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葡 萄 糖 异 构 酶 的 研 究

— 酶 的 分 离 提 纯

曹宁军 马春光

(无锡轻工业学院发酵系 )

程玉华 黄程芳

(吉林大学 )

摘 要

葡萄糖异构酶细胞经丙 酮处理
,

缓冲 液 抽 提
。

D E A E一纤维素离子 交换柱层

析和 S
e p h

a d e x
G一 20 0 凝胶柱层析等方法得到分离并纯化

。

该法与超声破碎 法 相

比
,

比活提高 3
.

3 倍
,

活 力收率为 74 %
,

得到 了高纯度异构酶
,

经 eS p h ad e x
G一 2 00

凝胶柱层析获得较高收率的电泳纯制品
。

主题词
:
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己 I 令
.

J . 仁二

葡萄糖异构酶 ( G lu o os e I s o m e r as e ,
G l )

,

又名木糖异构酶
,

它主要催化葡萄糖与果糖

间的可逆转化反应
。

已知短乳杆菌
、

链霉菌
、

游动放线菌等多种微生物能产生此酶
,

是重要

的酶制剂之一
。

川

1 9 6 8 年 K e i Y
a m a n a k a

等人从 L
.

b r e r i s菌体中通过 M n
C I: 处理

,
( N H

;
)
2
5 0

`
沉淀

,

热处理及用 D E A E
一

S
e p h a

de
x A 一 50 柱层析等手段

,

首次得到结晶的葡萄糖异构酶 纯 品
,

并且证明此酶不但催化 D一木糖的异构化
,

同时也能催化 D一葡萄糖和 D一核糖 的异 构化
〔” 1

。

在此之后 的十几年中
,

通过多种分离技术先后从十几种微生物中得到了电泳纯 的 G l 纯

品 a[, 魂剐
,

由于该提纯过程复杂
,

收率低
,

因此
,

不适合制备性生产
。

为了对国产 G l 有系统完整的了解
,

同时为较大规模的制备奠定基础
,

我们以国产玖瑰

红链酶菌变异株 N .o 3 36 为研究对象
,

综合参考国外 的提纯路线
,

设计了一条简便
、

快速
、

易行的提纯路线
,

并且在纯酶的基础上进行了较广泛的性质研究
。

1 材料与方法

选用玖瑰红链霉菌变异株 N
o .

3 3 6
.

选用 D E A E一纤维素 D E一 5 2 ( W
a t e m a n ) ,

S
e p h

a d e x G一 2 5 S e p h a d e x G一 1 50

本文 1 9 8 7 年 1 2 月 7 日 l玫到
。
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S
e p ha d e xG一 20 0 ( P h

a m i n a
公司产品 )

,

药品
:
均为国产 1

.

2
.

3
.

级试剂
,

发酵用药品均为国产试剂
。

1
。

2 方法

1
.

2
.

1 菌体制备 采用二级摇瓶发酵
,
结束后离心收集菌体 ( 3 0 0 0转 /分 )

,

制成丙酮干粉备

用
。

1
.

2
.

2 纯酶提取 粗酶液的制备 以 30 毫升 /升干粉的比例加入 0
.

02 摩尔 /升磷酸钠缓 冲

液 (P H = 7
.

5 )
,

磁力搅拌三小时后
,

以 3 0 0 0 转 /分的速度离心半小时
,

收集上清 即 为 粗酶

液 ;

1
。

2
。

3 离子交换柱层析 粗酶液经 过 D E A E一纤维素 D E一52 柱 (3 x 1 c1 m ) 层 析 分 离
,

当 上样量 使柱饱和后
,

用含有不同浓度 N a C I的 。
.

02 摩尔 /磷酸钠缓冲液梯度洗脱 并 收 集

活 力 峰 , S eP h a
de

x
G一 20 0柱层析

,

将离子交 换所得活性 组分适 当浓 缩
,

加 至平衡后 的

S e p h a d e x G一 2 0 0 柱 ( 2 X 1 0 o e m )上
, Z s o n m 监测下收集活力峰

,

圆盘电泳检测为均一带
。

1
.

2
.

4 酶活力测定 1毫升底物溶液 ( 1摩 /升葡萄糖十含
+ 0

.

02 摩尔 / I M g SO
4 .

7 H Z
O 的

0
.

0 1 摩尔 /升磷酸钠缓冲液 p H = 7
.

5 )
,

加 0
.

5 毫升 C o
C I

: .

6 H ZO 水溶浪和 0
.

5 毫升适当稀

释的酶液
,

70 ℃水溶反应 15 分钟后加入 2
.

。毫升 0
.

5摩尔 /升高氯酸终止反应
,

所产生的果

糖用 C ys 一咔哩法 61[ 测定
。

每分钟转化生成 l 微摩尔果糖为一个活力单位
。

1
.

2
.

5 iD cs 凝胶电泳 按 C l ar ke 方法进行 :1[
。

以澳酚蓝为前沿指示剂
,

每管上 样 为 50 ~

10 0 微克蛋白
,

恒流每管 4 毫安二小时后
,

用 1%氨基黑 10 B 染色半小时
,

然 后 用 7
.

5%乙

酸溶液扩散脱色
,

薄层扫描仪 ( C S一 9 1 0) 检测结果
。

1
。

2
.

6 蛋白浓度的测定 应用 L o w r y 法测定蛋白浓度 81[
,

牛血清白蛋白为标 准
。

F ol in 酚

试剂自制
。

2 结果与讨论

2
.

1 粗酶液的制备

在已报道的文献中
,

粗酶的提取常用超声波破碎法以及在溶菌或去污剂存在下的细胞自

溶法
。

这些方法虽然对酶的释放比较完全
,

特别是后一种方法
,

但是均需要特定的设备和加

入后续工作中需要除去的试剂
,

为此
,

我们采用缓冲液直接萃取法代替了常规 的超 声 破碎

法
,

结果见表 1
。

不同提取法的比较

总活力收率 (% ) } 比活 ( u / m幼

超 声 破
.

碎 法

丙 酮干 粉萃取法

9 0~ 9 1

8 6~ 8 8

0
。

9

2
。

9 3

两种方法活力收率相近
,

但后者溶液的比活远高于前者
,

同时溶液的 O D 2 8 o /O D 2 50 比

值在 1
.

0 以上
。

这些均说明丙酮作用后
,

细胞的通透性增加
,

有利于酶分子的出入
,

而一些
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大分子量的杂蛋白和核酸因体积过大而保留在未破坏的完整细胞体内
,

从而减少了杂蛋白和

核酸的污染
,

提高了酶的比活
。

另外
,

因磁力搅拌作用比较温和
,

不需要冰水溶
,

可以在室温下连续进行
,

并且保持细

胞的完整
,

用常规离心机便可将细胞除去
,

得到所需要的粗酶液
。

在一般实验 室 中均 可完

成
。

2
.

2 纯酶的制备

2
.

2
.

1 D E A E一纤维素离子交换层析

在制备过程中
,

一个重要特点是将细胞抽提液直接进行 D E A E一纤维素离子交换柱层析

分离
,

减少常规的分级沉淀等步骤
。

在超饱和上样的基础上
,

当出口处有 G l活 性显示时进

行 N a C I梯度洗脱
,

由图 1可见
:
缓冲液中 N a

C I 含量为 0
.

3摩尔 /升时
,

可得到具有 G l活

性的蛋白峰
。

口\屯日艺O
d之

工 J洲
`

了
.

一

一八
,
-即

、、
。

如的

嘴ō弓机毒德

动

图 1 D E A E一纤维素离子交换柱层析洗脱曲线

经圆盘电泳扫描测定 (图 2 )只能见到两条明显的蛋白谱带
,

其他均为背景吸收
,

经缓冲

液萃取测定知谱带 ( 1 )为葡萄糖异构酶
,

这说明
:

经过离子交换过程所得酶制剂已达 到 较高

的纯度
,

主要成分为葡萄糖异构酶
。

酶的收率较高
,

按活力计达 74 %
,

是常规方法的三倍
。

因为离子交换过程也是一个可逆的化学平衡过程
,

受多种因素的影响
,

如
:
系 统 p H

、

离手

、、
弓

万矛理
蹄

嘴.叫忍吟矛
.日仇嗯.

萝 \
肠O 二0 0 1昌,

·

2 00
多吵 3 0̀

图 2 S e p h a d e x G一2 0 0凝胶柱层析洗脱曲线
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强度和带电量等
。

被交换样品带电荷数越高
,

与交换剂的亲和力越强
。

不同种蛋白在特定条

件下与纤维素的交换能力因带电荷多寡而不同
,

这是与反应的 △G 值有关的
,

一般情况下
,

增加反应物的浓度
,

△G 有利于向正反应方向转移
,

如果一种蛋白质的负电荷含量较 高
,

对

阴离子交换物来说相当于增加了反应物浓度
,

从而提高了对纤维素的交换能力
,

在 p H为7
。

5

这一分离条件下
,

G l 负电荷含量较高
,

并大于多数杂蛋白的带电量
,

它不但对纤 维 素有较

强的吸附能力
,

而且
,

后续上样的 G l 分子可以取代巳吸附的杂蛋白分子
。

所以超 饱和上样

过程自身也是一个 G l 浓缩并纯化的过程
,

仅此丫步便大大提高了提纯过程的速度
,

得到纯

度在 90 %左右酶制剂
。

2
.

2
.

2 S eP h a de x 凝胶过滤 在离子交换柱层析分离的基础上
,
将所收集的 活性组分透析

浓缩后
,
分别在 S e p h a d e x G一 1 5 0和 S

e p h a d e x G一 2 0 0两种介质上进行了分 离实验
,

所

用柱长从 50 ~ 120 厘米不等
,
柱内径均为 2

.

5 厘米
,

结果如表 2 所示

表 2 不同介质和柱长的分离结果

+W+一W一
、 .

+一+一
S e p h a d e x G一 1 5 0

S e P h a d e x G一 2 0 0

说明
:

.

“ 一 ” 蛋白峰重叠
, “ 士”

、

部分分
一

离犷
“ + ”

完全分离
, “

W ” 蛋白峰变宽

由表 2 可见
:
采用 S eP h a d e x G一20 0 作为分离介质

,

柱长选用 10 0 厘米
,

其分 离效果

最佳
。

因为葡萄糖异构酶同杂蛋白在分子量等方面是比较接近的
,

这就决定 了分离的难度
,

当柱长小于 90 厘米时
,

不论采用何种介质
,

均因塔板数过低而达不到分离目的
。

柱长为90 匣

米以上时
,
开始显示出一定的分离效果

,

因 S e p h a d e x G一 2 5 0和 S e p h a d e x G一 2 0 0凝胶在

粒度相同时
,

其分离的分子量范围有所不同
,

则效果 自然不一致
。

如果 将 S eP h a d e x G一

表 3 不 同 提 纯 方 法 的 比 较

口玄派薪
饱 { 和 法

…
(

粼韭靡
丙 酮 干 粉 上 清 3 2 3 5

。

5 1 1 0 5 2` 9 3 1 0 0 1 0 0 1
。
0 3 2 3 5

。

5 1 10 5 : 2
。

9 3 1 0 0 1 0 0 1
一

0

5 0% ( N H
4 ) 2 5 0

。
沉 淀 2 4 5 5

.

7 6 5 5
.

1 5公5 5 7 5
.

9 6 2 1
.

2 一 一 一 一 一 一

6 0% ( N H一 ) 2 5 0 : 沉 淀 1 5 7 0
。

1 4 0 5
.

9 4
.

5 7 5 7
.

5 3 7 1
.

5 6 一 一
:二 一 一 一 一

S e p h a d e X G 一 2 5 脱 盐 1 4 4 6
·

3 3 4 4
·
8 4

·
1育 4 4

` 7 3
_

1: 2 1讲
.

一
_ .

一 一 一 一 一

D E A E一纤 维 素 层 析 7 8 3一 石4
。

1 1 4 `5 “ 2蓄
。
2 4

。
9 4

。
9 5 2 3 9 4

一

5 16 1
。

8 1 4
。

8 7 4 14
.

6 5
。
1

S e p h a d e x G
一 2 0 0层析 1 5 8

。

5 6
。
6 3 2 4 4

.

9 0
一

6 8
.

2 1 2 6 9 5 0
。
2 2 5

。
3 3 9

.

2 4
.

5 8
0

6
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150 的柱长增大到 120 厘米
,

也可 以得到较满意的分离效 果
,

但时间会大大延长
,

不符合高

效
,

省时的层析分离原则
,
所以

,
1 00 厘米的 G一 20 0 凝胶 柱是最佳 的匹配方案

。

结果表明
,

通过 G一 20 0 凝胶柱层析分离的葡萄糖异构酶已达到电泳 纯
,

完全适合于酶

学性质
,

酶结构研究的要求
。

活力回收达 53 %
,

是一可行的精化步骤
。

2
.

2
.

3 同常规提纯方法的比较 与常规法相比较
,

在完全相同的条件下
,

该方法显示出 二

个明显的优点 (表 3 )
,

首先是收率高
,

到 D E A E一纤维素柱层析为止
,

新方法的活 力 收 率

是常规法 的三 倍 ; 其 次
,

新方法操作步骤少
,

方法简单
,

对设备要求不高
,

因没有分级离

心等步骤
,

整个流程较简单
,

在十几小时之内便能完成 D E A E一纤维素层析分离
,

这也是

减少活力损失的关键
。

结 论

葡萄糖异构酶在中性 p H 条件下
,

因丙酮的作用易于通过细胞壁
,
并萃取到相应的缓冲

液中
,

在这一条件下
,

酶带有较多的表面负电荷
,

对阴离子交换剂有较强的亲和作用
,
可取

代其他杂蛋白
,

在超饱和上样过程中进行自发性纯化
,

大大简化了操作步骤
,

为进一步放大

确定了基础
。
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