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摘 要：该研究以苦荞为研究对象，采用羊肚菌进行固态发酵，探讨其对苦荞营养、功能成分和功能活性的影响。通

过单因素试验和响应面试验优化，确定最优发酵条件为发酵时间 20.76 d、接种量 5.105 mL、发酵温度 27.115 ℃。根

据实际操作将最优工艺调整为发酵时间 20 d、接种量 5 mL、发酵温度 27 ℃，验证试验结果显示羊肚菌固态发酵苦荞

中的总黄酮含量为 13.03 mg/g，与模型预测值 13.113 mg/g 相近。进一步探究羊肚菌固态发酵过程中苦荞的营养和

功能变化，结果显示，经固态发酵后，苦荞的蛋白质含量显著增加，营养价值提升，而总酚和总黄酮含量在发酵 10 d
时达到最高，表明羊肚菌固态发酵能够提高苦荞的功能成分；芦丁和槲皮素含量随发酵时间的延长而降低，说明在

发酵过程中黄酮类化合物发生了转化。发酵 10 d时，羊肚菌固态发酵的苦荞表现出较强的抗氧化活性。

关键词：苦荞；羊肚菌；固态发酵；黄酮类化合物；抗氧化活性
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Quality Analysis of Products

ZHU Jiaying1，ZHANG Ting1，CUI Linhua1，LIU Hong1，WANG Qingyuan2，LI Yunlong1 *，LI Qi1 *
（1. Shanxi Institute for Functional Food，Shanxi Agricultural University，Taiyuan 030000，Shanxi，China；

2. Datong Tongtai Xin Beiqi Edible Fungi Development Co.，Ltd.，Datong 037000，Shanxi，China）
Abstract：The effects of solid‑state fermentation with Morchella esculenta on the nutritional composition，func‑
tional components，and activities of Tartary buckwheat were investigated. Through single ‑ factor experiments
and response surface methodology，the fermentation conditions were optimized as follows：fermentation with
an inoculation volume of 5.105 mL at 27.115 ℃ for 20.76 days. Considering practical operational conditions，
the optimal process was adjusted to fermentation with an inoculation volume of 5 mL at 27 ℃ for 20 days. Vali‑
dation experiments showed that the total flavonoid content of tartary buckwheat subjected to solid‑state fermen‑
tation by Morchella esculenta was 13.03 mg/g，which was close to the model‑predicted value of 13.113 mg/g.
Further investigation into the nutritional and functional changes in Tartary buckwheat during solid ‑ state fer‑
mentation with M. esculenta revealed that the protein content significantly increased after fermentation，indicat‑
ing enhanced nutritional value. The total phenol and total flavonoid content peaked on day 10 of fermentation，
demonstrating that solid ‑ state fermentation with M. esculenta elevated the functional components of Tartary
buckwheat. However，the content of rutin and quercetin decreased with prolonged fermentation time，suggest‑
ing the transformation of flavonoids during the fermentation process. The Tartary buckwheat fermented with M.
esculenta for 10 days exhibited the strongest antioxidant activity.
Key words：Tartary buckwheat；Morchella esculenta；solid‑state fermentation；flavonoid；antioxidant activity
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苦荞[Fagopyrum tataricum（L.）Gaertn.]也称鞑靼荞

麦（Tartary buckwheat），属于蓼科双子叶植物。苦荞不

仅含有丰富的蛋白质、脂肪和膳食纤维，还有多种维生

素，能有效满足人体的营养需求。苦荞作为一种药食

同源作物，还含有多种活性成分，如黄酮类化合物、多

酚等[1]，羊肚菌（Morehella esculenta）又称羊肚蘑，属子

囊菌亚门（Ascomycotina），其营养成分极为丰富，包含

粗蛋白、脂肪、氨基酸、生物碱、多酚、多糖以及多种矿

物质和微量元素，赋予其极高的营养价值，被誉为“素

中之荤”[2]。现代医药研究进一步揭示了羊肚菌的多

种健康功效，包括抗氧化活性[3]以及抗炎作用[4]等。

固态发酵（solid‑state fermentation，SSF）是指微生

物在几乎不能自由流动的液体的固体基质上，对不溶

性底物进行的发酵[5‑6]。这种发酵方式有许多优点，如

微生物易生长、酶活力高、酶种类多等。目前已有利用

羊肚菌固态发酵谷物的相关研究，如焦捷等[7]利用羊

肚菌固态发酵青稞，其营养成分以及功能活性成分显

著提升。佟维娜等[8]用羊肚菌固态发酵玉米蛋白粉，

提升了玉米蛋白粉的亲水性氨基酸含量，其营养价值

显著提高。尽管对羊肚菌的研究逐渐增多，但针对羊

肚菌与苦荞的固态发酵研究仍相对较少。本研究采用

羊肚菌固态发酵苦荞（Morchella esculenta solid‑state fer‑
mentated Tartary buckwheat，MFB），并通过单因素试验

和响应面优化试验，选取最优发酵工艺条件，进一步探

究羊肚菌固态发酵过程中对苦荞的营养成分、功能成

分以及抗氧化活性的影响，以期为开发高营养价值、高

功能活性的苦荞发酵产品提供理论依据和技术支撑，丰

富药食同源作物与食药用真菌协同发酵的研究体系，

推动苦荞资源的深度开发与产业化利用，同时为羊肚

菌在谷物发酵领域的拓展应用提供新的思路与方向。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

苦荞：山西雁门清高食业有限公司；羊肚菌（CICC
14033）：中国工业微生物菌种保藏管理中心；马铃薯：

市售；芦丁标准品（纯度 92.5%）、没食子酸（纯度

95.5%）：中国食品药品鉴定所；2，4，6‑三嘧啶基三嗪

（2，4，6‑tripyridin‑2‑yl‑1，3，5‑triazine，TPTZ）、福林酚：

北京索莱宝科技有限公司；1，1‑联苯基‑2‑苦肼基（1，1‑
diphenyl‑2‑picrylhydrazyl，DPPH，纯度 96%）、2，2′‑联氮‑
双（3‑乙基苯并噻唑啉‑6‑磺酸）二铵盐[2，2′‑azinobis‑（3‑
ethylbenzothiazoline‑6‑sulphonate）diammonium solution，
ABTS，纯度 99%）]：上海麦克林生化科技股份有限公

司；槲皮素标准品（97.3%）：上海源叶生物科技有限公

司；蛋白胨：青岛高科园海波生物技术有限公司；D‑（+）‑无
水葡萄糖、无水硫酸镁、碳酸钠、磷酸二氢钾（KH₂PO₄）、

氯化铝（AlCl3）、醋酸钾（CH3COOK）、过硫酸钾（均为分

析纯）：国药集团化学试剂有限公司；乙腈、甲醇（均为

色谱纯）：上海安谱实验科技股份有限公司。

1.2 仪器与设备

智能生化培养箱（SPX‑50L）：常州恩谊仪器有限

公司；紫外分光光度仪（A380）：翱艺仪器上海有限公

司；恒温振荡培养箱（HYM‑2102C）：广州瑞丰实验设

备有限公司；桌上型超微粉碎仪（RT‑UF26）：荣聪精密

科技有限公司；立式压力蒸汽灭菌器（YXQ‑LS‑50A）：上
海博讯实业有限公司医疗设备厂；烘箱（DHG‑9023A）：

上海一恒科学仪器有限公司；分析天平（ME240）：梅特

勒‑托利多仪器（上海）有限公司；高效液相色谱仪（high
performance liquid chromatography，HPLC）（1260）、色谱

柱（HC‑C18）：美国安捷伦科技有限公司。

1.3 方法

1.3.1 羊肚菌固态发酵苦荞工艺优化

1.3.1.1 羊肚菌种培养与活化

马铃薯葡萄糖琼脂（potato dextrose agar，PDA）固

体培养基配方：去皮马铃薯 200 g，葡萄糖 20 g，磷酸二

氢钾（KH₂PO₄）3 g，七水硫酸镁（MgSO₄·7H₂O）1.5 g，琼
脂粉 20 g，去离子水 1 000 mL。

PDA 液体培养基配方：去皮马铃薯 200 g，葡萄糖

20 g，磷酸二氢钾（KH₂PO₄）3 g，七水硫酸镁（MgSO₄·7H₂O）
1.5 g，去离子水 1 000 mL。

将羊肚菌接种于 PDA 固体培养基上，在 27 ℃恒

温培养 10 d，用接种铲取 0.8 cm2的菌块，接种至灭菌

的 PDA 液体培养基中，摇晃均匀，放入恒温振荡培养

箱中按上述培养温度连续活化 48 h后，4 ℃保存备用。

1.3.1.2 羊肚菌固态发酵苦荞样品的制备

称取 50 g苦荞置于锥形瓶中，用 4倍体积的纯净

水浸泡 24 h 后沥水，121 ℃高压蒸汽灭菌 1 h，冷却至

室温。在超净工作台中，用无菌移液枪吸取活化的羊

肚菌注入到锥形瓶中，每瓶 5 mL，摇晃均匀，27 ℃恒温

培养，60 ℃烘干 18 h，超微粉碎仪磨粉，过 80目筛。

1.3.1.3 样品提取液的制备

称取 1.3.1.2制备的样品 0.2 g，用 50 mL 70%甲醇

溶液 70 ℃水浴提取 3 h，定容至 50 mL，得到样品提取

液，静置于避光处保存。

1.3.1.4 单因素试验

发酵时间：按照 1.3.1.2 制备苦荞样品，接种量为

5 mL，发酵温度 27 ℃，分别测定发酵时间为 10、15、
20、25、30 d的样品中总黄酮含量。

接种量：按照 1.3.1.2 制备苦荞样品，发酵时间为

20 d，发酵温度 27 ℃，分别测定接种量为 1、3、5、7、9 mL
的样品中总黄酮含量。

发酵温度：按照 1.3.1.2 制备苦荞样品，接种量为

5 mL，发酵时间 20 d，分别测定发酵温度为 18、21、24、
27、30 ℃的样品中总黄酮含量。

1.3.1.5 响应面法优化发酵工艺条件

在单因素试验的基础上，确定各因素的取值范围，
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选取发酵时间（A）、接种量（B）、发酵温度（C）为自变

量，以总黄酮含量作为响应值，应用 Design‑Expert 设
计三因素三水平的响应面试验，因素与水平见表 1。

1.3.2 羊肚菌固态发酵苦荞营养成分及功能活性测定

1.3.2.1 蛋白质含量的测定

样品中蛋白质含量参考 GB 5009.5—2016《食品安

全国家标准 食品中蛋白质的测定》中的方法，采用凯

氏定氮法进行测定。

1.3.2.2 总黄酮含量的测定

按照 1.3.1.3方法制备样品提取液，采用铝盐法测

定总黄酮含量[9]。准确吸取 1 mL样品提取液于 10 mL
具塞比色管中，先加 2 mL 0.1 mol/L AlCl3溶液，再加 3 mL
1mol/L CH3COOK溶液，用 70%甲醇溶液定容至 10 mL，
摇匀后静置 30 min，于 420 nm处测定吸光度。

标准曲线绘制：分别吸取芦丁标准溶液（0.05 mg/
mL）0、0.5、1.0、2.0、3.0、4.0 mL 于 10 mL 具塞比色管

中，按上述方法进行显色并测定吸光度，以芦丁浓度为

横坐标，吸光度为纵坐标绘制标准曲线，得到方程为

y=2.967 3x-0.008 9（R2=0.999 4）。

1.3.2.3 芦丁和槲皮素含量的测定

采用高效液相色谱法 [9]，分别配制不同浓度的

芦丁标准溶液（0.054 5、0.109 0、0.218 0、0.327 0、
0.436 0 mg/mL）和槲皮素标准溶液（0.004、0.008、0.010、
0.020、0.040 mg/mL），经过 0.45 μm 滤膜过滤后，分别

进样 5 μL和 2 μL，以进样质量和峰面积作图，得到芦

丁和槲皮素的标准曲线，芦丁标准曲线为 y=0.000 7x+
0.004 7（R2=0.999 9），槲皮素标准曲线为 y=0.000 2x+
0.002（R2=0.999 5）。

称取 1 g苦荞样品粉末，用 90%甲醇 70 ℃提取 3 h
后定容至 50 mL，0.45 μm 滤膜过滤后，进样 40 μL。
色谱柱：C18，柱温：30 ℃，波长：360 nm，流动相见表 2。

1.3.2.4 总酚含量的测定

按照 1.3.1.3方法制备样品提取液，采用福林酚法测

定总酚[9]。准确吸取 0.5 mL 样品提取液，加入 0.8 mL
0.1 mol/L 福林酚溶液，再加入 2.7 mL 水，40 ℃水浴

40 min，再加入 2.5 mL 7% Na2CO3溶液，避光反应 6 min
后，于 760 nm处测定吸光度。

标准曲线绘制：以没食子酸质量浓度（3.17、6.33、
12.66、19.00、25.33 μg/mL）为横坐标，以 760 nm 处吸

光度为纵坐标，绘制没食子酸的标准曲线，得到公式

y=19.042x+0.002 5（R2=0.999 2），根据公式计算总酚

含量。

1.3.2.5 抗氧化活性测定

1）DPPH自由基清除能力测定

按照 1.3.1.3方法制备样品提取液，用无水乙醇配

制浓度为 2×10-4 mol/L的 DPPH溶液。取 2 mL DPPH溶

液，加入 2 mL不同浓度的样品提取液（0.2~5.0 μg/mL），
在 515 nm处测吸光度 D1；2 mL不同浓度样品提取液，

加 2 mL 70% 甲醇溶液，吸光度为 D2；2 mL DPPH 溶

液，2 mL 70% 甲醇溶液，吸光度为 D3[10]。DPPH 自由

基清除率（K，%）按照下式计算。

K = D1 - D2D3
× 100

2）ABTS+自由基清除能力测定

参考 Tao 等 [11]的方法，并做适当修改。配制

7 mmol/L ABTS 溶液和 2.45 mmol/L过硫酸钾溶液，按

照体积比 1∶1 在棕色瓶中混合制成 ABTS 工作液，在

暗处放置反应 12 h，使用前用蒸馏水稀释 ABTS 工作

液，直至其波长在 734 nm处的吸光度为 0.70±0.20。
按照 1.3.1.3 方法制备样品提取液，取 2 mL 样品

提取液，加入 4 mL ABTS工作液，混合 10 min，在 734 nm
处吸光度为 B1；取 2 mL 样品提取液，加入 4 mL 蒸馏

水，混合 10 min，在 734 nm处吸光度为 B2；取 2 mL蒸

馏水，加入 4 mL ABTS工作液，混合 10 min，在 734 nm
处吸光度为 B0。ABTS+自由基清除率（C，%）按照下式

计算。

C =（1 - B1 - B2B0
）× 100

1.4 数据处理

本研究中每个试验做 3次平行，用平均值±标准差

表示试验数据结果；采用 SPSS 17.0对试验数据进行统

计和差异性分析，显著性水平 P<0.05；用 Origin 2024
软件作图。

2 结果与分析

2.1 羊肚菌固态发酵苦荞工艺优化结果

2.1.1 单因素试验结果

不同发酵时间、接种量、发酵温度对样品总黄酮含

表 1 响应面试验因素与水平设计

Table 1 Factors and levels of response surface design

水平

-1
0
1

A发酵时间/d
15
20
25

B接种量/mL
3
5
7

C发酵温度/℃
24
27
30

时间/min
0
6
7
13
13.5
17

水/%
56
56
20
20
0
0

乙腈/%
24
24
60
60
100
100

2%乙酸溶液/%
20
20
20
20
0
0

流速/（mL/min）
1.0
1.0
1.0
1.0
1.5
1.5

表 2 梯度洗脱条件

Table 2 Gradient elution conditions
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量的影响如图 1所示。

由图 1A可知，随着发酵时间的延长，MFB的总黄

酮含量呈先上升后下降的趋势。其中在发酵 20 d 达

到最高，为 12.55 mg/g，在 30 d 时其总黄酮含量最低，

为 5.34 mg/g。说明固态发酵前期，羊肚菌快速生长，

糖苷酶的分泌增加，促进黄酮类化合物的释放，导致其

总黄酮含量增加[12]；固态发酵后期，苦荞中的营养物质

无法维持羊肚菌的生长代谢，同时糖苷酶将黄酮糖苷

水解为游离型黄酮苷元，导致总黄酮含量的下降[13]。
因此，选择发酵时间 15、20、25 d 进行响应面优化

试验。

由图 1B可知，随着接种量的增加，MFB的总黄酮

含量呈现先升高后降低的趋势。其中接种量为 5 mL
时，其总黄酮含量达到最高，为 12.52 mg/g，在接种量

为 9 mL 时，其总黄酮含量最低，为 10.68 mg/g。说明

适宜的羊肚菌接种量可提高苦荞的总黄酮含量，当羊

肚菌接种量过高时，苦荞中的营养物质无法满足羊肚

菌的生长需要，导致羊肚菌的生长代谢受到限制，进而

导致总黄酮含量下降[14]。因此，选择接种量 3、5、7 mL
进行响应面优化试验。

由图 1C可知，随着发酵温度的升高，MFB的总黄

酮含量呈现先上升再下降的趋势，当发酵温度在 27 ℃
时，其总黄酮含量达到最高，为 12.79 mg/g，而温度在

30 ℃时，总黄酮含量最低，为 4.64 mg/g。说明适宜的

发酵温度有助于苦荞中总黄酮的释放，而发酵温度过

高时，羊肚菌的生长代谢被抑制，不利于黄酮类化合物

的释放[15]。因此，选择发酵温度 24、27、30 ℃进行响应

面优化试验。

2.1.2 响应面法优化羊肚菌固态发酵苦荞工艺

2.1.2.1 模型的建立与显著性分析

在单因素试验的基础上进行响应面法优化，结果

见表 3。

采用 Design‑Expert.V8.0.5软件对试验数据进行回

归模型方差分析及多元回归方程拟合，获得以总黄酮

含量为目标函数的二次回归拟合方程：Y=13.10‑0.28A+
0.36B+0.20C-0.69AB-0.28AC-0.13BC-3.44A2-3.67B2-
2.67C2。

回归模型方差分析结果见表 4。
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图 1 不同因素对苦荞总黄酮含量的影响

Fig.1 Effects of different factors on total flavonoid content of
Tartary buckwheat

A.发酵时间；B.接种量；C.发酵温度。不同小写字母表示差异显

著，P<0.05。

表 3 响应面设计及结果

Table 3 Response surface design and results

试验号

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17

发酵时间/d
15
25
15
25
15
25
15
25
20
20
20
20
20
20
20
20
20

接种量/mL
3
3
7
7
5
5
5
5
3
7
3
7
5
5
5
5
5

发酵温度/℃
27
27
27
27
24
24
30
30
24
24
30
30
27
27
27
27
27

总黄酮含量/
（mg/g）
5.16
5.75
7.60
5.43
6.70
6.91
7.63
6.72
6.23
6.86
6.90
7.02
13.54
12.88
13.02
13.22
12.82
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根据响应面法设计结果，用响应面法建立的二次回

归模型极显著（P<0.000 1），失拟项不显著（P=0.389 9，
P>0.05），说明所得模型拟合程度较好，该回归模型能

够很好地对响应值进行预测。决定系数 R2=0.995 7，
调整决定系数 R2adj=0.990 2。其中一次项发酵时间

（A）、接种量（B）对结果的影响为显著（P<0.05），二次项

A2、B2和 C2对结果的影响为极显著（P<0.0 1），AB的交

互项对结果的影响为极显著（P<0.01）。各影响因素对

MFB 的影响强弱次序为接种量（B）>发酵时间（A）>发
酵温度（C）。

2.1.2.2 响应面分析结果

根据回归方程，分析发酵时间、发酵温度和接种量

对总黄酮含量的影响。通过观察响应面的坡度陡峭程

度，确定两者交互项对响应值的影响程度，响应面曲面

图越陡峭说明两者交互作用越明显。发酵时间（A）、接

种量（B）、发酵温度（C）的交互项对总黄酮含量的影响

如图 2所示。

由图 2A可知，AB 交互曲面中总黄酮含量的变化

坡度随发酵时间的延长和接种量的增加呈先增大后降

低的趋势，在发酵时间为 20 d、接种量为 5 mL时，其总

黄酮含量达到最大值，且总黄酮含量随接种量的变化陡

峭程度大于发酵时间，说明接种量对总黄酮含量的影响

大于发酵时间，根据响应面的坡度陡峭程度，确定两者交

互项影响为显著，结果与表 4的方差分析结果相符合。

由图 2B可知，AC 交互曲面中总黄酮含量的变化

坡度随发酵温度的增加和发酵时间的延长呈先增大后

降低的趋势，在发酵温度为 27 ℃、发酵时间为 20 d
时，其总黄酮含量达到最大值，根据响应面的坡度陡峭

程度，确定两者交互项影响为显著，结果与表 4的方差

分析结果相符合。

由图 2C可知，BC 交互曲面中总黄酮含量的变化

坡度随发酵温度的增加呈先增大后降低的趋势，随接

种量的增加呈先增大后降低的趋势，在发酵温度为

27 ℃、接种量 5 mL 时，其总黄酮含量达到最大值，结

果与表 4的方差分析结果相符合。

2.1.2.3 最佳发酵条件的确定和验证试验

经过 Design‑Expert V8.0.5软件分析得到羊肚菌固

来源

模型

A发酵时间

B接种量

C发酵温度

AB

AC

BC

A2

B2

C2

误差

失拟项

纯误差

总和

平方和

156.52
0.65
1.03
0.31
1.90
0.31
0.065
49.73
56.84
30.00
0.67
0.33
0.34
157.20

自由度

9
1
1
1
1
1
1
1
1
1
7
3
4
16

均方差

17.39
0.65
1.03
0.31
1.90
0.31
0.065
49.73
56.84
30.00
0.096
0.11
0.085

F值

180.74
6.75
10.70
3.20
19.79
3.26
0.68
516.85
590.75
311.78

1.30

P值

<0.000 1
0.035 5
0.013 7
0.116 7
0.003 0
0.114 0
0.438 1
<0.000 1
<0.000 1
<0.000 1

0.389 9

显著性

**
*
*

**

**
**
**

表 4 回归模型方差分析

Table 4 Analysis of variance for regression models
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图 2 各因素交互作用对总黄酮含量的影响

Fig.2 Influences of interactions between factors on total
flavonoid content

A.发酵时间与接种量的交互作用；B.发酵温度与发酵时间的交互作

用；C.发酵温度与接种量的交互作用。

注：*表示影响显著，P<0.05；**表示影响极显著，P<0.01。
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态发酵苦荞的最优工艺条件为发酵时间 20.76 d、接种

量 5.105 mL、发酵温度 27.115 ℃，预测的总黄酮含量

为 13.113 mg/g。为验证模型的精准性，考虑到现有的

设备参数和固态发酵的实际操作，根据可行性最终将

最佳工艺条件调整为发酵时间 20 d、接种量 5 mL、发
酵温度 27 ℃，采用此工艺条件进行 3 次平行验证试

验，总黄酮含量为 13.03 mg/g，与预测值相近，说明该

模型适用于羊肚菌固态发酵苦荞工艺的优化，具有良

好的应用价值。

2.2 羊肚菌固态发酵苦荞营养成分及功能活性测定

2.2.1 蛋白质含量变化分析

羊肚菌固态发酵对苦荞蛋白质含量的影响如图 3
所示。

由图 3可知，随着固态发酵时间的延长，其蛋白质含

量显著升高（P<0.05），从（7.25±0.02）mg/g升高到（9.67±
0.03）mg/g，升高了 33.4%，这与 Darwish等[16]的研究结

果一致。其原因是在固态发酵过程中，羊肚菌较强的

蛋白合成能力使苦荞的蛋白质含量增加[17]。综上所

述，羊肚菌固态发酵可较好的提高苦荞的蛋白质含量。

2.2.2 总黄酮含量变化分析

羊肚菌固态发酵对苦荞总黄酮含量的影响如图 4
所示。

由图 4可知，羊肚菌固态发酵过程中的总黄酮含量

呈现先上升后下降的趋势。在发酵 10 d时总黄酮含量

达到最大值，为 16.09 mg/g，与未发酵苦荞（13.64 mg/g）
相比提高了 17.96%。其总黄酮含量提高可能是由于

羊肚菌在固态发酵过程中分泌的多种水解酶能对苦荞

壳中的纤维素、果胶和淀粉等大分子物质进行水解，使

黄酮类物质与大分子之间的化学键断裂，从而促进基

质中黄酮类化合物的溶出[18]，导致总黄酮含量增加。

此外，在羊肚菌固态发酵 10 d 后总黄酮含量显著下

降，可能是因为羊肚菌难以利用苦荞中的内源营养物

质满足自身生长代谢需求；同时固态发酵过程中羊肚

菌会合成糖苷酶，该酶可断裂黄酮的糖苷键，将结合型

黄酮转化为游离型黄酮苷元，最终造成样品总黄酮含

量下降[13]。
2.2.3 芦丁和槲皮素含量变化分析

羊肚菌固态发酵对苦荞芦丁和槲皮素含量的影响

如图 5、图 6所示。

由图 5、图 6可知，羊肚菌固态发酵 0~20 d芦丁含

量和槲皮素含量均呈下降趋势，芦丁含量从 9.95 mg/g

不同小写字母表示差异显著，P<0.05。
图 3 蛋白质含量变化

Fig.3 Changes in protein content
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图 4 总黄酮含量变化

Fig.4 Changes in total flavonoid content

不同小写字母表示差异显著，P<0.05。
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不同小写字母表示差异显著，P<0.05。
图 6 槲皮素含量变化

Fig.6 Changes in quercetin content

不同小写字母表示差异显著，P<0.05。
图 5 芦丁含量变化

Fig.5 Changes in rutin content
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降低到 7.33 mg/g，降低了 26.33%，槲皮素含量从

0.82 mg/g降低到 0.20 mg/g，降低了 75.61%。芦丁（Ru⁃
tin），又名芸香苷（Rutinoside），是苦荞中最主要的黄酮

类物质，约占总类黄酮物质含量的 80% 以上[19]，芦丁

含量降低的原因可能是在羊肚菌固态发酵过程中产生

α‑1，6 鼠李糖苷酶，该酶水解芦丁中的糖苷键将芦丁

转化为槲皮素[20]，这与高陪等[21]的研究结果一致，通过

微生物发酵将芦丁转化为槲皮素。槲皮素（Quercetin）
是一种天然的黄酮类化合物，槲皮素在羊肚菌固态发

酵苦荞过程中通过尿苷二磷酸葡萄糖醛酸转移酶和磺

基转移酶转化为槲皮素‑3‑O‑葡萄糖醛酸苷和槲皮素‑
3‑O‑硫酸盐[22]，李家华等[23]的研究结果也证实了这一

点：普洱茶发酵过程中槲皮素的含量一直呈下降趋势，

推测可能是在发酵过程中微生物产生的糖苷酶水解生

成槲皮素类之外的某些游离态黄酮醇苷元所致。

2.2.4 总酚含量变化分析

羊肚菌固态发酵对苦荞总酚含量的影响结果如

图 7所示。

由图 7可知，羊肚菌固态发酵苦荞总酚含量随着

发酵时间的延长呈现先上升后下降的趋势。其中在

发酵 10 d 时达到最高，为 12.43 mg/g，对比发酵前

（9.70 mg/g），其总酚含量提高了 27.83%，说明羊肚菌

固态发酵可以提高苦荞的总酚含量，可能是因为苦荞

中的酚类物质主要以结合态存在，在固态发酵过程中，

羊肚菌会产生纤维素酶、酯酶等，这些酶可水解苦荞中

存在的结合酚，从而使总酚的含量显著升高[24]。而在

发酵 10 d后总酚含量下降，可能是因为羊肚菌为了维

持生长降解了酚类物质，与此同时，羊肚菌生长代谢过

程中所产生的酶也可能与酚类物质发生结合，使其水

溶性下降，产生沉淀现象，导致总酚含量的下降[25‑26]。
2.2.5 抗氧化活性变化分析

DPPH 自由基和 ABTS+自由基清除试验均通过待

测样品捕获人工合成自由基的能力来评价样品的抗氧

化活性[27]，其中 DPPH 有稳定的氮中心自由基，而

ABTS+有稳定的硫中心阳离子自由基，分别在 517 nm
和 734 nm 处有最大光吸收。因此采用 DPPH 自由基

和 ABTS+自由基清除能力评价其体外抗氧化活性。羊

肚菌固态发酵对苦荞抗氧化活性的影响如图 8所示。

由图 8可知，羊肚菌固态发酵苦荞的 DPPH 自由

基清除率的半抑制浓度（half maximal inhibitory concen‑
tration IC50）值、ABTS+自由基清除率的 IC50值均随发酵

时间的延长呈现先下降后上升的趋势，在发酵 10 d时

其 DPPH自由基、ABTS+自由基清除率的 IC50值最小，分

别为 0.41 mg/mL和 0.28 mg/mL，与发酵前（0.80 mg/mL
和 0.47 mg/mL）相比降低了 48.75%和 40.43%，抗氧化

活性提高了 12.5%和 10.64%，结果表明羊肚菌固态发

酵可以增强苦荞的抗氧化活性，与李鹏程等[28]的研究

结果一致。

2.2.6 抗氧化活性与功能物质的相关性分析

羊肚菌固态发酵过程中功能成分与抗氧化活性的

相关性分析见表 5。
由表 5可知，总黄酮含量与 DPPH 自由基清除率

IC50值、ABTS+自由基清除率 IC50值呈极显著负相关（P<
0.01），总酚含量与 DPPH自由基清除率 IC50值、ABTS+
自由基清除率 IC50值呈显著负相关（P<0.05），在羊肚

不同小写字母表示差异显著，P<0.05。
图 7 羊肚菌固态发酵过程中总酚含量变化

Fig.7 Changes in total phenol content
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A. DPPH自由基清除率 IC50值；B. ABTS+自由基清除率 IC50值。

不同小写字母表示差异显著，P<0.05。
图 8 羊肚菌固态发酵过程中抗氧化活性变化

Fig.8 Changes in antioxidant activity
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菌固态发酵苦荞过程中 DPPH 自由基清除率 IC50值、

ABTS+自由基清除率 IC50值先下降后上升，其总黄酮、

总酚含量先上升后下降，在发酵 10 d时 DPPH自由基

清除率 IC50值、ABTS+自由基清除率 IC50值最小，分别

为 0.41 mg/mL和 0.28 mg/mL，其总黄酮含量和总酚含

量最高在 16.09 mg/g和 12.43 mg/g。综上所述，羊肚菌

固态发酵 0~10 d时总黄酮和总酚含量升高，抗氧化活

性增强。

3 结论

本研究选取羊肚菌固态发酵苦荞，以总黄酮含量

为指标，设计单因素试验，考察了不同发酵时间、接种

量和发酵温度对总黄酮含量的影响。结合单因素试验

结果进行响应面优化，以总黄酮含量为响应值，利用

Box ‑Behnken 设计建立了二次回归模型：Y=13.10-
0.28A+0.36B+0.20C-0.69AB-0.28AC-0.13BC-3.44A2-
3.67B2-2.67C2。最终确定最优的发酵条件：发酵时间

20.76 d、接种量 5.105 mL、发酵温度 27.115 ℃，在实际

操作中，调整为发酵时间 20 d、接种量 5 mL、发酵温度

27 ℃。通过验证试验，结果显示在最优发酵条件下，

总黄酮含量为 13.03 mg/g，接近预测值，验证了模型的

准确性和实用性。

进一步研究羊肚菌固态发酵苦荞过程中对其营养

及功能活性的影响。其中，羊肚菌固态发酵有效提高

了苦荞的蛋白质含量，从（7.25±0.02）mg/g 升高到

（9.67±0.03）mg/g，升高了 33.4%；同时固态发酵促进了

总黄酮、总酚的积累。在发酵 10 d时，苦荞样品的总黄

酮和总酚含量达到最大，为 16.09 mg/g 和 12.43 mg/g，
分别提高了 17.96%和 27.83%。并通过 DPPH自由基

和 ABTS+自由基清除率的测定，发现固态发酵 10 d
时，苦荞的 DPPH 自由基和 ABTS+自由基清除率显著

增强，分别提高了 12.5%和 10.64%。进一步对羊肚菌

固态发酵过程中功能成分与抗氧化活性的相关性分

析，其中总黄酮含量与 DPPH、ABTS+自由基清除率的

IC50值呈极显著负相关（P<0.01），总酚含量与 DPPH、
ABTS+自由基清除率的 IC50值呈显著负相关（P<0.05），

说明在羊肚菌固态发酵 0~10 d 时，DPPH 自由基、

ABTS+自由基清除率的 IC50值显著下降，总黄酮和总

酚含量显著上升。综上所述，羊肚菌的固态发酵显著

提升了苦荞的营养成分和功能活性，为苦荞的功能食

品开发提供了重要的理论依据和实践参考。
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芦丁
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表 5 功能成分与功能活性的相关性

Table 5 Correlations between functional components and
functional activities

注：*表示影响显著，P<0.05；**表示影响极显著，P<0.01。
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