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摘 要 通过 KS8SQF,9>A/’<,离子交换分段层析，KS8SQF,9>A/’<,离子交换梯度层析和 F,9>A3,Z YQ"$$凝胶过滤层析三种方法
的联用从中华白玉蜗牛消化酶中分离出一种人参皂苷 0." 水解酶。分离后该酶在 FKFQH8YS上呈单一蛋白质条带。应用
FKFQH8YS和凝胶过滤层析对分子量的测定，提示该酶是由 O个分子量为 ""$ [ ""% @K的相同亚基组成的同源四聚体。0."为
底物的动力学参数 A- 和 B-AZ分别为 $\JR$ --’(]U和 "$\"R!!-’(]-26]-;。该酶对人参皂苷 0." 糖键进行有选择的水解，可水

解人参皂苷 0." I!$位的一个糖苷键生成人参皂苷 03。
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人参皂苷 0."（;26<,6’<23,Q0."）是人参二醇系皂
苷（9A6AZA32’( <A9’626<，HKF）的一个单体，在 I!$位及

I7位上各连接两个"QKQ葡萄糖基，是人参中的主要
有效成分，它具有促进记忆、改善疲劳、抑制肿瘤生

长和诱导细胞凋亡等药理活性［"］。目前已知 0." 在

人和大鼠肠道中的代谢通路：0."# ;26<,6’<23, 03
（YQ03）#;26<,6’<23, M!（YQM!）#1’-9’563 N（IQN）#
!$（F）9/’:’9A6AZA32’(（H93）［!QO］。现代研究表明皂苷
上的糖链对其生物活性有重要影响，去除部分糖基

往往能改变或提高其肠道的吸收率和活性作用［%Q#］。



大量研究证实人参皂苷 !"#$"%&’ (在诱导细胞凋
亡［)］、逆转肿瘤耐药［*］和抗肿瘤的浸润转移［+］方面

比 ,-.、,’、/0 和 1$’具有更明显的药理作用。所以
糖链的水解对人参皂苷生物活性的释放是至关重要

的。

虽然现在糖链化学水解方法很多，但一般只形

成皂苷元（如 1$’），很难有选择地去除部分糖基生
成次生代谢产物（如 ,’和 /0）

［.2］。为了有选择性地

部分水解人参皂苷糖基制备各级人参皂苷次生代谢

产物，我们尝试了生物转化的方法。现有的人参皂

甙生物转化法主要包括微生物发酵法和柚皮苷酶水

解法两种，前者产物复杂、分离繁琐，后者水解时间

长、酶用量大、成本高。为了克服上述生物转化法的

缺陷，我们研究了中华白玉蜗牛的消化酶。中华白

玉蜗牛是经人工多代繁殖后筛选出来的人工养殖的

陆生贝类动物，产量大，易获得，其消化酶中含有纤

维素酶、果胶酶、蛋白酶等 02多种酶类，广泛用于细
胞生物学和工程学的研究。

故而我们以中华白玉蜗牛的消化酶（34）为原
料，从中分离提取出一种能够水解人参皂苷 ,-. 的

酶类，对人参皂苷 ,-. 糖基进行有选择的水解。

! 材料和方法

!"! 材料
5,0.6冷冻高速离心机为日本 789:578 公司

生产；;<=>2 型紫外分光光度计为日本 ?:35@公司
生产；4A==2B冷冻干燥机为 /93 3CDEF#D公司生产；
5GHDD<I$色谱工作站、紫外和 4J3K检测器为日本岛
津公司生产；色谱柱 5.*，=!，LMN O 022##和色谱柱

P70，.2!，LMN O >22##购于中国科学院大连化学物
理研究所。

3F$QH’FR 6<0=、3F$QH’FR 6<.22、3F$QH’FR 6<022、
K4:4<3F$QHS"DF 中分子量标准蛋白购于 1QHS#H!THG
公司。

34酶，购于北京经科公司；人参皂苷 ,-. 及人
参皂苷标准品 1$’为实验室自制；人参皂苷标准品
,’、5<(，由日本富山医药大学小桥恭一教授惠赠。
!"# 方法
!"#"! 酶的分离纯化：取 34原酶溶于 .22#J 9STD<
75G U%VVFS（2M2=#"GWJ，$7 X *M0）中，上样于已用相同
缓冲液平衡的 K4:4<3F$QHS"DF 层析柱（"=M2 O
02!#）。分别用 .=22 #J的 2M>=#"GWJ PH5G溶液（溶
于平衡缓冲液）和 .=22#J的 2ML2#"GWJ PH5G（溶于平

衡液缓冲液）进行洗脱，流速 >#JW#T&。测定
2ML2#"GWJ PH5G洗脱液各收集管中蛋白质含量及人
参皂苷 ,-. 水解酶活性，将人参皂苷 ,-. 水解酶活
性较高的各管合并。向上述 2ML2#"GWJ PH5G洗脱液
合并液中加入平衡缓冲液，使样品稀释至 PH5G浓度
为 2M>2#"GWJ。上 样 至 K4:4<3F$QHS"DF 层 析 柱
（#.M0!# O 0L!#）［已用 $7 X *M0 2M2=#"GWJ 9STD<75G
U%VVFS（含 2M>2#"GWJ PH5G）平衡］中进行梯度洗脱，起
始和终止缓冲液分别为 2M>=#"GWJ PH5G（溶于平衡缓
冲液）和 2ML2#"GWJ PH5G（溶于平衡缓冲液）各
.=2#J，流速 .#JW#T&。测定各收集管中蛋白质含量
及人参皂苷 ,-. 水解酶活性。将活性较高的人参皂
苷 ,-. 水解酶活性峰收集管合并，用透析袋在双蒸
水中透析除盐后用冷冻干燥机干燥成白色粉末。取

.W.2溶解上样于 3F$QH’FR<6 .22 层析柱（#.M2!# O

.22!#）中，以双蒸水洗脱，流速 2M>#JW#T&。测定各
收集管中蛋白质含量及人参皂苷 ,-. 水解酶活性，
将活性较高的人参皂苷 ,-. 水解酶活性峰收集管合
并，用冷冻干燥机干燥成白色粉末。

!"#"# 蛋白含量的测定方法：蛋白质含量采用
USH’V"S’法［..］。取样品液和双蒸水（共 2M=#J），加入
考马斯亮蓝染液（>#J，.=2#YW#J），摇匀，室温静置
.=#T&，分光光度计 =+=&#处测定吸光度。以牛血清
白蛋白（2 Z L=!Y）为标准制作标准曲线，计算样品液
中的蛋白质含量。

!"#"$ 水解人参皂苷 ,-. 活性测定：取酶液

2M2=#J，加入 ,-.（2M.#J，.N#YW#J，溶于 $7 X LM=
2M.=#"GWJ磷酸<柠檬酸缓冲液）和磷酸<柠檬酸缓冲
液（2MN=#J，$7 X LM=，2M.=#"GWJ），L2[水浴下分别
反应 N#T&后，沸水浴中煮沸 .=#T&。N222SW#T&离心
.2#T&，取上清 71J5 检测。在实验条件下，以每
#T&、每 #Y蛋白产生 .!#"G 人参皂苷 ,’被定义为 .
个活性单位。以人参皂苷 ,’ 为标准制作标准曲
线，计算样品液中的 ,-. 水解酶活力。

!"#"% 71J5 色谱条件：检测器：4J3K；色谱柱：
5.*，=!，LMN## O 022##；流动相：乙腈和水，2 Z
.=#T&，>2\ Z )2\；.= Z >2#T&，>2\ Z =\；>2 Z
L=#T&，=\，L0MN Z =L#T&，观察人参皂苷 ,-.、,’ 和
葡萄糖等出峰情况，流速 .M2#JW#T&。
!"#"& 电泳条件及染色方法：3K3<1:64（分离胶
)\、浓缩胶 L\）根据文献［.0］方法进行，用考马斯
亮蓝法染色。

!"#"’ 凝胶过滤层析测分子量：将蓝色葡聚糖
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（!"""#$），肌球蛋白（%%"#$），牛血清白蛋白（&’#$），
卵清蛋白（%’#$），细胞色素 (（)!#$）和分离出的蛋
白质样品分别过 *+,-./+012!"" 层析柱（!!3" 4
!%56），以双蒸水洗脱，流速 "3!67869:。以 ;<7(联
用 => 检测器于 !?":6 下检测。根据标准蛋白的
>+8>@与 7@ABC作图得标准曲线，由蛋白质样品的
>+8>@值在图上查得该酶的分子量。
!"#"$ 酶解 DE) 产物随时间的变化：反应管中加入

DE)（"3!67 )F6A867）和 "3"G67 纯化的人参皂苷

DE) 水解酶，分别于 %"H反应 ’"69:、)-、%-、)F-、

!%-、%?-和 &!-后，加乙醇 )67终止反应。F"""I869:
离心 )"69:，取上清 ;<7(检测产物变化。

# 结果

#"! 酶的纯化
*+,-./+012)""层析酶的纯化图谱见图 )，人参

皂苷 DE) 水解酶分离纯化各部分的结果见表 )。以

DE) 为底物水解比活性从 "3’% 增加到 )G3)&

"6@J869:86A，纯化倍数近 %G 倍。通过 *$*1<K2L
（M9A N!）电泳，可见酶被分离和纯化至 *$*1<K2L呈
单一蛋白质条带。

图 ) *+,-./+012)""层析图
M9AN ) *+,.I.O9@: @P *L +:QR6+ @: 21)"" *+,-./+0 5@JS6:

表 ! 蜗牛酶中人参皂苷 %&! 水解酶的纯化

’(&)* ! +,-./.0(1.23 2/ 4.35*325.6*7%&! 896-2)(5* /-2: 53(.)(5*

*O+,
T@O.J ,I@O+9:

86A
T@O.J .5O9U9OR

8S
*,+59P95 .5O9U9OR

8（S86A @P ,I@O+9:）
M@J/

8,SI9P95.O9@:
R9+J/
8V

(IS/+ +:QR6+ W@JSO9@: X&?%3G" ’!&G3!? "3’% )3"" )""

$LKL ER WO+,Y9W+ +JSO9@: %%3G! )X&3FF %3%% )’3!% F3"’

$LKL1ER Z.(J AI./9+:O +JSO9@: %3!? %’3?" )"3!’ ’"3G! )3’%

*+,-./+012)"" "3’’ G3"’ )G3)& %G3!G "3)G

图 ! 蛋白质纯化各步的 *$*电泳分析图
M9AN ! *$*1<K2L .:.JRW9W @P ,I@O+9:W .O

U.I9@SW ,SI9P95.O9@: WO+,W
)：W:.9J.W+；!：,I@O+9: +JSO+/ ER $LKL AI./9+:O 5@JS6:；’：,I@O+9:
+JSO+/ ER $LKL AI./9+:O 5@JS6:；%：,I@O+9: +JSO+/ ER A+J P9JOI.O9@:
5@JS6: G：,I@O+9: WO.:/.I/WN

#"# 分子量的测定
通过 *$*1<K2L和 *+,-./+0 21)"" 凝胶过滤法

（M9A N’）测定纯化的人参皂苷 DE) 水解酶的分子量
分别为 %F"#$和 ))" [ ))G#$，提示该酶可能是由 %
个分子量为 ))" [ ))G#$的相同亚基组成的同源四
聚体。

图 ’ 凝胶过滤 21)""测分子量
M9AN ’ B@J+5SJ.I Y+9A-O /+O+I69:.O9@:

ER 21)"" *+,-./+0 5@JS6:

#"; 动力学参数的测定
以 79:+Y+.U+I1\SI#双倒数做图法（M9AN%），求得以

DE) 为底物的酶动力学参数 !6 和 "6.0分别为 "3&X"
66@J87和 )"3)X!"6@J869:86A。与人工底物 ,Z<2相
比，该酶对人工底物的亲和性更大（结果未显示）。

#"< 酶解 %&! 产物随时间的变化

DE) 经分离纯化的人参皂苷 DE) 水解酶作用后
数分钟开始出现产物 D/，作用时间达 %? -后，产物

)’X刘 欣等：蜗牛酶中一种人参皂苷 DE) 水解酶的分离纯化



图 ! 以 "#$ 为底物的!%&葡萄糖苷酶双倒数曲线
’()* ! +(,-.-/0-1%2314 5(/)1/6 78!%)93:7;(5/;- 7, "#$

"5的量达高峰，而体系中 "#$ 已几乎完全水解（’() *
<）。在反应全程的 =>+?检测中，未检出与人参皂
苷 ’@ 和 ?%A的标准品相同保留时间的产物峰，同时
也未能观察到其它化合物峰的出现。可见从 BC中
分离纯化出的人参皂苷 "#$ 水解酶水解效率高、专
一性强，只可选择性水解人参皂苷 "#$?@D位的第一

个糖苷键，但对 ?E 位的两个糖苷键和 ?@D位的第二

个糖苷键无水解作用，这可能与人参皂苷 "#$ 糖苷
键的空间构象和位阻有关。

图 < 人参皂苷 "#$ 酶解图
’()* < FG- GH5179H;(; I17:-;; 78 )(,;-,7;(5- "#$

! 讨论
通过 &CJC离子交换层析和凝胶过滤层析的联

合应用，我们从中华白玉蜗牛中分离纯化出了一种

水解专一性强、高效的人参皂苷 "#$ 水解酶。纯化
后该酶活性回收率和纯化倍数分别为 DK$<L和 !<
倍。在预试验中我们用 DKD<、DK$D M DK!D 共 N个浓
度的 O/?9 洗脱液在 &CJC%B-IG/17;- 层析柱上对蜗
牛酶进行分段分离，发现 <个洗脱段含有大量的人
参皂苷 "#$ 水解酶（结果未显示），说明蜗牛酶中有
多种人参皂苷 "#$ 水解酶，这也是本试验人参皂苷

"#$ 水解酶活性回收率低的主要原因。分离出的人
参皂苷 "#$ 水解酶在 B&B%>JPC上呈单一蛋白质条
带。应用 B&B%>JPC和凝胶过滤层析对分子量的测
定，提示该酶是由 !个分子量为 $$D M $$<4&的相同
亚基组成的同源四聚体。这与 B3,%Q73,) >J"A从
梭菌 A%RD中分离出的 "#$ 水解酶的分子量不同

［$E］

（由 !个分子量为 ND4& 相同亚基组成和四聚体）。
该酶水解专一性强，只可水解人参皂苷 "#$?@D位的

一个糖苷键生成人参皂苷 "5，这可能与皂元和糖苷

键空间位阻的影响有关。这与文献［S］中纯化的人
参皂苷 "#$ 水解酶可逐步降解 "#$?@D位和 ?E 位的 E
个糖基，依照 "#$%"5%"’@%?A顺序生成终产物 ?A有
明显不同。

生物催化和转化是 @$世纪生物制造中的关键
和核心。生物催化剂———酶是核心的核心。在某些

行业如医药工业中，已有多种酶的制剂应用于实践。

通过对可以改变糖苷类化合物糖基的酶的研究可为

我们提供新的天然活性产物，同时也为我们研究天

然或非天然糖苷类化合物提供了一个有效的工具。
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答 读 者 问

M ’ 请问投稿《生物工程学报》有没有字数或者页数限制的要求？是否要按照正式出版时的格式排版？
答：投稿时没有字数和页数上的限制。我们建议作者在投稿时首先考虑如何将你工作内容和创新点表达清楚，以便审稿

人可以清楚地判断稿件水平。待文章评审通过之后通知作者修改时，在字数和页数上将有具体要求，到时会在修改说明中告

知。投稿时也不需要按我刊五号字、双栏形式排版，可适当放大字号，以便专家阅读。

P ’ 在学术会议上发表过的论文能否在《生物工程学报》上发表？
答：论文集如果有正式书号或刊号，就属于正式出版物，则不能再在我刊发表。如果没有，则属于交流材料，论文可以投

往本刊。

> ’ 听说贵刊要出英文版，能否简单介绍一下？
答：是的。从 @UUM年起，我刊将与爱思唯尔出版公司合作，出版英文版《]I6+)8) W%/*+$5 %- D6%3),I+%5%7;》，所以中文版将只发

表中文论文。《]I6+)8) W%/*+$5 %- D6%3),I+%5%7;》为电子版，系每期从中文版中精选 :^?优秀稿件翻译而成，中英文同步发表，年、
卷、期相同。也就是说即使直接投英文稿件，审稿录用后也将译成中文同期发表。英文版不再另收版面费。非常欢迎广大作

者踊跃投稿。

= ’ 我想知道我的稿件的处理状态，如何查询？
答：稿件一旦有最终处理结果，您会及时收到本刊的反馈信息，所以，请经常查看您的 ZS.$65。您也可以通过 ZS.$65告知

稿件编号，查询稿件审阅结果。

:U ’ 在签订版权协议时，我只想转让印刷版，不想转让网络版，是否可以？
答：我刊不仅出版印刷版，同时出版光盘版和网络版。在出版过程中，一般不大可能将其中的一篇文章撤下来不做网络

版，所以凡不同意转让光盘版和网络版的文章作者，在通知本刊之后，可以改投其他刊物。

:: ’ 我的文章现已审查完毕，并收到了有关审稿意见。我想咨询，如果我的文章修改后，再次投稿，是否
还需要交审稿费，是否仍然用原论文编号提交？

答：如果你的文章已经被通知退稿了，那么文章修改之后再投来将按新稿件处理，从程序上来讲和新投稿件是一样的，仍

需要缴纳审稿费，只是为节省审稿时间，可在投稿时注明“修改重投稿件”字样和原稿件的编号。如果是编辑部在审稿意见中

要求您改后再投来复审，则不作为新稿处置，请直接注明：“原稿件号 _改后复审”字样，不再另交审稿费。
（下转 =A?页）
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