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曲霉CJ 2 2—3 26内切壳聚糖酶的分离纯化和性质
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摘要：使用75％乙醇沉淀、CM—Sepharose FF离子交换色谱、Sephacryl S一200凝胶过滤色谱和

Phenyl Sepharose CL一4B疏水色谱分离纯化技术，对曲霉CJ22—326发酵液中的内切壳聚糖酶进行

分离纯化和性质研究．结果表明，纯化后的内切壳聚糖酶ChiB经SDS—PAGE凝胶电泳鉴定为单

带，其相对分子质量为27 700．采用Sephacryl S一200凝胶过滤色谱测定的相对分子质量为27 800．

ChiB作用最适温度为65。C，最适pH值为6．0，75 4C保温1 h还残留40％酶活．1 mmol／L Mn”

对ChiB有强烈激活作用，2 mmol／L Cu2+，Ag+，Hg抖，Cd2十，Fe抖有强烈抑制作用．ChiB作用的

最适底物为脱乙酰度95％的胶体壳聚糖．
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Purification and Properties of Endo。Chitosanase ChiB

from Aspergillus sp．CJ22—326
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Abstract：An endo—chitosanase ChiB from the culture supernatant of Aspergillus CJ 22—326 was

Durified 10 an apparent homogeneity through ethanol fraction， CM—Sepharose FF

chromatography，Sephacryl S一200 and Phenyl Sepharose CL一4B chromatography．The molecular

weight of ChiB was estimated as 27 700 by SDS—PAGE，and 27 800 by gel filtration respectively．

The best ChiB activity existed at pH 6．0 and 60。C，and the activity still retained 40％ability at

75℃for 60 min．The enzyme activity was increased about 2 fold by the addition of 1 mmol／L

Mnz十．However，2 mmol／L Cu抖，Ag+，H92十，Cd抖，Fe”strongly inhibited the enzyme．The

best subst rale was 95％deacetylated colloid chitosan．

Key words：Aspergillus；chitosanase；purification；property

壳聚糖酶是一种专一性降解壳聚糖产生壳寡 糖的水解酶，根据作用模式不同，壳聚糖酶可分为
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———————————————————————————————————————————————————————————————一———————————————————————一
内切酶和外切酶两种类型．壳聚糖酶可由来源广泛

的微生物产生．1973年Monaghan指出壳聚糖酶

(Chitosanase)是一种不同于几丁质酶(Chitinase)

的新酶，国外已相继从许多微生物中分离、纯化出

了具有种属特异性的壳聚糖酶，他们对产壳聚糖酶

的Bacillus属和Streptomyces属的菌株作了研究，

包括酶的分离、纯化和基因克隆等分子水平研

究L1、4j．国内关于壳聚糖酶的研究较少，只有关于球

孢白僵菌Beauveria bassiana¨]、细菌属假单孢菌

Pseudomonas sp．V Ill 1"39
L6 o和青霉菌"3产壳聚糖

酶的分离、纯化和性质研究报道．曲霉Aspergillus

CJ22—326是一株从土壤中筛选到的产壳聚糖活力

较高的菌株诱变得到的，发酵液粗酶活可达3

U／mI，以上．该菌株产两种不同的胞外壳聚糖酶，即

内切壳聚糖酶和外切壳聚糖酶，作者探讨了曲霉产

内切壳聚糖酶的纯化及部分酶学性质．

1材料与方法

1．1实验材料

1．1．1 菌种 曲霉CJ22—326，由作者筛选并诱变

获得．

1．1．2产酶液体培养基 胶体壳聚糖1 g／dL，酵

母膏0．1 g／dL，硫酸铵0．2 g／dL，磷酸二氢钾0．2

g／dL，硫酸镁0．05 g／dL，麸皮l g／dL，pH 5．6．

1．1．3粗酶液的提取 将曲霉cj22—3菌种接种于

产酶液体培养基，于30℃下150 r／rain培养4 d，

3 000 r／min离心15 min，收集上清液．

1．1．4主要化学试剂 丙烯酰胺(Acr)、甲叉双丙

烯酰胺(Bis)、三羟甲基氨基甲烷(Tris)、十二烷基

硫酸钠(SDS)、四甲基乙二胺(TEMED)、CM—Seph—

arose FF、Sephacryl S一200以及SDS—PAGE和凝胶

用的低相对分子质量组标准蛋白质均为Pharmacia

公司产品；巯基乙醇(2一ME，进口分装)、考马斯亮蓝

R250(Fluka，进口分装)；壳聚糖(脱乙酰度为72％

～95％)：浙江玉环海洋生化有限公司提供；其它化

学试剂均为分析纯．

1．2分析方法

1．2．1 壳聚糖酶活力的测定 在1 mL 1％胶体壳

聚糖(o．2 mol／L pH 5．8醋酸作为缓冲液)中加入l

mL适当稀释的酶液，于37℃保温15 min，沸水浴

10 min灭酶，过滤．3，5-二硝基水杨酸(DNS)法测

定酶解液中的还原糖(以氨基葡萄糖计)，每分钟催

化生成相当于l“mol氨基葡萄糖的还原糖所需的

酶量为1个酶活单位．

1．2．2 粘度测定 使用HAAKE粘度仪(RV—

12)，采用2号转子，剪切速率为256 r／min，在37℃

下，将1．5％壳聚糖溶液40 mL加入到0．1 mL纯

酶液中，测定壳聚糖底物的粘度变化，由记录仪自

动记录，8 min内完成．

1．2．3 蛋白质含量测定 Folin一酚法(Lowry

法)L80，以牛血清白蛋白为标准蛋白质．

1．2．4 SDS一聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS—PAGE)

按文献I-9]的方法进行，分离胶质量浓度12 g／dL，

浓缩胶质量浓度为3 g／dI。，缓冲液为Tris一甘氨酸

溶液，PH 8．3．

1．3壳聚糖酶的纯化

1．3．1 乙醇沉淀 将粗酶液和工业乙醇预冷，在

低温下将3倍体积的工业乙醇缓慢加入到粗酶液

中，并混合均匀，静置2 h后．冷冻离心并弃去上清

液，沉淀立即用缓冲液A(pH 5．8，0．01 mol／L醋酸

缓冲液，含0．02％NaN。)复溶．把所得的蛋白质溶

液加入预先处理好的截留相对分子质量12 000的

透析袋中，在相同缓冲液中于4℃透析24 h(定时

更换缓冲液)．

I．3．2 CM—Sepharose FF离子交换层析分离 将

透析后的样品加人到用缓冲液A预平衡的CM—

Sepharose FF阳离子交换层析柱(2．6 cm×45

cm)，先用2倍床体积的缓冲液洗脱至OD。。。不变，

再用0～1．0 mol／L NaCl进行线性梯度洗脱，体积

流量为0．5 mL／min，每管收集5 mL，经酶活力检

测后收集有酶活组分进一步纯化．

1．3．3 Sephacryl S～200凝胶过滤色谱分离 将收

集到有酶活性的组分用截留相对分子质量为5 000

的聚砜膜在低温下超滤浓缩．浓缩酶液再上经缓冲

液B(pH 7．0，0．02 mol／L H。PO。缓冲液，含0．02％

NaN。)预平衡后的Sephacryl S一200凝胶柱(1．6 cm

×100 cm)，上样量为2％，体积流量为20 ml。／h，每

管收集5 mL，有酶活部分供下一步分离．

I．3．4 Phenyl Sepharose CL一4B疏水色谱分离

将收集到有酶活性的组分加固体(NH。)zS04至浓

度为1．5 mol／L，立即上含1．5 mol／l。(NH。)2SO。、

缓冲液B预平衡后的Phenyl Sepharose CL一4B的

疏水色谱柱(1．6 cm×25 cm)进行层析分离．先用

4倍床体积的含1．5 mol／I。(NH。)zSO。、缓冲液B

洗脱至OD。。。不变后，再用缓冲液B进行洗脱，体积

流量为0．5 mI。／min，每管收集2．5 mL，检测并收

集有酶活的组分．

1．4酶学性质

1．4．1 温度对壳聚糖酶活性及酶的热稳定性的影

响 在不同温度下按常规方法测定酶活力；酶液在
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不阕瀛废’F稼漱60『nin箍，接常戏法涮淹冀辩应的
酶活力．

1。4，2 pH靖惫聚撼簿潘槛强酶稳定撼酚嚣嘀

分别默畦{3～9簿缓砖赡液懿涮璃钫和稀释酶液，

按嚣规法测定酶涟力；将酶液与瓢述不鞴pH缓砖

渡簌30℃下糅溢6 h磊。按常鬟法涮定莛黯发瓣骜

活力。

1．4+3金璃离子时酶活力的够响程酶眨虚液中

分瓢船A石霹瓣垒蕊辫子，捧使箕终浓波秀2

mmol⋯／I然露接赛蕊渡灏意荚酶涟力，

2稳聚与鑫撩

2，t 燕聚糕酶的分掰纯化

将{{：{蕊惑C322—32G产生的穗酶液搽过体鞭分

数为75％鹩乙鼯沉潞，选辑蕊，t CM-Sepharose FF

离予交换鬟凝，髑0。01 mol／L，pH 5．6戆醛酸缓穗

灌洗髓，丈部分袭蛋囊不能靛暖雕+褥壤0～t

mol／L NaCl进行线性梯发洗脱。珂烈很好地分离

离褥个蛋鑫峰骊辩建秘酶活蟪，绻桀觅蠢i。掰辛蠹

黎穗酶缀分酌箨遣点菠耨较大，攫攥挺麓疯黪溅定

甜，产生还强糖簸(戳还鞭爆纂汁)辐嗣，嬲剩系底

特爨却不瞬，可秘步黼定主媾B为盎掰酶，凳一小

酶A为卦翻酶．
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ChiB浓缩矮上Sephaeryl S一200凝默过滤魏

瓒，褒体彀谶壁穗20 m￡，，h，上榉璧为2％时，分辨

苹不赢，懿比活力掇高不多，不越根好她分离褶对

势予鼹凳较援遥静⋯蕊鬣鑫蒺分子，戮为在霹襻条

{串F努离秣程蹲势哥疆量豁攘磷鑫(4个漤爨)孵瞧

鹣髅会巷戴3个嫜+遴过簿援搏积淀鬟为i0 mL，7h、

撼步上榉羹、增船浚腿液离子鼹麓，鼯筵缓冲涟转

巾加入NaCI德其潦魔选翻0，1 moI／L，可戳辊商分

辨事，洗巍魏线豇凑2。
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Sephacryl S一200

魅Sephaeryl s 200凝腔避滤色港分离蠢褥礴

醐ChiB，辩用Phenyl Sepharose Ct，一4B疏水色谱进

一疹分离，褥捌3个器寤簿鞴一·个瑟旋的黪谣睡。

蠛鞲藏家魏落能有效麓去豫一爨蔫巯承穗燕嚣瓣

袭蠹l；；{l(显耀3)．渡冀此薅滔蜂进手亍聪盐浓缀，掇予

缝寝装意翱酶拳性藤鞣楚，整个蟪亿过糕结暴豫裹

1．ChiB被纯他了15倍，毙酶活为27．12 U／mg．
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T曲，1 Purification of enflo-ehitosan嚣e ChtB from A#笋g憾lfm

ltts C0耋0心26

纯化步骤嚣篇：篡篡耋7篡冀萎

Z，2壳器耱麟翡瑷健性瑗

l；2。1 Ch[B妁纯建经3交挂爱毒鼙缝豫瑟载{番辨

ChiB，羟s1)S臻髯姆魏胺凝驳泡姝稔骏鸯擎带e觅

图4)，说赐醴达到也溶纯。
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t．耀捧蚤岛爨；2．纯纯翦蠹韶酵B

蛋4内切壳聚耱赫辑SD擎PAGE电濠霭谱

刿昏4 SDS-PAGE of The Purl靠ed Endo-chltosanLqe

ChiB

2，2，2 ChiB的相靖分子痿量 SDSr-漾丙烯黼胺

凝胶电泳测褥ChiB的相对分子质量为27 700(见

銎4)。壹Sephacryf≯200凝较琶涛涮撵ChiB辎对

分乎质量为27 800，辫种测定方法所获缱果基本一

致，说明ChiB为单体酶．

2．2，3 ChiB的氨基酸纽成测定对酶Chill对蘸

基黻组成进行了测定，结果表明该酶由278个氨基

酸臻基缀或，骞半魏糕黢残蕊，其中转爨簸、蛋氮簸

含擞很低，笕寝2．

裹：内切壳攀糖群ChiB氨基嫠缀戚

Tab．2 Amillo acids analysis of the,∞dm盎i§№*mm ChtB

氟基酸√爹％残羹蓉． 氮基酸√黔％建囊篓．
AsD 24．84 60 Glu 7，75 i7

ser 7．8l 2§ His 3．98 8

Gly 8．02 39 Thr 2．62 7

Ala 6．60 26 Arg 0．15 1

节yr i。44 3 eys 1．2S 4

Val 4．1 7 12 Met 0．11 1

Phe 3．ol 6 lie 6．02 lS

l。eH 6．10 15 I。ys t1．2S 24

11ro 4．82 14 总数 i00 278

定戆在酸柬懈下进行的．测定时色氟酸被全郦破坏，照糕酸

寂荔氢醴约宥】D％～is“按鹱朝：+

2，2．4 ChiB砖最违pH争穗是p}{ChiB静鼹逶

和稳定pH分别为6．0和4．5～8．0，觅骝5．

2，2，5 ChiB的最遗作用温度和稳定温度ChiB

作丽最适潞瘦为sS十C，在30～《s℃撵箍i h糟基

本不失活，?5℃保溢1 h还菊40％的黪活，说鞠它

是～种耐热酶．这可熊与它禽有的半胱糕酸形成分

子内二琉键有美，凳露6．
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重6溢艟对内协辩聚耱馥蒲力厦稳窟雠的影鹏

秘晷6 Effect of tempe％ture∞the activity∞6 st8bili毋

of e．do-chitosanase Chi B

：．：。6垂属离子对Ch湛酶浩的影畴l mmol／L

M舻+对ChiB肴强鼎的激浠话用，2 rcxmol／L Cu”，

Ag+，Hg”tCd”，Fe”对ChiB骞强烈撺剡炸罪，

凳袭3。

襄3金蔫鬻子对壳辩耱蘸嚣妁彩酶

Tab．3 Ef如ct of metal ions on the activity of endo-chRosa-

nas#Chi拄

禽属】鼙子 相对酪活 焱属离子 相对酶臻

鞋照 100 eu2+ 20

H92+0 Cd
2+ 22

M芷+ 250 S舻+ 97

Ba2+ 102 P舻+ 60

Zn3’ 67 C铲’ 98

Coa一8e 黼矿‘ 8i

A94 66 FeH 12

2．2．7 aiB斡底耪专一漕墙甭羯髓乙蘸凌静壳

聚糖作底物，ChiB的作用底物为脱己酰度为70％
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～95％的胶体壳聚糖，酶活力随底物脱乙酰化度的

增加ifii增加．

2 2．8 ChiB作用模式取40mL L 5％壳聚糖溶

液，加A 0．1 nlI，纯酶液，体系粘度下降很快，3 rain

痕就F隧了85％，说明它是一静癌切酶，觅图7．继

续降解一段时问后，分析酶解主产物为壳二糖、壳

三糖、壳鞠糖．

o
●

E

_趋【

摇

时fHJ，mln

圉7蘸解甜粘度糖时间变化曲缝

Fig．7 Reduction in the viscosity of chitosan solution

with endo-chitosanase ChiB

3讨论

壳聚糖酶楚一类差异较犬的水鹪酶类，微生物来

源不同，其酶学性质也不同．国外对真菌来源的壳聚

糖酶报道较步，仅有Penici[1ium islandicum，Muc,，r

参考文献：

HI“r2 z’Ft*s(1rlu?ll J(，如”i，A．ol’‘y2Jae，A．fumigatus，

Trichoderma reesel，Rhvdotorula gracilli．’的壳聚

糖酶的纯化和部分性质的研究报道，曲霉CJ22 326
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