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酶法改变大豆皂甙糖基的研究
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皂甙又名皂苷，是甾族或三萜系化合物的低聚配

糖体的总称，因其水溶液能形成持久泡沫，像肥皂一样

而得名。在自然界中分布很广，目前人们已经在 !$$多
种植物如人参、甘草、黄芪等和一些海洋生物如海参中

发现了皂甙。大豆皂甙属于三萜系结构，由非极性的

三萜甙元和低聚糖链两部分组成。日本学者北川熏和

大久保一良按照甙元的不同，把大豆皂甙分为 @组、/
组、?组和 ::=>组 A !，#，B C，结构如图 !、图 #所示。

摘 要 研究了用酶水解大豆皂甙分子上的部分糖基D 使皂甙部分水解生成低糖、高活性皂甙的方法。探讨了八种霉
菌菌株对七种糖苷键及对皂甙糖基的水解能力D 得到三种具有较高活性的菌株D 用于水解大豆皂甙。它们分别是

@( EF29G +"+HD @( &GIJ79 慢 HD @( &GIJ79 BKH。并通过 L4-和 ,>4-分析得到大豆皂甙酶解最佳反应条件为 M, N O，温度

"$P，时间 !#6。
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许多研究表明大豆皂甙具有多种生理活性和良好

的药理作用，如抗癌、调节免疫功能、防治心血管疾

病、降血压、抗菌、抗病毒、抗过敏、护肝、降低血

清中胆固醇含量，以及抗血栓等作用。除了用作药物

外，皂甙还在化妆品和食品工业中具有广泛的应用，

以及作为表面活性剂应用于化学化工业 + * , - .。近年

来，人们在对皂甙生理活性和药用价值研究的同时，

注意到皂甙中的糖链与其生物活性之间有着密切的联

系，许多事实已证实糖链在皂甙的生物活性方面起着

重要作用 + / .。人参皂甙研究表明，二元醇皂甙中带

有五个糖分子的皂甙 01 ! 2 01 #2 01 3 等活性很低，带

四个糖分子的皂甙 04# 等具有很强的抗癌活性，也
就是说皂甙糖分子数越少，其活性越高。同样，大豆

皂甙每分子皂甙所带的糖分子数越少，其豆腥味越

弱，其生理活性越高。有人曾利用水解去除大豆皂甙

的糖基，发现不仅去除了豆制品的豆腥味，还产生抗

氧化、抗血脂等特殊功效。但有关其糖链的研究报道

极少。因此，我们设想通过大豆皂甙结构的改变 5去
除大豆皂甙中的部分糖基，使皂甙水解成低糖的无豆

腥味的高活性皂甙，来实现提高其生物活性的目的。

希望改变了结构的大豆皂甙也能象其它的三萜类皂甙

一样，具有比原来活性高出几倍甚至更高的生理功

能，以用作药物或一些添加剂；同时，找到合适的霉

菌使之在大豆制品发酵过程中能够将皂甙部分水解成

低糖的高活性皂甙，提高大豆发酵食品的生理功能。

! 材料与方法

!( ! 实验材料及设备
实验药品及试剂：米曲霉（6789:;<’’=7 &:>?19）：快

7，慢 7，3@7，*#7，$$7；黑曲霉（6789:;<’’=7 A<;9:）：*/7，
/*/7，@#7，由大连轻工业学院菌种保藏所提供；对硝基
苯酚基 5 ! 5 B 5葡萄糖苷，对硝基苯酚基 5 " 5 B 5半
乳糖苷，对硝基苯酚基 5 ! 5 B 5木糖苷，对硝基苯酚
基 " 5 C 5阿拉伯糖苷，对硝基苯酚基 5 ! 5 B 5葡萄
糖醛酸，对硝基苯酚基 5 ! 5 B 5半乳糖苷和对硝基苯
酚基 5 " 5 C 5鼠李糖苷等七种糖苷均为 D<;E1公司产
品；豆粕、麦麸：大连调味食品厂提供；乙腈、正丁醇为

色谱纯，其余均为分析纯。

实验设备：FC 5 #$G高速冷冻离心机：上海安亭
科学仪器厂；HH、G!!、"$$ 5 D电热恒温培养箱：上海
跃进医疗器械厂；I% 5 #*$ 型紫外可见分光光度计：
日本岛津；薄层层析板 DJCJK6 FLCM$ 5 N#"*：德国
OL0KP公司；"!$型高效液相色谱仪，日本 Q1R9:7公

司；色谱柱：)&S1 5 T1U K 5 !/，大连依利特科学仪器公
司。

!( # 实验方法
!( #( ! 菌种的斜面培养
麦芽汁培养基：取麦芽汁（" $），#V琼脂适量放入

"$$E’锥形瓶中加热至溶，分别倒入 !$E’试管约 ! W *
处，塞上棉塞，灭菌后以 !" , #"度角斜放，制成斜面培
养基。

察氏培养基：取蔗糖 !";，)1)X 3 !( ";，O7DX*

-H#X $( #";，PK’ $( #";，N9DX * *·H #X $( $$";，
P#HTX* $( ";，琼脂 M( ";，蒸馏水 "$$E’放入 "$$E’锥
形瓶中加热至溶，同上方法制成斜面培养基。

接菌：用察氏培养基培养黑曲霉三种：6( A<;9: @#2
6( A<;9: /*/2 6( A<;9: I% 5 */；用麦芽汁培养基培养米
曲霉五种：6( &:>?19 3/$$2 6( &:>?19沪酿 3$*#，6( &:>?19
快，6( &:>?19慢，6( &:>?19 )&( 3@。
培养：接完菌后的试管放入 3$Y培养箱中培养，

待培养基上孢子大量生成，可以进行菌种的扩培。

!( #( # 菌种的扩培
称取豆粕（#$目搅碎）";，麦麸 !";，加入 #$E’自

来水，搅拌均匀，使培养基全部润湿且松散，无结块。在

!( #U;Z W [E #的压力下杀菌 !" , #$E<A。待冷却后，接
菌，接菌后，于 3$Y下用 #"$E’三角瓶培养两三天，中
间每隔 !#4摇晃一次，使其保持疏松，有利于菌种均匀
生长。

!( #( 3 酶液的提取
菌体孢子大量长出时，向其中加入 !$$E’

$( $#E&’ W C适当 8H值 H6[ 5 )16[缓冲液，浸泡 ! ,
#4时用纱布过滤，于 @$$$: W E<A的转速下离心 !"E<A，
除去其中部分杂质，即得到粗酶液，体积约 /$E’。再向
其中加入无水乙醇 !-"E’，使其浓度为 -$V—-"V，于
冰箱中放置过夜，进行盐析。然后离心，将沉淀用上述

缓冲溶液 !E’洗下，置于透析袋中用醋酸缓冲液透析
!\（其间，每天换水 * , "次）。之后，再离心，得到的上
清液即为酶液。

!( #( * 酶活的测定
测酶活时所用七种糖甙分别是：对硝基苯酚基 5

! 5葡萄糖苷、对硝基苯酚基 5 !半乳糖苷、对硝基苯
酚基 5 ! 5木糖苷、对硝基苯酚基 5 " 5阿拉伯糖苷、
对硝基苯酚基 5 ! 5葡萄糖醛酸苷、对硝基苯酚基 5
! 5半乳糖苷、对硝基苯酚基 5 " 5鼠李糖苷。分别取
$( *E’糖苷于小离心管中，于 *$Y下预热 "E<A，再加
入 $( !E’酶液，在 *$Y下反应 #$ , 3$E<A，然后再加入

#基础研究
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!、大豆皂甙 #、+*+, -、.#, *、*+, /、快 , "、慢 , 0、$$,

+、*#, .、-., !$、甙元

表 ! 不同菌株的酶活力

菌株

酶活力值

（1 2 3’）

.#,
*!( "#
慢 ,-.,

"+( #/
快 ,

*!( $.
*#,

"0( #*
$$,
+!( $*

*+,+*+,
! 4阿拉伯糖苷酶 !-+( -+ !/$( *.

!/$( *. !/$( *. !/$( *. !**( *" !**( *" !!.( !/ !*!( *$ !-+( -+! 4半乳糖苷酶
!#!( /"

" 4木糖苷酶 !#"( #0 !#"( #0 !!.( ./ !$#( $/ +#( *# 0-( ** !!$( #"!$.( *!
" 4葡萄糖醛酸苷酶 !-+( -+ !-+( -+ !*!( *$ 0( $# !( -* $( .+ "( 0- !( 0+
! 4鼠李糖苷酶 !/$( *. .-( /# !/$( *. !#*( -$ "-( "# $ !$!( $$ !$+( #$
" 4半乳糖苷糖 .$( /$ +-( !* +.( 0+ 0+( !/ 0"( 0* +#( 0+ +*( -$-+( -"
" 4葡萄糖苷酶 !!"( *. !$/( "- !$$( #* .0( $" .*( .# !$$( $$ !$$( $$!!#( !$

图 " 八种菌株对大豆皂甙酶解的 #$%图

-., -5 -., !#5 +*+, -5 +*+, !#5 慢 , -5 慢 , !#5 大豆皂甙 甙元

图 & 三种菌株在 ’( ) *，不同酶解时间时对大豆皂甙
酶解的 #$%图

#( /3’!3&’ 2 6)7 #89-终止反应，在 *$/:3下测其吸光
度值。以水作为空白，加入 $( *3’底物，其余操作同
上。

!( #( / 大豆皂甙的酶解
取 $( #; 大豆皂甙用醋酸缓冲液配成 #3; 2 3’ 溶

液，分别取 $( /3’ 上述溶液到具塞小离心管中，加
入 $( /3’ 各酶液，充分混匀后盖上塞子，置于 *$<
的恒温箱里进行酶解反应。每隔 -5，取 $( !3’ 反应
液于小离心管中，加入 $( #36 正丁醇，充分摇晃后
放置过夜，所得上清液即可用作 =>68 和 ?68 分
析。

!( #( " 薄层层析（?68）分析方法
采用硅胶层析板，展开剂为：氯仿@ 甲醇@ 水 A "/@

-/@ !$，层析板在 !!$<下活化后时行薄层层析分析，
用 !$B硫酸溶液，在 !!$<下加热显色。

!( #( 0 高效液相色谱（=>68）分析方法
采用紫外检测器，使用波长为 #$/:3；流动相为乙

睛@ 正丁醇@ 水@ 冰醋酸 A !"!( /@ #!@ -!0@ $( /；流速
!( *3’ 2 3C:；进样量 "#’。

# 结果与讨论

#( ! 水解皂甙酶高产菌株的选择
本实验采用八种霉菌菌株，对七种不同糖苷键的

水解能力进行测定，以比较不同菌株酶活力大小。酶

活力值列于表 !。
由表 !可见：这八种菌株均对 ! 4半乳糖苷水解

酶活力较高，其次是 " 4木糖苷、" 4葡萄糖苷。对 ! 4
阿拉伯糖苷、" 4葡萄糖醛酸苷、! 4鼠李糖苷、" 4半
乳糖水解能力则不一致。然后，用上述八种酶液对大

豆皂甙进行酶解反应，利用薄层层析法，通过观察大

豆皂甙元出现的时间和斑点大小来选择菌株，八种霉

菌对大豆皂甙酶解情况的 ?68结果见图 -。
由图 -可以看出，本实验所选的八种霉菌中，除

.#,和 *+,只有一个甙元组分出现外，其余或多或少

都有两个甙元组分出现。其中，菌株 D( &EFG7H -.,I
D( :C;HE +*+,I D( &EFG7H 慢 , 与大豆皂甙反应酶活较
高，反应较为彻底，因此选这三种菌株作进一步研究。

#( # 酶解反应时间和 J=值的选择
通过对慢 ,和 +*+,、-.,在不同 J=值、不同反应

时间样品的 ?68分析发现：-5时，甙元开始出现。在
"5时，中间产物增加，甙元大量出现。!#5时，皂甙彻
底水解，!+5时的结果与 !#5没有明显区别，由此确定
酶解反应最佳时间为 !#5；而 J=影响不大，但 J= A /
时中间产物略多，因此 J= A /为最佳 J=值，J= A /时
三种菌株在不同时间下的酶解情况见图 *。

#基础研究
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#( +皂甙酶解反应的 ,-./分析结果
皂甙酶解反应的 ,-./分析结果见表 #。

表 ! 大豆皂甙酶解产物的 "#$%结果

+( *"$ +( 0"0 *( !+0 *( 1$+ *( 20+ 1( *3+ "( +!0 "( *!0 "( 22$保留时间（456）

峰面积百分

比（7）

大豆皂甙 #!( 0 !3( + !*( + +$( * !1( *

*3*8
+9 *!( ! #( 2 +( + *3( # *( 1

甙元 #3( ! !0( 3 ##( 2 +#( #

09 *+( + +( $ +( 0 **( 2 1( #
!#9 *#( 1 +( 3 **( 3 3( 2
+9 *!( 0 #( ! +( ! 1$( $ +( #
09 *!( # #( $ +( # *2( 0 *( $+28
!#9 +3( 3 *( + 1#( * *( 1
+9 *+( * #( " +( # *"( 0 +( !
09 **( * #( ! +( + *0( 0 +( 0慢 8
!#9 **( * +( 2 *"( $ *( "

由表 #可以得出：原皂甙共有五个色谱峰，保留时
间分别为 +( *"$、+( 0"0、*( !+0、1( *3+、"( *!0456；纯甙
元有四个色谱峰，保留时间分别为 *( 1$+、*( 20+、
"( +!0、"( 22$456。对于 +28和 3*38来说，保留时间
（:;）为 +( *"$、*( !+0、1( *3+456的峰随时间增加，峰面
积逐渐减小 ( 其中 :;为 *( !+0456的峰，到 !#9已经
消失，说明 !#9皂甙组分已被全部分解。其中 :; 为
+( 0"0456和 :;为 "( *!0456的峰在 +9，09和 !#9均不
存在，我们认为其在 +9内已分解完全。另外，从 +9开
始，新增加两个峰，:;分别为 *( 1$+和 "( 22$456，且这
两个峰随时间增加，峰面积也增加，经和甙元色谱图对

比，发现这两个峰均为甙元组分，这也证明了从 +9开
始，酶解反应就可以将皂甙分解，得到甙元。对于慢 8，
除 :; 为 +( *"$ 和 1( *3+456 的峰随时间增加而增加
外，其它峰的变化情况与 +28和 3*38相同< 这与 =./
结果是一致的。

+ 结论

+( ! 测定了八种霉菌对七种糖苷键的水解能力，这
八种菌株均对 ! >半乳糖苷水解酶活力较高，其次是
" >木糖甙、" >葡萄糖苷，对 ! >阿拉伯糖甙、" >葡
萄糖醛酸苷、! >鼠李糖苷、" >半乳糖苷等水解能力
则不一致。

+( # 在八种霉菌中通过 =./分析，筛选出三种对皂
甙糖苷水解活力强的菌株，分别为 ?( 65@AB 3*38<
?( &BCDEA +28< ?( &BCDEA 慢 8，用这三种菌株在不同时间
和不同 F,值与皂甙反应，通过 =./和 ,-./分析，确
定酶解最佳时间为 !#9，最佳 F,值为 1。
+( + ?( 65@AB 3*38< ?( &BCDEA慢 8，?( &BCDEA +28菌株

所生成的酶对皂甙糖基水解，经 =./分析和 ,-./分
析证明：上述三种酶液均能水解皂甙变成低糖皂甙产

物及甙元，对于所得低糖皂甙分子结构及其生物活性

有待于进一步研究。
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