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天麻蜜环菌质量标准的建立
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［摘要］ 目的：建立天麻蜜环菌的质量标准。方法：采用薄层色谱法（TLC）建立天麻蜜环菌鉴别方法，按照

《中华人民共和国药典》 2020年版（四部）通则 2331测定天麻蜜环菌中二氧化硫的残留量，并建立天麻蜜环菌中染

料木素、麦角甾醇高效液相色谱法（HPLC）测定方法。结果：建立的 TLC 色谱图中，天麻蜜环菌样品与天麻蜜环

菌对照药材在相同位置上显示相同颜色的斑点。3批天麻蜜环菌样品中二氧化硫残留量为 9. 477 ~15. 905 mg·kg–1，

均低于《日本药局方》第 17版与《美国药典》 43版要求。建立的天麻蜜环菌 HPLC 测定方法，染料木素、麦角甾

醇线性关系良好（r 分别为 0. 999 5、0. 999 8），平均加样回收率分别为 102. 90%、101. 29%，RSD 均小于 2%。结

论：建立的天麻蜜环菌测定法具有方法简单、稳定性好、专属性强的优点，能够用于天麻蜜环菌质量评价。
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[Abstract] Objective: To establish the quality standard for Armillariella mellea. Methods: Thin-layer

chromatography (TLC) was used to establish the identification method for A. mellea. According to the general rule 2331 of

Chinese Pharmacopoeia (2020 edition), the sulfur dioxide in A. mellea was measured, and the high-performance liquid

chromatography (HPLC) method for the determination of genistein and ergosterol was established. Results: In the TLC

profile, A. mellea sample and the reference crude drug showed the same color spots at the same positions. The sulfur dioxide

residue in three batches of A. mellea was 9.477-15.905 mg·kg–1, which was lower than the requirements in Japanese

Pharmacopoeia 17th edition and United States Pharmacopoeia 43th edition. The established HPLC method for the

determination of genistein and ergosterol in A. mellea showed a good linear relationship (r=0.999 5, 0.999 8). The average

recoveries were 102.90% and 101.29%, respectively, with RSDs<2%. Conclusion: The established method is simple, stable,

and specific, which can be used for quality evaluation of A. mellea.
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天麻 Gastrodia elata Bl. 为兰科植物天麻的干燥

块茎，具有息风止痉、祛风通络等作用，临床用于

治疗癫痫、高血压、小儿惊风等病症，蜜环菌为蜜

环菌属的寄生真菌，具有祛风通络、强筋骨等作用，

用于治疗癫痫、佝偻等病症[1-2]。蜜环菌与天麻两者

是共生且相互不可或缺的一部分，天麻通过蜜环菌

中菌丝体获取营养，蜜环菌则寄生于天麻。据文献

报道，目前天麻蜜环菌已分离鉴定出近百种化合物，

包括嘌呤类、半倍萜类、有机酸、总黄酮、氨基酸

等，具有调血脂、抗肿瘤、抗炎、抗惊厥等生理活
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性[3-4]。天麻蜜环菌作为天麻蜜环菌片、复方天麻蜜

环菌片等中药制剂的主要原料，具有治疗眩晕、头

痛、惊风癫痫、腰膝酸痛等作用。随着天麻蜜环菌

用药广泛与常态化，其药品质量、药物疗效与用药

安全等是需要关注的，故天麻蜜环菌质量标准的建

立是非常必要的。目前已颁布天麻蜜环菌片的质量

标准[5]，而天麻蜜环菌药材相关质量标准尚未建立，

也未有测定蜜环菌中染料木素及麦角甾醇方法的相

关报道，故本实验建立天麻蜜环菌薄层色谱鉴别方

法，染料木素、麦角甾醇高效液相色谱法（HPLC）

并测定其二氧化硫残留量，为天麻蜜环菌质量标准

建立提供参考。

1 材料

1. 1 仪器

e2695型高效液相色谱仪 （美国 Waters 公司）；

DHG-9140B型恒温鼓风干燥箱（上海琅玕实验设备

有限公司）；SQP型电子天平［德国赛多利斯（北京）

有限公司］；薄层色谱定量点样毛细管（天津市思利

达科技有限公司）；KQ-800KDE 型高功率数控超声

波清洗器（昆山市超声仪器有限公司）；JT108-1RW

型中药二氧化硫检测仪（菏泽市牡丹区俊藤电子仪

器有限公司）；UPT-I-10T 型优普系列反渗透超纯水

机（成都超纯科技有限公司）。

1. 2 试药

30% 过氧化氢溶液 （天津欧博凯化工有限公

司）；0. 1% 氢氧化钠滴定液（上海安谱实验科技股

份有限公司）；盐酸（北京化工厂，分析纯）；硫酸

（洛阳昊华化学试剂有限公司，分析纯）；甲酸（天

津市河东区红岩试剂厂，分析纯）；G-硅胶薄层板

（青岛海洋化工有限公司、青岛海浪化工有限公司）；

甲基红、乙酸乙酯、石油醚 （60~90 ℃）、香草醛

（天津市大茂化学试剂厂，分析纯）；无水乙醇（国

药集团化学试剂有限公司，分析纯）；甲醇［赛默飞

世尔科技（中国）有限公司］；对照品麦角甾醇（中

国食品药品检定研究院，纯度 ≥96. 2%，批号：

111845-201604）；对照品染料木素 （上海源叶生物

科技有限公司，纯度≥98%，批号：20130412）。

蜜环菌对照药材 （中国食品药品检定研究院，

批号：121244-201202）；天麻蜜环菌 （神华药业公

司，批号分别为20180918、20200921、20200922）。

2 方法与结果

2. 1 天麻蜜环菌的薄层色谱鉴别

2. 1. 1 供试品溶液的制备 精密称取批号分别为

20180918、20200921、20200922的天麻蜜环菌样品各

1 g，分别置具塞锥形瓶中，精密加入石油醚 （60~

90℃） 10 mL，超声 40 min （100 Hz，260 W），取

出，滤过，滤液浓缩至约 1 mL，作为供试品溶液。

另取天麻蜜环菌对照药材 1 g，同法制成对照药材溶

液，照薄层色谱法（通则0502）试验。

2. 1. 2 对照药材溶液的制备 同2. 1. 1项下方法。

2. 1. 3 薄层色谱条件 参照《中华人民共和国卫生部

颁药品标准》天麻蜜环菌片薄层色谱鉴别法[5]，吸取上

述2种溶液各5 µL，分别点于同一羧甲基硅胶钠为黏

合剂的G硅胶薄层板上，以石油醚-乙酸乙酯（9∶1）
为展开剂，饱和 30 min，展开，取出，晾干，喷以

1% 香草醛硫酸溶液，在 110 ℃加热至斑点显色清

晰，日光下检视，供试品色谱中，在对照药材色谱

相应的位置上显相同颜色的斑点，见图1。

2. 1. 4 优化后薄层色谱条件 照薄层色谱法，吸取

以上各溶液 5 µL，分别点于同一羧甲基硅胶钠为黏

合剂的 G 硅胶薄层板上，以石油醚-乙酸乙酯-甲酸

（36. 0∶8. 0∶0. 5） 为展开剂，饱和 30 min 后，展

开，取出，晾干，喷以 1%香草醛硫酸显示剂溶液，

在105℃烘约5 min，见图1。
由图 1可知，改进后薄层色谱相对应点分离度

较好，且与前期对比有3个较明显的点出现。

2. 2 二氧化硫残留量测定

2. 2. 1 3%过氧化氢配制 精密量取 30% 过氧化氢

20 mL置具塞瓶中，后加入180 mL水，摇匀备用。

注：A. 未优化薄层色谱图；B. 优化后薄层色谱图； 1. 批号为

20200921；2. 批号为20180918；3. 对照药材；4. 批号为20200922。

图1 天麻蜜环菌薄层鉴别图
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2. 2. 2 指示剂配制 精密称取甲基红 12. 5 mg置于

具塞瓶中，加入无水乙醇 5 mL，超声助溶，配制撑

质量浓度为2. 5 mg·mL–1甲基红乙醇溶液，备用。

2. 2. 3 氢氧化钠溶液配制 精密吸取 0. 1 mol·L–1

氢氧化钠滴定液 10 mL 置于具塞瓶中，加水 90 mL

稀释，摇匀，配制成浓度为 0. 01 mol·L–1氢氧化钠

溶液，备用。

2. 2. 4 盐酸溶液配制 精密吸取浓盐酸 24. 8 mL置

具塞瓶中，加水 25. 2 mL 稀释，摇匀，配制成浓度

为6 mol·L–1盐酸溶液，备用。

2. 2. 5 二氧化硫测定 参考《中华人民共和国药

典》 2020年版[6]，分别称定 3批蜜环菌样品各 10 g，

置三颈圆底烧瓶中，加水 400 mL。打开回流冷凝管

开关，将冷凝管上端口处连接橡胶导气管，置于

100 mL 锥形瓶底部。锥形瓶内加入 3% 过氧化氢溶

液 50 mL 作为吸收液，使用前加入 2. 5 mg·mL–1甲

基红乙醇溶液指示剂3滴，并用0. 01 mol·L–1氢氧化

钠滴定液滴定至黄色。开通氮气，调节气流约至

0. 2 L·min–1，打开封液漏斗使 6 mol·L–1盐酸溶液

10 mL流入蒸馏瓶，立即加热使三颈烧瓶内的溶液至

沸 （沸点设置为 102 ℃，保持 2 min），并保持微沸

（99℃） 90 min后停止加热。吸收液放冷后，置于磁

力搅拌器上不断搅拌，用氢氧化钠滴定液滴定至黄色，

持续时间20 s不褪，并将滴定结果用空白验证。空白

为未加样品的水溶剂。按公式（1）计算供试品中二氧

化硫残留量，不同批次二氧化硫测定结果见表1。
二氧化硫残留量 = ( )A–B × C × 0.032 × 106

W （1）
式中 A 为供试品溶液消耗氢氧化钠滴定液的体

积 （mL）； B 为空白消耗氢氧化钠滴定液体积

（mL）；C为NaOH滴定液浓度（mol·L–1）；0. 032为
1 mL氢氧化钠滴定液（1 mol·L–1）相当于二氧化硫

的量（g）；W为供试品的质量（g）。

2. 3 染料木素、麦角甾醇含量测定

2. 3. 1 溶液的制备

2. 3. 1. 1 对照品溶液的制备 精密称定麦角甾醇、

染料木素对照品适量，置于 10 mL 量瓶中，加甲醇

溶解并定容至刻度线，配制为质量浓度分别为 368、
490 μg·mL–1混合对照品储备液。

2. 3. 1. 2 供试品溶液 称取天麻蜜环菌样品 1 g，

置具塞瓶中，加 10倍量 80%乙醇，超声处理 30 min

（250W，100 kHz），取出，滤过，备用。

2. 3. 2 色谱条件 参考文献［7］，通过试验确定最佳

色谱条件，色谱柱：Agilent Eclipse XDB - C18（250mm×

4. 6 mm，5 μm）；流动相：甲醇（A） -水（B）；梯

度 洗 脱 （0～10 min， 50%A； 10～20 min， 50%～

100%A；20～40min，100%A）；检测波长：染料木素

260 nm，麦角甾醇 280 nm；体积流量：1 mL·min–1；

柱温：30 ℃；进样量：10 μL，得供试品及对照品

色谱图，见图2。

2. 3. 3 方法学考察

2. 3. 3. 1 线性关系考察 精密吸取混合对照品溶液适

量，逐倍稀释，并加甲醇定容至刻度线，摇匀，得系列

浓度对照品，按2. 3. 2项下色谱条件测定，记录峰面积。

以质量浓度为横坐标（Ｘ），峰面积为纵坐标（Ｙ）绘制

标准曲线，染料木素回归方程：Ｙ=80 262Ｘ––345 092
（r=0. 999 5），表明在 3. 829~245. 000 µg·mL–1线性良

好。麦角甾醇回归方程：Ｙ=16 027Ｘ+39 452（r=

0. 999 8）， 表 明 在 1. 893~368. 440 µg·mL–1 线 性

良好。

2. 3. 3. 2 精密度考察 精密吸取混合对照品溶液，

表1 不同批次蜜环菌二氧化硫残留量测定结果

批号

20180918
20200921
20200922

NaOH消耗量/mL

0.5
0.5
0.3

二氧化硫残留量/mg·kg–1

15.640
15.905
9.477

注：空白滴定量均为0 mL。

注：A. 供试品溶液；B. 对照品溶液；1. 染料木素；2. 麦角甾醇。

图2 天麻蜜环菌色谱图
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按 2. 3. 2项下色谱条件连续测定 6次，得染料木素、

麦角甾醇对照品峰面积 RSD分别为0. 58%、0. 93%，

均小于2. 0%。表明仪器精密度良好。

2. 3. 3. 3 重复性试验 按 2. 3. 1. 2项下方法，取同

一批天麻蜜环菌样品（批号：20180918）平行制备

6份供试品溶液，按 2. 3. 2项下色谱条件测定，计算

染料木素、麦角甾醇含量，并得其 RSD 分别为

2. 80%、2. 92%，均小于 3%，该方法重复性良好。

2. 3. 3. 4 稳定性试验 取供试品溶液，按 2. 3. 2项

下色谱条件，分别于 0、2、4、6、 8、10、12、24 h

进样，得染料木素、麦角甾醇峰面积的 RSD 分别为

1. 30%、2. 66%，均小于 3%，表明样品及对照品溶

液在24 h内较稳定。

2. 3. 3. 5 加样回收率试验 称定天麻蜜环菌样品

0. 5 g，置于具塞瓶中，按当前样品含量 100% 比例

加入染料木素、麦角甾醇对照品，按 2. 3. 1. 2 项下

方法平行制备 6份样品溶液，在 2. 3. 2项下方法测定

峰面积，计算加样回收率及 RSD，得染料木素、麦

角甾醇平均加样回收率分别为 102. 90%、101. 29%，

RSD分别为0. 93%、1. 62%，说明该操作方法良好。

2. 3. 4 不同批次天麻蜜环菌含量测定 称定 3批天

麻蜜环菌样品各 1 g，精密称定，按照 2. 3. 1. 2项下

制备样品溶液，在 2. 3. 2 项下色谱条件下测定，结

果见表2。

3 讨论

3. 1 薄层色谱鉴别分析

本实验分别对展开剂 （石油醚 -乙酸乙酯 -甲

酸）、显示剂（1% 硫酸乙醇、0. 5 %香草醛冰乙酸、

1% 香草醛硫酸）、温湿度 （温度 5 ~ 40℃，湿度

15% ~ 75%）进行考察，结果显示，采用石油醚-乙

酸乙酯-甲酸 （36. 0∶8. 0∶0. 5） 为展开剂、1% 香草

醛硫酸为显示剂，供试品色谱中，与对照药材色谱

相应的位置上显相同颜色的斑点，斑点显示清晰，

且该方法适用性较好，可用于天麻蜜环菌药材的

鉴别。

3. 2 二氧化硫残留量

传统中医药中，通常采用硫黄熏蒸中药材，以延

长贮存时间，避免药材发霉腐败，而过量二氧化硫残

留破坏人体正常的氧化作用与代谢，引起呼吸系统类

疾病及产生不良反应，严重会产生急性中毒症状[8]。

因此，各国对中药材的二氧化硫残留量制定了相关标

准，《韩国药典》第10版要求残留量低于30mg·mL–1，

《日本药局方》第17版与《美国药典》第43版要求残留

量低于50mg·mL–1，《中华人民共和国药典》2020年版

也对中药材二氧化硫的残留量进行限定，如山药低于

10 mg·kg–1、牛膝不超过 400 mg·mL–1[9]。目前，未

有天麻蜜环菌二氧化硫残留量的相关标准。

通过本实验对各批次的天麻蜜环菌测定，得其

二氧化硫残留量低于 20 mg·mL–1，与传统硫黄熏蒸

中药材不同，天麻蜜环菌通过培养基培养获得而未

进行硫黄熏蒸。参考相关研究资料，探究天麻蜜环

菌二氧化硫残留原因：1）药材自身含有的硫苷及硫

衍生物在加热后降解而生成二氧化硫；2）在培养过

程中，通过吸收培养液中的硫酸根，之后代谢而形

成结合与流离态的亚硫酸根；3）植物通过气孔吸收

大气中的二氧化硫，以及水中、土壤中的硫化物被

植物吸收后，使其含有一定流离态和结合态的含硫

成分[10-12]。结合天麻蜜环菌目前已知的化合物，如氨

基酸类、有机酸类、多糖类，其中均未含硫元素及

其硫衍生物。同时，其培养过程密闭，二氧化硫来

源于空气几率较小，故猜测可能来源于内源性硫酸

根，因在培养过程培养液中加入硫酸镁溶液后逐渐

代谢产生亚硫酸根[13]。

3. 3 染料木素、麦角甾醇含量测定

前期对不同提取溶剂：水、20%~80% 乙醇、

20%~100% 甲醇进行考察，测定结果显示，当提取

溶剂为水、20% 乙醇、20% 甲醇时，染料木素、麦

角甾醇均未出峰，当提取溶剂为 40% 乙醇、40% 甲

醇、60% 甲醇时未测出染料木素，当溶剂为 80% 乙

醇时染料木素、麦角甾醇含量均达到最佳，故选用

80%乙醇作为提取溶剂。同时，实验方法验证表明，

采用 HPLC 测定天麻蜜环菌中染料木素、麦角甾醇

的方法操作简单、稳定性好、灵敏度高，可用于其

质量标准的建立。
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