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摘  要: 【目的】建立采用 3,5-二硝基水杨酸(DNS)法快速测定柚皮苷水解率的方法，并利用

该方法对柚苷酶催化水解柚皮苷生成柚皮素的反应过程进行优化研究。【方法】利用棘孢曲霉

JMUdb058 发酵得到的柚苷酶催化水解柚皮苷，采用 DNS 法对柚皮苷酶解过程中还原糖的生成

量进行分析，经过换算得到柚皮苷的水解率，并在此基础上通过单因素实验优化柚皮苷的酶解

过程。【结果】在柚皮苷的水解过程中，还原糖的生成量与柚皮苷的水解量及柚皮素的生成量

均呈现出良好的线性关系，因此可利用 DNS 法测定体系中还原糖的生成量，并通过换算得到

柚皮素的生成量。利用该方法优化柚皮苷的酶解过程得到柚苷酶转化柚皮苷的最适温度为   

50 °C、pH 为 5.0、酶用量为 8 U/mL、底物浓度为 0.2 g/100 mL。在此条件下，柚皮苷酶解      

150 min 后可达到平衡，此时其水解率为 85%。通过 Lineweaver-Burk 双倒数作图法测得 Km 为

413.44 mg/L，Vmax 为 0.022 g/(min·L)。【结论】采用 DNS 法分析柚苷酶酶解柚皮苷的过程，具

有方便快捷的特点，为柚皮苷的生物转化生成柚皮素的研究提供了新方法。 
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Abstract: [Objective] 3,5-Dinitrosalicylic acid (DNS) assay, a rapid detection method of naringin 
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conversion rate established and used to analyze the dynamic process of naringin conversion into nar-
ingenin catalyzed by naringinase. [Methods] Naringinase was obtained from Aspergillus aculeatus 
JMUdb058 under solid-state fermentation. The 3,5-dinitrosalicylic acid (DNS) method was used to 
determine the yields of reducing sugars to calculate the conversion rate of naringin via a certain way. 
Then the conditions of naringin enzymolysis were optimized by traditional “one-variable-at-a-time” 
strategy. [Results] Good linear relationships were showed among the yields of reducing sugars and 
hydrolysis of naringin as well as the yields of naringenin in the process of naringin enzymolysis. 
Therefore, the DNS method that was used to determine the yields of reducing sugars can be applied 
to analyze the process of naringin bioconversion into naringenin by naringinase. The optimum oper-
ating conditions obtained from the “one-variable-at-a-time” design were temperature of 50 °C, pH 
value of 5.0, enzyme dosage of 8 U/mL, and substrate concentration of 0.2 g/100 mL. Under the op-
timal condition, the conversion rate of naringin reached 85% after 150 min. Then Km=413.44 mg/L 
and Vmax=0.022 g/(min·L) were got by the double reciprocal plot of Lineweaver-Burk. [Conclusion] 
The DNS assay can be used to analyze the process of naringin bioconversion into naringenin by nar-
inginase, which provided a new convenient and simple method for study on naringin enzymolysis 
into naringenin. 

Keywords: Naringin, Naringinase, Bioconversion, Naringenin 

柚 皮 苷 (4’,5,7-trihydroxy flavanone-7-β-L- 

rhamnoglucoside-(1,2)-α-D-glucopyranoside)是一种

二氢黄酮糖苷类化合物，它是芸香科植物，如葡萄

柚、蜜柚、酸橙等的主要苦味物质。柚皮苷具有抗

溃疡、消炎、抗氧化及抑菌等一系列的生物活性[1]。

因此，在食品、药品及化妆品等领域具有很好的应

用前景。 

为改善柚皮苷的水溶性或脂溶性，或提高其生

理活性、增加新的功能等，进而提高其生物利用度，

目前国内外主要采用化学法[2]和酶法[3-7]对柚皮苷

进行改性。相比于化学改性法，酶法改性柚皮苷具

有选择性强，反应条件温和，产物易分离及对环境

危害小等优点，因而具有更好的研究意义和价值。

当前研究酶法水解柚皮苷使用较多的酶为柚苷酶，

该酶是一种由 α-L-鼠李糖苷酶和 β-D-葡萄糖苷酶

组成的复合酶。其催化柚皮苷水解的作用机理为：

柚皮苷首先在 α-L-鼠李糖苷酶的作用下分解成鼠

李糖和苦味只有其 1/3 的普鲁宁；同时，普鲁宁又

在 β-D-葡萄糖苷酶的作用下分解成葡萄糖和无苦

味的柚皮素[8]。 

在以往的研究中，通常采用高效液相色谱法检

测柚皮苷的减少量或柚皮素的生成量，来分析柚皮

苷的水解过程，然而这种方法较为繁琐耗时[9-10]。

鉴于柚苷酶催化柚皮苷生成柚皮素的过程同时也

是还原糖生成的过程，且在此过程中还原糖的生成

应与柚皮苷的水解和柚皮素的生成具有相关性。因

此，本文首先采用高效液相色谱法和 DNS 法对柚

皮苷酶解过程中柚皮苷、普鲁宁、柚皮素和还原糖

含量的变化关系进行了分析，并在此基础上探索了

仅用 DNS 法分析柚皮苷酶解过程的可行性，继而

利用该方法，分析了不同工艺参数对柚皮苷转化过

程的影响，为利用柚苷酶改性柚皮苷获得特定生物

活性的改性产物提供研究基础。 

1  材料与方法 

1.1  主要试剂和药品 

棘 孢 曲 霉 JMUdb058 (Aspergillus aculeatus 

JMUdb058)产柚苷酶粗酶液，本实验室发酵所得；

柚皮苷(≥98%)购自西安小草植物科技有限责任公

司；甲醇、乙腈均为色谱纯，购自 Tedia Company 

Inc.，Fairfield，Ohio，USA；其它试剂均为国产分 

析纯。 

1.2  分析方法 

1.2.1  柚苷酶粗酶液酶活力的测定[8]: 取 1.9 mL

柠檬酸盐缓冲液 (pH 5.0，0.02 mol/L)与 2 mL 

300 mg/L 的柚皮苷溶液混合，50 °C 保温 5 min 后，

再加入 0.1 mL 柚苷酶粗酶液，混匀，50 °C 水浴
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15 min，随即 100 °C 水浴 20 min 终止反应，

13 000×g 离心 20 min，利用 HPLC 法检测反应体

系中的柚皮苷和柚皮素含量；对照组为将粗酶液先

灭活后再加入底物，其余步骤与实验组一致。 

酶活力单位的定义：在 50 °C、pH 5.0 的条件

下，每分钟生成 1 μg 柚皮素所需的酶量定义为一

个柚苷酶活力单位。 

1.2.2  柚皮苷酶解过程中还原糖生成量的测定: 参

考 Nunes 等[11]建立的方法，采用 2,4-二硝基水杨酸

(DNS)法测定酶解过程的还原糖生成量：取 0.2 mL

反应液与 0.6 mL DNS 溶液混合，摇匀，100 °C 水

浴 15 min，随即取出用自来水冷却，再用蒸馏水

定容至 5 mL，于 520 nm 波长下测定吸光值，依据

标准曲线来计算反应液中还原糖的生成量。其中，

绘制标准曲线时，以等摩尔比的鼠李糖和葡萄糖组

成的混合溶液为标准溶液，其浓度范围为 0−2 g/L。 

1.2.3  柚皮苷水解率的计算: HPLC 法：柚皮苷水

解率(%)=柚皮苷的水解量(mg)×100/酶解反应前柚

皮苷的总量(mg) 

DNS 法：柚皮苷水解率(%)=酶解反应中还原

糖的生成量(mg)×100/柚皮苷完全水解时还原糖的

生成量(mg) 

1.3  柚苷酶催化柚皮苷水解过程分析 

在 50 mL 的 反 应 体 系 中 柚 皮 苷 浓 度 为 

0.2 g/100 mL，酶用量为 8 U/mL，以醋酸-醋酸钠溶

液为缓冲液(pH 5.0，0.02 mol/L)，置于 50 °C 的恒

温振荡水槽中，振荡反应 4 h，振速为 80 次/min，

从加入酶液开始计时，每 30 min 取样一次，沸水灭

活后，冷却至室温，采用 DNS 法和 HPLC 法测定

反应体系中还原糖、柚皮苷、普鲁宁及柚皮素的含

量随时间的变化情况，并在此基础上，通过柚皮苷

酶解过程中还原糖的生成量，来考察酶用量、底物

浓度、pH、温度及振荡速度等因素对柚皮苷酶解作

用的影响。 

1.4  柚苷酶水解柚皮苷的动力学分析 

参考 Vila-Real 等[12]的方法并稍作修改，以柚

皮苷为底物，柚苷酶粗酶液为催化剂，在不同的底

物浓度 0.08−0.24 g/100 mL 下，于 50 °C 反应    

20 min，从加入酶液开始计时，每 4 min 取样 1 次，

沸水水浴 15 min 终止反应，通过 DNS 法测定酶解

液中还原糖的生成量，并运用 Lineweaver-Burk 双

倒数作图法求出 Km 值和 Vmax 值。 

2  结果与分析 

2.1  柚苷酶催化柚皮苷水解过程分析 

在 1.3 所述的实验条件下，柚苷酶催化柚皮苷

水解过程中柚皮苷、普鲁宁、柚皮素及还原糖含量

的变化情况如图 1 所示。 

从图 1 中可以看出，柚皮苷先是在 α-L-鼠李糖

苷酶的作用下迅速发生水解，以致中间产物普鲁宁

迅速生成，与此同时普鲁宁又在 β-D-葡萄糖苷酶

的作用下发生水解，其产物柚皮素含量则开始逐渐

积累，相应地，伴随着柚皮苷的水解，体系中还原

糖含量也在不断地增加，且其增加趋势与柚皮素十

分相似。当酶解反应进行 150 min 后，体系中生成

的中间产物普鲁宁已基本被完全分解为柚皮素，而

柚皮素和还原糖含量的变化也已不再明显，此时体

系中的还原糖包含鼠李糖和葡萄糖两种，而且摩尔

数相同。纵观柚皮苷酶解的全过程，体系中柚皮素

和还原糖含量的变化趋势基本一致。以还原糖的生

成量为横坐标，对柚皮苷的水解量和柚皮素的生成

量作图(图 2)。 

 

图 1  柚苷酶催化柚皮苷的水解过程 
Figure 1  Time course of naringin hydrolysis with nar-
inginase 
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由图 2 可知，反应体系中还原糖的生成量与柚

皮苷的水解量及柚皮素的生成量均呈现出良好的

线性关系。因此，可以根据上述线性关系及由 DNS

法测得的还原糖生成量计算柚皮苷的水解量和水

解率，进而对柚皮苷酶解生成柚皮素的动态过程进

行分析。 

由图 3 可知，柚皮苷的水解量和柚皮素的生成

量之间也呈现良好的线性关系，因此，也可以采用

检测柚皮素生成量的方法来计算柚皮苷的水解量，

但是，目前对柚皮苷酶解过程中柚皮素生成量的测

定还是采用高效液相色谱法 [10]，因此相对于测 

 

图 2  反应体系中还原糖的生成量与柚皮苷的水解量及

柚皮素的生成量之间变化关系的拟合曲线 
Figure 2  Fit curve of changes in the relationship among 
yields of reducing sugars, masses of naringin conversion 
and yields of naringenin in the reaction system 
注：●：柚皮苷；▲：柚皮素. 

Note: ●: Naringin; ▲: Naringenin. 

 

图 3  反应体系中柚皮苷的水解量与柚皮素的生成量之

间的变化关系拟合曲线 
Figure 3  Fit curve of changes in the relationship between 
masses of naringin conversion and yields of naringenin in 
the reaction system 

还原糖生成量的 DNS 法，检测柚皮素生成量的

HPLC 法较为繁琐耗时。 

分别采用 HPLC 法和 DNS 法对柚皮苷的酶解

反应进行分析，在两种情况下测得的柚皮苷的水解

率随酶解时间的变化关系如图 4A 所示。 

由图 4A 可知，由 DNS 法和 HPLC 法测得的

柚皮苷的水解率随酶解时间的变化曲线基本重合。

通过对两种方法测得的柚皮苷的水解率进行线性

拟合可得知，两种方法测得的柚皮苷水解率具有良

好的线性关系(图 4B)，也就是说由 DNS 测得的柚

皮苷水解率与 HPLC 法测定的结果一致，因此采用

DNS 法对柚皮苷的酶解过程进行分析，其结果准

确可靠。 

2.2  加酶量对柚皮苷酶解过程的影响 

在 2 mL 反应体系中，其它条件不变的情况下，

以柚苷酶粗酶液(酶活为 100 U/mL)用量分别为 4、

6、8、10、12 U/mL 酶解反应 210 min，测定酶解

液中还原糖生成量及柚皮苷的水解率随时间的变

化情况，其结果分别如图 5 所示。 

从图 5 中可以看出，在不同的酶用量下，反应

终了时柚皮苷的水解率基本上是一致的。而在

8 U/mL 的酶用量下，反应进行 150 min 时基本达

到了平衡，此时柚皮苷的水解率达 85%。而当酶

用量超过 8 U/mL 后，酶反应达到平衡所需的时间

虽有所缩短，但从经济的角度考虑，选择 8 U/mL

作为最适酶用量。 

2.3  底物浓度对柚皮苷酶解作用的影响 

在不同底物浓度下，体系中还原糖的生成量及

柚皮苷水解率的变化情况如图 6 所示。 

从图 6 中可以看出，当其它条件固定时，柚皮

苷的酶解反应达到平衡所需时间随着柚皮苷浓度

的增加而延长，体系中还原糖的生成量相应增加，

而柚皮苷的水解率则随之下降。由图 6B 可知，当

底物浓度为 0.04 g/100 mL，反应平衡时柚皮苷水

解率达到 94.5%，随着底物浓度的增加，柚皮苷的

水解率呈现持续下降趋势。柚苷酶催化柚皮苷是一

个可逆过程，产物对反应的进行具有一定的抑制作 
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图 4  HPLC 法和 DNS 法测得的柚皮苷水解率的关系 
Figure 4  The relationship between conversion of naringin measured by the HPLC assay and DNS method 

注：A：分别由 HPLC 法和 DNS 法测得的柚皮苷水解率随酶解时间的变化关系；B：分别由 HPLC 法和 DNS 法测得的柚皮苷水

解率的拟合关系曲线. 

Note: A: The changes in the relationship of conversion rate of naringin measured by the HPLC method and DNS assay; B: Fit curve of 
conversion rate of naringin measured by the HPLC method and DNS assay. 
 

       

图 5  酶用量对柚皮苷酶解作用的影响 
Figure 5  Effects of enzyme dosages on hydrolysis of naringin  

注：A：不同酶用量时的还原糖生成量变化曲线；B：不同酶用量时的柚皮苷水解率变化曲线. 

Note: A: Change curves of yields of reducing sugars under different enzyme dosages; B: Change curves of conversion rate of naringin 
under different enzyme dosages. 

 
用，因此，随着底物柚皮苷浓度增加，反应得到的

产物浓度也增加，抑制作用增强，从而导致柚皮苷

的水解率随底物浓度增加而下降。为尽可能多的获

得酶解产物柚皮素，故选择柚皮苷在本实验条件下

能达到的最大浓度 0.2 g/100 mL 作为底物浓度来进

行后续的酶解反应。 

2.4  pH 值对柚皮苷酶解作用的影响 

当体系的 pH 值分别为 3.0、4.0、5.0、6.0、7.0

时，酶解反应体系中还原糖生成量及柚皮苷的水解

率随时间的变化曲线如图 7 所示。 

由图 7 可知，pH 值对酶反应的初始速率、还

原糖的生成量及柚皮苷的水解率均有着显著的影 
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图 6  底物浓度对柚皮苷酶解作用的影响 
Figure 6  Effects of substrate concentration on hydrolysis of naringin 

注：A：不同底物浓度下的还原糖生成量变化曲线；B：不同底物浓度下的柚皮苷水解率变化曲线. 

Note: A: Change curves of yields of reducing sugars under different substrate concentration; B: Change curves of conversion rate of nar-
ingin under different substrate concentration. 

 

      
 

图 7  pH 值对柚皮苷酶解作用的影响 
Figure 7  Effects of pH values on hydrolysis of naringin 

注：A：不同 pH 值时的还原糖生成量变化曲线；B：不同 pH 值时的柚皮苷水解率变化曲线. 

Note: A: Change curves of yields of reducing sugars under different pH values; B: Change curves of conversion rate of naringin under 
different pH values. 
 

响。当 pH 值为 5.0 时，酶反应的初始速率、达到

平衡时还原糖的生成量及柚皮苷的水解率均为最

大。而当 pH 值增大或减小时，酶反应的初始反应

速率、达到平衡时还原糖的生成量及柚皮苷的水解

率都会出现不同程度的减小。 

2.5  温度对柚皮苷酶解作用的影响 

如图 8 所示，在其它条件不变时，不同温度下，

测定酶解液中还原糖含量及柚皮苷的水解率随时

间的动态变化情况。 

从图 8 中可以看出，当温度由 30 °C 增至 50 °C

时，随着温度的升高，酶反应初始速率随之加快，

达到平衡所需的时间变短，而柚皮苷的水解率也随

之增高。60 °C 时的初始酶反应速率虽略高于 50 °C，

但随着反应时间的延长，酶反应速率显著下降，生

成的还原糖量和柚皮苷水解率也随之下降。因此，

该柚苷酶转化柚皮苷的最适温度是 50 °C，在此条

件下，柚皮苷水解率达到 85%。 

2.6  振荡速率对柚皮苷酶解作用的影响 

考察不同振荡速率下还原糖含量及柚皮苷水

解率随时间的变化情况，其结果如图 9 所示。 
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图 8  温度对柚皮苷酶解作用的影响 
Figure 8  Effects of temperatures on hydrolysis of naringin 

注：A：不同温度下的还原糖生成量变化曲线；B：不同温度下的柚皮苷水解率变化曲线. 

Note: A: Change curves of yields of reducing sugars under different temperatures; B: Change curves of conversion rate of naringin under 
different temperatures. 
 

      

 
图 9  振荡速率对柚皮苷酶解作用的影响 

Figure 9  Effects of vibration rate on hydrolysis of naringin 
注：A：不同振荡速率下的还原糖生成量变化曲线；B：不同振荡速率下的柚皮苷水解率变化曲线. 

Note: A: Change curves of yields of reducing sugars under different vibration rates; B: Change curves of conversion rate of naringin 
under different vibration rates. 
 
 

由图 9 可知，当水槽的振荡速率由 0 次/min

增至 160 次/min 时，酶解反应的速率、酶解反应

达到平衡的时间、还原糖的生成量及柚皮苷的水解

率均基本未发生变化。 

2.7  动力学参数的测定及分析 

根据前面的试验结果，在酶用量为 8 U/mL，

底物浓度为 0.2 g/100 mL，pH 值为 5.0，温度为

50 °C 的条件下，测定不同底物浓度下的反应初速

率，分别以 1/[S]为横坐标，1/[v]为纵坐标作图，

得反应初速率与底物浓度的 Lineweaver-Burk 双倒

数拟合曲线，其结果如图 10 所示。 

由图10 可知，反应初速率与底物浓度的Lineweaver- 

Burk 双倒数拟合方程为：y=0.009 4x+22.736，同时算得

Km=413.44 mg/L，Vmax=0.022 g/(min·L)。 
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图 10  反应初速率与底物浓度的 Lineweaver-Burk 双

倒数拟合曲线 
Figure 10  Fit curve of Lineweaver-Burk plot between 
initial rate and substrate concentration 

 

3  结论 

柚皮苷在柚苷酶的作用下，水解生成柚皮素、

鼠李糖和葡萄糖，反应体系中还原糖的生成量与柚

皮苷的水解量及柚皮素的生成量均呈现出良好的

线性关系，因此，可由 DNS 法测得的还原糖生成

量计算出柚皮苷的水解量和水解率，进而对柚皮苷

酶解生成柚皮素的动态过程进行分析。利用 DNS

法优化柚皮苷的酶解过程，得到最适酶用量为    

8 U/mL，底物浓度为 0.2 g/100 mL，pH 值为 5.0，

温度为 50 °C。在此条件下，柚皮苷酶解 150 min

后可达到平衡，柚皮苷水解率达到 85%。通过

Lineweaver-Burk 双倒数作图法测得柚苷酶催化柚皮

苷生成柚皮素反应的米氏常数 Km 为 413.44 mg/L，

最大反应速率 Vmax 为 0.022 g/(min·L)。 
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