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摘  要：灵芝是我国名贵的食药两用型菌类，具有广泛的药用价值，其三萜类物质为灵芝中最主

要的药理活性物质之一。灵芝液态发酵因具有生长周期短、环境条件可控、目标产物质量稳定及

易实现规模化制备等特点而成为获得灵芝三萜类物质最有前景的方式。灵芝三萜代谢途径、发酵

工艺及参数、溶解氧控制等是影响灵芝三萜类物质液态发酵合成的关键因素。本文总结了灵芝三

萜生物合成的代谢途径和相关的酶(基因)、液态发酵方式和发酵参数调节的溶解氧控制这 3 个层面

对灵芝三萜类物质生物合成的影响，并对今后的研究方向进行了展望，为液态培养灵芝三萜类物

质调控及高产提供参考，也为下一步研究提供借鉴。 
关键词：灵芝；灵芝三萜类物质；液态发酵；生物合成；溶解氧  
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Abstract: Triterpenes, a major group of key components in the medicinal and edible 
Ganoderma lucidum in China, have crucial pharmacological activities. Liquid fermentation is 
the most promising way to produce the triterpenes as this method enables short growth cycle, 
has controllable environmental conditions, yields target products of stable quality, and is 
suitable for large-scale production. The metabolic pathway of triterpenes, fermentation process 
parameters, and dissolved oxygen are the key to the liquid fermentation of G. lucidum for 
triterpenes. In this study, we summarized the effect of metabolic pathways for triterpene 
biosynthesis and the related enzymes (genes), liquid fermentation process, and dissolved oxygen 
control regulated fermentation parameters on the biosynthesis of triterpenes, as well as the 
future research directions, hoping to serve as a reference for the regulation and high-yield 
production of triterpenes by submerged liquid fermentation. 
Keywords: Ganoderma lucidum; triterpenes; liquid fermentation; biosynthesis; dissolved 
oxygen 
 

灵芝(Ganoderma lucidum)[1]俗称灵芝草，属

担子菌门(Basidiomycota)伞菌纲(Agaricomycetes)
多孔菌目(Polyporales)灵芝科(Ganodermataceae)[2]，

是一种在我国有着两千多年历史的食药两用型

真菌，于东汉时期的《神农本草经》中最早被

记载。古代医药学家对灵芝的药用价值已有充

分认识，认为灵芝味甘、性温、无毒，可补心、

肝、脾、肺、肾五脏之气，具有滋补强身、扶

正固本之功效[3]。 
灵芝中含有多糖、三萜、有机酸、可溶性

蛋白质、氨基酸、生物碱、多肽等多种活性物

质[2]。其中三萜类物质是灵芝次级代谢产物中的

主要活性物质，具有抗肿瘤[4]、保肝排毒[5]、抗

HIV 病毒[6]、调节血脂[7]、抗氧化[8]、降低胆固

醇[9]、抗雄激素[10]等药理活性，因此被作为灵芝

重要的药用指标之一，已广泛用于预防和治疗各

种类型疾病，特别是免疫调节、肝脏保护和抗肿

瘤方面[11]。灵芝三萜类物质绝大部分是属于高度

氧化的羊毛甾醇衍生物，由异戊二烯单元组   
成[12]，包括灵芝酸、灵芝醇、赤芝酸和赤芝酮

等，按分子中所含碳原子数分为 C24、C27 和 C30

这 3 大类，一般将含有羧基的三萜类物质称为灵

芝酸，灵芝酸是最主要的灵芝三萜类物质，目前

已分离到上百种灵芝酸，包括灵芝酸 A、灵芝酸

D、灵芝酸 R、灵芝酸 S 和灵芝酸 T 等[13]。 
现阶段获取灵芝三萜类物质有 3 种方式，
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一是野外子实体或人工栽培的子实体，二是孢

子，三是发酵的菌丝体和发酵液[14]。人工栽培

作为灵芝增产的一条途径，在一定程度上扩大

了生产规模，提高了灵芝产量，但是人工栽培

有较长的生产周期，不能合理地确定培养终点

和控制产品质量参数，而且需要烦琐的破壁和

浸提工艺，其中生产周期长与成本高是主要问

题[15]，限制了灵芝三萜酸的应用和商业化[16]。

灵芝液体发酵的产物包括菌丝体和发酵液，能

产生灵芝的主要活性成分且具有周期短、反应

条件温和、生长的菌丝具有较高的稳定性和规

范性、环境条件(温度、溶解氧、pH 等)更容易

控制[17]等优点，有利于灵芝三萜类物质规模化

制备和工业化生产[18-19]。液体发酵技术极大地

提高了生产效率[15]，并且改变了人工栽培生产

周期长、成本高的生产现状，是目前获得灵芝

三萜类物质最有前景的培养方式。 
利用液态发酵获得灵芝三萜类物质受到多

种环境因素的调节，包括温度、湿度、初始 pH、

溶解氧、营养条件(碳源、氮源、生长因子)等。

这些外界环境能够直接影响发酵过程中灵芝菌

丝体的生长发育和代谢产物的积累[20]。在液态

发酵时可以通过对发酵方式的优化、发酵参数

(初始 pH、温度、溶解氧等)的优化以及对菌株

的代谢工程改造有效提高三萜类化合物的发酵

产量[21-22]。本综述重点总结了灵芝三萜类物质

液态发酵中关键的影响因素，主要包括代谢工

程改造、液态发酵的培养工艺和培养过程中的

溶解氧因素，以期更好地采用液态培养调控灵

芝三萜类物质，实现灵芝三萜类物质的高产，

为下一步研究及商业化应用提供借鉴。 

1  灵芝三萜类物质生物合成途径 
灵芝三萜类物质的种类繁多，目前已在灵

芝子实体、人工培养菌丝体和培养液中共分离

得到了超过 200 种三萜类物质[23]，其种类的复

杂性表明了灵芝三萜类物质生物合成途径的多

样性[24]。本文中所论述的灵芝种类均为赤芝。

在灵芝三萜类物质代谢途径已知的情况下，可

以通过发酵的手段对代谢途径进行改造，为代

谢产物的调控提供方向，以此来提高目标产物

的合成量，因此，灵芝三萜类物质生物合成代

谢途径的研究对于液态发酵灵芝三萜类物质具

有重要的意义。 
灵芝三萜类物质的生物合成可以分为两个

阶段：上游阶段异戊烯基焦磷酸和三萜环碳环系

统的合成；下游阶段羊毛甾醇经过氧化、羟基化

和糖基化生成不同结构的灵芝酸[25]。现有研究

表明，灵芝三萜类物质合成的上游步骤已被基本

阐明，多个关键酶已经被克隆表征并研究了其特

性。合成三萜环碳环系统后，碳环骨架还需经过

复杂的修饰即从羊毛甾醇之后，各种灵芝三萜或

灵芝酸还需经过一系列氧化还原和酰化等反应，

但目前具体的合成步骤仍不清楚[14]。 

1.1  上游阶段 
1.1.1  甲羟戊酸(mevalonate, MVA)途径 

Rohmer 等 [26]认为萜类物质生物合成的唯

一途径是通过 MVA 途径，但后来在细菌和植物

上的标记实验发现了一种独立于 MVA 的异戊

二烯构建单元生物合成的替代途径，该途径被

称为非甲戊酸途径或丙酮酸/甘油醛-3-磷酸途

径[26-28]。因此，萜类化合物的生物合成有甲羟

戊酸和丙酮酸/磷酸甘油醛两条途径[29]。 
灵芝三萜类物质的前期合成途径与其他植

物中的三萜类物质类似，都是通过甲羟戊酸即

类异戊二烯途径合成，三萜前体至羊毛甾醇阶

段的合成途径也与其他植物中三萜的合成途径

类似[30]。Shiao 等[31]在灵芝的液体培养基中加

入 13C 同位素标记的 MVA，并且在代谢产物中

检测到了具有 13C 标记的 3α 和 3β 三萜类化合
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物。这些同位素实验[31-32]均表明灵芝三萜类物

质是通过 MVA 途径合成的，其中甲羟戊酸被认

为是唯一的前体[32]。 
上游阶段分为两个过程：一是活性异戊二

烯单位 FPP 和 DMAPP 的合成；二是三萜环碳

环系统的生物合成[14]。截至目前，灵芝三萜合

成的上游途径得到了系统性的研究且基本清

楚，所涉及的 11 个酶已被鉴定和表征，而且多

个结构基因已经被克隆和鉴定[33]，它们分别编

码的是乙酰辅酶 A 乙酰转移酶(AACT)、3-羟  
基-3-甲基戊二酸辅酶 A 合酶(HMGS)、甲羟戊

酸焦磷酸脱羧酶(MVD)、3-羟基-3-甲基戊二酸辅

酶 A 还原酶(HMGR)、鲨烯合酶(SQS)、鲨烯环

氧酶(SE)、法尼基焦磷酸合酶(FPS)、羊毛甾醇

合酶(LS)和异戊烯基焦磷酸异构酶(IDI)[34-41]。 
上游过程以 3-羟基-3-甲基戊二酸辅酶为催

化剂，生物合成 3-羟基 -3-甲基戊二酸辅酶

(HMG-CoA)；之后 HMG-CoA 转化为甲羟戊酸，

进一步转化为异戊烯基焦磷酸(IPP)[25]；角鲨烯

合成酶(SQS)催化角鲨烯的生物合成[42]；最后，

角鲨烯在氧化角鲨烯环化酶(OSC)的催化下形

成羊毛甾醇，2,3-氧化鲨烯环化形成的羊毛甾醇

是 GAs 的环骨架，这种环化是由羊毛甾醇合成

酶(LS)催化的[43]，见图 1。 
 

 
 
图 1  灵芝三萜生物合成上游途径[42-46]   AACT：乙酰辅酶 A 乙酰转移酶；HMGS：3-羟基-3-甲基戊

二酰辅酶 A 合酶；HMGR：3-羟基-3-甲基戊二酰辅酶 A 还原酶；MK：甲羟戊酸激酶；MPK：磷酸甲

羟戊酸激酶；MVD：甲羟戊酸焦磷酸脱羧酶；IDI：异戊烯基焦磷酸异构酶；FPS：法尼基焦磷酸合酶；

FPPS：牻牛儿基焦磷酸合成酶；SQS：鲨烯合酶；SE：鲨烯环氧酶 
Figure 1  Upstream pathway of triterpenes biosynthesis[42-46]. AACT: Acetyl-CoA acetyltransferase; HMGS: 
3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA synthase; HMGR: 3-hydroxy3-methylglutaryl-CoA reductase; MK: 
Mevalonate kinase; MPK: Phosphomevalonate kinase; MVD: Pyrophosphomevalonate decarboxylase; IDI: 
Isoper ttenyldiphosphate isomerase; FPS: Farnesyl diphos phate synthase; FPPS: Geranylgeranyl-PP synthase; 
SQS: Squalene synthase; SE: Squalene monooxygenase. 
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1.1.2  相关酶和基因 
Shang 等[36]克隆并分析了 3-羟基-3-甲基戊

二酰辅酶 A 还原酶基因的表达，发现 HMGR
与灵芝重要三萜类物质(灵芝酸)的生物合成呈

正相关，HMGR 催化从 HMG-CoA 生成 MVA，

由于 MVA 的生成是一个不可逆的过程，该反应

的这一步被认为是 MVA 途径的限速步骤，

HMGR 是甲羟戊酸的限速酶；甲羟戊酸焦磷

酸脱羧酶(MVD)是 MVA 途径的关键酶，催化

甲羟戊酸-5-二磷酸(MVA-PP)的脱羧反应，生

成异戊烯基焦磷酸[47]，这是类异戊二烯生物合

成所需的基本结构[48]。研究发现对角鲨烯合成

酶(SQS)、氧化角鲨烯环化酶(OSC)、法尼基焦

磷酸合酶(FPS)这 3 个基因在灵芝菌丝体的生

长阶段都可以表达，在形成原基后其表达量显

著提高，对灵芝三萜类物质含量的分析表明，

在原基阶段的含量比菌丝体阶段的含量高，

因此这 3 个基因也是灵芝合成前体阶段的关键

酶[39-41]，目前研究的关于相关酶和基因的作用

如表 1 所示。 

1.2  下游阶段 
灵芝三萜类物质生物合成的下游阶段主要

是环上复杂的官能团反应。Shiao 等[50]通过同位

素标记实验表明羊毛甾醇在灵芝细胞内可以转

化为灵芝酸(ganoderic acids, GAs)。Chen 等[51]

在灵芝全基因组测序的基础上分析推测了几种

灵芝酸的可能形成途径(图 2，虚线箭头表示部

分)，但是目前灵芝三萜类物质生物合成下游的

一系列步骤如环化、酰化、氧化还原等尚不明

确，目前已知的合成途径见图 2。 
 
表 1  上游途径相关酶及作用[25,47,49] 
Table 1  Upstream pathway related enzymes and functions[25,47,49] 
酶 
Enzyme 

作用 
Function 

AACT 将一个乙酰辅酶 A 的乙酰基转移到另一个乙酰辅酶 A 上，催化乙酰乙酰辅酶 A 的合成 
Transferring the acetyl group of one acetyl-CoA to another to catalyze the synthesis of acetyl-CoA 

HMGS 催化乙酰乙酰辅酶 A 和乙酰辅酶 A 缩合生成 HMG-CoA 
Catalytic condensation of acetylacetyl-CoA and acetyl-CoA to HMG-CoA 

HMGR 催化 HMG-CoA 生成 MVA 
Catalytic HMG-CoA to MVA 

MVD 催化 MVA-PP 脱羧生成 IPP 
Catalytic decarboxylation of MVA-PP to IPP 

IDI 激活 IPP 异构化生成 DMAPP 
Activate IPP isomerization to generate DMAPP 

FPS 催化两分子 IPP 与 DMAPP 进行头尾缩合，生成 10 碳化合物 FPP 
Catalytic head-to-tail condensation of two molecules of IPP and DMAPP to form 10-carbon compound FPP 

SQS 缩合两分子 FPP 成鲨烯 
Condensation of two FPP molecules into squalene 

LS 催化 2,3-氧化鲨烯生成甾醇和三萜类前体物质羊毛甾醇 
Catalytic production of sterols and triterpene precursor lanosterol from 2,3-oxidosqualene 

AACT：乙酰辅酶 A 乙酰转移酶；HMGS：3-羟基-3-甲基戊二酰辅酶 A 合酶；HMGR：3-羟基-3-甲基戊二酰辅酶 A 还

原酶；MVD：甲羟戊酸焦磷酸脱羧酶；IDI：异戊烯基焦磷酸异构酶；FPS：法尼基焦磷酸合酶；SQS：鲨烯合酶；LS：
羊毛甾醇合酶 
AACT: Acetyl-CoA acetyltransferase; HMGS: 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA synthase; HMGR: 3-hydroxy3- 
methylglutaryl-CoA reductase; MVD: Pyrophosphomevalonate decarboxylase; IDI: Isoper ttenyldiphosphate isomerase; FPS: 
Farnesyl diphos phate synthase; SQS: Squalene synthase; LS: Lanosterol synthase. 
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图 2  灵芝三萜生物合成下游途径[22,25,29,45,52-56] 
Figure 2  Downstream pathways for triterpenes biosynthesis[22,25,29,45,52-56]. 
 

1.2.1  与灵芝三萜类物质生物合成相关的

CYP450 
细胞色素 P450 单加氧酶(cytochrome P450 

monooxygenases, CYP450)是一个含血红素的单

加氧酶超家族[57]，在三萜及甾醇骨架结构多样

化及功能化修饰中起着关键作用[58]。其可以催

化灵芝三萜类物质合成下游的氧化反应，并对

碳环骨架进行修饰，从而产生结构、功能多样

的三萜类物质，催化羊毛甾醇形成不同的灵芝

酸，其中一些被认为参与了羊毛甾醇骨架在甾

体 A/B/C/D 环的 C-7、C-10、C-12 和/或 C-15
位置和/或侧链 C-22、C23 和/或 C-26 位置的修

饰 [23,51]。已知与三萜类物质生物合成相关的

CYP450 主要分布于 CYP51 簇、CYP71 簇、

CYP72 簇、CYP85 簇及 CYP86 簇[58]。Chen 等[51]

对灵芝基因组进行分析，利用基因测序发现有

214 个 cyp450 基因与灵芝三萜类物质生物合成

下游途径相关，其中有 78 个基因与羊毛甾醇合

酶基因产生了共表达，猜测这些基因可能参与

了灵芝酸骨架结构修饰[59]，相关的 CYP450 如

表 2 所示。 
1) gl21117 
王猛等[22]将从灵芝基因组中选择可能参与

灵芝酸生物合成的 cyp450 基因克隆到酿酒酵母

表达质粒中，对酿酒酵母表达质粒进行异源表

达，将其转化至重组改造后的微生物酿酒酵母

中，研究获得的 cyp450 基因 gl21117，在该基

因的催化下 HLDOA 可以形成灵芝酸 Jb，与灵

芝酸 Jb 天然化合物相比，结构一致且具有同等

性能和质量，并且提供的利用 cyp450 基因

gl21117 催化制备灵芝酸 Jb 的方法相较于利用

灵芝生长的方法具有很高的效率。 
2) cyp5150l8 (gl24883) 
近年来，有关灵芝酸生物合成相关的

CYP450 的报道逐渐增多。Wang 等[29]首次报道

了灵芝酸的异源生物合成，在酿酒酵母中发现

cyp450 基因 cyp5150l8 过表达，成功地鉴定了酿酒

酵母中第 1 个负责灵芝酸生物合成的 cyp5150l8， 
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表 2  与灵芝三萜生物合成相关的 CYP450 
Table 2  Cyp450 related to triterpene biosynthesis 
CYP450 作用 

Function 
作用机制 
Mechanism of action 

文献 
References 

gl21117 催化 HLDOA 形成灵芝酸 Jb 
Catalytic HLDOA to form ganoderic 
acid Jb 

与 HLDOA 接触生成灵芝酸 Jb 
Contact with HLDOA to produce ganoderic acid 
Jb 

[22] 

cyp5150l8 催化生成 HLDOA 
Catalytic generation of HLDOA 

参与羊毛甾醇骨架 C-26 位羧基的形成，催化

羊毛甾醇生成 HLDOA 
Involved in the formation of carboxyl group at 
C-26 of lanosterol skeleton, catalyzing the 
formation of HLDOA from lanosterol 

[29] 

cyp505d13 配合生成环状灵芝三萜 
Coordination to generate cyclic 
Ganoderma triterpenes 

参与 ST-3 的形成，配合生成环状灵芝三萜 
Involved in the formation of ST-3, with the 
formation of annular Ganoderma triterpenes 

[45] 

甾醇 14α-脱甲基酶 
基因 
Sterol 14α-demethylase 

合成麦角甾醇 
Synthetic ergosterol 

催化甾醇前体的 14α 位甲基羟基化反应 
Catalytic 14α-methyl hydroxylation of sterol 
precursors 

[46] 

cyp512u6 催化合成海南酸 A、 
灵芝酸 Jc、灵芝酸 ZXYL 
Catalytic synthesis of hainanic acid A, 
ganoderic acid Jc, ganoderic acid ZXYL 

羟基化 C-23 位氧化羊毛甾烷型三萜化合物与

C-15-OH 和/或 C-7 酮基 
Hydroxylated C-23 oxylanostane triterpenoids 
with C-15-OH and/or C-7 ketone groups 

[52] 

cyp5139g1 催化生成 DHLDOA 
Catalytic generation of DHLDOA 

负责 HLDOA 的 C-28 氧化，导致工程酵母形

成 DHLDOA 
C-28 oxidation responsible for HLDOA, 
resulting in engineering yeast to form DHLDOA 

[53] 

cyp512v2 可能参与了灵芝酸 T 的合成 
May be involved in the synthesis of 
ganoderic acid T 

Unknown [54] 

 
并证实该基因可产生抗肿瘤灵芝酸 3-hydroxy- 
lanosta-8,24-dien-26 oic acid (HLDOA)；该团队

以羊毛甾醇为底物进行体外酶促反应，加入

NADPH 和含有 cyp5150l8 的微粒体，从而确定

cyp5150l8 作为羊毛甾醇氧化酶催化的反应步

骤，反应步骤分为 3 步且均为 C-26 处的氧化反

应，第 1 步为羊毛甾醇在 cyp5150l8 的催化下生

成 3-hydroxy-lanosta-8,24-dien-26-ol (HLDO)；
第 2 步为 HLDO 在 cyp5150l8 的催化下生成

3-hydroxy-lanosta-8,24-dien-26-al (HLDA)；最后一

步为 HLDA 在 cyp5150l8 的催化下生成 HLDOA。

cyp5150l8 作为首个被报道和鉴定的参与灵芝

三萜生物合成代谢途径的 cyp450 基因，对灵芝

三萜类物质生物合成的研究具有重要意义[47]。 
由于 HLDOA 在灵芝或异源寄主中的产量

较低，阻碍了其进一步研究和应用。为了提高

cpy510l8 活力，Lan 等[60]构建了一种双调控体

系 CYP510L8-iGLCPR 融合蛋白(一种细胞色素

P450 还原酶)，可以平衡 cyp5150l8 和灵芝 P450

还原酶 iGLCPR 的表达，从而实现促进胞内 H+

的转移，使灵芝酸 Z的产量提升到 154.45 mg/L，

相比出发菌株提高了 10 倍。 
3) cyp505d13 
Song 等[45]以酿酒酵母为异源宿主，在灵芝

中发现可以过量表达的一种亚末端环氧化酶

cyp505d13，能够使工程菌株产生 2 种新的角鲨
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烯型三萜(STs)，即 4,8-二羟基-22, 23-氧化角鲨

烯 (ST-1)，8-羟基 -2,3;22,23-角鲨烯二氧化物

(ST-2)和一种已知的 2,3;22,23-二角鲨烯(ST-3)，
并且通过体外酶促实验表明，cyp505d13 参与了

ST-3 的形成。 
4) 甾醇 14α-脱甲基酶基因 
羊毛甾醇除了可以转化为灵芝酸外，还用

于合成麦角甾醇以满足细胞生长需求。甾醇

14α-脱甲基酶(sterol 14α-demethylase, P450 14-DM, 
CYP51)则是催化羊毛甾醇进入这一条支路途径

的酶[55]。方星[46]构建了 1 个灵芝甾醇 14α-脱甲

基酶基因的超量表达载体，利用农杆菌介导的

转化法实现了 Gl-cyp51 基因在灵芝内的超量表

达，发现转化子在转录水平上显示出 Gl-cyp51
基因表达量和三萜含量增加。 

5) cyp512u6 
Yang 等 [52]成功克隆并鉴定了参与灵芝酸

生物合成的基因 cyp512u6 和 NADPH-细胞色素

P450 还原酶(GLCPR)，cyp512u6 基因在灵芝从

菌丝体发育到原基的过程中表现出第二高的表

达上调，cyp512u6 在 C-23 位点羟基化灵芝酸

DM 和 TR，分别生成海南酸 A 和灵芝酸 Jc；
cyp512u6 还可以催化灵芝酸 DM 生成灵芝酸

ZXYL，其中 C-3 酮被来自酿酒酵母的甾醇还原

酶 ERG27 还原为羟基。此外，cyp512u6 可以修

饰几种底物，区域选择性地羟基化灵芝酸 DM、

TR 和 7-氧-灵芝酸 Z 的 C-23 位的 H，而且不会

羟基化低氧化程度的假性底物如羊毛甾醇、灵

芝醇 B 等[52]。 
6) cyp5139g1 
Wang 等[53]以产生 HLDOA 的酵母为新起

点，系统筛选了可能参与灵芝酸生物合成的候选

cyp450 基因，鉴定了一个功能性基因 cyp5139g1，
并对其生物合成产物进行了纯化和鉴定，最终

cyp5139g1 被确定负责 HLDOA 的 C-28 氧化，导

致工程酵母形成 1 个新的灵芝酸 3,28-dihydroxy- 
lanosta-8,24-dien-26-oic acid (DHLDOA)。 

7) cyp512v2 
姜露熙等[54]研究分析了不同条件下 14 个

与类固醇结合的 P450 基因表达量和灵芝酸 T
积累量的关系，研究发现 cyp512v2 基因的表达

量与灵芝酸 T 的积累量呈正相关，将 cyp512v2
基因沉默效率较高的 3 株菌与野生型菌株比

较，灵芝酸 T 含量分别降低了 13%、69%、66%，

结果表明 cyp512v2 基因可能参与了灵芝三萜类

物质的生物合成且可能在灵芝酸 T 的生物合成

过程中起着重要的作用。 
1.2.2  其他调控灵芝三萜合成的酶(基因) 

利用基因沉默灵芝相关酶(基因)来提高灵

芝三萜类物质生物合成是重要的遗传操作手

段。赵明文等[20]通过沉默灵芝菌丝体中灵芝转

录因子 skn7 基因来增加灵芝三萜类物质的生物

合成量，抑制灵芝菌丝的生长；结果显示，2 个

skn7 沉默菌株中的三萜类物质含量分别比对照

菌株的三萜类物质含量高 60%和 55%，研究还

发现 skn7 基因功能的缺失，可以通过提高胞内

活性氧的水平来提高灵芝三萜类物质的生物合

成。该团队还成功构建了 1 个利用 RNA 干扰技

术沉默硫化氢合酶基因 cbs 的菌株，并通过沉

默该菌株来提高灵芝三萜类物质的生物合成

量，结果显示，灵芝三萜类物质的含量在 cbs
基因沉默后明显增加，与对照菌株相比，2 个

cbs 沉默菌株中的三萜含量分别增加了 1.65 倍

和 1.64 倍；同时与野生菌株相比，三萜类物质

合成途径的中间代谢产物羊毛甾醇和鲨烯也有

不同程度的增加，分别提高了约 1.4 倍和 1.9 倍，

而且发现 cbs 基因功能的缺失可以通过降低胞

内硫化氢的水平来提高灵芝三萜类物质的生物

合成[46]。随后该团队通过沉默灵芝 lag2 和 lag3
基因，研究了神经酰胺合成酶基因对调控灵芝
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三萜类物质合成的影响，结果显示，与对照菌

株相比，lag23i-4 和 lag23i-5 沉默菌株中的三萜

含量高 1.6 倍和 1.7 倍，共同沉默后能够显著提

高灵芝三萜类物质的含量[61]。 
目前发现 78 个 CYP450 可能参与到灵芝酸

骨架结构修饰中，但是仅阐明几种基因参与下

游途径，其余 CYP450s 的作用机制仍不清晰。

通过基因工程手段对重要节点的酶基因进行过

表达或抑制，可以将胞内代谢流导向灵芝酸的

合成代谢分支，直接有效达到目标产物产量积

累的目的[25]。 

2  灵芝三萜类物质液态发酵生物

合成的影响因素 
灵芝的液态发酵是一个耗氧的过程，灵芝

的菌丝体生长和三萜类物质的生物合成都需要

氧的参与，不同的液态发酵方式中摇瓶的振荡

频率及搅拌速度等都与溶解氧密切相关，溶解

氧这个发酵参数对发酵方式起着重要的纽带作

用，液态发酵方式的不同都直接或间接影响着

溶解氧的供应，不同的液态发酵方式如表 3 所

示，文中所提及的灵芝菌株均保藏于中国普通

微生物菌种保藏管理中心 (CCGMC)，均属赤

芝。通过溶解氧的控制可以增加三萜类物质的

产量，如利用氧限制诱导灵芝细胞通过转录诱

导其生物合成基因等。控制溶解氧的含量会引

起灵芝菌丝体生物量和三萜含量的变化，因

此，溶解氧对液态发酵中灵芝三萜类物质的合

成至关重要，而灵芝液态发酵中溶解氧的控制

主要通过培养方式、发酵参数的控制等方式加

以调控。 

2.1  液态发酵方式对灵芝三萜类物质生物

合成的影响 
液态发酵生产灵芝三萜类物质受到多种因

素的影响，不同的发酵控制条件、补料方式等

都影响着灵芝三萜类物质的产量。Fang 等 [62]

基于限氧对赤霉素特定生物合成的有利影响，

将常规摇瓶发酵(即第 1 阶段培养)与静态培养

(即第 2 阶段培养)相结合，开发了两阶段发酵

工艺，前 4 天振荡培养后的灵芝再静置培养

12 d，与振荡培养 16 d 相比，灵芝酸产量从  
1.36 mg/(100 mg-DW)提高到3.19 mg/(100 mg-DW)，
高效提高了灵芝酸的产量。王琼等[63]利用液体

浅层静置培养方式(liquid superficial-static culture, 
LSSC)来提高灵芝三萜类物质的产量，结果表

明，最佳反应条件为在 T25 细胞培养瓶中初始

培养体积 2 mL、接种量 7.0 g (菌体湿重/L)，以

及在 48 h 时补加 2 mL 培养液；发酵 7 d 后三萜

产量比摇瓶培养的最高产量高 2.09 倍，可达

(32.95±0.51) mg/g；经不锈钢平盘放大研究发

现，三萜最高产量是摇瓶培养的 4.19 倍，可达

(65.91±0.84) mg/g。与深层液体发酵相比，液体

浅层静置培养生长周期短、三萜类物质产量高，

而且在发酵过程不需要搅拌摇匀，为灵芝三萜

类物质的工业化应用提供了前景[63]。 
Tang 等 [64]采用补料分批发酵的策略在反

应器中提高了有效代谢物的产量，在混合生物反

应器和烧瓶中灵芝产量分别为(367.1±17.4) mg/L
和(297.9±13.7) mg/L。此外该团队还研究了液

体深层培养中氧供应对发酵的影响 [65]，发现

低氧浓度有利于灵芝酸的生产，并实现了在生

物 反 应 器 规 模 的 放 大 [66] ， 灵 芝 酸 含 量 为

(4.96±0.13) mg/(100 mg-DW)，总赤霉素产量为

(976.00±35.00) mg/L。后来该团队又采用 pH-shift
和 DOT-shift 结合分批发酵策略研究发现，在

pH 值为 3.0 时培养 4 d、pH 值为 4.5 培养 6 d
后，继续 25%和 10%的溶解氧张力下分别培养

6 d 的条件，结果表明此条件能显著协同增强灵

芝酸的产量，达到 754.60 mg/L[67]。 
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表 3  不同液态发酵方式下三萜类物质的产量 
Table 3  Yield of triterpenes in different liquid culture methods 
液态培养方式 
Liquid culture mode 

培养条件 
Condition of culture 

灵芝三萜类物质产量 
Yield of triterpenes  

参考文献 
References 

振荡静置两阶段培养 
A two-stage 
fermentation process by 
combining conventional 
shake-flask fermentation 
with static culture 

先振荡培养 4 d 后再静置培养 12 d 
Shake culture for 4 d and then static culture for 12 d 

582.00 mg/L [62] 

液体浅层静置培养方式

(LSSC) 
Liquid superficial-static 
culture 

初始培养体积 2 mL，接种量 7.0 g (菌体湿重/L)，在 48 h
补加 2 mL 培养液，发酵 7 d 
Initial medium volume 2 mL, inoculum size 7.0 g/L, adding 
medium 2 mL in 48 h and fermentative duration 7 d 

(65.91±0.84) mg/g [63] 

补料分批发酵 
Fed-batch fermentation 

采用多层静态生物反应器，初始体积氧传递系数为 
2.1 h‒1，液面面积为 0.90 cm2/mL 
A multilayer static bioreactor with initial volumetric oxygen 
transfer coefficient of 2.1 h‒1 and liquid surface area of  
0.90 cm2/mL was used 

(976.00±35.00) mg/L [64-66] 

pH-shift，DOT-shift 结
合分批发酵 
pH-shift and DOT-shift 
integrated fed-batch 
fermentation process 

pH 值为 3.0 培养 4 d、pH 值为 4.5 培养 6 d 后，继续在溶

解氧张力为 25%和 10%时分别培养 6 d 
After 4 d of culture at pH 3.0 and 6 d of culture at pH 4.5, 
they were cultured for 6d at dissolved oxygen tensions of 
25% and 10%, respectively 

754.60 mg/L [67] 

3 段式光照液体培养 
Three-stage light 
irradiation strategy in 
the submerged 
fermentation 

第 1 阶段为 2 d 黑暗培养，第 2 阶段为后续培养 6 d 的 
0.94 W/m2 白光照射培养，第 3 阶段为 4.70 W/m2 白光照射

培养 
The first stage was 2 d dark incubation, the second stage was 
0.94 W/m2 white light irradiation for 6 d, and the third stage 
was 4.70 W/m2 white light irradiation 

(466.30±24.10) mg/L [68] 

低强度超声辅助液态 
发酵 
Low intensity ultrasound 
assisted liquid 
fermentation 

接种后 96 h 超声处理，超声频率为(28±2) kHz，超声功率

密度为 15 W/L，处理两次，每次时间 15 min 
Ultrasonic treatment was performed at 96 h after inoculation. 
The ultrasonic frequency was (28±2) kHz and the ultrasonic 
power density was 15 W/L. The treatment was performed 
twice and each time was 15 min 

193.95 mg/L [69] 

 
Zhang 等[68]提出了 3 段式光照射灵芝深层

发酵的方法，最佳策略为第 1 阶段为 2 d 黑暗

培养；第 2 阶段为后续培养 6 d 的 0.94 W/m2

白光照射培养，第 3 阶段为 4.70 W/m2 白光照

射培养，直至发酵结束，其最大灵芝酸产量为

(466.30±24.10) mg/L，这为灵芝的高效生产提供

了新的途径。 

Sun 等[69]在灵芝液态发酵过程中使用超声处

理，发现在最优超声条件下，菌丝生物量和三萜

类物质产量分别为 15.54 g/L 和 193.95 mg/L，分

别提高了 26.99%和 33.62%。超声处理改变了灵

芝菌丝体结构，提高了细胞内钙浓度，加快了

细胞膜通透性，促进了细胞内 ROS 的积累，可

促进灵芝菌丝体的生长和代谢。 
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2.2  基于发酵参数调节的溶解氧控制对灵

芝三萜类物质生物合成的影响 
溶解氧的变化直接反映或影响灵芝的菌丝

体生长、基质消耗，并最终影响灵芝三萜类物

质的合成。溶解氧过低，不利于菌体生长和代

谢产物的积累；而溶解氧过高只促进菌体大量

生长，抑制代谢产物的积累[70]。在灵芝的两阶

段培养中，Tang 等[66]发现体系中相对溶氧保持

25%时菌丝体生物量达最高，有利于灵芝菌丝

体的生长；溶氧保持在 10%时三萜产量最高，

有利于灵芝酸合成。因此，进行正确适宜的供

氧，以及选择合适的参数控制是灵芝菌丝体液

态深层发酵高产灵芝三萜类物质的关键[66]，不

同发酵参数调节的溶氧控制对灵芝三萜类物质

生物合成的影响如表 4 所示，其中所选用的灵

芝均为赤芝。 

2.2.1  通气量 
孙金旭[70]利用正交实验，将灵芝在 10 L 发

酵罐中进行发酵和培养，结果发现溶解氧明显影

响着灵芝发酵产生灵芝酸，相较于低通气量，

高通气量有利于缩短发酵时间，菌体和灵芝酸

达到最大产量的时间缩短 12 h；菌体和灵芝酸

在适宜的通气量 0.4 L/(L·min)下，最大产量分别

为 8.27 g/L 和 171.26 mg/L。冯杰等[71]将灵芝菌丝

体液态发酵合成灵芝三萜类物质扩大到 5 L 发酵

罐中，研究了不同通气量即 4、6、8 和 10 L/min
对灵芝三萜类物质合成的影响，结果表明在 8、
10 L/min 通气量时菌体生长的迟滞期缩短，快

速进入稳定期且三萜酸的合成速率明显提高；

同时，菌丝体灵芝三萜类物质得率和生产强度在

通气量为 8 L/min 时最高，分别为 0.204 g/L 和

0.001 31 g/(L·h)，菌丝体最大得率达到 8.77 g/L。 

 
表 4  基于发酵参数调节的溶氧控制及灵芝三萜类物质产量 
Table 4  Dissolved oxygen control based on fermentation parameter adjustment and yield of triterpenes 
发酵参数 
Fermentation 
parameters 

发酵参数控制 
Fermentation parameter control 

灵芝三萜类物质产量 
Yield of triterpenes 

参考文献 
References 

通气量 
Rate of gas 
flow 

在 10 L 发酵罐中，最佳通气量为 0.4 L/(L·min) 
In 10 L fermentor, the best ventilation is 0.4 L/(L·min) 

171.26 mg/L [70] 

在 5 L 发酵罐中，通气量最佳为 8 L/min 
In a 5 L fermenter, the best ventilation is 8 L/min 

204.00 mg/L [71] 

转速 
Revolution 
speed 

分批发酵中采用较低的剪切力(Vtip=0.51 m/s) 306.00 mg/L [72] 
采用搅拌转速控制策略，低剪切力(Vtip 范围在 0.154–1.234 m/s) 
Low shear force (Vtip=0.51 m/s) for batch fermentation, low shear force 
with agitation speed control strategy (Vtip range 0.154–1.234 m/s) 

798.00 mg/L [73] 

采用两阶段搅拌速度调控策略，在第 40 小时将搅拌速度控制在 
150 r/min，随后控制在 100 r/min 
Using a two-stage stirring speed control strategy, the stirring speed is 
controlled at 150 r/min at 40 h and then at 100 r/min 

6.07 mg/g [74] 

采用变转速调控策略，振荡阶段最佳条件为转速由 150 r/min 变为

100 r/min 
Using variable speed control strategy, the best condition for the 
oscillation stage is the speed from 150 r/min to 100 r/min 

58.65 mg/g [75] 

氧载体 
Oxygen carrier 

在灵芝菌丝体液态深层发酵的 25.63 h 加 29.85 mL/L 的正十二烷 
Adding 29.85 mL/L n-dodecane in 25.63 h of liquid submerged 
fermentation of Ganoderma lucidum mycelium 

840.00 mg/L [76] 
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在发酵中确保溶解氧浓度的直接手段是控

制通气量，合适的通气量能够为灵芝生长提供

足够的氧气，还能影响菌丝体代谢过程中各种

关键酶的活性[77]。通气量在灵芝液体发酵过程

中主要起着混合和调节溶氧的作用，间接影响

菌丝球的大小和球内氧气、底物的消耗，同时

也直接影响灵芝三萜类物质的合成。由于灵芝

菌丝体对通气量很敏感，通气量过度或不足都

会引起菌丝体积、菌丝形态和灵芝三萜类物质

合成的某些变化[71]。因此，为了保证稳定而合

适的溶氧环境，在灵芝液态发酵过程中必须保

证稳定合适的通气量[78]。 
2.2.2  转速 

通过改变搅拌速度可以改变供氧条件，使

菌丝保持在最佳的溶解氧含量，并使菌丝悬浮

起来[16]。在液体深层发酵中，过低的搅拌速度

会导致菌丝团较大，供氧不足，菌丝生长停滞，

其生物活性物质积累下降；而过高的搅拌速度

会破坏菌丝体的正常生长，对其生长和生物活

性物质产生不利影响，因此，适宜的搅拌速度

显得十分重要[79]。 
Gong 等[72]发现在灵芝细胞分批发酵中，相

对较低的剪切力(Vtip=0.51 m/s)有利于灵芝细胞

生长和灵芝酸生物合成，细胞量和灵芝酸产量

分别达到了 13.8 g/L 和 306 mg/L，比高剪切力

(Vtip=1.53 m/s)培养提高了 30%和 12%。张伟[73]

研究了在搅拌转速控制策略下，剪切力对

pH-shift、DOT-shift 和补料策略同时使用时灵芝

细胞培养过程的影响，研究发现，与高剪切力培

养组相比，低剪切力促进了灵芝酸含量的提高，

灵芝酸含量和产量分别为 3.53 mg/(100 mg-DW)
和 798.00 mg/L，比高剪切力(Vtip)培养组提高了

85%和 276%。 
在灵芝发酵过程中，菌丝体生长和生产三

萜所需要的最佳搅拌速度不同，传统的恒速搅

拌已不能满足生产灵芝三萜类的需要。Feng  
等[74]采用了两阶段搅拌速度的调控策略，在第

40 小时，将搅拌速度控制在 150 r/min，随后将

搅拌速度控制在 100 r/min，采用此方法使三萜

类物质含量达到 6.07 mg/g，提高了 36.48%，

同时还大大缩短了发酵时间，节约了成本且可

重复。 
赵娜等[75]采用变转速调控结合液体静置培

养策略来优化振荡发酵阶段，以获得高的三萜

类物质产量，研究发现转速由 150 r/min 变为

100 r/min 是振荡阶段的最佳条件，最佳条件下

菌丝体中的三萜类物质含量与优化前相比增

加了 21%，达到 58.65 mg/g。这是由于降低转

速减少了体系中溶氧量，使得体系各参数更利

于菌丝体的生长，为后期液体静置阶段奠定生

物量基础，从而促进菌丝体内灵芝三萜类物质

积累[80]。 
2.2.3  氧载体 

氧载体与发酵液形成的体系在保持能耗的

前提下可以提高氧传递效率，具有氧传递速度

快、能耗低、气泡生成少、剪切力小等特点[76]。

冯杰等 [76]在灵芝液态发酵培养基中添加具有

正铺展系数的氧载体正十二烷，正十二烷加入

到水中后，会在搅拌、超声波等作用下被分散

和乳化，在和水的相互排斥作用下集中在气液

界面，形成覆盖在气泡上的薄膜。氧载体的溶

解度与氧气相比较高，增加了氧穿过水边界层

的渗透力，有利于氧传递的进行[81]。优化结果

发现，在灵芝菌丝体液态深层发酵的 25.63 h
加入 29.85 mL/L 的正十二烷可显著提高灵芝

三萜的浓度，理论值为 0.84 g/L，之后又将该

方法在 500 mL 摇瓶和 5 L 发酵罐中进行验证，

得到灵芝三萜类物质的浓度分别为 0.85 g/L  
和 0.88 g/L，与对照组相比分别提高了 578%  
和 398%[76]。 
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3  展望 
利用液态发酵技术获取灵芝三萜类物质具

有生产周期短、含量相对稳定、易定向调控等

特点，是获取灵芝三萜类物质最有效的方法之

一。目前灵芝液态发酵获取三萜类物质的研究

主要集中在灵芝三萜类物质生物合成的代谢途

径、液态发酵方式、基于发酵参数调节的溶解

氧控制这 3 个方面对灵芝三萜类物质的影响。

溶解氧会影响细胞生长和代谢物的形成，适宜

的溶解氧会有利于灵芝的生长，目前调控溶解

氧的方式主要通过参数的调节，但是溶解氧影

响灵芝三萜类物质生物合成的机理尚不清楚。

而且由于缺少成熟的灵芝真菌细胞基因操作手

段，以及对灵芝三萜类物质生物合成途径相关

基因的认知匮乏[82-83]，下游途径还未完全阐明，

通过基因工程改造灵芝真菌实现灵芝三萜类物

质产量的大幅提高也具有极大的挑战和困   
难[22]。通过这几个关键因素的调节虽然可以有

效提高灵芝三萜类物质的产量，但是仍不能满

足市场的需求，并且现有的研究范围太局限，

过于集中在这几个因素上，未考虑其他新的因

素，限制了灵芝三萜类物质的应用。 
结合国内外研究进展，我们认为灵芝三萜

类物质液态发酵合成的研究(均是发酵中运用

最多的赤芝)需要进一步加强几个方面的工作：

(1) 运用基因工程的手段阐明灵芝三萜类物质

生物合成下游的具体途径，完全解析灵芝三萜

类物质的合成代谢途径，以及挖掘信号转导途

径的深层作用机制仍是未来研究的重点方向。

在目前已知的灵芝三萜类物质生物合成途径的

基础上，更好地运用液态发酵的手段进行改造

和调控，提高灵芝三萜类物质的产量。(2) 对于

溶解氧这个发酵参数的控制不仅需要在发酵工

艺的基础上寻找更好的参数调节方式，而且需

要寻找更好的表征绝对溶氧的检测方法，或者

从分子水平(如控氧基因)调控从而进一步控制

溶解氧来控制三萜类物质的产量。(3) 通过培养

基优化、代谢调控、参数优化、添加外源物质

等方法找到更好的液态发酵方式，实现周期短、

效价高的灵芝三萜类物质液态发酵，为灵芝三

萜类物质商业应用的进一步扩大打下基础。 
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