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摘  要 : 薯蓣皂苷元是甾体激素类药物重要的生产原料，在制药工业中有广泛应用。传统的生产方法是黄姜

酸解法，污染严重。为寻找更清洁高效的生产方式，从本实验室保藏的菌株中筛选出一株赤霉菌 Gibberella 

intermedia WX12 (层出镰孢菌 Fusarium proliferatum 的有性阶段)，能将黄姜中的皂苷转化为薯蓣皂苷元。采用

统计学实验设计方法对其转化培养基进行研究，优化的转化培养基配方为 (g/L)：葡萄糖 20.6；酵母膏 5.0；

氯化钠 1；磷酸二氢钾 3；硫酸锌 1.5；黄姜酶解物 3。采用以上优化参数，薯蓣皂苷元的得率提高到 (31±0.3) mg/g

干黄姜，较优化前提高了 3 倍。这是目前关于赤霉菌转化黄姜中皂苷的首次报道。 
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Abstract:  Diosgenin is an important raw material in steroid hormone and widely used in pharmaceutical industry. The 
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traditional method for diosgenin production is acidolysis, which causes serious pollution. In order to obtain a cleaner and 
more efficient approach of diosgenin production, a strain of Gibberella intermedia WX12 (the sexual stage of Fusarium 
proliferatum) was screened from the strains deposited in our laboratory. This strain converted saponins in Dioscorea 
zingiberensis C.H. Wright (DZW) into diosgenin. The conversion medium was optimized by statistical experimental design. 
The optimized conversion medium was as follows (g/L): glucose 20.6, yeast extract 5.0, NaCl 1, K2PO4 3 , ZnSO4·7H2O 1.5 
and saponins 3. Under the optimal conditions, the yield of diosgenin achieved to (31±0.3) mg/g DZW, which was 3 times 
higher than that of the original medium. 

Keywords:  diosgenin, strain screening, response surface method, optimization 

黄 姜  [Dioscorea zingiberensis C.H. Wright 

(DZW)] 是我国特有的薯蓣科薯蓣属植物，其根茎

含有的薯蓣皂苷是生产薯蓣皂苷元的重要原料之

一[1]。薯蓣皂苷元是合成多种甾体类药物的重要中

间体，主要以薯蓣皂苷配体的形式存在于薯蓣科等

植物根茎内[2]。传统的生产薯蓣皂苷元的方法包括

酸解法、自然发酵法、酶解法、萃取法等[3]。工业

上普遍使用的酸解法带来严重的环境污染和资源

浪费。近年来，研究人员针对薯蓣皂苷元生产中存

在的问题做了一系列的改进，如热处理剥离黄姜中

的淀粉和纤维素，干燥后直接提取[4]；微波辅助双

水相提取[5]；以及微生物转化法切断薯蓣皂苷中的

糖苷键，释放薯蓣皂苷元等[6]。 

与酸解法相比微生物转化法具有低成本、强选

择性、易于控制反应条件等特点，而且大幅度降低

了废水中 BOD、COD、H+、SO4
2−。Feng 等[7]利用

新月弯孢霉转化黄姜中皂苷，并从转化产物中发现

薯蓣皂苷元、萨尔萨皂苷元、知母皂苷等；Zhu
等 [8]利用里氏木霉将黄姜中皂苷转化为薯蓣皂苷

元，转化时间为 6.5 d，产率为 (30.4±1.54) mg/g 

DZW。但是仍面临着副产物多、前处理复杂和转化

周期较长等问题。 

为解决以上问题，从本实验室保藏的菌种库中

筛选能将黄姜中的皂苷转化为薯蓣皂苷元且副产

物少的微生物。在此基础上，利用统计实验方法

Plackett-Burman (PB) 和响应面设计优化培养基，

以期为生物转化制备薯蓣皂苷元方法的工业化生

产和应用奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株 

本研究使用的菌株均来自实验室保藏库。 

1.1.2  培养基   

筛选培养基 (g/L)：硝酸钠 3，磷酸二氢钾 1，
七水硫酸镁 0.5，氯化钾 0.5，七水硫酸亚铁 0.01，

黄姜皂苷 3，琼脂 20，自然 pH。 
基础转化培养基 (g/L)：葡萄糖 10，酵母膏 7.5，

氯化钠 1，磷酸二氢钾 3，七水硫酸锌 1，黄姜提取

物 3，pH 7.0。 

1.1.3  主要材料与试剂 

黄 姜 购 自 湖 北 省 郧 西 县 ； 淀 粉 酶 
(200 00 U/mL)、糖化酶 (100 000 U/mL) 购自江苏

诺维信 (中国) 生物技术有限公司。其他试剂来自

国药化学试剂有限公司。 

1.1.4  主要实验仪器 

UV1700 紫外-可见光分光光度计购自天津天

光公司；HYL-C 组合式摇床购自太仓强乐实验设备

有限公司；Ultimate 3000 高效液相色谱仪购自戴安

公司。 

1.2  方法 
1.2.1  菌种初筛 

将实验室保藏的 36 株微生物分别接种至液体

察氏培养基进行种子培养 2 d，分别吸取 100 μL 均

匀涂布于筛选培养基，30 ℃培养 2 d，挑选能在筛
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选培养基表面生长的微生物[1]。 

1.2.2  菌种复筛 

将初筛菌株接种到液体基础转化培养基，

30 ℃、200 r/min 培养 7 d，设不接种微生物的为空

白对照。取 50 mL 转化液离心取沉淀，并加 20 mL
石油醚超声提取 4 h[3-4]。采用 TLC 和 HPLC 检测提

取液中的薯蓣皂苷元，与空白和标准品比较。 

1.2.3  薄层层析 (TLC) 检测法 

采用硅胶预制板，展开剂是 99％氯仿：1％甲

醇，显色剂为 5％香草醛硫酸溶液，点样量 5 μL，

105 ℃加热 5 min 显色。 

1.2.4  高效液相色谱 (HPLC) 检测法 

C18 反相柱 (Agilent TC-C18，4.6 mm×150 mm，

5μm)；流动相为 90％乙腈：10％水；流速 1 mL/min；

柱温为室温；紫外检测波长 203 nm；进样量 10 μL。 

1.2.5  黄姜的预处理方法对薯蓣皂苷元产量的

影响 

无水乙醇提取法：100 g 干黄姜粉末加入 1 L
无水乙醇，回流提取 8 h，过滤，滤液蒸干得到醇

溶皂苷。 
直接酶解法：100 g 干黄姜粉，加入 2 L 水中

煮沸 1 h。加入淀粉酶 1 mL 和糖化酶 4 mL，60 ℃

温育 8 h。离心取沉淀，烘干[8-9]。 
预处理酶解法：称取鲜黄姜 312 g (合 100 g 干

黄姜) 粉碎磨浆，重复洗涤过滤。滤液静置后取中

层悬浊液，加入淀粉酶 1 mL 和糖化酶 4 mL，60 ℃

酶解 6 h，离心取沉淀烘干[10]。 
按照以上 3 种方法处理黄姜，将得到的固体作

为转化底物分别加入转化培养基，比较不同黄姜预

处理方式对薯蓣皂苷元产量的影响。 

1.2.6  优化方法 

设计 Plackett-Burman 实验，考察培养基各组分

对薯蓣皂苷元产率影响的显著性；设计影响最显著

因素的最陡爬坡实验，根据实验结果确定响应面实

验的因素和水平。使用 design expert 设计响应面实

验，通过对结果进行分析得到优化培养基组成[11-12]。

进行最优条件下的发酵转化验证实验，首先将赤霉

菌 WX12 接种至液体察氏培养基进行种子培养

24 h，然后将种子接种至优化后的转化培养基，培

养 7 d，每 12 h 取转化培养基离心取沉淀，石油醚

超声提取，检测不同时间石油醚提取液中薯蓣皂苷

元的产率。确定薯蓣皂苷元最高产率的时间，重复

发酵转化验证试验 3 次。 

2  结果 

2.1  菌种筛选 
经过初筛，挑选得到 7 株能生长的菌株。继而

将初筛获得的微生物接种到液体基础转化培养基

中，培养 7 d 后通过 TLC 和 HPLC 检测进行复筛。

TLC 检测提取液中的薯蓣皂苷元 (图 1)，结果发现

赤霉菌 Gibberella intermedia WX12 的转化液中含

有薯蓣皂苷元。图 2 为薯蓣皂苷元标准品与赤霉菌

转化液的 HPLC 图谱，可以看出，转化液的 HPLC

图谱中有与标准品的出峰时间一致的物质峰，证实

了转化液中薯蓣皂苷元的存在。因此选择赤霉菌作

为转化菌株。 

2.2  黄姜前处理  
干黄姜 100 g 通过乙醇提取、直接酶解、预处

理酶解分别可以得到转化底物 7.10 g、56.2 g 和

10.1 g。将这 3 种转化底物加入转化培养基，使用

赤霉菌进行转化试验可以分别得到薯蓣皂苷元 

 

图 1  发酵产物薄层层析 (TLC) 色谱图 
Fig. 1  Thin layer chromatogram of fermentation sample. 
1: standard; 2: fermentation sample. 



张佳佳 等/高效转化黄姜皂苷为薯蓣皂苷元菌株的筛选及转化条件优化 

cjb@im.ac.cn 

851

(2.0±0.1)、(11.9±0.2)、(3.1±0.1) mg/g DZW。因此

使用直接酶解法作为黄姜前处理方法。 

2.3  PB 实验设计结果与分析 
利用 design expert 软件进行 PB 实验设计，考

察培养基的 5个组分对薯蓣皂苷元产率的影响。表

1 显示葡萄糖、酵母膏和硫酸锌对薯蓣皂苷元产率

影响显著。其中正向影响因子是葡萄糖和硫酸

锌，负向影响因子为酵母膏，可信度＞95％。 

2.4  最陡爬坡实验结果 
根据 PB 实验结果筛选出 3 个主要因素的效应

和大小比例，设定变化方向及步长，进行最陡爬

坡实验。根据实验结果找出逼近薯蓣皂苷元最高

产率的区域，将其作为响应面实验因素水平的中

心点。通过最陡爬坡实验，得到薯蓣皂苷元产率

达到 (19.2±0.2) mg/g DZW。 

2.5  响应面实验结果 
利用 design expert 8.0 软件进行响应面实验设 

 
图 2  标样 (A) 和赤霉菌发酵产物 (B) 的 HPLC 分析图 
Fig. 2  HPLC chromatograms of diosgenin standard (A) 
and fermention sample (B). 

表 1  试验设计的因子水平及效应评价 
Table 1 Factors levels and efficiency evaluation of 
experimental design 

Level 
Symbol Parameter 

(G/L) −1 1 
Estimated 

value Sequence P 

A Glucose 10 30  0.190 2 0.0042

B Yeast 
extract 3 7 −0.220 1 0.0017

C NaCl 1 1.5  0.010 5 0.8169
D KH2PO4 2 3  0.058 4 0.2079
E ZnSO4 0.3 0.7  0.120 3 0.0259

表 2  回归模型的方差分析 
Table 2  Variance analysis of parameters in regression 
modle 

Source Sum of 
squares df Mean 

square F Prob>F

Modle 8.35 9 0.93 15.25 0.0008
A-glucose 1.68 1 1.68 27.69 0.0012
B-yeast 
extract 0.0002 1 0.0002 0.003289 0.9559

C-ZnSO4 0.13 1 0.13 2.10 0.1908
AB 0.0064 1 0.0064 0.11 0.7551
AC 0.011 1 0.011 0.18 0.6830
BC 0.30 1 0.30 4.98 0.0609
A2 2.32 1 2.32 38.15 0.0005
B2 1.95 1 1.95 32.00 0.0008
C2 1.31 1 1.31 21.50 0.0024
Residual 0.43 7 0.061   

Pure error 0.0058
8 4 0.00147   

Total 8.77 16    
 
计，并进行回归分析和方差分析，拟合得到回归

方程： 
Y=−112.0599+7.8988A+0.8656B+41.6125C− 

0.01AB−0.1313AC+0.6875BC−0.1856A2−0.1699B2−1
3.9313C2。 

从回归方程和表 2 以看出，回归模型大于 F 值

的概率为 0.0008，说明此模型的可信度较高。由可

信度分析可以得到复相关系数 R2=0.9515，校正后

R2=0.8891，也说明了该模型的可信度较高。对回归

方程求导得到培养基组分  (g/L) 为：葡萄糖

20.6；酵母膏 5.0；氯化钠 1；磷酸二氢钾 3；硫酸

锌 1.5；黄姜酶解物 3；预测值：31.1 mg/g DZW。 
根据不同时间的薯蓣皂苷元产率结果得到转

化 5 d 后薯蓣皂苷元的产率最高，因此将转化时间

定为 5 d。根据响应面的结果进行 3 次发酵转化验

证实验，最后测得薯蓣皂苷元产率为 30.8、31.3、
30.8 mg/g DZW，平均值是 (31.0±0.3) mg/g DZW，

比优化前提高了 3 倍。实验值与预测值相差较小，

说明该模型能较好地反映实际转化情况。 

3  结论 

本研究为首次报道赤霉菌 Gibberella intermedia
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能将黄姜中的皂苷转化为薯蓣皂苷元。采用统计

学设计方法-PB 实验和响应面实验对培养基优化，

确定了最优培养配方。利用优化的培养基配方，

薯蓣皂苷元的产率提高到 (31.0±0.3) mg/g DZW，

较优化前提高了 3 倍。 
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