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研究报告 

灰树花菌株的复壮及常压室温等离子体诱变 
马娜娜*  车树刚  张心青  吴文雷  傅英旬  李超孟  杨丹丹  刘海玉 
黄河三角洲京博化工研究院有限公司  山东 滨州  256500 

摘  要：【背景】实验室所用灰树花菌株系长期继代培养，易出现菌株退化。【目的】通过菌株复壮

的方法实现菌株的生物学活性及性状的恢复，并借助高效诱变仪对菌株实施诱变，以期得到活性更

高、遗传稳定的诱变株。【方法】分别以 PDA 加富培养基和 PDA-板栗壳培养基为培养基质，采用

尖端菌丝分离法进行菌株复壮，得到回复菌株原有的生物学活性及性状的复壮株 P-2，为了进一步

提高菌株的高产性能，利用常压室温等离子体(atmospheric room temperature plasma，ARTP)诱变技

术作用于复壮株 P-2 菌丝体，最终筛选到一株性能优良、遗传稳定性高的诱变株 b-35。【结果】复壮

后的菌株 P-2 菌丝干重和多糖含量分别达到 1.18%和 19.01%，较出发株分别提高 35.17%和 35.11%，

通过发酵罐验证菌株的发酵周期由 48 h 缩短至 32 h，菌株发酵活性及效率明显提高。诱变株 b-35
菌丝干重和多糖含量分别达到 1.56%和 25.07%，较复壮株 P-2 分别提高了 40.15%和 39.33%。【结论】

ARTP 诱变方法易操作、无污染且诱变效率高，是获得灰树花高产菌株的重要方式。 
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Rejuvenation and atmospheric room temperature plasma  
mutagenesis in breeding of Grifola frondosa 
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Abstract: [Background] Grifola frondosa showed degenerated characteristics due to long-term 
subculture. [Objective] To restore the biological activity and characteristics of G. frondosa through 
rejuvenation method, and to acquire strains possessing improved vitality and genetic stability through 
mutagenesis by high efficient apparatus. [Methods] Hyphae tip isolation method was utilized for 
rejuvenation of the strains cultivated in PDA enriched medium and PDA-chestnut shell medium 
respectively. Rejuvenated strain P-2 regained its biological activity and properties. To further improve its 
production performance, P-2 was subjected to ARTP mutagenesis, and a mutant b-35 with promoted 
performance and high genetic stability was obtained finally. [Results] The dry weight of mycelium and 
polysaccharide content of the strain P-2 were 1.18% and 19.01%, and the growth rates were 35.17% and 
35.11% respectively compared with that of the original strain. Cultivation of P-2 in fermentation tank 
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indicated that the fermentation cycle was shortened to 32 h from 48 h, showing significant improvement of 
fermentation activity and efficiency. Mycelium dry weight and polysaccharide content of the mutant b-35 
reached 1.56% and 25.07%, 40.15% and 39.33% higher than that of P-2. [Conclusion] ARTP mutagenesis 
method was proved to be an important way in breeding of high yield Grifola frondosa because it is easily 
operated, pollution-free and efficient. 

Keywords: Grifola frondosa, Rejuvenation, ARTP mutagenesis, Dry weight of mycelium, Polysaccharide 

灰树花[1-2](Grifola frondosa)是一种药食兼用的

大型真菌，有关灰树花中药理活性物质的研究较

为广泛，同时也是近年来国内外研究的热点，大

量研究[3-6]表明灰树花具有降血糖、增强机体免疫

力、清除体内自由基、延缓衰老等多种保健功

能。对灰树花活性物质研究的初期都是从其子实

体着手，实验周期长且产量不稳定[7]。随着真菌液

体深层发酵技术的不断成熟，许多研究者开始  
借助液体深层发酵技术开展灰树花产品的定向开

发 [8-10]。液体发酵相较于子实体培养具有原料易

得、产量高、发酵周期短、可定向发酵且可大规

模化生产等优点，因此利用液体深层发酵技术进

行灰树花产品的开发具有广阔的应用前景[11]。 
优良菌株的获得是液体深层发酵技术的重中

之重[11]，生产上多用尖端菌丝分离法、组织分离

及原生质体再生技术进行食用菌的提纯复壮，但

后两种方法工艺复杂且所需时间长。我们实验室

现有的灰树花菌株 Gf932 由于长期的继代培养出现

了部分优良性能退化现象，因此本文采用尖端菌

丝分离法[12-13]对其进行菌株复壮，并借助常压室

温等离子体(atmospheric room temperature plasma，

ARTP)诱变仪对复壮株进行诱变，以同时提高菌丝

体干重和多糖含量为考察指标，获得高产菌株，

为灰树花菌株 Gf932 的工业化生产提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  出发菌种 

灰树花菌株 Gf932[14]为本实验室保存。 
1.1.2  培养基 

PDA 加富培养基(g/L)：马铃薯 200.00，葡萄

糖 20.00，蛋白胨 5.00，磷酸二氢钾 1.50，硫酸镁

0.75，维生素 B1 0.001，琼脂粉 18.00，pH 自然。 
PDA-板栗壳培养基(g/L)：马铃薯 200.00，葡

萄糖 20.00，板栗壳(粉碎后煮 2 h) 45.00，琼脂粉

18.00，pH 自然。 
灰树花发酵培养基(g/L)：马铃薯 30.00，麸皮

30.00，葡萄糖 30.00，玉米粉 7.50，蛋白胨 4.50，

酵母粉 2.30，磷酸二氢钾 0.75，硫酸镁 0.75，硫酸

铵 1.00，pH 自然。 
1.1.3  主要试剂和仪器 

葡萄糖，西王集团有限公司；蛋白胨，生工

生物工程(上海)股份有限公司；磷酸二氢钾、无水

乙醇，天津市科密欧化学试剂有限公司。恒温振

荡器，常州中捷实验仪器制造有限公司；发酵

罐，江苏科海生物工程设备有限公司；ARTP 诱变

仪，北京思清源生物科技有限公司。 

1.2  方法 
1.2.1  尖端菌丝分离复壮法[15] 

第 1 次分离：灰树花菌株 Gf932 的菌丝长到

PDA-板栗壳平板的 1/2 时打孔取菌落外缘 3 mm 尖

端菌丝转接到培养基中央，每个菌落转接 3 个平

板，28 °C 恒温培养；第 2 次分离同第 1 次；    
第 3 次分离：待分离菌丝生长到平板的 2/3 处时打

孔取菌落外缘 3 mm 处尖端菌丝转接到斜面试管中

央，28 °C 恒温培养，培养完成的菌株进行后期 
筛选。 
1.2.2  ARTP 诱变[16-17] 

取 4 块 1.01.0 cm 的出发菌株 P-2 菌块接入

100 mL PDA 加富培养基中，28 °C 、180 r/min 振

荡培养 4 d，菌丝干重达 0.5%，培养好的菌液稀释

至 105 后，取适量涂布于钢片上，ARTP 诱变仪上设

置好相应参数，菌液诱变时间分别设置 10、20、

30、40、50、60 s，将诱变完成的菌液接入 1 mL  
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EP 管中充分振荡悬浮后涂布 PDA 加富平板，28 °C
暗培养 2 d，待菌落长出后进行计数，计算每个诱

变梯度下的致死率。对致死率在 80%及以上条件

下的菌株进行挑取筛选。 
1.2.3  菌株初筛 

(1) 菌丝生长速度测定法[18-19] 

采用平板菌丝生长速度测定法分别进行复壮

菌株和诱变菌株的初筛，具体做法：先将复壮菌

株或诱变菌株进行活化，待菌丝长满平板后，用

打孔器在菌丝边缘打孔(3 mm)，转接至 PDA 加富

培养基平板中央，采用十字交叉法划线测定菌株

的菌丝生长速度，并分别与原始菌株 Gf932 或出发

菌株 P-2 的生长速度进行比较分析。 
(2) 诱变株拮抗筛选法[20] 

挑取 1 块 0.40.4 cm 的出发菌株 P-2 菌块接种

至固体 PDA 加富培养基上，在其四周各接种 4 株

诱变菌株，28 °C 暗培养 3 d 左右，观察诱变菌株

与出发菌株 P-2 之间是否存在拮抗线，由此可判断

菌株是否发生变异。 
1.2.4  菌株复筛 

(1) 菌丝干重测定[21] 
按照 10%接种率接入灰树花发酵培养基中，

28 °C、180 r/min 振荡培养 48 h 后结束发酵，将液

体培养所得的菌丝体经 5 500 r/min 离心 10 min 分

离后，再用蒸馏水洗涤一次，以除去菌丝体表面所

附着的培养液，放入鼓风干燥箱中，在 105 °C 条件

下干燥至恒重，经电子天平称量即得菌丝干重。 
(2) 菌丝体胞内多糖的测定[21-22] 

向烘干的菌丝中加入 10 倍体积蒸馏水，经

研磨后，在 80 °C 水浴中浸提 3 h，浸提 2 次，  
5 500 r/min 离心 10 min 后取上清液，再用 3 倍体

积的 95%乙醇溶液醇沉提取胞内多糖。在 4 °C 的

冰箱中醇沉 24 h 以上，经 5 500 r/min 离心 10 min
后冷冻干燥，采用苯酚-硫酸法(SN/T4260-2015)进
行多糖的测定。 
1.2.5  发酵罐验证 

制备 1 L 待验证菌株的发酵菌种接入容积为 
20 L 的发酵罐中，物料体积为 10 L，控制温度

28 °C、转速 200 r/min，每隔 8 h 取样检测一次，发

酵液 pH 降为 3.0−4.0 即为发酵结束。 

2  结果与分析 

2.1  菌株复壮 
2.1.1  菌株复壮初筛 

分别以 PDA 加富培养基和 PDA-板栗壳培养基

为复壮培养基，筛得灰树花菌株 Gf932 的复壮菌株

20 株。采用平板菌丝生长速度测定法对其进行初

筛，初筛结果见表 1。表 1 数据表明 PDA 加富培养

基复壮得到的菌株菌丝生长速度均在 0.835 mm/h
以上，最高达 0.980 mm/h；PDA-板栗壳培养基复

壮得到的菌株菌丝生长速度均在 0.858 mm/h 以上，

最高达 0.981 mm/h。然而原始菌株的菌丝生长速度

为 0.810 mm/h，复壮株菌丝长速提高了 20%左右，

其中有 8 株复壮株与原始菌株相比差异极显著。 
此外，由图 1 可知复壮株与原始株共培养一段

时间后，复壮株菌丝生长茂盛且浓密，菌株生长

圈明显大于原始株菌圈。  
 

表 1  灰树花复壮株初筛 
Table 1  The initial screening of Grifola frondosa restored strain 
菌株 
Strain 

菌丝生长速度 
Mycelial growth rate (mm/h) 

Original strain 0.810±0.016 
P-1 0.956±0.006*** 
P-2 0.980±0.011*** 
P-3 0.909±0.038 
P-4 0.900±0.052 
P-5 0.865±0.018* 
P-6 0.835±0.049* 
P-7 0.920±0.036* 
P-8 0.933±0.016** 
P-9 0.938±0.043** 
P-10 0.937±0.031** 
L-1 0.858±0.016* 
L-2 0.956±0.009*** 
L-3 0.981±0.008*** 
L-4 0.892±0.019 
L-5 0.906±0.037 
L-6 0.954±0.004*** 
L-7 0.919±0.007* 
L-8 0.961±0.011*** 
L-9 0.926±0.022** 
L-10 0.924±0.030** 

Note: *: 0.05≤P<0.1; **: 0.01≤P≤0.05; ***: P≤0.01. P-: PDA 
enriched medium; L-: PDA-chestnut shell medium. 
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图 1  灰树花原始株与复壮株共培养 64 h 后的对比结果 
Figure 1  Comparison of the results of Grifola frondosa original strain and rejuvenation strains after co-cultivation for    
64 hours 
注：A：PDA 加富培养基；B：PDA-板栗壳培养基. 
Note: A: PDA enriched medium; B: PDA-chestnut shell medium. 
 
2.1.2  复壮株复筛 

采用菌丝干重法对初筛中 8 株差异性极显著的

复壮株进行复筛，实验结果见图 2，菌丝干重与多

糖含量呈正相关性，结果表明复壮株 P-2、P-10、

L-2、L-6、L-8 的菌丝干重均能达到 1.1%，其中复

壮株 P-2 复筛效果最佳，菌丝干重和多糖含量分别

达 到 1.18% 和 19.01% ， 较 原 始 菌 株 分 别 提 高

35.17%和 35.11%。 

此外，由图 3 可见，在复筛过程中发现复壮株

的发酵液菌球较小、密度大、较粘稠，而原始株

发酵液菌球较大、发酵液澄清。 
2.1.3  发酵罐验证 

选取复筛效果最佳的复壮株 P-2 进行发酵罐验

证，同时以原始菌株为对照，发酵初始 pH 调为

6.0，溶氧 90%，发酵数据如图 4 所示。在工艺参

数控制方面两罐均未进行 pH 调控，保持自然生长 
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图 2  灰树花原始株和复壮菌株菌丝干重(A)和多糖含量(B)检测结果 
Figure 2  Detection results of hyphae dry weight (A) and polysaccharide content (B) of the Grifola frondosa original strain 
and rejuvenation strains 

 
 

 
 
 

图 3  灰树花原始菌株和复壮株发酵液对比图 
Figure 3  Comparison of fermentation broth of the Grifola frondosa original strain and rejuvenation strains 
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状态，复壮株溶氧和 pH 较原始株下滑快，而菌丝

干重和多糖含量增长速度快，发酵 32 h 时菌丝干

重和多糖含量分别达到 1.363%和 21.97%，38 h 取

样 检 测 菌 丝 干 重 和 多 糖 含 量 分 别 为 1.38% 和

22.24%，菌株发酵 32 h 已基本停止生长，而出发

株发酵 48 h 菌丝干重和多糖含量分别为 0.977 1%
和 15.75%。 

与原始菌株相比，复壮株在发酵罐的发酵周

期由 48 h 缩短至 32 h，菌株发酵活性明显优于原始

菌株，由此得出通过尖端菌丝分离法进行灰树花

菌株的复壮是有效可行的。 

2.2  复壮株 P-2 的 ARTP 诱变 
2.2.1  菌丝体诱变致死率条件确定 

取菌丝干重达 0.5%的原始菌株 P-2 菌液稀释

105 后进行诱变实验，由图 5 可见菌丝体致死率随

着 ARTP 诱变时间的延长而增长，诱变时间在 90 s
内时致死率呈急剧增长趋势，90 s 时致死率为

90.81%，因此确定菌丝体最佳诱变时长为 80−90 s。 

 

 
 

图 4  灰树花原始株(A)和复壮株 P-2 (B)发酵数据 
Figure 4  The fermentation data of the Grifola frondosa original strain (A) and rejuvenation strain P-2 (B) 
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图 5  灰树花诱变致死率曲线 
Figure 5  Mutant lethality curve of Grifola frondosa 

 
 

2.2.2  ARTP 诱变初筛 
以复壮株 P-2 为出发菌株进行诱变筛选，共

分离单菌 330 株，以出发株为对照进行拮抗实

验，筛选如图 6 所示能够与出发株产生明显拮抗

线的变异株，共筛选到 87 株变异株。表 2 显示初

筛得到 35 株具有差异显著性的正突变株，其中

J-25、b-35 及 J-40 三株变异株的菌丝生长速度均

超过 1.1 mm/h。 
 
 

 
 
 
图 6  灰树花诱变菌株拮抗实验 
Figure 6  The antagonistic experiment of Grifola frondosa 
mutagenic strains 

2.2.3  ARTP 诱变复筛 
对初筛得到的 35 株突变株进行复筛，结果见

图 7。菌丝干重与多糖含量结果一致，共筛选到  

10 株与出发株有显著差异的正突变株，其中突变

株 b-35 的正突变效果最佳，菌丝干重和多糖含量

分别达到 1.56%和 25.07%，较出发株分别提高了

40.15%和 39.33%。 

2.2.4  诱变株 b-35 的传代稳定性 
对菌株 b-35 进行了连续的 5 代传代实验以验证

其遗传稳定性，表 3 为 5 代菌株的菌丝干重及多糖

含量，结果表明连续传代 5 代后菌株的菌丝干重及

多糖含量无明显差异，能够将高产性能稳定遗传

给后代。 

3  讨论与结论 
灰树花深层发酵培养液及菌丝体已逐渐成为

相关药品和保健食品开发的主要来源，而灰树花

菌种品质的好坏直接决定了发酵效率的高低。菌

种由于长期的继代培养或保藏不当会发生整体活

力或某些优良性能等减弱甚至丧失 [13]，本文主

要通过复壮和诱变两种手段来提高灰树花菌株

Gf932 的性能。灰树花以顶端延长的方式进行生

长，各种有利于生长的营养物质都向顶端聚集，

因此菌丝尖端内的细胞也是最具生命活力的[23]，

菌丝尖端分离法就是以获得具有旺盛生命力的群

体为目标，通过分离培养恢复菌株的生机。此

外，灰树花喜好附着于板栗树生长，为了实现灰

树花菌株复壮的高效性，在菌株复壮过程中加入

板栗壳以丰富灰树花培养基质，本文通过菌丝尖

端分离法对实验室灰树花菌株进行复壮，复壮后

的菌株 P-2 菌丝干重和多糖含量分别达到 1.18%

和 19.01% ， 较 出 发 株 分 别 提 高 35.17% 和

35.11%，通过发酵罐发酵验证菌株的发酵周期  

由 48 h 缩短至 32 h，菌株发酵活性及效率明显 

提高。 
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表 2  灰树花变异株初筛实验结果 
Table 2  The initial screening results of Grifola frondosa mutagenic strains 
编号 
No. 

菌丝生长速度 
Mycelial growth rate (mm/h) 

编号 
No. 

菌丝生长速度 
Mycelial growth rate (mm/h) 

Starting strain 0.906±0.101 b-30 0.511±0.252 
J-27 1.052±0.104*** J-15 0.656±0.147 
J-24 1.011±0.069** J-40 1.065±0.069** 
J-16 1.099±0.024*** J-17 1.064±0.181** 
J-2 1.058±0.044*** J-11 0.653±0.139 
J-14 1.085±0.066*** J-10 0.579±0.199 
J-5 1.063±0.039*** b-38 0.705±0.178 
J-6 0.573±0.087 b-19 0.699±0.164 
J-13 0.681±0.107 b-22 0.653±0.137 
J-8 0.581±0.293 b-16 0.611±0.109 
J-21 0.706±0.057 S" 1.095±0.123*** 
J-23 1.024±0.067** b-29 0.527±0.163 
J-29 1.088±0.084*** b-1 1.098±0.111*** 
J-3 1.055±0.105*** b-14 0.618±0.150 
J-22 1.035±0.089** b-9 0.668±0.183 
J-7 0.673±0.122 b-7 0.719±0.110** 
J-25 1.316±0.105*** b-2 0.619±0.194 
J-19 0.689±0.128 b-10 0.648±0.201 
J-4 0.631±0.285 b-41 0.514±0.113** 
b-39 0.695±0.109 b-34 0.446±0.054*** 
b-40 0.657±0.171 J-30 0.532±0.183** 
b-4 1.036±0.097** J-39 1.050±0.121** 
b-43 0.663±0.159 J-38 1.045±0.149** 
b-32 1.056±0.140** J-45 1.029±0.154** 
b-33 0.652±0.139 J-31 1.052±0.138** 
b-25 0.536±0.081 b-21 0.477±0.099 
b-8 0.667±0.136 J-41 0.658±0.143 
b-36 0.534±0.107 J-36 0.696±0.176* 
J-43 0.606±0.122 J-39" 1.050±0.121** 
b-33" 0.639±0.137 J-40 1.109±0.099*** 
b-28 0.493±0.159 J-37 0.621±0.139 
S-26 0.698±0.212 S"-5 0.737±0.179 
S-33 1.026±0.137* S-35 0.681±0.148 
S-34 0.677±0.162 S-8 1.090±0.144** 
S"-2 1.035±0.131* S-7 0.525±0.136 
S-23 0.661±0.163 S"-7 1.056±0.103** 
S-24 0.484±0.164 S-19 0.515±0.185 
S-12 0.704±0.149 S-20 0.556±0.159 
S-14 0.666±0.151 S-1 0.612±0.166 
S-17 1.036±0.131* S-2 0.626±0.184 
S-6 1.025±0.170* S-18 1.014±0.143* 
S-4 1.090±0.129** S-36 1.053±0.132** 
S-31 0.641±0.150 S-32 0.688±0.123 
b-35 1.143±0.091*** S-13 1.026±0.107* 

Note: *: 0.05≤P<0.1; **: 0.01≤P≤0.05; ***: P≤0.01. 
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图 7  灰树花突变株复筛结果 
Figure 7  The rescreening results of Grifola frondosa mutagenic strains 
注：A：菌丝干重结果；B：多糖含量结果. 
Note: A: Hyphae dry weight results; B: Polysaccharide content results. 
 

表 3  灰树花诱变株 b-35 传代稳定性实验结果 
Table 3  The passage stability test results of Grifola 
frondosa mutagenic strain b-35  
代数 
Passage 

菌丝干重 
Dry weight (%) 

多糖含量 
Polysaccharide (%) 

T1 1.535±0.031 24.74±0.044 
T2 1.506±0.020 24.27±0.029 
T3 1.486±0.003 23.95±0.010 
T4 1.557±0.021 25.09±0.093 
T5 1.516±0.047 24.43±0.007 

 

ARTP 在室温常压下产生的高活性粒子通过改

变细胞壁和细胞膜的结构，从而进入细胞引发丰富

的遗传物质损伤，并借助体内高容错率的 SOS 修复

体系构建突变体库，从中筛选具有遗传稳定性的高

效突变株[16]。本文利用 ARTP 诱变技术作用于复壮

株 P-2 菌丝体，最终筛选到一株性能优良、遗传稳

定性高的诱变株 b-35，菌丝干重和多糖含量分别达

到 1.56%和 25.07%，较复壮株 P-2 分别提高了

40.15%和 39.33%。由此可见，ARTP 技术诱变效率

高，是获得灰树花高产菌株的重要方式。 
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