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内切13一葡聚糖苷酶的分离纯化及酶学性质

孟广荣， 杨树林+， 曾亮亮， 李新柱， 蔡凤
(南京理Y-大学生物工程研究所，江苏南京210094)

摘要：利用AKTAUPC一900快速蛋白液相色谱系统(FPLC)从黑曲霉发酵粉中分离纯化出内

切口一葡聚耱苷酶。分离纯化后的酶比活力提高了8．】倍，回收率为7．5％。经SDS—PAGE电泳分

析该内切酶的相对分子质量为26 400。酶学试验研究表明：该酶的最适反应温度为55℃，最适

pH为4．8，Lineweaver-Burk法求得动力学参教，K。和y。。分别为6．838×10 mg／mL、

2．906×10。(mL·min)／mg。并确定了FPLC层析缓冲液的离子强度为4．8 mmol／L时分离效

果达到最佳。
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Purification and Properties of an Endo。[I-gineanase

MENG Guang-rong，YANG Shu—lin。，ZENG Liang—liang，LI Xin-zhu， CAI Feng

(Biotechnology Institute，Nanjing University of Science and Technology，Nanj[ng 210094，China)

Abstract：An endo-[3一glucanase was isolated and purified from a commercial preparation of

Aspergillus niger by means of FPLC(AKTA UPC-900)．The specific activity of the

endoglueanase increased 8．1-fold，and recovery coefficient reached 7．5％．The molecular weight

was estimated as 26 400 by SDS-PAGE．The optimal reaction temperature and pH of the

endoglucanase 55 ℃ and 4．8， respectively．The values of Km and Vmax calculated from

Lineweaver-Burk plots were 6．838 10一mg／ml and 2．906 10～(ml min)／mg，respectively．The

endoglucanase was purified effectively under the buffer ionic strength of 4．8 mmol／L．

Key words：Aspergillusniger；cellulase；|endoglucanase；purification；enzyme property；kinetics

纤维索酶是起协同作用的多组分酶系，可广泛

应用于医药、食品、纺织、酿酒等领域“]。纤维素酶

的来源广泛，组分复杂，不同菌株，甚至同一菌株在

不同培养条件下，发酵所产纤维素酶系的组成以及

酶学性质也有很大差别，这就增大了纤维素酶分离

纯化的困难和纤维素酶动力学性质研究的复杂

性口]。因此纤维素酶的分离纯化非常重要，是全面

了解纤维素酶的组成、性质及各组分间的协同关系

的前提。目前已从曲霉、木霉等发酵产物中分离出

纤维素酶的多种成分”_53，张志强等“3从黑曲霉发

酵粉中分离纯化出了一种内切伊葡聚糖苷酶，Hen—

ning Jorgensen等”1由一株青霉菌IBT 20888中分

离纯化出了3种内切酶，Jbzsef Medve等”3从一种

霉菌的纤维素酶中分离纯化出了一种内切酶，并对
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其酶学性质进行了试验研究。作者探索了利用

AKTA快速蛋白液相色谱系统(FPLC)从市售黑曲

霉发酵粉提取内切俨葡聚糖苷酶的纯化条件，并对

纯化后内切酶的酶学性质进行了试验研究。

1材料与方法

1．1材料

黑曲霉发酵粉(南京林通生物技术公司)，

Sephadex G100(Amersham Biosciences。Sweden)，

HiTrap“1 mL DEAE FF弱阴离子交换预装柱

(Amersham Bioscienees，Sweden)。电泳所用试剂

及标准相对分子质量蛋白质为BBI原装产品，其它

试剂为国产分析纯。

1．2仪器

AKTA UPC-900 FPLC(Amersham Biosci—

ences，Sweden)、4300 pro紫外可见分光光度计

(Amersham Bioseiences，Sweden)、Primo R高速

冷冻离心机(Heraeus Biofuge，German)、PROTE—

ANⅡ电泳仪(BIO-RAD，America)、RVC 2-18离

心浓缩仪(Christ，German)、凝胶成像系统(BIO-

RAD，America)。

1．3试验方法

1．3．1纤维素酶活力测定内切口一葡聚糖苷酶活

力的测定参照文献[4]，外切p葡聚糖苷酶和}葡

萄糖苷酶活力的测定参照文献[9]。以0．5 tool酶

溶液在50℃条件下反应30 rain分解羟甲基纤维纳

产生1 mg还原糖为1个酶的活力单位u。

I．3．2蛋白质量测定酶蛋白测定参照文献[7]。

1．3．3 盐析条件 20 g酶粉溶于200 mL

Ns2HPO。一柠檬酸缓冲溶液中，4℃浸泡12 h，8 500

r／min离心20 rain(4℃)，收集上清液。分成7等

份，分别用20～80％相对饱和度的(NH。)：SO。于4

℃盐析12 h，8 500 r／min 4℃离心20 rain，收集沉

淀物。重复上述过程两次，分别用pH 4．0，5．0，6．0

的Na。HPO。一柠檬酸缓冲液将三次过程所收集的沉

淀物复溶至原体积，在A。与A。条件下分别测定

其内切酶活力及蛋白质质量。

1．3．4 Sephadex G100柱层析 取最佳相对饱和

度区间内盐析沉淀物，溶解于pH 5．0的Na：HPO；一

柠檬酸缓冲溶液中至20 mL，取5 mL上Sephadex

G100凝胶柱(D 2．2 cm×70 em)。柱压力34 cm

H20，洗脱速度为1．0 mL／min，每管收集7．5 mL。

1．3．5 DEAEFF弱阴离子交换柱层析将经过

Sephadex G100柱层析的内切酶峰值溶液用0．22

／zm微孔滤膜过滤，取0．1 mL上DEAE FF 1 mL

阴离子交换柱，快速蛋白液相色谱系统(FPLC)记

录分离结果。pH 4．0 Na。HPO；一柠檬酸缓冲液平

衡，含1 mol／L NaCI的上述平衡液进行梯度洗脱，

洗脱速度为l mL／min，5个柱体积(5CV)平衡，20

min内洗脱液的浓度从0达到i00％，分步收集器

自动收集，每管1 mL。过柱前平衡液、洗脱液均需

经0。22“m微孔滤膜过滤。

1．3．6 SDS-PAGE不连续垂直平板电泳分离胶

浓度为12 g／dL，浓缩电压和分离电压分别为80 v

和100 V。考马斯亮蓝R251)染色，采用凝胶成像系

统的工作站B113-RAD，Quantity one一4．5．2软件确

定相对分子质量。

2结果与讨论

2．1最佳盐析条件的确定

图l和图2表明：在30～50％相对饱和度区间

内，随(NH。)zS04浓度的增加而明显增多，在50～

80％相对饱和度区间内数值比较相近，而图2显

示：pH 4．O～6．0的3条曲线几乎重合。因此可判

断：(NH。)。SO；盐析的最佳相对饱和度区间为30～

50％，缓冲液的pH对盐析影响很小。
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圈l 内切酶活力与相对饱和度关系曲线

Fig．1 The relation of／he endogulanase activity and the

realtire saturation

相对饱和度，％

围2蛋白质含量与相对饱和度关系曲线

l电．2 The relation of the protein content and the real·

tire saturation

2．2 Sephadex G100凝胶柱屡桁

测各收集管中酶液的蛋白Am及内切酶酶活

A。。结果如图3所示。蛋白曲线呈现3个峰，而

内切酶组分主要集中在第二个蛋白峰内。经Sepia
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adex G100柱层析后，说明已去除了一部分高相对

分子质量蛋白和低相对分子质量蛋白。
2．0

1 6

2
1．2

’0．8

O 4

o o

臻
：要
：篇哥
0 1 5

撇
o oo

o 5 lo 15 20 25 30 35 40

管数

图3 Sephadex G100凝胶过滤

Fig．3 Gel filtration chromatogrmn of Sephadex G100

2．3 DEAE FF弱阴离子交换柱层析

取2．2中第二个峰酶液0．1 mL进行阴离子交

换柱层析，结果如图4所示。经测定表明第二个峰

为内切伊葡聚糖苷酶活力峰“3。
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国4 DEAEFF离子交换柱层析

玎g．4 Anion exchange chromatogcam of DEAE邪’

试验中发现：缓冲液中Na。HP04浓度为10

mmol／L时仍干扰蛋白的吸附，在浓度降为4．8

mmol／L后，分离效果大为改善，洗脱阶段的蛋白峰

可有效地分开，并避免了脱尾现象。平衡液中的离

子可减弱被分离蛋白与离子交换介质的亲和力，从

而影响蛋白的吸附，本试验中平衡液中离子浓度低

于文献中离子强度”“’”_1“。推测本试验中蛋白与

离子交换介质的亲和力较弱，从而蛋白的吸附受离

子强度的影响较大，所以需要更低的离子强度以降

低其对离子交换层祈吸附能力的抑制作用。

粗酶液经(NH4)2SO‘盐析、Sephadex G100及

DEAE FF阴离子交换层析后，内切p葡聚糖苷酶

的比活力提高了8．1倍，回收率为7．5％。回收率

高于文献值[5“”。各步分离纯化结果如表1所示。

2．4内切酶的相对分子质量

对阴离子交换柱层析的峰2收集液浓缩，进行

SDS-PAGE不连续垂直平板电泳。BIO-RAD凝胶

成像系统记录电泳结果[1“，采用该系统的Quant ty

one-4．5。2程序标定出纯化所得内切伊葡聚糖苷酶

相对分子质量为26 400(图5)。

表l 内切争葡聚糖苷酶的分离纯化结果

Tab．1 The results of isolation and purification of the ell—

dogIUcauase

雾簇 畜盖嚣芽／U比活，u藿裴魏步骤 白／mg总活力 ⋯’。倍数率／％

图5 SDs-PAGE电泳囤

Fig．5 ElectrophoresLs of SD孓PAGE

2．5 内切酶最适反应温度、最适pH值

在不同反应温度下．测定内切酶水解CMC-Na

的能力。图6显示在30～50℃，内切酶活力随温度

升高而增加，基本呈线性关系，在55℃酶活力达到

峰值，说明内切酶的最适反应温度为55℃。由于

温度的升高，酶的反应速度和酶失活的速度均随之

增加，两种因素综合作用的结果产生了该酶的最适

温度。

鋈
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蓑60
罂40
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反应温度，℃

固6反应温度对内切酶活力的影响

Fig．6 Effect of reatlon temperature Oil the relative ac-

tivity of endoglucanase

以不同pH Na。HPO．-柠檬酸缓冲液配制的

CMC-Na溶液为底物，在最适反应温度(55℃)测定

内切酶活力，结果表明缓冲液的pH显著影响内切

酶活力，最适pH为4．8。在pH 3．o及pH 7．0时
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酶活力仅为最大值的44％和2l％。
100
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罂20
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图7 pH对内切酶活力的影响

n舀7 Effect of pH oil the relative activity of endoglu‘

canape

2．6动力学常数民和V～
用pH 5．0的Na。HPO。一柠檬酸缓冲溶液配制

质量浓度分别为0．0025，0．00625，0．001，

0．001375，0．00175 mg／mL的cMC-Na溶液，测定

与不同浓度底物反应时的内切酶活力，根据葡萄糖

标准曲线得到还原糖含量，对还原糖含量一时间曲

线进行二次拟台，得反应初速度V0，L-B法o”作图

求得动力学参数，K。和V⋯分别为6．838×10’3

g／mL、2．906×10‘2 rag／(mL·rain)。
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