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从黑曲霉固态发酵产物中纯化α-L-鼠李糖苷酶及酶法

制备普鲁宁 
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摘要：本文研究了从黑曲霉固态发酵产物中纯化 α-L-鼠李糖苷酶，并探究利用该酶转化柚皮苷制备普鲁宁。用黑曲霉固态发酵

柚皮产生 α-L-鼠李糖苷酶，通过 40%~80%硫酸铵沉淀、疏水层析、亲和层析和凝胶过滤层析，从黑曲霉固态发酵产物中分离纯化得

到了 1种 α-L-鼠李糖苷酶；该酶为单体分子量约为160 kDa；它由二硫键连接的两个肽段构成，其中有一个大肽段分子量约为 130 kDa。

其水解柚皮苷的最适温度为 50~60 ℃，最适 pH 4.0~5.0，米氏常数和最大酶反应速度分别为 0.24 μmol/mL 和 312.5 U/mL。用该酶转

化柚皮苷制备普鲁宁的最适反应时间为 60~90 min，柚皮苷转化率达 98%以上。转化产物中普鲁宁的含量在 95%以上，普鲁宁的分解

产物柚皮素的含量小于 5.0%。用从黑曲霉固态发酵产物中纯化的 α-L-鼠李糖苷酶制备普鲁宁具有热稳定性好、底物亲和力强、转化

率高和副产物少等优点，为开发酶法制备普鲁宁的工艺提供了重要参考。 
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Abstract: In this study, α-L-rhamnosidase was purified from the product of solid-state fermentation of pomelo peel powder by Aspergillus 

niger and used to convert naringin to prunin. α-L-rhamnosidase was isolated and purified by precipitation using ammonium sulfate at 

concentrations ranging from 40% to 80%, hydrophobic interaction chromatography, affinity chromatography, and gel filtration chromatography. 

The enzyme was found to be a monomer with molecular weight of approximately 160 kDa and contained two polypeptides linked by a disulfide 

bond. The larger polypeptide had a molecular weight of 130 kDa. Naringin was hydrolyzed to prunin using this enzyme, and the optimal 

temperature and pH, Km, and Vmax were 50 ℃~60 ℃, 4.0~5.0, 0.24 μmol/mL, and 312.5 U/mL, respectively. The optimal hydrolysis time was 

60~90 min and a conversion rate above 98% was achieved. The content of Prunin was accounted for more than 95% in the final product, while 

that of the byproduct naringenin was less than 5%. The approach of using α-L-rhamnosidase purified from Aspergillus niger solid-state 

fermentation products to prepare prunin shows advantages such as good thermostability, strong substrate affinity, high conversion rate, and fewer 

by-products, thus providing an important basis for the enzymatic production of prunin.  
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普鲁宁是一种具有免疫、抗癌和抗氧化活性的黄

酮苷类物质，在食品和药物方面有重要应用价值[1]。

由于在自然界中普鲁宁的丰度很低，难以从生物组织

中提取制备。α-L-鼠李糖苷酶（α-L-rhamnosidase，EC 

3.2.1.40）能特异性水解许多天然产物的末端 α-L-鼠李

糖基[2, 3]，可用于柑橘类果汁的脱苦、生物合成普鲁宁

和鼠李糖、增加酒的香味、去除橙子果汁中的橙皮苷

晶体及提高黄酮的生物活性等。相关研究表明[4]，用

α-L-鼠李糖苷酶水解柚皮苷是制备普鲁宁的有效手

段，其反应过程如下图 1 所示。 

 

图 1 酶催化生成普鲁宁及其分解的机制 

Fig.1 Mechanism of enzymatic synthesis and degradation of 

prunin 

α-L-鼠李糖苷酶广泛存于动物组织、植物、真菌

和细菌
[5]
中，但大部分生物在合成 α-L-鼠李糖苷酶时

也常合成 β-D-葡萄糖苷酶，由于 β-D-葡萄糖苷酶和

α-L-鼠李糖苷酶的分子量和等电点相似而难以分离，

导致分离得到的α-L-鼠李糖苷酶中含有大量β-D-葡萄

糖苷酶活性，在此条件下普鲁宁会被β-D-葡萄糖苷酶

进一步水解成柚皮素（图 1B），从而影响了普鲁宁的

得率和纯度。一些学者用碱性溶液处理柚苷酶（α-L-

鼠李糖苷酶和 β-D-葡萄糖苷酶的复合物），使其中的

β-D-葡萄糖苷酶失活并用于转化柚皮苷制备普鲁宁
[6]
，虽然克服了 β-D-葡萄糖苷酶对普鲁宁的分解作用，

但由于碱处理条件难以控制而容易导致 α-L-鼠李糖苷

酶活性大量损失。最近，Ni等
[4, 7]

改进了 α-L-鼠李糖

苷酶的分离工艺，获得了高纯度的 α-L-鼠李糖苷酶，

将97%的柚皮苷转化成普鲁宁且消除了β-D-葡萄糖苷

酶对普鲁宁的影响。 

黑曲霉是国际公认的食品用酶生产安全菌株，人

们对它的遗传和酶分泌进行了深入和系统研究[8]，并

发现黑曲霉具有强大的 α-L-鼠李糖苷酶合成能力，不

仅在液态发酵中能合成该酶
[7]
，也可以用固态发酵合

成该酶[9]。相关研究还发现，黑曲霉在深层液态发酵

过程中易形成菌丝球，限制了营养物质的吸收
[10]
，制

约了 α-L-鼠李糖苷酶活力的提高；与液态发酵相比，

固态发酵 α-L-鼠李糖苷酶以农业副产物为原料[9, 11]，

菌丝不结团，营养物质吸收效率高，因此用固态发酵

柚苷酶具有培养基成本低和酶活力高的优点。虽然有

多位学者从黑曲霉液态发酵产物中纯化了 α-L-鼠李糖

苷酶并研究了其酶学性质[4, 12]，但从黑曲霉固态发酵

产物中分离纯化该酶并用于制备普鲁宁的研究还很

少。因此，本论文的目的是从黑曲霉固态发酵产物中

纯化 α-L-鼠李糖苷酶，并研究其水解柚皮苷制备普鲁

宁的工艺可行性，为开发简便、低成本的普鲁宁制备

工艺提供实验参考。 

1  材料与方法 

1.1  原料 

黑曲霉 JMU-TS528 菌株（28s rDNA 登录号为

JQ072028），为集美大学生物工程学院食品发酵与酶

工程研究室选育保存。柚皮苷（≥98%）、柚皮素（≥98%）

购自西安小草植物科技有限责任公司；色谱纯甲醇

（GR）和乙腈（GR）是Tedia Company Inc.产品；分

析纯柠檬酸（AR）购自汕头西陇化工股份有限公司，

分析纯磷酸氢二钠（AR）购自国药集团化学试剂有限

公司；SDS-PAGE 用标准蛋白购自加拿大 Fermentas 

公司；N-糖苷酶购自Sigma-Aldrich 公司。 

斜面培养基
[13]

的成分（g/L）为：MgSO4·7H2O 1.0，

KH2PO4 1.0，(NH4)2SO4 1.5，KCl 0.5，KNO3 1.5，无

水 CaCl2 0.1，酵母膏2.0，柚皮苷 2.69，琼脂 20，初

始 pH 6.0。 

固态发酵培养基的成分（g/瓶）为：柚皮粉 5，

(NH4)2HPO4 0.5，含水量为 5，自然 pH。调配时，柚

皮粉加入含有(NH4)2HPO4 的蒸馏水，搅拌均匀后装入

250 mL的三角瓶中装，1×10
5
 Pa 灭菌 15 min。 

1.2  主要仪器设备  

AKTA Purify 纯化仪、HiTrap Phenyl FF（high sub）

疏水预装柱、HiTrap Blue HP 亲和预装柱和Sephacryl 

S-200 HR 凝胶树脂购自瑞典 Amersham Biosciences 公

司；高效液相色谱仪购自美国 Waters 公司。 

1.3  试验方法 

1.3.1  黑曲霉发酵及粗酶液制备 

制备单孢子菌悬液：参照肖安风等[14]把 4 ℃下保

藏的菌种接种于斜面培养基上，在28 ℃下培养 3 d 得

到成熟孢子，用 0.75%无菌生理盐水洗下孢子，放到

装有 50 mL无菌生理盐水和无菌玻璃珠的锥形瓶中，

充分振荡 30 min。待孢子充分打散后，用无菌生理盐

水调整其 OD600值至 2.0，即得单孢子菌悬液。 

固态发酵：将单胞子菌悬液按 10% (V/m)接种量

接种到固态发酵培养基中。在 30 ℃条件下培养 10 d。 



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2015, Vol.31, No.1 

109 

粗酶液提取：向每个三角瓶中加入 60 mL 的

Na2HPO4-C4H2O7缓冲溶液（pH 5.0），在220 r/min、

30 ℃下振荡 1 h，用纱布过滤，所得发酵液再用滤纸

过滤，所得滤液即为粗酶液。 

1.3.2  α-L-鼠李糖苷酶的分离纯化 

硫酸铵沉淀：用磁力搅拌器搅拌粗酶液，慢加硫

酸铵粉末至40%饱和度，在4 ℃条件静置过夜后10000 

r/min 冷冻离心 30 min，取上清慢加硫酸铵粉末至 80%

饱和度，在 4 ℃条件静置过夜，10000 r/min 冷冻离心

30 min，取沉淀用20 mM Na2HPO4-C4H2O7 缓冲溶液

（pH 5.0）溶解，4 ℃保存。 

疏水柱层析分离：先以 5倍柱体积含有 1 M硫酸

铵的 20 mM Na2HPO4-C4H2O7缓冲溶液（pH 7.0）平

衡；上样后以 18 倍柱体积含有1 M硫酸铵的 20 mM 

Na2HPO4-C4H2O7缓冲溶液（pH 7.0）进行流洗，再以

10 倍柱体积含有 0.7 M 硫酸铵的 20 mM Na2HPO4- 

C4H2O7 缓冲溶液（pH 7.0）进行洗脱。所有操作的流

速均为 2 mL/min，收集的速度为 2 mL/管。 

亲和柱层析分离：先以 5 倍柱体积含有 1M硫酸

铵的 20 mM Na2HPO4-C4H2O7 缓冲溶液（pH 7.0）平

衡 HiTrap Blue HP 亲和柱，再以 5 倍柱体积含有 20 

mM Na2HPO4-C4H2O7 缓冲溶液（pH 3.0）平衡；上样

后以12倍柱体积含有20 mM Na2HPO4-C4H2O7缓冲溶

液（pH 3.0）进行流洗，以 8倍柱体积含有 1 M硫酸

铵的 20 mM Na2HPO4-C4H2O7缓冲溶液（pH 7.0）进

行洗脱，流洗和洗脱的流速为 2 mL/min；收集的速度

为 2 mL/管。 

分子筛层析柱分离：以 5 倍柱体积含有 0.15 M 氯

化钠的 20 mM Na2HPO4-C4H2O7 缓冲溶液（pH 6.0）

平衡 Sephacryl S-200 HR 柱，流速为0.5 mL/min；上

样后以 1 倍柱体积含有 0.15 M 氯化钠的 20 mM 

Na2HPO4-C4H2O7缓冲溶液（pH 6.0）进行洗脱，0.5 mL/

管进行收集。 

1.3.3   pH 值对 α-L-鼠李糖苷酶水解柚皮苷制

备普鲁宁的影响 

pH值对酶活力的影响：在50 mM不同 pH值（pH 

3.0、4.0、5.0、6.0、7.0 和 8.0）的柠檬盐缓冲液进行

柚皮苷的转化反应，测定柚皮苷的分解量，计算相对

酶活性。 

pH对酶稳定性的影响：将 100 μL α-L-鼠李糖苷

酶与 900 μL pH值分别为 3.0、4.0、5.0、6.0、7.0 和

8.0 的柠檬盐缓冲液（50 mM）混合，在 4 ℃条件下放

置 24 h后测定剩余酶活力。 

1.3.4  温度对 α-L-鼠李糖苷酶水解柚皮苷制备

普鲁宁的影响 

温度对酶活性的影响：在30~80 ℃范围内，不改

变酶活力测定方法的其它条件，只改变酶反应的温度，

测定柚皮苷的水解量，计算相对酶活力。 

温度对酶稳定性的影响：究将酶液分装后分别置

于 30~80 ℃下水浴保温 1 h 后测定剩余的酶活力。 

1.3.5  α-L-鼠李糖苷酶水解柚皮苷制备普鲁宁

的动力学参数测定 

将酶液不同浓度的柚皮苷溶液进行反应，测不同

柚皮苷浓度条件下的酶活力，以柚皮苷浓度的倒数为

横坐标，以酶反应速率的倒数为纵坐标绘制

Lineweaver-Burk 双倒数曲线图，计算 α-L-鼠李糖苷酶

水解柚皮苷的米氏常数及最大反应速率。 

1.3.6  反应时间对 α-L-鼠李糖苷酶水解柚皮苷

制备普鲁宁的影响 

将 500 μL 酶液加入 1.5 mL pH 5.0 的 20 mM 

Na2HPO4-C4H2O7缓冲溶液与2 mL 400 μg/mL柚皮苷

的混合体系里反应，分别在不同时间进行取样分析，

测定柚皮苷的分解及普鲁宁和柚皮素的生成量，计算

转化率及普鲁宁的纯度。 

1.3.7  分析检测方法 

1.3.7.1  α-L-鼠李糖苷酶活力测定 

参照陈月龙[15]的酶活力测定方法，稍做修改，以

柚皮苷为底物测定酶活性。酶活性测定的反应体系为

1.9 mL柠檬酸盐缓冲液（pH 4.0，20 mM）加 2 mL 300 

μg/mL底物和 0.1 mL酶液，50 ℃反应 5 min 后随即

100 ℃加热 30 min，过 0.22 μm 的水膜后用液相色谱

测定柚皮苷、普鲁宁及柚皮素的量。高效液相色谱的

流动相由水（A）、甲醇（B）及乙腈（C）组成，梯

度洗脱程序为 0~4 min A/B/C 维持 95/0/5；4~14 min 

A/B/C 改变至 60/0/40；14~16 min A/B/C 维持 60/0/40；

16~24 min A/B/C 改变至 30/0/70；24~28 min A/B/C 回

复至 95/0/5；28~32 min A/B/C 维持 95/0/5；流速为 0.5 

mL/min，检测波长为 280 nm，柱温为 35 ℃。以每分

钟消耗1 μg柚皮苷所需要的酶量定义为一个α-L-鼠李

糖苷酶活力单位。 

1.3.7.2  蛋白浓度测定 

酶纯化过程中，用紫外检测器测定 280 nm 的吸

光值，推测蛋白含量。纯化后酶液中的蛋白含量用考

马斯亮蓝法
[16]

测定，以牛血清白蛋白为标准蛋白制定

标准曲线计算酶液中蛋白质的含量。 

1.3.7.3  凝胶层析法测定 α-L-鼠李糖苷酶分子质量 

用 Sephacryl S-200 HR 柱测定 α-L-鼠李糖苷酶的

分子质量；控制流速为 0.5 mL/min，先测定标准蛋白

的洗脱体积（Ve），柱体积（Vc）及葡聚糖洗脱体积

（V0）并以(Ve-V0)/(Ve-V0)为纵坐标，以其分子量的对
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数值即 log(Mr)为横坐标绘制标准曲线；再根据 α-L-

鼠李糖苷酶的洗脱体积通过标准蛋白分子量线性回归

方程求得酶分子量。 

1.3.7.4  α-L-鼠李糖苷酶的分子量测定及二硫键和糖

基化分析 

用 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）测定

α-L-鼠李糖苷酶亚基的分子量。上样缓冲液：20 mL 1 

M Tris-HCl (pH 6.8)、8 g SDS、0.4 g 溴酚兰、20 mL

甘油，用蒸馏水定容到 100 mL。 

巯基乙醇处理样品方法：样品加入了上样缓冲液

后，加入 5%的巯基乙醇，再煮沸 10 min，离心，上

样。 

N-糖苷酶处理样品方法：参照PNGase F from 

Elizabethkingia 说明书，取45 μL的蛋白样品，加入 5 

μL的变性剂（含 0.2% SDS 的 100 mM的巯基乙醇），

100 ℃加热10 min，让蛋白充分变性；待溶液冷却之

后，加入 5 μL的曲通 X-100，混合均匀；再加入 5 μL

酶活力为 500 U/mL的 N-糖苷酶溶液到反应体系；

37 ℃反应 2 h；100 ℃加热 5 min 终止反应。对照为加

入灭活的 N-糖苷酶。处理后的样品进行 SDS-PAGE

分析。 

2  结果与讨论 

2.1  α-L-鼠李糖苷酶的分离纯化 

如图 2 所示，通过用 HiTrapTM Phenyl FF (high 

sub)疏水柱、HiTrapTM Bllue HP 亲和柱和Sephacryl 

S-200 HR 分子筛层析柱对 40~80%的硫酸铵沉淀组分

进行纯化，α-L-鼠李糖苷酶的比活力达到 79180.2 

U/mg，纯化倍数达到 117.8。将该 α-L-鼠李糖苷酶洗

脱体积 94.5 mL（图 2c），代入用标准蛋白洗脱体积（图

3a ） 制 定 的 标 准 蛋 白 分 子 量 标 准 曲 线

（ 6954.12997.0y  x ，图 3b）可得该 α-L-鼠李糖苷

酶的分子量为 164.48 kDa。SDS-PAGE凝胶电泳分析

发现，纯化后的 α-L-鼠李糖苷酶只有一个电泳条带（图

4），分子量在约为 160 kDa，这说明该酶只有一个亚

基，为单体酶；加入 5%的巯基乙醇后，该酶检测到

分子量约为 130 kDa 的条带，由此可以推测该鼠李糖

苷酶是由二硫键连接的两个肽段组成，其中较大的肽

段分子量约为 130 kDa，另一较小肽段（分子量约为

30 kDa）由于分子量小及浓度低而未检测到；经过 N-

糖苷酶处理后，分子量为 130 kDa 的蛋白条带仍然存

在，其原因可能是在巯基乙醇存在的条件下长时间加 

 

 

热处理导致SDS 电泳出现60~67 kDa 的条带[17]。这种

现象说明该肽段不含有糖基。 

 

 

 

图 2 用疏水柱（a）和亲和柱（b）及凝胶过滤柱（c）从硫酸

盐沉淀产物中层析纯化α-L-鼠李糖苷酶 

Fig.2 Chromatographic purification of α-L-rhamnosidase from 

ammonium sulfate precipitation fraction by using a 

hydrophobic column (a), affinity column (b), and gel filtration 

column (c) 

表 1 α-L-鼠李糖苷酶纯化参数表 

Table 1 Parameters for the purification of α-L-rhamnosidase 

步骤 
总蛋白 

/μg 

总活力 

/U 

比活力
/(U/mg) 

纯化 

倍数 

回收率 

/% 

硫酸铵沉淀 10569.00 7106.89 672.43 1.00 100.00 

疏水柱 1150.00 2867.48 2494.11 3.70 40.34 

亲和柱 44.00 1162.32 26267.65 39.10 16.36 

凝胶柱 3.00 213.06 79180.20 117.80 3.00 
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图 3 凝胶层析测定标准蛋白的洗脱体积（a）与蛋白质分子量

标准曲线（b） 

Fig.3 Elution volume of standard proteins (a) and the standard 

curve for protein molecular weight (b) determination by gel 

filtration chromatography 

 

图 4 经不同方法处理的凝胶柱纯化的样品聚丙烯酰胺凝胶电

泳分析 

Fig.4 SDS-PAGE analysis of the α-L-rhamnosidase in the 

fraction eluted from the gel filtration column that was exposed 

to various treatments 

注：泳道 1是纯化的酶，分子量在 160 kDa处；泳道 2 是

加入 5%的巯基乙醇处理的酶，蛋白质条带在 130 kDa；泳道 3

是 N-糖苷酶处理对照，泳道 4 是 N-糖苷酶处理样品，这两个

泳道中除 130 kDa 的条带之外，还出现了分子量为 60~70 kDa

的条带。 

2.2  pH 对酶法制备普鲁宁的影响 

 

如图 5 所示，黑曲霉固态发酵的 α-L-鼠李糖苷酶

水解柚皮苷的最适 pH范围为 4.0~5.0，在pH 3.0~8.0

范围内放置 24 h 后酶活性损失小于 15%，尤其是在

pH 值 4~5 的范围内稳定性最好。该结果这说明用该

酶转化柚皮苷制备普鲁宁的适宜 pH 值应该在 4~5 的

范围内。此外，该结果和其他学者报导的 α-L-鼠李糖

苷酶的性质类似[4, 18~19]，说明糖基化对 α-L-鼠李糖苷

酶的最适 pH和酸碱适应性影响较少。 

 
图 5 pH值对 α-L-鼠李糖苷酶转化柚皮苷制备普鲁宁的影响 

Fig.5 Effect of pH on prunin production via enzymatic 

hydrolysis of naringin by α-L-rhamnosidase 

2.3  温度对酶法水解柚皮苷制备普鲁宁的影

响 

 

图 6 温度对 α-L-鼠李糖苷酶转化柚皮苷制备普鲁宁的影响 

Fig.6 Effect of temperature on prunin production via 

enzymatic hydrolysis of naringin by α-L-rhamnosidase 

如图 6 所示，该 α-L-鼠李糖苷酶水解柚皮苷的最

适温度为 50~60 ℃，该性质与有关文献报导 α-L-鼠李

糖苷酶最适温度在40~70 ℃之间
[20]

相符。该酶在60 ℃

以下具有良好的稳定性，综合温度对酶活性和酶稳定

性的影响，用该酶水解柚皮苷制备普鲁宁，将反应温

度控制在 60 ℃以下。此外，在 60 ℃放置 1 h 后酶活

力仍有 95%以上，该性质比一些学者报导的 α-L-鼠李

糖苷酶的热稳定性好[4, 15, 21~22]，表明该酶具有更好的 
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热稳定性能，可能和其糖基化有关。 

2.4  酶法水解柚皮苷制备普鲁宁的动力学参

数 

测定 α-L-鼠李糖苷酶对柚皮苷的水解活性，发现

活力在底物浓度 0~100 μg/mL内随底物浓度升高而增

大（图 7a）。对酶活性及底物浓度作 Lineweaver-Burk

双倒数曲线得到拟合方程为 0032.04392.0y  x （图

7b），由该方程可知，α-L-鼠李糖苷酶水解柚皮苷的

米氏常数（Km）和最大酶反应速度（Vmax）分别为137.25 

μg/mL（0.24 μmol/mL）和 312.5 U/mL。这与 Ni等
[4]

报导的 Km为 0.27 μmol/mL接近，比 Puri等[19]报导的

Km为 1.9 μmol/mL低很多。Km值为 0.24 μmol/mL表

明该 α-L-鼠李糖苷酶对柚皮苷亲和力强，可以在柚皮

苷浓度较低时仍然保持较大的反应速度，如在底物浓

度为 274.50 μg/mL时反应速度为 312.5 U/mL，有利于

提高柚皮苷的转化率和反应速度。 

 

 
图 7 柚皮苷浓度对α-L-鼠李糖苷酶转化柚皮苷的影响（a）和

α-L-鼠李糖苷酶的 Lineweaver-Burk双倒数曲线（b） 

Fig.7 Effect of substrate concentration on α-L-rhamnosidase 

conversion of naringin to prunin (a) and the double-reciprocal 

(Lineweaver-Burk) plot of α-L-rhamnosidase (b) 

2.5  转化时间对酶法水解柚皮苷制备普鲁宁

的影响 

 

 

 

 
图 8 反应时间对 α-L-鼠李糖苷酶转化柚皮苷制备普鲁宁的影

响 

Fig.8 Chromatograms showing the effect of reaction time on 

the enzymatic conversion of naringin to prunin by 

α-L-rhamnosidase 

注：a 起始反应物的色谱图；b 反应 30 min 的色谱图；c

反应 90 min的色谱图；d柚皮苷、普鲁宁和柚皮素含量及柚皮

苷转化率随时间变化的趋势。 

为了进一步评价用纯化得到的 α-L-鼠李糖苷酶进

A 

B 

C 

D 
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行普鲁宁制备的工艺可行性，测定不同反应时间的反

应产物中柚皮苷、普鲁宁和柚皮素的含量变化。初始

反应物、反应 30 min 和 90 min 产物的液相色谱图分

别如图 8a、8b 和 8c 所示，随着时间的延长，柚皮苷

含量不断减小，普鲁宁含量快速增加，此外还生成了

微量的柚皮素，该结果说明纯化的 α-L-鼠李糖苷酶中

还含有少量的 β-D-葡萄糖苷酶。为了评价该 β-D-葡萄

糖苷酶对酶法制备普鲁宁的影响，进一步计算了不同

反应时间的柚皮苷、普鲁宁和柚皮素含量及柚皮苷的

转化率，结果（图8d）表明反应时间在 60~90 min 的

范围内，柚皮苷转化率达到 98%以上，且柚皮素在反

应产物（普鲁宁和柚皮素的总量）中的含量小于 5.0%，

说明通过控制适当的反应时间（60~90 min）可以消除

β-D-葡萄糖苷酶对酶法转化普鲁宁的影响。该结果所

获得的转化率及产物中普鲁宁含量与Ni等[4]从液态发

酵产物中纯化 α-L-鼠李糖苷酶制备普鲁宁的结果相

似，但反应产物中柚皮素的含量远远低于 Puri 等[19]

用柚苷酶水解柚皮苷的结果。因此，该酶法制备普鲁

宁的工艺具有转化率高和副产物（柚皮素）少的优点。 

100*/柚皮干的总量已转化的柚皮干的量转化率  

综上，用黑曲霉固态发酵的 α-L-鼠李糖苷酶制备

普鲁宁具有热稳定性好、底物亲和力强、转化率高和

副产物（柚皮素）少等优点。此外，黑曲霉固态发酵

α-L-鼠李糖苷酶具有发酵成本低和酶活力高的优点。

因此，用固态发酵方法生产纯化的 α-L-鼠李糖苷酶进

行酶法转化是合成普鲁宁的有效途径。 

3  结论 

通过硫酸沉淀、疏水层析和凝胶过滤层析从黑曲

霉固态发酵产物中纯化得到了 α-L-鼠李糖苷酶，凝胶

层析和SDS-PAGE电泳发现该α-L-鼠李糖苷酶由二硫

键连接的两个肽段组成，其中大的肽链分子量约为

130.0 kDa；用该酶转化柚皮苷制备普鲁宁的适宜 pH

为 4.0~5.0，最适温度为 50~60 ℃，对柚皮苷的 Km值

为 0.24 μmol/mL，在低底物浓度下仍然具有很高的反

应速度，反应60~90 min 柚皮苷转化率达到 98%以上，

柚皮素在反应产物中的含量小于 5.0%。用该 α-L-鼠李

糖苷酶制备普鲁宁具有热稳定性好、底物亲和力强、

转化率高和副产物（柚皮素）少等优点。 
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