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 “金花菌”的筛选及其液态发酵对罗汉果活性 
成分的转化研究 

范  晨 1,2, 王  轶 2,3, 郭  鹏 2,3, 薛淑静 2,3, 杨  德 2,3, 卢  琪 2,3, 靳振江 1,  
张冬冬 4*, 王  琼 2,3* 

(1. 桂林理工大学环境科学与工程学院, 广西环境污染控制理论与技术重点实验室, 桂林  541006; 
2. 湖北省农业科学院农产品加工与核农技术研究所, 武汉  430064; 3. 特色农产品资源挖掘与 

高质利用湖北省重点实验室, 武汉  430064; 4. 浙江大学海洋学院, 舟山  316021) 

摘  要: 目的  从湖北青砖茶中分离并筛选“金花菌”, 用于罗汉果的微生物液体发酵, 通过微生物的分解与

转化作用, 促进罗汉果活性成分的高效溶出及生物转化。方法  采用形态学观察和内转录间隔区(internal 

transcribed spacer, ITS)系统发育分析对分离菌株进行分类鉴定, 并进行重测序分析其功能特性。将该菌株接种

于罗汉果原料中, 在 28 ℃条件下静置液体发酵 8 d。随后, 利用高效液相色谱法、苯酚-硫酸法、3,5-二硝基水

杨酸法、香草醛-硫酸法、福林酚法及亚硝酸钠-硝酸铝法, 分别测定发酵过程中甜苷、总糖、还原糖、总酚及

黄酮等活性物质的含量; 同时采用 3,5-二硝基水杨酸法、福林法、铁氰化钾法测定关键酶活性和抗氧化活性。

结果  鉴定结果表明, 所分离菌株为散囊菌(Eurotium sp.)。经该菌株液体发酵后, 罗汉果中总糖、还原糖、总

甜苷和罗汉果苷 V 的含量均显著提高, 最高质量浓度分别达到 11.029、8.390、1.619 及 0.540 mg/mL, 分别是

发酵前的 1.029、1.336、1.278 和 2.030 倍。发酵过程中, 纤维素酶活、半纤维素酶活、果胶酶活、α-淀粉酶

活和蛋白酶活最高达 20.250、14.100、27.513、14.399 和 7.045 IU; 发酵第 2 d 时生物活性最高, 总还原力达

0.478, 1,1-二苯基-2-三硝基苯肼(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl, DPPH)自由基清除率达 63.767%, α-葡萄苷酶抑

制率达 61.604%, 分别为未发酵组的 1.046、1.314 和 1.364 倍。结论  利用“金花菌”发酵罗汉果可有效提高罗

汉果苷 V 的含量, 并增强其抗氧化活性。本研究为罗汉果生物发酵技术及相关产品开发提供了潜在的优良菌

种与技术依据。 

关键词: “金花菌”; 罗汉果; 发酵; 罗汉果苷 V; 活性成分 
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Screening of “golden flower fungus” and study on the transformation of 
bioactive compounds in Siraitia grosvenorii via liquid fermentation 

FAN Chen1,2, WANG Yi2,3, GUO Peng2,3, XUE Shu-Jing2,3, YANG De2,3, LU Qi2,3,  
JIN Zhen-Jiang1, ZHANG Dong-Dong4*, WANG Qiong2,3* 

(1. Guangxi Key Laboratory of Environmental Pollution Control Theory and Technology, College of Environmental Science 
and Engineering, Guilin University of Technology, Guilin 541006, China; 2. Institute of Agricultural Products Processing 

and Nuclear Agriculture Technology Research, Hubei Academy of Agricultural Sciences, Wuhan 430064, China;  
3. Hubei Key Laboratory of Characteristic Resources and Utilization, Wuhan 430064, China; 4. Ocean College,  

Zhejiang University, Zhoushan 316021, China) 

ABSTRACT: Objective  To isolate and screen a “golden flower fungus” from Hubei Qingzhuan tea for application 

in the microbial liquid fermentation of Siraitia grosvenorii, leverage microbial decomposition and transformation to 

enhance the dissolution and biotransformation of its functional bioactive components. Methods  The isolated strain 

was identified based on morphological characteristics and internal transcribed spacer (ITS) phylogenetic analysis, 

supplemented by resequencing. The Siraitia grosvenorii substrate was subjected to static liquid fermentation with this 

strain at 28 °C for 8 d. The content of bioactive compounds, including mogrosides, sugars, total phenolics and 

flavonoids, were quantified using high performance liquid chromatography, the phenol-sulfuric acid method, the 

dinitrosalicylic acid method, the vanillin-sulfuric acid method, the Folin-Ciocalteu method and the sodium 

nitrite-aluminum nitrate method. Key enzyme activities and antioxidant capacity during fermentation were assessed 

using the dinitrosalicylic acid method, the Folin method and the potassium ferricyanide method. Results  The strain 

was identified as Eurotium sp.. Liquid fermentation of Siraitia grosvenorii with this strain significantly increased the 

content of total sugars, reducing sugars, total mogrosides and mogroside V, reaching maximum mass 

concentrations of 11.029, 8.390, 1.619 and 0.540 mg/mL, respectively. These values correspond to 1.029, 1.336, 

1.278 and 2.030 times the levels in the unfermented group. The peak activities of cellulase, hemicellulase, pectinase, 

α-amylase and protease during fermentation reached 20.250, 14.100, 27.513, 14.399 and 7.045 IU, respectively. The highest 

bioactivity was observed on the second day of fermentation, with the total reducing power reaching 0.478, the 

1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging rate reaching 63.767%, and the α-glucosidase inhibitory activity 

reaching 61.604%, which were 1.046, 1.314 and 1.364 times those of the unfermented control. Conclusion  Fermentation 

of Siraitia grosvenorii with the “golden flower fungus” effectively enhances the content of mogroside V and improves 

antioxidant activity. This study provides a promising microbial strain and technical foundation for advancing 

biotransformation technologies and product development utilizing Siraitia grosvenorii. 

KEY WORDS: “golden flower fungus”; Siraitia grosvenorii; fermentation; mogroside V; bioactive components 
 
 

0  引  言 

罗汉果作为我国传统药食同源植物, 富含膳食纤维、

甜苷类、黄酮类、生物碱和多糖等多种生物活性成分[1–2], 罗
汉果及其功能性成分具有较高的营养价值和药用价值。其中, 
罗汉果苷 V 是在成熟罗汉果中含量和甜度均较高的甜苷, 
其甜度是蔗糖的 300 倍[3], 且其 β型苷键无法被人体分解消

化, 食用后不会引起血糖升高, 是天然的代糖物质[4–6]。此外, 
罗汉果活性物质还具有调血脂、保肝、抗氧化、抗菌抗炎和

缓解疲劳[7]等多重功效。但罗汉果细胞壁结构稳定且细胞膜

通透性低, 从而限制了甜苷类物质的提取效率, 导致提取过

程收率低、能耗高、成本高等问题, 此瓶颈既制约天然糖苷

类产品规模化开发[8–9], 也导致罗汉果资源浪费。 
微生物发酵技术通过对细胞壁结构进行破坏和降解, 

不仅可以提高有效成分提取率, 还具有高效、经济、绿色

等优势, 已成为天然活性成分提取领域的研究热点[10–11]。

目前常用微生物发酵包括酵母菌、乳酸菌、曲霉属真菌等, 
其核心机制是通过分泌水解酶系降解紧实的细胞壁。“金花

菌”因在青砖茶、茯砖茶等传统发酵食品中形成特征性“金
花”结构, 并在发酵过程促使茶叶中内含物质被转移成多种

活性成分, 形成独特风味而闻名[12–14]。“金花菌”可产生纤维

素酶、果胶酶、蛋白酶等多种酶, 可以作为一种优良的发酵

剂, 应用于药食同源植物功能性成分的生物转化过程中, 以
期提升药食同源植物中功能性成分的含量, 改善其生理活
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性, 促进资源利用的最大化[1]。易军鹏等[15]采用“金花菌”对
红薯叶进行固体发酵, 结果显示: 发酵后红薯叶的总酚、黄

酮含量分别达到未发酵组的 1.97 倍和 2.31 倍, 抗氧化能力

也随之显著提升, 成功实现了红薯叶的高值化利用。 
本研究利用从青砖茶中分离筛选的“金花菌”, 接种至

罗汉果基质中进行液体发酵。通过测定发酵过程中罗汉果

总糖、还原糖、多糖、总甜苷、罗汉果苷 V、总酚及黄酮

等活性成分的含量, 结合纤维素酶、半纤维素酶、果胶酶、

α-淀粉酶及蛋白酶的活性数据, 多维度解析“金花菌”发酵

对罗汉果活性成分的影响, 并以总还原力、1,1-二苯基-2-
三硝基苯肼(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl, DPPH)自由基清

除率及 α-葡萄糖苷酶抑制率为指标评判发酵效果, 为“金
花菌”发酵罗汉果的高值化利用提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

青砖茶(湖北青砖茶产业发展集团有限公司); 罗汉果

(桂林三棱生物科技有限公司)。 
罗汉果苷 V(纯度≥98%, 南京植源生物科技有限公

司); 葡萄糖、羧甲基纤维素钠、香草醛、3,5-二硝基水杨

酸(3,5-dinitrosalicylic acid, DNS)、氢氧化钠、硫酸、无水

乙醇、硝酸钠、磷酸氢二钾、磷酸氢二钠、磷酸二氢钾、

硫酸镁、蔗糖、氯化钠、吐温 80(分析纯, 国药集团化学试

剂有限公司); L-酪氨酸(纯度 99%)、DPPH(纯度 96%)(上海

麦克林生化科技股份有限公司); 酪蛋白(精制级)、琼脂、

马铃薯浸粉、对硝基苯基-α-D-吡喃葡萄糖苷(生物技术级)、
α-葡萄糖苷酶(250 U)(上海源叶生物科技有限公司); 没食

子酸、芦丁(纯度≥98%)、瓜尔豆胶、可溶性淀粉、果胶(分
析纯)(北京索莱宝科技有限公司); 甲醇、乙腈[色谱级, 赛
默飞世尔科技(中国)有限公司]。 

1.2  仪器与设备 

ME104 电子天平(精度 0.0001 g, 上海梅特勒-托利多

仪器有限公司); OD-15R 高速离心机(美国 Oxford Lab 
Products 公司); SCIENTZ-18N 冷冻干燥机(宁波新芝生物

科技有限公司); SW-CJ-2F 超净工作台(苏州净化设备有限

公司); GENESYS 50 紫外分光光度计[赛默飞世尔科技(中
国)有限公司]; Tecan-Spark 酶标仪(上海帝肯实验器材有限

公司); LC-20A高效液相色谱仪(日本株式会社岛津制作所); 
SPT-P150C 生化培养箱(合肥达斯卡特生物科技有限公司); 
LDZM-80KCS-Ⅱ立式压力蒸汽灭菌器(上海申安医疗器械

厂); GL Sciences C18 柱(4.6 mm×250 mm, 35 μm)(上海岛津

实验器材有限公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  菌株的分离纯化及鉴定 
改良查式固体培养基[16]: 硝酸钠 3 g/L, 磷酸氢二钾

1 g/L, 硫酸镁 0.5 g/L, 蔗糖 40 g/L, 氯化钠 50 g/L, 琼脂 20 g/L, 
121 ℃高温灭菌。 

马铃薯葡萄糖琼脂(potato dextrose agar, PDA)培养

基: 马铃薯浸粉 6 g/L, 葡萄糖 20 g/L, 琼脂 20 g/L, 115 ℃
高温灭菌。 

在超净台中使用无菌水清洗青砖茶表面, 切开后取

内部碎块使用适量无菌水重悬, 涂布于改良查式固体培养

基中, 置于 28 ℃培养箱中培养至有明显菌落长出。挑取金

黄色菌落, 重新在 PDA 培养基上进行划线分离纯化。挑取

纯化的菌株的菌丝于 PDA 培养基平板 28 ℃倒置培养 10 d, 
记录培养基上菌落的形态和生长情况。使用真菌通用引物

ITS1 (5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3')和 ITS4 (5'-TCC 
TCCGCTTATTGATATGC-3'), 利 用 聚 合 酶 链 式 反 应

(polymerase chain reaction, PCR)扩增内源转录间隔区

(internal transcribed spacer, ITS)基因片段[17], 纯化的 DNA
送武汉擎科生物科技有限公司测序。使用 Snap Gene 4.3.6
进行基因拼接, 并用 MEGA 11.0 的邻接法(neighbor-joining, 
NJ)对序列构建系统发育树。 
1.3.2  菌株的重测序 

根据 ITS 系统发育树分析, 在美国国家生物技术信息

中心(National Center for Biotechnology Information, NCBI)中, 
根据亲缘关系最近、已进行全基因组测序、有注释信息, 且组

装水平在 chromosome 以上的原则, 选取了曲霉属[Aspergillus 
chevalieri (NC_057368)]作为全基因组重测序的参考基因组

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genome/GCF_01686173
5.1/)。全基因组重测序分析的建库和测序工作委托上海美

吉生物医药科技有限公司使用 llumina NovaSeq X PlusTM
测序平台完成。测序数据利用 GATK 3.8 软件的 Best 
Practices 流程对 BAM 文件进行校正, 并进行单核苷酸多

态性(single nucleotide polymorphism, SNP)和小片段插入缺

失(insertion-deletion, InDel)标记的检测。利用 SnpEff 5.1
软件和参考基因组的基因预测信息进行变异功能注释, 得
到 SNP、InDel 的功能注释信息。对菌株基因组上的 SNP
和 lnDel 注释到的基因进行京都基因与基因组百科全书

(Kyoto encyclopedia of genes and genomes, KEGG)富集分

析 和 碳 水 化 合 物 活 性 酶 数 据 库 (carbohydrate-active 
enZymes database, CAZy)比对, 比较基因功能差异并预测

其代谢功能。 
1.3.3  菌种活化及罗汉果液体发酵 

(1)菌株活化及生长测定 
菌株在 PDA 固体培养基培养 5 d 至菌落金黄, 挑取菌

丝于三角烧瓶加无菌水重悬, 加入 10 颗直径 5 mm 的玻璃

珠, 220 r/min 振荡 45 min 得到孢子悬液, 加无菌水调节孢

子液浓度 OD=1.0 左右。接种 3%孢子液至 PDA 液体培养

基静置培养 0~12 d, 参照邹敏敏等[18]的方法通过称取菌丝

体干重绘制生长曲线。将滤纸过滤所得的滤液测量其 pH 和
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可溶性蛋白含量。根据菌株的生长曲线, 选择合适的活化时

间。将菌悬液按 3%的浓度接入改良查式培养基, 加入 0.5%
的吐温 80 以分散菌体, 放入 28 ℃培养箱静置培养, 备用。 

(2)菌株发酵罗汉果样品的制备 
将新鲜罗汉果简单破碎后在 50 ℃烘箱中干燥至恒重, 

再用粉碎机粉碎后过 40 目筛, 备用。称取 1 g 罗汉果粉在

100 mL 的锥形瓶中, 按料液比 1:70 (g:mL)加入 0.3%的葡

萄糖水, 用透气膜封口放入灭菌锅, 115 ℃灭菌 30 min。冷

却后在无菌操作台接入 3%上述液体活化的菌株, 后放入

28 ℃恒温培养箱静置分别培养 0、2、4、6、8 d。将发酵

完成后的罗汉果样品在 4 ℃、8000 r/min 的转速下离心 10 min, 
得到上清溶液放入–80 ℃保存。 
1.3.4  罗汉果活性成分测定 

(1)总糖、还原糖和多糖的测量 
多糖的测量参考包智影[19]的方法。采用苯酚-硫酸法

测量罗汉果中的总糖, 检测波长为 490 nm, 采用 DNS法测

量罗汉果中的还原糖, 检测波长为 540 nm, 发酵后罗汉果

中多糖的含量就等于总糖含量减去还原糖含量。总糖和还

原糖含量都以葡萄糖标准曲线回归方程计算, 以此得到罗

汉果中的多糖浓度。 
(2)总甜苷和罗汉果苷 V 含量的测定 
参考李雁群等[20]的香草醛-浓硫酸试剂比色法在 600 nm

波长下测定罗汉果的总甜苷浓度。根据罗汉果甜苷 V 标准曲

线回归方程计算罗汉果中总甜苷浓度。罗汉果苷 V 的测定

参考罗丹[21]的方法, 略有修改。测定条件为: 色谱柱为 20 µL 
C18柱(4.6 mm×250 mm, 35 μm), 流动相为 77%水(A)-23%
乙腈(B)等度洗脱, 检测波长 203 nm, 流速 1 mL/min, 柱温

30 ℃, 进样 20 µL。 
(3)总酚及黄酮含量的测定 
总酚的测量参考殷倩倩等[22]的方法, 略作修改。采用

福林酚法在 760 nm 波长下检测, 使用没食子酸作为标准

品绘制标准曲线。 
罗汉果中的黄酮含量的测定参考许志美等[23]的方法。

采用亚硝酸钠-硝酸铝法在 510 nm 波长下检测, 使用芦丁

作为标准品绘制标准曲线。 
1.3.5  菌株发酵罗汉果过程中酶活性的测定 

(1)纤维素酶、半纤维素酶及果胶酶活性的测定 
纤维素酶活测定参考高秀清等[24]的方法, 略作修改。

以 1%羧甲基纤维素钠为底物, 采用 DNS 法在 540 nm 处测

吸光度。纤维素酶活力的定义: 反应条件下, 1 mL 酶液在

1 min 时间内生成相当于 1 µg/mL 葡萄糖的还原糖量为 1 个

纤维素酶活力国际单位(即 IU)。 
半纤维素酶活测定以 0.5%瓜尔豆胶溶液作为反应底

物, 采用 DNS 法在 540 nm 处测吸光度。半纤维素酶活力

的定义: 在 28 ℃反应条件下, 1 mL 酶液在 1 min 时间内生

成相当于 1 µg/mL 葡萄糖的还原糖量为 1 个半纤维素酶活

力国际单位(即 IU)。 
果胶酶活的测定参考肖园等[25]的方法, 略作修改。以

0.4%的果胶为底物, 采用 DNS 法在 540 nm 处测吸光度。

果胶酶活力的定义: 反应条件下, 1 mL 酶液在 1 min 时间

内生成相当于 1 µg/mL 葡萄糖的还原糖量为 1 个果胶酶活

力国际单位(即 IU)。 
(2) α-淀粉酶活性的测定 
α-淀粉酶活测定参考肖愈[26]的方法, 略作修改。以 1%的可

溶性淀粉为底物, 采用DNS 法在 540 nm 处测吸光度。α-淀粉酶

活力的定义: 1 mL 酶液在 1 min 时间内生成相当于 1 µg/mL 葡

萄糖的还原糖量为 1 个 α-淀粉酶活力国际单位(即 IU)。 
(3)蛋白酶活性的测定 
参考 GB/T 23527—2009《蛋白酶制剂》对蛋白酶活

性进行测定。以 1%酪蛋白为底物, 采用福林法在 680 nm
波长处测定吸光度。蛋白酶活定义为: 在测定条件下, 1 mL
酶液 1 min 从酪蛋白中释放 1 μg/mL 酪氨酸所需的酶量为

1 个蛋白酶活力国际单位(即 IU)。 
1.3.6  生物活性的测定 

总还原力测定参考尹家全等[1]的测定方法稍做修改。

采用铁氰化钾法在 700 nm 波长下测定吸光度值, 空白组

以无水乙醇代替样品, 按公式(1)计算总还原力。 
 R=A1–A2   (1) 
式中: R 为总还原力; A1 为样品组在 700 nm 波长下的

吸光度值; A2 为空白组在 700 nm 波长下的吸光度值。 
DPPH 自由基清除率的测定参考海梅[27]的测定方法

稍做修改。样品组以 DPPH 溶液与样品混合, 对照组以乙醇

代替样品, 空白组以乙醇代替 DPPH 溶液。在 517 nm 的波

长下测定吸光度值, 按公式(2)计算 DPPH 自由基清除率。 

 D/%=(1– 3 4

5

A A
A
− )×100%    (2) 

式中: D 为样品的 DPPH 自由基清除率, %; A3 为实验

组在 517 nm 的波长下吸光度; A4为对照组在 517 nm 的波长

下吸光度; A5 为标准组在 517 nm 的波长下吸光度。 
α-葡萄糖苷酶抑制活性参考张密霞等[28]的方法略作修

改。将 20 µL 0.1 U/mL α-葡萄糖苷酶和 40 µL 样品和 100 µL
磷酸盐缓冲溶液(phosphate buffered saline, PBS)的混合物在

37 ℃孵育 15 min, 然后加入 40 µL 2.5 mmol/L 对硝基苯基

-α-D- 吡 喃 葡 萄 糖 苷 (p-nitrophenyl-α-D-glucopyranoside, 
pNPG), 在 37 ℃继续反应 30 min, 最后加入 40 µL 0.2 mol/L
的碳酸钠溶液终止反应。在 405 nm 波长下测定吸光度, 
按公式(3)计算 α-葡萄糖苷酶抑制率。 

 G/%=(1– 6 7

8 9

A A
A A

−
−

)×100%    (3) 

式中: G 为样品的 α-葡萄糖苷酶抑制率, %; A6、A7、

A8 和 A9 分别为酶对照组、空白对照组、样品组和样品空白

组在 405 nm 波长下的吸光度值。 
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1.4  数据处理 

所有实验数据均重复 3 次, 使用 Origin 2022 和 IBM 
SPSS Statistics 27软件对实验数据进行绘图和显著性分析。 

2  结果与分析 

2.1  “金花菌”JH3 形态及分离鉴定 

采用改良查式培养基从湖北青砖茶中分离获得

一株“金花菌”, 其 PDA 平板菌落形态随培养时间变化

(图 1A~1C): 3 d 菌落为浅黄色圆形, 5 d 菌落中部微隆起, 
浸出黄褐色色素, 有研究表明黄色色素多为酚类物质或吲

哚类物质[29]。10 d 菌落中部呈棕褐色, 菌丝表面浮有褐色

液体, 色素渗入培养基使其变褐。在显微镜观察结果如

图 1D~1E 所示, 固体培养可见球形或近球形子囊, 未成熟

子囊壳封闭且含大量孢子, 成熟子囊壳破裂释放孢子; 液
体培养以菌丝为主, 子囊壳少见。根据 ITS1-ITS4 序列构

建的系统进化树(图 1F)结果显示, JH3 与散囊菌(Eurotium 
sp.)的进化分支最为接近, 其分类地位为: 真菌界(Fungi); 
子囊菌门(Ascomycota); 子囊菌亚门(Pezizomycotina); 不
整囊菌纲(Eurotiomycetes); 散囊菌目(Eurotiales); 曲霉科

(Aspergillaceae); 散囊属(Eurotium)。值得注意的是, 文献

中常见的“金花菌”有两种名称 , 如冠突曲霉 (Aspergillus 
cristatus)与冠突散囊菌(Eurotium cristatum), 实际上分别

为该菌的无性型与有性型名称, 指代同一真菌物种[13]。 
 

 
 

注: A. 固体培养 3 d 的菌株; B. 固体培养 5 d 的菌株; C. 固体培养 10 d 的菌株; D. 固体培养菌株显微镜下形态(50 µm);  
E. 液体培养菌株显微镜下形态(50 µm); F. JH3 的系统发育树。 

图 1  菌株生长状态及系统进化树 
Fig.1  Strain growth status and system evolution tree 



266 食品安全质量检测学报 第 17 卷 
 
 
 
 
 

 

2.2  “金花菌”的重测序 

全基因组重测序分析共获得 1.15G reads 数据, 经碱基识

别和质量过滤后获得的数据测序错误率低, 数据质量可靠

(Q30 评分为 96.02%)。与参考基因组 Aspergillus chevalieri 
(NC_057368)的对比率为 86.40% (≥75%), 1×覆盖度为 83.84% 
(≥70%), 且变异数目较多(获得818024个SNP, 91605个InDel), 
结果显示本研究分离的菌株 JH3 的基因组与参考基因组之间

存在较大的差异, 这表明 JH3 可能具有独特的遗传特征和潜在

功能, 值得进一步开展高质量全基因组测序及功能分析。 
对鉴定的 SNP 和 InDel 位点进行注释、整合和筛选后, 

获得了可能具有蛋白质功能变异影响的变异基因。注释至

KEGG 数据库和的基因数分别为 2093 和 622, 进一步对变

异基因进行 KEGG 通路富集分析(图 2A)。KEGG 通路分析

表明, 显著富集的通路主要涉及核苷酸代谢与遗传信息修

复、氧化应激响应与能量代谢、糖基化修饰与信号调控等, 
这些结果揭示“金花菌”在维持遗传稳定性、应激防御机制

以及代谢调控等方面具有关键生物学意义[30]。为深入分析

JH3 的碳水化合物代谢潜能, 将其突变基因序列与 CAZy
数据库进行了比对, 根据图 2B, 变异基因在 CAZy 数据库

中注释到大量 GHs (291 个)和 GTs (159 个)。这预示“金花菌”
具有分解细胞壁多糖(纤维素、半纤维素及果胶等)的功能[31], 
促进活性物质溶出, 同时还具有糖苷合成[32–33]等功能。这可

能会带来罗汉果发酵后总糖、还原糖及罗汉果苷 V 含量的

提高, 协同增强罗汉果苷溶出与生物活性。 

2.3  “金花菌”液体发酵罗汉果 

2.3.1  “金花菌”的液体培养 
“金花菌”液体培养生长情况见图 3。菌株培养第 2 d

进入快速生长期, 菌体干重迅速增加, 4~6 d 短暂稳定, 菌
丝团聚形成菌丝体(图 3), 第 6 d, 菌丝体迅速生长并大量

繁殖, 浮在液体表面形成“金花”, 6~10 d 菌丝体干重不断

增加, 至第 10~12 d 菌丝体干重趋于稳定。6~12 d 时间段

的游离蛋白含量不断上升。菌株液体培养过程中的 pH 不

断降低, 培养 10 d 稳定在 6.2 左右。液体培养至第 3 d 时“金
花菌”生长速率最快, 同时菌液呈均一稳定悬液。 
2.3.2  “金花菌”发酵对罗汉果总糖、还原糖和多糖的影响 

在液体发酵罗汉果过程中, 总糖、还原糖和多糖浓度

变化趋势见图 4。总糖质量浓度先升高后下降, 在第 2 d 达

到最大值 11.029 mg/mL, 为发酵前的 1.029 倍, 此后略有

下降; 还原糖质量浓度在发酵 0~4 d 持续上升, 在第 4 d 达

到最大值 8.390 mg/mL, 是发酵前的 1.336 倍(P<0.05), 发
酵后期基本维持稳定; 多糖质量浓度在发酵的 0~8 d 间浓度

呈下降趋势。推测在发酵初期, “金花菌”多种酶作用于罗汉

果基质, 促进了可溶性糖的溶出, 总糖含量小幅提升, 2 d
后多糖进一步分解产生还原糖, 使还原糖含量进一步上升, 
4 d 后还原糖基本维持稳定, 可能是发酵后期糖的生成与

消耗达到动态平衡。该动态过程表明, 发酵有效地将罗汉

果中的多糖转化为易于利用的还原糖, 这不仅支撑了菌体

的旺盛代谢, 也为后续甜苷等活性成分的生物转化提供了

关键前体[34], 是提升罗汉果资源利用效率的重要环节。 
 

 
 

注: 图 A 中 P 为校正后 P; 三磷酸腺苷(adenosine triphosphate, ATP); 多糖裂解酶(polysaccharide lyases, PL); 糖苷水解酶(glycoside 
hydrolase, GH); 糖基转移酶(glycosyltransferase, GT); 碳水化合物酯酶(carbohydrate esterases, CE); 碳水化合物结合模块

(carbohydrate-binding modules, CBM); 辅助活性酶(auxiliary activities, AA)。 
图 2  KEGG 通路和碳水化合物活性酶基因 

Fig.2  KEGG pathways and carbohydrate-active enzyme genes 
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注: 不同字母表示组间具有显著性差异(P<0.05), 下图同。 
图 3  “金花菌”的液体培养生长情况(n=3) 

Fig.3  Growth situation of “golden flower fungus” in liquid  
culture (n=3) 

 
2.3.3  “金花菌”发酵对罗汉果甜苷的影响 

“金花菌”液体发酵罗汉果过程中, 总甜苷质量浓度呈

现先升高后平稳的趋势(图 5A), 第 4 d 达到 1.610 mg/mL, 
之后保持稳定, 第 8 d 质量浓度最高, 达到 1.619 mg/mL 是

发酵前的 1.278 倍, 这一变化推测与“金花菌”代谢作用有

关, “金花菌”分泌的酶破坏罗汉果细胞壁及植物组织结构, 

将紧密结合在组织中的甜苷类成分释放到发酵体系中, 导
致总甜苷浓度上升; 后期总甜苷浓度趋于稳定, 可能是由

于液体环境中“金花菌”生长速率放缓, 对甜苷类物质的消

耗减少, 使得甜苷的释放与消耗达到动态平衡。罗汉果苷 V
质量浓度则呈现先增加后减少的趋势(图 5B), 在 0~2 d 时质

量浓度持续上升, 在第 2 d 达到最大值 0.540 mg/mL, 是发

酵前的 2.030 倍(P<0.05), 之后逐渐下降。发酵初期“金花菌”
产生的酶破坏细胞壁结构, 促进了罗汉果苷 V 的释放[35]; 
而后期浓度下降, 推测主要有两方面因素, (1)随着“金花

菌”数量增多, 罗汉果苷 V 被作为营养物质所利用[36–37], 
使得甜苷 V 浓度降低; (2)结合总甜苷浓度后期稳定的结果, 
可能是罗汉果内不同甜苷类物质之间发生了相互转化, 部
分罗汉果苷 V 转化为其他类型的甜苷。 
2.3.4  “金花菌”发酵对罗汉果总酚及黄酮的影响 

罗汉果不同发酵时间的总酚含量变化如图 6A 所示。

在 0~8 d 的发酵周期内, 总酚质量浓度随发酵时间延长呈

略微下降趋势。这一变化推测是“金花菌”发酵产生的酶对

酚羟基物质的合成与分解作用共同调控的结果, 一方面可

能与“金花菌”吸收利用部分总酚作为自身生长繁殖的营养

物质有关; 另一方面, “金花菌”分泌的胞外酶可能促使总 
 

 
 

图 4  “金花菌”液体发酵罗汉果糖类物质变化(n=3) 
Fig.4  Changes in sugars of Siraitia grosvenorii during liquid fermentation by “golden flower fungus” (n=3) 

 

 
 

图 5  “金花菌”液体发酵罗汉果甜苷类物质变化(n=3) 
Fig.5  Changes in mogrosides of Siraitia grosvenorii during liquid fermentation by “golden flower fungus” (n=3) 
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酚及其代谢产物进一步发生降解、转化及氧化反应有关[38]。

黄酮含量的变化则呈现不同趋势(图 6B), 发酵过程中黄酮

质量浓度略微上升, 于第 4 d 达到峰值 0.066 mg/mL。其原

因可能是“金花菌”产生的多种酶水解了罗汉果植物细胞壁, 
减少了黄酮类物质溶出的阻滞效应, 从而促进黄酮释放导

致含量增加[39]。 

2.4  “金花菌”发酵罗汉果过程中酶活性变化 
液体发酵过程中酶活性变化结果见图 7。纤维素酶、

半纤维素酶和 α-淀粉酶的活性变化趋势一致, 发酵 0~4 d
持续升高, 均在第 4 d 达到峰值, 酶活性分别为 20.250、

14.100、14.399 IU, 之后三者活性均逐渐降低。果胶酶活

性则在 0~6 d 呈上升趋势, 第 6 d 达最大值 27.513 IU, 随后

开始下降; 蛋白酶活性上升速度最快, 0~2 d 即升至峰值

7.045 IU, 2 d 后逐步降低。综上, “金花菌”液体发酵罗汉果

过程中, 5 种酶的活性均呈现先升高后降低的变化规律, 酶
活的峰值与生长曲线(图 3) 2~4 d 菌体快速生长阶段相符。

这些胞外水解酶活性的增强, 表明菌体在快速生长期能有

效分泌相关酶系以分解利用罗汉果基质中的纤维素、半纤

维素、淀粉及蛋白质等大分子物质, 为菌体生长提供碳源和

氮源, 并可能由此促进罗汉果活性成分的释放与转化[40]。 
 

 
 

图 6  “金花菌”液体发酵罗汉果总酚和黄酮的变化(n=3) 
Fig.6  Changes in total phenols and flavonoids of Siraitia grosvenorii during liquid fermentation by “golden flower fungus” (n=3) 

 

 

 
图 7  “金花菌”液体发酵罗汉果过程中主要酶活性变化(n=3) 

Fig.7  Changes in the main enzyme activities of Siraitia grosvenorii during the liquid fermentation by “golden flower fungus” (n=3) 
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2.5  “金花菌”发酵过程中生物活性的变化 

本研究选取总还原力、DPPH 自由基清除能力和 α-
葡萄糖苷酶抑制活性为评价指标, 探究“金花菌”液体发

酵罗汉果过程中抗氧化活性和 α-葡萄糖苷酶抑制活性的

变化。由图 8 可知, 3 项活性指标均呈现先升高后降低的

趋势, 总还原力与 α-葡萄糖苷酶抑制活性均在发酵第 2 d
达到峰值, 分别为 0.478 和 61.604%, 是未发酵组的 1.046
和 1.364 倍; DPPH 自由基清除率则在第 4 d 升至最高, 达

63.767%, 为未发酵组的 1.314 倍。α-葡萄糖苷酶在碳水

化合物消化中起关键作用, 其通过催化二糖水解为可吸

收的单糖, 直接影响餐后血糖水平。抑制该酶活性可有效

缓解餐后高血糖。已有研究指出, 罗汉果苷 V 能够抑制

葡萄糖生成, 并在体外模型中调节葡萄糖水平[41–42]。图

8C 显示, 发酵组的 α-葡萄糖苷酶抑制活性始终显著高于

未发酵组(P<0.05), 表明“金花菌”发酵可显著提升罗汉果

的抗氧化及 α-葡萄糖苷酶抑制活性。 

 

 
 

图 8  “金花菌”液体发酵罗汉果过程中总还原力(A)、DPPH 自由基清除率(B)和 α-葡萄糖苷酶抑制率(C)活性变化(n=3) 
Fig.8  Changes in total reducing power (A), DPPH free radical scavenging rate (B) and α-glucosidase inhibition rate (C) of Siraitia grosvenorii 

during the liquid fermentation by “golden flower fungus” (n=3) 
 

3  讨论与结论 

本研究自湖北青砖茶中分离纯化得到一株金黄色菌

落 JH3, 经形态学与分子鉴定确认为散囊菌(俗称“金花

菌”)。进一步的全基因组重测序分析揭示, JH3 携带多类与

能量代谢、代谢调控、糖基化修饰及信号转导相关的变异

基因, 提示其可能具备较强的多层级代谢调控潜力。此外, 
该菌株的变异基因中含有 GHs、GTs 等多种 CAZy 家族酶

基因, 表明其可能通过纤维素、半纤维素与果胶等细胞壁

多糖的降解参与罗汉果细胞结构分解及糖基化反应调控。

在此基础上, 使用“金花菌”JH3 对罗汉果进行液体发酵后, 
多项核心活性成分与生物活性有显著提升, 罗汉果总糖、

还原糖、总甜苷和罗汉果苷 V 的浓度分别提升至发酵前的

1.029、1.336、1.278 和 2.030 倍, 这一变化可能与 GTs 促

进细胞壁多糖水解释放糖基供体, 以及 GTs 参与糖苷键重

构与活性成分转化, 从而协同增强罗汉果苷溶出与生物活

性, 已有研究报道可工程化的糖基转移酶对罗汉果苷 V 的

生物合成有直接作用[43]。对应地, 发酵液总还原力、DPPH
自由基清除能力和 α-葡萄糖苷酶抑制活性提升至 1.046、
1.314 和 1.364 倍, 这一结果与 MUBEEN 等[44]利用乳酸菌

提升罗汉果沙棘饮料生物活性成分和抗氧化能力的研究具

有一致性, 进一步证明微生物发酵是增强罗汉果活性的有

效策略。发酵过程中酶活与成分的动态关联进一步揭示了

转化机制, 纤维素酶活、半纤维素酶活、果胶酶活、α-淀

粉酶活和蛋白酶活呈现先升后降的趋势。其中纤维素酶、

半纤维素和 α-淀粉酶在第 4 d 达到峰值, 与还原糖含量的

峰值时间一致, 表明这 3 类酶对细胞壁多糖的降解是还原

糖积累的关键, 先前的研究发现, “金花菌”能分泌纤维素

酶, 将纤维素分解成简单糖[45]; 而总糖与罗汉果苷 V 在第

2 d 即达峰值后下降, 说明随着菌丝体生长加速, 部分活性

成分可能发生进一步降解, 这一现象与尹家全等[1]的报道相

吻合。提示应合理控制发酵程度, 以免长期发酵导致活性成

分的过度降解。同时, 3 种抗氧化活性均在第 2 d 同步达峰, 
与总糖和罗汉果苷 V 的含量峰值高度契合, 证实这两类成

分是发酵产物抗氧化活性的核心贡献因子。值得注意的是, 
尽管“金花菌”JH3 发酵提升了还原糖的含量, 但是由于罗

汉果苷 V 的同步提升, 其发酵液表现出了良好的 α-葡萄糖

苷酶抑制活性, 说明发酵处理在保留甜味的同时有效强化

了其控制血糖的功能潜力。综合来看, “金花菌”JH3 通过多

糖降解、糖苷重构和代谢转化共同推动罗汉果活性成分释

放与提升, 为罗汉果的高值化开发提供了可行的微生物发

酵策略, 但“金花菌”液体发酵罗汉果的具体代谢通路仍有

待结合代谢组学等手段进一步讨论。本研究明确了“金花

菌”JH3 液体发酵可有效促进罗汉果中关键活性成分的释

放与转化, 并同步增强其抗氧化与降血糖相关功能。本研

究为罗汉果发酵功能性饮品的开发提供了优良菌种与工艺

依据, 对推动药食同源资源的深度开发与中药现代化具有

积极意义。 
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