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摘  要：【背景】柔毛淫羊藿(Epimedium pubescens Maxim.)是传统药用植物，其药用成分主要为

黄酮类化合物。部分黄酮类成分因糖基化程度较高导致生物利用度受限。生物转化技术可定向制

备低糖基黄酮，是提升活性成分成药性的潜在策略。【目的】筛选高效转化朝藿定 C 生成淫羊藿

苷的功能菌株，解析其关键酶系特性，并通过微生物驯化提升底物耐受性及转化效率。【方法】

采用生境特异性采样策略，从淫羊藿根际土壤和叶际微生物群落中筛选菌株。通过薄层色谱法(thin 
layer chromatography, TLC)-HPLC 联用技术建立转化产物监测体系；结合 16S rRNA 基因系统发育

分析和糖苷酶活性解析，鉴定功能菌株分类地位及其功能酶类。采用单因素试验优化粗酶反应体

系(温度、pH、底物浓度、酶活力浓度)；以梯度胁迫法(0.01−0.12 g/mL 水提液)进行六轮定向驯化，

评估菌株适应性进化效果。【结果】分离获得芽孢杆菌(Bacillus sp.) MY202402-3，其粗酶液中 α-L-鼠
李糖苷酶(18.7 U/mL)与 β-葡萄糖苷酶(3.3 U/mL)活性显著；在含 0.01 g/mL 水提液的培养基中，朝

藿定 C 平均转化率与宝藿苷Ⅰ平均生成率分别为 88.10%与 21.13%。粗酶最适反应条件为 50 ℃、pH 
7.5、底物浓度 1.2 mg/mL、酶活 10 U/mL，2 h 内朝藿定 C 转化率达 95.20%，淫羊藿苷纯度 96.78%。

经浓度梯度驯化后，菌株在 0.10 g/mL 水提液中朝藿定 C 转化率提升至 90.93%，0.08 g/mL 体系中

宝藿苷Ⅰ生成率达 26.96%。【结论】本研究采用的微生物筛选与驯化相结合的策略显著提高了朝藿

定 C 的生物转化效率，为提升中药提取物中活性成分的生物利用度提供了参考；浓度依赖性优化
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进一步展示了其在工业应用中的可扩展潜力；菌株 MY202402-3 是芽孢杆菌属被报道用于淫羊藿

黄酮类成分转化的菌株，扩大了芽孢杆菌属的应用。 
关键词：生物转化；微生物；朝藿定 C；淫羊藿苷；宝藿苷Ⅰ；高效液相色谱法 
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Abstract: [Background] Epimedium pubescens Maxim., a traditional medicinal plant, contains 
flavonoids as its primary bioactive constituents. The bioavailability of certain highly glycosylated 
flavonoids is limited due to high glycosylation. Biotransformation enables directional preparation of 
low-glycosylated flavonoids, representing a potential strategy to enhance the druggability of active 
components. [Objective] To screen functional strains capable of efficiently converting epimedin C 
to icariin, characterize their key enzyme systems, and improve substrate tolerance/conversion 
efficiency through microbial domestication. [Methods] We isolated strains from the rhizosphere 
microbiota and the phyllosphere microbiota of Epimedium by habitat-specific sampling. A thin 
layer chromatography (TLC)-HPLC system was established for the monitoring of transformation 
products. The phylogenetic analysis (16S rRNA gene) and glycosidase activity profiling were 
employed to identify the strain and functional enzymes, respectively. Single-factor experiments 
were conducted to optimize the crude enzyme reaction parameters (temperature, pH, substrate 
concentration, and enzyme activity). Six rounds of gradient stress domestication (0.01−0.12 g/mL 
aqueous extract of Epimedium) were implemented to evaluate the adaptive evolution of the strain. 
[Results] Bacillus sp. MY202402-3 was isolated, with its crude enzymes demonstrating notable 
α-L-rhamnosidase (18.7 U/mL) and β-glucosidase (3.3 U/mL) activities. In the medium containing 
0.01 g/mL aqueous extract, the average epimedin C conversion rate and the average baohuoside I 
yield reached 88.10% and 21.13%, respectively. The optimal reaction conditions of the crude 
enzyme were 50 ℃, pH 7.5, 1.2 mg/mL substrate, and 10 U/mL enzyme, under which the epimedin 
C conversion rate and the icariin purity reached 95.20% and 96.78%, respectively, within 2 h. 
Post-domestication, the conversion rate improved to 90.93% in the medium containing 0.10 g/mL 
aqueous extract, and the baohuoside I yield reached 26.96% in the system containing 0.08 g/mL 
aqueous extract of Epimedium. [Conclusion] The integrated microbial screening-domestication 
strategy significantly enhances epimedin C biotransformation efficiency, providing insights for 
improving the bioavailability of herbal extracts. Concentration-dependent optimization 
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demonstrates scalable industrial potential. As the Bacillus strain reported for Epimedium flavonoid 
transformation, MY202402-3 expands the application scope of Bacillus. 
Keywords: biotransformation; microorganisms; epimedin C; icariin; baohuoside I; HPLC 
 
 

药材淫羊藿为传统补益类中药，其性味辛

甘温，走肝肾二经。据参考文献[1]收载，淫羊

藿为小檗科植物淫羊藿(Epimedium brevicornu 
Maxim.)、箭叶淫羊藿 (Epimedium sagittatum 
Maxim.) 、柔毛淫羊藿 (Epimedium pubescens 
Maxim.) 或朝鲜淫羊藿 (Epimedium koreanum 
Nakai.)的干燥叶，主要含有黄酮、多糖等生物

活性成分[2]。 
现代药理学研究表明，淫羊藿总黄酮具有

多系统调节作用，包括改善心血管功能、增强

免疫应答、调节内分泌平衡、促进生殖健康及

调控骨代谢活性[3]。同时，淫羊藿还有抗肿瘤

等药理活性[4]，其活性成分主要集中在 C-8 位

含有异戊烯基取代的黄酮类化合物[5]。淫羊藿

代表性成分为淫羊藿苷，其对生殖系统、神经

系统等有一定作用，用于治疗多种疾病[6]；此

外，宝藿苷Ⅰ有抗肿瘤、改善认知功能障碍、脑

缺血再灌注损伤保护、神经保护等药理作用[7]。

淫羊藿糖基取代呈现规律性特征：R1 位点主要

连接单糖基团，以鼠李糖和葡萄糖最为常见；

R2 位点则倾向形成二糖结构(图 1)，其中鼠李糖

占据核心位置，其余糖基的取代频率依次为葡

萄糖、木糖和半乳糖。 
 

 
 
图 1  淫羊藿黄酮类骨架结构 
Figure 1  Epimedium flavonoids skeleton structure. 

近年来，天然产物转化策略主要包括化学

水解[8]、酶解法[9]及微生物转化[10]三类。化学水

解虽反应速率快，但存在条件剧烈(高温、强酸/
碱)、选择性差(糖苷键非特异性断裂)及环境污染

等问题；酶解法虽特异性高，却面临酶源有限、

稳定性差及成本高昂的瓶颈。相比之下，微生物

转化技术因兼具环境友好性(常温常压、无有毒试

剂)、底物广谱性(利用菌株内多酶协同作用)及工

艺经济性(菌体可重复利用)，逐渐成为天然产物

转化的研究热点。如何通过绿色高效的技术手段

将淫羊藿中多糖基黄酮类成分转化为低糖基黄

酮类成分，已成为提升其临床应用价值的关键科

学问题。微生物转化法能温和、高效地制备低糖

基淫羊藿黄酮类成分(产物得率高、副产物少)，
兼具环境友好和低能耗优势，对提升该类成分的

生物利用度及工业化生产具有重要潜力[10-13]。 
目前已有研究报道，利用真菌子囊霉

(Hormoconis resinae) 和 角 孢 拉 曼 被 孢 霉

(Mortierella ramanniana var. angulispora)对淫

羊藿苷进行生物转化，分别以 98%和 92%的产

率得到淫羊藿次苷 II 和淫羊藿苷元[14]，但多数

生物转化需依赖复杂的分离酶[15]或基因工程[16]

改造。主要的淫羊藿黄酮类成分的微生物转化

途径及产物见图 2。此外，传统工艺多采用“提
取-纯化-转化”分步操作，导致流程冗长、物料

损耗，严重制约了其工业化应用。 
本研究以淫羊藿提取液为基础制备选择培

养基，对比不同生境土壤及叶片样品中微生物

转化朝藿定 C 的能力，并筛选优势生境中的目

标微生物，通过平板筛选法分离目标菌株，在

选择培养基中培养，利用薄层色谱法(thin layer 
chromatography, TLC)定性结合 HPLC 定量分析

朝藿定 C 的转化效率。分离菌液中的关键酶，

构建酶催化体系验证其转化能力，优化反应温 
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图 2  淫羊藿黄酮类成分的微生物转化途径及产物   ①：小鼠肠道菌、肠道酶[17]；②：嗜热网球菌

DSM3960[15]；③：短刺小克银汉霉菌[18]；④：链球菌 MRG-ICA-B、肠球菌 MRG-ICA-E、布劳特氏菌

MRG-PMF-1 [19]；⑤：绿色木霉[20]；⑥：柱孢梨头霉菌 E9r [21]；⑦：平菇发酵液[22]；⑧：甘草桑树细

胞悬浮液[23]。Glu：葡萄糖；Rha：鼠李糖；Xyl：木糖。 
Figure 2  Microbial transformation pathways and products of Epimedium flavonoids. ①: Mouse intestinal 
bacteria and enzymes[17]; ②: Thermofilum pendens DSM3960[15]; ③: Cunninghamella blakesleeana[18]; ④: 
Streptococcus sp. MRG-ICA-B, Enterococcus sp. MRG-ICA-E, and Blautia sp. MRG-PMF-1[19]; ⑤ : 
Trichoderma viride[20]; ⑥: Absidia sp. E9r[21]; ⑦: Pleurotus ostreatus[22]; ⑧: Glycyrrhiza and Morus alba 
cell suspensions[23]. Glu: Glucose; Rha: Rhamnose; Xyl: Xylose. 
 
度、pH、酶活力浓度、底物浓度，通过 HPLC
监测转化率，并验证确定转化率和产物纯度；

优化转化朝藿定 C 菌株的培养条件。预期可为

淫羊藿资源的高值化开发提供理论支撑与技术

范例，对推动中药现代化与国际化进程具有重

要科学意义与应用前景。 
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1  材料与方法 
1.1  样品 

柔毛淫羊藿药材于 2024 年采自西南科技

大学淫羊藿种植基地，经唐志康教授鉴定为小

檗 科淫 羊 藿 属植 物 柔 毛淫 羊 藿 (Epimedium 
pubescens)的叶。 

2024 年 2 月在四川省 3 个典型区域采集土

壤及腐叶样品。人工种植区：绵阳市西南科技大学

淫羊藿种植基地(104°41′41.06″E，31°32′29.22″N，

海拔 495 m)，避开施肥区采集种植区及周边腐叶。

自然分布区：成都市青城山后山(103°28′46.33″E，
30°54′59.47″N，海拔 930 m)，采集青城山淫羊

藿 (Epimedium qingchengshanense)植株周边腐

叶。对照区：绵阳市千佛山林地(104°14'31.20″E，

31°44'34.22″N，海拔 2 219 m)，采集无淫羊藿分

布的腐叶。 
采样方法：采用五点取样法采集表层土壤

(0−20 cm)和地表腐殖层落叶(每点 200 g)，土壤

混合后四分法缩分至 500 g。所有样品无菌包

装，标注采样信息后 4 ℃暂存，24 h 内转移至

−80 ℃保存。 
阳性对照菌株：植物乳杆菌(Lactobacillus 

plantarum) LP-202301 由西南科技大学生命科

学与农林学院提供。该革兰氏阳性杆菌保藏于

MRS 斜面培养基，实验前经 MRS 液体培养基

37 ℃厌氧活化 48 h。 

1.2  培养基 
MRS 肉汤、MRS 琼脂、牛肉膏蛋白胨培养

基(beef extract peptone medium, BPM)、马铃薯

葡萄糖肉汤(potato dextrose broth, PDB)和马铃

薯葡萄糖琼脂(potato dextrose agar, PDA)，青岛

高科技工业园海博生物技术有限公司；选择性

培养基 (g/L)：蛋白胨 1.0−5.0，酵母提取物

0.5−2.0，K₂HPO4 1.0，MgSO4·7H2O 0.2，CaCl2 
0.01，FeSO4 0.001，鼠李糖 0.01−0.1，以 0.01 g/mL
淫羊藿水提液配制(pH 自然)。 

所有培养基经 121 ℃灭菌 20 min，灭菌后

经 HPLC 验证淫羊藿水提液中 5 种黄酮类成分

(朝藿定 A、朝藿定 B、朝藿定 C、淫羊藿苷、

宝藿苷Ⅰ)含量无显著变化(P>0.05)。 
1.3  主要试剂和仪器 

朝藿定 A 对照品、朝藿定 B 对照品、朝

藿定 C 对照品、淫羊藿苷对照品和宝藿苷 Ⅰ
对照品，成都曼思特生物科技有限公司；对

硝基苯基-α-L-吡喃鼠李糖苷(4-nitrophenyl-α-L- 
rhamnopyranoside, pNPR)，南京都莱生物技术有

限 公 司 ； 4- 硝 基 苯 基 -β-D- 吡 喃 葡 萄 糖 苷

(4-nitrophenyl-β-D-glucopyranoside, pNPG)、对硝

基苯酚(p-nitrophenol, pNP)，上海源叶生物科技

有限公司；乙腈，赛默飞世尔科技(中国)有限公

司；乙酸乙酯、甲醇和乙醇，成都市科隆化学

品有限公司；0.01 mol/L PBS 缓冲液(pH 7.3)，
青岛高科技工业园海博生物技术有限公司。 

高效液相色谱仪和 C18 色谱柱，安捷伦科

技(中国)有限公司；超声波清洗器，昆山禾创超

声有限公司；全自动高压灭菌锅，Tomy Digital 
Biology 公司；三用紫外分析仪，上海宝山顾村

电光仪器厂；旋转蒸发仪，广州市授科仪器科

技有限公司；紫外分光光度计，上海元析仪器

有限公司；酶标分析仪，南京德铁生物科技有

限公司。 
1.4  HPLC法测定淫羊藿黄酮类成分的

含量 
色谱柱：Eclipse XDB-C18 (4.6 mm×250 mm, 

5 μm)；流动相：乙腈 (A)-纯水 (B)梯度洗脱

(0−15 min，乙腈10%−25%；15−35 min，乙腈 25%；

35−60 min，乙腈 25%−71%)；流速 1.0 mL/min；
柱温为室温；进样量 10 μL；检测波长 270 nm。 

对照品溶液制备：分别精密称取朝藿定 A、

朝藿定 B、朝藿定 C、淫羊藿苷、宝藿苷Ⅰ对照

品于 10 mL 容量瓶中，用甲醇溶解，定容至刻

度，摇匀，得到对照品溶液。分别吸取 200 μL
并混合均匀，过 0.45 μm 微孔滤膜，即得混合

对照品溶液。 
菌液供试品溶液制备：取 5.0 mL 实验菌液，
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加稀乙醇溶解后转移至 10 mL 容量瓶，定容至

刻度，经 0.22 μm 滤膜过滤即得供试品溶液。 
叶片供试品溶液制备：取淫羊藿干燥叶片，

去杂洗净，60 ℃烘干粉碎，过三号筛。精密称

取 0.2 g 粉末置 50 mL 具塞锥形瓶，加 20 mL
稀乙醇，密封称重。40 ℃超声 1 h (功率 400 W，

频率 50 kHz)，冷却至室温后称重，失重用稀乙

醇补足，摇匀经 0.45 μm 滤膜过滤即得。 
水提液供试品溶液的制备：精密称取同一

批次粉碎的 5.0 g 粉末，按 1:15 的固液比，95 ℃
条件下水浴回流提取 1.5 h，冷却抽滤，即得提

取液，提取 3 次，记录提取液体体积，调整浓

度至 0.01 g/mL 即得。 
1.5  转化朝藿定 C 和淫羊藿苷微生物

筛选 
1.5.1  菌悬液制备 

准确称取 1.0 g 土壤样品，过 10 目筛去除

杂质；叶片样品剪成 1 cm×1 cm 组织块。将样品

与 2 颗 5 mm 灭菌玻璃珠共同置于 250 mL 灭菌

锥形瓶中，加入 9 mL 预冷(4 ℃)的 0.01 mol/L 
PBS 缓冲液(pH 7.3)。先于 4 ℃条件下 40 kHz
超声处理 15 min，再于 30 ℃、200 r/min 振荡   
1 h，使微生物脱离表面。静置沉淀后取上清作

为菌悬液。另设等量 0.01 mol/L PBS 缓冲液(pH 
7.3)作为空白对照。植物乳杆菌悬液浓度通过

OD600 标定，使其与其余菌悬液光密度值一致。 
1.5.2  不同生境菌群对朝藿定 C 和宝藿苷Ⅰ的
影响 

以青城山原生境土壤、叶片样品(实验组

A)和淫羊藿人工栽培土壤、叶片样品(实验组

B)为研究对象，制备菌悬液后，初次按 10%接

种量接入选择培养基；30 ℃、200 r/min 培养 7 d
后，取 10%菌液转接至蛋白胨等成分梯度递减

的选择培养基中，每个梯度 30 ℃、200 r/min
培养 7 d；如此重复，待培养基蛋白胨等成分降

至中间梯度时，定时取样；同步设置阳性对照

(植物乳杆菌)和对照区组(千佛山生境样品)。用

HPLC 检测朝藿定 C 转化率和宝藿苷Ⅰ生成量，

根据转化效率筛选最优生境用于复筛。 
1.5.3  最优生境土壤和叶片微生物筛选富

集培养 
实验采用 2 种基础培养基(BPM 和 PDB)，分

别与选择性培养基按照不同体积比进行混合配

制。具体配比包括常规培养基组(BPM 或 PDB
与选择性培养基比例为 5:0)、水提液培养基组

(BPM 或 PDB 与选择性培养基比例为 0:5)，以

及两者之间的 4种梯度混合比例的混合组(BPM
或 PDB 与选择性培养基比例为 4:1、3:2、2:3、
1:4)。取最优生境菌群经中间梯度培养的菌液，

按 10%接种量接种至 10 mL 筛选富集培养基，

30 ℃、200 r/min 培养 7 d。随后梯度递减选择

培养基中蛋白胨等至最低梯度，每梯度取 10%菌

液转接培养 7 d，获得优化培养基及终筛菌液。

将终筛菌液梯度稀释(10−5−10−7)后，取 100 μL 涂

布于含 2%琼脂的优化培养基，30 ℃培养 48 h
计数。挑取优势菌落纯化、扩大培养后，菌悬

液与 30%丙三醇等体积混合，−20 ℃保藏。 
1.6  菌株分离纯化、形态观察及 16S 
rRNA 基因测序与系统发育树的构建 

取 500 μL 菌液加入 10 mL 优化选择培养

基，30 ℃、200 r/min 培养后采用 TLC 法定时

分析转化情况(展开剂为乙酸乙酯 :丁酮 :甲醇 :
水=8:7:1:1，体积比)，280 nm 紫外显色并与标

品对比。根据 TLC 结果筛选出能将朝藿定 C 转

化为淫羊藿苷及淫羊藿苷转化为宝藿苷 Ⅰ的
菌株，将其命名为 MY202402。利用光学显微

镜观察菌体形态并拍照。真菌的鉴定参照文

献[24]；细菌的鉴定采用革兰氏染色法：(1) 将
菌液涂布于载玻片，干燥固定；(2) 结晶紫染

色 1−2 min，蒸馏水冲洗至无色；(3) 碘液覆盖

1 min，水洗后 95%乙醇脱色 30 s；(4) 番红染

色 2 min，水洗晾干，油镜观察记录结果。将菌

株 MY202402 单菌落送至北京擎科生物科技股

份有限公司，提取基因组 DNA 并进行 16S rRNA
基因 Sanger 测序。获得双向测序结果后，使用

DNAMAN9 拼接与校正序列，随后通过 NCBI 
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BLAST 比对 16S rRNA 基因数据库，下载相似

性>98%的参考序列。采用 MEGA 11 的 MAFFT
模块进行多序列比对，邻接 (neighbor-joining)
法构建系统发育树(bootstrap=1 000 次，节点支

持率≥70%为有效分支)。最终将校正后的序列

提交至 GenBank 获取登录号。 
1.7  HPLC法测定淫羊藿黄酮类成分变

化情况 
将供试菌液按 5%接种量接种至 10 mL 优

化选择培养基中，30 ℃、200 r/min振荡培养 7 d。
分别取 0 d (空白培养基)及培养 1、3、5、7 d
的样品，采用 HPLC 法测定朝藿定 C、淫羊藿

苷、宝藿苷Ⅰ含量，计算朝藿定 C 转化率和宝藿

苷Ⅰ生成率；同时用分光光度法监测菌体生长。转

化率和生成率计算见公式(1)−(3)： 
物质的量：CB=m/M                   (1) 

公式(1)中：m 代表物质的质量，单位是 μg；M
代表物质的分子量，单位是 g/mol。 

朝藿定C转化率=(C0−Ct)/C0            (2) 
公式(2)中：C0 代表朝藿定 C 初始物质的量(第 0
天)，单位是 μmol；Ct 代表第 t 天物质的量，单

位是 μmol。 
宝藿苷Ⅰ生成率=(Bt−B0)/(C0+I0)        (3) 

公式(3)中：Bt 代表宝藿苷Ⅰ第 t 天物质的量，单位

是 μmol；B0 代表宝藿苷Ⅰ初始物质的量(第 0 天)，
单位是 μmol；I0 代表淫羊藿苷初始物质的量

(第 0 天)单位是 μmol。 

1.8  菌株酶特性 
1.8.1  粗酶液的制备与酶活性测定 

将目标菌株接种于优化选择培养基中，在

30 ℃、200 r/min 振荡培养至朝藿定 C 转化率峰

值时间，4 ℃、8 000×g 离心 10 min 收集菌体，

经预冷的 0.01 mol/L PBS 缓冲液(pH 7.3)洗涤  
3 次后，按 1:5 比例重悬于相同缓冲液中，冰浴

条件下超声破碎(功率 300 W，工作 3 s，间隔 5 s) 
15 min，37 ℃孵育 30 min 后于 4 ℃、12 000×g
离心 20 min，收集上清液分装并于−80 ℃保存

备用。采用 96 孔板微孔反应体系，将 50 μL 粗

酶液与 50 μL 5 mmol/L 底物溶液(pNPG 或

pNPR)于 37 ℃恒温孵育 10 min，加入 100 μL    
1 mol/L 碳酸钠终止反应并稳定显色产物 pNP
的醌式结构。终止后静置 2 min 显色，于酶标

仪 405 nm 波长测定 pNP 特征吸收峰。计算公

式如(4)和(5)所示，其中公式(4)为本实验采用的

pNP 显色法计算式；公式(5)为酶活力通用定义。 
酶活力浓度(U/mL)= 

(ΔA405×D×200)/(18.5×10×0.05)            (4) 
公式(4)中：18.5 代表 pNP 在碱性条件下的摩尔

消光系数，单位为 mmol/(L·cm)；D 代表样品稀

释倍数；200 代表总反应体积，单位为 μL；0.05
代表酶液体积，单位为 mL。 

酶活力浓度(U/mL)=(ΔC×V)/(t×v)        (5) 
公式(5)中：ΔC 代表单位时间内底物浓度变化，

单位为 μmol/mL；V 代表反应体系总体积，单

位是 mL；t 代表反应时间，单位是 h；v 代表酶

液体积，单位是 mL。 
1.8.2  酶生物转化条件优化 

系统考察温度、pH、酶活力浓度及底物浓

度对酶催化朝藿定 C 生物转化效率的影响，并

优化工艺参数。温度实验在 pH 7.0 的 50 mmol/L 
PBS、酶活力 20 U/mL、底物 0.4 mg/mL 条件下，

于 40−60 ℃范围内设置 5 个梯度，每间隔 5 ℃
为一个梯度，分别进行 2 h 反应；随后在固定

温度 50 ℃条件下，利用不同缓冲体系(柠檬酸-
磷酸氢钠缓冲液 pH 3.0−6.0 与 PBS pH 7.0−8.0)
结合 100 mmol/L NaCl 维持离子强度，探究 pH 
6.0−8.0 范围内对转化效率的影响，其中每间隔

0.5 为 1 个梯度；进一步考察酶活力浓度(2、5、
10、20、40 U/mL)和底物浓度(0.1、0.2、0.4、
0.8、1.2 mg/mL)的优化时，分别在 pH 7.0、50 ℃
恒定条件下进行实验；检测均通过 HPLC 法定

量分析转化率；在优化条件下反应 2 h，以 TLC
与 HPLC 法结合测定朝藿定 C 转化率和淫羊藿

苷纯度。 
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1.9  优化菌株培养条件 
1.9.1  温度和 pH 对朝藿定 C 生物转化的

影响 
温度实验中，将活化菌种以 5%接种量接入

优化选择培养基，分别在 25、30、37 ℃条件下

200 r/min 振荡培养 7 d；采用 HPLC 法检测朝

藿定 C 和宝藿苷Ⅰ含量变化，计算转化率以评估

温度效应，确定最适发酵温度。基于最佳温度，

进一步考察初始 pH (6.0、7.0、8.0)对转化效率

的影响：将等量菌悬液接种至 pH 调节后的培

养基中，在相同温度及转速下培养 7 d，定期取

样过滤后分析目标成分含量，结合转化率确定

最优 pH 范围。 
1.9.2  驯化浓度高适应性菌株 

将供试菌液按 5%接种量接种于含 0.02 g/mL
淫羊藿水提液的优化选择培养基(10 mL)中，

30 ℃、200 r/min 振荡培养 24 h 获得第 1 代菌

液；随后以 5%接种量依次转接至淫羊藿水提液

浓度递增(0.01、0.02、0.04、0.06、0.08、0.10、
0.12 g/mL)的优化选择培养基中进行梯度驯化，

采用 HPLC 法监测不同时间点(0、1、3、5 d)
朝藿定 C、淫羊藿苷和宝藿苷Ⅰ的含量变化并计

算转化率和生成率，最终选取最优菌液经梯度

稀释、固体培养基分离后，接种至斜面培养基

4 ℃保藏。 
1.10  数据的处理与分析 

所有数据均采用 Excel 2016、Origin 2022、
IBM SPSS Statistics 24和 GraphPad Prism 9进行

处理、分析和绘图。所有实验均独立重复 3 次，

用 one-way ANOVA 进行数据比较。 

2  结果与分析 
2.1  淫羊藿黄酮类成分 HPLC 分析及

水提工艺优化 
经考察，各成分的校准曲线均呈现优异的

线性特征，其回归方程及相关系数分别为：朝

藿定 A (Y=15.918X+0.235 5, R2=0.999 6)、朝藿

定 B (Y=19.745X+18.760, R2=0.999 1)、朝藿定 C 

(Y=21.532X+24.662, R2=0.999 5) 、淫羊藿苷

(Y=29.707X+31.321, R2=0.999 8) 和 宝 藿 苷 Ⅰ 
(Y=23.017X−11.662，R2=0.999 8)。各成分的线性

范围依次为 5.18−166、5.77−185、5.00−160、
3.12−200、3.75−120 μg/mL。色谱分离结果显示，

朝藿定 A、朝藿定 B、朝藿定 C、淫羊藿苷和宝

藿苷Ⅰ这 5 种成分的平均保留时间分别为 13.144、
15.488、17.187、21.313、45.066 min，各峰分离

良好，满足定量分析要求。根据回归方程计算

叶片各黄酮类成分含量，朝藿定 A、朝藿定 B、

朝藿定 C、淫羊藿苷、宝藿苷Ⅰ的含量平均分别为

0.67%、0.61%、0.92%、1.78%、0.50%。前 4 种

黄酮总量为 3.99%，所以该叶片黄酮类成分含量

符合参考文献[1]规定。使用冷凝回流法提取，

通过单因素试验和正交设计试验得到淫羊藿水

提液，测得 5 种主要黄酮类成分含量分别为

(0.402±0.007)%、(0.504±0.008)%、(0.787±0.003)%、

(1.362±0.012)%、(0.213±0.004)%。图 3 为 5 种淫

羊藿黄酮类成分的 HPLC 色谱图，通过与标准

品保留时间比对可进行定性分析。 
2.2  不同生境菌群对朝藿定 C 和宝藿

苷Ⅰ的影响结果 
实验结果表明，各组朝藿定 C 含量均随时

间递减，其中实验组 B 的下降速度显著快于实

验组 A 和对照组(对照区及阳性对照)；同时，

宝藿苷Ⅰ含量随时间上升，以实验组 B 的增幅最

大，其次为实验组 A，对照组最低。上述结果

提示，实验组 B 对朝藿定 C (图 4A)的代谢及宝

藿苷Ⅰ (图 4B)的积累作用均最为突出，所以选择

实验组 B (淫羊藿人工栽培土壤和叶片样品)进
行复筛。 
2.3  最优生境土壤和叶片微生物富集

培养结果 
平板计数分析表明，选择培养基对微生物

生长具有促进作用，其中水提液组的微生物生

长状况优于混合组，而混合组又优于常规培养

基组(图 5)。此外，叶片样品中的微生物数量明

显多于土壤样品(图 5)。 
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图 3  淫羊藿黄酮类成分高效液相色谱图   A：空

白对照组；B：混合对照品；C：叶片供试品；D：

水提液供试品。1：朝藿定 A；2：朝藿定 B；3：
朝藿定 C；4：淫羊藿苷；5：宝藿苷Ⅰ。 
Figure 3  HPLC chromatogram of flavonoid 
components in Epimedium. A: Blank control group; 
B: Mixed reference substance; C: Leaf test; D: 
Water extract test. 1: Epimedin A; 2: Epimedin B; 3: 
Epimedin C; 4: Icariin; 5: Baohuoside I. 

 
2.4  菌种鉴定结果 
2.4.1  菌株形态观察及镜检结果 

通过分离纯化培养 2.3 节中叶片样本中的

微生物并进行 TLC 鉴定，获得 2 株功能性菌株

MY202402-1和 MY202402-3。菌株 MY202402-3
在培养 7 d 后(图 6)淫羊藿苷显色加深，宝藿苷Ⅰ
出现显色，表现出转化能力；而菌株 MY202402-1
需 14 d 以上转化(图 6)，所以不考虑深入研究。

菌落形态观察显示(图 7)，菌株 MY202402-1 呈

白色绒毛状，丝状交织，结合较牢固，不易挑起

(图 7A)，显微观察呈清晰小颗粒状(图 7B)，可能

为曲霉属 (Aspergillus)或青霉属 (Penicillium)菌
种；菌株 MY202402-3 为乳白色圆形菌落(图 7C)，
革兰氏阳性短杆状(图 7D)。对照植物乳杆菌呈

圆形、乳白色、边缘整齐(图 7E)，革兰氏阳性

细长杆状，无芽孢和鞭毛(图 7F)。 

 
 
图 4  不同生境菌群对朝藿定C (A)和宝藿苷Ⅰ (B)
的影响    
Figure 4  Effects of microbial communities from 
different habitats on epimedin C (A) and 
baohuoside I (B).  
 
2.4.2  16S rRNA基因序列测定与系统发育

树构建结果 
将菌株 MY202402-3 的 16S rRNA 基因序列

提交至 NCBI，GenBank 登录号为 PV277992。基

于 16S rRNA 基因序列的系统发育分析表明，该

菌株属于芽孢杆菌属(Bacillus) (图 8)，命名为

Bacillus sp. MY202402-3。 
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图 5  筛选富集培养基菌落计数(n=3) 
Figure 5  Colony counting on selective enrichment 
media (n=3). 

 

 
 
图 6  供试菌液薄层分析图   A：标准品；B1：

初始 MY202402-1；B2：培养后 MY202402-1；C1：

初始 MY202402-3；C2：培养后 MY202402-3。a：
朝藿定 C；b：淫羊藿苷；c 为宝藿苷Ⅰ。 
Figure 6  Thin layer analysis diagram of test 
bacteria liquid. A: Standard; B1: Initial 
MY202402-1; B2: Post-culture MY202402-1; C1: 
Initial MY202402-3; C2: Post-culture MY202402-3. 
a: Epimedin C; b: Icariin; c: Baohuoside I. 

 

 
 
图 7  菌株的形态学特征   A−B：菌株 MY202402-1 的菌落形态、染色镜检；C−D：菌株 MY202402-3
的菌落形态、染色镜检；E−F：植物乳酸杆菌的菌落形态、染色镜检。镜检时目镜 10 倍物镜 100 倍观察。 
Figure 7  Morphological characteristics of bacterial strains. A−B: Colony morphology of strain MY202402-1 
and Gram-staining microscopy; C−D: Colon morphology of strain MY202402-3 and Gram-staining 
microscopy; E−F: Colony morphology of Lactobacillus plantarum and Gram-staining microscopy. 
Microscopic observations were performed at 10× ocular and 100× objective magnification. 
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2.5  菌株生长曲线及 HPLC 测定供试

液中淫羊藿黄酮含量 
菌株 MY202402-3 的生长曲线(图 9)显示其

具有较短的延滞期和较长的对数生长期，表明

该菌能快速适应淫羊藿水提液环境并高效繁

殖。稳定期 OD600 值较高但增长缓慢，提示营

养消耗殆尽。如图 10 所示，培养过程中朝藿定

C 被快速转化(第 5 天转化率达 88.10%)，淫羊

藿苷先积累后消耗，而宝藿苷Ⅰ持续增加至稳定

(第 5 天生成率 21.13%)。培养前、后淫羊藿黄

酮类成分典型色谱图见图 11。 
2.6  酶生物转化条件优化结果 

根据酶反应特异性分析，确定粗酶中主要

含有 α-L-鼠李糖苷酶和 β-葡萄糖苷酶，测得两者

的酶活力浓度分别为 18.7 U/mL 和 3.3 U/mL。由

于 β-葡萄糖苷酶的酶活力浓度较低，本研究将

重点探究粗酶中的 α-L-鼠李糖苷酶。通过系统

考察温度、pH、酶活力浓度和底物浓度等因素，

确定 α-L-鼠李糖苷酶生物转化朝藿定 C 的最适

条件。 
如图 12A 所示，在 40 ℃时，朝藿定 C 的

转化率较低，50 ℃时达到峰值，表明该温度下

酶活性最优，而 55 ℃时转化率下降，说明 50 ℃
为最适温度。pH 实验显示，pH 6.0 时转化率较

低，pH 7.5 时达到峰值，pH 8.0 时下降(图 12B)，
表明中性偏碱环境更利于酶催化，但过高 pH 会

降低酶稳定性。酶浓度实验中，2 U/mL 时转化

率较低，5−10 U/mL 时显著提升，20−40 U/mL 

 

 
 
图 8  基于 16S rRNA 基因序列构建的菌株 MY202402-3 的系统发育树   括号内的序号为 GenBank 登

录号；节点处的数字为 bootstrap 支持度；标尺表示物种间差异数值的单位长度。 
Figure 8  Phylogenetic tree of strain MY202402-3 constructed based on 16S rRNA gene sequence. The 
serial number in parentheses is the GenBank login number; The number at the node is the bootstrap support; 
The scale represents the unit length of species differences. 
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图 9  菌株 MY202402-3 的生长曲线(n=3) 
Figure 9  Growth curve of strain MY202402-3 
(n=3). 
 

 
 
图 10  不同培养时间下测定淫羊藿黄酮类成分物

质的量 
Figure 10  Determination of the amount of 
flavonoids in Epimedium under different culture days. 
 
时趋于平衡(图 12C)，说明 10 U/mL 即可满足催

化需求，更高浓度虽维持高效转化但可能造成

浪费。底物浓度实验表明，0.1 mg/mL 时转化

率最高，0.2 mg/mL 时略有下降，0.4 mg/mL
达到动态平衡，而 0.8−1.2 mg/mL 时转化率回

升(图 12D)。综合考虑转化效率与产物量，最终

优化条件为 50 ℃、pH 7.5、酶浓度 10 U/mL、底

物浓度 1.2 mg/mL。 
在最优条件下，经 2 h 酶促转化后，TLC

分析显示(图 13)，底物朝藿定 C 的含量随反应 

 
 
图 11  培养前(A)、后(B)淫羊藿黄酮类成分的高

效液相色谱图   1：朝藿定 A；2：朝藿定 B；3：
朝藿定 C；4：淫羊藿苷；5：宝藿苷Ⅰ。 
Figure 11  HPLC chromatograms of Epimedium 
flavonoids before (A) and after (B) cultivation. 1: 
Epimedin A; 2: Epimedin B; 3: Epimedin C; 4: 
Icariin; 5: Baohuoside I. 

 
时间减少，而产物淫羊藿苷的含量增加。高效

液相色谱分析进一步证实，反应初始阶段(0 h)
仅检测到朝藿定 C (图 14A)，转化后体系中主

要存在淫羊藿苷(图 14B)，仅残留微量朝藿定 C
未转化，朝藿定 C 转化率 95.20%，淫羊藿苷纯

度 96.78%。 
2.7  菌株优化结果 

实验结果表明，朝藿定 C 的含量随时间呈

现先缓慢下降后快速降低最终趋于稳定的动

态变化特征，其中 30 ℃和 37 ℃条件下的转化

率高于 25 ℃，并且 37 ℃表现出最优的转化效率 
(图 15A)；而宝藿苷Ⅰ的含量变化则呈现初期稳定、

中期快速累积、后期趋于平稳的趋势，其生成

速率随温度升高而递增，37 ℃时达到最高累积水

平(图 15B)。在 pH 条件优化实验中，pH 7.0 时 
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图 12  酶生物转化条件优化结果   A：温度对酶催化朝藿定 C 的影响；B：pH 对酶催化朝藿定 C 的

影响；C：酶活力浓度对酶催化朝藿定 C 的影响；D：底物浓度对酶催化朝藿定 C 的影响(n=3)。 
Figure 12  Optimization results of enzymatic biotransformation conditions. A: Effect of temperature on 
enzymatic conversion of epimedin C; B: Effect of pH on enzymatic conversion of epimedin C; C: Effect of 
enzyme activity concentration on enzymatic conversion of epimedin C; D: Effect of substrate concentration on 
enzymatic conversion of epimedin C (n=3). 
 
朝藿定 C 的转化率(图 15C)和宝藿苷Ⅰ (图 15D)
的生成率均达到最大值。另外，碱性条件(pH 
8.0)下转化效率虽有所降低但仍保持一定活

性，而酸性环境(pH 6.0)则表现出更显著的抑

制作用。综合温度与 pH 实验结果，37 ℃和 pH 
7.0 被确认为该生物转化体系的最适条件。 
2.8  微生物的驯化 

通过微生物驯化，朝藿定 C 转化为淫羊藿苷

的转化率主要受时间影响，其次为浓度(图 16A)。

培养 1 d 时转化率较低，3 d 显著提升至

69.26%−74.77%，5−7 d 达 90%以上，表明培养   
5 d 反应趋近平衡。低浓度(0.01−0.04 g/mL)转
化率增长缓慢，而中高浓度(0.06−0.10 g/mL)
在培养 1−3 d 时显著提升，但 0.12 g/mL 在培养

3 d 时降至 72.91%。最优条件为：快速反应选

0.10 g/mL、培养 3 d (>75%转化率)，高转化率选

0.06−0.10 g/mL、培养 5 d (>90%)，其中在条件为

0.10 g/mL、培养 5 d，转化率达峰值 90.93%。 
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图 13  酶生物转化朝藿定 C 的薄层色谱图   A：

初始反应样品；B：反应后样品；C：淫羊藿苷标

准品；a：朝藿定 C；b：淫羊藿苷。 
Figure 13  Thin layer chromatography (TLC) of 
enzymatic biotransformation of epimedin C. A: 
Initial reaction sample; B: Post-reaction sample; C: 
Icariin reference standard; a: Epimedin C; b: Icariin. 
 

 
 
图 14  酶生物转化朝藿定 C 的高效液相色谱图    
A：初始反应样品；B：反应后样品。3：朝藿定

C；4：淫羊藿苷。 
Figure 14  HPLC chromatogram of enzymatic 
biotransformation products of epimedin C. A: Initial 
reaction sample; B: Post-reaction sample. 3: 
Epimedin C; 4: Icariin. 

在驯化过程中，宝藿苷Ⅰ的生成率随培养

时间和浓度增加而提升(图 16B)。培养 1 d 时

生成率极低(0.12%−0.83%)，3 d 显著提高至

8.43%−11.67%，5−7 d 达 21.22%−26.96%，5 d 后

进入平台期。低浓度(0.01−0.08 g/mL)下生成率随

浓度增加显著提升，而高浓度(0.08−0.12 g/mL)增
速放缓甚至下降，表明 0.08 g/mL 为最佳驯化浓

度。最优培养条件为 0.08 g/mL、培养 5 d，生成

率达峰值 26.96%，延长驯化时间无显著提升。 

3  讨论 
目前，生物转化技术广泛用于天然化合物

的结构修饰和合成[25]，而该技术可有效提升淫

羊藿高价值黄酮含量[26]。研究发现，朝藿定 A、

B 等和淫羊藿苷在柔毛淫羊藿中含量较高[27]，因

此选择该药材作为生物转化研究基础，研究通

过初筛与定性分析、定量优化转化效率，并模

拟工业化高负荷环境逐步增加底物浓度，驯化

出耐受高浓度黄酮苷的菌株。 
本研究以淫羊藿水提液为底物构建生物转

化体系，通过优化菌株筛选条件建立以黄酮类

成分为主要碳源的选择性培养环境，通过重复

筛选并梯度降低蛋白胨等外源营养含量，促使微

生物逐步适应并利用黄酮代谢产物作为主要碳

源。采用水提液作为转化底物不仅能直接用于

生物转化而且显著降低生产成本，其富含的天

然辅酶等还可为微生物提供必需的生长因子，

在维持菌体生长的同时持续诱导相关酶系的表

达，从而有效提升黄酮类成分的转化效率。 
研究表明，土壤和叶际微生物具有多样

性，并且功能菌株降解能力强[28-30]。已有研究

报道[31]，从朝鲜淫羊藿叶片分离的内生菌环状

垫壳孢菌(Ilyonectria cyclaminicola)可用于淫羊

藿药渣转化，以及从土壤筛选得到的菌株罗河杆

菌属(Rhodanobacter sp.) GS3054 用于水解淫羊

藿苷[32]，因此本研究选择土壤和叶际微生物作

为功能菌株的筛选来源。实验显示，人工栽培

土壤微生物对朝藿定 C 和宝藿苷Ⅰ的转化效率高 
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图 15  不同温度和 pH 对菌株的影响   A：不同温度对菌株转化朝藿定 C 的影响；B：不同温度对菌

株生成宝藿苷Ⅰ的影响；C：不同 pH 对菌株转化朝藿定 C 的影响；D：不同 pH 对菌株生成宝藿苷Ⅰ的影

响(n=3)。 
Figure 15  Effects of temperature and pH on strain performance. A: Temperature effect on epimedin C 
conversion by the strain; B: Temperature effect on baohuoside I production by the strain; C: pH effect on 
epimedin C conversion by the strain; D: pH effect on baohuoside I production by the strain (n=3). 
 
于原生境土壤(图 4)，推测因原生境菌群复杂性

降低了功能菌株的选择性，而栽培土壤通过管

理措施优化了功能菌株的富集。原生境土壤转

化效率仍高于对照区，表明淫羊藿根际效应可

能富集了功能微生物；对照区优于阳性对照，

提示土壤-植物微生态系统的微生物互作比单

一菌株具有更高效的黄酮代谢网络。此外，叶

片微生物数量显著多于土壤，可能因凋落叶片

更适宜转化黄酮的微生物生长，利于功能菌株筛

选(图 5)。采用分光光度法监测菌体生长，并结

合朝藿定 C 消耗量评估菌株代谢能力。由于淫

羊藿苷在转化过程中动态变化(既是朝藿定 C
代谢产物，又是宝藿苷Ⅰ前体)，故仅计算朝藿定

C 转化率和宝藿苷Ⅰ生成率，以评估菌株转化

效率。 
本研究通过微生物的筛选与驯化，成功获

得可高效转化朝藿定 C 的微生物菌株 Bacillus 
sp. MY202402-3 (图 8)。相较于已报道的淫羊 
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图 16  不同时间不同浓度对朝藿定 C 转化率(A)和宝藿苷Ⅰ生成率(B)的影响    
Figure 16  Effects of incubation time and concentration on conversion rate of epimedin C (A) and the 
production rate of baohuoside I (B). 
 
藿黄酮转化菌株，该菌株在工业化应用方面展

现出显著优势。实验数据显示，植物乳杆菌

(Lactobacillus plantarum)在发酵 13、37、61 h
时对朝藿定 C 的转化率分别为 8.37%、17.67%、

15.81%[33]，而驯化后的菌株 MY202402-3 在

24 h 和 72 h 的转化率分别达到 11.28%和 74.08%，

最终转化率可达 90.93%，尽管其转化率略低于

工程菌株法夫驹形氏酵母(Komagataella phaffii) 
GS115 (92.30%)[34]，但本菌株无需基因改造即

可实现高效转化，更具工业化应用价值，有望

成为淫羊藿黄酮工业化生物转化的理想候选菌

株。芽孢杆菌具有独特的生理特性(耐高温等)
和高度可塑的代谢网络[35]，其优异的转化效率

可能源于底物特异性酶系的高效性和单层细胞

膜结构有利于外源蛋白质的分泌调控[36]。研究

表明，芽孢杆菌能够分泌蛋白酶、β-葡萄糖苷酶

和 α-淀粉酶等[37]，也有研究筛选得到具有 α-L-鼠
李糖苷酶和肽酶的芽孢杆菌[38]；它们可特异性

地转化一些活性物质和基团，例如枯草芽孢杆

菌(B. subtilis) ATCC 6633 对肉桂中三萜类化合物

可以起糖基化作用[39-40]，阿氏芽孢杆菌(Bacillus 
aryabhattai)可以对酚类化合物进行生物转化[41]。

研究证实 α-L-鼠李糖苷酶对淫羊藿黄酮类成分

C-3 位鼠李糖苷具有选择性，可将朝藿定 C 水

解为淫羊藿苷，β-葡萄糖苷酶对 C-7 位葡萄糖

基具有特异性及高效性，可将淫羊藿苷水解为

宝藿苷Ⅰ[34,42-43]，因此菌株 MY202402-3 可进行

朝藿定 C 的转化和宝藿苷Ⅰ的生成。 
然而，本研究仍存在一定局限性，在对比

不同生境转化能力时，为保持初始接种密度一

致，单菌落为其他组别的菌悬液 OD600 的平均

值，但单菌体系与复杂菌群的代谢差异不可避

免；微生物发酵条件优化不足，并且菌株生长

速率可能影响朝藿定 C 转化和宝藿苷Ⅰ生成，进

一步制约工业化应用；产物特异性有待提升，

宝藿苷Ⅰ生成率过低，可能与菌株对 C-7 位葡萄

糖基的水解能力不足有关。综上所述，本研究

通过微生物筛选与驯化策略，成功实现了淫羊

藿水提液中黄酮类成分的高效转化，为工业化

生产提供了低成本、高兼容性的技术路径。未

来研究可通过优化培养策略(如采用两阶段培

养)或靶向代谢工程改造(如过表达内源 β-葡萄

糖苷酶基因)进一步提升其转化效率，这些特性

使该菌株在功能性食品和药物开发领域具有广

阔的应用前景。 

4  结论 
本研究成功分离并鉴定了一株能够将朝藿
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定 C 转化为淫羊藿苷和宝藿苷 Ⅰ的芽孢杆菌

(Bacillus sp.) MY202402-3。该菌株在柔毛淫羊

藿水提液中表现出良好的生长和转化活性，经

驯化后在 0.10 g/mL 水提液中朝藿定 C 转化率提

升至 90.93%，0.08 g/mL 体系中宝藿苷Ⅰ生成率

达 26.96%，为淫羊藿苷和宝藿苷Ⅰ等高价值黄酮

类成分的生产奠定了基础。 
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