
书书书

!
第!"卷第!期
!##$年%月 ! ! !!!! !

食 品 与 生 物 技 术 学 报

!"#$%&’"()""*+,-.%,.&%*/-"0.,1%"’"23
! ! !!!!

&’()!"!*’)!
+,-)!!##$

!文章编号!./0%1./23"!##$##!1##%21#%

!!收稿日期!!##"1#%1#2"!修回日期!!##"1#"1#0)
作者简介!王玉红#.30$1$%女%江苏连云港人%生物工程硕士研究生)

中药黄芪对发酵生产灵芝多糖的影响
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摘!要!研究了中药黄芪对灵芝发酵生产灵芝多糖的影响!确定了黄芪添加的可行性及最适添加
量!并对发酵产生的粗多糖进行分析!通过4567,859:10$凝胶对粗多糖进行初步分离和研究)结
果表明"黄芪有利于灵芝在发酵中多糖的产生!其多糖的组分发生变化!有可能产生新的物质)
关键词!灵芝#黄芪#多糖#生物转化
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!!液体深层发酵技术应用于药学领域已越来越

广泛%一些研究中药现代化的学者提出了中药的发

酵技术&.’)从生物学的观点看%由于微生物本身的

固有特点%便于实现工业化大规模生产"中药中大

量的次生代谢产物可参与微生物的代谢%抑制或促

进微生物的生长%中药中的活性成分也有可能被微

生物转化或修饰%产生新的物质%为研发新药提供

了一条可能的途径)
灵芝&!’#,-%$./0#-(+*).+#$为灵芝科灵芝属

药用真菌%始载于(神农本草经)%为滋补强壮*扶正

固本的珍品%作为药物已有悠久的历史)
黄芪&%’是豆科植物荚膜黄芪#!230-&-(+2#/#4

50-%-*/+2$和蒙古黄芪#!"#$%&’$()*+#$的干燥

根%其中含有皂甙类*黄酮*多糖*多种氨基酸及微

量元素%具有利尿*降压*强心*提高机体免疫力和

抗衰老等功效)作者初步研究了黄芪的添加量对灵

芝发酵生产多糖的影响)
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=!材料与方法

=>=!菌种
灵芝!,-%$./0#-(+*).+#"#由江南大学生物

资源实验室筛选保藏

=>?!斜面保藏培养基
土豆汁!#B$8U#葡萄糖!B$8U#琼脂!B$8U#

6J值自然)
=>@!种子培养基
酵母膏.B$8U#蛋白胨.B$8U#葡萄糖!B$

8U#6J值自然)
=>A!发酵培养基
酵母膏.B$8U#蛋白胨.B$8U#葡萄糖!B$

8U#6J值自然)
=>B!加药培养基
发酵培养基加适量的中药黄芪!黄芪粉碎过"#

目筛")
=>C!灵芝培养方法

=)C)=!灵芝一级种子培养!!$#YU三角瓶#装液
量0$YU#接种!"%块黄豆粒大小的斜面菌块#于
旋转式摇床培养)培养条件为%%#Z#.$#-$YOA培
养08)
=)C)?!灵芝发酵培养条件!$##YU三角瓶#装液
量.$#YU#接种量体积分数.#[#于%#Z#.$#-$

YOA培养""/8&"’)
=>D!粗多糖质量浓度的测定
采用苯酚1硫酸法&$#/’#取一定量!.##YU"的发

酵液#离心分离后取上清液测定其胞外粗多糖#取
沉淀的菌体测定其胞内粗多糖)
=>E!多糖的+.F1&*.GHIDB色谱分析
色谱条件%常压常温#4567,859:10$自装柱

!..)#YY\"##YY"&0#2’(检测仪%22!%=]紫外
及K*=HŴ 示差折光双检测仪(记录仪%UKN双
针式记录仪(流动相%#)#$ Y’($U6J 0)/ 的

*,!JI_"1*,J!I_"缓冲液#经#)"$#Y微孔滤膜
过滤)

?!结果与讨论

?>=!添加的可行性
灵芝属腐生菌#胞内存在纤维素酶系#可以利

用中药中的单糖)纤维等组分#而它们对灵芝的生
长可能产生促进或抑制作用#灵芝亦可对中药中的
某些组分进行转化或修饰&.#3’)
在原发酵培养基的基础上添加.)$B$8U的黄

芪进行发酵#在发酵液6J值达到%)2"").时结束

发酵&"’#考察其可行性#结果见表.)结果发现添加
了黄芪后适当延长发酵时间#虽然菌体湿重和胞内
粗多糖比不添加黄芪的灵芝发酵液有少许的降低#
但生长基本正常#且同原灵芝发酵液相比#其多糖
指标影响不大)

表=!添加黄芪对灵芝发酵的影响

4&:>=!41.5((.,0"(!"#$%&’$()*+#"%,-%$./0#-1+*).2

+#(.$8.%0&0-"%

黄芪添加量$

!B$8U"

发酵

终了6J值

菌球湿重$

!B$8U"

胞内粗多糖质量

浓度$!YB$8U"

#!发酵3/7" %)2 $$)! .!!

.)$!发酵.!#7" ")# "!)/ .#3

?>?!黄芪添加量
在上述基础上#对黄芪的最适添加量进行考

察#以发酵液的6J 值达到%)2"").时结束发
酵&"’#结果见图.)

图=!黄芪添加量对多糖生产的影响

)-2>=!41..((.,0"(!"#$%&’$()*+#34,"%,.%0$&0-"%"%

F"’37&,,1&$-*.7

!!从图.可以看出%随着黄芪添加量的增加#发
酵液中的生物量也在增加#当黄芪添加量增加到

.‘#B$8U时#其菌体湿重达到最高#为2/)"B$8U(
再进一步添加黄芪#生物量明显下降#说明此时黄
芪对灵芝发酵产生抑制)
从图.还可以看出#当添加.)#B$8U黄芪时#

发酵液中胞内和胞外粗多糖质量浓度均达到最高#
分别为!2.)$YB$8U和"/%)3YB$8U发酵液(而进
一步增加黄芪的添加量#两者均有不同程度的下
降)由于黄芪本身也含有多糖成分#发酵液中胞外
粗多糖的质量浓度实际上包括灵芝分泌的胞外多

糖和黄芪所带入的未被利用的多糖的总和#因此#
在进一步增加黄芪的添加量后虽然灵芝生长受到

抑制#生物量明显下降#导致灵芝分泌的胞外多糖
质量浓度的下降#但胞外粗多糖的曲线在黄芪添加
量超过.)#B$8U后其下降并不明显(而胞内粗多糖
的质量浓度则下降幅度较大)黄芪的最佳添加量为

.)#B$8U#在该质量浓度下黄芪对灵芝的生长和灵
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芝多糖的产生均有促进作用)
?>@!灵芝胞外粗多糖的+.F1&*.GHIDB色谱分析

4567,859:10$凝胶柱对多糖的分离范围为

$###"2####!比较适合于灵芝胞外多糖的分离)
将粗多糖初步处理后分别上样!所得图谱见图!"*.
为含.B#8U黄芪的加药培养基"未发酵$!*!为添
加.B#8U黄芪发酵所得的灵芝发酵液!*%为不添
加黄芪发酵所得的灵芝液发酵$)

图中基线位置偏高的为示差折光检测信号!单位为 Ŷ DH%基

线位置偏低的为紫外!2#AY检测信号!单位Y=H

图?!+.F1&*.GHIDB图谱

)-2>?!+.F1&*.GHIDB,1$"8&0"2$&8"(F"’37&,,1&$-*.7

!!图谱表明!样品*.!*!!*%经4567,859:10$分
离后!粗分为%个组分)
由标准蛋白校正4567,859:10$柱!可得相对

分子质量与洗脱液体积存在下列关系式&

(B6-a]#)#%%075b$)"#33
其中!75为洗脱体积"YU$%6-为相对分子质量!所
得结果见表!)

表?!+.F1&*.GHIDB图谱中有关数据

4&:>?!41.8&-%*&0&"(01.8&-%F.&J

样品

编号

洗脱体积#YU
峰$ 峰! 峰%

对应相对分子质量

组分$ 组分! 组分%

*. .")0# !.)## ".)$# 2!.%! $#%0% .#!/$

*! .")"# !0)0# ".)$# 2"#// !33$. .#!/$

*% .")## !#)$# ".)## 2/0./ $!%// .#/0.

!!分析上述数据!发现*!的第二个组分所对应的
相对分子质量明显降低!由约 $#### 降至约

%####!且处在活性多糖的相对分子质量范围内’!(!
此组分是由于添加黄芪发酵后产生的!可能是新的
物质!因而该组分有进一步分析研究的价值)

!!从相对含量的关系上!对上述图谱进行分析!
结果见表%)

表@!@种组分的相对含量分析

4&:>@!K.’&0-L.,"%0.%0"(01.01$..2$"#F7

样品

编号

峰面积

峰$ 峰! 峰%

相对质量分数#[
组分$ 组分! 组分%

*. %%0)/2$0#)##!%#)## !3)/2 $#).# !#)!!

*! .3%)!#..#%)!#!!$)## .!)0# 0!)$. .")03

*% !/%)#"$.!)##!%.)2" !/).! $#)2$ !%)#%

!!综合图!及表!!%!可以发现%个样品的组分

!均为各自胞外多糖的主要组分!但它们在各自多
糖组分中的相对含量并不相同)添加黄芪发酵后所
获得的胞外多糖组分!的检测信号形成的是一个
基本对称的单一峰!而其它两个样品组分!的峰形
并不十分明显!推断这两个组分!可能是相对分子
质量接近的一系列多糖的混合物)同时值得注意的
是!*.和*%的组分!的相对分子质量接近!而*!的
组分!的相对分子质量与前两者有着约!####的
差别)综上所述!黄芪对灵芝发酵生产多糖的组分
产生影响!推测有可能有新的组分产生)

@!小!结

初步研究发现!在发酵培养基中添加适量的黄
芪能促进灵芝的生长和灵芝多糖的产生)黄芪的最
适添加量为.)#B#8U!此时发酵液中菌体湿重为

2/)"B#8U!胞内和胞外粗多糖质量浓度分别达到

!2.)$YB#8U和"/%)3YB#8U)由于黄芪本身亦含
有多糖成分!发酵液中胞外粗多糖的质量浓度实际
上包括灵芝分泌的胞外多糖和黄芪所带入的未被

利用的多糖的总和)
用4567,859:10$凝胶对胞外多糖的初步分离

纯化表明&添加黄芪发酵后所获得的胞外多糖的组
分!的检测信号形成的是一个基本对称的单一峰%
而其它两个样品组分!的峰形并不十分明显!推断
这两个组分!可能是相对分子质量接近的一系列
多糖的混合物)另外!添加黄芪发酵后所获得的胞
外多糖的组分!的相对分子质量与另外两者有着
约!####的差别)因此!黄芪对灵芝发酵生产多糖
的组分产生影响!推测有可能有新的组分产生!其
中组分!有进一步分析研究的价值)
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的效率可以构建得到用于生物转化法生产茶氨酸

的工程菌)
虽然构建的重组菌产!1谷氨酰基转肽酶的能

力有明显提高!但是与其它利用6;9,:构建的重组
菌中目的蛋白表达量的提高倍数相比!>>\活性的
提高倍数较低)>>\是周质蛋白!因此它的翻译后
的加工过程!如信号肽的切除"大小亚基的形成"蛋
白质的折叠等均发生在周质空间中)如果 >>\前
体不能顺利到达周质空间!可能造成 >>\在细胞
内的积累!反馈抑制>>\的合成)即使在强启动子
的作用下大量提高了>>\前体的生成量!也会因

为>>\前体不能顺利转运而大部分以未切去信号
肽的前体分子形式聚集在胞内或结合在内膜内侧

形成包涵体)因此翻译后的转运和加工过程也是提
高大肠杆菌中>>\表达活性的影响因素!很可能
是>>\前体转运效率的偏低限制了强启动子提高
细胞>>\ 活性的能力)为考察转运过程对提高

>>\表达活性的影响!可以将既不含有自身信号肽
编码序列!也不含自身启动子的!1谷氨酰基转肽酶
基因接入同时具有强启动子和强信号肽序列的载

体来表达!!"基因!以观察在强启动子和强信号肽
协同作用下!1谷氨酰基转肽酶的表达活性)
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