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［摘　 要］ 　 应用 ＨＰＬＣ－ＵＶ 法比较发酵前后黄芪中 ４ 种黄酮含量及色谱图变化，旨在为发酵黄芪

制品提供质控数据。 采用色谱条件为 Ｉｎｅｒｔｓｕｓｔａｉｎ Ｃ１８ 色谱柱（１５０ ｍｍ×４．６ ｍｍ，５ μｍ），流动相为乙

腈－水系统，梯度洗脱，检测波长：２５４ ｎｍ，柱温：２５ ℃，流速：１ ｍＬ ／ ｍｉｎ，进样量：２０ μＬ。 该方法中毛

蕊异黄酮苷在 １２．３４～７９０ ｍｇ ／ Ｌ、刺芒柄花苷在 ５．０ ～ ３２０ ｍｇ ／ Ｌ、毛蕊异黄酮在 ４．５３～２９０ ｍｇ ／ Ｌ、芒柄

花素在 ９．５３～６１０ ｍｇ ／ Ｌ 与峰面积呈良好的线性关系，不同成分色谱峰分离程度较好。 测定结果表

明，黄芪经发酵后，毛蕊异黄酮苷、毛蕊异黄酮和芒柄花素含量发生显著变化，其中发酵黄芪含量分

别为 １２．２３６±０．２３２、０．２０１±０．０２１ 和 ０．７３７±０．０４１ ｍｇ ／ ｇ，对照黄芪含量分别为 ０．３２７±０．０１３、５．４５３±
０．０７８和 １２．８４７±０．１１８ ｍｇ ／ ｇ；发酵前后色谱图差异显著，说明生物发酵可使黄芪成分及其含量发生

较大变化，试验可为黄芪发酵制品的质量控制提供借鉴。
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　 　 黄芪是我国一种传统药材，为豆科植物蒙古黄

芪或膜荚的干燥根。 性温、味甘，为常用补气药。

黄芪含黄酮类、多糖类、皂苷类、氨基酸及多种微量

元素等活性成分。 其中，黄酮类是含量较高的一类

成分，具有清除自由基、调节免疫、抗病毒等多方面

的药理作用，是黄芪中重要的有效成分，因此黄酮

类成分常作为黄芪药材的质量控制指标之一，黄酮

化合物主要包括毛蕊异黄酮苷、毛蕊异黄酮、刺芒

柄花苷及芒柄花素等［１］。 为此，选择以上 ４ 种黄酮

作为参考指标，用于评价固体发酵对黄芪成分的

影响。

中药发酵作为中药加工的一种炮制工艺已具

有悠久的历史，目前，应用现代生物技术发酵转化

中药也已成为中药领域的研究热点。 应用具有分

解和转化能力的微生物发酵中药，可保护中药活性

成分免受煎、煮、熬、炼、蒸、浸等传统工艺造成的破

坏，能够提高中药有效成分的提取率，降解中药大

分子物质，产生新的活性物质，降低中药毒副作

用［２－４］。 然而，发酵中药作为中药产品的一种新型

制剂尚无规范性的质量标准，这严重影响了发酵中

药质量的有效控制和临床应用。 随着，液相色谱技

术的发展，为探究中药发酵前后成分及含量的变化

提供了有效手段。 在适宜的色谱条件下，可将中药

中不同成分在不同时间节点洗脱，并由检测器检

测，从而直观的显示出中药不同成分及相对含量，

这为比较发酵前后成分差异提供了可靠依据［５］。

研究应用 ＨＰＬＣ－ＵＶ 方法，对产纤维素酶解淀粉芽

胞杆菌发酵黄芪散剂中 ４ 种黄酮含量及色谱图进

行了比较，旨在为其质量控制提供技术支撑，为生

产应用提供质量保障。

１　 材料与方法

１．１　 仪器　 日本岛津 ＳＰＤ－２０Ａ 紫外检测器，ＬＣ－

２０ＡＴ 二元泵，Ｌａｂｓｏｌｕｔｉｏｎ 色谱工作站，日本岛津公

司产品；ＫＱ５２００Ｂ 超声清洗仪，昆山市超声仪器有

限公司产品；电子天平，梅特勒－托利多仪器（上

海）有限公司产品；ＺＮＣＬ－Ｓ 自能恒温磁力搅拌器，

上海羌强仪器设备有限公司产品；ＰＩＮＥ－ＴＲＥＥ 帕

恩特标准试剂级超纯水机，北京湘顺源科技有限公

司产品；恒温振荡器 ＨＺＱ－ＦＸ 型，哈尔滨市东联电

子技术开发有限公司产品。

１．２　 菌株与试剂 　 产纤维素酶解淀粉芽胞杆菌

ＳＳＹＢ 株，由本研究室分离鉴定并保存；刺芒柄花

苷、芒柄花黄素含量、毛蕊异黄酮苷含量、毛蕊异黄

酮 （ 含 量 均 ≥ ９８％， 批 号 分 别 为： Ｒ０４Ｊ６Ｆ２、

ＫＯ１０１４ＣＢ１４、ＰＳ０９１２ＳＡ１３、 Ｐ２９Ｍ６Ｒ２），上海源叶

生物科技有限公司产品；黄芪，河北凯达药业有限

公司产品；乙腈（色谱纯，批号：２０１６１２１０），天津市

科密欧化学试剂有限公司产品；甲醇（色谱纯，批

号：２０１６１１０８），天津市科密欧化学试剂有限公司

产品。

１．３　 方法

１．３．１　 标准品制备　 精密称取标准品毛蕊异黄酮

苷 ７．９ ｍｇ，刺芒柄花苷 ３．２ ｍｇ，毛蕊异黄酮 ２．９ ｍｇ，

芒柄花素 ６．１ ｍｇ，置于 １０ ｍＬ 容量瓶中，加入适量

甲醇，超声溶解，定容至刻度，备用。

１．３．２　 发酵黄芪及对照品制备　 发酵黄芪：按照黄

芪粉 ３０％、黄豆粉 １０％、ＣａＣＯ３ ０．２％、水 ５９．８％组分

制备发酵培养基。 取解淀粉芽孢杆菌种子液，以

２％接种量接种黄芪发酵培养基，在 ３７ ℃发酵培养

７２ ｈ，发酵物中活菌数约为 ７．６７×１０８ ＣＦＵ ／ ｇ。
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对照黄芪：另外取无菌肉汤，按 ２％接种量接种

黄芪固态发酵培养基，按照发酵黄芪制备方法进行

处理。

１．３．３　 成分提取 　 取发酵黄芪与非发酵黄芪各

５ ｇ，分别加入甲醇 ３０ ｍＬ，超声提取 ３０ ｍｉｎ，重复提

取 ３ 次，合并提取液，于 ７０ ℃ 水浴挥干溶剂，加

８ ｍＬ甲醇溶液超声溶解，待完全溶解后定容至

１０ ｍＬ，摇匀，经 ０． ４５ μｍ 滤膜过滤，超声除气，

备用。

１．３．４　 检测方法建立

１． ３． ４． １ 　 色谱条件 　 Ｉｎｅｒｔｓｕｓｔａｉｎ Ｃ１８ 色谱柱

（１５０ ｍｍ×４．６ ｍｍ，５ μｍ），流动相：乙腈和水，检测

波长：２５４ ｎｍ，柱温：２５℃，流速：１ ｍＬ ／ ｍｉｎ，进样量：

２０ μＬ，梯度洗脱程序见表 １。

表 １　 梯度洗脱条件

Ｔａｂ １　 Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ
时间 ／ ｍｉｎ
Ｔｉｍｅ ／ ｍｉｎ

乙腈 ／ ％
Ｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ ／ ％

水 ／ ％
Ｗａｔｅｒ ／ ％

０ １０．０ ９０．０

８ ２２．０ ７８．０

２２ ２８．３ ７１．７

３２ ３２．３ ６７．７

４２ ６１．７ ３８．３

１．３．４．２　 适应性考察 　 取标准品溶液，经超声，过

０．４５ μｍ 滤膜后进样 ２０ μＬ，考察 ４ 种黄酮对上述

色谱条件的适应性。

１．３．４．３　 线性关系考察　 用甲醇稀释标准品溶液，

分别为原浓度的 １、１ ／ ２、１ ／ ４、１ ／ ８、１ ／ １６、１ ／ ３２、１ ／ ６４

倍，摇匀，经 ０．４５ μｍ 滤膜过滤，超声除气，备用。

按上述色谱条件对毛蕊异黄酮苷、刺芒柄花苷、毛

蕊异黄酮、芒柄花素 ４ 种黄酮含量进行测定，以液

相色谱峰峰面积（Ａ）对浓度（ｍｇ ／ Ｌ） （Ｃ）绘制标准

曲线。

１．３．４．４　 精密度试验　 精密吸取标准品溶液２０ μＬ，

重复进针 ６ 次，测定 ４ 种黄酮峰面积，对精密度试

验进行考察。

１．３．４．５　 稳定性试验 　 取标准品溶液分别于放置

０、２、４、６、８、１０ ｈ 进针 １ 次，测其峰面积，对稳定性

试验进行考察。

１．３．５　 黄酮含量的测定　 取发酵黄芪及对照黄芪

提取液各 ２０ μＬ，按上述色谱条件对两种提取液样

品中的黄酮含量进行测定。

２　 结　 果

２．１　 检测方法建立

２．１．１　 适应性考察　 取标准品溶液，经超声，过 ０．

４５ μｍ 滤膜后进样 ２０ μＬ，结果见图 １。 毛蕊异黄

酮苷、刺芒柄花苷、毛蕊异黄酮、芒柄花素标准品分

别在 １３．０２４、２１．１０２、２６．９００、４０．７４９ ｍｉｎ 出现独立

峰Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ。 发酵组及对照组中的目标峰分

离效果较好，且对不同成分峰的分离程度较为理

想，可用于比较黄芪发酵前后成分的变化。

·１５·
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Ⅰ：毛蕊异黄酮苷；Ⅱ：刺芒柄花苷；Ⅲ：毛蕊异黄酮；Ⅳ：芒柄花素

Ⅰ：Ｃａｌｙｃｏｓｉｎ ７－Ｏ－ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ；Ⅱ：Ｏｎｏｎｉｎ；Ⅲ：Ｃａｌｙｃｏｓｉｎ；Ⅳ：Ｆｏｒｍｏｎｏｎｅｔｉｎ

图 １　 标准品（Ａ）、黄芪发酵组（Ｂ）及黄芪对照组（Ｃ）色谱图

Ｆｉｇ １　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｐｒｏｄｕｃｔ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ （Ａ）， Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ

ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ （Ｂ） ａｎｄ Ｒａｄｉｘ

ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ（Ｃ） ．

２．１．２　 线性关系考察　 按上述色谱条件对毛蕊异

黄酮苷、刺芒柄花苷、毛蕊异黄酮、芒柄花素 ４ 种黄

酮含量进行测定，以液相色谱峰峰面积（Ａ）对浓度

（ｍｇ ／ Ｌ）（Ｃ）绘制标准曲线。 建立回归方程，分别

为：ＡⅠ＝ ６４０．９１Ｃ＋２４６．７５（ ｒ ＝ ０．９９９２）；ＡⅡ＝ ７１６．９６Ｃ＋

１７４．５７ （ ｒ ＝ ０． ９９９１）； ＡⅢ ＝ １１９． ８６Ｃ ＋ ２５３． １７ （ ｒ ＝

０．９９９５）；ＡⅣ ＝１２７０．９３Ｃ＋１９４．６４（ｒ＝０．９９９２）。 结果表

明，４ 种黄酮色谱峰面积与浓度呈良好线性的浓度

范围分别是 １２．３４～７９０、５．０ ～ ３２０、４．５３ ～ ２９０、９．５３～
６１０ ｍｇ ／ Ｌ。
２．１．３　 精密度试验　 精密吸取标准品溶液 ２０ μＬ，
重复进针 ６ 次，测定 ４ 种黄酮峰面积。 ＲＳＤ 分别为

１．２１％、０．９８％、１．６４％和 １．１２％。 结果表明，进样精

密度良好。
２．１．４ 　 稳定性试验 　 取标准品溶液分别于放置

０、２、４、６、８、１０ ｈ 进针 １ 次，测其峰面积。 ４ 种黄酮

峰面积的 ＲＳＤ 分别为 １． ４２％、１． ０３％、 １． ８３％ 和

１．３４％。 结果表明，供试品溶液在 １０ ｈ 内稳定。
２．２　 黄酮含量的测定　 取发酵黄芪及对照黄芪提

取液各 ２０ μＬ，按上述色谱条件对两种提取液样品

中的黄酮含量进行测定。 由表 ２ 可知，发酵黄芪与

对照黄芪提取液中均含有黄酮中的 ３ 种成分，即毛

蕊异黄酮苷、毛蕊异黄酮和芒柄花素。 发酵黄芪含

量分别为 １２． ２３６ ± ０． ２３２、０． ２０１ ± ０． ０２１ 和 ０． ７３７ ±
０．０４１ ｍｇ ／ ｇ；对照黄芪含量分别为 ０． ３２７ ± ０． ０１３、
５．４５３±０．０７８ 和 １２．８４７±０．１１８ ｍｇ ／ ｇ。 发酵黄芪中毛

蕊异黄酮苷含量显著高于对照黄芪（Ｐ＜０．０１），而
毛蕊异黄酮和芒柄花素含量显著低于对照黄芪

（Ｐ＜０．０１） 。

表 ２　 黄芪发酵前后 ４ 种黄酮含量（Ｘ±ＳＤ，ｍｇ ／ ｇ）

Ｔａｂ ２　 Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｆｏｕｒ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ（Ｘ±ＳＤ，ｍｇ ／ ｇ）
组别
Ｇｒｏｕｐ

毛蕊异黄酮苷
Ｃａｌｙｃｏｓｉｎ ７－Ｏ－ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ

刺芒柄花苷
Ｏｎｏｎｉｎ

毛蕊异黄酮
Ｃａｌｙｃｏｓｉｎ

芒柄花素
Ｆｏｒｍｏｎｏｎｅｔｉｎ

发酵组
Ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ １２．２３６±０．２３２ － ０．２０１±０．０２１ ０．７３７±０．０４１

对照组
Ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ０．３２７±０．０１３ － ５．４５３±０．０７８ １２．８４７±０．１１８

　 “－”未在相对保留时间出现色谱峰

２．３　 发酵黄芪色图谱比对　 发酵黄芪与对照黄芪

色谱图比较发现，两者指纹图谱差异较大，相似度

低，说明黄芪经发酵后成分发生了很大变化，见图 ２。
经比对分析可知，发酵黄芪与对照黄芪保留时间点

一致的吸收峰（ＲＳＤ＜１％）共有 １５ 个，占出峰总数

的 ３０％～３３％，但相同保留时间点的吸收峰面积差

异较大，其中，在 ０． ９２８、１． ３２６、９． ０１７、１４． ７６２、２２．
５３８、２４．８５０、４１．６５７ ｈ ７ 个保留时间点，发酵黄芪的

吸收峰面积均较对照黄芪有所增大，增大幅度为

１７０％～８１０％，差异极显著（Ｐ＜０．０１）。 而另 ８ 个保

留时间点的吸收峰面积均较对照黄芪缩小，其中，
有 １ 个保留时间点的吸收峰面积缩小 ６９．０８％，其它

·２５·
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７ 个保留时间点均缩小 ９０％以上。
以大于色谱峰总面积 ２％的单峰为目标峰，发

酵黄芪中有 ８ 个，而对照黄芪有 １５ 个，其中，发酵

黄芪在 １．５６０、１．７５２、２．６０４、３．２７９、８．３３８、３９．５４６ ｈ
出现 ６ 个新的吸收峰，而在 １．６７５、１．９６５、２．４１７、５．
２４０、７．７７９、１７．９８８、２０．１０９ ｈ 的 ７ 个原有吸收峰消

失。 此外，与对照黄芪比较，发酵黄芪在 １． ５６０、
１．７５２ ｈ新出现 ２ 个极高峰，其峰面积分别占总面积

的 ３３．４％、２２．２％，而在 １．９６５ ｈ 点处峰面积占总面

积 ２３．２９％的 １ 个原有极高峰消失，见图 ３、图 ４。 试

验结果表明，黄芪发酵后产生了许多新的特征吸收

峰，同时原有的多数吸收峰消失，这说明黄芪经发

酵后，原有成分及含量发生了变化，一些原有成分

消失，同时也产生了新的物质。

数据 １：发酵黄芪色谱图；数据 ２：对照黄芪色谱图

Ｄａｔａ１ Ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ；

Ｄａｔａ２ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ

图 ２　 黄芪发酵前后液相色谱对比图

Ｆｉｇ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ

ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ａｓｔｒａｇｌｕｓ

图 ３　 发酵黄芪色谱图

Ｆｉｇ ３　 Ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ

图 ４　 黄芪色谱图

Ｆｉｇ ４　 Ａｓｔｒａｇａｌｕｓ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ
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３　 讨论与小结

中药发酵制品多以主要有效成分及其含量为

质量控制制备，然而由于中药成分繁多，生物发酵

过程复杂，仅以中药主要活性成分含量作为质量控

制指标难以保证中药制品质量。 一些学者提出，采

用中药色谱指纹图谱技术，对中药及其制品进行整

体性的质量控制与评价。 史玉霞［６］ 运用检测波长

２５４ ｎｍ，乙腈－磷酸为流动相，梯度洗脱，对何首乌

提取液益生菌发酵前后化学成分进行研究，各共有

峰相对保留时间的 ＲＳＤ 均小于 ０．７％，该方法稳定

性好，为评价何首乌药材不同炮制品的质量奠定了

基础。 李岗［７］等运用 ＨＰＬＣ 法对消栓口服液发酵

前后指纹图谱进行比较，发现二者指纹图谱间差异

较大，相似度低，采用国家药典委员会“中药色谱指

纹图谱相似度评价系统”对 １５ 批样品进行相似度

评价，结果符合指纹图谱研究的技术要求。 本试验

采用乙腈和水为流动相，梯度洗脱， 检测波长

２５４ ｎｍ，柱温 ２５ ℃；流速 １ ｍＬ ／ ｍｉｎ，在此条件下，检

测发酵黄芪与对照黄芪样品，结果目标峰及其他成

分峰分离效果好，适于比较发酵黄芪成分的变化。

依据标准品在液相色谱中形成的目标峰，可以

判断样品对应色谱峰的物质［８］。 试验选择了黄芪

中 ４ 种黄酮成分作为参考指标，评估生物发酵对黄

芪成分及其含量的影响。 在检测的 ４ 种黄酮成分

中，发酵黄芪毛蕊异黄酮苷含量显著升高，而毛蕊

异黄酮和芒柄花素含量显著降低。 这说明黄芪发

酵后，一些物质转化生成为毛蕊异黄酮苷，而毛蕊

异黄酮和芒柄花素基本被转化为其他物质。 黄芪

经发酵后，虽然有 １５ 种成分未被全部转化利用，但

其含量发生了显著变化，其中，有 ７ 种成分含量较

对照黄芪升高了 １．７～８．１ 倍，而另 ８ 种成分含量却

显著降低，且其中 ７ 种成分近于消失。 在单峰面积

大于色谱峰总面积 ２％的 １５ 种成分中，黄芪经发酵

后有 ７ 种成分消失，其中包括一种含量占 ２３．２９％

的主要物质，同时又生成 ６ 种新物质，且有两种新

生主要物质，含量分别为 ３３．４％、２２．２％，为进一步

考察黄芪中其他主要成分的变化，实验也分别运用

紫外分光光度法及液相色谱法对黄芪多糖、黄芪甲

苷发酵先后质量变化进行了测定，对比发现，发酵

后黄芪多糖及黄芪甲苷的含量均有升高，分别为升

高了 ３９．５９％［９］、３７．５９％。 由此推测，解淀粉芽孢杆

菌生长代谢能将黄芪成分转化、利用，同时也产生

了一些新物质，这一结果被许多学者研究证实。 阮

鸣等［１０］研究表明，在黄芪发酵过程中，黄芪甲苷被

转化形成 ６－Ｏ－Ｂ－Ｄ－葡萄糖基－环黄芪醇，该转化

物具有显著的抗氧化效应，具有增效的作用。 肖丽

丽等［１１］经薄层层析检测证实，生物发酵可将黄芪

总皂苷中的部分皂苷转化为黄芪甲苷。

发酵中药作为一种中药新产品尚无规范性的

质量标准，这严重影响了发酵中药质量的有效控制

和临床应用，本文运用 ＨＰＬＣ 法，通过对解淀粉芽

孢杆菌发酵黄芪有效成分及色谱图对比，发现黄芪

发酵前后其成分发生了很大变化，但究竟转化利用

了何物质，以及产生了何种新物质及其发生机理还

有待进一步研究。 中药成分复杂，要准确测定其各

成分及含量难度较大，测定中药指纹图谱，可初步

确定中药化学组成及含量差异。 在中药指纹图谱

测定中，高效液相色谱法具有流动相选择广，色谱

柱可反复利用，简便，快速等特点，因此，本文对产

纤维素酶解淀粉芽胞杆菌发酵黄芪的一些成分及

色谱图进行了研究，旨在为发酵黄芪制品质量控制

提供技术参考。
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