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HPLC法检测红曲霉菌HNLI发酵液中洛伐他汀含量

张凤琴，李小龙，刘 飞，何农跃

（湖南工业大学 绿色包装与生物纳米技术应用湖南省重点实验室，湖南 株洲 412008）

摘 要：用甲醇从红曲霉HNLI发酵液中萃取洛伐他汀，采用高效液相色谱法（HPLC）对其进行了检测。色
谱条件为：色谱柱（XDB-C18，4.6 mm× 250 mm），柱温 30℃，检测波长为 237 nm，以甲醇 -水（体积比为 70:
30）为流动相，流速为 1.0 mL/min。结果表明，洛伐他汀在 10～50 g/mL范围内与峰面积线性关系良好，其相关
回归方程为 Y=363.82X+25.42，R2=0.999 8。该检测方法的重复性、稳定性良好，精度较高。用此方法检测红曲霉
HNLI的胞内、外产物洛伐他汀的质量浓度分别为 7.45 g/mL和 0.327 g/mL。
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Determination of Lovastatin in Fermentation Broth of Monascus HNLI by HPLC

Zhang Fengqin，Li Xiaolong，Liu Fei，He Nongyue
（Hunan Key Laboratory of Green Packageing and Application of Biological Nanotechnology，

Hunan University of Technology，Zhuzhou Hunan 412008，China）

Abstract：Methanol was used to extract Lovastatin from the fermentation broth of Monascus HNLI. HPLC method for
determining the content of Lovastatin in the fermentation broth of Monascus HNLI was established. Samples were analyzed on
the HPLC column with methanol-water(70:30)as mobile phase under the flow rate of 1.0 ml/min. The detection wavelength was
237 nm. The result showed that Lovastatin in the concentration of 10 g/mL~50 g/mL had good linearity with peak area and the
correlative regression equation was Y=363.82X+25.42，R2=0.9998. The method had good reproducibility, well stability and
high accuracy as well. The concentration of Monascus HNLI intracellular and extracellular lovastatin were 7.45 g/mL, 0.327 g/
mL respectively.
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红曲源于中国，已有上千年的历史，在发酵食品、

食品色素、中药等领域有着广泛的应用[1]。1979年由
日本学者远藤首先从红曲中分离出降血脂药物洛伐他

汀（Lovastatin）[2]。 洛伐他汀是3-羟基 -3-甲基戊二酰
辅酶A（HMG-CoA）还原酶的抑制剂，HMG-CoA还
原酶是胆固醇生物合成的关键酶，洛伐他汀能对

HMG-CoA进行有效的抑制，具有明显减轻高血脂[3-5]，

降低冠心病的死亡率等作用[6]。1987年，洛伐他汀作

为降血脂药被批准上市，很快得到了广泛应用。由于

一般红曲霉菌株发酵所产生的洛伐他汀含量并不高，

降血脂功效甚微。诱变筛选高产洛伐他汀的红曲菌株

及高产洛伐他汀菌株培养工艺是红曲霉研究热点，因

此，建立洛伐他汀的快速准确测定方法是十分必要的
[7-9]。本文采用高效液相法，用甲醇和水作流动相对洛

伐他汀进行了检测，以期为后期红曲霉发酵液中洛伐

他汀的快速检测提供科学依据。
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1 试验材料与方法

1.1 材料

菌种 红曲霉菌HNLI由绿色包装与生物纳米技
术应用湖南省重点实验室提供。

培养基 种子培养基：质量分数分别为 5 %的蛋
白胨和可溶性淀粉、0.01 %的MgSO4

、0.05 %的KH2PO4
、

6 %的蔗糖；发酵培养基：经过一定处理的味精废水，
质量分数为5 %的可溶性淀粉、0.01 %的MgSO4

、0.05 %
的KH2PO4

、6 %的蔗糖。
仪器 电子天平：湘仪天平仪器设备有限公司；

温控摇床：中国哈尔滨东联电子技术开发有限公司；

离心机：湖南凯达科学仪器有限公司；双光束紫外可

见分光光度计：北京普析通用有取胜责任公司；高效

液相色谱仪：安捷能化学工作站，XDB-C18色谱柱。
1.2 方法

红曲霉菌HNLI的发酵 取红曲霉菌HNLI，接入
种子培养基中，于30℃、180 r/min摇床条件下培养2 d，
得到种子液。再将体积分数为 5 %的种子液直接接种
于发酵培养液基中，于 30℃、180 r/min摇床条件下培
养 10 d后，得到红曲霉菌HNLI味精废水发酵液。
发酵液样品溶液的制备 取 10 mL待测发酵液，

在室温下离心20 min（3 000 r/min），将上清液经孔径为
0.45 m的纤维素滤膜过滤，所得滤液即为发酵液样品
的胞外待测样；取10 mL待测发酵液，在前述条件下离
心 20 min后弃去上清液，得到菌体。往菌体中加入一
定量甲醇，萃取4 h后再离心20 min，上清液经0.45 m
的纤维素滤膜过滤，所得滤液即为发酵液样品的胞内

待测样。

标准样品溶液的制备 准确称取 0.100 0 g洛伐他
汀标准样品，置于 100 mL容量瓶中，用超纯水溶解并
稀释定容至刻度。分别取 1、2 、3、4、5 mL上述溶液
于 100 mL容量瓶中，用超纯水稀释定容至刻度，得质
量浓度为 10、20、30、40、50 g/mL的标准溶液。
洛伐他汀HPLC流动相的确立 配置 V甲醇∶V水为

80∶20、70∶30、50∶50的溶液，分别对标准品进行检测。
根据洛伐他汀保留时值确定其最佳流动相的体积比。

2 结果与讨论

2 . 1 洛伐他汀高效液相色谱条件检测波长与流动

相的确定

流动相采用甲醇与水，其不同体积比对洛伐他汀

保留时值的影响如图 1所示，检测波长为 237 nm，进
样体积为 10 L。由图 1可见，当甲醇与水的体积比为

80∶20、70∶30、50∶50时，洛伐他汀的保留时值分别
为12、15.9、20.5 min。为了避免待检测物多个峰叠加，
同时又能节省检测时间，本试验采用流动相甲醇与水

的体积比为 70∶30。综合以上各色谱条件下的样品检
测结果，洛伐他汀的较理想 HP L C 条件为：色谱柱
（XDB-C18，4.6 mm×250 mm），柱温为30℃，检测波
长为 237 nm，流动相为甲醇 -水（体积比为 70∶30），
流速为 1.0 mL/min。该条件下样品色谱图如图 2所示。

2.2 标准曲线的绘制

准确配制的 5种洛伐他汀标准品的浓度梯度为 10、
20、30、40、50 g/mL。按2.1的色谱条件，以峰面积（Y）
对质量浓度（X）进行线性回归，其标准曲线如图 3所
示，回归方程为Y=363.82X+ 25.42，R2=0.999 8，图3说明
洛伐他汀在 10～50 g/mL范围内线性良好。

图 1 流动相对洛伐他汀保留值的影响

Fig. 1 Effects on the retention time of
Lovastatin by the mobile phase

图 2 标准品与样品的色谱图

Fig. 2 Chromatograms of the sample and
the Lovastatin standard

图 3 洛伐他汀标准曲线

Fig. 3 The standard curve of Lovastatin
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2 . 3 胞内与胞外产洛伐他汀的测定

红曲霉HNLI产洛伐他汀HPLC色谱图见图 4。由
图 4可知，胞内、外洛伐他汀峰面积分别为 246.6、41.4
AU·s，前者为后者的 6倍。根据前述回归方程式可计
算出胞内洛伐他汀浓度为 7.45 g/ml，胞外洛伐他汀的
浓度为 0.327 g/ml，说明洛伐他汀产物主要是在胞内
贮存，极少能分泌到红曲霉的细胞外，与土曲霉发酵

产洛伐他汀结论一致。另外，胞外洛伐他汀含量几乎

不变，说明洛伐他汀不溶于水，与洛伐他汀为非极性

物质微溶于水的理化性质相一致。

2 . 4 重复性、精密度和稳定性试验

依据 2.1中的检测条件，对红曲霉发酵液中洛伐他
汀进行 3次重复检测，所得峰面积分别为 200、207.7、

205.9 AU·s，其RSD =1.96 %，小于 2 %，表明该方法
检测洛伐他汀重复性良好。取质量浓度为 30 g/mL的
标准品，按上述液相色谱条件进行 3次重复检测。标准
品中洛伐他汀峰面积分别为1 488、1 489、1 521 AU·s，

RSD=1.2 %，小于 2%，表明该方法精密度良好。新配
制洛伐他汀标准品和洛伐他汀分别存放12 h和24 h后，
峰面积有所增加，但RSD=1.8 %，小于 2 %，表明RSD
在甲醇液中稳定性良好，但由于甲醇的挥发作用，洛

伐他汀浓度随存放时间峰面积相应增加。

3 结论

洛伐他汀易溶于甲醇、乙醇、乙腈、略溶于水。选

甲醇作溶剂，红曲霉HNLI发酵液中辅料成分几乎不被
甲醇萃取，发酵液萃取 24 h后洛伐他汀能充分地溶于
甲醇，故甲醇是一种理想的溶剂。以甲醇 - 水作流动

相简单方便，且检测成本低。在此流动相色谱条件下，

洛伐他汀标准品和发酵液中辅料成分互不干扰，实验

的重复性好，精密度高。
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图 4 红曲霉产洛伐他汀胞内与胞外样品色谱图

Fig. 4 Chromatogram of the inner cell sample and the broth


