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摘  要：以乌血芝菌丝体中麦角甾醇产量为评价指标，通过单因素试验结合响应面法深入研究了碳

源、无机盐和生长素及其添加量对乌血芝液体发酵产麦角甾醇的影响。结果显示，各因素对麦角甾

醇产量的影响依次为：生长素、无机盐、碳源，其中生长素的影响极显著，无机盐影响显著，而碳

源的影响不显著。通过优化，确定了最优的发酵工艺参数：发酵培养基为马铃薯 200 g/L、复合碳

源 38.481 g/L (葡萄糖:蔗糖，1:1，质量比)、无机盐 4.143 g/L (KH2PO4:CaSO4，3:1，质量比)、生长

素 143.616 μmol/L (水杨酸)，接种量为 2%，培养时间为 17 d。在此条件下，麦角甾醇的预测最大产

量为 3.597 mg/150 mL，实际产量均值为 3.801 mg/150 mL，与优化前的产量(1.524 mg/150 mL)相
比，提高了 149.41%。该发酵工艺稳定可控、效率高且成本低廉，所生产的乌血芝发酵菌丝体富含

麦角甾醇，为麦角甾醇在食品、药品研发领域的应用提供了有力支持。 
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Abstract: The effects of different concentrations of carbon sources, inorganic salts, and growth 
hormones on ergosterol biosynthesis in Sanguinoderma rugosum mycelia during liquid 
fermentation were systematically investigated using ergosterol yield as the critical evaluation 
metric. A hybrid methodology integrating single-factor experiments and response surface 
optimization (RSM) were employed to identify key influencing factors. Statistical analysis 
revealed the following order of factor significance: growth hormones>inorganic salts>carbon 
sources, with growth hormones demonstrating a highly significant impact (P<0.01), inorganic 
salts showing moderate significance (P<0.05), and carbon sources exhibiting no statistical 
relevance. The optimized fermentation parameters were established as: fermentation medium 
containing 200 g/L potato, 38.481 g/L composite carbon sources (glucose:sucrose, 1:1, M/M),  
4.143 g/L inorganic salts (KH2PO4:CaSO4, 3:1, M/M), and 143.616 μmol/L growth hormone 
(salicylic acid), with 2% inoculum and 17-day cultivation. Under these conditions, the predicted 
maximum ergosterol yield reached 3.597 mg/150 mL, while experimental validation yielded a 
mean value of 3.801 mg/150 mL, representing a 149.41% enhancement compared to the baseline 
yield (1.524 mg/150 mL). The optimized protocol exhibited robust reproducibility, high 
efficiency, and cost-effectiveness, producing Sanguinoderma rugosum mycelia enriched with 
ergosterol. This advancement provides a scalable bioprocess for ergosterol production, supporting 
its potential utilization in functional foods and pharmaceutical precursors. 
Keywords: Sanguinoderma rugosum; ergosterol; response surface method; liquid fermentation 

 
麦角甾醇，作为真菌细胞膜的关键成分，对

维持细胞膜功能至关重要(Tanwar et al. 2024)。
该化合物在食品、医药领域展现出广泛应用潜力

(Nowak et al. 2022；Rangsinth et al. 2023)。麦角

甾醇是真菌中的一种关键甾醇(He et al. 2019)，
作为脂溶性维生素 D2 的前体，可通过人工或天

然紫外线照射转化(樊晓飞 2013；Jiang et al. 
2020)。医药领域视其为重要中间体，用于生产

芸苔素内酯、可的松、黄体酮等药物(邓玉清等 
2001；宋明杰和包海鹰 2013)。麦角甾醇具有多

种生物活性，除了增强抵抗力外，还具有抗炎、

抗氧化、抗肿瘤、抑菌和利尿的功效(程洋洋等 

2021)。当前，主要通过微生物发酵获取麦角甾

醇，而菌丝体提取法虽取得进展，但受限于菌丝

体的生长环境及提取工艺等因素，仍需深入研究

和完善(Liu et al. 2019)。关于乌血芝中麦角甾醇

提取方法的研究相对较少，然而，从其他食用菌

如巴西蘑菇 (Correa et al. 2018)、双孢蘑菇

(Heleno et al. 2016)和香菇(Liu et al. 2023)中提

取麦角甾醇的技术已经相当成熟。提取方法包括

常规方法(索氏提取法、热辅助提取法)和非常规

方法(超声波辅助提取法、深共熔溶剂提取法

等)，可单独或联合使用。其中，超声波辅助提

取法是常用手段之一(Papoutsis et al. 2020)。研究
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表明，通过液体发酵工艺优化，猴头菌(张忠等 
2021)与羊肚菌(郭更新等 2023)的麦角甾醇产量

显著提升，分别达到 69.79 mg/L 和 59.16 mg/L。

然而关于乌血芝中麦角甾醇的液体发酵研究相

对匮乏。通过液体发酵乌血芝并优化其工艺，可

显著提高菌丝体的产量以及麦角甾醇的含量。因

此，本研究不仅具有重要的理论参考价值，还展

现出广阔的实际应用潜力。 
乌血芝 Sanguinoderma rugosum (Blume & T. 

Nees) Y.F. Sun, D.H. Costa & B.K. Cui，又名皱盖

假芝，原归类于广义假芝属 Amauroderma，现被

重新界定为灵芝科血芝属 Sanguinoderma，具有

抗炎、利尿、改善胃功能、抗肿瘤、抗菌、抗氧

化和免疫调节功能(Wu et al. 2019)，是一种传统

药用真菌(Sun et al. 2020；肖自添等 2024)。其

菌盖呈灰褐色至黑色，具不规则褶皱，形态为圆

形或近圆形，菌腹为白色，幼嫩子实体具有“受

损流血”特性并伴有浓郁香气，故又名“香血灵

芝”(曾维军等 2022)。主要分布于我国华南和

云南南部地区，春夏季生长于阔叶树林地上或土

中腐木上(陈体强等 2002；吴芳等 2020；戴玉

成等 2022；马海霞等 2022；朱安红等 2024)。
尽管在传统中药中使用不如灵芝广泛，但乌血

芝展现出与灵芝相当甚至更优良的生物活性(Li 
et al. 2020)。目前，已从乌血芝中鉴定出 50 余

种生物活性化合物，涵盖多糖、甾醇、萜类等化

合物，具有抗癌、抗炎、抗氧化、免疫调节及保

肝护胃等多种药理作用(Chan et al. 2013；Zheng 
et al. 2022)。此外，乌血芝还能缓解炎症、预防

癌症及促进利尿(Li et al. 2024；戴玉成和杨祝良 
2008)，传统上还被用于预防癫痫发作和婴儿持

续哭闹症状(Chang & Lee 2004)。乌血芝在改善

胃部不适方面展现出了显著效果，本课题组其他

成员已深入研究其多种活性成分，包括详细探讨

了乌血芝水提物对胃损伤的保护作用(Mai et al. 
2022)，并进一步研究了乙醇提取物及其脂溶性

成分麦角甾醇在急性胃溃疡模型中的保护作用

及机制(Xu et al. 2024)。 
随着社会中亚健康人群的比例持续增加，以

及癌症、慢性代谢疾病等健康问题的频繁发生，

人们对健康生活的追求和要求愈发强烈和迫切。

乌血芝是一种功能性食品和药物研发的宝贵资

源，它在疾病预防与健康改善领域展现出极大的

潜力。然而，目前针对乌血芝通过液体发酵生产

麦角甾醇的相关研究报道匮乏，本研究致力于优

化乌血芝液体发酵培养基的配方，以开发一种高

效、稳定且易于调控的麦角甾醇生产工艺，通过

优化培养出富含麦角甾醇的乌血芝菌丝体，进而

推动其在食品和药品研发领域的应用。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株来源 

试验菌株采自广东省始兴县(唐朝名相张九

故里)，命名为九龄香血灵芝(SJL)，保存于韶关

学院食用菌产业创新实验室。 
1.1.2  主要试剂 

马铃薯：市售；无水葡萄糖、蔗糖、磷酸二

氢钾：天津市北辰方正试剂厂；麦芽糖、麦芽浸

粉：合肥博美生物科技有限责任公司；可溶性淀

粉、乙酸铵、无水硫酸钙：国药集团化学试剂有

限公司；酵母浸膏、牛肉浸膏：天津市众联化学

试剂有限公司；蛋白胨：西陇科学股份有限公司；

尿素：天津市致远化学试剂有限公司；硝酸钠：

广东广试试剂科技有限公司；磷酸氢二钠：常德

比克曼生物科技有限公司；维生素 B1、维生素

B2、水杨酸：合肥巴斯夫生物科技有限公司；茉

莉酸甲酯、甲醇(HPLC≥99.9%)：山东科源生化

有限公司；无水乙醇：天津市大茂化学试剂厂；

无水硫酸镁：天津市北联精细化学品开发有限公

司；麦角甾醇标准品(HPLC≥98%)：南京源植生

物科技有限公司。所用试剂若无特殊说明均为分

析纯。 
1.1.3  主要仪器 

VE-20L/H-A 超纯水机：深圳市宏森环保科

技有限公司；LX-B50L 型立式压力蒸汽灭菌器：

合肥华泰医疗设备有限公司；JHP-2 型水平超净

工作台：康恒仪器有限公司；LHS250-I 型恒温

恒湿试验箱：宁国沙鹰科学仪器有限公司；

GM-0.33A 型隔膜真空泵：天津市津腾实验设备
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有限公司；SY-550B 全温型恒温培养摇床：天津

市泰斯特仪器有限公司；LGJ-100F 型真空冷冻

干燥机：北京松源华兴科技发展有限公司；

FB124 型内校天平：上海舜宇恒平科学仪器有限

公司；DFT-200A 型粉碎机：无锡久平仪器有限

公司；TDZ5-WS 型低速台式离心机：湖南湘仪

实验室仪器开发有限公司；SB25-12DTD 型超声

波清洗机：宁波新芝生物科技股份有限公司；岛

津 LC-16 型高效液相色谱仪：岛津仪器(苏州)有
限公司；Wondasil-C18 色谱柱(4.6 mm × 250 mm，

5 μm)：岛津技迩(上海)商贸有限公司。 
1.1.4  培养基 

种子培养基：马铃薯 200 g、葡萄糖 10 g、
蔗糖 10 g、磷酸二氢钾 2 g、无水硫酸镁 1.5 g、
蒸馏水 1 000 mL。基础发酵培养基 (夏险等 
2012)：马铃薯 200 g、蔗糖 2 g、蛋白胨 2 g、磷

酸二氢钾 3 g、无水硫酸镁 1 g、蒸馏水 1 000 mL。

在两种培养基中，每个三角瓶(250 mL)装液量为

150 mL，置于灭菌锅中 121 °C、灭菌 30 min
待用。 
1.2  乌血芝液体发酵培养 

种子培养：在无菌操作下，挑取 4–5 块约

0.5 cm × 0.5 cm 大小的菌块(来自乌血芝菌株平

板母种)，将其接种至灭菌后的种子培养基中。

将接种后的培养基置于 28 ℃、120 r/min 的恒温

摇床中连续培养 10 d，即得种子液。摇瓶培养：

在超净工作台内，将 2% (体积比)的种子液接种

到基础发酵培养基中。将接种后的培养基在

28 ℃的条件下先静置培养 1 d，以促进菌丝的

充分萌发。待菌丝萌发后，调整恒温摇床的转

速至 120 r/min，并继续发酵培养 10 d。 
1.3  菌丝生物量和麦角甾醇含量的测定 
1.3.1  菌丝生物量 

摇瓶培养结束后，用 80 目尼龙网进行过滤，

以收集菌丝体，并用蒸馏水反复洗涤菌丝体直至

滤液呈现无色状态，将洗涤后的菌丝体进行冷冻

干燥处理。冻干完成后，取出样品进行称重，记

录菌丝体干重，即为菌丝生物量(g/150 mL)。将

菌丝体进行粉碎处理，并过 80 目筛网过滤，所

得菌丝体粉末于 4 ℃保存，以供后续使用。 

1.3.2  麦角甾醇含量 
准确称取 0.1 g 的菌丝体粉末，置于 15 mL

离心管内，按 1:50 的比例加入无水乙醇进行混

合，于 50 ℃，功率为 600 W (固定频率 40 kHz)，
超声浸提 30 min，5 000 r/min 离心 15 min。将分

离得到的上清液移至 10 mL 棕色容量瓶中定容

至刻度，然后通过 0.22 μm 的有机系微孔滤膜进

行过滤，供色谱测定。色谱条件：色谱柱为

Wondasil-C18色谱柱(4.6 mm × 250 mm，5 μm)；以

甲醇为流动相进行等度洗脱，流速 1.0 mL/min，
检测波长 282 nm。柱温维持室温，进样量 10 μL。 
1.4  单因素实验 
1.4.1  碳源的优化 

为探究碳源对乌血芝菌丝生物量、麦角甾醇

含量及产量的影响，基于基础发酵培养基，配制

含不同碳源[葡萄糖、蔗糖、麦芽糖、麦芽浸粉、

可溶性淀粉、葡萄糖:蔗糖(1:1)、可溶性淀粉:
蔗糖(1:1)]的培养基，添加量均为 2%，并以无

碳源添加作为对照，进行比较分析，以确定最

佳碳源。随后，在最佳碳源的基础上，探究不

同添加量(2%、4%、6%、8%、10%)对上述指标

的综合影响。 
1.4.2  氮源的优化 

基于最佳碳源实验，配制含不同氮源(蛋白

胨、酵母浸粉、酵母浸膏、牛肉浸膏、尿素、硝

酸钠、乙酸铵)的培养基，添加量为 0.2%，并以

无氮源添加为对照，探究其对乌血芝菌丝生物

量、麦角甾醇含量及产量的影响，以确定最佳

氮源。 
1.4.3  无机盐的优化 

基于上述优化实验，配制含不同无机盐

(KH2PO4:MgSO4 、 NaH2PO4:MgSO4 、 KH2PO4: 
CaSO4、NaH2PO4:CaSO4，比例均为 3:1)的培养

基，添加量为 0.4%，并以不含无机盐添加为对

照，探究其对乌血芝菌丝生物量、麦角甾醇含

量及产量的影响，以确定最佳无机盐。随后，

在最佳无机盐的基础上，探究不同添加量

(0.2%、0.4%、0.6%、0.8%、1.0%)对上述指标

的综合影响。 
1.4.4  诱导物的优化 

为探究不同诱导物对乌血芝菌丝生物量、麦
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角甾醇含量及产量的影响，基于上述优化实验，

配制含不同诱导物(黄豆粉、豆粕粉、燕麦粉、

木屑粉、玉米粉、玉米芯粉、糙米粉)的培养基，

添加量均为 2%，并以无诱导物添加为对照，进

行比较分析，以确定最佳诱导物(杜娇 2020)。 
1.4.5  生长素的优化 

基于上述优化实验，配制含不同生长素(维
生素 B1、维生素 B2、水杨酸、茉莉酸甲酯)的培

养基，浓度为 100 μmol/L，并以无生长素添加为

对照，探究其对乌血芝菌丝生物量、麦角甾醇含

量及产量的影响，以确定最佳生长素。随后，在

最佳生长素的基础上，探究不同浓度(10、50、
100、150、200 μmol/L)对上述指标的综合影响。 
1.4.6  接种量的优化 

为探究不同接种量对乌血芝菌丝生物量、麦

角甾醇含量及产量的影响，基于上述优化实验，

设置不同接种量(2%、4%、6%、8%、10%、12%、

14%，体积比)进行比较分析，以确定最佳接

种量。 
1.4.7  培养时间的优化 

为探究不同培养时间对乌血芝菌丝生物量、

麦角甾醇含量及产量的影响，基于上述优化实

验，设置不同培养时间(7、9、11、13、15、17、
19 d)进行比较分析，以确定最佳培养时间。 
1.5  Box-Behnken 的中心组合实验设计 

根据单因素实验的结果，以碳源(A)、无机

盐(B)及生长素(C)为影响因素，以麦角甾醇产量

(Y)为响应值，根据Box-Behnken优化实验(表 1)。
用 Design-Expert 13.0 进行响应面优化分析，确

定乌血芝菌丝体中麦角甾醇的最佳发酵配方(张
忠等 2021)。 
1.6  数据统计和分析 

实验均重复 3 次，其结果以平均值±标准差

表示。采用 Graphpad Prism 9.5 软件进行显著性

分析(P<0.05)，并通过不同小写字母来标记具有

显著差异的数据。 

2  结果与分析 
2.1  麦角甾醇含量测定标准曲线 

根据 1.3.2 中的 HPLC 测定方法，得到麦角 

表 1  Box-Behnken 设计的因素和水平 
Table 1  Factors and levels of Box-Behnken design 
因素 
Factor 

水平 
Level 

–1 0 1 
碳源(A) 
Carbon source (g/L) 

20 40 60 

无机盐(B) 
Inorganic salt (g/L) 

2 4 6 

生长素(C) 
Growth hormone (μmol/L) 

100 150 200 

注：碳源为葡萄糖:蔗糖，1:1；无机盐为 KH2PO4:CaSO4，

3:1；生长素为水杨酸 
Note: Carbon source is glucose:sucrose, 1:1; Inorganic salt is 
KH2PO4:CaSO4, 3:1; Growth hormone is salicylic acid. 
 
甾醇含量标准曲线为 y=7.267×10–5x+1.446，R2

为 0.999 9，线性关系良好，可用于麦角甾醇含

量测定。 
2.2  单因素实验 
2.2.1  碳源对乌血芝菌丝生物量、麦角甾醇含量

及产量的影响 
不同碳源的添加均促进了乌血芝菌丝体的

生长，其中葡萄糖、蔗糖及其复合物能显著提升

菌丝体中麦角甾醇的含量(图 1A)。葡萄糖与蔗

糖复合物作为碳源时，麦角甾醇产量最高，达 
2.017 mg/150 mL，且与其他碳源相比差异显著，

故确定为最佳碳源(图 1B)。此外，随着该复合物添

加量的增加，菌丝生物量先升后骤降，于 6%添加

量时达峰值，而麦角甾醇含量却降至最低(图 2A)。
麦角甾醇产量则呈现先升后降的趋势，在 4%添加

量时达到最高，产量为 2.005 mg/150 mL (图 2B)。
因此，综合考量，确定葡萄糖与蔗糖复合物的最

佳添加量为 4%。 
2.2.2  氮源对乌血芝菌丝生物量、麦角甾醇含量

及产量的影响 
与对照组相比，多数氮源的添加导致了麦

角甾醇含量的下降，然而乙酸铵作为氮源时麦

角甾醇含量却显著提高(图 3A)。然而，尽管乙酸

铵提升了麦角甾醇的含量，但其同时导致了菌丝

生物量的显著降低。这一发现提示我们，乙酸铵

可能在促进麦角甾醇合成方面具有独特作用，但

其对菌丝体生长的影响却是不利的。对照组的麦 
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角甾醇产量显著高于添加各氮源的处理组，故可

省略氮源的添加(图 3B)。 
2.2.3  无机盐对乌血芝菌丝生物量、麦角甾醇含

量及产量的影响 
不同无机盐的添加对乌血芝菌丝体生长

均有促进作用，其中 KH2PO4 和 CaSO4 复合物 

效果尤为显著(图 4A)。然而，这些处理组的麦

角甾醇含量却均低于对照组。与对照组相比，

当 KH2PO4 和 CaSO4 复合物作为无机盐时，麦

角甾醇产量达到了峰值，即 2.988 mg/150 mL，

故确定为最佳无机盐(图 4B)。此外，随着该复

合物添加量的增多，菌丝生物量呈现上升趋 
 

 
 

图 1  不同碳源对乌血芝菌丝生物量与麦角甾醇含量(A)及产量(B)的影响   葡萄糖:蔗糖=1:1 (质量比)；
蔗糖:可溶性淀粉=1:1 (质量比)；不同小写字母表示显著性差异(P<0.05)，下同 
Fig. 1  The effects of different carbon sources on mycelial biomass and ergosterol content (A) and yield (B) of 
Sanguinoderma rugosum. Glucose:sucrose=1:1 (M/M); Sucrose:soluble starch=1:1 (M/M); Different lowercase 
letters indicate significant differences (P<0.05). The same below. 

 

 
 

图 2  碳源添加量对乌血芝菌丝生物量与麦角甾醇含量(A)及产量(B)的影响   碳源：葡萄糖:蔗糖=1:1 
(质量比) 
Fig. 2  The effects of carbon source addition quantity on mycelial biomass and ergosterol content (A) and 
yield (B) of Sanguinoderma rugosum. Carbon source: glucose:sucrose=1:1 (M/M). 
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图 3  不同氮源对乌血芝菌丝生物量与麦角甾醇含量(A)及产量(B)的影响 
Fig. 3  The effects of different nitrogen sources on mycelial biomass and ergosterol content (A) and yield (B) 
of Sanguinoderma rugosum. 

 

 
 

图 4  不同无机盐对乌血芝菌丝生物量与麦角甾醇含量(A)及产量(B)的影响   两种无机盐的质量比都是

3:1 (质量比) 
Fig. 4  The effects of different inorganic salts on mycelial biomass and ergosterol content (A) and yield (B) of 
Sanguinoderma rugosum. The mass ratio of the two inorganic salts is 3:1 (M/M). 

 
势，但麦角甾醇的含量却逐渐降低(图 5A)。麦

角甾醇产量则表现出先增加后减少的趋势，在

0.4%添加量时达到最高，产量为 3.083 mg/150 mL，
且与其他添加量相比差异显著(图5B)。因此，综

合考量，KH2PO4 和 CaSO4 复合物的最佳添加量

为 0.4%。 

2.2.4  诱导物对乌血芝菌丝生物量、麦角甾醇含

量及产量的影响 
相较于对照组，黄豆粉表现出对菌丝体生长

的促进作用，玉米芯粉则能提高麦角甾醇含量

(图 6A)。然而，大多数诱导物的添加均导致菌

丝生物量和麦角甾醇含量的减少。对照组的麦角 
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图 5  无机盐添加量对乌血芝菌丝生物量与麦角甾醇含量 (A)及产量 (B)的影响    无机盐 (%)：
KH2PO4:CaSO4=3:1 (质量比) 
Fig. 5  The effects of inorganic salt addition quantity on mycelial biomass and ergosterol content (A) and yield 
(B) of Sanguinoderma rugosum. Inorganic salt (%): KH2PO4:CaSO4=3:1 (M/M). 

 

 
 

图 6  不同诱导物对乌血芝菌丝生物量与麦角甾醇含量(A)及产量(B)的影响 
Fig. 6  The effects of different inducers on mycelial biomass and ergosterol content (A) and yield (B) of 
Sanguinoderma rugosum. 

 
甾醇产量显著高于添加各诱导物的处理组，故可

省略诱导物的添加(图 6B)。 
2.2.5  生长素对乌血芝菌丝生物量、麦角甾醇含

量及产量的影响 
相较于对照组，维生素 B2 虽抑制菌丝体生

长，却显著提升麦角甾醇含量。而其他生长素则

对菌丝生物量和麦角甾醇含量均有促进效果。水

杨酸作为生长素时，麦角甾醇产量最高，且与其

他生长素相比差异显著，故确定为最佳生长素

(图 7)。此外，随着水杨酸浓度的增加，菌丝生物

量、麦角甾醇含量及产量呈现先增后降的趋势，

于 150 μmol/L 时达峰值，产量为 3.679 mg/150 mL 
(图 8)。因此，综合考量，水杨酸的最佳浓度为

150 μmol/L。 
2.2.6  接种量对乌血芝菌丝生物量、麦角甾醇含

量及产量的影响 
接种量对乌血芝液体发酵过程中菌丝生物

量以及麦角甾醇含量有影响(图 9)。当接种量设

定为 2%时，麦角甾醇的产量达到最高。因此，

确定 2%为最佳接种量。 
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图 7  不同生长素对乌血芝菌丝生物量与麦角甾醇含量(A)及产量(B)的影响 
Fig. 7  The effects of different growth hormones on mycelial biomass and ergosterol content (A) and yield (B) 
of Sanguinoderma rugosum. 

 

 
 

图 8  生长素浓度对乌血芝菌丝生物量与麦角甾醇含量(A)及产量(B)的影响 
Fig. 8  The effects of different growth hormone concentration on mycelial biomass and ergosterol content (A) 
and yield (B) of Sanguinoderma rugosum. 

 

 
 

图 9  不同接种量对乌血芝菌丝生物量与麦角甾醇含量(A)及产量(B)的影响 
Fig. 9  The effects of different inoculum concentration on mycelial biomass and ergosterol content (A) and 
yield (B) of Sanguinoderma rugosum. 
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2.2.7  培养时间对乌血芝菌丝生物量、麦角甾醇

含量及产量的影响 
培养时间内，乌血芝菌丝生物量、麦角甾醇

含量及产量均呈现先上升后下降趋势，于 17 d
时达峰值，麦角甾醇产量为 3.660 mg/150 mL，

故确定最佳培养时间为 17 d (图 10)。 
 

 
 

图 10  不同培养时间对乌血芝菌丝生物量与麦角

甾醇含量(A)及产量(B)的影响 
Fig. 10  The effects of different culture time on 
mycelial biomass and ergosterol content (A) and 
yield (B) of Sanguinoderma rugosum. 

 

2.3  响应面分析及优化结果 
2.3.1  回归方程建立及方差分析 

通过 Design-Expert 13.0 软件对表 2 数据进

行多元回归拟合，得到二次回归方程：Y=3.58– 
0.0454A+0.064B–0.1959C–0.008AB–0.0363AC– 
0.007BC–0.2707A2–0.456B2–0.7597C2。 

以麦角甾醇产量为评价指标，利用方差分析

(表 3)评估回归模型的统计学显著性，结果显示

模型极显著(P<0.01)，失拟项不显著(P>0.05)，
表明该方法可行。二次多元回归方程相关系数平

方 R2=0.992 7，表明线性相关性良好。模型的校

正决定系数 R2=0.983 3，表明该模型具备解释

98.33%响应值变化的能力。以麦角甾醇产量作

为指标时，根据 F 值分析，各因素对麦角甾醇

产量的影响程度依次为：C>B>A，即水杨酸> 
KH2PO4+CaSO4>葡萄糖+蔗糖，其中二次项 A2、

B2、C2 及一次项 C 均差异极显著(P<0.01)，B 项

差异显著(P<0.05)。 
 

表 2  Box-Behnken 实验结果 
Table 2  The results of Box-Behnken experiment 
序号 
No. 

因素 
Factor 

麦角甾醇产量(Y) 
Ergosterol yield (mg/150 mL) 

A B C 
1 40 4 150 3.461 
2 60 4 100 2.709 
3 60 4 200 2.265 
4 40 4 150 3.525 
5 20 2 150 2.819 
6 40 6 100 2.651 
7 40 4 150 3.649 
8 60 2 150 2.779 
9 20 4 200 2.463 
10 20 4 100 2.762 
11 40 2 200 2.092 
12 40 6 200 2.225 
13 40 4 150 3.644 
14 60 6 150 2.872 
15 40 4 150 3.622 
16 40 2 100 2.490 
17 20 6 150 2.944 

 
2.3.2  响应面分析 

等高线图和响应面图能够直观反映复合碳

源(葡萄糖+蔗糖)与无机盐(KH2PO4+CaSO4)添加

量以及生长素(水杨酸)浓度对乌血芝麦角甾醇

产量的影响，并且能反映各因素间的交互作用

(图 11)。等高线图的形状与密集度及响应面图的

陡峭程度能够直观反映各因素的影响大小：椭圆

形等高线密集且响应面陡峭，表明因素间交互作

用影响显著；圆形等高线稀疏且响应面平缓，则

表明交互作用影响不显著(Yang et al. 2017；殷丹

等 2024)。响应面图坡度较平缓且等高线图呈圆

形(图 11)，说明各因素交互作用对麦角甾醇产量

的影响不显著，与方差分析结果(表 3)一致。 
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表 3  Box-Behnken 实验结果方差分析 
Table 3  Variance analysis of the Box-Benhnken experiment 
来源 
Source 

平方和 
Sum of squares 

自由度 
df 

均方 
Mean square 

F 值 
F value 

P 值 
P value 

模型 Model 4.32 9 0.479 5 105.67 <0.000 1** 
A 0.016 5 1 0.016 5 3.63 0.098 4 
B 0.032 8 1 0.032 8 7.22 0.031 2* 
C 0.306 9 1 0.306 9 67.64 <0.000 1** 
AB 0.000 3 1 0.000 3 0.056 4 0.819 1 
AC 0.005 3 1 0.005 3 1.16 0.317 5 
BC 0.000 2 1 0.000 2 0.043 2 0.841 3 
A2 0.308 6 1 0.308 6 68.01 <0.000 1** 
B2 0.875 4 1 0.875 4 192.92 <0.000 1** 
C2 2.43 1 2.43 535.56 <0.000 1** 
残差 Residual 0.031 8 7 0.004 5   
失拟项 Lack of fit 0.004 0 3 0.001 3 0.189 7 0.898 3 
净误差 Pure error 0.027 8 4 0.007 0   
总离差 Cor total 4.35 16    
R2 决定系数 R-squared 0.992 7     
R2 校正决定系数 Adj R-squared 0.983 3     
变异系数 C.V.% 2.34     
注：*表示影响显著(P<0.05)，**表示影响极显著(P<0.01) 
Note: * indicates significant (P<0.05), ** indicates extremely significant (P<0.01). 

 
2.3.3  最佳发酵条件验证 

经模型分析与预测，确定乌血芝液体发酵产

麦角甾醇的最优工艺为：马铃薯 200 g/L、复合

碳源 38.481 g/L (葡萄糖:蔗糖，1:1，质量比)、
无机盐 4.143 g/L (KH2PO4:CaSO4，3:1，质量比)、
生长素 143.616 μmol/L，接种量为 2%，培养时

间为 17 d。在此条件下进行 3 次平行试验，麦角

甾醇平均产量为 3.801 mg/150 mL，与预测值

3.597 mg/150 mL 无显著差异，验证了方程的有

效性及模型的可行性，且实验重复性佳。与优化

前相比，麦角甾醇产量提高了 149.41%，具有指

导生产的实用价值。 

3  讨论 
乌血芝麦角甾醇的产量受菌丝体生物量及

其内部麦角甾醇含量的共同影响。因此，提升麦

角甾醇产量需着重于增加菌丝体生物量及优化

其麦角甾醇含量。近年来，液体发酵技术作为一

种新兴且具有广阔应用前景的方法，在菌丝体与

生物活性代谢产物的制备中备受瞩目，并在多种

食药用真菌研究中取得进展(戴玉成 2022)。菌丝

体适于液体发酵，生长快速，降低成本并缩短周

期(Feng et al. 2021)。通过调节液体培养基成分，

可灵活调控菌丝体内麦角甾醇等化学成分，展

现出良好的生产灵活性与可控性(Zheng et al. 
2022)。碳源的添加对提升乌血芝中麦角甾醇的

产量具有积极影响(图1B)。这一结果进一步证实

了碳源优化在促进目标代谢产物积累方面的重

要性。葡萄糖与蔗糖以 1:1 比例组合，可能借助

双相供能机制，促进菌体生长及麦角甾醇等产物

的积累。其中，葡萄糖迅速供能，支持菌丝扩增；

蔗糖则因其缓释特性，延长次级代谢活性期

(He et al. 2021)。此外，复合碳源和复合无机盐

的应用能有效填补乌血芝在营养需求上的未知

空白(Peng et al. 2016)。水杨酸通过直接或间接

的方式激活了麦角甾醇合成途径中上游关键酶

基因的表达，并借助与合成代谢相关酶的相互

作用，实现了对麦角甾醇合成过程的调控(范秀

芝等 2021)。对比低剂量(<100 μmol/L)研究(范
秀芝等 2021)，本研究高剂量水杨酸的使用提

示乌血芝对水杨酸的耐受阈值较高，或存在菌

株特异性调控机制。未来的研究可进一步聚焦于 
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图 11  不同因素对麦角甾醇产量影响的等高线图和响应面图   碳源：葡萄糖:蔗糖，1:1；无机盐：

KH2PO4:CaSO4，3:1；生长素：水杨酸 
Fig. 11  Contour plots and response surface plots of the effects of different factors on ergosterol yield. Carbon 
source: Glucose:sucrose, 1:1; Inorganic salt: KH2PO4:CaSO4, 3:1; Growth hormone: Salicylic acid. 
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探索水杨酸的添加时机及其诱导持续时间的优

化，以进一步提升麦角甾醇的产量 (李绍玮 
2020)。本研究采用响应面分析法，探究了复合

碳源(葡萄糖+蔗糖)与无机盐(KH2PO4+CaSO4)添
加量及生长素(水杨酸)浓度对乌血芝液体发酵

麦角甾醇产量的影响。经优化，确定最优工艺为：

马铃薯 200 g/L、复合碳源 38.481 g/L (葡萄糖:蔗
糖，1:1，质量比)、无机盐 4.143 g/L (KH2PO4: 
CaSO4，3:1，质量比)、生长素 143.616 μmol/L，
接种量 2%，培养时间 17 d。在此条件下，麦角甾

醇预测最大产量为 3.597 mg/150 mL，实际产量均值

为 3.801 mg/150 mL，较优化前(1.524 mg/150 mL)
提高了 149.41%。本研究建立的乌血芝液体发酵

产麦角甾醇工艺稳定可控，重复性好、效率高且

成本低廉，所生产的乌血芝发酵菌丝体富含麦角

甾醇，有利于麦角甾醇在食品、药品研发领域的

应用。 
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