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摘!要!对固态发酵中生物量测定常用的/种细胞组分"核酸#麦角固醇#氨基葡萄糖$作为生物量

测定指标的可行性进行了比较研究%结果表明&核酸组分在细胞中含量比较稳定!可较好地指示

生物量的变化!氨基葡萄糖受培养基成分影响较大!只适合固定成分培养基中生物量的表征!而麦

角固醇在细胞中的含量不太稳定!不适合作为生物量测定的指标%运用核酸法对土曲霉固态发酵

产(’4,56,67-过程中的菌体量变化进行了描述%
关键词!固态发酵#核酸#麦角固醇#氨基葡萄糖#生物量测定
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!!生物量 是 表 征 微 生 物 生 长 状 况 的 一 项 基 本 参

数%测定生物量对了解发酵过程中微生物的生长情

况及发酵 情 况 至 关 重 要&固 态 发 酵 是 微 生 物 在 没

有或基 本 没 有 游 离 水 的 固 态 基 质 上 的 生 长 过 程&

微生物%尤其是丝状微生物在固态基质中生长的时

候%菌丝深入培养基内部%紧密缠绕在一起%不易从

底物中分离%所以很难直接测定生物量&为了解决

这一问题%通 常 采 用 间 接 法 来 进 行 生 物 量 的 测 定%
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这些方法大 致 可 归 为/类!#"测 定 细 胞 的 生 物 活

性#如9U=的测定$酶活的测定$呼吸速率的测定$
免疫活性的测定等%!"测定营养物质的消耗%/"测

定细胞的 组 分#如 几 丁 质&氨 基 葡 萄 糖’##!($麦 角 固

醇’/#3($核酸’"#%(和蛋白质等)所有这些测定方法都

有它们的局限性#如不同的细胞组分其含量会随菌

种的不同$生长条件的不同和培养时间的不同而发

生改变#而且 大 多 数 分 析 方 法 比 较 复 杂#造 成 分 析

结果和实际结果之间有一个时间上的滞后#基质成

分对分析结果也可能会产生干扰%测定营养的消耗

只有在无外来污染物的情况下才可以采用%测定氧

气的消耗或二氧化碳的产生可以实现在线测定#但

是二氧化碳 的 积 累 并 不 总 能 反 应 生 物 量 的 变 化 情

况)因此#很难说哪一种生物量测定方法更适合某

一发酵过程)
选择何种 参 数 来 表 示 发 酵 过 程 中 的 菌 体 生 长

量#要根据菌种$培养基组成和培养条件而定#更重

要的是#作为 代 表 菌 体 生 长 量 的 任 何 参 数#必 须 在

微生物的整个生长周期内基本维持恒定#而且在不

同的培养 条 件 下 基 本 保 持 相 同)现 有 文 献 对 采 用

测定菌体细 胞 组 分 来 表 示 固 态 基 质 中 生 物 量 的 报

道较多#但是 这 些 文 献 中 大 多 只 是 直 接 采 用#而 缺

乏对这些方 法 作 为 生 物 量 指 标 的 可 行 性 和 准 确 性

方面的研究)?)U’L,5>((7@J’667等’.(提出一种细

胞组分能否 作 为 生 物 量 的 表 征 需 经 过 图#的 验 证

过程)

图?!细胞组分作为生物量表征的实验验证过程

)-2@?!)’">,1&$0"(A&’-*&0-"%6$",.77

!!由图#可以看出#所选细胞组分其浓度在整个

细胞生长过 程 中 应 保 持 恒 定#同 时#培 养 条 件 也 不

能影响所 选 细 胞 组 分 的 含 量)如 果 这 两 个 条 件 有

一个不能实现#此细胞组分就不能作为生物量的指

标)另一方面#如果培养基的成分对所选细胞组分

有影响#那么此组分作为生物量指标的时候就需有

一定的限制条件)
作者将文献 中 较 为 常 见 的/种 测 定 细 胞 组 分

的方法*测核酸$测麦角固醇和测氨基葡萄糖"用于

土曲 霉 固 态 发 酵 产 降 胆 固 醇 物 质[’4,56,67-过 程

中生物量的测定#验证了/者含量与菌体量的线性

关系#考 察 了 培 养 时 间$培 养 基 成 分 对 细 胞 中/者

含量的影响情况#并对测定结果的可靠性和准确性

进行了比较研究)

?!材料与方法

?@?!菌种

!"#$%&’(()"*$%%$)"9U??!$"3!#麦芽汁试管

斜面保存#由浙江大学生物化工研究所提供)

?@B!培养基

麦芽汁琼脂 斜 面 培 养 基*F&K["!葡 萄 糖!#蛋

白胨$\##琼脂!)麦芽汁"L[&K[#SA值自然)
液态摇瓶 发 酵 培 养 基!包 括 麦 芽 汁 培 养 基$培

养基!$培养基"#其营养成分如下)
麦芽 汁 培 养 基*F&K["!葡 萄 糖 /\"#蛋 白 胨

$\")麦芽汁#$L[&K[)
培养 基 ! *F&K["!葡 萄 糖 "#蛋 白 胨 $\"#

HF@]3$\$"#̂ A!=]3$\#)
培养基"*F&K["!蔗 糖"#*,*]/$\"#HF@]3

$\$"#̂ A!=]3$\#)
固态发酵种 子 培 养 基*F&K["!葡 萄 糖"#蛋 白

胨$\"#*,*]/$\"#HF@]3$\##̂ A!=]3$\!")
固态发酵培养基*F&K["!大米培养基加葡萄糖

"#蛋 白 胨/)初 始 含 水 量 控 制 在"$_左 右#初 始

SA值"\")

?@C!实验方法

?)C)?!培养方法

#"斜面种子培养!/!‘下霉菌培养箱中培养%
K#斜面长满孢子置冰箱中备用)

!"液体种子培养!用接种铲刮取试管斜面孢子

接种到盛有液体 培 养 基 的!"$L[三 角 瓶 中*装 液

量为."L[&!"$L[三角瓶"#/3‘$#"$I&L7-恒

温振荡培养/%C)

/"液态 发 酵 培 养!在!"$L[三 角 瓶 中 加 入

#$$L[液体培养基##!#‘灭菌/$L7-后#接土曲

霉孢子悬浮液"L[#/!‘$#"$I&L7-恒温振荡培

养.K)

3"固态发酵培养!在"$$L[三角瓶中加入固

态培养基"$F##!#‘灭菌后接入土曲霉液体种子

!$L[#/!‘下培养/K后#!1‘继续培养至第#"
天)

#%!第#期 魏培莲等!/种固态发酵生物量测定方法的比较
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?)C)B!纯菌丝体的获得

#!用液体培养的方法 获 得"培 养 结 束 后#发 酵

液用%层纱布过滤#并用蒸馏水充分洗涤纱布上的

滤出 物#收 集 滤 出 物#置%$‘干 燥 箱 中 烘 干 至 恒

重#!钵研碎#置干燥处保存备用$

!!用琼脂平板培养的方法获得"制备麦芽汁琼

脂平板#取新鲜斜面菌种$用接种针挑取少许斜面

菌丝#采取/点接种式进行接种#置/!‘温箱培养

至开始有 土 褐 色 孢 子 形 成 后 取 出$利 用 加 热 煮 沸

的方法 将 琼 脂 融 化#趁 热 用%层 纱 布 过 滤#并 用 蒸

馏水充分洗涤 纱 布 上 的 滤 出 物#收 集 滤 出 物#置%$
‘干 燥 箱 中 烘 干 至 恒 重#!钵 研 碎#置 干 燥 处 保 存

备用$

?)C)C!核酸的提取测定方法

#!纯菌体中核酸的提取测定方法%%&"精密称取

$)#F纯菌体#加入!"L["_的三氯乙酸溶液#于

1$‘水浴中提取!"L7-#其间不断进行搅拌#取出

后冰浴冷却#然后1$$$I’L7-#3‘离心#"L7-#稀

释"倍#以"_三氯乙酸作空白对照#于!%$-L处

测]R值$

!!土曲霉固态发酵物中核酸的提取测定方法"
取$)!"F干燥培养物#适当研磨#按照纯菌体中核

酸的提取方法进行提取#未经发酵的固态基质采用

同样的方法处 理 作 为 空 白 对 照#在!%$-L处 测 定

提取液的]R值#由所测]R值对照纯 菌 体 与 核 酸

紫外吸收曲线关系(见图!!#换算成菌体量$

?)C)D!麦角固醇的提取和测定方法!精密称取干

菌体$)/F(空白不加!置于#$$L[磨口三角瓶中#
加入!3L["$_ *,]A)3$L[甲醇#1"#2$‘皂

化#)"C#再加1L[2"_乙醇继续皂化#)"C#冷却

后加蒸馏水#%L[)正庚烷3$L[#振荡/$5#静置

/$L7-分层$取上层清液$)"L[#加3)"L[2"_
乙醇#紫 外 分 光 光 度 计 测 定!1!-L 处 的 吸 光 度

值%1&$

?+C+E!氨基葡萄糖的提取和测定方法!精密称取

干菌体$+/&#加!,-%$. /!013#!"2浸泡!3
3#稀释至#,4(’-/!013#置于!"$,-三角瓶中#

2+1a#$356 高 压 加 热#3#冷 却 后 用#,4(’-
761/ 中和至#/.#定容到#$$,-$取!,-样

液(空白为$+",-蒸馏水!加#,-乙酰丙酮试剂

(/\",-乙酰丙酮b"$,-#\!,4(’-76!81/!#
沸水浴加热/$,’9#冷却后加入!,-无水乙醇)#
,-对二氨基苯甲醛试剂(#\///&对二氨基苯甲醛

溶于!",-无水乙醇及!",-浓盐酸的混合液中#
棕色瓶中保存#现用现配$!振荡#再加入3,-无水

乙醇#%$2保温#3#32"9,处测定吸光度值%2&$

?+C+F!实验结果的处理方法!为保证结果的准确

可靠#所有 测 定 都 进 行/个 重 复#取 其 平 均 值$为

比较培养时 间)培 养 基 成 分 对 菌 体 中 核 酸)麦 角 固

醇)氨基葡萄 糖 含 量 影 响 的 大 小#引 入 了 相 对 偏 差

的概念#其计算方法为"

相对偏差c
测定最大值d测定最小值

所有测定值的平均值 a#$$.

相对偏差代表了测定值与平均值的偏离大小#
一般 认 为"如 果 相 对 偏 差 小 于".#可 看 作 影 响 不

大#影响因素可忽略*相对偏差若大于".#则视 为

影响较大#影响因素不能忽略$

B!结果与讨论

B@?!各细胞组分与菌体量的线性关系

一种细胞组分能否作为生物量的测定指标#首

要 的 问 题 就 是 其 在 细 胞 中 的 含 量 应 与 生 物 量 具 有

良好的线性 关 系$因 此#首 先 对 细 胞 中 核 酸)麦 角

固醇)氨基葡萄糖含量与菌体量的线性关系进行了

考察$
B)?)?!核酸含量与菌体量的线性关系!核酸在细

胞中的含量 十 分 稳 定#而 且 它 在 代 谢 上 较 为 稳 定#
不受营养条 件)菌 龄 等 因 素 的 影 响#理 论 上 讲 应 与

生物量具 有 较 好 的 线 性 关 系$由 于 固 态 发 酵 所 用

基质一般为植物性的农业副产物#其中不可避免地

含有少量R*9#但只要菌株在代谢过程中不具备分

解R*9的能力(不 产 胞 外 脱 氧 核 糖 核 酸 酶!#就 不

会对测定结果有较大影响$
精密称取$\"##\$##\"#!\$#!\"F的液体培养

所得纯菌体#提 取 菌 体 中 的 核 酸 并 测 定 吸 光 度 值#
结果见图!$

图B!菌体中核酸量与菌体量的关系

)-2@B!4"$$.’&0-"%<.0>..%&5"#%0"(53,.’-&&%*%#G

,’.-,&,-*,"%0.%0

!!由图!可知#土曲霉菌体中的核酸量与菌体量

之间 具 有 良 好 的 线 性 关 系#线 性 方 程 为 :c
$\!%2";b$\##2.#相关系数%c$\22"1$

!% 食!品!与!生!物!技!术!学!报!!!!!!!!!!!!第!"卷!
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B)?)B!菌体中麦角固醇含量与菌体量的线性关系

!精密称取$\"!#\$!#\"!!\$!!\"F的液体培养所

得 纯 菌 体!提 取 菌 体 中 的 麦 角 固 醇 并 测 定 吸 光 度

值!结果见图/"由图/可知!土曲霉菌体中的麦角

固醇量与菌体量之间有良好的线性关系!线性方程

为:c$\!3.!;b$\3%%%!相关系数%c$\2222"

图C!菌体中麦角固醇含量与菌体量的关系

)-2@C!4"$$.’&0-"%<.0>..%&5"#%0"(53,.’-&&%*.$G

2"70.$"’,"%0.%0

B)?)C!菌体中氨基葡萄糖含量与菌体量的线性关

系!几丁质是*0乙酰葡萄糖胺#氨基葡萄糖$单体

通过!0#!3糖苷键联结 而 成 的 直 链 多 聚 物!是 真 菌

细胞壁的 主 要 成 分"许 多 研 究 者 认 为 测 定 氨 基 葡

萄糖#几丁质$来 估 计 固 态 发 酵 中 的 菌 体 量 是 一 个

简单而可靠的方法"
精密称取$\"!#\$!#\"!!\$!!\"F的液体培养

所得纯菌体!提取菌体中的氨基葡萄糖并测定吸光

光度值!结果见图3"由图3可知!土曲霉菌体中的

氨基葡萄糖量与菌体量之间有良好的线性关系!线

性方 程 为:c$\!.%!;b$\1.!"!相 关 系 数%c
$\222."

图D!菌体中氨基葡萄糖含量与菌体量的关系

)-2@D!4"$$.’&0-"%<.0>..%&5"#%0"(53,.’-&&%*2’#G

,"7&5-%.,"%0.%0

B@B!培养条件对菌体中核酸!麦角固醇!氨基葡萄

糖含量的影响

一种细胞 组 分 是 否 能 够 作 为 细 胞 生 物 量 的 测

定指标!仅有 良 好 的 线 性 关 系 是 不 够 的!此 组 分 在

细胞中的含量还应相对恒定!即不受培养条件改变

的影响"作 者 考 察 了 培 养 时 间 和 培 养 基 成 分 对 菌

体中核酸%麦角固醇%氨基葡萄糖含量的影响情况"

B)B)?!培养时间对菌体中核酸!麦角固醇!氨基葡

萄糖含量的影响!对以培养基!为基质%培养时间

分别为/!3!"K的纯菌体中核酸%麦角固醇和氨基

葡萄糖的量进行了测定!结果见表#"
表?!培养时间对菌体中核酸!麦角固醇和氨基葡萄糖含量

的影响

8&<@?!9((.,0"(,#’0-A&0-"%0-5."%,"%0.%0"(%#,’.-,&,-*"

.$2"70.$"’&%*2’#,"7&5-%.

测定项目
不同培养时间的测定结果

/K 3K "K

相对

偏差&_

核酸]R值 $)%#/ $)%#1 $)%!# #)/

麦角固醇]R值 $)"#/ $)"/# $)""$ .)$

氨基葡萄糖]R值 $)2"2 $)2." $)211 /)$

!!由表#可知!在/#"K内!菌体中核酸量%麦角

固 醇 量 和 氨 基 葡 萄 糖 的 量 均 随 培 养 时 间 的 改 变 有

所改变!从变 化 的 幅 度 上 来 看!核 酸 的 变 化 幅 度 最

小!氨 基 葡 萄 糖 次 之!二 者 的 相 对 偏 差 均 在"_以

下!可视为 培 养 时 间 变 化 对 它 们 的 含 量 影 响 不 大"
麦角固醇的变化幅度最大!相对偏差超过"_以上!
应视为培养时间对含量有较大影响"

B)B)B!培养基成分对菌体中核酸!麦角固醇!氨基

葡萄糖含量的影响!分别以麦芽汁培养基%培养基

!%培养基"对土曲霉进行培养!获得纯菌丝体!测

定其中的核酸%麦角固醇%氨基葡萄糖的含量!结果

见表!"
表B!培养基成分对菌体中核酸!麦角固醇和氨基葡萄糖含

量的影响

8&<@B!9((.,0"(*-((.$.%05.*-#57"%,"%0.%0"(%#,’.-,

&,-*".$2"70.$"’&%*2’#,"7&5-%.

测定项目

不同培养基中的测定结果

麦芽汁
培养基

培养基!培养基"
相对

偏差率&_

核酸]R值 $)%!# $)%#. $)%!$ $)%

麦角固醇]R值 $)"2! $)"1. $)"%3 3)1

氨基葡萄糖]R值 #)$/! #)$#$ $)2.1 ")3

!!由表!可知!培养基成分对菌体中的核酸量几

乎没有什么影响!而对麦角固醇和氨基葡萄糖的影

响则相对要 大!从 相 对 偏 差 来 看!二 者 均 应 视 作 有
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影响!结合表#的 结 果"可 以 认 为#菌 体 中 的 核 酸

量在菌体中相对稳定"可以作为生物量量度的较好

指标$氨基葡 萄 糖 受 培 养 时 间 的 影 响 较 小"但 受 培

养基成分的影响稍大"可以作为成分培养基中生物

量测定的指标$麦角固醇受培养时间和培养基成分

的影响都较大"不太适合作为固态发酵生物量测定

的指标!

B@C!C种方法的测定结果比较

为了进一步比较/种测定方法"将/种方法分

别用于麦 芽 汁 琼 脂 平 板 培 养 生 物 量 的 测 定!精 密

称取麦芽汁琼 脂 平 板 培 养 法 所 获 菌 体$)/F"分 别

利用测麦角固醇%氨基葡萄糖和核酸的方法进行菌

体量的测算"结果见表/!
表C!C种方法用于琼脂平板法生物量测定的比较

8&<@C!4"56&$-7"%"(01$..5.01"*7("$*.0.$5-%&0-"%"(

&2&$6’&0.53,.’-&

方法 实测菌体量&F 误差率&_

核酸法 $)!11 d3)$

麦角固醇法 $)!%2 0#$)/

氨基葡萄糖法 $)/#. b").

!注#误差率为 实 测 值 与 实 际 值 之 差 与 实 际 值 之 比 的 百 分

率!

!!由表/可见"/种 测 定 方 法 测 定 误 差 最 小 的 为

核酸法"其次 是 氨 基 葡 萄 糖 法"麦 角 固 醇 法 的 误 差

最大"达到#$)/_!

B@D!土曲霉 固 态 发 酵 产H"A&70&0-%过 程 中 的 菌 体

量变化情况

洛伐他汀 是 土 曲 霉 产 生 的 一 种 强 力 降 胆 固 醇

活性 物 质’(’4,56,67-("目 前 作 为 药 物 已 广 泛 使

用)#$*!其生产主要采取液态发酵的方法"在发酵过

程中"利用核 酸 法 测 定 其 生 物 量 的 变 化 情 况"结 果

见图"!

!!由 图"可 知"在 土 曲 霉 的 固 态 发 酵 过 程 中"在

第#至第"天内生物量快速增加"第"到第2天仍

进行增长"但增长的速度比较缓慢"2K以后生物量

基本保持恒定"最大生物量达到 了$)$2#F&F干 基

质!这一结果 与 发 酵 过 程 中 总 糖%还 原 糖%底 物 减

重等的变化都比较吻合"说明核酸法能够较好的反

映土曲霉固态发酵过程中生物量的变化!

图E!土曲霉固态发酵过程中的菌体量变化

)-2@E!:3,.’-&*.A.’"65.%0"(;76.$2-’’#70.$$.#7;844

BIEDB*#$-%27"’-*70&0.(.$5.%0&0-"%,3,’.

C!结!论

土曲霉菌 体 中 的 核 酸 量%麦 角 固 醇 量%氨 基 葡

萄糖量都和菌体量有较好的线性关系"但麦角固醇

的含量受培 养 时 间%培 养 基 成 分 的 影 响 较 大"不 适

合作为土曲霉固态发酵中生物量多少的量度$氨基

葡萄糖量受培养基成分的影响较大"但基本不受培

养时间的影 响"在 培 养 基 成 分 恒 定 的 情 况 下"亦 可

作为生物量量度的一个指标$核酸量受培养时间和

培养基成分的影响均较小"且提取测定方法比较简

单"可作为生 物 量 测 定 的 一 个 较 好 指 标"这 些 结 果

与文献)##*中的报道基本相符!
土曲霉固态发酵产[’4,56,67-的过程 中"在 第

#至第"天内生物 量 快 速 增 加"第"到 第2天 仍 进

行增长"但增长的速度比较缓慢"2K以后生物量基

本保持恒定"最大生物量达到了$)$2#F&F干基质!
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<=64检 测 其 有 效 成 分 的 相 对 分 子 质 量 分 别 为

.3!!$$和!"!$$!其归一化含量分别为19..;和

!19%!;!高于标准品393!;和#923;"经#$批次

发酵!所获得 的 产 品 符 合 要 求!因 此 该 生 产 技 术 可

进一步扩大"
在获得胞内糖肽的同时!可获得.91":#6胞外

粗多糖!胞外多糖的功能性待进一步研究"

参考文献!
$#%邹巧根!朱玲)云芝糖肽的研究进展$+%)中成药!!$$/!!"&.’(".1f"1$)
$!%鲁晓燕!孟凡振)云芝糖肽药理作用进展$+%)中国药师!#222!!&/’)#31f#32)
$/%杨晓彤!糜可)不同云芝菌株及提取工艺所得结合蛋白多糖的分析比较$+%)中国医药工业杂志!!$$$!/#&#!’)"3"f"31)
$3%国标 E50B‘0$!#0!$$!!国家药品标准$5%)
$"%VC((FO‘6)AQF’J8C-CLO’Q,(CIM(CI,IC8OF:F-LJ’O8FLFOYC-,LC’-’JOF8NIC-:QN:,OQ$+%)9%&’G1.8!#2"2!/#)3!%f3!1)
$%%SK*‘)?OFPCF[’JOFQF,OIH’-LHFZO’LFC-0D’N-8Z’(MQ,IIH,OC8F&Z’(MQ,IIH,O’ZFZLC8F!=5=’JO’YLHFYNQHO’’Y!"#$"-

%&’()#’$*"%"#$+%)R.%41&$8&,!#221!/$&#’)#f3)
$.%张培玉!杨革!郑恒河)云芝菌丝体生长的营养需求及液体发酵研究$+%)曲阜师范大学学报#221!!3&/’)%"f%1)
$1%潘继红!王登!查晓红!等)云芝深层培养及发酵液的应用研究$+%)中国野生植物资源!!$$$!#2&#’)#2f!#)

!责任编辑"李春丽#

!上接第%3页#

$%%6UA‘,-:!BAgHC0-,-!4W*=FC(C-)?Y’OZH’(’:CI,((MQLONILNOF8Y’8F(J’OYMIF(C,(:O’[LH,-8QFI’-8,OMYFL,D’(CLF

J’OY,LC’-$+%)G1-%.5.!"#$%&’"(G1.8-,&’S%2-%..$-%2!!$$$!1&#’)3%f"#)
$.%S’Y,QF((C5I’LLC4!&FO:’C:-,-4!cFO’-‘!FL,()‘(NI’Q,YC-FYF,QNOFYF-L,QC-8COFILYFLH’8J’ODC’Y,QQFQLCY,LC’-

’J!&..$./012)%%1)%)/1.’:O’[-C-Q’(C8QL,LFIN(LCP,LC’-I’-8CLC’-Q$+%)/-",1.8-,&’S%2-%..$-%2!"#$%&’!!$$#!.)#f")
$1%许旭萍!李惠珍!佘晨星!等)麦角固醇产生菌3"#&%%"4’$’5121,1 优化发酵条件的研究$+%)生物学杂志!!$$!!#1&!’)#"

f#.)
$2%苏畅!夏文水!姚惠源)氨基葡萄糖和乙酰氨基葡萄糖的测定方法$+%)食品工业科技!!$$/!!3&%’).3f.")
$#$%cOCQHY,-E<!gCYFLD,NY=!*,8F(Y,--+)6’P,QL,LC-,-8’LHFO<V‘04’?OF8NIL,QFC-HCDCL’OQ$+%)!G’-%41&$8&,"’!

#212!!2)2."f21!)
$##%aFQ:O,-:FQ4!&FO:’C:-,-4!‘F’O:FQV!FL,()KC’Y,QQFQLCY,LC’-C-Q’(C8QL,LFJFOYF-L,LC’-U)V,-N,(DC’IHFYCI,(

YFLH’8Q$+%)966’-.*T-,$"7-"’"23&%*/-"0.,1%"’"23&F-50"$-,&’9$,1-J.’!#22#!/"&!’)!$$f!$")

!责任编辑"李春丽#

2%!第#期 余晓斌等"液体发酵法生产云芝胞内糖肽


