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顶青霉木聚糖酶的水解动力学与水解模式

杨瑞金， 许时婴， 王 璋
（无锡轻工大学食品学院，江苏无锡 !$2"#3）

摘 要：从顶青霉（!"#$%$&&$’( %)*+&),-$&’(）培养液中分离纯化得到的 # 种木聚糖酶组分（4,56
7，4,56 8 和 4,56 9），对其水解动力学和水解模式的研究结果表明，# 种木聚糖酶的动力学常数
（桦木木聚糖为底物）分别为：4,56 7，.( : $ ) "" ;< = ;>，/(01 : " ) $%. ? = ;>；4,56 8，.( : $ ) %.
;< = ;>，/(01 : " ) !@2 ? = ;>；4,56 9，.( : " ) 0% ;< = ;>，/(01 : " ) !"" ? = ;> ) #种木聚糖酶的水
解模式相同，主要从一端（非还原端）水解得到木三糖和木二糖，并且得到木三糖的速度大于得到

木二糖的速度；水解会产生木四糖，但木四糖会很快进一步水解成木二糖，木四糖水解成木糖和木

三糖的可能性极小；木三糖会进一步水解成木糖和木二糖，但速度不快；木二糖不会进一步水解。

粗酶水解玉米芯木聚糖时，阿拉伯糖侧链的水解与木聚糖主链的水解同步进行，粗酶中含有水解

阿拉伯糖基侧链的阿拉伯糖苷酶活力 )
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顶青霉 012123 是一株从土壤中筛选到的产木
聚糖酶的菌株，所产木聚糖酶（粗酶）具有较高的木

二糖形成活力，水解桦木木聚糖得到的水解产物主

要为木二糖和木三糖等低聚木糖，木糖含量极低 4
另外，该酶（粗酶）在水解木聚糖主链的同时水解木

聚糖分子的阿拉伯糖侧链［3］4由于木聚糖酶一般不
能水解由带有侧链基团的木糖残基构成的!13，5木
糖苷键，因此木聚糖主链与侧链的同时水解对木聚

糖的彻底水解具有重要的意义 4
有关 012123菌株木聚糖酶的分离纯化和分离

得到的 2 个纯化酶组分的基本性质和底物特异性
在前面的文章中已作了报道［6］4 2 个纯化酶组分的
基本性质和底物特异性都有一定的差异，但它们水

解木聚糖得到的主要水解产物均为低聚木糖，木糖

的含量极低 4作者对从 012123菌株产木聚糖酶粗酶
液分离得到的 2 个纯化酶组分的水解动力学和水
解模式等进行研究 4

) 材料与方法

) * ) 实验材料
木聚糖酶粗酶液 将 012123 菌株接种于培养

基中（玉米芯木聚糖 3 4 78，麸皮 3 4 98，蛋白胨
3 4 68），2: ;培养 5 )，培养液用 5层纱布过滤，滤
液即为粗酶液 4
) * + 化学试剂
桦木木聚糖为 <,=-$公司产品，玉米芯木聚糖

按文献［2］的方法提取，其它化学试剂均为分析纯
试剂 4
) * , 分析方法
) *, * ) 木聚糖酶活力测定 按文献［5］的方法进
行 4取 3 -> : 4 6 -+# ? >（ @A 5 4 9）醋酸缓冲液配制
的 38桦木木聚糖悬浮液，加入 : 4 3 -> 适当稀释
的酶液，9: ;反应 39 -,%，沸水浴 3: -,%灭酶，2，
91二硝基水杨酸（BC<）法［9］测定酶解液中的还原糖
量（以木糖计）4每分钟产生 3微摩尔木糖的酶量定
义为 3 个酶活单位 4
) 4, 4+ 还原糖测定) 2，91二硝基水杨酸（BC<）法
测定还原糖量参见文献［9］，<-+=",1C’#&+%法测定
还原糖量参见文献［D］和［E］4
) 4, 4, 总糖的测定 按文献［7］的方法进行 4
) 4, 4 - 水解液糖组分测定 采用离子色谱法测

定，F$*G+@$. 0H310I3 柱，脉冲安培检测器，B,+%’!
6:3:J型离子色谱仪，淋洗液为 : 4 39 -+# ? > C$KA
溶液 4

+ 结果与分析

+ * ) 木聚糖酶动力学常数的测定
采用双倒数作图法（>,%’L’$M’*1NO*P）［Q］测定

0$*R H、0$*R N和 0$*R F 2 个纯化酶组分的 .( 和

/(01值 4以桦木木聚糖为底物，反应条件为 9: ;、9
-,%，采用 <-+=",1C’#&+%法测定酶反应产生的还原
糖量，各酶的 .( 和 /(01的测定结果如表 3 4

表 ) 纯化木聚糖酶的动力学常数
./0*) !12"314 4%2(3/23( %5 67&151"’ 8#9/2/("(

木聚糖酶（S"#$%$&’） .( ?（-= ? ->） /(01 ?（T ? ->）

0$*R H 3 4 :: : 4 39Q

0$*R N 3 4 9Q : 4 6E5

0$*R F : 4 79# : 4 6::

已报道的木聚糖酶的 .( 值相差很大 4
0(,#,@@’［3:］报道来源于 2&)34*$5$’( 4-"*()&0%4$%’(
的纯化木聚糖酶的 .( 值为 : 4 D9 -= ? -> 4陈惠
忠［33］等报道的来源于一株黑曲霉的几种木聚糖酶

的 .( 值则要高得多，分别为 D 4 3、3: 4 2 和 39 4 Q
-= ?->（用燕麦木聚糖作为底物）4 日本的 U$1
&O&(,［36］以低聚木糖（聚合度 5 V 7）作底物测定木聚
糖酶的 .( 值时发现，随着底物相对分子质量的提

高，木聚糖酶的 .( 值逐渐变小，即底物的聚合度

对 .( 值有很大的影响 4由于不同研究者使用的底
物有很大的差异以及其它条件也不可能完全相同，

因此不同研究者报道的 .( 值相差较大 4
表 3的 0$*R H、0$*R N和 0$*R F的 .( 值都比

较小，说明在本研究中选择的酶解反应条件下，它

们与底物有比较大的亲和力 4 0$*R F的 .( 值最小，

只有 0$*R N的二分之一 4
+ * + 木聚糖酶的水解动力学和水解模式
研究各酶水解桦木木聚糖的动力学过程可以

推断各酶在水解木聚糖时的水解模式，同时还可以

为水解过程的控制提供有用的信息 4
以桦木木聚糖和玉米芯木聚糖为底物分别进

行纯化酶和粗酶的水解动力学和水解模式研究 4在
一定量的 : 4 58的桦木木聚糖或玉米芯木聚糖悬浮
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液（ 用 ! " # $%& ’ (，)* + " !和 , " ,的 *-./01-.缓
冲液配制）中加入适量酶液，在一定温度下进行水

解，定时取样，2!! 3水浴灭酶 2! $45后分析水解
液组成（离子交换色谱分析）"图 2 6 + 分别是 7189
-、7189 :、7189 ;和粗酶水解桦木木聚糖的水解液
糖成分随时间变化的曲线，图 ,为水解过程中水解
度随时间变化的曲线 "

图 ! "#$% &水解桦木木聚糖水解进程曲线
’()*! +(,- ./0$1- /2 345$/641(1 /2 7($.38//5 946#: 74

"#$% &

图 ; "#$% <水解桦木木聚糖水解进程曲线
’()*; +(,- ./0$1- /2 345$/641(1 /2 7($.38//5 946#: 74

"#$% <

图 = "#$% >水解桦木木聚糖进程曲线
’()*= +(,- ./0$1- /2 345$/641(1 /2 7($.38//5 946#: 74

"#$% >

从图 2 至图 + 可以看出，< 个纯化酶组分 7189
-、7189 :和 7189 ;水解桦木木聚糖和粗酶水解玉
米芯木聚糖的水解液糖份组成随时间变化的规律

基本相同 " 在水解的开始阶段，水解产物中木三糖

图 ? 粗酶水解玉米芯木聚糖水解进程曲线
’()*? +(,- ./0$1- /2 345$/641(1 /2 7($.38//5 946#: 74

.$05- -:@4,-

图 A 三个纯化酶组分水解桦木木聚糖水解度随时间
的变化

’()* A B22-.% /2 %(,- /: CD 50$(:) %3- 345$/641(1 /2
7($.38//5 946#: 74 %3$-- E0$(2(-5 -:@4,-1

的比例大于木二糖，但随着水解时间的进一步延

长，木二糖比例升高而木三糖比例下降，木四糖在

开始阶段有一定比例，但随着水解过程的继续，木

四糖的比例逐步降低并趋于 !，木糖的比例虽然会
随时间的延长而升高，但一直处于很低的水平（最

终不超过 2!=）"因此可以作出如下推论：
2）从长链木聚糖中水解得到木三糖的速度大

于水解得到的木二糖的速度 "
#）木三糖可进一步水解成木二糖和木糖，但速

度不快 "
<）木四糖可比较快地进一步水解成木二糖，木

四糖水解成木三糖和木糖的速度极低，甚至不可

能 "
+）长链木聚糖水解成木四糖的速度远低于水

解成木三糖和木二糖的速度或四糖水解成木二糖

的速度很快 "
,）木二糖不会进一步水解成单糖，长链木聚糖

也不会水解出木糖 "
结合还原糖（水解率）的生成速度和水解液糖

份组成随时间的变化规律，可得出这样的结论：该

酶水解长链木聚糖时，从一端（非还原端）水解得到
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木三糖和木二糖的速度要大于从中间裂解长链木

聚糖产生四糖以上糖的速度 !
综上所述，"#$% &、"#$% ’和 "#$%(水解木聚糖

的水解模式相同，主要从从一端（非还原端）水解得

到木三糖和木二糖，并且得到木三糖的速度大于得

图 ! 顶青霉木聚糖酶的水解木聚糖的作用模式
"#$% ! &’()* ’+ ,-.#’/ ’+ 012,/,*)* +3’4 !"#$%$&&$’(

%)*+&),-$&’( ’/ 012,/

到木二糖的速度；能水解产生木四糖，但木四糖会

很快地进一步水解；木四糖主要水解成木二糖，水

解成木糖和木三糖的可能性极小；木三糖会进一步

水解成木糖和木二糖 !具体作用模式如图 ) !
从图 * 至图 + 可以看出，, 个纯化酶组分 "#$%

&、"#$% ’ 和 "#$% ( 水解桦木木聚糖和粗酶水解玉
米芯木聚糖的水解液糖份组成随时间变化的规律

也基本相同，这也从另一角度表明上述 , 个纯化酶
组分基本反映整个粗酶的性质 !
从粗酶水解玉米芯木聚糖的水解进程曲线可

以看出，水解液中阿拉伯糖的相对比例在整个水解

过程中基本保持不变 !这说明阿拉伯糖侧链的水解
是与整个木聚糖的水解同步进行的 !粗酶中含有水
解阿拉伯糖侧链的阿拉伯糖苷酶活力，这对木聚糖

的水解是有利的 !
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