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60Co- γ 射线辐照灭菌对连翘质量影响的多元评价
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摘要 考察 60Co-γ射线辐照灭菌对连翘质量的影响。采用 60Co-γ射线不同吸收剂量辐照处理连翘药材粉末，

比较辐照前后样品有效成分含量、高效液相色谱（HPLC）指纹图谱相似度和水提物抑菌圈直径；建立近红

外一致性评价模型，并考察最适杀菌吸收剂量。结果表明：吸收剂量为10 kGy时，辐照样品与未辐照样品

相比，连翘酯苷A和连翘酯苷 I含量差异极显著（p<0.01）；HPLC指纹图谱相似度下降；水提物对金黄色葡

萄球菌的抑菌圈直径无显著差异（p>0.05）；近红外一致性评价模型可以较好地区分辐照与未辐照样品；吸收

剂量为5 kGy时，辐照能使研究样品的微生物负载降至较低水平。结果提示，10 kGy 60Co-γ射线辐照灭菌对

连翘化学成分有一定影响，实际辐照操作中建议吸收剂量不超过5 kGy。
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Multiple evaluation of the effect of 60Co-γ irradiation sterilization on
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ABSTRACT The aim of this study was to investigate the effect of 60Co-γ irradiation sterilization on the quality of 

Fructus forsythiae. The medicinal powder of Fructus forsythiae was used at different doses.  Ingredient 
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concentration, high performance liquid chromatography (HPLC) finger print and antibacterial activity of water 

extract against Staphylococcus aureus were used before and after irradiation for comparison. A near-infrared 

spectrum (NIR) consistency model of Fructus forsythiae was established by near-infrared spectroscopic methodology 

and the optimum dose of 60Co- γ irradiation was investigated. The results showed that there was very significant 

difference (p<0.01) in the contents of the two compounds (forsythiaside A and forsythiaside I) compared to 

unirradiated samples. The similarity of HPLC fingerprints was decreased. The water extract's effectiveness against 

Staphylococcus aureus before and after irradiation in each sample showed no significant difference (p>0.05). The 

NIR consistency evaluation model was established to determine the irradiated samples. The microbial populations 

could be reduced to a lower degree at 5 kGy absorbed dose irradiation. 60Co-γ irradiation sterilization would affect 

the quality of Fructus forsythiae at 10 kGy dose. It is recommended that the irradiation sterilization dose not exceed 

5 kGy.

KEYWORDS Fructus forsythiae, 60Co- γ ray, Radiation sterilization, Finger print, Antibacterial activity, Near 

infrared spectrum 

CLC TL99

连翘（Fructus forsythiae）为木犀科植物连翘 

Forsythia suspensa (Thunb.) Vahl.的干燥成熟果实［1］。

连翘含有连翘苷［2］、连翘酯苷A［3］、连翘酯苷 I［4］和

连翘酚［5］等化学成分。现代药理学表明，连翘具有

清热解毒、消肿散结等作用［6］。药材在种植和加工

过程中易受微生物污染，通常有一定的微生物负

载，这也是中药制剂中微生物来源的主要因素之

一［7］。中药制剂微生物检查是上市产品监督抽验项

目之一，因此，降低原料药材带菌量是药品相关

企业的重要控制目标。60Co-γ射线辐照技术具有灭

菌速度快、清洁高效，可在常温下进行等特点，

广泛应用于中药材和中药制剂的灭菌处理［8-9］。原

国家食品药品监督管理总局发布的《中药辐照灭

菌技术指导原则》［10］规定了中药最大总体平均吸

收剂量不得过 10 kGy。目前，已有关于辐照引起

中药成分发生变化的相关研究报道［11-12］，本课题组

在前期调研时发现，当前企业常常选择较大剂量

辐照以保证卫生学指标均合格［13］。而对于连翘药

材，范伟［14］发现，经一定吸收剂量的 60Co-γ射线

辐照处理后连翘样品指纹图谱与对照图谱相比相

似度下降，其有效成分连翘酯苷A和连翘酯苷B的

含量显著降低。为进一步考察 60Co-γ射线辐照对连

翘药材质量的影响，本文采用化学成分、抗菌活

性及近红外光谱法进行了分析，旨在为研究连翘

药材辐照相关工艺提供数据和理论依据。

1   仪器与试药

1.1　  仪器　

液 相 色 谱 仪（HPLC）： Waters2695， 美 国

Waters 公司；旋转蒸发仪：Rotavapor R-3，瑞士

BUCHI； 在 线 傅 里 叶 变 换 近 红 外 光 谱 仪 ：

MATRIX-F，布鲁克北京科技有限公司；隔水式恒

温培养箱：GHP-9270，上海一恒科学仪器有限公

司；多功能微生物自动测量分析仪：ZY-300Ⅳ，

北 京 先 驱 威 锋 技 术 开 发 公 司 ； 电 子 天 平 ：

AEG220，日本岛津公司；高速粉碎机： FSJ-

A05N6，小熊牌；游标卡尺：MNT919102，德国

美耐特；Waters 色谱柱（×Bridge C18 5 μm 4.6×

250 mm Colum）。

1.2　  标准品与试剂　

连翘苷：批号 110821-201816，含量 95.1%；

连翘酯苷A：批号111810-202108，含量96.2%；金

黄色葡萄球菌［CMCC（B）26003］第4代菌种，均由

中国食品药品检定研究院提供；连翘酯苷 I：批号

MUST-18051610，含量98.0%，由成都曼思特生物

科技有限公司提供；胰酪大豆胨液体培养基：批

号 200224-21，由北京陆桥技术股份有限公司提

供；抗生素检定用培养基 I：含胨5 g、牛肉浸出粉

3 g、磷酸氢二钾（K2HPO4） 3 g、加纯化水至

1 000 mL；0.9%无菌氯化钠溶液，均由实验室配

制后灭菌备用；色谱纯甲醇、甲酸：赛默飞世尔

科技（中国）有限公司提供。

1.3　  药材　

为尽可能减少因地域因素造成的质量差异对

研究结果的影响，20批连翘药材均购自河南。经

成都市药品检验研究院中药材质量监测评价重点

实验室鉴定为正品后备用。
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2   方法与结果

2.1　  连翘 60Co-γ射线辐照处理　

为保证研究样品的均匀性，每批连翘样品经

粉碎后过 4号筛，充分混匀后分装于无菌自封袋

内，每袋 120 g。在四川省辐照中心进行 60Co-γ射

线辐照，吸收剂量设置为0 kGy（未辐照）、5 kGy、

10 kGy。辐照后即进行各项指标测定，统计分析

采用 IBM SPSS Statistics 22.0软件进行。

2.2　  连翘高效液相色谱（HPLC）指纹图谱分析　

2.2.1　 对照品溶液制备

精密称取连翘苷、连翘酯苷A和连翘酯苷 I对

照品适量至100 mL容量瓶中，加适量甲醇溶解后，

用甲醇定容至刻度，配制成分别含上述 3种成分

118.8 μg/mL、82.0 μg/mL、88.8 μg/mL的溶液。

2.2.2　 样品溶液的制备　

经预试验选取 2 批微生物负载水平较低的连

翘，分别取其经 0 kGy、5 kGy、10 kGy吸收剂量

辐照的样品，按以下操作进行样品溶液制备：精

密称取连翘样品 1 g 置具塞锥形瓶中，精密加入

70%甲醇25 mL，密塞，超声处理30 min，放冷，再

精密称重并用70%甲醇补足减失重量，摇匀，滤过，

即得。

2.2.3　 色谱条件　

流动相为甲醇（A）-0.1%甲酸水溶液（B），梯度

洗脱（0~10 min，7% A；10~20 min，7%~20% A；20~

40 min，20%~40% A；40~60 min，40%~65% A；60~

70 min，65%~90% A；70~75 min，90%~7% A），流速

1.0 mL/min，柱温 30 ℃。以 70%甲醇作为空白溶

剂，进样量为20 μL，于280 nm波长处测定，即得

HPLC指纹图谱。

2.2.4　 辐照前后有效成分含量分析　

根据对照图谱获得2批样品不同辐照处理连翘

苷、连翘酯苷A和连翘酯苷 I的峰面积数据，计算

其含量（表 1）。采用配对样本 t检验，将辐照处理

样品的各含量数据与未辐照样品进行比较。可以

看出，经 60Co-γ射线10 kGy辐照处理后，样品1连

翘酯苷 I含量从 7.35 mg/g降至 6.52 mg/g（p<0.01），

连翘酯苷 A 含量从 36.75 mg/g 降至 34.48 mg/g

（p<0.01）；样品2连翘酯苷 I含量从7.31 mg/g降至 

6.34 mg/g （p<0.01），连翘酯苷A含量从35.76 mg/g

降至 34.14 mg/g （p<0.01）；样品 1和 2连翘苷含量

变化均无显著差异（p>0.05）。说明在 10 kGy吸收

剂量辐照处理下，连翘酯苷 I和连翘酯苷A含量显

著降低。

2.2.5　 连翘辐照前后指纹图谱相似度分析　

采用“中药色谱指纹图谱相似度评价系统

（2012年版）”。工作状态选“分析检验”，将连翘样

品经 0 kGy、 5 kGy 和 10 kGy 吸收剂量辐照的

HPLC色谱图（cdf格式）导入软件，通过多点校正，

选择时间宽为0.1进行Mark峰匹配，生成连翘指纹

叠加图（图1），配对后共有81个共有峰。相似度分

析表明，样品 1经 10 kGy吸收剂量辐照后与未辐

照样品相比，相似度为 0.923；样品 2经 10 kGy吸

收剂量辐照后与未辐照样品相比，相似度为 0.936

（表2）。说明 60Co-γ射线10 kGy吸收剂量辐照后连

翘指纹图谱发生了变化。

表表1　连翘辐照前后各成分含量及其水提物对金黄色葡萄球菌活性的抑菌圈直径连翘辐照前后各成分含量及其水提物对金黄色葡萄球菌活性的抑菌圈直径
Table 1　Content of each constituent and the diameter of the inhibition zone for Staphylococcus aureus of the water 

extract of Fructus forsythiae before and after irradiation

批数

Lot number

1

2

吸收剂量

/ kGy 

Absorbed dose

0

5

10

0

5

10

连翘酯苷 I

/ (mg·g−1)

Forsythiaside I

7.35

7.33

6.52**

7.31

7.33

6.34**

连翘酯苷A

/ (mg·g−1)

Forsythiaside A

36.75

36.82

34.48**

35.76

36.25

34.14**

连翘苷

/ (mg·g−1)

Forsythin

3.60

3.65

3.63

3.67

3.64

3.64

连翘水提物（0.33 mg/L）抑菌圈直径 / mm 

Diameter of inhibition zone for water 
extract of Fructus forsythiae (0.33 mg/L) 

15.07

15.11

14.99

15.10

15.06

14.95

注：各成分含量均为5次重复测定数据平均值；抑菌圈直径为4个测量数据平均值；**表示与未辐照相比差异极显著（p<0.01）。

Note: Contents data are value of 5 repeated measurements;The data are value of 4 diameter of the zone of inhibition;∗∗ indicates that 

the difference between irradiation and not irradiation is extremely significant (p<0.01).
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2.3　  抗菌活性评价模型建立　

2.3.1   连翘水提物制备

取 §2.2 的 2 批样品，分别取其经 0 kGy、

5 kGy、10 kGy辐照处理的样品制备水提物。具体

操作为：称取50 g至三角瓶中，加500 mL纯化水，

浸泡 30 min后煎煮，煮沸后用文火继续煮 30 min，

放冷，取全部煎煮液，3 000 r/min离心 5 min，收

集全部上清液，旋转浓缩至1 g/mL，即得。

2.3.2　 菌液制备　

无菌操作取金黄色葡萄球菌标准菌株适量，

接种至100 mL胰酪大豆胨液体培养基中，于33 ℃

培养24 h，备用（浓度约为107 CFU/mL）。

2.3.3　 量效关系考察　

取已融化的抗生素检定用培养基Ⅰ 20 mL，倾

注于直径为 90 mm的无菌培养皿，使之在平皿底

部平整摊布，待凝固，作底层琼脂；另取抗生素

检定用培养基Ⅰ适量，加热融化后待温度降至50 ℃

左右，向其中加入适量金黄色葡萄球菌菌液，使

浓度约为 105 CFU/mL，摇匀后，用无菌移液管分

别向上述底层琼脂平皿中注入 5 mL，使之均匀摊

布于上层（双碟），放置水平台面冷却，备用。取

连翘未辐照样品的水提物，用无菌水梯度稀释成

各种浓度的溶液，各浓度之间剂距为 0.8，采用管

碟法，取双碟若干，用牛津杯放置器以等距离均

匀放置6个牛津杯于双碟琼脂上面。操作时，分别

依次加入各种浓度的提取液，用无菌陶瓦盖覆盖

后，置 36 ℃培养 16 h。取出，用游标卡尺测量抑

菌圈直径，经预试验选取适宜的系列浓度，并重

复试验3次，取不同浓度提取液的抑菌圈直径平均

值，以浓度为横坐标，抑菌圈直径大小为纵坐标

拟合回归方程。得到连翘水提物浓度和与抑菌圈

直径呈线性关系的范围。

2.3.4　 连翘抑菌活性测定　

根据量效关系曲线，选取适宜的浓度测定。

测定 1批样品时，取双碟 2只，各碟内相邻的 3只

牛津杯滴满某一浓度的水提物（1只为未辐照对照，

另 2只为某一剂量辐照样品），另 3只牛津杯按以

上设置滴满另一浓度的水提物，照§2.3.3量效关系

考察方法进行培养和测量。

2.3.5　 量效关系考察　

对连翘未辐照样品不同浓度水提物抑菌圈直

径进行测量，以浓度（C）为横坐标，抑菌圈直径大

小（D）为纵坐标，进行线性拟合，得到量效关系直

线方程式：D=0.988C+11.049（R²=0.99）。表明当连

翘水提取物浓度在0.17~0.51 g/mL时，提取物浓度

与抑菌圈大小线性关系良好，见图2（a）。

图 1　60Co-γ射线不同吸收剂量辐照处理连翘的HPLC指纹图谱
Fig.1　HPLC fingerprint chromatograms of Fructus forsythiae irradiated by different doses of 60Co-γ ray

表表 2　60Co-γ射线不同吸收剂量辐照处理连翘射线不同吸收剂量辐照处理连翘HPLC
指纹图谱相似度指纹图谱相似度

Table 2　HPLC fingerprint chromatograms similarity 
of Fructus forsythiae irradiated by different 

doses of 60Co-γ ray

批数

Lot number

1

2

吸收剂量/ kGy  Absorbed dose

0

1.000

1.000

5

0.999

0.999

10

0.923

0.936
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2.3.6　 连翘抗菌活性测定结果

根据量效关系试验结果，在建立的标准曲线

范围内，选择0.26 g/mL和0.33 g/mL两个浓度，采

用管碟法进行抗菌活性测定（图 2（b）），比较在相

同浓度下，各吸收剂量辐照处理与未辐照样品水

提物抑菌圈直径的差异（配对样本 t检验）。结果表

明均无显著差异（p>0.05）（表 1），说明辐照对连翘

的金黄色葡萄球菌的抗菌活性无显著影响。

2.4　  近红外一致性评价模型建立　

2.4.1　 样品光谱图采集　

取连翘样品 20批，采用OPUS软件，分别采

集 0 kGy、5 kGy和 10 kGy 60Co-γ射线辐照样品光

谱图。设定扫描次数 3次，分辨率 8 cm−1，波数范

围12 000~4 000 cm−1。采集背景光谱在每次扫描光

谱后予以扣除，求取平均值。

2.4.2　 连翘辐照近红外一致性评价　

20 批连翘样品共获得 60 张原始光谱（图 3），

可以看出，辐照与未辐照样品难以区分。在“建立

合格性测试”界面选取未辐照样品的图谱，设置为

参考光谱；选取辐照（5 kGy、10 kGy）样品的图谱，

设置为测试光谱。在参数优化时，选择预处理为

二阶导数，平滑点为 17，一致性指标值调节为

3.9。对建立的模型进行验证，结果显示，所建立

的模型能够较好地区别未辐照样品和辐照后样品，

说明本研究中辐照后的连翘样品可以通过建立近

红外一致性评价模型进行区别（图4）。

图2　连翘水提物对金黄色葡萄球菌的抗菌活性：（a）水提物浓度与抑菌圈直径线性关系良好；
（b）浓度为0.26 g/mL和0.33 g/mL浓度时，辐照前后抑菌圈直径无显著差异（p>0.05）

Fig.2　Antibacterial activity against Staphylococcus aureus of water extract of Fructus forsythiae: (a) the concentration of the 
extract shows a good linear relationship with the diameter of the inhibition zone; (b) there is no significant difference in the diameter 

of the inhibition zone before and after irradiation at concentrations of 0.26 g/mL and 0.33 g/mL (p > 0.05)

图3　连翘样品近红外光谱图（彩色见网络版）
Fig.3　Near-infrared spectrogram of Fructus forsythiae samples (color online)
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2.5　  辐照前后微生物负载分析　

2.5.1　 检查项目　

经预试验选取微生物负载较高的 2 批连翘样

品，按 §2.1 方法进行辐照处理。分别取其经

0 kGy、5 kGy和 10 kGy吸收剂量辐照的样品，按

照《中国药典》（2020年版）四部通则 1108中药饮

片微生物限度检查法［15］，检查需氧菌总数（Total 

aerobic microbial count，TAMC）、霉菌和酵母菌总

数 （Total combined yeasts and molds count，

TYMC）和耐胆盐革兰阴性菌（Bile-tolerant Gram-

negative bacteria，BGNB）。检查前按《中国药典》

要求进行方法适用性试验以确定适宜的检查方法。

2.5.2　 60Co-γ射线吸收剂量对微生物负载影响　

由于《中国药典》（2020年版）四部未规定使

用前需煎煮的中药材或饮片的微生物限度，故参

照《美国药典》USP-NF2023“非无菌营养和膳食

补充剂的微生物限度标准”中“使用前用沸水处

理的植物”标准进行评价［16］。即每1 g连翘样品中

TAMC 应不得超过 106 CFU，TYMC 应不得超过

104 CFU，BGNB应不得超过102 CFU。从表3可以

看出，选取的2批试验样品，需氧菌总数、霉菌和

酵母菌总数以及耐胆盐革兰阴性菌本底负载均超

过USP-NF2023规定限值。经 5 kGy吸收剂量辐照

处理后，各检查项微生物数量均降至限值内；经

10 kGy吸收剂量辐照后，各检查项微生物数量均

降至 100 CFU/g以内。表明，当 60Co-γ射线吸收剂

量在 5 kGy时，即可达到USP-NF2023卫生指标的

要求标准。

图4　连翘样品近红外一致性评价模型
Fig.4　Near-infrared consistecy evaluation model of Fructus forsythiae samples

表表3　60Co-γ射线不同吸收剂量辐照处理对连翘微生物负载的影响射线不同吸收剂量辐照处理对连翘微生物负载的影响
Table 3　Effects of different doses of 60Co-γ irradiation on the microorganism of Fructus forsythiae

批数

Lot number

1

2

吸收剂量 / kGy

Absorbed dose

0

5

10

0

5

10

微生物限度检查 / （CFU·g-1） 

Microbial limit testing

TAMC

3.8×107

1 500

<100

6.2×106

5 400

<100

TYMC

1.6×106

340

<100

8.5×104

250

<100

BGNB

102<N<103

<100

<100

102<N<103

<100

<100
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3   讨论

辐照对连翘化学成分的影响已有一些报道。

邓钢桥等［17］采用 UV 比色法研究了 60Co- γ 射线

10 kGy吸收剂量对贯叶连翘的影响，测定结果为

双蒽酮含量较未辐照时减少 0.97%。范伟［14］采用

HPLC方法探索了 60Co-γ射线辐照灭菌对连翘有关

成分的影响，结果表明，吸收剂量为 10 kGy 时，

连翘酯苷A和连翘酯苷B含量与未辐照样品相比差

异显著（p<0.05），芦丁和连翘苷含量无显著差异

（p>0.05）。本研究发现，60Co-γ射线10 kGy吸收剂

量辐照处理，可导致连翘中连翘酯苷A和连翘酯

苷 I含量显著降低(p<0.01)，HPLC指纹图谱相似度

下降。金黄色葡萄球菌一些菌株可引起人体感染，

常作为中药抑菌试验的目标菌［18］。有研究认为连

翘水提物对金黄色葡萄球菌有较好的活性：徐亚

男等［19］发现金黄色葡萄球菌的生长能被贯叶连翘

不定根提取物所抑制；王智颖等［20］为比较不同产

地、不同炮制方式连翘质量差异，采用了连翘煎

煮液对金黄色葡萄球菌的最小抑菌浓度法。本研

究将金黄色葡萄球菌选为试验菌株，利用水溶性

抑菌成分在固体培养基中平面扩散产生抑菌圈来

测定辐照前后连翘水提物活性变化。根据剂量梯

度试验，找出了水提物浓度与抑菌圈直径的线性

关系范围，从而确定可作为比较辐照前后抑菌活

性变化的浓度点。研究结果表明，辐照前后连翘

水提物对金黄色葡萄球菌的抗菌活性无显著差异，

说明辐照对水溶性抑菌成分的影响较小。

近红外光谱分析常用于药品质量的评价研

究［21-22］。其原理是先获得样品光谱图，并设定一组

参考光谱，计算出参考光谱在每个波长点处吸光

度的标准偏差，将待测光谱在该波长点处的吸光

度和平均值的差值除以标准偏差，得到一致性指

数（Conformity index，CI）。将待测光谱的CI与设

定的CI限度进行比较，判断待测光谱与参考光谱

是否具有一致性［23］。本研究通过优化模型参数，

设定的CI值能够较好区分辐照与未辐照样品，说

明辐照前后图谱的特征信息存在差异，推测辐照

引起连翘含氢基团发生了变化。

本研究探讨了 60Co-γ射线吸收剂量与杀菌效果

的相关性。由于《中国药典》（2020年版）四部未

规定使用前需煎煮的中药材或饮片的微生物限度，

故在各国药典中选取有相关规定且限值较为严格

的《美国药典》USP-NF2023作参照。研究结果表

明，5 kGy吸收剂量可使微生物负载降低至限值范

围内。由于不同药材受到微生物污染的程度不尽

相同，微生物负载也有差异。因此，建议企业在

辐照后取样进行微生物检查，以确定污染水平降

到合理范围内。

辐照灭菌应用于中药的历史较短，研究基础

弱，还需要进一步积累试验数据。有文献报道［24］，

辐照杀菌时食品中水辐解产生的离子和自由基可

能会影响食品营养成分，水分含量与辐照影响正

相关。因此，药材中水分含量对辐照后有效成分

的改变有无影响也是值得关注的地方。本研究仅

考察了辐照前后连翘主要化学成分、指纹图谱、

抗菌活性的变化；通过近红外模型对辐照样品进

行了区分。今后还应从不同产地广泛选取代表性

样品，并在辐照与药材质量稳定性方面展开研究，

更准确地评价 60Co-γ射线辐照对连翘质量的影响。

4   结论

本研究采用HPLC分析法、抗菌活性分析法和

近红外光谱分析法探讨了不同吸收剂量 60Co-γ射线

辐照灭菌对连翘药材药效成分的影响。结果表明，

当吸收剂量达到10 kGy时，连翘酯A和连翘酯苷 I

含量极显著下降；连翘水提物对金黄色葡萄球菌

的抗菌活性在考察的吸收剂量下未发现有显著变

化；采用近红外光谱可以较好区分辐照与未辐照

连翘样品。采用5 kGy吸收剂量辐照能使连翘样品

的微生物负载降至较低水平。建议企业在对连翘

药材进行 60Co-γ射线辐照灭菌时，吸收剂量不超过

5 kGy。
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