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研究报告 

甘油对粒毛盘菌 DP5 胞外多酚积累的影响 
杨柳*  曹焕英  孙丹宇  邓杰勇  吴俊贤  叶明 
(合肥工业大学 生物与食品工程学院  安徽 合肥  230009) 

 
 

摘  要：【目的】探明以甘油为碳源促进粒毛盘菌 DP5 积累多酚的可能原因。【方法】对碳源种

类、甘油浓度、曲酸、抑制剂和前体等对多酚产量和生物量的影响进行分析。【结果】以甘油为

碳源，能显著提高粒毛盘菌胞外多酚产量。甘油浓度为 20 g/L 时，胞外多酚产量最高，达到

0.664 g GAE/L，并在发酵液中检测到曲酸，其含量为 0.25 g/L。向以蔗糖为碳源的发酵液添加曲

酸，胞外多酚含量从 0.209 g GAE/L 提高至 0.376 g GAE/L。以甘油为碳源的发酵液中，酚氧化

酶活性较低。粒毛盘菌 DP5 通过莽草酸途径和聚酮途径合成多酚，甘油有利于莽草酸途径和聚

酮途径前体物质的合成。【结论】粒毛盘菌以甘油为碳源合成出曲酸，曲酸抑制多酚向黑色素的

转化；甘油促进多酚前体的合成，从而提高了粒毛盘菌胞外多酚的积累量。 
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Effect of glycerol on extracellular polyphenols accumulation in 
Lachnum DP5 

YANG Liu*  CAO Huan-Ying  SUN Dan-Yu  DENG Jie-Yong  WU Jun-Xian  YE Ming 
(College of Biotechnology and Food Engineering, Hefei University of Technology, Hefei, Anhui 230009, China) 

Abstract: [Objective] The possible relationships between glycerol and the extracellular polyphenols 
(EP) production from Lachnum DP5 were explored initially. [Methods] The influences of various 
carbon sources, glycerol concentration, kojic acid, inhibitors and precursors on EP production and 
biomass were investigated. [Results] The EP accumulation was obviously increased by the addition of 
glycerol. The maximum EP content reached 0.664 g GAE/L when using 20 g/L glycerol as the carbon 
source. Meanwhile, kojic acid was produced, and its yield was 0.25 g/L. The EP yield increased from 
0.209 g GAE/L to 0.376 g GAE/L by the addition of kojic acid into the sucrose-containing medium. 
The phenoloxidase activity was lower in the fermented glycerol-containing medium than that in the 
fermented sucrose-containing medium. The EP from Lachnum DP5 was biosynthesized via the 
shikimate and polyketide pathways. The biosynthesis of precursors of the shikimic acid and polyketide 
pathways were improved by glycerol. [Conclusion] Glycerol stimulated the biosynthesis of relative 
precursors and inhibited the bioconversion of polyphenols to melanin. Thus, EP accumulation was 
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boosted by the addition of glycerol as carbon source. 

Keywords: Lachnum, Extracellular polyphenol, Kojic acid, Shikimate pathway, Polyketide pathway 

多酚是指分子结构中含有多个酚羟基化合物

的总称，按结构可分为酚酸类、类黄酮类、二苯乙

烯类、木酚素等化合物。天然多酚具有抗氧化、抗

辐射、抗肿瘤、降血压等多种生理活性，是比较理

想的药物和保健食品基料，已引起全球的极大关

注。利用微生物发酵生产多酚，不受地域、季节限

制，并具有周期短、易产业化、成本低的优点，将

成为生产天然多酚的发展方向，其中具有活性的真

菌多酚令人瞩目。对真菌发酵产多酚的研究主要集

中在桦褐孔菌和桑黄，对其营养调控与代谢调控已

有一定了解。在培养基中添加甘蔗渣、麦秸、稻秆

等木质纤维素物质能提高桦褐孔菌胞内、胞外多酚

的含量[1]；在桦褐孔菌液体发酵过程中添加硝普钠

(NO 供体)、激发子(霉菌提取物)和茉莉酸能促进胞

内、胞外多酚的合成[2-5]。 

粒毛盘菌(Lachnum)属于盘菌纲(Discomycetes)

柔膜菌目(Helotiales)晶杯菌科(Hyaloscyphaceae)，在

深层发酵条件下可以产生多酚物质[6]，但产量一直

较低。前期研究发现粒毛盘菌 DP5 以甘油为碳源能

显著提高发酵液中抗氧化多酚的产量。甘油对真菌

多酚合成的影响还未见报道，本论文从多酚转化和

多酚生物合成途径两个方面对甘油促进粒毛盘菌

合成多酚原因进行了分析，以期为真菌多酚的开发

应用提供一定的科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
粒毛盘菌DP5菌株，子实体采集自中国云南省，

由合肥工业大学微生物资源与应用研究室分离

保藏。 

蔗糖、甘油、EDTA、氯化镁、邻苯二酚、甲

醇、乙酸等试剂购自国药集团化学试剂公司；酵母

粉、没食子酸、碘乙酰胺、Folin-Ciocalteu 试剂、

辛伐他汀、钠型强酸性阳离子交换树脂 001X7 等购

自上海生工生物公司。 

1.2  培养基 
种子培养基(g/L)：蔗糖 20，酵母粉 5，胰蛋白

胨 5，pH 自然。 

发酵培养基(g/L)：甘油 20，酵母粉 2，氯化镁

0.5，pH 自然。 

培养基均在 1×105 Pa 灭菌 20 min 后使用。 

1.3  培养方法 
将保藏菌种接种在马铃薯蔗糖平板上，28 °C

培养 4 d。打孔器接种直径 8 mm 的菌块于装有

50 mL 种子培养基的 250 mL 三角瓶中，28 °C、

120 r/min 振荡培养 2 d。用接种环挑一环种子液中

菌体于装有 100 mL 发酵培养基的 250 mL 三角瓶

中，30 °C、150 r/min 振荡培养 6 d，测胞外多酚含

量及生物量。 

1.4  曲酸对多酚发酵的影响 
用蔗糖代替发酵培养基中的甘油配制发酵培

养基。培养 2 d 后添加曲酸，使曲酸终浓度分别为

0.10、0.20、0.30、0.40、0.50、0.60 g/L，发酵培养

6 d 后测定生物量和胞外多酚含量。 

1.5  抑制剂对多酚合成的影响 
EDTA、碘乙酰胺、辛伐他汀溶液分 2 次在培

养 2 d 和 3 d 时添加。发酵液中 EDTA 添加的终浓

度分别为 5、10、20 mmol/L；碘乙酰胺终浓度分别

为 0.2、1.0、2.0 mmol/L；辛伐他汀终浓度分别为

0.15、0.30、0.45 mmol/L。 

1.6  前体对胞外多酚合成的影响 
在发酵培养 2 d 和 3 d 时分 2 次等量添加各前

体，使终浓度为 12 mmol/L，发酵培养 6 d 后测定

生物量和胞外多酚含量。 

1.7  生物量的测定 
将发酵液抽滤后，用去离子水冲洗 2 遍菌体，

55 °C 烘至恒重后称重。 

1.8  胞外多酚测定 
因发酵液中含有的少量游离氨基酸会干扰多
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酚的测定，需要将发酵液进行预处理以除去游离氨

基酸。将除去菌体的发酵液以流速 1 mL/min 通过

装有钠型通用性强酸性阳离子交换树脂 001X7 的

层析柱，收集流出液。用 Folin-Ciocalteu 法测定多

酚含量[7]，用没食子酸制作标准曲线，胞外多酚含

量以没食子酸当量计。 

1.9  曲酸测定 
利用 Shimadzu LC-6AD 测定。Hypersil ODS C18

色谱柱(4. 6 mm×250 mm，5 μm)，流动相：甲醇

(A)+1%乙酸(B)，流速 1.0 mL/min，梯度洗脱：

0−10 min，A׃B=1070׃90−30׃，检测波长 268 nm，

柱温 25 °C。 

1.10  酚氧化酶活性[8] 
按发酵液抽滤除菌体，取滤液。反应体系为

3 mL，含 0.2 mol/L 邻苯二酚的溶液 2 mL (用

0.1 mol/L pH 6.5 的磷酸钠盐缓冲溶液配制)，加入

1 mL滤液以启动反应，30 °C测定前10 min的OD525

变化。以每分钟内吸光值变化 0.01 个单位记为 1 个

活性单位(U)表示。 

1.11  还原糖测定 
DNS 法比色测定。发酵液过滤取滤液，适当稀

释。取 2 mL 稀释液，加入 3,5-二硝基水杨酸试剂

1.5 mL，混匀，沸水浴 5 min，冷却至室温。用蒸

馏水定容至 25 mL，充分混匀，在 540 nm 处测吸光

值。以葡萄糖制作标准曲线，还原糖含量以葡萄糖

当量计。 

2  结果与分析 

2.1  不同碳源对粒毛盘菌 DP5 多酚产量和生物

量的影响 
将发酵培养基中的碳源分别改用葡萄糖、蔗

糖、可溶性淀粉、羧甲基纤维素钠、果糖、甘油、

乳糖、糊精、玉米粉、乙酸钠等，添加量均为 20 g/L，
30 °C、150 r/min 振荡培养 6 d 后，测定生物量和胞

外多酚含量，结果见表 1。 
以羧甲基纤维素钠为碳源时，粒毛盘菌 DP5 生

长微弱，说明菌株难以利用纤维素。以乳糖、乙酸 

表 1  不同碳源对粒毛盘菌生物量和胞外多酚产量的

影响 
Table 1  Effect of carbon sources on EP production and 

biomass by Lachnum DP5 

碳源 
Carbon source 

生物量 
Biomass (g/L) 

多酚含量 
EP (g GAE/L) 

CMC-Na 0.973±0.012 0.111±0.005 

Fructose 5.730±0.325 0.226±0.090 

Glucose 5.105±0.050 0.241±0.040 

Lactose 2.140±0.085 0.174±0.021 

Sucrose 5.835±0.219 0.217±0.024 

Dextrin 6.090±0.099 0.083±0.009 

Starch 5.805±0.025 0.175±0.075 

Corn flour 8.115±0.445 0.169±0.039 

Glycerol 5.455±0.191 0.664±0.034 

Sodium acetate 1.699±0.071 0.187±0.029 

 
钠为碳源时，菌球数量少，菌体生长差。碳源为葡

萄糖、蔗糖、可溶性淀粉、甘油、果糖、糊精、玉

米粉等时，菌株 DP5 生长较快，菌丝团松散。其中

以甘油为碳源时，胞外多酚含量最高，达到

0.664 g GAE/L，远高于其它碳源。忍冬木层孔菌液

态发酵 8 d 时胞外多酚最大为 0.010 7 g GAE/L[9]；

桦褐孔菌在含木质纤维素的液体培养基中胞外多

酚产量提高至 0.151 6 g GAE/L[1]，粒毛盘菌所产胞

外多酚远高于忍冬木层孔菌和桦褐孔菌，有较好的

应用开发价值。 

2.2  甘油浓度对粒毛盘菌 DP5 多酚产量、生物

量和还原糖含量的影响 
以甘油为碳源，添加浓度分别为 5、10、15、

20、30、40 g/L 时，30 °C、150 r/min 振荡培养 6 d，
测定胞外多酚含量、还原糖含量和生物量，结果见

图 1。 
由图 1 可知，甘油浓度为 20 g/L 时，多酚产量

最高；当甘油浓度低于 20 g/L 时，多酚量和生物量

随甘油浓度增加而增加；当甘油浓度超过20 g/L时，

随甘油浓度增加多酚产量略有降低而生物量无明

显增加。许多天然多酚常以糖苷键与糖相连，本研

究最初采用 DNS 法测定发酵液中还原糖含量。由 
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图1  甘油浓度对多酚含量、还原糖浓度和生物量的影响 
Figure 1  Effect of glycerol concentrations on EP production, reducing sugar production and biomass by Lachnum DP5 
 
图 1 可知，还原糖含量随着甘油含量增加而增加。

在对发酵液中多酚提取、纯化时，发现与 DNS 试

剂反应的并非是与多酚连接的糖，而是一种结构与

糖类似、极性较大的物质，对该物质进行提纯，并

经 GC-MS、LC-MS 分析(数据未显示)，确定该极性

物质为曲酸，从图 1 可以看出曲酸产量随甘油含量

增加而增加。在甘油含量为 20 g/L 时，发酵液中曲

酸含量为 0.25 g/L。曲酸与真菌合成多酚的关系尚

不清楚，但曲酸对单酚和双酚氧化酶活性有抑制

作用[10]。粒毛盘菌具有合成黑色素的能力[11]，黑色

素是多酚在酚氧化酶的作用下生成的聚合体。实验

中发现：以甘油为碳源时，菌株 DP5 合成黑色素的

能力明显降低且黑色素合成时间延迟。因此推测曲

酸可能抑制了多酚向黑色素的转化，从而促进了多

酚的积累。 

2.3  曲酸对粒毛盘菌 DP5 产多酚的影响 
在以蔗糖为碳源的发酵液中，粒毛盘菌生长良

好且未检测到曲酸。为了解曲酸对多酚合成有无影

响，在以蔗糖为碳源的发酵培养基中添加曲酸，以

考察曲酸对粒毛盘菌合成多酚的影响，结果见表 2。 
从表 2 可知，低浓度曲酸能提高胞外多酚产量，

高浓度曲酸不利于生物量和多酚的积累，过多曲酸 

表 2  曲酸对粒毛盘菌生物量及胞外多酚产量的影响

(以 20 g/L 蔗糖为碳源) 
Table 2  Effect of kojic acid concentrations on biomass 

and EP production of Lachnum DP5 using 20 g/L sucrose

曲酸 
Kojic acid (g/L)

生物量 
Biomass (g/L) 

多酚含量 
EP (g GAE/L) 

0 5.729±0.130 0.209±0.015 

0.10 5.826±0.025 0.247±0.072 

0.20 5.835±0.019 0.276±0.064 

0.30 5.973±0.023 0.313±0.005 

0.40 5.425±0.108 0.376±0.071 

0.50 5.189±0.093 0.327±0.022 

0.60 4.894±0.076 0.269±0.013 

 
会抑制多酚合成相关酶活性。这也说明发酵液中含

有适量的曲酸能促进盘菌合成多酚物质。 

为弄清曲酸对酚氧化酶活性的影响，分别测定

了以甘油和以蔗糖为碳源时发酵液中酚氧化酶活

性变化曲线，结果见图 2。 

由图 2 可知，在以甘油为碳源的发酵液中，酚氧

化酶的活性较低，因曲酸是酚氧化酶的抑制剂，发酵

液中较低的酚氧化酶活性应和曲酸的合成有关。 

2.4  粒毛盘菌 DP5 胞外多酚合成途径分析 
从表 2 可以看出，向以蔗糖为碳源的发酵液中 
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图 2  碳源对发酵液中酚氧化酶活性变化曲线的影响 
Figure 2  Effects of carbon sources on phenoloxidase 
activity curve by Lachnum DP5 
 
添加曲酸，酚积累量提高至 0.376 g GAE/L；以甘

油为碳源的培养液中，酚含量为 0.664 g GAE/L，

说明应还有除曲酸外其他原因促进粒毛盘菌合成

多酚。酚类化合物的合成可能经过聚酮途径、莽草

酸途径及甲羟戊酸途径[2]，粒毛盘菌胞外多酚的可

能合成途径还未见报道，一般采用代谢途径抑制法

可以推断出代谢物的可能合成途径。EDTA、碘乙

酰胺、辛伐他汀分别是莽草酸途径、聚酮途径、甲

羟戊酸途径的抑制剂，向以甘油为碳源的发酵液中

添加不同浓度的抑制剂，考察它们对粒毛盘菌多酚

合成的影响，结果如表 3 所示。 

由表 3 可知，辛伐他汀轻微抑制粒毛盘菌 DP5

的生长，对胞外多酚积累无显著影响。而作为莽草

酸途经抑制剂的 EDTA 和作为聚酮途径抑制剂的碘

乙酰胺在低浓度下对胞外多酚无显著影响，在中高

浓度下对菌体生长和多酚合成均极显著抑制，

EDTA 和碘乙酰胺减少了单位质量菌体多酚合成

量，说明粒毛盘菌胞外多酚可能是通过莽草酸途经

和聚酮途径进行的。Yang 等研究表明甘油能促进莽

草酸的积累[12]，并有利于甲基丙二酰 CoA 前体的

合成[13]，从而能够促进聚酮途径的代谢通量。以甘

油为碳源促进粒毛盘菌多酚的合成，可能与甘油能

提高菌体内莽草酸途径和聚酮途径代谢通量有关。

为了验证这一实验推测，在培养基中分别添加莽草

酸途经的前体物质水杨酸、苯丙氨酸和酪氨酸及聚

酮途径的前体物质乙酸、丙酸和丙二酸，考察其对

多酚产量的影响，结果见图 3。 

由图 3 可知，所添加的前体物质均能够促进多

酚的合成，特别是丙二酸和水杨酸效果尤为明显，

使多酚产量分别提高了 90%和 110%。由此可确认粒

毛盘菌胞外多酚是通过莽草酸途经和聚酮途径的。 

综上，以甘油为碳源有利于粒毛盘菌多酚的合

成，可能是因为：(1) 甘油促进菌体合成曲酸，而 

 

表3  不同抑制剂对粒毛盘菌DP5胞外多酚产量及生物量的影响 
Table 3  Effect of inhibitors on biomass and EP yield of Lachnum DP5 

抑制剂 
Inhibitor 

添加量 
Content (g/L) 

生物量 
Biomass (g/L) 

多酚含量 
EP (g GAE/L) 

多酚/生物量 
EP/Biomass 

Control 0 5.458±0.097 0.653±0.025 0.119 6 

Iodoacetamide 0.20 5.285±0.105 0.668±0.016 0.126 4 

 1.00 5.072±0.050 0.523±0.005 0.103 1*** 

 2.00 4.540±0.194 0.429±0.019 0.094 5*** 

EDTA 5.00 4.898±0.456 0.642±0.027 0.131 1 

 10.00 4.729±0.148 0.522±0.015 0.116 7*** 

 20.00 4.535±0.119 0.367±0.026 0.809 3*** 

Simvastatin 0.15 5.368±0.256 0.650±0.014 0.121 1 

 0.30 5.232±0.156 0.642±0.011 0.122 7 

 0.45 4.953±0.235 0.616±0.027 0.124 4 

注：实验平行次数为 4，表中数据为平均值±标准偏差. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001. 
Note: Number of independent replicates=4, data were shown as mean ± SD. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001. 
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图3  不同前体物质对粒毛盘菌DP5胞外多酚产量的

影响 
Figure 3  Effect of precursors on EP production by 
Lachnum DP5 
注：PA：丙酸；AA：乙酸；MA：丙二酸；SA：水杨酸；Phe：
苯丙氨酸；Tyr：酪氨酸；CK：空白对照. 
Note: PA: Propionic acid; AA: Acetic acid; MA: Malonic acid; SA: 
Salicylic acid; Phe: Phenylalanine; Tyr: Tyrosine; CK: Control 
check. 
 
曲酸能够抑制多酚氧化酶活性，减少了多酚的进一

步转化；(2) 盘菌多酚通过莽草酸途径和聚酮途径

合成，甘油有利于提高聚酮途径和莽草酸途径的代

谢通量。 

3  结论 

目前，对植物多酚的生物合成与代谢调控的研

究较多，已明确苯丙氨酸解氨酶(PAL)是其合成关

键酶[14]。对真菌的 PAL 研究相对较少，只在部分担

子菌(如裂褶菌、桦褐孔菌等)、红酵母中发现[15]。

在桦褐孔菌多酚发酵过程中，一氧化氮和真菌诱导

子等因能提高 PAL，而促进多酚合成[2-4]。在粒毛盘

菌 DP5 的发酵过程中始终未检测到 PAL，说明粒毛

盘菌与桦褐孔菌的多酚合成代谢调控可能有较大

差异。 

甘油是易被微生物利用的碳源，可通过甘油脱

氢酶(氧化途径)或甘油脱水酶(还原途径)被微生物

利用，已被用于 1,3 丙二醇、二羟基丙酮、琥珀酸、

丙酸、乙酸、柠檬酸等初级代谢产物及色素、鼠李

糖脂、安丝霉素等次级代谢产物的发酵生产

中 [16-17]。甘油的促进机制因代谢产物不同而不同。

如在珍贵束丝放线菌(Actinosynnema pretiosum)中，

甘油提高葡萄糖磷酸变位酶活性，促进了安丝霉素

P-3 的合成[17]；在纤维堆囊菌(Sorangium cellulosum)
中，甘油促进丙二酰 CoA 的合成而提高大环内酯类

抗生素埃博霉素的产量[18]。粒毛盘菌多酚由多种酚

类物质组成，多酚结构还未完全解析出来。本研究

从次级代谢途径入手研究粒毛盘菌多酚合成的大

致途径，初步了解甘油在其中的作用。下一步需要

开展多酚结构解析、关键酶活性分析及同位素分析

等工作，以明确多酚的合成途径及甘油在多酚合成

的确切作用。 
本研究发现粒毛盘菌 DP5 以甘油为碳源时能

合成曲酸。曲酸多由曲霉属和青霉属菌以葡萄糖、

蔗糖为基础进行合成[19]，利用甘油合成曲酸的研究

较少，仅有 Coelho 等报道过黄曲霉利用甘油合成曲

酸[20]，尚未有粒毛盘菌合成曲酸的报道，粒毛盘菌

曲酸的合成途径、曲酸与多酚合成的前体物质间的

关系还不清楚，尚需进一步研究。 
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