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　　摘要：以桂北金槐（Ｓｏｐｈｏｒａｊａｐｏｎｉｃａｃｖ．ｊｉｎｈｕａｉ）为原材料进行青霉菌（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ）固态发酵，优选出桂北金槐槐米
固态发酵的最佳工艺。以槲皮素含量为因变量，采用单因素试验和响应面法优化试验优化发酵条件。结果表明，根据

所建模型得到发酵金槐槐米的最佳工艺为温度２９．９７℃、时间６．８８ｄ、转速１８０．８６ｒ／ｍｉｎ，接种量３．９３ｍＬ，槲皮素预
计含量为３４．８１ｍｇ／ｇ，在此基础上调整发酵参数，实际含量为３３．６７ｍｇ／ｇ，与预测值相近。证明响应面法优化槐米发
酵工艺合理，为该药材的开发和利用提供参考。
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　　豆科植物槐（ＳｏｐｈｏｒａｊａｐｏｎｉｃａＬ．）的干燥花蕾
习称槐米（ｆｌｏｓｓｏｐｈｏｒａｅｉｍｍａｔｕｒｕｓ），其形状如米粒，
主要含有芸香苷和槲皮素等 １０余种黄酮类化合
物［１］，２０１５版《中国药典》收录的槐的药用价值有凉
血止血、清肝泻火［２］。槐树的栽培品种主要有白

槐、黄槐和金槐。其中，金槐是优良的槐树栽培品

种，金槐米中芸香苷含量高，是其他品种的１～２倍，
广西全州县金槐米的芸香苷含量一般为 ２５％ ～
２８％，最高可达到４０％［３－４］，而槲皮素可由芸香苷

水解而成。槲皮素是近几年来的研究热点，具有抗

氧化、抗变形链球菌生物膜活性、抗过敏、抗病毒和

抗肿瘤等功效［５－７］，它在医疗和制药行业有巨大的

发展空间和应用前景，因此优化金槐米制备槲皮素

的工艺方法对临床应用及制药是很有必要的。

目前，获得槲皮素的方法主要有溶剂提取

法［８］、超声辅助提取法［９］、微波辅助提取法［１０］和微

生物发酵法［１１－１２］。微生物发酵是指在发酵过程中，

利用微生物在生长代谢过程中所产的酶转化中药

材中的有效成分［１３］。有研究表明，槐米有效成分芸

香苷进入肠道后，通过微生物水解成槲皮素而发挥

药效［１４］。该试验以桂北金槐米为基质，利用青霉菌

进行固态发酵，将金槐米中芸香苷转化成槲皮素，

通过响应面法［１５］优化金槐米的发酵工艺，为金槐米

中芸香苷的有效利用提供新思路。

１　材料与方法

１．１　材料与设备
金槐取自广西壮族自治区全州县，经广西植物

所蒋云生研究员鉴定为槐米；青霉菌由桂林医学院

基础院病原微生物实验室分离筛选；槲皮素对照品

购自中国食品药品检定研究院，批号１０００８１，含量
９９．１％；甲醇为色谱纯，水为超纯水；蔡氏培养基购
自上海博微生物科技有限公司；分析天平购自上海

精天电子仪器厂；高速多功能粉碎机购自永康市铂

欧五金制品有限公司；高效液相色谱仪（岛津 ＬＣ－
２０Ａ）购自岛津企业管理有限公司；恒温振荡器购自
韶关市泰宏医疗器械有限公司。

１．２　种子液的制备
将菌种接种到斜面蔡氏培养基上，３０℃恒温条

件下培养４～６ｄ，加入无菌水充分刮下孢子，制备孢
子悬浮液，装入含有１００ｍＬ种子液培养基的锥形瓶
中，在 ３０℃、１６０ｒ／ｍｉｎ恒温振荡培养箱中培养
７２ｈ，得到种子液。
１．３　固态发酵培养

将槐米干燥粉碎（过１００目筛），称取５ｇ槐米
粉末，放入２５０ｍＬ锥形瓶中，加入一定量的无机盐
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蔡氏培养基，混合均匀，１２１℃高压灭菌３０ｍｉｎ。在
无菌条件下，接入一定量的种子液后放于恒温振荡

培养箱培养一定时间。

１．４　发酵工艺单因素试验
发酵温度对槲皮素含量的影响：发酵温度２４、

２６、２８、３０、３２℃，接种量４ｍＬ，摇床转速１６０ｒ／ｍｉｎ，
时间５ｄ；发酵时间对槲皮素的影响：发酵时间３、５、
７、９ｄ，接种量４ｍＬ，摇床转速１６０ｒ／ｍｉｎ，发酵温度
３０℃；摇床转速对槲皮素的影响：转速 １２０、１６０、
１８０、２００、２４０ｒ／ｍｉｎ，接种量４ｍＬ，发酵温度３０℃，
发酵时间５ｄ；接种量对槲皮素的影响：接种量１、４、
７、１０、１３ｍＬ，发酵温度３０℃，发酵时间５ｄ，摇床转
速１６０ｒ／ｍｉｎ。
１．５　槲皮素含量的测定
１．５．１　 色谱条件 　 色谱柱：ＩｎｅｒｔＳｕｓｔａｉｎＣ１８
（４．６ｍｍ×１５０ｍｍ，５μｍ），柱温 ３０℃，流速
１ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长 ３６５ｎｍ，进样量 ２０μＬ，流动
相 ∶甲醇－水（６０∶４０）。
１．５．２　槲皮素含量标准曲线的绘制　精准称取槲
皮素对照品５ｍｇ于５０ｍＬ容量瓶中，加色谱甲醇溶
解，定容至刻度线，充分摇匀后置于４℃冰箱备用。
精确称量０．１、０．２、０．３、０．４、０．５、０．６ｍＬ上述对照
品溶液分别置于５ｍＬ容量瓶中，用色谱甲醇定容。
按上述色谱条件进样并测定峰面积。试验结果表

明，槲皮素在２～１２μｇ／ｍＬ范围内呈良好的线性关
系，回归方程：ｙ＝１７３．７４ｘ－１０６．５３，ｒ２＝０．９９９７。
１．６　响应面法优化试验

根据单因素试验结果，选择发酵温度、发酵时

间、摇床转速、接种量４个因素为自变量，槲皮素含
量为响应值。根据 Ｂｏｘ－Ｂｅｎｈｎｋｅｎ设计原理，进行
４因素３水平的响应面法分析试验，因素水平设计
详见表１。采用ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０软件对数据进行
分析，得出最佳发酵工艺，试验重复３次。

表１　响应面因素水平

水平
Ａ：接种量
（ｍＬ）

Ｂ：温度
（℃）

Ｃ：时间
（ｄ）

Ｄ：转速
（ｒ／ｍｉｎ）

－１ １ ２８ ５ １６０

０ ４ ３０ ７ １８０

１ ７ ３２ ９ ２００

２　结果与分析

２．１　单因素试验结果
２．１．１　发酵温度对槲皮素含量的影响　由图１可

知，槲皮素含量受发酵温度的影响，发酵温度为

３０℃ 时槲皮素含量最高，再继续升高温度，槲皮素
含量下降。温度过低时会减缓青霉菌的生长代谢，

导致槲皮素含量较低；温度升高时也会抑制菌体的

生长或灭活。因此选择３０℃为最佳发酵温度。

２．１．２　发酵时间对槲皮素含量的影响　由图２可
知，发酵时间为３～７ｄ时，槲皮素含量随着发酵时
间的延长而增加，发酵温度在７ｄ时，槲皮素含量达
到最大；随着发酵时间再度增加，槲皮素含量略微

下降。在发酵过程中，发酵时间过长，菌利用产物

进行生长繁殖，导致槲皮素含量的减少。因此选择

７ｄ为最佳发酵时间。

２．１．３　摇床转速对槲皮素含量的影响　由图３可
知，槲皮素含量随转速升高而逐渐增加，当转速达

到１８０ｒ／ｍｉｎ时，槲皮素含量最高；当转速再升高
时，槲皮素含量下降并趋于平缓。转速增加时溶氧

量也相应增加，当转速达到最佳值时，溶氧量也达

到上限，转速再继续增加不会增加溶氧量［１６］，因此

选择最佳摇床转速为１８０ｒ／ｍｉｎ。
２．１．４　接种量对槲皮素含量的影响　由图４可知，
接种量为１～４ｍＬ时，槲皮素含量随着接种量的增
加而逐渐增加，接种量为４ｍＬ时，槲皮素含量达到
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最大；接种量继续增加时，槲皮素含量下降。接种

量的多少可以影响菌的生长繁殖速度，接种量过多

时，菌体繁殖过快，导致菌体生长所需的营养物质

不够而利用槲皮素作为其营养物质的来源，降低了

槲皮素含量［１７］。因此选择４ｍＬ为最佳接种量。
２．２　响应面结果与分析
２．２．１　回归方程的建立与分析　根据单因素试验
结果，以发酵温度、时间、转速、接种量作为主要因

素，根据ＢＯＸ－ＢｅｈｎｋｅｎＤｅｓｉｇｎ设计原理，试验设计
和试验结果详见表２。
　　利用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ８．０软件对表２数据进行
二次元回归分析，可得出影响因素的关联方程，多

元回归拟合分析得到模型的拟合方程为 Ｙ＝
３４．７５－０．４８Ａ－０．１２Ｂ－１．０５Ｃ＋０．６３Ｄ－０．７４ＡＢ－
０．２１ＡＣ＋１．７８ＡＤ－０．１７ＢＣ－２．６８ＢＤ－０．７８ＣＤ－
８．１２Ａ２－７．４３Ｂ２－８．９８Ｃ２－７．８０Ｄ２。

由表 ３可知，回归方程显著 （Ｐ模型 ＜
０．０００１），失拟项不显著（Ｐ＞０．０５），表明试验模型
中的二项式方程较符合实际发酵情况，较好地反映

了发酵温度、时间、转速、接种量对槲皮素含量的交

互作用具有高度显著影响。

２．２．２　响应面交互作用分析　由图５可知，固定发
酵时间 ５ｄ，转速１６０ｒ／ｍｉｎ，当发酵温度不变时，槲

表２　Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ试验设计和结果

试验号 Ａ：接种量 Ｂ：温度 Ｃ：时间 Ｄ：转速 含量

（ｍｇ／ｇ）

１ －１ ０ ０ １ １８．２７

２ －１ －１ ０ ０ １７．０６

３ ０ ０ １ １ １６．５３

４ １ ０ １ ０ １６．８１

５ ０ ０ ０ ０ ３７．２６

６ ０ ０ ０ ０ ３２．３６

７ ０ ０ ０ ０ ３４．５８

８ ０ ０ ０ ０ ３５．７９

９ ０ ０ －１ １ １８．６０

１０ ０ －１ －１ ０ １９．２４

１１ ０ １ ０ １ １８．５４

１２ ０ １ １ ０ １６．２３

１３ －１ ０ ０ －１ ２２．１６

１４ ０ ０ ０ ０ ３３．７８

１５ １ ０ ０ １ １８．２０

１６ －１ ０ １ ０ １７．１６

１７ ０ －１ ０ １ ２６．２８

１８ １ ０ －１ ０ １９．９６

１９ ０ １ －１ ０ １９．６１

２０ １ ０ ０ －１ １４．９６

２１ －１ １ ０ ０ ２０．１７

２２ －１ ０ －１ ０ １９．４８

２３ ０ １ ０ －１ １９．５０

２４ ０ －１ ０ －１ １６．５３

２５ ０ ０ －１ －１ １７．３５

２６ １ １ ０ ０ １９．３６

２７ ０ －１ １ ０ １６．５５

２８ ０ ０ １ －１ １８．３９

２９ １ －１ ０ ０ １９．２１

皮素含量随着接种量的增加先增加后减少；当接种

量不变时，槲皮素的含量随着发酵温度的升高先增

加后减少；在发酵温度和接种量处于中间水平时槲

皮素含量达到最大值。

　　由图 ６可知，固定发酵温度 ３０℃，转速
１６０ｒ／ｍｉｎ，当发酵时间不变时，槲皮素含量随着接
种量的增加先增加后减少；当接种量不变时，槲皮

素含量随着发酵时间的延长先增加后减少；在发酵

时间和接种量处于中间水平时槲皮素含量达到最

大值。

　　由图 ７可知，固定发酵温度 ３０℃，发酵时间
５ｄ，当转速不变时，槲皮素含量随着接种量的增加
先增加后减少；当接种量不变时，槲皮素含量随着

转速的增大先增加后减少；在接种量和转速处于中
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表３　响应面法方差二次模型方差分析

项目 平方和 自由度 均方 Ｆ值 显著水平

模型　 １１５８．７９ １４ ８２．７７ ２０．１３ ＜０．０００１

Ａ ２．８０ １ ２．８０ ０．６８ ０．４２２８

Ｂ ０．１８ １ ０．１８ ０．０４ ０．８３８３

Ｃ １３．１７ １ １３．１７ ３．２０ ０．９５２０

Ｄ ４．７３ １ ４．７３ １．１５ ０．３０１９

ＡＢ ２．１９ １ ２．１９ ０．５３ ０．４７７５

ＡＣ ０．１７ １ ０．１７ ０．０４ ０．８４０８

ＡＤ １２．７１ １ １２．７１ ３．０９ ０．１００６

ＢＣ ０．１２ １ ０．１２ ０．０３ ０．８６７３

ＢＤ ２８．６８ １ ２８．６８ ６．９７ ０．０１９４

ＣＤ ２．４２ １ ２．４２ ０．５９ ０．４５５９

Ａ２ ４２７．３２ １ ４２７．３２ １０３．９２ ＜０．０００１

Ｂ２ ３５８．２４ １ ３５８．２４ ８７．１２ ＜０．０００１

Ｃ２ ５２２．８２ １ ５２２．８２ １２７．１５ ＜０．０００１

Ｄ２ ３９４．９２ １ ３９４．９２ ９６．０４ ＜０．０００１

残差　 ５７．５７ １４ ４．１１

失拟差 ４３．５０ １０ ４．３５ １．２４ ０．４５２５

纯误差 １４．０６ ４ ３．５２

总差　 １２１６．３６ ２８

　　注：表示差异显著（Ｐ＜０．０５），表示差异极显著（Ｐ＜

０．０１）。

间水平时槲皮素含量达到最大值。

　　由图８可知，固定接种量４ｍＬ，转速１６０ｒ／ｍｉｎ
当发酵温度不变时，槲皮素含量随着发酵温度的升

高先增加后减少；当发酵温度不变时，槲皮素含量

随着发酵时间的延长先增加后减少；在发酵时间和

温度处于中间水平时槲皮素含量达到最大值。

　　由图９可知，固定发酵时间５ｄ，接种量４ｍＬ当
发酵温度不变时，槲皮素含量随着转速的增大先增

加后减少；当转速不变时，槲皮素含量随着发酵温

度的升高先增加后减少；在转速和发酵温度处于中

间水平时槲皮素含量达到最大值。

　　由图 １０可知，固定发酵温度 ３０℃，接种量
４ｍＬ当发酵时间不变时，槲皮素含量随着转速的增
大先增加后减少；当转速不变时，槲皮素含量随着

发酵时间的延长先增加后减少；在转速和发酵时间

处于中间水平时槲皮素含量达到最大值。

２．３　验证试验
根据Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ优化试验和回归模型分析，

得出金槐槐米最佳发酵条件为接种量３．９３ｍＬ、发
酵温 度 ２９．９７℃、发 酵 时 间 ６．８８ ｄ、转 速
１８０．８５ｒ／ｍｉｎ，在此优化条件下槲皮素含量预计为
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３４．８１ｍｇ／ｇ。考虑到实际操作，为了便于试验，在此
基础上调整发酵参数，确定最佳发酵工艺条件为接

种量４ｍＬ、发酵温度 ３０℃、发酵时间 ７ｄ、转速
１８０ｒ／ｍｉｎ，重复３组平行试验，得到槲皮素含量为
３３．６７ｍｇ／ｇ，与预测值接近，证明了优化的固态发酵
桂北金槐槐米工艺条件的准确性和可靠性。

３　讨论

现行的槲皮素生产一般采用的是化学二步法

工艺，而微生物发酵能将金槐米中的芸香苷直接转

成槲皮素，且固态发酵对设备要求低、耗能低、污染

小；发酵产物无需复杂的提取分离过程，这对进一

步降低生产成本和环境污染具有实际的利用价值。

微生物发酵是一个极其复杂的生化反应过程，在发

酵工业中，其生产水平不仅取决于生产菌种的自身

性能，还和发酵条件等外界环境有关，因此发酵培

养基的优化对发酵水平的提高起着举足轻重的作

用［１８－１９］。为了获得最佳发酵工艺，本试验采用响应

面法，与传统优化方法相比，响应面法能通过直观、

精准度较高的数学模型对最佳工艺进行优化，将因

素和结果的关系进行多项式拟合，优化出最佳青霉

菌固态发酵金槐米转化槲皮素的发酵工艺，最佳发

酵工艺为接种量４ｍＬ、发酵温度 ３０℃、发酵时间
７ｄ、转速 １８０ｒ／ｍｉｎ，此条件下槲皮素含量为
３３．６７ｍｇ／ｇ。该试验建立的数学模型可靠、合理，提
高了工作效率，而且为进一步开发金槐中的芸香苷

转化槲皮素提供了参考。
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