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摘要# 目的!采用固定化蜗牛酶同时生物转化淫羊藿 J@3-&933?$%32-中 = 种黄酮苷( 并对工艺进行优化) 方法!交
联)包埋法制备固定化蜗牛酶( 单因素试验优化生物转化工艺( REBF法测定转化率( BF)‘@J‘@法鉴定转化产物) 结
果!在最佳条件 "\R值 (( 温度 (& d( 蜗牛酶与底物比例 " f"( 底物质量浓度 "L& 3>J3B( 转化时间 # X% 下( 朝藿
定D* 朝藿定_* 朝藿定F* 淫羊藿苷可分别转化为箭藿苷D* 箭藿苷_* 鼠李糖基淫羊藿次苷.( 以及宝藿苷&和淫
羊藿苷元 "两者均为淫羊藿苷转化产物%( 平均转化率分别为 e%L,.!* e=L&"!* e%L=,!* e(L(#!) 结论!该工艺
稳定简单( 重复性好( 可用于淫羊藿中 = 种黄酮苷的高效转化)
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!!淫羊藿 J@3-&933?$%32-始载于 +神农本草
经,( 历代本草均有记载( 是传统补益中药( 具有
补肾阳* 强筋骨* 祛风湿等作用#"$ ( 淫羊藿总黄
酮为其主要药效成分( 主要为朝藿定 D* 朝藿定
_* 朝藿定F* 淫羊藿苷 = 种黄酮苷##$ ( 但其在肠
道中的吸收均较差#%$ ( 口服后经肠道酶和肠道菌
水解( 分别转化为箭藿苷D* 箭藿苷_* 鼠李糖基
淫羊藿次苷.( 以及宝藿苷&和淫羊藿苷元 "两
者均为淫羊藿苷转化产物%( 主要以代谢产物形式
被吸收( 从而发挥出良好的药效作用#=)($ )

前期( 本课题组利用游离酶在仿生条件下生物
转化这 = 种黄酮苷( 并分析其转化过程( 同时研究
了固定化酶体外生物转化淫羊藿苷单体成分) 本实
验进一步采用固定化蜗牛酶( 同时生物转化淫羊藿
中的黄酮苷成分 "朝藿定 D* 朝藿定 _* 朝藿定
F* 淫羊藿苷%( 并优化其工艺条件( 以期充分利
用淫羊藿总黄酮原料药和固定化蜗牛酶的酶活( 提
高该类成分的生物转化效率)
JK仪器与材料

D>5108["#,& 高效液相色谱仪 "美国 D>5108[公
司%& 岛津 BF)#&D高效液相色谱仪 "日本岛津公
司%& DEC=&&& 三重四级杆质谱仪 "美国应用生物
系统公司%& I<9+H# 自动馏分收集仪 "美国 C@FM
公司%& ‘0[[10?DB#&= 电子分析天平 "瑞士梅特
勒)托利多公司%& /Ro)’#DR@ 气浴恒温恒速振荡
器 "江苏金坛市金城国胜实验仪器厂%& =&@R千
分尺 "德国马尔公司%)

朝藿定 D* 朝藿定 _* 朝藿定 F* 淫羊藿苷*
箭藿苷D* 箭藿苷_* 鼠李糖基淫羊藿次苷.* 宝
藿苷&* 淫羊藿苷元对照品 "上海源叶生物科技
有限公司( 含有量# ..!( 批号分别为 #&""&,"’*
#&""&(#&* #&""&e&%* #&""&#&,* #&"#&=&,*
#&"#&#"%* #&"#&("e* #&"#&###* #&"#&=#&( 结构
见图 "%& 淫羊藿总黄酮 "自制( 主要含有淫羊藿
苷* 朝藿定 D* 朝藿定 _* 朝藿定 F( 含有量
e&!%& 蜗牛酶 "破壁率 .&!( 上海源叶生物科技
有限公司( 批号 OO&e&%/D"=%) 海藻酸钠* _4F1#*
戊二醛 "国药集团化学试剂有限公司%& 甲醇* 乙
腈均为色谱纯& 水为超纯水& 其他试剂均为分
析纯)
LK方法与结果
#L"!淫羊藿总黄酮REBF测定方法
#L"L"!色谱条件!o<?Y49@_F"’色谱柱""(& 33h
=L, 33( ( !3%& 流动相乙腈)水( 梯度洗脱 "& c

图 JK各对照品结构式
W$4QJ :+,1’+1,).#/5-,$#1.,)/),)3’).18.+-3’).

"& 358( #(!乙腈& "& c"( 358( #(!c%=!乙腈&
"( c=" 358( %=!乙腈& =" c=e 358( %=! c=’!
乙腈& =e c(& 358( =’!c’(!乙腈& (& c(( 358(
’(! 乙 腈 %& 检 测 波 长 #e& 83& 体 积 流 量
"L& 3BJ358& 柱温 %& d& 进样量 "& !B) REBF色
谱图见图 #)

4$朝藿定D!Y$朝藿定_!;$朝藿定F!^$淫羊藿苷!0$箭藿

苷D!*$箭藿苷_!>$鼠李糖基淫羊藿次苷.!X$宝藿苷&
5$淫羊藿苷元
4$0\530̂58 D!Y$0\530̂58 _!;$0\530̂58 F!^$5;4?558!0$64>)

5[[4[<65̂0D!*$64>5[[4[<65̂0_!>$#v)Y)?4X3<8<6+15;4?65̂0.
X$Y4<XP<65̂0&!5$48X+̂?<5;4?5[58

图 LKATE=色谱图
W$4QLKATE=’(,#0-+#4,-0.
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#L"L#!供试品溶液的制备!取淫羊藿总黄酮转化
后的混悬液 "&& !B( 加入 .&& !B甲醇终止反应(
涡旋后以 "% &&& ?J358 转速离心 "& 358( 取上清
液( &L## !3微孔滤膜滤过( 即得)
#L"L%!标准曲线绘制!甲醇分别精密配制朝藿定
D* 箭藿苷 D* 朝藿定 _和箭藿苷 _对照品溶液
" #(,L&* "#’L&* ,=L&* %#L&* ",L&* ’L&* =L&*
#L& !>J3B%( 朝藿定 F和鼠李糖基淫羊藿次苷.
对照品溶液 "#(,L&* "#’L&* ,=L&* %#L&* ",L&*
’L&* =L&* #L&* "L& !>J3B%( 淫羊藿苷和宝藿苷
&对照品溶液 " ,=&L&* %#&L&* ",&L&* ’&L&*
=&L&* #&L&* "&L&* (L& !>J3B%( 淫羊藿苷元对
照品溶液 "#(,L&* "#’L&* ,=L&* %#L&* ",L&* ’L&*
=L&* #L&*"L& !>J3B%(以对照品质量浓度 "!>J3B%
为横坐标 "G%( 峰面积为纵坐标 "/% 进行线性回
归( 结果见表 ")

表 JK各成分线性关系
;-8QJKE$3)-,,)&-+$#3.($2.#/5-,$#1.’#3.+$+1)3+.

成分 回归方程 , 线性范围J
"!>-3Bl"%

朝藿定D /g,Lee%Gq.L%=’ &L... ’ #L& c#(,L&

朝藿定_ /g’L"##Gq"=Le’= &L... ’ #L& c#(,L&

朝藿定F /geL’%#Gq##L(&% &L... ( "L& c#(,L&

淫羊藿苷 /g""L"&"Gq""L#e% &L... . (L& c,=&L&

箭藿苷D /g""L=e,Gq(L#’% &L... . #L& c#(,L&

箭藿苷_ /g"%L&’eGl#L,#" &L... . #L& c#(,L&

鼠李糖基淫羊藿
次苷.

/g"#L’e%Gq=L,.# &L... . "L& c#(,L&

宝藿苷& /g"=L&=&Gq=’L,.( &L... ( (L& c,=&L&
淫羊藿苷元 /g=L,,#Gl&L’(. &L... ’ "L& c#(,L&

#L#!固定化蜗牛酶的制备!采用交联)包埋法#,)e$ (
精密称取蜗牛酶 =& 3>( 溶于 "& 3B水中( 加入
&L"!戊二醛充分混匀( 静置 #& 358( 将酶液与
.& 3B"L(!海藻酸钠水溶液均匀混合至终质量浓
度为 &L= 3>J3B) 将无痛针头固定于距液面 = ;3
处( 以 #L& 3BJ358滴速将混匀液滴入搅拌转速为
"&& ?J358的 "L&!_4F1# 溶液中( 滴加结束后静置
固化 "& 358( 取出固定化蜗牛酶海藻酸钡球( 蒸馏
水洗涤 % 次( = d冰箱中保存备用) 其外观圆整均
一( 直径 " c# 33( 圆整度可达 .’L=e!)
#L%!生物转化工艺优化
#L%L"!\R值对生物转化工艺的影响!取固定化蜗
牛酶适量( 以淫羊藿总黄酮为底物( 在 (& d下(
选择不同 \R值 "#* %* =* (* ,* e* ’%( 蜗牛酶
"其质量为实际结合游离酶的质量( 下同% 与底物
比例 " f"( 底物质量浓度 "L& 3>J3B( 在 "& 3B酶

解体系中反应 " X 后取样( 甲醇终止反应( REBF
测定 = 种黄酮苷的生物转化情况( 计算转化率( 公
式为转化率 g "反应初始该成分质量 l反应终止
该成分质量% J反应初始该成分质量 h"&&!) 结
果见图 %)

图 MK2A值对生物转化工艺的影响 $#OM&
W$4QMK@//)’+#/2A 5-&1)#3+()8$#+,-3./#,0-+$#3

+)’(3#&#46 $#OM&

由图可知( \R# c% 时( 转化率较低& \R为 =
时( 转化率显著升高( 达到 (&!以上& \R为 (
时( 转化率最大( 约为 ,(!& \R( c’ 时( 转化率
略有降低( 但仍保持在 (&!以上) 其酶解产物箭
藿苷D* 箭藿苷_* 鼠李糖基淫羊藿次苷.* 宝藿
苷&* 淫羊藿苷元均在 \R# c% 时生成量较少( 在
\R为 = 时随转化率升高而增多( 在 \R为 ( 时最
多( 在 \R( c’ 时随转化率缓慢降低而略微减少)
因此( 最佳 \R值为 (( 而且其范围较宽)
#L%L#!温度对生物转化工艺的影响!取固定化蜗
牛酶适量( 以淫羊藿总黄酮为底物( 在 \R为 (
时( 选择不同温度 "=* #(* %e* (&* ,& d%( 蜗
牛酶与底物比例 " f"( 底物质量浓度 "L& 3>J3B(
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在 "& 3B酶解体系中反应 " X后取样( 甲醇终止反
应( REBF测定 = 种黄酮苷的生物转化情况( 计算
转化率( 公式同 /#L%L" 项0) 结果见图 =)

图 UK温度对生物转化工艺的影响 $#OM&
W$4QUK@//)’+#/+)02),-+1,)#3+()8$#+,-3./#,0-!

+$#3+)’(3#&#46 $#OM&

由图可知( 温度小于 #( d时( 转化率较低(
未达到 #&!( 表明低温显著抑制了酶活力& 随着
温度升高( 转化率迅速增加( 于 (& d时最大( 约
为 ,(!& (& c,& d时( 转化率缓慢降低) 温度小
于 #( d时( 生成量较少& 随着转化率增加( 生成
量上升( 于 (& d时最大& (& c,& d时( 生成量随
转化率的降低而减少) 因此( 最佳温度为 (& d)
#L%L%!蜗牛酶与底物比例对生物转化工艺的影响
!取固定化蜗牛酶适量( 以淫羊藿总黄酮为底物(
在 (& d下( 于 \R( 的磷酸缓冲盐溶液中( 选择蜗
牛酶与底物不同比例"&L( f"* " f"* # f"* % f"*
= f"%( 底物质量浓度 "L& 3>J3B( 在 "& 3B酶解
体系中反应 " X 后取样( 甲醇终止反应( REBF法
测定 = 种黄酮苷的生物转化情况( 计算转化率( 公
式同 /#L%L"0 项) 结果见图 ()

由图可知( 蜗牛酶与底物比例在 &L( f" c" f"
时( 转化率均缓慢升高& 在 " f" 时( 转化率最大(
约为 ,(!& 进一步增加比例后( 转化率迅速降低
至最大值的 "J# 左右) 蜗牛酶与底物比例在

图 XK蜗牛酶与底物比例对生物转化工艺的影响 $#OM&
W$4QXK@//)’+#/,-+$# #/.3-$&-.)+# .18.+,-+)#3+()8$#!

+,-3./#,0-+$#3+)’(3#&#46 $#OM&

&L( f" c" f"时( 生成量随转化率升高而缓慢增
加& 在 # f" c= f" 时( 生成量均随转化率降低而
减少& 在 " f" 时( 生成量最大) 因此( 蜗牛酶与
底物最佳比例为 " f"( 这可能与酶在反应体系中
的饱和作用有关( 在比例大于 " f" 时( 酶量呈现
饱和& 在比例为 # f" 时( 由于酶量过多( 出现了
竞争抑制作用( 影响了酶的活性( 从而降低其对底
物的转化和产物的生成)
#L%L=!底物质量浓度对生物转化工艺的影响!取
固定化蜗牛酶适量( 以淫羊藿总黄酮为底物( 在
(& d下( 于 \R( 的磷酸缓冲盐溶液中( 蜗牛酶与
底物比例 " f"( 选择底物质量浓度分别为 &L#*
&L=* &L,* &L’* "L&* #L& 3>J3B( 在 "& 3B酶解
体系中反应 " X 后取样( 甲醇终止反应( REBF测
定 = 种黄酮苷的生物转化情况) 结果见图 ,)

由图可知( 底物质量浓度为 &L# 3>J3B时( =
种黄酮苷的转化率均最大( 而且均随底物质量浓度
增大而略有降低( 这是由于淫羊藿总黄酮水溶性较
差( 在其质量浓度较小时( 酶与该成分的接触更加
充分( 有利于酶活的发挥) 另外( = 种黄酮苷的转
化量和产物生成量均随着底物质量浓度的增大而上
升( 在 #L& 3>J3B时 均 达 到 最 大) 由 于 在
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图 \K底物质量浓度对生物转化工艺的影响 $#OM&
W$4Q\K@//)’+#/.18.+,-+)’#3’)3+,-+$#3#3+()8$#!

+,-3./#,0-+$#3+)’(3#&#46 $#OM&

"L& 3>J3B时( 底物转化率和转化量的乘积最大(
即单位时间内底物转化量最多( 故底物最佳质量浓
度为 "L& 3>J3B)
#L%L(!转化时间和转化次数对生物转化工艺的影
响!取固定化蜗牛酶适量( 以淫羊藿总黄酮为底
物( 在 (& d下( 于 \R( 的磷酸缓冲盐溶液中( 蜗
牛酶与底物比例 " f"( 底物质量浓度"L& 3>J3B(
在 "& 3B酶解体系中反应 = X( 每 " X 取样一次(
甲醇终止反应( REBF测定 = 种黄酮苷的生物转化
情况) 再将蜗牛酶从酶解反应系统中分离( 蒸馏水
充分冲洗 % 次( 在相同条件下反应 " X 后取样(
REBF测定 = 种黄酮苷的生物转化情况) 结果见
图 e)

图 aK转化时间和转化次数对生物转化工艺的影响 $#OM&
W$4QaK@//)’+.#/’#35),.$#3+$0)-3"’#35),.$#3+$0).#3

+()8$#+,-3./#,0-+$#3+)’(3#&#46 $#OM&

由图可知( = 种黄酮苷均在 # X 内酶解转化完
全( 首次转化 " X的转化率均为 ,&!左右( 经过 (
次转化后约为 %&!( 保持首次转化率的 (&!( 仍
可有效同时转化) 因此( 最佳转化时间为 # X( 最
佳转化次数为 ( 次)
#L%L,!优化工艺验证!取淫羊藿总黄酮%份( 按最
佳转化工艺进行酶解( 即 \R值 (( 温度 (& d( 蜗
牛酶与底物比例 " f"( 底物质量浓度"L& 3>J3B(
转化时间 # X( 转化 ( 次( REBF法测得朝藿定 D
转化率分别为 e%L=e!* e%L.#!* e%L,’!( 平均
值 e%L,.!& 朝藿定 _分别为 e=L&#!* e%L.#!*
e=L&’!( 平均值 e=L&"!& 朝藿定 F分别为
e%L=e!* e%L(#!* e%L%’!( 平 均 值 e%L=,!&

淫羊藿苷分别为 e(L=e!* e(L(#!* e(L(’!( 平
均值 e(L(#!( 表明该工艺稳定( 重复性好)
#L=!转化产物的结构鉴定!固定化蜗牛酶转化
朝藿定 D* 朝藿定 _* 朝藿定 F* 淫羊藿苷的产
物分别为箭藿苷 D* 箭藿苷 _* 鼠李糖基淫羊藿
次苷.( 以及宝藿苷&和淫羊藿苷元 "两者均为
淫羊藿苷转化产物%( 本实验转化产物利用 BF)
‘@J‘@ 法进行鉴定( 结果见图 ’( 与文献 #’$
一致)

准分子离子峰 #‘qR$ q-fM,eeL% 与箭藿苷
’’."
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D相对分子质量吻合( 其二级质谱中脱去葡萄糖得
到离子碎片-fM("(L"( 再脱去鼠李糖得到离子碎
片-fM%,.L"( 见图 ’D& 准分子离子峰 #‘qR$ q

-fM,=eL%* #‘qb$ q-fM,’(L( 与箭藿苷 _相对
分子质量吻合( 其二级质谱中脱去木糖得到离子碎
片 -fM("(L&( 再脱 去鼠李糖得到离子碎片
-fM%,.L#( 见图 ’_) 准分子离子峰#‘qR$ q-fM
,,"L=* #‘qb$ q-fM,..L=* #‘qN4$ q-fM,’%L(
与鼠李糖基淫羊藿次苷.相对分子质量吻合( 其二
级质谱中脱去葡萄糖得到离子碎片 -fM("(L"( 再
脱去鼠李糖得到离子碎片-fM%,.L"( 见图 ’F) 准
分子离子峰 #‘qR$ q-fM("(L, 与宝藿苷&相对
分子质量吻合( 其二级质谱中脱去鼠李糖得到离子
碎片-fM%,.L"( 见图 ’A) 准分子离子峰 #‘q
R$ q-fM%,.L# 与淫羊藿苷元相对分子质量吻合(
其二级质谱中脱去基团)F=Re 得到离子碎片 -fM
%"%L&( 见图 ’2)

注! 每张小图上方均为一级质谱( 下方均为二级质谱

图 PKE=!?:Z?:色谱图
W$4QPKE=!?:Z?:’(,#0-+#4,-0.

MK讨论
蜗牛酶经固定化后( 可通过离心* 过滤等方法

分离#.)"&$ ( 经过 ( 次回收循环利用后( 其转化淫羊
藿黄酮苷的效率仍可保持原来的 (&!( 催化作用
显著) 而且( 固定化酶延长了酶的使用寿命( 减小
了环境变化对酶活的影响( 对酶具有保护作
用#"")"#$ ( 有利于扩大其适用范围( 从而满足大规
模生产的要求#"%)"=$ ) 本实验将固定化蜗牛酶用于
同时生物转化淫羊藿中朝藿定D* 朝藿定_* 朝藿
定F* 淫羊藿苷( 并筛选出最佳工艺条件( 保证 =
种黄酮苷的高效转化( 充分利用淫羊藿总黄酮原料
药和固定化蜗牛酶酶活( 达到该成分经济高效* 简
便稳定转化的目的) 然而( 该工艺也存在底物质量
浓度低* 生成产物被吸附等问题( 故需要研究提高
其质量浓度的方法( 如通过双相酶解体系减弱吸附
作用( 还可采用其他载体材料固定蜗牛酶( 提高其
重复使用次数( 具体有待今后作进一步探索)
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摘要# 目的!建立强力天麻杜仲胶囊 "天麻* 杜仲* 独活等% 的 REBF特征图谱) 方法!强力天麻杜仲胶囊 e&!乙
醇提取液的分析采用F<?[0;6[3F"’色谱柱 "=L, 33h"(& 33( #Le !3%& 流动相乙腈)&L"!磷酸水溶液( 梯度洗脱&
体积流量 &L( 3BJ358& 柱温 =& d& 检测波长 ##& 83) 结果!该药物碱性* 酸性乙酸乙酯部位的REBF特征图谱分别
有 #’ 个和 "’ 个共有峰( 鉴定出 % 个 "天麻素* 紫花前胡苷* e)羟基香豆素% 和 = 个 "没食子酸* 原儿茶酸* 绿原
酸* 紫云英苷% 色谱峰( "& 批样品特征图谱相似度为 &L’( c&L..) 结论!该方法准确可靠( 可用于强力天麻杜仲胶
囊的质量控制)
关键词! 强力天麻杜仲胶囊& 特征图谱& REBF
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