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摘要: 采用生物法，利用重组葡萄糖苷酶催化芦荟苷合成芦荟大黄素，通过单因素试验及均匀试验设

计得到了合成芦荟大黄素的最佳工艺条件: 反应时间 4 h，酶浓度 50 U /mL，叔丁醇∶ 水( v / v) = 5∶
5，反应温度 43 ℃，pH 值 5． 2． 该工艺条件下芦荟大黄素转化率为 92． 18% ．
关键词: 生物法; 芦荟苷; 芦荟大黄素; 重组葡萄糖苷酶

中图分类号: TS201．2;Ｒ285．5;Q814．9 文献标志码: A DOI:10． 3969 / j． issn． 2095 －476X． 2015． 02． 006

Study on biosynthesis of aloe-emodin
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Abstract: Ｒecombinant glucosidase was used to catalysis biosynthesize of aloe-emodin through aloin． Single
factor experiment and uniform design were used to optimize the biosynthesize conditions． As the result，the
optimal conditons of aleo-emodin’s biosynthesis were as following: reaction time 4 h，combinant glucosidase
concentration 50 U /mL，the ratio of tert-butanol and water 5∶5( v / v) ，reaction temperature 43 ℃，and pH
value 5． 2． Under those conditions，the highest yield was 92． 18% ．
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0 引言

芦荟的主要活性成分是芦荟大黄素，它能清除

人体自由基，具有抗肿瘤、抗菌、免疫抑制和泻下作

用，以及降脂减肥、去屑和光泽头发等功效［1 － 2］，还

可以作为重要原料制备治疗关节炎药物———双醋

瑞因［3］． 芦荟苷含 C—C 糖苷键，非常稳定，是所有

糖苷键中最难水解的，也是制约芦荟苷转化为芦荟

大黄素的难题． 国际上通常采用化学法来断裂该

键，但该法存在使用金属试剂或其他有害有毒物

质，且除杂工艺复杂等缺陷［4 － 7］．
目前，工业制备芦荟大黄素主要依赖天然提取

与化学合成，关于生物法制备芦荟大黄素的研究很

少，只有牛艳丰等［8 － 9］曾筛选细菌来源的生物酶，用

于转化芦荟苷为芦荟大黄素． 生物催化具有条件温

和、高效专一、环境友好等特点，将生物技术应用于

芦荟大黄素的生产开发必将为芦荟产业发展带来

巨大动力． 本文拟采用生物法，利用米曲霉来源的
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重组葡萄糖苷酶有效地水解 C—C 糖苷键制备芦荟

大黄素，为大规模生物法制备芦荟大黄素奠定基础．

1 材料与方法

1． 1 试剂与仪器

试剂: 芦荟苷标准品( 质量分数 ＞ 99% ) 、芦荟

大黄素标准品 ( 质量分数 ＞ 99% ) ，均购于 SIGMA
公司; 甲醇( GＲ) 、叔丁醇( GＲ) 、氢氧化钾( AＲ) ，河

南华丰试剂公司产; 芦荟大黄素样品、葡萄糖苷酶、
层析溶剂和显色剂，均由郑州轻工业学院生物实验

室制备．
仪器: HJ － 3 型磁力搅拌器，常州国华电器有限

公司产; HH － S112 型恒温水浴锅，上海医疗器械五

厂产; DGX － 9243B － 2 型电热恒温鼓风干燥箱，上

海一恒科技有限公司产; Waters 高效液相色谱系统、
XTerra MS C18 色谱柱( 4． 6 mm × 250 mm，5 μm) 、
Waters 1525 型紫外检测器、Waters 2487 型高压恒流

泵，均由美国沃特世( Waters) 仪器有限公司产．
1． 2 实验方法

1． 2． 1 HPLC 检测方法 检测条件为: 检测波长为

254 nm; 流动相为甲醇∶0． 1% 乙酸水溶液( v / v) =
80∶20; 进样量为 10 μL; 流速为 0． 8 mL /min; 柱温

为 30 ℃ ．
1． 2． 2 芦荟大黄素标准曲线绘制方法 精确称取

芦荟大黄素标准品 50． 0 mg，并加入适量乙酸乙酯，

超声 10 min 促使其溶解，冷却后，以甲醇定容至

50 mL，配制成 1 mg /mL 的标准溶液． 然后配制成浓

度分 别 为 0． 1 mg /mL，0． 2 mg /mL，0． 4 mg /mL，

0． 6 mg /mL，0. 8 mg /mL 的梯度标准溶液．
1． 2． 3 芦荟大黄素合成及其转化率计算方法 芦

荟苷在糖苷酶的作用下转化为芦荟大黄素，其示意

反应方程为

芦荟苷( C—C 糖苷键) + 水
酶解和氧气氧化

→
反应介质

芦荟大黄素 + 葡萄糖

称取芦荟苷 5 g 放入 500 mL 圆底烧瓶内，依次

加入 65 mL 醋酸缓冲液 ( 20 mmol /L，pH = 5． 2 ) ，

30 mL叔丁醇和 5 mL 重组葡萄糖苷酶粗酶液，在

50 ℃，150 r /min 条件下反应 4 h，反应液用 HPLC 检

测． 芦荟大黄素转化率的计算公式为

芦荟大黄素转化率 = 芦荟大黄素质量 × 418
芦荟苷质量 × 270 × 100%

1． 2． 4 芦荟大黄素的分离纯化 反应液在 60 ℃条

件下真空干燥，经索氏提取后于 5 ℃放置结晶，抽滤

后，滤饼用 10 mL 甲苯洗涤两次，该洗涤液 60 ℃真

空干燥得芦荟大黄素粗品． 将浓缩的芦荟大黄素甲

苯溶液加入硅胶柱中，乙酸乙酯洗脱． 将含有芦荟

大黄素的洗脱液合并后，减压浓缩得棕黄色的残

渣． 利用 HPLC 检测芦荟大黄素纯度．
1． 2． 5 各实验因素对芦荟大黄素转化的影响 依

据芦荟大黄素合成方法，分别在 1 h，2 h，4 h，6 h，

8 h，10 h，12 h 时间下取样检测，考察反应时间对芦

荟大黄素转化率的影响; 调整加酶量，在酶活单位

分别 为 40 U /mL，45 U /mL，50 U /mL，55 U /mL，

60 U /mL条件下进行合成实验，考察酶浓度对芦荟

大黄素转化率的影响; 调整叔丁醇浓度，分别在叔

丁醇和水的比例 ( v / v) 为 1∶9，3∶7，5∶5，7∶3，

9∶1条件下进行合成实验，考察叔丁醇浓度对芦荟

大黄素转化率的影响; 调整反应温度，分别在 30 ℃，

40 ℃，50 ℃，60 ℃，70 ℃ 温度下进行合成实验，考

察反应温度对芦荟大黄素转化率的影响; 在 pH 值

分别为3． 6，4． 2，5． 2，6． 2，7． 2，8． 0 条件下生物合成

芦荟大黄素，考察 pH 值 对 芦 荟 大 黄 素 转 化 率 的

影响．
1． 2． 6 均匀试验设计 选取反应时间 ( X1 ) 、叔丁

醇浓度( X2 ) 及反应温度( X3 ) 三因素进行均匀设计，

考查各因素对芦荟苷水解的影响． 根据因素水平

( 见表 1) ，按照 U5 ( 53 ) 表进行均匀试验设计．

表 1 因素水平表

试验号 X1 /h X2 ( v /v) X3 /℃
1 4 1∶9 30
2 6 3∶7 40
3 8 5∶5 50
4 10 7∶3 60
5 12 9∶1 70

2 结果与讨论

2． 1 芦荟大黄素标准曲线

通过 HPLC 测得不同浓度芦荟大黄素对应的峰

面积，以浓度对峰面积作图，得芦荟大黄素标准曲

线如图 1 所示．
由 图 1 可 知，芦 荟 大 黄 素 浓 度 在 0． 1 ～

0． 8 g·L －1范围内，其峰面积与浓度呈良好的线性

关系: y = 5 × 107x + 2 × 106 ( 决 定 系 数 Ｒ2 =
0． 999 1) ，在此浓度范围内，测定不同样品的峰面积

可计算出对应的浓度，其计算公式为

芦荟大黄素浓度 = 芦荟大黄素峰面积 － 2 × 106

5 × 107

采用 HPLC 对芦荟大黄素标准品和芦荟大黄素
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图 1 芦荟大黄素标准曲线

反应液纯化后样品进行分析，结果见图 2． 由图 2 可

知，芦荟大黄素标准品的保留时间为 7． 092 min，纯

化后样品保留时间在 7． 097 min 处有一个明显的

峰，判断其为芦荟大黄素，纯化后的芦荟大黄素中

基本不含有底物芦荟苷．
2． 2 各因素对重组葡萄糖苷酶催化合成芦荟大黄

素的影响

2． 2． 1 反应时间 考察反应时间对芦荟大黄素转

化率的影响，结果如图 3 所示． 由图 3 可知: 在 4 h
范围内，随着反应时间的延长，芦荟大黄素转化率

不断升高，二者呈正相关，最高转化率达 84． 58% ;

当反应时间超过 4 h 后，芦荟大黄素转化率变化不

明显． 因此，为保证芦荟大黄素的产量和工作效率，

选择反应时间 4 h 为宜．
2． 2． 2 酶浓度 考察酶浓度对芦荟大黄素转化率

的影响，结 果 如 图 4 所 示． 由 图 4 可 知，在 40 ～
50 U /mL 范围内，芦荟大黄素转化率与酶浓度呈正

相关，随着酶浓度的增加，芦荟大黄素转化率不断

升高，最高达 86． 21% ; 当酶浓度大于 50 U /mL 时，

芦荟大黄素转化率变化不明显． 因此，选择酶浓度

50 U /mL 为宜．
2． 2． 3 叔丁醇浓度 考察叔丁醇浓度对芦荟大黄

素转化率的影响，结果如 5 所示． 由图 5 可知，叔丁

醇浓度对葡萄糖苷酶水解芦荟苷影响较大． 当叔丁

醇∶水 ( v / v) = 5∶5 时，芦荟大黄素转化率高达

84． 09% ． 当叔丁醇浓度减小时，芦荟苷溶解度下降，

从而使芦荟大黄素转化率降低; 当叔丁醇浓度过高

时，叔丁醇会降低葡萄糖苷酶活力，导致芦荟大黄

素转化率降低． 因此，选择叔丁醇: 水 ( v / v) = 5∶5
为宜．
2． 2． 4 反应温度 考察反应温度对芦荟大黄素转

化率的影响，结果如图 6 所示． 由图 6 可知，当反应

图 2 芦荟大黄素 HPLC 谱图

图 3 反应时间对芦荟大黄素转化率的影响

温度低于 50 ℃时，芦荟大黄素转化率随着温度的升

高而升高; 当反应温度为 50 ℃时，芦荟大黄素转化

率最大为 85． 78% ; 当反应温度大于 50 ℃ 时，芦荟

大黄素转化率迅速降低，原因可能是由于反应温度

较高，酶蛋白发生变性，导致其丧失酶活力，影响芦

荟苷的水解，从而使芦荟大黄素转化率下降． 因此，

选择反应温度 50 ℃为宜．
2． 2． 5 pH 值 考察 pH 值对芦荟大黄素转化率的

影响，结果如图 7 所示． 由图 7 可知，当 pH 值在

3． 6 ～ 5． 2 范围内，芦荟大黄素转化率随 pH 值增大
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图 4 酶浓度对芦荟大黄素转化率的影响

图 5 叔丁醇浓度对芦荟大黄素转化率的影响

图 6 反应温度对芦荟大黄素转化率的影响

而逐渐升高，说明该重组葡萄糖苷酶不耐酸，在强

酸条件下，该酶蛋白易发生变性，致使芦荟大黄素

转化率较低; 当 pH 值为 5． 2 时，芦荟大黄素转化率

达最大为 85． 08% ; 当 pH 值在 5． 2 ～ 8． 0 范围内，芦

荟大黄素转化率变化不明显，说明该重组葡萄糖苷

酶适宜在弱酸和弱碱性条件下反应，具有广泛的 pH
值适应性． 因此，选择 pH =5． 2 为宜．
2． 2． 6 均匀试验 在单因素试验基础上，鉴于反应

图 7 pH 值对芦荟大黄素转化率的影响

时间、叔丁醇浓度及反应温度在一定范围内对芦荟

大黄素转化率的影响显著，而酶浓度和 pH 值对芦

荟大黄素转化率的影响则趋于平稳． 故在优选最佳

工艺时，选择 X1，X2 及 X3 三因素进行均匀试验设

计，综合考察各因素对葡萄糖苷酶催化合成芦荟大

黄素的影响． 均匀试验结果见表 2．

表 2 均匀试验结果

试验
号

因素

X1 /h X2 ( v /v) X3 /℃
转化率( Y) /%

观测值 拟合值 拟合误差

1 4 7∶3 50 21． 23 20． 91 0． 315 7
2 6 1∶9 40 90． 95 91． 19 － 0． 236 8
3 8 5∶5 30 14． 73 15． 52 － 0． 789 3
4 10 9∶1 70 8． 62 8． 65 － 0． 026 3
5 12 3∶7 60 38． 02 37． 28 0． 736 6

利用 DPS7． 05 统计软件对表 2 试验结果进行

拟合，得到芦荟大黄素转化率与酶促反应各因素关

系的数学模型: Y = 120． 85 － 29． 08X2 + 2． 40X2
2 －

0． 50X1X2 ． 该数学模型的回归系数 Ｒ = 0． 999 9，剩

余标准 差 S = 1． 149 8，调 整 后 的 相 关 系 数 Ｒa =
0． 999 4，表明该模型可以很好地反映芦荟大黄素转

化率与各因素之间的关系，可有效预测不同 X1，X2

及 X3 条件下芦荟大黄素的转化率． F 值 =1 118． 027，

显著水平 P =0． 022，表示回归方程显著．
由曲线拟合方程可知，各因素最优组合为: 反

应时间 4 h，叔丁醇∶水 ( v / v) = 5∶5; 反应温度为

43 ℃，在此条件下芦荟大黄素得率为 92． 18% ．

3 结论

本文采用生物法，利用米曲霉来源的重组葡萄

糖苷酶催化合成芦荟大黄素． 经反应时间、叔丁醇

( 下转第 41 页)
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卷烟的感官品质．

3 结论

本文利用水提醇沉法对枸杞多糖进行了提取

分离，研究了其不同添加量在卷烟中的应用效果及

评价． 评吸结果表明，枸杞多糖对卷烟香气量、杂

气、刺激性、甜度等方面有改善效果，在卷烟中起到

掩盖杂气、去除刺激、改善余味的作用． 枸杞多糖在

卷烟中的适宜添加量为( 5 ～ 10) × 10 －6 g． 研究了枸

杞多糖在不同条件下的热裂解产物，其在热裂解过

程中可以释放出小分子的醛类、酮类物质等具有特

殊香味的化合物，可以产生花香、烘烤香、甜香、奶

香、果香等韵调，这为枸杞多糖及枸杞内在成分在

卷烟中的应用提供了参考．
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用［J］． 郑州轻工业学院学报: 自然科学版，2013，28
( 2) : 41．

［8］ 闫克玉． 卷烟烟气化学［M］． 郑州: 郑州大学出版社，

2002: 2 － 6．

( 上接第 29 页)

浓度及反应温度等单因素试验及均匀试验设计优

化，得到合成芦荟大黄素最佳工艺条件为: 反应时

间 4 h，酶浓度 50 U /mL，叔丁醇∶水( v / v) = 5∶5，

反应温度 43 ℃，pH 值 5． 2． 该工艺条件下芦荟大黄

素转化率为 92． 18% ．
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