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• 药剂与工艺 • 

微乳化-凝胶法制备微球固定化蜗牛酶并生物转化淫羊藿苷研究 
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摘  要：目的  制备微球固定化蜗牛酶，优化微球固定化蜗牛酶的制备方法及其生物转化淫羊藿苷的工艺条件。方法  利用

微乳化-凝胶法将蜗牛酶包埋固定于海藻酸钡中，单因素优化蜗牛酶的固定条件。考察微球固定化蜗牛酶生物转化淫羊藿苷

的最适反应温度、pH 值、底物比、底物质量浓度，并与游离蜗牛酶比较，同时考察微球固定化蜗牛酶的酶学性质。结果  利
用 1.0%海藻酸钠、1.0% BaCl2及适量乳化剂（质量分数为 2.5%司盘-20 和 1.5%聚山梨酯 80），通过微乳化凝胶的方法制备

微球固定化蜗牛酶。与游离蜗牛酶相比，微球固定化蜗牛酶的热稳定性、pH 值稳定性均增强。微球固定化蜗牛酶转化淫羊

藿苷的最适条件：转化温度 50 ℃，pH 值 5，微球固定化蜗牛酶与淫羊藿苷质量比 3∶1，淫羊藿苷质量浓度为 0.4 mg/mL，
转化时间为 2.0 h，经 3 次转化，转化率仍可保持（53.84±3.41）%。结论  微球固定化蜗牛酶转化淫羊藿苷工艺简单，酶

学性质稳定，可重复使用，为淫羊藿苷生物转化的工业生产奠定基础。 
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Microspheres immobilized snailase prepared by method of microemulsion- 
coacervation for transform icariin 
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Abstract: Objective  To prepare microspheres immobilized snailase, then optimize the method for making microspheres immobilized 
snailase and the process conditions for transformation of icariin. Methods  The snailase was embedded in barium-alginate by the 
method of microemulsion-coacervation. The preparation process was optimized by orthogonal test. Moreover, to optimize and 
compare the conditions for transforming icariin, such as temperature, pH values, ratio of substrate, and concentration, and to 
investigate the properties of snailase. Results  Sodium alginates (1.0%), BaCl2 (1.0%), and emulgator were used for making 
microspheres immobilized snailase by emulsified and immobilized method. Compared with the free snailase, the stability of 
temperature and pH value of microspheres immobilized snailase was improved. The optimized conditions of microspheres 
immobilized snailase were 50 ℃, pH 5, microspheres immobilized snailase mass ratio of 3∶1, icariin concentration of 0.4 mg/mL, 
conversion 2 h, conversion 3 times, transformational ratio up to (53.84 ± 3.41)%. Conclusion  Microspheres immobilized snailase is 
stable and reusable. Besides, the process of transform icariin is moderate, so it is important and fundamental for industrialization. 
Key words: microemulsion-coacervation; immobilized snailase; bioconversion; icariin; conversions rate 
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淫羊藿苷是中药淫羊藿中的主要黄酮类成分[1]，

具有抗骨质疏松、调节免疫和抗肿瘤等多种药理活

性[2-3]。研究发现，淫羊藿苷的代谢产物次级苷（宝

藿苷）和苷元具有更强的药理作用[4]，因此有必要

研究淫羊藿苷生物转化次级苷和苷元的方法，以便

更稳定地获得淫羊藿次级苷和苷元。课题组前期利

用海藻酸钡固定化蜗牛酶酶解淫羊藿苷，生物转化

获得了次级苷和苷元，但由于海藻酸钡球体积较大

（直径 2 mm 左右），容易将较多的底物和产物吸留

于球的内部，影响产物的释放，从而影响转化反应

的效率[5]。因此，本实验对前期研究进行改进，先

将蜗牛酶交联，分散于海藻酸钠溶液中，再加入液

体石蜡，利用高速搅拌的方法将混合溶液微乳化，

最后通过 BaCl2 交联海藻酸羧酸基团将蜗牛酶固定

于海藻酸钡中[6]。制备的海藻酸钡微球固定化蜗牛

酶具有粒径小，比表面积大，与底物接触更加充分，

具有减少对反应物吸附的优点，更有利于提高淫羊

藿苷生物转化的效率。 
1  仪器与材料 

Agilent 1260 高效液相色谱仪，美国 Agilent 公
司；Shimadzu SS-550 扫描电子显微镜，日本岛津

公司；Nano-ZS 型马尔文粒径测定仪，英国马尔文

公司；Molecular Devices SpectraMax 190 酶标仪，

上海美谷分子仪器有限公司；Mettler AL204 电子分

析天平，瑞士梅特勒-托利多仪器有限公司；Scilogex 
OS40Pro 顶置式电子搅拌器，美国 Scilogex 公司；

THZ-82AHS 气浴恒温恒速振荡器，江苏金坛市金

城国胜实验仪器厂；淫羊藿苷（批号 20110206）、
宝藿苷 I（批号 20120222）对照品购自中国食品药

品检定研究院，供定量测定用，质量分数均≥99%；

淫羊藿苷原料药（批号 20100310，质量分数＞98%）、

蜗牛酶，上海源叶生物科技有限公司；海藻酸钠、

BaCl2、戊二醛，国药集团化学试剂有限公司；甲醇、

乙腈为色谱纯，水为超纯水，其余试剂均为分析纯。 
2  方法与结果 
2.1  酶活力的测定 

以淫羊藿苷作为底物，在不同的反应温度（4、
25、37、50、60、70 ℃），pH 值（2、3、4、5、6、
7、8），底物比（1∶2、1∶1、2∶1、3∶1、4∶1），
底物质量浓度（0.1、0.2、0.3、0.4、0.5、0.6、0.7、
0.8、0.9、1.0 mg/mL）的条件下反应 1 h，取适量反

应液，加 9 倍体积的甲醇终止反应，处理样品，HPLC
测定。酶的活力（U/mg）定义为在一定条件下，1 mg

酶每小时分解消耗淫羊藿苷的量[7-8]。按下列公式计

算固定化酶的包封率、结合效率和相对酶活力。 
相对酶活力＝酶活力/最大酶活力 

最大酶活力为最适反应条件下的酶活力，按 100%计算 

固定化酶的实际含酶量＝固定化酶的质量×固定化酶

结合效率 

包封率＝(加入游离酶总质量－未固定的酶质量)/游离

酶的总质量 

结合效率＝固定化酶的总酶活/使用的游离酶的总酶活 

2.2  淫羊藿苷 HPLC 测定方法 
2.2.1  色谱条件  色谱柱为 Zorbax SB C18柱（150 
mm×4.6 mm，5 μm）；流动相为乙腈-水系统，梯

度洗脱：0～5 min，32%乙腈；5～7 min，32%～60%
乙腈；7～12 min，60%乙腈；检测波长 270 nm；体

积流量 1.0 mL/min；柱温 30 ℃，进样量 10 μL。 
2.2.2  对照品与供试品溶液的制备  称取 105 ℃
条件下，干燥至恒定质量的淫羊藿苷对照品 4.00 
mg，置于 10 mL 量瓶中，甲醇溶解并定容，得到质

量浓度为 400 μg/mL 的淫羊藿苷对照品储备液，于

4 ℃冰箱中保存，备用。 
取经微球固定化蜗牛酶转化的淫羊藿苷混悬液

100 μL，加 900 μL 甲醇终止反应，涡旋后离心，取

得上清液，经 0.22 μm 微孔滤膜滤过，即为供试品

溶液。 
2.2.3  线性关系考察  精密量取淫羊藿苷对照品储

备液，用甲醇稀释成质量浓度为 200.0、100.0、50.0、
25.0、12.5 μg/mL 的对照品溶液。按上述 HPLC 方

法测定，以检测质量浓度为横坐标（X）、峰面积为

纵坐标（Y）进行线性回归分析，回归方程为 Y＝
12.011 X＋19.036，r＝0.999 3，线性范围为 12.5～
200.0 μg/mL。按公式计算淫羊藿苷的转化率。 

转化率＝(反应初始淫羊藿苷量－反应终止淫羊藿苷

量)/反应初始淫羊藿苷量 

2.3  微球固定化蜗牛酶的制备 
称取 40 mg 的蜗牛酶溶于 10 mL 水中，加入

25%戊二醛使其体积分数为 0.1%，充分混匀后交联

固定 20 min。将交联固定后的酶液与 90 mL 的海藻

酸钠溶液混合均匀，使海藻酸钠的质量分数为

1.5%，蜗牛酶的终质量浓度为 0.4 mg/mL。然后，

加入 2 倍体积的液体石蜡作为油相，用顶置式电子

搅拌器以 1 000 r/min 的转速搅拌 30 min，进行微乳

化。滴加司盘-20 至质量分数为 2.5%，聚山梨酯 80
至质量分数为 1.5%，继续以 1 000 r/min 的转速搅拌
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30 min，形成稳定的微乳。最后加入 BaCl2 溶液至

终质量分数为 1.0%，用顶置式电子搅拌器以 500 
r/min 的转速搅拌 30 min，静置过夜，用蒸馏水超声

30 min，重复 3～5 次，充分洗涤微球，离心分离，

冷冻干燥，即得微球固定化蜗牛酶，置于 4 ℃冰箱

中保存备用。 
2.4  微球固定化蜗牛酶制备工艺的优化 
2.4.1  海藻酸钡微球制备工艺的优化 

（1）洗涤方法对海藻酸钡微球形成的影响：比

较不同体积分数（0、10%、20%、30%、40%、50%、

60%、70%、80%、90%、100%）的乙醇洗涤微球

以及用蒸馏水超声不同时间（10、20、30、40 min）
洗涤微球对海藻酸钡微球制备的影响。 

（2）BaCl2 质量分数对海藻酸钡微球形成的影

响：比较不同质量分数（0.1%、0.2%、0.4%、0.6%、

0.8%、1.0%、1.5%、2.0%）的 BaCl2 溶液对微乳固

化为微球的影响。 
（3）海藻酸钠溶液质量分数对海藻酸钡微球形

成的影响：BaCl2 溶液的质量分数为 1.0%，比较不

同质量分数（0.5%、1.0%、1.5%、2.0%）的海藻酸

钠溶液对海藻酸钡微球形成的影响。 
由实验结果可知，随着乙醇体积分数的增大，

超声洗涤时间的延长，制备的微球流动性增强。在

乙醇体积分数为 80%、90%、100%时，经超声 30 
min，重复 3～5 次后，制备的海藻酸钡微球的流动

性较好。但在利用游离酶考察洗涤方法对酶活力的

影响时，发现乙醇对酶活力的影响很大，乙醇体积

分数达 50%以上时，酶活力几乎完全损失。与乙醇

溶液超声洗涤相比，蒸馏水超声洗涤对酶活力影响

较小，超声 30 min，重复 5 次后，酶活力仍可保持

90%以上，更适于固定化蜗牛酶微球的洗涤。当

BaCl2 质量分数大于 0.8%时，微乳被固化为微球，

容易在体系中沉降分离；当海藻酸钠溶液质量分数

为 1.0%时，超声洗涤后制得的海藻酸钡微球流动性

最好，休止角可达 37.74°，在其余质量分数条件下

微球的休止角均大于 42°，流动性较差。综上所述，

选择海藻酸钠溶液质量分数为 1.0%，BaCl2 溶液质

量分数为 1.0%，蒸馏水超声 30 min 洗涤微球，重

复 3～5 次的方法制备海藻酸钡微球空白载体。 
2.4.2  蜗牛酶溶液质量浓度对微球固定化蜗牛酶的

影响  将蜗牛酶配制成质量浓度为 1.0、2.0、3.0、
4.0、5.0、6.0、7.0、8.0、9.0、10.0 mg/mL 的溶液，

按“2.3”项方法制备微球固定化蜗牛酶。将蒸馏水

超声洗涤液与离心上清液合并，均匀混合后利用二

喹啉甲酸（bicinchoninic acid，BCA）法[9]测定吸光

度值，以蜗牛酶质量浓度为横坐标（X），吸光度值

为纵坐标（Y）绘制标准曲线。根据标准曲线计算

海藻酸钡微球中包封的蜗牛酶总量，考察包封率。

标准曲线为 Y＝0.000 9 X＋0.151 2，r＝0.999 1。另

取游离酶和微球固定化蜗牛酶均按酶与淫羊藿苷质

量比为 1∶1，进行酶解淫羊藿苷的实验，反应 1 h
后取样，均加入甲醇终止反应，HPLC 测定，计算

酶的结合效率。 
由表 1 可知，蜗牛酶溶液终质量浓度介于 0.1～

0.4 mg/mL 时，在海藻酸钡球中的包封率逐渐增大，

介于 0.5～1.0 mg/mL 时，其包封率逐渐减小，在终

质量浓度为 0.4 mg/mL 时包封率最大为（71.25±
3.57）%。蜗牛酶溶液终质量浓度介于 0.1～0.4 
mg/mL 时，与海藻酸钡球的结合效率逐渐增大，介

于 0.5～1.0 mg/mL 时，其结合效率逐渐减小，在终

质量浓度为 0.4 mg/mL 时结合效率最大为（63.71±
3.52）%。 

表 1  蜗牛酶溶液质量浓度对微球固定化蜗牛酶的影响 
( x ±s, n = 3) 
Table 1  Effect of snailase at various concentration on 
microspheres immobilized snailase ( x ±s, n = 3) 

质量浓度/ 

(mg·mL−1) 

微球固定化蜗牛 

酶包封率/% 

微球固定化蜗牛 

酶结合效率/% 

0.1 14.06±1.79 10.19±0.94 

0.2 32.81±2.38 26.67±1.63 

0.3 46.88±2.54 38.06±2.41 

0.4 71.25±3.57 63.71±3.52 

0.5 67.31±3.15 58.25±2.91 

0.6 60.78±3.06 51.55±2.62 

0.7 51.48±2.76 46.92±2.14 

0.8 45.19±2.25 34.64±1.75 

0.9 37.83±1.53 26.34±1.26 

1.0 23.57±1.82 12.54±1.38 
 
2.5  微球固定化蜗牛酶表面形态表征 

利用 Shimadzu SS-550 扫描电子显微镜（SEM）

观察微球固定化酶的表面结构。取样品粉末用固体

导电胶带固定，镀金后，工作电压 15 kV，于真空

条件下进行表征，见图 1。微球固定化酶表面呈现

出不规则的多孔结构，具有比表面积大的特点，能

够保证酶与底物充分接触，同时，微球固定化酶表 
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A、B 分别为不同显微倍数下的微球固定化蜗牛酶，图 A 中嵌入

为 100 倍光学显微镜下微球形态图 
A and B of microspheres immobilized snailase at different 
microscope magnification; the microsphere morphology in A is at 
100 times light microscopes 

 
图 1  微球固定化蜗牛酶的 SEM 图 

Fig. 1  SEM photograph of microspheres immobilized 
snailase 
 
面的多孔结构利于产物从微球中释放，可以提高固

定化蜗牛酶的酶解速率。微球固定化酶经马尔文粒

径仪测定，平均粒径为（157.33±2.01）μm（n＝5）。 
2.6  微球固定化蜗牛酶酶解淫羊藿苷的工艺条件

优化 
2.6.1  微球固定化蜗牛酶酶解淫羊藿苷的最适反应

温度  称取适量游离及微球固定化蜗牛酶，在 pH
值为 5 的磷酸盐缓冲液中，分别于 4、25、37、50、
60、70 ℃温度条件下，淫羊藿苷质量浓度 0.1 
mg/mL，酶与淫羊藿苷质量比均为 3∶1，酶解淫羊

藿苷，反应 1 h 后取样，均加入甲醇终止反应，HPLC
测定。由表 2 可知，游离和微球固定化蜗牛酶在

50 ℃条件下酶解淫羊藿苷时，二者的酶活力最高，

因此，游离和微球固定化蜗牛酶酶解淫羊藿苷的最

适反应温度均为 50 ℃。与游离蜗牛酶相比，微球

固定化蜗牛酶在不同反应温度下酶活力变化较小，

在 25、37、60、70 ℃条件下，其相对酶活力均明

显高于游离蜗牛酶。实验结果表明，酶经固定化后，

酶反应的适宜温度范围变宽，更适合用于不同温度

条件下的各种酶解转化反应。 

表 2  反应温度对酶活力的影响 ( x ±s, n = 3) 
Table 2  Effect of temperature on enzyme activity ( x ±s, n = 3) 

温度/℃ 
相对酶活力/% 

蜗牛酶 微球固定化蜗牛酶 

 4  23.86±1.14  24.31±1.25 

25  27.77±1.26  42.89±1.84 

37  48.89±1.63  71.78±2.56 

50 100.00±2.99 100.00±3.21 

60  29.86±1.37  68.51±2.67 

70  26.34±1.41  64.21±2.48 

2.6.2  微球固定化蜗牛酶酶解淫羊藿苷的最适反应

pH 值  称取适量游离及微球固定化蜗牛酶，在最适

反应温度下，分别于不同 pH 值（2、3、4、5、6、
7、8）条件的磷酸盐缓冲液中，淫羊藿苷质量浓度

0.1 mg/mL，酶与淫羊藿苷质量比均为 3∶1，酶解

淫羊藿苷，反应 1 h 后取样，均加入甲醇终止反应，

HPLC 测定。由表 3 可知，游离和微球固定化蜗牛

酶在 pH 6 的磷酸盐缓冲液中酶解淫羊藿苷时，二者

的酶活力最高，但在实验过程中发现，在反应 pH
值大于 6 时，微球固定化蜗牛酶有逐渐溶涨和溶解

的趋势，不利于其大规模生产应用，这与海藻酸钡

的 pH 敏感性有关[10]。因此，选择微球固定化蜗牛

酶的最适反应 pH 值为 5。与游离蜗牛酶相比，微球

固定化蜗牛酶在不同反应pH值下酶活力变化较小，

在极端 pH 值（2、3）条件下微球固定化蜗牛酶的

相对酶活均高于游离蜗牛酶，具有显著性差异。实

验结果表明酶经固定化后，酶反应的适宜 pH 值范

围变宽，可以有效提高酶在不同 pH 值条件下的稳

定性。 
 

表 3  反应 pH 值对酶活力的影响 ( x ±s, n = 3) 
Table 3  Effect of pH values on enzyme activity ( x ±s, n = 3) 

pH 值 
相对酶活力/% 

蜗牛酶 微球固定化蜗牛酶 

2   4.40±0.97  11.82±1.26 

3   8.46±1.13  43.30±1.82 

4  21.30±1.99  60.65±1.75 

5  77.76±2.68  87.35±2.51 

6 100.00±3.36 100.00±3.14 

7  70.83±2.79  68.31±2.83 

8  28.57±1.64  52.71±2.09 
 
2.6.3  微球固定化蜗牛酶酶解淫羊藿苷的最适底物

比  称取适量游离及微球固定化蜗牛酶，在最适反

应温度和最适反应 pH 值条件下，淫羊藿苷质量浓

度为 0.1 mg/mL，酶与淫羊藿苷质量比分别为 1∶2、
1∶1、2∶1、3∶1、4∶1，酶解淫羊藿苷，反应 1 h
后取样，均加入甲醇终止反应，HPLC 测定。由表

4可知，游离蜗牛酶在与淫羊藿苷质量比为 1∶2时，

酶活力最高，随着酶与淫羊藿苷质量比的增加，游

离蜗牛酶酶活力逐渐降低；微球固定化蜗牛酶在与

淫羊藿苷质量比为 3∶1 时，相对酶活力最高。因此，

游离蜗牛酶酶解淫羊藿苷的最适酶与淫羊藿苷质量

比为 1∶2，微球固定化蜗牛酶酶解淫羊藿苷的最适 

A B 
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表 4  不同酶与底物质量比对酶活力的影响 ( x ±s, n = 3) 
Table 4  Effect of different reaction ratios on enzyme 
activity ( x ±s, n = 3) 

酶与底物质量比 
相对酶活力/% 

蜗牛酶 微球固定化蜗牛酶 

1∶2 100.00±3.47  45.17±2.07 

1∶1  56.90±2.39  64.95±2.79 

2∶1  29.34±1.78  78.05±3.14 

3∶1  20.39±1.84 100.00±3.56 

4∶1  17.78±1.17  93.79±3.77 
 
酶与淫羊藿苷质量比为 3∶1。实验结果表明，与游

离蜗牛酶相比，微球固定化蜗牛酶在酶解体系中不

易出现饱和作用。 
2.6.4  微球固定化蜗牛酶酶解淫羊藿苷的最适底物

质量浓度  称取适量游离及微球固定化蜗牛酶，在

最适反应温度、最适反应 pH 值、最适酶与淫羊藿

苷质量比条件下，淫羊藿苷质量浓度分别为 0.1、
0.2、0.3、0.4、0.5、0.6、0.7、0.8、0.9、1.0 mg/mL，
酶解淫羊藿苷，反应 1 h 后取样，均加入甲醇终止

反应，HPLC 测定。由表 5 可知，随着淫羊藿苷质

量浓度的增大，游离和微球固定化蜗牛酶的酶活力

均逐渐减小。与游离蜗牛酶相比，在淫羊藿苷质量

浓度增大的过程中，微球固定化蜗牛酶酶活力降低

趋势缓慢。这与淫羊藿苷在水中的溶解度有关，淫

羊藿苷水溶性差，在低质量浓度条件下，与酶接触

更加充分，转化效率较高。从酶解转化淫羊藿苷总 
 
表 5  不同底物质量浓度对酶解淫羊藿苷的影响 ( x ±s, 
n = 3) 
Table 5  Effect of substrate at various concentration on 
enzymatic hydrolysis icariin ( x ±s, n = 3) 

底物质量浓 

度/(mg·mL−1) 

蜗牛酶相 

对酶活力/% 

微球固定化蜗牛 

酶相对酶活力/% 

淫羊藿苷 

转化量/% 

0.1 100.00±3.17 100.00±3.33  22.61±4.66 

0.2  83.72±3.05  93.16±3.14  42.13±4.28 

0.3  63.28±2.18  84.93±2.67  57.61±5.34 

0.4  51.73±2.82  75.19±3.89  68.10±5.78 

0.5  49.94±2.66  65.08±2.45  73.57±4.90 

0.6  47.14±1.36  56.92±2.93  77.21±5.86 

0.7  43.24±2.04  52.34±3.58  82.84±4.16 

0.8  43.46±2.49  47.74±1.96  88.61±5.92 

0.9  42.03±2.33  46.42±1.87  94.46±3.74 

1.0  43.20±2.41  44.23±2.77 100.00±5.54 

量的角度考虑，在相同条件下，淫羊藿苷转化的量

随淫羊藿苷质量浓度的增加而增加。因此，综合考

虑淫羊藿苷的酶解速率和淫羊藿苷转化的总质量，

实验最终选择淫羊藿苷的质量浓度为 0.5 mg/mL。 
2.7  微球固定化蜗牛酶酶解淫羊藿苷的酶学性质

表征 
2.7.1  微球固定化蜗牛酶热稳定性的考察  称取适

量游离及微球固定化蜗牛酶置于不同温度（50、60、
70、80、90、100 ℃）条件下放置 1 h 后，然后在

最适反应条件下进行酶解反应 1 h 后取样，加入甲

醇终止反应，HPLC 测定。由表 6 可知，在不同的

温度条件下，游离及微球固定化蜗牛酶的稳定性变

化趋势基本相似，但与游离蜗牛酶相比，微球固定

化蜗牛酶的热稳定性均有所提高，且在 60、70、
80 ℃温度条件下有显著性差异。说明酶经固定化后

具有更好的热稳定性，利于酶在大规模生产中的使

用和保存。 
 

表 6  酶的热稳定性 ( x ±s, n = 3) 
Table 6  Thermal stability of enzyme ( x ±s, n = 3) 

温度/℃ 蜗牛酶相对酶活力/% 
微球固定化蜗牛 

酶相对酶活力/% 

 50 100.00±2.87 100.00±2.96 

 60  74.43±2.91  89.42±2.83 

 70  48.71±2.32  69.41±2.61 

 80  17.39±1.96  38.62±2.57 

 90  10.31±1.54  12.70±1.35 

100   1.48±1.33   2.47±1.37 
 
2.7.2  微球固定化蜗牛酶 pH 值稳定性的考察  称
取适量游离及微球固定化蜗牛酶置于不同pH值（2、
3、4、5、6、7、8）的磷酸盐缓冲液中，在最适的

反应温度条件下保温 1 h，然后在最适反应条件下进

行酶解反应 1 h 后取样，加入甲醇终止反应，HPLC
测定。由表 7 可知，微球固定化蜗牛酶在 pH 值为 6
的磷酸缓冲盐中稳定性最强，具有最大相对酶活力

为（100.00±4.36）%，在 pH 值为 5 的磷酸缓冲盐

中相对酶活为（94.18±3.52）%。与游离蜗牛酶相

比，微球固定化蜗牛酶在不同的 pH 值下均保留了

较高的酶活力，微球固定化蜗牛酶对 pH 值的耐受

性增强。 
2.7.3  微球固定化蜗牛酶贮藏稳定性的考察  将微

球固定化蜗牛酶分别置于 4、25 ℃条件下保存，每

周取样 1 次在最适反应条件下反应，测定固定化蜗
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牛酶的酶活，连续测定 4 周，考察微球固定化蜗牛

酶的贮藏稳定性。由表 8 可知，微球固定化蜗牛酶

在 4 ℃条件下贮藏 7 d 后，酶活力保持约 90%，贮

藏 28 d 后，酶活力保持约 50%，则其保存 1 周内，

微球固定化蜗牛酶可保持其最佳酶活状态，最长保

存时间为 28 d。微球固定化蜗牛酶在 25 ℃条件下

贮藏 7 d 后，酶活力保持约 80%，贮藏 28 d 后，酶

活力保持约 40%，则其保存 1 周内，微球固定化蜗

牛酶保持其最佳酶活状态，最长保存时间为 21 d。 
 

表 7  酶的 pH 值稳定性 ( x ±s, n = 3) 
Table 7  Stability of enzyme pH values ( x ±s, n = 3) 

pH 值 蜗牛酶相对酶活力/% 
微球固定化蜗牛 

酶相对酶活力/% 

2   6.48±2.34  26.98±2.03 

3  10.79±2.56  52.36±2.97 

4  30.17±2.76  77.39±3.14 

5  76.34±3.15  94.18±3.52 

6 100.00±4.24 100.00±4.36 

7  73.53±4.09  76.67±4.99 

8  40.92±2.88  51.23±3.04 
 
表 8  微球固定化蜗牛酶在 4、25 ℃下的贮藏稳定性 
( x ±s, n = 3) 
Table 8  Storage stability of microspheres immobilized 

snailase at 4 ℃ and 25 ℃ ( x ±s, n = 3) 

贮藏时间/d 
相对酶活力/% 

4 ℃ 25 ℃ 

 0 100.00±0.91 100.00±1.07 

 7  89.45±1.02  82.36±1.11 

14  78.67±0.84  68.25±1.28 

21  63.41±1.15  51.64±0.76 

28  49.71±1.23  37.57±0.98 
 
2.7.4  微球固定化蜗牛酶重复利用性的考察  在微

球固定化蜗牛酶酶解淫羊藿苷的最佳条件下，考察

不同时间点（0、0.5、1.0、2.0、4.0、6.0、8.0 h）
淫羊藿苷的转化率。再取微球固定化蜗牛酶于最适

反应条件下酶解淫羊藿苷，在酶解 2.0 h 取样，加入

甲醇终止反应，HPLC 测定。将上述微球固定化蜗

牛酶从酶解体系中分离，蒸馏水充分洗涤 3 次后，

在相同的条件下反应，HPLC 测定，重复上述步骤，

考察使用次数对微球固定化蜗牛酶的影响。由表 9
可知在微球固定化酶酶解淫羊藿苷的最佳反应条件

下，0.5、1.0 h 后淫羊藿苷的转化率分别为（37.31± 

表 9  不同时间微球固定化蜗牛酶对淫羊藿苷的转化率 
( x ±s, n = 3) 
Table 9  Conversion of icariin by microspheres immobilized 
snailase at different time ( x ±s, n = 3) 

时间/h 淫羊藿苷转化率/% 

0   0±0 

0.5  37.31±2.80 

1.0  71.22±3.26 

2.0 100.00±5.07 

4.0 100.00±3.44 

6.0 100.00±5.02 

8.0 100.00±4.79 

 
2.80）%、（71.22±3.26）%，反应 2.0 h 后淫羊藿苷

酶解完全，则在微球固定化蜗牛酶重复利用性考察

实验中，选择酶解淫羊藿苷 2.0 h 取样测定。实验结

果得到微球固定化蜗牛酶重复 3 次转化淫羊藿苷的

转化率分别为（100.00±4.18）%、（72.96±2.66）%、

（53.84±3.41）%。在重复使用 3 次过程中，微球固

定化蜗牛酶对淫羊藿苷的平均转化率为 75.61%。经

过多次使用后微球固定化蜗牛酶的形态发生改变，

不易与酶解体系分离，对淫羊藿苷的转化率和重复

使用有所影响。 
2.8  优化条件下淫羊藿苷生物转化工艺的验证 

称取微球固定化蜗牛酶 3 份，分别与 3 份淫羊

藿苷在 50 ℃条件下，在 pH 值为 5 的磷酸盐缓冲液

中，淫羊藿苷质量浓度 0.5 mg/mL，酶与淫羊藿苷

质量比均为 3∶1，酶解淫羊藿苷，转化时间 2.0 h，
均转化 3 次。HPLC 测定，微球固定化蜗牛酶转化

淫羊藿苷的平均转化率分别为（74.88±0.17）%、

（74.90±0.13）%、（74.83±0.19）%，表明微球固

定化蜗牛酶转化淫羊藿苷的工艺稳定性，重复性好。 
2.9  转化产物的结构鉴定 

微球固定化蜗牛酶转化淫羊藿苷的产物，利用

MS、1H-NMR、13C-NMR 进行分析，经 MS 图谱分

析得，宝藿苷 I 质谱图中有准分子离子峰 [M＋H]+ 
m/z 515.4、[M＋Na]+ m/z 537.5 和 [M＋K]+ m/z 
553.4，与宝藿苷 I 相对分子质量相吻合。另外宝藿

苷 I 二级质谱中有脱去鼠李糖得到的离子碎片（m/z 
369.2）。淫羊藿苷元质谱图中有准分子离子峰 [M＋

H]+ m/z 369.1，与淫羊藿苷元相对分子质量相吻合，

另外淫羊藿苷元二级质谱中脱去-C4H7 得到 m/z 
313.3 的离子碎片。1H-NMR、13C-NMR 测定数据与
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文献报道基本一致[11-12]，表明淫羊藿苷转化产物为

宝藿苷 I 和淫羊藿苷元。 
3  讨论 

本实验采用乳化法将蜗牛酶固定于海藻酸钡微

球中，相较于常规的制备方法，微球固定化蜗牛酶

的粒径显著减小至 157.33 μm，与传统海藻酸钡球

相比，粒径减小了 1/10，增加了与底物接触的比表

面积，利于转化反应的进行，减少反应物非特异性

吸附于球内的作用，使反应物容易释放到溶剂体系

中[13]。实验主要对微球固定化蜗牛酶生物转化淫羊

藿苷进行了研究，对游离蜗牛酶与微球固定化蜗牛

酶的酶学性质做出了比较，归纳总结微球固定化蜗

牛酶不同条件下的酶活力变化趋势，为以后进一步

考察工业化的高底物浓度、低酶用量的淫羊藿苷高

效转化过程提供参考依据。 
实验得出，虽然蜗牛酶固定化后有一定的酶活

损失，但经固定化后蜗牛酶对温度、pH 的耐受性明

显增强，对环境要求简单，扩大了蜗牛酶生物转化

的适用范围[14]。酶经固定化后，在酶解体系中为不

溶性物质，与溶于酶解体系的游离酶相比，不容易

出现饱和现象，减弱了酶饱和作用的影响，从而使

酶活力得到充分发挥[15]。此外，固定化酶具有可以

重复循环使用，延长酶使用寿命的优点，是其可用

于大规模生产的重要条件之一。固定化酶在使用过

程中，可以利用离心、过滤的方法与底物分离，减

少了分离纯化产物的步骤，大大缩短了生产周期，

减少了生产成本[16-17]。通过本实验的研究，改进了

海藻酸钡固定化蜗牛酶的制备方法，得到具有多孔

结构的海藻酸钡微球固定化蜗牛酶，克服了传统制

备方法固定化酶球体积大、比表面积小、底物与酶

接触少、吸留作用强等缺点，提高了蜗牛酶对淫羊

藿苷的转化效率，为固定化蜗牛酶在医药生产领域

中更广泛的应用提供了理论基础和实践经验。 
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