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黑曲霉 β-D甘露聚糖酶的纯化及基本性质
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摘要　设计了利用硫酸铵分级沉淀 ,凝胶过滤层析和羟基磷灰石吸附层析相结合

及二次羟基磷灰石吸附层析二种分离方案 ,使一种黑曲霉 β -D甘露聚糖酶得到纯

化 ,纯化酶经聚丙烯酰胺凝胶电泳显示基本为单一蛋白带。凝胶过滤法测的全酶相

对分子质量为 49 000, SDS-PAGE法测得相对分子质量为 51 000. 聚丙烯酰胺等

电聚焦测得此纯化酶等电点为 3. 8.
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0　前　　言
β -D甘露聚糖酶是能水解各种甘露聚糖之间 β糖苷键的多糖水解酶类。国外通过对各

种来源的 β-D甘露聚糖酶的研究 ,已开发出广泛的应用 ,如用作鉴定多糖结构的工具酶 [ 1, 2] ;

在纸浆制造业 ,用酶法代替碱法进行脱色、漂白 [3 ] ;利用 β -D甘露聚糖酶与其它酶联合作用 ,

对自然资源进行开发利用
[4 ]

;利用内切的 β -D甘露聚糖酶 ,水解来源丰富的含甘露聚糖的植

物胶 ,制取有特殊保健作用的甘露寡糖等。这些开发一旦工业化将在许多行业产生较大的经

济效益和社会效益 ,国内已开始注意此类酶的开发和应用。

1　材料与方法
1. 1　试剂

Sephadex G-150,电泳标准蛋白质为 pharmacia产品 ;羟基磷灰石为中科院产品 ;其它

化学试剂均为化学纯以上。

1. 2　粗酶的制备

将黑曲霉 ASP . N igerWX 96 . 菌株斜面接种三角瓶固体发酵培养基 , 35℃恒温培养

48 h,发酵麸曲中加入 p H5. 6的醋酸缓冲液 ,摇床摇 30 min后 ,用脱脂棉过滤得粗酶液。

1. 3　甘露聚糖酶活力的测定

用 p H5. 6的醋酸缓冲液配制 1%的魔芋精粉底物 ,吸 1 ml于试管中 ,加适当稀释酶液 1

m l,以灭活酶液代替活酶液作对照 , 55℃准确反应 10 min,立即吸出 0. 5 ml反应液于含 1. 5

m l DNS的具塞比色管中 ,沸水浴 5 min后 ,定容至 25 m l ,于 520 nm处测定光吸收值。在本



实验条件下 ,定义每 10 min产生 1 mg还原糖的酶量为一个单位。

1. 4　蛋白质含量分析

采用 Fo lin-酚法 ,以酪蛋白为标准蛋白质。

1. 5　相对分子质量测定

1. 5. 1　凝胶过滤法 [4 ]　 Sephadex G-150柱 ( 1. 6 cm× 100 cm ) ,用 pH5. 8, 0. 05 mo l /L醋

酸缓冲液充分平衡 ,流速 15 ml /h.

1. 5. 2　 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳 　按文献 [5 ]中方法进行。

1. 6　聚丙烯酰胺凝胶电泳鉴定纯度

按文献 [5 ]中方法进行。

1. 7　聚丙烯酰胺等电聚焦法测定等电点并进一步鉴定纯度

按文献 [6 ]中方法进行。

2　结果与讨论
2. 1　黑曲霉 β-D甘露聚糖酶的纯化

2. 1. 1　凝胶过滤层析与羟基磷灰石吸附层析 ( HA)相结合方案

1)将发酵粗酶液预冷后 ,加 45%～ 80% ( N H4 ) 2 SO4进行分级盐析。将沉淀溶解透析后

真空冷冻干燥得酶粉。

2)称 50 m g冷冻干燥酶粉溶于 1 m l pH 5. 8, 0. 05 mol /L醋酸缓冲液 ,上 Sephadex G-

150 ( 1. 6 cm× 100 cm )柱 ,用缓冲液洗脱 ,流速 12 ml /h ,获得 2个未分开的活性峰 ,见图 1.

图 1　 Sephadex G-150凝胶过滤层析分离黑曲霉 β-D甘露聚糖酶

A280　　…… β-D甘露聚糖酶相对酶活

3)将活性峰主要分部合并 ,透析 48 h,用聚乙二醇 20 000浓缩 ,上羟基磷灰石吸附柱

层析 ( 1. 6 cm× 25 cm ) ,起始与平衡缓冲液用 p H6. 8 0. 01 m ol /L磷酸缓冲液 ,尔后用 0. 1

m ol /L磷酸缓冲液洗脱 ,获得一个高活性峰 ,见图 2,其比活力为原粗酶液的 15倍。纯化情

况见表 1.

表 1　黑曲霉 β-D甘露聚糖酶的纯化

步骤
总蛋白质

/mg
总酶活

/u
比活力

/u· mg- 1

纯化倍数 收率
(% )

原酶液 　　 5475 　　 12800 　　 2. 3 　　 1 　　 100

硫酸铵分级盐析
( 40% ～ 85% )

1084 6528 6. 0 2. 6 51
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续表 1　黑曲霉 β-D甘露聚糖酶的纯化

步骤
总蛋白质

/mg
总酶活

/u
比活力

/u· mg- 1

纯化倍数 收率
(% )

Sephadex G-150
凝胶过滤

38 547 14. 4 6. 3 21. 4

羟基磷灰石层析 5 175. 5 35. 1 15. 3 6. 85

图 2　羟基磷灰石吸附层析分离黑曲霉 β-D甘露聚糖酶

A280　　 …… β-D甘露聚糖酶相对酶活

图 3　聚丙烯酰胺凝胶电泳图谱

　 1 硫胺盐析后透析酶样 ;

　 2 经 Sephadex G-150、 HA后透析浓缩酶样

　　 4)将纯化了的 β -D甘露聚糖酶经聚丙烯酰胺

凝胶电泳 (圆盘电泳 ) ,考马斯亮蓝染色显示一条较

深的带和另两条几乎看不见的带 ,与分级盐析后的

酶比较 ,可说明纯化的效果比较明显。结果见图 3.

2. 1. 2　二次羟基磷灰石吸附层析方案　取按文中

2. 1. 1步骤 1)制取的酶粉 50 m g,溶于 1 m l,

pH6. 8, 0. 01 mo l /L磷酸缓冲液 ,上羟基磷灰石吸

附层析 ( 1. 6 cm× 25 cm ) ,用 0. 01～ 0. 3 mol /L的

梯度洗脱 ,流速 15 ml /h,结果见图 4.

将上述高活性峰合并 ,透析 48 h,用聚乙二醇

浓缩 ,再上羟基磷灰石吸附层析 ( 1. 6 cm× 25 cm ) ,

采用 0. 1 m ol /L磷酸缓冲液进行阶段洗脱结果见

图 5.

图 4　羟基磷灰石吸附层析 ( 1)分离黑曲霉 β-D甘露聚糖酶 (梯度洗脱 )

A280　　 ……β-D甘露聚糖酶相对酶活　　 ----磷酸盐浓度 /mol· L
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图 5　羟基磷灰石吸附层析 ( 2)分离黑曲霉 β-D甘露聚糖酶

A280　　 ……β-D甘露聚糖酶相对酶活

二次 HA分离的酶液亦在完全相同条件下用聚丙烯酰胺凝胶电泳鉴定纯度 ,结果见图 6.

对二次 HA分离跟踪测定酶活力的结果 ,发现最终纯化倍数为 10. 8,而电泳结果表明分离

图 6　聚丙烯酰胺凝胶电泳图谱

　　　 1 第 1次 HA层析后透析浓缩 ;

　　　 2 第 2次 HA层析后透析浓缩酶样

效果与 2. 1. 1方案相当。在第 1次层析中还发现 ,不

管是凝胶过滤还是 HA吸附层析都有 2个活性峰 ,我

们推测此黑曲霉的酶系中不止一种甘露聚糖酶 ,其酶

系有待进一步探讨。酶蛋白的后期层析分离 ,一般总

是从相对分子质量的差异和电性差异两方面去考虑 ,

由于黑曲霉的酶系相当复杂 ,一次层析很难达较高纯

度 ,而多次层析又会造成样品过于稀释 ,回收率过低

的缺点。 通过几种方案的尝试 ,上面这 2种分离方案

步骤简捷 ,分离效果较好。第 1种方案将分子筛色谱

与吸附层析相结合 ,其优点是利用了两种性质的差

异 ,但据资料报道各种不同来源的 β -D甘露聚糖酶的

相对分子质量在几万到几十万范围 ,在相对分子质量

未知的情况下 ,选用 Sephadex G-150,此种凝胶因刚性差、容易压缩、使样品不易洗脱 ,流速

也相当慢。粗酶中含杂质较多 ,有些杂质可能会与凝胶发生作用而污染凝胶 ,而凝胶对有些

组分的一些吸附作用也会使洗脱体积产生偏差。相比较而言 ,第 2种方案尽管只利用了一种

手段 ,但由于 HA对核酸、蛋白质大分子有很高的吸附性能 ,具独特的分离效果。它带正负两

种电荷 ( Ca
2+ 与 PO

-
4 ) ,与蛋白质间的相互作用比离子交换更为复杂。 一般认为 , HA的层析

机制与 Ca
2+ 有关 ,其保留机制与羧基有密切关系。其吸附性能影响因素主要有床体积大小、

样品的浓度和量、溶剂的组成和浓度等 ,我们通过层析条件的优化选择 ,使二次 HA最终达

到了较好的分离效果。 当样品中杂质较多时 ,第 1次 HA采用梯度洗脱 ,它能对一系列 k值

的层析系统进行“扫描”分析 ,初步测知了目的酶洗脱浓度 ,第 2次为保证一定的回收率 ,采

用了阶段洗脱方式 ,结果表明 ,仍达到了进一步去杂分纯的效果 ,这是因为蛋白质类具非线

性等温曲线的溶质 ,当样品浓度变化 ,各组份比例变化时 ,它们在 HA上的吸附保留性能也

随之变化 ,从而拉开差距 ,进一步分离。

2. 2　黑曲霉 β-D甘露聚糖酶的基本性质

2. 2. 1　酶相对分子质量的测定
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1)采用 Sephadex G-150凝胶过滤法 ,将已知相对分子质量的标准蛋白质混合进样 ,纯

化酶也在同样条件下进样 ,测得结果见表 2.

表 2　凝胶过滤法测分子量 (Vo = 68. 5)

　 U-淀粉酶 乙醇脱氢酶 牛血清白蛋白 胰蛋白酶 纯化酶

Mr 2. 0× 105 1. 5× 105 6. 7× 104 2. 9× 104

Ve /ml 85. 8 95 110. 9 136. 1 120

图 7　 SDS-PAGE测定 β-D甘露聚糖酶分子量

　　根据表 2数据 ,用最小二乘法求得回归

方程: lgMr = 6. 88 - 1. 25× Ve /Vo,利用

此方程可求得 β -D甘露聚糖酶的相对分子

质量为 49 000.

2) 采用 SDS-PAGE电泳法 ,将混合标

准蛋白质和纯化酶样在同样条件下上电泳 ,

标准蛋白质为 碳酸酐酶 ( Mr 30 000)、卵清

蛋白 (Mr 43 000)、牛血清蛋白 (Mr 67 000)、

磷酸 b(Mr 94 000) ,电泳后以不同蛋白分子

量对数对 R f 值作图 (见图 7) ,查图可求出为

51 000,同样用最小二乘法求得回归方程:

lgMr = 5. 2- 0. 67× de /do ,将纯化酶的迁移率 R f 0. 73代入求得 Mr为 51 000. 因与凝胶

过滤法所测比较接近 ,推测此酶由一条肽链组成 ,为单体酶。考虑凝胶可能有一些吸附作用

的影响而使数据偏小的现象 ,该酶的相对分子质量可推断在 50 000左右。与资料相比 ,除

Ala n D. Elbein
[ 2]等从黑曲霉中得到一种甘露糖苷酶相对分子质量较高为 120 000外 ,其它各

种来源的甘露聚糖酶大多在 30 000～ 90 000之间 , Ahmet Civ as[5 ]等人从黑曲霉中分离得到

的一种 β -D甘露寡糖酶相对分子质量则为 53 000,本酶的相对分子质量与之相接近。

2. 2. 2　等电点的测定及进一步纯度鉴定　各种酶样配胶 ,测定结果见表 3.

表 3　等电聚焦法测定胶带 pH梯度

p H 1 2 3 4 5 6 7 8 9

距离 /cm 0 0. 7 1. 4 2. 4 3. 1 3. 8 4. 3 5. 8 8. 7

图 8　等电聚焦法测定 β-D甘露聚糖酶等电点

　 1 盐析透析酶样　　 2 一次 HA层析酶样

　 3 二次 HA层析酶样

　　染色后的纯化酶蛋白质区带的位置在

2. 3 cm ,采用内插法求得 pI为 3. 8.

将盐析后的酶、一次 HA分离后的酶、二次

HA分离后的酶透析后同时等电聚焦 ,结果见

图 8.

从结果可进一步说明二次 HA分离效果显

著 ,与一般凝胶电泳比较 ,等电聚焦无扩散作用

的影响 ,分辩率比一般电泳要高 ,它不仅可测等

电点 ,而且可将具不同等电点的物质分离 ,重复

性好 ;由于其独特的聚焦作用 ,还可分析浓度很

低的样品。但聚焦图谱中出现谱带较宽的现象 ,

分析所分离的纯化酶可能还含有等电点与之相
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当接近的蛋白质组份。许多资料表明 ,许多微生物在合成 β -D甘露聚糖酶的同时也合成纤维

素酶和半纤维素酶的复合物 ,它们具有相似的理化性质 ,故酶的纯化很困难。我们比较二种

分离方案对 β-D甘露聚糖酶的分离纯化 ,从黑曲霉固体发酵浸液中提取得到较纯的一种 β -

D甘露聚糖酶 ,并研究了一些此酶的基本性质 ,为进一步了解此酶的酶学性质及进行应用的

可能性研究提供参考。
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Purif ication and Properties of β-D Mannanase
from Aspergilus Niger

Tia n Yaping Jing Qirong

( School of Bioengineering, W uxi University of Ligh t Indus try, W uxi, 214036)

Abstract　β -D Ma nnanase has been purified f rom Aspergil lus niger . The fi rst metho d in-

cludes a mmo niu sulpha te precipi ta tion, Sephadex G-150 g el fi lt ra tion chroma tog raphy and

hydrox ylapati te ch ro matog raphy; The second m ethod includes ammo niu sulphate precipi ta-

tion, twice hydrox yla pati te chrom ato graphy. The mo lecula r weight of the enzy me, w as de-

termined to be 48000 and 53000 by gel fil t ra tion and SDS-PAGE respectviely. The pI v alue

fo rβ-D ma nna nase is about 3. 8 o n PAGIF electro phoresis.

Key words　ko njak po wder;β-D m annanase; purificatio n; properties
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