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摘= =要：目的= =优化茯苓发酵罐补料液体发酵的发酵工艺，比较天然茯苓、发酵茯苓、药性发酵茯苓和复合药性发酵茯苓等

不同茯苓样品化学成分的差异。方法= =分别以营养培养基、药性培养基和复合药性培养基为初始发酵培养基，开展茯苓发酵

罐补料液体发酵的研究，筛选出最适初始发酵培养基和确定最佳发酵时间。利用茯苓化学成分的理化性质进行提取分离和定

量测定。结果= =添加薏苡仁和枸杞子的复合药性培养基为最适初始发酵培养基，最佳发酵时间为 NOM=h。测定了不同来源茯

苓中总糖、多糖、氨基酸、微量元素和灰分的量。结论= =不同初始发酵培养基对茯苓液体发酵有较大影响，不同来源茯苓间

的化学成分有较大差异。=
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现代发酵工程技术已广泛应用于茯苓等药用真

菌的液体发酵，茯苓高密度液体发酵有望推动其工

业化生产的进程，确保其产品质量，对于其资源和

生态环境的保护有重要意义。茯苓发酵罐补料液体

发酵是实现其高密度液体发酵的有效方式。补料液

中碳氮源浓度将显著地影响茯苓胞外多糖和菌丝体

的产量。与营养培养基相比，添加适量中药材的药

性培养基中的化学成分可有效调控药用真菌的生长

代谢，从而影响其液体发酵水平的高低xNJPz。本实验

分别以营养培养基、添加薏苡仁的药性培养基、添

加薏苡仁和枸杞子的复合药性培养基为初始发酵培

养基，开展茯苓发酵罐补料液体发酵的研究，优化

其发酵工艺。同时，比较了天然茯苓（野生采收）、

发酵茯苓（营养培养基中液体发酵）、药性发酵茯苓=
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（药性培养基中液体发酵）和复合药性发酵茯苓（复

合药性培养基中液体发酵）等不同茯苓的总糖、多

糖、灰分、氨基酸和微量元素的差异，为茯苓等药

用真菌资源的科学开发与利用奠定基础。=
N= =材料与方法=
NKN= =仪器与试剂=

_áofäo=fff型发酵罐，k_p公司；全温振荡器，

哈尔滨东联电子技术开发有限公司；超净工作台，

苏净集团安泰公司；dduJV火焰原子吸收光谱仪，

北京地质仪器厂；gOJep型离心机，_eckman公司；

tlpJOM 型无油空气压缩机，天津天伟医疗器械有

限公司；= puOJQJNM箱式电阻炉，沈阳市节能炉厂；

iJUUMM全自动氨基酸分析仪，eáíachá公司；_mNONp
型电子天平，paríoráus公司。=

蛋白胨、酵母浸膏购自 lxoád；葡萄糖对照品

购自中国食品药品检定研究院（质量分数＞VVKVB，

批号 NNNSQUJOMMQMS）；苯酚（重蒸）；NUKP=jΩ 高纯

水，微量元素定量测定用；实验用其他试剂均采用

国产分析纯。实验所用中药材均购自成都杏林大药

房，样品经成都医学院游元元博士鉴定为薏苡仁

Coix lacrymaJjobi= iK= varK=mayuen= EoomanKF= píaéf和
枸杞子 iycium barbarum=iK。=
NKO= =发酵培养基=
NKOKN= =种子培养基= =葡萄糖 OM= g，蛋白胨 R= g，酵

母浸膏 Q=g，hOemlQ=N=g，jgplQ·TeOl=MKR=g，初始

ée值 RKR，蒸馏水 N=i。NKMR=kgLcmO，NONKP=℃灭菌

OM=mán。=
NKOKO= =营养培养基= =葡萄糖 NMM=g，蛋白胨 NNKOR=g，
酵母浸膏 UKTR=g，hOemlQ=R=g，jgplQ·TeOl=OKR=g，
初始 ée值 RKR，蒸馏水 QKMR=i。NKMR=kgLcmO，NONKP=℃
灭菌 OM=mán。=
NKOKP= =药性培养基= =薏苡仁 PTKR=g，其余同“NKOKO”
项营养培养基。=
NKOKQ= =复合药性培养基= =薏苡仁 NUKTR= g，枸杞子

NUKTR=g，其余同“NKOKO”项营养培养基。=
NKOKR= =补料培养基= = A 液：葡萄糖 NMM= g，蒸馏水

PMM=mi。_液：蛋白胨 NNKOR=g，酵母浸膏 UKTR=g，
蒸馏水 PMM= mi。将 A 液和 _ 液于 MKRS= kgLcmO，
NNOKS=℃分别灭菌 PM=mán，冷却至室温后，将 A液

和 _液无菌混和均匀。=
NKP= =种子液制备=

将 NKTR=mi冷冻甘油菌 mS（成都医学院生药学

教研室筛选保存）接种于 PRM= mi种子培养基中，

OR=℃摇瓶振荡培养 O=d。=
NKQ= =发酵罐补料液体发酵=
NKQKN= =以营养培养基为初始培养基的发酵罐补料液

体发酵= =在火焰保护下，将 PRM= mi种子液接种于

发酵培养基中。设定发酵参数：温度 OS=℃，ée值

RKR，搅拌转速和通气量根据溶氧高低而动态调整。

在茯苓发酵罐液体发酵的第 QU、SM、TO、UQ小时，

蠕动泵分 Q次将补料培养基 NMM、OMM、OMM、NMM=mi
滴加于发酵液中。第 NOM小时终止茯苓液体发酵。=
NKQKO= =以药性培养基为初始培养基的发酵罐补料液

体发酵= =在火焰保护下，将 PRM= mi种子液接种于

发酵罐药性培养基中，其余同“NKQKN”项，以营养

培养基为初始培养基的发酵罐补料液体发酵。=
NKQKP= =以复合药性培养基为初始培养基的发酵罐

补料液体发酵= =在火焰保护下，将 PRM=mi种子液

接种于发酵罐复合药性培养基中，其余同“NKQKN”
项，以营养培养基为初始培养基的发酵罐补料液体

发酵。=
NKQKQ= =发酵时间对发酵罐复合药性补料液体发酵的

影响= =在茯苓液体发酵 NMU～NPM=h，每隔 O=h取样，

测定发酵液中胞外多糖和菌丝体干质量。综合考虑

胞外多糖和菌丝体产量以确定发酵终点。=
NKR= =胞外多糖纯化与称量=

胞外多糖纯化与称量参照文献方法xQz。=
NKS= =菌丝体干质量的称量=

用离心机 S=MMM=rLmán离心发酵液 NR=mán，收集

菌丝体沉淀，SM=℃烘干至恒定质量，用电子天平精

确称量。=
NKT= =不同来源茯苓所含成分量的比较=
NKTKN= =总糖测定= =参照文献方法xRz测定茯苓样品中

总糖。=
NKTKO= =水溶性多糖和碱溶性多糖测定= =参照文献方

法xSz进行茯苓水溶性多糖和碱溶性多糖的的提取分

离及测定。=
NKTKP= =氨基酸测定= =按中华人民共和国国家标准

d_Lq=RMMVKNOQJOMMP测定样品氨基酸。=
NKTKQ= =微量元素测定= =参照文献方法xTz测定样品微

量元素。=
NKTKR= = 灰分测定 = = 按中华人民共和国国家标准

d_Lq=UPMSJOMMO测定样品总灰分，按中华人民共和

国国家标准 d_Lq=UPMTJOMMO测定样品水溶性灰分，

按中华人民共和国国家标准 d_Lq= UPMUJOMMO 测定

样品酸不溶性灰分。=
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NKU= =统计学分析=
实验数据分析均采用统计学软件 pmpp=NPKM。实

验数据以 x±s表示，m＜MKMR为统计学意义上具有

显著差异性。=
O= =结果与分析=
OKN= =不同初始发酵培养基对茯苓发酵罐补料液体

发酵的影响=
不同初始发酵培养基对茯苓发酵罐补料液体发

酵的影响见表 N。以复合药性培养基为初始发酵培

养基的发酵罐复合药性补料液体发酵的胞外多糖产

量最高，达 UKPP= gLi；以药性培养基为初始发酵培

养基的发酵罐药性补料液体发酵的菌丝体干质量最

高，达 NRKMP=gLi。综合考虑胞外多糖和菌丝体产量，

认为以复合药性培养基为初始发酵培养基的发酵罐

补料液体发酵是一种较优的发酵方式。=
=
表 N= =不同初始发酵培养基对茯苓发酵罐补料液体发酵的影

响= E x ±sI=n=Z=PF=
qable=N= =bffects= of=different= initial= fermentation=media=on=
additional= liquid= fermentation= of= m.= cocos= in= fermentor=
E x ±sI=n=Z=PF=

种类= 胞外多糖LEg·i−NF= 菌丝体干质量LEg·i−NF=

营养培养基= RKRS±MKMU NOKRP±MKNN 

药性培养基= TKQR±MKMUG NRKMP±MKNSG 

复合药性培养基= UKPP±MKNOG= NQKTR±MKMUG=

与营养培养基组比较：Gm＜MKMR=
*m=Y=MKMR=vs=nuíráíáon=medáum=groué=

=
OKO= =发酵时间对发酵罐复合药性补料液体发酵的

影响=
发酵时间对发酵罐复合药性补料液体发酵的影

响见表 O。发酵第 NOQ 小时，胞外多糖产量最高，

达 UKQT=gLi；发酵第 NNS小时，菌丝体干质量最高，

达 NQKUR= gLi。以胞外多糖和菌丝体产量为评价指

标，综合考虑发酵成本，认为 NOM= h是发酵罐复合

药性补料液体发酵的最佳发酵终点，胞外多糖产量=

表 O= =发酵时间对茯苓发酵罐复合药性补料液体发酵的影响=
E x ±sI=n=Z=PF=
qable=O= =bffects=of=different=fermentation=time=on=compound=
medicinal= additional= liquid= fermentation= of= m.= cocos= in=
fermentor=E x ±sI=n=Z=PF=

发酵时间Lh= 胞外多糖LEg·i−NF= 菌丝体干质量LEg·i−NF=

NMU= RKPT±MKMS NPKSO±MKNQ 

NNM= RKTQ±MKMT NQKNN±MKNN 

NNO= SKOO±MKMU NQKQM±MKNO 

NNQ= SKTT±MKMU NQKSQ±MKNM 

NNS= TKPQ±MKMV NQKUR±MKNN 

NNU= TKUP±MKMR NQKTR±MKNN 

NOM= UKPT±MKMT NQKTM±MKNN 

NOO= UKQP±MKMU NQKSS±MKMS 

NOQ= UKQT±MKNM NQKQV±MKNM 

NOS= UKPU±MKMS NQKOV±MKMU 

NOU= UKOU±MKMU NPKVV±MKNR 

NPM= UKOP±MKNM NPKRV±MKNQ 
=
达 UKPT=gLi，菌丝体干质量达 NQKTM=gLi。=
OKP= =总糖和多糖测定=

不同来源茯苓中总糖和多糖测定结果见表 P。
天然茯苓总糖质量分数 URKTSB和总多糖质量分数

UOKORB均远高于发酵茯苓、药性发酵茯苓和复合药

性发酵茯苓，而茯苓总糖和总多糖质量分数在发酵

茯苓、药性发酵茯苓和复合药性发酵茯苓之间的差

别却不大。另外，虽然发酵茯苓、药性发酵茯苓和

复合药性发酵茯苓中碱溶性茯苓多糖的比例远低于

天然茯苓，但其水溶性茯苓多糖的比例却远高于天

然茯苓。=
OKQ= =氨基酸测定=

不同来源茯苓中氨基酸测定结果见表 Q。发酵

茯苓、药性发酵茯苓和复合药性发酵茯苓中所含有

的蛋氨酸、组氨酸和精氨酸在天然茯苓中未检测出。

天然茯苓总氨基酸较低，仅为 NKQUB；而发酵茯苓、=

表 P= =不同来源茯苓样品中总糖和总多糖测定结果= E x ±sI=n=Z=PF=
qable=P= =aetermination=of=polysaccharides=and=total=saccharides=in=different=sources=of=moria=E x ±sI=n=Z=PF=

样品= 总糖LB= 水溶性茯苓多糖LB= 碱溶性茯苓多糖LB= 总多糖LB=

天然茯苓= URKTS±MKRQ OKQN±MKMV TVKTV±MKPS UOKOR±MKRM 

发酵茯苓= QQKUP±MKPSG SKUS±MKNMG NTKSU±MKNUG OQKRR±MKNPG 

药性发酵茯苓= QRKSS±MKQUG TKOR±MKMTG NUKTP±MKNVG ORKVQ±MKOMG 

复合药性发酵茯苓= QRKVR±MKPSG TKNN±MKMTG NUKTS±MKNPG ORKUU±MKOMG 

与天然茯苓组比较：Gm＜MKMR=
Gm=Y=MKMR=vs=naíuraä=moráa=guoué=

= =
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表 Q= =不同来源茯苓样品中氨基酸测定结果= E x ±sI=n=Z=PF=
qable=Q= =aetermination=of=amino=acids=in=different=sources=of=moria=E x ±sI=n=Z=PF=

样品= 总氨基酸LB= 丙氨酸LB= 缬氨酸LB= 亮氨酸LB= 异亮氨酸LB= 蛋氨酸LB= 天冬氨酸LB= 谷氨酸LB= 赖氨酸LB=

天然茯苓= NKQU±MKMP MKMR±MKMM MKRQ±MKMP MKNP±MKMM MKNM±MKMM MKMM±MKMM MKMT±MKMM MKMT±MKMM MKMM±MKMM 

发酵茯苓= ORKRQ±MKRV NKTT±MKMVG OKRO±MKNVG NKSQ±MKNQG NKMT±MKMSG MKSP±MKMO OKNT±MKNO OKUM±MKNTG NKVN±MKOPG 

药性发酵茯苓= ONKPQ±MKTU NKQM±MKNQG OKNP±MKNMG NKOT±MKNOG NKMN±MKMQG MKRU±MKMO NKTU±MKNQG OKPN±MKNSG NKPO±MKMUG 

复合药性发酵茯苓= ONKPO±MKNV NKQV±MKMTG OKNQ±MKNSG NKPO±MKNMG MKVO±MKMRG MKRV±MKMQ NKUP±MKNQG OKOT±MKNSG NKOV±MKNOG 

样品= 精氨酸LB= 甘氨酸LB= 丝氨酸LB= 苏氨酸LB= 脯氨酸LB= 苯丙氨酸LB= 酪氨酸LB= 组氨酸LB= 脯氨酸LB=

天然茯苓= MKMM±MKMM= MKMP±MKMM= MKMS±MKMN= MKMQ±MKMM= MKMQ±MKMM= MKNM±MKMM= MKMV±MKMM= MKMM±MKMM= MKMQ±MKMM=

发酵茯苓= NKQT±MKMVG= NKPV±MKMVG=MKVR±MKMQ= NKNP±MKMUG=OKRQ±MKOOG= NKNV±MKNNG= MKUP±MKMSG= MKUN±MKMO= OKRQ±MKOOG=

药性发酵茯苓= NKOO±MKMQ= MKVS±MKMSG=MKUM±MKMR= NKNN±MKMUG= OKOT±MKNSG= NKNP±MKMRG= MKTN±MKMQG= MKSO±MKMOG=OKOT±MKNSG=

复合药性发酵茯苓= NKNQ±MKMSG NKMM±MKMQG MKUP±MKMP NKNT±MKMUG OKNP±MKNUG NKNQ±MKMRG MKST±MKMOG MKSP±MKMOG OKNP±MKNU 

与天然茯苓组比较：Gm＜MKMR；天然茯苓中赖氨酸的量为 MKMMO=PB=
Gm=Y=MKMR=vs=naíuraä=moráa=guouéX=äysáne=án=naíuraä=moráa=was=MKMMO=PB=

=
药性发酵茯苓和复合药性发酵茯苓总氨基酸却分别

高达 ORKRQB、ONKPQB和 ONKPOB。认为这可能与发

酵茯苓、药性发酵茯苓和复合药性发酵茯苓的培养

基中氮源浓度远高于天然茯苓的培养基中氮源浓度

及发酵方式的差异有关。=
OKR= =茯苓微量元素测定=

不同来源茯苓中微量元素测定结果见表 R。除

Cr和 Cd外，天然茯苓中其他微量元素的量均高于

发酵茯苓、药性发酵茯苓和复合药性发酵茯苓，但

不同来源茯苓间微量元素的量差异不大，且不同来

源茯苓间元素的量从高到低的次序（h＞jg＞Ca＞
ce＞jn＞Cu＞wn＞mb＞Cr＞Cd）也一致。不同来

源茯苓中 h的量最高，天然茯苓、发酵茯苓、药性

发酵茯苓和复合药性发酵茯苓间微量元素的量分别

为 SSMKR、RTOKQ、SPQKP、SONKV=μgLg；不同来源茯苓

中 Cr的量较低，均为 MKO=μgLg。=
OKS= =灰分测定=

不同来源茯苓中灰分测定结果见表 S。不同茯

苓间水溶性灰分差异较小，而酸不溶性灰分差异却

较大。天然茯苓的总灰分远低于发酵茯苓、药性发=
=

表 R= =不同来源茯苓样品中微量元素测定结果= E x ±sI=n=Z=PF=
qable=R= =aetermination=of=trace=elements=in=different=sources=of=moria=E x ±sI=n=Z=PF=

样品=
质量分数/(μg·g−NF=

h jg Ca ce jn= Cu= wn= mb= Cr= Cd=

天然茯苓= SSMKR±NUKO NMQKR±PKU RUKP±NKN QNKV±MKS NOKT±MKO RKT±MKM OKU±MKM MKS±MKM MKO±MKM MKM±MKM 

发酵茯苓= RTOKQ±NPKS VUKN±NKU RNKU±MKU PUKT±MKS NMKO±MKO RKQ±MKM NKT±MKM MKR±MKM MKO±MKM MKM±MKM 

药性发酵茯苓= SPQKP±NNKQ NMPKS±OKO RPKT±MKP QMKV±MKS NNKQ±MKO RKS±MKN OKP±MKM MKR±MKM MKO±MKM MKM±MKM 

复合药性发酵茯苓= SONKV±NSKP NMOKQ±OKO RRKQ±MKU QMKS±MKQ NNKP±MKO RKR±MKM OKP±MKM MKR±MKM MKO±MKM MKM±MKM 

不同茯苓中 Cd元素为 MKMN=mgLg=
qhe=coníenís=of=Cd=án=dáfferení=sources=of=moráa=were=MKMN=mgLg=

=
表 S= =不同来源茯苓样品中灰分测定结果= E x ±sI=n=Z=PF=

qable=S= =aetermination=of=ashes=in=different=sources=of=moria=E x ±sI=n=Z=PF=

样品= 总灰分LB= 水溶性灰分LB= 酸不溶性灰分LB=

天然茯苓= MKOPP±MKMMU MKMUV±MKMMS= MKNMN±MKMMU 

发酵茯苓= RKVMM±MKNUNG MKMQN±MKMMSG= MKUOP±MKMNQG 

药性发酵茯苓= QKUPP±MKNURG MKMRV±MKMMRG= MKSOO±MKMMUG 

复合药性发酵茯苓= QKTOM±MKMNRG MKMSP±MKMMRG= MKSNR±MKMMTG 

与天然茯苓组比较：Gm＜MKMR=
Gm=Y=MKMR=vs=naíuraä=moráa=groué=

= =
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酵茯苓和复合药性发酵的总灰分。导致天然茯苓和

发酵茯苓、药性发酵茯苓和复合药性发酵间酸不溶

性灰分和总灰分测量值间偏差较大原因可能是发酵

方式的不同。=
P= =讨论=
PKN= =茯苓液体发酵的讨论=

茯苓液体发酵中碳氮源浓度过高或过低都将抑

制茯苓的生长，根据液体发酵中碳氮源消耗速率来

动态补充碳氮源是一个好的策略。不同中药材所含

化学成分不同，对茯苓生长代谢有促进或抑制作用。

筛选适宜的中药材添加到营养培养基组成药性培养

基，所添加中药材中的化学成分可提高茯苓液体发

酵的水平。研究发现薏苡仁、枸杞子薏苡仁、枸杞

子、灵芝、甘草、桑叶和淡竹叶等 S味中药材对茯

苓生长有促进作用xUz。复合药性培养基较药性培养

基的化学成分更加复杂，在将发酵培养基高温灭菌

的过程中还可能产生新的化学成分，通过其多种化

学成分间协同作用来提高茯苓液体发酵水平的作用

机理尚难以阐明。笔者研究发现，将薏苡仁和枸杞

子粉末（薏苡仁J枸杞子 N∶N）按 MKTRB比例加入营

养培养基中组成复合药性培养基，可较大地提高胞

外多糖和菌丝体的产量xVz。=
PKO= =茯苓所含成分量的比较=

由于生产天然茯苓、发酵茯苓、药性发酵茯苓

和复合药性发酵茯苓的培养基所含营养成分的差

异，特别是碳氮源种类和浓度的差异，加之培养基

中所含药性成分的不同和发酵方式的差异，使不同

茯苓中的化学成分（如茯苓胞外多糖多糖、胞内多

糖、氨基酸、微量元素）有较大差异性。天然茯苓

中总糖和总多糖远高于发酵茯苓、药性发酵茯苓和

复合药性发酵茯苓中总糖和总多糖，而天然茯苓中

总氨基酸却远高低于发酵茯苓、药性发酵茯苓和复

合药性发酵茯苓中总氨基酸。茯苓多糖和三萜类化

合物是茯苓的主要活性化合物，具有显著的抗肿瘤、

提高免疫功能等药理作用xNMJNOz。=
另外，茯苓中氨基酸、微量元素对于发挥其健

脾宁心、利水渗湿的功效可能起着重要作用。例如，

h对调节人体组织及细胞中的酸碱平衡，降低人体

血压有益；jg 对调节神经肌肉的兴奋，维持人体

骨骼和牙齿的正常生长和体温调节都有重要作用；

jn 是人体内多种酶的组成成分和激活物，有抗衰

老和预防癌症作用；锌对部分细菌和病毒有抑制作

用，能增强人体免疫力。今后，应加强茯苓液体发

酵的发酵动力学研究xNPJNQz，有效实现茯苓补料高密

度液体发酵的动态调控，从而大幅度地提高其液体

发酵水平和质量。另外，积极开展茯苓多糖和三萜

类化合物等活性成分的结构鉴定和药效学评价的研

究，以进一步揭示其药效的物质作用基础，并不断

完善茯苓的质量评价标准，实现茯苓资源的高效开

发与有效利用。=
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