
第!!卷第"期

!##$年%月

无 锡 轻 工 大 学 学 报

!"#$%&’"()#*+,%+-.$/+01"(2+3405%6#/0$1
&’()!! *’)"
+,-

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
)!##$

文章编号：.##%/#$01（!##$）#"/#.#!/#!

收稿日期：!##$/#2/!!； 修回日期：!##$/#3/..)
作者简介：胡沂淮（.%4#/），男，江苏淮安人，工学硕士)

草菇木聚糖酶+5+6789:后的复性及活性染色

胡沂淮， 李 迅， 邵蔚蓝
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摘 要：草菇木聚糖酶经+5+6789:后在胶中能够原位复性，通过银染和刚果红活性染色比较，

可确定该酶在胶中的位置)草菇木聚糖酶是单亚基蛋白，相对分子质量为!2"##)
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+5+6789:是根据蛋白质相对分子质量的大

小，对蛋白质进行量化，比较及特性鉴定的一种经

济、快速、而且可重复的分析方法［.］)但+5+可与蛋

白质的疏水部分结合形成+5+6蛋白质复合物，破坏

蛋白质的空间折叠结构，使蛋白质变性，寡聚体解

聚)特别是酶蛋白经过+5+处理，电泳后会丧失其

原有的酶活性)因此，在+5+6789:后对+5+凝胶

进行复性处理［!］，使酶蛋白进行原位复性，这不仅

有利于在不纯的样品混合物中准确地确定特定的

酶蛋白，并且能测定其相对分子质量)对于寡聚体

酶，目前除了由!个相同亚基组成的36磷酸6葡萄糖

脱氢酶是惟一经过+5+6789:后复性，并能恢复酶

活性的寡聚体酶外，其他的寡聚体酶还没有+5+6

789:后复性，并能恢复酶活性的报道)所以，寡聚

体酶经+5+6789:后复性变为单体酶，其几乎丧失

了整个寡聚体酶的活性)因此，通过复性还可以知

道蛋白的亚基组成情况［$］)
目前，已经有大量的酶，例如核酸酶、组蛋白、

糖苷水 解 酶、脱 氢 酶 和 蛋 白 水 解 酶 等，被 发 现 在

+5+6聚丙烯酰胺凝胶电泳后在胶中能够原位复性)
它们的酶活通过将底物溶于胶中或将复性后的胶

浸泡在含有底物的缓冲溶液中，反应后对胶染色测

得［2］)木聚糖酶是半纤维素降解酶系中的主要水解

酶之一，作者通过对草菇（!"#$%&’(##%$"#$%)(%）木

聚糖酶+5+6789:后的复性和活性染色，确定它在

胶中的位置及相对分子质量和亚基组成)
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! 材料和方法

!"! 菌种

草菇（!"#$%&’(##%$"#$%)(%）菌种由南京师范大

学何强泰教授惠赠!
!"# 培养方法

试管斜面接种于种子培养基（羧甲基纤维素"
#／$，木 聚 糖"#／$，蛋 白 胨%#／$，&’%()*+!,
#／$，-#.)*+!"#／$，/01+!"2#／$）中，*+3，

14+5／267摇瓶培养*8，然后将种子以体积分数

19 接种量接种于%+$大罐培养基（4+#／$稻草

（:’*）%.)*"#／$，:;’%()*"#／$）中，在%"$发

酵罐搅拌通气培养*8!
!"$ 木聚糖酶的制备

木聚糖酶是离心后澄清的发酵液，它是经过硫

酸 铵 沉 淀，(<=7>?@A#;5BC= 疏 水 柱 层 析，DEAE@
.=F<;G=?阴离子交换层析，凝胶过滤层析，H-@A@
#;5BC=阳离子交换层析，羟基磷灰石层析和’($H
等浓缩和纯 化 之 后 得 到 的 部 分 纯 化 的 木 聚 糖 酶

酶液!
!"% &’&()*+,

使用质量分数1%9 聚丙烯酰胺凝胶，在同一

块聚丙烯酰胺凝胶上两边分别加相同的样品!电泳

在1"+/、室温下进行，电泳*"267［"］!
酶样在上样前1++3沸水浴中保温%267!
.D.@(AIE后将胶从中间割开，分别进行银染

（对照）和复性，活性染色!
!"- 银染

按以下方法银染［"］：

（1）将.D.@(AIE后割下的一半凝胶用体积

分数"+9甲醛和体积分数1+9 醋酸溶液固定1<，

其间换液4次；（%）用去离子水漂洗4+267，换水4
次；（4）将胶浸泡在染色液（1++2$含+!J#／8$硝

酸银，%12$+!4,#／8$氢氧化钠和1!*2$体积分

数4+9 氨水）中振摇染色1"267；（*）用去离子水

漂洗%267；（"）将胶在显色液（1++2$中含+!"
2$1#／8$柠檬酸和"+!$体积分数4J9 甲醛）中

显色，至出现清晰条带终止反应；（,）19 醋酸终止

反应；（K）在去离子水中漂洗凝胶1<，换水4次；

（J）干胶保存!

!". 酶的复性和活性染色

（1）将.D.@(AIE后割下的另一半凝胶用去

离子水漂洗，在室温下用1+倍体积的+!+*2B?／$、

F’,!%的邻苯二甲酸氢钾@咪唑缓冲液振摇漂洗4
次，每次1<；（%）将胶浸入含+!"#／8$燕麦木聚糖

+!12B?／$、F’,!%的邻苯二甲酸氢钾咪唑缓冲液

中，"+3浸育%<；（4）胶用去离子水清洗干净；

（*）将胶浸入+!1#／8$刚果红溶液中染色4+267；

（"）胶用12B?／$氯化钠溶液漂洗去刚果红染料；

（,）用体积分数"9 醋酸终止反应；（K）干胶保存!

# 结果与分析

虽然通过银染可以从.D.@聚丙烯酰胺凝胶中

灵敏地检测出样品中的微量蛋白质，但可能由于蛋

白质样品不是很纯或一些其它原因，电泳后可能出

现不止一条带或不出现带，这时，电泳就不能提供

有价值的信息来确定所要的蛋白的性质!但通过复

性和刚果红活性染色，可以非常灵敏地测出胶中复

性后的酶的位置，从而得到酶的相对分子质量和它

的亚基组成（见图1）!从图中可以比较出银染和活

性染色都出现的条带，这一条带代表了草菇木聚糖

酶在胶中的位置!通过计算得草菇的木聚糖酶相对

分子质量为%*"++!由于在.D.@聚丙烯酰胺凝胶中

草菇木聚糖酶能够复性，从而得出此酶是单亚基的

蛋白!

图! 草菇木聚糖酶&’&()*+,（/"银染；0"活性染色"
!"标准相对分子质量蛋白；#"蛋白样品）

123"! &’&()*+,45678/9/:;5<4=!"#$%&’(##%$"#$%)(%
（/":28>;<:?/29293；0"<;9/?@<293:?/29293"!"

A<4?;29BC=/<D;<:；#":/=A8;）
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!）大力开展小麦加工副产品的综合利用。我

国每年拥有"###万$以上的麸皮资源，绝大部分

用作饲料，价值很低，尚无理想的产品开发出来，亟

待研究与开发%此外还有大量的小麦胚芽资源%由

于大多数的面粉厂还没有很好的途径利用麦胚，而

将其打入饲料，造成了宝贵资源的巨大浪费%因此

在未来"#年要积极开发谷朊粉、小麦胚芽、小麦麸

皮制品，从而最大程度地利用小麦资源，提高小麦

资源的附加值［&，""］%
!"# 玉米加工业的发展目标与战略

"）玉米深加工产品总产值保持’(的增长速

度，玉米深加工量达到")(；其中柠檬酸、味精的产

量稳中略升，玉米淀粉（含变性淀粉）有较大幅度增

长，玉米淀粉糖和玉米酒精将是玉米加工产品中增

幅最大的%
*）在玉米产区培植)!"#个)#万$以上，集

饲料、淀粉（淀粉糖）及酒精等化工产品为一体的、

拥有先进工艺与装备的玉米加工规模化龙头企业%
+）继续完善玉米及玉米产品的质量标准体系，

包括强化玉米安全标准、制订玉米新产品标准、细

化现有标准的质量指标和提高指标的可操作性%
!）改进现有玉米加工企业的技术装备、工艺水

平和管理水平，提高玉米综合利用水平和总干物回

收率，引进设备达到&’(以上，国产设备达到&,(
以上%
)）研究开发玉米加工用的新酶、新菌种、新产

品和新的应用+!)项，申请专利+!)个，使我国玉

米加工业科技水平达到美国&#年代中期水平［"*］%
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