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摘 要：黑曲霉（!"#$%&’）2%34.菌株所产胞外植酸酶，经透析浓缩、567648,((9(’:,离子交换层析

及+,-;<=,>?4@"，+,-;<8AB(.##凝胶过滤，获得了!个植酸酶，其相对分子质量分别为32!##及

2..##)该!个植酸酶的最适-C分别为3)#和$)#，最适温度分别为""D和2#D)初步确定一个

是中性植酸酶，另一个为酸性植酸酶)
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植酸酶可将植物性饲料中植酸及其盐类分解

为肌醇和磷酸，增加可用磷的含量，抑制植酸对矿

物质和蛋白质的亲和力，解除植酸的抗营养作用)
它作为一种饲料添加剂，有着广泛的应用价值，各

国科学家非常重视不同来源植酸酶的酶学性质的

研究，目前在各种微生物中已分离出胞内和胞外的

多个植酸酶［.!.2］)从文献报道来看，各种微生物间

甚至同种微生物其植酸酶存在极大差异)作者对经

诱变筛选得到的黑曲霉2%34.菌株所产植酸酶进行

纯化，并对该酶进行了酶学性质研究)

@ 材料与方法

@A@ 材料

菌种：作 者 所 在 实 验 室 保 存 菌 种 黑 曲 霉

（!"#$%&’）2%34.；56764纤维素层析：柱为-;<X<4
8H<公 司 的 CHGA,-PZ .3／.#5676；分 子 筛 柱：

CHGA,-PZ.3／.#的+,-;<8AB(.##及CH(’<=[.3／3#
的+,-;<=,>?@"；牛血清白蛋白：购自上海华美试

剂公司；植酸钠：+HJX<公司产品；其余试剂为国产

生化试剂或分析纯)
@AB 方法

@)B)@ 培养基 保藏斜面为察氏培养基，培养条

件为$!D，@!;；摇瓶培养基（J／=\）：葡萄糖$)#，
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!"#!$%&’(，)*+$#·,"($&’&-，./0&’&-，

)1+$#·,"($&’&&&-，23+$#·,"($&’&&&-，

.("4$#&’&5，植酸钙&’#，6"值自然’
!’"’" 菌体培养 7 菌体液体培养采用摇瓶培养

基，%&8摇瓶75&9／:;1，振荡条件下培养-!5<’
!’"’# 粗提液的制备7 取摇瓶培养菌液，(&&&
9／:;1离心7&:;1，去除沉淀，再经=&&&9／:;1离心

%&:;1，收集的上清液即为粗酶液’粗酶液经7&&&&
截留分子质量透析袋用无离子水透析7!(>，透析

后酶液用4?@(&&&&浓缩，将7=#A:B酶液浓缩

到7&&:B，放入容器备用’
!’"’$ 酶活力测定77&"B酶液或7&"B灭活酶液

为对照（对照也可以用无离子水），加入到7A&"B含

有7::C0／B植酸钠的&’(-:C0／B6"-’-的乙酸D
乙酸钠缓冲液的微板空中，加入7-&"B定磷试剂，

于#&-1:处测定!值，再通过钼钒定磷的标准曲

线计算出酶活’
酶活力单位（E）：在%,8，6"-’-的乙酸D乙酸

钠缓冲液中每分钟释放7":C0的无机磷作为一个

酶活力单位’
!’"’% F?G?DH300I0CJ3离子交换层析7 将无细胞粗

提液直接上样于先用6",’&，(-::C0K9;JD"/0平

衡的F?G?D纤维素柱，用含&’(!&’5:C0／B!L/0
同种缓冲液线性梯度洗脱，体积流量(’-:B／:;1，

分步收集有酶活的洗脱液’(7-，(-#，(=&1:波长

在线检测，纯化设备使用4>L:LH;L公司的G.KGD
3M60C39快速纯化开拓系统’酶活测定方法同上’
!’"’&7+36>L<3M@D,-+36>LH9N07&&凝胶过滤

取F?G?DH300I0CJ3离子交换层析得到的酶#、酶$，

分别上样于先用6",’&，(-::C0K9;JD"/0平衡的

+36>LH9N07&&，用含&’(:C0／B!L/0同种缓冲液洗

脱，体积流量&’-:B／:;1，分步收集有酶活的洗脱

液’(7-，(-#，(=&1:波长在线检测，纯化设备使用

4>L:LH;L公 司 的G.KGD3M60C39快 速 纯 化 开 拓 系

统’酶活测定方法同上’
取F?G?DH300I0CJ3离子交换层析得到的酶$，

上样 于 先 用6",’&，(-::C0K9;JD"/0平 衡 的

+36>L<3M@D,-，洗脱条件、检测，及酶活测定方法同

+36>LH9N07&&凝胶过滤’
!’"’’ 纯度鉴定和相对分子质量的测定 采用

4G@?凝胶电泳测定分离得到的植酸酶的纯度，碱

性系统，凝胶体积分数为,’-O，考马斯亮兰PD(-&
染色’纯酶相对分子质量用凝胶体积分数7(O的

+F+D4G@?在7(&Q电压下电泳后，根据已知相对

分子质量的标准蛋白在+F+D4G@?中的相对迁移

率计算得到’
!’"’( 最适温度、最适6"及稳定性的测定7 在

6"为(’-至A’&的反应体系中进行，按酶活力测定

方法分别测定不同6"条件下的酶活力，确定反应

的最适6"值，然后在最适6"条件下，分别测定反应

在%,!A&8时的酶活力，考察酶的最适反应温度’

" 结果与讨论

")! 植酸酶的分离纯化

黑曲 霉#A5D7发 酵 的 酶 液 透 析、浓 缩 后 经

F?G?DH300I0CJ3离子交换层析洗脱，结果见表7，得

到了(个具有植酸酶酶活的蛋白峰见图7，命名为

酶#和酶$；将具有酶#和酶$酶活的蛋白峰分别

在+36>L<3M@D,-洗脱，仅仅酶#得到了分离的蛋

白峰见图(’在酶$未测定到具有酶活的蛋白峰后，

用+36>LH9N07&&凝胶过滤得到了具有酶$酶活的

蛋白峰见图%’初步判断黑曲霉#A5D7菌株发酵液中

有两个植酸酶’各分离步骤过程测得的酶活结果见图

#，由图#可见在本试验条件下，酶#的酶活高于酶$’
经过两步提取，植酸酶（酶#、酶$合计）被纯

化了(7倍，纯化后的酶#、酶$在4G@?电泳中分

别清晰地呈现一条带，见图-’
表! $*&+!菌株胞外植酸酶的分离纯化结果

,-.)! /01234-53156781-9:0;0:0143<=05>?<=0@09-:0A5A@1B+
:=-9122<2-=?C7:-41@=A8!"#$%&’$*&+!

纯化
步骤

总蛋白
质量／:*

总活力／

E
比活力／

E／:*
纯化
倍数

收率／

O

/I0RI93S;0R9LR3 5%#’, A#,,5’% 7#A’% 7’& 7&&’&

F?G?DH300I0CJ3 #(’7
，

7=’5
%,5&A’7，

A(A=’A
=A%’%，

#AA’A A’% #A’-

+36>L<3M@D,-， =’# 7A,&5’, (%#5’& (7’7 (7’A

+36>LH9N0+7&& 7’% 7&#=’% =&5’# (7’7 (7’A

图! 粗酶液经DEFE+纤维素柱的洗脱图

G0>)! E2<:0A5?-::1=5A@?C7:-41@=A8DEFE+9122<2A41
9A2<85
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图! 酶液经"#$%&’%()*+柱的洗脱图

,-./! 01#2-34$522%&436$78259%!6&3:;-135’<=／=>
"#$%&’%(*+?31#:4

图@ 酶液经"%$75?&81<>>柱的洗脱图

,-./@ 01#2-34$522%&436$78259%"6&3:"%$75?&81
"<>>?31#:4

图A 对应洗脱峰的植酸酶酶活

,-./A B78259%5?2-C-28?3&&%9$34’-4.2327%$%5D-4%1#E
2-34$522%&4

!"#$%&’(%；)"*#+#,(-../.01-；2"3-45’6-$7,89；:"3-45’(&;.!<<
图+ 纯化酶BF)0电泳图

,-./+ BF)036$78259%

!/! 酶的相对分子质量

纯化后的酶!、酶"在3*3,=+7#电泳，见图

>，测得酶!、酶"相对分子质量分别为>:)<<及

:!!<<"

!"?’&@-&；)"3-45’(&;.!<<；2"3-45’6-$7,89
图= 纯化酶"G"EBF)0电泳图

,-./= "G"EBF)036$78259%

!/@ 植酸酶的最适反应$;及范围

在4A)"9#B"<不同条件下测得植酸酶的酶

活性结果见图8"

图* $;对酶活的影响

,-./* 066%?236$;34$78259%5?2-C-28
图8表明，4A对植酸酶有显著影响，酶!最适

4A为>"<，在4A9"9#8"<的范围内保持很高的酶

活性，4A高于8"9，低于9"<酶活力逐渐下降"酶"
最适4A为2"<，在4A2"<#9"9的范围内保持较高

的酶活性，4A高于9"9，酶活力逐渐下降"可以看

出，)个酶的酶活4A范围是不同的，酶!属于中性

植酸酶，酶"属于酸性植酸酶"
!/A 植酸酶的最适反应温度及范围

在其它条件一定时，不同温度条件（28#B<C）

下分别测定酶!、酶"活性，结果见图D"图D表明

温度对植酸酶有显著影响，酶!的最适反应温度为

:<C，在28#99C的范围内保持很高的酶活性；酶

"的最适反应温度为99C，在28#>9C之间保持

很高的酶活性"
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图! 温度对酶活的影响

"#$%! &’’()*+’*(,-(./*0.(+1-23*/4(/)*#5#*3

6 结 论

不同来源的植酸酶，纯化方法和酶学特性不尽

相同!"#$%&’$#&等（())*）从黑曲酶中分离得到最

适反应+,-!.，最适反应温度--/，相对分子质量

(.....的植酸酶；而0&1&2345&等（()))）通过离

子交换，凝胶过滤等6步过程，在黑曲酶789-*菌

种中分离得到了相对分子质量:....的植酸酶，与

"#$%&’$#&等分离得到植酸酶的相对分子质量完全

不同!而;$<$#&=等（>...）从!"#$%&中分离得到相

对分子质量同为66*..的>个植酸酶，其等电点分

别为:!-和:!?，最适+,6!-，+,>!(.之间都有

酶活存在!@&5AB%等（())6）在’"()*$+),)-菌种中

也分离到仅仅在’5 值、最适+,及温度敏感性有

所不同，但不能分离开两个酶!而本试验从黑曲霉

6):9(菌株的发酵液中分离得到的植酸酶，相对分

子质量分别为:6>..及6((..，最适+,分别为:!.
和?!.，最适反应温度为6./和--/，是>个性质

完全不同的植酸酶!该结果与有关报道的植酸酶是

不同的，初步认为是>个新的植酸酶!
在分离过程中发现在不同发酵时期两个酶的

活性在互为改变，试验的结果为发酵-C的发酵液

分离得到的结果，用发酵*C的发酵液进行分离，分

离得到的酶"大大增加，而酶#却有所减少!由此

可见，黑曲霉6):9(菌株植酸酶的产生受发酵液条

件的影响，在不同条件下，将导致酶#、酶"的产生

量的改变!因此进行发酵条件优化以提高该两种酶

的产量!
随着微生物植酸酶研究的不断深入，微生物植

酸酶基因克隆和表达也取得了较大进展，到目前为

止，已有(.余个植酸酶编码基因得到了克隆并在

宿主得到表达!但绝大多数已克隆的基因都已经申

请了专利，而具有我国自己知识产权的还比较少!
因而对该>植酸酶的基因克隆和高效表达方面的

工作还有待进一步开展!
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