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大蒜蒜酶的提取纯化及其酶学性质
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摘要：大蒜为百合科多年生革本植物，可药食两用，一直受到青睐。大蒜主要具有抗感染、防治心脑血管疾病、抗

肿瘤等功效。目前公认大蒜的功效成分是蒜酶(alliinase，EC 4．4．1．4)催化裂解蒜氨酸(alliin)产生的大蒜辣素

(allicin)、阿藿烯(ajoene)等系列含硫有机化舍物。主要从大蒜的功效成分、蒜酶的提取纯化、蒜酶的酶学性质及展

望等方面综述了蒜酶的研究进展。表明大蒜制剂以其独特的显著功效，必将为人类的健康做出巨大贡献。
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大蒜Allium sativum L．为百合科葱属多年生草本植

物。2005年，Kamenetsky等[13在Tien Shan山脉进行的关于

原始大蒜类型的研究确认亚洲中部是大蒜进化和多样性的

最重要的中心。近年来，研究大蒜药用成分成为国内外医药

领域的热点，尤其在心血管疾病和恶性肿瘤的防治方面，大

蒜引起了科学家们的极大兴趣。大量的研究表明，在心血管

疾病的防治方面，大蒜具有降血脂[2“]、抗血栓[5~8]、降血

压[9]、防治动脉粥样硬化[1””3等功效；在抗肿瘤方面，大蒜

对胃癌[12“4]、结肠癌[1””]、口腔癌、食管癌、子宫癌、乳腺

癌、皮肤癌[183等具有治疗或预防作用。

1大蒜的功效成分

目前公认大蒜的功效成分是蒜酶(alliinase，EC 4．4．1．

4)催化裂解S一烯丙基一L一半胱氨酸亚砜(S—allyl—L—cysteine

sulfoxide)，即蒜氨酸(alliin)，而产生的大蒜辣素(allicin)、阿

蘩烯(ajoene)等系列含硫有机化合物[1 9’20](图1)。

蒜酶酶促反应的底物蒜氨酸存在于大蒜细胞质中，而蒜

酶存在于大蒜细胞的液泡中。当大蒜完整细胞受损时，蒜酶

和蒜氨酸相遇，发生反应，生成系列含硫有机化合物[2“。

2蒜酶的提取纯化

目前，蒜酶提取纯化主要采用一系列的蛋白质分离纯化

技术，如盐析、亲和色谱及凝胶过滤等生物技术。基本步骤大

致为：鲜蒜去皮，浸提，匀浆，离心；取上清液，盐析，离心，取

沉淀，重溶，离一fi,；取上清液，经色谱分离，得纯化蒜酶。除去

皮外，以上操作均在4℃下完成。由于研究者们选用原料的
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图1大蒜蒜酶的酶促反应

Fig．1 Enzymatic reaction of alliinase from garlic

品种和来源不同，浸提液、沉淀剂、脱盐方法和色谱柱存在差

别以及酶活力测定方法的不同，得到结果也不尽相同E22～313。

2002年，Kuettner等从埃及鲜蒜得到比活力为660／』mol／

(rain·mg)(丙酮酸法，以外消旋蒜氨酸为底物)的高纯度蒜

酶和蒜酶的晶体[2引。从国内外文献报道来看，这也是迄今为

止，在实验室中得到的活力和纯度最高的蒜酶。

3蒜酶的组成和结构

大蒜蒜酶是二聚体糖蛋白(两个亚基相对分子质量均为

5．15×104)，属于依赖5’一磷酸吡哆醛(PLP)酶的第一家族。
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2002年Kuettner等通过圆二色光谱数据预测表明蒜酶的a一螺

旋结构为27％～30％；氨基酸序列预测a一螺旋结构为29％。a一

螺旋结构比其他依赖PLP类型I的酶要低。蒜酶的结晶为黄

色，这是由于与蛋白质结合的辅酶因子PLP的缘故[2“。

蒜酶三维结构为典型的依赖PLP酶I的S型折叠。每

个蒜酶单体由3个截然不同的结构域组成。即1个独特的

Ⅳ一端结构域(2～100个氨基酸残基，含有一个新颖的类表皮

生长因子的结构域，其中半胱氨酸排列方式C—z，。。一C—z—C—

z：一C—z。一C—z。一C在依赖PLP的酶中是唯一的)，中心是5’一

磷酸吡哆醛结合的结构域和1个c一端结构域(311～427个

氨基酸残基)。蒜酶亚基上核心糖结构是一个典型的植物糖

蛋白的糖链结构：甘露糖(p1，4)一N一乙酰氨基葡萄糖(p1，

4)一Ⅳ一乙酰氨基果糖(a一1，3)一N一乙酰氨基葡萄糖。糖基化位

点Ash。位于酶的二聚体之间，通过糖链把2个亚基结合在

一起‘3“。

4影响蒜酶稳定性的因素

4．1 温度：冷冻和融化过程中，蒜酶活力不可逆损失近

40％[2”，原因可能是冷冻过程中，水首先结成冰，酶和盐的

浓缩导致酶周围环境的pH和离子强度发生变化。离子强度

变大可使寡聚蛋白分离。当浓缩作用伴随着结构改变时，分

子内的巯基二硫化合物发生变化。因此，融冻可诱导蒜酶结

构的改变而失活。此外，冰晶能破坏蛋白质分子表面疏水域

周围分子的有序排列，使暴露的疏水域相互作用，发生聚合

和沉淀，导致蒜酶变性失活[3“。

4．2压力：蒜酶的活力会随着压力的增大而明显降低。冷冻干

燥制成的蒜酶粉酶活力降低程度取决于所施加的压力。压力施

加到500 MPa时，活力降低到原来的58％，酶活力的倒数与压

力之间的关系遵循一次方程；若做更大范围的测定，对于蒜酶

活性与压力的关系可以用一个二次方程式描述：相对活力“一

一4×10“X2+10“X+0．010 3(X为压力)[卵』。

4．3辅酶因子：PLP为蒜酶的辅酶因子。PLP对酶活力的

影响表现为：若单位加入25 pmol／L PLP，对蒜酶的稳定性

没有显著影响，而同时加入25／-tmol／L、10％蔗糖和1％的

NaCl后，酶活力明显增加，并且在一20℃保存500 d，活力

并没有明显降低比“。

蒜酶完全失活后，天然蛋白凝胶电泳图谱显示一系列的高

相对分子质量的蛋白条带，说明蒜酶已分解为4、8或更多个亚

基。紫外光谱显示该酶在430 nm处已没有明显吸收(该吸收带

是含有PLP酶的典型吸收，如蒜酶)。将失去活力的蒜酶重新加

入含有PLP的缓冲液中，其活力并未明显增加。由此推断，很可

能是由于蛋白质构相发生改变，丢失了PLP[2“。

4．4 金属离子和EDTA：乔旭光等先后两次实验证明

Ca”、Mg”、Zn”、Fe2+等金属离子皆可不同程度地提高蒜

酶活性，其中以Fe2+效果最为明显，其次是Ca2+；重金属离

子Cu2+则较强地抑制了蒜酶活性，证实蒜酶具有离子活性

中心；同时EDTA对蒜酶的激活进一步证实了以上结论，可

能与络合重金属离子有关[3“3“。

4．5 pH：大蒜蒜酶室温下保存3 h，在pH值4～7内相对稳

定，pH>7时酶的活性开始降低。当pH>9或<4时，酶的活

性迅速下降。若长时间(>12 h)保存，该酶仅在pH 6～7的

较小范围内保持较高的活性[2⋯。

5蒜酶酶动力学特性

5．1蒜酶酶促反应的最适底物：蒜酶对不同底物所表现的

活性不同，甚至对同一种底物不同异构体所表现的活力差异

都很大。米氏常数(K。)是酶的特征常数之一，它仅与酶的性

质有关，而与酶的浓度无关，值越小，表示酶与底物的亲和力

越大。K。值最小的底物称为酶的最适底物。

1999年Krest等用不同的底物测定了大蒜蒜酶的酶活，

发现蒜酶对L一(+)一蒜氨酸表现出最大活力。以L一(+)一蒜

氨酸作为底物时，测定蒜酶的K。为1．6 mmol／L，最大反应

速度y。。为252 mmol／(min·mg)，而以L一(一)一蒜氨酸作

为底物时，蒜酶K。为2．8 mmol／L，最大反应速度y。。为54

mmol／(min·mg)。显然，天然右旋异构体更适合作底物[2“。

2000年，Krest等又用不同的底物测定了9种葱属植物蒜酶

的酶活，发现9种作物中的蒜酶都对L一(+)一蒜氨酸表现出

最大的酶活，这也说明了蒜酶活性中心的结构均更适合￡一

(+)一蒜氨酸[3“。

5．2蒜酶酶促反应的最适温度：温度对酶促反应的速率的

影响表现在两个方面：当温度升高时，与一般化学反应一样，

反应速率加快。由于酶是蛋白质，随着温度的升高，使酶蛋白

逐渐变性而失活，引起酶反应速率下降。酶所表现的最适温

度是这两种影响的综合结果。

以天然的S一烯丙基一￡一半胱氨酸亚砜(蒜氨酸)为底物，

反应3 min，分别测定25～60℃的酶活，确定酶反应的最佳

温度为35℃[2”。以合成的S一烯丙基一￡一半胱氨酸亚砜为底

物，10～70℃，分别测定不同反应温度对活力的影响。结果

显示，蒜氨酸酶在25～45℃内有较好的稳定性，其最适反应

温度为30℃。同时，蒜氨酸酶在低温区(30℃以下)比高温

区(45℃以上)活性随温度变化平缓，超过30℃后，酶活性

随温度升高而急剧下降[3”。

5．3蒜酶酶促反应的最适pH：酶的催化活力受pH值影响

较大，在大多数情况下，酶催化反应一定pH条件下具有最

大的反应速度，高于或低于此pH值，反应速度都会有下降，

通常称此pH值为酶的最适反应pH值。

在23℃下，以天然的S一烯丙基一L一半胱氨酸亚砜为底

物，蒜酶酶促反应的最适pH为6．5[2⋯。

5．4蒜酶酶促反应的竞争性抑制剂：L一半胱氨酸能与蒜酶

反应的磷酸吡哆醛反应形成四氢噻唑，因而对蒜酶具有较强

的抑制作用[2“。此外，羟胺硫酸盐和鱼藤酮对蒜酶也具有抑

制作用[3⋯。

6展望

由于大蒜有效成分的分离、提取或人工合成十分困难，

蒜氨酸及大蒜辣素等单体的价格十分昂贵，而且大蒜辣素化

学性质极不稳定，易分解，一直无法直接制成药物制剂应用

于临床。因此目前国内外的研究思路是从鲜蒜中分别提取化

学性质相对稳定的蒜氨酸及蒜酶，然后研发大蒜高效新制剂
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(由蒜氨酸单体、蒜酶单体组成)，在体内释放大蒜辣素、阿藿

烯等有效成分，其疗效将优于同类其他制剂。进入21世纪，

大蒜制剂以其独特的显著功效，必将进入千家万户，为人类

的健康做出巨大贡献。
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