
第25卷第6期 食品与生物技术学报 V01．25 No．6

2006年11月 Journal of Food Science and Biotechnology Nov．2006

文章编号：1673—1689(2006)06—0070—03

以几种药食植物为基质的灵芝发酵和
体外清除自由基活性的研究

崔月花1’2，
(1．江南大学生工学院，江苏无锡214036；2．

225009)

章克昌1
扬州大学生物科学与技术学院，江苏扬州

摘要：药用真茵灵芝对7种中药进行发酵，结果表明银杏叶、桑叶、竹叶在添加0．7 g／dL时对灵

芝的生长有抑制作用，生物量分别为：0．6347、0．6903、0．7960 g／dL；干姜、薏苡仁、枸杞、苦荞对灵

芝的生长有促进作用分别为：1．0509、1．0437、1．0708、1．0538 g／dL。在清除自由基的效果上，添

加苦荞、桑叶、枸杞后灵芝对清除两种自由基的效果不如灵芝本身的效果，清除羟自由基的抑制率

分别为：68．2％、66．6％、68．5％；清除超氧阴离子的抑制率分别为：26．9％、31．9％、35％；添加银

杏叶、薏苡仁、生姜后灵芝对两种自由基的作用效果都有提高，清除羟自由基的抑制率分别为

70．5％、75％、70．6％；清除超氧阴离子的抑制率为34．9、38％、33％。
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Abstract：The effect of some edible herbs on the submerged culture Ganoderma lucidum was

investigated．The results showed that the leaf powder of Ginkgo biloba，Morus alba L．

Pleioblastus Amarus inhibited the growth of G．1ucidum at the concentration of 0．7 g／dL．The

biomass was 0．9637，0．6903，0．7960 respectively．But and the seed powder of Zingiber

officinale I Coix lachryma，Hycium，ruthenicum、Tartary buckweat improved enhanced the

growth of G．1ucidum at the same concentration．The biomass was 1．0509，1．0437，1．0703，

1．0538．The scavenging two free radical of G．1ucidum with buckwheat，M．alba L，H．

ruthenicum，P．amarus is lower than G．1ucidum itself．The rate of scavenging 0H‘一and O‘一

was 68．2％，66．6％，68．5％，67．5％，269％，31．9％，355，25．6％respectively．while G．bilob口C．

Lachryma and Z．officinale exhibited better effect on the scavenging two free radial than G．

1ucidum，the effect of scavenging OH—and O—was 70．5％，75％，70．6％，34．9％，38％，33％，

respectively．
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自由基是人体生命活动过程中生物化学反应

的中间产物。在正常的情况下，体内的自由基的产

生和清除是平衡的，但若是体内自由基产生过多或

清除过慢，则自由基会在分子水平、细胞水平以及

器官水平上给机体造成损伤，加快机体的衰老过

程，并诱发癌症、心血管疾病等诸多疾病[1]。适当

补充外源性抗氧化剂或给予能促使机体内源性抗

氧化物质恢复到一定水平的药物可使各种损伤有

所改善。所以，近十几年来各种抗活性氧化合物的

研究受到了广泛的重视。目前，临床证实有效且应

用较多的是BHT，BHA等人工合成的药物，这些药

物往往会对人体有副作用，随着经济的发展和人们

生活水平的提高，人们开始转向天然药物。但由于

野生药用资源的日益减少，药材市场上供应的主要

栽培品种面临品质退化等问题及我国对中药的加

工技术陈旧，使我国的中药远不能满足人们需要和

走向世界。采用发酵工程技术对中药进行发酵，然

后从发酵产物中提取活性成分，可以达到快速、大

规模生产目的产物，从而可以缓解对野生中药资源

需求的压力以及研制新型中药制剂，是中药资源利

用和开发的一条新的途径[2“]。江南大学生物资源

实验室先后利用了灵芝，鸡腿蘑等对苦荞、石斛、苦

瓜、苦参等几十种中药进行了发酵，筛选出了具有

性味功能加强的新药组合[4_6]。本实验是在作者所

在实验室原有的工作基础上，利用灵芝对薏苡仁、

枸杞、苦荞、竹叶、银杏叶、桑叶7种药食植物进行

发酵，以开发具有抗氧化方面的药品和充分有效的

利用这些资源。

1材料与方法

1．1材料

1．1．1茵种灵芝(Ganoderma lucidum)，由江

南大学生物工程学院生物资源研究室筛选保存。

1．1．2培养基斜面培养基：PDA培养基，斜面种

子每个月转接一次，以保持菌种活力。

种子培养基：每升含葡萄糖20 g，玉米粉20 g，

麸皮粉10 g，豆饼粉5 g。

发酵基础培养基：每升含葡萄糖20 g，玉米粉

20 g，麸皮i0 g，MgSO。0．75 g，KH2 P04 1．5 g，

pH自然。

1．1．3中药材薏苡仁(Coix lachryma√obi)、银

杏叶(Ginkgo biloba L．)、枸杞(Lycium chinense

Mill)、苦荞(Fagopyrum tataricun gaertn)、桑叶

(Morus folium)、苦竹叶(Pleioblastus amarus)、姜

(Zingiber of ficinale Rosc．)，均购自江苏无锡山

禾药业集团，用前60烘干粉碎，过60目筛。

1．2接种培养

1．2．I 菌种活化将保存的菌种在无菌条件下接

到PDA斜面培养基上，25℃培养7 d。

1．2．2液体种子培养方法 将斜面菌种分割成5

cm2大的小块转接到液体种子培养基中，培养条件：

250 mL三角瓶装液量80 mL，30℃，150 r／min条

件下培养7d。

1．2．3 液体发酵 在500 mL三角瓶中加入灵芝

发酵基础培养基，分别添加1 g薏苡仁粉、桑叶、竹

叶、枸杞、苦荞、干姜粉、银杏叶粉，装液量为150

mL。在121℃，一个大气压下，灭菌30 rain。冷却

后接入灵芝液体菌种，接种量10％。摇瓶培养条

件：30℃，150 r／min下培养5 d。每个样品设置3

个重复。

1．3发酵液的处理

将150毫升发酵液在3000 r／min下离心，菌丝

经过组织捣碎机捣碎后，加入100 mL超纯水，煮沸

2 h，2次，离心，合并上清液。上清液浓缩为50

mL。

1．4中药的处理

将7种中药各1 g，加入20 mL超纯水，在100

℃下回馏提取2 h，两次，离心过滤后合并上清液，

定容到50 mL。

1．5生物量的测定

取100 mL发酵液于8 000 r／min下离心10

rain，经自来水多次洗涤，然后将菌丝在60℃烘干

至恒重，称重。

1．6羟自由基的生成及清除率的测定

在10 mL的比色管中加入0．75 mmol／L的

pH值为7．4的磷酸缓冲液1．0 mL，番红(260 pg／

mL)0．2 mL，EDTA(2 mmol／L)0．375 mL，Fe—

SO。(2 mmol／L)2 mL，再加入样品溶液0．2 mL，最

后加入3％的H202 420 mL，混匀后于40℃水浴保

温30 rain，加人0．5 mL 0．15 mol／L EDTANa2终

止反应，然后在波长520 rim处测吸光度A值。每

个样品浓度作3个平行样，取其平均值。空白组以

等体积的超纯水代替样晶溶液，对照组以等体积的

超纯水代替样品溶液和FeSO，溶液[7-8]。实验结果
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以清除率E表示：

E一(样品组吸光度值一空白组吸光度值)×

i001(对照组吸光度值一空白组吸光度值)

1．7超氧阴离子的生成和测定

按文献[9]的方法进行，同时参考文献[io一117。

2结果和讨论

2．1 7种药食植物对灵芝生长的影响

灵芝菌丝有强大的酶系如纤维素酶、半纤维素

酶等，这些酶可以将基质中的大分子物质分解成小

分子等供其生长发育。从表中可以看出，在添加相

同剂量的情况下，添加桑叶、银杏叶后，两者抑制了

灵芝的生长，而苦荞、薏苡、竹叶、干姜的生物量明

显比灵芝单独发酵的要高，说明苦养、薏苡、生姜适

合灵芝的生长。

表1 7种药食植物对灵芝生长的影响

Tab．1 The effect seven edible-herbs on the growth of G．Lu‘

cidum

样品 生物量／(g／dL)

灵芝

苦荞

桑叶

银杏叶

枸杞

竹叶

干姜

薏苡仁

0．889 9

1．053 8

O．690 3

0．634 7

1．070 8

O．796 O

1．050 9

1．043 7

2．2添加中药后灵芝清除羟自由基的效果

图1结果表明，在几种中药中，桑叶、苦荞的清

除能力较强，虽然竹叶、枸杞、干姜、薏苡仁在此体

系和浓度下清除的效果较低。但苦荞和桑叶经过

灵芝发酵后的效果没有明显的比单独灵芝发酵的

效果好，说明二者对灵芝没有强化作用。竹叶、枸

杞本身的清除羟自由基的能力不高，经过灵芝发酵

后的效果不如灵芝本身的，说明对灵芝没有强化效

果。而干姜、银杏叶、枸杞、薏苡仁经过灵芝发酵

后，清除羟自由基的能力都不同程度的有所增强，

其中以薏苡仁提高的程度比较大。分别为70．％、

70．5％、75％强化了灵芝的清除效果。

一添加中药后

灵芝银杏薏苡竹叶苦荞桑叶枸杞生姜
中药

图l 中药。添加中药后灵芝的清除羟自由基的能力

Fig．1 The scavenging rate Oil the OH。by G．1ucidum

fermented with and without herbs

2．3添加中药后清除超氧阴离子的效果

从图2中可以看出，银杏叶、桑叶、竹叶在所用

浓度下没有清除超氧阴离子的活性而生姜、薏苡

仁、枸杞、苦莽在所用的浓度下表现出明显的抑制

活性，活性分别为25％、27％、9．7％、23％。7种中

药经过灵芝发酵后，桑叶、银杏叶、干姜、枸杞、薏苡

仁对灵芝抑制超氧阴离子的效果具有强化作用，其

中以薏苡仁提高的效果最好。竹叶、苦养对灵芝的

强化作用效果没有明显的影响，不如灵芝单独发酵

的效果好。
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本实验在灵芝的培养基质中添加了7种药食

植物，筛选出能强化灵芝清除自由基效果的中药，

其中薏苡仁、银杏在清除两种自由基的能力上都比

苦荞、桑叶、枸杞、干姜要好，对灵芝起到强化作用，

达到中药的合理配伍，对探索抗氧化延缓衰老方面

的新药的研制，发挥中药的保健功能具有一定的指

导意义。
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PVA的分布实验及酶活测定结果看，认为该混合体

系所产生的PVA降解酶系主要结合在细胞膜上；

PVA可能是先在细胞膜上PVA降解酶的作用下
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