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摘 要:以中华散尾鬼笔为对象,以菌丝生物量为指标,通过单因素试验筛选了接种量、pH、温度、
装液量等4种非营养因子对中华散尾鬼笔液体发酵的影响,优化了培养条件,并测定了中华散尾鬼

笔正丁醇提取物水溶液对绿豆的他感作用及对斑马鱼的急性毒性。结果表明,中华散尾鬼笔液体

发酵的优化培养条件为:培养温度25℃、pH中性、接种菌饼3片、装液量220
 

mL·瓶-1,在此培养

条件下,中华散尾鬼笔菌丝干重为0.66
 

g,较未优化之前增加了1倍。同时,中华散尾鬼笔正丁醇

提取物水溶液对绿豆种子的发芽和胚轴芽的伸长均产生抑制效果,且随着提取物浓度的升高,绿豆

发芽率和胚轴芽长均趋于下降,抑芽率显著升高(P<0.05);对斑马鱼的急性毒性试验结果表明,
中华散尾鬼笔正丁醇提取物水溶液对斑马鱼96

 

h的致死中浓度LC50 为426.54
 

mg·L-1,属于低

毒。研究为中华散尾鬼笔的进一步研究和利用提供了参考和依据,为其作为微生物源农药提供了

可能。
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Abstract:Taking
 

Lysurus
 

mokusin
 

as
 

the
 

research
 

object
 

and
 

using
 

the
 

mycelial
 

biomass
 

as
 

an
 

indicator,the
 

effects
 

of
 

inoculum
 

size,pH,temperature
 

and
 

liquid
 

volume
 

on
 

the
 

liquid
 

fermentation
 

were
 

screened
 

by
 

single
 

factor
 

test,and
 

the
 

culture
 

conditions
 

were
 

optimized.Then
 

the
 

allelopathic
 

effect
 

of
 

L.mokusin
 

n-
butanol

 

extract
 

on
 

mung
 

bean
 

and
 

its
 

acute
 

toxicity
 

to
 

zebrafish
 

were
 

determined.The
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

optimal
 

culture
 

conditions
 

for
 

L.mokusin
 

liquid
 

fermentation
 

were
 

as
 

followings:culture
 

temperature:

25℃,pH:7,number
 

of
 

inoculum
 

fungus
 

plugs:3,and
 

liquid
 

volume:220
 

mL
 

per
 

bottle.Under
 

these
 

culture
 

conditions,the
 

dry
 

weight
 

of
 

biomass
 

was
 

0.66
 

g,which
 

was
 

doubled
 

compared
 

with
 

that
 

before
 

optimiza-
tion.The

 

n-butanol
 

extract
 

of
 

L.mokusin
 

hadpresented
 

inhibitory
 

effects
 

on
 

the
 

germination
 

of
 

mung
 

bean
 

seeds
 

and
 

the
 

growth
 

of
 

bean
 

sprouts.The
 

inhibitory
 

effects
 

increased
 

with
 

the
 

increase
 

of
 

concentration.
The

 

acute
 

toxicity
 

test
 

on
 

zebrafish
 

showed
 

that
 

the
 

LC50 of
 

the
 

extract
 

to
 

the
 

zebrafish
 

at
 

96
 

h
 

was
 

426.54
 

mg/L,belonging
 

to
 

low
 

toxicity.The
 

results
 

of
 

this
 

study
 

would
 

provide
 

references
 

for
 

the
 

further
 

research
 

and
 

utilization
 

of
 

L.mokusin,as
 

a
 

microbial
 

source
 

fungicide.
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  中华散尾鬼笔(Lysurus
 

mokusin)隶属真菌界

担子菌亚门(Basidiomycotina)、腹菌纲(Gasteromy-
cetes)、鬼笔目(Phallaes)、笼头菌科(Clathraceae)、
散尾鬼笔属(Lysurus)[1-2],子实体为五棱柱形,因此

又被称为五棱散尾鬼笔和棱柱散尾鬼笔,子实体顶

端裂片内侧有暗褐色黏液孢体,气味恶臭。目前,已
有研究证明中华散尾鬼笔提取物具有良好的杀虫抑

菌活性,且固体培养基的配方和培养条件已基本明

确[3],但对中华散尾鬼笔液体培养条件的优化还没

未见报道。贺新生等[4]采用大麦芽液体培养基对中

华散尾鬼笔进行了液体培养,并用水蒸气蒸馏法提

取了菌丝体抗菌活性物质,但其菌丝体产量很低,培
养14~21

 

d后产量仅有100~120
 

mg·100
 

mL-1,
污染比率较高。此后,王瑞琦等[5]通过在马铃薯葡

萄糖液体培养基中添加多种无机盐离子,得到了有

利于中华散尾鬼笔生长的加富培养基,大幅提升了

中华散尾鬼笔的培养效率,且经此方法获得的液体

发酵液表现出良好的抑菌效果。
在生物源农药的开发研究过程中,生物活性物

质以及次生代谢产物相互组合而产生新的农药,对
生态坏境友好,且可避免人工合成带来的繁杂工

序[6]。他感作用的研究,可以增进生物安全性的研

究,在实际的研究中,有关绿豆、小麦、水稻、菊科植

物的化感作用很多[7-8]。同时,作为试验模型的鱼类

毒性试验有助于评估农药对水生生物的潜在毒性,
从而可以尽早确定药物污染物的影响[9]。用于水生

生物毒性的评价的鱼类很多[10],斑马鱼(Danio
 

re-
rio)因其对环境的敏感性较高和易于维护和饲养的

特点,常被作为毒性研究的模型生物。
本研究在前期研究基础之上,以菌丝生物量为

指标,通过单因素试验筛选非营养因子(包括:接种

量、pH、温度、装液量)等4种非营养因子对中华散

尾鬼笔液体深层发酵的影响,优化了培养条件,并测

定了中华散尾鬼笔正丁醇提取物水溶液对绿豆的他

感作用及对斑马鱼的急性毒性,旨在为中华散尾鬼

笔的进一步研究和开发利用提供参考和依据,为其

作为微生物源农药提供可能。

1 材料与方法

1.1 供试菌株及活化

中华散尾鬼笔菌种由东北林业大学森林保护学

省重点实验室保藏于4℃,参考前期研究进行菌株

的活化及固体培养[3]。

1.2 液体培养基配制

液体培养基配方为:马铃薯200
 

g·L-1、葡萄

糖20
 

g·L-1、KH2PO4 2
 

g·L-1、MgSO4 1
 

g·

L-1、蛋白胨3
 

g·L-1、VB1 0.05
 

g·L-1、蒸馏水,调
节pH后,121℃、100

 

kPa灭菌20
 

min后冷却备用。

1.3 中华散尾鬼笔液体深层发酵条件的优化

1.3.1 培养温度 设5个摇床培养温度梯度,分别

设置为:19℃、22℃、25℃、28℃、31℃,每个梯度设置

3个重复。分别接种2片菌饼至装有200
 

mL液体

培养基(pH=5)的三角摇瓶中。将已接种好的液体

培养置于不同培养温度的恒温摇床中,160
 

r·

min-1 振荡培养14
 

d。14
 

d后用绢布过滤得菌丝

体,45℃恒 温 烘 干 至 恒 重,分 析 天 平 称 重,并 记

录[11-12]。

1.3.2 培养基pH 依据中华散尾鬼笔液体培养

基的配制方法,设置5个pH 梯度,分别为:3、5、7、

9、11,每个梯度设置3个重复。将已接种好的液体

培养置于25℃,160
 

r·min-1 恒温摇床振荡培养

14
 

d。称重如1.3.1所述。

1.3.3 接种量 控制变量为接种量,设5个接种量

梯度,分别为:1、2、3、4、5片,每个梯度设置3个重

复。接种相应片数的菌饼至装有200
 

mL液体培养

基(pH=7)的三角摇瓶中。培养条件与称重如

1.3.2所述。

1.3.4 摇瓶装液量 设5个摇瓶装液量梯度,分别

为:80、120、160、200、240
 

mL·瓶-1,每个梯度设置

3个重复[13]。分别接种3片菌饼至具有不同装液量

(pH=7)的三角摇瓶中。培养条件与称重如1.3.2
所述。

1.4 中华散尾鬼笔提取物的制备

依据1.3得到的中华散尾鬼笔液体发酵优化条

件进行培养,14
 

d后用绢布滤去菌丝体,得中华散

尾鬼笔培养液。将培养液与正丁醇按1∶3料液比

混合进行振荡提取,得到正丁醇提取液,旋转蒸发浓

缩至稠膏状后,45℃烘干至恒重[14],得中华散尾鬼

笔正丁醇提取物,4℃避光密封保存,使用时用无菌

水进行溶液。

1.5 中华散尾鬼笔提取物的生物安全性测定

1.5.1 提取物对绿豆的他感作用研究 挑选健康、
大小均匀的绿豆,用75%乙醇进行表面消毒。消毒

后,用无菌水冲洗3次,最后用灭菌滤纸吸干表面水

分。将绿豆在不同浓度的中华散尾鬼笔提取物水溶

液中浸泡4
 

h,使其充分吸胀。处理组中华散尾鬼

笔提取物水溶液的浓度分别为8、16、32、64、128、

256
 

mg·mL-1,对照组为无菌水。在培养皿底面

放入用等浓度提取物药液或无菌水浸湿的无菌滤

纸,单个培养皿放入10颗绿豆,每个处理重复3次,
用保鲜膜将培养皿密封包好,放在28℃培养箱中黑

暗培养[15]。培养期间,每24
 

h换气,并补充提取
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物。培养24
 

h时计算发芽率,以胚根突破种皮为

界,计算公式为:发芽率/%=发芽种子数/供试种子

数×100。继续培养,待72
 

h时测量相应绿豆的胚

轴芽长,计算抑芽率:抑芽率/%=(对照胚轴芽长平

均值-处理胚轴芽长平均值)/对照胚轴芽长平均值

×100。

1.5.2 提取物对斑马鱼急性毒性研究 参考魏勇

超等[16]的方法进行预试验。将中华散尾鬼笔提取

物配制成5个浓度梯度:0.1、1.0、10、100、1
 

000
 

mg
·L-1,每个梯度设置3个重复。2

 

h后开始观察,
观察48

 

h,记录斑马鱼中毒反应及死亡数量。试验

结束后,求得使斑马鱼刚刚死亡、10%死亡和90%
以上死亡的药液浓度,得到药液浓度范围。

正式试验:依据预试验结果,以LC10(1
 

000
 

mg
·L-1)及LC90(100

 

mg·L-1)作为浓度区间上限

和下限,按几何级数梯度共设置5个浓度梯度(100、

178、316、562、1
 

000
 

mg·L-1)和1个清水对照组,
试验采用“半静态法”,每24

 

h更换1次药液试

验[17]。每组10尾,设3个重复。选用玻璃缸作为

容器,鱼的容积负载率不超过1
 

g·L-1,光照12~
16

 

h,21℃~25℃,于试验开始2
 

h后进行观察,及
时清除死鱼,并记录6、12、24、48、72、96

 

h的斑马鱼

死亡情况[18]。

1.6 统计方法

用Excel
 

2013软件进行后期数据的处理与分

析,SPSS
 

20.0软件进行Probit分析以及单因素方

差(ANOVA)分析[19]。

2 结果与分析

2.1 中华散尾鬼笔液体发酵最佳条件的优化

2.1.1 培养温度 中华散尾鬼笔菌丝的生长随着

培养温度的变化,呈现先上升后下降的趋势(图1)。
当温度<18℃时,生长受到抑制;温度上升至25℃
时长势最好,菌丝干重为0.3

 

g·200
 

mL-1,当温度

>28℃时,菌丝量下降。由此可见,中华散尾鬼笔液

体发酵的最适温度为25℃。

2.1.2 培养基pH 在不同pH下培养的中华散尾

鬼笔菌丝干重呈现先上升、后下降的趋势(图2),

pH为5~7时,获得的菌丝量相对最多,菌丝干重

最高(pH=7)可达0.38
 

g·200
 

mL-1,且与强酸强

碱条件下均差异显著(P<0.05);当pH>9时,菌
丝量急剧下降,趋于不生长。由此可见,弱酸性至中

性培养条件更适于中华散尾鬼笔菌丝生长。

2.1.3 接种量 随着接种的菌饼片数的增加,菌丝

干重先上升后基本处于稳定(图3)。接种菌饼片数

为3片时,菌丝干重为0.39
 

g·200
 

mL-1,且接种

中华散尾鬼笔菌饼片数为3、4、5的菌丝干重差异不

显著(P>0.05)。由此可见,当培养基体积为200
 

mL时,接种3片菌饼最适生长。

图1 不同培养温度对菌丝干重的影响

Fig.1 Effect
 

of
 

temperature
 

on
 

the
 

dry
 

weight
 

of
 

the
 

mycelium

图2 不同培养基pH对菌丝干重的影响

Fig.2 Effect
 

of
 

pH
 

on
 

the
 

dry
 

weight
 

of
 

mycelium

图3 不同接种量对菌丝干重的影响

Fig.3 Effect
 

of
 

inoculation
 

of
 

dry
 

weight
 

of
 

mycelium

2.1.4 摇瓶装液量 摇瓶装液量也影响菌丝的生

长,菌丝干重随装液量的增加,呈现先上升后下降的

趋势(图4)。其中,装液量为220
 

mL时获得的菌丝

最多,干重可达0.66
 

g,约为装液量180
 

mL时菌丝

干重的2倍,但与装液量260
 

mL差异并不显著

(P>0.05)。
2.2 中华散尾鬼笔提取物对绿豆的他感作用

经中华散尾鬼笔提取物处理24
 

h后,绿豆种子

的发芽率随提取浓度的升高而降低(表1)。当中华

散尾鬼笔提取物浓度<32
 

mg·mL-1 时,绿豆种子
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的发芽率稳定在100%,并未受到影响;当提取物浓

度达128
 

mg·mL-1 时,55%的种子发芽进程被抑

制;当提取物浓度为256
 

mg·mL-1 时,绿豆种子

的发芽率仅为30%。72
 

h时,经中华散尾鬼笔提取

物处理的绿豆胚轴芽长<对照,提取物持续作用抑

制豆芽生长(图5)。随着提取物浓度的升高,抑芽

率也随之升高。当提取物浓度为32
 

mg·mL-1

时,胚轴芽长为35.47
 

mm,抑芽率可达44.49%;提
取物 浓 度 为 256

 

mg· mL-1 时,抑 芽 率 可 达

98.70%。

图4 不同装液量对菌丝干重的影响

Fig.4 Effect
 

of
 

liquid
 

volume
 

of
 

dry
 

weight
 

of
 

mycelium

图5 提取物对绿豆胚轴芽长和抑芽率的影响

Fig.5 Effects
 

of
 

n-propanol
 

extract
 

of
 

L.mokusin
 

on
 

the
 

growth
 

and
 

inhibition
 

rate
 

of
 

Vigna
 

radiata

表1 中华散尾鬼笔提取物不同浓度处理下的

绿豆种子发芽率

Table
 

1 Germination
 

rate
 

of
 

Vigna
 

radiata
 

seeds
 

under
 

different
 

concentrations
 

of
 

n-propanol
 

extract
 

of
 

L.mokusin

浓度

/(mg·mL-1)
CK 8 16 32 64 128 256

发芽率/% 100 100 100 100 85 55 30

2.3 对斑马鱼急性毒性试验

中华散尾鬼笔提取物药液对斑马鱼的毒性试验

可以观察到,供试斑马鱼在接触较高浓度的提取物

药液初期表现兴奋,游动速度显著加快,随着与药液

接触时间的增加,斑马鱼开始对外界刺激反应迟钝,

伴随着身体倾斜失衡,几乎停滞在水中;最后,斑马

鱼无可见运动,用玻璃棒轻触其尾部无反应,待其完

全死亡时身体浮于水面,部分死亡斑马鱼出现脊柱

弯曲、腮部充血且鱼肚皮变白的症状。
中华散尾鬼笔正丁醇提取物水溶液对斑马鱼的

毒力与浓度呈正相关(表2)。其中,当中华散尾鬼

笔提取物药液质量浓度达1
 

000
 

mg·L-1 时,斑马

鱼的校正死亡率达到100%;药液质量浓度为100
 

mg·L-1 时,药液对斑马鱼的毒性较低,其处理的

校正死亡率只有2.38%。Probit分析结果结果见表

3,中华散尾鬼笔提取物药液对斑马鱼的致死中浓度

LC50 为426.54
 

mg·L-1,提取物药液浓度对数与校

正死亡率数值呈现线性相关,其回归方程为Y=
3.835X-10.091,95%的 置 信 区 间 为367.354~
501.128

 

mg·L-1。
根据我国水生生物农药毒性的分级标准[18],中

华散尾鬼笔提取物对斑马鱼的LC50=426.54
 

mg·

L-1,属低毒。
表2 中华散尾鬼笔提取物对斑马鱼的急性毒性

试验数据统计

Table
 

2 Results
 

of
 

acute
 

toxicity
 

test
 

data
 

of
 

n-propanol
 

extract
 

of
  

L.mokusin
 

on
 

Danio
 

rerio

质量浓度
/(mg·
L-1)

试验
鱼数量
/条

累计
死亡数
/条

死亡率
/%

校正
死亡率
/%

平均
死亡率
/%

平均校正
死亡率
/%

1000 10 10 100 100 100 100

10 10 100 100

10 10 100 100

562 10 6 60 57.14 60 57.14

10 6 60 57.14

10 6 60 57.14

316 10 3 30 25.00 30 24.82

10 2 20 14.28

10 4 40 35.71

178 10 2 20 14.28 16.67 10.71

10 1 10 3.57

10 2 20 14.28

100 10 0 0 0 6.67 2.38

10 1 10 3.57

10 1 10 3.57
对照 10 1 10 6.67 - -

10 1 10

10 0 0

表3 中华散尾鬼笔提取物对斑马鱼的96
 

h急性毒性

Table
 

3 Acute
 

toxicity
 

of
 

n-propanol
 

extract
 

of
 

L.mokusin
 

to
 

Danio
 

rerio
 

at
 

96
 

h

时间 毒力回归方程 R2
LC50

/(mg·L-1)
95%置信区间

/(mg·L-1)

96
 

h Y=3.835X-10.091 0.982 426.54 367.354~501.128
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3 结论与讨论

中华散尾鬼笔分布地区广泛[20],近年来,对于

中华 散 尾 鬼 笔 的 研 究 日 渐 增 多,包 括 形 态 学 研

究[21]、分类学研究[22]、活性物质的提取优化研究[23]

以及生物活性研究[24]等。为了获得高质量的发酵

液,在以往研究的基础上,本研究筛选了接种量、

pH、温度、装液量等非营养因子对中华散尾鬼笔液

体深层发酵的影响,优化了液体培养条件,并测定了

中华散尾鬼笔提取物对绿豆他感作用及对斑马鱼的

急性毒性。
王旭彤等[25]研究发现最适宜大球盖菇(Stro-

pharia
 

rugoso-annulata)液体种最佳培养条件为转

速140
 

r·min-1,接种量8%,培养时间12
 

d,pH自

然;韩冰等[26]对香菇液体深层发酵优化进行了研

究,结果表明接种量4片菌饼,25℃培养,摇床转速

150
 

r·min-1 培养8
 

d时生长最为适宜;陈蒙蒙[27]

对3种野生食药用真菌的驯化和培养特性进行了研

究,发现马铃薯葡萄糖培养液适合作为粉托鬼笔

(Phallus
 

hadrian)的 种 子 培 养 液,条 件 为 温 度

26℃、转速150
 

r·min-1 时适合放罐。不同微生物

对液体培养条件的要求不同,因此本研究针对中华

散尾鬼笔实验室阶段的液体发表培养,依照培养温

度、pH、接种量、装液量4个条件逐步进行优化,最
终的优化培养条件为:培养温度25℃、pH 中性、接
种菌饼3片、装液量220

 

mL·瓶-1。当温度<
18℃,菌丝生长缓慢,温度>28℃,菌丝产量显著下

降(P<0.05);当培养液pH为弱酸到中性时,菌丝

生长较好,pH>9时,菌丝几乎不生长,这是因为大

多数酶促反应最适pH为4~8,pH太高影响了菌

丝体的正常酶促反应,碱性条件下细胞膜的阴离子

通行受到阻碍,且金属离子有可能在碱性条件下形

成不可溶复合物,不利于菌丝生长;装液量在180~
220

 

mL·瓶-1,随着装液量增加,菌丝干重也随之

增加,当装液量>220
 

mL·瓶-1 时,菌丝生长量出

现下降,虽然摇瓶中的营养物质含量增多,但装液量

过多造成培养液与空气的接触面积变小,培养液溶

氧率下降,影响菌丝的生长。综上所述,最终优化条

件培养的菌丝干重达到0.66
 

g是未优化之前0.3
 

g
产量的2倍,菌丝生长量明显提高。

由之前中华散尾鬼笔提取物对灰葡萄孢菌的抑

菌机制研究可以知道,提取物对灰葡萄孢菌的细胞

壁、细胞膜、细胞正常代谢具有一定的影响作用[28]。
在此基础上,选取绿豆种子和斑马鱼,对中华散尾鬼

笔提取物的生物安全性进行了测定。微生物本身或

其次生代谢产物可能对绿豆种子的发芽和豆芽的生

长有促进或者抑制作用。试验结果表明,中华散尾

鬼笔正丁醇提取物水溶液对绿豆种子的发芽和胚轴

芽的伸长均产生抑制效果,且呈现浓度依赖型。当

中华散尾鬼笔正丁醇提取物水溶液的浓度从32
 

mg
·mL-1 增加至256

 

mg·mL-1,绿豆的发芽率从

100%下降至30%,供试药液的抑芽率从44.49%升

高至98.70%。这表明,中华散尾鬼笔正丁醇提取

物水溶液对绿豆种子和豆芽的毒力作用,与提取物

浓度正相关。同时,中华散尾鬼笔正丁醇提取物水

溶液对斑马鱼的急性毒性试验结果表明,提取物对

斑马鱼96
 

h的致死中浓度LC50 为426.54
 

mg·

L-1,属于低毒,为其继续开发研究提供理论基础。
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