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[摘要 ]  鲍氏层孔菌是一种珍贵的药用真菌, 本文首次以发酵培养物的免疫增强活性为指标, 同时结合发酵生

物量、胞外多糖含量等指标,研究发酵时间、初始 pH值、碳源、氮源、无机盐、装液量、温度等因素对鲍氏层孔菌发

酵的影响. 结果表明在培养基初始 pH 610, 碳源为蔗糖, 氮源为豆粉, 无机盐为 M gSO4,装液量为 40 mL /150 mL

三角瓶, 26e 培养 7 d时, 培养物的免疫增强活性、生物量及胞外多糖含量达到最佳.
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  鲍氏层孔菌 (Phellinus baum ii) ,俗称桑黄,又称桑臣、桑耳、胡孙眼等,为担子菌纲、刺革菌科、层孔菌

属真菌,是一种珍贵药用真菌, 常寄生于桑科植物上.中医认为桑黄性甘、平, 味苦、辛, 归肝.有活血化瘀

之功效,用于治疗血崩、血淋、脱肛泻血、带下、闭经、脾虚泄泻等
[ 1]

. 近来国内外研究表明, 该菌具有良好

的抗肿瘤、免疫增强、抗突变、抗纤维化等药理活性
[ 2 ]

,其多糖对小鼠腹水瘤的抑制率达到 9516%
[ 3]

. 对鲍

氏层孔菌多糖抗肿瘤等生物活性机理研究显示, 其抗肿瘤等活性主要通过促进巨噬细胞分泌 NO和肿瘤

坏死因子、增强细胞免疫和体液免疫等来实现
[ 4, 5]

.

目前对鲍氏层孔菌液体发酵条件的研究, 主要以生物量、胞外多糖含量为指标,研究不同发酵条件对

鲍氏层孔菌发酵的影响
[ 5, 6]

,以该菌培养物的生物活性为指标研究其发酵最佳条件尚未见报道.由于鲍氏

层孔菌是一种药用真菌,发酵产物的药理活性直接关系到发酵培养物质量优劣, 因此有效地监测不同发酵

条件对培养物药理活性的影响,对鲍氏层孔菌发酵具有重要的意义.

动物和人淋巴细胞受抗原或有丝分裂原刺激后,均能产生化学发光
[ 7]

. 化学发光主要反映淋巴细胞

受刺激后氧化代谢变化和氧自由基的生成能力.由此 Kato
[ 8]
等建立了以全血为材料检测吞噬细胞化学发

光的方法, 其结果表明, 全血化学发光强度与吞噬氧化功能成正比, 即与吞噬过程中产生的活性氧浓度

成正比.因此,药物对全血化学发光强度的影响可以反映药物的免疫药理活性. 本文报道以发酵培养物免

疫增强活性为主要指标,结合生物量和胞外多糖产量,测定不同发酵条件对鲍氏层孔菌发酵的影响.
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1 材料与方法

1. 1 材料

  菌株:菌种由本研究室分离而得,鉴定为鲍氏层孔菌 (P hellinus baum ii).

试剂:鲁米诺 ( F luka) ,酵母多糖 A( S igm a) ,其余试剂均为分析纯或化学纯.玉米粉、黄豆粉、麸皮、土

豆均为市售.

动物: ICR系小鼠, 18~ 22 g,由中国药科大学动物中心提供.

仪器: SHG - C型生物化学发光测量仪 (上海上立检测仪器厂 ).

1. 2 培养方法
种子培养基 ( g /L ):马铃薯 200 g, 葡萄糖 20 g, KH2 PO4 310 g, M gSO4 017 g, VB1微量.

液体菌种制备:将斜面菌种转接于液体培养基, 28e 180 rpm培养 4 d.

发酵培养条件:接种量 2%, 28e , 180 rpm,培养 7 d,每因素培养 3~ 5瓶.

113 发酵生物量的测定

培养 7 d后,布氏漏斗抽滤分离菌丝和菌液,测定菌丝湿重代表生物量.

114 多糖含量测定

硫酸 -蒽酮法测定发酵液总糖含量, DNS法测定发酵液单糖含量
[ 9]

. 总糖减去单糖即为发酵液多糖

含量.

115 免疫增强活性测定 [ 7]

小鼠眼球取血,肝素抗凝. 测量时使 SHG - C型生物化学发光仪样品室恒温在 37e . 反应总体积为

110mL, 首先加入 016mL pH 7. 2~ 7. 4 HBSS缓冲液、0. 1 mL血和 0. 1m L鲁米诺,待水浴 37e 温育 10m in

后迅速加入 0. 1mL调理的酵母多糖和 0. 1 mL 10倍稀释的发酵液, 摇匀, 每 1 s测一次化学发光值, 测定

3 m in.以 HBSS缓冲液作空白对照
[ 7]

.样品与空白对照发光积分值的比值为样品的相对发光值.

2 结果

211 化学发光

  以 HBSS缓冲液作对照,测定了发酵液对外周血生物发光的影响. 结果如图 1所示, 只加入酵母多糖

的空白对照能显著地刺激呼吸爆发的发生,提高化学发光强度.反应体系中加入 10倍稀释的发酵液后,呼

吸爆发较空白对照更加剧烈.表明发酵液能够显著提高外周血生物发光,具有免疫增强活性.

212 发酵时间的影响
以 PDA培养基发酵培养鲍氏层孔菌,在培养不同时间检测发酵培养物免疫增强活性、生物量和单糖

含量 (图 2) .结果表明,培养 4 d生物量即达到最高水平; 培养到 7 d时胞外单糖含量达到 01202 1 g /L,胞

外单糖基本耗尽;发酵产物的免疫药理活性在 7 d时基本达到最高值, 之后有稍许下降的趋势. 综合以上

几项因素,鲍氏层孔菌培养周期为 7 d.
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213 初始 pH值的影响

PDA培养基,以 1 m ol /L的 H C l或 N aOH调节 pH至 4、5、6、7、8,液态培养 7 d,结果如图 3所示.

结果显示鲍氏层孔菌在 pH 4、5、6的弱酸性环境中培养时,有较高的多糖、生物量和生物发光值, pH 7、

8的中性或偏碱性环境生长较差, 表明鲍氏层孔菌较适合生长在弱酸的环境中,液体培养最适 pH为 6.

214 碳源的影响

以 PDA培养基为基础培养基,碳源分别由葡萄糖、蔗糖、可溶性淀粉、玉米粉和乳糖代替, 加入量为

20 g /L.结果如图 4所示.

以蔗糖为碳源的发酵产物所致化学发光最强, 以玉米粉培养生物量最大,其次为可溶性淀粉和蔗糖,

以可溶性淀粉和蔗糖培养多糖含量较高. 利用乳糖发酵,其发酵产物的生物量及生物发光强度均较低,培

养 7 d后,发酵液中乳糖含量依然很高,表明菌利用乳糖能力有限,不适合以乳糖作碳源.

综合三因素,以蔗糖培养的发酵产物具有最强的免疫药理活性,同时也有较高的生物量及多糖产量,

而玉米粉有最高的生物量,因此最佳碳源为蔗糖,玉米粉次之.

215 氮源的影响

碳源选用玉米粉,选定 N aNO 3、NH 3 NO3、蛋白胨、酵母粉、豆粉、麸皮为氮源. NaNO3、NH 3 NO3、蛋白

胨、酵母粉量为 10 g /L,麸皮、豆粉量为 50 g /L,煮沸 30m in,过滤取滤液.结果如图 5所示:

以蛋白胨为氮源有最强的生物发光, 豆粉次之;以豆粉和硝酸铵为氮源有最高的生物量;以酵母浸膏

培养, 多糖含量最高, 豆粉次之,蛋白胨最低.豆粉各项指标均较高,并考虑到其在生产中价廉易得,选定豆

粉为最佳氮源.

216 无机盐离子的影响

以玉米粉、豆粉为基础培养基,加入 5Lm ol/L的 M gSO4、FeSO4、M nSO 4、C aC l2、KH 2PO 4培养.结果如图

6所示.

加入 Fe
2+
后,发酵产物生物量显著降低, 生物发光强度也很低,表明 Fe

2 +
对菌种生长不利. Ca

2+
能显
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著提高生物量和胞外多糖量,但其生物发光相对较低.全血发光强度以 M g
2+
培养最高, K

+
次之,二者生物

量也较高.因此, 加入 M gSO4培养, 发酵产物有最高的免疫增强活性和较高的生物量,因而选定 M gSO4为

最佳无机盐.

217 装液量的影响

以 PDA培养基为基础培养基, 150 mL三角瓶中装入 30、40、50、60、70m L的培养基. 结果如图 7所示.

随着装液量的提高,生物量和生物发光强度显著下降,装液量为 30和 40 mL时,有较高的生物量和生

物发光强度,可能由于鲍氏层孔菌好氧,装液量提高使溶氧降低, 影响其生长. 在装液量为 40 mL时, 生物

发光及生物量最高,同时多糖量也较高,因此 150 mL摇瓶最适装液量为 40mL.

218 温度的影响
以 PDA培养基为基础培养基,分别于 20、26、28、30、35e 下培养, 结果如图 8所示. 研究发现, 培养温

度为 26e 时有最高的生物量及生物发光强度,多糖含量也仅低于 20e 的培养产物.随着温度的升高, 各项

指标均有一定的降低趋势,尤其在 35e 时,菌摇瓶培养 7 d后仍未形成可见的菌落, 表明菌不宜在 35e 以

上的环境中生长,因此其各项指标均作 0计.结果表明,鲍氏层孔菌适宜在较低的温度下生长,鲍氏层孔菌

最适培养温度为 26e .

3 讨论

H ye-Jin Hwang等
[ 6 ]
以生物量和胞外多糖含量为指标研究鲍氏层孔菌的最佳发酵条件,得最适培养基

为蔗糖、玉米浸膏、磷酸二氢钾、氯化钙; 杨全等
[ 7]
以胞外多糖和生物量为指标,得最适培养基为玉米粉、

麸皮、磷酸二氢钾、硫酸镁、维生素 B1、维生素 B2、培养 7 d.

我们以生物发光及生物量、胞外多糖含量为指标研究了鲍氏层孔菌的发酵条件, 结果表明最佳碳源为

蔗糖, 最佳氮源为豆粉,最佳无机盐为硫酸镁, 150 mL摇瓶最佳装液量为 40 mL, 最佳培养温度为 26e ,培

养周期为 7 d.研究结果还显示,尽管培养基中加入玉米粉、氯化钙等能获得较高的生物量及胞外多糖,但

其药理活性却较低,不能有效地起到提高产量和质量的目的. 在最佳发酵条件下,当发酵液中胞外还原糖

含量降到 0120 m g /mL以下时,单位体积发酵液中胞外多糖免疫增强活性达到最大值, 可作为判断发酵终

点的指标.

我们研究发现,不同因素对鲍氏层孔菌发酵液药理活性的影响较大,这很大程度上决定了发酵产物质

量的优劣,是不可忽视的. K im H M
[ 3]
等研究认为,鲍氏层孔菌发酵产物的免疫增强活性与多糖有关, 我们

研究发现多糖含量与免疫药理活性并不总是呈正相关, 这可能与多糖结构的变化等有关, 具体原因还有待

进一步研究和确证.
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