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微生物发酵对川乌、附子中生物碱含量的影响
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摘　要：探讨了微生物发酵对川乌、附子中新乌头碱、乌头碱、次乌头碱含量的影响。将菌种以孢子悬液的形式接

入灭菌生川乌、生附子、制川乌、制附子药材中，３０℃固态发酵培养 ７ｄ提取生物碱，对照组为未发酵药材。采用高

效液相色谱法测定其含量。研究发现发酵药材中新乌头碱、乌头碱、次乌头碱质量分数明显低于原药材：生川乌中

新乌头碱、乌头碱、次乌头碱的质量分数分别为 ０１３９０％、００１９５％、００３２０％，而发酵生川乌中分别为 ００２３１％、

０００３９％、００１１７％；生附子中新乌头碱、乌头碱、次乌头碱的质量分数分别为 ０２７５０％、００６７０％、００５５０％，而发

酵生附子中分别为 ００６３３％、００５５２％、００２９１％；生川乌 ＋附子中新乌头碱、乌头碱、次乌头碱的质量分数分别为

０１３９５％、０００７５％、０００７８％，而发酵生川乌 ＋附子中分别为 ００２０２％、０００２２％、０００２６％。该结果表明微生物

发酵有助于降低川乌、附子中有毒生物碱的含量。
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引　言

川乌为毛茛科植物卡氏乌头（Ａｃｏｎｉｔｕｍ ｃａｒ
ｍｉｃｈａｅｌｉＤｅｂｘ）的母根［１］

，用于风寒湿痹、关节疼痛、

心腹冷痛、寒疝作痛。附子为毛茛科植物卡氏乌头

的子根，具有回阳救逆，补火助阳，散寒止痛之功效。

二者含剧毒成分———双酯型二萜类生物碱
［２］
，如乌

头碱（ａｃｏｎｉｔｉｎｅ）、新乌头碱（ｍｅｓａｃｏｎｉｔｉｎｅ）、次乌头碱
（ｈｙｐａｃｏｎｉｔｉｎｅ）。由于乌头碱中毒频繁发生［３］

，制约

了乌头属中药的应用。《中国药典》从 １９９５版到
２００５版规定的川乌的单位用量由１０ｇ递减到３～５ｇ
以减量减毒

［４］
。

目前川乌、附子主要是通过传统炮制来减小毒

性
［５］
，经传统炮制后毒性较大的双酯型生物碱可转

化为毒性较小的单酯型生物碱，但往往在炮制过程

中质量失控，导致乌头碱含量过高或过低。有研究

表明中药经微生物发酵可减小其毒性，如对马钱子

进行发酵处理后生物碱含量明显低于未经发酵处理

的
［６］
；用复合微生物菌剂对菜籽饼进行堆积保温发

酵脱毒，脱毒率在９９％以上［７］
。

本文首次以黑曲霉直接对川乌、附子进行发酵，

并提取生物碱提取，比较发酵前后主要生物碱质量

分数的变化，以其为有毒中药的减毒增效研究提供

理论基础。

１　实验部分

１１　原料和仪器
乌头碱对照品（批号 １１０７２０２００４１０）、次乌头

碱对照品（批号 １１０７９８２００４０４）、新乌头碱对照品
（批号１１０７９９２００４０４）均购自中国药品生物制品检
定所；生附子、制附子、生川乌、制川乌均由河北省安

国市天下康制药有限公司提供，经北京联合大学制

药工程教研室鉴定为正品；甲醇，色谱纯，天津市西

华特种试剂厂；二氯甲烷、乙醚、正己烷、乙酸乙酯，

分析纯，北京化学试剂厂。

Ｓｈｉｍａｄｚｕ高效液相色谱仪，岛津公司；ＴＵ１９０１
型双光束紫外可见分光光度计，北京普析通用仪器

有限责任公司；ＭｅｔｔｌｅｒＡＸ１０５型电子分析天平，瑞
士梅特勒公司；ＫＱ２５０Ｂ型超声波清洗器，昆山市超
声仪器有限公司。

１２　药材发酵
１２１　菌种扩大培养

培养基为牛肉膏５ｇ，蛋白胨５ｇ，葡萄糖１０ｇ，氯
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化钠２５ｇ，琼脂粉１０ｇ加入５００ｍＬ蒸馏水中，加热
搅拌煮沸，１２１℃灭菌 ２０ｍｉｎ，待用。将单个健康菌
落接入上述斜面培养基，３０℃恒温扩大培养６～７ｄ。
１２２　孢子悬液制备

取菌种加入适量无菌水，将孢子振荡打散成茶

状菌液，吸取菌液于无菌试管，振荡 １０ｍｉｎ，滤纸过
滤除去短菌丝，将所得滤液振荡混匀，血球计数板计

数，无菌水稀释至细胞密度为１８×１０４ｍＬ－１。
１２３　川乌、附子发酵

称取适量药材，加水润湿（湿度以手捏成团，松

手即散为度），１２１℃灭菌２０ｍｉｎ，将菌种以孢子悬液
的形式接入药材，接种量为每 ｇ药材 ０５ｍＬ菌液，
３０℃培养发酵７ｄ。
１３　供试品的制备
１３１　原药材提取

精密称取生川乌、制川乌、生附子、制附子、生川

乌 ＋生附子、制川乌 ＋制附子粉末（过４０目筛）各 ２
ｇ，加１０％氨水２ｍＬ浸润，加乙醚 ２５ｍＬ，振荡，静置
１６ｈ，吸取上清液，残渣用乙醚洗涤 ３次，每次 ５ｍＬ，
合并洗涤液，０４５μｍ滤膜过滤备用。
１３２　发酵药材提取

将发酵好的药材按原药材提取步骤提取，３０℃
水浴挥干乙醚，００１％盐酸５ｍＬ溶解，０４５μｍ滤膜
过滤备用。

１４　分析方法
１４１　３种乌头碱定性检测

采用硅胶（ＧＦ２５４）层析法定性检测未发酵药材
和发酵药材提取液。分别配制乌头碱、新乌头碱、次

乌头碱标准品，采用 Ｖ正己烷∶Ｖ乙酸乙酯∶Ｖ乙醇 ＝１６∶９∶２５

为展开剂，氨蒸汽饱和，喷以碘化铋钾显色
［８］
。

１４２　３种乌头碱质量分数测定
采用高效液相法测定川乌、附子提取液中乌头

碱、新乌头碱、次乌头碱质量分数。ＰｌａｔｉｓｉｌＯＤＳ（４６
ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）色谱柱，Ｖ甲醇∶Ｖ０２％三乙胺 ＝７０∶３０
为流动相，检测波长 ２３０ｎｍ，流速 １０ｍＬ／ｍｉｎ，柱
温３０℃。

乌头碱在００００７～００７μｇ内呈现良好的线性
关系，回归方程为 ｙ＝２４８×１０６ｘ＋１７７２３７５，ｒ２＝
０９９９７；次乌头碱在 ００００８～００８μｇ内呈现良好
的线性关系，回归方程为 ｙ＝４４８×１０６ｘ－２８１７７６，
ｒ２＝０９９９５；新乌头碱在 ００００６～００６μｇ内呈现良
好的线性关系，回归方程为 ｙ＝２００×１０６ｘ＋
５４６２０８，ｒ２＝０９９９８。

２　结果与讨论

２１　薄层色谱定性检测３种乌头碱
图１为样品中 ３种乌头碱薄层色谱图，标准品

新乌头碱 Ｒｆ为 ０２４，乌头碱 Ｒｆ为 ０３６，次乌头碱
Ｒｆ为０５８。样品斑点与对照品 Ｒｆ值斑点比较，结
果见表１。发酵川乌、附子提取液中斑点 Ｒｆ值与 ３
种对照品斑点 Ｒｆ值吻合，说明发酵药材中仍含有新
乌头碱、乌头碱、次乌头碱。

１—生川；２—发酵生川乌；３—生附子；４—发酵生附子；

５—生川 ＋附；６—发酵生川 ＋附；７—标对照品

图 １　川乌、附子中 ３种乌头碱薄层色谱图

Ｆｉｇ．１　ＴＬＣｏｆｔｈｒｅｅｋｉｎｄｓｏｆａｃｏｎｉｔｉｎｅｆｒｏｍｒａｄｉｘ

ａｃｏｎｉｔｉａｎｄａｃｏｎｉｔｅ

表 １　川乌、附子薄层色谱图 Ｒｆ值

Ｔａｂｌｅ１　ＴｈｅＲｆｖａｌｕｅｓｉｎｔｈｅＴＬＣｏｆｒａｄｉｘａｃｏｎｉｔｉａｎｄａｃｏｎｉｔｅ

药材

Ｒｆ

新乌头碱 乌头碱 次乌头碱

原药材 发酵药材 原药材 发酵药材 原药材 发酵药材

生川乌 ０２４ ０２３ ０３６ ０３５ ０５８ ０５８

生附子 ０２５ ０２４ ０３６ ０３７ ０５７ ０５５

生川 ＋附 ０２４ ０２５ ０３５ ０３６ ０５８ ０５６

２２　高效液相色谱定量分析３种乌头碱
在１４２节色谱条件下，新乌头碱、乌头碱、次

乌头碱分离效果较好，分离度均大于 １５，混合对照
品色谱图见图２。

取对照品溶液重复进样 ６次，每次间隔 ２ｈ，作
精密度和稳定性试验。精密度试验测得乌头碱、次

乌头碱、新乌头碱峰面积的相对标准偏差分别为

０５４％、０２８％、０３６％，表明测定方法的精密度良
好。稳定性试验测得乌头碱、次乌头碱、新乌头碱的

峰面 积 相 对 标 准 偏 差 分 别 为 ０４３％、０２８％、
０７６％，表明样品中乌头碱、次乌头碱、新乌头碱在
１２ｈ内稳定。乌头碱、次乌头碱、新乌头碱的回收率
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分别为 ９８４９％、９９６２％、９９７６％；相对标准偏差
分别为１２５％、１０９％、１８４％。

１—新乌头碱；２—乌头碱；３—次乌头碱

图 ２　对照品（ａ）和二氯甲烷溶剂（ｂ）的高效液相谱图

Ｆｉｇ．２　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｔｈｅｔｈｒｅｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ（ａ）ａｎｄｍｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉｃｈｌｏｒｉｄｅ（ｂ）

２３　微生物发酵对川乌、附子中３种乌头碱的影响
表２可见，发酵药材中新乌头碱、乌头碱、次乌

头碱质量分数明显低于原药材。为进一步验证发酵

后乌头碱的变化，本文将生川乌、生附子混合发酵，

结果混合发酵的新乌头碱、乌头碱、次乌头碱质量分

数从原有的 ０１３９５％、０００７５％、０００１４％降低到
００２０２％、０００２２％、０００２７％。说明混合发酵川
乌、附子，三种乌头碱质量分数也明显降低。

２４　微生物发酵对川乌、附子中化合物的影响
对原药材和发酵药材 ＨＰＬＣ图谱进行比较（图

３），结果生川乌中的 ２号峰在发酵后未检出，生附
子中的２、４号小峰在发酵附子中均未检出，说明微
生物发酵改变了原药材的化学成分组成。而与生川

乌、生附子相比，发酵药材的 １号峰为新增加的峰，
推测１号峰可能是药材经微生物发酵后新产生的化
学成分。是否在发酵过程中部分有毒双酯型二萜类

生物碱分解为单酯型生物碱，因未得到单酯类生物

碱标准品故未对其进行含量测定，此工作有待进一

步进行。

２５　炮制对川乌、附子中３种乌头碱的影响
文献［５］已基本阐明川乌、附子炮制减毒的机

理，即药材在炮制过程中，毒性较大的乌头类生物碱

８位上的乙酰基被脂肪酰基置换，生成毒性较小的
单酯生物碱类。表 ２进一步验证了炮制的减毒作
用，即炮制川乌、附子中的３种有毒乌头碱含量明显
低于生药材。

表 ２　川乌、附子中 ３种乌头碱测定结果（ｎ＝３）

Ｔａｂｌｅ２　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆａｌｋａｌｏｉｄｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｒａｄｉｘａｃｏｎｉｔｉａｎｄａｃｏｎｉｔｅ

药材
ｗ新乌头碱 ／％

原药材 发酵药材
减少率／％

ｗ乌头碱 ／％

原药材 发酵药材
减少率／％

ｗ次乌头碱 ／％

原药材 发酵药材
减少率／％

生川乌 ０１３９０ ００２３１ ８３３７ ００１９５ ０００３９ ８０００ ００３１９ ００１１７ ６３１７

制川乌 ００６１９ ０００６８ ８８８７ ０００５６ ０００２４ ５８２６ ００１２５ ０００７１ ４３３６

生附子 ０２７５０ ００６３２ ７７００ ００６７０ ００５５２ １７５５ ００５５０ ００２９１ ４７１３

制附子 ０１８７８ ００１９４ ８７７１ ０００１３ ００００４ ７１２０ ０００１４ ０００１０ ２４４４

生川 ＋附 ０１３９５ ００２０２ ８５５１ ０００７５ ０００２２ ７１２６ ０００７４ ０００２７ ６６４１

制川 ＋附 ００９３５ ００１４６ ８４３７ ０００２８ ０００１４ ５０５５ ００００６ ００００３ ４６５５

生川乌 ０１３９０ ００２３１ ８３３７ ００１９５ ０００３９ ８０００ ００３１９ ００１１７ ６３１７

２６　菌种的选择及发酵对菌质质量的影响
本文筛选的微生物在酸性条件下生长良好，而

中药材固体发酵基质的 ｐＨ偏低且很难调控，可见
黑曲霉的耐酸特征可为中药材的发酵研究提供一个

有利条件。

本文是将川乌、附子作为 “药性基质”的双向固

态发酵
［８］
，图４得出在发酵过程中川乌、附子、川乌 ＋

附子菌质质量随发酵的天数逐渐减少，由此可见，
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１～４—未知；５—新乌头碱；６—乌头碱；７—次乌头碱

图 ３　发酵与未发酵川乌、附子的高效液相谱图

Ｆｉｇ．３　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｒａｄｉｘａｃｏｎｉｔｉａｎｄａｃｏｎｉｔｅｗｉｔｈａｎｄｗｉｔｈｏｕｔｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

在微生物生长代谢过程中消耗了部分药材，“药性

基质”可为微生物提供生长所需的营养成分。

图 ４　微生物发酵时间对菌质质量的影响

Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｔｉｍｅｏｎｄｒｙ

ｂｉｏｍａｓｓｏｆｍｙｃｏｐｌａｓｍａ

３　结论

采用 Ｖ甲醇∶Ｖ０２％三乙胺 ＝７０∶３０系统分离新乌头

碱、乌头碱、次乌头碱效果良好，分离度均大于 １５。
首次用黑曲霉对川乌、附子进行固态发酵，经发酵可

显著降低川乌、附子中具有毒性的乌头碱、新乌头

碱、次乌头碱质量分数。生川乌中新乌头碱、乌头

碱、次 乌 头 碱 的 质 量 分 数 分 别 为 ０１３９０％、

００１９５％、００３２０％；发 酵 生 川 乌 中 分 别 为

００２３０％、０００３９％、００１１７％，减 少 率 分 别 为
８３３８％、８０００％、６３１７％。生附子中新乌头碱、乌
头碱、次乌头碱 的 质 量 分 数 分 别 为 ０２７５０％、
００６７０％、００５５０％；发 酵 生 附 子 中 分 别 为

００６３３％、００５５２％、００２９１％，减 少 率 分 别 为
７７００％、１７５５％、４７１３％。
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