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高产洛伐他汀紫色红曲霉的分离与 ＩＴＳ分子鉴定

王琼晓，齐方圆，鲍博涵，孙庆妹，秦路平，朱波
（浙江中医药大学药学院，杭州 ３１００５３）

摘要：目的　筛选高产洛伐他汀的紫色红曲霉菌种，为红曲产业发展提供菌种参考。方法　收集红曲资源１２份，采用传统分
离法进行红曲霉的分离，结合形态学与ＩＴＳ测序进行菌种鉴定，进一步选取紫色红曲霉菌株，采用高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）测
定其代谢产物中总洛伐他汀［包括内酯式洛伐他汀（Ｃ２４Ｈ３６Ｏ５）和酸式洛伐他汀（Ｃ２４Ｈ３８Ｏ６）］的含量，用ＳＰＳＳ２５０软件进行方
差分析。结果　从１２个产地中共分离得到红曲霉属（Ｍｏｎａｓｃｕｓｓｐ．）菌株３５株，其中２３株鉴定到种，包括紫色红曲霉（Ｍｐｕｒ
ｐｕｒｅｕｓ）１１株，红色红曲霉（Ｍｒｕｂｅｒ）１０株，橙色红曲霉（Ｍａｕｒａｎｔｉａｃｕｓ）２株。１１株紫色红曲霉菌株发酵产物中洛伐他汀含量
存在显著差异（Ｐ＜００５），其中 ＳＭ１菌株总洛伐他汀含量最高，达（４６５２±０００１）ｍｇ·ｇ－１；其次为 Ｍ４１、Ｆ１３，分别为
（２９０３±００３３）（３１０８±０００９）ｍｇ·ｇ－１，最低菌株为Ｍ４５，仅有（２７１２±００１４）ｍｇ·ｇ－１。结论　市售红曲米发酵所用红
曲霉繁杂；筛选得到一株高产洛伐他汀的菌株ＳＭ１，可作为红曲米发酵的备选菌株。
关键词：红曲霉；分离和分子鉴定；洛伐他汀；菌种筛选
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　　红曲是由曲霉科真菌紫色红曲霉（Ｍｏｎａｓｃｕｓ
ｐｕｒｐｕｒｅｕｓ）菌株，接种于稻米（去皮种仁）上，人工培
养制成［１２］。红曲为药食同源，具有健脾消食，活血

化瘀，以及降血糖、降血脂、降血压等功效［３］。在目

前的红曲成品中，常出现红曲发酵菌种混杂且退化、

生产过程不规范的问题。红曲霉属是一个多功能的

丝状真菌类群，包括从毛红曲霉（Ｍ．ｐｉｌｏｓｕｓ）、紫色

红曲霉（Ｍ．ｐｕｒｐｕｒｅｕｓ）、红色红曲霉（Ｍ．ｒｕｂｅｒ）、烟
色红曲霉（Ｍ．ｆｕｌｉｇｉｎｏｓｕｓＳａｔｏ）、发白红曲霉（Ｍ．ａｌ
ｂｉｄｕｓ）、锈色红曲霉（Ｍ．ｒｕｂｉｇｉｎｏｓｕｓ）、变红红曲霉
（Ｍ．ｒｕｂｒｏｐｕｎｃａｔａｔｕｓＳａｔｏ）、橙色红曲霉（Ｍ．ａｕｒａｎｔｉ
ａｃｕｓ）等［４］。紫色红曲霉 Ｍ．ｐｕｒｐｕｒｅｕｓ属于小型丝
状腐生真菌，可产生的有益次生代谢产物有天然色

素、洛伐他汀、γ氨基丁酸等［３］，在食品、药品领域应
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用广泛。洛伐他汀具有抑制胆固醇合成、保护肾脏、

抗动脉粥样硬化、预防癌症等功能［５］；洛伐他汀中

含有一个与 ＨＭＧＣｏＡ结构相似的基团，能竞争性
抑制 ＨＭＧＣｏＡ还原酶活性，制约胆固醇的过量合
成［６］。２０２０年版《中国药典》红曲质量标准规定Ｃ２４
Ｈ３６Ｏ５（内酯式）不得少于０２２％。现有的对红曲中
洛伐他汀的研究表明固态发酵产物中洛伐他汀的含

量比液态发酵高［７８］。另外，在不同生产条件下，同

种菌株洛伐他汀含量有所不同是由于培养条件的变

化导致菌种生产能力差异，而在相同条件下，同种菌

株洛伐他汀产生能力不同则是因为菌株本身在代谢

过程中基因表达差异不同。

因此，本研究采用传统分离法进行红曲菌株

的分离，结合形态学和内源转录间隔区（ｉｎｔｅｒｎａｌ
ｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄｓｐａｃｅｒ，ＩＴＳ）序列分析，筛选出不同的
红曲霉菌株从而获得目标紫色红曲霉菌株，利用

ＨＰＬＣ测定，筛选得到高产洛伐他汀的紫色红曲
霉菌株。

１　材料、试剂与仪器
１１　材料

２０１９年６月至２０１９年７月，收集浙江、福建、山
东、湖北、云南等省红曲米资源１２份，保存于浙江中
医药大学中药资源教研室，见表１。

表１　不同产地红曲米样品信息
Ｔａｂ１　Ｒｅｄｙｅａｓｔｒｉｃｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄｆｒｏｍｖａｒｉｏｕｓｏｒｉｇｉｎｓ

Ｓａｍｐｌｅｎａｍｅ　　　　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ　 Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎｔｉｍｅ Ｏｒｉｇｉｎｓ（ｉｎＣｈｉｎｅｓｅ）　　　

ＺｈｅｊｉａｎｇＳＭ Ｍｏｎａｓｃｕｓｐｏｗｄｅｒ Ｊｕｎｅ２０１９ Ｊｉａｎｄｅ，Ｚｈｅｊｉａｎｇ（浙江建德）

ＺｈｅｊｉａｎｇＢＤ Ｍｏｎａｓｃｕｓｐｏｗｄｅｒ Ｊｕｎｅ２０１９ Ｎｉｎｇｂｏ，Ｚｈｅｊｉａｎｇ（浙江宁波）

ＺｈｅｊｉａｎｇＳＨ Ｍｏｎａｓｃｕｓｐｏｗｄｅｒ Ｊｕｎｅ２０１９ Ｊｉａｎｇｓｈａｎ，Ｚｈｅｊｉａｎｇ（浙江江山）

ＺｈｅｊｉａｎｇＹＪ Ｒｅｄｙｅａｓｔｒｉｃｅ Ｊｕｌｙ２０１９ Ｌｉｓｈｕｉ，Ｚｈｅｊｉａｎｇ（浙江丽水）

ＺｈｅｊｉａｎｇＴＪＴ Ｒｅｄｙｅａｓｔｒｉｃｅ Ｊｕｎｅ２０１９ Ｈａｎｇｚｈｏｕ，Ｚｈｅｊｉａｎｇ（浙江杭州）

ＺｈｅｊｉａｎｇＴＸ Ｒｅｄｙｅａｓｔｒｉｃｅ Ｊｕｎｅ２０１９ Ｇｕｔｉａｎ，Ｆｕｊｉａｎ１（福建古田１）

ＦｕｊｉａｎＰＨＨ Ｒｅｄｙｅａｓｔｒｉｃｅ Ｊｕｎｅ２０１９ Ｇｕｔｉａｎ，Ｆｕｊｉａｎ２（福建古田２）

ＦｕｊｉａｎＳＦ Ｒｅｄｙｅａｓｔｒｉｃｅ Ｊｕｌｙ２０１９ Ｎａｎｐｉｎｇ，Ｆｕｊｉａｎ（福建南平）

ＦｕｊｉａｎＸＸＣ Ｒｅｄｙｅａｓｔｒｉｃｅ Ｊｕｎｅ２０１９ Ｐｉｎｇｎａｎ，Ｆｕｊｉａｎ（福建屏南）

ＨｕｂｅｉＪＣ Ｒｅｄｙｅａｓｔｒｉｃｅ Ｊｕｎｅ２０１９ Ｗｕｈａｎ，Ｈｕｂｅｉ（湖北武汉）

ＳｈａｎｄｏｎｇＺＨ Ｍｏｎａｓｃｕｓｐｏｗｄｅｒ Ｊｕｌｙ２０１９ Ｂｉｎｚｈｏｕ，Ｓｈａｎｄｏｎｇ（山东滨州）

ＹｕｎｎａｎＮＪ Ｍｏｎａｓｃｕｓｐｏｗｄｅｒ Ｊｕｎｅ２０１９ Ｋｕｎｍｉｎｇ，Ｙｕｎｎａｎ（云南昆明）

１２　试剂
酵母浸膏（上海博微生物科技股份有限公司）；

琼脂粉（纯化，杭州百思生物技术有限公司）；ＤＮＡ
ｉｓｏ（９７７０Ａ）、６×ＬｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ（９１５６）、Ｍａｒｋｅｒ（１０００
ｂｐ）均购于宝日医生物技术（北京）有限公司；ＴＥ
缓冲液（Ｎ６３４，河北品科研生物科技有限公司）；核
酸染料［１０２０１ＥＳ０３，翌圣生物科技（上海）有限公
司］；乙腈、磷酸 （色谱级）；洛伐他汀对照品

（Ｂ２０８０６２０ｍｇ，上海源叶生物科技有限公司）。
１３　仪器

霉菌恒温培养箱（ＬＭＩ４７５Ｎ，上海龙跃仪器设
备有限公司）；ｐＨ计（ＦＥ２８，梅特勒托利多仪器（上
海）有限公司）；立式压力蒸汽灭菌器（ＹＸＱＬＳ７５Ｓ
Ⅱ，上海博讯实业有限公司医疗设备厂）；离心机
（５８１０Ｒ）、超低温冰箱（９００Ｓｅｒｉｅｓ）均购于艾本德中
国有限公司；ＰＣＲ仪（４３７５７８６，赛默飞世尔科技（中
国）有限公司）；电泳仪（ＤＹＹ８Ｃ，北京六一生物科
技有限公司）；凝胶成像仪（ＧｅｎｏＳｅｎｓ１８５０，上海勤

翔科学仪器有限公司）；电热鼓风干燥箱（ＤＨＧ
９０８０Ａ）、电热恒温水浴锅（ＨＷＳ２４）均购于上海哈
伟实业有限公司；高速粉碎机（ＤＸＦ０６Ｄ，温岭市林
大机械有限公司）；高效液相色谱仪（ＷａｔｅｒｓＡｌｌｉａｎｃｅ
ｅ２６９５，美国Ｗａｔｅｒｓ公司）；数控超声波清洗器（ＫＱ
３００ＤＶ，昆山市超声仪器有限公司）；超纯水仪
（ＭｉｌｌｉＱ，美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）。

２　实验方法
２１　培养基的配制

分离纯化培养基为马铃薯葡萄糖琼脂培养基

（ｐｏｔａｔｏｄｅｘｔｒｏｓｅａｇａｒ，ＰＤＡ培养基）。种子液培养基
的配制参考已有文献［９］进行改良：称取５０ｇ葡萄
糖（５％）、１０ｇ蛋白胨（１％）、１０ｇ酵母浸膏（１％）、１ｇ
ＫＨ２ＰＯ４（０１％）、００１ｇＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ（０００１％）、
０５ｇＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ（００５％），纯水定容至１Ｌ（大米
营养液在此基础调ｐＨ至４０），分装于２５０ｍＬ三角
瓶中（每瓶１００ｍＬ），用 ８层纱布和一层牛皮纸封
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口，棉线绳扎紧，经１２１℃高温灭菌３０ｍｉｎ，洁净工
作台内紫外放凉，待接菌。大米培养基：取过６０目
筛的籼米米粉１３５ｇ和米糠１５ｇ（减少黏性，发酵完
成后筛去）置于６５０ｍＬ大组培瓶中，混合均匀后加
入５４ｍＬ营养液（０３６ｍＬ·ｇ－１，营养液即种子液培
养基基础调ｐＨ至４０），再次混合均匀，用８层纱布
和一层牛皮纸封口，棉线绳扎紧，经１２１℃高压灭菌
４０ｍｉｎ，洁净工作台内紫外放凉，即得。
２２　红曲霉菌株的分离与纯化

将不同来源的红曲米研磨成粉和红曲米粉分

别少量均匀撒于 ＰＤＡ培养基中，用两层封口膜封
紧，置于霉菌恒温培养箱（２８℃）中培养 ３～５ｄ，
待白色绒毛菌丝长出后，洁净工作台内操作挑取

少许菌丝接种于 ＰＤＡ培养基上培养１周，后转移
纯化培养 ３次即可在培养基上出现形态单一的
菌落。

２３　红曲霉菌株的ＩＴＳ鉴定
采用 ＴａｋａＲａＤＮＡｉｓｏ９７７０Ａ试剂盒对分离出的

单一真菌进行基因组 ＤＮＡ的提取。采用通用引物
ＩＴＳ４和 ＩＴＳ５进行 ＰＣＲ扩增，扩增反应体系
（５０μＬ）：ＤＮＡ样本２μＬ，ＩＴＳ４１μＬ，ＩＴＳ５１μＬ，２×
ＴａｐＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ２５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ２１μＬ。ＰＣＲ扩
增反应条件具体如下：９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃变性
３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸 １ｍｉｎ，３０个循环后
在７２℃下稳定延伸 ５ｍｉｎ，终止反应，－２０℃保存。
吸取扩增产物５μＬ经琼脂糖凝胶电泳检测合格后
送至生工生物工程（上海）股份有限公司进行测序。

将基因测序结果与ＢＬＡＳＴ工具软件进行比对，选取
同源性较高的菌株序列并下载作为参考序列比对，

利用 ＭＥＧＡ７０软件分析，以邻位连接法构建系统
发育树［１０］。

２４　紫色红曲霉固态发酵
选取分离鉴定得到的且保藏生长状态较好的

１１株紫色红曲霉菌株，分别为 Ｍ１７、Ｍ２４、Ｍ４１、
Ｍ４５、Ｆ１３、Ｆ４４、Ｆ４７、Ｆ５５、ＳＭ１、ＨＱＷ、ＹＹ１～３
进行菌种活化。用经过高温灭菌的打孔器（６ｍｍ）
在活化好的菌种平板上打出菌饼，接种到液体种子

液培养基中（每１５０ｍＬ１个菌饼），用８层纱布和１
层牛皮纸封口，橡皮筋扎紧，３０℃，１６０ｒ·ｍｉｎ－１，避
光恒温振荡培养３ｄ，期间注意观察颜色及黏稠度的
变化。大米培养基放凉（＜４０℃），接入２０％种子液
（０２ｍＬ· ｇ－１），敲打松散混合均匀后用８层纱布和
１层牛皮纸封口，橡皮筋扎紧，变温培养，培养箱内
３０℃避光静置培养３ｄ，后降温至２６℃稳定６ｈ，敲
散培养基呈松散状态，继续培养至３５ｄ。期间每隔
５ｄ敲打松散（无需打开发酵瓶，防污染）。固态发酵
期间，每隔５ｄ洁净工作台内取样一次（５、１０、１５、２０、
２５、３０、３５ｄ），６０～６５℃烘４～５ｈ至恒重，研磨粉碎后
过６０目筛，密封于封装袋中备用。
２５　ＨＰＬＣ色谱条件

以 ＺＯＲＢＡＸＥｃｌｉｐｓｅＣ１８（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，
５μｍ）为色谱柱，乙腈（Ａ）０１％磷酸（Ｂ）为流动
相，梯度洗脱（１～５ｍｉｎ，６０％ ～６５％Ａ；５～２０ｍｉｎ，
６５％Ａ；２０～２５ｍｉｎ，６５％ ～９０％Ａ；２５～３０ｍｉｎ，
９０％～６０％Ａ；３０～３５ｍｉｎ，６０％），体积流量为
１０ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温为２８℃，检测波长２３８ｎｍ，进
样量为１０μＬ。对照品溶液及发酵产物样品溶液
ＨＰＬＣ色谱图见图１。

１－酸式洛伐他汀；２－内酯式洛伐他汀。

１－ｌｏｖａｓｔａｔｉｎａｃｉｄ；２－ｌｏｖａｓｔａｔｉｎｌａｃｔｏｎｅ．

图１　酸式洛伐他汀（Ａ）、内酯式洛伐他汀（Ｂ）与发酵产物样品（Ｃ）的高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法色谱图
Ｆｉｇ１　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｌｏｖａｓｔａｔｉｎａｃｉｄ（Ａ），ｌｏｖａｓｔａｔｉｎｌａｃｔｏｎｅ（Ｂ）ａｎｄｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓ（Ｃ）

２６　标准品、供试品溶液的配制
内酯式洛伐他汀标准品溶液：精密称取洛伐他

汀标准品适量，置于１０ｍＬ量瓶中，用甲醇稀释至刻

度，配制成浓度为２０６４μｇ·ｍＬ－１内酯式洛伐他汀
标准品溶液。

酸式洛伐他汀标准品溶液［１１］：精密称取内酯式
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洛伐他汀标准品２ｍｇ，适量甲醇溶解，用０２ｍｏｌ·
Ｌ－１ＮａＯＨ溶液超声转化 ４０ｍｉｎ，取出冷却后，用
３ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸将 ｐＨ调至 ７７，加甲醇定容至
１０ｍＬ量瓶，即得２０８９μｇ·ｍＬ－１酸式洛伐他汀标
准品溶液。

供试品溶液的配制：精密称取经烘干粉碎后

的发酵产物（过６０目筛）０５ｇ，置于２５ｍＬ具塞锥
形瓶中，精密加入２５ｍＬ甲醇，密塞，称定质量，超
声（３００Ｗ，４０ＫＨｚ）４５ｍｉｎ后，取出，放冷，再称定
质量，加 甲 醇 补 足 失 重，摇 晃 均 匀，离 心

（４０００ｒ·ｍｉｎ－１）１０ｍｉｎ，取上清液过０４５μｍ微
孔有 机 滤 膜，取 续 滤 液，即 得，实 验 重 复 ３
次（ｎ＝３）。
２７　线性关系、检测限及定量限考察

将“２６”项下各标准品溶液用甲醇进行稀释
后，在“２５”项下相对应成分色谱条件下进样测定，
以标准品溶液质量浓度为横坐标（Ｘ），峰面积为纵
坐标（Ｙ）进行线性回归分析，可得到内酯式洛伐他
汀、酸式洛伐他汀的线性回归方程，分别为

Ｙ＝２７４５４Ｘ－３３５２９，Ｙ＝４０７９７Ｘ＋７０３００。各标
准品溶液稀释至不同倍数后，在“２５”项下相对应成

分色谱条件下进样测定，采用信噪比法测定各指标成

分的检测限（Ｓ／Ｎ＝３∶１）及定量限（Ｓ／Ｎ＝１０∶１），内酯
式洛伐他汀的检测限和定量限分别为 ８７８７，
２９３５ｎｇ·ｍＬ－１；酸式洛伐他汀的检测限和定量限分
别为３５６５，１１９１ｎｇ·ｍＬ－１。两个成分在一定的浓
度范围内与峰面积的线性关系良好。

２８　样品含有量测定
将“２６”项下供试品处理溶液在“２５”项下相

对应成分色谱条件下进样测定，记录峰面积，计算样

品中内酯式洛伐他汀、酸式洛伐他汀的含有量，并对

其含有量差异比较分析。

２９　数据处理与分析
应用ＳＰＳＳ２５０软件处理数据，方差分析采用单

因素ＡＮＯＶＡ分析，聚类分析采用组间联接法［１２］。

３　结果与分析
３１　红曲霉菌株的分离与纯化

应用传统分离法，并通过对菌落形态的观察，从

红曲样品中共计分离真菌１１７株，纯化后获得单一
菌落菌株３５株，部分菌株在 ＰＤＡ培养基上的形态
见图２。

图２　部分红曲霉菌株在ｐｏｔａｔｏｄｅｘｔｒｏｓｅａｇａｒ（ＰＤＡ培养基）上的菌落形态
Ｆｉｇ２　ＣｏｌｏｎｉａｌｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｉｓｏｌａｔｅｄＭｏｎａｓｃｕｓｓｐ．

３２　红曲霉菌株的ＩＴＳ鉴定
ＩＴＳ序列比对和鉴定结果见表３，由表３可知，

３５株红曲霉菌株 Ｂｌａｓｔ比对结果相似度可达９７％～
１００％，其中可鉴定到红曲霉属（Ｍ１６、Ｍ２１、Ｍ２２、
Ｍ４４、Ｆ１４、Ｆ２３、Ｆ４１、Ｆ４３、Ｆ４５、Ｆ４６、Ｆ５１、Ｆ５４）
的菌株共计１２株；紫色红曲霉（Ｍ１７、Ｍ２４、Ｍ４１、
Ｍ４５、Ｆ１３、Ｆ４４、Ｆ４７、Ｆ５５、ＳＭ１、ＹＹ１３、ＨＱＷ）
共计１１株，红色红曲霉（Ｍ４２、Ｍ４３、Ｍ４４’、Ｍ４６、
Ｍ６２、Ｍ６３、Ｍ６４、Ｆ３１、Ｆ４２、Ｆ５２）共计 １０株，橙
色红曲霉（Ｍ１８、Ｍ２３）共计２株。ＳＭ１与 Ｍｏｎａｓ
ｃｕｓ属的４个参考序列形成支持强度为 ９９％的分

支，并且 ＳＭ１与 Ｍ．ｐｕｒｐｕｒｅｕｓ（ＬＴ９６３４９３１）形成
支持强度为９９％的末端分支。部分红曲霉菌 ＰＣＲ
扩增产物琼脂糖凝胶电泳图见图 ３，系统发育树
见图４。
３３　高产洛伐他汀紫色红曲霉的筛选

采用 ＨＰＬＣ对 １１株紫色红曲霉（Ｍ．ｐｕｒｐｕ
ｒｅｕｓ）的固态发酵产物进行内酯式及酸式洛伐他汀
的测定，并计算总洛伐他汀的含有量，结果见表４，
图５。由表 ４可知，１１株紫色红曲霉中有 ４株
（ＳＭ１、Ｍ４１、Ｆ１３、Ｍ４５）产洛伐他汀，其中，发酵
３５ｄ结束后，ＳＭ１产总洛伐他汀含量最高，可达到
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　　　　表３　３５株红曲霉内源转录间隔区（ＩＴＳ）序列比对及鉴定
结果

Ｔａｂ３　ＩＴＳｓｅｑｕｅｎｃｅａｌｉｇｎｍｅｎｔａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ３５Ｍｏｎａｓ
ｃｕｓｓｐ．ｉｓｏｌａｔｅｓ

Ｓｔｒａｉｎｎｕｍｂｅｒ Ｒｅｓｕｌｔ　　　 Ｓｔｒａｉｎｎｕｍｂｅｒ Ｒｅｓｕｌｔ　　

Ｍ１６ Ｍｏｎａｓｃｕｓｓｐ Ｆ１４ Ｍｏｎａｓｃｕｓｓｐ

Ｍ１７ Ｍｏｎａｓｃｕｓｐｕｒｐｕｒｅｕｓ Ｆ２３ Ｍｏｎａｓｃｕｓｓｐ

Ｍ１８ Ｍｏｎａｓｃｕｓａｕｒａｎｔｉａｃｕｓ Ｆ３１ Ｍｏｎａｓｃｕｓｒｕｂｅｒ

Ｍ２１ Ｍｏｎａｓｃｕｓｓｐ Ｆ４１ Ｍｏｎａｓｃｕｓｓｐ

Ｍ２２ Ｍｏｎａｓｃｕｓｓｐ Ｆ４２ Ｍｏｎａｓｃｕｓｒｕｂｅｒ

Ｍ２３ Ｍｏｎａｓｃｕｓａｕｒａｎｔｉａｃｕｓ Ｆ４３ Ｍｏｎａｓｃｕｓｓｐ

Ｍ２４ Ｍｏｎａｓｃｕｓｐｕｒｐｕｒｅｕｓ Ｆ４４ Ｍｏｎａｓｃｕｓｐｕｒｐｕｒｅｕｓ

Ｍ４１ Ｍｏｎａｓｃｕｓｐｕｒｐｕｒｅｕｓ Ｆ４５ Ｍｏｎａｓｃｕｓｓｐ

Ｍ４２ Ｍｏｎａｓｃｕｓｒｕｂｅｒ Ｆ４６ Ｍｏｎａｓｃｕｓｓｐ

Ｍ４３ Ｍｏｎａｓｃｕｓｒｕｂｅｒ Ｆ４７ Ｍｏｎａｓｃｕｓｐｕｒｐｕｒｅｕｓ

Ｍ４４ Ｍｏｎａｓｃｕｓｓｐ Ｆ５１ Ｍｏｎａｓｃｕｓｓｐ

Ｍ４４′ Ｍｏｎａｓｃｕｓｒｕｂｅｒ Ｆ５２ Ｍｏｎａｓｃｕｓｒｕｂｅｒ

Ｍ４５ Ｍｏｎａｓｃｕｓｐｕｒｐｕｒｅｕｓ Ｆ５４ Ｍｏｎａｓｃｕｓｓｐ

Ｍ４６ Ｍｏｎａｓｃｕｓｒｕｂｅｒ Ｆ５５ Ｍｏｎａｓｃｕｓｐｕｒｐｕｒｅｕｓ

Ｍ６２ Ｍｏｎａｓｃｕｓｒｕｂｅｒ ＳＭ１ Ｍｏｎａｓｃｕｓｐｕｒｐｕｒｅｕｓ

Ｍ６３ Ｍｏｎａｓｃｕｓｒｕｂｅｒ ＹＹ１３ Ｍｏｎａｓｃｕｓｐｕｒｐｕｒｅｕｓ

Ｍ６４ Ｍｏｎａｓｃｕｓｒｕｂｅｒ ＨＱＷ Ｍｏｎａｓｃｕｓｐｕｒｐｕｒｅｕｓ

Ｆ１３ Ｍｏｎａｓｃｕｓｐｕｒｐｕｒｅｕｓ

Ｍ－１０００ｂｐ标记物；编号１～１７－Ｍ１６、Ｍ１７、Ｍ１８、Ｍ２１、Ｍ２２、Ｍ２３、Ｍ２４、

Ｍ４１、Ｍ４２、Ｍ４３、Ｍ４４、Ｍ４４′、Ｍ４５、Ｍ４６、Ｍ６２、Ｍ６３、Ｍ６４。

Ｍ－１０００ｂｐＭａｒｋｅｒ；Ｎｏ．１～１７－ｄｅｎｏｔｅＭ１６、Ｍ１７、Ｍ１８、Ｍ２１、Ｍ２２、Ｍ２３、

Ｍ２４、Ｍ４１、Ｍ４２、Ｍ４３、Ｍ４４、Ｍ４４′、Ｍ４５、Ｍ４６、Ｍ６２、Ｍ６３、Ｍ６４，ｒｅｓｐｅｃ

ｔｉｖｅｌｙ．

图３　３５株红曲霉菌聚合酶链式反应（ＰＣＲ）扩增产物琼脂
糖凝胶电泳图

Ｆｉｇ３　ＡｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｔｈｅＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆ３５ｓｔｒａｉｎｓｏｆＭｏｎａｓｃｕｓｓｐ．

图４　Ｍ１８、Ｍ４３、Ｆ１４和ＳＭ１红曲霉的系统发育树
Ｆｉｇ４　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆＭ１８，Ｍ４３，Ｆ１４，ａｎｄＳＭ１Ｍｏｎａｓｃｕｓｓｐ．ｉｓｏｌａｔｅｓ

（４６５２±０００１）ｍｇ·ｇ－１；产量居中的有 Ｍ４１、
Ｆ１３；产量最低的是 Ｍ４５，仅有（２７１２±００１４）
ｍｇ·ｇ－１；其余７株紫色红曲霉（Ｍ１７、Ｍ２４、Ｆ４４、
Ｆ４７、Ｆ５５、ＨＱＷ、ＹＹ１３）不产洛伐他汀。利用
ＳＰＳＳ２５０软件分析，将上述４株固态发酵产生洛

伐他汀的菌株分别在同一发酵时间段总洛伐他汀

的产量做差异比较分析（表４）。由表４中可知，不
同菌株紫色红曲霉在发酵时间段（５、１０、１５、２０、
２５、３０、３５ｄ）上产洛伐他汀的量存在显著差异
（Ｐ＜００５）。
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表４　不同发酵时间段紫色红曲霉发酵产物内酯式及酸式洛伐他汀含量测定．ｍｇ·ｇ－１，ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｔａｂ４　ＤｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｌｏｖａｓｔａｔｉｎｌａｃｔｏｎｅａｎｄａｃｉｄｃｏｎｔｅｎｔｓｉｎｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆＭ．ｐｕｒｐｕｒｅｕｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ
ｐｅｒｉｏｄｓ．ｍｇ·ｇ－１，ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

Ｓａｍｐｌｅ

Ｓｔｒａｉｎ１）

ｎｕｍｂｅｒ

ＦｕｊｉａｎＳＦ ＦｕｊｉａｎＳＦ ＳｈａｎｄｏｎｇＺＨ ＺｈｅｊｉａｎｇＳＭ

Ｍ４１ Ｍ４５ Ｆ１３ ＳＭ１

ｌａｃｔｏｎｅ ａｃｉｄ ｔｏｔａｌ ｌａｃｔｏｎｅ ａｃｉｄ ｔｏｔａｌ ｌａｃｔｏｎｅ ａｃｉｄ ｔｏｔａｌ ｌａｃｔｏｎｅ ａｃｉｄ ｔｏｔａｌ

５ｄ ００１６±

０００１

００１０±

００００

００２６±

０００１１）
００７３±

００００

００２１±

００００

００９４±

００００

００５０±

００００

００２９±

００００

００７９±

００００

００２２±

００００

０００９±

００００

００３１±

００００

１０ｄ
０４１２±

００００

００５６±

０００２

０４６８±

０００２

０７５５±

０００３

００４７±

０００１

０８０２±

０００４

０８４６±

０００３

００４３±

０００２

０８８９±

０００５

０５６２±

０００１

００６３±

００００

０６２５±

０００１

１５ｄ
１４８６±

０００１

０１６２±

０００３

１６４８±

０００４

１１９７±

０００４

０１３３±

０００２

１３３０±

０００６

１６８１±

０００２

０１５７±

０００２

１８３８±

０００４

１９８５±

０００３

０２４７±

０００４

２２３２±

０００７

２０ｄ
１８１９±

０００７

０２８４±

０００８

２１０３±

００１５

１５２４±

０００３

０２５７±

０００２

１７８１±

０００５

１７９１±

０００１

０３０８±

００００

２０９９±

０００１

２６３３±

０００１

０３１６±

００００

２９４９±

０００１

２５ｄ
２２７３±

０００２

０３６７±

０００１

２６４０±

０００３

２０４０±

０００１

０２９８±

０００１

２３３８±

０００２

２４２０±

０００５

０３２０±

０００３

２７４０±

０００８

３３５０±

０００３

０３９３±

０００３

３７４３±

０００３

３０ｄ
２４１９±

０００５

０３８６±

０００７

２８０５±

００１２

２２１５±

０００１

０３０４±

０００１

２４２９±

０００１

２４６０±

０００２

０３７７±

０００２

２８３７±

０００４

３９１６±

０００１

０４３４±

００００

４３５０±

０００１

３５ｄ
２４６５±

００１８

０４３８±

００１５

２９０３±

００３３

２３１７±

００１４

０３９５±

００１４

２７１２±

００１４

２７００±

０００９

０４０８±

０００９

３１０８±

０００９

４１７７±

００００

０４７５±

０００１

４６５２±

０００１

注：１）分离源样品为福建ＴＸ、福建ＰＨＨ、云南ＮＪ、云南ＮＪ、湖北ＪＣ、福建ＸＸＣ，菌株编号分别为Ｍ１７、Ｍ２４、Ｆ４４、Ｆ４７、Ｆ５５、ＨＱＷ、ＹＹ１３未检测到洛伐他汀。

Ｎｏｔｅ：１）ＴｈｅｓａｍｐｌｅｓａｒｅＦｕｊｉａｎＴＸ，ＦｕｊｉａｎＰＨＨ，ＹｕｎｎａｎＮＪ，ＹｕｎｎａｎＮＪ，ＨｕｂｅｉＪＣ，ＦｕｊｉａｎＸＸＣ，ｌｏｖａｓｔａｔｉｎｗａｓｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄｉｎＭ１７，Ｍ２４，Ｆ４４，Ｆ４７，Ｆ５５，ＨＱＷ，

ａｎｄＹＹ１３ｓｔｒａｉｎｓ．

４　讨　论
本实验利用收集到的１２个产地的红曲样品，从

中分离得到红曲霉菌株３５株，初步建立了红曲霉资
源库。通过ＩＴＳ测序得到２０２０年版《中国药典》所
规定的红曲发酵菌种紫色红曲霉１１株，并对１１株
紫色红曲霉进行固态发酵，利用 ＨＰＬＣ测定发酵产
物中总洛伐他汀的含量，筛选得到４株产洛伐他汀
的菌株，分别为 ＳＭ１、Ｍ４１、Ｆ１３、Ｍ４５，其中 ＳＭ１
菌株产洛伐他汀的能力最强。在酸性条件下，酸式

洛伐他汀能转化为内酯式洛伐他汀，但转化并不完

全［１３］。通过对它们的固体发酵产物中内酯式洛伐

他汀与酸式洛伐他汀含量的比率进行分析，发现在

发酵中后期（２０～３５ｄ），ＳＭ１菌株的内酯式洛伐他
汀与酸式洛伐他汀含量的比率均大于其他四株紫色

红曲霉，如发酵３５ｄ，ＳＭ１内酯式洛伐他汀与酸式
洛伐他汀含量的比率为 ８７９，而 Ｍ４１、Ｍ４５、Ｆ１３
分别为５６３、５８７与６６２，较高的内酯式洛伐他汀
与酸式洛伐他汀含量比例可能是 ＳＭ１高产的原因
之一。

从分离鉴定的结果可知，部分红曲是由橙色红曲

霉或红色红曲霉发酵制成，不符合２０２０年版《中国药
典》规定的紫色红曲霉发酵规定，表明市售红曲发酵

菌种较为繁杂，存在红曲伪品，如浙江宁波与福建屏

南产地红曲，只分离得到了红色红曲霉Ｍ．ｒｕｂｅｒ。

传统红曲霉发酵大多采用固态发酵，Ｗｕ等［１４］、

Ｗｕ等［１５］通过固态发酵实验筛选出的高产洛伐他汀

的红曲菌株，洛伐他汀产量分别达１７９０ｍｇ·ｇ－１、
５７５ｍｇ·ｇ－１，均高于本试验ＳＭ１菌株洛伐他汀的
产量。经对比分析发现，Ｗｕ等所使用的为固态发
酵培养基用乳酸调节了ｐＨ至５０，并浸泡２ｈ，且种
子液孢子浓度控制在每克１０６个（大米干质量），而
本实验未调节ｐＨ及定量孢子浓度，这可能是 ＳＭ１
菌株产量低的原因。Ｗｕ等所使用的固态发酵培养
基中含有米粉和豆粉，比例为３：２，该培养基有利于
洛伐他汀产量积累，原因可能培养基中豆粉含有丰

富的蛋白质，降低了发酵基质中Ｃ／Ｎ值。而有研究
表明，通过降低发酵基质中Ｃ／Ｎ值可以有效提高洛
伐他汀的产量［１６］。在下一步工作中，我们将优化

ＳＭ１发酵条件，包括培养基的配比与ｐＨ，以期提高
ＳＭ１洛伐他汀的含量。２０２０年版《中国药典》红曲
质量标准规定Ｃ２４Ｈ３６Ｏ５（内酯式）不得少于０２２％，
忽略了酸式洛伐他汀的存在。而纯天然发酵的红曲

产品中，洛伐他汀是以内酯式与酸式两种形式存在，

内酯式洛伐他汀需体内产生的羟基酯酶水解成酸式

方能发挥药效，酸式洛伐他汀与 ＨＭＧＣｏＡ还原酶
结构更为接近，具有更强的生物活性［１７］，因此，同时

测定红曲中两种构型洛伐他汀的含量更能反映红曲

产品的质量。

·５２２·
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ＲＥＦＥＲＥＮＣＥＳ
［１］　Ｃｈ．Ｐ（２０２０）ＶｏｌⅠ（中国药典２０２０年版．一部）［Ｓ］．２０２０：

９０６９０７．
［２］　ＺＨＵＢ，ＱＩＦ，ＷＵＪ，ｅｔａｌ．Ｒｅｄｙｅａｓｔｒｉｃｅ：ａｓｙｓｔｅｍａｔｉｃｒｅｖｉｅｗ

ｏｆｔｈｅｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌｕｓｅｓ，ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ，ａｎｄｑｕａｌｉｔｙ
ｃｏｎｔｒｏｌｏｆａｎｉｍｐｏｒｔａｎｔＣｈｉｎｅｓｅｆｏｌｋｍｅｄｉｃｉｎｅ［Ｊ］ＦｒｏｎｔＰｈａｒｍａ
ｃｏｌ，２０１９，１０：１４４９．ＤＯＩ：１０．３３８９／ｆｐｈａｒ．２０１９．０１４４９．
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