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摘要：桑黄是一 种 珍 稀 药 用 真 菌，其 黄 酮 可 入 药。为 优 化 桑

黄黄酮发酵的液体 培 养 基，以 菌 丝 体 黄 酮 产 量 为 指 标，通 过

正交试验，对桑黄液体培养基进行优化。研究结果显示黄酮

高产 培 养 基 最 优 条 件：玉 米 粉３％ ＋麸 皮７％，蛋 白 胨

２．０％，ＫＨ２ＰＯ４０．１０％，ＭｇＳＯ４０．１５％，菌丝体黄酮产量为

２１２．３５ｍｇ／Ｌ。
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桑黄是一种珍 稀 药 用 真 菌，属 于 多 层 孔 菌 科，针 层 孔 菌

属，具有抗菌、抗癌、抗氧化等药用功效［１］。民间用以治疗淋

病、崩 漏 带 下、症 瘕 积 聚、癖 饮 及 脾 虚 泄 泻 等［２，３］。桑 黄 含 有

多糖、黄酮、三萜等多种活性成分［４，５］，其黄酮具有抗氧化、抗

肿瘤、降血脂、抗衰老等功能［６，７］。对桑黄黄酮的研究以往大

部分集中在子实体黄酮的提取和分离［８－１０］，对液体培养生产

桑黄菌丝体黄酮的 研 究 报 道 较 少［１１，１２］。自 然 条 件 下 桑 黄 子

实体的获得需要几十年的时间，而适宜条件下液体培养桑黄

菌丝体只需 十 几 天 时 间。雷 萍 等［１３］研 究 表 明，桑 黄 菌 丝 体

黄酮含量比子实体还要高。所以利用液体培养基，可以高效

生产桑黄菌丝体黄酮［１４］。

天然黄酮化合物 泛 指 两 个 具 有 酚 羟 基 的 苯 环 通 过 中 央

三碳原子相互连接而成的一系列化合物，其基本母核为２－苯

基色原 酮，结 构 中 常 连 有 酚 羟 基、甲 氧 基、甲 基、异 戊 烯 基 等

官能团，常 与 糖 类 结 合 成 苷，且 因 糖 的 种 类、数 量、联 接 位 置

及方式不同组成 各 种 类 型。本 研 究 在 前 期 单 因 素 试 验 过 程

中，考虑到黄酮组成 成 分 的 多 样 性，及 桑 黄 菌 丝 体 生 长 对 营

养物质的需求，利用 营 养 丰 富、成 本 较 低 的 基 质 做 单 因 素 试

验，确定了单因素试验最佳参数。本研究拟在此基础上对生

产菌丝体黄 酮 的 液 体 培 养 基 进 行 正 交 试 验 优 化，以 克 服 前

人［１２］研究中成本较高、黄酮 产 量 较 低 的 问 题，为 桑 黄 黄 酮 工

业化生产提供试验依据。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器

１．１．１　材料与试剂

桑黄（ＰＨ００１）：由华中农业大学提供；

马铃薯、麸皮、玉米粉：山东菏泽牡丹区生产；

ＫＨ２ＰＯ４、葡萄糖：ＡＲ级，西陇化工股份有限公司；

ＭｇＳＯ４：ＡＲ级，天津凯通化学试剂有限公司；

ＡｌＣｌ３：ＡＲ级，天津市河东区红岩试剂厂；

无水乙醇：ＡＲ级，济南试剂总厂；

琼脂：ＢＲ级，天津科密欧化学试剂有限公司；

蛋白胨：ＢＲ级，北京奥博兴生物技术有限公司；

芦丁对照品：阿拉丁试剂（上海）有限公司。

１．１．２　主要仪器设备

高压蒸汽灭 菌 锅：ＭＬＳ－３７８０型，Ｔｅｇａ　ＳＡＮＹＯ　Ｉｎｄｕｓｔｒｙ

Ｃｏ．，Ｌｔｄ；

双层全温振荡器：ＨＺＱ－Ｙ型，哈尔滨市东联电子技 术 开
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发有限公司；

电热鼓风干燥箱：１０１－２型，北京市永光明医疗仪器厂；

电热恒温水浴锅：ＳＹ２－４型，北京市医疗设备厂；

可见 分 光 光 度 计：７２３Ｎ型，上 海 精 密 科 学 仪 器 有 限 公

司。

１．２　方法

１．２．１　菌种活化

（１）ＰＤＡ培养基：去皮马铃薯２００ｇ，切成小块加蒸馏水

１　０００ｍＬ煮沸３０ｍｉｎ，４层纱布过滤，滤液中加葡萄糖２０ｇ
和琼脂２０ｇ，溶 化 后 用 蒸 馏 水 补 足 至１　０００ｍＬ，ｐＨ 自 然。

１２１℃灭菌３０ｍｉｎ，倒平板。

（２）菌种活化：用打孔器（ｄ＝１ｃｍ）取长满菌 丝 的 菌 饼，

每个平板接一个菌饼，２８℃恒温箱内培养１５ｄ。

１．２．２　液体培养

（１）液体培养基配制方法：玉 米 粉 和 麸 皮 加 适 量 蒸 馏 水

煮沸３０ｍｉｎ，４层纱布过滤，加蛋 白 胨、ＫＨ２ＰＯ４和 ＭｇＳＯ４溶

解后，定容，ｐＨ自 然，分 装 于２５０ｍＬ三 角 烧 瓶 中，每 瓶１５０

ｍＬ，８层纱布封口，１２１℃灭菌３０ｍｉｎ。

接种量为每瓶２块 菌 饼（ｄ＝１ｃｍ），培 养 温 度２８℃，摇

床转速１６０ｒ／ｍｉｎ，液 体 培 养 时 间１８ｄ。每 种 培 养 基３个 重

复。

（２）液体培养 基 优 化 试 验 设 计：根 据 前 期 预 试 验 结 果，

进行正交试验，正交试验因素水平表见表１。

表１　正交试验因素水平表

Ｔａｂｌｅ　１　Ｆａｃｔｏｒｓ　ａｎｄ　ｌｅｖｅｌｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ　ｔｅｓｔ

水平 Ａ碳源
Ｂ蛋白胨／

％

Ｃ　ＫＨ２ＰＯ４／

％

Ｄ　ＭｇＳＯ４／

％

１ 玉米粉２．０％＋麸皮８．０％ １．０　 ０．０５　 ０．１０

２ 玉米粉２．５％＋麸皮７．５％ １．５　 ０．１０　 ０．１５

３ 玉米粉３．０％＋麸皮７．０％ ２．０　 ０．１５　 ０．２０

１．２．３　ＡｌＣｌ３比 色 法（４２７ｎｍ）标 准 曲 线 绘 制　参 照 文 献

［１４］。准确称量２６ｍｇ芦丁置于１００ｍＬ容量瓶中，用６０％

乙醇溶解至刻 度，分 别 移 取０．０，１．０，２．０，３．０，４．０，５．０ｍＬ

于１０ｍＬ容量瓶中，分别添加１％ ＡｌＣｌ３稀释至刻度，摇匀静

置１０ｍｉｎ，在４２７ｎｍ处测 定 吸 光 度，以 芦 丁 质 量 为 横 坐 标，

吸光度为纵坐标，绘制标准曲线（见图１）。

１．２．４　菌丝体的黄酮产量测定　４层纱布过滤培养液，蒸馏

水洗３遍，得菌丝球，烘干至恒重，称重。

准确称取桑黄菌丝体（粉碎后过６０目筛）０．５ｇ，加６０％

乙醇１５ｍＬ于７０℃提 取２ｈ，流 水 冷 却，定 容 至２５ｍＬ，过

滤。取滤液５ｍＬ于１０ｍＬ容量瓶中，添加１％ＡｌＣｌ３稀释至

刻度，摇匀静置１０ｍｉｎ，在４２７ｎｍ处 测 定 吸 光 度（做３个 重

复）。据回归方程算出黄酮含量。并按式（１）计算黄酮产量。

Ｙ ＝Ｃ×Ｂ１　０００
（１）
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图１　ＡｌＣｌ３比色法（４２７ｎｍ）标准曲线

Ｆｉｇｕｒｅ　１　ＡｌＣｌ３ｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｙ（４２７ｎｍ）ｓｔａｎｄａｒｄ　ｃｕｒｖｅ

式中：

Ｙ———黄酮产量，ｍｇ／Ｌ；

Ｃ———黄酮含量，ｍｇ／ｇ；

Ｂ———菌丝体生物量，ｍｇ／Ｌ。

２　结果与分析

２．１　正交试验计算结果

由表２可知，对菌丝体生物量的影响，４种因素影响水平

由高到低依次为Ｄ＞Ｃ＞Ａ＞Ｂ，菌丝体生物量最高的为 配 方

６（Ａ２Ｂ３Ｃ１Ｄ２），最低的为配方５（Ａ２Ｂ２Ｃ３Ｄ１），最 优 配 方 为 Ａ３

Ｂ３Ｃ２Ｄ２；对黄酮产 量 的 影 响，４种 因 素 影 响 水 平 由 高 到 低 依

次为Ｃ＞Ｄ＞Ｂ＞Ａ，黄 酮 产 量 最 高 的 为 配 方２（Ａ１Ｂ２Ｃ２Ｄ２），

最低的为配方１（Ａ１Ｂ１Ｃ１Ｄ１），最优配方为Ａ３Ｂ３Ｃ２Ｄ２。

２．２　培养基配方各因素对黄酮产量及菌丝体生物量的影响

由表３可知，液体培 养 基 配 方４个 因 素 中，Ｂ、Ｃ、Ｄ三 因

素对黄酮产量都有极显著影响，因素Ａ对黄酮产量的影响不

显著。

培养基配方各因 素 对 黄 酮 产 量 影 响 的 方 差 分 析 结 果 说

明，因素Ａ（碳源）尽管保证了菌丝体合成黄酮时对各种糖的

需求，但对黄酮的产 生 并 没 有 造 成 显 著 影 响，其 他 因 素Ｂ、Ｃ

和Ｄ（蛋白胨，ＫＨ２ＰＯ４和 ＭｇＳＯ４）对菌丝体黄酮产量均具有

极显著的影响，所以，黄酮产量主要是由培养基中的蛋白胨、

ＫＨ２ＰＯ４、ＭｇＳＯ４决定。造成 这 种 结 果 原 因 有 三：① 蛋 白 胨

为菌体生长 提 供 充 足 的 氮 素 营 养，保 证 了 代 谢 物 黄 酮 的 产

生；② ＫＨ２ＰＯ４为菌体遗传物质的合成提供磷元素并且为协

调菌体的正常生 理 功 能 提 供 钾 元 素；③ ＭｇＳＯ４促 进 了 与 黄

酮合成有关酶的产生。

由表４可知，液体培养基配 方４个 因 素 中，Ａ、Ｃ、Ｄ三 因

素对菌丝体生物 量 都 有 极 显 著 影 响。Ｂ因 素 对 菌 丝 体 生 物

量有显著影响。

培养基配方各因 素 对 菌 丝 体 生 物 量 影 响 的 方 差 分 析 结

果说明，菌丝体生物量主要由 培 养 基 中 的 因 素 Ａ、Ｃ和Ｄ（碳

源、ＫＨ２ＰＯ４、ＭｇＳＯ４）决定，因素Ｂ（蛋白胨）对菌丝体的合成

也起到显著的作用。
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表２　Ｌ９（３４）正交试验计算结果

Ｔａｂｌｅ　２　Ｃａｌｃｕｌａｔｉｏｎ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　Ｌ９（３４）ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ　ｔｅｓｔ

配方 Ａ碳源 Ｂ蛋白胨 Ｃ　ＫＨ２ＰＯ４ Ｄ　ＭｇＳＯ４
菌丝体生物量／

（ｍｇ·Ｌ－１）

黄酮产量／

（ｍｇ·Ｌ－１）

１　 １　 １　 １　 １　 １１　８３６．００　 ６６．５０

２　 １　 ２　 ２　 ２　 １８　８１２．３３　 ２０１．２３

３　 １　 ３　 ３　 ３　 １６　０２９．３３　 １７０．１１

４　 ２　 １　 ２　 ３　 ２２　４１５．１１　 １９０．３８

５　 ２　 ２　 ３　 １　 １１　２８１．３３　 ６８．９６

６　 ２　 ３　 １　 ２　 ２２　５０３．００　 １５４．３７

７　 ３　 １　 ３　 ２　 ２０　２２５．６７　 １４５．９２

８　 ３　 ２　 １　 ３　 １８　８９７．５５　 １３０．３４

９　 ３　 ３　 ２　 １　 １８　７０２．８９　 １９５．２３

菌丝体

生物量

ｋ１ １５　５５９．２２　 １８　１５８．９３　 １７　７４５．５２　 １３　９４０．０７

ｋ２ １８　７３３．１５　 １６　３３０．４１　 １９　９７６．７８　 ２０　５１３．６７

ｋ３ １９　２７５．３７　 １９　０７８．４１　 １５　８４５．４４　 １９　１１４．００

Ｒ



３　７１６．１５　 ２　７４８．００　 ４　１３１．３３　 ６　５７３．５９

黄酮

产量

ｋ１ １４５．９５　 １３４．２７　 １１７．０７　 １１０．２３

ｋ２ １３７．９０　 １３３．５１　 １９５．６１　 １６７．１７

ｋ３ １５７．１６　 １７３．２３　 １２８．３３　 １６３．６１

Ｒ　 １９．２６　 ３９．７２　 ７８．５４　 ５６．９４

　菌丝体生物量及黄酮产量都是３个重复所得数据的平均值。

表３　培养基配方各因素对黄酮产量影响的方差分析

Ｔａｂｌｅ　３　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｖａｒｉａｎｃｅ　ｏｆ　ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｉｔｙ　ｏｆ　ｍｅｄｉｕｍ　ｆｏｒｍｕｌａ　ｆａｃｔｏｒｓ＇

ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ　ｏｎ　ｆｌａｖｏｎｅ　ｙｉｅｌｄ

差异源 平方和 自由度 均方和 Ｆ值 显著性

Ａ　 ３９．２２３　３９　 ２　 １９．６１１　７　 ２．２４５　９４６

Ｂ　 ２０６．５５７　９　 ２　 １０３．２７９　 １１．８２７　５８ ＊＊

Ｃ　 ７２２．９４３　１　 ２　 ３６１．４７１　５　 ４１．３９５　９９ ＊＊

Ｄ　 ４０６．１０８　５　 ２　 ２０３．０５４　３　 ２３．２５３　９２ ＊＊

误差


１５７．１７６　８　 １８　 ８．７３２　０４３

　Ｆ０．０５（２，１８）＝３．５４，Ｆ０．０１（２，１８）＝６．０１。

表４　培养基配方各因素对菌丝体生物量影响的方差分析

Ｔａｂｌｅ　４　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｖａｒｉａｎｃｅ　ｏｆ　ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｉｔｙ　ｏｆ　ｍｅｄｉｕｍ　ｆｏｒｍｕｌａ’ｓ

ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ　ｏｎ　ｍｙｃｅｌｉｕｍ　ｂｉｏｍａｓｓ

差异源 平方和 自由度 均方和 Ｆ值 显著性

Ａ　 １．６３１　９８６　 ２　 ０．８１５　９９３　 ８．２２７　３８１ ＊＊

Ｂ　 ０．７９２　４７９　 ２　 ０．３９６　２４　 ３．９９５　１４９ ＊

Ｃ　 １．７３１　８２８　 ２　 ０．８６５　９１４　 ８．７３０　７２ ＊＊

Ｄ　 ４．８５５　９９７　 ２　 ２．４２７　９９８　 ２４．４８０　６９ ＊＊

误差


１．７８５　２４３　 １８　 ０．０９９　１８

　Ｆ０．０５（２，１８）＝３．５４，Ｆ０．０１（２，１８）＝６．０１。
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２．３　验证实验

由表５可知，利用最优配 方（Ａ３Ｂ３Ｃ２Ｄ２）、菌 丝 体 生 物 量

最高配方（Ａ２Ｂ３Ｃ１Ｄ２）和黄酮产量最高配方（Ａ１Ｂ２Ｃ２Ｄ２）进行

液体培养后，最 优 配 方 获 得 的 菌 丝 体 生 物 量 和 黄 酮 产 量 最

高，对三者进行方差分析，３种配方对菌丝体生物量和黄酮产

量的影响差距显著。综合两 项 指 标，Ａ３Ｂ３Ｃ２Ｄ２为 最 优 配 方，

即：玉米粉３％ ＋麸皮７％，蛋白胨２．０％，ＫＨ２ＰＯ４０．１０％，

ＭｇＳＯ４０．１５％。用这个 配 方 进 行 桑 黄 生 产，可 以 同 时 获 得

菌丝体生物量高产及黄酮高产。

表５　验证实验结果

Ｔａｂｌｅ　５　Ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｔｅｓｔ（ｎ＝３）

（ｍｇ·Ｌ－１）

工艺组合 菌丝体生物量 黄酮产量

Ａ３Ｂ３Ｃ２Ｄ２ ２４　６２０．６７　 ２１２．３５

Ａ１Ｂ２Ｃ２Ｄ２ １９　７７６．３３　 ２０１．４０

Ａ２Ｂ３Ｃ１Ｄ２ ２２　５０３．００　 １８５．７３

　　本试验菌丝体黄酮产量为２１２．３５ｍｇ／Ｌ，远远高于 赵 子

高等［１１］试验所得（１２．８０５　６ｍｇ／１００ｍＬ）及刘凡等［１２］试验所

得（１８６．７５ｍｇ／Ｌ）。造 成 这 种 差 距 可 能 有 以 下 几 个 原 因：

① 培养基成分差异 造 成 了 菌 丝 体 黄 酮 产 量 的 较 高 差 异，其

中文献［１１］和［１２］中没有用到的蛋白胨成分是主要原因，另

外本试验中麦麸 的 添 加 也 是 一 个 不 可 忽 视 的 因 素；② 较 高

转速有利于好氧型桑黄菌丝体的生长及菌丝体黄酮的生产，

文献［１１］和［１２］中 液 体 培 养 桑 黄 所 用 转 速 为１５０ｒ／ｍｉｎ，本

试验所用摇床转速为１６０ｒ／ｍｉｎ；③ 较 大 的 培 养 基 装 入 量 适

宜于菌种活性的长时间维持，为提高菌丝体产量和黄酮产量

提供了物质基础，提高 了 生 产 效 率，文 献［１１］和［１２］中 液 体

培养桑黄所用培养基装 入 量 为 容 器 的２／５，本 试 验 所 用 的 液

体培养基装入量为容器的３／５。

３　结论

本试验在前期单因素试验的基础上，利用正交设计确定

液体培养基配方，研究各配方对菌丝体生物量及黄酮产量的

影响，最终通 过 验 证 实 验 确 定 了 优 化 的 液 体 培 养 基 配 方 为

Ａ３Ｂ３Ｃ２Ｄ２（玉米粉３％ ＋ 麦麸７％，蛋白胨２．０％，ＫＨ２ＰＯ４

０．１０％，ＭｇＳＯ４０．１５％），菌丝体黄酮产量为２１２．３５ｍｇ／Ｌ，

远远高于赵子高［１１］、刘 凡［１２］等 的 试 验 结 果。而 且 本 试 验 直

接将平板活化的菌种 定 量 接 种 在 液 体 培 养 基 里 进 行 正 交 分

析试验，较文献［１１］和［１２］增 加 了 试 验 定 量 的 准 确 性，并 简

化了一次接种工作。

本试验结果表明，利用液体培养技术能够在较短时间内

生产大量桑 黄 菌 丝 体 及 菌 丝 体 黄 酮，不 受 季 节 和 环 境 的 限

制，可以大幅度降低桑黄黄酮作为新药开发的成本。试验所

确定的优化液体培养 基 将 对 工 业 化 生 产 桑 黄 菌 丝 体 黄 酮 具

有一定的指导意义，应用前景广阔。
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