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麦芽根中核酸酶的分离纯化及性质研究
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摘 要：采用硫酸铵沉淀及色谱分离技术对麦芽根中核酸酶进行了分离纯化，通过 5678,9:-( 5;
!""，<=>= 5678,?6@ >;%" ,A? 5678,9:-( 5;!"" # 步色谱分离，得到了部分纯化的两种核酸酶（!
和"），核酸酶!的纯化倍数为 .4，核酸酶"的纯化倍数为 $2." )高效液相色谱显示两种酶作用于

酵母 B*> 的产物均为 %C;核苷酸 )核酸酶!的热稳定性比核酸酶"好，在 %% D下保温 ! 8 后，核酸

酶 E 的活力损失仅 $#F，而核酸酶"则高达 34F )两种酶的最适温度分别为 %% D和 3% D )两种酶

的 7G 稳定性相似，在 7G ! ) % H . ) " 范围内很稳定 )核酸酶!的最适 7G 值为 % ) " 和 0 I " H 0 ) %，核

酸酶"的最适 7G 范围为 4 ) " H % ) % )
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麦芽根中含有丰富的核酸酶类，主要包括脱氧

核糖核酸酶（<*,X6），核糖核酸酶（B*,X6），腺苷;
%’;磷酸单酯酶（%’;,?6A’XMA6 \’A’78’X78,Y,X6），尿

苷;#’;磷 酸 单 酯 酶（ #’;U:M?MA6 \’A’78’78,Y,X6）

等［$，!］)麦芽根中的核酸酶（AU9(6,X6）类水解 B*>
的产物主要是 %’;核苷酸［#］，而 %’;核苷酸具有强烈

的增鲜作用，是一类很有价值的食品增鲜剂 )因此，

从 !" 世纪 3" 年代至今关于麦芽根的核酸酶的性质
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及应用不断有所报道 !
"#$%& "’$()* 和 +%,-). /$012#［3］研究发现，麦

芽根中的核酸酶能完全地降解酵母 456，其水解产

物包括 7’8核苷酸、9’8核苷酸、磷酸及碱基等等，其

中产生 9’8核苷酸的核酸酶的最佳作用 :; 范围偏

碱性，约 :; < 左右，而此时产生 7’8核苷酸的核酸

酶基本受抑制 !同时，产生 9’8核苷酸的核酸酶在 =-
离子存在条件下较耐热，在 >9 ?保温 @A B%- 后仍

能保持酶活力，而其它核酸及核苷酸水解酶类在经

过同样条件保温后，基本失活 !该作者认为，采用合

适的前处理工艺后，麦芽根可以直接用于水解 456
生产 9’8核苷酸 !

C*)-0%1)［@］研究认为，麦芽根中主要的核酸降解

酶最适 :; 范围约为 D ! A E D ! 9，其温度稳定性较差，

3A ?下保温 F 2 后，酶活即损失了 7AG !
文献中报导的麦芽根中核酸酶性质相差较大，

这可能是由于麦芽品种不同或者是分离纯化程度

不同引起的 ! 事实上，核酸酶的性质对于麦芽根的

应用有直接的影响 !作者对麦芽根中的核酸酶进行

分离纯化并详细研究了部分纯化后核酸酶的性质 !

! 材料与方法

! " ! 材料与设备

麦芽根 无锡市东亭麦芽厂提供；核糖核酸

&%HB’ 公司产品；夏盛纤维素酶 宁夏夏盛酶工程

有限公司生产；沉淀剂 A ! @9G钼酸铵溶于 @9G高

氯酸中；超滤器和超滤膜 截留相对分子质量 F
万，天 津 纺 院 提 供；高 压 液 相 色 谱 仪 ;CFA9A
;C"I 仪，JK+8IFL 柱，+):2’1*.M +8@AA 和 KN6N8
+):2’,)O 689A，C2’*B’1%’ 公司产品 !
! " # 核酸酶的提取

参考文献［9］的方法，主要工艺流程如下：

7AAH 麦芽根 P A ! 3 B#M Q " 5’IM P A ! 9G夏盛纤

维素酶 P 7 AAA B" 水
3A E 39 ?，

!
72

!反应 纱布过

! ! !滤 离心分离 抽滤液 用截留相对分子质

量为 F !万膜超滤浓缩 39G（5;3）@+R3 饱和溶

液沉淀（3 ?，@ 2 ! !） 离心分离 上清液用截留

相对分子质量为 F !万的膜超滤脱盐 透过液冷冻

干燥

! " $ 核酸酶的纯化

F）+):2’1*.M +8@AA 分离 将冷冻干燥后的粗

酶提取物溶解在去离子水中，浓度为 FAG，上样量：

9 B"，流速：F< ! 9 B" Q 2，缓冲液：A ! AF B#" Q " 磷酸

盐，柱：! F ! D 1B S F9A 1B !

@）KN6N8+):2’,)O 689A 分 离 粗 酶 粉 经

+):2’1*.M +8@AA 分离后得到 6，J，I，K 四个组分；采

用离子交换色谱 KN6N8+):2’,)O 689A 对 J 组分进

一步 分 离，其 分 离 条 件 如 下，流 速：@D B" Q 2，F9
B%- Q管；起始缓冲液：A ! AF B#M Q "，:; D ! 9 磷酸盐缓

冲液；以含有 5’IM 的磷酸缓冲液梯度洗脱，5’IM 的

浓度梯度为 A E F ! A B#M Q "；柱：! @ ! D 1B S 9A 1B !
7） +):2’1*.M +8@AA 再 次 分 离 组 分 J 经

KN6N8+):2’,)O 689A 分离后得到两个组分 J8F 和

J8@，再次采用 +):2’1*.M +8@AA 分别对 J8F 和 J8@ 进

行分离，两组分的分离条件均为：流速 FA ! F9 BM Q
2，@A B%- Q管；缓冲液 A ! AF B#M Q "，:; D ! 9 磷酸盐

缓冲液，柱：! F ! D 1B S F9A 1B !
! " % 测定方法

! !% !! 核酸酶活力测定方法

采用 5 ! :*)-0%1)［@］的方法测定核酸酶活力 ! 用

A !F B#M Q "，:; D ! 9 磷酸盐缓冲液溶解底物 456，

使底物质量浓度为 F H Q ," !取 F B" 底物溶液放置

于 7A ?的水浴中保温，待温度达到平衡后，加入已

恒温（7A ?）好的酶液 F B"，立刻混匀并同时记时，

反应 FA B%- 后取出试管，置于冰浴中震荡，然后在

反应体系中加入 F B" 沉淀剂，并在冰浴中保持 F9
B%- 后过滤，取滤液稀释至合适倍数后于 @DA -B 比

色，空白试验先加沉淀剂 !
核酸酶活力单位定义：在规定条件下，F B%- 内

降解酵母 456 产生的酸溶性产物使 @DA -B 吸光

度变化 A ! F 所需的酶量 ! F 活力单位表示为 F 4T !
! !% !# 蛋白质测定 采用福林酚法［D］!
! " & 核酸酶性质研究［>］

! !& !! :; 对酶稳定性的影响 在 :; @ ! 9 E FA ! A
条件下分别测定核酸酶 J8F 和 J8@ 的酶活，在不同

的试管中加入相同体积、:; 分别为 @ ! 9 E FA ! A，离

子强度均为 A ! AF B#M Q " 的缓冲液（:; @ ! 9 E L ! A 为

磷酸氢二钠8柠檬酸缓冲液，:; < ! A 和 FA ! A 为甘氨

酸8氢氧化钠缓冲液），将试管置于 7A ?恒温水浴中

保温，然后在不同试管中分别加入相同体积的经超

滤脱盐并浓缩的核酸酶 J8F，在不同的时间间隔（A
E F@A B%-）分别从各试管中取出一定量的酶液，置

于 A ?，A ! F B#M Q "，:; D ! 9 的磷酸盐缓冲液中保

存，然后在 7A ?条件下测定酶的残余活力 !核酸酶

J8@ 的 :; 稳定性测定同核酸酶 J8F !
! !& !# 温度对酶稳定性的影响F 在 FA ? E >A ?
条件下分别测定核酸酶 J8F 和 J8@ 的酶活 !将核酸

酶 J8F 和 J8@ 的酶液分别在 7A ? E >A ?条件下保

温，在不同的时间间隔（A E F@A B%-），依次取出一定
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量的酶液，置于冰浴中保存，在 !" #，$% & ’ ( 条件

下测定酶的残余活力［)］’
! " # 产物鉴定

利用高效液相色谱检测核酸酶 *+, 和 *+- 催化

酵母 ./0 降解的产物，以判定酶作用产物类型 ’
样品：将 - 12 纯化后的酶液加入 ," 12 的

,3酵母 ./0 溶液中，在 4" #下反应 - 5，反应液

在 ,"" #下加热 ," 167 以灭酶，然后采用截留相对

分子质量为 ! """ 的膜对反应液进行超滤以除去大

分子 ’ 所 得 透 过 液 进 行 高 效 液 相 检 测 ’ 标 样 采 用

89:;0 公司的 !’+0;< 和 (’+0;< 及味之素公司

的 (’+:;<［=］’
高压液相色谱条件：%< ,"(" %<2> 仪，*?8+

>,= 柱，流速：, 12 @ 5，室温，洗脱液：" ’ "(3磷酸 ’

$ 结果与讨论

$ " ! 酶的纯化

麦芽根中核酸酶的分离纯化步骤、各步酶的回

收率 及 纯 化 倍 数 见 表 , ’ 第 一 次 凝 胶 过 滤 色 谱

8A$5BCDEF 8+-"" 的 分 离 结 果 见 图 ,，图 中 样 品 为

,"3粗酶粉溶液，上样量：( 12，流速：,G ’ ( 12 @ 5，

缓冲液：" ’ ", 1HF @ 2 磷酸盐，色谱柱：! , ’ & C1 I
,(" C1；相对分子质量标准蛋白：B，二磷酸果糖酶

（0FJHFBKA） ,(= """；L，牛 血 清 蛋 白（ 0FLM167）

&= """；C，鸡蛋白蛋白（0FLM167）4( """；J，胰凝乳

蛋白酶原（>5E1HNDE$K67HOA7 0）-( """；A，细胞色素

>（>ENHC5DH1A），,- ("" ’ 与标准相对分子质量蛋白

的相对分子质量对照，麦芽根中的核酸酶似乎在宽

广的相对分子质量范围内均有分布（其中各相对分

子质量段的酶量见表 - 所示）’事实上，核酸酶粗酶

粉中相对分子质量低于 , 万的蛋白应该很少或几

乎没有，因为在提取过程中，原酶液用相对分子质

量 , 万的膜超滤浓缩并反复脱盐 ’

另外，据 <DA7N6CA［-］的研究报道，麦芽根中的核酸酶

的相对分子质量主要在 !" """ P !( """ 之内 ’ 因

此，可 以 推 测，麦 芽 根 抽 提 物 中 可 能 存 在 与

8A$5BCDEF 8+-"" 有吸附作用的蛋白质，致使洗脱体

积增加 ’另外，将洗脱液的离子强度从 " ’ ", 1HF @ 2
提高到 " ’ , 1HF @ 2，洗脱曲线几乎没有明显变化，说

明改变离子强度不能有效减轻这种吸附作用，见图

- ’图中样品为 ,"3粗酶粉溶液，上样量：( 12，流

速：,G ’ ( 12 @ 5，色谱柱：! , ’ & C1 I ,(" C1；缓冲液

分别为 $% & ’ (、" ’ ", 1HF @ 2 和 $% & ’ (、" ’ , 1HF @ 2
的磷酸盐缓冲液 ’

图 ! 核酸酶第一次 %&’()*+,- %.$// 分离结果

012" ! 01+34 3&’)+)4156 57 89)3& :, %&’()*+,- %.$//

图 $ 利用 %&’()*+,- %.$// 分离核酸酶时不同离子强

度缓冲液洗脱的结果

012" $ ;(& &77&*4 57 156 34+&624( 56 4(& 89)3& ’<+171*).
4156 :, %&’()*+,- %.$//

表 ! 分离纯化结果!

;):"! ;(& +&3<-4 57 4(& ’<+171*)4156 57 89)3& 16 =)-4&> :)+-&, +5543

分离方法 总酶活 @ M 总蛋白质量 @ 1O 比活力 @（M @ 1O） 酶回收率 @ 3 纯化倍数

粗提取液 ( --- & ")- " ’ =& ,"" ,

4(3硫酸铵沉淀 Q 超滤脱盐
- =-"（冻干
后 , G=4）

!"( ’ G 4 ’ &, (4 ( ’ 4

8A$5BCDEF 8+-"" 0 )& , ’ (
* , ,,- 4" ’ 4 -) ’ ( -, ’ ! !-
> 4)& ,, ’ " 4! ’ - G ’ , (" ’ -
? -"4 ! ’ G

?R0R+8A$5BJAS 0+(" *+, !", ! ’ ) =, ’ " ( ’ = G4 ’ -
*+- !G4 " ’ & &() ) ’ ( )&4

8A$5BCDEF 8+-"" *+, ,,! ! ’ 4 !, ’ G - ’ , !) ’ ,!
*+- ,(4 " ’ , , (4" - ’ G , )G" ’ &

注：由于分离纯化时间较长，酶在存放过程中失活，活力下降严重，故纯化倍数采用第二步结果即 G4 ’ - 倍 ’

-)- 无 锡 轻 工 大 学 学 报 第 -" 卷

万方数据



表 ! "#$%&’()* "+!,, 分离结果

-&./! 01(232’&4256 (#71*47 3(58 "#$%&’()* "+!,,

组分 总酶活 ! " 比例
与相对分子质量标准蛋白对

照的相对分子质量范围

# $% & ’ () *++

, (((- )% -) +++ . %* +++

/ &$% -& 0 (+ +++

1 -+& (+ 0 (+ +++

, 组分经 12#234567895: #3)+ 分离，又得到

,3(，,3- 两个组分（见图 ;）<图 ; 中分离条件：流速

-% => ! 7，() =?@ !管；起始缓冲液 + < +( =AB ! >，

6C % < ) 磷酸盐缓冲液；以含有 D8/B 的磷酸缓冲液

梯度洗脱，D8/B 的浓度梯度为 + . ( < + =AB ! >；柱

! - < % E= F )+ E= < ,3( 和 ,3- 的 45678EGHB 43-++ 的

进一步分离结果分别见图 & 和图 ) 所示，图 & 中分

离条件：流速 (+ < () => ! 7，-+ =?@ !管；洗脱缓冲

液 + < +( =AB ! >，6C % < ) 磷酸盐缓冲液；色谱柱：!
( <% E= F ()+ E= < 图 ) 中分离条件：流速 (+ < ()
=> ! 7，-+ =?@ !管；洗脱缓冲液 + < +( =AB ! >，6C % <
) 磷酸盐缓冲液；色谱柱：! ( < % E= F ()+ E= <经过

; 步纯化后，,3(，,3- 分别纯化了 I+ 倍和 ( $I+ 倍 <
将这两种酶分别与 (J的酵母 KD# 底物溶液

反应，产物由高效液相色谱证明均为 )’3核苷酸 <

图 9 : 组分的 ;<=<+"#$%&>#? =+@, 分离结果

A2B/ 9 01(232’&4256 53 $&(4 : .) ;<=<+"#$%&>#? =+@,

图 C :+D 的 "#$%&’()* "+!,, 进一步分离结果

A2B/ C 01(232’&4256 53 $&(4 :+D .) "#$%&’()* "+!,,

图 @ :+! 的 "#$%&’()* "+!,, 进一步分离结果

A2B/ @ 01(232’&4256 53 $&(4 :+! .) "#$%&’()* "+!,,

! / ! 核酸酶 :+D 和 :+! 性质

! <! <D 最适 6C 及 6C 稳定性 核酸酶 ,3( 有两个

最适 6C 范围，分别为 6C ) 左右和 6C * < + . * < )，,3
- 的最适 6C 范围为 6C & < + . ) < ) <这两种酶的 6C
稳定性相似，在 6C - < ) . I < + 的范围内均十分稳

定，在 6C (+ 的条件下，;+ L保温 - 7 后，酶活损失

近 ;+J <这两种核酸酶的最适 6C 及 6C 稳定性与

MG5@N?E5 的报道有很大差别 < MG5@N?E5 报道的核酸酶

最适 6C 范围在 % < + . % < )，而且酶在 6C % < + 以下、

% < )以上皆不稳定 <
! <! <! 最适温度及温度稳定性

核酸酶 ,3( 和 ,3- 的最适温度分别为 %) L和

)) L（图 %）< 核酸酶 ,3( 有较好的温度稳定性（图

$），&) L以下保温 - 7 很稳定，酶活几乎没有损失，

而在 )+、))、%+、$+ L下保温 - 7，该酶分别有 (+J，

(;J，-IJ和 %+J的活力损失 < 核酸酶 ,3- 的温度

稳定性相对差一些（图 *），在 ;+ L以上保温均会对

酶活造成损失，&+ L时保温 - 7 后酶活力损失 %J，

在 &)、)+、))、%+ 下保温 - 7 后，该酶分别有 ()J、

)+J、%&J和 *+J的活力损失，而在 $+ L下保温 (+
=?@，活力就损失了 *+J <

图 E 核酸酶 :+D 和 :+! 的最适温度

A2B/ E F$42818 4#8$#(&41(#7 53 $&(4 :+D &6> :+!

核酸酶 ,3( 的热稳定性与 >A"?O［;］报道的类似，

>A"?O 认为麦芽根中产生 )’3核苷酸的核酸酶在 P@
离子存在的条件下较耐热，能承受 $) L，-+ =?@ 左
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右的热处理 !而核酸酶 "#$ 的热稳定性则与 %&’()*+’
的报道接近，%&’()*+’［$］研究认为，麦芽根中的主要

核酸降解酶其温度稳定性较差，在 ,- .下保温 /
0，酶活即损失了 1-2 !

图 ! 核酸酶 "#$ 温度稳定性

%&’(! )*+ +,,+-. /, .+01+23.42+ /5 .*+ 6.37&8&.9 /, 132.
"#$

: 结 论

采用 ,32硫酸铵沉淀结合超滤及色谱技术对

麦芽根中核酸酶进行了分离纯化，通过 4’506+&78 4#
$--，9:;: 4’506<’= ;#3- 6(< 4’506+&78 4#$-- 1
步色谱分离，得到了部分纯化的两种核酸酶（"#/ 和

图 ; 核酸酶 "#< 温度稳定性

%&’(; )*+ +,,+-. /, .+01+23.42+ /5 .*+ 6.37&8&.9 /, 132.
"#<

"#$），核酸酶 "#/ 的纯化倍数为 >,，核酸酶 "#$ 的纯

化倍数为 /?>- !高压液相色谱显示两种酶作用于酵

母 @A; 的产物均为 3’#核苷酸 !两种酶的性质研究

结果显示：核酸酶 "#/ 的热稳定性比核酸酶 "#$ 好，

在 33 .下保温 $ 0 后，核酸酶 "#/ 的活力损失仅

/12，而核酸酶 "#$ 则高达 B,2 ! 两种酶的最适温

度分别为 33 .和 B3 . !两种酶的 5C 稳定性相似，

在 5C $ ! 3 D > ! - 范围内很稳定 !核酸酶 "#/ 存在两

个最适 5C，分别为 3 ! - 和 E ! - D E ! 3，核酸酶 "#$ 的

最适 5C 范围为 , ! - D 3 ! 3 !
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