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青木香发酵后总马兜铃酸和马兜铃酸 �的含量测定

刘学湘, � 潘扬*
, � 蒋亚平, � 杨英, � 蔡江涛

(南京中医药大学 药学院,江苏 南京 210029)

摘 � 要: 以灵芝、槐耳等 20个真菌为菌种、青木香药材为基质,运用固体发酵技术, 在一定的条件

下进行发酵试验,筛选出 13个菌种能在青木香药材上生长良好,表明这些菌种能与药材形成较好

的发酵组合形成发酵品。采用反相 HPLC二元梯度洗脱法测定 13种青木香发酵品中马兜铃酸 �

( AA �)的含量及紫外分光光度法( UV)测定这些发酵品中总马兜铃酸( T AA)含量。HPLC测定

表明, 13种青木香发酵品主要肾毒性成分马兜铃酸 �均有不同程度的下降,其中有 6 种发酵品的

马兜铃酸 �的下降率在 50%以上; U V 测定发现,这些发酵品中总马兜铃酸含量均有所下降,下降

率最高者为 46. 76% ,最低者为 7. 61% ; HPLC 和 UV 综合(加权)分析表明, 13种真菌(均以代号

表示)对青木香肾毒性成分的降解能力由大至小依次排列如下: F-1> F-2> F-5> F-6> F-8> F-

13> F-4> F-11> F-3> F-9> F-10> F-12> F-7。提示不同真菌发酵可在不同程度上降低中药

青木香中肾毒性成分马兜铃酸�和总马兜铃酸的含量。
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Determination of Total Aristolochic Acids and Aristolochic Acid �
in Radix aristolochiae after Fermentation

LIU Xue-xiang , � PAN Yang* , � JIANG Ya-ping, � YANG Ying , � CAI Jiang- tao

( Colleg e of Pharmacy, Nanjing Univer sity o f Chinese Medicine, Nanjing 210029, China)

Abstract:With Radix aristo lochiae as subst rate, tw enty fung i w as test and 13 different fungi w er e

found to be g row n on it . Compar e w ith that of the control, the AA � content w as decreased in

tho se 13 fermentat ion pr oduct , and the AA � content in 6 fermentat ion pr oduct w as low er than

50% , compared w ith that of the control. Similarly, the TAA contents w ere also detected to be

decr ease. Among o f them, the highest and low est rate of decline w as 46� 76% and 7� 61% ,

respect iv ely . After statistical analy sis, the ability to decompose the nephroto xic substances in

Radix aristolochiae o f the 13 fung i w as illust rated as follow s( f rom the st rong to the w eak) : F-1>

F-2> F-5> F-6> F-8> F-13> F-4> F-11> F-3> F-9> F-10> F-12> F-7 ( the symbol o f

dif ferent fungi) . Those results indicated that dif ferent fung i fermentat ion could eff icient decrease



the nephro to xic components in Radix aristolochiae.

Key words: Radix aristolo chiae, fung i fermentat ion, total aristolo chic acids, ar istolochic acid � ,

determinat ion

� � 青木香为马兜铃科植物马兜铃的干燥根, 具有

平肝止痛,解毒消肿的作用, 临床上用于眩晕头痛,

胸腹胀痛, 痈肿疔疮, 蛇虫咬伤等。2004年, SFDA

取消了青木香的药用标准,处方和制剂中以土木香

(菊科植物土木香或总状土木香的干燥根)代替。

土木香为藏药, 在植物来源、功能主治、化学成分、

药理作用和临床应用等方面与青木香均有所不同,

两者不应相互替代 [ 1]。有鉴于此,如何去除青木香

等含马兜铃酸类中药材中肾毒性成分并保持其原

有的药效,一直是近年来研究的热点问题。

目前对此类药物研究最多的为关木通, 使用的

手段有炮制[ 2]、复方配伍[ 3] 和改变入药形式 [ 4]等,也

有采用微生物发酵的方法
[ 5]

, 但对青木香的相关报

道较少。作者前期研究以灵芝、槐耳等 20个真菌

为菌种、青木香药材为基质, 运用固体发酵技术, 在

一定的条件下进行发酵试验, 筛选出 13 个菌种能

在青木香药材上生长良好,表明这些菌种能与药材

形成较好的发酵组合形成发酵品(结果将另文发

表)。作者建立反相高效液相法( HPLC)测定 13种

青木香发酵品中马兜铃酸 �含量, 以及紫外分光光

度法( UV)测定这些发酵品中总马兜铃酸含量, 观

察不同真菌发酵对中药青木香中肾毒性成分马兜

铃酸 �和总马兜铃酸含量的影响, 旨在为探索发酵

法对含马兜铃酸类中药材的�去毒存效�奠定良好
的物质基础。

1 � 实验方法

1. 1 � 仪器与材料
Shimadzu LC-10AT 高效液相色谱仪: 日本岛

津公司产品; Waters 2695高效液相色谱-质谱联用

仪:美国沃特斯公司产品; UV-2401 PC紫外可见分

光光度仪:日本岛津公司产品; 立式压力蒸汽灭菌

器 LDZX-50KB:上海申安医疗器械厂产品; 超净工

作台 403:江苏无锡县空气净化设备厂产品;隔水式

电热培养箱 PYX-DHS: 上海医疗器械七厂产品;

SYZ-A 石英亚沸高纯水蒸馏器: 江苏金坛国胜仪器

厂产品; AE240 电子天平: M ETT LER 公司产品;

202型电热恒温干燥箱: 上海索普仪器有限公司产

品; FW80型微型高速万能试样粉碎机:齐家务科学

仪器厂产品。

青木香药材,购自南京鹿江中药饮片厂, 批号:

20070728,经南京中医药大学陈建伟教授鉴定为马

兜铃科植物马兜铃 ( Ar i stolochia debi li s Sieb. et

Zucc)的干燥根;马兜铃酸 �对照品, 购自中国药品

生物制品检定所, 批号: 110746-200305, 纯度大于

98% ;乙腈为色谱纯( T EDIA) ,自制重蒸水,其他试

剂均为分析纯。

20个真菌菌种均由南京中医药大学药用菌与

中药生物技术研究所提供, 其中 13 个菌种的代号

分别如下: F-1、F-2、F-3、F-4、F-5、F-6、F-7、F-8、F-

9、F-10、F-11、F-12和 F-13。

1. 2 � 实验方法
1. 2. 1 � 发酵处理 � 按固体发酵的生产工艺进行操

作[ 6]。将青木香粉碎成粗粒(过 10目筛) , 加适量水

湿润, pH 自然,填装试管, 混合均匀, 扎口, 121 � 高

压灭菌 50 min,冷却,作为发酵基质用; 从菌种斜面

上切取绿豆粒大小的一块菌丝体连同培养基, 移入

发酵基质的表面(两者须有接触) , 扎口, 置于培养

箱中 28 � 恒温培养,定期观察并记录生长情况。发

酵 30 d后, 取出, 60 � 下干燥 24 h,备用。

1. 2. 2 � HPLC 法测定马兜铃酸�含量 � 参照文献

方法 [ 7] , 自行确定了马兜铃酸 � 二元梯度洗脱

HPLC定量分析条件。

( 1)系统适应性试验:色谱柱为 Hanbon C18 ( 5

�m, 4. 6 mm � 250 mm) ;流动相:乙腈( A) - 体积分

数 0� 2% 醋酸水溶液 ( B )进行梯度洗脱, 0 ~ 25

min, 15% A �30%A; 25~ 45 min, 30% A � 50% A;

45~ 55 min, 50% A �60% A; 55~ 75 m in, 60% A �

80% A; 75~ 80 min, 80%A �15% A;流量: 1. 0 mL/

min;检测波长: 250 nm; 柱温: 30 � ; 运行时间: 80

min,梯度平衡时间: 10 min。该条件下对照品峰与

样品中其他色谱峰基本达到基线分离, 理论板数按

马兜铃酸 �峰计算不低于 15 000。

( 2)对照品溶液的制备: 称取马兜铃酸 �对照

品 4 mg, 置 10 mL 量瓶中,加甲醇约 7 mL,置水浴

上微热使溶解,冷却至室温, 加甲醇至刻度, 摇匀,

即得(每 mL 含马兜铃酸�为 0. 4 mg )。

( 3)线性关系的考察: 吸取对照品溶液 25、50、

100、200和 250 �L,分别置 1 mL 量瓶中,加甲醇至
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刻度,摇匀,即得质量浓度分别为 10、20、40、80、100

�g/ mL 的马兜铃酸 �溶液。照前述色谱条件分别
进样 10 �L,测定,记录峰面积值。以峰面积为纵坐

标( Y )、对照品质量浓度(�g/ mL)为横坐标( X ) , 绘

制标准曲线。结果表明: 回归方程为 Y = 3. 74 �
106

X – 13 916( r = 0. 999 5) ,马兜铃酸 �在 10 ~

100 �g/ mL 范围内线性关系良好。

( 4)供试品溶液的制备: 取干燥青木香发酵品

(或药材) 2 g ,粉碎(过 60目筛) , 称重,置于 100 mL

圆底烧瓶中,加体积分数 60%甲醇 20 mL,浸泡 30

min后, 水浴回流 1 h, 过滤, 滤液蒸干,残渣以甲醇

定容至 50 mL, 0. 45 �m 滤膜过滤, 滤液供 HPLC

分析。

1. 2. 3 � 紫外分光光度法测定总马兜铃酸含量

( 1)线性关系的考察: 量取马兜铃酸 �对照品

溶液(质量浓度为 0� 4 mg / mL) 30, 60, 120, 150, 210

�L, 分别置 10 mL 量瓶中, 加甲醇至刻度,摇匀(质

量浓度分别为 1� 2, 2� 4, 4� 8, 6� 0, 8� 4 �g/ mL) , 在

250 nm波长处测定样品吸收度,以对照品吸收度 A

为纵坐标、质量浓度(�g/ mL)为横坐标 C,绘制标准

曲线。结果表明: 回归方程为 A = 0� 1007C +

0� 001( r = 0� 999 2) ,马兜铃酸 �在 1� 2~ 8� 4 �g/
mL 范围内呈现良好线性关系 [ 8]。

( 2)供试品溶液的测定: 吸取上述供试品溶液

( 2 g � 50 mL) 60 �L, 稀释并定容至 10 mL, 混匀,

以甲醇为参比溶液。在波长 250 nm 处测定样品吸

光度值,标准曲线法计算样品中总马兜铃酸的质量

分数( %)。

2 � 实验结果

2� 1 � 菌丝体生长情况
按 1� 2� 1发酵条件得到的 13 种真菌在青木香

药材上的发酵生长情况详见表 1。

2� 2 � 发酵前后 HPLC比较

发酵前后 HPLC比较见图 1。

2. 3 � 发酵前后样品中马兜铃酸类成分的含量变化

马兜铃酸 �的 HPLC 测定结果和总马兜铃酸

的 UV 测定结果详见表 1。

( a) 青木香原药材,马兜铃酸� : tR= 55�33 min

( b) 青木香发酵品,马兜铃酸� : tR= 55� 30 m in

图 1 � 青木香发酵前后的 HPLC比较图

Fig. 1� HPLC results of Radix aristolochiae after and before fermentation
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表 1 � 青木香 13 种发酵品各指标变化情况表

Tab. 1� The parameters of the thirteen fermented products

菌种

代号

菌丝体

生长情况 �

发酵品

得率/ % �

马兜铃酸�

下降率/ % �

总马兜铃酸

下降率/ % �

加权值/

% �

Raw � - - - - -

F- 1 + + + + 63. 9 78. 70 46. 76 62. 73

F- 2 + + 70. 8 68. 62 37. 05 52. 84

F- 3 + 50. 3 5. 99 32. 04 19. 02

F- 4 + + + 61. 7 26. 10 40. 32 33. 21

F- 5 + + + 69. 1 65. 83 36. 13 50. 98

F- 6 + + + + 58. 1 71. 97 22. 99 47. 48

F- 7 + + 81. 6 1. 10 19. 88 10. 49

F- 8 + + 74. 8 80. 15 7. 61 43. 88

F- 9 + 58. 1 10. 24 22. 43 16. 34

F- 10 + 58. 8 8. 31 20. 59 14. 45

F- 11 + 45. 8 12. 21 27. 75 19. 98

F- 12 + 84. 8 0. 76 23. 35 12. 06

F- 13 + 57. 9 51. 63 28. 31 39. 97

� 注: � + + + + 表示生长极好, + + + 表示生长很好, + + 表示生长较好, + 表示生长一般; � 发酵品得率( % ) = 发酵品干

重( g ) / 发酵前药材质量( g ) � 100 � 马兜铃酸� 下降率和总马兜铃酸下降率均是与原药材比较得出的结果; �加权值( % ) =

(马兜铃酸�下降率 + 总马兜铃酸下降率) / 2; � Raw: 青木香原药材。

3 � 讨 � 论

体积分数选用甲醇- 醋酸水溶液、乙腈- 醋酸

水溶液以及乙腈与 0� 2%、0� 4%、0� 6%、0� 8%、1%
等 5种不同体积分数的醋酸水溶液为流动相进行

梯度洗脱测定。结果表明:乙腈- 醋酸水溶液条件

下的色谱峰分离度、峰形、柱效等参数优于甲醇-

醋酸水溶液系统;且上述提及的 5种不同体积分数

的醋酸水溶液对色谱峰的影响并不大,考虑到流动

相 pH 值过低影响色谱柱的使用寿命,故采用乙腈

- 醋酸(体积分数 0� 2% )水溶液的二元梯度系统进

行测定;还比较了马兜铃酸�及其它组分在 315 nm

和 250 nm 两个波长处的吸收, 250 nm 处检测的灵

敏度较高。

在同一发酵条件下, 通过约 30 d对菌丝体生长

情况的观察, 发现其中 13 种真菌在青木香基质上

生长良好,菌丝体发育正常, 表明这些菌种与青木

香基质相适应。HPLC 测定表明, 这 13 种发酵品

中青木香基质中肾毒性成分马兜铃酸 �均有不同
程度下降,其中有 6种发酵品马兜铃酸 �的下降率

在50%以上;其 HPLC的化学指纹谱亦有不同程度

的变化。通过 LC-MS 进一步分析, 发现这些发酵

品除马兜铃酸 �以外, 其他马兜铃酸类化合物如马

兜铃酸�、马兜铃酸 �等含量等均有不同程度的变

化, 且都出现原药材所没有的未知成分(结果将另

文发表)。UV 测定显示, 13种发酵品中总马兜铃

酸含量均有所下降, 下降率最高者为 46� 8%, 最低

者为 7� 6% ; HPLC和 UV 综合(加权)分析结果证

明, 13种真菌(代号)对青木香药材中主要肾毒性成

分的降解能力排列如下: F-1> F-2> F-5> F-6>

F-8> F-13> F-4> F-11> F-3> F-9> F-10> F-

12> F-7。

发酵是利用真菌中的多种酶使底物(包括中药

材)进行各种各样的化学反应, 如氧化还原反应、脱

羧反应、去硝基反应或甲基化反应等而发生转化。

青木香中的主要毒性成分为马兜铃酸类化合物, 而

主要有效成分是挥发油类物质[ 9]。作者通过 13种

真菌的固态发酵使马兜铃酸类化合物发生了不同

程度的降解或转化,从而达到降低这类有毒成分含

量的目的。至于青木香中挥发油类成分发酵前后

的变化有待进一步研究。
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