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康氏木霉内切 β－葡聚糖苷酶的分离纯化及酶学性质
覃益民，张静茹，叶　锦 ，甘冠萍，覃振央

（广西大学化学化工学院，广西南宁５３０００４）

　　摘要：康氏木霉ＧＩＭＰ３．４４４经摇瓶发酵，获得分泌到胞外的纤维素酶，粗酶液经（ＮＨ４）２ＳＯ４分级沉淀、Ｓｅｐｈａｃｒｙｌ

Ｓ２００凝胶过滤层析、ＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅＦＦ离子交换层析及 ＯｃｔｒｌＳｅｐａｒｏｓｅＣＬ－４Ｂ疏水层析分离纯化出一种内切型的
β－葡聚糖苷酶，ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳鉴定为单一条带，ＢＩＯ－ＲＡＤ分析相对分子量为６１．８ｋｕ。该内切β－葡聚糖苷酶的
最适反应温度为５５℃，最适反应ｐＨ值为４．４，作用于羧甲基纤维素钠时，Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ－Ｂｕｒｋ法求得 Ｋｍ、Ｖｍａｘ分别为

４８１ｍｇ／ｍＬ、２．４８ｍｇ／（ｍｉｎ·ｍＬ）。
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作者简介：覃益民（１９６２—），男，广西贵港人，博士，副教授，主要从事
生物加工与分离方面的研究。Ｔｅｌ：（０７７１）３２３３７１８；Ｅ－ｍａｉｌ：
ｑｙｍ６２８９＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ。

　　植物纤维由纤维素、半纤维素和木质素三大部分组成并
共同构成了植物细胞壁的主要成分，是最丰富的天然可再生

生物资源，纤维素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的研究越来越引起人们的关

注［１］。纤维素酶是一类能够将纤维素降解为葡萄糖的多组

分酶系的总称，由内切β－葡聚糖苷酶 （ＥＧ）、外切β－葡聚
糖苷酶 （ＣＢＨ）和 β－葡萄糖苷酶 ３类酶组成。尽管大量研
究已表明，只有在这３种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。但是各成分酶是如何协同起作

用的，学者们的看法还不尽相同［２］，近来人们还发现了一些

不具有纤维素酶活性的蛋白也能与纤维素酶起协同作用，并

最终促进纤维素的降解［３－５］。因此，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

的协同增效作用的更深入了解，都将会为提高纤维素酶的催

化效率提供重要理论基础。康氏木霉 ＧＩＭＰ３．４４４是一株产
纤维素酶系的真菌菌株［６］，笔者从该菌株中分离纯化出一种

纤维素酶协同增效蛋白。为进一步研究该增效蛋白对纤维素

酶各成分酶的协同作用机理，需获得该菌株产的纤维素酶系

各组分纯酶。因此，本研究对康氏木霉ＧＩＭＰ３．４４４分泌的内
切β－葡聚糖苷酶进行分离纯化，并研究其酶学性质。

１　材料与方法

１．１　菌株
康氏木霉（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａｋｏｎｉｎｇｉｉ）ＧＩＭＰ３．４４４购于广东省

微生物菌种保藏中心，现保存于广西大学化学化工学院生物
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化工实验室。

１．２　培养基和试剂
（１）斜面活化培养基：２００．０ｇ马铃薯、２０．０ｇ葡萄糖、

３０ｇＫＨ２ＰＯ４、１．５ｇＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ、２０．０ｇ琼脂粉，加自来水
至１０００ｍＬ，调 ｐＨ值至６．０，１２１℃灭菌 ２０ｍｉｎ。（２）摇瓶
种子培养基：２００．０ｇ马铃薯、２０．０ｇ葡萄糖、３０ｇＫＨ２ＰＯ４、
１．５ｇＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，加自来水至１０００ｍＬ，调 ｐＨ值至 ６．０，
１２１℃灭菌２０ｍｉｎ。（３）液体发酵培养基：１５．０ｇ甘蔗渣（过
８０目筛）、８．０ｇ麦麸粉、４．０ｇ（ＮＨ４）２ＳＯ４、３．０ｇＫＨ２ＰＯ４、
１．５ｇＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，加自来水至１０００ｍＬ，调 ｐＨ值至６．０，
１２１℃灭菌２０ｍｉｎ。（４）ＤＮＳ试剂：称取６．３ｇ３，５－二硝基
水杨酸、２０．９６ｇＮａＯＨ、１８２．０ｇ酒石酸钾钠、５．０ｇ苯酚、
５．０ｇ亚硫酸钠，分别用去离子水溶解后混合，待混合液冷却
至室温定容至 １０００ｍＬ。保存在棕色瓶中，在室温下放置
７ｄ即可使用。（５）考马斯亮蓝 Ｇ－２５０溶液：称取考马斯亮
蓝Ｇ－２５０１００ｍｇ，溶于５０ｍＬ９５％乙醇中，再加入１００ｍＬ
８５％磷酸，混合均匀后用去离子水定容至１０００ｍＬ。
１．３　菌种的培养

取保存的康氏木霉接种于斜面活化培养基，２８℃条件下
活化培养３～７ｄ，刮取平面孢子，用无菌水制成孢子悬浮液，
按１％体积比（Ｖ／Ｖ）接种至种子培养液中，于１８０ｒ／ｍｉｎ、２８℃
下培养３０～３６ｈ。将摇瓶种子按５％体积比（Ｖ／Ｖ）接种量接
种至装有 １５０ｍＬ发酵培养基的 ５００ｍＬ三角瓶中，于
１８０ｒ／ｍｉｎ、２８℃下培养１２０ｈ。
１．４　内切β－葡聚糖苷酶的分离纯化
１．４．１　发酵液的预处理　取“１．３”节培养好的发酵液，用４
层纱布过滤，在４℃、６０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心２０ｍｉｎ，收集上
清液，用截留分子量为１００００Ｄａ的 ＶＩＶＡＦＬＯＷ２００平板超
滤膜浓缩２０倍左右，得到粗酶液。粗酶液先用２０％饱和度
的硫酸铵沉淀，４℃下静置过夜；６０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，取
上清液继续加入硫酸铵至饱和度为８０％，４℃下静置过夜；离
心得沉淀，用０．０５ｍｏｌ／ＬｐＨ值７．０的磷酸二氢钠 －磷酸氢
二钠缓冲液复溶，再次离心后，去除不溶物，复溶酶液４℃冰
箱保存。

１．４．２　ＳｅｐｈａｃｒｙｌＳ－２００凝胶过滤层析　取２．０ｍＬ的盐析
复溶液，上样于 ＳｅｐｈａｃｒｙｌＳ－２００ＨＲ凝胶过滤柱（１０ｍｍ×
７００ｍｍ）中，用０．０５ｍｏｌ／ＬｐＨ值７．０的磷酸二氢钠－磷酸氢
二钠缓冲液（含 ＮａＣｌ０．２ｍｏｌ／Ｌ）洗脱，用自动收集器按
２．０ｍＬ／（管·１０ｍｉｎ）收集组分，测定每管内切 β－葡聚糖
酶活力，收集有内切 β－葡聚糖酶活性洗脱峰，４℃保存
备用。

１．４．３　ＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅＦＦ离子交换层析　取“１．４．２”节收
集的蛋白样，用 ＶＩＶＡＦＬＯＷ ５０平板超滤膜浓缩，并用
０．０５ｍｏｌ／ＬｐＨ值７．０磷酸二氢钠－磷酸氢二钠缓冲液置换，
上样至ＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅＦＦ阴离子交换柱（１６ｍｍ×２００ｍｍ）
中，０～０．８ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ浓度梯度洗脱，自动收集器
５ｍＬ／（管·５ｍｉｎ）收集组分，测定各峰的内切 β－葡聚糖酶
活力，收集内切β－葡聚糖酶活性峰，４℃条件保存备用。
１．４．４　ＯｃｔｒｌＳｅｐａｒｏｓｅＣＬ－４Ｂ疏水层析　取“１．４．３”节中收
集的内切β－葡聚糖酶活性峰，超滤浓缩并用含（ＮＨ４）２ＳＯ４
２．０ｍｏｌ／Ｌ的０．０５ｍｏｌ／ＬｐＨ值 ７．０磷酸二氢钠 －磷酸氢二

钠缓冲液置换，上样至 ＯｃｔｒｌＳｅｐａｒｏｓｅＣＬ－４Ｂ疏水层析柱
（１０ｍｍ×４００ｍｍ）中，２．０～０ｍｏｌ／Ｌ（ＮＨ４）２ＳＯ４浓度梯度洗
脱，自动收集器３ｍＬ／（管·１０ｍｉｎ）收集组分，测定各峰的内
切β－葡聚糖酶活力，收集内切β－葡聚糖酶活性峰，４℃条
件保存备用。

１．５　测定方法
１．５．１　蛋白浓度的测定　以牛血清白蛋白为标准，用考马斯
亮蓝Ｇ－２５０法［７］测蛋白液浓度。

１．５．２　内切β－葡聚糖苷酶活力（ＥＧ）测定　采用ＤＮＳ法［８］

测定内切酶活性。向试管中加入１．５ｍＬ１０ｇ／Ｌ的羧甲基纤
维素钠柠檬酸 －柠檬酸钠溶液（０．１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值 ４．８）及
０．５ｍＬ酶液，５０℃水浴中保温３０ｍｉｎ，取出后加入 ３．０ｍＬ
ＤＮＳ试剂终止反应，沸水浴 ５ｍｉｎ，取出流水冷却，定容至
２５ｍＬ，在５４０ｎｍ波长处测定吸光度。以每分钟催化底物生
成１μｍｏｌ葡萄糖所需的酶量定义为一个活力单位，单位用
ＩＵ／ｍＬ表示。
１．５．３　蛋白质纯度鉴定及相对分子量测定　采用 ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ法［９］。聚丙烯酰胺凝胶质量分数为１２％，蛋白标准品
的分子质量范围１．４４×１０４～９．７４×１０４ｋｕ。
１．５．４　最适反应温度测定　将纯酶稀释后，在ｐＨ值 ４．８条
件下，于不同温度（２５℃～８０℃）水浴中与底物保温３０ｍｉｎ，
测定内切β－葡聚糖苷酶活力，以最大酶活力为１００％，确定
酶的最适反应温度。

１．５．５　最适反应ｐＨ值测定　分别用不同ｐＨ值（２．６～８．０）
的磷酸氢二钠－柠檬酸缓冲液配置１％的羧甲基纤维素钠悬
浮液，作为不同ｐＨ值条件下的酶作用底物，加入用相应 ｐＨ
值缓冲液稀释的纯酶，在５０℃水浴中保温３０ｍｉｎ，测定不同
ｐＨ值下的内切β－葡聚糖苷酶活力，以最大酶活力为１００％，
确定酶的最适反应温度。

１．５．６　底物动力学参数测定　分别配置浓度为 ０．１％、
０１５％、０．２％、０．２５％、０．３％、０．３５％的羧甲基纤维素钠悬浮
液（ｐＨ值４．８），加入适当稀释纯酶液，在５０℃水浴中保温
３０ｍｉｎ，ＤＮＳ法测定各不同浓度底物时产生的还原糖，然后按
照Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ－Ｂｕｒｋ双倒数作图法［１０］作图，计算出该酶作用

于羧甲基纤维素钠时的Ｋｍ值和Ｖｍａｘ值。

２　结果与分析

２．１　内切β－葡聚糖苷酶的分离纯化及分析
康氏木霉发酵液经 ２０～８０％硫酸铵分级沉淀，上样至

ＳｅｐｈａｃｒｙｌＳ－２００ＨＲ凝胶过滤层析 柱，洗 脱流 速为
０．２ｍＬ／ｍｉｎ，洗脱结果如图１所示，共有３个蛋白峰。酶活测
定发现第３个蛋白峰没有纤维素酶活性，为杂蛋白，而峰Ⅰ、
峰Ⅱ均具有较高的内切 β－葡聚糖苷酶活性，说明康氏木霉
的发酵液中至少含有２种内切酶。本研究仅介绍对第１个蛋
白峰的分离纯化。

　　收集图１中的峰Ⅰ蛋白，超滤法浓缩并进行缓冲液置换
后，上样至用０．０５ｍｏｌ／ＬｐＨ值 ７．０磷酸二氢钠 －磷酸氢二
钠缓冲液平衡的 ＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅＦＦ离子交换层析柱，分别
用３倍柱体积的含ＮａＣｌ０．１、０．２、０．３、０．８ｍｏｌ／Ｌ的缓冲液进
行洗脱，流速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ，结果如图２所示，共有５个蛋白
吸收峰，经测定内切酶活主要集中在峰３中。
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　　合并图２峰３蛋白，超滤浓缩用含（ＮＨ４）２ＳＯ４２．０ｍｏｌ／Ｌ
的磷酸二氢钠－磷酸氢二钠缓冲液置换，上样至平衡的 Ｏｃｔｒｌ
ＳｅｐａｒｏｓｅＣＬ－４Ｂ疏水层析柱，分别用 ３倍柱体积的含
１．０ｍｏｌ／Ｌ（ＮＨ４）２ＳＯ４缓冲液和无（ＮＨ４）２ＳＯ４的缓冲液洗
脱，流速为０．３ｍＬ／ｍｉｎ，如图３所示，得到３个蛋白峰，经酶
活测定，发现只有第３个峰具有内切酶活性（图中记为ＥＧ）。

　　取经硫酸铵分级沉淀、ＳｅｐｈａｃｒｙｌＳ－２００ＨＲ凝胶过滤层
析、ＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅＦＦ离子交换层析、ＯｃｔｒｌＳｅｐａｒｏｓｅＣＬ－４Ｂ
疏水层析纯化的内切β－葡聚糖酶进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶电
泳分析，结果见图４。图４表明，通过以上４步纯化过程，内
切β－葡聚糖酶的纯度逐步提高，且经疏水层析后的酶组分
在ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳胶上显示为单一条带，表明该组分已达
电泳纯，凝胶成像系统分析内切 β－葡聚糖酶的相对分子量
约为６１．８ｋｕ，比文献［１１－１４］报道的康氏木霉内切葡聚糖
酶大，也偏大于里氏木霉［１５－１６］内切葡聚糖酶，而与绿色木

霉［１７］和拟康氏木霉［１８］中的内切葡聚糖酶相近。

　　内切β－葡聚糖酶的分离纯化过程如表１。表１表明硫
酸铵分级沉淀除去了部分的非酶杂蛋白，纯度提高了 １３２
倍。而ＳｅｐｈａｃｒｙｌＳ－２００ＨＲ凝胶过滤层析对内切β－葡聚糖

酶的提纯效果不太理想，在盐析的基础上内切酶只被纯化了

１．３４倍，这是因为在盐析样中有多种内切酶共存，此时测得
的内切酶活力会高于凝胶过滤层析后得到的内切β－葡聚糖
酶活力。ＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅＦＦ离子交换层析也能去除较多的
杂蛋白和多糖物质，内切 β－葡聚糖酶的比活力达到
９８３ＩＵ／ｍＬ，纯化了２．９８倍。经过ＯｃｔｒｌＳｅｐａｒｏｓｅＣＬ－４Ｂ疏
水层析，内切葡聚糖酶最终达到电泳纯，此时比活力为

２４．９１ＩＵ／ｍｇ，与粗酶液相比，提高了７．５５倍，回收率为３．７２％。

表１　康氏木霉内切β－葡聚糖酶的分离纯化

纯化过程
总蛋白

（ｍｇ）
总活力

（ＩＵ）
比活力

（ＩＵ／ｍｇ）
回收率

（％）
纯化

倍数

粗酶液 ４９６．７２１６３９．１８ ３．３０ １００．００ １．００
２０％～８０％（ＮＨ４）２ＳＯ４ ３３２．８０１４５１．０１ ４．３６ ８８．５２ １．３２
ＳｅｐｈａｃｒｙｌＳ－２００ＨＲ １６２．９３ ９５３．１４ ５．８５ ５８．１５ １．７７
ＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅＦＦ ２４．８２ ２４３．９８ ９．８３ １４．８８ ２．９８
ＯｃｔｒｌＳｅｐａｒｏｓｅＣＬ－４Ｂ ２．４５ ６１．０３２４．９１ ３．７２ ７．５５

２．２　内切β－葡聚糖苷酶的酶学性质
２．２．１　内切酶的最适反应温度　为了测定反应温度对内切
β－葡聚糖苷酶活性的影响，确定酶的最适反应温度，在同一
ｐＨ值条件下，分别测定不同反应温度时的酶活力，以最大酶
活力为１００％，计算相对酶活力，结果如图５。图５表明，在
２５～５５℃ 范围内，内切酶活力随着温度升高而增加，在５５℃
时酶活力最大，说明内切酶的最适反应温度为５５℃；温度继
续升高，内切酶活力逐渐降低，８０℃时，酶活力仅有最高活力
的１６．３％。在５５～７５℃范围内，酶活力随温度升高而降低
的斜率的绝对值大于低温范围内酶活力随着温度升高而增加

的斜率，说明该内切酶对高温更敏感。
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２．２．２　内切酶的最适反应ｐＨ值　用不同ｐＨ值的缓冲液配
置酶反应底物，测定 ｐＨ值对内切 β－葡聚糖苷酶活性的影
响，以确定酶的最适反应 ｐＨ值，分别将该酶与上述底物在
５０℃ 条件下反应，测定内切 β－葡聚糖苷酶活力，以最大酶
活力为１００％，计算相对酶活力，结果如图６。可见，当 ｐＨ值
小于４．４时，内切酶活力随着 ｐＨ值的增大而增加，至 ｐＨ值
４．４时酶活力达最大值，故该内切酶的最适最适 ｐＨ值为
４４；ｐＨ值４．４～８．０范围内，内切酶活力随着 ｐＨ值的继续
增大而降低，但在 ｐＨ值为 ６．２时，酶活力仍有最大值的
７５８％，这可能是因为该内切酶在ｐＨ值 ４．４～６．２之间活性
较稳定。

２．２．３　内切酶的底物动力学性质　将稀释的纯酶液分别与
不同浓度底物反应，测定生成的还原糖量，然后按照 Ｌｉｎ
ｅｗｅａｖｅｒ－Ｂｕｒｋ双倒数作图法作图，结果如图７。回归得出标
准方程为１／ｖ＝１．９４２１（１／［Ｓ］）＋０．４０３９，求得以羧甲基纤
维素钠为底物时，内切 β－葡聚糖苷酶的 Ｋｍ 值为
４．８１ｍｇ／ｍＬ，Ｖｍａｘ值为２．４８ｍｇ／（ｍｉｎ·ｍＬ）。

３　结论

本研究从康氏木霉液态摇瓶发酵液中分离纯化得到一种

电泳纯的内切β－葡聚糖苷酶，比活力为２４．９１ＩＵ／ｍｇ，相对
分子量为６１．８ｋｕ。酶学性质测定结果显示，纯化的内切β－
葡聚糖苷酶无外切β－葡聚糖苷酶及 β－葡萄糖苷酶活性，
作用于羧甲基纤维素钠时，Ｋｍ 为 ４．８１ｍｇ／ｍＬ，Ｖｍａｘ为
２．４８ｍｇ／（ｍｉｎ·ｍＬ），最适反应温度为５５℃，最适反应ｐＨ值
为４．４，可用来分析纤维素酶系蛋白之间的协同水解作用。

本研究结果还表明，康氏木霉分泌的内切 β－葡聚糖苷
酶不止一种，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的协同增效作用时，须

考虑同功酶存在的影响。
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