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一株葛根素羟基化真菌的筛选及鉴定

杨莉萍，徐磊，朱新宇，于丽娟，唐苏苏，崔志超，叶辉!

（南通大学生命科学学院，南通 $$2..&）

摘要：【目的】葛根素是一种常用的抗心血管药物，主要从葛根中提取，本文从土壤中分离转化葛根素的菌

株，并对转化产物进行了鉴定。【方法】用马铃薯培养基从土壤中分离真菌，采用静息细胞转化法，通过高效

液相色谱法检测转化效果，用有机溶剂萃取法和半制备高效液相色谱分离纯化得到转化产物，质谱和核磁

共振分析转化产物。【结果】从土壤中分离到 #C2 株真菌，其中 # 株具有较高的转化活性，命名为 1EG.#，经形

态学和 /E0 序列系统发育分析鉴定为粘帚霉菌（.*&("*$/&01 ?8@）。质谱分析转化产物分子离子峰为 !NN，而

底物分子离子峰为 !#&，表明转化产物为葛根素羟基化物，核磁共振分析羟基位于葛根素 OG环的 NPG位碳原

子上。【结论】真菌 1EG.# 菌株能转化葛根素形成 NPG羟基葛根素。
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葛根［203’$’&$ *()$#$（RA>>M @）S6TA］是一种四季

常青豆科类蔓生植物，原产于喜马拉雅地区，在我国

绝大部分地区均有分布。葛根成分复杂，其中含有

各类化合物五十余种，其主要有效成份为葛根素、大

豆苷元、大豆苷等异黄酮类化合物。其中葛根素

（8;)-=-A<）约占 N.U，其化学名：!P，&G二羟基GCG!G(G
葡萄 糖 基 异 黄 酮。 分 子 式：3$# V$. S"；分 子 量：

!#2WNC。葛根素的溶解度为 #$W! ++:>4X。从葛根提

取的葛根素，添加到食品中，可以做成各类强身滋补

的高级营养疗效食品，又可制成各种治疗和保健药

品。葛根素有广泛的生理活性：如具有扩血管、抗血

栓、降血糖、改善微循环等作用，广泛用于心脑血管

疾病的防治［# ’ !］。因此，对葛根素的研究有着重要

的开 发 和 利 用 价 值。 我 们 曾 利 用 哈 茨 木 霉

（4’&"5(/3’1$ 5$’6&$-01 3YZ33#%$N）菌株转化葛根

素形成 NPG羟基葛根素，其在水中的溶解性是葛根素

的 #WN 倍，去 除 自 由 基 能 力 比 葛 根 素 提 高 了 $.
倍［%］；[A=<\ 等［2］利 用 氧 化 微 杆 菌 （%&"’()$"#3’&01
(78/$-9 3YZ33#&CC）转化葛根素，获得葛根素G&GSG

葡萄糖苷和葛根素G&GSG异麦芽糖苷，两者的水溶性

分别比葛根素提高了 #C 倍和 #.. 倍。本文采用微

生物转化的方法，针对葛根素水溶性和脂溶性差，生

物利用度不高的缺陷，而继续筛选能够转化葛根素

的新菌株，寻找和开发新的高活性药物。生物转化

具有高效、多样、底物专一性、区域与化学特异性以

及温和的反应特点，显示出广阔的应用前景。在苯

环上用化学合成方法增加羟基比较困难［&］，目前国

内外未见化学方法合成 NPG羟基葛根素的报道。本

文报道从土壤筛选到的可转化葛根素的粘帚霉，及

对转化产物结构的表征。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 分离样品来源：浙江省天目山国家自然保护

区、南通大学校园、南通狼山、濠河等地采集腐烂树

皮、土壤与污泥。

!"!"# 培 养 基："马 铃 薯 葡 萄 糖 琼 脂 培 养 基

（](Q）：马铃薯去皮，切成小块称取 $.. \，加水# X煮

沸 N. +A<，用 双 层 纱 布 过 滤，取 其 滤 液 加 葡 萄 糖



!" #，定容至 $ %，琼脂 !" #，自然 &’ 值；!马铃薯葡

萄糖液体培养基（()*）：不加琼脂的马铃薯葡萄糖

培养基；"转化液："+",- ./01% 23!’(45 16’!(45 磷

酸缓冲液，&’7+"。

!"!"# 主要试剂和仪器：葛根素购自西安慧科生物

技术有限公司。8#90:;< $!"" 高效液相色谱仪购自

8#90:;< 公司，8=3;>: 5"" 核磁共振仪购自 *?@A:? 公

司，(BCD$"" 型 (CE 仪购自 FGE:H:3?>I 公司，’JKDC
型多功能摇床购自江苏太仓实验设备厂，ELD7!88
型旋转蒸发器购自上海亚荣生化仪器厂，CE!!L 冷

冻高速离心机购自日立公司。

!"$ 菌种分离及保藏

取 $ # 土样加入到含 $"" .% 无菌水的烧杯中，

振荡摇匀后，用接种环于 ()8 固体培养皿中划线，

M"N培养 M O 7 P。待平板上长出菌落后，挑取单菌

落接 入 ()8 培 养 基，M"N 培 养 直 到 产 生 孢 子

（7 O - P）。用 $7Q（R1R）甘油无菌水溶液洗涤斜面，

用无 菌 棉 絮 过 滤 吸 起 孢 子 悬 液 并 调 节 到 $"S 个

孢子1.%，T -"N保存。

!"# 静息细胞制备与转化

霉菌孢子接种于 ()* 培养基，孢子终浓度达到

$", 个1.%，M" N，$," ?1.9; 培养 5" I，用纱布过滤并

用 &’ 7+" 磷 酸 缓 冲 液 洗 涤 M 次 菌 丝，拧 干。在

$"" .%三角瓶中，加入 $ # 菌丝及含 5""##1.% 葛根

素的 !" .% 磷酸缓冲液（&’ 7+"），M"N、$," ?1.9; 培

养。实验过程中分别设菌体对照组和底物对照组，

排除非微生物因素引起的底物结构的改变和菌体代

谢物的干扰。转化 M, I 后补足 蒸 发 的 水 分 后 取

$ .%样品，置于微量恒温器中 $"" N 加热 7 .9;，

$-M"" U # 离心 $" .9;，取上清液进行 ’(%C 分析。

8#90:;< 色谱柱型号为 V)*DC$S（5+, .. U !7" ..，

7#.），进样体积为 !"#%，柱温 !7N，紫外检测器为

8#90:;< K$M$5*，检测波长为 !75 ;.，流动相为甲醇：

水（!-：-M），流速 $ .%1.9;。

!"% 转化产物的分离与鉴定

将转化液用等体积的正丁醇萃取 M 次，正丁醇

萃取液用蒸馏水萃取 7 次，水萃取液 -"N减压蒸

馏，浓缩至干，用少量甲醇溶解，以甲醇 W水（!- W -M）

为洗脱剂，利用制备型岛津高效液相色谱分离纯化，

取少量粉末状样品送中国药科大学分析测试中心进

行质 谱 分 析，样 品 溶 于 甲 醇 中，质 谱 仪 为 8#90:;<
$$""%CDFX) 电喷雾液质联用仪，离子源为阳离子。

取少量粉末状样品送南京师范大学分析测试中心进

行核磁共振光谱分析，采用 *?@A:? 8RD5"" 进行$M C
和$’ 核磁共振光谱分析，溶剂为 )FX4DP,，$M C 和$’

核磁共振光谱工作频率分别为 $"" F’Y 和5"" F’Y，
化学位移采用四甲基硅烷（BFX）为内标测定，采用

)L(B 谱测定碳原子的级数，采用$’D$’D2FE，$’D$M

CD2FE 谱等来帮助确定碳原子和氢原子化学位移。

!"& 菌株 ’()*! 的鉴定

!"&"! 形态学观察：从 T -" N低温冰箱取出冷藏

管，划线接种于 ()8 平板上，M" N培养至出现菌落，

用插片培养法观察菌丝、孢子特征及菌落特征。

!"&"$ 基因组 )28 的提取：按马桂珍等［-］的方法

提取菌体 )28。

!"&"# ZBX（Z;<:?;30 <?3;H>?9[:P H&3>:?，ZBX）序列系统

发育分析：根据真菌的一对特异性通用引物 ZBX$
（7\DBCCKB8KKBK88CCBKCKKDM\） 和 BX5 （7\D
BCCBCCKCBB8BBK8B8BKCDM\）扩增 $SX 与 !SX ?)28
间的内部转录间隔区（ZBX）。(CE 扩增反应体系选

用 7"#% 反应体系，扩增程序：]5 N 7 .9;；]5 N
$ .9;，7, N 5" H，-! N $+7 .9;，M7 个循环；-! N
$" .9;，5 N保存。琼脂糖凝胶电泳检测扩增产物。

送上海英俊生物技术有限公司测序。从 K:;*3;A 中

调取粘帚霉属（!"#$%"&’#()）$M 个菌株的 ZBX )28 序

列用于系统发育学分析。ZBX )28 全序列用 C0@H<30
^（$+S）软件包排序，用 FLK8=:?H9/; ! 软件包中的

69.@?3!D(3?3.:<:? )9H<3;>: 模 型 计 算 进 化 距 离，用

2:9#I[/?DG/9;9;# 法构建系统发生树，$""" 次随机抽

样，通过自展法（*//<H<?3&），评估系统发生树的置信

度［S T $"］。

$ 结果和分析

$"! 转化葛根素菌株的分离和筛选

在 ()8 平板上挑取单菌落，对其进行静息细胞

转化，’(%C 分析，筛选得到编号为 2BD"$ 菌株可转

化葛根素形成一种极性更大的化合物，保留时间为

,+"- .9;，而菌体和底物对照均未在此保留时间出

峰（图 $）。

$"$ 转化产物的分离与鉴定

用等体积的正丁醇萃取 M 次，正丁醇萃取液用

蒸馏水萃取 7 次，水萃取液用 -"N减压蒸馏，浓缩

至干，用少量甲醇溶解，再用制备型岛津高效液相色

谱，收集层析液，-"N减压蒸馏至干，得到粉末状样

品 "+", #。取少量样品进行 ’(%C 分析，样品的纯

度为 ],+7Q。

一级质谱结果显示转化产物分子离子峰值 .1Y
5MM（F _ ’），与葛根素分子离子峰值 .1Y 5$-，相比

分子量增加了 $,，因而推测转化产物为葛根素的羟

基化衍生物。图 ! 为转化产物的二级质谱图。

转化 产 物 的$M CD和$’D2FE 的 解 析 结 果 见 下：

!-7$ %9&9;# J3;# :< 30 ‘ 1*%+& ,#%-$.#$"$/#%& 0#1#%&（!""]）5]（$!）



图 ! "#$%! 菌株转化葛根素的 &’() 分析

!"#$% &’() *+,-./01 23 +0,/4/"5 6"2./45*32/14."25 23 *./4"5 789:% $

%;)97<=（>::<&?，@<AB9CD）：!E %F;G%（)9H），%H;GI（)9
;），%JFG>（)9>），%HDGJ（)9F），%%FGI（)9D），%D%GF（)9J），

%%;GH（)9I），%F;G:（)9K），%%JG>（)9%:）；%H;GF（)9%L），

%%FGI（)9HL），%>FG;（)9;L），%>FGI（)9>L），%%JGH（)9FL），

%H:G;（)9DL）；J>G:（)9%M），J%G;（)9HM），JKG;（)9;M），J%G:
（)9>M），IHG;（)9FM），D%GK（)9DM）++1。

%&97<=（%::<&?，@<AB9CD）：!E >GI:（%&，C，N
E KGD &?，#O-&9%），DGJD（%&，C，N E IGH &?，&9FL），

图 * +,$羟基葛根素的 -./01.
!"#$H PAQR<A *+,-./01 23 ;L9STC/2UT+0,/4/"5 $

D GJK（%&，CC，N E IG%，%GK &?，&9DL），JG:;（%&，C，

N E %GI&?，&9HL），DGKK（%&，C，N E IGI &?，&9D），

JGKH（%&，C，N E IGI&?，&9F），IG;:（%&，*，&9H）

++1。

以葛根素为底物进行转化，结果发现在底物上

发生了 ;L9羟基化反应，见图 ;。这一结果与我们先

前报道的哈茨木霉（! $ "#$%&#’() )V<))%FH;）转化

葛根素形成 ;L9羟基葛根素基本一致［F］。

图 + "#$%! 菌株代谢葛根素形成 +,$羟基葛根素示意

!"#$; )S,1"-4O *./0-.0/, 23 ;L9STC/2UT+0,/4/"5 ./45*32/1,C 3/21 +0,/4/"5 6T *./4"5 789:% $

*2+ 转化菌株的鉴定

*2+2! 789:% 菌株形态与培养特征：789:% 菌株在

’@W 平板上生长 H C，菌落呈疏松的棉絮状，白色，直

径为 H -1 左右，F C 后呈青绿色，直径 D -1 左右；基

内菌丝无色，菌丝有横隔、透明，分生孢子梗由气生

图 3 "#$%! 菌株的分生孢子梗形态（3%% 4 ）

!"#$> <2/+S2O2#T 23 *./4"5 789:%（>:: X ）$

菌丝生出，呈分枝帚状，形成一个很紧密的刷子，分

生孢子椭圆形，单个时无色透明，聚成团时青绿色

（图 >）。与《微生物分类学》所描述的融粘帚霉菌

（*+&,-+#.&() ./+&0(/1-/’1）形态一致［%%］。

*2+2* Q8A 序列的系统发育分析：789:% 菌株的 Q8A
@7W 片段为 FJH 6+ 长度，在 V,5Y45Z 中的登录号为

V[HHK>JI。将此序列在 V,5Y45Z 中 Y(WA8，显示与粘

帚霉属（*+&,-+#.&()）有较高的同源性（%::\）（图 F），结

合形态学和 Q8A 序列的系统发育分析结果，我们将 789
:% 鉴定为粘帚霉属中的一个菌株（*+&,-+#.&() *+$）。

+ 讨论

黄酮类化合物的生理活性的研究是近年来研究

热点之一，也是黄酮化学中发展最快的方向，而生物

活性与黄酮类化合物的结构密切相关，黄酮类化合

物的化学修饰的方法主要有酯化、醚化、酰基化等反

应。目前主要通过酯化，改变其脂溶性较差的弱点，

;JF%杨莉萍等：一株葛根素羟基化真菌的筛选及鉴定 $ R微生物学报（H::K）>K（%H）
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图 ! 基于 "#$ %&’ 序列的 &#()* 菌株系统发育树
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但反应选择性差、反应条件苛刻、反应过程中往往结

合或屏蔽了黄酮类化合物的主要官能团—酚羟基，

虽然增加了其脂溶性，但降低了其抗氧化活性，限制

了它的广泛应用。

将生物转化技术融入黄酮类化合物研究在很大

程度上加速了中药新药的开发和中药现代化的进

程。但目前绝大部分研究工作仍停留在实验室阶

段，缺乏实现工业化生产的范例。虽然涉及的转化

反应有氧化、还原、水解、转换等，但反应类型有限且

转化效率比较低。因此仍需开发新的生物催化体

系，以适应催化各种反应及提高转化效率的需要。

利用具有特殊转化功能的微生物或酶，对黄酮类化

合物进行转化，以得到化学结构的多样性，它是从已

知化合物中寻找新型衍生物的有效手段，从某种角

度讲，它比化学合成的方法更为有效，这是一个新的

研究领域。

文献报道 HI;’(E/*J(A9+/:/", 在葛根中存在，但

含量很低，占葛根黄酮的 %F左右。葛根素水溶性

和口服吸收比较差，限制了其药理学的进一步研究。

为了获得水溶性和生物利用度高的新型的葛根素衍

生物，我们先前的研究发现哈茨木霉（! $ "#$%&#’()
KBLKK=%MH）也能催化葛根素羟基化，其酶活力单位

（即在 =N 转化液中，=?", 内催化生成 =!?*) 产物所

需的酶量）为 <>MO 9,".7P?",［%］。本实验结果说明粘

帚霉 52;<= 菌株的静息细胞也能催化葛根素羟基

化，且反应具有严格的区域选择性，即在葛根素的

HI;碳原子上，其酶活力单位为 <>== 9,".7P?",。证明

了真菌的不同种属，如在木霉属和粘帚霉属中存在

代谢葛根素为 HI;羟基葛根素的途径，该菌株为今后

利用微生物转化法生产生物活性更高的 HI;羟基葛

根素奠定了一定的基础。已有研究证明在芳香环上

利用化学合成连接羟基是比较困难的，且需要多步

化学反应，而利用生物转化在含芳香环的底物上羟

基化是直接的。尽管酶与底物的相互作用、酶催化

的处理方式在羟基化反应机理方面研究还不够深

入［=M］，但利用微生物全细胞（酶）进行生物转化相对

简单、廉价、方便，无需对酶分离与提纯，并能减少酶

活的损失［=H Q =R］。

根据形态学和 123 序列的系统发育分析，52;<=
菌株被鉴定为粘帚霉菌。至今，中外学者从粘帚霉

属（*+&,-+#.&() 7AA$）中共分离获得 %< 多个代谢物，

它们有着广泛的抑制植物病原真菌附着孢形成、毒

杀肿瘤细胞等多种生物活性，其化学结构类型有二

酮哌嗪、萜、聚酮、肽等［=%］。在国外，链孢粘帚霉（* $
-#/0’(+#/()）和绿粘帚霉（* $ 1&$0’2）已被开发成生物

防治剂，商品名分别为 &/"?:7.*A 和 3"")B:/E。粘帚霉

属的菌株在生物转化领域中已引起人们的关注，如

融粘帚霉（* $ .0+&3(02-0’2）能转化 /:A:?(-",［=S］。本

文首次报道粘帚霉 52;<= 菌株转化葛根素形成 HI;
羟基葛根素。因此，利用粘帚霉羟基化酶的特点，进

行 HI;羟基葛根素的转化，这对提高传统中药葛根素

的药理活性和利用价值具有重要意义。
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进博士在转化产物的结构解析上提供了热情的指导
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