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草菇木聚糖酶的纯化提取和酶学性质
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摘! 要：草菇产胞外木聚糖酶通过各级浓缩和纯化，获得接近电泳纯蛋白+通过 -6-1789: 测得相
对分子质量为 "& $%%+木聚糖酶为糖基化修饰的蛋白，含有质量分数 "%+ "& ;的糖+ <1糖基化能增
加木聚糖酶的活性，<1和 ,1糖基化都能提高木聚糖酶的稳定性+ $ =>? 反应，草菇木聚糖酶在 4%
@和 /A值 $+ 4$ 时活性最高+在此条件下，该酶的 !=值为 #+ 25 =B C =D，"=EF为 0 "$% GH C =B+纯酶的
稳定 /A值为 4+ $&，$5 @时半衰期为 0 I+
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! ! 木聚糖是组成半纤维素的主要成分之一，它
在自然界中的含量仅次于纤维素，约占植物组织

干重的 #$;［0］，是一种重要的可再生资源，对它的

降解和利用的研究日益受到人们重视+ 木聚糖的
完全降解需要几种水解酶协同共同完成，其中木

聚糖酶（:\ #+ "+ 0+ 2）的作用是水解木聚糖 !+0，&1
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木糖苷主链!目前，人们已从许多不同的生物中发
现并纯化!克隆了木聚糖酶及其基因，并对它们
进行了理论和工业应用方面的研究!
草菇（!"#$%&’(##% $"#$%)(%）是一种可食用的高

等真菌，含有全套完整的纤维素和半纤维素降解

酶系［"］，能以草质秸秆为生长基质，这对草本木质

纤维的生物转化具有重要的理论研究和经济应用

价值!研究的主要目的是分离纯化草菇木聚糖酶
并对其酶学性质进行研究!

!" 材料与方法

!# !" 菌种和培养方法
草菇（!"#$%&’(##% $"#$%)(%）菌种由南京师范大

学何强泰教授惠赠!
试管斜面接种于种子培养基（# $ %）（羧甲基纤

维素 &，木聚糖 &，蛋白胨 "，’(" )*+ ,! -，.#/*+

,! &，!01 ,! ,, ,&）中，+, 2，13, 4 $ 567摇瓶培养 +
8，后将种子以体积分数 19 接种量接种于 ", %大
罐培养基［质量分数 39稻草（磨碎后用 ,! " # $ 8%
:;*(煮沸 & 567，然后用 (<= 中和），（:(+）" /*+

,! & # $ 8%，:;(")*+,! & # $ 8%］中，在 "& % 发酵罐
搅拌通气培养 + 8!发酵罐培养过程中，定时取样，
测定发酵液中蛋白质和可溶性多糖含量，以及木

聚糖酶的比活力!
!# $" 酶活测定方法
木聚糖酶酶活测定：用木糖作为标准! 稀释后

的酶液以 ,! 1 5%的 ,! & # $ 8%燕麦木聚糖为底物，
在 -, 2，>( &! + 条件下先保温 & 567，然后加入 3
倍体积的对羟基苯甲酸酰肼（/6#5;）试剂，沸水浴
煮 1, 567，冰水浴中冷却，最后用分光光度计测定
+1, 75下的吸光度［3］!
一个国际单位（ ?@）为以 ,! & # $ 8%的燕麦木聚

糖为底物，每分钟产生 1 !5A=木糖所需要的酶量!
比活力为每毫克酶蛋白中含有的酶活力单位

数!
!# %" 蛋白质质量浓度测定
用 04;8BA48 法［+］测定! 以小牛血清白蛋白

（/6#5;）作为标准!
!# &" 糖质量浓度测定
用苯酚C硫酸法［&］测定!以葡萄糖作为标准!

!# ’" 酶的分离纯化
所有纯化步骤都加入质量浓度 ,! ," # $ 8% 叠

氮化钠以防杂菌污染，苯甲磺酰氟（,! 1 5# $ 5%）防
止蛋白质的降解!
!! ’! ! " 硫酸铵沉淀 " 草菇木聚糖酶为胞外分泌

蛋白，收集过滤后澄清的发酵液，以 D,9 的硫酸
铵饱和度在冰水浴中沉淀发酵液中的蛋白质! &
,,, 4 $ 567离心 1, 567，留沉淀!
!! ’! $ " )EF7G=CH#;4AIF（ /6#5; ）疏水柱（"! & J5
K "3 J5）层析L 样品：将沉淀溶于含 ,! M& 5A= $ %
（:(+）"/*+的 >(值 -! D &, 55A= $ % 的磷酸钾缓冲
液中!缓冲液：H 缓冲液：>( 值 -! D &, 55A= $ % 的
磷酸钾缓冲液 N 1 5A= $ %（:(+）" /*+ ! 0 缓冲液：
>(值 -! D &, 55A= $ %的磷酸钾缓冲液!洗脱条件：
0缓冲液体积分数 "&9 O 1,,9，体积流量 1! &
5% $ 567，洗脱体积 D,, 5%! 收集活性部分并用
D,9 的硫酸铵饱和度沉淀!
!! ’! % " PQHQC/F>E;JF=（ /6#5; ）（"! & J5 K ",
J5）阴离子交换层析L 样品：将沉淀溶于 &, 55A= $
% >(值 -! D 的磷酸钾缓冲液中，并在冰水浴中透
析过夜!缓冲液：H 缓冲液：&, 55A= $ % >( 值 -! D
的磷酸钾缓冲液! 0 缓冲液：>(值 -! D &, 55A= $ %
的磷酸钾缓冲液 N ,! & 5A= $ % :;<=! 洗脱条件：0
缓冲液体积分数 , O 1,,9，体积流量 " 5% $ 567，洗
脱体积 3-, 5%!收集活性部分并用 D,9 的硫酸铵
饱和度沉淀!
!! ’! & " 凝胶过滤层析 /*R*(HH/ (SC&&/（
RAIAE ）（1! - J5 K T- J5 ）L 样品：沉淀用 "&
55A= $ % >( 值 M! & 的 R46IC(<= 缓冲液溶解! 缓冲
液：,! " 5A= $ % :;<= N &, 55A= $ % >( 值 &! & 邻苯
二甲酸氢钾缓冲液! 洗脱条件：体积流量 ,! & 5% $
567，洗脱体积 T-, 5%! <.CH#;4AIF（ )E;45;J6; ）（
1 J5 K 1- J5 ）阳离子交换层析! 样品：收集的活
性部分用 &, 55A= $ % >(值 &! & 的邻苯二甲酸氢钾
缓冲液冰浴透析! 缓冲液：H 缓冲液："& 55A= $ %
>(值 &U D- 的邻苯二甲酸氢钾缓冲液! 0 缓冲液：
"& 55A= $ % >( &! D- 邻苯二甲酸氢钾缓冲液 N 1
5A= $ % :;<=! 洗脱条件：0 缓冲液体积分数 , O
1,,9，体积流量 3 5% $ 567，洗脱体积 "+, 5%!
!! ’! ’ " 羟基磷灰石层析 06ACVF= (R)（06ACW;8
%;XA4;YA46FI，?7J!）（ "! & J5 K +& J5 ）L 样品：用
聚乙二醇浓缩收集的活性部分!缓冲液：H缓冲液：
1 55A= $ % :;<=! 0 缓冲液：1 5A= $ % :;<=! < 缓冲
液：& 55A= $ % .#<=" ! P 缓冲液："& 55A= $ % >( 值
&! D 磷酸钾缓冲液! Q缓冲液：,! 3 5A= $ % >(值 &U D
磷酸钾缓冲液!洗脱条件：H 缓冲液平衡! < 缓冲
液体积分数 ",9 O 1,,9，体积流量 ,! & 5% $ 567，
洗脱体积 D, 5%! 0 缓冲液 19 O 1,,9，体积流量
,! & 5% $ 567，洗脱体积 D, 5%! Q 缓冲液体积分数
339 O1,,9，体积流量 ,! & 5% $ 567，洗脱体积 D,
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!"#
!# "# # $ %&’()*+,-.（ /0*+!*12* ）（3 1! 4 351!）
阳离子交换层析 $ 样品：用聚乙二醇浓缩收集的
活性部分并于冰浴中透析# 缓冲液：( 缓冲液：67
!!,8 9 " :; 值 6# 7 柠檬酸缓冲液# < 缓冲液：67
!!,8 9 " :;值 5# 5 柠檬酸缓冲液# 洗脱条件：< 缓
冲液体积分数 7 = 377>，体积流量 ? !" 9 !2@，洗脱
体积 AB7 !"#
!# "# $% ;/"% CDE’FG"! F?777DHI"（ C,-,0 ）
（ 7# JK 1! 4?7 1! ）$ 样品：用聚乙二醇浓缩收集
的活性部分，在 (!21,@ %.@L+21,@ 中用去离子水超
滤浓缩液，所得的样品冷冻真空干燥，后用 A7 !"
含有体积分数为 7# 3> C+2L,@ I’377 和 7# A !,8 9 "
M*%8的 A6 !!,8 9 " :;值 5# 5 磷酸钾缓冲液溶解#
缓冲液：A6 !!,8 9 " :; 值 5# 5 磷酸钾缓冲液 N体
积分数 7# 3> C+2L,@ I’377 N 7# A !,8 9 " M*%8#洗脱
条件：体积流量 7# A !" 9 !2@，洗脱体积 B6 !"# 收
集活性部分，所得的样品冷冻真空干燥#
!& #% 酶的性质分析方法
!# ## ! % 相对分子质量的测定 % 酶相对分子质量
用 3A ) 9 O" 的 DPD’/(FG 在 367 Q 电压下电泳测
定，胶厚 7# J6 !!# 标准蛋白从 /+,!.)* 公司购
得#
!# ## ’ % 酶的最佳反应条件的测定 % 最适反应温
度为以 7# 3 !,8 9 " :; 值 6# B 的邻苯二甲酸氢钾’
咪唑溶液为缓冲液，在 ?7 = J6 R 范围内，每隔 6
R测定酶活力最高时的温度#
最适反应 :;值为以 7# 3 !,8 9 "的邻苯二甲酸

氢钾’咪唑溶液为缓冲液，在 57 R时，不同的 :;
值条件下测定酶活力最高时的 :;值#
!# ## ( % 酶的稳定性分析 % 以未保温酶的活性为
对照，测定酶在不同 :; 值的 7# 3 !,8 9 " 邻苯二甲
酸氢钾’咪唑缓冲液中 57 R保温 ?7 !2@ 后的残余
活性，得到酶相对稳定的 :;值范围#
以未保温酶的活性为对照，在相对稳定的 :;

值下，在不同的温度下保温不同的时间后，测定酶

的残余活性，从而得到不同温度下酶活力的半衰

期#为了方便与不同来源的酶进行比较，以半衰期
为 3 0的温度表示酶的稳定性#
!# ## ) % 酶的动力学研究 % 以不同质量浓度的燕
麦木聚糖为底物和 7# 3 !,8 9 "，:; 值 5# A 邻苯二
甲酸氢钾’咪唑溶液为缓冲液，按 ;*@.- 作图法计
算 !!和 "!*S值#
!# ## "% 糖基化对酶活性和稳定性的影响 % 在 A7
!"的体系中加入纯化的木聚糖酶 37 !)，:;值 6#

7 邻苯二甲酸氢钾缓冲液至 67 !!,8 9 "，不加入
（对照）或加入 7# 7A TU "’M’乙酰半乳糖胺酶（切
除 V’糖基化修饰）或 9和 7# 7A TU !#M’乙酰葡糖胺
糖苷酶（切除 M’糖基化修饰）（D2)!* ），置 ?7 R水
浴 3 0后转入冰水浴#比较不同处理中木聚糖酶的
活性和稳定性#

’% 结果与分析

’& !% 草菇培养过程中发酵液和酶活的变化
定期测定发酵液中的蛋白，可溶性多糖和木聚糖

酶的比活力的变化，以木聚糖酶的比活力的变化为标

准，确定发酵中止时间，在 WB 0停止发酵（见图 3）#

图 !% 发酵液和酶活的变化
*+,& !% -./0,12 34 4156107/7+30 8537. /09 10:;61 /<7+=+7;

’& ’% 酶的分离纯化
草菇的木聚糖酶为胞外分泌蛋白，发酵后收

集发酵液# 由于体积较大，故先用硫酸铵沉淀浓
缩，并调整样品中的（M;B）ADVB浓度至 7# J6 !,8 9 "
后，将其注入 /0.@X8’()*+,-. 疏水柱层析，木聚糖
酶活性部分主要集中在上样流过液，洗柱液和洗

脱液的前部# PG(G’D.:0*1.8 阴离子交换层析，木
聚糖酶出现在洗脱液的前部# 凝胶过滤层析，木聚
糖酶出现在洗脱液的后部# %&’()*+,-. 阳离子交
换层析，采用盐质量浓度梯度洗脱，木聚糖酶没有

结合在 %&’()*+,-. 柱上，它全部在上样流过液和
洗柱液中#羟基磷灰石层析，木聚糖酶活性部分全
部集中在 M*%8线性梯度洗脱液中，该酶可能为中
性蛋白# %&’()*+,-. 阳离子交换层析，采用 :; 值
线性梯度洗脱，木聚糖酶没有结合在 %&’()*+,-.
柱上，但利用该步骤，大部分剩余杂蛋白可结合在

%&’()*+,-.柱上并将它们去除# 利用 ;/"%，剩余
的微量杂蛋白可以去除#收集活性部分，经过 3A ) 9
O" DPD变性胶凝胶电泳，证明得到了接近电泳纯
的草菇木聚糖酶#
通过上述主要步骤，草菇木聚糖酶的纯化结

果见表 3#
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表 !" 草菇木聚糖酶的纯化结果
#$%& !" ’())$*+ ,- .+/$0$12’1 3(*4-45$64,0

步 骤
总蛋白质量 !

"#
总酶活力 !

$%
比活力 !
（ $% ! "#）

纯化
倍数

得率 !
&

发酵液 ’()))* ’ ’(+() ’* (’ ’ ’((

硫酸铵沉淀 ,-./* ’ -/’)* 0 ’* +. ’* + ++* +

12345678#9:;<3 疏水柱层析 +.* ’ ’/)/* ’ ’-* +0 ’-* ) ’.* 0

=>8>7?3@29A36阴离子交换层析 )B* + ’’+)* , ’B* 0- ’B* , ’’

凝胶过滤层析 .’* + 0B,* - /.* () /’* 0 0* )

CD78#9:;<3阳离子交换层析 ’0* ’ )0B* ) /)* / /,* - )* /

羟基磷灰石层析 .* , ’/.* + ),* )0 )/* - ’* .

CD78#9:;<3 阳离子交换层析 ’* ) B0* / 00* (. 0)* ’ (* B

E1FC (* . -’* / ,(0* ) ,(.* ) (* +0

7& 8" 相对分子质量
经过 ’.& ?=? 变性胶凝胶电泳，测得相对分

子质量为 ., )((*见图 .*

’：?=?718G>标准分子量蛋白；.：木聚糖酶

图 7" ’9’:;<=> 电泳图
?4@& 7" ’9’:;<=>

7& A" 酶的反应动力学和稳定性
经过 ) "H4反应，草菇木聚糖酶在 0( I 和 @E

值 )* 0) 时酶活最高（见图 /）* 在此条件下，酶的
!"为/* -+ "# ! "F燕麦木聚糖，""为 ’ .)( $% ! "#*
纯酶的稳定 @E值为 0* ),，在 )+ I 时保温 ’ 2，还
有 )(& 的活性（见图 ,）*
7& B" 糖的含量和糖基化对酶活的影响
木聚糖酶为糖基化修饰的蛋白，含有质量分

数 .(* .,&的糖*酶的糖基化修饰对酶的活性和稳
定性具有一定的影响作用（见图 )）* J7糖基键的分
解降低了木聚糖酶的活性，而 K7糖基化对酶活没
有影响*但 J7和 K7糖基化的切除都在不同程度上
都降低了木聚糖酶的稳定性*

（9）

（L）

图 8" 不同温度和 3C值对酶活的影响
?4@& 8" >--256 ,- 62)32*$6(*2 $0D 3C ,0 .+/$0$12 $564E46+
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图 !" 不同 #$和温度对酶的稳定性影响
%&’( !" )**+,- .* #$ /01 -+2#+3/-43+ .0 567/0/8+ 8-/9&7&-6

:" 结" 论

通过 !"!#$%&’测得草菇木聚糖酶相对分子

质量为 () *++,木聚糖酶为糖基化修饰的蛋白，含

有质量分数 (+, ()-的糖, .#糖基化能增加木聚糖

酶的活性，而 /#糖基化对酶活没有影响, 但 .#和

/#糖基化都能提高木聚糖酶的稳定性,草菇木聚糖

酶在 0+ 1和 23 值 *, 0* 时酶活最高, 在此条件

下，该酶的 !4为 5, 67 48 9 4: 燕麦木聚糖，"4为 ;

(*+ <= 9 48,纯化后的酶的稳定 23值为 0, *)，在 *7

1时保温 ; >，还有 *+-的活性,

?：糖基化对酶活的影响

@：糖基化对酶的稳定性影响

A：为未处理的木聚糖酶；/：为 !#/#乙酰葡糖胺糖苷酶处理的

木聚糖酶；.：为 !#/#乙酰半乳糖胺酶处理的木聚糖酶；/ 9 .：

为 !#/#乙酰葡糖胺糖苷酶和 !#/#乙酰半乳糖胺酶同时处理的

木聚糖酶

图 ;" 酶的糖基化修饰对酶的活性和稳定性影响
%&’( ;" )**+,- .* ’76,.867/-&.0 .0 567/0/8+ /,-&<&-6 /01

8-/9&7&-6
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