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［摘　要］　为了研究黄芪经发酵后对黄芪总皂苷释放量的影响。采用水浸法、水煎法提取黄芪与

发酵黄芪中总皂苷，利用紫外分光光度法测定黄芪总皂苷的提取量。结果显示，发酵黄芪经水浸

法、水煎法提取的总皂苷量分别为 ６．５６８、４．８４３ｍｇ／ｇ，显著高于对照黄芪的提取量 ５．３５６、

４．００７ｍｇ／ｇ。黄芪经产纤维素酶解淀粉芽孢杆菌发酵后，可有效提高黄芪总皂苷的释放量，长时间水

煎会致皂苷受损，致使含量降低。
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　　黄芪总皂苷是中药黄芪中的重要生理活性成 分，因此黄芪总皂苷常作为黄芪药材的定性定量指
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标［１］。中草药有效成分的释放量直接影响着其药

效的发挥。根据中草药种类及其有效活性成分性

质的不同，应选择较为适宜的提取工艺，以提升有

效成分的提取率，提高中药疗效。中药提取有着久

远的历史，冷浸渍法、回流法、煎煮法、索氏提取法

等都是传统的提取分离手段［２］。然而这些提取工

艺往往存在提取时间长，溶剂消耗大、提取效率低

下、杂质含量大、操作流程复杂等缺点。随着中药

发酵技术的不断开展，大量学者运用发酵技术以实

现中药有效成分的释放，这不仅能提高中药有效成

分的释放量，而且还可通过微生物对中药的纤维、

糖类、蛋白质等成分的利用和转化，产生包含多种

活性成分的制剂或新药［３］。

研究证实，黄芪中黄芪总皂苷是心脏正性肌力

作用的主要有效成分，也是降压的有效成分之

一［４］。目前，黄芪皂苷提取方法常采用超声波提取

法、索氏提取器提取法、发酵法、酶解法、浸泡提取

法和大孔树脂吸附法［１，５］。研究利用分离筛选的产

纤维素酶解淀粉芽孢杆菌对中药黄芪进行了发酵，

为检验生物发酵对中药活性成分释放量的影响，以

黄芪总皂苷为考察指标，比较了生物发酵发与普通

传统提取方法对黄芪皂苷的提取效果，旨在为黄芪

活性成分提取提供更为简单、高效的方法。

１　材料与方法

１．１　药品与试剂黄芪，河北凯达药业有限公司产

品；黄芪甲苷对照品（批号：２０１５１２１３），上海金穗生

物科技有限公司；其它试剂均为分析纯。黄芪固态

发酵培养基：黄芪粉（过４０目筛）３０ｇ、黄豆粉１０ｇ、

ＣａＣＯ３０．２ｇ、水５９．８ｍＬ。解淀粉芽孢杆菌 ＳＳＹＢ

菌株，由本研究室分离鉴定并保存。

１．２　仪器设备

ＵＶ－１９００ＰＣ双束紫外可见分光光度计，上海

佑科仪器仪表有限公司；分析天平，常州万泰天平

仪器有限公司；电热恒温干燥箱，天津市泰斯特仪

器有限公司；低速离心机：上海安亭科学仪器厂；振

荡器：哈尔滨市东联电子技术开发有限公司。

１．３　总皂苷提取方法

１．３．１　发酵水浸法　取解淀粉芽孢杆菌 ＳＳＹＢ菌

株普通肉汤培养种子液，按２％接种量接种黄芪固

态发酵培养基，置３７℃环境培养７２ｈ。取发酵黄

芪样品１００ｇ，加入超纯水５００ｍＬ，混匀，置振荡器

中振荡浸泡６０ｍｉｎ，以４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取

上清液，置于５００ｍＬ容量瓶中定容。

１．３．２　水浸法　取含２％普通肉汤的黄芪固态发

酵培养基，置３７℃环境放置７０ｈ－７２ｈ，然后取未

经发酵的黄芪固态发酵培养基１００ｇ，加入超纯水

５００ｍＬ，混匀，置振荡器中振荡浸泡 ６０ｍｉｎ，以

４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液，置于５００ｍＬ容

量瓶中定容。

１．３．３　发酵水煎法　取按１．３．１发酵法发酵的黄

芪样品 １００ｇ，加入超纯水 ５００ｍＬ，混匀，浸泡

３０ｍｉｎ，以武火煮沸后，再以文火煮１ｈ，边水煎边

补水。水煎黄芪固态发酵培养物经４０００ｒ／ｍｉｎ离

心１０ｍｉｎ，取上清液，置于５００ｍＬ容量瓶中定容。

１．３．４　水煎法　取含２％普通肉汤的黄芪固态发

酵培养基，置３７℃环境放置７０ｈ－７２ｈ，然后取未

经发酵的黄芪固态发酵培养基１００ｇ，加入超纯水

５００ｍＬ，混匀，浸泡３０ｍｉｎ，以武火煮沸后，再以文

火煮１ｈ，边水煎边补水。水煎黄芪固态发酵培养

基经 ４０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，取上清液，置于

５００ｍＬ容量瓶中定容。

１．４　样品中黄芪总皂苷的提取

参照文献方法［６］，取１．３所述四种方法的提取

液各 ５０ｍＬ，分别置于分液漏斗中，加入正丁醇

５０ｍＬ，进行萃取。弃液再次用正丁醇萃取，合并正

丁醇萃取液，加入１％ ＮａＯＨ溶液１００ｍＬ，洗涤 ３

次，除色素后用超纯水洗至中性，收集正丁醇溶液，

置７０℃水浴挥干溶剂，加甲醇溶解，定容于２５ｍＬ

容量瓶中，备用。

１．５　黄芪总皂苷的测定

１．５．１　对照品溶液的制备　精密称取黄芪甲苷对

照品１５．０ｍｇ，置于２５ｍＬ容量瓶中，加入甲醇溶解

定容，混匀，即得黄芪甲苷对照品溶液。

１．５．２　黄芪甲苷标准曲线的建立　准确吸取黄芪

甲苷对照品溶液０、０．０１、０．０２、０．０３、０．０４、０．０５、

０．０６ｍＬ于试管中，置７０℃水浴中挥干溶剂，加入
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新配制的５％香草醛－冰醋酸溶液０．２ｍＬ，高氯酸

０．８ｍＬ，７０℃水浴作用１５ｍｉｎ，取出放冰水浴中，

冷却，加入冰醋酸５ｍＬ，摇匀，以试剂作空白对照，

在筛选确定的测定波长５４３ｎｍ处测定黄芪甲苷吸

光度值。用甲苷质量浓度（Ｃ）作横坐标，以吸光度

值（Ａ）作纵坐标，绘制标准曲线。

１．５．３　样品溶液及其显色后的稳定性试验　取发

酵法黄芪皂苷提取液，置室温分别放置０、１、２、３、

４ｈ，取提取液２５μＬ，按１．４．２方法进行显色后测

定吸光度值。另取黄芪皂苷提取液２５μＬ，依法进

行显色，在室温分别放置０、１、２、３、４ｈ，测定吸光度

值，计算样品中每克黄芪的总皂苷含量。

１．５．４　重复性试验　取同批发酵法黄芪皂苷提取

液样品６份，按１．５．２方法测定吸光度值，计算样

品中每克黄芪的总皂苷含量。

１．５．５　回收率试验　精密称取已知甲苷含量的发

酵黄芪皂苷提取液样品６份，加入一定量的甲苷对

照品溶液，按１．５．２方法显色后测定吸光度值，计

算样品中的皂苷含量，并计算回收率。

１．５．６　总皂苷提取量的测定　取样品提取液

２５μＬ，分别放入干燥试管中，水浴挥干溶剂，按

１．５．２方法显色，在 ５４３ｎｍ波长处测定吸光度

值，代入标准曲线及计算公式，得黄芪总皂苷提

取量。

计算公式：Ｘ＝（Ｃ×Ｖ０×Ｖ１×Ｎ）／（Ｍ×Ｖ２×

１０００）

式中：Ｘ
!

样品中每克黄芪总皂苷含量（ｍｇ／ｇ）

Ｖ０!经萃取后的样品总皂苷提取液（ｍＬ）

Ｖ１!显色反应体系体积（ｍＬ）

Ｖ２!测定吸取体积（ｍＬ）

Ｃ
!

从标准曲线计算出的待测液中总皂苷浓

度（μｇ／ｍＬ）

Ｍ
!

样品中黄芪质量（ｇ）

Ｎ
!

样品提取液与待萃取样品提取液的体积

比

１．６　统计学分析软件　数据统计使用 ＳＡＳ（ＳＡＳ

ｆｏｒｗｉｎｄｏｗｓ，Ｖｅｒｓｉｏｎ８．２）软件包中的ｓｔａｔ模块中的

平衡试验设计中的Ａｎｏｖａ过程，多重比较用Ｄｕｎｃａｎ

法进行。

２　结　果

２．１　黄芪甲苷标准曲线　以５４３ｎｍ为检测波长，测

定浓度为１．０、２．０、３．０、４．０、５．０、６．０μｇ／ｍＬ溶液的

吸光度值，结果分别为０．０４３、０．０６９、０．０９１、０．１１６、

０．１３９、０．１６５。回归方程为：Ａ＝０．０２４１Ｃ＋０．０１９３Ｒ２

＝０．９９９６。试验表明，在１．０－６．０μｇ／ｍＬ浓度范围

内，吸光度值与浓度呈良好的线性关系。

２．２　样品溶液及其显色后溶液的稳定性　样品溶

液及其显色后稳定性试验结果显示，其 ＲＳＤ分

别为 ０．０６９３％和 ０．１４７３％，结果表明，样品溶

液及其显色后溶液在４ｈ内稳定，见表１。

表１　稳定性试验结果
样品溶液 显色后溶液

时间（ｈ） 含量（ｍｇ／ｇ） ＲＳＤ（％） 时间（ｈ） 含量（ｍｇ／ｇ） ＲＳＤ（％）

０ ６．５６４ ０ ６．５６４

１ ６．５５８ １ ６．５５９

２ ６．５６３ ０．０６９３ ２ ６．５５２ ０．１４７３

３ ６．５５５ ３ ６．５４６

４ ６．５６６ ４ ６．５４０

２．３　重复性试验结果　由表２可知，黄芪总皂苷
平均 含 量 为 ６．５６１±０．００４５ｍｇ／ｇ，ＲＳＤ 为

０．０６７８％，方法重复性良好。

·８２·
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表２　重复性试验测定结果
样品总皂苷测定量（ｍｇ／ｇ）

１ ２ ３ ４ ５ ６
平均含量（ｍｇ／ｇ） ＲＳＤ（％）

６．５６２ ６．５５８ ６．５６７ ６．５５４ ６．５６１ ６．５６３ ６．５６１±０．００４５ ０．０６７８

２．４　回收率试验结果　由表３可知，其平均回收
率为１００．１２±０．２６％，ＲＳＤ为 ０．２５４３％，结果表

明，本法具有良好的回收率。

表３　回收试验测定结果
编号 已知量（ｍｇ） 加入量（ｍｇ） 测定量（ｍｇ） 回收率（％） 平均回收率（％） ＲＳＤ

１ ６．５６０ ０．５０ ７．０６４ １００．０６

２ ６．５５１ ０．６０ ７．１４６ ９９．９３

３ ６．５６２ ０．７０ ７．２５７ ９９．９３

４ ６．５６４ ０．８０ ７．３７１ １００．１０

５ ６．５５６ ０．９０ ７．５０２ １００．６２

６ ６．５６３ １．００ ７．５７０ １００．０９

１００．１２±０．２６ ０．２５４３

２．５　不同工艺对黄芪总皂苷的提取效果　由表４
可知，发酵水浸法黄芪总皂苷提取量最高，达到

６．５６８±０．００６８ｍｇ／ｇ，其次为水浸法，为５．３５６±
０．００６１ｍｇ／ｇ，水煎法最低，为４．００７±０．０１２３ｍｇ／ｇ。

发酵水浸法较水浸法的总皂苷的提取量提高了

２２．６３％，水煎法组较水浸法组质量分数降低了
３３．６７％，发酵水煎组较水煎法组总皂苷质量分数有
所增加，但仍低于水浸法组。

表４　不同工艺对黄芪甲苷的提取效果（ｎ＝３）
组别 发酵水浸法 水浸法 发酵水煎法 水煎法

总皂苷含量（ｍｇ／ｇ） ６．５６８±０．００６８ｄ ５．３５６±０．００６１ｃ ４．８４３±０．００９１ｂ ４．００７±０．０１２３ａ

同一列中上标字母完全相同者差异不显著（Ｐ＞０．０５），完全不同者差异极显著（Ｐ＜０．０５），有相同字母者差异显著。

３　讨　论
目前，常用的定量测定黄芪中黄芪总皂苷的方

法有薄层扫描法、高效液相色谱法、薄层色谱 －分
光光度法、比色法、紫外分光光度法等测定方法［７］。

紫外分光光度法不仅能测定有色物质，还能精确测

定有共轭结构的无色物质，属于经典、成熟的方法。

因其简便、灵敏、适应面广、常用于皂苷的分析［８］。

因此本试验采用紫外分光光度法测定总皂苷含量。

本试验结果表明，水煎法黄芪总皂苷的提取量

均低于相应的水浸法，说明皂苷的热稳定性可能较

差，长时间的高温处理会使皂苷受损而致含量下

降，这与一些学者研究结果一致。黄芪甲苷在药材

中主要是以其结构中Ｃ－３位木糖基上不同位置羟
基的乙酰化物的形式存在，研究中发现，因黄芪甲

苷乙酰化物的化学不稳定性，在制剂生产工艺过程

中黄芪甲苷含量受不同处理条件影响较大［９］。郁

帅陆等［１０］研究证实，黄芪经高温处理后，其皂苷含

量降低了６３．２％，推测是在高温处理的过程中，可
能使极性皂苷中连接苷元和多糖的糖苷键部分断

裂生成非极性的皂苷元，从而不能经极性较大的甲

醇提取出来，同样本试验也采用了醇类作为萃取剂

对黄芪皂苷进行萃取，因为导致皂苷提取量较低。

有关黄芪总皂苷热稳定性的研究报道较少，但

对人参总皂苷热稳定性的研究相对较多。余潇苓

等［１１］研究证实，对红参须中的５种皂苷高温处理
后，其皂苷含量均有所下降，５种皂苷发生了不同程
度的降解反应，并发现皂苷糖基的不同结构决定了

降解速率的差异。林龙飞等［１２］对人参茎叶水提液

中的２种皂苷的热稳定性进行了研究，发现２种皂
苷均发生了不同程度的降解，并随加热时间延长和

温度的升高，其降解速率也随之加快，在 １００℃、
８０℃和６０℃条件下加热１２ｈ，皂苷分别降至初始

·９２·
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含量的２０％、６０％及８０％，推测是加热条件下发生
水解、脱掉糖基，生成皂苷元，使 ２种皂苷含量下
降。由于黄芪总皂苷与人参总皂苷的组成成分及

比例存在一定差异，高温引起总皂苷含量下降的原

因也可能存在差异。高温处理引起黄芪皂苷含量

降低是由于皂苷极性转变影响了测定结果，还是由

于皂苷发生了降解或转化成其它物质，尚需进一步

研究加以解释。

试验采用水浸法和水煎法两种工艺，比较了发

酵黄芪对活性成分总皂苷释放的影响，结果表明，

不论是水浸法，还是水煎法，发酵黄芪总皂苷的提

取量均显著高于非发酵黄芪。这说明黄芪经过产

纤维素酶解淀粉芽孢杆菌发酵后，发酵菌产生的纤

维素酶降解了中草药细胞壁的组成成分纤维素、木

质素等，使包裹在细胞壁内活性成分得以释放，因

此，应用产纤维素酶微生物发酵中药有利于活性成

分的释放［１３］。中药发酵无需化学提取剂，工艺简

单，成本低，且本试验采用解淀粉芽孢杆菌作为发

酵菌种，安全性好，一些学者［１４－１６］将其作为益生菌

添加剂添加到饲料，以提高动物生产性能，因此，发

酵法在提高中药有效成分释放的同时，还可补充益

生菌，两者协同作用，增强动物抗病力，提高动物生

产性能。
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