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顶青霉木聚糖酶的分离纯化与鉴定

杨瑞金 ,许时婴 ,王　璋
(无锡轻工大学食品学院 ,江苏无锡 214036)

摘要: 使用硫酸铵分级沉淀、 Sephadex G-25凝胶色谱脱盐、 DEAE-Sephadex A-25和 CM-

Sephadex C-50离子交换色谱等分离纯化技术 ,从顶青霉 ( Pencillium corylophilum )培养液

中分离到 3种木聚糖酶组分 ,分别称为 Pa rt A、 Par t B和 Par t C . Pa rt B和 Par t C经

Sephac ryl S-200凝胶过滤色谱和 Con A-Sephar ose 4B亲和色谱进一步分离纯化 ,分别得到

2个纯木聚糖酶组分 . Par t B经 SDS-PAGE鉴定为单带 ,相对分子质量为 24 200; Pa rt C经

SDS-PAGE鉴定基本为单带 ,相对分子质量为 48 300.
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木聚糖酶系比较复杂 ,不同来源的木聚糖酶的酶系有所不同 .大部分微生物的木聚糖酶

系都含有一种以上的木聚糖酶 .木聚糖酶系主要包含 [1、 2 ]: 内切木聚糖酶 ( E. C. 3. 2. 1. 8) ;端

切木聚糖酶 ( E. C. 3. 2. 1. 92) ;木糖苷酶 ( E. C. 3. 2. 1. 37) .国内外对微生物木聚糖酶进行了

不少的研究 ,近年来已报道从黑曲霉
[ 3、 4]
、海枣曲霉

[5 ]
、木霉

[ 6]
等真菌和短小芽孢杆菌

[7 ]
、梭

状芽孢杆菌
[8 ]
等细菌以及链霉菌

[9 ]
中纯化到木聚糖酶 .顶青霉 P-3-31是一株从土壤中筛选

到的产木聚糖酶的菌株 ,该酶具有较高的木二糖形成活力 , 能很好地满足高含量低聚木糖

的生产要求 .国内对具有较高木二糖形成活力的木聚糖酶的研究尚未见报道 .

1　实验材料和方法

1. 1　实验材料

1. 1. 1　粗酶液　将青霉 P-3-31菌株的培养液用 4层纱布过滤 ,滤液即为粗酶液 .

1. 1. 2　主要化学试剂　桦木木聚糖、十二烷基硫酸钠 ( SDS)、三羟甲基氨基甲烷 ( T ris)为

Sigma公司产品 .丙烯酰胺、 N, N "-甲叉双丙烯酰胺为 Fluka Chemie AG公司产品 .四甲基

己二胺 ( TEMED) , Sephacry l S-200, CM -Sephadex C-50, Con A-Sepharo se 4B,以及标准蛋

白质为 Phamacia公司产品 .其它化学试剂均为分析纯试剂 .
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1. 2　分析方法

1. 2. 1　木聚糖酶活力的测定　按文献 [10 ]的方法进行 ,在 1 m L用 0. 2 mol /L的醋酸缓冲

液 ( pH4. 5)配制的桦木木聚糖悬浮液中添加 0. 1 m L适当稀释的酶液 , 50℃反应 15 min,

沸水浴 10 min灭酶 , 3, 5-二硝基水杨酸 ( DN S)法测定酶解液中的还原糖量 (以木糖计 ) .每

分钟产生 1μmol木糖的酶量定义为 1个酶活单位 .

1. 2. 2　蛋白质测定　 Fo lin-酚法
[11 ] ,以牛血清为标准蛋白质 .

1. 2. 3　 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳 ( SDS-PAGE)　按文献 [12]的方法进行 , 凝胶的质量浓

度为 12. 5 g /dL , 缓冲液为 Tris-甘氨酸溶液 , p H 8. 3.

2　结果与讨论

2. 1　酶组分的分离纯化

2. 1. 1　 ( N H4 )2 SO4分级沉淀　首先在粗酶液中添加固体 ( N H4 ) 2 SO4至 20%饱和度 ,离心

去除部分杂蛋白沉淀物 ,然后将体系的 ( N H4 ) 2 SO4饱和度调节到 80% ,冷冻离心弃去上清

液 ,用 pH6. 8, 0. 01 mo l /L的磷酸缓冲液溶解沉淀 .

2. 1. 2　 Sephadex G-25凝胶过滤色谱脱盐　将经 ( N H4 ) 2 SO4分级沉淀得到的粗酶制剂用

G-25柱脱盐 ,收集电导率低于 2 000μS /cm的酶液 .

2. 1. 3　 DEAE-Sephadex A-25离子交换色谱分离　经多次实验发现该木聚糖酶的等电点

较高 .在 DEAE-Sephadex A-25柱上 ,采用 pH6. 8浓度 0. 01 mol /L的磷酸缓冲液或 pH8. 0

浓度 0. 01 mol /L的 Tis-HCl缓冲液作起始缓冲液 ,该木聚糖酶均不能很好地吸附到离子交

换剂上 ;特别是采用 pH6. 8, 0. 01 mo l /L的磷酸缓冲液作起始缓冲液时 ,全部木聚糖酶很

快流出 .为此对经 Sephadex G-25凝胶过滤色谱脱盐的酶液先进行以 pH6. 8, 0. 01 mol /L

磷酸缓冲液作起始缓冲液的 DEAE-Sephadex A-25离子交换色谱纯化 .对经 DEAE-

Sephadex A-25离子交换色谱纯化的酶样用截留分子量为 3 000的聚砜膜在低温下超滤浓

缩 ,对浓缩酶液冷冻干燥 .

2. 1. 4　 CM-Sephadex C-50离子交换色谱分离　将冷冻干燥得到的酶粉用 pH5. 0浓度

0. 01 mo l /L的 HAc-NaAc缓冲液溶解 ,装入 MW12 000的透析袋在低温下对 pH5. 0浓度

0. 01 mo l /L的 HAc-NaAc缓冲液进行透析 ,透析 4 h后离心去除沉淀物 .透析后的酶样上

CM-Sephadex C-50柱进行离子交换色谱分离 .图 1为木聚酶的 CM-Sephadex C-50离子交

换色谱分离柱层析图 .

　分离条件:柱 2. 6 cm× 50 cm;　起始缓冲液 pH 5. 0, 0. 01 mol /L HAc-Na Ac,流速 9 mL / ( cm2· h )

图 1　木聚糖酶 CM-Sephadex C-50分离柱层析图
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　　木聚糖酶经 CM-Sephadex C-50离子交换色谱分离成 3部分 ,即 Par t A、 Part B和 Par t

C.其中 Part B和 Part C所占的比例比较大 (酶活 ) ,而 Part A所占的比例很小 .因此 ,只对

Part B和 Part C进行进一步分离纯化 .

2. 1. 5　 Pa rt B和 Pa rt C的进一步分离纯化

1) Part B的进一步分离纯化

将收集到的 Part B上 Sephacryl S-200柱进一步分离纯化 .该柱的尺寸为 1. 6 cm× 150

cm, 具有很高的分辨率 . Part B在 Sephacryl S-200柱上的分离情况见图 2. Part B经

Sephacryl S-200柱分离成 6个峰 ,只有最后一个峰有酶活 .

收集有酶活的部分进行第二次 Sephacryl S-200分离 .第二次 Sephacry l S-200分离的

缓冲液仍为 pH 5. 0, 0. 3 mo l /L的 HAc-NaAc.但为了提高分辨率将流速从 20 mL /h降至

11 mL /h.第二次 Sephacryl S-200分离的分离情况见图 3.第二次 Sephacry l S-200分离得

到 2个峰 ,且都比较尖 ,但仍然交盖 ,酶活峰为后面一个峰 .经一次 CM-Sephadex C-50和 2

次 Sephacryl S-200分离后仍不能将酶完全纯化 ,说明杂质与酶的电性质和相对分子质量极

为相似 .

　　

分离条件:柱 1. 6 cm× 150 cm;　缓冲液 pH 5. 0,

　 0. 03 mol /L HAc-NaAc,流速 10 m L /( cm2· h )

图 2　 Part B经第一次 Sephacryl S-200

　　　　　　柱分离层析图

　　

分离条件:柱 1. 6 cm× 150 cm;　缓冲液 pH 5. 0,

　 0. 03 mol /L HAc-Na Ac,流速 5. 5 mL / ( cm2· h )

　图 3　 Part B经第二次 Sephacryl S-200

　　　　　　　　分离柱层析图

分离条件:柱 1. 0 cm× 30 cm;　起始缓冲液 pH 6. 8, 0. 5 mol /L磷酸缓冲液

(加 0. 5 mol /L NaCl溶液 ) ;洗脱液: 0. 02 mol /L甲基 -α-D-甘露糖苷

( Methyl-α-D-Mannapyran oside) ;流速 20 mL / ( cm2· h )

　　图 4　 Part B ConA-Sepharose 4B亲和色谱柱层析图

　　收集后一个峰进行亲和色

谱分离纯化 .图 4是 Part B经

ConA-Sepharose 4B亲和色谱

分离纯化的柱层析图 .操作条

件见图 4注释 .从柱层析图中

可 以看 出 , 酶 蛋 白 不能 为

ConA-Sepharose 4B吸附 ,但杂

蛋白可以为 ConA-Sepha rose

4B吸附 .纯化得到的 Part B经

SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳检验

为单带 (见 2. 2之图 8) .

2) Pa rt C的进一步分离纯

化
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Part C的进一步的分离纯化过程同 Pa rt B.图 5～ 7分别为 Part C经 Sephacry l S-200

柱第一次、 Sephacryl S-200柱第二次和 ConA-Sepharo se 4B亲和色谱分离的柱层析图 .操

作条件见图注释 .

　　

分离条件:柱 1. 6 cm× 150 cm;　缓冲液 pH 5. 0,

　 0. 3 mol /L HAc-Na Ac;流速 10 m L / ( cm2· h )

　　图 5　 Part C经第一次 Sephacryl

　　　　　　 S-200柱层析图

　　

分离条件:柱 1. 6 cm× 150 cm;　缓冲液 pH 5. 0,

　 0. 3 mol /LHAc-NaAc,流速 5. 5 m L /( cm2· h)

　　图 6　 Part C经第二次 Sephacryl

　　　　　　 S-200柱层析图

分离条件:柱 1. 0 cm× 30 cm;　起始缓冲液 pH 6. 8, 0. 5 mol /L磷酸缓

冲液 (加 0. 5 mol /L NaCl溶液 ) ;洗脱液: 0. 02 mol /L甲基 -α-D甘露糖苷

( Meth yl-α-D-Mannapyranoside) ;流速 20 mL /( cm2· h )

　　图 7　 Part C ConA-Sepharose 4B亲和色谱柱层析图

　　 Pa rt C与 Pa rt B的一大区别

是: Part C 能 吸 附 到 ConA-

Sepharose 4B上而 Par t B则不能

吸附到 ConA-Sepharo se 4B上 (见

图 4～ 7) .

　　 Part C和 Pa rt B的分离过程

相同 ,分离结果也相似 ,纯化得到

的 Pa rt C经 SDS-聚丙烯酰胺凝胶

电泳检验基本为单带 .

顶青霉木聚糖酶的主要分离

纯化过程总结于表 1.

表 1　顶青霉木聚糖酶的分离纯化

分离纯化步骤
总酶活 /
( mmol /min)

总蛋白 /
mg

比酶活 /
(μm ol / ( min· mg ) )

纯化倍数
酶活回收率 /

%

粗酶液 235 7680 30. 6 1. 0 100

( NH4 ) 2 SO4沉淀 215 3267 65. 8 2. 2 91. 5

DEAE-Sephadex A-25离子交换色谱 118 627. 4 188. 1 5. 4 50. 2

DEAE-Sephadex C-50离子交换色谱
Part A
Part B
Part C

6. 42
38. 5
26. 1

46. 76
111. 0
81. 0

137
347
322

4. 5
11. 3
10. 5

2. 73
16. 4
11. 1

Seph acryl S-200凝胶过滤色谱

Pat r A
Part B
Part C

21. 8
15. 7

20. 5
28. 8

1063
545

34. 7
17. 8

9. 3
6. 6

2. 2　酶组分的纯度鉴定和相对分子质量的测定

将纯化所得 Par t B和 Part C两组分进行 SDS-PAGE分析 .图 8的结果表明 , Part B为

均一成分 , Part C基本为均一成分 .

42



图 9为标准蛋白质和纯化酶在相同 SDS-PAGE电泳条件下得到的相对分子质量 Mr和

迁移率 Rf的关系 .将纯化酶的迁移率 Rf ( Part B为 0. 524, Part C为 0. 270)代入标准蛋白质

相对分子质量的对数对迁移率 R f 的回归方程 ( Lg Mr = - 1. 1827R f + 5. 0034) ,计算得

Part B的相对分子质量为 24 200, Part C的相对分子质量为 48 300.

图 8　标准蛋白质和纯化酶的电泳图片　　　　图 9　标准蛋白质相对分子质量和迁移率 R f关系曲线

　　 SDS-PAGE电泳条件:凝胶质量分数为 12. 5% ,缓冲液为 Tris-甘氨酸溶液 , p H 8. 3.

S: 标准蛋白质 ( Pha rmacia公司产品 ) .其组成和相对分子质量为: 磷酸化酶 b

( phosphory lase b) 94 000,清蛋白 (a lbumin) 67 000,卵清蛋白 ( ovalbumin) 43 000,碳酸化酶

(carbonic anhydrase) 30 000, 胰蛋白酶抑制剂 ( t rypsin inhibi to r ) 20 100) ,α-乳清蛋白 (α-

lactalbumin) 14 400.

B: Pa rt B; C: Part C.

以 SDS-PAGE测得的相对分子质量和由 Sephacryl S-200测得的相对分子质量不一

致 ,后者所测结果偏小 ,这说明 Pa rt B和 Pa rt C都与 Sephacryl S-200有相互作用 .

3　结　　论

从顶青霉 ( Penci llium co rylophi lum )培养液中分离到 3种木聚糖酶组分 ,分别称为 Par t

A、 Part B和 Part C. Part B和 Pa rt C所占的比例比较大 (酶活 ) ,而 Pa rt A所占的比例很

小 .对 Pa rt B和 Part C的进一步分离纯化和 SDS-PAGE分析表明 , Part B和 Pa rt C的相对

分子质量分别为 24 200和 48 300, 这与文献报道 [7, 13 ]的 24 000和 48 000基本一致 .
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Purif ication and Identif ication of Xylanases from

Pencillium Corylophilum

YANG Rui-jin, XU Shi-ying WANG Zhang
( School of Food Science and Tech no lo gy , Wux i Univ e rsity of Light Industr y, Jiang su Wuxi 214036)

Abstract: Three parts o f xy lanases ( Pa rt A, Pa rt B and Par t C) were separated and

puri fied f rom a cul ture fi lt ra te of Pencillium co rylophilum No. P-3-31 by ammonium

precipi tation, DEAE-Sephadex A-25 and CM-Sephadex C-50 co lumn ch romatog raphy.

Part B w as fur ther puri fied to homogenei ty by Sephacryl S-200 and Con A-Sepharose 4B

column ch romatog raphy, and Part C w as further purified to almost homogeneity by the

same procedures a s Par t B. The molecular w eigh t of Par t B and Part C w as estimated to be

24, 200 and 48, 300 respectively by SDS-PAGE.

Key words: x ylanase ; pencillium cory lophilum; purification
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