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一、中文摘要

冬蟲夏草是極為珍貴之中藥材，具有
相當多的生理活性功能，由於天然冬蟲夏
草得之不易且日益昂貴，利用其菌絲體做
液態發酵大量生產以日趨盛行，因而對發
酵條件的掌控與研究有其必要性。本計畫
的目的則是利用統計學上的回應曲面法，
對發酵條件做全面性研究與因子間交互作
用的探討，以便在最短的時間內找出最適
條件，實驗中我們以菌絲體及菌液多醣為
條件指標。由結果，我們發現冬蟲夏草菌
絲體最適培養條件之碳源為 5﹪葡萄糖，氮
源是1﹪yeast extract 或0.5﹪yeast extract + 
0.5% con steep liquor，起始 pH 為 5-7，而
無機鹽 NH4H2PO4 會抑制冬蟲夏草菌絲培
養之多醣體產量，而鎂離子與橄欖油之最
適添加濃度分別為 0.06﹪與 0.12﹪。利用
回應曲面法加以探討，發現因因子間的作
用而抑制多醣的生成。

關鍵詞：冬蟲夏草、多醣體、回應曲面法

Abstract

“Dongchongxiachao” is famous as crude 
drug in Chinese medicine expensively and 
rarely. The therapy and health claims include 
the benefits to lung and kidney, the 
enforcement of immunity and antitumor 
activity. The yield of Dongchongxiachao is 
limiting by the geographyc region and the 
condition of climate in the mainland of China 
leading to dear the price. The great potency 
of application in C. sinensis by fermentation 

has been noticed as functional food.
This research is to investigate the 

influence of different environmental factors 
on the production of mycelium and 
polysaccharide in submerged culture of C. 
sinensis. The optimal medium condition for 
the mycelium and polysaccharide production 
is initial pH=6, glucose 5% and yeast extract 
1%. The best carbon and nitrogen source are 
glucose and yeast extract, respectively. 
Adding NH4H2PO4 is to inhibit the yield of 
polysaccharide. The optimal concentration of 
the MgSO4．7H2O and olive oil to added is 
0.06% and 0.12%. However, we study these 
three factors for polysaccharide formation by 
RSM, we found the interaction of factors had 
significant on inhibition of polysaccharide 
formation.

Keywords: Cordyceps sinensis, 
polysaccharide, Response Surface 
Methodology

二、計畫緣由與目的

冬蟲夏草菌是一種嗜低溫的真菌，在
零度以下生長停止，在 1~4℃時生長緩慢，
15~20℃為其適溫，25℃以上生長受到抑
制。此菌菌落堅硬，菌絲表生，無色有隔
膜、分枝，平滑或具微疣。分生孢子梗無
色、單生或 2~8 本簇生於無色球形細胞組
成的小子座上，不分枝至分枝。不形成孢
梗束。產孢細胞系平行小梗，無色，單點
內壁產孢，平滑。腎形或長橢圓形，大多
2~4(~6)各一群，為一檸檬形黏膜所包圍；
該菌對營養要求並不嚴格。在多種人工培
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養基上都能生長發育（1）。
經化學組成分析，冬蟲夏草含有水分

10.84﹪、脂肪 8.4﹪、蛋白 25.32﹪、碳水
化合物 28.90﹪、灰分 4.10﹪（2），此外，
還含有醇類、維生素、脂肪酸及多種氨基
酸（3），以原子吸收光譜分析證實，冬蟲夏
草含有銅、錳、鎳、鎘、硒等金屬元素（4）。
將冬蟲夏草經熱水萃取、以酒精沉澱並經
膠體層析分離所得之多醣分析，主要是由
半乳糖及 D-甘露糖所構成（5），Kiho 等人（6）

以熱水和鹼性溶液萃取冬蟲夏草菌絲體所
得之中性多醣，分子量約為 45 kDa，由半
乳糖、葡萄糖及甘露糖以 62：28：10 所組
成。利用分子篩高效能層析法（SE-HPLC）
結合化學法與酵素法，證實冬蟲夏草存在
有能提昇免疫功能之 beta-1,3 多醣（7）。冬
蟲夏草多醣能降血糖，在小鼠模式中，可
降低血中膽固醇與三酸甘油脂含量（118）。
有報告指出，冬蟲夏草多醣有治療 B 型肝
炎（9）、抗腫瘤與免疫調節作用（10、11）等功
能。

冬蟲夏草具有抗衰老、降血脂、預防
動脈硬化、恢復性功能障礙及清除自由機
等功效（12、13），其藥用價值備受肯定，由
於天然產品日漸稀少，近年來紛紛採用人
工發酵技術生產冬蟲夏草菌絲體產品，在
以小白鼠試驗各種生理生化之零床活性證
實，人工發酵生產之冬蟲夏草菌絲體與天
然蟲草無顯著之差異（10）。發酵培養液中所
含之多醣亦具有抗腫瘤與免疫調節之活性
（10）。

在傳統上探討發酵條件之最適化，大
多以「一次實驗決定一因子（”one-factor at 
one time”）」的方法尋找最適化條件，此
法往往忽略因子間之交互作用，因此當因
子間交互影響顯著時，此法無法得到真正
的最適值。為解決此問題，1951 年，Box
及 Wilson（14）首先提出回應曲面法（Surface 
Response Methodology；RSM）的設計概
念，並成功的應用在食品科學（15）與化工酵
素生產上（16）。此法之基本構想是結合統計
上的試驗設計與數據契合技巧（data fitting 
technique），根據實驗結果，建立描述一
群受測因子及目標函數間相互關西之數學
模式，藉此模式，以探尋出發酵條件之最
適化。其步驟包括有下列五項：

(1). 極值點區域之逼近
(2). 回應曲面數學模式之建立
(3). 模式適切性之檢測
(4). 極值點之決定
(5). 因子影響效應之分析

本計劃之主要目的是要探討不同培養
機之組成對冬蟲夏草菌絲體密度及多醣含
量的影響，利用回應曲面法，了解發酵產
程中菌絲體、多醣體與酸鹼值變化上的關
係，以找出冬蟲夏草菌絲體高密度發酵之
最適化條件。

三、結果與討論
  
(1). 最適化基礎培養基條件之決定

PDB 是本實驗中冬蟲夏草菌絲體發酵
之基礎培養基，由圖一（A）中可以得知，
在 23℃、120 rpm 下，第七天時冬蟲夏草
菌絲體達到最大值，0.81g/100mL。在起始
培養基酸鹼值之測試結果（圖一（B））可
以得知，pH 值在 5~7 時，最適合菌絲體生
長，在菌液多醣含量以 pH=6 時達到最高產
量。對基礎培養基中葡萄糖與酵母抽出物
含量的試驗中（圖一（C）、（D）），得
知其最佳含量分別為 5﹪與 1﹪。

經由此一試驗結果，本計畫中一系列
的培養條件測試均以此為基礎，即是在 23
℃、120rpm、pH=6、Glucose 5﹪及 Yeast 
extract 1﹪時培養七天，作為基礎培養條
件。

(2). 不同碳源試驗之比較

在 Guihua 與 Guoshan（17）對蛹蟲草菌
（C. militaris）之固態人工培植結果顯示，
葡萄糖與麥芽糖均可作為很好的碳源供蟲
草利用，由圖二（A）與（B）之結果顯示，
無論添加蔗糖或麥芽糖，冬蟲夏草菌絲體
與菌液多醣之產量隨著此兩種糖濃度之增
加而降低，可知對冬蟲夏草菌絲體之液態
培養上，葡萄糖是較佳之碳源。

(3). 不同氮源試驗之比較

以 peptone 及 corn steep liquor 取代
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yeast extract 或與 yeast extract 不同組成比
例（圖二（A）與（B）），結果指出，在
冬蟲夏草菌絲體之液態培養上，yeast 
extract 為較佳之氮源，而當 yeast extract 0.5
﹪+ corn steep liquor 0.5﹪時與 yeast extract 
1﹪的條件下所得到之菌絲體與多醣含量
相同，而 corn steep liquor 的本遠較 yeast 
extract 便宜，基於成本考量，可利用上述
之混合比例作為冬蟲夏草菌絲體之液態培
養上之氮源。

(4). 無機鹽類與非離子介面活性劑對冬蟲
夏草菌絲體之影響

絲狀真菌在液態培養時，發現使用介
面活性劑會導致 Acremonium persicinum明
顯的減少其β-glucan 的產量。後來在尋找
適合介面活性劑的過程中，意外發現蔬菜
油和其脂肪酸組成，可以增加聚葡糖
(Glucan)的產量。橄欖油(Olive oil)和向日葵
花油 (Sunflower oil)（18 ）。即使在低濃度
(0.4kgm-3)時，可以使體外多醣產量從
12~14 kgm-3 增加到 22~24 kgm-3，並且在較
高濃度時可以達到 28 kgm-3。而無機鹽類
的添加會影想 beta-glucan 的合成（19、20），
在本實驗中添加不同濃度的無機鹽與橄欖
油（圖四（A）~（D）），隨著橄欖油濃
度的提高菌絲體的產量增加但多醣產量降
低（圖四（A））。低濃度的 NH4H2PO4 0.1
﹪，有助於冬蟲夏草菌絲體與多醣的產
量，隨著濃度的提昇反而抑制菌絲體與多
醣的產量（圖四（B））， (NH4)2HPO4 的
添加，對冬蟲夏草菌絲體與多醣的產量則
呈抑制現象（圖四（C））。0.1﹪鎂離子
的添加則有助於冬蟲夏草菌絲體與多醣的
產量（圖四（D））。

由此結果得知，橄欖油、NH4H2PO4、
鎂離子對冬蟲夏草菌絲體與多醣的產量有
相當程度的影響，為了解此三因子之最適
添加量與因子間相互影響效應，則經由
RSM 的試驗設計，來詳加探討。

(5). RSM 試驗設計之結果與討論

對冬蟲夏草菌絲培養之多醣體產量進
行統計分析（表一），經回歸運算後可得

到以各因子單位水準來表示之方程式：

Y=66.18-33.6X1-9.78X2-10.04X3

式中可知 NH4H2PO4（X1）、鎂離子
（X2）、橄欖油（X3）對多醣的產量有負
面的影響，而 NH4H2PO4（X1）的影響值遠
較鎂離子（X2）與橄欖油（X3）大，表示
NH4H2PO4 因子對冬蟲夏草菌絲培養之多
醣體產量有更顯著的抑制。依據此表所得
的結果，重新設計新一階的實驗組別，得
到如表二所呈現的結果，當鎂離子與橄欖
油之最適添加濃度分別為 0.06﹪與 0.12﹪
（表三）。

經由回應曲面法的探討，可以得知
NH4H2PO4 的添加不利於冬蟲夏草菌絲培
養多醣體之生成，而適量的鎂離子與橄欖
油則有助於多醣的生成，這種結果的探討
是傳統一次一因子法中所看不到的，因而
應用回應曲面法可以減少資源的浪費，更
可以得之各因子間的交互作用，使我們得
到真正的最適化條件。

利用相同的研究方法，發現 Olive oil
添加、培養基的 C/N、起始 pH 值等均對其
靈芝菌絲體液態培養有顯著影響。更進一
步利用回應曲面法進行研究靈芝多醣生成
的最適化條件，其中以 Olive oil 添加、培
養基的 C/N、培養基起始 pH 值三個因子進
行探討。經由實驗結果顯示靈芝多醣生成
的最適化條件為：培養基的 C/N 為 45∼
55；Olive oil 添加量為 0.35∼0.55mL；培
養基起 pH 值為 4.0∼5.0（Data not show）。

四、計畫成果自評

本計劃之執行，由於僅止於實驗室的
研究規模，缺乏前置工廠的實驗數據，實
是此一計劃之遺憾。冬蟲夏草是我國珍貴
的傳統藥材，對其作進一部之前導工廠的
實驗是有其必要性，尤其政府全力推動生
物科技產業，於基礎研究單位設立前置工
廠，可使產業界縮短量產研發時間以增加
產業競爭力，在健康食品法公佈實行後，
相關菇菌類產品的研發將是有增無減，縮
短量化與產業化的時間是增加產業競爭力
之不二法門，希望在日後之相關研究，能
夠有前置工廠的設立與研究。
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本計劃提供研究發酵最佳化條件之研
究模式。讓參予研究者能學習以統計之慨
念，設計出相關的研究方法，以達到最佳
化之目的。
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圖一：冬蟲夏草菌絲體基礎培養基最適化條件之決定。
A：以 PDB 為培養基，冬蟲夏草菌絲體在 23℃、120 rpm 下的成長曲線。
B：培養基中，起始酸鹼值（pH 3、4、5、6、7）對冬蟲夏草的菌絲體量與多醣

生成量的影響。
C：冬蟲夏草培養在含不同濃度葡萄糖（1﹪、3﹪、5﹪、7﹪、10﹪）的培養機

中，對其菌絲體量與多醣生成量的影響。
D：培養基裡氮源，酵母抽出物，含量的變化（0.5﹪、1﹪、1.5﹪、2﹪、3﹪）

與冬蟲夏草的菌絲體量及多醣生成量的關係。
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圖二：冬蟲夏草菌絲體對不同碳源反應之比較。
比較葡萄糖與蔗糖（A）及葡萄糖與麥芽糖（B）在培養基中的不同組成，對
冬蟲夏草的菌絲體量與多醣生成量的影響。
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圖三：冬蟲夏草菌絲體對不同氮源反應之比較。
比較 yeast extract 與 peptone（A）及 yeast extract 與 corn steep liquor（B）在培養
基中的不同組成例，對冬蟲夏草的菌絲體量與多醣生成量的影響。
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圖四：冬蟲夏草菌絲體養對不同無機鹽類與界面劑反應之比較。
冬蟲夏草的菌絲體培養時，加入不同濃度之無機鹽與油脂：（A）Olive oil、（B）
NH4H2PO4、（C）(NH4)2HPO4 與（D）MgSO4．7H2O，對冬蟲夏草的菌絲體量
與多醣生成量的影響。
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表一：一階 RSM 實驗設計之結果

NH4H2PO4 MgSO4．7H2O Oliver  oil Polysacchar ide

No. (g/100 mL) (g/100 mL) (mL/100 mL) (mg/100 mL)

1 0.1 0.1 0.2 93.14

2 0.5 0.1 0.2 65.34

3 0.1 0.5 0.2 85.42

4 0.5 0.5 0.2 40.88

5 0.1 0.1 1.0 91.86

6 0.5 0.1 1.0 33.93

7 0.1 0.5 1.0 61.48

8 0.5 0.5 1.0 57.36

9 (C) 0.3 0.3 0.6 70.49

10 (C) 0.3 0.3 0.6 75.38

No. 9 (C)、10(C) 表示是中心點
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表二：陡升路徑實驗設計之結果

NH4H2PO4 MgSO4．7H2O Oliver  oil Polysacchar ide

No. (g/100 mL) (g/100 mL) (mL/100 mL) (mg/100 mL)

1 0.3 0.3 0.6 62.25

2 0.18 0.26 0.52 66.37

3 0.06 0.22 0.44 68.43

4 0 0.18 0.36 75.64

5 0 0.14 0.28 75.64

6 0 0.10 0.20 80.79

7 0 0.06 0.12 107.56

8 0 0.02 0.04 99.87

9 0 0 0 79.76
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表三：中心混成實驗設計之結果

MgSO4．7H2O Oliver  oil Polysacchar ide

No. (g/100 mL) (mL/100 mL) (mg/100 mL)

1 0.04 0.07 99.32

2 0.08 0.07 105.76

3 0.04 0.17 92.63

4 0.08 0.17 112.20

5 0.02 0.12 85.59

6 0.10 0.22 86.19

7 0.06 0.02 113.23

8 0.06 0.02 107.30

9 0.06 0.12 121.98

10 0.06 0.12 123.01

11 0.06 0.12 117.60

12 0.06 0.12 120.77

13 0.06 0.12 119.28
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