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嗜碱菌（.$"&**/0 !" #）$%&’(的木聚糖酶的分离纯化及其性质
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摘 要：通过硫酸铵分级沉淀，阴离子交换层析，凝胶过滤 3步从嗜碱菌 !"#$%%&’ AD( EF4G2纯化了木聚糖酶。结果
表明该酶分子量为 !9HI。0末端序列为 IJ)444%4JK。在 DL9M9 N "$M9范围内均具有较高酶活性和稳定性；最适
反应温度为 29O，酶活力基本不变。该酶作用于 F**B?6P/’.=的 (; 为 $M"";>Q;K，);.P为 #3M18!;&’Q（;<=·;>）。

L># R对该酶有强的抑制作用。
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中图分类号：S832 文献标识码：4 文章编号：$$$"62#$8（#$$!）$"6$$796$!

"6"，!6木聚糖酶（:(T(3M#M"M1）是降解木聚糖的
主要酶，降解木聚糖为木聚寡糖或木糖。已经在细

菌［"］、真菌［#］、放线菌［3］、酵母菌［!］中都发现了木聚

糖酶。木聚糖酶有很多实际应用和潜在价值，包括

增加植物青饲料产率［9］、果汁及酒类澄清［2］、用于麻

等植物纤维脱胶［7］、用做禽畜饲料添加剂［1］等。木

聚糖酶最重要的用途是应用于造纸工业中代替氯化

物进行生物制浆和生物漂白［8］，可以降低大量有害

有机氯化物如氯化二恶英，呋喃的排放，减少环境污

染。工业应用的木聚糖酶期望在高温（2$O）、高 DL
（ U 1M$）条件下具有酶活性。但是已经得到的木聚
糖酶最适反应 DL在碱性同时反应温度高于 2$O的
极少。即使是从嗜碱微生物中纯化的木聚糖酶，最

适 DL也多接近中性，不符合工业应用的要求。在
碱性（ U DL1M$）高温（#2$O）条件下有最适酶活性
的木聚糖酶目前有 F*> 等［#］从 *+,-.+/01#-’ AD( SV6
""63分离到的木聚糖酶，最适 DL为 7M$ N 1M!，最适
温度为 7$O；V*AA*AA* 等［"］从 !"#$%%&’ AD( 4W6$$8 分
离到的木聚糖酶，最适 DL为 8M$ N "$M$最适温度为
2$ N 79O；V-DX. 等［"$］从 *+".21%/#/##&’ AD( YV6"3 分
离到的木聚糖酶，最适为 DL8M9 N "$M$ 最适温度为
9$O等。我们从西藏扎布耶茶卡盐碱湖中分离到一
株产木聚糖酶的嗜碱菌（!"#$%%&’ AD(）EF4G2。该
菌株分离到的木聚糖酶在高温、高盐、碱性条件下具

有较高的酶活性，是研究蛋白质的耐盐碱机理的极

有价值的材料。本文描述此酶的纯化过程及酶的性

质。

) 材料和方法

)*) 菌种和培养基
菌种：嗜碱菌（!"#$%%&’ AD(）EF4G2分离自中国

西藏扎布耶茶卡盐碱湖（0.R 含量 !M7$;&’QH>，
TZ3

# C QLTZ3
C含量为 3M3!;&’QH>，DL为 8M!2）。

培养基：每升含 D&’/D*DX&=* 9>，/*.AX *PX,.BX 9>，
[#LJZ! ">，\>YZ!·7L#Z $M#>，0.#TZ3 "$>，P/’.= "$>
（Y<>;. T?*;<B.’ T&( ),&; F**B?]&&^），DL"$M$。
)*+ 木聚糖酶活力测定

I0Y法测定酶活［""］。酶活力单位定义为：每分
钟释放 "!;&’木糖所需的酶量。
)*, 酶的分离纯化
)*,*) 粗酶液制备：将 !$$;K 发酵液 "$$$$> 离心
"9;<=，除去菌体即得粗酶液。
)*,*+ （0L!）# YZ! 分级沉淀：向粗酶液中加入硫酸

铵至 !$_饱和度，离心去除沉淀，在上清中继续加
入硫酸铵至 1$_饱和度。离心收集沉淀。
)*,*, T*’’-’&A* I:69#离子交换层析：将沉淀物用
DL7M2的 "$;;&’QK 5,<A6LT’缓冲液溶解，透析脱盐，
脱盐后用 J:V61$$$浓缩。然后将酶液加到 T*’’-’&A*
I:69# 柱（#M9B; ‘ #9B;）上，用 $ N "M$;&’QK 0.T’
（9$;;&’QK 5,<A6LT’ DL7M2）进行线形梯度洗脱。测
定各收集管洗脱液的酶活力。

)*,*- F<&6V*’ D6"$$凝胶过滤：将上一步酶活峰收



集并用 !"#$%&&& 浓缩，然后将样品加到 ’&(()*+,
-./0$12*（31456）预平衡的 7/)$#8* 3$9&& 分子筛，用
相同的缓冲液洗脱。测定各收集管酶活力及蛋白含

量。

!"# 蛋白含量测定
参照 ,):.;等［9%］的方法进行，以牛血清蛋白为

标准蛋白。

!"$ 电泳分析
<=>/?8$!@#"及 ABA$!@#"参照 ,=8((*/等［9C］的

方法。

!"% 酶 !& 及 "&’(的测定

按照 ,/D8?8=?8.$7E.F 的双倒数作图法求 !( 及

"(=G。

!") *+末端序列测定：由北京大学生命科学中心协
助测定。

, 结果和分析

,"! 菌种
H7@I6 为革兰氏阳性芽孢杆菌，最适生长

319&5& J 995&，为一株嗜碱菌。经过 #8D7=DF 数据
库对比，该菌 960.K<@序列与 #$%&’’() $*$+$,-$.+./)
BAL M4%9同源性为 NMO。
,", 酶的分离纯化

P&&(,粗提酶液经硫酸铵分级沉淀后，用 28**E$
*)08 B"$’% 离子交换层析，7/)$#8* !$9&& 凝胶过滤，
测定各管的蛋白含量和酶活力，ABA$!@#"检测，最
终样品已达电泳纯。纯化过程中的酶活及蛋白变化

见表 9。经 ABA$!@#" 测定，木聚糖酶分子量大于
P’FB（图 9）。

表 ! #$%&’’() -./ 0123%木聚糖酶的分离纯化
-=Q*8 9 @ 0E((=.; )R >S8 3E./R/T=>/)D )R G;*=D=08 R.)( #$%&’’() 03U H7@I6

-)>=* !.)>8/D+!V -)>=* @T>/?/>;+W A38T/R/T =T>/?/>;+（W+(V） K8T)?8.;+O !E./R/T=>/)D R)*X

2E*>E.8 0E38.D=>8D> C%4CN %PC5%’ 45’9 95&& 95&

@(()D/E( 0E*R=>8 >.8=>(8D> 4’&P %&65CP %45’9 MP5MC C566

28**E*)08 B"$’% M44 4C5%9 MC5’9 C&59 9959%

7/)$#8* !$9&& V8* R/*>.=>/)D ’9&5% ’P5&M 9&65& %%5%C 9P599

图 ! 纯化过程中 454+6278图
Y/VU9 ABA$!@#" 3=>>8.D0 )R 0=(3*80 R.)( X/RR8..8D> 0>830 )R 3E./R/T=>/)DU

952E*>E.8 0E38.D=>=D>；%5@(()D/E( 0E*R=>8；

C528**E*)08$B"’%；P57/)$#8* 39&&；LUL=.F8. U

,"9 酶的性质
,"9"! 31对酶活性的影响：在标准反应条件下，于
’&((),+,不同缓冲液的条件下测定酶活性，所用缓
冲液为 31P5& J M5& <=%1!ZP$柠檬酸，31M5& J N5’

-./0$12*，31N5’ J 995& <=%2ZC$<=12ZC，31995’ J

9%5& <=%1!ZP$<=Z1。结果表明该酶在 31’5’ J 9&5&

范围内均具有较高酶活，而小于 31’5’ 及大于
319&5&时酶活迅速下降。
,"9", 31稳定性：将酶液与 31P5& J 9%5& 的缓冲
液混合，室温放置 PS，测定酶活性，结果表明酶在
31’5’ J 9&5&的范围内比较稳定。
,"9"9 温度对酶活性的影响：标准反应条件下，在
不同温度下测定酶活性，结果表明该酶在 ’&[ J
4’[具有较高的活性，最适反应温度为 6’[。
,"9"# 酶的热稳定性：将酶液分别在 6&[、6’[、
4&[保温 C&、6&、N&、9%&(/D，测定酶活性。结果表明
该酶在 6&[，6’[保温 9%&(/D活性基本没有丧失，
4&[酶失活较快，C&(/D 后仅剩 P&O酶活，N&(/D 后
基本上没有酶活。

,"9"$ 金属离子和其他化合物对酶活性的影响：酶
反应液中加入不同的金属离子，使其终浓度为

%(()*+,，测定酶活性，以未加入金属离子的酶活性
为 9&&O，计算加入不同金属离子后的残余酶活性。
结果表明大部分金属离子和 "B-@、ABA对酶活性的
影响不显著，LD% \ 略有抑制作用，而 1V% \ 对酶活性
有强烈的抑制作用（表 %）。
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!"#"$ 不同底物对酶活性的影响：分别以淀粉，纤
维素，木聚糖，!"!为底物进行反应，结果表明该酶
仅对木聚糖有降解作用。

!"#"% #$!%浓度对酶活性的影响：在标准反应条件
下，在不同 #$!%浓度下测定酶活性，结果表明 #$!%
浓度小于 &’(时对酶活性有一定促进作用，当 #$!%
浓度大于 &’(后随着盐浓度增高酶活性逐渐下降。
!"#"& 酶 !) 及 ")$*的测定 ：按照 +,-./.$/.012304
作图法，以木聚糖为底物，测得该木聚糖酶的 !) 5
’677)89)+，")$* 5 &:6;<!)=%9（),-·)8）（图 &）。

表 ! 二价金属离子对酶活性影响
>$?%. & @AA.BC =A D,AA.0.-C ).C$% ,=-E =- #$%&’’() EFG

H2IJK *L%$-$E. $BC,/,CL

".C$%,=- M.%$C,/. $BC,/,CL9(

N.OPQ（&))=%） 7’Q6<R

"-OPQ（&))=%） S76Q&

"8OPQ（&))=%） 7’K6;’

!$!%&（&))=%） 7’:6R:

H-!%&（&))=%） ;S6<R

!3OPQ（&))=%） 77’67&

I8#P:（&))=%） <;67Q

T8!%&（&))=%） ’6:<

!=!%&（&))=%） ;;6Q;

OUO（R))=%） ;’6&7

@U>I（R))=%） <<6KK

图 ! 酶的 ’()*+*,-*./01.2图
N,8G& >V. F$CC.0- =A CV. +,-.W.$/.012304 =A CV.

#$%&’’() EFG H2IJK *L%$-$E.

!"#"3 #末端序列测定：纯化后木聚糖的 #1末端氨
基 酸 序 列 为 IEF1X0=1XV.1I%$1I%$1I%$1Y$%1I%$1X0=1
+.3。序列比较说明该酶与 N7’ 木聚糖酶序列较为
相似（图 :）。

图 # 几种木聚糖酶的 4末端序列比较
N,8G: >V. V=)=%=8L =A #1C.0),-$% E.Z3.-B. =A *L%$-$E. ,- E=). EC0$,-E

7 G #$%&’’() EFG H2IJK；& G #$%*+,-&.+) -/$*()；

:G 0$’.-%+’’(1 )$%%2$,-’3*&%(1；QG #(*3,&/&4,&- 5&4,&)-’/+6)；

R G #$%&’’() )*+$,-*2+,1-72&’()；KG 8*,+7*-13%+) ’&/&.$6) G

# 讨论
近年来关于木聚糖酶的研究很多，但是现有的

酶性质都不能完全满足造纸等工业实际应用的要

求［7Q [ 7S］。我们从 #$%&’’() EFG H2IJK中分离到的木
聚糖酶在反应温度和 FT条件上都很好的满足了工
业应用的条件。已有的木聚糖酶报道中与本文描述

的酶性质较为相似的有 \.EE.EE.等［7］报道的来自菌
株 IM1’’<的木聚糖酶 ]L%2，在 FT <6’ [ 7’6’，K’^
[ SR^具有最适酶活性，但在大于 K’^条件下稳定
性较差。本文木聚糖酶在耐盐性和耐热性上优于同

类的其它酶，尤其是高于 &R(的耐盐性这一性质在
同类酶中很少有报道。同时此酶完全不具有纤维素

酶的活性，仅对木聚糖起作用，具有严格的底物专一

性，从而非常适合于应用在造纸和制浆工业，不会带

来纤维素的损失。

目前寻找新酶的重点已经从得到高产高活性的

酶转向寻找具有新特性的酶，H2IJK的木聚糖酶与
同类酶在 #端序列和性质上的差异说明此酶为具
有较高应用价值的新酶。虽然其比活力较低不适于

直接应用，可以通过基因工程的手段进行改造提高。

同时此酶更重要的价值在于通过对其序列的生物信

息学研究，有助于找到极端酶耐盐碱特性和蛋白质

结构之间的关系，从而为蛋白质的改造积累资料。
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