
   



ku)、兔磷酸化酶B(97．4 ku)、牛血清白蛋白(66．2

ku)和兔肌动蛋白(43 ku)。

1．2．5 8—1，3一葡聚糖酶活力的测定

对Susumu Nagasaki等人所报道的方法进行适

当调整。取用pH 5．O的HAc—NaAc缓冲液配制的

250弘g／mL的B一1，3一葡聚糖溶液0．9 mL，加入0．1

mL酶液，50℃反应10 min，沸水浴5 min灭酶活，取

上清用Somogyi—Neslon[9]法测定酶水解液中的还原

糖量。以灭活酶为空白。酶活力定义：在上述反应条

件下，每分钟从底物中降解释放1肚mol还原糖所需

的酶量为1个活力单位(U)。

1．2．6 B一1，3一葡聚糖酶最适反应pH值的确定

分别将o．025 g的Laminarin溶解于pH3．o～

8．o Na：HPO。一柠檬酸缓冲液中，配制成不同pH值、

浓度为250弘g／mL的底物溶液，测定酶活力。

1．2．7 8—1，3一葡聚糖酶的酸碱稳定性

经过纯化的13一l，3一葡聚糖酶液用不同pH值的

Na：HPO。一柠檬酸缓冲液稀释至适当的浓度，混合均

匀后，于50℃保温1 h，取出后立即冰浴，测定残余酶

活力。

1．2．8 8一l，3一葡聚糖酶最适反应温度的确定

将Laminarin溶于pH5．o的HAc_NaAc缓冲液

配成250扯g／mL的溶液，加入p一1，3一葡聚糖酶液，分

别置于20、30、40、50、55、60、65、70和80℃水浴中反

应，反应前底物在各反应温度下预热5 min，测定各

温度下的酶活力。

1．2．9 p1，3一葡聚糖酶的热稳定性

纯化的酶液分别置于40、50、55、60、70℃恒温水

浴锅中保温，每隔10 min取样1次，取出的样品立即

冰浴，然后测定|3—1，3一葡聚糖酶的残余酶活力。

1．2．10 离子强度对j3—1，3一葡聚糖酶活力的影响

取纯化后的酶液0．1mL，加入o．4mL不同浓度

的NaCl溶液和o．5mL 450肚g／mL的底物，使NaCl

的终浓度分别为50、125、250、375和500 mmol／L，然

后测定酶活力，以不加NaCl的反应体系为空白。

1．2．11金属离子对B一1，3一葡聚糖酶活力的影响

取纯化后的酶液o．1 mL，加入o．4mL不同浓度

的金属离子溶液和O．5 mL 450肚g／mL的底物，使各

金属离子的终浓度分别为1．0 mmol／L、5．0 mmol／L

和10．O mmol／L，然后于50℃反应，测定酶活力，以

不加任何金属离子的反应体系为空白。

1．2．12 G一1，3一葡聚糖酶的底物专一性

选择不同糖苷键键型的Dextran、CMC—Na、

Laminarin、Pustulan和可溶性淀粉为底物，与酶液在

50℃反应，测定酶活力。

1．2．13 13—1，3一葡聚糖酶的动力学性质

取用50 mm01／L pH5．o的HAc—NaAc缓冲液

配制的浓度分别为o．2 mg／mL、o．4 mg／mL、o．6

mg／mL、0．8 mg／mL、1．o mg／mL的Laminarin溶液

o．9 mL，加入o．1 mL的酶液，于50℃反应，测定8—

1，3一葡聚糖酶活力，采用Lineweave卜Burk双倒数作

图法，计算出该酶在上述底物时的K。和V。值。

2 结果与分析

2．1 p1，3一葡聚糖酶的纯度鉴定及分子质量测定

图1 p1，3一葡聚糖酶的纯度鉴定图

1，2，3，4泳道为纯化后的酶蛋白；5，6，7，8泳道为经(NH4)2S04

沉淀透析后的酶蛋白

图2 B一1，3一葡聚糖酶的分子质量图

l，2泳道为标准分子量蛋白；3，4，5泳道为纯化后的酶蛋白

收集经DEAE—Sepharose CL一6B层析分离纯化

的含酶组分，经聚乙二醇浓缩后采用Native—PAGE

进行纯度鉴定，分离所得含酶组分在Native—PAGE

图上呈单一谱带；分离所得含酶组分经聚乙醇浓缩

后，用SDS-PEAG测定分子质量，其在SDS—PEAG

图谱上也呈单一带，迁移率为o．461，其分子质量近

似为80．137 ku[8]，结果见图1，图2。

2．2 p1。3一葡聚糖酶最适反应pH值的确定

由图3可知，8—1，3一葡聚糖酶在pH 4．o～6．o酶

活力较高，在pH 5．o时酶活力最高，pH值<4或>

6，8—1，3一葡聚糖酶活力明显下降，当pH3时，残余酶
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活力为7．38％，pH8时，残余酶活力仅为2．68％。

图3 p 1，3葡聚糖酶的最适反应pH值

2．3肛l，3一葡聚糖酶的酸碱稳定性

从图4中可以看出，50℃条件下，G一1，3一葡聚糖

酶在pH4．5～6．o比较稳定，在pH5．0时稳定性最

佳。该酶稳定pH与最适反应pH一致，有利于该酶

的利用和保存。

2 3 4 5 6 7 8 9

pH值

图4 pl，3一葡聚糖酶的酸碱稳定性

2．4旷1，3-葡聚糖酶最适反应温度的确定

图5表明，p1，3～葡聚糖酶在50～55℃酶活力

较高，相对酶活力在90％以上，其最适反应温度为

55℃，超过60℃时酶活力下降较大，至65℃时相对酶

活力仅为4．25％。

10 20 30 40 50 60 7()80 90

反应温度／℃

图5 8—1，3一葡聚糖酶的最适反应温度

2．5 p1，3一葡聚糖酶的热稳定性

从图6可以看出，在40℃和50℃下保温30 min，

8—1，3一葡聚糖酶基本不会失活，但随着保温时间的延

长，酶活力呈下降趋势；在55℃下，随着保温时间的

延长，酶活力逐渐丧失，保温60 min时，残余酶活力
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为66．7％；而在60℃和70℃保温10 min，残余酶活

力分别为36．2％和0。

IJ ZU 4U 6U 8U

时间／min

图6 p1，3一葡聚糖酶的温度稳定性

2．6 离子强度对旷1，3一葡聚糖酶活力的影响

离子强度对13—1，3一葡聚糖酶活力的影响见图7。

从图7可知，离子强度对8—1，3一葡聚糖酶的活力影响

不大，相对酶活力均在96％以上，当反应体系中

NaCl的浓度为50mmol／L时，B一1，3一葡聚糖酶的活

力最大，达到115．9％。

离子强度，mm()1I。

图7离子强度对G一1，3一葡聚糖酶活力的影响

2．7金属离子对旷1，3一葡聚糖酶活力的影响

金属离子对8—1，3一葡聚糖酶活力的影响见表1。

表l 金属离子对pl。3-葡聚糖酶活力的影响

金属离子
相对酶活力／％

100．00

101．33

110．79

98．65

98．21

94．22

95．73

90．OO

88．06

92．02

86．49

52．72

9．04

100．OO

101．20

74．60

95．50

92．55

94．75

90．71

84．99

73．41

91．18

74．84

13．98

4．35

100．OO

93．97

41．32

94．08

95．08

95．20

85．02

84．35

77．96

69．12

15．09

3．24

3．57

从表1可知，C02十、K+、Zn2+、“+、Ba抖、Cu2+以

及1．O mmol／L的Fe2+对B一1，3一葡聚糖酶活力的影
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响不大，5 mmol／L和10 mm01／L的Cd2+和10．0

mm01／L的M92+对该酶具有部分抑制作用，Fe件和

Mn2+则具有明显的抑制作用，当Fe抖的浓度为10

mmol／L时，残余酶活力仅为15．09％，Mn2+浓度为

5 mm01／L和10 mm01／L时，残余酶活分别为

13．98％和3．24％；而Hg抖对|3—1，3一葡聚糖酶具有

强烈的抑制作用，在H92+存在下，酶失去活性。

2．8争1，3一葡聚糖酶的底物专一性

选择含不同糖苷键型的Dextran、CMC—Na、

Laminarin、Pustulan和可溶性淀粉为底物，与酶液反

应，测定各自的酶活力，结果如表2所示。

表2 p_1。3一葡聚糖酶的底物选择性

从表2可知，此8一葡聚糖酶只作用于含B一1，3糖

苷键的Lamina“n底物，而对含有理一1，6糖苷键的

Dextran、含p一1，6糖苷键的Pustulan、含p一1，4糖苷

键CMC—Na和含有a一1，4糖苷键的可溶性淀粉都没

有作用，说明此酶对8—1，3糖苷键有很强的专一性，

是一种8—1，3一葡聚糖酶。

2．9 pl，3-葡聚糖酶的反应动力学

根据13—1，3一葡聚糖酶的底物选择性，以Laminar—

in为底物，采用Lineweave卜Burk双倒数作图法，测

定该酶在上述底物时的K。和V。值。

垂 。．／
．．∥|；。
8 —6 —4 —2 O 2 4 6 8

1／[S]

图8 底物为Laminarin时的动力学曲线

图8结果表明，当以Laminarin为底物时，根据

LineweaverBurk双倒数方程y一5．598 2z+43．464

(R2一o．991 3)，B一1，3一葡聚糖酶的米氏常数K。值

为128．34弘g／mL，最大反应速度U值为23．01弘g／
min．mL。

3 结 论

木霉菌株LE02所产胞外B一1，3一葡聚糖酶经

SDS-PAGE测定的分子质量近似为80．137 ku。其

最适反应温度为55℃、最适反应pH值为5．o，不超

过50℃、pH 4．5～6．o时酶活稳定。C02_、K+、

Zn2+、Li+、Ba抖、Cu2+以及1．O mmol／L的Fe2+对该

酶基本没有影响，Cd2+和10．o mmol／L的M92+对该

酶具有部分抑制作用，而低浓度的H92+、5．o mmol／

L以上的Mn2+和10．O mm01／L的Fe3十能强烈抑制

该酶的活性。该酶只能作用于8—1，3一糖苷键，以Lar—

inami为底物时其米氏常数K。值为128．34扯g／mL，

最大反应速度V。为23．01”g／(min·mL)。
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