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摘  要：【背景】许多微生物能够对皂苷类化合物进行生物转化，因此，通过微生物对皂苷类化合

物不同位置结构的修饰能获得高活性的皂苷成分。【目的】从分离纯化的菌株中筛选能将人参皂苷

Rb1 转化为药理活性较高的稀有人参皂苷。【方法】从三七根际土壤及三七茎中分离纯化了 36 株真

菌，首先利用产 β-葡萄糖苷酶的方法对菌株进行皂苷转化活性初筛，再以人参皂苷 Rb1 为底物进

行皂苷转化活性复筛，通过薄层色谱 (thin layer chromatography, TLC)、高效液相色谱 (high 
performance liquid chromatography, HPLC)和质谱(mass spectrometry, MS)等方法对转化产物进行分

析。【结果】筛选出一株对人参皂苷 Rb1 具有较高转化活性的菌株 F17，通过形态学观察及对内转

录间隔区 (internal transcribed spacer, ITS)序列分析，菌株 F17 被鉴定为拟盘多毛孢属菌

(Pestalotiopsis biciliata)。P. biciliata 可将人参皂苷 Rb1转化为人参皂苷 Rd、稀有人参皂苷 F2和 C-K，

转化路径为 Rb1→Rd→F2→C-K。【结论】本研究为稀有人参皂苷 F2 和 C-K 的微生物转化提供了新

的菌种来源。 
关键词：人参皂苷 Rb1；生物转化；稀有人参皂苷；β-葡萄糖苷酶；真菌  
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Abstract: [Background] Microbial transformation is an important means for structural 
modification of natural products. Many microorganisms can transform ginsenoside compounds 
into saponins with high activity by modifying the structure of different positions. [Objective] 
To screen a strain that can transform ginsenoside Rb1 into rare ginsenosides with high 
pharmacological activity. [Methods] A total of 36 fungal strains were isolated from rhizosphere 
soil and stem of Panax notoginseng and purified. Primary screening of saponin transformation 
activity was performed with β-glucosidase method, followed by a second screening with 
ginsenoside Rb1 as substrate. The transformation products were analyzed by TLC, HPLC, and 
MS. [Results] A strain F17 with high transformation activity of ginsenoside Rb1 was screened 
out and it was identified as Pestalotiopsis biciliata based on morphological observation and ITS 
sequence analysis. It can transform ginsenoside Rb1 into ginsenoside Rd and rare ginsenosides 
F2 and C-K through the pathway of Rb1→Rd→F2→C-K. [Conclusion] This study provides a 
new strain for transformation of rare ginsenosides F2 and C-K. 
Keywords: ginsenoside Rb1; biotransformation; rare ginsenosides; β-glucosidase; fungi 

三七[Panax notoginseng (Burk.) F.H.Chen.]
为五加科人参属植物，主要产于云南、广西等地，

其药用部位是三七的干燥根及根茎[1]。三七根中

主要的药效成分是皂苷类，其中人参皂苷 Rb1

含量较高，而人参皂苷 C-K、F2 等含量则很少，

或需要从其他含量较高的皂苷转化而来，被称之

稀有人参皂苷[2-3]。含量较高的皂苷成分(人参皂

苷 Rb1 等)生物利用度低，需通过水解去除 C-3、
C-6 和 C-20 位的糖基生成稀有人参皂苷才能被

机体吸收并发挥药理活性[4]。研究表明，稀有人

参皂苷具有更高的药理活性，如稀有人参皂苷

C-K 具有抗结直肠癌、抗炎作用[5-6]；稀有人参

皂苷 F2 具有抗肥胖、减少脱发等作用[7-8]，但稀

有人参皂苷天然含量极少，不能满足药用需求，

因此，如何大量获得稀有人参皂苷一直受到学者

关注[9]。生物转化法是获得稀有人参皂苷的主要

手段之一，主要利用微生物菌株或其产生的酶通

过水解、脱水、氧化、异构等反应对人参皂苷进

行结构修饰，其中最常见的反应是糖苷键的水

解，通过水解不同位置的糖苷键对人参皂苷进行

结构修饰，从而得到稀有人参皂苷。生物转化法

具有反应条件温和、产物稳定、环境污染小、高

效转化等优点[10]。例如，Fu 等[11]利用从人参中

分离出的内生细菌 Burkholderia sp.将人参皂苷

Rb1 转化为稀有人参皂苷 Rg3，转化率高达 98%。

人参皂苷 Rg3具有抗乳腺癌作用[12]，也是 1949 年
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以后我国第一个一类抗癌中药；Liu 等[13]利用蘑

菇 Schizophyllum commune 将人参皂苷 Rb1 转化

为稀有人参皂苷 C-K；Park 等 [14]利用来自

Arthrobacter chlorophenolicus 的重组 β-葡萄糖苷

酶将人参皂苷 Rb1 转化为稀有人参皂苷 F2，转化

效果较好； Jiang 等 [15]从三七土壤中筛选出

Aspergillus niger，将人参皂苷 Rb1 转化为具有抗

结直肠癌、抗炎作用的稀有人参皂苷 C-K，转化

率高达 94%。可见通过生物转化的方法可将三

七中主要的皂苷成分转化为具有更高药理活性

的稀有人参皂苷。本研究以三七中主要的皂苷成

分人参皂苷 Rb1 为底物，筛选可对其进行生物转

化的菌株，以期通过生物转化获得药理活性更高

的稀有皂苷。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  样品 

三七的茎和土壤于 2021 年 9 月采自昆明理

工大学三七资源可持续利用重点实验室三七栽

培大棚。 
1.1.2  培养基 

羧甲基纤维素培养基(CMC-Na)参照刘起丽

等 [16]的方法配制。马铃薯葡萄糖液体 (potato 
dextrose broth, PDB)培养基(g/L)：马铃薯浸出粉

5.0，葡萄糖 15.0。马铃薯葡萄糖琼脂 (potato 
dextrose agar, PDA)培养基：在 PDB 中增加琼脂

25.0 g/L。 
1.1.3  主要试剂和仪器 

对照品人参皂苷 Rb1、C-K、Rd、F2 (HPLC≥ 
98%)，四川省维克奇生物科技有限公司；甲醇、

乙腈，Sigma-Aldrich 科技有限公司；马铃薯浸

出粉、琼脂、羧甲基纤维素、刚果红，上海源叶

生物科技有限公司；薄层层析硅胶板，烟台江友

硅胶开发有限公司。 

Welchrom C18 色谱柱 (4.6 mm×250 mm,   

5 μm)，月旭科技股份有限公司；高效液相色谱

仪，安捷伦科技有限公司；高效液相色谱-质谱

联用仪，安捷伦科技有限公司；振荡培养箱，

上海知楚仪器有限公司。 

1.2  方法 
1.2.1  土壤微生物的分离纯化 

参照吴秀丽等[17]的方法，称取三七根际土

壤 20 g 溶于 100 mL 无菌水，将土样稀释至

10−1−10−4，分别取稀释液 100 μL 涂布在 PDA 固

体培养基上。将培养基置于 25 ℃恒温培养箱中

培养。重复挑取不同形态的菌落进行平板划线，

直至得到单一菌落即纯化的菌株。将最终纯化的

菌株于 4 ℃保存备用。 
1.2.2  三七茎中微生物的分离纯化 

参照郭从亮等[18]的方法，将采集的新鲜三

七茎用清水洗净，先用 75%的乙醇浸泡 1 min，

再用 2%的次氯酸钠溶液浸泡 3 min，最后用无

菌水冲洗 4−5 次。用无菌剪刀将消毒处理后的

茎剪碎，并放到含有(0.15 mg/mL)青霉素钾和

(0.15 mg/mL)硫酸链霉素的 PDA 培养基中。将

培养基置于 25 ℃恒温培养箱中静置培养。重复

挑取不同形态的菌落进行平板划线，直至得到单

一菌落即纯化的菌株。将最终纯化的菌株于 4 ℃

保存备用。 
1.2.3  产 β-葡萄糖苷酶菌株的筛选 

菌株对人参皂苷的转化作用涉及糖苷键的

水解，所以本实验选用含有纤维素的 CMC-Na

培养基来初步筛选产 β-葡萄糖苷酶的菌株[19]。 

参考徐源等[20]的方法，选择产透明圈的菌

株，测量并记录透明圈和菌落直径并计算其比值

(HC 值 )，HC 值=透明圈直径 (hyaline circle 

diameter)/菌落直径(colonie diameter)。HC 值越

大代表菌株产生 β-葡萄糖苷酶的能力越强。 
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1.2.4  高效转化人参皂苷 Rb1 菌株的筛选 
采用产 β-葡萄糖苷酶菌株的筛选法对分离

纯化的菌株进行初步筛选会出现假阳性(有些

菌会产生分解色素的酶)，需要进一步以人参皂

苷 Rb1 为底物对初筛的菌株进行皂苷转化活性

的复筛。 
本实验设置了空白对照组和皂苷转化组，分

别为接菌空白组(培养基中只添加菌，不添加人

参皂苷 Rb1)、皂苷空白组(培养基中只添加人参

皂苷 Rb1，不添加菌)和皂苷转化组(培养基中既

添加人参皂苷 Rb1，又添加菌)，每组设置 3 个

重复。 
从 1.2.3 中选择 HC 值较大的菌株分别接种

到马铃薯液体培养基中，26 ℃、160 r/min 摇床培

养 3−5 d后加入底物浓度为 0.05 mg/mL人参皂苷

Rb1 (人参皂苷用水溶解配成浓度为 1 mg/mL 的

溶液，每瓶加入 1 mL)，继续摇床培养 20 d。 
产率(%)=转化产物的量(mg)/转化底物的量

(mg)×100。 
1.2.5  菌株的形态学观察及分子生物学鉴定 

将保存在试管斜面上的菌株 F17 取出，在无

菌条件下挑取少量菌丝接种于 PDA 培养基上，

放置于 25 ℃恒温培养箱中培养 3 d，观察并记录

菌株 F17 的形态特征，通过荧光倒置显微镜观察

菌丝形态。 
菌株送于北京擎科生物科技有限公司进行

ITS 基因序列分析鉴定，将得到的测序结果上传

到 NCBI 中进行比对，选择相似性较高的物种，

利用 MEGA 7.0 软件通过邻接法(neighbor-joining 
method)构建系统发育树。 
1.2.6  转化产物的分析 

TLC 检测分析：发酵液采用水饱和正丁醇

萃取，分层后取正丁醇层进行 TLC 检测。展开

剂为氯仿:甲醇:水体积比 6:3.6:0.2；显色剂为

10%硫酸-乙醇溶液，110 ℃加热至显色。 
HPLC 和 MS 分析：Welchrom C18 色谱柱

(4.6 mm×250 mm, 5 μm)；流速 1.0 mL/min；柱

温 40 ℃；检测波长 203 nm；进样量 20 μL。洗

脱条件见表 1。 

2  结果与分析 
2.1  微生物分离纯化结果 

从三七茎中共分离出 17 株菌，依次标记为

F1–F17。从三七根际土壤中共分离出 19 株菌，

依次标记为 S1–S19。 

2.2  产 β-葡萄糖苷酶菌株的筛选结果 
2.2.1  三七茎微生物筛选结果 

通过 CMC-Na 培养基对菌株进行初筛，筛

选出 15 株能在 CMC-Na 培养基中产生透明圈的

菌株，其透明圈和菌落直径如表 2 所示。HC 值= 
 

表 1  高效液相色谱洗脱条件 
Table 1  Elution conditions of HPLC 
时间 
Time (min) 

A 水 
A Water (%) 

B 乙腈 
B Acetonitrile (%) 

0 80 20 
30 80 20 

60 55 45 

78 25 75 

85 0 100 

 
表 2  不同菌株的透明圈直径与菌落直径比 
Table 2  Ratio of transparent circle diameter to 
colony diameter of different strains 
菌株编号 
Strain No. 

透明圈直径 
Transparent circle  
diameter (cm)  

菌落直径 
Colony  
diameter 
(cm) 

HC 值 
HC value 

F1 3.2 2.8 1.14 
F2 2.7 2.4 1.13 

F5 3.5 2.2 1.59 

F6 2.3 1.6 1.43 

F10 3.6 1.9 1.89 

F11 5.6 5.1 1.09 

F16 3.1 3.0 1.03 

F17 4.0 3.4 1.17 
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透明圈直径/菌落直径，HC 值越大代表菌株产生

β-葡萄糖苷酶的能力越强，所以选择 HC 值较大

的菌株进行后期的实验。表 2 只展示 HC 值较大

的菌株。 
2.2.2  三七土壤微生物筛选结果 

通过 CMC-Na 培养基对菌株进行初筛，筛

选出 8 株能在培养基中产生透明圈的菌株，其透

明圈和菌落直径如表 3 所示。HC 值=透明圈直

径/菌落直径，HC 值越大代表菌株产生 β-葡萄糖

苷酶的能力越强，所以选择 HC 值较大的菌株进

行后期的实验。表 3 只展示 HC 值较大的菌株。 

2.3  高效转化人参皂苷 Rb1 菌株筛选结果 
选择能在 CMC-Na培养基中产透明圈且 HC

值较大的菌株 S3、S7、S8、S11、S13、F17 进

行液体发酵转化实验。与转化底物人参皂苷 Rb1

相比，菌株 S8、S11 和 S13 在薄层色谱板上未

出现明显的小极性斑点，表明这些菌株对皂苷无

转化能力。菌株 S7、S3 和 F17 在薄层色谱板上

均有小极性斑点出现，表明具有将人参皂苷 Rb1

转化为其他皂苷的能力。与菌株 F17 相比，菌株

S3、S7 转化产物较为单一，菌株 F17 能够将人

参皂苷 Rb1 转化为人参皂苷 Rd、F2、C-K，且转

化效果较为明显、产物较多，所以选择菌株 F17
进行后期实验。 

 

表 3  不同菌株的透明圈直径与菌落直径比 
Table 3  Ratio of transparent circle diameter to 
colony diameter of different strains 
菌株编号 
Strain No.  

透明圈直径 
Transparent circle 
diameter (cm)  

菌落直径 
Colony 
diameter (cm) 

HC 值 
HC value 

S2 3.9 1.5 2.60 
S3 5.6 5.0 1.12 
S7 4.3 2.2 1.95 
S8 5.0 2.1 2.30 
S11 4.2 1.7 2.40 
S12 0.0 2.4 0.00 
S13 6.0 2.3 2.60 
S16 4.6 4.3 1.06 

2.4  菌株 F17 对单体皂苷 Rb1 的生物转化

及路径分析 
通过对转化产物的 TLC 连续监测，发现以

人参皂苷 Rb1 为底物发酵 15 d 时，人参皂苷 Rb1

部分转化为人参皂苷 Rd；发酵 20 d 时，发酵产

物中有人参皂苷 F2、C-K 生成；随反应时间的

增加，人参皂苷 C-K 的浓度有所增加；发酵到

25 d 时，人参皂苷 Rb1 几乎被完全转化(图 1)。
对转化产物进行 HPLC 分析(图 2)，根据峰面积

计算出产物中皂苷的含量、底物及产物含量变化

见图 3。HPLC 结果与 TLC 检测结果一致，产物

中皂苷的种类都是人参皂苷 Rd、F2 和 C-K。 
为探讨菌株F17对人参皂苷Rb1的生物转化

路径，在转化过程中对转化底物及产物进行了动

态监测，并采用 HPLC 和 MS 检测方法对转化产

物进行定性及定量分析，结果如图 3 所示。同时，

HPLC (图 2)及 MS (图 4)检测结果进一步确定了 
 

 
 

图 1  转化过程中不同转化时间菌株F17对人参皂

苷 Rb1 的 TLC 分析结果   A：对照品人参皂苷

Rb1、Rd、F2 和 C-K. B：培养基+菌对照组；1、3、
5、7、9、12、15、20、25 为 F17 菌株在不同培养

天数对人参皂苷 Rb1 的转化结果 
Figure 1  TLC analysis of dynamic change of 
ginsenoside Rb1 during biotransformation process by 
strain F17 at different time. A: Ginsenosides Rb1, Rd, 
F2, C-K. B: The culture liquid of strain F17; The 
results of ginsenosides Rb1 by strain F17 at different 
transformation time (1, 3, 5, 7, 9, 12, 15, 20, 25 d). 
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图 2  菌株 F17 对人参皂苷 Rb1转化产物的 HPLC
图   A：对照品人参皂苷 Rb1、Rd、F2、Rg3、Rk1、

C-K. B：菌株+培养基对照组. C：皂苷转化组 
Figure 2  HPLC analysis of transformation products 
of ginsenoside Rb1 by strain F17. A: The peaks: 
ginsenosides Rb1, Rd, F2, Rg3, Rk1, C-K. B: The 
culture liquid of strain F17. C: The converted 
products of strain F17. 

 
 

图 3  菌株 F17转化人参皂苷 Rb1过程中皂苷成分

的含量变化   底物：人参皂苷 Rb1；产物：人参

皂苷 Rd、F2、C-K 
Figure 3  Dynamic change of ginsenosides content 
during biotransformation process by strain F17. 
Substrates: Ginsenoside Rb1; Products: Ginsenoside 
Rd, F2 and C-K. 

 

 
 

图 4  菌株 F17 对人参皂苷 Rb1 转化产物的 MS 图谱   图中 Rd、F2 和 C-K 为 Rb1 的转化产物，对应的

峰为转化产物的碎片离子峰 
Figure 4  MS analysis of ginsenoside Rb1 transformed by strain F17. Rd, F2 and C-K are the transformation 
products of Rb1, and the corresponding peaks are the fragment ion peaks of the transformation products in the 
figure. 
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人参皂苷 Rb1 的转化产物是人参皂苷 Rd、F2、

C-K。根据图 3 可以得出，以人参皂苷 Rb1 为底

物发酵到 12 d 时转化产物中只有人参皂苷 Rd，
可以确定此转化路径为 Rb1→Rd；发酵至 20 d
时转化产物中增加了人参皂苷 F2 和 C-K，结合

二者的结构特点，我们初步判断 Rd 的转化途径

可能有 2 条，分别是 Rd→F2→C-K 和 Rd→F2 和

C-K。为了进一步确认人参皂苷 C-K 的由来，我

们以人参皂苷 F2 为底物进行转化(图 5)，由图 5
可以确定，人参皂苷 F2 可以转化为 C-K，推测

人参皂苷 F2 转化路径为 F2→C-K。综上可以确

定人参皂苷 Rb1 转化为人参皂苷 Rd、F2 和 CK，

转化路径为 Rb1→Rd→F2→C-K。菌株 F17 对人

参皂苷 Rb1 的可能转化途径见图 6。 

2.5  HPLC 检测结果 
菌株 F17 以 1 mg 人参皂苷 Rb1为底物进行

转化时，转化产物中了产生了新的皂苷成分 Rd、
F2和 C-K，它们的含量分别是 0.53、0.11 和 0.10 mg，
以上三者的产率分别为 53%、11%和 10%。 

2.6  菌株F17的形态学及分子生物学鉴定结果 
菌株 F17 在 PDA 培养基上前期为白色，后

期中心部分逐渐变为粉红色，絮状菌丝，边缘整

齐无波浪状，菌丝浓密，菌落背面淡黄色(图 7)。
对菌株进行 ITS 基因序列测定后，将测序结果上

传到 NCBI 中进行比对，菌株 F17 与 Pestalotiopsis
菌的 ITS 序列的相似性为 100%。利用 MEGA 7.0
软件通过 neighbor-joining 法构建系统发育树，结

果如图 8 所示，菌株 F17 与 Pestalotiopsis biciliata 

 
图 5  菌株 F17 对人参皂苷 Rd 和 F2 转化结果的

TLC 分析图   A：人参皂苷对照品 
Figure 5  TLC analysis of the transformation of 
ginsenosides Rd and F2 by strain F17. A: The 
ginsenosides Rd, F2, C-K. 

 

 
 

图 6  菌株 F17 对人参皂苷 Rb1 进行转化的可能转化路径图 
Figure 6  The proposed biotransformation pathway of ginsenosides Rb1 by strain F17. 
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图 7  菌株 F17 的菌落形态特征   A：菌株 F17
平板菌落形态. B：菌株 F17 纤维素水解活性测定. 
C：菌丝荧光显微图 
Figure 7  The morphological characteristics of 
strain F17. A: The photographs of the colonial 
morphology of strain F17 on the plate. B: 
Determination of cellulose hydrolytic activity of 
strain F17. C: Fluorescence micrograph of mycelium 
from strain F17. 

 

 
 

图 8  菌株 F17 基于 18S rRNA 基因序列构建的系

统发育树   括号内为菌株的 ITS 序列在 GenBank
的登录号；分支结点处数字为 bootstrap 值；标尺

的数据为进化距离 
Figure 8  Phylogenetic tree of strain F17 based on 
18S rRNA gene sequences. Numbers in parentheses 
represent the accession numbers in the GenBank for 
the ITS sequences of the strain; The numbers on the 
branches refer to bootstrap values; The scale bar 
represents sequence divergence. 

位于同一分支，亲缘关系较近，据此鉴定菌株 F17
为拟盘多毛孢属菌(Pestalotiopsis biciliata)。 

3  讨论与结论 
菌株 F17 能有效地将三七根中含量较高的

人参皂苷 Rb1 转化为三七本身含量少但活性较

高的稀有人参皂 F2、C-K 和人参皂苷 Rd，转化

路径为 Rb1→Rd→F2→C-K，产率分别为 53%、

11%和 10%，经形态学观察和 ITS 序列分析，该

菌株被鉴定为拟盘多毛孢属菌 (Pestalotiopsis 
biciliate)。 

对比转化底物及产物的结构特点，可以看出

菌种 P. biciliate 既能水解人参皂苷 Rb1 的 C-20
位上的糖基，又能水解其 C-3 位上的糖基。在这

个过程中，P. biciliate 首先水解 C-20 位外侧糖

基，其次水解 C-3 位的外侧糖基，最后水解 C-3
位的内侧糖基，但不能进一步水解 C-20 位内侧

糖基，最终产生人参皂苷 Rd、F2 和 C-K。因此

可利用该菌的这一选择性制备人参皂苷 C-K，也

可以根据不同时间段产生的皂苷含量规律来制

备人参皂苷 Rd 和 F2。 
三七作为我国传统名贵中药具有广阔的应

用前景，稀有人参皂苷是其重要的活性成分，但

其含量极低或需要经过肠道菌转化才能产生。将

三七中常见的含量较高的人参皂苷转化为稀有

人参皂苷是提高其药理活性和生物利用率的关

键。人参皂苷 Rb1 是三七中含量较高的皂苷成

分，本文首次发现 P. biciliate 能对其糖基进行修

饰和转化，从而获得药理活性更高的稀有人参皂

苷 C-K 等，为制备稀有人参皂苷提供了新的菌

种来源，同时为其规模化生产提供了理论基础。 
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