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TritonXＧ１００对液体深层发酵桦褐孔菌
产活性多糖的影响

陈　翠,全丽丽,徐向群
(浙江理工大学理学院,杭州３１００１８)

　　摘　要:探讨表面活性剂 TritonXＧ１００对桦褐孔菌液体深层发酵产活性多糖的影响,利用醇沉法得到胞外多糖

和胞内多糖,通过测定菌丝体量和胞内外多糖产量,明确 TritonXＧ１００对多糖的促进作用.进一步探讨 TritonXＧ１００
的最佳添加时间及浓度,得出在第０d添加０．１％ TritonXＧ１００,促进效果最显著.多糖的 DPPH 自由基清除率测定

结果表明,TritonXＧ１００也促进桦褐孔菌多糖的抗氧化活性.通过对多糖化学成分以及单糖组成的分析,证明多糖中

的糖、蛋白含量及单糖的组成与 DPPH 自由基清除率具有一定关联性.以上结果为进一步深入研究桦褐孔菌多糖

奠定理论基础,从而建立一种桦褐孔菌发酵多糖的高产、高活性的液体深层发酵制备技术.
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０　引　言

桦褐孔菌(Inonotusobliquus)作为一种珍贵食

药兼用真菌,具有很高药用价值,在俄罗斯、波兰和

芬兰等地应用广泛,民间常用桦褐孔菌的菌核来防

治癌症[１].桦褐孔菌多糖是桦褐孔菌中主要化学成

分,具有降血糖、抗肿瘤、抗氧化等生物活性,对糖尿

病有很好的治疗作用,已成为当前的研究热点之

一[２Ｇ３].桦褐孔菌的生长环境苛刻,野生资源稀少,
人工培育技术还不成熟.通过液体深层发酵技术大

规模培养,既可缩短桦褐孔菌生长周期,也能提高多

糖产量[４].
为了提高多糖的产量,可对桦褐孔菌的液体深

层发酵的条件进行优化,或不断对培养基中的氮源、
碳源进行改进[５Ｇ６].表面活性剂 Tween８０能够改变

菌丝体细胞膜的通透性,促进对发酵液中营养物质

的吸收利用,从而提高多糖的产量[７].本文首次研

究表面活性剂 TritonXＧ１００对桦褐孔菌液体深层发

酵胞外多糖(exopolysaccharide,EPS),胞内多糖

(intrecellularpolysaccharide,IPS)IPS１和IPS２积

累和活性的影响.通过测定胞内外多糖的产量和菌

丝体生物量,并对 TritonXＧ１００的添加浓度及时间

进行优化,以期达到最佳促进作用.

１　材料和方法

１．１　实验材料

１．１．１　原始菌种

用于液体深层发酵的桦褐孔菌的原始菌种购自

于徐州师范大学.

１．１．２　主要试剂

TritonXＧ１００,天津永大化学试剂有限公司;αＧ
淀粉酶,北京奥伯丁生物技术有限公司;蛋白胨,杭
州百思生物技术有限公司;糖化酶,北京奥伯丁生物

技术有限公司;１,１Ｇ二苯基Ｇ２Ｇ三硝基苯肼(DPPH),

Sigma公司;其他试剂均为国产分析纯.

１．２　实验方法

１．２．１　胞外多糖(EPS)的提取

首先采用布氏漏斗抽滤液体深层发酵液得到滤



液,真空浓缩滤液至２０mL,再加入４倍体积９５％
的乙醇补齐至１００mL,搅拌均匀,在４℃条件下沉

淀过夜.倾倒出上层液体保留沉淀,加入９５％乙

醇,然后离心(６５００r/min,１０min),最后冷冻干燥

４~５h,即得EPS.

１．２．２　胞内多糖(IPS)的提取

称取１g干燥菌丝体并研成粉末后,在离心管

中按体积比１∶５加入粉末和去离子水,超声破壁

５min(超声时间５s,间歇时间３s),９５℃水浴加热

２h,冷却后离心(６５００r/min,１０min),收集上清液,
向离心管中加入去离子水,重复上述操作,合并两次

上清液,定容至５０mL.收集两次操作剩余的沉淀,
加少量去离子水,在水浴锅中控制温度为１２１℃加热

时间１．５h,冷却后离心(６５００r/min,１０min),保留上

清液定容至５０．０mL.分别取０．１mL上述两种溶液

加入去离子水补齐至１．０mL,采用真空浓缩滤液至

２０．０mL后,再加入４倍体积９５％乙醇至１００mL,玻
璃棒充分搅拌,在温度４℃下沉淀时间２４h,然后离

心(６５００r/min,１０min)、冷冻干燥得胞内多糖.上

述操作分别得到两种胞内多糖,９５ ℃ 条件下的

IPS１,１２１℃条件下的IPS２.

１．２．３　菌丝体生物量的测定

从摇床中随机取出摇瓶,进行抽滤操作,用去离

子水反复冲洗菌丝体,直至最后冲洗液呈无色;然后

将漏斗中的菌丝体放到表面皿中,置于烘箱中恒温

(６０℃)干燥至恒重;最后,采用电子天平称重干燥

后的菌丝体.

１．２．４　DPPH 自由基清除率的测定

本文采用 Xu等[８]的方法来测定多糖样品的

DPPH 自由基清除活性,操作步骤为:配制不同浓度

的多糖样品溶液,在试管中加入０．８mL的 DPPH
溶液(０．４mmol/L),加入２．４mL多糖溶液,充分振

荡摇匀,在暗室中静置３０min;在５１７nm 下有最大

吸收,测定吸光度值 OD１.用０．８mL甲醇溶液代

替DPPH 溶液,重复上述操作,测定吸光度值 OD２.
对照组采用０．８mL的甲醇溶液与２．４mL的DPPH
溶液反应,测定吸光度值OD０.计算方程式为:

DPPH自由基清除率/％＝OD０－ OD１－OD２( )

OD０
×１００

１．２．５　化学组成的分析

多糖样品的蛋白含量采用BCA 蛋白定量试剂

盒进行,根据牛血清蛋白标准曲线,在５６２nm 下测

定.多糖样品含量的测定通常采用苯酚Ｇ硫酸法[９],
根据葡萄糖标准曲线,在４９０nm 下测定;采用气相

色谱 GC分析多糖样品中单糖的组成[１０].

２　结果与讨论

２．１　TritonXＧ１００对多糖产量及菌丝体生物量的影响

在桦褐孔菌菌种发酵培养初期的摇瓶中加入

０．１％(V/V)TritonXＧ１００,经过９d时间的发酵培

养,测定最终菌丝体的生物量及胞内外多糖的产量

来判断桦褐孔菌的生长情况.TritonXＧ１００对桦褐

孔菌菌丝体生物量、胞内外多糖量的影响见图１.

TritonXＧ１００对菌丝体生长起到抑制作用,对胞外

多糖的产生起到促进作用,促进率为４２．８６％(p＜
０．０５);TritonXＧ１００ 同时促进IPS１ 和IPS２ 的产

生,促进率分别为６．０８％和１２．２９％(p＜０．０５),其
可能机理为:TritonXＧ１００作为表面活性剂,通过抑

制细胞膜磷脂双分子层的合成,增大细胞膜通透性,
从而分泌出更多的多糖,同时还具有加强供氧运输

能力来增加次级代谢产物的积累[１１];在桦褐孔菌液

体深层发酵过程中,摇瓶中的发酵环境逐渐发生变

化,氧气的减少,厌氧细菌的产生等都不利于桦褐孔

菌生长,从而抑制菌丝体的生物量[１２].

图１　TritonXＧ１００对桦褐孔菌菌丝体生物量

及胞内外多糖量的影响

注:不同字母表明数据之间有显著性差异,相同字母代表差别不

显著(p＜０．０５).

２．２　最佳添加时间和浓度的确定

TritonXＧ１００不同添加时间对菌丝体生物量和

胞内外多糖的影响见表１,观察表１得出,桦褐孔菌

的生长情况随着 TritonXＧ１００的不同添加时间而改

变,在后期添加的 TritonXＧ１００,菌丝体的生物量大

于前期,生长情况较好.当添加时间定为第１d的时

候,EPS产量达到最高,与对照相比提高５３．８５％.

IPS１添加时间为第０d时,促进率为９．４５％,促进

作用最明显.IPS２在第０d的促进率为１１．１７％,
促进作用也最明显(p＜０．０５).
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表１　TritonXＧ１００不同添加时间对菌丝体生物量和胞内外多糖的影响

添加时间
/d

菌丝体
/(mg􀅰mL－１)

EPS产量
/(mg􀅰mL－１)

IPS１含量
/(mg􀅰g－１)

IPS２含量
/(mg􀅰g－１)

对照Ｇ不添加 TritonXＧ１００ １２．６５±０．１５a ０．５２±０．０１０b ３２．６９±０．１４c ２８．８３±０．０６c

TritonXＧ１００Ｇ第０d ９．３８±０．２１d ０．７８±０．００９a ３５．７８±０．１１a ３２．０５±０．１３a

TritonXＧ１００Ｇ第１d ９．４２±０．４６d ０．８０±０．００９a ３４．４９±０．１４b ３０．４３±０．１３b

TritonXＧ１００Ｇ第３d １０．３２±０．３８c ０．４７±０．０１０bc ３０．５６±０．１５d ２３．７５±０．１９d

TritonXＧ１００Ｇ第５d １０．７６±０．６９b ０．４６±０．００７c ２３．１７±０．１４e １９．７７±０．１７e

注:同一列中相同字母代表差别不显著,不同字母表明数据之间有显著性差异(p＜０．０５)

　　不同浓度TritonXＧ１００对菌丝体生物量和胞内外

多糖的影响测定结果如表２所示,菌丝体生物量随着

TritonXＧ１００浓度增加而减少,TritonXＧ１００的浓度为

０．１％(V/V),对 EPS和IPS１的产量促进作用最明

显,促进率分别为５０．００％和９．４５％(p＜０．０５).添加

浓度为０．０５％,IPS２有最高产量,达到３３．８３mg/g,
增长率为２７．３４％(p＜０．０５).因此在第０d添加

０．１％的TritonXＧ１００,对胞内外多糖的促进效果最好.
表２　TritonXＧ１００不同添加浓度对菌丝体生物量和胞内外多糖的影响

浓度
/％

菌丝体量
/(mg􀅰mL－１)

EPS产量
/(mg􀅰mL－１)

IPS１含量
/(mg􀅰g－１)

IPS２含量
/(mg􀅰g－１)

对照Ｇ不添加 TritonXＧ１００ １２．６５±０．１５a ０．５２±０．０１０b ３２．６９±０．１４c ２８．８３±０．０６c

TritonXＧ１００－０．０５％ １０．６４±０．１３b ０．５３±０．０１０b ３３．４３±０．１２b ３３．８３±０．２９a

TritonXＧ１００－０．１％ ９．３８±０．２１c ０．７８±０．００９a ３５．７８±０．１１a ３２．０５±０．１３b

TritonXＧ１００－０．３％ ９．１２±０．１７d ０．５５±０．００４b ３１．７２±０．２５d ２４．１６±０．３２d

TritonXＧ１００－０．５％ ９．０２±０．１９e ０．４８±０．００８b ２７．５５±０．１１e ２３．１４±０．１６e

注:同一列中相同字母代表差别不显著,不同字母表明数据之间有显著性差异(p＜０．０５)

２．３　多糖的抗氧化活性分析

图２是来源于对照培养基、TritonXＧ１００培养

基的胞内外多糖对DPPH 自由基的清除率,多糖浓

度梯 度 为 ０．５~５．０ mg/mL.从 图 ２ 中 发 现,

TritonXＧ１００ＧEPS的DPPH 清除率高于对照.当多

糖浓度为２mg/mL时,TritonXＧ１００ＧEPS的清除率

接近对照;当浓度为５mg/mL,TritonXＧ１００ＧEPS清

除率达到最高,与对照ＧEPS相接近.低浓度时,对
照培 养 基 来 源 的 IPS１ 的 DPPH 清 除 率 高 于

TritonXＧ１００ＧIPS１.相 反,TritonXＧ１００ＧIPS２ 的 清

除率整体显著高于对照,浓度高于４mg/mL,与对

照的差异减小;浓度为５mg/mL,TritonXＧ１００ＧEPS
清除率达到最高,与对照ＧEPS相接近.

图２　不同来源桦褐孔菌胞外多糖(EPS)、胞内多糖(IPS１、IPS２)的 DPPH 清除率

注:来源于对照培养基、TritonXＧ１００培养基的桦褐孔菌胞内外多糖分别表示为 CTＧIPS１、CTＧIPS２、CTＧEPS、TritonXＧ１００ＧIPS１、

TritonXＧ１００ＧIPS２、TritonXＧ１００ＧEPS.

　　表３是来源于对照、TritonXＧ１００培养基的胞

内外多糖的对 DPPH 自由基清除率的半数抑制浓

度(IC５０),结果显示:IPS比 EPS具有较小的IC５０,
说明胞内多糖的抗氧化活性要高于胞外多糖;添加

有 TritonXＧ１００培养基的多糖的IC５０比对照组低,
TritonXＧ１００有增强多糖DPPH 清除率的作用.因

此,TritonXＧ１００添加可能使多糖的结构或化学成

分发生改变.
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表３　不同来源的桦褐孔菌多糖的半抑制浓度

来源
IC５０/(mg􀅰mL－１)

EPS IPS１ IPS２
对照 ２．３０a １．０８a ２．２８a

TritonXＧ１００ １．７１b １．０３a ０．９５b

注:同一列中相同字母代表差别不显著,不同字母表明数据之间有显

著性差异(p＜０．０５)

２．４　多糖的化学成分及单糖组成分析

自然界中的多糖大多结合游离蛋白,不易除去,
本文采用BCA试剂盒法测定醇沉法得到的多糖中

的蛋白含量.大部分真菌多糖的结构极其复杂,为
了进一步探讨的多糖的初级结构,采用气相色谱法

测定单糖的组成.表４为不同来源桦褐孔菌 EPS、

IPS１、IPS２、蛋白含量及单糖组成的实验结果.从

表４中得出,TritonXＧ１００ＧEPS中糖含量显著高于

对照ＧEPS,蛋白含量相近.TritonXＧ１００ＧIPS１蛋白

含量低于对照ＧIPS１,糖含量则较低.TritonXＧ１００Ｇ
IPS２的糖含量高于对照ＧIPS２,比例均很高.对照

组的胞内外多糖的糖含量均低于 TritonXＧ１００培养

基来源的多糖,蛋白含量则略低.另外,胞内多糖与

胞外多糖相比较,蛋白含量更低,糖含量更高.单糖

组成分析中,其中葡萄糖、甘露糖和半乳糖共占６０％
以上.TritonXＧ１００ＧIPS１拥有最高含量的半乳糖,为

４０．８％,TritonXＧ１００ＧIPS２有最高含量的甘露糖,达到

３４．２％.部分真菌多糖提取出来之后以糖蛋白的形

式存在,多糖中蛋白质的含量与抗氧化活性具有一定

关系,蛋白质含量越高,多糖的 DPPH 清除活性也

高[１３].Quan等[４]发现在多糖组成中,较高的糖含量

对多糖的生物活性是有提高作用的,有更低的IC５０

值.多糖的DPPH清除率及IC５０结果保持一致,因此

多糖的化学成分与抗氧化活性具有一定关联.
表４　不同来源桦褐孔菌多糖的化学成分和单糖组成

糖样品 糖/％ 蛋白质/％
单糖组成/％

鼠李糖 木糖 阿拉伯糖 甘露糖 葡糖糖 半乳糖

CTＧEPS ３８．９５±０．１４a １９．７５±０．６７a ６．１ １４．６ １４．０ ２０．４ ２０．７ ２４．２
TritonXＧ１００ＧEPS ４５．１４±０．２５b ２０．１３±２．１０a ２．６ １０．５ ９．４ ２０．２ ３８．６ １８．７

CTＧIPS１ ４９．６０±０．５１a １７．５７±０．１４a ３．１ ７．２ ６．０ ２８．０ ３６．７ １９．０
TritonXＧ１００ＧIPS１ ５１．５９±０．２２b １６．３４±０．３１b １．８ ５．４ ２．１ ２６．９ ２３．０ ４０．８

CTＧIPS２ ５３．０５±０．１４a １５．９１±０．４８a ３．８ ６．０ １５．３ ３０．２ ２７．１ １７．６
TritonXＧ１００ＧIPS２ ６３．５３±０．９８b １５．１４±０．９６a － ７．６ ３．４ ３４．２ ３０．３ ２４．５

注:－表示未发现.同一栏中相同字母表明数据之间差别不显著(p＜０．０５).来源于对照培养基、TritonXＧ１００培养基的桦褐孔菌胞内外多糖

表示为CTＧIPS１、CTＧIPS２、CTＧEPS、TritonXＧ１００ＧIPS１、TritonXＧ１００ＧIPS２、TritonXＧ１００ＧEPS.

３　结　论

表面活性剂 TritonXＧ１００作为一种新的多糖生

物合成的调控方法,不仅提高了多糖的产量、抗氧化

活性,同时,TritonXＧ１００的添加对多糖的结构也产

生一定影响.因此,添加 TritonXＧ１００是一种获得

高产量和高抗氧化活性多糖的有效途径,真菌多糖

作为一种珍贵稀有的物质,为其大规模生产多糖提

供可能性.本文仅对多糖的初级结构进行研究,还
需要将多糖进行分离纯化,采用 NMR、FTIR 分析

确定多糖的高级结构以及多糖中单糖的连接方式和

糖苷键的构型.
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EffectofTritonXＧ１００ontheProductionofActivePolysaccharides
ofInonotusObliquusunderSubmergedLiquidFermentation

CHENCui,QUANLili,XUXiangqun
(SchoolofSciences,ZhejiangSciＧTechUniversity,Hangzhou３１００１８,China)

Abstract:ThisstudyaimstodiscusstheeffectofsurfactantTritonXＧ１００ontheproductionofactive
polysaccharidesproducedfrom Inonotusobliquus undersubmergedliquidfermentation．Extracellular
polysaccharide(EPS)andintracellularpolysaccharide (IPS１,IPS２)wereobtained withthealcohol
precipitation method,andthepromotingeffectofTritonXＧ１００onpolysaccharide wasdeterminedby
measuringthemyceliumquantityandyieldofextracellularandintracellularpolysaccharides．Thebesttime
andconcentrationforaddingTritonXＧ１００werefurtherstudied．Itisfoundthatthepromotingeffectis
mostsignificantbyadding０．１％ TritonXＧ１００onDay０．ThemeasurementresultofDPPHfreeradical
clearanceratioofpolysaccharideindicatesthatTritonXＧ１００alsocanpromotetheantioxidantactivityof
I．obliquuspolysaccharide．Theanalysisofpolysaccharidechemicalcomponentsand monosaccharide
composition indicates that the saccharide, protein content and monosaccharide composition of
polysaccharidehavecertainrelevancetoDPPHfreeradicalclearanceratio．Theconclusionspresented
abovelayatheoreticalfoundationforfurtherstudyoninonotusobliquuspolysaccharide,basedonwhicha
submergedliquidfermentationtechnologyofinonotusobliquus polysaccharideofhighyieldandhigh
activitycanbedeveloped．
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