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原人参二醇类皂苷（mma）在酶反应中转化动态及其产物稀有皂苷的制备=
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摘= =要：目的= =为了生物转化低成本制备人参稀有皂苷，利用 Aspergillus=gKUQU菌的粗酶与市售的原人参二醇类皂苷（mma）
混合皂苷反应，制备人参稀有皂苷 CJh、CJjc、cO单体和 Q种异构体的 ohO组皂苷。方法= =酶与 mma皂苷反应，生成稀有

皂苷；用 emiC 法测定 mma 皂苷原料和产物皂苷的组成，用硅胶柱法分离产物中的单体皂苷，用 kjo 法确认产物单体皂

苷结构；用 rmiCJjp 法确认产物 ohO组。结果= =原料 mma 中含有人参皂苷 obN、od、obO、oc 和 Q 种异构体的人参皂苷

ogP组；酶反应时，若生产以 cO为主的皂苷时，最佳反应时间为 NKR～OKM=h；若生产以 CJh为主的皂苷时，反应时间为 OQKM～
PMKM=h；若生产以 ohO组为主的皂苷时，反应 SKM～NOKM=h时，ogP组产量低而 ohO组产量高。以 CJh为主的皂苷生产中，从

PM=g的 mma皂苷酶反应得到 OM=g产物，经硅胶柱分离，得到 UKNS=g的 CJh、NKMN=g的 CJjc、MKQR=g的 cO单体和 MKNV=g的
ohO组皂苷，并以 kjo 和 rmiCJjp 法核对了其结构。结论= = mma 皂苷经酶转化成功地制备了高活性 CJh、CJjc、cO和
ohO组皂苷。=
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人参 manax=ginseng=CK=AK=jeryer属五加科人参

属草本植物，是驰名中外的贵重中药。中医认为，

人参具有大补元气、生津安神等作用xNz。人参皂苷

是人参主要的活性成分，具有滋补强壮、延缓衰老、

抗肿瘤、调节内分泌系统，增加免疫功能等独特功

效xOJQz。人参皂苷属于三萜类皂苷，可分为 P类：原

人参二醇类皂苷（mma）、原人参三醇类皂苷（mmq）
和齐墩果烷类皂苷，已知的人参皂苷有 NUM余种xRz；

但人参中 UMB～VMB的皂苷为人参皂苷 obN（obN）、
人参皂苷 obO（obO）、人参皂苷 oc（oc）、人参皂

苷 od（od）、人参皂苷 oe（oe）、人参皂苷 ogN（ogN）
和人参皂苷 of（of）等xSz，其主要皂苷的人体吸收

率较低、活性低xTJUz；而人参稀有皂苷 CJh（CJh）、
人参稀有皂苷 CJjc（CJjc）、人参稀有皂苷 CJv

（CJv）、人参稀有皂苷 cO（cO）、人参稀有皂苷 ohO
（ohO）等，吸收率高、活性高，除了具有安神补脑、

抗疲劳、抗肿瘤等功效，还具有促进毛发生长、抗

皮肤老化等作用xVJNQz。=
为了得到高活性人参稀有皂苷，本实验室发现

了 Q 种人参皂苷酶：即水解 mma 中 obN、obO、oc
和 od 的第 PE碳FJlJ和 OME碳FJlJ多种糖基的人参皂

苷酶 f型xNRz；水解 mma的 OMJlJ多种糖基的人参皂

苷酶 ffxNSz；还有一种克隆在 bK= coli= CQN（abP）菌

种中表达的人参皂苷酶 fff型，能水解 mma的 PJlJ
多种糖基xNTz；水解 mmq中 oe、三七皂苷 oN（oN）、
ogN皂苷 SJlJ多种糖基的人参皂苷酶 fs型xNUz；利用

上述 Q种酶可以生物转化人参皂苷，制备各种人参

稀有皂苷。=
本实验室研究了来自 Aspergillus= gKUQU 菌的人

参皂苷酶 f型，酶相对分子质量为 TR= MMM，能水解

obN、obO、oc、od和 ogP的 PJlJ和 OMJlJ位置的多

种糖基。该酶先水解 obN的 OMJlJ末端 dlc变成 od，
然后再水解 PJlJ末端 dlc 至 cO，最后水解 cO 的
PJlJdlc 得到 CJh，其水解途径为 obN→od→cO→
CJh；该酶先水解 obO和 oc的 PJlJdlc，其水解途

径为 obO→CJl→CJv→CJh，oc→CJjcN→CJjc→
CJh；根据米氏常数计算，酶水解皂苷糖基速度为

obN的 OMJlJdlc＞obO的 PJlJdlc＞oc的 PJlJdlc＞
od的 PJlJdlc；利用该酶，控制酶反应时间、酶反

应温度和底物浓度，从 mma中 obN、obO、oc、od
可制备 CJh、CJv、CJjc和 cO等xNVJOMz。=

由于纯酶和人参皂苷单体价格昂贵，因此本实

验利用廉价的Aspergillus=gKUQU菌人参皂苷酶 f型粗

酶液与市售的 mma混合物反应，低成本制备高活性

人参稀有皂苷；研究了 mma 混合皂苷中的各种皂

苷，在不同反应时间的变化动态和产物的生成机制，

为大量制备人参稀有皂苷提供基础依据。=
N= =仪器与材料=

taters=OSVR高效液相色谱分析仪，taters=OVVS
二极管阵列检测器及 bméower 色谱工作站，美国

taters公司；rnátary=CNU色谱柱（ORM=mm×QKS=mm，
R=μm），华谱创新科技有限公司。核磁共振仪 _ruke=
AsAkCb=SMM、kjo=séectrometer，瑞士 _ruke公司。

taters= rmiCJnJqlcJjp= mremáerqj 超高效液相色

谱J四级杆J飞行时间串联质谱联用仪，美国 taters
公司。=

Aspergillus=gKUQU菌，本实验室提供；mma原料、

Q 种异构体的 ogP组和 ohO组，天乐集团产品；人

参皂苷对照品 CJh、CJv、CJjc、cO、OMEpFJ=ohO、
OMEoFJohO、人参皂苷 ohP（ohP）、人参皂苷 okO（okO）
等，本实验室自制，经中国科学院长春应用化学研

究所国家电化学和光谱分析中心核对结构，质量分

数均在 VRB以上。薄层色谱（qiC）板 páláca= gel=
SMJcORQ，德国jerck公司；A_JU大孔树脂、aJOUM
大孔树脂、硅胶，天津南开大学试剂厂。=
O= =方法与结果=
OKN= =人参皂苷、mma原料分析方法=
OKNKN= = qiC法= =用毛细管吸取对照品或样品溶液，

在 qiC板上点样、吹干，放入盛装有展开剂的层析

缸中封口展开，展开剂为氯仿J甲醇J水（T∶P∶MKR）。
展开结束后，用 NMB硫酸加热显色。=
OKNKO= = emiC法= = rnátary=CNU色谱柱（ORM=mm×QKS=
mm，R=μm）；流动相为乙腈J水；洗脱程序：M～OM=
mán，OMB乙腈（等度）；OM～PN=mán，OMB～POB乙
腈（线性梯度）；PN～QM=mán，POB～QPB乙腈（线

性梯度）；QM～TM=mán，QPB～NMMB乙腈（线性梯度）；

进样量 NM=μi；柱温 PR=℃；体积流量 MKS=miLmán；
检测波长 OMP=nm；柱效为 TU=MMM塔板Lm。=
OKNKP= =样品检测= =将待测人参皂苷样品用色谱甲醇

溶解，经 MKQR= μm滤膜滤过，即为检测样品。分别

按“OKNKN”“OKNKO”项条件进行检测。=
OKO= = mma原料的成分分析=

为了解 mma中各种皂苷量及其比例，称取 Q=mg=
mma，溶于 N= mi色谱纯甲醇中，经 emiC 检测，

与人参皂苷对照品相比较，结果见图 N。对图 N 中

的 emiC图谱进行分析，mma中各种皂苷量见表 N。=
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图 N= =原料 mma皂苷 emiC图=
cigK=N= =emiC=of=raw=material=mma=

=
表 N= =原料 mma皂苷的 emiC分析=
qable=N= =dinsenoside=content=of=mma=

皂苷= 出峰时间Lmán= 峰面积= 峰面积比LB=

obN= PUKVNM= N=PSS=VUP= PMKSM=

oc= PVKTQO= RPM=OUP= NNKUT=

obO= QMKTRR= NQP=VMV= = PKOO=

od= QOKRRR= TNO=OQT= NRKVQ=

OMEpFJogP= RMKOSN= OUU=TVP= = SKQS=

OMEoFJogP= RMKTMS= PSV=OQQ= = UKOT=

okN= RRKSNQ= QQR=RNO= = VKVT=

ogR= RSKNSP= SNM=RTQ= NPKST=
=

从图 N和表 N可以看到，根据其出峰时间，mma
原料中含有 obN、od、oc、obO和 Q 种异构体 ogP
组皂苷｛即由 OMEpFJ人参皂苷ogP［OMEpFJogP］、OMEoFJ
人参皂苷 ogP［OMEoFJogP］、人参皂苷 okN（okN）、
人参皂苷 ogR（ogR）组成｝；为了计算方便，将峰

面积比视为皂苷量比，根据其峰面积比可知，mma
原料中主要含有 PMKSMB的 obN、NRKVQB的 od、
NNKUTB的 oc、PKOOB的 obO；SKQSB的 OMEpFJogP、
UKOTB的 OMEoFJogP、VKVTB的 okN、NPKSTB的 ogR。
因此原料中 obN和 od 总量为 QSKRQB；ogP组量为

近 PUB。=
OKP= =酶的制备=

选用产人参皂苷酶 f型的 Aspergillus=gKUQU菌，

发酵得到人参皂苷粗酶。在 QB麦芽汁中含有 NB人
参提取液的培养基中，PM=℃搅拌培养 R～S=d，离心

除菌，加入 P倍体积的甲醇，过夜沉淀酶蛋白，离

心收集酶蛋白沉淀，溶解于 NLNM培养液体积的 MKMO=
molLi、ée=RKM醋酸缓冲溶液，离心除渣，即为酶液。=
OKQ= = mma皂苷酶反应动态=

以 mma作为酶反应底物，取 R=g=mma将其溶于

OM=mi的甲醇中，并加入 UM=mi=MKMO=molLi醋酸缓

冲溶液（ée=RKM），与等体积的酶液混合，放入 QR=℃

的摇床中反应。在酶反应过程中，分别在 MKR、NKM、
NKR、OKM、OKR、PKM、SKM、NOKM、OQKM、PMKM、PSKM=h
时，取酶反应液 N=mi。对每一样品进行萃取、脱糖

除杂、蒸干。蒸干后溶于 P= mi色谱甲醇中，进行

emiC检测。其中 MKR、OKM、PMKM、PSKM=h的色谱图，

如图 O所示。按不同时间 MKR、NKM、NKR、OKM、OKR、
PKM、SKM、NOKM、OQKM、PMKM、PSKM= h，共取 NN个样

品的 emiC色谱图，进行数据分析，见表 O。=
由图 O 和表 O 可知，酶先水解 obN的 OMJlJ末

端 dlc变成 od，然后水解 od的 PJlJ末端 dlc变成

cO，继续水解 cO的 PJlJdlc 变成 CJh；底物 obN、
od在 M～NKM= h时皂苷量几乎没有变化，NKR= h时被=
=

=

=

=

=
=

=
=

=
=
=
图 O= =酶反应 MKR、OKM、PMKM、PSKM=h时的样品 emiC图=
cigK=O= = emiC=of=reaction=product=for=MKRI=OKMI=PMKMI=and=PSKM=
h=in=enzyme=reaction=

酶反应 OKM=h=cO=

CJjcN=
okN=CJjc=

OMEoFJogP=
OMEpFJogP=CJl=

ogR=
CJh=

okO=
ohP=OMEoFJohO=

OMEpFJohO=

obN=

oc=

obO=

od=

OMEpFJogP=
OMEoFJogP=

okN=
ogR=

PU= = = = = = = = = QO= = = = = = = = = QS= = = = = = = = = RM= = = = = = = = = RQ= = = = = = = = = RU=
tLmán=

obN=

PU= = = = = = = = = = QO= = = = = = = = = = QS= = = = = = = = = = RM= = = = = = = = = = RQ= = = = = = = = = = RU=
tLmán=

QQ= = = = = = = = = = = QU= = = = = = = = = = = RO= = = = = = = = = = = RS= = = = = = = = = = = SM=
tLmán=

oc=

obO=

od=

OMEpFJogP=
OMEoFJogP=

okN=
ogR=

QU= = = = = = RM= = = = = = RO= = = = = = RQ= = = = = = RS= = = = = = RU= = = = = = SM= = = = = = SO=
tLmán=

CJh=

cO=
OMEoFJogP=

CJv=
CJjc=

okO=
ohP=

OMEpFJohO=
OMEoFJohO=

CJh=

cO=
OMEoFJogP= CJv=

CJjc= okO=ohP=OMEpFJohO=
OMEoFJohO=

QU= = = = = = RM= = = = = = RO= = = = = = RQ= = = = = = RS= = = = = = RU= = = = = = SM= = = = = = SO=
tLmán=

酶反应 MKR=h=

酶反应 PMKM=h=

酶反应 PSKM=h=
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表 O= = mma中各皂苷在酶反应过程中的动态变化=
qable=O= =aynamics=of=mma=enzymatic=conversion=

酶反应时间Lh=
原料中各皂苷质量分数LB=

obN= od= oc= obO= OMEpFJogP= OMEoFJogP= okN= ogR= = =

= MKR= PMKSM= NRKVQ= NNKUT= PKOM= SKQS= UKOT= VKVN= NPKRR= = =

= NKM= PMKSM= NRKVN= NNKTV= PKOM= SKQQ= UKOT= VKUT= NPKQT= = =

= NKR= —= —= —= —= OKVV= OKPS= = SKOS= = = UKQT= = =

= OKM= —= —= —= —= OKQM= RKQP= = TKMR= = = VKNS= = =

= OKR= —= —= —= —= NKSV= SKTO= RKVN= = = TKOV= = =

= PKM= —= —= —= —= NKTV= TKMQ= RKVU= = TKUP= = =

= SKM= —= —= —= —= MKSN= SKSV= QKPV= = SKTM= = =

NOKM= —= —= —= —= —= SKTT= NKQT= = OKNN= = =

OQKM= —= —= —= —= —= SKRS= —= —= = =

PMKM= —= —= —= —= —= SKPN= —= —= = =

PSKM= —= —= —= —= —= SKMR= —= —= = =

酶反应时间Lh=
酶反应所生成的皂苷质量分数LB=

cO= CJjcN= CJjc= CJl= CJv= CJh= OMEpFJohO= OMEoFJohO= okO= ohP=

= MKR= —= µ= µ= µ= µ= µ= µ= µ= µ= µ=

= NKM= —= µ= µ= µ= µ= µ= µ= µ= µ= µ=

= NKR= POKRM= TKRP= QKRR= OKSO= µ= = UKNM= NKQO= OKNR= = UKNN= = VKPR=

= OKM= PRKPT= TKUS= OKON= NKTR= µ= NPKMR= NKSQ= OKTM= = RKPV= = RKVN=

= OKR= PMKNT= RKTN= OKPO= NKSS= µ= NSKNR= NKQV= OKRP= = VKUM= = UKQS=

= PKM= OUKMO= RKRM= PKNM= NKRQ= µ= OMKVM= NKPS= OKQV= = TKPR= = TKMO=

= SKM= NPKMN= OKRV= SKUN= MKUR= PKNR= PUKUS= NKRP= OKQQ= = SKRT= = RKTU=

NOKM= = UKQU= µ= UKST= µ= PKQN= QVKNM= NKTV= NKUS= = TKMP= = TKMU=

OQKM= = NKQR= µ= UKQV= µ= PKRS= RQKMM= NKUN= NKRS= = VKNM= = UKVM=

PMKM= = OKPR= µ= UKQV= µ= QKMV= RTKOR= NKVQ= NKNS= = VKPO= = UKVS=

PSKM= = PKRN= µ= SKVP= µ= PKPT= QUKVM= OKUS= NKMU= NQKNM= NOKVM=
=
完全水解生成中间产物 cO，在 NKR～OKM=h时 cO的量

为 POKRMB～PRKPTB，从 OKR=h后 cO的量逐渐减少，

至 SKM=h后 cO皂苷量从 NPKMNB逐渐减少到 NKQRB。=
酶先水解 obO 和 oc 的 PJlJdlc 变成 CJl 和

CJjcN；进一步水解 CJl和 CJjcN的 PJlJdlc变成

CJv和 CJjc，最终变成 CJh。obO与酶反应生成中

间产物 CJl，再逐渐生成 CJv和 CJh；底物 obO在
M～NKM=h时皂苷量几乎没变化，NKR=h时被水解生成

中间产物 CJl，CJl在 NKR=h的量为 OKSOB，随着酶

反应时间的增加，CJl的量从 OKSOB减少到 MKURB，

CJl在 SKM=h后被全部水解成 CJv；在 SKM=h时开始

有 CJv生成，其皂苷量为 PKNRB，在酶反应 PMKM= h
时 CJv量最大，其量为 QKMVB。=

oc与酶反应生成中间产物 CJjcN，再逐渐水解

生成 CJjc和 CJh；底物 oc在 M～NKM=h时皂苷量几

乎无变化，在 NKR= h 时被完全水解生成中间产物

CJjcN，其皂苷量为 TKRPB，随着酶反应时间的增

加，CJjcN的皂苷量在 OKM=h时最大，为 TKUSB，随

后皂苷量逐渐减少，SKM= h后 CJjcN完全被水解成

CJjc；CJjc 在 NKR= h 时就被水解生成，其量为

QKRRB；在 OKM= h时 CJjc的皂苷量减少到 OKONB；

在 OKM=h后 CJjc的皂苷量逐渐增加，NOKM=h时其皂

苷量最大，为 UKSTB；NOKM=h后 CJjc的皂苷量逐渐

减少。产物 CJh在 NKR= h时被水解生成，其皂苷量

为 UKNMB，随着酶反应时间的增加，CJh 的量在增

加，在 PMKM= h时 CJh的皂苷量为 RTKORB，由于反

应时间过长，在 PSKM=h时 CJh的皂苷量减少，会生

成少量苷元；如果需要制备稀有皂苷 CJh，就在反
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应进行 PMKM=h时终止反应。=
ogP组的 OMEpFJogP、OMEoFJogP、okN和 ogR在

酶反应过程中分别转化为ohO组的OMEpFJohO、OMEoFJ=
ohO、okO和 ohP。=

OMEpFJogP随着反应逐渐生成 OMEpFJohO；OMEpFJ=
ogP在 M～NKM=h时皂苷量几乎没有变化，在 OKM=h后
皂苷量逐渐减少，SKM=h后被完全水解；而产物 OMEpFJ=
ohO在 NKR=h时生成，其皂苷量为 NKQOB；随着酶反

应的增加，OMEpFJohO的皂苷量缓慢增加。=
OMEoFJogP 与酶反应逐渐生成 OMEoFJohO；底物

OMEoFJogP不容易被水解，在酶反应 PSKM= h，从 UB
左右降到 SKMRB；其产物 OMEoFJohO为 OKTMB。=

okN与酶反应逐渐生成 okO；底物 okN在 NOKM=h
后被完全水解，产物 okO在 NKR=h时开始生成，反应

PSKM= h时其皂苷量最大，为 NQKNMB。ogR与酶反应

逐渐生成 ohP；底物 ogR在 NOKM= h后被完全水解，

产物 ohP在 NKR=h时开始生成，反应 PSKM=h时其皂苷

量最大，为 NOKVMB。反应时间长，可能增加 ohO组
转化为苷元组的量。=

由此可见，生产 CJh为主皂苷时，最佳反应时

间为 OQKM～PMKM=h；生产 ohO组为主的皂苷时，反应

SKM～NOKM=h时 ogP组量低而 ohO组量高；生产以 cO
为主的皂苷时，最佳反应时间为 NKR～OKM=h。=
OKR= =稀有皂苷的制备=

生产稀有皂苷 CJh 为主的皂苷时，将 mma 皂

苷酶反应进行 OQKM～PMKM=h时，CJh的生成量最多；

故酶反应进行 PMKM=h，生产 CJh皂苷。=
以 mma作为酶反应底物，取 PM= g= mma将其溶

于 SM=mi的甲醇中，并加入 RQM=mi=MKMO=molLi醋酸

缓冲溶液（ée= RKM），与等体积的酶液混合，QR=℃
条件下在反应釜中搅拌反应，反应时间为 PMKM= h。
反应后加入 P倍反应液体积的甲醇沉淀酶蛋白，其

上清液经 A_JU柱脱糖除杂、aJOUM柱脱色、浓缩，

得到 OM= g 含有 CJh 等皂苷的酶反应产物粗品。经

emiC 检测，其产物皂苷量比为 RTKORB的 CJh，
OKPRB的 cO，UKQVB的 CJjc，QKMVB的 CJv，VKPOB
的 okO，UKVSB的 ohP，NKVQB的 OMEpFJohO，NKNSB
的 OMEoFJohO，SKPNB的 OMEoFJogP（表 O）。=

将上述 OM=g的反应产物与 RM=g的 UM～NMM目硅

胶混合（样品胶），装到装有 QMM= g的 PMM～QMM目
硅胶柱的上面，即成硅胶柱。先用纯氯仿通柱，用

体积比为氯仿J甲醇（V∶N）的洗脱剂洗脱，每瓶收

集 OMM= mi，共收集 NMU瓶；经 qiC检测，把含有

相同皂苷的洗脱液合并，分别浓缩、干燥，得到 U
种分离物，如表 P所示。表 P中的皂苷，经 qiC检

测，如图 P所示。=
=

表 P= =硅胶柱分离人参皂苷=
qable=P= =peparation=of=ginsenosides=by=silica=gel=column=

样品号= 收集瓶= 主要成分= 质量Lg=

N= N～NN= 苷元= NKVU=

O= NO～NV= CJh= UKNS=

P= OM～OP= CJh与 okO、ohP混合物= MKTP=

Q= OQ～OS= ohO组= MKNV=

R= OU～QU= 混合物= OKNP=

S= RV～TM= CJjc= NKMN=

T= UN～US= cO= MKQR=

U= UT～NMU= cO与其他皂苷混合物= NKSR=

=
=

样JCJh 粗品= = cO、CJjc、ohO 组、CJhJ人参皂苷对照品= = N～UJ
分离得到的表 P的样品号=
saméleJCJh= crude= = cOI= CJjcI= ohO= grouéI= CJhJgánsenosáde=
reference=substance= = N—UJthe=saméle=numbers=of=the=obtaáned=qable=P=
were=seéarated==

图 P= =硅胶柱分离人参皂苷的 qiC图= =
cigK=P= =dinsenoside=qiC=from=silica=gel=column==
从表 P和图 P得知，利用硅胶柱分离法，从 OM=

g=CJh粗品中，成功地分离得到 UKNS=g质量分数为

VRB的 CJh单体，NKMN= g质量分数为 VMB的 CJjc
单体，MKQR=g质量分数为 VMB的 cO单体，MKNV=g皂
苷量为 VMB的 ohO组；上述硅胶柱分离得到的皂苷，

经 emiC检测，与各皂苷对照品的出峰时间一致，

可以认定为 CJh、CJjc、cO和 ohO组皂苷。=
CJh、CJjc、cO单体皂苷，用 kjo 法核对结

构；ohO 组制品，利用 rmiCJjp 法核对其组成。

还得到 NKVU=g苷元组，其苷元组有待于今后确定。=
OKS= =酶反应产物 CJjc、cO和 CJh的结构核对=

将 CJh、CJjc、cO单体皂苷，用 kjo法核对

结构。将样品溶解在 myrádáneJdR，用 _ruke=AsAkCb=
SMM=ENeW=SMM=jez；NPCW=NRM=jezF=核磁共振仪检测，

确认结构。=

样= = = cO===CJjc=ohO组= CJh= = N= = = = O= = = = P= = = = Q= = = = R= = = = S= = = = T= = = = U=
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通过对 NeJ、NPCJkjo 图谱的分析，与参考文

献xONz中人参皂苷核磁数据比对，确认了酶反应产物

分离的人参皂苷化学结构，其 NPCJkjo数据及其结

构归属如图 Q所示，证明了分离得到的产物为人参=
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碳位= cO= CJjc= CJh= 碳位= cO= CJjc= CJh=

苷元= PJlJdlc=

CJN= OPKPV= PVKSM= PVKTO= CJ1′= NMTKNM= µ= µ=

CJO= OSKVP= OUKQN= OUKQN= CJ2′= TRKVP= µ= µ=

CJP= UUKVU= TVKQM= TVKQP= CJ3′= TVKQP= µ= µ=

CJQ= PVKPT= PVKTR= PVKRU= CJ4′= TNKUM= µ= µ=

CJR= RSKRS= RSKRT= RSKRP= CJ5′= TUKRM= µ= µ=

CJS= NUKSP= NUKVT= NUKVP= CJ6′= SPKOS= µ= µ=

CJT= PRKPM= PRKPT= PRKPQ= OMJlJdlc= = = =

CJU= QMKOO= QMKOS= QMKOQ= CJ1′= VUKQO= VUKOR= VUKQM=

CJV= RMKPT= RMKQV= RMKQT= CJ2′= TRKOU= TRKNV= TRKOT=

CJNM= PTKNP= PTKRR= PTKRO= CJ3′= TUKVM= TUKOV= TUKQM=

CJNN= PNKMS= PNKMM= PNKNM= CJ4′= TOKMR= TOKOU= TNKUM=

CJNO= TMKPR= TMKQS= TMKPR= CJR= TUKQP= TSKSV= TUKOO=

CJNP= QVKSR= QVKSO= QVKSR= CJ6′= SPKMQ= SUKST= SPKMQ=

CJNQ= RNKSM= RNKSO= RNKRV= OMJAra=EfF= = = =

CJNR= PMKVR= SMKVQ= PMKVR= 1″= —= NNMKOU= µ=

CJNS= OSKUO= OSKUQ= OSKUN= 2″= µ= UPKQT= µ=

CJNT= RNKUN= RNKUS= RNKTV= 3″= µ= TVKMN= µ=

CJNU= NSKVU= NSKRR= NSKRP= 4″= µ= USKNV= µ=

CJNV= NSKQT= NSKRR= NSKRM= 5″= µ= SOKUQ= µ=

CJOM= UPKQU= UPKSN= UPKQS= = = = =

CJON= ORKVR= OSKMO= ORKVQ= = = = =

CJOO= PSKPN= PSKPS= PSKPO= = = = =

CJOP= OPKPV= OPKPR= OPKPT= = = = =

CJOQ= NOSKNO= NOSKOO= NOSKNO= = = = =

CJOR= NPNKMV= NPNKOP= NPNKMT= = = = =

CJOS= OOKRS= OOKRP= OOKRO= = = = =

CJOT= NTKVR= NUKNM= NTKVQ= = = = =

CJOU= OUKPP= OUKVN= OUKUS= = = = =

CJOV= NSKNS= NSKOR= NSKNV= = = = =

CJPM= NTKRS= NTKSM= NTKRS= = = = =
=

图 Q= =酶反应产物 cO、CJjc、CJh结构核磁共振光谱的 NPCJkjo数据与结构图=
cigK=Q= = NPCJkjo=spectroscopic=data=and=structures=of=enzyme=reaction=products=cOI=CJjcI=and=CJh=

人参皂苷 CJh= 人参皂苷 CJjc= 人参皂苷 cO=
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皂苷 CJh、CJjc、cO单体；人参皂苷 CJjc结构的

系统名称为 OMJlJxαJiJ阿拉伯呋喃糖基JEN→SFJβJaJ
葡萄糖吡喃糖基zJOMEpFJ人参二醇苷元；cO皂苷结构

的系统名称为 PJlJβJaJ葡萄糖吡喃糖基JOMJlJβJaJ
葡萄糖吡喃糖基 JOMEpFJ人参二醇苷元；CJh，

OMJlJβJaJ葡萄糖吡喃糖基JOMEpFJ人参二醇苷元。=
OKT= =酶反应产物 ohO组 rmiCJjp法xOOJORz的确认=

rmiCJjp法检测产物 ohO组在 rmiCJnJqlcJ=
jp=mremáer=qj上进行，bpf源，正、负离子模式下，

“s”模式下进行检测。=
rmiC 检测条件：色谱柱为 _be= pháeld= omNU

（NMM=mm×OKN=mm，NKT=μm，taters）；流动相为 MKNB
甲酸乙腈溶液（A）JMKNB甲酸水溶液（_）；梯度洗

脱条件：M～R=mán，RB～VRB=A（线性梯度）；R～
NM=mán，VRB=A（等度）；进样量 NM=μi；体积流量

MKR=miLmán；柱温 PM=℃；检测波长 OMP=nm。=
四级杆时间飞行串联质谱（nJqlcJjp）检测

条件：毛细管电压 OKR=ks；样品孔电压 PR=s；离子

源温度 NMM=℃，脱溶剂气温度 PRM=℃；锥孔气体积

流量 RM=iLh，脱溶剂气体积流量 N=MMM=iLh；质量扫

描范围：mLz=NMM～N=MMM。=
分离得到的酶反应产物ohO组，经emiC检测，

由 OMEpFJohO、OMEoFJohO、okO、ohP= Q种异构体组

成（图 R）。其 ohO组的 Q 种异构体在 emiC 中出

峰时间，与 ohO组市售产品一致，可以确认为 ohO
组皂苷。利用 rmiCJjp 法进一步确定 ohO 组。

OMEpFJohO和 OMEoFJohO的相对分子质量为 SOO，okO
和 ohP的相对分子质量为 SMQ。ohO组的 rmiC 图

如 S图所示。=
从图 S中可以看出，有 Q个明显的紫外吸收峰

和 ohO组的 emiC检测图谱一致，OMEpFJohO、OMEoFJ=
ohO、okO、ohP的紫外吸收峰出峰时间依次为 QKSO、
QKSS、RKPP、RKPU=mán。其 ohO组通过负离子模式下

的串联质谱（nJqlc）检测，其总离子流图如图 T=

=

=
=
=

图 R= =酶反应产物 ohO组的 emiC图=
cigK=R= =emiC=of=products=ohO=group=

=

=
=
=

图 S= = ohO组样品的 rmiC图谱=
cigK=S= =rmiC=of=sample=in=ohO=group=

=

=
=
=

图 T= = bpf−模式下 ohO组样品总离子流图谱=
cigK=T= =qotal=ion=beam=of=sample=ohO=group=in=bpf−=mode=by=
jp=
=
所示。从图 T 中可以看出，总离子流图中的 OMEpFJ=
ohO、OMEoFJohO、okO、ohP的出峰时间依次为 QKSO、
QKTN、RKPS、RKQN=mán，与 rmiC图谱中各组分的出

峰时间相匹配。再通过对总离子流峰进行一级质谱

分析，确定样品中各物质的相对分子质量。=
首先对ohO组人参稀有皂苷中OMEpFJohO、OMEoFJ=

ohO的离子峰在 bpf−模式下进行一级质谱分析，得

到的一级质谱如图 U、V所示。从图 U和 V中可以看

出，ohO 的相对分子质量为 SOO，在 bpf−模式下形

成= xohO＋eCllez−离子峰，而负离子模式下又减

少 N个 e，所以样品 ohO得到的离子峰 mLz=SST。故

可判断，样品中含有 OMEpFJohO和 OMEoFJohO，其相

对分子质量为 SOO。=
=

=
=
=

图 U= = OMEpFJohO在 bpf−模式下的一级质谱图=
cigK=U= =ievel=N=jp=of=OMEpFJohO=in=bpf−=mode=

= = = = QV= = = = RN= = = = RP= = = = = RR= = = = RT= = = = RV= = = = = SN= = = = SP= = = = SR=
tLmán=

OMEpFJohO=
OMEoFJohO= okO=ohP=

= PKU= = = QKM= = = QKO= = = QKQ= = = QKS= = = QKU= = RKM= = = RKO= = = RKQ= = RKS= = = RKU=
tLmán=

OMEpFJohO=
OMEoFJohO=

okO=
ohP=

= = = = NKM= = = = = = OKM= = = = = PKM= = = = = = QKM= = = = = = RKM= = = = = = SKM= = = = = TKM=
tLmán=

OMEpFJohO=
OMEoFJohO=

okO=

ohP=

NMM= = = = OMM= = = PMM= = = QMM= = = = RMM= = = SMM= = = TMM= = = UMM= = = VMM= = = N=MMM=
mLz 

SST=
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再对 ohO组人参稀有皂苷中 okO、ohP的离子峰

在 bpf−模式下进行一级质谱分析，得到的一级质谱

如图 NM、NN所示。从图 NM和 NN中可以看出，okO
或 ohP的相对分子质量为 SMQ，在 bp−模式下形成=
xohO＋eCllez−离子峰，而负离子模式下又减少 N
个 e，所以 okO或 ohP得到的离子峰 mLz=SQV。故可

判断，样品中含有 okO和 ohP，其相对分子质量为

SMQ。=
由此，可以证明酶反应得到的ohO组是由 OMEpFJ=

ohO、OMEoFJohO、okO、ohP=Q种异构体组成。=
=

=
=
=

图 9= = OMEoFJohO在 bpf−模式下的一级质谱图=
cigK=9= = ievel=N=jp=of=OMEoFJohO=in=bpf−=mode=

=
=

=
=
=

图 NM= = okO在 bpf−模式下的一级质谱图=
cigK=NM= =ievel=N=jp=of=okO=in=bpf−=mode=

=
=

=
=
=

图 NN= = ohP在 bpf−模式下的一级质谱图=
cigK=NN= =ievel=N=jp=of=ohP=in=bpf−=mode=

=
P= =讨论=

mma原料中主要含有 PMKSMB的 obN、NRKVQB的
od、NNKUTB的 oc、PKOOB的 obO；还含有 SKQSB的

OMEpFJogP、UKOTB的 OMEoFJogP、VKVTB的 okN、NPKSTB
的 ogR等 ogP组皂苷；与 Aspergillus=gKUQU菌所产的

人参皂苷粗酶液反应，mma皂苷转化途径，如图 NO
所示。但是，酶与 ogP组皂苷反应中所产生的苷元

结构，有待于进一步分析确定。=
酶水解 mma复合皂苷水解动态：=
酶水解 obN时，先水解的 OMJlJ末端 dlc变成

od，然后水解 od 变成 cO和 CJh；底物 obN、od
在 NKR=h时被完全水解生成中间产物 cO，生成 CJh
速度快。酶水解 obO和 oc 时，先水解 PJlJdlc 变
成 CJl 和 CJjcN；进一步水解 CJl 和 CJjcN 的

PJlJdlc 变成 CJv 和 CJjc，最终变成 CJh。obO
和 oc的分解速度快；但是，CJv和 CJjc变成 CJh
速度慢。=

ogP组的 OMEpFJogP、OMEoFJogP、okN和 ogR在
酶反应过程中分别转化为ohO组的OMEpFJohO、OMEoFJ=
ohO、okO和 ohP。其中 OMEpFJogP、okN和 ogR，分

别转化为 OMEpFJohO、okO 和 ohP 速度相对快；但

OMEoFJogP转化速度慢。=
由此可见，生产以 CJh为主的皂苷时，最佳反

应时间为 OQKM～PMKM= h；生产以 ohO组为主的皂苷

时，反应 SKM～NOKM=h时 ogP组产量低而 ohO组产量

高；生产以 cO为主的皂苷时，最佳反应时间为 NKR～
OKM=h。=

为了从 mma原料皂苷制备高活性皂苷 CJh，取
PM=g=mma皂苷，经酶反应、脱糖脱色、浓缩，得到

以 CJh 为主的等稀有皂苷产物粗干品 OM= g；经

emiC检测，其产物皂苷量比例为 RTKORB的 CJh、
OKPRB的 cO、UKQVB的 CJjc、QKMVB的 CJv、VKPOB
的 okO、UKVSB的 ohP、NKVQB的 OMEpFJohO、NKNSB
的 OMEoFJohO、SKPNB的 OMEoFJogP。其稀有皂苷混合

物，可直接用于人参制品、化妆品和药物开发，也

可以用于分离单体皂苷。=
为了得到人参皂苷单体，将其混合皂苷，经硅

胶柱分离，最终得到 UKNS=g的 CJh单体，酶反应产

物得率为 QMKUMB；ohO组 MKNV= g，得率为 MKVRB；
CJjc单体 NKMN=g，得率为 RKMRB；cO单体 MKQR=g，
得率为 OKORB。但是，本方法只得到 MKNV=g=ohO组，

得率仅为 MKVRB；而 mma原料中 ogP组其量为 PUB，

如果酶转化生产 ohO组，有待于今后的研究。=
经 kjo 核对，产物人参皂苷单体是 CJh、

CJjc、cO稀有皂苷；经 rmiCJjp 核对，ohO组是

由 OMEpFJohO、OMEoFJohO、okO、ohP=Q种异构体组成。=

SST=

NMM= = = = OMM= = = PMM= = = = QMM= = = RMM= = = = SMM= = = TMM= = = = UMM= = = = VMM= = = N=MMM=
mLz 

NMM= = = OMM= = = PMM= = = QMM= = = RMM= = = SMM= = = TMM= = = UMM= = = = VMM= = = N=MMM=
mLz 

SQV=

NMM= = = = OMM= = = = PMM= = = = QMM= = = = RMM= = = = SMM= = = = TMM= = = = UMM= = = = VMM= = = N=MMM=
mLz=

SQV=
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图 NO= = mma皂苷生物转化途径=
cigK=NO= =Biotransformation=pathway=of=mma=ginsenosides=
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本研究结果为产业化提供廉价生产人参稀有皂苷

CJh、CJjc、cO和 ohO组的理论方法。=
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