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［摘要］　目的：筛选能够水解百药煎原料中鞣质并生成没食子酸的最佳混菌发酵组合。方法：以百药煎传统炮
制过程中分离纯化获得具有降解鞣质能力的微生物作为筛选出发菌种库，分别进行单菌发酵和混菌发酵，以 ＨＰＬＣ
方法检测发酵液中没食子酸或鞣质的含量，筛选发现单菌最强菌株及具有协同增强降解鞣质生成没食子酸能力的最

佳混菌组合。结果：发现４个菌（ＨＭＢ５、ＨＭＢ２、ＨＭＹ１、ＨＭＹ２）形成的组合为协同降解百药煎中鞣质并生成没食
子酸的最佳组合，该组合固态发酵后样品中没食子酸的量为０５９ｇ·ｇ－１样品，而百药煎传统炮制样品中没食子酸含
量为０５２ｇ·ｇ－１样品，增加了１１％；该混菌组合发酵样品的抗菌活性优于百药煎传统炮制品。结论：筛选得到的最
优混菌组合工艺优于百药煎传统自然发酵工艺，为实现百药煎的现代工业化生产提供了菌群基础。
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百药煎是我国传统中药饮片的一种，由五倍

子、茶叶和酒曲等原料经自然发酵而成，临床上多

用于消化系统疾病的治疗或调理。没食子酸为百药

煎的主要药效物质，由五倍子中的可水解鞣质经产

单宁酶微生物转化而来［１］，其具有抗肿瘤、杀锥

虫、抗炎、抑菌、抗病毒、降糖和降酯等活性［２］，

其中百药煎的传统炮制是在自然状态下由原料中所

含微生物混合发酵而成，参与发酵的菌种和数量波

动性较大，且易受致病菌及有害菌的污染，生产条

件不易控制，产品质量随环境变化波动较大，发酵

终点凭主观经验判断，因人而异，从而影响产品的

质量和稳定性，不利于百药煎工业化大规模生

产［３］。为克服百药煎传统炮制的不足，本研究在

前期分离并初步鉴定了百药煎传统炮制过程中微生

物的基础上，剔除致病菌后以药效物质没食子酸的

含量变化为筛选指标，分别考察单菌及混菌发酵组

·３５４·
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合对百药煎中鞣质转化生成没食子酸的能力，期望

筛选得到协同降解鞣质生成没食子酸的最佳混菌

组合。

１　仪器与材料

１１样品信息

百药煎传统炮制品由四川辅正药业提供，鉴定

人：河南中医药大学张振凌教授。五倍子（安徽亳州

沪谯中药饮片公司，批号：２０１６０８２４）；绿茶（中国
农业科学院茶叶专业市场）；酒槽（镇江酒厂）；没

食子酸对照品（上海勃生物工程有限公司，纯度

９９％以上）。样品编号 Ｃ１～Ｃ８分别是在发酵时间０、
６、１８、２４、３０、４２、４８、６６ｈ取样，样品经 ６０℃
烘干３ｈ，打粉过４０目筛。

１２菌种及细胞

百药煎传统炮制过程中所分离得到的菌种，纸

片法 初 筛 得 到 的 细 菌 ＨＭＢ１、ＨＭＢ２、ＨＭＢ３、
ＨＭＢ５、ＨＭＢ６；酵 母 菌 ＨＭＹ１、ＨＭＹ２、ＨＭＹ５、
ＨＭＹ６、ＨＭＹ７；丝状真菌 ＨＭＦ１、ＨＭＦ２、ＨＭＦ３均
具有降解鞣质能力，详情见文献 ［４］。金黄色葡萄
球菌本实验室保藏。

１３培养基

ＬＢ培养基、ＰＤＡ培养基。１＃液体培养基：２％
Ｃ２粉末（ｍ·ｖ

－１），ｐＨ自然，装液量３０ｍＬ，１２１℃
灭菌３０ｍｉｎ；２＃固体培养基：２５％ Ｃ２粉末（ｍ·ｖ

－１），

ｐＨ自然，２５ｇ添加，１２１℃灭菌３０ｍｉｎ；３＃固体培
养基：５０％Ｃ２粉未（ｍ·ｖ

－１），ＰＨ自然，装量 ５ｇ，
１２１℃灭菌３０ｍｉｎ。。

１４仪器

电子天平（上海精科天平）；精密数显示酸度计

（Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ）；压力蒸汽灭菌锅（上海华线医用核子仪
器有限公司）；超净工作台（上海智城分析仪器制造

有限公司）；生化培养箱（上海一恒科学仪器有限公

司）；恒温培养振荡器（上海智城分析仪器制造有限

公司）；高效液相仪（Ｗａｔｅｒｓ１５２５二元泵 ＋２７０７自动
进样器＋２９９８ＤＡＤ检测器）；离心机 ＡｖａｎｔｉＪ２６ＸＰ
（ＢＥＣＫＭＡＮＣＯＮＬＴＥＲ）。

２　方法

２１种子液制备

细菌用ＬＢ液体，酵母菌、丝状真菌用 ＰＤＡ液

体，在３０℃下培养，１５０ｒ·ｍｉｎ－１条件下培养１２ｈ
后，调整细菌、酵母菌活菌数为１×１０６ＣＦＵ·ｍＬ－１，
丝状真菌菌体量达３ｍｇ·ｍＬ－１。

２２摇瓶发酵筛选

液体摇瓶培养筛选降解１＃培养基中鞣质生成没食
子酸能力较好的菌株及其与同类菌株和非同类菌株间

协同作用较优的混菌组合。发酵摇瓶接种总量为

２ｍＬ，各菌接种比例相同，在３０℃、１５０ｒ·ｍｉｎ－１条
件下振荡培养６ｄ，ＨＰＬＣ测定发酵液中没食子酸的
量，以１＃培养基为空白对照。

２３摇瓶筛选获得最佳混菌组合固态发酵验证

采用２＃培养基进行固态发酵培养，验证筛选菌
株间协同降解鞣质生成没食子酸的作用，每瓶接种

总量为２ｍＬ，不同菌株间接种比例相同，３０℃条件
下培养６６ｈ测定发酵液中没食子酸含量。

２４最佳混菌组合固态发酵时间曲线测定

最佳混菌组合的菌株接种于３＃培养基中，细菌
接种量各为０２ｍＬ、酵母菌接种量各为０４ｍＬ，分
别于发酵０、１８、３０、４２、４８、６６、７２ｈ取样测定发
酵液中没食子酸和鞣质的含量。

２５指标检测

没食子酸标准溶液配制：用甲醇配制没食子酸，

质量浓度为１０３ｍｇ·ｍＬ－１标准品溶液。
供试液１的制备：分别精密称取百药煎炮制样

品（Ｃ１～Ｃ８）粉末各０５ｇ，加水３０ｍＬ，称重后浸
提２ｈ，超声提取２次，每次３０ｍｉｎ，补足重量过
滤。取滤液１ｍＬ过０４５μｍ滤膜后测定没食子酸
含量。

供试液 ２的制备：取 ２０ｍＬ供试液 １，添加
１０ｍＬ１２ｍｏｌ·Ｌ－１浓盐酸，振荡混合均匀后，沸水
浴３０ｍｉｎ，取水解液１ｍＬ于洁净试管中，滴加明
胶液１～２滴，若无白色沉淀出现，则表明鞣质水
解完全，取滤液１ｍＬ过０４５μｍ滤膜过滤后测定
没食子酸含量。

可水解鞣质含量 ＝水解后没食子酸的含量 －水
解前没食子酸含量［５］ （１）

没食子酸 ＨＰＬＣ检测的色谱条件［６］：色谱柱 Ｕ
ｎｉｔａｒｙＣ１８（１５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）；流动相为甲

醇０１％磷酸（１５∶８５）；流速为１ｍＬ·ｍｉｎ－１；检测波
长为２７３ｎｍ；柱温为３０℃；进样量２０μＬ。

·４５４·
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２６样品抑菌活性测定

供试液３制备：取百药煎终样品粉末０５ｇ，加
水１０ｍＬ，超声提取３０ｍｉｎ，过滤得百药煎提取液。

抑菌活性检测：ＬＢ制备金黄色葡萄球菌的菌浓
约为１×１０６ＣＦＵ菌悬液，取０５ｍＬ菌悬液，加至
２５ｍＬＬＢ培养基振荡混匀倒平板。滴加２０μＬ样品
提取液于直径为３ｍｍ的圆形纸片上，后于３７℃培
养２ｄ，测量纸片周围抑菌圈直径。

３　结果与分析

３１百药煎传统炮制过程中没食子酸及鞣质含量
变化

　　百药煎传统炮制过程中没食子酸和鞣质含量变
化见图１。

图１　百药煎传统炮制过程中没食子酸和鞣质的含量变化

由图１可知，随百药煎传统炮制时间的增加，
样品中鞣质含量逐步减少，没食子酸含量逐步增

加，表明百药煎中微生物逐步将鞣质转化成没食

子酸。

３２鞣质降解菌株的筛选

通过摸索性实验发现，菌株液体摇瓶筛选过程

中，随着培养时间的增加其代谢转化鞣质生长没食

子酸量增多，造成培养基ｐＨ逐步降低，对菌株生长
代谢影响较大，实验发现，当接种量为２ｍＬ时，能
明显缩短发酵周期至６ｄ。
３２１单菌摇瓶筛选　分别单独于１＃液体培养基中
接种各菌种子液各２ｍＬ，在３０℃、１５０ｒ·ｍｉｎ－１条
件下发酵培养６ｄ，后测定发酵液中没食子酸的量，
１＃液体培养基为空白对照，结果见图２。

由图２可知，单菌摇瓶培养发现，细菌 ＨＭＢ５、
酵母菌 ＨＭＹ２分别是同类菌株中具转化百药煎中鞣
质生成没食子酸能力最强的菌株，而各丝状真菌间

能力对比差别不大。

图２　单菌摇瓶培养筛选结果

３２２同类菌株混合培养　分别将同类菌株中转化
百药煎中鞣质生成没食子酸能力最强单菌与其他同

类菌株两两组合发酵培养，接种量各为 １ｍＬ，在
３０℃、１５０ｒ·ｍｉｎ－１，发酵培养６ｄ后测定没食子酸
的量，以１＃培养基和单菌发酵培养为对照，结果见
图３。

图３　同类菌株混合摇瓶培养筛选

由图 ３可知，摇瓶筛选发现细菌 ＨＭＢ２和
ＨＭＢ５，酵母菌ＨＭＹ１和ＨＭＹ２，丝状真菌ＨＭＦ２和
ＨＭＦ３的各组合中菌株具有相互协同增强降解百药
煎中鞣质生成没食子酸的作用。

３２３非同类菌株间混合培养
３２３１细菌、酵母菌混合培养　将细菌组合
ＨＭＢ５、ＨＭＢ２与酵母菌组合 ＨＭＹ１、ＨＭＹ２间分
别进行三菌和四菌组合，接种于１＃液体培养基中，
每瓶接种总量为２ｍＬ，各菌接种量比例相同，在
３０℃、１５０ｒ·ｍｉｎ－１，培养 ６ｄ后检测发酵液中没
食子酸的量，以同类菌株混合发酵为对照，结果见

图４。
·５５４·
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图４　细菌酵母菌混合培养结果

　　由图 ４可知，菌株 ＨＭＢ２、ＨＭＢ５、ＨＭＹ１、
ＨＭＹ２间具有协同增强转化百药煎鞣质成没食子酸
的作用。

３２３２细菌、酵母菌、丝状真菌混合培养　分别
将混菌 ＨＭＢ２、ＨＭＢ５、ＨＭＹ１、ＨＭＹ２与最优丝状
真菌组合ＨＭＦ２、ＨＭＦ３间进行组合，接种于１＃培养
基中，每瓶接种总量为 ２ｍＬ，各菌接种量比例相
同，在３０℃、１５０ｒ·ｍｉｎ－１，发酵培养６ｄ后检测发
酵液中没食子酸的量，结果见图５。

图５　最优细菌酵母菌组合与丝状真菌混合摇瓶培养

由图５可知，丝状真菌 ＨＭＦ２、ＨＭＦ３与最优细
菌酵母菌组合 ＨＭＢ２、ＨＭＢ５、ＨＭＹ１、ＨＭＹ２间具有

拮抗转化百药煎鞣质生成没食子酸作用。因此摇瓶发

酵筛选得到的组合 ＨＭＢ２、ＨＭＢ５、ＨＭＹ１、ＨＭＹ２为
转化百药煎鞣质生成没食子酸的最佳混菌组合。

３３摇瓶筛选获得最佳混菌组合固态发酵验证

分别将最强单菌 ＨＭＢ５和 ＨＭＹ２、最佳细菌混
菌组合 （ＨＭＢ１与 ＨＭＢ５）、最佳酵母菌混菌组合
（ＨＭＹ１与ＨＭＹ２）、最佳混菌组合（ＨＭＢ５、ＨＭＢ１、
ＨＭＹ１和ＨＭＹ２）接种于２＃固态发酵培养基中，接种
总量为２ｍＬ，各菌株接种比例相同，在３０℃条件
下静置培养６６ｈ，结束后检测发酵物中没食子酸的
含量，结果见图６。

图６　最优混菌组合固态发酵培养

由图６可知，最佳混菌 ＨＭＢ２、ＨＭＢ５、ＨＭＹ１、
ＨＭＹ２组合固态发酵培养协同转化百药煎中鞣质生
成没食子酸的能力优于最强单菌及最优同类混菌

组合。

３４最佳混菌组合固态发酵时间曲线

初步研究了最佳混菌组合固态发酵相关条件，

包括接种量、菌株接种比例和底物浓度的影响，研

究结果发现，菌株接种于３＃培养基，细菌接种量各
为０２ｍＬ、酵母菌接种量各为０４ｍＬ时发酵效果
最好，因此在该发酵条件下分别于发酵０、１８、３０、
４２、４８、６６、７２ｈ取样测定发酵液中没食子酸和鞣
质随时间的变化情况，结果见图７。

由图７可知，百药煎最佳混菌组合固态发酵过
程中，随着发酵时间的增加鞣质含量呈递减趋势，

没食子酸的含量呈先增加后减少趋势，培养至６６ｈ
样品中没食子酸含量最大为０５８９ｇ·ｇ－１样品，优于

·６５４·
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百药煎传统炮制品中没食子酸含量（０５２ｇ·ｇ－１样
品）。

图７　最优混菌组合固态发酵培养过程中没食子酸和
鞣质含量变化

３５百药煎传统炮制品和百药煎最佳混菌发酵样品
抑菌活性测定

　　比较测定百药煎传统炮制品和百药煎的最佳混
菌组合固态发酵培养至６６ｈ，各样品对金黄色葡萄
球菌的抑制活性，结果见图８。

图８　百药煎炮制品和发酵样品抑菌活性测定

由图８可知，百药煎最佳混菌固态发酵６６ｈ所
得样品对金黄色葡萄球菌抑制活性优于百药煎传统

炮制品。

４　讨论

百药煎传统炮制饮片是在自然状态下混菌发酵

制成，随着炮制时间的增加样品中鞣质含量呈递减

趋势，没食子酸的含量则呈递增趋势，该结果表明，

百药煎中所含微生物逐步将鞣质转化成没食子酸。

因此本实验以百药煎传统炮制过程中分离纯化获得

具降解鞣质能力的微生物作为筛选出发菌种库，分

别进行单菌发酵和混菌发酵，以 ＨＰＬＣ方法检测发
酵液中没食子酸或鞣质的含量，摇瓶筛选得到具协

同降解鞣质生成没食子酸的能力的最佳混菌组合

ＨＭＢ２、ＨＭＢ５、ＨＭＹ１、ＨＭＹ２。最佳混菌组合固态
发酵后样品中没食子酸的量约为０５９ｇ·ｇ－１百药煎，
而百药煎传统炮制品中没食子酸为０５２ｇ·ｇ－１百药
煎，增加了约１１％，且最佳混菌固态发酵后样品
对金黄色葡萄球菌的抑制活性优于百药煎传统炮

制品。

本研 究 筛 选 得 到 最 佳 混 菌 组 合 ＨＭＢ２、
ＨＭＢ５、ＨＭＹ１、ＨＭＹ２不仅为实现百药煎的现代
工业化生产提供了可发酵调控菌种基础，同时也

为分离并利用传统发酵中药的微生物提供了一定

的参考。
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