
第４４卷　第８期
２０２６年 ８月

中　华　中　医　药　学　刊
ＣＨＩＮＥＳＥ　ＡＲＣＨＩＶＥＳ　ＯＦ　ＴＲＡＤＩＴＩＯＮＡＬ　ＣＨＩＮＥＳＥ　ＭＥＤＩＣＩＮＥ

Ｖｏｌ．４４Ｎｏ．８
Ａｕｇ．２０２６

ＤＯＩ：１０．１３１９３／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３７７１７．２０２６．０８．００２

乳酸菌发酵葛根菌株筛选及协同发酵工艺优化研究

管咏梅１，２，唐烨１，李丽琴１，董欢欢３，潘华平３，张华３，朱卫丰１，２，臧振中１

（１．江西中医药大学现代中药制剂教育部重点实验室，江西 南昌 ３３０００４；２．经典名方现代中药
创制全国重点实验室，江西 南昌 ３３０００４；３．江西中医药大学药学院，江西 南昌 ３３０００４）

　　摘要：目的 筛选葛根发酵优势乳酸菌并优化菌株协同发酵工艺，为葛根功能产品开发提供理论依据。方法 通过监

测６株乳酸菌发酵过程中菌活力、总酸、总黄酮含量及抗氧化活性等动态变化，结合层次分析法（ａｎａｌｙｔｉｃｈｉｅｒａｒｃｈｙ
ｐｒｏｃｅｓｓ，ＡＨＰ）－熵权法综合评价筛选优势乳酸菌，并基于优势菌协同发酵策略对菌株配比、接种量、料液比等关键工艺
参数进行优化。结果 植物乳杆菌Ｐ９与鼠李糖乳酪杆菌为葛根发酵优势菌株，二者协同发酵最佳工艺条件为菌株配比
３∶１、接种量１０％、料液比１∶２５、温度３７℃、发酵３ｄ。在此条件下，协同发酵活菌数达８．９６ｌｇＣＦＵ·ｍＬ－１，较植物乳杆
菌Ｐ９和鼠李糖乳酪杆菌单菌发酵分别提升２３１．６％和３１．８３％；总酸含量达２．９５ｇ·Ｌ－１，较鼠李糖乳酪杆菌单菌发酵
提升９１．６％；大豆苷元含量达１．３２ｍｇ·ｇ－１，较植物乳杆菌Ｐ９和鼠李糖乳酪杆菌单菌发酵分别提升１６４％和２３８％。结
论 乳酸菌协同发酵可整合单菌发酵优势并产生协同增效作用，显著提升发酵产物活性成分含量，为葛根发酵功能饮料

及益生菌制剂开发提供了菌种选择依据和工艺优化策略。

　　关键词：葛根；乳酸菌；协同发酵；活菌数；总酸；大豆苷元；ＡＨＰ－熵权法；响应面设计
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基金项目：江西省重点研发计划项目（２０２２４ＢＢＧ７１０２３）；江西省研究生
创新专项（ＹＣ２０２３－Ｓ７６４）

作者简介：管咏梅（１９７９－），女，河南周口人，教授，博士研究生导师，
博士，研究方向：中药新制剂与新技术及食疗学。

通讯作者：臧振中（１９７９－），男，河南周口人，副教授，硕士研究生导
师，博士，研究方向：中药炮制、中药制剂新工艺和新装备。

Ｅｍａｉｌ：ｚａｎｇｚｈｅｎｚｈｏｎｇｖｉｐ＠１６３．ｃｏｍ。

　　葛根来源于豆科植物野葛 Ｐｕｅｒａｒｉａｌｏｂａｔａ（Ｗｉｌｌｄ．）Ｏｈｗｉ干
燥根，具有解肌退热、生津止渴、升阳止泻等功效［１］。葛根作

为药食两用中药，其不仅含有丰富的蛋白质、多糖等营养物质，

还具有葛根素等异黄酮类药用成分，兼具传统食疗与现代营养

科学特色，是大健康产业重点开发对象［２］。近年来，微生物发

酵技术广泛应用于药食同源中药活性成分提升、功能产品开发
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等方面，逐渐成为中医药、食品科学等领域研究热点［３］。杜静

等［４］利用冠突散囊菌发酵葛根，使葛根总黄酮含量显著提升，

葛根素、大豆苷元含量均有不同程度提高。陈艳艳等［５］发现

乳杆菌发酵葛根可提高其抗氧化活性，并能增强解酒效果。

ＺＨＡＯＷＪ等［６］发现葛根发酵物能提高酒精性肝损伤大鼠过

氧化氢酶、超氧化物歧化酶水平，降低脂质积累和炎症反应发

生，缓解酒精性肝损伤。以上研究表明葛根经微生物发酵后，

具有有效成分含量提高和功效增强的潜力。

针对当前葛根发酵研究存在的单一菌株发酵模式主导、多

菌协同发酵策略的工艺优化系统性探究不足等问题，本研究通

过监测６株乳酸菌发酵过程中菌活力、总酸及异黄酮类物质动
态变化，分析菌株发酵特性，筛选适配菌株；并采用 Ｂｏｘ－Ｂｅ
ｈｎｋｅｎ响应面法对菌株复配比例、接种量和料液比等关键参数
进行优化，构建多菌株协同发酵工艺模型。以期为乳酸菌发酵

葛根菌株选择提供参考，为葛根多菌协同发酵功能性产品开发

提供理论支撑。

１　材料与方法
１．１　试剂与菌种

无水乙醇、冰醋酸等：西陇科学股份有限公司；福林酚、３，
５－二硝基水杨酸（３，５－ｄｉｎｉｔｒｏｓａｌｉｃｙｌｉｃａｃｉｄ，ＤＮＳ）、１，１－二苯
基－２－三硝基苯肼（１，１－ｄｉｐｈｅｎｙｌ－２－ｐｉｃｒｙｌ－ｈｙｄｒａｚｙｌｒａｄｉ
ｃａｌ，ＤＰＰＨ）、过硫酸钾等：上海源叶生物科技有限公司；无水碳
酸钠、七水合硫酸亚铁等：上海阿拉丁生化科技股份有限公司；

２，２＇－联氮 －双（３－乙基苯并噻唑啉 －６－磺酸）［２，２＇－
ａｚｉｎｏ－ｂｉｓ（３－ｅｔｈｙｌｂｅｎｚｏｔｈｉａｚｏｌｉｎｅ－６－ｓｕｌｆｏｎｉｃａｃｉｄ），ＡＢＴＳ］、
醋酸钠、水杨酸等：上海易恩化学技术有限公司，以上试剂均为

分析纯。ＭＲＳ琼脂培养基：杭州百思生物技术有限公司；葛根
素、没食子酸、葡萄糖、大豆苷、黄豆黄苷、染料木苷、芒柄花苷、

大豆苷元标准品（纯度均 ＞９８％）：成都普菲德生物技术有限
公司；乙腈、甲醇：美国天地有限公司。

葛根饮片：江西鸿邦中药饮片有限公司。鼠李糖乳酪杆菌

（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｒｈａｍｎｏｓｕｓ）ＨＣＳ０１－０１３、植物乳杆菌（Ｌａｃｔｉｐｌａｎｔｉ
ｂａｃｉｌｌｕｓｐｌａｎｔａｒｕｍ）ＨＣＳ０３－００１、罗伊氏粘液乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌ
ｌｕｓｒｅｕｔｅｒｉ）ＨＣＳ０２－００１、副干酪乳酪杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｐａｒａｃａ
ｓｅｉ）ＨＣＳ１７－０４０、发酵黏液乳杆菌（Ｌｉｍｏｓｉｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｆｅｒｍｅｎ
ｔｕｍ）ＨＣＳ０８－００５：江西仁仁健康菌种资源库；植物乳杆菌 Ｐ９
（ＬａｃｔｉｐｌａｎｔｉｂａｃｉｌｌｕｓｐｌａｎｔａｒｕｍＰ９）：华润江中科研中心。
１．２　仪器与设备

ＵＶ－２５５０紫外可见分光光度计：日本岛津科技公司；
ＢＳＡ１２４Ｓ型分析天平：北京赛多利斯科学仪器有限公司；ＴＥ
ＣＡＮＳｐａｒｋ型多功能酶标仪：帝肯实验器材有限公司；ＬＰＣ－
Ｖ－１５Ｂ型超净工作台：山东新华医疗器械股份有限公司；
ＳＱ－ＺＬ型立式蒸汽灭菌器：河南三强医疗器械有限责任公
司；ＳＨＡ－Ｃ水浴恒温振荡器：常州恩培仪器制造有限公司；
ＤＮＰ－９０５２ＢＳ－Ⅲ型电热恒温培养箱：上海新苗医疗器械
制造有限公司；ＳｏｒｖａｌｌＬＹＮＸ６０００型高速冷冻离心机：赛默
飞世尔科技有限公司；ＰＨＳ－２５型 ｐＨ计：梅特勒托利多仪
器有限公司；Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０型高效液相色谱仪：安捷伦科技
有限公司。

１．３　方法
１．３．１　葛根发酵液样品制备　将葛根饮片粉碎，过３号筛待
用。取葛根粉末适量，加入２５倍量水，置于高压蒸汽灭菌器中
灭菌，灭菌结束待葛根基质冷却后以１０％（ｍ／Ｖ）的接种量接
种乳酸菌菌液于葛根基质中，后将其置于水浴恒温震荡器中

３７℃发酵。于相应发酵时间点取出，将葛根基质离心，取上清
液即得葛根发酵液，待测。具体流程如图１所示。
１．３．２　菌活力及理化指标测定　乳酸菌活力测定：参考 ＧＢ
４７８９．２－２０２２《食品安全国家标准 食品微生物学检验 菌落总
数测定》［７］；ｐＨ和总酸含量测定：分别参考 ＧＢ５００９．２３７－
２０１６《食品 ｐＨ值的测定》［８］和 ＧＢ１２４５６－２０２１《食品中总酸
的测定》第二法［９］；还原糖含量测定：参考文献［１０］，以葡萄糖
为标准品，得到线性回归方程 Ａ＝０．９７６８Ｃ－０．０６６４（Ｒ２＝
０９９９１）；总黄酮含量测定：参考文献［１１］，以葛根素为标准
品，得到线性回归方程Ａ＝０．０７２１Ｃ＋０．０１７（Ｒ２＝０．９９９２）；总
酚含量测定：参考文献［１２］，以没食子酸为标准品，得线性回
归方程Ａ＝４．４５０２Ｃ＋０．０２６５（Ｒ２＝０．９９９６）。
１．３．３　抗氧化活性测定　参考文献［１３］稍作修改。ＤＰＰＨ自
由基清除率测定：吸取２５μＬ稀释样品与１７５μＬ０．１０ｍｍｏｌ·
Ｌ－１ＤＰＰＨ－乙醇溶液室温下避光反应６０ｍｉｎ，后在５１７ｎｍ处
测定吸光值，记为Ａ１，以无水乙醇代替ＤＰＰＨ－乙醇溶液，记为
Ａ２，以无水乙醇代替样品，记为 Ａ０，ＤＰＰＨ自由基清除率 ＝
［１－（Ａ１－Ａ２）／Ａ０］×１００％。ＡＢＴＳ·

＋自由基清除率测定：吸

取２５μＬ稀释样品与１７５μＬＡＢＴＳ· ＋溶液室温下避光反应４０
ｍｉｎ，后在７３４ｎｍ处测定吸光值，记为 Ａ１，稀释后的 ＡＢＴＳ

＋溶

液在７３４ｎｍ处吸光值记为 Ａ０，ＡＢＴＳ·
＋自由基清除率 ＝

（Ａ０－Ａ１）／Ａ０×１００％。铁离子还原能力测定：吸取２０μＬ稀
释样品与２００μＬＦＲＡＰ试剂室温下避光反应３０ｍｉｎ，后在５９３
ｎｍ处测定吸光值，铁离子还原能力以ＦｅＳＯ４当量表示，单位为
μｍｏｌＦｅＳＯ４·ｇ

－１。羟基自由基清除率测定：吸取１ｍＬ水杨酸
溶液于１０ｍＬ试管中，分别加入１ｍＬＦｅＳＯ４溶液、１ｍＬ稀释样
品，１ｍＬＨ２Ｏ２溶液，在３７℃水浴３０ｍｉｎ后于５１０ｎｍ处测定
吸光度，记为Ａ１，以１ｍＬ水代替１ｍＬ样品，记为Ａ０，羟基自由
基清除率＝（Ａ０－Ａ１）／Ａ０×１００％。
１．３．４　异黄酮含量测定　（１）供试品及对照品溶液制备：将
葛根发酵液稀释一定倍数，０．２２μｍ微孔滤膜滤过，备用。精
密称取大豆苷、大豆苷元、芒柄花苷、染料木苷、黄豆黄苷标准

品适量，配制成单一对照品溶液，后分别吸取适量单一对照品

溶液配制成混合对照品溶液。

（２）高效液相色谱（ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，
ＨＰＬＣ）色谱条件：ＣＯＳＭＯＳＩＬ５Ｃ１８ －ＭＳ－Ⅱ 色谱柱（２５０
ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；以乙腈 －０．１％甲酸水溶液为流动相梯
度洗脱：０～１０ｍｉｎ，１１％乙腈；１０～１５ｍｉｎ，１１％ ～１５％乙腈；
２５～３５ｍｉｎ，１５％ ～２５％乙腈；３５～４０ｍｉｎ，２０％ ～３０％乙腈；
４０～５５ｍｉｎ，３０％～５０％乙腈；５５～６０ｍｉｎ，５０％～１１％乙腈；体
积流量１．０ｍＬ·ｍｉｎ－１；检测波长２５４ｎｍ；柱温３０℃；进样量
１０μＬ。

（３）方法学考察：线性关系考察：精密称取大豆苷、黄豆黄

图１　葛根发酵流程
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苷、染料木苷、芒柄花苷、大豆苷元标准品适量，配制成浓度分

别为０．１０、０．０４、０．０３、０．０３、０．０２ｍｇ·ｍＬ－１混合标准品母液，
精密移取上述母液稀释制得系列标准工作液，后按该项下色谱

条件测定，以对照品浓度为横坐标 Ｘ，峰面积为纵坐标 Ｙ进行
线性拟合，结果见表１。

表１　大豆苷等５种成分线性回归方程与线性范围

成分 回归方程 Ｒ２
线性范围／
（μｇ·ｍＬ－１）

大豆苷　 Ｙ＝３１．９０３Ｘ＋６．７６３７ ０．９９９７ ０．７９～５０．００
黄豆黄苷 Ｙ＝２９．８５３Ｘ＋２．４５６８ ０．９９９７ ０．６３～２０．００
染料木苷 Ｙ＝３４．０２０Ｘ＋１．５８１９ ０．９９９９ ０．４７～１５．００
芒柄花苷 Ｙ＝３４．６６２Ｘ＋０．９２２９ １．００００ ０．２３～１５．００
大豆苷元 Ｙ＝３７．４９３Ｘ＋５．５４７１ ０．９９９０ ０．３１～１０．００

　　精密度试验：将混合对照品溶液，按该项下色谱条件，连续
进样６次，计算大豆苷、黄豆黄苷、染料木苷、芒柄花苷、大豆苷
元峰面积 ＲＳＤ值分别为 ０．３５％、０．２０％、０．４５％、０．５０％、
０４３％，均小于２％，表明仪器精密度良好。

重复性试验：取“１．３．１”项下同一葛根发酵液６份，制备
成供试品溶液，按该项下色谱条件进样，计算大豆苷、黄豆黄

苷、染料木苷、芒柄花苷、大豆苷元峰面积 ＲＳＤ分别为０．３５％、
０．２８％、０．２６％、１．４５％、０．２１％，均小于２％，表明该方法重复
性良好。

稳定性试验：取同一供试品溶液，按该项下色谱条件分别

于０、２、４、８、１２、２４ｈ进样，计算大豆苷、黄豆黄苷、染料木苷、
芒柄花苷、大豆苷元峰面积 ＲＳＤ分别为 ０．７６％、２．１０％、
０７５％、０．７９％、２．０２％，均小于３％，表明样品在２４ｈ内稳定。

加样回收率试验：取“１．３．１”项下同一葛根发酵液６份，
加入混合对照品适量，制备成供试品溶液，按该项下色谱条件

进样，计算大豆苷、黄豆黄苷、染料木苷、芒柄花苷、大豆苷元平

均加样回收率分别为１０８．６６％、９８．６８％、１０７．４３％、１０８．１７％、
１１０．４６％；ＲＳＤ分别为 ０．２８％、１．２２％、１．０２％、２．８６％、
１．５７％。
１．３．５　基于 ＡＨＰ－熵权法筛选葛根发酵优势乳酸菌　（１）
ＡＨＰ权重确定：ＡＨＰ是一种常用的主观赋权法，本实验以菌活
力、总酸含量、大豆苷元含量作为评价指标，经过主观分析，确

定各指标优先顺序为大豆苷元含量＞总酸含量＞活菌数，参考
ＡＨＰ中各层次评分标准构建两两比较优先判断矩阵，见表２。
依据ＡＨＰ权重计算方法得出菌活力、总酸含量、大豆苷元含量
权重系数分别为０．１１、０．３１、０．５８，对各个权重系数进行一致
性检验，ＣＩ＝０．００１８≠０，ＣＲ＝０．００３５＜０．１，表明矩阵通过一
致性检验，权重系数设置合理有效［１４］。

表２　３项指标优先判断矩阵

指标 活菌数（ｊ１） 总酸（ｊ２） 大豆苷元（ｊ３）

活菌数（ｉ１） １（αｉ１ｊ１） １／３（αｉ１ｊ２） １／５（αｉ１ｊ３）
总酸（ｉ２） ３（αｉ２ｊ１） １（αｉ２ｊ２） １／２（αｉ１ｊ３）
大豆苷元（ｉ３） ５（αｉ３ｊ１） ２（αｉ３ｊ２） １（αｉ３ｊ３）

　　（２）熵权法权重确定：以活菌数、总酸含量、大豆苷元含量
为指标，将其进行正向化处理得到正向化值 Ｘ，后进行数据归
一化，计算信息熵值ｅ，最后计算各指标权重系数ω。①正向化
值（Ｘ）＝（Ｘｉｊ－ＸｊＭｉｎ）／（ＸｊＭａｘ－ＸｊＭｉｎ）；②第 ｊ项指标第 ｉ个样

本归一化值 （Ｐｉｊ） ＝
ｘｉｊ

∑ｎ

ｉ＝１
ｘｉｊ
；③信息熵值 （ｅｊ） ＝ｋ×

∑ｎ

ｉ＝１
［Ｐｉｊ×ｌｎ（Ｐｉｊ）］，其中 ｋ＝１／ｌｎ（ｎ）；④各指标权重系数

ωｊ＝
ｄｊ

∑ｍ

ｊ＝１
ｄｊ
，ｄｊ＝１－ｅｊ。

（３）ＡＨＰ－熵权法组合权重确定及综合评分：ＡＨＰ－熵权
法是一种常见的主客观相结合的评价方法，该决策方式有助于

提高结果可靠性和科学性［１５］。利用矩阵思想计算组合权重，

计算主、客观权重重要系数αｉ和βｉ，αｉ＝ｖｉ／（ｖｉ＋ｗｉ），βｉ＝ｗｉ／
（ｖｉ＋ｗｉ），其中ｖｉ为ＡＨＰ权重系数，ｗｉ为熵权法权重系数。组

合权重Ｑｉ＝
ｖ１α１＋ｗ１β１

∑ｎ

ｉ＝１
（ｖ１α１＋ｗ１β１）

，ｎ为指标个数。综合评分

（Ｚ）＝Ｑ活菌数 ×（活菌数／活菌数最大值）×１００＋Ｑ总酸 ×（总酸
含量／总酸含量最大值）×１００＋Ｑ大豆苷元 ×（大豆苷元含量／大
豆苷元含量最大值）×１００。
１．３．６　基于Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ响应曲面设计优化葛根发酵工艺
　（１）单因素试验：以活菌数、总酸含量、大豆苷元含量作为评
价指标按“１．３．５”项进行综合评分，固定发酵温度３７℃、发酵
时间３ｄ，考察不同复配比例植物乳杆菌 Ｐ９∶鼠李糖乳酪杆菌
（１∶０、８∶１、６∶１、４∶１、２∶１、１∶１、１∶２、１∶４、０∶１）、接种量
（６％、８％、１０％、１２％、１４％）、料液比（１∶１５、１∶２０、１∶２５、１∶
３０、１∶３５）对其影响。

（２）基于响应面实验设计优化葛根发酵工艺：根据前期单
因素试验和单菌发酵结果，选择植物乳杆菌 Ｐ９复配鼠李糖乳
酪杆菌比例（Ｘ１）、接种量（Ｘ２）、料液比（Ｘ３）作为考察因素，利
用ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ１３．０软件，设计３因素３水平表，见表３，并以
活菌数（Ｙ１）、总酸含量（Ｙ２）、大豆苷元含量（Ｙ３）３项指标根据
ＡＨＰ－熵权法得到的综合评分（ＯＤ）作为响应值，进行 Ｂｏｘ－
Ｂｅｈｎｋｅｎ响应曲面设计。

表３　响应面设计因素、水平表

因素
水平

－１ ０ １

复配比例 ６∶１ ４∶１ ２∶１
接种量／（％） ８ １０ １２
料液比／（ｇ∶ｍＬ） １∶２０ １∶２５ １∶３０

１．３．７　数据处理与统计分析　利用 ＳＰＳＳ２６．０分析数据，Ｏｒｉ
ｇｉｎ２０２１软件作图。Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ．１３．０进行响应曲面设计
及绘图。每组实验平行３次，结果以平均值 ±标准差（珋ｘ±ｓ）
表示。

２　结果与分析
２．１　菌活力及理化指标动态变化

通过系统监测６株乳酸菌在葛根基质中的生长代谢过程
（插页Ⅲ图２），可有效了解不同菌株发酵特性。结果表明，所
有菌株均能较好适应葛根基质环境（插页Ⅲ图２Ａ），菌活力变
化显示，多数菌株于发酵第１天达到稳定期，仅发酵乳杆菌延
至第２天，其中鼠李糖乳酪杆菌表现出最优生长特性，植物乳
杆菌相对不足。ｐＨ与总酸动态监测结果显示（插页Ⅲ图２Ｂ、
插页Ⅲ图２Ｃ），各菌株发酵液 ｐＨ随发酵时间呈梯度下降，总
酸含量持续累积并于第３天达到稳态，产酸效率呈现显著菌株
特异性，其中鼠李糖乳酪杆菌产酸能力最低（１．８５ｇ·Ｌ－１），其
余菌株产酸量均高于３．０ｇ·Ｌ－１。还原糖消耗规律显示（插页
Ⅲ图２Ｄ），５株菌株发酵第１天，葛根中还原糖均因乳酸菌生
长消耗而含量下降，而罗伊氏乳杆菌由于其产生纤维素酶、淀

粉酶等将葛根基质中淀粉、多糖等转化为葡萄糖，而其自身处

于生长初期，消耗还原糖较少，导致总体还原糖含量增加［１６］，

随后也进入消耗阶段，该特性表明乳酸菌碳源代谢具有多

８
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样性。

通过动态监测６株乳酸菌发酵过程总黄酮、总酚含量变化
（插页Ⅲ图２Ｅ、插页Ⅲ图２Ｆ），发现总黄酮与总酚呈现阶段特
异性代谢规律。发酵初期（０～１ｄ），菌株通过分泌纤维素酶和
果胶酶解构葛根细胞壁，促进黄酮类物质释放，使总黄酮含量

显著提升，其中鼠李糖乳酪杆菌提升１７．８９％，幅度最大；总酚
含量呈现菌株特异性，植物乳杆菌 Ｐ９与鼠李糖乳酪杆菌分别
提升５．１１％和４９７％，而副干酪乳杆菌降低４．４７％。发酵中
期（１～２ｄ），β－葡萄糖苷酶介导的结合态苷类分解导致总黄
酮与总酚含量同步下降。发酵后期（４～５ｄ），总黄酮因游离苷
元积累出现二次上升，但仍然低于未发酵组；总酚则在多酚氧

化酶催化下发生酚酸转化，导致含量降低。此代谢规律与 ＡＮ
Ｘ等［１７］、ＺＨＯＵＹ等［１８］报道的酶促分子重排机制密切

相关［１９－２０］。

综上，６株乳酸菌发酵葛根过程中，总黄酮与总酚的复杂
代谢动态受多酶系时序调控影响，难以作为稳定质控指标；而

菌活力与总酸含量呈规律变化，可作为发酵进程的可靠评价参

数，为后续菌株筛选提供量化依据。

２．２　抗氧化活性动态变化
通过系统评估６株乳酸菌发酵过程中抗氧化活性动态变

化（插页Ⅲ图３），发现不同菌株对不同自由基清除体系呈现差
异化规律。随发酵时间延长，ＡＢＴＳ· ＋自由基和羟基自由基清

除能力均呈现下降趋势，其中鼠李糖乳酪杆菌 ＡＢＴＳ· ＋自由

基清除能力在发酵第２～３天下降幅度最大，下降约５％，其余
菌株在第１～２天幅度较大，约１０％；羟基自由基清除能力均
在发酵第０～１天骤降至 ２０％左右，后均趋于稳定。各菌株
ＤＰＰＨ自由基清除能力和铁离子还原能力呈现不规则波动；但
铁离子还原能力整体上呈现下降趋势。综上，葛根经６株乳酸
菌发酵后抗氧化能力普遍下降，此现象与张曼等［２１］报道的多

菌种发酵石榴皮会使其ＤＰＰＨ和ＡＢＴＳ自由基清除能力下降、
张阳阳等［２２］红茶菌发酵体系自由基清除率降低规律具有一致

性。这可能是葛根内源抗氧化成分（如黄酮苷、酚酸等）在发

酵过程中发生微生物介导的酶解转化，导致其自由基清除能力

降低［２３］。

２．３　异黄酮成分含量动态变化
通过ＨＰＬＣ定量分析揭示乳酸菌发酵过程中葛根异黄酮

苷类成分的酶促转化规律（插页Ⅳ图４）。结果显示，大豆苷、
黄豆黄苷等苷类成分含量随发酵时间呈负相关趋势，可能是发

酵过程中乳酸菌代谢产生 β－葡萄糖苷酶以及特定水解酶等
将苷类进行分解导致含量下降［２４］。菌株特异性分析发现，鼠

李糖乳酪杆菌、植物乳杆菌 Ｐ９对大豆苷等结合态苷类成分转
化能力较强，同时生成大豆苷元含量较高，而植物乳杆菌相对

较弱。在发酵４～５ｄ，鼠李糖乳酪杆菌将葛根中大豆苷含量从
７．３０ｍｇ·ｇ－１转化至 ０．３２ｍｇ·ｇ－１，黄豆黄苷含量从 ０．８２
ｍｇ·ｇ－１转化至０．３２ｍｇ·ｇ－１，其余苷类成分在第５天也基本
转化完全；而植物乳杆菌在发酵过程转化能力明显不足，葛根

发酵液中苷及苷元含量无显著变化。ＬＩＵＬＨ等［２５］从１１株乳
酸菌中筛选出鼠李糖乳杆菌Ｌ０８，其发酵苹果渣时表现出较高
的β－葡萄糖苷酶活性，对槲皮苷、根皮苷等结合态苷类物质
具有较强转化能力，间接验证了该菌株在葛根发酵中对大豆苷

等结合态苷转化的潜在优势。

２．４　基于ＡＨＰ－熵权法筛选优势乳酸菌
基于菌株生长动力学、总酸积累及异黄酮转化效率的动态

关联分析，采用ＡＨＰ－熵权法综合评价模型，以发酵３ｄ为关

键节点，对６株乳酸菌的菌活力、总酸产量及大豆苷元转化量
进行多指标分析。结果见表４，植物乳杆菌 Ｐ９（９５．２０±３．８６）
分与鼠李糖乳酪杆菌（６８．９９±４．３１）分综合评分显著优于其
他菌株（Ｐ＜００５），其中植物乳杆菌 Ｐ９展现出高 β－葡萄糖
苷酶活性及产酸效率，而鼠李糖乳酪杆菌具备更优的生长活

力。基于此，采用协同发酵增效策略，通过两菌株复配提升苷

元转化率，缩短发酵周期，为后续菌株复配发酵工艺优化提供

依据。

表４　发酵第３天６株乳酸菌发酵各指标情况及综合评分（ｎ＝３）

菌株
活菌数／

（ｌｇＣＦＵ·ｍＬ－１）
总酸含量／
（ｇ·Ｌ－１）

大豆苷元含量／
（ｍｇ·ｇ－１）

综合评分／
（分）

鼠李糖乳酪杆菌 ８．８４±０．０５ａ １．５４±０．０２ｅ ０．３９±０．０４ｂ ６８．９９±４．３１ｂ

植物乳杆菌Ｐ９ ８．４４±０．０７ｃ ３．３２±０．０３ｂ ０．５０±０．０４ａ ９５．２０±３．８６ａ

植物乳杆菌 ８．２４±０．１４ｄ ３．３６±０．０１ａ ０．１０±０．０１ｃ ４９．２３±１．０９ｃ

罗伊氏黏液乳杆菌 ８．７２±０．０４ａｂ ３．２９±０．０２ｂ ０．１４±０．０２ｃ ５４．３８±２．０２ｃ

副干酪乳酪杆菌 ８．４４±０．０３ｃ ２．８４±０．０１ｄ ０．１３±０．０３ｃ ４９．２２±４．２９ｃ

发酵黏液乳杆菌 ８．６７±０．０５ｂ ３．０９±０．０２ｃ ０．１４±０．０４ｃ ５２．４６±５．４０ｃ

　　注：按列进行多重比较，标有不同小写字母表示组间差异具有统计学意义（Ｐ＜００５）。
２．５　基于优势菌协同发酵策略优化葛根发酵工艺
２．５．１　植物乳杆菌Ｐ９复配鼠李糖乳酪杆菌不同比例考察　
如表５所示，所有复配组的菌活力均显著高于植物乳杆菌 Ｐ９
单菌体系（Ｐ＜００５），其中１∶１配比组活菌数达（８．９９±０．０８）
ｌｇＣＦＵ·ｍＬ－１，较两单菌体系分别提升４１．２５％（ｖｓ鼠李糖乳
酪杆菌）和２０９．０３％（ｖｓ植物乳杆菌 Ｐ９）。产酸特性显示，复
配组总酸含量介于２．３６ｇ·Ｌ－１和２．９８ｇ·Ｌ－１之间，较鼠李糖
乳酪杆菌单菌发酵（１．６２ｇ·Ｌ－１）具有显著提升（Ｐ＜００５），
但仍低于植物乳杆菌Ｐ９单菌发酵（３．３８ｇ·Ｌ－１），提示菌种复
配过程中产酸能力仍然由植物乳杆菌Ｐ９主导。苷类转化效率
呈现比例效应，当鼠李糖乳酪杆菌占比≥５０％时，大豆苷元含
量与鼠李糖乳酪杆菌单菌发酵差异无统计学意义（ｐ＞０．０５）；
当植物乳杆菌 Ｐ９占比 ＞５０％时，除复配比例８∶１无显著提
高，其余比例均显著高于植物乳杆菌Ｐ９单菌发酵（Ｐ＜００５），
当复配比例为４∶１时，显著高于其他复配比例（Ｐ＜００５），且
较植物乳杆菌 Ｐ９单菌发酵提升 １４０％，同时综合评分最佳。
基于 ＡＨＰ－熵权模型综合评价，４∶１配比组综合得分
（９５．４１±１．３１）分显著优于其他配比（Ｐ＜００５），该结果验证
了菌株协同发酵的可行性，故选定 ４∶１配比进行后续工艺
研究。

表５　植物乳杆菌Ｐ９复配鼠李糖乳酪杆菌不同
比例各指标情况及综合评分（ｎ＝３）

植物乳杆菌Ｐ９∶
鼠李糖乳酪杆菌

活菌数／
（ｌｇＣＦＵ·ｍＬ－１）

总酸含量／
（ｇ·Ｌ－１）

大豆苷元含量／
（ｍｇ·ｇ－１）

综合评分／
（分）

１∶０ ８．５０±０．０２ｅ ３．３８±０．０３ａ ０．５０±０．０４ｄｅ ６３．３２±１．６９ｄ

８∶１ ８．７３±０．０４ｃ ２．９８±０．０５ｂ ０．５４±０．０４ｄ ６２．８７±２．４４ｄ

６∶１ ８．８４±０．０７ｂ ２．８５±０．０９ｃ ０．７０±０．０６ｃ ６９．６８±３．０８ｃ

４∶１ ８．８８±０．０４ｂ ２．９２±０．０５ｂｃ １．２０±０．０２ａ ９５．４１±１．３１ａ

２∶１ ８．６２±０．０２ｄ ２．５６±０．０２ｅ １．０２±０．１１ｂ ８３．１８±５．５４ｂ

１∶１ ８．９９±０．０８ａ ２．５９±０．０３ｅ ０．４９±０．０７ｄｅ ５７．５１±３．５２ｅ

１∶２ ８．８９±０．０６ｂ ２．７６±０．０６ｄ ０．４４±０．０５ｄｅ ５６．２３±２．３８ｅ

１∶４ ８．８４±０．０４ｂ ２．３６±０．０４ｆ ０．４６±０．０４ｄｅ ５４．３７±１．５０ｅ

０∶１ ８．８４±０．０５ｂ １．６２±０．００ｇ ０．４３±０．０５ｅ ４７．６０±２．１９ｆ

　　注：按列进行多重比较，标有不同小写字母表示组间差异具有统计学意义（Ｐ＜００５）。
２．５．２　葛根发酵工艺接种量考察　如表６所示，随接种量的
增加，菌活力、总酸含量、大豆苷元含量呈现先升后降的趋势。

当接种量为８％时，菌活力和总酸含量达到峰值；当接种量为

９
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１０％时，大豆苷元含量达到峰值。适度提高接种量可促进β－
葡萄糖苷酶基因表达，从而提升底物转化效率；而接种量超载

（＞１０％）可能会导致碳源竞争加剧，代谢副产物浓度超过菌
株耐受阈值，从而抑制菌体增殖及酶活性。这与杨金梅等［１１］

在葛根发酵体系中的密度效应研究一致。综合评价，选择

１０％接种量进行后续研究。
表６　不同接种量下各指标情况及综合评分（ｎ＝３）

接种量
活菌数／

（ｌｇＣＦＵ·ｍＬ－１）
总酸含量／
（ｇ·Ｌ－１）

大豆苷元含量／
（ｍｇ·ｇ－１）

综合评分／
（分）

６％ ８．９３±０．０６ａ ２．９０±０．０５ｂ ０．３７±０．０７ｅ ６３．５１±２．６７ｄ

８％ ８．９７±０．０４ａ ３．０９±０．０７ａ ０．７８±０．０６ｂ ７９．７６±２．４３ｂ

１０％ ８．８６±０．０８ａｂ ２．９２±０．０５ｂ １．３４±０．００ａ ９７．２６±０．６３ａ

１２％ ８．８０±０．０４ｂ ２．８７±０．０４ｂ ０．６２±０．０７ｃ ７１．６７±２．５４ｃ

１４％ ８．７６±０．０５ｂ ２．８５±０．０６ｂ ０．４８±０．０６ｄ ６６．７０±１．９７ｄ

　　注：按列进行多重比较，标有不同小写字母表示组间差异具有统计学意义（Ｐ＜００５）。
２．５．３　葛根发酵工艺料液比考察　研究发现，随着料液比的
增加，葛根发酵液中总酸含量逐步下降，可能是加水量的增加

导致葛根基质占比减少，发酵液总酸浓度下降，无法体现不同

料液比下乳酸菌的产酸能力，故将其换算成单位葛根基质的产

酸量进行比较。如表７所示，随着料液比的增加，菌活力无趋
势变化；产酸能力、大豆苷元含量、综合评分呈现先增后减的趋

势，当料液比为１∶２５时综合评分最佳，该比例下既保障了菌
体的高密度增殖，又避免了高黏度体系对β－葡萄糖苷酶扩散
的抑制，故选择１∶２５为最佳料液比条件。

表７　不同料液比下各指标情况及综合评分（ｎ＝３）

接种量
活菌数／

（ｌｇＣＦＵ·ｍＬ－１）
总酸含量／
（ｍｇ·ｇ－１）

大豆苷元含量／
（ｍｇ·ｇ－１）

综合评分／
（分）

１∶１５ ８．９９±０．０３ａ ６１．６５±０．６８ｅ ０．６９±０．００ｃ ６９．６５±０．３５ｄ

１∶２０ ８．９６±０．０５ａｂ ６８．５２±０．７５ｄ ０．９３±０．１１ｂ ８１．１６±４．５０ｃ

１∶２５ ８．８６±０．０８ｂ ７３．０５±１．３７ｂ １．３４±０．００ａ ９７．９８±０．６３ａ

１∶３０ ８．９３±０．０５ａｂ ７６．１４±１．０８ａ ０．９８±０．００ｂ ８６．０５±０．３０ｂ

１∶３５ ８．５３±０．０５ｃ ７０．７７±１．５９ｃ ０．５７±０．０４ｄ ６７．９０±１．７０ｄ

　　注：按列进行多重比较，标有不同小写字母表示组间差异具有统计学意义（Ｐ＜００５）。
２．５．４　基于响应面实验设计优化葛根发酵工艺　基于单因素
实验结果发现，复配比例、接种量及料液比对发酵体系的菌活

力、产酸特性及大豆苷元转化率均呈现显著调控作用。故采用

３因素３水平 Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ设计，以菌种配比（Ｘ１）、接种量
（Ｘ２）和料液比（Ｘ３）为自变量，基于 ＡＨＰ－熵权法综合评分
（Ｙ）为响应值，构建１７组实验矩阵（表８），其相应指标及综合
评分结果见表８。通过ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ１３．０进行响应面分析，获
得二次多项式回归模型：Ｙ＝９４．０７＋２．５４Ｘ１－２．５３Ｘ２＋
３１７Ｘ３＋１．１０Ｘ１Ｘ２＋０．９８Ｘ１Ｘ３＋３．４２Ｘ２Ｘ３－１３４８Ｘ

２
１－

８０８Ｘ２２－７．３１Ｘ
２
３（Ｒ

２＝０．９５５９，ＡｄｊｕｓｔｅｄＲ２＝０．８９９２）方差分
析结果如表９，回归模型显著性 Ｐ值为０．０００６＜０．００１，回归
模型极具显著性；失拟项显著性Ｐ值为０．５８２１＞０．０５，失拟项
不显著，表明该回归方程在整个回归区域内的拟合情况良好。

各因素对葛根发酵液综合评分影响程度为接种量（Ｘ２）＞料液
比（Ｘ３）＞复配比例（Ｘ１）。

利用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ１３．０软件作出各因素交互作用的三
维响应面和等高线，结果如插页Ⅳ图５所示。接种量（Ｘ２）与
料液比（Ｘ３）的曲面较陡，交互作用较强；复配比例（Ｘ１）与料液
比（Ｘ３）的曲面较缓，交互作用较弱。在回归模型的基础上对
发酵条件进行优化，预测得出葛根发酵的最佳工艺参数为植物

乳杆菌Ｐ９∶鼠李糖乳酪杆菌２．７∶１、接种量９．５１％、料液比１∶
２５．９８（ｇ∶ｍＬ），综合评分为９０．９４。结合实际操作将参数调整

为：植物乳杆菌 Ｐ９∶鼠李糖乳酪杆菌３∶１、接种量１０％、料液
比１∶２５（ｇ∶ｍＬ）。

表８　响应面试验设计及结果

试验

序号

复配

比例

（Ｘ１）

接种量

（Ｘ２）
料液比

（Ｘ３）

活菌数／
（ｌｇＣＦＵ·
ｍＬ－１）

总酸含量／
（ｍｇ·ｇ－１）

大豆苷

元含量／
（ｍｇ·ｇ－１）

综合

评分／
（分）

１ １ １ ０ ８．８０ ７４．７０ ０．７８ ７１．７６
２ ０ ０ ０ ８．８５ ７７．４０ １．５２ ９９．１３
３ ０ －１ －１ ８．８５ ７０．６８ １．２３ ８６．４８
４ ０ １ －１ ８．９１ ６８．１６ ０．６７ ６５．９５
５ ０ －１ １ ８．９８ ７９．０２ １．０９ ８４．５６
６ －１ －１ ０ ８．９９ ７９．０５ ０．８３ ７５．４４
７ ０ ０ ０ ８．８８ ７４．８５ １．３９ ９３．６２
８ １ ０ －１ ８．８２ ６６．６０ ０．８６ ７１．７４
９ ０ ０ ０ ８．８８ ７７．５５ １．２６ ８９．７９
１０ －１ ０ －１ ８．８６ ６９．９６ ０．６９ ６７．０７
１１ １ －１ ０ ８．９６ ７２．７５ ０．９３ ７６．７８
１２ ０ ０ ０ ８．８９ ７２．７５ １．３６ ９１．７３
１３ ０ ０ ０ ８．８５ ７２．６０ １．４９ ９６．０６
１４ １ ０ １ ８．７０ ７５．６０ １．０５ ８１．４４
１５ －１ １ ０ ８．７５ ７４．４０ ０．６２ ６６．０２
１６ ０ １ １ ８．８７ ７７．５８ ０．９１ ７７．７２
１７ －１ ０ １ ８．９２ ７７．０４ ０．７８ ７２．８５

表９　回归模型方差分析

方差来源 偏差平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值

模型 １８０４．２２ ９ ２００．４７ １６．８７ ０．０００６
Ｘ１－复配比例 ５１．７１ １ ５１．７１ ４．３５ ０．０７５４
Ｘ２－接种量 ２１８．５１ １ ２１８．５１ １８．３９ ０．００３６
Ｘ３－料液比 ８０．２０ １ ８０．２０ ６．７５ ０．０３５５
Ｘ１Ｘ２ ４．８４ １ ４．８４ ０．４１ ０．５４３７
Ｘ１Ｘ３ ３．８４ １ ３．８４ ０．３２ ０．５８７４
Ｘ２Ｘ３ ４６．８５ １ ４６．８５ ３．９４ ０．０８７５
Ｘ２１♂ ７６５．５８ １ ７６５．５８ ６４．４２ ＜０．０００１
Ｘ２２♂ ２７５．０１ １ ２７５．０１ ２３．１４ ０．００１９
Ｘ２３♂ ２２４．７９ １ ２２４．７９ １８．９１ ０．００３４
残差 ８３．１９ ７ １１．８８
失拟项 ２９．６３ ３ ９．８８ ０．７４ ０．５８２１
纯误差 ５３．５６ ４ １３．３９
总误差 １８８７．４２ １６

　　根据预测最佳发酵工艺后所调整的发酵条件，平行制备３
份葛根发酵液，对发酵液各指标进行测定，并进行综合评分，验

证结果如表 １０，在此发酵条件下，菌活力平均值为 ８．９６ｌｇ
ＣＦＵ·ｍＬ－１，ＲＳＤ为０．３９％；总酸含量平均值为 ７３．６５ｍｇ·
ｇ－１（２．９５ｇ·Ｌ－１），ＲＳＤ为 ０．９３％；大豆苷元含量平均值为
１３２ｍｇ·ｇ－１，ＲＳＤ为３．４２％；综合评分平均值为９０．７８，ＲＳＤ
为１．８１％，与预测值相对偏差 ０．１８％。表明本实验根据
ＡＨＰ－熵权法优选出的葛根发酵最佳工艺具有可行性和准
确性。

表１０　工艺验证结果

工艺验证
活菌数／

（ｌｇＣＦＵ·ｍＬ－１）
总酸含量／
（ｍｇ·ｇ－１）

大豆苷元含量／
（ｍｇ·ｇ－１）

综合评分／
（分）

样品１ ８．９３ ７４．２５ １．２８ ８９．７０
样品２ ９．００ ７３．８０ １．３７ ９２．６７
样品３ ８．９６ ７２．９０ １．３０ ８９．９７
均值 ８．９６ ７３．６５ １．３２ ９０．７８
ＲＳＤ ０．３９％ ０．９３％ ３．４２％ １．８１％

０１
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３　讨论与结论
葛根作为传统药食同源中药，富含异黄酮类活性成分，其

多以结合态糖苷形式存在，需在肠道中转化成游离型苷元才能

被机体消化吸收，致使其生物利用度受限［３］。利用微生物发

酵技术，可使发酵基质中结合态苷类成分经特定代谢酶转化成

游离苷元而提高机体吸收效率［２６］，如李洁等［２７］利用植物乳杆

菌发酵全豆乳，发酵后豆乳中大豆苷元含量提升为原豆乳的

３．１倍，染料木素含量提升为原豆乳的７．７倍，经发酵后豆乳
营养保健价值得到了显著提升。此外乳酸菌发酵过程中，有机

酸类物质积累，不仅能够赋予葛根独特风味和营养，一定程度

上还能抑制有害微生物生长，有助于提高发酵食品安全性［２８］。

本研究通过分析６株乳酸菌动态代谢特征，筛选出植物乳杆菌
Ｐ９具有高β－葡萄糖苷酶活性及产酸效率，鼠李糖乳酪杆菌
具备更优的生长活力，为葛根发酵过程优势菌株。将两者复配

发酵构建功能互补菌群，经响应面优化后确定最佳工艺：植物

乳杆菌Ｐ９与鼠李糖乳酪杆菌菌株配比３∶１、接种量１０％、料
液比１∶２５、温度３７℃、发酵时间３ｄ，在此条件下，活菌数达
８９６ｌｇＣＦＵ·ｍＬ－１，较单菌发酵分别提升２３１．６％和３１．８３％；
总酸含量达２．９５ｇ·Ｌ－１，较鼠李糖乳酪杆菌单菌发酵提升
９１６％；大豆苷元含量达１．３２ｍｇ·ｇ－１，较单菌发酵分别提升
１６４％和２３８％，实现了菌株协同发酵增效，提示葛根经乳酸菌
协同发酵后，相比于乳酸菌单菌发酵和未发酵具有风味改良与

营养强化的双重价值，这可为葛根功能成分生物增效提供新路

径，为药食两用植物多菌协同发酵提供理论依据。未来还需进

一步明确菌群互做对葛根活性成分的转化机制、代谢副产物对

苷元稳定性的影响规律以及菌种比例动态调控策略。本研究

基于菌株协同发酵策略优化工艺参数，为开发高活性葛根益生

菌制剂、功能性发酵饮料等产品奠定了技术基础，对扩大药食

同源资源的利用具有重要实践意义。
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Ⅲ

乳酸菌发酵葛根菌株筛选及协同发酵工艺优化研究

（正文见６－１１页）

注：Ａ．活菌数变化，Ｂ．ｐＨ值变化，Ｃ．总酸含量变化，Ｄ．还原糖含量变化，Ｅ．总黄酮含量变化，Ｆ．总酚含量变化。
图２　６株乳酸菌在葛根基质中的生长代谢过程

注：Ａ．ＤＰＰＨ自由基清除能力变化，Ｂ．ＡＢＴＳ· ＋自由基清除能力变化，Ｃ．ＦＲＡＰ抗氧化能力变化，Ｄ．·ＯＨ自由基清除能力变化。
图３　６株乳酸菌葛根发酵液在不同发酵时间抗氧化活性动态变化
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Ⅳ

注：Ａ．大豆苷含量变化，Ｂ．黄豆黄苷含量变化，Ｃ．染料木苷含量变化，Ｄ．芒柄花苷含量变化，Ｅ．大豆苷元含量变化。
图４　６株乳酸菌葛根发酵液在不同发酵时间葛根异黄酮苷类成分的酶促转化规律

图５　各因素之间交互作用响应曲面及等高线图
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