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摘

 

要

：

序液体深层发酵方式培养并提取了不情时间的桦褐孔菌胞内外多酚

，

福林

-

酚法测定桦褐孔菌胞内外

多酚的含量

，

通过清除

DPPH

·

自曲基和羟基自曲基测定桦褐孔菌多酚的抗氧化活性

，

液质联序技术测定了胞内外

多酚的基本组成和含量

。

结果表唢

，

桦褐孔菌胞内外多酚最大含量分别为

12.47m

g

GAE

/

g

和

34.7m

g

GAE

/

L

，

DPPH

·

自曲基的最大清除率分别为

52.5%

和

54.6%

，

羟基自曲基的清除率为

80.5%

和

66.2%

，

液质联序检测结果

显示胞内外多酚含量分别为

96.4%

和

86.3%

，

且种类和单一组分含量差异显著

。
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0

 

引

 

言

桦褐孔菌是戾间长期使用证明具有特定医药保健功效的珍稀药用真菌

[

1

]

。

桦褐孔菌多酚是桦褐孔菌重

要的药用成分

，

具有很强的生理活性

，

尤其在抗氧化

、

延缓衰老

、

增强免疫等方面有着很好的功效

[

2-4

]

。

近年

来对桦褐孔菌多酚的研究主要集中在子实体上

，

一般通过溶剂萃取法提取夭然子实体里活性多酚

[

2

]

，

再经过

色谱柱进一步纯化分离出单一组分并综合运用质谱

、

核磁共振等分析手段来鉴定

[

5

]

。

目前的研究和应用材

料一般来自野生菌

，

但桦褐孔菌夭然资源有限

，

价格昂贵

。

液体深层发酵作为现代发酵工程的产物有着生产

周期短

，

不受季节气候限制

，

产物产量高和易于控制等优点

[

6

]

，

可以作为获得桦褐孔菌的可靠途径

。

桦褐孔

菌菌丝体人工培养及其酚类化合物的研究

，

国内外报道得较少

[

7

]

。

本文通过桦褐孔菌胞内外多酚清除

DP-

PH

·

自由基和羟基自由基实验

，

显示桦褐孔菌胞内外酚均具有显著的抗氧化活性

，

通过液质联用技术发现

，

胞内外多酚的组成和含量不同

，

从而导致抗氧化活性不同

。

1

 

材料与方法

1.1

 

实验材料

桦褐孔菌胞菌丝体通过液体深层培养获得

。

菌种来源

：

CentraalBureauvoorSchimmelcultuur

，

U-

trecht

，

Netherlands

。

1.2

 

主要试剂

DPPH

·

试剂和没食子酸购买于

si

g

ma

，

其他试剂均为国内购买的分析纯

。

1.3

 

实验方法

1.3.1

 

液体深层发酵

将

100mL

基础培养基

(

葡萄糖

30

g

/

L

，

蛋白胨

4

g

/

L

，

M

g

SO

4

0.5

g

/

L

，

KH

2

PO

4

1.5

g

/

L

，

CaCl

2

0.1

g

/

L

)

装



入

250mL

锥形瓶

，

121℃

灭菌

20min

，

移液器分别接种

10mL

液体种子

[

8

]

于上述锥形瓶中

，

摇床培养

，

温度

28℃

，

培养基

p

H5.5

，

转速

150r

/

min

，

培养

288h

。

1.3.2

 

摇床胞外发酵液的获取

自发酵

48h

开始

，

每隔

24h

抽滤菌丝体

，

收集滤液

，

得每夭的胞外发酵液

。

1.3.3

 

胞内外多酚的提取

胞内多酚类化合物的提取

：

将菌丝体用去离子水清洗

3

次

，

干燥后研磨成粉末

。

用

10

倍体积

70%

的丙

酮溶解

，

在冰水浴中超声破壁

5min

，

间隔

9s

。

匀浆液用滤纸过滤后

，

干燥菌丝体

，

称重

。

然后用体积比为

70%

的丙酮

(

水占

30%

)

在室温下萃取

24h

，

萃取

3

次

。

4500

g

离心

10min

，

得上层清液

。

冷冻干燥后

，

得胞

内多酚

。

胞外多酚类化合物的提取

：

将发酵液减压浓缩至

20mL

，

加入

4

倍体积

95%

的乙醇

，

充分搅拌后

，

用保鲜膜

密封

，

在

4℃

冰箱中静置过夜

。

离心分离

(

8000r

/

min

，

10min

)，

减压浓缩除去乙醇后加入适量蒸馏水将体积调

至

100mL

，

先后用

20mL

氯仿

，

20mL

乙酸乙酯萃取

3

次

，

将乙酸乙酯萃取层冷冻干燥

，

得到胞外多酚

。

1.3.4

 

多酚含量的测定

福林

-

酚法测定多酚的含量

[

9

]

，

用没食子酸

(

GAE

)

的量来表示多酚的含量

。

没食子酸标准品标准曲线为

       

Y=0.00575＋0.10301X

(

1

)

其中

Y

为吸光度

，

X

为样品浓度

，

R

2

=0.9924

，

线性范围为

0

～

60m

g

/

L

。

1.3.5

 

多酚清除

DPPH

·

自由基

参考

Yan

g

[

10

]

的方法

，

于

10mL

的试管中加入

0.8mL

的

DPPH

·

溶液

，

再加入

2.4mL

的不同发酵时

间的多酚样品

(

浓度为

0.1m

g

/

mL

)

混合

，

充分振动

，

并在室温下黑暗处保持

30min

，

于

517nm

处测

OD

1

值

。

对照组含有

2.4mL

的甲醇和

0.8mLDPPH

·

自由基

，

并且在相同的波长下测定其

OD

0

值

。

样品对照

组含有

0.8mL

甲醇和

2.4mL

多酚样品

，

于

517nm

处测定其

OD

2

值

。

DPPH

·

清除率用以下公式计算

：

       

DPPH

·

自由基清除率

=

OD

0

-

(

OD

1

-OD

2

)

OD

0

×100%

(

2

)

1.3.6

 

多酚清除羟基自由基

桦褐孔菌多酚的羟基自由基

(·

OH

)

清除率由改动后的

NicholasSmirnoff

[

11

]

法测得

。

反应体系

(

4mL

)

包括

：

1mLH

2

O

2

(

8.8mmol

/

L

)，

1mLEeSO

4

(

9mmol

/

L

)，

1mL

水杨酸

(

9mmol

/

L

)，

1mL

多酚溶液

(

0.4

m

g

/

mL

)。

H

2

O

2

最后加入以启动整个反应

。

反应体系在

37℃

条件下温育

60min

，

在

15000×

g

条件下离心

6min

。

在

510nm

处检测吸光度

，·

OH

清除率用以下公式计算

：

       

羟基自由基清除率

=

A

0

-

(

A

x

-A

x0

)

A

0

×100%

(

3

)

式中

：

A

0

—

对照

(

双蒸水

)

实验吸光度

，

Ax

—

多酚样品液的吸光度

，

A

x0

—

背景实验吸收

(

反应体系中无

H

2

O

2

)。

1.3.7

 

HPLC-DAD-ESI-MS

/

MS

分析多酚的组成

液相色谱条件

：

色谱柱

KromasilC18

(

250×4.6mm

，

5

μ

m

)；

流动相为乙腈

(

A

)

和体积分数

0.5%

的甲酸

超纯水溶液

(

B

)。

梯度洗脱流程如下

：

A:B=0:100

→

25:75

(

0

～

20min

)；

A:B=25:75

(

20

～

35min

)，

A:B=25:75

→

100:0

(

35

～

45

min

)，

A:B=100:0

→

100:0

(

45

～

50min

)，

A:B=100:0

→

0:100

(

50

～

51min

)，

A:B=0:100

→

0:

100

(

51

～

61min

)。

进样量

20

μ

L

；

流速

1.00mL

/

min

；

柱温

30℃

；

检测波长

280nm

和

310nm

。

质谱条件

：

离子极性为

ESI

(

＋

)，

ACPI

(

-

)；

扫描范围

100

～

1500m

/

z

；

干燥气流速

12.0L

/

min

；

温度

350℃

；

喷雾电压

50

p

si

g

；

毛细管电压

4000V

(

ESI

)，

3500V

(

ACPI

)；

蒸发器温度

325℃

；

传输电压

70V

。

1.3.8

 

桦褐孔菌胞内外多酚含量测定

精确称取标准品没食子酸

，

咖啡酸

，

山奈酚

，

阿魏酸

，

对香豆酸

，

槲皮素

，

异鼠李亭

，

异鼠李亭

-3-O-

芸香糖

苷

，

芸香柚皮苷

，

野漆树甙

，

异野漆树甙

，

原儿荼酸

，

表没食子儿荼素没食子酸酯

，

表儿荼素没食子酸酯

，

4

，

5

，

7

-

三羟黄烷酮

，

芦丁和

Phelli

g

ridinG

适量

，

配制成浓度为

0.1m

g

/

mL

的溶液

，

将上述溶液分别稀释

2

、

5

、

716

第

4
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10

、

25

、

50

倍

。

每个标准品质量浓度分别进样

3

次

，

以质量浓度

(

X

)

为横坐标

，

平均峰面积

(

Y

)

为纵坐标

，

绘

制标准曲线

。

216h

胞外酚和

72h

的胞内酚按照液相色谱条件进样

，

组分中的成分与标准品对照

，

带入标准

曲线求算

，

即为样品组分对应的含量

。

2

 

结果与分析

2.1

 

培养基中胞内外多酚的含量

胞内外多酚含量与发酵时间关系曲线见图

1

和图

2

。

由图

1

可知

，

桦褐孔菌胞外多酚在发酵培养的前

120h

，

含量相对较低

。

120h

后

，

胞外多酚含量开始急剧上升

，

并在

216h

达到最大值

34.7m

g

GAE

/

L

。

此

后多酚含量基本维持在这一水平并开始逐渐下降

。

而胞内多酚的情况则有很大不同

，

胞内多酚的含量在发

酵的第

48h

含量就处在一个相对较高的水平

，

72h

后达到最大值

12.47m

g

GAE

/

g

，

然后含量开始急剧下

降到一个较低值

。

图

1

 

胞外多酚含量与发酵时间的关系

     

图

2

 

胞内多酚含量与发酵时间的关系

2.2

 

桦褐孔菌胞内外多酚的抗氧化活性的研究

桦褐孔菌胞内外多酚对

DPPH

·

自由基和羟基自由基的清除率与发酵时间的关系见图

3

和图

4

。

整个

发酵过程中

，

胞内外多酚在抗氧化活性上有着较为显著的差异

。

在发酵前期

，

胞内多酚显示出了较强的抗氧

化活性

，

而在发酵后期胞外多酚的抗氧化活性则更强

。

桦褐孔菌胞内外多酚对

DPPH

·

自由基的最大清除

率分别为

52.5%

和

54.6%

，

对羟基自由基的清除率则高达

80.5%

和

66.2%

。

图

3

 

胞内外酚清除

DPPH

·

自由基清除率与发酵时间的关系 图

4

 

胞内外酚清除羟基自由基清除率与发酵时间的关系

2.3

 

胞内外酚的组成

不同发酵时间下桦褐孔菌胞内外酚的组成分析结果见表

1

。

胞内外酚类物质在组成和组分上有很大差

异

，

并且胞内外主要酚类物质没食子酸

，

胞内比胞外含量多了

19.7%

。

胞外酚中

，

表没食子儿荼素没食子酸

酯

、

表儿荼素没食子酸酯和

Phelli

g

ridinG

酚含量分别为

10.6%

、

4.5%

和

10.2%

，

而胞内没有这些组分

。

72h

胞内酚却含有骨碎补内酯这种活性较强的多酚

，

以及对香豆酸

、

阿魏酸

、

野漆树甙

、

异野漆树甙这类活性

相对较高酚类化合物

，

且含量较高

，

如阿魏酸和野漆树甙的含量分别达到了

15.2%

和

17.6%

。
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表

1

 

不同发酵时间基础培养基中

桦褐孔菌胞内外酚的组成

酚的种类

216h

下胞外

酚含量

/

%

72h

下胞内

酚含量

/

%

表没食子儿荼素没食子酸酯

10.6±0.7

—

表儿荼素没食子酸酯

4.5±0.9

—

骨碎补内酯

—

4.3±0.6

Phelli

g

ridinG 10.2±1.1

—

4

，

5

，

7-

三羟黄烷酮

8.3±0.8

—

芦丁

9.2±0.5

—

咖啡酸

0.9±0.0 7.0±1.4

没食子酸

17.2±1.0 38.2±2.5

山奈酚

5.7±0.4

—

槲皮素

3.6±0.3 3.8±0.7

异鼠李亭

4.8±0.6

—

异鼠李亭

-3-O-

芸香糖苷

3.1±0.0

—

芸香柚皮苷

5.8±1.3

—

原儿荼酸

2.4±0.2 4.9±1.2

对香豆酸

—

2.3±0.1

阿魏酸

—

15.2±0.9

野漆树甙

—

17.6±2.1

异野漆树甙

—

3.1±0.0

3

 

讨

 

论

发酵过程中胞内外多酚的含量在不同时期有着

显著的区别

，

这可能和胞内外多酚不同的产酚机理有

关

。

胞内外多酚的产生主要和它对应的酶有很大关

联

，

如葡萄糖氧化酶

，

乙二醛氧化酶

，

以及一些还原酶

(

硝基还原酶

，

醌还原

)

等

[

12

]

。

酚类物质是白腐菌生

长的次级代谢产物

，

它的产生需要借助酶的活性

。

在

胞外

，

发酵前期菌种生长比较缓慢

，

菌种一开始需要

一定的时间去适应新的液体环境

，

这也导致了酶的活

性相对较低

，

故产生的多酚较少

。

进入营养期后

，

菌

种适应了新的生长环境

，

菌体显著增长

，

酶的活性提

升

，

多酚的产量增多

。

这个过程一直持续到繁殖期

，

但由于碳

、

氮源有限

，

一旦被消耗殆尽

，

酶的活性就会

受到抑制

，

从而导致多酚的量基本不再增加

，

甚至开

始下降

[

12

]

。

关于胞内多酚的研究机理则相对较少

，

目前为止还没有相关理论解释这一现象

。

如果将取

样时间定在

216h

，

可以获取最大量的胞外多酚类化

合物

，

而在

72h

取样

，

则可以最大量地得到胞内多

酚

。

而一般夭然子实体中多酚类化合物的含量约为

1.53%

[

2

]

，

发酵培养胞内酚类化合物含量可以达到

16.3m

g

GAE

/

g

，

胞外为

160m

g

GAE

/

L

[

7

]

，

与夭然子实

体中提取的多酚相比

，

发酵培养材料来源广泛

，

成本低廉

，

生产操作简单

，

具有很大的优势

。

桦褐孔菌胞内外多酚在抗氧化活性上有也有很大差异

，

这主要和胞内外多酚的不同组成和结构有关

。

在整个发酵周期中

，

胞外多酚在发酵后期的抗氧化活性较高

，

这很有可能是此时的多酚含量相对较高

，

或者

多羟基化合物较多

，

导致多酚的活性较高

。

胞内多酚在发酵前期有很好的抗氧化活性

，

通过对此时样品的组

分分析

，

胞内新增了许多活性较强的多酚如骨碎补内酯

、

阿魏酸等

，

且含量较高

。

总之

，

桦褐孔菌胞内外多酚

都有较强的抗氧化活性

，

如果合理利用控制好发酵条件可以使得效益最大化

。

本研究结果显示

，

液体深层发酵培养后的胞内外多酚具有较高的含量和抗氧化活性

。

这为今后将此研

究转为工业化提供了一定的依据

，

同时也为合理利用

、

保护稀缺资源和名贵物种提供了新思路

。
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