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摘 要 !’阿拉伯糖苷酶 (木糖苷酶对来源于被子植物的木聚糖类半纤维素的生物降解和转
化是必不可少的。文中首次报道了国内对该酶的研究。!’阿拉伯糖苷酶 (木糖苷酶的基因工
程菌在发酵罐中以 )*为基质进行生长，以乳糖为诱导剂，所产生的!’阿拉伯糖苷酶 (木糖苷
酶在 +$,热处理 %$ -./后、经 0121’34567849阴离子柱层析、金属 :.! ;的亲和层析等提纯步
骤，达到了电泳纯，提纯倍数为 #< = %倍，收率为 !$ = # >。303’?2@1法测定!’阿拉伯糖苷酶
(木糖苷酶的分子质量为 AB CD，与理论推算值相吻合。
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半纤维素是产量仅次于淀粉、纤维素的

植物异源多糖，它的完全降解需要主链水解

酶"’"，#内切木聚糖酶、"’木糖苷酶和侧链水
解酶!’ ! ’阿拉伯呋喃糖苷酶、!’葡萄糖醛酸
酶和乙酰木聚糖酯酶解酶的协同作用［" F %］。

我国是一个农业大国，每年有大量的秸杆成

为环保负担，而秸杆干重的 !#> F %B>是木
聚糖，如果将其生物降解为木糖和少量其他

单糖，可以用作基本碳源生产各种发酵产品，

如有机酸、氨基酸、单细胞蛋白、糖醇、工业酶

类、溶剂或燃料。不仅如此，半纤维素的生物

降解还能释放出被其包裹的纤维素，从而使

纤维素得到充分利用。总之，!’阿拉伯呋喃
糖苷酶协同木聚糖酶在低聚木糖的生产、废

物的生物处理、食品或饲料养分的提高，以及

半纤维素的生物转化等方面起着非常重要的

作用［#］，它的生物技术潜力正越来越受到人

们的关注。

阿拉伯呋喃糖苷酶可以从许多微生物中

产生，如 " = #$%&’，( = )*+,$-$) 和 .,’&/,01
234&) /*’/*’5)4&#)。阿拉伯糖苷酶的编码
基因已经从细菌 ( = 6 $+’$)0-7&#)，. = -$7 $1
85#)，9 = ),’&40’5’$*2 和 :)&*820#5) 6 -*01
’&)&#) 以及真菌 " = #$%&’ 和 ; = ’&&)&$ 中克

隆出来［" F %］。近来发现嗜热厌氧菌 ;<&’1
205#5&’0+54,&’ &,<5#0-$4*) 产生的高热稳定
性阿拉伯呋喃糖苷酶还具有"’木糖苷酶活
性，即双重活性［B］。这种双重活性的酶只要

再增加一个"’葡萄糖醛酸酶或乙酰酯酶就可
以与木聚糖酶协同作用而彻底降解木聚糖，

是工业酶制剂的理想酶源。但是自然菌在产

生半纤维素酶的同时还产生大量性质比较相

近的纤维素酶；而且，嗜热厌氧产乙醇菌 ; =
&,<5#0-$4*)生长密度不高，不适合工业化生
产。因此，分离纯化!’阿拉伯糖苷酶 (木糖苷
酶非常困难。利用基因重组技术，将!’阿拉
伯糖苷酶 (木糖苷酶基因在合适的宿主中表
达，可将该酶比较容易地表达。同时通过大

量表达可以获得从自然界难以得到的大量!’
阿拉伯糖苷酶 (木糖苷酶。本文主要利用已
构建的表达嗜热乙醇菌!’阿拉伯糖苷酶 (木
糖苷酶的基因工程菌，通过热处理、离子交换

层析和亲和层析较好地对重组嗜热乙醇菌!’
阿拉伯糖苷酶 (木糖苷酶进行了纯化。

" 材料和方法

# $ # 菌种来源及其培养方法
表达嗜热乙醇菌!’阿拉伯糖苷酶 (木糖
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苷酶（!"# ）的基因工程菌 ! $ "#$% %&’()
（*+,）- ./012#3+4’34"#由本实验室构建。

56平板菌种：将 ( $ (’!7重组质粒 ./03
12#3+4’34"#电转化到 8(!5大肠杆菌 %&’()
（*+,）感受态细胞中后，在 8((!5的 9:;培
养基中振荡培养 ’ <［=］，取 ’((!5 菌液涂布
于含有四环素 >21（’(!7 - ?5）抗性的 56平
板，,@A培养过夜。
液体菌种的制备：56平板菌种接种于含

有 ’B 胰蛋白胨、( $ 8B 酵母提取物、’B
C";0、( $ ((’B >21 的液体培养基，于 ,@A，
摇瓶培养过夜，转速 D(( # - ?EF。液体菌种以
’B 的接种量接入到 D8 5发酵罐中。
发酵罐培养基组成：’B胰蛋白胨、( $ 8B

酵母提取物、’B C";0，调 .G @ $ (，灭菌冷却
至 ,(A后，加接入 ( $ ((’B >21。发酵罐起
始 .G @ $ (，最终 .G @ $ )，通气量 ’ H ’，温度为
,(A，转速 D8( # - ?EF。培养至 &’ 达 ( $ = I
( $ J，流加乳糖终止浓度为 8 ??K0 - 5，继续培
养。分别以 ( I ’D <每隔 ’ <取样分析细胞密
度 &’=((、酶活，当酶活力高且稳定时下罐。

! " # 蛋白质浓度的测定
用 6#"LMK#L法测定蛋白质浓度，以牛血

清白蛋白（9E7?" NFO$）作为标准蛋白［@］。
! " $ 酶活力测定
阿拉伯糖苷酶和"3木糖苷酶活性是分别

从底物对硝基苯酚3#3 ()阿拉伯呋喃糖苷（ * 3
FE1#K.<2FP0#3 ( 3"#"QEFKMR#"FKSEL2， *CT/U，
9E7?"）、对硝基苯酚3"3’3呋喃木糖苷（ * 3FE3
1#K.<2FP0"3’34P0K.P#"FKSEL2， *CT!， 9E73
?"）释放对硝基苯酚（ *CT）的量确定。采用
分光光度法［V］，测定系统总体积为 J((!5，
反应体系为 D((!5，内含 ’(!5 D(??K0 - 5底
物 *CT! 或 *CT!、’J(!5 8( ??K0 - 5 .G
8 $ J的磷酸钾缓冲液、’(!5粗酶液。于 J(A
反应 D( ?EF，然后加入 =((!5 ’ ?K0 - 5 的
C"D;:, 终止反应并显色，在 V(8 F? 处测量
光吸收的增加值。一个酶单位定义为在该反

应条件下，’?EF内催化产生 ’!?K0对硝基苯
酚所需要的酶量。用对硝基苯酚作标准曲

线［8］。

纯化重组#3阿拉伯糖苷酶 -木糖苷酶在
不同 .G值下进行酶促反应测定其最适 .G。
.G V $ 8 I J $ ( 用 ’(( ??K0 - 5 邻苯二甲酸氢
钾3咪唑缓冲液，.G J $ 8，) $ ( 用 ’(( ??K0 - 5
>#ES G;0 缓冲液。最适温度定于 .G 8 $ @，
’(( ??K0 - 5 邻苯二甲酸氢钾 W 咪唑缓冲液
体系，不同温度下酶促反应 8?EF后测酶活；
温度稳定性定为将酶保温在 88，=8，@8，J8，
)8A下 ’ <（.G 8 $ @，’(( ??K0 - 5 邻苯二甲酸
氢钾3咪唑缓冲液），然后测定其残余酶活。
! " % 酶的分离纯化
纯化步骤在室温下进行，所有的缓冲液

都加入 ( $ D 7 - 5 叠氮化钠以防止杂菌生长。
纯化设备使用 6EK3X"L公司的 6EK0K7EO 5T系
统。

’ $ V $ ’ 热处理
将收集细胞用 ’8( ?5，经高压细胞破碎

仪（ U#2FO< T#2SSR#2，><2#?K）破碎细胞，
) =(( Y 7离心 D( ?EF，取上清于 @(A下热处
理 D( ?EF后，) =(( Y 7离心 ,( ?EF，上清液为
粗酶液。

’ $ V $ D *+/+392.<"O20阴离子交换柱层析
*+/+392.<"O20（9E7?" NFO$）阴离子交

换柱（D $ 8 O? Y D( O?）预先用磷酸钾缓冲液
（8( ??K0 - 5，.G = $ J）平衡，上样后将热处理
过的粗酶液注入柱中，以含 ( I ’ ?K0 - 5 C";0
的同样磷酸钾缓冲液进行梯度洗脱（流速 D
?5 - ?EF）和分步收集活性峰洗脱液。
’ $ V $ , 金属 CED Z的亲和层析
将 CE3C>/树脂充分混匀后装入柱内，

即为亲和层析柱（CK["72F）（’ $ = O? Y =
O?），然后用亲和柱结合缓冲液（8 ??K0 - 5 咪
唑、D(?K0 - 5 >#ES3G;0，.G @ $ )）平衡，上样后
用洗涤缓冲液（=( ??K0 - 5 咪唑、D( ?K0 - 5
>#ES3G;0，.G @ $ )）洗涤，然后用洗脱缓冲液
（’ ?K0 - 5 咪唑、D( ?K0 - 5 >#ES3G;0，.G @ $ )）
洗脱，流速 ( $ D ?5 - ?EF，以每管 D ?5分步收
集。收集酶活的峰值部分，用截留相对分子

质量为 , 万的超滤膜浓缩后，以 9*93T/\+
,D
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凝胶电泳检测纯度。

! " # 相对分子质量
纯酶亚基分子质量用 !"# 的 $%$&

’()*在 !!" +电压下电泳 ,- ./0后根据相
对迁移率计算。

1 结 果

$ " ! 粗酶液的制备
重组菌接种于 -" .2 23 4 567 液体培养

基，89:，1"" ; 4 ./0摇床培养 !< =，按 !#接
种量扩大至 1-" .2 23 4 567 培养液中，培养
至 !"<"" ! > "左右接入发酵罐中，当细胞密
度 !"<""为 " > , ? ! > "时流加乳糖（终浓度为
- ..@A 4 2）诱导 < =后，酶活不再增加时终止
发酵；< """ ; 4 ./0 离心 8" ./0收集细胞，然
后用磷酸钾缓冲液（-" ..@A 4 2，BC < > ,）重
悬，经高压细胞破碎仪（D;60E= ’;6FFG;6，
5=6;.@）破碎细胞，H <"" ; 4 ./0离心 1" ./0，
上清液即为粗酶液。

$ " $ 粗酶液的热处理
实验过程中，将收集的细胞破壁后的上

清液至于不同温度下保温 1" ./0后，检测!&
阿拉伯糖苷酶活性和蛋白质含量的变化，结

果表明（见表 !），加热处理可以除去大量杂
蛋白，对酶活力损失的影响不大，但在实验过

程中发现，如果热处理强度过大，则盐析中杂

蛋白甚至目的酶蛋白对盐析条件非常敏感，

有时会出现盐析沉淀不能完全溶解的现象。

因此，选择 9":热处理 1" ./0，有利于下一
步盐析中酶蛋白的进一步分离纯化。

表 ! 不同温度对热处理纯化效果的影响

加热温度

4 :
总蛋白

4 .I
总活力

4 J
比活力

4 J·.I K !
纯化

倍数

收率

4 #

"
-"
<"
9"
,"
H"
H-

!9,
!9! > !
!!8 > ,
9< > 8
L< > -
L< > !
L" > -

!,1
!," > H
!L< > -
!1L > 1
!!< > -
!!- > -
!!8 > -

! > "8L
! > "-,
! > 1,,
! > <-
1 > -!
1 > -!
1 > ,"

!
! > "1
! > 1-
! > -H
1 > L8
1 > L8
1 > 9"

!""
HH
," > H
<, > ,
<- > L
<L > 8
<8 > !

$ " % 酶的分离纯化
1 > 8 > ! %*(*&$6B=ME6A阴离子交换柱层析

将粗酶液于 9":下热处理 1" ./0 后，
H <"" ; 4 ./0离心 8" ./0取上清液注入柱中，
收集活性峰测酶活。比酶活为 !- > < J 4 .2，
结果见图 !。

图 ! %*(*&$6B=ME6A阴离子交换柱层析

1 > 8 > 1 金属 N/1 O的亲和层析
合并上步收集的活性峰酶液经硫酸铵沉

淀再溶解，然后于亲和柱结合缓冲液中透析

过夜。然后将透析过的酶液加入亲和层析

柱。比酶活为 L! > L J 4 .2，结果见图 1。

图 1 金属 N/1 O亲和层析

1 > 8 > 8 $%$&’()*分析
从亲和柱层析收集的活性峰酶液，经浓

缩后，取 !-"2 进行 $%$&’()* 电泳检测。
结果显示为单一条带，达到了电泳纯（见图

8）。
纯化步骤以及相应的纯化效果列于表

!，最终提纯倍数为 LH > 8倍，收率为 1" > L#。
$ " & 纯化重组酶的酶活性检测
对重组阿拉伯呋喃糖苷酶 4#&木糖苷酶

进行初步酶学性质研究，结果表明（图 L），阿
拉伯呋喃糖苷酶反应最适 BC为 < > 1，最适温
度为 ,":，! =半衰期温度为 9-:；#&木糖苷
酶反应最适温度为 ,-:，! = 半衰期温度为
,L:；#&木糖苷酶反应最适温度为 ,-:，最适

L1

食品与发酵工业 D@@P M0P D6;.607M7/@0 Q0PGF7;/6F +@A> 1H N@> H

 



图 ! 热稳定性!"阿拉伯糖苷酶 #
木糖苷酶纯化过程电泳图

$%为 & ’ (，) *半衰期温度为 +,-；与报道的
来源于 ! ’ "#$%&’()*+, 的阿拉伯呋喃糖苷酶
#""木糖苷酶基本一致。
! " # 酶相对分子质量的测定
图 !的 ./. 0 1234电泳胶经凝胶图像

分析扫描成像后，以标准分子质量的蛋白迁

移率为横坐标，已知蛋白质相对分子质量的

常用对数为纵坐标作图（见图 &），得出回归
方程 567 8 0 ) ’ 9 ’ :, - ; < = ’ !>::，将纯化的
重组酶蛋白的迁移率带入方程求得酶蛋白分

子质量约为 +& ’ :9 ?@比理论推算值 +& ?@增

表 ! 重组热稳定性!"阿拉伯糖苷酶 #木糖苷酶纯化结果

步 骤
总蛋白

# 76

比活力

# @·76 0 )

总活力

# @

收率

# A
纯化倍数

分离纯化 ) +(= 9 ’ +, ) &(= ’ & )99 )
热处理 =,: ’ 9 , ’ ,= ) )99 ’ ( (9 ’ = & ’ =>
层 析 &> ’ = )& ’ > +(> ’ ( && ’ + )+ ’ >
金属 BC= <系和层析 ( ’ + ,) ’ , !=9 ’ + =9 ’ , ,: ’ !

图 , 重组阿拉伯呋喃糖苷酶 #""木糖苷酶的最适反应温度（D）、最适 $%（E）和热稳定性（F）

图 & 相对迁移率与!"阿拉伯糖苷酶
#木糖苷酶的相对分子质量的关系

加了约 )A，其可能的原因是在构建工程菌
. ’ *’() GH)9:（/4!）# $25IJK"4L)"LDK 过程

中，在""阿拉伯糖苷酶 #木糖苷酶基因表达产
物的 B端融合了一个 >个组氨酸的标签，这
样重组酶的分子质量就增加 >个组氨酸的大
小，那么实际理论推算值应为 +& ’ +) ?@，与测
定值 +& ’ :9 ?@是吻合的。

! 讨 论

构建合适的极端菌和嗜热菌的外源表达

系统，高效率地表达一些极端耐热酶蛋白，一

直 是 研 究 的 热 点。 嗜 热 厌 氧 菌

! ’ "#$%&’()*+, 是基因工程的理想材料，利用
已构建的表达嗜热乙醇菌!"阿拉伯糖苷酶 #

&=
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木糖苷酶的基因工程菌发酵，产生!!阿拉伯
糖苷酶 "木糖苷酶，可以避免自然菌生长密
度低和酶系复杂给!!阿拉伯糖苷酶 "木糖苷
酶的纯化带来的麻烦。在实验过程中，利用

在常温菌 ! # "#$% 中表达!!阿拉伯糖苷酶 "
木糖苷酶对热的稳定性，将 ! # "#$% $%&’(
（)*+）" ,-./01!*2&!231 菌细胞破碎后的上
清经过 4’5 6’ 789 的热处理后，可以去除
大量菌体蛋白，酶活收率达 4’ # 6:，纯化倍
数为 ; # 6<倍，这一结果表明工业化制备重组
酶时可以采用此低成本的方法；重组!!阿拉
伯糖苷酶 "木糖苷酶可利用 )*-*!=0,>?0.
阴离子交换柱层析进一步纯化，收率达

;; # @:，纯化倍数为 &@ # < 倍。由于构建工
程菌时在基因表达产物上融合了一个 <个组
氨酸的标签，经 A86 B亲和层析柱使酶纯度达
到电泳均一。最终通过热处理、)*-*!
=0,>3?0.阴离子柱层析、金属 A86 B的亲和层
析提纯后，酶达到电泳纯时的提纯倍数为

C( # +倍，收率为 6’ # C :。=)=!D-E* 法测
定!!阿拉伯糖苷酶 "木糖苷酶的分子质量为
@; FG，与理论推算值相吻合。本实验研究为
其进一步的酶学性质鉴定和分析工作打下了

良好的基础，也为重组酶的大规模工业化提

取奠定了基础。
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浙江海正集团新型降解塑料聚乳酸进入中试

海正集团有限公司研制的新型生物降解塑料———聚乳酸的研究成果于 6’’6 年 &6 月通过了
省级技术鉴定，于 6’’+年 <月进入中试阶段。
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