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　 　 摘要:　 柚苷酶是由 α￣Ｌ￣鼠李糖苷酶及 β￣Ｄ￣葡萄糖苷酶组成的复合酶ꎬ不同来源的柚苷酶在酶学性质和结构

特性上有一定的差异ꎬ目前柚苷酶的主要来源是真菌ꎬ真菌来源的柚苷酶最适温度为５０~ ６０ ℃ꎬ最适 ｐＨ 值范围为

４.０~６􀆰 ０ꎬ但柚苷酶的整体结构、两种单组分酶的比例构成ꎬ至今尚无详尽的报道ꎮ 柚苷酶作用于柑橘酒时ꎬ不仅能

脱苦ꎬ还能提高柑橘酒的香气ꎬ其在提高柑橘酒的品质方面具有潜在的应用价值ꎮ 本文对柚苷酶的酶学特性、结构

特性、柑橘酒中的苦味物质及柚苷酶在柑橘酒中的应用等进行了综述ꎬ以期为柚苷酶的进一步研究和应用提供理

论支持ꎮ
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　 　 柚苷酶是由 α￣Ｌ￣鼠李糖苷酶 ( α￣Ｌ￣ｒｈａｍｎｏｓｉ￣
ｄａｓｅꎬＥＣ.３.２.１.４０)和 β￣Ｄ￣葡萄糖苷酶(β￣Ｄ￣ｇｌｕｃｏｓｉ￣

ｄａｓｅꎬＥＣ.３.２.１.２１)组成的复合酶[１￣２]ꎮ 柚苷酶是一

种非常重要的工业酶ꎬ在柑橘酒的加工去苦、增强果

酒香气等方面具有重要的应用价值[３￣４]ꎮ 目前国内

外已有许多关于柚苷酶的研究ꎬ但主要集中在菌株

筛选[５￣６]、发酵条件优化[７￣８] 及酶的分离纯化[９￣１１] 等

方面ꎬ对其酶学特性和结构特性的深入研究较少ꎮ
目前已有大量产柚苷酶的微生物被筛选出来ꎬ但在
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实际应用时ꎬ柚苷酶活力低下、生产成本高的问题仍

然没有得到解决ꎮ 柚苷酶来源广泛ꎬ不同来源的柚

苷酶在酶学特性和分子结构方面存在一定的差异ꎬ
对柚苷酶的酶学特性和结构特性进行分析将有助于

阐明它们的催化反应和底物识别机制ꎬ挖掘其潜在

应用价值ꎮ
柑橘酒是以柑橘为主要原材料ꎬ经酒精发酵、

脱苦、陈酿、澄清等工艺制成的低度果酒[１２] ꎮ 当前

中国柑橘酒工业化生产还很少见ꎬ这是因为柑橘

酒加工过程中会产生强烈的苦味[１３] ꎬ对产品的口

感造成很大的影响ꎮ 研究结果表明柑橘酒的苦味

主要是由柚皮苷和柠檬苦素等物质造成[１４] ꎮ 其

中ꎬ柚皮苷不仅是典型的黄酮类苦味物质ꎬ还为柑

橘酒提供了色素、风味物质、抗氧化剂ꎬ其含量高

低会对酒的色泽、口感、稳定性、生物活性等产生

重要的影响[１５] ꎬ因此ꎬ它是一种不可忽略的苦味成

分ꎮ 柚苷酶能有效降低柚皮苷的含量ꎬ将其转化

为无苦味的柚皮素ꎬ使柑橘酒苦味降低ꎬ保持其稳

定性和感官特性ꎮ 分子末端含有 α￣鼠李糖苷和 β￣
葡萄糖苷的天然糖苷ꎬ均可作为柚苷酶的底物ꎮ
因此ꎬ柚苷酶在食品工业中具有极其重要的作用ꎮ
目前国内外都有商业化的柚苷酶上市ꎬ商业化的

柚苷酶一般来源于黑曲霉和青霉菌ꎬ但由菌株发

酵得到的柚苷酶分离纯化困难ꎬ纯化成本高ꎬ且发

酵产物还含有其他水解酶ꎬ易产生副产物ꎬ这都不

利于柚苷酶的纯化ꎮ 本文将分别对柚苷酶的来

源、酶学特性、结构特性、柑橘酒中苦味物质及柚

苷酶在柑橘酒中的应用进行介绍ꎬ以期为柚苷酶

的高值化利用提供理论支持ꎮ

１　 柚苷酶菌株筛选及菌株改良技术
研究

１.１　 柚苷酶

柚苷酶最早从芹菜种子中分离出来ꎬ后在柚子

叶中也发现了柚苷酶ꎬ随着研究深入ꎬ陆续从许多植

物、动物和某些微生物中分离获得了柚苷酶[１６￣１８]ꎮ
然而ꎬ由于生产成本及环境因素的限制ꎬ现在市面上

的柚苷酶产品几乎都来自于微生物ꎬ微生物来源的

柚苷酶大多是胞外酶ꎬ且需要在培养基中添加诱导

物如柚皮苷来诱导菌株产酶[１９]ꎬ诱导物价格昂贵ꎬ
这在一定程度上增加了柚苷酶的生产成本ꎮ 已有研

究结果表明ꎬ产柚苷酶的微生物菌株主要有两种ꎬ一

种是曲霉ꎬ另一种是青霉ꎮ 然而ꎬ由于黑曲霉菌的培

养技术和在食品工业生产中的应用技术更加成熟ꎬ
同时还由于其次生代谢产物的安全性相对较高ꎬ因
此更适合食品工业生产的大规模应用ꎮ
１.２　 柚苷酶菌株筛选方法

柚苷酶菌种可从自然环境中直接筛选得到ꎮ 筛

选产柚苷酶菌株常用到的方法有半固态试管法、定
性滤纸显色法、透明圈法等[２０￣２１]ꎮ 在菌株筛选的早

期研究中ꎬ主要采用半固态试管法ꎬ菌株在试管中生

长产酶ꎬ柚苷酶将柚皮苷分解形成透明层ꎮ 随着培

养时间的增加ꎬ柚苷酶在培养基中扩散ꎬ透明层逐渐

变大ꎬ透明层的大小可判断菌株产酶能力的大小ꎮ
该方法可初步获得产柚苷酶能力较强的菌株ꎮ 但由

于柚皮苷溶解度低ꎬ会影响对透明层的观察ꎬ从而降

低实验结果的准确性ꎮ 定性滤纸显色法是利用菌株

产生的柚苷酶消耗掉柚皮苷后与柚皮苷显色液发生

颜色反应而筛选菌株的方法ꎮ 该筛选方法操作简

单ꎬ但由于定性滤纸表面呈现的颜色不能作为确定

该菌株产酶能力的定量依据ꎬ因此需要对产酶菌株

进一步筛选ꎮ 透明圈法是一种快速初步筛选菌株的

方法ꎬ利用透明圈法筛选菌株时ꎬ在固体培养基中混

入一些溶解性差的营养成分ꎬ使培养基浑浊、不透

明ꎮ 如果培养基上生长了目的菌株ꎬ就会利用这种

营养成分ꎬ在菌落周围产生透明圈ꎮ 有学者发现ꎬ与
半固态试管法形成的透明层相比ꎬ透明圈法形成的

透明圈不仅更容易观察ꎬ且可根据透明圈大小判断

菌株产酶能力的强弱[２２]ꎬ实验操作简单ꎬ透明圈法

是目前筛选产柚苷酶菌株常用方法ꎮ
１.３　 柚苷酶菌株改良技术

柚苷酶来源广泛ꎬ但自然筛选得到的菌株产生

柚苷酶活力较低ꎬ需要对菌株进行改良以提高产酶

活力ꎬ目前改良产柚苷酶菌株常用到的技术有物理

诱变、化学诱变[２３]及基因重组技术[２４]等ꎮ
１.３.１　 物理诱变 　 物理诱变是目前常用的菌株改

良技术之一ꎬ即使用紫外线、Ｘ 射线、中子、微波、超
声波等诱变源对菌株进行诱变ꎬ使菌株发生突变的

技术ꎮ 物理诱变所用到的设备简单、操作方便ꎬ利用

诱变源进行诱变ꎬ可得到大量的高产菌株ꎬ在微生物

的诱变育种中发挥了极其重要的作用[２５]ꎮ 袁文博

等[２６]利用常温室压等离子体技术对 １ 株产柚苷酶

菌株互隔交链孢霉(Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ａｌｔｅｒｎａｔｅ)ＳＫ.３７００１ 进

行诱变ꎬ获得了 １ 株高产柚苷酶菌株(Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ａｌ￣
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ｔｅｒｎａｔｅ) ＳＫ. ３７００２ꎬ产酶活力比原始菌株提高了

２０８％ꎮ 黄超等[２７] 从腐烂柚皮中筛选到 １ 株黑曲霉

(Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｎｉｇｅｒ)ꎬ并对其进行紫外诱变ꎬ选育得到

了 １ 株酶活力达 ９３３􀆰 ３ Ｕ / ｍｌ的突变菌株ꎬ产酶活力

是原始菌株的 ２􀆰 ２５ 倍ꎮ
１.３.２　 化学诱变　 化学诱变是指利用碱基类似物、
脱氨剂、烷化剂等化学诱变剂使菌株发生突变的技

术ꎬ目前常用的诱变剂有亚硝基胍(ＮＴＧ)、乙烯亚

胺(ＥＩ)、硫酸二乙酯(ＤＥＳ)、叠氮化钠(ＮａＮ３)等ꎮ
化学诱变只需少量的药剂和简单的设备ꎬ具有经济

方便、快速高效的优点[２５]ꎮ 陈玲等[２８] 采用 ＮＴＧ 对

出发菌株孢子进行诱变ꎬ得到 １ 株突变菌株 ３￣５４￣
ＮＴＧ￣１６ꎬ测定其酶活力达 ７７０􀆰 ０６ Ｕ / ｍｌꎬ比出发菌株

提高了近 １００％ꎮ 但在使用化学诱变剂时ꎬ一些化

学诱变剂如 ＮＴＧ、ＤＥＳ 等对人体健康有一定的危

害ꎬ操作时应做好防护ꎬ减少与诱变剂接触ꎮ
１.３.３　 基因重组技术 　 基因重组技术是将生物体

内控制特定性状的基因作为外源基因ꎬ按照人为意

愿定向改变生物遗传形状的技术ꎬ外源基因经体外

重组后可转入到受体体内并复制、转录、翻译、表达ꎬ
从而使受体获得供体特定的性状与功能 [２９]ꎮ 利用

基因重组技术ꎬ寻找合适的微生物来源的柚苷酶基

因以及合适的表达载体ꎬ从而使柚苷酶高效表达ꎬ对
提高柚苷酶的酶活力及其应用具有重要意义ꎮ 现已

有关于柚苷酶中的 α￣Ｌ￣鼠李糖苷酶通过酵母细胞克

隆和表达的相关报道[３０￣３２]ꎬ但由于柚苷酶是一种复

合酶ꎬ并不是单一的酶系ꎬ所以使得产柚苷酶微生物

的基因工程育种难度较大ꎬ因此在构建产柚苷酶的

基因工程菌时需对两种酶的结构性质及相互关系进

行进一步的深入研究ꎮ
１.３.４　 复合诱变 　 复合诱变是指用两种或两种以

上的诱变剂对生物体进行处理ꎬ从而获得突变体的

方法ꎬ包括两种或多种诱变剂先后使用、同一种诱变

剂的重复作用、两种或多种诱变剂的同时使用ꎮ 复

合诱变具有协同效应ꎬ比单一诱变效果好ꎮ 朱运平

等[２３]采用紫外线￣亚硝酸钠复合诱变ꎬ选育出 １ 株

突变菌株 ＵＮ２ꎬ该菌株产柚苷酶活力达 １４７ Ｕ / ｍｌꎬ
且具有较好的稳定性ꎮ Ｘｉａ 等[３３]对从发霉的柚皮中

分离出的柚皮苷酶生产菌株(Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｔｕｂｉｎｇｅｎｓｉｓ)
ＭＮ５８９８４０ 进行紫外与常压室温等离子体复合诱

变ꎬ筛选出 １ 株 ＵＡ１３ 突变体ꎬ 酶活力 ２ ４７５.１６
Ｕ / ｍｇꎬ产柚苷酶活力提高了 ２０６％ꎮ 这些结果表明

复合诱变是筛选高产柚皮苷酶菌株的有效策略ꎮ

２　 柚苷酶的性质

２.１　 柚苷酶的酶学性质

酶的适宜温度范围、ｐＨ 值和热稳定性是实现工

业化生产必需考虑的因素ꎬ也是限制很多酶工业化

生产的重要因素ꎮ 反应体系的温度和 ｐＨꎬ不仅会影

响底物和产物的溶解性和稳定性ꎬ而且决定着整个

生产流程和对设备的要求ꎬ而酶的热稳定性也与酶

的利用率、原料损耗和生产成本等息息相关[３４]ꎮ 不

同来源的柚苷酶ꎬ甚至相同来源不同类型的柚苷酶

在酶学性质上都存在一定差异ꎬ表 １ 总结了部分不

同来源的柚苷酶及其酶学性质ꎬ从表中可以看出ꎬ不
同来源柚苷酶在分子质量、最适温度和最适 ｐＨ 值

等方面都各不相同ꎬ但总体上其最适温度为５０~ ６０
℃ꎬ最适 ｐＨ 值为４.０~６􀆰 ０ꎮ 柚苷酶具有 α￣Ｌ￣鼠李糖

苷酶和 β￣Ｄ￣葡萄糖苷酶两种酶的活性ꎬ在柚苷酶的

作用底物上ꎬ多数柚苷酶都能够同时水解多种糖苷

键ꎮ α￣Ｌ￣鼠李糖苷酶作为柚苷酶中重要组成成分之

一ꎬ可以特异性地水解聚糖或者糖苷类化合物末端

的 α￣１ꎬ２、α￣１ꎬ３、α￣１ꎬ４、α￣１ꎬ６ 糖苷键ꎬ释放 Ｌ￣鼠李

糖[３５]ꎮ 柑橘汁和柑橘酒中的柚皮苷能被 α￣Ｌ￣鼠李

糖苷酶水解ꎬ生成苦味稍弱的普鲁宁和鼠李糖ꎬ而柚

苷酶中的 β￣Ｄ￣葡萄糖苷酶则进一步水解普鲁宁ꎬ生
成无苦味的柚皮素和葡萄糖ꎮ 柚苷酶水解柚皮苷的

流程如图 １ 所示ꎬ除柚皮苷外ꎬ分子末端含有 α￣鼠
李糖苷和 β￣葡萄糖苷的天然糖苷ꎬ如芸香柚皮苷、
橙皮苷、芦丁等ꎬ均可作为柚苷酶的底物[４ꎬ３６]ꎮ
２.２　 柚苷酶的结构特性

柚苷酶的天然来源广泛ꎬ它们的功能相似但是

结构多变ꎮ 对柚苷酶的功能域分析有助于对其催化

机制与底物识别的理解ꎬ关于柚苷酶的结构研究ꎬ至
今尚无详尽报道ꎮ 国内外学者对柚苷酶进行研究分

析发现其表现为单一的糖蛋白[３７￣３８]ꎬ这表明柚苷酶

结构具有单体的特点ꎬ柚苷酶单体结构上具有两个

催化位点ꎬ一个位点用于 α￣Ｌ￣鼠李糖苷酶的催化ꎬ另
一个位点用于 β￣Ｄ￣葡萄糖苷酶的催化[４０]ꎮ 目前已

有研究结果表明ꎬ酪氨酸作为一种重要的残基在 α￣
Ｌ￣鼠李糖苷酶及 β￣Ｄ￣葡萄糖苷酶的作用过程中参与

催化[４０]ꎬ这似乎也证实柚苷酶是一种单体酶ꎮ 但

是ꎬ目前在青霉和曲霉的基因组上还没有找到能同

时编 码 α￣Ｌ￣鼠 李 糖 苷 酶 与 β￣Ｄ￣葡 萄 糖 苷 酶 基
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因[４１￣４３]ꎮ 相反ꎬ关于编码这两种酶的独立基因却被

多次报道[４４￣４５]ꎬ同时这两种酶也被很多学者单独分

离纯化[３９ꎬ４６￣４８]ꎬ这些结果暗示了柚苷酶有可能是由

两种酶组成的复合酶ꎬ而不是具有两个酶活性位点

的单链结合蛋白质ꎮ

表 １　 不同来源的柚苷酶及其酶学性质

Ｔａｂｌｅ １　 Ｎａｒｉｎｇｉｎａｓｅ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｏｕｒｃｅｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ

来源　 　 　 　 　 相对分子质量
(×１０３)

最适温度
(℃) 最适 ｐＨ 值

酶活力
(Ｕ / ｇ)

Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｎｉｇｅｒ ｖａｎ Ｔｉｅｇｈｅｍ ＭＴＣＣ ２４２５[４９] １０~８０ ５０ ５.０ ５ ４６０.００

Ｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ａｌｂｉｄｕｓ[５０] ５０ ６０ ５.０ ３６.００

Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｎｉｇｅｒ ＴＣ￣０１[５１] － ６０ ４.０ ６ ４２９.３０

Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｎｉｇｅｒ ＦＦＣＣ ８４８[５２] ６５.１２ ５０ ４.５ ６ ９３２.５４

Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ｓｐ.１５２３[５３] ８９.０２ / ７２.０２ ５０ ４.０ ４ ４７８.７６

Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｓｏｊａｅ[５４] ７０ － ６.０ －

Ｐｅｄｉｏｃｏｃｃｕｓ ａｃｉｄｉｌａｃｔｉｃｉ ＤＳＭ ２０２８４[５４] ７４ ６０ ５.５ １ ２００.００

图 １　 柚苷酶水解柚皮苷的过程

Ｆｉｇ.１　 Ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ ｏｆ ｎａｒｉｎｇｉｎ ｂｙ ｎａｒｉｎｇｉｎａｓｅ

　 　 虽然目前尚不知道柚苷酶的整体结构ꎬ但是许多

学者对柚苷酶的两种组成成分 α￣Ｌ￣鼠李糖苷酶和 β￣
Ｄ￣葡萄糖苷酶的单独结构进行了研究ꎬ从 ＣＡＺｙ 数据

库可知ꎬα￣Ｌ￣鼠李糖苷酶可来自 ＧＨ７８ 家族、ＧＨ２８ 家

族、ＧＨ１０６ 家族ꎮ 随着研究的深入ꎬ不同来源的 α￣Ｌ￣
鼠李糖苷酶的晶体结构已被解析(表 ２)ꎬＣｕｉ 等[５５]对

来自芽孢杆菌 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ. ＧＬ１ 菌株的柚苷酶进行结

晶ꎬ确定了其 α￣Ｌ￣鼠李糖苷酶有 ５ 个结构域ꎬ其中 ４
个是 β￣三明治夹心结构ꎬＣｕｉ 指定为结构域 Ｎ、Ｄ１、Ｄ２

和 Ｃꎻ另一个是(α / α)６￣桶状结构ꎬＣｕｉ 指定为结构域

Ａꎬ其三维结构如图 ２ 所示ꎬ还发现 α￣Ｌ￣鼠李糖苷酶中

的(α / α)６￣桶状结构提供了一个可容纳鼠李糖基的裂

缝ꎬ带负电的氨基酸残基如 Ａｓｐ５６７、Ｇｌｕ５７２、Ａｓｐ５７９、
Ｇｌｕ８４１等在这个裂缝里可直接与鼠李糖接触发生作

用ꎬ表明这些残基是酶催化的活性位点ꎮ Ｆｕｊｉｍｏｔｏ
等[５６] 对 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ａｖｅｒｍｉｔｉｌｉｓ Ｒｈａ ( ＳａＲｈａ７８Ａ) 及

Ｒｈａ 与 Ｌ￣鼠李糖结合后的晶体结构进行了研究ꎬ发现

其有 ６ 个结构域:Ｎ、Ｄ、Ｅ、Ｆ、Ａ 和 Ｃꎬ同时发现 Ｇｌｕ６３６、
Ｇｌｕ８９５在酶催化过程中具有关键作用ꎬ这一结论也与

Ｃｕｉ 等[５５]的研究结果类似ꎮ 从表 ２ 也可以看出ꎬ不同

来源的 α￣Ｌ￣鼠李糖苷酶的晶体结构有所差异ꎬ但其结

构中都含有催化结构域及 β￣夹层结构域ꎮ
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表 ２　 不同来源的 α￣Ｌ￣鼠李糖苷酶的结构

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ α￣Ｌ￣ｒｈａｍｎｏｓｉｄａｓｅ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｏｕｒｃｅｓ

α￣Ｌ￣鼠李糖苷酶来源菌株　 　 α￣Ｌ￣鼠李糖苷酶结构　 　 　 参考文献

Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ. ＧＬ１ α￣Ｌ￣鼠李糖苷酶有 ５ 个结构域ꎬ其中 ４ 个是 β￣三明治夹心结构ꎬ另一个是(α / α) ６ ￣桶状结
构ꎬ(α / α) ６ ￣桶状结构提供 １ 个可容纳鼠李糖基的裂缝ꎬ裂缝里一些带负电的氨基酸残基为
催化活性位点ꎮ

[５５]

Ｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ａｖｅｒｍｉｔｉｌｉｓ α￣Ｌ￣鼠李糖苷酶与 Ｌ￣鼠李糖结合后的晶体结构有 ６ 个结构域:Ｎ、Ｄ、Ｅ、Ｆ、Ａ 和 Ｃꎬ一些氨基
酸残基(如:Ｇｌｕ６３６、Ｇｌｕ８９５)在酶催化过程中具有关键性作用ꎮ

[５６]

Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ａｃｕｌｅａｔｕｓ ＪＭＵｄｂ０５８ 由 Ｎ 端结构域、Ｃ 端结构域、２ 个 β￣折叠结构域及(α / α) ６ ￣桶状催化结构域 Ａ 构成ꎮ [５７]

Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｏｘｙｔｏｃａ 由螺旋结构的催化结构域 Ａ 及 β￣夹层结构的二聚结构域 Ｂ 构成ꎮ [５８]

图 ２　 α￣Ｌ￣鼠李糖苷酶的三维结构图[５５]

Ｆｉｇ. ２ 　 Ｔｈｒｅｅ￣ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ α￣Ｌ￣ｒｈａｍｎｏｓｉ￣

ｄａｓｅ[５５]

　 　 有学者对 β￣Ｄ￣葡萄糖苷酶的结构进行了研

究[５９￣６０]ꎬ不同来源的 β￣Ｄ￣葡萄糖苷酶的结构有所差

异(表 ３)ꎬＰｏｚｚｏ 等[６１]对 ＧＨ３ 家族的 β￣Ｄ￣葡萄糖苷

酶的结晶构造(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号:２Ｘ４０￣Ａ)进行了报

道ꎬ它由(α / β) ８￣结构域和三明治结构域[６ 条(α /
β)链] 及 Ｃ 端纤连蛋白Ⅲ型结构域组成ꎮ 孙月

龙[５７]对棘孢曲霉产生的 β￣Ｄ￣葡萄糖苷酶的三维结

构(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号:ＢＧＬ１￣ＡＳＰＡＣ)进行了模拟ꎬ其
三维结构模拟图如图 ３ 示ꎮ 该酶由 １ 个(α / β) ８￣结
构域和 １ 个具有 ５ 条(α / β)链的三明治结构域组

成ꎬ其 Ｃ 端没有纤连蛋白Ⅲ型结构域ꎬ呈不规则的

卷曲状ꎮ 通过比对发现该酶的活性位点是位于 ２ 个

结构域表面相距较远的 Ａｓｐ２８０ 与 Ｇｌｕ５０９ꎮ Ｍｏｈｓｉｎ
等[６２]对 β￣葡萄糖苷酶的结构进行研究ꎬ结果与前面

两位学者的类似ꎮ 对于柚苷酶的结构ꎬ虽然目前已

有学者对其单组分的结构进行了研究ꎬ但柚苷酶的

整体结构、柚苷酶两种组成成分的比例构成ꎬ目前尚

无详尽的报道ꎮ

表 ３　 不同来源的 β￣Ｄ￣葡萄糖苷酶的结构

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ β￣Ｄ￣ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｏｕｒｃｅｓ

β￣Ｄ￣葡萄糖苷酶来源菌株 β￣Ｄ￣葡萄糖苷酶结构 参考文献

Ｔｈｅｒｍｏｔｏｇａ ｎｅａｐｏｌｉｔａｎａ 由(α / β) ８ ￣结构域和三明治结构域[６ 条(α / β)链]及 Ｃ 端纤连蛋白Ⅲ型结构域组成ꎮ [６１]

Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ａｃｕｌｅａｔｕｓ ＪＭＵｄｂ０５８ 由 １ 个(α / β) ８ ￣结构域和 １ 个具有 ５ 条(α / β)链的三明治结构域组成ꎬ其 Ｃ 端没有纤连蛋白
Ⅲ型结构域ꎬ呈不规则的卷曲状ꎮ

[５７]

Ｃｈａｅｔｏｍｉｕｍ ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｍ 由 ３ 个不同的结构域组成:催化磷酸三糖异构酶(ＴＩＭ)桶状结构域ꎬα / β￣三明治结构域和纤
连蛋白Ⅲ型结构域ꎮ

[６２]

３　 柚苷酶在柑橘酒酿造中的应用

３.１　 柑橘酒的脱苦

３.１.１　 柑橘酒中的苦味物质 　 了解柑橘中的苦味

物质及其降解机理ꎬ有针对性地去除其中的苦味成

分对提高柑橘产品的品质至关重要ꎮ 柑橘酒中的苦

味主要来源于以下三个方面:(１)柑橘原料中所含

的黄酮类及其衍生物质ꎬ如芸香柚皮苷、柚皮苷、新
橙皮苷等ꎻ(２)发酵过程中无苦味物质转变成苦味

物质ꎬ也就是在榨汁和酿制时产生的“延迟苦味”ꎬ
如柠檬苦素、诺米林等ꎻ(３)柑橘酒发酵过程中ꎬ由
于残糖、氨基酸和维生素等营养物质的存在ꎬ使得乳

酸菌、产苦味杂菌等生长产生的苦味[１４￣１５]ꎮ 表 ４、表
５ 总结了柑橘果实及柑橘酒中的主要苦味物质ꎬ从
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表中可以看出柑橘酒中柚皮苷的含量远高于柠檬苦

素和诺米林ꎬ是柑橘酒中主要的苦味物质ꎮ 柚苷酶

的作用底物柚皮苷、芸香柚皮苷等是存在于柑橘类

水果原料中的主要苦味物质ꎬ品种、采样地点、成熟

期及栽培环境不同的柑橘ꎬ其苦味成分的组成和含

量也会不同ꎮ 因此在柑橘酒酿造过程中ꎬ原料的选

择至关重要ꎬ柑橘类水果原料中含有大量的苦味代

谢物ꎮ 柑橘果肉中的柚皮苷在幼果期和果实膨胀期

含量较多ꎬ到成熟阶段含量则逐步下降[６３]ꎬ从表 ４
可以看出柑橘果实中的苦味物质主要集中在囊衣、
果皮和种子中[６４]ꎬ因此在进行柑橘酒酿造时ꎬ应选

择充分成熟的柑橘原料ꎬ并在榨汁时彻底去除果皮

和种子ꎬ降低柑橘酒中苦味物质含量ꎮ
图 ３　 β￣Ｄ￣葡萄糖苷酶的三维结构图[６０]

Ｆｉｇ.３　 Ｔｈｒｅｅ￣ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ β￣Ｄ￣ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ[６０]

表 ４　 柑橘果实中主要的苦味物质含量

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｍａｉｎ ｂｉｔｔｅｒ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ ｉｎ ｃｉｔｒｕｓ ｆｒｕｉｔｓ

种类　 　 　 　 部位　 　 　
黄酮类物质

柚皮苷

柠檬苦素类物质

柠檬苦素 诺米林

金诺果[６５] 果汁(ｍｇ / ｍｌ) ０.２３０ ０.２１８

果皮(ｍｇ / ｇ) ０.４２２ ４.６９０ －

种子(ｍｇ / ｇ) ０.１３４ ９.５２０

沙田柚[６６] 果汁(ｍｇ / ｍｌ) ０.２００ ０.００２ ０.００４

果皮(ｍｇ / ｇ) ５.２９０ ０.８４６ ０.６５２

种子(ｍｇ / ｇ) ０.３７０ １.１９０ １.５７５

囊衣(ｍｇ / ｇ) ４.９１０ ０.０２３ ０.０５２

表 ５　 柑橘饮料中主要的苦味物质含量

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｍａｉｎ ｂｉｔｔｅｒ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ ｉｎ ｃｉｔｒｕｓ ｗｉｎｅ

种类　 　
黄酮类物质

柚皮苷
(ｍｇ / Ｌ)

总黄酮
(ｍｇ / ｋｇ)

柠檬苦素类物质

柠檬苦素
(ｍｇ / Ｌ)

诺米林
(ｍｇ / Ｌ)

脐橙汁[６７] － ４.４３０ ０.０７０

碰柑酒[６８] ５６６.３００ １０.８７０ ２.２００

椪柑酒[６９] － １２.８７８ １０.０２３

脐橙酒[６７] － ０.０５０ ０.０８０

柚子酒[７０] １６５.６９０ １７.０８０ －

蜜柚果酒[７１] ０.１４４ ０.０４８ －

３.１.２　 柚苷酶对柑橘酒的脱苦应用研究 　 在柑橘

汁和柑橘酒的生产中ꎬ苦味对果酒的风味及品质有

一定的影响ꎬ其中以柚皮苷为主要苦味成分[７２￣７３]ꎮ
研究结果表明ꎬ在柑橘汁中ꎬ柚皮苷含量大于 １􀆰 ５
ｍｇ / ｍｌ会对果汁的品质产生一定的影响[７４]ꎮ 采用柚

苷酶水解法ꎬ不仅可以有效降低柚皮苷含量ꎬ而且可

以保持柑橘类产品原有的风味和营养ꎬ增加消费者

的接受程度ꎬ是一项非常有前景的技术ꎮ 柚苷酶水

解法具有专一性强、操作简单、不损失风味和营养等

优点ꎬ是当前最理想的脱苦方式ꎮ 江飞凤等[７０] 采用

柚苷酶对柚子酒进行脱苦ꎬ发现酶添加量 ２􀆰 ０ ｇ / Ｌ、
反应温度 ５０ ℃、反应时间 ６０ ｍｉｎ、ｐＨ４􀆰 ０ 时ꎬ柚子酒
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脱苦率为 ５３􀆰 ６７％ꎮ 张方艳等[７５]采用柚苷酶对柑橘

酒进行脱苦ꎬ发现对发酵后的柑橘酒进行加酶处理

的脱苦效果比发酵前对鲜榨柑橘汁进行加酶处理的

脱苦效果更好ꎬ且当柑橘酒中柚苷酶添加量为 ６
ｇ / Ｌ、ｐＨ ７􀆰 ０、反应温度 ５０ ℃、反应时间 ６０ ｍｉｎ 时ꎬ
脱苦效果最好ꎬ柑橘酒脱苦率可达到 ６４􀆰 ０５％ꎮ 目

前国内外已有柚苷酶上市ꎬ但其在食品工业中并没

有广泛应用ꎬ主要原因是缺乏高产柚苷酶的菌株ꎬ且
柚苷酶的酶活性低ꎬ柑橘汁和柑橘酒中的低 ｐＨ 值

环境也会抑制柚苷酶的活性ꎮ 除此之外ꎬ目前对柚

苷酶在柑橘酒中的脱苦研究还较少ꎬ大多集中在对

柑橘汁的脱苦研究上ꎬ虽已有学者对发酵前脱苦和

发酵后脱苦的柑橘酒进行研究[７６]ꎬ但是缺乏与原酒

的对比ꎮ 在用柚苷酶进行脱苦时ꎬ柚苷酶分离纯化

成本大ꎬ目前的试验大多是向柑橘汁和柑橘酒中直

接加入发酵粗酶液进行脱苦ꎬ这虽然能在一定程度

上降低柑橘汁和柑橘酒中的苦味物质ꎬ但发酵液中

的其他物质及灭酶活时的高温环境对柑橘汁和柑橘

酒的品质也存在一定的不良影响ꎬ后续可针对这些

问题进行研究ꎬ提高柑橘酒的品质ꎮ
３.２　 柑橘酒的增香

果酒酿造过程中的某些单萜类物质对果酒的风

味有重大贡献ꎬ这些化合物以游离形式如芳樟醇、橙
花醇、香叶醇、α￣松油醇、香茅醇、氧化芳樟醇或者与

糖基结合的香气前体形式存在[７７]ꎮ 这些香气前体

物质多为无味ꎬ以 β￣Ｄ￣吡喃糖苷和二苷的形式存

在ꎬ如 ６￣Ｏ￣α￣Ｌ￣呋喃糖苷￣β￣Ｄ￣吡喃糖苷、６￣Ｏ￣α￣Ｌ￣鼠
李糖基￣β￣Ｄ￣吡喃糖苷(芦丁苷)和 ６￣Ｏ￣β￣Ｄ￣吡喃糖

苷￣β￣Ｄ￣吡喃糖苷等[７１]ꎬ酸解或酶解时可释放出游

离态香气物质ꎬ从而影响果酒风味ꎮ 与酸解法相比ꎬ
酶解法对果酒中的单萜类成分影响较小ꎬ因而更具

优势ꎮ β￣Ｄ￣葡萄糖苷酶水解糖苷键配体中芳香成分

和糖基间的糖苷键后ꎬ能有效实现增香ꎮ 但当糖苷

与双糖相连时ꎬ则需要先被酶如 β￣木糖苷酶、α￣阿拉

伯糖苷酶或 α￣Ｌ￣鼠李糖苷酶等水解分子末端的双糖

后ꎬβ￣Ｄ￣糖苷酶才能水解释放糖苷配体[３ꎬ７８]ꎬ其水解

释放糖苷配体过程如图 ４ 所示ꎮ 因为香气和苦味物

质作为影响柑橘酒品质和风味的两个重要指标ꎬ所
以 β￣Ｄ￣葡萄糖苷酶在提升柑橘酒香气和脱苦方面

的应用备受关注[３]ꎮ 柚苷酶中含有 β￣Ｄ￣葡萄糖苷

酶ꎬ柚苷酶作用于柑橘酒时ꎬ不仅能脱苦ꎬ同时还能

提高柑橘酒的香气ꎮ 有学者对未经脱苦处理的柚子

酒和脱苦后的柚子酒香气成分进行分析发现ꎬ脱苦

处理后生成了 ３ 种新成分ꎬ分别是顺￣９￣十六碳烯酸

乙酯、正丙醇和正己酸乙酯ꎬ这 ３ 种香气成分之间可

以互相协同ꎬ提升柚子酒风味[７０]ꎮ β￣Ｄ￣葡萄糖苷酶

能有效提高柑橘酒风味ꎬ然而目前葡萄糖苷酶主要

应用于葡萄酒和蓝莓酒上ꎬ在柑橘酒上的研究和应

用还比较少ꎬ且柑橘酒在加工过程中的很多因素都

会影响 β￣Ｄ￣葡萄糖苷酶的活性ꎬ从而影响产品风

味ꎬ后续应进一步对 β￣Ｄ￣葡萄糖苷酶在柑橘酒中的

应用进行深入研究ꎮ

４　 总结及展望

综上所述ꎬ柚苷酶是非常重要的工业酶ꎬ其在柑

橘酒的脱苦及增香方面具有潜在的应用价值ꎮ 近年

来对柚苷酶的研究主要集中在产柚苷酶菌株的筛

选ꎬ柚苷酶酶学性质及其在柑橘汁、柑橘酒脱苦应用

等方面ꎬ但其结构、功能及分子生物学方面还没有被

深入研究ꎬ现有研究对柚苷酶作用的分子机制也知

之甚少ꎬ其晶体结构尚未确定ꎮ 除此之外ꎬ柚苷酶目

前在柑橘酒中的脱苦应用研究较少ꎬ柑橘酒的脱苦

效果也不理想ꎬ其产品风味受到了严重影响ꎮ 因此ꎬ
在不影响柑橘酒本身风味物质的前提下ꎬ酶解法脱

苦对有效去除柑橘酒中的苦味、提高柑橘酒品质具

有重要的意义ꎮ 鉴于目前柚苷酶及其应用存在的问

题ꎬ未来可以考虑从以下几方面进行研究:
(１) 产柚苷酶菌一般为诱导性菌株ꎬ需要向培

养基中加入诱导物诱导其产酶ꎬ诱导物价格昂贵ꎬ生
产成本较高ꎬ这也是柚苷酶不能工业化生产的重要

原因ꎬ后续可考虑筛选组成型的产柚苷酶菌株ꎮ
(２) 目前对柚苷酶的研究主要集中于菌种的筛

选、发酵工艺优化及简单酶学性质研究ꎬ柚苷酶是由

两种酶构成ꎬ其整体结构是单一蛋白还是组合蛋白

及两种酶的比例构成尚不清楚ꎬ如果其是单体酶ꎬ则
应对其整体结构进行研究ꎬ如果是由两种酶组成ꎬ则
应对其单组分结构和组成比例进行研究ꎮ
　 　 (３) 柚苷酶分离纯化成本高ꎬ且其在柑橘酒中

的应用研究还较少ꎬ柑橘酒的 ｐＨ 值偏低ꎬ而柚苷酶

的最适 ｐＨ 值为４~６ꎬ柑橘酒的酸性环境会抑制柚苷

酶的活性ꎮ 除此之外ꎬ柑橘酒中的其他成分也会抑

制柚苷酶的活性ꎬ后续可考虑筛选耐酸性的高产柚

苷酶的菌株ꎬ将其与酵母菌混菌发酵ꎬ在发酵的同时

去除苦味物质ꎮ
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n代表香气物质ꎮ
图 ４　 水解糖苷键ꎬ释放香气物质过程
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