
微生物学通报 Sep. 20, 2023, 50(9): 3833−3847 
Microbiology China DOI: 10.13344/j.microbiol.china.221155 
http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn  Copyright ©2023 Microbiology China All Rights Reserved 

                           

资助项目：吉林省科技厅医药健康专项(20200504005YY)；中央高校基本科研业务费专项资金(2412022XK011) 
This work was supported by the Jilin Provincial Department of Science and Technology Medicine and Health Project 
(20200504005YY) and the Fundamental Research Funds for the Central Universities (2412022XK011). 
*Corresponding author. E-mail: yuany268@nenu.edu.cn 
Received: 2022-11-27; Accepted: 2023-05-03; Published online: 2023-06-29 

研究报告 

嗜糖黄杆菌 β-葡萄糖苷酶的功能及在稀有人参皂苷

制备中的应用 

董博妍，闫学翠，周凤恩，王一冰，周义发，原野* 

东北师范大学生命科学学院 糖复合物教育部工程研究中心，吉林 长春 130024 
 

董博妍, 闫学翠, 周凤恩, 王一冰, 周义发, 原野. 嗜糖黄杆菌β-葡萄糖苷酶的功能及在稀有人参皂苷制备中的应用[J]. 微生

物学通报, 2023, 50(9): 3833-3847. 
DONG Boyan, YAN Xuecui, ZHOU Feng’en, WANG Yibing, ZHOU Yifa, YUAN Ye. Glucosidases from Flavobacterium 
saccharophilum: characterization and application in the preparation of minor ginsenosides[J]. Microbiology China, 2023, 50(9): 
3833-3847. 

摘  要：【背景】有些稀有皂苷具有较好的药理活性，寻找活性高和专一性好的糖苷酶可能实现

稀有皂苷的定向制备。嗜糖黄杆菌中含有丰富且未被表征的糖苷酶基因是寻找新酶的潜在来源。

【目的】从嗜糖黄杆菌中发现活性高和专一性好的糖苷酶，用于制备稀有人参皂苷。【方法】重

组表达嗜糖黄杆菌中 15 个假定的葡萄糖苷酶基因，系统研究重组酶的性质和功能，筛选可用于制

备稀有皂苷的酶，利用薄层层析法和高效液相色谱法鉴定转化产物。【结果】从嗜糖黄杆菌中获

得 3 种活性较好的 β-葡萄糖苷酶，即 SA2629、SA0236 和 SA2851。其中，SA2629 具有最高的比酶活

(78.7 U/mg)和催化效率[kcat=(27.38±1.40) s−1]，且 SA2629 能同时水解人参皂苷 C-20 位上的 β-1,6-
葡萄糖苷键和 C-3 位直接与苷元相连的葡萄糖苷键。SA2851 和 SA0236 只对 C-20 位上的 β-1,6-
葡萄糖苷键具有水解活性，其中 SA0236 活力高。将 SA2629 和 SA0236 与课题组前期获得的一种

β-1,2-葡萄糖苷酶分别组合，可以将高含量人参皂苷 Rb1 完全转化成稀有皂苷 CK 和 F2。【结论】

获得了可用于制备稀有人参皂苷的糖苷酶，填补了嗜糖黄杆菌 β-葡萄糖苷酶研究的空白。 
关键词：嗜糖黄杆菌；β-葡萄糖苷酶；酶学性质；稀有皂苷  
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Glucosidases from Flavobacterium saccharophilum: 
characterization and application in the preparation of minor 
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Engineering Research Center of Glycoconjugates, Ministry of Education, School of Life Sciences, Northeast Normal 
University, Changchun 130024, Jilin, China 

Abstract: [Background] Some minor ginsenosides possess valuable pharmacological activities. 
Mining glycosidases with high activity and specificity can realize the directional preparation of 
minor ginsenosides. Flavobacterium saccharophilum carries abundant and uncharacterized 
glycosidase genes, which are potential sources for excavating new glycosidases. [Objective] To 
obtain highly active and specific glycosidases from F. saccharophilum for the preparation of minor 
ginsenosides. [Methods] Fifteen putative glucosidase genes were cloned from F. saccharophilum 
and expressed. To screen out the enzymes for the preparation of minor ginsenosides, we fully 
characterized the recombinants and identified the biotransformation products by employing thin 
layer chromatography and high performance liquid chromatography. [Results] Three 
β-glucosidases (SA2629, SA0236, and SA2851) with high activities were obtained from F. 
saccharophilum. SA2629 showed the highest specific activity (78.7 U/mg) and catalytic efficiency 
[kcat=(27.38±1.40) s−1]. Furthermore, it could simultaneously hydrolyze the β-1,6-glucosidic bond at 
the C−20 position and the glucosidic bond directly connected to the aglycone at the C-3 position. 
SA2851 and SA0236 only had hydrolysis activity on the β-1,6 glucosidic bond at the C-20 position, 
and SA0236 had higher activity. Furthermore, we completely transformed ginsenoside Rb1 to the 
minor ginsenosides CK and F2 by using SA2629 and SA0236, respectively, with a 
β-1,2-glucosidase obtained in our lab. [Conclusion] The glycosidases that can be employed to 
prepare minor ginsenosides were obtained, which filled the gap in the study of β-glucosidases from 
F. saccharophilum. 
Keywords: Flavobacterium saccharophilum; β-glucosidase; enzymatic properties; minor ginsenosides 

人参皂苷是人参的主要活性成分，具有抗

癌、抗过敏和抗氧化等多种药理活性[1-2]。高含

量皂苷 Rb1、Rb2、Rc、Rd、Re 和 Rg1 等在总

皂苷中的含量超过 80%，稀有皂苷 F2、Rg3、

Rh1、Rh2 和 Compound K (C−K)等含量极低甚

至没有[3]，而稀有皂苷的药理活性往往优于高含

量皂苷。因此，许多研究集中于水解高含量皂苷

中与 C-3、C-6 和 C-20 位置连接的糖链部分来制

备稀有皂苷[4]。目前报道过加热[5]、酸处理[6]、

发酵[7]和酶转化[8]等方法，由于酶转化法具有特

异性高、选择性强和反应条件温和等特点而广泛

应用。 
β-葡萄糖苷酶是制备稀有皂苷过程中较为

重要的一类酶。β-葡萄糖苷酶能催化糖类化合
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物中非还原性末端 β-葡萄糖苷键水解，释放葡

萄糖和相应配基[9-10]。根据氨基酸序列分类，β-

葡萄糖苷酶主要来源于 GH1 和 GH3 两个家族[11]，

GH1 家族中 β-葡萄糖苷酶大多来源于古菌、植

物和哺乳动物，并且多数是具有半乳糖苷酶活

性的双功能酶[12]。GH3 家族中 β-葡萄糖苷酶

主要分布于细菌和真菌中[13]。目前根据反应底

物仅将 β-葡萄糖苷酶分为水解芳基-β-葡萄糖

键的 β-芳基葡萄糖苷酶、水解 β-1,4-葡萄糖苷

键的纤维二糖酶和底物选择性广泛的 β-葡萄

糖苷酶[14]。 

许多微生物来源的 β-葡萄糖苷酶已实现大

量生产和广泛应用，但目前暂无嗜糖黄杆菌来源

β-葡萄糖苷酶的相关报道。本研究旨在从嗜糖黄

杆菌中获得活力高且选择性专一的 β-葡萄糖苷

酶并应用于稀有皂苷等糖类化合物的制备中。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  样品 

嗜糖黄杆菌(CGMCC 1.12072)购买于中国

普 通 微 生 物 菌 种 保 藏 管 理 中 心 。 大 肠 杆 菌

(Escherichia coli) BL21(DE3)和质粒 pET-28a(+)
购自天根生化科技(北京)有限公司。 
1.1.2  主要试剂和仪器 

pNPαGal、pNPβGal、pNPαGlu、pNPβGlu、

pNPαMan、pNPβMan、pNPαArap、pNPαAraf、

pNPαXyl、pNPβXyl、pNPαRha 和 pNPαFuc，

Sigma 公司；槐糖和纤维二糖，阿拉丁生化科技

股份有限公司；昆布二糖，北京百灵威科技有限

公司；龙胆二糖，北京索莱宝科技有限公司；细

菌基因组 DNA 提取试剂盒，生工生物工程(上海)

股份有限公司。PCR 仪，东胜兴业科学仪器有

限公司；高压匀质机，ATS 工业系统有限公司；

酶标仪，BioTek 公司；高效液相色谱系统，北

京普源精电科技有限公司；微量分光光度计和离

子色谱，Thermo Fisher Scientific 公司。 
1.1.3  培养基 

LB 培养基(g/L)：酵母浸粉 5.0，胰蛋白胨

10.0，氯化钠 10.0，调 pH 值至 7.0；添加 15.0 g/L

琼脂粉即为 LB 固体培养基，添加 50 μg/mL Kan

即为 Kan 筛选平板。 

1.2  β-葡萄糖苷酶的序列分析 
通过 NCBI 数据库寻找嗜糖黄杆菌基因组

(GenBank 登录号为 GCA_900142735.1)中所有 β-

葡萄糖苷酶基因，利用 ExPASy 在线分析网站

(https://web.expasy.org/protparam/)对其蛋白分子

量进行分析。使用 MEGA 7.0 软件构建系统发育

树。通过保守结构域数据库(https://www.ncbi.nlm. 

nih.gov/Structure/bwrpsb/bwrpsb.cgi)和 TBtools 软

件 (https://github.com/CJ-Chen/TBtools/releases)预

测保守结构域。 

1.3  重组菌株的构建 
将活化后的嗜糖黄杆菌接种至 LB 培养基

中，于 30 ℃、180 r/min 条件下培养 16 h。利用

细菌基因组 DNA 提取试剂盒提取嗜糖黄杆菌的

基因组。以基因组 DNA 为模板扩增目的基因，引

物序列见表 1。PCR 反应体系：2×GreenMix 5 μL，

上、下游引物(10 μmol/L)各 0.5 μL，模板(58 ng/μL)   

1 μL，Phusion HF 0.2 μL，ddH2O 2.8 μL。PCR

反应条件：98 ℃ 30 s；98 ℃ 10 s，52 ℃ 45 s，

72 ℃ 2 min，30 个循环；72 ℃ 10 min。PCR 产

物经产物回收试剂盒回收后连接至 pET-28a(+)

载体并转入 E. coli BL21(DE3)感受态细胞中。经

Kan 抗性(50 μg/mL)平板筛选、菌落 PCR 和质粒

双酶切验证获得阳性重组菌。保存测序正确的重

组菌种。 
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表 1  PCR 扩增引物 
Table 1  Primers for PCR amplification 
Name GenBank accession No. Primer Primers sequence (5′→3′) 
SA2505 SHM14299.1 SA2505-F ATGGGTCGCGGATCCATGAATAAAGTTGAGAAGTC 

SA2505-R GTGGTGGTGCTCGAGTTAAGATAAGAAGTCGCGAA 
SA1638 SHL81209.1 SA1638-F ATGGGTCGCGGATCCCAAAACAATGTTCCGGTTTA 

SA1638-R GTGGTGGTGCTCGAGTTATTGAAGTGAAAAACTCA 
SA1023 SHL52973.1 SA1023-F ATGGGTCGCGGATCCCAACAACAAACAATTGATCA 

SA1023-R GTGGTGGTGCTCGAGTTATTGTACTAATTCAAAGT 
SA2629 SHM17997.1 SA2629-F ATGGGTCGCGGATCCCAAAAGAAGCCGTATCTGGA 

SA2629-R GTGGTGGTGCTCGAGCTAGCCTTTTATTTCAAAAC 
SA2489 SHM13873.1 SA2489-F ATGGGTCGCGGATCCCAAACAACCGTAGAAAAATA 

SA2489-R GTGGTGGTGCTCGAGTTATTGAATCAAAAGACTTT 
SA2840 SHM31064.1 SA2480-F ATGGGTCGCGGATCCCAACAATATCGTTTTAAAGA 

SA2480-R GTGGTGGTGCTCGAGTTACTGAATTGCTACTTTAA 
SA2851 SHM31376.1 SA2851-F ATGGGTCGCGGATCCTCGACTGAAAAAAGAATTCA 

SA2851-R GTGGTGGTGCTCGAGTTATTGTACCGTAATAGCAA 
SA4465 SHM88229.1 SA4465-F ATGGGTCGCGGATCCATGAAAATGACAGCTGAAGC 

SA4465-R GTGGTGGTGCTCGAGTTATTGAAGGTCAATATTTA 
SA1764 SHL84624.1 SA1764-F ATGGGTCGCGGATCCCAAAAAAAGAACACTAAAAA 

SA1764-R GTGGTGGTGCTCGAGCTATTTAGTTAACTCAAAAC 
SA2453 SHM12971.1 SA2453-F ATGGGTCGCGGATCCCAAAAGACACCACAACTTGG 

SA2453-R GTGGTGGTGCTCGAGCTAGTTTGAATGCATTTCCT 
SA0236 SHL28930.1 SA0236-F ATGGGTCGCGGATCCTGTAAAAAAGACGTACAGTC 

SA0236-R GTGGTGGTGCTCGAGTTATTTGATCGTTATCGCAA 
SA3179 SHM40893.1 SA3179-F ATGGGTCGCGGATCCCAAAACACTCCAAAATATAA 

SA3179-R GTGGTGGTGCTCGAGTTATTCTGTCACCGTAAGAA 
SA0238 SHL28985.1 SA0238-F ATGGGTCGCGGATCCCAGCAAAAGCAATATCCCTT 

SA0238-R GTGGTGGTGCTCGAGTTATTTGACAGTTATTTTTT 
SA3394 SHM53306.1 SA3394-F ATGGGTCGCGGATCCTGTGTTATCGCTACATCAAC 

SA3394-R GTGGTGGTGCTCGAGTTATTTTAATTTTATATCTA 
SA3191 SHM41242.1 SA3191-F ATGGGTCGCGGATCCGTTTATAAAAACCAGGATTT 

SA3191-R GTGGTGGTGCTCGAGTTACTTCCCAATTTCAAAAC 
酶切位点以下划线标识 
Restriction sites are underlined. 
 

1.4  重组酶的表达、纯化及鉴定 
将 5 μL −80 ℃保存的菌种接种到 5 mL LB

培养基中，37 ℃、180 r/min 条件下培养 12−16 h
后接种到 500 mL LB 培养基中继续培养，OD600

达到 0.6−0.8 后加入 250 μL 1 mol/L 的异丙基- 
β-D-硫代半乳糖苷(isopropyl β-D-thiogalactoside, 
IPTG)，于 16 ℃、120 r/min 诱导培养 16 h 后，    
5 000×g 离心 10 min 收集菌体，并将其重悬于  
破碎缓冲液(20 mmol/L pH 7.0 磷酸盐缓冲液，

100 mmol/L NaCl，10 mmol/L 咪唑，pH 7.0)。
使用高压匀质机破碎 10 min 后，4 ℃、13 000×g
条件下离心 1 h 收集上清液即为粗酶液，上样

于 Ni-Sepharose 亲和层析色谱柱，300 mmol/L
咪唑洗脱获得纯酶。利用十二烷基硫酸钠-聚丙

烯 酰 胺 凝 胶 电 泳  (sodium dodecyl sulfate 
polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE)检
测表达情况和纯度，使用考马斯亮蓝法测定蛋白

浓度。 
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1.5  重组酶水解 pNP-糖苷能力的测定 
使 用 pNPαMan、 pNPβMan、 pNPαAraf、

pNPαArap 、 pNPαXyl 、 pNPβXyl 、 pNPαGlc 、

pNPβGlc 、 pNPαGal 、 pNPβGal 、 pNPαFuc 和

pNPαRha 这 12 种糖苷底物分析重组酶的糖基选

择性。反应体系中加入 20 μL 200 mmol/L 的 pH 7.0

磷酸盐缓冲液，20 μL 5 mmol/L 的 pNP-糖苷底

物和适量酶液(酶与底物的摩尔比为 1:1 000)，

蒸馏水补至 200 μL。37 ℃反应 5 min 后立即加

入 50 μL 0.5 mol/L Na2CO3 溶液终止反应，于

405 nm 波长下测定吸光值(OD405)。以 pNP 的 

物质的量(μmol)为横坐标，OD405 为纵坐标绘制

标准曲线，通过该标准曲线计算酶活力[15]。酶

活力定义为：在最适反应条件下，每分钟释放

1 μmol 对硝基苯酚所需的酶量为 1 个单位，记

为 1 U。 

1.6  重组酶的最适反应条件研究 
1.6.1  最适 pH 和 pH 稳定性的测定 

使用 pH 2.0−11.0 的缓冲液(pH 2.0−6.0：

NaAc-HAc；pH 6.0−8.0：NaH2PO4-Na2HPO4；  

pH 8.0−11.0：Gly-NaOH)测定重组酶的最适 pH。

200 μL 反应体系包括 150 μL 蒸馏水、20 μL   

200 mmol/L 缓冲液、20 μL 5 mmol/L pNPβGlc

和 10 μL 稀释一定倍数的纯酶液。37 ℃反应 5 min

后立即加入 50 μL 0.5 mol/L Na2CO3 溶液终止反

应，于 405 nm 波长下测定吸光值。吸光值最高

的 为 最 适 pH， 将 该 条 件 下 的 酶 活 力 定 义 为

100%，其他条件下的酶活力与其进行比较。 

将稀释一定倍数的纯酶加入上述不同 pH 的

缓冲液中，4 ℃孵育 24 h 后加入 20 μL 5 mmol/L 

pNPβGlc，37 ℃反应 5 min 后立即加入 50 μL  

0.5 mol/L Na2CO3 溶液终止反应，于 405 nm 波长

测定吸光值。将不同 pH 条件下未经孵育的酶活

力定义为 100%，孵育后的与其比较。 

1.6.2  最适温度和温度稳定性测定 
在 20−70 ℃范围内测定重组酶的最适温度。

200 μL 反应体系包括 150 μL 蒸馏水、20 μL   
200 mmol/L 缓冲液、20 μL 5 mmol/L pNPβGlc
和 10 μL 稀释一定倍数的纯酶液，将反应体系置

于不同温度条件下反应 5 min 后立即加入 50 μL 
0.5 mol/L Na2CO3 溶液终止反应，于 405 nm 波长

下测定吸光值。吸光值最高的为最适温度，将该

条件下的酶活力定义为 100%，其他条件下的酶

活力与其进行比较。 
将稀释一定倍数的纯酶加入最适 pH 缓冲液

中，在不同温度下孵育 0 min、20 min、40 min、

1 h、1.5 h、2 h、2.5 h 和 3 h 后加入 20 µL 5 mmol/L 
pNPβGlc，在特定温度下继续反应 5 min 后立即

加入 50 μL 0.5 mol/L Na2CO3 溶液终止反应，于

405 nm 处测定吸光值。以不同温度下孵育前的

酶活力为 100%，孵育后与其进行比较。 
1.6.3  动力学常数的测定 

以 pNPβGlc 为底物测定 3 种 β-葡萄糖苷酶

的 Vmax 和 Km 值，根据公式计算 kcat 和 kcat/Km。

200 µL 反应体系包括 0.1−2.0 mmol/L 浓度范围

内的底物、10 µL 的纯酶液，缓冲液补至 200 μL。

将反应体系置于 37 ℃条件下，每隔 30 s 加入  
50 μL 0.5 mol/L Na2CO3 溶液终止一组反应至   
5 min，共 10 组，于 405 nm 波长下测定吸光值，

选取合适的吸光值范围，计算不同底物浓度下的

反应初速度。5 min 反应过程通过酶标仪连续记

录，每 30 s 检测一次。根据吸光值计算不同底物

浓度下的反应初速度。在 GraphPad Prism V5 软件

中通过 Lineweaver-Burk 法计算 Km 和 Vmax 值。 
1.7  重组酶水解葡二糖能力的测定 

选取 4 种不同连接方式的葡二糖(槐糖、昆

布二糖、纤维二糖和龙胆二糖)为底物分析重 
组酶的键型选择性。200 μL 反应体系包括 5 μL 
1 mg/mL 的二糖底物、10 mU 酶液，缓冲液补至

200 μL。在最适温度下反应 12 h 后 100 ℃加热  
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5 min。13 000×g 离心 10 min 除去变性的蛋白，

上清经 0.22 µm 滤膜过滤，进样于离子色谱(high- 
performance anion-exchange chromatography, 
HPAEC)检测二糖的水解情况。检测所用的系统

为 Thermo ICS-5000+，分析柱为 CarboPac PA-200 

column 4 μm (3 mm×250 mm)，检测器为脉冲安

培检测器，流动相为超纯水、1 mol/L 氢氧化钠

溶液和 1 mol/L 醋酸钠溶液，流速为 0.5 mL/min，

进样体积为 25 μL。 

1.8  重组酶水解人参皂苷能力的测定 
选择 4 种具有代表性结构的人参皂苷 Rb1、

Rd、Gyp XVII 和 Re，分析重组酶对人参皂苷中

糖苷键的选择性。这 4 种皂苷侧链均含有葡萄糖

基，但糖基数目、键型各不相同。反应体系包括

200 μg 人参皂苷底物和纯酶(酶和底物摩尔比为

1:1 000)，缓冲液补至 200 μL。在最适温度下反

应 12 h 后，加入等体积水饱和正丁醇萃取，上

清用薄层色谱(thin layer chromatography, TLC)法
和 高 效 液 相 色 谱 (high performance liquid 
chromatography, HPLC)法检测转化结果。 

TLC 检测方法：10 μL 样品点样于硅胶板

G60，置于正丁醇:乙酸乙酯:水=4:4:1 (体积比)

展层剂中。展层至适当高度后取出吹干，浸于

5%硫酸-乙醇溶液中染色，吹干后置于 105 ℃烘

箱加热 3−5 min 显色。将皂苷样品与标准样品的

迁移率(relative mobility, Rf)进行比较，初步鉴定

皂苷转化产物。 

HPLC 检测方法：采用 C18 反相层析柱  
(4.6 mm×250 mm, 5 µm)进行 HPLC 分析，利用

RIGOL L-3000 高效液相色谱系统搭配 UV-VIS 检

测器于 203 nm 处检测。用乙腈-水溶液作为洗脱剂，

流速为 0.8 mL/min，进样量为 20 μL，柱温 30 ℃。 

1.9  在制备稀有人参皂苷中的应用 
利用高含量人参皂苷 Rb1 制备稀有人参皂

苷 F2 和 CK。实验室前期研究发现，CcΒgl1A

制备人参皂苷 Gyp XVII 的最佳条件是在 30 ℃，

50 mg/mL Rb1 和 0.4 U/mg (酶活/皂苷质量) 
CcΒgl1A 反应 2 h 即可获得纯度为 90.5%的 Gyp 
XVII。因此，20 mL 反应体系中加入 1.0 g 人参

皂苷 Rb1、400 U CcΒgl1A，缓冲液补齐 20 mL，

在 30 ℃条件下反应 2 h 后分别加入 SA0236   
(1 000 U)和 SA2629 (800 U)，分别在 40 ℃和

45 ℃反应 2 h。反应结束后取样进行 TLC 和

HPLC 检测，结果与标准品比对。 

2  结果与分析 
2.1  嗜糖黄杆菌 β-葡萄糖苷酶基因的生物

信息学分析 
NCBI 数 据 库 中 注 释 了 嗜 糖 黄 杆 菌 中 的   

15 个假定 β-葡萄糖苷酶基因，SA2851 (GenBank
登录号为 SHM31376.1)、SA0236 (GenBank 登录

号为 SHL28930.1)、SA1638 (GenBank 登录号为

SHL81209.1) 、 SA2453 (GenBank 登 录 号 为

SHM12971.1) 、 SA2505 (GenBank 登 录 号 为

SHM14299.1) 、 SA4465 (GenBank 登 录 号 为

SHM88229.1) 、 SA0238 (GenBank 登 录 号 为

SHL28985.1) 、 SA2840 (GenBank 登 录 号 为

SHM31064.1) 、 SA2489 (GenBank 登 录 号 为

SHM13873.1) 、 SA3394 (GenBank 登 录 号 为

SHM53306.1) 、 SA3191 (GenBank 登 录 号 为

SHM41242.1) 、 SA3179 (GenBank 登 录 号 为

SHM40893.1) 、 SA1764 (GenBank 登 录 号 为

SHL84624.1) 、 SA2629 (GenBank 登 录 号 为

SHM17997.1) 和 SA1023 (GenBank 登 录 号 为

SHL52973.1)。它们的氨基酸长度为 450 891，分

子量 51.2−99.1 kDa，等电点 5.19−8.38。系统发

育树结果显示，15 种 β-葡萄糖苷酶分为 A 和 B
两个分支，包含 8 种保守结构域(图 1)。因此，

可能从嗜糖黄杆菌中获得具有不同性质和功能

的 β-葡萄糖苷酶。 
 



 
董博妍等: 嗜糖黄杆菌 β-葡萄糖苷酶的功能及在稀有人参皂苷制备中的应用 3839 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 

 
 

图 1  嗜糖黄杆菌中 β-葡萄糖苷酶的系统发育树和保守结构域分析 
Figure 1  Phylogenetic tree and conserved domain analysis of glucosidases from Flavobacterium saccharophilum. 
 

2.2  β-葡萄糖苷酶的异源表达、纯化及鉴定 
以基因组为模板扩增出 10 个目的基因，即

SA2505、SA1638、SA2629、SA2489、SA2851、

SA4465、SA1764、SA0236、SA0238 和 SA3394，

并构建了重组菌株。经 0.5 mmol/L IPTG 诱导和

Ni-Sepharose 凝胶纯化，获得了 8 种纯度较高的

酶 SA2629、SA2851、SA0236、SA0238、SA1638、

SA2505、SA2489 和 SA4465 (图 2)，实际蛋白质

分子量和理论分子量基本一致，其基本信息如 
表 2 所示。 
2.3  重组酶的糖基选择性 

以 12 种 pNP-糖苷为底物，分析上述 8 种酶

的糖基选择性。SA2629、SA0236 和 SA2851 能

够专一水解 pNPβGlc 且活力较高，其他 5 种酶

活力微弱(表 3)。因此，深入研究 SA2629、SA0236
和 SA2851 这 3 种重组 β-葡萄糖苷酶。 
2.4  重组酶的最适反应条件 
2.4.1  最适 pH 和 pH 稳定性 

以 pNPβGlc 为底物，在 pH 2.0−11.0 的范围内

测定 SA2629、SA2851 和 SA0236 的最适 pH 和 pH
稳定性。结果如图 3 所示，3 种 β-葡萄糖苷酶的

最适 pH 值均为 6.0。孵育 24 h 后，在 pH 6.0−9.0
的范围稳定性较好，酶活力均能保持在 70%以上。 
2.4.2  最适温度和温度稳定性 

在 20−90 ℃范围内，以 pNPβGlc 为底物测定

3 种酶的活性。结果如图 4 所示，SA0236 和

SA2851 最适温度为 40 ℃，SA2629 的最适温度为

45 ℃。 
在 30−50 ℃范围内孵育 3 h，以 pNPβGlc 为

底物测定 3 种酶的活力变化。结果如图 5 所示，

SA2629 和 SA0236 在 30−40 ℃有一定的稳定

性，在相应温度下孵育 3 h 后酶活力在 50%以

上。SA2851 稳定性较好，在 30−45 ℃条件下孵

育 3 h 后酶活力大于 60%，但在 50 ℃条件下孵

育后酶活力迅速下降。结合上述最适温度的结

果，40 ℃是 3 种酶的最佳反应温度。 
2.4.3  动力学参数 

以 pNPβGlc 为底物测定 3 种 β-葡萄糖苷酶

的动力学参数。结果如表 4 所示，SA2629 的 Km

值最小，与底物的亲和力最强，酶促反应更容易

进行；其 Vmax 也明显大于其他 2 种酶，反应速

率最高。因此，SA2629 的 kcat/Km 值最大，具有

较高的催化效率。 
2.5  重组酶的键型选择性 
2.5.1  重组酶对葡二糖的选择性 

以 槐 糖 (Glc-β-1,2-Glc) 、 昆 布 二 糖

(Glc-β-1,3-Glc)、纤维二糖(Glc-β-1,4-Glc)和龙胆

二糖(Glc-β-1,6-Glc)为底物分析 3 种酶的键型选

择性。如图 6 所示，3 种酶均能完全水解所有连

接方式的葡二糖，具有广泛的选择性。 
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图 2  重组酶的 SDS-PAGE 分析   A：SA2629. B：SA2851. C：SA0236. D：SA0238. E：SA1638. F：

SA2505. G：SA2489. H：SA4465. M：蛋白分子量标准；1：诱导前裂解液；2：诱导后裂解液；3：诱导

后裂解液上清；4：纯化后的酶液；5：诱导后沉淀 
Figure 2  Analysis of glucosidases by SDS-PAGE. A: SA2629. B: SA2851. C: SA0236. D: SA0238. E: 
SA1638. F: SA2505. G: SA2489. H: SA4465. Line M: Protein molecular weight standard; Line 1: Culture 
lysate before IPTG induction; Line 2: Culture lysate after IPTG induction; Line 3: Supernatant of lysate; Line 4: 
Purified enzyme; Line 5: Precipitation after IPTG induction. 
 
表 2  八种重组酶的基本信息 
Table 2  Basic information of 8 glucosidases 
Glucosidase GenBank No. Length of gene (bp) MW (kDa) 

SA2629 SHM17997.1 2 295 84.2 

SA2851 SHM31376.1 2 166 80.4 

SA0236 SHL28930.1 2 244 81.8 

SA0238 SHL28985.1 2 157 80.1 

SA1638 SHL81209.1 2 154 81.3 

SA2505 SHM14299.1 1 353 51.2 

SA2489 SHM13873.1 2 631 94.8 

SA4465 SHM88229.1 1 614 60.1 
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表 3  重组酶对不同 pNP-糖苷底物的比酶活 
Table 3  Specific activity of glucosidases towards pNP-glycoside substrates 
Substrate Specific activity (U/mg) 

SA2629 SA0236 SA2851 SA0238 SA2505 SA1638 SA2489 SA4465 
pNPβGlc 78.70±5.20 4.90±0.30 3.60±0.40 0.30±0.03 0.13±0.01 0.02±0.01 ‒ 0.02±0.01 
pNPβGal ‒ ‒ ‒ 0.05±0.03 0.06±0.01 ‒ ‒ 0.02±0.01 
pNPβMan ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ 
pNPβXyl ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ 0.24±0.01 ‒ 
pNPαGlc ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ 
pNPαGal ‒ ‒ 0.70±0.05 ‒ ‒ ‒ ‒ 0.30±0.01 
pNPαMan ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ 
pNPαXyl ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ 
pNPαArap ‒ ‒ ‒ 0.05±0.01 ‒ ‒ ‒ ‒ 
pNPαAraf ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ 
pNPαRha ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ 
pNPαFuc ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ ‒ 
‒：未检测到 
‒: Not detected. 
 

 
 

图 3  重组酶最适 pH 和 pH 稳定性曲线   A：SA2629. B：SA0236. C：SA2851. ■：pH 2.0−6.0 醋酸盐

缓冲液；●：pH 6.0−8.0 磷酸盐缓冲液；▲：pH 8.0−11.0 Gly-NaOH 缓冲液 
Figure 3  Optimal pH and pH stability of glucosidases. A: SA2629. B: SA0236. C: SA2851. ■: pH 2.0−6.0 
acetate buffer; ●: pH 6.0−8.0 phosphate buffer; ▲: pH 8.0−11.0 Gly-NaOH buffer. 
 

 
 

图 4  重组酶的最适温度曲线    
Figure 4  Optimal temperature of glucosidases. A: SA2629. B: SA0236. C: SA2851. 
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图 5  重组酶的温度稳定性曲线 
Figure 5  Temperature stability of glucosidases. A: SA2629. B: SA0236. C: SA2851. 

 
表 4  β-葡萄糖苷酶动力学参数 
Table 4  Kinetic parameters of β-glucosidases 
Enzymes Km (mmol/L) Vmax (mmol/(L·min·mg)) kcat (s‒1) kcat/Km 

SA2629 1.93±0.16 20.34±1.03 27.38±1.40 14.19 

SA2851 4.62±0.34 3.94±0.22 5.1±0.28 1.10 

SA0236 2.98±0.29 4.22±0.28 5.6±0.37 1.88 

 

 
 

图 6  HPAEC 分析重组 β-葡萄糖苷酶对二糖底物的作用 
Figure 6  Analysis of the products of disaccharides with different linkages by HPAEC. 
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2.5.2  重组酶对人参皂苷的选择性 
以含有不同糖苷键的人参皂苷 Rb1、Rd、

Gyp XVII 和 Re 为底物分析 3 种酶的选择性。如

图 7 所示，3 种酶均能将 Rb1 转化为唯一产物

Rd。此外，SA2629 还能将 Gyp ⅩⅦ完全转化为

CK，其余 2 种酶只能将 Gyp ⅩⅦ完全转化为 F2。

结果表明，SA2629 可以水解人参皂苷 C-20 位外

侧和 C-3 位内侧的葡萄糖，而 SA0236 和 SA2851
只能水解 C-20 位外侧的葡萄糖。进一步比较

SA0236 和 SA2851 的水解能力，结果如图 8 所

示，SA0236 催化效率高于 SA2851。因此，

SA0236 可用于制备稀有皂苷 F2，SA2629 可用

于制备稀有皂苷 CK。 
2.6  在转化制备稀有人参皂苷中的应用 

人参皂苷 Rb1 是高含量皂苷，可以从人参中大

量分离。本实验室前期获得的一种 β-葡萄糖苷酶

CcBgl1A 能够将人参皂苷 Rb1 完全转化为 Gyp 
XVII[16]。在此基础上，本研究利用 CcBgl1A、SA0236
和 SA2629 组合转化人参皂苷 Rb1。结果如图 9 所

示，CcBgl1A 与 SA0236 组合能够将 Rb1 完全水解

产生人参皂苷 F2，CcBgl1A 与 SA2629 组合则能够

将 Rb1 完全水解产生人参皂苷 CK。 
 

 
图 7  重组酶对人参皂苷底物的选择性   A：HPAEC 分析重组 β-葡萄糖苷酶对人参皂苷底物的作用. B：

人参皂苷转化途径 
Figure 7  Specificity of glucosidases to ginsenosides. A: Analysis of the effects of glucosidases on ginsenoside 
by HPAEC. B: Transformation pathway of ginsenoside. 



 
3844 微生物学通报 Microbiol. China 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 
 

图 8  TLC 检测重组酶转化人参皂苷 Rb1、Gyp ⅩⅦ的产物   A：SA2851 转化 Rb1. B：SA0236 转化

Rb1. C：SA2851 转化 Gyp XVII. D：SA0236 转化 Gyp XVII 
Figure 8  Analysis of the products of the ginsenosides Rb1 and Gyp ⅩⅦ by TLC. A: SA2851 transformed 
Rb1. B: SA0236 transformed Rb1. C: SA2851 transformed Gyp XVII. D: SA0236 transformed Gyp XVII. 
 

 
 

图 9  重组酶组合转化人参皂苷 Rb1   A：TLC 检测组合转化情况. B：HPLC 检测组合转化情况. 1：

Standards；2：Rb1+CcBgl1A+SA2629；3：Rb1+CcBgl1A+SA0236；4：Rb1+CcBgl1A 
Figure 9  Ginsenoside Rb1 transformed by glucosidases. A: The transformation was detected by TLC. B: The 
transformation was detected by HPLC. 1: Standard; 2: Rb1+CcBgl1A+SA2629; 3: Rb1+CcBgl1A+SA0236; 4: 
Rb1+CcBgl1A. 
 

3  讨论与结论 
β-葡萄糖苷酶应用广泛，主要来源于微生

物。基因注释结果表明，嗜糖黄杆菌中含有多个 

编码 β-葡萄糖苷酶的基因，但目前尚无关于嗜

糖黄杆菌 β-葡萄糖苷酶的研究报道。本研究筛

选 获 得 了 3 个 不 同 功 能 的 β - 葡 萄 糖 苷 酶 
SA2629、SA2851 和 SA0236，系统研究了它们
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的性质与功能。 
目前大多数已报道的 β-葡萄糖苷酶的最适

pH 以酸性或中性居多[17]。SA2629、SA2851 和

SA0236 的最适 pH 值为 6.0，这一结果与同样来

自于嗜糖黄杆菌的葡糖苷 3-脱氢酶和黄杆菌属

Flavobacterium chilense 的 BglFc 的最适 pH[18]相

同，高于来源于嗜热菌 Talaromyces thermophilus
的 β-葡萄糖苷酶 Bgl.tls (pH 5.0)[19]。SA0236 和

SA2851 的最适温度为 40 ℃，SA2629 的最适温

度为 45 ℃。这与来源于宏基因组文库的 β-葡萄

糖苷酶 Ks5A7[20]相似，高于来源于南极土壤样

品的 EaBgl1A (30 ℃)[21]，低于来源于 Pyrococcus 
furious 的 β-葡萄糖苷酶(95 ℃)[22]。本研究获得

的 3 种 β-葡萄糖苷酶所表现出的中温中性特点

有利于其在工业生产中的应用。 
虽然本研究表明上述 3 种 β-葡萄糖苷酶均

具有广泛的底物选择性，但其在水解人参皂苷时

存在差异。SA0236 对皂苷 C-20 位上的 β-1,6-葡
萄糖苷键表现出最快的转化速率，SA2629 表现

出独特功能，除对 C-20 位上 β-1,6-葡萄糖苷键

具有水解活性外，还对 C-3 位内侧葡萄糖苷键具

有水解活性。因此，SA0236 和 SA2629 在水解

高含量皂苷制备活性更好的稀有皂苷应用中具

有良好的潜力。 
利用 SA0236 和 SA2629 分别与本实验室已

报道的 β-葡萄糖苷酶 CcBgl1A 转化人参皂苷

Rb1，可实现稀有人参皂苷 F2 和 CK 的制备。

稀有人参皂苷 CK 是非天然的原人参二醇型皂

苷，近年来研究表明，CK 是发挥人参生物学活

性的有效成分之一。利用酶法转化高含量的皂苷

来制备稀有皂苷是最有潜力的方法。转化 CK 的

人参皂苷水解酶可通过直接纯化获得，Yan 等[23]

获得了一种来源于拟青霉(Paecilomyces bainier) 
sp. 229 的 β-葡萄糖苷酶，该酶转化效率较高，

经 24 h 可将 84.3%的 Rb1 转化为 CK。但直接纯

化获取的酶产量小。Quan 等 [24]将酯香微杆菌

(Microbacterium esteraromaticum)中的 β-葡萄糖

苷酶基因在大肠杆菌中成功表达并在 1 h 内将

77%的 Rb1 转化为 CK。Zhong 等[25]在大肠杆菌

中异源表达了两种短乳杆菌(Lactobacillus brevis)
来源的 β-葡萄糖苷酶，分别实现了 GypXVII 和

F2 向 CK 的转化，转化率分别为 89%和 91%。

钟姝凝[26]和张庆锋等[27]分别异源表达了多粘类

芽孢杆菌(Paenibacillus polymyxa)和耐热科恩氏

菌(Cohnella thermotolerans)来源的两种 β-葡萄

糖苷酶，均可实现 Rb1 向 CK 的转化，转化率分

别为 42.85%和 78.36%。然而，目前尚未实现

Rb1 完全转化为 CK，本研究将 SA2629 与

CcBgl1A 组合，实现了 Rb1 完全转化为 CK 且

无副产物产生。本研究结果不仅填补了嗜糖黄杆

菌糖苷水解酶的空白，而且为稀有人参皂苷 CK
的制备提供了有效的工具。 
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