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摘　要　为了进一步研究链霉菌木聚糖酶的酶学性质 ,探讨了卷须链霉菌一种木聚糖酶的纯化方法。粗酶液经硫

酸铵饱和度为 20 %～50 %的分级沉淀和 Q2sephrose FF离子交换柱层析 2步纯化 ,得到一种电泳纯的木聚糖酶 ,定

名为 XynB ;酶蛋白纯化倍数达到 1010倍 ,酶活力回收率达到 2410 %。SDS2PA GE结果表明 ,该木聚糖酶的分子质

量为 2210 ku ,属于低分子质量的木聚糖酶。
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Abstract　To study further the prop erty of xylanas es from Streptomyces , purification of a xylanas e from Streptomyces

cirratus D210 was investigated. A xylanas e , named XynB , was purified by stepwis e ammonium s ulphate precipitation

(20 % - 50 % s aturation) and Q2s ephros e FF ion exchange chromatography. After two2s tep treatment , ten2fold purifica2
tion was obtained with 2410 % activity recovery. The purified XynB showed as a single protein band on SDS2PAGE that

molecular weight of the enzyme was estimated to be 2210 ku by SDS2PAGE, and belonged to one of lower molecular

weight xylanas es .

Key words　Streptomyces cirratus ; xylanas e ; purification ; ammonium s ulphate precipitation ; ion exchange chromato2
graphy

　　微生物木聚糖酶的酶系一般比较复杂 ,大部分

微生物都可产生 1种以上的木聚糖酶。链霉菌一般

产生 2 种以上木聚糖酶 :分子质量为 20～27 ku的

低分子质量木聚糖酶和分子质量为 30～55 ku的高

分子质量木聚糖酶。虽然同一菌株所产木聚糖酶的

物理和化学性质有很多是相近的 ,但是仍然存在显

著的差异[1～3 ]。

从文献报道可知 ,纯化酶的方法很多 ,最常用的

有硫酸铵沉淀、离子交换层析、分子筛层析和亲和层

析等。国内对木聚糖酶的纯化研究大多集中于黑曲

霉、木霉等真菌产木聚糖酶 ,也有少量的对假单孢

菌、芽孢杆菌等细菌产木聚糖酶纯化的报道[4～10 ] ,

但尚未见到链霉菌木聚糖酶纯化的研究报道。一般

而言 ,需要几种方法的组合 ,才能由木聚糖酶粗酶得

到纯酶 ,但也有经过简单的 1 步或 2 步纯化即得到

纯酶的报道。

有研究结果表明链霉菌 ( S t reptom yces ci rrat us

D210)产生的木聚糖酶粗酶分解木聚糖的水解产物

以木二糖为主 ,但作用机理尚待进一步研究。本研

究采用硫酸铵沉淀和离子交换柱层析纯化卷须链霉

菌所产的木聚糖酶 ,得到一种电泳纯的木聚糖酶 ,为

进一步研究纯酶的性质奠定了基础。

1　实验材料与方法

111　菌种、主要仪器与试剂

菌种为卷须链霉菌 ( S t reptom yces ci rrat us D2
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10) ,是本实验室筛选并保存的菌种。

电泳仪和电泳槽 ,AE26400 Dual Mini Slab Kit ,

A TTO company , Japan ;恒流泵及部分自动收集器 ,

上海沪西仪器厂。

低分子质量标准蛋白质 Pharmacia Biotech ,

No. 112B2036220 ;离子交换剂为 Q2sepharose Fast

flow , Pharmacia Biotech。

112　木聚糖酶粗酶液的制备

液体摇瓶发酵培养基 :玉米芯木聚糖 15 g ,酵母

提取物 ( Oxiod) 3 g ,蛋白胨 10 g , KH2 PO4 10 g ,

MgSO4·7H2O 015 g , Tween 80 5 g ,定容至 1 L。

摇瓶培养条件 : 250 mL 三角瓶装液量 50 mL ,

接入 015 cm2平板培养基上生长 5～6 d的孢子 ,旋

转式摇床 140 r·min - 1 32 ℃振荡培养 7 d ,5 000 r·

min - 1离心 6 min ,取上清液待用。

113　木聚糖酶活力及蛋白质含量的测定

木聚糖酶活力的测定参照文献[ 11 ] (DNS法) 。

以质量分数为 1 %的桦木木聚糖溶液为底物 (用

0105 mol·L - 1p H 513的柠檬酸钠缓冲液溶解) 。酶

溶液也用相同的缓冲液适当稀释。019 mL 底物溶

液加 011 mL 稀释过的酶溶液 55 ℃反应 5 min ,添加

1 mL DNS试剂终止反应 ,沸水中煮沸 15 min ,再加

1 mL 质量分数为 40 %的四水合酒石酸钾钠溶液 ,

流动水冷却 15 min ,540 nm处测吸光度。测定过程

以木糖做标准。在以上条件下 ,以每 min产生相当

于 1μmol 木糖的还原糖所需的酶量为一个酶活力

单位 (U) 。本文中酶活力数据均为 2次以上实验结

果的平均值。

蛋白质含量的测定[12 ] :以牛血清白蛋白为标

准 ,测量 280 nm处的吸光度 ,计算蛋白质含量。

114　木聚糖酶的纯化方法

1)硫酸铵分级沉淀。在室温 (20 ℃左右)条件

下 ,将硫酸铵制成饱和硫酸铵溶液 ,保留一些硫酸铵

晶体为不溶解状态 ,并平衡 1～2 d ,备用。粗酶液若

干 ,缓慢搅拌 ,同时缓慢添加饱和硫酸铵溶液至

10 %饱和度 ,10 000 r·min - 1离心 10 min取上清液 ,

测上清液酶活力和蛋白质含量 ;再缓慢搅拌上清液

并添加饱和硫酸铵溶液至 20 %饱和度。重复以上

操作至上清液硫酸铵饱和度分别达 30 % , 40 % ,

50 %和 70 % ,测量各饱和度条件下离心后上清液的

木聚糖酶活力和蛋白质含量。

2)离子交换柱层析[9 ]。层析条件 :离子交换剂

Q2sepharose Fast Flow ,柱直径 10 mm ,柱长 60 mm ;

用梯度混合仪梯度洗脱离子交换柱 ,起始洗脱液

Tris2HCl浓度 50 mmol·L - 1 ,p H 815 ;终止洗脱液

NaCl浓度 015 mol·L - 1 ,以 50 mmol·L - 1 p H 815

Tris2HCL 缓冲液溶解 ;洗脱速度 015 mL·min - 1 ,分

部收集每管 180滴。

115　酶纯度的鉴定及分子质量的测定[8 ]

分离凝胶质量分数为 1215 % ,以 Pharmacia 低

分子质量标准蛋白质为标准 ,按照 Laemmli (1970)

方法进行蛋白质电泳。电泳条件为恒电流 30 mA ,

电泳结束后用考马斯亮蓝 ( Coomassie brilliant blue

G2250)染色。根据样品和标准蛋白质的 SDS2聚丙
烯酰铵凝胶电泳 ( PA GE)图 ,测定样品和标准蛋白

质的相对迁移率 Rf 值 ,用标准蛋白质的 Rf 值对其

分子质量的对数做标准曲线。由纯酶样品的 Rf

值 ,可以求得其分子质量 m。

2　结果与讨论

图 1　不同硫酸铵饱和度条件下上清液木聚糖酶活力和

蛋白质质量浓度ρ(蛋白质)的变化曲线

Fig. 1 　Changes of xylanase activity and protein content ρ

after different concentration ammonium sulphate

precipitation

211　硫酸铵分级沉淀

图 1示出不同硫酸铵饱和度条件下上清液木聚

糖酶活力和蛋白质质量浓度的变化曲线。可以看

出 ,当粗酶液硫酸铵饱和度低于 20 %时 ,酶活力下

降较缓慢 ;其饱和度为 20 %～50 %时 ,酶活力下降

较快 ;其饱和度为 50 %～70 %时 ,酶活力下降速度

又变得缓慢 ;当其饱和度为 70 %时 ,木聚糖酶活力

降为 0。粗酶液中蛋白质质量浓度为 5814 mg·

mL - 1 ,添加饱和硫酸铵溶液至硫酸铵饱和度为

10 %时 ,蛋白质质量浓度快速下降至 4110 mg·

mL - 1 ;继续添加饱和硫酸铵溶液至硫酸铵饱和度分

别达 20 % , 30 % , 40 % , 50 %和 70 % ,蛋白质质量浓

度呈缓慢下降趋势。
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综合考虑硫酸铵沉淀过程中木聚糖酶活力和蛋

白质质量浓度的变化情况 ,选取粗酶液硫酸铵饱和

度 20 %和 50 %做为本研究中硫酸铵分级沉淀的起

始和终止饱和度。

硫酸铵分级沉淀的操作步骤为 :粗酶液加饱和

硫酸铵溶液至 20 %硫酸铵饱和度 ,缓慢搅拌充分混

合 ,再于 10 000 r·min - 1下离心 10 min ,弃去沉淀取

上清液 ;上清液再添加饱和硫酸铵溶液至 50 %硫酸

铵饱和度 ,缓慢搅拌充分混合 ,再于 10 000 r·min - 1

下离心 10 min ,弃去上清液 ,收集沉淀并用少量 50

mmol·L - 1 p H 815 Tris2HCL 缓冲液溶解备用。粗

酶液经过硫酸铵分级沉淀之后 ,纯化后的酶活力为

粗酶液总酶活的 6315 % ,蛋白质质量为粗酶液的

2313 % ,纯化倍数为 217倍。

212　离子交换柱层析

离子交换柱层析的最佳实验条件是根据酶蛋白

质的电学性质制定的 ,且要考虑溶液 p H值与酶蛋

白质的等电点不要相差太远。

图 2示出木聚糖酶的 Q2sepharose 离子交换柱

层析图。第 9～11管的位置出现一个尖锐的蛋白质

峰 ,该峰与木聚糖酶的活力峰相一致 ,显示该蛋白质

为木聚糖酶。SDS2PA GE电泳结果 (图 3)显示该木

聚糖酶为单一电泳带 ,即达到了电泳纯 ,命名为

XynB。这样通过 1 步离子交换柱层析就得到了电

泳纯的木聚糖酶。

图 2　木聚糖酶 Q2sepharose离子交换柱层析图

Fig. 2　Q2sephrose FF ion exchange chromatography

of the enzyme protein

另外 ,值得注意的是 ,在图 2 的 30 管位置也出

现了酶的活力峰 ,可能是另一个木聚糖酶。因其蛋

白质质量和酶活力都较小 ,未做进一步研究。

木聚糖酶的纯化总结见表 1。可以看出 ,粗酶

液经过硫酸铵分级沉淀 ,酶活力回收率达到

6315 % ,纯化倍数 217 倍。经透析后上离子交换柱

层析 ,酶活力回收率为 2410 % ,纯化倍数 1010倍。

表 1　木聚糖酶 XynB纯化表

Table 1　Summary of XynB purification

纯化步骤
蛋白质

质量/ mg

酶总

活力/ U

比活力/

(U·mg - 1)

纯化

倍数

回收

率/ %

粗酶液 11618 94114 8106 110 100　

硫酸铵沉淀 2712 59718 22100 217 6315

离子交换层析 218 22610 80170 1010 2410

213　酶纯度的鉴定和分子质量的测定

图 3示出纯酶的 SDS2PA GE电泳图。可以看

出 ,离子交换柱层析后的木聚糖酶峰在 SDS2PA GE

电泳图中显示为单一蛋白质带 ,表明该酶已经达到

电泳纯。

标准蛋白质 :Lactalbumin (1414 ku) ; Trypsin Inhibitor (2011 ku) ;

Carbonic Anhydrase (30 ku) ; Ovalbumin (43 ku) ;Albumin (67 ku) ;

Phosphorylase b (94 ku) .

图 3　纯酶的 SDS2PAGE电泳图

Fig. 3　SDS2PA GE of the purified XynB

图 4　SDS2PAGE测定 XynB的分子质量

Fig. 4　Molecular weight determination of

XynB by SDS2PA GE

因纯酶分子质量偏低 ,取 4 种分子质量较小的

标准分子质量蛋白质及其各自相对迁移率 Rf 做

图 ,结果见图 4。将纯酶的相对迁移率 01574 代入

标准分子质量蛋白质质量 m 的对数与相对迁移率

Rf 的回归方程 :

3
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lg m = - 01969 8 Rf + 11899 4

计算得到的木聚糖酶分子质量为 2210 ku。该酶属

于低分子质量木聚糖酶 ,与其他链霉菌所产低分子

质量木聚糖酶的分子质量相近[1～3 ]。

3　结　论

1)对卷须链霉菌 ( S t reptom yces ci rrat us D210)

木聚糖酶粗酶而言 ,硫酸铵分级沉淀仍然是一种高

效率的初步纯化方法。选取硫酸铵饱和度 20 %～

50 %为分级沉淀条件 ,分级沉淀后木聚糖酶的回收

率可达到粗酶的 6315 % ,纯化倍数为 217 倍。经透

析后上离子交换柱层析 ,回收率为 24 % ,纯化倍数

1010倍。经 2步纯化得到一种电泳纯的木聚糖酶 ,

命名为 XynB。

2) SDS2PA GE分析表明该木聚糖酶的分子质量

为 2210 ku ,该酶属于低分子质量木聚糖酶 ,与很多

微生物所产低分子质量木聚糖酶的分子质量相近。
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