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摘!要!采用缓冲液浸提"硫酸铵盐析"34567)/8594:;(<52=/">疏水层析和8594:?5@A/-%凝
胶过滤层析等分离纯化手段!从宇佐美曲霉!$$&固态发酵曲中分离出木聚糖酶组分!再经BC/
DC/8594:;(<5E:<FE)(G阴离子交换层析进一步纯化!获得了两种电泳纯木聚糖酶H76!和H76
"*分别采用8B8/3DACA/-%凝胶过滤层析测得H76!"H76"相对分子质量!两种酶均为单体
蛋白质#等电聚焦电泳测得两种酶的等电点$9I%#测定了H76!"H76"的酶动力学常数#序列测
定H76" +末端&%个氨基酸残基的*
关键词!宇佐美曲霉#木聚糖酶H76!%H76"#分离纯化#性质
中图分类号!J%% 文献标识码!D
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!!木聚糖酶是一类能特异性降解不同结构木聚
糖酶的总称(&)’通常是指#/B/&’"/木聚糖内切酶
%C2.U!U&U0&’由于其在食品*饲料*医药*造纸*纺

织和能源等工业中潜在的应用前景而引起人们越

来越广泛深入的研究(&’!)*作者从众多丝状真菌中
筛选获得了宇佐美曲霉%"#$%&’())*#*#+,((&!$$&
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菌株!其固态发酵除了高产木聚糖酶以外!酸性蛋
白酶"#/葡聚糖酶"纤维素酶"#/甘露聚糖酶"果胶
酶和葡萄糖淀粉酶等的含量也较丰富*该复合酶非
常适合用作饲料添加剂!有助于提高饲料营养物质
的消化以及消除某些#抗营养因子$%.&*
生物尤其是丝状真菌发酵除了产生多种不同

的酶类之外!就木聚糖酶而言!许多微生物可同时
产两种或两种以上的木聚糖酶!该现象在国内外文
献中均有报道!特别是霉菌和放线菌%"$#&*微生物
木聚糖酶的分离纯化国内外已有较多的文献报道!
而宇佐美曲霉木聚糖酶的分离纯化及其生物化学

特性等方面的研究尚未见报道*作者对!$$&菌株
固态发酵所产木聚糖酶H76!和H76"的分离纯
化及部分理化性质进行了实验研究!为进一步研究
木聚糖酶普遍存在的多型性机理打下基础!并通过
测定纯酶+末端氨基酸残基序列!为克隆宇佐美曲
霉木聚糖酶基因提供必要的生物学信息*

>!材料与方法

>?>!菌株
宇佐美曲霉’"#$%&’())*#*#+,(((!$$&菌株)

由江南大学医学系分子生物学研究室保藏*
>?@!主要试剂
桦木"燕麦木聚糖和 >̂>/木聚糖)购自8NTV:

公司*34567)/8594:;(<52=/">!BCDC/8594:/
;(<5E:<FE)(G!8594:?5@A/-%和8B8/3DAC标
准蛋白质购自34:;V:ON:公司*凝胶过滤标准蛋白
质和两性电解质载体)购自=_>公司*聚丙烯酰胺
凝胶电泳主要试剂)购自上海华美公司’进口分
装(*其它均为国产分析纯试剂*
>?A!主要仪器
冷冻离心机’IC2ML=[I/ P̂(!常压层析系

统!分光光度计’KPQ0$$/B.>(!垂直蛋白电泳系
统’MN6N/3̂ ‘[CD+II(!等电聚焦电泳’BXX/
&!2(!凝胶成像系统’[(WO4N6T11%(*
>?B!酶的分离纯化
除特别注明外!所有纯化过程均在&$a以下

进行!所用缓冲液均为9R-U%!$U$!V()+= 的

+:!R3‘"/+:R!3‘"缓冲溶液*
>?B?>!粗酶液制备!取一定量的固态发酵曲!用#
倍体积缓冲液"$a振荡浸提.$VN6!过滤收集第&
次滤液*再用"倍体积缓冲液洗涤滤渣!过滤收集
第!次滤液*将第&"!次滤液合并即为木聚糖酶粗
酶液*
>?B?@!硫酸铵盐析!于粗酶液中添加硫酸铵至

#%b饱和度!"a静置过夜!离心’"a!&$$$$;+

VN6!&%VN6(!弃上清液*沉淀用少量缓冲液溶解!
并添加固体硫酸铵至终浓度$U0V()+=即为疏水
层析上样酶液’若出现浑浊!离心去除不溶物(*
>?B?A!疏水层析!将上述酶液上样至已用含$U0
V()+=硫酸铵的缓冲液平衡的疏水层析柱’&U#OV
c!%OV(上!然后用含不同硫酸铵浓度的缓冲液进
行阶段洗脱’体积流量$U#V=+VN6(和部份收集’&
管+&$VN6(*合并具有较高酶活性的收集液!盐析
后离心!保留沉淀*
>?B?B!凝胶过滤层析!上述沉淀用少量缓冲液溶
解!上样&+!体积的酶液至已用缓冲液平衡的 A/
-%凝胶层析柱’&U#OVc&$$OV(上!缓冲液洗脱
’体积流量 $U. V=+VN6(和部份收集 ’& 管+&$
VN6(*将木聚糖酶活性峰的收集液合并"用缓冲液
透析和聚乙二醇浓缩*
>?B?C!阴离子交换层析!将A/-%分离的浓缩酶
液上样至已用缓冲液平衡的阴离子交换层析柱

’&U#OVc!$OV(上!用含不同+:2)浓度的缓冲液
进行阶段洗脱’体积流量$U"V=+VN6(和部份收集
’&管+&$VN6(*对蛋白质吸收峰内的各收集液分别
进行木聚糖酶活性和8B8/3DAC检测*将具有酶
活性的单一蛋白区带的收集液分别合并!用A/!%
脱盐!再用聚乙二醇浓缩或冷冻干燥!制得的样品
用于酶的理化性质分析和 +末端氨基酸序列的测
定*
>?C!测定方法

>?C?>!木聚糖酶活性测定!参照B+8法%-&!略作
改动*于!U"V=$U%b桦木木聚糖溶液’9R"U#柠
檬酸/+:!R3‘"缓冲液配制(中加入$U&V=适当
稀释的酶液!%$a准确反应&%VN6!立即加入!U%
V=B+8试剂终止反应!沸水浴-VN6显色!迅速
冷却后加水%V=混匀!于%"$6V比色*每分钟产
生相当于&%V()还原糖’以木糖计(的酶量定义为

&个酶活性单位’IL(*
>?C?@!蛋白质质量浓度测定!参照=(G;7法%0&进
行测定!以牛血清白蛋白为标准蛋白*在酶的分离
纯化过程中!蛋白质质量浓度以‘B!0$值表示*
>?C?A!聚丙烯酰胺凝胶电泳!+:FN,5/3DAC采
用不连续垂直板状电泳系统%1&!分离胶和浓缩胶浓
度分别为-U%b和.b*8B8/3DAC也采用不连续
垂直板状电泳系统%&$&!分离胶和浓缩胶浓度分别为

&!b和.b*
>?C?B!酶相对分子质量测定!分别采用 8B8/
3DAC和8594:?5@A/-%凝胶过滤!种不同的相
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对分子质量测定体系*前者测定的是酶蛋白亚基的
相对分子质量!后者为全酶蛋白的相对分子质量*
>?C?C!酶动力学常数测定!以不同浓度的木聚糖
溶液"9R"U#柠檬酸/+:!R3‘"缓冲液配制#为底
物!常规法测定酶活性!利用=N65G5:,5;/>W;\作
图法求出酶的-V和.V:@值*

@!结果与讨论

@?>!酶的分离纯化

34567)/8594:;(<52=/">疏水层析柱上样酶
液量&%V=!依次用含$U0V()$=%$U"V()$=和不
含硫酸铵的缓冲液进行阶段洗脱!整个洗脱曲线和
酶活性分布曲线见图&*由图&可见!该步分离纯化
过程共出现.个蛋白质洗脱峰和.个木聚糖酶活
性峰*本研究将最大酶活性峰"第&个#中酶活性较
高的部份收集液"第0$$!0$VN6!共!&管#合并!
用于下一步的纯化*

图>!木聚糖酶的41.%3’D+.61&$"7.EFDB/柱层析

)-2G>!E"’#5%,1$"5&0"2$&613"(HII>J3’&%&7.7"%

41.%3’D+.61&$"7.EFDB/

!!沉淀溶解液.U$V=上样至8594:?5@A/-%层
析柱中!该步分离纯化过程出现多个蛋白质洗脱
峰!但仅出现&个与蛋白吸收峰相一致的酶活性峰
"图略#*合并酶活性较高的收集液"第!!$$.&$
VN6!共&$管#!浓缩至0V=左右!用于下一步的
纯化*
上述0V=浓缩酶液上样阴离子交换柱!依次

用含$U$!V()$=%$U$%V()$=%$U$0V()$=和$U&
V()$=的 +:2)缓冲液进行阶段洗脱!整个洗脱曲
线和酶活性分布曲线见图!*由图!可见!该分离纯
化过程共形成.个分别与蛋白吸收峰相一致的木
聚糖酶活性峰I%I&和II!分别合并峰I的&$管收集
液和峰II的0管收集液*8B8/3DAC检测均为单
一的蛋白条带!但相对分子质量不同"见图%#!依次
命名为木聚糖酶H76!和H76"*而酶活性峰I&
的8B8/3DAC检测结果为H76!和H76"的混

合蛋白条带*

图@!木聚糖酶的KH;HD+.61&$"7.(&70(’"9柱层析

)-2G@!E"’#5%,1$"5&0"2$&613"(HII>J3’&%&7.7"%

KH;HD+.61&$"7.(&70(’"9

!!宇佐美曲霉!$$&木聚糖酶的主要纯化步骤%
相应的酶活性和蛋白质测定结果!以及各步纯化收
率总结于表&*

表>!宇佐美曲霉,II>木聚糖酶的分离纯化总结

8&<?>!;7#55&$3"(01.6#$-(-,&0-"%"(J3’&%&7.7($"5!"-

#$%&’(()")"*+’’HII>

纯化

步骤

总酶活$

IL

总蛋白$

VT

比酶活$

"IL$VT#

纯化

倍数

回收

率$b

粗酶液 &1-.$$ &1%$ &$& &U$ &$$

硫酸铵盐析 &#$%%$ %0# !-" !U- 0&U"

疏水层析 0-#$$ &!! -&0 -U& ""U"

凝胶过滤层析 "$0%" ..U# &!&# &!U$ !$U-

阴离子交换层析

酶活性峰I!
H76! !$%-" 0U& !%"$ !%U& &$U"

酶活性峰II!
H76" &.!&1 %U0 !!-1 !!U# #U-

@?@!酶的部分理化性质

@?@?>!酶活性蛋白区带确定!分别将H76!和

H76"样品加入+:FN,5/3DAC不同的上样孔内!"
a下电泳以防止酶活性丧失*电泳结束后!首先用
蒸馏水漂洗凝胶&$!次’然后将该凝胶紧贴于

>̂>/木聚糖琼脂糖平板上!置"$a恒温培养箱中
反应!.$VN6左右对着光观察清晰可见酶作用所形
成的透明带!该透明带"即酶活性区带#就是H76D
或H76>所在的位置"见图.#’最后将3DAC凝胶
从琼脂糖平板上取下!用一般的电泳染色法染色!
脱色后所显示的是蛋白质区带"见图"#*由图"可
见各泳道的蛋白质区带分别与图.中 H76!和

H76"活性区带的位置相一致!说明图"的蛋白质
区带分别是H76!和H76"(&&)*
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&*A/-%酶液!!".*H76!!""%*H76"

图A!:3%!和:3%"酶活性图谱

)-2GA!L35"2$&5"(:3%!&%*:3%"

&*A/-%酶液!!".*H76!!""%*H76"

图B!:3%!和:3%"蛋白质图谱

)-2GB!4$"0.-%<&%*7"(:3%!&%*:3%"

@?@?@!亚基和全酶相对分子质量测定!将H76!
和 H76 "的 8B8/3DAC 相对迁移率#$U##和

$U#!$分别代入标准蛋白相对分子质量对数#=(T
M$及相对迁移率 #/E$的回归方程 =(T Md
e&U$!$!/Ef%U$#$&中"求出亚基的相对分子
质量分别为!""$$和!#0$$#见图%第%%"泳
道$*同时"根据A/-%凝胶过滤的标准蛋白质相对
分子质量对数#=(TM$及相对保留体积#.5&.$$的
回归方程=(TMde$U10&#.5&.$$f#U&0-"以
及H76!或H76"的相对保留体积&U0!#由于A/
-%分辨率低"使得H76!和H76"的出峰时间相
同$"求出全酶的相对分子质量为!%$$$#见图#$*
两种体系测定结果相近"表明H76!和H76"均
为单体结构酶*两种酶与 =N6等’&!(和 24;N<F:\(/
9(W)(<等’&.(报道的低相对分子质量木聚糖酶的相
对分子质量相近"但在热稳定性和等电点等方面有
显著差异*
@?@?A!等电点测定!分别将H76!和H76"在
不同泳道进行等电聚焦电泳"电泳结束后顺电场方
向切下&$!道空白泳道"再按泳道垂直方向切成

%U$VV等距离的小块"分别用!V=重蒸水浸泡

&$VN6后测定9R值"绘制9R/距离#VV"离阳极$
曲线*同时"将上样H76!和H76"的泳道的凝胶
按常规染色%脱色"根据H76!和H76"蛋白区带
的位置"从9R/距离曲线上查出H76!和H76"
的等电点#9I$分别为%U$和"U!*

&*粗酶液!!*疏水层析!.*A/-%层析!"*H76"!%*H76

!!#*M:;\5;

图C!:3%!和:3%"的+K+D4;MH图谱

)-2GC!+K+D4;MH"(6#$-(-.*:3%!&%*:3%"

&*牛血清白蛋白!!*卵清蛋白!.*细胞色素2

图N!凝胶过滤层析法测定相对分子质量

)-2GN!MDOC("$.P&’#0-"%"(5"’.,#’&$9.-210

@?@?B!中性糖质量测定!许多真核微生物所产木
聚糖酶含有中性糖"即属于糖蛋白*糖基化对糖苷
键水解酶在极端环境中的稳定性起着重要作用"例
如在大肠杆菌中表达碱性嗜热菌0+1())*#<9U木聚
糖酶基因"其表达产物#重组酶$的热稳定性比野生
型木聚糖酶差"这主要是因为大肠杆菌重组酶去掉
了糖基’&"(*用苯酚/硫酸法测定从宇佐美曲霉C$$&
菌株分离纯化的 H76!和 H76"却均不含中性
糖"这从一个方面说明了H76!和H76"的热稳
定性较差#另文报道$的原因*
@?@?C!动力学常数测定!按照底物浓度对酶作用
影响的规律"在$U!$!$VT&V=一系列不同底物
浓度下"分别测定H76!和H76"反应初速度即
酶活性"利用=N65G5:,5;/ZW;\作图法求出它们对
不同底物的动力学常数-V和.V:@值#表!$*
@?@?N!+末端氨基酸残基序列测定!H76" +
末端&%个氨基酸序列由中科院上海生化所蛋白质
组学研究分析中心测定"结果为 +R!/8DA/
I+X’J+X+A+=A*通过>):<F检索"未见该菌种
所产木聚糖酶的氨基酸序列报道"但发现与曲霉属

"#$%&’())*#2(’%&和"#$%&’())*#3+4+15((木聚糖
酶的+末端&%个氨基酸残基序列有很高的同源
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性*
表@!:3%;和:3%/的动力学常数!两种木聚糖底物"

8&<?@!=-%.0-,,"%70&%07"(:3%;&%*:3%/!09"Q-%*7"(

J3’&%7&77#<70$&0."

木聚糖酶
组分

桦木木聚糖

-V!
"VT!V=#

.V:@!
"V()!

VN6$VT#

燕麦木聚糖

-V!
"VT!V=#

.V:@!
"V()!

VN6$VT#

H76! $U0. !"00 .U0 .-.&

H76" 1U! &."- &.U# !.%0

A!结!论

本实验从宇佐美曲霉C$$&固态发酵曲中分离
纯化出了两种木聚糖酶组分H76!和H76"%并
测定了H76!和H76"的蛋白质化学性质%包括

相对分子质量&等电点&中性糖质量&动力学常数和

H76" +末端&%个氨基酸残基序列等*凝胶电泳
和A/-%凝胶过滤层析等的分析与测定结果表明%

H76!和H76"均具有木聚糖酶活性%电泳呈现单
一蛋白区带%属于酸性&低相对分子质量的单体酶
蛋白*
在分离纯化过程中如34567)/8594:;(<52=/

">疏水层析%本研究仅合并和进一步纯化了最大
酶活性峰"第&个#中的部份收集液%对后!个酶活
性峰未收集*由图&可见%.个酶活性峰中的木聚糖
酶具有不同的疏水性%说明除了H76!和H76"
之外%C$$&菌株固态发酵可能还产生其它种类的
木聚糖酶%有待于进一步的分离纯化%为深入研究
木聚糖酶普遍存在的多型性机理打下基础*
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