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［摘　 要］ 　 利用沼泽红假单胞菌发酵黄芪，研究发酵对黄芪多糖含量的影响。 在单因素试验的基

础上，以发酵时间（Ａ）、菌种接种量（Ｂ）、发酵温度（Ｃ）和初始培养基 ｐＨ 值（Ｄ）为 ４ 个因素，每个因

素设 ３ 水平，采用 Ｌ９（３４）正交表，以黄芪多糖含量为指标进行正交试验优化发酵条件。 依据 Ｆ 值水

平将各因子对黄芪多糖含量的影响按主次顺序排列为：发酵时间 ＞ 发酵温度 ＞ 菌种接种量 ＞ 初始

培养基 ｐＨ 值；最佳发酵条件为 Ａ３Ｂ３Ｃ３Ｄ１，即在初始培养基 ｐＨ 为 ６． ２，菌种接种量 １０％ 和发酵温

度 ４０ ℃的条件下发酵时间 ６ ｄ，黄芪多糖的含量可高达 １１１． ４０ μｇ ／ ｍＬ，与对照组相比含量提高了

５１． ５６％ 。 研究结果表明，利用沼泽红假单胞菌发酵黄芪提高了黄芪多糖的含量，这为提高黄芪资

源的利用率提供参考。
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ｍｅｎｔｓ

　 　 黄芪是临床上最常用的补中益气药之一，其主

要的有效成分为黄芪皂苷、黄芪多糖、黄酮类物质

和蛋白质等，其中黄芪多糖是黄芪的水溶性主要成

分之一，具有免疫调节［１］，抗肿瘤、抗动脉硬化［２］、
抗氧化［３］、降血糖［４］、抗病毒［５］ 和治疗代谢性紊乱

等作用［６］。 近年来，随着人民对中医药认知度的逐

年提高，黄芪用量也随之增加，传统利用方式已不

能满足需求。 为了提高黄芪的利用率，许多新技术

应运而生。 其中，微生物发酵技术能够使黄芪等中

药活性成分充分释放，起到增强药效、节省药材资

源和维护生态环境等效应，成为研究热点［７］。 然

而，微生物发酵黄芪还存在作用机理不明确、优良

菌种少和发酵工艺难以控制等问题。 因此，筛选能

够高效提高黄芪有效成分的优良菌种并对其发酵

工艺进行优化，大幅减少成本的同时还增加药效，
仍是急需解决的难题。

沼泽红假单胞菌（Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｐａｌｕｓｔｒｉｓ，
Ｒ． ｐａｌｕｓｔｒｉｓ）属于紫色非硫菌群，是地球上已发现

的最古老的微生物之一，在黑暗好氧或光照厌氧条

件下都可正常生长，现已广泛应用于农业、畜禽、渔
业、环保和医药保健等领域［８ － １０］。 本文以实验室保

藏的一株沼泽红假单胞菌 Ｎ 菌株为发酵黄芪菌株

进行液体发酵来提高黄芪多糖的含量，为黄芪的高

效利用提供依据。
１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 菌株　 沼泽红假单胞菌（Ｒ． ｐａｌｕｓｔｒｉｓ）Ｎ 菌

株［１１］由山西大学生命科学学院光合细菌研究室赠

予并保藏。
１． １． ２　 试剂与仪器 　 黄芪购自榆林市广济堂中

药开发有限责任公司（产地内蒙古）；苯酚、浓硫

酸、葡萄糖、无水乙醇等试剂均为分析纯；ＢｉｏＴｅｋ
酶标仪（ＢｉｏＴｅｋ Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ，Ｉｎｃ）；ＨＰＸ － ９０５２ＭＢＥ
电热恒温培养箱（上海博迅实业有限公司医疗设

备厂）；湘立 ＴＧＬ１６Ｍ 离心机（湖南湘立科学仪器

有限公司）；雷磁 ＰＨＳ － ２５ 型数显 ｐＨ 计（上海仪

电科学仪器股份有限公司）；ＢＳＤ － ＴＸ３４５ 台式恒

温振荡器（上海博迅实业有限公司医疗设备厂）；
电热恒温水箱 ６００ 型（北京中兴伟业世纪仪器有

限公 司）； ＬＦＰ － ８００Ｔ 高 速 多 功 能 粉 碎 机 （ 莱

芙）等。
１． ２　 方法

１． ２． １　 沼泽红假单胞菌发酵黄芪 　 采用 ＲＣＶＢＮ
培养基［１２］进行黄芪发酵。 将黄芪粉碎过 ４０ 目后

按照 １ ∶ １５ 的料液比制备培养基， １２１ ℃ 灭菌

２０ ｍｉｎ，在菌种接种量为 １０％ 、发酵温度为 ３０ ℃、
初始培养基 ｐＨ 值为 ７． ０ 和光照强度为 １５００ Ｌｕｘ
条件下发酵培养。
１． ２． ２　 黄芪多糖的提取与测定 　 标准曲线的制

作：标准曲线的绘制参照杨叔萍［１３］ 所述方法，在
４９０ ｎｍ 处测定吸光度值。 以黄芪多糖溶液浓度

Ｃ （μｇ ／ ｍＬ）为横坐标，吸光度值 Ａ 为纵坐标进行线

性回归，得回归方程式为 ｙ ＝ ０． ０３１２ｘ ＋ ０． ０００６６，相
关系数为 Ｒ２ ＝ ０． ９９７７。

黄芪多糖的提取：取黄芪发酵液 ２０ ｍＬ 置于振

荡器上，３００ ｒｐｍ ／ ｍｉｎ 振荡 １ ｈ，４０００ ｒｐｍ 离心 １０
ｍｉｎ，弃沉淀，向上清中加入 ３ 倍体积的无水乙醇，
置于 ４ ℃中过夜，离心收集沉淀，沉淀加水后于 ７０
℃进行水浴，溶解并定容至 ５０ ｍＬ 容量瓶中，用于

多糖含量的测定［１３， １４］。
黄芪多糖含量的测定：参照上述标准曲线绘制

所述方法进行吸光度值测定，代入回归方程计算其

含量。
１． ２． ３　 单因素试验

１． ２． ３． １　 发酵时间对黄芪多糖含量的影响 　 在

菌种接种量 １０％ ，初始培养基 ｐＨ 值 ７． ０ 和发酵

温度 ３０ ℃的条件下，将发酵时间分别设计为 ３、４
、５、６ ｄ，考察发酵时间对黄芪多糖含量的影响。
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１． ２． ３． ２　 初始培养基 ｐＨ 值对黄芪多糖含量的影

响　 在菌种接种量 １０％ ，发酵时间 ６ ｄ 和发酵温度

３０ ℃ 的条件下，将初始培养基 ｐＨ 值分别设计为

６． ２，６． ６，７． ０，７． ４，考察初始培养基 ｐＨ 对黄芪多糖

含量的影响。
１． ２． ３． ３　 菌种接种量对黄芪多糖含量的影响　 在

初始培养基 ｐＨ 值为 ７． ０，发酵温度 ３０ ℃，发酵时

间 ６ ｄ 的条件下，将菌种接种量分别设计为 ６％ ，
８％ ，１０％ ，１２％ ，考察菌种接种量对黄芪多糖含量

的影响。
１． ２． ３． ４　 发酵温度对黄芪多糖含量的影响　 在菌

种接种量为 １０％ ，初始培养基 ｐＨ 值为 ７． ０ 和发酵

时间 ６ ｄ 的条件下，将发酵温度分别设计为 ２５ ℃，
３０ ℃，３５ ℃，４０ ℃，然后进行发酵温度对黄芪多糖

含量的影响。
１． ２． ４ 　 正交试验设计　 根据单因素试验结果，选
择发酵时间、菌种接种量、发酵温度和初始培养基

ｐＨ 值 ４ 个因子，每个因子在三水平下，以黄芪多糖

的含量为指标考察沼泽红假单胞菌发酵对黄芪多

糖含量的影响，进行正交试验并进行方差分析。 因

素水平设计见表 １。

表 １　 正交设计因素水平表

Ｔａｂ １　 Ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｄｅｓｉｇｎ

水平
Ｌｅｖｅｌｓ

因素 Ｆａｃｔｏｒｓ

Ａ 时间 ／ ｄ
Ｔｉｍｅ

Ｂ 菌种接种量 ／ ％
Ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ａｍｏｕｎｔ

Ｃ 温度 ／ ℃
Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

Ｄ 初始培养基 ｐＨ 值
ｐＨ

１ ４ ６％ ３０ ６． ２

２ ５ ８％ ３５ ６． ６

３ ６ １０％ ４０ ７． ０

１． ２． ５　 数据统计分析　 试验数据以 Ｅｘｃｅｌ ２０１９ 软

件整理数据和 Ｏｒｉｇｉｎ ８． ５ 作图，同时采用 ＳＰＳＳ
１７􀆰 ０ 软件进行统计分析，采用 ｏｎｅ － ｗａｙ ＡＮＯＶＡ 进

行差异显著性分析，每组试验重复三次。
２　 结果与分析

２． １　 发酵时间对黄芪多糖含量的影响　 发酵时间

对黄芪多糖含量的影响见图 １。 由图 １ 可知，发酵

时间对黄芪多糖含量的影响较大，当发酵时间为

３ － ５ ｄ 时，黄芪多糖含量随着发酵时间的延长而显

著增加（Ｐ ＜ ０． ０５），在 ５ ｄ 时达到最大。 发酵时间

是影响微生物发酵结果的重要因素，发酵时间短，
产生相应酶量相对较少，影响黄芪多糖释放；然而

发酵时间过长，培养基所能提供的养分不足，有可

能会使产酶的性能下降，影响黄芪多糖产量。 同

时，随着发酵时间延长，培养基中适宜于沼泽红假

单胞菌利用的碳源基本耗尽，此时沼泽红假单胞菌

具有将难降解的多糖作为碳源加以利用以维持其

正常的生长代谢，这也可能是发酵后期黄芪多糖含

量降低的原因之一。 因此，发酵时间应控制在 ５ ｄ
左右。

图 １　 不同发酵时间对黄芪多糖含量的影响

Ｆｉｇ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ

ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

２． ２　 菌种接种量对黄芪多糖含量的影响　 菌种接

种量对黄芪多糖含量的影响见图 ２。 如图 ２ 所

示，当菌种接种量为 ６％ 时，黄芪多糖含量最大，

·０７·
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之后随着菌种接种量的增加，黄芪多糖含量有一

个缓慢下降的趋势。 沼泽红假单胞菌的生长受到

接种量的影响较大，接种量过低会使发酵周期延

长，不利于实际生产。 因此，在利用沼泽红假单胞

菌发酵黄芪，选择菌种接种量时应控制在 ６％
左右。

图 ２　 不同接种量对黄芪多糖含量的影响

Ｆｉｇ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ａｍｏｕｎｔ ｏｎ ｔｈｅ

ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

２． ３　 发酵温度对黄芪多糖含量的影响　 发酵温度

对黄芪多糖含量的影响如图 ３ 所示。 由图 ３ 可知，

发酵温度对黄芪多糖含量的影响较大，随着温度的

升高黄芪多糖含量也显著升高（Ｐ ＜ ０． ０５），当温度

为 ４０ ℃时黄芪多糖含量达到最大。 这种趋势产生

的原因可能是高温有利于黄芪多糖的释放，但沼泽

红假单胞菌的最适生长温度为 ３０ － ３５ ℃，温度过

高的会严重抑制其正常生长代谢。 因此，沼泽红假

单胞菌发酵黄芪发酵温度不易过高，应该控制在

４０ ℃以内。

２． ４　 初始培养基 ｐＨ 值对黄芪多糖含量的影响　

初始培养基 ｐＨ 值对黄芪多糖含量的影响见图 ４。

由图 ４ 可知，初始培养基 ｐＨ 值对黄芪多糖含量有

一定的影响，起初黄芪多糖随着培养基初始 ｐＨ 值

的升高而增加，在培养基初始 ｐＨ 值为 ６． ６ 时黄芪

多糖含量达到最大。 当培养基初始 ｐＨ 值继续升

高，黄芪多糖含量小幅下降，这一趋势与沼泽红假

单胞菌的最适生长 ｐＨ 相似。 因此，在培养基初始

图 ３　 不同发酵温度对黄芪多糖含量的影响

Ｆｉｇ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ ｔｈｅ

ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

ｐＨ 值应控制在 ６． ６ 左右。

图 ４　 不同初始培养基 ｐＨ 值对黄芪多糖含量的影响

Ｆｉｇ ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｐＨ ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ

ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

２． ５　 正交试验结果　 由表 ２ 和表 ３ 可知，４ 个因

子中，发酵时间和发酵温度对黄芪发酵液中的黄

芪多糖含量产生了极显著性的影响（Ｐ ＜ ０． ０１）。
根据 Ｆ 值水平将各因子对黄芪多糖含量的影响强

弱排序为：发酵时间 ＞ 发酵温度 ＞ 菌种接种量 ＞
培养基初始 ｐＨ 值。 最佳发酵条件为 Ａ３Ｂ３Ｃ３Ｄ１，
即发酵时间 ６ ｄ、接种量 １０％ 、发酵温度 ４０ ℃ 和

初始培养基 ｐＨ 为 ６． ２，在此条件下，黄芪多糖含

量达到了１１１． ４０ μｇ ／ ｍＬ，与对照组相比提高了

５１． ５６％ 。

·１７·
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表 ２　 沼泽红假单胞菌发酵对黄芪多糖含量影响的正交试验结果

Ｔａｂ ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｔｅｓｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ Ｒ． ｐａｌｕｓｔｒｉｓ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ

ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

试验号
Ｎｕｍｂｅｒ Ａ Ｂ Ｃ Ｄ

黄芪多糖含量 ／ （μｇ ／ ｍＬ）
Ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｐｌｏｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ／ （μｇ ／ ｍＬ）

１ ２ ３
合计（ｙｉ）
Ｔｏｔａｌ（ｙｉ）

１ １ １ １ １ １００． ４０ ９６． ０８ ９７． ０１ ２９３． ４９

２ １ ２ ２ ２ ９４． ６２ ９２． ８９ ９６． ４８ ２８３． ９９

３ １ ３ ３ ３ １０１． １３ １０２． ９３ １００． ８７ ３０４． ９３

４ ２ １ ２ ３ １０１． １０ ９７． ６８ ９５． ８５ ２９４． ６３

５ ２ ２ ３ １ １０１． ６７ １０３． ２６ １０５． ２２ ３１０． １５

６ ２ ３ １ ２ １０１． ５６ ９４． ６５ １００． ３０ ２９６． ５１

７ ３ １ ３ ２ １０８． ５４ １１１． ４０ １１２． ００ ３３１． ９４

８ ３ ２ １ ３ １０１． ９０ １０２． ２３ １０５． ８８ ３１０． ０１

９ ３ ３ ２ １ １０６． ４２ １０６． １８ １０６． ９１ ３１９． ５１

Ⅰ ｊ ８８２． ４１ ９２０． ０６ ９００． ０１ ９２３． １５ Ｇ ＝ ∑ｙｉ ＝ ２７４５． １６， Ｇ２ ＝ ７５３５９０３

Ⅱ ｊ ９０１． ２９ ９０４． １５ ８９８． １３ ９１２． ４４ ＣＴ ＝ Ｇ２ ／ ９ ｍ ＝ ２７９１０７． ５（ｍ ＝ ３）

Ⅲ ｊ ９６１． ４６ ９２０． ９５ ９４７． ０２ ９０９． ５７ Ｓ总 １ ＝ ∑ｙ２ｉ ／ ｍ － ＣＴ ＝ ２７９６８８． ０ － ２７９１０７． ５ ＝ ５８０． ５，　 ｆ总 １ ＝ ８

Ｒ ｊ
２ ＝ Ⅰ２

ｊ ＋ Ⅱ２
ｊ ＋ Ⅲ２

ｊ ２５１５３７６ ２５１２１４７ ２５１３５０２ ２５１２０７０ Ｓ总 ＝ （９ ｍ 个结果各自先平方后相加） － ＣＴ ＝

Ｒ２
ｊ ／ ３ ｍ ２７９４８６． ３ ２７９１２７． ４ ２７９２７８ ２７９１１８． ９ ２７９７７１． ８ － ２７９１０７． ５ ＝ ６６４． ３，ｆ总 ＝ ９ ｍ － １ ＝ ２６

Ｓ ｊ ＝ Ｒ２
ｊ ／ ３ ｍ － ＣＴ ３７８． ７３ １９． ８９ １７０． ５４ １１． ４２ Ｓｅ２ ＝ Ｓ总 － Ｓ总 １ ＝ ６６４． ３ － ５８０． ５ ＝ ８３． ８，ｆｅ２ ＝ ９（ｍ － １） ＝ １８

表 ３　 沼泽红假单胞菌发酵对黄芪多糖含量影响的方差分析

Ｔａｂ ３　 Ｖａｒｉａｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ Ｒ． ｐａｌｕｓｔｒｉｓ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

方差来源
Ｓｏｕｒｃｅｓ ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎ

偏差平方和
ＳＳ

自由度
ＤＦ

平均偏差平方和
ＭＳ Ｆ 显著性

Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ

Ａ ３７８． ７３ ２ １８９． ３７ ４０． ６４ ∗∗

Ｂ １９． ８９ ２ ９． ９５ ２． １３ －

Ｃ １７０． ５４ ２ ８５． ２７ １８． ３０ ∗∗

Ｄ １１． ４２ ２ ５． ７１ １． ２３ －

ｅ ８３． ８ １８ ４． ６６

　 注： ∗Ｆ０． ０５（２， １８） ＝ ３． ５５， ∗∗Ｆ０． ０１（２， １８） ＝ ６． ０１；∗表示在 Ｐ ＜ ０． ０５ 水平差异显著；∗∗表示在 Ｐ ＜ ０． ０１ 水平差异显著；

Ｎｏｔｅ：∗Ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｍｏｎｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ａｔ ０． ０５ ｌｅｖｅｌ；∗∗Ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｍｏｎｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ａｔ ０． ０１ ｌｅｖｅｌ．

３　 讨论与结论

植物源性中药材的有效成分主要存在于细胞

间质包裹的胞浆和植物细胞壁中，而细胞壁是由不

同纤维和胶质类物质组成的细胞外结构。 因此，在
中药提取过程中需要克服多重阻力，才能将胞浆中

的有效活性成分释放出来［７］。 中药发酵是传统中

·２７·
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药加工炮制的重要方法，即以传统中药材为发酵原

料，药材中多糖类、苷类、黄酮类等物质可为微生物

的生长提供营养，同时微生物在生长代谢过程中分

泌大量的蛋白酶、纤维素酶、半纤维素酶、淀粉酶、
果胶酶等胞外酶，可使植物细胞破裂，细胞间隙增

大，可促进中药中有效成分的溶出，达到提高中药

有效成分提取率的目的［１５］。 陈丽艳等［１６］研究结果

显示，黄芪经侧耳菌（Ｐｌｅｕｒｏｔｕｓ ｏｓｔｒｅａｔｕｓ）发酵后黄

芪多糖的提取率及含量大幅提高，含量增加了

７１􀆰 ７０％ ，充分体现了中药发酵可以使黄芪多糖较

大限度的释放；郭羽等［１７］ 利用酿酒酵母（Ｓａｃｃｈａｒｏ⁃
ｍｙｃｅｓ ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）发酵黄芪，结果表明发酵对黄芪中

多糖含量有一定影响，其产率与传统法相比提高了

１４． ２８％ ； 郭云霞等［１０］ 通过甲基营养型芽胞杆菌

（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｍｅｔｈｙｌｏｔｒｏｐｈｉｃ）Ｎ － １４ 发酵黄芪后总多糖

的含量提高了 ５７． ３１％ 。 本文利用沼泽红假单胞菌

为发酵菌种，以中药黄芪作为培养基的主要成分进

行液体发酵取得了相似的结果，在最佳发酵工艺条

件下黄芪多糖含量比对照组提高了 ５１． ５６％ 。 微生

物发酵黄芪是经过一系列的酶促反应，会受到发酵

菌种、发酵成分及发酵条件等因素的影响。 李美洁

等［１０］报道沼泽红假单胞菌能够分解利用木质素为

碳源进行生长，这可能是沼泽红假单胞菌发酵黄芪

导致黄芪多糖含量增加的原因之一。
目前报道的中药发酵菌种主要是一些真菌和

细菌，对于种类和数量众多的微生物而言，仅为极

少部分，因此具有极大的研究开发空间。 本文利用

实验保藏的一株沼泽红假单胞菌对黄芪进行发酵，
能显著提高黄芪多糖的得率，丰富了中药发酵技术

的发酵菌种资源。 此外，该沼泽红假单胞菌新陈代

谢方式多样，可以通过自然界存在的 ４ 种代谢模式

进行生长，包括光合自养、光合异养、化学自养和化

学异养［１０］。 因此，研究将为发酵黄芪的工业化生

产提供新的思路。
研究通过沼泽红假单胞菌发酵黄芪，发酵后黄

芪多糖较对照组显著提高（Ｐ ＜ ０． ０１）。 利用正交

试验优化了沼泽红假单胞菌发酵黄芪的条件，在最

佳发酵条件下即发酵天数 ６ ｄ，接种量 １０％ ，发酵温

度 ４０ ℃和初始培养基 ｐＨ 为 ６． ２ 时，黄芪多糖含量

可高达 １１１． ４０ μｇ ／ ｍＬ， 与对照组相比提高了

５１􀆰 ５６％ 。 研究结果将为微生物发酵黄芪提供菌种

资源以及黄芪的高效利用提供理论支持。
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