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!"#$%&’(()" * ’+)), 产果聚糖酶体系的分析

王 静， 金征宇
（江南大学 食品学院，江苏 无锡 !"#$/3）

摘 要：采用活性聚丙烯酰胺凝胶电泳法对 !"#$%&’(()" * ’+)), 产果聚糖酶体系进行了分离，获得

0 条谱带；进一步运用薄层色谱（456）和高效液相色谱（7856）法进行分析，发现 0 条谱带中有 /
条属于外切菊粉酶，! 条属于内切菊粉酶，证明了 !"#$%&’(()" * ’+)), 能同时产内切菊粉酶和外切

菊粉酶 )
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果聚糖酶（又称菊粉酶）是一种微生物酶 )果聚

糖酶按照作用方式不同可分为内切型菊粉酶和外

切型菊粉酶 )内切菊粉酶能随机断开菊粉链内部的

糖苷键，水解产物主要为低聚果糖；外切菊粉酶作

用于菊粉链的非还原性末端的糖苷键，逐一水解释

放出果糖，主要产物为果糖 ) 大多数微生物只产外

切菊粉酶，只有少数青霉和曲霉能产内切菊粉酶，

而且还伴随有外切菊粉酶 )外切菊粉酶和内切菊粉

酶在性质上非常相似，给二者的分离带来了困难 )
作者通过活性聚丙烯酰胺凝胶电泳的方法对 !"-
#$%&’(()" * ’+)), 产果聚糖酶体系进行了分离，并利

用 456 和 7856 法对分离产物进行了鉴定，发现

!"#$%&’(()" * ’+)), 能同时产外切菊粉酶和内切菊

粉酶 )

? 材料与方法

? @ ? 实验材料

? )? )? 菊粉 优级纯，YMKHL= 公司产品 )
? )? )A 菌株 !"#$%&’(()" * ’+)), +*F82D$3，作者

所在实验室保藏 )
? )? )B 培养基

斜面保藏培养基：马铃薯琼脂培养基 )
发酵 培 养 基：菊 粉 ! ? Z J5，酵 母 膏 ! ? Z J5，

*7#7!8Y# $ ) 2 ? Z J5，*K6( $ ) 2 ? Z J5，[?FY#·%7!Y

$ ) $2 ? Z J5，A>FY#·%7!Y $ ) $" ? Z J5 )
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! " # 实验方法

! !# ! ! 酶活力分析" 取 # ! $ %& 反应液加入 " ! $
%& 蒸馏水和 " ! $ %& ’，$(二硝基水杨酸试剂，沸水

浴加热 $ %)*，迅速冷却至室温，定容至 +$ %&，在

$,$ *% 波长下测定吸光度［"］!通过比较吸光度来判

断酶活力，吸光度越大，表示反应生成的还原糖越

多，酶活力越大 !
! !# !# 活性电泳 " 聚丙烯酰胺凝胶电泳采用 "+
- . /&分 离 胶（01 2 ! 3）和 4 - . /& 的 浓 缩 胶（01
5 ! ,）! 电 极 缓 冲 液 采 用 67)8(甘 氨 酸 缓 冲 液（01
2 ! ’），进样量为 ,$!&；稳流电压 "# %9! 分别采用

考马斯亮蓝 :+$# 和考马斯亮蓝 ;+$# 进行染色［+］!
! !# !$ 薄层层析法" 采用硅胶 :<+$4（5# 型），以

氯仿 =醋酸 =水（’# = ’$ = $）作展开剂，用 ">的"(萘酚

（含 "#>冰磷酸）染色［’］!
! !# !% 高效液相色谱法（1?&@）

1?&@：ABCD7+#3 系列，配有 ;4#" 示差折光检

测器和 E,4# 数据处理器；

色 谱 柱：1DFGDCC ?BHIB7/ 公 司 9?J 1K0D78)G
4 ! 5 %% L "## %%，填料粒度 $!%；

流动 相：体 积 分 数 ,#> 的 乙 腈，体 积 流 量 "
%& . %)*；

温度：+2 M !

# 结果与讨论

# " ! !"#$%&’(()" *’+)), 产果聚糖酶体系活性聚丙

烯酰胺凝胶电泳系统的优化

# !! !! 缓冲液离子强度及 01 值的选择

"）分离胶缓冲液离子强度及 01 值选择：分别

选择 # ! ’，# ! $，# ! , %NG . & 的 ’ 种浓度的 67)8 分离

胶缓冲液，在其它条件相同的情况下，逐次改变分

离胶中的 67)8 浓度与 01 值 ! 01 值依次为 2 ! $，2 !
,，2 ! 3，3 ! "，3 ! ’，3 ! $ ! 结果表明，分离胶缓冲液离子

强度为 # ! , %NG . &、01 值为 2 ! 3 时，分离效果较好 !
+）电极缓冲液离子强度及 01 值选择：分别选

择了 67)8 浓度为 # ! #+$ %NG . &、甘氨酸浓度为# ! "3+
%NG . & 及 67)8 浓度为 # ! #$ %NG . &、甘氨酸浓度为

# ! ’24 %NG . & 两种缓冲液，在其它条件相同的情况

下，逐次改变电极缓冲液中 67)8、甘氨酸浓度与 01
值 ! 01 值依次为 2 ! #，2 ! "，2 ! +，2 ! ’，2 ! 4，2 ! 5，3 ! # !
结果发现，电极缓冲液中离子强度越大，低分子式

量的谱带分离越好，但 01 值变化时，对分离效果影

响不明显 !
# !! !# 分离胶质量浓度的选择

分离胶质量浓度是影响活性聚丙烯酰胺凝胶

电泳分离效果的主要因素之一 ! 分别采用 5，2，"#，

"+，"4，"5 - . /& 5 种质量浓度的凝胶（其它条件相

同）!结果表明：凝胶质量浓度低时，高分子式量的

谱带分离效果较好，低分子式量谱带易于扩散；凝

胶质量浓度高时，高分子式量的谱带分离效果不好，

低分 子 式 量 谱 带 分 离 相 对 较 好 ! 对 于 !"#$%&’(()"
*’+)),产果聚糖酶体系而言，"+ - . /& 的分离胶质

量浓度可以获得较好的分离效果 !
综上所述，!"#$%&’(()" * ’+)), 产果聚糖酶体系

的活性聚丙烯酰胺凝胶电泳系统的配方见表 " !
表 ! !"#$%&’(()" *’+)), 产果聚糖酶体系的活性聚丙烯酰

胺凝胶电泳系统配方

&’(" ! )’*+,- ./01 234*-5 678 !"#$%&’(()" *’+)), 689:;
*’<7=3>87?’4-

组 分
分离胶（"+ - . /&）

体积 . %&
浓缩胶（4 - . /&）

体积 . %&

分离胶贮液 ’# - . /&
9H7：# ! 2 - . /& O)8 5

浓缩胶贮液 "# - . /&
9H7：# ! ,$ - . /& O)8 4

分 离 胶 缓 冲 液 67)8 .
1@G，01 2 !3 ’ ! ,$

浓 缩 胶 缓 冲 液 67)8 .
1@G，01 5 !, + ! $

P，P，PQ，PQ(四甲基乙
二胺

# ! ##$ # ! #+

重蒸水 $ ’ ! 4

"# - . /& 过硫酸铵 # ! " # ! #$
注：9H7 表示丙烯酰胺；O)8 表示 P，PQ(亚甲基甲叉双丙烯酰
胺 !电极缓冲液为 # ! #$ %NG . & 的 67)8 和 # ! ’24 %NG . & 甘氨
酸，01 2 !’ !

# " # !"#$%&’(()" *’+)), 产果聚糖酶体系电泳结果

!"#$%&’(()" * ’+)), 在 ’# M下发酵 $ /，发酵液

过滤后直接进行电泳，结果见图 " ! 由图 " 可见，从

上到下有 2 条较清淅的蛋白质谱带 !

图 ! !"#$%&’(()" *’+)), 发酵液电泳图谱

@+A" ! )’*+,- ./01 678 !"#$%&’(()" *’+)), 689:*’<7=3;
>87?’4-
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! " # 酶活力分析

将电泳后的胶板中各条谱带依次切下，放入试

管中捣碎，分别以 ! " # $% 菊粉溶液（用 & ’ ( )*+ # %，

,- . ’ & 的醋酸钠缓冲液配制）和 ! " # $% 蔗糖溶液

（用 & ’ ( )*+ # %，,- . ’ & 的醋酸钠缓冲液配制）为底

物进行反应，.& /水浴下分别反应 (，0，(( 1 后取

反应液，按方法 ( ’ ! ’ ( 进行酶活分析，结果见表 ! ’
可见吸光度越大，酶活力越大 ’

表 ! 各条谱带反应不同时间后的吸光度

$%&"! ’&()*&%+,- %. /0/ +1 )2 3456. 7%+8( *-%,.4)+4+5 2)*
9%*4):( ;-*4)8

谱带
编号

( 1 后的
吸光度 !

菊粉 蔗糖

0 1 后的
吸光度 !

菊粉 蔗糖

(( 1 后的
吸光度 !

菊粉 蔗糖

( & ’ (.0 & ’ &&& & ’ (23 & ’ &(& & ’ !&( & ’ &.4

! & ’ (.5 & ’ &62 & ’ (3( & ’ (!0 & ’ 0.0 & ’ 6(0

0 & ’ !!. & ’ &(. & ’ 004 & ’ (05 & ’ 2(6 & ’ 0.4

6 & ’ (.4 & ’ &&! & ’ (52 & ’ 6.! & ’ 0&5 & ’ .&0

. & ’ (.! & ’ &&( & ’ (2& & ’ &&0 & ’ (50 & ’ &(&

2 & ’ (.3 & ’ &&. & ’ (2! & ’ &(! & ’ (54 & ’ &!2

5 & ’ (.0 & ’ &&( & ’ !0& & ’ !(! & ’ 062 & ’ .&2

3 & ’ (.3 & ’ &&. & ’ (53 & ’ &(6 & ’ 0&0 & ’ (!6

从表 ! 可以看出，谱带 !，0，6，5，3 对菊粉和蔗

糖均显示出酶活力，说明这 . 条谱带为果聚糖酶 ’
! " < 薄层层析分析

从图 ! 看出：随着反应时间的延长，谱带 ! 和 0
反应产物中果糖增加较明显，从而可以断定谱带 !
和 0 为外切菊粉酶；谱带 6 反应产物中果糖也有少

许增加，初步断定该谱带为外切菊粉酶；谱带 5 和 3
反应产物中，低聚糖不断增多，而果糖没有明显增

加，说明谱带 5 和 3 为内切菊粉酶 ’

图 ! 不同时间酶解产物硅胶薄层层析图谱

=45" ! $64+ >%?-* ,6*)1%.)5*%1 )2 4+:>4+ 6?8*)>?(%.- &?
.6- -+@?1- &%+8(

! " / 高压液相色谱分析

将各谱带依次切下，放入试管中捣碎，加入 .
" # $% 菊粉溶液（用 & ’ ( )*+ # % ,- . ’ & 的醋酸钠缓

冲液配制），.& /水浴振荡反应 !6 1 后，用高压液

相色谱测 定 反 应 产 物 的 组 成，图 0 为 对 照（不 加

酶），色谱图见图 6 7 3 ’从高压液相色谱图中可以看

出，与不加酶的相比，谱带 !，0，6 水解菊粉后的产

物中果糖明显增多，而其它聚合度的糖增加不明

显，谱带 5 和 3 水解菊粉后的产物中有聚合度为 !
7 5 的低聚糖 ’谱带 (，. 和 2 对菊粉没有明显作用

（图未显示）’因此可以判断谱带 !，0，6 为外切菊粉

酶，谱带 5 和 3 为内切菊粉酶 ’

图 # 对照 ABCD图

=45" # ABCD )2 4+:>4+

图 < 谱带 ! 的水解产物 ABCD图

=45" < ABCD )2 4+:>4+ 6?8*)>?(%.- &? &%+8 !

图 / 谱带 # 的水解产物 ABCD图

=45" / ABCD )2 4+:>4+ 6?8*)>?(%.- &? &%+8 #
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图 ! 谱带 " 的水解产物 #$%&图

’()* ! #$%& +, (-./(- 0123+/14567 81 85-2 "

图 9 谱带 9 的水解产物 #$%&图

’()* 9 #$%& +, (-./(- 0123+/14567 81 85-2 9

图 : 谱带 : 的水解产物 #$%&图

’()* : #$%& +, (-./(- 0123+/14567 81 85-2 :

; 结 论

作者确定的活性聚丙烯酰胺凝胶电泳方法对

!"#$%&’(()" * ’+)), 产果聚糖酶体系具有良好的分

辨率 !证明了 !"#$%&’(()" * ’+)), 能同时产外切菊

粉酶和内切菊粉酶 !外切菊粉酶对菊芋的水解产物

主要为果糖；!"#$%&’(()" * ’+)), 所产内切菊粉酶对

菊芋的水解产物主要是聚合度为 " # $ 的低聚糖 !
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