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摘! 要：应用 @AB@ CDE)(FCF $%% 型中压液相色谱快速纯化工艺，系统分离纯化了脆壁克鲁维酵母

（!"#$%&’()$*&+ ,’-./"/+ ）!0>0半乳糖苷酶。!0 ,’-./"/+ 发酵生产的菌体细胞经过破碎、离心后的上清

液中含有 !0 ,’-./"/+ !0>0半乳糖苷酶。粗酶经过 @AB@ CDE)(FCF $%% 中压液相色谱的 G6EFCEH $# I $%
J(9F=C /%K 强阴离子交换柱和 G6(-L"# I #% J9ECFLCD 凝胶过滤色谱连续两步纯化，酶的回收率为

"&M，纯化倍数为 3"。纯化的 !0 ,’-./"/+ !0>0半乳糖苷酶在垂直板十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝

胶电泳（J>J0N@O4）上，呈现一条染色谱带，表明纯化的酶具有较高的纯度。!0 ,’-./"/+ PQJ01#$$
!0>0半乳糖苷酶相对分子质量约为#% %%%。
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! ! !0>0半乳糖苷酶（4U /* "* $* "/）属于水解酶， 催化 !0>0半乳糖苷类化合物水解，该酶还具有转苷
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活力，以乳糖为底物催化半乳糖基转移反应生成低

聚半乳糖［!］。低聚半乳糖是一种非消化性低聚糖，

能够选择性地促进人体肠道内双歧杆菌等有益菌

增殖，从而抑制肠道腐败菌生长繁殖和有害代谢产

物的产生［"］。目前低聚半乳糖被公认为是能够增

进人体健康的益生素（#$%&’()’*），其在保健食品、婴

儿食品、中老年食品等领域应用前景广阔［+ ］。

脆壁克鲁维酵母（!" #$%&’(’)）菌株产生的 !,-,
半乳糖苷酶具有较高的转苷活力，具有工业化应用

潜力，但长期以来对该酶的酶学性质缺乏了解［.］。

因此有必要对 !" #$%&’(’)!,-,半乳糖苷酶进行纯化，

以研究该酶的分子结构、酶学性质和酶反应的动力

学参数，为提高酶反应的催化效率提供理论依据。

中压液相层析色谱具有省时（ 柱平衡时间短，洗脱

速度快），样品需要量少，分辨率高等特点，可广泛

应用于蛋白质纯化。作者研究的主要目的是，应用

/01/ %234($%$ !55 中压液相色谱纯化 !,-,半乳糖

苷酶。

!" 材料与方法

!# !" 菌种"
脆壁克鲁维酵母（!" #$%&’(’)），作者所在实验室

保藏，编号 678,9:!!。

!# $" 主要仪器与试剂

!; $; !" 仪器设备" <=>?"@6 在位不锈钢搅拌发酵

罐：镇江东方生物工程设备技术公司产品；7ABCDE
7/,5F9 型高压细胞破碎仪：1G%$H( 83%*)$(I’* =8/
公司产品；/01/ %23’($%$ !55 型中压液相快速纯化

工艺开拓系统，J’(,AKL 电泳仪：瑞典安玛西亚公司

产品；超滤杯：上海亚东核级树脂有限公司产品。

!; $; $ " 主要试剂 " 邻硝基苯,!,-,半乳糖苷（MC,
#<）（JA）：上海丽珠东风生物技术有限公司产品；

CN，CN—四甲基乙二胺（1BOB-）：74PQK 公司产品；

丙烯酰胺：O%$*Q 公司产品；甲叉双丙烯酰胺：O%$*Q
公司产品；巯基乙醇：74PQK 公司产品；溴酚兰：O%$,
*Q 公司产品；考马斯亮蓝 A,"@5：上海化学试剂公司

进口分装产品；标准相对分子质量蛋白质：#GK$HK,
*’K 公司产品。

!# %" 实验方法

!; %; !" !" #$%&’(’) !,-,半乳糖苷酶的发酵生产" "@
6 的发酵罐生产 !,-,半乳糖苷酶。培养基组成：蛋

白胨 7.5+ ! R S L6；酵母膏 ! R S L6；乳糖 !" R S L6；培

养基的起始 3E 值 FT @。培养条件：温度 "@ U，转速

"55 $ S H’I，培养时间 +: G。

!& %& $" 粗酶液的制备" 发酵液经离心（" V !5 U，

+ 555 $ S H’I，!5 H’I）后收集菌体，用 3E FT 5 的 5T 5!
H(4 S 6 磷酸氢二钾,磷酸二氢钾缓冲液将菌体制成

菌悬液，然后用高压细胞破碎仪破碎菌体细胞，以

释放胞内 !,-,半乳糖苷酶。冷冻离心后，收集的上

清液即为粗酶液。

!& %& %" 酶活力的测定" 向试管中加入 "T @ H6 3E
FT 5 的 5T 5! H(4 S 6 磷酸氢二钾,磷酸二氢钾缓冲液，

.@ U恒温水浴预热后，加入 !55 "6 . HR S H6 邻硝

基苯,!,-,半乳糖苷（MC#<）溶液和 !55 "6 酶液，.@
U恒温反应 @ H’I 后，于 *."5 IH 比色。! H6 酶液 !
H’I 催化邻硝基苯,!,-,半乳糖苷（MC#<）水解生成

! "H(4 邻硝基酚定义为一个酶活力单位［@］。

!& %& ’" 样品蛋白质质量分数的测定 " 取 " H6 样

品溶液加 " H6 J$KLW($L 溶液，混匀后于 *@X@ IH测定

吸光值，根据标准曲线的回归方程推算样品中蛋白

质的质量分数［:］。

!& %& (" 中 压 液 相 色 谱 分 离 纯 化 !& #$%&’(’) 678,
9:!!!,-,半乳糖苷酶 Y 应用 /01/ %23’($%$ !55 型

中压 液 相 色 谱 快 速 纯 化 工 艺 系 统 分 离 纯 化

!T #$%&’(’) 678,9:!!!,-,半乳糖苷酶时，预先用 3E
FT 5 的 5T 5! H(4 S 6 磷酸氢二钾,磷酸二氢钾缓冲液

平衡阴离子交换柱 E’3$%3A !: S !5 8(P$*% +5Z，上 "
H6 经高压细胞破碎仪制备的粗酶液，用相同的缓

冲液洗脱 @5 H6 后，改用 5 V 5T @ H(4 S 6 的 CKD4 线

性梯度洗脱。以邻硝基苯,!,-,半乳糖苷（MC#<）

为底物测定收集液的酶活力，合并具有酶活力的洗

脱液，适当浓缩后上预先经 3E FT 5 的 5T 5! H(4 S 6
磷酸氢二钾,磷酸二氢钾缓冲液平衡的 E’(KL": S :5
8P3%$L%2 凝胶过滤色谱柱，然后进行层析。

!& %& )" /Q1/ %234($%$!55 快速工艺开发系统Y 图 !
所示为 /Q1/ %234($%$!55 型快速工艺开发系统。该

系统的主要特点为缓冲液自动制备和 8*(P)’IR 功

能，方便快速摸索纯化工艺，选好层析柱后相应参数

通过精确自动反馈编成程序，真正自动多维纯化。

!& %& *" 十 二 烷 基 硫 酸 钠 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳

（8-8,#/<B）" 贮液及凝胶溶液的配制、样品的制

备和电泳操作步骤参照文献［F］。电泳条件：分离

胶和浓缩胶的质量浓度分别为 !" R S L6 和 @ R S L6，

样品及标准相对分子质量蛋白质的上样量均为 !5
"6，电泳过程恒流 !5 H/，电泳时间 . G 左右。从玻

璃板剥离的凝胶用 "5 R S L6 的三氯乙酸溶液固定 +5
H’I 后，用质量分数 5T ![的考马斯亮蓝溶液 A,"@5
染色 " G，脱色后拍照。
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图 !" #$%#&’()*+&+!,, 快速工艺开发系统

-./0 !" 1.2/+23 4*+ #$%# &’()*+&+!,,

5" 结果与讨论

56 !" 强阴离子交换色谱

强阴离子交换剂 !"#$%#& ’( ) ’* +,-$.% /0 1*2

分离 !"#$%&’()$*&+ ,’-./"/+ !343半乳糖苷酶的洗脱

曲线如图 5 所示。色谱条件：色谱柱：0 ’6 ( 7 ’*
.8，填充材料为阴离子交换剂 !"#$%#&’( ) ’* +,-$.%
/01*2；洗脱缓冲液：*6 *’ 8,9 ) : 磷酸氢二钾3磷酸

二氢钾，#! ;6 *；洗脱液体积流量：56 < 8: ) 8"=；工

作压力：*6 ’> 0?@；A@B9 的线性梯度 * C *6 < 8,9 ) :；

样品：经高压细胞破碎仪制备的粗酶；上样量 5
8:。由图 5 可以看出，!6 ,’-./"/+ :D+3>(’’!343半乳

糖苷粗酶液经过强阴离子 !"#$%#& ’( ) ’* +,-$.% /0

1*2 柱后分成 ( 个主要组分，其中组分"与#在改

用 A@B9 线性梯度洗脱之前出峰，说明这两个组分

与 !"#$%#& ’( ) ’* +,-$.% /0 1*2 不发生吸附。改用

A@B9 线性梯度洗脱后随着缓冲液中离子强度的增

加，其它杂蛋白与 !343半乳糖苷酶依次被洗脱下来。

通过 !343半乳糖苷粗酶的洗脱峰与杂蛋白洗脱峰分

离较好，但仍有部分重叠。

图 5" !" #$%&’(’) 7-89:;!!!919半乳糖苷粗酶在中压液相层析系统（<=, 强阴离子交换柱）的分离图谱

-./0 5" >.(+&(? !; @ !, 8*A+B& %C=,< B*)A3D BE+*32F*/+23 *4 FE& B+AG& &DHI3& JI #K%# &’()*+&+ !,, LA.B$
(A+.4.B2F.*D MIMF&3

E E !"#$%#&’( ) ’* +,-$.% /01*2 为预装柱，柱填料

为强阴离子交换剂，该离子交换剂具有耐压性好、

交换 容 量 高、流 速 快 等 特 点，经 #! ;6 * 的 *6 *’
8,9 ) : 磷酸氢二钾3磷酸二氢钾缓冲液平衡后带正

电荷，从而与 #! ;6 * 时带负电荷的 !343半乳糖苷

酶（ 该酶的等电点约为 (6 *）发生吸附作用。

56 5" >.*2G5; @ ;, 8A(&+G&’ 凝胶过滤色谱

将上步收集的洗脱液经浓缩后上预先经 #!
;6 * 的 *6 *’ 8,9 ) : 磷酸氢二钾3磷酸二氢钾缓冲液

平衡的 !",@F5( ) (* +-#%$F%G 凝胶柱，用相同的缓冲

液洗脱，分离效果见图 1。色谱条件：色谱柱：0 56 (
.8 7(* .8，填充材料为凝胶 !",@F5( ) (* +-#%$F%G；

洗脱缓冲液：*6 *’ 8,9 ) : H5!?IJ3H!5?IJ，#! ;6 *；

洗脱 液 体 积 流 量：56 < 8: ) 8"=；工 作 压 力：*6 ’>
0?@；样品：经 !"#$%#& ’( ) ’* +,-$.% /01*2 部分纯

化后的粗酶；上样量 5 8:。

图 =" 经 >.(+&(? !; @ !, 8*A+B& %C=,< 部分纯化后的

酶在 >.*2G5; @ ;, 8A(&+G&’ 凝胶过滤中压层析

系统的分离图谱

-./0 = " >.*2G5; @ ;, 8A(&+G&’ B*)A3D BE+*32F*/+23
*4 FE&“ >.(+&( !; @ !, 8*A+B& %C=,<” JI
#K%# &’()*+&+ !,, LA.B$ (A+.4.B2F.*D MIMF&3
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! ! 由图 " 可以看出，经过 #$%&’%( )* + ), -./&0’
12",3 离子交换色谱纯化步骤的酶液中仍含有较多

的杂蛋白。该酶液经过 #$.456* + *, -/%’&5’7 凝胶

过滤色谱分成 8 个主要组分，其中组分!为酶活

峰。"9:9半乳糖苷酶洗脱峰与杂蛋白的洗脱峰分

离得较好。合并具有活性的收集液，浓缩后用十二

烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳检测 "9:9半乳糖

苷酶的纯度。

!" #$ 酶纯化步骤的定量评价

表 ) 总 结 了 采 用 中 压 液 相 色 谱 系 统 纯 化

!; "#$%&’&( <=-9>*))"9:9半 乳 糖 苷 酶 的 试 验 结 果。

由表 ) 的试验结果可以看出，粗酶经过 ?@1? ’79
%A.&’& ),, 型中压液相色谱纯化系统的 ",3 强阴离

子交换柱和 #$.456* + *, -/%’&5’7 凝胶过滤色谱两

步纯化，"9:9半乳糖苷粗酶的纯化倍数为 B6 倍，回

收率为 6CD。整个纯化过程中原来存在于粗酶中

的酶活力损失了 C"D，但纯酶液中剩下的酶蛋白是

原来的 ,; *D，因此酶得到了纯化。

表 %$ !" "#$%&’&( &’()*+%%!),)半乳糖苷酶的中压液相色谱

酶纯化小结

-./0 %$ (122.34 56 !" "#$%&’&( &’()*+%% !),)7.8.9:5;<=.;>
?13<6<9.:<5@ /4 2>=<12 ?3>;;13> 9A352.:573.2

纯化
步骤

总酶
活力 + E

蛋白质
质量 + FG

比活力 +
（E + FG）

回收
率 + D

纯化
倍数

粗酶 ""8 )**; *8 6; ,) ),, ); ,

阴离子交换 )"B "; C6 "* B, )>

凝胶过滤 H, ); ,* >B; 8, 6C B6

!" B$ !),)半乳糖苷酶纯度检测及相对分子质量的

测定

经过中压液相色谱纯化后的 "9:9半乳糖苷酶

在 十 二 烷 基 硫 酸 钠 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳（ -:- 9

I?JK）上显示为一条单带。表明纯化后的酶基本

达到了电泳纯。

! ! 图 B 为标准蛋白质的相对分子质量的对数值

与相对迁移率关系曲线。由于不同相对分子质量

的蛋白质在十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶（-:-9
I?JK）电泳时，蛋白质的相对分子质量的对数值与

电泳相对迁移率之间呈线性关系［>］，根据 !; "#$%&’&(
<=-9>*))"9:9半乳糖苷酶的相对迁移率为 ,; 88，从

直线回 归 方 程 推 算 出 该 酶 的 相 对 分 子 质 量 约 为

*, ,,,。

图 B$ CDEF 中标准蛋白质相对分子质量与相对迁移

率（)6）的关系

’<70 B$ G>8.:<5@;A<? />:H>>@ 258>918.3 H><7A: .@= )6

56 I.:<J>)CDEF

#$ 结$ 论

!; "#$%&’&( "9:9半乳糖苷酶的粗酶液经过中压

液相色谱 ",3 强阴离子交换柱和 #$.456* + *, -/9
%’&5’7 凝胶过滤色谱连续两步纯化，酶的回收率为

6CD，纯化倍数为 B6。纯化的 !; "#$%&’&( <=-9>*))"9
:9半乳 糖 苷 酶 在 垂 直 板 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳

（I?JK）上呈现一条染色谱带，该酶的相对分子质

量约为*, ,,,。
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