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原人参二醇类皂苷（PPD）在酶反应中转化动态及其产物稀有皂苷的制备 

彭  婕，刘春莹，陈  双，鱼红闪*，金凤燮* 
大连工业大学生物工程学院，辽宁 大连  116034 

摘  要：目的  为了生物转化低成本制备人参稀有皂苷，利用 Aspergillus g.848菌的粗酶与市售的原人参二醇类皂苷（PPD）
混合皂苷反应，制备人参稀有皂苷 C-K、C-Mc、F2单体和 4种异构体的 Rh2组皂苷。方法  酶与 PPD皂苷反应，生成稀有

皂苷；用 HPLC 法测定 PPD 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 NMR 法确认产物单体皂

苷结构；用 UPLC-MS 法确认产物 Rh2组。结果  原料 PPD 中含有人参皂苷 Rb1、Rd、Rb2、Rc 和 4 种异构体的人参皂苷

Rg3组；酶反应时，若生产以 F2为主的皂苷时，最佳反应时间为 1.5～2.0 h；若生产以 C-K为主的皂苷时，反应时间为 24.0～
30.0 h；若生产以 Rh2组为主的皂苷时，反应 6.0～12.0 h时，Rg3组产量低而 Rh2组产量高。以 C-K为主的皂苷生产中，从

30 g的 PPD皂苷酶反应得到 20 g产物，经硅胶柱分离，得到 8.16 g的 C-K、1.01 g的 C-Mc、0.45 g的 F2单体和 0.19 g的
Rh2组皂苷，并以 NMR 和 UPLC-MS 法核对了其结构。结论  PPD 皂苷经酶转化成功地制备了高活性 C-K、C-Mc、F2和
Rh2组皂苷。 
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Protopanaxadiol ginsenosides dynamics in enzymatic reaction and preparation of 
rare ginsenosides 

PENG Jie, LIU Chun-ying, CHEN Shuang, YU Hong-shan, JIN Feng-xie 
College of Biotechnology, Dalian Polytechnic University, Dalian 116034, China 

Abstract: Objective  To cheaply prepare the rare ginsenosides by biotransformation, ginsenosides C-K, C-Mc, F2, and Rh2 from 
commercially available Protopanaxadiol (PPD) ginsenoside mixture were prepared using a crude enzyme of Aspergillus g.848 strain. 
Methods  The rare ginsenosides were obtained from PPD ginsenosides by enzyme reaction; The composition of PPD raw materials 
and ginsenoside products was measured by HPLC. The monomer ginsenosides and Rh2 group of enzyme reaction product were 
separated by a silica gel column; The produced monomer ginsenosides were identified by NMR; Rh2 group was identified by 
UPLC-MS. Results  The raw material of PPD ginsenosides was consisted of ginsenoside Rb1, Rd, Rb2, Rc, and Rg3 groups with four 
kinds of isomers. During the reaction of enzyme, the best reaction time for the ginsenoside F2 production was 1.5 h to 2 h; The best 
reaction time for the ginsenoside C-K production was 24 h to 30 h; If producing the Rh2 group, when reacted to 6 h to 12 h, the content 
of Rg3 group was low, and Rh2 group was high. In the production of C-K, 20 g of crude products were obtained from 30 g of PPD 
ginsenosides by enzyme reaction, and 8.16 g of C-K, 1.01 g of C-MC, 0.45 g of F2, and 0.19 g of Rh2 group were separated using silica 
gel column. The rare ginsenosides were identified by NMR, and the Rh2 group was identified using UPLC-MS method. Conclusion  
The high activity of monomer ginsenoside C-K, C-Mc, F2, and Rh2 group are successfully prepared from the PPD ginsenosides by 
enzymatic conversion. 
Key words: PPD type ginsenosides; enzymatic conversion; rare ginsenosides C-K, C-Mc, F2; ginsenoside Rh2 group; silica gel 
column; NMR 

                                         
收稿日期：2016-08-21 
基金项目：国家高端外国专家项目（GDT20152100019）；“重大新药创新”科技重大专项（2012ZX09503001-003） 

作者简介：彭  婕，女，研究方向为中草药生物转化。Tel: 13998528120  E-mail: 253713751@qq.com 
*通讯作者：鱼红闪，男，博士生导师，教授，研究方向为中草药生物转化。Tel: 13909849970  E-mail: hongshan@dlpu.edu.cn 

金凤燮，男，博士生导师，教授，研究方向为中草药生物转化。Tel: 13704099261  E-mail: fxjin@dlpu.edu.cn 



中草药  Chinese Traditional and Herbal Drugs  第 48卷 第 1期 2017年 1月 

  

·86· 

人参 Panax ginseng C. A. Meryer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[1]。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[2-4]。人参皂苷属于三萜类皂苷，可分为 3类：原

人参二醇类皂苷（PPD）、原人参三醇类皂苷（PPT）
和齐墩果烷类皂苷，已知的人参皂苷有 180余种[5]；

但人参中 80%～90%的皂苷为人参皂苷 Rb1（Rb1）、
人参皂苷 Rb2（Rb2）、人参皂苷 Rc（Rc）、人参皂

苷 Rd（Rd）、人参皂苷 Re（Re）、人参皂苷 Rg1（Rg1）
和人参皂苷 Rf（Rf）等[6]，其主要皂苷的人体吸收

率较低、活性低[7-8]；而人参稀有皂苷 C-K（C-K）、
人参稀有皂苷 C-Mc（C-Mc）、人参稀有皂苷 C-Y

（C-Y）、人参稀有皂苷 F2（F2）、人参稀有皂苷 Rh2
（Rh2）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[9-14]。 
为了得到高活性人参稀有皂苷，本实验室发现

了 4 种人参皂苷酶：即水解 PPD 中 Rb1、Rb2、Rc
和 Rd 的第 3(碳)-O-和 20(碳)-O-多种糖基的人参皂

苷酶 I型[15]；水解 PPD的 20-O-多种糖基的人参皂

苷酶 II[16]；还有一种克隆在 E. coli C41（DE3）菌

种中表达的人参皂苷酶 III型，能水解 PPD的 3-O-
多种糖基[17]；水解 PPT中 Re、三七皂苷 R1（R1）、
Rg1皂苷 6-O-多种糖基的人参皂苷酶 IV型[18]；利用

上述 4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 g.848 菌的人

参皂苷酶 I型，酶相对分子质量为 75 000，能水解

Rb1、Rb2、Rc、Rd和 Rg3的 3-O-和 20-O-位置的多

种糖基。该酶先水解 Rb1的 20-O-末端 Glc变成 Rd，
然后再水解 3-O-末端 Glc 至 F2，最后水解 F2 的
3-O-Glc 得到 C-K，其水解途径为 Rb1→Rd→F2→
C-K；该酶先水解 Rb2和 Rc的 3-O-Glc，其水解途

径为 Rb2→C-O→C-Y→C-K，Rc→C-Mc1→C-Mc→
C-K；根据米氏常数计算，酶水解皂苷糖基速度为

Rb1的 20-O-Glc＞Rb2的 3-O-Glc＞Rc的 3-O-Glc＞
Rd的 3-O-Glc；利用该酶，控制酶反应时间、酶反

应温度和底物浓度，从 PPD中 Rb1、Rb2、Rc、Rd
可制备 C-K、C-Y、C-Mc和 F2等[19-20]。 

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 g.848菌人参皂苷酶 I型粗

酶液与市售的 PPD混合物反应，低成本制备高活性

人参稀有皂苷；研究了 PPD 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。 
1  仪器与材料 

Waters 2695高效液相色谱分析仪，Waters 2996
二极管阵列检测器及 Empower 色谱工作站，美国

Waters公司；Unitary C18色谱柱（250 mm×4.6 mm，
5 μm），华谱创新科技有限公司。核磁共振仪 Bruke 
AVANCE 600、NMR spectrometer，瑞士 Bruke公司。

Waters UPLC-Q-TOF-MS PremierTM 超高效液相色

谱-四级杆-飞行时间串联质谱联用仪，美国 Waters
公司。 

Aspergillus g.848菌，本实验室提供；PPD原料、

4 种异构体的 Rg3组和 Rh2组，天乐集团产品；人

参皂苷对照品 C-K、C-Y、C-Mc、F2、20(S)- Rh2、
20(R)-Rh2、人参皂苷 Rh3（Rh3）、人参皂苷 Rk2（Rk2）
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 95%以上。薄层色谱（TLC）板 Silica gel 
60-F254，德国Merck公司；AB-8大孔树脂、D-280
大孔树脂、硅胶，天津南开大学试剂厂。 
2  方法与结果 
2.1  人参皂苷、PPD原料分析方法 
2.1.1  TLC法  用毛细管吸取对照品或样品溶液，

在 TLC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-甲醇-水（7∶3∶0.5）。
展开结束后，用 10%硫酸加热显色。 
2.1.2  HPLC法  Unitary C18色谱柱（250 mm×4.6 
mm，5 μm）；流动相为乙腈-水；洗脱程序：0～20 
min，20%乙腈（等度）；20～31 min，20%～32%乙
腈（线性梯度）；31～40 min，32%～43%乙腈（线

性梯度）；40～70 min，43%～100%乙腈（线性梯度）；

进样量 10 μL；柱温 35 ℃；体积流量 0.6 mL/min；
检测波长 203 nm；柱效为 78 000塔板/m。 
2.1.3  样品检测  将待测人参皂苷样品用色谱甲醇

溶解，经 0.45 μm滤膜滤过，即为检测样品。分别

按“2.1.1”“2.1.2”项条件进行检测。 
2.2  PPD原料的成分分析 

为了解 PPD中各种皂苷量及其比例，称取 4 mg 
PPD，溶于 1 mL色谱纯甲醇中，经 HPLC 检测，

与人参皂苷对照品相比较，结果见图 1。对图 1 中

的 HPLC图谱进行分析，PPD中各种皂苷量见表 1。 
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图 1  原料 PPD皂苷 HPLC图 
Fig. 1  HPLC of raw material PPD 

 
表 1  原料 PPD皂苷的 HPLC分析 
Table 1  Ginsenoside content of PPD 

皂苷 出峰时间/min 峰面积 峰面积比/% 

Rb1 38.910 1 366 983 30.60 

Rc 39.742 530 283 11.87 

Rb2 40.755 143 909  3.22 

Rd 42.555 712 247 15.94 

20(S)-Rg3 50.261 288 793  6.46 

20(R)-Rg3 50.706 369 244  8.27 

Rk1 55.614 445 512  9.97 

Rg5 56.163 610 574 13.67 
 

从图 1和表 1可以看到，根据其出峰时间，PPD
原料中含有 Rb1、Rd、Rc、Rb2和 4 种异构体 Rg3
组皂苷｛即由 20(S)-人参皂苷Rg3［20(S)-Rg3］、20(R)-
人参皂苷 Rg3［20(R)-Rg3］、人参皂苷 Rk1（Rk1）、
人参皂苷 Rg5（Rg5）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，PPD
原料中主要含有 30.60%的 Rb1、15.94%的 Rd、
11.87%的 Rc、3.22%的 Rb2；6.46%的 20(S)-Rg3、
8.27%的 20(R)-Rg3、9.97%的 Rk1、13.67%的 Rg5。
因此原料中 Rb1和 Rd 总量为 46.54%；Rg3组量为

近 38%。 
2.3  酶的制备 

选用产人参皂苷酶 I型的 Aspergillus g.848菌，

发酵得到人参皂苷粗酶。在 4%麦芽汁中含有 1%人
参提取液的培养基中，30 ℃搅拌培养 5～6 d，离心

除菌，加入 3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 1/10培养液体积的 0.02 
mol/L、pH 5.0醋酸缓冲溶液，离心除渣，即为酶液。 
2.4  PPD皂苷酶反应动态 

以 PPD作为酶反应底物，取 5 g PPD将其溶于

20 mL的甲醇中，并加入 80 mL 0.02 mol/L醋酸缓

冲溶液（pH 5.0），与等体积的酶液混合，放入 45 ℃

的摇床中反应。在酶反应过程中，分别在 0.5、1.0、
1.5、2.0、2.5、3.0、6.0、12.0、24.0、30.0、36.0 h
时，取酶反应液 1 mL。对每一样品进行萃取、脱糖

除杂、蒸干。蒸干后溶于 3 mL色谱甲醇中，进行

HPLC检测。其中 0.5、2.0、30.0、36.0 h的色谱图，

如图 2所示。按不同时间 0.5、1.0、1.5、2.0、2.5、
3.0、6.0、12.0、24.0、30.0、36.0 h，共取 11个样

品的 HPLC色谱图，进行数据分析，见表 2。 
由图 2 和表 2 可知，酶先水解 Rb1的 20-O-末

端 Glc变成 Rd，然后水解 Rd的 3-O-末端 Glc变成

F2，继续水解 F2的 3-O-Glc 变成 C-K；底物 Rb1、
Rd在 0～1.0 h时皂苷量几乎没有变化，1.5 h时被 
 

 

 

 

 
 

 
 

 
 
 
图 2  酶反应 0.5、2.0、30.0、36.0 h时的样品 HPLC图 
Fig. 2  HPLC of reaction product for 0.5, 2.0, 30.0, and 36.0 
h in enzyme reaction 

酶反应 2.0 h F2 
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t/min 

酶反应 0.5 h 

酶反应 30.0 h 

酶反应 36.0 h 
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表 2  PPD中各皂苷在酶反应过程中的动态变化 
Table 2  Dynamics of PPD enzymatic conversion 

酶反应时间/h 
原料中各皂苷质量分数/% 

Rb1 Rd Rc Rb2 20(S)-Rg3 20(R)-Rg3 Rk1 Rg5   

 0.5 30.60 15.94 11.87 3.20 6.46 8.27 9.91 13.55   

 1.0 30.60 15.91 11.79 3.20 6.44 8.27 9.87 13.47   

 1.5 — — — — 2.99 2.36  6.26   8.47   

 2.0 — — — — 2.40 5.43  7.05   9.16   

 2.5 — — — — 1.69 6.72 5.91   7.29   

 3.0 — — — — 1.79 7.04 5.98  7.83   

 6.0 — — — — 0.61 6.69 4.39  6.70   

12.0 — — — — — 6.77 1.47  2.11   

24.0 — — — — — 6.56 — —   

30.0 — — — — — 6.31 — —   

36.0 — — — — — 6.05 — —   

酶反应时间/h 
酶反应所生成的皂苷质量分数/% 

F2 C-Mc1 C-Mc C-O C-Y C-K 20(S)-Rh2 20(R)-Rh2 Rk2 Rh3 

 0.5 — — — — — — — — — — 

 1.0 — — — — — — — — — — 

 1.5 32.50 7.53 4.55 2.62 —  8.10 1.42 2.15  8.11  9.35 

 2.0 35.37 7.86 2.21 1.75 — 13.05 1.64 2.70  5.39  5.91 

 2.5 30.17 5.71 2.32 1.66 — 16.15 1.49 2.53  9.80  8.46 

 3.0 28.02 5.50 3.10 1.54 — 20.90 1.36 2.49  7.35  7.02 

 6.0 13.01 2.59 6.81 0.85 3.15 38.86 1.53 2.44  6.57  5.78 

12.0  8.48 — 8.67 — 3.41 49.10 1.79 1.86  7.03  7.08 

24.0  1.45 — 8.49 — 3.56 54.00 1.81 1.56  9.10  8.90 

30.0  2.35 — 8.49 — 4.09 57.25 1.94 1.16  9.32  8.96 

36.0  3.51 — 6.93 — 3.37 48.90 2.86 1.08 14.10 12.90 
 
完全水解生成中间产物 F2，在 1.5～2.0 h时 F2的量

为 32.50%～35.37%，从 2.5 h后 F2的量逐渐减少，

至 6.0 h后 F2皂苷量从 13.01%逐渐减少到 1.45%。 
酶先水解 Rb2 和 Rc 的 3-O-Glc 变成 C-O 和

C-Mc1；进一步水解 C-O和 C-Mc1的 3-O-Glc变成

C-Y和 C-Mc，最终变成 C-K。Rb2与酶反应生成中

间产物 C-O，再逐渐生成 C-Y和 C-K；底物 Rb2在
0～1.0 h时皂苷量几乎没变化，1.5 h时被水解生成

中间产物 C-O，C-O在 1.5 h的量为 2.62%，随着酶

反应时间的增加，C-O的量从 2.62%减少到 0.85%，

C-O在 6.0 h后被全部水解成 C-Y；在 6.0 h时开始

有 C-Y生成，其皂苷量为 3.15%，在酶反应 30.0 h
时 C-Y量最大，其量为 4.09%。 

Rc与酶反应生成中间产物 C-Mc1，再逐渐水解

生成 C-Mc和 C-K；底物 Rc在 0～1.0 h时皂苷量几

乎无变化，在 1.5 h 时被完全水解生成中间产物

C-Mc1，其皂苷量为 7.53%，随着酶反应时间的增

加，C-Mc1的皂苷量在 2.0 h时最大，为 7.86%，随

后皂苷量逐渐减少，6.0 h后 C-Mc1完全被水解成

C-Mc；C-Mc 在 1.5 h 时就被水解生成，其量为

4.55%；在 2.0 h时 C-Mc的皂苷量减少到 2.21%；

在 2.0 h后 C-Mc的皂苷量逐渐增加，12.0 h时其皂

苷量最大，为 8.67%；12.0 h后 C-Mc的皂苷量逐渐

减少。产物 C-K在 1.5 h时被水解生成，其皂苷量

为 8.10%，随着酶反应时间的增加，C-K 的量在增

加，在 30.0 h时 C-K的皂苷量为 57.25%，由于反

应时间过长，在 36.0 h时 C-K的皂苷量减少，会生

成少量苷元；如果需要制备稀有皂苷 C-K，就在反
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应进行 30.0 h时终止反应。 
Rg3组的 20(S)-Rg3、20(R)-Rg3、Rk1和 Rg5在

酶反应过程中分别转化为Rh2组的20(S)-Rh2、20(R)- 
Rh2、Rk2和 Rh3。 

20(S)-Rg3随着反应逐渐生成 20(S)-Rh2；20(S)- 
Rg3在 0～1.0 h时皂苷量几乎没有变化，在 2.0 h后
皂苷量逐渐减少，6.0 h后被完全水解；而产物 20(S)- 
Rh2在 1.5 h时生成，其皂苷量为 1.42%；随着酶反

应的增加，20(S)-Rh2的皂苷量缓慢增加。 
20(R)-Rg3 与酶反应逐渐生成 20(R)-Rh2；底物

20(R)-Rg3不容易被水解，在酶反应 36.0 h，从 8%
左右降到 6.05%；其产物 20(R)-Rh2为 2.70%。 

Rk1与酶反应逐渐生成 Rk2；底物 Rk1在 12.0 h
后被完全水解，产物 Rk2在 1.5 h时开始生成，反应

36.0 h时其皂苷量最大，为 14.10%。Rg5与酶反应

逐渐生成 Rh3；底物 Rg5在 12.0 h后被完全水解，

产物 Rh3在 1.5 h时开始生成，反应 36.0 h时其皂苷

量最大，为 12.90%。反应时间长，可能增加 Rh2组
转化为苷元组的量。 

由此可见，生产 C-K为主皂苷时，最佳反应时

间为 24.0～30.0 h；生产 Rh2组为主的皂苷时，反应

6.0～12.0 h时 Rg3组量低而 Rh2组量高；生产以 F2
为主的皂苷时，最佳反应时间为 1.5～2.0 h。 
2.5  稀有皂苷的制备 

生产稀有皂苷 C-K 为主的皂苷时，将 PPD 皂

苷酶反应进行 24.0～30.0 h时，C-K的生成量最多；

故酶反应进行 30.0 h，生产 C-K皂苷。 
以 PPD作为酶反应底物，取 30 g PPD将其溶

于 60 mL的甲醇中，并加入 540 mL 0.02 mol/L醋酸

缓冲溶液（pH 5.0），与等体积的酶液混合，45 ℃
条件下在反应釜中搅拌反应，反应时间为 30.0 h。
反应后加入 3倍反应液体积的甲醇沉淀酶蛋白，其

上清液经 AB-8柱脱糖除杂、D-280柱脱色、浓缩，

得到 20 g 含有 C-K 等皂苷的酶反应产物粗品。经

HPLC 检测，其产物皂苷量比为 57.25%的 C-K，
2.35%的 F2，8.49%的 C-Mc，4.09%的 C-Y，9.32%
的 Rk2，8.96%的 Rh3，1.94%的 20(S)-Rh2，1.16%
的 20(R)-Rh2，6.31%的 20(R)-Rg3（表 2）。 

将上述 20 g的反应产物与 50 g的 80～100目硅

胶混合（样品胶），装到装有 400 g的 300～400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-甲醇（9∶1）的洗脱剂洗脱，每瓶收

集 200 mL，共收集 108瓶；经 TLC检测，把含有

相同皂苷的洗脱液合并，分别浓缩、干燥，得到 8
种分离物，如表 3所示。表 3中的皂苷，经 TLC检

测，如图 3所示。 
 

表 3  硅胶柱分离人参皂苷 
Table 3  Separation of ginsenosides by silica gel column 

样品号 收集瓶 主要成分 质量/g 

1 1～11 苷元 1.98 

2 12～19 C-K 8.16 

3 20～23 C-K与 Rk2、Rh3混合物 0.73 

4 24～26 Rh2组 0.19 

5 28～48 混合物 2.13 

6 59～70 C-Mc 1.01 

7 81～86 F2 0.45 

8 87～108 F2与其他皂苷混合物 1.65 

 
 

样-C-K 粗品  F2、C-Mc、Rh2 组、C-K-人参皂苷对照品  1～8-
分离得到的表 3的样品号 
sample-C-K crude  F2, C-Mc, Rh2 group, C-K-ginsenoside 
reference substance  1—8-the sample numbers of the obtained Table 3 
were separated  

图 3  硅胶柱分离人参皂苷的 TLC图  
Fig. 3  Ginsenoside TLC from silica gel column  
从表 3和图 3得知，利用硅胶柱分离法，从 20 

g C-K粗品中，成功地分离得到 8.16 g质量分数为

95%的 C-K单体，1.01 g质量分数为 90%的 C-Mc
单体，0.45 g质量分数为 90%的 F2单体，0.19 g皂
苷量为 90%的 Rh2组；上述硅胶柱分离得到的皂苷，

经 HPLC检测，与各皂苷对照品的出峰时间一致，

可以认定为 C-K、C-Mc、F2和 Rh2组皂苷。 
C-K、C-Mc、F2单体皂苷，用 NMR 法核对结

构；Rh2 组制品，利用 UPLC-MS 法核对其组成。

还得到 1.98 g苷元组，其苷元组有待于今后确定。 
2.6  酶反应产物 C-Mc、F2和 C-K的结构核对 

将 C-K、C-Mc、F2单体皂苷，用 NMR法核对

结构。将样品溶解在 Pyridine-d5，用 Bruke AVANCE 
600 (1H: 600 MHz；13C: 150 MHz) 核磁共振仪检测，

确认结构。 

样   F2   C-Mc Rh2组 C-K  1    2    3    4    5    6    7    8 
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通过对 1H-、13C-NMR 图谱的分析，与参考文

献[21]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 13C-NMR数据及其结

构归属如图 4所示，证明了分离得到的产物为人参 
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碳位 F2 C-Mc C-K 碳位 F2 C-Mc C-K 

苷元 3-O-Glc 

C-1 23.39 39.60 39.72 C-1′ 107.10 — — 

C-2 26.93 28.41 28.41 C-2′ 75.93 — — 

C-3 88.98 79.40 79.43 C-3′ 79.43 — — 

C-4 39.37 39.75 39.58 C-4′ 71.80 — — 

C-5 56.56 56.57 56.53 C-5′ 78.50 — — 

C-6 18.63 18.97 18.93 C-6′ 63.26 — — 

C-7 35.30 35.37 35.34 20-O-Glc    

C-8 40.22 40.26 40.24 C-1′ 98.42 98.25 98.40 

C-9 50.37 50.49 50.47 C-2′ 75.28 75.19 75.27 

C-10 37.13 37.55 37.52 C-3′ 78.90 78.29 78.40 

C-11 31.06 31.00 31.10 C-4′ 72.05 72.28 71.80 

C-12 70.35 70.46 70.35 C-5 78.43 76.69 78.22 

C-13 49.65 49.62 49.65 C-6′ 63.04 68.67 63.04 

C-14 51.60 51.62 51.59 20-Ara (f)    

C-15 30.95 60.94 30.95 1″ — 110.28 — 

C-16 26.82 26.84 26.81 2″ — 83.47 — 

C-17 51.81 51.86 51.79 3″ — 79.01 — 

C-18 16.98 16.55 16.53 4″ — 86.19 — 

C-19 16.47 16.55 16.50 5″ — 62.84 — 

C-20 83.48 83.61 83.46     

C-21 25.95 26.02 25.94     

C-22 36.31 36.36 36.32     

C-23 23.39 23.35 23.37     

C-24 126.12 126.22 126.12     

C-25 131.09 131.23 131.07     

C-26 22.56 22.53 22.52     

C-27 17.95 18.10 17.94     

C-28 28.33 28.91 28.86     

C-29 16.16 16.25 16.19     

C-30 17.56 17.60 17.56     
 

图 4  酶反应产物 F2、C-Mc、C-K结构核磁共振光谱的 13C-NMR数据与结构图 
Fig. 4  13C-NMR spectroscopic data and structures of enzyme reaction products F2, C-Mc, and C-K 

人参皂苷 C-K 人参皂苷 C-Mc 人参皂苷 F2 
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皂苷 C-K、C-Mc、F2单体；人参皂苷 C-Mc结构的

系统名称为 20-O-[α-L-阿拉伯呋喃糖基-(1→6)-β-D-
葡萄糖吡喃糖基]-20(S)-人参二醇苷元；F2皂苷结构

的系统名称为 3-O-β-D-葡萄糖吡喃糖基-20-O-β-D-
葡萄糖吡喃糖基 -20(S)-人参二醇苷元；C-K，

20-O-β-D-葡萄糖吡喃糖基-20(S)-人参二醇苷元。 
2.7  酶反应产物 Rh2组 UPLC-MS法[22-25]的确认 

UPLC-MS法检测产物 Rh2组在 UPLC-Q-TOF- 
MS Premier TM上进行，ESI源，正、负离子模式下，

“V”模式下进行检测。 
UPLC 检测条件：色谱柱为 BEH Shield RP18

（100 mm×2.1 mm，1.7 μm，Waters）；流动相为 0.1%
甲酸乙腈溶液（A）-0.1%甲酸水溶液（B）；梯度洗

脱条件：0～5 min，5%～95% A（线性梯度）；5～
10 min，95% A（等度）；进样量 10 μL；体积流量

0.5 mL/min；柱温 30 ℃；检测波长 203 nm。 
四级杆时间飞行串联质谱（Q-TOF-MS）检测

条件：毛细管电压 2.5 kV；样品孔电压 35 V；离子

源温度 100 ℃，脱溶剂气温度 350 ℃；锥孔气体积

流量 50 L/h，脱溶剂气体积流量 1 000 L/h；质量扫

描范围：m/z 100～1 000。 
分离得到的酶反应产物Rh2组，经HPLC检测，

由 20(S)-Rh2、20(R)-Rh2、Rk2、Rh3 4种异构体组

成（图 5）。其 Rh2组的 4 种异构体在 HPLC 中出

峰时间，与 Rh2组市售产品一致，可以确认为 Rh2
组皂苷。利用 UPLC-MS 法进一步确定 Rh2 组。

20(S)-Rh2和 20(R)-Rh2的相对分子质量为 622，Rk2
和 Rh3的相对分子质量为 604。Rh2组的 UPLC 图

如 6图所示。 
从图 6中可以看出，有 4个明显的紫外吸收峰

和 Rh2组的 HPLC检测图谱一致，20(S)-Rh2、20(R)- 
Rh2、Rk2、Rh3的紫外吸收峰出峰时间依次为 4.62、
4.66、5.33、5.38 min。其 Rh2组通过负离子模式下

的串联质谱（Q-TOF）检测，其总离子流图如图 7 

 

 
 
 

图 5  酶反应产物 Rh2组的 HPLC图 
Fig. 5  HPLC of products Rh2 group 

 

 
 
 

图 6  Rh2组样品的 UPLC图谱 
Fig. 6  UPLC of sample in Rh2 group 

 

 
 
 

图 7  ESI−模式下 Rh2组样品总离子流图谱 
Fig. 7  Total ion beam of sample Rh2 group in ESI− mode by 
MS 
 
所示。从图 7 中可以看出，总离子流图中的 20(S)- 
Rh2、20(R)-Rh2、Rk2、Rh3的出峰时间依次为 4.62、
4.71、5.36、5.41 min，与 UPLC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Rh2组人参稀有皂苷中20(S)-Rh2、20(R)- 

Rh2的离子峰在 ESI−模式下进行一级质谱分析，得

到的一级质谱如图 8、9所示。从图 8和 9中可以看

出，Rh2 的相对分子质量为 622，在 ESI−模式下形

成 [Rh2＋HCOOH]−离子峰，而负离子模式下又减

少 1个 H，所以样品 Rh2得到的离子峰 m/z 667。故

可判断，样品中含有 20(S)-Rh2和 20(R)-Rh2，其相

对分子质量为 622。 
 

 
 
 

图 8  20(S)-Rh2在 ESI−模式下的一级质谱图 
Fig. 8  Level 1 MS of 20(S)-Rh2 in ESI− mode 

    49    51    53     55    57    59     61    63    65 
t/min 

20(S)-Rh2 
20(R)-Rh2 Rk2 Rh3 

 3.8   4.0   4.2   4.4   4.6   4.8  5.0   5.2   5.4  5.6   5.8 
t/min 

20(S)-Rh2 
20(R)-Rh2 

Rk2 
Rh3 

    1.0      2.0     3.0      4.0      5.0      6.0     7.0 
t/min 

20(S)-Rh2 
20(R)-Rh2 

Rk2 

Rh3 

100    200   300   400    500   600   700   800   900   1 000 
m/z 

667 
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再对 Rh2组人参稀有皂苷中 Rk2、Rh3的离子峰

在 ESI−模式下进行一级质谱分析，得到的一级质谱

如图 10、11所示。从图 10和 11中可以看出，Rk2
或 Rh3的相对分子质量为 604，在 ES−模式下形成 
[Rh2＋HCOOH]−离子峰，而负离子模式下又减少 1
个 H，所以 Rk2或 Rh3得到的离子峰 m/z 649。故可

判断，样品中含有 Rk2和 Rh3，其相对分子质量为

604。 
由此，可以证明酶反应得到的Rh2组是由 20(S)- 

Rh2、20(R)-Rh2、Rk2、Rh3 4种异构体组成。 
 

 
 
 

图 9  20(R)-Rh2在 ESI−模式下的一级质谱图 
Fig. 9  Level 1 MS of 20(R)-Rh2 in ESI− mode 

 
 

 
 
 

图 10  Rk2在 ESI−模式下的一级质谱图 
Fig. 10  Level 1 MS of Rk2 in ESI− mode 

 
 

 
 
 

图 11  Rh3在 ESI−模式下的一级质谱图 
Fig. 11  Level 1 MS of Rh3 in ESI− mode 

 
3  讨论 

PPD原料中主要含有 30.60%的 Rb1、15.94%的
Rd、11.87%的 Rc、3.22%的 Rb2；还含有 6.46%的

20(S)-Rg3、8.27%的 20(R)-Rg3、9.97%的 Rk1、13.67%
的 Rg5等 Rg3组皂苷；与 Aspergillus g.848菌所产的

人参皂苷粗酶液反应，PPD皂苷转化途径，如图 12
所示。但是，酶与 Rg3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 PPD复合皂苷水解动态： 
酶水解 Rb1时，先水解的 20-O-末端 Glc变成

Rd，然后水解 Rd 变成 F2和 C-K；底物 Rb1、Rd
在 1.5 h时被完全水解生成中间产物 F2，生成 C-K
速度快。酶水解 Rb2和 Rc 时，先水解 3-O-Glc 变
成 C-O 和 C-Mc1；进一步水解 C-O 和 C-Mc1 的

3-O-Glc 变成 C-Y 和 C-Mc，最终变成 C-K。Rb2
和 Rc的分解速度快；但是，C-Y和 C-Mc变成 C-K
速度慢。 

Rg3组的 20(S)-Rg3、20(R)-Rg3、Rk1和 Rg5在
酶反应过程中分别转化为Rh2组的20(S)-Rh2、20(R)- 
Rh2、Rk2和 Rh3。其中 20(S)-Rg3、Rk1和 Rg5，分

别转化为 20(S)-Rh2、Rk2 和 Rh3 速度相对快；但

20(R)-Rg3转化速度慢。 
由此可见，生产以 C-K为主的皂苷时，最佳反

应时间为 24.0～30.0 h；生产以 Rh2组为主的皂苷

时，反应 6.0～12.0 h时 Rg3组产量低而 Rh2组产量

高；生产以 F2为主的皂苷时，最佳反应时间为 1.5～
2.0 h。 

为了从 PPD原料皂苷制备高活性皂苷 C-K，取
30 g PPD皂苷，经酶反应、脱糖脱色、浓缩，得到

以 C-K 为主的等稀有皂苷产物粗干品 20 g；经

HPLC检测，其产物皂苷量比例为 57.25%的 C-K、
2.35%的 F2、8.49%的 C-Mc、4.09%的 C-Y、9.32%
的 Rk2、8.96%的 Rh3、1.94%的 20(S)-Rh2、1.16%
的 20(R)-Rh2、6.31%的 20(R)-Rg3。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 8.16 g的 C-K单体，酶反应产

物得率为 40.80%；Rh2组 0.19 g，得率为 0.95%；
C-Mc单体 1.01 g，得率为 5.05%；F2单体 0.45 g，
得率为 2.25%。但是，本方法只得到 0.19 g Rh2组，

得率仅为 0.95%；而 PPD原料中 Rg3组其量为 38%，

如果酶转化生产 Rh2组，有待于今后的研究。 
经 NMR 核对，产物人参皂苷单体是 C-K、

C-Mc、F2稀有皂苷；经 UPLC-MS 核对，Rh2组是

由 20(S)-Rh2、20(R)-Rh2、Rk2、Rh3 4种异构体组成。 

667 

100    200   300    400   500    600   700    800    900   1 000 
m/z 

100   200   300   400   500   600   700   800    900   1 000 
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图 12  PPD皂苷生物转化途径 
Fig. 12  Biotransformation pathway of PPD 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

C-K、C-Mc、F2和 Rh2组的理论方法。 
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