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P甘露聚糖酶催化水解栀子苷

制备京尼平
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摘要!京尼平是一种环烯醚萜类天然生物交联剂"具有降血糖#调血脂#保肝利胆等生物活性$ 天然存在的京尼平较少"且

质量分数约为 )Z))A[ ])Z)*[$ 采用
"

B甘露聚糖酶催化水解栀子苷制备京尼平的工艺路线"通过单因素实验#正交实验确定

了
"

B甘露聚糖酶水解栀子苷的最佳工艺条件!N>为 =ZA"温度为 A)^"底物与酶质量比例 *a("时间为 * 2"产率高达 #=Z=W["

纯度达到 #)[以上$ 该方法安全#快速#可靠"是一种生产京尼平的新途径$
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<<京尼平是一种环烯醚萜类物质"无毒"易溶于乙

醇#丙酮#乙酸乙酯等有机溶剂**+

$ 京尼平在抗肿

瘤#抗炎#抗癌#抗血栓及治疗糖尿病等方面疗效显

著"具有很多新型的#重要的药理价值"在注射剂开

发等方面具有很好的应用前景*(+

$ 同时"京尼平作

为一种新型的生物交联剂被应用于生物材料中"不

仅能形成稳定的交联制品"而且具有细胞毒性小"生

物相容性好"抗降解能力强和应用领域广泛等优点"

是非常有前途的交联材料*!+

$ 目前"制备京尼平的

方法主要是酶解法"利用
"

B葡萄糖苷酶水解京尼平

苷生成苷元京尼*= B"+

"如图 * 所示$ 但
"

B葡萄糖苷

酶价格昂贵"不利于实际大规模生产$

"

B甘露聚糖

酶是一种半纤维素水解酶"能将异甘露聚糖和甘露

聚糖中的
"

B*"=B?B甘露糖苷键催化水解*X+

$ 笔者

采用
"

B甘露聚糖酶直接实现京尼平的制备"并对产

物的性质和结构进行了鉴定$

图 *<

"

B甘露聚糖酶水解栀子苷制备京尼平路线

;<材料与方法

;=;<材料与试剂

栀子苷&质量分数为 W#['%京尼平"成都曼思

特生物科技有限公司生产%

"

B甘露聚糖酶"武汉千

润生物工程有限公司生产%

#

B淀粉酶"上海楷洋生

物技术有限公司生产%可溶性淀粉"南通市云峰淀粉

有限公司生产%乙醇#甲醇#乙酸乙酯#二氯甲烷#醋
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酸钠"均为分析纯%乙腈"色谱纯%硅胶板"青岛海洋

化工厂分厂生产$

;=><实验仪器

G>HB#($水浴恒温振荡器"金坛市江南仪器厂

生产%gB()* 旋转蒸发仪"上海申生科技有限公司生

产%分析天平"赛多利斯科学仪器有限公司生产%高

效液相色谱仪"$&47.0:G.520,7,&4.9生产$

;=?<栀子苷与京尼平的检测方法

将栀子苷与京尼平配制成不同质量浓度溶液

&A#*)#()#A)#*))

!

&C3k'"用 >Ok1进行检测"色

谱条件!$&47.0:高效液相色谱仪%色谱柱为 P574N9.

mKMB1*#&=Z" 33b*A) 33"A

!

3'%柱温为 !)^%

检测波长为 (!# 03%流动相!8&乙腈'a8&水' c*Aa

#A%流速为 * 3kC340%进样量为 *)

!

k$ 栀子苷标准

曲线方程为 Oc**ZXXX9̀ *)ZW!A"R

(

c)ZWWW (%京

尼平标准曲线方程为 Oc()Z!)!9̀ =)ZX*="R

(

c

)ZWWW =$

;=@<实验方法

*Z=Z*<京尼平制备工艺

精密称取 A) 3&栀子苷"分别加入到含一定量

酶的 A 3k醋酸缓冲溶液中"于恒温振荡器下水浴震

荡"将反应液转入圆底瓶"于旋蒸仪旋干"用 * 3k甲

醇溶解"用>Ok1进行产物分析$

*Z=Z(<京尼平抑制酶分解糖类作用的研究

通过
#

B淀粉酶酶活的变化判断京尼平对酶分

解糖类作用的影响$ 取编号为 $#M#1#K= 个

(A 3k三角瓶"分别加入 ([可溶性淀粉 A 3k与 N>

=Z" 的醋酸缓冲液 (ZA 3k"$组和M组不加京尼平"

1组和K组加入一定量的京尼平"使其质量浓度为

*)) 3&Ck"在 =)^水浴中预热 *) 340$ $组和1组

加入
#

B淀粉酶 () 3&"M组和K组加入失活的
#

B淀

粉酶 () 3&"在 =)^水浴中反应 *) 340"反应结束后

立即沸水浴加热 A 340"使
#

B淀粉酶失活$ 取 = 组

反应液 A 3k于三角瓶中"加入 )Z)A 3,7Ck碘液

*) 3k"缓慢加入 )Z* 3,7CkJ6@>溶液 A 3k"摇匀

后将 = 组放置在暗处"*A 340 后滴加 ( 3,7浓硫酸

( 3k$ 指 示 剂 为 )ZA[ 可 溶 性 淀 粉 溶 液" 用

)Z* 3,7Ck硫代硫酸钠溶液滴定至蓝色消失$ 记录

)Z* 3,7硫代硫酸钠溶液消耗的体积!含酶样品

&$'#空白对照&!'实验反复进行 ! 次$ * 3&酶每

分钟催化水解 ([淀粉溶液成 *

!

3,7葡萄糖的酶量

定义为 * 个酶活力单位&l'$ 则!

酶活&lC3k' c&!J$' b*)

B!

b&)Z*C(' b

&#CA' b*)" b&*C()' b&*C*)' &*'

><结果与分析

>=;<单因素分析

(Z*Z*<酶种的筛选

精密称取 A) 3&栀子苷"分别加入到含 *)) 3&

"

B甘露聚糖酶#

#

B淀粉酶#糖化酶的 N>=ZA 的

A 3k醋酸缓冲溶液中"于 A)^水浴震荡 * 2"将反应

液转入圆底瓶"用旋蒸仪旋干"用 * 3k甲醇溶解"进

行定性分析"对照组为未加酶的栀子苷溶液$ 结果

如表 * 所示$

表 ;<酶种筛选结果

酶种
"

B甘露聚糖酶
#

B淀粉酶 糖化酶

产率C[ #)Z(" ) WZ#X

?K )Z(! ) )Z!*

由表 * 可知"加
"

B甘露聚糖酶组京尼平产率较

高"糖化酶组产率很少"而
#

B淀粉酶组没有产率"由

此可知"

"

B甘露聚糖酶在栀子苷转化为京尼平的过

程中催化专一性较强$ 所以"选用
"

B甘露聚糖酶为

催化剂$

(Z*Z(<N>的考察

精密称取 A) 3&栀子苷"加入到含 *)) 3&

"

B甘

露聚糖酶的 N>分别为 !ZA#=Z)#=ZA#AZ)#AZA 的

A 3k醋酸缓冲溶液中"于 A)^水浴震荡 * 2"将反应

液转入圆底瓶"用旋蒸仪旋干"用 * 3k甲醇溶解"进

行定性分析"对照组为未加酶的栀子苷溶液$ 结果

如表 ( 所示$

表 ><7G筛选结果

N> !ZA =Z) =ZA AZ) AZA

产率C[ =WZ(X XWZ!A #(ZX" "#Z*( "Z)(

?K )Z(= )Z=X )Z!! )Z*# )Z*X

由表 ( 可知"当反应溶液 N>为 =ZA 时"京尼平

的产率最高"N>高于或低于 =ZA 会导致酶活性被抑

制"影响产率"因此"最优反应 N>为 =ZA$

(Z*Z!<时间的考察

精密称取 A) 3&栀子苷"加入到含 *)) 3&

"

B甘

露聚糖酶的 N>为 =ZA 的 A 3k醋酸缓冲溶液中"分

别于 A)^水浴中震荡 )ZA#*Z)#*ZA#(Z)#(ZA 2"将

反应液转入圆底瓶"用旋蒸仪旋干"用 * 3k甲醇溶

解"进行定性分析"对照组为未加酶的栀子苷溶液$

结果如表 ! 所示$

,)!*,
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"

B甘露聚糖酶催化水解栀子苷制备京尼平

表 ?<时间筛选结果

时间C2 )ZA *Z) *ZA (Z) (ZA

产率C[ X=Z"( #AZ!* XAZ"! "(ZW! A)Z=*

?K )Z(* )Z*X )Z=! )Z(# )Z="

由表 ! 可知"反应时间为 * 2 时"京尼平的产率

最高"反应时间过长会导致副反应的发生&京尼平

与酶蛋白交联产生蓝色素'"所以反应时间不易

过长$

(Z*Z=<温度的考察

精密称取 A) 3&栀子苷"加入到含 *)) 3&

"

B甘

露聚糖酶的 N>为 =ZA 的 A 3k醋酸缓冲溶液中"分

别于 =)#=A#A)#AA#")^水浴中震荡 * 2"将反应液

转入圆底瓶"用旋蒸仪旋干"用 * 3k甲醇溶解"进行

定性分析"对照组为未加酶的栀子苷溶液$ 结果如

表 = 所示$

表 @<温度筛选结果

温度Ĉ =) =A A) AA ")

产率C[ X"Z#* XWZ=# #(ZA" A*Z!= !AZ"A

?K )ZA* )ZAX )Z(! )Z(W )Z!"

由表 = 可知"温度过低会抑制酶的活性"温度过

高会导致酶失活"影响京尼平的产率"所以"最佳反

应温度为 A)^$

(Z*ZA<加酶量的考察

精密称取 A) 3&栀子苷"加入到含 *)#(A#A)#

*))#(A) 3&

"

B甘露聚糖酶的 N>为 =ZA 的 A 3k醋

酸缓冲溶液中"分别于 A)^水浴中震荡 * 2"将反应

液转入圆底瓶"用旋蒸仪旋干"用 * 3k甲醇溶解"进

行定性分析"对照组为未加酶的栀子苷溶液$ 结果

如表 A 所示$

表 N<酶量筛选结果

加酶量 Aa* (a* *a* *a( *aA

产率C[ =XZ!W A#Z#A XAZA" #!Z=( #WZ)X

?K )Z=( )Z(X )ZA! )Z() )Z("

由表 A 可知"酶量越多越易于反应的发生"但考

虑到成本问题"选用底物与酶的质量比例为 *a(作

为最优加酶量$

>=><栀子苷转化京尼平正交实验

以京尼平转化率为指标"选取 N>#温度#酶量#

时间 = 因素和 ! 水平制成正交表并进行正交试验检

测"考察各因素对实验结果的影响"因素水平表如表

" 所示%按表 " 中设计的正交实验方案进行工艺优

化"结果如表 X#表 # 所示$

表 R<正交实验因素水平表

因素
$

N>

M

温度Ĉ

1

底物与酶质量比例

K

时间C2

* =Z) =A (a* )ZA

( =ZA A) *a* *Z)

! AZ) AA *a( *ZA

表 S<正交实验结果

实验号 $ M 1 K 产率C[

* * * * * (=Z)*

( * ( ( ( X)Z##

! * ! ! ! X#ZWW

= ( * ( ! "AZW=

A ( ( ! * XAZ="

" ( ! * ( AAZA*

X ! * ! ( #=Z!!

# ! ( * ! AAZW*

W ! ! ( * =#Z#W

极差<<<< XZ"XX WZ!(= !=Z=A) ()ZX#X

因素主次顺序 1jKjMj$

优水平<<<

$

(

M

(

1

!

K

(

优组合<<<

$

(

M

(

1

!

K

(

表 U<方差分析表

因素 偏差平方和 自由度 Q比 Q临界值 显著性

$&误差' <W*Z=WX ( *Z))) *WZ))) <

M *!AZ""# ( *Z=#! *WZ))) <

1 *X#)Z"!" ( *WZ="* *WZ)))

!

K X=#ZW=# ( #Z*#A *WZ))) <

由正交实验结果和方差分析可以看出"极差越

小说明该因素影响越小"$因素影响下极差较小"且

偏差平方和以及Q比均较小"说明$因素对实验结

果影响较小"可以判断其为次要影响因素"$因素可

视为误差"在实验过程中可以简单考虑该因素对实

验的影响$ 1因素对京尼平产率影响较大"显著性

较高"为主要影响因素"实验过程中需要严格把控$

综合实验结果得出"各因素对京尼平产率的影响程

度为1jKjMj$$ 以京尼平产率为指标"由正交

实验结果确定最佳工艺条件为$

(

M

(

1

!

K

(

"即底物与

酶质量比 *a("时间为 * 2"N>为 =ZA"温度为 A)^$

,*!*,
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>=?<最佳工艺的验证

精密称取 A) 3&栀子苷加入到含 *)) 3&

"

B甘

露聚糖酶的 N>为 =ZA 的 A 3k醋酸缓冲溶液中"于

A)^水浴中震荡 * 2"稀释至 A) 3k"取其中的

)ZA 3k用甲醇定容至 A 3k"用高效液相色谱仪检

测反应液的出峰情况"重复 ! 次"结果如表 W 所示$

表 V<最佳条件验证

实验号 栀子苷峰面积 京尼平峰面积 产率C[ 平均产率C[

* (=ZX *)(=Z# #!Z(* <

( (AZ* *)#XZ# ##ZA= #=Z=W

! (!Z! *))XZ! #*ZX! <

在 N>为 =ZA"温度为 A)^"底物与酶质量比为

*a("时间为 * 2的优化条件下与正交实验 W 组实验

相比"产率最高"纯度较高"为&#!Z#W x)Z()'["水

解工艺合理$

>=@<产物结构分析

称取 * &栀子苷"加入到含 ( &

"

B甘露聚糖酶

的 N>为 =ZA 的 *)) 3k醋酸缓冲溶液中"于 A)^水

浴中震荡 * 2"将反应液转入分液漏斗"用 A) 3k乙

醚反复萃取 ! 次"浓缩后加入少量脱脂棉吸附蓝色

素$ 使用胶头滴管吸取清液转入烧杯中"于通风橱

中挥干"得到白色结晶物"取少量白色结晶物进行核

磁氢谱分析$ 样品核磁共振数据为!

*

>J+g

&A)) +>I"1K

!

@KB[

=

'"

%

!"Z""&9">B!'"AZ)(&9"

>BX'"!ZW# & -"Pc#Z= >I">B* '" !Z=W & -"Pc

*=Z= >I">B*)'"!Z=)&-"Pc*=Z= >I">B*)'"(ZW)

&9"/@1>

!

'"(Z!!&3">BA'"(Z)*&*>"3">B"'"

*Z"#&3">BW'"*Z(! &*>"3">B"'$ 通过与文献

*#+中的数据比较"反应产物为京尼平$ 京尼平具

有降糖活性"将京尼平作为抑制剂"考查其对
#

B淀

粉酶活性的抑制作用"结果发现抑制作用不显著"可

能存在其他机理来产生降糖活性"需进一步探讨$

?<结论

"

B甘露聚糖酶水解栀子苷制备京尼平具有价

格便宜"产率较高"反应迅速"产物纯度较高等优点$

通过单因素和正交实验"得出
"

B甘露聚糖酶催化栀

子苷水解制备京尼平工艺最优条件为!N>为 =ZA"

反应温度为 A)^"底物与酶质量比为 *a("反应时间

为 * 2"产率为 #=Z=W["纯度达到 #)[以上$
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巴斯夫与美克合资聚四氢呋喃装置在新疆投产

<<X 月 " 日"巴斯夫与新疆美克化工股份有限公司合资

兴建的聚四氢呋喃新生产装置在新疆维吾尔自治区库尔勒

市正式投产"开始为国内客户提供产品$ 新装置年产能

A 万:"由巴斯夫与美克的合资企业巴斯夫美克化工制造

&新疆'有限责任公司负责运营$

()*" 年 * 月"巴斯夫与美克的MK@&*"=B丁二醇'装置

在库尔勒基地建成投产$ 该装置年产能为 *) 万 :"由美克

与巴斯夫的另一家合资企业美克美欧化学品&新疆'有限

责任公司负责运营$

聚四氢呋喃主要用于生产面向各种纺织品的氨纶弹性

纤维"包括泳衣#运动装#内衣和外套等$ 此外"还是生产

GOl&热塑性聚氨酯'的基础原料"GOl可用于生产软管#薄

膜和电缆护套$ 其它应用包括热塑性聚醚酯#聚醚酰胺和聚

氨酯浇注弹性体等"多用于生产滑板和直排轮滑鞋滚轮等$

巴斯夫全球聚四氢呋喃年产能为 !A 万 :"在中国上海

和韩国蔚山都运营着聚四氢呋喃生产装置$ 此外"巴斯夫

还在美国的盖斯马和德国的路德维希港拥有聚四氢呋喃生

产装置$ !张华$
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