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　　摘要：以红曲霉作为发酵菌种，中药虎杖作为发酵基质进行了双向发酵试验。结果表明，虎杖对于红曲霉的生长
和次级代谢产物ＭｏｎａｃｏｌｉｎＫ的积累具有促进作用，发酵后虎杖中白藜芦醇苷、结合大黄素含量降低，而白藜芦醇、大
黄素含量升高；经过发酵条件的优化，双向发酵的最佳工艺条件为：虎杖用量４％，发酵温度２８℃，接种量９％，发酵
６ｄ，发酵后虎杖中白藜芦醇含量达１．２９％，大黄素含量０．６７％，ＭｏｎａｃｏｌｉｎＫ含量０．４８ｍｇ／Ｌ，综合得分为０．７７５。与
未发酵组相比，白藜芦醇含量提高了３～４倍，大黄素含量提高了约１倍。
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　　虎杖是我国的一种传统中药，其主要活性成分为以白藜
芦醇为代表的芪类化合物和大黄素为代表的蒽醌类化合物，

白藜芦醇具有降压降脂、预防心脑血管疾病、抗癌、增强免疫

力、延年益寿等多重功效［１］，在花生、葡萄等７０多种植物中广
泛存在，但以虎杖中含量较高，一般在０．２％左右，而其糖苷
虎杖苷含量则高达２％［２］，白藜芦醇的生物活性是虎杖苷的

数十倍［３］。目前，白藜芦醇主要采用有机溶剂萃取［４］，有机

溶剂毒性大，在提取物中均有或多或少的残留，若作为药物和

保健品来使用，无论从健康角度或消费者心理方面均不太容

易接受，且植物药材大部分有效成分包含在植物细胞壁中，一

般的有机溶剂不易破坏，提取效率低，所以采用绿色安全的提

取方法并将虎杖苷转化为更具活性的白藜芦醇成为现在的研

究热点之一。采用酶解法环境友好［５］，常温常压下即可完

成，但酶的价格高昂。彭源德等、龚云杰等分别利用黑曲霉、

酵母菌对虎杖进行发酵，达到和超过了酶解法的效果［６－７］，显

示出生物发酵法在虎杖活性成分转化方面的巨大潜力，但他

们仅研究了真菌对虎杖的单向作用，菌种本身没有生物活性

成分产生，并且部分菌种不是生物安全菌种。所以，如果能够

采用具有生物安全性，且在对虎杖进行发酵的同时产生类似

活性物质的菌种进行虎杖、真菌的双向发酵，产品仅需进行简

单加工或浓缩即可，将大大减轻后续处理的压力。红曲霉的

使用在我国具有悠久的历史，广泛应用于食品、医药等多个领

域，红曲霉能产生ＭｏｎａｃｏｌｉｎＫ（莫纳可林Ｋ）、γ－氨基丁酸等
多种生物活性成分，具有很高的保健及药用价值［８］。红曲霉

和虎杖在药性机理上具有一定的相似性，红曲霉能产生淀粉

酶、葡萄糖苷酶、纤维素酶等丰富的酶系，能有效破除植物类

中药细胞壁和果胶类物质形成的物理屏障，使有效活性成分

溶出，且具有打断β糖苷键，将虎杖苷和结合大黄素转化为白

藜芦醇和游离大黄素的潜力［９］。因此，将红曲霉与虎杖一起

共同构建双向发酵体系产生的药性菌质比两者分别入药更能

得到优势互补的功效。本次研究在前期中药筛选和红曲霉菌

株定向诱变的基础上，利用虎杖作为红曲霉发酵的药性基质，

旨在探讨通过红曲霉发酵虎杖达到提高白藜芦醇、大黄素含

量和红曲霉中ＭｏｎａｃｏｌｉｎＫ等有效活性成分含量的目的，并进
行发酵条件的初步优化，为红曲霉药性基质双向发酵的研究

打下基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　红曲霉（Ｍｏｎａｓｃｕｓ）：为本实验室保存菌种，经过紫外、
化学诱变获得（见图１）。
１．１．２　虎杖（ＰｏｌｙｇｏｎｕｍｃｕｓｐｉｄａｔｕｍＳｉｅｂ．ｅｔＺｕｃｃ．）：购自洛
阳医药城，于６０℃干燥箱中烘干至恒质量，用实验室小型粉
碎机粉碎过１２０目筛备用。
１．１．３　发酵培养基：参照文献［１０］的配方进行适当的改动，
葡萄糖１０ｇ，虎杖粉３０ｇ，硝酸钠３ｇ，酵母提取物１ｇ，磷酸氢
二钾１ｇ，７水合硫酸镁０．５ｇ，氯化钾０．５ｇ，７水合硫酸亚铁
００１ｇ，ｐＨ值５．６，用自来水定容至１Ｌ。
１．２　试验方法
１．２．１　发酵种子液的制备　将经活化的红曲霉斜面孢子用
无菌水洗下，倒入含０．０５％吐温８０生理盐水的三角瓶中，三
角瓶中预先装有数十粒玻璃珠，在摇床上振荡，充分打散孢

子，制成孢子浓度为１×１０６个／ｍＬ的孢子悬液，即为红曲霉
种子液。

１．２．２　发酵方法和流程　将８０ｍＬ发酵培养基装入２５０ｍＬ
三角瓶中，于１２１℃高压灭菌１５ｍｉｎ，冷却后按照６％的比例
接入预先制好的红曲霉孢子悬液，在摇床上１８０ｒ／ｍｉｎ、３０℃
培养３ｄ，降低温度至２８℃继续培养一定天数，隔天定时带瓶
称质量，测量各项指标，发酵结束后，将发酵液过滤，称量红曲

干质量。发酵流程如下：

１．２．３　单因素试验　单因素试验设计包括接种量：０％、３％、
６％、９％、１２％；虎杖添加量：０％、１％、２％、３％、４％、５％；发酵
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时间：３０℃发酵３ｄ后，２８℃条件下继续发酵一定天数；每个
处理３个重复，分别测定红曲质量、ＭｏｎａｃｏｌｉｎＫ、白藜芦醇等
的含量做为评价指标，培养方法同上，每次改变１个条件，测
定不同条件下各指标的变化情况，以上次试验确定的最优条

件作为下次单因素试验的基础。

１．２．４　正交试验　选用 Ｌ９（３
４）正交表，在单因素试验的基

础上，选取接种量、发酵时间、虎杖用量３个培养条件进行优
化（表１），并通过测定白藜芦醇、ＭｏｎａｃｏｌｉｎＫ等的含量高低
确定综合最优发酵条件。

表１　共发酵正交试验因素及水平

水平
因素

Ａ：发酵时间（ｄ） Ｂ：接种量（％） Ｃ：虎杖用量（％）
１ ４ ３ ３
２ ６ ６ ４
３ ８ ９ ５

１．３　测定及分析方法
红曲质量称量：参照陈云的氨基葡糖法［１１］略有改动。

红曲色素的去除：参照张小茜等的方法［１２］，将三角瓶中

的发酵液连同残渣一起倒入大的培养皿中，６０℃烘干、研磨，
将研磨后的粉末用７５％的乙醇回流提取３ｈ，更换乙醇，再提
取２次，合并提取后的乙醇溶液，浓缩，在装有氧化铝的层析
柱上层析，除去红色素，收集去除红色素的层析液，浓缩至约

８０ｍＬ，于１００ｍＬ容量瓶中用７５％乙醇定容至刻度，备用。
ＭｏｎａｃｏｌｉｎＫ测定：参照田洁等的方法［１３］，将上述得到的

层析液进行适当稀释，在２３６ｎｍ波长处测量吸光度。
总大黄素的测定：参照高言明等［１４］和李卫先等［１５］的方

法略有改动，取适量除去红色素的层析液，回收乙醇至无醇

味，得醇浸膏，取醇浸膏０．５ｇ，加入２．５ｍｏｌ／Ｌ的硫酸４０ｍＬ，
超声振荡１０ｍｉｎ至完全溶解，用氯仿回流提取 ２ｈ，反复 ３
次，合并氯仿溶液，回收氯仿得红棕色物质，加入适量乙醚溶

解，加入５％的碳酸钠溶液萃取３次，合并萃取液，加盐酸调
整ｐＨ值为２～３，析出沉淀，抽滤，加入含０．５％乙酸镁的甲醇
溶液中，用２５ｍＬ容量瓶定容至刻度，在５１０ｎｍ处测定吸光
度，计算总大黄素的含量。

游离大黄素含量的测定：除不加硫酸外，其他同总大黄素

的测定。

白藜芦醇的测定：参照倪网东等的方法［１６］略有改动，取

适量除去红色素的层析液，回收乙醇至无醇味，得醇浸膏，取

醇浸膏０．５ｇ，用乙醚回流提取２ｈ，反复３次，合并乙醚溶液，
回收乙醚，用９５％的乙醇溶液溶解残渣并用５ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ
滴定至ｐＨ值为８，分别测定波长３１４ｎｍ和波长３１８ｎｍ时候
的吸光度。

白藜芦醇苷的测定：参照李梦青的方法［１７］略有改动，将

上述白藜芦醇提取后的残渣，用乙酸乙酯提取３次，合并萃取

液，在波长３２５ｎｍ处测定吸光度。
总的测定流程如下：

１．４　数据处理
总大黄素含量＝（总大黄素浓度 ×稀释倍数 ×提取液体

积）／虎杖质量×１００％；
游离大黄素含量＝（游离大黄素浓度 ×稀释倍数 ×提取

液体积）／虎杖质量×１００％；
结合大黄素含量＝总大黄素含量－游离大黄素含量；
白藜芦醇＝（白藜芦醇浓度×稀释倍数×提取液体积）／

虎杖质量×１００％；
白藜芦醇苷＝（白藜芦醇苷浓度 ×稀释倍数 ×提取液体

积）／虎杖质量×１００％。
所有数据采用 ＳＰＳＳ软件进行方差分析，多重比较采用

ＬＳＤ法。
１．５　综合指标评分的计算

中药成分复杂，临床上往往多种成分同时发挥作用，仅以

１、２种成分来评价往往不能反映实际的发酵效果，且各项指
标的重要性也有所不同，所以需要对各个指标进行权衡考虑，

设计一个综合的评分标准进行直观分析和方差分析，参考胡

容峰等［１８］、田源红等［１９］的方法，设计评分指标（表２）。
分数＝［（指标值 －指标最小值）／（指标最大值 －指标最小
值）］×权重。

表２　各成分浓度上下限

成分
最大值

（ｍｇ／ｇ）
最小值

（ｍｇ／ｇ）
权重

（％）

白藜芦醇　 １．５ ０．２５ ７０
游离大黄素 ０．８ ０．３５ ２０
莫纳可林Ｋ ０．８ ０．１５ １０

２　结果与分析

２．１　发酵前后成分的变化
　　发酵过后，发酵液的颜色转为红紫色（图１）。对比发酵
前后的全波长扫描图（图２）可以看出，发酵后物质的成分有
了较大的变化，特别吸收峰在约２２０ｎｍ至６００ｎｍ之间物质
变化较大，在２５０～２８０ｎｍ和３５０～６００ｎｍ间吸收量上升，产
生了新的吸收峰，２８０～３５０ｎｍ间吸收量下降，说明在发酵过
程中，红曲和中药虎杖存在着复杂的双向作用，有些物质含量

下降，被红曲霉分解利用为自身代谢需要，有些被转化生成新

的物质或成为新的活性成分。

２．２　发酵时间对发酵结果的影响
　　从图３可以看出，随着发酵的进行，ＭｏｎａｃｏｌｉｎＫ呈现增
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加的趋势，红曲霉生物量、游离大黄素、白藜芦醇先增长后降

低，而结合大黄素和虎杖苷呈现降低的趋势，说明大黄素、白

藜芦醇的增加分别来自于结合大黄素和虎杖苷的转化。白藜

芦醇含量的增减和红曲霉生物量的变化呈现高度的一致，而

大黄素的增减变化滞后于红曲霉生物量的变化，大致在白藜

芦醇苷绝大部分降解为白藜芦醇后才开始大幅度增加，似乎

显示红曲霉首先分解虎杖甘，在虎杖苷分解殆尽后才分解结

合大黄素，这和田天丽等的试验结果［２０］类似，但是发酵时间

延长至６ｄ左右，这一方面是因为为了获得较高的莫纳可林
Ｋ产量，采用了变温发酵的方法，另一方面和红曲霉生长较为
缓慢和其β葡萄糖苷酶活性较低有直接关系。在发酵的后
期，虽然虎杖苷和结合大黄素的量仍在降低，但大黄素和白藜

芦醇的量不升反降，可能在发酵后期，其他营养物质消耗殆

尽，两者被红曲霉利用或转化为其他物质的结果。在发酵６ｄ
后，白藜芦醇的含量达到最大值，所以确定发酵的最终时间为

６ｄ。试验中也注意到，经过灭菌后，大黄素的量稍有增加，而
白藜芦醇的量则稍有减少，可能和白藜芦醇在高温下不稳定

有关。ＭｏｎａｃｏｌｉｎＫ总体上呈现增加的趋势，发酵初期几乎测
不到ＭｏｎａｃｏｌｉｎＫ的含量，ＭｏｎａｃｏｌｉｎＫ的产量高峰出现时间
延后于红曲霉生物量的产量高峰，说明ＭｏｎａｃｏｌｉｎＫ是红曲霉
的次生代谢产物，只有在红曲霉菌丝量有了一定程度的增加，

至平稳期后ＭｏｎａｃｏｌｉｎＫ才大量合成。
２．３　不同虎杖浓度对发酵结果的影响
　　从图４可以看出，随着虎杖添加量的增大，红曲生物量、
莫纳可林Ｋ、白藜芦醇和大黄素含量均呈现先增加后降低的
趋势，虎杖中虎杖苷、结合大黄素则呈现增加的趋势。说明一

定量的虎杖对于红曲的生长和其有效活性成分 ＭｏｎａｃｏｌｉｎＫ
的产生具有促进作用，而过高的添加量则会抑制红曲霉的生

长，这可能与虎杖含有多糖、黄酮类化合物、脂肪等多种有效

成分，刺激了红曲霉的代谢活动，而同时又含有多酚等抑制红

曲生长的因子有关。白藜芦醇和大黄素在虎杖添加量为１％
时低于未发酵对照组，虽然红曲的分解会引起二者含量的增

加，但是在６ｄ的发酵过程中，增加量在后期随着培养基中营
养成分的减少被红曲霉过度分解，最终导致含量减少。在虎

杖添加量为４％时，白藜芦醇得率最大，故选择虎杖４％作为
双向发酵的添加量。在试验中也注意到，虽然最终添加了虎

杖的发酵组红曲霉生物量及主要活性物质莫纳可林 Ｋ的含
量高于未加虎杖的对照组，但对照组更早地产生了菌丝球和

肉眼可察觉的颜色变化，这可能由于对照组葡萄糖消耗完后

又没有补充，而红曲色素是次级代谢产物，往往在红曲霉即将

停止生长时才大量产生，也有可能是红曲霉对中药虎杖的添

加有一个逐渐适应的过程，具体生理过程还需要进行深入

研究。

２．４　接种量对发酵结果的影响
　　由图５可见，随着红曲霉接种量的增加，虎杖苷和结合大
黄素含量降低，莫纳科林 Ｋ、白藜芦醇、游离大黄素和红曲霉
生物量则先升高后降低，并不完全随着接种量增加而增大，接

种量增大，菌体代谢旺盛，分泌大量胞外酶类，有利于发酵基

质的利用和菌体生长，但是接种量过大，会导致发酵液过于黏

稠，影响溶氧含量，最终影响产物的合成。试验中也注意到，

不加红曲的对照组在水溶液中浸泡后也会导致白藜芦醇和大

黄素含量的少量增加，这可能是由于水的浸泡作用，使植物组

织纤维素、木质素变疏松，更有利于活性成分溶出。综合各项

因素，在接种量为６％时，各项指标均较为理想，所以确定红
曲霉６％添加量作为最终双向发酵的接种比例。
２．５　正交试验结果
　　对正交试验结果（表３）进行方差分析可知，仅以白藜芦
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醇作为考察指标，各因素对试验结果均有显著（Ｐ＜０．０５）或
极显著（Ｐ＜０．０１）影响，各因素之间除了接种量２、３水平间
无显著差异外，其他各因素水平间均差异显著，影响大小依次

为接种量 ＞发酵时间 ＞虎杖用量，最佳发酵条件组合为
Ａ２Ｂ２Ｃ２。对于游离大黄素来说，各因素对试验结果均有显著
影响，各因素之间除了接种量２、３水平和虎杖用量１、２水平
间无显著差异外，其他各因素水平间均差异显著，影响大小依

次为发酵时间＞接种量 ＞虎杖用量，最佳的发酵条件组合为
Ａ３Ｂ３Ｃ２。对于莫纳可林Ｋ来说，各因素对试验结果除发酵时
间有显著影响外，其他均没有显著影响，影响大小依次为发酵

时间＞接种量＞虎杖用量，最佳的发酵条件组合为 Ａ２Ｂ３Ｃ２，
显示以不同的指标来考察，结果差异很大。对各项指标进行

综合考虑的结果为，各因素对实验结果均有显著影响，各因素

之间除了接种量２、３水平之间无显著差异外，其他各因素水
平间均差异显著，影响大小依次为接种量 ＞虎杖用量 ＞发酵
时间，最佳的发酵条件组合为Ａ２Ｂ３Ｃ２。即发酵时间６ｄ、接种
量９％、虎杖用量４％，在此条件下，白藜芦醇含量达１．２９％，
大黄素含量０６７％，莫纳可林Ｋ含量０．４８ｍｇ／Ｌ。

表３　红曲霉与虎杖共发酵正交试验结果

试验

号

Ａ：发酵
时间

Ｂ：接
种量

Ｃ：虎杖
用量

白藜芦醇

含量（％）

游离大

黄素含

量（％）

莫纳克林

Ｋ（ｍｇ／Ｌ）
综合

得分

１ １ １ １ ０．４６ ０．４０ ０．２９ ０．１６１
２ １ ２ ２ １．１０ ０．５２ ０．３５ ０．５８２
３ １ ３ ３ ０．８１ ０．４５ ０．２１ ０．３６７
４ ２ １ ３ ０．５２ ０．４３ ０．１８ ０．１９１
５ ２ ２ １ １．１５ ０．６５ ０．４４ ０．６８２
６ ２ ３ ２ １．２９ ０．６７ ０．４８ ０．７７５
７ ３ １ ２ ０．４９ ０．６４ ０．６７ ０．３４３
８ ３ ２ ３ ０．７２ ０．６１ ０．７３ ０．４６８
９ ３ ３ １ ０．８５ ０．７６ ０．７５ ０．６１１
ｋ１ ０．３７０ ０．２３２ ０．４８５
ｋ２ ０．５５０ ０．５７７ ０．５６７
ｋ３ ０．４７４ ０．５８４ ０．３４２
Ｒ ０．１７９ ０．３５２ ０．２２５

３　结论

（１）虎杖的适量添加对于红曲霉的生长和次级代谢产物
ＭｏｎａｃｏｌｉｎＫ的积累具有促进作用。（２）红曲霉以虎杖作为药
性基质显著降低了虎杖中虎杖苷和结合大黄素的含量，同时

白藜芦醇和游离大黄素的含量有了明显的提高；（３）经过发
酵条件的优化，最佳工艺条件为：虎杖用量 ４％，发酵温度
２８℃，接种量９％，发酵６ｄ，发酵后虎杖中白藜芦醇含量达
１．２９％，大黄素０．６７％，莫纳可林 Ｋ含量０．４８ｍｇ／Ｌ，综合得
分为０．７７５；（４）红曲和虎杖双向发酵相互影响，有可能对现
有成分进行了生物转化或产生了新的活性成分，有待继续在

这一方面进行深入研究。
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