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响应面法优化桦褐孔菌产三萜化合物发酵培养基

向
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摘
!

要!通过单因子实验筛选出桦褐孔菌发酵产三萜化合物最佳碳源和氮源分别为葡萄糖和混合氮源!采用部

分因子实验得到对三萜含量有显著影响的
D

个组分!即葡萄糖%蛋白胨%

V*V+

$

和酵母粉!再利用最陡爬坡实验并结

合中心组合实验和响应面分析得到最佳培养基组成'葡萄糖
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&采用该优化培养基发酵!三萜含量达到
AB=#H
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!较优化前"

D#=@H
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$和天然子实体"

!L=!H
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(

2

$分别提高了
!L=L]

和
AB=!]

&

关键词!桦褐孔菌#三萜化合物#响应面法#深层发酵

中图分类号!

j@#A
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文献标志码!

M

(
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引
!

言

桦褐孔菌是一种非常珍稀的药用真菌#在东

欧及亚洲国家民间广泛用于治疗各种疑难杂

症(

#

)

&研究表明其主要的生物活性物质包括!甾

体类化合物(

$

)

'酚类化合物(

$

)

'三萜化合物(

!

)和多

糖类(

D

)

#特别是三萜化合物具有非常好的抗肿瘤

活性(

A5L

)

%而这些活性成份主要从桦褐孔菌野生子

实体分离得到#但天然资源非常稀缺#价格昂贵&

随着生物工程技术的发展#已经有许多药用真菌

通过液体深层发酵并获得主要活性化合物#且这

些物质的含量均高于野生的子实体(

B5@

)

&目前对

于桦褐孔菌的液体深层发酵主要集中在菌丝体生

物量以及多糖和酚类化合物的研究(

$

)

#而对三萜

化合物研究甚少&响应面法是一种优化条件非常

好的统计学方法#已经成功用于发酵培养基的优

化并取得了很好的效果(

F5#"

)

&因此#笔者通过响应

面法对桦褐孔菌液体深层发酵培养基进行优化#

获得高产量三萜化合物的发酵条件#为工业化生

产提供依据&

!

!

材料与方法

#=#

!

实验材料

桦褐孔菌菌丝体通过液体深层培养获得&菌种

来源!

V/):(**+O'(/*'8&&(34.1HH/+4'+:''(

#

75

:(/4.:

#

>/:./(+*)G9

%桦褐孔菌子实体购于吉林&

#=$

!

主要试剂

白桦脂醇购买于
91

2

H*

#纯度为色谱纯%其他试

剂均为国内购买的分析纯&

#=!

!

培养基及培养条件

斜面培养基!麦芽浸粉
!"
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琼脂
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SA=Lh"=$
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条件下培养
#"G

&

液体种子培养基!葡萄糖
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酵母浸膏
$
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V*V+

$
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*
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&取桦褐孔菌斜面菌块
"=A4H

$大小的

D

#

A

块接种到装有
#""H_

液体种子培养基的
$A"

H_

摇瓶中#

$A\

#静置
!

#

DG

#待液体培养基中出现

半透明菌丝体小球后#将摇瓶转入摇床#

$@\

#转速

#A"(

*

H1)

#培养
DG

左右获得液体种子&

发酵基础培养基!葡萄糖
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#蛋白胨
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$
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&接种量体积分数
#"]

#

$@\

#转速
#A"(

*

H1)

摇床培养
#"G

&

#=D

!

菌丝体生物量和总三萜化合物含量分析

生物量分析方法(

##

)

!通过抽滤除去发酵液"滤

纸先干燥至恒重$#菌丝体用蒸馏水反复冲洗至洗出

液为无色#滤渣
B"\

干燥至恒重#除去滤纸重量即

为菌丝体生物量&

总三萜化合物含量分析方法!干燥菌丝体研磨

成粉过
A"

目筛#取
#""H

2

菌粉#异丙醇
@H_

#溶剂

浸提
$D.

#离心取上清液#定容至
#"H_

#准确吸取

"=#H_

#利用香草醛+冰醋酸法进行总三萜化合物

含量的测定(

#$

)

#白桦脂醇作为三萜化合物标准品&

子实体总三萜化合物含量用同样的方法进行分析&

#=A

!

实验设计

#=A=#

!

单因素实验

以发酵基础培养基为基础#分别以不同碳源和

氮源来筛选出桦褐孔菌发酵产三萜化合物最佳的碳

源和氮源&

#=A=$

!

部分因子实验

通过较少的实验从众多因素中选出显著影响因

子#本实验在单因素实验的基础上用该设计方法对

发酵培养基组分的
L

个因素进行设计#每个因子取

高"

#

$或低"

?#

$两个水平#试验次数为
@

次&实验

结果通过
3N33#!="

软件进行分析&

#=A=!

!

最陡爬坡实验

根据部分因子实验结果确定显著影响因子#通

过拟合的回归方程系数的符号和大小来设定显著因

子的步长和方向#再通过实验使响应值快速逼近最

大响应区域&

#=A=D

!

中心组合实验及响应面分析

根据部分因子实验结果#中心组合实验为
D

因

子
A

水平"

$

#

#

#

"

#

?#

#

?$

$#各因素水平见表
#

#通

过
R/91

2

)UZ

d

/(:B=#=L

软件进行设计和结果分析&

#=A=A

!

验证实验

对响应面优化得到的最佳培养基组成以及预计

结果进行实验验证#重复
!

次#分析模型的可靠性#

得到最后优化结果&

表
!

!

中心组合实验因素水平

因素
水平

?$ ?# " # $

M

"葡萄糖
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O
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"
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R

"酵母粉
2
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_

$

"=@ #=" #=$ #=D #=L

'
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结果与分析

$=#

!

最佳碳源和氮源的筛选

不同碳源和氮源对桦褐孔菌发酵菌丝体生物量

和总三萜含量的影响见表
$

#葡萄糖对三萜化合物

的合成以及菌丝体生长是最有利的#菌丝生物量和

总三萜化合物含量分别达到
@=A$

2

*

_

和
D#=BH

2

*

2

#而在大分子糖类作为碳源时菌丝体生长缓慢且三

萜化合物含量也非常低&在氮源中#蛋白胨和酵母

粉是三萜化合物合成以及菌丝体生长的最佳氮源#

而单独使用无机氮源时桦褐孔菌基本不利用&因

此#葡萄糖作为碳源#蛋白胨和酵母粉作为混合氮源

进行进一步的优化&

表
'

!

不同碳源和氮源对三萜含量和生物量的影响

碳源 生物量*"
2

*

_

$ 三萜含量*"
H

2

*

2

$ 氮源 生物量*"
2

*

_

$ 三萜含量*"
H

2

*

2

$

葡萄糖
@=A$h"=DB

*

D#=Bh"=B

* 蛋白胨
@=L#h"=!@

*

D"=Fh"=D

*

蔗糖
L=B@h"=$D

K

$B=$h#=#

4 酵母粉
@=AAh"=$#

*

D#=Fh"=@

*

果糖
@=!!h"=!A

*

!B=@h"=L

K

T>Q

!

$=##h"=#F

K

#!="h"=$

4

麦芽糖
A=LBh"=$@

4

$A=Lh"=A

G

"

>S

D

$

$

3Q

D

#=B@h"=$A

K

$$=Dh"=D

K

玉米粉
!=$Fh"=#L

G

$A=@h"=A

G

? ? ?

可溶性淀粉
$=@@h"=A!

G

$!=$h"=!

/

? ? ?

!!

注!每组实验重复
!

次#结果取平均值
h

标准差%同一列中相同字母表示之间无显著差异"

P

"

"="A

$&

$=$

!

显著因子的筛选

通过部分因子实验设计#以菌丝体生物量"

>

O

$

和总三萜含量"

>

6#

$对培养基组分!葡萄糖"

B

#

$#蛋

白胨"

B

$

$#酵母粉"

B

!

$#

TS

$

NQ

D

"

B

D

$#

`

2

3Q

D

"

B

A

$

和
V*V+

$

"

B

L

$进行了考察#实验设计及结果见表
!

&

通过方差分析"表
D

$各因子对菌丝体生物量无显著

作用#而对于三萜化合物含量#葡萄糖'蛋白胨'酵母

粉和
V*V+

$

具有显著影响"

P

"

"="A

$#通过
3N33

#!="

软件进行线性拟合得到回归方程"

B

D

和
B

A

不

显著剔除$!

>

6#

"

]

$

Y

D=#BX"=$"B

#

?D@#FB

$

?$@"#B

!

XDF@$AB

L

"

#

$

方程的决定系数为
"=F@A

#表明回归方程拟合

A$#

第
#

期 向
!

超等!响应面法优化桦褐孔菌产三萜化合物发酵培养基



良好&通过拟合方程的系数符号判断葡萄糖和

V*V+

$

的浓度对合成三萜化合物呈正效应#蛋白胨

和酵母粉浓度则呈负效应&因此要提高三萜化合物

含量应当提高葡萄糖和
V*V+

$

的浓度#同时降低蛋

白胨和酵母粉的浓度#其他因子影响不大#实验选择

低水平&

表
$

!

部分因子实验设计及结果

实验组
B

#

B

$

B

!

B

D

B

A

B

L

生物量*"
2

*

_

$ 三萜含量*"
H

2

*

2

$

# ?#

"
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$
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"

!

$

?#

"

#

$

#

"

$=A

$

#

"

#

$

#

"

"=$

$

B=F!h"=DB D"=Ah"=B
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"
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"

!

$
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"

#

$

?#

"

#

$

?#

"

"=$

$

#

"

"=$

$

@="#h"=DL DB=$h"=!

! ?#

"

$"

$

#

"

A

$

?#

"

#

$

?#

"

#

$

#

"

#

$

?#

"

"=#

$

B=F@h"=#! $B=Fh"=A

D #

"

A"

$

#

"

A

$

?#

"

#

$

#

"

$=A

$

?#

"

"=$

$

?#

"

"=#

$

@=$!h"=A$ !!=$h"=#

A ?#

"

$"

$

?#

"

!

$

#

"

!

$

#

"

$=A

$

?#

"

"=$

$

?#

"
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$

B=@!h"=!# !!=#h#=$

L #

"
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$

?#

"

!

$

#

"

!

$

?#

"

#

$

#

"

#

$

?#

"

"=#

$

@=#$h"=$D !@=Bh"=!

B ?#

"

$"

$

#

"

A

$

#

"

!

$

?#

"

#

$

?#

"

"=$

$

#

"

"=$

$

B=LAh"=L$ $B=Dh"=D

@ #

"

A"

$

#

"

A

$

#

"

!

$

#

"

$=A

$

#

"

#

$

#

"

"=$

$

B=@Bh"=!A !A=Ah"=$

!!

注!括号内为各变量的实际值#单位为
2

*

_

%每组实验重复
!

次#结果取平均值
h

标准差&

表
D

!

各因素对生物量和三萜含量的影响

变量
生物量

相关系数
??

值
N(&K

(F

?

F

三萜含量

相关系数
??

值
N(&K

(F

?

F

B

#

"@"B !@A" "@#BB "@$" L@#A "@""F

&

B

$

?"@$" ?"@L$ "@L$L ?D@#F ?@@B" "@""!

&

B

!

?"@@A ?$@@! "@$#L ?$@"# ?D@#@ "@"$A

&

B

D

"@#B "@D$ "@BDF "@A$ "@BD "@FL@

B

A

"@AL "@BA "@AF" ?"@"F ?"@"A "@A!D

B

L

?#B=A ?$=F$ "=$#" DF=$A A=## "="#D

&

!!&

表示显著"

P

"

"="A

$&

$=!

!

中心实验点的确定

对三萜化合物含量具有显著影响的因子葡萄

糖'蛋白胨'酵母粉和
V*V+

$

以及它们的正负效应进

行最陡爬坡实验设计#实验设计及结果见表
A

&第
D

组实验三萜化合物的含量达到最高值
AA=Dh"=L

H

2

*

2

#此时生物量也达到较高水平&因此响应面实

验水平的中心点确定为!葡萄糖
AA

2

*

_

%蛋白胨
$=A

2

*

_

#

V*V+

$

"=DA

2

*

_

#酵母粉
#=$A

2

*

_

&

表
&

!

最陡爬坡实验设计及结果

实验组 葡萄糖*"
2

*

_

$ 蛋白胨*"
2

*

_

$ 酵母粉*"
2

*

_

$

V*V+

$

*"

2

*

_

$ 生物量*"
2

*

_

$ 三萜含量*"
H

2

*

2

$

# D" D $ "=#A B=@Bh"=$# DD=#h"=!

$ DA !=A #=BA "=$A B=BFh"=!D DB=$h"=L

! A" ! #=A "=!A @=#Bh"=#A A#=Bh"=A

D AA $=A #=$A "=DA @=#$h"=L$ AA=Dh"=L

A L" $ # "=AA @=!$h"=AD A!=$h"=$

L LA #=A "=BA "=LA B=@$h"=D! D#=$h#=!

!!

注!每组实验重复
!

次#结果取平均值
h

标准差&

$=D

!

中心组合实验优化培养基的浓度

根据最陡爬坡实验确定的响应面实验的中心

点#运用
R/91

2

)UZ

d

/(:B=#=L

软件进行中心组合实

验设计#实验设计及结果见表
L

#对实验结果进行响

应面分析#拟合分别得到了生物量以及三萜化合物

含量的多元回归模型&

表
"

!

中心组合实验设计及结果

实验组
M O V R

生物量*

"

2

*

_

$

三萜含量*

"

H

2

*

2

$

# ?# ?# ?# ?# B=B$h"=!# A"=$h"=$

$ # ?# ?# ?# B=LBh"=$A DL=Bh"=!

! ?# # ?# ?# B=@Fh"=#B DD=Lh"=#

D # # ?# ?# B=AAh"=B# DA=Ah"=$

A ?# ?# # ?# B=BAh"=$D A$=!h"=A

L$#

!!!!!!!!!!!!!!

浙
!

江
!

理
!

工
!

大
!

学
!

学
!

报
$"#!

年
!

第
!"

卷



表
"

续

实验组
M O V R

生物量*

"

2

*

_

$

三萜含量*

"

H

2

*

2

$

L # ?# # ?# B=@Lh"=## DF=Fh"=!

B ?# # # ?# B=BBh"=$$ DB=$h"=$

@ # # # ?# @=#!h"=#! A"=$h"=D

F ?# ?# ?# # B=ALh"=D# D$=Lh"=!

#" # ?# ?# # B=FFh"=$B DF=#h"=!

## ?# # ?# # B=@Fh"=!D DD="h"=$

#$ # # ?# # B=FAh"=$L D@=Ah"=B

#! ?# ?# # # @="Ah"=#F DD=#h"=#

#D # ?# # # @=##h"=$# A"=Ah"=F

#A ?# # # # B=@#h"=!# DB=$h"=$

#L # # # # @=#$h"=#$ A"=Ah"=A

#B ?$ " " " B=BAh"=L! DL="h"=B

#@ $ " " " @="$h"=$B A!=$h#=$

#F " ?$ " " @=!$h"=#A A"=Ah"=A

$" " $ " " B=FBh"=#$ DA=@h"=!

$# " " ?$ " B=F@h"=!" DL=#h"=#

$$ " " $ " @=!Dh"=$! DF=Ah"=!

$! " " " ?$ B=LBh"=B# DL=Ah"=$

$D " " " $ @=#$h"=#! D!=!h"=D

$A " " " " B=@Ah"=!D AA=Bh"=F

$L " " " " @=A$h"=#$ AL="h"=B

$B " " " " @=DFh"="F AA=$h"=A

$@ " " " " @=!Bh"=#" AA=Fh$=#

$F " " " " @=A#h"=$D AA=!h"=L

!" " " " " @=D!h"=!A AB=$h"=B

!# " " " " @=D@h"=#! AD=@h"=$

!!

注!每组实验重复
!

次#结果取平均值
h

标准差&

!

>

O

Y@=!@X"="L$M?"="#!OX"="@BVX"k"@AR?

"="#MOX"="DLMVX"k"DFMR?"k"#BOV?

"="#BORX"k""#VR?"k#AM

$

?"="@AO

$

?

"k"@#V

$

?"=#AR

$

"

$

$

!

>

6$

YA=ABX"=#!M?"="@DOX"=#!V?"k"A$RX

"="##MOX"="!#MVX"k#LMRX"="DLOVX

"=#$OR?"k"DBVR?"=#AM

$

?"=#FO

$

?

"k$"V

$

?"=$@R

$

"

!

$

其中
>

O

为菌丝体生物量#

>

6$

为三萜化合物含

量#

M

'

O

'

V

和
R

分别为葡萄糖'蛋白胨'

V*V+

$

和酵

母粉的实验编码值&

模型的方差"

M>Q<M

$分析见表
B

#生物量的

回归模型和三萜化合物的回归模型的
R

值分别为

$@@L

和
$D@F@

#表明模型是显著的&两个模型的决

定系数分别为
"@FAL

和
"@B#D

#说明回归方程良好#

P

值考察方程相关系数的显著性#结果见表
B

&根

据响应面分析三维图和等高线可以看出葡萄糖'蛋

白胨'

V*V+

$

和酵母粉
D

个因素对生物量和三萜化

合物含量的影响#如图
#

和图
$

所示&通过两个响

应值的分析#葡萄糖'蛋白胨'

V*V+

$

和酵母粉
D

个

因素的最优值分别为
A@=F

'

$=F

'

"=A

和
#=$

2

*

_

#模

型预测在最优条件下的最大生物量和三萜化合物含

量分别为
@=D$

2

*

_

和
AL=$H

2

*

2

&

表
#

!

多元回归模型方差分析

来源
生物量 三萜含量

单方和
9

I

P

值
N(&K

(

R

单方和
9

I

P

值
N(&K

(

R

模型
#=@! #D "="$!A A=L! #D

"

"="""#

M "="F # "=#BB# "=!@ # "="""$

O !=BAU?""! # "=BB@D "=#B # "=""A$

V "=#@ # "="L$D "=!F # "="""#

R "=#BA # "="LFD "="LA # "="L#A

MO #=L"U?""! # "=@AD" #=@#U?""! # "=BD$"

MV "="! # "=D""" "="#A # "=!D@B

MR "="D # "=!BAL "=D# # "="""#

OV D=F"U?""! # "=BDB@ "="!! # "=#LFL

OR D=F"U?""! # "=BDB@ "=$# # "=""$$

VR $=A"U?""! # "=F@#L "="!A # "=#A@F

M

$

"=LD # "=""#@ "=L@ #

"

"="""#

O

$

"=$" # "="A"D #="! #

"

"="""#

V

$

"=#F # "="L"! #=#D #

"

"="""#

R

$

"=L$ # "="$"" $=$" #

"

"="""#

模型失拟
"=!F #" "=B#A "=$$ #" "="L#D

误差
"=!D L ? "="!L L ?

总和
$=AL !" ? A=@F !" ?

B$#

第
#

期 向
!
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图
#

!

葡萄糖'蛋白胨'

V*V+

$

和酵母粉对生物量的影响

*=

蛋白胨和葡萄糖对生物量的影响%

K=

葡萄糖和
V*V+

$

对生物量的影响%

4=

及酵母粉和葡萄糖对生物量的影响%

G=V*V+

$

和蛋

白胨对生物量的影响%

/=

酵母粉和蛋白胨对生物量的影响%

,=

酵母粉和
V*V+

$

对生物量的影响

图
$

!

葡萄糖'蛋白胨'

V*V+

$

和酵母粉对三萜含量的影响

*=

蛋白胨和葡萄糖对三萜含量的影响%

K=

葡萄糖和
V*V+

$

对三萜含量的影响%

4=

及酵母粉和葡萄糖对三萜含量的影响%

G=V*V+

$

和蛋白胨对三萜含量的影响%

/=

酵母粉和蛋白胨对三萜含量的影响%

,=

酵母粉和
V*V+

$

对三萜含量的影响

$=A

!

模型验证

根据优化得到的最优培养基进行
!

次以上的发

酵实验#菌丝体生物量平均为
@=!@

2

*

_

#三萜化合

物含量平均为
AB=#H

2

*

2

#这说明响应面分析得到

的最优发酵培养基与预测结果符合实际#且相对优

化前三萜化合物含量
D#=@H

2

*

2

提高了
!L=L]

#比

天然子实体中三萜化合物含量
!L=!H

2

*

2

提高了

AB=!]

&

@$#

!!!!!!!!!!!!!!

浙
!

江
!

理
!

工
!

大
!

学
!

学
!

报
$"#!

年
!

第
!"

卷



$

!

讨
!

论

三萜化合物在生物体内是通过甲戊二羟酸途径

合成#其含量受生物合成前体以及限制性步骤酶的

量和活性共同决定(

#!

)

#有研究表明葡萄糖代谢为三

萜化合物的生物合成提供前体(

#D

)

#因此葡萄糖为桦

褐孔菌发酵产三萜化合物的最佳碳源&实验中发现

酵母粉对三萜化合物的合成有显著影响#原因可能

是酵母粉中的酵母激发子能促进三萜化合物合成途

径中磷脂酶
M$

的活性(

#A

)

&适当浓度钙离子能促进

生物体内羟甲基戊二酰辅酶
M

还原酶"

S c̀5

V&ME

$的活性#而
S c̀5V&ME

是三萜合成途径中

重要的限制性酶(

#L

)

&

本研究结果显示#桦褐孔菌内三萜的合成受生

长环境影响较大#通过对发酵培养基的优化得到了

更适合三萜化合物合成的条件!葡萄糖
A@=F

2

*

_

'

蛋白胨
$=F

2

*

_

'

V*V+

$

"=A

2

*

_

'酵母粉
#=$

2

*

_

'

TS

$

NQ

D

#="

2

*

_

和
`

2

3Q

D

"=$

2

*

_

&采用该优化

培养基进行发酵#三萜含量达到
AB=#H

2

*

2

#这为今

后工业化发酵生产三萜化合物提供了一定的依据&

实验中还发现了一些物质能促进三萜生物合成途径

中关键性酶的活性#从而提高了三萜含量#为今后研

究提供了很好的思路&
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