
·中药研究·

基于高分辨质谱技术的不同菌种发酵黄精
差异性成分研究

赵心阳1,李梦雪2,葛文玉1,王珊珊1∗

1. 黑龙江省医院,黑龙江 哈尔滨 150036;2. 黑龙江省中医药科学院,黑龙江 哈尔滨 150080

摘要　 目的:探讨三种不同菌种发酵黄精过程中,菌种对黄精化学成分的影响。 方法:将粉碎后的黄精

按照料液比 30∶ 70 配置成悬浮液,按照 5% 接种量单独接入干酪乳杆菌、鼠李糖乳杆菌、枯草芽孢杆菌

三种活化菌液。 对样品形态及活菌数量进行观察。 采用超高效液相色谱 - 四极杆飞行时间质谱

(UPLC - Q - TOF - MS)联用技术,分析黄精发酵前后的差异性化学成分。 结果:黄精经发酵后变稠,伴
有流动性,有酸味。 经鼠李糖乳杆菌及枯草芽孢杆菌发酵后出现乳白色褶皱。 发酵至第 6 天时,干酪乳

杆菌和枯草芽孢杆菌活菌数最高,分别为 3. 40 × 108 CFU / g 和 2. 62 × 109 CFU / g;鼠李糖乳杆菌发酵 7 d
时活菌数最高,即为 2. 59 × 108 CFU / g。 使用 Peak View 软件共解析差异成分 11 个,其中甾体皂苷 3 个,
三萜皂苷 3 个,黄酮类成分 2 个,有机酸类 1 个。 结论:鼠李糖乳杆菌和干酪乳杆菌在黄精发酵过程中

可将三萜甾体皂苷转化为苷元类成分,对皂苷类成分利用效果更优。 枯草芽孢杆菌可将黄酮苷转化利

用为苷元类成分,对黄酮苷类成分利用效果更优。
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　 　 黄精为百合科植物滇黄精 Polygonatum kingianum
Coll. et Hemsl. 、黄精 Polygonatum sibiricum Red. 或多

花黄精 Polygonatum cyrtonema Hua 的干燥根茎,含有

多种活性物质[1 - 2],属于药食同源中药。 现代药理研

究显示其具有抗氧化、调节免疫功能、降血糖、降血脂、
抗癌及抗疲劳等作用[3]。 在微生物发酵过程中,药食

同源食物会经过复杂的生物转化,并借助分泌的酶及

代谢活动,原有的活性成分在含量上发生增减,其结构

也常发生修饰或改变,从而可能会改变生物活性和功

能。 同时微生物发酵可能会影响其底物的性质,如某

些糖苷被去糖基化形成小的疏水分子,分子量降低,有
利于活性成分在体内的吸收和生物利用度增加[4]。
目前国内外对成分的微生物发酵研究多集中于前后含

量的变化。 对新生成的代谢物的结构及规律,缺少系

统性的研究。 本研究分别选取枯草芽孢杆菌、干酪乳

杆菌、鼠李糖乳杆菌 3 种菌对黄精进行发酵,通过测定

黄精发酵过程中形态和活菌数以及成分变化,旨在探

究黄精发酵的最佳工艺时间参数及发酵后差异性成

分,推断化学结构,为黄精发酵物质基础研究提供科学

依据。
1　 材料与方法

1. 1　 菌种

干酪乳杆菌(CICC 23184)、鼠李糖乳杆菌(CICC
20990)、枯草芽孢杆菌(CICC 10446)购自中国工业微

生物菌种保藏中心。
1. 2　 药品与试剂

黄精产自哈尔滨阿城(购自天问山农业综合开发

股份有限公司万亩黄精产业园区);脑心浸出液(海博

生物技术有限公司,批号 HB8297 - 5);脑心浸出液肉

汤琼脂(海博生物技术有限公司,批号 HB8478 - 1);
MRS 液体培养基 (海博生物技术有限公司,批号

HB0384 - 1)和 MRS 琼脂培养基(青岛海博生物技术

有限公司,批号 HB0384 - 51);分析甲醇(天津市科密
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欧化学试剂有限公司,批次 20220621);色谱乙腈

(Merck, 德国,批次 1. 00030. 4000);色谱甲酸(Fish-
er, 美国,批次 A117 - 50ML);屈臣氏蒸馏水(广州屈

臣氏食品饮料有限公司,批次 20231226)。
1. 3　 主要仪器

电子天平(BP211D 型,赛多利斯科学仪器公司);
超净工作台(DL - CJ - 2N 型,北京东联哈尔仪器制造

有限公司);恒温培养箱(DHP9272 型,上海一恒科学

仪器有限公司);恒温培养振荡器 (HNY - 2102C 型,
天津市欧诺仪器有限公司);AB SCIEX Triple - TOFTM

5600 +型质谱仪(AB SCIEX,USA 配有 ESI 源);AC-
QUITY UPLC(Waters,USA,包括二元高压梯度泵、真
空脱气机、自动进样器、柱温箱); AQUITY UPLC BEH
C18 VanGuard Pre - Column 预柱(1. 7 μm,2. 1 mm × 5
mm);数据采集软件:Analyst TF 1. 6 software(AB SCI-
EX, USA);数据处理软件系统:PeakView 2. 0 / Marker-
view 2. 0 software(AB SCIEX,USA)。
1. 4　 菌种活化和活菌数测定方法

1. 4. 1　 菌种活化

进行菌种活化操作时,干酪乳杆菌与鼠李糖乳杆

菌需先行处理(按冻干管打管说明书操作)。 将干酪

乳杆菌(23184)和鼠李糖乳杆菌(20990)按照 5%的接

种量,MRS 液体培养基中被分别接入上述菌株,置于

37 ℃厌氧条件下培养 18 h,为获取纯化菌种为后续使

用,可吸取适量菌悬液采用三区划线法接种于 MRS 固

体培养基中,于 37 ℃厌氧条件下,培养 18 h,从培养基

中挑选单独的、不与其他菌落粘连的菌落于 MRS 液体

培养基中,培养 18 h。 将活化后的枯草芽孢杆菌

(10 446)按 5%的接种量接种于脑心浸液肉汤培养基

(BHI),置于 37 ℃厌氧条件下培养 18 h。 取适量菌悬

液三区划线接种于脑心浸液肉汤培养基(BHI)中以纯

化菌株,37 ℃厌氧培养 18 h,挑取单独的、不与其他菌

落粘连的菌落在脑心浸液肉汤培养基(BHI)37 ℃下,
180 r / min 恒温摇床内,恒温摇床中培养 24 h。 持续培

养最终完成该菌株活化流程。
1. 4. 2　 活菌数测定

釆用系列平板稀释涂布法进行菌落计数。 首先称

取 0. 1 g 样品,采用 0. 85% 生理盐水梯度稀释至适宜

浓度。 选取3 个连续的适宜稀释度,各取0. 1 ~0. 2 mL 稀

释液,均匀涂布于平板中央,每个稀释度设置两个重复

平板。 37 ℃恒温条件培养 24 h,平板计数,取同一稀

释度下两个平行平板的菌落数计算平均值。
每克菌落数 = 同一稀释度 2 次重复的平均菌落

数 ×稀释倍数 /平板上加发酵制剂的量(g)。

1. 5　 发酵样品的制备

1. 5. 1　 样品预处理

称取适量黄精样品置于烘箱中,设置温度 50 ℃烘

干 4 h,使用多功能粉碎机研磨, 80 目筛网过滤,供后

续实验使用。
1. 5. 2　 发酵样品

将粉碎后的黄精按照料液比 30 ∶ 70 配置成混悬

液,高压灭菌 121 ℃灭菌 15 min,冷却至室温,超净工

作台内紫外灭菌 30 min,按照 5% 的接种量接入活化

菌液,干酪乳杆菌与鼠李糖乳杆菌发酵液恒温培养箱

内培养 10 d,枯草芽孢杆菌发酵液恒温摇床内振荡培

养 10 d。
1. 6　 样品制备

取发酵前黄精、鼠李糖乳杆菌、干酪乳杆菌、枯草

芽孢杆菌发酵 7 d 的黄精,60 ℃烘干。 研磨粉碎,精密

称定 0. 5 g,加 100% 甲醇 25 mL,称重,超声处理

30 min(功率 300 W,频率 40 kHz),放至室温,称重,用
100%甲醇补足损失,滤过,取续滤液,即得。
1. 7　 色谱条件

色谱柱:ACQUITY BEH C18 Column(2. 1 mm ×
100 mm,1. 7 μm);流动相 A 为 0. 1% 甲酸 - 水,流动

相 B 为 0. 1% 甲酸 - 乙腈;洗脱程序为 0 ~ 3 min,
5% ~25% B;3 ~ 9 min, 25% ~ 80% B; 15 ~ 16 min,
100% B。 体积流量为 0. 3 mL / min,进样量 5 μL,柱温

40 ℃。
1. 8　 质谱条件

使用正离子模式下的电喷雾电离源,IDA 设置响

应值超过 100 cps 的 8 个最高峰进行二级质谱扫描,开
启动态背景扣除(DBS)。 质谱条件:正离子源电压为

5 500 V,扫描范围为 m/ z 80 ~1 500,离子源温度 550 ℃,
雾化气压力为 55 PSI,辅助气压力为 55 PSI,气帘气压

力为 35 PSI,母碰撞能量为 35 V,去簇电压 100 V。
1. 9　 分析方法

采用 Triple TOFTM5600 + 高分辨质谱系统分析,其
误差范围可控制在 5 ppm 之内。 利用 Marker View 软

件中的主成分分析(PCA)筛选发酵前后差异分子离

子。 利用软件 Peakview 2. 0 的 Formula Finder 功能,通
过 TOF MS 获取的精确质量数、同位素分布及碎片离

子的分子式来推测分子式。 确定分子式。 对于已获知

对照品信息的化合物,可结合保留时间及二级质谱信

息完成结构解析;从 chemspider 或者谱库检索可能的

结构式,综合样品或 化合物的背景信息及结构信息,
从不同的结构式中筛选,得到候选化合物。 通过 Peak
View 2. 0 软件分析化合物质谱裂解特征以及文献资
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料,结合 TOF MS / MS 二级谱图相似度,推断化合物结构。
2　 结果

2. 1　 形态与活菌数变化

观察干酪乳杆菌、鼠李糖乳杆菌和枯草芽孢杆菌

发酵黄精过程中的形态变化如图 1 所示。

图 1　 黄精发酵过程中形态变化

随着发酵时间延长,鼠李糖乳杆菌和枯草芽孢杆

菌发酵黄精后表面出现乳白色褶皱;经三种菌分别发

酵后,黄精样品呈黏滞状并有可流动性,同时产生特征

性发酵酸味。 对发酵过程中的干酪乳杆菌、鼠李糖乳

杆菌和枯草芽孢杆菌的活菌数进行测定,结果如图 2。

图 2　 黄精发酵过程中活菌数变化

干酪乳杆菌与枯草芽孢杆菌的最高活菌数(分别

为 3. 40 × 108 CFU / g 和 2. 62 × 109 CFU / g)出现在第

6 天;鼠李糖乳杆菌发酵至第 7 天时出现活菌数最高

值,为 2. 59 × 108 CFU / g。 发酵后期,枯草芽孢杆菌与

干酪乳杆菌的数量逐渐减少,说明过度延长发酵时间

对其生长产生可能产生抑制作用。
2. 2　 发酵前后差异成分筛选

使用 UPLC - Q - TOF - MS 对黄精样品中成分进

行表征,总离子流图如图 3。
借助 Marker View 软件对数据进行 log 处理、pare-

to 加权处理后,进行 PCA 分析,样本聚类效果如图 4
所示。 其中发酵前黄精聚为一类,鼠李糖乳杆菌、干酪

乳杆菌发酵后黄精聚为一类,枯草芽孢杆菌发酵后黄

精聚为一类。 聚类结果显示,经乳杆菌(包含鼠李糖

乳杆菌、干酪乳杆菌)发酵后黄精成分较为接近,可能

由于二者均为乳杆菌属,亲缘关系较近,对黄精中成分

转化利用较为相似;而枯草芽孢杆菌属于芽孢杆菌属,
与二者亲缘关系较远,与鼠李糖乳杆菌、干酪乳杆菌转

化具有明显差别。 发酵前黄精成分、乳杆菌发酵后黄

精成分、枯草芽孢杆菌发酵后黄精成分聚类效果明显,
表明黄精发酵后成分转化明显。

　 　 注:A. 发酵前黄精;B. 干酪乳杆菌发酵 7 d 黄精;C. 鼠李糖乳

杆菌发酵 7 d 黄精;D. 枯草芽孢杆菌发酵 7 d 黄精。

图 3　 黄精 UPLC -Q -TOF -MS 正离子模式下总离子流图

图 4　 发酵前黄精、发酵后黄精 LC -MS 色谱峰聚类分析结果

使用 Peak View 软件共解析差异成分 11 个,甾体

皂苷 3 个:分别为延龄草苷、薯蓣皂苷元、22 - 羟基豆
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甾 -7,9 -二烯 -3 - O -甘露糖苷;三萜皂苷成分 3 个:
分别为羟基熊果酸葡萄糖三糖苷、羟基熊果酸鼠李糖

葡萄糖葡萄糖苷、羟基熊果酸葡萄糖苷;黄酮类成分 2

个:分别为丁香亭 - 3 - O - 半乳糖苷、丁香亭;生物碱

2 个:3 - 醛基吲哚、黄精碱 A;有机酸类 1 个:邻苯二

甲酸酐。 各成分质谱信息及其发酵前后含量见表 1。
表 1　 黄精发酵前后差异成分指认

保留

时间

/ min
分子式

m/ z
理论值

m/ z
实测值

误差

ppm
碎片

信息

结构

鉴定

发酵前

含量

发酵后含量

干 鼠 枯

1. 08 C23H25O13 509. 146 61 509. 129 52 -2. 7 509. 1[M +H] + ,347. 1[M +H -C6H10O5] + 丁香亭 - 3 -
O -半乳糖苷

+ + + + + + +

1. 73 C9H12NO2 166. 086 80 166. 086 17 -3. 8 166. 1 [M + H] + ,120. 1 [M + H - CH3 CH2

OH] + , 103. 1[M + H - CH3CH2OH - NH3] + ,

102. 0[M +H -CH3CH2OH -H2O] + ,

黄精碱 A + + + + + +

2. 30 C9H8NO 146. 060 59 146. 059 90 -4. 7 146. 1[M + H] + ,118. 1[M + H - CO] + ,117. 1

[M +H -CHO] +

3 -醛基

吲哚

+ + + + + +

4. 03 C17H15O8 347. 134 21 347. 133 26 -8. 4 347. 1[M +H] + ,329. 1[M +H -H2O] + 丁香亭 + + + + + +

4. 20 C27H43O3 415. 254 76 415. 254 25 -1. 2 415. 3[M +H] + ,397. 3[M +H -H2O] + 薯蓣皂苷元 + + + + + + + +

4. 67 C33H53O8 577. 374 04 577. 372 81 -2. 1 577. 4[M +H] + ,475. 3[M + H - C5H10O2 ] + ,

415. 3[M +H -C6H10O5] +

延龄草苷 + + + + + + +

4. 77 C48H79O19 959. 484 21 959. 485 25 1. 1 959. 5[M +H] + ,797. 5[M + H - C6H10O5 ] + ,

635. 4[M + H - C6H10O5 - C6H10 O5 ] + ,473. 4

[M +H -C6H10O5 -C6H10O5 -C6H10O5] +

羟基熊果酸

葡萄糖

三糖苷

+ + + + + +

4. 80 C36H59O9 635. 377 66 635. 376 05 -2. 1 635. 4[M +H] + ,473. 4[M +H -C6H10O5] + 羟基熊果酸

葡萄糖苷

+ + + + + + + + + +

4. 95 C48H79O18 943. 490 20 943. 489 84 -0. 4 943. 5[M +H] + ,781. 5[M + H - C6H10O5 ] + ,

619. 4[M + H - C6H10O5 - C6H10 O5 ] + ,473. 4

[M +H -C6H10O5 -C6H10O5 -C6H10O4] +

羟基熊果酸

鼠李糖葡萄

糖葡萄糖苷

+ + + + + +

9. 64 C8H5O3 149. 023 87 149. 023 54 -2. 2 149. 0[M +H] + ,121. 0[M +H -CO] + ,

93. 0[M +H -CO - CO] + ,65. 0[M +H -

CO -CO -CO] +

邻苯二甲

酸酐

+ + + + + + + + + + +

12. 45 C35H59O7 591. 426 33 591. 426 42 1. 4 591. 4[M +H] + ,429. 4[M + H - C6H10O5 ] + ,

411. 4[M +H - C6H10O5 - H2O] + ,393. 3[M +

H -C6H10O5 -H2O -H2O] +

22 - 羟基豆

甾 - 7,9 - 二

烯 - 3 - O -
甘露糖苷

+ + + + + +

　 　 注:干为干乳酪杆菌;鼠为鼠李糖乳杆菌;枯为枯草芽孢杆菌。

　 　 黄精发酵前后差异成分化学结构式见图 5。
羟基熊果酸葡萄糖三糖苷质谱图、裂解规律及发

酵前后样品中响应强度见图 6。

延龄草苷质谱图、裂解规律及发酵前后样品中响

应强度见图 7。
经发酵处理后,黄精中的苷类成分在脱糖基化反
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应中转化为对应的苷元,包括甾体皂苷、三萜皂苷及黄

酮苷等多种类型。 其中鼠李糖乳杆菌与干酪乳杆菌对

甾体皂苷与三萜皂苷的转化作用较为显著,可将延龄

草苷转化为薯蓣皂苷元,并将熊果酸苷类转化为熊果

酸苷元。 相比之下,枯草芽孢杆菌则对黄酮苷类的转

化效果更好,可将丁香亭 - 3 - O - 半乳糖苷转化为其

苷元丁香亭。 此外枯草芽孢杆菌发酵后黄精中吲哚生

物碱类成分含量增加,如黄精碱 A、3 -醛基吲哚。

图 5　 黄精发酵前后差异成分化学结构式

图 6　 羟基熊果酸葡萄糖三糖苷质谱图、裂解规律及发酵前后样品中响应强度
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图 7　 延龄草苷质谱图、裂解规律及发酵前后样品中响应强度

3　 讨论

苷类化合物作为重要的天然产物之一,广泛存在

于多种植物及传统中草药中。 随着药理学的研究趋于

细致、深入,苷类成分所表现出的多重生物活性,包括

显著的抗炎作用、抗病毒作用、增强免疫功能以及潜在

的抗肿瘤效应一一被证实。 吸引了越来越多研究者的

持续关注与深入探索[5]。 但也暴露了苷类成分口服

吸收率偏低、生物利用度不高的问题。 现代研究为提

高其体内吸收效率,采用微生物转化技术将苷逐步水

解,转化为糖基数更少的低糖苷或苷元,使其更易于在

胃肠道被吸收进入血液循环,从而更充分地发挥其药

理活性。 中药微生物发酵转化技术,不仅在提升中药

原有成分的药效与安全性方面展现出明确优势,也为

创制结构新颖、活性更强的创新药物提供了关键技术

支撑[6]。 β -葡萄糖苷酶可精准识别皂苷的 β - 糖苷

键,并通过水解反应断裂糖基与苷元的连接。 通过该

酶的催化断裂,β - 葡萄糖和相应的配基以游离形式

释出[7]。 在微生物转化过程中,主要发生苷类成分被

β -葡萄糖苷酶水解脱掉葡萄糖,从而使苷元暴露[5]。
鼠李糖乳杆菌、干酪乳杆菌均为乳酸杆菌,在发酵过程

中均能分泌 β - 葡萄糖苷酶。 该酶可水解糖苷键,使
具有生物活性的苷元充分暴露[8 - 9]。 本实验中采用鼠

李糖乳杆菌、干酪乳杆菌发酵黄精,其可能通过独特的

代谢途径,对皂苷类成分进行脱糖、脱氢、氧化等反应,
生成次级苷或苷元,将延龄草苷转化为薯蓣皂苷元。
薯蓣皂苷元作为天然甾体皂苷,具有广泛的生物活性,
可以调节免疫、抗过敏、抗肿瘤,保护心肌以及防治骨

质疏松,是当前合成甾体激素类药物不可或缺的关键

起始原料之一[10]。 枯草芽孢杆菌是一种可厌氧进行

生长繁殖的革兰氏阳性短杆菌,能够有效分泌高分子

量的 β -半乳糖苷酶[11]。 枯草芽孢杆菌的 β -半乳糖

苷酶具有更高的底物亲和力和催化效率,可以异性识

别丁香亭 - 3 - O -半乳糖苷的糖苷键,通过水解反应

去除半乳糖基,生成游离黄酮苷元———丁香亭。 同时,
研究表明枯草芽孢杆菌是生产碱性蛋白酶的传统菌

株,其可能催化黄精内源前体物质(如色氨酸)向吲哚

·32·
2026 年 7 月第 54 卷第 7 期

Vol. 54,No. 7,Jul. 2026
　 　 　 　 　 　 　 　 　 中　 　 医　 　 药　 　 学　 　 报

Acta Chinese Medicine and Pharmacology



生物碱转化[12 - 13]。 研究发现不同菌种发酵黄精时会

产生显著的差异性成分。 这些差异不仅体现在主要成

分的含量和结构上,还可能涉及其他未知的代谢产物

和生物活性物质。 因此,在开发和应用发酵黄精产品

时,需要充分考虑菌种的选择和发酵工艺的优化,以获

得具有最佳药理功效和应用价值的发酵黄精产品。
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Study on Different Components of Rhizoma Polygonati Fermented by Different
Strains Based on High Resolution Mass Spectrometry Flavonoids

ZHAO Xinyang1, LI Mengxue2, GE Wenyu1, WANG Shanshan1

1. Heilongjiang Provincial Hospital, Harbin 150036, China;
2. Heilongjiang Academy of Chinese Medical Sciences, Harbin 150080, China

Abstract　 Objective: To investigate the effect of three different strains on the chemical composition of Polygonatum in
the fermentation process of Polygonatum. Methods: the crushed Rhizoma Polygonati was prepared into a suspension
according to the 30 ∶ 70 ratio of care solution, and the three activated bacterial solutions of Lactobacillus casei,
Lactobacillus rhamnosus and Bacillus subtilis were separately added according to the 5% inoculum. The sample
morphology and the number of viable bacteria were observed. Ultra performance liquid chromatography quadrupole
time - of - flight mass spectrometry (uplc - q - tof - ms) was used to analyze the differential chemical components of
Polygonatum sibiricum before and after fermentation. Results: Rhizoma Polygonati was thickened after fermentation,
with fluidity and sour taste. Milky white folds appeared after fermentation by Lactobacillus rhamnosus and Bacillus
subtilis. On the 6th day of fermentation, Lactobacillus casei and Bacillus subtilis had the highest viable counts, which
were 3. 40 × 108 CFU / g and 2. 62 × 109 CFU / g, respectively; The number of viable bacteria was the highest when
Lactobacillus rhamnosus was fermented for 7 days, which was 2. 59 × 108 CFU / g; Three triterpenoid saponins, 2
flavonoids, 1 organic acid. Conclusion: Lactobacillus rhamnosus and Lactobacillus casei can convert triterpenoid
steroidal saponins into aglycones during the fermentation of Polygonatum sibiricum, and the utilization effect of saponins
is better. Bacillus subtilis can convert flavonoid glycosides into aglycones, and the utilization effect of flavonoid
glycosides is better.
Key words　 Polygonatum; Microbial fermentation; Component transformation; Differential components
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