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摘要： 目的　 通过酶水解柴胡皂苷 Ｂ１ 获取中药活性成分前柴胡皂苷 Ａ， 并构建关键技术。 方法　 以单因素试验考察

水解酶、 缓冲液 ｐＨ值、 酶 ／底物质量比、 反应温度和反应时间等影响因素， 并通过响应面实验设计对酶水解条件进行

优化； 此后， 利用 ＬＣ⁃ＭＳ、１Ｈ⁃ＮＭＲ、１３Ｃ⁃ＮＭＲ确定产物的化学结构。 结果　 柴胡皂苷 Ｂ１ 的最佳水解酶为蜗牛酶， 在

０􀆰 ２０ ｍｏｌ ／ Ｌ ＨＡｃ⁃ＮａＡＣ缓冲液 （ｐＨ ４􀆰 ５） 中， 当酶与柴胡皂苷 Ｂ１ 的质量比为 ３０ ∶ １时， 于 ５６ ℃下反应 ３３ ｈ后， 水解

率高达 ９９􀆰 １％ ， 产物经鉴定为前柴胡皂苷 Ａ。 结论　 本研究构建的酶水解关键技术获取前柴胡皂苷 Ａ更便捷， 不产生

柴胡皂苷元副产物， 反应过程中不使用无机酸， 清洁环保， 可为大量制备前柴胡皂苷 Ａ 以开展药理药效研究奠定

基础。
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　 　 中药柴胡是伞形科植物柴胡 Ｂｕｐｌｅｕｒｕｍ ｃｈｉｎｅｓｅ ＤＣ． 或

狭叶柴胡 Ｂ． ｓｃｏｒｚｏｎｅｒｉｆｏｌｉｕｍ Ｗｉｌｌｄ． 的干燥根， 分别习称

“北柴胡” 和 “南柴胡” ［１］ ， 用药历史悠久， 始载于 《神农

本草经》， 性辛、 苦， 微寒， 具有疏散退热， 疏肝解郁， 升

举阳气等功效。 柴胡皂苷是柴胡的主要有效成分， 具有抗

肿瘤、 抗炎等药理作用［２⁃５］ ， 其齐墩果烷型分子结构较大，
限制了其通过口服吸收进入体循环。 前柴胡皂苷 Ａ 是柴胡

皂苷 Ｂ１ 脱除一分子葡萄糖基后的次级苷［６⁃８］ 。 现代药理研

究表明， 前柴胡皂苷的药理活性高于其原生苷［９］ ， 且更易

被小肠吸收， 因此研究者围绕该类中药活性成分的制备技

术开展了一些研究， 主要有化学法、 微生物转化法［１０⁃１２］ 。
但是由于其在原植物中的含量很低， 传统色谱分离手段难

以大量制备； 化学法的副产物较多且废水污染严重； 微生

物转化法亦存在副产物较多、 反应条件难以控制等不足；
而酶水解法反应条件温和， 特异性强， 已被广泛地应用于

多种中药苷类活性成分的转化反应［１３⁃１６］ 。 因此， 本文通过

酶水解柴胡皂苷 Ｂ１ 获取前柴胡皂苷 Ａ， 进而采用单因素和

响应面实验对水解条件进行考察及优化， 建立了关键技术，
从而为大量制备前柴胡皂苷系列成分以开展药理药效研究

奠定基础。
１　 材料

ＨＰ１１００ 型高效液相色谱仪 （ＨＰＬＣ， 美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公

司）； ＨＲＱ⁃３１１０ 型涡旋混匀器 （美国 Ｓｉｌｅｎｔｓｈａｋｅ 公司）；
８５⁃２型控温磁力搅拌仪 （江苏金怡仪器科技有限公司）；
ＡＬ⁃１０４型电子分析天平 （瑞士 Ｍｅｔｔｌｅｒ⁃Ｔｏｌｅｄｏ 公司）； ＬＸＱ
型电喷雾质谱 （ ＥＳＩ⁃ＭＳ， 美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公

司）； Ａｄｖａｎｃｅ Ⅱ型核磁共振仪 （ＮＭＲ， ４００ ＭＨｚ， 德国

Ｂｒｕｋｅｒ公司）。
柴胡皂苷 Ｂ１ （纯度≥９８􀆰 ０％ ， 批号 １８０４１７０８） 由成都

普非德生物技术有限公司提供。 乙腈为色谱纯 （美国 Ｏｍｎｉ
公司）； 甲醇、 乙酸、 乙酸钠均为分析纯 （国药集团上海

化学试剂有限公司）。 β⁃葡聚糖苷酶 （活力≥２０ ０００ Ｕ ／ ｇ）
购自江苏金穗生物科技有限公司； β⁃葡萄糖苷酶 （活力

１００ Ｕ ／ ｇ） 购自江苏锐阳生物科技有限公司； 纤维素酶 （活
力≥１５ ０００ Ｕ ／ ｇ， 批号 ２０１９０７１９） 购自国药化学试剂有限

公司； 柚苷酶 （活力 １００ ０００ Ｕ ／ ｇ， 批号 ２０８００８） 由河南百

康化工产品有限公司提供； 蜗牛酶 （批号 Ｓ２０２００４２１） 购

自合肥博美生物科技有限责任公司。
２　 方法

２􀆰 １　 色谱条件 　 Ｋｒｏｍａｓｉｌ⁃Ｃ１８ 色谱柱 （２５０ ｍｍ×４􀆰 ６ ｍｍ，
５ μｍ）； 流动相乙腈（Ａ） ⁃水 （Ｂ）， 梯度洗脱（０ ～ １０ ｍｉｎ，
３５％ ～ ５０％ Ａ； １０ ～ ２０ ｍｉｎ， ５０％ ～ ６０％ Ａ； ２０ ～ ２５ ｍｉｎ，
６０％ ～ ３５％ Ａ）； 体积流量 １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ３０ ℃； 检测

波长 ２５０ ｎｍ； 进样量 ２０ μＬ。
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２􀆰 ２　 标准曲线 　 精密称取柴胡皂苷 Ｂ１ 对照品 ９􀆰 ８４０ ｍｇ，
置于 １０ ｍＬ量瓶中， 甲醇溶解并稀释至刻度， 得到质量浓

度 ０􀆰 ９８４ ０ ｍｇ ／ ｍＬ的对照品储备液。 按照二倍稀释法制备

得到一系列对照品溶液， ０􀆰 ２０ μｍ ＰＴＦＥ微孔滤膜过滤， 取

续滤液， 在 “２􀆰 １” 项色谱条件下测定。 以柴胡皂苷 Ｂ１ 质
量浓度为横坐标 （Ｘ）， 以峰面积为纵坐标 （Ｙ） 进行回归，
得方 程 为 Ｙ ＝ ４２􀆰 ３４３Ｘ ＋ ８􀆰 ６１５ ９ （ Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９９ １ ）， 在

０􀆰 １２０ １～１２３􀆰 ０ μｇ ／ ｍＬ范围内线性关系良好。
２􀆰 ３　 酶水解柴胡皂苷 Ｂ１ 　 分别吸取柴胡皂苷 Ｂ１ 溶液和酶

溶液 （０􀆰 ２０ ｍｏｌ ／ Ｌ ＨＡｃ⁃ＮａＡｃ 缓冲液） 置于离心管中， 在

一定温度下孵育一段时间。 待反应结束后， 向水解液中加

入等体积甲醇， 涡旋混匀。 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 高速离心 １０ ｍｉｎ，
０􀆰 ４５ μｍ微孔滤膜过滤， 取续滤液用于 ＨＰＬＣ 分析， 以不

加酶的反应体系为空白对照。
２􀆰 ４　 单因素试验　 以柴胡皂苷 Ｂ１ 转化率为指标， 采用单

因素实验考察了水解酶 （β⁃葡萄糖苷酶、 β⁃葡聚糖苷酶、
纤维素酶、 蜗牛酶）、 缓冲液 ｐＨ （３􀆰 ０、 ３􀆰 ５、 ４􀆰 ０、 ４􀆰 ５、
５􀆰 ０、 ５􀆰 ５、 ６􀆰 ０、 ６􀆰 ５）、 酶⁃底物质量比 （０􀆰 ５ ∶ １、 １ ∶ １、
２ ∶ １、 ３ ∶ １、 ４ ∶ １、 ５ ∶ １、 １０ ∶ １、 １５ ∶ １、 ２０ ∶ １、 ３０ ∶ １、
４０ ∶ １、 ５０ ∶ １、 ６０ ∶ １）、 反应温度 （ ３０、 ４０、 ５０、 ６０、
７０ ℃） 和反应时间 （１２、 ２４、 ３６、 ４８、 ６０、 ７２ ｈ） 对酶水

解柴胡皂苷 Ｂ１ 转化率的影响。
２􀆰 ５　 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ响应面法　 在单因素试验的基础上， 以

柴胡皂苷 Ｂ１ 转化率为响应值， 进行响应面实验设计

（Ｄｅｓｉｇｎ⁃Ｅｘｐｅｒｔ ｖ８􀆰 ０􀆰 ６􀆰 １）； 此外， 对预测所得最佳反应条

件进行验证， 并考察实际值与预测值的相对误差。 响应面

实验设计因素及水平见表 １， 模型回归方程为 Ｙ ＝ β０ ＋

∑
ｋ

ｉ ＝ １
（βｉＸｉ） ＋∑

ｋ

ｉ ＝ １
（βｉｉＸ２ｉ ） ＋∑

ｋ

ｉ ＜ ｊ
（βｉｊＸｉＸｊ）。 式中 Ｙ 为柴胡皂

苷的转化率， β０ 为拦截系数， βｉ 为线性项， βｉｉ为二次项，
βｉｊ为交互项， Ｘｉ、 Ｘｊ 为自变量编码值 （ ｉ≠ ｊ， ｉ， ｊ ＝ １， ２，
３， ……， ｋ）。

表 １　 因素水平

因素
水平

－１ ０ １
缓冲液 ｐＨ ４􀆰 ０ ４􀆰 ５ ５􀆰 ０

反应温度 ／ ℃ ５０ ６０ ７０
反应时间 ／ ｈ １２ ２４ ３６

２􀆰 ６　 酶解产物的结构鉴定　 酶水解结束后， 通过反相柱层

析对酶解产物进行纯化， 并采用 ＬＣ⁃ＭＳ、１Ｈ⁃ＮＭＲ 和１３ Ｃ⁃
ＮＭＲ对其化学结构进行鉴定。
３　 结果

３􀆰 １　 ＨＰＬＣ色谱图 　 按 “２􀆰 １” 项下 ＨＰＬＣ 分析条件对前

柴胡皂苷 Ａ、 柴胡皂苷 Ｂ１ 及其酶解液进行分析。 如图 １所
示， 柴胡皂苷 Ｂ１ 及其水解产物前柴胡皂苷 Ａ均能得到较好

地分离 （Ｒ＞１􀆰 ５）。
３􀆰 ２　 单因素试验结果

３􀆰 ２􀆰 １　 水解酶　 如图 ２所示， ４ 种酶均可以选择性地脱去

柴胡皂苷 Ｂ１ 末端的葡萄糖， 生成前柴胡皂苷 Ａ， 其中蜗牛

１． 柴胡皂苷 Ｂ１ 　 ２． 前柴胡皂苷 Ａ

图 １　 柴胡皂苷 Ｂ１ 对照品 （Ａ）、 前柴胡皂苷 Ａ 对照品

（Ｂ） 和柴胡皂苷 Ｂ１ 酶解液 （Ｃ） 的 ＨＰＬＣ 色谱图

（２５０ ｎｍ）

酶所得的转化率远高于其他 ３ 种酶。 这可能是由于蜗牛酶

含有纤维素酶、 β⁃Ｄ⁃葡糖糖苷酶、 淀粉酶、 蛋白酶等 ２０ 多

种酶， 其中的一些酶对葡萄糖苷键具有较强的水解作用。
相比单一酶来说， 蜗牛酶这种复合酶对于葡萄糖苷键的水

解更有优势。 因此， 在后续实验中选择了蜗牛酶。

图 ２　 不同浓度水解酶对柴胡皂苷 Ｂ１ 转化率的影响

３􀆰 ２􀆰 ２　 酶 ／底物质量比　 如图 ３Ａ 所示， 当质量比由 ４ ∶ １
提高到 ３０ ∶ １ 时， 转化率从 ９４％ 增加至 ９９％ ， 继续提高质

量比， 则转化率变化不明显。 因此， 最佳酶 ／底物质量比为

３０ ∶ １。
３􀆰 ２􀆰 ３　 缓冲液 ｐＨ　 如图 ３Ｂ所示， 在 ｐＨ３􀆰 ０～ ４􀆰 ５范围内，
随着缓冲液 ｐＨ 升高， 转化率逐渐升高， 并在 ｐＨ４􀆰 ５ 时达

到最高值 ９９􀆰 ５％ ， 但是将 ｐＨ进一步提高至 ５􀆰 ５后， 转化率

明显下降， 当 ｐＨ为 ６􀆰 ５时， 转化率仅为 ８１􀆰 ２％ 。 因此， 最

佳缓冲液 ｐＨ值为 ４􀆰 ５。
３􀆰 ２􀆰 ４　 反应温度　 如图 ３Ｃ所示， 蜗牛酶对柴胡皂苷 Ｂ１ 的
转化效果随着温度的升高呈现先增加后减弱的趋势， 并在
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６０ ℃时达到最大值； 当温度继续升高时， 酶蛋白开始变性

失活， 导致转化率下降。 因此， 最佳反应温度为 ６０ ℃。
３􀆰 ２􀆰 ５　 反应时间　 如图 ３Ｄ所示， 柴胡皂苷 Ｂ１ 被蜗牛酶水

解 １２ ｈ之后， 转化率可达 ９５％ ， 延长水解时间至 ２４ ｈ， 转

化率可进一步提高到 ９９％ ； 此后， 转化率保持平稳。 综合

考虑柴胡皂苷 Ｂ１ 转化率和节约时间， 选择 ２４ ｈ 作为最佳

酶水解时间。

图 ３　 单因素对柴胡皂苷 Ｂ１ 转化率的影响

３􀆰 ３　 响应面试验结果

３􀆰 ３􀆰 １　 回归方程及显著性分析　 通过 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面

实验设计考察了缓冲液 ｐＨ （Ｘ１）、 反应温度 （Ｘ２） 和反应

时间 （Ｘ３ ） 对柴胡皂苷 Ｂ１ 转化率的影响， 实验结果见

表 ２。
表 ２　 响应面实验设计与结果

编号
Ｘ１ 缓冲

液 ｐＨ

Ｘ２ 反应

温度 ／ ℃

Ｘ３ 反应

时间 ／ ｈ
转化率 ／ ％

实验值 预测值

１ ４􀆰 ５ ７０ ３６ ９６􀆰 ７４ ９７􀆰 ９９
２ ５􀆰 ０ ６０ ３６ ９７􀆰 ９４ ８７􀆰 ６８
３ ５􀆰 ０ ５０ ２４ ８８􀆰 １３ ８２􀆰 ５７
４ ５􀆰 ０ ７０ ２４ ９３􀆰 ５７ ９４􀆰 ３２
５ ４􀆰 ５ ５０ ３６ ９８􀆰 １５ ９４􀆰 ９４
６ ４􀆰 ５ ６０ ２４ ９８􀆰 ６７ ９５􀆰 ９９
７ ４􀆰 ５ ６０ ２４ ９７􀆰 ７６ ９７􀆰 ５２
８ ４􀆰 ０ ６０ １２ ９４􀆰 ９０ ９７􀆰 ９０
９ ４􀆰 ５ ７０ １２ ９２􀆰 ４７ ９８􀆰 １８
１０ ４􀆰 ０ ６０ ３６ ９７􀆰 ２６ ９１􀆰 ９９
１１ ４􀆰 ０ ５０ ２４ ９８􀆰 ７４ ９８􀆰 ６３
１２ ４􀆰 ５ ６０ ２４ ９６􀆰 ８４ ９６􀆰 ０３
１３ ４􀆰 ５ ５０ １２ ９７􀆰 ４７ ９７􀆰 ７６
１４ ４􀆰 ０ ７０ ２４ ８２􀆰 １３ ９７􀆰 ７６
１５ ４􀆰 ５ ６０ ２４ ９８􀆰 ６１ ９７􀆰 ７６
１６ ４􀆰 ５ ６０ ２４ ９６􀆰 ９０ ９７􀆰 ７６
１７ ５􀆰 ０ ６０ １２ ９６􀆰 ２５ ９７􀆰 ７６

　 　 将以上所得数据进行多元回归分析， 得到拟合方程Ｙ＝

９７􀆰 ７６ ＋ ０􀆰 ３６Ｘ１ － ２􀆰 ２０Ｘ２ ＋ １􀆰 １２Ｘ３ ＋ ５􀆰 ５１Ｘ１Ｘ２ － ０􀆰 １７Ｘ１Ｘ３ ＋

０􀆰 ９０Ｘ２Ｘ３－３􀆰 ３７Ｘ２１－ ３􀆰 ７５ Ｘ２２＋ ２􀆰 ２０Ｘ２３。 此外， 以转化率为响

应值对各因素的显著性进行分析（表 ３）， Ｐ＜０􀆰 ０００ １且失拟

项不显著， 可见所得模型能准确分析和解释模型中各因素

对响应值的影响； 同时， 反应温度的升高不利于转化率的

增加， 而较长的反应时间和较高的缓冲液 ｐＨ则有利于提升

柴胡皂苷 Ｂ１ 转化率。 从二次项的 Ｐ 值分析可知， Ｘ１ ２ （Ｐ ＝

０􀆰 ０００ ２）、 Ｘ２ ２ （Ｐ＜ ０􀆰 ０００ １）、 Ｘ３ ２ （Ｐ ＝ ０􀆰 ００２ ０） 均小于

０􀆰 ０５， 三者对柴胡皂苷 Ｂ１ 的转化率具有显著性影响。
表 ３　 二阶多项回归方程方差分析

源 平方和 自由度 均方 Ｆ 值 Ｐ 值

模型 ３０１􀆰 １５ ９ ３３􀆰 ４６ ３７􀆰 ４５ ＜ ０􀆰 ０００ １
Ｘ１ １􀆰 ０３ １ １􀆰 ０３ １􀆰 １５ ０􀆰 ３１９ ５
Ｘ２ ３８􀆰 ５９ １ ３８􀆰 ５９ ４３􀆰 １９ ０􀆰 ０００ ３
Ｘ３ １０􀆰 １２ １ １０􀆰 １２ １１􀆰 ３３ ０􀆰 ０１２ ０

Ｘ１Ｘ２ １２１􀆰 ６０ １ １２１􀆰 ６０ １３６􀆰 １２ ＜ ０􀆰 ０００ １
Ｘ１Ｘ３ ０􀆰 １１ １ ０􀆰 １１ ０􀆰 １３ ０􀆰 ７３３ ６
Ｘ２Ｘ３ ３􀆰 ２１ １ ３􀆰 ２１ ３􀆰 ５９ ０􀆰 ０９９ ８
Ｘ１ ２ ４７􀆰 ７４ １ ４７􀆰 ７４ ５３􀆰 ４４ ０􀆰 ０００ ２
Ｘ２ ２ ５９􀆰 ０８ １ ５９􀆰 ０８ ６６􀆰 １３ ＜ ０􀆰 ０００ １
Ｘ３ ２ ２０􀆰 ３５ １ ２０􀆰 ３５ ２２􀆰 ７８ ０􀆰 ００２ ０
残差 ６􀆰 ２５ ７ ０􀆰 ８９ — —
失拟 ３􀆰 １１ ３ １􀆰 ０４ １􀆰 ３２ ０􀆰 ３８５ ０
误差 ３􀆰 １４ ４ ０􀆰 ７９ — —
总计 ３０７􀆰 ４１ １６ — — —
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３􀆰 ３􀆰 ２　 反应时间和缓冲液 ｐＨ 对柴胡皂苷 Ｂ１ 转化率的影

响　 反应时间和缓冲液 ｐＨ的交互作用见图 ４。 当体系中 ｐＨ
为 ４􀆰 ５时， 随着反应时间的增加， 柴胡皂苷 Ｂ１ 转化率缓慢

上升后趋于稳定； 当反应时间为 ２４ ｈ 时， 转化率随着 ｐＨ
值的增加呈现先增加后降低的趋势， ｐＨ偏高或偏低时会影

响蜗牛酶与底物的结合， 降低反应速率。

图 ４　 交互项 （反应时间和缓冲液 ｐＨ） 对柴胡皂苷 Ｂ１

转化率的影响

３􀆰 ３􀆰 ３　 反应温度和缓冲液 ｐＨ 对柴胡皂苷 Ｂ１ 转化率的影

响　 反应温度和缓冲液 ｐＨ的交互作用见图 ５。 当反应温度

为 ６０ ℃时， 随着体系中 ｐＨ升高， 柴胡皂苷 Ｂ１ 转化率先上

升后下降； 当 ｐＨ ４􀆰 ５时， 转化率随着温度的升高呈现出相

同的趋势， 即先增加后降低， 表明反应温度和缓冲液 ｐＨ过

高或过低均不利于酶水解反应的进行。

图 ５　 交互项 （反应温度和缓冲液 ｐＨ） 对柴胡皂苷 Ｂ１

转化率的影响

３􀆰 ３􀆰 ４　 反应温度和反应时间对柴胡皂苷 Ｂ１ 转化率的影

响　 反应温度和反应时间的交互作用见图 ６。 当反应温度为

６０ ℃时， 随着反应时间的增加， 柴胡皂苷 Ｂ１ 转化率先上升

后趋于稳定； 当反应时间为 ２４ ｈ 时， 转化率随着温度的升

高先增加后迅速降低。
３􀆰 ３􀆰 ５　 最佳水解条件及验证试验 　 通过 Ｄｅｓｉｇｎ⁃ｅｘｐｅｒｔ
８􀆰 ０􀆰 ６􀆰 １软件优化后得到蜗牛酶水解柴胡皂苷 Ｂ１ 的最佳反

应条件为反应温度 ５５􀆰 ７８ ℃， 反应时间 ３３􀆰 ２４ ｈ， 缓冲液 ｐＨ

图 ６　 交互项 （反应温度和反应时间） 对柴胡皂苷 Ｂ１

转化率的影响

４􀆰 ３６， 并对其进行验证， 考虑到实验的实际可操作性， 将

水解条件调整为反应温度 ５６ ℃， 反应时间 ３３ ｈ， 缓冲液

ｐＨ ４􀆰 ５； 在此条件下， ３ 次平行实验所得的柴胡皂苷 Ｂ１ 转
化率为 ９９􀆰 １％ ， 与预测值 １００􀆰 ２％ 基本相符， 表明优化得到

的酶水解条件与实际拟合度较好。
３􀆰 ４ 　 酶 解 产 物 的 结 构 鉴 定 　 ＥＳＩ⁃ＭＳ ｍ ／ ｚ： ６４１
［Ｍ＋Ｎａ］ ＋。１Ｈ⁃ＮＭＲ （ ４００ ＭＨｚ， ＤＭＳＯ⁃ｄ６ ） δ： ０􀆰 ５８ （ ｓ，
２４⁃ＣＨ３）， ０􀆰 ６６ （ ｓ， ２６⁃ＣＨ３ ）， ０􀆰 ７３ （ ｓ， ２９⁃ＣＨ３ ）， ０􀆰 ８４
（ｓ， ２５⁃ＣＨ３ ）， ０􀆰 ９０ （ ｓ， ３０⁃ＣＨ３ ）， ０􀆰 ９３ （ ｓ， ２７⁃ＣＨ３ ），
１􀆰 ２２ （ ｄ， Ｈ⁃６′）， ４􀆰 ３３ （ ｄ， Ｈ⁃１′）， ５􀆰 ５５ （ ｄｄ， Ｈ⁃１１ ），
６􀆰 ３５ （ｄｄ， Ｈ⁃１２）；１３Ｃ⁃ＮＭＲ （１００ ＭＨｚ， ＤＭＳＯ⁃ｄ６） δ： ３８􀆰 ０
（Ｃ⁃１， １９）， ２５􀆰 ５ （Ｃ⁃２）， ８０􀆰 ３ （Ｃ⁃３）， ４３􀆰 ０ （Ｃ⁃４）， ４６􀆰 ６
（Ｃ⁃５）， １８􀆰 ７ （Ｃ⁃６）， ３２􀆰 ０ （Ｃ⁃７）， ４０􀆰 ４ （Ｃ⁃８）， ５４􀆰 ０ （Ｃ⁃
９）， ３６􀆰 １ （Ｃ⁃１０）， １２６􀆰 ８ （ Ｃ⁃１１）， １２５􀆰 ４ （ Ｃ⁃１２）， １３５􀆰 ７
（Ｃ⁃１３）， ４３􀆰 ８ （Ｃ⁃１４）， ３４􀆰 ２ （Ｃ⁃１５）， ７５􀆰 ４ （Ｃ⁃１６）， ４３􀆰 ７
（Ｃ⁃１７ ）， １３３􀆰 ２ （ Ｃ⁃１８ ）， ３２􀆰 ６ （ Ｃ⁃２０ ）， ３４􀆰 ８ （ Ｃ⁃２１ ），
２９􀆰 ７ （Ｃ⁃２２）， ６３􀆰 １ （Ｃ⁃２３）， １２􀆰 ９ （Ｃ⁃２４）， １７􀆰 ７ （Ｃ⁃２５），
１７􀆰 ２ （Ｃ⁃２６）， ２１􀆰 ９ （Ｃ⁃２７）， ６２􀆰 ８ （Ｃ⁃２８）， ２４􀆰 ９ （Ｃ⁃２９），
３２􀆰 ４ （Ｃ⁃３０）， １０５􀆰 ２ （３⁃Ｏ⁃Ｆｕｃ⁃Ｃ⁃１′）， ７４􀆰 １ （Ｃ⁃３′）， ７１􀆰 ６
（Ｃ⁃２′）， ７１􀆰 ４ （Ｃ⁃４′）， ７０􀆰 ２ （Ｃ⁃５′）， １７􀆰 ０ （ Ｃ⁃６′）。 以上

数据与文献 ［１７⁃１８］ 报道基本一致， 故鉴定该化合物为前

柴胡皂苷 Ａ。
４　 结论与讨论

本研究基于酶水解构建了从柴胡皂苷 Ｂ１ 制备稀有前柴

胡皂苷 Ａ的关键技术。 与传统酸水解相比， 该方法可方便

地获取柴胡次级苷， 而不产生柴胡皂苷元副产物； 而且在

反应过程中不使用无机酸， 因此是一种清洁的水解技术。
本文所建立的酶水解关键技术， 可为大量制备前柴胡皂苷

Ａ以开展药理药效研究奠定基础。
采用单因素和响应面相结合的方法对酶水解条件进行

优化， 并利用 ＬＣ⁃ＭＳ、 ＮＭＲ 确定产物的化学结构。 结果表

明， 柴胡皂苷 Ｂ１ 的最佳水解酶为蜗牛酶， 当酶 ／底物质量

比为 ３０ ∶ １、 酶解反应时间 ３３ ｈ、 酶解反应温度 ５６ ℃、 缓
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冲液 ｐＨ ４􀆰 ５时， 柴胡皂苷 Ｂ１ 转化率高达 ９９􀆰 １％ ， 产物为

前柴胡皂苷 Ａ。
中药活性成分包括三萜类、 黄酮类、 蒽醌类、 甾体类、

生物碱类等， 是中医药在临床实践中发挥防病治病作用的

重要物质基础， 同时也是现代医药产业中备受关注的药用

分子实体， 其新型制备技术是近年来较为活跃的研究领域。
本文所构建的酶水解法具有效率高和操作方便等优点， 利

用该技术从天然产物中获取生物活性化合物 （包括次级苷

或苷元） 具有良好的发展潜力。
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