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党参内生菌转化人参根总皂苷为

稀有人参皂苷犉２和犆犓的研究
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摘要：利用组织分离法从党参中分离得到３２种内生菌，其中菌株Ｄ１９转化人参主皂苷为稀有皂苷的活性最

强．在最佳发酵条件（水培养基，ｐＨ５．０）下，稀有人参皂苷Ｆ２、ＣＫ和Ｒｈ１的最高产率分别为３０％、１７％和

８％．根据单体皂苷转化实验确定了稀有人参皂苷的来源和人参皂苷Ｒｂ１的转化路径，并通过１６ＳｒＤＮＡ序列

分析，鉴定内生菌Ｄ１９为藤黄色杆菌属（犇狔犲犾犾犪）．
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　　人参（犘犪狀犪狓犵犻狀狊犲狀犵Ｃ．Ａ．Ｍｅｙ）为五加科人

参属植物的根，其成分有人参皂苷、多糖、黄酮类

化合物、挥发性油等［１］，其中人参皂苷为人参属植

物的主要活性成分，具有抗肿瘤、抗衰老、软化血

管、保肝等作用［２３］．研究表明
［４］，由于稀有人参皂

苷（Ｒｈ１、Ｒｈ２、Ｆ２、ＣＫ等）具有尺寸小、生物利用

度高、细胞膜渗透性强等特点，因此比人参主皂苷

（Ｒｂ１、Ｒｂ２、Ｒｃ、Ｒｄ、Ｒｇ１等）具有更好的药理活

性．然而，稀有人参皂苷在天然人参属植物中的含

量极少，因此将人参主皂苷转化为稀有人参皂苷

的研究具有重要的意义［５］．近些年，以人参主皂苷

为原料进行生物转化的研究取得了许多有意义的

成果［６８］，其方法主要有化学法（酸水解、碱水解、

Ｓｍｉｔｈ降解）和生物法（酶或微生物），其中生物转

化法具有特异性高、成本低、反应条件温和、选择

性高、环境友好的优点［９１０］，被认为是获取稀有人
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参皂苷的最有效的方法．

植物内生菌（ｅｎｄｏｐｈｙｔｅｓ）是指存活于健康植

物组织内部，而又不引发宿主植物表现出明显感

染症状的微生物类群，主要包括真菌、细菌和放线

菌［１１］．近年来，内生菌在生物转化上的应用已引

起了人们的广泛关注，并已经应用于一些天然化

合物的生物合成，如黄烷、四氢呋喃木酚素和黄芪

皂苷［１２１４］．本文首次从含有三萜类成分的党参中

分离得到具有人参皂苷生物转化活性的内生菌，

并探讨了其转化率及转化路径．

１　材料与方法

１．１　试剂

人参皂苷从成都思科华生物技术有限公司购

买，党参从延吉市参茸市场购买，薄层层析板Ｓｉｌｉｃａ

ｇｅｌ６０Ｆ２５４从德国 Ｍｅｒｃｋ公司购买，Ｒ２Ａ琼脂培

养基从Ｓｉｇｍａ公司购买．化学试剂均为分析纯．

１．２　仪器

实验仪器有：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）；

ＰＣＲ仪（ＴＣ５１２，英国Ｔｅｃｈｎｅ公司）；光学显微镜

（ＢＸ６１，上海比目仪器公司）；电子天平（ＪＡ５００３

型，上海良平仪器仪表有限公司）；高速离心机

（ＭＣＤ２０００ ＨＳＩＡＮＧＴＡＩ）；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）；高效液相色谱仪

（Ａｇｉｌｅｎｔ１１００，美国Ａｇｉｌｅｎｔ公司）．

１．３　培养基

马铃薯琼脂培养基（ＰＤＡ培养基）：去皮马铃

薯２００～３００ｇ，葡萄糖２０ｇ，琼脂粉１５ｇ，去离子

水１Ｌ．将去皮马铃薯切成小块，加１Ｌ水煮沸，沸

腾３０ｍｉｎ后，用纱布过滤，补足１Ｌ水，加入葡萄

糖和琼脂粉，搅拌溶解后，分装灭菌．

液体培养基（ＬＬ 培养基）：ＮＨ４Ｃｌ０．５ｇ，

Ｋ２ＨＰＯ４１．０ｇ，ＫＨ２ＰＯ４０．５ｇ，ＭｇＳＯ４０．２５ｇ，

酵母粉１．０ｇ，蒸馏水１Ｌ，ｐＨ７．０．

１．４　党参内生菌的分离筛选

参照Ｓｕｒｅｔｔｅ等
［１５］描述的方法，将新鲜无损

的党参在４８ｈ内进行内生菌分离．消毒前，将党

参在流动的自来水下充分冲洗，然后按以下顺序

进行表面消毒：７０％（体积分数）乙醇１ｍｉｎ，５％

（体积分数）次氯酸钠５～１０ｍｉｎ，７０％（体积分

数）乙醇１ｍｉｎ，无菌水１ｍｉｎ，洗涤４次．消毒后的

样本用干燥无菌滤纸擦干，然后用无菌手术刀去

除外部组织，切成０．５ｃｍ×０．５ｃｍ小段，按压在

ＰＤＡ琼脂平板、Ｒ２Ａ琼脂平板和 ＬＢ琼脂平板

上，于３０℃恒温培养箱中培养５～７ｄ．

在培养期间，基于菌落的形态学特征和外貌

形态，分离不同菌落，经反复多次得到单一菌株．

利用七叶苷显色原理［８］，把单一菌株涂在由七叶

苷（Ｅｓｕｃｌｉｎ）修饰的Ｒ２Ａ琼脂（ＥＲ２Ａ）培养基上

培养，观察培养基的颜色变化（变黑），筛选出产

β葡萄糖苷酶的菌株．七叶苷修饰的Ｒ２Ａ琼脂培

养基成分为：Ｒ２Ａ琼脂１５．２ｇ，七叶苷１．０ｇ，柠

檬酸铁０．５ｇ．

１．５　人参根总皂苷的微生物转化

在１．５ｍＬ离心管内加入２７０μＬ无菌液体培

养基和３０μＬ２０ｍｇ／ｍＬ的人参根总皂苷，然后

接种３００μＬ产β葡萄糖苷酶的菌株培养液；培养

７ｄ后，加入６００μＬ饱和正丁醇液终止反应，高速

离心后取上清液进行ＴＬＣ和 ＨＰＬＣ分析，筛选

出具有人参皂苷生物转化活性的菌株．

１．６　人参根总皂苷发酵条件的优化

为了得到较高产量的稀有人参皂苷，对生物

转化条件进行优化．选取６种不同的培养基：水、

Ｒ２Ａ、ＰＤＢ、ＬＢ、ＮＢ、ＬＬ，ｐＨ 值７．０，以２０ｍｇ／ｍＬ

的人参根总皂苷为底物，３０℃空气振荡浴中培养

７ｄ后，加入等体积饱和正丁醇终止反应，离心后

用于 ＴＬＣ分析，以此确定活性菌株的最适培养

基．在最优培养基条件下，对生物转化的ｐＨ条件

进行优化，起始ｐＨ值分别为３．０、４．０、５．０、６．０、

７．０、８．０、９．０、１０．０，后续处理同上．

在最适培养基和ｐＨ 值条件下，利用高效菌

株Ｄ１９对人参根总皂苷进行微生物转化，并用

ＨＰＬＣ分析人参皂苷含量的变化．

１．７　内生菌犇１９对单体皂苷的生物转化

分别以灭菌后的１ｍｇ／ｍＬ单体人参皂苷

Ｒｂ１、Ｒｂ２、Ｒｃ、Ｒｄ和Ｒｇ１为底物，于内生菌Ｄ１９的

０８
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菌悬液中进行微生物转化实验；在３０℃，１６０ｒ／ｍｉｎ

空气浴恒温振荡器中发酵７ｄ，每隔一定时间用饱

和正丁醇终止反应，然后进行ＴＬＣ和ＨＰＬＣ分析．

１．８　内生菌犇１９的犇犖犃提取、犘犆犚扩增及克隆

测序

在光学显微镜下观察内生菌Ｄ１９的微观形

态．采用氯化苄法提取内生菌 Ｄ１９基因组总

ＤＮＡ，先用引物２７Ｆ（５′ＡＧＡ ＧＴＴＴＧＡ ＴＣＣ

ＴＧＧＣＴＣＡＧ３′）和１４９２Ｒ（５′ＧＧＴＴＡＣＣＴＴ

ＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ３′）进行 ＰＣＲ 扩增
［１６］．ＰＣＲ

反应体系（２０μＬ）为：ｄＮＴＰｓ２μＬ，１０×ＰＣＲ缓

冲液（Ｍｇ
２＋）２μＬ，引物各２μＬ，ＤＮＡ模板２μＬ，

超纯水１０μＬ．ＰＣＲ扩增程序为：首先在９５℃预

变性３ｍｉｎ；然后在９５℃变性３０ｓ，在５６℃退火

３０ｓ，在７２℃延伸９０ｓ，进行３０个循环；最后在

７２℃延伸７ｍｉｎ．ＰＣＲ产物切胶回收，将目的片段

与载 体 ｐＭＤ１８Ｔ 连 接 后 转 入 感 受 态 细 胞

（ＪＭ１０９），在ＬＢ平板（含氨苄）上进行蓝白斑筛

选；挑取白斑在液体培养基中进行摇菌，然后用

Ｍ１３引物（Ｔ载体上的测序引物）进行菌液ＰＣＲ，

最后送上海生工生物工程技术服务有限公司进行

测序．

将测得的基因序列通过Ｂｌａｓｔ程序与 Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ中核酸数据库进行对比分析（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．

ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｂｌａｓｔ），其中相似的序列进行

多重匹配排列分析（ｃｌｕｓｔａｌｘ１．８３），然后用 Ｍｅｇａ

４．０
［１７］分析软件中的ＮｅｉｇｈｂｏｒＪｏｉｎｉｎｇ方法构建

系统发育树．

１．９　犜犔犆法测定人参皂苷

ＴＬＣ展开剂为氯仿甲醇水（体积比为１０∶

５∶１），展开后用１０％硫酸乙醇溶液显色，并与标

准品犚犳值比对，以此初步判断样品中是否有稀有

人参皂苷的生成．

１．１０　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（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ），

检测波长为２０３ｎｍ，流速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ，柱温

２５℃，流动相为水（Ａ）乙腈（Ｂ）溶液，梯度洗脱，

条件如表１．

表１　高效液相色谱梯度洗脱条件

狋／ｍｉｎ Ａ（水）／％ Ｂ（乙腈）／％

０ ７７ ２３

１３ ７７ ２３

３３ ５４ ４６

３８ ３２ ６８

４５ ３２ ６８

５５ ０ １００

６０ ０ １００

６３ ７７ ２３

２　结果与讨论

２．１　党参内生菌的分离筛选

从党参中共分离得到３２种内生菌，筛选出

１５种产β葡萄糖苷酶的内生菌，其中内生菌Ｄ１９

显示出较好的人参皂苷生物转化活性．由图１可

以看出，菌株Ｄ１９菌体呈油状（黄色）、有隆起，为

细菌形态特征．

图１　内生菌犇１９在犘犇犃培养基上的生长特性

２．２　发酵条件对人参根总皂苷生物转化的影响

通过人参皂苷活性筛选实验，发现内生菌

Ｄ１９能够有效地将人参根总皂苷转化为稀有人参

皂苷Ｆ２、ＣＫ和Ｒｈ１．为了得到较高产率的稀有

人参皂苷，探讨培养基、ｐＨ值对内生菌Ｄ１９转化

人参根总皂苷的影响，确定最佳生物反应条件．

由图２可知，当水为培养基时内生菌Ｄ１９能

有效地将人参根总皂苷中的主皂苷转化为稀有人

参皂苷Ｆ２和ＣＫ，而培养基为Ｒ２Ａ和ＰＤＢ时，

仍有较多未转化的人参主皂苷Ｒｂ１，因此本文选

择水为最适培养基．

由图３可知，在最适培养基中，菌株在整个

ｐＨ值范围内对主皂苷Ｒｂ１、Ｒｂ２和Ｒｃ均有较好

的转化能力，在３．０～７．０ｐＨ值范围内都能产生稀

１８
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有人参皂苷Ｆ２和ＣＫ，其中ｐＨ值为５．０时转化

效果最好，因此本文选择ｐＨ５．０为最适ｐＨ值．

图２　内生菌犇１９在不同培养基中转化人参根总

皂苷的犜犔犆图（１为水；２为Ｒ２Ａ；３为ＰＤＢ；

４为ＬＢ；５为ＮＢ；６为ＬＬ；Ｓ１、Ｓ２为标准品）

图３　内生菌犇１９在不同狆犎条件下转化人参根总

皂苷的犜犔犆图（１为３．０；２为４．０；３为５．０；

４为６．０；５为７．０；６为８．０；７为９．０；８为

１０．０；Ｓ１、Ｓ２为标准品）

２．３　内生菌犇１９对人参根总皂苷的微生物转化

在１００ｍＬ锥形瓶中加入６０ｍＬ水和０．９ｇ

人参根总皂苷粉末，ｐＨ 值为５．０，经高压蒸气灭

菌锅灭菌后，进行生物转化实验．发酵１０ｄ后对

发酵液进行ＨＰＬＣ分析（图４）．通过发酵前后人

参皂苷含量的变化可知，发酵后Ｒｂ２、Ｒｄ、Ｒｇ１和

Ｒｅ的含量明显减少，Ｒｂ１几乎完全转化，且稀有

人参皂苷Ｆ２、ＣＫ和Ｒｈ１的含量均有不同程度的

增加．ＨＰＬＣ分析结果显示，最佳生物反应条件下

稀有人参皂苷Ｆ２、ＣＫ和Ｒｈ１的最高产率分别为

３０％、１７％和８％．

图４　内生菌犇１９发酵人参根总皂苷的犎犘犔犆谱图

２．４　内生菌犇１９对单体皂苷的生物转化

为了探明稀有人参皂苷Ｒｈ１、Ｆ２和ＣＫ的来

源，利用内生菌Ｄ１９分别对人参皂苷Ｒｂ１、Ｒｂ２、

Ｒｃ、Ｒｄ和Ｒｇ１进行转化实验．

利用内生菌 Ｄ１９对人参二醇类皂苷 Ｒｂ１、

Ｒｂ２、Ｒｃ和Ｒｄ进行转化，通过转化前后的 ＴＬＣ

对比可知（图５），内生菌Ｄ１９能够将人参皂苷Ｒｂ１

和Ｒｄ转化为稀有人参皂苷ＣＫ，还能将人参皂苷

Ｒｂ１、Ｒｃ和Ｒｄ转化为稀有人参皂苷Ｆ２，并在人参

皂苷Ｒｂ２的转化中，生成稀有人参皂苷ＣＹ，因

此可以确定稀有人参皂苷Ｆ２和ＣＫ是由Ｒｂ１、

Ｒｂ２、Ｒｃ和Ｒｄ等人参二醇类皂苷转化产生．

图５　内生菌 犇１９转化二醇类单体皂苷的犜犔犆

图（底物：１为Ｒｂ１；２为Ｒｂ２；３为Ｒｃ；４为

Ｒｄ；Ｓ为标准品）

利用内生菌Ｄ１９对人参三醇类皂苷Ｒｇ１进

行转化，通过转化前后的ＴＬＣ对比可知（图６），

２８
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内生菌Ｄ１９能够将人参皂苷Ｒｇ１转化为稀有人

参皂苷Ｒｈ１和Ｆ１，因此可以确定稀有人参皂苷

Ｒｈ１是由Ｒｇ１等人参三醇类皂苷转化产生．

图６　内生菌犇１９转化三醇类单体皂苷犚犵１的犜犔犆图

（Ｄ１９为Ｒｇ１的内生菌转化产物；Ｓ为标准品）

２．５　内生菌犇１９对单体皂苷犚犫１的转化路径

以人参皂苷Ｒｂ１为例，探讨内生菌Ｄ１９对单

体皂苷的转化路径．微生物转化实验过程中，每隔

一定时间取样，进行 ＨＰＬＣ分析，并利用人参皂

苷峰面积变化与发酵时间的关系作图（图７）．从

图７可以看出：反应开始后，底物人参皂苷 Ｒｂ１

的含量急剧下降，直到３ｈ后被完全水解；人参皂

苷Ｒｄ的含量随Ｒｂ１的减少而逐渐增多，４ｈ后随

Ｆ２的急剧上升而迅速下降，直至完全消失；人参

皂苷Ｆ２的含量在Ｒｄ产生后逐渐增加，在Ｒｄ趋

于消失时达到最大值，后随ＣＫ的产生而逐渐下

降；人参皂苷ＣＫ在２４ｈ后生成，含量随Ｆ２的下

降而增加，直到反应结束．因此，可以推测内生菌

Ｄ１９对单体皂苷Ｒｂ１的转化路径为Ｒｂ１→Ｒｄ→

Ｆ２→ＣＫ（图８）．

２．６　内生菌犇１９的鉴定

由图９可以看出，内生菌Ｄ１９为大小均匀、

规则的杆形细菌．内生菌Ｄ１９通过１６ＳｒＤＮＡ提

取，ＰＣＲ扩增，质粒重组等一系列操作后，得到的

凝胶电泳图（图１０）中显示ＤＮＡ的片段大小约为

１６００ｂｐ．通过与ＧｅｎＢａｎｋ中核酸数据进行对比

分析，找到与内生菌Ｄ１９相似的物种基因，然后

利用ＣｌｕｓｔａｌＸ进行多重序列分析，使用 Ｍｅｇａ４．

０软件进行邻接法聚类分析，最终得到内生菌

Ｄ１９的系统发育树（图１１）．以上分析表明，内生

菌Ｄ１９归属于藤黄色杆菌属（犇狔犲犾犾犪），与犇狔犲犾犾犪

犵犻狀狊犲狀犵狊狅犻犾狊狋狉犪犻狀ＬＡ４相似性达到９７％．

图７　内生菌犇１９转化人参皂苷犚犫１过程中峰面积

的变化与发酵时间的关系图

图８　内生菌犇１９转化人参皂苷犚犫１的转化路径

图９　内生菌犇１９在光学显微镜下的微观形态

图１０　内生菌犇１９重组质粒犇犖犃的凝胶电泳图
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图１１　内生菌犇１９的无根系统发育树

３　结论

从党参中分离得到能够将人参根总皂苷中的

Ｒｂ１、Ｒｂ２、Ｒｃ、Ｒｄ和Ｒｇ１等转化为稀有人参皂苷

Ｆ２、ＣＫ和Ｒｈ１的内生菌Ｄ１９，在最佳转化条件

（水为培养基、ｐＨ５．０）下Ｆ２、ＣＫ和 Ｒｈ１的最高

产率分别为３０％、１７％和８％．单体皂苷的转化结

果表明，稀有人参皂苷Ｆ２和ＣＫ是由Ｒｂ１、Ｒｂ２、

Ｒｃ和Ｒｄ等人参二醇类皂苷转化，而稀有人参皂

苷Ｒｈ１是由Ｒｇ１等人参三醇类皂苷转化产生．菌

株Ｄ１９对人参皂苷Ｒｂ１的转化路径为Ｒｂ１→Ｒｄ

→Ｆ２→ＣＫ．通过１６ＳｒＤＮＡ序列分析，鉴定内生

菌Ｄ１９为藤黄色杆菌属（犇狔犲犾犾犪）．
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