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摘　要　采用响应面分析方法对灵芝发酵粉的培养基进行优化，并对发酵粉的营养成分进行测定。试验结果表

明：灵芝固体发酵培养基各成分质量分数为，小麦２４％、大豆粉１２％、玉米６４％，其中玉米粉碎颗粒度为８目，菌质

灵芝粗多糖质量分数达到３．２７％。灵芝发酵可以将基质中淀粉和粗脂肪的质量分数分别降低４３．２７％和９．７６％，

还原糖、蛋白质和维生素Ｂ１ 的质量分数分别增加了６８４％、３５．９４％和１６７％；基质中氨基酸质量分数增加了７％，

人体必需氨基酸中除赖氨酸外其余均得到提高。
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　　灵芝（犌犪狀狅犱犲狉犿犪犾狌犮犻犱狌犿）为药食两用真菌，

具有抗肿瘤，降低血液中胆固醇含量，抗炎等药

效［１］，其中多糖和三萜类化合物为主要药效成分［２］。

存在于自然界的灵芝非常稀少，目前常采用原木或

将木屑装入包装容器中进行人工栽培获得子实体。

近年来，通过优化液体深层发酵培养基和培养条件，

增加菌丝体［３］、胞外多糖或胞内多糖［４５］等功能性成

分产量的研究较多，而以谷物作为基料进行灵芝固

体发酵的研究相对较少，且主要采用单一原料如小

麦［６７］或玉米［８］等。
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本研究拟采用玉米、小麦、大豆作为发酵基质，

接入灵芝液体菌种，经固体发酵降解基料中的大分

子物质，生成含有大量灵芝菌丝体和代谢产物的菌

质。试验运用响应面法优化固体发酵培养基，并对

最终产品———灵芝发酵粉中灵芝粗多糖、还原糖、蛋

白质、游离氨基酸含量进行测定分析，以期获得一种

功能性食品，为其生产及推广提供依据，同时为药物

真菌在食品加工领域的应用探索新的途径。

１　材料与方法

１．１　供试菌种

大盖赤芝Ｇ９，运城学院食品微生物实验室保存。

１．２　培养基

液体种子培养基：马铃薯２００ｇ／Ｌ，蔗糖２０ｇ／Ｌ，

ＭｇＳＯ４１．５ｇ／Ｌ，ＫＨ２ＰＯ４２ｇ／Ｌ，蛋白胨２ｇ／Ｌ。

１２１℃灭菌２０ｍｉｎ备用。

固体发酵培养基：将玉米和大豆原料分别按要

求进行粉碎过筛，各加入适量的水和１％（质量分

数，下同）的食用ＣａＣＯ３；小麦原料整粒浸泡２４ｈ，

预煮２０ｍｉｎ至变色而不涨裂，添加１％的食用

ＣａＣＯ３。将处理好的固体培养基混匀后装入２５ｃｍ×

１５ｃｍ×０．０５ｃｍ食用菌专用袋，控制通气量一致。每

袋５００ｇ，平行３组，１２３℃灭菌２ｈ，冷却备用。

１．３　主要仪器及设备

７２１型分光光度计，上海第三分析仪器厂；２０２

１Ｓ数显电热恒温干燥箱，天津市华北试验仪器有限

公司；ＸＹ５８０２离心沉淀机，江苏医疗仪器厂；ＤＰ０１

真空干燥箱，重庆四达试验设备有限公司；ＳＰＸ

２５０Ｃ恒温恒湿箱，上海博迅实业有限公司医疗设备

厂；ＳＡ１４８０Ⅱ洁净工作台，上海汇龙仪表电子有限

责任公司环境工程装备分公司；ＦＺ１０２微型植物试

样粉碎机，天津泰斯特仪器公司；９３０荧光光度计，

上海第三分析仪器厂；１２１ＭＢ氨基酸分析仪，美国

贝克曼公司。

１．４　方法

１．４．１　灵芝发酵粉制备

灵芝发酵粉制作流程见图１。接入６０ｍＬ液体

菌种后，在相对湿度６５％、２８℃、黑暗条件下培养

２０ｄ，将长满菌丝的菌质去袋，充分混匀后７０℃烘

干，四分法取样，粉碎过６０目筛。

图１　灵芝发酵粉制作流程

Ｆｉｇ．１　ＰｒｏｃｅｓｓｆｌｏｗｄｉａｇｒａｍｆｏｒｐｏｗｄｅｒｆｅｒｍｅｎｔａｔｅｄｂｙＧａｎｏｄｅｒｍａｌｕｃｉｄｕｍｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

１．４．２　主要成分测定

灵芝粗多糖含量测定采用苯酚硫酸法
［９］；还原

糖采用 ＧＢ／Ｔ５００９．７—２００３《食品中还原糖的测

定》；蛋白质采用ＧＢ／Ｔ５００９．５—２００３《食品中蛋白

质的测定》；游离氨基酸采用电位滴定法和氨基酸自

动分析仪法测定；粗脂肪采用索氏提取法测定；淀

粉采用酸水解法测定；ＶＢ１ 含量采用荧光分析

法［１０］测定。

１．４．３　试验设计

１）培养基优化试验设计。根据灵芝在不同培

养基中菌丝的生长状况，比较其发酵后灵芝粗多糖、

还原糖、蛋白质、游离氨基酸含量差异，结合前期研

究结果，采用ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ试验设计，选择混合料

中大豆粉含量、小麦含量及粉碎玉米的颗粒度为自

变量，评价指标为菌质的灵芝粗多糖含量。因素水

平设计见表１。采用ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ７．１．６软件对试

验数据进行回归分析。

表１　犅狅狓犅犲犺狀犽犲狀设计试验因素及水平表

Ｔａｂｌｅ１　Ａｎａｌｙｔｉｃａｌｆａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓｆｏｒ

ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎｄｅｓｉｇｎ

因 素　 编 码
水 平

－１ ０ ＋１

狑（大豆粉）／％ 犡１ １０ １５ ２０

狑（小麦）／％ 犡２ ２０ ２５ ３０

玉米颗粒度／目 犡３ ０ １０ ２０

　　注：，玉米为原颗粒未进行粉碎处理。

２）发酵前后培养基营养成分比较。将经固体

发酵所得菌质进行烘干粉碎过６０目筛后，得到灵芝

发酵粉，检测其中蛋白质、淀粉、氨基酸、灵芝粗多糖

９８
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等成分质量分数的变化，其中灵芝粗多糖含量测定

时，为减少样品中淀粉对测定结果的影响，在样品经

热水浸提、乙醇沉淀及洗涤离心得到粗多糖后，再用

Ｉ２ＤＭＳＯ（碘二甲基亚砜）溶液洗涤去除残余淀

粉［１１］，然后测定。试验采用大盖赤芝Ｇ９ 纯菌丝提

取的灵芝多糖做参照进行Ｉ２ＤＭＳＯ洗脱求得校正

系数，减少洗脱操作对测定结果的影响。

２　结果与分析

２．１　灵芝在单一原料中菌丝生长状况及主要成分

比较

观察各种原料中菌丝生长情况发现，单纯采用

玉米、小麦或大豆作为基料进行灵芝固体培养，各料

袋中菌丝生长状况差异明显。玉米基质中菌丝萌发

力强，生长迅速，内外生长均匀，而小麦基质中菌丝

生长稍显迟缓，菌丝细弱，料袋长满时间比玉米推迟

２天，同一时间二者菌丝活力、菌丝量差异明显。大

豆中菌丝前期生长良好，后期大多出现停滞甚至死

亡，这可能与豆类淀粉含量低，蛋白质及油脂含量过

高有关。在后期发酵培养基的优化试验中，对大豆

含量进行了适当控制。

对不同原料灵芝发酵前后营养成分进行比较

（表２）可以看出，经过发酵２种基质中均有灵芝粗

多糖产生，还原糖、游离氨基酸明显提高。玉米菌质

中狑（灵芝粗多糖）较小麦菌质高６１．４１％，还原糖

增长量较小麦菌质高出１４２．４９％，而玉米菌质中蛋

白质、游 离氨基酸增加量分别低于小 麦 菌 质

８３．３％、６０．８％。如果能对基料进行合理搭配，以玉

米、小麦为主料，配以适量大豆，不但有利于灵芝菌

表２　不同原料经灵芝发酵前后主要成分质量分数的变化

Ｔａｂｌｅ２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｐｒｉｎｃｉｐａｌｎｕｔｒｉｔｉｏｎｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｉｎ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍａｔｅｒｉａｌｓｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

测定项目
玉 米 小 麦

发酵前 发酵后 发酵前 发酵后

狑（灵芝粗多糖）／％ ２．９７ １．８４

狑（还原糖）／％ １．７３ １６．７４ １．４３ ７．６２

狑（蛋白质）／％ ８．８２ ８．９７ １３．２７ １４．１７

狑（游离氨基酸）／

（ｍｇ／１００ｇ）

２８．３０ ６９．８０ ３５．４０ １４１．４０

丝生长，而且可以丰富菌质营养，使灵芝发酵粉在增

加灵芝多糖等保健物质的同时，营养更为丰富。

２．２　灵芝固体发酵培养基优化

按照ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ试验设计进行了１７组试

验，试验结果见表３。利用ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ７．１．６软

件对表３试验数据进行回归分析，以狑（灵芝粗多

糖）／％（犢）为响应值，建立多元二次响应面回归

模型：

犢 ＝－４．５４１５＋０．００７４犡１＋０．６１６５犡２＋　　

０．１１３２犡３＋０．０１０３犡１犡２＋

０．００３４犡１犡３－０．００１９犡２犡３－

０．０１１５犡１
２
－０．０１５２犡２

２
－０．００６７犡３

２ （１）

式中：犡１ 为发酵基料中大豆粉的质量分数，％；犡２

表３　灵芝固体发酵培养基优化响应面设计

试验方案及结果

Ｔａｂｌｅ３　ＲＳＭｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｄｅｓｉｇｎｓａｎｄｒｅｓｕｌｔｓｆｏｒ

ｓｏｌｉｄｓｔａｔｅｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｍｅｄｉｕｍｏｆ

犌犪狀狅犱犲狉犿犪犾狌犮犻犱狌犿

试验号
因 素 狑（灵芝粗多糖）／％

犡１ 犡２ 犡３ 实测值 预测值

１ １ ０ －１ ２．０２ ２．０５

２ ０ １ －１ ２．４６ ２．４１

３ １ ０ １ １．９６ ２．０３

４ ０ －１ －１ ２．２２ ２．３１

５ １ １ ０ ２．５１ ２．５３

６ －１ ０ １ ２．１８ ２．１５

７ ０ １ １ １．９４ １．８５

８ －１ ０ －１ ２．９２ ２．８５

９ －１ －１ ０ ３．１２ ３．１０

１０ －１ １ ０ ２．３７ ２．４９

１１ ０ ０ ０ ３．０１ ３．２３

１２ ０ ０ ０ ３．３４ ３．２３

１３ ０ ０ ０ ３．２５ ３．２３

１４ ０ ０ ０ ３．３９ ３．２３

１５ ０ ０ ０ ３．１４ ３．２３

１６ ０ －１ １ ２．０９ ２．１４

１７ １ －１ ０ ２．２３ ２．１１

　　注：犡１，狑（大豆粉）／％；犡２，狑（小麦）／％；犡３，玉米颗粒度／目。

下同。
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为小麦的质量分数，％；犡３ 为玉米的颗粒度，目。对

方程模型（式（１））进行方差分析，结果见表４。可以

看出，回归方程模型极显著，说明所建立的多元线性

回归模型可以有效预测培养基中灵芝粗多糖的产生

量。失拟项不显著，表明由误差引起的失拟不显著。

复相关系数为０．９６５１，表明利用多元线性回归的效

果好，影响因素与多糖产生量有相关性。模型的确

定系数为０．９２０３，说明该模型能解释９６．５１％响应

值的变化，仅有总变异的３．４９％不能用此模型解

释，该模型拟合程度良好，试验误差小，自变量与响

应值之间线性关系显著，可用于该试验的理论预测。

表４　灵芝固体发酵培养基优化数学模型回归分析结果

Ｔａｂｌｅ４　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｆｏｒｓｏｌｉｄｓｔａｔｅ

ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｍｅｄｉｕｍｏｆ犌犪狀狅犱犲狉犿犪犾狌犮犻犱狌犿

方差来源 平方和 自由度 均方 犉 犘

变量 ４．２５０ ９ ０．４７０ ２１．５３ 　０．０００３


　犡１ ０．４４０ １ ０．４４０ １９．９１ ０．００２９

　犡２ ０．０１８ １ ０．０１８ ０．８２ ０．３９４６

　犡３ ０．２６０ １ ０．２６０ １１．９７ ０．０１０５

　犡１犡２ ０．２７０ １ ０．２７０ １２．０８ ０．０１０３

　犡１犡３ ０．１２０ １ ０．１２０ ５．２７ ０．０５５４

　犡２犡３ ０．０３８ １ ０．０３８ １．７３ ０．２２９６

　犡１
２ ０．３５０ １ ０．３５０ １５．９１ ０．００５３

　犡２
２ ０．６１０ １ ０．６１０ ２７．７７ ０．００１２

　犡３
２ １．８８０ １ １．８８０ ８５．６０ ＜０．０００１



残差 ０．１５０ ７ ０．０２２

　失拟项 ０．０５９ ３ ０．０２０ ０．８３ ０．５４１０

　纯误差 ０．０９５ ４ ０．０２４

总和 ４．４１０ １６

　　注：复相关系数为０．９６５１，确定系数０．９２０３；，差异极显著，

犘＜０．０１；，差异显著，犘＜０．０５。

各项回归系数显著性检验表明：一次项犡１ 极

显著，犡２ 不显著，犡３ 显著，说明在试验设定的范围

内，发酵基料中大豆粉含量对菌质多糖产生量的影

响最大，玉米颗粒度次之，小麦含量对菌质多糖产生

量影响不显著；二次项犡１
２、犡２

２、犡３
２ 极显著；交互

效应犡１犡２ 为显著，犡１犡３、犡２犡３ 为不显著。

由响应面回归分析和回归方程拟合绘制响应面

图及等高线（图２），以确认其中２个影响因子与响

应值之间的关系。由图２（ａ）、（ｃ）、（ｅ）可以看出，

犡１、犡２ 和犡３ 在所选范围内均存在极值点，说明３

因素的选择及其试验范围合理有效，能够很好的反

映出３因素对相应值的影响趋势。等高线形状、密

集程度说明在试验条件范围内犡１犡２ 交互作用显

著，犡１犡３ 次之，犡２犡３ 交互作用不显著；对多糖含量

影响最大的因素为大豆粉含量，其次是玉米颗粒度，

影响最小的因素为小麦含量。

通过软件分析，灵芝粗多糖含量的最大估计值

为３．３１４７％，对应３个因子最优试验值为：狑（大豆

粉）为１２．１８％、狑（小麦）２３．８５％、玉米粉碎颗粒度

８．１０目。考虑到实际的可操作性，将培养基各成分

质量分数修正为大豆粉 １２％、小麦 ２４％、玉米

６４％，玉米颗粒度控制在８目进行３次验证试验，

狑（灵芝粗多糖）测定值平均为３．２７％，达到了回归

模型预测的理论预测值的９８．６％，说明优化得到的

原料配比参数准确可靠，具有实用价值。

２．３　发酵前后基质营养成分比较

对发酵前后培养基中的主要营养成分进行测

定：经过灵芝菌发酵后，基料中狑（淀粉）和狑（粗脂

肪）分别减少了４３．２７％、９．７６％，狑（还原糖）和

狑（蛋白质）提高了６８４％和３５．９４％。维生素选择

了对高温敏感的维生素Ｂ１，由于加热灭菌及菌质烘

干处理，使其含量受到很大影响，但测定结果发现其

质量分数仍有所增加，提高了１６７％（表５）。经过灵

芝菌发酵后，基料氨基酸中除谷氨酸和赖氨酸含量

变化不大外，其他都有所增加。经过原料搭配后其

中的必需氨基酸有了一定的改善，发酵后各必需氨

基酸质 量 分 数 均 有 不 同 程 度 的 提 高 （苏 氨 酸

１０．５２％、缬氨酸１２．１６％、蛋氨酸１７．７１％、异亮氨

酸８．０６％、亮氨酸１０．３６％、苯丙氨酸３．９６％、色氨

酸８．０１％），氨基酸总量增加了７％（表６）。

表５　发酵前后培养基中的主要营养成分

Ｔａｂｌｅ５　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｐｒｉｎｃｉｐｌｅｎｕｔｒｉｔｉｏｎｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

ｉｎｓｕｂｓｔｒａｔｅｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

　测定项目 发酵前（基料） 发酵后（菌质）

狑（蛋白质）／％ １３．８０ １８．７６

狑（淀粉）／％ ６７．５７ ３８．３３

狑（还原糖）／％ １．６４ １２．８５

狑（粗脂肪）／％ ６．３５ ５．７３

狑（ＶＢ１）／（ｍｇ／ｋｇ） １．４１ ３．７７
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　犢，狑（灵芝粗多糖）％；犡１，狑（大豆粉）／％；犡２，狑（小麦）／％；犡３，玉米颗粒度／目。

图２　大豆粉、小麦的质量分数和玉米颗粒度对灵芝粗多糖产量的影响

Ｆｉｇ．２　Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｓａｎｄｃｏｎｔｏｕｒｐｌｏｔｓｏｆｙｉｅｌｄｏｆ犌犪狀狅犱犲狉犿犪犾狌犮犻犱狌犿ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

ａｆｆｅｃｔｅｄｂｙｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｗｈｅａｔｓｏｙｂｅａｎｆｌｏｕｒａｎｄｃｏｒｎｇｒａｉｎ
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表６　试验所制灵芝发酵粉中氨基酸的质量分数

Ｔａｂｌｅ６　Ｃｏｎｔｅｎｔｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄｓｉｎｐｏｗｄｅｒｆｅｒｍｅｎｔａｔｅｄｂｙ犌犪狀狅犱犲狉犿犪犾狌犮犻犱狌犿 ｍｇ／ｇ

　　名 称 基 料 菌 质 　　名 称 基 料 菌 质

天冬氨酸（Ａｓｐ） ５．９０ ７．１０ 异亮氨酸（Ｉｌｅ） ５．２１ ５．６３

苏氨酸（Ｔｈｒ） ５．６１ ６．２０ 亮氨酸（Ｌｅｕ） １５．２５ １６．８３

丝氨酸（Ｓｅｒ） ４．９０ ５．１２ 酪氨酸（Ｔｙｒ） ５．１０ ５．２１

谷氨酸（Ｇｌｕ） １５．４７ １５．３８ 苯丙氨酸（Ｐｈｅ） ９．１０ ９．４６

脯氨酸（Ｐｒｏ） ７．８０ ７．８７ 赖氨酸（Ｌｙｓ） ６．２８ ６．２８

甘氨酸（Ｇｌｙ） ６．１３ ７．０５ 组氨酸（Ｈｉｓ） ３．７７ ４．１０

丙氨酸（Ａｌａ） ５．８０ ６．５６ 精氨酸（Ａｒｇ） ８．３６ ８．４３

胱氨酸（Ｃｙｓ） ４．２３ ５．１６ 色氨酸（Ｔｒｐ） ２．８７ ３．１０

缬氨酸（Ｖａｌ） ６．３３ ７．１０ 合 计 １２０．８２　 １２９．７７　

蛋氨酸（Ｍｅｔ） ２．７１ ３．１９

３　结　论

本研究利用ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ７．１．６软件对灵芝

发酵粉的培养基组成进行响应面分析，建立多项数

学模型，并对模型进行显著性检验。优化得到的最

佳培养基组成为：狑（小麦）２４％、狑（大豆粉）１２％、

８目颗粒玉米６４％，其中发酵基料中大豆粉含量对

灵芝粗多糖产生量的影响最大，玉米颗粒度次之，小

麦含量的影响不显著。验证试验测得菌质中狑（灵

芝粗多糖）达到３．２７％，达到了回归模型预测的理

论预测值的９８．６％。由此可见，利用响应面法对灵

芝固体发酵培养基进行优化切实可行。

对灵芝发酵粉成分测定发现，通过发酵不但增

加了产品的功能性成分灵芝粗多糖等，还有效降解

了基质中的淀粉和粗脂肪（淀粉减少４３．２７％，粗脂

肪降低９．７６％），提高了还原糖、氨基酸、蛋白质、维

生素Ｂ１ 的质量分数（还原糖增加了６８４％，蛋白质

增加了３５．９４％，维生素Ｂ１ 提高了１６７％）。灵芝菌

发酵后，基料中狑（氨基酸）增加了７％。８种人体必

需氨基酸除赖氨酸变化不大外，其余７种都有一定

的增加。通过发酵原料的合理搭配，不仅增加了产

品的功能性成分含量，还提高了其消化吸收率和营

养价值。
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