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木薯块根中 β-葡萄糖苷酶的分离纯化及
酶学性质

常祥祥1,2，田永莉1,2，颜　娟1,2，李文超1,2，刘石生1,2, *

（1.海南大学食品科学与工程学院，海南海口 570228；
2.热带多糖资源利用教育部工程研究中心，海南海口 570228）

摘　要：研究了木薯块根中 β-葡萄糖苷酶的分离纯化及酶学性质。以缓冲液从木薯块根中获得粗提酶液，粗酶酶活

力为 9.37 U/g 木薯干重；再分别通过丙酮沉淀、离子交换层析和凝胶过滤层析进行纯化，β-葡萄糖苷酶酶活力为

1.14 U/g 木薯干重，经纯化 β-葡萄糖苷酶纯度提高了 14.62 倍，总活力回收率为 12.14%，电泳测得其分子量约

70 kDa。该酶米氏常数 Km 为 3.60 mmol/L，Vmax 为 12.36 μmol/(min·mg protein)；其最适 pH 为 7.0，pH 在 6.0~
8.0 之间有较好的稳定性；在 40 ℃ 以内有良好稳定性，在 4 ℃ 存放 30 d 酶活力剩余 81.78%。Mn2+和 K+对酶有一

定的促进作用，Al3+、Cu2+、Mg2+、Zn2+、Ca2+、Ba2+、Na+、尿素和SDS 对酶没有显著影响（P>0.05），而Fe3+、Fe2+、Ag+

和 EDTA 均会不同程度地抑制酶活性，其中 Ag+的抑制作用最强。研究结果可为今后木薯块根中的 β-葡萄糖苷酶

的应用提供理论依据。
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Abstract：The isolation, purification and enzymatic properties of β-glucosidase from cassava roots were studied. The crude
enzyme  extract  was  obtained  from  cassava  roots  with  buffer  solution,  and  the  activity  of  crude  enzyme  was  9.37  U/g
cassava dry weight. Purified by acetone precipitation, ion exchange chromatography and gel filtration chromatography, β-
glucosidase  activity  was  1.14  U/g  cassava  dry  weight,  purified β-glucosidase  purity  increased  by  14.62  times,  the  total
activity recovery was 12.14%, the molecular weight of β-glucosidase was about 70 kDa. The Km and Vmax of the enzyme
were 3.60 mmol/L and 12.36 μmol/(min·mg protein) respectively. The optimum pH was 7.0, and it was stable when the pH
was between 6.0 and 8.0. It had good stability within 40 ℃,  and 81.78% enzyme activity remained after 30 days at 4 ℃.
Mn2+ and  K+ promoted  the  enzyme  to  a  certain  extent.  Al3+,  Cu2+,  Mg2+,  Zn2+,  Ca2+,  Ba2+,  Na+,  urea  and  SDS  had  no
significant effect on the enzyme activity (P>0.05). Fe3+,  Fe2+,  Ag+ and EDTA all inhibited the enzyme activity to varying
degrees, among which Ag+ had the strongest inhibitory effect. The results can provide theoretical basis for the application of
β-glucosidase in cassava roots in the future.  
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β-葡萄糖苷酶（β-D-Glucosidase，EC3.2.1.21），也
称作 β-D-葡萄糖苷葡萄糖水解酶，可使连接两个葡

萄糖或葡萄糖替代物分子的糖苷键水解断裂，生成

β-D-葡萄糖和与其相对应的配基[1]。β-葡萄糖苷酶

在生物生长代谢活动中具有多种生理功能，比如参与

前体活化[2−3]、植物香味前体的水解[4−6]、促进异黄酮

苷水解[7]、激活植物激素[8−9] 以及促进植物免疫防御

机制[10] 等。

近年来，已有研究者从动植物[11−12] 和微生物[13−15]

中分离出 β-葡萄糖苷酶。其中，植物来源的 β-葡萄

糖苷酶由于清洁无污染得到了广泛关注，国内外学者

从玉米[16]、锦橙[17]、芦荟叶皮[18]、金线莲[19]、橡胶

籽[20]、樱桃种子[21]、甜菊叶片[22] 和甘蓝[23] 等大量植

物中发现 β-葡萄糖苷酶，并进行纯化和性质研究，将

其应用于食品工业及废料的生物水解等领域。如郭

天赐等[24] 通过提取苦杏仁中的 β-葡萄糖苷酶，并将

其添加到豆浆中，得到的豆浆中染料木素、黄豆黄

素、大豆苷元的含量均有提升；陈杏等[25] 将纯化后的

茶树菇 β-葡萄糖苷酶应用于中草药残渣的生物水解

中，为环境减负。大量研究表明，β-葡萄糖苷酶用途

广泛，具有很好的研究前景。

不同品种的木薯中 β-葡萄糖苷酶的含量及性质

不同，如 Mkpong 等[26] 从木薯叶中分离纯化得到约

65 kDa 的 β-葡萄糖苷酶，但总活力回收率较低，仅

为 4% 左右。目前国内对于木薯块根中 β-葡萄糖苷

酶的分离纯化及性质研究还未见报道。为了提高木

薯的利用价值，本文从木薯块根中分离 β-葡萄糖苷

酶并进行纯化，对其酶学性质进行探究，为今后木薯

块根中 β-葡萄糖苷酶的应用提供研究依据，开发木

薯的经济价值。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

木薯华南 205 号（SC205）　海南省海口市澄迈

县木薯试验基地；对硝基苯-β-D-葡萄糖苷　生物试

剂，上海阿拉丁生化科技股份有限公司；DEAE-
Sepharose fast flow　生物试剂，北京酷来搏科技有

限公司；考马斯亮蓝 G-250　生物试剂，国药集团化

学试剂有限公司；SephadexTM G-100　生物试剂，

GE 医疗集团；牛血清白蛋白　生物试剂，上海源叶

生物科技有限公司；彩虹 130 光谱蛋白 marker　生

物试剂，北京索莱宝科技有限公司；其余化学试剂均

为国产分析纯。

HH-4 水浴锅　金坛市晶玻实验仪器厂；Syn-
ergy LX 酶标仪　美国 BIOTEX 公司；EL303 电子

天平　梅特勒-托利多有限公司；FA2104 分析天平

　上海舜宇恒平科学仪器有限公司；CR 22N 高速离

心机　日本 HITACHI 公司；QE-100 电动磨粉机　

浙江屹立工贸有限公司；FJ300-SH 高压均质机　上

海标本模型仪器厂；SCI-VS 可调式混匀仪　美国

SCILOGEX 公司；HL-2N 数显恒流泵　上海沪西分

析仪器厂有限公司；BL-100 部分收集器　上海沪西

分析仪器厂有限公司；HD-3000 核酸蛋白检测仪　

上海嘉鹏科技有限公司；层析柱　上海亚荣生化仪器

厂；DYY-8C 电泳仪　北京六一仪器厂。

 1.2　实验方法

 1.2.1   样品预处理　将采收的 SC205 取回后立即冲

洗干净，处理为 0.5~1.0 cm 切片，自然晾干后在干燥

环境下贮藏备用。

 1.2.2   木薯块根 β-葡萄糖苷酶粗酶液的制备　参考

李斐然[20] 的方法并加以修改，将预处理好的木薯切

片粉碎，40 目过筛后取 10.000 g 加入 0.1 mol/L、pH
为 4.5 的柠檬酸-磷酸氢二钠缓冲液，均质机匀速匀

浆 60 s，高速离心机 10000 r/min 离心 10 min，取上清

液为木薯 β-葡萄糖苷酶粗酶液。

 1.2.3   木薯 β-葡萄糖苷酶的初步纯化　参考李斐然[20]

的方法并加以修改，将粗酶液加入一定体积预冷过的

丙酮，使得粗酶液与丙酮的体积比 1.6:1，混匀，4 ℃
条件下静置一段时间，12000 r/min 离心 15 min 后取

沉淀，挥干溶剂后用将沉淀溶解，离心，取上清液为初

步纯化的酶液。

 1.2.4   离子交换层析纯化　参考李蕊伽[18] 的方法并

加以修改，选用以弱阴离子为交换介质的 DEAE-
Sepharose fast flow 将层析柱填充好后，分别用蒸馏

水和 50  mmol/L、pH 为 7.5 的 Tris-HCI 缓冲液平

衡。将经初步纯化得到的样品通过浓缩脱盐后上样，

用 Tris-HCl 缓冲液平衡层析柱，之后用含有 0~
0.6  mol/L 的 NaCl 溶液进行梯度洗脱，洗脱速度

0.5 mL/min，每 6 min 收集一管，在 280 nm 波长处在

线监测，测定各管的酶活力。以管号为横坐标，以

280 nm 处监测的信号值、NaCl 浓度和 400 nm 处的

吸光值为纵坐标制作洗脱曲线。

 1.2.5   凝胶过滤层析纯化　将溶胀好的 Sephadex
G-100 凝胶填充到层析柱中，注意避免产生气泡，用

Tris-HCI 缓冲液平衡。将经离子交换层析得到的样

品经浓缩脱盐后上样，用 Tris-HCI 缓冲液进行洗脱，

洗脱速度 0.5 mL/min，每 3 min 收集一管，在 280 nm
下在线监测，并测定各管的酶活力。以管号为横坐

标，以 280 nm 处监测的信号值和 400 nm 处的吸光

值为纵坐标制作洗脱曲线。

 1.2.6   酶活力的测定　分别配制 0.01、0.02、0.03、
0.04、0.05、0.06、0.07 mmol/L 对硝基苯酚溶液，以

Na2CO3 为对照，400 nm 处测定吸光值，以对硝基苯

酚浓度（mmol/L）为横坐标，吸光度为纵坐标，得到标

准曲线：y=10.289x−0.0103，R2=0.9996。
酶活力测定采用对硝基苯基-β-D-吡喃葡萄糖苷
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（p-NPG）法：参考徐佳茜[27] 的方法并加以修改，取

0.1 mL 稀释酶液，加入 pH7.0 的磷酸盐缓冲液 0.2 mL，
10 mmol/L p-NPG 0.1 mL，47 °C 水浴 30 min 后立

即加入 2.5 mL 1 mol/L Na2CO3，定容至 5 mL，400 nm
下测定其吸光度。以酶液先加入 Na2CO3，再分别加

入磷酸盐缓冲液与 p-NPG 为空白试验，计算 β-葡萄

糖苷酶酶活力，计算公式如下：

Y=c×V1

t×V2
×n

式中：Y 为酶活力（U/mL）；c 为标准曲线中对硝

基苯酚对应的浓度（mmol/L）；V1 为酶活反应体积

（mL）； t 为反应时间（min）；V2 为提取酶液体积

（mL）；n 为酶液稀释倍数。

 1.2.7   蛋白质含量的测定　采用 Bradford [28] 的方

法，加入考马斯亮蓝试剂 5 mL，加入 0.1 mL 酶液，混

匀后静置 5 min，在 595 nm 出测定其吸光值，以 0.1 mL
蒸馏水为空白试验。分别配制 0.1、0.2、0.4、0.6、
0.8、1.0 mg/mL 牛血清白蛋白溶液，以蛋白质浓度为

横坐标，吸光度为纵坐标，得到标准曲线方程：

y=4.7808x−0.0143，R2=0.9992。

 1.2.8   分子量的测定　采用 10% 的分离胶和 5% 的

浓缩胶，将经纯化后得到的酶液经脱盐浓缩后与

5×上样缓冲液混匀，沸水浴 5 min 后上样。开始电泳

时调节电流 20 mA，电压 80 V，待样品进入到分离胶

后调节电压到 100 V。当溴酚蓝移动到距玻璃板约

0.5 cm 时关闭电泳仪。电泳后分别进行考马斯亮蓝

R-250 染色液和脱色液处理，脱色完成后观察其分

子量。

 1.2.9   木薯 β-葡萄糖苷酶的各步骤纯化效果评价　

通过对木薯块根中 β-葡萄糖苷酶进行分离纯化，分

别计算其总活力、总蛋白量、比活力、纯化倍数和总

活力回收率，比较各步骤纯化效果。其中酶纯化过程

相关的计算公式如下：

比活力(U/mg protein)=
酶液中的总酶活力(U)
酶液中的总蛋白含量(mg)

纯化倍数(倍) = 纯化后酶比活力(U/mg)
纯化前酶比活力(U/mg)

总活力回收率 (%) =
纯化后总酶活力(U)
粗酶总酶活力(U)

×100

 1.2.10   木薯 β-葡萄糖苷酶的酶学性质　

 1.2.10.1   酶的 pH 稳定性研究　取 0.1 mL 酶液，加

入 0.4 mL 不同 pH（3.0~9.0）的 0.1 mol/L 缓冲液（3.0、
4.0、5.0、6.0、7.0 磷酸氢二钠-柠檬酸；8.0、9.0 硼酸-
硼砂），分别在 4 ℃ 下静置 24 h，分别测定刚加入缓

冲液和 4 ℃ 下静置 24 h 条件下的酶活力。将加入

同体积的蒸馏水测得的酶活力定义为 100%，计算相

对酶活力。

 1.2.10.2   酶的热稳定性研究　将酶液分别放在 30、

40、50、60、70 ℃ 的水浴锅中，每隔一段时间测定其

酶活力。将 4 ℃ 条件下保存测得的酶活力定义为

100%，计算相对酶活力。

 1.2.10.3   酶的保存稳定性研究　将纯化后得到的 β-
葡萄糖苷酶酶液置于 4 ℃ 密闭的环境中保存，每

2 d 取一次样，将纯化后的酶立即测得的酶活力定义

为 100%，计算相对酶活力并做相关曲线图，分析酶

液的保存稳定性。

 1.2.10.4   酶水解 p-NPG 动力学常数的测定　参考

安玫[29] 的方法并加以修改，分别配制 1、2、2.5、5、
10、 25、 50、 100  mmol/L 的 p-NPG 溶液，通过 p-
NPG 法测定酶活力确定酶水解 p-NPG 的动力学常

数。采用 Lineweaver-Burk 作图法，以 1/[S] 为横坐

标，1/v 为纵坐标做图，−1/Km 为横坐标截距，1/Vmax

为纵坐标截距。

 1.2.10.5   部分金属离子和有机物对酶活性的影响　

将酶液中加入一定体积的 AlCl3、FeCl3、FeSO4、

CuSO4、 MgSO4、 MnSO4、 ZnSO4、 BaCl2、 CaCl2、
KCl、NaCl、AgNO3、EDTA、尿素和 SDS，使其溶液

终浓度为 10 mmol/L，4 ℃ 静置 30 min，测定其酶活

力。将加入同体积的蒸馏水测得的酶活力定义为

100%，计算相对酶活力。

 1.3　数据处理

所有实验均重复三次，实验数据使用 Excel
2019 进行统计分析；显著性差异使用 SPSS 26 进行

统计分析；作图采用 Origin 2021 软件。

 2　结果与分析

 2.1　离子交换层析纯化

木薯 β-葡萄糖苷酶经粗提及丙酮沉淀初步纯化

后，通过 DEAE-Sepharose fast flow 进行离子交换层

析纯化，得到洗脱曲线如图 1 所示。经纯化后，得到

6 个蛋白组分，其中第四个蛋白峰具有酶活力，之后

继续加大 NaCl 浓度后基本为杂蛋白。通过改变盐

溶液的浓度，不同蛋白质由于所带电荷的不同被分离

出来，当 NaCl 浓度达到 0.3 mol/L 时，木薯块根中

的 β-葡萄糖苷酶被洗脱下来，在之后大量制备木薯
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图 1    离子交换层析洗脱曲线图

Fig.1    Plot of ion exchange chromatography elution
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块根 β-葡萄糖苷酶时，可使用 0~0.2 mol/L 的 NaCl
溶液洗脱出酶液中的一部分杂蛋白，再用 0.3 mol/L
的 NaCl 溶液洗脱，可将酶蛋白与杂蛋白较好的分

离。收集 0.3 mol/L 洗脱出的蛋白组分，脱盐浓缩后

待凝胶过滤层析。

 2.2　凝胶过滤层析纯化

继续采用 Sephadex G-100 做葡聚糖凝胶过滤

层析纯化，得到洗脱曲线如图 2 所示。经纯化后，得

到 2 个蛋白组分，其中第 1 个蛋白组分与酶活峰基

本重合，表明 Sephadex G-100 可较好的将酶蛋白与

杂蛋白分离。测定各管中洗脱液的酶活力，将酶活力

较高的部分（即管号 7~11）收集，脱盐浓缩后待电泳

分析。
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图 2    葡聚糖凝胶层析洗脱曲线图
Fig.2    Plot of dextran gel chromatography elution

 

 2.3　SDS-PAGE 电泳测定分子量

通过 SDS-PAGE 电泳测定纯化后木薯块根 β-
葡萄糖苷酶的分子量，结果如图 3 所示。纯化后的

酶经电泳得到单条较为清晰的条带，分子量约为

70 kDa，与 Mkpong 等[26] 从木薯叶中分离纯化得到

的 β-葡萄糖苷酶分子量（65 kDa）不同。可见不同来

源的 β-葡萄糖苷酶分子量有一定的差异。

 2.4　木薯 β-葡萄糖苷酶的各步骤纯化效果

各步骤纯化效果如表 1 所示，在纯化过程中，丙

酮沉淀可得到绝大部分酶蛋白，但此时的酶液中仍然

存在大量的杂蛋白，导致比活力较低，需要进行进一

步纯化获取纯度更高的酶蛋白。从纯化效果来看，离

子交换层析通过不同浓度的盐溶液洗脱，可去除大量

杂蛋白，有较好的纯化效果，其纯化倍数达到了

11.11，但随着纯化的持续进行，比活力的升高伴随着

蛋白的逐渐损失，造成总活力下降。通过纯化，β-葡
萄糖苷酶的酶活力得率为 1.14 U/g 木薯干重，纯度

提高了 14.62 倍，活力回收率为 12.14%。

 2.5　木薯 β-葡萄糖苷酶的酶学性质

 2.5.1   酶的 pH 稳定性　木薯块根中 β-葡萄糖苷酶

的 pH 稳定性如图 4 所示，在强酸环境下，酶蛋白发

生变性失活；pH 为 6.0~8.0 之间，酶表现出良好的稳

定性，在 pH7.0 时相对酶活力最高，达到 98.87%；

pH 超过 8.0 后，过碱环境使得酶蛋白结构破坏，部分

酶蛋白变性失活，造成酶活力下降。
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图 4    β-葡萄糖苷酶的 pH 稳定性
Fig.4    pH stability of β-glucosidase

注：图中不同小写字母表示组内差异显著，P<0.05；图 8 同。
 

不同来源的 β-葡萄糖苷酶 pH 稳定性不同，

pH 的变化可能会使氨基酸所带的正负电荷发生改

变，造成酶蛋白失活，如荞麦[30]β-葡萄糖苷酶的稳定

pH 为 5.0 左右。相比较玄参[31] 在 pH3.5~6.0 之间及

甘蓝[23] 中的 β-葡萄糖苷酶在 pH 低于 4.0 以下有良好

的稳定性，推测木薯块根 β-葡萄糖苷酶在碱性条件
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图 3    木薯 β-葡萄糖苷酶的 SDS-PAGE 电泳

Fig.3    SDS-PAGE electrophoresis of cassava β-glucosidase
注：a：粗酶液；b：标准蛋白；c：纯化后的酶液。

 

 

表 1    木薯 β-葡萄糖苷酶的纯化

Table 1    Purification of cassava β-glucosidase

方法 木薯粉（g） 总活力（U） 总蛋白量（mg） 比活力（U/mg） 纯化倍数（倍） 总活力回收率（%）

粗酶液提取

100.00

937.13 60.06 15.60 / 100.00
丙酮沉淀 857.69 31.50 27.23 1.75 91.52

离子交换层析 384.68 2.22 173.32 11.11 41.05
凝胶过滤纯化 113.80 0.50 228.16 14.62 12.14
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下有更好的稳定性。

 2.5.2   酶的热稳定性　木薯块根中 β-葡萄糖苷酶的

热稳定性结果如图 5 所示，在 30 和 40 ℃ 条件下保

温 48 h，残余酶活分别为 94.20% 和 73.01%；β-葡萄

糖苷酶在 50 ℃ 保温 10 h 酶活仅剩 20% 左右，说明

酶在 40 ℃ 以内有良好的稳定性，超过 40 ℃ 会造成

部分蛋白质变性失活，变性温度在 60 ℃ 左右。
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图 5    β-葡萄糖苷酶的热稳定性
Fig.5    Thermostability of β-glucosidase

 

植物来源的 β-葡萄糖苷酶最适温度一般分布在

25~65 ℃[32]，不同来源的 β-葡萄糖苷酶其稳定性不

同，如柑橘[33]β-葡萄糖苷酶在 30 ℃ 下较稳定，40 ℃
时由于酶蛋白失活，酶活力会降至 30 ℃ 时的 26%，

相较于柑橘，木薯块根 β-葡萄糖苷酶在 40 ℃ 时表现

出更加良好的热稳定性。

 2.5.3   酶的保存稳定性　木薯块根 β-葡萄糖苷酶的

保存稳定性如图 6 所示，酶液在存放两周左右残余

酶活在 90% 左右；两周后可能由于酶液中部分酶蛋

白变质造成酶活力与之前相比下降较迅速，之后趋于

稳定，酶液在存放 30 d 仍然剩余 81.78%，表明酶液

在 4 ℃ 密闭的环境下保存，酶活的下降趋势较为缓慢。
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图 6    β-葡萄糖苷酶的保存稳定性
Fig.6    Storage stability of β-glucosidase

 

 2.5.4   酶水解 p-NPG 动力学常数的测定　通过改

变 p-NPG 的浓度测定酶活力并采用 Lineweaver-
Burk 做图法，以 1/[S] 为横坐标，1/V 为纵坐标作图，

结果如图 7 所示。通过线性回归得到方程：y=0.2914x+
0.0809，R2=0.9983，计算得到 Km 为 3.60 mmol/L，Vmax

为 12.36 μmol/（min·mg protein），比鸡蛋花[34]β-葡萄

糖苷酶与 p-NPG 的亲和力更高，与双齿围沙蚕[35] 中

分离得到的 β-1,3-葡萄糖苷酶 Km 值接近。Km 值越

小，表明酶与底物的亲和力越强，由此可见，木薯 β-
葡萄糖苷酶对 p-NPG 有较高的亲和力。
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图 7    酶水解 p-NPG 的 Lineweaver-Burk 关系图
Fig.7    Lineweaver-Burk plot of enzymatic hydrolysis of p-NPG
 

 2.5.5   部分金属离子和有机物对酶活性的影响　金

属离子和有机物对酶活性的影响如图 8 所示，Mn2+

和 K+对酶有一定的促进作用；Al3+、Cu2+、Mg2+、Zn2+、

Ba2+、Ca2+、Na+、尿素和 SDS 对酶无显著影响（P>0.05）；
而 Fe3+、Fe2+、Ag+和 EDTA 对酶有不同程度的抑制

作用，其中 Ag+对酶有较强的抑制作用，相对酶活力

仅为 25.69%，这主要是由于 Ag+能催化水解二硫键[36]，

而 EDTA 可能与蛋白质相互作用导致酶蛋白失活。
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图 8    金属离子和有机物对酶活性的影响
Fig.8    Effects of metal ions and organics on enzyme activity

 

 3　结论
本研究通过对木薯块根中 β-葡萄糖苷酶进行缓

冲液提取、丙酮初步纯化、离子交换层析和凝胶过滤

层析，得到约 70  kDa 的 β-葡萄糖苷酶，酶活力

1.14 U/g 木薯干重，纯度提高了 14.62 倍，酶回收率

为 12.14%。木薯块根 β-葡萄糖苷酶水解 p-NPG 的

动力学常数 Km 为 3.60 mmol/L，Vmax 为 12.36 μmol/
（min·mg  protein）；该 β-葡萄糖苷酶 pH 在 6.0~8.0
之间有较好的稳定性，最适 pH 为 7.0；在 40 ℃ 以内

稳定性较好，4 ℃ 存放 30 d 酶活力剩余 81.78%；Al3+、

Cu2+、Mg2+、Zn2+、Ca2+、Ba2+、Na+、尿素和 SDS 对

酶无显著影响（P>0.05），Fe3+、Fe2+、Ag+和 EDTA 会

不同程度的造成酶失活，其中 Ag+抑制酶的作用最

强。通过对木薯块根 β-葡萄糖苷酶的研究，可以为
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木薯的综合利用提供科学理论依据。
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