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摘要:【目的】本工作对棘孢曲霉固体发酵抽提酶液转化甜菊糖进行了研究，并对转化产物进行鉴定及纯化
分析。【方法】用高效液相色谱、液质联用及红外光谱等方法对转化新产物进行鉴定，对上清液中莱鲍迪苷
A(RA)成分进行纯化。【结果】棘孢曲霉酶液在 10 h 内对甜菊糖中的甜菊苷( SS)、莱鲍迪苷 C(RC)进行高
效特异性转化，以沉淀的形式析出的转化产物经鉴定为甜菊醇，转化率高达 98. 0%，分离提纯后纯度为
95. 2%，回收率达 84. 0% ． 由于甜菊醇的沉淀分离，留在溶液中的 RA 更易被纯化。RA 通过树脂吸附分离
的回收率为 80. 5% ． 【结论】棘孢曲霉酶液对甜菊糖的一次转化可以同时得到甜菊醇和莱鲍迪苷 A 两种产
品，是一种经济高效的工艺。
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甜菊醇 ( ent-13-hydroxykaur-16-en-19-oic acid，
steviol)，是甜菊苷的苷元，分子具有对映贝壳杉烯
型四环二萜骨架结构，具有广泛的生理活性，能提高
小麦抵御严寒［1］、有利于小鸡孵化［2］、清热解毒、抗
菌消炎、抗肿瘤等生理活性功能［3 － 4］。在 20 世纪
80 年代，甜菊糖经高碘酸钠或四醋酸铅氧化，再经
碱水解可以得到甜菊醇［5］，此法需要消耗大量价格
昂贵的高碘酸钠和有毒的重金属盐。Oliveira 等利
用赤霉菌生物转化甜菊糖能得到甜菊醇［6］，但这种
转化方法在室温下需长达 7 天，转化效率也有待于
提高。甜叶菊中甜菊醇含量极低，经提取和分离等
步骤只能得到少量的甜菊醇，因此产量难以提高。

用蜗牛酶水解甜菊糖获得甜菊醇是近年来开发的方
法之一，但蜗牛酶本身成本高而难以用于工业化生
产［7］。本课题组以巴氏微杆菌生物转化甜菊醇比
蜗牛酶法成本大为降低，但巴氏微杆菌会将莱鲍迪
苷 A 降解，菌体与沉淀的甜菊醇也不易分离［8］。因
此寻找更新的微生物和转化方法对甜菊醇的工业化
生产具有重要的意义。

甜菊糖中的莱鲍迪苷 A 是甜度与品质俱佳的
糖苷，其甜度是蔗糖的 300 倍［9］，可用于饮料、酱油
及各种蔬菜的腌制等，大大降低蔗糖的使用量，更适
合于肥胖症和糖尿病患者使用［10］。因此，低成本地
分离甜菊糖中的莱鲍迪苷 A 具有重要的经济价值。
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现有莱鲍迪苷 A 的提取方法主要是树脂分离和双
溶剂结晶法等。树脂分离利用大孔树脂的选择性进
行［11］，由于甜菊糖中的苷类极性相似，因此分离难
度大;而双溶剂重结晶法［12 － 13］，是根据各种糖苷在
不同有机溶剂中的溶解度差异来分离的，在实验过
程中需要消耗大量有机溶剂。巨大芽胞杆菌［14］可
将甜菊苷选择性降解以提纯莱鲍迪苷 A(RA)，但甜
菊苷的降解产物仍是水溶性的不易与莱鲍迪苷 A
分 离。 本 工 作 采 用 棘 孢 曲 霉 ( Aspergillus
aculeatus)［15］酶液对甜菊糖进行转化，产物甜菊醇以
沉淀形式析出，莱鲍迪苷 A 留在转化液中，极利于
产品的后续分离纯化工作，过程周期短，条件温和，
成本低。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌株:棘孢曲霉( Aspergillus aculeatus，保藏
号 CCTCC NO:M2011264)，本实验室分离保存。
1. 1. 2 培养基:菌种保藏用土豆葡萄糖琼脂培养基
(PDA 培养基)。固体发酵培养基:5 g麸皮、5 g豆粕
粉、25 mL 的营养液［MgSO4 0. 08%、( NH4 ) 2 SO4

2. 0%、KH2PO4 0. 04%］混匀，自然 pH，121℃ 灭菌
30 min。
1. 1. 3 材料:甜菊糖( SS ＞ 40%，普赛科公司)、正
丁醇(AR 级，国药集团化学试剂公司)、乙腈和甲醇
(均为 HPLC 级，TOE SCIENTIFIG INC 公司)。
1. 1. 4 仪器:GNP-9080 隔水式恒温培养箱(上海精
宏实 验 设 备 公 司 ); ES-315 高 压 蒸 汽 灭 菌 锅
(TOMY，Japan);FA2004 电子分析天平 (上海良平
仪器仪表公司 ); Agilent 1100 高效液相色谱仪
(Agilent 公司);HD-930 型组合式全温摇床(江苏太
仓 市 博 莱 特 实 验 仪 器 厂 ); LC-MS ( Agilent
Technologies 6460 Triple Quad LC /MS);高速离心机
Sigma 3k30( Sigma 公司);RE-52AA 旋转蒸发器(上
海亚荣生化仪器厂);红外光谱仪 Nexus670(美国尼
高力公司);CN-210 树脂(市购)。
1. 2 酶液制备及其转化方法

制备棘孢曲霉孢子悬液接种于固体发酵培养
基，30℃培养 3 天，加入100 mL无菌水浸提，抽滤得
酶液约75 mL。取60 mL酶液加入 0. 5% (V /V)甜菊
糖在 45℃水浴中静置转化，定时取样分析。

1. 3 HPLC 和液质联用分析
HPLC 分析:色谱柱为 Kromasil-NH2 (4. 6 mm ×

250 mm)，210 nm紫外检测，流动相为乙腈-水 (3 ∶ 1
V /V)，柱 温 30℃，流 速 为 1. 0 mL /min，进 样 量
20 μL，时间15 min。

液质联用分析:Agilent Technologies 6460 Triple
Quad LC /MS 液质联用仪 ． 电喷雾离子化源 (ESI);
负离子模式检测;加热毛细管温度 300℃ ;扫描范围
100 － 1500 m / z; 吹 扫 气 压 力 45 psi; 雾 化 电 压
3. 5 kV;一级质谱碰撞能量5 eV。
1. 4 红外分析及转化产物纯化

甜菊醇与溴化钾混匀研磨后压片，进行红外分
析。棘孢曲霉酶液对甜菊糖中的 SS、RC 进行特异
性转化，转化的新产物经有机溶剂纯化后得到高纯
度结晶。转化液中的 RA 经过 CN-210 树脂吸附，先
用 3 倍柱体积水进行洗脱，再用 3 倍柱体积的 70%
乙醇洗脱，收集该洗脱液，进行液相检测。
1. 5 计算方法

取一定量的甜菊醇标品，准确配制 0. 96 mg /mL
的甜菊醇标准溶液，梯度稀释至浓度分别为 0. 48、
0. 24、0. 12、0. 06、0. 03，经 0. 25 μm 微孔过滤膜过
滤，HPLC 分析，绘制甜菊醇浓度-峰面积标准曲线，
据此计算甜菊醇生成量。

甜菊醇标准曲线: y = 310. 35x ( g /mL) + 6. 84
(R2 = 0. 999);x 为甜菊醇浓度，y 为峰面积。

甜菊醇回收率 = 纯化后甜菊醇量( g) /纯化前
甜菊醇量( g) × 100%。

取一定量的 RA 标品，准确配制 0. 445 mg /mL
的 RA 标准溶液，梯度稀释至不同浓度，根据 HPLC
结果绘制 RA 浓度-峰面积标准曲线，据此计算 RA
量。

RA 标准曲线:y = 52638. 28x( g /mL) + 1706. 25
(R2 = 0. 996);x 为 RA 浓度，y 为峰面积。

RA 回收率 = 纯化后 RA 量( g) /纯化前 RA 量
( g) × 100%

2 结果

2. 1 酶液对甜菊糖的转化
甜菊糖原液、转化10 h和24 h的 HPLC 分析见

图 1 中 A、B、C 所示。
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图 1． 棘孢曲霉酶液转化甜菊糖 0 h(A)、10 h(B) 和 24 h(C) 的 HPLC 图
Figure 1． HPLC analysis of stevioside biotransformed 0 h ( A )，10 h ( B ) and 24 h ( C ) by enzyme of

Aspergillus aculeatus．
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从图 1- A、B 两图可见，随着转化的进行，甜菊
糖中的甜菊苷(SS)、莱鲍迪苷 C(RC)量减少，出现
新产物，出峰时间为 4. 5 min。由图 1-C 可见，24 h
后，SS、RC 完全被降解，新产物浓度达到最大值。
图 2 可见，RA 量基本稳定，随着时间的增加，在 SS
量接近转化完成时，RA 也开始被降解。适当地控
制转化时间可得到最大量的 RA 和新产物。

图 2． 棘孢曲霉酶液转化甜菊糖变化曲线
Figure 2． Time course of stevioside content by enzyme of Aspergillus

aculeatus．

2. 2 产物鉴定
在棘孢曲霉酶液转化甜菊糖10 h后，溶液中出

现了大量的沉淀，随着时间的延长，沉淀量会持续增
加，至24 h沉淀量达到最大值，转化液经离心分离得
到沉淀新产物和上清液。取少量沉淀干燥后用
75%乙腈溶解，HPLC 分析的结果见图 3-A 所示。

为鉴定沉淀物质的成份，将其 HPLC 分析图(图
3-A 所示)与甜菊醇标准品的 HPLC 分析图(图 3-B
所示)进行比较。发现其出峰时间与甜菊醇出峰时
间相同，因此推测是甜菊醇。为此，对经结晶纯化的
新产物进行 LC-MS 分析，结果见图 4 所示。

从图 4-A 的质谱图可见，丰度最大的离子为 m /
z = 317. 2，与图 4-B 甜菊醇标品的 m /z = 317. 2 相
同，即新产物对应的分子量是 318，因此进一步验证
新产物是甜菊醇。

纯化新产物的红外光谱见图 5 所示，与谱图库
中的甜菊醇标品图谱一致，因此新产物应为甜菊醇。
2. 3 沉淀物质和转化上清液中 RA 的纯化

棘孢曲霉酶液转化甜菊糖，产生的沉淀中除了
甜菊醇外还有其他物质(见图 3-A)。用乙醇溶解沉
淀，离心后，对上清液旋转蒸发，得到的白色物质是
甜菊醇，按照甜菊醇“浓度-峰面积”标准曲线，得出

图 3． 沉淀物(A)和甜菊醇标品(B)的 HPLC 分析图
Figure 3． HPLC analysis of new compound(A) and steviol(B) ．

图 4． 新产物(A)和甜菊醇标品(B)的一级质谱图
Figure 4． MS spectrum of new compound(A) and steviol(B) ．

56



Yingying Ma et al． / Acta Microbiologica Sinica(2014)54(1)

图 5．新产物的红外光谱分析
Figure 5． IR spectrum of new compound．

图 6．纯化前上清液 (A)和纯化后上清液 (B)的 HPLC

分析
Figure 6． HPLC analysis of the supernatant ( A ) and the purified

supernatant(B) ．

甜菊醇的纯度为 95. 2%，根据纯化前后样品中甜菊

醇 HPLC 峰面积和甜菊醇的标准曲线得到纯化前后
甜菊醇的量，再结合甜菊醇回收率的计算方法得出

回收率为 84. 0% ．

对离心后得到的上清液进行 HPLC 分析，结果

见 6-A 图所示，上清液中主要成分是 RA，浓缩后经
CN-210 大孔树脂吸附洗脱，进行 HPLC 检测，结果
见 6-B 图，旋转蒸发后得到白色结晶体，根据 RA 标

准曲线，推算 RA 的纯度为 86. 2% ． 根据纯化前后
样品中 RA 的 HPLC 峰面积和 RA 标准曲线得出纯
化前后 RA 的量，再结合 RA 回收率的计算方法得

出回收率为 80. 5% ．

3 讨论

利用棘孢曲霉对甜菊糖进行生物转化的研究表
明，甜菊糖中甜菊苷(SS)和莱鲍迪苷 C(RC)成份转

化为甜菊醇并以沉淀析出，转化液中的莱鲍迪苷 A

得到纯化，此方法为甜菊醇和莱鲍迪苷 A(RA)的制

备和甜菊糖的深度开发提供了新方法。

棘孢曲霉所产酶是胞外酶，转化甜菊糖所需周
期短，且得到的新产物甜菊醇与莱鲍迪苷 A 极易分

离，与巴氏微杆菌转化甜菊糖为甜菊醇［8］的方法相

比，在转化时间和分离成本方面更有优势。棘孢曲
霉还可用于槐角中槐角苷、染料木素等成份的转

化［15］，生成 5、7、8、4'-四羟基异黄酮，本工作拓展了

棘孢曲霉的应用范围。

本工作探讨了棘孢曲霉的酶液对甜菊糖的转

化，酶用量的探讨及酶的固定化重复使用以及对酶
液进行分离纯化，与黄杆菌转化甜茶苷的方法［16］相

似，找到对该转化起关键作用的酶是今后深入研究

的方向。
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Biological conversion of stevioside to steviol by Aspergillus
aculeatus and the purification of rebaudioside A
Yingying Ma1，Yuru Chen1，2* ，Weina Zhang1，Huan Sun1，Wenjing Xia2
1 Jiangsu Engineering and Technology Research Centre for Microbiology Resource，Jiangsu Key Laboratory for Biodiversity
and Biotechnology，Jiangsu Key Laboratory for Microbes and Functional Genomic，College of Life Science，Nanjing
Normal University，Nanjing 210023，Jiangsu Province，China
2 School of Biotechnology and Chemical Engineering，Taizhou College，Nanjing Normal University，Taizhou 225300，
Jiangsu Province，China

Abstract:［Objective］ The purpose of this research was to apply Aspergillus aculeatus solid fermentation extracts to
convert stevioside and rebaudioside C，followed by identifying and purifying the new conversion product． ［Methods］The
product was identified by high performance liquid chromatography， chromatography-mass spectrometry and Infrared
spectrum． The new product and rebaudioside A exited in the supernatant were purified by alcohol and macroporous resin．
［Results］ The Aspergillus aculeatus enzyme extracts could convert the stevioside and rebaudioside C to the new product
within 10 hours． The conversion rate was 98. 0% in 24 hours． The conversion product existed in deposit was identified as
steviol． The purity and recovery percent of steviol were 95. 2% and 84. 0% respectively． Because stevioside could occur to
deposit，the rebaudioside A existed in supernatant was purified easily． We used the resin chromatography to purify RA and
the recovery could reach 80. 5% ．［Conclusion］ Aspergillus aculeatus enzyme extracts could convert stevioside efficiently
and specifically，and we could obtain rebaudioside A and steviol at the same time．
Keywords: stevioside，Aspergillus aculeatus，bioconvert，rebaudioside A，steviol
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