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葡萄中含有大量的游离态芳香物质，主要由里

那醇、橙花醇、香味醇等萜烯类化合物组成!"#。近年来

研究发现，葡萄中还存在大量键合态芳香物质，主要

包括 $%&%!%’%鼠李吡喃%"%(%葡萄吡喃糖苷、$%&%
!%’%阿拉伯呋喃%"%(%葡萄吡喃糖苷、"%(%葡萄吡

喃糖苷、$%&%"%(%芹菜呋喃%"%(%葡萄吡喃糖苷，

这些糖苷的配糖基为里那醇、橙花醇、香叶醇等萜烯

类化合物。葡萄键合态芳香物质本身并没有呈香功

能，但可以在糖苷酶的作用下裂解糖苷键释放配糖

基，产生游离态芳香物质。许多品种葡萄键合态芳香

物质含量多于游离态芳香物质，因而键合态芳香物

质构成了葡萄中重要的、潜在的芳香成分 !)*+#。

$%&%!%’%鼠李吡喃%"%(%葡萄吡喃糖苷是葡萄

中主要的双糖糖苷，其裂解遵循双糖糖苷的两步裂

解理论，即先由 !%鼠李糖苷酶作用于 $%&%!%’%鼠

李吡喃%"%(%葡萄吡喃糖苷，使双糖糖苷之间的 "!
$ 双糖连接断开，产生 !%’%鼠李糖和 "%(%葡萄糖

苷，然后在 "%(%葡萄糖苷酶的作用下，产生葡萄糖

和相应配糖基，释放芳香物质!,#。

因此，研究 !%鼠李糖苷酶的活力测定条件及酶学

性质，对于确定其最佳反应条件，为葡萄汁和葡萄酒生

产过程中提供糖苷酶增香调控的理论参数，从而提高

葡萄汁和葡萄酒的质量和档次，具有重要的意义。

$ 材料与方法

$#$ 材料与设备

酶制剂 （-./.0123")） 诺维信酶制剂公司提

供；底物（4-5%678） 9:;38 公司提供。

<,) 紫外光栅分光光度计 上海第三分析仪器

厂；=5))"9 电子天平 塞多利斯天平公司。

$#! 实验方法

">)>" !%鼠李糖苷酶活性测定 4-5%678 比色测定法。

">)>) 蛋白质测定 考马斯亮蓝 ?%),& 法。

! 结果与讨论

!#$ 标准曲线的制作

配制不同浓度的对硝基苯酚溶液，各取 &>,3@，
加 入 )3@ "3.@ A ’ -8)BCD 溶 液 ，+&&E3 测 定 其 &>(
值，结果见图 "。

对 硝 基 苯 酚 % 光 密 度 标 准 曲 线 方 程 为 ：F G
&>&<&DH%&>&&&I
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的建立及酶学性质研究

α- 鼠李糖苷酶最佳测定条件
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摘 要 对 !$鼠李糖苷酶酶活的最佳测定条件及部分酶学性质

进行了研究，结果表明，!$鼠李糖苷酶的最佳测定条件

为：以 *+),! 的磷酸氢二钠$柠檬酸为缓冲液，’--./ 0 1
的 *23$456 为底物，于 )’7恒温水浴中反应 )-89:立即

加 入 ;-/ !-./ 0 126;<=% 溶 液 终 止 反 应 ，)&&9- 测 定 其

=,> 值。!$鼠李糖苷酶适于酸性环境，最适 *+),!；该酶

为 热 不 稳 定 性 酶 ， 其 稳 定 的 温 度 范 围 为 %’?’’7；以

*23$456 （对 硝 基 苯 基$鼠 李 糖 苷 ） 为 底 物 ，@- 值 为

)#,A)--./ 0 1，B-6C 为 #’,!; D。
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!"!"# 反应时间对 !$鼠李糖苷酶活性的影响 本

实验在 %&’"#(’)*条件下，分别测定了反应 #、!、+、

’、)、,、#-./0 的酶活，得到了 !$鼠李糖苷酶的反应

进程曲线，结果见图 !。

!$鼠李糖苷酶的反应进程曲线表明，在 -1’./0
内，产物的变化量随反应时间而线性地增加，反应速

度恒定，代表 !$鼠李糖苷酶的反应初速度；’./0 后

这条曲线逐渐地弯曲下来，斜率发生改变，反应速度

下降。其原因是，底物浓度在下降，产物在增加，逆反

应从无到有逐渐变得显著起来；同时酸、碱、热等也

在慢慢地使酶丧失部分活性。因此，这种情况下测得

的反应速度已是一种表观的、多种因素影响下的综

合结果，不能代表酶的真正活性。真正能代表酶催化

活性的是反应初始阶段的速度，即反应初速度。

为了减少实验误差，本实验选择 ’./0 作为最佳

反应时间。

!"!"! 底物浓度对酶活的影响 本实验在 %& ’"#，

反应温度 ’)*时，考察了不同底物浓度与酶比活力

的关系，结果见图 +。

图 + 表明，在此反应条件下，当底物浓度由 - 增

大至 !..23 4 5 时，反应速度呈直线比例上升，表现为

一级反应；继续增大底物浓度，由 !..23 4 5 增大至

)..23 4 5 时，反应速度不再呈正比例增大，表现为混

合级反应；当底物浓度达到 )..23 4 5 时，再增大浓

度，反应速度不再增加，接近最大反应速度，表现为

零级反应，此时，反应速度与底物浓度无关。因此，本

实验确定此反应体系的最适底物浓度为 )..23 4 5。

!"!"+ 温度对 !$鼠李糖苷酶活性的影响 本实验

在 %& ’"#，反应 ’./0 的条件下，分别考察了 +-、+)、

’-、’)、)-、))、6-、6)*时的酶活，结果见图 ’。

由图 ’ 可知，当温度为 ’)*时，酶活性最大；’-1
)-*范围内酶相对稳定，因此，本实验确定此反应体

系的最适反应温度为 ’)*。

!"!"’ %& 对 !$鼠李糖苷酶活性的影响 在温度为

’)*，反应时间 ’./0 条件下，分别测定了 %&+"-、+")、

’"-、’")、)"-、)")、6"- 时酶的活性，结果见图 )。

由图 ) 可知，!$鼠 李 糖 苷 酶 在 %&’"-1’") 条 件

下有较好的稳定性；%&’"# 时酶活最大，因此，本实验

确定此反应体系的最适反应 %& 为 ’"#。

!"!") !$鼠李糖苷酶酶活的最佳测定方法 取一试

管，加入 ’--"3 %&’"# 的磷酸氢二钠$柠檬酸缓冲液，

’)*保 温 )./0； 然 后 加 入 )-"3 酶 液 和 )-"3 %78$
9:;，于 ’)*恒温水浴中反应 ’./0；立即加入 !.3
3.23 4 57;!<=+ 溶液终止反应，’--0. 测定其 -"> 值。

酶活定义：在 ’)*、%&’"# 的条件下，每分钟反应

产生 #".23 对硝基苯酚定义为一个酶活单位（?@。

!#$ !%鼠李糖苷酶酶学性质的研究

!"+"# !$鼠李糖苷酶的 %& 稳定性 将酶液置于不

同 %& 的磷酸氢二钠$柠檬酸缓冲液中，在 ’*冰箱中

保存 !’:，然后将 %& 调回 ’"#，测剩余酶活力，结果

见图 6。

图 6 表明，!$鼠李糖苷酶适于酸性环境，在 %&
+"-1)"- 之间酶活基本稳定，可保存活力的 A-B以上；

%& !"-、6"- 及 C"- 时，酶活力仅为 ,-B；而 %&,"- 时，

酶活力仅为 6-B。

!"+"! 酶的热稳定性 将酶液分别在不同温度（+)、

’)、))、6-、6)* ） 下 保 温 不 同 时 间 （)、#-、!-、+-、

’-./0），然后测剩余酶活力，结果如图 C 所示。
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由图 ! 可知，!"鼠李糖苷酶为热不稳定性酶，其

稳定的温度范围为 #$%$$&；在 #$、’$&条件下，分别

处理不同时间对酶活的影响很小，酶活相对稳定，可

保存活力的 ()*以上；在 $$&条件下，处理不同时间

对酶活的影响也不显著，可保存活力的 +)*以上；在

,)&条件下，处理不同时间后酶可保存活力的 !)*；

在 ,$&条件下处理，对酶活的影响较大，酶失活 ,)*
以上。

-.#.# 酶的动力学常数"/0（米氏常数） 由图 + 可

知，1 2 3 对 1 2 456 作图得出的米氏方程为 781.$(## 9:
#.##)-， 以 ;<= ">?@ 为 底 物 ， 米 氏 常 数 /0 8
’!.+’00AB 2 C，最大反应速度 D0@98!$.1-E。

$ 结论

#.1 !"鼠李糖苷酶的最佳测定条件为：以 ;F ’.1 的

).- 00AB 2 C 磷 酸 氢 二 钠").100AB 2 C 柠 檬 酸 为 缓 冲

液，$00AB 2 C 的 ;<=">?@ 为底物，于 ’$&水浴中精

确反应 ’0GH 后，加入 -0B 10AB 2 C<@-IJ# 溶液终止反

应，’))H0 测定其 ).K 值。

#.- !"鼠李糖苷酶适于酸性环境，最适 ;F ’.1；该

酶为热不稳定性酶，其稳定的温度范围为 #$%$$&；

以 ;<=">?@ 为底物，/0 值为 ’!.+’00AB 2 CLD0@9 为

!$.1-E。
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