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摘要：目的　制备ＳＢＡ１５型介孔二氧化硅固定化αＬ鼠李糖苷酶，促进朝藿定 Ｃ高效转化为淫羊藿苷。方法　通过氨基化
和醛基化对ＳＢＡ１５进行修饰，将αＬ鼠李糖苷酶共价偶联在 ＳＢＡ１５上，以载酶量和相对酶活力为评价指标，对其固定化条
件进行优化；采用Ｘ射线衍射（ＸＲＤ）、傅里叶变换红外光谱（ＦＴＴＲ）、氮气吸附与脱附、扫描电镜（ＳＥＭ）及透射电镜（ＴＥＭ）等
对固定化酶进行表征；以朝藿定Ｃ为底物，考察固定化酶的最适酶解条件、酶解动力学和重复利用性。结果　制备固定化酶
工艺的最佳ｐＨ值为３５，温度为３５℃，时间为４ｈ，酶质量浓度为８ｍｇ·ｍＬ－１；固定化酶的酶活力为１９８６μｍｏｌ·ｈ－１·ｇ－１，
载酶量为２５６９ｍｇ·ｇ－１，最适酶解条件为ｐＨ值４５，转化温度５０℃，底物质量浓度０５ｍｇ·ｍＬ－１，转化时间１２ｈ，酶解动力
学参数最大反应速率（Ｖｍａｘ）为０５０５μｇ·ｍｉｎ

－１，米氏常数（Ｋｍ）为０７８７ｍｍｏｌ·Ｌ
－１，循环利用４次后残余酶活在６５％以上，

具有良好的稳定性。结论　制备的ＳＢＡ１５固定化αＬ鼠李糖苷酶载酶量高、转化能力强、重复利用性好，可用于高效转化朝
藿定Ｃ制备淫羊藿苷。
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　　淫羊藿苷为传统中药淫羊藿（Ｅｐｉｍｅｄｉｕｍｂｒｅｖｉ
ｃｏｒｎｕｍ）的主要活性成分，具有显著的抗骨质疏
松［１］、抗肿瘤［２］、神经细胞保护［３］、抗炎［４］和增强机

体免疫力［５］等多种药理作用。淫羊藿中另一个主

要成分朝藿定 Ｃ与淫羊藿苷母核结构相同，仅在
Ｃ３位置上多一个鼠李糖基；朝藿定 Ｃ是淫羊藿中
含量最高的黄酮苷类化合物，但表现出一定的毒

性［６］。淫羊藿苷作为淫羊藿的指标性成分，其药理

活性优于朝藿定Ｃ，且价格远高于朝藿定 Ｃ，因此水
解朝藿定Ｃ制备淫羊藿苷具有重要意义。

αＬ鼠李糖苷酶（αＲｈａ）作用于 α１、α１，２、
α１，３、α１，４和 α１，６连接的鼠李糖苷键，可以特
异性去除聚糖或者糖苷类化合物末端的 αＬ鼠李
糖基［７］，生成新的低糖苷类化合物。已有文献［８１３］

报道多种微生物来源的游离 αＲｈａ克隆及表达，可
定向转化朝藿定Ｃ为淫羊藿苷。Ｙｉｎ［１４］报道利用游
离αＲｈａ水解朝藿定 Ｃ得到淫羊藿苷，从而提升巫
山淫羊藿提取物中淫羊藿苷含量。本课题组前期优

化了商品化 αＲｈａ转化朝藿定 Ｃ的方法，并进行克
级放大制备高纯度淫羊藿苷［１５］。但以上方法所使

用的酶多需要异源表达或者价格昂贵，游离αＲｈａ存
在使用寿命短，难以回收和重复利用等问题，难以大

规模工业化应用。因此，常使用吸附、包埋、交联和

共价键结合等方法，将酶固定在合适的载体材料上

来提高酶的稳定性和可重复利用性［１６］。

介孔二氧化硅（ＳＢＡ１５）具有规整的六方有序
孔道结构（５～３０ｎｍ）、大的比表面积且化学稳定性
高，有良好的耐热性、机械性和耐化学性［１７］，有利于

其他化合物的分散和负载。ＳＢＡ１５表面含有丰富
的硅醇羟基基团，有利于改性，是理想的酶固定化载

体［１８］，广泛用于医药［１９］、食品［２０］、生物清洁［２１］等多

个领域。本研究通过共价键结合法将游离αＲｈａ固
定在ＳＢＡ１５载体上，先对固定化条件进行优化，再
对其酶活回收率和重复利用性等进行考察，通过建

立高效的ＳＢＡ１５固定化游离 αＲｈａ（ＳＢＡＲｈａ）水
解朝藿定 Ｃ工艺，为淫羊藿提取物高值化利用提供
新的技术方法。

１　仪器与材料
１１　仪器

Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０Ｉｎｆｉｎｉｔｙ型高效液相色谱仪（美国
安捷伦科技有限公司）；ＡＶＡＮＣＥⅢ ＨＤ６００ＭＨｚ
（德国布鲁克公司）；ＬＴＱＯｒｂｉｔｒａｐＸＬ型质谱仪（美
国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司）；ＢｉｏｔｅｋＥｐｏｃｈ全波长酶标仪

（美国 ＢｉｏＴｅｋ公司）；ＶＥＲＴＥＸ７０傅里叶红外光谱
仪（ＦＴＴＲ）［布鲁克（北京）科技有限公司］；Ｔｈｅｒｍｏ
ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＡｐｒｅｏ２型高性能场发射扫描电镜（ＳＥＭ）
（美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司）；ＪＥＭ２１００Ｐ型透射电子
显微镜（ＴＥＭ）（日本电子株式会社）；ＵｌｔｉｍａⅣ型 Ｘ
射线衍射仪 （ＸＲＤ）（日本 理 学 株 式 会 社）；
ＴＲＩＳＴＡＲ３０２０比表面积与孔隙度分析仪（美国Ｍｉｋｅ
公司）；ＪＡ５００电子天平（上海衡平仪器仪表厂）。
１２　材料

介孔二氧化硅（ＳＢＡ１５）、３氨丙基三乙氧基硅
烷（ＡＰＴＥＳ）、２５％戊二醛（ＧＡ）（上海泰坦科技股份
有限公司）；淫羊藿苷对照品（陕西乐博生化科技有

限公司，批号：１９１０１０，含量≥９８％）；朝藿定 Ｃ（含
量≥９８％）实验室自制［２２］；αＬＲＨａ（Ｍｅｇａｚｙｍｅ公
司，批号：１１０５０１ｄ）；牛血清蛋白（ＢＳＡ，陕西乐博生
化科技有限公司）；乙腈、甲醇为色谱纯，水为超纯

水，其余所用试剂均为分析纯。

２　方法与结果
２１　分析测定方法
２１１　酶活力测定　以朝藿定 Ｃ为底物，在
５０℃、ｐＨ４５磷酸盐缓冲液中与适量酶反应 １ｈ
后，加入９倍量的甲醇终止反应，０２２μｍ微孔滤膜
过滤，取续滤液 ＨＰＬＣ检测，计算酶活力、相对酶活
力、酶活回收率和朝藿定Ｃ转化率。

酶活力定义：在５０℃和ｐＨ４５的反应条件下，
１ｇ酶每小时水解朝藿定 Ｃ的物质的量，表示为
μｍｏｌ·ｈ－１·ｇ－１。相对酶活力计算见公式１。

相对酶活力＝酶活力／最高酶活力 公式（１）
最高酶活力为同组实验中活力最高的值，

计为１００％。
酶活回收率为固定化酶总活力占被固定的游离

酶总活力的比率。

转化率为反应消耗掉的朝藿定Ｃ的比例。
色谱条件：色谱柱为 ＡｇｉｌｅｎｔＣ１８柱（４６ｍｍ×

１５０ｍｍ，５μｍ）；流动为乙腈０１％磷酸水溶液 ＝
３０∶７０；检测波长 ２７０ｎｍ；流速 １ｍＬ·ｍｉｎ－１；柱温
３０℃；进样量 １０μＬ。色谱图见图１。
２１２　酶载量测定方法　采用二辛可宁酸（ＢＣＡ）
法，以牛血清蛋白（ＢＳＡ）为对照测定蛋白量。以
ＢＳＡ质量浓度为横坐标（ρ），吸光度值（Ａ）为纵坐标，
得标准曲线：Ａ＝０００１１ρ＋００１４４，ｒ２＝０９９６１；ＢＳＡ
在２５～２０００μｇ·ｍＬ－１内与吸光度值（Ａ）线性关系
良好。在固定化酶制备结束后，离心取上清
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图１　朝藿定Ｃ（Ａ）、酶转化２ｈ样品（Ｂ）和酶转化１２ｈ样品
（Ｃ）溶液的高效液相色谱（ＨＰＬＣ）图
Ｆｉｇ１　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｅｐｉｍｅｄｉｎＣ（Ａ），ｓａｍｐｌｅｓｓｏｌｕ
ｔｉｏｎａｆｔｅｒ２ｈｃｏｖｅｒｓｉｏｎ（Ｂ）ａｎｄｓａｍｐｌｅｓｏｌｕｔｉｏｎａｆｔｅｒ１２ｈｃｏｎ
ｖｅｒｓｉｏｎ（Ｃ）

液，沉淀用蒸馏水洗涤３次，合并洗涤液与上清液，
加水定容即为样品溶液。按 ＢＣＡ试剂盒方法在
５６２ｎｍ处测定样品溶液 Ａ值，利用标准曲线和公式
２～３计算载酶率和固定率。

载酶量＝被固定的酶量／固定化酶的量
公式（２）

固定率＝被固定的酶量／固定化过程中投入的
总酶量 公式（３）
２２　ＳＢＡＲｈａ的制备工艺优化
２２１　ＳＢＡ１５的改性　称取１ｇＳＢＡ１５，加２５ｍＬ
无水甲苯和４ｍＬＡＰＴＥＳ，Ｎ２保护下１１０℃回流，反
应４８ｈ。反应结束后４０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，再
依次使用无水甲苯、二氯甲烷、甲醇、水和甲醇进行

洗涤，５０℃真空干燥过夜，即得氨基改性的 ＳＢＡ１５
（ＳＢＡＮＨ２）

［２３］１３ｇ。精密称取干燥的 ＳＢＡＮＨ２
１ｇ，加入５０ｍＬ的７％ＧＡ溶液，在３５℃下搅拌反应
４ｈ，反应结束后４０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，超纯水
离心洗涤３次，５０℃真空干燥过夜，即得醛基改性
的ＳＢＡ１５（ＳＢＡＣＨＯ）１３５ｇ。
２２２　ＳＢＡＲｈａ制备［２４］　精密称取 ＳＢＡＣＨＯ
５０ｍｇ，加入一定ｐＨ值的２ｍＬ磷酸盐缓冲液，加入
适量αＲｈａ，在一定温度下２００ｒ·ｍｉｎ－１磁力搅拌反
应一定时间。反应结束后 ３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心 ５
ｍｉｎ，再用相应的磷酸盐缓冲液洗涤，离心收集沉淀，
３７℃下真空干燥过夜，即得 ＳＢＡＲｈａ，固定化过程
见图２。

ＡＰＴＥＳ－氨丙基三乙氧基硅烷；ＧＡ－戊二醛。

ＡＰＴＥＳ－３ａｍｉｎｏｐｒｏｐｙｌｔｒｉｅｔｈｏｘｙｓｉｌａｎｅ；ＧＡ－ｇｌｕｔａｒａｌｄｅｈｙｄｅ．

图２　介孔二氧化硅固定化鼠李糖苷酶（ＳＢＡＲｈａ）的制备过程示意图
Ｆｉｇ２　ＰｒｉｎｃｉｐｌｅｓｃｈｅｍｅｏｆｐｅｒｐａｒａｔｉｏｎｏｆＳＢＡＲｈａ

２２３　固定化工艺优化　按“２２２”项下方法制
备ＳＢＡＲｈａ，分别考察不同固定化 ｐＨ值（３０、３５、
４０、４５、５０）、温度（２５、３０、３５、４０、４５℃）、时间（２、

３、４、５、６ｈ）和酶质量浓度（２、３、４、５、６、７、８、９、
１０ｍｇ·ｍＬ－１）对固定化酶活力和载酶量的影响，结
果见图３。当固定化ｐＨ值为３５、温度为３５℃、时
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间为４ｈ、酶质量浓度为８ｍｇ·ｍＬ－１时，ＳＢＡＲｈａ的
酶活力最高；在该条件下制备的固定化酶的酶活力

为１９８６μｍｏｌ·ｈ－１·ｇ－１，酶活回收率为 ８１７％，
载酶量为２５６９ｍｇ·ｇ－１载体，固定率为８０３％。

Ａ－ｐＨ值；Ｂ－温度；Ｃ－时间；Ｄ－酶质量浓度。

Ａ－ｐＨ；Ｂ－ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ；Ｃ－ｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎｔｉｍｅ；Ｄ－ｅｎｚｙｍｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ．

图３　不同固定化条件对ＳＢＡＲｈａ酶活力的影响。ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ３　ＥｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｎｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＳＢＡＲｈａ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

２３　ＳＢＡＲｈａ的表征
２３１　ＸＲＤ分析　以Ｃｕ靶和Ｋα靶线为测试源，
管电压５０ｋＶ，管电流２０ｍＡ，扫描区间２θ＝０６°～
６°，扫描速率１°·ｍｉｎ－１，扫描步长００２°，结果见图
４。经过修饰的载体在２θ为０８°～２°处均有晶面指
数，分别为（１００）、（１１０）和（２００）面的３个衍射峰，
相对应的 ２θ值依次为 ０８６°、１４８°和 １７０°，其
（２θ）２值的比约为１∶３∶４，说明经过修饰的 ＳＢＡ１５
载体原有的高度有序的二维六方密堆积结构及六方

对称性没有被破坏［２５］。但经过修饰之后的３个衍
射峰强度有不同程度的减弱，可能是由于其孔道被

依次嫁接的大量氨基、醛基及酶所填充，这说明了氨

基、醛基及酶被成功地嫁接。

２３２　ＦＩＴＲ分析　按１∶１５０精密称取待测样品和
干燥的ＫＢｒ充分研磨，取６０～７０ｍｇ置于压片机中，
于１０ＭＰａ下保压２ｍｉｎ，室温下扫描，结果见图５。
ＳＢＡ ＮＨ２在２９２５ｃｍ

－１处出现了明显的特征吸收

峰，主要是由于 Ｃ Ｈ振动所产生的；此外在１４９１
ｃｍ－１处出现了ＮＨ键的伸缩振动，说明了ＳＢＡ１５的
硅烷化成功［２６］。ＳＢＡ ＣＨＯ在２８０５和２９３３ｃｍ－１

处出现了微弱的特征吸收峰，说明对载体进一步

　　　　

图４　ＳＢＡ１５、ＳＢＡＮＨ２、ＳＢＡＣＨＯ和ＳＢＡＲｈａ的Ｘ射线衍射图
Ｆｉｇ４　ＸＲａｙｄｉｆｆｒａｃｔｉｏｎｏｆＳＢＡ１５，ＳＢＡ１５ＮＨ２，ＳＢＡ１５
ＣＨＯａｎｄＳＢＡ１５ＥＮＺ

完成了醛基的功能化。ＳＢＡ Ｒｈａ在１６１４ｃｍ－１处出
现了明显的特征吸收峰，这是由于Ｃ Ｎ双键伸缩振
动引起的，表明ＳＢＡ１５载体材料完成了相应的功能化
及酶的固定化。

２３３　Ｎ２吸附脱附　取适量样品在１００℃下脱
气处理１２ｈ，于液氮（７７Ｋ）下进行 Ｎ２吸附脱附实
验。通过ＢＥＴ和ＢＪＨ方法计算，结果见表１。修饰
后的材料相比于未修饰的 ＳＢＡ１５平均孔径、总孔
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图５　ＳＢＡ１５、ＳＢＡＮＨ２、ＳＢＡＣＨＯ和 ＳＢＡＲｈａ的傅立叶红
外光谱仪（ＦＴＩＲ）光谱图
Ｆｉｇ５　ＦＩＩＲｓｐｅｃｔｒａｏｆＳＢＡ１５，ＳＢＡＮＨ２，ＳＢＡＣＨＯａｎｄ
ＳＢＡＲｈａ

表１　ＳＢＡ１５、ＳＢＡＮＨ２、ＳＢＡＣＨＯ和ＳＢＡＲｈａ的平均孔径、
总孔容及比表面积

Ｔａｂ１　Ｍｅａｎｐｏｒｅｄｉａｍｅｔｅｒ，ｔｏｔａｌｐｏｒｅｖｏｌｕｍｅａｎｄＢＥＴｓｕｒ
ｆａｃｅａｒｅａｏｆＳＢＡ１５，ＳＢＡＮＨ２，ＳＢＡＣＨＯａｎｄＳＢＡＲｈａ

Ｓａｍｐｌｅ　
Ｍｅａｎｐｏｒｅ

ｄｉａｍｅｔｅｒ／ｎｍ

Ｔｏｔａｌｐｏｒｅｖｏｌｕｍｅ

／ｃｍ３·ｇ－１
ＢＥＴｓｕｒｆａｃｅ

ａｒｅａ／ｍ２·ｇ－１

ＳＢＡ１５ １０７３ １２６ ３３８３８
ＳＢＡＮＨ２ ９３３ ０８１ ２９３２４
ＳＢＡＣＨＯ ７４２ ０５２ ２５３６４
ＳＢＡＲｈａ ６２０ ０４０ ２２６１４

容及比表面积均显著下降，这可能是由于嫁接的氨

基、醛基及酶占用了介孔分子筛部分内部空间，导致

经过修饰的材料特征值均有不同程度的下降。这与

ＦＩＩＲ表征的数据结果一致，说明αＲｈａ被成功地固
定在ＳＢＡ１５的介孔中。
２３４　ＳＥＭ和 ＴＥＭ观察　取适量待测样品表面
喷金处理，置于ＳＥＭ下观察拍照，电压１５ｋＶ，分辨
率１ｎｍ，ＳＥＭ结果见图６。可以清楚地观察到载体
ＳＢＡ１５、ＳＢＡＮＨ２、ＳＢＡＣＨＯ和 ＳＢＡＲｈａ，其介孔分
子筛表面总体形貌都呈现出原有的棒状结构，这与

ＸＲＤ表征数据结果一致，说明功能化和酶固定化后
的ＳＢＡ１５载体材料原有的结构仍保持不变。

取适量样品粉末，用无水乙醇超声分散后，滴于

铜网上，室温干燥后，置于 ＴＥＭ下观察拍照，ＴＥＭ
结果见图 ７。ＳＢＡ１５、ＳＢＡＮＨ２、ＳＢＡＣＨＯ和 ＳＢＡ
Ｒｈａ的ＳＥＭ图均呈典型的具有一定长度的蠕虫状
结构。ＴＥＭ图显示４个样品都存在均一有序的长
通道介孔结构，ＳＢＡＲｈａ的表面呈现一些不透明的
阴影，可能与酶的固定有关。

２４　ＳＢＡＲｈａ水解朝藿定Ｃ的最适条件
以游离酶为参照，取适量 ＳＢＡＲｈａ和游离

　　　　　

图６　ＳＢＡ１５（Ａ）、ＳＢＡＮＨ２（Ｂ）、ＳＢＡＣＨＯ（Ｃ）和 ＳＢＡＲｈａ
（Ｄ）的高性能发射扫描电镜（ＳＥＭ）表征图
Ｆｉｇ６　ＳＥＭｉｍａｇｅｓｏｆＳＢＡ１５（Ａ），ＳＢＡＮＨ２（Ｂ），ＳＢＡＣＨＯ
（Ｃ）ａｎｄＳＢＡＲｈａ（Ｄ）

图７　ＳＢＡ１５（Ａ）、ＳＢＡＮＨ２（Ｂ）、ＳＢＡＣＨＯ（Ｃ）和 ＳＢＡＲｈａ
（Ｄ）的透射电子显微镜（ＴＥＭ）表征图
Ｆｉｇ７　ＴＥＭ ｉｍａｇｅｓｏｆＳＢＡ１５（Ａ），ＳＢＡＮＨ２（Ｂ），ＳＢＡ
ＣＨＯ（Ｃ）ａｎｄＳＢＡＲｈａ（Ｄ）

αＲｈａ，按“２１１”项下方法测定不同 ｐＨ值（３５、
４０、４５、５０、５５、６０）、温度 （４０、４５、５０、５５、
６０℃）、底物质量浓度（０２、０３、０５、０８、１０、
１５ｍｇ·ｍＬ－１）条件下ＳＢＡＲｈａ和游离αＲｈａ的酶
活力，计算相对酶活；以朝藿定 Ｃ转化率为指标，考
察ＳＢＡＲｈａ和游离αＲｈａ的最适酶解时间（２、４、６、
８、１２、１６ｈ），结果见表２～５。ＳＢＡＲｈａ和游离αＲｈａ
的最适ｐＨ值均为４５；最适温度均为５０℃；最适底
物质量浓度游离 αＲｈａ为０８ｍｇ·ｍＬ－１，ＳＢＡＲｈａ
为０５ｍｇ·ｍＬ－１；游离αＲｈａ和ＳＢＡＲｈａ的最适酶
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解时间分别为 ８和 １２ｈ，朝藿定 Ｃ的转化率均在
９５％以上，且酶解产物均为淫羊藿苷。在最适水解
温度下延长酶解时间至２４ｈ时游离 αＲｈａ反应体
系中出现副产物淫羊藿次苷 Ｉ，这说明游离 αＲｈａ
具有较高的酶活性，可将 Ｃ３位的鼠李糖苷键进一
步水解；而ＳＢＡＲｈａ反应体系中未有副产物产生。

表２　游离 αＲｈａ和 ＳＢＡＲｈａ的最适酶解 ｐＨ值考察。
ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｔａｂ２　ＯｐｔｉｍａｌｐＨｏｆｆｒｅｅａｎｄｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄαＲｈａ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

ｐＨ
Ｒｅｌａｔｉｖｅｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｙ／％

ＦｒｅｅαＲｈａ ＳＢＡＲｈａ

３５ ５３２±２６ ４８５±４２
４０ ８４４±３４ ７９３±３５
４５ １００±２４ １００±２６
５０ ８９７±３８ ８５１±２８
５５ ７８６±２７ ７５９±３４
６０ ６１２±３１ ６７７±３３

表３　游离αＲｈａ和ＳＢＡＲｈａ的最适酶解温度考察。ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｔａｂ３　ＯｐｔｉｍａｌｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｆｆｒｅｅａｎｄｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄαＲｈａ．
ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

Ｔ

／℃

Ｒｅｌａｔｉｖｅｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｙ／％

ＦｒｅｅαＲｈａ ＳＢＡＲｈａ

４０ ４３２±２５ ５０３±３４
４５ ７８６±３５ ７３７±３６
５０ １００±２８ １００±３２
５５ ８６９±３１ ８８４±３７
６０ ８０１±３３ ７９８±３７

表４　游离 αＲｈａ和 ＳＢＡＲｈａ的最适底物质量浓度考察。
ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｔａｂ４　Ｏｐｔｉｍａｌｓｕｂｓｔｒａｔｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｆｒｅｅａｎｄｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ
αＲｈａ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

ρ（Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ）

／ｍｇ·ｍＬ－１
Ｒｅｌａｔｉｖｅｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｙ／％

ＦｒｅｅαＲｈａ ＳＢＡＲｈａ

０２ ５５４±３８ ６６７±３４
０３ ７２１±２９ ８５４±２５
０５ ８４７±２５ １００±２３
０８ １００±２１ ７８６±３６
１０ ７９２±２７ ５９５±３８
１５ ７０８±３２ ４２３±４４

表５　游离αＲｈａ和ＳＢＡＲｈａ的最适酶解时间考察。ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｔａｂ５　Ｏｐｔｉｍａｌｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｔｉｍｅｏｆｆｒｅｅａｎｄｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄα
Ｒｈａ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

ｔ（Ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ）

／ｈ

ＣｏｎｖｅｒｓｉｏｎｒａｔｉｏｏｆｅｐｉｍｅｄｉｎＣ／％

ＦｒｅｅαＲｈａ ＳＢＡＲｈａ

２ ６７５±２４ ２４３±２６
４ ８３７±２９ ３２６±２１
６ ９６９±２７ ５８７±２７
８ ９９２±１９ ８１６±２２
１２ １００±２２ ９９７±１７
１６ １００±２３ １００±２４

２５　ＳＢＡＲｈａ的酶学性能研究
２５１　酶水解动力学参数　按“２１１”项下酶活测
定方法，配制不同质量浓度梯度（０１、０２、０４、０８、
１６ｍｇ·ｍＬ－１）的朝藿定Ｃ底物，分别加入适量游离
αＲｈａ或ＳＢＡＲｈａ，在最佳水解条件下反应８ｈ，ＨＰＬＣ
测定，计算朝藿定Ｃ的水解量，用ＬｉｎｅｗｅａｖｅｒＢｕｒｋ双
倒数法求出最大反应速率（Ｋｍ）和米氏常数（Ｖｍａｘ）。
游离酶和ＳＢＡＲｈａ的１／Ｖ和１／Ｓ均呈现良好的线性
关系（图 ８）。根据米氏方程计算可得 Ｖｍａｘ游离酶 ＝
０７３８μｇ·ｍｉｎ－１、Ｖｍａｘ固定化酶 ＝０５０５μｇ·ｍｉｎ

－１；

Ｋｍ游离酶 ＝０４５７ｍｍｏｌ·Ｌ
－１、Ｋｍ固定化酶 ＝０７８７ｍｍｏｌ·Ｌ

－１。

Ｋｍ游离酶 ＜Ｋｍ固定化酶，表明 αＲｈａ经 ＳＢＡ１５固定化后
对底物朝藿定 Ｃ亲和力下降。可能是由于固定导致
酶的活性中心柔性结构降低，刚性增强，导致固定化酶

的活性降低，从而使两者之间的Ｋｍ值产生差异。
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图８　反应初速率与底物浓度的 ＬｉｎｅｗｅａｖｅｒＢｕｒｋ双倒数拟
合曲线

Ｆｉｇ８　ＬｉｎｅｗｅａｖｅｒＢｕｒｋｄｏｕｂｌｅｒｅｃｉｐｒｏｃａｌｆｉｔｔｉｎｇｃｕｒｖｅｏｆｉｎｉｔｉａｌ
ｒｅａｃｔｉｏｎｒａｔｅａｎｄｓｕｂｓｔｒａｔｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

２５２　重复利用性　取适量 ＳＢＡＲｈａ和朝藿定 Ｃ
溶液，按“２４”项下最适酶解条件反应１６ｈ，离心，
洗涤，收集沉淀物加入朝藿定 Ｃ继续反应，重复上
述操作４次；按“２１１”项下方法测定酶活力。结
果４次实验的相对酶活力分别为（１０００±２４）％、
（７７７±３２）％、（７０９±２５）％和（６５２±２８）％
（ｎ＝３）。ＳＢＡＲｈａ在重复利用４次后的残余相对
酶活力仍保持在７０％以上，表明经 ＳＢＡ１５的固定
化可显著提高αＲｈａ的利用率。
２５３　稳定性及耐受性　ＳＢＡＲｈａ的温度、ｐＨ及
贮藏稳定性研究参考文献［２７］进行。ＳＢＡＲｈａ分
别在不同的温度下水浴保存 １ｈ；在不同 ｐＨ值的
ＰＢＳ溶液中３０℃下水浴保存１ｈ；固体粉末形式４
℃下储存相对应的时间，而后分别测定并计算相对
酶活力。ＳＢＡＲｈａ对水解产物的耐受性研究参考文
献［２８］进行，在酶活力测定反应体系中加入一定量

·８９１１· ＣｈｉｎＰｈａｒｍＪ，２０２４Ｊｕｌｙ，Ｖｏｌ５９Ｎｏ１３　　　　　 　 　　 　　　　 中国药学杂志２０２４年７月第５９卷第１３期



的淫羊藿苷使之达到相对应的浓度，再加入 ＳＢＡ
Ｒｈａ测定并计算相对酶活力，结果见图９。ＳＢＡＲｈａ
在５０℃以下、ｐＨ４０～５０、４℃下储存３０ｄ的条件下

稳定。水解产物耐受性方面，只有产物在较高浓度时

才会影响酶活力。表明ＳＢＡＲｈａ有良好的温度、ｐＨ
及贮藏稳定性，对水解产物也具有良好的耐受性。

图９　ＳＢＡＲｈａ的温度稳定性（Ａ）、ｐＨ稳定性（Ｂ）、贮藏稳定性（Ｃ）和水解产物耐受性（Ｄ）。ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ９　Ｔｈｅｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｔｏｌｅｒａｎｃｅ（Ａ），ｐＨｔｏｌｅｒａｎｃｅ（Ｂ），ｓｔｏｒａｇｅｓｔａｂｉｌｉｔｙ（Ｃ）ａｎｄｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅｔｏｌｅｒａｎｃｅ（Ｄ）ｏｆＳＢＡＲｈａ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

３　讨　论
介孔二氧化硅 ＳＢＡ１５具有较大的比表面积和

较好的机械强度及稳定性，且价廉易得，是制备固定

化酶的理想载体。本实验先以 ＡＰＴＥＳ对其进行氨
基化修饰，再以ＧＡ为偶联剂与ＳＢＡ１５表面修饰的
氨基发生席夫碱反应引入醛基；最终在温和的反应

条件下αＲｈａ分子上的氨基与 ＳＢＡ１５载体材料上
的醛基再次发生席夫碱反应，从而使 αＲｈａ以共价
键的方式牢固地结合在 ＳＢＡ１５载体材料上。经表
征数据ＦＩＩＲ和Ｎ２吸附与脱附表明 ＳＢＡ１５载体已
完成了基团的功能化修饰及酶的固定化；ＸＲＤ和
ＳＥＭ数据表明经修饰和酶固定化后载体 ＳＢＡ１５原
有的六方介孔和棒状结构保持不变。

本研究最优固定化条件ｐＨ值为３５、温度为３５℃、
时间为４ｈ、酶质量浓度为８ｍｇ·ｍＬ－１时，ＳＢＡＲｈａ
的酶活力最高，这与酶的自身性质有关。本研究制备

的ＳＢＡＲｈａ酶活力为１９８６μｍｏｌ·ｈ－１·ｇ－１、酶活回
收率为８１７％、载酶量为２５６９ｍｇ·ｇ－１、固定率为
８０３％，虽然酶活力较游离酶有所下降，但依然保持
了较高水平。固定化酶的活性高、载酶量大，说明固

定化过程基本不影响酶的活性，表明ＳＢＡ１５是固定
αＲｈａ的理想载体。固定化酶的最适条件为ｐＨ４５，
转化温度５０℃，底物质量浓度０５ｍｇ·ｍＬ－１，转化
时间１２ｈ。与游离酶相比，固定化酶的最适ｐＨ值和
最适温度不变，但最适底物浓度降低、水解时间变长，

这可能是固定化酶对底物的亲和力降低（Ｋｍ较大），
继而导致了酶水解速率的降低（Ｖｍａｘ变小），水解时间
延长。但游离酶在长时间或高底物浓度情况下水解

朝藿定Ｃ时会产生副产物淫羊藿次苷Ⅰ，这是由于淫
羊藿苷３位的鼠李糖基进一步被水解，该现象与文献
［２８２９］报道一致；而固定化酶的水解产物单一，更有
利于水解朝藿定Ｃ制备活性较强的淫羊藿苷。固定
化酶在每次循环利用后都会有活性衰减，酶活力下降

可能的原因是载体材料孔道的封闭、部分酶脱落和部

分酶活性的丧失［３０］。ＳＢＡＲｈａ循环利用４次后残余
酶活在６５％以上，此时固定化酶已经无法在１２ｈ内
完成朝藿定Ｃ的水解，但只需要通过延长水解时间依
然可以完成水解且无副产物生成。这表明固定化酶

具有一定的机械强度，重复利用多次后依然能保持大

部分原有的性能，大大提高了酶的利用率，总体酶解
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效率更高。稳定性及耐受性研究表明，ＳＢＡＲｈａ具有
良好的温度、ｐＨ值及贮藏稳定性，对水解产物也具有
良好的耐受性。

本研究的固定化酶还可以应用于淫羊藿提取物

中朝藿定Ｃ的水解，因此可直接用于高含量淫羊藿提
取物的生产，ＳＢＡＲｈａ将淫羊藿提取液中的朝藿定Ｃ
直接水解为淫羊藿苷，提高淫羊藿苷含量的同时极大

地减少了后续分离纯化工作，节约成本、保护环境。

上述建立的固定化酶水解朝藿定Ｃ制备淫羊藿苷的
方法，实现了酶的重复利用，提高了αＬ鼠李糖苷酶
的利用率，在一定程度上降低了生产成本，减少了副

产物的生成，利于工业化生产，同时为淫羊藿资源的

高值化利用提供了新的技术方法和实验依据。

ＲＥＦＥＲＥＮＣＥＳ
［１］　ＬＯＮＧＬ，ＷＡＮＧＸ，ＬＥＩＹ，ｅｔａｌ．Ｉｃａｒｉｉｎ：ａｐｏｔｅｎｔｉａｌａｌｔｅｒｎａ

ｔｉｖｅａｇａｉｎｓｔｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ［Ｊ］．ＮａｔＰｒｏｄＣｏｍｍｕｎ，２０２２，１７
（１１）：１１５．

［２］　ＬＩＵＹ，ＹＡＮＧＨ，ＸＩＯＮＧＪ，ｅｔａｌ．Ｉｃａｒｉｉｎａｓａｎｅｍｅｒｇｉｎｇｃａｎｄｉ
ｄａｔｅｄｒｕｇｆｏｒａｎｔｉｃａｎｃｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ：ｃｕｒｒｅｎｔｓｔａｔｕｓａｎｄｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅ
［Ｊ］．ＢｉｏｍｅｄＰｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒ，２０２３，１５７：１１３９９１．
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ｂｉｏｃａｔａｌｙｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ［Ｊ］．ＡＣＳＡｐｐｌＭａｔｅｒＩｎｔｅｒｆａｃｅｓ，２０２３，１５
（２９）：３５５５２３５５６４．

［２８］　ＸＵＨ，ＬＩＡＮＧＨＣｈｉｔｏｓａｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｂｉｏｍｉｍｅｔｉｃｈｙｂｒｉｄｎａｎｏ
ｆｌｏｗｅｒｆｏｒｅｆｆｉｃｉｅｎｔｌｙｉｍｍｏｂｉｌｉｚｉｎｇｅｎｚｙｍｅｓｔｏｅｎｈａｎｃｅｓｔａｂｉｌｉｔｙ
ａｎｄｂｙｐｒｏｄｕｃｔｔｏｌｅｒａｎｃｅ［Ｊ］．ＩｎｔＪＢｉｏｌＭａｃｒｏｍｏｌ，２０２２，２２０：
１２４１３４．

［２９］　ＨＵＡＮＧＪＪ，ＨＵＨＸ，ＬＵＹＪ，ｅｔａｌ．Ｃｏｍｐｕｔｅｒａｉｄｅｄｄｅｓｉｇｎｏｆ
αＬＲｈａｍｎｏｓｉｄａｓｅｔｏｉｎｃｒｅａｓｅｔｈｅｓｙｎｔｈｅｓｉｓｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆｉｃａｒｉｓｉｄｅ
Ｉ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＢｉｏｅｎｇＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌ，２０２２，１０：９２６８２９．ＤＯＩ：１０．
３３８９／ｆｂｉｏｅ．２０２２．９２６８２９．

［３０］　ＲＯＤＲＩＧＵＥＳＲＣ，ＯＲＴＩＺＣ，ＢＥＲＥＮＧＵＥＲＭＵＲＣＩＡ?，ｅｔａｌ．
Ｍｏｄｉｆｙｉｎｇｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄｓｅｌｅｃｔｉｖｉｔｙｂｙｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ［Ｊ］．
ＣｈｅｍＳｏｃＲｅｖ，２０１３，４２（１５）：６２９０６３０７．

（收稿日期：２０２３０６２０）

·００２１· ＣｈｉｎＰｈａｒｍＪ，２０２４Ｊｕｌｙ，Ｖｏｌ５９Ｎｏ１３　　　　　 　 　　 　　　　 中国药学杂志２０２４年７月第５９卷第１３期




