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中药天麻成分对灰树花胞外多糖合成及
相关关键酶的影响

贺宗毅1,2，吴天祥2,3,*，徐晓宝3

(1.重庆市中药研究院，重庆 400065；2.贵州大学生命科学学院，贵州 贵阳 550025；

3.贵州大学化学与化工学院，贵州 贵阳 550025)

摘  要：采用液体深层发酵方式研究中药天麻对灰树花胞外多糖合成的影响，并用苯酚-硫酸法测定总糖含量。结

果表明：天麻添加量为7g/L时能显著促进灰树花胞外多糖产量的增加。此时灰树花产胞外多糖产量平均为3.91g/L，

与对照组的3.72g/L相比提高了5.1%。同时，对灰树花多糖合成代谢途径中的两个重要酶的酶活力进行测定。说明

添加天麻成分发酵后，磷酸葡萄糖异构酶酶活力有所降低，磷酸葡萄糖变位酶酶活力则无明显变化。
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Abstract：The effect of Rhizoma Gastrodiae on the biosynthesis of expolysaccharide (EPS) from Grifola frondosa in 

submerged culture was studied. Total polysaccharide content was determined by phenol-sulphuric acid method. The results 

showed that Rhizoma Gastrodiae at 7 g/L significantly promoted the biosynthesis of EPS in Grifola frondosa when compared 

with blank control, increasing EPS yield from 3.72 g/L to 3.91 g/L. The measured activities of two key enzymes involved in 

the synthesis of EPS indicated that after fermentation in the presence of Rhizoma Gastrodiae, PGI activity was decreased, 

although α-PGM activity showed no obvious change. 
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灰树花(Grifola frondosa)，又名栗子蘑、栗蘑、千

佛菌、贝叶多孔菌、甜瓜板、舞茸等。它属于真菌门

(Eumycota)、担子菌亚门(Basidiomycotina)、层菌纲

(Hymenomycetes)、非褶菌目(Aphyllophorales)、多孔

菌科(Polyporaceae)、多孔菌属(Polyporus)的一种大型

真菌。灰树花是一种富含多糖、维生素、氨基酸、蛋

白质、无机盐等有效成分的药、食两用菌。灰树花性

平味甘在药用价值方面可用来治疗小便不利、水肿、

脚气、肝硬化、腹水、糖尿病及高血压、肥胖等疾

病。近年来的研究表明，灰树花中富含的多糖物质具

有明显的抗诱变、抗衰老、调节免疫、抑制肿瘤、抗

HIV、保肝护肝等生理活性作用[1-5]。

天麻(Gastrodia tuber)为兰科多年生寄生菌植物，

以蜜环菌的菌丝或菌丝分泌物为营养来源。天麻主要产

于四川、云南、贵州，其干燥块茎富含天麻素，可以入

药，具有平肝、息风、止痉作用，主治头痛眩晕、肢体

麻木、小儿惊风、癫痫抽搐等症。天麻的主要成分包括

天麻素(p-hydroxymethylphenyl-β-D-glucopyranoside)、

对羟基苯甲醇(p-hydroxybenzyl alcohol)、香草醇(vanillyl 

alcohol)、香兰素(vanillin)等。其中，天麻素是其主要活

性成分[6]。许多中草药需要与真菌共生才能生长，如天麻

就必须与真菌蜜环菌共生，在传统中药炮制过程中早已

有用真菌发酵中药的方法。而近年来，在中药炮制新技

术发展中已有许多学者提出了中药发酵制药技术的新思
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路，他们认为以药用真菌发酵中草药可以显著增强其免

疫活性，并命名为：“双向发酵”。刘高强等[7]在2007年

报道了，中药中华地鳖虫和蜣螂虫的提取物能刺激灵芝

菌体生长和增加灵芝多糖的产量，同时他们还说明了并

不清楚是中药中的何种成分刺激了灵芝多糖的生产。Liu 

Gaoqiang等[8]又在2011年报道蜣螂虫的提取物在一定浓度

下能够刺激灵芝的生长和灵芝三萜类化合物的生产，不

过他们同样还是没有说明中药成分和灵芝在深层发酵过

程中是如何相互作用的。虽然目前对于微生物发酵中药

后，明显提高其药用价值已有诸多报道，但是对中药成

分与药用真菌生长代谢间相互作用过程，缺乏深入、系

统的研究。

近几年研究表明向真菌培养基中添加适量的中药可

以促进真菌的生长或提高活性产物的产量[9-10]。Kim等[11]

在2010年报道了中药成分添加进真菌培养基的研究中，

以中药牛蒡子提取物和灰树花作为研究对象，发现灰树

花分泌的酶能够将牛蒡子苷转化为牛蒡子苷元，并且加

入了牛蒡子提取物的灰树花发酵液成分(包括灰树花胞外

多糖)有抗氧化活性。这些研究都是真菌对于中药成分的

利用情况，但是加入的中药成分对真菌代谢产物的合成

途径是否有无影响，针对这个问题，本研究从灰树花代

谢途径入手分析了天麻对灰树花胞外多糖合成的影响。

Looijesteijn等 [12]在1999年报道了，α-葡糖磷酸变

位酶(α-PGM)参与了胞外多糖(exopolysaccharides，

EPS)的合成，而葡糖磷酸异构酶(PGI)则与乳酸的代谢

有关，这两种酶是糖酵解途径(EMP)与EPS合成途径

的重要分支点。而葡萄糖-6-磷酸(G-6-P)是这两种酶的

共同前体。α-PGM的活力决定了G-6-P是更多的走向

多糖合成路径还是糖酵解途径。而在糖酵解途径中，

PGI的活力决定了G-6-P能否更多的转化为果糖-6-磷酸

(F-6-P)。据此，在灰树花发酵培养液中加入天麻，通

过检测灰树花代谢过程中关键酶酶活力的变化，初步

研究了天麻与灰树花代谢的相互影响。由于灰树花多

糖具有明显的抗诱变、抗衰老、调节免疫、保肝护肝

等生理活性作用，了解天麻成分对灰树花多糖产量提高

的机理对指导灰树花多糖类新药制剂的研发具有重要

的意义，并且药食两用真菌灰树花通过转化天麻中的

有效成分，有可能获得药用活性更强、更稳定的活性

产物，活性产物的筛选工作正在进行当中。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

天麻(Gastrodia tuber) 贵州省德江县天麻基地。

灰树花菌株(51616) 中国农业微生物菌种保藏管

理中心；天麻素标品 贵州迪大科技生物有限公司；葡

萄糖 天津市大茂化学试剂厂；蛋白胨 上海盛思生

化科技有限公司；KH2PO4 天津市福晨化学试剂厂；

MgSO4·7H2O 天津市瑞金特化学品有限公司；无水

乙醇 成都金山化学试剂有限公司；烟酰胺腺嘌呤二核

苷酸磷酸(β-NADP)、磷酸盐缓冲液(TEA-HCl)、乙二胺

四乙酸(EDTA)、葡糖-6-磷酸脱氢酶(glucose 6-phosphate 

dehydrogenase) 美国Sigma公司；Bradford蛋白质浓度

定量试剂盒、PGI、α-PGM活力定量试剂盒 贵州生

物有限公司；其他试剂均为市售分析纯。

1.2 仪器与设备

CP114电子天平 奥豪斯仪器(上海)有限公司；TS-

2102C恒温振荡器 上海天呈仪器有限公司；SPX-150B-Z

恒 温 培 养 箱 、 G Z X - 9 0 7 0  M B E 数 显 鼓 风 干 燥

箱、 BXM-30R立式灭菌锅 上海博讯实业有限公司医

疗设备厂；RE52AA旋转蒸发仪 上海亚荣生化仪器

厂；TG2-16G低速离心机 上海安亭科学仪器厂；UV-

7502PC紫外-可见分光光度计 上海欣茂仪器有限公

司；SW-CJ-1D净化工作台 苏州净化设备有限公司。

1.3 方法

1.3.1 斜面种子培养

从母种试管中切取出黄豆粒大小的菌丝块，接种于

斜面中部。于25℃恒温培养9d。

1.3.2 液体种子培养

将培养好的斜面菌种切取蚕豆大小，接于液体培养

基中，250mL三角瓶装液量100mL，25℃、150r/min，

摇床培养9～11d。

1.3.3 摇瓶发酵培养

按15%的接种量取液体种子进行接种，250mL三角

瓶装液量100mL，25℃、150r/min摇床培养6～7d。

1.3.4 天麻醇提液的制备

称取一定量的天麻，加10倍量95%乙醇浸提48h，过

滤后减压蒸馏除去乙醇。用蒸馏水定容至适当体积(天麻

质量浓度以生药量计)。静置24h后过滤，滤液用于添加

在灰树花发酵培养基中。

1.3.5 生物量测定

将发酵液离心(4000r/min，20min)，用蒸馏水冲洗菌

丝滤饼两次，再离心，菌丝在90℃电热恒温干燥箱中烘

干至质量恒定，称质量得菌丝生物量。

1.3.6 胞外多糖产量测定

将100mL发酵液经4000r/min离心20min，得到的滤液

用3,5-二硝基水杨酸比色法测还原糖含量、苯酚-硫酸法

测总糖含量。胞外多糖产量等于总糖含量与还原糖含量

之差。

1.3.7 测定样品的制备

分别取不同发酵时间的灰树花发酵液于4000r/min离

心15min，得到的菌丝体置于冷冻后的研磨中(研磨置于



※生物工程	                            食品科学	 2013, Vol.34, No.11   201

冰槽内)，加入裂解液，混匀，研磨充分后转入5mL离

心管中，加入强化液，涡旋振荡15s，反复振荡5次后，

再加入适量裂解液于离心管中，于4℃、15000r/min离心

15min。离心完成后取上清液至预冷的新的5mL离心管

中。制得的上清液样品用于后续测定。

1.3.8 α-PGM和PGI酶活力的检测

蛋白含量的测定方法为Bradford法[13]，以牛血清白蛋

白制标准蛋白曲线。

α-PGM反应液中含有0.1mol/L TEA-HCl(pH7.6)、

1.98mmol EDTA、0.127mmol β-NADP、5mmol MgCl2、1U

葡糖-6-磷酸脱氢酶和一定量的细胞提取物。添加1.06mmol 

α-葡糖-1-磷酸后反应开始。葡糖磷酸异构酶(PGI)反应液

中含有0.1mol/L 磷酸钾缓冲液(pH7.2)、5mmol MgCl2、

0.127mmol β-NADP、1U葡糖-6-磷酸脱氢酶和一定量的细

胞提取物。添加1.06mmol果糖-6-磷酸后反应开始。

α-PGM、PGI酶活力定义为每分钟每毫克蛋白中酶转

化1μmol NADPH为一个单位，故将酶活力单位定为μmol 

NADPH/(min·mg)。而NADPH的变化可在340nm波长处

测定其吸光度的改变来反映[14]。

两种酶酶活力的计算公式为：

/(μmol NADP/(min mg)) =
(A1－A2) V1 m
V2 6.22 t ρ

式中：A1为吸光度起始读数；A2为吸光度终读数；

V1为反应液总体积/mL；m为样品稀释倍数；V2为加入样

品体积/mL；6.22为NADPH毫摩尔吸光系数；t为反应时

间/min；ρ为样品蛋白质量浓度/(mg/mL)。

2 结果与分析

2.1 天麻添加量对灰树花发酵产EPS和生物量的影响
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图 1 天麻添加量对灰树花胞外多糖和菌体生物量的影响

Fig.1 Effect of the amount of Rhizoma gastrodiae on EPS production 

and dry cell biomass

在摇瓶培养基中加入适量的天麻，利用灰树花强大

的分解转化能力，对天麻中的纤维、糖类、蛋白质等物

质加以利用。灰树花在生长代谢过程中可能对天麻中的

主要成分天麻素进行转化利用，从而提高胞外多糖的产

量。其他条件为葡萄糖30g/L、蛋白胨5.5g/L、KH2PO4 

1.5g/L、MgSO4 0.75g/L。不同天麻添加量对灰树花发

酵的影响结果见图1。天麻的添加量对灰树花胞外多糖

的产生具有一定的促进作用。当天麻质量浓度为7g/L时胞

外多糖产量及菌体生物量均达到最大值，分别为3.91g/L

和8.90g/L。与对照相比，胞外多糖产量增加了5.1%，通

过方差分析显著性P=0.0262，说明了灰树花胞外多糖产

量的显著增加。而天麻经过醇提，可以排除天麻中多糖

对本实验带来的干扰。随着天麻质量浓度的升高，灰树

花菌体生物量随之降低。可能是天麻中的某些成分对灰

树花菌丝的生长产生了抑制作用。因此确定选择添加天

麻质量浓度为7g/L为最佳。

2.2 天麻对灰树花胞外多糖合成的影响

采用真菌-酵母磷酸葡萄糖异构酶、真菌-酵母磷酸

葡萄糖变位酶活性光谱法定量检测试剂盒分别测定磷

酸葡萄糖异构酶、磷酸葡萄糖变位酶的酶活性，结果

见图2。
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图 2 PGI与α-PGM酶活力的动力学曲线

Fig.2 Time course of α-phosphoglucomutase (α-PGM) and 

phosphoglucose isomerase (PGI) activities during fermentation in the 

presence of Rhizoma Gastrodiae

由图2可知，未添加天麻的灰树花发酵组(对照组)的

异构酶活力随发酵时间的延长其活力逐渐上升，在发酵

144h时其活力达到最大值，之后随着时间的延长其活力

逐渐下降。添加天麻的灰树花发酵组(天麻组)的异构酶活

力在144h处达到最大值，90～162h范围内变化不大，说

明异构酶活力在90h后与对照组相比受到一定的抑制。

总体上考察，天麻组异构酶活力比对照组的低，天

麻对异构酶活力影响显著(P＜0.05)，这可能是加入天

麻醇提液后，醇提液中的天麻素主要成分或复合成分对

灰树花多糖合成代谢途径中的糖酵解重要酶——PGI起

抑制作用。对照组与天麻组的变位酶酶活力先均呈上

升趋势，随后逐渐下降。两者相比并无显著差异(P＞

0.05)，加入的天麻醇提液对变位酶并无显著影响。这

与Tang Yajie等[15]在灵芝胞外多糖合成相关酶活力研究

中的结果相似。
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3 讨 论

目前提高灰树花多糖产量的研究主要集中在灰树花

发酵培养基优化及向培养基中添加适量的中药。这些传

统的方法对提高灰树花菌丝量和代谢产物是可行的，但

本研究从另外的角度研究了中药天麻对灰树花胞外多糖

合成的影响。

PGI是糖酵解途径中的重要酶，其最终引导乳酸的生

成；α-PGM是EPS合成相关的重要酶，它引导葡萄糖-6-

磷酸向多糖合成代谢途径方向进行。Degeest等 [16]的研

究表明在嗜热链球菌中PGM的活力与EPS的合成紧密相

关。本研究在添加天麻的基础上(与对照组相比)对PGM

的酶活力分析可知灰树花EPS的合成与PGM的酶活力可

能存在一种正相关的关系。天麻组的GPI活力受到显著抑

制，即糖酵解途径受到显著抑制，这对于葡萄糖-6-磷酸

向多糖合成途径行进是有利的。Tang Yajie等[15]在灵芝胞

外多糖合成相关酶活力研究中表明采用乳糖流加法可以

促进灵芝EPS的产生，其代谢途径中α-PGM活力提高(与

对照组相比)，PGI活力下降(与对照组相比)，其研究还表

明α-PGM活力与EPS的合成正相关。正如先前的报道[17]，

并联系前面提到的α-PGM酶活力的变化情况，PGI活力的

提高能减少糖异生途径(EPS合成途径)的碳通量，不利于

EPS合成。

综合上述表明加入适量的天麻对灰树花胞外多糖产

量的提高具有促进作用，天麻对PGI和PGM的影响机理

如何，有待进一步研究。对于高等真菌灰树花在EPS合成

与酶的关系上并没有相关文献报道，希望本研究对进一

步研究EPS合成的规则及产量的提高有所帮助。
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