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Bacillus subtilis 木聚糖酶的纯化及其
对小麦麸皮的作用

袁小平， 姚惠源
(江南大学食品学院，江苏无锡214036)

摘要：采用活性聚丙烯酰胺凝胶电泳和均质提取法相结合，从枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)

固体培养基发酵产物中分离得到了两种木聚糖酶．薄层色谱和高压液相色谱分析结果进一步表明

它们具有内切木聚糖酶的活力，分别定义为xyl I和xyl n．两种酶具有相同的最适反应温度(50

℃)和最适pH值(7．o)．另外，还研究了内切木聚糖酶xyl II对小麦麸皮不溶性膳食纤维的作用．

纸色谱分析结果表明，酶解产物中含有阿魏酰低聚糖．
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Purification of Endoxylanases from Bacillus subtilis

and Their Actions on Wheat Bran

YUAN Xiao—ping， YAO Hui—yuan

(School of Food Science and Technology，Southern Yangtze University，Wuxi 214036，China)

Abstract：A novel and convenient method based on native polyacrylamide gel electrophoresis and

homogenization extraction was used for the purification of xylanase from crude enzymes．Two

xylanases were purified by this method from the crude enzyme obtained from Bacillus subtilis

fermentation．Subsequent analysis with thin layer chromatography and high pressure liquid

chromatography indicated that these xylanases were endo—acting enzymes，and designated as xyl

I and xyl II．Both enzymes had similar optimum activities at pH 7．0 and 50℃．The action of

endoxylanase xylⅡon wheat bran insoluble dietary fiber was also studied．The hydrolysis

products contained feruloyl o“gosaccharides by paper chromatography analysis．
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小麦麸皮是谷物加工工业一种重要副产品，主

要由细胞壁多糖组成，其中木聚糖约占干基质量的

40％[1]．木聚糖主链由伊1，4一糖苷键相连的p-I>,lt

喃型木糖残基聚合而成，而单个的呋喃型阿拉伯糖

残基可通过0-2和。一3位连接在木糖残基上嘲．小

麦麸皮木聚糖的一个主要特征就是阿魏酸通过酯

键与木聚糖侧链上的阿拉伯糖残基相连嘲．阿魏酰

基通过过氧化物酶的催化聚合作用在细胞壁多糖
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之间形成交联体，或者通过醚一酯键将木质素和多

糖进行交联[4]．

由于小麦麸皮木聚糖结构的复杂性，木聚糖的

完全解聚需要一些专一性的酶．在众多可降解木聚

糖的酶中，伊1，4一内切木聚糖酶(endo-1，4一pD—xy—

lan xylanohydrolase，EC 3．2．1．8)起主要作

用[5’6]。木聚糖酶主要来自真菌和细菌，这些微生物

在产木聚糖酶的同时，还产别的水解酶[7～3．分离纯

化木聚糖酶的常规方法有沉淀法、离子交换法、亲和

色谱法和凝胶过滤色谱法等，分离过程往往步骤多，

比较费时，并且在分离过程中还容易导致酶失活D]．

作者采用活性聚丙烯酰胺凝胶电泳和均质提

取法相结合的方法，从枯草芽孢杆菌(Bacillus sub—

tilis)固体培养基发酵产物中分离得到了两种内切

木聚糖酶．另外，对两种内切木聚糖酶的一些酶学

性质及其对小麦麸皮不溶性膳食纤维的作用也进

行了研究．

1材料与方法

1．1材料

耐温a一淀粉酶Termamyl SC(EC 3．2．1．1)、水

解蛋白酶Alcalase(EC 3．4．21．62)和精制糖化酶

AMG 300 L(EC 3．2．1．3)由诺维信中国总部提供；

桦木木聚糖和电泳试剂均为Sigma公司产品；其它

化学试剂均为分析级；Amberlite XAD一2由上海罗

门哈斯化工有限公司提供；所用粗酶为枯草芽孢杆

菌(Bacillus subtilis)固体培养基发酵产物，由武汉

新华杨生物有限公司惠赠；小麦麸皮由宁夏银川新

城粮油股份有限公司提供，麸皮粉碎后，过0．5 mm

筛备用．

1．2粗酶液制备

将4 g粗酶溶解在100 mL醋酸缓冲液(50

mmol／L，pH值5．0)中，28℃下振摇30 min，以5

000 r／min离心20 min，上清液即为粗酶液．

1．3活性聚丙烯酰胺凝胶电泳与蛋白质制备

活性聚丙烯酰胺凝胶电泳参考Davistl0]的方

法．分离胶质量浓度为10 g／dL，样品缓冲液不含十

二烷基硫酸钠(SDS)和巯基乙醇，板胶厚度l mm，

进样量为100肚L，采用稳流20 mA．电泳～旦完毕，

从板胶两侧纵向切下含有样品的少部分凝胶2条

进行染色蛋白质染色采用考马斯亮蓝G250快速染

色法[111．沿着未染色凝胶的边缘，将染色凝胶与其

拼成原样，参考染色凝胶上的蛋白质谱带，将未染

色凝胶上的不同蛋白质区带依次切下，分别收集备

用[1 2|．所得活性蛋白质谱带用25 mmol／L Tris—

HCl缓冲液(pH值6．7)洗涤3次，再用蒸馏水洗3

次，然后用吸管将胶条表面上的蒸馏水去除，并捣

碎成2～5 mm长的小块，加入适量的50 mmol／L

醋酸缓冲液(pH值5．0)，用高速匀浆机(10 000

r／min)不连续地破碎3 min，以5 000 r／min离心20

min，将凝胶去除，上清液即为蛋白质溶液．为了获

得足够的蛋自质，上述步骤可以重复几次．

1．4酶活分析

以桦木木聚糖为底物，用3，5-二硝基水杨酸法

测定还原糖的生成量[1⋯：取稀释酶液1 mI。置于

50℃水浴保温5 min，然后加入到1 mI。经50℃保

温的1 g／dL桦木木聚糖中，旋转混匀，50℃下反应

30 min，加入2 mL 3，5一二硝基水杨酸试剂，旋转混

匀，沸水浴中显色5 min，用冰水快速冷却，加蒸馏

水定容至10 mL，550 nm下测定吸光度，用木糖做

标准曲线．

1．5木聚糖酶水解产物分析

1．5．1 薄层色谱 硅胶G薄板，展开剂为V(正丁

醇)：V(吡啶)：V(蒸馏水)一6：4：3，低聚糖用邻

苯二甲酸苯胺试剂染色．

1．5．2 高压液相色谱 色谱仪器为美国Waters

公司600型高效液相色谱仪，色谱柱为Sugar—

PakTMl柱(300 mm×6．5 ram)，柱温保持在85。C，

流动相为水，体积流量为0．5 mL／min；检测信号由

Waters 2410型示差折光检测器监测．酶解产物进

样前用0．45 ttm的微孔滤膜过滤．

1．6小麦麸皮不溶性膳食纤维的制备

小麦麸皮10 g经正已烷脱脂，空气挥发干溶剂

后，用高压蒸汽在121℃处理45 min，使其内源性酶

失活n“．将处理过的小麦麸皮悬浮在300 mL水

中，60℃下连续搅拌16 h，使其充分溶胀，接着加入

0．75 mL耐温a一淀粉酶Termamyl SC后，混合物在

沸水浴中搅拌40 min．悬浮液冷却至60℃后，用

275 mmol／L NaOH溶液调PH值至7．5，再加入水

解蛋白酶AIcalase 0．3 mL，60℃下连续搅拌30

min，然后用325 mmol／L HCl调pH值至4．5，再

加入精制糖化酶AMG 300 L 0．35 mL，60℃下连

续搅拌30 min，5 000 r／min离心20 min，弃去上清

液，沉淀用热蒸馏水反复洗涤，直至用冷蒸馏水洗

涤时悬浮液无浑浊，再用热蒸馏水、体积分数95％

乙醇和丙酮接连地洗涤两次，5 000 r／rain离心30

min，最终的沉淀物在40℃下真空干燥24 h，得到

小麦麸皮不溶性膳食纤维[1 5|．

1．7酶解小麦麸皮不溶性膳食纤维

将l g小麦麸皮不溶性膳食纤维悬浮于40 mL
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用醋酸缓冲液(50 mmol／L，pH值5．O)稀释过的内

切木聚糖酶液中，于恒温水浴中50℃避光反应60

h，最后100℃灭酶活10 rain，以5 000 r／min离心

30 rain，上清液过0．45 ym的微孔滤膜，滤液备用．

1．8 阿魏酰低聚糖的分离

小麦麸皮不溶性膳食纤维酶解产物上Amber～

lite XAD一2柱(30 cm×2．5 cm)，柱预先用体积分

数95％乙醇洗涤，再用蒸馏水平衡．依次用2倍柱

体积的蒸馏水、3倍柱体积的体积分数50％甲醇水

溶液和2倍柱体积的体积分数100％甲醇进行洗

脱．将体积分数50％甲醇溶液洗脱，组分浓缩至5

mL，浓缩液中的阿魏酰低聚糖用新华3号层析滤纸

进行纸色谱分析．纸色谱采用下行展开，展开溶剂

为V(正丁醇)：V(乙酸)：V(蒸馏水)=12：3：

5[】引，阿魏酰低聚糖分离后，暴露于氨气中，暴露前

后用紫夕b Dfl射进行定位[1⋯，然后用草酸苯胺试剂染

色V(体积分数2％的苯胺乙醇溶液)：v(2 g／dL

草酸溶液)一2：3[1⋯．

2结果与讨论

2．1 活性聚丙烯酰胺凝胶电泳与蛋白质制备

木聚糖酶的分离纯化通常至少需要2至3个色

谱过程[1⋯．为了减少木聚糖酶的分离纯化过程，将

活性聚丙烯酰胺凝胶电泳和均质提取法相结合分

离纯化了枯草芽孢杆菌木聚糖酶．影响活性聚丙烯

酰胺凝胶电泳分离效果的条件较多，但最主要的因

素有分离胶缓冲液的离子强度和pH值，选择质量

浓度10 g／dL分离胶，375 mmol／L pH值8．9 Tris

盐酸分离胶缓冲液，50 mmol／L Tris384 mmol／L

甘氨酸(pH值8．3)电极缓冲液的电泳体系，在稳流

20 mA下，约3 h电泳就可以完成，并且分离木聚糖

酶可以获得良好的分辨率．从图1可以看出，枯草

芽孢杆菌木聚糖酶液经活性聚丙烯酰胺凝胶电泳

分离后，获得了5条清晰可见的蛋白质谱带，依相

对分子质量从小到大分别定义为谱带1，谱带2，谱

带3，谱带4和谱带5．根据材料与方法中的蛋白质

制备过程，5种不同的蛋白质通过均质提取可以完

全纯化出来．这种将活性聚丙烯酰胺凝胶电泳和均

质提取法相结合分离纯化蛋白质的方法可以节省

大量时间．

2．2 内切木聚糖酶的鉴定

2．2．1 蛋白质的酶活力分析 将5种不同蛋白质

的稀释溶液各1 mL分别与1 g／dL桦木木聚糖混

合，反应温度为50℃，反应30 min，在550 nm下比

色测定反应生成的还原糖，越高的吸收值表明生成

的还原糖含量越高，意味着酶的活力越高．在这5

种蛋白质谱带中，只有谱带4和谱带5对木聚糖显

示出了酶活力，从而表明这两种蛋白质谱带是木聚

糖酶．由此可以看出，粗酶经活性聚丙烯酰胺凝胶

电泳后，蛋白质的生物活性能够保存下来的主要原

因是在电泳体系中不含有影响蛋白质电荷的解离

剂．因此，活性聚丙烯酰胺凝胶电泳是一种分离具

有生物活性的蛋白质有效方法．

图1 枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)木聚糖酶活性聚

丙烯酰胺凝胶电泳图谱

Fig．1 Native PAGE of xylanases from Bacillus subtilis

2．2．2木聚糖酶水解方式分析 将蛋白质谱带4

和谱带5分别与1 g／dL桦木木聚糖混合，反应温度

为50℃，反应24 h，水解产物先用薄层色谱法分

析，结果表明产物主要是木二糖、木三糖、木四糖和

聚合度更高的低聚木糖，而没有木糖．由此说明，蛋

白质谱带4和谱带5随机地降解木聚糖主链上的糖

苷键．蛋白质谱带5的酶解产物再用高压液相色谱

分析，所得结果与薄层色谱结果基本一致(见图2)．

这些结果进一步表明蛋白质谱带4和谱带5属于典

型的内切木聚糖酶，分别定义为xyl I和xyl lI．

>
吕

幽
脚

图2活性蛋白质谱带5的水解产物HPLC图(X：：木

二糖。Xs：木三糖，】【4：木四糖)

Fig．2 HPLC of the birchwood xylan hydrolysate by pu—

rified xylanase band 5(X2：xylobiose：Ⅺ：xy·

Iotriose；X4：xyiotetraose)
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2．3温度和pH值对内切木聚糖酶xyl I和xylⅡ

的酶活影响

内切木聚糖酶xyl I和xylⅡ与1 g／dL木聚

糖混合，在不同温度下分别反应30 min，3，5一二硝基

水杨酸法测定酶活(见图3)，结果发现此两种内切

木聚糖酶的最适反应温度为50℃，随着温度的升

高，它们的相对活力迅速下降，最终在80℃两者几

乎完全失活．
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图3温度对枯草芽孢杆菌内切木聚糖酶xyl I和xyl

Ⅱ的酶活影响

Fig．3 Effect of temperature oil,the activities of purified

endoxylanases xyl I and xylⅡfrom Bacillus

subtilis

以桦木木聚糖为底物，分别采用50 mmol／L醋

酸一醋酸钠(pH值4．0～5．0)，50 mmol／L磷酸二

氢一氢氧化钠(pH值6．o～8．O)和50 mmol／L甘氨

酸一氢氧化钠(pH值9．0～10．0)组成的缓冲液，

50℃反应30 rain，3，5一二硝基水杨酸法测定内切木

聚糖酶xyl工和xyl 1I在一系列pH值下的活力

(见图4)，结果发现此两种内切木聚糖酶的最适pH

值为7．0，内切木聚糖酶xyl I在pH值6．0～8．0

范围内活力保持在90％以上，内切木聚糖酶xyl II

在pH值6．o～9．0范围内有较高的活力，在pH值

4．0和pH值10．0时，活力低于10％．当pH值大

于9．0时，因酶变性，二者的酶活力急剧下降．

2．4 内切木聚糖酶xylⅡ对小麦麸皮不溶性膳食

纤维的作用

由于小麦麸皮不溶性膳食纤维中的细胞壁多

糖主要是阿拉伯木聚糖，其结构的一个主要特征就

是阿魏酸通过酯键与木聚糖侧链上的阿拉伯糖残

基相连[2引，内切木聚糖酶能随机地断开木聚糖主链

上的糖苷键．由此可以推断，在利用枯草芽孢杆菌

木聚糖酶酶解小麦麸皮不溶性膳食纤维得到的木

聚寡糖混合物中，有的低聚糖还可能保留有阿魏酸

酯键．

小麦麸皮不溶性膳食纤维在pH值5。0时用木

聚糖酶水解，水解产物经过离心、微孔滤膜过滤，可

以除去没有反应的不溶性膳食纤维和其它杂质．滤

液经浓缩后，装载在Amberlite XAD-2柱上，因为

Amberlite XAD-2是～种能够结合芳香族化合物的

吸附剂[2川，所以阿魏酰低聚糖能够吸附在柱上．没

有酯化的低聚糖可以先用水进行洗脱下来，吸附在

柱上的阿魏酰低聚糖可用体积分数50％甲醇水溶

液进行洗脱．将体积分数50％甲醇水溶液洗脱组分

浓缩后应用于纸色谱，分离的化合物在紫外光照射

下产生蓝色荧光，经氨气熏后，蓝色荧光转变成绿

色，由此表明这些化合物属于阿魏酰低聚糖睇2I，用

草酸苯胺试剂染色到至少产生4个微红色的亮点

(见图5)．这进一步表明，内切木聚糖酶xylⅡ随意

断开木聚糖主链上的糖苷键，酯化的阿魏酸没有限

制内切木聚糖酶对小麦麸皮不溶性膳食纤维中阿

拉伯木聚糖的降解．
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图4 pH对枯草芽孢杆菌内切木聚糖酶xyl I和xyl

Ⅱ的酶活影响

Fig．4 Effect of pH on the activities of purified endoxy—

lanases xy l and xylⅡfrom Bacillus subtilis

图5 小麦麸皮不溶性膳食纤维酶解产物纸色谱图

Fig．5 Paper chromatography of hydrolysis products of

wheat bran insoluble dietary fiber incubated with

purified endoxylanase xylⅡ
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3 结 论

1)活性聚丙烯酰胺凝胶电泳和均质提取法相

结合能够有效地将枯草芽孢杆菌粗酶中的活性蛋

白质分离纯化出来，该方法简便、快速．

2)枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)所产内切
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