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摘　要：从鸡内金中分离得到鸡内金糖苷酶，以大豆异黄酮为水解底物，ＨＰＬＣ法测定大豆异黄酮的水解转化率。

结果表明：鸡内金糖苷酶对大豆异黄酮苷（至少６种异构体）能进行有效水解，水解率达９９％，结果为进一步研究鸡

内金糖苷酶的水解特性奠定了良好的基础。
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　　鸡内金为雉科动物家鸡的干燥胃内壁，别名鸡
肫皮。鸡内金始载于《神农本草经》，它作为药用动

物内脏，是一味很好的中药，其性平，味甘，具有健

胃消食、涩精止遗的功能，临床用于消化不良、脾胃

虚弱、腕腹胀满、泌尿系结石和胆道结石等症
［１２］
。

目前，对鸡内金的组成、营养价值、药理作用以及鸡

内金的综合性探索还不够深入，特别是对鸡内金中

酶类研究的报道甚少。

糖苷酶亦称糖苷水解酶，是作用于各种糖苷或

寡糖使糖苷键水解的酶之总称。已知在生物体中

存在着许多种类的糖苷酶，这些酶的特异性水解作

用已成为研究糖苷、寡糖、多糖必不可少的手段。

大豆异黄酮是从天然植物大豆中提取的一种

生物活性物质，是一类化合物总称。有 ３种游离苷
元：染料木素、大豆素、黄豆黄素和 ９种结合型葡萄
糖苷，其中 β葡萄糖苷形式为：染料木苷，大豆黄苷
和黄豆黄苷；另 ２种糖苷结合形式为：６氧酰基结
合物和６氧丙二酰基结合物。近年来研究发现大
豆中异黄酮存在形式主要是结合型糖苷，游离苷元

含量很少，但苷元表现出的活性要比结合型糖苷高

很多倍
［３４］
。因此，将结合型糖苷水解成苷元形式

是提高大豆异黄酮生理活性的一个有效手段，也是

近年大豆异黄酮研究的一个热点。

该试验研究了鸡内金糖苷酶对大豆异黄酮的

水解效果，为进一步研究该酶的水解特性与提高大

豆异黄酮的利用价值提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器

材料：鸡内金，市售；大豆异黄酮，大连绿峰生

物有限公司；ＤＥＡＥｃｅｌｌｕｌｏｓｅＤＥ５２，宝生物工程（大

连）有限公司；甲醇，色谱纯，ＴＥＤＩＡ；其它试剂均为

国产分析醇。

仪器：ＷａｔｅｒｓＡｌｌｉａｎｃｅ２６９５液相色谱仪，美国

Ｗａｔｅｒｓ公司。

１．２　试验方法

１．２．１　粗酶液的提取及浓缩　称取 １００．０ｇ的鸡

内金粉末，按１∶５质量比加入ｐＨ５醋酸醋酸钠缓冲

溶液，４℃下浸提 ８ｈ，过滤，取上清液；用 ７５％硫酸

铵饱和溶液沉淀粗酶，高速冷冻离心机 ８０００

ｒ·ｍｉｎ－１，４℃离心 ８ｍｉｎ；沉淀物加入 ３０ｍＬ醋酸
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醋酸钠缓冲溶液复溶，将复溶后的酶液装入透析袋

除盐后即为制备的鸡内金糖苷酶粗酶液
［５］
。

１．２．２　酶的分离纯化　取一定量粗酶液通过已预

处理好的 ＤＥＡＥｃｅｌｌｕｌｏｓｅＤＥ５２阴离子交换柱进行

分离纯化，得到较纯的酶液，４℃保存备用。先用

ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲溶液洗掉粗酶液中的杂蛋白，然后用

０．１～０．２ｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＣｌ的 ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲溶液进行

梯度洗脱。利用自动分部收集器收集洗脱液，紫外

分光光度计２８０ｎｍ下测定各管的吸光值。以管数

为横坐标，吸光值为纵坐标，绘制洗脱曲线。

１．２．３　酶活力的测定　采用 ＴＬＣ法对酶活力进行

检测。取少量峰值管酶液，按 １∶１的体积比加入大

豆异黄酮溶液，４０℃水浴水解８ｈ后，加 ２倍于反应

液的乙酸乙酯终止反应，震荡，分层后取上层溶液，

ＴＬＣ检测，点样量为 ５μＬ，展开剂为 Ｖ（乙酸乙酯）

∶Ｖ（丁酮）∶Ｖ（甲醇）∶Ｖ（水）＝１０∶７∶１∶１，紫外灯

２５４ｎｍ波长下检测。

１．２．４　大豆异黄酮的水解反应　大豆异黄酮配成

４ｍｇ·ｍＬ－１的溶液，按照１∶１的体积比加入纯化后

具酶活的鸡内金糖苷酶液，加酶量为 ３５００Ｕ·

ｍＬ－１，在温度为３５℃，水解时间为 １５ｈ的条件下进

行水解反应并萃取反应物，得到一定量的水解产

物，进行色谱分析
［６］
。

１．２．５　大豆异黄酮水解转化率的测定　采用高效

液相色谱法
［７］
测定水解前后大豆异黄酮。色谱条

件：色谱柱为 ＨｙｐｅｒｓｉｌＯＤＳ２（４６ｍｍ×１５０ｍｍ，

５μｍ）；紫外检测器２６０ｎｍ波长下检测；１．０ｍＬ·

ｍｉｎ１流速；柱温４０℃；进样量１０μＬ；流动相为 Ａ（甲

醇），Ｂ（１．０％水冰乙酸）；洗脱梯度为：０～５ｍｉｎ，

１０％Ａ（体积分数）；５～２０ｍｉｎ，１０％Ａ到 ４０％Ａ；２０

～３２ｍｉｎ，４０％Ａ～４６％Ａ；３２～４０ｍｉｎ，４６％Ａ。

水解率 ＝（水解前后糖苷型大豆异黄酮色谱峰

面积之差／水解前糖苷型大豆异黄酮色谱峰面积）

×１００％

２　结果与讨论

２．１　粗酶液的得率计算

采用 ｐＨ５的醋酸醋酸钠缓冲溶液对鸡内金糖

苷酶进行了提取，粗酶的得率约为５％。

２．２　鸡内金糖苷酶的纯化

鸡内金粗酶液经０～０．２ｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＣｌ的Ｔｒｉｓ

ＨＣｌ缓冲溶液每 ０．０５ｍｏｌ·Ｌ－１为一个梯度进行洗
脱，洗脱曲线如图１所示。

图 １　ＤＥＡＥＣｅｌｌｕｌｏｓｅＤＥ５２洗脱曲线

Ｆｉｇ．１　ＥｌｕｔｉｏｎｃｕｒｖｅｏｆＤＥＡＥＣｅｌｌｕｌｏｓｅＤＥ５２

该酶经 ＤＥＡＥｃｅｌｌｕｌｏｓｅＤＥ５２分离，共有 ９个
洗脱峰，峰值管分别为 ４５、６２、７０、７７、９０、１０６、１１３、
１１８、１３７。第１号峰为 ０．０５ｍｏｌ·Ｌ－１的 ＮａＣｌ洗脱
组分，第２、３、４、５号峰为０．１ｍｏｌ·Ｌ－１的 ＮａＣｌ洗脱
组分，第６、７、８号峰为 ０．１５ｍｏｌ·Ｌ－１的 ＮａＣｌ洗脱
组分，第９号峰为 ０．２ｍｏｌ·Ｌ－１的 ＮａＣｌ洗脱组分。
经 ＴＬＣ检测结果如图２所示：ｅ为对照，和其比较 ５
号峰对应的大豆异黄酮斑点发生了变化，苷的斑点

消失而苷元斑点颜色加深。表明 ５号峰值管有酶
活。

图 ２　各峰值管的薄层色谱图

Ｆｉｇ．２　ＴＬＣｏｆｓｏｙｂｅａｎｉｓｏｆｌｖｏｎｅｓ

２．３　ＨＰＬＣ测定大豆异黄酮的水解转化率
按照方法１．２．３水解大豆异黄酮，取反应物和

水解物进行 ＨＰＬＣ分析，测定大豆异黄酮的水解转
化率，反应前后的色谱对照如图 ３所示。水解前的
色谱图中含有 ９种物质，保留时间分别是 １８．１９５、
１９．２０４、２０．７５１、２４．６６６、２５．７４２、２６．５３１、２８．１９３、
２８．６５８、３０．９３７ｍｉｎ，分别为大豆异黄酮苷及其苷元
异构体。水解反应后，仅有保留时间 ２６．５３１、
２８．１９３、３０．９３７ｍｉｎ位置上的３个峰存在，从峰面积
可以判断该３种物质的含量明显增加，而其余 ６个
保留时间所对应的峰均消失。由此可以判断，酶解

前样品中含有 ６种大豆异黄酮苷异构体，３种大豆
异黄酮苷元异构体，在鸡内金糖苷酶的作用下，该 ６
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种不同形式的糖苷异构体水解掉糖基后，生成对应

形式的 ３种大豆异黄酮苷元异构体，几乎完全转
化，转化率达９９％。

大豆异黄酮有３种苷元异构体，分别为染料木

素、大豆素和黄豆黄素，分别对应图 １中水解后的 ３
种物质，另外６种大豆异黄酮苷的异构体分别为 ３
种苷元的衍生物，具体对应关系还需进一步研究。

图 ３　大豆异黄酮水解前后 ＨＰＬＣ对照图

Ｆｉｇ．３　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｓｏｙｂｅａｎｉｓｏｆｌａｖｏｎｅｓ

３　结论

从鸡内金中提取、分离纯化得到鸡内金糖苷

酶，以大豆异黄酮做为水解底物，ＨＰＬＣ检测水解转
化率。通过水解前后 ＨＰＬＣ可以得出：鸡内金糖苷
酶对大豆异黄酮苷（至少 ６种异构体）能进行有效
水解，水解率高达９９％。鸡内金糖苷酶将大豆异黄
酮结合型糖苷水解成相应的苷元形式，水解率高，

反应条件温和，能很好的保持大豆异黄酮的结构，

有效地提高了大豆异黄酮的生理活性。因此，该研

究对提高大豆异黄酮的应用价值及进一步研究鸡

内金糖苷酶的水解特性奠定了基础。
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