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摘 要：探讨了液体发酵嗜热毛壳菌（!"#$%&’()’ %"$*’&+"(,$）产生的内切!>葡聚糖酶的分离

纯化及特性。粗酶液经硫酸铵分级沉淀、@2)2>A9BC4D&,9 E4,- E’&F 阴离子层析、GC9:H0>A9BC4>
D&,9 疏水层析、A9BC47DH0 A>0## 分子筛层析等步骤便可获得凝胶电泳均一的内切!>葡聚糖酶。

经 0"I?JA@A>G)K2 和凝胶过滤层析法分别测得所分离纯化酶蛋白的分子量约为 <1I$L@ 和

<;I$L@。该酶反应的最适温度和 BM 分别为 <#N和 !I# O !I? 在 BM?I# 条件下，该酶在 <#N下

稳定；1#N保温 0C 后，仍保留 /#J的活性；在 $#N的半衰期为 "?35:。金属离子对内切!>葡聚

糖酶的活性影响较大，其中 .4P 对酶有激活作用；E9" P 、)+P 、Q*" P 、R4" P 、S:" P 等对酶有抑制作

用。该酶对结晶纤维素没有水解能力。
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纤维素酶是一组能降解纤维素的酶的总称。其中内切!>葡聚糖酶（9:6&>0，!>!>@>+’*>
74:4,9，2Q /I"I0I!）随机作用于纤维素分子的葡萄糖苷键，产生大量非还原末端的小分子

纤维素，在纤维素的分解过程中起重要的作用［0 O /］。该酶广泛存在于各种微生物中，如细

菌、真菌、放线菌［!，?］等；此外，在动物中也发现该酶的存在［<］。但到目前为止，对该酶的研

究仍多以中温好气性木霉（-*(."&/$*’#）为主。但木霉具有产酶慢，酶系比活力不高等缺

点。因此，为了提高纤维素酶的产率和加速对纤维素酶降解纤维素机制的研究，一些极端

条件下高活性的纤维素分解菌已逐步引起科研工作者的重视，尤其是对嗜热真菌（-C9D3&>
BC5’57 U*:+5）的研究。嗜热真菌具有产酶快而且量大、分解纤维素效率高等特性，是一类非

常具有开发潜力的纤维素分解菌。研究发现嗜热真菌 0+*&%*(.")’ %"$*’&+"(,$ 降解纤维素

的速度是常温真菌（39,&BC5’57 U*:+5）-*(."&/$*’# *$$1$( 的 ? 倍［1］。

嗜热毛壳菌（! ( %"$*’&+"(,$）是一种土壤腐生菌，分布很广。该菌的最适生长温度为

!?N O ??N，而绝大多数的真核生物若长期暴露在 !#N O !?N下将不能存活［$］。以前，人

们主要研究其在分解腐机质、堆肥及生防中的作用，对 ! ( %"$*’&+"(,$ 产生的纤维素酶的

分离纯化研究不多。本研究探讨了从中国分离到的嗜热毛壳菌内切!>葡聚糖酶的分离纯

化和性质。

" 材料和方法

" #" 菌种、培养基及培养条件

"$"$" 菌种：嗜热毛壳菌（! ( %"$*’&+"(,$）由本实验室分离得到。



!"!"# 培养基：固体培养基：!"#$ 琼脂培养基［%］和 &’( 培养基。液体培养基（由本实验

室获得最佳配方）：)***+, 培养基含：-*. 微晶纤维素；)*. 淀粉；/. 酵母；01*+, 蒸馏水；

-1*+, 自来水；23.45’$ 微量元素 *6)+,。用浓盐酸调 "7 到 86*，)*961:&; 下灭菌 -*+<=。

!"!"$ 培养条件：将菌种接种到含固体培养基 &’( 的培养皿中，1*>培养 -61? 后，取 9*
块直径 )@+ 的菌块接种到含 1*+, 液体培养基的 -1*+, 摇瓶中，共 -* 瓶。在水浴恒温摇

床（)-*AB+<=，1*>）上培养 0? 后，过滤，1***AB+<= 离心 )*+<=，上清液即为粗酶液。

! %# 酶活性测定

酶活性测定基本采用 CD3$4 法［)*］。将 *6-+, *61E羧甲基纤维素钠溶液、*6)+, 适当

稀释的酶液、*6)+, *6/+35B, "716* 醋酸缓冲液混合后，1*>下保温 9*+<=，用 ’F# 法测产

生的还原糖。一个酶活力单位（G）定义为每分钟水解纤维素产生 )!+35 葡萄糖所需酶蛋

白量。

! %$ 酶的分离纯化

将提取的粗酶液用 0*E饱和硫酸铵沉淀 9D 后，1***AB+<= 离心 )*+<=，收集沉淀，用适

量的缓冲液 (（1*++35B, HA<$I7J5 缓冲液，"7K6*）溶解，并在相 同 缓 冲 液 中 透 析 -/D，

K***AB+<=离心 9*+<=，取上清液。将上清液施于经缓冲液 ( 平衡的 ’L(LI#4"D;A3$4 柱

（)6*@+ M -*@+，凝胶为 &D;A+;@<; 产品），酶蛋白先用 1 倍床体积的缓冲液 ( 洗脱至 !-K*不

变后，再用 )**+, 缓冲液 ( 和 )**+, 含 *69+35B,F;J5 的相同缓冲液进行线性梯度洗脱，

流速为 -6/+,B+<=，-61+<= 收集 ) 管。将收集酶液加固体硫酸铵至饱和度为 1*E后，立即

施于经含 1*E饱和硫酸铵的缓冲液 ( 平衡的 &D4=N)I#4"D;A3$4 疏水柱（)6*@+ M -*@+，凝胶

为 &D;A+;@<; 产品），进行疏水层析，酶蛋白先用 1 倍床体积的含 1*E饱和硫酸铵的缓冲液

( 洗脱至 !-K*不变，再用 )**+, 含 1*E饱和硫酸铵的缓冲液 ( 和 )**+, 不含硫酸铵的同

一缓冲液进行梯度洗脱，最后有 -**+, 缓冲液 ( 洗脱，流速为 -61+,B+<=，-+<= 收集 ) 管。

收集具酶活性部分酶液，并浓缩至 -+,，进行 #4"D;@AN) #I)** 分子筛层析（)6*@+ M )**@+，

凝胶为 &D;A+;@<; 产品），用缓冲液 ( 洗脱，流速为 *69+,B+<=，/+<= 收集 ) 管，对收集的活

性部分酶液用 #’#I聚丙烯酰胺凝胶电泳确认纯度。

! %& 蛋白质分子量测定

采用 )-61E#’#I&(CL 和凝胶过滤层析法［))］，标准蛋白为 &D;A+;@<; 生产的小分子量

标准蛋白。#’#I聚丙烯酰胺凝胶电泳中蛋白质用考马斯亮蓝 OI-1* 染色；凝胶过滤层析

采用 #4"D;@AN) #I)**。

! %’ 糖染色

采用过碱酸I#@D<PP 试剂染色［)-］。

! %( 蛋白质含量测定

蛋白质含量测定采用 QA;?P3A? 法［)9］，以牛血清白蛋白为标准蛋白。

# 结果

# %! 酶的纯化及鉴定

#"!"! ’L(LI#4"D;A3$4 R;$S R53T 阴离子交换层析：K1*+, 粗酶液经 0*E硫酸铵沉淀、透析

后得到 1*+, 酶液，进行 ’L(LI#4"D;A3$4 层析，结果如图 ) 所示。共有 / 个蛋白峰，其中前
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! 个峰均有内切!"葡聚糖酶活性，但峰""# 为杂蛋白峰，峰""! 酶的活性较低，故对峰""
$ 进行进一步的纯化（约 %&’(）。

图 ! "#$#%&’()*+,-’ .*-/ .0,1 层析图谱

)*+,# -./0’120+/13.4 05 678096::;:1<6 07 =>?>"@63.1/0<6 )1<2 ):0A
（!）!$BC；（"）-D-1<6,

23!32 E.674#"@63.1/0<6 层析：经 E.674#"@63.1/0<6 层析后，得 ! 个蛋白峰，如图 $ 所示。峰#"
# 和#"! 的洗脱液不具酶活性；收集峰#"$ 中含酶活性部分酶液（约 FC’(），进一步纯化。

图 2 4)’56!%&’()*+,-’ 层析图谱

)*+,$ -.0/’120+/13.4 05 678096::;:1<6 07 E.674#"@63.1/0<6 )1<2 ):0A
（!）!$BC；（"）-D-1<6,

表 ! ! 7 "#$%&’(#)*$ 内切!%葡聚糖酶的纯化

G1H:6 # E;/*5*912*07 05 678096::;:1<6 5/0’ " , #$%&’()$*+%

@263
G021: I0:;’6

J’(

G021: 3/026*7

J’+

@?

J（KJ’+）
G021: 192*I*24

JK

L*6:8

JM

E;/*5*912*07

50:8<

-/;86 6N2/192 B&COCC %CPOF& &O!! !$FBO!Q #CCOCC #OCC
QCM（RSF）$@TF &COCC F&O$& #$O%F &%BOBC #QO&# $O!Q
=>?>"@63.1/0<6 %&OCC POQ& FPO$& FBCO#P #FOQB POF#
E.674#"@63.1/0<6 FCOCC FOCC %!OBC $&&O$ QOB% ##OPQ
@63.19/4# @"#CC #COB !O$C BPO&C #FCO!C FO!$ #%OQP
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!"#"$ !"#$%&’()!*)++ 分子筛层析：层析后得 , 个洗脱峰，经酶活测定峰!*) 为酶蛋白

峰；峰!*, 为其它蛋白峰。对收集约 )+-./0 酶液进行活性测定、!1!*聚丙烯酰胺凝胶电

泳确认为均一的内切"*葡聚糖酶。整个纯化过程见表 )。内切"*葡聚糖酶相对于粗酶液

纯化 )2-34 倍，酶比活力由 5-6678/9 高到 .4-5+78/9，酶回收率为 :-6,;。分子筛层析如

图 6 所示。

图 $ %&’()*+,# %-#.. 分子筛层析图谱

<=9>6 ?$@’/%A@9’%#$( @B "CD@&"EEFE%G" @C !"#$%&’() !*)++
（!）!,.+；（"）?H?%G">

图 / 内切!-葡萄糖酶的 %0%-1234 和

糖染色图谱
<=9>: !1!*IJKL #%A"’C @B "CD@&EEFE%G" %CD

#%A"’C @B 9E(&@#’@A"=C GA%=C=C9
J-!1J*IJKL ?@@/%GG==" M’=EE=%CA MEF" GA%=C=C9>

0=BA -H@E"&FE%’ N"=9$A /%’O"’G；
P=9$A-IF’=B="D "CD@&EEFE%G"；

M-KE(&@#’@A"=C GA%=C=C9 @B #’@A"=C>

! 5! 酶的一般性质

!"!"# 酶的分子量：采用 !1!*聚丙烯酰胺凝胶

电泳测定酶的分子量，如图 :*J 所示，该酶的分

子量约为 23-.O1；采用凝胶过滤层析法测得该

酶的分子量为 24-.O1，说明该酶为单聚体，分子

量介于 23-.OD Q 24-.O1 之间。如图 :*M 所示，

该酶是一种糖蛋白酶。

!"!"! 反应最适温度：在不同温度下测定酶活

性，如图 5*J。酶反应的最适温度为 2+R。

!"!"$ 反应最适 #S：在不同 #S 的醋酸缓冲液、

磷酸缓冲液、T’=G*S?E 缓冲液中测定酶的活性，

结果如图 5*M 所示。酶反应的最适 #S 为 :-+ Q
:-5。

!"!"/ 酶 的 热 稳 定 性：将 酶 液 与 +-:/@E80
#S5-+ 醋酸缓冲液在不同的温度下分别保温不

同的时间后，立即在 +R 冰箱中冷却，然后在

5+R 下 测 酶 活，以 未 经 保 温 处 理 的 酶 活 为

)++;，结果如图 2*J。 " > #$%&’()$*+% 内切"*葡
聚糖酶具有较高的热稳定性，在 2+R条件下是

稳 定 的 ；.+R 的 半 衰 期 为,5/=C；4+R 保 温
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!"#$%，还有 &’(的原酶活性。

图 ! 温度（"）和 #$（%）对 ! & "#$%&’(#)*$ 内切!’葡聚糖酶活性的影响

)$*+’ ,--./0 1- 0.#2.34053.（6）4%7 28（9）1% 0:. 4/0$;$0< 1- .%71/.==5=4>. -31# ! + "#$%&’(#)*$

()()! 酶的 28 稳定性：将适量酶液与不同 28 缓冲液在 ’"?下预处理 & 小时后，调整 28
为 ’@"，标准条件下测酶活，结果如图 AB9。在 28C@" D ’@" 之间 ! + "#$%&’(#)*$ 内切!B葡聚

糖酶较稳定；在 28E 时，剩余酶活为 !"(，说明该酶耐酸性。

图 * ! & "#$%&’(#)*$ 内切!’葡聚糖酶的热稳定性（"）和 #$ 值稳定性（%）

)$*+A F$%.0$/> 1- 0:.3#1>04G$=$0<（6）4%7 28（9）1- .%71/.==5=4>. -31# ! + "#$%&’(#)*$

()()* 不同金属离子对酶活性的影响：在酶与底物反应的条件下，加入不同的金属离子，

使其终浓度为 "@"’#1=HI，以不加金属离子的酶活为 &""(，测定其酶活，结果见表 !。J4K

对酶有激活作用；).! K 、6*K 对酶有显著的抑制作用；L4! K 对酶活的影响不大。

表 ( 各种金属离子对 ! & "#$%&’(#)*$ 内切

!’葡聚糖酶活性的影响

M4G=. ! ,--./0 1- 7$--.3.%0 #.04==$/ $1%> 1% .%71/.==5=4>.

4/0$;$0< -31# ! + "#$%&’(#)*$

N.04==$/

$1%

O.=40$;.

4/0$;$0<H(

N.04==$/

$1%

O.=40$;.

4/0$;$0<H(

L5! K &"@" P%! K &Q@’
L4! K E"@’ 94! K RE@R
N%! K CA@R FK CS@R
N*! K &!@! 6*K &@""
).! K "@"" J4K &&Q@’

表 + ! & "#$%&’(#)*$ 内切!’葡聚糖酶的

底物特异性

M4G=. R T5G>0340. >2./$-$/$0$.> 1- .%71/.==5=4>. -31#

! + "#$%&’(#)*$

T5G>0340. 6/0$;$0<H+,’C"

LNLBJ4 "@Q&

T4=$/<=$/ 4/$7 "@"R

)$=0.3 242.3 "@’&

L3<>04==$%. /.==5=1>. "@""

U.V4W.7 /1001% "@&!
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!"!"# 酶的底物特异性：在标准条件下，用 !"的不同底物与酶液反应。结果如表 # 所

示，内切!$葡聚糖酶对羧甲基纤维素钠的活性最高，滤纸次之；对脱脂棉有一定的水解作

用，而对结晶纤维素没有水解能力。

$ 讨论

嗜热真菌同中温真菌（%&’()*+,+- ./01+）一样，产生的纤维素酶也具有多样性［2］，如嗜

热真菌 !"#$%&’( $)*&’+)*［!3，!4］和 ,(’(-&#.%+* +#+-*&)$$［!5］产生的内切!$葡聚糖酶就分别具有

6 和 3 种不同组分。从纯化过程中（图 !）可以发现，/ 7 01+-#&21$’+ 分泌的内切!$葡聚糖酶

至少包含 # 种组分。本研究经过硫酸铵分级沉淀、89:9$;&)*<=(’& ><’? >,(@ 阴离子交换层

析、A*&0B!$;&)*<=(’& 疏水层析、;&)*<-=B! ;$!CC 分子筛层析等，分离纯化了 / 7 01+-#&21$’+
分泌的内切!$葡聚糖酶的一个主要组分（其它组分因含量较少，在相同的实验条件下未能

纯化）。

D</E/ 等首次从 / 7 01+-#&21$’+ 中分离纯化到的一个内切!$葡聚糖酶组分，其纯化倍

数为 64，回收率为 6F5"，但整个纯化步骤较复杂［!2］。本研究得到的内切!$葡聚糖酶组

分，纯化倍数为 !5F2G，回收率为 3F#6"，比较而言，纯化倍数较低，但纯化步骤简单易行。

将这两个由不同实验室按不同方法分离纯化的内切!$葡聚糖酶组分进行比较，发现其主

要性质有很大的差异。前者的分子量为 52FHI8 J 5GFHI8，最适反应 )K 为 3FC J 3F4；后者

相应的为 #5I8 和 5。由此可见，它们是 / 7 01+-#&21$’+ 分泌产生的内切!$葡聚糖酶的两个

不同组分。

由图 3 可知，所纯化的内切!$葡聚糖酶，与 L=+-*(M&=%< N+=+M& :!C［!H］产生的内切!$葡
聚糖酶一样，都是糖蛋白。此外，该酶对结晶纤维素没有活力，这与严岩等认为纯的内切

!$葡聚糖酶对晶体纤维素没有水解能力的观点相符，这就进一步证明该酶为内切!$葡聚

糖酶。

该酶的反应最适温度为 5CO，位于嗜热真菌内切!$葡聚糖酶的反应最适温度为 44O
J HCO的范围内，与 D</E/ 等报道的结果一致，但高于来自嗜热真菌 ! 7 $)*&’+)*［!3，!4］和中

温真菌 ,-$%1&3+-#( 4$-$3+!3#!［!G］的内切!$葡聚糖酶，低于嗜热真菌 , 7 +#+-*&)$$［!4］和 ,1+-5
#&(*%" *("-()0$(%"* 产生的内切!$葡聚糖酶。

本研究分离纯化的内切!$葡聚糖酶具有较高的热稳定性和耐酸性，高温强酸条件下

可以长时间保存，活力损失很少。如在 GCO下保温 6C%+0 还有 !4"的活性。预示着该酶

有稳定的蛋白质高级结构，将是研究蛋白耐热机制的良好材料；同时也是进行纤维素酶作

用机制研究和纤维素酶工业化生产的最佳材料之一。关于基因克隆方面，目前，已有对其

他嗜热真菌纤维素酶相关工作的报道［!2，6C］；但尚未见有关 / 7 01+-#&21$’+ 内切!$葡聚糖酶

基因克隆的报道。本实验室下一步将开展这方面的研究。
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