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顶青霉木聚糖酶的纯化与性质
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摘 要：从顶青霉（!"#$%&&%’( $)*+&),-%&’(）45.5.# 培养液中分离到 . 种木聚糖酶组分，分别称为 4*67
8、4*67 9 和 4*67 :’ 4*67 9 进一步纯化，经 ;<;548=> 鉴定为单带，相对分子质量为 !2 !""；4*67 : 进

一步纯化，经 ;<;548=> 鉴定也是单带，相对分子质量为 2/ ."" ’ 4*67 8 和 4*67 9 的最适反应条件为

?@ 2’"，21 A；4*67 : 的最适反应条件为 ?@ 1’1，11 A ’ 4*67 8 和 4*67 9 对木聚糖以外的底物不能水

解；4*67 : 具有水解 :B: 的交叉活性和!5木糖苷酶活性，但不能将木二糖水解成木糖 ’ . 个纯化酶

组分和粗酶对不同来源的木聚糖底物均表现出不同的活性 ’对于粗酶，若桦木木聚糖为底物的相

对酶活为 #""C，则玉米芯木聚糖为底物的相对酶活为 #2.C，蔗渣木聚糖为底物的相对酶活为

#!2C ’
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大部分微生物木聚糖酶的酶系都含有一种以 上的木聚糖酶 ’木聚糖酶系主要包含：（#）内切木聚
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糖酶（ !" #$% $& $’）；（ %） 端 切 木 聚 糖 酶（ !"
#$% $& $(%）；（#）!)木糖苷酶（!" #$% $ & $ #*）［&，%］$内切

木聚糖酶水解木聚糖成低聚木糖，而!)木糖苷酶水

解低聚木糖为木糖 $国内外对微生物木聚糖酶进行

了不少的研究，近年来已报道从黑曲霉［#)+］、海枣曲

霉［,］、木霉［-］等真菌和短小芽孢杆菌［*］、梭状芽孢

杆菌［’］等细菌和链霉菌［(］的培养液中纯化得到木

聚糖酶 $顶青霉 .)#)#& 是一株从土壤中筛选到的产

木聚糖酶的菌株，所产木聚糖酶（粗酶）具有较高的

木二糖形成活力，水解桦木木聚糖得到的水解产物

主要为木二糖和木三糖等低聚木糖，木糖含量极

低［&/］$另外该酶（粗酶）还能在水解木聚糖主链的同

时水解木聚糖分子的阿拉伯糖基侧链［&/］$由于木聚

糖酶一般不能水解由带有侧链基团的木糖残基构

成的!)&，+ 木糖苷键，因此木聚糖主链与侧链的同

时水解对木聚糖的彻底水解具有重要的意义 $
国内对具有较高木二糖形成活力的木聚糖酶

的研究未见报道 $作者首先对 .)#)#& 菌株产木聚糖

酶粗酶液进行分离纯化、鉴定，然后对各纯化酶组

分的一些基本性质和底物特异性等进行研究 $

! 材料与方法

! $! 粗酶制剂

将顶青霉 .)#)#& 菌株接种于以木聚糖、麸皮和

蛋白胨为主要成分的培养基中，#/ 0发酵 + 1，发酵

液用 + 层纱布过滤，滤液即为粗酶液 $
! $" 化学试剂

桦木 木 聚 糖，"2"，果 胶，对 硝 基 苯)!)木 糖 苷

（34.5）为 6789: 公 司 产 品；6;3<:=>?@ 6)%//、"2)
6;3<:1;A "),/、"BC D)6;3<:>BE; +F 为 .<:9:=7: 公司

产品；普鲁兰为日本林原株式会社产品；玉米芯木

聚糖和蔗渣木聚糖按文献［&&］的方法提取 $
! $# 分析方法

! $# $! 木聚糖酶（5?@:C:E;）活力测定 按文献［&%］

的方法进行 $取 & 9G /$% 9B@ H G（3I +$,）醋酸缓冲液

配制的 &J桦木木聚糖悬浮液，加入 / $ & 9G 适当稀

释的酶液，,/ 0反应 &, 97C，沸水浴保温 &/ 97C 灭

酶，#，,)二硝基水杨酸（K46）法［&#］测定酶解液中的

还原糖量（以木糖计）$每分钟产生 & 微摩尔木糖的

酶量定义为 & 个酶活单位 $
! $# $" !)木糖苷酶（!)A?@BE71:E;）活力测定 按文献

［&+］的方法进行 $取 / $, 9G %$, 99B@ H G 的对硝基苯

)!)木糖苷（34.5）溶液（/ $ % 9B@ H G 醋酸缓冲液，3I
#$’），加入 / $ & 9G 适当稀释的酶液，,/ 0反应 #/

97C，加入 + 9G /$ %, 9B@ H G 的 4:%"L# 溶液终止反

应，+&/ C9 测定释放的对硝基苯酚的量 $ 每分钟释

放 & 微摩尔的对硝基苯酚的酶量定义为 & 个酶活单

位 $
! $# $# "2" 酶活测定 按文献［&,］的方法进行 $
取 & 9G &J "2" 溶液（/ $% 9B@ H G 的醋酸缓冲液，3I
+$’），加入 / $ & 9G 适当稀释的酶液，,/ 0酶解 #/
97C，沸水浴保温 &/ 97C 灭酶，K46 法测定酶解液的

还原糖量（以葡萄糖计）$每分钟产生 & 微摩尔葡萄

糖的酶量定义为 & 个酶活单位 $
! $# $$ 蛋白质测定 柱层析时用紫外检测仪测定，

其它采用 MB@7C)酚法［&-］$
! $# $% 氨基酸分析 按文献［&*］的方法进行 $

" 结果与讨论

" $! 酶组分的分离纯化

顶青霉 .)#)#& 木聚糖酶的分离过程已进行了

报道［&’］，图 & 是该菌株木聚糖酶的 "2)6;3<:1;A ")
,/ 柱层析图 $

图 ! 木聚糖酶 &’()*+,-.*/ &(%0 柱层析图

1234! &’( )*+,-.*/ &(%0 56789: 5,;69-<63;-+,= 6>
/=7-:-?*?

木聚糖酶经 "2)6;3<:1;A "),/ 分离成 # 部分，

即 .:>N D、.:>N F 和 .:>N "$ # 部分酶的总酶活比例

为：.:>N F ,# $*J，.:>N " #* $#J，.:>N D (J $ .:>N F 和

.:>N " 经 6;3<:=>?@ 6)%// 和 "BCD)6;3<:>BE; +F 亲和

色谱进一步分离纯化后，经 6K6).DO! 电泳检验，

.:>N F 为均一成分，相对分子质量为 %+ %//；.:>N "
基本为均一成分，相对分子质量为 +’ #//［&’］$ 大量

文献报道的木聚糖酶的相对分子质量都比较小，一

般都在 &/ /// P ,/ ///之间［,，&(，%/］，少量报道［%&］大

于 ,/ /// $
" 4" @-;< A 和 @-;< & 的氨基酸组成

表 & 是经分离纯化最后得到的 .:>N F 和 .:>N "
的氨基酸组成 $可通过氨基酸组成分析蛋白质一级

结构之间的相关性［%%］，经计算 .:>N F 和 .:>N " 之间

的差异指数 KQ R -$ #/，组成离差 ! R /$ /#- +，2:>)
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!"#$%&’( 和 )*$+,#& 指数 !!" - ./0 12 0据此可以判

断 3#4+ 5 和 3#4+ 6 的一级结构具有强相关性 0
表 ! 顶青霉 "#$#$! 木聚糖酶（"%&’ ( 和 "%&’ )）的氨基酸

组成

*%+,! -./01 %2/3 21.415/’/10 16 789%0%5: 21.410:0’5 6&1.
"#$#$!

氨基酸
3#4+ 5

质量分数 7 8
3#4+ 6

质量分数 7 8
9:3 .;0. ./0<
=>? @0@ .20.
:A? .20B @0B
CDE ..01 .202
CDF ./0/ .20G
9D9 <02 .20;
6F: 20G 2
H9D <0; <0@
IA= 20J 2
KDA G02 G0B
DAE 10B J01
=F? ;0/ /0/
3>A ;0G 10B
DF: .0; G0G
>K: .0< .0/
9?C 10< 10/
3?L 10/ G02

羟基氨基酸 .B0< .@0<
酸性氨基酸 1J0/ 1/0<
碱性氨基酸 ;0B @02

; 0$ 木聚糖酶的性质

; 0$ 0! M> 值对木聚糖酶酶活影响 在不同 M> 值

的 2 01 ,%$ 7 D 的醋酸（M> /0; N ; 0;）、磷酸（M> ;0; N
< 0;）和 =4’(O>6$（M> <0 ; N @ 0 ;）缓冲液中分别测定

3#4+ 9、3#4+ 5 和 3#4+ 6 水解桦木木聚糖的活力，结果

见图 1 0

图 ; 4< 值对纯酶酶活的影响

=/>,; ?66:2’ 16 4< 10 ’@: %2’/A/’8 16 4B&/6/:3 :0C8.:5
从图 1 可以看出，3#4+ 9 和 3#4+ 5 的酶活与 M>

值的关系相近，而 3#4+ 6 显示很大的差异 0 3#4+ 6 的

酶活受 M> 值变化的影响要比 3#4+ 9 和 3#4+ 5 小 0

3#4+ 9、3#4+ 5 和 3#4+ 6 之间的最适 M> 值相差 . 0; 0
; 0$ 0; M> 值对木聚糖酶稳定性的影响

将酶液置于不同 M> 值的 2 0 1 ,%$ 7 D 的缓冲液

中 /2 P保温 1G "，然后测定酶活 0 M> 值对 3#4+ 9、

3#4+ 5 和 3#4+ 6 的稳定性的影响见图 / 0

图 $ $D E时 4< 值对纯酶稳定性的影响

=/>,$ ?66:2’ 16 4< 10 ’@: 5’%+/9/’8 16 4B&/6/:3 :0C8.:5
%’ $D E

从图 / 可以看出，纯化酶 3#4+ 9、3#4+ 5 和 3#4+ 6
的 M> 值稳定性曲线极为相似 0各酶在比较宽的 M>
值范围内（M> G N @）都比较稳定，在 M> ; 左右最稳

定 0从前面的结果可知，3#4+ 9 和 3#4+ 5 的最适 M>
值为 G 02，3#4+ 6 的最适 M> 值为 ; 0; 0这说明最适 M>
值和稳定 M> 值有一定的关系，但两者又确实体现

了酶的两种不同的性质 0 据报道，大多数微生物来

源的木聚糖酶的最适 M> 值和稳定 M> 值范围都基

本一致 0
; 0$ 0$ 温度对木聚糖酶酶活的影响 从图G可以看

出，3#4+ 9 和 3#4+ 5 的酶活与温度的关系比较相近，

但与 3#4+ 6 有很大的差异 0 3#4+ 9 和 3#4+ 5 的最适温

度为 G; P，3#4+ 6 的最适温度为 ;; P 0 3#4+ 6 的耐

热性能比 3#4+ 9 和 3#4+ 5 好 0
; 0$ 0F 温度对木聚糖酶稳定性的影响 将上述/种

酶液分别于 /2 N @2 P的水浴中保温 /2 ,’&，立即置

于冰浴，然后按前面的方法测定酶液的残余活力 0
从图 ; 可以看出，3#4+ 6 比 3#4+ 9 和 3#4+ 5 的耐热性

好 0
; 0$ 0G 化学物质对木聚糖酶的影响 将酶液与一

定浓度的化学物质混合，/2 P保温 /2 ,’&，测定酶

的保留活力 0试验发现，9QR 和 >Q1 R 对 3#4+ 9、3#4+ 5
和 3#4+ 6 均有较强烈的抑制作用；I&1 R 对 3#4+ 9 和

3#4+ 5 有一定的抑制作用，但对 3#4+ 6 有一定的促

进作用，这与一些报道［;］不一致；6S1 R 在 . ,,%$ 7 D
的浓度下对 / 种酶的活力影响不大，但浓度达到 .2
,,%$7 D 时 对 它 们 有 较 强 烈 的 抑 制 作 用；6%1 R 和

3T1 R 在较低的浓度下（. ,,%$ 7 D）对 / 种酶均有一定
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图 ! 温度对纯化酶组分酶活的影响

"#$%! &’’()* +’ *(,-(./*0.( +1 *2( /)*#3#*4 +’ -0.#’#(5
(164,(7

图 8 温度对纯化酶稳定性的影响

"#$%8 &’’()* +’ *(,-(./*0.( +1*2( 7*/9#:#*4 +’ -0.#’#(5
(164,(7

的抑制作用；&;<= 在 8 ,,+: >? 时对 @ 种酶几乎没

有影响，但浓度提高到 AB ,,+: >?时有一定的影响；

A ,,+: >?的 C;C 对 D/.* = 和 D/.* E 已有很大的影

响，但对 D/.* F 影响不大 % AG ,,+: >? 的 C;C 对 @ 种

酶的酶活均有强烈的抑制作用 %尿素对 @ 种酶的酶

活影响都不大，浓度达到 B % 8 ,+: >? 时它们仍具有

较高的酶活 %
G !@ !H 酶的底物特异性

采用相同质量分数（"#）的不同种类的底物在

相同的酶反应条件下测定各酶的酶活，结果见表 $ !
%&’( ) 和 %&’( * 具有高度的底物特异性；%&’( +

具有水解 +,+ 的活力，但不能水解果胶和普鲁兰 !
很多文献［-$，-.］报道了具有水解 +,+ 活力的木聚糖

酶 !有一种是两种水解活力的活性部位位于同一蛋

白的同一活性部位，另一种是两种活力的活性部位

位于同一蛋白的不同活性部位［"］! %&’( + 属于哪一

种情况有待于作进一步的研究 !

表 @ 底物对粗酶和纯化酶的酶活的影响

</9%@ &’’()* +’ 3/.#+07 7097*./*(7 +1 *2( /)*#3#*4 +’ ).05( (1I
64,( /15 -0.#’#(5 (164,(7 J

底 物 粗酶液 %)/0 ) %)/0 * %)/0 +

桦木木聚糖 "11 "11 "11 "11

玉米芯木聚糖 ".- "-2 "$3 "3.

蔗渣木聚糖 "-. "-$ ""4 "-1

+,+ -!5 1 1 5!3

果胶 1 1 1 1

普鲁兰 1 1 1 1

$ 种纯化酶及粗酶对不同来源的木聚糖的活性

均表现出一定的差异 !在试验的 $ 种来源的木聚糖

底物中，玉米芯木聚糖为底物时酶活最高，蔗渣木

聚糖次之，桦木木聚糖最低 !对于粗酶来说，若以桦

木木聚糖为底物时的相对酶活为 "11#计，则以玉

米芯为底物时的相对酶活为 ".$#，以蔗渣木聚糖

为底物时的相对酶活为 "-.# ! 067896 :’9;［-5］在进行

一株木霉木聚糖酶的底物特异性的研究中也得到

相似的结果 !
G !@ !K !<木糖苷酶活性 !<木糖苷酶（!<=>?679@&7;）

的活力测定按文献［".］的方法进行，各酶的!<木糖

苷酶酶活测定结果如表 . ! %&’( ) 和 %&’( * 无!<木糖

苷酶活力，但 %&’( + 具有!<木糖苷酶活力 !粗酶具有

的!<木糖苷酶活力是 %&’( + 产生的 !!<木糖苷酶活

力是指从木聚糖（主要指低聚木糖）的一端水解出

木糖的活力，能水解木二糖成木糖 !!<木糖苷酶活力

的国际通行的测定方法就是前面采用的以对硝基

苯<!<木糖苷（AB%C）为底物的方法，测定从底物中释

放的对硝基苯酚的量来计算酶活 !按上述方法测得

的实际上是酶从对硝基苯<!<木糖苷（AB%C）中释放

木糖的能力 !由于!<木糖苷酶活力的测定不是以木

二糖为底物进行的，因此测得的!<木糖苷酶活力就

不一定是真正的水解木二糖的活力 ! "241 年，*9;?>
等报道［-D］了具有水解对硝基苯<!<木糖苷

表 ! 粗酶和纯化酶的!I木糖苷酶活力与!I木聚糖酶活力

之比

</9%! <2( ./*#+ +’ *2(!IL4:+7#5/7( /)*#3#*4 *+!IL4:/1/7( /)I
*#3#*4 +’ ).05( (164,( /15 -0.#’#(5 (164,(7

酶 !<木糖苷酶与!<木聚糖酶活力之比

粗酶 "!4. E "1F $

%&’( ) 1

%&’( * 1

%&’( + .!32 E "1F $
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（!"#$）活力但不能水解木二糖的一种木聚糖酶 %对
#&’( ) 的水解动力学和水解模式的研究证实 #&’( )
不具有水解木二糖的能力，因此可以认为 #&’( ) 就

是具有!*木糖苷酶活力但不具有水解木二糖活力

的木聚糖酶 %
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