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摘要：本研究的主要目的是探索红曲霉固态发酵对金银花多酚类物质及其抗氧化活性的影响。实验结果表明，红曲霉固态发酵

金银花的最优工艺参数为含水量 50%、接种量 10%、发酵时间 9 d。发酵后的红曲金银花总酚含量相比未发酵组增加 62.32%，达到

36.00 mg GAE/g DM；而总黄酮含量增加了 40.40%，达到 70.49 mg RE/g DM。经高效液相色谱（HPLC）检测后发现，红曲金银花多

酚提取液中绿原酸含量最高，达到 20.55 mg/g，而且咖啡酸含量与未发酵组相比增加了 55.56%；黄酮类化合物含量也明显增加，其

中异槲皮苷含量达到 1.65 mg/g，槲皮素含量达到 0.24 mg/g，分别是未发酵组的 12 和 18 倍。发酵后的红曲金银花具有较强的自由基

清除能力，其中 ABTS+清除能力提高了 61.39%，DPPH 清除能力提高了 59.28%。本研究表明红曲霉固态发酵能有效提高金银花的多

酚含量，并增强其抗氧化活性。 
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Abstract: The effects of solid-state fermentation of Flos Lonicerae japonicae (FLJ), in the presence of Monascus anka, on its 

polyphenolic content and antioxidative activities were investigated. The optimal fermentation conditions were found to be a substrate water 

content of 50%, an inoculum size of 10%, and a fermentation period of 9 d. The total polyphenolic content of the fermented FLJ was 36.00 mg 

GAE/g DM, which was 62.32% higher than that of the unfermented FLJ. The total flavonoid content was also higher (by 40.40%) at 70.49 mg 

RE/g DM. According to the HPLC results, chlorogenic acid (at 20.55 mg/g) was the most abundant component in the polyphenolic extract, and 

the caffeic acid content was 55.56% higher than that of the unfermented FLJ. The flavonoid content was also significantly increased in the 

fermented FLJ, with isoquercitrin and quercitrin reaching amounts of 1.65 mg/g and 0.24 mg/g, respectively, which were 12 and 18 times higher 

than those of the unfermented FLJ. The fermented FLJ also exhibited stronger antioxidative activities, with the ABTS+ radical- and DPPH 

radical-scavenging activities increased by 61.39% and 59.28%, respectively. Taken together, these results indicate that the solid-state 

fermentation of FLJ in the presence of M. anka can effectively increase the polyphenolic content and antioxidative activities of this Chinese 

herb. 
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金银花（Flos Lonicerae japonicae，FLJ），是忍冬

科（Caprifoliaceae）忍冬属（Lonicera）干燥花蕾或

带初开的花，是一种药用价值极高的药用植物，收录

于《中华人民共和国药典》，味甘性寒、归肺、心、胃

经，具有清热解毒、疏散风热的功效，主要用于痈肿

疔疮、喉痹、丹毒、热毒血痢、风热感冒、温病发热
[1]。大量研究表明，金银花中主要的活性成分为有机

酸类、黄酮类、挥发油类、环烯醚萜苷类、三帖皂苷

类等[2-4]。其中金银花中主要的有机酸包括有绿原酸、

异绿原酸、咖啡酸、原儿茶酸等；而金银花中具有药

理活性的主要黄酮类物质有木犀草素、忍冬苷、金丝

桃苷、槲皮素等[5,6]。 
中药发酵是一种较新的中药加工工艺，是对传统

煎、熬、炼、煮等工艺的改变，该工艺能有效增强天

然产物的生物活性，从而提高其药用保健功能。目前

市面上常见的发酵保健药物包括有片仔癀、淡豆豉、

沉香曲、红曲米等。现有许多研究表明，微生物发酵

技术能影响天然产物多酚类化合物的生物利用度及生

物活性。Liukkonen 等人研究发现，利用酵母对黑麦

进行发酵，会对其植物化学物质产生影响，发酵后黑

麦的多酚含量提高了 2 倍[7]。“康复灵”为灵芝发酵菌

进行生物发酵转化而成的新制剂，主要成分有党参、

薏苡仁、猪茯、灵芝发酵菌、麦冬、淮山药等，该发

酵制剂具有抑制小鼠 S-180 肉瘤生长的作用[8]。另一

项研究表明，酵母固态发酵麦麸可以提高游离态的芥

子酸，香豆酸和阿魏酸的含量，从而显著提高总酚含

量和体外抗氧化活性[9]。天然产物在发酵过程中会伴

随着各种生物活性化合物的生成与转化，从而提高其

生物利用度和生物活性[10,11]。发酵对多酚化合物的影

响与天然产物的种类[12]，微生物种类[13]，和发酵条件，

如温度，pH 和时间[14,15]有关。红曲霉（Monascus）属

于真菌门（Eumycophyta），子囊菌纲（Ascomycetes），
真子囊菌亚纲（Euascomycetes），红曲霉属（Monascus）,
是传统可食用加工菌。红曲霉可以代谢分泌多种功能

性产物，包括酶、脂肪酸、有机酸、油脂、色素、洛

伐他丁、麦角固醇、γ-氨基丁酸等[16,17]。由于代谢产

物丰富，红曲霉在我国有深厚的应用历史，常用于酿

酒、入药、食品发酵和天然色素等方面的加工应用。 
目前关于金银花发酵的研究相对较少，而且主要

集中于液态发酵。成堃等人以金银花、枸杞、全脂奶

粉为原料，接种乳杆菌等微生物进行发酵，制作具有

独特中药风味的金银花枸杞酸奶[18]。于军香和郑亚琴

以蓝莓和金银花为原料，以 LM-8 酵母菌为菌种，发

酵成具有独特风味及保健功能的蓝莓金银花发酵酒
[19]。本文以金银花为基质，利用红曲霉固态发酵技术，

探讨发酵对金银花多酚含量及组成成分的影响，并进

一步探索其生物活性的变化，为金银花的深加工开发

提供科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

红曲霉菌株 Monascus anka（GIM 3.592），保藏于

广东省微生物菌种保藏中心（GDMCC/GIMCC）；金

银花购买于药材市场。 
抗坏血酸（Vc）（≥99.8%）、对羟基苯甲酸

（≥99.8%）、绿原酸（≥99.8%）、咖啡酸（≥99.8%）、

金丝桃苷（≥99.8%）、异槲皮苷（≥99.8%）、木犀草素

（≥99.8%）、槲皮素（≥99.8%）、DPPH（≥99%）、ABTS
（≥99%），美国 Sigma-Aldrich 公司；乙腈（色谱纯），

美国 Fisher 公司；其余试剂均为国产分析纯。 

1.2  仪器与设备 

紫外分光光度计 UV-2802S，尤尼柯(上海)仪器有

限公司；高效液相色谱仪 Waters2695，美国 Waters 公
司；HPLC 紫外检测器 2475，美国 Waters 公司；台式

超速大容量离心机 5804R，Eppendorf 公司。 

1.3  方法 

1.3.1  种子培养及固态发酵 
1.3.1.1  种子培养  

于活化好的种子平板加入 6 mL 0.1%（m/V）Tween 
80 溶液，洗脱红曲孢子，取 3 mL 孢子悬液（约 106
个孢子/mL），接种至含有 50 mL 种子液的 250 mL 锥

形瓶中。种子液于 180 r/min，30 ℃，恒温摇床培养

28 h。 
1.3.1.2  固态发酵 

金银花 5.00 g，置于 250 mL 锥形瓶中，加入适量

的蒸馏水控制其含水量；补充添加 3.00 g 大米粉作为

辅料，搅拌均匀后，于 121 ℃灭菌 30 min。冷却至室

温后，将培养好的种子液接种至发酵基质中，于 30 ℃
恒温培养箱发酵。发酵后的样品于 60 ℃烘干 12 h 后，

粉碎至全部通过 40 目筛，用于样品检测。 
1.3.2  发酵工艺条件优化 

在固态发酵的方式下，影响红曲霉菌的生长代谢

的培养条件主要有培养基成分、接种量、基质含水量、

发酵时间等[20,21]。本文选取发酵基质初始含水量（A）、

接种量（B）和发酵时间（C）为调控因素，以发酵产

物中的总酚含量为指标，进行 L9(34)正交实验优化红

曲金银花的发酵工艺。正交实验的因素与水平见表 1。 
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表1 正交实验因素-水平表 

Table 1 Factors and levels of orthogonal experiments 

水平 

因素 

A.发酵基质初 
始含水量/% B.接种量/% C.发酵时间/d

1 50 10 3 

2 60 15 6 

3 70 20 9 

1.3.3  发酵金银花提取液的制备 
准确称取 0.50 g 干燥的金银花或发酵产物，加入

10 mL 70%乙醇溶液，320 W 超声提取 30 min。样品

提取液用 0.45 μm 孔径滤膜过滤，滤液即为金银花提

取液。 
1.3.4  总黄酮含量的测定 

样品中总黄酮含量的测定利用 AlCl3 比色法[22]。

取 1 mL 适当稀释的提取液于比色管中，用蒸馏水定

容至 5 mL，依次加入 5% NaNO2 0.3 mL，摇匀后静置

5 min，加入 10% AlCl3 0.3 mL，摇匀后静置 6 min，
依次加入 4%的 NaOH 2.0 mL，摇匀后，继续添加 2.4 
mL 70%乙醇定容至 10 mL，静置 15 min，于波长为

510 nm 处测吸光值。样品中总黄酮含量用每克金银花

干重（DM）相当于芦丁的毫克数显示（mg RE/g DM）。 
1.3.5  总酚含量的测定 

总酚含量（TPC）的测定是通过福林酚试剂方法，

并以没食子酸（GAE）表示[23]。取 1 mL 适当稀释的

样品提取液，加入 0.5 mL 福林酚试剂，充分摇匀后，

反应 3~8 min 后，加入 1.5 mL 20%（W/V）Na2CO3溶

液，摇匀，加蒸馏水定容至 10 mL 后，于室温下放置

反应 60 min，于 765 nm 下测定吸光值。样品中总多

酚含量用每克金银花干重（DM）相当于没食子酸的

毫克数显示（mg GAE/g DM）。 
1.3.6  多酚组成成分分析 

采用高效液相色谱（HPLC）法分析，紫外检测

器（DAD）检测样品提取液的多酚组成成分[24]。将适

当稀释后的提取液，用 0.22 μm 有机滤膜过滤后进行

HPLC 检测分析。具体检测方法如下：HPLC 色谱系

统包括 Waters e2695 分离系统和 Waters 2998 PDA 检

测系统；色谱柱为 Sunfire C18 反相色谱柱（250×4.6 
mm，5 μm），柱温 30 ℃；样品进样体积 10 µL；流动

相分 A 相和 B 相，A 相为 0.4%乙酸，B 相为乙腈；

洗脱流速 0.8 mL/min，采取梯度洗脱（0~16 min，11% 
B；16~50 min，17% B；50~60 min，30% B；60~65 min，
80% B；65~70 min，20% B；70~75 min，11% B），洗

脱时间 75 min；PDA 检测器检测波长 200~600 nm， 
 

记录多酚光谱，提取色谱图波长 280 nm。通过对比标

准品的 HPLC 保留时间和 UV 光谱，对提取液的组成

成分进行初步分析鉴定。 
1.3.7  抗氧化活性检测 

DPPH 自由基清除试验：取 200 µL 适当稀释的样

品提取液，加入 3.8 mL 现配的 60 µM DPPH 自由基溶

液，充分混合后，于室温下，暗处，静置反应 60 min
后，于 515 nm 下测吸光值。样品提取液的 DPPH 自

由基清除能力表示为 mg Vc/g[25]。 
ABTS+清除能力实验：ABTS+溶液是由 7 mM 

ABTS 溶液与 2.45 mM 过硫酸钾溶液以 1:1 的体积比

混合，并于室温下，暗处反应 16 h 制得。将新鲜配制

的 ABTS+溶液用蒸馏水稀释至在 734 nm 下吸光值为

0.70±0.02，备用。将 1 mL 适当稀释的样品提取液，

加入 4 mL ABTS+溶液，充分混合后，于室温下，暗处，

静置反应 60 min 后，于 734 nm 下测吸光值。样品提

取液的 ABTS+清除能力表示为 mg Vc/g[26]。 

1.4  数据统计分析 

所有实验数据均进行三组平行，结果采用 Origin 
9.0 进行分析处理。 

2  结果与讨论 

2.1  金银花发酵条件对总酚含量的影响 

表2 红曲霉发酵工艺正交实验结果 

Table 2 Design and result of orthogonal experiment of 

Monascus fermentation 

编号 A/% B/% C/d 总酚含量/ 
(mg GAE/g DM)

1 50（1） 10（1） 3（1） 32.19 

2 50（1） 15（2） 6（2） 33.34 

3 50（1） 20（3） 9（3） 34.38 

4 60（2） 10（1） 6（2） 29.53 

5 60（2） 15（2） 9（3） 31.76 

6 60（2） 20（3） 3（1） 25.95 

7 70（3） 10（1） 9（3） 38.81 

8 70（3） 15（2） 3（1） 21.94 

9 70（3） 20（3） 6（2） 35.74 

K1 33.30 33.51 26.69  

K2 29.08 29.01 32.87  

K3 32.16 32.02 34.98  

R 4.22 4.50 8.29  
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表3 发酵前后金银花总多酚、总黄酮含量的变化 

Table 3 Changes of total phenolic content of unfermented FLJ 

and fermented FLJ (n=3) 

样品名称 总酚含量/ 
(mg GAE/g DM) 

总黄酮含量/ 
(mg RE/g DM) 

未发酵金银花 22.18±6.08 50.21±4.66 

发酵金银花 36.00±0.37 70.49±1.66 

根据表1的正交实验因素-水平表对9组实验组的

发酵金银花进行总酚含量的测定，实验结果见表 2。
实验结果表明红曲霉发酵金银花的最优发酵条件为

A1B1C3，即含水量为 50%、接种量为 10%、发酵时间

为 9 d。三种因素对金银花总酚含量的影响能力依次为

C>B>A。 
在最优发酵工艺条件下发酵金银花，发酵前后的

金银花总酚和总黄酮含量如表 3 所示。发酵后的金银

花总酚含量增加 62.32%，达到 36.00 mg GAE/g DM；

总黄酮含量增加 40.40%，达到 70.49 mg GAE/g DM，

说明红曲霉固态发酵能有效地提高金银花的总酚和总

黄酮含量，从而增强其保健价值。 
微生物固态发酵技术可促进植物基质和谷物产品

的活性成分的释放，从而提高产品的生物活性[27]。红

曲霉一直被广泛用于传统发酵行业，也在中药发酵中

用于增强中药的的生物活性。杨静云等人利用红曲霉

对山楂、决明子、泽泻等中药进发酵转化，发现发酵

产物对高脂血症大鼠血脂水平具有良好的调节作用
[28]。侯衍英等人对中药丹参进行红曲霉固态发酵生物

转化，发酵产物的丹参酮含量达到 1.32 mg/g[29]。丛悦

怡等人研究红曲霉固态发酵人参粉，发现总皂苷质量

分数提高 40%，并推测是由于发酵过程中红曲霉代谢

的 β-葡萄糖苷酶起主要转化作用[30]。本文首次探索了

红曲霉固态发酵对金银花多酚类物质的影响，研究发

现经过 9 d 发酵，金银花的多酚和黄酮含量显著提高

（p<0.05）。红曲霉能分泌大量的酶，包括淀粉酶、β-
葡萄糖苷酶、蛋白酶等水解酶类[31,32]。在发酵过程中，

红曲霉代谢分泌的水解酶类可能通过水解破坏金银花

的细胞壁结构，导致大量的游离态多酚、黄酮的释放，

使得多酚和黄酮含量的增加。 

2.2  发酵对金银花多酚类物质组成的影响 

根据对金银花主要多酚类物质的认识，本研究探

索了发酵前后金银花的 7 种主要多酚化合物的变化，

包括 3 种酚酸（p-对羟基苯甲酸、绿原酸和咖啡酸）

和 4 种黄酮（金丝桃苷、异槲皮苷、木犀草素和槲皮

素）。实验结果显示，发酵前后金银花的多酚组成和含

量均发生改变（见图 1 和表 4）。 

由表 4 可知，7 种金银花主要的多酚化合物在发

酵后含量均有不同程度的提高。对于酚酸类化合物，

绿原酸是金银花中含量最高的，具有较好的药理活性，

通常被作为金银花质量评价的指标。陈康等人利用植

物乳杆菌研制发酵金银花凉茶，发现发酵时间和发酵

温度的增加会导致绿原酸含量的下降，推测是由于绿

原酸性质不稳定被氧化分解[33]。在本研究中，发酵后

的红曲金银花的绿原酸含量能保持在较高水平，达到

20.55 mg/g，说明红曲霉在发酵过程中不会分解利用

绿原酸，而且能保持绿原酸的稳定存在。红曲金银花

的咖啡酸含量在发酵后也提高了 55.56%，达到 0.126 
mg/g。对于黄酮类化合物，发酵后的红曲金银花的异

槲皮苷增长了 12 倍，含量达到 1.65 mg/g，而槲皮素

的含量达到 0.24 mg/g，提高了 18 倍。马宇等人对金

银花纯化固态发酵酿造花酒的活性成分进行研究，发

现金银花酒中含有大量绿原酸、木犀草苷和芦丁等多

酚化合物，推测是微生物转化的结果[34]，但该研究并

未对金银花固态发酵产物进行检测，未能研究固态发

酵对金银花活性成分的影响。 

 
图 1 7种多酚标准品和发酵前后金银花提取液的HPLC图谱 

Fig.1 High-performance liquid chromatographic (HPLC) 

chromatograms of a mixture of 7 standard and phenolic extract 

in unfermented and fermented FLJ. 

注：1：p-对羟基苯甲酸；2：绿原酸；3：咖啡酸；4：金

丝桃苷；5：异槲皮苷；6：木犀草素；7：槲皮素。 

表4 金银花发酵前后主要多酚化合物的含量变化 

Table 4 Contents of identified phenolic compounds in 

unfermented and fermented FLJ. 

多酚化合物 未发酵金银花 
/(mg/g) 

发酵金银花 
/(mg/g) 

p-对羟基苯甲酸 0.17±0.02 0.29±0.04 

绿原酸 19.69±1.57 20.55±0.06 

咖啡酸 0.08±0.01 0.13±0.01 

金丝桃苷 0.20±0.02 0.21±0.02 

异槲皮苷 0.14±0.01 1.65±0.02 

木犀草素 0.06±0.01 0.38±0.01 

槲皮素 0.01±0.01 0.24±0.02 
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多酚类化合物在天然产物中主要有三种存在形

式：可溶性的游离态多酚、缀合态多酚和不可溶性的

结合态多酚。缀合态多酚是指多酚类化合物以酯化与

糖类和其他低分子量化合结合，而结合态多酚是指多

酚类化合物以共价键与细胞壁结构元件结合[23]。对于

天然植物基质的多酚化合物，很少是以可溶性的形式

存在的，大多数是以不溶性的结合态形式存在，而不

溶性的结合态多酚的生物利用度较低[35]。在发酵过程

中，红曲霉通过分泌一系列的水解酶，可能破坏了多

酚类物质与多糖或细胞壁的键合作用，从而使得缀合

态和结合态多酚释放，使得游离多酚的含量增加。而

且红曲霉能够代谢分泌的 β-葡糖苷酶，可以将金银花

中的黄酮糖苷转化为黄酮苷元，从而使得黄酮类化合

物的含量增加[30,36]。 

2.3  发酵后金银花提取液体外抗氧化活性变化 

表5 发酵前后金银花多酚提取液的抗氧化能力 

Table 5 Antioxidant activity of phenolic extract from 

unfermented and fermented FLJ 

抗氧化检测方法 未发酵金银花 
/(mg Vc/g) 

发酵金银花 
/(mg Vc/g) 

DPPH 清除能力 15.14±1.11 24.09±0.87 

ABTS+清除能力 26.98±3.12 43.54±1.66 

 

 
图2 ABTS+自由基清除能力（a）和DPPH自由基的清除能力（b） 

Fig.2 ABTS + scavenging capacity (a) and DPPH radical 

scavenging capacity (b) 

单一的抗氧化实验不能反映样品的抗氧化能力，

本研究采用ABTS自由基阳离子和DPPH自由基清除

活性两种方法来探索发酵后金银花的抗氧化能力的改

变。由表 5 可知，经过 9 d 发酵，在同一浓度下的金

银花提取液的ABTS+和DPPH自由基清除能力均有明

显提高，其中 ABTS+清除能力提高了 61.39%，达到

43.54 mg Vc/g；DPPH 清除能力提高了 59.28%，达到

25.09 mg Vc/g。这说明了发酵后的红曲金银花的抗氧

化活性明显提高，这跟红曲金银花多酚含量增加有关

联作用。 

ABTS+和 DPPH 自由基的半抑制浓度（EC50）是

最常见的评价抗氧化剂的检测参数之一，EC50 值越

低，表明其抗氧化性越高[37]。图 2 是红曲金银花发酵

前后多酚提取液对ABTS+和DPPH自由基的剂量反应

曲线，其中抗坏血酸（Vc）作为正对照。 
经计算，发酵前的红曲金银花的 ABTS+和 DPPH

自由基的EC50值分别为15.77 mg/mL和94.93 mg/mL；
发酵后的 ABTS+和 DPPH 自由基的 EC50 值分别为

13.43 mg/mL 和 36.00 mg/mL；正对照 Vc 的 ABTS+

和 DPPH 自由基的 EC50 值分别为 12.05 mg/mL 和

42.90 mg/mL。 
很多研究表明，微生物发酵能有效提高天然产物

的抗氧化活性。陈学红等人发现乳酸菌发酵能有效地

提高金银花的抗氧化活性[38]；闫占鹏利用金银花提取

液制作金银花发酵醋，发现发酵后其 DPPH 自由基清

除能力提升了 6.14%[39]，说明发酵能提高金银花的抗

氧化活性。红曲发酵金银花的两种自由基的 EC50值均

比未发酵的金银花低，说明发酵过程能有效提高金银

花的抗氧化能力。特别是 DPPH 自由基的清除能力，

发酵后的金银花的 EC50值比 Vc 还低，说明红曲金银

花的多酚提取液具有比 Vc 更强的抗氧化能力，这可

能与红曲金银花的黄酮苷元类物质含量较高有关[36]。 

3  结论 

红曲霉固态发酵可以有效地提高金银花的总酚和

总黄酮含量。发酵后的红曲金银花酚酸和黄酮化合物

含量都有不同程度的提高，特别是咖啡酸、异槲皮苷

和槲皮素。这说明红曲霉发酵过程中代谢分泌的水解

酶类能促进酚类物质的释放。发酵后的红曲金银花具

有更好生物活性，其 ABTS+和 DPPH 自由基清除能力

均高于未发酵金银花。研究成果可为金银花的深加工

提供理论基础。 
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