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黑曲霉酸性13一甘露聚糖酶的酶学特性

朱劫 ，

(江南大学医学院，

邬敏辰
江苏无锡214122)

摘 要：纯化的黑曲霉Aspergillus niger WM20—11所产的酸性p甘露聚糖酶经Sephadex G—i00

凝胶过滤层析和SDS—PAGE分别测得相对分子质量为39 000和40 000；IEF—PAGE测得酶的等

电点为4．0；最适作用pH值和温度分别为3．5和70℃；糖质量分数19．6％；M92+、Ca2+、Li+、

Na十、K+对酶有激活作用，Pb2+、C02十、Fe”、Mn2+、H92+对酶有抑制作用；酶对角豆胶的K。和

y。。。分别为66．7 g／L和333 ptmol／(min·mg)；酶蛋白的氨基酸组成中Asp和Glu含量最高；

HPLC分析角豆胶酶水解液的主要产物是低聚糖。
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Studies on the Characterization of acidic p-Mannanase
from Aspergillus niger

ZHU Jie。 WU Min-chen

(School of Medicine，Southern Yangtze University，Wuxi 214122．China)

Abstract．In this manuscript，the characterization of acidic G—mannanase from Asp．niger WM20—

1 1 was investigated．Molecular weight of the enzyme was determined aS 39 000 On Sephadex G一

1 00 gel filtration and 40 000 on SDS-PAGE．The isoeleetric point was estimated to be 4．0 by

IEF-PAGE．The optimum temperature and pH were 70℃and 3．5．It contained 19．6％

carbohydrate．The activity of the enzyme was stimulated by M92+、Ca2+、Li+、Na+、K+， but

inhibited by Pb2+、C02+、Fe3+、Mn2+and H92十．K。and V。。。were 66．7 g／L and 333肚mol·min一1

·mg～with locust bean gum．The content of Asp and Glu was the highest．Enzyme hydrolysis

products from locust bean gum were oligosaccharides by HPLC analysis．

Key words：Aspergillus niger；B—mannanase；Characterization

p一甘露聚糖酶(p一1，4-D—mannan mannohydro—

lase，EC 3．2．1．78)是一种能降解甘露聚糖、葡萄

甘露聚糖和半乳甘露聚糖的主链p1，4～p甘露糖苷

键的水解酶，属于半纤维素酶类E1|，在食品、医药、

造纸、饲料和石油等工业中有着广泛的应用前景。

该酶可将自然界广泛存在的_13一甘露聚糖降解为甘

露寡糖，此产物可有效地改善动物肠道菌群的结

构，促进肠道内双歧杆菌增殖，进而调节肠功能，以
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增强机体免疫力[z]。将G一甘露聚糖酶运用于造纸

工业纸浆的漂白工艺中，一方面可以得到比单纯用

氯漂白、碱提取更好的纸浆特性，还可以减少氯和

碱的用量以及由它们带来的环境污染。此酶应用

于饲料工业，主要作为外源性酶参与机体活动，并

且其对动物健康和生产性能的促进作用在某些方

面可代替抗生素。8一甘露聚糖酶还可以作为多糖链

结构分析中的工具酶。近年来国内对p甘露聚糖

酶的研究和开发进入了一个新的高潮。

对于不同菌种来源的8一甘露聚糖酶的性质已

有所报道，但多数为中性、碱性B一甘露聚糖酶。本

实验室保存了一株高产酸性B一甘露聚糖酶的黑曲

霉菌株Aspergillus niger WM20—11，前文[3]对其产

生酸性B一甘露聚糖酶的条件做了总结。在此基础

上继续对该酶进行了分离纯化。本文将报道该酶

的理化性质、化学组成及对角豆胶甘露聚糖的水解

情况。

1材料与方法

1．1 菌种

黑曲霉(Aspergillus niger)WM20—11酸性8一

甘露聚糖酶高产菌株，由江南大学医学院生物化学

实验室保存。

1．2主要试剂及仪器

Sephadex G—i00、蓝葡聚糖2 000：Pharmacia

产品；牛血清白蛋白、鸡卵白蛋白、胰蛋白酶：上海

伯奥生物科技有限公司产品；角豆胶、细胞色素C：

Sigma产品；丙烯酰胺、N，N’。甲叉双丙烯酰胺

(Fluka)；SDS-PAGE低相对分子质量标准蛋白质、

十二烷基磺酸钠、过硫酸铵、N，N，N’，N’。四甲基

乙二胺：上海华美公司进口分装；Ampholine：pH

3．5～10．0 for IEF，Amersham Bio—sciences公司产

品；其它常用化学试剂均为国产分析纯。层析系

统：南京南达生物技术开发公司生产；分光光度计：

WFZ800一D3B型；垂直蛋白电泳系统：Mini—PRO—

TEAN II型；等电聚焦电泳仪：DYY一12C型；凝胶

成像系统：Touching 995型；氨基酸自动分析仪：

AGILENT 1100型；高压液相色谱仪：Waters 600／

2410型。

1．3主要方法

1．3．1 酶活性测定 按文献r4]并略作修改：取

0．5 mL适当稀释的酶液，加到2．0 mL用0．1 mol／

L、pH 4．8醋酸缓冲液配制的5．0 g／L的角豆胶溶

液中，60℃反应10 min；3，5一二硝基水杨酸显色法

(即DNS法)测定还原糖。在上述条件下，每分钟

产生的还原糖量相当于1 t-mol甘露糖所需酶量定

义为1个B一甘露聚糖酶活性单位(IU)。

1．3．2相对分子质量测定 方法1：Sephadex G一

100凝胶过滤柱层析，柱型1．6 cm×100 cm，洗脱

液为0．02 mol／L的磷酸盐缓冲液(pH 7．0)，体积

流量0．2 mL／min。标准相对分子质量蛋白质为牛

血清白蛋白(67 000)、鸡卵白蛋白(45 000)、胰蛋白

酶(29 000)和细胞色素C(12 300)。蓝葡聚糖2 000

上柱测得砜，同样条件下将酶样上柱得到u，根据

lg M，对V。／V。的回归方程求出M，。方法2：SDS-

PAGE，按文献[5]的方法，不连续垂直板电泳系统，

分离胶质量浓度120 g／L，浓缩胶质量浓度30 g／L，

Tris—HCl缓冲体系，考马斯亮蓝R一250染色。低相

对分子质量标准蛋白为兔磷酸化酶B(97 400)、牛

血清白蛋白(66 200)、兔肌动蛋白(43 000)、牛碳酸

酐酶(31 000)、胰蛋白酶抑制剂(20 000)和鸡蛋清

溶菌酶(14 400)。以相对迁移率为横坐标，标准蛋

白相对分子质量的对数为纵坐标，得标准曲线。

1．3．3 等电点测定 采用等电聚焦电泳(IEF—

PAGE)法，进口Ampholine(pH 3．5-10．0)为两性

电解质载体，胶质量浓度54 g／L。等电聚焦结束后

用刀片沿电泳方向依次将一条2 cm×6 cm的胶切

成0．5 cm长的小段，每段用2 mL H。0浸泡20

min并搅碎，精确测定浸提液的pH值。样品部分

的胶行固定一染色一脱色。以凝胶长度对pH值作

图，绘制出凝胶的pH梯度曲线，然后直接从曲线上

求出蛋白质样品的pI值。

1．3．4 最适PH及pH稳定范围pH 2～6．5用

柠檬酸一Na：HPO；缓冲体系，pH值7～10用甘氨

酸一NaOH缓冲体系。以不同pH的缓冲液配制

5．0 g／L角豆胶底物溶液，按测定酶活方法测定不

同pH条件下的酶活力，可得酶反应的最适pH值。

将酶液与不同pH的缓冲液混合，37℃保温2 h，然

后再于酶活测定条件下测定酶活力，可得酶稳定

pH范围。

1．3．5 最适温度及温度稳定范围 酶液在不同温

度的水浴中，按测酶活方法测定不同温度下的酶

活，得酶反应的最适温度。研究酶的温度稳定范围

时则将酶液在不同温度的水浴中保温不同时间，然

后再于酶活测定条件下测定残余相对酶活。

1．3．6金属离子对酶稳定性的影响 将金属离子

(终浓度为1 mmol／L)与酶液一同40℃保温1 h，

以不加金属离子的酶液为对照测酶活性。

1．3．7含糖量测定采用苯酚一硫酸法：1 mL适当

稀释的酶蛋白液，加入0．5 mL 60 g／L的重蒸酚水

 

 万方数据



第2期 朱劫等：黑曲霉酸性p一甘露聚糖酶的酶学特性 23

溶液，再快速加入浓硫酸3．6 mL，室温静置反应20

min，测定oD。。。。以葡萄糖为标准。

1．3．8 动力学常数测定 以0．625～5．0 g／L的角

豆胶为底物，按酶活力测定方法测定酶活，以1／[S]

为横坐标，1／V为纵坐标，作出双倒数(Lineweaver—

Burk)曲线。测定出该酶对角豆胶半乳甘露聚糖的

K。和V。。。。

1．3．9氨基酸组成及含量分析 酶样品经HCI彻

底水解，上AGILENT 1100氨基酸自动分析仪测定

水解液中各种氨基酸的组成和含量。

1．3．10水解产物HPLC分析酶在50℃下水解

10 g／L角豆胶10 h后的上清液测定水解产物。色

谱条件为：Waters 600／2410色谱仪，Sugar—pak一1

色谱柱(6．5 mm×300 ram)，流动相为水，柱温85

℃，体积流量0．4 mL／min，示差折光检测器。

2结果与讨论

2．1相对分子质量

按相对分子质量测定的方法1，通过Sephadex

G-100凝胶过滤层析得回归方程lg M。=一0．894 9

(V。／砜)+6．170 2，R2—0．998 6，再根据纯酶样品

在相同条件下的V。／V。(1．765)求出此法测得的伊

甘露聚糖酶的Mr为39 000。

按方法2进行SDS-PAGE，结果见图1，并获得

lg M。一一0．970 3(Rf+5．077 8)，R2—0．984 9，根

据酶蛋白的R，值(0．490)从标准曲线上求得其M，

为40 000。两种方法测得的Mr相近，说明该酶为

单体酶。不同来源的B一甘露聚糖酶的M，有较大差

异，小的只有22 000，大的可到162 000[1]，但多数为

单体酶。

1．纯酶；2．低相对分子质量标准蛋白质

图1 p-甘露聚糖酶的SDS-PAGE图谱

Fig．1 SDS-PAGE pattern of It-mannanAse

2．2等电点

电泳结束后绘制pH一凝胶长度曲线，pH一

0．093 3(1ength+3．026 8)，R2—0．991 3。根据

纯酶所在的位置(10．4 mm)求得该酶等电点为

4．0。

2．3最适pH及pH稳定性

由图2可见纯酶的最适pH为3．5。pH除了

影响酶的反应速度外，还影响酶的稳定性。pH稳

定性曲线表明在pH 2．5～6．0范围内剩余酶活力

在80％以上，该酶具有良好的对酸稳定性。

摹

，峰

溢
莨
罂

pH

图2 pH对酶活力及其稳定性的影响

Fig．2 Effect of pH on enzyme activity and stability

2．4最适温度及温度稳定性

直接在各温度下测定酶活力(图3)，得知该酶

的最适作用温度为70℃。对酶热稳定性的研究

(图4)表明，酶在50、60℃保温20 rain，活力下降不

多；65、70℃时温度越高，酶活维持时间越短；而75

℃酶很快即失活。并且酶在50，60℃保温30 min

时，仍能保持90％左右的活力，说明此酶的热稳定

性较好。YU Hong-Ying等口1研究的枯草芽孢杆菌

SA～22 8一甘露聚糖酶的热稳定性也很好，其在50℃

保温4 h后活力不变，60℃保温4 h后剩余酶活为

74．2％，70℃的酶活半衰期为3 h。

装

赡
髓
嚣

霉

温度／℃

图3温度对酶活力的影响

Fig．3 Effect of temperature on enzyme activity

2．5金属离子对酶稳定性的影响

由表1可知M92+、Ca2+、Li+、Na+、K+对酶有
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图4温度对酶稳定性的影响

Fig．4 Effect of temperature on enzyme stability

不同程度的激活作用；Pb2+、C02+、Fe3+、Mn”、

H92+对酶有抑制作用；而NH4+、Zn”、Cu2+、Fe2+

对酶的影响不大。吴襟等[7 3和余红英等日。分别对

诺卡氏菌形放线菌及枯草芽孢杆菌的p甘露聚糖

酶的化学修饰研究表明，巯基是维持酶活性的必需

基团。这在一定程度上可以解释虽然离子对不同

来源的伊甘露聚糖酶的影响有差异，但几乎所有的

p甘露聚糖酶的活性都能被H92+严重抑制。
表1 金属离子对酶稳定性的影响

Tab．1 Effect of metallic ions on enzyme stability

2．6含糖量

此p甘露聚糖酶含糖量为质量分数19．6％，

故为糖蛋白。也正因为此酶为含有一定量糖基的

蛋白质，因此其具一定的耐热稳定性。许多研究表

明，真菌及某些放线菌的伊甘露聚糖酶有不同程度

的糖基化，而在细菌和植物则很少发现[9]。

2．7动力学常数

双倒数作图法测定出该酶对角豆胶半乳甘露

聚糖的K。为66．7 g／L，V。。。为333 t_￡naol／(min，·

nag)。

2．8氨基酸组成及含量

氨基酸组成(表2)中，(Asp+Glu)／(Lys+

Arg)为3．74，说明黑曲霉WM20—1l所产的p甘露

聚糖酶为酸性蛋白质，而等电点的测定结果也证实

了这一点。Lind等m3提出高的Lys和低的Arg含

量是耐热蛋白质的氨基酸组成特征。该酶的Lys／

Arg的比值为1．36，且实际上酶的热稳定性良好。

表2 0-甘露聚糖酶的氨基酸组成

Tab．2 Amino acid content of}mannanase

注：在上述测定条件下，色氨酸全部被破坏，丝氨酸和苏氨
酸均被破坏10～15％。

2．9水解产物的HPLC分析

角豆胶的酶水解液进行HPLC分析，结果(图

5)显示，酶解产物主要是二糖以上的低聚糖，推测

此酶可能为内切酶。

时间／rain

图5酶解产物的HPLC

Fig．5 HPLC of pmannanase reaction mixture

3 结 语

黑曲霉WM20—11产生的酸性G一甘露聚糖酶经

纯化，其各项理化性质分别为：Sephadex G一100和

SDS-PAGE测得酶的相对分子质量分别为39 000

和40 000，为单体酶；等电点4．0；最适作用pH和

温度分别为3．5和70℃；酶蛋白含糖质量分数

19．6％；M92+、Ca2+、Li+、Na+、K+对酶有激活作

用，Pb2十、C02+、Fe3十、Mn2+、H92+对酶有抑制作

用；对角豆胶底物的K。和V。。分别为66．7 g／L和

加

∞

跚

∞

们

加

。
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333肛mol／(rain·mg)；氨基酸组成中Asp和Glu

含量最高；HPLC分析酶水解角豆胶的产物主要是

二糖以上的低聚糖。

研究结果表明，该仔甘露聚糖酶具有在酸性环

境中活力高、稳定性好等特性，并具有一定的耐热
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