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摘要:桑树桑黄是一种具有良好药效的药用多孔菌,其多糖是主要活性成分之一,具有抗肿瘤、抗氧化、免疫

调节和其他药理作用。为提高桑树桑黄菌丝体干重及桑黄多糖得率,采用单因素和正交试验对影响桑黄菌

丝体干重的培养基配方及液体发酵培养条件进行优化;利用超声波辅助提取法对桑黄多糖提取工艺条件进

行优化。结果表明,桑树桑黄最佳培养基配方为马铃薯(去皮)200g·L-1、乳糖32g·L-1,胰蛋白胨10g·L-1,

NaCl2.00g·L-1,MgSO4·7H2O1g·L-1,VB110.0mg·L-1,获得菌丝体干重为2.82g·L-1。在温度28℃,
接种量9%,转速180r·min-1,pH6.0条件下,最大菌丝量为3.12g·L-1。桑黄多糖最佳提取工艺为超声波

功率200W,料液比1∶60g·mL-1,提取时间40min,温度50℃,此时桑黄多糖得率为5.54%。说明本研究优

化的桑树桑黄培养基配方、发酵条件及多糖提取工艺合理、可行。
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  桑树桑黄(Sanghuangporussanghuang)是一种

珍稀的药用真菌,隶属于担子菌门伞菌纲锈革孔菌

目锈革孔菌科桑黄孔菌属(Sanghuangporus)[1]。
其主要在桑树的枝干上产生[2],多年生,无柄,生
长初期呈金黄色,成熟后颜色转变为灰、褐甚至黑

色,子实体菌盖呈半球形,剖面呈扁平马蹄形,表
面龟裂、木质化[3],菌肉浅咖啡色或锈褐色[4]。由

于环境因素及其生理生态的特殊性,导致野生桑

黄子实体稀少,人工栽培尚未实现大规模生产,无
法满足市场需求。

研究表明,桑黄菌丝体与子实体生物活性成

分相似,而菌丝体提取物同样具有抗肿瘤[5-6]、抗
癌、抗氧化等作用[7]。由于桑黄抗癌作用的主要

成分是多糖,国内外对桑黄的研究也主要集中在

液体发酵提取物所含的活性物质上,主要包括桑

黄多糖及多糖提取分离纯化以及相关药理研究。
桑树桑黄含有多糖、黄酮、萜类等[8]多种生物活性

成分,其药理活性物以多糖为主,桑黄多糖主要分

为胞内和胞外多糖。目前国内对桑黄多糖的抗肿

瘤、抗氧化、降血糖[9]、护肝、免疫调节[10-13]等药理

学方面进行了深入研究,现已证明桑黄多糖在抗

肿瘤方面的效果比灵芝、巴西蘑菇等传统药用菌

类更好,同时还能与传统抗肿瘤药物产生协同

效应[14]。
随着 产 业 技 术 的 发 展,超 声 波 辅 助 提 取

法[15-16]用于从真菌或植物中提取活性物质,与传

统提取方法相比,该技术具有反应条件温和、提取

率高、周期短、成本低等优势[17-19],其技术在桑黄

多糖提取的研究中相对较少。
本研究采用单因素和正交试验,筛选桑树桑

黄液体发酵的最佳培养基和发酵条件;利用超声

波辅助提取法对桑黄多糖进行提取,优化多糖最

佳工艺条件,以期为提升桑黄液体发酵及多糖提

取的工业化生产奠定基础。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 供试菌株 桑树桑黄菌株由陕西理工大

学生物科学与工程学院提供。
1.1.2 培养基 PDA斜面培养基:马铃薯(去
皮)200g·L-1,葡萄糖20g·L-1,蛋白胨5g·L-1,
KH2PO45g·L-1,MgSO4·7H2O3g·L-1,
VB110.0mg·L-1,18g琼脂,pH自然。

种子液培养基:马铃薯(去皮)200g·L-1,葡
萄糖20g·L-1,蛋白胨5g·L-1,KH2PO45g·L-1,
MgSO4·7H2O3g·L-1,VB110.0mg·L-1,pH自然。
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液体发酵培养基:马铃薯(去皮)200g·L-1,
葡萄糖30g·L-1,蛋白胨10g·L-1,KH2PO42g·L-1,
MgSO4·7H2O1g·L-1,VB110.0mg·L-1,pH自然。
以上培养基于高压灭菌锅内121℃,灭菌20min
备用。
1.1.3 试剂与溶液 马铃薯、红糖(市售)。葡萄

糖、蔗糖、可溶性淀粉、乳糖、麦芽糖、尿素、硫酸
铵、K2HPO4、CaCl2、KH2PO4、NaCl、FeSO4、蛋白

胨(均为分析纯)、琼脂、牛肉粉、酵母浸粉、胰蛋白

胨(生物试剂)和维生素B1,均购自天津市科密欧

化学试剂有限公司。95%乙醇和无水乙醇(分析

纯)购自天津市富宇精细化工有限公司。
1.1.4 主要仪器设备 752N紫外可见分光光

度计(上海仪电分析仪器);DZKW-D-2电热恒温

水浴锅(北京永光明医疗仪器);JA3003N电子天

平(上海佑科仪器);BSD-WX2200卧式智能精密

摇床(上海博讯医疗设备厂);BSP-400生化培养

箱(上海博讯医疗设备厂);KQ-500DE数控超声

波清洗器(昆山超声仪器)。
1.2 方法

1.2.1 培养方法 (1)菌株活化。将保藏的菌株
用接种锄切取0.50cm2菌块,接种到PDA斜面
培养基上,25℃培养箱中培养7~10d,待菌丝长

满斜面后,于4℃冰箱保藏。
(2)种子液制备。将活化好的菌株用接种锄

切取0.50cm2菌块接种于种子液培养基中,装液
量为150mL/250mL,180r·min-1,28℃恒温培
养7d。

(3)发酵液培养。将种子液按5%比例的接

种量接种到液体发酵培养基中,装液量为150mL/
250mL,180r·min-1,28℃恒温培养7d。
1.2.2 培养基配方单因素实验 (1)碳源筛选。
桑黄发酵液分别加入30g·L-1的红糖、蔗糖、麦
芽糖、乳糖、可溶性淀粉替代液体发酵培养基中的

葡萄糖,其余各成分比例同1.1.2中液体发酵培养

基。装液量为150mL/250mL,28℃,180r·min-1培
养7d,确定最佳碳源。

(2)氮源筛选。桑黄发酵液分别加入10g·L-1

的尿素、牛肉粉、胰蛋白胨、酵母浸粉、硫酸铵替代

液体发酵培养基中的蛋白胨,其余各成分比例同

1.1.2中液体发酵培养基。发酵条件同上,确定

最佳氮源。
(3)无机盐筛选。桑黄发酵液分别加入2g·L-1

的CaCl2、K2HPO4、FeSO4、NaCl为代替液体发
酵培养基中的 KH2PO4,以只加 MgSO4为对照,
其余各成分比例同1.1.2中液体发酵培养基。发

酵条件同上,确定最佳无机盐。

1.2.3 培养基配方正交试验 在单因素实验的

基础上,以菌丝体干重为评价指标,选取碳源
(A)、氮源(B)、无机盐(C)3个因素,设置3组平

行进行正交试验,试验因素及水平见表1。
表1 L9(33)正交试验因素与水平

水平
因素

A
碳源/(g·L-1)

B
氮源/(g·L-1)

C
无机盐/(g·L-1)

1 28 8 1.80

2 30 10 2.00

3 32 12 2.20

1.2.4 液体发酵条件单因素实验 (1)温度筛

选。将种子液按5%比例接种于优化后的培养基

中,在转速180r·min-1摇床上以24,26,28和30℃
培养7d。

(2)转速筛选。将种子液按5%比例接种于

优化后的培养基中,在28℃恒温摇床上以转速

160,180,200和220r·min-1培养7d。
(3)pH筛选。将种子液按5%比例接种于优

化后的培养基中,分别选择pH 为4,5,6和7的

培养基以转速180r·min-1培养7d。
(4)接种量筛选。将种子液按5%比例接种

于优化后的培养基中,分别选择7%、9%、11%、
13%的接种量以180r·min-1培养7d。
1.2.5 菌丝体干重测定 将发酵液进行抽滤,用
蒸馏水洗涤3次后,65℃烘干并称量。
1.2.6 多糖提取条件单因素实验 对液体发酵

所得的菌丝体进行抽滤,蒸馏水洗涤2~3次,65℃
烘干后研磨,过60目筛后备用。

(1)超声波功率筛选。称5份0.20g桑树桑黄

菌丝粉末进行超声波辅助提取,料液比1∶20g·mL-1,
温度40℃,时间40min,设置超声波功率为100,
200,300,400和500W,各提取1次,3组重复,确
定最佳超声波功率。

(2)料液比筛选。称5份0.20g菌丝粉末后

同上方法提取,超声功率100W,温度40℃,时间

40min,设置料液比(g:mL)为1∶20、1∶40、1∶60、
1∶80、1∶100,处理组同上,确定最佳料液比。

(3)提取时间筛选。称5份0.20g菌丝粉末

后进行提取,超声功率100W,温度40℃,料液比

1∶20g·mL-1,设置提取时间为35,40,45,50和

55min,处理组同上,确定最佳提取时间。
(4)提取温度筛选。称5份0.20g菌丝粉末

后进行提取,超声功率100W,时间40min,料液

比1∶20,设置提取温度为40,45,50,55和60℃,
处理同上,确定最佳提取温度。
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1.2.7 多糖提取条件正交试验 在单因素实验

的基础上,选取超声波功率(A)、料液比(B)、提取

时间(C)、提取温度(D)4个因素,以多糖得率为

评价指标,设置3组平行进行正交试验,试验因素

及水平见表2。

表2 L9(34)正交试验因素与水平

水平

因素

A
超声功率/W

B
料液比

C
提取时间/min

D
提取温度/℃

1 200 1∶20 40 45

2 300 1∶40 45 50

3 400 1∶60 50 55

1.2.8 桑黄多糖含量测定 (1)葡萄糖标准液配

制。精密称取1g葡萄糖标准品于105℃下烘干

至恒重。溶解并稀释于100mL容量瓶中,配制

成10.00mg·mL-1的标准储备溶液,再精密吸取

1mL储备溶液至100mL中,配制成0.10mg·mL-1

葡萄糖标准溶液。
(2)标准曲线制作。分别在试管中加入0.20,

0.30,0.40,0.50,0.60,0.70,0.80和0.90mL葡

萄糖标准液,加蒸馏水至1mL,并在试管中加入

0.50mL5%苯酚溶液,再加入2.50mL浓硫酸,
摇匀并静置10min,然后将试管放入沸水浴中加

热20min,冷却至室温,以蒸馏水为对照组,于
490nm处测吸光度。以 X 为浓度(mg·mL-1)、
Y 为吸光度(A),用Excel2017绘制标准曲线,得
到:Y=14.131X-0.0485,R2=0.9971。

(3)桑黄多糖提取工艺流程。将菌丝体抽滤、
烘干及研磨(过60目筛)→超声提取→离心

(8000r·min-1,20min)→浓缩→醇沉(4倍体积

无水 乙 醇 醇 沉 过 夜)→离 心(8000r·min-1,
20min),即得到粗多糖,用苯酚-硫酸法测定多糖

含量。

多糖得率(%)=
多糖含量(mg)
菌丝体质量(g)×100

1.2.9 数据分析 试验数据采用Excel2017进

行处理和分析。

2 结果与分析

2.1 培养基配方试验结果

2.1.1 培养基配方单因素实验结果 通过考察

不同碳源、氮源和无机盐种类对桑树桑黄菌丝体

干重的影响,筛选出最佳培养基配方。由图1A
可知,培养基中不同碳源种类对桑树桑黄菌丝体

干重产生不同的影响,乳糖作为碳源时,菌丝体干

重达到最大,为2.65g·L-1,且显著高于其他碳

源,表明桑树桑黄菌丝体对乳糖的利用率较高,其
次为红糖、麦芽糖、蔗糖、可溶性淀粉。

图1B为不同氮源培养基对菌丝体干重的影

响,添加胰蛋白胨为氮源时,菌丝体干重达到最大

值,为0.37g·L-1,牛肉粉、酵母浸粉和尿素之间无

明显差异,硫酸铵为氮源时桑黄菌丝体干重最小。
图1C为不同无机盐培养基对菌丝体干重的

影响,菌丝体干重大小依次为氯化钠+硫酸镁>
硫酸亚铁+硫酸镁>氯化钙+硫酸镁>磷酸氢二

钾+硫酸镁>空白(含硫酸镁),其中添加氯化钠+
硫酸镁时,桑树桑黄菌丝体干重最大,为1.19g·L-1。
由此可确定最佳碳源为乳糖,最佳氮源为胰蛋白

胨,最佳无机盐为氯化钠+硫酸镁。

图1 不同碳源(A)、氮源(B)、无机盐(C)培养基对桑树桑黄菌丝体干重的影响

注:不同小写字母代表处理间差异显著(P<0.05)。下同。

2.1.2 培养基配方正交试验结果 由表3可知,
影响桑树桑黄菌丝体干重的因素主要顺序为C
(无机盐)>A(碳源)>B(氮源);最佳培养基配方

为A3B2C2,即在乳糖32g·L-1,胰蛋白胨10g·L-1,
氯化钠2.00g·L-1的条件下,菌丝体干重达到

2.77g·L-1。
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表3 正交试验结果

序号
因素 菌丝体干重/

A B C (g·L-1)

1 1 1 1 1.805

2 1 2 2 2.526

3 1 3 3 1.789

4 2 1 2 2.509

5 2 2 3 2.095

6 2 3 1 1.854

7 3 1 3 2.373

8 3 2 1 2.448

9 3 3 2 2.391

K1 6.120 6.687 6.107

K2 6.458 7.069 7.426

K3 7.212 6.034 6.257

k1 2.04 2.23 2.04

k2 2.15 2.36 2.48

k3 2.40 2.01 2.09

R 0.36 0.35 0.44

  注:表中菌丝体干重为3组平行的平均值。

2.1.3 最佳培养基配方验证试验 根据上述试

验所得最佳培养基配方的配比进行验证试验,设

置3组平行,测得菌丝体干重分别为2.81,2.79
和2.86g·L-1,平均值为2.82g·L-1,验证结果

与正交试验结果相差较小。
2.2 液体发酵条件试验结果

2.2.1 单因素试验结果 由图2A可知,随着温

度的升高,桑黄菌丝体干重先增加后减少,当温度

为28℃时菌丝干重达到最大值(3.09g·L-1),但
温度过高也会影响菌丝干重,温度高于28℃后菌

丝干重明显下降。
由图2B可知,菌丝体干重随着转速的升高

而增加,在转速为180r·min-1时达到最大,为
2.98g·L-1,随后菌丝干重随着转速的增加而逐

渐降低,故选择180r·min-1为最佳转速。
由图2C可知,接种量在7%~9%时,菌丝体

干重随着接种量的增加而增多,接种量为9%时

菌丝体干重量达到最大,为2.83g·L-1,而接种

量大于9%后菌丝干重明显下降。
由图2D可知,菌丝体干重随着pH的升高呈

先增加后下降,在pH为6时菌丝干重达到最大,
为2.83g·L-1,随后随着pH的增加菌丝干重反

而降低。

图2 温度(A)、转速(B)、接种量(C)及pH(D)对桑树桑黄菌丝体干重的影响

2.2.2 最佳液体发酵条件验证试验 在最佳发

酵条件下进行验证试验,设置3组平行,测得桑树

桑黄菌丝体干重为3.12g·L-1,验证结果与2.2.1

结果相差较小,表明该最佳发酵条件下提高了桑

黄菌丝体干重且具有较好的重复性。
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2.3 多糖提取条件试验结果

2.3.1 多糖提取条件单因素试验结果 由图3A
可知,超声波功率为300W 时,多糖得率达到最

大,为2.64%,随后下降。
由图3B可知,提取时间在45min时多糖得

率达到最大,为3.86%,随后下降,可能是有些杂

质随时间延长相应地溶出来,从而影响多糖得率。
由图3C可知,多糖得率随温度升高而增加,

在50℃时多糖得率最大,为3.78%,随后缓慢下

降,这是由于随着温度的升高,多糖分子也加速溶

解,而温度过高会破坏多糖的生物活性,可能导致

多糖无法提取。

图3 超声波功率(A)、提取时间(B)、提取温度(C)及料液比(D)对桑树桑黄多糖得率的影响

  由图3D可知,料液比在1∶20~1∶40时,多
糖得率随水量的增加而逐渐上升,而料液比大于

1∶40后多糖得率明显下降,可能是由于当水量达

到一定量的时候,多糖就会完全溶出,故料液比在

1∶40多糖得率最大,为2.64%。

2.3.2 多糖提取条件正交试验结果 如表4所

示,由R值来看,各因素对桑黄多糖提取条件的

影响程度依次为料液比(B)>提取温度(D)>超

声波功率(A)>提取时间(C);由K值得出最佳提

取条件为A1B3C1D2,即在超声波功率200W、料液比

1∶60、提取时间40min和提取温度50℃条件下,桑树

桑黄多糖得率为5.51%。

2.3.3 最佳多糖提取条件验证试验 通过上述

正交试验可进一步进行验证试验,设置3组平行,
测得多糖得率分别为5.56%、5.48%和5.57%,
平均值为5.54%,3组平行数据较稳定并与2.3.2试

验结果相差较小。

表4 多糖提取条件正交试验结果

水平
因素 多糖得率/

A B C D %

1 1 1 1 1 1.97
2 1 2 2 2 3.94

3 1 3 3 3 5.48
4 2 1 2 3 1.64

5 2 2 3 1 1.99
6 2 3 1 2 5.31

7 3 1 3 2 2.01
8 3 2 1 3 3.88

9 3 3 2 1 4.56
K1 11.39 5.62 11.16 8.52
K2 8.94 9.81 10.14 11.26

K3 10.45 15.35 9.48 11.00
k1 3.80 1.87 3.72 2.84

k2 2.98 3.27 3.38 3.75
k3 3.48 5.12 3.16 3.67

R 0.82 3.25 0.56 0.91

  注:表中多糖得率为3组平行的平均值。
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3 讨论
由于我国对于桑黄的研究起步较晚,主要是

针对桑黄液体培养基及发酵培养条件进行研

究[20-21],而不同液体培养基配方及发酵培养条件

对桑树桑黄菌丝体的生长具有显著影响。通常优

化培养基配方和发酵条件的方法主要是通过单因

素试验来筛选和确定各因素的适当范围,再通过正

交试验设计确定各水平的最佳组合。钟石等[22]利

用正交试验发现野生桑黄最佳碳源为麦芽糖,最
佳氮源为酵母粉,最佳无机盐为硫酸镁和磷酸二

氢钾;唐思煜等[23]研究表明最佳碳源为蔗糖,最
佳氮源为氯化铵,最适培养基组成为蔗糖70g·L-1、
NH4Cl10g·L-1、NaCl1g·L-1、KH2PO40.50g·L-1、
MgSO40.50g·L-1,在接种量5%,装液量50mL,培
养7d条件下获得桑黄菌丝体干重为2.814g。
本研究通过对桑树桑黄液体培养基配方及发酵条

件进行优化,发现最适碳源为乳糖,最适氮源为胰

蛋白胨,最适无机盐为氯化钠和硫酸镁;在pH为

6,接种量9%,温度28℃,转速180r·min-1条件

下,获得菌丝干重为3.12g·L-1,这一结果与其

他研究结果存在一定差异,造成差异的原因可能

是由于桑黄菌种不同或产地不同,使其菌丝生长

所需的碳、氮源、无机盐及发酵培养条件均存在明

显差异。
不同的提取方法和提取工艺条件对桑树桑黄

多糖得率亦有影响。目前,桑黄多糖的提取方法

主要有热水浸提法[24]、酶提取法和超声波辅助提

取法[25-26]。其中超声波辅助提取法是一种高效

实用的提取方法,其提取率高、耗时短且耗能低;
而热水浸提法操作简便,但温度高、耗时较长导致

提取率较低;酶提取法提取条件温和、杂质易除,因
价格昂贵更适用于胞内多糖的提取。李瑞雪等[24]

利用热水浸提法提取桑黄多糖,其提取工艺为提

取时间2.5h,提取温度60℃,提取次数3次,料
液比为1∶14,获得桑黄多糖得率为4.97%;周慧

吉等[27]研究表明,利用酶提取法提取桑黄菌丝体

粗多糖得率较高,但多糖含量低;曾鹏等[28]利用

超声波提取桑黄多糖的最佳工艺条件为提取温度

为100℃、料液比为1∶26、提取时间为4.35h,桑
黄多糖得率为1.645%。本研究利用超声波辅助

提取法,综合优化料液比、提取温度、超声功率和

提取时间4个因素,得到桑树桑黄菌丝体中多糖

得率为5.54%。因此,对桑树桑黄进行培养基配

方、发酵条件及多糖提取工艺进行优化,明确其菌

丝生长特性及工艺条件,可为桑树桑黄菌种的培

养及其多糖的应用奠定理论基础。

4 结论
本研究以菌丝体干重和多糖得率为主要指

标,通过单因素试验和正交试验相结合对桑树桑

黄液体培养基配方、培养条件及多糖提取工艺进

行优化。结果表明,最适桑树桑黄生长的碳源、氮
源及无机盐分别为乳糖、胰蛋白胨和氯化钠+硫

酸镁。正交试验优化的最佳培养基组合为乳糖

32g·L-1,胰蛋白胨10g·L-1,NaCl2.00g·L-1+
MgSO4·7H2O1g·L-1,获得菌丝体干重为2.82g·L-1;
最佳液体发酵培养条件:在pH为6,接种量9%,
温度28℃,转速180r·min-1条件下,菌丝干重最

高达3.12g·L-1。采用超声波辅助提取法对桑

树桑黄菌丝体多糖进行提取,对其结果影响较大

的是料液比,而提取时间影响较小,且最佳提取工

艺条件为料液比1∶60g,提取温度50℃,超声功

率200W,提取时间40min,在此条件下桑树桑

黄多糖得率最高为5.54%。本研究结果可为桑

树桑黄液体发酵培养及多糖提取工艺优化方面提

供理论基础,在培养优化方面具有实际指导作用,
且具有一定的实际应用价值。
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OptimizationofLiquidFermentationandPolysaccharide
ExtractionofSanghuangporussanghuang

LIDeyu1,2,SIDoudou1,2,PENGHao1,2,CAOWeigang3,ZHENGXiaoqin3,ZHANGShengming4
(1.SchoolofBiolgicalScienceandEngineering,ShaanxiUniversityofTechnology,Hanzhong723001,China;
2.ShaanxiHanzhongCityScienceandTechnologyResourcesCoordinationCenter,Hanzhong723001,China;
3.QinbaEcologicalProtectionCenter,HanzhongCity,ShaanxiProvince,Hanzhong723001,China;4.ShaanxiXixiang
CountyMushroomResearchInstitute,ShaanxiHanzhong723500,China)

Abstract:Sanghuangporussanghuangisamedicinalporousbacteriumwithgoodmedicinalefficacy,andits
polysaccharideisoneofthemainactiveingredients,withantitumor,antioxidant,immunomodulatoryandother
pharmacologicaleffects.InordertoimprovethedryweightofS.sanghuangmyceliaandtheyieldofS.sanghuang
polysaccharide,singlefactorandorthogonaltestwereusedtooptimizethemediumformulaandliquidfermentation
cultureconditionsaffectingthedryweightofS.sanghuangmycelia.Ultrasonicassistedextractionmethodwas
usedtooptimizetheextractionconditionsofpolysaccharideyieldofS.sanghuang.Theresultsshowedthatthe
optimalmediumformulaofS.sanghuangwaspotatoes(peeled)200g·L-1,lactose32g·L-1,tryptone10g·L-1,
NaCl2.00g·L-1,MgSO4·7H2O1g·L-1,VB110.0mg·L-1,andmyceliumdryweightwas2.82g·L-1.
Undertheconditionsoftemperature28℃,inoculationamount9%,rotationalspeed180r·min-1andpH6,
themaximummyceliumamountwas3.12g·L-1.Theoptimalextractionprocesswasasfollows:ultrasonic
power200W,solid-liquidratio1∶60,extractiontime40min,temperature50℃,theyieldofpolysaccharides
was5.54%.Theresultsshowedthattheoptimizedculturemediumformula,fermentationconditionsand
polysaccharideextractiontechnologyofS.sanghuangwerereasonableandfeasible,whichcouldprovidereferencefor
liquidfermentationofS.sanghuangmyceliumtoproducepolysaccharide.
Keywords:Sanghuangporussanghuang;liquidfermentation;polysaccharide;ultrasonicextraction
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