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牛樟 ＣｉｎｎａｍｏｍｕｍｋａｎｅｈｉｒａｅＨａｙａｔａ是樟科樟属植
物，为我国台湾特有，牛樟芝寄生于其腐朽内壁。牛樟芝在

台湾民间被称为“森林中的红宝石”，是珍贵药用真菌，具有

极高的研究和商业价值，价格昂贵，但始终不能形成产业化

发展犤１－２犦。牛樟叶水提物的成分研究结果表明，多糖成分含

量极高，药效学试验表明，其酒精性肝损伤保护作用及抗衰

老作用明显；传统的提取多糖的方法包括水提取、碱提取、

酸提取、苯酚提取、微波辅助提取、超声辅助提取、酶提

取等，但多糖提取率低，纯度不高，原料浪费严重，且影响多

糖的结构分析和功效鉴定犤３－６犦。用微生物法提取多糖，是利

用微生物在生长过程中会利用其他营养物质但不利用多

糖进行生长的特点，提取时对植物多糖进行去杂纯化，反应

条件温和，且能耗少，提取率高犤７－８犦。本研究中以期通过研究

成果，为牛樟产业化发展提供参考，同时为发酵法制备中药

材有效成分的可行性作进一步论证。现报道如下。

１ 仪器、试药与菌种

１．１ 仪器

ＡＬ２０４／０１型电子天平（梅特勒－托利多仪器有限公

司，精度为０．１ｍｇ）；ＸＭＴＤ－８２２２型电热恒温水浴锅（上
海精宏实验设备有限公司）；Ｌ５型紫外分光光度计（上海仪
电分析仪器有限公司）；ＫＱ５２００Ｅ型超声波清洗器（昆山市
超声仪器有限公司，功率为２４０Ｗ，频率为４０ｋＨｚ）。
１．２ 试药

牛樟叶由广西柳州市天姿园艺有限公司提供，由

柳州市中医医院吴冰副主任药师鉴定为正品，标本保

存于柳州市中医医院药学部标本室；苯酚（成都市科

龙化工试剂厂，批号为 ２０１７０９１４０１）；硫酸（批号为
２０２００３０５０１），无水乙醇（批号为 ２０２００１１４０２），均为分
析纯，购于成都市科隆化学品有限公司；无水葡萄糖对

照品（中国食品药品检定研究院，批号为 １１０８３３－
２０１７０７，规格为１００ｍｇ，含量≥９９％）。
１．３ 菌种

酵母菌犤ＬＷＣＣ２０１２（ＡＴＣＣ９７６３）犦，枯草芽孢杆菌
犤ＬＷＣＣ１００５（ＣＭＣＣ（Ｂ）６３５０１））犦，黑曲霉 犤ＬＷＣＣ２００２
（ＣＭＣＣ（Ｆ）９８００３牘犦，均购于上海鲁微科技有限公司；米
曲霉（上海保藏生物技术中心，编号为 ＡＳ３．９５１）；马铃

微生物发酵法制备牛樟叶粗多糖研究

张 蓓 １，余潇苓 ２，万永艳 １，张洪平 １，梁学政 １△

（１．广西壮族自治区柳州市中医医院，广西 柳州 ５４５０２６； ２．浙江中医药大学附属第一医院，浙江 杭州 ３１００００）
摘要：目的 优化牛樟叶粗多糖的微生物发酵工艺。方法 以粗多糖得率为指标，以菌种、发酵时间、发酵温度、接菌量为考察因素，在单

因素试验基础上采用 Ｂｏｘ－Ｂｅｎｈｎｋｅｎ中心组合试验设计优化牛樟叶粗多糖的发酵工艺条件。结果 发酵的最佳工艺条件为发酵时间

２．２３ｄ，发酵温度２５℃，接菌量６％。结论 该优化工艺稳定可靠，试验值与建立的模型预测值基本一致。

关键词：微生物；发酵法；粗多糖；Ｂｏｘ－Ｂｅｎｈｎｋｅｎ中心组合试验；单因素试验；工艺优化
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表１ 发酵菌种对粗多糖含量的影响

Ｔａｂ．１ Ｅｆｆｅｃｔｏｆｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｓｔｒａｉｎｓｏｎｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆｃｒｕｄｅｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

取样量（ｇ） 粗多糖含量（ｍｇ／ｇ）
编号 时间（ｄ） 温度（℃） 接菌量（％）

薯葡萄糖琼脂培养基（编号为１０７４５１１），马铃薯葡萄糖
液体培养基（编号为１０８４３３１），均购于广东环凯微生物
科技有限公司。

２ 方法与结果

２．１ 样品处理

种子液制备：取菌种复苏液划线进行斜面培养

牗ＰＤＡ牘，酵母菌和枯草芽孢杆菌 ３５℃培养 ３ｄ，黑曲霉
和米曲霉２５℃培养５ｄ。各取１环接种至５０ｍＬ进行液
态培养牗ＰＤＢ牘，酵母菌和枯草芽孢杆菌３５℃培养３ｄ，黑曲
霉和米曲霉２５℃培养５ｄ，得种子液。

样品发酵：牛樟叶打粉，过６０目筛，取１ｇ，加１０ｍＬ
水（以刚好浸润药粉为度）润湿，灭菌，接菌量６％，发酵
１～８ｄ。

样品提取：发酵后，加水４０ｍＬ，９０℃水浴浸渍７６ｍｉｎ，
抽滤，取滤液１０ｍＬ，加无水乙醇使含醇量达９０％，静置
过夜，抽滤，得粗多糖，加水溶解定容至２５０ｍＬ。
２．２ 溶液制备

对照品溶液：取无水葡萄糖对照品０．０２４８ｇ，精密
称定，加水定容至２５０ｍＬ，即得。

供试品溶液：牛樟叶打粉，过６０目筛，取１ｇ，加１０ｍＬ
水牗以刚好浸润药粉为度牘润湿，灭菌，接菌量６％，发酵
３ｄ，发酵后，加水 ４０ｍＬ，９０℃水溶浸渍 ７６ｍｉｎ，抽滤，
取滤液１０ｍＬ，加无水乙醇使含醇量达９０％，静置过夜，
抽滤得粗多糖，加水溶解，定容至２５０ｍＬ，即得。
２．３ 牛樟叶多糖含量测定

取１．０ｍＬ供试品溶液，置１０ｍＬ比色管中，加５％
苯酚溶液１．０ｍＬ，混匀，加浓硫酸３．０ｍＬ，９０℃水浴放置
１５ｍｉｎ，迅速冷却至室温，以水作空白对照，于 ４９０ｎｍ
波长处测定吸光度。

２．４ 方法学考察

标准曲线建立：精密量取对照品溶液 ０．２，０．４，
０．６，０．８，１．０ｍＬ，分别置 １０ｍＬ具塞比色管中，分别加
水至 １．０ｍＬ，加 ５％苯酚溶液 １ｍＬ，摇匀，迅速精密加
入硫酸 ３ｍＬ，摇匀，置 ９０℃水浴中保温 １５ｍｉｎ，取出，

迅速冷却至室温。以水作空白对照，于４９０ｎｍ波长处测
定吸光度，以吸光度（Ｘ）为纵坐标、质量浓度（Ｙ）为横坐
标绘制标准曲线，得回归方程 Ｙ＝５．９６２７Ｘ＋０．３３７，
Ｒ２＝０．９９９２牗ｎ＝２牘。
精密度试验：取 ２．２项下对照品溶液牗质量浓度为

０．０９９２ｍｇ／ｍＬ牘，连续进样 ６次。结果的 ＲＳＤ为
１．２８％（ｎ＝６），表明仪器精密度良好。

稳定性试验：精密吸取供试品溶液，分别于０，２，４，
６，１２，２４ｈ时进样，测定峰面积。结果的 ＲＳＤ为０．５５％
（ｎ＝６），表明供试品溶液在２４ｈ内稳定性良好。

重复性试验：平行制备同一批（批号为 ２０２００２０４）
样品６份，依法制备供试品溶液，进样测定６次。结果的
ＲＳＤ为０．８７％（ｎ＝６），表明方法重复性良好。
加样回收试验：取重复性试验项下样品０．５ｇ，精密

称定，共６份，加入适量对照品，依法制备供试品溶液，
进样测定吸光度，并计算回收率。结果回收率为

９９．０５％，ＲＳＤ为１．６５％（ｎ＝６）。
２．５ 发酵条件单因素考察

菌种和发酵时间：对酵母菌、枯草芽孢杆菌、黑曲

霉、米曲霉 ４个菌种牗分别编号为Ⅰ－Ⅳ牘进行筛选，测
定各菌种发酵的粗多糖含量。称取牛樟叶１ｇ，共３２份，
分为４组，每组８份。按２．１项下方法处理，每组接种不
同菌种，接菌量均为６％，３５℃培养，每天从４组里取１份；
按２．１项下方法处理，测定粗多糖含量，确定发酵菌种。
结果米曲霉在发酵第３天的粗多糖含量最高，故确定米
曲霉为发酵菌种。详见表１。

发酵温度：根据菌种和发酵时间项下试验结果，选

取最佳发酵菌种、发酵时间进行发酵，接菌量均为６％，分
别考察２５，３０，３５℃培养箱温度下，对粗多糖含量的影
响，结果２５℃发酵温度下粗多糖含量最高。详见表２。

接菌量：选取最佳发酵菌种、发酵时间、发酵温度进

行发酵，考察接菌量分别为４％，６％，８％，１０％，即０．４，
０．６，０．８，１．０ｍＬ对粗多糖含量的影响，结果接菌量为
６％时粗多糖含量最高。详见表３。
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水平

－１
０
１

因素Ａ（ｄ）

２
３
４

因素 Ｂ（℃）

２５
３０
３５

因素 Ｃ（％）

６
８
１０

序号

１
２
３
４
５
６
７
８
９

因素 Ａ
（ｄ）

４
３
３
３
３
４
３
３
２

因素 Ｂ
（℃）

３０
３０
３０
３０
３０
２５
２５
２５
３５

因素 Ｃ
（％）

６
８
８
８
８
８
１０
６
８

粗多糖含量

（ｍｇ／ｇ）

３０．２７
４１．５７
４５．２４
３８．５７
３９．７９
３６．７４
６０．８５
４７．６５
３７．７８

序号

１０
１１
１２
１３
１４
１５
１６
１７

因素 Ａ
（ｄ）

２
３
３
２
２
４
４
３

因素 Ｂ
（℃）

３０
３０
３５
３０
２５
３５
３０
３５

因素 Ｃ
（％）

１０
８
６
６
８
８
１０
１０

粗多糖含量

（ｍｇ／ｇ）

５０．７５
３８．１７
３４．８８
３５．８７
４７．８３
３０．２４
２６．５２
５０．４７

序号

１
２
３
４

取样量（ｇ）

１．０１２３
０．９９４９
１．０５３１
１．００６８

时间（ｄ）

３
３
３
３

温度（℃）

２５
２５
２５
２５

接菌量（％）

４
６
８
１０

粗多糖含量（ｍｇ／ｇ）

６４．１１
６９．６５
５９．６０
５０．３４

序号

１
２
３

取样量（ｇ）

１．０８４０
１．００７６
１．０３４９

时间（ｄ）

３
３
３

温度（℃）

２５
３０
３５

接菌量（％）

６
６
６

粗多糖含量（ｍｇ／ｇ）

４８．９９
４３．０７
３４．２３

方差来源

模型

Ａ
Ｂ
Ｃ
ＡＢ
ＡＣ
ＢＣ
Ａ２

Ｂ２

Ｃ２

残差

失拟误差

纯误差

总和

离差平方和

１１４２．０９３２８２
２９３．５４６４５
１９７．０１１２５
１９９．２００８
３．１５０６２５
８６．７６９２２５
１．４２８０２５

２４０．９８１０８４５
１０７．１５５８００３
３１．８３６３１６０５
９３．２３８７３
６０．１０９４５
３３．１２９２８

１２３５．３３２０１２

自由度

９
１
１
１
１
１
１
１
１
１
７
３
４
１６

均方

１２６．８９９２５３５
２９３．５４６４５
１９７．０１１２５
１９９．２００８
３．１５０６２５
８６．７６９２２５
１．４２８０２５

２４０．９８１０８４５
１０７．１５５８００３
３１．８３６３１６０５
１３．３１９８１８５７
２０．０３６４８３３３
８．２８２３２

Ｆ值

９．５２７１００７５２
２２．０３８３２１９５
１４．７９０８３５８５
１４．９５５２１８７２
０．２３６５３６６３
６．５１４２９４８１１
０．１０７２１０５４４
１８．０９１９１９４３
８．０４４８３９３２６
２．３９０１４６３７３

２．４１９１８７２９７

Ｐｒ＞Ｆ值

０．００３６
０．００２２
０．００６３
０．００６２
０．６４１６
０．０３８０
０．７５２９
０．００３８
０．０２５２
０．１６６０

０．２０６５

表２ 不同发酵温度对粗多糖含量的影响

Ｔａｂ．２ Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓｏｎｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔ
ｏｆｃｒｕｄｅｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

表３ 不同接菌量对粗多糖含量的影响

Ｔａｂ．３ Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ａｍｏｕｎｔｏｎ ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆ
ｃｒｕｄｅｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

表４ 试验设计因素水平表

Ｔａｂ．４ Ｆａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓｏｆｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｄｅｓｉｇｎ

表５ Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ试验设计与结果
Ｔａｂ．５ ＴｈｅｄｅｓｉｇｎａｎｄｒｅｓｕｌｔｓｏｆＢｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎｔｅｓｔ
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２．６ ＢＢＤ响应面法优化提取工艺条件
发酵工艺条件：根据单因素试验与 Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ

试验设计原理，以发酵时间（因素Ａ）、发酵温度（因素Ｂ）、接
菌量（因素 Ｃ）为自变量，以粗多糖含量为响应值，进行
Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ试验，每组平行做３次。因素与水平见表４。

回归模型建立及方差分析：参照 Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ试
验设计原理，以发酵时间牗因素Ａ牘、发酵温度牗因素Ｂ牘、
接菌量牗因素 Ｃ牘为自变量，粗多糖含量为响应值，进行
试验。试验设计与结果见表５。

参考文献犤９犦，利用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０．６软件对上
表试验数据进行多元回归拟合，得牛樟叶粗多糖的含量

（Ｙ）与自变量发酵时间（Ａ）、发酵温度（Ｂ）、接菌量（Ｃ）
之 间 的 二 元 多 项 回 归 方 程 Ｙ＝４０．６７－６．０６Ａ－

４．９６Ｂ＋４．９９Ｃ＋０．８９ＡＢ－４．６６ＡＣ＋０．６０ＢＣ－７．５７Ａ２＋
５．０４Ｂ２＋２．７５Ｃ２。回归模型及方差分析结果见表 ６。
可知，该模型的 Ｐｒ＞Ｆ值＝０．００３６，失拟误差不显著
（Ｐｒ＞Ｆ值＝０．２０６５＞０．０５），表明该模型的显著性高，
回归方程对试验数据的显著性高，无失拟因素存在，回

归方程对试验数据的拟合度良好。对粗多糖含量的影响

大小顺序为发酵时间＞接菌量＞发酵温度。

响应面分析：利用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０．６软件分别绘
制各因素交互作用的响应面图。结果见图 １。等高线越
接近椭圆形或响应面线越陡峭说明这 ２种交互因素对
响应值的影响越显著；反之，不显著犤１０－１１犦。由图１可知，
发酵时间和接菌量的交互作用对粗多糖含量的影响最

显著，发酵时间和发酵温度及发酵温度和接菌量的交互

作用对粗多糖含量的影响不显著。

最优发酵工艺：通过 Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ８．０．６软件优
化得到的粗多糖最佳提取条件为发酵时间２．２３ｄ，发酵
温度２５℃，接菌量６％。
２．７ 最佳提取工艺确定和验证试验

为验证响应面法所得结果的可靠性，对模型优化的

工艺条件进行验证。考虑到试验的可行性与便捷性，选

择工艺参数发酵时间为２．５ｄ，发酵温度为２５℃，接菌量
为 ６％，试验 ３次，粗多糖平均含量为 ６４．３５４７ｍｇ／ｇ。
结果表明，回归方程与真实试验情况拟合度较好，优化

的工艺可靠、可行。

３ 讨论

植物、海洋生物及菌类等来源的多糖作为有生物活

性的天然产物，有抗肿瘤、免疫、抗凝血、降血糖和抗病

毒活性作用。植物多糖功能独特，毒性低，作为新药发展

的方向具有广阔的应用前景犤１２犦。响应面法基于单因素

表６ 回归方程及方差分析结果

Ｔａｂ．６ ＲｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎａｎｄｒｅｓｕｌｔｓｏｆＡＮＯＶＡ
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５５

４５

３５

２５

２．００
２．５０

３．５０
３．００

４．００２５ ２７
２９ ３１ ３３

３５

时间 ／ｄ

３５

３３

３１

２９

２７

２５

Ａ

５５

４５

３５

２５

２．００
２．５０

３．５０
３．００

４．００６

１０

Ｂ

７
８

９

１０

９

８

７

６

７０

６

１０

７
８

９

１０

９

８

７

６

６０
５０
４０
３０

２７
２５

２９
３１
３３
３５

Ｃ

接菌量 ／％温度 ／℃

接菌量 ／％

接菌量 ／％时间 ／ｄ

温度 ／℃

温度 ／℃

粗多糖含量 ／ｍｇ·ｇ－１

粗多糖含量 ／ｍｇ·ｇ－１

温度 ／℃
２５ ２７ ２９ ３１ ３３ ３５

２．００ ２．５０ ３．００ ３．５０ ４．００
时间 ／ｄ

时间 ／ｄ
２．００ ２．５０ ３．００ ３．５０ ４．００

粗多糖含量 ／ｍｇ·ｇ－１接菌量 ／％
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粗多糖含量 ／ｍｇ·ｇ－１

粗多糖含量 ／ｍｇ·ｇ－１

粗多糖含量 ／ｍｇ·ｇ－１

试验基础上得到的点，并从这些点中获得完整、连续的

面，再在面中获得最优值犤１３犦。因此，单因素的选择是该

方法可行的关键因素。本试验中单因素的选取参考了大

量的发酵工艺参数。

本研究中采用发酵法用于提取牛樟叶粗多糖，牛樟

叶未经炮制，仅作灭菌处理后用生药试验。目前，多糖的

提取方法主要有煎煮提取、超微粉碎提取犤１４犦、微波辅助

提取犤１５犦等，且从物理变化上来改变提取率，很难提高提

取率，始终不是最优的提取方法。发酵法提取是在原提

取方法的基础上兼用化学方法作进一步改进，操作与原

方法一样，有效地提高了提取率。

发酵法多用于食品工艺，较少运用在天然药物的提

取，考虑到酵母菌能有效将植物淀粉转化为糖类成分，

优先用单糖类成分作进一步发酵，只要有效控制发酵时

间，就能提高粗多糖的提取量。由于优先利用小分子糖

类，有利于本课题下一步进行多糖类成分的富集及纯化

研究。同时，经发酵法制备后的有效成分的药理学作用

优于未经发酵的提取物犤１６－１８犦。前期试验证明，发酵法制

备牛樟叶粗多糖得率远高于未经发酵法提取的牛樟叶

粗多糖得率，但药理活性需作进一步考证。
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