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摘要　目的：建立蝉拟青霉／黄芪药材、黄芪药渣双向发酵体系，探究发酵过程中有效成分含量变化。方法：选取正交设计
法对接种量、发酵温度、湿度进行优化，并采用硫酸苯酚比色法、ＮａＮＯ２Ａｌ（ＮＯ３）３比色法及香草醛高氯酸氧化法对发酵
黄芪及黄芪药渣菌质中的多糖、总黄酮、总皂苷的含量进行测定。结果：药材菌质最优发酵条件为温度２６℃，湿度９０％，
接种比例３ｍＬ／５ｇ，药渣菌质最优发酵条件为温度２６℃，湿度８０％，接种比例３ｍＬ／５ｇ；经发酵后，黄芪药材菌质中多糖、
总皂苷含量略减少，而黄酮含量有所增加；黄芪药渣菌质中黄酮、皂苷含量均增加。结论：蝉拟青霉可对黄芪药材和药渣

基质进行发酵，且发酵后菌质中有效成分的得率显著增加，增强了黄芪药材的药用价值，并为药渣的处理提供了新的思

路。
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　　黄芪（Ａｓｔｒａｇａｌｕｓｍｅｍｂｒａｎａｃｅｕｓ）是我国用量最大
的中药材之一，其活性成分包括黄酮、多糖、皂苷

等［１］，具有显著的免疫调节和抗氧化作用［２３］，在医

疗保健领域应用广泛。研究证实黄芪的主要活性物

质为黄芪总黄酮［４］。黄芪药渣中仍含有活性成分，

目前药渣的处理方式主要是填埋、堆放、焚烧等，不

仅造成环境污染，并造成了资源的浪费［５］。因此，亟

需一种将药渣高效、无害化的处理方式。

双向发酵是将药用真菌与中药材配伍发酵的新

型中药炮制技术［６］。中药材经药用真菌发酵后，可

获得一定的减毒、增效或扩用的效果［７］。蝉拟青霉

（ＰａｅｃｉｌｏｍｙｃｅｓＣｉｃａｄａｅ）是麦角菌科拟青霉属真菌寄
生于蝉的若虫后形成的复合体，即为我国传统中药

蝉花［８］，其具有免疫调节和抗肿瘤活性［９１０］，虫草酸

是蝉拟青霉中的主要有效成分之一，常用作发酵虫

草类真菌菌丝体中活性成分的重要测试指标。我们

以蝉拟青霉／黄芪和蝉拟青霉／黄芪药渣为载体，建
立双向发酵体系，以虫草酸含量为指标对发酵条件
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进行优化，并测定发酵过程中有效成分含量的变化，

以期增强黄芪药材的药用价值，提高黄芪药渣的利

用率，并为黄芪药渣的高效处理提供新途径。

１　材料
ＦＷ１００高速粉碎机（天津市泰斯特仪器有限公

司）、ＬＨＳ８０ＨＣⅡ型恒温恒湿培养箱（上海一恒科
技有限公司）、ＵＶ２０００紫外可见分光光度计（北京
瑞利分析仪器公司）、高压蒸汽灭菌锅（日本三洋公

司）、ＲＪＬＤＬ５０Ｇ低速大容量多管离心机（北京通辉
金胜科技有限公司）。

乙酸铵（生产批号：２０１３０３１４）、甲酸（ＳＣＩＥＮ
ＴＩＦＩＣ，Ｌｏｔ：Ｆ８０Ｌ２０）、硝酸铝（生产批号：２０１２０６１８）、
亚硝酸钠（生产批号：２０１１０６１３）、高碘酸钠（生产批
号：２０１４０３０６）试剂为分析纯，购自北京化工厂；芦丁
标准品（北京普天同创生物科技有限公司，生产批

号：ＰＣＳ０７２４１，纯度≥９８０％）、虫草酸标准品（上海
源叶生物科技有限公司，纯度≥９９０％）、黄芪甲苷
Ⅳ标准品（上海中药标准化研究中心，批号：０７８１
２００２１０）。

蝉拟青霉（编号 ｃｆｃｃ８１１６９）由中国林业微生物
保藏中心提供；黄芪饮片由北京康仁堂药业有限公

司提供；黄芪药渣是以１０倍量的蒸馏水对黄芪饮片
进行２次提取，每次２ｈ［１１］，过滤除去提取液后置于
烘箱充分干燥所得。将黄芪及其药渣打粉，备用。

２　方法
２１　蝉拟青霉／黄芪双向发酵体系的建立
２１１　菌种活化与液体培养　将蝉拟青霉接种于
马铃薯葡萄糖琼脂（ＰＤＡ）斜面培养基上，置于 ２７
℃、相对湿度８０％的恒温恒湿箱活化培养５ｄ备用。
用接种环挑取活化后的蝉拟青霉置于马铃薯葡萄糖

液体培养基中，２５℃、１４０ｒ／ｍｉｎ培养７ｄ备用。
２１２　双向发酵　分别称取粉碎后的黄芪药材及
药渣５ｇ，置于２５０ｍＬ锥形瓶，加入蒸馏水６ｍＬ浸
湿药材，１２１℃灭菌３０ｍｉｎ备用。固体发酵瓶接种
活化好的液体菌种后置于恒温恒湿箱避光培养。

２１３　适应性考察　以蝉拟青霉在基质上的生长
状况和对基质的消耗率为指标，判断发酵组合的适

应性。若发酵后基质的消耗率在２０％左右，从发酵
工艺上就可认为此发酵组合的设计是合理可行

的［１２］。

消耗率 ＝（原药材重量 －干燥发酵后菌质重
量）／原药材重量×１００％
２２　双向发酵工艺的优化
２２１　正交设计　以虫草酸为指标，采用三因素三

水平正交试验，对双向发酵体系的接种量、发酵温度

及湿度进行优化，因素水平设计见表１。发酵１８ｄ
终止，将药材菌质和药渣菌质产物于４０℃干燥，粉
碎称重。测定发酵后产物的虫草酸含量，进行直观

分析和方差分析，选择出最优发酵工艺条件。

表１　正交试验因素与水平表Ｌ９（３
４）

水平
因素

ａ接种量（ｍＬ） ｂ温度（℃） ｃ相对湿度（％）

１ ３ ２６ ７０
２ ５ ２８ ８０
３ ７ ３０ ９０

２２２　虫草酸含量的测定　称取干燥并粉碎后的
菌质１０ｇ，加蒸馏水２０ｍＬ，沸水浴加热回流提取２
ｈ。冷却后离心，取上清液定容至１００ｍＬ，即得样品
液。采用文献［１３］中的方法绘制虫草酸标准曲线，得

回归方程为ｙ＝００１０２ｘ，Ｒ２＝０９９９１，并测定虫草
酸的含量。每份样品平行测定 ３次，结果取平均
值［１３］。

２３　双向发酵中成分含量的变化研究
取发酵第０、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０ｄ的样品，测

定多糖、总糖、总黄酮和总皂苷的含量。

２３１　多糖及总糖含量的测定　提取黄芪菌质、黄
芪药渣菌质中的粗多糖和总糖［１４１５］，并采用硫酸苯
酚比色法测定样品粗多糖和总糖的含量，得回归方

程：ｙ＝１４２６６ｘ＋０００９２，Ｒ２＝０９９９１。每份样品平
行测定３次，取平均值。
２３２　总黄酮含量的测定　采用７０％乙醇回流提
取样品中的总黄酮，并利用 ＮａＮＯ２Ａ１（ＮＯ３）３比色
法测定总黄酮含量［１６１７］，得回归方程：ｙ＝６２７５ｘ－
００２４５，Ｒ２＝０９９５７。每份样品平行测定３次，取
平均值。

２３３　总皂苷含量的测定　采用７０％的乙醇回流，
并用饱和正丁醇萃取发酵菌质中的总皂苷，采用香

草醛高氯酸氧化法测定发酵前后菌质中总皂苷含
量［１８］，计算回归方程：ｙ＝４５５５２ｘ，Ｒ２＝０９９１２。
每份样品平行测定３次，取平均值。
２４　统计学方法　采用 ＳＡＳ９２统计软件进行数
据处理，以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
３　结果
３１　双向发酵组合适应性考察　发酵４ｄ后，药渣
菌质上首先长出了较多白色细绒状菌丝体，药材菌

质上的菌丝体略少于药渣组，菌丝生长状态良好。

发酵第２０天，发酵基质表面及底部全部铺满浓密的
菌丝体，菌丝颜色开始发黄，此时发酵终止。计算黄
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芪药材和药渣在发酵前后的重量变化，得出药材菌

质比较未发酵前的消耗率为 ２８２％，药渣菌质为
１７０％，所以认为该发酵组合从发酵工艺上是合理
可行的。

３２　双向发酵条件的优化结果　黄芪药材菌质的
最优发酵条件为 ａ１ｂ１ｃ３，即接种量３ｍＬ／５ｇ，温度
２６℃，湿度９０％。影响药材菌质的显著性因素顺序
为ｂ（发酵温度）＞ｃ（相对湿度）＞ａ（接种量），因素
ａ、ｂ、ｃ均有显著性差异，因素 ｂ的差异性更为显著，
即温度对发酵的影响更大。药渣菌质的最优发酵条

件为ａ１ｂ１ｃ２，即接种量３ｍＬ／５ｇ，温度２６℃，湿度
８０％。影响药渣菌质的显著性因素顺序为 ｂ（发酵
温度）＞ｃ（相对湿度）＞ａ（接种量），温度的影响更
显著于湿度和接种量。见表２～３。

表２　双向发酵药材菌质与药渣菌质正交试验极差

编号
接种量ａ
（ｍＬ）

温度ｂ
（℃）

湿度ｃ
（％）

药材菌质虫

草酸（ｍｇ／ｇ）
药渣菌质虫

草酸（ｍｇ／ｇ）
１ ３ ２６ ７０ ７６１４ ２８０５
２ ３ ３０ ８０ ６５２３ ４１７５
３ ３ ２８ ９０ ６５１３ ２７２９
４ ５ ２６ ８０ ７５６５ ３７６７
５ ５ ３０ ９０ ６９０２ ３３６７
６ ５ ２８ ７０ ４３８６ ２０１３
７ ７ ２６ ９０ ８２３５ ２９６２
８ ７ ３０ ７０ ６１１８ ２１０７
９ ７ ２８ ８０ ５６５７ １８６４
ｋ１ ６８８３ ７８０５ ６０３９
ｋ２ ６８６７ ６５１４ ６５８２
ｋ３ ６９９３ ５５１９ ７２１７
Ｒ ０１２６ ２２８６ １１７７
ｋ１ ３２３６ ３１７８ ２３０８
ｋ２ ３５５７ ３２１６ ３２６９
ｋ３ ３２８８ ２２０２ ３０１９
Ｒ ０３２１ １０１４ ０９６０

　　注：ｋ１、ｋ２、ｋ３、Ｒ为药材菌质的ｋ值和 Ｒ值，ｋ１、ｋ２、ｋ３、Ｒ

为药渣菌质的ｋ值和Ｒ值

表３　双向发酵黄芪药材菌质和药渣菌质
　　正交试验虫草酸含量因素

方差来源
自由度

（ＤＦ）
离差平方和

（ＳＳ）
均方

（ＭＳ）
Ｆ Ｐｒ＞Ｆ

ａ ２ １６６０ ０８３０ ８２５０ ０００２４
ｂ ２ ２３６５７ １１８２８ １１７６３０ ＜０００１
ｃ ２ ６２５３ ３１２６ ３１０９０ ＜０００１
ａ ２ ３５３９ １７６９ ２８９７０ ＜０００１
ｂ ２ ５２２５ ２６１３ ４２７７０ ＜０００１
ｃ ２ ３６２３ １８１２ ２９６６０ ＜０００１

　　注：ａ、ｂ、ｃ为药材菌质各因素，ａ、ｂ、ｃ为药渣菌质各因素

３３　双向发酵过程中成分的含量变化
３３１　发酵过程中菌质多糖及总糖含量变化情况
随着发酵的进行，药材菌质与药渣菌质中总糖含量

均降低，且下降趋势逐渐趋于平缓，说明在发酵前

期，蝉拟青霉生长迅速，到发酵后期蝉拟青霉的生长

进入稳定期，代谢缓慢。见图１。药材菌质中多糖
的含量随发酵时间的推移逐渐下降，而药渣菌质的

多糖却在小幅升高后逐渐降低再升高。见图２。

图１　双向发酵黄芪和黄芪药渣菌质中总糖含量

图２　双向发酵黄芪和黄芪药渣菌质中多糖含量变化

３３２　发酵过程总黄酮含量变化情况经蝉拟青霉
发酵后，黄芪药材及药渣菌质的总黄酮含量均有提

高，在发酵初期，由于菌体生长较快，总黄酮的含量

显著上升，发酵后期黄酮含量变化趋于平缓，这可能

是由于菌体生长至稳定期所致。见图３。

图３　双向发酵黄芪和黄芪药渣菌质中总黄酮含量变化

图４　双向发酵黄芪和黄芪药渣菌质中总皂苷含量变化

３３３　发酵过程总皂苷含量变化情况　发酵后药
材菌质中的总皂苷含量整体呈平缓的下降趋势；药

渣菌质初始总皂苷含量远远低于药材菌质，随发酵
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进行皂苷含量先升高后降低。见图４。
　　综上所述，发酵黄芪药材的最适宜湿度略高于
发酵黄芪药渣的湿度，但温度对发酵体系的影响更

大，因而在发酵中对温度的精确控制更为重要。

４　讨论
４１　发酵条件优化　我们以蝉拟青霉对发酵基质
的消耗率和生长状况为指标，考察了蝉拟青霉／黄芪
双向发酵体系的适应性。结果表明二者的组合合理

可行。温度对发酵菌体的生长代谢起到关键作用，

正交实验结果表明，温度过高会影响虫草酸产量，该

结果与相关报道一致［１９］。另外，双向发酵的黄芪药

材菌质和黄芪药渣菌质的最优条件只有湿度有差

异，这可能是由于药材和药渣基质的保水能力差异

所致。

４２　成分含量测定　发酵过程中药材菌质和药渣
菌质中总糖含量均下降，说明蝉拟青霉可利用黄芪

药材及药渣中的糖类物质作为生长所必须的 Ｃ源。
药材菌质与药渣菌质多糖含量变化趋势的差异可能

是由于药材基质中初始总糖的含量远远高于药渣基

质，其可被蝉拟青霉直接利用的糖类成分较多，而在

药渣基质中，蝉拟青霉需不断代谢产生纤维素酶类

物质分解其中的纤维素、木质素等物质以维持正常

生长。

黄芪中黄酮类化合物主要分为游离苷元和结合

型糖苷２大类，是黄芪中分离的抗氧化清除自由基
的主要活性成分，具有明显的抗肿瘤、抗损伤和抗突

变的作用［２０］。我们通过测定发酵菌质总黄酮的含

量，发现经蝉拟青霉发酵后，药材及药渣菌质中总黄

酮含量均有提升，且药渣菌质黄酮含量提升幅度远

远大于药材菌质。在本研究蝉拟青霉与甘草渣的双

向发酵中，发现黄酮含量同样出现了先升高后降低

的变化，其可能的原因是蝉拟青霉不仅能合成黄酮

类化合物同时还可分解黄酮类化合物。

皂苷极性较大易溶于水，因此发酵初始药材基

质中的皂苷含量远高于药渣基质。药渣菌质总皂苷

含量在发酵过程中出现的先升高后降低的变化，可

能是在双向发酵过程中，黄芪药渣菌质产生的纤维

素酶类物质改善了黄芪药渣细胞壁结构，使皂苷提

取率大大提升，随着发酵的进行，皂苷又被逐渐分

解。

综上所述，该双向发酵体系具有较大的应用价

值，双向发酵增强了黄芪药材的药用价值，又为黄芪

药渣的再利用提供了可能，同时本方法也可为解决

中药工业所产生的大量草本类中药药渣的处理提供

新思路。在后续工作中，还需对发酵过程中具体成

分的变化进行分析，为其药效研究奠定基础。
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