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(57) 摘要

本发明公开了一株甘蔗镰孢 (Fusarium 

sacchari) 及用其制备抗癌活性有效部位和成分

的方法，同时提供了一种从栽培人参的土壤中筛

选菌株的方法。一株甘蔗镰孢制备抗癌活性成分

的方法是用甘蔗镰孢酵解人参属植物总皂苷大量

制备抗癌活性有效部位，其酵解温度为 25-45℃，

pH 值 5.0-7.0，酵解时间 2h-15d，转化液为水

溶液，人参属植物总皂苷与甘蔗镰孢的比例为

4∶ 1-8∶ 1；收集过程是将反应产物过滤去除菌

体后，注入到 D101 大孔吸附树脂柱内，用水冲洗

至无色，再用乙醇梯度冲洗树脂柱，将 80-90％乙

醇洗脱液浓缩，挥发至干，即可获得有效部位，收

率 60-80％。该方法简单方便、安全可靠、成本低。
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1. 一株甘蔗镰孢转化人参属植物总皂苷制备抗癌有效部位的方法，其特征在于：转化

方法如下：

将甘蔗镰孢接种到含有人参属植物总皂苷的溶液中，在酵解温度 25-45℃，pH 值

5.0-7.0, 酵解时间 2h-15d, 转化液为水溶液，总皂苷与微生物菌株甘蔗镰孢的比例为 4：

1-8：1 的条件下，将反应产物去除微生物后注入到 D101 大孔吸附树脂柱内，用水冲洗至无

色，再用乙醇梯度冲洗树脂柱；将 80-90% 乙醇洗脱液浓缩，挥发至干，获得转化总产物，即

可获得有效部位，收率 70-90%。

2. 根据权利要求 1 所述的一株甘蔗镰孢转化人参属植物总皂苷制备抗癌有效部位的

方法，其特征在于：所述的一株甘蔗镰孢是通过如下方法培育而成的：

（1）土壤微生物富集法分离微生物

a 、微生物的富集：利用无菌器皿取栽培人参的土样 1g，加入 10mL无菌生理盐水，震荡

片刻，制成土壤悬液，取 1mL悬液分别放入盛有 25mL富集培养基 1的三角瓶中，生化培养箱

中 28-30℃，48h；

b 、菌株的初筛：用稀释平板涂布法将富集培养基 1 中生长的微生物分别接入到初筛

培养基 2 中，每种稀释浓度接 3 个平行样，接种量为 0.2mL，将接种后的平面皿先正置于

28-30℃的培养箱中 24h，后在倒置于培养箱中培养 3-4天；

（2）土壤液稀释法分离微生物

菌株的初筛：用稀释平板分离法将不同浓度的土壤稀释液分别接入到初筛培养基 2

中，每种稀释浓度接 3个平行样，接种量为 1mL，将接种后的平面皿倒置于 28-30℃的培养箱

培养 3-4天；

（3）菌种的分离、纯化培养

将初筛平板上的单菌落进行分离、纯化用平板划线分离法将各个单菌落分别接种于分

离培养基 3中，倒置于 28-30℃的培养箱培养 3-4天，待菌株生长比较旺盛时，再将分离、纯

化获得纯菌株接入液体分离培养基 4中，30℃、160r/min摇床中培养 2-3天；

（4）菌种的复筛

将液体分离培养基4中生长的菌体分别转移到复筛培养基5中，30℃、160r/min摇床中

培养 2-3 天，观察菌体的生长情况及对三七皂苷的转化作用，选择生长情况及对三七皂苷

的转化作用，选择生长情况良好且具有较高的转化作用的菌株作为实验菌，将其命名为 G，

进一步经中科院微生物所对纯菌株进行鉴定，该菌株为甘蔗镰孢，甘蔗镰孢菌落在 PDA 培

养基上，25℃ 7 天直径 86mm，质地绒毡状，白色，无渗出液；菌落反面浅紫色，菌落在 SNA 培

养基上，25℃ 7天直径 78mm，质地薄绒毡状，无渗出液；菌落反面无色，小型分生孢子聚集成

头状，0-1 隔，短杆状或弯月形，5.5-19×1.8-3.2μm；大型分生孢子细，多为 3 隔，一端钝

圆，一端较尖，35-40×3.0-4.1μm；

所述的富集培养基 1 组成为葡萄糖 4.0g，三七茎叶皂苷 6.0g， KH2PO4  1.0g， CMC 

10.0g，MgSO4·7H2O 0.2g，青霉素 G 纳 0.1g，蒸馏水 1000mL；初筛培养基 2 组成为牛肉膏 

5.0g，蛋白胨 10.0g，NaC1 5.0g，琼脂 20.0g，蒸馏水 1000mL，pH 7.6；分离培养基 3组成为

牛肉膏 5.0g，蛋白胨 10.0g，NaC1 5.0g，琼脂 20.0g，蒸馏水 1000mL，pH 7.6；分离培养基 4

组成为牛肉膏 5.0g，蛋白胨 10.0g，NaC1 5.0g，蒸馏水 1000mL，pH 7.6；复筛培养基 5组成

为三七茎叶皂苷 5.0g，蛋白胨 3.0g，KH2· PO4  1.0g，NaCL 5.0g，MgSO4·7H2O 0.2g，蒸馏水
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1000mL，pH 7.6。

3. 根据权利要求 2 所述的一株甘蔗镰孢转化人参属植物总皂苷制备抗癌有效部位的

方法，其特征在于：菌种生长于实验中常用的马丁氏培养基、PDA培养基。

4. 根据权利要求 1 所述的一株甘蔗镰孢转化人参属植物总皂苷制备抗癌有效部位

的方法，其特征在于：通过酵解天然三七茎叶皂苷，直接获得抗癌有效部位，且抑瘤率高达

75.7%。
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一株甘蔗镰孢转化人参属植物总皂苷制备抗癌有效部位的

方法

技术领域：

[0001] 本发明涉及微生物技术领域，公开了由微生物转化 (水解 )人参属植物总皂苷，转

化总产物作为抗癌有效部位的方法。特别是涉及一株甘蔗镰孢(Fusarium sacchari)，转化

人参属植物总皂苷制备抗癌有效部位和成分的方法。该有效部位的组成以人参皂苷 C-K、

Mx和 Mc为主，三种皂苷在转化总产物中的总含量在 60％以上，且抑瘤率达 70％。

背景技术：

[0002] 癌症是残害人类生命的世界第二大疾病，死亡率仅次于心脑血管疾病，是人类死

亡的最主要因素之一。在全世界 60亿人口中，目前约有各类癌症患者 3500万。1997年发

达国家的癌症发病人口为 400 万人，其中美国 100 ～ 150 万人、欧洲 100 万人、日本 40 万

人。癌症造成的死亡人数每年全世界约有 630 万人，据国际权威调查机构统计，到 2020 年

癌症死亡人数将翻一番，达到 1000万人以上。由于化学、病毒、物理辐射等各种致癌因素逐

渐增多，我国的癌症发病率也逐年上升。据国家卫生部卫生统计信息中心报道，1999 年全

国城市恶性肿瘤患病率男性为 169.58人 /万人、女性为 110.05人 /万人、大城市中患病率

为 148.90 人 / 万人、中小城市为 110.70 人 / 万人。若按我国 13 亿人口计算，每年恶性肿

瘤的新发病例为 180万。

[0003] 人参皂苷是人参、西洋参、三七等五加科人参属植物的主要活性成分，人参皂苷中

的 Rh1、-Rh2、C-K、PPD和 PPT为人参、西洋参、三七等五加科人参属植物中存在的微量稀有

次生皂苷。研究表明这些稀有人参皂苷均具有显著的抗肿瘤活性。

[0004] 早在 1979年日本学者 Odashima等人就发现人参皂苷 Rh2能抑制肺癌细胞 3LL(小

鼠 )、莫里斯肝细胞 ( 兔子 )、BA-16 恶性肿瘤 ( 小鼠 ) 和 HELA 细胞 ( 人 ) 的增殖，并证明

人参皂苷能引起癌细胞向正常细胞转化。1991年，日本学者 Kikuchi等报道，给裸鼠口服人

参皂苷 Rh2 可明显抑制人类卵巢癌细胞 (Human ovarian cancer cells HRA)的增生，小鼠

的生存率显著上升。1996 年夏丽娟利用体外实验方法研究了 -Rh2 对小鼠黑色素瘤 B16 细

胞的分化诱导作用，结果表明：-Rh2 在 10μg.mL-L 的浓度下对 B16 细胞有较强的分化诱导

作用，表现为黑色素生成能力明显增加；形态向上皮样细胞分化；细胞呈网状结构；黑色素

颗粒增多，生长变缓慢。Kim等的研究也显示，人参皂苷 Rh2 和 -Rh3 能诱导 HL-60细胞向粒

细胞的分化，可使 HL-60 细胞阻断在 G1/S 期。由 -Rh2 引起的 HL-60 细胞的分化可使蛋白

酶激活剂 C(PKC) 的活性增加。同年 Park 等报道，人参皂苷 Rh1 和 -Rh2 对人纤维肉瘤细胞

的增殖有明显抑制作用，与世界公认的最有效的抗 HRA药 CDDP(Cis-diamminedichloropla

tinum)相比，-Rh2 抑制肿瘤生长的作用与 CDDP相似，但没有副作用，而 CDDP却有明显的副

作用。-Rh2还有较强的增加自然杀伤癌细胞活性的能力，并能显著延长生命，这些特性在使

用 CDDP时并没有发现。

[0005] 1995-1996年，日本学者 Kitagawa等报道，人参皂苷 Rg3 可以抑制由 Bomesin所致

大鼠肠癌腹腔内转移的作用。Azuma等报道了人参皂苷 Rg3、-Rb2 在体内、体外均对 B16-BL6
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肿瘤细胞在肺部的转移有抑制作用。国内学者富力、鲁岐通过多年的研究，改进了从红参

中提取人参皂苷 20(R)-Rg3 的方法，首次实现了工业化生产，经过由中国中医研究院广安门

医院牵头，大连医科大学附属第一医院、南京八一医院全军肿瘤中心等 8家大单位符合 GCP

要求的为中心临床研究，现已获得国家一类新药证书，正式药名为参一胶囊。研究机理表

明，-Rg3 在肿瘤转移中可抑制肿瘤增值生长、着床、浸润、粘附以及新生血管形成等五个关

键环节。

[0006] 另据研究表明，C-K无论在体内、体外均具有良好的抑制癌细胞生长作用和抗转移

作用，无论对实体或流体癌细胞株均有显著效果，如：抗浸润和转移作用，利用多种体内外

转移模型如路易斯肺癌细胞 LLC、人纤维肉瘤 HT1080、小鼠黑色素瘤 B16细胞的易转移亚型

B16-F10 细胞等研究 C-K 对肿瘤细胞浸润和转移的影响，结果发现：C-K 虽不直接抑制肿瘤

块形成，但具有明显的抗转移作用；诱导肿瘤细胞凋亡作用，C-K 在与 B16-BL6 和 LLC 两种

肿瘤细胞共同孵育时，15min 后即出现在肿瘤细胞的核内，24h 之内诱导出现形态学上的细

胞凋亡表现；抗肿瘤血管新生作用，研究表明：无毒剂量的 C-K 即可抑制 CM-L5 所致的 HSE

细胞的增殖和管腔形成活性，并对肿瘤诱导的心血管形成产生抑制；抗致突变和预防癌变

作用，C-K有抗苯并芘诱导的致突变作用，其作用具备药理学的量效关系。此外，C-K还可降

低苯并芘引起中国仓鼠肺纤组母细胞 (Chinese hamsterlungfibmbl-tcells CHL)的染色

体畸变，说明 C-K可以作为突变预防剂。

[0007] Wakabayashi报道，-Rg1，-Re及其肠道细菌代谢物 20(S)-PPT口服后具有很强的

抗肿瘤细胞转移活性。

[0008] 人参次生稀有皂苷 -Rg3、-Rh2 和 C-K 具有显著的抗肿瘤活性，但作为天然药物人

参、西洋参、三七等发挥药效活性的物质基础，它们在天然植物中的含量极低。例如：-Rg3

在白参中的含量仅为 0.0003％，在红参中的含量约为 0.03％；而 -Rh2 在红参中含量仅

为 0.001％、人参茎叶中的 -Rh2 含量较红参高 10 倍、西洋参茎叶中分离得到 -Rh2 含量为

0.001％ -0.0043％。C-K在天然人参中并不存在，为人参皂苷的微生物代谢产物，在三七中

的含量仅为 0.032％。因此，如何提高这些微量次生活性皂苷的含量，是目前天然药物领域

中的研究热点。

[0009] 天然活性成分的生物转化是利用生物体系包括微生物和动物、植物细胞或酶对外

源性底物进行结构修饰，是当今研究的热点。利用生物转化方法可以实现将含量较高的天

然皂苷转化为具有特殊活性的、价值更大的微量次级皂苷，并使其含量提高数百倍；再利用

现代吸附、提取技术对酶转化产物进行富集提取与分离纯化，为进一步开发、研制新药奠定

了基础。

[0010] 天然植物三七茎叶中含有极强的抗肿瘤活性成分人参皂苷 C-K，但 C-K 在天然人

参中并不存在，为人参皂苷的微生物代谢产物，在三七中的含量仅为 0.032％。因此，如何

提高这些微量次生活性皂苷的含量，是目前天然药物领域中的研究热点。但由于含量甚微，

限制其在抗肿瘤领域的应用。以往，国内外学者研究表明人参皂苷 C-K 是人参二醇组皂苷

的体内肠道菌群的代谢产物，具有明显的抗肿瘤作用。1972年日本学者 Isao及其同事在鉴

定二醇组人参皂苷苷元结构时首次发现了它，他们应用微生物发酵时产生的糖苷酶水解人

参皂苷制备苷元时发现：人参中的人参皂苷 -Rb1、-Rb2 和 -Rc 等皂苷成分均通过 C-K 这种

物质转变为苷元 20(S)-PPD。于是，将其命名为 20(S)- 原人参二醇 20-O-β-D- 吡喃葡萄
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糖苷 [20(S)-protoPana-xadiol 20-O-β-D-glucopyranoside]。1983年，Yoshio TAKINO

的研究组在监测 Rbl胃肠道药代谢时发现 Rb1 等天然二醇型人参皂苷吸收率极低，Rb1 在从

胃移行到大肠的过程中出现消减和分解，并产生未知代谢物，但是限于当时的分析检测能

力和对相关知识的认识，他们未 能确证未知代谢物就是 C-K。与此同时，日本学者小桥

恭一的研究组开始利用成熟起来的厌氧菌培养技术，探索肠道厌氧菌与摄人肠道中的天然

药物成分的代谢关系。他所领导的课题组发现许多天然糖苷类化合物并不能被胃肠道直接

吸收，而是通过肠道菌的作用、转化为其次生代谢物后方可吸收入血，并因此提出天然前药

的概念，相继发表了多篇文章。1990年，Yoshio TAKINO研究组对 Rb2 在大鼠肠道内的代谢

和动力学进行研究。他们在研究中使用了桔皮苷酶的酶解产物作为对照，终于在大鼠肠道

内发现了 C-K。并于次年，比较了 Rb1 和 Rb2 在大鼠肠道内的代谢变化，发现两者均转变为

C-K。这一结果的发表立即得到小桥研究组的回应，后者用人肠道菌群的体外厌氧培养证实

了 Rb1也以同一代谢路径转化为 C-K和少量原人参二醇。此后，天然人参皂苷和 C-K的代谢

关系不断获得新的证实，小桥研究组检测到人口服红参后血浆中有明显的 C-K 的吸收。最

具有说服力的研究是，小桥研究组将人的 Rb1 代谢肠道菌株植入无菌大鼠，形成息生动物

gotobioticanimal模型，口服 Rb1后检测其与无菌动物血浆中 C-K浓度的差异，证实了 Rb1

是一个“天然前药”，C-K是 Rb1 发挥真正活性作用的实体。C-K的药用开发和机制研究由此

全面展开。

[0011] 而就天然植物资源来说，某种植物中除少数活性成分外，大部分都是低活性

成分，但这些成分往往都是生源关系相近或者结构类似。以人参中的单体皂苷为例，

如 -Rb、-Re、-Rg、-Rh，它们分子结构的母核是相同的，都是相对稳定的达玛烷型四环三萜

皂苷，不同的是它们在母核的特定位置上连接的支链糖 ( 葡萄糖、鼠李糖、阿拉伯糖等 ) 不

同，或支链上糖的数量不同，或羟基与糖链的连接位置不同，再者就是它们的空间立体构型

不同 (空间立体旋转构型 )，总之，它们的结构都是十分相近的。但由于支链的不同，它们所

具有的药理活性也完全不同。-Rb1、-Rb2、-Rc、-Rd和 -Re等由于支链上连接的糖太多，使得

分子量庞大，药理活性很低；而 -Rg3、-Rh2和 -Rh1等，支链上的葡萄糖较少，但却被证实是具

有不同药理活性的小分子活性物质。因此，只要能把分子量很大的低活性皂苷支链上的糖

水解掉，尽量减少糖的个数，或者改变皂苷的空间构型，都能得到预期的高活性皂苷。

[0012] 目前常用的水解皂苷的方法有酸水解法、碱水解法和生物转化法。但是酸碱水解

法可以使皂苷水解，但是它们的水解条件都十分剧烈，不易控制，而且由于在水解过程中能

使皂苷元发生脱水、环合、双键位移、取代基位移、构型转化等变化，使水解的副产物增多，

目标产物很难得到。更重要的是这两种方法从原料到反应过程均向环境中排放了大量的有

机溶剂、酸和碱等污染物，对环境造成很大程度上的危害；而且酸和碱对操作人员本身也会

有腐蚀性的伤害，所以需要寻找新的转化技术和方法，即能更有效的将低活性、高含量的植

物皂苷转化成高活性、天然含量低的单体皂苷，又能做到不给环境造成负担的转化技术和

方法，这是提高天然药物利用率、实行清洁生产、使中药走向世界，建立绿色中药产业的必

由之路。

[0013] 生物转化 (Biotransformation或 Bioconversion)是利用生物体系将加入到反应

系统中的外源有机底物某一特定部位或功能基团进行特异性的结构修饰以获得有价值的

不同化学产物的工艺。这里的生物转化强调的是外源底物与产物之间通过一步反应完成，
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其实质是一种酶的催化反应。由于植物细胞内含有催化氧化、还原、羟基化、乙酰化、酯化、

葡萄糖基化、异构化、甲基化、去甲基化、环氧化等反应的酶类，因此它们具有将外源底物转

化成有用化合物的能力。生物转化的区域和立体选择性强、反应条件温和、操作简便、成本

较低、公害少，且能完成一些化学合成难以进行的反应，受到有机化学家、药物化学家和微

生物学家们的极大重视。生物转化的范围很广，几乎包括各种类型的化学反应，如水解、缩

合、酰基转移、氧化还原等等。因此利用生物对植物皂苷进行转化既克服了传统酸、碱水解

方法的缺陷，又减少了污染物的产生，符合从末端治理向源头控制转化的新型现代生产模

式，因而越来越受到重视，生物转化法已成为当前的研究热点。

[0014] 由于微生物本身来源于自然，转化活性较高，而且生产成本低廉，仅为直接用工业

化酶转化的 1/100，甚至更低。菌株一旦分离、纯化后还可以永久使用、保藏。此法在生产过

程中对操作人员完全无害，整个过程从原料到产物，对环境都不会造成污染，而且反应后剩

余的菌体残液，经过重新培养，仍然可以作为反应物再次进行实验，因此这种具有革命性的

创新生产工艺，完全符合 21世纪的新型环保理念，是当之无愧的“绿色工艺”。

[0015] 微生物的生物转化反应，实际上就是利用一种或几种微生物含有的一种或几种酶

的专一催化功能，对用作底物的某个有机化合物的分子结构的特定位置作用，使其转化成

结构相似的更有价值的新化合物。随着当代生物技术的发展，将固相醇 (固定化细胞 )、酶

膜反应器、溶剂工程、原生质体及其融合、诱变和基因重组等新技术引入酶催化反应体系，

不仅可使微生物转化的效率成倍增长，而且可使整个生产过程连续、自动化，为微生物转化

应用于有机合成展现了广阔的前景。

[0016] 微生物转化的应用，开始于 50年代甾体药物的临床应用之后，但是在 30年代就已

发现微生物具有转化某些化合物的能力。近年来，由于国内外学者的重视，微生物转化技术

也有了新的突破，例如：蛋白饲料的生产、以再生纤维素为底物生物转化生产木糖醇等，都

已成为当今的热点。

[0017] 目前，国内外学者对植物皂苷进行生物转化的研究主要集中在三个方面，一是利

用菌种库储存的菌株对植物皂苷进行微生物转化；二是利用肠内菌对单体皂苷进行代谢转

化；三是利用酶对植物皂苷进行转化。

[0018] 长春中医学院的马吉胜等人用购自中国科院微生物菌种保藏中心的 10 种真菌分

别对 -Rb1 和人参二醇系皂苷 (PDS)进行生物转化，结果表明其中 6种真菌经转化后有代谢

活性，并随时间的延长，相继有四种代谢产物出现，分别为 -Rd、C-K、PPD和 -Rg3。北京大学

的董阿玲等人曾用购买的几种单菌株对人参中的单体皂苷 Rb1、-Rb3和 Rd等进行生物转化，

研究发现，经菌株转化后的人参皂苷都发生了不同程度的转化。

[0019] 利用肠内菌对单体皂苷进行代谢的研究目前较为广泛。肠内菌群对具有苷键的药

物进行水解是因为糖类化合物是肠道内细菌重要的碳源。近年来，我国和日本学者对肠内

菌代谢研究证明，人参皂苷 Rb1和 -Rg1被人和大鼠口服后在肠道中肠内菌的作用下，可被转

化成多种代谢产物，-Rb1 在肠内菌的作用下代谢模式为 -Rb1 → -Rd→ F2 → C-K→ PPD，-Rg1

在肠内菌的作用下代谢模式为 -Rg1 → -Rh1/F1 →原人参三醇 (PPT)。长春中医学院的陈昕

等人在 1999年就对人参皂苷 Rb1的肠内菌代谢进行了研究，结果表明 -Rb1被离体培养的人

肠内菌代谢，随时间的延长，相继出现 4种代谢产物，其 Rf 值分别与标准品 -Rd、-Rg3、-Rh2、

PPD值相同；而 -Rb1 被大鼠肠内菌代谢后的代谢产物与离体培养的人肠内菌对 -Rb1 的代谢
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产物相同，但是，大鼠肠内菌对 -Rb1代谢 48小时后的代谢产物中已经检测不到 -Rd和 -Rg3，

只有 -Rh2 和 PPD。2000 年王毅等人对人参皂苷 Rg1 的肠内菌代谢进行研究，发现在人体

内 -Rg1 被肠内菌代谢为 -Rh1 及 PPT，-Rh1 被吸收入血，并由尿液排除体外；而 -Rg1 被大鼠

肠内菌群代谢为 -Rh1，F1 及 PPT。

[0020] 酶法转化植物皂苷是近几年才发展起来的新技术。大连轻工学院的赵立亚等人用

从储存菌株中分离的粗酶液对人参总皂苷进行转化，结果显示酶法能够改变人参二醇皂苷

的糖基，-Rh2 和 -Rg3 皂苷的第 20碳上的羟基容易失去水形成 -Rh3 和 -Rg5，-Rh1 是由人参二

醇类皂苷混有的少量的 -Re、-Rg1 生成的，并且酶法的反应产物中主要产物为人参皂苷 Rh2，

副产物为人参皂苷 Rg3、-Rg5、-Rh1、-Rh3 和人参二醇类皂苷元。金风燮等人进行了利用人参

皂苷糖基酶制备人参皂苷 Rh2 的研究，并申请了专利。刘珂利用酶法将人参总皂苷进行生

物转化并得到了 C-K，酶解过程如下：总皂苷→二醇组皂苷→加酶进行生物转化→ C-K。另

外，田晶等人发现用酶法还可以改变大豆皂苷的糖基，水解皂苷变成低糖皂苷产物及苷元。

鱼红闪等人还对用酶法改变甘草苷糖醛酸基提高其甜度进行了研究。

[0021] 人参皂苷抗肿瘤活性成分的研究

[0022] 人参皂苷是人参、西洋参、三七等五加科人参属植物的主要活性成分，人参皂苷中

的 Rh1、-Rh2、C-K、PPD和 PPT为人参、西洋参、三七等五加科人参属植物中存在的微量稀有

次生皂苷。研究表明这些稀有人参皂苷均具有显著的抗肿瘤活性。

[0023] 人参果是植物人参的成熟果实，色泽鲜红，内有两颗半圆形种子。在采集人参的

过程中，种子与果实同时采集，种子用于繁殖后代，果浆往往作为废物丢掉，既污染了环

境又占用土地。后经学者研究证实，在人参果实的果皮和果肉中含有的人参果苷，除与

人参根中的有效成分 - 人参皂苷具有相似的作用外，还有其独特的作用。经我国药学专

家检测，人参果肉中的人参皂苷含量是人参根的 4 倍，含人参皂苷 Re 为人参根的 30 倍，

20(R)-Rg3、20(R)-Rh2 的含量明显高于红参和人参茎叶中 -Rh2 的含量。因此，对人参果

的开发和利用引起了国内外学者的广泛重视。目前，已从人参果中分离鉴定出人参皂苷

Rb1、-Rb2、-Rc、-Rd、-Re、-Rg1、20(S)-Rg2、20(R)-Rg2、20(R)-Rg3、20(S)-Rh1、20(R)-Rh1、

20(R)-Rh2 和 20(R)-原人参三醇、胡萝卜苷、β-谷甾醇等成分。

[0024] 我们在前人研究的基础上对人参果化学成分进行了研究，并比较了人参果和西洋

参果皂苷提取物中具有抗肿瘤活性的人参皂苷 Rg3、20(R)-人参皂苷 Rg3 和人参皂苷 Rh2 的

含量，为进一步开发利用人参果这一廉价的药用资源提供理论依据，同时也为研发天然的

抗癌新药打下基础。

发明内容：

[0025] 本 发 明 提 供 了 一 种 从 栽 培 人 参 的 土 壤 中 筛 选 出 一 株 甘 蔗 镰 孢

(Fusariumsacchari)(保藏日期：2006年 04月 26日，保藏单位：中国微生物菌种保藏管理

委员会普通微生物中心 (CGMCC)，保藏编号：1704)，及其酵解人参属植物总皂苷，转化总产

物经菌体过滤、D101 大孔吸附树脂纯化后，作为抗癌有效部位的方法。本发明能够将人参

属植物包括人参、三七、西洋参等植物的根、茎叶和果实中提取纯化的总皂苷，经甘蔗镰孢

转化 (水解 )，转化总产物可直接作为抗癌有效部位。

[0026] 本发明提供了一种甘蔗镰孢酵解人参属总皂苷转化总产物作为抗癌有效部位的
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方法。并且提供了一种从栽培人参的土壤中筛选菌株的方法。

[0027] 本发明甘蔗镰孢酵解人参属总皂苷制备抗癌有效部位的方法中，菌株培养条件粗

旷，可生长于实验中常用的马丁氏培养基、PDA培养基等；酵解温度 25-45℃，pH值 5.0-7.0，

酵解时间 2h-15d，转化 (水解 )液为水溶液。

[0028] 本发明用微生物转化酵解 ( 亦称水解 ) 人参属总皂苷制备抗癌有效部位的方法

中，人参皂苷与甘蔗镰孢的比例为 4-8∶ 1，以 6∶ 1最为经济；一般来说，水解 15d即可，总

皂苷中的多糖苷几乎全部被转化，再延长水解时间，转化总产物成分基本不再变化，因此，

无需加长水解时间。

[0029] 本发明甘蔗镰孢酵解人参属总皂苷制备抗癌有效部位的方法中，可以通过酵解天

然三七叶皂苷，得到活性极高的抗癌有效部位。

[0030] 本发明用微生物转化 ( 水解 ) 人参属总皂苷制备抗癌有效部位的方法中，收集过

程是反应产物去除微生物后注入到大孔吸附树脂柱内，用水冲洗至无色，再用乙醇梯度冲

洗树脂柱。将 80-90％乙醇洗脱液浓缩，挥发至干，即可获得有效部位，收率 70-90％。

[0031] 实施以上操作过程，本发明所提供的甘蔗镰孢还可以用于酵解其他糖苷类化合物

如包括人参、三七、西洋参、绞股蓝等植物的根、茎叶和果实中提取纯化的总皂苷 (茎叶 /果

总皂苷 )、苦瓜苷、胡芦巴苷、芍药苷、柴胡皂苷、黄芩苷、黄芪苷、去羟子苷等，制备相应的微

生物酵解产物。本发明所用的甘蔗镰孢是将其转入含有三七叶皂苷的培养基中，经传代培

养、驯化、筛选得到的能够酵解人参属总皂苷的稀有活性菌株。

[0032] 甘蔗镰孢菌落在 PDA培养基上，25℃ 7天直径 86mm，质地绒毡状，白色，无渗出液；

菌落反面浅紫色。菌落在 SNA 培养基上，25℃ 7 天直径 78mm，质地薄绒毡状，无渗出液；菌

落反面无色。小型分生孢子聚集成头状，0-1隔，短杆状或弯月形，5.5-19×1.8-3.2μm；大

型分生孢子细，多为 3隔，一端钝圆，一端较尖，35-40×3.0-4.1μm。

[0033] 本发明的优点是：采用环境友好型技术——生物转化技术，为利用各种人参属总

皂苷制备抗癌活性有效部位提供了一种稀有的高活性微生物菌株甘蔗镰孢。且转化总产

物即可作为抗癌活性有效部位，具有很高的抑瘤率，整个转化及有效的部位制备过程方法

简便、安全可靠、成本低、产物回收率高，无需进行转化产物的分离，同时减少了污染物的排

放和对生态环境的破坏。使用本方法制备的抗癌有效部位的转化率为 40％ -80％，收率

70-95％。

附图说明：

[0034] 图 1为甘蔗镰孢的显微特征

[0035] 图 2为三七叶皂苷经甘蔗镰孢转化前 HPLC图谱

[0036] 图 3为三七叶皂苷经甘蔗镰孢转化后 HPLC图谱

具体实施方式：

[0037] 一、微生物菌株甘蔗镰孢的分离与纯化过程

[0038] (一 )、土壤微生物富集法分离微生物

[0039] (1)微生物的富集：利用无菌器皿取栽培人参的土样 1g，加入 10mL无菌生理盐水，

震荡片刻，制成土壤悬液，取 1mL 悬液分别放入盛有 25mL 富集培养基 1 的三角瓶中。生化
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培养箱中 28-30℃，48h。

[0040] (2) 菌株的初筛：用稀释平板涂布法将富集培养基 1 中生长的微生物分别接入到

初筛培养基 2中，每种稀释浓度接 3个平行样，接种量为 0.2mL。将接种后的平面皿先正置

于 28-30℃的培养箱中 24h，后在倒置于培养箱中培养 3-4天。

[0041] (二 )、土壤液稀释法分离微生物

[0042] 菌株的初筛：用稀释平板分离法将不同浓度的土壤稀释液分别接入到初筛培养基

2中，每种稀释浓度接 3个平行样，接种量为 1mL。将接种后的平面皿倒置于 28-30℃的培养

箱培养 3-4天。

[0043] (三 )、菌种的分离、纯化培养

[0044] 将初筛平板上的单菌落进行分离、纯化 ( 编号 )。用平板划线分离法将各个单菌

落分别接种于分离培养基 3 中，倒置于 28-30℃的培养箱培养 3-4 天。待菌株生长比较旺

盛时，再将分离、纯化获得纯菌株接入液体分离培养基 4中，28-30℃、160r/min摇床中培养

2-3天。

[0045] (四 )、菌种的复筛

[0046] 将液体分离培养基4中生长的菌体分别转移到复筛培养基5中，30℃、160r/min摇

床中培养 2-3 天，观察菌体的生长情况及对三七皂苷的转化作用。选择生长情况良好且具

用较高转化作用的菌株作为实验菌，将其命名为 G，进一步经中科院微生物所鉴定该纯菌株

为甘蔗镰孢。

[0047] 将以上复筛后的微生物分别接种于液体接种培养基 6中，接种量均为 2％，接种后

于 30℃、160r/min 摇床中培养，待菌株生长比较旺盛时，加入转化培养基 8，并随时间的增

加观察三七叶皂苷成分的含量变化。

[0048] 一部分纯化后的微生物接种于固体接种培养基 7中，4℃冰箱保存。

[0049] 表 1  筛选与培养 A8时使用的培养基

[0050] 

  培养基名

  称

  培养基的成分   培养基的用

  途

  备注

  富集培养

  基 1

  葡萄糖 4.0g，三七茎叶皂苷 6.0g，

  KH2PO4 1.0g，CMC 10.0g，

  MgSO4·7H2O 0.2g，青霉素 G钠

  0.1g，蒸馏水 1000mL，灭菌。

  微生物的富

  集

  4℃冰

  箱保

  存

  初筛培养

  基 2

  牛肉膏 5.0g，蛋白胨 10.0g，NaCl

  5.0g，琼脂 20.0g，蒸馏水 1000mL，

  pH7.6。灭菌后，倒斜面或平板。

  初步筛选微

  生物

  混匀

  分离培养

  基 3

  牛肉膏 5.0g，蛋白胨 10.0g，NaCl

  5.0g，琼脂 20.0g，蒸馏水 1000mL，

  pH7.6。灭菌后，倒斜面或平板。

  分离纯化微

  生物

  划线

  分离
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  液体分离

  培养基 4

  牛肉膏 5.0g，蛋白胨 10.0g，NaCl

  5.0g，蒸馏水 1000mL，pH7.6，

  灭菌。

  增加分离纯

  化微生物的

  数量

  4℃冰

  箱保

  存

  复筛培养

  基 5

  三七茎叶皂苷 5.0g，蛋白胨 3.0g，

  KH2·PO4 1.0g，NaCL5.0g，

  MgSO4·7H2O 0.2g，蒸馏水 1000mL，

  pH7.6，灭菌。

  进一步筛选

  微生物

  4℃冰

  箱保

  存

  液体接种

  培养基 6

  称取 16.5g马丁培养基，加入

  1000mL蒸馏水溶解，自然 pH，灭

  菌。

  制备种子液   现用

  现配

  固体 (斜

  面或平

  板 )接种

  液体接种培养基 10中加入 2-3％

  的琼脂，灭菌后，倒斜面或平板。

  菌种保存   3个月

  传代

  一次

  培养基 7

  液体转化

  培养基 8

  称量三七茎叶总皂苷 50g，加入蒸

  馏水 1000mL，超声混匀，使三七

  茎叶总皂苷的浓度为 50mg/mL。

  对底物进行

  转化

  现用

  现配

[0051] 二、甘蔗镰孢最佳培养条件的确定

[0052] 目测甘蔗镰孢的生长情况，包括菌落生长状况，出现孢子时间及孢子颜色变化等。

定量挑取菌株甘蔗镰孢接入到液体霉菌培养基中，分别在不同的温度 (15℃、20℃、25℃、

30℃、35℃、40℃ )、不同的培养基初始 pH值 (2.0、3.0、4.0、5.0、6.0、7.0、8.0)、不同的摇床

转数条件下 (120r·min-1、140r·min-1、160r·min-1、180r·min-1、200r·min-1)培养不同时

间 (1h、4h、8h、24h、48h、72h、96h、120h)，观察菌落的生长状况、菌体分裂速度、孢子出现及

颜色的变化情况。每组试验为 3 个平行样。由上述单条件试验确定菌株 m14 的最佳培养时

间为 72h、最佳培养温度为 30℃、最佳摇床转数为 160r·min-1、最佳培养基的初始 pH 值为

5，该菌株属于偏酸性菌。

[0053] 三、最佳转化条件的确定

[0054] 甘蔗镰孢转化人参皂苷生成 C-K 的时间选择 1-15d，转化温度 15、20、25、30、35、

40℃，摇床转速 120、140、160、180、200r·min-1，转化 pH值 4.0、5.0、自然 pH值 (pH＝ 5.5)、

6.0、7.0、8.0。根据 TLC检测表明，甘蔗镰孢的最佳转化时间为 13d、最佳转化温度为 30℃、

最佳摇床转数为 160r·min-1、最佳转化 pH值为自然 pH值。转化率为 20-60％。

[0055] 实施例 1

[0056] 甘蔗镰孢对三七茎叶皂苷的转化

[0057] 将在最佳培养条件下培养的甘蔗镰孢接种到含有 2g 三七茎叶皂苷 ( 含量＞

80％ )的水溶液中，在温度 30℃、摇床转数为 160r·min-1、自然 pH值条件下转化 (水解 )。

3d后开始取样。TLC的结果表明：三七茎叶皂苷中的多糖苷 Rb1、Rb3 和 Rc等含量明显减少，

13d 后，产物中的多糖苷几乎全部被转化，将菌体过滤后，注入到 D101 大孔吸附树脂柱内，
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用水冲洗至无色，再用乙醇梯度冲洗树脂柱。将80-90％乙醇洗脱液浓缩，挥发至干，得到转

化产物 1.18g。

[0058] 实施例 2

[0059] 甘蔗镰孢对人参果苷的转化

[0060] 将在最佳培养条件下培养的甘蔗镰孢接种到含有 2g人参果苷 (含量＞ 70％ )的

水溶液中，在温度 30℃、摇床转数为 160r·min-1、自然 pH值条件下转化 (水解 )。转化 13d

后，虑除菌体，注入到 D101 大孔吸附树脂柱内，用水冲洗至无色，再用乙醇梯度冲洗树脂

柱。将 80-90％乙醇洗脱液浓缩，挥发至干，得到转化产物 1.04g。

[0061] 实施例 3

[0062] 甘蔗镰孢对西洋参皂苷的转化

[0063] 将在最佳培养条件下培养的甘蔗镰孢接种到含有 2g 西洋参皂苷 ( 含量＞ 90％ )

的水溶液中，在温度 30℃、摇床转数为 160r·min-1、自然 pH值条件下转化 (水解 )。转化

13d 后，虑除菌体，注入到 D101 大孔吸附树脂柱内，用水冲洗至无色，再用乙醇梯度冲洗树

脂柱。将 80-90％乙醇洗脱液浓缩，挥发至干，得到转化产物 1.14g。

[0064] 实施例 4

[0065] 转化总产物的抗肿瘤活性实验

[0066] 以甘蔗镰孢转化三七叶皂苷的总产物按如上方法处理后作为该活性实验的抗癌

有效部位。本实验共分 4组，一组为对照组，其余三组分别为转化总产物组、中药对照组 Rg3

和西药对照组紫杉醇，三组药品均用二甲基亚砜∶聚乙二醇 400 ∶双蒸馏水 (1 ∶ 4 ∶ 5，

v/v) 混合溶液溶解。每组 10 只小鼠，并在小鼠腋下接入 S180 肉瘤，3d 后给药，给药 12 天

后处死小鼠，取瘤，抑瘤情况如下表。

[0067] 
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图 1

图 2
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图 3
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