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草菇中木糖苷酶的分离纯化及其酶学性质

吴华伟1， 戴军2， 邵蔚蓝”
(1．江南走学工监生物技术教育部重点实验室，江苏无锡21 4036；2，江南大学分析测试中心，

江苏无锡214036)

摘要：草菇(Volwariel／“"ootz；at∽)在20 I，发酵罐中以稻草粉为基质进行培赛，所产生的5-拳糖

苷酶(口】，4一xylosi(1ase，EC 3．2．1．37)羟硫酸铵沉淀。苯基一琼脂糖(PhenyI—agarose)疏水性柱层析、

I)EAE—Sephacel膀离子拄接辑、’FOS()HASS—HW-5S分子萍过蟪分离等提纯步骤，逮到了电津纯，

提纯倍数为24l倍，收率为14．5“．该酶反应的最适pH值为6+41～6．76，最适温度为55℃；在

I)H值5．78～7．68之间酶活力相对稳定，52℃的半衰期(tm)为1}；。由凝胶过滤和SDS-PAGE

测得酶由4个亚基组成，酶的相对分子质量为2 825 000．在所测定的底物中，f}木糖苷酶仪对对硝

基苯基口．I)禾糖苷有专一性水解作用，其对对硝基苯基巾～伊木耱苷水解的动力学参数K。值为2．4

mHl。l／1，．u⋯为42／amol／(rain·mg)．该酶催化对硝基摹基卢木糖苷水解特产掳p木糖反转成

n一木糖．
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from Volvariella volvacea
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Abstract：A 51xylosidase wan purified from straw powder cutture of Volvareft&7)of'o(2cea through

fullowing steps：a)ammonium sulfate precipetation；b)hydrophobic interaction chromaIography

On Phenyl agarose；c)ion exchange chromatography on DEAE—sephacel；and d)Gel filtration on

FosoHaas—HW一55S．The purified enzyme showed a single band On SDS polyacrylamide gel

electroptloresis with a purification of 241 foht，and a yield of 14．5％．The optimal reaction

∞nditions for 1he enzymeⅥ,ere pH 6．4l～6．76 at 55℃．At{he pH range of 5+78～7。68，the

enzvme was stable and had L h half life at 52℃．’Fhe molecular weight was esl imated by SDS

PAGE and by gel fi}t ration as 70，100 and 282，500，respectively．Among all tested substrates，the

ellzytDe exhibited the specific aetivity to P nitropheny[伊xylopyranosIde(PNPX)．The apparent

Micllacf【s(·onstant of che舻xylosidasewas 2．4 mmol／Lfor PNPX，and q⋯was 42U／rag prolein．

7l'11。enzyme hydrolyzed PNPX with inversion of anomeric configuration，producing d xylose from

pxylopyranosl(j。
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爝生资滁的许发张窜l用已经艘为国际挂会翻科学

界共同关注的同艇。半鲜维翥是仅次子淀耪和纤维

索的～大樊百『再生资源，我匡是一个农韭大国，每

年有太羹的秸秆产生，而秸秆干重的质蠢分数为

24％～35蹦是本聚糖，选正是最容易提取、障解和

利用的一类半纤维素．不仅如此，半纤维素的生物

终解遂能释放出被其包裹豹野维索，从丽使纤维豪

得到毙分利用．

⋯个完善豹半纾维素酶系统应该具有降麟菜

种半纤维索所需饕的各种酶．来源予秸秆的本聚糖

类半纤维索是由伊1，4术糖苷键连接成的主链上带

有l，3-Ir阿拉伯呋喃糖基、l，2一葡萄糖醛酸和己酰

基等不碗侧枝的杂多糖．这类术聚糖的完垒降解需

要多种酶的协圄作用．首先，出p1，4一内切木聚糖辩

(End0妒1，4-xylanase，EC 3．2．1，8)随机断裂本聚

糖骨架，产生木寡糖。降低了聚台度，然后出外秘酶

争术糖苷酶(0-1，4-xy[osidase，EC 3，2，1．37)从非迸

原性寒端将术寡糖和术=糖分解为本糖．侧链取健

基的存在能阻抑本聚糖酶和木糖苷酶的作用，翻此

水解术糖与侧链取代基之间的糖苷键的酶，如a—L，

搿控伯糖瞢酶(g—L-arabinofuranosidase，EC 3，2。

1．55)、a—B辅莓糖醛酸酶(aq)一glueuronidase，EC

3．2．1．】39)都是必不可少曲．

研究半纤维素酶的目的可分为2种，其一是发

展术聚糖酶或甘蘼聚糖酶的工监用途，如在纸浆造

纸、食品／饮辩如工中的应用，或用乎饲料添加荆；

而其它的研究则以实现半纤维素的彻底降解从而

进行垒物转化为目的，这就要求对竞整的半纤维謇

酶系统疆开研究。我国科学家的研究目的以糯囊为

主，飚此，除了降低聚合凄的术聚糖酶或甘露聚糖

酶，其它半纤维素承艇酶如对于单糖的产生起着关

键作用的术糖苷酶等在国内还未觅研究报道．

绝大部分微生物不具备完善的半鲆维素酶系

统，因此不能利髑术质野维为碳源发酵进行生物转

纯．睡鞲上研究较多的能藕j粥本聚糖为碳源发酵的

微生物系统主要包括嗜热萤“3和一些子囊蔼蛾半

知菌缡的真菌．如本霉、曲霉等．嗜热菌产生的酶具

有较赢的热稳定性，因此嘴热菌不但是参与农业有

机肥料堆制的很好的蔺种，而且可以是优质酶的来

潦和梅建工程萤的基因源．但是利用离温菌进行生

物转化，或者进行工业发酵的技术还有待发展．本

霉、曲霉等丝状冀菌的半纤维索酶系统研究的较成

熟，雨且霉菌是常用的发酵工程誉，有希望成为半

纤维素的生物降解和转忧的工程菌．然蔼它们都不

能以稿帮为愿辩避行快速生长，露且是植物致瘸藩

或仓储酶蕊，大规模的繁殖可能对环境产生扮染。

蒜等担子蓠草菇(Volvariella"oolwc#d)是～种

高温型食用菌，主产地在我国．由于其生长温魔较

商·转化快，无毒，无致瘸，而且它拥有完备半纤维

素酶系统，能姒秸秆为原料进行大规模培养，作者

认为它是{勾建降解和转化秸秆的基因工程菌的理

想菌株，对予高等担子菌产生的本糙瞽酶在国际土

还采见研究报道，本文报道了作者实验室对革菇术

糖苛酶的纯纯过程叛及酶拳性质的骈究结果，为了

辩高等担子菌的半纤维素酶系统及其特性，井为基

医克隆及工程莹的梅建羹定基础．

1栲料与方法

1．1 试荆鞠仪器

1．1．1 圭要试赉l 术聚糖、果胶、木糖、小牛斑清

白簧靠、对硝基苯基～伊》本糖替、对硝基苯酪、Phe

ny[一agarose、DEAE—Sephacel、Acr-Bis：购手Sigma

公司{TOYOPEARL HW-55S(SOTOHAAS)、

SDS—PAGE低棚对分子质量标准蛋白：上海西巴斯

生物技术有限公司产品；苯甲磺酰氟：上海源聚提

供；叠羲佬；上海媾彩生耪秘技公司提供．

1．1．2主要设备分光光瘦计；Unico生产；巍速

冷骧离心机：Thermo IEC生产；PH计：Deh320：簿

特勒一托利多仪器公司生产；25 L发酵罐：江苏镇江

仪器设备厂生产；BioLogic LP色谱系统：Life Sci-

ence Group生产+

1。2菌种和培养

荤菇燕株(Volvariella酬∽fⅢ)，虫南京师范
太学何强泰教授惠赠．

马铃葚试管斜面培养基(g／L)：煮沸汁马铃薯

200，蔗糖20，酵母粉6，硫酸馁3，琼脂20．

液体菌种的制备：试管斜面菌种接种子含有5

g／L羧甲基纤维素，5 g／L本聚糖，2 g／L蛋自胨，

0。6 g／LKH￡PO．，0．5 g／LMgS04，VBl 0．5 mg／L

的液体墙葬基中，{二40℃，转速130 r／min，摇瓶培

养4 d．液体簋种以体积分数为1％的接种量接人

到25I，发酵罐中．

25 L发酵罐培养基组成：3 g／dL的稻草粉在2

glLNaOH中煮沸5 rain，井用HCI谲至pH值为

7．0，加入5 g／L NaH2POl和5 g／L(NH{)2S04．发

酵罐起始pH值为6．6，擐终pH值为6．76，通气量

V(空气)；V(氧)为1：l，温度为40℃，转速120

r／rain．发酵96 h，每隔4 h取样分析可溶性糖、蛋

自鹰囊量浓度释酶活，当酶活力离虽稳定对下罐，
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1．3蛋自质质量浓度和糖质量浓度的测定

用Bradford法“1测定蛋白质质量浓度，以小牛

盥涛白萤妇作为标准蛋白。

用苯酚一硫酸法01测定可溶性糖含掇，以葡萄糖

俸为标准．

1．4酶活力测定

采用分光光廑法⋯，底物对硝基苯基pD-术糖

背(P nit rophenyl—f}D-xyLopyranoside．PNPX)和酶

液反位后用Na。CO。终止反应并妊色，在波长为405

nn，处测薰光吸收的增魏值．一个酶单位定义为在

该反应条件下，1 rain内催化产生1“mol对硝基苯

基所需要的酶整．用对硝基苯酚掾标准麴线．

1．5酶的分离纯化

20 L发酵液分别用纱布和尼龙布过滤，纯化步

骤在】8℃进行，所有的缓冲液都加入0，2 g／L叠氮

化钠以防止杂菌生长．

1．5，1 硫酸铵沉淀 加固{奉硫酸镀至嫩翻度

80％，在冰上静置过彼，10 000 r／7min于4℃离心10

min，弃去上清液，用25 mmol／L的’l'ris Hcl缓冲

液溶解沉淀物，再于10 000 r／min离心30 min，最

终得粗酶液540 mI。，取180 mL做提纯用．

1．s．2 Phenyl agarose疏水柱层折 向粗酶中加

人等体积的含2．5 mot／L硫酸铵的磷酸钾缓冲液

(50 mmol／L，pfl 6+8)，溶液沉淀过夜(o～4℃)；

沉淀再用磷酸钾缓冲液溶解，此时硫酸铵终浓度约

为0。33 mol／I。，然后船A舍2。5 tool／l，硫酸铵的磷

酸钾缓冲液至硫酸镀终浓度为0．75 mol／L；离心后

将上清液泵人Pbeny]一agarose疏承桂(2．5 ONx 23

cm)，以食0．75 mol／I．硫酸铵和不含硫酸铵的磷酸

钾缓冲液进行梯度洗脱(1．5 mL／min)和分郡收集

(每管8mI，，共900mL)，

1．5．3 DEAE—Sephacel阴离子交换柱层析 由上

步合并的其有较高酶活豹拯酶液经硫裴铵沉淀再

溶解，然后予2 L磷酸钾缓冲液(50 retool／L，pH

6．8)中透析过夜．DEAE—Sephacel阴离子交换柱

(2．5 cm×20 era)预先用稠样的磷酸钾缓冲液平

衡，然后将透析过的酶液注入柱中，以含o～1 tool／

l，NaCt胸磷酸钾缓}啐{E渡进行梯爱洗脱(体积流量为

2 mL／min)和分部收集(每管6 mL，共600 m1．。)．

1．s．4 TOSOHASS—HW一55S分子稀屡楫合并

收集上步的活性峰值部分，其中蛋白质经50％饱和

度的硫酸铵沉淀，再用尽可能步量的含0．2 mmol／

乙NaCl 50 nunol／LpH 5．5的邻蔓l兰二甲酸缓冲液溶

解，离心除去不溶杂质后注入分子筛层析柱’I'OSO—

HASS-HW一55S(1．6 cm×96 cm)；然后用鼹样的

缓冲液洗脱．体积流量0．5 ml，／rain，以每蟹2 mL

分部收集．收集酶活的峰值部分，用聚乙_I醇20 000

浓缩后，黻SDS—PAGE凝胶电浊检测纯度．

1．6酶的性质分析

{．6．I伊本糖苷酶的反应醇间辩践反玻象伴为

50℃，5 gl。酶液加185“L pH 5．8磷酸缓冲液加

10“L璃物，反应时闽分别驭2，5，10，20，30，45 rain，

波长405 nm处测定吸光值作酶的时间反应曲线．

1．6．2温度对酶活力的影响

1)纯酶的最适反应邀度的测定：在30～70℃

范围内每隔5℃分别测定酶活力，反应条件为pH

6+76，10 rain．以最高活力为i00蟛，千#混度曲线，

2)纯酶的热稳定性的测定：分别将酶(1

mg／L)置于选定的温度下保温0，10，20，40，60，90，

120 min，然后加入底物于s5℃，pH 6．76测定残留

活力，以保存于冰浴中(未保温)的酶活力为100％，

作温度稳定性曲线，找到酶活力半衰期为1 h时的

温度．

1．6．3 pH谴对酶活力畿影响

1)分析酶促反应的最适pH值：在55℃下测

定pH德的变化对酶活力的影响，以鼹高活力为

100％，作pH慎韭线．

2)pH值稳定性的分析：0．1“g酶置于190 tA。

不同pH值的缓冲渡中，在50℃儇温30 min，霉柏

人底物测定残留酶活力，以冰浴保存的酶在相对应

的pH瞧条件下的灞力为100％，比较酶在不同pH

值条件下的稳定性．所用缓冲液为50 mmol／L邻苯

二甲酸氡钾一眯唑缓冲液(pH德4．75～7．68)．

t．6．4相对分子质量 纯酶亚蒸相对分子质量用

交联度12％的SDS—PAGE在j10 V电压下电泳

85 min后根瓣相对迁移率计算。低掘对分子质量标

准蛋白质从上海西巴斯生物技术开发有限公司购

得；全酪档对分子蕨量用TosoH公霹的’rsk—

Gel3000 swXI，(7．8[nrtl×300 mm)柱子测定，流动

相为10 mmol／I。pH值6．8的磷酸缓冲液，体积流

量为0，8 ml，／min，柱温25℃，上样体积为10“I。，

酶质量浓度为1 mg，／mL，相对分子质量的标准蛋白

(Cytoehrome c 12 400，Carbonic Anhydrase

29 000．Albumin Bovin Serum 66 000，Alcohol De～

hydrogenase 150 000，Amylase 200 000)均从Sigma

公司购得．

1．6．5 酶的动力学参教测定 以不淘浓度的对硝

基苯基一FD一木糖苷为底物和50 mmo[／I。pH 6．74

的邻苯二甲酸一眯唑缓冲液，在s5℃下反应10 min，

采用双倒数作匿法，计算K。及％。值+
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1．6．6 酶的底物特异性 在相同条件下测定伊木

糖苷酶分别对对硝基苯基一pD一木糖苷(PNPX)、对

硝基苯基一FD-木糖苷、对硝基苯基一口一n葡萄糖昔

(PNPG)、对硝基苯基一a—L阿拉伯糖苷(PNPA)、木

聚糖的催化活性．除木聚糖的质量浓度为l g／dL

外，其它底物浓度都为1 mmol／L．

1．6．7 酶水解反应产物立体化学构象的测定 以

高效液相色谱(HPI。C)测定草菇木糖苷酶水解其底

物对硝基苯基一伊D一木糖苷所产生的木糖的立体构

象．所用层析柱为Waters公司的TSK Gel Am—

mide一80(1．5 mm×80 mm)，流动相体积分数为

70％乙腈，体积流量为1 mL／min，样品体积为lo

肛I，．将对硝基苯基一p胁木糖苷和酶液在40℃反应，

分别在1，2，5，10 min取样lO“L并立即进行

HPI．c分析，以在沸水中保温5 rain的反应液和从

Sigma购得的木糖为平衡状态的标准．

2结果与分析

2．1 草菇培养过程中发酵液和酶活

由于稻草纤维和色素的干扰，在发酵过程中很

难观察菌丝的生长，发酵滤液中没有发现杂菌细胞

或孢子，发酵停止后收集到少量菌丝球．定时取样

测定罐中发酵液中蛋白质浓度、可溶性糖浓度、木

糖苷酶酶活和其它半纤维素酶活性的变化，在这次

试验所给定的条件下发酵60 h后，伊木糖苷酶的活

性提高到13 U／L，此后继续发酵酶活增加缓慢(见

图1)，96 h后发现酶活稍有下降时终止发酵，离心

收集上清液．
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图1发酵液和酶活的变化

Fig．1 Changes of soluble sugar．protein concentration

and enzyme activity

2．2酶的分离纯化

Phenyl—agarose疏水柱层析中洗脱结果中杂峰较

多，共收集了112管，每管8 mL，通过酶活性检测发

现了一个包含16管的酶活单峰，蛋白质浓度测定

结果显示蛋白质峰值与酶活峰值不吻合，说明仍含

有较多的杂蛋白，最终选择5l～57号(共56 mL)管

合并．DEAE—Sephcel阴离子交换柱层析中共收集

了100管，每管6 mL，根据酶活测定，最后合并77

～84号管(共48 mI。)，用50％饱和度的(NH。)：

S0。沉淀酶液中的蛋白质，再用约2 mL缓冲液溶解

后用于分子筛层析．从分子筛TOSoHAsS—HW-

55S柱层析收集的180根管中测出酶活，最终将

50，5l，52号管合并收集(大约6 mL)，经浓缩约为l

mL，SDS—PAGE电泳检测为单一条带，达到了电泳

纯(见图2)．纯化步骤以及相应的纯化效果列于表

1，最终提纯倍数为241倍，收率为14．5％．

表1 草菇步木糖糖苷酶的纯化结果

Tab．1 Purification of伊xylosidase from straw moshroom

Volvariella volvacea

1．标准相对分子质量蛋白；2．纯酶；3．原始发酵液

图2 SDS-PAGE凝胶电泳图

Fig．2 SDS-PAGE

2．3酶的性质

2．3．1 p木糖苷酶的最适反应条件 在pH值接

近中性的条件下，酶的最适活性峰出现子55℃左

 

 万方数据



34 无 锡 轻 工 大 学 学 报 第23卷

——————————————————————————————————————————————————————————————————一—————————————————————————一
右；在30～55℃之间，酶的活性随着温度的提高而

迅速上升，但是当温度高于55℃时酶的活性急剧

下降，说明酶已经较快地失活．以邻苯二甲酸氢钾～

咪唑为缓冲液，测出酶于55℃时的最适pH值为

6．41～6．76之间，属于中性酶；反应条件为50℃，

pH值5．8，酶质量浓度为l mg／L时，酶促反应的

时间曲线表明在这样的反应条件下该酶在20 rain

内保持了最高反应速度，在20～40 rain内反应速度

略有下降．

2．3．2酶的稳定性 纯化的伊木糖苷酶(1 mg／L

在pH值5．78～7．20之间酶活相对稳定，残留活性

都在70％以上，且曲线比较平稳．pH值超出这一

范围后酶活下降较快，说明该酶宜在中性条件下保

存或进行催化反应．中性条件下酶在50。C的半衰期

超过2 h，52℃的半衰期为l h，56℃下酶失活很

快，半衰期约为25 min．由此推断，该酶在草菇的生

理状态下或生长过程中具有很好的稳定性．

2．3．3 相对分子质量 SDS—PAGE测出的酶亚基

相对分子质量约为70 100(见图2)；通过Log M～

Time作图由凝胶过滤测得全酶相对分子质量约为

282 500，说明该酶可能由4个亚基组成．

2．3．4 酶促反应的动力学 参数K。及u⋯值

根据Lineweaver—Burk作图法，算得的K。值为2．4

retool／L，u。。为42 timol／(rain·mg)．

2．3．5酶的底物特异性 该酶只对对硝基苯基一伊

n木糖苷有专一性活性，而对硝基苯基～伊胁木糖

苷、对硝基苯基一伊胁葡萄糖苷、对硝基苯基一口一L一阿

拉伯糖苷、木聚糖均未检测出活性．

2．3．6 水解产物的立体化学构象 在自然平衡状

态下，木糖以口构象和口构象的峰高比约为1：

1．8∽3的比例存在，这种热力学平衡速度很快．本实

验在50℃下进行反应，并且反应后以超滤离心除

去样品中的酶，水解所产生的木糖已经进入自然平

衡状态．因此，将底物对硝基苯基一伊胁木糖苷和酶

液混合在40℃反应．本实验所用的TSK—Gel3000

SWL柱子中，先出峰的都是口一木糖．色谱分析结果

见表2．当酶促反应时间为1 rain时，木糖苷酶水解

底物对硝基苯基一伊胁木糖苷所生成的产物木糖还

来不及达到热力学上的平衡状态，所以将反应液立

即上柱后根据所显示的图谱就可以判断酶的水解

产物立体化学构象的变化情况，结果显示1 rain时

初始水解产物绝大部分为a一木糖，随着反应时间的

延长，木糖开始在热力的驱动下向1：1．8(口：卢)的

峰高比比例转移，如当酶促反应液在煮沸后，产物

木糖在热力的驱动下已经完全达到了平衡，口：卢已

经达到了1：1．89(见图3)．由此可以知道草菇来源

的p木糖苷酶在水解反应过程中将产物p木糖反转

成口一木糖．

表2草菇尹木糖苷酶水解产物的立体化学构象分析

Tab．2 Stereochemical analysis of the catalytic reaction of O-

xylosidase from Volvariella volvace

25

20

名15
创

唧10

S

0

时间／min

3

2

>

毒
1

铆0

。1

2 4 6 8 lO

时间／min

2 4 6 8 10 12

时间／rain

 

 万方数据



第3期 是华传等：草菇中本糖苷酶的分离纯化及其酶学性质 35～⋯——————————————————～———————————————————————————一～一——⋯——
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翻3 HPLC分析哥术糖苷酶酶促反应混台液中产物

掏采

F18 3 HPLC chromatograms of reaction mixtures eolP-

laining wNPXyl and乎．xylosidase from％lmrf。

ella volvncea

3讨论

荜菇中J争术糖苷酶属于诱导酶．在预备试验的

摇瓶培养中，草蔬在以木聚糖为碳源时序术糖苷酶

的产生董黉比以蔗糖或羧甲基纤维素为碳源时高

碍多，这一瑗象与文献报道一致¨j+一般认为本聚

糖降解酶系受术糖或术聚糖诱导．用稻草作为生长

基质进行发酵时攫难测定缨胞生长量，肴上去藩丝

很不明显+但是半纾维索酶包括木聚糖酶、p术糖苷

酶、茸阿拉伯糖糖苷酶等酶活菲常高，其中p本糖苷

酶的活性达到1 3 U／L，比摇瓶培养高出约100倍，

这意味着除底物诱导以外还有其它重要因素在起

诱譬作用，如饥饿，通气量等，

不同来源的肛术糖苷酶性质各不相同，总的来
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