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变性剂对橡胶籽中β-葡萄糖苷酶结构及酶活的影响 
 

刘宇 ，刘畅，刘石生 

（海南大学热带生物资源教育部重点实验室，海南大学食品学院，海南海口 570228） 

摘要：本文以橡胶籽蛋白溶液为原料，分离得到提取 β-葡萄糖苷酶，研究了不同浓度的变性剂对 β-葡萄糖苷酶酶活的影响，并

通用激光粒径分析和分子荧光光谱分析等方法研究了变性剂对酶的空间结构的影响。结果表明：β-葡萄糖苷酶的酶活随变性剂浓度的

增加大体上呈现下降趋势，温度的增加会加速下降的速度，通过对 β-葡萄糖苷酶的空间结构分析发现尿素变性酶后，酶溶液的分子

粒径变小，推断为 β-葡萄糖苷酶的多聚体结构发生解聚。低浓度尿素在 1 h 时间内对 β-葡萄糖苷酶有激活作用，酶活力明显提高，表

明酶的空间结构变化与尿素浓度大小有关。通过分子荧光光谱分析发现随酶溶液中尿素浓度增加，荧光峰位红移，表明色氨酸残基不

断暴露，蛋白质分子结构不断展开。本研究为进一步开发利用橡胶籽中 β-葡萄糖苷酶提供了实验依据。 
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β-Glucosidase from Rubber Seeds 
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Abstract: β-Glucosidase extract was separated from a rubber seed protein solution to study the effect of different concentrations of 

denaturants on β-glucosidase activity, and laser particle size analysis and molecular fluorescence spectroscopy were used to study the effect of 

denaturants on the spatial structure of β-glucosidase. β-Glucosidase activity showed a declining trend with increased denaturant concentration, 

and increased temperature accelerated the pace of this decline. Analysis of the spatial structure of β-glucosidase showed that the molecular 

particle size in the enzyme solution decreased after the enzyme was denatured by urea, implying that the polymeric structure of β-glucosidase 

was depolymerized. β-Glucosidase could be activated at a low urea concentration within one hour, and enzyme activity improved significantly, 

which shows that the spatial structure changes of the enzyme were related to urea concentration. Analysis of fluorescence spectra showed that 

the location of the fluorescence peak moved with increased urea concentration in the enzyme solution, indicating that tryptophan residues were 

continuously exposed and the protein structure was continuously opened. 
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β-葡萄糖苷酶（β-Glucosidase，EC 3.2.1.21）可以

水解结合于末端的非还原性 β-D-葡萄糖苷键，释放相

应的配基和葡萄糖。β-葡萄糖苷酶在纤维素降解、食

品增香、功能性食品生产及脱除氰苷物质等方面有广

泛的应用[1]。橡胶籽中 β-葡萄糖苷酶可以水解大豆异

黄酮而得到更具生物活性的苷元，还可以作为外源酶 
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添加在酿酒或果汁加工过程中，催化香气前体物质的

转化。橡胶籽中 β-葡萄糖苷酶具有特异性降解生氰糖

苷的能力，因此可使用酶解法脱除植物中氰苷物质[2]。 
尿素是常用的蛋白变性剂，能够和各种极性氨基

酸残基的侧链，以及肽键中羰基和亚氨基形成氢键，

使酶蛋白肽链伸展而导致蛋白质变性[3]。对于不同的

酶蛋白，引起其变性失活所需的变性剂浓度也不相同
[4]。研究 β-葡萄糖苷酶在变性剂-水混合溶剂中构象变

化，有助于了解酶蛋白失活过程中构象变化的机理
[5,6]。低浓度变性剂对一些酶蛋白酶活有激活作用，可

能由于酶蛋白的活性部位构象发生变化，催化区域成

为一种开放式的结构。变性剂影响酶蛋白的研究发现，

尿素和盐酸胍对多聚半乳糖醛酸酶有激活作用，当起
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最大激活作用时，酶活性分别是处理前的 257.79%和

157.64%[7]。林轮辉等[8]发现低浓度的盐酸胍对碱性磷

酸酶有激活作用。焦铭等[9]的研究表明，低浓度的尿

素和盐酸胍对过氧化氢酶既有稳定作用又有激活作

用。 
天然条件下橡胶籽中β-葡萄糖苷酶以多聚体形式

存在，它会在外界环境的影响下发生解离现象[10]。通

过内源荧光光谱、紫外吸收、激光粒径和检测酶活变

化等方法可以获得变性剂诱导酶蛋白解离并去折叠的

变化规律[11,12]。蛋白质分子中有内源的生色基团，除

黄素腺嘌呤二核苷酸（FAD）外，其荧光性是由色氨

酸、酪氨酸和苯丙氨酸引起。由于这三种氨基酸的侧

链为疏水性，在蛋白中主要分布于内核的疏水区域，

在变性条件下会逐渐暴露并引起荧光谱的变化。荧光

光谱的灵敏度很高，可以判断蛋白质生色团微环境极

性是否改变[13,14]。激光粒径分析是利用蛋白质分子对

光的散射现象测量蛋白质的粒径及其分布。李向荣等

研究了牛血红蛋白在尿素环境下构象发生变化的规

律，发现尿素达到 6 M 以上时，牛血红蛋白结构完全

展开，暴露出原来位于结构内部的基团[15]。 
李斐然等研究了橡胶籽β-葡萄糖苷酶的酶学性质

及分离纯化方法[2]。田维敏等通过免疫胶体金技术对

橡胶籽 β-葡萄糖苷酶进行了亚细胞定位[16]。在实际应

用中纯化后的酶容易受外界因素的影响，发生构象变

化而活性下降。对橡胶籽中 β-葡萄糖苷酶在变性过程

中空间构象及酶活变化的研究，有利于了解其酶学性

质，同时对酶的化学修饰有一定指导意义。 

1  材料与方法 

1.1  原料 

橡胶籽，采自海南省儋州；对硝基苯-β-D-葡萄糖

苷、凝胶 Sephadex-G 200(分析纯)：美国 sigma 公司；

尿素(分析纯)：广州化学试剂厂。 

1.2  仪器与设备 

TU-1901 型紫外-可见分光光度计：北京普析通用

仪器有限公司；PHS-3C 型 pH 计：上海雷磁仪器厂；

F-7000 型分子荧光光谱仪：日本日立公司；Zetasizer 
Nano S90 型激光粒度和 zeta 电位分析仪：英国马尔文

仪器有限公司。 

1.3  试验方法 

1.3.1  β-葡萄糖苷酶的制备 
将橡胶籽外壳敲除，种仁磨碎成粉，用适量丙酮

冲洗抽滤挥干后制成干粉。待干粉中丙酮完全挥发后，

称取一定质量的干粉加蒸馏水均质，均质后 6000 
r/min 离心 20 min，取上清液加入等体积预冷的丙酮产

生沉淀，待沉淀中丙酮挥发后重新溶解，再次以 6000 
r/min 离心 20 min，取上清液得到粗酶溶液，4 ℃保存

备用。 

1.3.2  β-葡萄糖苷酶的分离纯化 
用适当浓度盐酸溶液调粗酶液 pH 值为 5，静置 2 

h 后 8000 r/min 离心 10 min，取上清液透析浓缩，得

到初步纯化的酶液。然后按照常规方法处理的

Sephadex-G 200 装入层析柱进行纯化，洗脱后分管收

集活性组分，透析浓缩。将收集得到的酶液使用非变

性电泳法分离纯化，用切胶的方法回收酶蛋白。 
1.3.3  β-葡萄糖苷酶的活力测定 

酶活力单位(U)定义：以对硝基苯-β-D-葡萄糖苷

为底物，在一定分析反应条件下，1 min 生成 1 μmol
对硝基苯酚所需要的酶量。测定方法如下：向 10 mL
比色管中加入 0.1 mL 适当稀释的酶液或适当质量的

固定化酶，同时加入 0.3 mL、pH=6.0 的磷酸盐缓冲溶

液和 0.1 mL、10 mmol/L p-NPG，42 ℃下水浴保温 30 
min，取出后立即加 1 mol/L Na2CO3终止其反应，加

蒸馏水至 5 mL，于 400 nm 下测定吸光度。空白对照

采用 0.1 mL 蒸馏水代替酶液进行操作。 
1.3.4  变性剂对 β-葡萄糖苷酶的影响 

将纯化后的酶溶液加入一定质量尿素，配制成 0.5 
M、1 M、2 M、4 M、6 M 和 8 M 六种不同尿素浓度

的酶蛋白溶液（以不含尿素的酶溶液为对照），分别在

50 ℃、55 ℃、60 ℃、65 ℃和 70 ℃下水浴 30 min，
在常温下静置 2 h 后测定蛋白含量及酶活力，并计算

比活力。 
配置浓度分别为 0.125 M、0.25 M、0.5 M、1 M、

2 M 和 4 M 六种不同尿素浓度的酶蛋白溶液，在 55 ℃
下水浴 30 min，分别在 0 min、20 min，40 min、60 min
和 120 min 测定其酶活力，绘制酶活变化图，观察低

浓度变性剂环境下β-葡萄糖苷酶的酶活随时间变化趋

势。 
1.3.5  β-葡萄糖苷酶的激光纳米粒径分析 

将电泳纯化后的酶溶液经 3000 g/min 离心 10 min
后取上清用 0.45 μm 的醋酸纤维素膜过滤，得到酶蛋

白溶液。取部分酶溶液加入一定量尿素，使尿素浓度

达到 6 M，55 ℃下水浴 30 min 后静置 2 h，进行激光

纳米粒径分析，以未加尿素和水浴处理的酶蛋白溶液

作为对比。 
激光粒度分析参数设定：粒度检测角度 90 度，光

源为 4 mW He-Ne，波长 633 nm，粒度测量范围为
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0.3~1000 nm。 
1.3.6  β-葡萄糖苷酶的内源性荧光光谱分析 

将纯化后的酶溶液加入一定质量尿素，配制成 0.5 
M、1 M、2 M、3 M、4 M、6 M 和 8 M 不同尿素浓

度的酶蛋白溶液（以不含尿素的酶溶液为对照），在

55 ℃下水浴 30 min，常温下静置 2 h 后，分别取 4 mL
溶液在标准石英比色皿中，进行内源性荧光测定。 

分子荧光光谱仪参数设置为：激发波长为 280 
nm，分辨率 1.0 nm，测量波长范围为 250 nm 到 500 
nm，其它参数设为默认值。 
1.3.7  数据统计分析 

实验中所有数据都是三次测定的平均值，数据处

理采用 Microsoft Excel 软件进行标准方差分析，并在

图例中用误差线表示。 

2  结果与讨论 

2.1  变性剂浓度及温度对酶活性的影响 

测量不同浓度变性剂及温度对酶活影响，结果如

图 1 所示。 

 
图1 不同尿素浓度及温度对酶活的影响 

Fig.1 Effect of different concentrations of urea and temperature 

on β-glucosidase activity 

由图 1 可知，β-葡萄糖苷酶比活力随尿素浓度和

温度的增加大体上呈现下降趋势。在常温条件下，酶

液在尿素浓度为 0 M 至 2 M 范围内变化不大，在 2 M
后随尿素浓度增长，酶比活力快速下降，当尿素浓度

为 8 M 时，酶比活力只有 7.17 U/mg；在加热条件下

促进了尿素变性 β-葡萄糖苷酶这一过程，从图中

55 ℃这条曲线可以看出，酶液的比活力从尿素浓度为

1 M 时开始快速下降，在 4 M 尿素环境下比活力降至

2.2 U/mg，β-葡萄糖苷酶基本失活；观察图中常温和

60 ℃两条曲线可看出，在低浓度尿素环境下，酶比活

力有一定提高，这种现象可能与尿素作用 β-葡萄糖苷

酶的空间构象有关。 
 

2.2  变性剂浓度及时间对酶活性的影响 

在不同尿素浓度的条件下，在室温环境中测量 β-
葡萄糖苷酶溶液的比活力随时间的变化趋势，结果如

图 2 所示。 

 
图2 不同尿素浓度下β-葡萄糖苷酶酶活变化折线图 

Fig.2 β-glucosidase activity as a function of time in different 

urea concentrations 

由图 2 可知，低浓度的尿素能在 1 h 时间内对 β-
葡萄糖苷酶有激活作用，并且对提高其比活力作用明

显。在尿素浓度增至 0.5 M 以上时，对酶没有激活作

用；低尿素浓度下在时间为 20 min 至 40 min 范围内，

β-葡萄糖苷酶比活力达到 150 U/mg 以上，将近为原活

力的 5 倍左右。当尿素对酶的作用稳定后，1 h 后酶的

比活力恢复到原来范围内，由此可分析，低浓度尿素

对酶的激活作用是短时间内的可恢复过程，此现象可

能与其改变其活性位点的构象有关，待变性作用稳定

后，酶恢复原构象。这种空间结构的变化还需进一步

研究。 

2.3  β-葡萄糖苷酶的粒径分析 

已知天然条件下 β-葡萄糖苷酶以多聚体形式存

在，且尿素能够使酶变性，改变酶的空间结构，因此

一定浓度变性剂会解离多聚体，使 β-葡萄糖苷酶以亚

基结构存在。通过非变性电泳切胶回收酶后，经尿素

变性及未变性的酶溶液粒径分布图如图3和图4所示。 
蛋白质是生物高分子化合物，一般其分子颗粒直

径在 1 至 100 nm 之间，因此酶蛋白溶液是稳定的胶

体溶液，具有胶体溶液的特征。在激光粒径分析中，

在粒径为 100 nm 以下部分可视为酶蛋白，超过部分

为杂质。由图 3 和图 4 的对比可见，变性后酶蛋白的

平均粒径变小，可见 β-葡萄糖苷酶在尿素环境下发生

变性过程中，酶的活性丧失同时其空间结构发生变化，

据此推测 β-葡萄糖苷酶的多聚体结构发生解聚，分离

为粒径较小的亚基结构。 
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图3 未变性酶蛋白溶液的粒径分布 

Fig.3 Particle size distribution of non-denatured β-glucosidase 

 
图4 尿素变性后酶蛋白的粒径分布 

Fig.4 Particle size distribution of urea-denatured β-glucosidase 

2.4  β-葡萄糖苷酶的内源性荧光光谱分析 

纯化后酶液在不同浓度尿素条件下，55 ℃水浴

30 min 并静置 2 h 后，对 β-葡萄糖苷酶液进行内源性

荧光测定分析，结果如图 5 所示。 
由图 5 所示，当尿素变性浓度分别为 0 M、0.5 M、

1 M、2 M、3 M、4 M、6 M 和 8 M 时，酶液样品的

荧光峰位分别位于 335.4 nm、336.6 nm、334.8 nm、

335.8 nm、340.6 nm、339.6 nm、344.6 nm 和 345.2 nm。

在0 M至2 M范围内光谱的峰型变化不大并且荧光峰

位保持在 335 nm 左右，说明酶蛋白内色氨酸残基仍

保留在内核中，β-葡萄糖苷酶在展开程度上变化不大。

随尿素浓度增加，光谱的荧光强度逐渐下降，说明酶

的结构在未展开的情况下仍有构象变化，推测酶蛋白

的疏水核发生膨胀现象，溶质分子与荧光物质色氨酸

相互作用，导致荧光强度下降；在尿素浓度由 2 M 增

至 3 M 时，荧光峰位向长波长方向移动较大距离，说

明色氨酸残基暴露在蛋白质分子的表面，蛋白质结构

发生展开，并且通过尿素对酶活性影响的实验结果发

现此范围内酶活力快速下降，推测 β-葡萄糖苷酶发生

解聚现象，并且四级结构和三级结构均遭到破坏，此

过程中其疏水性内核发生展开。当尿素浓度达到 6 M
时光谱峰型变化较大，在 313 nm 左右出现较小的荧

光峰，这是由于色氨酸与酪氨酸引起的荧光峰位不同，

随色氨酸逐渐暴露而荧光峰位不断红移，两者的荧光

峰发生分离；在尿素浓度在 3 M 到 8 M 范围内，随变

性强度加强，蛋白质分子结构不断被展开，色氨酸残

基暴露引起荧光峰位红移且荧光强度不断加大，在 8 
M 尿素浓度时，荧光强度最大，此时色氨酸残基暴露

的程度最大，同时酶的活性降至最低。 
低浓度尿素引起酶的构象发生一定变化，但整体

结构没有发生剧烈的展开变化，达到一定阈值后，导

致多聚体解离和蛋白结构发生展开现象，结果表明变

性的阈值在 2 M 至 3 M 这一范围内。高浓度尿素引起

色氨酸不断暴露，蛋白质展开程度逐渐加强。 

 

 
图5 不同浓度尿素变性后的β-葡萄糖苷酶的内源性荧光发射

光谱 

Fig.5 Endogenous fluorescence emission spectra of 

β-glucosidase denatured with different urea concentrations 

2.5  β-葡萄糖苷酶的蛋白展开变化 

常温下，不同浓度尿素变性 β-葡萄糖苷酶，静置

2 h 后，分别以酶活残留率确定酶蛋白展开百分比；在

55 ℃条件下，不同浓度尿素变性 β-葡萄糖苷酶，以酶

活残留率，确定酶蛋白展开百分比，得到的酶蛋白展

开图如图 6 所示。 
由图 6 可见，在尿素变性 β-葡萄糖苷酶时，随着

尿素浓度的增加，展开的蛋白质分子数目也增加。常

温下，当尿素浓度达到 6.28 M 时，蛋白质分子展开比

例为 50%。在 55 ℃条件下，β-葡萄糖苷酶蛋白质分
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子展开比例为 50%时的尿素浓度则降低到了 2 M。两

种条件下当尿素浓度均为 4 M 时，温度因素对蛋白质

分子展开率影响最大。对于 4 M 尿素变性条件下，未

经加热的样品，蛋白质展开结构的比例为 39.16%，经

55 ℃加热的样品，蛋白质展开结构的比例达到

94.04%。对于 8 M 尿素变性条件下则无论酶蛋白质是

否经过加热，其中含有展开结构的比例都在80%以上。 

 
图6 尿素引起的β-葡萄糖苷酶结构展开曲线 

Fig.6 Urea-induced unfolding of β-glucosidase 

3  结论 

3.1  β-葡萄糖苷酶比活力随变性剂浓度和温度的增

加大体呈现下降趋势。温度的增加能促进变性剂对酶

的变性作用。常温下8 M尿素环境中，β-葡萄糖苷酶比

活力下降为7.17 U/mg。低浓度的变性剂对β-葡萄糖苷

酶酶活有激活作用，在20 min至40 min内酶活力达到

150 U/mg以上，1 h后恢复原酶活。因此说明对酶蛋白

进行一定的结构改造可以提高其催化效率。 
3.2  β-葡萄糖苷酶在一定浓度的尿素环境下空间结

构发生变化，其分子颗粒直径变小，可推测β-葡萄糖

苷酶的多聚体结构发生解聚，分离为亚基结构。β-葡
萄糖苷酶的构象具有柔性，在变性剂环境中酶蛋白内

部的疏水残基伸展和溶解，同时酶蛋白构象的破坏造

成酶活力的下降。在低浓度尿素环境中，β-葡萄糖苷

酶基本维持原有活力，酶结构没有发生展开；随尿素

浓度的增加，酶活力大小不断下降，色氨酸残基不断

暴露，蛋白质分子结构不断被展开，最终酶活完全丧

失。 
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