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中文摘要 

樟芝已廣泛應用在台灣傳統醫藥，主要有效成份來自於大分子的多醣體、小

分子的三萜類化合物、半萜內酯化合物及固醇類，樟芝的生理活性成分及功能仍

是目前研究重點。除多醣體外，近年來最受重視的生理活性物質就是三萜類。本

研究目的為評估樟芝深層培養添加柑橘類果皮精油及樟芝平板式固態培養添加

柑橘類果皮粉末提高生理活性代謝產物的可行性。 

兩階段溶氧培養(在第21天靜置)對樟芝菌絲體三萜類代謝有良好的促進功

效，在培養28天後三萜類含量達22.30 mg/g DW，為控制組(10.48 mg/g DW)的2.13

倍。橘子果皮精油添加對樟芝菌絲體形成生理活性代謝產物促進效果最佳，在第

7天添加橘子果皮精油4% (v/v)，三萜類含量和產量達到最高值，為117.17 mg/g 

DW和1417.77 mg/L，分別為控制組的11倍及14倍。檸檬烯為柑橘類果皮精油促

進樟芝菌絲體生成三萜類的重要成分之ㄧ，檸檬烯進入細胞的質體內，抑制MCC

路徑的單萜類生成，改由MVA路徑合成三萜類。 

蕎麥平板式固態培養，菌絲體只能在基質表面上成長，因此取樣時可以將菌

絲體與基質分離，完整分析菌絲體生理活性。葡萄柚果皮粉末添加能有效提升生

理活性代謝物產量，當添加4 g/plate葡萄柚果皮粉末時，第30天三萜類的含量與

產量分別為47.10 mg/g DW和166.68 mg/plate，為控制組(9.66 mg/g DW和32.26 mg 

/plate)的4.88倍與5.17倍。此外由HPLC圖譜中，發現經添加葡萄柚果皮粉末平板

式固態培養的樟芝，含有代表子實體形成有關的5種麥角甾烷三萜類(ergostanes: 
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antcins C and K, and zhankuic acids A, B, and C)，因此可以證明，此種培養在短時

間(30天)所得到的三萜類化合物與野生樟芝子實體成份大致相同，換句話說，此

培養得到的應該為樟芝子實體。 

 

關鍵字：樟芝、三萜類、平板式固態培養、柑橘類果皮、檸檬烯 
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Abstract 

Basidiomes of Antrodia cinnamomea are used as a traditional medicine in Taiwan. 

Bioactive compounds found in A. cinnamomea include: polysaccharide, triterpenoids, 

sesquiterpene lactone, and steroids. The bioactivity and efficacy of A. cinnamomea 

are still the main focus in many researches. In addition to polysaccharide, 

triterpenoids have recently been considered as the most biologically active 

components. The aim of this study was to evaluate the feasibility of adding citrus peel 

extract in the submerged culture or adding citrus peel powder on the plate solid state 

culture of A. cinnamomea to enhance the formation of bioactive metabolites. 

A two-stage fermentation process was proposed to enhance triterpenoids content 

by combining the conventional shake-flask fermentation (on the 21
th

 day) with static 

culture (on the 7
th

 day). The content of triterpenoids rose from 10.48 mg/g DW of the 

control to 22.30 mg/g DW on the 28
th

 day. Adding tangerine peel extract was the most 

effective way to enhance bioactive metabolite production. With an addition of 4% 

(v/v) on the seventh day, the content and production of triterpenoids were 117.17 

mg/g DW and 1417.77 mg/L, which were 10-fold and 13-fold higher than the control, 

respectively, on the 28
th

 day. Limonene was an important ingredient of citrus peel 

extract to enhance the formation of triterpenoids in the submerged culture of A. 

cinnamomea. When limonene entered the mitochondria, MCC pathway was inhibited 
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which synthesizes monoterpenes in the mitochondria. Thus MVA pathway was then 

enhanced to synthesize triterpenes in the cytoplasm. 

Mycelia of the plate solid state culture only grew on the substrate surface so that 

it was easy to separate mycelia from the substrate surface. Grapefruit was the most 

effective element in enhancing bioactive metabolite production. With an addition of 4 

g powder/plate, the content and production of triterpenoids rose from 9.66 mg/g DW 

and 32.26 mg/plate of the control to 47.10 mg/g DW and 166.68 mg/plate, 

respectively, on the 30
th

 day. Moreover, this study also demonstrates that the plate 

solid state culture with an additional grapefruit powder of A. cinnamomea could 

contain the 5 ergostanes (antcins C and K, and zhankuic acids A, B, and C). The 

production of ergostanes is related to basidiomatal formation of A. cinnamomea. This 

result indicates that mycelia of this culture could be basidiomes of A. cinnamomea. 

 

Keywords: Antrodia cinnamomea; triterpenoids; plate solid state culture; citrus peel; 

limonene 
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第一章 緒論 

自古以來菇類即被開發為食物，廣為世界各地食用，而菇類提取物(煎劑、

萃取劑)被廣泛的應用在民間草藥、中藥等方面。近年來，人們日漸對健康更加

注意，對健康有著療效的保健食品更是炙手可熱，其中又以食藥用菇之保健類食

品最受注目。菇類的藥理作用中，除有增強免疫，疾病康復力等作用外，更對腫

瘤有預防及改善的效果。 

 

1-1前言 

根據行政院衛生署資料(2012 年)，癌症連 30 年居台灣十大死因之首，台灣

癌症基金會、台北醫學大學最近證實，三萜類能夠阻斷癌細胞血管新生、誘導癌

細胞凋亡，因而可加強化療、放療等正統癌症治療的療效。 

近幾年，蕈類受到廣泛的重視，透過蕈類生理功能的研究，發現各種生理活

性物質，蕈類不但可做為營養食物，也具有增強身體健康和藥用功效。樟芝是台

灣特有的食藥用真菌，以具有良好抗腫瘤及護肝能力聞名。但樟芝對宿主具有專

一性，只生長在一般真菌無法生長的台灣特有國寶級保育樹種牛樟樹

(Cinnamomum kanehirae)上，且樟芝著生在牛樟樹幹涵洞內壁，不易為人所採收，

故民間視若珍寶，為台灣市場目前價格最昂貴的台灣特有種野生真菌。 
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1-2樟芝的介紹 

樟芝是台灣享譽世界的國寶級菇類，菇體初生時呈現鮮豔血紅或橙紅色，故

有『台灣紅寶石』之稱，正式學名為樟薄孔菌 Antrodia cinnamomea，又名牛樟

芝、牛樟菇、樟菰、紅樟菇…等(張東柱、周文能，2005)。 

台灣原住民是樟芝最早的使用者。對於樟芝的療效，早期傳說原住民因特

有的飲酒文化，飲酒過多導致肝病變，但在喝過樟芝的烹煮液之後，肝病竟不

藥而癒，身強體健，且解酒效果一流，因此原住民將樟芝奉為上品(陳啟楨等，

2001)。 

 

1-2-1樟芝之命名 

樟芝正式學名出現於 1990 年，第一次發表時，因標本沾染了靈芝孢子而被

誤發表為靈芝屬，將其命名為 Ganoderma comphoratum。張東柱等人於 1995年，

針對樟芝子實體外觀、氣味、生長速度及孢子顯微鏡結構等進行研究，重新命名

為 Antrodia cinnamomea，之後此兩種學名被證明代表同一種真菌，因而學名被

合併為 Antrodia camphorata，而 Antrodia cinnamomea 被當作是同義名(Chang 

and Chou, 1995; Wu et al., 1997)。Wu 等人於 2004 年時將樟芝學名更改為

Taiwanofungus camphoratus，這是因為經由 LSU rDNA 序列分析結果，顯示

Taiwanofungus camphoratus 與 Antrodia 及 Antrodiella 的親緣性並不接近，認為樟

芝不應屬於薄孔菌屬(Antrodia)，將其歸類在新屬-台芝屬(Taiwanofungus) (Wu et 
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al., 2004) 之中。但在 2005 年，又發現了一個問題，樟芝的寄主是牛樟並非樟樹，

不該以樟樹的種名當作是樟芝的種名，故張東柱等人根據國際植物命名法規

ICBN Article 9.12 (Greuter et al., 2000)，將 Ganoderma comphoratum 與 Antrodia 

camphorata 認定為混淆學名(nomen confusum)，且不再使用，並重新啟用 Antrodia 

cinnamomea 的學名。 

 

1-2-2樟芝的分類地位 

樟芝在分類上屬於真菌界 (Fungi)、擔子菌 (Basidiomycota)、擔子菌亞門

(Basidiomycotina) 、同擔子菌綱 (Homobasidiomycetes)、無褶菌目 (Aphullo- 

phorales)、多孔菌科(Polyporaceae)、薄孔菌屬(Antrodia)（Chang and Chou, 1995）。 

樟芝子實體(圖1-1)含有高量精油散發出微微清香，屬多年生且無柄，菌蓋呈

半圓形，直徑10~20 × 3~8 厘米，厚2~2.5 厘米 (張益軒，2001)。樟芝菌絲體平

板培養、液態培養菌絲球及固態培養結果如圖1-2、圖1-3和圖1-4(林馨怡，2008、

楊于萱，2010)。 

 

 

 

 

圖 1-1  樟芝子實體(張益軒，2001) 

(A) 正面 (B) 背面 
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圖 1-2  樟芝平板培養(楊于萱，2010) 

 

 

圖 1-3  樟芝液態培養之菌絲球(林馨怡，2008)  

 

 

圖 1-4  樟芝固態培養 (楊于萱，2010) 
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1-3樟芝生理活性成分 

傳統上樟芝被作為治療的中草藥，民間相傳具有治療食物中毒、腹瀉、腹痛、

癌症、糖尿病、高血壓、肝硬化、尿毒症、尿蛋白過高、以及解毒、消炎、解酒、

保肝、抗老化等功效。而樟芝主要生物活性成分多來自於大分子的多醣體

(polysaccharides)、小分子的三萜類化合物 (triterpenoids)及固醇類化合物

(steroids)，其中多醣體可提升人體免疫力及抑制 B 型肝炎病毒，三萜類與抗癌、

保肝有關，固醇類則具消炎效果。近年許多研究顯示，樟芝具有極佳抗氧化能力

及抑制腫瘤細胞增生等多種生理功能(Hsiao et al., 2003; Lee et al., 2002; Song and 

Yen, 2002)。 

 

1-3-1多醣體 

所謂多醣體，是由單醣聚合而成，這些多醣類在構成醣的種類、化學結合方

式、分子大小與性質分面都會有差異，同時也會因品種或抽出方法不同而有所差

異。一直以來，藥用菇類的多醣體是許多研究的重要主題，許多研究發現菇類純

化後的多醣體具有抗腫瘤作用，且均具有β-D-葡聚醣的結構。 

目前這些菇類菌體所含多醣體，常被視為制癌劑的原料。菇類多醣體大多由

β-1,3-glucan鍵結主鏈及β-1,6-glucan鍵結支鏈所組成，而不同來源的多醣體，會

造成重複結構的分支度及聚合度的不同。而樟芝所含β-D-葡聚醣抗癌活性之強弱

與水溶性、分子量大小、支鏈分支度、形狀、與主鍵結合方式β-1,3鍵結或β-1,6
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鍵結以及結合之蛋白質與脂質等均有關。可從X-ray繞射分析中知道，這種以β-1,3

鍵結的D-葡聚醣骨架呈現3股右旋之螺旋結構，可能是引發抗腫瘤作用的重要原

因(水野卓和川合正允，1997)。 

多醣體的生理活性可依其分子量大小區隔為三類，分子量在3~5×10
3
 Da 具有

降血糖的功能；在1~10×10
4
 Da 具有消炎的功效；在3×10

4
 Da 以上即具有抗腫

瘤的療效，且分子量越大效果越佳。而根據GPC分析胞外多醣分子量，發現以固

態培養的方式生成的多醣分子量遠高於液態培養時生成的多醣分子量。樟芝採用

液態發酵時，發酵液中的多醣(胞外多醣)分子量為1.1~100×10
4
 Da，而菌絲體的

多醣(胞內多醣)分子量為7.6~10×10
5 

Da (李宛蓁，2003)。 

菇類多醣體主要功用：(1) 傳遞細胞間訊息，尤其是免疫細胞間活性傳遞。

(2) 活化體內巨噬細胞進行吞食作用，亦會引發補體活化反應。(3) 增強參與效

應細胞(effector)活化的間白血球素interleukin(IL-1,IL-2)及干擾素(IFN-  )等的產

生。(4) 增強寄主免疫機能而抑制癌細胞增殖或將其排除。從研究報告發現，多

醣體並非對癌細胞直接作用，而是透過人體免疫力的提升來抑制癌細胞，如活化

巨噬細胞、T 細胞、自然殺手細胞(NK)等效應細胞，並促進抗體的產生。因此

即使長期大量使用菇類多醣體，安全性頗高，可以和外科療法、化學療法等合併

使用(Yang et al., 2009)。 

樟芝菌絲體具療效成分主要為多醣體，包括胞外多醣(發酵液萃取)及胞內多

醣(菌絲體萃取)。胞外多醣的療效主要為抗腫瘤、增強免疫力、降血壓及降血糖
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等，可被用於抗腫瘤藥劑(免疫力提升劑)，優點是幾乎無副作用﹔胞內多醣的療

效為抗B型肝炎病毒活性(anti-hepatitis B virus activity)，但不會對正常細胞有毒殺

作用(cytotoxic effect)，在體內及體外實驗中，無法毒殺但可抑制白血病細胞

(leukemic cells)的增殖。另外樟芝菌絲體的胞內多醣也具有抗血管增生作用的化

學特性和抗炎效應(Chen et al., 2007; Cheng et al., 2005; Lee et al., 2002; Liu et al., 

2007)。 

 

1-3-2三萜類 

萜類(terpene)是由碳氫化合物或脂質代謝而產生，以異戊二烯為單體之化合

物，分子組成通式(C5H8)n，普遍存於植物界的化合物，在動物界為數甚少。萜類

的主要分類法是依據分子中異戊二烯單體數目，將含有兩個異戊二烯為單萜

(monoterpene)；含有三個異戊二烯單體為倍半萜(sesquiterpene)；含有四個異戊二

烯單體為雙萜(diterpene)；含有五個異戊二烯單體為二倍半萜(sesterpene)；含有

六個異戊二烯單體為三萜(triterpene)。 

單萜和倍半萜多以萜烴或簡單含氧衍生物的形式存在於植物揮發油中，自然

界常見的單萜存在於檸檬、橘子，而薄荷油中薄荷醇(萜醇)亦屬於單萜，玫瑰花

油及其他植物中三萜醇(farnesal)屬於倍半萜。維生素A則屬於雙萜。鯊烯(squalene)

為存在魚油中三萜，是少數存在動物之脂肪中的萜類。中藥中常用的人參、甘草、

地榆等均含三萜，其藥理作用在臨床上效果是很顯著的(肖崇厚、陳蘊如，1989)。 
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過去樟芝三萜類化合物研究大都集中在化學成分分析和結構式建立，樟芝的

子實體成份經過分析，發現大多為倍半萜類、三萜類、固醇類、酚類及二酚類等

化合物(Chiang et al., 1995)。這些從樟芝子實體純化出來的三萜類化合物主要區

分為兩大類型，分別為Ergostane(麥角甾烷三萜類)型與Lanostane(羊毛甾烷三萜類)

型，其結構分別如表1-1 (張怡潔，2003)及表1-2 (Yang et al., 1996)所示。在1995

年時由Cherng和Chiang從樟芝子實體萃取物中發現三種以Ergostane型為骨架之

三萜類化合物：Antcin A、Antcin B、Antcin C (Cherng and Chiang, 1995)。到了1996

年時，Cherng和Chiang再度發現4種新的三萜類化合物：Antcin E、Antcin F、methyl 

antcinate G和methyl antcinate H (Cherng et al., 1996)。而Yang等人則在同年發現了

兩種以Ergostane型為骨架的新化合物：Zhankuic acid D、Zhankuic acid E。以及

三種以Lanostane型為骨架的新化合物：15α-acetyl-dehydrosulphurenic acid、

dehydroeburicoic acid、dehydrasulphurenic acid (Yang et al., 1996)。 

經研究指出，樟芝子實體確實含有獨特的三萜類化合物，其中Antcin A經藥

理研究證實具有抑制老鼠血癌細胞毒素的活性，而Antcin B則具有抗副交感神經

作用及抗血清素活性(Cherng and Chiang, 1995)。經初步藥理研究發現，zhankuic 

acids A和C 對P-388小鼠白血病細胞毒性，IC50值為1.8和5.4 μg/ml (Chen and 

Yang, 1995)。Yeh從樟芝子實體分離出8種三萜類化合物，其評估對各種癌症細

胞抑制效果，發現以3種ergostane型(Methyl antcinate B、Zhankuic acid A和

Zhankuic acid C)的三萜類化合物所顯示的細胞毒性最強，可誘導大腸癌細胞、肝
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癌細胞、乳房癌細胞及肺癌細胞凋亡，IC50值為22.3-75.0 μM之間，但對正常細

胞(MCF10A及HS68)則沒有傷害(Yeh et al., 2009)。 

 

表 1-1  樟芝子實體中所含三萜類 Ergostane 型化合物(張怡潔，2003) 
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表 1-2  樟芝子實體中所含三萜類 Lanostane 型化合物(Yang et al., 1996) 

 

Compound name R1 R2 

15α-acetyl-dehydrosulphurenic acid 

Dehydroeburicoic acid 

Dehydrasulphurenic acid  

OH 

OH 

OH 

OAc 

H 

OH 

 

1-3-3總多酚 

多酚類化合物是指天然分子結構中，苯環上含有數個羥基(-OH)的化合物總

稱，包括單寧酸（tannins）、木質素（lignins）及黃酮類化合物（flavonoids）等。

其幾乎存在於所有的陸上植物，在生物體內具有防禦紫外線傷害、調節生長機

能、抵抗細菌與病蟲害與抑制植物體過氧化反應等功能。多酚類化合物種類很

多，可將多酚類進一步分成單元體多酚（monomer polyphenol）及聚合體多酚

（polymer polyphenol）。其生成路徑主要是由醣解作用及五碳醣代謝路徑合成莽

草酸 (shikimic acid)，再經由莽草酸路徑 (shikimic acid pathway)生成肉桂酸

(cinnamic acid)，進而生成多酚類化合物(朱燕華，1995)。 

流行病學研究顯示，飲食中提高蔬果類的攝取量可有效降低許多由氧化所引

起的疾病發生率，當每日從水果和蔬菜中攝取一克以上多酚化合物，將具有抑制
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人體基因突變和致癌發生的效果(Tanaka et al., 1998)。天然多酚類化合物具有抗

氧化活性，可終止自由基引起的油脂過氧化反應，在穩定脂質氧化上扮演著重要

角色，故在生物體中具有非常好的防禦系統來保護生物體受到活性氧引起之氧化

壓力所帶來的傷害。同時可以抑制壞膽固醇氧化，因此被認為是對抗心血管疾病

的高手。並且低濃度下可延緩食品或生物體中碳水化合物、脂質及DNA等基質

被氧化，故被視為重要的天然抗氧化劑(Shahidi and Wanasundara, 1992； Yen et al., 

1993)。絲狀真菌是二次代謝生理活性物質的主要來源，在樟芝菌絲體水萃液的

抗氧化研究中，發現其總多酚具有強烈抗氧化能力及自由基掃除活性，為樟芝菌

絲體中主要抗氧化成分(Song and Yen, 2002)。 

多酚類在抗癌的效果上，也有不錯的表現。癌症研究領域上分為兩大主

要方向。首先為抗癌能力的研究，篩選或研發具專一性誘導癌細胞進行

細胞凋亡(apoptosis)作用的藥物，而此藥物對正常細胞無毒性或低毒性。

天然植物多酚類化合物被證實，在對正常細胞沒有細胞毒性的藥物濃度

下，可以成功的誘導多種癌細胞進行細胞凋亡，因而有抑制癌細胞生長的良

好功效(Mariadason et al., 2000; Wenzel et al., 2000)。其次是針對癌症預防的研

究，主要是朝向如何利用天然藥物來預防或降低癌症的發生。 TPA 

(12-O-tetradecanoylphorbol 13-acetate)是很強的細胞癌化促進劑，利用致癌劑

TPA誘導細胞進行癌化作用，同時觀察天然物對此癌化作用的影響程度，

是現今化學預防藥物篩選常用的研究模式。在TPA所誘導之癌化作用上，
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天然多酚類化合物已被證明確實可以有效的抑制癌化作用進行 (Chen et al., 

1999; Liang et al., 1999)。  
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第二章 樟芝兩階段深層培養 

由前述可知，樟芝獨特的三萜類化合物具有非常好的療效，但三萜類在樟芝

菌絲體中含量卻不高。本實驗主要結合搖瓶與靜置兩階段菌絲體培養，經由改變

兩階段溶氧，提升菌絲體三萜類含量。並探討溫度與 pH值兩階段遷移培養效果，

進而了解樟芝生長與二次產物代謝時的環境差異。 

 

2-1前言 

深層(液態)培養(submerged fermentation)，一般是指使用固定組成之液態培養

基，在適當的pH值、溫度、通氣及攪拌(或震盪)的控制條件下，進行微生物的發

酵培養，以製造生質(biomass)或其他代謝物(metabolite)。 

菇類的深層培養最大特色是發酵過程中並無孢子萌發期(sporulation)，菌絲

體因為凝聚糾結成球狀物並向四周輻射狀擴散生長，以球形懸浮在培養液體中，

此稱菌絲球(pellets)。這也使得培養液中營養源及氧氣之傳送程度較一般低等真

菌或酵母菌的液態培養來得更為複雜化。而菌絲體在不同培養條件下可產生直徑

1~20 mm不同的菌絲球，一般而言，搖瓶培養無攪拌葉片，菌絲體所受剪切應力

較小，菌絲球不易被打散，所產生的菌絲體會較發酵槽的大。 

在生化反應的過程中，因為細胞內和細胞外因子相互作用影響的結果，使得

微生物能夠生長並產生代謝物。細胞內因子包括微生物的繁殖及一些遺傳上複

製、轉錄和移轉的控制機構。而細胞外因子包括物理因素和化學因素，其中物理
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因素主要是由溫度、pH值、通氣與攪拌等所組成，而化學因素包含有使用到的營

養因子，例如：碳源、氮源等所構成(楊芳鏘、楊明哲，2001)。 

 

2-1-1物理因素 

蕈類菌絲體液體培養溫度在22~28℃時，可以獲得較好的生長速率與產量。

針對樟芝生長而言，根據黃惠琴研究，最佳生長溫度為25℃，低溫時菌絲生長顯

得遲緩，高溫時菌絲體顏色較深，菌絲球密度較低(黃惠琴，2001)。發酵槽樟芝

液態培養，控制在不同溫度(24~32℃)下，雖然適合菌體生長，但菌體重量差異

不小；就三萜類而言，顯示低的溫度(24℃)對三萜類的生長有促進的作用(陳書

豪，2006)。 

一般而言，蕈類菌絲生長的pH值範圍很廣，根據Yang等人研究，樟芝菌絲

體對初始pH值有相當大的生存範圍(pH值2 ~ 8)，但在低或高pH值時菌體成長效

果很差，而以pH值5時效果最好(Yang et al., 2003)。在不同起始pH值的靈芝培養，

從初始pH值6.5逐步降低到pH值3.5，將導致菌體濃度由17.3降至13.8g/L，但產生

較高的的胞外多糖和胞內多糖，在初始pH值5.5時，靈芝酸(三萜類)將有較高含

量12.5 mg/g DW，而產量則是pH值  6.5的207.9 mg/L較高(Fang and Zhong, 

2002a)。Tang等人利用發酵槽進行靈芝pH值兩階段培養，先控制pH值在3.0培養

四天，然後改變pH值(3.0、4.5和5.5)再持續培養，結果顯示將第二階段pH值控制

在4.5時，有較高靈芝酸含量與產量(321.6 g/L) (Tang et al., 2009)。由上述得知，
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菌體合成三萜類之最佳pH值，與菌體成長最佳pH值明顯不同。而且兩階段培養，

第二階段pH值控制在酸的環境( pH值4.5)，菌體將有較高三萜類含量。 

液體培養之優越性乃決定於培養狀態是否能維持其均勻特性。以三角瓶液體

培養時，可用振盪方式增加培養基的溶氧量，而生物反應器經由通氣與攪拌將氧

氣及微生物所需要的基質分配均勻，並促進質量及熱量傳遞之效率。在樟芝搖瓶

培養中，較高的表面通氧有利於樟芝菌體生長，但表面通氧量過多並不利於樟芝

菌體生長，因為過度震盪造成劇烈擾動，不利於菌絲球形成及菌體生長(黃惠琴，

2001)。在不同溶氧下的靈芝培養，菌體生長與累積靈芝酸的結果將不同，高溶

氧狀況下，菌體生長較快但靈芝酸累積低；但若要合成靈芝酸，則以低溶氧量較

佳，但菌體生長將較慢。Tang和Zhong利用發酵槽培養靈芝，將溶氧分別控制在

10%和25%飽和溶氧，發現在25%高溶氧時，菌體濃度可達14.7 g/L，而靈芝酸含

量為32.2 mg/g DW；而在10%低溶氧時，菌體濃度僅有4.8 g/L，但靈芝酸含量高

達43.9 mg/g DW (Tang and Zhong, 2003)。Shih發現樟芝菌體生長和累積三萜類與

上述結果相似(Shih et al., 2006)。Fang and Zhong使用三角瓶進行兩階段溶氧靈芝

培養，先進行傳統搖瓶培養四天，讓菌絲體快速成長，然後接著靜置培養，讓菌

體產生靈芝酸，成功的將靈芝酸含量由控制組的13.6 mg/g DW提升至31.9 mg/g 

DW，因此大幅提升靈芝酸產量(Fang and Zhong, 2002b)。Tang等人利用發酵槽進

行兩階段溶氧靈芝培養，先控制在25%飽和溶氧培養，然後在不同時間(4、6、8

和10天)，改變成10%飽和溶氧再持續培養，結果發現在第6天改變溶氧，有較高
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靈芝酸含量與產量(487.1 g/L)。最後Tang等人結合fed-batch、pH-shift和DOT-shift

策略，進行兩階段發酵槽靈芝培養，成功將靈芝酸產量提升到754.6 g/L (Tang et 

al., 2009)。上述靈芝液態培養產靈芝酸文獻整理如表2-1。 

 

表 2-1  靈芝液態培養產靈芝酸文獻整理 

培養特色 靈芝酸含量 

(mg/g DW) 

靈芝酸產量

(mg/L) 

培養天數 

(day) 

備    註 

改變初始 pH值 12.5 

(pH值 5.5) 

207.9 

(pH值 6.5) 

8 Fang and Zhong, 

2002a 

pH值兩階段培養(pH 

3四天、再 pH 4.5) 

 321.6 10 Tang et al., 2009 

10%溶氧發酵槽靈芝

培養 

43.9  9 Tang and Zhong, 

2003 

兩階段溶氧(搖瓶培

養四天後靜置) 

31.9  12 Fang and Zhong, 

2002b 

溶氧兩階段培養 

(25%六天再 10%) 

 487.1 12 Tang et al., 2009 

fed-batch 、 pH-shift

和 DOT-shift 策略 

 754.6 12 Tang et al., 2009 

 

2-1-2化學因素 

凡是構成蕈類細胞和生產代謝產物所需的碳基來源營養物質均稱為碳源。碳

源對於微生物生長很重要，其主要作用為構成細胞物質和供給菌種所需能源。

Yang等人針對不同碳源對樟芝菌絲進行液態培養，發現以玉米粉為碳源時可得

最大菌體濃度，高於葡萄糖、蔗糖及馬鈴薯澱粉碳源，且其菌絲球呈現小而密的
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顆粒(Yang et al., 2003)。Shih等人針對不同碳源(乳糖、蔗糖、麥芽糖、果糖和葡

萄糖)對樟芝菌絲進行液態培養，以葡萄糖(4％)為碳源菌體濃度最高，但多醣體

相對低；胞外多醣則以乳糖、蔗糖為碳源時最高，但菌體濃度卻很低；三萜類含

量則以低葡萄糖濃度(2％)時較高，此狀況下菌體濃度卻不高(Shih et al., 2006)。 

氮是構成蕈類蛋白質和核酸的主要元素，一般而言，氮源並不提供菌體所需

所能量。蕈類所需的氮源種類如下：(1) 無機氮源：例如銨鹽與其他含氮的無機

鹽類如氯化銨、磷酸二氫銨、硝酸鈉等。(2) 有機氮源：例如豆餅粉、麩皮、胺

基酸、尿素、玉米萃出液等。Yang等人針對不同氮源(酵母萃出物、YM Broth、

黃豆粉、麥芽萃出物和磷酸二氫銨)對樟芝菌絲進行液態培養時，發現以黃豆粉

為氮源培養時可得最大菌體濃度(Yang et al., 2003)。2006年Shih等人針對不同氮

源(酵母萃出物、玉米粉和麥芽萃出物)對樟芝菌絲進行液態培養，以3％玉米粉

為氮源時菌體濃度最高，但多醣體並不高；胞外多醣則以3％酵母萃出物為氮源

時最高，但菌體濃度卻很低；三萜類濃度則以3％玉米粉濃度時較高(Shih et al., 

2006)。 

蕈類進行液態培養時，在培養基中加入一些非離子型界面活性劑、油類與脂

肪酸等物質，將會刺激菌絲的生長速率。 Stasinopoulos and Seviour利用

Acremonium persicinum產生多醣時，在發酵過程中加入消泡劑(如polypropyl 

glycol 2025等)或者在培養基裡添加蔬菜油或脂肪酸等，除了可達到消泡的目的

外，還能夠對多醣體產量造成影響(Stasinopoulos and Seviour, 1990)。柯銀府等人
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由脂肪酸添加靈芝培養中得知，油酸(oleic acid)、棕櫚酸(palmitic acid)與界面活

性劑(Tween 60和Tween 80)似乎能夠刺激靈芝菌體生長與多醣的生成，而硬脂酸 

(stearic acid)對產生靈芝多醣有抑制作用(柯銀府等人，1998)。2006年Shih等人針

對不同植物油類(大豆油、橄欖油、椰子油、葵花油和花生油)對樟芝菌絲進行液

態培養時，以1％大豆油添加時菌體濃度最高；胞外多醣則以0.5％花生油添加時

最高；而植物油均強烈抑制三萜類產生(Shih et al., 2006)。 

碳氮比在蕈類液體培養是重要的控制因子，不但會影響到菌絲生長的效率及

產量之外，也會影響到菌體中蛋白質和脂質的含量。一般而言，碳氮比以5:1到

25:1之範圍為宜。高於此值時，菌絲體脂質含量會過多，蛋白質含量會明顯下降

而影響營養價值。 

無機鹽類，則會影響到菇類香味物質及菌絲體之胺基酸組成。如ZnCl2、

CuSO4及NH4
+
 等可促進菌絲之生長速率。磷在生物體內是構成蛋白質、磷脂體、

磷酸脂等成分可缺少的元素。在糖份分解的過程中，微生素為重要賦活劑

(activator)。硫對於菌體構成成分或菌體生理作用扮演重要的關鍵。生長因子是

維持蕈類生長所不可或缺的物質，一般常見的生長因子有葉酸、維他命B12、維他

命B6、維他命K等(Papagianni, 2004)。 

 

2-1-3深層培養樟芝菌絲體功效  

Hseu針對樟芝抗腫瘤功效進行一系列研究，證實深層發酵樟芝菌絲體
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具 抗 腫 瘤 功 效 。 樟芝菌 絲 體 對體外培養的人類乳腺上皮細胞癌

(MDA-MB-231)，具有誘導細胞凋亡功效，經樟芝治療的接種老鼠與對照組相

比，能有效地延緩腫瘤的發病率與 MDA-MB-231細胞增生，進而減少腫瘤的負

擔；老鼠經樟芝治療後，腫瘤組織切片經組織學檢查，證實具有抑制增殖（cyclin 

D1和PCNA）和誘導細胞凋亡（Bcl-2和TUNEL）；另外樟芝在MCF-7乳腺癌細

胞的生長抑制和誘導凋亡，也均有良好效果(Hseu et al., 2008; Yang et al., 2006; 

Yang et al., 2011)。而這些抗腫瘤功效的主要成份，認為來自樟芝液態發酵過

程中，代謝產生的生理活性物質多醣體、總多酚和三萜類。 

由上述文獻可知，樟芝菌體成長與生成二次代謝產物所需環境不同。本實驗

希望藉由樟芝兩階段菌絲體的深層培養，先進行最佳菌體成長(較高溶氧、溫度

和適當 pH 值)，待菌體濃度達到高濃度後，改變成進行合成三萜類環境(較低溶

氧、溫度和適當 pH 值)，進而提昇樟芝三萜類含量，並探討樟芝生長與二次產物

代謝時的環境差異。 

 

2-2實驗材料與方法 

實驗所採用的樟芝菌株為 Antrodia cinnamomea (BCRC 35396)，係購自食品

工業發展研究所生物資源中心，菌株以生資中心所提供之配方(Glucose 2%，Malt 

extract 2%，Peptone 0.1%，Agar 2%)做為斜面培養基，在 25 ℃培養箱生長，之

後置於 4 ℃冰箱中保存。 
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2-2-1實驗藥品 

本研究使用藥品列於表 2-2。 

 

表 2-2  實驗藥品清單 

藥品名稱 廠牌 

Corn starch 日正 

YM Broth DIFCO 

Peptone DIFCO 

Malt extract MERCK 

Methanol ECHO 

99.5% Ethanol ECHO 

Folin-Ciocalteu’s phenol reagent SIGMA 

Gallic acid SIGMA 

Chloroform TEDIA 

AlCl3．6H2O ECHO 

CH3COOK ECHO 

Phenol 聯工 

99.5% Sulfuric acid Scharlau 
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I2 KANTO 

KI KANTO 

D(+)glucose SIGMA 

Na2CO3 SHOWA 

NaHCO3 SHOWA 

水溶性澱粉 Riedel-deHaën 

Agar BD 

 

2-2-2實驗儀器與設備 

本研究主要儀器與設備列於表 2-3。 

 

表 2-3  實驗儀器清單 

儀器設備 型號 廠牌 

pH meter Cyberscan pH510 美國 EUTECH 

電磁加熱攪拌機 C-MAG HS7 德國 IKA 

高壓滅菌釜 Hl-340 台灣宏霖 

無菌操作台 JW-4N 台灣亮盛 

試管振盪器 MSI minishaker 德國 IKA 

迴轉式震盪培養箱 LUS-150 台灣亮盛 
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往復式震盪恆溫水槽 OSI-500 台灣健鑫 

分光光度計 GENESYS UV10 美國 Thermo 

微電腦蒸餾水製造機 WSC044 英國 FISTREEM 

超純水製造機 Simplicity 美國 Millipore 

超音波震盪機 5210 美國 BRANSON 

高速中型離心機 Universal-32R 德國 Hettich 

桌上型微量離心機 MCD2000 HSIANGTAI 

烘箱 LO-150 台灣亮盛 

冷凍乾燥機 CT-110 丹麥 HETO 

均質機(polytron) PT-2100 KINEMATICA 

 

2-2-3實驗方法 

本研究之菌種培養、保存與實驗步驟敘述如下。 

 

2-2-3-1菌種斜面試管保存 

本實驗以試管斜面保存菌種。配製 Malt extract 2%、Glucose 2%、Peptone 

0.1%、Agar 2%為斜面培養基，添加去離子水混合均勻後，置入滅菌釜殺菌 20

分鐘。滅菌完成，取出放入無塵無菌操作台，倒入試管中，傾斜放置待其冷卻備

用。接菌時，取一白金鉤過火焰，燒至通紅三次後，將樟芝菌種刮取小塊移植至
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空白斜面試管，標示清楚後放入 25℃培養箱培養，待其長滿後放入 4℃冰箱保存

備用。 

 

2-2-3-2培養皿平面培養 

樟芝培養皿平面培養基和斜面培養基配方相同，滅菌完成後，取出放入無

塵無菌操作台，倒入培養皿中待其冷卻備用。接菌時，取一已長有樟芝菌絲之斜

面菌種，以滅菌白金鉤刮取一小塊移至空白培養皿中央，放入 25℃培養箱中靜

置活化培養。 

 

2-2-3-3種菌的製備 

本實驗種菌所採用的液態培養基組成成份為：Malt extract 2%、Glucose 2%、

Peptone 0.1%，並利用0.1N HCl及0.1N NaOH將培養基pH值調整為5。培養基滅菌

過後，取長滿樟芝菌絲之平面培養皿，使用滅菌後鋁片切割器切出4個單位的菌

絲塊（每塊單位面積0.5 cm × 0.5 cm），以白金鉤將菌絲塊接入內含100 ml液態

培養基的250 ml三角瓶中。接菌完成後，置於25℃迴轉恆溫培養箱，以轉速100 

rpm培養10天。 

 

2-2-3-4三角瓶液態基礎培養試驗 

樟芝三角瓶液態培養所採用之培養基，係為本實驗室於先前研究中以回應
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曲面法(RSM)所探討出來的最佳培養組成（黃惠琴, 2001），以玉米澱粉(corn 

starch)為碳源，氮源則是採用 YM Broth，其組成為 4.78%的玉米澱粉、3.19%的

YM Broth，添加去離子水混合，並利用 0.1N HCl 及 0.1N NaOH，將培養基 pH

值調整為 5.54。 

將培養 10 天後的種菌，經滅菌的均質機(polytron)攪碎菌絲球，並以 10％的

接菌量加至 6 個內含 100 ml 液態培養基的 250 ml 三角瓶中，放入 25℃迴轉式

恆溫培養箱，以轉速 100 rpm 培養，在 7、14、17、19、21、28天各取樣一瓶，

經過濾收集菌絲體，經冷凍乾燥後測量菌體乾重，待磨粉後進行三萜類含量、總

多酚含量、胞內多醣含量等測試。重複實驗三次。 

 

2-2-3-5兩階段培養溶氧變化試驗 

此實驗目的為探討靜置培養造成溶氧改變對樟芝代謝有效成分之影響。兩階

段培養為結合搖瓶與靜置的培養方法，將培養 10 天後的種菌，經滅菌的均質機

攪碎菌絲球，並以 10％的接菌量加至 19個內含 100 ml 液態培養基的 250 ml 三

角瓶中，然後放入 25℃迴轉式恆溫培養箱，以轉速 100 rpm 培養。第 7天取樣 1

瓶及取 3 瓶靜置於培養箱中；第 14 天取樣 2 瓶(含靜置 1 瓶)及取 4 瓶靜置；第

17天取樣 2瓶(含靜置 1瓶)及取 3瓶靜置；第 19天取樣 3 瓶(含靜置 2瓶)及取

2 瓶靜置；第 21 天取樣 5 瓶(含靜置 4 瓶)及取 1 瓶靜置；第 28 天取樣 6 瓶(含

靜置 5 瓶)。取樣後過濾收集菌絲體，經冷凍乾燥測量菌體乾重，待磨粉後進行
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三萜類含量、總多酚含量、胞內多醣含量等測試。重複實驗三次。 

 

2-2-3-6兩階段培養溫度變化培養試驗 

此實驗目的為探討兩階段溫度改變對樟芝代謝產物之影響。將培養 10 天後

的種菌，經滅菌的均質機攪碎菌絲球，並以 10％的接菌量加至 4 個內含 100 ml

液態培養基的 250 ml 三角瓶中，然後放入 25℃迴轉式恆溫培養箱，以轉速 100 

rpm培養。第 21 天改變培養溫度，進行四種不同溫度培養(15℃、20℃、25℃、

30℃)，第 28天取樣，取樣後過濾收集菌絲體，經冷凍乾燥測量菌體乾重，待磨

粉後進行三萜類含量、總多酚含量、胞內多醣含量等測試。重複實驗三次。 

 

2-2-3-7兩階段培養 pH 變化培養試驗 

此實驗目的為探討兩階段 pH值改變對樟芝代謝產物之影響。在第一階段培

養，將培養 10天後的種菌，經滅菌的均質機攪碎菌絲球，以 10％的接菌量加至

4個內含 100 ml 液態培養基的 250 ml 三角瓶中，放入 25℃迴轉式恆溫培養箱，

以轉速 100 rpm 培養培養 21天，最後 pH值降為 4。第二階段培養時，改變培養

pH 值，進行四種不同 pH 值培養(3、4、5、6，其中 pH 值 4 為控制組)，再培養

七天後取樣(共 28 天)，取樣後過濾收集菌絲體，經冷凍乾燥測量菌體乾重，待

磨粉後進行三萜類含量、總多酚含量、胞內多醣含量等測試。重複實驗三次。 
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2-2-4分析方法 

2-2-4-1菌體濃度 

取適當液態培養發酵液，以 100 mesh 篩網過濾，過濾後的菌絲體再以蒸餾

水沖洗數次，利用冷凍乾燥機乾燥菌絲體，乾燥後所測得的為菌體乾重量。 

 

2-2-4-2 pH值測定 

以 pH meter量測培養發酵液之 pH值。 

 

2-2-4-3 澱粉分析方法 

採用 starch-iodine的分析方式，配製 iodine reagent (5 mM I2 + 50 mM KI)，

及配製 10 g/L水溶性澱粉濃度，以磁石加熱攪拌器加熱溫度為 100℃下沸騰 5~10

分鐘後，再稀釋成 1、0.5、0.33、0.25、0.2、0.17、0.14、0.1 g/L 濃度，各取 0.4 

ml 體積，加入 0.2 ml 1M HCl 與 0.4 ml H2O，再加入 1 ml iodine regent，反應完

畢，總體積為 2 ml，以分光光度計在波長為 580 nm 測定其光學密度 (Optical 

density，O.D.)，利用所測量 OD值作出標準檢量線(附錄一)。 

取 1 ml 發酵液在 8000 rpm 離心 5 分鐘後，取 0.4 ml 稀釋發酵液，加入 0.2 ml 

1 M HCl 及 0.4 ml H2O使酵素失活，再加入 1 ml iodine reagent 反應完畢後，以

分光光度計在波長為 580 nm 量測 O.D.值 ，再依標準檢量線定出澱粉濃度(g/L)。 
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2-2-4-4胞內總多酚含量測定 

酚類化合物在鹼性的環境下能與Folin-Clocalteu’s phenol 試劑形成可溶性的

藍色化合物，在730 nm有最大的吸收值，吸收值越大，表其中所含的酚類化合物

越多，以Gallic acid為標準檢量線(附錄二)，對照樣品中的酚類化合物含量多寡

(Singleton et al., 1965)。 

取菌絲體，以固定倍數（1：20）之甲醇於50 ℃，130 rpm的恆溫水槽內萃取

十二小時，接著以8000 rpm離心5分鐘，所得上清液即為甲醇萃取液。取0.3 ml

的甲醇萃取液，加入6 ml 2%的Na2CO3，均勻混和反應2分鐘之後再後加入0.3ml 

50% Folin-Clocalteu’s phenol reagent反應30分鐘，在730 nm 測其吸光值。由已知

濃度的標準Gallic acid 檢量線，計算總酚類的含量。 

 

2-2-4-5胞內多醣濃度測定 

酚-硫酸法（Phenol-sulfuric acid assay）檢測多醣體含量，係利用許多多醣體

具有的還原能力：單醣、寡醣、多醣與它們的衍生物，包括二甲醚自由基團或具

有還原能力的基團，其與酚及濃硫酸作用時會生成黃色的呈色反應，之後再以分

光光度計測量其在可見光 490 nm 波長的吸光值。 

標準品為 D(+)glucose，其濃度範圍為 0.01~0.2 mg/ml。取適當稀釋過後之

樣品溶液 2 ml，加入 1 ml 5% 酚溶液混合，再加入 5 ml 濃硫酸，於抽風櫃靜置

10 分鐘，之後於 25℃恆溫水槽水浴反應 15 分鐘，待呈色穩定後，以分光光度
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計測量其在波長 490 nm 下之吸光值，利用所測量 OD 值作出標準檢量線(附錄

三)。對照葡萄糖標準品濃度與吸光值標準檢量線，即可求得多醣濃度（Chaplin 

and Kennedy, 1994）。 

取乾菌絲體 100 mg粉末，加入 10 ml 蒸餾水，放入滅菌釜滅菌四十分鐘，

再以 8000 rpm，離心 5分鐘，收集之上清液即為胞內多醣粗萃取液。將胞內多醣

粗萃取液與 95%酒精以體積比 1：4之比例混合，於 4℃冰箱中靜置 24小時以沉

澱多醣體。多醣體完全沉澱後，以 8000 rpm 離心 5 分鐘，去除上清液，將沉澱

物烘乾。將此沉澱物加入氫氧化鈉回溶，並將樣品經適度稀釋後，以酚-硫酸法

測定其胞內多醣濃度。 

 

2-2-4-6胞內三萜類含量測定 

依 Tsujikura 等人三萜類含量測定實驗方法修改(Tsujikura et al., 1992)，以

ursolic acid 為標準品，計算三萜類含量的標準檢量線如附錄四。 

取乾菌絲 100 mg，加入 50%的乙醇 3 ml 萃取 12 小時，以超音波震盪萃取

30分鐘，萃完後以 8000 rpm 離心 5分鐘，取出上清液，將殘渣再加入 50％的乙

醇 3 ml 萃取 12 小時，重複上述動作，收集濾液共 6 ml，減壓濃縮至乾，將乾燥

物加 3 ml 水回溶，並加入 3 ml 氯仿以超音波震盪萃取 30分鐘，取下層液體加入

3 ml 5％的 NaHCO3，並以超音波震盪萃取 30分鐘，之後調整液體 pH值至 3以

下，取下層液體減壓濃縮至乾，加入 2 ml 乙醇，在波長 245 nm 下測其吸光值。 
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2-3實驗結果與討論 

本研究在初始pH值5.54、25℃和100 rpm環境下，進行樟芝菌絲體液態培養，

觀察菌絲體生長情形及生理活性物質代謝。由於菌絲體生長緩慢，培養初期無明

顯變化，而且碳源為不可溶性玉米澱粉，培養基呈現濃稠狀，直至培養7天時，

澱粉已大量消化，發酵液才轉為澄清，故選擇從第7天開始測量各項數據。 

 

2-3-1 樟芝液態基礎培養試驗 

圖2-1是樟芝液態基礎實驗的菌絲體成長曲線與代謝產物累積圖，發現胞內

多醣為生長連動產物(growth-associated product)，初期澱粉消耗迅速，樟芝菌絲

體在第14天成長至最大值(12.53 g DW/L)，同時也合成累積出最多胞內多醣

(153.74 mg/g DW)。但14天後澱粉消耗完畢，在無外部碳源提供菌絲體生長，細

胞開始生成水解酵素分解胞內多醣，產生較易被菌體吸收利用之小分子醣類，維

持基本新陳代謝，故培養14天後菌絲體胞內多醣含量迅速下降，但菌體濃度僅緩

慢下降，並無大量死亡之跡象。 

另一方面，總多酚和三萜類化合物似乎為混合型生長連動產物(mixed- 

growth-associated products)，前14天總多酚含量隨菌體濃度增加而增加，在14天

後總多酚含量趨於平緩震盪，第28天時總多酚含量達到5.95 mg/g DW。三萜類含

量在培養前期亦隨著菌體濃度增加而增加，但當14天後菌體濃度逐漸下降時，二

次代謝產物三萜類卻持續上升，培養第28天後達10.48 mg/g DW。 
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圖 2-1  樟芝菌絲體基礎培養生長曲線及生理活性產物 

 

培養基成份：Corn starch (4.78%)、YM broth (3.19%)。 

培養條件：接菌量 10%，初始 pH值 5.54，培養溫度 25℃，轉速 100 rpm。 
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2-3-2樟芝液態兩階段培養試驗 

一般而言，菌體成長與二次代謝所需的環境是不同的，樟芝菌絲體在成長過

程若累積過多萜類，將會阻礙樟芝菌絲體生長。因此透過兩階段培養，先進行最

佳菌體成長，待菌體濃度達高濃度後，再改變環境讓樟芝菌絲體進行二次代謝，

提昇樟芝三萜類含量。 

樟芝液態基礎培養為控制組，而在培養不同天數後開始靜置的搖瓶為實驗

組。由圖 2-2(A)發現，菌體在前 14 天於成長期，生長活力較旺盛，需要大量氧

氣維持生長，一旦開始靜置後，面臨溶氧量大幅下降，菌體為了適應環境改變，

必須改變其生長代謝途徑，造成菌體濃度大幅下降。但當菌體處於衰退期(decline 

phase)，生長速率已經小於死亡速率，需氧量降低，開始靜置後，面臨溶氧量大

幅下降，雖然也改變其生長代謝途徑，但對菌絲體濃度並無太大影響，此與控制

組趨勢相同。若觀察菌絲體形狀，控制組的菌絲球呈現小顆圓球狀，經靜置後的

菌絲球較大且呈現橢圓球狀，乃因溶氧量不足，使菌絲球的生長不良，大顆菌絲

球無法繼續分裂形成小顆粒的菌絲球，因此顯示太早靜置對菌絲體成長不利。 

控制組的胞內多醣含量在第 14天取樣時為最大值(153.74 mg/g DW)，之後

隨著培養時間的增加而呈現下降的趨勢。由圖 2-2(B)顯示，所有經過靜置後的胞

內多醣都呈現下降的趨勢，在培養前期第 7天靜置，雖然發酵液中仍有碳源，但

當溶氧量大幅下降，菌體也無法繼續成長，無法再繼續累積胞內多醣，所以胞內

多醣含量與菌絲體均呈現下降趨勢。而第 14 天靜置時，碳源消耗完畢，無外部
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碳源供給菌體基礎代謝，必須分解胞內多醣產生較易菌體吸收利用之小分子醣類

維持基礎代謝，因此胞內多醣含量與菌絲體濃度均呈現下降趨勢，後期菌絲體濃

度下降較緩，所以胞內多糖下降較緩和。 

由圖 2-2(C)顯示，培養後開始靜置的總多酚含量先隨靜置天數增加而下降，

然後在靜置培養後期時又緩慢上升。第 7天開始靜置，溶氧量大幅降低，菌體成

長受到抑制，同時合成總多酚也受到抑制，含量雖有增加但較控制組低蠻多的，

14 天後總多酚含量持平震盪。其他靜置時間實驗結果與控制組有相同的趨勢，

可推斷後期靜置對菌體合成總多酚沒有影響。其中在第 21天靜置，第 28天取樣

時有較大總多酚含量為 6.21 mg/g DW (控制組為 5.95 mg/g DW)。 

觀察圖 2-2(D)發現，在培養前期(前 14 天)靜置，菌絲體從搖瓶培養改變成

靜置培養初期，因環境改變使菌絲體代謝路徑改變，菌體生成三萜類停頓，使三

萜類含量下降，待菌絲體適應靜置培養環境後，代謝三萜類化合物能力提升，使

三萜類含量增加。而在培養後期(14 天後)靜置時，因菌絲體已大量老化，合成

三萜類的含量增加，又因將培養環境移至溶氧量少的靜置培養，在生長環境惡劣

下，會促進樟芝菌絲體生產較多的二次代謝產物。在前期靜置的菌絲體三萜類含

量均較控制組低，在後期靜置的三萜類在第 28 天取樣時可以達到趨近於控制組

的值。其中在搖瓶培養到第 21天取出靜置到第 28天取樣，三萜類含量為最大值

(22.30 mg/g DW)，為控制組(10.48 mg/g DW) 的 2.13倍，故第 21天時取出靜置，

第 28天取樣有最好的效果。 
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圖 2-2  不同天數靜置對樟芝菌絲體生長曲線及生理活性物質代謝影響 

 

培養基成份：Corn starch (4.78%)、YM broth (3.19%)。 

培養條件：接菌量 10%、初始 pH值 5.54、培養溫度 25℃、轉速 100 rpm、靜置。 

 

 

(A) (B) 

(C) (D) 
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由兩階段溶氧培養實驗，發現在培養前期改變培養環境，會對三萜類生成造

成抑制，而在第 21天改變培養環境，則對三萜類生成具有大幅促進效果。因此，

兩階段溫度培養及兩階段 pH值培養，均選擇在第 21天改變培養環境。 

由圖 2-3顯示，第二階度溫度過低(15℃)，菌絲體總多酚含量將下降至 5 mg/g 

DW 以下，而溫度過高(30℃)，菌絲體總多酚含量更下降至 3.60 mg/g DW，而 20℃

時菌絲體總多酚含量(6.48 mg/g DW)似乎和 25℃控制組(5.95 mg/g DW)差不多

(經過學生 t 測試(Students-t test)， p＞0.05)，表示兩個溫度間菌絲體總多酚含量

並無重大差異。 

過去文獻指出，降低溫度可促使樟芝菌絲體合成較多的三萜類。由圖 2-4同

樣可發現菌絲體三萜類含量，隨著第二階段溫度降低而提升至 13.23 mg/g DW 

(20℃)，比控制組約高 26%。但若第二階度溫度繼續降溫至 15℃，菌絲體三萜類

含量將下降至 5.45 mg/g DW。換言之，樟芝菌絲體生成三萜類的最佳溫度應該

為 20℃左右。 

由上述可知，溫度會影響菌絲體總多酚合成，過高或過低的溫度均有礙於總

多酚的生成，但 20~25℃對菌絲體總多酚含量並無太大影響，就兩階段培養而

言，溫度改變並無法提升樟芝菌絲體總多酚含量。在三萜類部分，則顯示低溫有

助於菌絲體三萜類生成，但太低溫則有礙於三萜類生成，兩階段溫度培養對樟芝

菌絲體三萜類含量有影響，但提升幅度並不像兩階段溶氧培養那樣大。 
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圖 2-3  第 21天改變溫度對菌絲體合成總多酚的影響(*p＜0.05與控制組 25℃比) 

培養基成份：Corn starch (4.78%)、YM broth (3.19%)。 

培養條件：接菌量 10%、初始 pH值 5.54、初始培養溫度 25℃、轉速 100 rpm。 

 

 

 

 

 

 

 

Temperature (℃) 

圖 2-4  第 21天改變溫度對菌絲體合成三萜類的影響(*p＜0.05與控制組 25℃比) 

培養基成份：Corn starch (4.78%)、YM broth (3.19%)。 

培養條件：接菌量 10%、初始 pH值 5.54、初始培養溫度 25℃、轉速 100 rpm。
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 由圖 2-5顯示，兩階段 pH值培養對總多酚的影響，與兩階段溫度培養結果

相似，過高或過低的 pH值均有礙於總多酚的生成。第二階度 pH值過低(3.0)，

菌絲體總多酚含量將下降至 3.85 mg/g DW，而 pH值過高(6.0)，菌絲體總多酚含

量更下降至 3.51 mg/g DW，而 pH值 5.0的菌絲體總多酚含量(5.57 mg/g DW)似

乎和 pH值 4.0控制組(5.95 mg/g DW)差不多，表示兩個 pH 值間菌絲體總多酚含

量並無重大差異。由上述可知，兩階段 pH值培養對菌絲體總多酚含量提升並無

影響。 

由圖 2-6 發現，控制組(pH 值 4.0)菌絲體三萜類含量較高，第二階段 pH 值

調高，會大幅降低菌絲體三萜類含量，兩階段 pH值培養對菌絲體三萜類含量並

無提升效果。 

 

2-4結論 

兩階段溶氧培養(第21天靜置)對樟芝菌絲體三萜類合成有良好的促進功

效；但對總多酚合成則沒有促進效果。由兩階段溫度培養，發現降低溫度確實有

助於樟芝菌絲體三萜類合成，但溫度過低則有反效果；過高或過低的溫度均有礙

於總多酚的生成，但20~25℃對菌絲體總多酚含量並無太大影響。而在兩階段pH

值培養，則發現調高pH值，會造成樟芝菌絲體三萜類含量大幅下降。總而言之，

溶氧量為兩階段培養影響樟芝菌絲體合成三萜類的最大物理因子。 
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圖 2-5  第 21天改變 pH值對菌絲體合成總多酚影響(*p＜0.05與控制組 pH 4比) 

培養基成份：Corn starch (4.78%)、YM broth (3.19%) 

培養條件：接菌量 10%、初始 pH值 5.54、培養溫度 25℃、轉速 100 rpm  

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 2-6  第 21天改變 pH值對菌絲體合成三萜類影響(*p＜0.05與控制組 pH 4比) 

培養基成份：Corn starch (4.78%)、YM broth (3.19%) 

培養條件：接菌量 10%、初始 pH值 5.54、培養溫度 25℃、轉速 100 rpm
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第三章 柑橘類果皮精油添加之樟芝深層培養 

牛樟樹主要生長在台灣的中低海拔山區，因為樹形粗狀堅實，所以被稱為

「牛」樟。牛樟樹皮具有非常濃郁的香氣，萜類化合物含量相當多，是雕刻的最

佳材料。柑橘類果皮精油也具有濃濃香氣，並存有大量低分子量萜類化合物(單

萜類為主)，適合擔任影響因子改變樟芝菌絲體代謝。 

因此本實驗利用樟芝菌絲體的深層培養，透過兩階段培養的方式，先進行最

佳菌體成長，待菌體濃度達到高濃度後，添加柑橘類果皮精油，抑制樟芝菌絲體

non-MVA 路徑代謝，進而有效地提升樟芝菌絲體中二次代謝物（三萜類）之產

量。 

 

3-1前言 

樟芝為目前台灣市場價格最昂貴的野生真菌(高達數十萬元/台斤)。雖然已

成功地人工培育出樟芝子實體，但樟芝子實體生長極為緩慢且品質難以控制，沒

有足夠數量作為藥物廣泛使用。因此，利用深層培養或固態培養，在有限空間、

更短時間及不易污染的潛在優勢，快速地獲得大量的菌絲體及其發酵產物，以取

代不易取得的樟芝子實體，以創造更大的經濟效應(Shih et al., 2006)。 

 

3-1-1萜類合成機制 

萜類化合物一般難溶於水，易溶於親脂性有機溶劑中，單萜和部份倍半萜等
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低分子量萜類，常溫時多呈液體或低溶點的固體，具揮發性，能隨水蒸氣蒸餾而

餾出。但隨著分子量增加，如部份多功能基的倍半萜、二萜、三萜等，化合物的

揮發性將會降低，溶、沸點提高，成為具有高沸點的液體或結晶固體。這些萜類

化合物的分子中大多包含雙鍵、共軛雙鍵、異丙烯基等，由於各種相似的結構部

分和共同的表現，有助於波譜鑑定，並可利用這些表現的共同化學反應，提供各

種化學方法對萜類成份進行分離純化(肖崇厚、陳蘊如，1989)。 

在萜類化學的研究過程中，曾以為異戊二烯是萜類化合物在植物體中形成的

單體，例如檸檬烯的蒸氣經氮氣稀釋後，均能獲得高產率的異戊二烯，反之將異

戊二烯加熱到 280℃時，兩個異戊二烯透過 Diels-Alder反應聚合成單萜。但更多

研究指出，在植物的代謝過程中很難找到異戊二烯，因此，把萜類化合物的碳架

結構分成若干個異戊二烯構成的方法，只能做為對萜類化合物的結構和分類的一

種識別法，不能代表萜類的生成路徑。 

最初以為萜類的代謝路徑(圖 3-1)，只有MVA 路徑(mevalonic acid pathway)，

醋酸鹽經乙醯輔酶 A作用，合成甲羥戊酸(mevalonic acid)，再經酵素催化作用成

IPP (isopentenyl diphosphate)，部分 IPP 再轉換成其同分異構物 DMAPP 

(dimethylallyl diphosphate) ，然後兩者頭尾相接反應生成 GPP (geranyl 

diphosphate)，GPP 再與 IPP 反應生成 FPP (farnesyl diphosphate)，最後經酵素作

用合成倍半萜或由兩個 FPP 合成鯊烯。 

1990年代後期，non-MVA路徑的萜類生成陸續被發現，由植物及 eubacteria
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發現 MEP 路徑(methylerythritol phosphate pathway)。此路徑以葡萄糖轉換成的

G3P (Glyceraldehyde-3-phosphate)和丙酮酸(pyruvate)為反應物，經由 MEP 路徑生

成 HMBPP (1-hydroxy-2-methyl-2-(E)-butenyl-4-diphosphate)，在酵素作用下生成

IPP 或其同分異構物 DMAPP，然後兩者頭尾相接反應生成 GPP，再轉換成單萜

類，或兩個 GPP 合成 GGPP (geranylgeranyl diphosphate)，再轉換成二萜類

(diterpenes)。並且證實 MEP 路徑在植物葉綠體反應，與 MVA 路徑在細胞質中反

應是不同的，生成產物也不同(Tholl, 2006)。 

Disch and Rohmer 研究發現真菌並無 MEP 路徑，但真菌可利用葡萄糖，經

乙醯輔酶 A作用，一樣可生成 IPP 或 DMAPP，並且利用同位素(
13

C)發現此路徑

的 IPP 和MVA 路徑的 IPP，可互相反應生成萜類(Disch and Rohmer, 1998)。2005

年證實酵母菌粒線體 (mitochondrion)中還有一條白胺酸代謝路徑 (leucine 

catabolism pathway)，由白氨酸開始反應，合成甲羥戊酸，再經酵素催化作用成

IPP 或 DMAPP，其餘與 MEP 路徑相同，稱為 MCC (3-methylcrotonyl-CoA 

carboxylase)路徑(Carrau et al., 2005)。 

從各種同位素追蹤研究指出，不同路徑生成的 IPP 並非絕對獨立的存在。IPP

是不同路徑的共同中間體，也就是交匯處，因為兩條路徑所產生的 IPP 可以穿過

質體膜為對方所用，相互合作生成各種萜類衍生物。在 Matricaria recutita 的合

成研究表明，高等植物可由不同路徑同時產生 IPP，並且相互合作提供單體，合

成倍半萜和二萜類化合物(Adam and Zapp, 1998)。甚至一些學者證實，當抑制固
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醇生成，將同時刺激真菌生成萜類，乃是因為累積了過多的固醇前體，進而轉換

生成萜類之故(Ratledge and Evans, 1989)。 

三萜類的重要性是其鏈狀成員鯊烯為固醇的前體(圖 3-1)，在植物體內生成

sitosterane，在動物體內生成 cholestane，在真菌則生成獨有的麥角甾烷三萜類

(ergostanes)，也就是樟芝子實體最特殊，並最具療效的三萜類(Summons et al., 

2006)。 

在動物或植物體裡，膽固醇(cholesterol)和羊毛脂醇(lanosterol)在生理或生化

方面均扮演著非常重要的角色。研究證實膽固醇和羊毛脂醇分別是動物和植物經

由鯊烯生成固醇(sterol)途徑中的中間產物。在此生成途徑中，這些三萜類廣泛存

在於生物體中，對於生物演化上佔有很重要的地位。由於膽固醇是細胞膜的重要

組成物質，若樟芝所含的氧化型三萜類在合成膽固醇的過程中，有抑制或加速的

作用，對於癌細胞生長分裂會有很重大的影響(肖崇厚、陳蘊如，1989、Manitto and 

Sammes, 1981)。 

樟芝本身或其抽出物具有苦味，在子實體中發現含有多氧化型的三萜類及固

醇類，可能是造成其強力苦味之主要成分。而樟芝的甲醇萃取物是靈芝萃取物的

十倍，這也是為何樟芝比靈芝更苦的原因(Cherng et al., 1996)。根據李宛蓁 HPLC

三萜類分析，發現液態培養的三萜類成分和固態培養不盡相同，在固態培養方

面，以小薏仁為基礎培養基，發現經添加微量牛樟樹木屑誘導，能有效增加三萜

的含量及種類(李宛蓁，2003)。 
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圖 3-1  萜類合成路徑(Carrau et al., 2005; Disch and Rohmer, 1998; Summones et 

al., 2006; Tholl, 2006) 
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3-1-2柑橘類果皮精油 

台灣柑橘種植種類很多，以鮮食為主要用途，柑橘類果皮曬乾後為中藥的青

皮及陳皮、柚子及葡萄柚取出肉後內包中草藥做成羅漢果或八仙果、檸檬切片醃

漬乾燥泡茶飲用等，但使用量很少。柑橘類果皮中含有大量的果膠物質、精油

(essential oil)、類黃酮素(flavonoid)及維生素P等，因此近年柑橘果皮的再利用受

到重視，如精油萃取及各種橘皮加工。如此可提高農業廢棄物利用率，並且增加

附加價值(蔡榮哲，2005)。 

精油通常存在植物的油腺或腺毛中，有些則溶於樹脂而填塞於植物體的空腔

中，這些精油並非單一化合物，而是由萜類或其衍生物之混合物所組成。精油一

般只溶於有機溶劑但不溶於水，常溫下是液體，冷卻後則可結晶析出，亦稱為

「腦」，例如樟腦及薄荷腦等。精油除做為香料外，亦可作為強心劑、驅蟲劑、

興奮劑等，另外在活血、止痛、化瘀及治療酸痛等亦具有相當的療效。 

椪柑又名橘子、凸柑、柑仔等，原產地印度，芸香科柑橘屬，常綠灌木或小

喬木，枝條細小而密生，無刺。果實為柑果，扁圓球形，成熟時橙黃色。果皮萃

取液經氣相層析質譜儀分析後，成分包括有d-檸檬烯(d-limonene)、1-甲基-1,4-

環己二烯、佛手柑油烯、松油烯(terpinene)等萜類成分(賈德翠等人，2009)。 

文旦，屬芸香科，為常綠中喬木，原產於中國華南，於清朝乾隆53年由黃權

氏從廣東引進台灣種植。文旦果皮萃取液透過氣相層析質譜儀分析後，發現有超

過12種以上的化合物存在，包括有檸檬烯、α-蒎烯(α-pinene)、β-蒎烯和酚等化合

http://zh.wikipedia.org/wiki/%E7%81%8C%E6%9C%A8
http://zh.wikipedia.org/wiki/%E4%B9%94%E6%9C%A8
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物(陳吉村、陳哲民，2003)。 

柳橙，俗稱柳丁，芸香科柑橘類，柳橙原產廣東省新會縣，台灣栽培之柳橙

為1930年代由廣東引進者，1960年代才在嘉南地區大量栽培(范念慈，2001)。柳

橙精油含有單萜類及倍半萜類化合物，主要成份為檸檬烯，其次含有少量蒎烯、

松油烯、芳樟醇(linalool)等(陳俊仁，2009)。 

檸檬，芸香科柑橘屬，常綠灌木或小喬木，高約3-5公尺，枝上有刺，果實

為橢圓形柑果，黃色或紅色而有光澤，皮薄，果肉極酸。檸檬精油主要成份為檸

檬烯，其次含有少量蒎烯、松油烯、檜烯、月桂烯等。 

總體而言，柑橘類果皮油胞層含有大量精油，成分主要為酯類、醇類、醛類、

酮類、碳氫化合物及其他化合物，其中以檸檬烯含量為精油總量的70％以上(廖

信昌，1998，如表3-1)。 

 

表 3-1  常見幾種柑橘皮精油之含量及主要成分(廖信昌，1998) 

種  類  含量 

(％)  

成分 (精油量的百分比) 

α-蒎烯  檸檬烯  香葉烯  芳樟醇  其他  

桶柑  1.14  0.53  96.53  1.15  0.65  1.14  

椪柑  1.29  1.12  86.47  0.84  3.84  0.73  

檸檬  1.27  11.18  72.80  1.77  0.21  14.04  

柳橙  1.09  1.98  94.74  1.71  0.34  1.23  

麻豆文旦  1.01  0.54  95.85  1.94  0.07  1.60  

葡萄柚  0.96  0.57  94.99  2.07  0.11  2.26  

海梨柑  0.85  0.27  92.92  1.67  1.21  3.93  

 

http://zh.wikipedia.org/wiki/%E7%81%8C%E6%9C%A8
http://zh.wikipedia.org/wiki/%E4%B9%94%E6%9C%A8
http://zh.wikipedia.org/wiki/%E6%9E%9C%E5%AE%9E
http://zh.wikipedia.org/wiki/%E6%9E%9C%E5%AE%9E
http://zh.wikipedia.org/wiki/%E6%9F%91%E6%9E%9C
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3-1-3樟芝深層培養產三萜類 

樟芝液態培養產三萜類文獻整理如表 3-2 所示。2006 年 Shih 等人，利用一

次一因子法，找出最佳碳源為 2％葡萄糖和氮源 3％玉米粉，其可得到最高的三

萜類含量 31.0 mg/g DW，但是菌重只有 6.96 g/L，使得三萜類產量為 215.8 mg/L 

(Shih et al., 2006)。 

同年 Chang 等人，利用台灣南部六龜山區所採集之樟芝子實體，經分離與

純化後之樟芝菌株(AC0623)，利用回應曲面法(RSM)探討菌絲體液態培養最適條

件，以提高菌體與三萜類的產量。結果指出，搖瓶液態培養於 28℃，起始 pH值

5.5及攪拌速率 105 rpm下，菌體乾重與三萜類成分分別可增至 3.2% (w/w)及 31.8 

mg/g (Chang et al., 2006)。 

2011年賀元川等人，使用均勻設計法(Uniform Design)法，得到三萜類最佳

培養基配方為：1 L培養液中玉米澱粉 20 g、麩皮 20 g、硫酸鎂 1.85 g、初始 pH

值 3.0、培養 16 天，三萜類含量在最優培養條件下高達 60.4 mg/g DW，但是菌

重只有 5.39 g/L，三萜類產量為 325.0 mg/L (賀元川等，2011)。 

同年莊雅婷，利用添加柑橘類果皮水萃液促進三萜類生成，發現添加 10% 

(v/v)檸檬果皮水萃液於搖瓶液態培養，三萜類含量可達 29.5 mg/g DW，三萜類

產量為 417.9 mg/L(莊雅婷，2011)。 
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同年 Lu等人，採用兩種最適化方法，回應曲面法及類神經網路法，可在 10

天得最大萜類產量 64.8 mg/L，此與基因演算法(genetic algorithm)模擬結果相同

(Lu et al., 2011)。  

由上述可知，柑橘類果皮精油中含有豐富的萜類，尤其以單萜類為最多。

而IPP可以穿過質體膜作為不同路徑生成萜類的前體。所以本實驗希望透過柑橘

類果皮精油添加，抑制樟芝菌絲體質體內單萜類生成，改變代謝路徑，達到增產

樟芝三萜類的目的。 

 

表 3-2  樟芝液態培養產三萜類文獻整理 

培養特色 三萜類含量 

(mg/g DW) 

三萜類產量

(mg/L) 

培養天數 

(day) 

備    註 

一次一因子法  31.0 215.8 14 Shih et al., 2006 

RSM, 菌株AC0623 31.8  7 Chang et al., 2006 

Uniform design 60.4 325.0 16 賀元川等，2011 

加檸檬果皮水萃液 29.5 417.9 28 莊雅婷，2011 

RSM, ANN-GA  64.8 10 Lu et al., 2011 

 

3-2實驗材料與方法 

本實驗所採用的樟芝菌株及基礎培養與 2-2節相同。 

 

3-2-1實驗藥品 

本實驗柑橘類水果固定購買自愛買量販店，其中橘子品種為椪柑(Citrus 
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poonensis)，產地為台中縣。新增藥品如表 3-3，其餘藥品與 2-2-1節相同。 

 

表 3-3  新增實驗藥品清單 

藥品名稱 廠牌 

H3PO4 ECHO 

Acetone ECHO 

Acetonitrile (CH3CN) ECHO 

 

3-2-2實驗儀器與設備 

本實驗新增儀器與設備如表 3-4，其餘所採用的儀器及設備與 2-2-2 節相同。 

 

表 3-4  新增實驗儀器清單 

儀器設備 型號 廠牌 

斜立式真空減壓濃縮裝置 N-1000 日本 EYELA 

數位水浴加熱槽 SB-1000 日本 EYELA 

高效液相層析儀 HP1100 美國 Agilent 

高效液相層析管柱 Luna C18 美國 Phenomenex 

 

3-2-3實驗方法 
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新增實驗方法如下所述，基礎培養與 2-2-3節相同。 

 

3-2-3-1果皮精油製作及品質管控 

將市集收集的果皮洗淨，除去內部果肉，並剪成小碎塊。秤取果皮重量，以

果皮重量(克):乙醇體積(毫升)=1:2 製備萃取液，置入超音波震盪機震盪 30分鐘

後，靜置萃取一天。以布式漏斗過濾萃取液，將過濾液置入旋轉濃縮機濃縮。秤

取濃縮液重量，以濃縮液重量(克):乙醇體積(毫升)=1:2 的比例回溶，果皮精油

製作完成後置入 4℃冰箱保存備用。 

為確保每次實驗所使用之果皮精油品質相同，以分光光度計進行全波長掃

描，掃描圖譜如附錄五。 

 

3-2-3-2不同時間添加各種果皮精油培養試驗 

實驗目的為探討各種果皮精油添加對樟芝代謝有效成分之影響。將培養 10

天後的種菌，經滅菌均質機攪碎菌絲球，並以 10％的接菌量加至 10個內含 100 ml

液態培養基的 250 ml 三角瓶中，然後放入 25℃迴轉式恆溫培養箱，以轉速 100 

rpm培養。第 7 天取樣 1瓶，並各添加 2% (v/v)柚子果皮精油於 3瓶液態培養基

中；第 14天取樣 2瓶(含無添加及第 7天添加柚子果皮精油各 1瓶)，並添加 2% 

(v/v)柚子精油於 2瓶無添加之液態培養基中；第 21天取樣 3 瓶(含無添加及第 7、

14天添加柚子果皮精油各 1瓶)，並添加 2% (v/v)柚子果皮精油於 1瓶無添加液
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態培養基中；第 28天取樣 4瓶(含無添加及第 7、14、21天添加柚子果皮精油各

1瓶)。取樣後菌絲體經冷凍乾燥測量菌體乾重，待磨粉後進行三萜類含量、總多

酚含量、胞內多醣含量等測試。 

再依次更改果皮精油為檸檬果皮精油、柳丁果皮精油、橘子果皮精油，重複

上述實驗。 

 

3-2-3-3不同濃度橘子果皮精油添加培養試驗 

實驗目的為探討添加不同濃度橘子果皮精油對樟芝代謝有效成分之影響。將

培養10天後的種菌，經滅菌均質機攪碎菌絲球後，並以10％的接菌量加至6個內

含100 ml液態培養基的250 ml三角瓶中，然後放入25℃迴轉式恆溫培養箱，以轉

速100 rpm培養。選用3-2-3-2節實驗效果最佳的策略(具最高三萜類含量)，即第7

天添加果皮精油，並於第28天取樣，進行六種不同濃度橘子果皮精油添加(1、2、

3、4、5、8% (v/v))培養。取樣後菌絲體經冷凍乾燥後測量菌體乾重，待磨粉後

進行三萜類含量、總多酚含量、胞內多醣含量等測試。重複實驗三次。 

 

3-2-4分析方法 

本實驗新增分析方法為 HPLC 分析三萜類含量，其餘所採用的分析方法與

2-2-4節相同。 

取乾樟芝菌絲(或子實體)100 mg，加入3 ml 50%的乙醇萃取12小時，並以超
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音波震盪萃取30分鐘。萃取完後以8000 rpm離心5分鐘，取出上清液，將殘渣再

加入3 ml 50％的乙醇萃取12小時，並重複以上動作，收集濾液共6 ml，減壓濃縮

至乾。將乾燥物加3 ml水回溶，並加入3 ml氯仿以超音波震盪萃取30分鐘，取下

層液體加入3 ml 5％的NaHCO3，並以超音波震盪萃取30分鐘，之後調整液體pH

值至3以下，取下層液體減壓濃縮至乾。加入2 ml乙醇，將實驗所得之樟芝乙醇

萃取液，以6000 rpm離心10分鐘，取上清液以0.2 μm濾膜過濾後，以HPLC分析。 

利用高效能液相層析儀（high performance liquid chromatography，HPLC)對

樟芝乙醇萃取液進行定性與定量之分析，使用Luna C18(5 μm，4×250 mm)之液相

層析管柱，移動相溶劑A (0.0085％ H3PO4)和B (acetonitrile)，依照下列組成：0-65 

min、30-47% B，65-110 min、47-47% B，110-140 min、47-100% B，140-160 min、

100-100% B，160-165 min、100-30% B，165-175 min、30-30% B，進行線性梯度

流洗，液相層析管柱溫度為30℃，流速為1 ml/min，樣品注射量20 μL，UV detector 

波長210 nm (Chang et al., 2010)。 

 

3-3實驗結果與討論 

乙醇與純果皮精油均有抑菌效果，不適宜開始培養時添加。曾經嘗試第 0天

添加果皮精油與菌絲體同時培養，但發現菌體受乙醇及純果皮精油強烈抑制無法

生長。又因樟芝菌絲體生長緩慢，所以選擇 7、14、21 天添加各種柑橘類果皮精

油進行實驗。 
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3-3-1不同時間添加各種果皮精油培養試驗 

培養第 7天時，將 2% (v/v)橘子果皮精油加入 100 ml 樟芝液態發酵液中，其

菌絲體生長曲線及生理活性物質代謝變化如圖 3-2。發現橘子果皮精油會抑制菌

絲體成長，但可大幅提升菌絲體二次代謝產物(總多酚及三萜類)含量。 

當第 7天添加橘子果皮精油後，將使菌絲體處於惡劣環境，但菌體正處於指

數生長期(exponential phase)，生長活力旺盛，而且尚有碳源(澱粉)，因此菌體濃

度先持平 7 天然後緩慢下降，胞內多醣一樣先持平 7 天然後迅速下降。從圖 3-2

發現兩者變化趨勢完全相同，可推斷添加 2% (v/v)橘子果皮精油並不會造成菌絲

體大量死亡，只是抑制菌絲體成長，並改變代謝路徑，因此在 7~14 天合成大量

二次代謝產物(總多酚及三萜類)。隨著菌絲體適應環境，第 14 天後碳源消耗完

畢，又開始消耗胞內多醣，二次代謝產物累積速率減緩。但隨著菌絲體老化，二

次代謝產物又再一次迅速累積，於第 28 天達到最高，最後隨著菌體死亡，二次

代謝產物累積量逐漸下滑(總多酚及三萜類含量在第 28、35、42天分別為 23.52、

20.79、17.28 mg/g DW 及 102.80、73.28、86.15 mg/g DW)。 

由圖 3-3可明顯發現，不同時間添加橘子果皮精油，對樟芝菌絲體的影響是

不同的。在菌體濃度方面，第 7、14 天添加橘子果皮精油的結果與控制組第 28

天的差不多，而第 21天添加會造成菌體濃度下降。而胞內多醣方面，則以第 14

天添加橘子果皮精油的結果最佳。二次代謝產物(總多酚和三萜類)均以第 7天添

加橘子果皮精油的結果最佳。 
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實驗發現(如圖 3-4(A))，添加各種果皮精油皆能促進總多酚化合物生成。尤

其在第 7 天添加果皮精油後總多酚含量大幅上升，柚子精油於培養第 21 天時會

獲得最高總多酚含量，其餘精油皆於培養第 28 天時會得到最高總多酚含量。添

加柚子、檸檬、柳丁及橘子果皮精油後，最大總多酚含量可達 15.35、15.56、14.13

和 23.52 mg/g DW，分別為控制組(5.95 mg/g DW)的 2.58、2.62、2.37和 3.95 倍，

其中添加橘子果皮精油效果最佳。由圖 3-4(B)可知，添加橘子果皮精油所獲得總

多酚產量最高為 224.39 mg/L。其次為柚子果皮精油，產量為 152.30 mg/L。再者

為檸檬果皮精油，其總多酚產量為 157.16 mg/L。添加柳果皮丁精油總多酚產量

最低，為 128.57 mg/L。綜觀上述結果，以橘子果皮精油添加，促使總多酚化合

物生成效用最佳。 

由圖 3-5(A)發現，不同果皮精油對樟芝菌絲體合成三萜類的促進效果差別很

大。其中柚子及橘子果皮精油添加後可促進三萜類含量大幅提升，又以第 7天添

加培養 28天後，最大三萜類含量達到 52.38及 102.80 mg/g DW，分別為控制組

(10.48 mg/g DW)的 5.00 和 9.81倍。而柳丁果皮精油添加後，起初會抑制三萜類

化合物之生成，但隨著培養時間之增長，其三萜類含量亦會提高，最高值為 16.27 

mg/g DW。由此可知，柳丁果皮精油不能大幅刺激三萜類化合物之生成。由圖

3-5(A)可明顯看出檸檬果皮精油不會增進三萜類生成。而在三萜類產量部份，由

圖 3-5(B)發現仍然以橘子果皮精油添加效果最佳。 
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圖 3-2  第 7天添加 2% (v/v)橘子精油樟芝菌絲體生長曲線及生理活性產物 

 

培養基成份：Corn starch (4.78%)，YM broth (3.19%)，蒸餾水。 

培養條件：接菌量 10%，初始 pH值 5.54，培養溫度 25℃，轉速 100 rpm。 
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圖 3-3  不同時間添加 2% (v/v)橘子果皮精油對樟芝菌絲體代謝影響 (A)菌體濃

度；(B)胞內多醣含量；(C)總多酚含量；(D)三萜類含量 (皆取自培養第 28 天)。

* p＜0.05、** p＜0.01與控制組比 

 

培養基成份：Corn starch (4.78%)，YM broth (3.19%)，蒸餾水。 

培養條件：接菌量 10%，初始 pH值 5.54，培養溫度 25℃，轉速 100 rpm。 
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圖 3-4  各種果皮精油(2% (v/v)添加對樟芝菌絲體總多酚之比較(A)含量；(B)產

量 (添加柚子精油取自培養第 21 天，其於皆取自培養第 28 天)。** p＜0.01與

控制組比 

 

培養基成份：Corn starch (4.78%)，YM broth (3.19%)，蒸餾水。 

培養條件：接菌量 10%，初始 pH值 5.54，培養溫度 25℃，轉速 100 rpm。並於

樟芝菌絲體培養第七天時加入各種精油 2% (v/v)。 
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圖 3-5  各種果皮精油(2% (v/v))添加對樟芝菌絲體三萜類之比較(A)含量；(B)

產量 (皆取自菌絲體培養第 28 天)。* p＜0.05、** p＜0.01 與控制組比 

 

培養基成份：Corn starch (4.78%)，YM broth (3.19%)，蒸餾水。 

培養條件：接菌量 10%，初始 pH值 5.54，培養溫度 25℃，轉速 100 rpm。並於

樟芝菌絲體培養第七天時加入各種精油 2% (v/v)。 
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Control Pomelo Lemon Orange Tangerine

C
ru

d
e

 t
ri

te
rp

e
n

o
id

 p
ro

d
u

c
ti
o

n
 (

m
g

/L
)

0

200

400

600

800

1000

1200

C
ru

d
e

 t
ri

te
rp

e
n

o
id

 c
o

n
te

n
t 

(m
g

/g
 D

W
)

0

20

40

60

80

100

120

140

Citrus peel ethanol extract

*

**

**

*

**

**

(A) 

(B) 



 

58 

3-3-2不同濃度橘子果皮精油添加培養試驗 

由上述實驗結果得知，培養第七天添加橘子果皮精油後，第 28 天時樟芝菌

絲體三萜類、總多酚化合物的含量、產量均可達到最高值。因此在第七天添加不

同量的橘子果皮精油(1、2、3、4、5、8% (v/v))於發酵液中，研究其對二次代謝

產物(總多酚及三萜類)的影響，進而決定橘子果皮精油最佳添加濃度。 

由圖 3-6(A)發現，橘子果皮精油添加量 1~5% (v/v)時，均可大幅增加樟芝菌

絲體總多酚含量，均為控制組的 4倍左右。同時也可發現，添加量的增加，對總

多酚含量促進效果不大。當添加量增加到 8% (v/v)，總多酚含量反而降低。並且

由圖得知，若要得到最高的總多酚含量，添加量不宜過多，在此實驗中添加量達

5% (v/v)時，此時促進總多酚化合物之生成效用最佳，其含量為 23.42 mg/g DW。

就產量而言，如圖 3-6(B)所示，添加 4% (v/v)、5% (v/v)橘子精油，效果相當，

可促使總多酚產量達到最高，產量分別為 251.56 mg/L及 252.90 mg/L。 

添加不同量橘子果皮精油對樟芝菌絲體形成三萜類的影響如圖 3-7所示。當

橘子果皮精油添加量小於 4% (v/v)時，三萜類含量隨著添加量增加而逐漸增加，

並且在添加量為 4% (v/v)時，三萜類含量達到最高值(117.17 mg/g DW)。但若橘

子果皮精油添加量超過 4% (v/v)後，此時三萜類含量隨著添加量增加反而大幅下

降。產量方面(圖 3-7(B))，添加量為 4% (v/v)時，三萜類產量將高達 1417.77 mg/L。 

各種柑橘類果皮精油的成分複雜且不同，因此對樟芝菌絲體代謝影響也完全

不同。但由文獻(表 3-1)可發現，柑橘類果皮精油中均含有高檸檬烯成份，因此
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推斷單萜類檸檬烯為促進樟芝菌絲體合成三萜類的重要成份之一。而檸檬果皮精

油的檸檬烯較少，其他單萜類成分(蒎烯)較高，可能就是造成沒有促進三萜類生

成功效的原因。但其他微量成分的影響則尚無法得知。 

一般而言，當乙醇濃度低於 5 %時，不會對菌體產生嚴重傷害；但超過 5 %

時，便會抑制生長、降低水活性、新陳代謝終止等現象產生(Dantigny, et al., 

2005)。在不同濃度橘子果皮精油添加培養也有同樣的結果，以總多酚而言，添

加 5%內的橘子果皮精油(乙醇＜5 %)，對總多酚均有良好促進效果，但增加至 8%

時，促進效果大幅降低，原因為乙醇濃度過高所致。菌絲體合成三萜類也有類似

效應。關於乙醇對樟芝菌絲體生長代謝的影響，將在第四章作更進一步的探討。 

柑橘類果皮精油存有大量低分子量萜類化合物，主要為單萜類，也含有少量

的倍半萜、二萜類。當柑橘類果皮精油加入發酵液後，菌體將精油吸收入細胞內，

使得細胞內單萜類濃度大幅提高，抑制菌體 non-MVA路徑生成單萜類及其前體

(GPP)，於是粒線體內累積了過多的 IPP 及 DMAPP，接著過量的 IPP 及 DMAPP

將穿越粒線體膜，進入細胞質中與 MVA 路徑的 GPP 作用生成 FPP，然後兩個

FPP 又合成三萜類。 

因此柑橘類果皮精油適合擔任影響因子，抑制真菌 non-MVA路徑，降低單

萜類生成，促使真菌由 MVA路徑代謝，提升樟芝菌絲體中二次代謝物（三萜類）

之含量。至於不同單萜類影響是否相同？單萜類是否進入代謝路徑中？將於下一

步實驗中驗證。 
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圖 3-6  橘子果皮精油添加量對樟芝菌絲體總多酚影響 (A)含量；(B)產量。** p

＜0.01與控制組比 

 

培養基成份：Corn starch (4.78%)，YM broth (3.19%)，蒸餾水。 

培養條件：接菌量 10%，初始 pH值 5.54，培養溫度 25℃，轉速 100 rpm。並於

樟芝菌絲體培養第七天時加入不同量的橘子果皮精油。 

 

(A) 

(B) 
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圖 3-7  橘子果皮精油添加量對樟芝菌絲體三萜類影響 (A)含量；(B)產量。** p

＜0.01與控制組比 

 

培養基成份：Corn starch (4.78%)，YM broth (3.19%)，蒸餾水。 

培養條件：接菌量 10%，初始 pH值 5.54，培養溫度 25℃，轉速 100 rpm。並於

樟芝菌絲體培養第七天時加入不同量的橘子果皮精油。 

 

(A) 

(B) 
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3-3-3果皮萃取液添加培養發酵動力參數之比較 

樟芝液態培養動力學參數經計算整理成表 3-5、3-6。柑橘類果皮精油添加明

顯影響菌絲體生長與新陳代謝，從表 3-5了解，柑橘類果皮精油添加均會抑制菌

絲體胞內多醣累積，尤其以檸檬果皮精油最嚴重。由表 3-5 可發現，所有的柑橘

類果皮精油添加均會增進總多酚累積，其中以第 7天添加 2% (v/v)橘子果皮精油

能有效的將總多酚產量及產率由 56.7 mg/L、2.03 mg/L day (控制組)分別提升至

224.4 mg/L、8.01 mg/L day，均約增為四倍。而最佳總多酚產率為添加橘子果皮

精油 5% (v/v)的 9.03 mg/L day(如表 3-6)，為控制組產率的 4.5 倍。 

表 3-5的結果指出，除檸檬果皮精油外，其他果皮精油均有促進樟芝菌絲體

生成三萜類能力，其中柚子及橘子果皮精油可將三萜類產量從 99.9 mg/L(控制組)

分別提升至 512.2 mg/L及 1028.2 mg/L，約增加為 5.1及 10.3 倍。而橘子果皮精

油在不同濃度的添加，由表 3-6可發現，第 7天添加 4% (v/v)橘子果皮精油能有

效的將三萜類產率由 3.57 mg/L day (控制組)提升至 50.64 mg/L day，增加為 14.2

倍。這個結果明顯指出，適時添加適量的橘子果皮精油，可大幅提升樟芝菌絲體

二次代謝產物的生成。 

跟過去文獻相比(表3-2)，本實驗樟芝菌絲體最高三萜類含量117.17 mg/g 

DW，高於過去的文獻研究結果。而在三萜類產量部分，本實驗1417.8 mg/L也高

於過去的文獻研究結果。此表示添加橘子果皮精油，對樟芝深層培養產三萜類，

有非常佳的效果，具開發量產的潛力。 
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表 3-5  不同果皮精油添加之樟芝液態培養動力學參數 

Peel kind 

Intracellular 

polysaccharides (IPS) (P1) 
Total polyphenol (P2) Triterpenoid (P3) 

P1max 

(mg/L) 

QP1 

(mg/L day) 

YP1/s 

(g/g) 

t 

(day) 

P2max 

(mg/L) 

QP2 

(mg/L day) 

YP2/s 

(mg/g) 

t 

(day) 

P3max 

(mg/L) 

QP3 

(mg/L day) 

YP3/s 

(mg/g) 

t 

(day) 

Control 1926.9 137.64 40.31  14 56.7 2.03 1.19  28 99.9 3.57 2.09  28 

Pomelo 746.4 35.54 15.62  21(14) 152.3

4 

7.25 3.19  21(7) 512.2 18.29 10.72  28(7) 

Lemon 563.3 20.12 11.78  28(14) 157.2 5.61 3.29  28(7) 92.1 3.29 1.93  28(7) 

Orange 1369.2 65.20 28.64  21(14) 128.6

2 

4.59 2.69  28(7) 148.1 5.29 3.10  28(7) 

Tangerine 1188.3 42.44 24.86  28(14) 224.4

3 

8.01 4.69  28(7) 1028.2 36.72 21.51  28(7) 

( )：Add peel essential oils time 

 

 

表 3-6  不同濃度橘子果皮精油添加之樟芝液態培養動力學參數 

Concentration 

of tangerine 

peel extract 

Total polyphenol (P1)  Triterpenoid (P2) 

P1max 

(mg/L) 

QP1 

(mg/L day) 

Yp1/s 

(mg/g) 

t 

(day) 

P2max 

(mg/L) 

QP2 

(mg/L day) 

Yp2/s 

(mg/g) 

t 

(day) 

Control 56.7 2.03 1.19 28 99.9 3.57 2.09 28 

1% (v/v) 245.6 8.77 5.14 28(7) 841.3 30.05 17.60 28(7) 

2% (v/v) 224.4 8.01 4.69 28(7) 1028.2 36.72 21.51 28(7) 

3% (v/v) 237.9 8.50 4.98 28(7) 1162.8 41.53 24.33 28(7) 

4% (v/v) 251.6 8.99 5.26 28(7) 1417.8 50.64 29.66 28(7) 

5% (v/v) 252.9 9.03 5.29 28(7) 937.8 33.49 19.62 28(7) 

8% (v/v) 119.8 4.28 2.51 28(7) 454.8 16.24 9.51 28(7) 

( )：Add peel essential oils time 
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3-3-4樟芝菌絲體深層培養與野生樟芝子實體三萜類 HPLC 圖比較 

三萜類化合物為樟芝最重要成分之一，其醫療效用已被證實。實驗得知添加

橘子果皮精油 4% (v/v)，可大幅提高樟芝菌絲體三萜類含量十多倍，但並無法了

解主要增加的三萜類為何。因此藉由高效能液相層析儀分析，進一步探討增加的

三萜類種類。 

圖 3-8 (A)為野生樟芝子實體之 HPLC 圖譜，圖上標示為 Chang利用樟芝子

實體分離的 10種三萜類化合物(Chang et al., 2011)。由圖 3-8 (B)基礎培養控制組

與圖 3-8 (C)添加 4% (v/v)橘子果皮精油培養之 HPLC 圖譜，可明顯發現，加入橘

子果皮精油培養後，可促使三萜類種類大幅增加，對照標示成分，則由 5種提升

至 7種。 

而在三萜類含量部分，可發現第 24、32、37、42、53、68、71 以及 139 分

鐘，峰的面積明顯增加，其中又以 32 分鐘出現的面積增為 31倍為最大、其次為

42分鐘的 25倍及 37分鐘的 20倍(如表 3-7)，這三種三萜類含量均以大幅度倍數

增加。而這八支滯留時間的 HPLC 圖譜面積總合為控制組 10.8 倍，與利用

Tsujikura等人三萜類含量測定法的 11.2 倍差不多。因此再次驗證橘子果皮精油，

含有促進部分三萜類含量大幅提升的成分。 

添加橘子果皮精油 HPLC 圖譜中，出現了部分與子實體相同的峰。我們進一

步推測，柑橘類果皮具有促進生成樟芝子實體三萜類之功效，因此後續實驗將研

究“柑橘類果皮粉末添加在樟芝平板式固態培養”，並進行驗證。 
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圖 3-8  樟芝深層培養三萜類化合物 HPLC 圖譜 (A) 野生樟芝子實體；(B) 基礎

深層培養；(C) 添加 4% (v/v)橘子果皮精油深層培養 

141, Eburicoic acid  

140, Dehydroeburicoic acid 

Zhankuic acid B K 

87, Sulphurenic acid 

93, Zhankuic acid A 

62, Zhankuic acid C  

59, Antcin C 

84, Zhankuic acid B 

83, Zhankuic acid B, dehydrosulphurenic acid 

24, Antcin K 

35, 4,7-dimethoxy-5-methyl-1,3-benzodioxole 

141, Eburicoic acid  

140, Dehydroeburicoic acid 

Zhankuic acid B K 

83, Zhankuic acid B, dehydrosulphurenic acid 

59, Antcin C 

24, Antcin K 

35, 4,7-dimethoxy-5-methyl-1,3-benzodioxole 

141, Eburicoic acid  

140, Dehydroeburicoic acid 

Zhankuic acid B K 

59, Antcin C 

83, Zhankuic acid B, dehydrosulphurenic acid 
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表 3-7  樟芝深層培養三萜類主要滯留時間的 HPLC 圖譜面積比較 

滯留時間 

(min) 

基礎深層培

養面積 

添加 4% (v/v)橘

子果皮精油面積 

倍數 

 

備註 

24 42 388 9.2  

32 162 5021 31  

37 39 802 20.6  

42 47 1187 25.3  

53 23 328 14.3  

68 28 112 4.0  

71 33 148 4.5  

139 472 1116 2.4  

 846 9102 10.8 總和 

 

3-4結論 

由上得知，若要同時獲得高總多酚、三萜類化合物產量，其最適添加量為

4% (v/v)橘子果皮精油。當橘子果皮精油添加量過高時，反而會抑制菌絲體生長

和生理活性成分生成，原因在於為過高添加量時，也代表著過高乙醇及過高果皮

精油濃度，對真菌有強烈抑制、甚至殺滅的效果，使其菌絲體濃度下降並且延緩

生成總多酚類、三萜類化合物，導致含量以及產量較低。 

柑橘類果皮精油對樟芝菌絲體生長及胞內多醣均有抑制效果；但對總多酚

合成均有良好的促進功效。在三萜類合成方面，柚子及橘子果皮精油能大幅促進

樟芝菌絲體三萜類含量。無論樟芝菌絲體總多酚或三萜類的含量、產量及產率，

均以添加橘子果皮精油效果最佳。 
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第四章 單萜類添加之樟芝深層培養 

橘子果皮精油添加對樟芝二次代謝產物確實有大幅提升功效，因此希望更進

一步了解其主要有效成分，但是橘子果皮精油成分複雜，各項物質達 200 多種，

主要成份為單萜類。 

基於實驗成果及文獻，本實驗選用三種單萜類並結合有無酒精添加，透過兩

階段培養的方式進行樟芝菌絲體培養，進而了解單萜類與二次代謝產物之關係。 

 

4-1前言 

高濃度乙醇或單萜類精油代表著一種極端的環境，類似於極端酸鹼值(過高

或過低的 pH值)或極端溫度，對微生物生存、成長有著極大的影響。所以許多微

生物為了在不利的極端環境中生存下去，必須表現出一種不同於平時的特殊細胞

機制(cellular mechanism)以回應在各種各樣的環境因素上的變化。 

微生物若要生存在這有害變動中，必須以一個有效的細胞質膜來維護菌體內

部的正常運作(Ingram, 1986)。這種利用細胞機構改變來適應各種環境因子的變

化，在特殊環境下扮演著重要的角色，例如利用更改脂肪酸和脂質的組成，改變

細胞膜構造，來保持細胞內部功能正常運作(Miquel, et al., 1993)。 

 

4-1-1乙醇效應 

乙醇是一種造成微生物成長減緩的抑制劑，當乙醇濃度在 5 - 12% (v/v)範圍
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時，便可明顯觀察到微生物成長被抑制(Dantigny, et al., 2005; Ibeas and Jimenez, 

1997)。Hallsworth 指出，乙醇在細胞上有非專一性的物理化學效應，如降低水活

性、造成新陳代謝終止、甚至發生細胞自體溶解。過去在化合物降低水活性的實

驗中，因為乙醇的低分子量(46 Dalton)，使得在相同重量時，乙醇降低水活性能

力是僅次於食鹽，遠高於蔗糖、山梨醣醇、葡萄糖、甘油等添加物，因此甚至當

乙醇濃度低於 5 %時，因為合併培養基中其他化合物的效應，也會對菌體生長及

新陳代謝造成影響 (Hallworth, 1998)。 

乙醇毒性的主要目標是細胞膜，如同許多其它有機溶劑一般，他們抑制細胞

生長是因為他們優先分隔細胞膜，擾亂非特異滲透性細胞障礙的完整性。因此釀

酒酵母菌特別能由不同的機制適應酒精毒性，其重點就是修改的細胞膜脂質。乙

醇另一個重大影響在與水形成氫鍵，影響鍵結水分子，並且取代水分子網路上的

氫鍵，從而降低脂雙層(bilayers)轉變溫度，使得細胞膜的流動性增加，有時導致

新陳代謝活性停止，可能造成細胞自體溶解發生。由上述可知乙醇會造成低水活

性的水壓力、妨礙含水化合物內部或之間的氫鍵形成，最後干擾酵素和細胞膜的

結構及功能(Heipiepera, et al., 2000)。 

Da Silva等人利用乙醇添加改變真菌(Mucor fragilis)的生理和形態，並誘導

菌體提高合成 γ-linolenic acid 的含量，在研究中發現 5％和 2％乙醇脈衝式加入，

可誘使菌絲形態改變，並產生節孢子(arthrospore)；若降低濃度為 1％乙醇脈衝式

加入，並不會立即改變生長，但會誘使菌絲形態改變，導致菌絲球中心自溶，但
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可使 γ-linolenic acid 產量增加至 11％ (Da Silva, et al., 2003)。另外 Laoteng等人，

針對在含乙醇環境下，真菌菌絲體生長及合成脂肪酸(fatty acid)的反應，也有類

似的反應，添加 5％乙醇會抑制菌體生長；添加 1 ~ 3％乙醇時，真菌菌絲體的濃

度與 UFA/STA 比值(未飽和/飽和脂肪酸)，與添加 5％乙醇時相比，則沒有太大

改變(Laoteng, et al., 2008)。由上可知，低濃度乙醇添加可以小幅度的改變真菌生

理與形態，只要運用得宜將可合成我們所需之產物。 

 

4-1-2柑橘類果皮單萜類簡介 

精油廣泛用於化妝品、藥物和食品。其組成複雜，超過 200 種自然植物成分，

主要包含萜類和其氧化物、顏料、蠟、樹脂和黃酮類化合物的複雜混合物。萜類

化合物佔果皮精油重量 80~98 %，為不飽和化合物，容易分解，避免接觸熱、光

和氧氣(Diaz, et al., 2005)。 

柑橘類果皮精油組成物多以烯類、醇類、醛類等有機物質為主，經比對後發

現大多數的精油中皆含有萜類及其含氧衍生物，所謂的萜類物質是指以異戊二烯

單體組合而成之化合物，根據組成碳數多寡又可分成：(1) 單萜類：結構含碳數

為10，例如α-pinene，β-pinene，camphene，sabinene， thujene，d-limonene，

terpinolene，α-terpinene，γ-terpinene，myrcene等。其中較常見柑橘類果皮精油單

萜類的結構式如圖4-1所示(Smith, et al., 2001)。(2) 倍半萜類：結構含碳數為15，

例如α-cedrene，α-copaene，logifolene，α-humulene等。 
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d-limonene          -terpinene       α- pinene     β- pinene 

           

 β-myrcene           sabinene      α-thujene        terpinolene 

圖 4-1  柑橘類果皮精油中常見單萜類的結構式(Smith, et al., 2001) 

 

天然檸檬烯資源豐富，300多種植物中都含有它。其沸點為177℃，密度

0.860；橙紅、橙黃色或無色澄清液體，具有特異香氣；溶於乙醇和大多數非

揮發性油；微溶於甘油，不溶於水和丙二醇。在柑橘類果皮精油中含量較高，

價格便宜，近幾十年來，以檸檬烯為原料的新產品研究開發一直受到關注，文獻

報導了微生物能夠對檸檬烯進行生物轉化，得到產品在化妝品、食品、醫藥、有

機合成等領域有重要應用價值(Van Der Werf, et al., 1999)。 

γ-松油烯為廣泛分佈的次要成分的精油，存在於胡荽油、檸檬油、百里香油

等精油中，不溶於水，溶於乙醇、乙醚等有機溶劑中。其沸點為183℃，密度0.849；

無色至微黃色液體，具檸檬、柑橘和松木氣息。γ-松油烯具有清除DPPH自由基

及抑制低密度脂蛋白氧化的生理功能(Nhu-Trang, et al., 2006)。 

β-蒎烯是雙環單萜類化合物，松脂的重要組成部分，也存在許多其他針葉樹

的樹脂，以及非針葉植物。沸点 165℃，密度 0.865；無色至淡黃色液體；不溶

http://www.chemyq.com/xz/xz5/47765sjxkb.htm
http://www.chemyq.com/xz/xz5/42160edxlx.htm
http://www.chemyq.com/xz/xz5/42160edxlx.htm
http://www.chemyq.com/xz/xz1/2693kdqmy.htm
http://www.chemyq.com/xz/xz1/2695qnoiq.htm


 

71 

于水，溶於乙醇，幾乎不溶於丙二醇、甘油。β-蒎烯的主要工業用途為熱裂解

成月桂烯，作為合成開鏈萜的原料。以 β-蒎烯為原料，已生產出多種香料和

維生素 A、維生素 E 等(Lu, et al., 2002)。 

檸檬烯微生物轉化，是由 1966年印度科學家發表細菌(Pseudomonad)對檸檬

烯轉化開始。20 世紀 90年代後期，許多學者研究微生物轉化檸檬烯途徑，至 2010

年底，被研究過對檸檬烯轉化的菌株中，以真菌(23株)和細菌(20株)為主，酵母

菌僅 2株，微藻和藍細菌各一株(李厚金、藍文健，2011)。圖 4-2是目前瞭解的

檸檬烯微生物轉化途徑，主要有五種，其他研究仍在進行當中(Van Der Werf, et al., 

1999)。 

Caccioni研究各種果皮精油抗菌效果，分析柑橘類果皮精油成份如表4-1。柳

丁(A1~A6及AM)果皮精油成份，除檸檬烯含量佔90%以上及月桂烯2%左右外，

其餘含量均很少。橘子(M1)果皮精油成分中，大部分為檸檬烯，約佔73%，其次

為γ-松油烯(γ-terpinene)，約為17%，剩下的成分均不高，α-蒎烯、β-蒎烯及月桂

烯大約各佔1%多。葡萄柚(P1~P2)果皮精油成份，除檸檬烯含量佔93%以上及月

桂烯2%左右外，其餘含量均很少。檸檬(L1~L3)果皮精油中檸檬烯含量較低

(60~70%)，但相對的β-蒎烯及γ-松油烯成分較高(各約10%左右)。枳橙(CZ及CY)

果皮精油中檸檬烯含量較低(65~72%)，月桂烯大約佔7%，其餘含量均在3%以下

(Caccioni, et al., 1998)。 

橘子果皮精油添加對二次代謝產物有最佳促進效果，且Caccioni研究知其精

http://baike.soso.com/ShowTitle.e?sp=S%E4%B9%99%E9%86%87
http://baike.soso.com/ShowTitle.e?sp=S%E4%B8%99%E4%BA%8C%E9%86%87
http://baike.soso.com/ShowTitle.e?sp=S%E7%94%98%E6%B2%B9
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油成分中檸檬烯為主要成份，γ-松油烯為第二多。另外在柑橘類果皮精油添加實

驗中，只有檸檬果皮精油沒有促進三萜類生成功效，而其成分最多者仍為檸檬

烯，第二多成分為β-蒎烯。 

乙醇為果皮精油中的溶劑，由前述得知，低濃度乙醇為促使菌體代謝途徑改

變的重要因子。因此本實驗選擇檸檬烯、γ-松油烯及β-蒎烯並結合有無酒精添加，

進一步探討各種單萜類對二次代謝產物(總多酚和三萜類)的合成影響。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 4-2  微生物轉化檸檬烯途徑 (Van Der Werf, et al., 1999)。 
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表 4-1  常見幾種柑橘皮精油之含量及主要成分(Caccioni, et al., 1998)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

74 

4-2實驗材料與方法 

本實驗所採用的樟芝菌株及基礎培養與 2-2節相同。 

 

4-2-1實驗藥品 

本實驗新增使用藥品如表 4-2，其餘所採用的藥品與 2-2-1節相同。 

表 4-2  新增實驗藥品清單 

藥品名稱 廠牌 

limonene TCI 

β-pinene TCI 

γ-terpinene TCI 

N2 昞輝 

H2 昞輝 

Air 昞輝 

 

4-2-2實驗儀器與設備 

本實驗新增儀器與設備如表 4-3，其餘所採用的儀器及設備與 2-2-2 節相同。 

 

表 4-3  新增實驗儀器清單 

儀器設備 型號 廠牌 
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氣相層析儀 Focus GC Thermo 

氣相層析管柱 BP20 SEG 

 

4-2-3實驗方法 

新增實驗方法如下所述，基礎培養與 2-2-3節相同。 

 

4-2-3-1不同時間添加乙醇液態培養 

本實驗目的為探討乙醇添加對樟芝代謝有效成分之影響。將培養 10 天後的

種菌，經滅菌均質機攪碎菌絲球，並以 10％的接菌量加至 10 個內含 100 ml 液態

培養基的 250 ml 三角瓶中，然後放入 25℃迴轉式恆溫培養箱，以轉速 100 rpm

培養。第 7 天取樣 1 瓶，並各添加 2% (v/v)乙醇於 3 瓶液態培養基中；第 14 天

取樣 2瓶(含無添加及第 7天添加乙醇各 1瓶)，並添加 2% (v/v)乙醇於 2瓶無添

加之液態培養基中；第 21天取樣 3瓶(含無添加及第 7、14 天添加乙醇各 1 瓶)，

並添加 2% (v/v)乙醇於 1瓶無添加液態培養基中；第 28天取樣 4瓶(含無添加及

第 7、14、21 天添加乙醇各 1 瓶)。取樣後菌絲體經冷凍乾燥測量菌體乾重，待

磨粉後進行三萜類含量、總多酚含量、胞內多醣含量等測試。重複實驗三次。 

 

4-2-3-2檸檬烯乙醇溶液與水溶液添加深層培養 

本實驗目的為探討檸檬烯乙醇溶液與水溶液添加對樟芝代謝有效成分之影
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響。將培養 10天後的種菌，經滅菌均質機攪碎菌絲球，並以 10％的接菌量加至

2個內含 100 ml 液態培養基的 250 ml 三角瓶中，然後放入 25℃迴轉式恆溫培養

箱，以轉速 100 rpm 培養。第 7天添加 2.0% (v/v)檸檬烯乙醇溶液(1：1體積比)

於 1瓶液態培養基中，另 1瓶添加 2.0% (v/v)檸檬烯水溶液(1：1體積比)，第 28

天取樣。取樣後菌絲體經冷凍乾燥測量菌體乾重，待磨粉後進行三萜類含量、總

多酚含量、胞內多醣含量等測試。重複實驗三次。 

 

4-2-3-3不同單萜類添加深層培養 

本實驗目的為探討不同單萜類乙醇溶液添加對樟芝代謝有效成分之影響。將

培養 10天後的種菌，經滅菌均質機攪碎菌絲球，並以 10％的接菌量加至 1個內

含 100 ml 液態培養基的 250 ml 三角瓶中，然後放入 25℃迴轉式恆溫培養箱，以

轉速 100 rpm培養。第 7天添加 2.0% (v/v)檸檬烯乙醇溶液(1：1體積比)於液態

培養基中，第 28 天取樣。添加檸檬烯乙醇溶液後及取樣後之發酵液進行 GC 分

析；取樣後菌絲體經冷凍乾燥測量菌體乾重，待磨粉後進行三萜類含量、總多酚

含量、胞內多醣含量等測試。重複實驗三次。 

更改單萜類添加為-松油烯、β-蒎烯。重複上述實驗。 

 

4-2-3-4發酵液中檸檬烯濃度變化 

本實驗目的為探討檸檬烯濃度在發酵液中變化。將培養 10 天後的種菌，經
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滅菌均質機攪碎菌絲球，並以 10％的接菌量加至 3個內含 100 ml液態培養基的

250 ml 三角瓶中，然後放入 25℃迴轉式恆溫培養箱，以轉速 100 rpm 培養。第 7

天分別添加 2.0% (v/v)檸檬烯乙醇溶液(1：1體積比)於液態培養基中，第 14、21、

28 天取樣。添加後及取樣後發酵液進行 GC 分析；取樣後菌絲體經冷凍乾燥測

量菌體乾重，待磨粉後進行三萜類含量、總多酚含量、胞內多醣含量等測試。重

複實驗三次。 

 

4-2-4分析方法 

本實驗新增分析方法為GC分析單萜類含量，其餘所採用的分析方法與 2-2-4

節相同。 

吸取試樣 1ml 並以 8000 rpm轉速離心 5分鐘，取上清液依一定的比例，以

99.5％的酒精稀釋。將稀釋好的試樣以 0.2 μm 濾膜過濾後，利用氣相層析儀

（Thermo model Focus GC series）分析。毛細管柱為 SEG BP20（25 m×0.22 

mm×0.25 μm），起始溫度 50℃，維持 10 min 後以 1.5℃/min之速率升溫至 200℃，

維持 10 min；注射孔（injector）溫度 250℃；偵測器為火焰離子偵測器（FID 

detector）溫度 250℃；運送氣體（carrier gas）為氮氣（nitrogen），流量 25 ml/mim；

注射上清液體積為 1μl (Chyau et al., 1996)。 

利用檸檬烯標準品，測量波峰面積和檸檬烯濃度作圖，獲得檸檬烯檢量線如

附錄六。 
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4-3實驗結果與討論 

同樣的乙醇與單萜類均有抑菌效果，不適宜開始培養時添加。也嘗試第 0天

添加酒精與菌絲體同時培養，但發現菌體受乙醇強烈抑制無法生長。又因橘子果

皮精油添加實驗，在第 7天添加有最佳的效果，所以選擇第 7天添加各種單萜類

乙醇溶液進行實驗。 

 

4-3-1檸檬烯乙醇溶液與水溶液添加深層培養 

不同時間添加 2% (v/v)乙醇的影響實驗中，發現愈早添加乙醇對菌體抑制越

強。由圖 4-3(A)可知，一旦加入乙醇，菌體濃度均會開始下降，因此乙醇添加確

實會抑制樟芝生長。但相較於柑橘果皮精油添加，乙醇抑制效果卻較弱，表示果

皮精油中尚有其他成分同時在抑制樟芝菌體生長，此成分推測為精油的主要成分

單萜類。胞內多醣與菌體是生長連動的，因此添加乙醇同時造成胞內多醣大幅下

降(圖 4-3(B))。第七天添加乙醇，會抑制樟芝菌絲體生成三萜類。但晚期添加乙

醇，確實具有提升二次代謝產物(總多酚和三萜類)的功效(圖 4-3(C)、(D))。 

柑橘類果皮精油中最主要成分檸檬烯，因為柑橘類果皮不同，檸檬烯約佔總

成分的 60%~95%(Caccioni, et al., 1998)，因此首先選擇檸檬烯進行第七天添加實

驗。由圖 4-4可明顯發現添加 2% (v/v)檸檬烯水溶液，對總多酚合成幾乎沒有影

響，但添加檸檬烯乙醇溶液 2% (v/v)時，總多酚含量在第 28 天時可提升至 10.30 

mg/g DW 為控制組的 1.73 倍。而在三萜類部份，可由圖 4-5 發現添加 2% (v/v)
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檸檬烯水溶液，對三萜類合成也是幾乎沒有影響。但是添加檸檬烯乙醇溶液 2% 

(v/v)時，三萜類含量卻大幅提升至 33.93 mg/g DW 為控制組的 3.24倍，產量也

有 240.05 mg/L DW 為控制組的 2.40倍。 

綜合上述結果，可了解檸檬烯和乙醇各自會抑制菌體生長，而且第 7天添加

乙醇會抑制樟芝菌絲體合成三萜類生成。但是若當檸檬烯及乙醇同時作用於樟芝

菌絲體時，卻有促進三萜類生成效果。 

基本上，過量檸檬烯對樟芝菌絲體而言是有害的，因此菌體避免讓大量檸檬

烯進入細胞膜內。所以單純添加檸檬烯時，大量檸檬烯仍留在發酵液中，並未進

入細胞內，對代謝路徑沒有太大影響，自然沒有促進三萜類生成效果。 

而在添加檸檬烯乙醇溶液時，乙醇改變菌絲體細胞膜結構，擾亂細胞滲透性

障礙的完整性，因此檸檬烯能大量迅速進入細胞膜內，再進一步穿透質體膜進入

質體(粒線體)。所以粒線體內的檸檬烯濃度大幅提高，開始抑制菌體的 MCC 路

徑，減少單萜類及其前體 (GPP)生成，然後粒線體內將累積過多的 IPP 及

DMAPP，過量的 IPP 及 DMAPP 將穿越粒線體膜，進入細胞質中與 MVA路徑的

GPP 作用生成 FPP，然後兩個 FPP 又合成三萜類。 

檸檬烯乙醇溶液添加，改變了樟芝菌絲體的萜類代謝路徑，進而提高菌體三

萜類含量，故可證實檸檬烯為柑橘類果皮精油促進樟芝菌絲體生成三萜類的重要

成分之ㄧ。 
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圖 4-3  不同時間添加乙醇對樟芝菌絲體代謝影響 (A)菌體濃度；(B)胞內多醣含

量；(C)總多酚含量；(D)三萜類含量 (皆取自培養第 28 天) 

 

培養基成份：Corn starch (4.78%)，YM broth (3.19%)，蒸餾水。 

培養條件：接菌量 10%，初始 pH值 5.54，培養溫度 25℃，轉速 100 rpm。不同時間

添加 2% (v/v)乙醇。 
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圖 4-4  檸檬烯溶液添加對樟芝菌絲體合成總多酚影響 (A)含量；(B)產量(皆取

自培養第 28 天)。*p＜0.05與控制組比 

 

培養基成份：Corn starch (4.78%)，YM broth (3.19%)，蒸餾水。 

培養條件：接菌量 10%，初始 pH值 5.54，培養溫度 25℃，轉速 100 rpm。並於樟芝

菌絲體培養第七天時加入檸檬烯、蒸餾水各 1% (v/v)或檸檬烯、乙醇各 1% (v/v)。 
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圖 4-5  檸檬烯溶液添加對樟芝菌絲體合成三萜類影響 (A)含量；(B)產量 (皆取

自培養第 28 天)。* p＜0.05、** p＜0.01與控制組比 

 

培養基成份：Corn starch (4.78%)，YM broth (3.19%)，蒸餾水。 

培養條件：接菌量 10%，初始 pH值 5.54，培養溫度 25℃，轉速 100 rpm。並於樟芝

菌絲體培養第七天時加入檸檬烯、蒸餾水各 1% (v/v)或檸檬烯、乙醇各 1% (v/v)。 
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4-3-2不同單萜類添加液態培養 

在第 7 天添加單萜類(檸檬烯、γ-松油烯及 β-蒎烯)乙醇溶液 2% (v/v)實驗，

由圖 4-6可發現，在檸檬烯乙醇溶液添加部分，菌體生長受到抑制，菌重僅 7.09 

g/L，為控制組的 74%。但反觀添加 γ-松油烯及 β-蒎烯乙醇溶液，對菌體生長毫

無影響，與控制組菌重幾乎相同。 

由圖 4-7明顯發現，三種單萜類乙醇溶液添加對樟芝二次代謝產物影響完全

不同，檸檬烯乙醇溶液添加後，具有大幅提升樟芝菌體總多酚含量的能力(為控

制組的 1.73 倍)。γ-松油烯乙醇溶液和 β-蒎烯乙醇溶液添加後，對總多酚合成幾

乎無影響。 

在三萜類部分(圖 4-8)，單萜類乙醇溶液添加結果與總多酚相似，檸檬烯乙

醇溶液添加，可大幅提升樟芝三萜類含量(為控制組的 3.24 倍)。γ-松油烯乙醇溶

液添加後，對樟芝三萜類含量沒有影響。而 β-蒎烯乙醇溶液添加則抑制三萜類的

生成。 

由上述結果可知，並非任一種單萜類都具有提升二次代謝產物的能力，應該

是與單萜類結構有關，檸檬烯和 γ-松油烯均為單環單萜類化合物，而 β-蒎烯是雙

環單萜類化合物。β-蒎烯與單萜類前體 GPP 的結構差異大，因此較不能抑制前

體 GPP 生成，然後前體 GPP 又轉成其他單萜類，粒線體中並無累積 IPP 和

DMAPP，所以對三萜類生成沒有促進效果。檸檬烯和 γ-松油烯只有雙鍵位置不

同，檸檬烯的雙鍵一個在環上，另一在環外。γ-松油烯兩個雙鍵均在環上。因此
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推測檸檬烯和γ-松油烯增進三萜類效果的差異，應該是雙鍵的位置不同所致，

但是確實代謝反應機構目前尚不清楚。 

由文獻中發現，檸檬果皮精油中檸檬烯含量較其它柑橘類果皮精油低

(50~70%)，但相對的 β-蒎烯成分較高(10%左右) (Ahmad, et al., 1998; Caccioni, et 

al., 1998) 。因此可了解，過去實驗發現柑橘類果皮精油幾乎都有提升三萜類生

成的效果，唯獨檸檬果皮精油沒有增進三萜類生成，其原因就是檸檬烯含量較

低，而 β-蒎烯含量又過高的關係。 

添加單萜類乙醇溶液後之發酵液，利用 GC 監測檸檬烯、γ-松油烯及 β-蒎烯

的濃度。第七天分別添加各種單萜類乙醇溶液後取樣，使用 GC 分析，發現添加

檸檬烯、γ-松油烯及 β-蒎烯乙醇溶液，個別 GC 圖譜分別在 7.617 分、10.447 分

及 4.303分中出現大峰(peak)，經比對標準品 GC 圖譜，分別為檸檬烯、γ-松油烯

及 β-蒎烯(如圖 4-9(A)、(B)及(C))。而在培養第 28天取樣，在 GC 圖譜上則無大

峰出現，此代表無論是檸檬烯、γ-松油烯及 β-蒎烯均已被樟芝菌絲體吸收代謝(如

圖 4-9(D)、(E)及(F))。 

雖然檸檬烯乙醇溶液添加，三萜類含量大幅提升為 3.3 倍，但與橘子果皮精

油添加，三萜類含量大幅提升為 10 倍的效果相比，仍有不足，且菌重更低。因

此推測橘子果皮精油中尚有其他微量成分能提升三萜類生成，而且是各成分間特

殊比例關係的相互作用，才促使樟芝菌絲體三萜類含量大幅提升。 
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圖 4-6  不同單萜類乙醇溶液添加對樟芝菌體濃度(皆取自培養第 28 天)。** p＜

0.01與控制組比 

 

培養基成份：Corn starch (4.78%)，YM broth (3.19%)，蒸餾水。 

培養條件：接菌量 10%，初始 pH值 5.54，培養溫度 25℃，轉速 100 rpm。並於樟芝

菌絲體培養第七天時加入單萜類、乙醇各 1% (v/v)。 
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圖 4-7  不同單萜類乙醇溶液添加對樟芝合成總多酚之影響 (A)含量；(B)產量

(皆取自培養第 28 天)。* p＜0.05與控制組比 

 

培養基成份：Corn starch (4.78%)，YM broth (3.19%)，蒸餾水。 

培養條件：接菌量 10%，初始 pH值 5.54，培養溫度 25℃，轉速 100 rpm。並於樟芝

菌絲體培養第七天時加入單萜類、乙醇各 1% (v/v)。 
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圖 4-8  不同單萜類乙醇溶液添加對樟芝合成三萜類之影響 (A)含量；(B)產量

(皆取自培養第 28 天)。* p＜0.05、** p＜0.01與控制組比 

 

培養基成份：Corn starch (4.78%)，YM broth (3.19%)，蒸餾水。 

培養條件：接菌量 10%，初始 pH值 5.54，培養溫度 25℃，轉速 100 rpm。並於樟芝

菌絲體培養第七天時加入單萜類、乙醇各 1% (v/v)。 
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圖 4-9  第 7天添加單萜類乙醇溶液後發酵液之 GC 圖譜 (A)檸檬烯；(B) γ-松油

烯；(C)β-蒎烯(添加後馬上取樣)。(D)檸檬烯；(E) γ-松油烯；(F)β-蒎烯(取自培養

第 28天)。 

(B) 

  

(A) 

  

limonene -terpinene 

disappear 

(E) 

  

disappear 

(F) 

  

(C) 

  

β-pinene 

(D) 

  

disappear 



 

89 

4-3-3發酵液中檸檬烯濃度變化 

經過 7 天培養後，將檸檬烯乙醇溶液 2% (v/v)加入 100 ml 樟芝液態發酵液

中，其菌絲體生長曲線及生理活性物質代謝變化如圖 4-10。發現檸檬烯乙醇溶液

對菌體的抑制與橘子果皮精油相似，第 7天添加後，菌體濃度持平 7天，然後再

下降。但在胞內多醣部分則不同，添加檸檬烯乙醇溶液後，胞內多醣濃度迅速下

降，並無持平的現象發生，原因為橘子果皮精油的其他微量成分，會影響樟芝菌

絲體的代謝，使得胞內多醣濃度持平 7 天。菌絲體二次代謝產物(總多酚及三萜

類)含量的提升，也與橘子果皮精油相似，只是提升倍率較小。 

另外檸檬烯濃度部分，第 7天添加後，發酵液中的檸檬烯濃度急速下降，很

快的在發酵液中只剩下極低的濃度。代表著檸檬烯可能迅速穿過細胞膜，進入細

胞內，並且進入樟芝菌絲體的新陳代謝中，經轉化形成其他產物，惟有如此才能

不斷降低細胞內檸檬烯濃度，讓發酵液中檸檬烯持續擴散進入細胞內，發酵液中

檸檬烯濃度才會極低。故推斷檸檬烯確實具有改變代謝路徑的效果。 

萜類生成的影響因子可能為防禦活化劑(defense activator)、誘導劑(elicitor)

和前驅物(precursor)。近 40000 種萜類化合物現在已被確認，可提供植物和微生

物防禦敵人的攻擊、吸引昆蟲傳受花粉及訊息。一般而言，當植物受到攻擊時，

產生大量萜類做為化學武器，攻擊敵人，當不利狀況解除時，新陳代謝再恢復成

正常。但就本研究而言，單萜類(檸檬烯)添加後 7天，發酵液中就幾乎沒有檸檬

烯的存在，但三萜類含量仍然持續攀升，所以影響因子不為防禦活化劑。 
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本實驗添加檸檬烯乙醇溶液後，大量檸檬烯可能迅速進入細胞中，在 7~14

天階段，細胞質體內的檸檬烯抑制單萜類生成，改變代謝路徑，扮演著誘導劑的

功能。隨著時間檸檬烯轉化成其他產品，檸檬烯含量降至很低，但三萜類含量仍

然持續上升，因此在培養後期，檸檬烯應該不只是擔任誘導劑的角色。 

前驅物進入新陳代謝系統轉化成前體，再反應生成產物，因此前驅物含量會

持續降低。第 14 天後發酵液中幾乎沒有檸檬烯存在，可能已被轉換成其他產物，

推測部分檸檬烯經酵素作用轉換成單萜類前體 GPP 或與 IPP 作用生成 FPP，然

後穿出質體膜，再由 MVP 路徑合成三萜類，所以才能在培養後期，沒有檸檬烯

作用下持續增加三萜類的含量。不過此檸檬烯代謝路徑尚無文獻證實，確實反應

機構尚不清楚。 

 

4-4結論 

乙醇改變細胞膜結構，檸檬烯才能大量進入細胞內，進一步穿過質體膜進入

質體，抑制質體的MCC 路徑，改變樟芝菌絲體的萜類代謝路徑，進而提高菌體

三萜類含量，此證實檸檬烯為柑橘類果皮精油促進樟芝菌絲體生成三萜類的重要

成分之ㄧ。 

每種單萜類對樟芝菌絲體代謝影響不同，應該是與單萜類結構有關，檸檬烯

乙醇溶液對樟芝菌絲體二次代謝產物(總多酚、三萜類)有促進功效。檸檬果皮精

油中 β-蒎烯成分較高，而 β-蒎烯會抑制三萜類生成，造成檸檬果皮精油沒有增
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進三萜類生成的功效。 

第 7天添加檸檬烯乙醇溶液後，檸檬烯可能進入細胞中，穿透質體膜，在質

體內抑制單萜類生成，改變代謝路徑，扮演著誘導劑的功能。第 14 天後推測部

分檸檬烯可能進入新陳代謝系統轉化成單萜類的前體，然後穿出質體膜，在細胞

質中經MVP 路徑合成三萜類，扮演著前驅物的角色。 
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圖 4-10 檸檬烯乙醇溶液添加之樟芝生長曲線、生理活性產物及檸檬烯含量 

 

培養基成份：Corn starch (4.78%)，YM broth (3.19%)，蒸餾水。 

培養條件：接菌量 10%，初始 pH值 5.54，培養溫度 25℃，轉速 100 rpm。並於樟芝

菌絲體培養第七天時加入檸檬烯、乙醇各 1% (v/v)。 
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第五章 柑橘類果皮粉末添加之樟芝平板式固態培養 

利用天然培養基蕎麥及柑橘類果皮粉末，加入蒸餾水揉成麵糰，平鋪在玻

璃培養皿中，於25℃環境下進行樟芝平板式固態培養，觀察樟芝菌絲體生長情形

及生理活性物質代謝，研究柑橘類果皮對樟芝二次代謝產物的影響。 

 

5-1前言 

菇類傳統栽培是採用固態培養，常見的方式為段木栽培、太空包栽培及機械

自動化控溫栽培等。而菇類育種主要在研發符合市場需求之高產量、高品質菌

株，傳統育種方法有自然篩選及誘導突變，此外還有交配反應(mating reaction)、

菌絲融合(anastomosis)、原生質體融合(protoplast fusion)及分子遺傳技術的基因重

組(gene cloning)等。但由於固態培養從接種到子實體收成需長達數月的時間成

本，而且鮮菇採收的保存、運輸及加工等投資，都有其技術的限制(王伯徹，2005)。 

 

5-1-1固態培養之優缺點 

固態培養是指在水分含量極低的環境下，利用固態營養基質供微生物生長。

微生物會以自然攀附或穿透固態基質等方式生長，形成一特殊生長型態，此種生

長型態對於某些微生物之二次代謝產物生產是極為重要（Viniegra-Gonzalez et al., 

2003）。 

固態培養是傳統而自然的栽培方式，雖然受到很多技術的限制及時間成本較
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高，但固態發酵仍然有不少優點：(1) 固態發酵的填充容積比液態深層發酵高，

因為固態發酵水含量低，節省操作空間和降低成本。(2) 因為細菌的生長受到低

水活性的限制，固態發酵較不易受到細菌污染。(3) 如果產物需要從固態發酵中

萃取，只需要較少的溶劑與較低的回收成本。(4) 微生物利用空氣中的氧氣，降

低了通氣的能量成本。(5) 可針對各種產物特性，發展成各種不同的固態發酵結

構體。另外，發酵殘餘物的處理非常簡單。因為發酵殘餘物的水含量很低，可乾

燥後做為動物飼料或肥料(Shuler and Kargi, 2002)。 

但液態培養過程為固定組成之勻相系統，可有效控制pH值、溫度、溶氧及

攪拌等條件。而固態培養過程卻包含固、液及氣三相的非勻相系統，其複雜的質

傳與熱傳，使得整體發酵過程的量測與監控較為困難。整體固態發酵過程有下列

缺點：(1) 固體基質床的攪拌非常困難，造成基質床異質性的生理、物理、化學

環境不均勻，因此細胞、養分、溫度、水含量分佈不規則，這個複雜性使得發酵

過程控制非常困難。(2) 微生物新陳代謝與生長會產生熱，而固態基質床的熱傳

導係數非常低，使得溫度控制非常困難。通常僅能靠強制通氣作為培養溫度控制

的方法。(3) 快速測量菌體生長與其它發酵參數非常困難，尚無有用的感測器可

供直接測量。(4) 微生物被限制在低水含量的基質生長。黴菌或其他絲狀真菌最

適合，細菌則不適合生長。(5) 因為目前仍缺乏有效方法進行線上發酵狀況分

析，因此連續操作與自動化非常困難。(6) 由於固態發酵高產率的影響因子間的

交互作用相當複雜，培養策略通常是依靠經驗與實驗結果(Sato and Sudo, 1999)。 
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5-1-2固態發酵之應用 

固態發酵廣泛應用於東、西方食品製程上，如製造醬油或味噌過程中所需的

原料米麴，另外如納豆、起司、紅麴、天貝等產品均是利用固態發酵法進行生產。

在農業應用方面，利用豬糞和稻草為基質，接種高溫放線菌進行固態發酵製作堆

肥，或利用蔗渣為基質，生產單細胞蛋白質(SCP)及蛋白質強化飼料。 

生產工業酵素方面，較常見的纖維水解酵素、蛋白質水解酵素和澱粉水解酵

素等皆可利用固態發酵法進行大量生產。2005年Dahiya等人使用Enterobacter sp. 

NRG4固體發酵生產幾丁質酵素時，利用回應曲面實驗設計法找出最佳培養條

件，使得幾丁質酵素產物從原來616 U/g增加到1475 U/g (Dahiya et al. 2005)。2005

年Botella等人使用葡萄果皮渣作為固態基質，利用Aspergillus awamori為菌種進

行發酵生產水解酵素(Botella et al., 2005)。Kunamneni等人利用米糠、麩皮、麥桿

等農業廢棄物接入耐熱性真菌Thermomyces lanuginosus發酵，可生產出amylase

活性達534 U/g (Kunamneni et al., 2005)。 

 

5-1-3柑橘類果皮性質與成份 

柑橘類果實的構造上分為外果皮、中果皮與內果皮三部分。外果皮為果實最

外層，包括色素層(flavedo)和油胞層的部分。中果皮即白色的絨層(albedo)部分。

內果皮為可逐瓣分離的瓤囊，即果肉。一般所稱之果皮包括中果皮與外果皮，兩

者間無明顯的界線。 
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Chafer等人研究柑橘類果皮顯微結構及真空浸漬效應，整理柑橘類果皮物理

性質如表 5-1。顯示檸檬和葡萄柚果皮含水量稍大，橘子果皮的可溶性固形物含

量及密度較高，檸檬、柳丁和葡萄柚果皮的孔隙度差不多，葡萄柚果皮厚度及中

果皮比例最高(Chafer et al., 2003)。 

烘乾後柑橘類果皮成份中(如表 5-2)，果膠成分含量最多，其中橘子果皮的

果膠成分高達 60%；其次為半纖維素及纖維素；蛋白質、色素和脂肪含量不高，

因種類不同而有差異(賴怡伶，2008)。 

 

表 5-1  柑橘類果皮物理性質(Chafer et al., 2003) 

 

表 5-2  烘乾後果皮成份比例(賴怡伶，2008) 

 色素、脂肪 果膠 蛋白質 半纖維素 纖維素 

橘子果皮 6.50% 60.33% 4.83% 20.08% 8.25% 

檸檬果皮 9.33% 33.87% 13.93% 28.52% 14.35% 

香蕉果皮 12.23% 28.43% 24.70% 31.01% 3.62% 

 

5-1-4樟芝平板式固態培養 

樟芝子實體為台灣獨特的傳統中藥，目前市場對樟芝需求度高，但樟芝只
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寄生於牛樟樹中空的內壁上，因此為了取得樟芝，牛樟樹不斷遭不肖業者盜砍、

挖空或縱火(有人相信牛樟樹根部燒過後更易出菇)，山林常見大面積的嚴重摧

殘，使得牛樟樹越來越稀少，野生樟芝子實體也越來越困難被發現。因此學界和

業界均積極在實驗室中，開發培養樟芝子實體技術，但各家廠商均將配方視為商

業機密或申請專利保護，而且研究幾乎都集中在洋菜膠培養基上，對於其他天然

培養基少有著墨。 

一般認為牛樟樹具有特殊成份，樟芝必須在牛樟木上才會生成子實體，因此

大量非法砍伐國寶級牛樟樹培養樟芝。但張東柱和王武榮研究指出，牛樟木材精

油具有促進樟芝菌絲體生長功效，並且抑制其它競爭真菌，有助於樟芝在牛樟木

材上建立群落，然而，樟芝出菇時，牛樟精油並非必要成份(Chang and Wang, 

2008)。 

陳啟楨等人以不含牛樟樹的特殊培養基配方，在適當環境條件控制，加快樟

芝生長速度，並誘使種菌在洋菜培養基上行子實體的發育成長。利用此特殊培養

基的組成加以修正後，以固體人工栽培方式培養，經過兩個半月後，成功地培育

出與野生樟芝相近之三萜類成份及有效的生物活性(陳啟楨等，2001)，但其對

於培養基成分並未做說明。 

張東柱和王武榮將高雄與嘉義兩地區採集的野生樟芝子實體，利用單孢純化

培養，取出這兩個品系的單孢子，將這兩個單核系統的單孢子進行雜交培養。經

配對而成 130株雙核菌株進行培養實驗，只有一個雙核菌株於 45天，在 PDA和
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MEA 培養基上形成子實體，子實體呈現多孔的現象(圖 5-1)。經顯微鏡觀察到

子實層產生擔子與擔孢子，證實不需要牛樟木材也可以生成樟芝子實體(Chang 

and Wang, 2005)。但此人工培育出的樟芝子實體非常輕薄，產量也相當的低。 

 

 

圖 5-1  人工栽培子實體(Chang and Wang, 2005) 

 

Lin 等人觀察到樟芝子實體的形成，受到溼度與空氣品質的影響。也發現物

理機械性的刮傷處理，可誘導洋菜膠培養基上的菌絲體產生子實體，此子實體甲

醇萃取物經 HPLC 圖譜分析，其內容物的組成和未刮傷處理的不同，但非常類似

野生的樟芝子實體 HPLC 圖譜(Lin et al., 2006)。但刮傷處理產生子實體的生成現

象並不穩定，子實體更加輕薄，而且產量也更低。 
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朱祐頡透過營養源的遞減方式，造成樟芝生長逆境，促進子實體的生成，實

驗生成之子實體以甲醇萃取，經 HPLC 分析確認具有野生樟芝子實體特有成分。

其中以 Strain B營養源遞減實驗時，在 50% MEA培養基的出菇情形最為穩定，

培養八週後可以穩定長出樟芝子實體，但實驗室其他菌株尚未找到可以穩定出菇

之方式(朱祐頡，2008)。換言之，即使同為樟芝，每種樟芝菌株面臨生長逆境時

的生長形態都可能不同。 

綜合上述文獻資料，歸納出三個結論。首先，樟芝出菇時，並非一定要有牛

樟木；其次，培養基需高緻密度，樟芝菌絲體無法長入培養基中，只能在培養基

表面成長，如 PDA 和 MEA 等洋菜培養基；最後，環境惡劣下(機械性刮傷、營

養不足或有害成分過多等)，可促使樟芝出菇。基於上述理由，本研究利用蕎麥

麵糰的高緻密性及柑橘類果皮的高精油成份，尋找適合的天然培養基配方，提高

活性代謝產物，刺激樟芝子實體生成。 

 

5-2實驗材料與方法 

本實驗所採用的樟芝菌株及基礎培養與 2-2節相同。 

 

5-2-1實驗藥品 

本實驗新增使用藥品如表 5-3，其餘所採用的藥品與 2-2-1節相同。 
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表 5-3  新增實驗藥品清單 

藥品名稱 廠牌 

H3PO4 ECHO 

Acetone ECHO 

Acetonitrile (CH3CN) ECHO 

蕎麥 超賀特級穀坊 

 

5-2-2實驗儀器與設備 

本實驗新增儀器與設備如表 5-4，其餘所採用的儀器及設備與 2-2-2 節相同。 

 

表 5-4  新增實驗儀器清單 

儀器設備 型號 廠牌 

粉碎機 RT-02A 台灣榮聰 

高效液相層析儀 HP1100 美國 Agilent 

高效液相層析管柱 Luna C18 美國 Phenomenex 

 

5-2-3實驗方法 

新增實驗方法如下所述，基礎培養與 2-2-3節相同。 
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5-2-3-1乾燥果皮粉末製作 

為了控制實驗濕度的一致性，並且避免固態發酵樣品濕度過高，因此本實

驗採用乾燥果皮粉末直接添加。將固定飲料店獲取的新鮮果皮洗淨，然後將果皮

剪碎並放入烘箱烘乾，以粉碎機將烘乾果皮打碎成粉末狀，放置在 4℃的冰箱保

存備用。 

 

5-2-3-2平板式固態培養基礎試驗 

以粉碎機將蕎麥打成粉末狀，取 28 g 蕎麥粉末，添加 40%蒸餾水揉成麵糰

狀，鋪平放入玻璃培養皿中作為培養基，將培養基放入滅菌釜中滅菌，滅菌 20

分鐘。培養 10 天的液態種菌，利用滅菌均質機打碎，並將種菌接至滅菌培養基

上，每個培養基接菌量皆為 10 ml。在培養第 15、20、25、30、35天取樣，收集

菌絲體並放入烘箱烘乾，測量菌絲體乾重。利用粉碎機打碎烘乾菌絲體以利保

存，將打碎的菌絲體進行三萜類含量、總多酚、胞內多醣及 HPLC 三萜類成份的

分析。重複實驗三次。 

 

5-2-3-3添加不同果皮粉末平板式固態培養 

實驗目的為探討各種果皮粉末添加對樟芝代謝有效成分之影響。取 28 g 蕎

麥粉末及 2 g乾燥葡萄柚果皮粉末，添加 40%蒸餾水揉成麵糰狀，鋪平放入玻璃

培養皿中作為培養基，將培養基放入滅菌釜中滅菌，滅菌 20 分鐘。培養 10天的
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液態種菌利用滅過菌的均質機打碎，並將種菌接至滅菌培養基上，每個培養基接

菌量皆為 10 ml。在培養第 30天取樣，收集菌絲體並放入烘箱烘乾，測量菌絲體

乾重。利用粉碎機將烘乾的菌絲體打碎以利保存。將打碎的菌絲體進行三萜類含

量、總多酚、胞內多醣的分析。重複實驗三次。 

依次更改乾燥果皮粉末為檸檬果皮粉末、柳丁果皮粉末、橘子果皮粉末。重

複上述實驗。 

 

5-2-3-4添加不同重量葡萄柚果皮粉末平板式固態培養 

本實驗目的為探討葡萄柚果皮粉末添加量對樟芝代謝有效成分之影響。取

28 g蕎麥粉末及各種克數(0.5 g、1 g、2 g、4 g、8 g)乾燥葡萄柚果皮粉末，添加

40%蒸餾水揉成麵糰狀，鋪平放入玻璃培養皿中作為培養基，將配好的培養基放

入滅菌釜中滅菌，滅菌 20分鐘。培養 10天的液態種菌，利用滅菌的均質機打碎，

並將種菌接至滅菌培養基上，每個培養基接菌量皆為 10 ml。在培養第 30 天取

樣，收集菌絲體並放入烘箱烘乾，測量菌絲體乾重。利用粉碎機將烘乾的菌絲體

打碎以利保存。將打碎的菌絲體進行三萜類含量、總多酚、胞內多醣及 HPLC 三

萜類成份的分析。重複實驗三次。 

 

5-2-4分析方法 

本實驗新增分析方法如下所述，其餘所採用的分析方法與 2-2-4節相同。 
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5-2-4-1菌體濃度 

將平板式固態培養菌絲體，利用刮取方式將其從基質上分離，置入烘箱烘至

恆重，乾燥後所測得的為菌體乾重量，將其磨粉並放入 4℃的冰箱中以利保存。 

 

5-2-4-2 HPLC 分析代謝產物三萜類含量 

取乾燥樟芝菌絲(或子實體)100 mg，加入3 ml 50%的乙醇萃取12小時，並以

超音波震盪萃取30分鐘。萃取完後以8000 rpm離心5分鐘，取出上清液，將殘渣

再加入3 ml 50％的乙醇萃取12小時，並重複以上動作，收集濾液共6 ml。減壓濃

縮至乾，將乾燥物加3 ml水回溶，並加入3 ml氯仿以超音波震盪萃取30分鐘，取

下層液體加入3 ml 5％的NaHCO3，並以超音波震盪萃取30分鐘，之後調整液體

pH值至3以下，取下層液體減壓濃縮至乾。加入2 ml乙醇，將實驗所得之樟芝乙

醇萃取液，以6000 rpm離心10分鐘，取上清液以0.2 μm濾膜過濾後，以HPLC分

析。 

利用高效能液相層析儀（high performance liquid chromatography，HPLC)對

樟芝乙醇萃取液進行定性與定量之分析，使用Luna C18(5 μm，4×250 mm)之液相

層析管柱，移動相溶劑A (0.0085％ H3PO4)和B (acetonitrile)，依照下列組成：0-65 

min、30-47% B，65-110 min、47-47% B，110-140 min、47-100% B，140-160 min、

100-100% B，160-165 min、100-30% B，165-175 min、30-30% B，進行線性梯度

流洗，液相層析管柱溫度為30℃，流速為1 ml/min，樣品注射量20 μL，UV detector 
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波長210 nm (Chang et al., 2010)。 

 

5-3實驗結果與討論 

平板式固態培養有別於傳統的三角瓶固態培養，因為蕎麥粉與水混合後，

形成緻密度高之麵糰，樟芝菌絲體不易往下生長，只能在基質表面上成長，因此

取樣時可以將菌絲體與基質分離(如圖5-2)，完整分析菌絲體生理活性，而非分析

菌絲體與基質的混合物。 

 

   

 

圖 5-2  平板式固態培養 (A) 取樣前；(B)取樣後 

 

培養基成份：蕎麥粉(28 g)，葡萄柚果皮粉末(4 g)，蒸餾水(40%)。 

培養條件：接菌量 10 ml，培養溫度 25℃。 

 

(A) (B) 
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5-3-1平板式固態培養基礎試驗 

樟芝在培養初期先長出白色的菌絲體，且在白色菌絲體下會形成一層墨綠

色物質，可視為樟芝菌絲體與基質的邊界層。培養一段時間後，白色菌絲體會慢

慢長滿整個平板表面，再繼續培養一段時間，白色菌絲體會慢慢翻紅再變成褐

色，此時菌絲體將有較高的三萜類含量。 

由圖5-3得知，樟芝菌絲體的重量於第30天時最高(3.34 g/plate)，然後趨於平

緩。胞內多醣為代謝產物，與菌絲體生長有關，在菌絲體生長初期便會大量累積，

在培養第20天的胞內多醣含量(157.38 mg/g DW)為最高，然後胞內多醣含量開始

緩慢下滑。此乃因為蕎麥培養基緻密度高，菌絲體無法深入培養基生長，僅能在

培養基表面緩慢吸收養分，再者菌體進入指數生長期，成長快速，需要大量養份，

使得碳、氮源不再充足，因此個別菌絲體不再累積胞內多醣，甚至將其代謝成為

養分提供菌體生長，但若就產量而言，胞內多醣產量一直增加至第30天才達最高

值(420.95 mg/plate)。 

三萜類與總多酚化合物為二次代謝產物，均於成長後期大量產生，因此培

養30天後三萜類含量趨於平緩震盪，第30天有較高三萜類含量(9.66 mg/g DW) 

及產量(32.26 mg/plate)。而總多酚含量在培養20天後趨於平緩震盪，第30天也有

高總多酚含量(9.43 mg/g DW)及產量(31.47 mg/plate)。 
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圖 5-3  樟芝平板式固態培養菌絲體生長曲線及生理活性物質代謝 

 

培養基成份：蕎麥粉(28 g)，蒸餾水(40%)。 

培養條件：接菌量 10 ml，培養溫度 25℃。 
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5-3-2添加不同果皮粉末平板式固態培養 

由圖 5-4(A)發現，不同柑橘類果皮粉末(2 g/plate)添加對樟芝成長影響不同。

由圖 5-4(B)得知，添加檸檬、柳丁及橘子果皮粉末的胞內多醣含量與培養 30 天

控制組差距不大，但是添加葡萄柚果皮粉末培養的胞內多醣含量(86.42 mg/g DW)

遠小於控制組(126.10 mg/g DW)，乃是因為樟芝菌絲體較其他組先老化，合成出

較多的二次代謝產物(三萜類與總多酚)，消耗許多胞內多醣做為養份，故使得胞

內多醣含量大幅降低。 

由圖 5-4(C)可以看出，總多酚含量以添加葡萄柚果皮粉末效果最佳(21.76 

mg/g DW)，為控制組(9.43 mg/g DW)的 2.31 倍，其次為添加檸檬(18.19 mg/g 

DW)、柳丁(12.85 mg/g DW)及橘子果皮粉末(9.67 mg/g DW)。以上可以看出，柑

橘類果皮粉末對樟芝菌絲體，均具促進總多酚生成功效。 

然而由圖 5-4(D)發現，添加葡萄柚果皮粉末的菌絲體，在培養到第 30 天時

三萜類含量最高(36.16 mg/g DW)，為控制組(9.66 mg/g DW)的 3.74倍。添加葡萄

柚果皮粉末培養的菌絲體重量雖然很少，但三萜類含量卻最高，乃是因為二次代

謝產物往往對於菌絲體本身具有毒性，故這些三萜類化合物亦加速年輕菌絲體逐

漸老化，並迫使合成出更多的三萜類化合物，所以其三萜類含量為最高。整體而

言，柑橘類果皮粉末對樟芝平板式固態培養，均具有促進樟芝菌絲體合成三萜類

之功效，而又以添加葡萄柚果皮粉末效果最佳。 
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圖 5-4  不同果皮粉末(2 g)添加對樟芝平板式固態培養之影響 (A)菌體濃度；(B)

胞內多醣含量；(C)總多酚含量；(D)三萜類含量(樟芝菌絲體取自培養第 30 天)。  

* p＜0.05、** p＜0.01與控制組比 

 

培養基成份：蕎麥粉(28 g)，果皮粉末(2 g)，蒸餾水(40%)。 

培養條件：接菌量 10 ml，培養溫度 25℃。 

 

(A) (B) 

(C) (D) 
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5-3-3添加不同重量葡萄柚果皮粉末平板式固態培養 

觀察圖 5-5(A)得知，當葡萄柚果皮粉末添加低量時，有助於樟芝菌絲體成

長。添加 0.5 g/plate、1 g/plate葡萄柚果皮粉末時，菌重分別為 5.15 g/plate、4.41 

g/plate，均高於控制組的 3.34 g/plate，約提升 54％、32％。但當葡萄柚果皮粉末

添加量增大時，反而抑制樟芝菌絲體成長，添加 2 g/plate葡萄柚果皮粉末時，菌

重為 2.65 g/plate 低於控制組。但添加量增大時(4 g/plate葡萄柚果皮粉末)，菌重

又與控制組差不多(3.54 g/plate)。但添加量再增大為 8 g/plate 葡萄柚果皮粉末時，

菌重卻又增為 6.07 g/plate。 

而在胞內多醣部分(如圖 5-5(B))，添加葡萄柚果皮粉末的含量均小於控制

組，此結果與三萜類含量剛好完全相反，主要原因為胞內多醣與菌絲體生長有

關，在菌絲體生長初期便會大量累積，而到後期樟芝菌絲體老化，合成出較多的

二次代謝產物(三萜類與總多酚)，消耗許多胞內多醣作為養分做為養份，故使得

胞內多醣含量大幅降低。 

由圖 5-5(C)發現，總多酚與三萜類含量有類似的趨勢。隨著葡萄柚果皮粉末

添加量增加而增加，添加 4 g/plate 時總多酚含量達到最高，其值為 24.11 mg/g 

DW，為控制組含量(9.43 mg/g DW)的 2.56倍。然而，將總多酚含量換算成產量

時，由於受到菌重的影響，添加 8 g葡萄柚果皮粉末的總多酚含量也很高，故其

總多酚產量為 110.07 mg/plate，而控制組僅只有 31.47 mg/plate，總多酚產量為控

制組的 3.50倍。 
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但在三萜類合成部份，則與菌重有完全不同的趨勢(如圖 5-5(D))。低量添加

葡萄柚果皮粉末時，樟芝菌絲體三萜類含量相當低，如 0.5 g/plate、1 g/plate葡

萄柚果皮粉末添加時，三萜類含量分別為 4.27 mg/g DW、15.48 mg/g DW。而當

葡萄柚果皮粉末添加量增大時，三萜類含量也隨之增加。在 2 g/plate、4 g/plate

葡萄柚果皮粉末添加時，三萜類含量分別為 36.16 mg/g DW、47.10 mg/g DW，

為控制組的 3.74 倍、4.88 倍。但添加量再增大為 8 g/plate 葡萄柚果皮粉末時，

三萜類含量卻又降為 18.67 mg/g DW。 

上述結果說明，葡萄柚果皮粉末具有協助菌絲體生長的養分(應該是果膠)，

微量添加時可促進菌體生長增加菌體重量。但葡萄柚果皮粉末同時也具有促進三

萜類生成的物質(應該是萜類化合物)，所以當添加量增加時，改變了菌體成長環

境，甚至改變了菌體的代謝路徑，導致菌體重量下降、三萜類含量增加的結果。

過去許多探討二次代謝產物的文獻，也認為適合菌絲體成長的環境並不適合三萜

類生成，而適合三萜類生成的環境通常會抑制菌絲體生長。 

另就添加量增大為 8 g/plate葡萄柚果皮粉末的狀況，探究原因，應該為培養

基組成(8 g葡萄柚粉末和 28 g蕎麥粉末)已經改變所致，樟芝菌絲體生長的碳源

及氮源，來自即蕎麥的比例已儼然下降，大量使用果皮的養份，破壞了蕎麥培養

基的緻密性，故菌絲體生長緩慢，所以雖然培養到了第 30 天，菌絲體仍尚未老

化，只處於生長期，因此菌重較重，但三萜類含量較少。 
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圖 5-5  不同葡萄柚果皮粉末添加量對樟芝菌絲體代謝影響 (A)菌體濃度；(B) 

胞內多醣含量；(C)總多酚含量；(D)三萜類含量 (樟芝菌絲體取自培養第 30天) 。 

* p＜0.05、** p＜0.01與控制組比 

 

培養基成份：蕎麥粉(28 g)，葡萄柚果皮粉末，蒸餾水(40%)。 

培養條件：接菌量 10 ml，培養溫度 25℃。 
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Grapefruit peel powder (g) Grapefruit peel powder (g)

*
*

*

*

*

**
(A) (B) 

(C) (D) 
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5-3-4果皮粉末添加平板式固態培養發酵動力參數 

樟芝固態培養動力學參數經計算整理成表 5-5、5-6。柑橘類果皮粉末添加明

顯的影響菌絲體生長與新陳代謝，從表 5-5的結果可了解，檸檬、橘子果皮粉末

具有少許增進菌體成長的功效，葡萄柚、柳丁果皮粉末均會抑制菌體成長，但相

對的可促使樟芝菌體合成高含量的三萜類。若觀察三萜類產量，發現添加柑橘類

果皮粉末均可增加三萜類產量，尤其以添加葡萄柚果皮粉末的三萜類產量最高

(95.74 mg)，為控制組(32.26 mg)的 2.97倍。總多酚產量則以添加檸檬果皮粉末

最高(68.37 mg)，為控制組(31.47 mg)的 2.17 倍，其次為添加葡萄柚果皮粉末的

57.60 mg，為控制組的 1.83倍。而在胞內多醣產量上，則以添加橘子果皮粉末最

佳(484.51 mg)，但其三萜類及總多酚產量均不佳，另外添加葡萄柚果皮粉末的胞

內多醣產量為最少，胞內多醣應該已被菌體代謝，轉而生成二次代謝產物(三萜

類及總多酚)。 

表 5-6的結果指出，三萜類的產量以添加 4 g/plate葡萄柚果皮粉末的效果最

佳，產量為 166.68 mg/plate，而產率 5.56 mg/day為控制組的 5.15倍。總多酚的

產量則是添加8 g/plate葡萄柚果皮粉末的效果最佳，產量與產率分別為110.07 mg

和 3.67 mg/day，為控制組的 3.50 倍。在胞內多醣產量部份，發現僅有添加 0.5 

g/plate及 8 g/plate 葡萄柚果皮粉末時具有增進效果，而以 8 g/plate葡萄柚果皮粉

末最佳，產量與產率分別為 602.27 mg和 20.08 mg/day，為控制組的 1.43倍。 
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表 5-5  不同果皮粉末添加之樟芝平板式固態培養動力學參數 

Peel kind 

Biomass Triterpenoid (P1) 
Total polyphenol 

(P2) 

Intracellular 

polysaccharides 

(IPS) (P3) 

Xmax 

(g) 

Qx 

(mg/day) 

Yx/s 

(g/g) 

P1max 

(mg) 

QP1 

(mg/day) 

YP1/s 

(mg/g) 

P2max 

(mg) 

QP2 

(mg/day) 

YP2/s 

(mg/g) 

P3max 

(mg) 

QP3 

(mg/day) 

YP3/s 

(mg/g) 

Control 3.34  0.11  0.12  32.26  1.08  1.15  31.47  1.05  1.12  420.95  14.03  15.03  

Grapefruit 2.65  0.09  0.09  95.74  3.19  3.42  57.60  1.92  2.06  228.82  7.63  8.17  

Lemon 3.76  0.13  0.13  62.34  2.08  2.23  68.37  2.28  2.44  403.54  13.45  14.41  

Orange 2.38  0.08  0.09  55.14  1.84  1.97  30.63  1.02  1.09  356.64  11.89  12.74  

Tangerine 3.49  0.12  0.12  50.49  1.68  1.80  33.78  1.13  1.21  484.51  16.15  17.30  

* Per plate. 

 

表 5-6  不同重量葡萄柚果皮粉末添加之樟芝平板式固態培養動力學參數 

Weight of 

grapefruit peel 

powder 

Biomass Triterpenoid (P1) 
Total polyphenol 

(P2) 

Intracellular 

polysaccharides 

(IPS) (P3) 

Xmax 

(g) 

Qx 

(mg/day) 

Yx/s 

(g/g) 

P1max 

(mg) 

QP1 

(mg/day) 

YP1/s 

(mg/g) 

P2max 

(mg) 

QP2 

(mg/day) 

YP2/s 

(mg/g) 

P3max 

(mg) 

QP3 

(mg/day) 

YP3/s 

(mg/g) 

Control 3.34  0.11  0.12  32.26  1.08  1.15  31.47  1.05  1.12  420.95  14.03  15.03  

0.5 g 5.15  0.17  0.18  21.95  0.73  0.78  52.42  1.75  1.87  584.97  19.50  20.89  

1 g 4.41  0.15  0.16  68.32  2.28  2.44  87.00  2.90  3.11  390.70  13.02  13.95  

2 g 2.65  0.09  0.09  95.74  3.19  3.42  57.60  1.92  2.06  228.82  7.63  8.17  

4 g 3.54  0.12  0.13  166.68  5.56  5.95  85.30  2.84  3.05  374.27  12.48  13.37  

8 g 6.07  0.20  0.22  113.47  3.78  4.05  110.07  3.67  3.93  602.27  20.08  21.51  

* Per plate. 
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5-3-5樟芝平板式固態培養與野生樟芝子實體三萜類 HPLC 圖比較 

Chang利用樟芝子實體分離的10種化合物，5種麥角甾烷三萜類(ergostanes: 

antcins C and K, and zhankuic acids A, B, and C)、4種羊毛甾烷三萜類(lanostanes: 

sulphurenic acid, dehydrosulphurenic acid, eburicoic acid, and dehydroeburicoic 

acid)，和1種單苯基類(monophenyl: 4,7-dimethoxy-5-methyl-1,3-benzodioxole)當標

準成分，比較天然樟芝子實體與菌絲體，和人工培養子實體與菌絲體的成分差

異。發現無論天然或人工培養樟芝子實體，均可檢測出上述10種化合物，然而，

天然、人工固態與液態培養之菌絲體，只能產生上述4種羊毛甾烷三萜類和1種單

苯基類化合物，無法產生5種麥角甾烷三萜類。此顯示樟芝產生麥角甾烷三萜類

與子實體形成有關，但與子實體生長的基質無關(Chang et al., 2011)。 

圖 5-6 (A)、(B)和(C)分別為野生樟芝子實體、純蕎麥和添加 4 g/plate 葡萄柚

果皮粉末平板式固態培養的三萜類化合物 HPLC 圖譜。由圖 5-6 (A)可以看出，

野生樟芝子實體可檢測出上述 10種三萜類。 

在圖 5-6 (B)的 HPLC 圖譜裡，這 10種三萜類僅找到 5 種，但有 3種麥角甾

烷三萜類存在 HPLC 圖譜中，推測 5種麥角甾烷三萜類應該均存在，但是含量實

在太低，所以無法檢出。 

由圖 5-6 (C)HPLC 圖譜可明顯發現，透過添加 4 g/plate 葡萄柚果皮粉末平板

式固態培養，三萜類種類變得更多，含量也大幅的提升，因此證明此種培養方式

確實可大幅提升樟芝有效三萜類成份。而且這 10種三萜類幾乎皆可以找到(除了
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Sulphurenic acid)，尤其是代表子實體形成有關的 5 種麥角甾烷三萜類均存在

HPLC 圖譜中。因此可以證明，葡萄柚果皮粉末添加的樟芝平板式固態培養，在

短時間(30天)所得到的三萜類化合物與野生樟芝子實體大致相同，換句話說，此

培養得到的應該為樟芝子實體。 

 

5-4結論 

利用樟芝平板式固態培養，將菌絲體與基質分離後，可以完整分析菌絲體

生理活性，而非菌絲體與基質的混合物。柑橘類果皮粉末對樟芝平板式固態培

養，均具有促進樟芝菌絲體合成三萜類及總多酚之功效，又以添加葡萄柚果皮粉

末效果最佳。由HPLC圖譜得知，添加葡萄柚果皮粉末的樟芝平板式固態培養，

第30天所得之三萜類成份與野生樟芝子實體之三萜類成份大致相同，而且確實可

大幅提升樟芝有效三萜類成份。 

液態和平板式固態兩種培養方式，最佳二次代謝產物(三萜類及總多酚)含

量，分別來自於添加橘子果皮精油及葡萄柚果皮粉末。其原因在於液態培養的添

加成分來自果皮精油(單萜類為主)，並無果膠、纖維素等成份，而平板式固態培

養添加成分為乾燥果皮粉末，卻是以果膠、纖維素等成份為主，所以造成這兩種

培養方式最佳化的添加果皮種類不同。 
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(A)  

 

(B)  

 

(C)  

 

圖 5-6  三萜類化合物 HPLC 圖譜 (A) 野生樟芝子實體；(B) 蕎麥平板式固態培

養；(C) 添加 4 g葡萄柚果皮粉末蕎麥平板式固態培養 

62, Zhankuic acid C 

83, Zhankuic acid B, dehydrosulphurenic acid 

Zhankuic acid B 
87, Sulphurenic acid 

93, Zhankuic acid A 

141, Eburicoic acid  

140, Dehydroeburicoic acid 

Zhankuic acid B K 

87, Sulphurenic acid 

93, Zhankuic acid A 

62, Zhankuic acid C  

59, Antcin C 

84, Zhankuic acid B 

83, Zhankuic acid B, dehydrosulphurenic acid 

24, Antcin K 

35, 4,7-dimethoxy-5-methyl-1,3-benzodioxole 

140, Dehydroeburicoic acid 

Zhankuic acid B K 
141,Eburicoic acid  

59, Antcin C 

62, Zhankuic acid C 

83, Zhankuic acid B, dehydrosulphurenic acid 

Zhankuic acid B 

24, Antcin K 

35, 4,7-dimethoxy-5-methyl-1,3-benzodioxole 

93, Zhankuic acid A 
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第六章 結論與未來展望 

本研究以兩階段改變培養環境、不同時間添加柑橘類果皮精油、添加不同單

萜類乙醇溶液深層培養及柑橘類果皮粉末添加平板式固態培養試驗，探討對樟芝

菌絲體合成胞內多醣、三萜類及總多酚的影響。 

 

6-1結論 

兩階段靜置培養促使樟芝菌絲體大幅提升三萜類代謝產物含量。培養前期

改變成靜置培養，雖然溶氧量降低，但菌絲體生長活力旺盛，並不會大量合成三

萜類；培養後期靜置時，菌絲體已大量老化，三萜類含量增加，又因將培養環境

移至溶氧量少的靜置培養，更促進樟芝菌絲體生產較多三萜類。 

柑橘類果皮精油添加明顯影響菌絲體生長與新陳代謝。添加柑橘類果皮精

油，均會抑制菌絲體生長和胞內多醣累積，尤其以檸檬果皮精油最嚴重。但柑橘

類果皮精油添加，對總多酚合成均有良好的促進功效；無論樟芝菌絲體總多酚或

三萜類的含量、產量及產率，均以添加橘子果皮精油效果最佳。 

檸檬烯為柑橘類果皮精油促進樟芝菌絲體生成三萜類的重要成分。乙醇改變

細胞膜結構，檸檬烯進入細胞質體內，改變樟芝菌絲體的萜類代謝路徑，進而提

高菌體三萜類含量。每種單萜類對樟芝菌絲體代謝影響不同，應該是與單萜類結

構有關。 

添加葡萄柚果皮粉末的樟芝平板式固態培養，所得之三萜類成份與野生樟
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芝子實體之三萜類成份大致相同。樟芝平板式固態培養，菌絲體可與基質分離，

分析完整菌絲體生理活性。柑橘類果皮粉末對樟芝平板式固態培養，均具有促進

樟芝菌絲體合成三萜類及總多酚之功效，又以添加葡萄柚果皮粉末效果最佳。 

 

6-2未來展望 

本研究確定柑橘類果皮精油添加液態培養及柑橘類果皮粉末添加平板式固

態培養，對樟芝菌絲體可大幅促進二次代謝產物生成，但尚未做最佳化探討。因

此未來可利用RSM法進行最佳化實驗，增加樟芝菌絲體總多酚或三萜類的含量及

產量。 

目前只證實檸檬烯為柑橘類果皮精油促進樟芝菌絲體生成三萜類的重要成

分，未來可朝向進一步分析柑橘類果皮中其他促進生理活性物質的有效成分，並

探討各種有效成份的配比關係。 

現在僅推測檸檬烯進入細胞質體內抑制單萜類生成，改變代謝路徑，促進

三萜類生成，但實際代謝反應機構尚不清楚。因此未來應該更進一步瞭解代謝路

徑，證明檸檬烯乙醇溶液促進三萜類生成原因。 
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附錄 

附錄一:澱粉檢量線 
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附錄二: 總多酚檢量線 
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附錄三: 胞內多醣檢量線 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O.D. (490 nm)

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0

In
tr

a
c
e
ll

u
la

r 
p

o
ly

sa
c
c
h

a
ri

d
e
 c

o
n

c
e
n

tr
a
ti

o
n

 (
g

/L
)

0.00

0.05

0.10

0.15

0.20

0.25

y = 0.0719x + 0.0016

R
2
 = 0.9936



 

136 

附錄四:三萜類檢量線 
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附錄五:精油掃描圖譜 
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附錄六: 檸檬烯檢量線 
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