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有机溶剂对桦褐孔菌液体深层发酵多酚

和多糖的产生与活性的影响
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!浙江理工大学理学院#杭州
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要"在培养基中添加
#

4

%

R

的不同有机溶剂!丙酮'甲醇'氯仿'甲苯和乙醇"#讨论了有机溶剂对桦褐孔菌液

体深层发酵多酚和多糖的产生的影响#并通过测定多酚的
AaaV

自由基清除率来探究有机溶剂对多酚抗氧化活性

的影响(研究结果证明#添加有丙酮'甲苯与乙醇的培养基能显著提高桦褐孔菌生物量#比对照组提高
$@&FQ

'

$@$EQ

和
!@DFQ

&以胞内外多酚含量和活性为指标#丙酮有机溶剂#胞内'胞外乙酸乙酯层和胞外正丁醇层多酚的产

量分别为对照组的
$@"

'

"@!

和
#@E

倍#相对应的活性分别是对照组的
#@!

'

#@!

和
!@%

倍&以胞内外多糖含量为指标#

有机溶剂均对胞外多糖有抑制作用#乙醇为最佳的添加剂使胞内多糖!在
D"W

'

#$#W

下提取"的增加率达到
D@&EQ

和
#"@$%Q

(推测可能是有机溶剂能有效地促进细胞膜的相容性#从而改变了细胞膜通透性#影响了细胞对培养基

营养物质的吸收(同时#不同有机溶剂又会对不同种类次级代谢产物的合成产生不同的影响(

关键词"桦褐孔菌&多酚&有机溶剂&多糖&抗氧化活性
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桦褐孔菌"

:4>4>C)K>%5/

8

))K

#是一类分布于北

半球
H"

$

"%m

地区"我国主要集中在长白山地区(

#

)

#

的药用真菌%几个世纪以来$这类纤孔菌属的白腐

真菌素有0西伯利亚灵芝1之美称$主要用于糖尿病&

心血管疾病(

$

)等人类难于治愈的疾病%这归因于此

种真菌含有多种次级代谢产物$如多酚&多糖&三萜

以及甾体等具有强活性的物质%这些具有生物活性

的物质对降血糖&降血脂&肝病&抗菌治疗以及抗癌

治疗有显著的效果(

!7H

)

%其中$桦褐孔菌合成的一部

分酚类化合物"如小分子酚类(

"

)

&水溶性单宁(

&

)

&黄

酮&多酚&黑色素(

E

)等#$都体现了良好的自由基清除

能力(

F7D

)

$进而能够减少氧化应激导致的疾病%

由于天然桦褐孔菌的子实体生长环境恶劣$生

长周期长$产量小且不确定因素较多$次级代谢产物

的获取难上加难%近几年$越来越多的学者(

#%7#H

)开

始研究液体深层发酵桦褐孔菌次级代谢产物$主要

将注意力集中在培养基的配制%为了增加次级代谢

产物的产量以及菌丝体量$有机溶剂被证实为一种

可以经济易得的可提高次级代谢产物和菌丝体量的

有效添加剂(

#"

)

%当有机溶剂加入到培养基并与细

胞膜作用时$促进了部分脂肪酶的产生$并释放次级

代谢产物(

#&

)

%通常选取的有机溶剂主要包括甲苯&

甲醇&丙酮&乙醇等%氯仿&乙醇&甲苯等(

#E

)已被证

实对不同菌种的次级代谢产物有一定的促进效果%

本文在此基础上探究培养基中有机溶剂的添加对桦

褐孔菌液体深层发酵多酚&多糖产量及其
AaaV

自

由基清除率的影响$筛选出最佳有机溶剂%
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试验

#@#

!

实验材料与仪器

#@#@#

!

实验原料

用于发酵的桦褐孔菌菌种购于徐州师范大学%
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实验试剂和仪器

试剂!

AaaV

&福林酚试剂等$购于美国
;3

4

J,

公司'氯仿&乙酸乙酯&正丁醇&丙酮&乙醇&甲醇&甲

苯"均为分析纯#$购于杭州高晶精细化工有限公司%

主要仪器!

9?##%%

紫外分光光度计"上海美普

达#$

5d7P'7CT

超净台 &

bc7$F%

高压蒸汽灭菌锅&

5ac7$"%R

生化培养箱"上海博迅实业有限公司医

疗设备厂#$

8]#&7d5

高速离心机"长沙湘智离心

机仪器有限公司#$

5631+<K7

.

A

超声波破碎仪"浙江

宁波新芝生物科技股份有限公司#%

#@$

!

试验方法

#@$@#

!

实验培养基

实验中涉及到的培养基有液体种子培养基&发

酵对照培养基&有机溶剂培养基%具体配比如下!

,

#液体种子培养基"
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#!葡萄糖
$%

$蛋白胨

!

$酵母浸膏
$
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V

调至
&@%

$用蒸馏水定容至
#%%JR
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#对照培养基"
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#!玉米粉
"!

$蛋白胨
!
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$
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$
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$
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$

B%@%D

$同上'

6

#有机溶剂培养基"

4

+

R

#!有机溶剂
#

$其余同

对照培养基%

#@$@$

!

液体种子的培养与液体发酵

按照液体种子培养基配制所需培养液%取出低

温保存的桦褐孔菌菌种$并将之在
$"W

的恒温箱中

振荡摇匀
$%J3+

%紫外灭菌超净台$将摇匀后的液

体种子接种至种子培养基中$并将其于摇床中"温度

为
$"W

$相对湿度为
F%Q

#进行恒温振荡培养%

HL

后$待种子长满
F%Q

左右的培养液后取出%

按照对照培养基配制培养液并按每
#%%JR

培

养液的体积注入
$"%JR

锥形瓶中%然后将其继续

放入摇床进行培养%在发酵
DL

时$取出所有摇瓶$

进行后续分析%实验
!

次%有机溶剂培养基在对照

培养基的基础上分别加入不同有机溶剂$其余操作

方法同对照培养基%

#@$@!

!

桦褐孔菌生物量的分析

取出摇床中的摇瓶$将菌丝体连同培养液通过抽

滤的方法将之分离%反复冲洗菌丝体直至洗出液为无

色$将菌丝体放置于培养皿中$恒温干燥至恒重%然后

将其称重$记录菌丝体的重量$即桦褐孔菌生物量%

#@$@H

!

桦褐孔菌胞内外多酚和多糖的提取

将烘干至恒重的菌丝体研磨成粉末$然后将粉末

溶于
#%

倍体积
E%Q

的丙酮$并在冰水浴中用超声波

细胞破碎仪破壁%匀浆液再用体积比为
E%Q

的丙酮

中萃取
$H0

$萃取
!

次%之后将混合物离心得上层清

液%浓缩干燥上清液$即得胞内多酚$记为
CaP

%

将抽滤后得到的发酵培养液减压蒸馏并浓缩$

同时加入
H

倍体积
D"Q

的乙醇%充分搅拌后$静置

$H0

并离心分离%将上层的溶液减压浓缩至
#

+

H

体积$用蒸馏水将体积调至最初%分别用氯仿&乙酸

乙酯各
$%JR

萃取
!

次$同时冷冻干燥乙酸乙酯

层$即得乙酸乙酯层胞外多酚$记为
IO7IaP

%继续

将萃取后得到的液体用正丁醇萃取
!

次$冷冻干燥

正丁醇层$即得正丁醇层胞外多酚$记为
>̂7IaP

%

将之前提取胞内多酚后剩余的固体部分溶于
"

倍蒸馏水于
D"W

加热
$0

后$冷却离心得上清液$

重复操作$合并清液%继续在残渣中加入蒸馏水后

于
#$#W

加热
#@"0

$重复上述操作%在两种不同清

液中加入
H

倍
D"Q

的乙醇$充分搅拌沉淀$静置过

夜$离心并冷冻干燥得胞内粗多糖并储存备用$分别

记为
Ca5#

"

D"W

#&

Ca5$

"

#$#W

#%

为了除去掺杂于多糖沉淀中的小分子物质和还

原糖$在提取过程中离心得到的残渣中加入新的

D"Q

的无水乙醇%离心"

#%J3+

$转速为
&"%%*

+

J3+

#

并冷冻干燥得到干燥的胞外粗多糖$记为
Ia5

%

#@$@"

!

桦褐孔菌胞内外多酚&多糖和还原糖的测定

桦褐孔菌胞内外多酚含量的测定采用福林*酚

法"

T(-3+7P3(6,-<1)*1,

4

1+<J1<0(L

(

#F

)

#%以没食子

酸浓度"

(

4

+

JR

#为横坐标$以吸光值为纵坐标绘制

标准曲线%将提取的胞内外多酚样品溶解$按照标

准曲线的方法测定并计算胞内外多酚的含量%

胞内外多糖含量采用苯酚硫酸法%以葡萄糖浓度

"

J

4

+

JR

#为横坐标$吸光度为纵坐标$绘制标准曲线(

#D

)

%

配制
%@#J

4

+

JR

的多糖溶液"采用干燥得到的粗多糖#$

按照上述方法检测并计算胞内外多糖的含量%

还原糖的测定采用
!

$

"7

二硝基水杨酸法"

A>5

法#%以葡萄糖含量"

J

4

+

JR

#为横坐标$以吸光值为纵

坐标绘制标准曲线%将一定体积的抽滤发酵液稀释到

适当浓度$按上述方法$测定并计算还原糖含量(

$%

)

%

#@$@&

!

AaaV

自由基清除率的测定

参考
b,+

4

等 (

$#

)的方法检测胞内外多酚的

AaaV

清除率并适当改进%配制
%@HJN

+

R

的
Aa7

aV

甲醇溶液$并取
%@FJR

的
AaaV

的甲醇溶液

于试管中$同时加入
$@HJR

有机溶剂培养基发酵

所得胞内外多酚样品 "浓度为
#%J

4

"

]OI

#+

R

#$振

荡摇匀并于暗处静置%

!%J3+

后于波长为
"#E+J

处测
$

G

值%与此同时$空白对照组加入等量的

HD
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AaaV

的甲醇溶液$并在相同的波长下测定其
$

%

值%样品对照组用甲醇替代
AaaV

$其余加入物质

的量与之前相同$并在相同条件下测定其
$

G%

值%

AaaV

清除率的计算公式如下!

AaaV

清除率
QY

(

$

%

G

"

$

G

G$

G%

#)

$

%

Z#%%

式中!

$

%

为空白
XII7

清除率$

$

G

为样品
XII7

清除率$

$

G%

为对照
AaaV

清除率%

*

!

结果与讨论

$@#

!

桦褐孔菌生物量

有机溶剂通常被作为一种很好的溶剂促使物质

之间的相容%这些溶剂能够重组细胞膜的结构也有

可能直接影响次级代谢产物所需要的酶的合成(

$$

)

%

表
#

显示了有机溶剂对生物量的变化%

表
(

!

有机溶剂对桦褐孔菌生物量的影响%

%

#

'Y'U

&

空白 丙酮 甲醇 氯仿 甲苯 乙醇

生物量"

4

+

R

#

#$@!#g%@#%

,

#$@&Hg%@%D

M

#$@!Fg%@#$

,

#$@!#g%@##

,

#$@"Dg%@%F

M

#$@F%g%@##

6

注!生物量的显著性差异用小写字母标注相同的字母代表无显著性差异"

I

#

%@%"

#%

!!

由表
#

生物量的差异可知$丙酮&甲苯和乙醇的

效果显著$分别在对照组的基础上提高了
$@&FQ

&

$@$EQ

和
!@DFQ

"

I

#

%@%"

#%这三种有机溶剂能增

强细胞膜通透性$促使培养液中营养快速被细胞所

利用$达到菌丝体生长的效果%

$@$

!

桦褐孔菌胞内外多酚的产量

胞外多酚用两种不同萃取剂萃取$分别为乙酸

乙酯和正丁醇%正丁醇中含有极性较强的多酚组

分$乙酸乙酯层中含有极性较弱的多酚组分%测定

不同萃取剂提取的多酚的含量$具体结果如图
#

%

图
#

!

有机溶剂对桦褐孔菌胞内外多酚产量的影响

注!胞内外多酚的显著性差异分别用
7

和大小写字母标注$

相同的字母代表无显著性差异"

I

#

%@%"

#%

由图
#

可知这
"

种有机溶剂中丙酮对桦褐孔

菌胞内外多酚含量的促进作用最强%乙酸乙酯层&

正丁醇层以及胞内分别达到了
#!D@!!J

4

+

R

&

FF@F"

J

4

+

R

&

E@FHJ

4

+

4

$是对照组的
"@!

&

#@E

&

$@"

倍%

其中$正丁醇层的多酚含量少于乙酸乙酯层$说明丙

酮能促进脂溶性的多酚的释放%此外$丙酮与甲醇

均能较强地促进胞内多酚的含量$两者分别达到了

E@FHJ

4

+

4

&

E@EEJ

4

+

4

$两者无显著性差异%添加

有甲醇的培养基发酵所得的胞外多酚含量并不高$

而胞内多酚含量相较于其他培养基促进作用明显$

这可能是因为甲醇能促进脂溶性的多酚$但并不能

很好地将多酚释放到培养液中$从而使多酚在细胞

内进行堆积$使胞内的多酚含量大大增加$该结果具

有显著性差异"

I

#

%@%"

#%

$@!

!

桦褐孔菌发酵液还原糖量与胞内外多糖量

按照上述方法测定发酵培养液中还原糖量与胞

内外多糖量$具体结果如图
$

&图
!

%

图
$

!

有机溶剂对桦褐孔菌发酵液中还原糖量的影响

注!还原糖含量的显著性差异用小写字母标注$相同的字母代表

无显著性差异"

I

#

%@%"

#%

图
!

!

有机溶剂对桦褐孔胞内外多糖产量的影响

注!胞内外多糖的显著性差异用
7

和大小写字母标注$相同的字

母代表无显著性差异"

I

#

%@%"

#%

"D

第
#

期 沈梦薇等!有机溶剂对桦褐孔菌液体深层发酵多酚和多糖的产生与活性的影响



图
$

&图
!

显示的是添加体积分数为
%@#Q

的有

机溶剂"甲醇&乙醇&氯仿&丙酮&甲苯#对于桦褐孔菌

培养液中还原糖量和胞内外多糖量的影响%从图
$

可看出
"

种有机溶剂使培养液中剩余还原糖量增

加%此外$

"

种有机溶剂抑制了
Ia5

的产量$尤其

是氯仿和丙酮抑制效果最明显$

Ia5

的产量分别仅

为对照组的
E&@E%Q

和
E"@!HQ

%与对
Ia5

的影响

相反$氯仿和乙醇对
Ca5#

有很大的促进作用$增长

率为
#&@F&Q

和
D@&EQ

"

Q

#

%@%"

#'对
Ca5$

的增长

率为
#E@$$Q

和
#"@$%Q

"

Q

#

%@%"

#%

以上采取的几种溶剂中氯仿和甲苯对桦褐孔菌

细胞的毒性大于甲醇&乙醇和丙酮$导致
Ia5

量减

少%另一方面$为了抵制外来物质对自身的伤害$细

胞会分泌更多的次级代谢产物作为防护机制%

$@H

!

桦褐孔菌胞内外多酚的抗氧化活性

多酚由于其具有清除各种活性氧化自由基的特

性而被广泛应用于抗衰老保健品或者护肤品中%通

过检测多酚的
AaaV

自由基清除率$鉴定出有机溶

剂对多酚抗氧化活性的强弱的影响%具体结果如下

图
H

!

图
H

!

有机溶剂对桦褐孔菌胞内外多酚
AaaV

自由基清除率的影响

注!胞内外多酚
AaaV

自由基清除率的显著性差异用
7

和大小写

字母标注$相同的字母代表无显著性差异"

I

#

%@%"

#%

如图
H

所示$有机溶剂对桦褐孔菌胞内多酚的

AaaV

自由基清除率有显著地提高%其中$添加丙

酮后胞内多酚达到
F"@DEQ

$是空白
!@%

倍%氯仿

次之$清除率达
EF@$"Q

$甲醇&乙醇&甲苯分别为

E"@HFQ

&

E!@E#Q

&

E%@&HQ

%因此$有机溶剂能促进

胞内多酚中强活性的组分的合成%然而有机溶剂对

桦褐孔菌胞外多酚的效果不如胞内$对于胞外乙酸

乙酯层多酚来说$甲醇与甲苯的效果最佳$分别达到

&!@#EQ

和
&%@%HQ

%这两种有机溶剂对正丁醇层

的作用要弱于乙酸乙酯层多酚的多酚$分别达到了

"E@DEQ

和
"!@H!Q

$说明甲醇与甲苯能较好地促进

极性较小的多酚组分的合成%其余
!

种有机溶剂正

丁醇层多酚的清除率要强于乙酸乙酯层的多酚$其

中乙醇达到正丁醇多酚的最大值"

&F@%&Q

#$因此$

乙醇&氯仿&丙酮能促进胞外更多极性大的多酚组分

的合成"

I

#

%@%"

#%

+

!

结
!

论

桦褐孔菌次级代谢产物"多酚&多糖#对多种疾

病有较好的治疗效果%但是由于其天然资源有限$

液体深层发酵有着良好的前景%有机溶剂作为一种

促进剂$能够增加细胞膜通透性$探究其对次级代谢

产物的产生有一定的意义%本研究
"

种有机溶剂中

丙酮&甲苯与乙醇能促进桦褐孔菌生物量$其中乙醇

最佳'有机溶剂对胞内外多酚的促进效果要强于多

糖$其中$丙酮&甲醇能显著提高胞内外多酚的产量$

然而强烈抑制了胞内外多糖的产量'

"

种有机溶剂

均能提高胞内外多酚的
AaaV

自由基清除率$尤其

是对胞内多酚$丙酮效果最佳%综上所述$以桦褐孔

菌胞内外多酚产量及活性为指标$筛选出丙酮为最

佳有机溶剂'以胞内外多糖产量为指标$乙醇为最佳

有机溶剂%该结果为提高桦褐孔菌次级代谢产物产

量及活性筛选了最佳有机溶剂$也为药物和保健品

领域的开发提供广阔的前景$同时也为后续多酚与

多糖合成途径提供了有力的依据%
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