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摘要：从土壤中分离得到１４种β 葡萄糖苷酶高产菌株，其中菌株ＹＳ２能够有效地将人参茎叶总皂苷和人参

提取物中的人参皂苷转化为稀有人参皂苷Ｒｇ３；菌株ＹＳ２和ＹＳ７的人参发酵物对结肠癌ｃｏｌｏｎ２６Ｍ３．１细胞

具有较强的抑制作用，其ＩＣ５０值分别为１８０μｇ／ｍＬ和１７０μｇ／ｍＬ．根据ＩＴＳ序列构建的系统发育树，确定菌株

ＹＳ２为链格孢属（犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪）．
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０　引言

　　人参皂苷（ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅｓＧＳ）是人参生理活性

的主要物质基础，也是人参成分中最有效的药用

成分．目前，已经从人参中分离出约５０种人参皂

苷成分［１］．药理研究表明，人参皂苷普遍具有抗肿

瘤［２］、抗氧化［３］、改善记忆力［４］、抗疲劳［５］、保护神

经［６］等药理作用．人参皂苷Ｒｇ３最初从红参中分

离得到［７］，它主要作用于细胞增殖周期的Ｇ２／Ｍ

期，具有诱导肿瘤细胞凋亡，选择性抑制肿瘤细胞

黏附和浸润，抑制肿瘤新生血管的形成，增强机体

免疫力等作用；但这些皂苷天然含量极低，如Ｒｇ３

在白参中的含量仅为０．０００３％，在红参中的含量

约为０．０３％，因此从人参中直接提取这些稀有皂

苷较为困难．

目前，制备人参皂苷主要采用在人参中对含

量较高的Ｒｂ１、Ｒｂ２、Ｒｃ、Ｒｄ等主皂苷（ｍａｊｏｒｇｉｎ

ｓｅｎｏｓｉｄｅｓ）分子的糖基进行选择性水解的方法，其

中微生物转化法具有条件温和、选择性强、无污染
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等优点［８］．侯耀达等
［９］利用从林下参根部土壤中

分离得到的菌株ＧＳ１３３将人参根总皂苷转化为

人参稀有皂苷ＣＫ和Ｒｈ１．白龙律等
［１０］利用一种

扩展青霉（犘犲狀犻犮犻犾犾犻狌犿犲狓狆犪狀狊狌犿）ＧＹ０６将人参皂

苷Ｒｂ１转化为Ｒｇ３．本文利用从土壤中优选的人

参皂苷生物转化高效菌株，对人参茎叶总皂苷及

人参提取物进行微生物转化，并考察了其人参发

酵物对结肠癌ｃｏｌｏｎ２６Ｍ３．１细胞的抑制作用．

１　材料与方法

１．１　材料

土壤样品采集于长白山园参、移山参根部土

壤以及长白山温泉土样．

１．２　试剂

人参茎叶总皂苷和人参皂苷购于成都思科华

生物技术有限公司，人参购于延吉市参茸市场，薄

层层析板Ｓｉｌｉｃａｇｅｌ６０Ｆ２５４购于德国 Ｍｅｒｃｋ公

司，营养琼脂、Ｒ２Ａ琼脂、ＹＭ 琼脂和 ＭＲＳ琼脂

培养基购于Ｓｉｇｍａ公司，实验中所用化学试剂均

为分析纯．

１．３　仪器

仪器有：立式电热压力蒸汽灭菌器（ＬＤＺＸ

３０ＫＢ，上海申安医疗器械）；生物安全柜（ＢＳＣ

１３００ⅡＡ／Ｂ３）；ｐＨ计（雷磁ＰＨＳ３Ｃ型）；电子天

平（ＪＡ５００３型，上海良平仪器仪表有限公司）；高

速离心机（ＭＣＤ２０００ＨＳＩＡＮＧＴＡＩ）；液相色谱

仪（ＬＣ６Ａ，日本岛津）；振荡培养箱（ＨＺＱＣ，哈

尔滨市东联电子技术开发有限公司）；分析天平

（ＳａｒｔｏｒｉｕｓＢＴ２２４Ｓ）；ＡＬＴ试剂盒、ＡＳＴ试剂盒

（购于南京建成生物工程研究所）；ＳＰ４４３０全制

动生化分析仪（日本 ＡＲＫＲＡＹ 公司）；ＰＣＲ仪

（ＴＣ５１２，英国Ｔｅｃｈｎｅ公司）；光学显微镜（ＢＸ６１

ＯｌｙｍｐｓＣｏｏｐｅｒａｔｉｏｎＭａｄｅＩｎＪａｐａｎ）；酶标仪（ＦＬｘ

８００，基因有限公司）；ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ（Ｖｏｙａｇｅｒ

ＤＥＳＴＲ，日本导津）．

１．４　微生物的分离筛选

将采集的土样利用十倍稀释法进行稀释，将

稀释液分别接种到营养琼脂、Ｒ２Ａ、ＹＭ 琼脂和

ＭＲＳ琼脂培养基上，在３０℃恒温培养箱中培养

２～３ｄ，随后挑取单个菌落传代；重复以上操作数

次，得到纯培养的菌种［１１］．根据七叶苷显色原

理［１２］，七叶苷被β 葡萄糖苷酶水解后生成葡萄糖

和６，７ 二羟香豆素（七叶苷元），七叶苷元遇到铁

离子生成黑色物质．把分离出的单一菌株涂在由

七叶苷修饰的Ｒ２Ａ琼脂（ＥＲ２Ａ）培养基上培养，

琼脂培养基成分包括 Ｒ２Ａ琼脂１５．２ｇ，七叶苷

１．０ｇ，柠檬酸铁０．５ｇ．观察培养基的颜色变化，

变成黑色的即为具有β 葡萄糖苷酶活性的菌株，

且颜色越黑，活性越强．

１．５　人参茎叶总皂苷的微生物转化

配制ｐＨ７．０的液体培养基，加入１０ｇ／Ｌ的

人参茎叶总皂苷，然后分装在２５０ｍＬ三角瓶中，

每瓶５０ｍＬ；高压灭菌，冷却至室温后，接种５ｍＬ

产β 葡萄糖苷酶的菌株培养液，放置于３０℃、

１５０ｒ／ｍｉｎ振荡培养器中发酵．每隔２ｄ取样品，连

续取５次，离心后取上清液，然后用ＴＬＣ和 ＨＰＬＣ

测定发酵过程中人参皂苷的变化．液体培养基成

分为：ＮＨ４Ｃｌ（０．５ｇ／Ｌ），ＫＨ２ＰＯ４（０．５ｇ／Ｌ），

Ｋ２ＨＰＯ４（１ｇ／Ｌ），ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ（０．２５ｇ／Ｌ），

酵母膏（１ｇ／Ｌ）．

１．６　人参提取物的微生物转化

取２５ｇ鲜参（或５ｇ干参）加入２５０ｍＬ蒸馏

水，用保鲜膜密封后置于恒温培养箱中，２４ｈ后过

滤得到人参提取物．将提取物用１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ处

理，得到酸处理后的人参提取物．然后，利用产β

葡萄糖苷酶菌株分别对人参提取物和酸处理后的

人参提取物进行发酵，得到两种人参发酵物．

１．７　薄层色谱法（犜犔犆法）测定人参皂苷

将人参稀有皂苷Ｒｇ３和Ｒｈ２的标准品配成

混合标准品醇溶液．将样品与标准品溶液在ＴＬＣ

板上同时展开，展开剂为体积比为１０∶５∶１的氯

仿、甲醇、水混合液，吹干后用１０％（体积比）的硫

酸乙醇溶液显色，并与标准品Ｒｆ值比对，以此检

验稀有人参皂苷Ｒｇ３和Ｒｈ２是否生成．

１．８　高效液相色谱法（犎犘犔犆法）测定人参皂苷

高效液相色谱仪ＨＰ１１００，ＵＶ检测器，色谱

柱采用ＢＤＳＨＹＰＥＲＳＩＬＣ１８柱 （２５０ｍｍ×４．６

ｍｍ），检测波长为２０３ｎｍ，流速为０．８ｍＬ／ｍｉｎ，

柱温为３０℃，流动相为０．００１％甲酸 乙腈溶液，

梯度洗脱（条件如表１）．

５１３
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表１　高效液相色谱梯度洗脱条件

狋／ｍｉｎ Ａ（乙腈）／％ Ｂ（０．００１％甲酸）／％

０ ２５ ７５

５ ２５ ７５

１０ ２５ ７５

１５ ５３ ４７

３５ ４５ ５５

４５ ４５ ５５

６０ ６０ ４０

１．９　人参发酵物对结肠癌犮狅犾狅狀２６犕３．１细胞的

抑制作用

选取菌株 ＹＳ２、ＹＳ５、ＹＳ７和 ＹＳ８对人参提

取物和酸处理后的人参提取物进行发酵转化，发

酵８ｄ后，将发酵液离心，灭菌，冻干成粉末得到

人参发酵物．取对数生长期细胞，消化后接种细胞

于９６孔板中，加入不同浓度的人参发酵物培养．

加入噻唑蓝（ＭＴＴ）溶液孵育后，用酶标仪测定吸

光度，根据公式：细胞存活率／％＝（实验孔测定

值／对照孔测定值）×１００，计算结肠癌ｃｏｌｏｎ２６

Ｍ３．１细胞存活率
［１３］，并计算５０％细胞存活率时

的发酵物的浓度（ＩＣ５０）．

１．１０　菌株的形态学观察及犐犜犛测序

在光学显微镜下观察菌株ＹＳ２菌体的大小、

形态及孢子形态．采用氯化苄法
［１４］提取 ＹＳ２菌

株基因组总ＤＮＡ，使用ｎｅｓｔｅｄＰＣＲ扩增ＩＴＳ序

列［１５］．先用引物ＮＳＡ３（５′ＡＡＡＣＴＣＴＧＴＣＧＴ

ＧＣＴＧＧＧＧＡＴＡ３′）和 ＮＬＣ２（５′ＧＡＧＣＴＧ

ＣＡＴＴＣＣＣＡＡＡＣＡ ＡＣＴＣ３′）进行ＰＣＲ扩

增．ＰＣＲ反应体系（２５μＬ）为：２ＸＴａｑＰＣＲＭａｓ

ｔｅｒＭｉｘ（ＴＩＡＮＧＥＮ）１２．５μＬ，ＭｇＣｌ２（２５ｍΜ）

１μＬ，引物为 ＮＳＡ３（５μΜ）和 ＮＬＣ２（５μΜ）各

１μＬ，ＤＮＡ模板１μＬ，超纯水８．５μＬ．ＰＣＲ扩增

程序为：９４℃５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５８℃３０ｓ，７２℃

１ｍｉｎ，２０个循环；７２℃１５ｍｉｎ．采用ＰＣＲ纯化试

剂盒（Ｂｉｏｎｅｅｒ公司）纯化ＰＣＲ产物，送上海英骏

生物技术有限公司进行测序．

将测得的基因序列通过Ｂｌａｓｔ程序（ｈｔｔｐ：／／

ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｂｌａｓｔ）与ＧｅｎＢａｎｋ中核

酸数据库进行对比分析，相似的序列进行多重匹

配排列分析（ｃｌｕｓｔａｌｘ１．８３）
［１６］．用Ｍｅｇａ４．０

［１７］分

析软件中的 ＮｅｉｇｈｂｏｒＪｏｉｎｉｎｇ方法
［１８］构建系统

发育树．

２　结果与分析

２．１　微生物的分离与筛选

从采集的长白山土壤样品中共分离得到２５６

种菌株，且筛选出１０２种产β 葡萄糖苷酶的菌

株．在其中挑选出１４种β 葡萄糖苷酶高产菌株

（编号为ＹＳ１ＹＳ１４）进行人参茎叶总皂苷和人参

提取物的微生物转化实验．

２．２　人参茎叶总皂苷和人参提取物中人参皂苷

的含量分析

用ＨＰＬＣ分析人参茎叶总皂苷水溶液１０ｇ／Ｌ，

其主要成分及含量见表２．人参提取物中人参皂

苷的含量见表３．由表３可知，鲜参和干参提取物

中均含有较高含量的Ｒｂ１、Ｒｂ２和Ｒｄ，且干参中

人参皂苷的含量比鲜参高．

表２　人参茎叶总皂苷中人参皂苷含量

μｇ／ｍＬ　

样品 Ｒｂ１ Ｒｂ２ Ｒｃ Ｒｄ Ｒｇ３

人参茎叶

总皂苷　
２８５．９ ５０８．９ ２５３．６ ３９３．３ ＮＤ

　　注：ＮＤ表示未检出．

表３　人参提取物中人参皂苷含量

μｇ／ｍＬ　

样品 Ｒｂ１ Ｒｂ２ Ｒｄ Ｒｇ３ Ｒｈ２

干参 １１５．２ １３１．９ ３９．３ ＮＤ ＮＤ

鲜参 ４３８．６ ２７５．７ ３２．２ ＮＤ ＮＤ

　注：干参（５ｇ）和鲜参（２５ｇ）分别浸泡在２５０ｍＬ蒸馏水

中，置于８５℃恒温箱中，２４ｈ后过滤；ＮＤ表示未检出．

２．３　人参茎叶总皂苷的微生物转化

在１４种高产β 葡萄糖苷酶的菌株中，ＹＳ２、

ＹＳ１２、ＹＳ１３和 ＹＳ１４菌株对人参茎叶总皂苷具

有较好的转化作用，其中菌株ＹＳ２的转化效果最

好．利用菌株ＹＳ２发酵人参茎叶总皂苷的产物为

稀有人参皂苷Ｒｇ３（图１），并且发酵２ｄ后Ｒｇ３的

产率达到最高值（见表４）．利用 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ

进一步确定发酵产物Ｒｇ３（分子量７８５．０２），在负离

子模式下，分子离子峰（［Ｍ＋３５Ｃｌ］－＝８１８．１）与同

位素峰（［Ｍ＋３７Ｃｌ］－＝８２０．１）的峰高比值为３∶１，

由此可知产物的分子量与Ｒｇ３吻合（见图２）．
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图１　菌株犢犛２发酵人参茎叶总皂苷的犎犘犔犆谱图：　

　　（Ａ）为发酵前；（Ｂ）为发酵２ｄ后

表４　犢犛２对人参茎叶总皂苷的转化

μｇ／ｍＬ　

样品 Ｒｇ１ Ｒｃ Ｒｂ１ Ｒｂ２ Ｒｄ Ｒｇ３

Ｂｌａｎｋ １７３６．３ ２５３．６ ２８５．９ ５０８．９３９３．３ ０

ＹＳ２２ｄ １４７０．５ １７．１ １０８．２ １４７．５１０２．１ ５４４．１

ＹＳ２４ｄ １２７８．７ ０ １０４．９ ０ ０ ３３６．１

ＹＳ２５ｄ １２４３．６ ４０．７ １０７．１ ０ ０ ２６７．７

ＹＳ２６ｄ １２３７．６ ０ １９８．５ ０ ０ ２３０．９

　　注：ＹＳ２２ｄ代表利用菌株ＹＳ２发酵２ｄ，其他同．

图２　发酵产物的 犕犃犔犇犐犜犗犉犕犛谱图

２．４　人参提取物的微生物转化

本文对人参发酵采取了直接发酵和酸处理后

发酵的两种方法．发酵前的人参提取物中主要含

有人参皂苷Ｒｂ１、Ｒｂ２和Ｒｄ，未含有稀有人参皂

苷Ｒｇ３和Ｒｈ２（见表３）．菌株ＹＳ２、ＹＳ５、ＹＳ７和

ＹＳ８均能将人参中的Ｒｂ１、Ｒｂ２、Ｒｄ转化为稀有

人参皂苷Ｒｇ３，其中菌株 ＹＳ２的转化率最高，并

且菌株ＹＳ２、ＹＳ７和ＹＳ８对酸处理后的人参显示

出更高的转化率（见表５）．

表５　人参发酵物中稀有人参皂苷的含量

菌种
发酵前

Ｒｇ３ Ｒｈ２

直接发酵

Ｒｇ３ Ｒｈ２

酸处理后发酵

Ｒｇ３ Ｒｈ２

ＹＳ２ － － ＋＋ － ＋＋＋ －

ＹＳ５ － － ＋ － ＋ －

ＹＳ７ － － ＋ － ＋＋ －

ＹＳ８ － － ＋ － ＋＋ －

　　注：“－”表示未检出，“＋”表示少量，“＋＋”表示较多，“＋＋

＋”表示大量．

２．５　人参发酵物对结肠癌犮狅犾狅狀２６犕３．１细胞的

抑制作用

ＩＣ５０值可以用来衡量药物诱导凋亡的能力，

即诱导能力越强，该数值越低．菌株ＹＳ２、ＹＳ５、ＹＳ７

和ＹＳ８的人参发酵物对结肠癌ｃｏｌｏｎ２６Ｍ３．１细

胞均有较强的抑制作用，其ＩＣ５０值如表６所示．从

表６中可以看出：菌株ＹＳ２和ＹＳ７的人参发酵物

（酸处理后发酵）对结肠癌ｃｏｌｏｎ２６Ｍ３．１细胞的

ＩＣ５０值分别为１８０μｇ／ｍＬ和１７０μｇ／ｍＬ，具有很

强的抑制活性（文献值为７３０μｇ／ｍＬ）
［１３］；其次是

菌株ＹＳ８的人参发酵物（ＩＣ５０值为２２０μｇ／ｍＬ）；

其余发酵产物的抑制作用相对弱一些．分析表明，

人参发酵物对结肠癌ｃｏｌｏｎ２６Ｍ３．１细胞的抑制

活性直接与人参发酵物中稀有人参皂苷Ｒｇ３的

含量有关．

　　表６　人参发酵物对结肠癌犮狅犾狅狀２６犕３．１细胞的

抑制浓度（犐犆５０）　　　　　　　　μｇ／ｍＬ

　菌种 ＩＣ５０ 菌种 ＩＣ５０

　ＹＳ２１ １，７００ ＹＳ７１ ６５０

　ＹＳ２２ １８０ ＹＳ７２ １７０

　ＹＳ５１ ４５０ ＹＳ８１ ２２０

　ＹＳ５２ ５８０ ＹＳ８２ ６００

　　注：ＹＳ２１代表菌株ＹＳ２的人参发酵物，ＹＳ２２代表

酸水解后的人参发酵物，其他同．

２．６　菌株犢犛２的形态学观察及其犐犜犛测序鉴定

菌株ＹＳ２在ＰＤＡ培养基上生长旺盛，呈丝

状、白色（见图３）．菌丝细长，分隔，分枝，淡色；分

生孢子梗由菌丝顶端生成或从菌丝侧壁产生，直

立，不分枝（见图４）．
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图３　犢犛２菌犘犇犃培养基上的菌落

图４　犢犛２菌的分生孢子

菌株ＹＳ２的ＩＴＳ序列如下：

＞ＹＳ２＿ＮＬＢ４＿１

ＣＴＣＣＴＧＧＴＣＧＴＣＴＧＧＧＡＴＡＡＡＧＣＡＴＧＣＡＡ

ＴＴＡＴＧＣＴＴＴＣＡＡＣＧＡＧＧＡＴＧＣＣＴＡＧＴＡＡＧ

ＣＧＣＧＴＧＴＣＡＴＣＡＧＣＡＴＧＧＴＴＴＧＡＴＴＡＣＧＴ

ＣＣＣＴＧＡＣＣＴＴＴＧＴＡＣＡＣＡＣＣＧＣＣＣＧＴＣＧＣＴ

ＡＣＴＡＣＣＧＡＴＴＧＡＡＴＧＧＣＴＣＡＧＴＧＡＧＧＣＣＴ

ＴＣＧＧＣＴＧＣＴＣＧＡＧＧＡＧＧＴＴＧＧＣＡＡＧＡＣＣＡ

ＣＣＴＣＡＡＧＣＣＧＧＡＡＡＧＴＴＣＧＴＣＡＡＡＣＴＣＧＧ

ＴＣＡＴＴＴＡＧＡＧＧＡＡＧＴＡＡＡＡＧＴＣＧＴＡＡＣＡ

ＡＧＧＴＣＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧＡＧＧＧＡ

ＴＣＡＴＴＡＣＡＣＡＡＡＴＡＴＧＡＡＧＧＣＧＧＧＣＴＧＧ

ＡＡＣＣＴＣＴＣＧＧＧＧＴＴＡＣＡＧＣＣＴＴＧＣＴＧＡＡＴ

ＴＡＴＴＣＡＣＣＣＴＴＧＴＣＴＴＴＴＧＣＧＴＡＣＴＴＣＴＴ

ＧＴＴＴＣＣＴＴＧＧＴＧＧＧＴＴＣＧＣＣＣＡＣＣＡＣＴＡＧ

ＧＡＣＡＡＡＣＡＴＡＡＡＣＣＴＴＴＴＧＴＡＡＴＴＧＣＡＡ

ＴＣＡＧＣＧＴＣＡＧＴＡＡＣＡＡＡＴＴＡＡＴＡＡＴＴＡＣ

ＡＡＣＴＴＴＣＡＡＣＡＡＣＧＧＡＴＣＴＣＴＴＧＧＴＴＣＴＧ

ＧＣＡＴＣＧＡＴＧＡＡＧＡＡＣＧＣＡＧＣＧＡＡＡＴＧＣＧ

ＡＴＡＡＧＴＡＧＴＧＴＧＡＡＴＴＧＣＡＧＡＡＴＴＣＡＧＴ

ＧＡＡＴＣＡＴＣＧＡＡＴＣＴＴＴＧＡＡＣＧＣＡＣＡＴＴＧＣ

ＧＣＣＣＴＴＴＧＧＴＡＴＴＣＣＡＡＡＧＧＧＣＡＴＧＣＣＴＧ

ＴＴＣＧＡＧＣＧＴＣＡＴＴＴＧＴＡＣＣＣＴＣＡＡＧＣＴＴＴ

ＧＣＴＴＧＧＴＧＴＴＧＧＧＣＧＴＣＴＴＧＴＣＴＣＴＡＧＣＴ

ＴＴＧＣＴＧＧＡＧＡＣＴＣＧＣＣＴＴＡＡＡＧＴＡＡＴＴＧＧ

ＣＡＧＣＣＧＧＣＣＴＡＣＴＧＧＴＴＴＣＧＧＡＧＣＧＣＡＧＣ

ＡＣＡＡＧＴＣＧＣＡＣＴＣＴＣＴＡＴＣＡＧＣＡＡＡＧＧＴＣ

ＴＡＧＣＡＴＣＣＡＴＴＡＡＧＣＣＴＴＴＴＴＴＴＣＡＡＣＴＴ

ＴＴＧＡＣＣＴＣＧＧＡＴＣＡＧＧＴＡＧＧＧＡＴＡＣＣＣＧＣ

ＴＧＡＡＣＴＴＡＡＧＣＡＴＡＴＣＡＡＴＡＡＧＣＧＧＡＧＧ

ＡＡＡＡＧＡＡＡＣＣＡＡＣＡＧＧＧＡＴＴＧＣＣＣＴＡＧＴ

ＡＡＣＧＧＣＧＡＧＧＡＡＧＣＴＴＣＴＴＴＴＴＴＴＴＣＧＡＡ

ＴＴＴＧＡＡＡ．

菌株ＹＳ２的ＩＴＳ序列测定和系统发育分析

结果表明（图５），该菌株归属于链格孢属（犃犾狋犲狉

狀犪狉犻犪）．

图５　菌株犢犛２的无根系统发育树

３　结论

本文利用β 葡萄糖苷酶高产菌株将人参茎

叶总皂苷和人参提取物中的人参皂苷转化为稀有

人参皂苷Ｒｇ３，研究表明，经酸处理后的人参显示

出更高的转化率．菌株ＹＳ２和ＹＳ７的人参发酵物

对结肠癌ｃｏｌｏｎ２６Ｍ３．１细胞具有很强的抑制作

用，其ＩＣ５０值分别为１８０μｇ／ｍＬ和１７０μｇ／ｍＬ．

经形态学观察和ＩＴＳ序列分析，确定菌株ＹＳ２为

链格孢属（犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪）．本研究对利用微生物转

化法提高人参的生物活性和制备抗肿瘤稀有人参

皂苷均具有一定的意义．
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