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研究报告 

两株内生真菌菌株固态发酵培养基优化 
李信军1Δ  冯晓晓1Δ  金慧清2  徐清泉2  林福呈1  章初龙1* 

(1. 浙江大学生物技术研究所  浙江 杭州  310058) 
(2. 浙江中烟工业有限责任公司技术中心  浙江 杭州  310024) 

 
 

摘  要：【目的】研究内生真菌菌株 YCEF005、YCEF053 固态发酵培养基。【方法】通过单因

素试验和正交试验设计优化固态发酵培养基基质组成；通过单因素试验和均匀试验设计及神经网

络结合遗传算法优化基质外加组分和接种量。【结果】优化的 YCEF005 培养基基质组成(质量比)
为麸皮 50%、豆饼粉 10%、米糠 20%、玉米碎粒 20%；YCEF053 培养基基质组成为麸皮 60%、

豆饼粉 10%、米糠 10%、玉米碎粒 20%。YCEF005 基质外加组分和接种量(/kg 基质)为蔗糖 12.96 g、
蛋白胨 12.70 g、NH4NO3 4.00 g、KH2PO4 1.50 g、CaSO4 10.00 g、MgSO4 0.48 g、含水量 500 g、
接种量 24 mL。YCEF053 基质外加组分和接种量(/kg 基质)为蔗糖 13.37 g、蛋白胨 14.02 g、NaNO3 
3.85 g、KH2PO4 1.23 g、CaSO4 10.89 g、MgSO4 0.52 g、含水量 480 g、接种量 20 mL。在优化培

养基上发酵 7−9 d 获得最大发酵生物产量。【结论】通过对固态发酵培养基的优化提高了发酵的

生物产量。 
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Optimization of solid-state fermentation media for growth of 
two endophytic fungal strains 
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Abstract: [Objective] Solid-state fermentation (SSF) media for growth of the two endophytic fungal 
strains (YCEF005 and YCEF053) were investigated. [Methods] The composition of fermentation 
substrates were optimized through single factor experiment and orthogonal experimental design. The 
additional nutrients and inoculum dose on the basis of the fermentation substrates were optimized 
through the combination of single factor experiment, uniform experimental design as well as artificial 
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neural network with genetic algorithm. [Results] The optimal fermentation substrates for YCEF005 are 
as follows (W/W): 50% wheat bran, 10% bean cake powder, 20% rice bran, 20% corn flour. The 
optimal fermentation substrates for YCEF053 are as follows (W/W): 60% wheat bran, 10% bean cake 
powder, 10% rice bran, 20% corn flour. The optimal additional nutrients and inoculum dose (per kg 
substrates) for YCEF005 is as follows: sucrose 12.96 g, peptone 12.70 g, NH4NO3 4.00 g, KH2PO4 
1.50 g, CaSO4 10.00 g, MgSO4 0.48 g, water content 500 g, inoculum dose 24 mL. The optimal 
additional nutrients and inoculum dose (per kg substrates) for YCEF053 is as follows: sucrose 13.37 g, 
peptone 14.02 g, NaNO3 3.85 g, KH2PO4 1.23 g, CaSO4 10.89 g, MgSO4 0.52 g, water content 480 g, 
inoculum dose 20 mL. The maximum fungal biomass was achieved when cultured on the optimal 
medium for 7–9 d. [Conclusion] The biomass of fungal SSF was improved by optimizing the media 
compositions. 

Keywords: Endophytic fungi, Solid-state fermentation, Artificial neural network, Genetic algorith 

生产中一个新菌株的引入，首先需要设计一个

合适的发酵培养基，其步骤主要由试验设计、数学

建模和优化设计三部分组成。合理的试验设计可以

用更少的实验数据获得更优的建模效果，合理的模

型能够准确预测培养基配比对所考察目标的影响

规律，优化方法则是在已建立数学模型的基础上运

用最优化技术，搜索出因子空间中的最优解。固态

发酵(Solid-state fermentation，SSF)是菌体生产的常

用工艺，是一个多相多变量、强耦合的非线性系

统[1]，发酵过程机理复杂、影响因素众多，其培养

基优化面对许多挑战。人工神经网络技术是一种

“黑箱”模型，根据输入输出数据来建立模型，网络

的统计信息储存在连接权矩阵内，可用于反映非线

性条件下难以用常规数学模型描述的问题。遗传算

法是以自然选择和遗传理论为基础，将生物进化过

程中适者生存规则与群体内部染色体的随机信息

交换机制相结合的高效全局寻优搜索算法。人工神

经网络和遗传算法的结合可以通过引入非线性的

模型来描述各因素间复杂的关系，并在遗传算法

的基础上，通过全局寻优找出最佳值。目前已经

有不少学者通过神经网络和遗传算法来优化发酵

培养基[2-7]。 
内生真菌对植物生长、抗逆性[8-12]等方面具有

重要作用。镰刀菌 Fusarium sp.菌株 YCEF005、棘

壳孢 Pyrenochaeta sp.菌株 YCEF053 是本实验室分

离筛选的两株内生真菌，具有促进烟草生长、降低

烟叶重金属含量的作用(另文发表)，可作为烟草生

产的内生真菌促进剂。本文应用神经网络结合遗传

算法的优化方法，优化两株内生真菌的固态发酵培

养基，以提高固态发酵的生物产量，为应用廉价的

培养基质进行内生真菌制剂商品化生产及在农业

中大规模的应用提供理论依据和技术参数。 

1  材料与方法 

1.1  菌株 
烟草内生真菌：镰刀菌 Fusarium sp.菌株

YCEF005 (CCTCCM2013592)和棘壳孢 Pyrenochaeta 

sp.菌株YCEF053 (CCTCCM2013593)由本实验室分

离，现保存于中国典型培养物保藏中心。 

1.2  培养基 
种子培养基：马铃薯葡萄糖琼脂培养基(Potato 

dextrose agar，PDA)[13]。 

液体种子培养基：马铃薯葡萄糖培养液(Potato 

dextrose broth，PDB)[13]。 

1.3  培养方法 
菌株活化：用灭菌的牙签挑取 PDA 斜面保存

管中的少许菌丝，接种于 PDA 培养基上，封口后

置于恒温培养箱中，25 °C 黑暗培养活化。 

一级种子液培养：将 10 块直径 5 mm 的菌饼，

接种于 200 mL PDB 中，于 25 °C、150 r/min 培

养 72 h。 

二级种子液培养：200 mL 一级种子液用搅拌器

打碎并混匀，吸取 20 mL 接种于 200 mL PDB 中，

于 25 °C、150 r/min 培养 72 h。 
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固态培养：于 50 mL 锥形瓶中放置 10 g 配制的

培养基，0.15 MPa 灭菌 30 min 备用。将 200 mL 二

级种子液打碎并混匀，吸取 2 mL 接种于培养基质

中，25 °C 暗培养 7 d。 

1.4  固态发酵中菌丝生物量的测定方法 

二级种子培养液用 8 层纱布过滤，用无菌水充

分洗涤滤出物，收集滤出物即为纯菌体，65 °C 烘

干至恒重，保存备用。精密称取 0.01、0.03、0.05、
0.1、0.15、0.2 g 纯菌体，加入 25 mL 5%三氯乙酸

溶液，于 80 °C 水浴中搅拌提取 25 min，取出后冰

浴冷却，然后 4 °C、8 000 r/min 离心 15 min，稀释

2 倍，以 5%三氯乙酸作空白对照，分光光度计测定

OD260 值。 
取 0.25 g 烘干至恒重的固态发酵物，在液氮中

充分研磨，按照纯菌体中核酸的提取方法进行提

取，未经发酵的固态基质采用同样的方法处理作为

空白对照，测定 OD260 值。 

1.5  固态发酵培养组分优化 
1.5.1  发酵基质优化：发酵基质：麸皮、米糠、豆

饼、玉米碎粒(市售)。发酵基质单因素试验：分别

称取麸皮、米糠、豆饼、玉米碎粒各 10 g 作为单一

基质，在初始含水量 50%、接种量 20%、25 °C 条

件下培养 7 d，重复 3 次，以确定最佳的单因素基

质。发酵基质正交试验设计：基于单因素试验筛选

的最佳单基质，配合另外 3 种基质，设计 4 因素

3 水平的正交试验(表 1)，优化固态发酵基质组合。 
1.5.2  外加营养组分优化：外加营养组分单因素试

验：在优化的发酵基质组合中分别添加营养组分(表
2)，每个处理 3 个重复，考察外加营养组分对菌丝

生物量的影响。 
外加营养组分均匀试验设计：基于外加营养单

因素试验筛选得到的各类营养组分，按均匀试验设

计 8 因素 6 水平的 24 组试验，每个处理 3 个重复。 
1.5.3  数据统计与分析：应用 Matlab R2012b 实现

模型建立与优化。 
(1) 基于粒子群算法(PSO)的 BP 人工神经网络

模型构建。以发酵培养基的均匀设计的 24 组试验

中的 19 组试验数据作为 BP 神经网络的训练样本， 

表 1  发酵基质正交试验表 
Table 1  Orthogonal test level table of the fermentation 

substrates 

水平 Level (W/W) 1 (%) 2 (%) 3 (%) 

豆饼 Bean cake powder (A) 10 20 30 

米糠 Rice bran (B) 10 20 30 

玉米碎粒 Corn flour (C) 10 20 30 

 
表 2  外加营养组分 

Table 2  The additional nutrient components 

考察因素 
Items 

组分 
Components 

含量 
Content (%)

碳源 
Carbon source 

葡萄糖，蔗糖，麦芽糖 1.0 

氮源 
Nitrogen source

有机氮源：蛋白胨，尿素 
无机氮源：硝酸铵，硫酸铵，

硝酸钠 

1.0 

磷酸盐 
Phosphate 

磷酸氢二钾，磷酸二氢钾 0.1 

钙离子 
Calcium ion 

硫酸钙，碳酸钙 1.0 

镁离子 
Magnesium ion

硫酸镁 0.1 

 
另 5组数据作为网络的预测样本。经验公式[14]如下： 

20.43 0.12 2.54 0.77 0.35 0.51s mn n m n= + + + + +  
s：隐藏层神经元个数；m：输入层神经元个数；

n：输出层神经元个数。 

根据考察组分与优化指标个数设计网络拓扑

结构：8→5→1 (图 1)。 

本试验中使用粒子群算法(PSO)优化 BP 神经

网络(8→5→1)权值和阀值，即 5×8+5=45 个权值，

5+1=6 个阀值，所以个体编码长度为 45+6=51。

以均匀试验的 24 组数据中的 19 组作为训练样本，

5组作为测试样本。设定PSO算法的参数：c1=1.494 45；

c2=1.494 45；Maxgen=100；Sizepop=30；Vmax=1；

Vmin=−1；Popmax=5；Popmin=−5。把神经网络训

练数据的仿真值与实际值的差值的绝对值 Error 作

为 PSO 算法的适应度值，即： 
Error=|Sim–Train| 
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图 1  网络拓扑结构 
Figure 1  Artificial neural network topology 

 
Sim：神经网络的仿真输出值；Train：神经网

络训练样本的实际输出值。 
(2) 人工神经网络遗传算法寻优。以基于 PSO

算法的 BP 神经网络模型的预测值的相反数作为

GA 算法的适应度，寻求 BP 网络输出的最大值，即

发 酵 最 大 生 物 量 。 参 数 设 定 ： 迭 代 次 数

Maxgen=100，种群规模 Sizepop=30，交叉系数

Pcross=[0.4]，变异系数 Pmutation=[0.2]。遗传算法

由 MTLAB 软件 GAOT 遗传算法工具箱完成。 

2  结果与分析 

2.1  纯菌丝干重和核酸含量的线性关系 
由图 2 可知，两个烟草内生真菌菌株菌丝中的

核酸量与菌丝干重之间在所测试的范围内具有良

好的线性关系，菌株 YCEF005 线性方程为

Y005=10.131X+0.033 2，R2=0.999 5；菌株 YCEF053
线性方程为 Y053=11.757X+0.071 6，R2=0.998 8。 

2.2  发酵基质优化 
对内生真菌菌株 YCEF005、YCEF053 分别进

行麸皮、米糠、豆饼、玉米碎粒 4 种基质单因素试

验。结果表明，麸皮是两株内生真菌的最佳培养单

基质(图 3)。麸皮碳氮比约 20:1，除含有丰富的淀

粉、蛋白质、纤维素和半纤维素等碳水化合物以外，

还含有多种维生素和金属离子[15-17]。同时，麸皮比

较松散，具有良好的通气状态，有利于真菌的生长。 

以麸皮为主要基质，按 L9(34)正交表，设计豆

饼粉、玉米碎粒、米糠 4 因素 3 水平正交试验设计，

通过各因素水平对 YCEF005、YCEF053 发酵生物

量 (OD260) 影响的极差分析 ( 图 4) ，获得菌株

YCEF005 、 YCEF053 的最佳发酵基质组合。

YCEF005 的最佳基质组合(质量比)为麸皮 50%、豆

饼粉 10%、米糠 20%、玉米粉 20%；YCEF053 的

最佳基质组合(质量比)为麸皮 60%、豆饼粉 10%、

米糠 10%、玉米粉 20%。 

2.3  外加营养组分筛选 

在最佳发酵基质组合上，单因素试验确定外加

碳源、氮源、磷酸盐、钙盐和镁盐对 YCEF005、 
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图 2  菌丝中核酸量与菌丝量的关系 
Figure 2  Correlation between amount of mycelia and nucleic acid content 

 

 
 

图 3  不同发酵基质上内生真菌的生长 
Figure 3  Growth of endophytic fungi in different fermentation substrates 

 

 
 

图 4  发酵基质正交试验的极差分析 
Figure 4  Range analysis of orthogonal experiment for fermentation substrates 
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YCEF053 生长的影响(图 5)，确定了外加营养组分

的种类。YCEF005 外加营养组分为蔗糖、蛋白胨、

NH4NO3、KH2PO4、CaSO4、MgSO4；YCEF053 发

酵外加营养组分为蔗糖、蛋白胨、NaNO3、KH2PO4、

CaSO4、MgSO4。 

2.4  人工神经网络建模及其全局寻优 
采用训练后得到的网络模型，对 5 个预测集样

本进行仿真运算，结果如图 6 所示。由图 6 可知，

OD260 值的仿真值与实测值的误差在 10%以内，网

络具有良好的泛化能力，可用来预测固态发酵的

真菌生物量。 

使用 BP-GA 优化模型对培养基配方进行全局

寻优(图 7)，经过 100 次的遗传操作后，得到最优化

发酵培养基组成(表 3)，根据 BP 模型预测得到此优

化条件下 YCEF005 的 OD260 值为 1.60，YCEF053

的 OD260 值为 1.48。 

2.5  菌株在优化后发酵培养基上的生长曲线 

两株供试内生真菌菌株在优化后的发酵培养

基上的生长曲线如图 8 所示。在第 3 天至第 7 天内

两个菌株的生物量快速增加，第 7 到第 9 天缓慢增

加，9 d 时候基本保持恒定，达到平衡的生物量。 
 

 
 

图 5  内生真菌在不同营养组分培养基上的生长 
Figure 5  Growth of endophytic fungi in different components of culture medium 

 

 
 

图 6  生物量的实测值与仿真值 
Figure 6  Actual value and predicted value of biomass 
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图 7  人工神经网络遗传寻优过程 
Figure 7  Optimization process of artificial neural network 

 
 

表 3  人工神经网络寻优结果 
Table 3  Optimization results of artificial neural networks 

Strain Sucrose 
(g/kg) 

Peptone 
(g/kg) 

NH4NO3/NaNO3 
(g/kg) 

KH2PO4
(g/kg)

CaSO4
(g/kg)

MgSO4
(g/kg)

含水量 
Water content

(%) 

接种量 
Inoculum 
dose (%) 

最优
Optimum 

验证
Validation

YCEF005 12.96 12.70 4.00 1.50 10.00 0.48 50 24 1.60 1.513 

YCEF053 13.37 14.02 3.85 1.23 10.89 0.52 48 20 1.48 1.492 

 
 

 
 

图 8  菌株生长曲线 
Figure 8  Growth curve of strain in the optimal medium 
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3  讨论 

固态发酵是指没有或几乎没有自由水存在下，

在有一定湿度的水不溶性固态基质中，培养一种或

多种微生物的一个生物反应过程。在固态发酵过程

中，菌丝深入培养基基质内部，菌丝体与培养基紧

密缠绕在一起，很难从培养基中分离，所以很难直

接测定生物量。为了解决这一问题，通常采用真菌

核酸含量的测定来衡量真菌生物量。本实验所研究

的两种菌，在实验测试范围内结果表明核酸含量和

菌丝干重有很好的线性关系，可以用做衡量固态发

酵过程中菌丝生物量的参数，这和魏培莲等[18]研究

结果一致。 

人工神经网络具有较好的非线性逼近能力和 

自学习能力，理论上它能够充分逼近任意复杂的非

线性关系，但神经网络复杂性很大程度上影响神经

网络的性能[19]。本试验针对实验室分离筛选的两株

具有促进烟草生长、降低烟叶重金属含量的内生真

菌菌株，通过基于 PSO 算法的 BP 人工神经网络对

均匀设计试验结果进行较好地拟合、构建得到一个

模型。使用 BP-GA 优化模型对培养基配方进行全

局寻优，最终得到两株内生真菌的固态发酵培养

基，以麸皮、豆饼粉、米糠和玉米粉为基质，以速

效碳源(蔗糖)、氮源(蛋白胨和 NH4NO3 或 NaNO3) 
及 P、S、K、Ca、Mg 等无机盐作为外加营养组分，

能弥补真菌在麸皮等发酵基质上生长速度慢的缺

点，发酵 7 d 菌体生长即进入平台期，与周惠茹

等[20]研究结果一致。本试验设计的固态发酵培养基

为内生真菌菌肥制剂的商品化生产及农业应用奠

定了基础。 
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