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摘! 要! 利用从种植人参的土壤中分离、筛选的稀有菌种 !"#$%&"’ #$(()$%&，对三七茎叶中的
主要有效成分三七叶苷进行生物转化，以 ’ 种抗肿瘤活性成分 #$（(）)原人参二醇)#$)*)!)+)
吡喃葡萄糖苷（,)-）、#$（(）)原人参二醇)#$)*)!)+)吡喃木糖苷（""&）)!)+)吡喃葡萄糖苷
（,)./）和 #$（(）)原人参二醇)#$)*)")0)呋喃阿拉伯糖基（""&）)!)+)吡喃葡萄糖苷（1).2）
的总生成量为考查指标，通过因子转化实验确定最佳转化条件为：培养基初始 34 值 &、底物
加入量 %$ 56、装液量 ’$ 57，’$ 8、"&$ 9·5:; <"转化 & =>该方法可提高三七茎叶的利用率和
经济效益>
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6; 引; ; 言

植物资源的综合开发利用是指充分利用植物地

下和地上部分，防止不必要的浪费，或者对同种植物

资源进行多方面、多层次的开发利用［"，"?，#’］>我国传
统中药材三七（0$2&A 1+6+.&1#-1.）为多年生草本植
物，目前对三七产品的开发及加工主要集中于传统

入药部位根系和根茎>随着以三七（三七根）为原料
的药品及保健食品的不断开发，每年都会有大量的

三七茎叶被废弃、堆置［"］，造成资源浪费> 而三七茎
叶中的主要成分与三七根和人参类同，是具有多种

生理活性的达玛烷型四环三萜类人参皂苷［"’，#"］>人
参皂苷具有多种生理活性和药理功能，但天然人参

皂苷的分子结构并不是活性最佳状态> 通过对皂苷
活性的研究发现，人参皂苷的抗肿瘤活性与皂苷糖

链结构的关系为：苷元 _单糖苷 _二糖苷 _三糖苷
_四糖苷［%］>采用生物转化技术能有效地改变皂苷
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的糖链结构，提高其生物活性［!"，#$］，因此，现代研究

把改变皂苷糖链技术的重点从传统的污染严重的

酸、碱水解方法，逐步转向条件温和、操作简单的生

物转化技术上［%，" & ’，(，!’］，更重要的是生物转化技术

对环境和生态系统不产生消极影响或消极影响处于

生态系统容量之内［#，!)，!*，##］+ 本研究应用一株从种
植人参的土壤中分离筛选的活性菌株———!"#$%&"’
#$(()$%&［,］对三七茎叶中主要有效成分三七叶苷进
行转化，并通过因子实验优化转化条件，获得较高生

成量的稀有抗肿瘤活性人参皂苷 -./［!$ & !#］、-.
01［!!］和 2.03［*］，为三七茎叶的综合利用提供一种
可行的方法，这不仅对实现植物资源综合利用具有

重要的现实意义，而且还可通过“绿色”转化技术获

得对人类健康有益的防治恶性疾病的生物活性物

质，具有重要的医学和经济价值+

!" 材料与方法

!# $" 实验材料
土壤样品采自辽宁省抚顺市新宾满族自治县人

参栽培基地；三七茎叶采自云南省文山州文山县三

七栽培基地；转化及保存培养基均为马铃薯培养基：

称取去皮马铃薯 #$$ 4，切成薄片，加水煮沸后 *$ 5
恒温加热 ! 6，双层纱布过滤，滤液定容至 ! $$$ 78，
加入 #$ 4葡萄糖，搅拌使葡萄糖完全溶解+
!# !" 三七叶苷的提取
将三七茎叶烘干后，取 # 94 粉碎，用 *$:乙醇

回流提取 % 次，合并提取液、浓缩+ 乙醇提取物用少
量水溶解后，通过 ;!$!大孔吸附树脂柱，先用水洗脱

至无色，再用 *$:乙醇洗脱，回收乙醇得三七叶苷
*, 4+
!# %" 转化产物含量测定
采用日立 <.’!$$ 型高效液相色谱仪（日本日立

公司）进行产物含量测定+ 紫外检测器型号为 <.
’)$$，色谱检测条件：色谱柱为 /=>7?@A8 B;C , !7
柱（!,$ 77 D )E " 77），柱温 #, 5，检测波长 #$%
F7，流速 !E $ 78·7AF &! +转化产物用水饱和正丁醇
等体积萃取 % 次后，减压回收溶剂，并用色谱甲醇定
容至 ! 78+分别以 % 种主产物产量作为检测指标，并
以 % 种产物的总产量作为判断转化条件的依据+
流动相乙腈G水 H "$G )$（I J I）条件下检测 -./

（$E ,) 74·78 &!），在 $E ,) K ’E $# !4 范围内，峰面
积与进样量呈良好的线性关系，得到的回归方程为：

*-./ H !#$(%E )* L %%%*#!E %(+-./，则 ! 4 原皂苷经转
化后可获得的 -./生成量为：

,-./ H（* - !#$(%E )*）.
%%%E *#/’ （!）

流动相乙腈G 水 H )*G ,#（I J I）条件下检测 -.
01（$E ,, 74·78 &!），在 !E !$ K *E *$ !4 范围内，峰
面积与进样量呈良好的线性关系，得到的回归方程

为：*-.01 H #!!)#E !! L !#($,’E (’+-.01，则 ! 4 原皂
苷经转化后可获得的 -.01生成量为：

,-.01 H
（* - #!!)#E !!）.

!#(E $"/’ （#）

流动相乙腈G 水 H )$G "$（I J I）条件下检测 2.
03（$E %( 74·78 &!），在 $E %( K ,E $’ !4 范围内，峰
面积与进样量呈良好的线性关系，得到的回归方程

为：*2.03 H !")’)*E !"+2.03 & #’,,E )!，则 ! 4 原皂苷
经转化后可获得的 2.03生成量为：

,2.03 H
（* 0 #’,,E )!）.

!")E ’,/’ （%）

式（!）—式（%）中：,-./、,-.01、,2.03分别表示 % 个产
物的生成量（74·4 &!）；* 为峰面积积分值（M）；.
为转化产物的定容体积（78）；/为进样量（!8）；’为
转化前皂苷底物质量（74）+
!# &" 数据分析
采用 B=A4AF软件对数据进行统计分析+

%" 结果与分析

%# $" 转化时间和温度对产物生成量的影响
将 !1 #$(()$%& 活化后接入液体马铃薯培养基

中（)$ 78 J !$$ 78），于自然 NO、!"$ =·7AF &!、%$ 5
条件下培养 # P后，加入 ,$ 74·78 &!的无菌三七叶
苷水溶液 ! 78，继续培养 ! K !, P+以相同条件下的
皂苷空白（培养基中不接入 !1 #$(()$%&，其它条件相
同）及菌株空白为对照（培养基只接入 !1 #$(()$%&，
不加皂苷溶液，其它条件相同）+
高效液相色谱仪（OQ<-）检测结果表明，三七

叶苷经 !1 #$(()$%& 转化后，-.01、2.03 和 -./ % 种
产物的生成量呈不同的变化趋势（图 !）+ 反应开始
后，三者的总产量呈逐渐上升趋势；" P 时，三者的
总产量达 ))"E ,, 74·4 &!，之后以微弱的趋势上升；

( P后缓慢下降+因此，确定最佳转化时间为 " P+皂
苷空白对照试验表明，% 种产物的含量并不随反应
时间而变化，2.03 和 -./ 的含量分别在 )E , 74·
4 &!和 %E % 74·4 &!上下浮动，而 -.01在 ! K !, P内
检测的含量均为 $，说明在 %$ 5、振荡培养条件下，
并不能使三七叶苷中的各成分发生变化生成 -.01、
2.03和-./，而真正导致它们产生的原因是由于
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图 !" 不同转化时间和温度对转化产物生成量的影响
#$%& !" !""#$%& ’" ()""#*#+% %*,+&"’*-)+. %)-# ,+( %#-/#*,%0*#& ’+ $’+%#+%& ’" %*,+&"’*-#( /*’(0$%&1
,）转化产物 2*,+&"’*-#( /*’(0$%；3）皂苷空白对照 45,+6 ’" &,/’+)+1 下同 27# &,-# 3#5’81

!" #$%%&$’(的加入1菌株空白对照试验表明，在 9 :
9; (内均未检测出 < 种产物，说明 !" #$%%&$’( 的生
长代谢过程并不能产生 < 种产物1
取 = 瓶培养基（>? -5 @ 9?? -5）均接入活化的 !"

#$%%&$’(，分别置于 9;、A?、A;、<?、<; 和 >? B的摇床
中，在自然 /C、9=? *·-)+ D9条件下培养 A ( 后，加
入 9 -5 ;? -.·-5 D9的无菌三七叶苷水溶液，继续
培养 = (1同样以相同条件下的皂苷空白和菌株空白
为对照1当转化温度低于 A? B时，< 种产物的生成
量都极低；当温度达到 <? B时，< 种产物的生成量
均达到最大值，总产量为 >;9E <A -.·. D9 1皂苷空白
对照试验表明，温度变化并不能改变 < 种产物的含
量；菌株空白对照试验表明，!" #$%%&$’( 在 9; B :
>? B条件下不能代谢产生 < 种转化产物，检测结果
均为 ?1
’( )" 转化培养基初始 /C值对产物生成量的影响
分别选取 /C >、;、=、F、G 作为转化培养基（>?

-5 @ 9?? -5）的初始 /C 值，接入活化的 !" #$%%&$’(
后，在 <? B、9=? *·-)+ D9条件下培养 A (，加入 9 -5
;? -.·-5 D9的无菌三七皂苷水溶液，继续培养 = (1
以相同条件下的皂苷空白和菌株空白为对照1
由图 A 可知，HIJK和 HIL 在 /C 为 = 时获得最

高生成量，而 MIJ$在 /C为 ; 时获得最高生成量，<
种产物的总产量则在 /C 为 = 时获得最大值，为
><FE ?N -.·. D9，比 /C为 ; 时高 ;FE <A -.·. D9 1因
此，选择培养基初始 /C 值为 =1皂苷空白对照试验

表明，< 种产物的含量不发生改变；菌株空白对照试
验表明，培养基 /C值在 > : G 条件下不能使 !" #$%)
%&$’(代谢产生 < 种产物1
’( ’" 转化底物加入量和培养基装液量对产物生成
量的影响

取 9? 个 9?? -5三角瓶各装入 >? -5培养基，灭
菌，并接入活化后的 !" #$%%&$’(，在培养基初始 /C
为=、9=? *·-)+ D9条件下培养A (后加入转化底物

图 )" 转化培养基不同 /C值对转化产物生成量的影响
#$%& )" !""#$% ’" ()""#*#+% /*)-,*O /C P,50#& ’+ $’+%#+% ’" %*,+&I
"’*-#( /*’(0$%&1
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图 !" 不同底物加入量和培养基装液量对转化产物生成量的影响
#$%& !" !""#$% &" ’(""#)#*% +,-+%).%,/ .’’(%(&* ./&,*%+ .*’ /#’(,/ 0&1,/#+ &* $&*%#*% &" %).*+"&)/#’ 2)&’,$%+3

三七叶苷，加入量分别为 45、65、75、85、95、:5、;5、
<5、=5 和 455 />，继续培养 : ’3 以相同条件下的皂
苷空白和菌株空白为对照3
由图 7 可知，当底物加入量很少时，转化产物以

?@AB为主，当底物加入量为 75 />时其获得最高生
成量；随着底物加入量的增加，C@A$ 和 ?@D 的生成
量显著增加，并在加入量为 85 /> 时获得最高生成
量，此时三者的总产量也达到最高值，为 8:9E ;5 />
·> F4 3两组对照试验结果与前面相同，没有任何
变化3
取 ; 个 455 /1 三角瓶分别装入 45、65、75、85、

95、:5、;5 /1培养基3在培养基初始 2G 为 :、75 H、
4:5 )·/(* F4条件下培养 6 ’后，加入 4 /1、85 />·
/1 F4的三七叶苷水溶液，继续培养 : ’3对照同前3结
果表明，当装液量在 45 I 75 /1 时，7 种产物的产量
均呈增加趋势；当装液量在 85 I ;5 /1 时，7 种产物
的产量均呈下降趋势3三者的总产量在装液量为 75
/1时获得最大，为 8<6E <5 />·> F4 3
!’ (" 摇床转速对产物生成量的影响
将活化后的 !" #$%%&$’(分别接入 9 瓶培养基中

（75 /1 J 455 /1），培养基初始 2G为 :，并将 9 瓶菌液
分别置于转速为 465、485、4:5、4<5、655 )·/(* F4的

摇床中 75 H培养 6 ’后，加入 4 /1、85 />·/1 F4的

三七叶苷水溶液，继续培养 : ’3对照同前3由图 8 可
知，转速在 4:5 I 4<5 )·/(* F4时，!" #$%%&$’( 对三
七叶苷具有良好的转化结果，7 种产物都能获得较

高的生成量3当转速为 4:5 )·/(* F4时，7 种产物的
总产量为 8<<E :4 />·> F4；当转速为 4<5 )·/(* F4

时，7 种产物的总产量为 8<5E =: />·> F4 3 因此，选
择摇床转速为 4:5 )·/(* F4 3
综上，在实验室条件下，!" #$%%&$’( 对三七茎叶

利用率最高的转化条件：培养基初始 2G 值为 :、底
物加入量为 85 />、装液量为 75 /1，75 H、4:5 )·
/(* F4条件下转化 : ’3
!’ )" 三七叶苷转化前后成分及含量分析
分别将三七叶苷及其转化产物配制成45 />·

图 (" 不同摇床转速对转化产物生成量的影响
#$%& ( " !""#$% &" ’(""#)#*% )&%.%(*> +2##’+ &* $&*%#*% &" %).*+@
"&)/#’ 2)&’,$%+3
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图 !" 三七叶苷（!）及转化产物（"）#$%&色谱图
#$%& ! " ’()*+!, #$%& +-./0!1/2.!0 /3 4/1/2*45642 ,6!3 1.*16.7
)64+65（!）!48 1.!453/.068 )./89+15（"）:

0, ; <，用 #$%&在流动相乙腈=水 > ?@= A@（B= B）条
件下检测，进样量 <C !,，分析转化前后三七叶苷中
&7DE、F7D+ 和 &7G 的含量（图 C）: 检测结果表明，
三七叶苷中只含有微量的 F7D+ 和 &7G，并不含有
&7DE，说明人参皂苷 &7DE 是 !" #$%%&$’( 对三七叶
苷的转化产物:

’" 讨" " 论

随着转化反应时间的延长，三七叶苷中的多糖

苷被不断转化成 F7D+、&7DE 和 &7G: &7DE 在总产
物中的含量最高，其生成量在转化 H 8 时获得最大
值，之后基本呈平稳趋势，并不下降，因此，可以判断

&7DE在目前这种转化状态下不会被进一步转化；而
F7D+的生成趋势则不同，其在转化 C 8 时生成量达
到最大值，之后逐渐下降，即 F7D+ 能被 !" #$%%&$’(
进一步转化成 &7G，但转化速度较慢:
当底物含量相对较少时，F7D+ 和 &7G 能被 !"

#$%%&$’(进一步转化，而结构与 F7D+在 &7A@ 位上只
有一糖之差的 &7DE则在产物中呈现极高的含量，作
为最终产物，不被继续转化:说明 !" #$%%&$’( 在转化
过程中对人参皂苷结构具有极强的选择性:随着 &7G
和 F7D+的进一步转化，苷元类物质含量增加，因此，
此时的最终产物以 &7DE和苷元类物质为主:
近年的研究表明，在三七茎叶中共含有 AI 种单

体皂苷，含量相对较高的人参皂苷依次为 J"I、J+
和 J"<

［<C］:由于转化后以上 I 种成分的含量都明显

减少，因此从转化前后各成分的变化情况及原型皂

苷与 I 种转化产物的化学结构判断，转化产物中含
量最大的 &7DE的前体应是人参皂苷 J"I，F7D+ 的
前体是 J+，而 &7G 的产生由两部分组成，其中大部
分由 J"< 转化获得，另一小部分则由 F7D+ 被进一
步转化产生:
通过因子实验优化，三七叶苷经 !" #$%%&$’( 转

化后生成的 F7D+、&7DE 和 &7G I 种产物的总产量
已占总产物的 ?@K左右，提高近 A@K，转化产物成
分简单、集中，便于成分分析及产物分离，并且有利

于获得 I 种高纯度、高产量的稀有抗肿瘤活性皂苷:
采用“绿色”生物转化技术处理植物废物三七

茎叶，不仅为三七茎叶的综合利用提供一种可行的

方法，而且还能从废物中获得对人类健康有益的生

物活性物质，对于实现植物资源的综合利用具有重

要的现实意义及医学和经济价值:
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