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冠突散囊菌利用不同原料产洛伐他汀的条件优化

尹慧慧ꎬ陈育如ꎬ赵文文

(南京师范大学生命科学学院ꎬ江苏省微生物资源产业化工程技术研究中心ꎬ江苏省微生物与基因组学重点实验室ꎬ
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[摘要] 　 本研究以甜菜粉、甜菜粕、甜叶菊、甘草渣及麸皮为原料用冠突散囊菌发酵产洛伐他汀ꎬ分别考察了这

些原料和不同因素对洛伐他汀产量的影响. 甜菜粉作为培养基时洛伐他汀的含量最高为 ９５ ｍｇ / ｋｇ. 添加 ０.１５％
维生素 Ｂ２ 以甜菜粉为原料产洛伐他汀的量最高(１３４ ｍｇ / ｋｇ)ꎬ与不添加维生素 Ｂ２ 相比产量提高了 ４１％ꎬ以添加

量(Ａ)、发酵温度(Ｂ)、发酵时间(Ｃ)及接种量(Ｄ)４个因素进行正交试验. 结果表明ꎬ各因素对洛伐他汀产量的

影响大小依次为:添加量(Ａ)>接种量(Ｄ)>发酵时间(Ｃ)>发酵温度(Ｂ) . 最优组合为 Ａ２Ｂ３Ｃ１Ｄ２ꎬ在此条件下洛

伐他汀产量为 １４６.４ ｍｇ / ｋｇ.
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冠突散囊菌(Ｅｕｒｏｔｉｕｍ ｃｒｉｓｔａｔｕｍ)是茯砖茶发花过程中的优势菌ꎬ因为其呈金黄色俗称金花菌[１] . 对冠

突散囊菌黑茶发酵液的研究表明ꎬ冠突散囊菌黑茶发酵液对 α－淀粉酶、胃蛋白酶和胰蛋白酶活力都有很

好的促进作用ꎬ对脂肪酶有较强的抑制作用[２－３] .
甜菜粉是甜菜经过烘干脱水后经机器加工打粉后制作而成的干粉料ꎬ其中含有丰富的蛋白、糖类、维

生素及矿物质元素ꎬ营养成分十分丰富[４] . 甜菜粕是甜菜制糖过程中的甜菜块根经切丝浸提后剩余的残

渣ꎬ是糖厂中产量最大的中间产物ꎬ其中含有较多的维生素、氨基酸及微量元素ꎬ但主要成分是纤维素

类[５] . 甜叶菊是菊科多年生草本植物ꎬ其中含有甜菊糖苷、酚酸类、黄酮类、维生素、蛋白质、脂肪及微量元

素等ꎬ甜菊糖苷是甜叶菊的主要甜味成分ꎬ因其是无热量的甜味剂ꎬ已广泛地应用于饮料、食品、药品及日

用化妆品等行业.
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洛伐他汀是高效降血脂的他汀类药物ꎬ是多种真菌的次级代谢产物[６－７]ꎬ可显著降低血糖中低密度脂

蛋白和胆固醇水平ꎬ具有良好的降血脂作用[８－１１]ꎬ易溶于甲醇、乙醇、三氯甲烷、苯、碱性水溶液等. 研究表

明ꎬ以花生粉为氮源时培养液的 ｐＨ值在整个发酵过程中逐渐降低而洛伐他汀产量快速增加ꎬ推测是糖代

谢的过程中三羧酸循环中间代谢物如 α－酮戊二酸、柠檬酸钠和丙酮酸等有机酸大量积累阻断了循环继续

进行促使碳代谢更多地流向次级代谢[１２] . 目前对产洛伐他汀的研究主要是土曲霉、红曲霉和青霉等ꎬ对用

冠突散囊菌少有研究[１３]ꎬ本文对不同原料培养冠突散囊菌产洛伐他汀进行了研究ꎬ同时考察了维生素

Ｂ２、复合维生素、柠檬酸三钠、柠檬酸铁 ４种前体物质对洛伐他汀含量的影响.

１　 材料、设备与方法

１.１　 材料与试剂

１.１.１　 菌种与培养基

冠突散囊菌(Ｅｕｒｏｔｉｕｍ ｃｒｉｓｔａｔｕｍ)ꎬ本实验室分离保藏.
斜面保藏培养基:ＰＤＡ培养基ꎻ甜菜粉固体培养基:甜菜粉 ２０ ｇꎬ水 ５ ｍＬꎻ甜菜粕固体培养基:甜菜粕

２０ ｇꎬ水 ５ ｍＬꎻ甜叶菊固体培养基:甜叶菊 ２０ ｇꎬ水 ５ ｍＬꎻ甘草渣固体培养基:甘草渣 ２０ ｇꎬ水 ５ ｍＬꎻ麸皮固

体培养基:麸皮 ２０ ｇꎬ水 ５ ｍＬ.
１.１.２　 试剂

乙醇(ＡＲꎬ国药集团化学试剂有限公司)ꎬ甲醇(ＨＰＬＣ级ꎬＴＯＥ ＳＣＩＥＮＴＩＦＩＧ ＩＮＣ 公司)ꎬ洛伐他汀标品

(上海永叶生物科技有限公司)ꎬ柠檬酸三钠(ＡＲꎬ国药集团化学试剂有限公司)ꎬ维生素 Ｂ２(广东仙乐制药

有限公司)ꎬ甜菜粉(兴化市联富食品有限公司)ꎬ甜菜粕(山东汉高生物工程有限公司)ꎬ麸皮、甜叶菊(市
购)ꎬ甘草渣(南京天晟药业) .
１.２　 设备

ＲＥ￣５２Ｃ旋转蒸发器(巩义市予华仪器有限责任公司)ꎬＳＨＢ－Ⅲ循环水式多用真空泵(郑州长城科工

贸有限公司)ꎬ高效液相色谱仪(Ａｇｉｌｅｎｔ１１００ꎬＡｇｉｌｅｎｔ公司)ꎬ数控超声波清洗器(ＫＱ－３２００ＤＥꎬ昆山市超声

仪器有限公司)ꎬＢＳＡ１２４Ｓ 电子分析天平 (赛多利斯科学仪器有限公司)ꎬ ＳＸ － ５００ 高压蒸汽灭菌锅

(ＴＯＭＹꎬＪａｐａｎ)ꎬＭｉｌｌｉ－Ｑ超纯水处理系统(美国 Ｍｉｌｌｐｏｒｅ 公司)ꎬＧＮＰ－９０８０ 隔水式恒温培养箱(上海精宏

实验设备有限公司) .
１.３　 方法

１.３.１　 发酵及样品制备

固体发酵:取出活化后长满菌落的 ＰＤＡ平板ꎬ在无菌操作条件下ꎬ倒入 ５ ｍＬ无菌水ꎬ用接种环刮下孢

子ꎬ即为孢子悬液. 在无菌的操作条件下ꎬ分别取制备好的孢子悬液 ２ ｍＬ依次接种到甜菜粉固体培养基、
甜叶菊固体培养基、甘草渣固体培养基、甜菜粕固体培养基和麸皮固体培养基中ꎬ３０ ℃恒温培养 ６ ｄ.
１.３.２　 色谱条件

Ｕｌｔｉｍａｔｅ ＡＱ－Ｃ１８(２５０ ｍｍ×４.６ ｍｍꎬ５ μｍ)色谱柱ꎻ流动相 Ａ:超纯水ꎬ流动相 Ｂ:甲醇(Ａ ∶Ｂ ＝ ２０ ∶８０)ꎻ
流速:０.６ ｍＬ / ｍｉｎꎻ检测波长:２３８ ｎｍꎻ柱温:３０ ℃ꎻ进样量:２０ μＬꎬ等梯度洗脱.
１.３.３　 产洛伐他汀的单因素实验

在不同的原料、添加物、温度、发酵时间及接种量的条件下发酵冠突散囊菌ꎬ称取冠突散囊菌固体发酵

物 ０.５ ｇꎬ按 １ ∶５(ｇ / ｍＬ)加入 ２.５ ｍＬ １００％甲醇ꎬ５０ ℃超声提取 ３０ ｍｉｎꎬ过滤ꎬ重复上述操作 ２ 次ꎬ合并滤

液. ０.２２ μｍ的有机滤膜过滤后待用.
洛伐他汀标准曲线:ｙ＝ ４８ ５９２ｘ＋１７６.９６ꎬ其中 Ｒ２ ＝ ０.９９９ ８ꎬ线性关系良好. ( ｙ 为洛伐他汀质量浓度

(ｍｇ􀅰ｍＬ－１)ꎬｘ为平均峰面积(ｍＡＵ∗ｓ)) .
１.３.４　 正交实验法

在单因素实验的基础上ꎬ选择维生素 Ｂ２ 添加量、温度、时间、接种量 ４个因素ꎬ设计四因素三水平的正

交试验ꎬ各因素及水平见表 １所示.
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表 １　 正交实验因素水平表

Ｔａｂｌｅ １　 Ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｔｅｓｔ

水平 维生素 Ｂ２ 添加量 Ａ / ％ 温度 Ｂ / ℃ 时间 Ｃ / ｄ 接种量 Ｄ / ％

１ ０.１０ ３０→３０ ５ １２
２ ０.１５ ３２→２８ ６ １６
３ ０.１８ ３２→３０ ７ ２０

图 １　 不同原料对洛伐他汀产量的比较

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ Ｌｏｖａｓｔａｔｉｎ ｆｒｏｍ ｂｅｅｔ ｐｏｗｄｅｒ
ｍｅｄｉｕｍ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍａｔｅｒｉａｌｓ

２　 结果与讨论

２.１　 不同原料和添加物对洛伐他汀产量的影响

以甜菜粉、甜菜粕、甜叶菊、甘草渣及麸皮为原

料接入冠突散囊菌孢子悬液进行固体发酵ꎬ３０ ℃恒

温培养 ６ ｄꎬ甲醇提取培养物测定洛伐他汀量. 结果

如图 １所示ꎬ在分别用甜菜粉、甜菜粕、甜叶菊、甘
草渣及麸皮为原料接入冠突散囊菌孢子菌悬液进

行固体发酵时ꎬ甜菜粉固体发酵物中洛伐他汀的含

量为 ９５ ｍｇ / ｋｇꎬ是甜菜粕固体发酵中洛伐他汀含量

的 ２.４ 倍(３９ ｍｇ / ｋｇ)ꎻ是甜叶菊固体发酵中洛伐他

汀含量的 ５.７ 倍(１６.７ ｍｇ / ｋｇ)ꎻ是麸皮固体发酵中

洛伐他汀的 ６.３ 倍(１５ ｍｇ / ｋｇ)ꎻ是甘草渣固体发酵

中洛伐他汀的 ５５.９倍(１.７ ｍｇ / ｋｇ) . 甜菜粉中具有丰富的碳源、氮源以及微量元素ꎬ更适合冠突散囊菌的

生长且利于产生代谢产物.
２.２　 不同前体物质对洛伐他汀含量的影响

Ｄ－泛酸钙、ＶＢ６ 和烟酸等已被证实分别是洛伐他汀生物合成所需的能量供体 ＮＡＤＰ、ＦＡＤ 和 ＣｏＡ 的

前体物质ꎬ在培养基中增加这些物质可促进洛伐他汀的合成[１４－１５] . 本研究采用添加维生素 Ｂ２、复合维生

素、柠檬酸三钠、柠檬酸铁[１６] 等物质考虑其对洛伐他汀产量的影响ꎬ结果如图 ２ 所示ꎬ添加维生素 Ｂ２
(０.１％)的甜菜粉发酵曲中洛伐他汀的 ＨＰＬＣ分析图如图 ３所示.

图 ２　 不同添加物对洛伐他汀产量的影响比较

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ Ｌｏｖａｓｔａｔｉｎ ｆｒｏｍ ｂｅｅｔ
ｐｏｗｄｅｒ ｋｏｊｉ ｗｉｔｈ ａｄｄｅｄ ｓｕｂｓｔａｎｃ

图 ３　 添加维生素 Ｂ２(０.１％)的甜菜粉发酵曲中洛伐他汀含量的分析

Ｆｉｇ􀆰 ３　 ＨＰＬＣ ｏｆ Ｌｏｖａｓｔａｔｉｎ ｆｒｏｍ ｂｅｅｔ ｐｏｗｄｅｒ ｋｏｊｉ ａｄｄｅｄ
ｗｉｔｈ Ｖｉｔａｍｉｎ Ｂ２(０.１％)

由图 ２可见ꎬ添加维生素 Ｂ２ 可使洛伐他汀含量显著提高(达到 １３４ ｍｇ / ｋｇ)ꎬ与不添加前的洛伐他汀

含量相比ꎬ提高了 ４１％ꎬ而添加复合维生素 Ｂ的固体发酵物中洛伐他汀的量为 １２４ ｍｇ / ｋｇꎬ提高 ３０％ꎬＢ 族

维生素是洛伐他汀生物合成所必需的能量供体 ＮＡＤＰ、ＦＡＤ 和 ＣｏＡ 的前体物质ꎬ增加这些物质可有效促

进洛伐他汀的生物合成[１７] . 柠檬酸三钠和柠檬酸铁添加后其发酵物中的洛伐他汀含量分别增加 ２３％和

２０％ꎬ这些添加物中以维生素 Ｂ２ 的作用最好.
２.３　 添加量对洛伐他汀产量的影响

由图 ４可见ꎬ发酵培养基中的维生素 Ｂ２ 从 ０％增加到 ０.１０％时ꎬ洛伐他汀产量持续上升ꎬ当维生素 Ｂ２
持续增加到 ０.１５％时ꎬ洛伐他汀产量开始趋于稳定ꎬ继续增加维生素 Ｂ２ 浓度ꎬ洛伐他汀产量开始减少. 分
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析其原因是因为高浓度的维生素 Ｂ２ 对洛伐他汀的合成有抑制作用ꎬ导致了产量的降低ꎬ因此维生素 Ｂ２ 的
适宜添加量为 ０.１５％.
２.４　 温度对洛伐他汀产量的影响

由图 ５可见ꎬ发酵温度会对洛伐他汀的含量产生影响ꎬ在 ５种设定温度中ꎬ其中第二种培养方式最佳ꎬ
即先将固体发酵物放在 ３２ ℃培养 ３ ｄꎬ然后将其转至 ２８ ℃培养使洛伐他汀产量提高 １３.２％ꎬ第一种培养

方式(３２ ℃培养 ３ ｄ然后转至 ３０ ℃培养)洛伐他汀产量提高了 ８.４％ꎬ而第三种培养方式(３２ ℃恒温培养)
和第四种培养方式(２８ ℃恒温培养)产量分别降低了 ６.１％和 ２.３％. 因此洛伐他汀的最佳发酵温度为前

３ ｄ ３２ ℃后转至 ２８ ℃培养. 分析其原因ꎬ培养前期为菌落生长阶段ꎬ３２ ℃培养可以使菌落得到快速生长ꎬ
培养中后期则为洛伐他汀的产量积累阶段.

图 ４　 前体添加量对洛伐他汀产量的影响

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ
ｙｉｅｌｄ ｏｆ Ｌｏｖａｓｔａｔｉｎ

图 ５　 温度对洛伐他汀产量的影响

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ
ｔｈｅ ｙｉｅｌｄ ｏｆ Ｌｏｖａｓｔａｔｉｎ

２.５　 发酵时间对洛伐他汀产量的影响

由图 ６可见ꎬ在发酵前期 ３ ｄ~５ ｄꎬ随着时间的延长ꎬ洛伐他汀的产量呈递增趋势ꎻ发酵中期随时间延

长产量继续增长ꎬ但幅度逐渐减小ꎻ发酵后期 ６ ｄ ~ ８ ｄꎬ洛伐他汀的产量趋于稳定ꎬ产量不再升高ꎬ故应将

发酵时间控制在 ６ ｄ以获得最大产量的洛伐他汀[１８] .
２.６　 接种量对洛伐他汀产量的影响

由图 ７可见ꎬ在一定范围内ꎬ随着接种量增大ꎬ洛伐他汀的产量增加ꎬ由于发酵初期ꎬ接种量越大ꎬ在同

样发酵条件下营养基质相对孢子来说不会过剩ꎬ菌体在发酵初期因生长速率过快而且比较容易分散ꎬ从而

提高洛伐他汀产量. 但当接种量超过 １６％时ꎬ洛伐他汀产量不再明显增加ꎬ这是由于随着接种量增大营养

基质被充分利用ꎬ再增大接种量反而会导致洛伐他汀产量降低. 因此ꎬ最适宜的固体接种量为 １６％.

图 ６　 发酵时间对洛伐他汀产量的影响

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｎ ｔｈｅ
ｙｉｅｌｄ ｏｆ Ｌｏｖａｓｔａｔｉｎ

图 ７　 接种量对洛伐他汀产量的影响

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｉｎｏｃｕｌｕｍ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ
ｙｉｅｌｄ ｏｆ Ｌｏｖａｓｔａｔｉｎ

２.７　 正交试验结果

采用正交试验法优化洛伐他汀的发酵工艺ꎬ选择前体添加量(Ａ)、发酵温度(Ｂ)、发酵时间(Ｃ)、接种

量(Ｄ)４个因素ꎬ设计四因素三水平共 ９组试验ꎬ试验设计方案及结果见表 ２.
通过对表 ２的直观分析ꎬ前体添加量的极差最大ꎬ各因素对洛伐他汀产量的影响大小依次为:前体添

加量(Ａ)>接种量(Ｄ) >发酵时间(Ｃ) >发酵温度(Ｂ) . 最佳提取工艺为 Ａ２Ｂ３Ｃ１Ｄ２ꎬ即当前体添加量为

０.１５％、接种量为 １６％时ꎬ在 ３２ ℃ ~３０ ℃下发酵 ５ ｄꎬ此时洛伐他汀产量达到 １４６.４ ｍｇ / ｋｇꎬ吕嘉枥用麸皮
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作为天然培养基培养冠突散囊菌ꎬ测得洛伐他汀含量仅为 ０.０４９ ｍｇ / ｋｇꎬ含量较低[１９] .
由表 ３的方差分析结果可见ꎬ前体添加量和接种量对洛伐他汀产量的影响显著(Ｐ<０.０５)ꎬ而发酵温

度和发酵时间为不显著影响因素. 因此ꎬ在进行冠突散囊菌固体发酵时ꎬ应该严格控制前体添加量和接种

量ꎬ从而可以大幅度提高洛伐他汀的产量.
表 ２　 Ｌ９(３４)正交试验设计方案及结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｄｅｓｉｇｎｍｅｎｔ ａｎｄ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

实验编号
因素

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ
产量 /

(ｍｇ / ｋｇ)

１ １ １ １ １ １３３.５
２ １ ２ ２ ２ １４０.７
３ １ ３ ３ ３ １３４.４
４ ２ １ ２ ３ １４３.８
５ ２ ２ ３ １ １３８.７
６ ２ ３ １ ２ １４６.４
７ ３ １ ３ ２ １３７.２
８ ３ ２ １ ３ １３８.３
９ ３ ３ ２ １ １３５.２
ｋ１ １３６.２０ １３８.１７ １３９.４０ １３５.８０
ｋ２ １４２.９７ １３９.２３ １３９.９０ １４１.４３
ｋ３ １３６.９０ １３８.６７ １３６.７７ １３８.８３
Ｒ ６.７７ １.０６ ３.１３ ５.６３

表 ３　 方差分析结果

Ｔａｂｌｅ ３　 ＡＮＯＶＡ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｌ９(３４)ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

方差来源 ＳＳ ｆ Ｆ 显著性

Ａ ８３.０８２ ２ ４８.６１４ ∗
Ｂ １.７０９ ２ １.０００
Ｃ １７.００２ ２ ９.９４９
Ｄ ４７.６９６ ２ ２７.９０９ ∗

误差 １.７１０ ２

３　 结论

(１)研究了以甜菜粉、甜菜粕、甜叶菊、甘草渣和麸皮作为固体培养基发酵产洛伐他汀的方法ꎬ洛伐他汀

产量分别为 ９５ ｍｇ / ｋｇ、３９ ｍｇ / ｋｇ、２５ ｍｇ / ｋｇ、１６.７ ｍｇ / ｋｇ和 １.７ ｍｇ / ｋｇꎬ在用甜菜粉为原料时ꎬ洛代他汀产量最

高(９５ ｍｇ / ｋｇ) .
(２)添加物的加入对冠突散囊菌固体发酵产洛伐他汀有很大影响. 添加 ０.１５％维生素 Ｂ２ 后ꎬ洛伐他

汀产量为 １３４ ｍｇ / ｋｇꎬ比不添加时提高了 ４１％.
(３)在单因素实验基础上ꎬ选取添加物量(Ａ)、发酵温度(Ｂ)、发酵时间(Ｃ)及接种量(Ｄ)４ 个因素进

行正交试验优化. 最优条件为 Ａ２Ｂ３Ｃ１Ｄ２ꎬ在此条件下ꎬ洛伐他汀产量达 １４６.４ ｍｇ / ｋｇ.
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