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外源茉莉酸甲酯对牛樟芝产总三萜及多糖含量的影响

张知晓，季　梅，刘　凌，户连荣
（云南省林业科学院，云南昆明６５０２０１）

　　摘要：为了探讨茉莉酸甲酯（ＭｅＪＡ）对牛樟芝（Ａｎｔｒｏｄｉａｃａｍｐｈｏｒａｔａ）发酵产三萜及多糖的影响及 Ｃａ２＋对 ＭｅＪＡ的
诱导作用，向牛樟芝发酵基础培养基中加入ＭｅＪＡ溶液，设置不同添加浓度（０、２５、５０、１００、２００μｍｏｌ／Ｌ）、不同时间（０、
２、４、６、８ｄ）、不同溶剂３组试验，培养后检测牛樟芝生物量、三萜、胞外多糖及胞内多糖的含量，并同样测试添加ＣａＣｌ２
的效果。结果表明，用ＭｅＪＡ处理牛樟芝，对其发酵产总三萜、多糖具有积极的促进作用，并且于培养４ｄ时向发酵培
养基中添加用吐温－８０溶解的５０μｍｏｌ／ＬＭｅＪＡ溶液，促进作用最佳。此外，在添加ＭｅＪＡ的同时添加ＣａＣｌ２的处理较

仅添加ＭｅＪＡ的处理的牛樟芝生物量、三萜、胞外多糖及胞内多糖含量显著增加。
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　　牛樟芝（Ａｎｔｒｏｄｉａｃａｍｐｈｏｒａｔａ）又名樟芝、樟生薄孔菌等，
是 分 属 担 子 菌 亚 门 （Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔｉｎａ） 层 菌 纲

（Ｈｙｍｅｎｏｍｙｃｅｔｅｓ）非 褶 菌 目 （Ｐｏｌｙｐｏｒａｌｅｓ）多 孔 菌 科
（Ｐｏｌｙｐｏｒａｃｅａｅ）薄孔菌属（Ａｎｔｒｏｄｉａ）的珍稀药用真菌［１］，被誉

为“森林中的红宝石”［２］。牛樟芝中的三萜类物质是其最主

要的１种药用化学成分，可以起到保肝护肝、抑制癌细胞生
长、降血压、抗炎症的作用，且牛樟芝中三萜类化合物的含量

和种类都是灵芝的数倍，樟芝三萜也因此成为开发樟芝的研

究重点之一［３］。此外，樟芝中含有的多糖对人体起到提高免

疫力、抑制病毒的作用，对保护肝脏也有一定的效果［４］。

茉莉酸甲酯（ＭｅＪＡ）是一种脂肪酸衍生物，在植物中起着
信号传递的作用，同时能够明显促进植物产生次级代谢产

物［５］。已有研究表明，将 ＭｅＪＡ作为诱导剂添加到灵芝
（Ｇａｎｏｄｅｒｍａｌｕｃｉｄｕｍ）和桦褐孔菌（Ｉｎｏｎｏｔｕｓｏｂｌｉｑｕｕｓ）的发酵培
养基中，发酵后的三萜产量均较对照有明显提高［６－７］。而在

这方面，关于同属多孔菌目牛樟芝的研究还未见报道。此外，

钙（Ｃａ）是生物生长必需的营养元素，参与构成生物组织，调
节生物生长发育，参与调控植物抗逆等生理反应［８］。已有部

分研究发现，Ｃａ２＋参与ＭｅＪＡ介导的信号转导过程，如马泓思
等发现，外源 Ｃａ２＋离子能进一步增强 ＭｅＪＡ诱导的白桦
（Ｂｅｔｕｌａｐｌａｔｙｐｈｙｌｌａ）细胞悬浮液合成三萜类物质的效果［９］。

而关于Ｃａ２＋促进ＭｅＪＡ诱导真菌合成三萜类物质方面的研究
尚未见报道。基于牛樟芝中的三萜、多糖具有极高的药用价

值，本研究以牛樟芝为试验材料，研究ＭｅＪＡ对牛樟芝２种药
用成分的影响及Ｃａ２＋处理对 ＭｅＪＡ作用的影响，以期初步探
明１种增加牛樟芝三萜及多糖产量的方法。

１　材料与方法

１．１　供试材料
本研究所用菌种为从中国台湾引进的牛樟芝优良菌株。

１．１．１　培养基和菌株培养条件　基础培养基配方：２５ｇ葡萄
糖，５ｇ蛋白胨，３ｇ麦芽糖，３ｇ酵母提取物，１ｇＫＨ２ＰＯ４，１ｇ
ＭｇＳＯ４，１ｇ维生素Ｂ１，１Ｌ水，ｐＨ值５．５。

孢子悬浮液的制备方法：取已培养２０ｄ的牛樟芝培养皿，
用２０ｍＬ无菌水洗下培养皿表面的孢子备用。

基础培养方法：在５００ｍＬ三角瓶中装１００ｍＬ基础培养
基，接入１ｍＬ牛樟芝孢子悬浮液，摇床上于１００ｒ／ｍｉｎ、２６℃
恒温培养１２ｄ后，收集菌丝。
１．１．２　主要试剂　茉莉酸甲酯，购于 Ｓｉｇｍａ公司；齐墩果酸
及其他试剂，购于昆明腾科科技有限公司。

１．２　试验方法
１．２．１　试验时间和地点　本试验于２０１８年３—７月在云南
省林业科学院实验室内进行。
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１．２．２　样品处理　（１）将ＭｅＪＡ用无水乙醇配制成终浓度为
２５、５０、７５、１００、２００μｍｏｌ／Ｌ的溶液。采用０．２μｍ的无菌针
头式过滤器过滤进行灭菌处理后，在基础摇瓶发酵方法的基

础上，于４ｄ后添加到培养基中，添加量为２μＬ／ｍＬ，摇床培
养，每个处理设３个重复。培养结束后取样分析其生物量、总
三萜量、胞内多糖和胞外多糖量。

（２）将ＭｅＪＡ用无水乙醇配制成终浓度为５０μｍｏｌ／Ｌ的
溶液。于不同培养时间（培养０、２、４、６、８ｄ）添加到培养基中，
摇床培养，每个处理设３个重复。培养结束后取样分析。

（３）以无水乙醇、吐温 －２０、吐温 －８０作为助溶剂，将
ＭｅＪＡ配制成终浓度为５０μｍｏｌ／Ｌ的溶液，于４ｄ后添加到培
养基中，摇床培养，每个处理设３个重复。培养结束后取样分
析，筛选出ＭｅＪＡ的最佳添加方案。

在ＭｅＪＡ最佳添加方案的基础上，向培养基中同时添加
ＣａＣｌ２，使ＣａＣｌ２的终浓度为７５ｎｍｏｌ／Ｌ。另外设置２组对照
组，分别仅向培养基中添加 ＭｅＪＡ、ＣａＣｌ２。设３组独立试验。
培养结束后取样分析其生物量、总三萜量、胞内多糖和胞外多

糖量。

１．２．３　生物量的测定　生物量的测定方法参照文献［１０］。
通过抽滤分离发酵液与菌丝体，菌丝体用蒸馏水反复冲洗至

洗液变为无色，置于干燥箱中，于７０℃烘干至恒质量，对干燥
菌丝体用精度为 ０．００１ｇ的电子天平称量，即得菌丝体生
物量。

１．２．４　菌丝体内总三萜含量的测定　采用香草醛 －冰醋
酸－高氯酸显色体系对总三萜含量进行测定。具体步骤参考
杨彬君等的方法［１１］。

１．２．５　胞外多糖含量的测定　胞外多糖含量的测定方法参
照文献［１２］。将发酵液（用滤纸）过滤，取 １００ｍＬ滤液在
６０℃ 下旋转蒸发，使滤液浓缩至原体积的１／３，加３倍体积
的无水乙醇静置沉淀２４ｈ，４０００ｒ／ｍｉｎ离心分离１５ｍｉｎ，沉淀

经无水乙醇轻轻冲洗后，用烘箱于５０℃烘干至恒质量，得到
胞外粗多糖。

１．２．６　胞内多糖含量的测定　胞内多糖含量的测定方法参
照文献［１３］。将菌丝体用烘箱烘干至恒质量，研磨过筛，置
于圆底烧瓶中，加３０倍体积的水，于８０℃水浴１ｈ，水浴提取
后，再用超声波提取３０ｍｉｎ，重复２次提取多糖，合并提取液，
离心、过滤，滤液用硫酸－苯酚法测定多糖含量。
１．２．７　统计学分析　采用 ＳＰＳＳ１１．５软件对数据进行统计
和数理分析。

２　结果与分析

２．１　ＭｅＪＡ不同添加浓度对牛樟芝发酵特性的影响
ＭｅＪＡ不同添加浓度对牛樟芝生物量及三萜含量的影响

如图１－ａ所示，可见当 ＭｅＪＡ添加浓度为２５μｍｏｌ／Ｌ时，１Ｌ
发酵液中的牛樟芝生物量达 ９．４６ｇ；当 ＭｅＪＡ添加浓度为
５０μｍｏｌ／Ｌ时，牛樟芝的生物量达９．２５ｇ／Ｌ，与 ＭｅＪＡ添加浓
度为２５μｍｏｌ／Ｌ处理间的生物量无显著差异；当 ＭｅＪＡ添加
浓度为 ０μｍｏｌ／Ｌ时，牛樟芝的生物量较 ＭｅＪＡ添加浓度为
２５μｍｏｌ／Ｌ时降低了２．５５ｇ／Ｌ，但显著高于ＭｅＪＡ添加浓度为
１００、２００μｍｏｌ／Ｌ时的生物量。三萜含量在ＭｅＪＡ添加浓度为
５０μｍｏｌ／Ｌ时最高（１４．２１ｍｇ／ｇ），其次为 ＭｅＪＡ添加浓度为
２５、１００μｍｏｌ／Ｌ的处理，当 ＭｅＪＡ添加浓度为 ０、２００μｍｏｌ／Ｌ
时，三萜含量最低。

ＭｅＪＡ不同添加浓度对牛樟芝胞外多糖及胞内多糖含量
的影响如图１－ｂ所示，可见当 ＭｅＪＡ添加浓度为５０μｍｏｌ／Ｌ
时，牛樟芝胞外多糖、胞内多糖含量均最高，分别为

１０．２７ｇ／Ｌ、１１．５ｍｇ／ｇ；当ＭｅＪＡ添加浓度为０、２００μｍｏｌ／Ｌ时，
胞外多糖含量均较低，二者间无显著差异，而当胞内多糖含量

最低时，对应的ＭｅＪＡ添加浓度为２００μｍｏｌ／Ｌ。

２．２　ＭｅＪＡ不同添加时间对牛樟芝发酵特性的影响
ＭｅＪＡ不同添加时间对牛樟芝生物量及三萜含量的影响

如图２－ａ所示，可以看出，于培养４ｄ时添加ＭｅＪＡ发酵的牛
樟芝生物量显著高于其他时间的生物量，为１２．０４ｇ／Ｌ，而于
培养８ｄ时添加ＭｅＪＡ产生的生物量最低，仅为７．１１ｇ／Ｌ。于
培养０、２、４ｄ时添加ＭｅＪＡ的三萜含量分别为１５．４８、１５．１２、
１６．４２ｍｇ／ｇ，三者间无显著差异，但显著高于其他试验组。

ＭｅＪＡ不同添加时间对牛樟芝胞外多糖及胞内多糖含量
的影响如图２－ｂ所示，可以看出，于培养４ｄ时添加ＭｅＪＡ发
酵的胞外多糖含量最高，达１５．１８ｇ／Ｌ，于培养６、８ｄ时添加
ＭｅＪＡ产生的胞外多糖含量较低，分别较培养 ４ｄ时降低了
５３％、６０％。同样，于培养４ｄ时添加 ＭｅＪＡ产生的胞内多糖
含量最高（１２．２ｍｇ／ｇ），其次是培养２ｄ时添加 ＭｅＪＡ的胞内
多糖含量，二者间无显著差异，于培养８ｄ时添加ＭｅＪＡ产生
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的胞内多糖含量最低，仅为６．４ｍｇ／ｇ。
２．３　ＭｅＪＡ不同溶剂对牛樟芝发酵特性的影响

由表１可以看出，以吐温 －８０为溶剂的 ＭｅＪＡ溶液对牛
樟芝发酵后生物量的促进作用最佳，生物量达到８．２５ｇ／Ｌ，单
独添加吐温 －８０溶液的效果次之；以无水乙醇为溶剂的
ＭｅＪＡ溶液处理的生物量为６．１６ｇ／Ｌ，单独添加无水乙醇溶液
的生物量为３．４８ｇ／Ｌ；以吐温 －２０为溶剂的 ＭｅＪＡ溶液和单

独添加吐温－２０的溶液发酵的牛樟芝生物量均为０ｇ／Ｌ。几
组处理的三萜含量排序如下：添加 ＭｅＪＡ（无水乙醇）溶液≥
添加ＭｅＪＡ（吐温－８０）溶液＞吐温－８０≥无水乙醇。

比较胞内多糖、胞外多糖含量可知，两者均在以吐温－２０
为溶剂的试验组最低，次低的是以无水乙醇为溶剂的试验组，

而在以ＭｅＪＡ（吐温 －８０）溶液为溶剂的试验组最高，较无水
乙醇试验组分别提高了７１％、３４％。

表１　ＭｅＪＡ不同溶剂处理下的牛樟芝发酵特性

溶剂类型
生物量

（ｇ／Ｌ）
三萜含量

（ｍｇ／ｇ）
胞外多糖含量

（ｇ／Ｌ）
胞内多糖含量

（ｍｇ／ｇ）

无水乙醇 ３．４８±０．４５ｄ １５．４６±０．８３ｃ ３．３０±０．０７ａ ５．８８±０．１８ａ
吐温－２０ ０±０ｂ ０±０ｂ ０±０ｂ ０±０ｂ
吐温－８０ ７．０１±０．６４ａ １６．６２±１．２２ｃ ４．３４±０．４６ａｃ ７．４６±０．５６ｄ
无水乙醇＋ＭｅＪＡ（５０μｍｏｌ／Ｌ） ６．１６±０．９５ａ １８．８８±１．１６ａ ３．８０±０．１２ａ ６．５９±０．４８ａ
吐温－２０＋ＭｅＪＡ（５０μｍｏｌ／Ｌ） ０±０ｂ ０±０ｂ ０±０ｂ ０±０ｂ
吐温－８０＋ＭｅＪＡ（５０μｍｏｌ／Ｌ） ８．２５±０．８３ｃ １８．８４±０．９０ａ ４．４２±０．６４ｃ １０．０５±０．６５ｃ

　　注：不同小写字母表示不同ＭｅＪＡ溶剂处理的牛樟芝发酵生物量、三萜含量、胞外多糖及胞内多糖含量间差异显著（Ｐ＜０．０５）。

２．４　Ｃａ２＋介导ＭｅＪＡ的影响（添加Ｃａ２＋对ＭｅＪＡ诱导作用的
影响）

　　如图３所示，发酵后牛樟芝生物量、胞外多糖含量和胞内
多糖含量均呈现出相同的趋势，表现为ＭｅＪＡ＋ＣａＣｌ２＞ＭｅＪＡ＞
ＣａＣｌ２＞ＣＫ，而发酵后的三萜含量为 ＭｅＪＡ＋ＣａＣｌ２＞ＭｅＪＡ＞

ＣＫ＞ＣａＣｌ２。其中，效果最好的 ＭｅＪＡ＋ＣａＣｌ２组牛樟芝的生
物量、三萜含量、胞外多糖含量和胞内多糖含量分别为

１０．９１ｇ／Ｌ、１３．４８ｍｇ／ｇ、６．３６ｇ／Ｌ、８．８０ｍｇ／ｇ，分别较ＣＫ提高
了７９．１０％、２７．９０％、７７．２０％、１０３．０２％。

３　结论与讨论

茉莉酸甲酯对多种次生代谢产物的合成具有诱导作

用［１４］，近些年来也陆续出现将其用于微生物发酵上的研究。

辛燕花等将ＭｅＪＡ添加于灵芝发酵培养基中，发现它能够提
高灵芝多糖、灵芝酸的产量［１５］。杨文建等发明了 １种用
ＭｅＪＡ溶液喷洒双孢蘑菇的方法，经证实该方法能够促进双孢
蘑菇产麦角甾醇［１６］。此外，ＭｅＪＡ还能够促进微生物细胞中
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萜类物质的合成，Ｒｅｎ等首次将 ＭｅＪＡ作为诱导剂添加到灵
芝发酵培养基中，发现其灵芝三萜的产量比未经处理的提高

了４５．３％［６］。向超也证实，用 ＭｅＪＡ诱导桦褐孔菌发酵产三
萜，其三萜总产量较对照提高了 ５３．２％［７］。本研究结果表

明，在液体发酵过程中添加 ＭｅＪＡ，能显著提高牛樟芝发酵的
生物量与三萜、胞外多糖、胞内多糖含量，最适宜的添加浓度

为５０μｍｏｌ／Ｌ，于培养４ｄ时对各指标的促进效果最佳，以吐
温－８０作为溶剂最有利于ＭｅＪＡ发挥促进作用。而有研究发
现，吐温 －２０对牛樟芝的生长具有强烈的抑制作用，这可能
由于其具有较短的碳链，作为表面活性剂在细胞壁内表现出

较高的扩散率，可能会造成细胞膜受损，或者影响与其他细胞

内生物分子的相互作用，甚至会降低细胞的存活率［１７］。

目前，ＭｅＪＡ诱导微生物产三萜的机制已经明确，这些萜
类化合物都是由单个异戊二烯通过甲羟戊酸途径合成得到

的，ＭｅＪＡ能够促使甲羟戊酸途径中 ｈｍｇｓ、ｈｍｇｒ、ｍｖｄ、ｆｐｓ、ｓｑｓ、
ｏｓｃ、ｌｓｓ和ｓｓ等相关酶基因的超表达［１８－２１］。以茯苓为研究对

象，探究ＭｅＪＡ诱导其产三萜的效果及机制发现，于发酵第４
天添加ＭｅＪＡ溶液（１５０μｍｏｌ／Ｌ），可使得到的三萜含量较空
白组增加０．５５倍；实时荧光定量ＰＣＲ分析可知，其 ｓｑｓ（甲基
戊酸途径鲨烯合酶基因）和 ｆｐｓ（法尼基焦磷酸合成酶基因）
的表达水平均发生了显著上调［２２］。任昂也以灵芝为材料，探

究了在三萜的生物合成途径中，关键酶编码基因转录受ＭｅＪＡ
的影响，结果表明，ｈｍｇｒ、ｆｐｓ、ｓｑｓ、ｏｓｃ等基因均被诱导表达［２３］。

钙有多种生物学功能，是非常重要的第二信使，通过改变

细胞质中游离的Ｃａ２＋浓度，可以将细胞表面上接收的信号传
递到细胞内，并由一系列效应器接收和分析，调节生物生长、

发育等生理反应［２４］，在微生物中，Ｃａ２＋经常作为活性酶的辅
因子或激活因子发挥作用［２５］。在本研究中，同时添加 ＭｅＪＡ、
ＣａＣｌ２时，牛樟芝发酵后的生物量、三萜含量、胞外多糖和胞
内多糖含量较单独添加ＭｅＪＡ及其他试验组明显提高。结果
表明，Ｃａ２＋对ＭｅＪＡ诱导牛樟芝发酵产三萜等有用物质起到
了积极的介导作用，这与王艳用 Ｃａ２＋介导 ＭｅＪＡ诱导白桦悬
浮培养产三萜的试验结果相似［２６］。
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