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摘要： 为了探索茯苓 5.78（Poria cocos 5.78） 液态发酵生产菌丝体总三萜的最佳工艺参数，在单
因子实验的基础上， 应用 Plackett-Burman 设计从 11 个因素中筛选出具有显著效应的初始 pH
值、VB1、转速、温度 4 个因素，采用响应面分析方法对影响茯苓菌丝体总三萜含量的关键因素最
佳水平范围作了研究。 结果表明，茯苓液态发酵生产菌丝体总三萜的最佳工艺参数为：初始 pH
5.45、VB1 7.3 mg/L、转速 132 r/min、温度 26.6 ℃。 在此条件下进行验证试验，茯苓菌丝体总三萜
含量为 7.06%，比优化前提高近 35%。
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Abstract： On the basis of single factor experiments，initial pH，VB1，rotation speed and culture
temperature were selected as independent variables to optimize liquid fermentation conditions of
total triterpenoids from Poria cocos mycelium. Using RSM design analysis，the optimal liquid
fermentation conditions were achieved and listed as follows：initial pH 5.45，VB1 7.3 mg/L，rotation
speed 132 r/min，culture temperature 26.6 ℃. Under these conditions，the yield of intracellular total
triterpenoids reached 7.06%，which increased about 35% than before.
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研究论文

茯苓（Poria cocos（Schw.）wolf）俗称茯菟、茯灵、
松薯等，为多孔菌科真菌茯苓的干燥菌核，属真菌
门、担子菌纲、多孔菌目、多孔菌科、卧孔属 [1]。 茯苓
是我国传统的食药用真菌，其主要化学成分包括 β-
茯苓聚糖、三萜、蛋白质、脂肪酸及树胶等。 此外，茯

苓还含有麦角固醇、胆碱、组氨酸、卵磷脂、腺嘌呤、
β-茯苓聚糖分解酶、蛋白酶及钾、钙、钠、镁等无机
元素[2-4]。 茯苓三萜类化合物是茯苓中主要化学成分
之一，目前已从茯苓干燥菌核、茯苓皮和菌株培养
液中提取分离得到 54 种三萜类成分， 主要包括羊
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毛甾-8-烯型三萜、羊毛甾-7，9（11）-二烯型三萜、
3，4-开环-羊毛甾-7，9（11）二烯型三萜、3，4-开环-
羊毛甾-8-烯型三萜、三环二萜类、齐墩果烷型三萜
等 6 种类型 [5-6]；研究发现，茯苓三萜类化合物具有
抗炎、抗惊厥、抗癫痫、抗氧化、抗肿瘤、清除自由基
及免疫调节等作用[7-12]。 因此，茯苓具有较高的药学
价值。
我国人工栽培茯苓已有 1500 多年历史， 但传

统栽培方法生产茯苓菌核存在生产周期长、 产量
低、松材消耗量大等缺点，用液体发酵技术生产茯
苓菌丝体，周期短、成本低、产量大，从茯苓菌丝体
和发酵液中提取茯苓多糖等活性物质，可较好地解
决人工种植茯苓的替代问题， 节约了大量的木材，
对我国资源和生物多样性的保护有着重要的意义。
目前国内外对茯苓液态深层发酵研究主要集中在

增加菌丝体产量和胞内多糖上 [13-15]，而对茯苓液态
发酵生产三萜类化合物的研究尚未见报道。 响应面
设计是一种优化反应条件和加工工艺参数的有效

方法 [16]，试验时，可以通过 Plackett-Burman 试验设
计筛选对试验具有显著影响的因素进行响应面设

计，从而减少试验次数[17]。作者在前期单因素试验研
究的基础上，利用响应面设计优化茯苓液态发酵生
产菌丝体总三萜的工艺参数，为液态发酵生产茯苓
三萜化合物的研究提供科学依据。

1.1 菌种
茯苓 5.78（Poria cocos 5.78）：由安徽农业大学

植物保护学院提供。
1.2 培养基
1.2.1 种子液态培养基（g/L） 葡萄糖 30.0，酵母浸
出粉 3.9， 蛋白胨 5.1，KH2PO4 1.0，MgSO4 0.5，VB1

0.005；pH值自然。
1.2.2 基础发酵培养基（g/L） 葡萄糖 30.0，酵母浸
出粉 10.0，KH2PO4 2.0，MgSO4 1.0，VB1 0.005， 玉米
粉 20.0；pH值自然。
1.3 培养方法
1.3.1 斜面培养基 PDA培养基。
1.3.2 种子液培养 250 mL 三角瓶装种子培养基
60 mL，121 ℃、0.1 MPa 灭菌 20 min， 接种摇瓶培
养，摇床转速 150 r/min，温度 26 ℃，一级种子摇瓶

培养 7 d，二级种子摇瓶培养 3 d，各级种子的体积
分数均为 10%。
1.3.3 基础发酵培养 250 mL 三角瓶装基础发酵
培养基 60 mL，以体积分数 10 %的接种量接入二级
种子液，摇床转速 150 r/min，温度 28 ℃，培养时间
11 d。
1.4 茯苓菌丝体总三萜提取及测定
1.4.1 茯苓菌丝体总三萜提取 发酵液经 4 000 r/
min离心 20 min收集菌丝体，60 ℃ 烘干至恒重。 准
确称取粉碎样 100.0 mg，加入 5.0 mL 甲醇，超声 1
h，过滤，收集滤液，定容至 25 mL，即为待测样品溶
液[18]。
1.4.2 茯苓菌丝体总三萜测定 参照文献[19]的方
法，以熊果酸为标准品，采用香草醛-高氯酸显色法
测定茯苓菌丝体总三萜的质量分数。

2.1 Plackett-Burman 设计
在基础摇瓶试验的基础上 ， 选用 N=12 的

Plackett-Burman 设计对茯苓液态发酵工艺中的 11
个因素（葡萄糖、蛋白胨、玉米粉、初始 pH、装液量、
接种量、KH2PO4、MgSO4、VB1、转速、温度）的重要
性进行考查，试验设计及结果见表 1。
用 Design Expert 软件对试验数据进行处理，比

较各因素的效应值及重要性评价，结果见表 2。
由表 2 和表 3 可知，初始 pH、VB1、转速和温度

4 个因素为主要影响因素 ， 其影响值分别为
15.66%、18.34%、53.19%和 8.17%。 模型回归极显著
（P<0.000 1），R2=0.953 5，调整后的 R2

Adj=0.926 9，说
明该模型与实际实验拟合较好，误差较小；本实验
C.V.值为 4.31%，信噪比 Adeq Precision 为 17.04，表
明模型的可信度较高。
2.2 最陡爬坡试验
由表 2 可以看出，要提高茯苓菌丝体总三萜的

含量，初始 pH、VB1和温度取值应增加，转速的取值
应减小。 这 4个显著因素的变化方向及步长的试验
设计及结果见表 4。
从表 4 可以看出，最佳发酵工艺条件在第 4 组

与第 5 组试验附近，因此以第 4 组的水平作为响应
面试验的中心点，即初始 pH 5.4，VB1 7 mg/L，转速
130 r/min，温度 26.5 ℃。

材料与方法1

结果与分析2

1113



Journal of Food Science and Biotechnology Vol.31 No.10 2012

GAO Xue-ling，et al： Optimical Liquid Fermentation Conditions of Total
Triterpenoids from Poria cocos Mycelium by
Response Surface Methodology

Research Article

编码 因素 系数估计值 标准差 效应 贡献值/%

X1 葡萄糖质量浓度/（g/L） 30 36 -0.071 0.067 -0.014 0.75

X2 蛋白胨质量浓度/（g/L） 9 10 -0.11 0.067 -0.23 1.94

X3 玉米粉质量浓度/（g/L） 20 25 -0.002 5 0.067 -0.005 0.000 9

X4 初始 pH 值 4 5 0.32 0.067 0.65 15.66

X5 装液量/mL 60 80 -0.096 0.067 -0.19 1.37

X6 接种体积分数/% 7.5 9 -0.011 0.067 -0.022 0.017

X7 KH2PO4质量分数/（g/L） 1.6 2 0.019 0.067 0.038 0.055

X8 MgSO4质量浓度（g/L） 0.8 1 -0.059 0.067 -0.12 0.52

X9 VB1质量浓度/（mg/L） 5 6 0.35 0.067 0.70 18.34

X10 转速/（r/min） 150 180 -0.60 0.067 -1.20 53.19

X11 温度/℃ 24 26 0.23 0.067 0.47 8.17

水平

低（-1） 高（1）

每组试验平行 3 次，结果取平均值

表 1 N=12 的 Plackett-Burman 试验设计及结果
Tab.1 Design matrix and experimental results of Plackett-Burman design as N=12

运行序 X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8 X9 X10 X11 总三萜质量分数/%

1 1 1 -1 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 4.26

2 -1 1 1 -1 1 1 1 -1 -1 -1 1 5.45

3 1 -1 1 1 -1 1 1 1 -1 -1 -1 5.79

4 -1 1 -1 1 1 -1 1 1 1 -1 -1 6.24

5 -1 -1 1 -1 1 1 -1 1 1 1 -1 4.56

6 -1 -1 -1 1 -1 1 1 -1 1 1 1 6.03

7 1 -1 -1 -1 1 -1 1 1 -1 1 1 4.25

8 1 1 -1 -1 -1 1 -1 1 1 -1 1 6.05

9 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 1 1 -1 4.56

10 -1 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 1 1 4.96

11 1 -1 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 1 6.87

12 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 5.39

表 2 试验因素水平的选择、偏回归系数及效应值
Tab.2 Levels，partial regression and effects of experimental variables
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2.3 响应面分析试验
2.3.1 预测模型的建立和回归分析检验
根据 Box-Behnken 的中心组合设计原理，利用

Design Expert 软件设计四因素三水平的响应面试
验， 以初始 pH、VB1、 转速和温度 4 个因素为自变
量，总三萜含量为响应值，根据最陡爬坡试验的结
果确定试验中心和水平，试验因素水平设计见表 5、
结果见表 6。

表 5 Box-Behnkne 试验因素水平
Tab.5 Levels of Box-Behnken experiments

表 3 回归模型的方差分析
Tab.3 ANOVA for selected factorial model and analysis of experimental variables

来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值

模型 7.68 4 1.92 35.87 <0.000 1 显著

初始 pH 1.26 1 1.26 23.56 0.001 8

VB1 1.48 1 1.48 27.59 0.001 2

转速 4.28 1 4.28 80.03 <0.000 1

温度 0.66 1 0.66 12.29 0.009 9

残差 0.37 7 0.054

所有项 8.05 11

R2 0.953 5

Adj R2（调整） 0.926 9

变异系数 4.31%

信噪比 17.04

表 4 最陡爬坡试验设计及结果 *

Tab.4 Design and results of the steepest ascent search experiment

运行序 初始 pH值 VB1质量浓度/（mg/L） 转速/（r/min） 温度/℃ 总三萜质量分数/%

1 4.8 4 100 25.0 4.48

2 5.0 5 110 25.5 5.28

3 5.2 6 120 26.0 6.12

4 5.4 7 130 26.5 6.83

5 5.6 8 140 27.0 6.51

6 5.8 9 150 27.5 5.82

7 6.0 10 160 28.0 5.07

因素 编码
水平

-1 0 1

初始 pH A 5.0 5.4 5.8

VB1/（mg/L） B 5 7 9

转速/（r/min） C 110 130 150

温度/℃ D 25 26.5 28
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运行序 初始 pH VB1/（mg/L） 转速/（r/min） 温度/℃ 总三萜质量分数/% 预测值

1 -1 -1 0 0 3.87 3.95

2 1 -1 0 0 4.09 4.28

3 -1 1 0 0 4.85 4.71

4 1 1 0 0 5.21 5.17

5 0 0 -1 -1 4.15 4.22

6 0 0 1 -1 4.94 4.98

7 0 0 -1 1 4.95 4.96

8 0 0 1 1 5.07 5.05

9 -1 0 0 -1 4.79 4.81

10 1 0 0 -1 4.54 4.57

11 -1 0 0 1 4.58 4.58

12 1 0 0 1 5.6 5.61

13 0 -1 -1 0 4.15 4.05

14 0 1 -1 0 4.28 4.40

15 0 -1 1 0 4.09 4.00

16 0 1 1 0 5.18 5.30

17 -1 0 -1 0 4.47 4.48

18 1 0 -1 0 4.69 4.58

19 -1 0 1 0 4.58 4.61

20 1 0 1 0 5.38 5.30

21 0 -1 0 -1 3.61 3.54

22 0 1 0 -1 5.29 5.22

23 0 -1 0 1 4.81 4.81

24 0 1 0 1 4.77 4.77

25 0 0 0 0 6.98 6.90

26 0 0 0 0 6.89 6.90

27 0 0 0 0 6.85 6.90

28 0 0 0 0 6.82 6.90

29 0 0 0 0 6.94 6.90

表 6 Box-Behnken 试验结果
Tab.6 Results of Box-Behnken experiments

根据表 6 中的结果，运用 Design Expert 软件对
其进行二次回归分析， 拟合得到的回归方程：Y=
6.90+0.20A+0.41B+0.21C+0.20D+0.035AB+0.14AC+
0.32AD +0.24BC -0.43BD -0.17CD -1.03A2 -1.34B2 -

1.12C2-0.97D2

回归方程的方差分析及模型显著性分析结果

见表 7。
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表 7 回归方程的方差分析及系数显著性检验
Tab.7 ANOVA analysis and coefficients significant test for regression equation

来源 自由度 参数估计值 系数标准差 均方差 F 值 P 值

模型 14 6.90 0.048 1.88 161.08 <0.000 1

A 1 0.20 0.031 0.47 40.04 <0.000 1

B 1 0.41 0.031 2.05 175.39 <0.000 1

C 1 0.21 0.031 0.54 46.36 <0.000 1

D 1 0.20 0.031 0.50 43.14 <0.000 1

AB 1 0.035 0.054 0.005 0.42 0.527 8

AC 1 0.14 0.054 0.084 7.19 0.017 9

AD 1 0.32 0.054 0.40 34.50 <0.000 1

BC 1 0.24 0.054 0.23 19.71 0.000 6

BD 1 -0.43 0.054 0.74 63.27 <0.000 1

CD 1 -0.17 0.054 0.11 9.60 0.007 9

A2 1 -1.03 0.042 6.89 589.77 <0.000 1

B2 1 -1.34 0.042 11.60 992.22 <0.000 1

C2 1 -1.12 0.042 8.15 697.24 <0.000 1

D2 1 -0.97 0.042 6.16 527.17 <0.000 1

残差 14 0.012

失拟项 10 0.015 3.47 0.12

纯误差 4 0.004 2

R2 99.38%

Adj.R2（调整） 98.77%

从表 7可以看出，模型回归极显著（P<0.000 1），
失拟项不显著（P>0.05），R2=99.38%，调整后的 R2为

98.77%，说明回归方程的拟合程度较好，误差较小，
可信度较高。
回归方程的一次项 A、B、C 和 D 对茯苓菌丝体

总三萜得率有极显著影响，4 个因素的影响顺序依
次为：B>C>D>A。 此外，二次项 A2、B2、C2和 D2及交

互项中的 A*C、A*D、B*C、B*D 和 C*D 对茯苓菌丝
体总三萜得率也有显著影响，这表明试验因子对响
应值的变化相对复杂，不是简单的线性关系。
2.3.2 培养因素间交互作用分析和最优发酵条件
的确定 为了进一步研究相关变量之间的交互作
用及确定最优点，通过绘制响应面图来进行可视化
的分析。 图 1 分别给出了 6 组以茯苓菌丝体总三萜
含量为响应值的趋势图， 每组图中设定 2 个变量，
另外 2个变量固定在优化水平。 从等高线图可以直
观地反映出两变量交互作用的显著程度， 图 1a 中

等高线接近圆形， 表明初始 pH 与 VB1两者交互作

用不显著；图 1b~f 中的等高线呈椭圆形，表明两者
交互作用显著。
综上所述， 进一步对实验模型进行典型性分

析，以获得最大茯苓菌丝体总三萜含量时的液态发
酵的最佳工艺参数，利用回归方程分别对各自的变
量求一阶偏导数， 建立方程组得到：A=0.125，B=
0.15，C=0.1，D=0.067， 即初始为 pH 5.45，VB1为7.3
mg/L，转速为 132 r/min，温度为 26.6 ℃时，茯苓菌丝
体总三萜含量理论最大值为：6.90%。
2.4 验证试验
为验证模型的准确性，采用上述最佳工艺条件

对试验结果进行验证，得到茯苓菌丝体总三萜质量
分数为 7.06%，与理论预测值接近，而优化前茯苓菌
丝体总三萜质量分数是 5.23%。所以，利用响应面设
计来优化深层发酵工艺条件是可行的、有效的。
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在单因素试验的基础上，结合 Plackett-Burman
设计和 Box-Behnken 的中心组合设计对茯苓 5.78
（Poria cocos 5.78） 的液态发酵工艺参数进行了优

化， 得到最佳发酵工艺参数为： 初始 pH 5.45、VB1

7.3 mg/L、转速 132 r/min、温度 26.6 ℃。 在优化工艺
条件下进行验证试验，茯苓菌丝体总三萜质量分数
为 7.06%，比优化前提高近 35%，从而证实了回归方
程的有效性。

图 1 响应面立体分析图
Fig.1 Dimensional surface using response surface method

结 语3
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