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摘要  [ 目的] 为从真菌中开发利用天然VE 提供一定的科学依据和参考。[ 方法] 用紫外分光光度法测定5 种虫生拟青霉中天然VE 的
含量 ,采用正交试验对细脚拟青霉进行高产VE 培养基的优化。[ 结果] 细脚拟青霉中的天然VE 含量最高 ; 所得优化的培养基碳源为甘
露糖 ,氮源为尿素, 微量元素为铁 ,pH 值自然。[ 结论] 该研究中的真菌资源具有开发脂溶性物质的极大潜力。
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Screening and Opti mization of High-yield Strain of VE fromFive Entomogenous Paecil omyces
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Abstract  [ Objective] The ai m of the study was to supply some scientific basis and reference for exploiting and utilizi ng natural VE fromfungi .
[ Method] The natural VE contents in 5 entomogenous Paecilomyces were determined by ultraviolet spectrophotometry . The orthogonal experi ment was used
to opti mize the mediumwith high yield of VE for Paecilo myces tenuipes . [ Result] The natural VE content i n P . tenuipes was highest . In the opti mized
medium, the carbon source was mannose , the nitrogensource was urea , the microelement was iron and the pHvalue was natural . [ Conclusion] The fungi
resource in the research had great potential of exploiting liposoluble matter .
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  维生素 E( Vitamin E) 又称生育酚, 通常为淡黄色油状 ,

不溶于水; 在无氧或氧化剂存在时 , 对热、酸、碱一般稳定, 反

之则氧化成醌类; 对可见光稳定, 但可被紫外光破坏。VE 在

人体内不能自行合成, 必须从外界摄取[ 1 - 2] 。VE 是一种很

强的抗氧化剂, 可延缓机体衰老 , 激发机体的免疫系统, 杀死

新产生的变形细胞 , 还能将某些恶性肿瘤细胞逆转为正常表

现型的细胞, 具有维持结缔组织弹性、促进血液循环等功能。

天然VE 广泛分布于动植物组织中, 特别良好的来源有麦胚

油、棉籽油、菜籽油、花生油、芝麻油以及油脂加工产物脱臭

馏出物[ 3 - 5] 。刘爱英等测定古尼虫草无性型—古尼拟青霉

发酵菌丝中的各种营养物质时发现,VC 和 VE 含量较高[ 6] 。

虫生拟青霉不仅是重要的昆虫病原真菌, 可用于生物防治 ,

而且还能产生很多有用的次生代谢产物, 可用于医药、美容、

饲料添加等领域。因此, 从虫生拟青霉中开发天然 VE 具有

开发应用前景。韩燕峰等测定了多种拟青霉中的 VE 含量 ,

并对古尼拟青霉菌丝体提取天然 VE 的工艺进行了初步研

究[ 7 - 8] 。笔者测定了5 种常见虫生拟青霉中的 VE 含量, 并

对高产菌株进行优化, 以期为从真菌中天然VE 的开发利用

提供一定的科学依据。

1  材料与方法

1 .1  供试菌株 古尼拟青霉( P . gunnii 5- 19) 、细脚拟青霉

( P . tenuipes 01 -05) 、蝉拟青霉( P . cicadae 07) 、玫烟色拟青霉

( P . fumosoroseus 03) 和蛹草拟青霉( P . militaris 04) , 均保存于

贵州大学真菌资源研究室。

1 .2  仪器和药品试剂 紫外分光光度仪752 型, 由上海第

三分析仪器厂生产。甲醇、无水乙醇、乙酸乙酯、1 ,10- 二氮杂

菲、三氯化铁、磷酸均为国产分析纯。VE 标品购自 Sigma

公司。 �
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1 .3 维生素E 标准曲线的绘制 生育酚还原三价铁离子成

二价铁离子 , 而二价铁离子与1 ,10- 二氮杂菲试剂产生有色

反应, 在510 nm 波长处有最大吸收。在一定浓度范围内, 吸

收值与生育酚含量成正比例关系。

精密吸取标准生育酚溶液( 2 mg/ ml) 0、0 .5、1 .0 、1 .5 、2 .0 、

2 .5、3 .0 、3 .5 ml 于试管中, 均以无水乙醇稀释至3 .5 ml , 加0 .5

ml 6 .0 mmol/ L 1 ,10- 二氮杂菲试剂( 以95 % 乙醇配制, 其余为

无水乙醇) , 轻轻摇动试管片刻, 混匀, 再加入0 .5 ml 1 .0

mmol/ L 三氯化铁溶液,15 s 后立即加入0 .5 ml 40 mmol/ L 磷

酸溶液 , 混匀。按同样方法, 以无水乙醇为对照, 在光电比色

计上于510 nm 波长处测定有色溶液的光密度值。以光密度

值为纵坐标, 相应的生育酚含量( μg) 为横坐标, 绘制工作

曲线。

1 .4 维生素E 的提取及测定 参照何照范等的方法[ 9] 。称

取一定量制好的菌丝粉, 用滤纸包好, 置于20 ml 95 % 乙醇中

浸泡12 h。吸取乙醇浸泡液, 用95 % 乙醇补足至20 ml , 加入1

ml 饱和氢氧化钾溶液置于30 ℃水浴锅中加热皂化15 min 。

将皂化后的氢氧化钾 - 乙醇溶液全部倾入盛有20 ml 蒸馏水

的分液漏斗中, 加20 ml 乙醚振摇抽提, 静置分层后, 将下层

水相用20 ml 乙醚抽提2 次, 合并乙醚提取液于另一干净的

分液漏斗中, 以蒸馏水洗去碱液 , 用无水硫酸钠干燥 , 过滤到

烧瓶中, 用旋转蒸发器将乙醚蒸干 , 再用10 ml 无水乙醇溶

解。取样品液1～3 ml , 以无水乙醇稀释至3 .5 ml , 按“1 .3”操

作, 测定样品光密度, 计算 VE 含量。

1 .5 拟青霉菌株高产维生素 E 的筛选  将试验用拟青霉

菌株接于沙氏液体培养基中, 摇瓶培养3 ～5 d , 待长成均匀

的菌丝球后 , 转接于查氏液体培养基中 , 同样条件下摇床培

养到前面所测的VE 含量最高的天数后 , 取下, 烘干菌丝, 测

定VE 含量。

1 .6 高产维生素E 拟青霉菌株培养基的优化  以查氏培

养基为基本培养基 ( 以初始pH 值为准) , 设计不同的碳源、

氮源、微量元素及pH 值, 比较不同的培养基配方对 VE 含量

的影响 , 其因素位级表见表1 。
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2  结果与分析

2 .1 维生素E 的标准曲线 VE 的标准曲线见图1 , 其回归

方程为 y = 0 .005 23x - 0 .000 31 , 相关系数为0 .999 62。其

中, y 为510 nm 下的吸光度, x 为维生素 E 浓度( μg/ ml) 。回

归方程表明, 维生素E 在1～8 μg/ ml 范围内与吸光度呈良好

的线性关系。

表1 L16(4
4) 正交试验因素

Table 1 Factors inorthogonal test L16(4
4)

编号

No.

A( 碳源)

Csource

B( 氮源)

Nsource

C( 微量元素)

Microelement

D( pH 值)

pHvalue
1 葡萄糖Glucose NaNO3 铁Fe 5

2 甘露糖Mannose 尿素Urea 锰Mn 6

3 麦芽糖Maltose 蛋白胨Peptone 铜Cu 7
4 洋芋粉Yamflour 干酪素Casein 锌Zn 自然pH 值

Natural pHvalue

图1 维生素E 的标准曲线

Fig.1 Thestandard curveof VE

2 .2  5 种虫生拟青霉菌株维生素 E 含量的差异  由图2 可

知, 在相同培养条件下, 采用紫外分光光度法测定的5 种虫

生拟青霉维生素 E 含量有明显的差异。其中, 细脚拟青霉

P . tenuipes 01-05 菌株 VE 含量最高, 达1 392 μg/ g , 而古尼拟

青霉 P . gunnii 5-19 菌株含量相对较低, 仅达166 μg/ g 。细脚

拟青霉在天然维生素E 的开发上展现了利用潜力。

注 :P .t 为细脚拟青霉01- 05 ;P .c 为蝉拟青霉 07 ;P . m 为蛹草拟青

霉04 ;P .f 为玫烟色拟青霉03 ;P .g 为古尼拟青霉5- 19 。

Note :P .t mean P . tenuipes 01-05 ; P .c means P . ci cadae 07 ;P .m means

P . milit aris 04 ; P .f means P . fumosoroseus 03 ; P .g means P .

gunnii 5-19 .

图2 5 种虫生拟青霉维生素E 的含量

Fig .2 VE content in5species of entomogenous Paecil omyces

2 .3  培养基成分对细脚拟青霉01-05 维生素 E 含量的影响

 以查氏液体培养基为对照, 对细脚拟青霉的生物量和 VE

含量做极差分析。由表2 可知 , 氮源( B) 对VE 含量具有0 .01

水平显著的影响, 其次为微量元素( C) , 而pH 值( D) 的影响最

小。因此, 各因素的最佳组合为 A2B2C1D4 , 即碳源为甘露糖 ,

氮源为尿素, 微量元素为铁,pH 值自然。

表2 培养基成分对细脚拟青霉VE 含量的影响

Table 2 Effects of media components on VEcontent in P . tenuipes

处理Treatment A B C D 比率Ratio

  CK 1 .00
  1   1   1   1   1 1 .78

2 1 2 2 2 1 .73
3 1 3 3 3 1 .16
4 1 4 4 4 1 .12
5 2 1 2 3 1 .96
6 2 2 1 4 2 .89
7 2 3 4 1 0 .81
8 2 4 3 2 0 .90
9 3 1 3 4 1 .03

10 3 2 4 3 1 .19
11 3 3 1 2 0 .97
12 3 4 2 1 0 .98
13 4 1 4 2 1 .07
14 4 2 3 1 1 .22
15 4 3 2 4 1 .01
16 4 4 1 3 1 .15

  I 1 .45 1 .46 1 .70 1 .20

  II 1 .64 1 .76 1 .42 1 .17

  III 1 .04 0 .99 1 .08 1 .37

  IV 1 .11 1 .04 1 .06 1 .51

  R 0 .53 0 .77 0 .64 0 .34

 注 :CK 值为查氏液体培养基发酵后菌丝的 VE 量 , 其提取的 VE 设为1 。

 Note :VE content of CKis that fermented in Czapek liquid medium, assuming

CKas 1 .

3  讨论

虫生真菌是一类非常宝贵的微生物资源。它们不仅在

害虫的生物防治方面起着重要作用 , 而且在医药、食品和化

妆品等领域都有广泛的应用。文中5 种拟青霉都是常见的

虫生真菌。它们具有镇静、镇痛、提高肌体免疫力、抗肿瘤等

作用, 在医药、保健等方面有重要价值[ 10 - 14] 。研究表明 , 它

们能产生脂溶性维生素 E, 而且不同的培养条件能影响 VE

的产量。从这些真菌资源中开发脂溶性物质有极大的潜力。
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法进程。同时, 国家环保总局将继续推进第三批、第四批规

划环评试点 , 开展全国开发区( 工业园区) 环评执法专项检

查, 尽快促进规划环评由被动为主动“虚”变“实”。种种态势

显示, 中国的规划环评已从理论走向实践, 规划环评中的分

层评价、公众参与, 在有关能源、交通、城市总体规划等方面

已进行了试点。借鉴国外的成功经验, 我国将全面开展规划

环评, 从层次上包括国家和地方两个层面, 从行业上覆盖铁

路、公路、港口、矿区、流域开发等领域, 从全局和预防性角度

推进可持续发展。

2 .3 环境信息披露及公众参与机制将一步健全和完善 信

息披露( Infor mation announcement) 与公众参与( Public participa-

tion) 环境影响评价既是贯彻环境民主原则的要求, 又可以提

高决策、建设项目的效率和公众对决策活动、建设活动的认

同, 更有助于提高公民的环境意识[ 7] 。借鉴一些发达国家的

做法[ 8 - 11] , 我国政府正在加快这一制度的建设。2005 年, 两

起事件倍受中外关注 , 也促成了《环境影响评价公众参与暂

行办法》的出台。先是2005 年4 月13 日, 就社会各界广泛关

注的“圆明园铺膜事件”( 即圆明园东部湖底防渗工程环境

影响评价事件) , 国家环保总局首次就一个建设项目单独召

开了我国环保史上规模和影响最大的一次听证会[ 12] 。经过

100 多天的争论、听证、评价、论证、审批, 2005 年7 月7 日, 国

家环保总局做出了要求该项目全面整改的决定。圆明园防

渗工程空前的公众参与, 在社会上引起了极大的反响。与

“圆明园铺膜事件”截然不同的是:2005 年11 月13 日 , 吉林

省境内中国石油吉化公司双苯厂胺苯车间发生爆炸, 百吨苯

类污染物流入松花江, 引发了震惊中外的“松花江”污染事

件。这起重大水污染事件, 给生态环境造成了无法估量的损

害, 凸显了我国环境信息披露和公众参与制度的不健全。经

历了沱江污染、松花江污染、北江污染等重大环境事故, 理论

界和学术界人士也就信息披露, 公众参与环境评价的途径、

主体、范围、程序、救济明确, 公民参与权的性质和内容、适当

限制等一系列问题广泛进行了深入探讨和研究工作[ 13 - 17] 。

2006 年2 月22 日, 国家环保总局出台《环境影响评价公

众参与暂行办法》, 成为2006 年中国十大环境新闻之一。

《办法》对《评价法》作了有益的细化和补充, 规定了公众参与

环境影响评价的具体内容、方式、期限和程序 , 使环境影响评

价公众参与制度具备了可操作性, 充实了公众参与权的内

容; 明确了公众参与的组织形式、程序和效力 ; 标志着公众参

与环评有了实质性进展; 表明了我国政府对公众知情权和表

达权的重视。国家环保总局副局长潘岳强调, 国家环保总局

将以环评为突破口, 建立一支覆盖环保行政许可各领域、各

层次的环境信息披露制度, 用更加具体的制度和更加可行的

程序, 来保证公众对环境事务的有效性。让公众充分行使

《宪法》赋予的知情权、参与权、表达权、监督权, 对各类环保

公共事务进行深度参与。显然, 健全和完善信息披露和公众

参与机制, 最大限度地听取民意、吸纳民智, 实现民主、科学

决策, 防患于未然 , 把污染消灭在萌芽之中, 对于真正发挥环

评“环保第一关”的作用, 无疑是未来我国环评的必然选择。

3  结语

我国所面临的环境现状形势严峻 , 只有提高全民环境意

识, 加大环保力度, 强化包括环境评价在内的系列环境管理

手段, 才能实现环境的真正好转。随着环评力度的加大 , 环

评层次的提升, 环境信息披露与公众参与机制的健全, 环境

评价制度必将对我国的环境事业发挥更大的作用。
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