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植物乳杆菌发酵金线莲工艺优化
及抗氧化活性研究

王琼珺 1,2 林泽燕 1,2 林燕燕 2 章 倩 2 林艺华 1 付达华 2

（1. 漳州卫生职业学院，福建  漳州  363000； 2. 漳州卫生职业学院海洋天然产物与活性研究实验室，福建  漳州  363000）

摘要：［目的］分析植物乳杆菌发酵金线莲工艺及抗氧化活性。［方法］以金线莲为原料，植物乳杆菌 191046 为发酵菌种，

金线莲多糖含量为评价指标，通过单因素试验结合响应面试验优化金线莲发酵工艺，并评价其体外抗氧化活性。［结

果］金线莲的最佳发酵工艺条件为植物乳杆菌接种量 4.50 g/L、发酵时间 17 h、发酵温度 36 ℃，此时金线莲发酵液中多

糖含量为（24.84±0.05） mg/mL。该发酵液总抗氧化能力为（8.67±0.85） U/mL，羟自由基清除率为（96.11±0.90）%；

2 倍稀释液的超氧阴离子自由基清除率为（28.03±2.00）%，DPPH 自由基清除率可达（86.13±0.17）%。［结论］金线莲经

植物乳杆菌 191046 发酵后，其抗氧化活性良好。
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Abstract: ［［Objective］］ To analyze the fermentation process and antioxidant activity of Anoectochilus roxburghii (Wall.) Lindl using 

Lactobacillus plantarum 191046. ［［Methods］］ A. roxburghii was used as the raw material, and L. plantarum191046 was used as the 

fermentation strain. The polysaccharide content of A. roxburghii was used as the evaluation index. The fermentation process was optimized 

by single-factor experiments combined with response surface methodology, and its in vitro antioxidant activity was assessed. ［［Results］］ The 

optimal fermentation conditions for A. roxburghii were as follows: L. plantarum inoculum of 4.50 g/L, fermentation time of 17 h, and 

fermentation temperature of 36 ℃ . Under these conditions, the polysaccharide content of the fermentation liquid was (24.84±0.05) mg/mL. 

The total antioxidant capacity was (8.67±0.85) U/mL, the hydroxyl radical scavenging rate was (96.11±0.90)% , the superoxide anion 

radical scavenging rate for a two-fold dilution was (28.03±2.00)% , and the DPPH radical scavenging rate was (86.13±0.17)% . 

［［Conclusion］］ The fermentation of A. roxburghii with L. plantarum 191046 resulted in good antioxidant activity.
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金线莲（Anoectochilus roxburghii （Wall.） Lindl）［1］为

国家二级保护植物，具有丰富的营养价值和显著的药用

功效，是常用的药食同源植物，在闽、粤、台及东南亚等地

区被广泛应用。2022 年金线莲被列入福建省传统地方特
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色食品管理［2］。金线莲富含多种有效成分，其中金线莲多

糖在保健功能方面备受关注［3-5］，具有抗氧化［6-8］、抗衰

老［9］、抗肿瘤活性［10］、增强免疫力［11-12］、降血糖［13-14］、治疗

类风湿性关节炎［15］等功效。

常见的金线莲多糖提取方法主要有超声提取法、热

水回流提取法和生物酶解法等。超声提取法是利用“空

化效应”加速植物细胞壁的破裂，提高目标成分提取

率［16-17］，被广泛应用于实验室中［18-19］，但在工业化生产

中的应用尚未成熟［20］；利用热水回流提取法提取金线莲

多糖，升高温度可提高其提取率，但同时也会影响金线莲

的抗氧化能力［21］；应用生物酶解提取金线莲多糖［22］，具有

反应特异性强，提取时间短等特点，但酶解受温度等其他

条件影响较大且生产成本较高［23］。

发酵法可利用微生物生长过程中自身或分泌出来的

酶消化细胞壁，促进有效物质溶出或者完成物质转化，获

取更多的活性成分［24-25］。目前，有关金线莲发酵工艺及

其活性影响的研究较少［26］，而应用微生物发酵法提取金

线莲多糖的研究尚未见报道。研究拟以多糖含量为指

标，通过单因素试验和响应面法优化金线莲发酵工艺参

数，并对发酵液的抗氧化活性进行测定，以期为金线莲的

深加工和衍生产品开发提供依据。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

金线莲 Anoectochilus roxburghii （Wall.） Lindl 全草：

漳州市南靖县草本养生生物科技有限公司；

植物乳杆菌（Lactobacillus plantarum）BNCC191046：

北京北纳创联生物技术研究院；

无水葡萄糖、L-抗坏血酸（维生素 C）、1，1-二苯基 -2-

三硝基苯肼（DPPH）：北京索莱宝科技有限公司；

0.22 μm 滤膜：无锡耐思生命科技股份有限公司；

浓硫酸、苯酚、无水乙醇等：分析纯，汕头市西陇化工

股份有限公司。

1.2　仪器与设备

电子天平：CP512 型，奥豪斯仪器（常州）有限公司；

单人单面超净工作台：SW-CJ-2D 型，苏净安泰空气

技术有限公司；

数显恒温水浴锅：HH-2 系列，国华（常州）仪器制造有

限公司；

振荡培养箱：ZHLY-180 型，上海知楚仪器有限公司；

离心机：TDZ5-WS 型，湖南湘仪实验室仪器开发有限

公司；

紫外分光光度计：TU-1901 型，北京普析通用仪器有

限责任公司；

全波长酶标仪：Multiskan SkyHigh 型，美国赛默飞世

尔科技公司。

1.3　试验方法

1.3.1　菌种培养　植物乳杆菌株经 MRS 琼脂培养基于

37 ℃培养箱复苏后，挑取单菌落，经 MRS 液体培养基

37 ℃培养 24 h，离心去上清液，得到菌体，真空干燥。

1.3.2　金线莲发酵液的制备　参考文献［27］并修改。取

适量金线莲全草，快速清洗，烘干，磨粉备用。精确称取

金线莲粉末 2 g，加入 100 mL 无菌水，接入植物乳杆菌，于

培养箱中震荡培养，离心，取上清液，0.22 μm 微孔滤膜过

滤，全程为无菌操作。

1.3.3　多糖含量测定　吸取 1 mL 金线莲发酵液，加入

4 倍体积无水乙醇，静置过夜，5 000 r/min 离心，去上清

液，沉淀用双蒸水复溶，根据标准曲线计算多糖含量。

1.3.4　金线莲发酵液制备单因素试验　参考文献［27-
28］并修改。

（1） 菌种接种量：固定发酵温度 30 ℃、发酵时间 15 h，

考察植物乳杆菌接种量（1.25，2.50，3.75，5.00，6.25，7.50，

8.75 g/L）对金线莲发酵液中多糖含量的影响。

（2） 发酵时间：固定植物乳杆菌接种量 5.00 g/L、发酵

温度 30 ℃，考察发酵时间（6，9，12，15，18，21，24 h）对金

线莲发酵液中多糖含量的影响。

（3） 发酵温度：固定植物乳杆菌接种量 5.00 g/L、发酵

时间 15 h，考察发酵温度（20，25，30，35，40 ℃）对金线莲

发酵液中多糖含量的影响。

1.3.5　响应面试验　依据单因素试验结果，以金线莲多

糖含量作为响应值，植物乳杆菌接种量、发酵时间、发酵

温度为变量设计响应面试验［29］。

1.3.6　金线莲发酵液抗氧化活性　

（1） 总抗氧化能力：根据文献［30］，按式（1）计算总抗

氧化能力。

ATAOC =
（ΔA'- b）× V反总

k× V样

， （1）

式中：

ATAOC——总抗氧化能力，U/mL；

ΔA'——测定孔吸光度值与对照孔吸光度值的差值；

V反总——反应总体积，μL；

V样——反应中样品体积，μL。

（2） 羟自由基清除率：预热 30 min，精密吸取金线莲

发酵液 50 μL，进行显色反应，按式（2）计算金线莲发酵液

羟自由基清除率。

RHRSC =
A样品 - A对照

A空白 - A对照

× 100%， （2）

式中：

RHRSC——羟自由基清除率，%；

A样品——样品溶液吸光度值；

A对照——对照品溶液吸光度值；

A空白——加蒸馏水为空白的吸光度值。
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（3） 超氧阴离子自由基清除率：采用黄嘌呤氧化酶

法，吸取金线莲发酵液稀释液 20 μL 进行反应，双蒸水调

零，测定 530 nm 处吸光度值。按式（3）计算超氧阴离子自

由基清除率。

RSRSA =
A对照 - A样品

A对照

× 100%， （3）

式中：

RSRSA——超氧阴离子自由基清除率，%；

A对照——对照品溶液的吸光度值；

A样品——样品溶液吸光度值。

（4） DPPH 自由基清除率：样品溶液与 DPPH 试剂等

体积混合，避光反应 30 min，测定 517 nm 处吸光度值，用

无水乙醇代替对照溶剂，0.05 mg/mL 维生素 C 溶液为阳

性对照。按式（4）计算 DPPH 自由基清除率。

RDPPH = ( )1 -
A样品 - A空白

A对照

× 100%， （4）

式中：

RDPPH——DPPH 自由基清除率，%；

A样品——样品溶液与 DPPH 液的吸光度值；

A对照——样品溶液与无水乙醇混合液的吸光度值；

A空白——DPPH 与无水乙醇混合液的吸光度值。

1.4　数据处理

所有样品进行 3 次平行试验，采用 SPSS 20、Origin 

8.0 和 Design-Expert 8.06 软件对数据进行分析及绘图。

2　结果与分析

2.1　单因素试验

由图 1（a）可知，植物乳杆菌接种量对金线莲多糖含

量的影响呈先升后降趋势，当接种量为 5.00 g/L 时，金线

莲发酵液中多糖含量达（25.60±1.30） mg/mL，之后逐渐

减少。其原因可能是随着菌体数量增加，菌体开始以多

糖等有机物为碳源，导致多糖被逐渐消耗［31］。因此，选择

植物乳杆菌接种量 5.00 g/L 较为适宜。

由图 1（b）可知，金线莲发酵液中的多糖含量在 15 h时

达到最高值，为（25.59±1.30） mg/mL，之后继续延长发酵

时间，多糖含量反而降低，21 h 后趋于平稳。发酵初始，提

取液中多糖含量较少，初期营养充足，微生物活跃，提取液

中多糖含量随发酵时间的延长而增加；发酵时间超过 15 h

后，多糖逐渐被乳杆菌消耗，或原料中其他高分子化合物

被提取出来，得率反而下降［32］。因此，发酵时间定为 15 h。

由图 1（c）可知，发酵温度对金线莲多糖含量的影响

较明显，随着发酵温度的上升，多糖含量上升，在 35 ℃时

达到最高值，为（28.24±0.94） mg/mL；随后多糖含量逐渐

降低。其原因可能是随着温度的逐渐升高，菌体生长受

到抑制，与钟灿等［32］的研究结果一致。因此，金线莲较适

宜发酵温度为 35 ℃。

2.2　响应面试验

2.2.1　响应面试验设计与结果　根据单因素试验结果，

以多糖含量为响应值进行响应面试验，试验因素水平见

表 1，试验设计及结果见表 2。

2.2.2　回归模型建立及方差分析　通过对表 2 中的数据

进行回归拟合，得到多糖含量的回归模型方程为：

Y=27.33+1.24A-0.55B-1.76C-AB+0.28AC+
0.38BC-1.06A2-2.29B2-5.06C2。 （5）

由表 3 可知，该模型显著（P＜0.01），回归模型方程因

变量与自变量之间的线性关系明显，该模型差异显著；失

拟项不显著（P＞0.05），模型的适配度高达 98.72%，说明

模型预测值与实际误差值较小，表明该模型可有效预测

图 1　各因素对金线莲发酵液多糖含量的影响

Figure 1　Effect of factors on polysaccharide content in Anoectochilus roxburghii （Wall.） Lindl fermentation liquid

表 1　金线莲发酵液制备编码因素和水平

Table 1　Factors and levels of Anoectochilus roxburghii 

（Wall.） Lindl fermentation liquid

水平

-1

0

1

A 植物乳杆菌接种

量/（g·L-1）

3.75

5.00

6.25

B 发酵时间/h

12

15

18

C 发酵温

度/℃
30

35

40
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发酵工艺条件对金线莲多糖含量的影响。交互项 AB 显

著（P＜0.05），说明植物乳杆菌接种量和发酵时间的相互

作用关系强；二次项 B²、C²极显著（P＜0.01）。由 F 值可

知，各因素对金线莲多糖含量影响顺序为发酵温度＞植

物乳杆菌接种量＞发酵时间。

2.2.3　响应面因素交互作用分析　由图 2 可知，各响应曲

面开口均指向下方，验证了所设定的工艺参数水平范围

的科学性与合理性。交互项 AB 的等高线展现出清晰的

椭圆形特征，表明植物乳杆菌接种量与发酵时间之间的

表 2　发酵工艺响应面试验结果

Table 2　Response surface methodology outcomes for 

optimizing the fermentation process

试验号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

A

1

1

0

-1

0

0

-1

0

-1

-1

0

1

0

0

1

B

1

0

0

-1

0

-1

0

-1

0

1

1

-1

0

1

0

C

0

-1

0

0

0

1

1

-1

-1

0

1

0

0

-1

1

Y 多糖含量/（mg·mL-1）

23.46

24.47

28.01

19.73

27.12

18.72

17.39

22.51

21.94

23.59

18.21

26.37

26.87

20.49

21.04

表 3　发酵工艺响应面方差分析†

Table 3　Response surface analysis of variance for 

fermentation process

来源

模型

A

B

C

AB

AC

BC

A2

B2

C2

残差

失拟项

纯误差

总回归

平方和

153.24

12.25

2.38

24.64

3.99

0.31

0.58

4.17

19.34

94.61

1.99

1.27

0.72

155.24

自由度

9

1

1

1

1

1

1

1

1

1

5

3

2

14

均方

17.03

12.25

2.38

24.64

3.99

0.31

0.58

4.17

19.34

94.61

0.40

0.42

0.36

F 值

42.69

30.71

5.97

61.77

10.00

0.78

1.45

10.45

48.50

237.19

1.17

P 值

0.000 3

0.002 6

0.058 4

0.000 5

0.025 0

0.418 3

0.283 0

0.023 1

0.000 9

<0.000 1

0.491 9

显著性

**

**

**

*

*

**

**

† “**”表示差异极显著（P<0.01）；“*”表示差异显著（P<0.05）。

图 2　响应曲面图与等高线图

Figure 2　Response surface and contour lines
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交 互 效 应 对 金 线 莲 发 酵 液 多 糖 含 量 具 有 显 著 影 响

（P＜0.05）。

2.3　优选工艺条件验证实验

利用响应面设计软件进行分析，确定发酵法提取金

线莲多糖的理论最优条件为植物乳杆菌接种量 4.50 g/L，

发酵时间 17.07 h，发酵温度 36.01 ℃。在此条件下，通过

回归方程计算金线莲发酵液多糖含量为 24.95 mg/mL。

结合实际操作可行性，将最佳发酵工艺参数调整为植物

乳杆菌接种量 4.50 g/L，发酵时间 17 h，发酵温度 36 ℃，按

此工艺条件进行 3 次平行验证实验，测得多糖含量为

（24.84±0.05） mg/mL，与预测值接近（P＞0.05），表明该

模型有效可靠。

2.4　金线莲发酵液的抗氧化活性

2.4.1　总抗氧化能力　由图 3 可知，金线莲发酵液的总抗

氧化能力为（8.67±0.85） U/mL，与 0.25 mg/mL 维生素 C

溶液的差异显著（P＜0.05），与 0.05 mg/mL 维生素 C 溶液

的无显著差异，说明金线莲发酵液的总抗氧化能力与

0.05 mg/mL 维生素 C 溶液的相当。

2.4.2　羟自由基清除能力　由图 4 可知，金线莲发酵液的

羟自由基清除率为（96.11±0.90）%，优于 0.25 mg/mL 维

生素 C 溶液的（P<0.05）。

2.4.3　超氧阴离子自由基清除能力　由图 5 可知，将原液

稀释 2 倍后，金线莲发酵液的超氧阴离子自由基清除率为

（28.03±2.00）%，与 0.25，0.05 mg/mL 维生素 C 溶液的差

异显著（P<0.05），表明金线莲发酵液稀释 2 倍后其超氧

阴离子自由基清除能力介于 0.25 和 0.05 mg/mL 维生素 C

溶液之间。

2.4.4　DPPH 自由基清除能力　由图 6 可知，金线莲发酵

液 稀 释 2 倍 后 ，对 DPPH 自 由 基 的 清 除 率 为（86.13±
0.17）%，与 0.05 mg/mL 维生素 C 溶液的无显著性差异。

随着稀释倍数的增加，DPPH 自由基清除率有所降低，4 倍

稀释液清除率为（84.96±0.03）%，与 2 倍稀释液的差异不

显著（P>0.05）；6 倍稀释液的清除率为（80.59±0.40）%，

与 4 倍稀释液的差异不显著（P>0.05），但与 2 倍稀释液的

差异显著（P<0.05）；8 倍稀释液的清除率虽与 6 倍稀释液

的差异显著但仍高达（71.37±0.42）%，说明金线莲发酵液

字母不同表示差异显著（P<0.05）

图 3　金线莲发酵液的总抗氧化能力

Figure 3　Total antioxidant capacity of Anoectochilus 

roxburghii （Wall.） Lindl fermentation liquid

字母不同表示差异显著（P<0.05）

图 4　金线莲发酵液的羟自由基清除能力

Figure 4　Hydroxyl radical scavenging activity of 

Anoectochilus roxburghii （Wall.） Lindl 

fermentation liquid

字母不同表示差异显著（P<0.05）

图 5　金线莲发酵液的超氧阴离子自由基清除能力

Figure 5　Superoxide anion clearance rate of Anoectochilus 

roxburghii （Wall.） Lindl fermentation liquid

字母不同表示差异显著（P<0.05）

图 6　金线莲发酵液的 DPPH 自由基清除能力

Figure 6　DPPH scavenging activity of Anoectochilus 

roxburghii （Wall.） Lindl fermentation liquid
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及其稀释液具有较好的清除 DPPH 自由基的能力。

3　结论

植物乳杆菌发酵金线莲的最佳工艺条件为植物乳杆

菌接种量 4.50 g/L，发酵时间 17 h，发酵温度 36 ℃。该条

件下，金线莲发酵液中多糖含量为（24.84±0.05） mg/mL。

抗氧化试验结果表明，金线莲发酵液的总抗氧化能力、羟

自由基清除率、超氧阴离子自由基清除率均较好，说明金

线莲经过优选工艺发酵后具有良好的抗氧化活性。后续

将对金线莲发酵液中的物质组成及含量进行研究，并进

一步阐述其构效关系，以保证金线莲酵素的品质。
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