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大豆异黄酮糖苷酶的纯化及性质研究
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摘 要 利用 >?&#;#+ A:). 菌株，通过液体发酵的方法，得到了一种高活性的大豆异黄酮糖基水解酶。该酶经硫酸铵分级沉

淀、YL9LKI/((’0,A/（YLK8!）离子交换层析纯化，被纯化了 77 倍，收率为 7#ZX[；经 GYGK聚丙烯酰胺凝胶电泳测得该酶的分子量

为 8?CY；该酶的最适反应温度为 8#\；最适 :V 为 8Z#；温度低于 $#\，:V 在 8Z# ] %Z# 范围内该酶较稳定，I’! ^ 、I=! ^ 对该酶有

激活作用；9D^ 、I,! ^ 对该酶有抑制作用。当以染料木甙为底物时该酶的米氏常数（@4）为 7Z? _ 7#‘ ! 4’(aW。等电聚焦电泳测

得其等电点为 ?Z!。

关键词 大豆异黄酮糖基水解酶，纯化，性质

中图分类号 bJ7"Z7 文献标识码 9 文章编号 7###K?#$7（!##$）#"K#$?8K#"

45.(#’&( 9 >1D> =0;121;- 1A’F(=2’E/KD(,0’A13=A/，B>10> >-36’(-A1A D(-0’A13/A，B=A ’5;=1E3/ ,A1ED (1c,13 F/64/E;=;1’E F6’4
>?&#;#+ A:) . A;6=1E) @>/ 1A’F(=2’E/KD(,0’A13=A/ B=A :,61F1/3 77 F’(3A B1;> -1/(31ED 6=;/ ’F 7#ZX[ =F;/6 =44’E1,4 A,(F=;/
:6/01:1;=;1’E =E3 YL9LKI/((’0,A/（YLK8!）1’E /M0>=ED/ 0>6’4=;’D6=:>-) GYGKd9SL 6/A,(;A A>’B/3 ;>=; ;>/ 4’(/0,(=6 B/1D>; 1A
8?CY) 9E3 ;>/ ’:;14,4 ;/4:/6=;,6/，;>/ ’:;14,4 :V，@4 =E3 :Q ’F ;>/ /Ee-4/ =6/ 8#\，8Z#，7Z? _ 7# ‘ !4’(aW =E3 ?Z!，

6/A:/0;12/(- ) @>/ 1A’F(=2’E/KD(,0’A13=A/ 1A =(A’ 6=;>/6 A;=5(/ ,E3/6 $#\ =E3 1E :V 6=ED/ F6’4 8Z# ;’ %Z#Z @>/ /Ee-4/ 0=E 5/
=0;12=;/3 5- I’! ^ =E3 I=! ^ ，=E3 5/ 1E>151;/3 5- 9D^ =E3 I,! ^ )

6-7 8)#+. A’-5/=E 1A’F(=2’E/KD(,0’A13=A/，:,61F10=;1’E，:6’:/6;1/A

近年来，随着人们对大豆及其制品的营养作用

和保健功效研究的深入，发现大豆除了含有丰富的

蛋白质和油脂外，还含有许多有益的生物活性物质。

在这些生物活性物质中，大豆异黄酮因具有明显的

生物学活性已越来越引起社会和学术界的普遍关

注。它与人类的健康密切相关，具有许多生理功能，

如抗肿瘤作用、对血管的防护作用、抗氧化活性、类

似女性雌激素作用及抗激素作用和预防骨质疏松症

等［7 ‘ "］。迄今为止，已知大豆中的异黄酮共有 7! 种

异构体，分为游离型的甙元（9D(-0’E）和结合型的糖

甙（S(,0’A13/A）两类，天然状态下大豆异黄酮主要以

糖甙形式存在，占总量的 X%[ ] XJ[，甙元占总量

的 ![ ] ?[［8］。近年来的研究结果表明，天然甙类

的分子结构并不是活性的最佳状态，大豆异黄酮的



生理活性主要是其甙元的活性，大豆异黄酮甙须被

酶水解成甙元形式才能发挥药效，因此获得高活性

的大豆异黄酮糖苷酶对开发富含大豆异黄酮甙元的

保健食品意义重大。但目前国内外高活性的水解大

豆异黄酮糖甙的酶还在研制阶段，有关酶法转化大

豆异黄酮糖甙为大豆异黄酮甙元的系统研究也尚未

见报道。本文利用从酒曲中分离筛选到的 !"#$%$&
!"#$ 菌株，通过液体发酵的方法得到了能水解大豆

异黄酮糖甙的酶并对该酶的性质进行了研究。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌种：!"#$%$& !"# $ 由大连轻工业学院食品

发酵菌种保藏所提供。

!"!"# 液体发酵培养基（%）：麸皮 &’(；硝酸钠 )’(；

蛋白胨 )’(；"* +；,&,-灭菌 &)./0。

!"!"$ 染 料 木 甙 和 染 料 木 素 标 准 品：购 自 美 国

1/2.3 公司，含量为 44’44%。

!"!"% 567689:;;<;=!:（568(&）：>?3@.30 公司。

!"!"& 标准蛋白：北京鼎国生物技术发展中心。

!"!"’ 薄层层析板：硅胶板 A/:!:;2:; B) C8&(D，德国

E:FGH 公司。

!"# 方法

!"#"! 液体发酵方法与粗酶液的制备：在液体培养

基中按照 ,)%接种量加入 !"#$%$& !"# $ 孢子悬液

（孢子含量为 ,)B I.J），K)-，,B)FI./0 下培养 LD?，

然后 L)))FI./0 离心 ,)./0，上清液即为粗酶液。

!"#"# 硫 酸 铵 沉 淀：在 )- 条 件 下，将 粗 酶 液 用

D)%饱和度硫酸铵除杂蛋白，用 B(%饱和度硫酸铵

析出大豆异黄酮糖苷酶，然后将沉淀溶于醋酸缓冲

液中，透析、浓缩后，进一步纯化。

!"#"$ 567689:;;<;=!:（568(&）离子交换层析［B］：将

脱盐浓缩后的酶液加到预先用 "* (’)，&)..=;IJ
*798M379 缓 冲 液 平 衡 的 568(& 阴 离 子 交 换 柱

（!&’)G. N ,&G.）。先用同样的缓冲液洗脱至 ’(&L)

值不变后，再用 ) O &D) ..=;IJ A9; 溶液进行线性梯

度洗脱，紫外检测器自动检测，流出液用自动部分收

集器收集于试管中，流速为 )’D.JI./0，每试管收集

K.J。将提纯后的酶液进行真空冷冻干燥，制成冻

干酶粉，用于酶的性质研究。

!"#"% 酶的纯化及其分子量测定［+］：采用不连续

1518聚丙烯酰胺凝胶电泳测定。

!"#"& 米氏常数（).）的测定：分别配制不同浓度

的染料木甙底物溶液（(’+L& O &L ..=;IJ），将底物溶

液与提纯酶液按照等体积混合，()- ，"*(’) 下反

应 ,?，测定反应速度 *。通过双倒数作图法，求出

).。

!"#"’ 等电点的测定：通过等电聚焦电泳（凝胶浓

度 +’(%）测定。

!"#"( 酶活测定方法：取 )’,.J 的染料木甙底物溶

液（用 )’)&.=;IJ，"*(’) *7G8M37G 缓冲液将底物配

制成浓度为 ,(.2I.J），加入 )’,.J 酶液（冻干酶粉

溶于 )’)&.=;IJ "*(’) *7G8M37G 缓冲液）等比例混

合，()-下反应 &? 后，加 & 倍体积的乙酸乙酯进行

萃取，取萃取物 ,)"J 作薄层层析（PJ9）。展开剂为

乙酸乙酯 Q丁酮 Q 甲醇 Q 水（,) Q + Q , Q ,），展开约 BG.，

挥干溶剂，用双波长薄层扫描仪扫描。根据斑点面

积的积分值计算染料木素的生成量。在上述条件

下，每小时水解释放 ,0.=; 的染料木素的酶量定义

为一个酶活力单位（<）。

图 , 56768纤维素 568(& 纯化大豆异黄酮糖苷酶

C/2#, R<F/S/G3@/=0 =S /!=S;3T=0:82;<G=!/U3!:
=0 567689:;;<;=!:（568(&）

9=;<.0：!&’)G. N ,&G.；SF3G@/=0：K.JI@<V:#

# 结果与讨论

#"! 大豆异黄酮糖苷酶的分离与纯化

大豆异黄酮糖苷酶经 568(& 离子交换层析所得

的梯度洗脱曲线见图 ,。由图可知，在粗酶液中的

蛋白质成分较多，其中有 K 个明显的蛋白洗脱峰，它

们分别在 &+ O KD 管、D& O D4 管和 (B O BK 管。收集

各峰值处的试管，测定其染料木甙的酶活力，PJ9 的

检测结果见图 &。由图可知，在 ,&) O ,L) ..=;IJ
A9; 浓度下洗脱的酶蛋白，具有较高的大豆异黄酮

糖基水解酶活性，其中第 D( 管酶活最高。粗酶液经

各步提纯后的实验结果见表 ,。由表可知，该菌所

BKB +,$-.#. /012-&3 04 5$06.7,-03089 生物工程学报 &))B，W=;’&&，M=’D



图 ! 大豆异黄酮糖苷酶酶解染料木甙的 "#$ 图谱

%&’(! "#$ )*+,-.+ /0 ’*1&+.&1 234)/-3+&+ 53
&+/0-67/1*8’-,9/+&46+*

:;：’*1&+.&1；:!：’*1&+.*&1；;：<=.2 .,5*；!：>?.2 .,5*；<：?@.2 .,5*；

A*7*-/B&1’ +/-,.&/1，$!C?$DD$!C?：$C<$D$!C?：:*DC：C!DE ;=：F：;：;(

产的大豆异黄酮糖苷酶经上述各步提纯后，被纯化

了 ;; 倍，收率为 ;=G@H。

!"! 酶的基本性质

!"!"# 提纯酶分子量的测定：将经 AIJI8?! 离子交

换层析提纯的第 <= 管和第 >? 管冷冻干燥酶粉，作

KAK8LJMI，电泳结果见图 <。由图可知，第 <= 管含

有多条蛋白带，未被完全分离纯化，而酶活最高的第

>? 管酶液达到了电泳纯。根据标准蛋白分子量曲

线计算该酶的分子量约为 ?<NA。

!"!"! 酶的底物专一性：提纯酶对不同底物的水解

结果见表 !。由表可以看出，该酶能水解大豆异黄

酮甙的 F8!8A8葡萄糖苷键使其转化成相应的甙元形

式，但几乎不水解 BOL8!8A8M-9，也不水解人参皂苷

P4，说明本实验提取的大豆异黄酮糖苷酶对大豆异

黄酮甙有较强的专一性。

表 # 酶的提纯结果

$%&’( # )*+,-,.%/,01 2*33%+4 -0+ ,20-’%501(67’*.02,8%2(
K.*B Q/-,R*SR# "/.6- 69.&7&.3S, "/.6- B)/.*&1SR’ KB*9&0&9 69.&7&.3S（,SR’） T&*-4SH %/-4 B,)&0&*4

$),4* *1U3R* *V.)69. ;== ;;F? !=F ?GF ;== ;G=
W?H（OC>）!KD> +6.,)6.&/1 0)69.&/1 ;=G= W=< W;G? @GX ?;G< ;GF

AIJI8$*--,-/+* >?.2 .,5* <G= ;!X !G=> W!GF ;=G@ ;;

图 < 提纯酶的 KAK8聚丙烯酰胺凝胶电泳图

%&’(< KAK8LJMI *-*9.)/B2/)*’)6R /0 B,)&0&*4 *1U3R*+
:：B2/+B2/)3-6+*（ @FNA），6-5,R&1（ WWNA）， ’-,.6R&9 4*234)/’*16+*

（?<NA），’-39*)6-4*234*8<8B2/+B26.*（<WNA），.)3B+&1/’*1（!>NA）；;：<=.2

.,5*；!：>?.2 .,5*(

表 ! 大豆异黄酮糖基水解酶对不同底物的水解

$%&’( ! 91:43%/,. ;48+0’42,2 0- ,20-’%501(67’*.02,8%2(
0- 8,--(+(1/ 2*&2/+%/(2

K,5+.)6.* I1U3R* 69.&7&.3S（,SR#）

A6&4U&1 ;<=
M*1&+.&1 ;<>

B8O&.)/B2*13-8!8A8M-,9/+&4* Y
M&1+*1/+&4*+8P4 Y

“ Y ”：,14*.*9.*4 69.&7&.3(

!"!"< BC 对酶活力的影响：反应体系同酶活测定，

在不同 BC 下测定酶活力。结果表明，该酶最适 BC
为 ?G=。在 BC?G= Z FG= 的范围内，酶活力较高且稳

定。当反应 BC!>G= 或 BC"FG= 时，酶活力有很大

程度的降低。

!"!"= 温度对酶活力的影响：反应体系同酶活测

定，在不同温度下测定酶活力。结果表明，在本实验

条件下，该酶的最适反应温度为 ?=[。当反应温度

超过 ??[后，酶活力有很大程度的降低。

!"!"> 金属离子对酶活力影响：在酶反应液中分别

加入不同浓度（= Z ?=RR/-S#）、不同种类的金属离子

（均为金属氯化物），以未加金属离子的酶活力为

;==H，实验重复 < 次，结果见表 <（< 次实验的平均

值）。由 表 可 知，$/! \ 、$6! \ 对 该 酶 有 激 活 作 用，

J’\ 、$,! \ 对该酶有明显的抑制作用，< 次实验的结

果误差不大。

表 < 金属离子对酶活力的影响

$%&’( < 9--(./ 0- 3(/%’’,. ,01 01 (1:43( %./,5,/4
$/19*1.)6.&/1S（RR/-S#） $6! \ J’\ ]1! \ $/! \ $,! \

= ;== ;== ;== ;== ;==
? ;== @= ;== ;=; X;
;= ;=; X? ;== ;=! FX
?= ;=? X= ;=! ;=X F>

!"!"? 米氏常数 !R 的测定：酶水解染料木甙的 !R

F<W谢明杰等：大豆异黄酮糖苷酶的纯化及性质研究



值通过 !"#$%$&’$()*+(, 作图（图 -）计算，为 ./0 1 .234

5678!。

图 - 酶催化反应的双倒数曲线

9":;- <6+=7$)($>"?(6>&7 ?76@A 6B $#CD5$ >&@&7D@"> ($&>@"6#

!"!"# 等电点的测定：由聚焦后酶蛋白在凝胶上的

位置，从 ?E 距离图上查得其等电点为 0/4。

$ 结论

本文利用 !"#$%$& A?; F 菌株，通过液体发酵的

方法，得到了一种高活性的大豆异黄酮糖基水解酶，

由于大豆异黄酮甙的主要成分为染料木甙，因此本

文以染料木甙作为测定酶活的底物。经 G<G)聚丙

烯酰胺凝胶电泳检测，该酶的分子量为 H0,<，最适

反应温度为 H2I，最适 ?E 为 H/2，温度低于 J2I，

?E 在 H/2 K L/2 范围内该酶较稳定，M64 N 、M&4 N 对该

酶有激活作用；O:N 、M+4 N 有明显的抑制作用；当以

染料木甙为底物时该酶的 ’5 为 ./0 1 .23 45678!，等

电点为 0/4。该酶与传统的!)葡萄糖苷酶在水解底

物上存在差异，如作用对硝基苯酚基)!)<)葡萄糖苷

时不表现活性，但对水解大豆异黄酮甙具有较强的

专一性。关于该酶与传统的!)葡萄糖苷酶在其它方

面的差别，还需要进一步的研究。此酶的获得对今

后开发富含大豆异黄酮甙元的保健食品具有重要的

意义。
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治禽流感的酶及其商品化前景

禽流感病毒主要在禽类之间流行传播，易造成禽类大量死亡，形成瘟疫。一般不在人类之间传染流行，但也得高度警惕。

饲养者直接接触病禽已有发生感染的情况。该病毒一旦发生变异传染给人，则会对人类构成生命威胁。这类非细胞形态致

病因子有随着不同因素的变化而发生变异的可能性。在现实生活中多加注意是可以避免的，需防与治相结合。首先，此病毒

要有适宜的受体才能生存繁衍（复制），并发挥作用。禽流感病毒通过某种载体物进入口中而感染肺部，其下端细胞表面的糖

链正是它的侵染受体。有研究者通过实验证明，可以利用酶把这种糖链切掉，阻止该病毒进一步传染。美国一家 a$‘*"6 公司

余芒博士（华裔）研制出一种新酶叫流感酶（B7DP&A$），并将其开发成一种新药（系一种蛋白药物），它能有效切断患者肺部下端

细胞表面的糖链，阻止病毒进一步扩散，从而达到防病、治病的目的。在美国疾病控制中心（M<M）已进行了安全试验（临床试

验）验证，预计在 0 年内此产品有望进入市场，价格将低于“达菲”（@&5"B7+）药物。而且，该病毒也有可能对“达菲”特别是那些仿

制品产生抗药性，一旦产生抗药性，这些药物则失去作用。所以开发新药非常有必要。第二，流感酶的重要性在于它能像“炸

药”那样把入侵病毒受体的“桥”炸断，从而阻止该病毒入侵，不论其如何变异也无法深入机体到达目的部位，研究者已将这种

酶研制成“粉雾剂”产品，当患者将此“剂”直接吸入受体部位，则可迅速切断受体细胞表面的糖链，该病毒则失去入侵扩散到

达目的部位的能力。第三，流感酶对禽流感病毒有显著的效能，它有很强的广谱性（可以抗多种流感病毒包括禽流感强毒株

EHa.），是经动物试验证实的，效果很好。为了进一步扩大生产，实现产业化，最为理想的办法是将流感酶基因转移到高表达

受体菌如毕赤酵母中，有可能获得更高的酶蛋白表达量，这样为流感酶产品商业化、扩大再生产开辟了新途径。

（柯 为）
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