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摘  要: 从海洋细菌 Bacillus sp. D1 中克隆、重组表达 β-葡萄糖苷酶 BglD2，研究其酶学性质，并对其水解虎杖

苷制备白藜芦醇的能力进行分析。BglD2 的最适催化温度和 pH 分别为 45 ℃和 6.5，在 30 ℃和 pH 6.5 条件下的

半衰期约为 20 h。BglD2 能够水解含 β (1→3)、β (1→4)、β (1→6) 等键型的多种底物。BglD2 具有良好的糖促活

特性，100 mmol/L 葡萄糖和 150 mmol/L 木糖分别将酶活力提升 2.0 倍和 2.3 倍。BglD2 具有较好的乙醇促活及耐

受特性，30 ℃时，10%乙醇使酶活力提升 1.2 倍，25%乙醇存在时其仍保留 60%的酶活力。BglD2 具有水解虎杖

苷制备白藜芦醇的能力，35 ℃条件下反应 2 h 水解率为 86%。具有乙醇耐受及抗产物抑制等特性的 β-葡萄糖苷酶

BglD2 在酶法水解虎杖苷制备白藜芦醇方面有应用潜力。 

关键词: β-葡萄糖苷酶，葡萄糖耐受，乙醇耐受，虎杖苷，白藜芦醇  
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Abstract:  A novel β-glucosidase BglD2 with glucose and ethanol tolerant properties was screened and cloned from the 

deep-sea bacterium Bacillus sp. D1. The application potential of BglD2 toward polydatin-hydrolyzing was also evaluated. 

BglD2 exhibited the maximal β-glucosidase activity at 45 °C and pH 6.5. BglD2 maintained approximately 50% of its origin 

activity after incubation at 30 °C and pH 6.5 for 20 h. BglD2 could hydrolyze a variety of substrates containing β (1→3),    

β (1→4), and β (1→6) bonds. The activity of β-glucosidase was enhanced to 2.0 fold and 2.3 fold by 100 mmol/L glucose and 

150 mmol/L xylose, respectively. BglD2 possessed ethanol-stimulated and -tolerant properties. At 30 °C, the activity of BglD2 

enhanced to 1.2 fold in the presence of 10% ethanol and even remained 60% in 25% ethanol. BglD2 could hydrolyze polydatin to 

produce resveratrol. At 35 °C, BglD2 hydrolyzed 86% polydatin after incubation for 2 h. Thus, BglD2 possessed glucose and 
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ethanol tolerant properties and can be used as the potential candidate of catalyst for the production of resveratrol from polydatin. 

Keywords:  β-glucosidase, glucose tolerance, ethanol tolerance, polydatin, resveratrol 

 

白藜芦醇是一种非黄酮类多酚化合物，具有

显著的抗氧化活性，在预防癌症、保护心血管和

神经系统、提高免疫力、延长寿命等方面有重要

作用[1]。虽然白黎芦醇的药用价值极高，但目前的

产量远远不能满足市场需求。白藜芦醇广泛存在

于花生、葡萄、虎杖和决明子等天然植物中，但

含量均较低。虎杖是白藜芦醇含量最高的来源植

物，其中白藜芦醇含量仅为 0.2%–0.4%，白黎芦醇

与葡萄糖的结合物虎杖苷含量约为 1.5%–3.0%[1]。

研究表明，高效水解虎杖苷中的糖苷键获得白藜

芦醇，是提高白藜芦醇产量的有效途径之一。 

酸水解、微生物转化和酶转化等方法能够将

虎杖苷转化为白藜芦醇[2-6]，其中通过 β-葡萄糖苷

酶催化转化虎杖苷转获得白藜芦醇具有反应条件

温和、操作简单、成本低、污染少等优点。β-葡

萄糖苷酶 (EC 3.2.1.21)，即 β-D-葡萄糖苷葡萄糖

水解酶，主要水解糖苷或寡糖中的 β-1,4-糖苷键，

同时释放葡萄糖以及糖苷配体[7]，在现代工业生

物技术如食品、医药、饲料加工、能源炼制等领

域具有重要应用价值。 

β-葡萄糖苷酶能够有效水解虎杖苷中的 β-糖

苷，生成白藜芦醇，是酶转化制备白藜芦醇的重

要用酶。乙醇是虎杖苷提取的常用试剂，虎杖苷

提取物作为酶转化底物可能会将一定量的乙醇带

入反应体系，而且随着反应的进行，产物葡萄糖

会不断累积。因此，具有乙醇耐受及抗产物抑制

等活性的 β-葡萄糖苷酶将更适合于酶法转化虎杖

苷以制备白藜芦醇。获取具有优良催化性能的 β-

葡萄糖苷酶，将有助于改进现有酶参与的催化水

解工艺，从而降低工业生产成本[8]。 

海洋是筛选具有盐耐受、有机溶剂耐受、抗

碳水化合物抑制等活性的新型 β-葡萄糖苷酶的重

要来源。前期，从南海海底沉积物中筛选得到一株

具有 β-葡萄糖苷酶活性的芽孢杆菌属细菌 Bacillus 

sp. D1，与分离自海洋的褐藻降解菌 Bacillus 

weihaiensis Alg07 亲缘关系较近。对 B. weihaiensis 

Alg07 基因组分析，可知其基因组中含有 2 个可

能的 β-葡萄糖苷酶编码基因。依照 B. weihaiensis 

Alg07 基因组中 β-葡萄糖苷酶的编码基因设计引

物，以 Bacillus sp. D1 基因组为模板，成功克隆并

异源表达了 β-葡萄糖苷酶 BglD1 (GenBank 登录

号：QCQ29109)，该酶显示出独特转糖苷特性[9]。

进一步分析 B. weihaiensis Alg07 基因组获知，基

因组中存在另一个 β-葡萄糖苷酶基因 (GenBank

登录号：WP_072580823)。基于此分析，本文依

照 β-葡萄糖苷酶的编码基因  (WP_072580823) 

设计引物，以 Bacillus sp. D1 基因组为模板，克

隆并异源表达了新型 β-葡萄糖苷酶 BglD2，BglD2

具有较好的乙醇耐受性及葡萄糖耐受性，能够有

效水解虎杖苷制备白藜芦醇，在酶法制备白藜芦

醇方面具有潜在的应用价值。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

Bacillus sp. D1 菌株为前期从南海海底沉积物

样品中筛选获得并保存于实验室。大肠杆菌

Escherichia coli BL21(DE3) 感受态细胞，pEASY- 

T3 载体购自北京全式金生物技术有限公司。虎杖

苷、白藜芦醇、纤维二糖、葡萄糖、昆布二糖、

龙胆二糖、龙胆三糖和纤维三糖等购自 Sigma- 

Aldrich (St. Louis，MO，USA)。p-nitrophenyl- 

β-D-glucopyranoside (pNPGlc) 购自阿拉丁生化科

技股份有限公司。其他试剂为国产或进口分析纯。 

1.2  β-葡萄糖苷酶 BglD2 的克隆及序列分析 

基于 B. weihaiensis Alg07 基因组序列分析，
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以 β-葡萄糖苷酶  (WP_072580823) 编码基因为

参照，设计上游引物 5′-GATATACATATGACTAG 

ATTTTCAAAAGA-3′ (下划线为 NdeⅠ酶切位

点)，下游引物 5′-GTGGTGCTCGAGAATGAGA 

ATCTTTTCCAA-3′ (下划线为 XhoⅠ酶切位点)，

以 Bacillus sp. D1 基因组为模板扩增目的基因，

PCR 产物连接 pEASY-T3 载体后转化至 E. coli 

DH5α 感受态细胞，筛选阳性克隆并测序验证序

列正确性。以 NdeⅠ和 XhoⅠ酶切阳性克隆，并

连接至 pET-22b(+) 表达载体，构建重组质粒

pET-22b(+)-bglD2，转化至 E. coli BL21(DE3) 感

受态细胞。 

在 NCBI 数据库  (https://www.ncbi.nlm.nih. 

gov/) 采用 BLAST 检索与 BglD2 序列一致性较高

的 β- 葡萄糖苷酶序列，使用 ClustalX 以及

GENEDOC 软件，对 BglD2 与部分已知 β-葡萄糖

苷酶序列进行全序列比对分析。 

1.3  β-葡萄糖苷酶 BglD2 的重组表达及纯化 

将含有 pET-22b(+)-bglD2 表达载体的 E. coli 

BL21(DE3) 培养至 OD600 为 0.6，加入 IPTG 至终

浓度为 0.2 mmol/L 诱导，16 ℃培养 16 h。4 ℃、   

6 000×g 离心 5 min，收集细胞。用 150 mL 缓冲

液  (20 mmol/L Tris-HCl，500 mmol/L NaCl，     

5 mmol/L 咪唑，pH 7.8) 重悬菌体，超声破碎。

4 ℃、12 000×g 离心 30 min 收集上清，制备粗

酶液。Ni2+-NTA 亲和柱纯化蛋白，过程参照

Novagen 使用说明书，纯化的蛋白利用 SDS-PAGE

检测纯度及分子量，BCA 法测定蛋白浓度。 

1.4  β-葡萄糖苷酶 BglD2 的酶活测定 

以 Citrate-Na2HPO4 缓冲溶液 (50 mmol/L，

pH 6.5) 配制 0.1 mol/L pNPGlc。500 μL 反应体系包

含 25 μL 适当稀释的酶液，终浓度为 5 mmol/L 的

pNPGlc 和 Citrate-Na2HPO4 缓冲溶液 (50 mmol/L，

pH 6.5)。反应体系于 45 ℃反应 10 min 后，加入

500 μL Na2CO3 (1 mol/L) 混合均匀终止反应，测

定 OD405 处吸光值。酶活力单位定义为 1 min 产

生 1 μmol/L pNP 所用的酶量为 1 U。 

1.5  温度和 pH 对 β-葡萄糖苷酶 BglD2 酶活力

的影响 

将酶分别置于 25–55 ℃ (间隔 5 ℃) 条件下，

测定不同反应温度对酶活力的影响。温度稳定性

测定使用 Citrate-Na2HPO4 缓冲液 (50 mmol/L，

pH 6.5) 适当稀释酶液，在 30 ℃条件下，间隔一

定的时间取样测酶活力。以初始酶活力作为

100%，计算相对酶活力。 

以 5 mmol/L pNPGlc 为底物，分别在 50 mmol/L 

Citrate-Na2HPO4 缓冲液 (pH 4.5–7.0)和 HAC-NaAc

缓冲液 (pH 4.5–5.5) 中测定酶活力，确定反应最

适 pH。将适量酶液置于不同 pH 的 Citrate- 

Na2HPO4 缓冲液 (50 mmol/L，pH 6.0–7.0)中，于

45 ℃条件下孵育，测定不同 pH 条件对酶稳定性

的影响。间隔相同的时间取样测酶活力，以初始

酶活力作为 100%，计算相对酶活力。 

1.6  金属离子及化学试剂对酶活力的影响 

用 Citrate-Na2HPO4 缓冲液  (50 mmol/L， 

pH 6.5) 分别配制 0.1 mol/L K+、Mn2+、Mg2+、

Ca2+、Na+、Cu2+、Zn2+、DTT、EDTA、SDS、

Urea 等溶液。以 5 mmol/L pNPGlc 为底物，向反应

体系中分别加入上述溶液，至终浓度为 1 mmol/L

和 5 mmol/L，在最适条件下测酶活力，以不加上

述溶液的酶活作为 100%，计算相对酶活力。 

1.7  BglD2 水解二糖及虎杖苷的酶活力测定 

以 Citrate-Na2HPO4 缓冲液  (50 mmol/L， 

pH 6.5) 分别配制 0.1 mol/L 龙胆二糖、乳糖、纤

维二糖和昆布二糖。二糖作为底物时采用 500 μL

反应体系，包括 25 μL 适当稀释的酶液和 475 μL

含有相应浓度底物的 Citrate-Na2HPO4 缓冲液   

(50 mmol/L，pH 6.5)，45 ℃反应 10 min。依照产

品说明书，采用葡萄糖氧化酶-过氧化物酶法测定

反应体系中葡萄糖含量  (Shanghai Rongsheng 

Biotech Co., Ltd., China)。 

以 Citrate-Na2HPO4 缓冲溶液 (50 mmol/L，
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pH 6.5) 配制 80%乙醇，用 80%乙醇配制 0.1 mol/L

虎杖苷母液。500 μL 反应体系包含 25 μL 适当稀

释的酶液，终浓度为 5 mmol/L 的虎杖苷和

Citrate-Na2HPO4 缓冲溶液 (50 mmol/L，pH 6.5)。

反应体系于 45 ℃反应 10 min 后，加入 500 μL 无

水乙醇混合均匀终止反应，12 000×g 离心 5 min，

取上清过 0.22 μm 有机系滤器，高效液相色谱法

(High-performance liquid chromatography，HPLC) 

检测产物生成。酶活力单位定义为 1 s 产生 1 nmol/L

白藜芦醇所用的酶量为 1 U。 

1.8  葡萄糖和木糖对酶活力的影响 

以 Citrate-Na2HPO4 缓冲液  (50 mmol/L， 

pH 6.5) 配制葡萄糖和木糖溶液。反应体系中分

别加入终浓度为 0–2 mol/L 的葡萄糖或木糖，在

最适条件下测定酶活力。以不加糖的酶活力为

100%，计算相对酶活。 

1.9  BglD2 转糖苷活性的测定 

建立 2.5 mL 的转糖苷反应体系，包含酶液

500 μL (10 U/mL，以 pNPGlc 为底物测定)，终浓

度为 150 g/L 的纤维二糖，35 ℃条件下反应 2 h，

采用 HPLC 法检测转糖苷产物。 

1.10  乙醇对酶活力及稳定性的影响 

以 pNPGlc 为底物，向反应体系中分别加入

终浓度为 5%–30%的乙醇，分别在 30–50 ℃条件

下，测定不同浓度乙醇对酶活力的影响。以不加

乙醇的酶活力为 100%，计算相对酶活力。 

以 pNPGlc 为底物，向反应体系中加入 10%

乙醇，在 30 ℃条件下测定乙醇对酶稳定性的影

响。以初始酶活力为 100%，计算相对酶活力。 

1.11  酶动力学分析 

反应体系中加入终浓度为 0–3 mmol/L 的

pNPGlc 为底物，在最适反应条件下，测定 BglD2

反应动力学参数。反应体系中分别加入终浓度为

10%的乙醇、100 mmol/L 的葡萄糖和 150 mmol/L

的木糖，分别测定乙醇、葡萄糖、木糖对 BglD2

动力学参数的影响。使用 Origin 8.5 软件，通过

非线性拟合 Michaelis-Menten 方程，推算酶催化

的 Km、kcat 及催化效率 (kcat/Km)。 

1.12  BglD2 水解虎杖苷的动力学参数测定 

体系中加入终浓度为 0.02–5.00 mmol/L 的虎

杖苷作为底物，建立水解反应体系。反应结束以  

500 μL 无水乙醇终止反应，12 000×g 离心 5 min，

取上清过 0.22 μm 有机系滤器，HPLC 检测产物生

成。根据标准曲线计算白藜芦醇量，采用 Origin 

8.5 软件非线性拟合 Michaelis-Menten 方程，计算

酶水解虎杖苷动力学参数。 

1.13  BglD2水解虎杖苷制备白藜芦醇条件优化 

以 Citrate-Na2HPO4 缓冲液  (50 mmol/L， 

pH 6.5) 配制 80%乙醇，以配制 200 mmol/L 虎杖

苷母液。建立 8 mL 酶水解虎杖苷的反应体系，

虎杖苷终浓度为 2 mg/mL (乙醇浓度为 15%)，酶

量为 5 U。将反应体系放入 30–45 ℃水浴中反应  

3 h，以 500 μL 无水乙醇终止反应，12 000×g 离

心 5 min，上清过 0.22 μm 有机系滤器，HPLC 检

测，确定最适反应温度。 

最适反应温度下，向 8 mL 反应体系中加入

5–20 U 的酶，反应 3 h，以 500 μL 无水乙醇终止

反应，12 000×g 离心 5 min，上清过 0.22 μm 有机

系滤器过滤，HPLC 检测，测定反应最适酶量。 

最适反应温度和酶量下，在 8mL 反应体系中

分别加入终浓度为 2、3、4 mg/mL 的虎杖苷 (乙

醇浓度分别为 15%、20%、25%)，酶量为 15 U，

反应 3 h，以 500 μL 无水乙醇终止反应，12 000×g

离心 5 min，取上清过 0.22 μm 有机系滤器过滤，

HPLC 检测，测定反应最适底物浓度。 

建立优化的水解反应体系，分别反应 1、2、

3 h，以 500 μL 无水乙醇终止反应，12 000×g 离

心 5 min，取上清过 0.22 μm 有机系滤器过滤，

HPLC 检测，优化反应时间。 

虎杖苷水解率计算公式为：虎杖苷水解率 
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(%)=(水解前虎杖苷质量−水解后虎杖质量)/水解

前虎杖苷质量×100。 

1.14  高效液相色谱 (HPLC) 检测 

虎杖苷水解产物检测使用 Agilent Technologies 

1260 Infinity 设备，配备蒸发光检测器及 TSKgel 

Amide-80 (4.6 mm×25 cm，5 μm) 分析柱。洗脱

流动相 A 为甲醇，流动相 B 为水，采用梯度洗脱，

30 min 内流动相由 A︰B 为 20︰80 逐渐过渡至   

90︰10，维持洗脱 5 min；接着在 5 min 内降至   

20︰80。流速 0.5 mL/min，柱温 30 ℃，于 303 nm

检测产物的生成。 

2  结果与分析 

2.1  β-葡萄糖苷酶 BglD2 的重组表达及序列分析 

由 Bacillus sp. D1 菌株克隆获得 bglD2，全长

1 347 bp，基因序列已经递交 GenBank 数据库 (登

录号：MT815914)。该基因编码由 449 个氨基酸

组成的蛋白，SDS-PAGE 结果显示其分子量约为

50 kDa (图 1)，与基于氨基酸序列计算的理论分子

量 49.4 kDa 相近。以 pNPGlc 为底物，纯化后蛋

白比酶活为 (120.90±0.03) U/mg。 

序列分析表明，与 BglD2 氨基酸序列一致性

超过 70%的蛋白序列，多为基因组测序或直接递

交。BglD2 与部分来自海洋的 β-葡萄糖苷酶序列

一致性较高，如 Bacillus weihaiensis Alg07 (一致

性 99%，相似性 99%)、Bacillus mesophilus (一致

性 82%，相似性 90%)、海洋芽孢杆菌 Bacillus 

oceanisediminis (一致性 81%，相似性 90%)，这些

序列均来自全基因组测序。与部分已性质表征的

GH1 家族 β-葡萄糖苷酶相比，BglD2 与来自表层

海水微生物元基因组文库的 β-葡萄糖苷酶 Bgl1A

的序列一致性为 44% (相似性 60%)，来自同一文

库的 B g l 1 B 的序列一致性为 4 0 %  (相似性

60%)[10-11]。BglD2 与前期从 Bacillus sp. D1 菌株

克隆获得的 β-葡萄糖苷酶 BglD1 的一致性为 

 
 
图 1  β-葡萄糖苷酶 BglD2 的 SDS-PAGE 电泳分析 
Fig. 1  SDS-PAGE analysis of β-glucosidase BglD2. M: 
protein molecular weight marker (Thermo Fisher 
Scientific, Inc.); lane 1: the sonication supernatant of   
E. coli harboring plasmid pET22b(+)-bglD2 without 
induction; lane 2: the sonication precipitate of E. coli 
harboring plasmid pET22b(+)-bglD2 without induction; 
lane 3: the sonication supernatant of E. coli harboring 
plasmid pET22b(+)-bglD2 induced by IPTG; lane 4: the 
sonication precipitate of E. coli harboring plasmid 
pET22b(+)-bglD2 induced by IPTG; lane 5: the protein 
after purification by Ni2+-NTA affinity chromatography. 
 
47%，相似性为 63%。序列比对发现，BglD2 与部

分已性质表征的 GH1 家族 β-葡萄糖苷酶都具有该

家族相对保守的序列 NEP 和 ENG[10]，其中 Glu163

和 Glu351 为 BglD2 推测的催化残基 (图 2)。 

2.2  温度和 pH 对 β-葡萄糖苷酶 BglD2 酶活力

的影响 

β-葡萄糖苷酶 BglD2 最适反应温度为 45 ℃，

在 25–50 ℃范围内保持超过 50%的酶活力     

(图 3A)。BglD2 的最适温度与一些来自海洋的

微生物酶类似，均处于 45–55 ℃温度区间，如

来 自 气 单 胞 菌 属 Aeromonas sp. 、 链 霉 菌 属

Streptomycete sp.、地中海马特尔氏菌 Martelella 

mediterranea 的酶[12-14]，当反应温度提高时，因

酶的稳定性下降而活性降低。BglD2 最适反应 pH

为 6.5，在 pH 5.5–7.0 范围内保持超过 80%的酶

活力 (图 3B)。与海洋来源酶类似，BglD2 高温不

稳定，30 ℃半衰期可延长至 20 h (图 3C)。BglD2

在 pH 6.0–7.0 范围内较稳定，pH 7.0 时的稳定性

最好 (图 3D)。 
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图 2  BglD2 与部分已知 β-葡萄糖苷酶序列比对 
Fig. 2  Alignments of the amino acid sequences of BglD2 and other known β-glucosidases. The conserved motifs of 
NEP and ENG were boxed. ADD 96762: β-glucosidase Bgl1A from metagenomic library; ACY 09072: β-glucosidase 
Bgl1B from metagenomic library; WP 072580823: β-glucosidase from Bacillus weihaiensis Alg07; QCQ29109: 
β-glucosidase BglD1 from Bacillus sp. D1. 
 

 
 

图 3  温度和 pH 对 BglD2 酶活力及稳定性的影响 
Fig. 3  Effects of temperature and pH on the activity (A and B) and stability (C and D) of BglD2. The optimum 
temperature and pH were determined with pNPGlc as the substrate. For the effect of temperature on enzyme stability, 
the purified enzyme was kept at 30 °C in 50 mmol/L Citrate-Na2HPO4 buffer (pH 6.5), and the residual activity was 
measured using pNPGlc as the substrate. For the effect of pH on enzyme stability, the purified enzyme was 
pre–incubated in 50 mmol/L Citrate-Na2HPO4 buffer (pH 6.0 to pH 7.0) at 45 °C, and the remaining activities were 
measured with pNPGlc as the substrate. All the results were the average of triplicate experiments. 
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2.3  金属离子及化学试剂对酶活力的影响 

5 mmol/L 的 Cu2+、SDS 对酶活力均有抑制

作用，5 mmol/L 的 Mg2+、Ca2+、Na+、DTT 对酶活

力均有促进作用，其中 DTT 可使酶活力提升至   

1.27 倍 (表 1)。EDTA 的加入对酶活力无影响，由

此推测 BglD2 不是金属离子依赖性的蛋白，与多

数已报道的 β-葡萄糖苷酶结果一致[15-17]。 

2.4  BglD2 水解虎杖苷和二糖底物的比酶活测定 

以虎杖苷为底物， BglD2 催化比酶活为

(284.05±2.47) U/mg。BglD2 可以水解 β (1→4)、  

β (1→3)、β (1→6)等多种键型。以天然二糖为底

物，BglD2 对纤维二糖和昆布二糖的水解活力相

对较高。与来自同一菌株的 β-葡萄糖苷酶 BglD1

不同[9]，BglD2 对乳糖的水解能力较弱 (表 2)。 

 
表 1  金属离子及化学试剂对 BglD2 酶活力的影响 
Table 1  Effects of metal ions and chemical reagents 
on BglD2 activity 

Metal ions 
Relative activity (%) 

1 mmol/L 5 mmol/L 

K+ 100.67±1.81 91.75±3.59 

Mn2+ 99.54±2.56  92.09±9.29 

Ca2+ 106.66±1.02 113.20±5.84 

Mg2+ 95.79±3.63 111.12±2.89 

Na+ 100.58±1.19 112.37±1.13 

Cu2+ 96.67±4.13 79.26±2.90 

Zn2+ 95.25±3.55 89.96±4.82 

DTT 102.29±1.51 127.70±3.15 

EDTA 96.92±2.60 100.46±1.68 

SDS 40.02±3.16 21.99±1.02 

Urea 105.41±3.43 101.33±2.58 

 
表 2  BglD2 水解二糖底物的比酶活 
Table 2  Specific activity of BglD2 toward disaccharide 
substrates 

Substrates Linkages 
Enzyme activity 

(U/mg) 
Relative 

activity (%)

Cellobiose β (1→4) 4.02±0.08 100 

Laminaribiose β (1→3) 3.63±0.18 90 

Gentiobiose β (1→6) 1.20±0.02 30 

Lactose β (1→4) 0.49±0.02 12 

2.5  葡萄糖和木糖对酶活力的影响 

葡萄糖和木糖对 BglD2 的酶活力有一定的促

进作用，100 mmol/L 的葡萄糖对酶活力促进作用

最大，达到原酶活力的 2.0 倍；150 mmol/L 的木糖

对酶活力的促进作用最大，达到原酶活力的 2.3倍。

随着糖浓度的增加，酶活力受到抑制。当木糖和

葡萄糖浓度提升至 1.2 mol/L 和 1.0 mol/L，BglD2

酶活力降低为原酶活力的一半 (图 4)。 

已有研究发现，糖对酶活力的促进与酶的转

糖苷活性有关。以纤维二糖为底物，经 BglD2 转

糖苷后生成纤维三糖，表明 BglD2 具有一定的转

糖苷能力 (图 5)。 

2.6  乙醇对酶活力及稳定性的影响 

30 ℃条件下，10%乙醇对 BglD2 的酶活力具

有促进作用，可使酶活力提升约 1.2 倍，25%的乙

醇中可保留约 60%酶活力。当温度升高至 45 ℃以

上，乙醇对酶活力的促进作用减弱 (图 6A)。乙

醇对酶的稳定性影响较大，30 ℃条件下，BglD2

在 10%乙醇中的半衰期仅为 5 h，而不加乙醇时的

半衰期大约为 20 h (图 6B)。 

 

 
 
图 4  葡萄糖和木糖对 BglD2 酶活力的影响 
Fig. 4  Effects of glucose and xylose on the activity of 
BglD2 with pNPGlc as the substrate. The activity of the 
enzyme was evaluated in the presence of varying 
concentrations of monosaccharides. The relative activity 
was defined as the activity in the presence of effectors 
relative to that in the absence of the effectors. All results 
were the average of triplicate experiments. 
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图 5  以纤维二糖为底物的转糖苷产物检测 
Fig. 5  HPLC analysis of transglycosylation activity with cellobiose as the substrate. (A) Cellobiose in the reaction 
mixture before transglycosylation. Peak 1, cellobiose. (B) Transglycosylation products of BglD2. Peaks: 1 glucose, 2 
cellobiose, 3 cellotriose. 

 

 
 
图 6  乙醇对 BglD2 酶活力 (A) 及稳定性 (B) 的影响 
Fig. 6  Effects of ethanol on the enzyme activity and stability. (A) Effects of ethanol on the enzyme activity. Reaction 
mixtures contained 5 mmol/L pNPGlc in Citrate-Na2HPO4 buffer (50 mmol/L, pH 6.5) with varying concentrations of 
ethanol. After incubation at 30–50 °C for 10 min, the activity was measured under standard assay conditions. (B) Effect 
of ethanol on the stability of BglD2. The stability was assessed by incubating appropriate volumes of the purified 
enzyme with 10% (V/V) ethanol at 30 °C. Aliquots were taken at regular interval, and the residual activity was 
monitored using pNPGlc as the substrate. All figures were the average of results from triplicate experiments. 

 
2.7  酶动力学参数 

在最适反应条件下，以 pNPGlc 为底物时，

Km 和 kcat 分别为 0.23 mmol/L 和 103.04 s–1 (表 3)。

一定浓度的木糖和葡萄糖对 BglD2 的酶活力有一

定的促进，动力学分析亦表明，在 100 mmol/L 葡

萄糖或 150 mmol/L 木糖存在时，酶催化的 kcat 分

别增加了 136%和 167% (表 3)。在 10%乙醇存在

条件下，酶催化 kcat 增加了 11%。 

以虎杖苷为底物，BglD2 水解虎杖苷的 Km 

表 3  BglD2 动力学参数 
Table 3  Kinetic parameters of BglD2  

 
Km  

(mmol/L) 
kcat (s

–1) 
kcat/Km 

(L/(mmol·s))

pNPGlc 0.23±0.02 103.04±0.02 444.17±0.01

pNPGlc  
(10% ethanol) 

1.14±0.02 114.37±0.03 100.32±0.02

pNPGlc  
(100 mmol/L glucose)

0.71±0.04 244.52±0.02 316.27±0.01

pNPGlc  
(150 mmol/L xylose)

0.69±0.04 276.27±0.01 397.51±0.02

Polydatin 1.03±0.01 12.95±0.01 12.57±0.01
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为 1.03 mmol/L (表 3)，稍高于来自 Aspergillus 

niger SK34.002 的 β-葡萄糖苷酶水解虎杖苷的 Km 

(0.74 mmol/L)[18]。 

2.8  虎杖苷水解条件优化 

以白藜芦醇生成量为衡量指标，BglD2 在

30–35 ℃范围内，白藜芦醇产量较高，超过 35 ℃，

产量下降，因此后续优化在 35 ℃条件下进行  

(图 7A)。酶量优化结果显示，加入 1.8 U/mL BglD2

白藜芦醇产量最高 (图 7B)。底物浓度优化结果表

明，加入 3 mg/mL 虎杖苷，水解后白藜芦醇产量

最高 (图 7C)。时间优化结果表明，水解反应 2 h

后白藜芦醇产量最高 (图 7D)。优化后 BglD2 水

解虎杖苷反应条件为：底物浓度 3 mg/mL，    

1.8 U/mL 酶量，在 35 ℃条件下反应 2 h。最优条

件下，BglD2 对虎杖苷的水解率达到 86%，白藜

芦醇产量达到 0.75 mg/mL (图 7)。 

3  讨论 

来自降解藻类微生物的糖苷水解酶可能具有

与陆地来源酶截然不同的特点，因而被认为是挖

掘新颖酶资源的宝库 [19]。作为与褐藻降解菌    

B. weihaiensis Alg07的 16S rRNA序列一致性较高

的微生物，Bacillus sp. D1 基因组中可能亦蕴含了

新型糖苷水解酶的编码基因。前期，已从 Bacillus 

sp. D1 基因组成功克隆并表达了新型 β-葡萄糖苷

酶 BglD1，该酶具有较强的转糖苷活性，并适用

于低聚半乳糖的合成。本研究从 Bacillus sp. D1

基因组中，成功克隆了另一个新型 β-葡萄糖苷酶

BglD2，与 BglD1 的序列一致性仅为 47%，且两

者的酶学性质差异较大，说明 BglD1 和 BglD2 在 

 

 
 
图 7  BglD2 水解虎杖苷制备白藜芦醇条件优化 
Fig. 7  Hydrolysis of polydatin for the production of resveratrol by BglD2. (A) Effect of temperature on the production 
of resveratrol. (B) Effect of enzyme dosage on the production of resveratrol. (C) Effect of substrate concentration on the 
yield of resveratrol. (D) Time course of the reaction mixture catalyzed by BglD2. All results were the average of 
triplicate experiments. 
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来源菌 Bacillus sp. D1 中可能行使了不同的生物

学功能。 

海洋来源、具有中温催化特性的 β-葡萄糖苷

酶，其最适催化温度多在 45–55 ℃范围[13-14,20]，

如来自海洋表层海水微生物元基因组文库的

Bgl1A[10]和 Bgl1B[11]，来自 Bacillus sp. D1 的

BglD1[9]和 BglD2 等。虽然此类酶拥有高于海洋环

境的最适催化温度，但高温下多不稳定 [9-10]。

BglD2 在 pH 6.0–7.0 环境中具有比较高的酶活力

且比较好的稳定性，符合细菌 β-葡萄糖苷酶的催

化特性 [11]，这一特性在海洋来源酶 Bgl1A[10]、

Bgl1B[11]和 BglD1[9]等酶中亦有体现。一般而言，

低浓度的 Cu2+是 β-葡萄糖苷酶的有效抑制剂，而

其他金属离子对酶活力的影响各异。对于 BglD2，

Mg2+、Ca2+、Na+等金属离子可提升酶活力至   

1.1 倍以上，而对来自同一菌株的 BglD1 的影响

不同，仅有 Mg2+可提升 BglD1 的酶活力，Ca2+

和 Na+对酶活影响较小[9]。 

已知 β-葡萄糖苷酶普遍存在受产物葡萄糖反

馈抑制，如现有的绝大多数 β-葡萄糖苷酶都对其

水解反应产物葡萄糖异常敏感，极低浓度的葡萄

糖就可以反馈抑制 β-葡萄糖苷酶的活性，其抑制

常数 (Ki) 一般为 0.5–100 mmol/L。但亦有多种属

来源的具有葡萄糖耐受性的 β-葡萄糖苷酶被报

道，一些酶的葡萄糖耐受 Ki 可达摩尔级，并且往

往伴随着葡萄糖对酶的激活作用[10,21-23]。此外，

木糖、蔗糖、半乳糖等对 β-葡萄糖苷酶的酶活力

也显示出促进作用[24-26]。来自 Bacillus sp. D1 的

BglD2 和 BglD1，以及来自海洋表层海水微生物

元基因组文库的 Bgl1A[10]均具有糖促活特性，葡

萄糖、木糖能够有效地促进酶活力的提升[9]。转

糖苷作用在糖促进 β-葡萄糖苷酶酶活提升方面起

非常重要的作用[27-28]。以纤维二糖为底物，BglD1

显示出了良好的转糖苷活性[9]，BglD2、Bgl1A[10]

亦显示较弱的转糖苷活性，由此推测，转糖苷作

用在 β-葡萄糖苷酶受糖促活方面可能也起到了重

要作用。 

少数 β-葡萄糖苷酶显示出乙醇耐受的特性，

如来自土壤元基因组文库的 β-葡萄糖苷酶 Bg10，

在 500 mmol/L 乙醇条件下可保持大于 70%的酶活

力；来自解纤维芽孢杆菌 Bacillus cellulosilyticus 的

β-葡萄糖苷酶的乙醇耐受 Ki 为 15% (V/V)[29]；来自

海洋元基因组文库的 β-葡萄糖苷酶 Bgl1A，经过

基因工程改造，乙醇耐受性得以提升[30]。与已报

道的乙醇耐受特性不同，BglD2 显示出良好的乙醇

促活特性，10%的乙醇可使酶活力提升至 1.2 倍，

在此条件下酶催化 kcat 值有所增加。短侧链醇对  

β- 葡 萄 糖 苷 酶 活 力 的 促 进 在 嗜 热 毁 丝 霉

Myceliophthora thermophila[31] 、 嗜 热 子 囊 菌

Thermoascus aurantiacus[32]、米曲霉 Aspergillus 

oryzae[33]以及尖孢镰刀菌 Fusarium oxysporum[34]

等来源的酶中亦有发现，对这一现象的可能解释

为乙醇引起的溶液极性的变化可以一定程度上稳

定酶的构象[35]。 

以虎杖苷为底物，β-葡萄糖苷酶能够有效水

解糖苷键，释放苷元。用于虎杖苷酶法转化生成白

藜芦醇的 β-葡萄糖苷酶多来源于真菌，如布鲁塞

尔德克酵母 Dekkera bruxellensis[36-37]、酿酒酵母

Saccharomyces cerevisiae[38]、Aspergillus oryzae[39]

和黑曲霉 Aspergillus niger[38]，以及细菌，如乳酸

杆菌属 Lactobacillus sp.[40]和Bacillus sp.[41]等来源

的酶。表 4 列举了已报道用于水解虎杖苷的 β-葡

萄糖苷酶，除 Bgl2238 外，均由来源菌发酵制备，

酶的基因或蛋白序列未见报道。β-葡萄糖苷酶

Bgl2238 蛋白基因 (GenBank 登录号：KU320675) 

克隆自土壤元基因组文库[42]，序列分析表明其为

GH3 家族 β-葡萄糖苷酶，与 BglD2 分属不同糖苷

水解酶家族。 

以虎杖苷为底物，BglD2 显示出较高的比酶

活，是 Dekkera bruxellensis 来源酶的 2.5 倍，但

催化 Km 稍高于 Aspergillus sp.来源酶 (表 4)。部

分真菌 β-葡萄糖苷酶，如 Aspergillus sp.以及 
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表 4  BglD2 与已报道 β-葡萄糖苷酶水解虎杖苷的比酶活、Km 及水解条件比较 
Table 4  Comparison of the specific activity, Km and hydrolysis conditions toward polydatin using BglD2 and 
some known β-glucosidases 

Enzyme origin 
Specific 
activity 
(U/mg) 

Km 
(mmol/L)

Temperature 
(°C) 

pH Time 
Hydrolysis 
rates (%) 

References

Aspergillus oryzae sp. 100 55.00 0.74 60 5.0 2 h About 100% [39] 

Aspergillus oryzae (CICC 2436) Nm Nm 50 4.8 8 h About 100% [5] 

Aspergillus niger SK34.002 75.90 0.74 60 Nm 4 h About 100% [18] 

Dekkera bruxellensis (BCRC920084) 115.00 Nm 50 5.0 About 25 h About 80% [36] 

Almonds (Sigma) 54.15 Nm 50 6.0 About 12 h About 100% [36] 

Lactobacillus kimchi JB301 1.49a 0.20 30–40 5.0 40 h Over 99% [40] 

Bgl2238 from metagenomic library Nm Nm 44 Nm 12 h 95% [42] 

Bacillus sp. D1 284.05 1.03 35 6.5 2 h 86% This study

a: one unit of enzyme activity was defined as the amount of enzyme capable of hydrolyzing 1 μmol of glucose from glucosides 
per minute. Nm: not mentioned. 
 

Dekkera bruxellensis 来源酶，需要在高于 50 ℃条

件下水解虎杖苷生成白藜芦醇 (表 4)。虽然多种

属来源的 β-葡萄糖苷酶在水解虎杖苷方面显示出

较高的水解率，但有些酶需要较长的反应时间，

如 Aspergillus oryzae (CICC 2436) 来源酶需要 8 h

左右可达到 100%水解率，Dekkera bruxellensis

来源酶则需要 25 h 左右，可达 80%以上水解率   

(表 4)。相比而言，来源于海洋细菌 Bacillus sp. D1

的 BglD2，可在 35 ℃条件下水解虎杖苷，反应   

2 h 后水解率达到 86%，具有低温、高效催化虎杖

苷水解的优势。另一方面，水解体系中，虎杖苷

提取物作为酶转化底物将一定量的乙醇带入反应

体系，而且随着反应的进行，产物葡萄糖会不断

累积。具有乙醇耐受及抗产物抑制等特性的 β-葡

萄糖苷酶 BglD2 将更适合于酶法转化虎杖苷以制

备白藜芦醇。 

4  结论 

海洋是筛选具有盐耐受、有机溶剂耐受、抗

碳水化合物抑制等活性的新型 β-葡萄糖苷酶的重

要来源。本研究从海洋细菌 Bacillus sp. D1 中成

功克隆并异源表达了 β-葡萄糖苷酶 BglD2，该酶

具有较好的乙醇及葡萄糖促活特性，能够在较短

时间、较低温度中快速水解虎杖苷生成白藜芦醇，

具有酶法生产白藜芦醇的潜力。 
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