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摘要# 目的!优化苦丁茶冬青总皂苷生物转化工艺’ 方法!在单因素试验基础上# 以初始 ZR值( 发酵温度( 发酵时
间为影响因素# 苦丁皂苷8转移率( 苦丁皂苷.含有量为评价指标# 正交试验优化生物转化工艺’ 结果!最佳条件
为初始 ZR值 &‘%# 发酵温度 "$ j# 发酵时间 ’ F# 摇床转速 #"% KP9;B# 苦丁皂苷 8转移率 $$‘$"!# 苦丁皂苷 .含
有量 #*‘*,!# 纯度(,$!’ 结论!该方法简便稳定# 成本低廉# 可用于生物转化苦丁茶冬青总皂苷’
关键词! 苦丁茶冬青% 总皂苷% 生物转化% 正交试验
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!!苦丁茶冬青 W,$DT9.&63#- 4>->5D6BC是冬青
科冬青属乔木植物)#* # 化学成分丰富)"* # 其中三
萜皂苷类是其主要活性物质)** ’ 研究表明# 苦丁
皂苷.为苦丁茶冬青降血脂和抗动脉粥样硬化的
主要有效成分# 其作用强度与他汀类药物相当# 既
可单独使用# 也可与后者联合使用以减毒增效# 同
时还有降低甘油三酯( 抗氧化等作用)+* ’ 但该成
分含有量较低( 结构复杂# 化学合成难以成功# 故
采用生物转化法提高其含有量是一种切实可行的
方法’

生物转化的本质是利用生物体所产生的酶对外
源化合物进行酶催化反应)$(&* # 它具备专一性强(
反应条件温和( 副产物少( 不造成环境污染等优
势)’(,* ’ 黑曲霉作为益生菌# 具有生长旺盛( 发酵
周期短( 不产生毒素的特点# 被美国 V.I认证为
安全菌种 "UGI1$# 可产生 !(葡萄糖苷酶# 是重
要的发酵工业菌株)#%(#"* ’ 本实验利用黑曲霉对苦
丁茶冬青总皂苷进行生物转化以得到含有量较高的

苦丁皂苷.# 并对该工艺进行优化# 为该成分的工
业化生产提供新途径’
%I材料
#‘#!试药!苦丁茶冬青干燥叶产于海南# 经吉林
省中医药科学院牛志多研究员鉴定为正品’ 黑曲霉
*(1$’A&,,9(6&A$’冻干粉购自北京北纳创联生物技术
研究院’ 苦丁皂苷8( 苦丁皂苷.对照品均由实验
室自制# 含有量(,)!’ 硅胶 "#%% i"%% 目$ 购
自青岛海洋化工有限公司% 薄层预制板 "GV(
U"$+$( N.1柱层析填料 "+% i&% "9$ 购自德国
[6K?Q公司’ 乙腈( 甲醇为色谱纯% 其余试剂均为
分析纯’
#‘"!仪器!O5("$1型电子分析天平 "德国赛多利
斯公司$% Vb#%% 型高速万能粉碎机 "天津泰斯特
仪器有限公司$% RR(& 型数显恒温水浴锅 "常州
中捷实验仪器制造有限公司$% MX(#)%# 型紫外分
光光度计 "北京瑞利分析仪器公司$% O0[(*%G型
压力蒸汽灭菌器 "浙江赛德仪器设备有限公司$%
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1b(4-(#.型超净工作台 "苏州净化设备有限公
司$% eGR(#$% 型生化培养箱 "上海印溪仪器仪表
有限公司$% 4RI(1 型双数显往复气浴振荡器"金
坛市城东新瑞仪器厂$% e4("%I型分析型( e4(
#%I型半制备型高效液相色谱仪"日本岛津公司$’
#‘*!培养基!种子培养基和发酵培养基# 均采用
改良马丁琼脂培养基’
JI方法
"‘#!总皂苷提取!取苦丁茶冬青干燥叶 $%% C# 粉
碎# 过 &% 目筛# #% OX’%!乙醇浸提 * 次# 每次
$ F# 合并提取液# 减压浓缩成浸膏# 依次以石油
醚( 乙酸乙酯( 水饱和正丁醇进行萃取’
"‘"!总皂苷含有量测定!采用香草醛(高氯酸
法)#** ’ 精密称取苦丁皂苷 ." 9C# 甲醇定容于
#% 9e量瓶中# 配制 %‘" 9CP9e对照品溶液# 精密
吸取 %‘"( %‘+( %‘&( %‘)( # 9e于 #% 9e具塞试
管中# &% j水浴挥干溶剂# 依次加入 $!香草醛(
冰醋酸溶液 %‘" 9e( 高氯酸 %‘) 9e# &% j水浴加
热 #$ 9;B# 取出# 冰浴冷却 $ 9;B# 迅速加入冰醋
酸 $ 9e# 摇匀# 以试剂作为空白# 在 $$% B9波长
处用紫外分光光度计测定吸光度# 绘制标准曲线’
取 # 9CP9e供试品溶液 %‘# 9e# 置于 #% 9e具塞
试管中# 测定吸光度# 计算总皂苷含有量’
"‘*!黑曲霉活化!在超净工作台中# 以沾有 ’%!
酒精的棉花擦拭冻干管外管# 齿轮划破# 移入 *%%
"e无菌水# 充分振荡溶解以制成菌悬液# 在改良
马丁琼脂培养基中均匀涂布 $% "e菌悬液# ") j
生化培养箱中培养 $ i’ F# 备用’
"‘+!转化方法!总皂苷溶于无菌水中# 制成
" 9CP9e贮备液# 置于冰箱中备用’ 在超净工作台
中# 用打孔器在改良马丁琼脂培养基中取直径
+ 99的黑曲霉菌饼 # 块# 接入到改良马丁液体培
养基中 "#%% 9e三角瓶装 #$ 9e培养基$# 复气浴
振荡器中培养 # F "") j( #"% KP9;B$# 无菌条件
下加入 " 9CP9e贮备液 $ 9e# 相同条件下继续培
养 ’ F’ 培养结束后# 用水饱和正丁醇萃取发酵产
物# 取正丁醇层减压浓缩# 即得发酵产物’
"‘$!检测方法
"‘$‘#!色谱条件!b@BF:4K:?JN.1(" 色谱柱
"+‘& 99n"$% 99# $ "9$% 流动相乙腈 "I$ (水
"O$# 梯度洗脱 "% i#% 9;B# )$!O% #% i+% 9;B#
$%! O% +% i $$ 9;B# +%! O$% 体 积 流 量
#‘% 9eP9;B% 检测波长 "#% B9% 柱温 *$ j% 进样
量 "% "e’

"‘$‘"!对照品溶液制备!精密称取苦丁皂苷 8(
苦丁皂苷 .对照品各 $ 9C# 甲醇定容于 #% 9e量
瓶中# 即得 "质量浓度 %‘$ 9CP9e$’
"‘$‘*!供试品溶液制备!精密称取总皂苷及其发
酵产物各 #% 9C# 甲醇定容于 #% 9e量瓶中# 即得
"质量浓度 # 9CP9e$’
"‘&!生物转化工艺优化!通过单因素试验# 对初
始 ZR值 "+‘%( $‘%( &‘%( ’‘%( )‘%$( 发酵温度
""%( "$( *%( *$( +% j$( 发酵时间 "*( $( ’(
,( ## F $( 摇 床 转 速 " )%( #%%( #"%( #+%(
#&% KP9;B$ 进行优化# 平行 * 次# 取平均值’ 然
后# 设计 * 因素 * 水平正交试验# 对初始 ZR值(
发酵温度( 发酵时间进行优化’
"‘’!苦丁皂苷.分离纯化!将总皂苷发酵产物经
硅胶柱色谱 " #%% i"%% 目$( 二氯甲烷(甲醇
"#"‘$ h#$) h#$& h#$+ h#$ 梯度洗脱# 根据
5e4检测和硫酸显色反应合并相同流份’ 然后# 收
集 ) h# 流份并经N.1柱# 甲醇(水梯度洗脱# 半制
备型R\e4进行分离纯化’
KI结果
*‘#!总皂苷提取与含有量测定!共得到总皂苷
$+ C# 得率 #%‘)!’ 以苦丁皂苷 .对照品质量浓
度为横坐标 " $̂# 吸光度为纵坐标"*$ 进行回
归# 得回归方程为 *d%‘%"% +^p%‘%%& ) "’d
%‘,,, "$# 在 %‘%*, ) i%‘#,, 9C范围内线性关系
良好# 并测得总皂苷含有量为 $&‘+’!’
*‘"!转化产物含有量!按 /"‘$0 项下方法测定#
色谱图见图 ## 苦丁皂苷 8转移率 $+‘$#!# 转化
后苦丁皂苷.含有量 #"‘+"!# 是转化前"*‘)’!$
的 *‘" 倍’
*‘*!生物转化工艺优化
*‘*‘#!初始 ZR值!按 /"‘+0 项下方法转化# 灭
菌前调节初始 ZR值为 +‘%( $‘%( &‘%( ’‘%( )‘%#
其他条件不变# 从总皂苷接种到培养基中开始培养
’ F 后收集发酵产物# 测定苦丁皂苷 8( 苦丁皂苷
.含有量# 结果见图 "’ 由图可知# 当初始 ZR值
为 &‘% 时# 苦丁皂苷8转移率为 $$‘%&!% 苦丁皂
苷.含有量最高# 为 #*‘#$!# 故选择最佳初始
ZR值为 &‘%’
*‘*‘"!发酵温度!按 /"‘+0 项下方法转化# 选
择最佳初始 ZR值# 发酵温度 "%( "$( *%( *$(
+% j# 其他条件不变# 从总皂苷接种到培养基中
开始培养 ’ F 后收集发酵产物# 测定苦丁皂苷 8(
苦丁皂苷.含有量# 结果见图 *’ 由图可知# 当发
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#>苦丁皂苷8!">苦丁皂苷.

#>QEF;B@D;F68!">QEF;B@D;F6.

图 %I各成分DXEA色谱图
V"1O%IDXEA.58*!:/*18:!4*,[:8"*24.*64/"/2-6/4

图 JI不同初始WD值对生物转化的影响
V"1OJI+,,-./4*,)",,-8-6/"6"/":9WD[:92-4*6<"*/8:64$

,*8!:/"*6

酵温度为 "$ j时# 苦丁皂苷8转移率为 $$‘"’!%
苦丁皂苷.含有量最高# 为 #*‘*’!# 故选择最佳
发酵温度为 "$ j’
*‘*‘*!发酵时间!按 /"‘+0 项下方法转化# 选
择最佳初始 ZR值( 发酵温度# 其他条件不变# 从
总皂苷接种到培养基中开始培养 *( $( ’( ,( ## F
后收集发酵产物# 测定苦丁皂苷8( 苦丁皂苷.含
有量# 结果见图 +’ 由图可知# 当发酵时间为 ’ F
时# 苦丁皂苷8转移率为 $$‘$*!% 苦丁皂苷.含
有量最高# 为 #*‘+"!# 故选择最佳发酵时间为
’ F’

图 KI不同发酵温度对生物转化的影响
V"1OKI+,,-./4*,)",,-8-6/,-8!-6/:/"*6/-!W-8:$

/28-*6<"*/8:64,*8!:/"*6

图 &I不同发酵时间对生物转化的影响
V"1O&I+,,-./4*,)",,-8-6/,-8!-6/:/"*6

/"!-*6<"*/8:64,*8!:/"*6

*‘*‘+!摇床转速!按 /"‘+0 项下方法转化# 选
择最佳初始 ZR值( 发酵温度( 发酵时间# 摇床转
速 )%( #%%( #"%( #+%( #&% KP9;B# 其他条件不
变# 从总皂苷接种到培养基中开始培养 ’ F 后收集
发酵产物# 测定苦丁皂苷 8( 苦丁皂苷 .含有量#
结果见图 $’ 由图可知# 当摇床转速为 #"% KP9;B
时# 苦丁皂苷8转移率为 $$‘$%!% 苦丁皂苷.含
有量最高# 为 #*‘+%!# 故选择最佳摇床转速为
#"% KP9;B’

图 ^I不同摇床转速对生物转化的影响
V"1ÔI+,,-./4*,)",,-8-6/45:‘"61 4W--)4*6<"*/8:64$

,*8!:/"*6

*‘*‘$!正交试验!在单因素试验基础上# 选择初
始 ZR值( 发酵温度( 发酵时间作为影响因素# 设
计 * 因素 * 水平试验# 结果见表 ## 方差分析见表
"’ 由此可知# 各因素对转化率的影响程度依次为
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OsIs4# 发酵温度具有极显著性影响 "!_
%‘%#$# 初始 ZR值具有显著性影响 "!_%‘%$$#
发酵时间无显著性影响 "!s%‘%$$# 最优生物转
化条件为 I"O#4"# 即初始 ZR值 &‘%# 发酵温度
"$ j# 发酵时间 ’ F’

表 %I试验设计与结果
@:<O%I7-4"16:6)8-429/4*,/-4/4

试验号
I初始
ZR值

O发酵温
度Pj

4发酵时
间PF

.空白
苦丁皂苷8
转移率P!

苦丁皂
苷.P!

# $‘% "$ $ & $+‘,) #"‘))
" $‘% *% ’ & $+‘$$ #"‘+&
* $‘% *$ , & $*‘’, ##‘+$
+ &‘% "$ ’ & $$‘$" #*‘*,
$ &‘% *% , & $$‘*" #*‘"*
& &‘% *$ $ & $+‘#+ ##‘,#
’ ’‘% "$ , & $$‘%* #*‘%*
) ’‘% *% $ & $$‘"+ #"‘$+
, ’‘% *$ ’ & $*‘,+ ##‘$,

表 JI方差分析
@:<OJI=6:9R4"4*,[:8":6.-

来源 离均差平方和 均方 %值 !值
I #‘%" %‘$# *%‘%’ _%‘%$
O &‘#% *‘%$ #)"‘&, _%‘%#
4 %‘%$ %‘%" #‘*’ &
误差 %‘#+ %‘%’ & &

!!注! %%‘%$ """$ d#,‘%%%# %%‘%#"""$ d,,‘%%%

*‘*‘&!验证试验!按照最优生物转化工艺进行 *
批验证试验# 测得苦丁皂苷 8转化率分别为
$$‘+)!( $$‘$#!( $$‘$&!# 平均 $$‘$"!% 苦丁
皂苷 .含有量分别为 #*‘*$!( #*‘*)!( #*‘+*!#
平均 #*‘*,!# 表明工艺稳定可靠’
*‘+!苦丁皂苷 .分离纯化!按 /*‘*‘$0 项下方
法制备发酵产物# 利用硅胶柱( N.1 柱( 半制备
型R\e4等分离得到苦丁皂苷 .’ 再精密称取
#% 9C# 甲醇定容于 #% 9e量瓶中# %‘"" "9微孔
滤膜过滤# 在 /"‘$0 项色谱条件下测定# 色谱图
见图 &# 可见只检测到 # 个主吸收峰# 外标法显示
其纯度(,$!’

#>苦丁皂苷.

#>QEF;B@D;F6.

图 NI苦丁皂苷7DXEA色谱图
V"1ONIDXEA.58*!:/*18:!*,‘2)"6*4")-7

#R(H[G "&%% [Rf# Z K̂;F;B6(.$$ 中有 ’ 个甲

基质子信号# 分别为 %‘)$( %‘,%( #‘%’( #‘"+(
#‘+#( #‘$$( #‘’# "D# *R$’ 4(* 位连氧次甲基质
子信号 *‘*" "FF# Kd##‘’# +‘+ Rf$# 一对烯质
子信号 $‘’, "FF# Kd#%‘&# #‘, Rf$( ’‘$* "FF#
Kd#%‘$# *‘# Rf$# * 个糖 "IK:( GT:( U7?$ 端
基质子信号 +‘,% "F# Kd$‘’ Rf# #R$( $‘#+ "F#
Kd’‘) Rf# #R$( &‘"% "D# #R$’

#*4(H[G "&%% [Rf# Z K̂;F;B6(.$ $ 中有 +’ 个
碳信号# 4(") 羰基碳信号 #’$‘*+# 4(##( 4(#" 位
和 4(#*( 4(#) 位共轭双键碳信号分别为 #"’‘*#(
#")‘$$ 和 #+%‘)$( #*$‘#"# * 个糖端基碳信号
#%+‘,, " *(IK:(# $( #%+‘," " U7?(# $( #%"‘##
"GT:(#$’ 具体数据如下! #&‘$& "4("+$# #&‘&"
"4("& $# #)‘+’ "4(& $# #)‘&# "4("$ $# #)‘&#
"GT:(&$# #)‘’$ "4("’$# #,‘&" "4(*%$# "*‘)+
"4(", $# "$‘,’ "4(#$ $# "&‘++ "4(" $# "&‘$)
"4(#& $# "’‘)& "4("* $# ")‘&’ "4("# $# **‘%+
"4(’ $# **‘%+ "4("" $# *&‘’+ "4(#% $# *)‘$"
"4(#$# *,‘’, "4(+$# +"‘*% "4()$# +"‘** "4(
#+$# +*‘,* "4(#’ $# $$‘+& "4($ $# $+‘&& "4(
, $# &"‘&, " U7?(& $# &$‘%, " *(IK:($ $# &)‘+*
" *(IK:(+ $# ’%‘#) " GT:($ $# ’#‘&% " U7?(+ $#
’"‘&" "GT:(* $# ’"‘&, "GT:(" $# ’+‘%) "GT:(
+ $# ’+‘"$ " 4(#, $# ’+‘,# " *(IK:(" $# ’$‘##
"U7?("$# ’)‘+" "U7?(*$# ’)‘’$ "U7?($$# )"‘+’
"*(IK:(*$# )&‘%+ "4("%$# ))‘*% "4(*$# #%"‘#
"GT:(# $# #%+‘, " U7?(# $# #%$‘% " *(IK:(# $#
#"’‘* "4(## $# #")‘$ "4(#" $# #*$‘# "4(#) $#
#+%‘) "4(#*$# #’$‘* "4(")$’

以上#R(H[G(#* 4(H[G数据与文献报道一
致)#+* # 故鉴定该化合物为苦丁皂苷.’
&I讨论与结论

本研究以获得较高含有量的苦丁皂苷 .为目
的# 利用黑曲霉转化处理苦丁茶冬青总皂苷# 并发
现苦丁皂苷 8与苦丁皂苷 .结构相似# 差别在于
4")位点处所连接的葡萄糖苷数目不同# 因此可利
用黑曲霉发酵产!(葡萄糖苷酶水解苦丁皂苷 84")
位点外侧的葡萄糖苷# 能获得药理活性更高的苦丁
皂苷.’ 同时# 苦丁皂苷.的结构与%(苦丁内酯(
冬青苦丁皂苷 .( 苦丁皂苷 -)#$* ( 冬青苦丁皂苷
\)#&*相似# 而苦丁皂苷 .作为上述总皂苷转化过
程的中间产物# 有着极为重要的作用# 具有很高的
研究价值’ 本实验选择黑曲霉对苦丁茶冬青总皂苷
进行发酵# 利用菌株产胞外 !(葡萄糖苷酶水解总
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皂苷葡萄糖苷的特性# 通过酶催化反应得到产物苦
丁皂苷.# 并使其含有量显著提高# 但对于黑曲霉
产酶的酶催化活性( 底物反应特异性及其转化机制
还有待进一步研究’

然后# 通过单因素( 正交试验对黑曲霉转化苦
丁茶冬青总皂苷工艺进行优化# 得到最佳初始 ZR
值为 &‘%’ 黑曲霉在发酵过程中会代谢出含有较多
Rp的物质# 培养液 ZR值会下降# 菌株所产生的
!(葡萄糖苷酶活性会随着 ZR值的变化而变化# 黑
曲霉所产生大多数酶的最适宜 ZR值为 +‘$ 左右%
最佳发酵温度为 "$ j’ 随着温度升高# 细胞新陈
代谢加快# 生长比较迅速# 有利于化合物生成# 但
进一步升高时细胞中的蛋白质( 核酸等大分子会受
到不可逆的破坏# 导致副反应物产生% 最佳发酵时
间 ’ F’ 时间过短# 培养基中!(葡萄糖苷酶含有量
较低# 而时间过长时培养基营养消耗殆尽# 不利于
转化% 最佳摇床转速 #"% KP9;B’ 转速过低# 溶氧
少# 菌体生长缓慢# 造成空孢较多# 而转速过高时
溶氧多# 菌体生长过快# 造成菌体变异( 自溶’ 同
时# 测得苦丁皂苷.平均含有量为 #*‘*,!# 表明
该方法可提高其转化率和生物利用度’

接着# 通过硅胶柱( N.1 柱( 半制备型 R\e4
等对发酵产物中的苦丁皂苷 .进行纯化# 并对其
进行R\e4( H[G检测# 测得纯度(,$!# 而且产
物得率高# 质量稳定可靠# 可为中药现代化研究开
辟新方向’

参考文献!

) # * !王!新# 陆慧宁# 林少琨>苦丁茶冬青叶化学成分及药理

作用研究进展)-*>天然产物研究与开发# "%%$# #’"*$!

*&&(*’%>

) " * !杨!滔# 谭庆龙# 朱锦萍# 等>R\e4法同时测定苦丁茶

冬青中 ’ 个三萜皂苷成分的量 )-*>中草药# "%#$# +&

"’$! #%$"(#%$$>

) * * !杨!滔>苦丁茶冬青化学成分及其抗血小板聚集活性研究
).*>广州! 广州中医药大学# "%#$>

) + * !屠鹏飞# 姜!勇# 郑!姣# 等>苦丁茶皂苷 .的制药用

途! 中国# 4H#%**)##’*I)\*>"%#*(##(%&>

) $ * !马百平# 冯!冰# 黄鸿志# 等>中药及其成分的生物转化
)-*>世界科学技术 "中医药现代化$# "%#%# #" "" $!

#$%(#$+>

) & * !牛红军# 王!芃# 杨官娥>微生物转化技术在中药研究中

的应用 )-*>中国实验方剂学杂志# "%#*# #, " #) $!

*+&(*+,>

) ’ * !刘庆鑫# 李慧梁# 柳润辉>微生物转化在天然产物研究中

的应用)-*>药学实践杂志# "%#"# *%"$$! *"#(*"$>

) ) * !朱立俏>中药化学成分的微生物转化研究概述)-*>山东

中医药大学学报# "%#+# *)"#$! ’,()">

) , * !李!洋# 邱智东# 王伟楠>中药生物转化技术研究进展
)-*>中国酿造# "%#$# *+"’$! #$(#,>

)#%* !刘晓霓# 谢!立# 刘!芳# 等>益生菌生物转化中药研究

现状)-*>时珍国医国药# "%#+# "$"+$! ,")(,*%>

)##* !张!熙# 韩双艳>黑曲霉发酵产酶研究进展)-*>化学与

生物工程# "%#&# **"#$! #*(#&>

)#"* !刘!莹# 张!筝# 田成旺# 等>黑曲霉菌对獐牙菜苦苷的

生物转化工艺优化)-*>中草药# "%### +"""$! "$’("&#>

)#** !秦!勇>苦丁茶总皂苷提取纯化工艺研究).*>长沙! 湖

南中医学院# "%%">

)#+* !NE :̂BC[I# 2:BC4G# 4T6B /e# $)-,I5K;J6KZ6B6D:BF

JK;J6KZ6B@;F C7̂?@D;F6DSK@9JT676:]6D@SW,$DT9.&63#- )-*>

!#8)03#$E&()’8# #,,&# +#"*$! )’#()’’>

)#$* !/E@b-# .:;RV# 4T6B -# $)-,I5K;J6KZ6B6D:BF JK;J6KZ6(

B@;F D:Z@B;BDSK@9JT676:]6D@SW,$DT9.&63#-)-*>!,-6)- M$.#

"%### ’’"#&$! #)*$(#)+%>

)#&* !5:BCe# -;:BC2# 5;:B 0[# $)-,I5K;J6KZ6B6D:Z@B;BDSK@9

JT676:]6D@SW,$DT9.&6A3#-)-*>K*(&-6 L-)!’0. B$(# "%%,#

##"&$! $$+($&#>

,*)

"%#) 年 + 月
第 +% 卷!第 + 期

中 成 药
4T;B6D65K:F;J;@B:7\:J6BJ[6F;?;B6

IZK;7"%#)
X@7>+%!H@>+


