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摘  要：【目的】碳源和氮源在提供真菌所需的能量和增加次级产物代谢方面具有重要的作用。

本研究旨在确认碳、氮限制对桦褐孔菌生长及三萜类次级代谢产物生产的影响。【方法】以 L-谷
氨酰胺和 D-无水葡萄糖分别作为氮源和碳源，以营养充足培养基(0.877 g/L L-谷氨酰胺，20.000 g/L
无水葡萄糖)作为对照组，实验组分为添加 0.044 g/L L-谷氨酰胺的 N 元素限制培养基(N-L)和添加

2.000 g/L 无水葡萄糖的 C 元素限制培养基(C-L)。平板实验中，接种后的平板置于 28 °C 恒温培养

箱培养，每天测量并记录其菌落直径。摇瓶发酵实验中，摇瓶接种后分别于 5 d 和 10 d 收样，测

定生物量、三萜含量及三萜合成相关基因的表达量。【结果】平板实验结果显示，C-L 组菌丝延伸

速度最快，但菌丝稀疏，菌丝的老化速度也得到较大延缓，N-L 组菌丝延伸速度较 CK 组快但低

于 C-L 组，菌丝老化速度最快；摇瓶发酵实验结果显示，N-L 组生物量最高；RT-qPCR 结果显示，

C-L 和 N-L 条件下，多数三萜类合成酶基因出现上调趋势；GC-MS 结果显示，与 CK 组相比，C-L
和 N-L 组中羊毛甾醇以及桦褐孔菌醇含量均有所上升。【结论】营养限制条件下会刺激桦褐孔菌

三萜类化合物的积累。 

关键词：桦褐孔菌；营养限制；生长；羊毛甾醇；桦褐孔菌醇 
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Abstract: [Objective] Carbon and nitrogen sources play an important role in providing the 
energy required for fungal growth and increasing secondary metabolite production. This study 
aims to investigate the effects of carbon and nitrogen restriction on the growth of Inonotus 
obliquus and the production of triterpenoid secondary metabolites. [Methods] L-glutamine and 
D-anhydrous glucose were used as the nitrogen and carbon sources, respectively. A 
nutrient-sufficient medium (0.877 g/L L-glutamine and 20.000 g/L of D-anhydrous glucose) 
served as the control group (CK). The experimental groups included a nitrogen-limited medium 
(N-L) with 0.044 g/L L-glutamine and a carbon-limited medium (C-L) with 2.000 g/L 
D-anhydrous glucose. In the plate experiment, inoculated plates were incubated at 28 °C in a 
constant temperature incubator, and colony diameters were measured and recorded daily. In the 
shake flask fermentation experiment, samples were collected on the 5th and 10th days to measure 
biomass, triterpene content, and the expression levels of triterpene synthesis-related genes. 
[Results] The plate experiment showed that the C-L group had the fastest mycelium extension, 
but the mycelium was sparse, and the aging was greatly delayed. The N-L group exhibited faster 
mycelium extension than the CK group but slower than the C-L group, with the fastest mycelium 
aging. The shake flask fermentation results showed that the N-L group had the highest biomass. 
qPCR results demonstrated an upregulation trend in most triterpenoid synthase genes under C-L 
and N-L conditions. GC-MS analysis revealed that both lanosterol and inotodiol content 
increased in the C-L and N-L groups compared to the CK group. [Conclusion] Nutritional 
restriction conditions stimulate the accumulation of triterpenes in I. obliquus. 
Keywords: Inonotus obliquus; nutritional restriction; growth; lanosterol; inotodiol 
 
 
 

桦褐孔菌(Inonotus obliquus)，俄语命名为

Chaga，属于担子菌亚门层菌纲非褐菌目多孔菌

科纤孔菌属，是一种生长在桦树上的寄生真菌，

子实体呈深褐色瘤状，直径 25−40 cm，表面分

布不规则的深色沟痕，质地脆而硬[1]。桦褐孔

菌主要分布在北纬 40°−50°的地区，包括俄罗

斯、芬兰、波兰、北美、中国、日本等地[2-3]。

野生桦褐孔菌依靠吸食桦树精华来满足自身营

养需求，富含多糖、萜类、多酚等多种生物活性

物质[4]。作为中国 6 种重要的药用真菌之一[5]，

桦褐孔菌在抗肿瘤、抗氧化、治疗慢性炎症、

降血糖等方面的研究逐年成为热点[6-10]。 
生物的生命活动离不开营养。碳、氮元素

广泛存在于自然界中，是合成蛋白质、脂质和
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核酸的重要营养元素，在真菌的生长发育和代

谢中发挥了至关重要的作用。真菌在缺乏碳或

氮元素的逆境中，会通过产生次级代谢产物以

抵御不良环境。营养限制影响真菌的次级代谢，

在黄曲霉菌、构巢曲菌、灵芝等菌种中都有研

究[11-13]，Lian 等[11]研究发现氮限制会高度诱导

转录因子 GCN4 基因的表达，而 Wang 等[14]的

研究表明，GCN4 通过直接与 GlMPC 的启动子

结合并激活 GlMPC 表达来积极调节灵芝中的

氮利用，Zhao 等[15]的研究表明，适当的氮限制

和液体静态培养可以促进灵芝中灵芝酸的积

累。真菌营养元素限制的研究主要集中在灵芝

方面，而关于营养限制对桦褐孔菌生长及次级

代谢产物影响的研究鲜有报道。 
三萜类化合物是一种重要的次级代谢产

物，广泛分布于自然界中[16]，也是桦褐孔菌中

有效的生物活性成分之一，在抗肿瘤、抵御癌

细胞增殖方面发挥了重要的功能，因此备受研

究者关注。目前仍在桦褐孔菌中持续分离出有

效的三萜化合物，并验证它们的生物活性。Zhao
等[17]从桦褐孔菌菌核中分离到 11 个羊毛甾烷

类化合物，其中 inonotusane D 和 saponaceoic 
acid I 对鼠乳腺癌细胞及人乳腺癌细胞表现出

强细胞毒性。Kim 等[18]检测出桦褐孔菌菌核外

围三萜化合物(包括白桦脂醇、白桦脂酸、桦褐

孔菌醇和栓菌酸等)的含量及抗肿瘤增殖活性

高于菌核内部。Zou 等[19]从桦褐孔菌中分离出 9
个羊毛甾烷三萜类化合物，其中，inonotsutriol A
表现出最有效的神经保护活性，可以通过抑制

细胞凋亡来保护 SH-SY5Y 细胞免受氧化损伤。

桦褐孔菌的活性三萜成分主要为羊毛脂烷型三

萜类化合物，桦褐孔菌中三萜类化合物的合成

包括 MVA 途径获得的萜类骨架的合成，随后异

戊酸焦磷酸和二甲烯异戊二烯焦酸在法尼基焦

磷酸合成酶 (farnesyl pyrophosphate synthase, 

FPPS)作用下生成法尼基焦磷酸，2 个法尼基焦

磷酸在鲨烯合酶(squalene synthase, SQS)作用

下生成三萜类化合物的前体角鲨烯。角鲨烯在

鲨烯环氧酶(squalene epoxidase, SQE)的作用下

生成环氧鲨烯，然后羊毛甾醇合酶 (lanosterol 
synthase, LSS)催化生成羊毛甾醇[20]。羊毛甾醇

后续已经阐明的催化步骤包括在羊毛甾醇 14α-
去甲基酶(lanosterol 14α-demethylase, LAD)等
一系列酶的催化下生成麦角甾醇等化合物，但

桦褐孔菌中的羊毛甾烷类化合物的生物合成途

径目前尚缺乏清晰的认识。有文献综合分析桦

褐孔菌中羊毛脂烷型三萜的结构相关性及化合

物含量，预测其生物合成途径，该途径以主成

分羊毛甾醇为起点，在不同酶的催化作用下生

成，先由不同的酶催化生成桦褐孔菌醇、

3β-hydroxy-lanosta-8,24-diene-21-al 和栓菌酸后，

再分别由其他酶催化生成复杂多样的次级代谢

产物。因此，羊毛甾醇是合成桦褐孔菌中活性三

萜类化合物的重要骨架[20-21]，而桦褐孔菌醇是桦

褐孔菌中最主要的抗癌活性物质[22]。 
本研究参考其他真菌在碳、氮限制条件下

的发酵研究方法，探究碳、氮限制对桦褐孔菌

的生长情况，以及对桦褐孔菌中三萜类化合物

积累的影响，研究结果为后续桦褐孔菌发酵高

效生产菌丝体及活性代谢产物提供参考。 

1  材料与方法  
1.1  菌种 

桦褐孔菌菌种分离自东北长白山的野生桦

褐孔菌菌核，保藏于江苏省药食植物生物技术

国家重点实验室(培育)。 

1.2  培养基 
碳 、 氮 源 限 制 培 养 基 (g/L) ： KH2PO4 

1.000 ， K2HPO4 2.000 ， NaCl 0.200, 
MgSO4·7H2O 1.023，维生素 B1 0.050，CaCl2 



 

 

 

曾丽梅 等 | 微生物学报, 2025, 65(1) 365 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

1.110，L-谷氨酰胺 (氮源 )，D-无水葡萄糖 (碳
源)，琼脂粉 20.000 (培养基配方根据 Lian 等[11]

稍作改进)。其中氮限制培养基(N-L) (g/L)：L-
谷氨酰胺 0.044，D-无水葡萄糖 20.000；碳限制

培养基(C-L) (g/L)：L-谷氨酰胺 0.877，D-无水

葡萄糖 2.000；对照培养基(CK) (g/L)：L-谷氨

酰胺 0.877，D-无水葡萄糖 20.000。PDB 培养

基(g/L)：葡萄糖 20.000，新鲜土豆 200.000；
PDA 培养基(g/L)：葡萄糖 20.000，新鲜土豆

200.000，琼脂粉 20.000；各配制好的培养基

pH 值为 6.0 左右，115 ℃灭菌 30 min 后待用。 

1.3  平板及摇瓶发酵实验 
将斜面保藏的桦褐孔菌于新鲜的 PDA 平

板上活化，待菌丝体直径长至 6 cm 左右，用直

径 0.5 cm 的琼脂打孔器在菌落边缘用十字交叉

法打 4 个孔，挑取菌丝块至 50 mL PDB 培养基

中，28 °C、160 r/min 培养 5 d 后匀浆，吸取 50 mL
匀浆液至新的 100 mL PDB 培养基中，继续摇

瓶培养 6−8 d，过滤得菌丝体，用 100 mL 无菌

去离子水重悬匀浆(15 s/次，共 3 次)，此匀浆液

为后续种子液。 

吸取上述种子液 2 μL，点植新的平板培养

基中，28 ℃培养箱黑暗培养，每日测量菌丝直

径、拍照记录。 
分别吸取 2 mL 种子液至 N-L、C-L 以及 CK

组培养基中，28 ℃、160 r/min 分别培养 5 d 及 10 d，
取出后真空抽滤得菌丝体，冷冻干燥后称重得

菌丝体干重，取部分菌丝体用于 RNA 提取，其

余菌丝体研磨成细粉(过 60 目筛)用于三萜类化

合物含量测定。 

1.4  RT-qPCR 三萜类合成酶基因表达量 
总 RNA 提取按照 FastPure Universal Plant 

Total RNA Isolation Kit (南京诺唯赞生物科技

股份有限公司)标准步骤进行，总 RNA 检测合

格后用于后续实验；逆转录按照试剂盒 HiScript 
II Q RT SuperMix for qPCR (+gDNA wiper) (南
京诺唯赞生物科技股份有限公司)标准步骤进

行；qPCR 按照试剂盒 ChamQ SYBR Color 
qPCR Master Mix (南京诺唯赞生物科技股份有

限公司)标准步骤进行，反应体系配制及反应

程序参照试剂盒说明书，以 18S rRNA 基因为

内参，qPCR 引物见表 1。 
 
 

表 1  本研究所用 qPCR 检测引物  
Table 1  Primers for qPCR  
基因名缩写 
Abbreviation of gene name 

基因名全称 
Full name of gene 

引物序列 
Primer sequences (5′→3′) 

SQS Squalene synthase gene F: GTTGGTCATTCGCAGGAAAC 
 R: GCGGTAAGAAGAAGGGAGAAG 

SQE Squalene epoxidase gene F: AACTCGGAGACCGATACCA 
 R: TCAAACGCCTCCTCCAATAC 

LAD Lanosterol 14α-demethylase gene F: CAGTACGGAAATGACCCAATCA 
 R: CCTAACGCAACCACCATCTT 

FPPS Farnesyl pyrophosphate synthase gene F: GCCAACTCGTCGATCTTATCA 
 R:GGAGTAGAACGCAGTCTTGTATAG 

MVD Mevalonate diphosphate decarboxylase gene F: CGGGACACGAAACTCATTCT 
 R: CCAAAGTCTGTCCTGCTTGA 

LSS Lanosterol synthase gene F: AAGGTCTGGCTGTCGATACT 
 R: CACCACCGATGAGGATGTAATG 

18S rRNA  18S rRNA gene F: CCTTGACACTACGAGGGATAAC 
  R: TCCATCATCAATCCCGAACAA 
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1.5  菌丝体内三萜类化合物的 GC-MS
的相对定量 

称取 1.3 中的菌丝体粉 0.3 g 至 100 mL 离

心管中，加入 30 mL 乙酸乙酯(料液比=10:1)，
回流提取 2 h 以上，取出后过滤，收集滤液浓

缩至 2 mL，用有机相滤膜过滤浓缩液，取适量

浓缩液送 GC-MS 检测(参考徐明雅等[23]方法进

行改进)。GC 检测条件，色谱柱：Agilent HP-5MS 
19091S-433 (30 m×250 μm×0.25 μm)；升温程

序：起始温度 150 ℃，100 ℃保持 1 min；以

30 ℃/min 升至 280 ℃，保持 24 min；载气为氦

气，流速 1 mL/min，分流进样，分流比 10:1，进

样口温度 250 ℃。MS 检测条件，质谱条件：电子

轰击离子源；离子源温度230 ℃；接口温度250 ℃；

电子能量 70 eV；质量扫描范围(m/z) 30−500。 

1.6  数据处理 
采用 GraphPad Prism 9 软件进行方差分析

和作图，所有数据取 3 次平行试验的平均值，

以平均值±标准偏差表示。 

2  结果与分析  
2.1  营养限制条件下桦褐孔菌菌丝体

在平板上的生长情况 
菌丝体接种的 C、N 限制平板实验中，    

前 3 天内，实验组和对照组的菌丝状态相差不

大；第 6 天时，对比 N-L 组和 CK 组，C-L 组

生长速度最快，已出现明显差异；第 9 天时可

以看出 CK 组菌丝较实验组致密，C-L 组菌丝

圈直径最大，N-L 组次之，CK 组菌丝圈直径最

小。之后，N-L 组与 CK 组菌丝圈直径出现显

著差异；第 15 天时，各组菌丝长满培养基，其

中，C-L 组菌丝延伸最长且中心部分菌丝体较

少，推测在营养限制的条件下，C-L 组为了汲

取更多的营养成分，促使菌丝体延伸；第 18 天

时，C-L 组菌丝纵向生长，中心部分已长满；

观察 21−45 d 的生长情况，各组均出现褐化的

现象，其中 N-L 组褐化最严重，推测 N-L 组产

生了更多的次级代谢产物(图 1、图 2)。 

2.2  营养限制对桦褐孔菌生物量的影响 
当摇瓶发酵第 10 天时，发酵液出现褐化现

象，因此选取第 5 天和第 10 天的菌丝液进行生

物量指标测定。图 3 的生物量结果显示，摇瓶

发酵第 5 天时，N-L 组生物量最高，CK 组次之，

C-L 组的生物量最低；第 10 天时，N-L 组生物

量仍然最高，CK 组次之，C-L 组最低。总体说

来，N-L 组与 C-L 相对于 CK 组均无显著差异，

说明营养限制的情况下，对摇瓶发酵菌丝体的

生物量并无明显影响。 
 

 
 

图 1  平板实验菌丝体生长情况    
Figure 1  The growth of mycelium in plate 
experiment. 

 

 
 

图 2  平板实验菌丝圈直径变化 
Figure 2  Change of mycelial ring diameter in 
plate experiment. *: P<0.05; **: P<0.01. 
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图 3  摇瓶发酵生物量变化    
Figure 3  Variation of biomass in shake flask 
fermentation. 
 

2.3  营养限制条件下萜类合成酶基因

的相对表达量 
qPCR 结果显示，摇瓶发酵 5 d 时，N-L 组

中三萜类合成相关酶基因 MVD、FPPS、LSS 表

达量上调，而 SQE 表达量下调。C-L 组 SQS 表

达量上调，而 SQE 表达量也下调。摇瓶发酵 10 d
时，N-L 组 MVD 和 LSS 表达量显著上调，其中

MVD 和 LSS 表达量分别升高 9.70 倍和 14.09 倍，

C-L 组 MVD，FPPS 和 LSS 表达量显著上调，其

中 MVD、FPPS、LSS 表达量分别升高 12.30 倍、

6.82 倍和 11.55 倍(图 4)。 

2.4  营养限制条件对菌丝体三萜类化

合物含量的影响 
GC-MS 初步鉴定出 16 种物质，其中，羊

毛甾醇和桦褐孔菌醇显示出上调表达，结果见

图 5。在营养限制 5 d 时，与 CK 组相比，C-L
组或 N-L 组羊毛甾醇含量无显著变化；N-L 组

桦褐孔菌醇含量则是 CK 组的 4.17 倍，C-L 组

未检测到桦褐孔菌醇吸收峰。在营养限制 10 d
时，N-L 组和 C-L 组菌丝体羊毛甾醇和桦褐孔

菌醇均有所提高，其中，N-L 组羊毛甾醇含量

是 CK 组的 1.81 倍，C-L 组羊毛甾醇含量是 CK
组的 1.47 倍；N-L 组桦褐孔菌醇含量是 CK 组

的 2.76 倍，C-L 组桦褐孔菌醇含量是 CK 组的

1.07 倍。同时，在桦褐孔菌的培养过程中，培 

 
 

图 4  摇瓶发酵萜类合成酶基因相对表达量。   
A：摇瓶发酵 5 d 萜类合成酶基因相对表达量；B：

摇瓶发酵 10 d 萜类合成酶基因相对表达量。 
Figure 4  Relative expression of terpenoid 
synthase genes in shaken bottle fermentation. A: 
Relative expression of terpenoid synthase genes in 
shaken bottle fermentation at 5 days; B: Relative 
expression of terpenoid synthase genes in shaken 
bottle fermentation at 10 days. **: P<0.01. 
 

 
 

图 5  摇瓶发酵 5 d、10 d 羊毛甾醇、桦褐孔菌醇

含量变化。A：羊毛甾醇含量变化；B：桦褐孔菌

醇含量变化。 
Figure 5  Changes in the contents of lanosterol and 
inotodiol at 5 days and 10 days after shaking bottle 
fermentation. A: Changes in the contents of 
lanosterol; B: Changes in the contents of inotodiol. 
**: P<0.01. 
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养 5 d 和 10 d 时，羊毛甾醇的含量无明显变化，

而桦褐孔菌醇在 5 d 时含量很低，而在 10 d 时

含量有大幅度提高。 

3  讨论 
真菌的生长发育除了受到本身的遗传特性

及温度、光照等环境条件影响外，培养基的组

成对菌丝生长、孢子萌发、子实体产量和品质

等也会产生重要的影响[24-27]。与其他生物相同，

真菌的生长发育需要碳源、氮源、无机盐、生

长因子和水等营养要素，其中培养基中的碳含

量、氮含量和碳氮比(C/N)对真菌生长发育的影

响较为显著[28]。如酵母在营养短缺如较低氮浓

度的情况下会发生细胞形态和细胞分裂方式的

改变，并导致侵入性丝状生长[24]。平菇在缺 N
的培养基上生长表现为长势差，菌落极薄，菌

丝细弱、稀疏[29]。本研究结果表明在 N 限制和

C 限制的情况下桦褐孔菌菌丝会侵入性生长，

表现为较正常培养基上的菌丝圈直径增长快，

菌丝稀疏。同时 C 限制较 N 限制更为明显。平

菇菌丝在缺 N 的培养基上生长，第 4 天起，培

养基中出现黄色分泌物，以种块为中心其范围

很快扩大，颜色逐渐加深[29-30]。本研究结果显

示，桦褐孔菌菌丝在限 N 情况下，第 21 天开

始中心出现褐化，很快延伸至整个平板。然而

限 C 和正常培养基褐化程度不高。 
近年来，通过营养物质的饥饿胁迫培养，

微生物代谢物质的产量得到了显著提高，已成

为一种有效的发酵策略。其中，氮饥饿培养是

最常用的促进活性代谢产物积累的手段。在藤

仓赤霉(Gibberella fujikuroi)中，减少培养基中铵

盐的浓度可以大幅提高赤霉素、红色色素比卡

韦林、胡萝卜素的合成[31-32]；在氮饥饿的条件

下，玉米瘤黑粉菌(Ustilago maydis)产生大量的

纤维二糖脂类 ustilagic acid[33]。灵芝发酵培养基

中以谷氨酰胺作为 N 源，当添加浓度为 3 mmol/L
时，4 种单体灵芝酸较添加浓度为 60 mmol/L
时分别提高了 2.8 倍、5.8 倍、8.3 倍和 5.1 倍[15]。

在5 mmol/L的天冬氨酸浓度作为氮源限制条件时，

获得了 0.4 g/L 的多糖产量，与氮源浓度为 20 mmol/L
的天冬氨酸相比，产量提高了 23.21%[34]。本研

究结果表明，除了 N 限制外，C 限制也能提高

桦褐孔菌中次级代谢产物的产量。其中，羊毛

甾醇在 C、N 限制时提高幅度最高，在培养 10 d
时，C 限制的羊毛甾醇含量较对照提高了 1.47倍，

N 限制的提高了 1.81 倍。除此之外，N 限制提

高了桦褐孔菌醇的产量，在培养 5 d 时，桦褐孔

菌含量较对照提高了 4.17 倍，而在培养 10 d 时，

桦褐孔菌含量较对照提高了 2.76 倍。 
在营养限制策略调控真菌次级代谢物产量

的研究中，需要了解营养限制条件下通过调控

哪些真菌次级代谢物合成关键酶达到提高次级

代谢物合成的作用，最终从转录水平了解营养

限制提高真菌次级代谢物合成的机理。如在氮

限制的条件下，灵芝酸产量提高的同时灵芝酸

合成途径中 4 个重要的结构基因 3-羟基-3-甲基

戊二酰辅酶 A 还原酶(HMGR)、FPS、SQS 和

LSS 的转录水平在整个灵芝发酵过程中都高于对

照，其 mRNA 的最高水平分别是对照的 37.0 倍、

18.0 倍、4.5 倍及 3.2 倍[15]。在氮限制的情况下

灵芝多糖含量增加的同时多糖生物合成途径中

葡萄糖激酶(glucokinase)、α-磷酸葡萄糖变位酶

(α-phosphoglucomutase)、UDP 葡萄糖焦磷酸化

酶(UDP-glucose pyrophosphorylase)以及 1,3-β-葡
聚糖合成酶(1,3-β-glucan synthase)等关键酶的基

因 比 氮 充 足 情 况 下 分 别 上 调 了 30.00% 、

35.00%、16.67%和 17.85%[34]。本研究也检测了

各样品中三萜合成途径中的一些关键酶基因的

表达情况，结果在培养第 5 天时，C、N 限制的

条件下，除 SQE 表达量下调外，其他 5 个基因 
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都无显著变化或上调，其中 N 限制条件下的基

因上调情况更显著，这可能是桦褐孔菌醇含量

大幅度提高的原因。在培养第 10 天时，在 C、

N 限制条件下，检测的 6 个基因中 MVD 和 LSS
表达量大幅度提高，另外在 C 限制条件下 FPPS
表达量也大幅度提高。相比之下，桦褐孔菌醇

和羊毛甾醇在 N 限制条件下含量提高幅度最

大，分析原因可能与 N 限制条件下 LSS 表达量

提升的幅度最高有关。LAD 作为羊毛甾醇下游

的另外一条途径的第一个催化酶，其基因表达

量无显著变化，说明桦褐孔菌的次级代谢调控

较为复杂，还需要深入研究探讨。 

4  结论 
在缺少氮元素或碳元素的条件下，桦褐孔

菌菌丝的延伸速度会加快，菌丝体较松散，且

氮元素和碳元素限制可以刺激桦褐孔菌中羊毛

甾醇和桦褐孔菌醇的积累。本研究初步证明了

氮元素限制、碳元素限制和桦褐孔菌生长及其

主要的三萜类次级代谢产物合成之间的关系，

相关研究成果可为后续桦褐孔菌液体深层发酵

生产活性三萜奠定理论基础。 
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