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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

赵艳玲h2，王伽伯1‘3，肖小河p

(1．解放军第302医院，北京100039；2．军事医学科学院，北京 100850；3．成都中医药大学，四JI『成都610075)

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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显著的差异，其中水提物、萃取后残渣的最大产热峰强度不变或略下降、达峰时间提前，有机溶剂萃取物的最大产

热峰强度明显下降、达峰时间滞后，且存在特异的后期产热现象，可以较好的表征提取物间的差异性。结论微量

热法可以较好的反映板蓝根的生物热力学参数及特征，该方法可为其他生物模型的研究提供参考和指导。

关键词：板蓝根；微量热法；大肠杆菌；生物热力学
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Biothermodynamic characteristics of Radix J量口fis by microcalorimetry
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Abstract：Objective To establish the characteristic biothermokinetic methods in different extract

fractions of Radix Isatis using Escherichia coli as model bacteria under biothermodynamics．Methods

Microcalorimetry was used to obtain the characteristic metabolic growth power—time curves and

biothermodynamic parameters of bacteria affected by different extract fractions of Radix Isatis，and

evaluate the differences among the different extract fractions of Radix lsatis。Results Different extracting

fractions of Radix Isatis could inhibit or promote the growth and metabolism of E．coli in different 1evels．

Water—extract fractions and residues could promote its growth while organic solvent extract fractions did

the opposite．Furthermore，with the decline of the solvent polarity，the inhibiting rate of organic solvent

extract fraction was decreased and the generation time of bacteria was prolonged．There were steady and

distinct differences among the different extract fractions in the characteristic metabolic growth power—time

curves。such as the maximum power value’S decrease and peak time’S delay of water—extract fraction and

residue，the specific power enhancement in later stage of organic solvent extract fraction．Conclusion

Microcalorimetry iS a new and useful mean for the study on the biothermodynamic parameters and

characteristics of Radix Isatis which can be helpful to investigate the other models using microcalorimetry．

Key words：Radix Isatis；microcalorimetry；Escherichia coli；biothermokdynamies

板蓝根为十字花科植物菘蓝Isatis indigotica

Fort．的干燥根，清热解毒、凉血利咽，具有抑菌、抗

细菌内毒素、抗病毒、解热、抗炎等作用[1]。板蓝根的

清热解毒作用具有多靶点、多途径的特点，可选的评

价模型有病毒、细菌、各种免疫细胞、线粒体等，分别

体现板蓝根的抗病毒、提高免疫力等临床作用。尽管

板蓝根的抑菌作用不是临床的主要应用目的，但考

虑到细菌模型培养技术较简单，且结果对其他生物

模型具有一定的指导意义，因此作为初筛模型较合

适。生物热力学技术是一种新型的高通量筛选技术，

通过微量量热仪精确检测药物与微生物(如细菌)、

细胞、细胞器(如免疫细胞、癌细胞、线粒体)或组织

器官作用的热量变化，反映药物对生物生长的抑制

或促进作用及随时间变化的关系，具有精确、微量、

实时、在线的特点，可用于表征和鉴别中药的生物学

效应。因此本实验选择大肠杆菌作为工具菌，采用微

量热仪测定了37℃下正常生长条件及给予板蓝根

的不同萃取部位后的生物热力学参数及生长热特征

曲线，建立生物热力学评价方法，探讨板蓝根的生物

学效应，并为板蓝根对免疫细胞和线粒体的生物热

力学作用研究提供方法支持。

1仪器与材料

瑞典Thermometric公司TAM Air Isotherma

Calorimeter微量热仪，系统控温于37℃。

大肠杆菌菌株Escherichia coli CCTCAB91 112

由中国典型培养物保藏中心提供。培养基为LB培

养基(取10 g蛋白胨，5 g酵母膏，10 g NaCl，溶于

1 000 mL蒸馏水中，调pH 7．2后分装121℃高压

蒸气灭菌20 min，冰箱中放置备用)。板蓝根为解放

军302医院中药房提供，并经肖小河研究员鉴定。配

制药品用无菌水，聚山梨酯80(北京化学试剂公

司)，所有试剂均为分析纯。

2方法与结果

2．1 板蓝根不同萃取部位的制备：板蓝根药材粗

粉，水煎煮2次，合并煎煮液，减压浓缩，依次以石油

醚、氯仿、醋酸乙酯、正丁醇萃取数次，分别收集各有

机溶剂液，减压浓缩至千膏，得到不同的萃取部位，

灭菌后备用。

2．2供试品溶液的制备：临测前称取干膏200 mg

加水溶解(必要时加聚山梨酯80适量)，定容至100

mL，过0．45弘m滤膜，取续滤液，即得。

2．3生长热谱曲线的制备：采用安瓿法。每个安瓿
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瓶精确加入5 mL培养基，接种大肠杆菌，菌接种量

为1×106／mL，加入一定量药液，加盖瓶塞，密封。

0 500 1 0001500 2 000

0 500 1 000 1500 2 000

上述均为无菌操作。放入微量热仪中跟踪记录37℃

细菌生长热谱曲线(P—t曲线)。结果见图1。

0 500 1 0001500 2 000 0 500 1 0001500 2 000

0 500 l 0001500 2 000 0 500 l 0001500 2 000

图1板蓝根不同萃取部位的典型生物热力学特征曲线

Fig．1 Typical biothermodynamic characteristic curves in different extract fractions of Radix lsatis

2．4 大肠杆菌生物热力学参数的确定：在细菌的指 3讨论

数生长期中，有P。一P。·exp(五f)或In只一InP。+kt 由生长速率常数k可以看到，有机溶剂萃取物

(P。、P。分别是细菌在指数生长的起始点和t时的热 组的值均低于参比组，表明低极性成分对工具菌大

功率)。将热谱曲线上指数生长期的P。、t值代人 肠杆菌有不同程度的抑制作用，其中正丁醇和醋酸

Origin软件(美国OriginLab公司)，线性拟合可得 乙酯萃取物抑制工具菌的生长速率有显著意义；萃

大肠杆菌指数生长期的生长速率常数(尼)，k反映细 取后残渣组k值极显著高于参比组，说明萃取残渣

菌增值的速度D]。同时由tG一(In2)／k，可得到不同 (含极性较大或大分子物质)具有极显著的促进工具

条件下的细菌传代时间tG，并且从肠杆菌的热谱曲 菌生长的作用；而水提原液对比参比组无显著意义，

线可以直观地得到指数生长期的最大发热功率 说明极性或相对分子质量大小可以分离板蓝根对工

(P。。。)。大肠杆菌在不同供试药物作用下的k、tG和 具菌的作用，这～思路对于研究板蓝根抗病毒或促

整个生长期的热焓(△日)、P。。；见表1。 进淋巴细胞增殖模型时如何分离和凸显板蓝根的特

2．5细菌生长抑制率的确定：细菌生长抑制率，定 异生物作用具有指导意义。从抑制率来看，同样是低

义为口．4]：，一(志。--k。)愚。×100％(是。为空白对照组细 极性的有机溶剂组分相对于总提物抑制工具菌生

菌的生长速率常数，k：为试药组的生长速率常数)， 长，高级性组分正好相反。传代时间与生长速率常数

不同的药物对大肠杆菌的生长抑制率见表1。 变化规律相同。从整个生长期的热焓和最大发热功

表1板蓝根不同萃取部位作用于大肠杆菌的生物热力学参数(i±s，n一3)

Table 1 Biothermodynamic parameters in different extract fractions of Radix Isatis acted on E．coli(i±s，拧一3)

与参比组相比：’P<O．05 一P<O．01；与水提原液组相比：“P<o．01

’P％0．05 。+P<o．01 VS control group；“P<O．01"US water extract solution

率两个指标来看，水提原液、氯仿和石油醚萃取物均 势；正丁醇和醋酸乙酯萃取物显著抑制工具菌的生

可显著增加整个生长期的放热量，尽管后两者表现 长，同时表现为最大发热峰高度显著下降和总发热

出略抑制工具菌生长的作用，但总发热量呈升高趋 功率降低，尤其是正丁醇萃取物表现更加明显。
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另外，临床上通常并不将板蓝根划归为抑菌药

物，其抑菌作用较黄连等典型的抑菌药弱，因此与先

前研究的黄连[53不同，其抑制率较后者相对较低，对

细菌作用的热力学参数变化规律不如黄连明显甚至

异常，如氯仿和石油醚萃取物虽然有较弱的抑菌作

用，但其最大发热功率和焓变值却高于对照组，与常

规的抑菌药(如黄连)作用趋势相反，并且有明显而

特异的后期放热现象，这在大肠杆菌的相关研究中

是不多见的HJ。

尽管对细菌的作用不是板蓝根的特异生物作

用，但本实验的结果仍表现出规律性，建立的方法可

为腮腺炎病毒和淋巴细胞等生物模型的评价工作提

供技术支持，其中前者可体现板蓝根抗病毒作用，后

者则反映板蓝根提高免疫力的作用。
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HPLC法测定罗汉果中罗汉果苷V和11一氧化罗汉果苷V

周 兢1’2，王梦月2，李晓波弘，屠鹏飞3，王 强1

(1．中国药科大学中药分析教研室，江苏南京210038；2．上海交通大学药学院，

上海200240；3．北京大学医学部，北京100083)

摘 要：目的 建立HPLC法测定不同产地、不同栽培品系的罗汉果药材中罗汉果苷V和11一氧化罗汉果苷V。方

法采用ODS(250 nlmX 4．6 nlm，5 pm)色谱柱，以乙腈一水为流动相进行梯度洗脱，体积流量：0．75 mL／min，检

测波长：210 nlTl，柱温：40℃。结果 罗汉果苷V在0．804 6～20．115 0扯g线性关系良好(r一0．999 8)，平均回收率

为104．6％，RSD为3．28％(”一6)。11一氧化罗汉果苷V在0．598 5～14．962 5弘g线性关系良好(r一0．998 4)。结

论本方法简便、快速、准确，可作为罗汉果药材的质量控制方法。

关键词：罗汉果；罗汉果苷V；11一氧化罗汉果苷V；高效液相色谱
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Determination of mogroside V and 1 1一oxomogroside V in dried mature fruits

of Momordica grosvenori by HPLC

ZHOU Jin91”，WANG Meng—yue2，LI Xiao_b02，TU Peng—fei3，WANG Qian91

(1．Department of Chinese Materia Madica Analysis，China Pharmaceutical University，Nanjing 210038，

China；2．School of Pharmacy，Shanghai Jiao Tong University，Shanghai 200240，China；

3．Heahh Science Center，Peking University，Beijing 100083，China)

Abstract：Objective To establish an optimal HPLC method for determining the contents of mogro—

side V and 1 1-oxomogroside V in the dried mature fruits of Momordicae grosvenori from various habitats

and breeds．Methods ODS Column(250 mm×4．6 mm，5”m)was used with acetonitrile—water as

mobile phase in a gradient program，flow rate was 0．75 mL／min，detection wavelength was set at 210 nm，

column temperature was 40℃．Results The liner range of mogroside V was 0．804 6—20．1 1 5 0弘g(r一0．

999 8)and the average recovery of mogroside V was 104．6％，RSD was 3．28％(，z一6)．The liner range
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