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生物与化学转化黄芩苷为黄芩素的研究
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[摘要] 　 研究了对黄芩根和黄芩茎叶成份的分析和转化ꎬ用生物与化学转化方法将黄芩苷转化为黄芩素. 研究

发现ꎬ生物转化中黑曲霉效果最佳ꎬ黄芩苷转化率为 ８９.５％ꎬ黄芩素得率为 ８５.８％. 化学酸水解法得到黄芩苷转

化率为 ９８.３％ꎬ黄芩素得率为 ５１.６％ꎬ比传统的直接酸水解法转化率提高了 ６.２％ꎬ简化了酸水解过程ꎬ实验重现

性更好. 虽然化学转化的转化率略高于生物转化ꎬ但生物转化的得率远高于化学转化ꎬ且成本更低ꎬ过程中无需

强酸ꎬ对于环境更为友好ꎬ绿色安全.
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黄芩(Ｓｃｕｔｅｌｌａｒｉａ ｂａｉｃａｌｅｎｓｉｓ Ｇｅｏｒｇｉ)属唇形科黄芩属植物ꎬ别称苦芩、山茶根、条芩等ꎬ适宜生长在海拔

５００~１ ５００ ｍ 的向阳且较干燥的地区[１－２]ꎬ分布较广ꎬ在我国北方多数省区如黑龙江、辽宁、内蒙古、河南、
河北等地及日本、朝鲜、俄罗斯等地[３－４]均可种植. 黄芩是中国和东亚国家常用的一种重要的传统药材ꎬ通
过传统医学的“清热”机制治疗呼吸道和胃肠道的细菌感染[５] . 黄芩茎叶可药用也可做茶饮[６] . 近年来ꎬ除
地下部分根外ꎬ其地上部分的研究受到广泛关注[７] . 植化和药理学研究发现ꎬ黄芩根及茎叶中主要成分为

黄酮类化合物[８]ꎬ具有抗氧化、抗炎、抑制肿瘤等作用[９－１１] . 黄芩根成分的研究主要集中于黄酮类、苷类、
萜类、有机酸、微量元素等方面[１２－１４]ꎬ已分离出 ７０ 多种黄酮类化合物ꎬ包含黄酮、黄酮醇、二氢黄酮及其苷
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类成分、１ 个双黄酮、１ 个查尔酮类成分ꎬ同时还分离得到 １０ 多种木脂素及其苷类成分ꎬ以及汉汉黄芩素、
白杨素、芹菜素等[１５－１８] .

传统的黄芩素制备有酸水解法、热裂解法及化学合成法. 酸水解法过程需要消耗大量的酸ꎬ环境污染

大. 热裂解方法所需温度高ꎬ能耗大且产率较低. 本工作对生物转化和改良酸水解转化黄芩苷为黄芩素进

行了探讨ꎬ以期低成本、高效率地制备黄芩素.

１　 材料、设备与方法

１.１　 材料与试剂

１.１.１　 菌种与培养基

黑曲霉 ( Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｎｉｇｅｒ)、 根霉 ( Ｒｈｉｚｏｐｕｓ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ)、 嗜松青霉 ( Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ｐｉｎｏｐｈｉｌｕｍ)、 木霉

(Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ ｖｉｒｉｄｅ)、米曲霉(Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｏｒｙｚａｅ)等均由本课题组分离保藏.
斜面保藏培养基:２００ ｇ 土豆、２０ ｇ 葡萄糖、１.５％~２％琼脂、１ ０００ ｍＬ 水.
固体发酵培养基:３ ｇ 甘蔗渣、４ ｇ 豆渣、７ ｇ 麸皮、１５ ｍＬ 营养液(硫酸镁 ０.０８％、硫酸铵 ２.０％、磷酸二

氢钾 ０.０４％ꎬｐＨ６.５).
１.１.２　 材料与试剂

黄芩根ꎬ市购ꎻ黄芩根提取物ꎬ山东天华制药ꎬ含量 ９２.６％ꎻ土豆ꎬ市购.
黄芩苷标准品、黄芩素标准品ꎬ上海源叶生物科技有限公司ꎬＨＰＬＣ≥９８％ꎻ无水磷酸氢二钠ꎬ天津市科

密欧化学试剂有限公司ꎬＡＲꎻ柠檬酸、无水磷酸二氢钾ꎬ国药集团化学试剂有限公司ꎬＡＲꎻ浓硫酸、无水硫

酸镁、硫酸铵ꎬ西陇化工股份有限公司ꎬＡＲ.
１.２　 仪器与设备

ＣＪ－１Ｄ 垂直超净工作台ꎬ天津市泰斯特仪器有限公司ꎻ高压蒸汽灭菌锅ꎬ日本 ＴＯＭＹ 公司ꎻＡｇｉｌｅｎｔ１１００
组合式高效液相色谱仪、Ａｇｉｌｅｎｔ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ ６４６０ Ｔｒｉｐｌｅ Ｑｕａｄ ＬＣ / ＭＳ 液质联用仪ꎬ美国安捷伦公司ꎻ数控

超声波清洗器ꎬ昆山市超声仪器有限公司ꎻＳＨＢⅢ循环水式多用真空泵ꎬ郑州长城科工贸有限公司ꎻＤＫ－８Ｄ
电热恒温水槽ꎬ上海精宏实验设备有限公司.
１.３　 方法

１.３.１　 黄芩根成分分析

１.３.１.１　 黄芩根提取液制备

准确称取黄芩根粉末 １ ｇꎬ按 １ ∶２０ 料液比加入 ２０ ｍＬ 体积浓度 ７０％乙醇ꎬ经超声辅助浸提 １ ｈ 后ꎬ
０.２２ μｍ 微孔滤膜精密过滤ꎬ置于－４ ℃冰箱保存ꎬ供 ＨＰＬＣ 分析.
１.３.１.２　 高效液相色谱条件

色谱柱:ＵｌｔｉｍａｔｅＡＱ－Ｃ１８ꎻ检测器:ＶＷＤ(ＤＥＡＡＤ０２８８４)ｄｅｔｅｃｔｏｒꎻ检测波长:３３５ ｎｍꎻ进样量:２０ μＬꎻ流
动相:０.１％甲酸水－乙腈(Ａ－Ｂ)ꎻ流速:０.６ ｍＬ / ｍｉｎꎻ柱温:３０ ℃ꎬ等梯度洗脱.
１.３.１.３　 质谱条件

电喷雾电离(ＥＳＩ)接口ꎻ负离子模式检测ꎻ加热毛细管温度 ３００ ℃ꎻ扫描范围 ｍ / ｚ １００ ~ １ ０００ꎻ吹扫气

压力 ２.４１×１０５ Ｐａꎻ雾化气压 ３.５ ｋＶꎻ一级质谱碰撞能量为 １３５ Ｖꎬ二级质谱碰撞能量为 １０、２０、３０、４０ ｅＶ.
１.３.２　 转化菌株的筛选

１.３.２.１　 菌株培养

孢子悬液的制备:在黑曲霉、木霉、根霉、嗜松青霉和米曲霉斜面菌种中分别加入 ５ ｍＬ 无菌水ꎬ用接种

环将孢子刮入水中制得孢子菌悬液.
固体培养基培养:在固体培养基中分别接入上述孢子菌悬液ꎬ搅匀ꎬ２８ ℃恒温培养 ５ ｄ.

１.３.２.２　 酶液制备

将发酵好的物料按曲 ∶水＝ １ ∶４(质量比)的比例加入 ｐＨ ５.０ 的磷酸氢二钠－柠檬酸缓冲液(０.２ ｍｏｌ / Ｌ
磷酸氢二钠、０.１ ｍｏｌ / Ｌ 柠檬酸)ꎬ在 ４５ ℃的水浴中浸提 ４０ ｍｉｎꎬ抽滤后即得酶液.
１.３.３　 标准溶液的配制

黄芩苷标准品:精密称取黄芩苷标准品 ２５ ｍｇꎬ溶解于 １００ ｍＬ ７０％乙醇溶剂中ꎬ精确配制成浓度为

—７５—
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０.２５ ｍｇ / ｍＬ 的黄芩苷标准品溶液. 用 ７０％乙醇溶液稀释成以下浓度:０.０２、０.０４、０.０６、０.０８、０.１ ｍｇ / ｍＬꎬ以
黄芩苷浓度(ｍｇ / ｍＬ)为横坐标ꎬ峰面(ｍＡＵ∗ｓ)为纵坐标ꎬ绘制标准曲线.

黄芩素标准品:精密称取黄芩素标准品 １０ ｍｇꎬ溶解于 １００ ｍＬ 的 ７０％乙醇溶剂中ꎬ精确配制成浓度为

０.１ ｍｇ / ｍＬ 的黄芩素标准品溶液. 用 ７０％乙醇溶液稀释成以下浓度:０.０２、０.０４、０.０６、０.０８、０.１ ｍｇ / ｍＬꎬ以黄

芩素浓度(ｍｇ / ｍＬ)为横坐标ꎬ峰面积(ｍＡＵ∗ｓ)为纵坐标ꎬ绘制标准曲线.
１.４　 转化产物分析

黄芩苷转化率的计算:
黄芩苷转化率 ｙＣｏｎｖｅｒｓｉｏｎ(％)＝ (Ｃ０－Ｃ１) / Ｃ０×１００％ꎬ

式中ꎬＣ０ 为黄芩苷的初始浓度ꎬ由黄芩苷的标准曲线按照一定系数比计算得到ꎻＣ１ 为转化后黄芩苷的浓

度ꎬ由黄芩苷的标准曲线得到.
黄芩素得率的计算:

黄芩素得率 ｙＹｉｅｌｄ(％)＝ (Ｃ２－Ｃ３) / Ｃ４×１００％ꎬ
式中ꎬＣ２ 为转化后黄芩素的浓度ꎬ由黄芩素的标准曲线计算得到ꎻＣ３ 为转化前黄芩素的浓度ꎬ由黄芩素的

标准曲线得到ꎻＣ４ 为转化后黄芩素的理论浓度[１９] .

图 １　 黄芩根提取液和标准品 ＨＰＬＣ 图

Ｆｉｇ􀆰 １　 ＨＰＬＣ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ Ｓｃｕｔｅｌｌａｒｉａ ｒｏｏｔ ｅｘｔｒａｃｔ ａｎｄ ｓｔａｎｄａｒｄｓ

２　 结果与讨论

２.１　 黄芩根黄酮类化合物的鉴定

黄芩根提取液经 ＨＰＬＣ 分析ꎬ有 ４ 个较明显的峰(见图 １ａ)ꎬ经与标准品进行对比和 ＬＣ￣ＭＳ 分析ꎬ得到

其中 １３.４ ｍｉｎ 出现的峰对应的是黄芩苷ꎬ１８.４ ｍｉｎ 出现的峰对应的是黄芩素.
图 １ａ 为黄芩根按照 １.３.１ 的方法经超声辅助提取 １ ｈ 后提取液的 ＨＰＬＣ 分析图. 在 １.３.１.２ 的检测条件

下ꎬ黄芩根提取液中有 ４ 种醇溶性物质被检出ꎬ出峰时间分别为 １３.３、１４.４、１４.９ 和 １８.３ ｍｉｎ. 与标准对照品对

照(图 １ｂ 和 ｃ)ꎬ图中最高峰为黄芩苷(１３.３ ｍｉｎ)ꎬ含量为 ５.１３％ꎻ１８.４ ｍｉｎ 的峰是黄芩素ꎬ含量为 ０.４０％.
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２.２　 黄芩根提取物化学酸水解

配置浓度分别为 ６０％、７０％、８０％、９０％、９８％的硫酸ꎬ于 ４０ ℃分别水解黄芩根提取物 １５ ｍｉｎꎬ考察硫酸

浓度对水解效果的影响ꎬ结果如图 ２ 所示.
选择 ９８％浓硫酸ꎬ分别于 ０、２０、４０、６０、８０、１００ ℃分别水解黄芩根提取物 １５ ｍｉｎꎬ考察温度对化学酸水

解黄芩苷的影响ꎬ结果如图 ３ 所示.

图 ２　 硫酸浓度对黄芩素生成量的影响

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｕｌｆｕｒｉｃ ａｃｉｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｉｃａｌｅｉｎ

图 ３　 反应温度对黄芩素生成量的影响

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ ｔｈｅ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｉｃａｌｅｉｎ

从图 ２ 可见ꎬ９８％的硫酸水解时ꎬ黄芩苷的减少量和黄芩素的增加量最多ꎬ与其他浓度条件下有明显

差异ꎬ说明 ９８％的强酸对黄芩苷的快速水解最为有利.
从图 ３ 可见ꎬ起始温度为 ０ ℃时ꎬ转化率为 ９５.１％ꎬ产物得率为 ５１.５％ꎻ起始温度为 １００ ℃时ꎬ转化率

为 ９８.８％ꎬ产物得率为 ３８.６％. 可见ꎬ温度过高导致原料分解ꎬ使产物得率低ꎬ故起始温度较低较为合适. 考
虑到 ０ ℃与 ４０ ℃的转化率与得率无明显差异ꎬ从工业生产的经济成本考虑ꎬ４０ ℃或常温更为经济.

４０ ℃ ９８％硫酸水解反应 １５ ｍｉｎ 转化黄芩根提取物 ２ ｇꎬ得到黄芩苷转化率为 ９８.３％ꎬ产物黄芩素得率

为 ５１.６％ꎬ与传统的化学水解方法相比得率提高了 ６.２％.
２.３　 黄芩苷的微生物酶法转化

２.３.１　 微生物转化的菌种筛选
表 １　 不同菌株转化黄芩根提取液 ０.５ ｈ 后原料及产物浓度

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｗ ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｎｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ａｆｔｅｒ
ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ Ｒａｄｉｘ Ｓｃｕｔｅｌｌａｒｉａｅ ｅｘｔｒａｃｔ

ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ ｆｏｒ ０.５ ｈ　 　 　 ｍｇ / ｍＬ

样品 原料黄芩苷浓度 产物黄芩素浓度

空白对照样 ０.５０ ０.０１
木霉转化样 ０.４２ ０.０５

米曲霉转化样 ０.３７ ０.１１
根霉转化样 ０.４５ ０.０４

嗜松青霉转化样 ０.４９ ０.０１
黑曲霉转化样 ０.２９ ０.１５

　 　 选取实验室保存的 ５ 株真菌转化黄芩苷ꎬ发酵培养

５ ｄꎬ浸提酶液的 ｐＨ 调至 ５.０ꎬ按质量浓度比为 １ ∶５(ｇ / ｍＬ)
的比例浸提酶液ꎬ所得酶液 １０ ｍＬ 加入黄芩根提取物 ２ ｇꎬ
于 ５５ ℃恒温水浴中反应ꎬ０.５ ｈ 后测定原料及产物浓度ꎬ
结果如表 １ 所示.

由表 １ 可见ꎬ转化黄芩根提取液 ０.５ ｈ 后ꎬ５ 种菌株

均能将黄芩苷转化为黄芩素. 空白样中黄芩素的浓度为

０.０１ ｍｇ / ｍＬ. 经米曲霉酶液转化后ꎬ黄芩素浓度为 ０.１１
ｍｇ / ｍＬꎬ是转化前原样中黄芩素原始浓度的 １１ 倍ꎻ木霉

转化后黄芩素浓度为 ０.０５ ｍｇ / ｍＬꎬ为原始浓度的 ５ 倍ꎻ
根霉转化后黄芩素浓度为 ０.０４ ｍｇ / ｍＬꎬ为原始浓度的 ４ 倍ꎻ嗜松青霉基本无转化效果. 经黑曲霉酶液转化

０.５ ｈ 后ꎬ黄芩苷浓度降为 ０. ２９ ｍｇ / ｍＬꎬ为原始浓度的 ５８％ꎻ黄芩素浓度从 ０. ０１ ｍｇ / ｍＬ 提高至 ０. １５
ｍｇ / ｍＬꎬ为原始浓度的 １５ 倍. 可见ꎬ５ 种菌株中以黑曲霉转化黄芩根提取液中黄芩苷的转化率最高ꎬ故后

续选择黑曲霉为转化菌株.
２.３.２　 黑曲霉酶液转化结果

黑曲霉所提酶液在适宜条件下ꎬ转化 ２ ｇ 黄芩根提取物 ８ ｈꎬ共转化黄芩苷 １.７ ｇꎬ得到产物黄芩素 ０.７ ｇꎻ
转化 １０ ｈꎬ共转化黄芩苷 １.７９ ｇꎬ得到产物黄芩素 ０.９３ ｇ. 与马宗敏等[２０]将 １８.５８ ｍｇ 黄芩苷转化为 ９.４３ ｍｇ
黄芩素、转化率为 ８３.８％相比ꎬ本工作将 １.７９ ｇ 黄芩苷转化为 ０.９３ ｇ 黄芩素ꎬ转化率为 ８９.５％.
２.４　 不同转化方法的效果比较

化学水解和生物转化黄芩素的对比结果如表 ２ 所示.
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表 ２　 化学和生物方法转化黄芩苷与黄芩素的含量变化

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｎｔｅｎｔ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｂａｉｃａｌｉｎ ａｎｄ ｂａｉｃａｌｅｉｎ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ
ｂｙ ｃｈｅｍｉｃａｌ ａｎｄ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｍｅｔｈｏｄｓ

转化方法 原料转化量 / ｇ 产物生成量 / ｇ 转化率 / ％ 得率 / ％

化学水解法 １.９７ ０.６１ ９８.３ ５１.６

生物转化法 １.７９ ０.９３ ８９.５ ８５.８

　 　 由表 ２ 可见ꎬ利用优化后的化学水解法对 １.９７ ｇ
黄芩苷进行转化ꎬ得到 ０. ６１ ｇ 黄芩素ꎬ转化率为

９８.３％ꎬ得率为 ５１.６％ꎬ比许闽等[２１] 报道的转化率提

高了 ６.２％ꎻ利用本实验室筛出的黑曲酶所提酶液对

１.７９ ｇ 黄芩苷进行转化ꎬ得到 ０.９３ ｇ 黄芩素ꎬ转化率

为 ８９.５％ꎬ得率为 ８５.８％ꎬ与郭艳霞等[１９] 用纤维素酶

和果胶酶混合将黄芩苷转化为黄芩素ꎬ转化率为 ６２.１％进行对比ꎬ本工作的转化率高出 ２７.４％ꎬ得率更高.

３　 结论

本文采用生物转化法和化学水解法将黄芩苷转化为黄芩素. 化学水解法能够高效转化原料黄芩苷ꎬ转化

率达到 ９８.３％ꎬ但产物得率仅为 ５１.６％ꎬ且易造成环境污染. 生物转化法的转化率与得率分别达到 ８９.５％与

８５.８％ꎬ在保证转化率和得率的情况下ꎬ生物转化法克服了强酸的缺点ꎬ是更为高效且绿色环保的方法.
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