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毛壳霉内切菊粉酶的纯化与性质
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摘 要：毛壳霉（!"#$%&’()’ >G)）HI! 发酵液经硫酸铵分级沉淀、*:J:7纤维素 %% 离子交换层析、K7L+GE4/’>+ 34>F
3(’M 离子交换层析、L+GE4,/N( L7#$$ 凝胶过滤、OE+=’( L+GE4/’>+1P QO 疏水层析，得到电泳纯的内切菊粉酶组分，纯化

倍数为 I$R6 倍，活力回收率为 BRBS。用 L*L7OJT: 测得该酶亚基的分子量为 ""U*。菊粉酶的最适 GQ 为 "R$，最适

温度为 8$ V 88W。菊粉酶在 8$W以下，GQ8R$ V 6R$ 时较稳定。HA# X 完全抑制酶的活性，P=# X 、Y=# X 、3+# X 、:*1J 以

及 0ZL（07./’-’>A,,;=;-;[+，07溴代丁二酰亚胺）对该酶有很强的抑制作用。该酶对菊粉有较强底物专一性，产物主

要为低聚果糖，也可作用于蔗糖，\2L 值为 #$。以菊粉为底物时，*- 为 $R%99--’(2]，+-45为 %%8!-’(2（-D·-;=）。
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菊粉酶（\=A(;=4>+）是一种催化水解菊粉中"7#，

%7呋喃果糖苷键的水解酶。自然界中许多微生物都

能够产生水解菊粉的酶。菊粉酶按作用方式分为外

切菊粉酶和内切菊粉酶两类。通常用 \2L 值的大小

表明菌所产菊粉酶的特性，\ 是以菊粉作底物时的

酶活力，L 是以蔗糖作底物时的酶活力。一般认为

当 \2L ^ %$ 时，酶表现为内切活性。外切菊粉酶（:57
’;=A(;=4>+）能从菊粉分子末端逐一切下单个果糖，产

物是果 糖 和 少 量 葡 萄 糖。内 切 菊 粉 酶（:=[’;=A(;7
=4>+）常来源于真菌［% V I］，它从菊粉分子内部随机切

断某个"7#，%7呋喃果糖苷键，产物主要为低聚果糖。

低聚果糖在消化道能促进双歧杆菌的繁殖，从而抑

制病原菌的活动［!］。低聚果糖以其优越生理性能，

日益得到人们的广泛重视。此前国内关于内切菊粉

酶的研究报道很少。本文报道从菊芋根系土样中分

离到的毛壳霉菌株产生的内切菊粉酶的分离纯化及

其性质研究。

! 材料和方法

!"! 菌株和培养

毛壳霉菌 HI!，由本实验室筛选得到。发酵培

养基成分：菊芋粉 #D，磷酸氢二铵 $R!D，水 %$$-]。

8$$-]三角瓶中加入 %$$-] 上述培养基，I8W液态

发酵 I[，达到产酶高峰。培养物滤液即为粗酶液。

!"# 菊粉酶的纯化

!"#"! 硫酸铵沉淀：在 !W下，滤液用 #$S饱和度硫

酸铵沉淀后，%$$$$/2-;= 离心除杂蛋白，用 "8S饱和

度硫 酸 铵 析 出 菊 粉 酶，将 沉 淀 溶 于 少 量 GQ"R$
$R$#-’(2] 04#QO_!704Q#O_! 缓冲液中，进行彻底透

析。

!"#"# *:J:7纤维素 %% 离子交换层析：将上述所得

酶液 加 到 已 用 GQ"R$ $R$#-’(2] 04#QO_!704Q#O_!

缓冲液平衡过 *:J:7纤维素柱（#R",- ‘ #$,-）上，用

含 $R%-’(2]、$R#-’(2]、$RI-’(2]、$R8-’(2] 04H( 的上

述缓冲液分级洗脱，合并有酶活性组分。

!"#"$ K7L+GE4/’>+ 34>F 3(’M 离子交换层析：操作步

骤同 %R#R#。

!"#"% L+GE4,/N( L7#$$ 凝胶层析：将步骤 %R#RI 得到

的酶活性部分用小柱（IR8-]，%$a，O4((7T+(-4= 产

品）浓 缩，加 到 预 先 用 GQ"R$ $R$#-’(2] 04#QO_!7
04Q#O_! 缓 冲 液 平 衡 的 L+GE4,/N( L7#$$ 层 析 柱

（%R",- ‘ 9$,-）上，用同样的缓冲液洗脱，合并有酶

活性部分。

!"#"& OE+=’( L+GE4/’>+1P QO 疏 水 层 析：将 步 骤

%R#R! 所得酶活性部分对含 #-’(2] 硫酸铵的 GQ"R$
$R$#-’(2] 04#QO_!704Q#O_! 缓冲液透析，得到的透

析液加到预先用上述透析液平衡好的 OE+=’( L+GE47
/’>+1P QO 柱（%-]，预装柱为 OE4/-4,;4 产品）上，先用

上述缓冲液洗柱，后用含 %、$R8、$R#、$R$8、$R$#-’(2]
硫酸铵的上述缓冲液分级洗脱，合并酶活力组分。

!"$ 酶活力的测定

取适当稀释的酶液 8$!]，加到 !8$!] 用 GQ"R$



!"#$%&’( )*+,-./0)*,+-./ 缓冲液配制的 +1的菊

粉（234$* 产品）溶液，567恒温水浴 6!$38，置 #!!7
沸水浴中 #!$38，中止反应，取出迅速冷却，然后采

用 6，50二硝基水扬酸法［5］测定还原糖。在上述条

件下每分钟水解菊粉，产生 #!$%& 还原糖（以果糖

计）的酶量定义为 # 个酶活力单位（9）。

!"# 电泳分离

参照文献［:］，分离胶浓度为 #!1，2;20-<=>
后用考马斯亮蓝 ?0+5! 摇床染色 +@。

!"$ 蛋白含量测定

采用 AB*CD%BC 法［E］，用牛血清白蛋白为标准。

!"% 菊粉酶水解菊粉的产物分析

产物分析采用薄层层析法。展开剂为正丁醇 F
冰醋酸 F水 G /：+：#，显色剂为苯胺0二苯胺［H］。

& 结果

&"! 菊粉酶的纯化

毛壳霉菊粉酶的纯化结果见表 #。粗酶液（I’2
为 +!）经 ;><> 纤维素离子交换层析，所得活力组分

是未吸附的穿透峰，收集内切菊粉酶活力组分。此

酶活力组分用做下一步的 J02KL@*B%MK N*MO N&%P 离

子交换层析，将上述浓缩组分进一步用 2KL@*QBR& 20
+!! 凝胶层析柱分离，收集活性部分应用到 -@K8%&
2KL@*B%MK 疏水层析柱上，得到一个具有内切菊粉酶

活力蛋白峰。所得到的酶比活力为 #H/":9’$4，纯

化倍数为 6!"H，活力回收率为 E"E1，该酶样品纯化

后 I’2 仍为 +!。变性聚丙烯酰胺凝胶电泳检测为一

条电泳带（图 #），亚基分子量为 ::S;。

表 ! 毛壳霉内切菊粉酶的纯化

T*U&K # -VB3D3Q*O3%8 %D K8C%38V&38*MK DB%$ !"#$%&’()’ MLW
2OKL T%O*& <QO3X3OR’9 T%O*& LB%OK38’$4 2LKQ3D3Q *QO3X3OR’（9’$4） -VB3D3Q*O3%8 D%&C <QO3X3OR R3K&C ’1

YV&OVBK D3&OB*OK 6#!! 5#H"! :"! #"! #!!"!
（),/）+2./ DB*QO3%8*O3%8 +!E+ +:Z"! E"E #"6 ::"H

;><>0QK&&V&%MK #/!! /!"! 65"! 5"H /5"+

J02KL@*B%MK N*MO D&%P :/! :": ZE"! #:"+ +!":

2KL@*QBR& 20+!! 5E: /"H #+!"! +!"! #H":

-@K8%& 2KL@*B%MKT[ ,- +/! #"6 #H/": 6!"H E"E

图 ! 各步纯化产物的电泳图谱

N34W # T@K K&KQOB%L@%BKO3Q L*OOKB8M %D LB%OK38M 38 O@K C3DDKBK8O MOKLM %D

LVB3D3Q*O3%8 %8 2;20-<=>

#" YV&OVBK D3&OB*OK；+" ;><>0QK&&V&%MK DB*QO3%8；6" J02KL@*B%MK N*MO

N&%P DB*QO3%8；/" 2KL@*QBR& 20+!! DB*QO3%8；5" -@K8%& 2KL@*B%MKT[ ,-

DB*QO3%8W

&"& 菊粉酶的基本性质

&"&"! 温度对菊粉酶活力和稳定性的影响：上述反

应系统中，于 65 \ :!7 分别测定酶活力。结果显

示，最适作用温度为 5! \ 557。将酶液在不同温度

（+! \ :!7）下保温 6!$38，然后测定残留酶活力。结

果表明此菊粉酶在 5!7以下较稳定，超过 5!7酶活

性急剧下降，:!7时酶活性完全丧失。

&"&"& L, 对菊粉酶活力和酶稳定性的影响：将酶

液分别加在 L,/"! \ 5"5 ,<Q0)*<Q 缓冲液及 L,:"!
\ H"! )*+,-./0)*,+-./ 缓冲液配制的菊粉中，结果

表明菊粉酶的最适作用 L, 为 :"!。将酶在不同 L,
缓冲液中于 6!7保温 6!$38 后测定酶活性，结果显

示，该菊粉酶在 L,5"! \ H"! 范围内较稳定。

&"&"’ 菊粉酶对不同底物的作用：在 567，L,:"!
反应条件下，分别以纯菊粉、粗菊糖、蔗糖、棉子糖和

松三糖为底物测酶活力。结果显示，该菊粉酶对纯

菊粉、粗菊糖和蔗糖都有作用；不作用棉子糖，也不

作用松三糖，这一结果与 ?%84 等［Z］报道一致，与其

他来源的内切菊粉酶不同［#!］。

&"&"# 金属离子、>;T< 和 )A2 对酶活力的影响：

在酶反应液中分别加入不同的金属离子（大部分为

金属 离 子 的 氯 化 物）使 其 终 浓 度 为 #$$%&’( 和

5$$%&’(。表 + 显示：YV+ ] 在所检测范围完全抑制酶

的活性，[8+ ] 也有很强的抑制作用；̂ 8+ ] 、NK+ ] 和

>;T< 在终浓度 5$$%&’( 对酶活性也有强的抑制作

用；氧化剂 )A2 在所检测范围几乎完全抑制酶的活

性；其余离子在检测范围对酶活力没有显著影响。
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表 ! 一些化学试剂对酶活力的影响

!"#$% & ’((%)* +( ,%*"$ -+./，’0!1 ".2 345 +. %.67,% ")*-8-*7

9%*"$ -+./
:%$"*-8% ")*-8-*7 "/ "((%)*%2 #7 *;% )+.)%.*<"*-+.=>

?,,+$=@ A,,+$=@

3"B ?C&D& EFDG

HB FFDG GIDF

J"& B ?CKDK EFDG

9L& B GIDF FFDG

9.& B KKDK &&D&

JM& B C C

N.& B FADI KIDF

O%P B EFDG GIDF

O%& B EFDG I&D&

J+& B ?CGD? G&DP

345 KDA &D?

’0!1 GPDP PPDP

!"!"# 菊粉酶的动力学特征：固定菊粉酶的量，以

不同浓度菊粉溶液为底物，测定酶反应速度。采用

@-.%Q%"8%<R4M<S 作图法，求得毛壳霉菊粉酶对菊粉的

!, 为 CD?EE,,+$=@，","T为 ??A!,+$=（,L·,-.）。

!"!"$ 产物鉴定：用薄层层析进行产物鉴定（图 &）。

菊粉酶水解菊粉，在不同的水解时间内，产物主要为

低聚果糖和少量果糖，低聚果糖的量随着水解时间的

延长而增加。可以确认该菊粉酶为内切菊粉酶。

图 ! 菊粉酶水解菊粉的产物分析

O-LU& 1."$7/-/ +( *;% ;72<+$7*-) V<+2M)*/ +( -.M$-. #7 -.M$-."/%/

? W AD :%")*-+. *-,% -/ C，CDA，?，&，P;，<%/V%)*-8%$7；ID /* U O：O<M)*+/%；

5：5M)<+/%U

% 讨论

在本工作中，从毛壳霉中纯化得到一个菊粉酶

组分，虽然菊粉酶纯化的研究已有很多报道，但还没

有从毛壳霉中分离纯化的报道。该酶经变性聚丙烯

酰胺凝胶电泳检测为一条电泳带，亚基分子量为

IIS0，与其他来源的内切菊粉酶大小相近［&，??］。通

过产物薄层层析分析，表明该菊粉酶降解菊粉的产

物主要为低聚果糖和少量果糖，说明该酶为内切菊

粉酶。氧化剂 345 在所检测的范围几乎完全抑制

酶的活性，说明菊粉酶的活性中心可能有色氨酸残

基存在［?&］。

据报道，大多数内切菊粉酶缺少转化酶活性，然

而本研究中纯化出的内切菊粉酶，除有菊粉酶活性

外，还有转化酶活性，9+M//" 和 X")YM%/［?P］也曾得到

过类似的研究结果。该酶的作用机理和特性还有待

进一步研究。
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