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液体培养杏鲍菇富集硒的条件与机理研究
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摘   要 用发酵液中添加亚硒酸钠的方法 对杏鲍菇富硒条件与机理进行研究 添加硒对菌丝生长有抑制作用

菌丝体中硒含量随着发酵培养基中硒浓度的上升而上升 当浓度达40 g/ml时达到最大 为1253.55 g/g 在低硒

浓度硒条件下 SOD POD 酶活力随着硒浓度增加而增加 当培养基硒浓度分别达到30 g/ml 和 40 g/ml 时达最

高 有机硒占富集总硒98% 菌丝体可溶性蛋白中硒含量为1360.66 g/g 硒在菌丝内积累后 氨基酸总量增加

19.68% 但胱氨酸仅仅占对照的 86% 是唯一总量减少的氨基酸 这和硒代替硫形成含硒蛋白的机理一致 比

较甘油 纤维素 淀粉 蛋氨酸 蛋白胨 柠檬酸六种添加剂对硒的影响表明 添加甘油有利于富集硒

培养基的初始pH 为 6.0 20 接种量为 18% 更有利于富集硒和菌丝生长 250ml 三角瓶装 80ml 液体最有利

于富集硒
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Abstract The accumulating Selenium culturing conditions and mechanism by Pleurotus eryngii was studied by adding Sodium

Selenite into the fermentation medium in this experiment. Selenium content in mycelia went up with the Se content in fermentation

culture medium, stabilized at 40 g/ml Se, the biomass was suppressed by adding the Sodium Selenite. In this condition, the content

of Se in the mycelium got 1253.55 g/g. The SOD and POD activity increased with Se concentration. It got respective highest value

at 30 g/ml and 40 g/ml Se. The organic Se was 98% to total Se in the mycelium. There was 1360.66 g Se in every gram soluble

protein. The amino acid to total mycelium was increased 19.68% than CK's when adding Se in the culture medium. The Cystine

was the only amino acid that decreased when adding Se to the culture medium. It just got 86.36% of ck's. This was in according

with the mechanism that Se substituting S of the Cystine in the protein. The effects of six kind of additive to the Se accumulating

were compared which including cellulose, starch, Methionine, peptone, citric acid, and glycerin. It was found that glycerin was

best for accumulating Se. The other conditions benefit to accumulating including:initial pH 6.0, 20 ,18% inoculation and 80ml

medium filled in a 250ml conical flask.
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硒是人和哺乳动物体内必需的一种微量元素 缺硒

会引起一系列疾病 如动脉硬化及冠心病 还可损害

机体免疫系统的发育和功能 近来在动物实验中研究发

现 硒是谷胱甘肽过氧化物酶硒酶家族活性部位的辅

基 该类酶具有清除过氧化物 防止细胞损伤 延缓

细胞衰老的作用[1] 目前 我国有72% 的县(市)属于缺
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硒或低硒地区 2 / 3 的人口存在不同程度的硒摄入不

足 且动物和人体缺硒情况正在加剧 因此 硒被作

为添加剂广泛用于生产生活中 大量富硒保健食品纷纷

涌现[2,3]

杏鲍菇(Pleurotus eryngii)又名刺芹侧耳,是一种质地

脆嫩 菌肉肥厚 营养丰富 具杏仁香味的珍稀食用

菌,深受国际市场的欢迎[ 4 ] 本实验以杏鲍菇为研究对

象 采用液体发酵培养基 添加亚硒酸钠的方法 探

讨富硒的条件与机理 为生产富含有机硒的真菌菌丝提

供理论参考

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 供试菌种 杏鲍菇(Pleurotus eryngii)      华中农

业大学菌种实验中心

1.1.2 培养基

斜面培养基 改良 P D A P D A 加 2 0 % 金针菇菌渣

浸出液 液体种子培养基 去皮马铃薯 2 0 % 金针菇

菌渣 20% 煮浸汁 蔗糖 2% 1 2 1 灭菌 20 m i n 液

体发酵培养基 玉米粉 2 % 黄豆粉 2 % 蔗糖 2 %

MgSO4 0.05% KH2PO4 0.05% 酵母膏0.08%[5] 250ml

的锥形瓶 每瓶放 1 0 0 m l 液体 除特殊指明外 液体

培养基中硒添加量为40 g/ml

1.2 培养方法

1.2.1 菌种的活化

将供试菌种接种到斜面培养基上 置于25 培养箱

中恒温培养 7 d

1.2.2 液体种子的制备

在斜面中加入 10ml 无菌水 刮取菌丝后倒入种子

培养基中 置于摇床中 25 120r/min 培养 9d

1.2.3 发酵培养 取18%(V/V)培养后的种子液加入发

酵培养基中 25 120r/min 培养 12d

1.3 方法

1.3.1 菌丝体内硒含量测定

将烘干至恒重的菌丝小心刮下 磨成均匀粉末状

放入干燥器中干燥备用 硒测定方法参考文献[6 ] 比

色分析用BIO-RAD SmartSpecTM3000型分光光度计 BIO-

RAD LABS 700 l比色皿(9109252) 波长335nm  单位

体积硒产量由硒含量和生物量计算获得

1.3.2 生物量的测定

终止发酵后 用烘至恒重的滤纸过滤菌丝 用蒸

馏水冲洗干净后放入烘箱 6 0 下烘干至恒重 分析

天平测定其干重

1.3.3 其它生理指标测定

SOD 活力测定参照文献[7] POD 活力测定参照文

献[8] 脂肪酸测定方法参照文献[9] 有机硒测定参照

文献[10] 硒蛋白提取参照文献[11] 氨基酸测定 样

品烘干研磨均匀后送江苏省农业科学院检测中心按中华

人民共和国国家标准GB/T 14965 94(食物中氨基酸的测

定方法)进行测定

2 结果与分析

2.1 生长曲线的测定

对杏鲍菇的生长曲线进行测定 结果见图1 从图

1 可以看出 该菌在此条件下第 1 2 d 生物量达到最大

然后慢慢下降 以后发酵均取 1 2 d 作为发酵终点

图1   杏鲍菇的生长曲线

Fig.1  The culture curve of Pleurotuse ryngii
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2.2 发酵培养基中硒浓度对杏鲍菇富集硒的影响

制备硒浓度分别为0(CK) 10 20 30 40 50 g/ml

的浓度梯度发酵培养基 发酵完成后测定其菌丝体干重

及各项生理指标 结果见表 1 表 1 结果表明 添加

硒后 杏鲍菇菌丝生长受到抑制 其抑制程度随着添

加量的增加而增加 这说明杏鲍菇对硒的耐受性不强

菌丝体中硒含量随着发酵培养基中硒浓度的上升而上

升 当浓度达到40 g/ml 时趋于稳定 50 g/ml 后开始

下降 空白对照组也检测到少量的硒 可能和培养基

原料中含有硒有关 对富集硒过程中的 S O D 酶 P O D

酶进行跟踪检测表明 酶活力变化很好的体现了硒对菌

丝的伤害作用 和抗逆境相关的 S O D 酶 P O D 变化趋

势和积累硒的规律一致 在低浓度的硒 S O D 酶活力

随着硒浓度增加而增加 当浓度达到 30 g/ m l 时 酶

活力不再持续上升 表现为下降 说明当硒浓度增加

到一定程度 菌丝体已经不能靠增加酶活力来进一步适

应 因此生物量下降 对有机硒含量检测表明 有机

硒占富集的总硒大约在 98% 以上 这和文献报道硒主要

结合在抗氧化和逆境的酶或肽类成分中一致[12] 有机硒

比例和培养基中硒含量关系不大
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2.3 添加剂对硒富集的影响

比较甘油 纤维素 淀粉 蛋氨酸 蛋白胨

柠檬酸六种添加剂在40 g/ml 的添加浓度下对硒的影响

表明 添加甘油最有利于菌丝中积累硒 添加蛋氨酸

虽然有利于提高硒含量,但是由于生物量小,并不很利于最

终富集硒 淀粉 柠檬酸 纤维素和蛋白胨虽然作为

额外增加的碳源或氮源增加了生物量 但是由于硒含量

并未显著增加 所以并不是最佳的富集硒的方法 具

体结果见表 2

2.4 富硒菌丝的营养学分析

对添加甘油组的菌丝氨基酸 脂肪酸组分进行检

测 以不加硒和甘油的作为对照 结果见表 3 4 表

3 表明 富集硒后 菌丝脂肪酸组分基本没有改变 说

明硒的富集对脂肪酸影响很小 对菌丝中蛋白提取 检

测可溶性蛋白中的含硒量表明 对照组可溶性蛋白中硒

含量为237.71 g/g 实验组中 菌丝蛋白中硒含量为

1360.66 g/g 检测菌丝氨基酸组成(表4)表明 富集硒

后氨基酸含量增加 占菌丝干重9.35% 增加到11.19%

甜味氨基酸(Ser+Gly+Ala)占氨基酸总量从13.27%增加到

14.04% 鲜味氨基酸(Glu+Asp)从 15.94%增加到16.07%

胱氨酸总量减少 仅仅占对照的 8 6 % 是唯一总量减

少的氨基酸 这和硒代替硫形成含硒蛋白的机理一致

硒浓度( g/ml) ck 10 20 30 40 50

生长量(g/L) 9.61 1.0 8.24 0.27 7.99 1.20 7.22 1.49 6.94 1.07 6.96 1.10

硒含量( g/g) 118.04 5.20 364.30 11.70 758.80 43.48 1161.03 51.42 1253.55 53.66 1078.66 29.42

硒产量( g/L) 1134.67 118.04 3000.74 98.36 6062.81 910.56 8382.64 1729.93 8693.37 1341.29 7573.38 1186.53

硒富集率(%) --- 30.30 30.31 27.94 21.73 15.15

有机硒比例(%) 95.38 97.05 98.62 98.52 98.61 98.55

无机硒比例(%) 4.62 2.95 1.38 1.48 1.39 1.45

SOD(IU) 4010.6 5811.81 5724.74 6004.63 4277.80 4376.18

POD(IU) 14.45 15.06 22.28 21.25 15.20 9.44

表1  培养基中硒浓度对杏鲍菇富集硒的影响

Table 1    The effect of Se accumulating by adding different content of Se to the culture medium

添加剂 淀粉 甘油 蛋氨酸 蛋白胨 柠檬酸 纤维素 对照

生物量(g/L) 9.92 0.44 8.61 1.85 4.38 1.09 9.44 1.83 10.15 1.53 9.78 1.23 6.74 0.091

硒含量( g/g) 1333.55 102.83 1920.49 10.4 2103.36 23.97 1356.95 107.32 1157.57 86.96 1419.87 58.84 1183.46 7.47

硒产量( g/L) 13228.82 586.76 16535.42 3552.90 9212.72 2292.11 12809.61 2482.22 11749.33 1771.08 13886.33 1745.37 7976.52 1076.95

表2   添加剂对硒富集的影响

Table 2    The effect of additive to the Se accumulating

脂肪酸组分 16:0 18:0 18:1 18:2 其它

对照 24.02 2.25 30.15 43.57 0.01

处理 29.42 27.11 43.46 0.01

表3 杏鲍菇富集硒对菌丝脂肪酸组分的影响

Table 3    The effect of fatty acid composition by Se accumulated

4.0 5.0 6.0 6.3(自然pH) 7.0 8.0的梯度发酵培

养基 每瓶中硒含量均为 40 g / m l 发酵完成后 测

定其菌丝干重 结果见表 2 由表 2 可以看出 菌丝

干重以接近自然pH(6.0 6.3)时较大 菌丝硒含量在接

近的值波动 趋势不明显 说明发酵液中的初始 p H 值

对菌丝含硒量影响不大 初始 p H 值的升高与菌丝硒的

变化似乎没有必然联系

2.6 不同培养温度对硒富集的影响

比较20 25 30  三种不同培养温度表明 20

生长 生物量 硒含量都达到最大 而硒产量也达到

最大 3 0 培养菌丝基本不能生长

2.5 培养基不同初始 pH 值对硒富集的影响

发酵培养基灭菌前调节其 p H 值 制成 p H 分别为

氨基酸
          占菌丝干重百分比(%) 处理/对照   占总氨基酸百分比(%)

对照 处理 (%) 对照 处理

天门冬氨酸 0.63 0.80 126.98 6.74 7.15

苏氨酸 0.29 0.37 127.58 3.10 3.30

丝氨酸 0.34 0.41 120.59 3.64 3.67

谷氨酸 0.86 1.11 129.07 9.20 9.92

甘氨酸 0.37 0.47 127.03 3.96 4.20

丙氨酸 0.53 0.69 130.19 5.67 6.17

胱氨酸 0.22 0.19 86.36 2.35 1.70

缬氨酸 0.61 0.77 126.23 6.52 6.88

蛋氨酸 1.29 1.40 108.53 13.79 12.50

异亮氨酸 0.51 0.61 119.61 5.45 5.45

亮氨酸 0.80 0.90 112.50 8.56 8.04

酪氨酸 0.63 0.64 101.59 6.74 5.72

苯丙氨酸 0.75 0.87 116.00 8.02 7.78

赖氨酸 0.29 0.39 134.48 3.10 3.49

氨 0.37 0.47 127.03 3.96 4.20

组氨酸 0.13 0.17 130.77 1.39 1.52

精氨酸 0.40 0.50 125.00 4.28 4.47

脯氨酸 0.33 0.43 130.30 3.53 3.84

总和 9.35 11.19 119.68 100 100

表4   杏鲍菇富集硒对菌丝氨基酸组分的影响

Table 4  The effect of amino acid composition by Se accumulated
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2.7 不同装液量对硒富集的影响

用250ml 三角瓶装不同体积的液体 考察溶解氧的

影响 结果表明 8 0 m l 装液量硒在菌丝中积累最多

菌丝生物量以100ml 装液量最大

2.8 不同接种量对硒富集的影响

比较 6% 24% 的不同接种量表明 18% 的接种量

生物量和硒含量量都达到最高 分别达到 5. 5 1 g / L 和

13815.01 g/L

2.9 保持菌种活性的尝试

食用菌菌种在发酵传代时往往容易退化 使发酵研

究难以进行 研究时也发现 活化菌种时 菌种第二

次转接到 P D A 培养基后生长微弱 因此尝试在 P D A 培

养基中加入煮沸了的金针菇菌渣浸出液 结果发现在加

了菌渣浸出液的斜面里菌丝生长旺盛 推测菌渣浸出液

中含有杏鲍菇生长所需要的营养元素 用该方法进行多

次传代 未见菌种退化

3 讨  论

硒作为人体重要的微量元素 已经得到充分的重

视 我国 2/3 地区人口存在不同程度的缺硒[2] 为了补

充硒的不足 各种富硒谷物[ 1 3 ] 富硒保健品[ 1 4 ] 富硒

酵母[ 1 5 ]均纷纷出现 从富硒形式看 在环境中施加大

量硒 使植物富集更多的硒成为富硒粮食 很容易污

染土壤环境 作为微量元素 在食用时定量也十分重

要 粮食中富集太多的硒对不缺硒地区有超出安全剂量

的危险 而用微生物富硒 可以制造局部高浓度的硒

环境 对自然环境没有影响 考虑到培养的难易程度

p H 4.0 5.0 6.0 6.3 7.0 8.0

生物量(g/L) 6.92 0.13 6.96 1.73 7.88 2.17 7.32 2.31 6.54 1.42 6.74 0.66

硒含量( g/g) 1208.69 4.86 1107.76 113.92 1230.37 32.78 1204.77 29.65 1197.10 76.60 1200.90 4.32

硒产量( g/L) 8361.73 153.84 7912.41 681.58 9143.67 2901.38 8646.93 1567.38 7921.34 326.32 8094.06 792.59

表5   不同初始pH值对杏鲍菇富集硒的影响

Table 5     The effect of different initial culture medium pH to Se accumulating

装液量(ml) 60 80 100 120 140

生物量(g/L) 3.94 0.54 4.20 0.61 8.62 1.10 6.02 0.05 5.58 0.12

硒含量( g/g) 2122.98 8.21 2929.83 9.45 1252.62.23 8.41 1591.05 7.14 1140.46 6.54

硒产量( g/L) 8347.50 1146.41 122293.6 1787.19 10785.0 1377.88 9590.8 79.55 6357.0 136.86

表6   不同装液量对富集硒的影响

Table 6    The effect of different culture medium volume in the flask to the Se accumulating

接种量(%) 6 12 18 24

生物量(g/L) 2.45 0.49 4.51 0.77 5.51 0.08 1.37 0.02

硒含量( g/g) 2423.61 15.90 2330.16 8.63 2507.26 11.87 1644.80 9.41

硒产量( g/L) 5937.84 1187.56 10509.02 1794.22 13815.01 200.58 2253.38 32.90

表7   不同接种量对硒富集的影响

Table 7   The effect of different inoculate to the Se accumulating

最初是以酵母为载体[ 1 6 ] 酵母菌直接使用有不良气味

限制了它的应用 最近几年来 食用菌富硒成为新的

趋势[ 3 ] 食用菌富硒有两种方法 一是固体栽培 二

是液体发酵培养[3][17] 固体栽培富集硒一般在100 g/g

富集量不够理想[ 3 ] 液体发酵培养可以使富集量达到

1000 g/g 以上 浓度较高[17,18] 但是由于液体培养需

要的设备成本高于固体培养 因此只有进一步增加发酵

产量 才有可能应用

研究硒在不同条件下对食用菌生长生理影响 以及

其在菌丝积累的规律有利于获得富含硒的产品 我们的

研究 探讨了温度 溶氧接种量 起始 p H 等因素

还进一步考察了额外添加纤维素 淀粉 柠檬酸 甘

油 蛋白胨 蛋氨酸等成分 研究发现 纤维素

淀粉 柠檬酸 蛋白胨可以有效提高生物量 但是并

没有提高硒含量 蛋氨酸可以有效提高硒含量 但是

对生长不利 只有甘油可以提高生物量又可以提高硒含

量 因此极大的提高了产量 考虑到甘油的生理功能

我们推测甘油可以增加富硒产量的原因可能有三个 (1)

甘油代谢酶是硒结合蛋白 (2)甘油保护细胞 使其对硒

耐受性提高 (3)甘油可以作为额外的碳源 具体的原因

有待于进一步探讨 由于添加甘油有利于硒的富集为首

次发现 因此研究清楚甘油的促进硒积累机理 对富

硒十分有价值

硒在菌丝体内98% 左右是以有机结合状态存在 通

过对菌丝中可溶性蛋白的测定 我们得出以30mg/ml 的

量添加硒后 富硒菌丝中可溶性蛋白的含硒量占总硒量

的12.19% 而对照组中可溶性蛋白的含硒量占总硒量
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的 18. 5 3 %  因此 我们认为 在硒浓度较低的情况

下 菌丝体内的硒蛋白是硒的主要形式 当硒富集量

增大后 硒多糖 硒核酸等硒化合物的含量也同时增

加 硒蛋白不再是硒存在的主要形式[1][19,20]
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