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提高羊肚菌液态发酵三萜含量的诱导条件优化

朱永乐1，高梦祥1，李利1，张佳兰2*

（1.长江大学生命科学学院，湖北荆州 434025）（2.长江大学动物科学学院，湖北荆州 434025）

摘要：为了充分综合利用羊肚菌资源，提高羊肚菌三萜含量，该研究通过单因素试验确定多种诱导子提高羊肚菌

液体发酵时三萜含量的最佳条件，通过响应面试验来优化多种诱导子对羊肚菌液态发酵三萜含量的促进条件，并对

三萜合成途径中的两种关键酶的酶活进行了测定。结果表明，最佳处理为磁场强度 2.81 mT、赤霉素 0.56 g/L、水杨

酸 214.54 mmol/L。在此条件下，羊肚菌三萜的积累量最大达到 60.26 mg/g，是优化前的 160.72%（m/m），法尼基焦磷酸

合成酶（SS）酶活和鲨烯合酶（FPS）酶活分别为 39.93 IU/L 和 71.08 IU/L 分别是对照组的 190.85% 和 178.02% （m/m）。

因此，采用磁场、赤霉素结合水杨酸作为处理可以显著提高羊肚菌三萜含量，且三萜的积累是通过提高其合成途径

中的两种关键酶所致。该研究为羊肚菌富集有益代谢产物的诱导剂及羊肚菌新产品的开发提供了理论依据。
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Abstract: To fully utilize Morchella resources and increase its triterpene content, the optimal conditions of multiple 
inducers for promoting triterpene production in liquid fermentation of the fungus were determined using single-factor 
experiments and response surface methodology. Additionally, the activities of two key enzymes in the triterpene biosynthetic 
pathway were measured. According to the results obtained, the optimal treatment conditions were a magnetic field intensity 
of 2.81 mT, gibberellin concentration of 0.56 g/L, and salicylic acid concentration of 214.54 mmol/L. Under these conditions, 
the maximum concentration of triterpenes accumulated in Morchella was 60.26 mg/g, which was 160.72% (m/m) more than 
that before optimization. The enzymatic activities of squalene synthase and farnesyl pyrophosphate synthetase were 39.93 and 
71.08 IU/L, respectively, which were 190.85% and 178.02% (m/m) (SS)more than that of the control group(FPS). Therefore, 
combined treatment with a magnetic field, gibberellins, and salicylic acid can considerably promote triterpene production 
by Morchella. Furthermore, the accumulation of triterpenes was attributed to the enhanced activity of two key enzymes in 
the triterpene biosynthetic pathway. This study provides a theoretical basis for the development of inducers for enriching 
beneficial metabolites and new products of Morchella.
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      羊肚菌（Morchella spp.）作为一种大型食药两

用型真菌，不仅味道鲜美可口，且有益于健康，能

起到抗菌、抗病毒等作用还能抑制肿瘤生长  [1] 。这

源于其含有丰富的蛋白质、脂肪酸、萜类等有益成

分 [2] 。其中羊肚菌三萜具有抗菌消炎、保肝、抗癌、

抗病毒、降血脂和胆固醇、溶血、提高免疫力等生

物活性 [3,4] 。

三萜化合物具有的各种功能主要来源于它的不

同结构，迄今为止报道的三萜种类已经超过 2 万

种 [5] 。目前已知的三萜支架超过 100 种，它们都来

自简单而普遍存在的线性类异戊二烯底物 2,3- 氧化

角鲨烯。研究发现法尼基焦磷酸合成酶（Squalene 
Synthase，SS）和鲨烯合酶（Farnesyl Pyrophosphate 
Synthetase，FPS）是影响鲨烯合成的关键酶，法呢

基焦磷酸（Farnesyl Diphosphate，FPP）是三萜合

成途径的关键中间产物，是由牻牛儿基焦磷酸和异

戊烯焦磷酸经过 FPS 的催化生成的，而鲨烯则是

由两分子的 FPP 经过 SS 的催化生成 [6] 。三萜化合

物在鲨烯的基础上经过氧化还原生成 2,3- 氧化角鲨

烯，再经过三萜修饰（或裁剪）酶（例如细胞色素

P450s、糖转移酶和酰基转移酶）进一步修饰，从而

形成种类多样的三萜化合物 [7] 。羊肚菌三萜是羊肚

菌的重要功能成分，但是野生羊肚菌资源稀少，羊

肚菌的大规模种植又受天气等环境条件的严重限制

且产量不高，因此限制了羊肚菌三萜及其他功能成

分的开发利用。羊肚菌的液态发酵具有发酵周期短，

产量大的优点，便于工业化生产，且生长的菌丝体

具有与羊肚菌子实体结构和功能基本相似的活性化

合物，因此通过羊肚菌的液体发酵法来提高菌丝体

产量，富集羊肚菌的代谢产物的研究受到研究者的

青睐 [8,9] 。

诱导剂的添加是提高微生物次级代谢物产量

的重要手段。不同的诱导剂使得细胞产生不同的

刺激反应，有些刺激反应会导致生物体内的某些

次级代谢物的产生或合成增加 [10,11] 。植物激素作

为诱导剂对真菌生长有明显的刺激作用。赤霉素

（Gibberellin，GA）、α- 萘 乙 酸（1-Naphthylacetic 
Acid，NAA）两种激素对羊肚菌的生长有不同

程度的促进作用 [12] ；一定浓度的 GA 和 2,4- 二
氯 苯 氧 乙 酸（2,4-Dichlorophenoxyacetic Acid，
2,4-D）对刺芹侧耳（Pleurotuseryngii）和金针菇

（Flammulianvelutipes）的菌丝生长有明显的促进作

用 [13] 。金属离子也会影响真菌的生长及次生代谢，

在灵芝（Ganodermalucidum）中加入 Ca2+ 可以诱发

钙信号的传递从而调控灵芝酸的合成 [14] ；K+、Mg2+

和 Fe2+ 可以促进灵芝多糖液态发酵 [15] 。此外，一些

物理因素也会影响真菌的生长及代谢。红光能够显

著影响紫色红曲菌的色素及莫纳卡林等次级代谢产

物的含量 [16] ；0.3 mT 的磁场处理会抑制金针菇菌丝

体生长 [17] ； 20.1 mT 的静磁场处理可以促进枝孢菌

（Cladosporium sp）的能量代谢和蛋白质合成，从

而促进其生长 [18] ；紫外线照射 4 min 时，对羊肚菌

和松茸（Tricholomamatsutake）的菌丝体生长有显

著的促进作用 [19] 。
目前对羊肚菌三萜的研究较少，各种诱导剂应

用于羊肚菌发酵中也很少报道，对于羊肚菌三萜合

成途径，以及外源诱导对羊肚菌三萜合成的影响鲜

有报道。因此本研究以三萜含量为主要衡量指标，

探究磁场强度、GA、水杨酸（Salicylic Acid，SA）、

2,4-D、Ca2+ 对羊肚菌液态发酵的菌丝体生长及三萜

含量的影响，进一步利用 Box-Behnken 响应面法优

化提高羊肚菌三萜含量的诱导条件，并利用对羊肚

菌合成途径关键酶酶活的变化来探究外源诱导影响

羊肚菌三萜代谢的途径，以期为羊肚菌三萜的制备

及诱导剂在羊肚菌液体发酵中的应用提供参考。

1  材料与方法

1.1 材料与仪器

1.1.1 实验材料

羊肚菌菌株（Y-1），由长江大学生命科学学院

食品微生物实验室提供；土豆，市售；试剂均为分

析纯，其中葡萄糖、蛋白胨、硫酸镁、磷酸二氢钾，

购自天津福晨；SA、GA、2,4-D，购自生工生物股

份有限公司；香草醛、冰醋酸、CaCl2，购自上海麦

克林生化科技有限公司；而法尼基焦磷酸合成酶、

鲨烯合酶，购自上海源桔生物科技中心。

1.1.2 培养基

菌种活化培养基（g/L）：马玲薯 200.00，葡萄

糖 20.00，蛋白胨 5.00，KH2PO4 2.00，MgSO4 1.00，
琼脂 20.00，固体则需加琼脂 20.00。

基础发酵培养基（g/L）：葡萄糖 20.00，蛋白胨

5.00，KH2PO4 1.20。

1.1.3 仪器设备

UV-2600 紫外可见分光光度计，日本岛津公司；

千分之一电子天平，上海恒平公司；Scientz-1200E
超声破碎仪，宁波新芝公司；台式高速冷冻离心机
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CFGR-B18B，星辰（山东）科技有限公司。低频磁

场发生器，自行设计研制 [20] 。

1.2 方法

1.2.1 羊肚菌的液体发酵及菌丝体质量的测定

将保存的菌种接种到 PDA 培养基培养至菌丝

铺满平板，然后用菌块取样器取 0.5 cm2 大小的菌块，

接入100 mL的种子培养基培养6 d后过滤取发酵液。

以 5%（V/V）的接种量接种发酵培养基，培养温度

25 ℃、转速 150 r/min、培养 6 d。
将培养液进行抽滤并用蒸馏水重复洗涤 3 次，

冷冻干燥至恒重，称质量。菌丝体密封保存于 -20 ℃
冰箱备用。

1.2.2 羊肚菌三萜的提取及检测

羊肚菌三萜用总三萜含量表示。其提取制备方

法如下：称取 50 mg 提前制备好的干菌丝体与 1.5 mL
无水乙醇混匀，超声辅助提取（温度 60 ℃、超声

功率 700 W）50 min，静置 2 h 后于 10 000 r/min 离

心十分钟，取上清待测。

采用高氯酸 - 冰乙酸法测总三萜 [21] 并稍作调整：

准确吸取 100 μL 的上清待测液于 10 mL 离心管中，

60 ℃金属浴挥干，冷却至室温后加入 5%（m/m）

的香草醛 - 冰乙酸溶液（现用现配）0.3 mL 和 1 mL
高氯酸，混匀，60 ℃水浴反应 20 min，流水快速冷

却至室温，加入 5 mL 冰乙酸，上下摇晃混匀，以

不加待测液的溶液为空白对照，于 550 nm 处测吸

光值。根据吸光度计算羊肚菌总三萜含量。

1.2.3 不同诱导子对羊肚菌三萜含量影响的单因

素试验

1.2.3.1 不同磁场强度处理

接种后将对照组与试验组同时置于恒温摇床培

养 1 d，之后将试验组放于低频磁场中分别用 1.5、2.0、
2.5、3.0、3.5 mT 的强度处理 2 d（每 12 h 取出振荡

摇匀），总共培养 6 d 后收集菌体，测总三萜含量。

1.2.3.2 不同GA添加质量浓度

于接种时在培养基中添加不同质量浓度的 GA
使得其终质量浓度为 0.004、0.04、0.40、4.0 mg/L。
1.2.3.3 不同2,4-D添加质量浓度

于接种时在培养基中添加不同质量浓度的 2,4-D
使得其终质量浓度为 0.004、0.04、0.40、4.0 mg/L。
1.2.3.4 不同SA添加浓度

于接种时在培养基添加 SA，使培养基中 SA 的

终浓度分别为 50、100、200、400、800 μmol/L。

1.2.3.5 不同CaCl2添加浓度

于接种时在培养基中添加的 CaCl2 使其添加终

浓度为 1、5、10、25、125 mmol/L。
每个处理设 3 个平行，采用单因素轮换法考察

五种因素对羊肚菌三萜合成的影响。

1.2.4 响应面优化试验

1.2.4.1 Plackett-Burman（PB）试验设计

根据单因素试验结果，筛选 5 种不同的诱导子

（磁场强度、GA 添加量、24-D 添加量、SA 添加量、

CaCl2 添加量）对羊肚菌液态发酵三萜的影响程度，

利用 Design Expert 10 软件设计 5 因素 3 水平的 PB
试验，PB 试验设计因素与水平见表 1。

表 1  Plackett-Burman试验设计因素与水平

Table 1 Factors and levels of Plackett-Burman experiments design

因素 -1 0 1

A- 磁场强度 /mT 2.0 2.5 3.0

B-GA 添加量 /(mg/L) 0.04 0.4 4

C-SA 添加量 /(μ mol/L) 100 200 400

D-2,4-D 添加量 /(mg/L) 0.04 0.4 4

E-CaCl2 添加量  /(mmol/L) 5 10 25

1.2.4.2 Box-Benhnken中心组合试验设计

       根据 PB 试验结果将磁场强度、GA 添加量、SA
添加量作为自变量，三萜含量作为因变量，运用

Design-Expert 12 软件设计 BBD 响应面试验，试验

因素设计与水平见表 2。

表 2  中心组合试验设计因素与水平

Table 2 Factors and levels of central composite experiments design

水平
A- 磁场强度

/mT
B-GA 添加量

 /(mg/L)
C-SA 添加量

 /(mmol/L)

-1 2.0 0.04 100

0 2.5 0.4 200

1 3.0 4 400

1.2.5  几种诱导因子对羊肚菌三萜合成影响途径初探

       FPS 和 SS 是三萜合成途径的两个关键酶 [22] 。根

据 PB 试验结果选择磁场强度、GA、SA 三个因素，

在响应面试验的基础上选择单因素试验的最佳值及

左右两点为施加的处理项，每个处理三个重复，对

SS、FPS 的酶活性进行检测，具体方法参照相关试

剂盒说明书。

1.2.6 数据分析

       采用 GraphPad Prism 9.0 对数据进行统计分析并

作图，利用 SPSS 分析数据显著差异性。
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2  结果与分析

2.1 不同磁场强度处理对羊肚菌生长及三萜
含量的影响

  通过前期预试验可得磁场的处理时长为 2 d，
介入时间为接种 1 d 最佳。结果如图 1 所示，在磁场

强度较低时其菌丝体质量和三萜含量都比对照组低，

随着处理强度的增加羊肚菌菌丝体质量和三萜含量

呈现先增加再降低的趋势。当磁场强度为 2.5 mT 时，

菌丝体质量和三萜含量分别为 4.23 g/L、45.30 mg/g，
分别增加了 33.70% 和 18.10%（质量分数），显著

促进了羊肚菌菌丝体质量和三萜含量（P＜0.05）。
这 与 Drozd 等 [23]  的 研 究 一 致，Komagataeibacter 
xylinus 菌株间断暴露在 50 Hz 的磁场中 6 d，细菌

纤维素产量增加 10%，这说明适当强度的磁场处理

有利于微生物的生长和代谢。外加磁场能影响细胞

膜的通透性从而影响细胞的新陈代谢，这可能是羊

肚菌的菌丝体质量增加的原因 [24] 。

图 1  不同磁场强度处理对羊肚菌生长及三萜含量的影响

Fig.1 Effects of magnetic field intensity on Morchella growth

 and triterpene content

2.2 不同GA添加量对羊肚菌生长及三萜含
量的影响

GA添加量对羊肚菌生长及三萜含量的影响如

图 2 所示。由图 2 可知，GA 在低质量浓度时对菌

丝体质量的积累有抑制作用但对三萜含量影响不显

著（P＞0.05），在 0.4 mg/mL 时菌丝体质量和三萜

含量分别为 3.18 g/L 和 46.54 mg/g，与对照组相比

促进效果最显著（P＜0.05），分别增加了 20.99%
和 22.58%（质量分数），GA 质量浓度为 4 mg/L
时，三萜含量和菌丝体质量降低至对照水平。Hong
等 [25] 发现在 GA 处理过的人参根样品中，大部分类

型的人参皂苷含量显著增加，增加量约为 10%，这

与本文的研究结果类似。外源添加 GA 会使细胞内

的活性 GA 含量增加，从而抑制 GA 的生物合成，

使得萜类代谢流向三萜合成途径。另一方面，外

源 GA 会增强羟甲基戊二酸单酰辅酶 A 还原酶的酶

活性，从而提高三萜合成的前体物质——角鲨烯的

含量 [24] 。而且，适当浓度的 GA 能够通过缩短细胞

周期从而促进细胞分裂，还可以通过影响木葡聚糖

合成的相关基因来增加细胞壁中的木葡聚糖，继而

引起细胞伸长，GA 促进细胞分裂和伸长的效应可

能促进羊肚菌的生长，即菌丝体质量的增加。但是

GA 浓度过高又会刺激细胞产生乙烯，引起细胞老

化凋亡 [26] 。因此当 GA 质量浓度为 4 mg/L 时菌丝体

质量下降为 2.72 g/L，出现羊肚菌菌丝体质量下降

的情况。综上所述 GA 的最佳添加比例为 0.4 mg/L。

图 2  GA 添加量对羊肚菌生长及三萜含量的影响

Fig.2 Effects of GA supplemental level on growth and 

triterpene content of Morchella
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2.3 2,4-D添加量对羊肚菌的生长及三萜含量
的影响

2,4-D 添加量对羊肚菌生长及三萜含量的影

响如图 3 所示。由图 3 可知，2,4-D 质量浓度为

0~0.04 mg/mL 时对羊肚菌菌丝体质量和三萜含量无

明显作用，在质量浓度增加至 0.4 mg/mL，菌丝体

质量和三萜含量分别为 2.87 mg/L 和 41.69 mg/g，质

量分数与对照组比分别增加了 14.80% 和 10.73%（质

量分数），促进效果显著（P＜0.05）；并且当 2,4-D
质量浓度继续增大，羊肚菌的菌丝体质量和三萜含

量都呈现出抑制效应。这是 2,4-D 类植物生长调节

剂表现出的两重性，既能促进生长又能抑制生长，

尤其当添加量过高时还会干扰体内激素平衡，破坏

核酸和蛋白质代谢。赵晶 [27] 在研究甘草诱导的愈伤

组织的最佳培养基时发现一定浓度的 2,4-D 能够显

著提高愈伤组织中的甘草酸（一种三萜化合物）含

量（27.67 mg/g）。综上，羊肚菌中添加 0.4 mg/mL 的

2,4-D 可以有效提高羊肚菌菌丝体质量和三萜含量。

图 3  2,4-D 添加量对羊肚菌的生长及三萜含量的影响

Fig.3 Effects of 2,4-D supplemental level on growth and 

triterpene content of Morchella

2.4 SA添加量对羊肚菌的生长及三萜含量的
影响

SA 添加量对羊肚菌的生长及三萜含量的影响

见图 4。由图 4 可知，SA 浓度在 0~100 μmol/L 之

间时，羊肚菌菌丝体质量随着 SA 浓度的增加也逐

渐增大；SA 浓度为 100 μmol/L 时，菌丝体质量最高

为 4.67 g/L ；随着 SA 浓度的增加，羊肚菌菌丝体质

量较 100 μmol/L 时有所下降，但总体水平还是高于

对照组；而三萜含量则随着 SA 浓度的增加呈现先

增加后降低的趋势，在 SA 浓度为 200 μmol/L 时三

萜含量为 45.57 mg/g，此时的促进效果最显著，而

随着 SA 浓度继续增大羊肚菌三萜含量则急剧降低。

王艳 [28] 在研究中也有类似发现，用 SA 处理白桦树

细胞发现 SA 处理组的齐墩果酸与白桦脂醇（均为

三萜类化合物）含量分别是空白对照组的 1.59 倍和

1.34 倍，并且三萜的含量呈现先增加后减少的趋势。

SA 作为二级信号分子不仅能够快速的诱导靶向基

因表达，使次级代谢途径活化，还能刺激细胞的抗

氧化防御机制，影响苯丙烷代谢以及过氧化氢酶等

抗氧化酶的活力，从而使得三萜的产量增加的同时

对羊肚菌也有促生长的效果
 [29] 。此外，SA 还能作

为碳源被真菌利用，这导致的结果为 SA 浓度过高

时与对照组相比菌丝体质量仍然被促进而三萜含量

却无差异。

图 4  SA 添加量对羊肚菌的生长及三萜含量的影响

Fig.4 Effect of SA supplemental, level on growth and 

triterpene content of Morchella
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2.5 CaCl2添加量对羊肚菌生长及三萜含量的
影响

CaCl2 添加量对羊肚菌生长及三萜含量的影响

见图 5。由图 5 可知，随 Ca2+ 浓度的继续增加菌

丝体质量增加，CaCl2 浓度为 5 mmol/L 时最大为

4.58 mg/L，而当 CaCl2 浓度≥5 mmol/L 时菌丝体质

量则逐渐降低。而羊肚菌的三萜含量在 CaCl2 浓度

10 mmol/L 时最高为 48.24 mg/g ；并且随着 Ca2+ 添

加浓度增加，羊肚菌三萜含量呈降低趋势。外源添加

的 Ca2+ 使细胞外 Ca2+ 浓度增加，胞内外之间存在的

Ca2+ 浓度梯度引起了 Ca2+ 的转移从而形成了钙信号，

最终改变细胞内游离 Ca2+ 浓度，从而引起细胞反应 [28] 。

Ca2+ 在浓度较低时，有利于钙信号的形成，从而促进

羊肚菌的生长及代谢。但随 Ca2+ 浓度的增大会造成胞

内的游离 Ca2+ 浓度过高，破坏钙泵和内贮 Ca2+ 的平衡，

会严重影响细胞的生长和代谢，从而使得低浓度时对

三萜含量和菌丝体质量的促进效果先后消失 [13] 。

图 5  CaCl2 添加量对羊肚菌生长及三萜含量的影响

Fig.5 Effects of CaCl2 supplemental level on Morchella 

growth and triterpene content

2.6 PB试验结果及分析

根据单因素试验结果，以三萜含量（Y）为响

应值，设计 PB 试验，实验设计及结果见表 3，方

差分析结果见表 4。

表 3  Plackett－Burman设计试验方案及结果

Table 3 Plackett-Burman design test scheme and results

序号 A B C D E Y- 三萜含量 /(mg/g)

1 1 -1 -1 -1 1 31.24

2 1 1 1 -1 1 31.68

3 -1 -1 1 -1 -1 28.62

4 1 -1 1 1 1 30.23

5 -1 1 1 1 -1 30.13

6 1 -1 1 1 -1 31.21

7 1 1 -1 -1 -1 31.59

8 -1 1 1 -1 1 29.24

9 -1 -1 -1 -1 -1 29.01

10 -1 -1 -1 1 1 28.86

11 1 1 -1 1 -1 31.46

12 -1 1 -1 1 1 29.90

表 4  Plackett-Burman试验结果方差分析

Table 4  Variance analysis of Plackett-Burman experiments results

项 自由度 均方 F 值 P 值 显著性

模型 9 1.61 171.02 0.005 8 Significant

A 1 8.31 885.4 0.001 1 **

B 1 2.47 263.24 0.003 8 **

C 1 0.18 19.31 0.048 1 *

D 1 0.033 3.47 0.203 6

E 1 0.074 7.83 0.107 5

       注：“*”代表 P＜0.05，差异显著；“**”代表 P＜0.01，

差异极显著。下同。

      对表 3 试验结果进行多元回归拟合，得到各变

量与三萜含量关系的拟合方程为：

Y=30.27+1.14A+0.53B+0.067C-0.13D-0.009 6E
      根据各因素的影响显著性，其中磁场强度（A）、
GA 添加量（B）两个因素影响极显著（P＜0.01），
SA 添加量（C）影响显著（P＜0.05），24-D 添加量

（D）、CaCl2 添加量（E）影响不显著，故将此 A、B、
C 三个因子作为后续 BBD 响应面法的考察因素。

2.7 BBD响应面试验

表 5  BBD试验因素水平

Table 5 Test factor levels of BBD

水平
A- 磁场强度

/mT
B-GA 添加量

/ (mg/L)
C-SA 添加量

/ (mmol/L)

-1 2.0 0.04 100

0 2.5 0.4 200

1 3.0 4 400
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表 6  BBD试验设计及结果

Table 6 BBD experiment design and results

序号 A B C (Y ) 三萜含量

1 -1 0 -1 42.56

2 -1 1 0 54.00

3 0 0 0 61.43

4 -1 -1 0 44.45

5 0 0 0 60.75

6 1 0 -1 54.12

7 0 -1 1 48.95

8 0 -1 -1 43.95

9 1 0 1 51.35

10 1 -1 0 53.12

11 0 0 0 57.90

12 0 1 1 52.23

13 1 1 0 53.95

14 0 0 0 59.82

15 0 1 -1 47.77

16 0 0 0 56.27

17 -1 0 1 51.71

表 7  回归模型方差分析

Table 7 Variance analysis of regression model

项 平方和 df 均方 F 值 P 值 显著性

模型 504.33 9 56.04 18.32 0.000 5 significant

A 49.12 1 49.12 16.06 0.005 1 **

B 38.22 1 38.22 12.5 0.009 5 **

C 31.38 1 31.38 10.26 0.015 *

AB 19.01 1 19.01 6.22 0.041 4 *

AC 35.49 1 35.49 11.6 0.011 3 *

BC 0.074 1 0.074 0.024 0.881 1

A2 39.7 1 39.7 12.98 0.008 7 **

B2 96.29 1 96.29 31.49 0.000 8 **

C2 163.37 1 163.37 53.42 0.000 2 **

残差 21.41 7 3.06

失拟项 3.38 3 1.13 0.25 0.858 1 not 
significant

误差项 18.03 4 4.51

总和 525.74 16 R2 = 0.959 3

根据 PB 试验结果将磁场强度、GA 添加量、

SA 添加量作为自变量，三萜含量作为因变量，运

用 Design-Expert 12 软件设计 BBD 响应面试验，其

中表 5 为响应面试验因素水平，表 6 为响应面试验

设计及结果。

通过对表 6 结果进行分析，得出三萜含量（Y）
的拟合方程为：

Y=59.23+2.48A+2.19B+1.98C-2.18AB-2.98AC- 
0.14BC-3.07A2-4.78B2-6.23C2

由表 7 可知模型的 P 值为 0.000 5（P＜0.01）
极显著；失拟项为 0.855 1（P＞0.05）不显著；修正

系数 R2 = 0.959 3，说明回归模型拟合度较高，模

型可靠。而且，一次项 A、B 对结果影响极显著

（P＜0.01）C 对结果影响显著（P＜0.05）。一次交

互项 AB、AC 对结果影响显著（P＜0.05）。各因素

交互作用的三维响应曲面图 6 所示。

图 6  诱导因子交互作用对三萜含量的影响

Fig.6 Effects of inducible factors effect of the interaction 

on triterpene content
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2.8 验证试验

根据软件分析的结果，得出的最佳诱导剂组合参

数为：磁场强度 2.81 mT、GA 质量浓度 0.56 g/L、SA
浓度 214.54 μmol/L。在此组合下三萜含量的预测值

为 59.87 mg/g。在此条件下进行验证试验测得羊肚

菌三萜含量为 60.26 mg/g，是对照组的 160.72%（质

量分数），试验结果与预测值接近，表明此组合可

以使用。

2.9 不同处理对羊肚菌三萜合成途径关键酶
酶活的影响

图 7  不同处理对羊肚菌三萜合成途径关键酶酶活的影响

Fig.7 Effects of different treatments on enzyme activities of

 key enzymes of triterpene synthesis pathway in Morchella

根据响应面试验的结果用三种影响显著的因素

对羊肚菌三萜合成关键酶的酶活进行了测定，其中

图 7 是三种因素对三萜合成途径关键酶酶活的影响，

图 8 是响应面优化结果对关键酶酶活的影响。

由图 7 可知适当强度的磁场对 FPS 酶和 SS 酶

的酶活性都有促进作用，但对两种酶产生促进效应

的场强不同，SS 酶在磁场强度为 2.0 mT 时酶活为

37.1 IU/L，与对照组比有显著促进作用（P＜0.05），
并随着磁场强度增大酶活显著降低；磁场强度为

2.5 mT 时 FPS 酶活性最高，为 45.44 IU/L，随后酶

活随着磁场强度的增加呈现减弱的趋势。造成这种

情况的原因可能是外加磁场处理通过影响一些金属

结合蛋白上的金属离子，来影响相关蛋白质和酶的

结构，从而影响了三萜合成途径上的关键酶活性 [30] 。
生物量的变化与三萜含量的变化趋势略有不同，这可

能与三萜合成途径有关。FPS 酶活性增强，导致其下

游产物法尼基焦磷酸（FPP）含量增多，而三萜是由

FPP 经 SS 酶催化生成鲨烯（三萜合成前体物质）并进

一步经过一系列修饰生成。尽管 SS 酶活性在 2.5 mT
时活性降低，但是上游化合物 FPP 含量增多，导致三

萜的合成显著增加。GA 处理对两种酶的影响与三萜

含量的变化一致，都是在 GA 质量浓度为 0.4 mg/L 时

最高，SS 和 FPS 的酶活性分别为 46.89 IU/L 和

59.39 IU/L ；并且整体趋势呈现先升高再降低，说

明 GA 处理对羊肚菌三萜合成途径的 FPS 和 SS 酶

都产生了正向的调控效应继而促进了三萜合成。SA
的添加对 FPS 酶活性变化不明显，而 SS 酶在 SA
添加量为 200 μmol/L 时活性最高，为 51.16 IU/L，
说明 SA 能通过影响 SS 酶的活性来调控羊肚菌三萜

的合成。

图 8  响应面优化实验结果对羊肚菌三萜合成关键酶的影响

Fig.8 Effect of response surface optimization on key enzymes

 of triterpene synthesis in Morchella
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从图 8 中则可以看出采用响应面优化结果诱导

子处理羊肚菌显著提高两种酶的酶活，SS 酶活性和

FPS 酶活性分别为 39.93 IU/L 和 71.08 IU/L，是对

照组的 190.85% 和 178.02%。酶活结果与响应面试

验的结果一致，说明几种因素交互作用影响了三萜

合成关键酶的酶活，从而促进三萜的合成。

3  结论

本研究以羊肚菌三萜含量为响应值，分别进行

了磁场强度、GA、SA、2,4-D、CaCl2 5 种诱导子的

单因素试验，结果磁场强度 2.5 mT、GA、2,4-D 质

量浓度 0.4 mg/L、SA 浓度 200 μmol/L、CaCl2 浓度

10 mmol/L 时三萜含量增加最大。在此基础上，对

不同诱导子的处理条件进行了响应面优化，得到的

最佳诱导条件为磁场强度 2.81 mT、GA 质量浓度

0.56 g/L、SA 浓度 214.54 μmol/L，此时三萜的含量

为 60.26 mg/g，是优化前的 160.72%（质量分数），

SS 酶活和 FPS 酶活分别为 39.93 IU/L 和 71.08 IU/L，
分别是对照组的 190.85% 和 178.02%。充分说明添

加适量诱导剂能够有效促进羊肚菌的生长及三萜合

成。这三种诱导剂提高了三萜合成途径的关键酶的

酶活，从而促进三萜的合成。研究结果为羊肚菌液

体发酵促进代谢物产生提供了理论依据，为外源诱

导子对三萜合成的影响进行了初步探索，同时也为

诱导子在大型真菌的发酵与次级代谢产物富集等领

域的应用提供理论支撑。
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