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棘孢曲霉 !"#$%%木聚糖酶系主要组分的纯化与性质

陈冠军 王 娜 迟 菲 刘 稳
（山东大学微生物技术国家重点实验室 济南 #3$0$$）

摘 要：经超滤浓缩、分子筛色谱、阴离子和阳离子交换层析，由棘孢曲霉发酵液最终分离得到 !个电泳纯的木聚
糖酶主要组分 CD60、CD6#、CD6"和 CD6!。通过 EFE6聚丙烯酰胺凝胶电泳测得各组分的分子量分别是 2#G0"、"#G!$、
!#G!$和 #/G$" HF。实验证明这些酶组分均属于酸性木聚糖酶，CD60、CD6#、CD6"和 CD6!的最适反应 IJ分别为 3G$、
!G$、!G% 和 " K "G3。各酶组分在酸性条件下较稳定，碱性条件下酶活丧失较快。CD60及 CD6#的最适反应温度在
/3L，在 3$L以下比较稳定；CD6"及 CD6!最适反应温度为 33L，在 !$L以下比较稳定。通过对各酶组分米氏常数
的测定可知，CD60及 CD6#对底物桦木木聚糖的 !; 值分别为 $G"%M和 $G#%M，CD6" 及 CD6! 的 !; 值为 #G!%M和

0"G2M。!种组分的 ";89分别为 !G$0!;’(N;<,N;=、1G10!;’(N;<,N;=、10G2/!;’(N;<,N;=、!G/0!;’(N;<,N;=。O+
# P、Q=P

对各组分都有较强的抑制作用，R=# P、S8# P、O8# P 能促进 CD6"的木聚糖酶活，O8# P 也可大幅度促进 CD6!的木聚糖
酶活性。
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天然存在的木质纤维生物物质中含有 #$M K
"$M的半纤维素类物质，其主要成分是木聚糖，这些
杂多糖类物质与纤维素连接在一起［0］。木聚糖作为

半纤维素的一种，在自然界中是含量仅次于纤维素

的可再生性多糖。它包含了一个吡喃木糖单位通过

"60，!糖苷键连接的同聚多糖链的糖链骨架，该骨架
含有多种取代基，包括 U6乙酰基、#6V6阿拉伯呋喃糖
基、#60，#6连接的葡萄糖醛酸或 !6U6甲基葡萄糖醛
酸等［#］。木材中硬木木聚糖的聚合度大约为 03$ K
#$$，比软木的木聚糖高，软木的木聚糖的聚合度大
约为 /$ K 0"$［"］。
木聚糖酶在饲料工业［!］、制浆造纸工业［3］、食品

工业［%］、能源工业［/］中都显示出广阔的应用前景，已

经引起科技工作者的普遍关注，尤其是用于制浆造

纸工业的酶法漂白技术研究异常活跃［1 K 00］。

曲霉 ER6V##是一株纤维素酶产生菌，同时也是
一个良好的木聚糖酶产生菌。该菌所产纤维素酶具

有外切酶活很低，而内切酶活较高的特点，符合造纸

生物技术的基本要求。许多实验表明，木聚糖酶可

以与纤维素酶一起用于废纸浆的酶法脱墨［0# K 03］，达

到较好的脱墨效果。曾利用 ER6V##所产纤维素酶

粗酶液对废纸浆进行了脱墨实验，取得了较好的结

果［0%］。为了探讨酶法脱墨的机理，我们已经对该菌

株的纤维素酶系进行了较为详细的研究［0/］。因此

对该菌株所产木聚糖酶系进行分析，掌握它的特性，

有助于探讨纤维素降解酶系的脱墨机理，为该菌株在

生物制浆造纸中的应用打下基础，并用于指导生产。

& 材料和方法

&’& 菌株
棘孢曲霉 ER6V##由山东大学微生物技术国家

重点实验室筛选。

&’% 培养基和菌种培养条件
种子培养基：0$M麸皮浸汁，#M琼脂，自然 IJ，

0#0 L，灭菌 "$;<,。固体发酵培养基：0$$= 麸皮中
加入 3G$=（.J!）# EU!，按水 W麸皮 为 0 W0的比例加入
自来水；自然 IJ，0#0L，灭菌 "$;<,。菌种活化后，
用接种环将菌种孢子接入内含 0$$= 培养基的
3$$;V三角瓶中，#1L培养 0#$X。其间进行扣瓶，使
其蓬松，使菌种生长均匀。

&’( 主要试剂和实验器材
&’(’& 主要试剂：白桦木聚糖、羧甲基纤维素钠



（!"!）购自 #$%&’公司。分子筛层析介质 ($)*+,- .*
/0为 ($)*1’2公司（3,456-,7，!8，美国）生产。离子
交换琼脂糖凝胶 9:8:*#,;<’4)7,（ =’7> =-)?）和 !"*
#,;<’4)7,（ =’7> =-)?）、考马斯亮蓝 1@A0、#9#*.8+:
低分子量标准蛋白为 .<’4&’5$’产品。四甲基乙二
胺购于 ($)*1’2，#9# 和 B4$7为 #$%&’ 产品。其它化
学药品和试剂均采用国产分析纯试剂或生物试剂。

!"#"$ 主要器材：（C）杯式超滤器（!/@&&）和 A000
D"EF和 C0000 D"EF 聚醚砜超滤膜（!/@&&），由
"$--$;)4, GH5)4;)4’>$)H公司生产（(,I,4>J，美国）。（@）
层析系统：柱层析系统一：紫外检测仪（.<’4&’5$’
FK(L MN*"GG）、记录仪（.<’4&’5$’ FK(L 1:!C0@）、分
步收集器、蠕动泵（.<’4&’5$’ FK(L .6&; .*C）、梯度
洗脱仪（.<’4&’5$’ FK(L #?$>5< N’-I, .#N*A0）均由
.<’4&’5$’ FK(公司生产。柱层析系统二：O.F!柱层
析系统（($)-)%$5’- E)4P7>’>$)H ?$>< ($)-)%$5’- 5)H>4)--,4，
")2,- @C@Q O4’5>$)H !)--,5>)4），由 ($)*1’2公司生产。
（R）电泳设备：垂直电泳系统（"$H$*.1SB:8D "），
由 ($)*1’2公司生产。
!"% 实验方法
!"%"! 粗酶液的制备：棘孢曲霉 #"*F@@ 固体发酵
成熟后，以 C T@0的比例加入蒸馏水（或 0U0@ &)-VF，
;3 /U0缓冲液）浸泡提取，Q 层纱布过滤，滤液经
C00004V&$H离心 @0&$H。上清液用 C0000 D"EF的超
滤膜更换缓冲液为 0U0@&)-VF，;3 WU0的磷酸缓冲液
并浓缩 @0倍，即为分子筛柱层析上样用样品。
!"%"$ 分子筛柱层析：将聚丙烯酰胺凝胶 ($)*+,-
.*/0充分溶胀，装柱（#CU/5& X Y05&）后用 0U0@&)-VF，
;3 WU0的磷酸缓冲液充分平衡。上样量为 @U0&F，
流速 0U@&FV&$H，每 @0&$H 收集一管。@Q0H& 检测，
并根据蛋白含量的不同分别采取不同的检测器灵敏

度。

!"%"# 离子交换柱层析：将弱阴离子琼脂糖凝胶
9:8:*#,;<’4)7, O’7> O-)? 和弱阳离子琼脂糖凝胶
!"*#,;<’4)7, O’7> O-)? 装柱（#CU05& X C05&），用不
同 ;3 的 缓 冲 液（ 9:8:*#,;<’4)7, O’7> O-)? 用
0U0@&)-VF，;3 WU0 的磷酸缓冲液；!"*#,;<’4)7, O’7>
O-)?用 0U0@A&)-VF，;3 ZUQ 的醋酸缓冲液）充分平衡
（大约平衡 C0个柱体积）后上样。用 D’!-（于缓冲液
中）线性梯度洗脱，收集活力蛋白峰。

!"%"% #9#*聚丙烯酰胺凝胶电泳［CQ］：采用垂直板式
不连续系统电泳方式，分离胶浓度为 C@[或 CA[，
浓缩胶浓度为 A[，考马斯亮蓝 1*@A0染色。

!"& 分析方法
!"&"! 木聚糖酶活的测定方法［CY］：用 0U0@&)-VF，;3
ZUQ的醋酸缓冲液制备 0UA[的木聚糖溶液。取
CU0&F木聚糖溶液，加入适当稀释的酶液 0UA&F，
A0\反应 R0&$H，加入 CUA &F 的 9D# 试剂终止反
应，煮沸 C0&$H冷却后，定容至 @A&F，测定 AA0H&光
吸收，以木糖做标准曲线。以每分钟生成 C$&)- 还
原糖作为一个酶活单位。

!"&"$ 蛋白含量测定：采用 O)-$H*酚法［@0］测定蛋白
质含量，以牛血清蛋白（(#8）做标准曲线。

$ 结果和分析

$"! 粗酶液的分子筛柱层析
超滤浓缩的木聚糖酶粗酶液样品经 ($)*+,- .*

/0分子筛柱层析分离后，得到的蛋白峰形并不明
显，检测木聚糖酶活，得到 R个活力峰。在第一活力
峰中，有一个肩出现，显示第一蛋白峰可能有多个酶

组分存在。分别收集这 R 个酶活峰，依次标记为
.*/0%、.*/0"、.*/0&。
$"$ 分子筛层析各组分进一步的分离纯化
将分子筛柱层析的 R个酶活峰经超滤浓缩并改

换缓冲体系，分别进行 !"*#,;<’4)7, OO阳离子交换
层析或 9:8:*#,;<’4)7, OO阴离子交换层析，然后进
行活性成分的离子交换再层析（图 C）。
通过以上层析分离可知，棘孢曲霉 #"*F@@的木

聚糖酶是一个多组分的酶系。其中 Z个分离的组分
经分析为电泳纯，分别命名为 ]J*C、]J*@、]J*R、]J*
Z，其余多个组分因含量较低而未能得到电泳纯组
分。同时经测定，Z 种组分均没有羧甲基纤维素酶
酶活。各酶组分的回收情况见表 C。

表 ! 棘孢曲霉 ’()*$$木聚糖酶系的分离纯化结果
B’^-, C .64$=$5’>$)H )= _J-’H’7, 5)&;)H,H>7 =4)& !"#$%&’(()" *+)($*,)" #"*F@@

!)&;)H,H>7
B)>’-

;4)>,$H7
‘ &%

B)>’-
’5>$I$>$,7

‘ M

#;,5$=$5
’5>$I$>$,7
‘（MV&%）

.64$=$5’>$)H
V=)-2

1,5)I,4J
‘ [

!462, ,HaJ&, /R@C WY/A CU@/ C C00

]J*C AU0Z ARUC/ C0UAZ QURW 0U/

]J*@ AUZC ZRUWZ QUC /UZR 0UAA

]J*R CUWC RYUAZ @RUC CQUR 0UA

]J*Z WU0Q C@CUQC CWU@ CRU/A CUAR
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图 ! "#$%&&木聚糖酶系分离纯化流程图
!"#$% &’( )(*+,+-"./ 01.2 3’+,- .0 451+/+)( 3.6*./(/-) 0,.6 !"#$%&’(()" *+)($*,)" 789:;;

<=>=$ <=>=97(*’+,.)( !!；?8$ ?897(*’+,.)( !!$ >11 -’( 3.6*./(/-) 1")-(@ "/ -’( 3’+,- 2(,( -’( ./() 2’"3’ *.))()) 451+/+)( +3-"A"-"()$

&’( 木聚糖酶各组分的基本性质
&’(’! 各酶组分的分子量测定：将分离纯化得到的
B种酶组分 C59%、C59;、C59D 和 C59B 进行 7<79E>F=
（图 ;）。经与标准蛋白的比较与计算，计算出 C59%
的分子量为 G;H%DI<，C59;的分子量为 D;HBJI<，C59
D的分子量为 B;HBJI<，C59B的分子量为 ;KHJDI<。

图 & 各酶组分的 ")"$*+,-图谱
!"#$; 7<79E>F= .0 -’( 3.6*./(/-) .0 C51+/+)() )(*+,+-(@ 0,.6 !"-

#$%&’(()" *+)($*,)" 789:;;

>：%;L #(1；M：%NL #(1 $ %H?,O@( (/P56(；;HC59%；DHC59;；B +/@

QHE,.-("/ 6+,I(,（1.2 82 I"-）；NHC59D；KHC59BH

&’(’& 最适温度的测定：温度对酶促反应温度的
影响有两个方面［Q］：一方面是当温度升高时，与一般

化学反应一样，反应速度加快；另一方面，由于酶本

身是蛋白质，随着温度升高会逐步变性失活，从而降

低酶的反应速度。酶反应的最适反应温度就是这两

种过程平衡的结果。在本实验中，在不同温度下分

别测定了 B酶组分对木聚糖作用的各酶活，反应时
间为 DJ6"/。从实验结果可以看出，在反应时间为
DJ6"/时，C59%和 C59;的最适作用温度为 KNR，C59D

及 C59B的最适作用温度均为 NNR。在低于最适酶
活的 NN S DJR的范围内，C59D酶活性的下降速度比
其它 D个组分缓慢，但在高于 NNR时酶活性迅速丧
失。

&’(’( 木聚糖酶温度稳定性：将酶液分别在不同温
度下保温 QJ 6"/，每隔 %J 6"/取一次样，以初始酶活
作为 %JJL，测定保温不同时间后的酶活。如果以
TJL的残存酶活为衡量指标的话，结果显示 C59%在
QJR以下比较稳定，C59; 在 NJR以下稳定，C59D 和
C59B两酶组分的热稳定性比较差，只在 BJR以下才
比较稳定。

&’(’. 最适 *U 的测定：用 JHJ;6.1V: 的 W+;UEXB9
柠檬酸缓冲液（*U ;HQ S THJ）配制不同 *U的底物，
其它条件同标准酶活测定方法，测定 B个酶组分反
应的最适 *U。实验结果显示，本实验中所分离到的
木聚糖酶各组分都属于酸性木聚糖酶。C59% 最适
*U为 NHJ，并在 *U DHQ S QHQ范围内表现较高的木
聚糖酶活性。C59; 最适 *U 为 BHJ，并在 *U ;HQ S
QHJ范围内表现较高的木聚糖酶活性。C59D 最适
*U为 NHQ，并在 *U BHQ S QHQ范围内表现较高的木
聚糖酶活性。C59B 的最适 *U 为 DHJ 左右，在 *U
;HQ S QHJ范围内均表现出高而稳定的木聚糖酶活
性，只有在 *U大于 QHQ时酶活性才迅速降低。
&’(’/ *U稳定性的测定：将各酶组分分别置于 *U
;HQ S THJ 的系列缓冲溶液中，BR放置 ;B’，然后按
常规方法测定剩余酶活，以最高酶活力作为 %JJL。
如果以保存 TJL的残存活力作为稳定性判断标准
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的话，实验结果显示，!种木聚糖酶组分 "#$%、"#$&、
"#$’和 "#$! 的 ()稳定范围分别为 () ’*+ , +*+、
() &*+ , +*+、() !*+ , +*+ 和 () &*+ , -*.。其中
"#$’的 ()稳定范围较窄，在 () 低于 !*+和 ()大
于 -*.时酶活迅速下降，在 () ’*.以下酶活完全丧
失。"#$! 的 ()耐受情况较好，在 () &*+ , -*.范围
内均能保持较高酶活。

!"#"$ 各酶组分的酶动力学性质测定：对于分离到
的 !个酶组分，测定不同木聚糖浓度对酶反应的影
响，按照 /012324526$7869作图法，求得酶动力学常数
!: 和 ":4;（表 &）。
从表 &中可以看出，"#$%和 "#$&的 !: 值较低，

说明它们对底物的亲和力较大，在较低的底物浓度

下就能达到 ":4;；而 "#$’ 和 "#$! 的 !: 值高，说明

它们对底物的亲和力较小，需要在较高的底物浓度

下才能达到 ":4;。

表 ! 各内切酶组分的动力学参数
<4=>2 & <?2 9012@0A (464:2@26B CD 5460C8B ;#>414B2 AC:(C121@B

"#$% "#$& "#$’ "#$!

!:（EF%..:/） .*’+ .*&+ &*!+ %’*G

":4;（!:C>F:01F:E） !*.% H*H% H%*G- !*-%

!A4@（B$%） +*%I !*-I !%*%+ %*I&

与其它 ’ 种酶相比，"#$’ 的最大反应速度很
高，说明它的催化效率高。从 !: 和 ":4;的比较来

看，对底物的亲和力大小与酶的催化效率之间没有

相关性。例如 "#$’ 与 "#$! 相比，酶对底物的亲和
力差不多，而 "#$’ 的催化效率远远大于 "#$! 的催
化效率。

!"#"% 金属阳离子对酶活的影响
将适当稀释的酶液分别与不同终浓度的 J4J>&、

K1LM!、KEJ>&、N1LM!、OEPM’、74J>&、J8LM!、Q2LM! 溶

液混合，于室温保温 ’.:01后，再按常规方法测定酶
的剩余活力（表 ’）。

表 # 不同浓度金属离子对 &’()木聚糖酶活的影响
<4=>2 ’ RDD2A@B CD 5460C8B :2@4>>0A 0C1B C1 4A@050@02B CD 5460C8B ;#>414B2 AC:(C121@B

SC1B

T2>4@052 4A@050@# FU

"#$% "#$& "#$’ "#$!

% ::C>F/ %. ::C>F/ % ::C>F/ %. ::C>F/ % ::C>F/ %. ::C>F/ % ::C>F/ %. ::C>F/

J4J>& G’ G’ %.’ G- %I! %-’ %+H %%H
K1LM! H+ -& HH G% GG %%G %.G %&&
KEJ>& G+ %.I G- GH %%H %-G GH %.+
N1LM! G- G& GG GI HH ’G %.I %&-
OEPM’ -. %I -% &% -I ’ GH ’’
74J>& G! G+ %.’ +- %%H %!+ %.I GG
J8LM! GG + G& %H ++ . %.’ -.
Q2LM! HG %&’ H& %.- G- H- %.. %.’

由表中可以看出，各种金属离子对 !种木聚糖
酶组分的影响是不相同的。如 J4& V、K1& V对 "#’和
"#$!的酶活有一定的促进作用；而对 "#$% 和 "#$&
没有明显的作用。Q2& V、KE& V 与 74& V、N1& V 分别对
"#$%、"#$’和 "#$! 有一定的促进作用，而对其它的
几种酶几乎没有作用。但对于 J8& V、OEV来说，两者

对各组分都有明显的抑制作用，在浓度增大的情况

下甚至会强烈抑制酶活性，可使酶活完全丧失。

从表中数据所显示的 J8& V 和 OEV 对酶活性抑

制的情况看，"#$!木聚糖酶组分对重金属有较大的
抗性，在其它几个组分酶活几乎丧失的情况下，仍然

保持了较高的酶活。

在自然界中，所谓的木聚糖降解酶实际上是一

个降解酶系，往往含有多种酶组分，共同参与木聚糖

半纤维素的降解［&%，&&］。这些同工酶通常是由多个基

因产生的，也有可能是由同一种基因产生的，通过不

同的 :TPO加工、翻译后修饰等，都可以造成同一菌
株可产生多种木聚糖酶。在本实验中，通过以上分

离纯化步骤，从棘孢曲霉的培养物粗酶液中分离到

!个组分的木聚糖酶。说明棘孢曲霉所产木聚糖酶
是多组分的，但这些木聚糖酶的多组份是原级同工

酶还是次级同工酶，还有待于进一步的研究。
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