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摘   要：异槲皮素是一种黄酮类化合物，具有抗氧化、抗炎和免疫调节等多种生理活性。然而，

由于其含量很低，传统的提取方法难以大规模制备。【目的】α-L-鼠李糖苷酶可特异性水解天然糖

苷的末端 L-鼠李糖残基。本研究筛选可高效且特异性转化芦丁生产异槲皮素的菌株，并从中挖掘

新型 α-L-鼠李糖苷酶且应用于异槲皮素的生产，为后续规模化生产异槲皮素提供新元件。【方法】

通过芦丁唯一碳源的选择培养法筛选和鉴定可特异性水解芦丁为异槲皮素的菌株；利用转录组分

析，获得高效且特异性强的 α-L-鼠李糖苷酶，通过结构模拟确定其结构域组成，并对其酶学性质

和底物特异性进行研究；通过毕赤酵母异源表达，在 5 L 发酵罐中对其水解效果进行验证。【结果】

通过结构模拟确定 AfRhase 具有 5 个结构域，包括 1 个 α-结构域(结构域 A)和 4 个 β-结构域(结构

域 N、结构域 E、结构域 F 和结构域 C)。以芦丁为底物，重组酶 AfRhase 的最适温度和最适 pH
分别为 55 ℃和 4.5。重组酶 AfRhase 底物特异性研究表明，其具有广泛的底物特异性，可以水解

芦丁、橙皮苷、柚皮苷和朝藿定 C 的鼠李糖基。通过 5 L 发酵罐体系的水解芦丁生产异槲皮素的

放大验证，其可将 120 g 芦丁粗品(纯度 70%)水解生成 61 g 异槲皮素，摩尔转化率为 95.4%，生

产效率为 2.0 mmol/(L·h)。【结论】本研究成功从曲霉(Aspergillus sp.) XT-1 中挖掘到一种能够高效

且特异性水解芦丁生成异槲皮素的 α-L-鼠李糖苷酶，在毕赤酵母中异源表达，对该酶进行结构域

分析和酶学性质研究，测试底物特异性，并进行 5 L 发酵罐的水解效果验证。综上所述，本研究

拓宽了真菌来源的 α-L-鼠李糖苷酶用于黄酮类化合物芦丁生物转化法的功能研究，也为异槲皮素

的工业化生产奠定了基础。 
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Abstract: Isoquercetin is a flavonoid with antioxidant, anti-inflammatory, and 
immunomodulatory activities. However, the low content in plants poses a challenge to the 
large-scale production of isoquercetin by the extraction method. [Objective] α-L-rhamnosidase 
can specifically hydrolyze the terminal L-rhamnose residues of natural glycosides. In this study, 
we screened the strains capable of efficiently and specifically transforming rutin to produce 
isoquercetin with rutin as the sole carbon source and applied the α-L-rhamnosidase to the 
production of isoquercetin, aiming to provide new elements for the large-scale production of 
isoquercetin. [Methods] The selective culture medium with rutin as the sole carbon source was 
used to screen and identify the strains that can specifically hydrolyze rutin into isoquercetin. 
The transcriptome analysis was carried out to obtain highly efficient and specific 
α-L-rhamnosidase, the domain composition of which was determined by structural simulation. 
The enzymatic properties and substrate specificity of the α-L-rhamnosidase were studied. 
Furthermore, the hydrolysis effect of the enzyme heterologously expressed in Pichia pastoris in 
a 5 L fermenter was determined. [Results] AfRhase had five domains, including one α-domain 
(domain A) and four β-domains (domains N, E, F, and C). With rutin as the substrate, the 
recombinant enzyme AfRhase showcased the best performance at 55 ℃ and pH 4.5. AfRhase 
had a wide range of substrates including rutin, hesperidin, naringin, and epimedin C. In a 5 L 
fermenter for scaled-up production of isoquercetin, P. pastoris expressing AfRhase generated 
61 g isoquercetin by hydrolyzing 120 g crude rutin (purity of 70%), with the molar conversion 
rate of 95.4% and production efficiency of 2.0 mmol/(L·h). [Conclusion] This study for the 
first time discovered a highly efficient and specific α-L-rhamnosidase from Aspergillus sp. 
XT-1 for the production of isoquercetin from rutin and heterologously expressed this enzyme in 
P. pastoris. The domain composition, enzymatic properties, substrate specificity, and 
hydrolysis efficiency in a 5 L fermenter of this enzyme were determined. In conclusion, this 
study broadened the function of a fungus-derived α-L-rhamnosidase for the transformation of 
rutin and laid a foundation for the industrial production of isoquercetin. 
Keywords: α-L-rhamnosidase; isoquercetin; transcriptome analysis; enzyme discovery; Aspergillus 
sp. 
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芦丁又称芸香苷，是一种常见的黄酮类化合

物，广泛存在于槐米、芸香、沙棘、银杏、枸杞

等植物中，具有抗氧化和抗炎等多种生物活性，

是我国中药的重要原料之一。然而，由于芦丁水 
溶性低、稳定性差，导致芦丁的生物利用度降低。

异槲皮素也称作异槲皮苷，由芦丁脱去一分子鼠

李糖形成，具有抗氧化 [1]、抗肿瘤 [2]、免疫调   
节[3]、降血糖血脂[4]等药理作用，与芦丁相比具

有更高的药理活性和生物利用度，也是目前药学

界的热点新药化合物。相关药理实验结果表明，

异槲皮苷具有清热解暑、降压强心的作用，还可

有效地用于防治糖尿病[5-6]、卒中[7]、脑损伤[8]

及严重急性呼吸综合征[9]等疾病。目前，异槲皮

素在自然界中的含量低，传统的提取方法难以实

现大规模生产[10]。传统化学法水解芦丁生产异

槲皮素存在选择性差、无法控制糖苷键断裂的位

置等缺点，水解得到的异槲皮素会进一步被水解

生成槲皮素，从而降低异槲皮素产率和质量[11]。 
生物酶法水解具有副产物少、选择性强、转

化率高及环境污染小等优点，是极具潜力的天然

产物改性增效的生产方法 [12]。α-L-鼠李糖苷酶

(EC 3.2.1.40)是一类能从各种天然糖苷化合物中

释放末端 α-L-鼠李糖苷的糖苷水解酶，可特异性

水解芦丁为异槲皮素。卢姗等[13]对从嗜热菌冰

岛硫化叶菌(Sulfolobus islandicus)中筛选得到的

α-L-鼠李糖苷酶 SisRha 进行大肠杆菌 BL21(DE3)
中异源表达，以芦丁作为底物用于生产异槲皮

素，重组酶 SisRha的芦丁转化率为1.2 mmol/(L·h)；
Beekwilder 等 [14] 从 嗜 酸 乳 杆 菌 (Lactobacillus 
acidophilus)中挖掘得到 α-L-鼠李糖苷酶 RamA 
(La)并在大肠杆菌 BL21(DE3)中异源表达，通过

底物特异性测试显示重组酶 RamA (La)可以将芦

丁特异性水解为异槲皮素，该酶对芦丁的转化率

为 1 mmol/(L·h)；Li 等[15]基于高通量测序技术从

新型细菌 Rha78s 中筛选得到 GH78 家族 α-L-鼠

李糖苷酶 HFM-RhaA 并用于水解芦丁生产异槲

皮素，在最适 pH 6.0、温度为 40 ℃下，该酶水解

芦丁生产异槲皮素的转化率为 1.8 mmol/(L·h)。
α-L-鼠李糖苷酶广泛分布于自然界，在细菌、真

菌、植物和动物中均有发现，其中动物和植物源

的 α-L-鼠李糖苷酶报道较少，微生物源的 α-L-
鼠李糖苷酶是主要来源[16-17]。传统的 α-L-鼠李糖

苷酶表征策略中蛋白纯化鉴定存在成本较高、酶

容易变性失活、周期长和步骤繁杂等缺点。利用

DNA、RNA 和蛋白质序列的数据驱动技术可以

快速、准确地分析大量数据，以高通量方式提高目

标基因筛选的准确度与效率[18]。本研究期望通过

以芦丁为唯一碳源，筛选可特异性水解芦丁生

成异槲皮素的菌株，进而利用组学数据驱动挖

掘并表征新型的鼠李糖苷酶，通过异源表达、

结构分析和放大验证等策略，提供了一种切实可

行的生物法转化芦丁高效制备异槲皮素的方法。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

Aspergillus sp. XT-1 等 22 株菌株由本实验室

分离保存。克隆宿主大肠杆菌 Top10 购自北京博

迈德基因技术有限公司，毕赤酵母 GS115 为本实

验室保存。大肠杆菌重组质粒 Top10/pGAPZαA- 
DN6144 、 Top10/pGAPZαA-DN8610 、 Top10/ 
pGAPZαA-DN7311、Top10/pGAPZαA-DN3993、
Top10/pGAPZαA-DN10886 均 为 本 研 究 构 建  
保存。 

酵母提取物、胰蛋白胨及抗生素 Zeocin 均

购自北京索莱宝科技有限公司，Phanta® Max 
DNA 聚合酶和 ClonExpress Ultra One Step 
Cloning Kit 试剂盒均购自南京诺唯赞生物科技

股份有限公司，质粒小提试剂盒、DNA 琼脂糖

凝胶回收试剂盒均购自天根生化科技(北京)有
限公司，芦丁、异槲皮素、槲皮素、橙皮苷、柚
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皮苷、朝霍定 C、淫羊藿苷和杨梅苷等 HPLC 级

标准品均购自成都埃法生物科技有限公司，其他

相关试剂购自国药集团化学试剂有限公司。 

1.2  菌株挖掘及鉴定 
在以芦丁为唯一碳源的产酶基础培养基中

观察 22 株菌株的生长与水解情况，在菌体培养

每 隔 24 h 取 样 进 行 高 效 液 相 色 谱 (high 
performance liquid chromatography, HPLC)检测，

筛选得到可以水解芦丁生成异槲皮素的菌株

XT-1，基于 HPLC 检测结果确定菌株的水解模

式。将菌株 XT-1 接种到产酶基础固体培养基上，

通过表观形态初步判定种属信息。对菌株进行真

菌 ITS 和 18S rRNA 基因保守序列的扩增和测

序， PCR 引物为 ITS 基因通用引物 ITS1 
(5′-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3′) 和 ITS4 
(5′-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3′)，以及真菌

18S rRNA 基因通用引物 NS1 (5′-GTAGTCATAT 
GCTTGTCTC-3′)和 NS8 (5′-TCCGCAGGTTCAC 
CTACGGA-3′)。PCR反应体系(15 μL)：2× TaqMix 
6.5 μL，上、下游引物(5 µmol/L)各 0.5 μL，DNA
模板 1 μL，ddH2O 6.5 μL。PCR 反应条件：94 ℃
预变性 10 min；94 ℃变性 30 s，60 ℃退火 30 s，
72 ℃延伸 2 min，31 个循环；72 ℃终延伸 5 min。
在 NCBI 中比对测序结果，根据比对结果构建菌

株分子进化树，分析进化分支情况与菌株的种属

信息。 

1.3  转录组样品分析 
在以芦丁为唯一碳源的培养基中对芦丁水

解菌株 Aspergillus sp. XT-1 进行培养，设置对照

组。每间隔 12 h 取样检测，根据 HPLC 检测菌

株中关键水解基因的表达水平变化。分别将水解

率为 10%和 60%的样品设置为对照组和实验组，

收集培养对应时间后的菌体，送至北京博云华康

基因科技有限公司进行转录组测序分析。基于

Aspergillus sp. XT-1 菌株转录组分析中水解前后

水解酶基因表达水平的差异，对潜在的 α-L-鼠李

糖苷酶基因进行高效筛选。 

1.4  基因克隆、载体构建与毕赤酵母的异源

表达 
采用 OMEGA 公司的真菌 RNA 提取试剂盒

对菌株 Aspergillus sp. XT-1 进行 RNA 提取，采

用 PrimeScriptRT Master Mix 进行反转录 cDNA，

反转录体系(10 μL)：Total RNA (5 µmol/L) 2 μL，

5× PrimeScriptRT Master Mix 2 μL，ddH2O 6 μL。

在 37 ℃下反应 15 min、85 ℃下反应 5 s，让反

转录酶失活结束反应从而得到菌株 Aspergillus 
sp. XT-1 的 cDNA。基于转录组分析数据库中核

苷酸序列，以 Aspergillus sp. XT-1 菌的 cDNA 为

模板，使用 Phanta® Max DNA 聚合酶扩增得到

目的条带，纯化回收基因片段，扩增所需 PCR
引物如表 1 所示。PCR 反应体系(50 μL)：2× 
Phanta Buffer 25 μL，上、下游引物(5 µmol/L)各 
2 μL，DNA 模板 1 μL，Phanta® Max DNA 聚合

酶 1 μL，dNTP Mixture 1 μL，ddH2O 18 μL。PCR
反应条件：95 ℃预变性 3 min；95 ℃变性 15 s，
60 ℃退火 15 s，72 ℃延伸 2 min，31 个循环；

72 ℃终延伸 5 min。使用 ClonExpress Ultra One 
Step Cloning Kit 将纯化后的基因片段 DN6144、
DN8610、DN7311、DN3993 和 DN10886 连入

pGAPZαA 载体中，将连接后的重组质粒转化进

大肠杆菌 Top10 中。挑选大肠杆菌 pGAPZαA 载

体的阳性克隆培养后进行菌液 PCR 鉴定，选取

鉴定正确的阳性单克隆送至安升达(天津)生物

科技有限公司测序。 
测序正确的大肠杆菌质粒使用 Bln I (Avr II)酶

进行线性化，参照毕赤酵母表达操作手册转化，成

功的毕赤酵母重组菌分别命名为 GS115/pGAPZαA- 
DN6144 、 GS115/pGAPZαA-DN8610 、 GS115/ 
pGAPZαA-DN7311 、 GS115/pGAPZαA-DN3993
和 GS115/pGAPZαA-DN10886。 
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表 1  构建载体的 PCR 引物 
Table 1  Constructing PCR primers for vector construction 
Primers name Primer sequences (5′→3′) 
PGAP-6144-F GAGGCTGAAGCTGAATTCACGTGACTTTGCTGGCAATGGCTTCACAGGCCACT 
PGAP-6144-R TTTTGTTCTAGAAAGCTGGCGTCGGGTCTGATAGCTCATGGGAAGTCACACAGG 
PGAP-8610-F GAGGCTGAAGCTGAATTCACGATGGAGGTTATACGCACTGGTATTCACGGCATTGATG 
PGAP-8610-R TTTTGTTCTAGAAAGCTGGCGAGGAAACATACAGCGCATCCCCAGGTGATG 
PGAP-10886-F GAGGCTGAAGCTGAATTCACGATTTTGAGTGCCCTGGCCTGTGTGACTACCG 
PGAP-10886-R TTTTGTTCTAGAAAGCTGGCACACTCTCCTGTAGAACTTCCCCCAACACACGGAG 
PGAP-7311-F GAGGCTGAAGCTGAATTCACGTGCAATTTGTTCAGGCTCCGGCTTCCGCATG 
PGAP-7311-R TTTTGTTCTAGAAAGCTGGCCTTGCGTAGCGAGATTTACGACGGCGAAATCTAC 
PGAP-3993-F GAGGCTGAAGCTGAATTCACGATGGCTCTCTCCATCTCCCAGGTGTCTTTC 
PGAP-3993-R TTTTGTTCTAGAAAGCTGGCTCAGTCCACCTGCAAACACTCGACATGGTAC 

 
将毕赤酵母阳性克隆子接种到 5 mL YPD

液体培养基中，30 ℃、200 r/min 活化培养 24 h，
按照体积分数为 1%的接种量转接至 50 mL YPD
培养基中，30 ℃、200 r/min 培养 16−18 h，得到

粗酶液。每 1 mL 粗酶液中加入终浓度为 2 g/L
的芦丁，在恒温振荡培养器中 30 ℃反应 10 min，
用等比例甲醇终止反应，使用 HPLC 检测底物消

耗和产物生成量。 

1.5  酶学性质表征 
每 1 mL 粗酶液中加入终浓度为 2 g/L 的芦

丁，在不同温度和 pH 下反应 10 min，用等比例

甲醇终止反应，分别测定重组酶 AfRhase 在不同

温度和 pH 下的活性。 
1.5.1  最适温度和温度热稳定性的测定 

在相同 pH 条件下，分别于 40−65 ℃测定重

组酶 AfRhase 的酶活，计算不同温度下重组酶

AfRhase 的相对酶活力。将测得的最高酶活定义

为 100%。将重组酶 AfRhase 在一系列不同温度

(45−65 ℃)下保存 1 h，计算不同温度下重组酶

AfRhase 的相对酶活力。 
1.5.2  最适 pH 的测定 

在最适温度条件下，分别于 pH 值 3.5−8.0 
(50 mmol/L Tris-HCl 缓 冲 液 ) 测 定 重 组 酶

AfRhase 的酶活，计算不同 pH 下重组酶 AfRhase

的相对酶活力。 

1.6  底物特异性测试 
不同的 α-L-鼠李糖苷酶底物特异性有很大

差异，不同的糖苷键类型以及与母核连接位置均

会对酶的催化活性产生影响 [19]。探究重组酶

AfRhase 的最适催化底物，在最适条件下，将

AfRhase 分别与芦丁、橙皮苷、柚皮苷、朝霍定

C、淫羊藿苷和杨梅苷反应 10 min 后加入等体积

的甲醇终止反应，12 000 r/min 离心 10 min 后使

用 HPLC 进行分析。 
芦丁、异槲皮素和杨梅苷的 HPLC 检测条件：

Kromasil EternityXT-5-C18 (4.6 mm×250 mm,    
5 µm)；进样量：5 µL；流速：1 mL/min；检测

波长：260 nm；柱箱温度：40 ℃；乙腈(A):0.4%
乙酸(B)为流动相，梯度洗脱：0−7 min，20% A；

7−9 min，20%−36% A；9−11 min，36%−90% A；

11−12 min，90%−20% A；12−17 min，20% A。 
橙皮苷和柚皮苷的 HPLC 检测条件相同，进

样量：10 µL；流速：1 mL/min；检测波长：     
280 nm；柱温：30 ℃；乙腈(A):0.1%磷酸水溶液

(B)为流动相，梯度洗脱：0−28 min，5%−26% A；

28−36 min，26% A；36−48 min，26%−40% A；

48−57 min，40%−5% A。 
朝藿定 C 和淫羊藿苷的 HPLC 检测条件相
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同，进样量：10 µL；流速：1 mL/min；检测波

长：270 nm；柱温：30 ℃；乙腈(A):磷酸(B)为流

动相，梯度洗脱：0−14 min，18% A；14−20 min，
18%−26% A；20−48 min，26%−52% A；48−64 min，
52%−77% A；64−75 min，77%−18% A。 

1.7  AfRhase 的序列分析、同源建模及分子

对接 
使用 NCBI 对 AfRhase 的核酸序列和氨基酸

序列进行比对，基于氨基酸序列比对结果使用

MEGA 11 软件制作分子进化树。利用 AlphaFold
对 α-L-鼠李糖酶 AfRhase 进行蛋白结构模拟，分

析结构域组织分布，并基于 CAZy 数据库中已报

道晶体结构的 GH78 家族 α-L-鼠李糖酶 6GSZ 进

行结构域组织差异比对。 
在 NCBI 的 PubChem 中搜索底物芦丁的 3D

结构，使用 AutoDock Vina 分子对接软件进行芦

丁与 AfRhase 蛋白的分子对接，选择能量最低的

模型，确定 AfRhase 与芦丁结合口袋位置以及底

物分子 4 Å 范围内的关键氨基酸，并与 α-L-鼠李

糖酶 6GSZ 进行结合口袋位置以及关键氨基酸

的比对，分析催化关键氨基酸。 

1.8  5 L 发酵罐放大 
对重组菌 GS115-AfRhase进行 5 L发酵罐培

养。发酵罐培养使用补料分批发酵方式，菌体生

长过程中补加 2 次葡萄糖，待菌体生长稳定后，

投入芦丁进行生物催化反应。每小时取样对发酵

罐内芦丁的消耗进行检测，当罐内芦丁消耗率达

到投料量的 90%时，进行下一次投料。 

2  结果与分析 
2.1  芦丁水解菌的挖掘和鉴定 

以课题组保藏的 22 株真菌为研究对象，通

过对菌体培养 0、24、48 h 的 HPLC 检测结果进

行分析，发现大部分菌株无法实现利用芦丁生成

异槲皮素，而菌株 XT-1 可以水解芦丁生成异槲

皮素。将菌株 XT-1 接种到以芦丁为唯一碳源的

产酶基础固体培养基上进行验证，菌落围绕中

心接种点呈圆形向培养基四周规律性生长，生

长过程中产生黄色粉末状孢子，并在菌落最外

围出现明显的水解圈(图 1A)，初步判定该菌株

为曲霉属。 
HPLC 检测 XT-1 菌株发酵液样品，结果显

示，XT-1 菌株在 5.2 min 芦丁出峰位置和 7.2 min
异槲皮素出峰位置均检测到出峰，与混合标品中

芦丁和异槲皮素的出峰时间一致。然而在 13.5 min
槲皮素出峰位置未检测到出峰，表明 XT-1 不具

备继续水解异槲皮素生成槲皮素的能力(图 1B)。
对样品进行液相色谱质谱联用仪(LC-MS)检测，

从 LC-MS 结果中检测到分子量为 608.2 m/z 和

464.3 m/z 的 2 种化合物(图 1C)，分别与芦丁(分
子量 610.5 m/z)和异槲皮素(分子量 464.4 m/z)相
对应，未检测到槲皮素生成。以上结果表明，菌

株 XT-1 具有水解芦丁生成异槲皮素的能力，但

不会进一步水解生成槲皮素，具有良好的底物特

异性。 
以菌株 XT-1 的基因组为模板扩增其 ITS 和

18S rRNA 基因序列，根据测序结果在 NCBI 上
进行序列比对，构建 XT-1 菌株的 DNA 分子进

化树。菌株 XT-1 与曲霉属中的黄柄曲霉

(Aspergillus flavipes)进化关系相近(图 1D)，属于

同一个进化分支，因此确定菌株 XT-1 属于曲霉

属，重新命名为 Aspergillus sp. XT-1。 

2.2  α-L-鼠李糖苷酶的基因挖掘、载体构建

和异源表达 
2.2.1  基于转录组差异和结构域相似性的 α-L-
鼠李糖苷酶基因挖掘 

传统的基因挖掘方式集中于蛋白纯化鉴定，

鉴于野生菌株曲霉属在生长和繁殖过程中可能

产生曲霉毒素，具有潜在的安全隐患，期望开发

异源表达系统增加酶的表达和减少毒素风险。基
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于转录组差异分析可快速准确获取目标基因，提

高酶挖掘的准确度与效率。通过不同培养时间下

Aspergillus sp. XT-1 的转录组水解差异，以芦丁

转化率为指标，通过基因的转录组差异展开 α-L-
鼠李糖苷酶基因的筛选与挖掘。根据菌株的转录

组测序结果进行筛选分析，水解率为 60%的样

品相对于水解率为 10%的样品有 764 个上调基

因(图 2A)。以代谢过程(metabolic process)、催化

活 性 (catalytic activity) 、 碳 利 用 (carbon 

utilization) 、 碳 水 化 合 物 代 谢 (carbohydrate 
metabolism)等相关生理功能分类缩小筛选范围

至 413 个，其中，上调基因中与代谢过程相关的

基因数量为 213 个，催化活性相关的基因数量为

87 个，碳利用相关的基因数量为 25 个，碳水化

合物代谢相关的基因数量为 88 个。已知的 α-L-
鼠李糖苷酶归属为糖苷水解酶，以注释信息中包

含糖苷水解酶相关信息为筛选条件，进一步将

413 个基因缩小至 60 个潜在的糖苷水解酶基因。 
 

 
图 1  菌株 XT-1 的菌落形态、产物的 HPLC 谱图、LC-MS 谱图和菌株分子进化树   A：菌株 XT-1
菌落形态. B：菌株 XT-1 产物的 HPLC 谱图. C：菌株 XT-1 产物的 LC-MS 谱图. D：菌株 XT-1 的分子

进化树 
Figure 1  Colony morphology, product HPLC and LC-MS spectra and strain molecular evolution tree. A: 
Colony morphology of strain XT-1. B: HPLC spectrum of the product of strain XT-1. C: LC-MS spectrum of 
the product of strain XT-1. D: Molecular evolution tree of strain XT-1. 
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图 2  Aspergillus sp. XT-1 菌株的转录组差异基因数量统计(A)与差异基因功能分类(B)   
Figure 2  Statistical analysis of the number of differentially expressed genes (A) and functional classification 
of differentially expressed genes (B) in the transcriptome of Aspergillus sp. XT-1 strain.  
 

根据糖苷水解酶基因的 KEGG、GO 和表达

量分析，结合注释信息中水解酶种类与表达差

异，最终从 60 个潜在的糖苷水解酶基因中筛选

出 5 个潜在的 α-L-鼠李糖苷酶基因，分别为

DN6144 、 DN8610 、 DN7311 、 DN3993 和

DN10886。DN6144 基因编码序列全长 947 bp，

实验组与对照组的 log2 fold change 倍数为 2.2，

KEGG 和 GO 注释均为 α-L-鼠李糖苷酶；DN8610

基因编码序列全长 2 765 bp，log2 fold change 倍

数为 0.4，KEGG 注释为 α-L-鼠李糖苷酶，GO

注释其具有催化活性；DN7311 基因编码序列全

长 2 753 bp，log2 fold change 倍数为 0.2，KEGG

注释为 α-L-鼠李糖苷酶；DN3993 基因编码序列

全长 2 615 bp，log2 fold change倍数为 4.3，KEGG

和 GO 注释均为 α-L-鼠李糖苷酶；DN19886 基

因编码序列全长 1 253 bp，log2 fold change 倍数

为 3.2，KEGG 注释为 α-L-鼠李糖苷酶，GO 注

释其属于碳代谢过程。 

将候选的 α-L-鼠李糖苷酶的序列进行 NCBI

数据的 Nr 比对，确定 DN6144、DN8610、

DN7311、DN3993 和 DN10886 基因与已报道基

因的相似度最高均为未鉴定功能蛋白，序列相似

度分别为 73.4%、77.9%、69.2%、77.6%和 82.6% 
(表 2)。后续将通过异源表达对以上 5 个 α-L-鼠

李糖苷酶进行功能验证。 

2.2.2  α-L-鼠李糖苷酶载体构建和异源表达 
基于转录组差异分析和功能注释，以

Aspergillus sp. XT-1 菌的 cDNA 为模板，构建   

5 个候选 α-L-鼠李糖苷酶基因的毕赤酵母异源表

达系统并测定水解芦丁的情况。结果显示，基因

DN6144、DN8610、DN7311 和 DN10886 的毕赤

酵母异源表达均无法水解芦丁生成异槲皮素，而

DN3993 基因的样品在 5.4 min 和 8.1 min 处均有

一个峰(图 3)，与混合标品中芦丁和异槲皮素的

出峰位置对应，证明 DN3993 表达的蛋白具有水

解芦丁生成异槲皮素的能力，不会进一步水解生

成槲皮素。根据功能注释将 α-L-鼠李糖苷酶基因

DN3993 命名为 AfRhase。 

2.3  AfRhase 的氨基酸序列和结构分析 
经 NCBI 中氨基酸序列比对得到与 AfRhase

相似度最高的蛋白为土曲霉(Aspergillus terreus)

来源的未知蛋白 HFD88_001559，相似度为

77.6%。为了进一步确定 AfRhase 的功能与催化

特性，选择鼠李糖苷酶 GH28 家族(红色)、GH78 
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表 2  潜在 α-L-鼠李糖苷酶基因信息 
Table 2  Potential α-L-rhamnosidase gene information 
Gene 
number 

Length 
(bp) 

Early 
expression 
level 

Post 
expression 
level 

log2  
fold change 

KEGG explanatory 
note 

GO explanatory 
note 

Nr comparison 

DN6144 947 69 285 2.2 α-L-rhamnosidase α-L-rhamnosidase Uncharacterized protein 
CDV56, XP_026614490.1 
(73.4%) 

DN8610 2 765 3 922 4 851 0.4 α-L-rhamnosidase Catalytic activity Uncharacterized protein 
APUU XP_041560449.1 
(77.9%) 

DN7311 2 753 578 656 0.2 α-L-rhamnosidase  Hypothetical protein 
LIPSTDRAFT 
ODQ73385.1 (69.2%) 

DN3993 2 615 68 1 325 4.3 α-L-rhamnosidase α-L-rhamnosidase Hypothetical protein 
HFD88 KAG2418458.1 
(77.6%) 

DN10886 1 253 33 295 3.2 α-L-rhamnosidase Carbon metabolism 
process 

Hypothetical protein 
HFD88 KAG2414607.1 
(82.6%) 

 

 
 

图 3  重组菌 GS115/pGAPZαA-DN3993 水解芦丁

的 HPLC 检测 
Figure 3  HPLC detection of rutin hydrolysis by 
recombinant GS115/pGAPZαA-DN3993. 
 
家族(蓝色)和 GH106 家族(绿色)的 57 条 α-L-鼠
李糖苷酶，构建 α-L-鼠李糖苷酶的系统发育树。

AfRhase (黄色)与进化树中多数 GH78 家族来源

的 α-L-鼠李糖苷酶的亲缘关系较近，AfRhase 与

GH78 家族中土曲霉(Aspergillus terreus)来源的

AFH54529.1 和构巢曲霉(Aspergillus nidulans)来
源的 EAA61403.1 在一个分支上，说明它们的亲

缘 关 系 较 近 ， AfRhase 与 AFH54529.1 的

Bootstrap value 为 99 ，可信度较高，表明

Aspergillus sp. XT-1 来源的 α-L-鼠李糖苷酶

AfRhase 也属于 GH78 家族(图 4A)。 
利用 AlphaFold 模拟 AfRhase 的蛋白结构，

AfRhase 蛋白是由 1 个 α-结构域(结构域 A)和   
4个 β-结构域组成的多结构域结构，结构域A (残
基 439−763)是催化模块，具有 GH78 家族典型

的(α/α)6 桶结构，4 个 β-结构域分别为结构域 N 
(残基 3−120)、结构域 E (残基 133−301)、结构

域 F (残基 310−420)和结构域 C (残基 779−870) 
(图 4B)。基于与已报道晶体结构的 GH78 家族

α-L-鼠李糖苷酶的氨基酸序列比对结果显示，

AfRhase 与阿维链霉菌(Streptomyces avermitilis) 
MA-4680 NBRC 14893 来源的 3W5N 相似度为

31.3%；与多形拟杆菌(Bacteroides thetaiotaomicron) 
VPI-548 来源的 3CIH 相似度为 12.2%；与密歇

根克雷伯氏菌(Klebsiella michiganensis) KCTC 
1686 来源的 4XHC 相似度为 9.9%；与土曲霉

(Aspergillus terreus) CCF 3059 来源的 6GSZ 的氨

基酸序列相似度为 77.4%，6GSZ 也是由 1 个 α- 
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图 4  α-L-鼠李糖苷酶序列和结构特征   A：氨基酸序列分子进化树. B：AfRhase 蛋白拓扑、活性口袋

和活性催化位点示意图 
Figure 4  The sequences and structure information of α-L-rhamnosidase. A: Amino acid sequences 
phylogenetic tree. B: Schematic diagram of AfRhase protein topology, active pockets, and active catalytic sites. 
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结构域(结构域 A)和 4 个 β-结构域(结构域 N、

结构域 E、结构域 F 和结构域 C)组成[20]，通过

蛋白结构域相似性分析，进一步确定 α-L-鼠李

糖苷酶 AfRhase 属于 GH78 家族。通过分子对

接和结合口袋分析，AfRhase 的活性口袋位置

与 6GSZ 的活性口袋位置一致，均位于催化模

块结构域 A 中，进一步分析 AfRhase 活性口袋

4 Å 范围内的关键氨基酸时，确定 GLU468 和

GLU741 为 AfRhase 的活性催化位点，GLU468

与芦丁的空间距离为 2.8 Å，GLU741 与芦丁的

空间距离为 3.8 Å (图 4B)，符合 α-L-鼠李糖苷

酶的催化特性。 

2.4  重组酶AfRhase酶学性质表征和放大应用 
2.4.1  最适温度和 pH 的测定 

为了进一步确定 AfRhase 的酶学特征，以芦

丁为底物，测定温度和 pH 对 AfRhase 酶活的影

响。AfRhase 反应温度在 40−65 ℃之间，最适反

应温度为 55 ℃，反应高于 55 ℃之后 AfRhase 酶

活损失迅速，60 ℃时酶活下降 40%以上(图 5A)；

催化反应 pH 在 3.5−8.0 之间，其最适反应 pH 为

4.5，在 pH 为 3.5−7.0 的偏酸性条件下具有良好酶

活，催化活力能够保持 70%以上，而 pH 大于 7.5

后酶活损失 80%左右(图 5B)。热稳定性结果表示，

AfRhase 在温度≤55 ℃时保存 1 h，对 AfRhase 

 

 
 
图 5  重组 α-L-鼠李糖苷酶 AfRhase 的酶学性质   A：最适反应温度. B：最适反应 pH. C：热稳定性 
Figure 5  Enzymatic properties of recombinant α-L-rhamnosidase AfRhase. A: The optimal reaction 
temperature. B: The optimal reaction pH. C: Thermal stability. 
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酶活基本无影响，但是当温度≥60 ℃时，该酶将

丧失大部分的酶活(图 5C)。通过 AfRhase 的酶

学性质探究确定酶催化的最适条件，为后续 5 L
体系放大催化反应条件提供理论基础。 
2.4.2  AfRhase 的底物特异性和 5 L 体系放大

催化 
选取芦丁、柚皮苷、橙皮苷、杨梅苷、淫羊

藿苷、朝霍定 C 作为底物，测试重组酶 AfRhase
的底物特异性。结果如图 6A 所示，AfRhase 可

以水解芦丁、橙皮苷、柚皮苷和朝霍定 C，但是

不能水解杨梅苷与淫羊藿苷，不同底物的摩尔转

化率分别为 97.0%、2.3%、80.1%和 29.5%，具

有广泛的底物识别能力。通过糖苷键的类型和苷

元分析表明，AfRhase 对葡萄糖上连接的鼠李糖 
 

 
 

图 6  重组酶 AfRhase 的水解底物特异性与 5 L 反应体系芦丁水解应用   A：重组酶 AfRhase 的水解底

物特异性. B：重组酶 AfRhase 5 L 反应体系芦丁水解应用 
Figure 6  The substrate specificity of recombinant enzyme AfRhase and its application in the 5 L reaction 
system for rutin hydrolysis. A: Substrate specificity of recombinant enzyme AfRhase hydrolysis. B: Using of 
AfRhase in 5 L reaction for rutin hydrolysis application. 
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具有一定的水解能力，更偏好 α-1,6 键连接的芦

丁，但是无法水解苷元与糖基之间直接相连的底

物。基于底物特异性探究，筛选 AfRhase 的最适

催化底物，并拓宽曲霉属来源的 α-L-鼠李糖苷酶

可催化的底物范围。 
对重组菌 GS115-AfRhase进行 5 L体系的放

大测试。共进行 4 次芦丁补料，总投入粗品芦丁

120 g (纯度为 70%)，反应 22 h 后，最终异槲皮

素的浓度达到 20.3 g/L (图 6B)，摩尔转化率达到

95.4%，总生产效率为 2.0 mmol/(L·h)，AfRhase
重组酶是目前已报道的最高水平，具有良好的工

业生产应用价值和市场化前景。 

3  讨论与结论 
本研究通过芦丁水解菌株的筛选、鉴定与转

录组分析，α-L-鼠李糖苷酶基因挖掘、克隆与载

体构建等工作，成功获得并表征特异性水解芦丁

生成异槲皮素的 α-L-鼠李糖苷酶 AfRhase。通过

分子进化树与结构域相似性分析确定 AfRhase
属于鼠李糖苷水解酶 GH78 家族，基于蛋白结构

模拟确定 AfRhase 由 1 个 α-结构域(结构域 A)
和 4 个 β-结构域(结构域 N、结构域 E、结构域 F
和结构域 C)组成，结构域 A 为催化模块，具有

GH78 家族典型的(α/α)6 桶结构。CAZy 数据库中

已报道晶体结构的GH78家族 α-L-鼠李糖酶的结

构域组成也不尽相同，阿维链霉菌(Streptomyces 
avermitilis) MA-4680 NBRC 14893 来源的 α-L-
鼠李糖苷酶 3W5N 也具有 1 个 α-结构域(结构域

A)和 4 个 β-结构域(结构域 N、结构域 E、结构

域 F 和结构域 C)，但是 3W5N 比 AfRhase 和

6GSZ 多 1 个附加域，碳水化合物结合模块

CBM67[21] ； 密 歇 根 克 雷 伯 氏 菌 (Klebsiella 
michiganensis) KCTC 1686 来源的 α-L-鼠李糖苷

酶 4XHC 仅含有 1 个 α-结构域(结构域 A)和 1 个

β-结构域(结构域 F)[22]。 

α-L-鼠李糖苷酶的底物特异性较强，不同来

源的 α-L-鼠李糖苷酶催化活性的位置也存在差

异。嗜热细菌(Thermophilic bacterium) PRI-1686
来源的 α-L-鼠李糖苷酶对柚皮苷和橙皮苷具有

相似的酶活性，但是不能水解芦丁[23]；灰玫瑰

青霉(Penicillium griseoroseum) MTCC 9224 来源

的 α-L-鼠李糖苷酶可以水解芦丁，但是不能水解

柚皮苷和橙皮苷 [24]。底物特异性测试显示

AfRhase 具有水解葡萄糖上连接鼠李糖苷底物

的能力(芦丁、橙皮苷、柚皮苷和朝霍定 C)，而

且更偏好于 α-1,6 键连接的底物，在天然产物之

间的转化具有较好的应用潜力。Li 等[25]通过使

用黑曲霉 (Aspergillus niger) JMU-TS528 来源

GH13 家族的 α-L-鼠李糖苷酶 r-Rha1 与高速逆流

色谱(HSCCC)纯化，通过芦丁的生物转化制备异

槲皮苷，在最适 pH 值为 5.0、温度为 60 ℃下，

该酶对芦丁的转化率为 2.2 mmol/(L·h)；Liu 等[26]

对黑曲霉(Aspergillus niger) DLFCC-90 来源的

α-L-鼠李糖苷酶进行纯化后用于水解芦丁制备

异槲皮素，在最适 pH 值为 5.0、温度为 50 ℃下，

该 酶 对 芦 丁 转 化 率 为 0.2 mmol/(L·h) ；

Ferreira-Lazarte 等 [27] 通 过 使 用 植 物 乳 杆 菌

(Lactobacillus plantarum)来源的 GH78 家族的

α-L-鼠李糖苷酶 Ram2 水解芦丁生成异槲皮素，

在最适 pH 值为 5.5、温度为 50 ℃下，该酶对芦

丁的转化率为 2.2 mmol/(L·h)。通过 5 L 反应体

系的验证，重组酶 AfRhase 成功将 120 g 芦丁(纯
度 70%)转化为异槲皮素，通过批次底物补料，异

槲皮素的生产效率能维持在 2.0−5.4 mmol/(L·h)之
间，摩尔转化率达到 95.4%，具有良好的工业化

应用价值和市场前景。本研究通过对曲霉属来源

的新型 α-L-鼠李糖苷酶 AfRhase 进行酶学性质

表征、底物特异性测试以及黄酮类化合物的生物

转化研究，为酶法生物转化天然黄酮类化合物提

供理论基础和指导作用。 
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