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红栓菌液体发酵条件下马钱子中士的宁和

马钱子碱的质量分数变化
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摘要：在单因素实验条件优化的基础上，采用Ｌ１６（４５）正交试验，以士的宁和马钱子碱的质量分

数为主要考察指标，结合菌体生物量，研究不同碳源、氮源、装液量、中药量、菌球数量以及发酵时

间对红栓菌发酵马钱子的影响，优化红栓菌液体发酵马钱子的最佳培养基和培养条件。优化工

艺为：以麦芽糖为碳源，豆饼粉为氮源，装液量为１００ｍＬ（２５０ｍＬ的三角瓶），加入０．２５ｇ马钱

子细粉，接入３个大小均一的红栓菌菌球，２８℃摇床培养５ｄ。与发酵空白比较，红栓菌－马钱

子发酵液中士的宁和 马 钱 子 碱 的 质 量 分 数 总 和 降 低 了８．７４％，菌 体 生 物 量 达１０．６ｇ／Ｌ，增 加

３７．７％，同时马钱子碱氮氧化物和士的宁氮氧化物的质量分数增加。马钱子能促进红栓菌菌体

的生长，液体发酵培养可达到降低马钱子中毒性成分质量分数的目的。
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　　中药马钱子是国家规定的毒性中药管理品种，
为马钱科植物Ｓｔｒｙｃｈｎｏｓ　ｎｕｘ－ｖｏｍｉｃａ　Ｌ．的 干 燥 成

熟种子，临床疗效显著，具有散结消肿、通络止痛之

功效。它含有多种化学成分，主要有效成分为士的

宁（ｓｔｒｙｃｈｎｉｎｅ，以 下 简 称Ｓｔｒｙ）和 马 钱 子 碱（ｂｒｕ－
ｃｉｎｅ，以下简称Ｂｒｕ），同时又是主要的毒性成分。由

于它 的 治 疗 量 与 中 毒 量 十 分 接 近，安 全 范 围 小，用

之不 当 往 往 可 引 起 惊 厥、抽 搐 等 中 毒 反 应，甚 至 危

及生命，因此在临床应用上受到一定的限制。为了

保证马钱子临床应用的安全有效，针对其减毒研究

开展了 大 量 的 工 作，多 集 中 在 规 范 炮 制、合 理 配

伍［１－４］、限制 用 量、剂 型 改 革［５－８］等 方 面。即 便 如

此，临床上中毒现象仍有发生。
作者运用液体发酵技术，选择固体发酵菌种筛

选 出 来 的 优 良 的 红 栓 菌 Ｔｒａｍｅｔｅｓ　ｃｉｎｎａｂａｒｉｎａ
（Ｊａｃｑ．）Ｆｒａｎｅｈ为发酵菌种，在一定 条 件 下 对 马 钱

子进 行 发 酵 培 养，设 定 不 同 的 发 酵 参 数，优 化 液 体

发酵的培养基和培养条件，采用高效液相色谱法分

析发酵前后发酵液中生物碱质量分数的变化。

１ 材料与方法

１．１　仪器

立式压力 蒸 汽 灭 菌 器ＬＤＺＸ－５０ＫＢ：上 海 申 安

医疗器械厂产品；超净工作台４０３：无锡县空气净化

设备厂产品；摇床：上海市离心机械研究所产品；隔

水式电热培 养 箱ＰＹＸ－ＤＨＳ：上 海 医 疗 器 械 七 厂 产

品；２０２型电热恒温干燥箱：上海索普仪器有限公司

产品；ＡＥ２４０分 析 天 平：ＭＥＴＴＬＥＲ公 司 产 品；岛

津 ＬＣ－１０ＡＴ 高 效 液 相 色 谱 仪、ＳＰＤ－１０ＡＶＰ／
１０ＡＶＶＰ紫外 检 测 器、ＥＲＣ－３４１５α溶 剂 输 送 泵：日

本岛 津 公 司 产 品；高 速 万 能 粉 碎 机：河 北 黄 骅 齐 家

务科学仪器厂产品；数显温控水浴锅：国华产品；Ｂ－
１６９Ｖａｃｕｕｍ－Ｓｙｓｔｅｍ 抽 滤 泵：ＢüＣＨＩ公 司 产 品；
ＳＹＺ－Ａ石英亚沸高纯水蒸馏器：江苏金坛国胜仪器

厂产品。
１．２　药材与试剂

生马钱子药 材：购 自 南 京 市 药 业 股 份 公 司，经

潘扬研究员鉴定为马钱科植物马钱Ｓｔｒｙｃｈｎｏｓ　ｎｕｘ－

ｖｏｍｉｃａ　Ｌ．的干燥 成 熟 种 子。临 用 前 粉 碎 过８０目

筛。
对照品：士的宁购自日本和光（ＷＡＫＯ）纯药工

业株式会社，批 号９９０３１７，ＨＰＬＣ归 一 化 法 确 定 纯

度为９９．０％；马钱子碱购自日本半井（ＮＡＣＡＬＡＩ）
药业株 式 会 社，批 号 Ｍ９Ｆ５２３１；士 的 宁 氮 氧 化 物

ＳｔｒｙＮＯ，自制，由士的宁经半合成而成，经 ＵＶ、ＩＲ、
１　ＨＮＭＲ、１３ＣＮＭＲ和 ＭＳ确定结构［９］；马钱子碱氮

氧 化 物 ＢｒｕＮＯ，自 制，经 ＵＶ、ＩＲ、１　ＨＮＭＲ、
１３ＣＮＭＲ和 ＭＳ确定结构［１０］。

供 试 菌 种 红 栓 菌 Ｔｒａｍｅｔｅｓ　ｃｉｎｎａｂａｒｉｎａ
（Ｊａｃｑ．）Ｆｒ．：由南京中医药大学药用菌与中药生物

技术研究所分离、鉴定、传代并保藏。
主要试剂：麦芽糖、蔗糖、葡萄糖、蛋白胨、酵母

膏、氯 化 铵、磷 酸 二 氢 钾、无 水 硫 酸 镁、碳 酸 钙、氯

仿、十二烷基 硫 酸 钠，均 为 分 析 纯；甲 醇、乙 腈 为 色

谱纯；重蒸水自制。
１．３　实验方法

１．３．１　培养基的制备　母种培养基：即ＰＤＡ培养

基。
液体培养基组成（ｇ／Ｌ）：葡萄糖２０ｇ，蚕蛹粉１０

ｇ，ＫＨ２ＰＯ４１．５ｇ，ＭｇＳＯ４０．７５ｇ，ＣａＣＯ３１．２５ｇ，

ＶＢ１１０ｍｇ，初始ｐＨ值自然。
发酵培养基：用不同的碳源和氮源分别替代液

体培养基中的葡萄糖和蚕蛹粉，其它营养成分同液

体培养基，同时加入适量的马钱子粉。
以上３种培养基均在０．１０５ＭＰａ，１２１℃灭菌

３０ｍｉｎ。
发酵 空 白 对 照Ⅰ：马 钱 子 粉 和 培 养 基 的 混 合

液；发酵空白对照Ⅱ：红栓菌和培养基的混合液；发

酵空白对照Ⅲ：红栓菌菌丝体。

１．３．２　培养方法

１）斜面菌种的活化：无菌条件下将红栓菌接种

于斜面培养基上，２７～２８℃培养箱中避光培养４～
５ｄ，置４℃冰箱保存，备用。

２）液体菌种的制备：将活化好的斜面菌种接入

液体培养基中，置２７～２８℃，１４０～１６０ｒ／ｍｉｎ摇床

培养４～５ｄ，即得。
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３）液体发 酵 培 养：２５０ｍＬ三 角 瓶 中 加 入 适 量

的马钱子粉和液体发酵培养基，无菌条件下接入红

栓菌菌球，置 于２７～２８℃摇 床 培 养，１４０～１６０ｒ／
ｍｉｎ，所有试验均重复３次。
１．３．３　发酵条件的优化

１）单因素试验

碳源的筛选：以１ｇ／ｄＬ豆饼粉为氮源，考察不

同碳源（葡萄 糖、麦 芽 糖、蔗 糖 和 玉 米 粉）对 菌 体 生

物量和发酵液中马钱子中Ｓｔｒｙ和Ｂｒｕ质量分数的

影响，加入量为２％。
氮源的筛选：选 择 优 选 的 碳 源，考 察 不 同 氮 源

（豆饼粉、蛋 白 胨、酵 母 膏、酵 母 粉、蚕 蛹 粉 和 氯 化

铵）对菌体生物量和发酵液中Ｓｔｒｙ和Ｂｒｕ质量分数

的影响，加入量为１％。
２）正交试验

通过单因素试验选择得到最佳的碳源和氮源。
在此基础上，采用Ｌ１６（４５）正交试验，进一步考察装

液量（Ａ）、菌球 数（Ｂ）、中 药 加 入 量（Ｃ）和 发 酵 天 数

（Ｄ）等４个 因 素 对 菌 体 生 物 量、发 酵 液 中Ｓｔｒｙ和

Ｂｒｕ含量的影响，正交试验的因素水平见表１。
表１　红栓菌液体发酵马钱子条件的正交试验设计

Ｔａｂ．１　Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ　ｄｅｓｉｇｎ　ｏｆ　ｃｕｌｔｕｒｅ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

水平

因 素

Ａ
装液量／
ｍＬ

Ｂ
菌球数／

个

Ｃ
中药加入

量／ｇ

Ｄ
发酵

天数／ｄ

１　 ５０　 １　 ０．２５　 ２

２　 ７５　 ２　 ０．５　 ３

３　 １００　 ３　 ０．７５　 ４

４　 １２５　 ４　 １　 ５

１．３．４　菌体生物量的测定　将发酵液４　０００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ，沉 淀 物 用 自 来 水 洗 涤 多 次，收 集 菌 丝

体，８０℃烘干至恒重，称重计算生物量。

　　生物量／（ｇ／Ｌ）＝ＤＣＷ×１　０００／Ｖ。式中ＤＣＷ
为菌体干重（ｇ），Ｖ 为发酵液体积（ｍＬ）。

１．３．５　发酵液中生物碱的含量测定

１）色谱 条 件：色 谱 柱Ｌｉｃｈｒｏｓｐｈｅｒ　Ｓ　Ｃ１８（４．６
ｍｍ×３００ｍｍ，５μｍ）；流 动 相：乙 腈－水（３８∶６２），
每１　０００ｍＬ流动相加入磷酸二氢钾３．４ｇ和十二

烷基硫酸钠１．７ｇ；流速：１ｍＬ／ｍｉｎ；柱温：３０℃；检
测波长：２６０ｎｍ；进样量１０μＬ。

２）对照品 溶 液 的 制 备：精 密 称 取 对 照 品Ｂｒｕ－
ＮＯ　５．０３ｍｇ，ＳｔｒｙＮＯ　５．０１ｍｇ，Ｂｒｕ　５．０６ｍｇ，Ｓｔｒｙ
４．９９ｍｇ，分别置５ｍＬ量瓶中，加甲醇适量使溶解

并稀释至刻 度，摇 匀。分 别 精 密 量 取 上 述ＢｒｕＮＯ、

ＳｔｒｙＮＯ、Ｂｒｕ、Ｓｔｒｙ溶 液４０μＬ、１２０μＬ、０．６ｍＬ、

１．２ｍＬ，置同一５ｍＬ量瓶中，用甲醇稀释至刻度，
摇匀，作为对 照 品 混 合 溶 液 的 贮 备 液（每 毫 升 各 含

ＢｒｕＮＯ　８．０５０μｇ、ＳｔｒｙＮＯ　２４．０５μｇ、Ｂｒｕ　０．１２１　４
ｍｇ、Ｓｔｒｙ　０．２３９　５ｍｇ）。

３）供试品溶液的制备：发酵液４　０００ｒ／ｍｉｎ离

心１０ｍｉｎ，精密吸取上清液２０ｍＬ，滴加氨水２滴，
混匀后加入氯仿萃取３次，分取氯仿层，水浴蒸干，
残渣加甲醇 使 溶 解 并 定 容 至５ｍＬ量 瓶 中，摇 匀，

０．４５μｍ滤膜滤过，滤液供 ＨＰＬＣ测定用。

４）线性关系的考察：精密量取对照品混合溶液

的贮备 液，用 甲 醇 分 别 按１／２，１／４，１／８，１／１６进 行

倍量等度稀 释，摇 匀，即 得。连 同 贮 备 液 分 别 注 入

高效 液 相 色 谱 仪。分 别 以 ＢｒｕＮＯ、ＳｔｒｙＮＯ、Ｂｒｕ、

Ｓｔｒｙ对照品溶液的质量（μｇ）为横坐标（Ｘ），色谱峰

的面积值（ｍＡｂｓ）为 纵 坐 标（Ｙ），绘 制 标 准 曲 线，见

表２。

表２　马钱子中４种生物碱对照品线性关系考察结果

Ｔａｂ．２　Ｒｅｓｕｌｔ　ｏｆ　ｌｉｎｅａｒ　ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ　ｏｆ　ｆｏｕｒ　ａｌｋａｌｏｉｄｓ　ｉｎ　Ｓｔｒｙｃｈｎｏｓ　ｎｕｘ－ｖｏｍｉｃａ　Ｌ．

化合物 标准曲线 γ 线性范围／μｇ

ＢｒｕＮＯ　 Ｙ＝１　０６８　６６０　Ｘ＋７０１　 ０．９９９　９　 ０．００５　０３０～０．０８０　４８

ＳｔｒｙＮＯ　 Ｙ＝１　８２９　４５８　Ｘ－１　２１４　 ０．９９９　９　 ０．０１５　０３～０．２４０　５

Ｂｒｕ　 Ｙ＝１　５８４　５３４　Ｘ＋２　３６２　 ０．９９９　９　 ０．０７５　９０～１．２１４

Ｓｔｒｙ　 Ｙ＝１　４４０　２４４　Ｘ＋１８　８３７　 ０．９９９　９　 ０．１４９　９～２．３９８
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２ 结果与分析

２．１　样品ＨＰＬＣ图

各样品溶液 ＨＰＬＣ图见图１～３。

２．２　不同碳源对菌丝体生物量和发酵液中生物碱

质量分数的影响

以豆饼粉为氮源，选择葡萄糖、麦芽糖、蔗糖和

玉米粉作为红栓菌发酵马钱子的碳源，测定发酵第

５天的菌体生物量和 发 酵 液 中 生 物 碱 的 质 量 分 数，
结果见图４～６。

　　与发酵空白对照Ⅱ相比，玉米粉培养的菌体生



ＬＩＵ　Ｘｕｅ－ｘｉａｎｇ，ｅｔ　ａｌ：Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｃｏｎｔｅｎｔ　ｏｆ　Ｓｔｒｙｃｈｎｉｎｅ　ａｎｄ　Ｂｒｕｃｉｎｅ　ｉｎ　Ｓｔｒｙｃｈｎｏｓ　ｎｕｘ－ｖｏｍｉｃａ　Ｌ．

ｂｙ　ｔｈｅ　Ｌｉｑｕｉｄ　Ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ　ｗｉｔｈ　Ｔｒａｍｅｔｅｓ　ｃｉｎｎａｂａｒｉｎａ（Ｊａｃｑ．）Ｆｒａｎｅｈ Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ａｒｔｉｃｌｅ

２９８　　 　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｆｏｏｄ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｖｏｌ．３１Ｎｏ．３　２０１２

物量最大，其次为麦芽糖、葡萄糖和蔗糖。
与发酵空白对照Ⅰ相比，麦芽糖发酵培养液中

Ｓｔｒｙ和Ｂｒｕ的质量分数均最低，而发酵液中Ｂｒｕ质

量分数较低的为玉米粉培养液，Ｓｔｒｙ含量较低的为

葡萄糖培养液；所有发酵培养液中ＳｔｒｙＮＯ和Ｂｒｕ－
ＮＯ的质量分数均有所增加，其中ＢｒｕＮＯ增加最为

明显的是蔗糖 培 养 液，是 空 白 对 照 的２．３倍，Ｓｔｒｙ－
ＮＯ增加最为明 显 的 是 麦 芽 糖 培 养 液，是 空 白 对 照

的３．９倍。
综合菌体 生 物 量 和 四 种 生 物 碱 含 量 的 变 化 分

析，以麦芽糖为碳源的培养液能最大程度地降低马

钱子中Ｓｔｒｙ和Ｂｒｕ的含量，增加ＳｔｒｙＮＯ的质量分

数，同 时 又 有 较 高 的 生 物 量，因 此 选 择 最 佳 碳 源 为

麦芽糖。

２．３　不同氮源对菌丝体生物量和发酵液中生物碱

质量分数的影响

在以部分优化的最佳碳源麦芽糖的基础上，选

择豆饼粉、蛋 白 胨、酵 母 膏、酵 母 粉、蚕 蛹 粉 和 氯 化

铵作为红栓菌发酵马钱子的氮源，测定发酵第５天

的菌体生物量和发酵液中生物碱的质量分数，结果

见图７～９。

图９　氮源对发酵液 中 马 钱 子 碱 氮 氧 化 物 和 士 的 宁 氮 氧 化

物质量分数的影响

Ｆｉｇ．９　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｎｉｔｒｏｇｅｎ　ｓｏｕｒｃｅｓ　ｏｎｏｎ　ｔｈｅ　ｃｏｎｔｅｎｔ　ｏｆ　ｂｒｕｃｉｎｅ
Ｎ－ｏｘｉｄｅ　ａｎｄ　ｓｔｒｙｃｈｎｉｎｅ　Ｎ－ｏｘｉｄｅ

　　与发酵空白对照Ⅱ相比，蚕蛹粉发酵培养的菌

体生物量最大，其次为酵母粉、豆饼粉、酵母膏和蛋

白胨，而氯化 铵 培 养 未 见 红 栓 菌 菌 球 产 生，表 明 有

机氮比无机氮更有利于菌丝体的生长，可能是真菌

更容易利用有机氮中的氨基酸，而免去利用无机氮

自身合成的过程。
与发酵空白对照Ⅰ相比，仅有豆饼粉发酵培养

液中Ｓｔｒｙ和Ｂｒｕ的质量分数以及酵母粉 发 酵 培 养

液中Ｂｒｕ的质量分数有所降低，且以豆饼粉为氮源

的培养液降幅最大；发酵培养液中ＳｔｒｙＮＯ和Ｂｒｕ－
ＮＯ的质量分数 增 加 的 有 豆 饼 粉、酵 母 膏 和 蛋 白 胨

培养液，其余氮源的培养液中两者的质量分数均未

见增加，且以 豆 饼 粉 为 氮 源 的 培 养 液 增 幅 最 大，分

别为空白的３．８倍和２．３倍，和前面的碳源筛选结

果一样。
综合菌体生 物 量 和４种 生 物 碱 质 量 分 数 的 变

化分析，以豆饼粉为氮源的培养液能最大程度地降

低马钱子中Ｓｔｒｙ和Ｂｒｕ的质量分数，增加ＳｔｒｙＮＯ
和ＢｒｕＮＯ的质 量 分 数，同 时 又 有 较 高 的 菌 体 生 物

量，因此最佳氮源为豆饼粉。

２．４　正交试验

选择最佳 碳 源 麦 芽 糖 和 最 佳 氮 源 豆 饼 粉 的 基

础上，添加发酵培养基中的其他营养成分，按正交试

验表设计的因素水平进行实验，结果见表３和表４。
由表４可知，影响红栓菌菌体生物量的因素Ａ、

Ｃ、Ｄ均具有显著性，主次顺 序 为Ａ＞Ｃ＞Ｄ＞Ｂ；影

响发酵液中Ｓｔｒｙ和Ｂｒｕ质量分数之和的因素Ｄ 具

有显著性，主次顺序为Ｄ＞Ｂ＞Ａ＞Ｃ。
综合两方面 因 素，因 素Ｄ，即 发 酵 天 数 在 本 发
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酵过程中 是 一 个 具 有 显 著 性 影 响 的 因 素。随 着 发

酵时间的延长，红栓菌菌体生物量不断增加，至第４
天达 最 大 值，之 后 由 于 营 养 物 质 的 渐 渐 缺 乏，不 再

适于菌丝的生长，菌体生物量开始下降。而发酵液

中Ｓｔｒｙ和Ｂｒｕ的质量分数变化从第４天开始大幅

下降。若继续 发 酵 至 第６天，会 出 现 菌 体 老 化、自

溶的现象。所以液体发酵天数以５ｄ为宜。

综上所 述，以Ｓｔｒｙ和Ｂｒｕ质 量 分 数 为 主 要 指

标，菌 体 生 物 量 为 次 要 指 标，确 定 红 栓 菌 液 体 发 酵

马钱子的优 化 发 酵 工 艺 为Ａ３Ｂ３Ｃ１Ｄ４，即 以 麦 芽 糖

为碳源，豆饼粉为氮源，２５０ｍＬ三角瓶装入１００ｍＬ
液体培养基，添加０．２５ｇ马钱子细粉，接入３个大

小均一的红栓菌菌球，发酵培养５ｄ。

表３　正交试验结果

Ｔａｂ．３　Ｒｅｓｕｌｔ　ｏｆ　ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ　ｔｅｓｔ

编号
因素

Ａ　 Ｂ　 Ｃ　 Ｄ　 Ｅ

生物量／

（ｇ／Ｌ）
Ｂｒｕ质量

分数／％

Ｓｔｒｙ质量

分数／％

（Ｂｒｕ＋Ｓｔｒｙ）

质量分数／％

１　 １　 １　 １　 １　 １　 ４．４　 ０．４９３　 １．６４４　 ２．１３７

２　 １　 ２　 ２　 ２　 ２　 ６．１　 ０．５２１　 １．８３７　 ２．３５８

３　 １　 ３　 ３　 ３　 ３　 ９．３　 ０．５３５　 １．８４６　 ２．３８１

４　 １　 ４　 ４　 ４　 ４　 １０．３　 ０．３０５　 １．６０５　 １．９１０

５　 ２　 １　 ２　 ３　 ４　 ９．８　 ０．４９９　 １．７３９　 ２．２３８

６　 ２　 ２　 １　 ４　 ３　 ７．４　 ０．１４１　 １．４３４　 １．５７５

７　 ２　 ３　 ４　 １　 ２　 １０．０　 ０．４１０　 １．３６１　 １．７７１

８　 ２　 ４　 ３　 ２　 １　 ９．８　 ０．５０５　 １．７４８　 ２．２５３

９　 ３　 １　 ３　 ４　 ２　 １１．７　 ０．２９４　 １．６４９　 １．９４３

１０　 ３　 ２　 ４　 ３　 １　 １３．７　 ０．４９９　 １．７５１　 ２．２５０

１１　 ３　 ３　 １　 ２　 ４　 ７．３　 ０．３９４　 １．２２５　 １．６１９

１２　 ３　 ４　 ２　 １　 ３　 ８．９　 ０．４５０　 １．４５８　 １．９０８

１３　 ４　 １　 ４　 ２　 ３　 １４．６　 ０．５６５　 １．８５７　 ２．４２２

１４　 ４　 ２　 ３　 １　 ４　 １２．７　 ０．４２０　 １．３６６　 １．７８６

１５　 ４　 ３　 ２　 ４　 １　 １１．６　 ０．２０６　 １．１５５　 １．３６１

１６　 ４　 ４　 １　 ３　 ２　 １１．１　 ０．５３３　 １．８３９　 ２．３７２

生物量

Ｋ１ ３０．１　 ４０．５　 ３０．２　 ３６．０　 ３９．５

Ｋ２ ３７．０　 ３９．９　 ３６．４　 ３７．８　 ３８．９

Ｋ３ ４１．６　 ３８．２　 ４３．５　 ４３．９　 ４０．２

Ｋ４ ５０．０　 ４０．１　 ４８．６　 ４１．０　 ４０．１

Ｒ　 １９．９　 ２．３　 １８．４　 ７．９

质量分数

Ｋ１ ８．７８７　 ８．７４１　 ７．７０４　 ７．６０２　 ８．００１

Ｋ２ ７．８３７　 ７．９７０　 ７．８６５　 ８．６５１　 ８．４４５

Ｋ３ ７．７２０　 ７．１３２　 ８．３６４　 ９．２４２　 ８．２８７

Ｋ４ ７．９４１　 ８．４４２　 ８．３５２　 ６．７９０　 ７．５５２

Ｒ　 １．０６７　 １．６０９　 ０．６６０　 ２．４５２
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ｂｙ　ｔｈｅ　Ｌｉｑｕｉｄ　Ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ　ｗｉｔｈ　Ｔｒａｍｅｔｅｓ　ｃｉｎｎａｂａｒｉｎａ（Ｊａｃｑ．）Ｆｒａｎｅｈ Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ａｒｔｉｃｌｅ

３００　　 　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｆｏｏｄ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｖｏｌ．３１Ｎｏ．３　２０１２

表４　正交试验方差分析

Ｔａｂ．４　Ｖａｒｉａｎｃｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ　ｔｅｓｔ

方差来源 自由度
生物量 士的宁和马钱子碱含量

离差平方和 方差 Ｆ值 显著性 离差平方和 方差 Ｆ值 显著性

Ａ　 ３　 ５２．２９　 １７．４３　 １９３．６７ ﹡﹡ ０．１７６７　 ０．０５８９　 ２．０７

Ｂ　 ３　 ０．７７　 ０．２６　 ２．８５　 ０．３６９８　 ０．１２３３　 ４．３３

Ｃ　 ３　 ４８．７０　 １６．２３　 １８０．３７ ﹡﹡ ０．０８５５　 ０．０２８５

Ｄ　 ３　 ９．１６　 ３．０５　 ３３．９３ ﹡﹡ ０．８９２１　 ０．２９７４　 １０．４３ ﹡

Ｅ　 ３　 ０．２７　 ０．０９　 ０．１１５２　 ０．０３８４　 １．３５

　　Ｆ０．０５（３，３）＝９．２８，Ｆ０．０１（３，３）＝２９．４６。

２．５　验证实验

为进一步考察工艺的可靠性及稳定性，以优化

的发酵工艺制备３份样品进行验证，优化后发酵工

艺的菌体平均生物量可达１０．６ｇ／Ｌ，与发酵空白Ⅱ
比较，增 加 了３７．７％；与 发 酵 空 白Ⅰ比 较，Ｓｔｒｙ和

Ｂｒｕ的 质 量 分 数 和 平 均 值 为 １１．７０ ％，降 低 了

８．７４％。说明 此 优 化 的 发 酵 工 艺 合 理 可 行。另 检

测到ＳｔｒｙＮＯ和ＢｒｕＮＯ的 质 量 分 数 分 别 为０．０２０
６２％、０．０１０　３８％，而发酵空白Ⅰ未能检测到。

３ 结　语

　　通过优 化 红 栓 菌 液 体 发 酵 马 钱 子 的 培 养 条 件

得到的数据，分析如下：

１）中药加入量与菌体生物量的关系：马钱子对

红栓菌的生长起着促进作用，且菌体生物量与中药

加入量（０．２５～１ｇ）成正相关。

２）中药加入量与化学成分变化的关系：０．２５ｇ
马钱子粉的 加 入 量 能 够 使 红 栓 菌 分 泌 的 酶 有 效 地

降 解 其 中 的 毒 性 成 分，随 着 中 药 量 的 不 断 增 加，发

酵液中Ｓｔｒｙ和Ｂｒｕ的质量分数 呈 上 升 的 趋 势。所

以控制中药 的 添 加 量 对 于 药 用 真 菌 发 挥 正 常 的 代

谢功能起着重要作用。

３）发 酵 时 间 与 化 学 成 分 变 化 的 关 系：一 般 来

说，在真菌 生 长 期 其 耐 受 有 毒 底 物 的 能 力 比 较 弱。
本实验发酵第３、４天发酵液中的Ｓｔｒｙ和Ｂｒｕ质量

分数较 高，到 了 第５天 质 量 分 数 则 大 幅 下 降，说 明

发酵时间是一个重要的因素。

４）装液量 与 化 学 成 分 变 化 的 关 系：２５０ｍＬ的

三角瓶 装 液 量 为７５～１２５ｍＬ范 围 内，发 酵 液 中

Ｓｔｒｙ和Ｂｒｕ质量分数变化不明显，而当装液量减少

至５０ｍＬ时，发 酵 液 中Ｓｔｒｙ和Ｂｒｕ的 质 量 分 数 达

最大，说明过多的通气量并不能给红栓菌发酵带来

好处，反而会抑制红栓菌的生长代谢。

５）接种量与化学成分变化的关系：本实验中接

入３个红栓菌菌球培养，能使发酵液中Ｓｔｒｙ和Ｂｒｕ
的质量分数降至最低，如果接入４个菌球反而会使

其质量分数增高，所以接种量要适当。
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