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天麻提取物对灰树花深层发酵胞外蛋白合成的影响
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摘要!在灰树花深层发酵系统中加入天麻提取物#以灰树花

生物量和胞外蛋白合成量为指标#对天麻提取物添加量进行

优选&利用
T9OD

对天麻提取物成分进行分析#研究天麻提

取物灭菌前后主要成分!天麻素(对羟基苯甲醇(对羟基苯甲

醛及巴利森甙"含量的变化#并研究其促进灰树花生物量和

胞外蛋白合成的关键成分在灰树花发酵体系中的含量变化$

结果发现#

.1

!体积分数"天麻提取物可以促进灰树花菌丝

体生长和胞外蛋白的合成#生物量和胞外蛋白合成量在发酵

第
##

天时达到最大值&在天麻提取物灭菌后#巴利森甙含量

明显减少#天麻素含量明显增加&天麻提取物加入灰树花发

酵体系
#0N

后#天麻素(对羟基苯甲醇(对羟基苯甲醛含量均

降低#但巴利森甙含量增加了
#%#)##1

$

关键词!天麻&提取物&灰树花&深层发酵&胞外蛋白&生物量
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天麻(

;4KDC.I'4&H4D4?H>

)为兰科多年生寄生菌植物!

是一种名贵的中药材!主要产于贵州#云南及四川等地!其主

要成分包括天麻素(

K

@B>='NCJ

)#对羟基苯甲醛(

S

FI

L
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灰树花(

;C'

E

.H4

E

C./I.K4

)又名栗子蘑#贝叶多孔菌等!

是一种高档的珍稀食用菌!同时灰树花还是珍贵的药用真

菌!具有极高的营养和保健价值.

!20

/

"灰树花的化学成分主

要有多糖#蛋白质#多酚#核酸#微量元素等!其中灰树花蛋白

质中含有多种氨基酸!特别是色氨酸的含量较高!因此当灰

树花和其他食物一起食用时!能够起到氨基酸的互补作用&

还含有较高的天冬氨酸和谷氨酸!具有抗疲劳和保护人脑神

经的作用.
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"

近些年国内外的科研文章表明!真菌蛋白已表现出显著

的免疫调节#抗病毒及抗肿瘤作用.

.2,

/

&灰树花中提取的小分

子蛋白具有抗
T7&F#

的作用.

/

/

!刺激小鼠自然杀伤树突状细

胞和增强小鼠抗肿瘤免疫.

#$

/

!分离得到的热稳定蛋白具有抑

制烟草花叶病毒(

VU&

)侵染活性.

##

/

!而且灰树花抗肿瘤多糖

组分中含有的
#1

!

"$1

的蛋白可能具有独特作用.
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"

本课题组.

#!2#,

/之前的研究表明!中药尤其是天麻提取

物能够有效促进灰树花菌丝体生长和胞外多糖合成!而天麻

提取物对灰树花的另一重要活性物质灰树花蛋白的影响未

进行研究!本试验通过研究天麻醇提物对灰树花胞外蛋白合

成的影响以及对灰树花胞外蛋白合成起关键作用的物质!以

期为后期相关代谢组学和基因组学的研究提供一定的理论

依据"

-"
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!

材料与方法
#)#

!

材料与仪器

#)#)#

!

材料与试剂

天麻'贵州省德江县的天麻种植基地&

灰树花菌株(

3DDD-#%#%

)'中国农业微生物菌种保藏管

理中心&

考马斯亮蓝
5F"-$

#牛血清蛋白'分析纯!北京索莱宝科

技有限公司&

YT

"

9Z

0

'分析纯!天津市福晨化学试剂厂&

蛋白胨'分析纯!上海盛思生化科技有限公司&

U

K

7Z

0

0

.T

"

Z

'分析纯!天津市瑞金特化学品有限

公司&

无水乙醇'分析纯!成都金山化学试剂有限公司&

天麻素标品'化学纯!成都曼思特生物科技有限公司&

对羟基苯甲醇#对羟基苯甲醛#巴利森甙'化学纯!美国

7C

K

G@

公司&

磷酸'分析纯!天津市富宇精细化工有限公司&

其余试剂均为市售分析纯"

#)#)"

!

主要仪器设备

立式灭菌锅'

?hUF!$:

型!上海博讯实业有限公司医疗

设备厂&

紫外可见分光光度计'

[&F.-$"9D

型!上海欣茂仪器有

限公司&

低速离心机'

V5"F#%5

型!上海安亭科学仪器厂&

净化工作台'

7WFD̀F#8

型!苏州净化设备有限公司&

数显鼓风干燥箱'

5ehF/$.$U?E

型!上海博迅实业有

限公司&

电子天平'

D9##0

型!上海奥豪斯仪器有限公司&

旋转蒸发仪'

:E-"33

型!上海亚荣生化仪器厂&

循环水真空泵'

7TeF666

型!上海亚荣生化仪器厂&

高效液相色谱仪及检测器'

3

K

C(<J>##$$

型!安捷伦科技

有限公司"

#)"

!

方法

#)")#

!

天麻预处理及制备天麻提取物流程
!

将天麻用清水

洗净!在
--\

条件下烘干!经粉碎机粉碎后!过
,$

目筛后得

到天麻粉末备用"精确称取天麻粉末
#$

K

!加入体积分数

.-1

的乙醇溶液
#$$GO

!常温(

"-\

左右)浸泡
0,I

后过滤

得滤液!然后将滤液
%$\

减压蒸馏除去乙醇至浸膏状!将浓

缩物重溶于蒸馏水中!定容到
#$$GO

!即得天麻提取液"

#)")"

!

培养基制备及培养方法

(

#

)斜面培养基'马铃薯(去表皮)

"$$

K

-

O

!葡萄糖
"$

K

-

O

!

蛋白胨
"

K

-

O

!琼脂
"$

K

-

O

!

U

K

7Z

0

0

.T

"

Z#

K
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O

!

YT

"

9Z
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"
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-

O

!

Q

T

值自然"

(

"

)种子培养基'葡萄糖
!$

K

-

O

!酵母膏
%

K

-

O

!蛋白胨

"

K

-

O

!

U

K

7Z

0

0

.T

"

Z$)-

K

-

O

!

YT

"

9Z

0

$)-

K

-

O

!

Q

T

值自然"

(

!

)发酵培养基'葡萄糖
-$

K

-

O

!

U

K

7Z

0

0

.T

"

Z"

K

-

O

!

酵母膏
#$

K

-

O

!

YT

"

9Z

0

"

K

-

O

!蛋白胨
-

K

-

O

!

Q

T

值自然"

(

0

)斜面种子培养方法'在母种管中用接种铲取黄豆粒

大小的菌丝块到斜面培养基的中部!接种完成后置于
"-\

的恒温培养箱中培养至菌丝布满斜面"

(

-

)种子液培养方法'用接种扒在培养好的菌种斜面上

尽可能多地刮取绿豆大小颗粒!接种于灭菌后的液体种子培

养基中!每支种子管接种
#

瓶种子液"三角锥形瓶(

"-$GO

)

装液量为
#$$GO

并放置一个转子!

#-$=

-

GCJ

#

"-\

#摇床培

养
.N

!每天将种子液置于旋转仪上均匀
!

!

-GCJ

!待三角锥

形瓶中长出大量均匀细小的菌丝球且培养液清亮即可"

(

%

)发酵培养基培养方法'每瓶发酵液按照每
#$$GO

发酵液接种
#$GO

种子液的接种量接种"用移液枪吸取种

子液
#$GO

!接种于发酵培养基中"

"-$GO

三角锥形瓶装

液量为
#$$GO

!并置于
#-$=

-

GCJ

#

"-\

的恒温摇床培养!培

养时间按试验设计设定"

#)")!

!

标准曲线的绘制
!

采用考马斯亮蓝法.

#/

/

"精确称取

#$G

K

牛血清蛋白标准品!加入到
#$$GO

容量瓶中!用蒸馏

水定容后摇匀!即得
$)#G

K

-

GO

的标准液!分别取
$)$

!

$)#

!

$)"

!

$)!

!

$)0

!

$)-

!

$)%

!

$).GO

于
#$GO

具塞试管中!加蒸馏

水至
#GO

!再分别向具塞试管中加入配制好的考马斯亮蓝

5F"-$

溶液
-GO

!摇匀后!避光反应
-

!

#$GCJ

后!在最大吸

收波长
-/-JG

处测定其吸光度值!绘制出标准曲线"

#)")0

!

胞外蛋白的测定及计算方法
!

将待测发酵液用移液

管移入离心管中!置于离心机中在
0$$$=

-

GCJ

离心
#$GCJ

!

待结束后!取一定量上清液并加蒸馏水至
#GO

!加入配制好

的考马斯亮蓝
5F"-$

溶液
-GO

!摇匀!避光反应
-

!

#$GCJ

后!在
-/-JG

处测定其吸光度!并通过标准曲线计算出所取

上清液中所含胞外蛋白质量"胞外蛋白计算公式'

Y

T

J

#

/

! (

#

)

式中'

Y

***胞外蛋白总量!

G

K

&

J

#

***所取上清液中蛋白质量!

G

K

&

/

***所取上清液占发酵液的体积分数"

#)")-

!

生物量测定
!

灰树花发酵培养(温度
"-\

#摇床转速

#-$=

-

GCJ

)一定时间以后!将灰树花发酵液用纱布过滤后!

用蒸馏水反复清洗并尽量挤干菌丝体!得到的湿菌丝体置于

%$\

鼓风干燥箱中干燥至恒重后称量"

#)")%

!

T9OD

检测条件
!

色谱柱'

3

K

C(<J>VDFD

#,

(

0)%GG^

"-$GG

!

-

#

G

)&流动相'

$)#1

磷酸水(

3

)和乙腈(

D

)!以梯度

洗脱'

$

!

!-GCJ

!

D!1

!

!$1

(体积分数)&

!-

!

0$ GCJ

!

D!$1

!

#$$1

(体积分数)&

0$

!

0-GCJ

!

D#$$1

!

!1

(体积

分数)"柱温
!$\

!流速
#)$GO

-

GCJ

!进样量
"$

#

O

!检测波

长
""#JG

"

#)").

!

试验数据处理及绘图
!

试验数据利用
7977#.)$

软

件统计分析!并采用
Z=C

K

CJ/)$

和
EXH<("$#$

软件作图"

"

!

结果与讨论
")#

!

标准曲线的制作

在波长为
-/-JG

处测量牛血清蛋白标品不同浓度的吸

光度!以蛋白质浓度为横坐标!吸光度值为纵坐标!得到标

准曲线见图
#

!回归方程为
3

b,).0$-Q 4$)$$/!

!

-

"

b

$)///"

"

%"

基础研究
!

"$#%

年第
##
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图
#

!

标准曲线

aC

K

A=<#

!

7>@JN@=NHA=+<

")"

!

天麻提取物浓度对灰树花生物量和胞外蛋白的影响

在灰树花深层发酵体系中添加不同浓度的天麻提取物!

发酵
#"N

后生物量和胞外蛋白见图
"

"由图
"

可知!随着天

麻提取物体积分数的增加!灰树花菌丝体和胞外蛋白的产量

也逐渐增高!在体积分数达到
.1

时!灰树花菌丝体和胞外蛋

白的产量达到最大!与对照组(不添加天麻提取物)相比!分

别增加了
-$)%-1

和
#!)"#1

"真核生物细胞中内质网重要

的功能是促进蛋白质进行正确的折叠和修饰!此过程需要分

子伴侣以及折叠酶的协助!包括'钙连蛋白与钙网蛋白#重链

结合蛋白(

;CJNCJ

KQ

='><CJ

!

?C9

)和蛋白二硫键异构酶(

Q

='><CJ

NCBA(PCN<CB'G<=@B<

!

986

)等!这可能是天麻提取物能促进或

增强这些蛋白和酶在内质网中的功能.

"$2""

/

&也可能是天麻

提取物在增加基因拷贝数#降低蛋白水解活力及与内源基因

融合等促进胞外蛋白分泌的方式中发挥着重要作用.

"!

/

"而

天麻提取物的体积分数进一步提高时!灰树花菌丝体和胞外

蛋白的产量开始下降"因此!初步研究表明!天麻提取液的

体积分数为
.1

(相当于天麻量约为
.

K

-

O

)时能够最大程度

地促进灰树花菌丝体的生长和胞外蛋白的合成"

")!

!

灰树花深层发酵过程中生物量和胞外蛋白的动态变化

图
!

和图
0

为对照(不添加天麻提取物)和体积分数
.1

天麻提取物两个试验组在灰树花深层发酵(

#!N

)期间生物

量和胞外蛋白随发酵天数的动态变化曲线"在此发酵过程

中!两组的生物量逐渐增加到最大值后趋于平衡!胞外蛋白

量先减少后增加至最大值后趋于平衡"在发酵
$

!

-N

时!两

组的生物量较低且相差不大&

-

!

##N

时!生物量开始快速增

加&

##N

后趋于稳定"这表明从发酵的第
-

天开始!菌丝体

图
"

!

天麻提取物浓度对灰树花生物量和胞外蛋白的影响

aC

K

A=<"

!

EPP<H>'P>I<H'JH<J>=@>C'JB'P;4KDC.I'4&H4D4?H><XF

>=@H>B'J;C'G@BB@JN<X'H<((A(@=

Q

='><CJ

Q

='NAH>C'JB

;

L

BA;G<=

K

<NHA(>A=<'P;C'

E

.H4

E

C./I.K&

图
!

!

动态分析发酵时间对灰树花生物量的影响

aC

K

A=<!

!

YCJ<>CH@J@(

L

BCB'P>I<<PP<H>'PDA(>A=<>CG<

'J;C'G@BB'P;C'

E

.H4

E

C./I.K4

图
0

!

动态分析发酵时间对灰树花胞外蛋白的影响

aC

K

A=<0

!

YCJ<>CH@J@(

L

BCB'P>I<<PP<H>'PDA(>A=<>CG<

'J<X>=@H<((A(@=

Q

='><CJ'P;C'

E

.H4

E

C./I.K4

开始大量利用发酵液中的营养物质来促进菌丝体的生长&而

且!在深层发酵
.N

后!天麻提取物组的生物量显著高于对

照组(

9

#

$)$-

)"

在发酵
$

!

!N

时!两组的胞外蛋白逐渐降低!表明菌丝体

在吸收利用胞外蛋白!而且试验组的吸收速率大于对照组&

!

!

##N

时!胞外蛋白开始快速增加&

##N

后趋于稳定"这表

明从发酵的第
!

天开始!菌丝体开始大量分泌胞外蛋白!在深

层发酵
/N

后!天麻提取物组的胞外蛋白量显著高于对照组

(

9

#

$)$-

)"试验结果表明!灰树花在深层发酵
##N

后进入稳

定期!此时灰树花生物量及胞外蛋白含量最高"

")0

!

天麻提取物主要成分分析

由表
#

可知!天麻醇提物成分的含量灭菌前后发生了很

大的变化"对羟基苯甲醇和对羟基苯甲醛的含量分别增加

0.)$/1

和
"0)%/1

"天麻素的含量明显增加!而巴利森甙的

含量明显降低!可能是巴利森甙在高温高压的条件下分解产

生了天麻素.

"0

/

%02%.

"

")-

!

天麻醇提物各成分在灰树花发酵前后含量的变化

在探究天麻醇提物对灰树花菌丝体生长和产胞外蛋白的

影响的同时!跟踪和检测天麻醇提物各成分在灰树花发酵期

间的变化"发酵第
$

天#第
#0

天及空白组的色谱图见图
-

"

表
#

!

天麻提取物灭菌前后成分含量的变化

V@;(<#

!

DI@J

K

<H'G

Q

'J<J>BH'J><J>P'=;4KDC.I'4&H4D4?H>

<X>=@H>B;<P'=<@JN@P><=B><=C(Cc@>C'J G

K

%

K

组别 天麻素 对羟基苯甲醇 对羟基本甲醛 巴利森甙

灭菌前
0).,,0 $).!,# ")%""/ #$)-%-#

灭菌后
#0)%/-- #)$,-. #)/.-! ")$-.#

."

第
!"

卷第
##

期 黄
!

忠等'天麻提取物对灰树花深层发酵胞外蛋白合成的影响
!



53)

天麻素
!

T3)

对羟基苯甲醇
!

T?3)

对羟基苯甲醛

Q

@=CBICJ)

巴利森甙

图
-

!

发酵第
$

天(第
#0

天及空白组的色谱图

aC

K

A=<-

!

T9ODHI='G@>'

K

=@G'P>I<<X

Q

<=CG<J>@(

K

='A

Q

'P$N

#

#0N@JN>I<H'J>='(

K

='A

Q

!!

通过峰面积的比对计算!得到相应成分的含量值!见表
"

"

由表
"

可知!空白组(未添加天麻成分)没有检测到天麻的任

何成分!而试验组在发酵第
#0

天与第
$

天相比!天麻素含量

降低了
0.),%1

&对羟基苯甲醇含量下降了
##),01

&对羟基苯

甲醛含量下降了
.0)%01

&而巴利森甙含量提高了
#%#)##1

"

综合
0

种主要成分的变化情况可以发现!天麻素可能在灰树

花生长过程中重新合成了巴利森甙!因为巴利森甙化学结构

是由
!

个天麻素分子和
#

个柠檬酸分子连接而成.

"0

/

%02%.

&对

羟基苯甲醇#对羟基苯甲醛等物质可能作为含碳有机物被灰

树花吸收利用!因为微生物生长需要的碳源大多来自含碳有

机物!也可能被灰树花自身酶系转化合成为一种新物质"

表
"

!

天麻提取物在灰树花发酵过程中的变化d

V@;(<"

!

VI<HI@J

K

<B'P;4KDC.I'4&H4D4?H><X>=@H>BCJ

;C'

E

.H4

E

C./I.K4P<=G<J>@>C'J G

K

%

#$$GO

组别 天麻素 对羟基苯甲醇 对羟基苯甲醛 巴利森甙

发酵第
$

天
#$)", $).% #)!, #)00

发酵第
#0

天
-)!% $)%. $)!- !).%

空白组 * * * *

!

d

!

*表示未检出"

!

!

结论
通过添加适宜体积分数的天麻提取物到灰树花发酵体

系中可以显著促进灰树花菌丝体的生长及胞外蛋白的生物

合成!确定了天麻提取物浓度为
.1

(体积分数)&动态分析了

.1

(体积分数)天麻提取物对灰树花生物量和胞外蛋白合成

量的影响!灰树花在深层发酵
##N

后进入稳定期!此时灰树

花生物量及胞外蛋白含量最高!分别达到
"),/,

K

-

O

和

,.)#-"G

K

-

O

&目前!可以从真菌蛋白表达和分泌相关的基因

组学及功能基因组学上进行研究!以阐明与蛋白产量相关的

分泌和翻译后修饰等机制.

"-

/

"利用
T9OD

对天麻提取物成

分进行分析!研究了天麻提取物灭菌前后主要成分(天麻素#

对羟基苯甲醇#对羟基苯甲醛及巴利森甙)含量的变化!对羟

基苯甲醇和对羟基苯甲醛的含量增加量较低!巴利森甙含量

明显减少!天麻素含量明显增加&并研究其促进灰树花生物

量和胞外蛋白合成的关键成分在灰树花发酵体系中的含量

变化!天麻素#对羟基苯甲醇#对羟基苯甲醛含量均降低!但

巴利森甙含量增加了
#%#)##1

&可能是这些关键成分作为含

碳有机物被灰树花吸收利用了!或者是在灰树花菌体中进行

了生物转化!微生物体内往往含有大量的酶类能够将一些底

物转化合成为另一种新物质!接下来仍需要对灰树花生物转

化天麻成分进行研究!而且中药的转化也是近来研究比较多

的一个领域"
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结论
非线性化学指纹图谱表征的是包括待测样本参与的振

荡体系的一系列非线性化学分样过程中电位随时间的变化

情况"掺入豆浆或米汤的生乳样本因其化学成分种类及含

量与正常生乳有差异!从乳峰的形状#时间及
T

峰段的有无

即可判断是否掺入了豆浆或米汤!从而能够很好地将掺假生

乳鉴别出来"在适当的豆浆或米汤掺入量范围内!样本指纹

图谱中的振荡次数(或乳峰时间)与样本掺入豆浆或米汤含

量呈正比例关系!可计算出样本中掺假物的含量"传统的色

谱#光谱指纹图谱一般不直接涉及化学反应!而非线性化学

指纹图谱是一种包含几十个甚至上百个基元反应的动力学

指纹图谱!具有优越的特征性!且含有丰富的定性定量信息!

为生乳等复杂样本的掺假鉴别及掺假物相对整体含量的评

价提供了一种简单快捷的新方法"
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