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土生空团菌（Cenococcum geophilum Fr. Cg）属子囊菌亚

门 （Ascomycotina）大团囊菌科 （Elaphomycetaceae）空团菌

属 （Cenococcum），主要以菌丝体和菌核结构存在，菌丝黑

色，极少形成有性结构[1]. Cg是自然界最为常见的外生菌根真

菌之一，它的寄主范围非常广泛，几乎与所有已知的外生菌根

植物形成菌根，还能与许多内生菌根植物和草本植物形成菌

根 [2-4]. Cg具有突出的抗旱性和抗贫瘠能力，在含水量低的土

壤中及各种恶劣生境条件下常成为优势种群 [5-6]. 据报道，该

属在全球各地都有分布，我国也有着丰富的Cg资源，不仅在

植被恢复中发挥着巨大作用，也是内蒙古地区具有开发应用

潜力的菌物资源[7]. 

目前，国内外对Cg的研究较多，涉及到形态特征、培养

特性、分布特征、遗传结构、对植物生长影响及对重金属耐

受能力等多个方面[7-14]. 其中，一些学者对不同Cg菌株的生长

速度、最佳生长温度、pH适应范围及耐旱能力进行了研究，

发现从不同地理生境采集到的菌株，其菌丝生长的最佳温度

条件差异极大，而且有较宽的pH值适应范围[7, 10]. 此外，另有

一些研究也发现了Cg存在较高的遗传多样性 [7]，这与Cg不同

菌株培养特性的巨大差异有必然联系. 正是由于Cg的生长受

到诸多因素（温度、酸度、营养物质等）的影响，而且不同菌

株培养特性差异大，到目前为止，Cg菌株的实验室扩繁条件

仍有待进一步研究[10]. 
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因此，深入研 究Cg的营养 生理特 性，对于筛选、快 速

培育优良菌株以及推进菌根生物应用技术具有重要的科学

意义. 前期通过单因素试验研究培养基不同组分对4株Cg生

长的影响，发现C源（葡萄糖+麦芽汁）对CgSO1、CgSB2和 

CgO5的生长影响较大，C源（麦芽汁）对SPOP2的生长影响较

大；N源 （牛肉浸膏）对CgSO1、CgSB2和  CgO5的生长影响

较大，N源（酒石酸铵）对SPOP2的生长影响较大；微量元素

对4株Cg的生长均有影响；无机盐（柠檬酸铁）对CgSO1以及 

SPOP2的生长影响较大，无机盐（MgSO4）对CgSB2的生长影

响较大；维生素B1对CgO5的生长影响较大. 鉴于此，本研究

在单因素试验基础上，采用正交试验对这4株Cg的培养基配

方进行优化，并对正交试验结果进行验证，以期确定适合这

4株Cg的最佳培养基组分，为Cg的大量扩繁提供理论依据. 

1  材料与方法
1.1   供试菌株

CgSO1分离于虎榛子（Ostryopsis davidiana）根围土中

的土生空团菌菌核；CgO5分离于虎榛子菌根组织；CgSB2分

离于白桦（Betula Platyphylla）根围土中的土生空团菌菌核；

SPOP2分离于山杨（Populus davidiana）根围土中的土生空团

菌菌核. 

1.2  试验方法

1.2.1  菌种活化    取出在4  ℃冰箱中保存的菌种，室温下缓

菌1 d，挑取边缘菌丝转接于Pachlewski（简称Pach）培养基 [15]

进行平板培养，长出菌丝后再连续转接2次，25 ℃暗培养25 d

备用. 

1.2.2  固体平板培养    配制Pach固体培养基，灭菌后制作平

板培养基，用无菌打孔器在培养25 d的菌种菌落边缘打取菌

丝块进行接种，放于25 ℃培养箱中暗培养30 d[16]. 

1.2.3  液体摇瓶培养    选择培养25 d活化后的固体菌种，超

净工作台内将固体菌种切成小块接入Pach液体培养基 [15]中，

置于摇床上培养，待菌丝长至旺盛时用组织分散机粉碎后再

次转接入Pach液体培养基中，装液量为100 mL（500 mL三角

瓶），接菌量为10%（w/V），摇床转速为100 r/min，培养温度

为25 ℃. 

各试验培养基灭菌前初始pH值用1 mol/L HCl或1 mol/L 

NaOH调至所需pH值，121 ℃灭菌30 min. 

1.2.4  正交试验设计    在单因素试验结果的基础上，以4株

Cg的单菌落菌丝生物量为依据，采用四因素三水平L9（34）正

交试验设计，对其培养基组分进行优化，每个处理3个重复. 

4株Cg的正交试验设计如表1所示. 

1.2.5  验证试验    菌剂生产常用液体发酵法，因此从固体平

板培养和液体摇瓶培养两个方面对正交试验得到的培养基

最佳水平组合进行验证. 按照上述正交试验得出的适合各菌

株的最佳培养基组合，分别配制固体和液体培养基，分别接

入4菌株. 固体培养30 d后测定单菌落菌丝生物量. 液体培养

每2 d测定一次菌丝生物量，培养30 d，每种Cg均培养45 瓶. 

1.2.6  测量和分析方法    采用干重法测定菌丝生物量[17]. 在

固体平板培养中，将真菌单菌落从培养基中取出，在沸水中

将残留的培养基溶 化、洗 去，蒸馏水冲 洗 数次 后；在80 ℃

恒温条件下烘干至恒重；液体摇瓶培养中，用滤纸过滤发酵

液，将滤出的菌丝用蒸馏水冲洗数次后，在80 ℃恒温条件下

烘干至恒重. 

表1  4株土生空团菌（Cg）正交试验因素及水平
Table 1  Factors and levels of orthogonal tests of the four Cg strains

CgSO1

水平/因素
Level/factor

A: 葡萄糖+麦芽汁浓度
Glucose (m/g) + wort (φ/mL L-1)

B: 牛肉浸膏浓度
Beef extract (ρ/g L-1)

C: 微量元素浓度 
Trace elements (φ/mL L-1)

D: 柠檬酸铁浓度
 Ferric citrate (φ/mL L-1)

1 19.6+49 3.77 0.6 3
2 22.7+53 4.35 0.8 6
3 25.2+63 4.84 1.0 9

CgSB2

水平/因素
Level/factor

A: 葡萄糖+麦芽汁浓度
Glucose (m/g) + wort (φ/mL L-1)

B: 牛肉浸膏浓度
 Beef extract (ρ/g L-1)

C: MgSO4

 (ρ/g L-1)
D: 微量元素浓度 

Trace elements (φ/mL L-1)
1 19+15 2.17 0.6 0.5
2 25+20 2.88 0.8 1.0
3 31+25 3.60 1.0 1.5

CgO5

水平/因素
Level/factor

A: 葡萄糖+麦芽汁浓度
Glucose (m/g) + wort (φ/mL L-1)

B: 牛肉浸膏浓度
Beef extract (ρ/g L-1)

C: 微量元素浓度
Trace elements (φ/mL L-1)

D: 维生素B1浓度
Vitamin B1 (φ/mL L-1)

1 17.0+40 6.52 1.0 1
2 22.7+53 8.70 1.5 5
3 27.5+67 10.87 2.0 10

SPOP2

水平/因素
Level/factor

A: 麦芽汁浓度 
Wort (φ/mL L-1)

B: 酒石酸铵浓度
Ammonium tartrate (ρ/g L-1)

C: 微量元素浓度 
Trace elements (φ/mL L-1)

D: 柠檬酸铁浓度
Ferric citrate (φ/mL L-1)

1 250 1.4 1 1
2 330 1.8 2 3
3 410 2.3 3 6
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2  结果及分析
2.1	 各因素对土生空团菌生长速率的影响顺序和优化

水平组合

以Cg菌丝体干生物量为评价指标进行极差分析，从分

析结果可以看出各因素对菌丝干生物量影响由大到小的顺

序和培养基最佳水平组合. 

由表 2的 试 验 结果 分析中可以看出，影 响 CgSO1生长

因素的主次顺序为B>A>D>C，CgSO1的最佳培养基组合为

A2B2C2D2，即每L培养基营养成分含量为：葡萄糖22.7 g，麦芽汁

53 mL，牛肉浸膏4.35 g，1%的柠檬酸铁6 mL，微量元素0.8 mL. 

由表 3的 试 验 结果 分析中可以看出，影 响 CgSB2生长

表2  CgSO1正交试验结果及分析
Table 2  Results and analysis of orthogonal test of CgSO1

试验号
Experiment No.

因素 Factor 生物量 
BiomassA B C D

1 1 1 1 1 0.0567
2 1 2 2 2 0.0622
3 1 3 3 3 0.0544
4 2 1 2 3 0.0622
5 2 2 3 1 0.0631
6 2 3 1 2 0.0619
7 3 1 3 2 0.0566
8 3 2 1 3 0.0571
9 3 3 2 1 0.0555
K1 0.1723 0.1765 0.1757 0.1753
K2 0.1882 0.1824 0.1799 0.1807
K3 0.1692 0.1708 0.1741 0.1737
k1 0.0574 0.0588 0.0587 0.0584
k2 0.0627 0.0608 0.0599 0.0602
k3 0.0564 0.0536 0.0580 0.0579

极差 R 0.0063 0.0072 0.0019 0.0023
主次顺序 P r i m a r y 
and secondary order B>A>D>C

最优组合 Optimum 
combination A2 B2 C2 D2

表3  CgSB2正交试验结果及分析
Table 3  Results and analysis of orthogonal test of CgSB2

试验号
Experiment No.

因素 Factor 生物量 
BiomassA B C D

1 1 1 1 1 0.0685
2 1 2 2 2 0.0802
3 1 3 3 3 0.0775
4 2 1 2 3 0.0747
5 2 2 3 1 0.0821
6 2 3 1 2 0.0803
7 3 1 3 2 0.0851
8 3 2 1 3 0.0833
9 3 3 2 1 0.0812
K1 0.2262 0.2283 0.2321 0.2329
K2 0.2371 0.2456 0.2361 0.2456
K3 0.2506 0.2400 0.2457 0.2355
k1 0.0754 0.0761 0.0774 0.0776
k2 0.0790 0.0819 0.0787 0.0819
k3 0.0835 0.0800 0.0819 0.0785

极差R 0.0081 0.0058 0.0045 0.0043
主次顺序 P r i m a r y 
and secondary order A>B>C>D

最优组合 Optimum 
combination A3B2C3D2

因素的主次 顺序为A>B>C>D，CgSB2的最佳培养基组合为

A3B2C3D2，即每L培养基营养成分含量为：葡萄糖31 g，麦芽

汁25 mL，牛肉浸膏2.88 g，MgSO4 1 g，微量元素1 mL. 

由表 4的 试 验 结 果 分 析 中可以 看出，影 响 CgO5生长

因素的主次 顺序为A>B>C>D，CgO5的最佳培养基组合为

A3B2C2D2，即每L培养基营养成分含量为：葡萄糖27.5 g，麦

芽汁67 mL，牛肉浸膏8.7 g，微量元素2 mL，VB15 mL. 

由表 5的 试 验 结果 分析中可以看出，影响 SPOP2生长

表4  CgO5正交试验结果及分析
Table 4  Results and analysis of orthogonal test of CgO5

试验号
Experiment No.

因素 Factor 生物量 
BiomassA B C D

1 1 1 1 1 0.0907
2 1 2 2 2 0.0959
3 1 3 3 3 0.0853
4 2 1 2 3 0.0949
5 2 2 3 1 0.0955
6 2 3 1 2 0.0905
7 3 1 3 2 0.0986
8 3 2 1 3 0.0979
9 3 3 2 1 0.0963
K1 0.2719 0.2841 0.2791 0.2825
K2 0.2801 0.2893 0.2871 0.2849
K3 0.2927 0.2721 0.2793 0.2781
k1 0.0906 0.0947 0.0930 0.0942
k2 0.0934 0.0964 0.0957 0.0950
k3 0.0976 0.0907 0.0931 0.0927

极差R 0.0070 0.0057 0.0027 0.0023
主次顺序 Primary 
and secondary order A>B>C>D

最优组合 Optimum 
combination A3 B2 C2D2

表5  SPOP2正交试验结果及分析
Table 5  Results and analysis of orthogonal test of SPOP2

试验号
Experiment No.

因素 Factor 生物量 
BiomassA B C D

1 1 1 1 1 0.0461
2 1 2 2 2 0.0534
3 1 3 3 3 0.0539
4 2 1 2 3 0.0566
5 2 2 3 1 0.0553
6 2 3 1 2 0.0558
7 3 1 3 2 0.0653
8 3 2 1 3 0.0634
9 3 3 2 1 0.0625
K1 0.1533 0.1679 0.1652 0.1638

K2 0.1777 0.1721 0.1725 0.1745

K3 0.1912 0.1722 0.1745 0.1739

k1 0.0511 0.0559 0.0551 0.0546

k2 0.0592 0.0574 0.0575 0.0582

k3 0.0637 0.0574 0.0582 0.0580

极差R 0.0126 0.0015 0.0031 0.0036

主次顺序 Pr imar y 
and secondary order A>D>C>B

最优组合 Optimum 
combination A3 B3 C3 D2
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因素的主次 顺序为A>D>C>B，SPOP2的最佳培养基组合为

A3B3C3D2，即每L培养基营养成分含量为：麦芽汁410 mL，酒

石酸铵2.3 g，微量元素3 mL，柠檬酸铁3 mL. 

2.2  土生空团菌在最优水平组合培养基中生长情况

验证试验结果（表6）表明，培养基经正交试验优化后，

4株菌株的菌丝产量均有很大提高. 其中在固体平板验证试

验中，培养30 d 后CgSO1、CgSB2、CgO5和SPOP2单菌落菌丝

生物量分别达到了0.064 3、0.085 3、0.098 5和0.065 9 g；在液

体摇瓶验 证试验中，CgSO1、CgSB2、CgO5和SPOP2菌丝产

量趋于稳定的培养时间分别为14、20、16和14 d，分别达到了

13.2、12.4、18.9和15.1 g/L（图1）. 

表6  四菌株在最优水平组合培养基中生长的菌丝生物量
Table 6  Mycelial biomass of the four Cg strains in the optimal 

culture medium

菌株 
Strain

试验条件 
Test condition

单菌落生物量 
Biomass of single 

colony (m/g)

液体摇瓶生物量 
Biomass of liquid 

shake flask (ρ/g L-1)

CgSO1 A2B2C2D2 0.064 3 13.2
CgSB2 A3B2C3D2 0.085 3 12.4
CgO5 A3B2C2D2 0.098 9 18.9

SPOP2 A3B3C3D2 0.065 9 15.1

3  结论与讨论
Cg分布地域以及对生境适应性极其广泛，而且宿主包含

了几乎所有能够形成外生菌根的植物，因此，不同Cg对营养

需求也不尽相同. 本研究结果表明，不同来源的4株Cg菌株

在营养生理 及培养基组分上存在一定差异. 4个菌株的最适

碳源、氮源、微量元素、无机盐以及维生素等因素的种类及

浓度不尽相同. C源物质是组成培养基的主要成分之一. 微生

物细胞含碳量约占干重的50%，因此，除水分外，C源是需要

量最大的营养物质. C源为细胞提供能源，组成菌体细胞成

分的碳架，是微生物生命活动能量的来源，也是微生物各种

生命活动的物质基础. 本试验中Cg对混合C源（葡萄糖+麦芽

汁）和麦芽汁有较好的利用，但对单一的C源如葡萄糖、蔗糖

利用较差. 其中Cg菌丝在有麦芽汁存在的情况下生长较好，

说明Cg不仅能很好地分解利用其中的碳水化合物，而且这些

物质中的维生素、生物素以及金属离子等微生物必需的生长

因子也是Cg生长过程中不可缺少的. N源是构成重要生命物

质蛋白质和核酸等的主要元素，N占微生物细胞干重的12%-

15%，因此，它与C源同样是微生物的主要营养物. 本试验中

供试的4株Cg菌株在所选N源中对牛肉浸膏和酒石酸铵的利

用最好. 无机盐是微生物生长所不可缺少的营养物质，其主

要功能是：构成细胞的组成成分；参与酶的组成；作为酶的

激活剂；调节细胞渗透压，pH值和氧化还原电位；作为某些

自氧微生物的能源和无氧呼吸时的氢受体. 不同种微生物所

需的无机元素浓度有时差别很大. 微量元素往往参与酶蛋白

的组成或者作为酶的激活剂，如铜是多酚氧化酶和抗坏血

酸氧化酶的成分，锌是乙醇脱氢酶和乳酸脱氢酶的活性基，

钴参与维生素B12的组成，钼参与硝酸还原酶和固氮酶的组

成，锰是多种酶的激活剂，有时可以代替Mg2+起激活剂作用. 

宝秋利等通过测量固体培养基中菌落直径对Cg菌丝体

纯培养条件进行了初步研究 [10]，而菌剂生产常用液体发酵

法，故本研究通过固体平板试验确定了4株Cg的最佳培养基

组分，并采用液体摇瓶试验对其结果进行了验证. 验证试验

结果表明，固体平板试验优化得出的最佳培养基组合同样适

用于液体培养. 固体平板培养方便快速，占空间小，成本低，

效率高，与液体培养相比有较大优势，因此，用固体培养代

图1  验证试验中CgSO1（A）、CgSB2（B）、CgO5（C）和SPOP2（D）的生长曲线
Fig. 1  The growth curves of CgSO1 (A), CgSB2 (B), CgO5 (C) and SPOP2 (D) in the confirmatory test
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替液体培养对培养基进行优化是一种合理可行的途径. 

在优化 后的液体 培养基中，4株 Cg的菌丝产量均达 到

了12.0 g/L以上，而李敏等对外生菌根真菌褐环乳牛肝菌（ 

Suillus luteus）发酵的营养条件进行优化后，最终菌体量达12. 

0 g/ L[15]，故本试验优化后培养基也已达到了菌丝液体发酵

生产的要求，从而解决Cg大量扩繁这一难题，突破Cg应用技

术的瓶颈，为菌剂的制作提供实验依据，并为Cg在内蒙古山

地菌根化育苗及造林技术的应用提供重要的理论依据. 优化

后4个菌株产量较优化前有了显著的提高，但本研究是在实

验室平板和摇瓶条件下进行，要实现产业化开发，还需进行

发酵罐条件下的放大试验及相关剂型的开发研究，目前有关

工作正在进行中. 
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