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重组内切纤维素酶 Ｆｐｅｎｄｏ５Ａ 转化三七总皂苷
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摘要　 从嗜热细菌基因组中克隆到 １ 个新的纤维素酶基因， 并在大肠杆菌中进行了高效可溶性表达， 粗酶

液经镍柱亲和层析进行分离纯化． 利用快速分离液相色谱⁃四极杆飞行时间质谱联用仪（ＲＲＬＣ ／ Ｑ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ）对
重组内切纤维素酶 Ｆｐｅｎｄｏ５Ａ 转化三七总皂苷的产物结构进行了鉴定， 并进一步阐明其转化机制． 结果表明，
该酶的最适反应温度和 ｐＨ 值分别为 ８０ ℃和 ５􀆰 ５． Ｆｐｅｎｄｏ５Ａ 能够催化三七总皂苷中的主要皂苷成分， 即

Ｒａ１， Ｒｂ１， Ｒｃ， Ｒｄ 和 Ｒｇ３ 的侧链糖基的水解反应， 但对于不同的皂苷底物， Ｆｐｅｎｄｏ５Ａ 选择性催化的侧链糖

基类型不同． 经鉴定， Ｆｐｅｎｄｏ５Ａ 转化 Ｒａ１， Ｒｂ１， Ｒｃ， Ｒｄ 和 Ｒｇ３ 的转化产物分别为 Ｒｂ２， Ｇｙｐ ⅩⅦ， ＣＭＣ１， Ｆ２

和 Ｒｈ２ ． 由此可见， Ｆｐｅｎｄｏ５Ａ 通过水解 Ｒｂ１， Ｒｃ， Ｒｄ 和 Ｒｇ３ 的 Ｃ３ 位的 β⁃（１，２）糖苷键分别生成 Ｇｙｐ ⅩⅦ，
ＣＭＣ１， Ｆ２ 和 Ｒｈ２ ． 在转化 Ｒａ１时， Ｆｐｅｎｄｏ５Ａ 通过水解 Ｒａ１的 Ｃ２０ 位的 α⁃（１，４）木糖苷键生成 Ｒｂ２ ．
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三七［Ｐａｎａｘ ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ（Ｂｕｒｋ． ）Ｆ． Ｈ． Ｃｈｅｎ］为五加科人参属植物， 是我国名贵中药材， 也是云南

独具特色的中药材资源［１］ ． 三七皂苷是三七中的主要活性物质， 三七皂苷对心脑血管系统［２］、 糖尿

病［３］和血液系统［４］等都具有良好的药理活性． 迄今， 已从三七的不同部位分离得到 ７０ 余种单体皂

苷［５～９］， 其中某些皂苷与人参中的某些皂苷化合物结构相同， 如人参皂苷 Ｒｂ１， 因其首先在人参中被发

现， 为避免相同结构化合物的重复命名， 在三七中此化合物也被命名为人参皂苷 Ｒｂ１ ． 大多数三七皂苷

属于达玛烷型皂苷， 可分为 ２０（Ｓ）⁃原人参二醇［２０（Ｓ）⁃ｐｒｏｔｏｐａｎａｘａｄｉｏｌ］和 ２０（Ｓ）⁃原人参三醇［２０（Ｓ）⁃
ｐｅｏｔｏｐａｎａｘａｔｒｉｏｌ］２ 种类型． 人参皂苷 Ｒａ１， Ｒｂ１， Ｒｃ， Ｒｄ 和 Ｒｇ３ 在三七总皂苷中含量较高， 都属于原人

参二醇型皂苷． 另外， 人参皂苷 Ｒａ１， Ｒｂ１， Ｒｃ， Ｒｄ 和 Ｒｇ３ 具有相同的皂苷元结构， 且 Ｃ３ 位均是以

β⁃（１，２）糖苷键连接 ２ 个葡萄糖分子， 其结构差异在于 Ｃ２０ 位连接的糖残基的种类、 数量以及连接方

式不同． 由于皂苷化合物的结构差异， 其药理活性也有很大差别． 近期研究表明［１０，１１］， 皂苷化合物可以

通过侧链糖基的水解获得结构相似的去糖基化皂苷化合物， 其生物利用度及药理活性均获得进一步增

强． 前文［１２］报道了通过微生物转化人参皂苷 Ｒｂ１， Ｒｅ 和 Ｒｇ１来获得去糖基化皂苷化合物， 同时对转化

前后皂苷化合物的抗炎活性进行了研究， 结果表明， 去糖基化后的皂苷化合物在脂多糖（ＬＰＳ）诱导的

ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 炎症细胞模型和二甲苯诱导的小鼠耳肿胀模型中活性明显高于转化前． 另外， Ｑｕａｎ 等［１３］对

人参皂苷在抗肿瘤活性方面进行了结构与功能关系的探讨， 发现其抗肿瘤活性与皂苷侧链糖基的数量

呈反比关系， 即侧链糖基数量越少的皂苷其抗肿瘤活性越强． 因而， 通过水解某些皂苷化合物的末端

糖基获得药效更好的去糖基化皂苷化合物， 为新药的筛选提供候选分子， 已经成为目前研究的热点．
糖苷酶是作用于各种糖苷、 寡糖、 多糖或糖蛋白等使其糖苷键水解的酶的总称． 糖苷酶能够催化

皂苷化合物的侧链糖基水解， 因其具有区域选择性和立体选择性高、 产率高、 副产物少、 无污染和容

易工业化生产等优点， 是目前工业化制备去糖基化皂苷的首选方法． 目前， 已有多种用于原人参二醇

型皂苷转化的糖苷水解酶被报道， 如赵余庆等［１４］ 利用 β⁃葡聚糖苷酶和工业酶制剂转化三七茎叶总皂



苷从而获得化合物 Ｋ（Ｃ）Ｋ． 王儒风等［１５］利用重组糖苷水解酶， 通过水解三七皂苷 ＳＴ⁃４ 的 Ｃ２０ 位糖苷

键， 将三七皂苷 ＳＴ⁃４ 转化为维纳人参皂苷 Ｒ７． 然而， 目前发现的用于转化三七皂苷的酶类数量仍旧十

分有限， 并且活性和底物选择性差， 亟待新型糖苷酶的开发和应用．
本文从嗜热细菌基因组中克隆到 １ 个新的纤维素酶基因， 利用快速分离液相色谱⁃四极杆飞行时

间质谱联用仪（ＲＲＬＣ ／ Ｑ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ）对重组内切纤维素酶（Ｆｐｅｎｄｏ５Ａ）转化三七总皂苷的产物结构进行鉴

定， 并阐明其转化机制． 重组内切纤维素酶 Ｆｐｅｎｄｏ５Ａ 能够转化三七总皂苷中的 Ｒａ１， Ｒｂ１， Ｒｃ， Ｒｄ 和

Ｒｇ３ 分别生成 Ｒｂ２， Ｇｙｐ ⅩⅦ， ＣＭＣ１， Ｆ２ 和 Ｒｈ２， 其较高的转化活性及底物选择性为未来应用该酶制备

去糖基化皂苷化合物， 开发相关的保健食品和新药奠定基础．

１　 实验部分

１．１　 试剂与仪器

三七总皂苷（批号： Ｏ０８１２ＡＳ， 纯度 ９８％）购自大连美仑生物技术有限公司； Ｒａ１， Ｒｂ１， Ｒｃ， Ｒｄ，
Ｒｇ３， Ｒｂ２， Ｇｙｐ ⅩⅦ， Ｒｈ２（纯度均＞９８％）和 Ｆ２（纯度＞８４％）均购自上海源叶生物科技有限公司； 色谱纯

乙腈和甲醇购自美国 ＴＥＤＩＡ 试剂公司； 嗜热细菌 Ｆｅｒｖｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｐｅｎｎｉｖｏｒａｎｓ ＤＳＭ ９０７８ 购自德国 ＤＳＭＺ
公司； Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＢＬ２１（ＤＥ３） ＣｏｄｏｎＰｌｕｓ 和 ｐＥＴ⁃２８ａ 质粒均购于 Ｎｏｖａｇｅｎ 公司（中国）．

Ａｇｉｌｅｎｔ ＲＲＬＣ １２００ ＳＬ⁃６５２０ Ｑ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ 联用仪（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司）， 其中 ＲＲＬＣ １２００ ＳＬ 配有在线

脱气机、 二元梯度泵、 可控温自动进样系统和智能柱温箱， Ｑ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ 配有双喷雾电离源． Ｓｙｎｃｒｏｎｌｓ
Ｃ１８反相色谱柱（１５０ ｍｍ×２􀆰 １ ｍｍ， ２􀆰 ７ μｍ； 美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司）．
１．２　 重组内切纤维素酶 Ｆｐｅｎｄｏ５Ａ 基因的克隆、 表达及纯化

从嗜热细菌 Ｆｅｒｖｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｐｅｎｎｉｖｏｒａｎｓ ＤＳＭ ９０７８ 基因组中利用引物（上游 ５′⁃ＣＡＧＣＡＧＧＣＴＡＧ⁃
ＣＡＴＧＧＡＴＣＡＧＴＣＡＧＴＴＧＣＴ⁃３′ 和 下 游 ５′⁃ＣＡＧＣＡＧＣＴＣＧＡＧＴＴＡＴＴＣＴＴＴＧＣＴＴＴＣＴＣＣＡＡ⁃３′） 进 行

Ｆｐｅｎｄｏ５Ａ 基因的 ＰＣＲ 扩增． 将 ＰＣＲ 产物连接到载体 ｐＥＴ⁃２８ａ 中， 并转化到大肠杆菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）
ＣｏｄｏｎＰｌｕｓ 中用于基因表达， 该基因处于 Ｔ７ 启动子的控制下且可用异丙基⁃β⁃Ｄ⁃硫代半乳糖苷（ ＩＰＴＧ）
诱导． 在 ２ Ｌ 的溶菌肉汤（ＬＢ）液体培养基中培养重组菌， 当菌液在波长 ６００ ｎｍ 处的吸光度值（ＯＤ６００）
达到 ０􀆰 ６～０􀆰 ８ 时， 加入异丙基⁃β⁃Ｄ⁃硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ）（终浓度为 １ μｍｏｌ ／ Ｌ）进行诱导， 并于 １６ ℃恒

温振荡培养箱中诱导过夜， 发酵液经离心后收集菌体， 用于酶的分离纯化．
利用磷酸氢二钠⁃柠檬酸缓冲液（２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ｐＨ＝ ５􀆰 ０）重悬菌体， 菌悬液经超声破碎处理后， 高速

离心收集上层清液即为粗酶液． 因重组蛋白带有组氨酸标签， 故选择镍柱亲和层析方法进行目的蛋白

的分离纯化． 纯化后的重组蛋白利用考马斯亮蓝法测定蛋白浓度， 并经十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝

胶（ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ）电泳鉴定样品纯度后， 于－２０ ℃保存， 用于酶学性质及转化研究．
１．３　 纤维素酶活力测定

采用经典的 Ｍｉｌｌｅｒ 方法［１６］测定纤维素酶的水解活力． 还原糖的定量检测使用 ＤＮＳ 试剂（３，５⁃二硝

基水杨酸）． 酶的水解活力通过测定多糖底物所释放的还原糖量确定．
将含 １０ ｇ ／ Ｌ 的纤维素底物［如羧甲基纤维素（ＣＭＣ）、 微晶纤维素（Ａｖｉｃｅｌ）、 可溶性淀粉、 木聚糖、

蔗糖、 甘露聚糖、 半乳甘露聚糖和海藻糖］的缓冲液在 ８０ ℃水浴中预热 １５ ｍｉｎ． 加入适量酶液， 与底物

溶液充分混合， 在 ８０℃下反应 １～５ ｍｉｎ． 终止反应后， 取 ５００ μＬ 反应液加入到 １ ｍＬ ＤＮＳ 试剂中， 煮沸

５ ｍｉｎ， 流水冷却后， 高速离心， 并补加去离子水稀释至 ２０ ｍＬ， 将测量得到的 ５２９ ｎｍ 处的吸光度

（Ａ５２９）与葡萄糖标准曲线进行比较， 计算反应产生的还原糖（用相当量的葡萄糖表示）量． 酶活力单位

（ＩＵ）： 将每分钟催化产生 １ μｍｏＬ 还原糖所需的酶量定义为 １ ＩＵ．
１．４　 底物选择性测定

纤维素酶 Ｆｐｅｎｄｏ５Ａ 催化水解其它多糖（如木聚糖、 甘露聚糖和半乳甘露聚糖等）的活力也采用

Ｍｉｌｌｅｒ 方法进行测定．
１．５　 Ｆｐｅｎｄｏ５Ａ 的最适反应温度测定

将纤维素底物 ＣＭＣ（１０ ｇ ／ Ｌ）溶解于磷酸氢二钠⁃柠檬酸缓冲液（２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ｐＨ ＝ ５􀆰 ５）中， 在
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４０～９０ ℃范围内测定不同温度下的酶活力． 每个温度测定 ３ 组平行数据， 取其平均值． 以温度为横坐

标， 对应温度下的酶相对活力为纵坐标， 绘制温度⁃酶活力曲线．
１．６　 Ｆｐｅｎｄｏ５Ａ 的最适 ｐＨ 测定

在 ８０ ℃下， 将纤维素底物 ＣＭＣ（１０ ｇ ／ Ｌ）溶解于磷酸氢二钠⁃柠檬酸缓冲溶液（ｐＨ ＝ ４􀆰 ０～８􀆰 ０）中，
测定不同 ｐＨ 条件下的酶活力． 每个 ｐＨ 值测定 ３ 组平行数据， 取其平均值． 以 ｐＨ 值为横坐标， 对应

ｐＨ 值下的酶相对活力为纵坐标， 绘制 ｐＨ⁃酶活力曲线．
１．７　 分析条件

ＲＲＬＣ 色谱条件： 柱温 ３５ ℃； 流动相 Ａ 为 ０􀆰 １％（体积分数）甲酸水溶液， 流动相 Ｂ 为乙腈溶液；
二元线性梯度洗脱； 洗脱梯度： ０～２ ｍｉｎ， ２５％Ｂ； ２～６ ｍｉｎ， ２５％～２７％Ｂ； ６～１０ ｍｉｎ， ２７％～２８％Ｂ； １０～
１５ ｍｉｎ， ２８％～３０％Ｂ； １５～１７ ｍｉｎ， ３０％ ～３５％Ｂ； １７ ～ ２４ ｍｉｎ， ３５％ ～４０％Ｂ； ２４ ～ ２９ ｍｉｎ， ４０％ ～４５％Ｂ；
２９～３７ ｍｉｎ， ４５％～６５％Ｂ； ３７～４２ ｍｉｎ， ６５％～８０％Ｂ（以上浓度均为体积分数）； 流速 ０􀆰 ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 进样

量 ５ μＬ．
Ｑ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ 质谱条件： 电喷雾负离子模式， 质量扫描范围 ｍ ／ ｚ １００ ～ １５００， 干燥气 （ Ｎ２ ） 流量

４ Ｌ ／ ｍｉｎ， 干燥气温度 ３５０ ℃， 雾化气压力 ２５５ ｋＰａ， 传输毛细管电压 ３５００ Ｖ， 碎裂器电压 ２００ Ｖ， 锥孔

电压 ６５ Ｖ， 八级杆射频电压 ２５０ Ｖ． 一级质谱采样频率为 ２ ｓ． 二级质谱碰撞电压 ３５ ｅＶ， 分辨率 １２０００．
１．８　 Ｆｐｅｎｄｏ５Ａ 转化三七总皂苷

配制 １ ｍｇ ／ ｍＬ 的三七总皂苷溶液作为底物， 加入一定浓度等体积的酶液， 于 ８０ ℃下反应， 分别在

反应进行 ０ 和 １２ ｈ 时取样， 利用等体积的水饱和正丁醇终止反应， 涡旋 ２ ～ ３ ｓ 后， 于 ４ ℃， １００００
ｒ ／ ｍｉｎ 转速下离心 ２ ｍｉｎ， 静置 １０ ｍｉｎ， 取等量的上层正丁醇溶液， 于 ６０ ℃水浴蒸干， 收集固体样品，
用色谱级甲醇复溶并定容至 １ ｍＬ， 用于 ＲＲＬＣ ／ Ｑ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ 检测．

２　 结果与讨论

２．１　 Ｆｐｅｎｄｏ５Ａ 的最适反应温度和 ｐＨ
为了确定 Ｆｐｅｎｄｏ５Ａ 的最适反应温度， 考察了 Ｆｐｅｎｄｏ５Ａ 在 ４０～９０ ℃范围内催化 ＣＭＣ 底物的活力

变化情况． 由图 １（Ａ）可见， Ｆｐｅｎｄｏ５Ａ 的最适反应温度为 ８０ ℃， 且在 ７５ 和 ８５ ℃下仍然具有较高活性，
在 ４０ ℃时能够保持 ３０％以上的活力． 另外， 考察了 Ｆｐｅｎｄｏ５Ａ 在 ｐＨ ＝ ４􀆰 ０ ～ ８􀆰 ０ 范围内催化 ＣＭＣ 底物

的活力变化情况． 由图 １（Ｂ）可见， Ｆｐｅｎｄｏ５Ａ 在酸性条件下具有较好的催化活力， 其最适 ｐＨ 为 ５􀆰 ５，
在中性条件下可以达到 ３０％的活力． 以上分析表明， Ｆｐｅｎｄｏ５Ａ 属于酸性嗜热糖苷酶类．

Ｆｉｇ．１　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ（Ａ） ａｎｄ ｐＨ（Ｂ） ｏｎ ｔｈｅ ｃａｔａｌｙｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ Ｆｐｅｎｄｏ５Ａ

２．２　 Ｆｐｅｎｄｏ５Ａ 的底物选择性

在 ８０ ℃， ｐＨ＝ ５􀆰 ５ 的最适条件下， 考察了 Ｆｐｅｎｄｏ５Ａ 催化不同底物， 包括 ＣＭＣ、 木聚糖、 蔗糖和半

乳甘露聚糖等的水解活力． 结果表明， Ｆｐｅｎｄｏ５Ａ 对半乳甘露聚糖和 ＣＭＣ 有较高活力， 其相对活力分别

为 １００％和 ６１％； 对木聚糖和蔗糖仅有微弱的水解活力， 相对活力均为 １％； 未检测到其对可溶性淀粉

和海藻糖的水解活力． ＣＭＣ 是内切纤维素酶的标准底物， 而 Ａｖｉｃｅｌ 是外切纤维素酶的标准底物．
Ｆｐｅｎｄｏ５Ａ 对 ＣＭＣ 的活力高， 说明其具有内切纤维素酶活力； 而对 Ａｖｉｃｅｌ 几乎没有活力， 说明

Ｆｐｅｎｄｏ５Ａ 不具有外切纤维素酶活力．

７８１２　 Ｎｏ．１２ 　 李　 男等： 重组内切纤维素酶 Ｆｐｅｎｄｏ５Ａ 转化三七总皂苷



２．３　 Ｆｐｅｎｄｏ５Ａ 转化三七总皂苷

利用 ＲＲＬＣ ／ Ｑ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ 对 Ｆｐｅｎｄｏ５Ａ 转化三七总皂苷的产物进行了结构鉴定， 并分析其转化路径．
通过比较 Ｆｐｅｎｄｏ５Ａ 转化三七总皂苷 ０ ｈ［图 ２（Ａ）］和 １２ ｈ［图 ２（Ｂ）］样品的负离子模式总离子流图发

现， 共有 １０ 个峰发生了明显变化， 根据保留时间顺序分别用 １～１０ 表示每个变化的峰．
在负离子模式下的一级质谱图中， 化合物均含有［Ｍ－Ｈ］ －准分子离子， 由于以 ０􀆰 １％甲酸水作为流

动相， 谱图中还显示出［Ｍ＋ＨＣＯＯ］ －加合离子， 这为确定化合物的相对分子质量提供了有用的信息．

Ｆｉｇ．２　 Ｔｏｔａｌ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅｓ ｂｙ Ｆｐｅｎｄｏ５Ａ
ｉｎ ｎｅｇａｔｉｖｅ⁃ｉｏｎ ｍｏｄｅ ｆｏｒ ０ ｈ（Ａ） ａｎｄ １２ ｈ（Ｂ）

根据负离子模式的二级质谱碎片信息， 对这 １０ 个变化的峰进一步分析鉴定， 推断其可能的结构式

和分子式， 再与对照品及相关文献［１７～２２］对照鉴定出对应的化合物， 其保留时间， 一级、 二级质谱数据

及分析结果见表 １， 测定分子量和理论分子量的偏差均小于 ５ × １０－６ ． 文中碎片离子的命名是采用

Ｃｏｓｔｅｌｌｏ 命名法［２３，２４］， 在下面的讨论中， 离子的 ｍ ／ ｚ 值用整数表示．
　 　 由 Ｑ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ 负离子模式下的准分子离子和二级特征碎片离子信息可知， 峰 １ ～ １０ 在二级质谱碎

裂过程中的裂解方式主要为丢失不同数目和种类的糖基， 从而生成苷元碎片离子（见图 ３）．
Ｔａｂｌｅ１　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ＲＲＬＣ ／ Ｑ⁃ＴＯＦ ＭＳ

Ｐｅａｋ
Ｎｏ．

Ｃｏｍｐｄ． ｔＲ ／ ｍｉｎ
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｆｏｒｍｕｌａ

ＭＳ（ｃａｌｃｄ． ｍａｓｓ），
ｍ ／ ｚ

１０６ Ｅｒｒｏｒ
ＭＳ ／ ＭＳ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｉｏｎｓ ｏｆ

［Ｍ－Ｈ］ －（ｍａｓｓ ａｃｃｕｒａｃｙ ＜ ５×１０－６）
１ Ｒａ１ ２１􀆰 ７４ Ｃ５８Ｈ９８Ｏ２６ １２０９􀆰 ６２４２

（１２０９􀆰 ６２７４）
２􀆰 ７ １０７７􀆰 ５８３９ ［ Ｍ － Ｈ － Ｘｙｌ ］ －， ９４５􀆰 ５４１８ ［ Ｍ － Ｈ － Ｘｙｌ －

Ａｒａ（ｐ）］ －， ７８３􀆰 ４８７４［Ｍ－Ｈ－Ｘｙｌ－Ａｒａ－Ｇｌｕ］ －， ６２１􀆰 ４３３６
［Ｍ－Ｈ－Ｘｙｌ－Ａｒａ－ＧｌｃＧｌｃ］ －， ４５９􀆰 ５４１８［Ｍ－Ｈ－Ｘｙｌ－Ａｒａ－
ＧｌｃＧｌｃＧｌｃ］ －， ３２３􀆰 ０８６２［ＧｌｃＧｌｃ－Ｈ］ －

２ Ｒｂ１ ２２􀆰 ６７ Ｃ５４Ｈ９２Ｏ２３ １１０７􀆰 ５９５７
（１１０７􀆰 ５９７６）

１􀆰 ７ ９４５􀆰 ５２９４［Ｍ － Ｈ － Ｇｌｃ］ －， ７８３􀆰 ４７８７ ［ Ｍ － Ｈ － ＧｌｃＧｌｃ］ －，
６２１􀆰 ４２９５［Ｍ－Ｈ－ＧｌｃＧｌｃＧｌｃ］ －， ４５９􀆰 ３３７９０［Ｍ－Ｈ－ＧｌｃＧｌ⁃
ｃＧｌｃＧｌｃ］ －， ３２３􀆰 ０８３２［ＧｌｃＧｌｃ－Ｈ］ －

３ Ｒｃ ２４􀆰 ０１ Ｃ５３Ｈ９０Ｏ２２ １０７７􀆰 ５８５１
（１０７７􀆰 ５８７５）

２􀆰 ２ ９４５􀆰 ５１９３［ Ｍ － Ｈ － Ａｒａ （ ｆ）］ －， ７８３􀆰 ４７６０ ［ Ｍ － Ｈ － Ａｒａ －
Ｇｌｃ］ －， ６２１􀆰 ４１６９ ［ Ｍ － Ｈ － Ａｒａ － ＧｌｃＧｌｃ ］ －， ４５９􀆰 ３６６０
［Ｍ－Ｈ－Ａｒａ－ＧｌｃＧｌｃＧｌｃ］ －

４ Ｒｂ２ ２４􀆰 ９３ Ｃ５３Ｈ９０Ｏ２２ １０７７􀆰 ５８５１
（１０７７􀆰 ５８１２）

３􀆰 ６ ９４５􀆰 ５３４８［ Ｍ － Ｈ － Ａｒａ （ ｐ）］ －， ７８３􀆰 ４８９８ ［ Ｍ － Ｈ － Ａｒａ －
Ｇｌｃ］ －， ６２１􀆰 ４３６５ ［ Ｍ － Ｈ － Ａｒａ － ＧｌｃＧｌｃ ］ －， ４５９􀆰 ３８５２
［Ｍ－Ｈ－Ａｒａ－ＧｌｃＧｌｃＧｌｃ］ －

５ Ｒｄ ２５􀆰 ７６ Ｃ４８Ｈ８２Ｏ１８ ９４５􀆰 ５４２８
（９４５􀆰 ５４６２）

３􀆰 ６ ７８３􀆰 ７８３２［Ｍ － Ｈ － Ｇｌｃ］ －， ６２１􀆰 ５３１８ ［ Ｍ － Ｈ － ＧｌｃＧｌｃ］ －，
４５９􀆰 ５７６７［Ｍ－Ｈ－ＧｌｃＧｌｃＧｌｃ］ －， ３２３􀆰 ３１２５［ＧｌｃＧｌｃ－Ｈ］ －

６ Ｇｙｐ ⅩⅦ ２６􀆰 ５７ Ｃ４８Ｈ８２Ｏ１８ ９４５􀆰 ５４２８
（９４５􀆰 ５４３７）

０􀆰 ９５ ７８３􀆰 ４６１５［Ｍ － Ｈ － Ｇｌｃ］ －， ６２１􀆰 ４１１１ ［ Ｍ － Ｈ － ＧｌｃＧｌｃ］ －，
４５９􀆰 ９８７６［Ｍ－Ｈ－ＧｌｃＧｌｃＧｌｃ］ －

７ ＣＭＣ１ ２８􀆰 ２８ Ｃ４７Ｈ８０Ｏ１７ ９１５􀆰 ５３２３
（９１５􀆰 ５３４８）

２􀆰 ７ ７８３􀆰 １９８４［ Ｍ － Ｈ － Ａｒａ （ ｆ）］ －， ６２１􀆰 ６９５２ ［ Ｍ － Ｈ － Ａｒａ －
Ｇｌｃ］ －， ４５９􀆰 ４８３２［Ｍ－Ｈ－Ａｒａ－ＧｌｃＧｌｃ］ －

８ Ｆ２ ２９􀆰 １１ Ｃ４２Ｈ７２Ｏ１３ ７８３􀆰 ４９００
（７８３􀆰 ４８７０）

３􀆰 ８ ６２１􀆰 ３２１７［Ｍ－Ｈ－Ｇｌｃ］ －， ４５９􀆰 １５２１［Ｍ－Ｈ－ＧｌｃＧｌｃ］ －

９ Ｒｇ３ ３０􀆰 ８３ Ｃ４２Ｈ７２Ｏ１３ ７８３􀆰 ４９００
（７８３􀆰 ４９３３）

４􀆰 ２ ６２１􀆰 ４２２３［Ｍ－Ｈ－Ｇｌｃ］ －， ４５９􀆰 ３７９１［Ｍ－Ｈ－ＧｌｃＧｌｃ］ －

１０ Ｒｈ２ ３３􀆰 ６６ Ｃ３６Ｈ６２Ｏ８ ６２１􀆰 ４３７２
（６２１􀆰 ４３４７）

４􀆰 ０ ４５９􀆰 ３５６３［Ｍ－Ｈ－Ｇｌｃ］ －
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Ｆｉｇ．３　 ＥＳＩ⁃Ｑ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ ／ ＭＳ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅｓ ｉｎ ｎｅｇａｔｉｖｅ⁃ｉｏｎ ｍｏｄｅ
（Ａ） Ｒａ１； （Ｂ） Ｒｂ１； （Ｃ） Ｒｃ； （Ｄ） Ｒｂ２； （Ｅ） Ｒｄ； （Ｆ） Ｇｙｐ ⅩⅦ； （Ｇ） ＣＭＣ１； （Ｈ） Ｆ２； （Ｉ） Ｒｇ３； （Ｊ） Ｒｈ２ ．

９８１２　 Ｎｏ．１２ 　 李　 男等： 重组内切纤维素酶 Ｆｐｅｎｄｏ５Ａ 转化三七总皂苷



　 　 以峰 １ 为例， 其保留时间为 ２１􀆰 ７４ ｍｉｎ， 与标准品 Ｒａ１的保留时间一致． 根据一级质谱图［Ｍ－Ｈ］ －和

［Ｍ＋ＨＣＯＯ］ －离子， 推测其分子量为 １２１０． 在峰 １ 的二级质谱图［图 ３（Ａ）］中， 可以看到 １６２ 和 １３２ 的

中性丢失， 分别对应为六碳糖基（葡萄糖基）和五碳糖基（木糖基或阿拉伯糖基）， ｍ ／ ｚ １０７７ 和 ９４５ 分别

为母离子 ｍ ／ ｚ １２０９ 丢失 １ 分子和 ２ 分子五碳糖基的碎片离子， ｍ ／ ｚ ７８３， ６２１ 和 ４５９ 为母离子丢失 ２ 分

子五碳糖基的同时分别丢失 １， ２ 和 ３ 分子葡萄糖基的碎片离子， 其中 ｍ ／ ｚ ４５９ 是原人参二醇型皂苷元

的特征碎片离子， 表明此化合物为含有 ２ 个五碳糖基和 ３ 个葡萄糖基的二醇型人参皂苷． 参考文献

［２５］关于 Ｒａ１结构分析的报道， 结合本实验中的质谱分析结果， 推测峰 １ 为人参皂苷 Ｒａ１ ． 利用上述分

析方法可以推测峰 ２ 为人参皂苷 Ｒｂ１， 峰 ７ 为人参皂苷 ＣＭＣ１， 峰 １０ 为人参皂苷 Ｒｈ２ ．
根据一级质谱图推测峰 ３ 和 ４ 的分子量为 １０７８． 它们的二级质谱图［图 ３（Ｃ）和（Ｄ）］的碎片离子

种类相同， 相对丰度存在差异， 因此推测峰 ３ 和 ４ 为同分异构体． 在峰 ３ 和 ４ 的二级质谱图中， 均包括

ｍ ／ ｚ ９４５， ７８３， ６２１ 和 ４５９ 碎片离子． ｍ ／ ｚ ９４５ 为母离子 ｍ ／ ｚ １０７７ 丢失 １ 分子五碳糖基的碎片离子， ｍ ／ ｚ
７８３， ６２１ 和 ４５９ 为母离子丢失 １ 分子五碳糖基的同时分别丢失 １， ２ 和 ３ 分子葡萄糖基的碎片离子， 其

中 ｍ ／ ｚ ４５９ 是原人参二醇型皂苷元的特征碎片离子， 因此， 峰 ３ 和 ４ 为含有 １ 个五碳糖基和 ３ 个葡萄

糖基的二醇型人参皂苷． 峰 ３ 的保留时间与标准品 Ｒｃ 的保留时间一致， 为 ２４􀆰 ０１ ｍｉｎ． 峰 ４ 的保留时间

与标准品 Ｒｂ２ 的保留时间一致， 为 ２４􀆰 ９３ ｍｉｎ． 根据以上分析， 可推测峰 ３ 和 ４ 分别为人参皂苷 Ｒｃ 和

Ｒｂ２ ． 基于与峰 ３ 和 ４ 相同的分析方法， 可推测峰 ５， ６， ８ 和 ９ 分别为 Ｒｄ， Ｇｙｐ ⅩⅦ， Ｆ２ 和 Ｒｇ３ ．
２．４　 Ｆｐｅｎｄｏ５Ａ 转化三七总皂苷的转化机制

通过转化过程的化合物结构鉴定， 共发现 １０ 种含量发生明显变化的化合物， 分别为 Ｒａ１， Ｒｂ１，
Ｒｃ， Ｒｂ２， Ｇｙｐ ⅩⅦ， Ｒｄ， Ｆ２， Ｒｇ３， ＣＭＣ１和 Ｒｈ２ ． Ｆｐｅｎｄｏ５Ａ 转化三七总皂苷 １２ ｈ 后， Ｒａ１， Ｒｂ１， Ｒｃ， Ｒｄ
和 Ｒｇ３ 的含量降低， 表明这 ５ 种化合物能够被 Ｆｐｅｎｄｏ５Ａ 转化． 而 Ｒｂ２， Ｇｙｐ ⅩⅦ， ＣＭＣ１， Ｆ２ 和 Ｒｈ２ 的含

量升高， 基于结构分析发现这 ５ 种化合物是去糖基化的转化产物． 三七的主要成分为三萜皂苷， 与人

参皂苷具有相似的结构． Ｒａ１， Ｒｂ１， Ｒｃ， Ｒｄ 和 Ｒｇ３ 均为二醇型皂苷， 结构相似， 具有相同的苷元结构且

Ｃ３ 位均是以 β⁃（１，２）糖苷键连接 ２ 个葡萄糖分子； 其结构差异在于 Ｃ２０ 位连接的糖残基的种类、 数量

以及连接方式的不同． 人参皂苷 Ｒａ１的 Ｃ２０ 位糖侧链由葡萄糖、 阿拉伯糖和木糖组成； 人参皂苷 Ｒｂ１的

Ｃ２０ 位的糖侧链由 ２ 分子葡萄糖组成， 其连接方式为 β⁃（１，６）糖苷键； 人参皂苷 Ｒｃ 的 Ｃ２０ 位由 １ 分子

呋喃型阿拉伯糖和 １ 分子葡萄糖以 α⁃（１，６）糖苷键连接而成； 人参皂苷 Ｒｄ 的 Ｃ２０ 位只带有 １ 个葡萄

糖残基， Ｒｇ３ 的 Ｃ２０ 位无任何糖残基取代． 另一方面， 转化产物 Ｒｂ２ 的 Ｃ３ 位糖侧链由 ２ 分子葡萄糖组

成， 而 Ｃ２０ 位由 １ 分子葡萄糖与 １ 分子吡喃阿拉伯糖以 α⁃（１，６）糖苷键组成； 转化产物 Ｇｙｐ ⅩⅦ，
ＣＭＣ１， Ｆ２ 和 Ｒｈ２ 的 Ｃ３ 位都只带有 １ 分子葡萄糖， 不同之处在于 Ｇｙｐ ⅩⅦ的 Ｃ２０ 位由 ２ 分子葡萄糖以

β⁃（１，６）糖苷键相连接， ＣＭＣ１的 Ｃ２０ 位由 １ 分子呋喃型阿拉伯糖和 １ 分子葡萄糖以 α⁃（１，６）糖苷键连

接组成， Ｆ２ 在 Ｃ２０ 位仅有 １ 分子葡萄糖， Ｒｈ２ 在 Ｃ２０ 位无任何糖残基取代．
因此， Ｆｐｅｎｄｏ５Ａ 通过水解 Ｒａ１的 Ｃ２０ 位的 α⁃（１，４）木糖苷键生成 Ｒｂ２； 通过水解 Ｒｂ１的 Ｃ３ 位的

β⁃（１，２）糖苷键生成 Ｇｙｐ ⅩⅦ； 通过水解 Ｒｃ 的 Ｃ３ 位的 β⁃（１，２）糖苷键生成 ＣＭＣ１； 通过水解 Ｒｄ 的 Ｃ３
位的 β⁃（１，２）糖苷键生成 Ｆ２； 通过水解 Ｒｇ３ 的 Ｃ３ 位的 β⁃（１，２）糖苷键生成 Ｒｈ２ ． 由此可见， Ｆｐｅｎｄｏ５Ａ
能够催化三七皂苷 Ｒａ１， Ｒｂ１， Ｒｃ， Ｒｄ 和 Ｒｇ３ 侧链糖基的水解反应， 但其催化不同三七皂苷底物的选择

性不同． 通过以上分析， 推测 Ｆｐｅｎｄｏ５Ａ 转化三七皂苷的转化路径为 Ｒａ１→Ｒｂ２， Ｒｂ１→Ｇｙｐ ⅩⅦ， Ｒｃ→
ＣＭＣ１， Ｒｄ→Ｆ２， Ｒｇ３→Ｒｈ２（见 Ｓｃｈｅｍｅ １）．

综上所述， 从嗜热细菌基因组中克隆到 １ 个新的纤维素酶基因， 并在大肠杆菌中进行了高效可溶

性表达． 酶学性质研究表明， Ｆｐｅｎｄｏ５Ａ 为酸性嗜热内切纤维素酶． Ｆｐｅｎｄｏ５Ａ 能够将三七总皂苷中的主

要皂苷成分， 即 Ｒａ１， Ｒｂ１， Ｒｃ， Ｒｄ 和 Ｒｇ３ 分别转化为 Ｒｂ２， Ｇｙｐ ⅩⅦ， ＣＭＣ１， Ｆ２ 和 Ｒｈ２ ． 本研究为酶法

转化皂苷类化合物提供了新型酶源， Ｆｐｅｎｄｏ５Ａ 对于皂苷类底物较高的水解活性及热稳定性使其具有

工业化应用的广阔前景． 另外， 利用酶法转化获得去糖基化皂苷化合物为药物筛选提供了候选分子，
同时也为相关药品及保健品的开发研究奠定了基础．

０９１２ 高 等 学 校 化 学 学 报 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｖｏｌ．３８　
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ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄ． Ａｌｓｏ， ｒａｐｉｄ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｃｏｕｐｌｅｄ ｗｉｔｈ ｑｕａｄｒｕｐｌｅ⁃ｔｉｍｅ⁃ｏｆ⁃ｆｌｉｇｈｔ ｍａｓｓ ｓｐｅｃ⁃
ｔｒｏｍｅｔｒｙ（ＲＲＬＣ ／ Ｑ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ） ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｂｉｏｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ｎｏｔｏｇｉｎ⁃
ｓｅｎｏｓｉｄｅｓ ｂｙ Ｆｐｅｎｄｏ５Ａ． Ｆｐｅｎｄｏ５Ａ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ａｎ ｏｐｔｉｍａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｔ ８０ ℃ ａｎｄ ｐＨ＝ ５􀆰 ５ ａｎｄ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ
ａｃｔｉｖｉｔｙ ｆｏｒ ｃａｒｂｏｘｙｍｅｔｈｙｌ ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ（ＣＭＣ）， ｗｈｉｃｈ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ Ｆｐｅｎｄｏ５Ａ ｗａｓ ａ ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｉｃ ａｎｄ ａｃｉｄｏｐｈｉ⁃
ｌｉｃ ｅｎｄｏｃｅｌｌｕｌａｓｅ． Ａｌｓｏ， Ｆｐｅｎｄｏ５Ａ ｓｈｏｗｅｄ ｈｉｇｈ ｂｉｏｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｆｏｒ ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅ Ｒａ１， Ｒｂ１， Ｒｃ， Ｒｄ
ａｎｄ Ｒｇ３， ｗｈｉｃｈ ａｒｅ ｔｈｅ ｍａｉｎ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅｓ． Ｒａ１， Ｒｂ１， Ｒｃ， Ｒｄ ａｎｄ Ｒｇ３ ｗｅｒｅ ｃｏｎ⁃
ｖｅｒｔｅｄ ｔｏ Ｒｂ２， Ｇｙｐ ⅩⅦ， ＣＭＣ１， Ｆ２ ａｎｄ Ｒｈ２， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ｂｙ Ｆｐｅｎｄｏ５Ａ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　 Ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅ； Ｅｎｄｏｃｅｌｌｕｌａｓｅ； Ｂｉｏｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ； Ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃
ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ（ＨＰＬＣ⁃ＭＳ）

（Ｅｄ．： Ｐ， Ｈ， Ｄ， Ｋ）

† Ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ（Ｎｏ．３１４００６８２） ．
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