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块磷鹅膏的培养条件及所产 !"#$%&%$’ 毒素的分析
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摘 要：采集并组织分离到块磷鹅膏 !"#$%&# ’(%’’# 的纯培养菌丝。探讨了各种培养条件对块磷鹅膏菌丝生长的影

响，实验结果表明，在 $(E，FG "H%，避光的条件下块磷鹅膏的菌丝体生长最好。液体反应器人工培养块磷鹅膏获

得成功，其液体培养的菌丝体干重在摇瓶中为 %H(A#9/I，在气升式反应器内可达到 $H##9/I。固体斜面培养和气升

式反应器液体培养的菌丝体的 GJIK 分析表明菌丝体内含有鹅膏毒肽，而不含有鬼笔毒肽。两种培养条件下菌丝

体的!3171+8L8+ 毒素含量略有不同，固体斜面菌丝体为 $"H%$"9/9MKN、反应器培养菌丝体为 45H$5"9/9MKN。通过抑

芽法试验也证明固体和液体培养菌丝体中含有!3171+8L8+，且具有和子实体中!3171+8L8+ 相同的生物学活性。结果

表明有可能通过液体大规模培养鹅膏菌丝体来生产鹅膏毒素。
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鹅膏属（!"#$%&#）隶属于伞菌目（P91Q8@1.,>），鹅

膏科（P71+8L1@,1,），是一类可以产生多种多肽类毒

素的大型真菌［4］。其产生的 P71+8L8+>（PRP）毒素是

真核细胞 STP 聚合酶#阻断抑制剂，可以抑制真核

细胞基因的转录［$］。目前主要有四类 P71+8L8+>（!，

$，%和&）用于真核细胞转录的分子生物学实验中。

商品 化 的 P71+8L8+> 主 要 分 离 自 绿 盖 鹅 膏（ ! ?
()#**+%,-’），由于受到自然界鹅膏资源的限制，人们

一直以来尝试用人工培养的方式来获取 P71+8L8+>，
但这种研究还处于初期阶段，目前除我们实验室有

人工液体培养鹅膏菌的研究外（另文发表），尚没有

其它人工培养鹅膏菌获得 P71+8L8+> 的报道。鉴于

此，本文报道了块磷鹅膏从分离纯培养菌丝到固体

培养及至气升式反应器大规模培养过程和相关菌丝

生长形态，以及对鹅膏毒素 GJIK 检测分析的结果。

( 材料和方法

()( 主要试剂和仪器

UVJ3(K6 生物显微成像系统购自上海精密仪器

厂；气升式 !%.*%/& / // 生物反应器（#I）为自制；高效液

相色谱系统是 N1L,Q> "%%6，FG3G)A% 酸度计购自北

京海 淀 航 天 公 司；玉 米 浆 购 自 华 北 制 药 厂；71.L
,2LQ1@L 购自 M8WW@: 公司；酪蛋白酸水解物和木糖购自

V8971 公司；酵母膏为生化试剂，其余试剂均为分析

纯级别。

()* 菌种的分离

块磷鹅膏 !"#$%&# ’(%’’#（0Q?）O*X. ? 采自湖南

省八大公山国家森林公园，组织分离法得到纯培养

菌丝。

()+ 固体培养基条件

菌种的保藏参照白毒伞培养条件［#］，采用改良

的 JMR 培养基：马铃薯水提取液 $%Y，麦芽汁（(Z
[,）45Y，葡萄糖 %H5 Y，磷酸二氢钾 %H4Y，硫酸镁

%H%"Y，硫酸铵 %H$Y，\[4 4%79/I，氯化钠 %H%5Y，

氯化钙 %H%4Y，硝酸钾 %H4 Y，自然 FG 值（5H( ]
%H4）。每一个月转接一次。

固体培养条件的筛选：根据相关文献报道，选择

了 " 种常见的外生菌根菌培养基：R:>L,Q 培养基［!］、

综合 JMP 培 养 基、J^_ 培 养 基［5］、JMR 培 养 基、

VJMR 培 养 基 和 RRT 培 养 基［"］［葡 萄 糖 4%9，71.L
,2LQ1@L 49，酪蛋白酸水解物 49，（TG!）$GJ‘! %H$59，

T1K. %H%$59，R9V‘!·&G$‘ %H459，4Y 0,K.# 4H$7I，

K1K.$ %H%59 ，麦芽汁（(Z[,）45%7I ，\[4 4%79，蒸馏

水 (5%7I］。

所有培养基灭菌前都分别以 47:./I T1‘G 或者

4 7:./I GK. 调节到 FG 5H5。



!"# 不同培养条件对块磷鹅膏生长的影响

!"#"! 温度对块磷鹅膏生长速率的影响：设置 !"、

!#、$"、$#、$%、&$、&’(共计 ’ 个不同温度处理（温度

变幅为 ) $(）。将块磷鹅膏在 *+,- 平板上进行二

次活化，在 $.(、避光培养 / 周后，用直径为 #00 的

打孔器截取菌落外缘制备菌饼，分别接种在 *+,-
平板中央，于不同温度处理下避光培养，# 次重复，

用十字交叉法测量菌落直径，按照下列公式计算出

各处理菌落平均生长速率（下同）。

平均生长速率（0012）3（测定菌落直径4菌饼直

径）1培养天数

!"#"$ 56 值对块磷鹅膏生长的影响：实验设计同

!7&7!，56 值依次设定为 &、/、#、#7#、.、’、%、8。

!"#"% 光照对块磷鹅膏生长的影响：实验设计同

!7&7!，设置 $/9 光照、!$9 光暗交替和 $/9 黑暗 & 个

处理。

!"#"# 供 试 菌 株 碳 源 利 用 的 差 异：实 验 设 计 同

!7&7!，以 --: 为基础培养基，分别以 !; 的葡萄

糖、蔗糖、可溶性淀粉、木糖、乳糖、半乳糖、麦芽糖、

山梨醇代替 --: 中的葡萄糖。

!"#"& 供试菌株氮源利用的差异：以 --: 为基础

培养基，在液体培养基中分别添加 "7"&; 的 6<=、
>?=、@?=、-AB、CDE、>AF、GEA、H=5、HIJ，牛血清白蛋白

（K*H）制备分别以十种氨基酸为唯一氮源的液体培

养基；以培养 &"2 的斜面纯培养菌丝转接至摇瓶，每

只摇瓶接种面积为 $L0$，观察块磷鹅膏生长对氨基

酸的利用情况。

!"#"’ 菌丝液体培养生长量的测定：液体培养产物

#"0>，先 / 层纱布过滤，弃去滤液，再以 $"0> 无离

子水淋洗过滤；菌丝 ."(烘干称重；重复 # 次，计算

平均值；干物质处理步骤同斜面培养菌丝，重复 &
次，计算平均值；菌丝生长量等于干物质重量减去接

种斜面培养菌丝重量。

!"& 气升式反应器（!"#$"%& ( %%）培养参数

!"#$"%& 1 %% 表示 D<I E<MB N<OIADLBOI 1 M<ED0APBOF= MFPJ<，
是本研究室自行研究设计的丝状真菌专用气升式生

物反应器，已申请专利。

体积：&>，温度：$%(，通气速率：!#""0>10<P，导

流系数：/7#。

摇瓶 种 子 培 养 基（--:@）：葡 萄 糖 !"J，0DEB
AQBIDLB（,<MMLO）!J，酪 蛋 白 酸 水 解 物（*<J0D）!J，

（:6/ ）$6+R/ "7$#J， :D@E "7"$#J，-J*R/ · ’6$R
"7!#J，!; SA@E& !7$0>，@D@E$ "7"#J，麦芽汁（%TKA）

!#"0> ，CK!：!"0J，水 %#"0>。

反应器培养基：--:。每 $/9 取样，样品离心

后，菌丝体以无离子水冲洗 & 次，离心收集菌丝体，

%"(烘干至恒重，取 & 个样本的平均值，还原糖以

,:* 比色法测定。

!"’ )*+ 聚合酶!阻断抑制试验

参照文献［’］的方法。按对照组和处理组分别

选取颗粒饱满、大小均一绿豆种 $" 粒，放入衬有双

层滤纸的培养皿中，& 组重复，加不同目标毒素溶液

/0> 后置于 $%(恒温箱中进行暗萌发，定时（一般

约 $/9）补充毒素溶液，并换气 #0<P。/%9 后分别测

量根的长度，并按下式计算抑制率：

抑制率; 3（对照生物量 U 处理生物量）1对照

生物量 V !""。

!", 高效液相色谱毒素检测

块磷鹅膏液体培养产物 /"""I10<P 离心，以无离

子水洗涤 & 次后收集菌丝体，%"(烘干后研磨。取

!J 研磨后的菌丝体粉末，溶解于 !"0> #";甲醇中，

室温下振荡抽提 $/9，%"""I10<P 离心后收集上清液。

沉淀以 !"0> #";甲醇抽提 !$9 后，离心收集并合并

上清液，将上清液于 U /"(冻干，干物质重新溶解于

双蒸水中，加入 !"0> 乙醚振荡抽提 $9 去除脂肪，弃

去乙醚层，并重复去脂肪一次得到含有毒素的提取

液。

高效液相色谱系统为 WDBAI= ,AEBD .""，分离柱

为 &""00 V /7"00，XWY @!% !"!0 的反相分析柱，

紫外检测器为 WDBAI=$/%’，检测波长 $8#P0，分析在

杭州英谱公司色谱工作站进行。洗脱液由 H、K 两

相混合，H 相为 !";乙腈 Z 8";"7"$0OE1> 醋酸铵；K
液 $/;乙腈 Z ’.;"7"$0OE1> 醋酸铵，用冰醋酸调节

56 至 #7"。 流 动 相 流 速 为 !7"0>10<P，进 样 量

$"!>。

$ 结果和分析

$"! 不同培养基上块磷鹅膏的生长速率

由表 ! 可以看出块磷鹅膏菌在 --: 培养基上

生长速率最快，生长速率可达到 !7/0012。在其它

几种培养基上也能较快地生长，但以 +Y[ 培养基上

生长最慢。可见块磷鹅膏在以有机氮源存在的培养

基的生长速率要好于没有有机氮源的培养基。而添

加有麦芽汁的培养基在相同培养条件和周期下，块

磷鹅膏菌丝体的生长速率明显高于不含有麦芽汁的

培养基，表明麦芽汁有利于块磷鹅膏菌丝的生长，这

与此前在固体培养鹅膏菌时的结论是一致的［$，%］。

/’& Y\R ]FA4^F ’& ($ _ 1!)&( *")#+,"+$+-")( ."/")(（$"".）/.（&）



表 ! 块磷鹅膏在不同培养基上的菌丝体生长速率（"#$）

!"#$% & ’()*+, ("+% )- ! . "#$""% /0 1/--%(%0+ 23$+3(% 4%1/"（561）

73$+3(% 4%1/34 8)9+%( :;<= ;’> ;<8 :;<8 88?
’()*+, ("+%（44@1） 6ABCD &AE&6 6A&CD &A&BC &AE55 &AF6&

%&% 不同培养条件下块磷鹅膏的生长速率

%&%&! 温度对块磷鹅膏生长的影响：观测表明（图

&），块 磷 鹅 膏 比 较 适 合 的 温 度 生 长 范 围 为 E6 G
56H，在 EIH生长速度最快；当温度低于或者高于

EIH，块磷鹅膏的生长速率会明显降低，当温度低于

&DH或者高于 5EH，块磷鹅膏基本上不能生长。可

能的原因是温度过高或者过低会导致块磷鹅膏菌体

内酶活性降低或丧失。

%&%&% JK 对块磷鹅膏生长的影响：如图 & 所示，块

磷鹅膏生长的 JK 值范围为 F G C，其生长最适 JK 值

为 BA6；当 JK 值低于 5 或者高于 C，块磷鹅膏均不能

生长。通过蕈菌菌丝生长的 JK 值范围 F G C，最适

生长 JK 值为 DAD 左右。

图 ! 温度，’( 对块磷鹅膏菌丝生长的影响

L/M.& N--%2+ )- +%4J%("+3(%，JK )0 M()*+, ("+% )- ! . "#$""% 9+("/09.

%&%&" 光照对块磷鹅膏生长的影响：光照对于鹅膏

菌生长有一定的影响，在黑暗的环境下块磷鹅膏菌

的菌丝生长速率最快，达到 &ABD544@1；在有光照的

情况 下，块 磷 鹅 膏 的 生 长 速 率 相 对 较 慢，只 有

&AFCE44@1。可见光照对于块磷鹅膏菌的生长没有

促进作用，这可能与真菌不含有叶绿素，对光的要求

不高有关。迄今为止大部分的真菌的纯培养都是在

避光的条件下进行的。

%&%&) 不同碳源对块磷鹅膏生长的影响：块磷鹅膏

对于 I 种碳源的利用能力各有不同，如表 E 所示，块

磷鹅膏对于葡萄糖和蔗糖的利用最好，生长速率可

达到 &ADI44@1；对于半乳糖、乳糖、可溶性淀粉、麦

芽糖没有明显差异；对山梨醇和木糖的利用能力最

差，特别是木糖，基本上不能利用。

单因素 I 水平设计资料的 :=: 程序方差的分析

结果：& O DD5AE&、’ P 6A666&，说明 I 组数据均数之

间的差别具有非常显著性意义。故可以认为在实验

的 I 种碳源中菌丝对葡萄糖的利用最好。

%&%&* 不同氮源对块磷鹅膏生长的影响：如表 5 所

示，液体培养条件下，谷氨酸和精氨酸作为唯一氮源

时，块鳞鹅膏可以良好的生长，菌丝干重最大可达到

6AIEB4M@4Q；对于半胱氨酸、赖氨酸、蛋氨酸、丝氨酸

没有明显的差别；不善于利用组氨酸和异亮氨酸；同

时块磷鹅膏菌还可以利用牛血清白蛋白。结果表明

块磷鹅膏菌虽然可以利用氨基酸作为唯一氮源，但

是对不同的氨基酸存在偏好。单因素 &6 水平设计

资料的 :=: 程 序 方 差 分 析 结 果：& O CDAEB、’ P
6A666&，说明十组数据均数之间的差别具有非常显

著性意义。故可以认为在实验的 &6 种氮源中产生

的菌丝干重以谷氨酸为最好。

表 % 不同碳源对块磷鹅膏生长速率的影响（"#$）

!"#$% E N--%2+ )- 7 )0 M()*+, ("+% )- ! . "#$""% 9+("/09（561）

7"(#)0 ’"$"2+)9% :32()9% :)(#/+)$ Q"2+)9% :+"(2, 9)$3#$% 8"$+)9% ’$32)9% RS$)9%
’()*+, ("+%（44@1） &A&E& &AD55 6A56E &AE&6 6ATBF &AEIE &ADID 6

表 " 不同氮源对块磷鹅膏生长影响（"#$）

!"#$% 5 N--%2+ )- ? )0 M()*+, )- ! . "#$""% 9+("/09（561）

?/+()M%0 ’$3 ’$0 8%+ =9J K/9 =(M 7S9 U$% V"$ W:=
’()*+, ("+%（44@1） 6AIE6 6A5DD 6A5IF 6AF6& 6A6I& 6AD6F 6AETC 6A&IT 6A5CI 6AFID

%&" 气升式反应器（+,-.,/01//）培养过程

块磷鹅膏在反应器中菌丝体的生长过程是一个

逐渐增加的过程，呈近 : 型生长，这与普通的细菌和

霉菌液体培养条件下的生长曲线有显著区别，而与

一些植物细胞液体培养过程的生长曲线相似，这可

能是外生菌根真菌较为普遍的培养特征（如图 EX=，

W）。块磷鹅膏菌培养过程中 JK 值下降到 5 左右，

这和我们在对毒蝇鹅膏的培养研究的生长相似，但

与假褐云斑鹅膏和致命鹅膏生长不同，假褐云斑鹅

膏和致命鹅膏都会导致培养体系的 JK 值缓慢上

升。鹅膏毒肽在发酵过程中（图 EXW）基本上和菌丝

的生长呈正相关，随着菌丝菌龄的生长和菌体量的

DC5郭学武等：块磷鹅膏的培养条件及所产 =4"0/+/09 毒素的分析 . @微生物学报（E66B）FB（5）



增多鹅膏毒肽的含量相应增加。

图 ! 块磷鹅膏在气升式反应器中的培养进程

!"#$% &’()"*+, () ! $ "#$""% "- !$&’$(). (( /"(’+012(’ $

!"# 块磷鹅膏菌丝生长形态

块磷鹅膏在固体培养基 &34 上的菌落致密，中

央有突起；菌落为绒毛状，纯白色，反面为棕黄色，菌

落表面平坦，前者边缘规则，后者菌落边缘在培养基

内；表面无渗出液，也没有可溶性色素产生。在摇瓶

培养中，块磷鹅膏的菌丝只是松散地悬浮在培养基

内，不聚集。而在反应器液体培养过程中，初始阶段

与摇瓶培养的形态没有明显差别，但是随着培养过

程的进行，松散的菌丝逐渐聚集，同时密度增加，并

且形成光滑的球状。相对于摇瓶培养过程，反应器

中液体培养的一个最明显的特征是菌丝密度的增

加，而密度的增加意味着在有限的空间内可以容纳

更多的菌丝，这是反应器液体大规模培养菌丝体的

基础。溶氧是液体培养中的一个限制性因素，摇瓶

和反应器溶氧的差异能够影响菌丝的生长形态，此

外气升式反应器培养体系内不同的流体动力学也是

造成菌丝形态差异的原因之一。

!"$ 块磷鹅膏粗毒素对 %&’ 聚合酶!阻断抑制

!"$"( 粗毒素对绿豆芽生长的抑制作用：如图 5
所示，块磷鹅膏固体培养菌丝体和液体培养菌丝体

的毒素粗提液都表现出对绿豆种子下胚轴的抑制活

性，但两者的活性有一定的差别，它们对绿豆种子下

胚轴的抑制率分别达到了 6%789:和 ;57;<:，这和

!=0>0-"2"- 的含量有关，如图 6 所示，在固体培养菌

丝体中，鹅膏毒素!=0>0-"2"- 含量为%?7<%"#.#3@A、

而在液体培养菌丝体中毒素含量为B87%8"#.#3@A，

可见毒素对绿豆种子下胚轴的抑制率与毒素含量成

正相关。

图 ) 块磷鹅膏粗毒素对绿豆芽生长 #*+ 的抑制作用
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!", 块磷鹅膏反应器菌丝体的 -./0 分析

N&O@是目前分析鹅膏毒素最准确的方法［P］。

对菌丝体进行 N&O@ 分析发现在 B679P<>"- 有一明

显的吸收峰（图 6），表明其菌丝体主要含有鹅膏肽

类毒素 0>0-"2"-，但是不含有 HD0**("F"-，其它可以检

测的成分的量也很少，这与此前完成的块磷鹅膏子

实体的 N&O@ 分析结果是一致的［B<］。因此可以利用

培 养 的 块 磷 鹅 膏 菌 丝 体 分 离 毒 素。 Q R
5;?%6876<<BE S 59;9B7<B99 ’ R <7PPP8（E：进 样 量

（"#）；Q：峰面积；’：相关系数）

) 讨论

此前国内外关于鹅膏菌的研究主要在毒蝇鹅膏

（! $ *+",&$%）和绿盖鹅膏（ ! $ #-%’’.$/0"）中展开，侧

重于鹅膏子实体内毒素的分析与提取，还未有过对

鹅膏菌进行大规模液体培养的报道。

鹅膏菌可以利用的碳源和氮源是多样性的，鹅

膏菌不仅可以利用葡萄糖、果糖等单糖，还可以利用

淀粉及类似物质作为碳源［BB］，甚至还可以利用脂肪

酸和脂类物质［B%］；在氮源的利用上，鹅膏菌不仅可

以利用 TN6
S 、TU5

V 、氨基酸等常规氮源，还可以利

用短肽如谷胱甘肽和缬氨酸三肽，蛋白质如牛血清

白蛋白和麦醇溶蛋白作为氮源［B5，B6］。我们对块磷鹅

膏的碳、氮源利用的实验结果也表明，鹅膏菌能够利

用的碳、氮源十分广泛，对各种不同的碳、氮源都能

加以利用。

关于块鳞鹅膏的毒性问题，文献资料报道的很

不一致，从可食、有毒到极毒。张志光等［B8］对块鳞

?;5 WXU YI+=KI 0) %’ $ .!,)% 1$,&.2$.’.3$,% 4$5$,%（%<<?）6?（5）



图 ! 固体培养和反应器培养的块磷鹅膏菌丝体提取液

的高效液相色谱定量分析
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鹅膏菌子实体进行了毒性和毒素含量的报道，每克

子实体含有 A%BCD"#8# E)F 的!>鹅膏毒肽，说明块

磷鹅膏是属于有毒性的。在我们的研究中表明在固

体培养基上和液体培养中菌丝体都含有!>鹅膏毒肽

毒素，但两者之间的含量有一定的差别，可能和提取

时研磨不够充分，抽提的时间有关。我们在研磨中

发现液体培养菌丝中含有大量的油脂，而固体几乎

不含有，这也可能是其中的一个原因。

迄今为止已经分离纯化鉴定的鹅膏肽类毒素主

要包 括 鹅 膏 毒 肽（<6,.4G"-3，<@<）和 鬼 笔 毒 肽

（=H,114.4G"-3，’&E）两大类。对人工培养的块磷鹅膏

菌菌丝体中毒素的 &’() 分析（如图 % 所示）表明主

要含有!>鹅膏毒肽，鬼笔毒肽没有测到，可能和含量

的多少、&’() 的检测的下限有关系。此前的研究

也表明块磷鹅膏子实体中含有!>鹅膏毒肽，没有说

明是否含有鬼笔毒肽［IJ］。

!>鹅膏毒肽的作用机理是对植物种子萌发过程

中的 KL< 转录特异性抑制，阻碍了蛋白质的合成，

从而使绿豆种子的下胚轴生长受到抑制［M］。本文采

取的简易的方法得到的数据与文献资料吻合，说明

人工培养获得的!>鹅膏毒肽与从野外子实体获得的

!>鹅膏毒肽有相同的生物学活性。固体培养基上的

纯培养菌丝虽然可以作为替代品，但是其培养效率

太低，而应用生物反应器液体培养蕈菌已经是一种

比较成熟的生物技术，因此利用液体深层培养大规

模生产鹅膏菌丝体来获取鹅膏毒素是可能的。
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