
     

菌物学报   

jwxt@im.ac.cn  15 January 2015, 34(1): 131‐138 
Http://journals.im.ac.cn  Mycosystema ISSN1672‐6472    CN11‐5180/Q © 2015 IMCAS, all rights reserved. 

研究论文 Research paper      DOI: 10.13346/j.mycosystema.130235 

 

                                                                 
*Corresponding author. E‐mail: 18918162047@189.cn, jiawei@saas.sh.cn 

收稿日期：2013‐11‐14，接受日期：2014‐02‐25 

 

变转速策略调控灵芝菌丝体发酵高产三萜 

赵娜 1, 2      贾薇 1*      冯杰 1      冯娜 1      唐传红 1      刘艳芳 1      杨焱 1       

唐庆九 1      张劲松 1* 

1国家食用菌工程技术研究中心  农业部南方食用菌资源利用重点实验室  上海市农业遗传育种重点开放实验室  上海市农

业科学院食用菌研究所  上海  201403 

2上海海洋大学食品学院  上海  201306 

 

 

 

摘    要：灵芝发酵过程中，采用变转速调控策略，对振荡发酵阶段进行优化，以期达到高产三萜的目的。振荡阶段最佳

条件为转速由 150r/min 变为 100r/min，该策略与液体静置培养相结合，最终菌丝体三萜产量高达 678.0g/L，比优化前提

高了 21%。振荡发酵阶段的变转速策略有效地提高了三萜的产量。 
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Abstract: By using key stage‐speed control strategy, the two‐stage culture process of Ganoderma lingzhi was optimized in order 

to  obtain  hyper‐production  of  total GA  content.  The  process  of  variable  speed  from  150r/min  to  100r/min,  as  the  optimal 

condition  in oscillation  culture phase, was  combined with  liquid  static  culture.  In process of  the novel  two‐stage  culture,  the 

total Ganoderic  acids  production  (GA)  of G.  lingzhi was  improved  to  678.0g/L which was  21%  higher  than  the  control.  It  is 

effective to improve total GA production by using stage‐speed control strategy in oscillation culture stage. 
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灵芝Ganoderma lingzhi Sheng H. Wu et al.俗称

灵芝草（Cao et al. 2012；戴玉成等 2013），在中国

叫“Ling‐zhi”，在日本叫“Reishi”，属担子菌门，

伞菌纲，多孔菌目，灵芝科，灵芝属，它有滋补壮

阳，扶正固本的药用功效（林志斌 2001）。近代医学

临床上将灵芝用于治疗癌症、胃病、肾病、糖尿病、

高血脂、关节炎、神经衰弱等症（Wang et al. 2007；

Mojadadi et al. 2006），作为一种名贵的中草药在东亚

地区已有几千年的历史。灵芝酸是灵芝的重要活性

成分之一，其作为一种萜类次级代谢产物具有许多

重要的药理活性，包括抑制肝癌细胞、抑制组胺释

放、抑制胆固醇合成、刺激血小板凝聚、抗癌等作

用（Shiao et al. 1994；Zhong & Tang 2004；Tang et al. 

2006；EI‐Mekkaway et al. 1998；Akihisa et al. 2007）。 

近几年，灵芝的深层发酵受到广泛关注，特别

是其代谢物三萜和多糖，大量研究集中于它们的药

理应用。灵芝是振荡静置两阶段的培养方式，对于

培养过程中环境因素的研究甚多，如培养基优化、

溶氧、pH 值、添加诱导剂等方面（Tang et al. 2009；

Liang et al. 2010；Fang & Zhong 2002），而对于振荡

阶段转速、剪切力等重要因素的研究方面鲜有报

道。然而上述环境因素之间存在着紧密的联系，培

养基的变化可以导致 pH 的变化，转速的改变可以

导致溶氧的变化等。灵芝两阶段培养过程中，体系

中溶氧的变化对于灵芝菌丝体生物量和三萜含量

均有影响。Tang & Zhong（2003）发现灵芝深层发

酵过程中，体系中相对溶氧保持 25%时菌丝体生物

量达最高，溶氧保持在 10%时，其三萜产量最高。

两阶段变溶氧试验中，将生物量与三萜产量结合考

虑，Tang  et  al.（2009）发现在深层发酵过程中，

在发酵第 6 天，溶氧量从 25%变为 10%时，三萜增

长最迅速。Zhang  &  Zhong（2010）对灵芝发酵两

阶段进行研究，发现静置阶段分别通入不同浓度氧

气，高浓度的溶氧，有助于灵芝生物量和三萜含量

的生成。 

丝状菌丝体在深层发酵过程中的形态对一些

代谢物合成有重要影响，许多丝状真菌以游离菌丝

体或者球状生长。其中搅拌剪切力等影响因素对于

扩大菌丝体生长影响较为显著（Biebl et al. 1999）。

通过 Fang et al.（2002）的研究提出了灵芝振荡静

置两阶段培养能有效地提高三萜产量，经过后期的

静置培养后，液体表面出现的白色菌丝层比传统的

深层发酵菌丝中的三萜含量提高约 3 倍。在灵芝两

阶段培养实验中，Xu et al.（2010）发现静置阶段

其三萜自身生物合成基因（hmgr，sqs，ls）的转

录能力明显增强。灵芝的振荡静置两阶段培养已经

成为灵芝液态发酵中高产三萜的可行且有效的方

式。在此两阶段培养过程中，振荡阶段时间虽短，

但为静置阶段提供良好的菌丝量和合成三萜的基

础，振荡阶段转速的变化与溶氧密切相关。目前，

溶氧对菌丝振荡阶段影响的试验研究很少，由于其

在菌丝体上下层变化的研究较为困难，在静置阶段

仅限于溶氧的外界控制。转速在振荡阶段的研究更

是少有。因此本文是以两阶段培养为基础，以高产

三萜为目的，在静置阶段培养条件不变的情况下，

对摇床振荡培养阶段的转速策略进行重点研究，以

期得到高产三萜的最佳发酵工艺，为灵芝深层发酵

提供新的研究方向。 

1  材料与方法 

1.1  供试菌株 

灵芝 Ganoderma  lingzhi  G0023 由中国微生物

菌种保藏管理委员会农业微生物中心上海食用菌

分中心提供。 

1.2  培养基 

斜面培养基：PDA培养基（g/L）：马铃薯 200，

葡萄糖 20，琼脂 20。种子培养基（g/L）：豆饼粉

20，葡萄糖 25，MgSO4∙H2O 1.5，KH2PO4 3.0，自然

pH。发酵培养基（g/L）：豆饼粉  30，可溶性淀粉

20，MgSO4∙H2O 2.25，KH2PO4 1.5，自然 pH。 

1.3  主要仪器 

5.5L 自动发酵罐（上海保兴生物设备工程有限
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公 司 ， Biotech‐5BGZ+50JS‐3000PLC ）； 酶 标 仪

（BIO‐TEK，synergy HT）；灭菌锅（Tomy，autoclave 

SS‐325）；回转式恒温调速摇瓶柜 （HYG‐Ⅱ，上海

欣蕊自动设备有限公司）；LRH 系列生化培养箱（上

海一恒科技有限公司）。 

1.4  培养方法 

1.4.1  液体种子制备：250mL 摇瓶装液 100mL，从

活化好的斜面铲出黄豆大小菌丝体 6 块，接入锥形

瓶中。26℃和 150r/min 培养 7d，收集一级种子液。 

250mL 摇瓶装液 100mL，按照接种量 20%，将

一级种子液接入锥形瓶中，26℃和 150r/min 培养

5d，收集二级种子液。 

1.4.2  发酵罐培养：5L 发酵罐中装液量为 3L，接种

量 10%，温度为 26℃，搅拌转速为 100r/min，通气

量 3L/min，自然 pH，发酵 3d 后接入 250mL 锥形瓶

中进行后续的液体静置培养。 

1.4.3  摇床转速单因素试验：250mL 摇瓶装液

100mL，接种量 10%，将二级种子液接入每个锥形

瓶中，26℃自然 pH 条件下培养，分别在 80、100、

120、140、160r/min 转速摇床下，培养 3d，进行

液体静置培养。 

1.4.4  摇床变转速发酵两阶段试验：250mL 摇瓶装

液 100mL，接种量 10%，将二级种子液接入锥形瓶

中，26℃培养，自然 pH，培养 3d 的过程中，选择

中间时间 1.5d 作为转速变化时间点。分别设计 4

组变转速 100r/min（培养 3d）、100→150r/min（第

1.5 天 改 变 转 速 ）、 150r/min （ 培 养 3d ）、

150→100r/min（第 1.5 天改变转速），培养 3d 后，

进行液体静置培养。 

1.4.5  灵芝的两阶段摇瓶培养方式：液体振荡培

养，参照 1.4.3 和 1.4.4 进行试验。液体静置培养，

即振荡培养 3d 后，将装有培养液的锥形瓶在 26℃

的培养箱中静置培养，观察菌丝体的生长情况。 

1.5  分析测定 

1.5.1  菌丝体含量测定：收取静置上层菌丝体，用

去离子水洗 3 次，培养基中悬浮细胞 10  000×g 离

心 10min，上清液用于测定发酵液中的残糖量。将

菌丝体置于 55℃烘箱中，烘干至恒重。称重后研

磨成粉末。所有的样品作 3 个平行样。 

1.5.2  pH 值测定：将 pH 计矫正后，插入摇匀的上

清发酵液直接测定。 

1.5.3  残糖量测定（苯酚硫酸法）：取上清发酵液

摇匀，稀释 200–500 倍，稀释液用苯酚硫酸法测

总糖量（张惟杰  1999）。 

1.5.4  总三萜测定：称取干菌丝体粉末 200mg，加

入 5mL 95%乙醇，超声 2h（重复一次），过滤后取

得上清液，合并两次上清制成待测液。以齐墩果酸

为标准品，用香草醛‐冰醋酸法测定总三萜的含量

（赵明文等 2003）。 

1.5.5  单体灵芝酸的测定：称取干菌丝体粉末

100mg，加入 5mL 95%乙醇，超声 2h（重复一次），

过滤后取得上清液，合并两次上清，用旋转蒸发仪，

45℃真空蒸干，用 5mL 甲醇溶解，0.22μm 滤膜过

滤。以灵芝酸 T、灵芝酸 R、灵芝酸 S 为标品（纯

度>98%），用 HPLC 测定菌丝体中单体含量。液相

条件：YMC C18色谱柱（250mm×4.6mm，5μm）；流

动相 0.5%冰醋酸水溶液（A）‐甲醇（C），梯度洗脱

（0–20min：85% C→100% C；20–30min：100% C），

流速：1mL/min；检测波长：245nm；柱温：30℃；

进样量：10μL。 

2  结果与分析 

2.1  发酵曲线绘制 

灵芝菌丝体的两阶段发酵，振荡阶段在发酵罐

中进行，培养 3d 后，分别接入 250mL 锥形瓶（装

液量 100mL）中进入静置阶段，再培养 14d 后，绘

制发酵各参数变化曲线。发酵罐仪器记录 pH数据，

培养过程中固定时间取样测得生物量、三萜含量和

发酵液中的残糖量。 

在振荡发酵阶段（第 1 天到第 3 天），溶氧量

变化明显（图 1）。其中从 0–36h 相对溶氧由 100%

迅速降至 9.9%，36–72h 溶氧有略微回升的趋势，
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在 8.5%–14.5%之间波动；同样，在 0–72h，pH 值

由初始 5.43 迅速降至 3.03。灵芝是需氧型真菌，

在振荡阶段，体系中溶氧量迅速降低，说明菌丝体

处于大量生长时期。此时菌丝体对营养物质需求

高，由于对培养基中氮源、碳源、无机盐等物质的

消耗，以及自身代谢物的生成，导致体系中 pH 的

骤降。 

振荡发酵阶段（图 2A），0–2d 菌丝体生物量

由 2.7g/L 增加到 4.8g/L，第 3 天增至 7.3g/L。说明

菌丝体接入新的培养环境后需要一段适应过程，大

约 2d 后才大量繁殖。从发酵整个过程分析，生物

量在静置阶段增长更快，3–17d，由 7.3g/L 增至最

终 20.3g/L，糖消耗也是在此时变化剧烈。振荡阶

段，总三萜由 6.57mg/g 缓慢增长到 10.07mg/g，

在静置 14d 后高达 45.05mg/g。说明振荡阶段菌丝

体主要处于生长繁殖时期，三萜产量很低。在静置

阶段三萜才大量合成，其中目标灵芝酸在第 5 天后

迅速增加（图 2B），也证明了这一点。振荡阶段是

菌丝体生长的关键阶段，为静置阶段三萜合成提供

了良好的生物量基础，是否提高此时菌丝体生物量

会更好地促进最终三萜产量的提高，有待进一步 

研究。 

 

 

         
 

图 1  灵芝两阶段发酵过程中 pH 值和溶氧量的变化曲线 

Fig. 1 Time courses of culture pH values and dissolved oxygen tension in two‐stage cultures of Ganoderma lingzhi. 

 
 

         
 

图 2  灵芝菌丝体两阶段发酵生物量、灵芝酸含量、残糖量的变化 

Fig. 2 Dynamic profiles of total cell density, GA contents and sugar consumption in second‐stage cultures of Ganoderma lingzhi. 

GA: Ganoderic acids; GA‐T: Ganoderic acid T; GA‐S: Ganoderic acid S; GA‐R: Ganoderic acid R. 
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2.2  摇床转速单因素试验 

在振荡阶段，摇床转速分别控制在 80、100、

120、140、160r/min，发酵 3d，26℃培养箱静置

14d，最终测得终点 pH 值、残糖量、生物量和三

萜含量。 

随着转速的增加，体系中的终点 pH 变化幅度

小（图 3A）；最终发酵液的残糖量也差别不大（图

3B）；灵芝上层菌丝体生物量随转速增大而增加，

下层菌丝体却随之减小（图 3C）；转速高于

120r/min 时三萜含量变化不明显（图 3D）。转速的

变化对于菌丝体上下层的生物量影响存在差异。低

转速条件下，生成的上层菌丝体量少，下层菌丝体

多，高转速则相反。说明振荡阶段高转速生成的菌

丝体，在静置阶段更利于转化成上层菌丝体，然而

上层菌丝体的三萜含量远高于下层，因此转速对于

三萜产量有重要影响。 

 

         
 

         
 

图 3  振荡阶段不同转速对发酵各因素的影响      *P<0.05，**P<0.01.   

Fig. 3 Effects of different rotational speed on terminal culture pH values (A), sugar consumption (B), cell growth in the liquid and 

on the liquid surface (C), GA content (D) in oscillation culture of Ganoderma lingzhi. *P<0.05, ** P<0.01. 

 
 

随着初始转速的增大，灵芝菌丝体总生物量则

保持缓慢增长的状态，其中 100r/min 时，灵芝生

物量较低为 10.27g/L，三萜含量为 30.4mg/g 最低；

转速达到 120r/min 以上时，三萜含量较高且趋于

稳定。通过 SPSS 16.0 软件分析，转速在 120、140

和 160r/min 时，三者的生物量和三萜含量不存在

差异（P>0.05），然而三者的三萜含量明显高于

100r/min 和 80r/min 时的值，说明转速为 100r/min

不利于三萜合成，而在高于 120r/min 时利于三萜

合成，因此确定最低转速为 100r/min，最高转速

为 150r/min。 

2.3  摇床变转速发酵两阶段试验 

2.3.1  变转速发酵两阶段生物量与三萜量的变化：

振荡培养阶段，是灵芝菌丝体生长的关键时期，且
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转速的大小对于最终三萜的产量具有重要的影响，

对转速进一步优化很有意义。因此，在振荡阶段，

进行两阶段变转速试验，其中分为 4 组：100r/min

（恒速度）、100→150r/min（1.5d变转速）、150r/min

（恒速度）、150→100r/min（1.5d 变转速）。 

在两阶段变转速的试验（图 4）中，转速和生

物 量 依 然 存 在 相 依 关 系 ， 其 中 变 转 速

（150→100r/min）的三萜含量为 58.65mg/g，比优

化前（150r/min）三萜量 45.87mg/g 略高，三萜产

量达到 678.0g/L，比优化前提高了 21%；然而变转

速（150→100r/min）生物量为 11.56g/L，比优化

前 12.21g/L 小。说明在振荡过程中，前 1.5d，菌

丝体处于适应环境阶段，此时 150r/min 高转速有

利于其更快地适应环境，进入迅速生长阶段；1.5d

时改变转速，新的剪切力对菌丝体形态产生影响，

同时也改变了此时体系中的溶氧量，100r/min 转

速下的溶氧更有利于菌丝体后期生长和代谢，因

此，变转速策略有助于最终高产三萜。 

 

 
 

图 4  振荡发酵阶段变转速对灵芝菌丝体生物量和三萜产

量的影响 

Fig.  4  Effects  of  variable  speed  on  total  biomass  (by  dry 

weight) and GA content  in oscillation culture of Ganoderma 

lingzhi. 

 

2.3.2  变转速发酵两阶段对灵芝酸单体变化影响：

两阶段变转速试验证明其有利于最终三萜合成。通

过 HPLC 的检测，比较 4 组变转速试验中，GA‐T、

GA‐S、GA‐R 3 种主要灵芝酸的含量。 

在变转速的体系中，随着剪切力的改变，3 种

主要灵芝酸含量的变化与总三萜含量变化一致（图

5），150→100r/min 时 3 种主要灵芝酸 GA‐T、GA‐S、

GA‐R 分别为 8.24μg/mg、6.49μg/mg、3.29μg/mg，

明显高于对照组灵芝酸（150r/min 时）的含量。

这进一步证明了两阶段变转速策略有利于高产   

三萜。 

 

 
 

图 5  振荡发酵阶段变转速对菌丝体生物量和单体灵芝酸

影响 

Fig. 5  Effects of  variable  speed on  total  cells and  individual 

GA  content  in  the  oscillatory  stage  culture  of  Ganoderma 

lingzhi. 
 

通过对 3 种灵芝酸含量分析，3 种主要灵芝酸

的比例也存在变化，GA‐T:GA‐S:GA‐R 的比例分别为

3:2:1（150→100r/min），2:2:1（150r/min），2:2:1

（100r/min），2:2:1（100→150r/min）。说明最优

变转速模式下，由大转速变至小转速的过程，有效

地促进了菌丝体适应环境的能力，同时改变了过程

中的溶氧量，使得最终产物更多地向 GA‐T 转化。 

3  讨论 

在灵芝菌丝体两阶段发酵过程中，我们通过各

参数变化曲线，分析发现溶氧量和体系的 pH 在振

荡阶段变化剧烈，其余参数则变化相对缓慢，说明

在振荡阶段菌丝体处于细胞聚集的关键时期，需要

消耗大量营养物质，此阶段虽然发酵时间短，却为

最终高产三萜奠定基础。 
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通过转速的单因素研究，我们确定了 100r/min

为最不利于三萜合成转速，150r/min 为最佳转速。

利用这两个高低转速设计了振荡阶段变转速策略

试验。在静置培养条件不变的情况下只对振荡阶段

培养中的转速进行变转速调节控制，结果表明

150→100r/min 组的三萜产量，比对照组（150r/min

恒转速）的三萜产量高了 21%，其三萜含量高达

58.65mg/g，说明在振荡阶段，变转速调控策略打

破了原有体系中溶氧量，使得体系各参数更利于菌

丝体的生长，为后期液体静置阶段奠定生物量基

础，从而最终达到高产三萜的目的。 

目前灵芝发酵工艺大多数的报道，都是针对液

体静置阶段发酵条件进行优化，对细胞聚集生长关

键期——振荡阶段的优化报道很少，本试验的成功

优化，将会为今后灵芝高产三萜方面提供新的参

考，同时对灵芝菌丝体两阶段培养有了更深层的 

理解。 
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