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牛樟芝固态发酵产安卓奎诺尔工艺研究 
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摘要：对牛樟芝 Antrodia cinnamomea 固态发酵生产安卓奎诺尔的工艺条件进行优化。先通过单因素试验，筛选出

小麦 Triticum aestivum 质量、相对湿度、培养温度 3 个主要影响参数，再应用响应曲面分析法优化。结果表明，

牛樟芝产安卓奎诺尔固态发酵最佳条件为：小麦 80.82 g，相对湿度 58.01%，培养温度 28.48℃，安卓奎诺尔的平

均产量可达 259.79 mg·kg-1。 

关键词：牛樟芝；安卓奎诺尔；固体发酵；响应面 

中图分类号：R282.71      文献标识码：A       文章编号：1001-3776（2017）04-0039-06 

 

Optimizing of Technology for Preparation of Antroquinonol from Antrodia cinnamomea 
by Response Surface Methodology 
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Abstract：Experiments were conducted on optimizing technology for preparation of antroquinonol from solid-state fermented mycelium of Antrodia 

cinnamomea. Single factor experiment selected important factors such as mass of Triticum aestivum, relative humidity and culture temperature, and 

technology was optimized by response factor analysis. The result demonstrated that the average yield of antroquinonol reached 259.79 mg/kg with 

wheat of 80.82 g, relative humidity of 58.01%, culture temperature of 28.48℃.  
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牛樟芝 Antrodia camphorate 为我国台湾道地药材，属担子菌门 Basidiomycete 多孔菌科 Polyporaceae 薄孔菌

属 Antrodia [1]，仅寄生于我国台湾特有的牛樟树 Cinnamomum kanehirai 上，一般形成子实体的时间较长[2]。牛樟

芝在民间应用久，具有保肝、解酒、增强免疫力等活性[3]。 
野生牛樟芝子实体由于资源贫乏，价格不菲。为此，研究人员采取人工培养的方式获得牛樟芝产品。目前

人工培养牛樟芝的主要方法包括液态培养法、椴木栽培法和固态培养法。由于固态培养法得到的产物中活性成

分与野生牛樟芝子实体活性成分的近似程度较高，且生产原料不受限制等优势得到大范围推广。 
2007 年，Lee 等[4]用正己烷萃取牛樟芝产物，得到一个新化合物安卓奎诺尔（antroquinonol），属于泛醌类

化合物，发现具有良好的生理活性。Yu[5]等人研究显示，安卓奎诺尔对胰腺癌细胞具有抑制作用。Kumar[6]等人

研究表明安卓奎诺尔可以通过改变信号蛋白活性和 mRNA 的表达，显著抑制三种肺癌细胞的增殖。 
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响应曲面法（RSM）是建立一个包括各因素的一次项、平方项和任何两个因素之间的一级交互作用项的数

学模型。该方法广泛应用于固、液态生物发酵培养基优化、培养条件优化等生化反应优化及模型建立中[7]。本

实验以安卓奎诺尔为目标产物，利用响应面法优化发酵条件来提高牛樟芝固态发酵产物中安卓奎诺尔的产量，

以期为工业化生产应用打下基础。 

1  材料和方法 

1.1  供试菌株 
牛樟芝菌株来源于台湾自然科学博物馆，在浙江省

森林资源生物与化学利用重点实验室保藏。将保藏的菌

种转接至 PDA 试管斜面上，26℃恒温培养 14 d，待菌丝

体长满斜面，菌丝体颜色泛微红，4℃立式透明冷藏箱低

温保藏。 

1.2  试剂和仪器        
1.2.1  斜面 PDA 培养基  马铃薯 200 g·L-1，葡萄糖 20 
g·L-1，琼脂 20 g·L-1。 
1.2.2  液体种子培养基  马铃薯 100 g·L-1，葡萄糖 15 g·L-1，酵母粉 5 g·L-1，磷酸二氢钾（KH2PO4）1 g·L-1，无

水硫酸镁（MgSO4）0.5 g·L-1。 
1.2.3  固态发酵基础培养基  葡萄糖 15 
g·L-1，玉米粒 100 g·L-1，麸皮 300 g·L-1，

蛋白胨 10 g·L-1，KH2PO4 1 g·L-1，MgSO4 
0.5 g·L-1。 
1.2.4  实验原料与试剂  见表 1。 
1.2.5  实验仪器  见表 2。 

1.3  培养方法 
1.3.1  斜面培养  将实验室保存的菌株活

化后转接到斜面 PDA 试管中，切出 2 cm2

大小的菌丝块接种于斜面的中部，在 SPX-250B-Z 型生化培养箱中 28℃恒温培养 7 d。 
1.3.2  液体种子培养  将活化的斜面菌种切割成 2 cm2 大小的菌丝块，接种于液体培养基中，500 mL 三角瓶装

培养基 150 mL 于 ZHWY-211B 恒温培养摇床中，26℃，150 r·min-1 培养 6 d。 
1.3.3  固体发酵培养  将 10 mL 液体种子液在超净工作台内接入 500 mL 固体培养瓶中，拌匀，26℃培养 40 d。

培养后所得到的产物为牛樟芝固态发酵菌质。 
以上所有培养基均进行高压蒸汽灭菌，温度 121℃，时间 30 min。 

1.4  实验设计 
1.4.1  响应面法分析实验  综合单因素试验结果，选择小

麦 Triticum aestivum 粒质量（下文中简称为小麦质量）、

相对湿度、培养温度 3 个因素所确定的水平范围，运用

Box-Behnken 中心组合试验设计原理，采用 3 因素 3 水平

的响应面设计，用 Design Expert 8.05 对实验数据进行回归

分析。自变量的试验水平分别以-1，0，1 进行编码，试验

因素及水平设计见表 3。 

1.5  分析方法 

表 1  实验原料与试剂 
Table 1  Raw material and reagent 

名称 规格 厂家 
无水乙醇 AR 成都市科龙化工试剂厂 
KH2PO4 AR 成都市科龙化工试剂厂 
MgSO4 AR 成都市科龙化工试剂厂 
小麦粒  杭州市杭富生物制品厂 
酵母粉  杭州市杭富生物制品厂 
蛋白胨    杭州微生物试剂有限公司 
无水葡萄糖 AR 成都市科龙化工试剂厂 

表 2  实验仪器 
Table 2  Experimental apparatus 

名称 型号 厂家 
二列四孔水浴锅 HH-2K4 巩义市予华仪器有限公司 
数控超声波清洗器 JK-2200DB 合肥金尼克机械制造有限公司 
漩涡混匀器 WH-861 太仓市科教器材厂 
多功能酶标仪 2300 Perkin Eimer 
电子天平 BSA2245 赛多利斯科学仪器（北京）有限公司 
生化培养箱 SPX-250B-Z 型 上海博讯实业有限医疗设备厂 
立式透明冷藏箱 SC-360Y 青岛澳柯玛股份有限公司 
高压蒸汽灭菌锅 SX-500 TOMY KOGYO CO. LTD 
恒温培养摇床 ZHWY-211B 上海智城分析仪器制造有限公司 

表 3  响应面分析因子及水平 
Table 3  Factors and levels of RSM analysis 

因素 
水平 

－1 0 1 
小麦质量 X1/g 60 80 100 
相对湿度 X2/% 50 55 60 
培养温度 X3/℃ 26 28 30 
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1.5.1  生物量的测定  将培养好的牛樟芝菌丝体真空冷冻干燥至恒重，电子天平称重。 
1.5.2  安卓奎诺尔的分析检测方法  采用高效液相色谱（HPLC）法测定牛樟芝产品中安卓奎诺尔的产量。取干

燥后的牛樟芝固态发酵菌质 5 g，加入无水乙醇 90 mL，在 30℃的 HH-2K4 型电热恒温水浴提取 45 min，静置

后 0.22μm 微膜过滤，进行 HPLC 分析，具体分析条件如文献[8]所示。 
1.5.3  实验数据分析软件  用 Design Expert 8.05 进行数据分析和处理。 

2  结果与分析 

2.2  响应面分析试验结果 
2.2.1  响应面分析方案及结果  根据 Box-Behnken 中心组合试验设计原理，共有 17 个试验点，其中 12 个为析

因点，5 个零点试验用以估计试验误差。以安卓奎诺尔产量为响应值，试验方案及结果见表 4。 

表 4  响应面试验设计方案及试验结果 
Table 4  Experiment design and results of RSM 

试验号 X1/g X2/ % X3/℃ 
安卓奎诺尔产量（Y）/（mg･kg-1） 

实测值 预测值 
BOX-1 0 -1 -1 224.81±2.02 226.30 
BOX-2 0 0 0 268.63±1.46 264.79 
BOX-3 0 0 0 265.42±2.24 264.79 
BOX-4 1 0 1 214.82±2.16 216.82 
BOX-5 0 0 0 263.83±1.87 264.79 
BOX-6 -1 1 0 241.84±1.42 239.87 
BOX-7 1 0 -1 218.37±2.26 214.91 
BOX-8 -1 -1 0 229.16±2.56 229.67 
BOX-9 0 1 1 253.45±1.91 251.96 
BOX-1

 
0 -1 1 218.36±1.83 214.39 

BOX-1
 

-1 0 1 220.45±1.63 223.91 
BOX-1

 
-1 0 -1 195.36±1.58 193.36 

BOX-1
 

0 0 0 264.81±2.43 264.79 
BOX-1

 
0 0 0 261.25±2.19 264.79 

BOX-1
 

1 -1 0 235.71±1.82 237.67 
BOX-1

 
0 1 -1 203.62±1.74 207.59 

BOX-1
 

1 1 0 246.82±1.68 246.32 
 
2.2.2  回归模型建立及方差分析  用 Design Expert 8.05 对表 4 实验数据进行分析[9]，获得安卓奎诺尔产量对小

麦、相对湿度和培养温度的多元二次回归方程： 
Y =264.79+3.61X1+4.71X2+8.11X3-0.39X1X2-7.16X1X3+14.07X2X3-19.61X1X1-6.80X2X2-32.93X3X3  

表 5  回归模型方差分析 
Table 5  ANOVA of regression model 

方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 
模型 8 695.11 9 966.12 64.58 < 0.000 1** 

X1 104.47 1 104.47 6.98 0.033 3* 
X2 177.57 1 177.57 11.87 0.010 8* 
X3 526.83 1 526.83 35.21 0.000 6** 
X1X2 0.62 1 0.62 0.041 0.844 9 
X1X3 205.06 1 205.06 13.71 0.007 6** 
X2X3 791.86 1 791.86 52.93 0.000 2** 
X1X1 1 618.80 1 1 618.80 108.20 < 0.000 1** 
X2X2 194.57 1 194.57 13.01 0.008 7** 
X3X3 4 565.90 1 4 565.90 305.20 < 0.000 1** 

残差 104.72 7 14.96   
失拟项 76.13 3 25.38 3.55 0.126 3 
纯误差 28.60 4 7.15   
总离差 8 799.83 16    

R2=0.988 1 ；Adj R2=0.972 8 
注：*表示差异显著（P<0.05）；**表示差异极显著（P<0.01）。 
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由表 5 可知，以安卓奎诺尔产量为目标函数的回归方程的回归效果达到极显著水平，P 值均＜0.000 1；

模型的决定系数 R2=0.988 1，说明模型与实际实验拟合较好；校正决定系数 AdjR2=0.972 8，说明该模型能解

释 97.28％响应值的变化；模型的失拟项表示模型预测值与实际值不拟合的概率，表 5 中模型失拟项的 P 值为

0.126 3，大于 0.05，表明模型的失拟项不显著；根据表 5 的显著性分析结果，各因素的一次项、二次项以及 X1X3，

X2X3 的交互项对安卓奎诺尔的合成均显著（P＜0.05）影响；分析表明这个模型建立的回归方程能运用于牛樟芝

固态发酵产安卓奎诺尔条件优化的理论预测。 
2.2.3  响应面图形分析  分别将模型中的小麦、相对湿度及培养温度的其中一个因素固定在 0 水平，得到另外

两个因素的交互影响结果，二次回归方程的响应面及其等高线如图 1，图 2，图 3 所示，各个因素及其相互间的

交互作用对响应值的影响结果通过该组图可以直观地反映出来。极值条件应该在等高线的圆心处。 

  
 

  
 

A                                                       B 

图 2  小麦质量和培养温度交互影响安卓奎诺尔产量的曲面图（A）和等高线图（B） 

Figure 2  Surface diagram and contour of antroquinonol yield under interaction of wheat and culture temperature 

A                                                                  B 

图 1  小麦质量和相对湿度交互影响安卓奎诺尔产量的曲面图（A）和等高线图（B） 
Figure 1  Surface diagram and contour of antroquinonol yield under interaction of wheat and relative humidity 
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从图中可以看出，影响牛樟芝发酵产安卓奎诺尔最显著的因素为培养温度 X3，表现为响应面变化弧度较大。

小麦质量 X1 和相对湿度 X2 响应面弧度变化平缓，说明对响应值影响相对较小。此外，等高线的形状可反映出

交互效应的强弱，椭圆形表示二因素交互作用显著，而圆形则与之相反[7]。从图 1 ~ 图 3 可以看出，X1 与 X3、

X2 与 X3 交互作用显著。 
2.2.4  验证实验  根据 Box-Behnken 试验所得的结果和二次多项回归方程，用 Design Expert 8.05 分析，得到

最佳培养条件为：小麦 80.82 g，相对湿度 58.01%，培养温度 28.48℃，安卓奎诺尔产量理论值可达 267.28 mg·kg-1。 
为检验模型预测值与实际值之间的相关性，即检验响应面优化模型的可靠性，对牛樟芝在预测的最优发酵

条件下安卓奎诺尔产量进行实验验证。实验中小麦质量、相对湿度和培养温度的优化值分别为 80.82 g，58.01%，

28.48℃，三次平行实验，测得安卓奎诺尔产量分别为 259.89 mg·kg-1，262.17 mg·kg-1，257.32 mg·kg-1，安卓奎

诺尔平均产量 259.79 mg·kg-1，达到了回归模型预测理论值的 96.8%，实验结果与模型符合良好，说明该模型能

较好地模拟和预测牛樟芝安卓奎诺尔产量。 

3  结论 

本实验对牛樟芝固态发酵产安卓奎诺尔的发酵条件进行了优化，结合生产实践，选择小麦质量、相对湿度、

培养温度为三个主要参数，根据 Box-Benhnken 中心组合实验设计及三因素三水平的响应面分析，通过二次多项

回归模型进行方差分析和回归拟合，预测了牛樟芝产安卓奎诺尔最佳固态发酵条件为：小麦粉质量 80.82 g，相

对湿度 58.01%，培养温度 28.48℃，安卓奎诺尔产量理论值可达 267.28 mg·kg-1。验证实验中安卓奎诺尔平均产

量可达 259.79 mg·kg-1，与预测值十分接近，证明了该实验方法的稳定性。 
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图 3  相对湿度和培养温度交互影响安卓奎诺尔产量的曲面图（A）和等高线（B） 
Figure 3  Surface diagram and contour of antroquinonol yield under interaction of relative humidity and culture temperature 
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