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灰色链霉菌 !"#$%溶菌酶 !$的纯化及性质研究

赵 昕 任光文 屠晓平 张玉臻"

（山东大学微生物技术国家重点实验室 济南 $5%&%%）

摘 要：通过硫酸铵分级沉淀，FG4H,I<8A,J F45%、FG4H,I<80(@, K8@L K)(E离子交换层析及 H,I<4
8A,J M4C5凝胶过滤层析，从灰色链霉菌（ !"#$%"&’()$* +#,*$-*）NO4&C的发酵上清液中得到了电
泳纯的溶菌酶 N&，回收率 #P36Q。测得该酶分子量和等电点分别为 &#P3R+和 6P&%，作用于
变链球菌（!"#$%"&)&))-* ’-"./*）S=>/09LL的最适温度和 IT分别为 C%U和 #P#。N&酶在 5%U以下
及 IT# V 6 的范围内保持稳定，#%U保温 &<，残存酶活 $%P"Q。G>$ W 对酶有激活作用，而

X=$ W、FB$ W、K,$ W、FA$ W、Y/$ W则使酶完全丧失活性，螯合剂、盐酸羟胺、碘乙酸抑制酶活，!4巯基
乙醇及表面活性剂则对溶菌有部分促进作用。N&酶溶菌谱广泛，对多种卵清溶菌酶不能作
用的 MW、M4细菌均有溶解能力，对变链球菌、金黄色葡萄球菌（ !".%0(1&)&))-* .-#$-*）、乳杆菌
（2.)"&3.),11-*）等则呈现高活性。
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溶菌酶（\8-L,09():L9- ,=;:.,），又称细胞壁水解酶，专门作用于细菌细胞壁的骨架物质
———肽聚糖。按照对肽聚糖作用位点的差异，溶菌酶可分为作用于聚糖链的胞壁质酶

（GB08.9A8@,）、作用于肽桥的内肽酶（7=A(I,IL9A8@,）以及作用于连接聚糖链与肽桥间酰胺
键的 44乙酰424丙氨酸酰胺酶［&］（448-,L:).B08.(:)424 8)8=9=, 8.9A8@,）。由于具有直接杀菌
作用，溶菌酶常被用作杀菌剂。作为一种蛋白质，它与化学杀菌剂、抑制剂相比，安全性能

高，且只作用于细菌细胞壁，不分解其他营养物质［$］。目前常用的卵清溶菌酶（T,= ,>>4
E<9L, ):@(;:.,）已作为一种工具酶广泛应用于生产、科研，但很多 MW细菌如金黄色葡萄球

菌、变链球菌及多数 MD 细菌对卵清溶菌酶呈非敏感性，极大限制了它的进一步应用［&］。

本文从灰色链霉菌 NO4&C中分离得到的溶菌酶 N&，属胞壁质酶，能够作用于多种卵清溶
菌酶不能分解的 MW、MD细菌，溶菌谱广泛，且对牙菌斑主要构成菌群———变链球菌、乳杆

菌及医院中主要致感染菌———金黄色葡萄球菌具有高溶解活性，在龋病的预防及病原感

染菌的控制等方面有独特的前景。本文报道了该酶的纯化过程及部分理化性质。

$ 材料和方法

$&$ 主要仪器和试剂
层析设备、等电聚焦电泳系统为 Y<80.8-98公司产品，一般电泳系统为 \9(4N8A公司产

品。FG4H,I<8A,J F45%、FG4H,I<80(@, K8@L K)(E、H,I<8A,J M4C5等层析介质均为 Y<80.8-98原



装。牛血清白蛋白、低分子量蛋白 !"#$%#（分子量范围 &’(’ ) *’(+$,）、两性电解质载体
（-./(0 ) &1）为国产分析纯。
!"# 菌种和培养
灰色链霉菌（!"#$%"&’()$* +#,*$-*）234&+、变链球菌（ !"#$%"&)&))-* ’-"./*）均为本室保存

菌株，其中变链球菌 5678#9::为国际标准菌株，文中除“2&酶的溶菌谱”部分外，其他部分
采用的底物均为此菌株培养物。其他指示菌由山东大学生命科学学院菌种室保存。有关

234&+溶菌酶粗制品及各种指示菌悬液的制备参见文献［/］。
!"$ 溶菌活力测定

2&酶活力测定［/］：将 &;<适当稀释的 2&酶及适量指示菌悬液加入 0;< 0;;=>?<的
醋酸4醋酸钠缓冲液（-.0(@）中，使上述混合体系的 010A1在 1(+ ) 1(A 之间，00B保温

&1;96，测定 &1;96前后的 010A1变化。每分钟使反应液浊度降低 1(11&个 010A1单位的酶

量定义为一个酶活单位，酶活（C?;<）D（011;96401&1;96）E &111 E稀释倍数?&1，这样得到的
结果减去经煮沸灭活处理后酶液的酶活即为真实酶活的数值。

卵清溶菌酶活力测定根据 FGH7"#等［’］的方法稍加改进：取 &;<适当稀释的卵清溶菌
酶（F97;"）及适量指示菌悬液加入 0;< 1(&;=>?< IJF（-.@(0）中，使混合体系 01’01为 1(+
左右，/1B保温 &1;96，测定 &1;96前后的 01’01变化。活性单位定义与计算同 2&酶。

!"% 蛋白含量测定
按 <=K#L等［0］的方法测定，以牛血清白蛋白作为标准蛋白。

!"& 电泳分析
酶的纯度及分子量测定采用 F,F4IMNO方法进行：分离胶浓度 &PQ，浓缩胶浓度 0Q。

等电点测定采用等电聚焦电泳（5OR）。

# 结果和分析

#"! 溶菌酶 ’!的分离纯化
#"!"! 硫酸铵分级沉淀与透析脱盐：采用硫酸铵 P0 ) +1Q饱和度分级沉淀 234&+溶菌酶
粗制品，沉淀用少量 0;;=>?< IJF（-.+(0）溶解，置截流量 &1111的透析袋中 ’B条件下对
0;;=>?< IJF（-.+(0）充分透析。
#"!"# S!4F%-G"T%U S401离子交换层析：上一步透析液加样 S!4F%-G"T%U S401 柱（P(@V;
E P0V;），以 0;;=>?< IJF（-.+(0）洗约 0个柱床体积，采用 1 ) 1(@;=>?< W"S>线性梯度洗
脱，流速控制 &A;<?G。目的蛋白———溶菌酶 2&在 W"S>浓度约 1(&0;=>?<处得到洗脱。
#"!"$ S!4F%-G"#=X% R"X: R>=K离子交换层析：2& 蛋白峰收集，’B条件下对 0;;=>?< IJF
（-.+(P）充分透析后，上已被相同缓冲液充分平衡的 S!4F%-G"#=X% R"X: R>=K柱（&(1V; E
&1V;），采用 1 ) 1(P;=>?< W"S> 线性梯度洗脱，流速控制 P’;<?G，2& 酶在 W"S> 浓度约
1(&P;=>?<处得到洗脱。
#"!"% F%-G"T%U N4+0凝胶过滤层析：将上步所得 2&酶样品置透析袋中以 IONP1111浓缩
约 P1倍，’B条件下对 0;;=>?< IJF（-.+(0）充分透析后，加样到已被相同缓冲液充分平衡
的 F%-G"T%U N4+0柱（&(@V; E &11V;）上，以 0;;=>?< IJF（-.+(0）洗脱，流速控制 *;<?G，收
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集有活性的部分。

经过上述步骤，样品 !"!#$%&’显示单一条带（图 (），纯化过程中蛋白含量及 )(酶对
! * "#$%&’ +,-./011的活力变化见表 (。

表 ! 灰色链霉菌 "#$!%溶菌酶 "!的纯化
23.45 ( $6/07083109, 97 .3815/094:108 5,;:<5 )( 7/9< ! * ()*’+#’ )=#(>

!15?
29134

?/9150,@<-

29134

3810A01:@ B (CDE

!?580708

3810A01:@（E@<-）
%810A01: /589A5/:

@F

$6/07083109,

794G

H/6G5 5I1/381 JKLC DLC MKNJ (CC (

%<<9,06< O647315 >CJ KK( D(J PDN( DNM(

HQ#!5?R3G5I H#LC SNJL JPNL JSK( (DND LSN>

HQ#!5?R3/9O5 TT DNMK DPNK SJ>P (CND ((L

!5?R3G5I &#>L KND> KJN( (C(PS PNMS (KD

图 ! 溶菌酶 "!的
&’&$()*+图谱
T0-*( !"!#$%&’ 97

.3815/094:108 5,;:<5 )(

(NQ3/U5/；

KNV3815/094:108 5,;:<5 )(*

,-, 酶的性质
,-,-! 分子量和等电点：采用 !"!#$%&’法测定酶的分子量约
为 (PNMU"（图 (）。+’T法测定酶的等电点约为 SN(C。与大部
分溶菌酶类似，)(酶也是一种低分子量的碱性蛋白质。
,-,-, 最适反应温度及热稳定性：在 CW X (CCW之间测定 )(
酶在 L<<94@Y醋酸#醋酸钠缓冲液（?ZLNP）中对 ! * "#$%&’ +,-#
./011的最适作用温度及酶的热稳定性。结果表明，)( 酶作用
于 ! * "#$%&’ +,-./011 的最适温度为 >CW。在对热稳定性上，
LCW保温 (R，)(酶残余酶活 MPNLF，PCW保温 (R，)(酶仅剩约
KCNDF的活力。与卵清溶菌酶相比，)(酶的热稳定性稍差。
,-,-. 最适作用 ?Z及 ?Z稳定性：反应体系为 L<<94@Y的广
泛范围 ?Z缓冲液及甘氨酸#盐酸、甘氨酸#氢氧化钠缓冲液，作
用温度为 >CW。)( 酶溶解 ! * "#$%&’ +,-./011 的最适 ?Z 为
PNP，在 ?ZP X S范围内 )(酶保持稳定（JW，KJR）。过酸、过碱
的环境不利于酶的活性保持，尤其是在酸性环境中，酶活性损

失很大，在 ?ZD的条件下，残余酶活仅为 KCF左右。但在甘氨酸#盐酸、甘氨酸#氢氧化钠
缓冲液中，?ZKNJ X DNP及 ?ZMNP X (CNJ的条件下 JW存放 KJR，)(酶并未见活力的损失。
,-,-/ 金属离子和化合物对酶活力的影响：调整反应体系中各金属离子、化合物终浓度
为 (<<94@Y，JW保持 (R，测定 )(酶对 ! * "#$%&’ +,-./011的溶解情况（表 K）。
在金属离子中，Q-K [对 )(酶有激活作用，H3K [、V3K [基本不影响酶活力，其他离子对

)(酶活力都有不同程度的抑制；从螯合剂 ’"2%、M#羟基喹啉、焦磷酸钠对酶活性的普遍
抑制来看，金属离子对酶活力的发挥是必须的；羰基抑制剂———盐酸羟胺，巯基抑制剂

———碘乙酸均能使酶丧失大部分活性，而!#巯基乙醇则有较强的激活作用，可初步推断酶
的活性中心含有羰基、巯基；各种离子及非离子型表面活性剂通过去除细菌细胞壁外的非

聚糖成分，均不同程度的促进了溶菌作用。
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表 ! 各种离子、化合物对酶活力的影响
!"#$% & ’((%)* +( ,+-% -%*"$ .+/, "/0 )+-1+2/0, +/ 34

5%*"$ .+/,6（4--+$67） 3%$"*.8% ")*.8.*9 +( %/:9-% 346; <+-1+2/0,6（4--+$67） 3%$"*.8% ")*.8.*9 +( %/:9-% 346;
5=<$& 4>? ’@!A B4CD
<"<$& DECE EFG90H+I9J2./+$./% D4C?
K/<$& ? L+0.2- 19H+1M+,1M"*% NNCE
<2<$& ? G90H+I9$"-./% M90H+)M$+H."% NECD
5/<$& E&CD 5+/+.+0+")%*.) ").0 N&C?
<+<$& O?CE &F5%H)"1*+%*M"/+$ 4OE
P"<$& DQCN L@L 44E
R%LSO ? !H.*+/ TF4??（?C4;） 4NE
<0LSO ? !U%%/FE?（?C4;） 4?B
A=VSN N4CE L+0.2- 0%+I9)M+$"*% 44O

W#（<GN<SS）& ? <+/*H+$ 4??

!"!"# 34酶的溶菌谱：收集各种 XY、XF细菌及酵母菌对数生长期细胞作为底物，测定 34
酶对它们的溶解活性，并把对溶壁微球菌 AL4C&BQ的活性定为 4??，与鸡卵清溶菌酶对相
同底物的活性进行了比较（表 N）。

表 $ %&酶的溶菌谱
!"#$% N P")*%H.+$9*.) ,1%)*H2- +( %/:9-% 34 +/ ,+-% #")*%H." "/0 9%",*,

5.)H++H="/.,-,
3%$"*.8% ")*.8.*96;

P")*%H.+$9*.) %/:9-% 34 G%/ %==FUM.*% $9,+:9-%
!"#$%#%##&’ ()’%*+",-"#&’ AL4C&BQ 4?? 4??
.-/01)(%#%##&’ /&$+&’ AL4C&E& OQ> ?
./$#"2/ (&-+/ AL4C4DN QC?D 4B
.-$+0-%#%##&’ #$+3%$"’ AL4CD &>? ?
.-$+0-%#%##&’ 4/+#/("’ AL4C4?4 QDC> B
5/#"((&’ ’&6-"("’ AL4CNNE ? B

AL4CEE &B4 &E
5/#"((&’ ’01/+$"#&’ AL4CDN? 4&O N>
5/#"((&’ 0&3"(&’ AL4CDO? 4>B 4&
7/#-%6/#"((&’ 6&(8/$"#&’ AL4C4OE& OE4 O
7/#-%6/#"((&’ 6$+9"’ AL4C4& >B4 ?
5$+9"6/#-+$"&3 /33%2"/8+2+’ AL4CD&> OD? ?
:’#1+$"#1"/ #%(" AL4C44&E EBCB ?

AL4CQQ ? ?
;’+&*%3%2/’ /+$&8"2%’/ AL4C44&D 44Q ?
<(#/("8+2+’ 4/+#/("’ AL4CD&O O4CQ ?
.-$+0-%#%##&’ 3&-/2’ Z/=#H.** OEB ?

5!E4OE B>N ?
PG! B>4 ?
GLF4 BN& ?

.-$+0-%#%##&’ ’%6$"2&’ S5K4QB BON ?
S5K4Q> BND ?

.-$+0-%#%##&’ *%=2+" 5(%&E O&& ?

./##1/$%3)#+’ #+$+9"’"/+ AL&C&D> ? ?
>/2*"*/ -$%0"#/("’ AL&C4??4 ? ?
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与卵清溶菌酶相比，!"酶具有较广的溶菌谱，对于变链球菌、金黄色葡萄球菌、产氨
短杆菌及两株乳杆菌表现出较强的溶解能力；对于 #$大肠杆菌 %&"’""()、铜绿假单胞菌
%&"’""(*，!"酶也有部分作用。延长作用时间至 (+，大部分菌株可以全部溶解。大肠杆
菌 %&"’,,、枯草芽孢杆菌 %&"’--)及两株酵母菌对 !"酶表现非敏感性。

! 讨论
对微生物溶菌酶的研究是从寻找比卵清溶菌酶溶菌谱更为广泛溶菌酶的过程中开展

起来的。目前，已发现多种有实用价值的微生物溶菌酶，研究较为透彻的有拟内串生孢霉

所产的 .+酶［/］，来源于球孢链霉菌 ")(*的 0"酶［,］及来源于天蓝色链霉菌的 .1223452［)］

等。这些溶菌酶溶菌谱普遍比卵清溶菌酶广泛，很多已商品化生产，并在食品防腐、龋病

及炭疽病的防治等方面有应用性报道［, 6 *］。但国内对微生物溶菌酶的研究与国外相比相

对落后，目前仅有少数几种微生物有产溶菌酶的报道，如球孢链霉菌 &")/［"7，""］和灰色链
霉菌 !8$",［-］等。本文从灰色链霉菌 !8$",发酵液中成功纯化得到了溶菌酶 !"，并对其
性质作了初步的了解。

溶菌酶 !"是一种低分子量的碱性蛋白质，溶菌谱较卵清溶菌酶及已报道的 .+酶、
0"酶、.1223452等广泛，对变链球菌、乳杆菌及金黄色葡萄球菌溶解能力强，对 #9 细菌如

大肠杆菌、铜绿假单胞菌也有作用。该酶的作用有菌株特异性，这体现在它对两株大肠杆

菌及两株枯草芽孢杆菌的活性差异上，表明 !" 酶对细菌细胞壁的细微结构高度敏感。
在 :;(’< 6 -’/ 及 :;)’/ 6 "7’< 的甘氨酸$盐酸、甘氨酸$氢氧化钠缓冲体系中 <=放置
(<+，!"酶活性保持不变，而在相同 :;的其他缓冲液中，酶活力下降 >7? 6 )7?，说明在
含有甘氨酸的酸性、碱性环境中，酶的活力易于保持，出现这种现象的原因正在进一步探

讨之中。激活剂和抑制剂的试验表明，该酶活性发挥需要金属离子的参与，酶的活性中心

可能含有巯基和羰基。而作为牙膏的主要添加成分———表面活性剂对酶有促进作用，可

以考虑将该酶作为牙膏添加剂，用于龋病的防治。在热稳定性能等方面，!"酶逊色于卵
清溶菌酶。作为一种天然蛋白，!"酶纯化的得率较低，这是限制其应用的障碍之一。通
过基因工程的手段，获得 !"酶高表达工程菌株，并从分子水平上改造酶基因，提高蛋白
的热稳定性能是今后本文研究的重点内容。
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《微生物学报》;<<?年征稿计划
为了适应我国生物科技飞速发展的需要，促进国内外学术交流，本刊 ;<<?年征稿的主要内容如下：
A3国家高技术研究发展计划项目（即国家“>=B计划”）和国家基础研究发展规划项目（即国家“!DB项

目”）

;3国家自然科学基金资助的重点基金项目、青年基金资助项目、杰出青年基金项目、地区基金项目
和面上资助项目以及省部级基金资助项目。

B3国家科技攻关项目及省部级科技攻关项目。
?3国际合作项目。
N3具创新性或有重大突破的基础和应用基础研究成果；对我国西部大开发具有重要学术价值和应

用价值的研究成果。

对于高水平的论文本刊将优先发表。欢迎投稿！欢迎订阅！欢迎提出宝贵意见！

B=D= 期 赵 昕等：灰色链霉菌 &GEAD溶菌酶 &A的纯化及性质研究




