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摘 要: 为研究姬松茸固态发酵对小麦多酚的影响并初步探索其代谢机理，对姬松茸固态发酵后小麦的多酚物质( 游

离态多酚、结合态多酚和总酚) 含量和 3 种碳水化合物水解酶( 纤维素酶、α－淀粉酶和 β－葡萄糖苷酶) 酶活性进行了

测定，并对它们之间的关系进行了研究。结果表明，游离态多酚和总酚含量随发酵时间的延长而增加，均在发酵 30 d
时达到最大，分别为 3.121 mg /g 和 3.207 mg /g。结合态多酚含量随发酵时间的延长而降低。纤维素酶和 α－－淀粉酶的

酶活性随发酵时间的延长而增加，在发酵第 20 d 达到最大，之后逐渐降低。β－－葡萄糖苷酶的酶活在 5～30 d 的发酵时

间内一直随发酵时间延长而增加。3 种酶对结合态多酚从细胞壁释放出来起重要作用。
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Abstract: To investigate the effect of solid state fermentation with Agaricus blazei on polyphenol of wheat and explore the
mechanism of polyphenol metabolism，the contents of free polyphenols，bound polyphenols and total polyphenols after solid－
state fermentation( SSF) by Agaricus blazei and the carbohydrates hydrolases enzymes activities of fermented products were
determined.As well as the correlations between these enzyme activities and polyphenols contents in fermented products were
analyzed.This study indicated that the contents of free and total polyphenols increased with the prolonging of fermentation time.
In contrast，the contents of bound polyphenols decreased. The activities of cellulase and α－ amylase increased as the time
increase initially and decreased afterwards，and reached the maximum at 20 d.The activities of β－Glucosidase kept growing in
5～30 days. The carbohydrates hydrolases plays an important role in releasing of bound polyphenols from cell wall.
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近年来，全谷物作为一种新的养生概念愈来愈

受到关注。全谷物的摄入有助于降低心脏病，胃肠

道癌症，糖尿病的风险，防止虚胖，增强抵抗力。全

谷物之所以具备这些保健功能，与其含有丰富的酚

类化合物密切相关［1］。有研究表明，全谷物中含有大

量的多酚类化合物，包括酚酸、黄酮类化合物和原花青

素等，具有很强的抗氧化活性［2－3］。根据其与蛋白质、
糖类等的结合程度分为结合型多酚和游离型多酚［4］。
这些酚类化合物多集中在胚芽、麸、糠部位，而在胚乳

部含量较少，不利于人体消化吸收利用［1，5］。传统的食

用习惯是对谷物精制脱皮，使得大部分多酚化合物在

加工过程中随种皮分离损失掉。有报道称［6－9］，利用碳

水化合物水解酶的水解作用，使谷物细胞壁分解，各种

活性物质释放或合成，能提高多酚的得率。
小麦是人们日常生活中最重要的谷物之一，它的

麸、糠部位不仅是膳食纤维的重要来源，更是富含酚酸

类化合物，包括香草酸、香豆酸、阿魏酸等［4，7］。
姬松茸( Agaricus blazei Murrill) 又名巴西蘑菇，是

一种珍稀的食药兼用真菌［10］。因其含有甾醇，多糖等

功效成分，在防癌、抗肿瘤、降低血糖等方面具有显著

效果［11］。目前，利用食用菌菌丝体在谷物上发酵的研

究尚少［12］。本实验利用姬松茸对小麦进行固态发酵，

研究姬松茸固态发酵对小麦游离态多酚、结合态多酚、
总酚含量的影响，并对发酵产物的 α－淀粉酶、纤维素

酶和 β－葡萄糖苷酶酶活进行测定，探索这 3 种碳水化

合物水解酶与结合态多酚的关系。旨在研究姬松茸固

态发酵对小麦多酚的影响并初步探索其代谢机理，为

开发新的食药兼用的粗粮发酵食品提供依据。

1 材料与方法
1.1 材料与仪器

姬松茸( Agaricus blazei) SH26 菌株由本实验室
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提供，小麦从市场上购买。
没食子酸 Sigma 公司; 福林酚 北京索莱宝科

技有限公司; 石油醚; 甲醇; 乙酸乙酯; 氢氧化钠; 3，

5－二硝基水杨酸( DNS) ; 酒石酸钾钠; 结晶酚; 亚硫

酸钠; 可溶性淀粉; 对硝基苯酚; 对硝基苯基－β－D－
吡喃葡萄糖苷( pNPG) 。

生化培养箱 上海博迅实业有限公司医疗设备

厂; 电热鼓风干燥箱 上海博迅实业有限公司医疗

设备厂; 水浴锅 上海博迅实业有限公司医疗设备

厂; 低速离心机 安徽中科中佳科学仪器有限公司;

旋转蒸发器 上海亚荣生化仪器厂; 紫外可见分光

光度计 北京普析通用仪器有限责任公司。

1.2 谷物培养基的制备及固态发酵
准确称取 400 g ( 干重) 除去谷壳和石子等杂质

的小麦，在沸水中煮至无白心，沥干水分，摊开晾干

至不沾手( 水分含量约 40% ) ，然后加 6 g 石膏，混

匀，平均分装至 6 个罐头瓶，塑料膜封口，121 ℃灭菌

30 min。
待培养基冷却后，将活化后的姬松茸葡萄糖马

铃薯琼脂培养基( PDA) 斜面菌种切成 1 cm ×1 cm 的

小块接种至小麦培养基中( 不接种的作为对照) ，每

瓶接入 3 块，置于 25 ℃下培养。在菌丝长满后的第

5、10、15、20、30 d 时分别取出。

1.3 多酚含量的测定
样品中游离态多酚与结合态多酚类化合物的提

取采用文献［13，3］的方法。
1.3.1 样品预处理 发酵完成后，取出发酵后的小

麦，40 ℃烘箱中干燥 12 h，粉碎，过 40 目筛，于 4 ℃
冰箱保存备用。
1.3.2 游离态多酚的提取 准确称取 5 g 干燥粉碎

的样品，石油醚索氏抽提去脂。以 1 ∶ 8 ( g /mL) 加入

1% HCl－甲醇溶液，于摇床中 25 ℃，130 r /min 振荡

提取 24 h，然后 4000 r /min 离心 8 min，收集上清，残

渣复提。二次提取完成后，合并上清。测定游离态

多酚的含量。
1.3.3 结合态多酚的提取 将游离态多酚提取后所

得的残渣，40 ℃ 烘干后称重。加入 20 mL 2 mol /L
NaOH，置于摇床中于 25 ℃，130 r /min 振荡 1 h 进行

消化处理，然后用浓 HCl 将其 pH 调至 2，加入 10 mL
乙酸乙酯，静置 10 min 后 4000 r /min 离心 8 min，收

集乙酸乙酯部分。将收集到的溶液 40 ℃ 旋转蒸发

至干，甲醇定容至 10 mL。测定结合态多酚的含量。
1.3.4 多酚含量的测定 多酚含量测定根据 Folin－
Cioncalteu 比色法［14］。采用没食子( 0～0.1 mg /mL) 为

标准品绘制标准曲线。所得标准曲线的线性回归方

程为: y = 7.1671x－0.0035，相关系数 Ｒ2 = 0.9998。所

得多酚含量结果为干基含量。

1.4 酶活性测定
1.4.1 酶的提取 取 1 g 的小麦固态发酵产物，放置

于冰预冷的研钵中，加入 5～10 mL 蒸馏水，迅速将其

研磨 成 匀 浆，然 后 将 匀 浆 转 入 离 心 管 中，4 ℃ 下

12000 r /min 离心 10 min，取上清液作为 α－淀粉酶，

纤维素 酶 的 提 取 液。β － 葡 萄 糖 苷 酶 的 提 取 是 以

pH4.6，0.1 mol /L 柠檬酸钠缓冲液作为提取剂，方法

同 α－淀粉酶，纤维素酶的提取。
1.4.2 纤维素酶酶活性测定 取 1 cm ×6 cm 滤纸条

1 个置于试管中，加入 0.5 mL 粗酶液，再加 1.5 mL
0.1 mol /L，pH4.4 柠檬酸缓冲液，于 50 ℃水浴准确保

温 1 h，取出后立即加入 1 mL DNS，置于沸水中显色

5 min。迅速冷却后，加入 9 mL 蒸馏水，于 540 nm 处

测吸光度值［15］。每小时每克发酵产物( 湿重) 水解产

生 1 微摩尔葡萄糖的酶量为 1 单位。DNS 试剂具体

制备方法及缓冲液配制方法参照文献。
1.4.3 α－淀粉酶酶活性测定 α－淀粉酶酶活性测定

参照陈钧辉等的方法［16］进行。取 1% 可溶性淀粉溶

液 0.5 mL ( 用 pH6.9，20 mmol /L 磷酸钠缓冲液配制

内含 6.7 mmol /L NaCl) ，加入 0.5 mL 酶的粗提液，

25 ℃准确保温 3 min，立即加入 3，5－二硝基水杨酸

显色剂 1 mL，于 100 ℃水浴沸腾 5 min 后冷却，加蒸

馏水定容到 10 mL，于 540 nm 处测吸光度值。每小

时每克发酵产物( 湿重) 水解产生 1 微摩尔麦芽糖的

酶量为 1 单位。
1.4.4 β－葡萄糖苷酶酶活性测定 采用 pNPG 法测

定 β－葡萄糖苷酶酶活性［17］。采用对硝基苯酚为标

准品( 0.01～0.1 μmol /mL) 绘制标准曲线。所得标准

曲线的线性回归方程为: y = 13.707x－0.0455，相关系

数 Ｒ2 = 0.9773。每小时每克发酵产物( 湿重) 水解产

生 1 微摩尔对硝基苯酚的酶量为 1 单位。

1.5 统计学分析
实验数据均为 3 次重复所得，数据图中用误差

棒表示标准差，数据经 Microsoft Excel 处理并作图，

采用 Spss17.0 统计软件对数据进行差异显著性检验

( p ＜ 0.05) 。

2 结果与分析
2.1 发酵对小麦多酚含量的影响

由图 1 可知，小麦经姬松茸固态发酵后，其游离

态多酚含量，结合态多酚含量，总酚含量都随发酵时

间的变化而变化。所测未发酵小麦提取物中的游离

态多 酚 含 量 为 1.093 mg /g，结 合 态 多 酚 含 量 为

0.572 mg /g，总 酚 含 量 为 1.665 mg /g，这 与 Bhanja
等［7］测得的多酚含量结果一致。之后，随着发酵时间

的延长，结合态多酚的含量逐渐降低，而游离态多酚

的含量逐渐增加，总酚含量在发酵第 5 d 时略有降

低，之后也随着发酵时间的延长而增加。在发酵时

间达到 30 d 时，小麦提取物的总酚含量和游离态多

酚含量达到最高，分别为 3.207 mg /g，3.121 mg /g，为

对照的 1.926 倍和 2.855 倍。而结合态多酚含量在发

酵 30 d 时最低，为 0.087 mg /g，降低了 85%。在发酵

过程中，结合态多酚含量一直低于游离态多酚含量。
图 1 的结果表明，小麦经姬松茸发酵后游离态

多酚和总酚含量显著提高( p ＜ 0.05 ) ，而结合态多酚

随发酵时间延长逐渐减少( p ＜ 0.05) 。结合态多酚是

谷物中主要的多酚存在形式［18－19］，可通过碱、酸或酶

处理使其释放出来。本实验由于姬松茸在发酵过程

中的代谢活动使得小麦细胞壁分解，使得与蛋白质、
纤维素、果胶等共价结合的多酚释放出来，导致了游
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图 1 姬松茸固态发酵后小麦的多酚含量测定结果

Fig.1 The contents of free polyphenols，bound polyphenols
and total polyphenols of wheat fermented by Agaricus blazei

注: 带有不同字母的每组数据

之间差异显著( p ＜ 0.05) ，图 2 同。

离态多酚和总酚含量的显著提高。
2.2 发酵对酶活性的影响

由图 2 可知，发酵产物的纤维素酶酶活、α－淀粉

酶酶活和 β－葡萄糖苷酶酶活均随发酵时间的变化而

变化。β－葡萄糖苷酶酶活随着发酵时间的延长，酶

活性增强( p ＜ 0.05 ) ，且一直低于同水平的纤维素酶

和 α－淀粉酶的酶活。纤维素酶酶活随发酵时间的

延长而增加( p ＜ 0.05 ) ，在发酵第 20 d 时达到最大，

为 150.900 U /g，之后开始降低，在发酵 30 d 时酶活

为 59.502 U /g。同 样，α － 淀 粉 酶 酶 活 也 在 发 酵 第

20 d 时达到最大，为 80.100 U /g。

图 2 姬松茸固态发酵后小麦的酶活

Fig.2 Enzymes activities of wheat fermented by Agaricus blazei

经计算得出姬松茸固态发酵后小麦的游离态多

酚含量在 0～5 d 增长了 1.13%，在 5 ～10 d 增长了

19.15%，在 10～15 d 增长了 50.97%，在 15～20 d 增长

了 52.01%，在 20～30 d 增长了 24.42%。可以看出，

发酵时间从 0～20 d，游离态多酚含量的增长量都在

增加，而 20～30 d 增长量降低为 24.42%，同纤维素酶

活、α－淀粉酶的酶活性变化一致，在酶活性较高时增

长量增加，反之，亦然。图 2 的结果表明 3 种碳水化

合物水解酶在姬松茸固态发酵过程中产生且随发酵

时间而变化，α－淀粉酶、纤维素酶、β－葡萄糖苷酶作

用于小麦释放多酚，使得游离态多酚含量增加。据

报道 β－葡糖糖苷酶能催化连接在烷基和苯基－β－D
－葡萄糖苷之间的糖苷键释放酚苷部分［20］。

3 结论
姬松茸固态发酵能显著提高小麦的总酚含量和

游离态多含量，最高可达 3.207、3.121 mg /g。在发酵

过程中，纤维素酶、α－淀粉酶和 β－葡萄糖苷酶降解

小麦细胞壁上的化学成分，导致与细胞壁结合的多

酚酯键的水解和木质素的氧化降解，从而使结合态

多酚释 放 转 变 为 易 于 被 人 体 吸 收 利 用 的 游 离 态

多酚。
然而，发酵过程并不只是促进结合态多酚释放，

还存在若干种多酚代谢途径，如甲基化、糖基化、去

糖基化、硫酸盐共轭、糖酯化等，这些途径均可获得

多酚［20－21］。另外，植物中苯丙烷代谢途径是多酚合成

的重要途径［22－23］，发酵过程是否会对谷物的苯丙烷代

谢途径产生影响，从而影响多酚含量值得更进一步

的研究。
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［13］Chethan S，Malleshi N G. Finger millet polyphenols:
Optimization of extraction and the effect of pH on their stability
［J］.Food Chemistry，2007，105( 2) : 862－870.
［14］翟飞红，王琪，刘艺，等 .姬松茸固态发酵对谷物主要营
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说明模型预测效果良好。

3 结论
本文以海水中分离出的 5 株创伤弧菌为实验菌

株，基于 MKB 培养基，筛选出其中铁载体活性单位

最高的 V.vulnificusY8 菌株进行响应面优化并得到最

佳诱导条件，同时结合实际优化条件，得到优化条

件: 分别以乳糖和酵母浸出粉作为碳氮源且碳氮比

3、初始 pH8 及装液量 82 mL。对于 MKB 培养基，优

化前的参数: 以甘油和蛋白胨作为碳氮源且碳氮比

为 1、初始 pH6.8～7.0 及装液量 100 mL，得出的平均

铁载体活性单位为 69.95%。经过优化后的实验验

证 V.vulnificusY8 的 平 均 铁 载 体 活 性 单 位 为

89.676%，较优化前提高了 23.73%。利用响应面法

优化创伤弧菌产铁载体诱导条件，实现了铁载体的

高效诱导，解决了传统培养基诱导率不高，联铁物质

毒性大，不利于广泛使用等问题，为日后的铁载体进

一步研究奠定基础。
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