。
(该本文作者还有姚书兵 ,单位同第一作者。)
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Study on the Processing Technology of Preparative Liquid Stains

of Cordycps militarisc (L).Link

FANG Hua-zhou , LI Shu-ling , ZUO Xue-zhi , AN Dong-mei , LU Cai-yun , LI Wen-jun , YAO Shu-bing
(Faculty of Bio science Engineering , Jingchu Science and Techno logy College , Jingmen , Hubei 448000)

Abstract:Through the various nutrient of the culture f luid , the dif ferent caliber and the raise vessel , the different
liquid volume , the different inoculating quantity , the different shake f requency and so on as object of study , the optimal
processing parameters of preparative sliquid stains of Cordycpsmilitarisc(L).Link w ere probed.The results show ed
that the various nutrient of the culture fluid assumed the solution or the uniform dist ribution , the culture bottle
inclined , the liquid volume was smaller than 1/2 , inoculating quantity was 0.5%, many inoculating unit , the optimal
shaking f requency w as 120 r/min.
Key words:Cordycps militarisc (L).Link;liquid stains;processing parameter;biomass;coccus
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