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重组 α-L-鼠李糖苷酶制备普鲁宁 
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摘要：目的  利用重组 α-L-鼠李糖苷酶，以柚皮苷为底物，通过生物转化法制备普鲁宁。方法  以 HPLC 检测生物转化

反应产物，通过 DNS 法对酶促反应过程进行动态分析，分析酶促反应动力学，优化普鲁宁制备工艺。结果  重组 α-L-

鼠李糖苷酶水解柚皮苷反应完全后，可得到反应产物普鲁宁和鼠李糖；生物转化法制备普鲁宁的 适反应温度为 60 ℃、

pH 值为 4.0、加酶量为 12 U·mL1、底物浓度为 2.0 g·L1，在此 优工艺条件下，94%的柚皮苷转化为普鲁宁；高浓度的

Mn2+、Fe2+能够促进柚皮苷转化生成普鲁宁；重组酶对底物亲和力强，酶促反应的米氏常数 Km 为 1.02 μmol·mL1，Vmax

为 0.19 μmol·mL1·min1。结论  利用重组 α-L-鼠李糖苷酶生物转化法制备普鲁宁，转化率高、重现性好、产物易于分离，

可为普鲁宁功能研究、开发利用及改性等提供重要依据。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To investigate the transformation of prunin by recombinant α-L-rhamnosidase. METHODS  The 
final product was identified by HPLC method. The dynamic conversion process was analyzed by DNS method, then the 
preparation process was optimized. RESULTS  The transformation final products were prunin and rhamnose. The optimal 

conditions for transformation of prunin were 60 ℃, pH 4.0, enzyme dosage 12 U·mL1, substrate concentration 2.0 g·L1. Under 

the optimal condition, 94% naringin could convert to prunin. High concentration of Mn2+ and Fe2+ could significantly accelerate 

transformation of prunin. The dynamic parameters of Km and Vmax were 1.02 μmol·mL1 and 0.19 μmol·mL1·min1 respectively. 
CONCLUSION  The preparation of prunin by recombinant α-L-rhamnosidase has high conversion rate, good reproducibility, 
and the products were easy to separate. 
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柚皮苷(4’-5,7’-三羟基二氢黄酮-7-鼠李糖葡

萄糖苷)是一类二氢黄酮类化合物，是中药骨碎补、

枳实、化橘红等的主要有效成分[1]。在体内，大部

分柚皮苷被肠道微生物代谢为柚皮素，进而发挥

抗氧化、抗炎、降血脂等多种生物活性[2-3]。体外

研究发现，柚皮苷在柚苷酶作用下发生两步酶促

反应：首先被 α-L-鼠李糖苷酶水解为普鲁宁和鼠

李糖，普鲁宁在 β-D-葡萄糖苷酶的作用下水解为

柚皮素和葡萄糖[4]。近年来研究表明，普鲁宁具有

降低胆固醇、抗氧化及抗病毒等功效[5-7]。因而，

分离纯化普鲁宁并对其生物活性进行研究，进而

将其开发成功能食品或药品具有较好的前景。但

柚苷酶是一种复合酶，反应的终产物为柚皮素，

中间产物普鲁宁难以获得[8]。因此，国内外学者将

目标转向 α-L-鼠李糖苷酶的研究，通过定向酶促

反应合成普鲁宁[9]。早期研究目标主要围绕天然来

源 α-L-鼠李糖苷酶的分离纯化及酶学性质，近年

来利用基因工程技术构建重组 α-L-鼠李糖苷酶成

为热点[10]。 

在前期研究中，集美大学发酵工程研究室利

用毕赤酵母表达系统构建了重组 α-L-鼠李糖苷酶，

并建立了较稳定的发酵生产工艺。本研究利用重

组酶，以柚皮苷为底物，通过生物转化法制备普

鲁宁。通过酶促反应产物分析、生物转化条件优

化，分析酶促反应动力学，确定重组 α-L-鼠李糖

苷酶制备普鲁宁的 佳条件；并以此为基础，进

行放大试验，为规模化酶法制备普鲁宁及相关应

用研究提供理论依据。 
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1  材料 

1.1  菌种   

含有重组质粒 pPIC9K-rha 的毕赤酵母 GS115

菌株由集美大学发酵工程研究室构建并保存。 

1.2  仪器与试剂 

Waters 1525 高效液相色谱仪(美国 Waters 公

司)；Unic7200 紫外可见分光光度计[尤尼柯(上海)

仪器有限公司]。 

柚皮苷(西安小草植物科技有限责任公司，纯

度≥98%)；鼠李糖(西安小草植物科技有限责任公

司，纯度≥98%)；普鲁宁(法国 Extrasysthese，Genay 

Cedex，纯度≥98%)；甲醇、乙腈均为色谱纯。 

2  方法 

2.1  重组 α-L-鼠李糖苷酶的制备 

将含有重组质粒 pPIC9K-rha 的毕赤酵母

GS115 进行活化；活化后的菌液转接至液体培养

基中继续培养，检测 OD600≥3.0 后收集菌体，重

悬后置于 30 ℃、220 r·min1 摇床培养，进行重组

α-L-鼠李糖苷酶的诱导表达；诱导的菌液每隔 24 h

取样 1 次，HPLC 进行酶活检测[11-12]，符合要求后

用于相关实验。 

2.2  重组 α-L-鼠李糖苷酶制备普鲁宁 

2.2.1  重组 α-L-鼠李糖苷酶转化柚皮苷制备普鲁

宁  在 20 mL 反应体系中，以柚皮苷为底物，利

用重组 α-L-鼠李糖苷酶，控制反应条件，制备普

鲁宁，制备过程见图 1。 

 
图 1  α-L-鼠李糖苷酶酶促转化制备普鲁宁 

Fig. 1  The transformation of prunin by α-L-rhamnosidase 

2.2.2  酶促转化反应产物分析  以 HPLC 对底物

柚皮苷在重组 α-L-鼠李糖苷酶催化作用下生成的

产物进行检测分析。 

色谱条件：Symmetry C18 反相柱，流动相：水

-甲醇-乙腈，梯度洗脱[13]，柱温：35 ℃，紫外检

测波长：280 nm，进样体积：20 μL，流速：

0.4 mL·min1，走样时间：23 min。 
2.2.3  酶促转化反应产物的分离  将预处理好的

大孔吸附树脂湿法上柱，然后将反应液以

1 mL·min1 的速率通过树脂，上样后用 3 倍去离子

水进行洗脱，检测到水洗液中不再有还原糖后，

改用 70%乙醇进行洗脱，流速 1 mL·min1，收集

器收集后浓缩干燥，即得普鲁宁样品。 

2.3  DNS 法分析普鲁宁生成反应进程 

酶促转化反应的产物分析结果表明，在一定

条件下，柚皮苷转化生成相同当量的普鲁宁和鼠

李糖，故采用 3,5-二硝基水杨酸(3,5-dinitrosalicylic 

acid，DNS)法测定酶解产物还原糖的生成量，来

评价普鲁宁生成反应进程[14]。取 0.2 mL 鼠李糖标

准溶液(0，0.2，0.4，0.6，0.8，1.0，1.2，1.4，1.6，

1.8，2.0 mg·mL1)于试管中，加入 0.6 mL DNS 溶

液，摇匀，100 ℃显色反应 15 min，反应结束后

迅速以流水降温，定容至 5 mL，测定 Abs520，制

备标准曲线；取 0.2 mL 酶促反应液，同上进行测

定，依据标准曲线来计算反应液中还原糖即鼠李

糖的生成量，计算普鲁宁转化率，分析重组 α-L-

鼠李糖苷酶制备普鲁宁的反应进程，计算公式如下： 

%100% 





柚皮苷总质量鼠李糖相对分子质量

柚皮苷相对分子质量鼠李糖生成量
）普鲁宁转化率（

 

其中鼠李糖相对分子质量为 182.11，柚皮苷

相对分子质量为 580.53。 

2.4  重组 α-L-鼠李糖苷酶制备普鲁宁的条件优化 

在 20 mL 反应体系中，分别考察不同底物浓

度、加酶量、温度、pH 值以及金属离子对普鲁宁

生成作用的影响。反应及检测条件：50 ℃恒温振

荡水浴锅反应 5 h，间隔一定时间取样，沸水灭活

10 min，流水冷却，测定反应体系中还原糖含量，

计算普鲁宁转化率，优化生物转化法制备普鲁宁

的工艺。 

2.5  重组 α-L-鼠李糖苷酶制备普鲁宁的动力学分析 

以不同浓度柚皮苷为底物，在酶用量为

12 U·mL1，pH 值为 4.0，温度为 60 ℃，振荡速

率为 120 r·min1 的条件下测定反应初速率，以 1/[S]

为横坐标，1/[V]为纵坐标制作 Lineweaver-Burk 双

倒数拟合曲线，求出 Km值和 Vmax值，分析重组 α-L-

鼠李糖苷酶制备普鲁宁的动力学特征。 

3  结果 

3.1  HPLC 检测生物转化反应产物 
随着酶促反应的进行，产物普鲁宁逐渐增多，

至反应结束，底物基本全部转化成普鲁宁，说明

重组 α-L-鼠李糖苷酶可以定向水解柚皮苷生成普

鲁宁。色谱图见图 2。 
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图 2  酶促转化反应各阶段产物的高效液相色谱图 
A反应 0 h；B反应 2 h；C反应 4 h；D反应 5 h；1柚皮苷；2普

鲁宁。 

Fig. 2  HPLC chromatography of the reaction product in 
different stages of enzymatic hydrolysis 
Areaction 0 h; Breaction 2 h; Creaction 4 h; Dreaction 5 h; 

1naringin; 2prunin. 

3.2  DNS 法检测生物转化产物普鲁宁 

利用 DNS 法检测结果绘制标准，回归方程为

y=0.950 9x0.067 9，线性相关系数 R2=0.999 6。在

0~2 mg·mL1 内，A520 与标准溶液浓度成正比，可

用于生物转化产物普鲁宁的检测。 

3.3  酶量对普鲁宁转化效率的影响 

酶量的增加对生物转化反应初速率影响不

大，但是 1 h 后反应速率逐渐加快，这与大多数水

解酶用量的影响作用一致。根据产物转化率变化

趋势以及经济成本，确定利用 α-L-鼠李糖苷酶生

物转化法制备普鲁宁的 适加酶量为 12 U·mL1。

结果见图 3。 

 
图 3  酶量对普鲁宁转化效率的影响 

Fig. 3  Effects of enzyme dosage on transformation of 
prunin 

3.4  底物浓度对普鲁宁转化效率的影响 

底物浓度较低时，底物易被酶所饱和，酶反

应较快达到平衡；底物浓度增大，酶与底物接触

的机会也随之增大，酶反应速率相应加快，但反

应达到平衡的时间也会变长。当底物浓度达到

2.4 g·L1 时，240 min 后反应速率减慢，转化率升

高幅度不大，产物对反应表现出一定的抑制作用，

α-L- 鼠 李 糖 苷 酶 制 备 普 鲁 宁 的 底 物 浓 度 以

2.0 g·L1 为宜。结果见图 4。 

 
图 4  底物浓度对普鲁宁转化效率的影响 

Fig. 4  Effects of substrate concentration on transformation 
of prunin 

3.5  pH 对普鲁宁生成作用的影响 

在 pH 2.5 体系中，反应后期转化率没有变化，

酶活可能丧失；当 pH 为 3.5 和 4.0 时，反应速率和

转化率基本相同，但 pH 4.0 反应更快达到平衡；当

pH 继续增大时，反应后期的酶活也受到抑制，因

此确定 α-L-鼠李糖苷酶制备普鲁宁的 适反应 pH

为 4.0。结果见图 5。这与真菌来源 α-L-鼠李糖苷酶

的 适 pH 相似(4.0~7.0)，但与细菌来源酶的 适

pH(6.0~8.0)有差异[15-17]。在不同 pH 环境中，底物

分子的解离状态不同，影响酶与底物的结合；过高

或过低的 pH 条件甚至会导致酶蛋白变性而失活。 

 
图 5  pH 值对普鲁宁转化效率的影响 

Fig. 5  Effect of pH value on transformation of prunin 

3.6  温度对普鲁宁生成作用的影响 

当反应温度由 30 ℃逐步增至 60 ℃时，分子

运动速率逐渐加快，转化率快速增加，反应达到

平衡的时间缩短，60 ℃下反应 240 min 时柚皮苷

转化基本完全；而当升温至 70 ℃时，柚皮苷转化

率较低，且没有变化，说明酶可能受热变性，丧

失活力；故确定 α-L-鼠李糖苷酶制备普鲁宁的适



 

·1028·        Chin J Mod Appl Pharm, 2016 August, Vol.33 No.8                        中国现代应用药学 2016 年 8 月第 33 卷第 8 期 

宜温度为 60 ℃。结果见图 6。这与其他微生物来

源的 α-L-鼠李糖苷酶的 适反应温度(45~60 ℃)相

似，只有极少的嗜热细菌产生的 α-L-鼠李糖苷酶

的 适温度可达 70 ℃[18-20]。 

 
图 6  温度对普鲁宁转化效率的影响 

Fig. 6  Effects of temperature on transformation of prunin 

3.7  金属离子对普鲁宁转化效率的影响 

在生物转化反应体系中，金属离子类型会影

响转化效率。在 5 mmol·L1 浓度下，Mn2+、Fe2+

对酶促转化反应有明显的促进作用，Mg2+、Zn2+、

Co2+、Cu2+、Ca2+对生物转化反应有一定的促进作

用，K+对转化反应影响不大，而 Fe3+对转化反应

有抑制作用。结果见图 7。 

 
图 7  金属离子对普鲁宁转化效率的影响 

Fig. 7  Effects of metal ions on transformation of prunin 

3.8  Mn2+浓度对普鲁宁生成作用的影响 

在重组 α-L-鼠李糖苷酶生物转化过程中，随

着 Mn2+浓度的增大，酶促转化率大幅增大。当加

入 10 mmol·L1 的 Mn2+时，30 min 时柚皮苷已全

部转化成普鲁宁，高浓度的 Mn2+对酶促转化反应

有很好的促进作用，Mn2+有可能作为生物转化反

应体系的促进剂。结果见图 8。 

3.9  Fe2+浓度对普鲁宁生成作用的影响 

低浓度 Fe2+对普鲁宁转化效率的影响不明显，

但随着浓度的增加，柚皮苷转化生成普鲁宁的效

率增大，Fe2+浓度为 10 mmol·L1 时，30 min 可使

转化率>90%。结果见图 9。由于 Fe3+对转化反应

有抑制作用，在后续研究中要将关注反应体系中

Fe2+/Fe3+的变化规律。 

 
图 8  Mn2+浓度对普鲁宁转化效率的影响 

Fig. 8  Effects of Mn2+ concentration on transformation of 
prunin 

 
图 9  Fe2+浓度对普鲁宁转化效率的影响 

Fig. 9  Effects of Fe2+ concentration on transformation of 
prunin 

3.10  优化工艺的验证及放大试验 

采用优化后的工艺条件进行 20 mL 验证试验

和 1 L 放大试验，结果表明，采用 优工艺进行酶

促转化效率大于未优化前，在 1 L 反应体系中，反

应趋势基本不变，说明利用该工艺制备普鲁宁具

有良好的重现性。结果见图 10。 

 
图 10  最优工艺验证试验及 1 L 放大试验 

Fig. 10  The optimal process validation test and 1 L reaction 
system 
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3.11  酶促反应动力学 

以 1/[S] 为横 坐 标， 1/[V] 为 纵坐标 制作

Lineweaver-Burk 双倒数曲线，得到拟合方程为

y=5.313 5x+9.041 1，R2=0.954 2。计算酶促反应的

米氏常数 Km=588 μg·mL1(1.02 μmol·mL1) ，

Vmax=0.011 mg·mL1·min1(0.19 μmol·mL1·min1)。

与 Birgisson 等[21]报道的重组 α-L-鼠李糖苷酶 Km

相比较，本实验室构建制备的重组 α-L-鼠李糖苷

酶对底物有较强的亲和力，在柚皮苷底物浓度较

低时具有较大的反应速率，从而有利于产物普鲁

宁的生成。 

4  讨论 

以柚皮苷为底物，控制 α-L-鼠李糖苷酶的酶

促转化条件，可获得产物普鲁宁。早期使用的 α-L-

鼠李糖苷酶，主要通过细菌(包括芽孢杆菌、拟杆

菌、乳杆菌、链霉菌等)和真菌(包括黑曲霉、白曲

霉、棘孢曲霉、青霉菌等)来获取[22-23]，但这些酶

的纯度不高，普鲁宁产率低，制备成本较高，价

格较贵，难以直接用于普鲁宁的规模化、产业化

制备。本实验已构建了含有重组质粒 pPIC9K-rha

的毕赤酵母 GS115 菌株，并建立了发酵中试工艺，

获得的重组 α-L-鼠李糖苷酶可以将柚皮苷末端

α-L-鼠李糖基进行特异性水解，终产物只有 L-鼠李

糖及普鲁宁，产物易于分离纯化。 

经过工艺优化，生物转化法制备普鲁宁的

适条件如下：反应温度 60 ℃、酶量 12 U·mL1、

pH 4.0、底物浓度 2.0 g·L1，柚皮苷转化生成普鲁

宁效率达 94%。高浓度的 Mn2+、Fe2+对柚皮苷转

化生成普鲁宁有很好的促进作用。通过 优工艺

条件验证及 1 L 放大试验证明了该优化工艺具有

良好的重现性。重组 α-L-鼠李糖苷酶制备普鲁宁

酶促反应的 Km 为 1.02 μmol·mL1 ， Vmax 为

0.19 μmol·mL1·min1，对底物亲和力强，有利于

产物普鲁宁的生成。利用重组 α-L-鼠李糖苷酶以

生物转化法制备普鲁宁，条件温和、转化率高、

产物易于分离、重现性好，可为普鲁宁改性及开

发利用提供重要依据。 
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利多卡因表面分子印迹聚合物的制备及其吸附特性研究 
 

贾宝秀，谢云兰，李莉，王仁亮(泰山医学院药学院，山东 泰安 271016) 

 
摘要：目的  采用分子印迹技术制备利多卡因二氧化硅表面分子印迹聚合物，探究其吸附特性，用于选择性吸附、富集

利多卡因。方法  利用分子印迹技术，以利多卡因为模板分子，通过溶胶-凝胶法制备利多卡因二氧化硅表面分子印迹聚

合物，并通过静态吸附平衡试验、动态吸附试验、扫描电镜、红外光谱研究聚合物的吸附特性、结构及形貌特征。结果  与

化学组成相同的非印迹聚合物相比，印迹聚合物具有良好的吸附性。结论  将该印迹聚合物用于选择性吸附、富集利多

卡因是可行的。 
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Preparation of Lidocaine Nano Silica Surface Molecular Imprinted Polymers and Its Binding 
Characteristics 
 
JIA Baoxiu, XIE Yunlan, LI Li, WANG Renliang(College of Pharmaceutical, Taishan Medical University, Tai’an 271016, 
China) 
 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To prepare lidocaine nano silica surface molecular imprinted polymers using molecular 
imprinting technique, and explore its adsorption properties for selective adsorption and enrichment of lidocaine. METHODS  A 
nano silica surface molecular imprinted polymer was prepared by sol-gel method, in which lidocaine was template molecule. 
Equilibrium binding experiment was used to investigate the adsorption dynamics, the binding ability to template molecule and 
the substrate selectivity. The Scatchard analysis was used to study that the MIPs’ binding characteristic to template molecule. 
RESULTS  Compared with the same chemical composition of non imprinted polymer, the polymer had good adsorption. 
CONCLUSION  Systematic study on recognition properties of nano silica surface molecular imprinted polymer is carried out. 
It is found that the imprinted polymer shows good binding characteristics to lidocaine. 
KEY WORDS: nano silica; molecular imprinted; lidocaine 
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利多卡因(结构式如图 1)，是目前防治急性心

肌梗死及各种心脏病并发快速室性心律失常药

物，是急性心肌梗死的室性早搏，室性心动过速

及室性震颤的首选药[1]。利多卡因血药浓度达到一

定高度，可产生中枢神经系统及心血管系统的毒

性 反 应 ， 一 般 认 为 利 多 卡 因 一 次 用 量 不

能>7 mg·kg1，总用量不能>400 mg；利多卡因血

药浓度 6~10 μg·mL1 时，可频发严重不良反应。

因此，有必要对患者体内的利多卡因浓度进行监

测。复杂样品中痕量物质的分析因其基体的多样

性和复杂性、待测组分含量低，而使样品前处理

成为整个分析过程中的关键环节。  

由分子印迹技术(MIT)所制备的分子印迹聚

合物(molecularly imprinted polymers，MIPs)具有高

选择性及特异识别功能，近年来广泛应用于在食

品[2-3]、药物分析[4-7]、环境分析[8-9]等领域。 


