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丹贝异黄酮生物活性增强的机理研究
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摘 要：以少孢根霉RT一3孢予接种在含高浓度的大豆异黄酮提取物制成的发酵基质中，发酵36

h后大豆异黄酮被部分水解成相应的苷元．用从丹贝中分离的p一葡萄糖苷酶与标准品染料木素

糖苷和大豆苷元的糖苷作用10 min，染料木素糖苷和大豆苷元的糖苷被水解成相应的苷元．结果

表明：丹贝异黄酮生物活性增强是发酵剂RT一3孢子分泌的B一葡萄糖苷酶将异黄酮由糖苷水解成

苷元，而苷元比糖苷有更强的活性．
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Abstract：The culture medium containing extraction of soybean isoflavone was inoculated with

spore of RT一3．After 36 h fermentation，the some of soybean isoflavones were hydrolysized to

isoflavone aglycones．Genistin and daidzin were reacted with B—Glucosidases，respectively，for 10

minutes，genistin and daidzin were then hydrolyzied to genistein and daidzein．The reason of

activity enhencement of tempe isoflavones was because that，soybean isoflavones were hydrolyzed

to isoflavones aglycones，and isoflavone aglycone have a stronger activity than soybean

isoflavones．
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丹贝(Tempeh)是印尼的一种传统发酵食品，

通常以大豆或豆粕为原料，经预处理后接人少孢根

霉(Rhizo声“s oligosporus Sotto)经短期固态发酵而

成．据报道，丹贝中的异黄酮比未发酵的大豆异黄

酮生物活性有较大提高．目前，国内外学者普遍认

为这种活性增强的原因是大豆在发酵过程中异黄

酮由糖苷水解成苷元所致[1’2]，这种水解作用是由

少孢根霉产生的伊葡萄糖苷酶引起的，日本学者
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Matsuura[3溯从大豆中分离出伊葡萄糖苷酶，并证

实该酶能水解异黄酮糖苷成苷元，但很少见从丹贝

中分离到该酶的报道．作者用大豆异黄酮的粗提物

制成发酵基质，接种RT一3孢子，经36 h发酵以证

实微生物对大豆异黄酮的水解作用，同时用从液体

发酵的丹贝中分离到的伊葡萄糖苷酶与标准品染

料木素和大豆苷元的糖苷作用，进一步证实丹贝异

黄酮生物活性增强是由于丹贝发酵过程中RT一3产
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生的p葡萄糖苷酶水解异黄酮糖苷成苷元的推论．

1 实验材料

大豆，“菜豆5号”品种：南京农业大学国家大

豆品种改良中心提供．

试剂：乙醇、正已烷、正丁醇、二甲基亚砜(DM—

SO)、冰醋酸、磷酸、柠檬酸、硫酸铵等皆为分析纯，

乙腈为色谱纯，HPLC分析用水为重蒸水．

发酵基质：黄豆芽100 g，异黄酮粗提物200 g，

葡萄糖30 g，加水至1 000 mL，pH=4．5．

标准品：染料木素和大豆苷元的糖苷由作者分

离纯化，标准品B一葡萄糖苷酶购自Sigma公司，丹

贝J3一葡萄糖苷酶由作者从液体发酵的丹贝中分离

纯化．

仪器：主机，Waters 717 plus Autosampler；

泵，Waters 510 HPLC Plum；检测器，Waters 486

Tunable Absorbance；梯度控制器，Waters Auto-

mated Gradient Controller Detector；柱，ODS柱

(150 mmX 6．0 mm，ID 5 um)．

2 实验方法

2．1大豆异黄酮粗提物的提取

2．5 kg大豆经粉碎后加入2倍体积的体积分

数为90％的乙醇，在80℃回流提取2 h，过滤取滤

液，滤渣再加入乙醇反复提取2次，合并乙醇液浓

缩至于，用正已烷脱脂，余下部分加入适量水后用

水饱和的正丁醇抽提，直至正丁醇相无色为止，合

并正丁醇液浓缩至干即为大豆异黄酮粗提物．

2．2丹贝伊葡萄糖苷酶的分离纯化

将液态发酵的丹贝液经3 000 g离心，取上清

液并调整pH至5．0，缓慢加入硫酸铵至35％饱和

度，静置冰箱中(5℃)过夜，5 000 g离心取上清液，

再缓慢加入硫酸铵到70％饱和度，冰箱中(5℃)静

置过夜，8 000 g离心后弃上清液，沉淀用少量浓度

为0．1 mol／L、pH 5．0的磷酸一柠檬酸缓冲液溶解，

并在相同的缓冲液中透析，经BaCl：检测无沉淀时

止，取出后用聚乙二醇浓缩到20 mL，浓缩的样品

上Sephadex G-100柱，用0．1 mol／L、pH 5．0的磷

酸一柠檬酸缓冲液冼脱，每管收集6 mL，流量30

mL／h，直至无蛋白质洗出为止．将以上收集的含酶

活力的洗脱液用聚乙二醇浓缩至20 mL，再上

Sephadex G一100柱，仍然用0．1 mol／L、PH 5．0

的磷酸一柠檬酸缓冲液冼脱，流速10 mL／h，每管收

集4．0 mL．在这一步柱层析时酶活力峰与蛋白质

峰完全重合，且峰形基本对称，说明酶得到纯化．

2．3 RT-3孢子产酶对大豆异黄酮粗提物的水解

将含有大豆异黄酮粗提物的液体发酵基质分

装10瓶，250 mL三角瓶每瓶100 mL，经115℃灭

菌30 min，冷却后接种RT一3孢子，其中2瓶不接种

作对照，在35℃，转速100 r／min的摇床上，培养36

h后取出，将接种孢子的合并，两瓶对照的合并，浓

缩至干，加入体积分数80％甲醇提取2次，分别合

并后蒸于，再移入小容量瓶中定容，接种孢子的为

20 mL，对照为5 mL．

2．4 p-葡萄糖苷酶对标准品异黄酮糖苷的水解

将染料木素糖苷和大豆苷元糖苷5 mg，分别用

少量的DMSO(二甲基亚砜)溶解，再加0．1 mol／L、

pH 4．0的磷酸一柠檬酸缓冲液至2 mL体积，在50

℃水浴中预热后分别加入350肛L标准B一葡萄糖苷

酶和提取的丹贝8一葡萄糖苷酶，反应10 min后，加

入甲醇至5 mL，振荡10 min并灭酶，过滤后进行

HPLC检测．

2．5 HPLC检测

流动相：A(质量分数0．1％冰醋酸+乙腈)，B

(质量分数0．1％冰醋酸+水)；梯度洗脱：50 min内

A从体积分数15％增加到35％；体积流量1．0 mL

／min，柱温25℃，检测波长254 nm，每次进样量

为10“LE引．

3 实验结果

3．1含异黄酮糖苷的发酵基质接种RT-3孢子的

水解结果

将RT-3孢子接种到含异黄酮糖苷的发酵基质

中经12 h发酵后菌丝开始生长，36 h布满整个发酵

基质，此时发酵基质变得澄清透明并呈浅黄色，而

对照仍为不透明的粘稠状液体．从表l可知，经36 h

发酵的大豆苷元糖苷下降了0．354 mg／mL，大豆苷

元上升了1．546 mg／mL，染料木素糖苷下降了

0．24 mg／mL，染料木素上升了0．232 mg／mL，而对

照外观未见变化，异黄酮的含量也没有变化．

表1 RT-3孢子对大豆异黄酮粗提物的水解

Tab．1 Hydrolysis effect of soybean isoflavone by spore of

RT-3(mg／mL)

糖苷的减少和苷元的增加是因为接种RT一3孢
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子引起的，即接种RT-3孢子产生的酶所引起的．

3．2标准伊葡萄糖苷酶与染料木素糖苷和大豆苷

元糖苷标准品的作用

从表2可知，标准品染料木素糖苷与p葡萄糖

苷酶反应10 rain，糖苷几乎全部转化为苷元．同样

标准品大豆苷元糖苷与B一葡萄糖苷酶反应在10

rain内糖苷也几乎全部转化成苷元．表明染料木素

糖苷和大豆苷元糖苷是J3一葡萄糖苷酶的良好底物．

表2}葡萄糖苷酶与染料木素糖苷和大豆苷元糖苷的标

准品作用

Tab．2 Hydrolysis effect of genistin and daidzin by pglucosi-

dases(mmol／L)

3．3丹贝俨葡萄糖苷酶与染料木素糖苷和大豆苷

元糖苷标准品的作用

由表3可得，提取的丹贝伊葡萄糖苷酶与标准

品染料木素糖苷反应10 rain，有79．05％的染料木

素糖苷转化成苷元，丹贝伊葡萄糖苷酶与染料木素

糖苷反应的HPLC色谱图见图1(a)．

提取的丹贝伊葡萄糖苷酶与标准品大豆苷元

糖苷反应10 rain，有95．4％的糖苷转化为苷元，丹

贝伊葡萄糖苷酶与大豆苷元糖苷反应的HPLC色

谱图见图1(b)．

表3 II-葡萄糖苷酶对染料木素糖苷的水解作用

Tab．3 Hydrolysis effect of genistin and and daidzin by hlu-
cosidase from Tempeh(mmol／L)

(a)

(b)

图1丹贝p葡萄糖苷酶与染料木素糖苷(a】和大豆苷

元糖苷(b)作用的HPLC色谱图

Fig．1 HPLC diagram of hydrolysis effect of genistin

and daidzin by伊glucosidases from Tempeh

4讨 论

1)异黄酮粗提物的发酵基质中接种RT-3孢子

发酵36 h后，与对照相比每100 mL发酵液中染料

木素糖苷降低24．0 rag(0．566×10～t001)，染料木

素苷元上升了23．2 mg(0．928×10～t001)，大豆苷

元的糖苷减少了35．4 nag(O．866×10一t001)，大豆

苷元增加了154．6 rag(5．579 X 10一t001)，这种转化

是因为接种RT-3孢子引起的，即因为接种RT-3孢

子产生的酶引起的．苷元增加的摩尔数高于糖苷减

少的摩尔数，这是由于大豆中异黄酮除以糖苷形式

外还有以乙酰基和丙酰基形式存在，当它们被水解

时也成相应的苷元所致．

2)大豆苷元的糖苷和染料木素糖苷与标准品

J3一葡萄糖苷酶反应时，在10 rain内几乎全部水解成

苷元；与丹贝p葡萄糖苷酶作用时，对大豆苷元糖

苷的转化率为95．4％，而对染料木素糖苷的转化率

为79．05％，这种差异表现为D一葡萄糖苷酶对大豆

苷元糖苷有更高的亲和力，对染料木素糖苷的亲和

力较低。这一点与丹贝发酵过程中异黄酮的变化相

一致，即发酵结束时染料木素糖苷比大豆苷元糖苷

的浓度高，染料木素糖苷的转化率为78．54％，大豆

苷元糖苷的转化率为90．1％．丹贝J3一葡萄糖苷酶不

能全部水解糖苷成苷元可能是加入的酶量较少，反

应不完全的原因[6]．

3)少孢根霉RT-3能分泌8一葡萄糖苷酶，以染

料木素糖苷和大豆苷元糖苷作底物时，该酶能很好

地水解它们成相应的苷元，由此证实丹贝异黄酮生

物活性增强是由于大豆中异黄酮被水解成苷元，而

苷元比糖苷的活性更强所致．
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