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酶法转化二醇型人参皂甙犚犱及

制备稀有人参皂甙犆?犓
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摘要：　利用蜗牛酶酶法对二醇型人参皂甙Ｒｄ进行转化，并制备稀有人参皂甙Ｃ?Ｋ．采用薄层色谱和高效液

相色谱法，对转化产物及酶反应相关影响因素进行检测．结果发现：在酶量为１６６．７μｋａｔ·ｇ
－１，ｐＨ值为５．０，

温度为４０℃的恒温水浴９ｈ的条件下，酶解人参皂甙Ｒｄ可得稀有人参皂甙Ｃ?Ｋ．在此基础上，研究得到酶反

应的最适条件范围：酶量为５００．１～８３３．５μｋａｔ·ｇ
－１，ｐＨ值为３～５，温度为４０～５０℃，反应时间为６～２４ｈ．
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人参皂甙作为人参的主要有效成分，具有广泛的药理作用［１］．稀有人参皂甙Ｃ?Ｋ是二醇型人参皂

甙在人体肠道内经肠道菌的去糖基化后的主要代谢产物和最终吸收形式．它在许多方面都体现了良好

的生物活性，尤其在抗肿瘤方面，在体内外均具有良好的抑制癌细胞生长、转移、诱导细胞凋亡等作

用［２?３］，现己成为人参皂甙研究的新热点．１９９６年，Ｈａｓｅｇａｗａ等
［４?５］运用体外厌氧培养人肠道菌群技术，

对人参皂甙的肠道菌代谢过程进行了系统研究，提出了Ｒｂ１，Ｒｂ２ 和Ｒｃ降解到Ｃ?Ｋ的具体代谢途径，尤

其是深入研究Ｒｂ１ 的代谢途径．目前，利用二醇型人参皂甙Ｒｂ１ 通过酶转化法制取Ｃ?Ｋ已有很多相关

报道，但对于二醇型人参皂甙Ｒｄ的研究大多集中在人参皂甙Ｒｄ提取、含量测定及药理药效等方面的

研究［６］，并未见以人参皂甙Ｒｄ为直接底物酶法转化制备稀有人参皂Ｃ?Ｋ的报道．鉴于此，本文将利用

蜗牛酶对人参皂甙Ｒｄ进行转化，并制备人参皂甙Ｃ?Ｋ．

１　材料与方法

１．１　材料

人参皂甙Ｃ?Ｋ标品（纯度大于９８．８％，吉林长春三和参业科技有限公司）；蜗牛酶粗酶（福建漳州金

田生物科技公司）；乙腈（色谱纯，德国 Ｍｅｒｃｋ公司）；高效硅胶板（山东青岛裕民源硅胶试剂厂）；其他试

剂均为分析纯．

１．２　实验方法

１．２．１　酶活的测定　取５００μＬ酶溶液于离心管中，４０℃恒温水浴中预热３ｍｉｎ；然后，加入１ｍＬ，１

ｍｇ·ｍＬ
－１的人参皂甙Ｒｄ，及４．０ｍＬ，ｐＨ＝５．０的磷酸柠檬酸缓冲液，于４０℃反应１０ｍｉｎ，再加入４．５

ｍＬ色谱级甲醇终止反应，经高效液相色谱（ＨＰＬＣ）测定稀有人参皂甙Ｃ?Ｋ的含量．

酶活力单位（ｋａｔ）：在４０℃，ｐＨ＝５．０的条件下，每分钟生成１μｍｏＬ稀有人参皂甙Ｃ?Ｋ所需酶量

定义为１个酶活力单位．经测定，蜗牛酶的β?葡萄糖苷酶酶活为３０９．５６μｋａｔ·Ｌ
－１．

１．２．２　蜗牛酶酶解人参皂甙Ｒｄ的酶转化反应　取５ｍｇ人参皂甙Ｒｄ，加入１ｍＬ，ｐＨ＝５．０的磷酸柠

檬酸缓冲液溶解，按１６６．７μｋａｔ·ｇ
－１的量加入蜗牛酶，混匀；于４０℃下恒温水浴９ｈ．终止反应后，进
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行薄层层析色谱（ＴＬＣ）检测．

１．２．３　薄层层析色谱检测　用微量点样器吸取标品及酶解产物溶液，分别点样于薄层板的起始线上，

点样次数依据样品浓度确定，每次点样后需用电吹风迅速吹干．将薄层板浸入展开剂（ＣＨＣｌ３?ＡｃＯＥｔ?

ＭｅＯＨ?Ｈ２Ｏ＝１５∶４０∶３０∶２０），液下层的深度为距薄层板底边１．０ｃｍ左右．展开后，取出，吹干，均匀

喷以１０％的硫酸?乙醇显色剂，于１１０℃下显色１０ｍｉｎ，经凝胶成像系统检测结果．

１．２．４　高效液相色谱检测　在酶解产物中加入反应物１／２体积的正丁醇萃取３次，合并萃取液，挥干；

然后，置于１０ｍＬ容量瓶中，加色谱纯甲醇至刻度，过膜，做高效液相色谱（ＨＰＬＣ）检测．色谱条件：色谱

柱选用Ｃ１８柱Ｄｉｍｅｎｓｉｏｎ（１５０ｍｍ×４．６ｍｍ）；ＵＶ检测器；检测波长为２０３ｎｍ；柱温为３５℃；流动相

图１　人参皂甙Ｒｄ

酶解产物的ＴＣＬ图

Ｆｉｇ．１　ＴＣＬｍａｐｏｆｐｒｏｄｕｃｔｓ

ｆｒｏｍｅｎｚｙｍａｔｉｃｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ

ｏｆｐｒｏｔｏｐａｎａｘａｄｉｏｌｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅＲｄ

为乙腈?水（４８∶５２）；流速为１．０ｍＬ·ｍｉｎ
－１，进样量为２０μＬ．

２　结果与分析

２．１　人参皂甙犚犱酶解产物的犜犔犆检测

人参皂甙Ｒｄ酶解产物的ＴＬＣ检测，结果如图１所示．图１中：编

号１～４样品分别为人参皂甙Ｃ?Ｋ标品，人参皂甙Ｒｄ，酶解产物，酶解

产物和人参皂甙Ｃ?Ｋ标品的混合物．

从图１可看出，酶解产物与人参皂甙Ｃ?Ｋ标品有相同犚ｆ值点，与

人参皂甙Ｒｄ无相同犚ｆ值点．比较酶解产物、酶解产物与人参皂甙Ｃ?Ｋ

标品混合物的图谱可知，混合物中无新犚ｆ值点出现，且混合物与人参皂

甙Ｃ?Ｋ标品同犚ｆ 值点的深浅与大小增加．这表明，在酶量为１６６．７

μｋａｔ·ｇ
－１，ｐＨ＝５．０，４０℃恒温水浴９ｈ的酶解条件下，酶解产物中不

存在人参皂甙Ｒｄ，即已为蜗牛酶水解．该酶水解人参皂甙Ｒｄ的糖基，

主要转化为目标产物人参皂甙Ｃ?Ｋ，还有少量中间产物，转化率较高．

２．２　人参皂甙犚犱酶解产物的犎犘犔犆检测

人参皂甙Ｒｄ酶解产物的ＨＰＬＣ检测，结果如图２所示．样品的保留时间为２１．００５ｍｉｎ，与文献上

的人参皂甙Ｃ?Ｋ数据一致
［７］．由于所用流动相为乙腈和水，而溶剂为甲醇所以存在前端杂峰，除溶剂峰

图２　人参皂甙Ｒｄ酶解产物的 ＨＰＬＣ图

Ｆｉｇ．２　ＨＰＬＣｍａｐｏｆｐｒｏｄｕｃｔｓｆｒｏｍｅｎｚｙｍａｔｉｃ

ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｐｒｏｔｏｐａｎａｘａｄｉｏｌｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅＲｄ

之外另有其他杂质峰，说明人参皂甙Ｒｄ在

本文所述条件下的产物并不单一，与ＴＬＣ

分析结果相符合．

２．３　反应条件对酶转化反应的影响

２．３．１　不同酶加入量的酶转化反应　取５

份２ｍｇ的人参皂甙Ｒｄ，加入１ｍＬ，ｐＨ＝

５．０的磷酸柠檬酸缓冲液，分别加入不同酶

量的蜗牛酶，混匀，于４０℃恒温水浴９ｈ，

终止反应后进行ＴＬＣ检测，结果如图３（ａ）

所示．图３（ａ）中：编号１为人参皂甙Ｃ?Ｋ标

品；２～６样品的蜗牛酶酶量分别为１６６．７，

３３３．４，５００．１，６６６．８，８３３．５μｋａｔ·ｇ
－１．从

图３（ａ）可以看出，当酶量为１６６．７，３３３．４

μｋａｔ·ｇ
－１时，由于酶量不足，故斑点大小与深浅较之酶量为５００．１，６６３．８，８３３．５μｋａｔ·ｇ

－１的斑点略小

且浅．酶量增加，产物浓度随之增加，但当酶量为５００．１，６６３．８，８３３．５μｋａｔ·ｇ
－１时，这三者的斑点并无

较大变化，即此基础上酶量的增加对酶转化反应影响不大．说明酶降解的速度和数量与底物及酶的量有

直接关系，结果与酶促反应动力学结论一致．在ｐＨ＝５．０，４０℃的恒温水浴９ｈ酶解条件下，５００．１～

８３３．５μｋａｔ·ｇ
－１的酶量应为该反应最适酶量范围．

２．３．２　不同ｐＨ值的酶转化反应　取７份２ｍｇ的人参皂甙Ｒｄ，分别加入１ｍＬ不同ｐＨ值的磷酸柠
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檬酸缓冲液，按１６６．７μｋａｔ·ｇ
－１加入蜗牛酶，混匀，于４０℃恒温水浴９ｈ，终止反应后进行ＴＬＣ检测，

结果如图３（ｂ）所示．图３（ｂ）中：编号１为人参皂甙Ｃ?Ｋ标品；２～８样品的ｐＨ值分别为２．６，３．２，３．８，

４．４，５．０，５．６，６．２．从图３（ｂ）可以看出，当反应ｐＨ值大于５．６或ｐＨ值小于３．２时，对酶转化反应影响

较大．究其原因可能是过高或过低的ｐＨ值影响了酶蛋白的结构和功能，导致了酶催化活性的下降．检

测结果说明：蜗牛酶在ｐＨ＝３～５稳定，高于或低于此范围，酶活力明显降低，对酶解反应影响较大．这

表明，酶量为１６６．７μｋａｔ·ｇ
－１，于４０℃恒温水浴９ｈ的酶解条件下，该反应最适ｐＨ范围为３～５．

２．３．３　不同反应温度的酶转化反应　取５份２ｍｇ的人参皂甙Ｒｄ，分别加入１ｍＬ，ｐＨ＝５．０的磷酸柠

檬酸缓冲液，按１６６．７μｋａｔ·ｇ
－１加入蜗牛酶，混匀，于不同温度条件下恒温水浴９ｈ，终止反应后进行

ＴＬＣ检测，结果如图３（ｃ）所示．图３（ｃ）中：编号１为人参皂甙Ｃ?Ｋ标品；２～６样品的反应温度分别为

３０，３５，４０，４５，５０℃．从图３（ｂ）可以看出，当反应温度为３０，３５℃时，温度较低，导致酶活力降低，使得

酶反应速度较慢，目标产物较少，对酶解反应影响较大；随着温度的升高酶活力增大，但在４０～５０℃温

度范围内，温度对酶解反应无较大影响．这表明，在酶量为１６６．７μｋａｔ·ｇ
－１，ｐＨ＝５．０，恒温水浴９ｈ酶

解条件下，该酶解反应最适温度范围为４０～５０℃．

２．３．４　不同反应时间的酶转化反应　取７份２ｍｇ的人参皂甙Ｒｄ，分别加入１ｍＬ，ｐＨ＝５．０的磷酸柠

檬酸缓冲液，按１６６．７μｋａｔ·ｇ
－１加入蜗牛酶，混匀，于４０℃恒温下水浴反应不同时间，终止反应后进行

ＴＬＣ检测，结果如图３（ｄ）所示．图３（ｄ）中：编号１为人参皂甙Ｃ?Ｋ标品；２～８样品的反应时间分别为

６，９，１２，１５，１８，２１，２４ｈ．从图３（ｄ）可以看出，当反应时间在６～２４ｈ范围内，不同的反应时间对酶转化

反应影响不大，且酶解反应在此时间范围内均有较高转化率，说明蜗牛酶酶解时间短，转化效率高．在酶

量１６６．７μｋａｔ·ｇ
－１，ｐＨ＝５．０，４０℃酶解条件下，该酶解反应最适时间范围为６～２４ｈ．

（ａ）物料比 （ｂ）ｐＨ值 （ｃ）反应温度 （ｄ）反应时间

图３　不同反应条件对酶转化反应影响的ＴＬＣ图

Ｆｉｇ．３　ＴＬＣｍａｐｏｆｅｎｚｙｍａｔｉｃｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｒｅａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

３　讨论

利用生物转化法对天然产物进行生物转化或结构修饰，是当今研究的热点．文中研究表明：利用蜗

牛酶粗酶可将含量较高的天然皂甙人参皂甙Ｒｄ转化为经济价值更大、更具生物活性的稀有人参皂甙

Ｃ?Ｋ．所用蜗牛酶粗酶转化效果良好，价格低廉，约为精制蜗牛酶制剂价格的１／５，蜗牛酶粗酶的选用大

大降低了酶在生产成本中的比例．工业酶制剂转化法既可以减少制备工艺的繁琐，又可避免过多副产物

的生成，便于产物的分离纯化．

明艳林［７］曾选用果胶酶、纤维素酶、β?葡萄糖苷酶、蜗牛酶、柚皮苷酶和木聚糖酶等６种酶酶解转化

二醇组皂甙Ｒｂ１ 获取稀有人参皂甙Ｃ?Ｋ．研究结果发现：在同等条件下，蜗牛酶是６种酶中转化效率最

高的酶，且中间产物少，酶解转化完全．这６种酶为酶解转化皂甙类物质常用酶，基于蜗牛酶酶解特点，

文中选用蜗牛酶来进行酶解转化．

人参皂甙Ｒｄ分子中糖基的连接键是β?糖苷键，酶解过程中，蜗牛酶中所含β?葡萄糖苷酶水解人参

皂甙Ｒｄ分子上的Ｃ?２０位和Ｃ?３位糖苷键，主要产物为稀有人参皂甙Ｃ?Ｋ．迄今，二醇型人参皂甙代谢

成Ｃ?Ｋ的途径已基本明了，尤其对于Ｒｂ１ 代谢到Ｃ?Ｋ的具体途径研究的较为清楚．依据文献［７?８］，推
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测人参皂甙Ｒｄ代谢至Ｃ?Ｋ途径如下：人参皂甙ＲｄＣ?３位末端糖苷键断裂，失去一份子葡萄糖，形成

Ｆ２；然后，Ｆ２进一步代谢，Ｃ?３位末端糖苷键断裂，失去一分子葡萄糖，形成稀有人参皂甙Ｃ?Ｋ．人参皂

甙Ｒｄ代谢成Ｃ?Ｋ的具体过程，有待进一步验证．

１９７６年，日本学者Ｎａｇａｉ等从绞股蓝中分离出８４种皂甙类物质．其中Ⅲ，Ⅳ，Ⅷ，，Ⅻ分别与人参皂

甙Ｒｂ１，Ｒｂ３，Ｒｄ，Ｆ２化学结构完全相同
［９?１０］．绞股蓝中的总皂甙含量是人参皂甙的３倍，其人参皂甙Ｒｄ

含量是人参的８倍
［１１］，理论上可利用绞股蓝制取Ｃ?Ｋ．我国绞股蓝资源丰富，且绞股蓝相对人参价格要

廉价很多，以绞股蓝作为原料可以大大降低成本，更适于工业化生产．目前，仅有少量文献报道有利用酸

法水解绞股蓝皂甙［１２］获得抗癌药物，但酸法水解副产物多，难于分离纯化并且污染环境．除此之外，绞

股蓝的研究更多的仅仅体现在对绞股蓝总皂甙基础研究和简单的开发利用层面，并没有太多深层次的

开发产品问世．本实验利用蜗牛酶粗酶转化二醇型人参皂甙Ｒｄ并制取稀有人参皂甙Ｃ?Ｋ，为绞股蓝的

深度利用奠定了基础．
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