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利用虎杖药渣生成桦褐孔菌多糖的研究
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　　摘要：采用单因素和正交试验对桦褐孔菌发酵虎杖药渣生成多糖的发酵培养基进行优化。单因素试验结果表明，
最适麸皮添加量为１０ｇ／Ｌ，最适虎杖药渣添加量为１５ｇ／Ｌ，最适氮源为蛋白胨，其添加量为５ｇ／Ｌ。正交试验获得的最
优培养基为虎杖药渣１５ｇ／Ｌ、麸皮１．０ｇ／Ｌ、蛋白胨５ｇ／Ｌ、ＭｇＳＯ４１．５ｇ／Ｌ、ＫＨ２ＰＯ４３ｇ／Ｌ。此条件下，获得多糖（７．６５±

０２１）ｇ／Ｌ、白藜芦醇（１．６２±０．１４）ｍｇ／ｇ，桦褐孔菌菌丝体生物量为（１１．７９±０．３５）ｇ／Ｌ。该方法为虎杖药渣废弃物
的综合利用提供了新思路。
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　　白藜芦醇是一种重要的植物抗毒素，具有抗癌、抗病毒等
多种功效，在美国、日本等国家被列为保健品，在我国白藜芦

醇被制成胶囊，用于调节血脂和抗癌治疗［１－４］。目前，国际市

场上对白藜芦醇的需求量与日俱增。白藜芦醇的主要生产方

法是从植物虎杖（ＰｏｌｙｇｏｎｕｍｃｕｓｐｉｄａｔｕｍＳｉｅｂ．ｅｔＺｕｃｃ）中提
取，在生产过程中产生大量药渣，仅２０１０年，我国虎杖药渣总
量就达２．６万ｔ［５］。部分白藜芦醇残留在药渣中，造成资源浪
费。田凤等报道，水提虎杖药渣中残留的白藜芦醇含量达到

原药材总量的４７％［５］。更为重要的是，这些药渣大多作为废

弃物集中堆放、掩埋，或晒干后焚烧处理，造成严重的环境污

染［６］，而有关虎杖药渣综合利用的研究却鲜有报道。朱杰等

利用虎杖药渣栽培杏鲍菇，杏鲍菇中白藜芦醇含量仅为

４．９１μｇ／ｇ，产品附加值较低［７］。

桦褐孔菌［Ｉｎｏｎｏｔｕｓｏｂｌｉｑｕｕｓ（Ｆｒ．）Ｐｉｌａｔ］是一种非常珍贵
的药用真菌，早在１６世纪，欧洲国家已将其应用于治疗癌症、
结核病、糖尿病等疑难杂症［８－９］。多糖是桦褐孔菌的重要活

性成分，具有抗炎、抗肿瘤、降血糖等多种生理活性［１０－１１］。然

而，野生桦褐孔菌资源十分稀少，价格昂贵，远不能满足市场

需求。液体深层发酵是桦褐孔菌多糖的主要来源途径，同时

桦褐孔菌菌丝体含有丰富的人体必需氨基酸，具有较高的营

养价值［１２］。近年来，对于桦褐孔菌多糖的研究主要集中在药

理活性和发酵常规碳、氮源的优化。笔者利用桦褐孔菌发酵
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虎杖药渣生成桦褐孔菌多糖，采用单因素和正交试验获得了

最优培养基组成。同时，桦褐孔菌将虎杖药渣中残留的白藜

芦醇转化、释放。该方法利用虎杖药渣同时获得高附加值产

品桦褐孔菌多糖、白藜芦醇和桦褐孔菌菌丝体，不仅具有较高

的经济效益，还能够缓解虎杖药渣引起的环境污染，产生良好

的社会效益。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
桦褐孔菌取自青岛农业大学山东省应用真菌重点实验

室；葡萄糖、苯酚、硫酸等试剂均为分析纯；乙腈为色谱纯。

恒温振荡器购自上海一恒科学仪器有限公司；电子天平

购自奥豪斯国际贸易有限公司；７５２紫外可见分光光度计购
自上海舜宇恒平科学仪器有限公司；台式离心机购自赛默飞

世尔科技有限公司；高效液相色谱Ｗａｔｅｒｓ２６９０色谱系统购自
Ｗａｔｅｒｓ公司。
１．２　试验方法
１．２．１　培养基　种子培养基：ＫＨ２ＰＯ４３ｇ／Ｌ、ＭｇＳＯ４１５ｇ／Ｌ、
蛋白胨５ｇ／Ｌ、葡萄糖２０ｇ／Ｌ、５ｇ／Ｌ麸皮浸汁。

基础发酵培养基：ＫＨ２ＰＯ４３ｇ／Ｌ、ＭｇＳＯ４１．５ｇ／Ｌ、蛋白胨
５ｇ／Ｌ、虎杖药渣２０ｇ／Ｌ、５ｇ／Ｌ麸皮浸汁。
１．２．２　发酵培养　种子培养：将４℃冰箱中的 ＰＤＡ斜面菌
种转接于ＰＤＡ平板，２８℃活化培养５ｄ。在平板中菌丝生长
旺盛处打孔，每个种子培养基中接入 ３个菌块，发酵培养
（２８℃，１２０ｒ／ｍｉｎ，３ｄ），２５０ｍＬ三角瓶种子培养基装液量
５０ｍＬ。发酵培养：将种子培养基以接种量８％（ｖ／ｖ）接种于
发酵培养基，２５０ｍＬ三角瓶装液量５０ｍＬ，２８℃、１２０ｒ／ｍｉｎ条
件下培养７ｄ，检测发酵液中的多糖含量。
１．２．３　单因素试验
１．２．３．１　麸皮添加量的确定　麸皮浸汁的制备：称取一定质
量的麸皮，加入适量自来水，煮沸３０ｍｉｎ后用纱布过滤，弃滤
渣，滤液定容。制备麸皮添加量分别为５、１０、２０、３０ｇ／Ｌ的麸皮
浸汁，利用不同的麸皮浸汁配制培养基，培养基中其他组分及

添加量与基础发酵培养基相同。发酵培养结束后，４０００ｒ／ｍｉｎ
离心１５ｍｉｎ，上清液用蒸馏水定容至５０ｍＬ，检测多糖含量，确
定最适麸皮添加量。发酵培养方法同“１２２”节。
１．２．３．２　碳源的确定　发酵培养基中添加１０ｇ／Ｌ的虎杖药
渣，在此基础上分别添加麦芽糖、葡萄糖、蔗糖和玉米粉，添加

量为１０ｇ／Ｌ。培养基中其他组分及添加量与基础发酵培养基
相同。发酵结束后，检测多糖含量，确定最适碳源。发酵培养

方法同“１．２．２”节。
１．２．３．３　虎杖药渣添加量的确定　改变基础发酵培养基中
虎杖药渣添加量为５、１０、１５、２０ｇ／Ｌ，培养基中其他组分及添
加量与基础发酵培养基相同。发酵结束后，检测多糖含量，确

定最适虎杖药渣添加量。发酵培养方法同“１２．２”节。
１．２．３．４　氮源的确定　分别用豆粕、牛肉膏、酵母膏、
（ＮＨ４）２ＳＯ４代替基础发酵培养基中的蛋白胨配制发酵培养
基，各种氮源添加量均为 ０．５％。发酵结束后，检测多糖含
量，确定最适氮源。发酵培养方法同“１．２．２”节。
１．２．４　分析方法
１．２．４．１　苯酚 －硫酸法检测多糖含量　发酵结束后，

４０００ｒ／ｍｉｎ离心 １５ｍｉｎ，取发酵液上清用蒸馏水定容至
５０ｍＬ。取发酵液上清１０ｍＬ，加入４倍体积的无水乙醇，放
于４℃冰箱中过夜沉降，６０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清，取沉
淀加入１０ｍＬ蒸馏水溶解，即为多糖提取液。取多糖提取液
１．０ｍＬ于试管中，加入 ６．０％的苯酚溶液 １．０ｍＬ、浓硫酸
５．０ｍＬ，用微型旋涡混合仪摇匀，迅速用流水冷却至室温，在
４９０ｎｍ处检测吸光度，根据标准曲线计算多糖含量。标准曲
线方程为ｙ＝６．２１４９ｘ＋０．００３３，ｒ２＝０．９９９７。
１．２．４．２　白藜芦醇含量　发酵结束后，向三角瓶中加入无水
乙醇，使乙醇最终体积分数为７０％，冷浸提１２ｈ，取上清，ＨＰＬＣ
检测白藜芦醇的含量。色谱柱为 Ｋｒｏｍａｓｉｌ－Ｃ１８ＩＤ４．６ｍｍ×
２５０ｍｍ，５μｍ，流速为０．７ｍＬ／ｍｉｎ，柱温为室温，流动相为水
和乙腈。梯度洗脱：０～１５ｍｉｎ，乙腈／水（ｖ／ｖ）３１∶６９～
５０∶５０；１５～２０ｍｉｎ，乙腈／水（ｖ／ｖ）５０∶５０～９８∶２。检测波长
为３０６ｎｍ。
１．２．４．３　桦褐孔菌菌丝体生物量　发酵结束后，４０００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ后收集菌丝体，６０℃干燥至恒质量，称质量。

２　结果与分析

２．１　麸皮添加量的确定
由图１可知，添加麸皮后，多糖产量较空白对照明显增

加。随着麸皮浸汁中麸皮添加量从５ｇ／Ｌ增加到３０ｇ／Ｌ，多
糖的产量先增加后减少，当麸皮添加量为１．０％时，多糖产量
最高，为（６．８７±０．２９）ｇ／Ｌ。桦褐孔菌是白腐菌，能够同时分
泌纤维素酶和木质素降解酶，比霉菌更适合水解天然木质纤

维素［１３］。纤维素和木质素是虎杖药渣中的主要成分，发酵液

中纤维素酶和木质素降解酶的活力越高，越有利于虎杖的降

解。麸皮中含有低聚葡萄糖、纤维二糖等诱导物质，能够促进

菌体产生大量的纤维素酶和木质素降解酶［１４－１５］。所以，在培

养基中适当地添加麸皮有利于虎杖的降解和多糖的合成，培养

基中麸皮过多则对酶的活性具有抑制作用［１６］，反而不利于多

糖的合成。因此，最适麸皮添加量为１０ｇ／Ｌ。

２．２　碳源的确定
为了进一步提高多糖产量，在含有１０ｇ／Ｌ虎杖药渣的培

养基中分别添加４种补充碳源，添加量为１０ｇ／Ｌ。以基础发
酵培养基作对照，考察混合碳源对多糖生成的影响（图２）。
当麦芽糖、蔗糖、葡萄糖与虎杖的混合物作为碳源时，多糖产

量分别为对照（虎杖药渣）的６０．５９％，５９．０６％、４９．６９％；玉
米粉作为补充碳源，获得的多糖［（４．７０±０．２１）ｇ／Ｌ］与对照
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［（４．７２±０．１９）ｇ／Ｌ］相差不大。向超等的研究表明，葡萄
糖、蔗糖和麦芽糖作为碳源，比玉米粉更有利于桦褐孔菌菌丝

体和桦褐孔菌三萜的积累［１７］。然而，在桦褐孔菌发酵虎杖药

渣合成多糖的培养基中，添加这３种速效碳源的效果不如玉
米粉。虽然虎杖药渣作为主要碳源（对照）与虎杖和玉米粉

的混合碳源相比，获得的多糖产量相差不大，但考虑到虎杖药

渣的废物利用，确定碳源为虎杖药渣。

２．３　虎杖药渣添加量的确定
虎杖药渣作为主要的碳源，在培养基中的含量是影响桦

褐孔菌多糖积累的重要因素。由图３可知，多糖的产量随着
虎杖药渣添加量的增加先增加后减少，当培养基中虎杖药渣

添加量为１５ｇ／Ｌ时，多糖产量最高，为（６．９３±０．２４）ｇ／Ｌ。
当培养基中虎杖药渣添加量超过１５ｇ／Ｌ时，多糖产量降低，
这是因为虎杖中的多种组分具有一定的抑菌作用［１８］，如蒽醌

衍生物能够与ＤＮＡ结合，抑制菌体ＤＮＡ、ＲＮＡ以及蛋白质的
生物合成；鞣质能使微生物原生质凝固。过量的虎杖药渣抑

制了桦褐孔菌的生长，导致多糖产量降低。因此，最适虎杖药

渣添加量为１．５％。

２．４　氮源的确定
不同氮源对桦褐孔菌发酵虎杖生成多糖的影响见图４。

由图４可知，蛋白胨作为氮源的发酵液中多糖含量最高，为
（４．７４±０．２９）ｇ／Ｌ，牛肉膏次之，为（３．０３±０．１８）ｇ／Ｌ。豆粕
和（ＮＨ４）２ＳＯ４作为氮源不利于桦褐孔菌发酵合成多糖，多糖
量分别为（０．５７±０．１６）ｇ／Ｌ和（０．３６±０．１３）ｇ／Ｌ，这与张泽
生等［１９］和周丽洁等［２０］的研究结果一致。因此，确定蛋白胨

为最适氮源。

　　改变培养基的蛋白胨添加量，考察氮源浓度变化对多糖
产量的影响（图５）。由图５可知，蛋白胨添加量从２ｇ／Ｌ增
加到 １５ｇ／Ｌ时，多糖产量先增大后减少。蛋白胨含量从

２ｇ／Ｌ增加到５ｇ／Ｌ时，多糖产量由（２．１３±０．２１）ｇ／Ｌ增加到
（４．７４±０．１９）ｇ／Ｌ；蛋白胨含量从５ｇ／Ｌ到８ｇ／Ｌ时，多糖量
变化不大；蛋白胨含量从８ｇ／Ｌ到１５ｇ／Ｌ时，多糖产量下降为
（１．６３±０．２７）ｇ／Ｌ。因此，确定发酵培养基中蛋白胨的最适
添加量为５ｇ／Ｌ。

２．５　正交试验优化发酵培养基
以麸皮、虎杖药渣和蛋白胨的添加量为３个因素，各取３

个水平，以多糖产量为指标，选Ｌ９（３
３）正交表进行试验，优化

发酵培养基（表１）。正交试验极差分析结果（表２）表明，培
养基中影响多糖产量的因素主次顺序为Ｂ＞Ａ＞Ｃ，即虎杖药
渣添加量＞麸皮添加量＞蛋白胨添加量。３个因素的最优水
平组合为Ａ２Ｂ２Ｃ２，即虎杖药渣添加量为１５ｇ／Ｌ，麸皮添加量
为１０ｇ／Ｌ，蛋白胨添加量５ｇ／Ｌ。因此，桦褐孔菌发酵虎杖药
渣生成多糖的优化培养基为 ＫＨ２ＰＯ４３ｇ／Ｌ、ＭｇＳＯ４１．５ｇ／Ｌ、
蛋白胨５ｇ／Ｌ、虎杖药渣１５ｇ／Ｌ、麸皮浸汁１０ｇ／Ｌ，ｐＨ值自然。
此条件下，多糖产量为（７．６５±０．２１）ｇ／Ｌ。正交试验方差分
析结果（表３）表明，麸皮添加量和虎杖药渣添加量对多糖产
量的影响显著。根据Ｆ值可知，影响多糖产量的因素主次顺
序与极差分析结果一致。

表１　虎杖药渣生成多糖培养基优化的正交试验因素水平

水平
因素

Ａ：麸皮（ｇ／Ｌ） Ｂ：虎杖药渣（ｇ／Ｌ） Ｃ：蛋白胨（ｇ／Ｌ）
１ ５ １０ ２
２ １０ １５ ５
３ ２０ ２０ １２

２．６　白藜芦醇和桦褐孔菌菌丝体的获得
利用正交试验获得的发酵培养基进行发酵培养，ＨＰＬＣ

法（高效液相色谱法）检测出发酵液中白藜芦醇含量为

（１．６２±０．１４）ｍｇ／ｇ虎杖干药渣，桦褐孔菌菌丝体生物量为
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表２　虎杖药渣生成多糖培养基优化的正交试验结果（ｎ＝３）

试验号
因素

Ａ Ｂ Ｃ
多糖

（ｇ／Ｌ）

１ １ １ １ ４．４４
２ １ ２ ２ ６．９３
３ １ ３ ３ ４．０７
４ ２ １ ２ ６．４８
５ ２ ２ ３ ７．４４
６ ２ ３ １ ６．２２
７ ３ １ ３ ４．１８
８ ３ ２ １ ６．３２
９ ３ ３ ２ ４．７８

均值１ ５．１７４ ５．６６０ ５．５５３
均值２ ６．７１３ ６．０６３ ５．７７７
均值３ ５．０９３ ５．０２３ ５．６２３
极差 １．６２０ １．８７４ ０．２２４

表３　虎杖药渣生成多糖培养基优化的正交试验方差分析

方差来源
多糖

平方和 自由度 Ｆ值 显著性

麸皮　　 ５．０８２ ２ ６５．１５４ 
虎杖药渣 ６．９８１ ２ ８９．５００ 
蛋白胨　 １．０４２ ２ １３．３５９
误差　　 ０．０８０ ２

（１１．７９±０．３５）ｇ／Ｌ。在虎杖中，白藜芦醇主要以白藜芦醇苷
的形式存在，白藜芦醇苷由白藜芦醇和葡萄糖通过 β－葡萄
糖苷键连接构成。纤维素酶中的β－葡萄糖苷酶能够将白藜
芦醇苷转化为白藜芦醇［２１］。桦褐孔菌分泌纤维素酶，在利用

虎杖药渣的同时，将白藜芦醇苷转化为白藜芦醇。桦褐孔菌

菌丝体含有丰富的人体必需氨基酸，在保健食品领域中具有

广阔的应用前景。

３　结论

本试验利用桦褐孔菌发酵虎杖药渣生成桦褐孔菌多糖。

通过单因素试验确定发酵培养基中最适麸皮添加量为

１０ｇ／Ｌ，最适虎杖药渣添加量为１５ｇ／Ｌ，最适氮源为蛋白胨，
添加量为５ｇ／Ｌ。在此基础上，采用正交试验优化发酵培养
基。最优培养基组成为ＫＨ２ＰＯ４３ｇ／Ｌ，ＭｇＳＯ４１．５ｇ／Ｌ，蛋白胨
５ｇ／Ｌ，虎杖药渣１５ｇ／Ｌ，１０ｇ／Ｌ麸皮浸汁。此条件下，多糖产量
为（７．６５±０．２１）ｇ／Ｌ，白藜芦醇为（１．６２±０．１４）ｍｇ／ｇ，桦褐孔菌
菌体生物量为（１１．７９±０．３５）ｇ／Ｌ。该方法以虎杖药渣废弃物作
为主要碳源，变废为宝，原料利用度高，发酵废渣少，发酵产品价

值高，具有可观的社会效益、经济效益和产业化前景。
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