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5678法测定红曲中酸型与内酯型 *&9+:&’;9<
朱 华， 许赣荣， 陈 蕴

（江南大学 工业生物技术教育部重点实验室，江苏 无锡!-2#"3）

摘 要：功能性红曲产品中的*&9+:&’;9<包括酸型和内酯型两种成分(采用5678法，色谱柱为

=>?@A1B@8C-0，$!D，!$#DDE2(3DD，柱温!0F，!（乙腈）G!（#(-H／I7磷酸水溶液）J3$G
"$为流动相，紫外检测器波长为!"09D，可同时对酸型和内酯型的*&9+:&’;9<进行定量检测，线

性关系和重复性均满足要求(固体红曲样品可以用甲醇直接萃取，液态的红曲样品在甲醇萃取之

前需调整K5值3"4，测定结果能反映原样品中两种形态*&9+:&’;9<的含量(色素对*&9+:&’;9
<检测存在一定影响，但对于多数功能性红曲色价低、*&9+:&’;9<高的特点，这一影响作用较轻，

可以忽略(
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红曲是我国的传统发酵产品，长期用于食品着

色和酿酒(近年来，对红曲霉功能性代谢产物的研

究十分活跃(红曲产品中具有降血脂作用的功能性

成分有 多 种，-.4.年，日 本 远 藤 章［-］从 红 曲 霉 属
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［!"#$%&’%(’)*(（红色红曲霉）］的培养液中获得一

种胆固醇合成抑制剂!"#$%"&’#(（莫纳可林(，也

作)"*$+,$,’#，!-*’#"&’#），它能有效抑制胆固醇生

物合成中的关键酶.!/01"2（30羟基030甲基0戊二

酰基0辅酶2还原酶）的活性，从而能调节人体内异

常血脂的作用4其后，又从!+(’)*(培养物中获得

抑制胆固醇合成的物质莫纳可林5，6，)，!等，总

称 !"#$%"&’#+［7!8］，但 起 主 要 作 用 的 物 质 是

!"#$%"&’#(，即洛伐它汀4
!"#$%"&’#(在常态下是透明的针状结晶，不

易溶于水，易溶于甲醇、乙醇、丙酮、氯仿和苯；分子

式：178.39:;（内酯型），相对分子质量：8<84;;；结构

式见图=4在酸性条件下有酸型和内酯型两种形态4

图! 酸性环境下莫纳可林"两种形态的动态平衡

#$%&! ’()(*+,-./0,/1-.-234-.5-*(+-)$*"$*(+$6
+-*6$/$-*

关于!"#$%"&’#(的测定，目前采用最多的是

.>)1法4?’#%-#,>4/@&&"等人在A<年代经过反

应形 成 的 洛 伐 他 汀 衍 生 物，用 反 相 .>)1法 对

)"*$+,$,’#进行定量测定［;］4目前基本上已形成了

以1=A柱作为分离柱，联合紫外检测（73B#C或73<
#C），采用乙腈或甲醇和磷酸水溶液混配比作为流

动相的.>)1检测方法［9!A］4有的方法［D］在.>)1
之前，也采用柱分离色素的预处理方法；在精度要

求不高时，也利用!"#$%"&’#(在73B#C波长处有

最大吸收而采用紫外分光光度法测定［=<］，或薄层扫

描法测定［==］4目前还有采用EF1（超临界流体色谱）

测定)"*$+,$,’#的方法［=7］，该方法具有检测速度

快、灵敏度高、节省有机流动相的优点，但由于设备

条件的限制，目前还没有得到普遍应用4
当前，功能性红曲 !"#$%"&’#(的.>)1检测

方法，照搬了美国药典中土曲霉内酯式洛伐它汀的

检测方法4土曲霉发酵的洛伐它汀，大部分原是酸

型，但经过提纯精制，全部都转化为内酯式4因此，

检测 内 酯 型 是 无 可 非 议 的4根 据 参 考 文 献 报

道［9!=3］，发酵液中的!"#$%"&’#(是以两种形态存

在，即闭环的内酯型结构和开环的酸型结构4功能

性红曲米，无需经过提纯处理4!"#$%"&’#(一般同

时存在两种形态，不能照搬美国药典中洛伐它汀的

检测方法4在以往的报道中，多数研究结果只反映

了红曲中 !"#$%"&’#(的总量，有的甚至仅检测内

酯型!"#$%"&’#(［D］，而忽略了两种类型的比例，因

此不能真正体现红曲产品的降脂价值4
酸型!"#$%"&’#(对.!/01"2还原酶的抑制

能力比内酯型的更为有利，当 !"#$%"&’#(的内酯

型结构转变成酸型结构后，抑制能力大约提高一

倍［=8］4检测红曲样品时要明确得到其中 !"#$%"&’#
(的两种形态各自的含量和比例4当然，在测定过

程中，样品经过不同的预处理，莫纳可林 (既可成

为内酯形结构，也可成为酸式结构，这两种结构的

物质用.>)1测定时的出峰时间是不同的；只要控

制好整个测定的条件，就能使测定的最终结果真实

反映样品中两种形态的!"#$%"&’#(的含量4
目前国内功能性红曲产品，质量参差不齐，甚

至有掺入洛伐它汀的现象，也没有一个权威的国家

标准检测方法可同时检测功能性红曲中两种类型

!"#$%"&’#(4针对这一现状，作者开展了本课题的

研究4

! 材料与方法

!&! 红曲样品及试剂

红曲样品：本实验室自制或其他来源；菌种：本

实验室保藏的红曲霉DD<=菌种；洛伐他汀（内酯型

!"#$%"&’#(）纯品：浙江海正药业提供，并由此自制

酸型!"#$%"&’#(；3种纯红曲色素来自可口可乐公

司： 紫 色 素 （ !"#$+%"G@HG$C’#-）、 橙 色 素

（!"#$+%"G@HG’#-）和黄色素（2#I$J&$*’#），其中发现

紫色素和橙色素都不是色谱纯，.>)1检测下有较

小的杂质峰；乙腈为色谱纯，其他药品均为分析纯4
!&7 5-*(+-)$*"的测定方法

!474! !"#$%"&’#( 标 准 样 品 的 处 理 方 法

!"#$%"&’#(的内酯型标样和酸型标样分别配制，

其内酯型标准样品直接溶解于甲醇或乙腈4酸型标

准溶液在2I’G$K#L"方法［=8］的基础上，加以改进，

在碱性条件下水解内酯型!"#$%"&’#(，使之转化为

酸型结构4
!4747 红曲发酵产品的处理方法 红曲发酵有液

态发酵和固态发酵两种4固态发酵的产物（红曲米

等）最终研磨成粉状（过A<目）后进行萃取4经过冷

冻干燥、喷雾干燥等制得的红曲液态发酵产品，其

萃取方法与固态发酵产品萃取方法相同4
固态发酵样品和液态发酵液干粉的萃取：称取

<4;M（或其他量）样品，加入适量甲醇，;<N水浴=
O，中间间歇振荡3!8次，最终定容到7;C)4
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发酵液的萃取：量取!"#发酵液，加入甲醇近

$%"#，!%&水浴’(，中间间歇振荡)!*次，最终

定容到$!"#+
!+"+# 红曲米色价的测定’ 红曲米研磨（过,%
目），称取%+!-（或其他量）样品，加入适量体积分

数.%/乙醇，!%&水浴’(，中间间歇振荡)!*
次，最终定容到$!"#+在!%!0"处测定12值+

色价计算公式：色价312值4稀释倍数（5／-）

!+"+$ 高 效 液 相 色 谱 仪 及 色 谱 条 件’ 色 谱 仪：

67’’%%；色谱柱：819:;<=:>?’,，!""，$!%""
4*+@""；流动相：!（乙腈）A!（%+’-／B#磷酸水

溶液）3@!A)!；柱温：$,&；紫外检测波长：$),0"；

流量：’"#／"C0；进样量$%"#；样品经%+*!""滤

膜过滤后用67#>法测定+

" 结果与讨论

"%! &’()*’+,(-标准样品的制备和检测

"+!+! 内酯型DE0FGEHC0I标准样品的制备和检

测 内酯型DE0FGEHC0I（#EJFKLFLC0）可直接溶于甲

醇或乙腈，配成标准溶液，67#>图谱见图$（左）所

示+标样内酯型DE0FGEHC0I的"#为’$+’MM"C0，

单一峰+使用甲醇或乙腈作溶剂时，相同质量浓度

的标准样品在67#>检测中得到几乎相同的保留

时间和相对峰面积+内酯型 DE0FGEHC0I标样的甲

醇溶液在*&冰箱中保存长时间后（’个月）会变

质，在色谱图中出现杂峰，而乙腈溶液则长时间（至

少$个月）保存不变质+因此配置内酯型DE0FGEHC0
I标样时，宜使用乙腈为溶剂+
"+!+" 酸型DE0FGEHC0I标准样品的制备和检测

’ 按照文献［’*］中的方法配制!%"-／#的酸型标

样在67#>图谱中呈现一个单一的峰，但制备得到

的水溶液中有悬浮状的不溶结晶物存在+在此标准

样品溶液中加入甲醇后使悬浮结晶物全部溶解，然

后用67#>法测定+结果发现，色谱图上除原有的

酸型DE0FGEHC0I峰外，又出现一内酯型DE0FGEHC0
I峰+这说明，上述方法未能使内酯型DE0FGEHC0I
完全转化为酸型DE0FGEHC0I+改进的方法是，调整

N6值并加入甲醇，将标准样加热处理后，可得到酸

型DE0FGEHC0I单一峰，其保留时间"# 为.+’)$
"C0（ 见 图$，右）+这 一 处 理 方 法，可 以 使 酸 型

DE0FGEHC0I的标样质量浓度提高到$%%"-／#，以

满足检测的需要+
"+!+# 67#>检测 DE0FGEHC0I质量浓度与相对

峰面积的标准曲线 分别对DE0FGEHC0I的酸型和

内酯型两种标准样品进行检测，质量浓度均分为!，

’%，$!，!%，’%%，$%%"-／#，结果见图)+

左图：内 酯 型 DE0FGEHC0I，"#3’$+’MM"C0；右 图：酸 型

DE0FGEHC0I，"#3.+’)$"C0

图" 标准样品色谱图

.,/%" 0123*45’6)7’/5)68’987)(:)5:8)6;+<8
由图)可以看出，在!!$%%"-／#的质量浓度

范围内，内酯型和酸型的 DE0FGEHC0I都和峰面积

有着很好的线性关系+测定时将样品中DE0FGEHC0I
质量浓度控制在此范围内就可以较为真实的反映

样品中DE0FGEHC0I的含量+

图# 内酯型、酸型&’()*’+,(-标准样品质量浓度与

相对峰面积的线性关系

.,/%# 2,(<)55<+)7,’(84,;=<7><<(74<*’(7<(7’97>’
9’568’9&’)(*’+,(-)(:5<+)7,?<;<)@)5<)

"+!+$ 重复性实验’ 对本实验室的红曲霉MM%’发

酵液样品进行萃取，萃取液重复进样!次，结果见

表’+其结果说明，该检测条件有着很好的重现性，

完全满足样品检测的需要+
"%" 色谱流动相和萃取时溶液;0值对酸型和内

酯型&’()*’+,(-之间相互转化的影响

"+"+! 色谱流动相N6值对两种形态DE0FGEHC0I
相互转化的影响 根据资料，内酯型 DE0FGEHC0I
和酸型DE0FGEHC0I根据环境N6值不同可以相互

转化：在碱性环境中，主要以开环的酸型存在，在酸

性环境中，两者共存［.，’)］+实验采用!（乙腈）A!
（%+’-／B#磷酸水溶液）3@!A)!的流动相为一酸性

,* 无 锡 轻 工 大 学 学 报 第$$卷
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环境，!"#$%"&’#(的两种标样在高效液相色谱检

测过程中一直保持着各自的形态，没有发生任何转

化)标样的检测结果说明，采用这一流动相可以同

时对!"#$%"&’#(的两种形态进行检测)
表! 红曲霉""#!发酵液萃取液重复测定结果

$%&’! $()*)+)%,%&-.-,/01,()%2%./3-3*)34.,01)5,*%6,
30.4,-0201!"#$%&’%%()""#!&*0,(

项 目
!"#$%"&’#(形态

酸型 内酯型

!"#$%"&’#(
质量浓度／
（*+／,）

--.)/. 0)01
--.)23 0)04
--.)43 0)04
--.)4- 0)02
--.)32 0)02

平均值／（*+／,） --.)4/ 0)04
偏差／（*+／,） .)-.4 .).10
变异系数／5 .).63 .)422

7)7)7 溶 液 78 值 对 萃 取 过 程 中 两 种 形 态

!"#$%"&’#(相互转化的影响 !"#$%"&’#(的两

种形态在溶液中保持一定的平衡，溶液78值的改

变将使这一平衡随之发生变化)在样品萃取时又加

入了甲醇作为萃取剂，因此需要了解在有机萃取剂

甲醇的影响下，溶液的78值对!"#$%"&’#(两种形

态的转化规律)这样才能控制一定的样品溶液78
值，使结果能真实反映原样品中 !"#$%"&’#(两种

形态的比例)对于干燥的固体红曲样品，可以近似

认为没有水分存在，而甲醇的离解常数非常小，远

小于水，因此在用甲醇萃取时基本上不存在甲醇溶

液中!"#$%"&’#(两种形态发生互变的情况)为了了

解发酵液萃取过程中的这一规律，设计如下实验：

在仅含有内酯型!"#$%"&’#(的甲醇9水溶液

（甲醇体积分数约1.5）中用:$;8溶液调至不同

的78值，在仅含有酸型!"#$%"&’#(的甲醇9水溶

液中用8<&调至不同的78值)3.=水浴->后，测

定溶液中内酯型洛伐它汀和酸型洛伐它汀含量，结

果见图?)
图?表 示 不 同78 值 条 件 下，纯 的 内 酯 型

!"#$%"&’#(在溶液中被转化成酸型 !"#$%"&’#(
的转 化 率（右 侧 曲 线）和 不 同78值 下 纯 的 酸 型

!"#$%"&’#(在溶液中被转化成内酯型!"#$%"&’#(
的转化率（左侧曲线）)从图中可以看出，在此样品

萃取过程中，当78值小于2时，内酯型 !"#$%"&’#
(能 较 为 稳 定 的 存 在，当78值 大 于4时，酸 型

!"#$%"&’#(能较为稳定的存在)对比图中两条曲

线可以发现，碱性条件下!"#$%"&’#(的内酯型非

常容易转化成酸型，而酸性条件下其酸型转化成内

酯型却相对不易)因此可以得知，当78值位于4!2
的范 围 内 时，采 用 本 萃 取 方 法 萃 取 测 定 样 品 中

!"#$%"&’#(两种形态的含量，可以较为真实地反映

原来样品中两种形态的!"#$%"&’#(的组成比例，同

时两者之和即为被测液中的!"#$%"&’#(总量)

图8 溶液+9值对:02%60.-2;两种形态相互转化的

影响

<-=’8 >11)6,01,()+901,())5,*%6,30.4,-0202,()
602?)*3-0201,@010*A301:02%60.-2;

此外，在酸性条件下将酸型 !"#$%"&’#(转化

成内酯型 !"#$%"&’#(的实验中，当溶液酸性很强

时（78!1），除了检测得到!"#$%"&’#(的两种形态

物质外，还 发 现 另 一 物 质，其 出 峰 时 间 比 内 酯 型

!"#$%"&’#(大约晚-*’#)参照文献［2］，这种物质

应是甲酯化!"#$%"&’#()
7)7)B !"#$%"&’#(两种形态在发酵液中的变化

规律 发酵液本身就是一个具有特定78值的缓冲

体系，!"#$%"&’#(的两种形态在这样一种溶液中

也有着一定的平衡)控制一定的培养基配比和培养

条件，可以使液态发酵液有着各种不同的78值，随

机抽取?0个点，作散点图见图3)

图C 发酵液最终+9值与发酵液中:02%60.-2;两种

形态比例的关系

<-=’C $()*).%,-023(-+&),@))2,()1-2%.+9 01
1)*A)2,%,-02&*0,(%2D*%,-001,@010*A301
:02%60.-2;-2&*0,(
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从图!可见，发酵液的"#值对$%&’(%)*&+的

两种形态的组成有重要的影响,发酵液"#值较低

时（"#!!），发酵液中有较多的内酯型$%&’(%)*&+
存在；随 着 发 酵 液"#值 的 升 高，发 酵 液 中 酸 型

$%&’(%)*&+的含量随之增加；"#值在-以上时，

发酵液中的$%&’(%)*&+绝大部分都以酸型存在,
在无$%&’(%)*&+产量、"#值-,.!-,/的发

酵液中添加纯内酯式$%&’(%)*&+，分别于0/1继

续培 养23和023，发 酵 结 束 后 检 测 发 酵 液 中

$%&’(%)*&+含量,结果表明，无论是经过23还是

023，$%&’(%)*&+在发酵液中均完全以内酯型存

在，说明内酯型 $%&’(%)*&+在发酵液中较难转变

成酸型$%&’(%)*&+,由此推测，红曲霉在发酵代谢

过程中合成 $%&’(%)*&+时主要以酸型存在,图-
所示为本实验室红曲霉4456菌种液态发酵的发酵液

（"#值-,2）用甲醇萃取后#789法检测的色谱图,

酸型$%&’(%)*&+标样!":-,2-4;*&；内酯型$%&’(%)*&+标

样!":65,/!0;*&；发酵液"#-,2

图! 红曲霉""#$发酵液的%&’(色谱图

)*+,! %&’(-./01230+/21043.545/156323*067/03.
04!"#$%&’%%()""#$

8,9 色素对:062-0;*6<检测的影响

色素与 $%&’(%)*&+在分子上有着相似的结

构，对0.<&;波长的紫外光同样产生吸收，因此有

必要考察红曲产品中的色素对 $%&’(%)*&+测定

的影响,
表0显示，在.种色素和 $%&’(%)*&+标准样

混合液的#789图谱中，紫色素和橙色素很难与酸

型$%&’(%)*&+分开，黄色素和内酯型$%&’(%)*&+
可以基本分离开,峰面积／检测量的比值反映这一

色谱条件对不同物质的选择性，在0.<&;波长的

紫外光检测条件下，同样的检测量所对应的峰面积

相差很大；$%&’(%)*&+的两种形态的这个比值远

比色素的大，这使得在这一色谱条件下，对含量较

少的色素的样品进行$%&’(%)*&+的准确检测成为

可能,而.种色素中，紫色素对$%&’(%)*&+检测的

影响相对最大,峰面积／=>（
最大吸收
峰波长处）的比值反映出.

种色素在相同色价下，紫色素在#789下的峰面积

响应值最大,
表8 :062-0;*6<和色素的%&’(响应值

=27,8 %&’(/5>?06>5@2;A5>04:062-0;*6<26B?*+1563>

$%&’(%)*&+
标样或色素

出峰
时间／

;*&

单位检测量
的相对
峰面积

峰面积／

=>（
最大吸收
峰波长处）

酸型

$%&’(%)*&+ -,-26 .55!,< ?

内酯型

$%&’(%)*&+ 66,66- .660,5 ?

紫色素
（$%&’@(%ABCA’;*&D）-,/5- 66!/,6 6.--,<（!6-&;）

橙色素
（$%&’@(%ABCA*&D） -,-.! 262,. 0-0,5（2-2&;）

黄色素
（E&F’G)’H*&） 66,<5- 2!0,< -4<,<（.<<&;）

本 实 验 室 曾 采 用 不 同 的 流 动 相 以 使 酸 型

$%&’(%)*&+与紫色素、橙色素相分离，发现当采用

#（乙腈）I#（5,6J／K8磷酸溶液）:!5I!5的流动

相时，各种组分出峰时间分别为：酸型$%&’(%)*&+
6/,.-<;*&，内酯型$%&’(%)*&+.-,6!6;*&，紫色

素6<,--2;*&,这时可以将酸型$%&’(%)*&+和与

之影响较大的紫色素相互分离,为了对比这两种流

动相以及红曲色素存在对 $%&’(%)*&+检测的影

响，分别采用这两种流动相，对目前市场上的某!
种功能性红曲产品进行检测，结果见表.,

从表.可见，富含 $%&’(%)*&+的功能性红曲

产品往往具有较低的色价，其中的色素含量一般较

低,当在红曲产品中含有较高的$%&’(%)*&+时（如

样 品 L6，L0，L.，L2），两 种 流 动 相 下 测 得 的

$%&’(%)*&+两种形态的含量均十分接近；而在红

曲产品中$%&’(%)*&+含量很少时（如样品L!），两

种流动相下测定的量就有较大的差别，采用流动相

E测得的 $%&’(%)*&+含量明显多于采用流动相M
测得的含量,这于流动相E对色素与 $%&’(%)*&+
的分离效果较差有关，特别受紫色素的干扰较大,
鉴于功能性红曲中色素少、$%&’(%)*&+含量高的

特点，功能性红曲中的色素对 $%&’(%)*&+检测的

影响不是很大，因此一般可以采用流动相E，#（乙

腈）I#（5,6J／K8磷酸溶液）:-!I.!进行检测,采
用流动相E具有检测时间短、减少溶剂仪器等消耗

费用的优点,对于少数色素很高的功能性红曲产

品，可以采用流动相M，它能相对较好地分离各种色

素和$%&’(%)*&+，但溶剂消耗量大，分析时间较长,
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表! 两种不同色谱流动相对"种功能性红曲产品的检测结果

#$%&! #’($)$*+,-,.(,/*012"3-)4,122/)50-1)$*61)$,5/,.(4.-5(7-0’0714-22(.()081%-*(9’$,(,

红曲

样品

色价!"!#$／

（%／&）

酸型’(#)*(+,#-质量／（$&／.&）

色谱流动相/
（!"标012345$,#）

色谱流动相6
（!"标0732718$,#）

内酯型’(#)*(+,#-质量／（$&／.&）

色谱流动相/
（!"标0772779$,#）

色谱流动相6
（!"标09!2!"5$,#）

:7 ;428 ;49129 ;57425 57;!27 577424

:8 7482! ;38924 ;4;!2; 187924 111"25

:9 8324 988724 98;;24 754924 88792"

:; 532; 481;29 493!27 113;2" 131!24

:! 79728 91724 77;2" 73727 79!235

注：流动相/2#（乙腈）<#（"27&／=>磷酸溶液）01!<9!；流动相62#（乙腈）<#（"27&／=>磷酸溶液）0!"<!"2

! 结 论

7）酸型’(#)*(+,#-（’?@,#(+,*)*,=）的标准样

品可以通过内酯型’()#*(+,#-（>(@)AB)B,#）的纯品

制取2本实验中的CD>E检测条件对 ’(#)*(+,#-
的两种形态都有很好的分离效果，酸型 ’(#)*(+,#
-的出峰时间约为3$,#，内酯型’(#)*(+,#-的出

峰时间为77!78$,#2在!!8""$&／>的范围内，

峰面积与 ’(#)*(+,#-的检测量呈线性关系，重复

性实验证明该检测方法具有良好的重现性2
8）酸型和内酯型的 ’(#)*(+,#-在一定条件

下可以相互转化，与溶液FC值有着密切的关系2在
本检测方法的样品预处理中，发现在碱性条件下，

内 酯 型 ’(#)*(+,# - 很 容 易 转 变 成 酸 型 的

’(#)*(+,#-，在碱性较强时即能完全转化；在酸型

条件下，酸型 ’(#)*(+,#-也 能 转 变 成 内 酯 型 的

’(#)*(+,#-，但转化不完全2在样品溶液FC值1!
3时，经萃取检测后的两种形态的 ’(#)*(+,#-含

量，能 较 为 真 实 地 反 映 原 样 品 中 的 两 种 形 态

’(#)*(+,#-的组成比例2因此，萃取前应将发酵液

FC值调整至1!32液态发酵的发酵液FC值对产品

中’(#)*(+,#-两种形态的比例有重要影响，在较

低FC 值（;2;）时，发 酵 液 中 有 一 半 左 右 的

’(#)*(+,#-以内酯型存在，在FC值大于1时，发

酵液中的’(#)*(+,#-绝大多数以酸型存在2
9）红曲产品中的色素对 ’(#)*(+,#-的检测

具有一定影响，最重要的是紫色素对酸型’(#)*(+,#
-的影响2通过使用含乙腈比例较低的流动相可以

使紫色素和酸型 ’(#)*(+,#-相互分离2但功能性

红曲往往不同于高色价的红曲产品，其中的色素含

量一般较低，而’(#)*(+,#-含量很高2这种情况下

可以忽略色素对 ’(#)*(+,#-检测造成的影响，检

测结果仍然真实可靠2
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