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缘静脉注射，发现家兔有抽搐现象，而以0．2 g／kg

剂量给药后，家兔在实验过程中状态正常。兼顾实验

仪器的灵敏度，将给药剂量定为0．2 g／kg。

3．2 内标法在气相色谱定量分析中是一种重要的

技术。采用内标法定量时，要求内标物与待测组分结

构相似，并且在色谱条件下与待测物质能够较好的

分离。实验参考相关文献报道[6]，选择正十五烷为内

标物。

3．3血浆样品的预处理：实验曾使用乙腈沉淀蛋

白，效果较好，但由于甲基正壬酮溶于乙睛，致使药

物在蛋白沉淀过程中大量损失，影响药物浓度的测

定。故采取液一液萃取法，以正己烷为萃取剂[6]。由于

在液一液萃取中尽可能采用极性溶剂，这样可得到合

适的回收率，又使干扰杂质的提取量减至最小。为了

克服碳氢化合物的弱极性，溶剂中常加少量醇类[7]。

故本实验中对照品、内标物均由无水乙醇配制，大大

提高了药物的萃取率。

References：

[1]Wu W．Advanees in studies on Houttuynia cordata[J]．Chin

Tradit Herb Drugs(中草药)，2001，32(4)：367—368．

[2]Gong Y Q，Wu Y J．Advances in studies on clinical pharma—

cology Houttuynia cordata I-J]．China Pharm(中国药业)，

2005，14(3)：73—74．

[3] Wei L P，Wu M H．Pharmacokinetics of}asarone and p

asarone in volatile oil from Acrous tatarinowii Schott in rab—

bits[J]．J Fourth Mil Med Univ(第四军医大学学报)，

2005，26(15)：1431—1434．

[4]Yu J D，Hu Y X．Determination of methyl—n—nonylketone in

Houttuynia cordata[J]．Chin J Med Anal(药物分析杂志)。

1999，19(1)：50—51．

Es]Zheng X Y．Investigation＆Directions PHncip如of Chemicals

and Biological Product for Therapy(化学药品和治疗用生物

用品研究指导原则(试行)EM]．Beijing：China Medio—Phar—

maceutical Science and Technology Publishing House，2005．

I-6]Shi C Y，Fang J G．Determination of methyl—n—nonylketone

in Yuxingcao Injection by SPE—GC口]．Herald Med(医药导

报)，2005，24(3)：225—226．

[7]Zhang J R，Zang H C．Medicine Analysis In Vivo(体内药物

分析)[M]．Beijng：Chemical Industry Press，2002．

聚氧乙烯一马来酸酐聚合物改性纤维素酶催化酸水解盾叶薯蓣

薯蓣皂苷元的研究

张裕卿，李滨县

(天津大学化工学院，天津300072)

摘要：目的提高纤维素酶在催化过程中的稳定性，并考察聚氧乙烯一马来酸酐聚合物改性纤维素酶在盾叶薯蓣

薯蓣皂苷转化为薯蓣皂苷元过程中的可行性。方法采用聚氧乙烯一马来酸酐共聚物对纤维素酶进行化学改性，并

以相对酶活考察改性酶的稳定性。以薯蓣皂苷元的提取率和熔点为指标，比较了纤维素酶和改性酶的辅助催化作

用。对改性酶催化所得薯蓣皂苷元产品进行元素分析和HPLC分析。结果改性酶在高温下的活力衰减速率减小，

在50℃pH 4．8的醋酸一醋酸钠缓冲溶液中放置100 min，保持了初始酶活的69．4％。改性酶辅助催化盾叶薯蓣中

薯蓣皂苷的转化时，较未改性酶的效果好，所得薯蓣皂苷元产品提取率为97．6％以上，为白色或乳白色，熔点为

200 203℃，元素分析结果为H：77．96％，0：10．11％，HPLC法测定的质量分数高达96．03％。结论聚氧乙烯一马

来酸酐聚合物改性纤维素酶在较高温度下能够保持较高的催化活性，可以更有效地促进盾叶薯蓣薯蓣皂苷向薯蓣

皂苷元的转化。

关键词：盾叶薯蓣；聚氧乙烯一马来酸酐聚合物改性纤维素酶；薯蓣皂苷；薯蓣皂苷元
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薯蓣皂苷元(diosgenin，25R—spriost-5一en一3p

01)俗称薯蓣皂素，属异螺旋甾烯烷的衍生物，为薯

蓣科薯蓣属植物根茎中薯蓣皂苷(dioscin)的水解产

物，其以糖苷的形式广泛存在于自然界的植物中，是

合成甾体激素药物重要的医药中间体，其经裂解、氧

化和消除反应后生成的醋酸孕甾双烯醇酮再经过改

造后可以得到数千种甾体药物，在医药界被称为“药

用黄金，，[1’引。近年来，国内外一些研究学者采用纤维

素酶[3|、淀粉酶[43等单一的酶制剂对薯蓣原料进行

酶处理后结合酸水解进行研究，结果能够使药材中

70％左右的薯蓣皂苷元成分提取出来。考虑到生物

酶的专一性不同，笔者利用阶梯生物催化转化薯蓣

皂苷元，产品的收率和质量均得到了较大地改善[2]。

由于催化环境的复杂性，生物酶在催化过程中随着

时间、热作用和产物的影响，生物活性会逐渐的衰

减，致使催化效率降低。为了提高酶的热稳定性和抗

原性，应国清等c53采用单甲氧基聚乙二醇修饰蚓激

酶，修饰后热稳定性优于天然酶；Park等[6]利用亲

水和疏水性共聚物修饰纤维素酶，结果亲水性共聚

物的引入提高了酶糖化纤维素的转化速率和改变了

酶的吸附参数。本实验选用聚氧乙烯一马来酸酐聚合

物改性纤维素酶一方面提高了纤维素酶的稳定性和

降低酶的失活速率，另一方面应用到薯蓣皂苷元的

转化中，证实了酶改性在薯蓣皂苷元转化过程中的

可行性。

l药品与材料

薯蓣由陕西省旬阳县黄姜研究所提供，标本由

该所陈钢鉴定为盾叶薯蓣Dioscorea zingiberensis

C．H．Wright的根茎；纤维素酶(酶活1．0×104

U／g)由天津诺奥生物技术有限公司提供；120。汽油

由天津石油公司提供；定性滤纸由天津市科威仪器

公司提供；聚氧乙烯、马来酸酐、葡萄糖等均为分析

纯试剂。

2方法与结果

2．1 改性酶的制备：纤维素酶的改性依据马来酸酐

与蛋白质中氨基的反应原理[7]。马来酸酐提供功能性

基团与蛋白质中的氨基发生反应，而聚氧乙烯则改变

化合物周围的亲水性环境。反应条件为：温度为4℃，

pH 7．9～8．2(加入0．2 mol／L NaOH溶液调节)，聚

合物逐步加入到纤维素酶溶液之中，缓慢搅拌混合溶

液。聚氧乙烯与马来酸酐通过醚化、酯化和缩合反应

合成聚合度和支链不同的聚氧乙烯一马来酸酐

(polyethylerie oxide—maleic acid anhydride，PEO—

MA)共聚物[8]。本实验选择k一30、n一10的共聚物

作为纤维素酶的改性剂。改性剂的结构式见图1。

r一占H cH——c一占H—]
l o又声o H2÷H：I
l
V

(} l
l(CH=-CH,-O)n l

L 占H。J。
图1 PEO—MA聚合物的结构

Fig．1 Structure of PEO—MA copolymer

2．2 薯蓣皂苷元的转化：称取干燥盾叶薯蓣粉末

25．0 g，加定量水于三口烧瓶中，搅拌均匀充分润湿

30 min，平行实验两组。然后分别在两原料液中按照

酶与底物的比例为0．1％加入改性纤维素酶和未改

性纤维素酶，调节反应体系温度为60℃，催化作用

2．0 h，然后用H。S0。水解料液，烘干，提取结晶，即

得薯蓣皂苷元[2]。

2．3未改性酶与改性酶的稳定性比较：酶的稳定性

是通过测定一定温度下保温一段时间残留酶的相对

酶活反映。酶的活力测定方法参照文献报道[9]。本实

验选择定性滤纸为底物，定义1．0 mg酶1 min产生

1．0 mg葡萄糖作为一个酶活单位。葡萄糖质量浓度

的测定采用3，5一二硝基水杨酸(DNS)比色法。规定

原纤维素酶的酶活为100 o／／0，其他各种条件下的酶

活以此作为基准，以相对酶活表示。

未改性酶和改性酶分别溶解在pH 4．8的醋酸一

醋酸钠缓冲溶液中，恒温50℃下放置一段时间，在不

同的时间间隔测定相对酶活，结果见表1。可以看出，

相对于未改性酶，改性酶的活力有所降低，但是稳定

性明显提高。未改性酶50℃恒温100 min后的残留

酶相对酶活仅为初始酶活的32．8％，而改性酶经过

同样的处理后，残留酶相对酶活仍能够保持在原来的

69．4％左右。改性酶活力降低的原因可能是由于部分

活性基团参与了与大分子的结合反应，但是大分子引

入的同时也大大提高了酶的相对稳定性。

由于天然纤维素酶的最适宜催化温度一般为

45～60℃，在低于或者高于此温度范围时纤维素酶

都不能有效地催化降解纤维物质，通过表1可以看

出在50℃下天然酶的活力衰减速率比较大，仅保持

为原来的32．8 0／／，可以推测在更高温度条件下酶活

力衰减会更大。

通过测定残留酶相对酶活研究改性酶的耐温

性，考察改性酶在5S、60、65 oC下的酶活力变化趋

势，结果见图2。可见随着温度的升高和反应时间的
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延长，酶的活力逐渐降低。相对于未改性酶，虽然初

始酶活力低于未改性酶，糖化速率较未改性酶慢一

些，但是改性酶具有较高的稳定性，随着反应的进行

还能够保持较高的酶活，总催化效率高于未改性酶。

裹1 50℃恒温一定时间后未改性酶和改性酶残留酶

相对酶活的比较

Table 1 Comparison of remaining relative enzymic

activity at 50℃thermostasis between

cellulose and modified enzyme

残留相对酶活／％反应时间7“i“——j五矗五i————1再五广

乎
＼

艇
溢
靛
罂
滥
艇
缀

t／min

圈2不同温度下改性畸残留酶相对臻活随时间的变化

Fig．2 Remaining relative enzymic activity of modified

enzyme l皤time at various temperatures

2．4 改性酶和未改性酶辅助催化转化薯蓣皂苷元：

在应用硫酸水解薯蓣皂苷之前，对原料粉末进行酶

的预催化处理，改性纤维素酶和未改性纤维素酶的

2组重复性实验结果见表2。可见改性酶催化得到的

薯蓣皂苷元有较好的收率和熔点，并且均高于未改

性酶的结果。

寰2砖催化所得薯蓣皂苷元的提取辜和熔点

Table 2 Extraction yield and melting point of

diosgenin obtained by enzymic catalysis

纤维素酶在催化过程中的失活主要是由于热作

用和底物或者产物与酶的强吸附弱脱附作用造成

的。反应体系中自由酶的浓度较高，则表现出较高的

生物活性，底物的转化速率也随之增大。Park等n
o]

报道非离子表面活性剂的引入会提高纤维素酶对底

物的转化和糖化作用，从而提高生物酶的循环催化

速率，即转化成自由酶的速率。因此，提高纤维素酶

对底物的糖化作用和在纤维素表面的吸附和解吸过

程中表面活性剂提供的亲水环境非常重要。同样本

实验中亲水性物质聚氧乙烯的加入对纤维素酶在温

度较高的情况下的解吸和吸附起到了积极的作用，

能够加快纤维素酶在产物上的解吸，提高了自由酶

的浓度，进而使得体系中酶的活性始终保持较高的

活性，提高了酶的催化效率。

在实验过程中，相应的减小了纤维素酶的作用

时间和降低了硫酸的浓度与用量相对于文献报道¨j

中的时间和用量，结果也具有很好的重现性。因此可

以说明纤维素酶改性在催化薯蓣皂苷元的转化中起

了很好的作用，较大程度地软化了纤维组织和破坏

了坚固的植物细胞壁结构，为薯蓣皂苷的酸水解减

小了阻力，更有利于薯蓣皂苷元的浸出。

2．5 薯蓣皂苷元产品的表征：改性酶生物催化酸水

解得到的薯蓣皂苷元产品的元素分析结果见表3。

可见皂苷元中所含碳元素和氢元素的实验值与理论

计算值基本相符。薯蓣皂苷元产品和对照品的

HPLC色谱图中薯蓣皂苷元的保留时间分别为

23．029、23．100 min，通过积分峰面积归一化法可得

产品的质量分数为96．03％，见图3。

表3薯蓣皂苷元产品的元素分析

Table 3 Element analysis of diosgenin sample

一}——r——r——r——r——r——r——r——r——r——r——r—1'——’——T——'——1——’——1’—_P——r——r——r——’叫
0 5 10 1 5 20 25 30 O 5 10 l 5 20 25 30

t／rain

图3薯蓣皂苷元产品(A)和对照品(B)的HPLC色谱图

Fig．3 HPLC Chromatograms of diosgenin sample(A)

and reference substance(B)

3讨论

综上所述，对纤维素酶利用聚氧乙烯一马来酸酐

亲水性共聚物进行化学改性，改性后纤维素酶在高

温下的稳定性得到了提高，并且能够保持较高的生

  



·530· 中草菊 Chinese Traditional and Herbal Drugs第38卷第4期2007年4月

物催化活性。利用修饰后纤维素酶催化薯蓣原料酸

水解转化薯蓣皂苷元具有很好的应用价值，提取率

可以达到98,2％，产品质量分数和熔点分别为

96．03％和201～203℃。
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摘要：目的采用聚酰胺柱色谱分离纯化紫锥菊提取物中菊苣酸。方法采用50％乙醇溶液洗脱，HPLC法对产

品中菊苣酸进行检测分析。结果该法能把紫锥菊提取物中菊苣酸的质量分数(4．9％)提高10倍左右，回收率达

到98％以上。结论该法操作简单，可用于紫锥菊提取物中菊苣酸的分离纯化。
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by polyamide column chromatography
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紫锥菊为菊科松果菊属多年生革本植物，原产

于北美洲的中西部地区，有9个品种，主要药用种是

狭叶松果菊Echinacea angustifolia DC．、紫花松果

菊E．purpurea(L．)Moench和淡紫松果菊

E．pallida(Nutt．)Nutt．。紫锥菊是目前国际上受

到普遍重视的一种免疫促进剂和免疫调节剂D3，也

是极少数具有免疫力增强和抗炎双重作用的植物药

之一[2’3]。菊苣酸为咖啡酸衍生物，是紫锥菊中重要
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