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双向固体发酵对板蓝根和大青叶抑菌的增效作用初探 
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摘  要：目的  探讨 25种不同食（药）用真菌菌株对板蓝根和大青叶的双向固体发酵的转化作用，得到具有较好抑菌作用

的发酵菌质产物。方法  经过板蓝根和大青叶平板初筛法和三角瓶复筛法，获得能在大青叶和板蓝根上生长的优势菌株；进

一步通过抑菌实验和薄层色谱（TLC）实验，确定发酵得到的菌质产物的抑菌作用。结果  复筛得到能够在板蓝根（灵芝

11、灵芝 13、灵芝 7）和大青叶（灵芝 2、灵芝 11、灵芝 3）上生长良好的菌株，其中含灵芝 3和灵芝 11的发酵液与空白

对照相比具有较好的抑菌作用。TLC 结果显示，灵芝 2 发酵大青叶的甲醇提取物有蓝色斑点为发酵后新增成分。结论  板

蓝根和大青叶经药用真菌进行双向固体发酵后能够有效提高其抑菌作用，而且有新物质产生。 
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Study on synergism of bidirectional solid fermentation on antibacterial effect of 

Isatidis Radix and Isatidis Folium 
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Abstract: Objective  To explore the bidirectional solid fermentation transformation of 25 different edible fungal strains with Isatidis 

Radix (IR) and Isatidis Folium (IF) to get the synergism antibacterial effect of fermentation substance. Methods  The dominant 

strains grown on IR and IF were obtained through initial screening and repeated screening. The antibacterial effect of fermentation 

product substance were determined by antibacterial test and TLC. Results  The results showed that repeated screening got three 

strains which could grow fast in IR (G-11, G-13, and G-7) and IF (G-2, G-11, and G-3). The G-3 strain and G-11 strain fermentation 

substance had better antibacterial effect than IR and IF respectively. The methanol extract of G-2 fermented IF substance appeared a 

new spot by TCL, it should be an additional component after fermentation. Conclusion  The bidirectional solid fermentation could 

improved antibacterial effect of IR and IF, and the new active ingredients can be produced.  

Key words: Isatidis Radix; Isatidis Folium; edible fungi; antibacterial effect; TLC; bi-directional solid fementation; fermentation 

substance; Ganodorma 

 

药用真菌双向固体发酵工程的关键是选用菌丝

生长旺盛、对中药药材适应性较强的药用真菌，在

一定条件下对药材进行固态发酵炮制，使得药性基

质既能为真菌生长提供所需营养，同时其物质基础

又可被真菌的生长代谢改变，从而可能产生新的性

味和功能，即具有双向性，因而被称为双向发酵[1]。

若发酵组合设计正确、生产工艺合理，双向发酵可

起到对中药的减毒、增效、扩效等作用[2-4]。 

板蓝根具有清热解毒、凉血消肿、利咽之功效。

在临床上用于预防病毒性感冒和治疗腮腺炎[5]。大

青叶是常用的清热解毒药，具有抑杀病原微生物、

提高机体免疫力等作用，临床上用于流感、腮腺炎、 
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肝炎和肿瘤等[6]。现代研究证明灵芝对于人类的神

经系统、呼吸系统、内分泌系统、代谢系统及心血

管系统均有一定的作用，有提高机体免疫力、保肝

解毒、降血糖、抗肿瘤、抑菌等多方面的功效[7]。 

灵芝的传统生产方式，如野外采集或人工栽培

生产子实体（或菌核）易受到野生资源稀缺，子实

体栽培生产周期长（4～6个月）的限制；液体发酵

尽管周期短（8～15 d），但发酵条件要求严格，容

易污染，且干物质产量低，生产成本高，工业化规

模也受到限制[8]。南京中医药大学的庄毅教授[1]、

江南克大学的章克昌教授[9]都提出了利用药用真菌

来转化中草药，以求达到倍增效应，指出这方面的

研究有很大的潜力和应用价值。经过调查发现实践

中对于这方面的具体研究和报道还很少。 

本实验选用板蓝根、大青叶与 25种不同的食药

用真菌，初步探索了二者的复合型双向发酵，考察

灵芝发酵基质中的有效成分的变化，同时希望能丰

富这方面的理论，为相关的研究提供借鉴，并为中

药渣处理难的问题和开发新型药物提供一个思路。 

1  仪器与材料 

BT8025B2H型恒温振荡培养箱，深圳永业昌机

电有限公司；MJX-160型恒温培养箱，宁波江南仪

器厂；CL-32L 型高压灭菌锅，ALP 公司；5A2003

型精密电子天平，良平仪器；TQHZ-2002A型台式

恒温振荡器，太仓市华美生化仪器厂；BDC-188型

冰箱，博西华家用电器有限公司；DHG-9140A型电

热恒温鼓风干燥箱，上海一恒科技有限公司。 

板蓝根 Isatidis Radix 和大青叶 Isatidis Folium

均购于张掖市民乐县，由河西学院高级实验师陈叶

老师鉴定为十字花科菘蓝属植物菘蓝 Isatis 

indigotica Fort. 干燥根和叶，粉碎60目备用；食（药）

用真菌菌株灵芝 Ganoderma 为多孔菌科灵芝属真

菌赤芝 Ganoderma lucidum (Leyss. ex Fr.) Karst.，木

蹄层孔菌为多孔菌科层孔菌属真菌木蹄层孔菌

Fomes fomentarius (L.:Fr.) Kick.，灰栓菌为多孔菌科

栓菌属灰栓菌 Trametes griseo-dura (Lloyd) Teng，猪

苓为多孔菌科树花属真菌猪苓 Polyporus umbellatus 

(Pers.) Fries，猴头菌为猴头菇科猴头菇属猴头菌

Hericium erinaceus (Rull ex F.) Pers.，羊肚菌为羊肚

菌科羊肚菌属羊肚菌Morehella esculenta (L.) Pers，

均由河西学院真菌应用工程实验室提供。其中灵芝、

桑黄和木蹄层孔菌菌株的不同编号为实验室分离到

的不同菌种的编号。初筛平板培养基：板蓝根粉末

75 g（大青叶粉末 83 g），琼脂 10 g，水 1 000 mL，

pH值自然；复筛培养基：切成 0.5 cm的板蓝根（大

青叶），加入 60%的水，pH值自然。 

葡萄糖、琼脂、牛肉膏、蛋白胨、氯化钠、苯

酚、氯仿、95%乙醇、丙酮、甲醇、靛蓝、硅胶、

羧甲基纤维素钠均为分析纯。 

2  方法与结果 

2.1  菌种的活化 

将 25种食（药）用真菌分别接种于试管斜面，

放于 28 ℃恒温箱内培养 9 d，然后将斜面活化的灵

芝菌种分割成 6 mm
2大小的菌块，取 1块 6 mm

2大

小的菌块，接种到 PDA培养基上，放于 28 ℃恒温

箱内培养 9 d备用。 

2.2  食（药）用真菌菌株的初筛 

将活化后的 25种真菌的平板菌丝体，用无菌打

孔器打取直径 6 mm菌块分别置于板蓝根和大青叶

初筛平板培养基上，每个菌株设定 3个平行，培养

9 d，用十字交叉法测定菌落直径，求出生长速度

（mm/d）并记录菌丝生长长势（以菌丝密度表示，

长势浓密用“+++”表示，较浓密用“++”表示，

稀疏用“+”表示），确定在板蓝根和大青叶上生长

速度较快的菌株[10]。 

2.2.1  板蓝根对不同食（药）用真菌菌株菌丝体生

长的影响  将 25种食（药）用真菌菌株接入板蓝根

初筛培养基后，实验结果（表 1）表明，灵芝 7、灵

芝 11、灵芝 13、木蹄层孔菌 1、灰栓菌和灵芝 6这

6株菌在板蓝根初筛培养基上较PDA培养基上菌丝

体生长迅速并且菌丝生长浓密/较浓密，说明板蓝根

能够促进其菌丝体的生长，而这种促进作用可能是

板蓝根提供了额外的营养成分。其余 19株菌在板蓝

根初筛培养基上的生长速度低于其在 PDA 培养基

上的生长速度，说明板蓝根对这些真菌菌株的生长

可能存在抑制作用。因此在初筛过程中以上 6株真

菌生长迅速，菌丝浓密/较浓密，符合双向固体发酵

对发酵菌株的要求，可作为复筛的菌株。 

2.2.2  大青叶对不同食（药）用真菌菌株菌丝体生

长的影响  将 25种食（药）用真菌菌株接入大青叶

初筛培养基中后，实验结果（表 2）表明，灵芝 1、

灵芝 2、灵芝 3、灵芝 11、灵芝 14这 5株菌在大青

叶培养基上较 PDA 培养基上菌丝体生长迅速并且

菌丝浓密，灵芝 13和木蹄层孔菌 1这 2株菌在大青

叶培养基上菌丝体生长较 PDA培养基上略有增加，

且菌丝较浓密，说明大青叶能够促进以上 7株菌菌 
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表 1  板蓝根对食 (药) 用真菌菌株菌丝体生长的影响 

Table 1  Effect of IR on mycelial growth of edible 

(medicinal) fungi 

菌株 
生长速度/(mm·d−1) 

菌丝密度 
PDA培养基 板蓝根培养基 

灵芝 7  4.2 18.0 +++ 

灵芝 11  7.0 14.6 +++ 

灵芝 13  7.2  9.5 +++ 

木蹄层孔菌 1  2.8  4.6 +++ 

灰栓菌 11.2 14.4 +++ 

灵芝 6 10.7 14.2 ++ 

灵芝 15 10.8  9.8 ++ 

灵芝 9 10.2  8.4 ++ 

灵芝 2 18.0 14.0 ++ 

灵芝 3 18.0 12.9 ++ 

灵芝 10 14.6  9.0 ++ 

桑黄-2  4.6  4.4 ++ 

灵芝 12 14.2  8.4 ++ 

灵芝 14 14.4  6.6 ++ 

灵芝 5 14.4  6.2 ++ 

灵芝 8 10.2  5.4 ++ 

泰山仙芝  5.4  4.6 + 

白灵芝  5.4  2.4 + 

猪苓  5.4  2.2 + 

灵芝 4  4.8  2.2 + 

大猴头  3.8  1.8 + 

灵芝 1 14.6  4.8 + 

猴头菌  7.6  4.8 + 

羊肚菌  3.4  1.6 + 

木蹄层孔菌 2  5.2  1.4 + 

 

丝体的生长，这种促进作用可能是大青叶提供了额

外的营养。其余 18株菌在大青叶上的生长速度低于

其在 PDA 培养基上的生长速度，说明大青叶对这

些真菌的生长可能存在抑制作用。因此在初筛过程

中以上 5株生长迅速、菌丝浓密的真菌，符合双向

固体发酵对发酵菌株的要求，可作为复筛的菌株。 

2.3  食（药）用真菌菌株的复筛 

选取初筛过程中生长旺盛、长势良好的几种药

用真菌菌种，用打孔器取直径 6 mm菌丝块 2块分

别接入板蓝根、大青叶复筛的发酵培养基中。每个

菌株设定 3 个平行，置于 28 ℃的恒温箱中培养，

测定菌丝长满培养基的时间。 

2.3.1  板蓝根对不同食（药）用真菌菌株固态发酵 

表 2  大青叶对不同食 (药) 用真菌菌株菌丝体生长的影响 

Table 2  Effect of IF on mycelial growth of different edible 

(medicinal) fungi 

菌株 
生长速度/(mm·d−1) 

菌丝密度 
PDA培养基 大青叶培养基 

灵芝 3 12.7 18.0 +++ 

灵芝 2 15.5 18.0 +++ 

灵芝 14 12.6 14.4 +++ 

灵芝 11  9.8 10.2 +++ 

灵芝 1 13.4 14.6 +++ 

木蹄层孔菌 1  7.2  8.7 ++ 

灵芝 13  7.2  8.2 ++ 

灵芝 5  8.8  7.8 ++ 

灵芝 10  7.6  7.4 ++ 

灰栓菌  7.2  7.0 ++ 

灵芝 15  6.8  6.4 ++ 

猴头菌  7.6  5.2 ++ 

灵芝 6  6.2  4.7 ++ 

泰山仙芝  7.0  4.4 + 

白灵芝  5.4  4.2 + 

灵芝 12 14.4  4.2 + 

灵芝 8 10.2  4.2 + 

桑黄-2  4.4  3.6 + 

猪苓  5.4  2.6 + 

灵芝 9 17.2  2.0 + 

灵芝 7  4.2  2.0 + 

木蹄层孔菌 2  5.2  1.8 + 

灵芝 4  4.8  1.6 + 

大猴头  3.8  1.4 + 

羊肚菌  3.4  1.2 + 

 

的影响  在板蓝根复筛培养基中，菌丝生长总的情

况如下：接种后第 1～2天菌种处于恢复阶段；第 3

天菌丝开始萌发；第 4～7天菌丝生长迅速并且菌丝

浓密纯白，向四周生长；长满三角瓶需 8～14 d。对

其菌丝生长的情况进行了观察和记录（表 3）。 

本实验选用初筛中长势良好的 6株菌进行了实

验，结果表明，灵芝 11、灵芝 13 菌丝生长快，长

满三角瓶中的板蓝根培养基分别需要 8 d和 9 d，且

菌丝体浓密；灵芝 7生长速度次之，长满三角瓶中

的板蓝根培养基需要 10 d；灵芝 6、木蹄层孔菌 1、

灰栓菌发菌速度较慢，长满三角瓶分别需要 13、14 

d。因此选择灵芝 11、灵芝 13、灵芝 7进行下一步

决筛实验。 
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表 3  不同真菌在板蓝根复筛培养基上的长势比较 

Table 3  Comparison on growth rate of different fungi in 

medium for IR rescreening 

菌株 发酵天数/d 菌丝密度 

灵芝 11  8 +++ 

灵芝 13  9 +++ 

灵芝 7 10 ++ 

灵芝 6 13 + 

灰栓菌 14 + 

木蹄层孔菌 1 14 + 

 

2.3.2  大青叶对不同食（药）用菌固态发酵的影响  

在大青叶复筛培养基中，菌丝生长总的情况如下：

接种后第 1～2天菌种处于恢复阶段；第 3天菌丝开

始萌发；第 4～6 天菌丝生长迅速而且菌丝浓密纯

白，向四周生长；长满三角瓶需 7～12 d。对其菌丝

生长的情况进行了观察和记录（表 4）。本实验选用

初筛中长势良好的 5株菌进行了实验，结果表明，

灵芝 3、灵芝 11菌丝生长浓密，发菌整齐，生长速

度快，长满三角瓶分别需要 7 d和 8 d，灵芝 2次之，

长满三角瓶需要 9 d；而灵芝 1和灵芝 14发菌速度

较慢，长满三角瓶分别为 12 d和 11 d。因此选择灵

芝 2、灵芝 11、灵芝 3进行下一步决筛实验。 

2.4  灵芝菌种的决筛 

2.4.1  抑菌实验  采用打孔法进行抑菌实验[11]。 

（1）发酵产物水提物制备：选取复筛中长势良 
 

表 4  不同真菌在大青叶复筛培养基上的长势比较 

Table 4  Comparison on growth rate of different fungi in 

medium for IF rescreening 

菌株 发酵天数/d 菌丝密度 

灵芝 3  7 +++ 

灵芝 11  8 +++ 

灵芝 2  9 + 

灵芝 14 11 + 

灵芝 1 12 + 

好，菌丝长满发酵培养基的发酵材料，放入 60 ℃

电热恒温鼓风干燥箱中烘干，粉碎过 60目筛。按 1∶

10的料液比加入蒸馏水[12]，60 ℃水浴 2 h后，滤

过并浓缩至原液体积的 1/4，所得浓缩液备用。 

（2）菌悬液的制备：将大肠杆菌、枯草芽孢杆

菌接种于斜面培养基，于 37 ℃培养 20 h，制备成   

1×106 CFU/mL菌悬液，备用[13]。 

（3）发酵产物的抑菌实验：在牛肉膏蛋白胨固

体培养基平板上，加入 0.1 mL菌悬液涂布均匀后，

用无菌打孔器打直径为 6 mm 的孔，每个平板打 4

个孔，用无菌镊子挑出琼脂块。在琼脂孔中加入 0.2 

mL 提取液，每个样品做 3 个平行。以无菌水作空

白，未发酵的板蓝根大青叶标准液作对照组。最后

将培养平板置于 37 ℃的恒温培养箱培养 24 h后十

字交叉法测量抑菌圈直径，以抑菌圈的直径来表示

抑菌物质的抑菌活性[14]。 

（4）板蓝根发酵后的抑菌效果：从表 5中可以

看出，在对板蓝根进行双向固体发酵后，水提物对

大肠杆菌和枯草杆菌的抑菌圈直径比未发酵板蓝根

标准液的抑菌圈直径大，但不同灵芝菌种双向固体

发酵后对大肠杆菌及枯草芽孢杆菌所产生的抑菌效

果不同，发酵前后的板蓝根对四叠球菌均没有抑菌

作用。含灵芝 11的发酵液抑菌效果与其他 2种发酵

液相比效果较好，这与其复筛时生长速度快，菌丝

浓密，较为适应板蓝根培养基的特性相一致。这说

明，利用灵芝 11进行板蓝根的双向固体发酵可以有

效提高板蓝根的抑菌作用。 

（5）大青叶发酵后的抑菌效果：从表 6可以看

出，在对大青叶进行双向固体发酵后，水提物对大

肠杆菌和枯草杆菌的抑菌圈直径比未发酵大青叶标

准液的抑菌圈直径大，但不同灵芝菌株固态双向发

酵后对大肠杆菌及枯草芽孢杆菌所产生的抑菌效果

不同，发酵前后的板蓝根对四叠球菌均没有抑菌作

用。含灵芝 3的发酵液抑菌效果与其他 2种发酵液

相比效果较好，这与其复筛时生长速度快，菌丝浓 
 

表 5  不同真菌在板蓝根发酵培养基发酵后抑菌效果的变化 

Table 5  Changes in inhibition of fermentation medium for different fungi after IR fermentation 

指示菌 
抑菌圈直径/mm 

灵芝 7对照组 灵芝 7实验组 灵芝 13对照组 灵芝 13实验组 灵芝 11对照组 灵芝 11实验组 

大肠杆菌 12.10 15.10 13.05 16.11 14.07 17.17 

枯草芽孢杆菌 12.32 13.83 12.77 14.53 12.34 14.58 

四叠球菌 — — — — — — 
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表 6  不同真菌在大青叶发酵培养基发酵后抑菌效果的变化 

Table 6  Changes in inhibition of fermentation medium for different fungi after IF fermentation 

指示菌 
抑菌圈直径/mm 

灵芝 11对照组 灵芝 11实验组 灵芝 2对照组 灵芝 2实验组 灵芝 3对照组 灵芝 3实验组 

大肠杆菌 13.80 19.35 14.77 22.16 11.43 25.50 

枯草芽孢杆菌 15.18 18.26 15.27 21.32 16.08 22.17 

四叠球菌 — — — — — — 

 

密，较为适应大青叶培养基的特性相一致。这说明，

利用灵芝 3进行大青叶的双向固体发酵可以有效提

高大青叶的抑菌作用。 

2.4.2  发酵产物的薄层色谱（TLC）实验  将板蓝

根和大青叶发酵物烘干后粉碎，按 1∶10的料液比

加入甲醇，置于超声波下 40 ℃超声 15 min，离心

取上清液备用[15]。将薄层板在 105 ℃下烘烤 40 

min，置于干燥器冷却后[16]，用微量注射器吸取供

试品溶液与 0.1 mg/mL 靛蓝对照品溶液点在同一

薄层板上，竖直放入层析缸中，盖上盖子，展开，

待溶液上升到一定距离后取出薄层板，画出展开剂

的前沿线。将取出的薄层板在 105 ℃下加热 10 

min，用热风吹干，置于紫外灯下检视显色。将板

蓝根和大青叶发酵后提取物以苯-氯仿-丙酮（5∶

4∶1）为展开剂进行薄层色谱分析，结果如图 1

和图 2所示。 

图 1的 TLC实验结果表明，含不同灵芝的板蓝

根发酵液在靛蓝对照处均有斑点出现，并且斑点面

积有所改变。这说明不同灵芝与板蓝根进行双向固

体发酵后均含有靛蓝成分，并且进行发酵后其量较

之前有所改变。 

图 2的 TLC实验结果表明，含不同灵芝的大青

叶发酵液在靛蓝对照处均有斑点出现，其中含灵芝

2 的发酵液除含有靛蓝斑点外，还出现了另外的斑 

  

1-灵芝 11  2、5-靛蓝  3-灵芝 7  4-灵芝 13  6-板蓝根原液 

1-Ganoderma 11  2, 5-indigo blue  3-Ganoderma 7 

4-Ganoderma 13  6-extracting solution of IR 
 

图 1  不同板蓝根发酵液提取物的 TLC图 

Fig. 1  TLC of different fermentation extract from IR 

  

1-灵芝 3  2、5-靛蓝  3-灵芝 2  4-灵芝 11  6-大青叶原液 

1-Ganoderma 3  2, 5-indigo blue  3-Ganoderma 2   

4-Ganoderma 11  6-extracting solution of IF 

 

图 2  不同大青叶发酵液提取物的 TLC图 

Fig. 2  TLC of different fermentation extract from IF 

 

点。这说明不同灵芝与大青叶进行双向固体发酵后

均含有靛蓝成分，并且含灵芝 2的大青叶发酵液出

现了新的有效成分，具体是何种物质，还需进一步

的探究。 

3  讨论 

本实验通过平板初筛法和三角瓶复筛筛选，分

别得到了 3株在板蓝根和大青叶培养基上生长的优

势菌株灵芝 11、灵芝 13、灵芝 7和灵芝 11、灵芝 2、

灵芝 3。进一步通过测定其抑菌圈直径以及 TLC有

效成分的初步分析，研究和对比了这几种菌株发酵

后的抑菌效果及新生成的有效成分。结果发现，经

过灵芝菌发酵的菌质抑菌效果比没有经过发酵的板

蓝根和大青叶有了不同程度的提高。TLC 结果显

示，不同灵芝与板蓝根和大青叶进行双向固体发酵

后均含有靛蓝成分，并且进行发酵后其量较之前有

所提高。含灵芝 2发酵液的甲醇提取物 TLC后发现

有蓝色斑点为发酵后新增成分，但具体为何种成分，

还需要进一步的探究。 

综上所述，利用有益菌进行的双向固体发酵能

够有效提高中药基质中的药用成分，为开发一种新

型药物提供了可能，证实了新型固体发酵这种思路

的合理性。 

1 2 3 4 5 6 

1 2 3 4 5 6 
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