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樟 芝（ A n t r o d i a  c i n n a m o m e a）为 隶 属 真 菌 门

（Fungusmycota）担子菌亚门（Basidiomycotina）层菌纲

（Hymenomycetes）多 孔菌 科（Poly polaceae）薄 孔菌属

（Antrodia）的珍稀药用真菌[1]. 野生樟芝生长在台湾山区（海

拔450~2 000m）特有的牛樟树的腐朽中空的木材内壁，其子

实体具有强烈的黄樟香气味，外形呈板状、钟状等，表面呈

橘黄（红）色，多年生，无柄，味苦 [2]，具有安神、驱风行气、

活血化瘀、温中消积、解毒消肿、抗菌抗病毒等多种功效 [3]，
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Abstract   Antrodia cinnamomea contains many valuable compounds, especially triterpenoids. The submerged culture 
conditions of Antrodia cinnamomea producing triterpenoids were optimized by one-factor-at-a-time and uniform design (UD) 
methods taking biomass into account. First, the one-factor-at-a-time method was adopted to investigate the effects of initial 
pH and variables of medium components (i.e., carbon, nitrogen and mineral sources) on triterpenoid production and mycelia 
growth in detail. Corn starch not only improved mycelia growth but also enhanced triterpenoid production, and was identified 
to be the most suitable carbon. Wheat bran was the favorable nitrogen sources to triterpenoid production (5.5%), however, it 
was not good for biomass. MgSO4 was contributed to triterpenoid production, without significant effects on mycelia growth. 
Subsequently, the concentrations of corn starch, wheat bran, MgSO4, initial pH and culture time were optimized using the UD 
method. The optimal conditions for mycelia yield were determined as 4.7% corn starch, 4.7% wheat bran, 0.05% MgSO4, pH 3.0 
and 7 days of cultivation, and the optimal conditions for triterpenoid production was 2% corn starch, 2% wheat bran, 0.185% 
MgSO4, pH 3.0 and 16 days of cultivation, being different from the former. Subsequent experiment confirmed the validity of 
the models. This optimized strategy in shake-flask culture led to a mycelia yield (Dry cell weight, DCW) of 15.58(±0.37) g L-1 
and triterpenoid percentage (POT) of 6.04(±0.03)%, respectively. The percentage of triterpenoids was considerably 90% higher 
than that obtained in the preliminary studies (3.18%). The statistical methods used in the present study are useful strategies for 
optimizing culture conditions of liquid fermentation. Fig 5, Tab 3, Ref 34
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摘  要   为在兼顾生物量的基础上提高液体发酵中三萜的百分含量，首先通过单因子试验筛选出最佳的碳源、氮源、

无机盐，然后采用均匀设计（UD）对其培养基配比和培养条件进行优化试验，建立适当的数学模型，并对模型进行

验证确定优化条件. 单因子试验结果表明玉米淀粉既能促进菌丝体的生长，又能促进三萜的合成；麸皮虽然对菌体

生长略有不利，但是对三萜的积累作用特别显著；硫酸镁对菌丝体生长效果不显著，但是对三萜的合成比较有利. 均
匀设计试验结果表明，菌丝体干重最大的培养条件和三萜的最优培养条件相差甚远. 菌丝体干重的最优培养条件为：
1 L培养液中玉米淀粉47 g，麸皮47 g，硫酸镁0.5 g，初始pH 3.0，培养7 d；三萜最佳培养基配方为：1 L培养液中玉米淀

粉20 g，麸皮20 g，硫酸镁1.85 g，初始pH 3.0，培养16 d. 菌丝体干重在最优条件下能达到15.58(±0.37) g L-1；三萜百分含

量在最优培养条件下高达6.04(±0.03)%，三萜的百分含量比基础发酵结果和报道的最高发酵结果3.18%提高了90%，因

此，均匀设计法能有效优化液体发酵培养条件. 图5 表3 参34 
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在台湾享有“灵芝之王”和“台湾森林红宝石”的美称[4]. 
樟芝含有多种化学成分，多糖体（β-D-葡聚糖）和三萜

类物质作为两大类主要物质，均具 有防癌、抗癌、保肝、增

强免疫力等生理活性 [5~6]. 从樟芝备受关注以来，研究者陆续

从子实体中分离到约30多种与灵芝具 有不同结构的三萜类

化合物，主要为zhankuicA、B、C等麦角甾烷结构和zhankuic 
acid D、E等羊毛甾烷两大类结构的物质 [7~14]. 药理实验研究

表明，zhankuic acid A 和C具有抑制老鼠血癌细胞等多种癌

细胞的功能作用 [8, 15]；Dehyrosulphurenic acid等诱导癌细胞

生长周期的停滞，抑制癌细胞的增殖，并诱导癌细胞不同路

径的凋亡 [16~17]；Antcin A 和B等通过抑制炎症介质——超氧

化物的产生，阻止细胞黏粘等途径，发挥其抗炎作用 [19~20]；

methyl Antcinate 通过Cofilin-介导的氧化调节途径和Bax-诱
导的线粒体路径引发肝癌细胞的凋亡[18]；methyl Antcin K除

了通过抑制酶的活性发挥抗炎作用还能激活JNK和ERP信号

通路，诱导T淋巴细胞的增殖分化，产生抗体，发挥免疫调节

作用 [21~22]；compound B能减低四氯化碳、乙醇诱导的急性肝

炎之小鼠血清中的GPT 和GOT值，从而达到保肝的效果 [14]. 
此外，樟芝三萜还能清除自由基，提高谷胱甘肽酶的活性，

延缓衰老，抑制血管紧张素转换酶，降低血压等 [23~24]. 由此可

见，樟芝三萜具有很大的开发潜力和应用前景，随着樟芝研

究的深入和应用范围延展，其需求量日益上升，但是野生樟

芝因自然生长条件的限制，导致资源短缺；固体发酵周期长，

菌丝体的生理活性物质含量低，子实体培养尚未成功，亦无

法满足社会需要. 因此采用液体发酵技术生产樟芝菌丝体，

提高生理活性物质——三萜的产量，是目前最经济有效、最

环保的方法. 
均匀设计是一种多因素多水平新型实验设计方法，与常

规的正交设计相比，能最大限度地减少试验次数，并能借助

软件分析 试验数据建立相应的数学模型，判断各因素对发

酵过程的影响趋势和强弱程度，指导进一步的优化实验. 均
匀设计方法近年来在发酵工程方面常被用来优化微生物发

酵的实验条件等 [25~27]. Xu Chun-Ping和Yun Jong-Won利用均

匀设计优化木耳培养条件，其木耳菌丝体含量和多糖含量都

显著提高[28]. 针对目前研究者都集中在樟芝多糖和药理活性

方面，对樟芝三萜培养的研究较少以及液体培养中三萜含量

低的情况，我们采用均匀设计优化樟芝的液体发酵条件，以

提高樟芝生物量和三萜的含量，为今后大规模地生产樟芝菌

丝体和提取有效物质——三萜奠定实验基础，为进一步开发

樟芝三萜的产品提供技术支持. 

 1  材料与方法
1.1  供试菌株

樟芝菌种干粉，由中科海外科技有限公司提供.

1.2  实验材料
葡萄糖、蔗糖、可溶性淀粉、马铃薯淀粉、乙酸乙酯、高

氯酸、乙醇、冰醋酸、香草醛及各种无机盐均为分析纯试剂；

麦芽浸膏、酵母粉、蛋白胨为生化试剂；玉米淀粉为食用级，

玉米浆干粉为工业发酵原料；麸皮汁为饲用级麸皮煮沸40 
min后纱布滤过液. 

1.3  培养基
斜面培养基：麦芽浸膏 20 g，葡萄糖20 g，蛋白胨1 g，琼

脂粉20 g，定容1 L，pH 5. 液体种子培养基：麦芽浸膏 20 g，

葡萄糖20 g，蛋白胨1 g，定容1 L，pH 5. 发酵基础培养基：麦

芽浸膏 20 g，葡萄糖20 g，蛋白胨1 g，硫酸镁0.5 g，磷酸二氢

钾1 g，定容1 L. 
1.4  培养方法
1.4.1  液体种子的培养    将已活化的斜面菌种切成5 mm大小

的菌丝块，接种于液体培养基中. 250 mL三角瓶装100 mL培

养液，于120~150 r/min、25 ℃恒温培养7 d，作种子液备用. 
1.4.2  发酵培养：250 mL三角瓶装100 mL发酵液，接种量为

10%，120~150 r/min，25 ℃培养. 每组实验重复3次取平均值. 
1.5  基础培养条件的确定和单因素实验
1.5.1  最佳发酵时间的确定     用基础培养基在初始pH 5的条

件下培养，从开始到18 d定时取样，测定菌丝体干重和三萜的

百分 含量，根据最大生物量和三萜百分 含量确定最佳发酵

时间t d. 
1.5.2  最佳发酵pH的确定      摇瓶发酵过程中的pH难于控制，

因此只能控制发酵培养基的初始pH值. 将基础培养基的初始

pH值分别调至2、3、4、5、6、7、8，培养t d 后过滤烘干测定菌

丝体干重和三萜的百分含量，确定最佳pH值. 
1.5.3  单因子实验       将备选的各类物质分别等浓度替代基

础培养基中对应成分，其他因素保持不变，调至最佳pH值，

培养 t d后测定菌丝体干重和三萜百分 含量，确定最 适的碳

源、氮源和无机盐. 
1.6  均匀设计

根据发酵条件和单因子实验的结果，采用5因素10水平

10组试验的均匀设计方案进行优化试验，测定各组实验条件

下的菌丝体干重和三萜百分含量，借助软件分析建立合适的

数学模型，再结合专业确定最优培养条件，最后通过验证试

验确定最优条件的可行性. 
1.7  分析方法
1.7.1  pH值的测定      用梅特勒数字pH计测定. 
1.7.2  菌丝体干重的测定     发酵结束后，用已称重的滤纸抽

滤，并用蒸馏水洗涤3遍，55 ℃烘干至恒重. 
1.7.3  胞内三萜的含量测定      取干燥的樟芝菌丝体粉末1 g，

加入25 mL无水乙醇，90 ℃恒温水浴中回流3次，混合3次的

滤液，并定容至100 mL，通过高氯酸——香草醛显色法测定

滤液中三萜的含量，并计算实际的三萜百分含量[29]. 

 2  结果与讨论
2.1  最佳发酵时间的确定

菌丝体生长和产物合成随时间的推移呈现特定的变化

规律. 图1 显示了樟芝生长过程中pH值、菌丝体干重和三萜百

分含量的变化规律. 樟芝菌丝体的生长粗略分为两个阶段，

第一阶段为0~7 d，菌丝体以大约0.35 g d-1 L-1的平稳的生长速

率生长，7 d以后生长缓慢，三萜合成量也低，但是10 d以后，

生长速率明显加快，达到0.85 g d-1 L-1，樟芝菌丝体干重在培

养14 d后达到最高值，为4.59 g L-1，同时胞内三萜含量达到最

高，为3.35%，与以往报道的最高三萜含量3.18%相近 [30]. 14 d
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后，菌丝体自溶，氨基氮的释放导致发酵液pH升高，胞内三

萜降低，故选择14 d为后续单因子实验的最佳发酵时间.
2.2  最佳发酵pH值的确定

为了解灭菌对发酵培养基pH值的影响，试验前测定了

灭菌后发酵培养基的pH值，发现灭菌后培养基的pH值略有

上升，幅度不同，故灭菌后培养基的pH值无法控制，只能调

节发酵培养基的初始pH值. 由于真菌生长的pH值范围较宽，

大多数在pH 5~7条件下都能较好地生长，因此测定了初始pH 
2~8对菌体生长状况和三萜类物质积累情况的影响. 如图2所

示，培养基的初始pH对樟芝菌丝体生长和产物合成都有显

著影响. 中性偏碱性环境明显抑制樟芝菌丝体的生长，弱酸

性环境有利于菌丝体的生长和三萜的合成，当pH 4时，菌丝

体干重最高，三萜百分含量比基础培养基的pH 5略高. 由此可

见，菌丝体生长的最适pH和产物合成的最适pH一致，即后续

单因子实验将采用pH 4进行试验.

2.3  最适碳源的确定
碳源既是构成菌体细胞和代谢产物的主要元素，又是提

供微生物生命活动中所需能源的原料. 真菌能利用的碳源范

围广泛，包括单糖、双糖、多糖、淀粉质类等. 为全面考察不
同碳源对樟芝生长的影响，分别添加2%的麦芽糖、蔗糖、可
溶性淀粉、土豆淀粉、玉米淀粉、玉米粉和玉米粉与葡萄糖
（1 : 1）混合物替代基础培养基中2%葡萄糖进行了试验. 从
图3可知，玉米粉、淀粉类物质比单糖、二糖更有利于樟芝菌
丝体的生长，玉米粉作为碳源，生物量达到 8 gL-1. Yang Fan-
Chiang和杨会成等曾报道玉米粉适合樟芝菌丝体的生长 [31]. 
虽然玉米粉对樟芝菌丝体生长有利，但是三萜合成量较低，
而经过初步加工处理的玉米淀粉不仅能促进樟芝菌丝体的
生长，还能提高三萜的产量，玉米淀粉加工过程可能去除了
部分对三萜合成不利的物质有关. 比较玉米粉和玉米淀粉对
樟芝的影响，在生物量方面的影响差异不大，但是对三萜的
影响显著，因此选用玉米淀粉作为液体发酵培养基的最适碳源.

2.4  最适氮源的确定
氮源是构成细胞内核酸、蛋白质等含氮代谢物的主要物

质. 考察了常见的无机氮源和有机氮源对樟芝的影响. 将选用

的有机氮源和换算后的无机氮源替代基础培养基中的麦芽

浸膏和蛋白胨，结果如图4所示，樟芝对不同氮源的利用存在

着明显差异，对有机氮源的利用明显优于无机氮源. 有机氮

源中含有丰富的蛋白质、氨基酸、肽类等，特别是游离的氨

基酸能被直接利用于构成细胞的蛋白质和其他物质，促进菌

体的生长繁殖，而其它无机氮源需要进一步代谢转化才能利

用. 有机氮源中，曾有文献报道酵母粉和玉米浆干粉做氮源

有利于樟芝菌丝体的生长，并且玉米浆干粉还有利于三萜合

成 [32~33]，但该试验中酵母粉和玉米浆干粉做氮源时，培养后
pH升高，菌体的生长良好，三萜含量却很低. 而麸皮对三萜

的影响显著，却不利于菌体的生长 . 本实验的最终目的在于

筛选对三萜合成有利的物质，因此确定麸皮为后续试验的最

适氮源.
2.5  最适无机盐的确定

为考察无机盐对樟芝生长繁殖和产物合成的影响，对

图1  樟芝生长曲线
Fig. 1  Growth curve of A. cinnamomea

图2  初始pH对樟芝菌丝体和三萜产量的影响
Fig. 2  Effect of initial pH on mycelium and triterpenoid production of A. 

cinnamomea 

图3  不同碳源对樟芝菌体和三萜产量的影响
Fig. 3   Effect of carbon sources on mycelium and triterpenoid production of 

A. cinnamomea
1~8分别代表蔗糖、麦芽糖、葡萄糖、可溶性淀粉、土豆淀粉、玉米淀粉、玉
米粉及葡萄糖、玉米粉混合物. *表示基础培养中的碳源
Symbols 1~8 represent sucrose, maltose, glucose, soluble starch, potato 
starch, corn starch, corn powder, and mixture of corn powder and glucose, 
respectively. * represents carbon source in basal medium
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常见的钠、钾、钙、镁盐进行了测试 . 图5中显示各种无机盐
离子对樟芝菌丝体的生长并不显著，但是对三萜合成的影响
差异明显. 钙离子略有利于菌体的生长，这和Lin En-Shyh等
人的报道 [34]一致，但是三萜产量很低. 镁离子不但能激活某
些酶的活性还能提高菌体对自身产物的耐受性. 本实验中镁
离子对菌体生长的影响不显著，但能促进三萜的合成，其三
萜的含量高于空白和基础培养基中磷酸二氢钾和硫酸镁联
合使用时的三萜含量，这和镁离子的作用密切相关 . 因此确
定硫酸镁为后续试验的最适无机盐.
2.6  均匀设计
2.6.1  均匀设计实验     根据最适培养基种类的浓度预试验结

果，结合选定的5因素10水平的实验方案将各因子等分为10
水平，具体试验因子水平数见表1，各因子组成及试验结果如
表2所示：
用多元逐步回归程序对表3的数据进行多元二次逐步回归分
析，得出菌丝体干重和三萜百分含量与各因素之间的回归方
程：

Ymycelia = 0.2191 + 3.525X1-0.269X1X4 + 0.0098X2X4        （1） 
Yt r iterpenoids = 4.1761- 0.591X1- 0.0153X5

2- 0.00224X1X2 +   
                      0.004X1X3-0.0207X4X5                                  （2）

方程 式（1）中 Y 代表菌丝体干重，X1、X2、X4 分别代表 玉
米淀 粉、麸 皮、初始 pH，该回归方 程的回归相关 系数 R 2 = 
0.9838，标准误差S = 0.5656，F(3, 6) = 60.09 >> F0.01(3,6) = 9.78，

表1  均匀设计试验因素和水平
Table 1  Experimental factors and levels for uniform design

试验因素 Factor
水平 Level

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
玉米淀粉 Corn starch�������   (CS, ρ/g L-1) 20.00 23.00 26.00 29.00 32.00 35.00 38.00 41.00 44.00 47.00
麸皮 Wheat bran (����WB, ρ/g L-1) 20.00 23.00 26.00 29.00 32.00 35.00 38.00 41.00 44.00 47.00
MgSO4 (ρ/g L-1) 0.50 0.65 0.80 0.95 1.10 1.25 1.40 1.55 1.70 1.85
初始pH  Initial pH 3.00 3.30 3.60 3.90 4.20 4.50 4.80 5.10 5.40 5.70
培养时间 Culture time (t /d) 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

表2  U10（105）试验方案及结果 
Table 2   Experimental design and results of the U10 (105) uniform design

试验号
Experiment No

试验因子及水平  Factor and level 试验结果  Result
玉米淀粉 CS

(ρ/g L-1)
麸皮 WB
(ρ/g L-1)

MgSO4
(ρ/g L-1)

初始pH
Initial pH

培养时间
Culture time (t/d)

菌丝体干重 DCW
 (ρ/g L-1)

三萜百分含量
POT (P/%)

1 1 (20.00) 2 (23.00) 3 (0.80) 5 (4.20) 7 (13) 5.89 ± 0.51 4.41 ± 0.23
2 2 (23.00) 4 (29.00) 6 (1.25) 10 (5.70) 3 (9) 6.18 ± 0.50 2.95 ± 0.84
3 3 (26.00) 6 (35.00) 9 (1.70) 4 (3.90) 10 (16) 7.09 ± 0.39 5.23 ± 0.12
4 4 (29.00) 8 (41.00) 1 (0.50) 9 (5.40) 6 (12) 8.58 ± 0.18 3.16 ± 0.24
5 5 (32.00) 10 (47.00) 4 (0.95) 3 (3.60) 2 (8) 10.46 ± 0.74 2.43 ± 0.46
6 6 (35.00) 1 (20.00) 7 (1.40) 8 (5.10) 9 (15) 9.16 ± 0.80 3.98 ± 0.74
7 7 (38.00) 3 (26.00) 10 (1.85) 2 (3.30) 5 (11) 10.82 ± 0.44 3.13 ± 0.46
8 8 (41.00) 5 (32 00) 2 (0.65) 7 (4.80) 1 (7) 10.63 ± 0.77 1.61 ± 0.53
9 9 (44.00) 7 (38.00) 5 (1.10) 1 (3.00) 8 (14) 13.84 ± 0.65 3.53 ± 1.13
10 10 (47.00) 9 (44.00) 8 (1.55) 6 (4.80) 4 (10) 12.64 ± 0.65 1.82 ± 0.19

图4  不同氮源对樟芝菌体和三萜产量的影响
Fig.4   Effect of nitrogen sources on mycelium and triterpenoid production of 

A. cinnamomea
1~8分别代表硫酸铵、柠檬酸铵、草酸铵、硝酸钾、酵母粉、玉米浆干粉、麸
皮及麦芽浸膏、蛋白胨混合物. *表示基础培养中的氮源
Symbols 1~8 represent MgSO4, ammonium citrate, ammonium oxalate, 
KNO3, yeast extraction, corn steeped powder, wheat bran, and mixture of 
malt extraction and peptone, respectively. * represents nitrogen source in 
basal medium

图5  不同无机盐离子对樟芝菌体和三萜产量的影响
Fig. 5  Effect of mineral sources on mycelium and triterpenoid production of 

A. cinnamomea
1~7分别代表无无机盐、氯化钠、氯化钙、硫酸镁、磷酸二氢钠、磷酸二氢钾
及硫酸镁、磷酸二氢钠的混合物. *表示基础培养基中无机盐种类
Symbols 1~7 represent no inorganic salt, NaCl, CaCl2, MgSO4, NaH2PO4, 
KH2PO4, and mixture of MgSO4 and KH2PO4. * represents mineral source in 
basal medium
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通过F检验（α = 0.01）. 分析该方程，X3、X5在逐步回归中被

剔出方程，表明硫酸镁和培养时间对菌丝体的影响不显著，

所以在优化时取其最小值；X1的回归系数最大说明玉米淀粉

对菌丝体贡献最大，其次是麸皮和初始pH的交互影响，X1X4

的系数为负，初始pH对菌丝体的影响为负作用，所以pH取最

小值对Y的负影响最小. 故优化条件为：X1=47.00，X2=47.00，
X4=3.00. 方程（2）中Y代表三萜百分含量，X1~X5分别表示玉

米淀粉、麸皮、硫酸镁、初始pH、培养时间，该回归方程的回

归相关系数R2 = 0.9998，标准误差S = 0.0354，F (5,4) = 1812.35 
>> F0.01(5,4) = 15.5，通过F检验（α = 0.01），各因素对该方程均

有贡献，X5
2、X1X3的贡献为正效应，X5的系数大，这表明三

萜含量与培养时间密切相关. X1、X1X3、X1X2 都为负影响，其

中X1的负影响最为显著，因此为了降低X1的负作用，将取其最

小值. 所以优化条件为：X1 = 20.00，X2 = 20.00，X3 = 1.85，X4 = 
3.00，X5 = 16. 两个方程的优化条件不一致，比较二者可以看

出，营养物质丰富有利于菌丝体的生长，但是不利于三萜的

合成，硫酸镁和培养时间对三萜合成的影响较大，在给定的

条件里，硫酸镁浓度越高，培养时间越长，积累的三萜越多. 
两个优化条件都处于选定浓度的边界，由此可见，培养基种

类之间相互影响较大，为了得到更准确的优化条件，还需要

调整浓度进行试验
2.6.2  最优条件验证试验      分别按照两个优化条件进行验证

实验，结果如表3，3批验证试验的结果与优化条件的预测值

范围基本一致，比前面的10组试验的结果都好，证明回归方

程预见性是可信的，优化条件可行. 对于生物量最大的优化

条件，三萜的产量并不太稳定，对于这不稳定的因素还需要

进一步的考察确定.  

 3  结 论  
单因子实验结合均匀设计法能有效地优化发酵培养条

件，特别是针对发酵周期较长的真菌液体发酵更为实用. 较
短时间里，较少的实验次数就能建立不同指标相应的数学回

归方程模型，数学推导得到优化条件. 本研究采用此法得到

菌丝体干重的最优培养条件为：1 L培养液中玉米淀粉47 g，

麸皮47 g，硫酸镁0.5 g；初始pH 3，培养7 d；三萜最佳培养基

条件：1 L培养液中玉米淀粉20 g，麸皮20 g，硫酸镁1.85 g；初

始pH 3，培养16 d. 优化条件下进行验证试验，分别获得菌丝

体含量15.58(±0.37) g/L，三萜百分含量达到了6.03(±0.03)%，

略高于拟合的预测结果，比报道提高90%，这为大规模培养

樟芝菌丝体和三萜类物质奠定了实验基础，增加其开发的价

值. 两个优化条件均处于边界浓度，并且两个条件针对单个

指标，有显著性的提高，但是另外一个指标都比较低，因此

需要进一步优化得到最优条件，以及通过补料等工艺提高其

生物量，或者补加前体等来提高三萜含量.  
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