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　　摘要：为了研究甜菊β－葡萄糖苷酶在甜菊糖苷降解代谢中的作用，分别采用高效液相色谱法（ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ
ｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，简称ＨＰＬＣ）和分光光度计法对甜菊糖苷含量和 β－葡萄糖苷酶活性进行同步检测分析。结果
表明，不同甜菊品种中具有高甜菊苷（ｓｔｅｖｉｏｓｉｄｅ，简称Ｓｔ）含量的中山５号、大叶１号具有较高的β－葡萄糖苷酶活性；
在中山５号开花期植株的不同器官中，β－葡萄糖苷酶活性与甜菊糖苷含量的变化趋势较一致，其中叶片中的 β－葡
萄糖苷酶活性、甜菊糖苷含量均最高，花中次之，茎中较低，根中均最低；中山５号３个主要生长时期叶片中的 β－葡
萄糖苷酶活性随生长发育的推进而逐渐升高，其甜菊糖苷含量则随生长发育的推进先升后降，现蕾期最高。研究结果

可为后续甜菊β－葡萄糖苷酶及其基因的研究奠定基础。
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　　甜菊（ＳｔｅｖｉａｒｅｂａｕｄｉａｎａＢｅｒｔｏｎｉ）别称甜叶菊，是
原产于南美洲的菊科（Ａｓｔｅｒａｃｅａｅ）甜菊属（Ｓｔｅｖｉａ）宿
根性多年生草本植物［１］，因其叶片含有高甜度（高

达蔗糖的 ２５０～４５０倍）、低热量（低至蔗糖的
１／３００）的甜菊糖苷（ｓｔｅｖｉｏｌｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ）而得名［２］。

甜菊糖苷俗称甜菊糖，目前已经作为天然低热量甜

味剂广泛应用于食品、饮料、医药、化工等领域，并

且有越来越多的研究发现，甜菊糖苷具有预防和辅

助治疗肥胖症、糖尿病、高血压、高血糖以及消炎、

抗氧化、抗菌、抗癌和增强免疫力等药用价值［３］。

甜菊糖苷是以甜菊醇（ｓｔｅｖｉｏｌ）为苷元的四环二
萜类糖苷，目前已经发现５０多种甜菊糖苷组分，主
要包括甜菊单糖苷（ｓｔｅｖｉｏｌｍｏｎｏｓｉｄｅ）、甜菊双糖苷
（ｓｔｅｖｉｏｌｂｉｏｓｉｄｅ）、甜菊苷（ｓｔｅｖｉｏｓｉｄｅ，简称Ｓｔ）、莱鲍迪
苷 Ａ（ｒｅｂａｕｄｉｏｓｉｄｅＡ，简称 ＲＡ）、莱鲍迪苷 Ｂ
（ｒｅｂａｕｄｉｏｓｉｄｅＢ）、莱鲍迪苷Ｃ（ｒｅｂａｕｄｉｏｓｉｄｅＣ）、莱鲍
迪苷Ｄ（ｒｅｂａｕｄｉｏｓｉｄｅＤ）、杜尔克苷 Ａ（ｄｕｌｃｏｓｉｄｅＡ）
等［４］，各种甜菊糖苷组分因其苷元甜菊醇 Ｃ１３和
Ｃ１９位发生糖基化的糖基种类和数量不同而性质迥

异［５］。有研究发现，甜菊叶片内甜菊糖苷的积累随

生长发育的推进而变化［６］。由于糖苷积累是合成

与分解、糖基化与去糖基化的动态平衡，因此催化

糖苷分解的酶［糖苷酶（ｇｌｙｃｏｓｉｄａｓｅｓ）］，尤其是 β－
葡萄糖苷酶（β－ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅｓ，ＥＣ３．２．１．２１）在甜菊
糖苷分解代谢和组分转化中起着相当重要的作用，

然而目前在甜菊中尚未见相关报道。β－葡萄糖苷
酶又称 β－Ｄ－葡萄糖苷水解酶，可以水解结合于苷
元末端非还原性的 β－Ｄ－糖苷键，同时释放 β－
Ｄ－葡萄糖苷和相应配基［７］。β－葡萄糖苷酶广泛
存在于自然界中，在不同的生物体中，β－葡萄糖苷
酶的生物学功能也各不相同。植物来源的 β－葡萄
糖苷酶被认为具有较为广泛的生理功能，包括参与

植物细胞壁的降解、木质化作用、植物激素的共价

激活、宿主防御、香味前体的水解等［８］。尽管目前

已有大量关于β－葡萄糖苷酶作为植物醇系香味物
质产生的关键酶的研究，在人参皂苷［９］、大豆异黄

酮苷［１０］、茶树香叶醇苷［１１］等萜类糖苷降解中的关

键作用也有很多报道，然而在以其萜类糖苷而闻名

的甜菊中的相关研究很少，目前仅有一些利用微生

物来源的 β－葡萄糖苷酶进行甜菊糖苷组分转
化［１２］的报道。

为了明确甜菊β－葡萄糖苷酶在甜菊糖苷降解
代谢中的作用，本研究对不同品种、不同器官、不同

生长时期甜菊的β－葡萄糖苷酶活性和甜菊糖苷含
量进行同步测定分析，以期为后续甜菊 β－葡萄糖
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苷酶及其基因的研究，以及通过抑制甜菊糖苷的降

解从而提高其含量的育种工作等奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
本试验选择甜菊糖苷总含量和组分种类有差

异的６个甜菊品种进行试验，供试品种均种植于江
苏省中国科学院植物研究所的甜菊资源圃内，各品

种的来源及特征见表１。

表１　供试甜菊品种的来源及特性

品种 来源 糖苷含量特征

中山５号 自主选育 高甜菊苷含量

中山６号 自主选育 高莱鲍迪苷Ａ含量、高总苷含量

中山８号 自主选育 高总苷含量，莱鲍迪苷Ａ含量较高

江甜２号 国内引种 高莱鲍迪苷Ａ含量

守田３号 国外引种 莱鲍迪苷Ａ含量较高

大叶１号 国内引种 高甜菊苷含量

　　本试验所用主要仪器为 ＬＣ－１００高效液相色
谱仪（上海伍丰科学仪器有限公司）、ＳａｐｐｈｉｒｅＣ１８反
相色谱柱（苏州赛分科技有限公司，２５０ｍｍ×
４．６ｍｍ，５μｍ）。
１．２　研究方法
１．２．１　取样方法　２０１６年８月于甜菊现蕾期分别
采集６个甜菊品种植株顶部的１０对叶片，每对叶片
分为２份，１份用液氮速冻，用于 β－葡萄糖苷酶的
提取和酶活性的测定，另 １份于 １０５℃杀青后于
７０℃ 烘干，用于甜菊糖苷含量的测定。在品种比
较的基础上，选择糖苷酶活性最高的品种中山５号，
分别采集其开花期的根、茎、叶、花序４个器官样品，
每份样品至少选择５株混匀后一分为二，分别用液
氮速冻、１０５℃杀青后烘干，用于酶活性和糖苷含量
的测定。２０１７年５—１０月分别采集中山５号快速
生长期、现蕾期、开花期的叶片，进行不同生长时期

酶活性和糖苷含量的测定，取样方法同上。

１．２．２　甜菊β－葡萄糖苷酶的提取　参考宋晓青
的方法［１３］并略加改进。取１．０ｇ甜菊样品，置于预
冷的研钵中，加入约 ５ｍＬｐＨ 值为 ７．０的
５０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲液、适量石英砂和等量聚乙烯
吡咯烷酮（ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｐｙｒｒｏｌｉｄｏｎｅ，简称 ＰＶＰ），在冰上
研磨至匀浆后全部转移至５０ｍＬ离心管中，并用少
量ｐＨ值为 ７．０的 ５０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲液冲洗研
钵、研锤３～４次，合并洗液至同一５０ｍＬ离心管中，
定容至２０ｍＬ，混匀后于４℃、１００００ｇ离心１０ｍｉｎ，

取上清液作为粗酶液。粗酶液用２０％ ～４０％饱和
度的硫酸铵盐析初步纯化后于４℃保存备用。
１．２．３　甜菊β－葡萄糖苷酶活性的测定　（１）对硝
基苯酚（ｐ－ｎｉｔｒｏｐｈｅｎｏｌ，简称ｐＮＰ）标准曲线的绘制。
准确称量 １３９．０ｍｇｐＮＰ，用蒸馏水溶解并定容至
１０００ｍＬ。分别吸取１、２、３、４、５、６ｍＬｐＮＰ溶液至
１００ｍＬ容量瓶中，用１ｍｏｌ／ＬＮａ２ＣＯ３溶液定容并将
其混匀，使 ｐＮＰ的终浓度分别为０．０１、０．０２、０．０３、
０．０４、０．０５、０．０６μｍｏｌ／Ｌ。以蒸馏水为空白对照，在
４１０ｎｍ波长处测定吸光度，以吸光度为纵坐标、ｐＮＰ
浓度为横坐标，绘制 ｐＮＰ标准曲线。β－葡萄糖苷
酶活性（Ｕ／ｇ）的计算公式如下：

酶活性＝
Ｙ×Ｖ２×Ｖ
Ｋ×Ｖ１×ｍ×Ｔ

。

式中：Ｙ为酶促反应的吸光度；Ｖ２为总反应液体积
（ｍＬ）；Ｖ为酶液的总提取量（ｍＬ）；Ｋ为对硝基苯酚
标准曲线的斜率；Ｖ１为反应体系中的酶液体积
（ｍＬ）；ｍ为试样质量（ｇ）；Ｔ为反应时间（ｍｉｎ）。

（２）甜菊β－葡萄糖苷酶活性的测定。参考金
璐等的研究方法［１４］，在同一试管中分别加入６００μＬ
“１．２．２”节的酶液、２００μＬｐＨ值７．０的磷酸缓冲液
和２００μＬ１０ｍｍｏｌ／Ｌ对硝基苯酚 －β－Ｄ－葡萄糖
苷（４－ｎｉｔｒｏｐｈｅｎｙｌβ－Ｄ－ｇｌｕｃｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅ，简称
ｐＮＰＧ），混匀后置于３７℃的恒温水浴锅内反应１ｈ。
反应结束后，加入２ｍＬ１ｍｏｌ／ＬＮａ２ＣＯ３终止反应。
反应液于４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ后，取上清液，于
４１０ｎｍ波长处进行比色，对加热失活的酶液进行同
样处理作为空白对照。根据标准曲线计算各样品

β－葡萄糖苷酶的活性。
１．２．４　甜菊糖苷含量的测定　分别取各烘干样品，
于研钵中磨成均匀的细粉，准确称取０．２００ｇ粉末
置于１５ｍＬ离心管中，再加入１０ｍＬ蒸馏水，于沸水
浴中提取２ｈ，然后于４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，吸取
上清液，使用孔径为０．２２μｍ的滤膜过滤后，按照
ＧＢ８２７０—２０１４《食品安全国家标准　食品添加剂
　甜菊糖苷》中的高效液相色谱法（ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ
ｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，简称 ＨＰＬＣ）测定和计算各样
品中甜菊苷、莱鲍迪苷Ａ和以９种组分计的总甜菊
糖苷含量。流动相中 Ｖ乙腈∶Ｖ磷酸钠缓冲液 ＝３２∶６８；流
速为 １．０ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长为 ２１０ｎｍ，进样量为
２０μＬ，柱温为４０℃。
１．２．５　数据处理　本研究中所有试验均设３次重
复，用ＳＰＳＳ１７．０和 Ｅｘｃｅｌ２００７进行数据分析和图
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表绘制。

２　结果与分析

２．１　不同甜菊品种叶片中的 β－葡萄糖苷酶活性
和甜菊糖苷含量

如图１所示，在相同生长条件下，不同品种甜菊

植株现蕾期叶片中的β－葡萄糖苷酶活性存在显著
差异，其中中山５号、大叶１号的酶活性较高，分别
为０．４２、０．４３Ｕ／ｇ，中山 ８号的酶活性也较高，为
０．３７Ｕ／ｇ，中山６号的酶活性较低，为０．３１Ｕ／ｇ，而
守田３号、江甜２号的酶活性较其他品种偏低，分别
为 ０．２５、０．２４Ｕ／ｇ。

　　如图２所示，中山５号、大叶１号甜菊均为高甜
菊苷品种，其甜菊苷含量占总苷含量的比例大于

９０％；中山６号、江甜２号为高莱鲍迪苷 Ａ品种，莱
鲍迪苷Ａ含量占总苷含量的比例均大于８０％；中山
６号、中山８号的总苷含量较高，占干叶质量的比例
均大于１５％。

同步分析各品种甜菊叶片的β－葡萄糖苷酶活

性、甜菊糖苷含量发现，高甜菊苷品种中山５号、大叶
１号均具有较高的β－葡萄糖苷酶活性。由于目前关
于甜菊糖苷生物合成途径的研究已经明确，甜菊苷作

为前体经糖基转移酶的催化进一步合成莱鲍迪苷Ａ
及其他糖苷组分，而莱鲍迪苷Ａ水解掉１个糖基即生
成甜菊苷，因此不同甜菊品种的甜菊糖苷组分种类与

含量差异可能与其β－葡萄糖苷酶活性的差异有关。

２．２　中山５号甜菊不同器官中的 β－葡萄糖苷酶
活性、甜菊糖苷含量

如图３所示，中山５号甜菊叶片、花中的 β－葡
萄糖苷酶活性较高，分别为０．５６、０．５５Ｕ／ｇ；茎中次
之，为０．４８Ｕ／ｇ；根中最低，仅为０．３３Ｕ／ｇ。
　　由图４看出，中山５号甜菊叶片中甜菊糖苷含
量最高，约占叶干质量的１３．４５％；花中较低，占花
干质量的 ４．２４％；茎中含少量糖苷，约占茎干质量
的０．５９％；根中甜菊糖苷含量最低，仅占根干质量
的０．１２％。

同步分析可知，中山５号甜菊的不同器官中β－
葡萄糖苷酶活性、甜菊糖苷含量具有相似趋势，其

花序中较高的β－葡萄糖苷酶活性可能与花中有较
多β－葡萄糖苷酶参与香气成分的释放有关。
２．３　不同生长时期中山５号甜菊叶片中的 β－葡
萄糖苷酶活性和甜菊糖苷含量

对中山５号甜菊快速生长期、现蕾期、开花期叶
片中的β－葡萄糖苷酶活性进行测定，如图５所示，
快速生长期甜菊叶片中的 β－葡萄糖苷酶活性为
０１５Ｕ／ｇ，现蕾期甜菊叶片中的β－葡萄糖苷酶活
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性为０．４２Ｕ／ｇ，开花期甜菊叶片中的 β－葡萄糖苷
酶活性为０．５５Ｕ／ｇ。可见随着甜菊的生长，其叶片
中的β－葡萄糖苷酶活性逐渐增强。
　　由图６可以看出，３个生长时期甜菊叶片中的
糖苷含量同样存在差异，其中快速生长期总苷含量

约占干质量的１０．２１％；现蕾期糖苷含量最高，约占
干质量的１３．２６％；开花期的糖苷含量略有下降，占
干质量的１２．２１％。开花期甜菊叶片中的甜菊糖苷
含量下降、β－葡萄糖苷酶活性升高，表明两者之间
存在负相关，而快速生长期甜菊叶片中的糖苷含量

和酶活性都较低的原因可能是植株处于旺盛生长

时期，次生代谢产物刚刚开始积累，参与分解代谢

的β－葡萄糖苷酶在该时期的活动较少。

３　讨论与结论

３．１　不同品种甜菊叶片中 β－葡萄糖苷酶活性和
甜菊糖苷含量的差异

本研究选用的６个甜菊品种分别为２个高甜菊
苷含量品种、２个高莱鲍迪苷 Ａ含量品种和２个中
间类型品种。甜菊苷通常是较原始甜菊品种中的

主要组分，因其具有后苦味而被淘汰，莱鲍迪苷 Ａ
等组分因具有更高的甜度和更佳的味质而倍受人

们欢迎。在甜菊糖苷生物合成途径中甜菊苷是莱

鲍迪苷 Ａ及其他糖苷组分的前体物质，莱鲍迪苷 Ａ
水解掉１个葡萄糖基即生成甜菊苷。Ｎａｋａｎｏ等早
在１９９８年就研究发现，微生物来源的 β－葡萄糖苷
酶可参与甜菊糖苷的水解，可使甜菊苷水解成甜菊

双糖苷，同时还能将莱鲍迪苷 Ａ水解成莱鲍迪苷
Ｂ［１５－１６］。本研究结果表明，不同糖苷含量类型的甜
菊植株现蕾期叶片中的β－葡萄糖苷酶活性存在显
著差异，其中高甜菊糖苷品种中山５号、大叶１号均
具有较高的 β－葡萄糖苷酶活性。因此，不同品种
的甜菊糖苷组分种类和含量差异可能与其β－葡萄
糖苷酶的功能差异有关，这为后续筛选甜菊糖苷特

异的β－葡萄糖苷酶活性低的种质用于选育高糖苷
积累的新品种奠定了理论基础。

３．２　甜菊不同器官中 β－葡萄糖苷酶活性和甜菊
糖苷含量的分析

在甜菊中山５号开花期植株的不同器官中，β－
葡萄糖苷酶活性与甜菊糖苷含量的变化趋势较一

致，其中叶片中的 β－葡萄糖苷酶活性和甜菊糖苷
含量均最高，花中次之，茎中较低，根中均为最低。

花中的β－葡萄糖苷酶活性与叶片中的 β－葡萄糖
苷酶活性非常接近，可能与花中有较多 β－葡萄糖
苷酶参与香气成分的释放有关。植物的香味物质

通常以糖苷形式储存，在水解酶作用下逐步释

—０９１— 江苏农业科学　２０２０年第４８卷第１１期



放［１７］，因此 β－葡萄糖苷酶在花［１３，１８－２０］、果［２１－２３］、

茶［１１，２４－２６］增香中的应用多有报道。

３．３　甜菊不同生长时期叶片中 β－葡萄糖苷酶活
性和甜菊糖苷含量的分析

对甜菊中山５号３个主要生长时期叶片中 β－
葡萄糖苷酶活性的检测结果表明，β－葡萄糖苷酶
活性随生长发育的推进逐渐升高，这与钟娴发现的

平潭水仙中β－葡萄糖苷酶的活性随水仙花的生长
逐渐升高的结果一致［２７］。甜菊糖苷含量随生长发

育的推进先升后降，在现蕾期达到最高值，这可能因

为快速生长期植株处于旺盛生长阶段，次生代谢产物

刚刚开始积累，同时参与分解代谢的β－葡萄糖苷酶
在该时期活动较少；而开花期甜菊叶片开始衰老，分

解代谢较为旺盛，使其甜菊糖苷含量逐渐降低。

综上所述，在甜菊不同品种间，以及相同品种

的不同器官和不同生长发育时期，β－葡萄糖苷酶
活性都存在显著差异，并且与甜菊糖苷含量有一定

相关性。作为甜菊 β－葡萄糖苷酶的初步研究结
果，本研究得出，β－葡萄糖苷酶参与甜菊糖苷分解
代谢，可为今后甜菊中 β－葡萄糖苷酶及其基因的
研究奠定基础。
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茶叶科学，２０１６，３６（２）：１１１－１１８．

［２７］钟　娴．‘平潭水仙’β－葡萄糖苷酶与挥发性芳香物质形成关

系的研究［Ｄ］．福州：福建农林大学，２０１４．
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