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摘 要：枯草芽孢杆菌（!"#$%%&’’&()$%$’）5604"#产生的中性内切!2甘露聚糖酶（789&2!2/，!2
:2;<88<8;<88<8&=>9?&’<,7，@A，B(#(/(1$）经硫酸铵分级沉淀、:@)@2纤维素（:@##）离子交

换柱层析，得到电泳纯的样品，提纯了!3C3倍，收率为3C0D。用E:E2F)G@测得该酶的分

子量为B3H:。用F)G@I@J测得其等电点KI为!C3。酶反应的最适KL为3($，最适温度为

3"M。该酶在KL4C""$C"，3"M以下稳定。金属离子L+#N和)+N对酶活性强烈抑制。酶对

槐豆胶、羟丙基瓜胶、田菁胶和魔芋粉的*+ 值分别为BC$、/!C0、//CB和#C!;+／;O，,;<P值

分别为#!C3、$4C3、B$C!和/0C$#;&’(;Q8R/;+R/。酶水解甘露聚糖为甘露寡糖（不含单糖）。

关键词：!2甘露聚糖酶，枯草芽孢杆菌，纯化与性质

中图分类号： S0B4 文献标识码：) 文章编号："""/24#"0（#"""）"!2"!#"2#!

内切!2甘露聚糖酶（789&2!2/，!2;<88<8;<88<8&=>9?&’<,7，@AB(#(/(1$）随机水解甘

露聚糖、葡甘露聚糖、半乳甘露聚糖以及半乳葡甘露聚糖中的!2/，!2甘露糖苷键［/］，生成

一系列低分子量的寡糖。这些寡糖对人体和动物体肠道内的双歧杆菌等有益微生物的生

长有促进作用，因而被称为双歧杆菌的促生长因子［#，B］。!2甘露聚糖酶在工业上也有广泛

的应用，例如：用于从豆类植物种子中提炼植物油，降低咖啡、巧克力和可可液的粘

性［!，3］，与木聚糖酶协同作用可用于造纸工业中软木浆的漂白［3］。!2甘露聚糖酶还可以作

为多糖链结构分析中的工具酶。!2甘露聚糖酶的来源非常广泛，包括植物［4］、细菌［1］、真

菌［$］和放线菌［0］，甚至软体动物［/"］。微生物的!2甘露聚糖酶多为胞外酶，只有极少数例

外，如粘球噬纤维菌和解甘露聚糖气杆菌产生胞内!2甘露聚糖酶［//］，野油菜黄单胞菌产

生的!2甘露聚糖酶是结合在细胞膜或细胞壁上的［/#］。

前文［/B］报道了该菌株中性!2甘露聚糖酶的产生。所产中性!2甘露聚糖酶水解甘露

聚糖生成甘露寡糖而不生成单糖，这不同于已报道的碱性!2甘露聚糖酶［/!］，就应用而论，

更具特色。本文报道该酶的纯化及性质。

/ 材料和方法

!"! 粗酶液的制备

见前文［/B］。



!"# 中性!!甘露聚糖酶活力的测定

见前文［"#］。每分钟释放""$%&相当于’—甘露糖的还原糖所需的酶量为一个酶活

力单位。

!"$ 蛋白质浓度测定

(%)*+法［",］或测定!-./以牛血清白蛋白为标准绘制标准曲线。

!"% 主要试剂

’010—纤维素’0--（2345$46），槐豆胶（789$4），魔芋粉（四川成都生物公司），丙

烯酰胺（7:*;4），<，<=!甲叉丙烯酰胺（789$4），低分子量标准蛋白（>34*$4?84），其它试剂

均为国产分析纯。

- 结果和讨论

#"! 中性!!甘露聚糖酶的纯化

图" !!甘露聚糖酶’010!纤维素柱层析

@89A" B3*%$45%9*4C3+%D53:!!$466464E:%6
’010!B:&&F&%E:’0--?%&F$6

向 粗 酶 液 中 加 入 硫 酸 铵，收 集

-/G#./G饱和度的蛋白沉淀。将沉

淀溶于CH,I.，/I/,$%&／(的磷酸盐缓

冲液中。于JK，CH,I.，/I/"$%&／(的

磷酸盐缓冲液中透析"-3后，更换缓

冲液，继续透析"-3。将透析酶液加

到预先用CH,I.，/I/"$%&／(磷酸盐缓

冲液平衡好的’010!纤维素’0--层

析柱（-?$L,/?$）上端，用同一缓冲液

洗至!-./不变，改用同样缓冲液配制

的 /#/I,$%&／( <4B& 溶 液（ 各

-,/$(）梯度洗脱，分部收集。分别测

定酶活力和!-./，结果见图"。收集

-.和-M管。上述各步提纯结果列于表"。

表" 枯草芽孢杆菌NOMP/-中性!!甘露聚糖酶的纯化结果

Q4R&:" >F*8D8?458%6%D!!$466464E:D*%$"#$%&&’((’)*%&%(NOMP/-

75:C
S%&F$:
／$(

Q%54&4?58;85+
／F

Q%54&C*%5:86
／$9

7C:?8D8?4?58;85+
／（F／$9）

T:?%;:*+
／G

>F*8D8?458%6
／D%&U

B*FU::6V+$: JJ/ #M.PJ -PJ/ ",I" "// "

（<HJ）-7WJ

>*:?8C85458%6
"- -"MJM #./IJ ,XIX ,, #I.

’010!B:&&F&%E:

?3*%$45%9*4C3+
#/ -#,/ #IJ- P.XI" ,IM J,I,

#"# 非变性盘状聚丙烯酰胺凝胶电泳测蛋白纯度

按’4;8E方法［"P］，凝胶浓度为"/G，电流J$1／管。用/I/"G的考马斯亮蓝T-,/染

色-3，用脱色液（",G乙醇、"I,G甘油、"/G乙酸）浸泡脱色过夜，得到一条带（图-）。
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图! 蛋白纯度"#$%分析

&’()! "#$%*+*,-.’./012/34’+125’3-
67825944+:-;4；

!)<’*,-:494+:-;4；

=)"52’0’494+:-;4)

图= !>甘露聚糖酶?<?>"#$%图谱

&’()= ?<?>"#$%/0!>;*++*+*.4
67825944+:-;4；

!)<’*,-:494+:-;4；

=)"52’0’494+:-;4；

@)"2/34’+;*2A42)

!"# 酶的基本性质

!"#"$ 酶的分子量：用?<?>"#$%电泳法测定分子量［6B］（图=），测得中性!>甘露聚糖酶

分子量为=CA<。

!"#"! 酶的等电点：用"#$%D%&测得!>甘露聚糖酶的等电点为@7C。

!"#"# 1E和温度对酶活力及稳定性的影响：在1E@)F"G7F的缓冲液（1E@)F"H7C为

F7FC;/,／I柠檬酸>柠檬酸钠缓冲液；1EB7F"J7F为F7FC;/,／IK*!E"L@>K*E!"L@缓冲

液；1EG7F为F7FC;/,／I的甘氨酸>K*LE缓冲液）中，测定酶活力。其最适1E为C7J。

酶液与不同1E值的缓冲液（1EG7F"6F7C为F7FC;/,／I碳酸钠>碳酸氢钠缓冲液）

于=BM保温HN后，测定酶活力。结果表明酶在1EH)F"J7F最稳定。

!"#"% 温度对酶活力及稳定性的影响：于不同温度测定酶活力，结果表明，酶作用最适温

度为CFM。

酶液在不同温度下保温=F;’+后测定酶活力。结果表明，酶在CFM以下稳定。

!"#"& 金属离子对酶活力的影响：在金属离子（67F;;/,／I）存在下测定酶活力。由表!
结果可看出，金属离子E(!O和#(O对酶活力有强烈抑制。

!"#"’ 酶的!;值及";*P的测定：以不同浓度的槐豆胶、羟丙基瓜胶、田菁胶和魔芋粉

为底物，测定酶活力。用I’+4Q4*R42>S52A作图法（图@）求得!>甘露聚糖酶对上述四种底

物的米氏常数T;值分别为=7J、6@7G、667=和!7@;(／;I，最大速度U;*P值分别为!@7C、

JH7C、=J7@和6G7J#;/,);’+V6);(V6。
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表! 金属离子对酶活力的影响

"#$%&! ’((&)*+,(-#./,0+/,1+,1*2&#)*/-/*3,(!!! 45#11#1#+&

6&*#%/,1 7&%#*/-&#)*/-/*3／8 6&*#%/,1 7&%#*/-&#)*/-/*3／!! 8
9 :;; <1!=!! >?@A
B#= ?A@? 61!=!! C!@:
D= ?E@A F#!=!! E?@:
G/= ::C@; H%I=!! J>@>
K&!= JE@? F,!=!! JJ@:
6L!= A;@? ML!=!! ::@A
F0!= JA@C HL= :?@A

图> !4甘露聚糖酶的G/1&N&#-&.4O0.P图

K/LQ> G/1&N&#-&.4O0.PL.#R2,(!45#11#1#+&
:@G,)0+*$&#1L05#++0$+*.#*&；!QS0#.L05#+
+0$+*.#*&，

IQT&+$#1/#L05#++0$+*.#*&；>QD,1U#)L05#+
+0$+*.#*&Q

图J 水解产物薄层层析图

K/LQJ "2/1%#3&.)2.,5#*,4
L.#R23L.#R2,(*2&R.,V0)*+$3
23V.,%3W/1L
:@B#11,+&；!QS%0),+&；IQS#%#)4
*,+&；>QM3V.,%3+#*&,(%,)0+*$&#1
L05；JQM3V.,%3+#*&,(L0#.L05；

CQM3V.,%3+#*&,(+&+$#1/#L05；EQ
M3V.,%3+#*&,(P,1U#)L05Q

!"#"$ 酶解产物的分析：分别于;@?5G浓度为;@;J8的

槐豆胶、羟丙基瓜胶和田菁胶和魔芋粉中加入;@:5G酶

液，于J;X保温!>2，反应混合物沸水浴处理I;5/1后离

心，收集上清液，用薄层层析法进行分析，图J结果表明，产

物为甘露寡糖，不含单糖。
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从2333年开始，凡被本刊录用的稿件，编辑部将及时发出录用通知；对未

被录用的稿件，将及时函告，并说明原因，稿件一律不退，请作者自留底稿。
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