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(57)摘要

本发明公开了一种提高桦褐孔菌总三萜发

酵产量的发酵方法，包括以下步骤：（1）种子液的

制备；（2）接种发酵。本发明对种子培养基和发酵

培养基的配方进行了优化，原料易得，成本低，并

于发酵前在发酵培养基中加入2.5~3.5g/L的豆

油，同时对发酵工艺参数进行了优化改进，方法

步骤简单，可操作性强，发酵周期短，并能同时显

著提高菌丝体产量与总三萜产量。
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1.一种提高桦褐孔菌总三萜发酵产量的发酵方法，其特征在于，包括以下步骤：

（1）种子液的制备

在无菌条件下将桦褐孔菌从平板上刮下，接种到装有100  ml种子培养基的摇瓶中，于

温度28~30℃，搅拌转速150~180rpm条件下培养3~5天，得到一级种子液；将一级种子液在无

菌条件下倒入已灭菌装有玻璃珠的药瓶中，震荡摇匀，将桦褐孔菌菌丝体打散，以种子培养

基体积为基准，将接种量为9~10%的一级种子液接入到装有1L种子培养基的摇瓶中，于温度

28~30℃，搅拌转速150~180rpm条件下培养至少2天，得二级种子液；

（2）接种发酵

在发酵罐中装入发酵培养基并灭菌后，以发酵培养基体积为基准，将接种量为9~10%的

二级种子液在无菌条件下接种到发酵罐中，同时在发酵培养基中加入2.5~3.5g/L的豆油，

于温度28~30℃，搅拌转速150~180rpm，通气量为5~7L/min条件下连续发酵至少9天，停罐即

完成整个发酵过程。

2.根据权利要求1所述的一种提高桦褐孔菌总三萜发酵产量的发酵方法，其特征在于，

步骤（1）中，种子培养基的配方为：葡萄糖35  g/L，酵母粉7.5  g/L，磷酸二氢钾1  g/L，无水

硫酸镁0.5  g/L，pH  5.5~6.0。

3.根据权利要求1所述的一种提高桦褐孔菌总三萜发酵产量的发酵方法，其特征在于，

步骤（2）中，发酵培养基体积占发酵罐总体积的60~70%。

4.根据权利要求1或3所述的一种提高桦褐孔菌总三萜发酵产量的发酵方法，其特征在

于，所述发酵培养基的具体配方为：葡萄糖45  g/L，酵母粉10  g/L，无水硫酸镁0.5  g/L，磷

酸二氢钾1  g/L，氯化钙0.4  g/L，pH  5.5~6.0。

5.根据权利要求1所述的一种提高桦褐孔菌总三萜发酵产量的发酵方法，其特征在于，

步骤（2）中，灭菌条件为：120~125  ℃下灭菌30~40min。
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一种提高桦褐孔菌总三萜发酵产量的发酵方法

技术领域

[0001] 本发明涉及一种利用液态深层发酵技术生产大型真菌活性代谢产物的方法，尤其

是涉及一种提高桦褐孔菌总三萜发酵产量的发酵方法。

背景技术

[0002] 桦褐孔菌是一种生长在白桦树上的珍贵药用大型真菌，主要分布在俄罗斯北部，

北欧、我国黑龙江、吉林等地。桦褐孔菌作为民间草药，在东欧、俄罗斯等国家有相当长的使

用历史。现代医学研究表明，桦褐孔菌具有治疗各种消化系统癌症、提高免疫力、治疗糖尿

病有较好的效果，同时其还具有抗衰老和抗病毒的作用。长期的动物实验及临床实验表明

桦褐孔菌没有任何毒副作用。桦褐孔菌神奇的功效，无论从经济价值还是社会价值，都有必

要去研究、开发。

[0003] 桦褐孔菌多糖和三萜是其重要的功效成分。三萜化合物具有抗肿瘤、抗病毒、抗

炎、提高免疫力等生物活性，具有很高的药用开发前景。目前已发现的桦褐孔菌三萜化合物

多达几十种，大多为四环三萜和五环三萜。而目前桦褐孔菌三萜主要是从野生菌核中分离

的，但野生桦褐孔菌资源稀少，且价格昂贵。人工栽培技术目前尚处于研究阶段，且人工栽

培子实体由于生长周期短，有效成分含量低，不足以满足其药用需求。因此，液态深层发酵

方法成为了桦褐孔菌功效成分生产研究的热点。

[0004] 但目前的桦褐孔菌深层发酵研究主要集中在以菌丝体和多糖为目标产物进行发

酵培养基及发酵工艺的优化。2011年公开的中国发明专利“一种桦褐孔菌深层发酵培养基

及桦褐孔菌的深层发酵方法”(公开号为CN102115350A)中，通过优化发酵培养基及开发了

两阶段发酵工艺，提高了菌丝体和胞内、胞外多糖的产量。2016年公开的中国发明专利“一

种快速深层液态发酵生产桦褐孔菌菌粉的方法”(公开号为CN105670944A)中，开发了一种

半连续发酵工艺快速获取富含菌丝体的发酵液，然后将发酵液通过微滤膜处理分离得到桦

褐孔菌丝体。要想达到较高的桦褐孔菌总三萜产量，需同时提高发酵菌丝体产量和菌丝体

中的三萜含量。但目前，桦褐孔菌三萜发酵研究中，通常都是菌丝体产量低，三萜含量高，但

总三萜含量不高。如有文献报道了添加甲基茉莉酸酯和脂肪酸提高了三萜含量，但由于菌

丝体产量不高，限制了总三萜含量的进一步提高，且添加的甲基茉莉酸酯和脂肪酸成本较

高。

发明内容

[0005] 本发明是为了解决现有技术的桦褐孔菌总三萜发酵产量低的问题，提供了一种提

高桦褐孔菌总三萜发酵产量的发酵方法，步骤简单，可操作性强，发酵周期短，并能显著提

高菌丝体产量与总三萜含量。

[0006] 为了实现上述目的，本发明采用以下技术方案：

[0007] 一种提高桦褐孔菌总三萜发酵产量的发酵方法，包括以下步骤：

[0008] (1)种子液的制备
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[0009] 在无菌条件下将桦褐孔菌从平板上刮下，接种到装有100ml种子培养基的摇瓶中，

于温度28～30℃，搅拌转速150～180rpm条件下培养3～5天，得到一级种子液；将一级种子

液在无菌条件下倒入已灭菌装有玻璃珠的药瓶中，震荡摇匀，将桦褐孔菌菌丝体打散，以种

子培养基体积为基准，将接种量为9～10％的一级种子液接入到装有1L种子培养基的摇瓶

中，于温度28～30℃，搅拌转速150～180rpm条件下培养至少2天，得二级种子液。

[0010] (2)接种发酵

[0011] 在发酵罐中装入发酵培养基并灭菌后，以发酵培养基体积为基准，将接种量为9～

10％的二级种子液在无菌条件下接种到发酵罐中，同时在发酵培养基中加入2.5～3.5g/L

的豆油，于温度28～30℃，搅拌转速150～180rpm，通气量为5～7L/min条件下连续发酵至少

9天，停罐即完成整个发酵过程。本发明的关键点在于豆油的加入以及其加入时间、加入量，

只有在发酵前加入以及控制其加入量在2.5～3.5g/L才能提高菌丝体产量与总三萜含量，

否则效果大打折扣。

[0012] 作为优选，步骤(1)中，种子培养基的配方为：葡萄糖35g/L，酵母粉7.5g/L，磷酸二

氢钾1g/L，无水硫酸镁0.5g/L，pH  5.5～6.0。

[0013] 作为优选，步骤(2)中，发酵培养基体积占发酵罐总体积的60～70％。

[0014] 作为优选，所述发酵培养基的具体配方为：葡萄糖45g/L，酵母粉10g/L，无水硫酸

镁0.5g/L，磷酸二氢钾1g/L，氯化钙0.4g/L，pH  5.5～6.0。

[0015] 作为优选，步骤(2)中，灭菌条件为：120～125℃下灭菌30～40min。

[0016] 因此，本发明具有如下有益效果：对种子培养基和发酵培养基的配方进行了优化，

原料易得，成本低，并于发酵前在发酵培养基中加入2.5～3.5g/L的豆油，同时对发酵工艺

参数进行了优化改进，方法步骤简单，可操作性强，发酵周期短，并能显著提高菌丝体产量

与总三萜产量。

具体实施方式

[0017] 下面通过具体实施方式对本发明做进一步的描述。

[0018] 以下实施例及对比例中采用的桦褐孔菌菌株(Inonotus  obliquus)保藏于中国林

业微生物菌种保藏管理中心(菌种编码cfcc  60260)。

[0019] 实施例1

[0020] (1)种子液的制备

[0021] 在无菌条件下将桦褐孔菌从平板上刮下，接种到装有100ml种子培养基的摇瓶中，

于温度28℃，搅拌转速150rpm条件下培养5天，得到一级种子液；将一级种子液在无菌条件

下倒入已灭菌装有玻璃珠的药瓶中，震荡摇匀，将桦褐孔菌菌丝体打散，以种子培养基体积

为基准，将接种量为9％的一级种子液接入到装有1L种子培养基的摇瓶中，于温度28℃，搅

拌转速150rpm条件下培养至少2天，得二级种子液；其中，种子培养基的配方为：葡萄糖35g/

L，酵母粉7.5g/L，磷酸二氢钾1g/L，无水硫酸镁0.5g/L，pH  5.5～6.0

[0022] (2)接种发酵

[0023] 在发酵罐中装入占发酵罐总体积60％的发酵培养基并于120℃温度下灭菌30min

后，以发酵培养基体积为基准，将接种量为9％的二级种子液在无菌条件下接种到发酵罐

中，同时在发酵培养基中加入2.5g/L的豆油，于温度28～30℃，搅拌转速150rpm，通气量为
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5L/min条件下连续发酵至少9天，停罐即完成整个发酵过程，其中发酵培养基的具体配方

为：葡萄糖45g/L，酵母粉10g/L，无水硫酸镁0.5g/L，磷酸二氢钾1g/L，氯化钙0.4g/L，pH 

5.5～6.0。

[0024] 发酵后取样分析菌丝体产量和总三萜含量，结果如表1所示。

[0025] 实施例2～3

[0026] 实施例2～3与实施例1相比，区别在于：豆油的添加量分别为3.0g/L、3.5g/L，其余

完全相同。

[0027] 发酵后取样分析菌丝体产量和总三萜含量，结果如表1所示。

[0028] 对比例1～6

[0029] 对比例1～对比例6与实施例1的不同之处在于：豆油的添加量分别为0g/L、0.5g/

L、1.0g/L、1.5g/L、2.0g/L、4.0g/L，其余完全相同。发酵后取样分析菌丝体产量和总三萜含

量，结果如表1所示。

[0030] 对比例7～9

[0031] 对比例7～9与实施例1的不同之处在于：豆油的添加时间分别为发酵后第2、4、6

天，其余完全相同。发酵后取样分析菌丝体产量和总三萜含量，结果如表1所示。

[0032] 表1 实施例1～3与对比例1～9中菌丝体产量和总三萜含量的检测结果

[0033]

[0034]

[0035] 通过表1中数据可以看出，于发酵前在发酵培养基中加入2.5～3.5g/L的豆油，能

同时显著提高菌丝体产量与总三萜含量。

[0036] 实施例4

[0037] 本实施例与实施例1相比，不同之处在于：(1)一级种子液培养条件为：温度29℃，

搅拌转速160rpm条件下培养4天；二级种子液培养条件为：温度29℃，搅拌转速160rpm；(2)

发酵工艺条件为：在发酵罐中装入占发酵罐总体积65％的发酵培养基并于122℃温度下灭

菌35min后，以发酵培养基体积为基准，将接种量为9.5％的二级种子液在无菌条件下接种

到发酵罐中，于温度29℃，搅拌转速160rpm，通气量为6L/min条件下连续发酵至少9天，其余

均与实施例1完全相同。

[0038] 实施例5

[0039] 本实施例与实施例相比，不同之处在于：(1)一级种子液培养条件为：温度30℃，搅
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拌转速180rpm条件下培养3天；二级种子液培养条件为：温度30℃，搅拌转速180rpm；(2)发

酵工艺条件为：在发酵罐中装入占发酵罐总体积70％的发酵培养基并于125℃温度下灭菌

40min后，以发酵培养基体积为基准，将接种量为10％的二级种子液在无菌条件下接种到发

酵罐中，于温度30℃，搅拌转速180rpm，通气量为7L/min条件下连续发酵至少9天，其余均与

实施例1完全相同。

[0040] 以上所述的实施例只是本发明的一种较佳的方案，并非对本发明作任何形式上的

限制，在不超出权利要求所记载的技术方案的前提下还有其它的变体及改型。
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