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１株产纤维素酶细菌的内切 －β－葡聚糖苷酶
的分离纯化及其酶学性质

郭建华，蒋海娇，郭宏文，邹东恢，王　燕
（齐齐哈尔大学食品与生物工程学院，黑龙江齐齐哈尔１６１００６）

　　摘要：为对１种细菌来源的内切－β－葡聚糖苷酶进行分离纯化和酶学性质研究，利用盐析沉淀、凝胶层析、疏水
层析和弱阳离子交换色谱等对细菌菌株ＤＭ－４所产内切－β－葡聚糖苷酶进行了分离纯化，利用ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳对
其纯度和分子量进行检测，考察温度和ｐＨ值对酶活力的影响，最后计算酶的反应动力学常数。结果显示，经分离纯
化，获得２个酶活组分ＣＭＣ酶Ⅰ和酶Ⅱ，其纯化倍数分别为４５．９４倍和３２．２７倍，回收率分别为１４．６６％和８３３％。
ＣＭＣ酶Ⅰ和酶Ⅱ分子量分别为３８．９９、４５．５３ｋｕ，其最适作用温度分别为５５～６０℃和５５℃，最适ｐＨ值均为７．５。温
度低于７０℃时，２种酶组分均对热稳定，并在ｐＨ值为６．０～８．０范围内具有良好稳定性。ＣＭＣ酶Ⅰ的Ｋｍ为２．５５ｇ／Ｌ，

Ｖｍ为３７．５９μｇ／（ｍｉｎ·ｍＬ）；ＣＭＣ酶Ⅱ的Ｋｍ值为４．３７ｇ／Ｌ，Ｖｍ为２８．８２μｇ／（ｍｉｎ·ｍＬ）。结果表明，采用盐析沉淀、

凝胶层析、疏水层析和弱阳离子交换色谱多种分离技术对菌株ＤＭ－４所产内切－β－葡聚糖苷酶具有良好的分离纯
化效果，经凝胶电泳检测，酶组分达电泳级纯度。酶学性质表明，菌株 ＤＭ－４所产的２种 ＣＭＣ酶组分均为中性偏碱
性纤维素酶，这与霉菌来源的纤维素酶有所不同。
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为微生物发酵。Ｅ－ｍａｉｌ：ｇｊｈ１９７７１１２３＠１６３．ｃｏｍ。

　　纤维素酶在饲料工业、食品工业、洗涤工业及
纺织工业中具有广泛的利用前景。大多数细菌所

产纤维素酶与真菌来源的酶性质不同，某些方面具

有真菌酶不可替代的作用［１］，因此细菌纤维素酶在

工业生产中的地位逐渐提高［２］。其中，产纤维素酶

的芽孢杆菌逐渐成为近年研究热点［３］。自１９６０年
来，对纤维素酶的分离纯化开展了广泛的科学探

索［４］。微生物所产纤维素酶是由多种酶组分组成

的复杂酶系统，将酶从系统中分离纯化出来是精确

研究它们的前提［５］。酶的分离纯化技术有多种，一

是可根据蛋白质热稳定性差异进行分离纯化；二是

利用酶蛋白溶解特性的不同进行分离纯化，可利用

盐分级沉淀或利用双水相体系进行分离纯化，如

Ｌｉｕ等利用响应面法优化了双水相体系（ＡＴＰＳ）对
贝莱斯芽孢杆菌所产的纤维素酶的分离纯化工

艺［６］；三是利用电泳和液相色谱技术分离纯化，主

要作用是检测酶蛋白的分子量和纯度［７］；四是利用

分子筛凝胶色谱、离子交换色谱等色谱层析分离纯

化，如江小妹等采用Ｑ－琼脂糖凝胶ＦＦ阳离子交换
层析和葡聚糖Ｇ－１００凝胶层析对团头鲂肠道菌株
ＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｖｅｕｓＭＡ３５所产的内切型纤维素酶进行
分离纯化，酶的比活力由 ２２．３Ｕ／ｍｇ提高至
３０．６Ｕ／ｍｇ［８］。实际研究工作中，一般要采用多种
分离技术对纤维素酶进行分离纯化。Ｃｌａｒｅ等利用
４ｍｏｌ／Ｌ蔗糖溶液透析、Ｑ－ＳｅｐｈａｒｏｓｅＦＦ离子交换
色谱和苯基ＳｅｐｈａｒｏｓｅＣＬ－４Ｂ疏水作用色谱对球形
芽孢杆菌 ＣＥ－３产生的纤维素酶进行纯化，利用
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳检测酶的分子质量［９］。王婷婷等

利用（ＮＨ４）２ＳＯ４分级沉淀、ＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔ
Ｆｌｏｗ阴离子交换层析和 ＰｈｅｎｙｌＳｅｐｈａｒｏｓｅ６Ｆａｓｔ
Ｆｌｏｗ疏水层析，从文蛤（ＭｅｒｅｔｒｉｘｍｅｒｅｔｒｉｘＬ．）中分离
纯化出１种纤维素酶，分离纯化后的纤维素酶比活
力达到４０．３３Ｕ／ｍｇ，纯化倍数达１３．１２［１０］。目前为
止，在纤维素酶分离纯化方面，存在着纯化倍数较

低、回收率低、纯化不完全等问题，同时很多分离纯

化技术仅能局限于实验室层面，影响对酶的特性的

研究及其应用［１１］。针对来源和种类众多的纤维素

酶体系的各个组分，研究开发分离纯化手段是提高

纯化倍数和提高回收率等问题的关键所在。
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本研究以选育得到１株产纤维酶细菌的突变菌
株为试验菌株，利用硫酸铵盐析、疏水相互作用色

谱、离子交换层析及分子筛凝胶色谱从其发酵液中

分离纯化内切－β－葡聚糖苷酶（ＣＭＣ酶），测定分
离纯化后的酶的纯度、分子量及部分酶学特性，以

期为菌株所产纤维素酶的应用提供实验基础。

１　材料与方法

１．１　试验菌株
菌株ＤＭ－４，笔者所在实验室从白酒酒醅中选

育得到，经鉴定该菌为枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｓｕｂｔｉｌｉｓ）。试验于２０２０年６—１０月在齐齐哈尔大学
食品与生物工程学院实验室进行。

１．２　实验方法
１．２．１　培养基　种子培养基：牛肉膏０．５％，蛋白
胨１％，ＮａＣｌ０．５％，ｐＨ值７．５～７．６，１２１℃下灭菌
３０ｍｉｎ。

发酵培养基：麸皮（过８０目筛）２．５４％，蛋白胨
０．９２％，ＫＨ２ＰＯ３ ０．５０％，ＮａＣｌ０．５０％，硫酸镁
００２％，ｐＨ值为６．０～６．５，１２１℃下灭菌３０ｍｉｎ。
１．２．２　酶液的制备　将菌株ＤＭ－４接种在种子培
养基上，置于恒温摇床内，温度 ３７℃、转速
１８０ｒ／ｍｉｎ条件下培养１２ｈ作为种子。将种子液以
５％接种量接种至发酵培养基内，温度３７℃、转速
２３１ｒ／ｍｉｎ发酵３６ｈ。将发酵液倒入离心管内，于温
度４℃、转速５０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心１０ｍｉｎ，得到
粗酶液。

１．２．３　内切型－β－葡聚糖酶（ＣＭＣ酶）活力的测
定 　内切型－β－葡聚糖酶（ＣＭＣ酶）活力的测定
见参考文献［１２］。
１．２．４　蛋白质含量的测定　２８０ｎｍ（Ｄ２８０ｎｍ）光吸
收法：利用试验用缓冲溶液将分光光度计 Ｄ２８０ｎｍ调
至零；利用分光光度计检测样品在２８０ｎｍ波长下的
吸光度。

或采用Ｆｏｌｉｎ－酚法测定，见参考文献［１３］。
１．２．５　内切－β－葡聚糖苷酶的分离纯化
１．２．５．１　硫酸铵盐析　将酶液装入８个试管内（每
管５ｍＬ），放入冰水浴中，向管内缓慢加入粉末硫酸
铵，使硫酸铵饱和度分别为２０％、３０％、４０％、５０％、
６０％、７０％、８０％和９０％。４℃放置１２ｈ，离心后测
定酶液ＣＭＣ酶活。

取３００ｍＬ离心除去菌体粗酶液，缓缓加入粉末
硫酸铵至分级盐析沉淀条件下限，４℃放置１２ｈ，离

心后测定清液体积。向清液中缓缓加入粉末硫酸

铵至分级沉淀条件的上限，４℃放置１２ｈ。离心弃
上清，将沉淀溶于３０ｍＬ０．１ｍｏｌ／Ｌ柠檬酸０．２ｍｏｌ／Ｌ
Ｎａ２ＨＰＯ３缓冲液（ｐＨ值７．０）中。
１．２．５．２　透析脱盐　将透析袋剪成约２０ｃｍ长度，
放入碳酸氢钠（２％）和 ＥＤＴＡ（１ｍｍｏｌ／Ｌ）混合溶液
中，加 热 沸 腾 １０ｍｉｎ。清 洗 干 净 放 入 ＥＤＴＡ
（１ｍｍｏｌ／Ｌ）溶液中加热沸腾１０ｍｉｎ，降温后浸在乙
醇溶液（２０％）中冰箱４℃存放。

取１０００ｍＬ烧杯加入蒸馏水，加入搅拌转子，
将烧杯放在磁力搅拌器上，把复溶酶液倒入透析袋

内，止水夹夹住末端，装进烧杯内在４℃低温下进行
脱盐。每２ｈ换水，将 ＢａＣｌ２溶液滴入烧杯内，若无
沉淀出现，则脱盐过程结束，后利用聚乙二醇（分子

量２００００）将酶液浓缩。
１．２．５．３　ＳｅｐｈａｄｅｘＧ－２５凝胶色谱分离　通过
ＳｅｐｈａｄｅｘＧ－２５凝胶色谱层析对盐析并脱盐后的酶
液脱色和交换缓冲液。柱型：Φ２．６ｃｍ×３０ｃｍ，洗
脱液：０．０２ｍｏｌ／ＬＰＢＳ缓冲液（ｐＨ值７．０，硫酸铵饱
和度３０％）；流速：２ｍＬ／ｍｉｎ，每管６ｍＬ。检测每个
管内液体的吸光度及ＣＭＣ酶活力，混合具有活性的
液体。

１．２．５．４　Ｐｈｅｎｙｌ－ＳｅｐｈａｒｏｓｅＨＰ疏水相互作用色谱
分离　柱型：Φ２．６ｃｍ×１５ｃｍ；起始缓冲液：
０．０２ｍｏｌ／ＬＰＢＳ缓冲液（ｐＨ值７．０，硫酸铵饱和度
３０％）；洗脱液：０．０２ｍｏｌ／ＬＰＢＳ缓冲液（ｐＨ值为
７０）；流速：２ｍＬ／ｍｉｎ。上样后起始缓冲溶液恒流
洗至吸光度（Ｄ２８０ｎｍ）接近于０，再用起始缓冲溶液和
等体积洗脱液进行线性梯度洗脱；每管收集６ｍＬ。
检测每个管内液体的吸光度及ＣＭＣ酶活力，混合具
有活性的液体。

１．２．５．５　ＣＭ－ＳｅｐｈａｒｏｓｅＦＦ弱阳离子交换色谱分
离　将Ｐｈｅｎｙｌ－ＳｅｐｈａｒｏｓｅＨＰ分离收集的液体透析
脱盐，再利用ＣＭ－ＳｅｐｈａｒｏｓｅＦＦ进一步分离纯化。

吸附ｐＨ值的确定：准备６个小烧杯，每个烧杯
放入１ｍＬ处理好的ＣＭ－ＳｅｐｈａｒｏｓｅＦＦ，采用浓度为
０．０２ｍｏｌ／ＬＰＢＳ（ｐＨ值分别为５．０、５．５、６．０、６．５、
７０和７．５）５ｍＬ漂洗树脂１０次，每个烧杯内 ＰＢＳ
高出约１ｃｍ，每个烧杯内移入１ｍＬ酶液，混匀，静
置约１０ｍｉｎ，取上清液检测其残留酶活，计算酶活残
留率（％），确定最佳吸附ｐＨ值。

柱型：Φ２．６ｃｍ×１５ｃｍ；起始缓冲液：０．０２ｍｏｌ／Ｌ
ＰＢＳ缓冲液（ｐＨ值为５．５、６．０）；流速：２．０ｍＬ／ｍｉｎ；
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上样后用起始缓冲液冲洗至 Ｄ２８０ｎｍ接近于０，按照
ＮａＣｌ浓度递增方向采用起始缓冲液和等体积含
ＮａＣｌ０．８ｍｏｌ／Ｌ（０．５ｍｏｌ／Ｌ）的洗脱液进行梯度洗
脱；每管收集６ｍＬ。检测每个管内液体的吸光度及
ＣＭＣ酶活力，混合具有活性的液体。
１．２．５．６　Ｓｕｐｅｒｄｅｘ７５凝胶色谱分离　将离子交换
色谱后处理后的液体，透析脱盐浓缩后通过

Ｓｕｐｅｒｄｅｘ７５进一步分离提纯。柱型：Ｓｕｐｅｒｄｅｘ７５
１６／６０预装柱；洗脱液：０．０２ｍｏｌ／ＬＰＢＳ缓冲液
（０．５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，ｐＨ值７．０）；洗脱液体积：１２０ｍＬ；
流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；每管收集１ｍＬ。检测每个管内
液体的吸光度及 ＣＭＣ酶活力，混合具有活性的
液体。

１．２．５．７　纯度检测及分子量的测定　利用 ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ电泳检测酶的纯度［１４］。

１．２．６　内切－β－葡聚糖苷酶酶学特性测定
１．２．６．１　最适作用温度及热稳定性测定　取分离
提纯后的酶液稀释后，在温度３０、３５、４０、４５、５０、５５、
６０、６５、７０℃的水浴条件下测定ＣＭＣ酶活力。

将上述酶液置于４０、５０、６０、７０、８０℃的水浴中，
每隔２０ｍｉｎ检测ＣＭＣ酶活力，计算残留率（％）。
１．２．６．２　最适作用ｐＨ值及ｐＨ稳定性测定　采用
ｐＨ值分别为４．０、４．５、５．０、５．５、６．０、６．５、７．０、７．５、
８．０和８．５的醋酸－醋酸钠溶液制备羧甲基纤维素
钠溶液（１％）作为底物，取纯化后的酶液适当稀释
后，检测ＣＭＣ酶活力。

取纯化后酶液适当稀释后分成６份，分别加入
双倍体积的ｐＨ值为４．０、５．０、６．０、７．０、８．０及９．０
醋酸－醋酸钠溶液，放入４０℃水浴中，每２０ｍｉｎ检
测ＣＭＣ酶活１次，计算残留率（％）。
１．２．６．３　酶的反应动力学常数 Ｋｍ和 ｖｍ的测定　
将纯化后酶液利用醋酸 －醋酸钠溶液（ｐＨ值７．５）
稀释３０倍，取１ｍＬ加入１ｍＬ采用醋酸－醋酸钠溶
液制备不同浓度的 ＣＭＣ－Ｎａ溶液（ｐＨ值７．５），使
酶液进反应时底物浓度分别为１０、８、６、４、２ｇ／Ｌ，反
应温度和ｐＨ值设在最适条件下。每种底物浓度分
别于０、５、１０、１５、２０、２５ｍｉｎ采用ＤＮＳ法测定还原糖
含量。绘制还原糖含量与时间的变化曲线，进行二

次回归求得ｖ０，利用Ｌ－Ｂ法作图计算Ｋｍ和ｖｍ。

２　结果与讨论

２．１　酶的分离纯化
２．１．１　硫酸铵沉淀　利用不同饱和度硫酸铵进行

沉淀试验确定盐析条件，由表１可知，随硫酸铵饱和
度增加，上清中残余酶活逐渐降低，当硫酸铵饱和

度达７０％时，上清液中的残留酶活已降至１．０２％。
因此，确定硫酸铵的饱和度沉淀区间为 ２０％ ～
７０％。沉淀采用缓冲液溶解后，再充分透析脱盐。

表１　硫酸铵不同饱和度的上清液酶活残留率

硫酸铵饱和度

（％）
上清液残留相对酶活

（％）

０ １００．００

２０ ９２．３１

３０ ７９．６４

４０ ４５．７６

５０ ２７．３５

６０ １０．２２

７０ １．０２

８０ ０．００

９０ ０．００

２．１．２　ＳｅｐｈａｄｅｘＧ－２５凝胶分离　本研究采用分
子量范围为 １００～５０００ｕＳｅｐｈａｄｅｘＧ－２５，对经
２０％～７０％饱和度硫酸铵处理的酶脱色和初步分
离，洗脱曲线。由图１可知，洗脱时 ＣＭＣ酶组分首
先被洗脱下来，可推测菌株 ＤＭ－４所产 ＣＭＣ酶的
分子量 ＞５０００ｕ。酶的活性峰和蛋白峰相对应，
提示ＳｅｐｈａｄｅｘＧ－２５凝胶去除色素和分离较小的
杂质蛋白效果理想。

２．１．３　Ｐｈｅｎｙｌ－ＳｅｐｈａｒｏｓｅＨＰ疏水相互作用色谱分
离结果　经过ＳｅｐｈａｄｅｘＧ－２５凝胶分离后，收集的
活性组分过度到硫酸铵饱和度为３０％缓冲体系，进
行下一步 Ｐｈｅｎｙｌ－ＳｅｐｈａｒｏｓｅＨＰ分纯。由图 ２可
知，恒洗过程中疏水性较弱的杂质去除了很多。在

硫酸铵饱和度线性降低的梯度洗脱过程中分离出２
个ＣＭＣ酶活性组分，命名为 ＣＭＣ酶Ⅰ和 ＣＭＣ酶
Ⅱ。ＣＭＣ酶Ⅰ在梯度洗脱中期被洗脱下来，其活性
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较高，ＣＭＣ酶Ⅱ在梯度洗脱结束时被洗脱下来，说
明ＣＭＣ酶Ⅱ 疏水性强于酶Ⅰ。
２．１．４　ＣＭ－ＳｅｐｈａｒｏｓｅＦＦ弱阳离子交换色谱分离
　利用ＣＭ－ＳｅｐｈａｒｏｓｅＦＦ将经疏水相互作用分纯
收集到的 ＣＭＣ酶Ⅰ和 ＣＭＣ酶Ⅱ活性组分再次分
纯。由表２、表３可知，ＣＭＣ酶Ⅰ和 ＣＭＣ酶Ⅱ分别
在ｐＨ值５．５和 ｐＨ值６．０时吸附效果最好，因此，
起始缓冲液 ｐＨ值分别确定为 ｐＨ值５．５和 ｐＨ值
６．０。经多次试验比较后，对 ＣＭＣ酶 Ⅰ 选择
０．８ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ溶液为洗脱液，对 ＣＭＣ酶Ⅱ选择
０５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ溶液为洗脱液。
　　由图３和图４可知，在各自优化条件下，ＣＭＣ

表２　不同ｐＨ值缓冲液树脂对ＣＭＣ酶Ⅰ吸附效果

ｐＨ值 上清液ＣＭＣ酶活残留率
（％）

５．０ １．５６

５．５ ０．１７

６．０ １０．６２

６．５ ２３．８４

７．０ ２８．３８

７．５ ３５．９２

表３　不同ｐＨ缓冲液树脂对ＣＭＣ酶Ⅱ吸附效果

ｐＨ值 上清液ＣＭＣ酶活残留率
（％）

５．０ １．８５
５．５ １．３３
６．０ ０．１４

６．５ １０．８４
７．０ ３１．２４

７．５ ４４．９２

酶Ⅰ和ＣＭＣ酶Ⅱ均能很好地与填料结合，在恒洗阶
段，活性组分未被洗脱，而杂蛋白在恒洗阶段被大

量洗脱。梯度洗脱时酶活性组分被洗脱下来，并且

酶活性峰与蛋白峰基本对应。

２．１．５　Ｓｕｐｅｒｄｅｘ７５凝胶过滤色谱分离　将 ＣＭＣ
酶Ⅰ和 ＣＭＣ酶Ⅱ活性组分脱盐浓缩后，进行
Ｓｕｐｅｒｄｅｘ７５分离。由图 ５、图 ６可知，在洗脱过程
ＣＭＣ酶蛋白峰与其他蛋白峰分开，并且与活性峰完
全对应，说明ＣＭＣ酶Ⅰ和ＣＭＣ酶Ⅱ均已达比较理
想的纯化效果，分别将 ＣＭＣ酶Ⅰ和 ＣＭＣ酶Ⅱ的活
性组分收集，－２０℃保存备用。
２．１．６　ＣＭＣ酶Ⅰ和 ＣＭＣ酶Ⅱ分离纯化回收后的
结果　由表４、表５可知，经Ｐｈｅｎｙｌ－ＳｅｐｈａｒｏｓｅＨＰ
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疏水相互作用色谱处理后，ＣＭＣ酶Ⅰ和 ＣＭＣ酶Ⅱ
比活力分别达 ９６０．８２、７１７．１９Ｕ／ｍＬ，纯化倍数为
１９．３３倍和１４４３倍，提示 Ｐｈｅｎｙｌ－ＳｅｐｈａｒｏｓｅＨＰ疏
水相互作用色谱分离是适合用于菌株 ＤＭ－４所产
内切纤维素酶的一种分离手段。经 ＣＭ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ

ＦＦ处理后，纯化倍数进一步提高，最后经过
Ｓｕｐｅｒｄｅｘ７５处理后，纯化倍数分别达 ４５．９４倍和
３２．２７倍。
２．１．７　ＣＭＣ酶纯度检验及分子量检测　利用
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳检测ＣＭＣ酶纯度及其相对分子质

表４　ＣＭＣ酶Ⅰ纯化结果

纯化步骤
总蛋白

（ｍｇ）
总酶活

（Ｕ）
比活力

（Ｕ／ｍｇ）
回收率

（％）
纯化倍数

（倍）

发酵液 ８３６．７３ ４１５８７．３５ ４９．７０ １００．００ １．００

（ＮＨ４）２ＳＯ４沉淀 ２６８．８９ ３１９４７．３９ １１８．８１ ７６．８２ ２．３９

ＳｅｐｈａｄｅｘＧ－２５ ９４．５６ ２８８２４．１８ ３０４．８２ ６９．３１ ６．１３

Ｐｈｅｎｙｌ－ＳｅｐｈａｒｏｓｅＨＰ ２１．３３ ２０４９４．２６ ９６０．８２ ４９．２８ １９．３３

ＣＭ－ＳｅｐｈａｒｏｓｅＦＦ ６．８１ １１４５３．３７ １６８１．８５ ２７．５４ ３３．８４

Ｓｕｐｅｒｄｅｘ７５ ２．６７ ６０９５．７０ ２２８３．０３ １４．６６ ４５．９４

表５　ＣＭＣ酶Ⅱ纯化结果

纯化步骤
总蛋白

（ｍｇ）
总酶活

（Ｕ）
比活力

（Ｕ／ｍｇ）
回收率

（％）
纯化倍数

（倍）

发酵液 ８３６．７３ ４１５８７．３５ ４９．７０ １００．００ １．００

（ＮＨ４）２ＳＯ４沉淀 ２６８．８９ ３１９４７．３９ １１８．８１ ７６．８２ ２．３９

ＳｅｐｈａｄｅｘＧ－２５ ９４．５６ ２８８２４．１８ ３０４．８２ ６９．３１ ６．１３

Ｐｈｅｎｙｌ－ＳｅｐｈａｒｏｓｅＨＰ １６．５９ １１８９８．１８ ７１７．１９ ２８．６１ １４．４３

ＣＭ－ＳｅｐｈａｒｏｓｅＦＦ ４．５３ ４６７６．１９ １０３２．２７ １１．２４ ２０．７７

Ｓｕｐｅｒｄｅｘ７５ ２．１６ ３４６４．２５ １６０３．８２ ８．３３ ３２．２７
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量，由图７可知，经分离纯化得到 ＣＭＣ酶Ⅰ及 ＣＭＣ
酶Ⅱ均已达电泳级别纯度。由图８可知，利用 Ｍａｒｋ
中蛋白分子量的对数和迁移率绘制蛋白分布曲线。

根据ＣＭＣ酶Ⅰ和ＣＭＣ酶Ⅱ的相对迁移率大小及分
布曲线，计算得到 ＣＭＣ酶Ⅰ分子量约 ３８．９９ｋｕ，
ＣＭＣ酶Ⅱ分子量约４５．５３ｋｕ。

　　这与其他学者分离纯化出的细菌内切纤维素
酶具有一些差别，如 Ａａ等从枯草芽胞杆菌中纯化
的ＣＭＣ酶分子量为７０ｋｕ［１５］。Ａｌｌａｒｄｙｃｅ等从某细
菌中获得的 ２种 ＣＭＣ酶分子量分别为 ５３ｋｕ和
５２ｋｕ［１６］。Ｙａｎ等从蜡样芽孢杆菌中获得的ＣＭＣ酶
分子量为５１．３ｋｕ［１７］。Ｌｏ等纯化出得活性 ＣＭＣ酶
分子量约３５．８ｋｕ［１８］。Ｚａｋａｒｉａ等从枯草芽胞杆菌
菌株ＫＵ－１获得的ＣＭＣ酶分子量为３９～４０ｋｕ［１９］。
２．２　菌株所产内切－β－葡聚糖苷酶的酶学性质
２．２．１　酶最适作用温度及热稳定性检测　将纯化
后的ＣＭＣ酶Ⅰ和 ＣＭＣ酶Ⅱ适当稀释后，于不同温
度条件分别检测其活力大小。由图９可知，ＣＭＣ酶
Ⅰ在６０℃反应条件下表现出最高活力，ＣＭＣ酶Ⅱ
在５５℃反应条件下表现出最高活力。

　　经差异显著性检测，５５℃与６０℃时，ＣＭＣ酶Ⅰ
的酶活不具有显著差异（Ｐ＜０．０５），５５℃与其他温
度下酶活差异显著（Ｐ＜０．０１）；ＣＭＣ酶Ⅱ在５５℃时
酶活与其他温度下均具有显著差异（Ｐ＜０．０１）。因
此，确定ＣＭＣ酶Ⅰ最适作用温度范围为５５～６０℃，
ＣＭＣ酶Ⅱ为５５℃。
　　将纯化稀释后的ＣＭＣ酶Ⅰ和ＣＭＣ酶Ⅱ分别放
置在不同温度水浴中，每２０ｍｉｎ取样检测酶活，计
算残留率。由图１０、图１１可知，当温度低于７０℃
时，在６０ｍｉｎ前，ＣＭＣ酶Ⅰ和ＣＭＣ酶Ⅱ残留率均大
于５０％，稳定性良好。当温度升高至８０℃后，随时
间延长酶活残留降低很快，直至完全丧失活力，但

在８０℃保温６０ｍｉｎ后，仍具有２５％以上的残留率，
提示ＣＭＣ酶Ⅰ和ＣＭＣ酶Ⅱ耐温性较强。本研究所
分离的２种纤维素酶的最适温度和耐热性与吴石金
等［２０］和Ｘｕ等［２１］获得的ＣＭＣ酶具有相似性。

２．２．２　酶的最适作用ｐＨ值及酶的ｐＨ值稳定性　
将分离纯化的 ＣＭＣ酶Ⅰ和 ＣＭＣ酶Ⅱ适当稀释，于
不同ｐＨ值反应体系中检测酶活力大小。由图 １２
可知，ＣＭＣ酶Ⅰ和ＣＭＣ酶Ⅱ在ｐＨ值为７．５时均具
有最大酶活力，可确定 ｐＨ值７．５是２种酶最适作
用ｐＨ值。由图 １３、图 １４可知，２种酶在 ｐＨ值为
６０～８０范围内均具有良好稳定性，而在其他 ｐＨ
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值条件下，酶活下降速度很快，与其他研究者试验

结果［２２－２５］相似。根据本试验结果可初步确定此次

分离的ＣＭＣ酶为中性纤维素酶。

２．２．３　ＣＭＣ酶的反应动力学常数 Ｋｍ和 ｖｍ的测定
　由图１５、图１６可知，求得 ＣＭＣ酶Ⅰ的米氏常数
Ｋｍ为２．５５ｇ／Ｌ，ｖｍ为３７．５９μｇ／（ｍｉｎ·ｍＬ）。ＣＭＣ
酶 Ⅱ 的 米 氏 常 数 Ｋｍ 为 ４．３７ ｇ／Ｌ，ｖｍ 为
２８．８２μｇ／（ｍｉｎ·ｍＬ）。来源于不同细菌的内切 －
β－葡聚糖苷酶的动力学常数常会有些区别，如 Ａｕ
等从枯草芽胞杆菌中得到的ＣＭＣ酶Ｋｍ为４ｇ／Ｌ，ｖｍ
为０．４２ｍｇ／（ｍｉｎ·ｍＬ）［２６］；Ｙａｎ等从蜡样芽孢杆菌
中获 得 的 ＣＭＣ酶 的 Ｋｍ 为 ２．１２ｇ／Ｌ，ｖｍ 为
５．３７μｇ／（ｍｉｎ·ｍＬ）［１７］。　

３　结论

经分离纯化，获得 ２个酶活组分 ＣＭＣ酶Ⅰ和
ＣＭＣ酶Ⅱ，其纯化倍数分别为 ４５．９４倍和 ３２．２７
倍，回收率分别为１４．６６％和８．３３％。经电泳检测，
ＣＭＣ酶Ⅰ和ＣＭＣ酶Ⅱ分子量分别约为３８．９９ｋｕ和
４５．５３ｋｕ。经凝胶电泳检测，获得 ２个酶活组分
ＣＭＣ酶Ⅰ和ＣＭＣ酶Ⅱ均能达电泳级纯度，提示利
用盐析沉淀、凝胶层析、疏水层析和弱阳离子交换

色谱能够对菌株ＤＭ－４所产内切－β－葡聚糖苷酶
具有良好的分离纯化效果。酶学性质显示，ＣＭＣ酶
Ⅰ最适作用温度为５５～６０℃，ＣＭＣ酶Ⅱ为５５℃。
当温度低于７０℃时，２种酶均对热稳定。２种酶作
用最适ｐＨ值为７．５，在ｐＨ值为６．０～８．０范围内两
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者均具有良好稳定性。Ｃａ２＋和Ｍｇ２＋对ＣＭＣ酶Ⅰ和
ＣＭＣ酶Ⅱ有激活作用。ＣＭＣ酶Ⅰ的米氏常数 Ｋｍ
为２．５５ｇ／Ｌ，ｖｍ为３７．５９μｇ／（ｍｉｎ·ｍＬ）。ＣＭＣ酶
Ⅱ 的 米 氏 常 数 Ｋｍ 为 ４．３７ ｇ／Ｌ，ｖｍ 为
２８．８２μｇ／（ｍｉｎ·ｍＬ）。酶学性质表明，菌株ＤＭ－４
所产的２种ＣＭＣ酶组分均有中性偏碱性纤维素酶，
这与大多数霉菌来源的纤维素酶有所不同。

本研究在实验室水平上将细菌菌株 ＤＭ－４所
产ＣＭＣ酶组分进行了分离纯化，研究其酶学性质，
获得良好的分离纯化结果，但将其应用于工业化生

产，还需要进行分离纯化技术的深入研究和开发。
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