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摘　要: 目的　对鬼臼毒素的生物转化进行研究。方法　利用掌叶大黄细胞悬浮系统和根培养系统进行生物转化。采
用色谱技术和波谱手段对转化产物进行分离鉴定。结果　加入鬼臼毒素对掌叶大黄细胞悬浮系统和根培养系统的pH

值无明显影响; 两种组培系统均能转化鬼臼毒素。在本实验条件下, 细胞悬浮系统使7318% 的鬼臼毒素发生了转化,

根培养系统中使5613% 的鬼臼毒素发生了转化。两种系统对鬼臼毒素的转化产物不同, 前者只转化生成鬼臼苦素, 后
者转化生成表鬼臼毒素等多种化合物。结论　掌叶大黄细胞悬浮系统和根培养系统均能有效转化鬼臼毒素。
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Abstract: Objective 　To invest iga te the b io tran sfo rm at ion of podophyllo tox in by cell su spen sion

cu ltu re and roo t cu ltu re system s of R heum p a lm a tum 1 M ethods　P lan t t issue cu ltu re techno logy w as

emp loyed1 T he p roducts w ere iso la ted by silica gel co lum n ch rom atography and their st ructu res w ere

elucidated by spectra l m ethods1 Results　A dding of podophyllo tox in had no obviou s effects on the pH

value of cell su spen sion cu ltu re and roo t cu ltu re system s of R 1 p a lm a tum 1 In the case of p resen t study,

7318% of podophyllo tox in w as converted by cell su spen sion cu ltu re and 5613% by roo t cu ltu re1 T he

p roducts w ere differen t betw een the tw o cu ltu re system 1 Podophyllo tox in w as converted in to

p icropodophyllin w ith cell su spen sion cu ltu re system and m any o ther p roducts besides ep ipodophyllo tox in

w ith roo t cu ltu re system 1 Conclusion 　Bo th of cell su spen sion cu ltu re and roo t cu ltu re system s of R 1
p a lm a tum are ab le to convert podophyllo tox in1

Key words: R heum p a lm a tum L 1; cell su spen sion cu ltu re system ; roo t cu ltu re system ;

podophyllo tox in; p icropodophyllin; ep ipodophyllo tox in; b io tran sfo rm at ion

　　生物转化是利用生物体系将加入到生物反应系

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[1 ]。用植物细胞悬浮培养物对外源底物进行生物

转化从而对其结构进行修饰, 以获得更有意义的产物

报道很多[2～ 4 ]。目前已知离体培养植物细胞具有酯

化、氧化、葡萄糖基化、异构化、甲基化、去甲基化、乙

酰化等多种生物转化能力[5 ]。它具有反应选择性强、

反应条件温和、副产物少、不造成环境污染和后处理

简单以及可以进行传统有机合成所不能或很难进行

的化学反应等优点, 因此有着较大的理论及实际应用

价值。利用生物转化的这些特点, 对资源丰富、量较高

却又未得到充分利用的天然化合物和部分人工合成

的活性化合物进行生物转化, 可以从中找到有开发价

值的新的活性先导化合物及其可能的生产方法, 因此

有着较大的理论及实际应用价值。

鬼臼毒素及相关木脂素是一类具有显著细胞毒

性的天然活性物质, 这类物质主要来自鬼臼属植物,
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统称为鬼臼类木脂素。其化学结构皆具有 2, 32丁内

酯242芳基四氢萘的母核。20 世纪40 年代证实鬼臼毒

素具有抗癌活性, 但由于其毒副作用大, 限制了临床

的直接应用[6 ]。多年以来, 为获得高活性、低毒的鬼臼

衍生物, 科研工作者对鬼臼类木脂素的结构改造做了

大量工作, 其中也包括生物转化法的应用[7～ 10 ]。

本实验利用掌叶大黄R heum p a lm a tum L 1 细胞

悬浮系统和根培养系统对鬼臼毒素进行了生物转化

研究, 试图确定其转化情况及其相关转化产物, 为鬼

臼类结构修饰探索新途径, 同时对掌叶大黄不同培养

系统的生物转化能力和特点进行比较研究, 为寻找可

能的可用于生物转化的酶系统做基础性探索。

1　材料和方法

111　材料: 鬼臼毒素由北京大学药学院生物技术室

研究 人 员 从 鬼 臼 S inop od op hy llum hex and rum

(Royle) Y ing 中分离得到, 经液相色谱检测, 质量

分数> 98%。

112　细胞悬浮系统和根培养系统的建立

11211　植物材料与无菌苗的获得: 掌叶大黄果实购

自陕西省陇县咸宜关村, 经北京大学药学院生药研

究室郑俊华教授鉴定为掌叶大黄R heum p a lm a tum

L 1。挑选粒大饱满的掌叶大黄果实, 撕去果翅, 在

5% H 2O 2 中超声振荡5 m in 后, 静止浸泡灭菌2 h。用

灭菌水洗3 次后, 置于灭菌滤纸上吸干表面水分, 接

种于不含激素的M S 琼脂培养基上, 培养箱温度 22

℃, 光照12 höd, 光照强度1 500～ 2 000 1x。15 d 后

种子萌发, 18 d 后真叶陆续长出。

11212　细胞悬浮系统: 取掌叶大黄无菌苗下胚轴、子

叶和真叶作为外植体, 在无菌条件下接种于M S 琼脂

培养基 (015 m göL 62BA + 015 m göL NAA + 015

m göL 2, 42D )上, 诱导愈伤组织。培养条件: pH 518,

培养温度 (25±1) ℃, 日光灯光照12 höd。20 d 后愈

伤组织形成。在同样培养基每20 d 继代一次。连续继

代5 次后转入M S 液体培养基中振荡培养, 培养温度

(25±1) ℃, 摇床速度80 röm in。第1 次接种20 g 松

软愈伤组织于 30 mL 培养基中, 每 20～ 25 天继代 1

次。第2 次继代培养基为50 mL , 第3 次继代于100 mL

培养基中培养5 d 后即可用于生物转化研究。

11213　根培养系统: 切取光照培养箱中生长的掌叶

大黄无菌苗的须根 015 g, 继代于 5 mL 的 1ö2 W P

(011 m göL NAA + 011 m göL 62BA + 011 m göL 2,

42D , 无机盐浓度为正常值一半) 培养基中, pH 518,

经4 次继代后, 第5 次继代于100 mL 同样的培养基

中, 用于生物转化研究。

113　鬼臼毒素的生物转化和转化产物的分离鉴定

11311　鬼臼毒素的生物转化: 称鬼臼毒素10 m g 溶

于 015 mL 无水乙醇中, 使其完全溶解。经膜 (0145

Λm ) 滤过除菌后, 在无菌条件下, 按 100 m göL 的量

加入到不同的掌叶大黄培养系统中进行生物转化。

其中, 掌叶大黄根培养系统中根鲜质量约20 g, 培养

于250 mL 三角瓶中的100 mL 培养基中。掌叶大黄

细胞悬浮系统中细胞鲜质量30 g, 培养基同样是100

mL。以未加入活性化合物的相同培养系统作空白。

11312　转化系统pH 值的测定: 大黄根培养系统和

细胞悬浮系统经 14 d 后收获培养基, 收获后的培养

基先测定pH 值。

11313　转化产物的分离鉴定: 收获后的培养基用醋

酸乙酯萃取, 50 ℃减压浓缩, 用H PL C 法检测加入

系统中底物的变化情况。对应的空白培养系统的培

养基同时收获, 并加入同样量的鬼臼毒素后随收获

的转化培养基一同处理, 作空白对照。

将醋酸乙酯提取物经硅胶柱色谱, 用醋酸乙酯

洗脱, 以去除醋酸乙酯难以洗脱部分。洗脱液浓缩后

用于液相色谱分析和制备。

色谱条件: Spectra Series P100 高效液相色谱

仪, Spectra Series UV 100 紫外检测器, 检测波长

254 nm , phenom enex p rodigy 5 ΛOD S (3) 100A 色

谱柱 (250 mm ×4160 nm ) , 60% 甲醇水作流动相。

2　结果

211　细胞悬浮系统和根培养系统的pH 值: 转化前

两周的pH 值均为518。培养14 d 后, 细胞悬浮系统

pH 值变为 511, 空白培养基pH 值为 512; 根培养系

统pH 值为514, 空白培养基pH 值同样为514。说明

加入鬼臼毒素对系统pH 值无明显影响。

212　细胞悬浮系统和根培养系统转化情况: 在细胞

悬浮系统中, 与空白对照 (鬼臼毒素色谱峰 t= 71617

m in)比较, 在保留时间614 m in 处出现一新峰 (图12
B )。在根培养系统中, 在 61383、91083、101150、

111367、111983、131250、141433、161083 m in 处出

现了9 个较明显的新色谱峰 (图12C)。可初步说明鬼

臼毒素在这两个系统中发生了转化, 并且两个系统

对鬼臼毒素的转化有明显差异。

　　根据色谱定量分析结果, 在本实验条件下, 细胞

培养系统使 7318% 的鬼臼毒素发生了转化, 根培养

系统使5613% 的鬼臼毒素发生了转化。

213　转化产物的分离鉴定: 利用H PL C 从细胞悬浮

系统中分离得到两个单体gu i02 和gu i03; 从根培养系

统中分离得到2 个单体化合物YL 6 和YL 8。根据保留
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A 2鬼臼毒素对照品　B2细胞悬浮系统　C2根培养系统

　　A 2podophyllo tox in reference substance

　　B2cell suspension cu ltu re system　C2roo t cu ltu re system

图1　鬼臼毒素在掌叶大黄培养系统中转化的HPLC 色谱图

F ig. 1　HPLC Chromatogram s of biotran sformation

of podophyllotox in in culture system s

of R 1 p a lm a tum

时间并结合质谱, gu i02 和 YL 8 确定为底物鬼臼毒

素。另外初步鉴定了gu i03 和YL 6 两个转化产物。

21311　化合物gu i03: 白色粉末 (甲醇)。E I2M S m ö

z : 414 (M + , 100) , 396 (M - H 2O , 18) , 383 (18) , 369

(8) , 355 (10) , 329 (12) , 299 (12) , 201 (10) , 181 (10) ,

168 (14)。1H 2NM R (500 M H z, CDC l3 ) ∆: 2174 (1H ,

m , H 23) , 3124 (1H , dd, J = 5100, 10 H z, H 22) , 3182

(6H , s, 3’, 5’2OM e ) , 3186 ( 3H , s, 4’2OM e, 4111

(1H , d, J = 510 H z, H 21) , 4145 (1H , dd, J = 615, 10

H z, H 211Β) , 4152 (2H , m , H 24, H 211Α) , 5196 (2H , d,

J = 11 H z, 2OCH 2O 2) , 6138 (1H , s, H 28) , 6145 (1H ,

s, H 22’, 6’) , 7104 (1H , s, H 25)。质谱给出分子离子

峰为414[M + ], 是基峰, 一系列的碎片离子396、383、

369、355、329、181、168 等符合 42苯基四氢萘类木脂

素的裂解规律, 其中荷质比为 396 的离子峰相对丰

度比较高, 表明结构类型有利于脱水反应, 提示该化

合物的结构可能为鬼臼苦素, 结合氢谱, 与文献数据

基本一致[11 ] , 由此确定该化合物的结构为鬼臼苦素

(p icropodophyllin)。

21312　化合物YL 6: 无色粉末 (甲醇)。E I2M S m öz :

414 (M + , 100) , 396 (M - H 2O , 4) , 369 (4) , 355 (2) ,

329 ( 2) , 299 ( 2) , 246 ( 8) , 181 ( 12) , 168 ( 10)。1H 2
NM R ( 500 M H z, CD 3OD ) ∆: 2186 ( 1H , m , H 23) ,

3134 (1H , d, J = 1115 H z, H 21) , 31696 (6H , s, 3’,

5’2OM e) , 3170 (3H , s, 4’2OM e) , 4130 (1H , dd, J =

810, 815 H z, H 211Β) , 4137 (1H , dd, J = 810, 815 H z,

H 211Α) , 4160 (1H , d, J = 512 H z, H 21) , 4183 (1H ,

J = 315 H z, H 24 ) , 5194 ( 2H , d, J = 310 H z,

2OCH 2O 2) , 6133 (2H , s, H 22’, H 26’) , 6149 (1H , s,

H 28) , 6192 ( 1H , s, H 25)。 13 C2NM R ( 500 M H z,

CD 3OD ) ∆: 40119 (C23) , 41175 (C22) , 45119 (C21) ,

56151 (3’, 5’2OM e) , 61104 (4’2OM e) , 67111 (C24) ,

69145 (C211) , 102178 (2OCH 2O 2) , 109141 (C22’,

6’) , 109141 (C25 ) , 110177 (C28 ) , 133101 (C29 ) ,

133101 ( C210 ) , 133195 ( C21’) , 137140 ( C24’) ,

148165 (C27 ) , 14916 (C26 ) , 153177 (C23’, 5’) ,

177167 (C213)。

质谱给出分子离子峰为 414 [M + ], 而且一系列

的碎片离子396、369、355、246、181、168 等符合42苯
基四氢萘的质谱裂解规律, 与鬼臼毒素的质谱比较,

发现该化合物 246 碎片离子的相对丰度明显高于鬼

臼毒素, 表明结构中存在有适合脱去取代苯环的结

构, 结合质谱, 可以看出, 鬼臼毒素的2OH、2OM e 取

代数量无明显变化。提示4 位的2OH 取代构型发生改

变, 由Α型改为Β型, 由此推测该化合物为表鬼臼毒素

(ep ipodophyllo tox in) , 氢谱、碳谱的数据也证实了这

个推断, 核磁共振数据与文献报道基本一致[12 ]。

3　结论

本实验中加入鬼臼毒素对掌叶大黄细胞悬浮系

统和根培养系统的pH 值无明显影响; 两种掌叶大黄

组织培养系统均能转化鬼臼毒素。在本实验条件下,

细胞悬浮系统使7318% 的鬼臼毒素发生了转化, 根培

养系统中使5613% 的鬼臼毒素发生了转化。两种系统

对鬼臼毒素的转化产物不同。前者只转化生成鬼臼苦

素, 后者转化生成表鬼臼毒素等多种化合物。

利用植物或微生物对一些有活性或结构新颖的

化合物进行生物转化, 其实质是某个酶或多酶体系

参与的生理生化反应, 与传统的有机合成比较, 有其

独特的优势, 由于酶本身的特性, 因此生物转化可以

定向、定量地进行, 且后处理容易。

细胞悬浮系统和根培养系统对鬼臼毒素的转化

存在差异的原因可能是悬浮细胞与根所处的分化状

态不同, 它们的生理状态也不同, 也就是说它们的相

关基因是否表达及表达活性强弱不同, 因此, 两个系

统中相关酶的种类及数量的多少存在着差异, 所以对

同一底物的识别及所起的作用不同。细胞悬浮系统是

高度脱分化体系, 系统中酶种类和数量要低于器官水

平的根培养系统[13 ] , 因此导致掌叶大黄根培养系统

对鬼臼毒素的转化产物比细胞培养系统复杂。
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何首乌和夜交藤药材指纹图谱研究与评价

苏　建1, 袁志芳1, 吴一兵2, 张兰桐13 , 王春英1Ξ

(11 河北医科大学药学院 药物分析教研室, 河北 石家庄　050017; 21 河北医科大学药学院

新药开发教研室, 河北 石家庄　050017)

摘　要: 目的　建立何首乌、夜交藤药材指纹图谱分析方法, 并依据指纹图谱对两种药材进行比较, 为科学评价与
有效控制何首乌、夜交藤药材质量提供新方法。方法　何首乌和夜交藤分别用甲醇和醋酸乙酯超声处理, 提取液用

H PL C 进行测定。H PL C 法采用C18色谱柱, 乙腈2011% 磷酸梯度洗脱, 检测波长分别为 265 和 290 nm , 体积流量 1

mL öm in, 柱温30 ℃。结果　建立了何首乌、夜交藤药材H PL C 指纹图谱, 并对不同产地何首乌、夜交藤药材进行了
相似度比较。测定结果显示不同产地药材存在较大差异, 化学成分组成及质量分数存在一定差异。结论　所建立的
方法简便、可靠, 可用于不同产地何首乌、夜交藤药材的指纹图谱测定和质量评价, 为全面有效控制何首乌药材的
内在质量提供了依据。
关键词: 何首乌; 夜交藤; 高效液相色谱法; 指纹图谱
中图分类号: R 28217　　　文献标识码: A 　　　文章编号: 0253- 2670 (2008) 05- 0766- 04

F ingerpr in ts for R ad ix P olygon iM u ltif lor i and Cau lis et F olium P olygon iM u ltif lor i

SU J ian1, YUAN Zh i2fang1, W U Y i2b ing2, ZHAN G L an2tong1, W AN G Chun2ying1

(11D epartm ent of Pharm aceu tical A nalysis, Schoo l of Pharm acy, H ebeiM edical U niversity, Sh ijiazhuang 050017,

Ch ina; 21D epartm ent of R esearch and D evelopm ent of N ew D rug, Schoo l of Pharm acy, H ebei

M edical U niversity, Sh ijiazhuang 050017, Ch ina)

Abstract: Objective　To estab lish H PL C fingerp rin ts fo r R ad ix P oly g on i M u ltif lori and Cau lis et

F olium P oly g on i M u ltif lori, to compare the fingerp rin ts of the above tw o crude drugs co llected from

differen t hab ita ts, and to p rovide a new m ethod fo r scien t if ic evaluat ion and quality con tro l of them 1
M ethods 　 R ad ix P oly g on i M u ltif lori and Cau lis et F olium P oly g on i M u ltif lori w ere ex tracted by

superson ic w ave w ith m ethano l and ethyl aceta te1 T he ch rom atograph ic p rocedu re fo r f ingerp rin ts w as

carried ou t u sing C 18 as an analyt ic co lum n, gradien t elu ted w ith a m ix tu re con sist ing of aceton it rile and

011% H 3PO 41 Results　T h is experim en t estab lished a specif ic m ethod fo r the quality con tro l of R ad ix

P oly g on i M u ltif lori and Cau lis et F olium P oly g on i M u ltif lori, and compared the sim ilarity of R ad ix

P oly g on i M u ltif lori w ith Cau lis P oly g on i M u ltif lori from differen t hab ita ts1 Conclusion　T h is m ethod is

very simp le, reliab le, and can be u sed fo r the fingerp rin t assay and quality con tro l of R ad ix P oly g on i
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