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制剂与质量

微生物对人参果总皂苷中人参皂苷化合物K的转化作用

崔 宇1，姜彬慧1

(1．东北大学资源与土木工程学院，辽宁沈阳

，韩颖1，赵余庆2+

110004；2．沈阳药科大学，辽宁沈阳 110016)

摘 要：目的 利用微生物转化法对人参果总皂苷(SFPG)进行生物转化，制备人参皂苷化合物K(c—K)。方法 从

种植人参的土壤中筛选、分离4种微生物m，。、m。m。、m。对SFPG进行转化，筛选最佳活性菌株；以c—K的量为指

标，采用TLC和HPLC法检测微生物的转化结果。结果 真菌m-。为转化C—K的最佳活性菌株，最佳转化条件为

转化时间6 d，转化温度30℃，摇床转数160 r／min，转化初始pH值为自然pH 5．5，转化底物质量浓度为120 rag／

mL。转化后的C—K的量是转化前的41．65倍。结论真菌m，。转化SFPG中C—K的专属性强、转化效率高，为c

K的工业化生产提供了一条新的途径。
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Microbial transformation on ginsenoside compound K from total saponins

in fruit of Panax ginseng
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Abstract：Objective To apply the microbial transformation to transforming the total saponins in the

fruit of Panax ginseng(SFPG)and preparing ginsenoside compound K(C—K)．Methods The four

microbial strains m14，m3，m8，and m9 were screened and isolated from the soil in the botanic garden

planted for P．ginseng and they were used for the microbial transformation of SFPG to optimize the

strains．Taking C—K contents as index the microbial transformation was detected and analyzed by TLC and

HPLC．Results The strain m14 was found to transform the SFPG efficiently to C—K at first．The optimal

culturing and transformation conditions of m14 were obtained：time，6 d；temperature，30‘C；revolution of

cradle，1 60 r／rain；initial pH value，5．5；substratum concentration，1 20 mg／mL．Under the optimal

condition，the content of C—K was 41．65 times as much as before transformation by m14．Conclusion The

m14 is the most effective strain among the four fungal strains．It is the new way available for the C—K

industrialized production．

Key words：the total saponins in the fruit of Panax ginseng C．A．Meyer(SFPG)；ginsenoside

compound K(C—K)；strain m1 4；microbial transformation

人参果总皂苷(the total saponins in the fruit

of Panax ginseng，SFPG)是从五加科植物人参

Panax ginseng C．A．Meyer果实中提取得到的皂苷

类物质。人参果实的果皮和果肉中含有的SFPG除

与人参根中的人参皂苷具有相似的作用外，还有其

独特的作用，且人参果中二醇组人参皂苷的量相对

较多[1]。20(S)原人参二醇一20—0一pD一吡喃葡萄糖苷

(人参皂苷化合物K，compound K，简称C—K)是人

参二醇组皂苷的次生代谢产物，其在体内、体外均具

有良好的抑制癌细胞生长作用和抗癌细胞转移作

用，是一种较有开发前景的抗癌新药[2一。

利用生物转化法制备高活性次生皂苷相对于

酸、碱水解法具有反应条件温和、操作简便、成本较

低等优点，属于环境友好型技术。为此，本研究利用

从种植人参的土壤中筛选的有效微生物菌株对二醇

组皂苷量相对较高的SFPG进行转化，以制备C—K

为目标，优选出最佳转化菌株，并确定了菌株的最佳

生长条件和最佳转化条件，为C—K的工业化生产提

收稿日期：2006—04 23

基金项目：辽宁省自然科学基金资助项目(20062031，20062069)
作者简介：崔宇(1978一)，女，黑龙江人，硕士研究生，研究方向为环境微生物技术。
*通讯作者赵余庆Tel：(024)23986522 E—mail：zyq4885@126．corn．
  



·190· 中草药Chinese Traditional and Herbal Drugs第38卷第2期2007年2月

供了一个可行的方法。

1仪器与试剂

日立L一7100高效液相色谱仪，L一7400紫外

检测器，N2000双通道色谱工作站；DL—CJ一1N高

性能无菌实验台；SHZ～82恒温振荡器；HG303—

3A电热恒温培养箱；xY一280手提式高压蒸汽灭

菌锅；TG332A微量分析天平。

人参果总皂苷(总皂苷质量分数大于80％)由

抚顺鑫泰人参保健品有限公司提供，人参皂苷Rg，、

Re(质量分数均大于98％)由中国药品生物制品检

定所提供，C—K和人参皂苷Me对照品(质量分数为

98％)由辽宁省中药现代化工程技术中心提供。乙

腈、甲醇为色谱纯，重蒸水(自制)；薄层色谱硅胶G

(青岛海洋化工厂)；其他试剂均为分析纯。

土样采于辽宁省新宾县人参栽培基地。选用由

东北大学资源与土木工程学院韩颖博士筛选出的4

种对人参皂苷有转化作用的微生物为转化菌株。

2方法与结果

2．1 SFPG供试品溶液的制备：准确称取SFPG适

量，用蒸馏水加热溶解，配成质量浓度为50 mg／mL

溶液，置冰箱中备用。

2．2培养基的制备

2．2．1液体接种培养基的制备：称取液体霉菌培养

基16．5 g，加入蒸馏水1 000 mL溶解，自然pH值

5．5，高压灭菌后，置冰箱备用。

2．2．2 固体(斜面或平板)接种培养基的制备：称取孟

加拉红培养基31．6 g，加入1 000 mL蒸馏水，自然

pH值5．5，高压灭菌后倒斜面或平板，置冰箱备用。

2．3 TLC法鉴别微生物转化产物：取灭菌后的50

mg／mL SFPG溶液，分别加入到4种生长状况良好

的霉菌培养基中，于30℃，160 r／min的摇床中转化

15 d，取出，用水饱和正丁醇萃取，静置。另取等量蒸

馏水作为对照组，同法操作。定量吸取5弘L上述水

饱和正丁醇萃取液点板，以氯仿一甲醇一水(70：30：

10)为展开剂展开至同样距离，取出，挥干溶剂，喷

10％H。SO。乙醇溶液，加热显色。根据显色斑点的

颜色深浅和大小来确定微生物转化作用的强弱。结

果表明菌株m，。相对于其他菌株对SFPG的转化作

用最强，C—K的生成量最多，结果见图1。

2．4 HPLC法测定微生物转化产物中C～K

2．4．1 色谱条件：色谱柱：Kromasil ODS

(150 mm×4．6 mm，5肚m)；流动相：乙腈一水(60：

40)；检测波长：203 nm；体积流量：1．0 mL／min；柱

温：25℃。

1一SFPG 2-菌株m14 3一菌株m8 4一菌株m3 5一菌株m9

6一人参皂苷Rb。 7一人参皂苷Rb3 8一人参皂苷Re

9一人参皂苷Rgz 10一人参皂苷Rgl 11一人参皂苷Mc

12-人参皂苷Rhl 13一C—K

1一SFPG 2一strain m14 3一strain m8 4一strain m3 5一strain m9

6一ginsenoside Rbl 7～ginsenoside Rba 8-ginsenoside Re

9 ginsenoside Rgz 10一ginsenoside Rgl 11一ginsenoside Mc

12-ginsenoside Rhl 13-C—K

图1 4种菌株转化人参果总皂苷的TLC图谱

Fig．1 TLC Chromatogram of SFPG

transformed by four strains

2．4．2 标准曲线及线性范围考察：精确称取C—K对

照品2．70 mg，甲醇溶解并定容至5 mL量瓶中，用

微孔滤膜滤过，配制成质量浓度为0．54 mg／mL对

照品溶液。准确吸取对照品溶液2、4、6、8、10、12 luL，

按上述色谱条件测定。以进样量为横坐标，峰面积为

纵坐标作标准曲线，得回归方程y=40 394．73 X+

862 835．78，r一0．999 9。结果表明C—K进样量在

1．08～10．8 P-g时，峰面积与进样量线性关系良好。

2．4．3精密度试验：吸取C—K对照品溶液，重复进

样5次，每次进样量10弘L，记录峰面积积分值，计

算得其RSD为0．75％。
。

2．4．4稳定性试验：吸取C—K对照品溶液，每隔1、

2、4、8 h进样，每次进样量为10弘L，记录峰面积积

分值，计算得其RSD为0．87％。

2．4．5重现性试验：吸取同一个菌株的微生物水解

样品5份，制备供试品溶液，进样测定，每次进样量

为10弘L，记录C—K峰面积积分值，计算得其RSD

为2．37％。

2．4．6 加样回收试验：吸取50 mg／mL SFPG

1 mL，再取C—K对照品1 mg，同时加入到含有微生

物菌株的30 mL的液体霉菌培养基中，制备供试品

溶液，进样测定，每次进样量为10弘L，记录C—K峰

面积积分值，计算得C—K的平均回收率为99．28％，

RSD为2．12％。

2．4．7测定：准确量取灭菌后的1 mL 50 mg／mL

SFPG供试品溶液，加入到含有微生物菌株的30

mL的液体霉菌培养基中，在30℃、自然pH 5．5、
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160 r／min的摇床中培养6 d，用水饱和正丁醇萃

取，除去溶剂，色谱甲醇定容在2 mL量瓶中，0．45

pm微孔滤膜滤过，测定C—K，采用外标一点法计

算，结果见表1。表明菌株m。。大约为其他3个菌株

C-K生成量的10倍，因此将菌株m。。确定为SFPG

的最佳转化菌株。

表1 4种菌株转化SFPG的结果

Table 1 Results of SFPG transformed by four strains

2．5 转化SFPG的HPLC图谱的比较：流动相乙

腈一水梯度洗脱，o～30 min，(19：81)；30～45 min，

(20：80)；45～85 min，(30：70)；85～115 min，

(45：55)；115～130 min，(60：40)；130～140 min，

(85：15)；140 min以后，(19：81)，其他色谱条件

与2．4．1色谱条件相同。HPLC图谱见图2。结果表

明SFPG经菌株m。。微生物转化后与转化前对比，

C—K的量增加了40多倍。

2．6菌株m。。的分类鉴定：菌株m。。的菌落特征为：

在PDN培养基上，菌落大且质地绒毡状，白色，边

缘为浅紫色，中间为紫色，随着时间的延长，菌落颜

色加深，小型分生孢子聚集成头状，O～1隔短杆状

或弯月状，经中国科学院微生物研究所鉴定菌株

m。。为真菌中的镰刀霉属(Fusarium spp．)微生物。

2．7 菌株m。。的最佳生长条件的确定：由于菌株

m，。为真菌，所以生长情况主要根据目测确定，包括

菌体的菌落生长状况，出现孢子的时间及孢子颜色

的变化等。

定量选取目标菌株m，。接入到液体霉菌培养基

中，分别在不同的温度(15、20、25、30、35、40℃)、不

同的培养基初始pH值(2．0、3．0、4．0、5．0、6．0、

7．0、8．o)、不同的摇床转数条件下(120、140、160、

180、200 r／min)培养不同时间(1、4、8、24、48、72、

96、120 h)，观察菌落的生长状况、菌体分裂速度、孢

子出现、颜色的变化情况。每组试验为3个平行样。

结果确定菌株m。。的最佳培养时间为72 h、最佳培

养温度为30℃、最佳摇床转数为160 r／min、最佳培

养基的初始pH值为5，该菌株属于偏酸性菌。

2．8菌株对SFPG最佳转化条件的确定

2．8．1最佳转化时间：准备2瓶灭菌后的液体霉菌

培养基，定量挑取目标菌株接种到其中一瓶培养基

A

LL。叫。一。。。2丛一。
!

B

㈣ ，一斛姚bk M～Ⅳ№九⋯㈣

O 20 40 60 80 100 120

r／mln

1一人参皂苷Rgl 2-人参皂苷Re 14一人参皂苷Mc 16-C—K

1-ginsenoside Rgl 1-ginsenoside Re

14——ginsenoside Mc 16-C——K

图2 混合对照品(A)、SFPG原样(B)和微生物m。。的

转化产物(c)的HPLC图谱

Fig．2 HPLC Chromatograms of mixed reference

substances(A)，SFPG original sample(B)，

and SFPG transformation product by

strain m14(C)

中作为转化组，另一瓶培养基不接菌株作为空白对

照组，于自然pH 5．5、30℃、160 r／min摇床中培养

3 d后，2瓶培养基中均加1 mL灭菌的50 mg／mL

SFPG溶液，继续培养，在8、12 h和1～15 d时分别

取样，水饱和正丁醇萃取，除去溶剂，用色谱纯甲醇

定容，0．45"m滤膜滤过，测定C—K，结果见图3。可

以看出，SFPG经转化作用后，在最初的2 d，C—K的

增加不明显；随着转化时间的延长，C—K的量明显

增加，2～6 d时C—K增加最为明显，6 d达到最大，

而后则下降。同时因为对照组中反应时间的改变与

C—K的增量没有相关性，即C—K的量不随着时间的

延长而增加，说明持续30℃温度下不能使SFPG转

化产生C—K，但微生物的加入却能使SFPG转化产

生C—K。因此选定底物的最佳转化时间为6 d。

2．8．2最佳转化温度：方法同上，于30℃、自然pH

5．5、160 r／rain摇床中培养3 d，加入1 mL灭菌的

50 mg／mL SFPG溶液，然后将其分别放在15、20、
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25、30、35、40℃的160 r／min摇床中继续培养，培养

6 d，制备供试品溶液，测定C—K的量，结果见图4。

可知，SFPG经菌株转化后，反应温度低于20℃时，

随温度的增加C—K的生成量也在增加，20～30℃

增加最明显，在温度达到30℃时C—K的生成量达

到最大值。因此，选定最佳的转化温度为30℃。

25

20

瓮15
岛

星10
啤
u

5

O

0 2 4 6 8 10 12

ti d

图3不同转化时间对C—K的影响

Fig．3 Effects of various transforming times on C—K

25

20

瓮15
岛
g

i 10

已

5

0

I， 2U 2， 30 j，40

温度／℃

图4不同转化温度对C—K的影响

Fig．4 Effects of various transforming

temperatures on C—K

2．8．3最佳摇床转数：方法同前，将加有1 mL灭

菌的50 mg／mL SFPG溶液的培养基分别放在摇床

转数为120、140、160、180、200 r／min条件下30℃

培养6 d，制备供试品溶液，测定C—K的量，结果见

图5。可知，摇床转数从120～160 r／min时，C—K的

量逐渐增加，且增加幅度较大；在160、180、200 r／

min时C—K的量达到最大值且变化不大，即菌株对

SFPG的转化效果在低转数时与转数成正比，达到

一定值时不再改变。由对照组结果可知，不同的摇床

转数不能使SFPG得到转化，而微生物的作用可以

使其转化生成C—K。考虑到对实验设备的维护，选

定最佳摇床转数为160 r／min。

2．8．4最佳转化pH值：实验方法同前，将1 mL灭

菌的50 mg／mL SFPG溶液加入到pH值分别为

4．0、5．0、5．5(自然pH值)、6．0、7．0、8．0的培养基

中，160 r／min，30℃培养6 d，制备供试品溶液，测

定C—K的量，结果见图6。在pH 4．0时，有少量的

C—K生成；随着pH值的增加，C—K的量逐渐增加；

在pH值5．5时达到最大；而后则逐渐下降。因此可

以确定最佳的pH值为自然pH值5．5。

25

20

一
-y。D 15

南
g
≤
卑 10

U

5

0

120 140 160 180 200

摇床转数／(r·min。1)

图5不同摇床转数对C—K的影响

Fig．5 Effects of various revolutions of cradle on C—K

25
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雹15
岛
￡

蚤10
6

5

0

4 5 6 7 8

初始pH

图6不同初始pH值对C—K的影响

Fig．6 Effects of various initial pH values on C—K

2．8．5最佳转化底物浓度：方法同前，在相同培养条

件下的培养基中分别加入质量浓度为20、50、80、

120、160、200 mg／mL的SFPG溶液，160 r／rain，30

_C培养6 d，制备供试品溶液，测定C—K的量，结果见

图7。可知，底物质量浓度在20～120 mg／mL时，C—

K的生成量不断提高；底物质量浓度为120 mg／mI。

时，C—K生成量达到最大；当底物质量浓度大于120

mg／mL时，C—K生成量呈下降趋势，质量浓度大于

160 mg／mL时，C—K生成量迅速减小，因此确定，转

化反应最佳的底物质量浓度为120 rng／mL。

2．8．6最佳转化条件下对SFPG的转化：在上述实

验确定的最佳转化条件下，即转化时间6 d，转化温

度30℃，摇床转数160 r／min，转化初始pH值为自

然pH值5．5，转化底物质量浓度120 mg／mL的条

件下对底物SFPG进行转化，同时做3个平行样品，
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图7底物质量浓度对C—K的影响

Fig．7 Effects of various substratum

concentrations Off C—K

结果原样品中C—K的质量分数为0．60 mg／g，转化

后样品中C—K的质量分数为24．99 mg／g。在最佳

转化条件下，菌株1TI。。对SFPG转化后目标产物C—

K的量是转化前的41．65倍，说明菌株1TI。。对SFPG

的具有较强的转化作用。

3讨论

3．1本实验利用从人参种植土壤中筛选的野生菌

株对人参果总皂苷进行转化，以生成人参皂苷化合

物K的量为指标，确定镰刀霉属霉菌ITI，。为最佳转

化菌株。据国内外的文献报道，通常进行生物转化的

微生物除了肠道菌外，主要有曲霉属、根霉属、毛霉

属、红曲霉菌属等霉菌[3~6]。镰刀霉属中的微生物大

多数是对作物产生毒害作用口]，在植物抗肿瘤有效

活性成分转化中的应用鲜有报道。本研究说明的镰

刀霉属中的某些菌株也可以产生能水解糖苷键的

酶，进一步的研究工作尚在进行。

3．2菌株ITI，；的最佳转化条件与最佳生长条件相

似，说明在微生物生长情况较好的情况下对底物的

转化效果较好，这是因为微生物的生物转化反应，实

际上就是利用微生物含有的一种或几种酶的专一催

化功能，对用作底物的某个有机化合物的分子结构

的特定位置起催化作用，使其转化成结构相似的更

有价值的活性产物。所以只有在微生物生长良好的

条件下获得的转化效果为最强。

3．3 本研究利用从土壤中筛选出的野生菌株对二

醇组皂苷的量相对较多的人参果总皂苷进行转化可

以得到较高量的抗肿瘤活性成分人参皂苷化合物

K，为单体制剂人参皂苷化合物K的工业化生产提

供了一条新的途径，说明微生物转化法是一种较有

开发前景的有效方法。
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微量热法研究板蓝根的生物热力学特征
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摘 要：目的 选取大肠杆菌做为工．具菌，建立板蓝根不同萃取部位的生物热力学研究方法。方法 采用微量热法

测定大肠杆菌在板蓝根不同萃取部位作用下的生长热曲线特征谱图，得到相应的生物热动力学参数，评价板蓝根

不同萃取部位的差异性。结果板蓝根不同萃取部位能够不同程度地抑制或促进大肠杆菌的生长，其中水提物、萃

取后残渣促进其生长，而有机溶剂萃取物则抑制其生长；在热力学参数上表现为随着有机溶剂萃取物的极性降低，

萃取物的抑制率下降、细菌传代时间延长；在生长热特征曲线上则表现为最大产热峰强度和对应的培养时间具有
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