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Abstract： Ten fungi were screened with regard to their ability to convert major saponins Rb1，Rb2

and Rc to Compound K （C-K） which has notable anti-tumor activity. Among these，strain sp. 3.26
exhibited highest transfer ability. The strain sp. 3.26 was identified as Epicoccum sp. through ITS
sequence analysis and morphology observation. A crude ginsenoside-hydrolyzing β-glucosidase（E-
I） was isolated from a culture filtrate of the strain sp. 3.26. The optimal pH and temperature of E-I
were pH 5.0 and 40 ℃，respectively. E-I not only hydrolyze ginsenoside Rb1 but also hydrolyze Rb2

and Rc. However，E-I has higher activity to Rb1. This result indicated that the glycosidases secreted
by strain sp. 3.26 has wide substrate specificity，and was more specific to glucosidic linkage，and
the biotransformation pathways by this strain was：ginsenosides Rb1，Rb2，Rc→Rd→F2→C-K.

摘要： 以原人参二醇型皂苷混合物为底物对 10种霉菌进行筛选， 发现 3.26号菌株能够将高含
量的原人参二醇型皂苷 Rb1、Rb2、Rc 等转化为具有抗肿瘤活性的稀有人参皂苷 Compound K
（C-K）。经形态学和 ITS序列分析鉴定，该菌株属于附球霉属（Epicoccum）真菌。从该菌株培养液
中分离出人参皂苷水解酶粗酶 E-I，确定其最适 pH值和最适温度分别为 pH 5.0和 40 ℃。用 E-
I 分别转化人参皂苷 Rb1和 Rb2、Rc，发现它既能水解人参皂苷 Rb1，也能水解 Rb2和 Rc，但是对
Rb1的水解活性更强。 上述结果说明：3.26号菌株产生的糖苷酶具有广泛的底物专一性，但是对
葡萄糖苷键的专一性更高；该菌的生物转化途径为人参皂苷 Rb1、Rb2、Rc→Rd→F2→C-K。
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人参是百草之王， 在我国已有 2000 多年的药
用历史，具有多种药理学活性，对神经系统、内分泌
系统、循环系统及免疫系统等均有作用。 人参皂苷
是人参的主要活性成分，从人参中分离出的人参皂
苷有 40 余种[1]。 近年来的研究发现，有些在人参中
含量很低的稀有人参皂苷如 Rg3、C-K、Rh2 等具有

优异的抗肿瘤活性，可抑制肿瘤细胞的增殖，抑制
癌细胞转移、诱导肿瘤细胞凋亡和抗肿瘤诱导的血
管新生等，有重要的药用价值[2-5]。 但是，稀有人参皂
苷在人参中的含量太低， 无法从人参中直接提取，
而现有的化学合成技术还无法实现工业化生产，因
此，如何高效大量制备稀有人参皂苷成为科学研究
的焦点。
稀有人参皂苷的化学结构与人参中某些含量

高的人参皂苷（如 Rb1）相比，只是缺少了一个或几
个糖基。 理论上可以通过改变某些高含量人参皂苷
的结构来获得稀有人参皂苷。 结构修饰的方法主要
有化学转化法和生物转化法。 生物转化法具有反应
条件温和、专一性强、得率高等优点，是获得稀有人
参皂苷的有效途径，而优良菌种或菌株的筛选是生
物转化成败的关键因素 [6]。 人参中含量最高的人参
皂苷是 Rb1， 其糖基的连接键为 β-葡萄糖苷键，微
生物中 β-葡萄糖苷酶酶活高的菌种主要是霉菌 [7]，
因此霉菌是筛选转化菌株的良好来源。 在作者所在
研究团队以前的研究中，已经发现了一些优良的稀
有人参皂苷转化菌株及其转化酶[8-10]。 作者从 10 种
霉菌中筛选出 1 种能转化高含量的原人参二醇型
皂苷为稀有人参皂苷 C-K的菌株，并结合形态学和
分子生物学技术进行了菌种鉴定，继而研究了该菌
的转化特性。研究结果为稀有人参皂苷 C-K的大量
制备奠定了基础。

1.1 材料与试剂
10种霉菌， 采自长春市郊茄科植物病原组织，

PDA 培养基 4 ℃暗保存；人参皂苷标准品，购自成
都曼斯特生物技术有限公司；人参皂苷混合物及人
参皂苷单体，由作者所在实验室制备，具体制备方
法参见文献 [11]；DNA marker，Invitrogen公司提供；

凝 胶 回 收 试 剂 盒 ，QIAGEN 公 司 提 供 ；CTAB，
Amresco 公司提供；氯仿、甲醇等化学试剂，均为北
京化工厂生产。
1.2 仪器与设备

BCN-1360B 生物超净工作台，北京东联哈尔仪
器制造有限公司制造；YXQ-LS-30SII 立式压力蒸
汽灭菌器， 上海博讯实业公司制造；HZQ-C 空气浴
振荡器， 哈尔滨市东明医疗仪器厂制造；Z36HK 低
温高速离心机，德国 Hermle制造；倒置荧光显微镜，
日本 Olympus 制造；DYCP-31D 水平电泳槽， 北京
市六一仪器厂制造 ； 紫外 /可见凝胶成像系统
UVItec制造；PCR仪，ABI公司制造。
1.3 方法
1.3.1 分析方法 TLC 分析采用 G 60 硅胶板，展
开剂 CHCl3-MeOH-H2O（体积比 65∶35∶10，下层）。显
色剂为体积分数 5%硫酸乙醇，105 ℃加热 5 min。展
开方式为上行展开。
1.3.2 人参皂苷转化菌株的筛选 供试菌种置于
V8 汁液体培养基中振荡培养，130 r/min，28 ℃，培
养 8 d 后，纱布过滤，8 000 g、4 ℃、离心 20 min，弃
去上清，得到孢子。 将孢子悬浮在 20 mmol/L 醋酸-
醋酸钠缓冲液（pH 5.0）中，在 130 r/min、28 ℃条件
下振荡培养 24 h，然后加入人参皂苷储备液（人参
皂苷样品溶于 pH 5.0 20 mmol/L 的醋酸-醋酸钠缓
冲液中并通过 0.2 μm 的滤膜过滤除菌），使孢子的
终浓度为 5×106 个/mL， 底物的终质量浓度为 0.25
mg/mL，继续振荡培养 0~5 d。 从加入人参皂苷的 0
时开始取样，每隔 24 h 取样一次，加入等体积的正
丁醇萃取，上层正丁醇相减压蒸干，重新溶于质量
分数 40%乙腈水溶液中，TLC检测转化结果。
1.3.3 菌种形态鉴定 PDA 培养基接种 3.26 号霉
菌，30 ℃恒温培养，观察菌落的形态、颜色；挑取菌
丝，“Z”型接种，用灭菌的盖玻片垂直“Z”线插入到
培养基中培养，取盖玻片显微观察。
1.3.4 菌种分子生物学鉴定 鉴定采用 rDNA- ITS
（18S rRNA基因-ITS）序列分析方法。 具体方法为：
V8 汁液体培养基（1 L 培养基含有 200 mL V8 汁和
2 g CaCO3）30 ℃振荡培养 3.26 号菌株 5 d， 取菌丝
体预冻后加液氮研磨，CTAB 法提取霉菌DNA，质量

材料与方法1
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分数 0.5%琼脂糖凝胶电泳纯化。 ITS基因的扩增使
用 真 菌 通 用 引 物 ， 正 向 引 物 （ITS1）：5′ -
TCCGTAGGTGAACCTGCGG -3′ ，19bp； 反向引物
（ITS4）：5′ -TCCTCCGCTTATTGATATGC -3′ ，20 bp
（http：//www.biology.duke.edu/fungi/mycolab /primers.
htm#Internal transcribed spacer （ITS） region
primers）。 ITS1和 ITS4由上海生工生物工程有限公
司合成。 PCR反应条件：94 ℃预变性 4 min，94 ℃变
性 45 s，48 ℃退火 5 s，72 ℃延伸 3 min，30 个循环，
72 ℃终延伸 10 min，4 ℃保温 60 min。 ITS扩增后的
产物经质量分数 1%的琼脂糖凝胶电泳后， 回收条
带送至北京鼎国生物技术有限责任公司测序。
1.3.5 人参皂苷水解酶制备 V8 汁液体培养基，
130 r/min、30 ℃恒温振荡培养 5 d。发酵液经 6层纱
布过滤、离心（4 ℃、1 200 r/min、20 min）后得到粗酶
液。 粗酶液中加入体积分数 5%的 DEAE-纤维素 4℃
条件下振荡吸附 12 h，转入层析柱（Φ3.2 cm×28 cm），
粗酶液中未结合的成分在装柱过程中流出，结合在
DEAE-纤维素上的成分以含有 0、0.25、0.5、0.75、
1 mol/L NaCl 的缓冲液 A（25 mmol/L pH 5.0，NaAc-
HAc）进行梯度洗脱，洗脱体积流量为 3 mL/min，每
个梯度洗脱 2 倍柱体积， 洗脱液每 50 mL 收集一
管。收集有酶活性的级分、透析（透析液为缓冲液 A，
4 ℃透析 24 h） 后得到部分纯化的人参皂苷水解酶
E-I。该酶的制备过程以 A280 nm处紫外光吸收值表征

各级分的蛋白质含量， 以对硝基苯酚-β-D-葡萄糖
苷（pNPG）法表征酶活性。
1.3.6 转化途径分析 4 mg/mL 人参皂苷 250 μL
和 2 250 μL酶液在 40 ℃保温， 然后加入等体积的
正丁醇终止反应。 正丁醇相进行 TLC分析。
1.3.7 最适 pH 值和最适反应温度测定 酶的最适
pH 值测定选用 pH 2.0~8.0 的 25 mmol/L Na2HPO4-
柠檬酸缓冲液，1 个 pH 值为一个梯度。 测定方法
为： 取各 pH 值的 Na2HPO4 柠檬酸缓冲液 450 μL
（pH 分别为 2.5~8.0）， 加入纯化后的 GE-I 20 μL，
再加入 pNPG 30 μL，37 ℃保温 1 h 后，加入 2.5 mL
NaOH（0.25 mol/L）终止反应，测定酶活力。 最适合
pH值下的酶活力记作 100%， 其他 pH 值下的酶活
力为其相对百分比。 酶的最适反应温度测定选用
30~80 ℃，5 ℃为一个梯度。 测定方法为取 450 μL
醋酸-醋酸钠缓冲液（pH 5.0），加 20 μL GE-Ι，30 μL
pNPG（5 mg/mL），各自温度下避光反应 1 h，然后加

入 2.5 mL NaOH（0.25 mol/L）溶液终止反应，测定酶
活力。 最适温度下的酶活力记作 100%，其他温度下
的酶活力为其相对百分比。

2.1 转化菌株的筛选
因为分离纯化得到人参皂苷单体的成本较高，

此步试验采用人参皂苷 Rb1、Rb2、Rc 和少量 Rd 的
混合物为底物， 从 10 种霉菌中筛选稀有人参皂苷
C-K 转化菌株。 图 1 显示了转化 5 d 后的结果：
3.23、3.24、3.25、3.26、3.27 和 3.28 号菌株能够转化
底物，产生低极性的转化产物，但是只有 3.26 号菌
株能够转化底物为稀有人参皂苷 C-K，其转化途径
可能是：原人参二醇型皂苷→Rd→F2→C-K。 因此，
选择 3.26号菌株作进一步研究。

图 1 TLC 分析 10 种霉菌生物转化人参皂苷 Rb1、Rb2、Rc
和 Rd 的转化产物（S 代表标样）

Fig. 1 TLC Analysis of the products of biotransformation
of ginsensodies Rb1、Rb2、Rc and Rd by 10 fungi （S
represents standard ginsenosides）

2.2 菌种鉴定
2.2.1 形态鉴定 3.26 号菌株的菌落初呈白色、绒
毛状，培养 7 d后，菌落颜色略显红色（图 2（a））。 显
微观察菌丝的形态，有不规则的砖壁状横隔，分生
孢子散落，颜色较深（图 2（b）（c））。经查找真菌鉴定
手册 [12]，该菌的形态特征与半知菌类丛梗孢目瘤座
孢科附球霉属（Epicoccum）真菌相近。
2.2.2 分子生物学鉴定 ITS （Internal Transcribed
Spacer，内转录间隔区）序列分析是当前真菌鉴定的
重要手段。由于真菌核糖体 DNA ITS区序列在生物
进化过程中高度保守，因此，即使是亲缘关系非常
接近的 2个种都能在 ITS序列上表现出差异， 显示
最近的进化特征。作者用 CTAB法提取 3.26号菌株

结果与讨论2
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图 4 3.26 号菌株 ITS 序列与 Epicoccum sp. SP3 比对结果
Fig. 4 Sequence alignment of ITS sequences obtained from strain sp. 3.26. The ITS sequences of strain sp. 3.26 are aligned

with those of Epicoccum sp. SP3

的基因组 DNA，质量分数 0.5%琼脂糖凝胶电泳，发
现该菌的基因组 DNA 大约 14 000 bp（图 3（a）），将
其作为 PCR 模板扩增 ITS 基因，PCR 产物与 DNA
marker 比较， 大小在 500~650 bp 之间 （图 3（b））。
PCR 产物回收后测序， 然后登录 GenBank 数据库，
将测序结果用 Blast 进行同源性分析， 发现与附球
霉属菌株 Epicoccum sp. SP3 18S rRNA 基因的相似
度为 99%（图 4）。上述结果说明，3.26号菌株为半知
菌类丛梗孢目瘤座孢科附球霉属（Epicoccum）真菌。

图 2 3.26 号菌株的菌落和菌丝 B 和 C（10×40 倍）形态
Fig. 2 Shapes of colony and hyphae of strain sp. 3.26

图 3 3.26 号菌株基因组 DNA 电泳图谱和 ITS 基因 PCR
产物电泳图谱

Fig. 3 Agarose gel electrophoresis of genome DNA
extracted from strain sp. 3.26 and PCR
production of ITS gene
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2.3 人参皂苷水解酶的制备
因为酶转化法有流程短、产率高、产物易分离

纯化、不需要无菌操作等优点[13]，同时为了进一步验
证 3.26 号菌株的转化能力和转化途径， 从 3.26 号
菌株的培养液中分离制备了人参皂苷水解酶粗酶

E-I。 从图 5可以看出，经 DEAE-纤维素柱层析后，
在氯化钠溶液浓度为 0.25 mol/L 时有酶活峰出现，
收集酶活峰，记为 E-I。

图 5 DEAE-纤维素离子交换层析制备人参皂苷水解酶 E-I
Fig. 5 Preparation of ginsenoside-hydrolyzing enzyme E-

I by Ion -exchange chromatography on DEAE -
cellulose

2.4 人参皂苷水解酶 E-I 的最适 pH 值和最适温
度

从图 6 可以看出，E-I 的最适 pH 值为 5.0，最
适温度为 40 ℃。已有研究表明，大部分 β-葡萄糖苷
酶均为酸性蛋白质，最适 pH 值大都在酸性范围内，
最适温度分布在 30~110 ℃[14]。本研究结果符合这一
规律。
2.5 转化途径分析
用人参皂苷水解酶 E-I 在上述最适 pH 值和温

度条件下分别转化人参皂苷 Rb1 和 Rb2、Rc 混合
物，TLC检测结果。 如图 7所示，人参皂苷 Rb1的转

化产物有 3 种：Rd、F2和 C-K，转化 6 h 后，产生 Rd
和 F2，转化 12 h后，出现第 3种产物 C-K，转化 48 h
后，底物人参皂苷 Rb1和产物 Rd 完全消失，剩下产
物 F2和 C-K（图 7（a））；人参皂苷 Rb2和 Rc 的转化
产物与人参皂苷 Rb1的转化产物相同。不同的是，人
参皂苷 Rb2和 Rc 的转化效率明显低于 Rb1，Rb2和

Rc转化 24 h后才有少量 C-K出现， 转化 48 h 后，
仍然存在很多 Rd（图 7（b））。 上述结果说明：3.26号
菌株能够转化高含量的原人参二醇型皂苷为稀有

人参皂苷 C-K，转化途径为：原人参二醇型皂苷→
Rd→F2→CK；3.26 号菌株分泌的糖苷酶具有广泛的
底物专一性，但是对葡萄糖苷键的专一性更高。 因
为， 原人参二醇型皂苷 Rb1、Rb2和 Rc 具有共同的
苷元（原人参二醇）和 C-3 位的糖链（Glc β-（1，2）-
Glc），不同之处在于 C-20位的糖链：Rb1的 C-20 位
是 2个葡萄糖以 β（1→6） 糖苷键相连接，Rb2的 C-
20 位是一个吡喃型阿拉伯糖和一个葡萄糖以 α
（1→6） 糖苷键相连接，Rc的 C-20 位是一个呋喃型
阿拉伯糖和一个葡萄糖以 α-（1→6） 糖苷键相连接
（图 8）， 而该菌分泌的糖苷酶既能水解人参皂苷
Rb1 C-20位的糖链，也能水解 Rb2和 Rc C-20位的
糖链，说明其具有广泛的底物专一性。

图 6 E-I 的最适 pH 值和最适温度
Fig. 6 Optimal pH and temperature of E-I

图 7 TLC 分析 E-I 对人参皂苷 Rb1和 Rb2、Rc 的转化
Fig. 7 TLC Analysis of the biotransformation of

ginsensodies Rb1 and Rb2、Rc by E-I
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图 8 3.26 号菌株转化原人参二醇型皂苷的转化途径
Fig. 8 Biotransformation pathways of protopanaxadiol-type saponins by strain sp. 3.26
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