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嗜热毛壳菌外切葡聚糖纤维二糖水解酶的纯化和部分性质研究

李亚玲，李多川"，滕芳超
（山东农业大学植物保护学院环境生物系 泰安 $/#%#0）

摘 要：研究液体发酵嗜热毛壳菌（!"#$%&’()’ %"$*’&+"(,)’）产生的一种外切葡聚糖纤维二糖水解酶的分离纯化及

特性。粗酶液经硫酸铵沉淀、C7174D)EF-+B=) (-=G (3BH 阴离子层析、D)EF-;+.3 D4#%% 分子筛层析、I D)EF-+B=) (-=G (3BH
强阴离子层析等步骤后获得凝胶电泳均一的外切葡聚糖纤维二糖水解酶。经 #$J5K DCD4L1M7 和凝胶过滤层析方

法测得该酶的分子量大小约为 ""J&NC- 和 "/J#NC-。该酶反应的最适温度和 EO 值分别为 "5P和 5J%。在 "%P以下

酶比较稳定，在 /%P酶的半衰期为 #F，在 0%P下保温 $%89? 仍具有 $%K的活性，该酶的热稳定性较中温真菌的同

类酶高，与国外报道的嗜热真菌的同类酶热稳定性接近。以 EQLR 为底物的 -8 值为 %J65"88B3ST。
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纤维素酶是生物转化纤维素过程中的一类复合酶系，包

括 & 类不同的互补酶：外切葡聚糖纤维二糖水解酶（#，!4!4C4
A3,;-? ;)33B*9BF.:+B3-=) 或 )UB4#，!4!4C4A3,;-?-=)，7R&> $> # > 6#）、

内切葡聚糖酶和!4葡萄糖苷酶［#］。在水解纤维素过程中，外

切葡聚糖纤维二糖水解酶主要作用于纤维素线性分子非还

原末端，水解!4#，!4糖苷键，每次切下一个纤维二糖分子［$］，

使结晶纤维素成为易溶解的非结晶纤维素，与其他酶组分具

有很强的协同作用，是水解天然纤维素必不可少的一类重要

酶，具有较高的应用研究价值。

到目前为止，外切葡聚糖纤维二糖水解酶在真菌上的研

究仍多以中温真菌为主，嗜热真菌（."$*’&+"(,(/ 0)12(）上的研

究很少。本实验室分离并鉴定的嗜热毛壳菌（ !"#$%&’()’
%"$*’&+"(,)’ R2$）是一种分布广泛的嗜热真菌，最适生长温度

为 !5P ’ 55P。该嗜热真菌产生的纤维素酶比中温真菌产

生的纤维素酶具更高的热稳定性，本实验室已经从嗜热毛

壳菌 !"#$%&’()’ %"$*’&+"(,)’ R2$ 上分离纯化内切葡聚糖酶

和!4葡 萄 糖 苷 酶［&，!］，国 外 从 另 一 嗜 热 毛 壳 菌 变 种 ! >
%"$*’&+"(,$ V-+ > /&+*&+"(,$ 上纯化了两种外切葡聚糖纤维二糖

水解酶［5］，但嗜热毛壳菌 !"#$%&’()’ %"$*’&+"(,)’ R2$ 的外切

葡聚糖纤维二糖水解酶的分离纯化至今未见报道。本文以

该菌为研究对象，从其发酵液中纯化了一种热稳定性高的外

切葡聚糖纤维二糖水解酶，并对酶的主要性质进行了研究。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌种：嗜热毛壳菌（!"#$%&’()’ %"$*’&+"(,)’）R2$ 由本

验室分离得到。

!"!"# 培养基：LC1 培养基［"］；微晶纤维素固体培养基（LC1
培养基中用微晶纤维素代替葡萄糖，其它成分与 LC1 培养基

相同）；含微晶纤维素液体培养基：每升含 #%A 微晶纤维素、

#J!A（QO! ）$ DW!、$A XO$LW!、%J&A R-R3$·$O$W、%J&A YADW!·

/O$W、#A 蛋 白 胨、%J5A 酵 母 浸 膏、#T 吐 温 0%、微 量 元 素

#8TST［/］。

!"!"$ 试剂：C7174D)EF-+B=)、D)EF-;+.# D4#%%、I D)EFB+-=) (-=G
(3BH凝胶和低分子量标准蛋白均为 LF-+8-;9- 产品。Z)-=G
)UG+-;G 为 WUB9: T2C 产品，EQLR、DCD、2+9=、27Y7C、丙稀酰胺均

购自 D9A8- 公司，微晶纤维素购自上海恒信化学试剂有限公

司（原上海试剂二厂），考马斯亮蓝 [4$5% 购自北京鼎国生物

技术发展中心。

!"# 培养条件

将菌种接种到含固体 LC1 培养基的培养皿中，5%P下培

养 & ’ !: 后，转接到含微晶纤维素固体培养基的培养皿中，

5%P下诱导培养 & ’ !: 后，取 $% 块直径 #;8 的菌块接种到含

有 5%8T 液体培养基的摇瓶中，共 $% 瓶。在水浴恒温摇床

（#$%+S89?、5%P）上培养 /:，用纱布过滤，将滤液于 0%%%+S89?
离心 #%89?，所得上清液即为粗酶液。

!"$ 酶活性测定

酶活性测定采用 EQLR 法。将 %J08T $J588B3ST EQLR 溶

液、%J$8T 适当稀释的酶液、%J#8T %J%58B3ST 的醋酸缓冲液

（EO 为 5J%）混合后，5%P下保温 &%89?，用 #K Q-$ RW& #8T 终

止反应，!#%?8 比色，以对硝基酚的生成量表示酶活力［0］。一

个酶活力单位（\）定义为每分钟水解 EQLR 产生 #8A 对硝基

酚所需的酶蛋白量。



!"# 酶的分离纯化

将提取的粗酶液用 !"#饱和度的硫酸铵沉淀 $%& 后，

!’’’()*+, 离心 $’*+,，收集沉淀，用适量的缓冲液 -（"’**./)0
1(+23456 缓冲液，74 值为 !8’）回溶，并在相同的缓冲液中透

析 $%&，!’’’()*+, 离心 9’*+,，取上清液。将上清液施于经缓

冲液 - 平衡好的 :;-;3<=7&>(.2= 柱（98’?* @ $’?*），酶蛋白

先用 " 倍柱床体积的缓冲液溶液 - 洗脱至 !$!’ 不变后，再用

9’’*0 缓冲液 - 和 9’’*0 含 ’8A*./)*0 B>5/ 的相同缓冲液进

行线性梯度洗脱，流速为 $8’*0)*+,，98"*+, 收集 9 管。将每

管进行活性测定，收集有外切酶活性的酶液。用聚乙二醇包

埋浓缩至 $*0，进行 <=7&>?(C9 <39’’ 分 子 筛 层 析（98’?* @
9’’?*），用缓冲液 - 洗脱，流速为 ’8%*0)*+,，$8"*+, 收集 9
管，将每管进行活性测定，收集有外切酶活性的部分酶液，继

续进行 D <=7&.(>2= E>2F E/.G 强阴离子交换柱层析（’8"?* @
9’?*），酶蛋白先用 " 倍柱床体积的缓冲液溶液 - 洗脱至

!$!’不变后，再用 !’*0 缓冲液 - 和 !’*0 含 ’8A*./)*0 B>5/
的相同缓冲液进行线性梯度洗脱，流速为 $8’*0)*+,，98"*+,
收集 9 管。将每管进行活性测定，收集活性部分，最后对收

集的具有活性的酶液用 <:<3H-I; 确认其纯度。

!"$ 蛋白质分子量测定

采用 9$8"# <:<3H-I; 和凝胶过滤层析法，蛋白质用考

马斯亮蓝 J3$"’ 染色；凝胶过滤层析采用 <=7&>?(C9 <39’’。

!"% 蛋白质含量测定

蛋白质含量测定采用 K(>LM.(L 法［N］，以牛血清蛋白为标

准蛋白测定。

& 结果和分析

&"! 酶的分离纯化

&"!"! :;-;3<=7&>(.2= E>2F E/.G 阴离子交换柱层析：将收集

的 !’’*0 粗酶液经硫酸铵沉淀，- 缓冲液回溶并透析后得到

约 O’*0 酶液，上柱到缓冲液平衡的 :;-;3<=7&>(.2= E>2F E/.G
柱进行阴离子交换层析，共得到 A 个蛋白峰，一个外切酶活

性峰，外切酶活力主要集中于第二个蛋白峰（图 93-）。收集

此峰活性较高的酶液（约 AO*0），进行下一步的纯化。

&"!"& <=7&>?(C/ <39’’ 分子筛层析：将 :;-;3<=7&>(.2= E>2F
E/.G 阴离子交换柱层析后酶活性高的管收集，用聚乙二醇浓

缩至约 $*0 进行分子筛层析，得到 " 个蛋白峰，两个外切酶

活性峰，外切酶活力主要集中于第二个和第三个蛋白峰（图

93K）。收集第二个酶蛋白峰活性较高的酶液（约 $9*0），进行

进一步的纯化。

&"!"’ D <=7&.(>2= E>2F E/.G 强阴离子交换柱层析：将分子筛

层析后收集的第二个酶蛋白峰的酶液，进行 D <=7&.(>2= E>2F
E/.G 强阴离子交换柱层析，得到一个主蛋白峰，经外切酶活

性测定此峰为酶蛋白峰（图 935）。

对收集到的约 9!*0 酶液进行活性测定，经 <:<3H-I; 确

认为提纯的外切葡聚糖纤维二糖水解酶。纯化过程见表 9。

外切葡聚糖纤维二糖水解酶相对于粗酶液纯化了 9$8A 倍，

酶比活力为 98%"P)*Q，酶的回收率为 "8$"#。

图 ! （(）)*(*+,-./0123- 4035 4627 阴离子交换柱层析图谱；（8）,-./091:6 ,+!;; 分子筛层析图谱；

（<）= ,-./2103- 4035 4627 强阴离子交换柱层析图谱

E+QR9 （-）5&(.*>F.Q(>7&C .M ?=//ST+.&CL(./>2= ., :;-;3<=7&>(.2= E>2F E/.G；（K）5&(.*>F.Q(>7&C .M ?=//ST+.&CL(./>2= .,

<=7&>?(C/ <39’’；（5）5&(.*>F.Q(>7&C .M ?=//ST+.&CL(./>2= ., D <=7&.(>2= E>2F E/.G

5&(.*>F.Q(>7&+? ?.,L+F+.,2：（-）TSMM=( -，> /+,=>( Q(>L+=,F（’ U ’8A*./)*0）B>5/ G>2 S2=LR E/.G (>F=：$8’*0)*+,；（K）TSMM=( -，

E/.G (>F=：’8%*0)*+,；（5）TSMM=( -，> /+,=>( Q(>L+=,F（’ U ’8A*./)*0）B>5/ G>2 S2=LR E/.G (>F=：$8’*0)*+,R

表 ! ! > "#$%&’(#)*+& 产生的外切葡聚糖纤维二糖水解酶的分离纯化

1>T/= 9 HS(+M+?>F+., .M ?=//.T+.&CL(./>2= M(.* " R #$%&’()$*+,’

<F=72
1.F>/ V./S*=

)*0
1.F>/ 7(.F=+,

)*Q
1.F>/ >?F+V+FC

)P
<7=?+M+? >?F+V+FC

)（P)*Q）
HS(+M+?>F+.,

M./L
W+=/L
)#

5(SL= =XF(>?F !’’ "N$ ON8!"O ’899! 9 9’’
!"#（B4%）$<Y% O’ "$89O% 9!89"A ’8A%! $8N" $"8NN
:;-; <=7&>(.2= AO 9!8’A$ 9"8OO ’8!O! Z8A" $$8%$
<=7&>?(C/ <39’’ $9 %8N O8%O! 98A$ 9989! N8$O
D <=7&>(.2= 9! $8"$ A8OZ 98%" 9$8A "8$"

&"& 酶的一般性质

&"&"! 酶的分子量：采用 <:<3H-I; 方法测得分子大小约为

OO8A[:>（图 $），用 凝 胶 过 滤 层 析 法 测 得 该 酶 的 分 子 量 为

OZ89[:>，说明该酶为单聚体。

%%9 06 W>3/+,Q %# -+ R )!.#- /*.&(0*(+(1*.- 2*3*.-（$’’O）%O（9）



图 ! ! " "#$%&’(#)*+& 外切葡聚糖纤维二糖水解酶 #$#%
&’() 图谱

!"#$ % &’&()*+, -.-/01"1 23 456 789"3"6: ;6//8<"250:92/-16 392= ! $

"#$%&’(#)*+&

>$ >2/6;8/-9 ?6"#54 =-9@691；A$)89"3"6: ;6//8<"250:92/-16$

!*!*! 酶的反应最适温度：在不同温度（BC D ECF）下测定

酶活性。该酶反应的最适温度为 GHF。

!*!*+ 酶的反应最适 7I 值：在不同 7I 值（7I 范围 B D AC）

的磷酸、醋酸、J9"1(IK/ 缓冲液中测定酶的活性，得出该酶反

应的最适 7I 值为 HLC。

!*!*, 酶的 7I 值稳定性：将适量酶液与不同 7I 值的缓冲

液在 HCF下预处理 A5 后，标准条件下测酶活性。该酶在酸

性环境即 7I 值在 MLC D GLC 之间较为稳定。

!*!*- 酶的热稳定性：将适量酶液与 CLCH=2/NO、7I 值为 HLC
的 I*;(P-*; 的缓冲液在不同的温度下（HC D QCF）分别保温

不同时间后，立即在 CF冰箱中冷却，然后在 HCF下测酶的

活性，以未经过保温处理的酶活性作为评价热稳定性的指

标。结果显示，在 GCF以下酶比较稳定，在 RCF酶的半衰期

为 A5，在 ECF下酶的半衰期约为 A%=".，保温 %C=". 仍具有高

于 %CS的活性，在 QCF下保温 AC=". 仍具有 ACS的活性。

!*!*. 酶的反应动力学曲线：纯化的外切葡聚糖纤维二糖

水解酶液与不同浓度的底物反应，在标准条件下测定酶活

力。底物浓度依次为 CL%H、CLBB、CLH、ALC、%LC==2/NO，以浓度

的倒数 AN［&］为横坐标，反应速率的倒数 ANT 为纵坐标作

O".6?6-U69(V89@ 图（图 B）。外切葡聚糖纤维二糖水解酶的 ,=

为 CLQHG==2/NO。

图 + ! " "#$%&’(#)*+& 外 切 葡 聚 糖 纤 维 二 糖 水 解 酶 的

/012324526%7869 图

!"#$B O".6?6-U69(V89@ 7/24 23 ;6//8<"250:92/-16 392= ! $ "#$%&(’#)*+&

+ 讨论

纤维素是地球上最丰富的可再生资源，纤维素酶是降解

纤维素生成葡萄糖的重要酶系，应用范围广泛，尤其在工业

上具有巨大的应用潜力。近年来，我国纤维素酶的应用研究

十分活跃，从不同的中温真菌中已经分离纯化出多种纤维素

酶［AC D AB］。但是对于嗜热真菌的利用还不是很多。从嗜热极

端微生物中分离出来的酶具有极高的热稳定性。其催化功

能优于目前在各种工业生产中应用的酶［AM］。本实验选用嗜

热毛壳菌作为实验材料所纯化的外切葡聚糖纤维二糖水解

酶，其最适反应温度为 GHF，在 ECF 下保温 %C=". 仍具有

%CS的活性。充分显示了其独特的热稳定性。

纤维素酶是诱导酶，其合成受诱导和分解产物阻遏作用

的调节。据报道，纤维素是最好的诱导剂［AH］。为了使外切纤

维素酶基因获得较高水平的表达，本实验采用先在微晶纤维

素固体培养基诱导培养后，再转入液体发酵培养。从一定程

度上减少了培养基中葡萄糖的含量，降低了产物的阻遏作

用。培养 R: 时菌体发生自溶，检测收集的发酵液酶活性最

高，这基本上也符合多数水解酶类的合成特点［AG］。

纯化的外切葡聚糖纤维二糖水解酶反应最适 7I 值为

HLC，并且在酸性环境下稳定，说明该酶是酸性纤维素酶，有

比较好的耐酸性，与丝状真菌产生的纤维素酶一般在酸性或

中性偏酸条件下水解纤维素底物的结论也基本一致［AR］。该

酶的分子量约为 GGLB@’-，与本实验室最近从该菌中克隆到

的外切葡聚糖纤维二糖水解酶基因在毕赤酵母中表达的产

物分子量基本一致（+6.V-.@ 基因登陆号 *WEGABME），与国外

已报道的另一株嗜热毛壳菌 ! $ "#$%&(’#)*$ U-9 $ -(’%(’#)*$ 的

外切葡聚糖纤维二糖水解酶分子量相近［H］。

基于以上对纯化的外切葡聚糖纤维二糖水解酶的特性

研究和讨论，表明该酶应该具有比较稳定的蛋白质结构，其

功能也较目前常见应用酶优良，显示出巨大应用价值，可以

作为研究蛋白质耐热机制的材料，更可以将该酶作为设计和

构建工业上新特性蛋白质的模型，在工业和农业领域有广泛

应用前景。另外，嗜热毛壳菌产纤维素酶系比较齐全，本实

验室已经从该菌上分离纯化内切葡聚糖酶和!(葡萄糖苷

酶［B，M］。这预示着该菌株可以用来进行开发和改造新的纤维

素酶工业生产菌株。
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