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中药发酵饮片质量标准研究技术指南（试行）

一、概述
中药发酵饮片是中药材在特定条件下（如温度、湿度、微生物菌种等），通过人工接种或自然发酵，利用微生物（如细菌、真菌、酵母等）发酵工艺加工而成的饮片，如神曲、淡豆豉、沉香曲、半夏曲、红曲等。发酵过程中，药材中的成分经微生物及其功能酶转化，生成小分子活性成分、初生代谢产物（如氨基酸、单糖）及厌氧发酵代谢产物（如乳酸、短链脂肪酸），多种成分协同发挥药效。由于中药发酵饮片发酵体系复杂、发酵过程影响因素多，其发酵产物化学成分存在明显差异，可能影响产品质量和批间一致性，进而影响临床疗效。目前，中药发酵饮片的质量标准无法满足产业高质量发展的要求，存在的问题主要有以下几个方面：一是地域间的质量标准不统一；二是多数中药发酵饮片标准未收录鉴别项、含量测定项、水分、总灰分等与饮片霉变和非法添加相关的关键检查项；三是评价指标缺乏中药发酵饮片特色。因此，建立科学、规范、系统的中药发酵饮片质量控制方法和质量标准，对保障其安全性、有效性及质量可控性具有重要意义。
本指南旨在为中药发酵饮片的质量标准制定提供技术指导。中药发酵饮片质量标准的制定应以中医药理论为指导，充分结合中药发酵饮片的处方组成、特色发酵工艺、炮制方法等重要因素，在传承传统质量控制方法的同时，运用现代科学技术开展深入研究，选择能够反映中药发酵饮片特点的质控指标和方法，保障中药发酵饮片的安全性、有效性和质量可控性，同时兼顾饮片生产企业采用构建的质量控制方法的可及性。
二、基本原则
（一）遵循“质量源于设计”理念
中药发酵饮片的质量标准制定应当遵循“质量源于设计”理念，基于产品质量的目标要求，系统研究原料质量、处方组成、发酵工艺参数与产品关键质量属性之间的关联性，明确关键物料质量属性和关键工艺控制点。运用现代科学技术手段，强化生产过程控制研究，建立全过程质量控制体系，强化产品全生命周期管理，确保产品质量的可控性和批间一致性。鼓励采用符合中药发酵饮片特点的新技术、新方法和新设备，不断强化中药发酵饮片的发酵过程控制，提升产品的质量标准和质量控制水平。
（二）注重整体质量评价
针对当前评价方法的局限性（如过度依赖主观性状鉴别，检测项目覆盖不全，缺乏含量测定和指纹/特征图谱等反映整体质量的质量控制方法），应着力构建更加科学、全面的质量评价体系。采用液相色谱、质谱等现代分析技术，聚焦中药发酵饮片的特征性活性成分及厌氧发酵代谢产物，建立含量测定方法和反映化学成分群整体特征的指纹图谱/特征图谱；鼓励引入电子鼻、电子舌及机器视觉等智能感官技术，将颜色、气味等传统性状指标转化为可量化的客观数据，减少主观误判性。
（三）注重质量风险控制
微生物发酵过程可能存在杂菌污染和产生生物毒素的安全性风险，应重点开展以下研究工作：采用现代分析检测技术，严格控制微生物限度、黄曲霉毒素等真菌毒素；实施覆盖原料、生产过程及成品的全过程质量控制。通过系统性风险控制措施，有效降低质量风险，确保中药发酵饮片的安全性和有效性。‌
（四）质量标准应科学、规范、可行
中药发酵饮片质量标准的制定应符合现行版《中国药典》凡例、制剂通则及相关检验检测方法等要求。研究工作应参照《国家药品标准工作手册》等技术要求，并按照现行版《中国药典》中《药品质量标准分析方法验证指导原则》进行系统研究和验证，确保分析方法的科学性和可行性。质量标准研究所用样品应具有代表性（一般不少于15批次），检验检测方法应简便、可靠。应根据检验检测需要合理选择标准物质，保证检验结果的准确性和可靠性。
三、主要内容
本指南是基于中药发酵饮片质量标准研究实践制定。中药发酵饮片质量标准一般包括：来源、炮制、性状、鉴别、指纹图谱/特征图谱、检查、含量测定、性味与归经、功能与主治、用法与用量、贮藏等项目，并附中药发酵饮片的处方与制法。现对各项目的主要内容及技术要求说明如下：
（一）来源
    主要描述原料药材和发酵方法等关键要素，确保可追溯性和规范性。
（二）炮制
详细收录中药发酵饮片的不同炮制品，明确不同炮制品的关键炮制工艺参数。
（三）性状
性状在一定程度上反映中药发酵饮片的质量特性，应根据实际状态描述其外观、形态、嗅、味。
中药发酵饮片在发酵过程中，其颜色、形态及质地均会发生显著变化，这些变化可反映发酵进程与质量。微生物代谢可产生系列风味物质，其中挥发性物质（如醛、醇、酯类）赋予中药发酵饮片特有的气味（如酒香、药香、酱香、霉香等），需注意是否存在酸败、腐败、霉变等异常气味；非挥发性风味物质（如糖类、有机酸、氨基酸、核苷酸等）能够产生特定味道（如酸、甘、苦、辛等），需警惕异常苦涩、辛辣或其他不适味道。
（四）鉴别
鉴别项下包括经验鉴别、显微鉴别和理化鉴别。理化鉴别包括物理、化学、光谱、色谱等鉴别方法。鉴别检验一般应采用专属性强、灵敏度高、重现性好、快速和操作便捷的方法，应探索建立能够反映中药发酵饮片特点的鉴别方法。
1. 显微鉴别
显微鉴别应尽可能收录中药发酵饮片中重要药味的特征性显微结构，通过多批次观察选取粉末中的代表性特征，如淀粉粒、花粉粒、种皮栅状细胞、石细胞、纤维、导管、毛茸、菌丝体、孢子等，并与主要药材的显微特征进行比对。例如：神曲中麦麸的果皮表皮细胞呈不规则片状排列，淀粉粒呈球形，层纹明显；苦杏仁和赤小豆的石细胞呈黄色或白色，胞腔黑色；赤小豆的种皮栅状细胞胞腔含淡红棕色物，光辉带明显。
2. 薄层色谱鉴别
（1）对照物质的选择
优先选用中国食品药品检定研究院提供的对照品和对照药材作为对照物质。鉴于中药发酵饮片组成复杂，单一成分代表性不足，建议选择多味药材的特征性成分或厌氧发酵代谢产物作为组合对照，提高鉴别效率，建议同时选择对照药材作为对照物质。供试品色谱中，在与对照品和/或对照药材色谱相应的位置上，应显相同颜色的斑点。
（2）薄层色谱方法的优化
通过调整溶剂系统，优化目标成分分离度和Rf值，使目标成分分离度良好且Rf值控制在0.20.8。可加入酸（如甲酸、乙酸）或碱（如氨水）改善斑点拖尾现象。避免使用毒性大或稳定性差的溶剂（如苯），优先选择《中国药典》推荐的展开剂体系。
对于薄层板的选择，硅胶G板含石膏粘合剂，通用性强；硅胶GF254（含荧光指示剂）适用于紫外254nm检测。高效板（HPTLC）分离度更高，适合复杂样品。点样量通常为15μL，点样量和样品浓度根据样品实际情况调整。展开前需预饱和不低于15分钟。
（3）耐用性考察
需考察不同厂家预制板及不同温度、湿度条件下的薄层展开效果，确保方法重现性。
3. 一般理化鉴别
利用特定化学试剂与中药发酵饮片提取物（或特定成分）发生显色、沉淀或气体生成等反应进行鉴别，如生物碱沉淀反应、黄酮类显色反应、蒽醌类Bornträger反应等。
（五）检查
1. 水分
应严格控制中药发酵饮片水分，防止霉变。
2. 总灰分/酸不溶性灰分
应严格控制中药发酵饮片总灰分/酸不溶性灰分，防止非法添加或未严格按照处方组成生产。
3. 真菌毒素
微生物是发酵过程中必不可少的关键组成部分，但在发酵菌种之外，还可能受产毒真菌（如曲霉属、青霉属、镰刀菌属等）污染。应参考《中国药典》关于真菌毒素限量要求及检测方法，科学合理制定不同真菌毒素的限量。
4. 微生物限度
中药发酵饮片需进行严格的微生物限度检查，包括微生物计数（需氧菌总数、霉菌和酵母菌总数）和控制菌检查（如大肠埃希菌、沙门菌、耐胆盐革兰阴性菌等），并应符合《中国药典》四部通则1105、1106、1107等相关要求。由于发酵饮片本身含有大量微生物及其代谢产物，必须进行方法适用性试验，验证所采用的供试液制备方法（如稀释、中和、薄膜过滤等）能有效消除其抑菌活性/干扰性，保证检测结果准确可靠。微生物限度的制定应基于安全性评估，尤其对于含动物药或直接口服的发酵饮片，控制菌检查要求应更为严格。
（六）含量测定
 1. 含量测定指标的选择
中药发酵饮片应尽可能研究建立多个药味的含量测定方法，含量测定指标应选择与中药功效属性密切相关的活性成分。同时，鉴于中药发酵饮片经发酵后显著改变其化学物质组成，含量测定指标应体现发酵的特殊性，优先选择发酵后产生的特征性的活性成分。
此外，消化酶活力直接反映中药发酵饮片的促消化功能，可作为关键质量指标。
2. 含量测定方法
含量测定方法包括光谱法、色谱法、电泳法等，其中色谱方法包括气相色谱法（GC）和液相色谱法（HPLC/UPLC）等，挥发性成份可优先考虑气相色谱法（GC）或气质联用法（GC-MS），非挥发性成份可优先考虑液相色谱法（HPLC/UPLC）、液质联用法（LC-MS），强极性/带电成分可考虑液质联用法（LC-MS）或毛细管电泳-质谱联用法（CE-MS）；黄酮类、酚酸类等成分的总量测定、酶活力测定可采用紫外-可见分光光度法（UV-Vis）进行测定。鼓励建立生物活性强度（效价）测定方法作为常规含量测定方法的重要补充。
含量测定所采用的方法应通过方法学验证。
3. 含量范围
中药发酵饮片鼓励开展多个指标成分含量测定，并对各指标成分规定含量限度或效价范围。若指标成分既是有效成分又是有毒成分，应规定其含量范围。
（七）指纹/特征图谱
中药发酵饮片一般应进行指纹/特征图谱研究并建立相应标准。内容一般包括分析方法、色谱峰的指认、建立对照图谱、数据分析与评价等过程。
指纹/特征图谱的检测方法选择应以最大化呈现饮片成分信息为原则，常用 HPLC/UPLC、HPTLC、GC等色谱方法。应根据所含主要成分的性质研究建立合适的供试品溶液制备方法。若含理化性质差异显著的多类成分，可分别制备供试品溶液并建立多个图谱；若单一方法无法完整反映所含成分特征，可采用两种及以上方法联合分析。
优先选取易获取的主要活性成分或指标成分作为参照物；若无合适参照物，可选用图谱中稳定的色谱峰，并应尽可能对其进行鉴定指认。分析代表性样品图谱时，以各批次共现峰作为共有峰，优先选择含量高、专属性强的色谱峰（优先选择已知有效/活性成分、含量测定指标成分及其他已知成分）作为特征峰，并尽可能指认主要色谱峰。
指纹/特征图谱一般以相似度/特征峰相对保留时间、相对峰面积等为检测指标。基于不少于15批的多批次样品检测结果，采用指纹图谱相似度评价系统软件确定共有峰模式并建立对照图谱，通过软件比较供试品与对照图谱的相似度，并关注非共有峰特征。特征图谱需结合样品检测数据制定相对保留时间或相对峰面积。
（八）贮藏
鉴于中药发酵饮片组成复杂且经过发酵工艺制备，应贮存在阴凉干燥通风处，采取防潮防蛀措施，确保质量稳定。
（九）附中药发酵饮片的处方与制法
1. 处方
明确药味组成和配伍比例。
2. 制法
明确处方中各药味处理方法、混合方式、发酵环境、发酵工艺、干燥方法等具体方法和工艺参数，保障中药发酵饮片的质量和批间一致性。
鼓励开展发酵终点的判定研究，建立客观、可量化的标准，如外观颜色变化（如黄白色变为黄棕色）、气味特征（产生特定曲香）、断面特征（菌丝生长情况）及理化指标（如酸度、pH值、特定代谢产物生成量等）。



1

