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摘  要  桑黄是我国传统名贵的药用真菌，在分类学上是锈革孔菌科（Hymenochaetaceae）几种药用真菌的总称. 从北

京延庆区四海镇黑汉岭采集到一株桑黄子实体，经分离纯化获得纯培养（编号SS）. 进一步开展其分类鉴定、最适培

养条件和液体发酵产物活性研究. 根据ITS鉴定，确定SS菌株属于锈革孔菌科针层孔菌属（Phellinus），与苹果木层孔

菌（Phellinus tuberculosus）的相似性为95%；结合子实体、菌丝特征和寄主植物类型，确定SS菌株为苹果木层孔菌. SS
菌株菌丝体最适培养条件研究表明，其最适碳源为葡萄糖，最适氮源为黄豆粉，最适C/N比为20/1，最适生长因子为

维生素C，最适温度为28 ℃，最适pH为7.0. 以马铃薯葡萄糖液体（PD）培养基、10%接种量、28 ℃、150 r/min培养7 d，

发酵液中多糖含量为176.71 mg/L，黄酮含量为0.11 mg/L，抗氧化活性为7.82 mol/L（FeSO4），未检测到多酚的存在. 

本研究从野外获取新的桑黄药用资源，其生物学特性结果可为野生药用真菌的人工驯化和开发利用提供理论依据. 

（图2 表6 参36）
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Abstract   Sanghuang is a famous traditional Chinese medicinal fungus and a generic term of medicinal mushroom species 
taxonomically belonging to the family Hymenochaetaceae. In the present study, fruiting bodies of a wild Sanghuang species 
were collected from the Heihan Mountain, Sihai Town, Yanqing District, Beijing. Pure culture strain was obtained and 
numbered as SS. We then studied its classification, optimum culture conditions, and bioactivities of fermentation broth. 
Morphology and ITS identification showed it as a polypores fungus of genus Phellinus and family Hymenochaetaceae. Strain 
SS manifested high sequence similarity of 95% with Phellinus tuberculosus based on ITS identification, and was further 
classified as P. tuberculosus based on its morphological characteristics of fruiting bodies, mycelia, and the host plant. Culture 
conditions study showed the optimum condition for the mycelia growth included glucose as the carbon source, soybean powder 
as the nitrogen source, the C/N rate of 20/1, growth factor as Vitamin C, temperature as 28 °C, and pH as 7.0. After incubation 
in potato dextrose (PD) medium, 10% inoculation amount, 28 °C and 150 r/min for 7 d in the shaking flask, fermentation broth 
of strain SS was harvested. Crude polysaccharides and flavonoids of fermentation broth were evaluated to be 176.71 mg/L and 
0.11 mg/L, respectively. Total antioxidant activity was 7.82 mol/L (FeSO4). Polyphenol was not found in the fermentation broth. 
It suggested that the newly obtained fungal species demonstrates potential application in medicine industry. It is an important 
reference for further artificial domestic cultivation and applications of the medicinal mushroom resources.
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桑黄，又称为桑耳、桑臣、桑黄菇、树鸡、胡孙眼等，是
我国传统的药用真菌，属于一类硬质多孔菌. “桑黄”一词
最早出现于唐初藤权所著《药性论》中，而后又被记载于唐

代苏敬《新修本草》、明代李时珍《本草纲目》等药典中[1-2]. 
桑黄作为一种珍贵的药用真菌，有“森 林黄金”之美称，中
医认为桑黄能“利五脏、软坚、排毒、止血、活血、胃止泻”. 
《中药大辞典》记载，子实体入药，用于治疗痢疾、盗汗、闭

经等 疾病. 《神农本 草经》描述“久服轻 身不老延年”[2-4]. 
1968年，日本学者首次报道Phellinus linteus热水萃取液对小

鼠S180肉瘤抑制率为96.7% [5].  随后，越来越多国家的科研
工作者致力于“桑黄”的药理作用研究，现代药理学研究表

明，桑黄抗肿瘤、抗氧化、免疫调节等功能[6-8]. 
桑 黄 在 分 类 学上 隶 属 于 真 菌 界（F u n g i）担 子 菌 门

（Basidiomycota）伞菌纲（Agar icomycetes）锈革孔菌目
（Hymenochaetales）锈革孔菌科（Hymenochaetaceae），但在
种属划分上一直来存在争议. 在中国及东南亚地区，过去一
般认为“桑黄”的学名为Phellinus linteus (Berk. et Curt.) Teng
（裂蹄木层孔菌）[1, 9]. 刘波在1974年《中国药用真菌》（1版）
中指出，真桑黄的学名是 Phellinus igniarius，中文名称“火
木层孔菌”；而在1978年版的第2版中，他接受日本学者的观
点，认为真桑黄是Pyropolyporus yucatanensis，是P. linteus的
同物异名. 近年来，随着分子生物学手段的不断进步，基于
形态学和分 子标签（如ITS序列）的研究方法，人们对桑黄

类多孔菌的分类有了进一步认识 [7, 10-11]. 戴玉成教授通过研
究将Phellinus属的20个种整合为一个亚属Fuhifomes，又通过
比较P. linteus和P. baumii的标本，确定Phellinus baumii才是
传统中药“桑黄”的拉丁学名. 一些原本属于Phellinus属的种
被划到了Inonotus属，其中包括P. baumii-P. linteus类群的所有

种[10, 12-14]. 目前，认为可以属于药用真菌桑黄类群的种包括：
I. baumii、I. linteus、I. vcminii、I. lonicericola、I. lonicerinus、
I. sanghuang、I. tenuicontextus、I. weirianus和I. weigelae，被称
为“真桑黄”的药用真菌，是以往未曾发表过的新种Inonotus 
sanghuang Sheng H. Wu, T. Hatt. & Y.C. Dai [1-2, 7]. 

目前，被视为桑黄类的多孔菌主要是 Inonotus、Phellinus
及Fomitiporia等属真菌，它们具有显著抗肿瘤活性的多孔菌

子实体 [1].  对这些类群真菌的开发，可以丰富我国药用真菌
资源. 我们从北京市延庆区四海镇黑汉岭采集野生桑黄子实
体，并获得菌丝体纯培养，进一步开展分类学鉴定、最适培
养条件、发酵产物的研究，旨在为野生药用真菌资源的驯化
和利用提供理论和实验基础. 

1  材料与方法

1.1  材 料
野生桑黄子实体采集于北京市延庆区四海镇黑汉岭，分

离自山荆子（Malus baccata）腐木，由北京农学院生物科学与
工程学院分离、鉴定和保藏，菌株编号为SS. 

1.2  培养基
PDA培养基：马铃薯200 g，葡萄糖20 g，琼脂18 g，pH 

7.0-7.2，蒸馏水1 000 mL，用于菌种分离与保藏. 
PD液体培养基：马铃薯200 g，葡萄糖20 g，pH 7.0-7.2，

蒸馏水1 000 mL，用于菌丝体液体发酵培养试验. 

基础培养基：葡萄糖20 g，大豆蛋白胨2 g，磷酸二氢钾1 
g，硫酸镁0.5 g，维生素B1 10 mg，琼脂20 g，pH 7.0-7.2，蒸馏
水1 000 mL，用于菌丝体最适培养条件试验. 

加富培养基：葡萄糖20 g，大豆蛋白胨2 g，马铃薯200 g，
硫酸镁0.5 g，磷酸二氢钾1 g，维生素B1 10 mg，琼脂20 g，蒸

馏水1 000 mL，用于菌丝体最适培养条件试验. 

1.3  菌株的分离、培养与保存
采用组织分离法[15]. 在无菌条件下，用70%酒精棉球，对

桑黄子实体进行表面消毒. 用无菌的解剖刀在子实体中部纵
切，掰开菌体后，再用无菌的接种钩挑取菌体内部一小块组
织，迅速移接到PDA平板培养基上，置于28 ℃恒温培养箱中
避光培养. 待组织块萌发后，从菌落边缘挑取新鲜菌丝进行
进一步纯化培养，直至获得菌丝体纯培养，转接PDA斜面培
养基，28 ℃恒温培养箱中避光培养，待斜面长满后，将斜面
试管转移到4 ℃下避光保存备用. 

1.4  菌株的形态鉴定
观察SS菌株的子实体形态特征并记录. 在无菌条件下，

将直径为5 mm的SS菌株纯培养接种在PDA平板中央，在距离
接种点1.5 cm左右处的培养基上，以30-45°斜插入无菌的盖玻
片，28 ℃避光培养. 待菌丝体蔓上载玻片后，取出载玻片进
行菌丝体显微观察并拍照. 

1.5  基于ITS序列分析的分类学鉴定
菌 丝 体 总 D N A 提 取 利 用 D N A 提 取 试 剂 盒（ 天 根

生 化 科 技 北 京 有 限 公 司）.  I T S 鉴 定 利 用 真 菌 I T S通 用
引物 ITS1（5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG- 3’）和 ITS4
（5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC -3’），扩增5.8S rDNA及其

两侧的ITS1和ITS2基因片段 [16].  PCR扩增体系采用50 μL体
系，PCR产物利用1%琼脂糖凝胶检测. 引物合成与PCR产物
测序由上海生工生物工程股份有限公司完成. 将获得的ITS
序列利用NCBI进行在线BLAST比对（http://blast.ncbi.nlm.nih.
gov/Blast.cgi）. 选取相近属不同种的ITS序列，利用Clustal_X 
软件对所得序列进行校正和比对分析，采用MEGA 6.0软件、
以Neighbor-joining法构建系统进化树，进行同源关系比较与

作图，并将SS菌株ITS序列提交至GenBank数据库[17]. 

1.6  不同碳源对菌丝体生长的影响
以基础培养基中20 g葡萄糖为含碳量标准，分别用麦芽

糖、蔗糖、淀粉、乳糖、甘露醇、山梨醇、羧甲基纤维素钠替
换，配置成不同碳源且相同含碳量的培养基，pH 7.0-7.2，以
基础培养基不加碳源为对照，每个处理设3次重复. 用基础
培养基活化菌丝菌丝纯培养，待菌落长至直径4-5 cm，用直
径为5 mm的无菌打孔器、距离菌落中央1.5 cm左右处打孔. 
将菌饼倒扣于各培养基中央，28 ℃恒温培养箱中避光培养，
定期观察菌丝体的生长状况，待任一平皿菌丝体长满或培养
14 d后，停止培养，观察菌落形态、测量菌落直径. 计算菌丝
体日均生长速度[菌丝生长速度=菌落半径增长度（mm）÷培

养天数（d）] [15]. 下同. 

1.7  不同氮源对菌丝体生长的影响
以基础培养基中的2 g胰蛋白胨为含氮量标准，分别用

酵母浸粉、牛肉浸膏、尿素、黄豆粉、玉米浆、硝酸铵、硫酸
铵、甘氨酸替换，配置成不同氮源且相同含氮量的培养基，
pH 7.0-7.2，以基础培养基不加氮源为对照，每个处理设3次
重复. 
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1.8  不同C/N比对菌丝体生长的影响
以基础培养基为基础，通过添加不同质量的大豆蛋白

胨，配制成C/N比分别为10/1、20/1、30/1、40/1、50/1和60/1的
不同培养基，pH 7.0-7.2，每个理设3次重复. 

1.9  不同生长因子对菌丝体生长的影响
以基础培养基中的10 mg维生素B1为标准，分别用等质

量的维生素B2、维生素B6、维生素C、肌醇替代维生素B1，配
制成不同生长因子的培养基，pH 7.0-7.2，以基础培养基中不
加生长因子作为对照，每个理设3次重复. 

1.10  不同温度对菌丝体生长的影响
配制加富培养基，pH 7.0-7.2. 接种后分别在16、20、24、

26、28、30、32和36 ℃恒温培养箱中避光培养，每个处理设3
次重复. 

1.11  不同pH值对菌丝体生长的影响
配制加富培养基，调pH值分别为5.0、5.5、6.0、6.5、7.0、

7.5、8.0、8.5和9.0，每个理设3次重复. 

1.12  发酵培养与发酵液收集
液体发酵采用PD培养基，以10%接种量、28 ℃、150 r/

min培养7 d，以8层纱布过滤菌丝体，收集滤液，4 ℃、10 000 
r/min离心20 min，收集上清液备用. 

1.13  发酵液中多糖、多酚和黄酮含量的测定
发酵液中总糖含量测定采用苯酚-硫酸法 [18-19]. 还原糖

含量测定采用3,5-二硝基水杨酸法 [20]. 多糖含量 = 样品中总
糖含量-样品中还原糖含量 [21]. 多酚含量测定采用酒石酸亚
铁法[22]. 黄酮含量测定采用亚硝酸钠-硝酸铝法[23]. 

1.14  发酵液抗氧化活性的测定
采 用总 抗 氧化 能 力 检 测 试 剂 盒 测定（上 海 碧云 天 生

物技术有限公司）. 采用FRAP（ferric reducing antioxidant 

power）值法 [24].  FRAP值（FeSO4 mmol/100g）=[反应体系
FeSO4浓度（μmol/L）×样液稀释倍数 /1000]/[样液浓度（g/L）
/100]. 
1.15  统计学分析

所有数据采用SPSS 20.0统计软件进行处理和分析. 

2  结果与分析

2.1  形态鉴定
SS菌株子实体形态如图1A所示. 子实体较小、单生、无

菌柄，直径3-5 cm，菌盖马蹄形、木栓质、灰白至褐色，有细
绒毛. 纯培养菌落形态如图1B所示. 该菌株在PDA平板上生
长速率较慢，28 ℃培养20 d后直径约70 mm. 菌丝浓密，生长
前期为白色，随着培养时间的推移，菌落逐渐变成浅黄至黄
褐色，而边缘保持白色. 以牛肉膏、蛋白胨等有机氮源时，菌
落会形成明显的同心纹. 培养过程中，菌落会产生芳香气味. 
菌丝体显微观察发现，SS菌株菌丝显微形态如图1C所示，菌
丝浅黄至黄褐色，很少分枝，多为无隔菌丝. 未观察到锁状
联合及分生孢子. 

图1  SS菌株形态特征. A：子实体；B：菌落；C：菌丝体.
Fig. 1  Morphological characteristics of SS strain. A: Fruiting bodies; B: 
Colony; C: Mycelia.
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图2  基于ITS序列的SS菌株与其它层孔菌属和纤孔菌属真菌的系统发育分析.
Fig. 2  Polymeric analysis of strain SS and other Phellinus strains and Inonotus species based on ITS sequences.
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2.2  基于ITS序列的系统发育分析
经PCR扩增和序列测定，获得长度为653 bp的SS菌株ITS

序列片段， GenBank登录号为KU745284. 进一步经过Blast在
线比对，并利用MEGA 6.0软件与相近种构建系统发育树，如

图2所示. 结果表明，SS菌株为层孔菌属（Phellinus），与苹果

木层孔菌Phellinus tuberculosus（JQ828928.1）和窄盖木层孔

菌Phellinus tremulae（GQ383781.1）相似性最高，分别为95%
和92%，遗传距离分别为0.028和0.033. 

2.3  碳源对菌丝体生长的影响
在碳源实验中，菌丝在添加不同碳源与对照培养基中除

羧甲基 纤维素钠实验组外均能生长，菌丝生长以葡萄糖 最

佳，麦芽糖次之，羧甲基纤维素钠和对照最差（表1）. 不同碳

源培养基上菌丝生长速度依次为葡萄糖＞麦芽糖＞对照＞

山梨醇＞甘露醇＞蔗糖＞淀粉＞乳糖＞羧甲基纤维素钠. 综

合菌丝长势、菌丝生长速度，SS菌株菌丝培养的最适碳源为

葡萄糖（3.15 ± 0.19 mm/d），其次为麦芽糖（3.07 ± 0.37 mm/
d）. SS菌株生长过程中可以分泌色素，而在不同碳源的培养

基上，菌落形态和色素分泌情况差异明显. 在各碳源的培养

基上，菌落颜色白色至黄褐色. 在以葡萄糖、麦芽糖、山梨

醇、甘露糖和淀粉为碳源时，分泌浅褐至黄褐色色素；而以

蔗糖和乳糖为碳源时，则不分泌色素. 另外，随着菌落的生

长，在葡萄糖、麦芽糖组会出现不明显同心圆现象. 	
2.4  氮源对菌丝体生长的影响

在氮源实验中，菌丝在添加不同氮源的培养基中均生

长，菌丝生长速度黄豆粉最佳，硫酸铵次之，对照最差（表

2）. 不同氮源培养基上菌丝生长速度依次为黄豆粉＞硫酸铵

＞硝酸铵＞牛肉浸膏＞胰蛋白胨＞玉米浆＞酵母浸粉＞甘氨

酸＞尿素＞对照. 黄豆粉培养基上菌丝生长速度最快，对照

培养基上菌丝不生长. 综合菌丝长势、菌丝生长速度，SS菌

丝培养的最适氮源为黄豆粉（4.65 ± 0.06 mm/d），其次为硫

酸铵（4.29 ± 0.19 mm/d）. SS菌株在除尿素之外的各氮源培养

基中，菌丝长势良好、不产色素；而在尿素培养基中生长缓

慢、菌丝稀疏，但分泌较多的色素，导致菌落和培养基均呈

现灰褐色. 

2.5  C/N比对菌丝体生长的影响
C/N比实验中，菌丝在各培养基中均生长良好，其中菌

丝生长速度以10/1最佳（表3）. 不同氮源培养基上菌丝生长

速度依次为10/1 > 20/1 > 30/1 > 40/1 > 50/1 > 60/1，而20/1培养

基中菌丝长势最佳. 综合菌丝长势、菌丝生长速度，SS菌株

菌丝培养的最适C/N比为20/1（3.65 ± 0.16 mm/d），其次为10/1
（4.16 ± 0.04 mm/d）. SS菌株菌落特征受C/N比影响较大. 随

着C/N比的升高，菌落长势受到明显抑制，并逐渐开始向胞

外分泌色素. 

2.6  生长因子对菌丝体生长的影响
不同生长因子实验中，菌丝在各培养基中均生长良好，

其中维生素C最佳（表4）. 不同生长因子培养基上菌丝生长

速度接近，依次为维生素C＞维生素B2＞维生素B1＞维生素

B6＞对照＞肌醇. 其中，以维生素C培养基的菌丝长势最佳，

菌丝浓密. 综合菌丝长势、菌丝生长速度，桑黄SS菌丝培养

的最适生长因子为维生素C（3.32 ± 0.01 mm/d），其次为维生

素B2（3.24 ± 0.12 mm/d）. 培养基中除维生素B2培养基之外，

均产浅褐至褐色色素. 

2.7  温度对菌丝体生长的影响
在不同温度实验中，菌丝在16-36 ℃条件下均能生长，

其中28 ℃时生长最佳，24 ℃次之，16 ℃长势较弱（表5）. 在

16-36 ℃条件下菌丝生长速度依次为28 ℃ > 24 ℃ ＞ 32 ℃ > 
36 ℃ > 20 ℃ > 16 ℃. 28 ℃时菌丝生长速度最快. 综合菌丝

长势、菌丝生长速度，桑黄BJ菌丝培养的最适温度为28 ℃

（4.12 ± 0.38 mm/d），其次为24 ℃（3.53 ± 0.07 mm/d）. 在加

富培养基上，SS菌株不产色素. 菌丝的生长 对 温 度比较敏

感，高温和低温都会降低菌丝体的生长速度. 菌丝体生长最

适温度均为28 °C，并且能够形成类子实体的“菌皮”样结构. 

表1  碳源 对SS菌株菌丝体生长的影响
Table 1  Effect of the carbon source on mycelial growth of strain SS

碳源
Carbon source

菌丝生长速度
Mycelial growth rate (v/mm d-1)

菌丝长势
Mycelial growth

菌落形态
Colony morphology

葡萄糖 
Glucose 3.15 ± 0.19 a + + 菌落淡黄至褐色，有同心圆，产褐色色素

Light yellow to brown, concentric circles, producing brown pigment
麦芽糖 
Maltose 3.07 ± 0.37 b + + 菌落黄褐色，边缘白色，有同心圆，产褐色色素

Brown, white edge, concentric circles, producing brown pigment
对照 
CK 2.27 ± 0.26 b + 菌落白色至淡黄色，不产色素

White to light yellow, unpigment
山梨醇 
Sorbitol 2.24 ± 0.09 b + 菌落黄褐色，产褐色色素

Brown, producing brown pigment
甘露醇 
Mannitol 2.10 ± 0.14 b + 菌落黄褐色，产褐色色素

Brown, producing brown pigment
蔗糖 
Sucrose 2.00 ± 0.02 b + 菌落浅灰色，不产色素

Light gray, unpigment
淀粉 
Starch 1.96 ± 0.11 b + 菌落灰褐色，产浅褐色色素

Gray brown, producing light brown pigment
乳糖 
Lactose 1.61 ± 0.11 c + 菌落浅黄色，不产色素

Light yellow, unpigment
羧甲基纤维素钠
Carboxymethylcellulose sodium - d - 菌丝不生长

No growth

-：不生长；+：生长稀疏；+ +：生长较致密. 不同小写字母表示差异显著（P < 0.05）. 
–: mycelia did not grow; +: mycelial growth weak; + +: mycelial growth ordinary. Different small letters indicate significant differences (P < 0.05). 
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表 2  氮源 对SS菌株菌丝体生长的影响
Table 2  Effect of the nitrogen source on mycelial growth of stain SS

氮源
Nitrogen source

菌丝生长速度
Mycelial growth rate (v/mm d-1)

菌丝长势
Mycelial growth

菌落形态
Colony morphology

黄豆粉 
Soybean meal 4.65 ± 0.06 a + + + 菌落中央为均一的黄色，边缘浅灰色，不产色素

Yellow center, white edge, unpigment
硫酸铵 
(NH4)2SO4

4.29 ± 0.19 ab + + + 菌落浅黄至白色，有不明显同心圆，不产色素
Yellow to white, unapparent concentric circles, unpigment

硝酸铵 
NH4NO3

4.17 ± 0.05 ab + + + 菌落中央为均一的黄色，边缘浅灰色，不产色素
Yellow center, light gray edge, unpigment

牛肉浸膏 
Beef extract 3.89 ± 0.14 bc + + + 中央为黄色，边缘为白色，有明显同心圆，不产色素

Yellow center, white edge, concentric circles, unpigment
胰蛋白胨 
Casein Tryptone 3.81 ± 0.17 bc + + + 菌落黄褐色至浅灰色，有明显同心圆，不产色素

Yellow brown to light gray, concentric circles, unpigment
玉米浆
Corn syrup 3.51 ± 0.23 cd + + 中央为黄色，边缘为白色，有明显同心圆，不产色素

Yellow center, white edge, concentric circles, unpigment
酵母浸粉
Yeast extract 3.14 ± 0.67 d + + 菌落为均一的灰白色，有不明显同心圆，不产色素

Gray, unapparent concentric circles, unpigment
甘氨酸
Glycine 2.62 ± 0.5 e + + 菌落黄色至白色，存在明显同心圆现象，不产色素

Yellow to white, concentric circles, unpigment
尿素 
Urea 2.03 ± 0.03 f + 菌落灰褐色，产褐色色素

Gray brown, producing brown pigment
对照 
CK - g - 菌丝不生长

Not grow

-：不生长；+：生长稀疏；+ +：生长较致密；+ + +：生长致密. 不同小写字母表示差异显著（P < 0.05）. 
–: mycelia did not grow; +: mycelial growth weak; + +: mycelial growth ordinary. Different small letters indicate significant differences (P < 0.05).

表 3  C/N比对SS菌株菌丝体生长的影响
Table 3  Effect of the C/N ratio on mycelial growth of strain SS

C/N比
C/N ratio

菌丝生长速度
Mycelial growth rate (v/mm d-1)

菌丝长势
Mycelial growth

菌落形态
Colony morphology

10/1 4.16 ± 0.04 a + + + 菌落黄色，边缘为浅黄色，存在明显同心圆，不产色素
Yellow center, light yellow edge, concentric circles, unpigment

20/1 3.65 ± 0.16 b + + + 菌落中央至外周由黄褐渐变为浅黄色，不产色素
Yellowish-brown to light yellow, unpigment

30/1 3.44 ± 0.03 b + + + 菌落中央至外周由黄褐渐变为浅黄色，存在明显同心圆现象，不产色素
Yellowish-brown to light yellow, concentric circles, unpigment

40/1 3.37 ± 0.08 b + + 菌落中央至外周由浅黄渐变为浅灰色，存在明显同心圆现象，产浅褐色色素
Light yellow to light gray, concentric circles, producing light brown pigment

50/1 3.36 ± 0.43 b + + 菌落中央至外周由浅黄渐变为浅灰色，存在明显同心圆现象，产浅褐色色素
Light yellow to light gray, concentric circles, producing light brown pigment

60/1 2.86 ± 0.12 c + 菌落中央至外周由黄渐变为浅灰色，存在明显同心圆现象，产褐色色素
Yellow to light gray, concentric circles, producing brown pigment

+：生长稀疏；+ +：生长较致密；+ + +：生长致密. 不同小写字母表示差异显著（P < 0.05）. 
+: mycelial growth weak; + +: mycelial growth ordinary; + + +: mycelial growth vigorous. Different small letters indicate significant differences (P < 0.05). 

表4  生长因子对SS菌株菌丝体生长的影响
Table 4  Effect of growth factor on mycelial growth of strain SS

生长因子
Growth factor

菌丝生长速度
Mycelial growth rate (v/mm d-1)

菌丝长势
Mycelial growth

菌落形态
Colony morphology

VC 3.32 ± 0.01 a + + 菌落中央至外周由黄褐渐变为白色，具同心圆结构，产浅褐色色素
Yellowish-brown to white, concentric circles, producing light brown pigment

VB2 3.24 ± 0.12 a + + 菌落中央为黄色，边缘为白色，具同心圆，不产色素
Yellow center, white edge, concentric circles, unpigment

VB1 3.22 ± 0.19 a + + 菌落中央至外周由黄色渐变为白色，具同心圆，产褐色色素
Yellow to white, concentric circles, producing brown pigment

VB6 2.91 ± 0.04 b + + 菌落中央至外周由黄色渐变为白色，具同心圆，产褐色色素
Yellow to white, concentric circles, producing brown pigment

对照 CK 2.88 ± 0.07 b + + 菌落中央为淡黄色，边缘为白色，具同心圆，产褐色色素
Yellow to white, concentric circles, producing brown pigment

肌醇 Inositol 2.84 ± 0.05 b + + 菌落中央为淡黄色，边缘为白色，具同心圆，产褐色色素
Yellow to white, concentric circles, producing brown pigment

+ +：生长较致密. 不同小写字母表示差异显著（P < 0.05）. 
+ +: mycelial growth ordinary. Different small letters indicate significant differences (P < 0.05). 
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2.8  pH值对菌丝体生长的影响
在pH实验中，菌丝在pH 7.0-8.5条件下均能生长，其中pH 

7.0长势最佳，pH 7.5、8.0次之，pH 8.5长势较弱，其他条件不

生长（表6）. 在不同pH值条件下菌丝生长速度依次为7.0 > 
7.5 > 8.0 > 8.5 > 5.0 = 5.5 = 6.0 = 6.5 = 9.0. pH 7.0时菌丝生长速

度最快. 综合菌丝长势、菌丝生长速度，桑黄SS菌丝培养的

最适pH为7.0（3.86 ± 0.09 mm/d），其次为pH 7.5（2.97 ± 0.05 
mm/d）. 结果表明，SS菌对pH较为敏感，最适pH为7.0. 

2.9  发酵液生物学特性
SS菌株 经培养7 d的发酵液中总 糖、还原糖、多糖、多

酚、黄酮含量及发酵液总抗氧化活性. 测定结果表明，发酵

液中总糖含量270.21 mg/L、还原糖含量93.50mg/L、多糖含

量176.71 mg/L、黄酮含量0.11 mg/L，未检测到多酚的存在. 发

酵液总抗氧化活性（FeSO4）为7.82 mol/L. 

3  讨论与结论

桑黄是我国及东亚国家传统名贵中药. 近年来，真桑黄

被确定为I. sanghuang [7]，而传统上被视作桑黄菌的Inonotus、

Phellinus及Fomitiporia等属真菌，以其显著抗肿瘤、免疫调节

等活性，为人们所重视，是重要的药用真菌资源. 本研究以

采集于北京市延庆区四海镇黑汉岭山荆子腐木的多孔菌子

实体为研究对象，开展药用真菌资源开发与利用研究. 

SS菌株分离自蔷 薇 科苹果属植物山荆子，其子实体 较

小，单生、无柄、菌盖马蹄形、栓质、灰白至褐色、外被细绒

毛. 菌丝体少分枝、少隔膜、无锁状联合、无分生孢子. 其形

态特征与苹果木层孔菌（P. tuberculosus）一致 [25-26]. ITS鉴定

是真菌分离的重要分子生物学手段之一 [7, 11, 20]. 本研究中，
获得SS菌株 ITS序列片段长度653 bp，与苹果木层孔菌（P. 
tuberculosus）和窄盖木层孔菌（P. tremulae）亲缘关系最近，

相似性分别为95%和92%.  窄盖木层孔菌主要是寄生在杨属

植物，其子实体中等大小，表面灰黑至黑色，菌盖近三角形

或斜马蹄形. 而苹果木层孔菌则主要寄生于苹果属、李属、

丁香属植物，子实体小、单生、马蹄状、灰白至褐色. SS菌株

分离自苹果属植物山荆子，子实体形态特征与报道一致. 因

而，结合形态与分子鉴定，确定SS菌株为苹果木层孔菌（P. 
tuberculosus）. 

SS菌株最适培养条件研究表明，其菌丝体生长的最适碳

表5  温度对SS菌株菌丝生长的影响
Table 5  Effect of temperature on mycelial growth of strain SS

温度
Temperature (θ/°C)

菌丝生长速度
Mycelial growth rate (v/mm d-1)

菌丝长势
Mycelial growth

菌落形态
Colony morphology

28 4.12 ± 0.38 a + + + 菌落为均一的白色，中央产生褐色类子实体结构，不产色素
White, brown similar fruiting body structure in center, unpigment

24 3.53 ± 0.07 b + + 菌落中央浅褐色，边缘白色，有环状色素圈，边缘不规则，不产色素
Light brown to white, pigment ring, irregular edge, unpigment

32 3.24 ± 0.12 bc + + 菌落中央白色，边缘浅灰色，有环状色素圈，不产色素
White to light gray, pigment ring, unpigment

36 2.97 ± 0.26 cd + + 菌落为均一的白色，不产色素
White, unpigment

20 2.78 ± 0.04 de + + 菌落浅灰至白色，不产色素
Light gray to white, unpigment

16 2.5 ± 0.01 e + 菌落中央至外周由浅黄至白色，不产色素
Light yellow to white, unpigment

+：生长稀疏；+ +：生长较致密；+ + +：生长致密. 不同小写字母表示差异显著（P < 0.05）. 
+: mycelial growth weak; + +: mycelial growth ordinary; + + +: mycelial growth vigorous. Different small letters indicate significant differences (P < 0.05). 

表6  pH值对SS菌株菌丝体生长的影响
Table 6  Effect of pH value on mycelial growth of strain SS

pH值
pH value

菌丝生长速度
Mycelial growth rate (v/mm d-1)

菌丝长势
Mycelial growth

菌落形态
Colony morphology

7.0 3.86 ± 0.09 a + + + 菌落中央至外周由黄褐至白色，具不明显同心圆，不产色素
Yellowish-brown to white, unapparent concentric circles, unpigment

7.5 2.97 ± 0.05 b + + + 菌落中央至外周由黄褐至白色，具明显同心圆，不产色素
Yellowish-brown to white, concentric circles, unpigment

8.0 2.61 ± 0.13 c + + 菌落中央至外周由黄褐至灰白色，具明显同心圆，不产色素
Yellowish-brown to white, concentric circles, unpigment

8.5 0.78 ± 0.05 d + 菌丝稀疏，不产色素
Sparse hyphae, unpigment

9.0 - e - 不生长 No growth
5.0 - e - 不生长 No growth
5.5 - e - 不生长 No growth
6.0 - e - 不生长 No growth
6.5 - e - 不生长 No growth

-：不生长；+：生长稀疏；+ +：生长较致密；+ + +：生长致密. 不同小写字母表示差异显著（P < 0.05）. 
–: mycelia did not grow; +: mycelial growth weak; + +: mycelial growth ordinary; + + +: mycelial growth vigorous. Different small letters indicate significant 
differences (P < 0.05).
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源为葡萄糖，最适氮源为黄豆粉，最适C/N比为20/1，最适生

长因子为维生素C，最适温度为28 ℃，最适pH为7.0. 雷萍等

报道，从桦树上分离到野生桑黄菌丝生长的最适碳源是葡萄

糖，最适氮源是蛋白胨，最适温度为28 ℃，最适pH为6.5 [27]. 
曹春蕾等报道，桑木层孔菌（Phellinus mori）在淀粉为碳源

时生长速度最快 但长势较弱，以葡萄糖和麦芽糖为碳源长

势最好，最适氮源为酵母浸粉，pH 5.5-8.0时菌丝生长差异不

大，28-33 ℃温度菌丝生长最佳 [28].  SS菌株的最适碳源和培
养温度与桦树桑黄、桑木层孔菌一致. 关园园等报道，火木

层菌（Phellinus igniarius）菌丝培养最适条件等进行了研究，

其菌丝生长的最 适碳源、氮源、C/N、pH值、温度分别为果

糖、酵母粉、20:1、6.9和30 ℃ [29]. 孙浩等报道，红缘拟层孔菌
（Fomitopsis pinicola）菌丝最佳碳源为乳糖，最佳氮源为豆饼

粉，最适pH为7.0 [30]. 相关研究表明，SS菌株最适C/N比与pH
值与上述层孔菌属桑黄真菌近似，而各种真菌的最适氮源差

异较大，可以以黄豆粉、豆饼粉、蛋白胨、酵母浸粉等为最适

氮源. 本研究中，SS菌株可以利用葡萄糖、黄豆粉等常见原

料和28 ℃、pH 7.0等温和培养条件进行培养，为SS菌株进一

步开发利用提供了适宜条件. 

桑黄作为一类传统中药使用由来已久，多部中医典籍都

对桑黄治疗疾病有所记载. 现代科学研究也大量报道了桑黄

具有抗肿瘤、抗氧化、免疫调节、神经保护的作用，其活性物

质则主要为多糖、黄酮等 [31-34]. 关于苹果木层孔菌的研究较
少. He等从苹果木层孔菌子实体中获得7种Drimane型倍半萜 
Phellinuins A-G [35]；另外，还分离到一种新的Illudin型倍半萜
类化合物Phellinuin J，并评估了该化合物对HL-60、SMMC-
7721等肿瘤细胞株的毒性作用 [36].  本研究中采用液体发酵
的手段，从苹果木层孔菌SS菌株发酵液中获得总多糖 含量
176.71 mg/L，总黄酮含量0.11 mg/L，总抗氧化活性（FeSO4）

为7.82  mol/L，为其活性物质的开发提供了实验基础. 
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