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［摘　要］　为了对肥猪散进行发酵和质量评价，采用固态发酵法，以各活性成分的含量为指标对其

进行处方筛选及优化工艺，从性状、粒度、活菌数、游离大豆异黄酮的含量及稳定性等方面评价其质

量。结果表明：最适宜的发酵菌株为纳豆芽孢杆菌，发酵温度为３８℃，发酵时间为４ｄ，接菌量为

１２％，含水量为１４０％，干燥温度为４７℃。肥猪散发酵制剂性质稳定，游离大豆异黄酮的含量为

９９．３６μｇ／ｇ。采用固态发酵法制备的发酵肥猪散活性物质含量高，稳定性好。
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　　肥猪散由绵马贯众、制何首乌、麦芽和炒黄豆

组成，具有开胃、驱虫、补养和催肥的作用，能够提

高畜禽的消化吸收机能和饲料利用率［２］。肥猪散

传统使用方法是将中药粉碎后直接拌料饲喂，操作

简单，但由于药物粒度较大，其中又存在很多难以

溶出的活性成分，造成药物的利用率低，药效不能

得到充分发挥。

中药发酵技术是在一定的温度和湿度条件下，

利用酶和微生物的分解催化作用，将药物发泡、生衣

的方法。该方法结合了传统发酵炮制工艺和现代生

物技术、微生态学的优势，可以提高中药有效成分的

提取率、增强药效、产生新的活性物质、减轻药物的

毒副作用，为中药的应用开辟新的途径。文献报

道［１］，黄芪发酵后所含的黄芪多糖是普通煎、煮、熬
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水提方法的０．３６５～５．０４０倍，我国卫生部药品检验所
动物试验结果显示，发酵中草药只需１／２８的量，即可
与一般煎、煮、熬水提物一份的量发挥同等的药效。

试验将中药发酵技术应用到肥猪散中，利用现

代生物技术和传统中药炮制方法结合，采用微生物

发酵的方式对中药散剂进行科学处理，降低药物的

毒副作用，以期弥补中药散剂起效慢和生物利用度

低的缺陷。

１　材 料

１．１　仪器　依利特Ｐ２３０高效液相色谱仪，ＨＳ３１２０型
超声波清洗机，ＹＸＱＬ３１４００型立式电热压力蒸汽消毒
器，ＨＨＢ１１４２０型电热恒温培养箱，ＳＷＣＪ１Ｆ型净化工
作台，ＸＳ－１８型显微镜，南京胜光医疗器械厂产品。
１．２　试剂与药品　黄豆（市售），麦芽（郑州龙海
啤酒物资有限公司），绵马贯众（湖南省龙山县春燕

中药材种植专业合作社），何首乌（安徽曙光药业销

售有限公司），大豆苷元对照品（中国药品生物制品

检定所，批号 １１１６０２－２００９０１），染料木素对照品
（中国药品生物制品检定所，批号 １１１８０２－
２０１００１），ＭＲＳ培养基（上海源叶生物科技有限公
司）、麦芽汁培养基（自制）、牛肉膏蛋白胨培养基

（北京双旋微生物培养基制品厂）、ＰＤＡ培养基（自
制），琼脂粉（北京索莱宝科技有限公司），乙腈为

色谱纯，其余试剂均为分析纯。

１．３　菌株　保加利亚乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｂｕｌｇａｒｉ
ｃｕｓ，广东省微生物研究所，编号：ＧＩＭ１．２０４）、啤酒
酵母菌（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ，中科院微生物菌种
保藏中心，编号：ＡＴＣＣ９７６３）、纳豆芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌ
ｌｕｓｎａｔｔｏ，河南农大微生物实验室提供，编号：
ＡＴＣＣ６６３３）、米曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｏｒｙｚａｅ，上海通派生
物科技有限公司，编号：ＣＧＭＣＣ３．３３６）。
２　方法与结果
２．１　单因素试验　设计单因素试验，考察发酵菌种
类、发酵时间、发酵温度、接菌量和干燥温度对游离大

豆异黄酮含量的影响，试验内容及结果见表１０所示。
表１　单因素试验结果

试验因素 筛选范围 筛选结果

发酵菌种类
保加利亚乳杆菌、

啤酒酵母菌、纳豆芽孢杆菌
纳豆芽孢杆菌

发酵时间 １ｄ、３ｄ、５ｄ ３ｄ

发酵温度 ２５℃、３２℃、４０℃ ４０℃

接菌量 ５％、１０％、１５％ １０％

干燥温度 ４０℃、４７℃、５５℃ ４７℃

　　游离大豆异黄酮的测定采用高效液相色谱
法［３］，色谱柱 Ｄｉａｍｏｎｓｉｌ－Ｃ１８（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，
５μｍ），流动相为乙腈 －０．２％磷酸（３６∶６４），流速
为１．０ｍＬ／ｍｉｎ，柱温３０℃，检测波长２６０ｎｍ，进样
量为２０μＬ。

对照品溶液的制备：精密称取染料木素和大豆

苷元对照品各２５ｍｇ，分别用无水乙醇定容至２５ｍＬ
作为储备液，精密吸取两种储备液各１ｍＬ置于同
一１００ｍＬ容量瓶中，无水乙醇定容至刻度作为对
照品溶液，其中含两种对照品的浓度均为

１０μｇ／ｍＬ。
供试品溶液的制备：取肥猪散发酵制剂１ｇ，精

密称定，置锥形瓶中，加入７０％乙醇２５ｍＬ，超声处
理３０ｍｉｎ，用７０％乙醇补足减失的重量，摇匀过滤，
取续滤液经 ０．４５μｍ微孔滤膜过滤即得供试品
溶液。

２．２　多因素试验优化处方和工艺　采用三因素三
水平正交试验的方法对发酵时间、接种量、发酵温

度进行优化，按照正交试验表制备出发酵肥猪散

样品。

肥猪散发酵制剂的制备工艺为：取绵马贯众

３０ｇ，何首乌３０ｇ，麦芽５００ｇ，炒黄豆５００ｇ，混合后
粉碎过５号筛，得到浅黄色粉末。称取１０ｇ平铺于
９０ｍｍ平皿中，厚度约为３ｍｍ，盖好后正置，１２１℃
高压灭菌３０ｍｉｎ，即得发酵培养基；配制牛肉膏蛋
白胨培养基，分装灭菌后，挑取斜面菌种接种于液

体培养基，于 １２０ｒ／ｍｉｎ，３７℃条件下振荡培养
１８ｈ［４］，加入适量的无菌水稀释得到发酵用菌悬
液，将菌悬液与发酵培养基均匀混合，置于适宜的

温度下发酵一定时间后取出，烘干，粉碎过筛得到

颜色较深、气味浓郁的肥猪散发酵制剂成品。

利用样品中活菌数、游离大豆异黄酮、结合蒽

醌［５］、麦芽碱［６］以及绵马素［７］的含量５个综合指标
筛选出最佳的处方和工艺，设置分值分别为３０、３０、
１５、１５、１０。正交试验及各指标的测定结果和结果
分析见表２所示。

由正交试验分析结果得出，接种量对工艺的影

响较大，其次是培养时间，温度的影响较小，通过综

合评分和直观分析，得出 Ａ３Ｂ３Ｃ２为最佳制备工
艺。即：发酵菌种为纳豆芽孢杆菌，加水量为

１４０％，接菌量 １２％，发酵温度 ３８℃，发酵时间为
４ｄ，干燥温度为４７℃。制备出的肥猪散发酵制剂
性状为深棕褐色粉末，有浓郁的酱香味。
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表２　正交试验结果

试验号
发酵

时间／ｄ
接种量／％

发酵温度

／℃
活菌数

／（亿·ｇ－１）

游离大豆

异黄／酮
（μｇ·ｇ－１）

结合蒽醌

／（μｇ·ｇ－１）
麦芽碱

／（μｇ·ｇ－１）
绵马素

／（μｇ·ｇ－１）
总分值

１ ２ ８ ３４ ２８ ６３．５７ ９３．１２ １２９．０６ ２．３２ ５６．４８

２ ２ １０ ３８ ７０ ７０．９２ ８６．１０ １５０．０３ １．５０ ６０．８２

３ ２ １２ ４２ １１０ ７８．１２ ７２．９４ １０３．２２ １．９３ ６４．５４

４ ３ ８ ３８ １３０ ７２．４５ １０４．０３ ７６．８１ １．８２ ５９．４８

５ ３ １０ ４２ ２２０ ９４．５３ １１０．３１ ９１．３０ ２．２１ ７５．６９

６ ３ １２ ３４ １２０ ９５．１８ ９２．８０ １６３．４４ ２．０６ ７５．１３

７ ４ ８ ４２ ３０ ８６．３０ ８８．２３ １０９．６３ １．４７ ５８．２３

８ ４ １０ ３４ １００ ７６．９１ ９２．３０ １３４．４６ １．６２ ６３．６３

９ ４ １２ ３８ ３８０ １０１．６１ ７８．６４ １５２．８０ ２．２５ ９８．３４

Ｋ１ ６０．６１ ５８．０６ ６５．０８

Ｋ２ ７０．１０ ６６．７１ ７２．８８

Ｋ３ ７３．４０ ７９．３４ ６６．１５

极差 １２．７９ ２１．２７ ７．８０

２．３　基本性质及含量测定　按照最佳制备工艺制
备出三批样品，参照参考文献［２］，测定以下检测指

标。结果见表３所示。
２．３．１　性状　取适量肥猪散发酵制剂，置光滑纸
上，平铺约５ｃｍ２，将其表面压平，在明亮处观察，为
色泽均匀的深棕褐色粉末。

２．３．２　粒度　采用筛分法，测定方法为：称取１００ｇ
样品，置５号药典筛内，通过５号筛的样品平均为
９６．３％。

２．３．３　水分　水分平均含量为３．８％。
２．３．４　游离大豆异黄酮的含量　采用高效液相色
谱法，三批发酵肥猪散中游离大豆异黄酮的平均含

量为９９．３６μｇ／ｇ，ＲＳＤ为２．１。
２３５　活菌数　按平板菌落计数法对制剂中
活菌数进行检测，以每个平板上生长 ３０～３００
个菌落为宜，试验重复三次，取平均值，计算肥

猪散发酵制剂中含有的活菌数为 ３．３４×１０１０

ＣＦＵ／ｇ。
表３　肥猪散发酵制剂质量评价结果

批号 性状 粒度／％ 水分／％ 含量／（μｇ·ｇ－１） 活菌数／（亿·ｇ－１）

２０１３０５２０ 棕褐色粉末 ９７ ３．２ ９７．１５ ３６０

２０１３０４１７ 棕褐色粉末 ９５ ４．８ １０１．２５ ３４２

２０１３０４２６ 棕褐色粉末 ９７ ３．３ ９９．６７ ３００

平均值 ９６．３ ３．８ ９９．３６ ３３４

２．４　加速试验
将三批肥猪散发酵制剂粉末置于培养皿中，摊

成厚度小于５ｍｍ的薄层，置于药物稳定性试验箱
中，在温度为４０℃±２℃，ＲＨ为７５％±５％的条件
下放置６个月，试验期间第１个月、２个月、３个月、
６个月末分别取样一次，对肥猪散发酵制剂的外观、
游离大豆异黄酮的含量和活菌数进行考察，与０天
结果比较。三批肥猪散发酵制剂的外观性状均为

棕褐色粉末，其它数据见表４。
采用单因素试验和正交试验确定的处方和

工艺条件制备出３批肥猪散发酵制剂样品，并对
游离大豆异黄酮的含量、活菌数及制剂稳定性进

行了考察，含量结果分别为９７．１５％、１０１．２５％、
９９．６７％，在加速条件下放置 ６个月，含量无明
显变化，说明该工艺稳定可靠，适用于制备肥猪

散发酵制剂。
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表４　肥猪散发酵制剂加速试验稳定性

时间／月
游离大豆异黄酮含量／（ｍｇ·ｇ－１） 活菌数／（亿·ｇ－１）

２０１３０５２０ ２０１３０４１７ ２０１３０４２６ ２０１３０５２０ ２０１３０４１７ ２０１３０４２６

０ ９７．１５ １０１．２５ ９９．６７ ３６０ ３４２ ３００

１ ９７．１７ １００．９４ ９９．２５ ２４ ３５ ２９

２ ９６．８０ ９９．１９ ９８．９７ １５ ２７ ２９

３ ９５．２３ ９８．３１ ９８．４０ ３６ ３１ ４８

６ ９５．０１ ９６．７６ ９７．０３ ２０ ３６ １９

３　讨论与小结
影响散剂发酵结果的因素很多，本试验先采用

单因素试验的方法对制备发酵菌种、发酵时间、发

酵温度、接种量等因素进行了考察，再采用正交试

验的方法对处方和工艺进行优化，得出制备肥猪散

发酵制剂理想的工艺条件。

肥猪散中含有４种中药，每种中药的活性成分
在发酵时都会发生变化，因此，本试验先以含量最

高的游离大豆异黄酮为指标进行单因素试验，确定

发酵工艺的主要影响因素及其大致范围，再综合考

虑各活性成分的含量变化，确定制备的最佳处方和

工艺。陈富文等［８］采用响应面法优化复方中药的

发酵工艺，以高效液相色谱图中总峰面积的提高率

为指标确定最佳发酵工艺，为复方中药发酵工艺开

发提供了基础和参考，但本试验中的结合蒽醌类物

质是以其含量的下降为判断指标，因此不适合采用

总峰面积法。

本试验制备的肥猪散发酵制剂活菌数含量高，

游离大豆异黄酮的含量比发酵前提高１倍，何首乌
中致下泄作用的蒽醌类物质的含量显著降低，说明

微生物发酵过程能够提高药物活性物质的含量，降

低毒性［９］，这与张炳文［１０］和杜晨晖等［１１］研究的结

果是一致的。有关资料显示麦芽经发酵炮制后，可

产生新的活性物质，能够抑制动物的支原体感

染［１２］，这种新活性物质的成分和结构有待于进一

步研究。

肥猪散发酵制剂的质量评价结果符合药典对

中药散剂的要求，在加速条件下放置６个月，外观
无明显变化，含量无明显下降现象，活菌数先下降

后保持稳定，说明该发酵制品稳定性较好，可以在

室温下存放。

发酵中药中还含有大量的活性益生菌，其本身

就具有调节胃肠道菌群平衡，助消化和促生长的作

用，因此发酵中药在我国畜牧生产上发挥“量少、高

效、安全”的优势，对我国发展无公害畜牧业，生产

绿色畜产品，增强我国畜产品在国际上的竞争力具

有重要作用［１３］。最近几年，发酵技术在饲料上应

用很多，但在兽用中药散剂中应用并不常见［１４］。

随着现代制药技术的发展，发酵技术将会成为中药

现代化的重要手段。
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