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原位生物转化法提高槐角中染料木素的含量 
   
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业大学药学院，杭州 310014) 

 
摘要：目的  开发一种生物转化工艺，将槐角中的槐角苷等糖苷转化为活性更高的染料木素，从而提高槐角的中药使用价

值。方法  用米根霉(Rhizopus oryzae)LJH3 菌株的粗酶液生物转化处理槐角，考察料液比、体系 pH、槐角粒径大小和转化

时间对提高槐角中染料木素含量的影响。结果  米根霉 LJH3 的粗酶液转化处理槐角后染料木素含量显著提高。在较优的转

化条件下，即料液比 5∶100，体系 pH 5.0，槐角粒径 0.2 mm，30 ℃条件下转化 32 h，染料木素含量提高到 36.3 mg·g1，较

未转化时的含量提高了 14.5 倍。结论  利用米根霉 LJH3 的粗酶液原位生物转化槐角的转化工艺具有方法简单和产率高的

优点，有较好的工业化应用价值。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To develop a biotransformation process to improve the medicinal value of the Chinese herb 
Sophorae Fructus by converting sophoricoside and other glycosides into genistein. METHODS  Sophorae Fructus was treated 
by biotransformation using crude enzyme from Rhizopus oryzae LJH3. The effects of substrate-enzyme solution ratio, pH, 
particle size of substrate and conversion time on improving the content of genistein in Sophorae Fructus were investigated. 
RESULTS  The content of genistein in Sophorae Fructus was significantly improved after it was treated with crude enzyme 
from Rhizopus oryzae LJH3. The optimum biotransformation conditions were as followings: substrate-enzyme solution ratio 5∶

100, pH 5.0, particle size of substrate 0.2 mm, temperature 30 ℃ and time 32 h. Under these conditions, the content of genistein 
in the biotransformed Sophorae Fructus increased to 36.3 mg·g1, which was 14.5 times higher than that in the untreated one. 
CONCLUSION  The process by in situ biotransformation of Sophorae Fructus using crude enzyme from Rhizopus oryzae 
LJH3 has the advantages of simple operations and high productivity, which shows the potential application in the pharmaceutical 
industry. 
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槐 角 为 我 国 传 统 中 药 材 ， 是 豆 科 植 物 槐

(Sophora japonica L.)的干燥成熟果实(完整的豆

荚)。槐角是历版中国药典均收载的中药品种，也

是槐角丸、地榆槐角丸、脏连丸等中成药的主要

组分，对治疗冠心病、高血压、脑血管栓塞等病

症疗效显著[1]。 
槐角的主要药效成分为槐角苷，又名槐苷、槐

黄苷、染料木素葡萄糖苷等，中国药典 2015 年版

要求槐角干燥品中，槐角苷含量不得<3.0%[2]。除

了含有槐角苷之外，槐角还含有染料木苷、槐角

双苷、染料木素-7-双葡萄糖苷和染料木素-7,4’-
双葡萄糖苷等，这些糖苷的苷元都是染料木素[3]。

染料木素又称染料木黄酮、染料木因和金雀异黄

素等，属于异黄酮类化合物，它结构与雌二醇类

似，因此有植物雌激素之称，具有抗炎、抗生育

和预防骨质疏松症等疗效[4]。近年来不少学者对染

料木素的生物活性进行了研究，发现其还具有抗

氧化、降血脂、抗肿瘤和抗辐射等功效[5-6]，作为
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药品或保健品的应用日趋广泛。 
目前，染料木素的生产方法是从槐角和大叶

千斤拔等植物中提取，其在槐角中的含量仅为

2 mg·g1 左右[7]，致使生产成本较高。槐角中含有

多种染料木素的糖苷，且含量较高，特别是槐角

苷，这些糖苷可以水解转化为染料木素，已有文献

报道采用酸水解[8-10]、酶转化[11-13]或微生物转化[14]

槐角或其提取物，染料木素提取率可以显著提高。

但是，酸水解专一性差，容易破坏苷元的结构，

导致产物收率不高；而利用商品糖苷酶(如淀粉酶、

纤维素酶或 β-葡萄糖苷酶等)转化处理槐角，只能

转化少数种类的染料木素糖苷，且存在成本高的

缺点；微生物转化处理槐角，因菌体产生多种糖

苷酶，可以将几种染料木素糖苷都转化为染料木

素，而且微生物产生的多糖水解酶对槐角结构组

织水解，从而有利于染料木素的释放和溶出。Feng
等[14]利用固定化黑曲霉(Aspergillus niger)和酵母

细胞转化槐角，槐角中染料木素从 0.55 mg·g1 提

高到 18.95 mg·g1，提高了 34.45 倍。用固定化微

生物细胞生物转化槐角，优点是固定化细胞可以

重复利用，但细胞的固定化限制了酶的扩散，酶

与颗粒性底物不能充分接触而影响转化效率，所

以该研究的槐角苷转化率仅有 47.04%(槐角中的

槐角苷从 46.94 mg·g1 降低至 22.08 mg·g1)。本研

究用从槐角的微生物富集培养物中分离的米根霉

(Rhizopus oryzae)LJH3 菌株粗酶液生物转化处理

槐角，优化了转化工艺条件。经转化的槐角中，

染料木素含量显著提高，且转化工艺具有方法简

单和产率高的优点，有较好的工业化应用价值。 
1  材料与仪器 
1.1  仪器 

LC-20AD 型高效液相色谱仪(日本岛津仪器

有限公司)；LS-B50L 型高压蒸汽灭菌锅(上海华线

医用核子仪器有限公司)；SW-CJ-1B 型洁净工作台

(苏州安泰空气技术有限公司)；SPX-250B 型生化

培养箱(上海博迅实业有限公司)；ZHWY-2102 型

恒温振荡培养箱(上海智城分析仪器有限公司)；

AS3120B 型超声波清洗机(天津奥特赛恩斯仪器有

限公司)。 
1.2  材料 

菌种：米根霉(Rhizopus oryzae)LJH3，从槐角

粉的微生物富集培养物中分离[15]，保藏于广东省

微生物菌种保藏中心，保藏编号：GDMCC No: 
60145。 

中药饮片槐角购自安徽亳州药材市场，产地

为河北保定，经舟山市食品药品检验检测研究院

郑国平主任中药师鉴定为豆科植物国槐(Sophora 
japonica L.)的干燥成熟果实。槐角苷和染料木素

(西安沃森生物科技有限公司，批号：20170708，

20170439；纯度均≥98%)。其他试剂均为市售分

析纯、色谱纯或生化试剂。 
1.3  培养基 

平 板 培 养 基 ： 马 铃 薯 200 g·L1 ， 葡 萄 糖

20 g·L1，琼脂 20 g·L1；种子培养基：酵母浸粉

9 g·L1，蛋白胨 5 g·L1，麦芽糖 8 g·L1，MgSO4·7H2O 
1 g·L1，NaCl 5 g·L1，pH 6.0；产酶培养基：酵母

浸粉 12 g·L1，蛋白胨 7 g·L1，麦芽糖 11 g·L1，

NaCl 5 g·L1，MgSO4·7H2O 1 g·L1，pH 7.0。 
2  方法 
2.1  米根霉产酶培养 

米根霉 LJH3 接种于平板培养基，28 ℃培养

48 h；挑取菌丝接种 50 mL 种子培养基，于 30 ℃、

200 r·min1 恒温振荡培养 24 h 得种子液；移取 5 mL
种子液接种至 100 mL 产酶培养基，于 30 ℃、

200 r·min1 恒温振荡条件培养 3 d。培养液经布氏

漏斗过滤除去菌体，澄清的滤液即为粗酶液。 
2.2  生物转化方法 

取 100 mL 粗酶液于 250 mL 三角烧瓶中，加

入按实验设计料液比的槐角(粉碎后过 80 目筛，粒

径 0.2 mm 左右)，塑料膜封口，于 30 ℃、200 r·min1

条件下转化一定时间。转化结束后，转化液经布氏

漏斗过滤，滤饼 85 ℃烘干，待染料木素含量分析。 
2.3  分析方法 

染料木素的含量采用 HPLC 分析，具体操作

为：1 g 槐角粉于 20 mL 的甲醇中，于室温，40 kHz，

100 W 条件下超声提取 30 min，过滤得甲醇提取

液。依据提取液中染料木素含量的高低，用甲醇

作适当倍数稀释，经 0.22 µm 微孔滤膜过滤后

HPLC 分析。HPLC 分析条件：色谱柱为 Phenomenex 
Luna C18 柱(250 mm×4.6 mm，5 µm)，柱温为室温；

体 积 比 60 ∶ 40 的 甲 醇 和 水 等 度 洗 脱 ， 流 速

0.8 mL·min1，检测波长 260 nm，进样量 20 μL。

由相同分析条件下的染料木素浓度—峰面积标准

曲线，计算被测槐角中的染料木素的含量。 
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3  结果与分析 
3.1  不同方法处理槐角后染料木素含量比较 

5 g 的槐角粉加入到 100 mL 的蒸馏水(阴性对

照)、2.5 mol·L1 盐酸水溶液或米根霉 LJH3 粗酶液

中，30 ℃、200 r·min1 条件下转化 24 h 后，HPLC
分析槐角粉中染料木素含量，结果见图 1。 
 

 
 
图 1  不同方法水解处理槐角后染料木素含量比较 
Fig.1  Comparison of genistein content in Sophorae Fructus 
hydrolysed by different methods 

 

由图 1 可知，在蒸馏水环境中，槐角中染料

木素含量没有显著变化；在 2.5 mol·L1 盐酸环境

中水解，染料木素含量显著增加，由未处理时的

2.34 mg·g1 提高到 10.3 mg·g1，提高了 3.4 倍；相

比之下，经米根霉 LJH3 粗酶液转化后的槐角，染

料木素含量则提高到 29.5 mg·g1，提高了 11.6 倍。

结果表明米根霉LJH3 发酵制备的粗酶液可以很好

地将槐角中的槐角苷转化为染料木素。 
3.2  料液比对提高染料木素含量的影响 

100 mL 的米根霉 LJH3 粗酶液中加入 1~5 g 的

槐角粉，即料液比(g∶mL)分别为 1∶100，2∶100，

3∶100，4∶100 和 5∶100。30 ℃、200 r·min1 转化

24 h后，HPLC分析槐角粉中染料木素含量，结果见

图 2。 
 

 
 
图 2  料液比对提高染料木素含量的影响 
Fig.2  Effects of the substrate-enzyme solution ratio on 
increasing the genistein content 

由图 2 可见，随着料液比的增大，染料木素

含量提高的倍数逐渐降低，在料液比为 1∶100 时，

槐角中染料木素的含量可以提高 21.5 倍，料液比

提高到 5∶100 时，染料木素的含量可以提高 11.2
倍，虽然高料液比时转化染料木素的含量提高的

幅度偏低，但是从转化工艺的效率来看，高料液

比的方法具有更高的生产效率，所以选择 5∶100
的料液比做进一步工艺优化。 
3.3  槐角粒径大小对提高染料木素含量的影响 

槐角粉碎成不同粒径大小，其中 7.0~10.0 mm
的粒径为槐角豆荚从种粒间切断。5 g 不同粒径大

小的槐角加入 100 mL 的米根霉 LJH3 粗酶液中，

30 ℃、200 r·min1 转化 24 h 后，HPLC 分析槐角

粉中染料木素含量，结果见图 3。 
 

 
 
图 3  槐角粒径大小对提高染料木素含量的影响 
Fig.3  Effects of the Sophorae Fructus sizes on increasing 
the genistein content 

  
随着槐角粒径的增加，染料木素含量提高的

倍数逐渐降低，槐角的粒径越小，有利于底物与

酶的接触，所以转化率越高。所以选择 0.2 mm 槐

角粒径做进一步工艺优化。从槐角种粒间切断(即
粒径为 7.0~10.0 mm)后直接进行原位生物转化，经

过 24 h 后，虽然染料木素含量只提高了 5.54 倍，

但可以基本保持槐角的外形，如作为中药饮片使

用将更加方便。 
3.4  体系 pH 对提高染料木素含量的影响 

米根霉 LJH3 发酵制备的粗酶液 pH 在 6.0 左

右，不一定是适合槐角原位生物转化的适宜 pH。

用 pH 缓冲剂调节米根霉 LJH3 粗酶液的 pH 至

4.0~7.0，5 g 槐角粉加入 100 mL 不同 pH 的粗酶液

中，30 ℃、200 r·min1 转化 24 h 后，HPLC 分析

槐角粉中染料木素含量，结果见图 4。 
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图 4  转化体系 pH 对提高染料木素含量的影响 
Fig. 4  Effects of conversion system pH on increasing the 
genistein content 

 
由图 4 可见，转化体系 pH 为 5.0 时，槐角中

染料木素含量提高的倍数最高，过高或过低的 pH
均不利于转化。 
3.5  转化时间对提高染料木素含量的影响 

提高料液比后，延长转化时间能提高产物的

得 率 。 在 转 化 体 系 料 液 比 5∶ 100， 槐 角 粒 径

0.2 mm，pH 5.0，30 ℃条件下，米根霉 LJH3 的粗

酶液转化处理槐角，染料木素含量提高倍数的时

间曲线见图 5。 

 

 
 

图 5  转化时间对提高染料木素含量的影响 
Fig.5  Effects of conversion time on increasing the genistein 
content 

 
由图 5 可见，在料液比为 5∶100，转化 32 h

时，染料木素含量达到最高值，达到了 36.6 mg·g1，

较未转化时的 2.34 mg·g1 提高了 14.5 倍。 
染料木素对照品、未经生物转化和经生物转

化(料液比 5∶100)槐角粉的 HPLC 分析图谱见图

6。可以看出，未经转化的槐角粉中，染料木素的

含量较低，经转化后，染料木素的含量大幅度提

高，而它的糖苷含量已经降至较低。HPLC 分析表

明未经转化的槐角中槐角苷的含量为 64.7 mg·g1，

经转化后的槐角中的染料木素含量为 36.3 mg·g1，

由此计算得槐角苷的摩尔转化率达到 89.9%。 

 
 

图 6  染料木素对照品(A)、未经生物转化(B)和经生物转

化(C)的槐角 HPLC 图 
Fig.6 HPLC chromatograms of standard genistein(A), 
Sophorae Fructus without(B) and with biotransformation(C) 

 
4  结论 

染料木素在医疗和保健领域的开发价值潜力

巨大，经济有效的生产方法是满足市场需求的前

提，现有从槐角等植物中直接提取法，收率低，

原料不能充分利用。本研究采用原位生物转化法

处理槐角，槐角经过粉碎，或者简单的切断基本

保持外形，用米根霉 LJH3 发酵的粗酶液处理，其

中的槐角苷等染料木素糖苷转化为染料木素，含

量可以从原料的 2.34 mg·g1 提高到 36.3 mg·g1，

提高了 14.5 倍，槐角苷的摩尔转化率达到 89.9%。

经过转化处理的槐角，如作为中药饮片使用，基

于染料木素的疗效将更显著；如作为染料木素提

取生产的原料，产率将大幅提高，从而降低生产

成本。 
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