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人参二醇的微生物转化及抗HSC-T6细胞活性研究

朱梦月,雷 静,周 垚,戴秋阳,朱腊梅,陈广通

(南通大学 药学院,江苏 南通226001)

摘要:研究了20(R)-人参二醇衍生物转化及其抗 HSC-T6细胞活性。利用微生物刺囊毛霉 MucorspinosusAS3.
3450对20(R)-人参二醇进行转化,采用硅胶柱色谱、制备型高效液相色谱技术分离、纯化产物,并通过波谱数据分

析确认了产物结构。采用噻唑蓝 (MTT)法测试产物抗 HSC-T6肝星状细胞活性。共分离鉴定出了5个化合物:

3-羰基-20(R)-人参二醇(1),3-羰基-7β,24α-二羟基-20(R)-人参二醇(2),3-羰基-7β,24β-二羟基-20(R)-人参二

醇(3),3-羰基-15α,24α-二羟基-20(R)-人参二醇(4),3-羰基-15α,24β-二羟基-20(R)-人参二醇(5)。MTT结果显

示,化合物1~3抑制 HSC-T6细胞增值的作用强于20(R)-人参二醇。
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MicrobialTransformationof20(R)-PanaxadiolandTheir
ActivityAgainstHSC-T6Cells

ZHUMengyue,LEIJing,ZHOUYao,DAIQiuyang,ZHULamei,CHENGuangtong
(SchoolofPharmacy,NantongUniversity,Nantong226001,China)

Abstract:Toinvestigatethederivativesof20(R)-panaxadiolandtheiractivitiesagainstHSC-T6cells,20
(R)-panaxadiolwastreatedbyMucorspinosusAS3.3450.Allproductswereisolatedbysilicagelchroma-
tographyandpurifiedbypreparativeHPLC.Onthebasisofspectraldata,structureswereelucidated.The
activityagainstHSC-T6cellswasmeasuredbyMTTmethod.Fivebiotransformationproductswereob-
tainedandidentifiedas3-oxo-20(R)-panaxadiol(1),3-oxo-7β,24α-dihydroyl-20(R)-panaxadiol(2),3-
oxo-7β,24β-dihydroyl-20(R)-panaxadiol(3),3-oxo-15α,24α-dihydroyl-20(R)-panaxadiol(4),3-oxo-
15α,24β-dihydroyl-20(R)-panaxadiol(5).MTTassayrevealedthatcompounds1-3showedhigherin-
hibitoryactivityagainstHSC-T6cellsthan20(R)-panaxadiol.
Keywords:20(R)-panaxadiol;microbialtransformation;HSC-T6;anti-liverfibrotic

  三七Panaxnotoginseng (Burk.)F.H.Chen
是我国特有的一种名贵中药材,具有广泛药理作用

及临床用途[1-2]。近年来,针对三七中主要活性成分

人参皂苷的研究发现,总皂苷具有显著的抗肝纤维

化作用,主要表现在可促进肝细胞再生,抑制炎症反

应,抑制HSCs的活化并促进其凋亡,增强胶原酶和

基质金属蛋白酶的活性,抑制胶原合成,促进胶原降

解,调节免疫反应等[3-4]。20(R)-人参二醇(PD)是
人参皂苷的酸水解产物,是人参皂苷的重要苷元之

一[5]。药理学研究表明,20(R)-人参二醇具有很强

的抗肿瘤活性[6],同时能增强5-氟尿嘧啶的抗肿瘤

疗效[7-8]。但是关于该类型化合物的抗肝纤维化活

收稿日期:2016-05-28。
基金项目:江苏省高等学校大学生创新创业训练计划项目(201610304075Y);南通市科技项目(MS12015044)。
作者简介:朱梦月(1994—),女,江苏连云港人,本科生。通讯联系人:陈广通(1981—),E-mail:guangtong_chen@ntu.edu.cn



常州大学学报(自然科学版) 2016年

性文献报道较少。为更好地研究该类型化合物的抗

肝纤维化作用及其构效关系,对20(R)-人参二醇

进行了系统的生物转化研究并制备出一定的转化产

物用于活性评价,为达玛烷型三萜类化合物的开发

利用提供可靠的实验依据。

1 实验部分

1.1 主要试剂与仪器

20(R)-人参二醇(上海同田生物技术有限公

司),HPLC检测纯度均大于98%;土豆(市售);硅
胶薄层板GF254(青岛邦凯分离材料有限公司);硅
胶G(200~300目)购自青岛裕民源硅胶试剂厂;二
氯甲烷、甲醇、乙酸乙酯为分析纯,高效液相色谱用

乙腈为色谱纯;MTT细胞增殖及细胞毒性检测试

剂盒 (碧云天生物技术研究所)、RPMI1640培养

基 (GibcolBRL);RnaseA、胎牛血清、二甲基亚砜

(DMSO)、胰蛋白酶 (上海生物工程有限公司)。

BrukerAM-500核磁共振波谱仪;高分辨质谱

仪HRMS(FinniganLCQDECA);超净工作台(上海

精密仪器仪表有限公司);恒温培养摇床(天津欧诺

仪器股份有限公司);EYELAOSB-2100旋转蒸发

仪;HPLC 仪 (SPD-20A 检 测 器,LC-20AT 泵),

YMC-Pack OSD-A 反 相 色 谱 柱 (12.0mm ×
250mm,5μm)(日 本 岛 津);CO2 培 养 箱 (Jouan
IGO150);酶标仪 (Bio-TEKELx800);荧光倒置显

微镜(OlympusIX51)。

1.2 主要实验方法

1.2.1 微生物转化菌株筛选

从固体斜面培养基中将菌丝接种到250mL的

三角锥形瓶中(内含有100mLPDA培养基)。将锥

形瓶置于摇床上在26℃、160r/min的条件下培养

1d(具体的培养时间视菌体的生长情况而定,直至

瓶底长满菌体),取出锥形瓶,每个瓶内加入0.2mL
(2mg)的底物(PD,无水乙醇溶解),继续于摇床上

培养一周。培养完成后,过滤发酵液,滤液以等体积

的乙酸乙酯萃取3~4次,合并滤液,浓缩减压蒸干,
用甲醇溶解,经0.45μm 微孔滤膜过滤,以 HPLC
分析检测。每组实验各设置两个空白对照,其中一

个是接入菌种但是不加任何底物,只加入等体积的

无水乙醇,另一个是不接微生物仅加入底物,空白对

照和实验组平行培养,平行处理。

1.2.2 制备型微生物转化

将菌丝从固体斜面培养基接种至2个250mL
的三角锥形瓶中(内含有100mLPDA培养基),置
于26℃、160r/min摇床上培养1d。用无菌的移液

管分别往20个1000mL的三角锥形瓶中(内装有

400mL培养液)加入1mL菌液,继续培养1~2d,向
瓶内加入1mL(25mg)底物(PD,无水乙醇溶解),继
续培养7d。培养完成后,过滤发酵液,菌体残渣用

甲醇超声溶解,与滤液合并,滤液以等体积的乙酸乙

酯萃取3~4次,合并萃取液,浓缩减压蒸干,得
残渣。

1.2.3 转化产物分离纯化

用甲醇溶解转化产物残渣,以200~300目硅胶

拌样装柱,经C-18硅胶柱色谱甲醇-水梯度洗脱,得
到流份Ⅰ~Ⅲ。流份Ⅰ经制备型高效液相色谱,V
(乙 腈)∶V (水)=35∶65 洗 脱 得 到 化 合 物 1
(43.8mg),化合物2(14.1mg);流份Ⅱ经制备型高

效液相色谱,V(乙腈)∶V(水)=30∶70洗脱得到化

合物3(24.3mg),化合物4(12.6mg);流份Ⅲ经制

备型高效液相色谱,V(乙腈)∶V(水)=25∶75洗脱

得到化合物5(17.5mg)。结构式见图1。

1.2.4 活性测试

采用 MTT法测定各受试化合物对HSC-T6细

胞株的半数抑制率IC50:取对数生长期的 HSC-T6
细胞,用含1%DMEM 培养液调整细胞浓度为5×
105 个/mL,接种于96孔培养板,药物处理组和细

胞对照组加入每孔100μL细胞悬液,每组设3个复

孔,空白对照组只加入全培养基,每孔100μL,设3
个复孔。将96孔培养板置于37℃、5% CO2 培养

箱培养24h后,加入不同浓度的受试样品,使终浓

度为0.1~100μmol/L,继续培养72h。按 MTT法

于酶标仪,测定450nm的吸光度(A),计算抑制率[
抑制率=(1-A实验组/A对照组)×100% ]。实验重复

3次。应用SPSS11.5软件作回归方程,计算各受

试样品对 HSC-T6细胞作用72h的半数抑制浓度

(IC50)。

2 结果与讨论

2.1 结构鉴定

化合物1,无色粉末(甲醇),熔点288~289℃,

HRMS显示其准分子离子峰 [M+Na]+ 为 m/z
481.3660,由此推测分子式为C30H50O3。其13CNMR
和无畸变极化转移增益(DEPT)与底物相比较,发现
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在δ217.6处多出一个羰基碳信号,提示该化合物为

20(R)-人参二醇的羟基氧化产物。经与文献数据比

对,确定化合物1为3-羰基-20(R)-人参二醇,其1H-
NMR,13C-NMR数据如表1和表2所示。

图1 20(R)-人参二醇及其代谢产物1~5的结构式

Fig.1 Structuresof20(R)-panaxadiolandcompounds1-5

  化合物2,无色粉末(甲醇),熔点312~313℃,

HRMS显示其准分子离子峰 [M+Na]+ 为 m/z
513.3558,由此推测分子式为C30H50O5。13CNMR
和DEPT谱中可观察到一个δ217.2的羰基碳信

号,同时在δ74.3和δ69.6处新出现2个连氧碳信

号,提示该化合物是20(R)-人参二醇的羟基化以

及 氧 化 衍 生 物。氢 核 检 测 的 异 核 多 键 相 关

(HMBC)谱中,羰基碳信号δ217.2与δ1.09(H-
28),1.05(H-29),1.48(H-5)有相关,提示C-3位

是羰基;δ3.87(H-7)与δ29.4(C-6),9.5(C-18)
相关,说明其中一个羟基连在C-7位上;δ3.54(H-
24)与δ27.3(C-26),27.4(C-27),76.9(C-25)关
联,提示另一个羟基位于C-24位上。此外,ROESY
谱中H-7(δ3.87)与H-30(δ0.97)相关联,因此7-
OH为β-OH;H-24(δ3.54)与 H-27(δ1.27)相
关,指示24-OH为α-OH。综合上述分析确定化合

物2为3-羰基-7β,24α-二羟基-20(R)-人参二醇,
其1HNMR,13CNMR数据如表1和表2所示。

化合物3,无色粉末(甲醇),熔点334~336℃,

HRMS显示其准分子离子峰 [M+Na]+ 为 m/z
513.3554,由此推测分子式为C30H50O5。与底物

比较,该化合物13CNMR和DEPT谱可观察到一个

羰基碳信号δ217.3及δ74.3和δ74.6处新出现

的两2连氧碳信号,所以该化合物是20(R)-人参

二醇的羟基化以及氧化衍生物,与化合物2类似。

HMBC谱中,羰基碳信号δ217.3与δ1.09(H-
28),1.05(H-29),1.49(H-5)相互关联,说明C-3
位是羰基;δ3.87(H-7)与δ29.4(C-6),9.5(C-
18)关联,提示其中一个羟基连在C-7位上;δ3.45
(H-24)与δ29.6(C-26),21.2(C-27),77.2(C-
25)关联,所以另一个羟基位于C-24位上。此外,

ROESY谱中H-7(δ3.87)与 H-30(δ0.97)相关

联,因此7-OH为β-OH;H-24(δ3.45)与 H-26(δ
1.29)相关,指示24-OH为β-OH。综上所述,确定

化合物3为3-羰基-7β,24β-二羟基-20(R)-人参二

醇,其1HNMR,13CNMR数据如表1和表2所示。
化合物4,无色粉末(甲醇),熔点285~287℃,

HRMS显示其准分子离子峰 [M+Na]+ 为 m/z
513.3560,由此推测分子式为C30H50O5。与底物

的碳谱数据比较,在δ217.8处多了一个羰基碳信

号,δ72.9和δ69.5处分别多了两个连氧碳信号,
以上信息表明化合物4是20(R)-人参二醇的羟基

化以及氧化衍生物。HMBC谱中,羰基碳信号δ
217.8与δ1.10(H-28),1.06(H-29),1.42(H-
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5)相互关联,因此C-3位是羰基;新的连氧碳信号δ
72.9与δ1.00(H-30)相关联,δ69.5与1.28(H-
26)和1.33(H-27)相关,所以C-15和C-24位均连

有羟基;ROESY谱中δ4.16(H-15)与δ1.13(H-
18)相关,因此15-OH为α-OH,δ3.52(H-24)与δ
1.33(H-27)相关,因而24-OH为α-OH。综上,确
定化合物4为3-羰基-15α,24α-二羟基-20(R)-人
参二醇,其1H NMR,13CNMR数据如表1和表2
所示。

化合物5,无色粉末(甲醇),熔点311~314℃,

HRMS显示其准分子离子峰 [M+Na]+ 为 m/z
513.3553,由此推测分子式为 C30H50O5。从13C
NMR以及DEPT谱图中可以看出,与20(R)-人参

二醇相比δ217.7处多出一个羰基碳信号,δ72.9

和δ74.6处新出现2个连氧碳信号,所以该化合物

是20(R)-人参二醇的羟基化以及氧化衍生物。

HMBC谱中,羰基碳信号δ217.7与δ1.08(H-
28),1.04(H-29),1.39(H-5)相互关联,因此C-3
位是羰基;δ72.9与δ0.97(H-30)关联指示其中

一个羟基连在C-15位上;δ3.43(H-24)与δ29.5
(C-26),21.1(C-27),77.2(C-25)关联,所以另一

个羟基位于C-24位上。另外,ROESY谱中 H-15
(δ4.14)与 H-18(δ1.10)相关联,因此15-OH 为

α-OH;H-24(δ3.43)与 H-26(δ1.29)相关,指示

24-OH为β-OH。综上,确定化合物5为3-羰基-
15α,24β-二羟基-20(R)-人参二醇,其1H NMR,13

CNMR数据如表1和表2所示。

表1 化合物1~5氢谱数据(500MHz,CDCl3)
Table1 1HNMRspectroscopicdataofmetabolites1-5(500MHz,CDCl3)

No. 1 2 3 4 5

1 1.92,1.46m 1.94,1.44m 1.96,1.44m 1.98,1.49m 1.96,1.45m

2 2.47m 2.47m 2.48m 2.47m 2.45m

3 — — — — —

4 — — — — —

5 1.41m 1.48m 1.49m 1.42m 1.39m

6 1.60m 1.64m 1.64m 1.52m 1.49,1.60m

7 1.62m 3.82m 3.82m 1.63m 1.59m

8 — — — — —

9 1.49m 1.63m 1.63m 1.52m 1.50m

10 — — — — —

11 1.89m 1.88m 1.39,1.90m 1.29,1.91m 1.89m

12 3.51m 3.49m 3.53m 3.66m 3.62m

13 1.44m 1.43m 1.44m 1.71m 1.68m

14 — — — — —

15 1.72,1.32m 1.72,1.32m 1.72,1.33m 4.16m 4.14m

16 1.23m 1.24m 1.24,1.86m 1.65m 1.64m

17 1.98m 1.99m 1.89m 2.10m 1.96m

18 1.01s 1.01s 1.02s 1.13s 1.10s

19 0.98s 0.97s 0.96s 1.00s 1.00s

20 — — — — —

21 1.21s 1.22s 1.21s 1.25s 1.21s

22 1.40m 1.43m 1.74m 1.45,1.68m 1.46,1.69m

23 1.38m 1.31m 1.76m 1.77,2.12m 1.76m

24 1.35m 3.54m 3.45m 3.52m 3.43m

25 — — — — —

26 1.28s 1.33s 1.29s 1.28s 1.29s

27 1.24s 1.27s 1.27s 1.33s 1.27s

28 1.22s 1.09s 1.09s 1.10s 1.08s

29 1.01s 1.05s 1.05s 1.06s 1.04s

30 0.96s 0.97s 0.97s 1.00s 0.97s
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表2 化合物1~5碳谱数据(125MHz,CDCl3)

Table2 13CNMRspectroscopicdataofmetabolites1-5(125MHz,CDCl3)

No. 1 2 3 4 5 No. 1 2 3 4 5

1 39.7 39.3 39.3 39.8 39.8 16 25.1 25.5 25.8 35.0 25.1

2 34.0 33.9 33.9 34.1 34.1 17 54.6 53.3 53.3 52.0 52.0

3 217.6 217.2 217.3 217.8 217.7 18 15.9 9.5 9.5 15.4 15.4

4 47.2 45.2 45.2 47.3 47.3 19 16.9 15.9 15.9 16.1 16.1

5 55.2 52.7 52.7 55.0 55.0 20 76.6 75.7 76.7 76.0 76.1

6 19.6 29.4 29.4 19.6 19.6 21 20.9 19.8 19.2 20.0 19.3

7 34.1 74.3 74.3 34.9 34.9 22 35.7 28.7 36.4 28.6 36.3

8 39.6 47.0 47.0 40.2 40.2 23 16.2 23.2 25.2 23.1 25.1

9 49.2 50.0 50.0 49.2 49.3 24 36.4 69.6 74.6 69.5 74.6

10 36.7 36.6 36.6 36.8 36.8 25 73.0 76.9 77.2 76.5 77.2

11 30.9 30.7 30.7 30.8 30.8 26 32.9 27.3 29.6 27.1 29.5

12 69.7 69.4 69.4 69.4 69.4 27 26.7 27.4 21.2 27.3 21.1

13 49.1 48.7 48.7 47.5 47.4 28 27.1 26.8 26.8 26.7 26.6

14 51.1 50.9 50.9 51.9 51.9 29 19.4 21.0 21.0 21.0 21.0

15 31.1 34.4 34.4 72.9 72.9 30 15.3 16.8 16.8 10.0 10.0

2.2 抑制HSC-T6细胞增殖作用

用 MTT法测试底物和转化产物抑制 HSC-T6
肝星状细胞增殖的作用,测试结果见表3,化合物1
~3的抑制作用明显强于底物20(R)-人参二醇。

表3 HSC-T6细胞抑制实验结果

Table3 InhibitionagainstHSC-T6cells
化合物 c(IC50)/(mmol/L)

秋水仙碱 0.15

PD 11.3

1 3.4

2 5.2

3 2.3

4 13.2

5 24.6

3 结 论

利用微生物转化的方法能简便的获得系列人参

二醇衍生物。刺囊毛霉 MucorspinosusAS3.3450
对20(R)-人参二醇的结构修饰主要是羟基化反

应,包括7β-OH,15α-OH,24α-OH,24β-OH及3位

氧化反应。体外抗肝纤维化活性实验结果表明,转
化产物对 HSC-T6细胞的增殖均有一定的抑制作

用,其中化合物1~3较20(R)-人参二醇更强。
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