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基于发酵过程中“微生物-成分”关联分析胆南星炮制机制  
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摘  要：目的  研究牛胆汁发酵天南星 Arisaematis Rhizoma 制备胆南星 Arisaema cum Bile 过程中微生物群落及化学成分的

变化规律，为其炮制机制提供研究思路。方法  采用新鲜牛胆汁发酵炮制天南星［药物-辅料 1∶3，发酵温度（30±5）℃，

发酵湿度（70±5）%］，制备不同发酵时间的胆南星样品。利用 HPLC 法对各样品中夏佛塔苷、异夏佛塔苷、黄嘌呤、尿嘧

啶等 12 个成分进行含量测定，同时采用 16S rRNA 高通量测序技术对其中微生物组成进行鉴定和考察。对“微生物-成分”

进行相关性分析，探讨两者在发酵炮制过程中的变化规律。结果  随着发酵时间的增加，腺嘌呤、鸟苷、夏佛塔苷、腺苷、

肌苷、胸腺嘧啶核苷、甘氨胆酸含量降低；胆酸含量增加；次黄嘌呤、黄嘌呤含量先增加后减少。菌群分析发现，在门水平

上主要以变形菌门、厚壁菌门和蓝藻菌门为主；在属水平上主要以乳酸杆菌和假单胞菌为主。关联分析表明，胆南星中化学

成分与菌群（门、属）间存在显著相关，其中腺嘌呤、胸腺嘧啶核苷与蓝藻菌门、放线菌门呈显著正相关（P＜0.01），与变

形菌门呈显著负相关（P＜0.05）；胆酸与厚壁菌门呈显著正相关（P＜0.01），与变形菌门呈显著负相关（P＜0.05）。结论  牛

胆汁发酵炮制天南星的过程中化学成分与微生物群落之间存在显著的变化规律，为其炮制机制研究提供理论基础。 
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Abstract: Objective  To study the changes of microbial community and chemical composition in the preparation of Arisaema cum 

Bile by fermentation of Arisaematis Rhizoma from bovine bile, and to provide research ideas for its processing mechanism. Methods  
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Firstly, the fresh bovine bile was used to ferment and process Arisaema Rhizoma [drug-excipient ratio = 1: 3, fermentation temperature 

(30 ± 5) ℃, fermentation humidity (70 ± 5) %] to prepare Arisaema cum Bile samples with different fermentation time. Then, HPLC 

was used to determine the content of 12 components including schaftoside, isoschaftoside, xanthine and uracil in the samples. As well, 

the 16S rRNA high-throughput sequencing technology was employed to identify and to investigate the species and the abundance of 

microbial communities in each Arisaema cum Bile sample. Finally, the correlation analysis of “microorganism-component” was carried 

out via mathematical algorithm, and the changed rules of them in the processing was discussed. Results  With the increase of 

fermentation time, the contents of adenine, guanosine, schaftoside, adenosine, inosine, thymidine and glycocholic acid decreased, the 

content of cholic acid increased, the content of hypoxanthine and xanthine increased first and then decreased. The results of flora 

analysis showed that there were mainly Proteobacteria, Firmicutes and Cyanobacteria at the phylum level. At the genus level, there 

were mainly Lactobacillus and Pseudomonas. Correlation analysis showed that there was a significant correlation between the chemical 

component of Arisaema cum Bile and the fermentation flora (phylum and genus). Adenine and thymidine were significantly positively 

correlated with Cyanophyta and Actinobacteria (P < 0.01), while negatively correlated with Proteobacteria (P < 0.05). Cholic acid was 

positively correlated with Firmicutes (P < 0.01), and negatively correlated with Proteobacteria (P < 0.05). Conclusion  There were 

significant changes between chemical components-microbial communities during the fermentation of Arisaematis Rhizoma with bovine 

bile processing. The results can provide a theoretical basis for the study of the processing mechanism of Arisaema cum Bile. 

Key words: Arisaema cum Bile; fermentation; microbial community; chemical composition; correlation analysis; ; adenine; xanthine; 

uracil; hypoxanthine; adenosine; guanosine; inosine; thymidine; isoschaftoside; schaftoside; cholic acid; glycolaminocholic acid 

 

胆南星（Arisaema cum Bile，ACB）为天南星科

天南星属植物天南星 Arisaema erubescens (Wall.) 

Schott、异叶天南星 A. heterophyllum Bl.或东北天南

星 A. amurense Maxim.的干燥块茎与胆汁共同制成，

归肺、肝、脾经，具有清热化痰、息风定惊的功效，

用于热痰咳嗽、咯黏稠黄痰、中风痰迷等。《中国药

典》2020 年版记载，胆南星的炮制方法为制天南星

的细粉与牛、羊或猪胆汁经过加工制成；或生天南

星细粉与牛、羊或猪胆汁经发酵加工后制成[1]。可

见辅料胆汁的使用混乱可能是导致其炮制机制不

明的原因之一。 

经文献考证和实地调研，首载胆南星的炮制方

法为“腊月酿牛胆内阴干百日”（宋·钱乙《小儿药

证直诀》）[2]。猪胆炮制胆南星的方法为“以大南星

湿纸裹煨，为末，猪胆汁调下”（元·危亦林《世医

得效方》）[3]，该方法非发酵法炮制。工业生产中因

羊胆体积小、胆汁产量少不易采集，以猪、牛胆汁

为主。团队前期研究发现，胆南星“……阴干百日”

具有一定科学性[4]，本实验继续采用牛胆汁进行相

关研究。天南星经发酵后制成胆南星，药性由温转

凉，药味由辛变苦，功效由温化寒痰转为清化热痰，

增强抗高热惊厥作用，产生显著的解热作用，且毒

性降低[5]，在其炮制原理方面，多聚焦于炮制过程

中化学成分变化的研究[6-7]。施宇等[8]也通过对胆南

星发酵过程中的微生物进行了分离与鉴定（肠杆菌

属、铅黄肠球菌、高地芽孢杆菌、蜡样芽孢杆菌、

微杆菌属、百岁兰曲霉、黄曲霉菌、肠球菌属），在

胆南星的生产工艺及其质控等方面的研究进行了

完善。在物质基础方面，天南星含有黄酮类、生物

碱类、苷类、凝集素类、甾醇及脂肪酸类等多种化

学成分，具有镇痛、镇静、抗炎、祛痰、抗肿瘤等

药理作用[9]。文献报道，腺苷是一种内源性嘌呤核

苷酸，具有减少心肌漏出酶，维持细胞完整性，促

进造血功能等生理活性；腺嘌呤可防治白细胞减少

症；次黄嘌呤参与细胞内糖代谢和蛋白质合成等，

这些成分的含量可由发酵调控[10-11]。文献研究表明，

茯苓经双向发酵、香菇经液体发酵等过程其中涉及

黄酮苷类成分转化为黄酮，总黄酮含量增加[12-13]。

本团队前期对天南星经生姜、白矾炮制前后成分变

化研究发现[14]，腺苷、次黄嘌呤和夏佛塔苷等成分

发生显著变化。但在牛胆汁发酵天南星的过程中，

其活性成分如何变化，是否与发酵过程中微生物的

种类和代谢活动有关尚不清楚。基于此，本实验以

胆南星炮制过程中，物质基础与微生物动态关联变

化为切入点，研究两者之间的潜在规律，以期为胆

南星炮制机制研究提供理论基础。 

1  仪器与材料 

1.1  仪器 

Waters-2695 型高效液相色谱仪，配备 2996 型

紫外检测器，美国 Waters 公司；LC-2030 型高效液

相色谱仪，配备 ELSD-LTII 型蒸发光散射检测器，

日本岛津公司；New Classic MS-S 型十万分之一电

子天平，梅特勒-托利多仪器（上海）有限公司；L5-

型紫外-分光光度计，上海仪电分析仪器有限公司；
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LM17R 型冷冻高速离心机，美国赛默飞世尔公司；

DYCP-32C 型琼脂糖水平电泳仪，北京市六一仪器；

T100 型梯度 PCR 聚合酶链式反应仪，美国 Bio-Rad

公司；Novaseq 6000 型测序仪，美国 Illumina 公司；

BPS-250CA 型恒温培养箱，上海一恒科学仪器有限

公司；WK-200B 高速药物粉碎机，青州精诚机械有

限公司；101 型电热鼓风干燥机，上海科恒实业发

展有限公司。 

1.2  试药及试剂 

新鲜牛胆，购自咸阳市秦都市场，经陕西中医

药大学赵重博副教授鉴定为牛科牛属脊索动物黄

牛 Bos taurus domesticus Gmelin 的新鲜胆囊；天南

星药材，购自安徽国宏药业股份有限公司，批号

2101401，经陕西中医药大学王昌利教授鉴定为天

南星科天南星属植物天南星 A. erubescens (Wall.) 

Schott 的干燥块茎。 

无水乙醇，分析纯，天津天力化学试剂有限公

司；对照品尿嘧啶（批号 PS020117）、腺苷（批号

PS001227）、胸腺嘧啶核苷（批号 PS020196）、鸟苷

（批号 PS010291）、次黄嘌呤（批号 PS020061）、肌

苷（批号 PS010437）、夏佛塔苷（批号 PS010457）、

异夏佛塔苷（批号 Z16A10B93543）、腺嘌呤（批号

PS020156）、胆酸（批号 PS020335），质量分数均≥

98.0%，均购自成都普思生物科技股份有限公司；对

照品黄嘌呤（批号 B20561）、甘氨胆酸（批号

B27078），质量分数均≥98.0%，均购自上海源叶生

物科技有限公司。 

2  方法与结果 

2.1  样品制备 

取生天南星，粉碎，过筛（4 号）。另取新鲜牛

胆汁，4 层纱布滤过后混合均匀（以保持胆汁样本

均一性），按照生天南星-牛胆汁 1∶3 于烧杯内搅拌

均匀，保鲜膜覆盖（未发酵的样品记为 D0），然后

置于温度为（30±5）℃、相对湿度为（70±5）%

的恒温恒湿箱内进行发酵，每次共计使用生天南星

粉末 500 g，牛胆汁 1.5 L，将同一发酵天数的样品，

均匀分成 3 份，每天 10:00 时搅拌排气后挖取新鲜

样品 5 g（−80 ℃保存），用于微生物组成和丰度分

析。其余隔水蒸制（2 h），每 30 min 搅拌 1 次，除

去腥臭气，口尝无麻味为度，趁热制成小块，鼓风

干燥（50 ℃），即得[15-17]，用于定量测定。分别制

备发酵 1（24 h）～9 d 的胆南星样品，分别记作 D1～

D9，结果详见图 1。 

 

图 1  胆南星的制备工艺流程 

Fig. 1  Preparation processing flow chart of ACB 

2.2  胆南星中 2 种胆酸类成分的定量测定 

2.2.1  对照品储备液的制备  精密称取胆酸、甘氨

胆酸适量，加甲醇制成质量浓度分别为 354.0、128.0 

μg/mL 的对照品储备液。 

2.2.2  供试品溶液的制备  取各胆南星样品粉末

（过 4 号筛）2.0 g，精密称定，置具塞锥形瓶中，精

密加入甲醇 20 mL，称定质量，超声处理（功率 500 

W、频率 40 kHz）35 min，冷却至室温，用甲醇补

足减失的质量，摇匀后滤过，即得供试品溶液。 

2.2.3  色谱条件  色谱柱为 Agilent 5 TC-C18 柱

（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相为乙腈-0.1%磷

酸水溶液，梯度洗脱：0～2 min，25%～27%乙腈；

2～5 min，27%～33%乙腈；5～10 min，33%～35%

乙腈；10～20 min，35%～40%乙腈；20～25 min，

40%乙腈；25～28 min，40%～55%乙腈；28～30 

min，55%～60%乙腈；30～33 min，60%～30%乙

腈；33～40 min，30%乙腈；40～45 min，30%～25%

乙腈；45～50 min，25%乙腈；体积流量 1 mL/min；

ELSD 增益为 7；进样量为 5 μL。色谱图见图 2。 

2.2.4  线性关系考察  分别将“2.2.1”项下对照品 

天南星 黄牛胆 

天南星-牛胆汁 1∶3 

混合均匀 粉碎，过四号筛 
将收集到的新鲜 

牛胆汁 4 层纱布 

滤过后混合均匀 
每个时间点的样品 

平行 3 份 
发酵 

24 h  48 h  72 h 

D1    D2    D3 
96 h   120 h  144 h 

168 h  192 h  216 h 

D7    D8    D9 

D4    D5    D6 

（30±5）℃、 

RH（70±5）% 

胆南星 

蒸制，揉搓， 

切块，干燥。 

每个时间节点

的样品，首先挖取

发酵品 5 g，−80 ℃

保存，用于测定微

生物组成和丰度 

剩余的发酵品蒸制（2 h），

趁热揉搓，切块，鼓风干燥

（50 ℃），用于含量测定 
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图 2  胆酸对照品 (A) 和甘胺胆酸对照品 (B) 及胆南星样

品 (C) 的 HPLC-ELSD 图 

Fig. 2  HPLC-ELSD of cholic acid reference substance (A) 

and glycolaminocholic acid reference substance (B) and 

ACB sample (C) 

储备液逐级稀释，按“2.2.3”项下色谱条件进样测

定，以对照品质量浓度的对数为横坐标（X），峰面积

的对数为纵坐标（Y），绘制标准曲线并计算回归方

程，可得胆酸的回归方程为 Y＝1.113 4 X＋4.080 3，

R2＝0.999 9，结果表明胆酸在 70.8～531.0 μg/mL 线

性关系良好；甘氨胆酸的回归方程为 Y＝1.658 9 X－

2.077 5，R2＝0.998 7，结果表明甘氨胆酸在 51.2～

256.0 μg/mL 线性关系良好。 

2.2.5  精密度考察  分别取 2 种胆酸对照品溶液，

按“2.2.3”项下色谱条件连续进样测定 6 次，记录

胆酸、甘氨胆酸峰面积，计算其 RSD 分别为 0.82%、

1.49%，结果表明该仪器精密度良好。 

2.2.6  稳定性考察  取 D1 试品溶液，分别在放置

0、2、4、6、8、12 h，按“2.2.3”项下色谱条件进

样测定，记录胆酸、甘氨胆酸峰面积，计算其 RSD

分别为 1.50%、1.65%，表明供试品溶液在 12 h 内

稳定性良好。 

2.2.7  重复性考察  精密称取D1 粉末 2.0 g（6 份），

按照“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，按“2.2.3”

项下色谱条件进样测定，记录胆酸、甘氨胆酸峰面

积，计算其质量分数的 RSD 分别为 1.13%、1.42%，

表明该方法重复性良好。 

2.2.8  加样回收率考察  精密称取已测知成分含

量的胆南星样品粉末（D1）6 份，每份 1.0 g，精密

称定，分别精密加入等量各对照品，按“2.2.2”项

下方法制备供试品溶液，按“2.2.3”项下色谱条件

进样测定，记录胆酸、甘氨胆酸峰面积，代入“2.2.4”

项下回归方程计算其含量，计算加样回收率及 RSD

值，结果胆酸、甘氨胆酸的平均加样回收率分别为

97.41%、99.80%，RSD 分别为 1.32%、1.85%，表

明该方法准确度良好。 

2.2.9  胆南星中 2 种胆酸类成分含量测定  取不同

发酵节点的胆南星样品（D0～D9）各 2.0 g，精密

称定，按“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，按

“2.2.3”项下色谱条件进样测定，计算样品中各成分

的含量，并参考《中国药典》2020 年版四部“9101”

考察检出限和定量限，结果见表 1。 

表 1  胆南星样品 (D0～D9) 中各成分定量测定结果 (n = 3) 

Table 1  Determination results of components in ACB samles (D0—D9) (n = 3) 

样品 
质量分数/(μg∙g−1) 

OD 
腺嘌呤 黄嘌呤 尿嘧啶 次黄嘌呤 腺苷 鸟苷 肌苷 胸腺嘧啶核苷 异夏佛塔苷 夏佛塔苷 胆酸 甘氨胆酸 

D0 80.1 1 283.8 64.2 101.0 100.1 10.7 64.4 0.3 177.9 79.2 3 056.1 2 987.6 0.552 

D1 119.0 2 986.1 75.7 137.0 138.7 9.2 59.9 8.0 147.5 74.4 7 549.9 1 430.8 0.670 

D2 113.4 3 062.3 81.1 142.2 121.3 5.2 57.7 9.0 144.8 45.6 10 493.1 1 281.8 0.650 

D3 40.5 2 684.2 74.0 112.8 99.8 6.7 34.9 − 124.0 36.2 10 207.0 1 694.9 0.404 

D4 66.9 2 728.8 96.9 134.2 120.3 9.8 74.1 − 151.1 31.2 8 681.8 1 524.3 0.589 

D5 16.3 1 887.5 65.3 103.0 99.1 8.9 29.9 0.3 134.3 28.8 6 051.8 1 504.6 0.296 

D6 2.6 1 091.3 55.9 66.0 − 8.1 15.8 − 133.0 21.3 3 280.7 1 521.1 0.072 

D7 13.5 2 033.5 81.0 144.4 95.4 3.8 46.2 − 143.8 24.7 6 619.6 1 771.8 0.358 

D8 46.3 2 169.9 83.5 162.3 91.8 12.0 64.8 1.6 149.7 25.2 4 126.8 1 941.0 0.516 

D9 21.2 1 278.7 99.3 91.9 87.7 11.2 83.8 1.5 141.6 39.4 5 636.2 2 395.7 0.489 

定量限 1.5 215.2 41.1 52.5 49.8 2.5 21.5 0.3 52.3 18.5 2.2 2.5 / 

检出限 0.5 75.0 13.5 16.5 16.0 0.8 7.2 0.1 17.5 6.2 0.7 0.8 / 

“−”表示未检出，“/”表示未涉及。 

“−” means not checked out, “/” means not involved. 

胆酸 

甘氨胆酸 

甘氨胆酸 

胆酸 

0           10           20           30           40 
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2.3  胆南星中 10 种非胆酸类成分的定量测定 

2.3.1  对照品溶液的制备  精密称取腺嘌呤、黄嘌

呤、尿嘧啶、次黄嘌呤、腺苷、鸟苷、肌苷、胸腺

嘧啶核苷、异夏佛塔苷、夏佛塔苷适量，加甲醇制

成质量浓度依次为 310.0、22.0、178.0、220.0、380.0、

280.0、300.0、460.0、120.0、308.0 μg/mL 的对照品

储备液。 

2.3.2  供试品溶液的制备  按照“2.2.2”项下同法

制得。 

2.3.3  色谱条件  色谱柱为 Agilent 5 TC-C18 柱

（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相为乙腈-0.1%磷

酸水溶液，梯度洗脱：0～10 min，5%乙腈；10～20 

min，5%～15%乙腈；20～30 min，15%乙腈；30～

40 min，15%～20%乙腈；40～50 min，20%乙腈；

体积流量 1.0 mL/min；检测波长 270 nm；柱温

25 ℃；进样量 10 μL。色谱图见图 3。 

 

1-腺嘌呤；2-次黄嘌呤；3-腺苷；4-黄嘌呤；5-鸟苷；6-肌苷；

7-尿嘧啶；8-夏佛塔苷；9-胸腺嘧啶核苷；10-异夏佛塔苷。 

1-adenine; 2-hypoxanthine; 3-adenosine; 4-xanthine; 5-guanosine; 

6-inosine; 7-uracil; 8-schaftoside; 9-thymidine; 10-isoschaftoside. 

图 3  各对照品和胆南星样品 (D0) 的 HPLC 图 

Fig. 3  HPLC of each reference substance and ACB sample 

(D0) 

2.3.4  线性关系考察  将混合对照品储备液稀释

至系列质量浓度，按“2.3.3”项下色谱条件进样测

定，以对照品溶液质量浓度为横坐标（X），峰面积

为纵坐标（Y），绘制标准曲线并计算回归方程，结果

分别为腺嘌呤 Y＝38 597 458.79 X＋132 836.40，R2＝

0.999 7，线性范围 0.62～310.00 μg/mL；黄嘌呤 Y＝

2 386 536.56 X＋10 850.37，R2＝0.999 3，线性范围

2.20～220.00 μg/mL；尿嘧啶 Y＝41 229 279.96 X－ 

138 332.19，R2＝0.999 0，线性范围 1.78～178.00 

μg/mL；次黄嘌呤 Y＝22 311 999.27 X＋8 686.62，R2＝

0.999 7，线性范围 0.44～220.00 μg/mL；腺苷 Y＝    

24 442 169.68 X－135 095.35，R2＝0.999 0，线性范围

3.80～380.00 μg/mL；鸟苷 Y＝33 394 087.46 X－     

2 267.40，R2＝0.999 5，线性范围 0.28～280.00 μg/mL；

肌苷 Y＝30 909 591.40 X＋76 890.60，R2＝0.999 8，线

性范围 0.60～300.00 μg/mL；胸腺嘧啶核苷 Y＝     

44 675 831.47 X＋25 511.85，R2＝0.999 2，线性范围

0.046～4.600 μg/mL；异夏佛塔苷 Y＝17 335 844.44   

X－196 131.13，R2＝0.999 4，线性范围 12.00～96.00 

μg/mL；夏佛塔苷 Y＝8 330 509.59 X＋74 421.14，    

R2＝0.999 0，线性范围 6.16～308.00 μg/mL。 

2.3.5  精密度考察  分别取 10 种非胆酸类成分对

照品溶液，按“2.3.3”项下色谱条件连续进样测定

6 次，记录腺嘌呤、黄嘌呤、尿嘧啶、次黄嘌呤、腺

苷、鸟苷、肌苷、胸腺嘧啶核苷、异夏佛塔苷、夏

佛塔苷峰面积，计算其 RSD 分别为 0.69%、1.18%、

1.49%、1.03%、0.43%、0.55%、1.55%、1.40%、0.74%、

1.09%，表明该仪器精密度良好。 

2.3.6  稳定性考察  取 D0 供试品溶液，分别在放

置 0、2、4、6、8、12 h，按“2.3.3”项下色谱条件

进样测定，记录腺嘌呤、黄嘌呤、尿嘧啶、次黄嘌

呤、腺苷、鸟苷、肌苷、胸腺嘧啶核苷、异夏佛塔

苷、夏佛塔苷峰面积，计算其 RSD 分别为 0.76%、

1.37%、1.27%、0.94%、1.52%、1.49%、1.26%、1.58%、

1.60%、1.10%，结果表明供试品溶液在 12 h 内稳定

性良好。 

2.3.7  重复性考察  精密称取 D0 粉末适量，共 6

份，按照“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，按

“2.3.3”项下色谱条件进样测定，记录腺嘌呤、黄嘌

呤、尿嘧啶、次黄嘌呤、腺苷、鸟苷、肌苷、胸腺

嘧啶核苷、异夏佛塔苷、夏佛塔苷峰面积，计算其

质量分数的 RSD 分别为 0.44%、0.36%、0.23%、

1.29%、0.79%、0.55%、1.20%、1.01%、1.33%、0.92%，

表明该方法重复性良好。 

2.3.8  加样回收率考察  精密称取已测知成分含

量的样品粉末（D0）6 份，每份 1.0 g，精密称定，

置具塞锥形瓶中，分别精密加入等量各对照品，按

“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，按“2.3.3”项下

色谱条件进样测定，记录各成分峰面积，并代入

“2.3.4”项下回归方程计算其含量，计算加样回收率

及 RSD 值，结果腺嘌呤、黄嘌呤、尿嘧啶、次黄嘌

呤、腺苷、鸟苷、肌苷、胸腺嘧啶核苷、异夏佛塔

苷、夏佛塔苷的平均加样回收率分别为 100.77%、
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96.73%、 99.83%、 97.81%、 98.08%、 99.24%、

100.91%、97.24%、97.89%、98.18%，RSD 值分别

为 0.99%、1.10%、1.68%、1.03%、1.42%、1.61%、

1.39%、1.59%、1.85%、1.61%，说明该方法准确度

良好。 

2.3.9  胆南星中 10 种非胆酸类成分含量测定  取

不同发酵节点的胆南星样品各 2.0 g，精密称定，同

“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，按“2.3.3”项下

色谱条件进样测定，计算 10 种成分含量，并考察检

出限和定量限。为考察各样品中各成分总体变化情

况，参考文献方法[18]，将 12 种成分进行总评归一

分析，计算总评归一（overall desirability，OD）值

［di＝(yi－ymix)/(ymax－ymix)；OD＝(d1＋d2＋d3＋…＋

dk)/k，其中 ymin为指标中最小值，ymax为指标中最大

值，k 为指标数）］，结果见表 1。结果发现发酵 7 d

后 OD 值呈先增加后减小。 

2.4  胆南星发酵过程中优势菌群的测定 

2.4.1  胆南星样品前处理及高通量测序  用十六

烷基三甲基溴化铵（CTAB）法对每个样品进行基因

组 DNA 提取，1%琼脂糖凝胶电泳测定 DNA 纯度

和浓度。PCR 扩增采用引物序列 338 F：5’-ACTC-

CTACGGGAGGCAGCA-3’和 806 R：5’-GGACTA- 

CHVGGGTWTCTAAT-3’对样本的 V3～V4 可变区

进行扩增。PCR 产物用琼脂糖凝胶电泳胶浓度 1%、

电压 170 V、电泳时间 30 min。利用 Illumina Novaseq

平台，对样品进行双端测序，并进行操作分类单元

（operational taxonomic unit，OTU）聚类去噪、物种

分类（门、纲、目、科、属、种）、α 多样性和 β 多

样性等分析[19-20]。 

2.4.2  稀疏曲线和 OUT 分布 Venn 图  对 D1～D9

组共 27 个样品进行测序分析，所得测序数据经过

Barcode 拆分，获得有效序列信息，共得到 1 898 034

条序列，样本中所含最大序列数为 2 700 208，最小

序列数为 34 999，平均测得 105 446 条序列。随着

测序深度的增加，稀疏曲线（图 4-A）达到饱和状

态，即使增大样本容量，曲线变化也非常微小，说

明测序数据量合理且足够大，能够满足后续分析要

求[21]。Venn 图可观察出样品中交集与差异序列（图

4-B）。对 OTU 丰度矩阵中每个样品序列总数在不

同深度下随机抽样，以每个深度下抽到的序列数及

其对应的 OTU 数量构建 α 多样性。 

2.4.3  各胆南星样品中微生物 α 多样性分析  为考

察胆南星样品中微生物群落的丰富度和多样性，对 

 

 

图 4  样品稀疏曲线 (A) 及 OUT 分布 Venn 图 (B) 

Fig. 4  Sparse curve (A) and OUT distribution Venn 

diagram (B) 

微生物数据进行 α 多样性分析。评价参数有 Chao1

指数、Shannon 指数和 Simpson 指数[22]；其中，Chao1

指数用来描述样本中微生物群落的丰富度，用以评

估群落中 OUT 数目，Shannon 指数和 Simpson 指数

往往描述微生物的均匀度。首先，对样本中物种组

成和丰富度进行预测分析[23]，通过物种累积曲线

（图 5）进行评估，随着样本量的不断增多，物种累

积曲线增加趋于平缓，表明检测环境中物种的数量

不会随着样本的增加而增加，即样本量充足。 

研究结果表明，随着胆南星发酵天数的增加，

D1 样品中菌群丰度最高，从发酵 2 d 起呈现出先增

加后降低的趋势（Chao1指数），结果见表 2中Chao1 
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图 5  物种累积曲线 ( x s , n = 3) 

Fig. 5  Species accumulation curve ( x s , n = 3) 

指数。样品中微生物群落的均匀度呈先减少后增加

的趋势（Shannon 指数和 Simpson 指数）。 

谱系多样性是基于系统发育树计算，兼顾物种

丰度和进化距离的多样性指数，结果显示，D1～D3

降低，D4 开始增加至 D8 变化趋于平缓（PD_whole_ 

tree 图）。随着检测序列深度的增加，实际检测到的

OTU 的个数，从 D1 起减少后 D2～D8 变化趋于平 

表 2  α 多样性指数 ( x s , n = 3) 

Table 2  Alpha diversity index ( x s , n = 3) 

样品 Chao1 指数 
Shannon 

指数 

Simpson 

指数 

observed_ 

species 指数 

D1 755.57±94.83 2.85±0.08 0.65±0.07 515.67±103.19 

D2 610.09±38.95 2.41±0.25 0.63±0.07 371.35±19.99* 

D3 574.83±119.68 1.91±0.95 0.50±0.21 334.38±75.57** 

D4 607.86±68.54 1.37±0.58* 0.40±0.22 337.18±39.20** 

D5 605.14±27.21 1.24±0.47* 0.35±0.19 338.64±31.49** 

D6 567.92±70.90 1.24±0.29* 0.31±0.09 313.18±20.77** 

D7 549.34±66.27* 1.51±0.36* 0.40±0.09 299.48±34.12** 

D8 570.93±42.59 1.85±0.16 0.53±0.08 327.35±15.82** 

D9 654.62±19.79 2.80±0.07# 0.72±0.01# 415.27±3.89 

与 D1 比较：*P＜0.05  **P＜0.01；与 D6 相比，#P＜0.05。 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs D1; #P < 0.05 vs D6. 

缓，D9 增加（observed_species 指数），见表 2 中

observed_species 指数。 

2.4.4  β 多样性分析  为了观察不同样品中微生物

群落的相似性，对各样品中菌群进行 β 多样性分析，

结果见图 6。通过组间距离发现，随着发酵地进行，

胆南星发酵前 3 d 差异较大，从第 4 天开始各组之 

       

       

图 6  发酵过程中微生物的 β 多样性 ( x s , n = 3) 

Fig. 6  Beta diversity of microorganisms during fermentation ( x s , n = 3) 
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间距离越来越近，表明群落组成差异逐渐减少，相

似度逐渐变高。PCA 结果表明，PC1 和 PC2 的累积

方差贡献度为 85.35%，反映出大部分样本信息。胆

南星随发酵时间的增加，微生物群落差异呈先增大

后减小最终趋于稳定的趋势。 

2.4.5  门水平菌群组成及相对丰度分析  如图 7 所

示，样品中主要变形菌门（Proteobacteria）、厚壁菌

门（Firmicutes）、蓝藻菌门（Cyanobacteria）、放线

菌门（Actinobacteriota）和拟杆菌门（Bacteroidota）。

研究结果发现，变形菌门丰度随发酵时间延长持续

增加，发酵至 6 d 后基本不变，至第 9 天减少。厚

壁菌门、蓝藻菌门、放线菌门和拟杆菌门丰度随发

酵时间延长整体呈下降的趋势，发酵至 6 d 后基本

不变，至第 9 天增加。 

胆南星发酵过程中优势菌门分别为变形菌门、

厚壁菌门和蓝藻菌门，发酵第 3 天变形菌门开始增

加，发酵至第 4 天成为绝对优势菌门（78.52%），持

续至第 8 天丰度基本不变（83.94%）。 

发酵至第 9 天随着营养物质和氧气不断被消

耗，伴随厚壁菌门的微生物不断地产生有机酸，变

形菌门生物不适应缺氧和高酸的环境，其相对丰度

明显下降；对于厚壁菌门而言，自身为厌氧菌能够

存在于缺氧和高酸的生长环境，相对丰度增加[24]；

随着炮制时间的延长拟杆菌门微生物在缺氧环境

下再发酵，与厚壁菌门微生物发生竞争发育，适应

生长后丰度增加（图 7）[25]。 
 

 

图 7  发酵过程中微生物的门水平各菌的相对丰度 

Fig. 7  Relative abundance of bacteria at level of phylum during fermentation  

2.4.6  属水平菌群组成及相对丰度分析  如图 8 所

示，随着胆南星炮制时间的延长，大肠埃希菌-志贺

菌 Escherichia-Shigella 丰度在第 6 天达到最大，在

第 7 天下降，第 9 天最小；小球菌（Pediococcus）

先增加后减小，第 6～8 天变化平稳；漫游球菌

（Vagococcusg）和乳酸杆菌（Lactobacillus）逐渐减

少。假单胞菌（Pseudomonas）为腐生菌逐渐减少，

但在第 8 天增加；乳酸菌随发酵时间的延长在第 1

至 6 天减少，在第 7 天增加后减少。 

胆南星发酵前期腐败微生物（假单胞菌）活动

强烈，使得营养物质消耗速度加快[25]；漫游球菌利

用一些碳水化合物进行发酵代谢，产生乳酸合成蛋

白酶和碳水化合物活性酶,促进蛋白质和碳水化合

物的分解[26]；乳酸菌的增长可以有效的抑制腐败菌

的生长；随着微生物环境逐渐稳定，乳酸杆菌代谢

有机酸（乳酸）的产量增加，使其自身表现出活动

受限，行动缓慢，趋于稳定（图 8）。 

2.4.7  微生物群落与化学成分之间的相关性分析  

利用 SPSS 26.0 软件以微生物群落为自变量，12 个

化合物的含量为因变量进行相关性分析，结果见图

9 及表 3、4。 

在门水平上：胸腺嘧啶核苷和蓝藻菌门、放线

菌门、变形菌门、梭杆菌门、Patescibacteria 成显著

性正相关（P＜0.01）；夏佛塔苷与酸杆菌门、绿弯

菌门、浮霉菌门成显著性正相关（P＜0.05、0.01）；

胆酸与厚壁菌门、变形菌门成显著相关性（P＜ 
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图 8  发酵过程中微生物的属水平各菌的相对丰度 

Fig. 8  Relative abundance of bacteria the level of genus during fermentation 

 

图 9  “微生物-成分”关联网络图 (红线代表正相关，蓝

线代表负相关) 

Fig. 9  “Microorganism-component” correlation network 

diagram (red line represents positive correlation, blue line 

represents negative correlation) 

0.05）；甘氨胆酸与酸杆菌门、浮霉菌门成显著性正

相关（P＜0.05）。 

在属水平上：腺嘌呤和漫游球菌、乳酸杆菌、

Jeotgalibaca 等成显著性正相关（P＜0.05、0.01），

与大肠埃希菌-志贺菌成显著负相关（P＜0.05）；黄

嘌呤和漫游球菌、Spathiphyllum_wallisii 成显著性正

相关（P＜0.05）；胸腺嘧啶核苷与漫游球菌、乳酸

杆菌、Jeotgalibaca、Leucobacter 等成显著性正相关

（P＜0.05、0.01），与大肠埃希菌-志贺菌成显著负相

关（P＜0.01）。 

3  讨论 

胆南星作为传统的曲剂中药，由天南星经胆汁

炮制，临床广泛用于治疗痰热咳喘、癫痫及急惊风

等疾病[27]。其药性变化可能与化学成分变化有一定

关系[28]。本研究采用 HPLC 检测不同发酵天数胆南

星的化学成分，结合发酵过程中生物群落的动态变

化，探索其潜在联系。 

发酵是通过微生物干预，产生特殊风味和营养

物质并伴随明显的化学成分转化的复杂过程，这些

成分变化在发酵品品质研究中具有重要意义[29]。发

酵技术广泛应用于食品工业[30-33]、中药制药[34-36]、

兽药研发[37-39]等领域。现代药理学研究发现，发酵

果汁中酚酸类和黄酮类化合物发生显著变化，提高

了抗氧化能力[40]；经过红曲发酵后的金银花具有较

强清除自由基的能力[41]；经过灵芝发酵的刺五加提

取物显著增强了抗氧化活性 [42]。经过朱红栓菌

Trametes cinnabarina (Jacq.) Fr.发酵马钱子可得到 4

个新成分[43]；发酵可以使得黄酮、生物碱和甾体等

化合物发生糖基化、羟基化或者水解并产生丰富的

次生代谢产物[44]，由此可见，发酵可显著影响中药

成分的变化及其生物活性。 

实验室在传统发酵胆南星实验中研究发现[45]，

不同胆汁经过发酵后产生了不同的“气味”，可通过 
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表 3  在门水平上菌和成分的皮尔逊相关性分析 

Table 3  Pearson correlation analysis of bacteria and components at door level 

门 

腺嘌呤 黄嘌呤 尿嘧啶 次黄嘌呤 腺苷 鸟苷 

皮尔逊 

相关性 

显著性水平 

（双尾） 

皮尔逊 

相关性 

显著性水平 

（双尾） 

皮尔逊 

相关性 

显著性水平 

（双尾） 

皮尔逊 

相关性 

显著性水平 

（双尾） 

皮尔逊 

相关性 

显著性水平 

（双尾） 

皮尔逊 

相关性 

显著性水平 

（双尾） 

蓝藻菌门 0.801** 0.010 0.598 0.089 0.058 0.882 0.175 0.652 0.555 0.121 −0.107 0.785 

厚壁菌门 0.611 0.081 0.500 0.170 0.332 0.383 0.093 0.812 0.474 0.198 −0.235 0.543 

放线菌门 0.811** 0.008 0.649 0.059 0.093 0.811 0.188 0.629 0.558 0.118 −0.177 0.648 

变形菌门 −0.767* 0.016 −0.594 0.092 −0.195 0.616 −0.148 0.703 −0.556 0.120 0.174 0.655 

拟杆菌门 0.609 0.082 0.359 0.342 0.006 0.988 0.144 0.712 0.428 0.250 0.187 0.631 

梭杆菌门 0.709* 0.032 0.426 0.253 0.124 0.751 0.087 0.823 0.488 0.182 0.133 0.733 

Patescibacteria 0.824** 0.006 0.610 0.081 −0.132 0.736 0.240 0.534 0.499 0.172 −0.096 0.807 

酸杆菌门 −0.092 0.814 −0.394 0.295 0.493 0.177 −0.088 0.822 −0.085 0.828 0.508 0.162 

脱硫杆菌门 0.361 0.339 0.216 0.576 0.344 0.365 0.335 0.378 0.535 0.138 0.319 0.403 

绿弯菌门 −0.322 0.398 −0.650 0.058 0.201 0.605 −0.594 0.091 −0.300 0.432 0.292 0.446 

弯曲杆菌门 0.280 0.466 0.277 0.470 −0.445 0.231 0.027 0.946 0.047 0.905 −0.224 0.563 

Deinococcota −0.208 0.592 −0.583 0.099 −0.009 0.982 −0.431 0.246 −0.621 0.074 0.263 0.494 

浮霉菌门 −0.285 0.457 −0.539 0.135 0.428 0.250 −0.410 0.274 −0.080 0.838 0.612 0.080 

疣微菌门 −0.199 0.608 −0.050 0.899 0.610 0.081 −0.105 0.788 0.093 0.811 −0.129 0.742 

门 

肌苷 胸腺嘧啶核苷 异夏佛塔苷 夏佛塔苷 胆酸 甘氨胆酸 

皮尔逊 

相关性 

显著性水平 

（双尾） 

皮尔逊 

相关性 

显著性水平 

（双尾） 

皮尔逊 

相关性 

显著性水平 

（双尾） 

皮尔逊 

相关性 

显著性水平 

（双尾） 

皮尔逊 

相关性 

显著性水平 

（双尾） 

皮尔逊 

相关性 

显著性水平 

（双尾） 

蓝藻菌门 0.235 0.543 0.840** 0.005 0.089 0.819 0.061 0.876 0.533 0.139 −0.278 0.468 

厚壁菌门 0.356 0.347 0.653 0.056 0.121 0.756 0.231 0.550 0.745* 0.021 −0.067 0.865 

放线菌门 0.234 0.545 0.839** 0.005 0.035 0.928 0.046 0.907 0.654 0.056 −0.295 0.441 

变形菌门 −0.311 0.415 −0.810** 0.008 −0.112 0.774 −0.148 0.704 −0.672* 0.047 0.196 0.614 

拟杆菌门 0.238 0.538 0.615 0.078 0.235 0.542 0.065 0.867 0.091 0.815 −0.152 0.696 

梭杆菌门 0.337 0.375 0.754* 0.019 0.258 0.503 0.190 0.625 0.311 0.416 −0.104 0.790 

Patescibacteria 0.094 0.809 0.857** 0.003 0.029 0.941 −0.111 0.775 0.380 0.312 −0.477 0.194 

酸杆菌门 0.571 0.108 0.117 0.764 0.644 0.061 0.909** 0.001 −0.296 0.439 0.749* 0.020 

脱硫杆菌门 0.500 0.170 0.285 0.458 0.548 0.126 0.263 0.494 −0.081 0.835 0.126 0.747 

绿弯菌门 0.238 0.538 −0.013 0.973 0.419 0.262 0.726* 0.027 −0.343 0.366 0.644 0.061 

弯曲杆菌门 −0.356 0.348 0.174 0.654 −0.281 0.463 −0.643 0.062 0.008 0.984 −0.617 0.076 

Deinococcota 0.071 0.856 −0.063 0.872 0.398 0.289 0.191 0.623 −0.623 0.073 0.204 0.599 

浮霉菌门 0.465 0.207 −0.132 0.734 0.555 0.121 0.758* 0.018 −0.326 0.392 0.739* 0.023 

疣微菌门 0.391 0.298 −0.345 0.363 0.190 0.625 0.250 0.516 0.351 0.355 0.546 0.128 

*P＜0.05  **P＜0.01，相关性显著；表 4 同。 

*P < 0.05  **P < 0.01, the correlation is significant; same as table 4. 

检测发酵生成的风味物质实现对不同来源的胆汁

及其制成的胆南星的鉴别。含量测定发现，胆南星

中夏佛塔苷、异夏佛塔苷含量随发酵进行有下降趋

势，可能是黄酮苷类化合物发生水解所导致；作为

生物代谢过程中必不可少的化学成分，核苷和核苷

酸类成分广泛分布于各类动植物中[46-47]，在不同加

工过程中，核苷酸类成分会发生降解和转化，从而

影响其含量；核苷类具有对机体的免疫系统、代谢

系统、神经系统及心血管系统等方面的生物活性，

可发挥抗癫痫、抗心律失常和抗肿瘤等作用[47]。与

文献报道相似[48]本研究结果表明，胆南星发酵过程

中核苷类成分腺苷、鸟苷、肌苷、胸腺嘧啶核苷（胸

苷）等含量降低，进而与不同群落变化存在相关性。 

胸苷作为本实验检测指标之一，是抗艾滋病药

物司他夫定和齐多夫定的前体，市场需求日益增

长。研究发现，利用微生物发酵生产胸苷[49]已逐渐 
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表 4  在属水平上菌和成分的皮尔逊相关性分析 

Table 4  Pearson correlation analysis of bacteria and components at genus level 

属 

腺嘌呤 黄嘌呤 尿嘧啶 次黄嘌呤 腺苷 鸟苷 

皮尔逊 

相关性 

显著性水平 

（双尾） 

皮尔逊 

相关性 

显著性水平 

（双尾） 

皮尔逊 

相关性 

显著性水平 

（双尾） 

皮尔逊 

相关性 

显著性水平 

（双尾） 

皮尔逊 

相关性 

显著性水平 

（双尾） 

皮尔逊 

相关性 

显著性水平 

（双尾） 

漫游球菌 0.870** 0.002 0.720* 0.029 −0.045 0.908 0.266 0.489 0.559 0.118 −0.227 0.558 

乳酸杆菌 0.827** 0.006 0.636 0.066 −0.021 0.957 0.253 0.511 0.557 0.119 −0.122 0.755 

Jeotgalibaca 0.836** 0.005 0.660 0.053 0.007 0.987 0.213 0.583 0.562 0.115 −0.152 0.697 

Leucobacter 0.807** 0.009 0.648 0.059 0.093 0.813 0.181 0.642 0.554 0.122 −0.191 0.623 

Erysipelothrix 0.808** 0.008 0.651 0.057 0.051 0.897 0.181 0.641 0.552 0.124 −0.165 0.671 

Trichococcus 0.773* 0.015 0.599 0.088 0.144 0.712 0.155 0.691 0.553 0.123 −0.137 0.724 

Pseudomonas −0.096 0.806 −0.167 0.668 0.238 0.537 0.414 0.269 −0.063 0.873 0.599 0.088 

Spathiphyllum_wallisii 0.844** 0.004 0.689* 0.040 0.001 0.998 0.241 0.532 0.565 0.113 −0.218 0.574 

链球菌 0.789* 0.012 0.637 0.065 −0.097 0.804 0.223 0.565 0.526 0.145 −0.117 0.765 

Lysinibacillus 0.347 0.360 0.126 0.746 −0.285 0.457 −0.213 0.582 −0.179 0.646 −0.047 0.905 

小球菌 0.119 0.760 0.160 0.680 0.412 0.271 −0.083 0.832 0.172 0.658 −0.178 0.647 

大肠埃希菌-志贺菌 −0.744* 0.022 −0.529 0.143 −0.284 0.458 −0.208 0.591 −0.542 0.132 0.036 0.928 

属 

肌苷 胸腺嘧啶核苷 异夏佛塔苷 夏佛塔苷 胆酸 甘氨胆酸 

皮尔逊 

相关性 

显著性水平 

（双尾） 

皮尔逊 

相关性 

显著性水平 

（双尾） 

皮尔逊 

相关性 

显著性水平 

（双尾） 

皮尔逊 

相关性 

显著性水平 

（双尾） 

皮尔逊 

相关性 

显著性水平 

（双尾） 

皮尔逊 

相关性 

显著性水平 

（双尾） 

漫游球菌 0.124 0.751 0.879** 0.002 −0.038 0.922 −0.120 0.759 0.611 0.080 −0.483 0.188 

乳酸杆菌 0.177 0.648 0.845** 0.004 0.065 0.868 −0.041 0.916 0.469 0.203 −0.382 0.310 

Jeotgalibaca 0.181 0.641 0.853** 0.003 0.024 0.951 −0.035 0.929 0.570 0.109 −0.376 0.319 

Leucobacter 0.228 0.556 0.837** 0.005 0.027 0.945 0.043 0.912 0.666 0.050 −0.298 0.435 

Erysipelothrix 0.199 0.608 0.824** 0.006 0.003 0.994 0.002 0.996 0.630 0.069 −0.314 0.410 

Trichococcus 0.280 0.466 0.809** 0.008 0.082 0.835 0.119 0.761 0.631 0.068 −0.203 0.600 

Pseudomonas 0.346 0.362 −0.090 0.818 0.374 0.321 0.498 0.173 −0.506 0.164 0.512 0.159 

Spathiphyllum_wallisii 0.162 0.678 0.869** 0.002 −0.010 0.980 −0.045 0.909 0.620 0.075 −0.402 0.283 

链球菌 0.093 0.811 0.777* 0.014 −0.036 0.926 −0.138 0.724 0.457 0.216 −0.413 0.269 

Lysinibacillus −0.174 0.654 0.279 0.467 −0.042 0.914 −0.517 0.154 −0.039 0.920 −0.563 0.115 

小球菌 0.279 0.468 0.122 0.755 0.053 0.892 0.242 0.531 0.592 0.093 0.157 0.687 

大肠埃希菌-志贺菌 −0.427 0.252 −0.810** 0.008 −0.240 0.534 −0.322 0.398 −0.561 0.116 0.030 0.939 

 

取代化学法和酶法等生产方式。但本实验中未能观

察出其明显变化规律后期将采用液-质联用技术对

其进行进一步研究。 

胆酸对肠道微生物有直接或间接的抗菌作用，

而胆酸类化合物也是胆南星的药效成分[50-51]。胆酸

作为人类胆汁中含量最多的胆酸，具有良好的血脑

屏障透过性及抗氧化性，本研究发现，胆南星中结

合型的甘胺胆酸含量减低，而游离型的胆酸含量升

高，当脑损伤发生时，胆酸能够减轻脑细胞的氧化

应激，而起到神经保护作用[52]，这可能是胆南星临

床用于治疗小儿热性惊厥的原因之一。胆南星中其

他成分和微生物群落之间是否存在相互影响及联系

仍需进一步研究，团队后期将从胆南星分离培养的

关键菌种-化合物-药效作用等方面开展相关研究。 

综上所述，胆南星发酵过程中“微生物-成分”

间存在潜在关系，其发酵过程中微生物组成和物质

基础的动态变化可能是其炮制机理之一。本研究可

为胆南星的发酵炮制和临床中的合理用药及其相关

资源开发利用提供可靠依据。 
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