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乳酸菌对人参皂苷犚犫１的生物转化研究
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（延边大学长白山生物资源与功能分子教育部重点实验室，吉林 延吉１３３００２）

摘要：从酸奶、酸菜汁、辣白菜、水果中分离得到５种乳酸菌（Ｌ１Ｌ５），并利用分离得到的乳酸菌进行人参皂苷

Ｒｂ１的生物转化．结果表明，除了菌株Ｌ２外，其他４种乳酸菌均能将人参皂苷Ｒｂ１转化为稀有人参皂苷Ｆ２

或ＣＫ．经鉴定，菌株Ｌ１为发酵乳杆菌（犔犪犮狋狅犫犪犮犻犾犾狌狊犳犲狉犿犲狀狋狌犿），菌株Ｌ５为植物乳球菌（犔犪犮狋狅犮狅犮犮狌狊狆犾犪狀

狋犪狉狌犿），其他３种均为植物乳杆菌（犔犪犮狋狅犫犪犮犻犾犾狌狊狆犾犪狀狋犪狉狌犿）．
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０　引言

　　人参（犘犪狀犪狓犵犻狀狊犲狀犵Ｃ．Ａ．Ｍｅｙ）为五加科

多年生植物人参的根，是传统名贵中药．人参皂苷

是人参的主要活性成分，其中含量较少的稀有人

参皂苷（ｍｉｎｏｒｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅｓ）具有极高的药用价

值和应用前景．例如，稀有人参皂苷ＣｏｍｐｏｕｎｄＫ

（ＣＫ）在抗肿瘤、抗炎、抗糖尿病、抗血栓形成、抗

老化和保肝［１２］等方面具有很好的作用；因此，获

得大量、高纯度的稀有人参皂苷具有重要的科学

意义和应用价值．稀有人参皂苷能够从人参中含

量较高的Ｒｂ１、Ｒｂ２、Ｒｃ、Ｒｄ等主皂苷（ｍａｊｏｒｇｉｎ

ｓｅｎｏｓｉｄｅｓ）转化得到
［３］．目前，转化人参皂苷的方

法主要有加热、酸水解、碱水解和生物转化法等，

其中化学转化法存在选择性差、副产物多、易造成

环境污染等缺点［４５］，而酶或微生物介导的生物转

化法具有选择性高、条件温和、环境友好等优

点［６］．付玉等
［７］利用青霉菌（犘犲狀犻犮犻犾犾犻狌犿狊犻犿狆犾犻

犮犻狊狊犻犿狌犿）将人参提取物中的人参主皂苷转化为

稀有人参皂苷Ｆ２、Ｒｇ３和ＣＫ，且转化效果十分

可观．ＹａｎＱｉｎ等
［８］利用一种拟青霉菌（犘犪犲犮犻犾狅

犿狔犮犲狊犫犪犻狀犻犲狉ｓｐ．）将人参皂苷Ｒｂ１转化为稀有人

参皂苷ＣＫ．陈等
［９］利用植物乳杆菌将人参总

皂苷转化为人参皂苷Ｒｄ．Ｂａｉ等
［１０］利用植物乳杆
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菌将人参皂苷 Ｒｂ１转化为人参皂苷 Ｒｄ．Ｋｉｍ

等［１１］利用植物乳杆菌 Ｍ１进行发酵将总人参皂

苷转化为人参皂苷 Ｒｇ１、Ｒｇ５、Ｒｋ１、ＣＫ、Ｒｈ１、

Ｒｇ２．

乳酸菌（ｌａｃｔｉｃａｃｉｄｂａｃｔｅｒｉａ）是一类通过发酵

碳水化合物而产生大量乳酸的革兰氏阳性球菌或

杆菌的统称．乳酸菌的分布十分广泛，从动物肠

道、食品、物品及少数临床药品中都可以分离得

到．由于乳酸菌具有安全性高，生长速度快，代谢

机制较明确，副产物少等特点［１２］，近年来日益引

起人们的重视．研究表明，乳酸菌能够产生β葡萄

糖苷酶，可应用于人参皂苷的生物转化［１３］．本文

从酸奶、酸菜汁、辣白菜、水果中分离得到５种乳

酸菌，考察了乳酸菌对人参皂苷 Ｒｂ１的转化能

力，同时利用 ＭＩＤＩ微生物鉴定系统对这５种乳

酸菌进行了鉴定．

１　材料与方法

１．１　材料

酸奶、酸菜、辣白菜以及新鲜水果购于超市；

人参皂苷Ｒｂ１、Ｒｄ、Ｆ２、ＣＫ、ＰＰＤ标准品购于成

都思科华生物技术有限公司；薄层色谱（ＴＬＣ）板

购于德国 Ｍｅｒｃｋ公司；其他化学试剂均为分析纯．

１．２　仪器与设备

ＢＳＣ１３００ⅡＡ／Ｂ３型生物安全柜，新加坡艺

思高科技有限公司生产；ＳＰＸ２５０ＢＺ型生化培养

箱，上海一恒科学仪器有限公司生产；ＬＤＺＸ

５０ＫＢ型立式压力蒸汽灭菌器，立德泰克力科技仪

器有限公司生产；光学显微镜，ＯＬＭＰＵＳ；ＨＺＱＣ

型空气浴振荡器，常州华冠仪器制造有限公司生

产；ＡｇｉｌｅｎｔＨＰ１１００型高效液相色谱仪，Ａｇｉｌｅｎｔ公

司生产；ＭＩＤＩ微生物鉴定系统，ＭＩＤＩ公司生产．

１．３　试验方法

１．３．１　工艺流程　将酸菜汁、辣白菜汁、酸奶和

浸泡水果的溶液用十倍稀释法逐级稀释后，利用

含碳酸钙的 ＭＲＳ培养基分离得乳酸菌，并对其

进行纯化．对纯化后的乳酸菌进行显微镜检测和

ＭＩＤＩ微生物鉴定系统分析，确定乳酸菌的种类．

利用分离、纯化得到的乳酸菌对人参皂苷进行转

化，然后再用ＴＬＣ板检测其是否有预期产物，最

后用高效液相色谱（ＨＰＬＣ）分析转化效率．

１．３．２　菌株的分离与纯化　利用十倍稀释法逐

级稀释样品，然后取一定量的稀释液加入到含碳

酸钙的 ＭＲＳ培养基上；采用涂布平板法将菌液

在培养基上涂布均匀，密封，在３７℃厌氧条件下

培养４８ｈ．待菌体生长到对数生长期时，挑选有溶

钙圈现象，菌落呈圆形，大小中等，有凸起，呈微白

色，湿润且边缘整齐的单一菌落，利用划线法将选

取的菌落接种到新的 ＭＲＳ培养基上，多次重复，

直至得到单一的菌株．

含碳酸钙的 ＭＲＳ成分：胰蛋白胨１０ｇ，牛肉

膏１０ｇ，酵母提取物５ｇ，葡萄糖２０ｇ，磷酸氢二钾

５ｇ，柠檬酸铵２ｇ，乙酸钠５ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ

０．５８ｇ，吐温 ８０１ｍＬ，硫酸锰０．２５ｇ，碳酸钙２０ｇ，

琼脂粉２０ｇ，去离子水１０００ｍＬ，ｐＨ６．２～６．４．

１．３．３　菌株的鉴定　１）显微镜检测．取分离、纯

化好的菌落进行涂片固定，用草酸铵结晶紫进行

初染约１ｍｉｎ；无菌水冲洗后加碘液媒染约１ｍｉｎ，

水洗，再加９５％乙醇进行脱色，最后用细的番红

染色液复染１ｍｉｎ，待干后在显微镜下进行观察．

２）ＭＩＤＩ微生物鉴定系统分析．色谱柱为

Ａｇｉｌｅｎｔ１９０９１Ｂ１０２Ｅ．气相色谱各项参数条件均

由 ＭＩＤＩＳｈｅｒｌｏｃｋ程序设置调用．采用 ＭＩＤＩ微

生物鉴定系统对分离得到的菌株进行鉴定，鉴定

结果相似度应大于０．５．ＭＩＤＩ鉴定系统推荐的菌

种鉴定结果要求：供试菌株鉴定的第一选择相似

指数ＳＩ（ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙｉｎｄｅｘ）范围在０．５２０～０．８８２之

间，且第一选择和第二选择ＳＩ差值应在０．１２４以

上．满足以上可确定菌株为第一选项所列的菌株．

１．４　人参皂苷的生物转化

将人参皂苷Ｒｂ１加水配成１．０ｇ／Ｌ的溶液，

每次取０．０３ｍＬ加入无菌１．５ｍＬ离心管中，然后

向其中加入０．０３ｍＬ的ＬＬ培养基（胰蛋白胨１．０

ｇ，酵母提取物０．５ｇ，氯化钠１．０ｇ，琼脂１．５ｇ溶解

在１００ｍＬ无菌蒸馏水中），将分离得到的乳酸菌

密封，放置于３０℃、１５０ｒ／ｍｉｎ空气浴振荡器中发

酵７ｄ．终止反应后加入水饱和的正丁醇溶液，

８０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上层清液用于 ＴＬＣ

和ＨＰＬＣ分析，并与空白进行对照，以此确定乳

酸菌对人参皂苷的转化能力．

１．５　犜犔犆分析

用玻璃点样毛细管吸取一定量的样品及人参

８７１
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皂苷标准品，在展开剂中展开，展至规定距离后取

出；挥干溶剂，喷洒显色剂（８０％ Ｈ２ＳＯ４ 乙醇溶

液），１０５℃显色１０ｍｉｎ．通过与标准品比对犚犳值

初步判断样品中人参皂苷的成分．

１．６　犎犘犔犆分析

将样品与标准品溶剂挥干，然后加入色谱纯

甲醇溶解，以此作为 ＨＰＬＣ分析的样品．色谱条

件：色谱柱ＢＤＳＨＹＰＥＲＳＩＬＣ１８（２５０ｍｍ×４．６

ｍｍ）；检测波长２０３ｎｍ；流速１．０ｍＬ／ｍｉｎ；柱温

２５℃；流动相为水和乙腈．洗脱梯度如表１．

表１　高效液相色谱流动相洗脱梯度条件

狋／ｍｉｎ　 ０ １３ ３３ ３８ ４５ ５５ ６０ ６３

Ａ（水）／％ ７７ ７７ ５４ ３２ ３２ ９０ ０ ７７

Ｂ（乙腈）／％ ２３ ２３ ４６ ６８ ６８ １０ １００ ２３

２　结果与分析

２．１　乳酸菌的分离

从酸奶、酸菜、辣白菜、水果中采用溶钙圈法

分离出了５种乳酸菌，分别记为Ｌ１Ｌ５，分离效果

如图１．由于乳酸菌在培养过程中产生的乳酸可

将周围环境中的不溶性碳酸钙溶解成乳酸钙，因

此乳酸菌的周围会形成透明圈，即溶钙圈．

图１　溶钙圈法分离乳酸菌

２．２　菌种鉴定

通过对单一菌落的观察可发现，菌落形态为

乳白色，圆形，边缘整齐，湿润，易挑起，略带酸味．

对分离得到的乳酸菌进行显微镜检查可知，被染

色的菌株呈紫色，菌体为细长杆状，无荚膜及鞭

毛，排列成双、单、短链状，是革兰式阳性菌，有些

菌株呈多形性，也有些菌株两端染色较深，与乳酸

菌个体形态相符．

采用 ＭＩＤＩ微生物鉴定系统分析表明，菌株

Ｌ１属于发酵乳杆菌（犔犪犮狋狅犫犪犮犻犾犾狌狊犳犲狉犿犲狀狋狌犿），Ｌ５

属于植物乳球菌（犔犪犮狋狅犮狅犮犮狌狊狆犾犪狀狋犪狉狌犿），其他３

株都属于植物乳杆菌（犔犪犮狋狅犫犪犮犻犾犾狌狊狆犾犪狀狋犪狉狌犿）．鉴

定结果相似度大于０．５，符合鉴定结果要求．

２．３　菌株对人参皂苷的转化

利用分离得到的５种乳酸菌以人参皂苷Ｒｂ１

为底物进行生物转化，其ＴＬＣ分析结果如图２所

示．图２表明：菌株Ｌ１能将人参皂苷Ｒｂ１完全转

化为稀有人参皂苷Ｆ２，同时有其他未知的人参皂

苷产生；菌株Ｌ２对人参皂苷Ｒｂ１无转化效果；人

参单体皂苷Ｒｂ１经菌株Ｌ３的生物转化后有极少

量的稀有人参皂苷Ｆ２产生，说明菌株Ｌ３对人参

皂苷的转化作用较弱；菌株Ｌ４和Ｌ５都可以将人

参皂苷Ｒｂ１转化为稀有人参皂苷ＣＫ，同时在菌

株Ｌ５的作用下有少量的抗肿瘤活性物质原人参

二醇（ＰＰＤ）产生．由此可知，菌株Ｌ１、Ｌ３、Ｌ４、Ｌ５

对人参皂苷Ｒｂ１均具有较强的转化能力．

图２　犔１犔５对单体皂苷犚犫１的转化结果（犛为标准品）

菌株Ｌ１和Ｌ５对人参皂苷Ｒｂ１进行生物转

化的ＨＰＬＣ分析结果如图３所示．图３表明：菌

株Ｌ１可将底物人参皂苷Ｒｂ１完全转化为稀有人

参皂苷Ｆ２，这与ＴＬＣ测试结果相符；菌株Ｌ５也

可以将人参皂苷Ｒｂ１完全转化，生成稀有人参皂

苷Ｆ２和ＣＫ，并有少量的抗肿瘤活性物质原人参

二醇（ＰＰＤ）产生．通过 ＨＰＬＣ对比可知，人参皂

苷Ｒｂ１经菌株Ｌ１生物转化得到的稀有人参皂苷

Ｆ２含量比菌株Ｌ５的高，其原因是菌株Ｌ５将部

分稀有人参皂苷Ｆ２转化为抗肿瘤活性物质原人

参二醇（ＰＰＤ）而导致其含量下降．由于Ｌ５生物

转化产生的稀有人参皂苷Ｆ２含量相对较少，所

以未在ＴＬＣ中显现．

９７１
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图３　人参皂苷混合标准品（犃）、犔１（犅）和犔５（犆）对

犚犫１转化后的犎犘犔犆图

３　结论

本文从酸奶、酸菜汁、辣白菜和水果中分离得

到５种乳酸菌（Ｌ１Ｌ５），除了菌株Ｌ２外，其他菌

株对Ｒｂ１均有生物转化能力．用 ＭＩＤＩ微生物鉴

定系统分析表明，菌株Ｌ１为发酵乳杆菌（犔犪犮狋狅犫犪

犮犻犾犾狌狊犳犲狉犿犲狀狋狌犿），Ｌ５为植物乳球菌（犔犪犮狋狅犮狅犮犮狌狊

狆犾犪狀狋犪狉狌犿），其他３种菌株为植物乳杆菌（犔犪犮狋狅犫犪

犮犻犾犾狌狊狆犾犪狀狋犪狉狌犿）．利用乳酸菌将人参主皂苷转化

为稀有人参皂苷是今后进一步的研究工作．
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