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摇 摇 摘要:摇 为获得康氏木霉(Trichodermakoningii)内切 茁鄄葡聚糖苷酶组分,并研究其酶学性质,通过硫酸铵盐析、
DEAE Sepharose FF 阴离子交换层析和 Sephadex G鄄75 凝胶过滤层析对康氏木霉 GIMP3. 444 纤维素酶主要组分进

行分离纯化,SDS鄄PAGE 电泳检测蛋白质纯度和分子量,MALDI鄄TOFMS 鉴定蛋白质种类。 结果显示,从康氏木霉所

产的纤维素酶系中分离纯化获得一种内切 茁鄄葡聚糖苷酶组分,相对分子质量为44 600,酶的比活力为 19郾 65 U / mg。
该内切酶的最适反应 pH 值为 4郾 5,最适反应温度为 55 益。 以羧甲基纤维素钠(CMC鄄Na)为底物时, 酶的米氏常数

(Km)为 7郾 22 mg / ml。 不同金属离子对酶活性影响不同,其中 Ca2+(0郾 3 mmol / L)对酶的抑制作用较强,抑制了近

35%的活力。 通过 MALDI鄄TOFMS 鉴定及数据库分析,确定该酶为一种新的内切 茁鄄葡聚糖苷酶组分。
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Purification of a new endo鄄茁鄄glucanase from Trichoderma koningii and its
characterization

YE Jin,摇 ZHANG Jing鄄ru,摇 QIN Yi鄄min,摇 LIU You鄄yan
(School of Chemistry ﹠ Chemical Engineering,Guangxi University,Nanning 530004,China)

摇 摇 Abstract:摇 To identify the composition of cellulase produced by Trichodermakoningii, ammonium sulfate precipitati鄄
on, DEAE鄄sepharose FF anion exchange chromatography and sephadex G鄄75 gel filtration chromatography were used for
purification of the cellulase. The molecular weight and purity were determined by SDS鄄PAGE, and the protein was identi鄄
fied by MALDI鄄TOFMS. A new endo鄄茁鄄glucanase was identified with its molecular weight of 44 600 and the specific activity
of 19. 65 U / mg. The optimum pH and temperature for the endo鄄茁鄄glucanase were 4郾 5 and 55 益 . The Km value was 7. 22
mg / ml (CMC鄄Na). Ca2+(0郾 3 mmol / L) could inhibit the enzymatic activity significantly by 35% . The enzymatic proper鄄
ties of the new endo鄄茁鄄glucanase was distinct from other endo鄄茁鄄glucanase. It could be used to was analyze the synergetic
mechanism of cellulases.
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摇 摇 纤维素是葡萄糖以 茁鄄1,4 糖苷键组成的大分子

多糖,是最丰富的天然可再生生物资源[1鄄3]。 纤维素

可通过纤维素酶水解转化为可发酵性糖,继而转化

为燃料乙醇及相关化学品[4]。
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纤维素酶是多组分酶系,主要由内切 茁鄄葡聚

糖苷酶( EG) 、外切 茁鄄葡聚糖苷酶( CBH)和 茁鄄葡
萄糖苷酶 3 个主要成分组成 [5] 。 尽管大量研究

结果已表明,只有在这 3 个主要成分酶的协同作

用下,纤维素分子最终才能被降解成葡萄糖。 但

由于纤维素酶的多样性及不易分离纯化,致使人

们对纤维素酶的结构、功能,特别是降解纤维素

的作用机制还缺乏足够的了解,对纤维素酶各成

分是如何协同起作用的,学者们的看法还不尽相

同 [6] ,近年来人们还发现了一些不具有纤维素酶

活性的蛋白质也能与纤维素酶起协同作用,并最

终能促进纤维素的降解 [7鄄8] 。 因此,开展对相关

纤维素酶组分的分离纯化及其酶学性质研究,无
论是对纤维素酶系各成分酶的协同作用机理还

是对纤维素酶系与其他非酶蛋白质的协同增效

作用的更深入了解,都将提供重要的方法和理论

基础。
康氏木霉 GIMP 3. 444 是 1 株产纤维素酶系的

真菌菌株,覃益民等最近从该菌株中分离纯化出

一种纤维素酶协同增效蛋白质[9] 。 本研究对康氏

木霉 GIMP 3. 444 菌株产的纤维素酶系各组分酶

进行分离纯化,并对其中 1 种内切 茁鄄葡聚糖苷酶

酶学性质进行研究,为纤维素酶的研究奠定基础。

1摇 材料与方法

1. 1摇 菌种与培养条件

康氏木霉 ( Trichodermakoningii) GIMP3. 444 购

于广东省微生物菌种保藏中心,现保藏于广西大学

化学化工学院生物化工实验室。
斜面活化培养基:马铃薯 200郾 0 g、葡萄糖 20郾 0

g、KH2PO4 3郾 0 g、MgSO4·7H2O 1郾 5 g 、琼脂粉 20郾 0
g,加自来水至1 000 ml,调 pH 6郾 0,121 益 灭菌 20
min。

摇瓶种子培养基:马铃薯 200郾 0 g、葡萄糖 20郾 0
g、KH2PO4 3郾 0 g、MgSO4·7H2O 1郾 5 g,加自来水至

1 000 ml,调 pH 6郾 0,121 益灭菌 20 min。
液体发酵培养基:甘蔗渣(过 80 目筛)15郾 0 g、

麦麸粉 8郾 0 g、 (NH4 ) 2 SO4 4郾 0 g、KH2 PO4 3郾 0 g、
MgSO4·7H2O 1郾 5 g,加自来水至1 000 ml,调 pH
6郾 0,121 益灭菌 20 min。

取保藏的康氏木霉接种于斜面活化培养基,28
益条件下活化培养 3 ~ 7 d,刮取平面孢子,用无菌

水制成孢子悬浮液,按 1% (体积比)接种至种子培

养液中,于 180 r / min、28 益下培养 30 ~ 36 h。 将摇

瓶种子按 5% (体积比)接种量接种至装有 150 ml
发酵培养基的 500 ml 三角瓶中,于 180 r / min、28 益
下培养 120 h。
1. 2摇 粗酶的预处理

发酵液在 4 益,8 000 r / min下离心 20min,收集

上清液,经过10 000滤膜压滤,将滤液用超滤膜浓

缩,得到粗酶液。 粗酶液用 20% 饱和度的硫酸铵沉

淀,4 益下静置过夜后,于8 000 r / min离心 20 min,
取上清液继续加入硫酸铵至饱和度为 85% ,4 益下

静置过夜,离心弃上清液,收集沉淀,加入少量 0郾 1
mol / L pH 8郾 0 的 Tris鄄HCl 缓冲液复溶,再次离心除

去不溶的杂质,浓缩酶液于 4 益下充分透析后保存。
1. 3摇 纤维素酶的纯化

1. 3. 1摇 DEAE Sepharose FF 离子交换层析摇 粗酶液

先用 DEAE Sepharose FF 离子交换层析法进行初步

分离,分离柱规格为 1. 6 cm伊40郾 0 cm,用 NaCl 浓度

梯度从 0 mol / L到 0郾 8 mol / L的 Tris鄄HCl(0郾 1 mol / L、
pH 8郾 0)缓冲液分步洗脱收集,测定各峰纤维素内

切酶活力,收集有酶活力的峰,4 益保存。 所有的操

作都在 4 益下进行。
1. 3. 2摇 Sephadex G鄄75 凝胶过滤层析摇 用 G75 凝胶

过滤层析法进一步分离 DEAE Sepharose FF 离子交

换层析得到的目标峰,采用 AKTA pure 层析系统,
用 pH 4郾 8、0郾 1 mol / L柠檬酸鄄柠檬酸钠缓冲液洗脱,
收集每个峰,测定内切 茁鄄葡聚糖酶活力,收集有酶

活力的洗脱峰,4 益保存。 所有的操作都在 4 益下

进行。
1. 4摇 测定方法

1. 4. 1摇 蛋白质浓度的测定[10] 摇 以牛血清白蛋白质

为标准,用考马斯亮蓝 G鄄250 法测蛋白质浓度。
1. 4. 2摇 内切 茁鄄葡聚糖苷酶活力测定摇 采用 3,5鄄二
硝基水杨酸(DNS)法测定内切酶活性[11]。 向试管

中各加入 1郾 5 ml 1% (质量体积比)的羧甲基纤维素

钠柠檬酸鄄柠檬酸钠溶液(0郾 1 mol / L,pH 4郾 8)及 0郾 5
ml 酶液,在 50 益水浴中保温 30 min,取出后,加入

3郾 0 ml DNS 试剂终止反应,再沸水浴 5 min 后,取出

流水冷却,定容至 25 ml,在 540 nm 波长处测定吸光

度。 以 1 ml 酶液每 30 min 催化底物产生出相当于

1 mg 葡萄糖的还原糖量为 1 个酶活力单位,以U / ml
表示。
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1. 4. 3摇 蛋白质纯度鉴定及相对分子量测定摇 采用

SDS鄄PAGE 法测定蛋白质纯度。 聚丙烯酰胺凝胶质

量分数 12% ,蛋白质标准品的相对分子质量范围

14 400 ~ 97 400。
1. 5摇 MALDI鄄TOFMS 分析

蛋白质的鉴定和肽段分析采用 MALDI鄄TOFMS
方法[12]。 将目标电泳条带切下,37 益 用胰蛋白酶

处理过夜后,将生物大分子电离后检测。 肽段的信

息在 NCBInr 数据库中搜索。
1. 6摇 最适 pH 值和温度

最适反应 pH 值:取纯酶液在 pH 3. 0 ~ 7郾 5 条

件下(pH 3. 0 ~ 6郾 0 为柠檬酸鄄柠檬酸钠缓冲液、pH
6. 5 ~ 7郾 5 为磷酸氢二钠鄄磷酸二氢钠缓冲液),50 益
保温 30 min,分别测定内切 茁鄄葡聚糖苷酶活力,确定

酶的最适反应 pH 值。
摇 摇 最适反应温度:取纯酶液在温度 35 ~ 70 益 条

件下,pH4郾 8 保温 30 min,分别测定内切 茁鄄葡聚糖苷

酶活力,确定酶的最适反应温度。
1. 7摇 底物动力学参数测定

分 别 配 制 浓 度 为 0郾 2% 、 0郾 3% 、 0郾 4% 、
0郾 5% 、0郾 7% 、1郾 0% 、1郾 5% 、2郾 0% 和 2郾 5% 的羧

甲基纤维素钠悬浮液( pH 4郾 8 ) ,与内切酶在 50
益水浴中保温 30 min,DNS 法测定不同浓度底物

产生的还原糖,然后按照 Lineweaver鄄Burk 双倒数

作图法作图,得出该酶作用于羧甲基纤维素钠时

的 Km值。
1. 8摇 金属离子对酶活性的影响

取不同的金属离子 0郾 3 mmol / L与纤维素酶在

pH 4郾 8 的柠檬酸鄄柠檬酸钠缓冲液,在 30 益水浴保

温 30 min 后,50 益下反应 30 min,测量有金属离子

作用下的酶活性,以不加金属离子的酶活性为

100% 。

2摇 结果与分析

2. 1摇 酶的分离纯化

将 20% ~ 85% 硫酸铵沉淀和透析后获得的粗

蛋白质经 DEAE Sepharose FF 离子交换层析后,出
现 5 个峰(图 1)。 经测定,峰 2 和峰 3 均有内切 茁鄄
葡聚糖苷酶活力,其中峰 3 内切 茁鄄葡聚糖苷酶比活

力较高,这说明康氏木霉的发酵液中至少含有 2 种

内切 茁鄄葡聚糖苷酶。
将离子交换层析得到的蛋白质峰 3 经过 Sepha鄄

dex G鄄75 凝胶过滤层析,得到 5 个峰(图 2)。 经测

定,峰 3鄄4 为主要的内切酶组分。

1:0 mol / L NaCl 洗脱峰;2:0. 1 mol / L NaCl 洗脱峰;3:0. 2 mol / L
NaCl 洗脱峰;4:0. 3 mol / L NaCl 洗脱峰;5:0. 8 mol / L NaCl 洗脱

峰。
图 1摇 总蛋白质 DEAE sepharose FF 离子交换层析洗脱曲线

Fig. 1摇 Elution profile of the total protein on DEAE sepharose
FF

3鄄1:峰 3 的第 1 个洗脱峰;3鄄2:峰 3 的第 2 个洗脱峰;3鄄3:峰 3 的

第 3 个洗脱峰;3鄄4:峰3 的第 4 个洗脱峰;3鄄5:峰3 的第 5 个洗脱

峰。
图 2摇 Sephadex鄄G75 凝胶过滤层析曲线

Fig. 2摇 Filtration profile of peak 3 of the protein on sephadex鄄
G75

摇 摇 内切 茁鄄葡聚糖苷酶的整个分离纯化过程结果

如表 1。 最终得到的这种内切酶组分比活力达到

19郾 65 U / mg,与粗酶液相比,提高了 3郾 65 倍,回收率

为 2郾 83% 。
2. 2摇 内切 茁鄄葡聚糖苷酶纯度、分子量测定及其蛋

白质种类鉴定

摇 摇 纯化的内切 茁鄄葡聚糖苷酶组分经 SDS鄄PAGE 电

泳,发现只有 1 条带(图 3),表明该组分已达电泳

纯。 经凝胶成像系统分析,该酶的相对分子量约为

44 600。
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表 1摇 内切 茁鄄葡聚糖苷酶的纯化结果

Table 1摇 Purification of endo鄄茁鄄glucanase

摇 纯化过程
总蛋白质
(mg)

总酶活力
(U / ml)

比活力
(U / mg)

回收率
(% ) 纯化倍数

粗酶液 291. 81 1 569. 94 5. 38 100. 00 -

20% ~85%盐析 164. 74 1 416. 76 8. 60 90. 24 1. 60

DEAE Sepharose FF 30. 16 542. 88 18. 00 34. 58 3. 35

Sephadex G鄄75 2. 26 44. 41 19. 65 2. 83 3. 65

M:蛋白 Marker; 1:内切 茁鄄葡聚糖苷酶。
图 3摇 内切 茁鄄葡聚糖苷酶 SDS鄄PAGE 电泳图谱

Fig. 3摇 Identification of endo鄄茁鄄glucanase by SDS鄄PAGE

摇 摇 将该酶进行质谱分析和数据库检索,只有当

蛋白质得分大于 65 和得分可信度大于 95% 时,
才能说明 2 种蛋白质可能匹配。 但从质谱结果

发现 Mascot 得分最高的前 5 个蛋白质得分也分

别只有 62、59、55、55、55 分,得分可信度都为 0。
两项数值与我们分离得到的酶匹配度都很低。
另外,从数据库搜索出的结果中并没有关于纤维

素酶的信息,表明此酶是一种在数据库中没有登

记的未知蛋白质,也说明本试验中分离到的内切

酶是一种新的内切 茁鄄葡聚糖苷酶组分。
2. 3摇 内切 茁鄄葡聚糖苷酶的酶学性质

2. 3. 1摇 最适 pH 值和温度摇 pH 值和温度对内切酶

活力影响结果见图 4、图 5。 结果(图 4)显示,该酶

催化反应的最适 pH 值为 4. 5(柠檬酸鄄柠檬酸钠缓

冲液),pH 值在 4郾 0 到 5郾 0 之间酶活力较好,当 pH
值上升到 6郾 0 后,酶活力下降比较快。

图 5 显示,该酶的最适反应温度为 55 益,在 50
益时,酶活力达到 99% ,在 60 益 时,酶活力仍有

98% ,说明该酶在 50 益 到 60 益 之间的稳定性好。

超过 60 益之后,酶活力下降很快,说明该酶对热比

较敏感。

图 4摇 pH 值鄄酶活力曲线图

Fig. 4摇 The relationship between pH value and enzymatic activities

图 5摇 温度鄄酶活力曲线图

Fig. 5 摇 The relationship between temperature and enzymatic
activities

2. 3. 2摇 金属离子和试剂对酶活力的影响及动力学

参数摇 金属离子和其他试剂对酶活力的影响如表 2
所示,从加入不同离子后的酶活力可以看出,乙二胺

四乙酸(EDTA)、镁离子(Mg2+)、铜离子(Cu2+)和锌

离子 ( Zn2+ ) 基本对酶活力没有影响,而钙离子

(Ca2+)对酶的抑制作用较强,抑制了近 35% 的酶活

力。 二价铁离子 ( Fe2+ )、锰离子 (Mn2+ )、铅离子

(Pb2+)、铵离子(NH+
4)则都有不同程度的抑制作用。
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表 2摇 金属离子和试剂对酶活力的影响

Table 2摇 Effect of chemical reagent and ions on activities of endo鄄茁鄄
glucanase

试剂及离子 浓度 (mmol / L) 酶活力 (% )

乙二胺四乙酸 0. 3 101. 7

钙离子 0. 3 65. 5

铜离子 0. 3 100. 0

二价铁离子 0. 3 89. 7

镁离子 0. 3 101. 6

锰离子 0. 3 75. 9

锌离子 0. 3 100. 0

铅离子 0. 3 86. 2

铵离子 0. 3 93. 1

摇 摇 以羧甲基纤维素钠作为底物,在 pH 4郾 8、50 益
条件下测定酶活力,根据 Lineweaver鄄Burk 双倒数作

图法作图,根据回归曲线得出反应速率 v 与底物浓

度[ S] 的标准方程为: 1 / v = 8. 633 9 ( 1 / [ S]) +
1. 195 8。 进而求得以羧甲基纤维素钠为底物时,内
切 茁鄄葡聚糖苷酶的米氏常数 Km值为 7郾 22 mg / ml。
最大反应速率 Vmax为 3郾 72 mg / (min·ml)。

3摇 讨 论

由于微生物来源的纤维素酶是多组分酶系,且
各组分酶之间的分子量和等电点等相差不大,要将

内切 茁鄄葡聚糖苷酶组分从纤维素酶系中分离纯化

出来较为困难。 本试验从康氏木霉 GIMP3. 444 菌

种的发酵产物中,通过(NH4) 2SO4分级沉淀、DEAE
Sepharose FF 阴离子交换层析、Sephadex G鄄75 凝胶

过滤层析等方法分离纯化出一种内切 茁鄄葡聚糖苷

酶组分,电泳检测仅显示 1 条蛋白质条带,说明该方

法比较适宜该菌株内切 茁鄄葡聚糖苷酶的分离纯化。
本试验分离得到的新内切 茁鄄葡聚糖苷酶的相

对分子质量为44 600,比活力为 19郾 65 U / mg,最适

反应 pH 值和最适反应温度分别为 4郾 5 和 55 益,
Ca2+对酶有较强抑制作用,抑制了近 35%的酶活力。
以羧甲基纤维素钠(CMC鄄Na)为底物时, 酶的米氏

常数(Km)为 7郾 22 mg / ml。 该酶的质谱分析和数据

库检索结果表明,分离到的内切酶蛋白质是一种在

数据库中没有登记的未知蛋白质,即一种新的内切

酶组分。 与文献报道的内切 茁鄄葡聚糖苷酶相比,该
酶在分子量及一些酶学性质上存在着差异,且这些

差异不仅存在于不同来源微生物的酶中,还存在于

相同来源微生物的酶中。 由于这些差异的存在,就
要求我们在研究和利用这些酶的过程中必须明确其

酶学性质, 才能更好地发挥酶活性。 正是由于纤维

素酶系的复杂性,导致到目前为止对纤维素酶水解

作用的机理尚未完全研究清楚,而这种新的纤维素

酶组分的发现也能够加深我们对纤维素酶系的组成

及其在水解过程中的作用的了解。
从目前的研究看,真菌产生的纤维素酶普遍具

有多样性,如 Wood 等[13]、朱年青等[14] 和陈冠军

等[15] 分别从康氏木霉 Trichodermakoningii、里氏木

霉 Trichodermareesei 和棘孢曲霉 Asgergillusaculeatus
中纯化出了 3 种、2 种和 5 种内切 茁鄄葡聚糖酶,分子

量和酶学性质也各不相同。 同样从本试验的分离纯

化过程中也发现,康氏木霉 GIMP3. 444 除了分泌本

试验得到的新内切 茁鄄葡聚糖酶外,至少还分泌另外

1 种内切 茁鄄葡聚糖酶组分。 因此,在研究纤维素酶

系各成分酶的协同作用机理或研究纤维素酶系与其

他非酶蛋白质的协同增效作用时,需考虑这种同工

酶存在的影响。
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