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人参皂苷 Ｒｂ３ 糖基水解酶的纯化及其反应特性
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( 大连工业大学 生物工程学院ꎬ 辽宁 大连 １１６０３４ )

摘　 要: 人参皂苷 Ｒｂ３ 是三七茎叶皂苷的主要成分ꎮ 为了充分利用廉价的三七茎叶皂苷ꎬ该研究以微生物

Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｓｐ. Ｐ９０ｒ 菌为对象ꎬ综合运用生物转化的方法ꎬ经过提取、分离纯化和酶活力测定等步骤ꎬ最终以

确定酶反应途径的方式得到了所产的特异性人参皂苷 Ｒｂ３ 糖基水解酶的相关性质和动力学等反应特性ꎮ

结果表明:该酶比 Ａｂｓｉｄｉａ ｓｐ. ＧＲＢ３￣Ｘ８ｒ 菌产酶活力高 １５％ ~２５％ꎬＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳结果测得分子量约为 ６５.６
ｋｕꎬ纯化后酶蛋白的含量为 ０.２３７ ｍｇｍＬ￣１ꎬ蛋白比活力可达到 １６９ Ｕｍｇ￣１ꎬ纯化倍数为 １３.７０ꎬ回收率为

９.３９％ꎮ 人参皂苷 Ｒｂ３ 糖基水解酶在 ｐＨ＝ ５.０ 的偏酸性环境下酶活力很高ꎬ最适反应条件:ｐＨ＝ ３.０~ ５.０ꎬ温

度 ４５ ℃ꎬ其中在 ｐＨ＝ ４.０~ ６.０ 范围内相对稳定ꎮ 该酶在 ２０ ｍｉｎ 时进入混合级反应ꎬ酶反应米氏常数 Ｋｍ值

为 ８.７７ ｍｍｏｌＬ￣１ꎬＶｍａｘ为 ５７.４４ ｍｍｏｌＬ￣１ ｈ￣１ꎬ在 ６０ ｍｉｎ 时反应速度达到最大ꎬＶｍａｘ 趋于稳定ꎬ为 ６６.６３

ｍｍｏｌＬ￣１ｈ￣１ꎮ 通过对酶的催化特性研究表明ꎬ该酶先水解 Ｒｂ３ 的 ２０￣Ｏ￣木糖基ꎬ其次水解３￣Ｏ￣葡萄糖基ꎬ

最终催化反应产物中有 Ｆ２ 和 Ｃ￣Ｋ 生成ꎮ 综上结果ꎬ微生物 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｓｐ. Ｐ９０ｒ 菌酶具有能水解人参皂苷

Ｒｂ３ 木糖基和葡萄糖基的特异性ꎮ
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　 　 我国高产量的人参属植物是人参 ( Ｐａｎａｘ
ｇｉｎｓｅｎｇ)、三七 ( Ｐ. ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ)、西洋参 ( Ｐ. ｑｕ￣
ｉｎｇｕｅｆｏｌｕｓ)等ꎬ其人参属植物中化学成分比较复

杂ꎬ主要的有效活性物质是人参皂苷(宋亚会和姜

晓军ꎬ２００９)ꎮ 其主要活性成分为人参皂苷 Ｒｂ１、
Ｒｂ２、Ｒｂ３、Ｒｃ、Ｒｄ、Ｒｅ、Ｒｇ１ 等(金凤燮ꎬ２００９)ꎮ 目

前ꎬ已分离鉴定出 １８２ 种人参皂苷 ( Ｋｉｍ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１７)ꎮ 现代药理学研究发现ꎬ某些稀有人参皂苷

具有很好的药理和临床方面的疗效ꎮ 因此ꎬ利用

生物转化法ꎬ用含量较高的人参皂苷为底物ꎬ获得

产量大、纯度高的稀有人参皂苷ꎬ具有非常重要的

科研意义和社会价值(张怡轩等ꎬ２００８ꎻ吴红金和

刘宇娜ꎬ２００８ꎻＪｉａꎬ２００９ꎻＪｉｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２ꎻ居乃香和

孙静ꎬ２０１４ꎻ韩淑娴和游云ꎬ２０１６ꎻ毛柳珺ꎬ２０１７)ꎮ
三七茎叶皂苷以 Ｒｂ３ 为主ꎬ Ｒｂ３ 分子带有

２０￣Ｏ￣Ｘｙｌ￣Ｇｌｃ￣糖链和 ３￣Ｏ￣Ｇｌｃ￣Ｇｌｃ￣糖链ꎬ活性低、难
吸收ꎬ因此三七茎叶利用率低(金凤燮ꎬ２００９)ꎮ 为

了提高三七茎叶皂苷的利用价值ꎬ将 Ｒｂ３ 转化为

高活性、低糖基的 Ｆ２、Ｃ￣Ｋ 皂苷ꎬ是提高三七茎叶

皂苷利用度的可行途径ꎮ 为此ꎬ本实验室研究了

Ｒｂ３ 的生物转化ꎬＡｓｐｅｒｇｉｎｌｌｕｓ ｎｉｇｅｒ ｇ. ４８ 菌产人参

皂苷酶 Ｉ 型(分子量为 ７４ ｋＤ)ꎬ同时水解 Ｒｂ３ 的

２０￣Ｏ￣木糖基和 ３￣Ｏ￣葡萄糖基ꎬ通过 Ｒｂ３→Ｃ￣Ｍｘ１→
Ｃ￣Ｍｘ→Ｃ￣Ｋ 途径和 Ｒｂ３→Ｒｄ→Ｆ２→Ｃ￣Ｋ 的两个途

径水解 Ｒｂ３(Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４)ꎻ还有 Ａ. ｎｉｇｅｒ ｇ.８４８
菌所产的人参皂苷酶 Ｉ 型(分子量为 ７５ｋＤ)ꎬ水解

Ｒｂ３ 的糖基ꎬ生成 Ｒｄ、Ｆ２、Ｃ￣Ｋ 等皂苷( Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ

２０１５)ꎻ但上述两种 Ａ. ｎｉｇｅｒ 所产的人参皂苷酶水

解的三七茎叶皂苷主要生成人参皂苷 Ｃ￣Ｍｘ 和

Ｃ￣Ｋꎬ并有越南参皂苷 Ｒ７ 和三七参皂苷 Ｆｃ 残留ꎬ
说明 Ａ. ｎｉｇｅｒ 菌产酶与三七茎叶复合皂苷反应时ꎬ
很难水解 Ｃ￣Ｍｘ 或 Ｒｂ３ 皂苷的 ２０￣Ｏ￣末端木糖基ꎬ
对 Ｒ７ 和 Ｆｃ 皂苷的 ３￣Ｏ￣末端木糖基无水解作用ꎬ
影响了高活性皂苷 Ｃ￣Ｋ 的产率ꎮ 为了解决酶很难

水解 三 七 茎 叶 皂 苷 的 木 糖 基 问 题ꎬ 赵 信 平 等

(２０１８)研究了 Ａｂｓｉｄｉａ ｓｐ. ＧＲＢ３￣Ｘ８ｒ 菌产特异性

人参皂苷 Ｒｂ３ 木糖苷酶(分子量 ６６.７ ｋＤａ)ꎬ但是

该酶仅能水解 Ｒｂ３ 的 ２０￣Ｏ￣木糖基ꎬ欠缺进一步水

解 ３￣Ｏ￣葡萄糖基生成 Ｆ２ 的酶活力ꎮ 因此ꎬ本文利

用生物转化法研究另一种微生物 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｓｐ.
Ｐ９０ｒ 菌所产的人参皂苷 Ｒｂ３ 糖基水解酶ꎬ以期获

得纯酶的相关性质和动力学等反应特性ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料、试剂和仪器

Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｓｐ. Ｐ９０ｒ 菌ꎬ本实验室从大曲中筛

选分离得到ꎮ 人参皂苷 Ｒｂ３、Ｒｄ、Ｆ２、Ｃ￣Ｋꎬ由天乐

集团提供ꎮ 标准蛋白(齐崴等ꎬ２００５)ꎬ购于大连宝

生物公司ꎮ 柠檬酸、过硫酸铵为天津市大茂化学

试剂厂产品ꎻ丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰胺为北京化

工厂产品ꎻ甘氨酸、溴酚蓝、考马斯亮兰 Ｇ２５０、四
甲基乙二胺(ＴＥＭＥＤ)购置于国药集团化学试剂有

限公司ꎻ十二烷基硫酸钠为北京鼎国生物技术发
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展中心产品ꎻ以上试剂均为分析纯试剂ꎮ
薄层层析板 Ｓｉｌｉｃａ ｇｅｌ ６０￣Ｆ２５４ꎬ德国 Ｍｅｒｃｋ 公

司产品ꎻＤＥＡＥ￣Ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ ＤＥ￣５２ꎬ英国 Ｗｈａｔｍａｎ 公

司产品ꎻＣＳ９３０ 双波长薄层扫描仪购置于日本津岛

公司ꎻＢＳＺ￣１６０ 自动部分收集器由上海金生达生化

仪器有限公司提供ꎻ蛋白质电泳仪购置于 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ
公司ꎻＷａｔｅｒｓ ２６９５ 高效液相色谱仪ꎻＷａｔｅｒｓ ２９９６
ＰＤＡ 光电二极管阵列检测器ꎻＫｎａｕｅｒ Ｃ１８ 色谱柱

(５ μｍꎬ３ ｍｍ × ２５０ ｍｍ)ꎮ
１.２ 方法

１.２.１ 粗酶液的制备 　 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｓｐ. Ｐ９０ｒ 菌接种

于含 ５％的麦汁、１％的三七茎叶浸出液ꎬｐＨ ＝ ６.６
的察氏培养基中ꎬ在 ３０ ℃摇床培养 ５ ~ ６ ｄꎻ离心除

菌体ꎬ上清液中缓慢加入已研磨好的硫酸铵粉末

至 ８０ ％饱和度ꎬ摇匀ꎬ于 ４ ℃下静置 ６ ｈꎻ离心收集

蛋白质沉淀ꎮ 将沉淀溶于少量的 ０. ０１ ｍｏｌＬ￣１

ｐＨ＝ ３.０ 磷酸氢二钠－柠檬酸缓冲液ꎬ透析ꎬ每 ２ ｈ
更换一次缓冲液ꎬ透析 ２０ ｈꎻ离心除杂ꎬ沉淀溶于

０.０２ ｍｏｌＬ￣１ ｐＨ３.０ 磷酸氢二钠－柠檬酸缓冲液

中ꎬ即为粗酶液ꎮ
１.２.２ 酶活力的测定　 取 ０.１ ｍＬ 的 ０.２％的人参皂

苷 Ｒｂ３(０.０２ ｍｏｌＬ￣１ꎬｐＨ３.０ 磷酸氢二钠－柠檬酸

缓冲液)与 ０.１ ｍＬ 粗酶液混合ꎬ在 ４５ ℃条件下反

应 ２４ ｈꎬ加入 ０.２ ｍＬ 水饱和正丁醇终止酶反应ꎬ取
上层有机相作 ＴＬＣ 薄层层析或 ＨＰＬＣ 检测ꎮ 酶活

力单位ꎬ定义为每小时降解 １ ｍｍｏｌ Ｒｂ３ 酶量为一

个酶活力单位ꎮ
１.２.３ 薄层层析(ＴＬＣ) 　 酶水解人参皂苷 Ｒｂ３ 生

成产物用 ＴＬＣ 方法测定ꎮ 展开剂为 Ｖ(氯仿) ∶
Ｖ(甲醇) ∶ Ｖ(水)的比例为 ７ ∶ ３ ∶ ０.５ꎬ展开后用

１０％ Ｈ２ＳＯ４水溶液ꎬ于 １０５ ℃加热显色ꎮ ＴＬＣ 检测

图中的各组分的百分含量ꎬ利用 Ｂａｎｄｓｃａｎ 分析软

件分析(Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５)ꎮ
１.２.４ 高效液相色谱(ＨＰＬＣ) 　 色谱条件:色谱仪ꎬ
Ｗａｔｅｒｓ ２６９５ 高效液相色谱分析仪ꎬＷａｔｅｒｓ ２９９６
ＰＤＡ 光电二极管阵列检测器及 Ｅｍｐｏｗｅｒ 色谱工作

站进行检测ꎮ 色谱柱:Ｋｎａｕｅｒ Ｃ１８ 柱ꎻ流动相:乙
腈(Ａ) －水 ( Ｂ)ꎻ０ ~ ２０ ｍｉｎꎬ２０％ Ａ 等度ꎻ２０ ~ ３１
ｍｉｎꎬ２０％Ａ~３２％Ａ 线性梯度ꎻ３１ ~ ４０ ｍｉｎꎬ３２％Ａ~
４３％Ａ 线性梯度ꎻ４０ ~ ７０ ｍｉｎꎬ４３％Ａ~ １００％Ａ 线性

梯度ꎻ进样量:１０ μＬꎻ柱温:３５ ℃ꎻ体积流速:０. ６
ｍＬｍｉｎ￣１ꎻ检测波长:２０３ ｎｍꎮ
１.２.５ 酶的分离纯化 　 先向 ＤＥＡＥ￣ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ ＤＥ５２
阴离子交换柱中缓慢上样 ６ ｍＬ 粗酶液ꎬ进行分离

提纯ꎮ 再配制由 ２０ ｍｍｏｌＬ￣１ ｐＨ３.０ 的磷酸氢二

钠－柠檬酸缓冲体系溶液溶解的浓度为 ４０、５０、６０、
７０、８０、９０、１００ ｍｍｏｌＬ￣１的 ＫＣｌ 溶液ꎬ对上样后的

粗酶液进行梯度洗脱ꎬ每一梯度洗 １００ ｍＬꎬ控制流

速为 １ ｍＬｍｉｎ￣１ꎬ用自动部分收集器ꎬ大约每 ３
ｍＬ 收集 １ 试管洗脱液ꎻ收集酶液与 ０.１％ Ｒｂ３ 反

应ꎬＴＬＣ 检测ꎬ筛选出含有 Ｒｂ３ 糖基水解酶活力的

洗脱液ꎮ
１.２.６ 蛋白质分子量的测定 　 将含有酶活力的洗

脱液ꎬ做 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳ꎬ确定产生单一条带的试

管ꎬ同时计算人参皂苷 Ｒｂ３ 糖基水解酶的分子量

(李建武ꎬ１９９７)ꎮ ＳＤＳ 聚丙烯酰胺凝胶的浓缩胶

和分离胶分别为 ５％和 １２％ꎬ电压分别为 ６０ Ｖ 和

１２０ Ｖꎮ
１.２.７ 人参皂苷 Ｒｂ３ 糖基水解酶最佳反应条件 　
测定最佳 ｐＨ:分别配制 ｐＨ 值为 １.３、２.２、３、４、５、
６、７、８、９、１０ 的缓冲溶液ꎬ将 ０.１％的人参皂苷 Ｒｂ３
溶于不同 ｐＨ 值的缓冲溶液中ꎬ每个 ｐＨ 值底物溶

液与同 ｐＨ 值的酶液等体积均匀混合ꎬ在适宜的条

件下做酶促反应ꎬ用 ＴＬＣ 法检测人参皂苷 Ｒｂ３ 的

水解情况ꎮ 确定 ｐＨ 稳定性:取纯化酶液与不同

ｐＨ 值的缓冲液等量混合ꎬ室温下放置 ３０ ｍｉｎꎬ加
入人参皂苷 Ｒｂ３ 底物溶液ꎬ于酶的最适 ｐＨ 值反应

体系中检测酶活力ꎬ以未经处理过的酶活力作为

１００％计算相对酶活力ꎮ 确定最佳反应温度:在上

述反应条件下ꎬ采用 ３５、４０、４５、５０、５５℃ 条件下进

行酶催化反应ꎮ 确定最佳反应时间:在最佳反应

温度下ꎬ将酶液与底物溶液分别反应 １ / ６、１ / ３、
１ / ２、１、２、４、８、１２、２４ ｈꎬ用 ＴＬＣ 法检测人参皂苷

Ｒｂ３ 的水解情况ꎮ
１.２.８ 酶反应动力学　 配制浓度分别为 １４.３、１６.７、
２０.０、２５.０、３３.０、５０.０ ｍｍｏｌＬ￣１的 Ｒｂ３ 底物溶液

与等体积纯酶液混合ꎬ最终浓度分别为 ７. １５、
８.３５、１０.０、１２.５、１６.５、２５.０ ｍｍｏｌＬ￣１的 Ｒｂ３ 底物

溶液ꎻ于 ４５ ℃ 反应 ５、１０、２０、４０、６０、９０、１２０、１８０
ｍｉｎ 后ꎬ对 Ｒｂ３ 反应产物做 ＴＬＣ 检测ꎬ利用分析

８０７ 广　 西　 植　 物 ４０ 卷



ＴＬＣ 版皂苷斑点中 Ｒｂ３ 的降解量ꎬ确定 Ｒｂ３ 各底

物浓度在 ５、１０、２０、４０、６０ ｍｉｎ 时的 Ｒｂ３ 酶反应初

速 度 ( 平 均 值 )ꎮ 根 据 酶 反 应 初 速 度ꎬ 作

Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ￣Ｂｕｒｋ 曲线 (齐崴等ꎬ ２００１ꎻ张华新等ꎬ
２００６ꎻ陈娇娇等ꎬ２０１１ꎻ史刘辉等ꎬ２０１２):

１
Ｖ

＝
Ｋｍ

Ｖｍａｘ
× １
Ｓ
＋ １
Ｖｍａｘ

ꎮ

通过所得到的直线方程可以得到横轴的截距

－１ / Ｋｍꎬ纵轴的截距 １ / Ｖｍａｘꎬ即可计算出 Ｋｍ和 Ｖｍａｘ

值ꎬ将结果代入得 Ｍｉｃｈａｅｌｉｓ￣Ｍｅｎｔｅｎ 方程ꎮ 这为酶

反应工程设计提供依据ꎮ
１.２.９ 以 ｐＮＰ 为底物的酶活性测定 　 以对硝基苯

酚单 糖 苷 ( ｐＮＰ￣α￣Ｄ￣Ｇａｌ、 ｐＮＰ￣β￣Ｌ￣Ａｒａ、 ｐＮＰ￣α￣Ｌ￣
Ｒｈａ、ｐＮＰ￣β￣Ｄ￣Ｘｙｌ、ｐＮＰ￣β￣Ｄ￣Ｇｌｕ)为底物ꎬ含有 ４００
μＬ 的 ０.０８ ｍｍｏｌＬ￣１的 ｐＮＰ 底物溶液ꎬ与酶样品

１００ μＬ 混合ꎬ４５ ℃ 反应 ３０ ｍｉｎ 后加入 ５ ｍＬ １
ｍｏｌＬ￣１ Ｎａ２ＣＯ３终止反应ꎬ测定 ４０５ ｎｍ 下的吸光

值ꎮ 酶活力定义为单位时间内释放 １ μｍｏｌ 硝基苯

酚的酶量为一个酶活力单位ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 粗酶液的制备

由 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｓｐ. Ｐ９０ｒ 菌接种得到的粗酶液ꎬ
在 Ｒｂ３ 浓度 ０. ０１％ ~ ０. ５％范围内ꎬ均能转化为

Ｒｄ、Ｆ２ 和 Ｃ￣Ｋꎮ 最佳反应温度为 ４５ ℃ꎬ最佳反应

时间 ２ ｈꎬｐＨ 值在 １.３ 至 ６.０ 的状态下反应效果较

好ꎬ酶反应最佳 ｐＨ 为 ３.０ ~ ５.０ꎬ而在 ｐＨ４.０ ~ ６.０
范围内相对稳定ꎬ其中在 ｐＨ５.０ 的偏酸性环境下

稳定性最高ꎬ如图 １ 和图 ２ 所示ꎮ
经三次实验结果表明ꎬＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｓｐ. Ｐ９０ｒ 菌

产酶 活 力ꎬ 在 相 同 条 件 下 比 文 献 中 的 Ａｂｓｉｄｉａ
ｓｐ. ＧＲＢ３￣Ｘ８ｒ 菌产酶活力ꎬ提高了 １５％ ~２５％ꎮ
２.２ 酶的分离纯化

将上述粗酶液经 ＤＥＡＥ￣Ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ ＤＥ５２ 离子交

换柱洗脱ꎬ收集的第 ８１、９３、９４、９５ 试管ꎬ具有将人

参皂苷 Ｒｂ３ 水解生成人参皂苷 Ｒｄ、Ｆ２ 和 Ｃ￣Ｋ 的高

酶活力ꎮ 因此对第 ８１、９３、９４、９５ 管的酶液进行

ＰＡＧＥ 电泳ꎬ 结果第 ９３、９４ 管酶基本为电泳单带ꎻ
将上述电泳单带的酶蛋白切胶回收ꎬ 进一步采用

Ｒｂ３ꎬ Ｒｄꎬ Ｒｂ１ꎬ Ｆ２ꎬ Ｃ￣Ｋ. 人参皂苷标准品ꎻ １－１０. ｐＨ 值ꎻ
１０－２４. 反应时间ꎮ
Ｒｂ３ꎬ Ｒｄꎬ Ｒｂ１ꎬ Ｆ２ꎬ Ｃ￣Ｋ. Ｈｙｄｒｏｌｙｚｅｄ ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅ ｓｔａｎｄａｒｄꎻ １－
１０. Ｖａｌｕｅ ｏｆ ｐＨꎻ １０－２４. Ｒｅａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ.

图 １　 ｐＨ 和时间对人参皂苷 Ｒｂ３ 糖基
水解酶粗酶液反应的影响

Ｆｉｇ. １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐＨ ａｎｄ ｔｉｍｅ ｏｎ ｈｙｄｒｏｌｙｚｅｄ ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅ
Ｒｂ３￣ｇｌｙｃｏｓｙｌａｓｅ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｒｅａｃｔｉｏｎ

图 ２　 人参皂苷 Ｒｂ３ 糖基水解酶 ｐＨ 值稳定性
Ｆｉｇ. ２　 Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｐＨ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｔｈｅ ｈｙｄｒｏｌｙｚｅｄ

ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅ Ｒｂ３￣ｇｌｙｃｏｓｙｌａｓｅ
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表 １　 人参皂苷 Ｒｂ３ 糖基水解酶纯化结果
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｈｙｄｒｏｌｙｚｅｄ ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅ Ｒｂ３￣ｇｌｙｃｏｓｙｌａｓｅ

样品
Ｓａｍｐｌｅ

体积
Ｖｏｌｕｍｅ
(ｍＬ)

总酶活性
Ｔｏｔａｌ ｅｎｚｙｍｅ

ａｃｔｉｖｉｔｙ
(Ｕ)

总蛋白含量
Ｔｏｔａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ

ｃｏｎｔｅｎｔ
(ｍｇ)

提纯倍数
Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｍｕｌｔｉｐｌｅ

回收率
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ

(％)

粗酶液
Ｃｒｕｄｅ ｅｎｚｙｍｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

１００ １ ３２０ １２９.６０ １.００ １００.００

硫酸铵沉淀后酶液
Ｅｎｚｙｍｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｅｄ ｂｙ ａｍｍｏｎｉｕｍ ｓｕｌｆａｔｅ

１０ ４９０ ３９.７２ １.２１ ３７.１２

ＤＥＡＥ￣Ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ ＤＥ５２ 处理后酶液
Ｅｎｚｙｍｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＤＥＡＥ￣Ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ ＤＥ５２

６ ２４８ １.４２ １３.７０ ９.３９

图 ３　 经纯化后提纯酶的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ
Ｆｉｇ. ３　 Ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｅｎｚｙｍｅ ｉｎ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ

ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳法检测ꎬ结果如图 ３ 所示ꎮ
经硫酸铵沉淀以及 ＤＥＡＥ￣Ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ ＤＥ５２ 分离

纯化的结果见表 １ꎮ 从表 １ 可以看出ꎬ纯化后酶蛋

白的含量为 ０. ２３７ ｍｇｍＬ￣１ꎬ蛋白比活力为 １６９
Ｕｍｇ￣１ꎬ纯化倍数为 １３.７０ꎬ回收率为 ９.３９％ꎮ

由图 ３ 可知ꎬ提纯分离的 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｓｐ. Ｐ９０ｒ
菌的第 ９３、９４ 管洗脱液ꎬ产生了电泳单一条带ꎬ证

明是纯酶蛋白ꎮ 根据 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 中各标准蛋白条

带的相对迁移率ꎬ得到蛋白质分子质量标准曲线

和相对迁移率的回归方程:ｙ ＝ ５. ０９０ ９ － ０.９５６ ６ｘ
(Ｒ２ ＝ ０.９９３ ９)ꎮ 经计算得到人参皂苷 Ｒｂ３ 糖基水

解酶的分子量约为 ６５.６ ｋｕꎮ
利用其提纯的糖基水解酶与 ０.１％的人参皂苷

Ｒｂ３ 反应ꎬ其反应产物用 ＨＰＬＣ 测定结果ꎬ如图 ４
所示ꎮ 图 ４ 结果表明ꎬ人参皂苷 Ｒｂ３ 在人参皂苷

Ｒｂ３ 糖基水解酶的催化作用下ꎬ产物主要是 Ｒｄ、Ｆ２
和 Ｃ－Ｋꎬ其中 Ｒｄ 含量最多ꎬ其次是 Ｆ２ꎬＣ￣Ｋ 相对

较少ꎮ
２.３ 酶促反应动力学

将不同浓度的 Ｒｂ３ 底物溶液与等体积纯酶液

混合ꎬ最终浓度分别为７.１５、８.３５、１０.０、１２.５、１６.５、
２５.０ ｍｍｏｌＬ￣１的 Ｒｂ３ 底物溶液ꎬ于 ４５ ℃ 反应 ５、
１０、２０、４０、６０、９０、１２０、１８０ ｍｉｎ 后ꎬ对其 Ｒｂ３ ６ 种

浓度、８ 种不同反应时间段的 Ｒｂ３ 反应产物ꎬ作
ＴＬＣ 检测ꎬ如图 ５ 所示ꎮ

由图 ５ 可知ꎬ人参皂苷 Ｒｂ３ 糖基水解酶的催

化反应随时间的延长ꎬＲｂ３ 的降解量在不断提高ꎬ
在 ５ ~ １０ ｍｉｎ Ｒｂ３ 的降解量较低ꎬ２０ ｍｉｎ 后 Ｒｂ３ 的

降解量明显提高ꎮ 利用软件分析图 ４ 中 Ｒｂ３ 皂苷

斑点的降解量ꎬ取催化反应 ５、１０、２０、６０、９０ ｍｉｎ 时

Ｒｂ３ 降解量ꎬ计算 Ｖｍａｘꎮ 在 ５ ｍｉｎ 时计算得到 Ｋｍ ＝

２.９４ ｍｍｏｌＬ￣１ꎬＶｍａｘ ＝ ２０.２１ ｍｍｏｌＬ￣１ｈ￣１ꎻ在 １０
ｍｉｎ 时计算得到 Ｋｍ ＝ ５.３２ ｍｍｏｌＬ￣１ꎬＶｍａｘ ＝ ２８.７３
ｍｍｏｌＬ￣１ｈ￣１ꎻ在 ２０ ｍｉｎ 时计算得到 Ｋｍ ＝ ８. ７７
ｍｍｏｌＬ￣１ꎬＶｍａｘ ＝ ５７.４４ ｍｍｏｌＬ￣１ｈ￣１ꎻ 在 ６０ ｍｉｎ
时计算得到 Ｋｍ ＝８.９３ ｍｍｏｌＬ￣１ꎬＶｍａｘ ＝６６.６３ ｍｍｏｌ
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０.１％的人参皂苷 Ｒｂ３ 与提纯糖基水解酶在 ４５ ℃下反应 １２ ｈꎮ
Ｒｅａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ０.１％ ｈｙｄｒｏｌｙｚｅｄ ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅ Ｒｂ３ ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｇｌｙｃｏｓｙｌａｓｅ ａｔ ４５ ℃ ｆｏｒ １２ ｈ.

图 ４　 人参皂苷 Ｒｂ３ 与提纯的糖基水解酶反应后的 ＨＰＬＣ 图谱
Ｆｉｇ. ４　 Ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｈｙｄｒｏｌｙｚｅｄ ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅ Ｒｂ３ ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｇｌｙｃｏｓｙｌａｓｅ ｂｙ ＨＰＬＣ

Ｒｄꎬ Ｆ２ꎬ Ｃ￣Ｋ. 标准人参皂苷ꎬ底物为 Ｒｂ３ꎻ １－６. ７.１５、８.３５、１０.０、１２.５、１６.５、２５.０ ｍｍｏｌＬ￣１的底物 Ｒｂ３ 溶液浓度ꎮ
Ｒｄꎬ Ｆ２ꎬ Ｃ￣Ｋ. Ｓｔａｎｄａｒｄ ｈｙｄｒｏｌｙｚｅｄ ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅꎬ ｔｈｅ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ｉｓ Ｒｂ３ꎻ １－６. Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ Ｒｂ３ ｏｆ ７.１５ꎬ ８.３５ꎬ １０.０ꎬ １２.５ꎬ １６.５ꎬ
２５.０ ｍｍｏｌＬ￣１ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

图 ５　 不同浓度底物和不同反应时间对人参皂苷 Ｒｂ３ 糖基水解酶催化反应的影响
Ｆｉｇ. ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ａｎｄ ｔｉｍｅ ｏｎ ｃａｔａｌｙｔｉｃ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｈｙｄｒｏｌｙｚｅｄ ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅ Ｒｂ３￣ｇｌｙｃｏｓｙｌａｓｅ
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表 ２　 人参皂苷 Ｒｂ３ 糖基水解酶反应 ６０ ｍｉｎ 时底物浓度与反应初速度的关系
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｉｔｉａｌ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｖｅｌｏｃｉｔｙ

ｉｎ ｃａｔａｌｙｔｉｃ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｈｙｄｒｏｌｙｚｅｄ ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅ Ｒｂ３￣ｇｌｙｃｏｓｙｌａｓｅ ｉｎ ６０ ｍｉｎ

底物浓度
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ｏｆ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ

(ｍｍｏｌＬ ￣１)

Ｒｂ３ 降解的百分含量
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ

Ｒｂ３ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ
(％)

Ｒｂ３ 降解量
Ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｒｂ３

(ｍｍｏｌＬ ￣１)

反应速率
Ｒｅａｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ

(ｍｍｏｌＬ ￣１ｈ ￣１)

１ / 底物浓度
１ / Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｏｆ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ
[(ｍｍｏｌＬ ￣１) ￣１]

１ / Ｒｂ３ 降解量
１ / Ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ

ｏｆ Ｒｂ３
[(ｍｍｏｌＬ ￣１) ￣１]

７.１５ ３０.６ ２.１９ ２６.３１ ０.１４ ０.０３８

８.３５ ２８.６ ２.３９ ２９.４１ ０.１２ ０.０３４

１０.０ ２５.６ ２.５６ ３２.２６ ０.１０ ０.０３１

１２.５ ２２.３ ２.７９ ３４.４８ ０.０８ ０.０２９

１６.５ １９.１ ３.１５ ３８.４６ ０.０６ ０.０２６

２５.０ １４.６ ３.６６ ４５.４５ ０.０４ ０.０２２

表 ３　 人参皂苷 Ｒｂ３ 糖基水解酶水解不同糖苷化合物的底物特异性
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ｘｙｌｏｓｉｄａｓｅ ｔｏ ｈｙｄｒｏｌｙｚｅｄ ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅ Ｒｂ３￣ｇｌｙｃｏｓｙｌａｓｅ

底物
Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ

ｐＮＰ￣β￣Ｄ￣木糖苷
ｐＮＰ￣β￣Ｄ￣Ｘｙｌ

ｐＮＰ￣α￣Ｄ￣半乳糖苷
ｐＮＰ￣α￣Ｄ￣Ｇａｌ

ｐＮＰ￣β￣Ｌ￣阿拉伯糖苷
ｐＮＰ￣β￣Ｌ￣Ａｒａ

ｐＮＰ￣α￣Ｌ￣鼠李糖苷
ｐＮＰ￣α￣Ｌ￣Ｒｈａ

ｐＮＰ￣β￣Ｄ￣葡萄糖苷
ｐＮＰ￣β￣Ｄ￣Ｇｌｕ

相对酶活力
Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ (％)

１００ ０.１４ ０.０９ ０.０５ ９１

图 ６　 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｓｐ. Ｐ９０ｒ 菌酶水解人参皂苷 Ｒｂ３ 的反应途径
Ｆｉｇ. ６　 Ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ ｐａｔｈｗａｙ ｏｆ ｈｙｄｒｏｌｙｚｅｄ ｇｉｎｓｅｎｏｓｉｄｅ Ｒｂ３￣ｇｌｙｃｏｓｙｌａｓｅ ｆｒｏｍ Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｓｐ. Ｐ９０ｒ

Ｌ￣１ｈ￣１ꎻ在 ９０ ｍｉｎ 时计算得到 Ｋｍ ＝ ９.８９ ｍｍｏｌ
Ｌ￣１ꎬＶｍａｘ ＝ ６５.９８ ｍｍｏｌＬ￣１ｈ￣１ꎮ 其中 ６０ ｍｉｎ 的情

况如表 ２ 所示ꎮ
从表 ２ 可得 Ｋｍ ＝ ８.９３ ｍｍｏｌＬ￣１ꎬＶｍａｘ ＝ ６６.６３
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ｍｍｏｌＬ￣１ｈ￣１ꎬ即 Ｍｉｃｈａｅｌｉｓ￣Ｍｅｎｔｅｎ 方程:

Ｖ＝ ６６.６３Ｓ
８.９３＋Ｓ

ꎮ

从上述数据可以得出ꎬ人参皂苷 Ｒｂ３ 糖基水

解酶的酶反应速度遵循米氏方程的规律ꎬ底物浓

度较低时ꎬ先遵循一级反应ꎬ反应速度随底物浓度

上升而上升ꎬ然后在 ２０ ｍｉｎ 时进入混合级反应ꎬ最
后在 ６０ ｍｉｎ 时反应速度达到最大ꎬ反应速度不再

随浓度上升而上升ꎬ进入零级反应ꎬ此时 Ｖｍａｘ趋于

稳定ꎮ
从图 ４ 和图 ５ 可以看到ꎬＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｓｐ. Ｐ９０ｒ 菌

所产的人参皂苷 Ｒｂ３ 糖基水解酶ꎬ水解人参皂苷

Ｒｂ３ 的产物主要有 Ｒｄ、Ｆ２ 和 Ｃ￣Ｋꎮ 该酶先水解人

参皂苷 Ｒｂ３ 的 ２０￣Ｏ￣木糖基变为 Ｒｄꎬ进一步水解

人参皂苷 Ｒｄ 的 ３￣Ｏ￣葡萄糖基变为 Ｆ２ꎬ再进一步水

解人参皂苷 Ｆ２ 的 ３￣Ｏ￣葡萄糖基变为最终产物 Ｃ￣
Ｋꎮ 也就是说ꎬＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｓｐ. Ｐ９０ｒ 菌所产的人参皂

苷 Ｒｂ３ 糖基水解酶具有水解木糖基和葡萄糖基的

特异性ꎮ 其酶反应途径如图 ６ 所示ꎮ
２.４ 以 ｐＮＰ 单糖苷为底物酶催化特性

用纯化后的第 ９３、９４ 管酶液ꎬ采用 １. ２. ９ 方

法ꎬ进行酶活力测定ꎬ结果如表 ３ 所示ꎮ 表中数据

表明ꎬ该酶不仅能水解 β￣Ｄ￣木糖苷ꎬ还能水解 β￣Ｄ￣
葡萄糖苷ꎬ对 α￣Ｄ￣半乳糖苷、α￣Ｌ￣鼠李糖苷、β￣Ｌ￣阿
拉伯糖苷无水解能力ꎬ表现出独特的水解特性ꎮ

３　 讨论与结论

本文的 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｓｐ. Ｐ９０ｒ 菌产人参皂苷 Ｒｂ３
糖基 水 解 酶 活 力ꎬ 在 相 同 条 件 下 比 文 献 中 的

Ａｂｓｉｄｉａ ｓｐ. ＧＲＢ３￣Ｘ８ｒ 菌产酶活力高 １５％ ~２５％ꎻ本
文 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｓｐ. Ｐ９０ｒ 菌所产酶蛋白的比活力为

１６９ Ｕｍｇ￣１ꎬ对人参皂苷 Ｒｂ３ 的糖基具有较好的

水解活力ꎻＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳测得分子量约为 ６５. ６
ｋｕꎬ接近于 Ａｂｓｉｄｉａ ｓｐ. ＧＲＢ３￣Ｘ８ｒ 菌酶分子量 ６６.７
ｋｕꎮ 该酶在 ｐＨ５.０ 的偏酸性环境下酶活力很高ꎬ
在接近中性环境以及碱性环境下酶活力迅速下

降ꎬ在 ｐＨ 值 ８.０ 及以上完全没有酶活性ꎮ 最适反

应条件是 ｐＨ＝ ３.０ ~ ５.０、４５ ℃ꎬ在 ｐＨ ＝ ４.０ ~ ６.０ 范

围内相对稳定ꎮ 该酶在 ２０ ｍｉｎ 时进入混合级反

应ꎬ反应米氏常数 Ｋｍ值为 ８.７７ ｍｍｏｌＬ￣１ꎬＶｍａｘ为

５７.４４ ｍｍｏｌＬ￣１ｈ￣１ꎻ在 ６０ ｍｉｎ 时反应速度达到

最大ꎬＶｍａｘ趋于稳定ꎬ为 ６６.６３ ｍｍｏｌＬ￣１ｈ￣１ꎮ 上

述研究成果ꎬ为酶转化三七茎叶皂苷制备稀有人

参皂苷提供了理论基础ꎮ
该酶先水解人参皂苷 Ｒｂ３ 的 ２０￣Ｏ￣木糖基变

为人参皂苷 Ｒｄꎬ进一步水解人参皂苷 Ｒｄ 的 ３￣Ｏ￣
葡萄糖基变为人参皂苷 Ｆ２ꎬ再进一步水解人参皂

苷 Ｆ２ 的 ３￣Ｏ￣葡萄糖基变为最终产物 Ｃ￣Ｋꎮ 对于葡

萄糖 苷 酶 对 多 种 糖 基 具 有 水 解 作 用 的 研 究ꎬ
Ｌａｒｓｂｒｉｎｋ ｅｔ ａｌ. (２０１４)在研究 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ ｏｖａｔｕｓ 中

木葡聚糖分解代谢相关的酶基因时发现ꎬ其中

ＢｏＧＨ３１Ａ 在切除 α ( １→６)￣木糖基后允许水解

β￣葡萄糖基和 β￣半乳糖基ꎻＯｐａｓｓｉｒｉ ｅｔ ａｌ.(２００４)从
水稻(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ)中克隆得到 ｂｇｌｕ１ 基因ꎬ其表达

产物 β￣葡萄糖苷酶不仅能水解一些天然的葡萄糖

苷ꎬ也能水解对硝基苯基 β￣岩藻糖苷、β￣半乳糖苷

和 β￣木糖苷ꎬ另外他们也克隆得到 ｏｓ４ｂｇｌｕ１２ 基

因ꎬ其表达产物同样也具有水解多种糖基的特性ꎬ
对 β￣葡萄糖苷、β￣半乳糖苷、β￣甘露糖苷、β￣木糖

苷和 ａ￣阿拉伯糖苷都有水解作用(Ｏｐａｓｓｉｒｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００６)ꎻＴｓｕｋａｄａ ｅｔ ａｌ. (２００６)从 Ｐｈａｎｅｒｏｃｈａｅｔｅ ｃｈｒｙ￣
ｓｏｓｐｏｒｉｕｍ 中克隆了糖基水解酶家族 １ 中的两个

β￣葡萄糖苷酶 ＢＧＬ１Ａ 和 ＢＧＬ１Ｂꎬ其中 ＢＧＬ１Ｂ 对

β￣葡萄糖苷和 β￣半乳糖苷都有降解作用ꎮ 上述研

究中发现的 β￣葡萄糖酶都归属为酶学数据库内

ＥＣ.３.２.１.２１ 酶类ꎬ都属于 ＧＨ１ 家族ꎬ且该家族中

能水解多种糖基的糖苷酶种类也较多ꎮ 本文中

Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｓｐ. Ｐ９０ｒ 菌所产人参皂苷糖基水解酶也

具有水解人参皂苷 Ｒｂ３ 木糖基和葡萄糖基的特

性ꎬ认为此糖苷酶应归属于 ＧＨ１ 家族ꎮ
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