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摘要:利用海藻酸钠包埋法固定化 Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ ｊｏｈｎｓｏｎｉｉ Ｇ２ 细胞ꎬ在非水相介质中生物催化葛根素合成葛根素糖苷ꎬ考察了

细胞的固定化条件、转化条件以及固定化细胞的操作稳定性ꎮ 结果表明ꎬ最佳固定化条件为:海藻酸钠质量分数为 ２％ꎬ氯化钙

质量分数为 ２％ꎬ细胞包埋量的体积分数为 ５０％ꎻ最佳转化条件为:温度为 ４０℃ꎬｐＨ 为 ６􀆰 ４７ꎬ二甲基亚砜体积分数为 ２０％ꎮ 在最

佳条件下ꎬ葛根素在催化体系中质量浓度提高至 ３１􀆰 ９２ ｇ / Ｌꎬ产率达 ９３％ꎬ且固定化细胞的重复使用稳定性好ꎮ 与游离细胞相

比ꎬ固定化细胞对 ｐＨ、温度及有机溶剂表现出更强的稳定性ꎬ且在非水相介质中催化效率更高ꎮ
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　 　 葛根素是豆科葛属植物葛根异黄酮的主要活性

成分之一ꎬ具有降低血压、心肌缺血保护、抗氧化、降
血糖等药理作用[１－２]ꎮ 但葛根素水溶性差限制了其

药物活性的开发应用ꎬ因此ꎬ通过结构修饰提高水溶

性是改善其药学价值的可行途径ꎮ 对于结构复杂的

天然活性产物来说ꎬ利用生物转化方法能弥补化学

合成法得率低、反应专一性差和副产物多等缺点ꎮ
且近年来开展的天然产物生物转化研究也取得了可

喜的进展[３－４]ꎬ尤其是非水相体系的生物转化与生

物催化具有提高非极性底物的溶解度、抑制依赖于

水的某些不利反应、转化体系不易染菌、可操控反应

条件以提高转化效率等诸多优点ꎬ为非极性天然活

性产物的生物合成提供可行方案[５－６]ꎮ
本课题组前期研究中筛选发现 Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ

ｊｏｈｎｓｏｎｉｉ Ｇ２ 菌株(如图 １ 所示)可催化葛根素合成

葛根素糖苷[７]ꎬ但其生产工艺中存在菌体利用效率

低、菌体回收困难、底物浓度低等问题ꎬ导致生产成

本增加ꎬ不适合大规模工业化生产ꎮ 利用海藻酸钠

包埋法制备的固定化细胞有利于细胞的反复使用ꎬ
且细胞活性高、制备条件温和简单ꎬ已广泛应用于细
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胞的固定化[８－１０]ꎮ 故笔者考察了海藻酸钠包埋法的

固定化条件和葛根素糖苷合成的转化条件ꎬ采用优

化条件下的固定化细胞ꎬ在非水相介质中催化合成

葛根素糖苷ꎬ旨在寻找一种适合在非水相体系中具

有稳定催化活性与效率的固定化方法ꎮ

图 １　 Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ ｊｏｈｎｓｏｎｉｉ Ｇ２ 催化合成

葛根素糖苷

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

约氏不动杆菌 Ｇ２ 菌株( Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ ｊｏｈｎｓｏｎｉｉ
Ｇ２)ꎬ实验室自行筛选获得ꎻ葛根素 (质量分数

>９８％)ꎬ南京泽朗医药科技有限责任公司生产ꎻ发
酵培养基:蔗糖 １０ ｇ / Ｌꎬ蛋白胨 ５ ｇ / Ｌꎬ酵母粉 ３ ｇ / Ｌꎬ
磷酸二氢钾 １ ｇ / Ｌꎬ硫酸镁 ０􀆰 ５ ｇ / ＬꎬｐＨ ７􀆰 ３ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 ＨＰＬＣ 条件

高效液相色谱仪(美国戴安 Ｐ６００)ꎬＡｌｌｔｅｃｈ Ｃ１８

色谱柱 ( ２５０ ｍｍ × ４􀆰 ６ ｍｍꎬ ５ μｍ)ꎬ进样体积为

１０ μＬꎬ柱温为 ３０℃ꎬ 紫外检测器ꎬ 检测波长为

２５４ ｎｍꎬ流动相为 Ｖ(甲醇) ∶Ｖ(水)＝ ２８ ∶７２ꎬ流速为

１ ｍＬ / ｍｉｎ[７]ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 游离细胞合成葛根素糖苷方法

种子细胞于 ３０℃、１８０ ｒ / ｍｉｎ 培养 １２ ｈꎬ取此发

酵液为粗酶液ꎮ 转化体系以 １ ｍｏｌ / Ｌ Ｎａ２ＨＰＯ４ /
１５ ｍｏｌ / Ｌ ＫＨ２ＰＯ４ 溶液为缓冲液ꎬ体系中酶液体积

分数为 ２０％ꎬ蔗糖质量浓度为 ８０ ｇ / Ｌꎬ葛根素质量

浓度为 ４ ｇ / Ｌꎮ 转化体系于 １５０ ｍＬ 带塞三角瓶中ꎬ
３５℃、１６０ ｒ / ｍｉｎ 条件下反应 ２０ ｍｉｎꎬ产物经 ＨＰＬＣ
检测ꎮ 产率( ｙｉｅｌｄꎬ％)定义为转化产物 /底物的摩

尔比ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 菌体细胞的固定化方法

配制一定浓度的海藻酸钠溶液和 ＣａＣｌ２ 溶液ꎬ
１２１℃灭菌 ２０ ｍｉｎ 后备用ꎮ 取一定体积的粗酶液与

海藻酸钠溶液混合均匀ꎬ用注射器吸取混合液ꎬ均匀

滴至一定浓度的 ＣａＣｌ２ 溶液中ꎬ制成大小均匀的凝

胶颗粒ꎬ于 ４℃冰箱中静置 １２ ｈꎬ取出后用无菌水清

洗 ２ 次即得固定化细胞ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 固定化细胞合成葛根素糖苷方法

取固定化细胞并加入至上述转化体系ꎬ 于

１５０ ｍＬ 带塞三角瓶中ꎬ４０℃、１６０ ｒ / ｍｉｎ 条件下反应

２０ ｍｉｎꎬ产物经 ＨＰＬＣ 检测ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５　 最佳固定化条件的确定

利用单因素实验法考察不同浓度的海藻酸钠、
ＣａＣｌ２、细胞包埋量对固定化细胞合成葛根素糖苷的

影响ꎮ 海藻酸钠质量分数分别为 １％、２％、３％、４％、
５％ꎻＣａＣｌ２ 质量分数分别为 １％、２％、３％、４％、５％ꎻ细
胞包埋量体积分数为 ２０％、３０％、４０％、５０％、６０％ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ６　 最佳转化条件的确定

考察不同温度、ｐＨ 和有机溶剂对游离细胞与固

定化细胞合成葛根素糖苷的影响ꎮ 实验中所设温度

范围为 ２５、３０、３５、４０、４５、５０℃ꎻＮａ２ＨＰＯ４ / ＫＨ２ＰＯ４

缓冲液 ｐＨ 范围为 ４􀆰 ９２、 ５􀆰 ９１、 ６􀆰 ４７、 ６􀆰 ９８、 ７􀆰 ３８、
８􀆰 ０４、 ８􀆰 ６７ꎻ 有 机 溶 剂 为 甲 醇 ( Ｍｅｔｈａｎｏｌ )、 乙 醇

(Ｅｔｈａｎｏｌ)、丙酮(Ａｃｅｔｏｎｅ)、二甲基亚砜(ＤＭＳＯ)、二
甲基甲酰胺(ＤＭＦ)ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 海藻酸钠包埋法固定化条件的优化

２􀆰 １􀆰 １　 海藻酸钠质量分数对催化活性的影响

固定化条件对葛根素糖苷合成产率的影响如

图 ２ 所示ꎮ 由图 ２ 中曲线 １ 可以看出ꎬ海藻酸钠质

量分数为 １％时ꎬ固定化细胞机械强度较差ꎬ细胞易

泄露ꎬ催化活力也较低ꎻ随着海藻酸钠质量分数的上

升ꎬ固定化细胞机械强度提高ꎬ当海藻酸钠质量分数

达到 ２％时ꎬ产物合成产率最高ꎻ随着海藻酸钠质量

分数的继续提高ꎬ导致凝胶网格过于致密ꎬ使得固定

化细胞内部的传质阻力逐渐增大ꎬ不利于底物与细

胞的接触ꎬ转化产率随之降低ꎮ 因此ꎬ海藻酸钠的最

适质量分数为 ２％ꎮ

１—海藻酸钠ꎻ２—ＣａＣｌ２ꎻ３—细胞包埋量

图 ２　 固定化条件对葛根素糖苷合成产率的影响
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２􀆰 １􀆰 ２　 ＣａＣｌ２ 质量分数对催化活性的影响

Ｃａ２＋在海藻酸钠包埋法中主要起架桥作用ꎬ使
海藻酸钠形成空间网络状结构从而固定细胞ꎬ故凝

胶化剂 ＣａＣｌ２ 对固定化细胞的制备同样有很大影

响ꎮ 由图 ２ 中曲线 ２ 可以看出ꎬ凝胶化剂 ＣａＣｌ２ 质

量分数越高ꎬ细胞催化活性越低ꎬ表明 ＣａＣｌ２ 质量分

数过大影响固定化细胞的通透性ꎻ但是过低的

ＣａＣｌ２ 质量分数会导致固定化细胞强度不够ꎬ使固

定化细胞容易破碎ꎮ 综合考虑ꎬ以 ＣａＣｌ２ 质量分数

２％为最佳固定化条件ꎮ
２􀆰 １􀆰 ３　 细胞包埋量对催化活性的影响

细胞包埋量对固定化细胞催化活性影响很

大ꎬ随着细胞包埋量的增多ꎬ固定化细胞催化活性

显著提高ꎮ 由图 ２ 中曲线 ３ 可以看出ꎬ当细胞包埋

量达到 ５０％时ꎬ固定化细胞催化活性达到最高ꎬ继
续增加细胞包埋量ꎬ固定化细胞催化活性趋于平

衡并无明显变化ꎬ且细胞包埋量过多也将导致固

定化颗粒容易涨裂ꎬ故选择 ５０％为最佳细胞包

埋量ꎮ
２􀆰 ２　 转化条件对细胞催化活性的影响

２􀆰 ２􀆰 １　 转化 ｐＨ 的影响

ｐＨ 是影响酶活的重要因素ꎬ其过高或过低均会

影响细胞的催化活性ꎬｐＨ 对游离细胞与固定化细胞

催化活性的影响如图 ３ 所示ꎮ

１—游离细胞ꎻ２—固定化细胞

图 ３　 转化 ｐＨ 对游离细胞与固定化细胞

催化活性的影响

由图 ３ 可以看出ꎬ游离细胞在 ｐＨ ４􀆰 ９２ ~ ６􀆰 ４７
范围内催化活性较高ꎬ当 ｐＨ 超过 ６􀆰 ９８ 后ꎬ细胞催

化活性显著降低ꎻ而细胞固定化后其 ｐＨ 稳定性得

到显著提高ꎬ在 ｐＨ ４􀆰 ９２ ~ ８􀆰 ６７ 范围内均保持了较

高的催化活性ꎬ其最适 ｐＨ 为 ６􀆰 ４７ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ２　 转化温度的影响

转化温度对游离细胞与固定化细胞催化活性的

影响如图 ４ 所示ꎮ 由图 ４ 可以看出ꎬ在 ２５ ~ ３５℃范

围内ꎬ随着温度升高ꎬ酶反应速率加快ꎬ游离细胞催

化活性逐渐增加ꎬ当温度为 ３５℃时催化活性最高ꎻ
而随着温度的继续升高ꎬ细胞内酶蛋白的空间结构

被破坏导致酶变性失活ꎬ催化活性显著降低ꎮ 而细

胞固定化后ꎬ细胞内酶的空间结构刚性提高ꎬ在较高

的温度下其结构稳定性也相应提高ꎬ固定化细胞在

２５~４５℃范围内稳定性和催化活性均较高ꎬ因此ꎬ固
定化细胞最适转化温度为 ４０℃ꎮ

１—游离细胞ꎻ２—固定化细胞

图 ４　 转化温度对游离细胞与固定化细胞

催化活性的影响

２􀆰 ２􀆰 ３　 有机溶剂的影响

有机溶剂对细胞催化活性产生的影响如表 １
所示ꎮ 由表 １ 可以看出ꎬ游离细胞在 ２０％甲醇和

ＤＭＳＯ 溶剂体系中催化活性较高ꎬ而在乙醇、丙酮

和 ＤＭＦ 溶剂体系中ꎬ细胞催化活性显著降低ꎮ 而

固定化细胞对上述有机溶剂耐受性显著提高ꎬ表
明固定化可增加细胞的溶剂稳定性ꎮ 由于 ２０％
ＤＭＳＯ 体系中底物溶解度最高ꎬ故以此作为最佳反

应体系ꎮ
表 １　 有机溶剂对游离细胞与固定化细胞催化活性的影响

产率 / ％

甲醇 乙醇 丙酮 二甲基甲酰胺 二甲基亚砜

游离细胞　 ９６􀆰 ８ ４９􀆰 ０ ２７􀆰 ６ ３８􀆰 ８ ９１􀆰 ２

固定化细胞 ９２􀆰 ８ ９１􀆰 ３ ９５􀆰 １ ９３􀆰 ３ ９２􀆰 ４

２􀆰 ３　 非水相介质中生物合成葛根素糖苷

２􀆰 ３􀆰 １　 底物质量浓度对催化活性的影响

与其他溶剂相比ꎬＤＭＳＯ 毒性更低且对底物的

溶解度最高(葛根素在水相溶解度为 ６􀆰 ２４ ｇ / Ｌ)ꎬ故
以 ２０％ ＤＭＳＯ 为最佳非水相介质ꎮ 在最佳固定化

条件下(海藻酸钠质量分数为 ２％ꎬＣａＣｌ２ 质量分数

为 ２％ꎬ细胞包埋量为 ５０％)ꎬ增加葛根素质量浓度

至 １４􀆰 ３４、３１􀆰 ９２、５０􀆰 ４３ ｇ / Ｌꎬ于 ４０℃、ｐＨ ６􀆰 ４７ 条件

下合成葛根素糖苷ꎮ ２０％ ＤＭＳＯ 中底物质量浓度对

催化活性的影响及固定化细胞操作稳定性如图 ５
所示ꎮ

􀅰３３１􀅰
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１—１４􀆰 ３４ ｇ / Ｌꎻ２—３１􀆰 ９２ ｇ / Ｌꎻ３—５０􀆰 ４３ ｇ / Ｌ

图 ５　 ２０％ ＤＭＳＯ 中底物质量浓度

对催化活性的影响

由图 ５ 可以看出ꎬ随着底物质量浓度的提高ꎬ葛
根素糖苷合成速率逐渐降低ꎬ达到产物最高产率的

合成时间从 １２ ｈ 增加至 ４８ ｈꎬ且最高产率也有所下

降ꎮ 从生产效率考虑ꎬ以葛根素质量浓度 ３１􀆰 ９２ ｇ / Ｌ
(５ 倍于水相底物质量浓度)ꎬ反应时间 ２４ ｈ 为最佳

葛根素糖苷合成条件ꎬ最终产物产率可达 ９３％ꎮ
２􀆰 ３􀆰 ２　 固定化细胞的批次转化性能

固定化细胞的一个重要优势就是可以重复使

用ꎬ考察了葛根素质量浓度为 ３１􀆰 ９２ ｇ / Ｌ 时固定化

细胞间歇批次反应的稳定性ꎮ 每次反应后转化液抽

滤ꎬ固定化细胞重新加入底物ꎬ考察同一批次固定化

细胞的催化稳定性ꎬ结果如表 ２ 所示ꎮ 从表 ２ 中可

以看出ꎬ固定化细胞重复使用 １０ 次后ꎬ转化产率仍

能维持在 ８０％以上ꎬ其催化的稳定性较好ꎮ
表 ２　 固定化细胞批次转化性能

转化批次 １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０

产率 / ％ １００ １００ ９９ ９９ ９８ ９５ ９２ ８９ ８６ ８２

３　 结论

为了解决低水溶性黄酮类化合物在水相糖苷合

成反应过程中底物浓度低、糖苷化产物产率低等缺

点ꎬ利用海藻酸钠固定化细胞在水－亲水性有机溶

剂的非水相反应体系中催化合成葛根素糖苷ꎮ 结果

表明ꎬ与游离细胞相比ꎬ固定化细胞对 ｐＨ、温度和有

机溶剂的稳定性显著提高ꎬ为非水相催化反应提供

了基础ꎮ 在水－亲水性有机溶剂反应体系中ꎬ极性

有机溶剂不但可降低反应体系的水活度ꎬ提高糖苷

产物产率ꎬ而且极性有机溶剂的加入也提高了疏水

性底物质量浓度ꎬ使受热力学控制的逆水解反应平

衡向着糖苷合成方向进行ꎬ提高了反应效率ꎮ 以

２０％ ＤＭＳＯ 为非水相反应介质ꎬ以 ５ 倍于水相底物

质量浓度的葛根素 ３１􀆰 ９２ ｇ / Ｌꎬ反应 ２４ ｈꎬ糖苷产物

产率可达 ９３％ꎮ 因此ꎬ海藻酸钠包埋法制备的固定

化约氏不动杆菌 Ｇ２ 细胞ꎬ其操作条件温和ꎬ操作方

法简单ꎬ且在非水相介质中催化效率高、重复使用稳

定性好ꎬ为黄酮类化合物糖苷合成的大规模工业化

生产提供了研究基础ꎮ
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