
行政院國家科學委員會專題研究計畫  期中進度報告 

 

 

靈芝和巴西洋菇發酵液之肝臟保健功效評估及其作用機轉

之探討(2/3) 

 

 
計畫類別：整合型計畫 

計畫編號：NSC93-2321-B-002-010- 

執行期間：93年08月01日至94年07月31日 

執行單位：國立臺灣大學食品科技研究所 

 

 

 

 

計畫主持人：沈立言 

 

計畫參與人員：蘇正元、陳與國、童嬿臻、趙丹平 

 

 

 

 

報告類型：精簡報告 

 

處理方式：本計畫可公開查詢 

 

 
 

 

中 華 民 國 94年6月1日

 



 

「保健食品」研究開發計畫  期中進度報告 
 

※※※※※※※※※※※※※※※※※※※※※※※※※※※※※※※

※

※

※

※

※ 

靈芝和巴西洋菇發酵液之肝臟保健功效評估及其作用機轉之探討

Studies on the liver protective function and its mechanism of the 
fermentation broths of Ganoderma lucidum and Agaricus blazei 

cultivated in the medium containing leguminous plants 

※

※

※

※

※

※※※※※※※※※※※※※※※※※※※※※※※※※※※※※※※
 
 

  
計畫類別： ■ 整合型 □ 個別型   □ 產學合作 
計畫編號： NSC 92-2321-B-002-009- 
執行期間： 92年 8月 1日至 95年 7月 31日 
執行單位： 國立台灣大學  食品科技研究所 

計畫主持人： 沈立言  國立台灣大學  食品科技研究所 
共同主持人：  
計畫參與人員： 蘇正元  國立台灣大學  食品科技研究所 

陳與國  國立台灣大學  食品科技研究所 
童嬿臻  國立台灣大學  食品科技研究所 
趙丹平  國立台灣大學  食品科技研究所 

聯絡電話： (02) 33664129, (02)33664130 
傳真： (02) 23620849 

電子郵件： lysheen@ntu.edu.tw 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

中    華    民    國     94  年    5  月   31  日 



 
1

一、摘要 
本計畫研究之目的乃在探討「靈芝-豆科」(GL)或「巴西洋菇-豆科」(AB)發酵產物之抑制肝癌活性與護

肝功能，並分析其所含三萜類(triterpenoids)活性成分與抑制肝癌活性之相關性，以及探討抑制肝癌之作用機
轉。計畫至目前為止，於「靈芝-豆科」發酵產物方面，以前一年度計畫所決定之最佳抑制肝癌活性之靈芝(菌
種皆為 BCRC 36123)發酵條件，進行大量發酵(200 L發酵槽)後所得之發酵產物與小量發酵(5 L發酵槽)所得發
酵產物相較下，二者菌絲體乙醇萃取物中三萜類之 HPLC 圖譜甚為相似，然而大量發酵產物之菌絲體乙醇萃
取率(9.9 g/100 g dry matter)較低，但 Hep 3B 肝癌細胞經此大量發酵產物(100 µg/mL)處理後之生存率為
31.9±7.1% of control，所以其亦具有不錯的抑制肝癌活性。另外，以子計畫三於前一年度所決定之最佳抗氧化
肝癌活性之靈芝發酵條件，生產大量發酵產物(GL-93-12-21) (200 L 發酵槽)，與小量發酵產物(GL-92-10-22) (5 
L 發酵槽)相較下，GL-93-12-21菌絲體具有較低的乙醇萃取率(17.1 g/100 g dry matter)，但 Hep 3B肝癌細胞經
GL-93-12-21菌絲體乙醇萃取物(100 µg/mL)處理後之生存率為 24.5±0.6% of control，故其亦具有不錯的抑制肝
癌活性。於「巴西洋菇-豆科」發酵產物方面，分析最新生產的小量發酵產物，結果顯示 AB-93-10-19 (菌種為
NCUC AB001)的菌絲體乙醇萃取率為16.4 g/100 g dry matter，較高於AB-93-12-4與AB-94-2-1 (菌種皆為BCRC 
36814)，但抑制肝癌細胞活性最佳者為 AB-93-12-4 菌絲體乙醇萃取物(IC50為 13.5 µg/mL)，其發酵基質中含
20 g/L黑豆和 4 g/L黃耆，發酵溫度為 28℃，攪拌速率為 250 rpm，通氣量為 0.05 vvm，發酵天數為 35天。
再者，在「巴西洋菇-豆科」大量發酵產物方面，目前已有二批不同條件之樣品，經分析後結果顯示，
AB-94-3-17-GF3菌絲體具有較低的乙醇萃取率(17.1 g/100 g dry matter)，但卻有較佳的抑制肝癌細胞活性(IC50

為 5.5 µg/mL)，其發酵條件與 AB-94-3-10-GF相較下，相異處在於此樣品之發酵條件為兩階段發酵模式。此外，
建立『具最佳抑制肝癌細胞活性之「靈芝-豆科」或「巴西洋菇-豆科」發酵產物對四氯化碳誘導大白鼠正常初
代肝細胞損傷之影響』之試驗模式，並分析日前具最佳抑制肝癌細胞活性之樣品(GL-92-10-3 與 AB-93-3-17
菌絲體乙醇萃取物)，當二種樣品濃度分別為 100 µg/mL時，可有效減緩四氯化碳所誘導的大白鼠正常初代肝
細胞損傷。 
 
關鍵詞：靈芝、巴西洋菇、肝癌細胞、三萜類、四氯化碳、大白鼠初代肝細胞 

 
二、計畫緣由與目的 

肝臟為代謝、解毒和抗氧化器官，而當肝功能損傷時則會導致代謝障礙，並影響其他臟器功能，嚴重則

危及生命。依據行政院衛生署統計，民國 92年中華民國台灣地區十大死亡原因第六位為慢性肝病及肝硬化；
肝癌為十大癌症主要死亡原因的第一名(1)，所以肝病之防治的確是台灣重要的課題。 

靈芝(Ganoderma lucidum)含有種類極多的三萜類二次代謝產物，其在機能性上的研究，已證實具有抗腫

瘤、保護肝臟、抑制血小板凝集、抗高血壓、降低血膽固醇及抗 HIV病毒活性等能力(2, 3, 4, 5, 6)。 
巴西洋菇(Agaricus blazei)又稱巴西蘑菇、柏氏蘑菇或小松菇等。研究報告顯示巴西洋菇具有抗腫瘤活性，

其抗腫瘤機制除了具有傳統多醣體的活化宿主免疫系統外，能直接誘使腫瘤細胞發生細胞凋亡(apoptosis)而抑
制腫瘤細胞生長(7, 8)。 

黑豆(Black bean)屬於蝶形花科(Papilionaceae)，其內含有維生素 E、異黃酮類(isoflavone)、皂素(saponin)
與 GSH等抗氧化物質，以及抗氧化酵素；但黑豆種皮中的抗氧化物質則有花青素及類胡蘿蔔素等(9, 10)。近年

來亦發現在大豆、黑豆中含有更豐富的植物性雌激素 genistein，此成分具有抑癌作用(11, 12)。 
市售中藥的黃耆，為豆科植物黃耆(Astragalus membranaceus)的乾燥根，亦稱之為黃芪。黃耆的化學成分

主要含有胺基酸、微量元素、黃酮類化合物、黃耆皂苷(Astragaloside) (為一種 cycloartane triterpene glycosides)、
多醣、含氮化合物、維生素、其他有機物及多種微量元素(13)。近年來的研究發現黃耆具有保肝作用，且推測

「黃耆皂苷」及「黃耆多醣」可能為其主要活性成分之一。 
本整合型計劃擬以豆科植物(黑豆、黃耆)作為發酵基質，乃因為豆科植物營養成分比較齊全，還含有大

豆皂苷、大豆多肽、大豆異黄酮等具生物活性和保健功效之物質，故希望在發酵過程中能提供保健菌種之生

長所需外，也期望菌種與豆科植物的保健功效能有互補或加乘作用，甚至藉由菌種在發酵程序中分泌酵素來

活化部分生理活性成分，例如類黃酮醣苷鍵的分解，或多醣體的合成(或降解)等可能交互反應之結果。 
本研究將採用由子計劃一(蔣丙煌教授)和子計劃二(徐敬衡副教授)自行發酵生產所得之「靈芝-豆科」或

「巴西洋菇-豆科」發酵產物為實驗樣品，探討「靈芝-豆科」或「巴西洋菇-豆科」發酵產物之抑癌活性與護
肝功能，並分析其所含三萜類化合物與抑制肝癌活性之相關性，以及探討抑制肝癌作用之機轉。本研究擬分

三年進行，而本年度(第二年)探討方向為： 
1. 藉由四氯化碳(CCl4)誘導大白鼠慢性肝損傷的實驗模式，探討不同發酵條件下「靈芝-豆科」或「巴
西洋菇-豆科」發酵產物之護肝功能特性，並深入探討發酵產物對於肝臟抗氧化與解毒代謝系統之
作用機轉； 
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2. 以第一年建立之篩選平台探討「靈芝-豆科」或「巴西洋菇-豆科」發酵產物的不同區分物之抑制肝
癌活性； 

3. 深入探討具有抑制肝癌活性之發酵產物區分物對大白鼠正常初代肝細胞之影響。 
 
三、材料與方法 

(一) 材料 
    本報告提及之「靈芝-豆科」與「巴西洋菇-豆科」發酵產物之發酵條件分別列於表一、表二與表三。 

 
(二) 方法 

1. 樣品前處理 
針對「靈芝-豆科」(縮寫為「GL」)或「巴西洋菇-豆科」(縮寫為「AB」)發酵產物，區分為發酵濾液

與菌絲體(mycelium；縮寫為「m」)等兩部分分別進行分析。菌絲體經冷凍乾燥並磨粉後，分別以重量(g)
的 20倍體積(mL)之 95%乙醇混合後，於 30℃恆溫水浴槽中進行萃取 24小時，所得萃取液再經冷凍乾燥
後得萃取物(縮寫為「E」)，所得萃取物再經乾燥後備用，並計算萃取率。此外，AB-94-3-10-GF 為發酵
濾液與菌絲體混合並經冷凍乾燥、粉碎而得乾燥粉末(縮寫為「p」)，其萃取條件與上述同。 

 
2. 靈芝及巴西洋菇發酵液抑制肝癌細胞活性之探討 

參考洪(14)方法，協同 lovastatin與發酵產物處理 Hep3B細胞，以MTT assay分析細胞生存率。 
 

3. 三萜類活性成分之分析 
參考 Chyr and Shiao (15)方法，針對不同發酵條件下發酵濾液與菌絲體，進行三萜類化合物(triterpenoids)

之分析。以甲醇配製菌絲體乙醇萃取物成濃度為 20 mg/mL之溶液後，進行 HPLC分析。所得之層析圖譜，
藉由與參考文獻的層析圖譜比對鑑定各個波峰位置，推測三萜類化合物可能組成與相對含量。 

 
4. 本年度額外探討具最佳抑制肝癌細胞活性之「靈芝-豆科」或「巴西洋菇-豆科」發酵產物對四氯化碳誘
導大白鼠正常初代肝細胞損傷之影響 
(1) 實驗動物飼養 

由國科會購進 6~8週齡之雄性 Sprague-Dawely大白鼠。餵養環境控制在 12小時 light/dark循環
條件下，任其隨意進食進水，並於 8週齡時進行實驗。 

 
(2) 肝細胞之分離及培養 

肝細胞分離乃依據 Berry and Friend(16)與 Bonney等(17)所發表肝灌注之方法，並加以適度修正。

最終所得細胞懸浮液的密度為 0.5×106 cells/mL，並分注 2 mL到已預先經 collagen處理的 35 mm培
養皿中，如此每一培養皿約有 1×106個肝細胞，置於 37℃之培養箱中培養。 

 
(3) 發酵產物對四氯化碳誘導大白鼠初代肝細胞損傷之生存力及形態變化之影響 

大白鼠初代肝細胞於分盤後經 24 小時培養，更換新的培養基，其培養基中含有 10 mM 
CCl4/ethanol與不同濃度之「靈芝-豆科」或「巴西洋菇-豆科」菌絲體乙醇萃取物(溶於 DMSO中，
DMSO最終濃度為 0.5%)，再經 1 hr培養後，以倒立式位相差顯微鏡觀察細胞之生長狀態、測定細
胞內外之 LDH (lactate dehydrogenase)酵素活性與利用MTT assay分析細胞存活率，以瞭解細胞生存
力及形態變化。LDH之測定是採用Moldeus等(18)所發表之方法。MTT assay是採用 Hansen等(19)所

發表之方法。 
 

(4) 發酵產物對四氯化碳誘導大白鼠初代肝細胞損傷中脂質過氧化(lipid peroxidation)之影響 
脂質過氧化分析乃參考 Fraga等(20)。TBARS值以每 mg蛋白質產生多少 nmole MDA來表示。

蛋白質定量分析以 Lowry等(21)方法進行。 
 

(5) 發酵產物對四氯化碳誘導大白鼠初代肝細胞中 GSH相關抗氧化與解毒代謝系統之影響 
GPx活性之測定是採用 Lawrence and Burk(22)所發表之方法。GRd活性之測定是採用 Bellomo等

(23)所發表之方法。GST 活性之測定是採用 Habig 等(24)所發表之方法。GSH/GSSG 值之測定是採用
Reed等(25)所發表之方法。細胞蛋白質含量之測定是採用 Lowry等(21)所發表之方法。 

 



 
3

5. 統計分析 
實驗所得到之實驗數據，將採用 SAS (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA)電腦統計套裝軟體中之變異數

分析(analysis of variance，簡稱 ANOVA)配合 Duncan’s new multiple range test進行統計分析，以測試不同
處理間是否達到顯著性差異 (P<0.05)。 

 
四、執行進度及成果 

(一) 抑制肝癌細胞活性之測定與三萜類活性成分之分析 
1.「靈芝-豆科」發酵產物 

GL-93-10-6 (200L發酵槽)為 GL-92-10-3 (5L發酵槽)之條件下放大發酵所得之發酵產物，為子計畫四
於前一年度計畫中所決定具最佳抑制肝癌細胞活性之靈芝發酵條件(表一)。分析結果顯示，在菌絲體乙醇
萃取率方面，GL-93-10-6之萃取率為 9.9 g/100 g dry matter，較低於 GL-92-10-3之萃取率(22.8 g/100 g dry 
matter) (表四)。於抑制肝癌活性方面，經 GL-93-10-6 菌絲體乙醇萃取物(GL-93-10-6-m-E)與 GL-92-10-3
菌絲體乙醇萃取物(GL-92-10-3-m-E)處理過之 Hep 3B細胞生存率分別為 31.9±7.1與 13.7±2.2% of control，
所以二者產物均具有不錯之抑制肝癌活性(表四)。此外，此二者樣品中三萜類 HPLC分析圖譜顯示，其萃
取物中所含三萜類含量與種類大致類似(圖一)。 

GL-93-12-21 (200L發酵槽)為 GL-92-10-22 (5L發酵槽)之條件下放大發酵所得之發酵產物，為子計畫
三於前一年度計畫中所決定具最佳抗氧化活性之靈芝發酵條件(表一)。分析結果顯示，在菌絲體乙醇萃取
率方面，GL-93-12-21之萃取率為 17.1 g/100 g dry matter，較低於 GL-92-10-22之萃取率(23.5 g/100 g dry 
matter) (表四)。於抑制肝癌細胞活性方面，經 GL-92-10-22-m-E與 GL-93-12-21-m-E處理過之 Hep 3B細
胞生存率分別為 31.1±6.4與 24.5±0.6% of control，所以二者產物均具有不錯之抑制肝癌細胞活性(表四)。
此外，此二者樣品中三萜類 HPLC分析圖譜顯示，其萃取物中所含三萜類含量與種類略有不同(圖一)。 

 
2.「巴西洋菇-豆科」發酵產物 

在小型發酵槽(5 L)生產發酵產物方面，分析由子計畫二所提供的最新三批樣品，其發酵條件如表二所
示，主要差別在於 AB-93-10-19之菌種為 NCUC AB001，而 AB-93-12-4與 AB-94-2-1菌種為 BCRC 36814。
此外，AB-93-12-4與 AB-94-2-1的培養基中分別含有 4和 8 g/L黃耆，發酵天數分別為 35和 50天，其餘
條件相同。分析結果顯示，在菌絲體乙醇萃取率方面，AB-93-10-19之萃取率為 16.4 g/100 g dry matter，
較高於 AB-93-12-4 (10.8 g/100 g dry matter)與 AB-94-2-1 (7.1 g/100 g dry matter) (表五)。於抑制肝癌細胞活
性方面，AB-93-12-4-m-E具有最佳的抑制肝癌細胞活性(IC50為 13.5 µg/mL) (表六)。再者，此三批樣品乙
醇萃取物中三萜類分析圖譜如圖二所示，顯示不同菌種或不同發酵條件都可能導致可能為三萜類之種類

與含量有所不同。 
此外，「巴西洋菇-豆科」發酵產物目前已生產二批大量(500 L發酵槽)發酵產物，分別為 AB-94-3-10-GF

與 AB-94-3-17-GF3，其發酵條件(表三)主要差異在於發酵模式之不同。AB-94-3-10-GF為一階段發酵，使
用培養基為 medium A (主要含有 20 g/L黃豆)，DO (dissolved oxygen)≥50。而 AB-94-3-17-GF3為二階段發
酵，使用培養基除了 medium A外，於第六天補充 medium B (主要含有 10 g/L黑豆)，DO調整為 10。於
乙醇萃取率方面，AB-94-3-10-GF之萃取率為 20.3 g/100 g dry matter，較高於 AB-94-3-17-GF3之萃取率(4.7 
g/100 g dry matter) (表七)。由於 AB-94-3-10-GF為發酵濾液與菌絲體混合粉末，其萃取物中含有來自發酵
濾液的物質，可能為萃取率較高之緣故。於抑制肝癌細胞活性方面，GF-94-3-10-GF-p-E 與
GF-94-3-17-GF-m-E之 IC50分別為 32.8和 5.5 µg/mL (表八)，顯示 GF-94-3-17-GF-m-E具有較佳的抑制肝
癌細胞活性。至於此二者樣品中可能為三萜類成分分析目前正進行中。 

 
(二) 具最佳抑制肝癌細胞活性之「靈芝-豆科」或「巴西洋菇-豆科」發酵產物對四氯化碳誘導大白鼠正常初
代肝細胞損傷之影響 

針對上年度所得具最佳抑制肝癌細胞活性之發酵產物，進一步建立「四氯化碳誘導大白鼠初代肝細

胞損傷」模式，期能以離體試驗(ex vivo)探討發酵產物對四氯化碳誘導大白鼠初代肝細胞損傷之影響。初
步結果如表九所示，與控制組相較下，培養基中含 10 mM四氯化碳可以使大白鼠初代肝細胞中乳酸去氫
酶滲漏率增加至 31.4%，而細胞存活率僅剩下 39.2%，顯示四氯化碳降低大白鼠初代肝細胞生存力。而當
有發酵產物(GL-92-10-3-m-E 或 AB-93-3-17-m-E)共同處理下，可使乳酸去氫酶滲透率減少，細胞存活率

增加，除了有劑量效應外，AB-93-3-17-m-E 的效果似乎較佳於 GL-92-10-3-m-E。上述之結果反應於細胞
形態變化上(圖三)。 

此外，另有初步結果如表十所示，與控制組相較下，培養基中含 10 mM四氯化碳可以使大白鼠初代
肝細胞內 TBARS值增加、還原態麩胱甘肽(GSH)含量下降，以及麩胱甘肽過氧化酶(GPx)、麩胱甘肽還原
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酶(GRd)與麩胱甘肽硫轉移酶(GST)等酵素活性降低。此外，當有發酵產物共同處理初代肝細胞時，可以
使 TBARS 值減少，並提升 GSH 含量與 GSH 相關酵素(GPx、GRd 和 GST)活性，除了有劑量效應外，
AB-93-3-17-m-E 的效果似乎較佳於 GL-92-10-3-m-E，此些結果與乳酸去氫酶滲透率和細胞存活率相呼

應，故推測發酵產物可能透過提升或維持 GSH相關酵素(GPx、GRd和 GST)的活性，使細胞內 GSH含量
增加，進而使脂質過氧化程度降低，亦即減緩四氯化碳對大白鼠初代肝細胞所誘導的氧化壓力，以維持

細胞存活力。故或許能透過此試驗模式之結果，篩選具護肝功效之樣品，並以此細胞模式之有效劑量評

估動物試驗之試驗劑量，將會是具有效益的途徑。 
 

五、計畫成果自評 
本計畫正努力進行第二年之研究工作，針對計畫進度，綜合評估如下： 

1. 本計畫研究內容與原計畫探討方向相符，且依目標正在積極執行中。 
2. 針對子計畫三所需大量發酵之「靈芝-豆科」發酵產物進行分析，並將其數據提供各子計畫參考，有助
於群體計畫之進行。 

3. 「巴西洋菇-豆科」發酵產物方面，已完成日前由子計畫二所提供之小量發酵之產物。大量發酵產物目
前正由子計畫二陸續生產中，且本子計畫也持續進行各項分析，待一旦決定最佳抑癌活性之發酵產物，

便可馬上進入動物試驗與生理活性指標之分析。 
4. 透過『具最佳抑制肝癌細胞活性之「靈芝-豆科」或「巴西洋菇-豆科」發酵產物對四氯化碳誘導大白鼠
正常初代肝細胞損傷之影響』之試驗結果，可供動物試驗「四氯化碳誘導大白鼠慢性肝損傷」之劑量參

考。 
5. 由於各樣品之大量發酵產物正在積極生產中，故目前正建立護肝功能特性評估之動物模式「四氯化碳誘
導大白鼠慢性肝損傷」，以便順利進行發酵產物之護肝功能特性之探討。 

6. 目前正在建立「發酵產物抑制肝癌細胞之機轉」之分析方法，以探討發酵產物之抑癌機轉。 
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 Fermentation conditions 

Samplea Fermentation 
system (L) 

BBc 

(g/L) 
AMd 

(g/L) 
Glucose 

(g/L) 
Temperature 

(℃) 
Agitation 

(rpm) 
Aeration 

(vvm) 
Fermentation 

time (day) 

GL-92-10-3b 5 50 20 20 24 50 0.75 11 

GL-92-10-3 200 50 20 20 24 50 0.75 11 

GL-92-10-22 5 50 20 20 30 50 0.75 11 

GL-93-12-21 200 50 20 20 30 50 0.75 11 

. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 Fermentation conditions 

Samplea Fermentation 
system (L) 

BBc 

(g/L) 
AMd 

(g/L) 
Glucose 

(g/L) 
Temperature 

(℃) 
Final pH 

Agitation 
(rpm) 

Aeration 
(vvm) 

Fermentation 
time (day) 

AB-93-10-19b 
(NCUC AB001) 

5 20 － 10 28 4.0 250 0.05 30 

AB-93-12-4 
(BCRC 36814) 

5 20 4 10 28 4.0 250 0.05 35 

AB-94-2-1 
(BCRC 36814) 

5 20 8 10 28 4.0 250 0.05 50 

 Fermentation conditions 

Sample Fermentation 
system (L) 

Fermentation mode 
Temperature

(℃) 
Medium DO (Dissolved Oxygen) 

Fermentation 
time (day) 

AB-94-3-10-GF 
(GeneFerm) 

500 One stage 28 Medium Ab DO≥50 7 

AB-94-3-17-GF3 
(NCUC AB001) 500 Two stagesa 28 

The first stage: medium A 
The second stage: medium Bc

The first stage: DO≥50 
The second stage: DO=10 

17 

表一 「靈芝-豆科」發酵產物之發酵條件(由子計畫一提供) 
Table 1 Fermentation conditions of the fermentation products produced by using black bean and Astragalus membranaceus as part of the 

liquid fermentation medium of Ganoderma lucidum 

表二 「巴西洋菇-豆科」發酵產物之發酵條件(由子計畫二提供) 
Table 2 Fermentation conditions of the fermentation products produced by using black bean and Astragalus membranaceus as part of the liquid 

fermentation medium of Agaricus blazei 

a The samples were obtained from Chin-Hang Shu, Associate Professor of Department of Chemical and Materials Engineering, National Central University. 
b AB: Agaricus blazei; the numbers: the date when the samples were obtained. 
c BB: black bean. 
d AM: Astragali membranaceus.  

表三 「巴西洋菇-豆科」發酵產物(大量發酵)之發酵條件(由子計畫二提供) 
Table 3 Fermentation conditions of the fermentation products produced by using soybean or black bean as part of the liquid fermentation medium of Agaricus 

blazei 

a Two stage: The first stage: 1~5 day. The second stage: 6~14 day. 
b Medium A: Fructose 5 g/L, Sucrose 15 g/L, soybean 20 g/L, KH2PO4 3 g/L, MgSO4·7H2O 1 g/L. 
c Medium B: Glucose 5 g/L, Malt extract 1.5 g/L, black bean 10 g/L, KH2PO4 1.5 g/L, MgSO4·7H2O 0.5 g/L, vitamin B1 0.05 g/L. 

a The samples were obtained from Been-Huang Chiang, Professor of Graduate Institute of Food Science and Technology, National Taiwan
University.  

b GL: Ganoderma lucidum; numbers: the date when the samples were obtained. 
c BB: black bean. 
d AM: Astragali membranaceus 
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Sample 
( Fermentation system) 

GL-92-10-3-m-E 
(5 L) 

GL-93-10-6-m-E 
(200 L) 

GL-92-10-22-m-E 
(5 L) 

GL-93-12-21-m-E 
(200 L) 

Yield (g/100 g dry matter) 22.8 9.9 23.5 17.1 

Cell viability (% of control)1 13.7±2.2 31.9±7.1 31.1 ± 6.4 24.5 ± 0.6 

Sample 
(stain) 

AB-93-10-19-m-E 
(NCUC AB001) 

AB-93-12-4-m-E 
(BCRC 36814) 

AB-94-2-1-m-E 
(BCRC 36814) 

Yield 
(g/100 g dry matter) 

16.4 10.8 7.1 

Cell viability (% of control) 1,2,3 Concentration 
(µg/mL) AB-93-10-19-m-E AB-93-12-4-m-E AB-94-2-1-m-E 

12.5 61.8 ± 2.3a 59.7 ± 7.5a 69.5 ± 9.1a 
25 45.9 ± 6.5b 25.9 ± 8.0b 59.5 ± 7.9a 
50 26.6 ± 8.3c 19.4 ± 1.1b 21.8 ± 7.2b 

100 15.5 ± 5.0c 17.0 ± 1.8b 12.2 ± 7.1b 
IC50 23.4 13.5 29.4 

表四 不同發酵條件所得之「靈芝-豆科」菌絲體之乙醇萃取率，以及其對經由lovastatin處理48小時之Hep 3B細胞存活率
之影響 

Table 4 Yields of ethanolic extracts of different Ganoderma lucidum mycelium, and the effects of ethanolic extracts on the growth 
of Hep 3B cells after 48 h lovastatin treatment

圖一 GL-92-10-3-m-E (A)、GL-93-10-6-m-E (B)、GL-92-10-22-m-E (C)與 GL-93-12-21-m-E (D)
中三萜類之 HPLC圖譜。 

Figure 1 HPLC chromatograms of triterpenoids in GL-92-10-3-m-E (A), GL-93-10-6-m-E (B), 
GL-92-10-22-m-E (C) and GL-93-12-21-m-E (D).

表六 「巴西洋菇-豆科」菌絲體之乙醇萃取物對經由lovastatin處理48小時之Hep 3B
細胞存活率之影響 

Table 6 Effect of ethanolic extracts of Agaricus blazei (AB) mycelia on the growth of
Hep 3B cells pre-treated with lovastatin

圖二 AB-93-10-19-m-E (A)、AB-93-12-4-m-E (B)與 AB-94-2-1-m-E (C)
中三萜類之 HPLC圖譜。 

Figure 2 HPLC chromatograms of triterpenoids in AB-93-10-19-m-E (A), 
AB-93-12-4-m-E (B) and AB-94-2-1-m-E (C). 

表五 不同發酵條件所得之「巴西洋菇-豆科」菌絲體之乙醇萃取率 
Table 5 Yields of ethanolic extracts of different Agaricus blazei (AB) mycelium (5 L 

fermentation system) 

1 The concentration of samples are 100 µg/mL. 

1 Hep 3B cells were treated with ethanolic extracts of A. blazei mycelia for 48 hours. 
2 Each data represents mean±SD (n=3). 
3 Data with different superscripts in the column were significantly different (p<0.05). 
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Sample 
(Fermentation mode) 

AB-94-3-10-GF-p-E
(One stage) 

AB-94-3-17-GF3-m-E 
(Two stages) 

Yield 
(g/100 g dry matter) 

20.3 4.7 

Cell viability (% of control) 1,2,3 Concentration 
(µg/mL) AB-94-3-10-GF-p-E AB-94-3-17-GF3-m-E 

12.5 68.5 ± 21.7a 42.9 ± 10.9a 
25 57.9 ± 17.3ab 34.1 ± 9.4a 
50 33.8 ± 11.5bc 10.3 ± 6.1b 

100 8.4 ± 3.3c 7.7 ± 3.8b 
IC50 32.8 5.5 

LDH leakage  Cell viability 
Groups 

%  % 
Control 0.7  100.0 
Control (0.5% DMSO+1% ethanol) 0.5  97.4 
10 mM CCl4 31.4  39.2 
    
1 µg/mL Silymarin + 10 mM CCl4 18.1  42.9 
10 µg/mL Silymarin + 10 mM CCl4 4.5  74.1 
100 µg/mL Silymarin + 10 mM CCl4 1.0  108.4 
    
1 µg/mL GL-92-10-3-m-E + 10 mM CCl4 31.4  39.5 
10 µg/mL GL-92-10-3-m-E + 10 mM CCl4 10.7  60.0 
100 µg/mL GL-92-10-3-m-E + 10 mM CCl4 4.1  83.6 
    
1 µg/mL AB-93-3-17-m-E + 10 mM CCl4 18.6  41.0 
10 µg/mL AB-93-3-17-m-E + 10 mM CCl4 8.2  70.6 
100 µg/mL AB-93-3-17-m-E + 10 mM CCl4 2.8  94.2 

表九 不同濃度之「靈芝-豆科」(GL-92-10-3)或「巴西洋菇-豆科」(AB-93-3-17)菌絲體
乙醇萃取物對四氯化碳誘導大白鼠初代肝細胞損傷中乳酸去氫酶滲漏率與細胞

生存率之影響 
Table 9 Effect of culture with the fermentation product of Ganoderma lucidum 

(GL-92-10-3-m-E) or Agaricus blazei (AB-93-3-17-m-E) on the LDH leakage and 
cell viability in primary rat hepatocytes damaged by carbon tetrachloride 

表七 不同發酵條件所得之「巴西洋菇-豆科」菌絲體之乙醇萃取率 
Table 7 Yields of ethanolic extracts of different Agaricus blazei (AB) mycelium

(500 L fermentation system) 

表八 「巴西洋菇-豆科」菌絲體之乙醇萃取物對經由lovastatin處理48小時之Hep 3B
細胞存活率之影響 

Table 8 Effect of ethanolic extracts of Agaricus blazei (AB) mycelia on the growth of 
Hep 3B cells pre-treated with lovastatin

1 Hep 3B cells were treated with ethanolic extracts of A. blazei mycelia for 48 hours. 
2 Each data represents mean±SD (n=3). 
3 Data with different superscripts in the column were significantly different (p<0.05). 
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TBARS GSH GSSG GPx GRd GST 
Groups 

nmol/mg protein nmol/mg protein nmol/min/mg protein 
Control 0.63 39.5 2.6 167.8 48.2 560.2 
Control (0.5% DMSO+1% ethanol) 0.53 40.3 1.8 156.6 43.5 536.2 
10 mM CCl4 1.00 23.1 1.8 119.7 32.7 365.8 
       
1 µg/mL Silymarin + 10 mM CCl4 1.08 24.1 2.2 113.0 37.4 366.5 
10 µg/mL Silymarin + 10 mM CCl4 0.98 27.9 1.8 138.8 40.9 386.1 
100 µg/mL Silymarin + 10 mM CCl4 0.66 41.3 1.9 161.4 42.8 417.9 
       
1 µg/mL GL-92-10-3-m-E + 10 mM CCl4 1.02 28.3 2.3 109.9 29.2 308.4 
10 µg/mL GL-92-10-3-m-E + 10 mM CCl4 0.94 30.5 1.9 141.6 40.5 408.1 
100 µg/mL GL-92-10-3-m-E + 10 mM CCl4 0.67 32.2 2.5 151.6 44.8 431.2 
       
1 µg/mL AB-93-3-17-m-E + 10 mM CCl4 1.21 28.5 2.5 129.7 36.3 403.4 
10 µg/mL AB-93-3-17-m-E + 10 mM CCl4 0.92 31.3 2.0 145.1 47.7 422.5 
100 µg/mL AB-93-3-17-m-E + 10 mM CCl4 0.60 34.4 2.4 167.3 51.7 476.9 

圖三 不同濃度之「靈芝-豆科」(GL-92-10-3)與「巴西洋菇-豆科」(AB-93-3-17)菌絲體乙醇萃取物
四氯化碳誘導大白鼠初代肝細胞損傷形態之影響。 

Figure 3 Effect of various concentrations of GL-92-10-3-m-E and AB-93-3-17-m-E on the morphology of 
primary rat hepatocytes damaged by carbon tetrachloride. 

表十 不同濃度之「靈芝-豆科」(GL-92-10-3)或「巴西洋菇-豆科」(AB-93-3-17)菌絲體乙醇萃取物對四氯化碳誘導大白鼠初代肝細胞損傷中
脂質過氧化、還原態麩胱甘肽與氧化態麩胱甘肽含量，以及麩胱甘肽過氧化酶、麩胱甘肽還原酶與麩胱甘肽硫轉移酶活性之影響

Table 10 Effect of culture with the fermentation product of Ganoderma lucidum (GL-92-10-3-m-E) or Agaricus blazei (AB-93-3-17-m-E) on the 
TBARS level, GSH and GSSG levels, and the activities of GSH peroxidase (GPx), GSH reductase (GRd), and GSH S-transferase (GST) 
in primary rat hepatocytes damaged by carbon tetrachloride 


