
真菌多糖激发子对桦褐孔菌多酚积累影响的研究

赵艳霞,缪康杰, 魏志文,张梅梅,郑维发
*

收稿日期: 2010�03�24
基金项目:江苏省自然科学基金资助项目( BK2009034) ; 徐州师范大学国家自然科学基金预研究项目( 08XLY14)

作者简介:赵艳霞( 1980 � ) ,女,河北衡水人,助教,从事药用真菌代谢产物调控研究。

T el : 13913478674 � E�mail: zh aoyx0318@ 126� com
* 通讯作者 � 郑维发 � T el: ( 0516) 83403179 � E�mail: yyzw@ xznu� edu� cn

(徐州师范大学 江苏省药用植物生物技术重点实验室,江苏 徐州 � 221116)

摘� 要:目的 � 研究真菌多糖激发子对深层培养的桦褐孔菌抗氧化和抗肿瘤酚类化合物积累的影响。方法 � 在桦
褐孔菌的培养基中分别加入 15、45、100 �g / mL 的真菌多糖激发子,测定胞内外多酚的量和主要组成成分, 抗氧化

活性和抗肿瘤活性,并测定不同培养条件下菌丝体内苯丙氨酸解氨酶和一氧化氮合酶的活性。多酚的量以 Folin�
Ciocalteu 法测定。利用 H PLC 法测定多酚的组成成分。抗氧化活性以清除超氧阴离子的能力表示。利用 MTT

法测定多酚对 H eLa细胞的抑制率。苯丙氨酸解氨酶和一氧化氮合酶活性均以分光光度计法测定。结果 � 添加
45 �g / mL 的真菌多糖激发子可使桦褐孔菌胞内、胞外酚类化合物分别达到最高水平 71� 8 和 182� 1 mg/ L ,明显地

高于正常对照组胞内( 42� 6 mg / g )和胞外( 83� 6 mg/ L)。真菌多糖激发子显著提高了苯丙氨酸解氨酶和一氧化氮

合酶的活性。不同培养条件下产生的胞内、胞外酚类化合物主要组成成分不同,但均具有抗氧化和抗肿瘤等活性,

尤其是添加 45 �g/ mL 真菌多糖激发子的培养体系。结论 � 真菌多糖激发子可上调深层发酵培养的桦褐孔菌酚类
化合物的积累以及抗氧化和抑制肿瘤细胞的活性。
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� � 桦褐孔菌 I nonotus obliquus ( F r� ) P ilat 是担子

菌亚门层菌纲非褐菌目多孔菌科褐卧孔菌属的一种

药用真菌,主要寄生于白桦的树干,作为一种有效的

抗肿瘤天然药物在俄罗斯已有 400 多年的应用历

史。实验证明, 桦褐孔菌对糖尿病、心血管疾病、肝

病、艾滋病以及消化道疾病等都有十分确切的疗效,

且没有明显不良反应
[ 1�2]
。前期研究表明, 桦褐孔菌

在摇瓶培养条件下以积累初生代谢产物为主, 次生

代谢产物如酚类化合物无论是种类还是积累量均明

显低于野生桦褐孔菌, 同时液体培养条件下桦褐孔

菌菌丝体在抗氧化和免疫调节活性等方面均不及野

生桦褐孔菌
[ 3�5]
。因此,如何提高次生代谢产物的积

累是桦褐孔菌深层发酵产物能否替代野生资源

的关键。

在植物次级代谢产物合成的研究过程中, 真菌

多糖被广泛用做诱导物质。研究表明, 毛头鬼伞多

糖可以提高烟草过氧化物酶、多酚氧化酶和苯丙氨

酸解氨酶的活性,诱导烟草酚类物质和木脂素的合

成
[ 7]
。以疫霉和曲霉多糖作为激发子, 可以提升蛹

虫草中虫草菌素的积累
[ 8]
。酵母菌多糖可以提高丹

参毛状根中二萜和丹参酮的积累[ 9]。为了进一步阐

明桦褐孔菌多酚类化合物的积累规律, 本研究以链

孢霉多糖为真菌激发子, 研究其对桦褐孔菌多酚积

累及其抗氧化和抗肿瘤活性的影响。

1 � 材料与方法
1� 1 � 药品与仪器: 葡萄糖( g lucose)、蛋白胨( pep�
tone)、酵 母 膏 ( yeast ext ract )、磷 酸 二 氢 钾

( KH 2 PO 4 )、蒽酮( anthrone) (中国医药集团上海化

学试剂公司) ;邻苯三酚( pyro gallol)、没食子酸( g al�
lic acid)、芸香柚皮苷( narirut ion)、山柰酚( kaempfer�
ol)、槲皮素( quercetin) (美国 Sigma 公司) ; 噻唑蓝

( MTT) (北京拜尔迪生物技术有限公司)。

722光棚分光光度计(上海精密科学仪器有限

责任公司) ; FLU KO 均浆器(上海弗鲁克流体机械

制造有限公司) ; JY92 �  N 超声波细胞粉碎机(宁

波新芝生物技术科技有限公司) ; Sepct ra M ax M2

(美国 Molecular Devices) ; Waters HPLC 液相色

谱仪( Waters公司)。

1� 2 � 供试菌株及培养基: 桦褐孔菌 I nonotus

obliquus ( F r� ) Pilat ( KLBMP04005 )、链孢霉

A l ter naria al ternate ( Fr� ) Keissler 均由江苏省药

用植物生物技术重点实验室提供。桦褐孔菌菌种保

存于麦粒培养基中。桦褐孔菌液体培养基:葡萄糖

( 2%) , 蛋白胨 ( 0� 35% ) , 酵母膏提取物 ( 2%) ,

KH 2PO4 ( 0� 01% ) , M gSO4 ! 7H 2O ( 0� 05% ) , pH

5� 5。链孢霉的培养基: 马铃薯葡萄糖琼脂( PDA)
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培养基,不含琼脂的液体培养基为 PD培养基。

1� 3 � 真菌多糖激发子的制备:将链孢接种在 PDA

培养基上并于( 25 ∀ 1) # 下培养 7 d,然后转入 PD

液体培养基中( 25 ∀ 1) # 震荡培养 3 d(摇床转速为

140 r/ m in)。培养结束后取链孢霉培养物, 4 000 r/

min离心 10 min, 收集上清液。将上清液浓缩至初

始体积的 1/ 5,加入 3倍体积的 95%乙醇,静置醇沉

24 h, 4 000 r/ min离心 10 m in, 收集沉淀即为粗多

糖。利用硫酸�蒽酮法测定多糖。高压蒸气灭菌, 置

于 4 # 冰箱内保存备用。

1� 4 � 桦褐孔菌的培养:接种桦褐孔菌菌种于液体培

养基中,置于( 25 ∀ 1) # 、140 r / min条件下培养 7 d

至对数生长期。在无菌条件下,用匀浆器于 400 W

匀浆菌丝体 30 s, 取匀浆液 10 mL, 接种于含 190

mL 培养液的 500 mL 培养瓶中,继续培养。培养至

第 2天时加入真菌多糖激发子。培养液中真菌多糖

激发子的终浓度分别为 0、15、45、100 �g / mL, 每组

重复 3 次。每 2天取样 40 mL。

1� 5 � 分析方法
1� 5� 1 � 菌丝体积累量的测定:取 1 mL 桦褐孔菌培

养物,抽滤,干燥,称量。

1� 5� 2 � 胞内多酚的制备: 研磨冷冻干燥后的菌丝

体,加 80%丙酮浸泡过夜,冰浴超声破碎细胞(功率

300~ 400 W) , 4 # 静置过夜, 4 000 r/ min 离心 30

min, 收集上清液,重复 3次。

1� 5� 3 � 胞外多酚的制备:向发酵液中添加 3倍体积

的无水乙醇,醇沉过夜, 除去多糖,再利用醋酸乙酯

萃取
[ 10]
。

1� 5� 4 � 多酚的测定:以 Folin�Ciocalteu 法测定多酚

的量[ 11] 。

1� 5� 5 � 苯丙氨酸解氨酶活性的测定:苯丙氨酸解氨

酶活性参照文献
[ 12]
方法测定。

1� 5�6 � 一氧化氮合酶活性的测定:一氧化氮合酶活性

以商业试剂盒法测定(南京建成生物科技有限公司)。

1� 5� 7 � 多酚清除超氧阴离子能力的测定[ 13]
:取 1� 5

mL pH 8� 2 50 mmol/ L T ris�HCl缓冲液, 1� 4 mL

蒸馏水,混匀后于 25 # 水浴 20 min, 取出后立即加

入 0� 1 mL 25 # 预热的 3 mmol/ L 邻苯三酚, 以

Tris�HCl缓冲液为空白对照, 于 420 nm 处测得 V

(空白) ,测定 V (样品)时,在加入邻苯三酚前分别加

入一定量的多酚,蒸馏水减少相应的体积,以同样浓

度样品液作对照。计算单位质量( mg )多酚对超氧

阴离子的清除率。
清除率= ( A 空白- A 样品 ) / A 空白 ∃ 100% /多酚的量

1� 5� 8 � 抑制活性的测定:利用 MTT 法测定多酚抑

制 HeLa生长的活性。计算单位质量( mg )多酚对

超氧阴离子的抑制率。

抑制率= ( A空白 - A样品 ) / A空白 ∃ 100%/多酚的量

1� 5� 9 � 活性成分的 HPLC 法测定: 利用 H PLC[ 14]

对多酚的主要组成成分进行分析,以没食子酸、芸香

柚皮苷、山柰酚、槲皮素、表儿茶素没食子酸酯等为

对照品。

1� 6 � 统计学分析:采用 SPSS 13� 0统计软件对实验
数据进行分析,结果用 x ∀ s 表示, 组间比较用 t检

验,以 P< 0� 05时表示组间存在显著性差异。
2 � 结果与分析

2� 1 � 对菌丝体积累量的影响:真菌多糖激发子对桦

褐孔菌菌丝体积累量的影响不显著。正常培养条件

下,培养至第 12天时, 桦褐孔菌生物量有最高积累

量为 6� 12 g / L。真菌多糖激发子添加组的菌丝体

积累量略低于正常培养组,但是各组之间不存在显

著性差异(图 1)。

培养时间/ d

图 1� 真菌多糖激发子对桦褐孔菌菌丝体积累的影响

( n= 3)

Fig� 1� Effects of fungal polysaccharide elicitor

on accumulation of mycelial biomass ( n= 3)

2� 2 � 对多酚的影响:真菌多糖激发子显著提升了桦

褐孔菌胞内多酚的积累。添加 45 �g/ mL 真菌多糖

激发子可使桦褐孔菌胞内多酚的积累量达到最高水

平 71� 87 mg / g, 显著地高于对照组 42� 67 mg/ g ;但

是添加 15、100 �g/ mL 真菌多糖激发子组胞内多酚

的积累量分别为 53� 32、49� 96 mg/ g ,与对照组的差

异不明显(图 2�A)。

真菌多糖激发子的加入明显提高了桦褐孔菌胞

外多酚的生成。由图 2�B 可知, 在培养的前 8 d, 在

4种不同培养条件下, 胞外多酚的积累量差异不显

著。培养至第 10天时, 45 �g/ mL 组胞外多酚的产

量达最高值, 为 182� 16 mg/ L, 明显高于其他 3组。

正常组胞外多酚的最高量为 83� 65 mg/ L。15、100
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�g/ mL 组胞外多酚的最高积累量分别为 114� 68、
118� 14 mg/ L。真菌多糖激发子的加入激发了桦褐

孔菌胞外多酚的积累。

培养时间/ d

图 2 � 真菌多糖激发子对桦褐孔菌胞内( A)和胞外( B)

多酚的影响(n= 3)

Fig� 2 � Effects of fungal polysaccharide elicitor on polyphe�

nol of intracellular ( A) and exocellular ( B) (n= 3)

2� 3 � 对苯丙氨酸解氨酶和一氧化氮合酶活性的影
响:真菌多糖激发子的加入显著提高了桦褐孔菌菌

丝体内苯丙氨酸解氨酶( phenylalanine ammonium�
lyase, PAL)的活性。由图 3�A 可知, 添加 45 �g/

mL 真菌多糖激发子可使桦褐孔菌菌丝体内 PAL

的活性达到最高水平 88� 9 U/ mg, 极显著地高于正

常培养的 43� 8 U / mg;当培养液中真菌多糖激发子

的质量浓度为 15、100 �g/ mL 时,菌丝体 PAL 的最

高酶活性分别为 46� 6、59� 8 U / mg。

真菌多糖激发子明显提高了桦褐孔菌一氧化氮

合酶( nitric ox ide synthase, NOS)的活性。在培养

的第 8天, 45 �g / mL 组菌丝体内 NOS 活性达最高

值 340� 0 U / mg,而正常组则为 278� 8 U/ mg。当培

养液中真菌多糖激发子的质量浓度为 15、100 �g/

mL 时, 菌丝体 NOS 的最高酶活性分别为 296� 5、
308� 1 U / mg (图 3�B)。

培养时间/ d

图 3 � 真菌多糖激发子对桦褐孔菌菌丝体内 PAL( A)

和 NOS活性( B)的影响( n= 3)

Fig� 3 � Effects of fungal polysaccharide elicitor

on PAL ( A) and NOS activity (B) ( n= 3)

2� 4 � 清除超氧阴离子的能力:桦褐孔菌胞内多酚和

胞外多酚均具有清除超氧阴离子的活性。但是不同

培养条件和不同培养时间胞内多酚和胞外多酚清除

超氧阴离子的能力不同。由图 4 可知, 正常培养条

件下,胞内多酚和胞外多酚在培养的第 10天清除超

氧阴离子的能力最强, 分别为 157� 5%、140� 2%。
真菌多糖激发子的添加增强了胞内多酚清除自由基

的能力,当培养液中真菌多糖激发子质量浓度为 45

�g/ mL 时,胞内多酚和胞外多酚清除超氧阴离子的

能力最强,分别为 214� 9%、188� 1% ,与正常组胞内

多酚和胞外多酚清除超氧阴离子的能力存在显著性

差异(图 4)。

培养时间/ d

图 4� 真菌多糖激发子对桦褐孔菌胞内多酚(A)和胞外

多酚( B)清除超氧阴离子基能力的影响( n= 3)

Fig� 4 � Effects of fungal polysaccharide elicitor on scaven�
ging ability for superoxide anion by polyphenol

of intracellular (A) and exocellular (B) ( n= 3)

2� 5 � 抑制 HeLa 细胞生长的能力:桦褐孔菌胞内多

酚和胞外多酚均具有抑制 HeLa细胞生长繁殖的活

性。在培养的第 10天,当培养液中真菌多糖质量浓

度为 45 �g/ mL 时, 胞内多酚和胞外多酚对 H eLa

细胞的抑制率最高,分别为 669� 58%、518� 85% ,与

正常组胞内多酚和胞外多酚对 HeLa细胞的抑制能

力存在显著性差异(图 5)。

培养时间/ d

图 5 � 真菌多糖激发子对桦褐孔菌胞内多酚( A)和胞外

多酚(B) HeLa细胞生长能力的影响( n= 3)

Fig� 5 � Effects of fungal polysaccharide elicitor on inhibi�
ting ability of growth for HeLa cell by polyphenol

of intracellular ( A) and exocellular ( B) (n= 3)
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2� 6 � 多酚的主要活性成分: 桦褐孔菌在不同培养条

件下所产生的多酚的活性成分并不相同。由于真菌

多糖激发子的加入, 胞内多酚中没食子酸的量降低,

芸香柚皮苷、山柰酚和槲皮素的量升高,对照组胞内

多酚中并不存在表儿茶素没食子酸酯, 但是激发子

添加组胞内多酚中表儿茶素没食子酸酯的量明显

升高,结果见表 1。由表 2结果可知,真菌多糖的添

加降低了胞外多酚中没食子酸和表儿茶素没食子酸

酯的量。芸香柚皮苷、山柰酚和槲皮素的量明

显上升。

表 1� 培养至第 10 天时桦褐孔菌菌丝体胞内多酚的主要已知成分量

Table 1� Compositional content of identified intracellular polyphenol present in mycelia of I� obliquus grown on day 10

真菌多糖激发子/ ( �g ! mL- 1 ) 没食子酸/ % 芸香柚皮苷/ % 山柰酚/% 槲皮素/ % 表儿茶素没食子酸酯/ %

� 0 13� 8 ∀ 1� 1 16� 8 ∀ 2� 6 2� 5 ∀ 0�2 1� 3 ∀ 0� 4 �
15 11� 8 ∀ 0� 5 17� 8 ∀ 1� 2 6� 1 ∀ 0�8 6� 5 ∀ 0� 1 14� 1 ∀ 1� 4

45 4� 8 ∀ 0� 5 22� 7 ∀ 1� 1 10� 9 ∀ 1�0 9� 8 ∀ 1� 0 20� 9 ∀ 1� 7
100 7� 6 ∀ 0� 7 18� 7 ∀ 0� 8 7� 9 ∀ 0�9 8� 5 ∀ 1� 0 14� 9 ∀ 2� 9

表 2 � 培养至第 10天时桦褐孔菌胞外多酚的主要已知成分量

Table 2 � Compositional content of identified extocellular polyphenol present in mycelia of I� obliquus grown on day 10

真菌多糖激发子/ ( �g ! mL- 1 ) 没食子酸/ % 芸香柚皮苷/ % 山柰酚/% 槲皮素/ % 表儿茶素没食子酸酯/ %

� 0 5� 9 ∀ 0�8 3� 3 ∀ 0� 5 3� 2 ∀ 0� 3 2� 6 ∀ 0� 2 10� 1 ∀ 1� 1

15 4� 8 ∀ 0�6 5� 4 ∀ 0� 4 5� 7 ∀ 0� 3 2� 2 ∀ 0� 1 16� 1 ∀ 1� 1
45 0� 87 ∀ 0� 0 6� 15 ∀ 0� 4 8� 9 ∀ 0� 2 11� 0 ∀ 0� 8 1� 8 ∀ 0� 0

100 1� 3 ∀ 0�0 5� 9 ∀ 0� 1 7� 7 ∀ 0� 2 8� 9 ∀ 0� 7 1� 5 ∀ 0� 1

3 � 讨论

� � 本研究表明,真菌多糖激发子可影响桦褐孔菌

多酚类化合物的积累。当培养液中真菌多糖激发子

的质量浓度为 45 �g/ mL 时, 桦褐孔菌胞内多酚和

胞外多酚的积累量最高, 分别为 71� 87、182� 16 mg/

L。当培养液中真菌多糖激发子的质量浓度为 15

或 100 �g/ mL 时,多酚的积累量与对照组相比较并

未显著提高。前期的研究结果表明,苯丙氨酸解氨

酶和一氧化氮合酶活性的大小与酚类化合物的积累

有着密切的关系。真菌多糖激发子可以提升桦褐孔

菌菌丝体内苯丙氨酸解氨酶和一氧化氮合酶的活

性,促进多酚类化合物的积累。并且在不同培养条

件和不同培养时间,桦褐孔菌胞内多酚和胞外多酚

均具有不同的清除超氧阴离子和抑制 HeLa细胞生

长繁殖的能力, 这主要是由于多酚的组成成分不同

引起的。
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