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假单胞菌碱性木聚糖酶的纯化及性质

刘瑞田 曲音波 姜英辉 高培基
（山东大学微生物技术国家重点实验室 济南(*%!%%）

提 要 假单胞菌（!"#$%&’&()"）+,$(可产生两种胞外木聚糖酶，即-./0和-./1。经过硫

酸铵沉淀、阴离子和阳离子交换层析、分子筛色谱，最终得到两种电泳纯酶。-./0的分子量

及等电点分别为23(45和"3!，-./1的分子量和等电点分别是(3%45和&3&。经薄层色谱

分析证明，两酶以不同的方式水解木聚糖，但都不产生木糖，即两酶都为内切酶，它们的最适

作用温度均为*%6。-./0的最适作用78为#3%!"3&，而-./1的为#3%!#3*。在,*6时

的半寿期-./0为,9:/，-./1为!2%9:/。-./0的*9 和+9;<分别是*3*,9=·9>’!和

*2)"9?>·9:/’!·9=’!，-./1的*9 和+9;<分别是#3#(9=·9>’!和&!""9?>·9:/’!·9=’!。

两酶受@A(B、CD)B、EF(B、G/(B和8=(B强烈抑制。化学修饰的初步结果表明，两酶的活性位

点氨基酸均含有色氨酸和羧基氨基酸。
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木聚糖广泛存在于自然界，其含量仅次于纤维素，通常约占高等植物干重的!*I!
)%I。它由木糖经#’!，2糖苷键连结起来形成主链，并由阿拉伯糖、乙酰基、葡萄糖醛

酸、甘露糖等复杂侧链共同组成。在许多降解木聚糖的酶中，分解木聚糖主链的内切木聚

糖酶占最重要的地位。它在饲料、食品和纺织工业中具有潜在的应用价值。!"&,年芬兰

科学家发现用该酶处理纸浆，可降低漂白时氯的用量，减少环境污染。这一发现已迅速应

用于工业生产，从而极大地加快了该酶的研究进程，使木聚糖酶的研究成为生物技术领域

研究的热点之一。人们选育出了许多产生木聚糖酶的菌株，但这些菌株产生的木聚糖酶

最适作用78多在酸性范围，而造纸工业中纸浆漂白的环境是碱性的，为了更好地发挥木

聚糖酶的作用且不使漂白工艺复杂化，这就需要该酶具有耐碱性。我们实验室从实用出

发，分离出一株可产生碱性木聚糖酶的假单胞菌+,$(［!］，该菌所产酶液对于纸浆助漂和

草浆改性具有重要的潜在应用价值［(］。本文介绍从该菌的发酵液中分离纯化木聚糖酶

组分及对其性质研究的结果。

! 材料和方法

!"! 材料

JD7K;LD<+$!%%，1:?$=D>E$!%，5M0M$JD7K;LD<0$*%，@N$JD7K;LD<@$*%，燕麦木聚

糖，牛血清白蛋白，J5J$分子量标准蛋白，两性电解质载体（78)3*!!%3%），硅胶板。

!"# 菌种及培养方法

菌种为本实验室分离得到的假单胞菌（!"#$%&’&()"O7P）+,$(。
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培养基及培养条件同文献［!］。

!"# 木聚糖酶活力测定

同文献［!］。

!"$ 蛋白质含量测定

按"#$%&等人［’］的方法进行，以牛血清白蛋白为标准。

!"% 酶谱分析

对粗酶液进行()(聚丙烯酰胺凝胶电泳，按(*+#,-.等人［/］的方法进行活性染色。

!"& 酶的纯化

!"&"! 硫酸铵沉淀：在假单胞菌0123培养液中加入硫酸铵至’45饱和度，离心弃沉淀，

在上清液中继续加入硫酸铵至415饱和度，离心收集沉淀。

!"&"’ (67-*86902!::层析：将上述沉淀溶解后，以(67-*8690234柱（3;1<=>’:<=）除

盐，将酶液上(67-*86902!::柱（3;1<=>!::<=），以7?@;:的:;:3=#A／"磷酸盐缓冲液

洗脱，合并含有木聚糖酶活的洗脱液，并超滤浓缩。

!"&"# )BCB2(67-*869C24:层 析：将 酶 液 加 样 至)BCB2(67-*869C24:柱（31<=>
3:<=）上，以7?@;1的:;:3=#A／"D%.,2?EA缓冲液洗脱，收集穿过峰并浓缩。

!"&"$ EF2(67-*869E24:层析：将上述浓缩后的洗脱液加样到EF2(67-*869E24:柱

（3;1<=>3:<=）上。以含有G*EA的7?1;3的:;:3=#A／"磷酸盐缓冲液洗脱，G*EA浓度

梯度为:!:;@=#A／"。收集具酶活的洗脱液并浓缩。

!"&"% H.#2I6AJ2!:层析：将酶液加到H.#2I6AJ2!:柱（!;1<=>!::<=）上，以7?@;4的

:;:3=#A／"D%.,缓冲液洗脱，收集并浓缩具酶活的洗脱液。以上的每一步层析后都用

()(聚丙烯酰胺凝胶电泳进行检测。

!"( 木聚糖酶的性质

!"("! 酶蛋白分子量及等电点测定：分子量测定以()(聚丙烯酰胺凝胶电泳法［4］，等电

点测定按K6,+6%L6%I方法［1］在J-*%=*<.*"MH多功能电泳仪上进行。

!"("’ 水解产物薄层色谱：将适量的酶与木聚糖底物混合，封闭状态下4:N水解，不同

时间取样，!::N沸水浴中加热!:=.O，然后按MPL*+*等人的方法在硅胶板上进行薄层色

谱［Q］。

!"("# 酶的动力学特征：用".O6$6*R6%2HP%S作图法，以燕麦木聚糖为底物，分别求出两

酶的动力学常数!=和"=*9值。

!") 酶的化学修饰

以 GH(（G2L%#=#,P<<.O.=.86）、)DGH（8.+-.#O.+%#L6OT#*+6）、J-6O&AIA#9*A、JF(U
（7-6O&=6+-&A,PAV#O&AVAP#%.86和 WXM（G26+-&A2427-6O&A.,#9*T#A.P=2’2,PAV#O*+6）为化学修

饰剂，在一定浓度下与两酶分别作用!:=.O（WXM为4:=.O），以不加修饰剂为对照，测定

残余酶活［@!!:］。

’ 结果和讨论

’"! 酶谱分析

原酶液经()(聚丙稀酰胺凝胶电泳后复性染色，可见有两条清晰的透明带，表明此
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原酶液中含有两种木聚糖酶。

!"! 酶的纯化

原酶液经硫酸铵沉淀和!"#$%&"’()*++，,-.-)!"#$%&"’.)/+和01)!"#$%&"’0)/+
柱层析后，经!,!)2.(-检测仍见有两条蛋白带。经酶的活性染色知两蛋白均为木聚糖

酶。将洗脱液进一步经345)6"72)*+柱层析后两酶才可分开。经!,!)2.(-及等电聚焦

电泳检验，两部分洗脱液都分别呈现单一的蛋白带，证明两木聚糖酶（简称为89:.和

89:3）已被纯化。纯化过程中酶的活力及蛋白含量变化见表*，酶的分子量测定见图*。

在酶的纯化过程中，我们经前几步的纯化首先除去杂蛋白，于最后一步将两酶分开，这样

就比一开始单独提纯每一组分省去不少工作量。

表# 从假单胞菌($)!发酵液中纯化木聚糖酶的试验结果

;%<7"* 2=>4?4@%A45:5?’97%:%’"B?>5C!"#$%&’&()"(D)E

步 骤 总蛋白 总活力 比活力 活力回收 纯化倍数

!A"# ;5A%7 ;5A%7 !#"@4?4@ .@A4F4A9 2=>4?4@%A45:

#>5A"4:／C6 %@A4F4A9／= %@A4F4A9／（=／C6） >"@5F">9／G ?57&

0>=&""’A>%@A *H+HI+ J/+++ /KLH *++I+ *L+
（MNH）E!OH#>"@4#4A%A45: *EHJL+ J*PEJ /JLD Q/LP *L*

!"#$%&"’()*++ *PKL+ HQ+Q+ EDPLK D/L/ /LE

,-.-.)/+ *+HL+ KDQQP K//LH HQLK DLJ

010)/+ DEL+ E/JK+ H*/L+ KHLK JLP

345)6"72)*+ 89:. E+LD *+/QP /*HL/ *HL* QLD

89:3 *KLE QKQ+ J**LK *EL/ *KLK

图* !,!)2.(-测定89:.和89:3的分子量

R46L* 157"@=7%>S"46$A&"A">C4:%A45:5?89:3
<9!,!)2.(-!A%:&%>&#>5A"4:：

*LT%<<4A#$5B#$5>97%B"!（QJH++）；

EL35F4:"B">=C%7<=C4:（DDE++）；

KLT%<<4A%@A4:（HK+++）；

HL35F4:"@%><5:4@%:$9&>%B"（K*+++）；

/L;>9#B4:4:$4<4A5>（E+*++）；

DLN":"66S$4A"79B5U9C"（*HH++）L

!：89:.；"：89:3L

!"% 89:.和89:3的酶学性质

!"%"# 两酶的分子量、等电点、酶学动力学

常数：见表E。

表! 89:.、89:3的1>、#V、*C、+C%’
;%<7"E ;$"1>，#V，*C，+C%’5?89:.%:&89:3

分子量 等电点 *C／ +C%’／

W, #V （C6／C7）（"C57·C4:X*·C6X*）

89:. HLE QL* /L/D /HK

89:3 EL+ PLP JLJE P*Q

!"%"! 温度对酶活力及稳定性影响：于不同

温度下用常规方法测定相对酶活，求得89)
:.和89:3酶反应时最适温度都为/+Y。

适当稀释的酶液于D/Y分别保温不同时间，

取出后立即冷却，按常规方法测定相对酶活。

结果表明，D/Y时89:.的半寿期为DC4:，

而89:3的半寿期为*H+C4:。89:.的耐热

性能远不如89:3好。

HK* 微 生 物 学 报 KQ卷



!"#"# !"对酶活力的影响：用!"#$%!&$#磷酸氢二钠’柠檬酸缓冲液，!"($%!)$*的

巴比妥缓冲液，!")$#!+%$&的甘氨酸’氢氧化纳缓冲液分别配制反应体系，以常规方法

测定酶的相对活力，测得,-./和,-.0的最适!"分别为($%!)$1和($%!($2。可见，

两者的最适!"都在碱性范围内，前者的最适范围可延伸到)$1，而后者的相对较窄，碱性

范围内的酶活性不如前者。从微生物发酵液中提纯酸性或中性木聚糖酶国外虽有不少报

道［(］，但对碱性木聚糖酶的提纯及性质研究报道不多。我们纯化出的两种碱性木聚糖酶

,-./和,-.0耐碱性都较强，特别是,-./其耐碱程度与国外报道的几种耐碱性较好的

木聚糖酶相似［++］。与,-.0相比，分子量较大的,-./耐碱性较好而耐热性较差。这种

现象在其它文献中也有发现，其机理尚需进一步研究。

!"#"$ !"对酶稳定性的影响：以*$3$3节中不同!"的缓冲液将酶适当稀释，置#4冰

箱*#5，以常规方法测定酶的相对活力。测得,-./的!"稳定范围为&$2!+%$%，而

,-.0为($%!++$%。

!"#"% 酶的水解产物薄层色谱分析：由结果可知，,-./对木聚糖的降解是随机地切开

木聚糖的主链，最初的酶降解产物主要为链较长的寡聚糖，随着时间的延长，产生的短链

寡聚糖越来越多，但最终也不能产生木糖，这与一些报道相一致［++］。,-.0对主链的降解

是从靠近末端进行的，降解开始就主要产生几种短链木寡糖，随着时间的延长产生的木寡

糖的量越来越多，但种类没有变化，产物中也不含木糖，此种方式并不多见。可见两酶都

为内切木聚糖酶，但两者的作用方式有所不同，这可能与其活性中心的结构有关，用纯化

的两酶可进一步研究木聚糖酶的作用机理。

表# 金属阳离子对酶活性的影响

6789:3 ;<<:=>?<@:>79AB?.C?.,-./7.D,-.0

试 剂!

E:7F:.>

相对酶活

E:97>AG:7=>AGA>-／H

,-./ ,-.0

I?.>B?9 +%%$% +%%$%
JAKL# +%3M( )%M#
07I9* ))M& )*M3
I7I9* )1M+ )1M&
NFI9* 1)M3 )&M1
;O6/ 12M* )%M#
I?I9* 1#M* )*M&
KOK #(M2 &&M&
K.I9* #2M% &%M3
N.I9* 3&M1 (1M#
/FPL3 +#M1 **M(
Q.KL# #M# 31M2
R:I9* *M% *M1
S8（/=）* % +2M2
R:I93 % %
ITI9* % %
"FI9* % %

!($2@@?9／J

!"#"& 不同金属阳离子对两酶的影响：结果

见表3。多种金属阳离子对两酶都有不同的

影响，其中IT*U、R:*U、R:3U、S8*U和/FU对

两酶 均 有 强 烈 的 抑 制 作 用，N.*U、K.*U和

Q.*U对,-./的抑制作用比对,-.0强。

!"$ 化学修饰对两种酶组分的影响（表#）

用多种不同的化学修饰剂对两种酶组分

表$ 化学修饰剂对酶活性的影响

6789:# ;<<:=>?<=5:@A=79@?DA<A=7>A?.B:7F:.>C

?.7=>AGA>-?<,-./7.D,-.0

修饰剂

E:7F:.>C

浓度

I?.=:.>B7>A?A.／

（@@?9／J）

相对酶活

E:97>AG:7=>AGA>-／H

,-./ ,-.0

P0K + % %

VEW #% &M3 +%M1

SNKR +% 12M* )+M(

O6P0 +% )2M3 )+M&

S5:.-9F9?X79 +% +%*M+ 1#M*
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进行了修饰，结果看出，!"#和$%&对两酶的活性影响很大，表明两酶的活性中心可能

与色氨酸及羧基氨基酸有关，而’(!"、)*#+和),-./0102340对酶的活性影响不大，表明

半胱氨酸、丝氨酸和精氨酸不在酶的活性中心。因而，两酶的活性位点氨基酸与酸性或中

性酶的并无多大差异［5!67］，这样看来，该酶的耐碱性是与活性位点氨基酸以外的因素有

关。有人通过对酸性和碱性纤维素酶的氨基酸序列进行比较分析［68］，发现了在碱性纤维

素酶中有5个保守性氨基酸，其中有丙氨酸、丝氨酸、色氨酸和脯氨酸等。通过基因的定

点突变表明［69］，碱性纤维素酶的耐碱性与其分子中的丙氨酸和丝氨酸有关，它们可与活

性位点氨基酸形成氢键。由于纤维素酶和木聚糖酶都为":6，;:聚糖酶，活性中心相似，因

而推测其耐碱机理可能也有相似之处。
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KY-QNO_-0/<(,-OH4QNO_ONO-KG-H-KNH2.10/O.,OLON-VL/AE8‘，+-9‘，)L8‘，U.8‘4.VJ18‘<(,-H-KE0NK
2[Q,-WOQ40W2VO[OQ4NO2.O.VOQ4N-VN,4NNH/YN2Y,4.4.VQ4HL23/1H2EYG-H-H-04N-VN24QNO_-Q-.N-H<
8EFGHBI@ ;8!9A0*03#8，M0T40O.-3/04.4K-，)EHO[OQ4NO2.，A,4H4QN-HOS4NO2.

>96 微 生 物 学 报 9=卷




