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摘要：目的　研究枫蓼药材经绿色木霉发酵后２种黄酮成分含量变化。方法　利用高效液相检测法，经绿色木霉发酵２１６ｈ
时枫蓼药材中２种黄酮成分的含量，并与发酵前相比较，计算各成分的含量变化。结果　经绿色木霉发酵能增加槲皮素的含
量，至发酵时间７２ｈ槲皮素含量达到最大值（３１８μｇ·ｇ－１），为发酵前的１５２％。结论　利用绿色木霉发酵后，可使枫蓼药材
中槲皮素含量增加，且发酵时间７２ｈ为最佳。
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　　枫蓼制剂是海南民间方剂，由牛耳枫和辣蓼两
味中药组成，含有的黄酮成分具有除湿化滞、理气

健胃的功效。适用于急性胃肠炎所引起的腹痛、腹

泻等消化不良症［１］，因此提高枫蓼制剂中黄酮类化

合物含量也是提高药效的有效途径之一。芦丁、槲

皮素属于黄酮类化合物，具有广泛的生物学作用。

近年来，对芦丁、槲皮素的研究日益增多。研究表

明芦丁具有抗疲劳、抗氧化、降血糖等作用［２４］；槲

皮素具有清除自由基、抗癌、抗氧化、抗炎等作

用［５７］。微生物因其有极为丰富的酶系统，所以具

有强大的分解及转化物质的能力［８］，通过微生物与

中药固体发酵进行中药炮制可以改善中药的功能

活性［９］，降低中药毒副作用［１０］，提高中药有效成分

之间的转化［１１］，产生新的具有药理活性的化合

物［１２］。绿色木霉菌是一类在自然界分布广泛的真

菌，能产生丰富的具有生物活性的酶系，如几丁质

酶、纤维素酶、木聚糖酶等。本研究采用固体发酵

方法处理枫蓼药材，探讨了绿色木霉对枫蓼制剂有

效成分槲皮素、芦丁２种黄酮含量的影响，比较了
其发酵前后有效成分含量变化，为枫蓼药材的充分

开发与研究提供实验依据。

１　仪器与材料
１．１　仪器　Ｗａｔｅｒｓ高效液相色谱仪（５１５ＨＰＬＣ
Ｐｕｍｐ、７１７ｐｌｕｓＡｕｔｏｓａｍｐｌｅｒ、９９６ＰＤＡ、２４８９ＵＶ）；
ＷａｔｅｒｓＳｙｍｍｅｔｒｙｓｈｉｅｌｄＲ１８色谱柱（４．６ｍｍ ×２５０
ｍｍ，５．０μｍ）；ＵＶ３１００ＰＣ紫外可见分光光度计
（上海美谱达仪器有限公司）；ＪＪ２００电子天平（常熟
市双杰测试仪器厂）；Ｍｏｌｇｅｎｅ１８２０ａ纯水仪（重庆
摩尔实验仪器有限公司）；ＭｅｔｔｅｒＴｏｌｅｄｏｘｓ十万分
一天平（瑞士）；ＤＬ７２０Ａ超声波清洗器（上海之信
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仪器有限公司）；ＨＨ２数显恒温水浴锅（常州奥华
仪器有限公司）；ＬＤ４２Ａ低速离心机（北京医用离
心机厂）；ＨＷＳ智能型恒温恒湿培养箱（宁波江南
仪器厂）；ＢＨＣ１３００ＩＩＡ２生物安全柜（苏净集团苏
州安泰空气技术有限公司）；ＬＤＺＸ５０ＦＢ立式压力
蒸汽灭菌器（上海申安医疗器械厂）。

１．２　材料　提取用的甲酸、甲醇、９５％乙醇均为分
析纯级别；液相用的乙腈为色谱纯级别；水为屈臣

氏蒸馏水；综合马铃薯培养基（自制）。绿色木霉

（ＧＩＭ３．１４０）购自广东省微生物菌种保藏中心；芦丁
（批号：１０００８０２００７０７，中国食品药品鉴定研究院，
纯度≥９８％）；槲皮素（批号：ＭＵＳＴ１２０７２５０５，北京
恒元启天化工技术研究院，纯度≥９８％）；辣蓼（购
于广东茂名）、牛耳枫（购于广东茂名），经广东药学

院李书渊教授鉴定为蓼科植物水辣蓼 Ｐｏｌｙｇｏｎｕｍ
ｈｙｄｒｏｐｉｐｅｒＬｉｎｎ．的全草和虎皮楠科牛耳枫 Ｄａｐｈ
ｎｉｐｈｙｌｌｕｍｃａｌｙｃｉｎｕｍＢｅｎｃｈ．。
２　方法与结果
２．１　实验方法
２．１．１　培养基的配制　去皮马铃薯２００ｇ，切成小
块，加水１０００ｍＬ煮沸２０ｍｉｎ，滤去马铃薯块，滤液
中加葡萄糖２０ｇ，琼脂２０ｇ，ＫＨ２ＰＯ４８ｍｇ，硫胺素８
ｍｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ１．５ｇ，溶化后补足水至 １０００
ｍＬ，调培养基ｐＨ＝６。经１２１℃灭菌１５ｍｉｎ。
２．１．２　菌种的复苏及扩大培养　用无菌吸管吸取
０．５ｍＬ适宜的液体培养基，滴入安瓿瓶内，轻轻振
荡，使冻干菌种溶解呈悬浮状，吸取１００μＬ菌体悬
浮液，移植于斜面培养基上，并于２８℃培养。在无
菌条件下，将已活化的菌种接种于综合马铃薯液体

培养基中，在２８℃，转速为１１５ｒ·ｍｉｎ－１的恒温振
荡培养箱进行扩大培养２１６ｈ。即得绿色木霉的菌
悬液，备用。

２．１．３　固体发酵　将牛耳枫、辣蓼粉碎，过２０目
筛，按牛耳枫∶辣蓼（２∶１）混合。称取混合均匀的枫
蓼粉末５０ｇ，分别做３份平行实验，放置２ｈ，１２１℃
灭菌１５ｍｉｎ，加入综合马铃薯培养基５０ｍＬ，加入浓
度为１０５ＣＦＵ·ｍＬ－１，绿色木霉菌悬液５ｍＬ，混匀。
于温度２８℃，湿度８０％的恒温恒湿培养箱发酵培
养２１６ｈ。
２．２　枫蓼芦丁、槲皮素含量测定方法
２．２．１　液相色谱条件色谱柱　ＷａｔｅｒｓＳｙｍｍｅｔｒｙ
ｓｈｉｅｌｄＲ１８色谱柱（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５．０μｍ）；流动
相：Ａ为乙腈，Ｂ为 ０．４％甲酸水溶液；梯度洗脱：
０～１３ｍｉｎ，Ａ为 ２０％ ～４５％；１３～１５ｍｉｎ，Ａ为
４５％～６０％；１５～２０ｍｉｎ，Ａ为６０％ ～７０％；２０～２５

ｍｉｎ，Ａ为 ７０％ ～２０％。流速：１ｍＬ·ｍｉｎ－１；进样
量：１０μＬ；检测波长：３５９ｎｍ；柱温：３０℃，色谱图见
图１～３。

　　注：１．芦丁；２．槲皮素。

图１　芦丁、槲皮素对照品色谱图

　　注：１．芦丁；２．槲皮素。

图２　枫蓼发酵７２ｈ色谱图

　　注：１．芦丁；２．槲皮素。

图３　枫蓼未发酵色谱图

２．２．２　对照品溶液的配制　精密称取芦丁、槲皮
素对照品１０ｍｇ于１０ｍＬ容量瓶中，甲醇定容至１０
ｍＬ，配置成浓度为１ｇ·Ｌ－１的储备液，备用。精密
称取芦丁、槲皮素储备液２．５ｍＬ于２５ｍＬ同一容
量瓶中，配制成１００．０ｍｇ·Ｌ－１对照品混合液。取
混合对照品溶液０．０１、０．１、０．５、１、２ｍＬ于同一１０
ｍＬ容量瓶中得０．１、１．０、５．０、１０．０、２０．０ｍｇ·Ｌ－１

的混合对照品溶液。

２．２．３　供试品溶液配制　精密称枫蓼粉末５ｇ，６０
℃干燥２ｈ后，加 ６０％乙醇 ５０ｍＬ，称重，超声 ３０
ｍｉｎ，称重并补足之前的重量，离心，倒出上清液，滤
渣继续加入５０ｍＬ６０％乙醇，其余操作同上，合并２
次的上清液，得到２０ｍＬ·ｇ－１生药的乙醇提取液。
２．２．４　线性关系考察　精密吸取各浓度混合对照
液１０μＬ，注入高效液相色谱仪中测定，以对照品浓
度Ｘ为横坐标，峰面积Ｙ为纵坐标，得回归方程：芦
丁Ｙ＝２０８７５Ｘ－１８８５．８，Ｒ２＝０．９９９８；槲皮素 Ｙ＝
３２３５４Ｘ＋１８５０，Ｒ２＝０．９９９８，结果表明在０．１～２０
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ｍｇ·Ｌ－１范围内线性关系良好。
２．２．５　方法学考察　（１）日间精密度。取 １０
ｍｇ·Ｌ－１的混合标准品溶液，连续进样６次，计算峰
面积ＲＳＤ来考察日内精密度，结果显示芦丁、槲皮
素的ＲＳＤ值分别为１．０６％、１．４８％，表明日内精密
度良好。（２）日间精密度。取１ｍｇ·Ｌ－１的标准品
溶液连续进样３ｄ，每天进样３次，计算峰面积的变
异系数ＲＳＤ考察日间精密度。结果显示芦丁、槲皮
素ＲＳＤ值分别为０．９４％、０．９３％，表明日间精密度
良好。日间及日内精密度试验结果表明仪器的精

密度良好。（３）稳定性试验。分别于同一供试品
溶液放置 ０、２、４、６、８、１０、２４ｈ时各精密吸取 １０
μＬ注入液相色谱仪，测定峰面积，计算芦丁、槲皮
素 ＲＳＤ值分别为０．３６％和０．６％。表明供试品在
２４ｈ内稳定性良好。（４）重复性试验。精密称定
枫蓼药材１ｇ，按“２．４．３”项下方法平行制备５份，
依法测定各峰面积，计算出芦丁质量分数，得芦丁

ＲＳＤ为１．０３％，槲皮素 ＲＳＤ值为 １．４５％，表明该
方法重复性良好。（５）加样回收率实验。精密称
取５份已知含量的枫蓼（２∶１）粉末１．０ｇ，每份加
入槲皮素０．５０ｍｇ，按样品处理的操作过程进行提
取，进行回收率试验，测得样品芦丁的平均回收率

为９９．５５％，ＲＳＤ为１．２６％；槲皮素含量的平均回
收率为 ９７．８６％，ＲＳＤ为 １．８７％。表明实验准确
度良好。

２．３　样品检测　于发酵前和发酵后 ２４、７２、１２０、
１６８、２１６ｈ时取精密称取枫蓼粉末１ｇ，６０℃干燥２
ｈ后，加６０％乙醇１０ｍＬ，称重，超声３０ｍｉｎ，称重并
补足之前的重量，离心，倒出上清液，滤渣继续加入

１０ｍＬ６０％乙醇，其余操作同上，合并两次的上清
液，得到０．０５ｇ·ｍＬ－１生药提取液，续滤液经０．４５
μｍ的微孔滤膜滤过后精密吸取１０μＬ注入高效液
相色谱仪检测。采用外标法计算不同发酵时间下

的各组分含量，以发酵前各组分含量为１００％，计算
各组分变化百分比，结果见表１。由表１可见，枫蓼
发酵２１６ｈ内，芦丁含量有不同程度的下降，发酵至
第７２小时芦丁含量为１１８．５μｇ·ｇ－１，此后保持在
７０～８０μｇ·ｇ－１之间，最大降幅约为发酵前的
２５．４％；发酵后槲皮素含量整体较发酵前呈先升高
后下降的趋势，第７２小时达到峰值为３１８μｇ·ｇ－１，
约为发酵前的 １５２．２％，表明枫蓼固体发酵 ７２ｈ
最佳。

３　讨论
本实验通过绿色木霉发酵枫蓼制剂提高了其

槲皮素的含量，且在第７２小时较发酵前提高约１．５２

表１　枫蓼制剂发酵前后芦丁、槲皮素含量变化

时间／ｈ
芦丁

含量／μｇ·ｇ－１ 百分比／％

槲皮素

含量／μｇ·ｇ－１百分比／％

发酵前 ２９５．４ １００．０ ２０９．０ １００．０

２４ １０２．２ ３４．６ ２５１．０ １２０．１

７２ １１８．５ ４０．１ ３１８．０ １５２．２

１２０ ８７．１ ２９．５ ２５８．０ １２３．４

１６８ ７８．６ ２６．６ ２３６．０ １１２．９

２１６ ７５．１ ２５．４ ２１４．０ １０２．４

　　注：百分比＝发酵后含量／发酵前含量。

倍，为应用生物转换技术提高药物有效成分，开发

新的制剂工艺提供了实验依据。

实验中曾对比考察液体发酵和固体发酵对枫

蓼药材有效成分的影响，分别采用固体和液体发酵

枫蓼复方２１６ｈ，分别在第２４、７２、１２０、１６８、２１６小时
取样，采用高效液相法测定槲皮素和芦丁含量。结

果显示液体发酵后芦丁和槲皮素含量均降低，其中

芦丁第１２０小时含量降为发酵前的４０．２％，槲皮素
第１２０小时含量降为发酵前的３１．２％。固体发酵
后槲皮素和芦丁含量均高于液体发酵，故采用固体

发酵枫蓼粉末。

由于中药成分的复杂性，本实验比较了不同的

洗脱剂及洗脱梯度对枫蓼制剂中芦丁和槲皮素分

离效能的影响。结果表明虽然甲醇能较好的分离

样品中的有效成分，但是目标峰出峰时间是乙腈的

１．５倍，因此洗脱剂用量相应增大，而使用磷酸作为
无机相洗脱剂时峰形不够尖锐，且保留时间较长，

故选择乙腈和０．４％甲酸作为流动相。
芦丁是槲皮素的糖苷，糖苷键在酸作用下易水

解，生成鼠李糖和异槲皮苷或槲皮素和芦丁糖，异

槲皮苷和芦丁糖进一步水解得到葡萄糖、槲皮素和

鼠李糖［１３］。本实验中可见，随着发酵时间延长，芦

丁含量呈下降趋势，槲皮素含量呈现逐渐增加的趋

势，可能原因是由于绿色木霉发酵枫蓼过程中产生

了能够使芦丁转化为槲皮素的酶，具体转化机制需

进一步研究。
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摘要：目的　通过不同的实验方法和动物模型对脉通胶囊的功能进行验证，为临床合理用药提供依据。方法　采用注射胶原
蛋白－肾上腺素诱导剂后记录各组小鼠５ｍｉｎ内死亡数和１５ｍｉｎ内发生的偏瘫数，观察其体内抗血栓作用；采用大鼠体外血
栓形成实验的方法，观察其体外抗血栓作用；采用测定角叉菜胶所致大鼠足趾肿胀度的方法，观察其抗炎作用；采用记录注射

醋酸后各组小鼠第一次扭体反应出现时间及１５ｍｉｎ内扭体次数的方法，观察其镇痛作用。结果　脉通胶囊可明显减少小鼠５
ｍｉｎ内死亡数和１５ｍｉｎ内出现偏瘫数（Ｐ＜０．０５）；可明显抑制大鼠体外血栓形成（Ｐ＜０．０５）；可明显减少致炎大鼠足趾肿胀率
（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）；可明显延长致痛小鼠第一次扭体发生时间（Ｐ＜０．０５）及明显减少扭体次数（Ｐ＜０．０５）。结论　脉通
胶囊具有抗血栓、抗炎镇痛作用。
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　　外周动脉闭塞性疾病主要包括血栓闭塞性脉
管炎和动脉硬化性闭塞症，是临床上一种常见的

难治性疾病。脉通胶囊是临床上专治此类疾病的

纯中药制剂，由丹参、乳香等［１］组成，具有活血化

瘀、通经活络的作用，对此，我们进行了药效学

研究。
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