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摘  要 : 芦丁降解酶催化芦丁降解为水溶性降低的槲皮素，是形成苦荞苦味的主要因素。研究以榆 6-21 苦荞

籽粒粉为材料，通过硫酸铵分级沉淀、疏水层析、阳离子交换层析、凝胶过滤层析分离纯化芦丁降解        

酶，SDS-PAGE 显示纯化的芦丁降解酶为分子量 66 kDa 的单一条带。芦丁降解酶的最适 pH 值为 5.0，最适温

度为 50 ℃。对其催化特性研究表明，该酶的 Km 值为 0.27 mmol/L，Vmax 值为 39.68 U/mg。Cu2＋、Zn2＋、Mn2＋和

EDTA 对其有不同程度的抑制作用。纯化的芦丁降解酶可耐受 50% (V/V) 的甲醇。Edman 降解法测定其 N 端

序列为 TVSRSSFPDGFLFGL。MALDI-TOF-MS (基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱) 二级质谱获得了其 15 个

内肽序列。该研究为从转录组数据中确定芦丁降解酶的候选基因及深入研究芦丁降解酶的生物学功能奠定了

基础。 
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Purification, characterization and partial primary structure 
analysis of rutin-degrading enzyme in tartary buckwheat 
seeds 

Yuwei Zhang, Jie Li, Yong Yuan, Jijuan Gu, and Peng Chen 
College of Life Sciences, Northwest A&F University, Yangling 712100, Shaanxi, China 

Abstract:  Rutin-degrading enzymes (RDE) can degrade rutin into poorly water soluble compound, quercetin, and cause 

the bitter taste in tartary buckwheat. In the present study RDE from Yu 6-21 tartary buckwheat seeds was purified by 

ammonium sulphate precipitation, followed by hydrophobic interaction chromatography on Phenyl Sepharose CL-4B, ion 

exchange chromatography on CM-Cellulose and gel filtration chromatography on Sephadex G-150. Purified RDE showed 

single band with molecular weight of 66 kDa on SDS-PAGE. The optimum pH and temperature of RDE were 5.0 and 50 ℃ 

respectively. The Km was 0.27 mmol/L, and the Vmax was 39.68 U/mg. The RDE activity could be inhibited by Cu2+, Zn2+, 

Mn2+ and EDTA, and showed tolerance to 50% methanol (V/V). The N terminal sequence (TVSRSSFPDGFLFGL) was 

obtained by Edman degradation method and 15 internal peptide sequences were determined by MALDI-TOF-MS 

(matrix-assisted laser desorption ionization time of flight mass spectrometry). These results established the foundations for 

identification of the candidate gene of RDE via transcriptome data and further studying RDE biological function. 

Keywords:  tartary buckwheat, rutin-degrading enzyme, purification, characterization 

荞麦，属于蓼科  (Polygnaceae) 荞麦属 

(Fagopyrum mill)。荞麦中，尤其是苦荞中含有

芦丁、槲皮素和荞麦碱等重要的生理活性物质。

苦荞中黄酮类化合物的含量比普通荞麦高

10–100 倍[1]，芦丁是苦荞中重要的黄酮类化合

物，具有降低毛细血管通透性和脆性、保持及

恢复毛细血管的正常弹性等功能。在辅助治疗

高血压、糖尿病、视网膜出血等疾病中发挥着

重要作用。 

荞麦中存在的芦丁降解酶极大限制了芦丁

的提取和加工，并且高活性的芦丁降解酶成为

高芦丁荞麦育种的重要障碍。目前对芦丁降解

酶的研究主要集中于对其进行分离纯化和部分

催化特性的分析。Yasuda等[2]首次从苦荞籽粒中

分离纯化出分子量约为 70 kDa 的芦丁降解酶 

的两种同工酶，其 Km值分别为 0.12 mol/L 和

0.13 mol/L，后续研究发现 20% (V/V) 的水溶性

溶剂如乙醇、DMSO可提高芦丁降解酶活性[3]。

王改玲等 [4]从苦荞子粒中分离出芦丁降解酶粗

品，并证明是一种高活性天然 β-糖甘酶，浓度

高于 40% (V/V) 的乙醇对其有明显的抑制作用。

唐宇等[5]从野生荞麦籽粒中纯化出约 60 kDa的芦

丁降解酶，其最适 pH 和最适温度分别为 5.0 和

40 ℃。Cui等[6]从苦荞籽粒中纯化出 70 kDa的芦

丁降解酶，可特异性水解芦丁产生槲皮素，提

出利用芦丁降解酶酶解制备槲皮素的思路。本

实验室 Li等[7]建立了一种利用聚丙烯酰胺凝胶

电泳检测 RDE同工酶的方法，并证明在苦荞种

子中至少存在 5种 RDE同工酶。前人建立的芦

丁降解酶纯化方法中，多采用在硫酸铵分级沉

淀之后采用透析除盐再进行后续层析分离纯化

的方式，造成蛋白透析中形成大量不可逆沉淀，
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影响目标蛋白的回收。因此纯化方法有待进一

步优化。 

作为苦荞芦丁分解代谢的关键酶，迄今为

止未见芦丁降解酶一级结构研究的相关报道，

因此优化芦丁降解酶的纯化方法、分析其催化

特性及部分一级结构，将为克隆芦丁降解酶的

基因以及揭示芦丁降解酶在次生代谢物积累过

程中的生物学功能奠定重要的基础，同时为体

外条件下利用芦丁降解酶的催化特性进行生物

催化研究提供基础资料。本研究在引入疏水层

析纯化芦丁降解酶并在分析其催化特性的基础

上，利用 N 端测序和质谱技术，获得其成熟蛋

白 N 端序列及内肽序列，以期为结合苦荞籽粒

发育期转录组数据确定芦丁降解酶的候选基

因、深入研究芦丁降解酶的生物学功能及培育

高芦丁含量的苦荞品种奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  苦荞 

苦荞粉，榆 6-21，由陕西省榆林农业学校

提供，储存于–20 ℃冰箱中。 

1.1.2  主要试剂 

芦丁 (国药集团化学试剂有限公司，BR)；

槲皮素 (国药集团化学试剂有限公司，BR)；硫

酸铵 (AR)；无水乙酸钠 (AR)；冰乙酸 (AR)；

甲醇 (AR)；MnCl2 (AR)；AlCl3 (AR)；ZnCl2 (AR)；

CuSO4 (AR)；EDTA (AR)；蔗糖 (AR)。疏水层

析介质 (Phenyl Sepharose CL-4B)、CM-纤维素、

Sephadex G-150均为 GE公司产品。 

1.2  芦丁降解酶的制备与纯化 

1.2.1  制备芦丁降解酶粗酶液 

脱脂苦荞粉与 15 倍体积 0.2 mol/L 乙酸缓

冲液 (pH 4.0) 混匀，4 ℃提取过夜，11 500 r/min

冷冻离心 15 min，上清即为芦丁降解酶粗酶液，

测定其蛋白质含量和芦丁降解酶活力。 

1.2.2  硫酸铵分级沉淀分离 

粗酶液进行硫酸铵分级沉淀，收集 

60%–90%硫酸铵饱和度区段的沉淀蛋白，溶于

含 1.4 mol/L (NH4)2SO4的 0.07 mol/L乙酸缓冲

液 (pH 4.0) 中，测定其蛋白质含量和芦丁降解

酶活力。 

1.2.3  疏水层析分离 

硫酸铵沉淀的溶解液上样于经平衡液Ⅰ 

(1.2 mol/L (NH4)2SO4的 pH 4.0、0.06 mol/L乙酸

缓冲液 ) 平衡的 Phenyl Sepharose CL-4B 柱  

(1.8 cm×11.5 cm)，用平衡液Ⅰ洗脱至 A280<0.02，

蒸馏水洗脱结合蛋白，收集芦丁降解酶活性洗

脱峰，于透析液 (pH 4.0，0.02 mol/L乙酸缓冲

液) 中透析过夜。测定其蛋白质含量和芦丁降解

酶活力。 

1.2.4  阳离子交换层析分离 

疏水层析活性峰收集液稀释 2 倍后上样经

平衡液Ⅱ (pH 4.0，0.1 mol/L乙酸缓冲液) 平衡

过的 CM-纤维素柱 (1.8 cm×12 cm)，平衡液Ⅱ

洗脱至 A280<0.02，线性梯度 (NaCl浓度梯度为

0.1–0.4 mol/L) 洗脱结合蛋白，收集活性洗脱

峰。用 PEG 10 000浓缩收集液，测定其蛋白质

含量和芦丁降解酶活力。 

1.2.5  凝胶过滤层析分离 

平衡液Ⅲ (含 0.4 mol/L NaCl 的 pH 4.0，  

0.2 mol/L 乙酸缓冲液) 充分平衡柱子，将经浓

缩的蛋白样品上样于 Sephadex G-150层析柱，用

平衡液Ⅲ洗脱并收集活性洗脱峰，经 PEG 10 000

浓缩后获得纯化的芦丁降解酶，测定其蛋白质

含量和酶活力，并于 4 ℃保存备用。 
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1.3  蛋白质含量和酶活的测定 

粗酶液和每一次层析柱的洗脱液均进行蛋

白含量和酶活性测定。蛋白质含量测定采用

Bradford法[8]，以牛血清白蛋白为标准蛋白。芦

丁降解酶活性测定参照 Chen等[9]的等吸收波长

分光光度法，酶活测定体系为：160 μL 0.1%的

芦丁溶液 (含 80 mmol/L、pH 4.0的乙酸缓冲液，

20%甲醇) 中加入 40 μL酶液，迅速混匀，40 ℃

准确保温 3 min，立即加入 800 μL甲醇终止反

应，再加入 4倍体积测定稀释液 (含 20 mol/L、

pH 4.0 的乙酸缓冲液，80%甲醇)，混匀后测定

372 nm和 344.5 nm光吸收并计算差值 ΔA。对

照组以等体积乙酸缓冲液 (pH 4.0、0.1 mol/L) 

代替酶液。以 3 min光吸收的差值 ΔA变化 0.01

定义为一个酶活力单位  (1 U)。酶的总活力 

(Total activity) 及比活力 (Specific activity) 的

计算参考刘国琴等[10]的方法。 

1.4  芦丁降解酶分子量的测定 

参照 Laemmli UK[11]的方法，将纯化的芦丁降

解酶进行 SDS-PAGE。取纯化的酶液加入等体积

2×SDS-PAGE上样缓冲液并沸水浴处理 5 min，离

心后取上清进行 SDS-PAGE 分析，浓缩胶浓度

为 3.3%，分离胶浓度为 12%。经考马斯亮蓝

R-250染色后于脱色液中脱色至条带清晰，拍照

记录结果。 

1.5  Native-PAGE 分析芦丁降解酶 

参照 Li等 [7]的方法进行芦丁降解酶的

Native-PAGE分析和活性染色。纯化的酶液中加

入等体积含溴酚蓝的 40%蔗糖溶液，上样于 10%

分离胶的 Native-PAGE。电泳结束后分离胶置于

0.1 mol/L乙酸缓冲液 (pH 4.0) 中平衡 40 min，然

后置于 30 mL、0.1%芦丁溶液 (含 80 mmol/L、  

pH 4.0的乙酸缓冲液，20%甲醇) 中 50 ℃反应

至凝胶出现明显的黄色条带，倾去反应液用蒸

馏水洗涤凝胶数次，置紫外灯下观察记录结果。 

1.6  芦丁降解酶 N 端氨基酸测序 

转移 SDS-PAGE 凝胶中分离的芦丁降解酶

条带于 PVDF膜，送样至北京大学利用 EDMAN

降解法 (Procise 491，Applied Biosystems)测定

芦丁降解酶 N端 15个氨基酸序列。 

1.7  芦丁降解酶质谱分析 

纯化的芦丁降解酶送至上海厚基生物科技

有限公司进行质谱分析。蛋白质样品用胰蛋白

酶水解后的产物通过 MALDI-TOF/TOF 质谱仪

分析得到酶解多肽的肽指纹图谱 (PMF)。选择

15 个强度较高的肽离子作为母离子进行

MALDI-TOF-MS (基质辅助激光解吸电离飞行

时间质谱) 二级质谱分析，获得二级质谱图。 

用 ProFound (http://prowl.rockefeller.edu/prowl- 

cgi/profound.exe) 提交 PMF 数据，与 NCBI nr 

数据库比对，并将二级质谱图进行 de novo解析

获得内肽序列。 

1.8  芦丁降解酶的催化特性分析 

1.8.1  pH对芦丁降解酶活性和稳定性的影响 

pH对芦丁降解酶活性的影响：将纯化的芦

丁降解酶分别用 pH 3.0、pH 4.0、pH 5.0、pH 6.0、

pH 7.0、pH 8.0的 0.2 mol/L乙酸缓冲液 4 ℃透

析过夜，参照本文 1.3的方法测定芦丁降解酶的

活性。各测定样设置 3次重复。 

pH对芦丁降解酶稳定性的影响：将纯化的芦

丁降解酶分别用 pH 3.0、pH 4.0、pH 5.0、pH 6.0、

pH 7.0和 pH 8.0的 0.2 mol/L乙酸缓冲液 4 ℃透析

过夜，于 40 ℃水浴保温 2 h，参照本文 1.3的方法

测定芦丁降解酶的活性。各测定样设置 3次重复。 



ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  Chin J Biotech  May 25, 2017  Vol.33  No.5 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

800 

1.8.2  温度对芦丁降解酶活性和稳定性的影响 

温度对芦丁降解酶活性的影响：参照本文

1.3的方法分别在 20 ℃、30 ℃、40 ℃、50 ℃、

60 ℃和 70 ℃温度条件下，测定芦丁降解酶的活

性。各测定样设置 3次重复。 

温度对芦丁降解酶稳定性的影响：将纯化

的芦丁降解酶分别在 20 ℃、30 ℃、40 ℃、50 ℃、

60 ℃和 70 ℃水浴中保温 2 h后，参照本文 1.3的方

法测定芦丁降解酶的活性。各测定样设置 3次重复。 

1.8.3  测定芦丁降解酶的 Km值和 Vmax值 

采用双倒数作图法测定芦丁降解酶的 Km值和

Vmax 值。分别在 0.1%、0.2%、0.3%、0.4%、0.5%

和0.6%的底物浓度条件下 (底物溶于80 mmol/L、

pH 4.0的乙酸缓冲液，20%甲醇) 测定芦丁降解

酶的活性。每测定设置 3次重复。 

1.8.4  金属离子及 EDTA 对芦丁降解酶活性的

影响 

用 pH 4.0、0.1 mol/L乙酸缓冲液分别配制

1 mmol/L、10 mmol/L两种浓度的MnCl2、ZnCl2、

CuSO4和 EDTA溶液。取 50 μL纯化的芦丁降解

酶于 1 mL各溶液中 50 ℃保温 2 h，参照本文 1.3

的方法测定处理前后各溶液中芦丁降解酶的活

性。每种测定样设置 3次重复。 

1.8.5  甲醇对芦丁降解酶活性的影响 

向芦丁降解酶液中加入预冷的甲醇，使甲

醇终浓度分别为 10%、20%、30%、40%、50%、

60%和 70%。–20 ℃静置 1 h，10 000 r/min冷冻

离心 20 min，取上清测定芦丁降解酶的活性。

各测定样设置 3次重复。 

2  结果与分析 

2.1  芦丁降解酶的纯化 

经过硫酸铵分级沉淀、疏水层析、阳离子

交换层析和凝胶过滤层析纯化的芦丁降解酶在

SDS-PAGE上显示单一条带，分子量约为 66 kDa 

(图 1)。纯化过程中在硫酸铵分级沉淀之后引入

疏水层析，有效克服了透析除盐步骤导致的沉

淀对纯化的负面影响，酶的比活力由 1.58 U/mg

提高到 20.84 U/mg，纯化倍数达到 13.19倍，回

收率达到 7.39% (表 1)。比唐宇等[5]报道的纯化

方法的纯化倍数 (11.3 倍) 和回收率 (3.5%) 有

所提高。纯化的芦丁降解酶经 Native-PAGE 分离

及活性染色，借助于槲皮素的紫外吸收特性，可

检测到凝胶上单一的槲皮素沉积的条带 (图 2)，

证明纯化的蛋白为芦丁降解酶。 
 

 
 

图 1  纯化芦丁降解酶的 SDS-PAGE 分析 

Fig. 1  SDS-PAGE analysis of purified RDE. 1: purified 
RDE; M: molecular weight marker. 

 

 
 

图 2  Native-PAGE 鉴定芦丁降解酶的活性 (泳道

1，2 为重复样品)  

Fig. 2  Identification of the activity of purified RDE   
by native-PAGE. Lane 1 and Lane 2 were duplicate 
samples. 
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2.2  芦丁降解酶 N 端氨基酸测序 

将纯化的芦丁降解酶利用 EDMAN 降解法 

(Procise 491，Applied Biosystems) 测定其 N端

15个氨基酸序列，测序结果为：N-Thr Val Ser Arg 

Ser Ser Phe Pro Asp Gly Phe Leu Phe Gly 

Leu(TVSRSSFPDGFLFGL)。利用 http://www.ncbi. 

nm.nih.gov/BLAST/在线分析，未发现报道的相似

序列。 

2.3  芦丁降解酶质谱分析 

2.3.1  芦丁降解酶肽指纹图谱分析 

对芦丁降解酶进行 MALDI-TOF/TOF 质谱

分析，得到其肽指纹图谱 (PMF) (图 3)。用在线

分析软件 ProFound进行数据分析，未发现类似

的蛋白质质谱数据。 

2.3.2  芦丁降解酶二级质谱分析 

选择芦丁降解酶 PMF质荷比分别为 1 751.82、

937.5、1 658.8、1 675.864、1 170.643 3、1 227.67、

1 732.89、1 085.66、2 207.728 9、1 453.616、     

1 562.8、1 022.5、1 186.556、1 365.68 和  

999.656 3的 15个肽段作为母离子进行MALDI- 

TOF-MS (基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱) 

二级质谱分析，并进行 de novo 测序，获得的 

 

表 1  芦丁降解酶的分离纯化 

Table 1  Purification of RDE from tartary buckwheat seeds  

Step Total protein (mg) Total activity (U)
Specific activity 

(U/mg) 
Recovery (%) Purification fold

Crude extract of RDE 1 072.00±53.60 a 1 701.34±85.07 a 1.58±0.08 a 100.00±5.03 a 1.00±0.05 a 

Extract from 60%–90% 
(NH4)2SO4 

510.23±25.51 b 1 465.12±73.26 b 2.83±0.14 b 86.10±4.31 b 1.79±0.09 b 

Extract from phenyl 
Sepharose CL-4B 

102.51±5.13 c 1 185.90±59.29 c 11.50±0.58 c 70.70±3.54 c 7.26±0.36 c 

Extract from CM-Sepharose 31.47±1.57 d 588.78±29.44 d 18.67±0.93 d 34.60±1.73 d 11.79±0.59 d 

Extract from Sephadex G-150 6.01±0.30 de 125.69±6.28 e 20.84±1.04 e 7.39±0.37 e 13.19±0.66 e 

Different letters mean significant differences (P<0.05) in each column. 

 

 
 

图 3  芦丁降解酶肽指纹图谱 

Fig. 3  The peptide mapping fingerprint of RDE. 
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15 段芦丁降解酶内肽序列为：ETGL(I)NTFR，

MTPVVYGEYPESMR，NGFTFVDYDNNL(I)TR，

L(I)TYHSGHL(I)DK，GL(I)TYHSGHL(I)DK，

L(I)SYTTDNHATTSFFK，L(I)SGGL(I)NQL(I)GVK，

ETYNNPAVVL(I)TENG， AL(I)PVVYGEY，

VADDFYHR，QYEGAAFTDGK，QSYEQLAEKNR

和 SL(I)GL(I)FPPL(I)R。芦丁降解酶一级结构的

信息至今尚无报道，本研究获得的 N 端序列以

及内肽序列为借助于转录组数据确定目标基因

奠定了基础。 

2.4  芦丁降解酶酶学性质研究 

2.4.1  pH对芦丁降解酶活性和稳定性的影响 

如图 4所示，pH对芦丁降解酶活性有显著

的影响。在 pH 3.0–8.0 范围内芦丁降解酶均有

活性且活性呈先增高后降低的规律，在 pH 5.0

时酶活性最大。pH是影响酶储存稳定性的重要

参数，将处于 pH 3.0–8.0 的缓冲液的芦丁降解

酶 40 ℃保温 2 h后在最适催化条件下测定其残

余活性，发现 pH对芦丁降解酶稳定性的影响与

对其活性影响的趋势一致。最适 pH 和最稳定

pH为芦丁降解酶的分离纯化、催化反应及保存

条件的选择提供了基础资料。本研究结果与唐

宇等[5]和 Bourbouze等[12]纯化的芦丁降解酶的

最适 pH值基本一致。 

2.4.2  温度对芦丁降解酶活性和稳定性的影响 

温度是影响酶活性的重要因素。如图 5 所

示，芦丁降解酶在 20–70 ℃温度范围内均有活

性，且活性呈先增高后降低的规律，在 50 ℃时

活性最高，高于 50 ℃芦丁降解酶活性急剧下

降。稳定性分析显示，预保温温度在 20–50 ℃

范围内芦丁降解酶的活性无明显的变化，但当

温度超过 60 ℃时酶的稳定性急剧下降，70 ℃

预保温 2 h 酶的活性仅残留约 45%。唐宇等[5]

和 Bourbouze等[12]从荞麦籽粒中纯化的芦丁降

解酶的最适温度分别为 40 ℃和 30 ℃，与本实

验结果存在较大的差异，很可能是由于研究对象

属于不同的芦丁降解酶同工酶。 

2.4.3  芦丁降解酶的 Km值和 Vmax值 

测定芦丁降解酶在梯度底物浓度条件下的

反应速度，根据 Lineweaver-Burk双倒数作图法

计算其 Km值和 Vmax值分别为 0.27 mmol/L 和

39.68 U/mg (图 6)。Baumgertel等[13]报道的芦丁

降解酶的 Km值和 Vmax值分别为 0.561 μmol/L和

44.69 U/mg，Yasuda等[2]从苦荞籽粒中纯化的两

种芦丁降解酶同工酶的 Km值分别为 0.12 mol/L

和 0.13 mol/L。该研究与前人报道的结果存在较

大的差异，很可能是由于研究对象分别属于不

同的芦丁降解酶同工酶。 

2.4.4  金属离子和 EDTA 对芦丁降解酶活性的

影响 

金属离子对芦丁降解酶活性的影响与离子

的种类和浓度有关 (表 2)。低浓度的金属离子

即可对芦丁降解酶活性产生抑制，其中 10 mmol/L 

ZnCl2对芦丁降解酶的抑制作用最强，残余酶活仅

为 54.36%±2.70%；1 mmol/L CuSO4对芦丁降解 

酶的抑制作用最弱，残余酶活为 89.47%±3.60%。

此外，EDTA对芦丁降解酶也有抑制作用。 

2.4.5  甲醇对芦丁降解酶活性的影响 

如图 7所示，甲醇终浓度在 10%–50% (V/V) 

范围内芦丁降解酶的活性几乎无明显变化，当

甲醇终浓度大于 50%时酶活性迅速下降，表明

芦丁降解酶能够耐受 50% (V/V) 的甲醇，对甲

醇有良好的耐受性。与陈芳霞[14]研究的芦丁降

解酶对甲醇耐受性的结果相似。 
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图 4  pH 对芦丁降解酶活性和稳定性的影响 

Fig. 4  Effect of pH on the RDE activity and stability.  

 

 
 

图 5  温度对芦丁降解酶活性和稳定性的影响 

Fig. 5  Effect of temperature on RDE activity and 
stability.  
 

 
 

图 6  Lineweaver-Burk 双倒数作图法测定芦丁降解

酶的 Km 和 Vmax 

Fig. 6  Determination of the Km and Vmax of RDE by 
Lineweaver-Burk reciprocal plot graphic method. 

表 2  不同金属离子和 EDTA 对芦丁降解酶活性的

影响 

Table 2  Effect of different metal ions and EDTA on 
the RDE activity 

Metal ion/ 
EDTA 

Residual activity 

Concentration  
1 (1 mmol/L) 

Concentration  
2 (10 mmol/L) 

MnCl2 74.01%±4.60%** 73.68%±5.30%** 

ZnCl2 69.23%±3.90%** 54.36%±2.70%** 

CuSO4 89.47%±3.60%* 83.87%±4.50%** 

EDTA 76.32%±2.10%** 69.54%±1.40%** 

Analysis of significant difference between enzyme 
activity with T test. Control: the activity of untreated RDE. 
*: significant difference (P<0.05); **: extremely significant 
difference (P<0.01). 
 

 

 
 

图 7  甲醇对芦丁降解酶活性的影响 

Fig. 7  Effect of methanol on the activity of RDE. 
 
 

3  讨论 

芦丁降解酶是荞麦中重要的内源性糖苷

酶，其特异性水解芦丁，是苦荞苦味的重要来

源之一。Yasuda等[15]首先报道苦荞中的芦丁降

解酶主要分布在子叶和种皮中，苦荞中芦丁降

解酶的活性较普通荞麦高 680 倍。与荞麦芦丁

代谢相关的酶的表达调控已有少量的文献报

道。Suzuki等对苦荞中的 3-黄酮醇-葡萄糖苷酶
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活性及黄酮类化合物的含量进行了一系列研

究，发现在苦荞和普通荞麦种子成熟过程中，

3-芦丁-葡萄糖苷酶和 3-异槲皮苷-葡萄糖苷酶

活性增大，在完全成熟的种子中活性略有降低。

芦丁和异槲皮苷浓度随种子成熟而增加，芦丁

在完全成熟的种子中保持较高浓度[16]。UV-B辐

射、干旱和低温胁迫的苦荞，其叶片中 3-芦丁-

葡萄糖苷酶活性分别增加了 363%、158%和

190%，芦丁含量变化分别为增加了 122%、129%

和无明显变化[17]。苦荞种子萌发后其子叶和种

皮中的黄酮醇-3-葡萄糖苷酶活性下降，种子萌

发 12 d内芦丁含量逐渐增大，而槲皮素含量在

种子萌发后立即增大，萌发后第 4 天达到峰值

并在 4–12 d 基本保持不变[18]。国内王改玲[19]

研究表明，苦荞籽粒萌发过程中芦丁含量增高，

芦丁降解酶活性被抑制。陈鹏等[20]研究发现苦

荞籽粒萌发过程中总黄酮含量增加，籽粒萌发  

3 d内种胚中的芦丁降解酶活性无明显变化，从

第 4 天开始迅速下降，至胚被子叶完全吸收其

活性消失，内种皮中的芦丁降解酶则在籽粒萌

发过程中一直保持较高活性。周小理等[21]用磁

场影响苦荞种子萌发，发现磁场处理 3 d内芦丁

降解酶的活性受磁场影响而增加，第 4–7 天其

活性基本不受磁场影响，苦荞籽粒中类黄酮的

含量也随磁场对芦丁降解酶(RDE)、苯丙氨酸解

氨酶(PAL)和查尔酮异构酶(CHI)活性的影响而

增加。以上研究显示，芦丁降解酶与苦荞次生

代谢物的累积有着密切的关系。 

Yasuda等 [2]首次从苦荞种子中纯化了分子

量为 70 kDa 的芦丁降解酶。国内唐宇等 [5]和  

Cui等[6]从苦荞种子中纯化了分子量分别为 60 kDa

和 70 kDa的芦丁降解酶。本实验室采用非变性

电泳结合Western blotting的方法证明在苦荞种子

中至少存在 5 种芦丁降解酶的同工酶[7]。Km 和

Vmax以及温度和 pH是表征酶特征的重要参数。

唐宇等[5]和 Bourbouze 等[12]纯化的芦丁降解酶

最适 pH值和最适温度分别为 pH 5.0、40 ℃和

pH 4.8、30 ℃，且 Baumgertel等[13]纯化的芦丁

降解酶的 Km值和 Vmax值分别为 0.561 μmol/L和

44.69 U/mg。Yasuda 等分离的芦丁降解酶粗酶

液在 pH 3.0–7.0 范围内有活性，并在温度高于

70 ℃时失活[15]，其纯化的两种芦丁降解酶 Km

值分别为 0.12 mol/L和 0.13 mol/L[2]。本研究纯

化的 66 kDa芦丁降解酶最适 pH值和最适温度

分别为 pH 5.0、50 ℃，在 pH 3.0–8.0和 20–70 ℃

有活性，Km值和 Vmax值分别为 0.27 mmol/L、

39.68 U/mg。 

已有的芦丁降解酶研究证明在苦荞中存在

芦丁降解酶的同工酶形式，但研究并未获得芦

丁降解酶的一级结构信息。本研究在纯化获得

芦丁降解酶的基础上，通过 N 端测序和质谱分

析获得了芦丁降解酶 N端的氨基酸序列和 15个

内肽段的序列，为克隆芦丁降解酶的基因以及

深入研究芦丁降解酶的生物学功能奠定了基

础，也为通过分子手段培育高芦丁荞麦品种奠

定了基础。 

有机溶剂特别是极性有机溶剂是酶的强变

性剂。不同酶对有机溶剂的敏感性存在较大的

差异。Yasuda等[3]研究表明 20% (V/V) 的水溶性

溶剂如乙醇、DMSO 可提高芦丁降解酶活性。

徐宝才等[22]研究发现芦丁降解酶在 20%乙醇中

活性最高。王改玲等[4]发现浓度高于 40% (V/V) 的

乙醇对芦丁降解酶有明显的抑制作用。陈芳霞[14]

研究发现芦丁降解酶在 10%–40%的甲醇中活性
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变化不明显，50% (V/V) 的甲醇使其活性降低。

本研究纯化获得的芦丁降解酶可以耐受 50%的

甲醇，这种对有机溶剂的耐受性在酶学研究中

鲜有报道，对从蛋白质结构的角度深入探讨芦

丁降解酶对有机溶剂耐受性的内在机制有着重

要的理论价值，同时为非水相体系中芦丁降解

酶的催化活性的应用奠定基础。非水酶学是酶

学发展的重要分支，在非水相条件下一些酶可

以完成水相条件下不能实现的催化反应，并已

展现出显著的生物催化优势。夏咏梅等[23]研究

发现无溶剂非水相中脂肪酶能够高效催化葵酸

偏甘油酯的合成，且操作性和经济性远高于其

他类型的葵酸偏甘油酯合成反应。Kansal 等[24]

研究维斯假丝酵母 Candida viswanathii 全细胞

参与的转化反应时，发现加入异丙醇可使底物

溶解度和转化率增大，70 mmol/L底物反应 1 h，

转化率增加了 81%。利用酶在微水有机溶剂、

离子性液体和反胶束体系等非水相体系中催化

生产食品添加剂，如酸酯、糖酯和维生素等，

能够简化合成步骤，降低成本和分离纯化的复杂

性，促进了食品添加剂的快速和可持续发展[25]。

利用脂肪酶在有机溶剂中催化制备手性药物中

间体，可以完成在水相化学合成中难以进行的

反应，并且反应成本低、安全性好，产物收率

高、有良好的化学性能[26]。非水相条件下生物

催化剂的活性及稳定性下降是酶的非水酶学应

用的最大障碍，筛选和提高耐有机溶剂的酶是

非水相体系实践应用的重要前提[27]。本研究纯

化获得的芦丁降解酶对极性有机溶剂表现出优

异的耐受性，对其非水相条件下催化特性的深

入分析，将有助于其在糖苷类次生代谢物转化

中的应用，特别是用于自然界稀有次生代谢物

的转化和合成。 

本研究优化建立了苦荞籽粒 66 kDa 芦丁降解

酶的纯化方法，其 Km值和 Vmax分别为 0.27 mmol/L

和 39.68 U/mg，最适 pH和最适温度分别为 pH 5.0

和 50 ℃。Cu2＋、Zn2＋、Mn2＋和 EDTA对其有不

同程度的抑制作用。纯化的芦丁降解酶可耐受

50% (V/V) 的甲醇。获得了芦丁降解酶 N端 15个

氨基酸序列和 15个内肽段序列。部分一级结构

的获得为确定芦丁降解酶的候选基因以及深入

研究芦丁降解酶的生物学功能奠定了基础。 
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