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β-葡萄糖苷酶水解黄芪甲苷的研究 
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摘  要：目的  采用 β-葡萄糖苷酶水解黄芪甲苷，并对其酶水解动力学进行初步研究。方法  以 HPLC-ELSD 法检测水解液

中黄芪甲苷及水解产物环黄芪醇-6-O-β-D-葡萄糖苷（CMG）的量，以黄芪甲苷的水解转化率为指标，考察各反应因素对转

化率的影响，并对该反应进行动力学研究。结果  最佳反应条件为反应温度 50 ℃，溶液 pH 值 5.0，酶浓度 460 U/mL，底

物初始浓度 0.1 mmol/L，反应时间 48 h；在此条件下，水解转化率达到 90%以上。在最佳反应条件下，该水解反应过程符

合单底物 Michaelis Menten 方程，其中最大反应速率（Vm）值为 0.037 mmol/(L·min)，米氏常数（Km）值为 5.8 mmol/L。结

论  采用 β-葡萄糖苷酶水解黄芪甲苷制备 CMG 可行；商品化的 β-葡萄糖苷酶并非黄芪甲苷的特异性水解酶。 
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黄芪甲苷（astragaloside IV）是常用中药黄芪

中环黄芪醇皂苷类的代表性成分[1]，具有强心、降

压、心肌保护等多种心血管药理作用。黄芪甲苷属

于溶解惰性物质，口服吸收差，而黄芪传统上多为

口服用药。研究表明大部分糖苷类天然产物口服后

经肠道菌群的代谢转化，其代谢产物吸收入血发挥

药理作用[2]。在黄芪甲苷活性体内代谢产物的研究

过程中发现环黄芪醇-6-O-β-D-葡萄糖苷（CMG）为

黄芪甲苷的主要代谢产物之一。使用商品化的 β-葡
萄糖苷酶可以将黄芪甲苷水解为 CMG。本实验以

黄芪甲苷的水解转化率为考察指标，对 β-葡萄糖苷

酶水解黄芪甲苷的反应过程进行了研究，对商品化

酶制剂应用于天然药物体内代谢产物制备的可行性

研究进行了初探。 
1  仪器与材料 

黄芪甲苷对照品（自制，经 NMR 确证结构，

HPLC-ELSD 测定质量分数＞98%）；CMG 对照品

（自制，经 NMR 确证结构，HPLC-ELSD 测定质量

分数＞99.5%）。β-葡萄糖苷酶（活力 230 000 U/g，
上海宝丰生化有限公司）；甲醇（色谱纯，天津市康

科德科技有限公司）；重蒸水（自制）。 
HH—S 型恒温水浴锅（巩义市予华仪器有限责

任公司）；Waters 515 泵、Waters 717 自动进样器（美

国Waters公司）；Alltech 2000蒸发光散射检测器（美

国 Alltech 公司）；WYK—2 无音无油空压机（天津

市蓝珂科技实业公司）。 
2  方法与结果 
2.1  黄芪甲苷酶水解产物的定量测定 
2.1.1  色谱条件  色谱柱为 Kromasil C18（250 mm×

4.6 mm，5 μm），流动相为甲醇-水（8∶2），体积流

量 1.0 mL/min，ELSD 漂移管温度 80 ℃，ELSD 气

流量 2.1 L/min，色谱图见图 1。 
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图 1  β-葡萄糖苷酶水解黄芪甲苷 HPLC 色谱图 

Fig. 1  HPLC chromatogram of hydrolyzing 
of astragaloside IV with β-glucosidase 

 
2.1.2  黄芪甲苷对照品溶液的制备  精密称取黄芪

甲苷对照品适量，加流动相制成 0.5 mg/mL 的溶液。 
2.1.3  CMG对照品溶液的制备  精密称取CMG对

照品适量，加流动相制成 0.5 mg/mL 的溶液。 
2.1.4  线性关系考察  分别精密吸取 CMG 对照品

储备液 5、10、15、20、25 μL，注入液相色谱仪，

测定峰面积，以峰面积的对数值为纵坐标（Y），以

进样量的对数值为横坐标（X）进行线性回归，得

回归方程 Y＝5.756 13＋1.527 29 X，r＝0.999 9，结

果表明，CMG 在 2.5～12.5 μg 进样量的对数值与峰

面积的对数值呈良好的线性关系。 
2.1.5  精密度试验  取 CMG 对照品溶液 20 μL 注

入液相色谱仪，连续 5 次进样，测定峰面积，结果

峰面积基本不变，RSD 为 0.53%。 
2.1.6  稳定性考察  黄芪甲苷酶水解液在室温下保

存，分别于 0、3、6、9、12 h 进样 100 μL，测定

CMG 峰面积，结果峰面积基本不变，RSD 为 0.43%。 
2.1.7  重复性试验  取黄芪甲苷 6 份，分别进行酶

水解，制备得到酶水解液，分别注入液相色谱仪进

行测定，结果 RSD 为 0.31%。 
2.1.8  测定法  精密吸取黄芪甲苷对照品溶液及

CMG 对照品溶液各 10、20 μL，黄芪甲苷酶水解液

（0.45 μm 微孔滤膜滤过）适量，注入液相色谱仪，

测定，以外标两点法对数方程计算，即得。 
2.2  水解工艺优化 

取适量水解液，以 0.45 μm 微孔滤膜滤过，取

续滤液，按 HPLC-ELSD 法测定其中 CMG 的量，

计算黄芪甲苷的水解转化率。以黄芪甲苷的水解转

化率为指标，考察了 pH 值、温度、酶浓度、底物

浓度等对水解转化率的影响。 

黄芪甲苷水解转化率＝m2×M1 / (m1×M2) 

m1为黄芪甲苷的实际投料量，m2为 CMG 的实际测得量，M1

为黄芪甲苷的相对分子质量，M2为 CMG 的相对分子质量 

2.2.1  反应液 pH 值对水解转化率的影响  分别以

pH 4.0、4.5、5.0、5.5、6.0 的枸橼酸-枸橼酸钠缓冲

液配制 100 mL 0.1 mmol/L 黄芪甲苷溶液，加入 β-
葡萄糖苷酶使其在溶液中的浓度为 460 U/mL，于

50 ℃恒温水浴中水解 48 h，结果黄芪甲苷水解转化

率分别为 54.6%、80.4%、91.8%、70.8%、53.8%。

在 pH 4.5～5.5 黄芪甲苷水解转化率可以达到 70%
以上，反应最佳 pH 值为 5.0。 
2.2.2  反应温度对水解转化率的影响  在 100 mL 
pH 5.0 的 0.1 mmol/L 黄芪甲苷溶液中，加入 β-葡萄

糖苷酶使其在溶液中的浓度为 460 U/mL，分别于

40、45、50、55、60 ℃恒温水浴中水解 48 h，结果

黄芪甲苷水解转化率分别为 52.3%、74.6%、89.6%、

70.0%、34.2%。当温度低于 50 ℃时，随着温度的

升高，转化率逐渐增加；但当温度超过 50 ℃后，

随温度的升高，酶活性逐渐降低，水解转化率也随

之降低。因此，β-葡萄糖苷酶水解黄芪甲苷的最佳

反应温度为 50 ℃。 
2.2.3  酶浓度对水解转化率的影响  在 100 mL pH 
5.0 的 0.1 mmol/L 黄芪甲苷溶液中，加入 β-葡萄糖

苷酶使其在溶液中的浓度分别为 230、345、460、
690、920、1 150 U/mL，于 50 ℃恒温水浴中水解

48 h，结果黄芪甲苷水解转化率分别为 69.8%、

77.1%、89.9%、93.6%、94.3%、95.6%。随着酶用

量的增加，黄芪甲苷的水解转化率逐渐提高，但当

酶浓度在 460 U/mL 以上，水解转化率的增幅不显

著，故选择 460 U/mL 为水解酶浓度。 
2.2.4  底物初始浓度对水解转化率的影响  分别配

制 0.1、0.125、0.167、0.20、0.25、0.33 mmol/L pH 
5.0 的黄芪甲苷溶液各 100 mL，加入 β-葡萄糖苷酶

使其在溶液中的浓度为 460 U/mL，于 50 ℃恒温水

浴中水解 48 h，结果黄芪甲苷水解转化率分别为

90.5%、88.5%、86.6%、85.2%、84.7%、75.2%。随

着底物初始浓度的降低，水解转化率逐渐提高。故

选择 0.1 mmol/L 为底物初始浓度。 
2.2.5  反应时间对水解转化率的影响 

在 pH 5.0 的 100 mL 0.128 mmol/L 黄芪甲苷溶

液中，加入 β-葡萄糖苷酶使其在溶液中的浓度为

460 U/mL，于 50 ℃恒温水浴中保温放置。每隔一

定时间取样 1 次，以 HPLC-ELSD 检测水解液中黄

1 
2 

0           5          10          15          20
t / min 
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芪甲苷和 CMG 的变化情况。结果见图 2。在 24 h
内黄芪甲苷的水解转化率增加较快，此后增速渐缓。

48 h 后反应基本达到平衡。 
通过以上优化最终得到了 β-葡萄糖苷酶水解黄

芪甲苷的最佳反应条件，即反应液 pH 值 5.0，水解

温度 50 ℃，酶浓度 460 U/mL，底物初始浓度 0.10 
mmol/L，反应时间 48 h。 

以此最佳工艺参数条件下，分别进行了 3 批验

证试验，结果黄芪甲苷的水解转化率分别为 91.5%、

90.9%、91.9%。 
 

 
 
 

图 2  黄芪甲苷和 CMG 随反应进程的变化曲线 
Fig. 2  Concentration-time curves of astragaloside IV 

and CMG 
 
2.3  反应动力学研究 
2.3.1  反应初速率（V）的定义  反应初速度定义

为摩尔产率在 1%以内时，每分钟每升溶液中黄芪

甲苷水解生成 CMG 的毫摩尔数。 
2.3.2  米氏常数（Km）和最大反应速率（Vmax）的

计算  分别配制 0.10、0.125、0.167、0.20 mmol/L pH 
5.0 的黄芪甲苷溶液，加入 β-葡萄糖苷酶使其在溶

液中的浓度为 460 U/mL，于 50 ℃恒温水浴中反应，

以 HPLC-ELSD 法测定并计算得到相应反应初速

率。利用 Lineweaver-Burk 的双倒数作图法，即以

1/V 对 1/[S]作图，得到 Michaelis Menten 方程。 
1/V＝Km/(Vmax[S])＋1/Vmax 

V 为某一底物浓度时的反应初速率，Vmax 为该酶促反应的最

大反应速率，Km 为米氏常数，[S]为底物浓度 

由该直线的斜率 Km/Vmax 和纵轴截距 1/Vmax 即

可求出 Vmax 和 Km。线性关系方程为 Y＝154.679 48 
X － 26.867 371 72 ， 经 计 算 Vmax ＝ 0.037 
mmol/(L·min)，Km＝5.8 mmol/L。 

3  讨论 
由于黄芪甲苷和CMG均在 200 nm左右有微弱

的末端吸收，采用紫外检测器进行检测干扰较大，

且灵敏度低。蒸发光散射检测器（ELSD）对无紫外

吸收的化合物具有较高的检测灵敏度，因此选用

HPLC-ELSD 检测的方法。 
CMG 由 Kitakawa 等[1]于 1983 年首次报道，是

在对黄芪甲苷的结构研究过程中，用橙皮苷酶水解

黄芪甲苷获得的。阮鸣[3]在以不同药（食）用真菌

对黄芪药材进行固体发酵所得发酵物中也检测到了

CMG 的存在。而该化合物在国产黄芪药材中未见

有分离报道，也未见国内有人采用商品酶对黄芪甲

苷进行生物转化的研究报道。 
Km是酶的重要特征常数之一，是酶对底物亲和

力的量度。对于大多数酶来说，Km的值变化很大，

但数量级一般在 10−7～10−1 mol/L[4]。Km值越低表示

酶对底物的亲和力越高。本实验测得最佳条件下 β-
葡萄糖苷酶水解黄芪甲苷的 Km为 5.8 mmol/L，即

5.8×10−3 mol/L。由此可以推断 β-葡萄糖苷酶对底

物黄芪甲苷的亲和力并不高，说明商品化的 β-葡萄

糖苷酶并非黄芪甲苷的特异性水解酶。 
此外，Km的值等于反应达到最大反应速率一半

时的底物浓度，由于这种关系，米氏动力学研究中

的底物浓度应选择在米氏常数范围内，最好是从低

于 Km的一个数量级到高于 Km的一个数量级[5]。但

由于黄芪甲苷在水中较低的溶解度，很难满足该条

件。因此 Vmax 的估计值与其真实值之间可能存在有

误差。 
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