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摘要:以厦门树白蚁 (G lyp to termesX iamenensis L i e tH uang)为原料, 经 PBS缓冲液 ( pH 6. 7) 抽提、硫酸铵分级分离获得

纤维素酶粗提物 (简称 EGase),经 DEAE-Sepha rose Fast F low阴离子交换柱层析、Shephadex G-100凝胶过滤柱层析等纯

化, 得到电泳单一纯的酶制剂,比活力为 458. 7 U /m g. 研究了金属离子对该酶活力的影响: 结果表明, 正一价金属离子

L i+、N a+、K +对酶活力没有影响, Ca2+、Zn2+和 M n2+有激活作用,重金属离子 Cu2+、Pb2+和 H g2+有抑制作用,表现为不

可逆抑制.
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  纤维素是地球上最丰富而可再生的生物聚合物.

它是由 D-葡萄糖通过 B-1, 4-糖苷键连接而成的线性

不分枝的同聚多糖
[ 1]
. 纤维素是植物纤维的主要成

分,约占其干重的 30% ~ 50%, 是目前分布最广的天

然碳水化合物.地球上每年光合作用约产生 1. 5 @ 1011

t植物材料,其中 50%为纤维素.这些材料需转换成葡

萄糖、乙醇、甲烷等低分子物质才能被利用.但目前对

纤维素有效的利用却很少,其中一小部分用于纺织、造

纸、建筑和饲料等方面, 一部分用作燃料,大部分没有

被利用,而是通过微生物自然分解,参加自然界碳素循

环,这不仅是很大的浪费, 并且在城市又造成公害. 因

此,如何综合、有效利用纤维素资源, 成为世界各国十

分关注的重要领域
[ 2-3]

.纤维素酶的研究为此开辟了一

条广阔的途径.我们从厦门树白蚁体内分离纯化得到

纤维素酶,纯度达到电泳单一纯.在此基础上进一步研

究金属离子对该酶活力的影响, 为纤维素酶的应用及

结构与功能的研究奠定理论基础.

1 材料与方法

1. 1 实验材料

厦 门 树 白 蚁 ( G lyp toterm es X iam enensis L i et

Huang)购自厦门穿山甲白蚁防治公司
[ 4]
, 羧甲基纤维

素钠 ( CMC-N a)为汕头市西陇化工厂生产, 其他生化

试剂均为国药集团化学试剂有限公司生产分析纯, 使

用的蒸馏水均为玻璃重蒸水.

1. 2 实验方法

纤维素酶活性的测定:以 0. 5% CMC-N a为底物,

在 0. 1mo l/L N aA c-HA c pH 5. 0缓冲液中加入 0. 5 mL

1% CMC-Na、0. 49 mL H2O和 10 LL酶液, 40 e 水浴

10 m in, 冷却后, 加入 1 mL DNS, 沸水浴 5 m in, 测

OD 540nm.酶活力单位定义为: 在上述条件下, 每分钟水

解底物产生 1 Lg还原糖的酶量.比活力为每毫克酶蛋

白具有的酶活力单位数
[ 5]
.

金属离子对酶活力的影响是在 40e , pH 5. 0的测

活体系中,加入不同浓度的金属离子,测定出酶的相对

活力,分析它们对酶活力的影响.

动力学方法:在含不同浓度金属离子的测活体系

中,改变底物浓度, 测定酶促反应初速度, 以 L inew a-

ver-Burk双倒数作图法判断机理, 并根据酶动力学参

数的变化进行二次作图求效应常数.

2 实验结果

2. 1 正一价金属离子对酶活力的影响

我们选用 L iC l、N aC l、KC l为效应物, 探讨正一价

碱金属离子 L i
+
、N a

+
、K

+
对厦门树白蚁 EGase活力的

影响,结果表明当 L i
+
、K

+
达到 4 mmo l/L, N a

+
达到 5

mmo l /L时,酶活力基本保持不变,说明这 3种碱金属

离子对酶活力没有影响,同时也表明 C l
-
对该酶活力

没有影响.

2. 2 正二价金属离子对酶活力的影响

选用 MgC l2、CaC l2、ZnC l2、MnC l2, CoC l2、CdC l2为

效应物, 探讨这些正二价金属离子对厦门树白蚁
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EGase活力的影响. 结果见图 1, 表明: C a
2+
、Mn

2+
和

Zn
2+
离子对酶活力有激活作用, 0. 5~ 1. 0 mmo l/L的

Ca
2+
可使酶活力提高 40%, 相比之下, Zn

2 +
对该酶的

激活作用较弱, 1. 5 mmol /L的浓度仅使酶活力提高

25. 1%, 而 Mn
2 +
的激活作用较强, 1. 5 mmo l/L的浓度

即可使酶活力提高 1倍, 浓度达 3. 5 mmo l/L时, 酶活

力提高到 275% . M g
2+
、Co

2+
和 Cd

2+
对该酶有不同程

度的抑制作用, 其抑制作用呈现浓度效应, 当浓度为

0. 5mmo l /L时,它们分别可使酶活力下降 50%、40%

和 45%.

2. 3 重金属离子对酶活力的影响

在 0. 1 mo l/L NaA c-HA c pH 5. 0的测活体系中,

分别研究重金属离子 H g
2 +
、Cu

2+
和 Pb

2+
对厦门树白

蚁 EGase活力的影响, 见图 2. 结果表明, 上述 3种重

金属离子对该酶均有明显的抑制作用, 抑制强度随着

重金属离子的浓度增大而加强. 图 3表示 Hg
2+
对该酶

效应的浓度依赖关系. 测定 3种重金属离子 H g
2 +
、

Cu
2 +
和 Pb

2+
对该酶活力效应的 IC 50值分别为: 0. 18、

0. 35和 0. 98 mmo l/L.进一步研究这 3种重金属离子

对酶的抑制作用机理,定底物浓度为 0. 5mg /mL,改变

酶的加入量,测定不同浓金属离子对酶活力的影响.图

3表示 Hg
2+
对酶的抑制作用情况, 酶的剩余活力与加

入酶量作图,为一组平行直线, 说明 Hg
2+
对酶的抑制

作用是不可逆过程. 横轴截距随着加入的效应物增大

而增大,说明只有在反应体系中加入的酶量大于抑制

剂的量,才能检测到酶的活力.

  图 1 金属离子对酶活力的影响

  F ig. 1 E ffects o f me tal ions on the activ ity o f EGase

 图 2 H g2+对白蚁 EG ase活力的影响

 F ig. 2 Effects o fm ercury ion on the enzym e ac tiv ity

 图 3 H g2+对酶抑制机理的判断

曲线 0~ 4分别代表 H g2+的浓度为 0, 0. 1, 0. 2, 0. 3

和 0. 4 mm o l/L

 F ig. 3 Judgem ent o f inh ib ition of m ercury ion on the en-

zym e
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3 讨  论

白蚁纤维素酶成分比较复杂, 如何从厦门树白蚁

体内分离出纤维素酶主要成分将是我们研究的重点.

有关纤维素酶的分离纯化主要采用: 离子交换法

( IEC)、羟基磷灰石法 (HAC )、凝胶电泳方法、凝胶过

滤柱层析等
[ 6]
.其中离子交换层析法是目前广受欢迎

的一种蛋白质分离纯化方法,以厦门树白蚁为材料,经

PBS缓冲液 ( pH 6. 7) 匀浆抽提处理、硫酸铵分级分

离, DEAE-Sepharose Fast F low 阴离子交换柱层析、

Shephadex G-100凝胶过滤柱层析等纯化, 得到电泳单

一纯的纤维素酶制剂,比活力为 458. 7 U /mg.

正一价金属离子 L i
+
, N a

+
, K

+
对酶活力没有影

响.总结已报道的研究结果发现,来源于绿色木霉W S-

71、拟康氏木霉 Trichod erma p seudokoning ii、放线菌

Thermomonosp ora curvata
[ 7 ]
具有相似的特性, M g

2+
对酶

具有抑制作用, Co
2+
对酶有明显的抑制作用, 当 Co

2+

浓度达到0. 45mmo l/L时,酶活力下降 40%, 张喆等
[ 8]

报道的 Co
2+
对福寿螺 EGase有激活作用, 而 M g

2 +
对

福寿螺 EGase基本没有作用, Co
2+
浓度在 0. 45 mmo l/

L时, 可以使酶活力提高 21. 2%. Hg
2+
对酶具有不可

逆的抑制作用,这可能是由于重金属离子能引起蛋白

质变性的原因.总之, 不同金属离子对酶的影响不同,

同种金属离子对于不同来源的同类酶也可能有不同的

作用效果.
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Effects ofM etal Ions on Cellulase Activity from

the Term iteG lyptotermes X iam enensis

AN Gang, TAO Y-im ing, LONG M in-nan, W ANG Q in, CHEN Q ing-xi
*

( K ey L aboratory of theM in istry of Education for Ce ll B iology and Tum orC ell Engineer ing,

Schoo l of L ife Sciences, X iamen Un iversity, X iam en 361005, Ch ina)

Abstract: An endo-1, 4-B-D-glucanase ( EC# 3. 2. 1. 4) w as purified from the term iteG lyp toterm es X iamenensis L i et Huang by PBS buffer

( pH 6. 7) ex traction, ammonium su lfate precipitation, the ion-exch ange chromatography on D EAE-Sepharose Fast Flow and the gel filtra-

tion through Sephadex G-100. The fin al preparation w as homogeneou s and electrophoretic pure w ith the specific activity of 458. 7 U /m g.

The effects of severalm etal ions on the enzym e activity w ere studied. L i+ , N a+ , K + had no effects on the en zym e activity. The enzym e ac-

tivity w as stmi u lated by C a2+ , Zn2+ and M n2+ but inhibited by Cu2+ , Pb2+ , Hg2+ follow ing the irreversib lem echan ism.

Key words: G lyptoterm es X iamenensis; ce llulase; me tal ion; enzyme activity


