
and fluorescence detection[ J] .J Chromatogr A., 2009 , 216(17):3602-

3605.

[ 33] Zhang Z X , Zhang X W ,Wang J , et al.Sequential preconcentration by

coupling of f ield amplified sample injection with pseudo isotachophoresis-acid

stacking for analysis of alkaloids in capillary elect rophoresis[ J] .Anal Bioanal

Chem ,2008 , 390:1645-1652.

[ 34] Takagai Y , Akiyama R , Igarashi S.Powerful preconcentrat ion method for

capillary electrophoresi s and its applicat ion to analysis of ultratrace amounts of

polycyclic aromatic hydrocarbons[ J] .Anal Bioanal Chem , 2006 , 385:888-

894.

开发与应用
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灰绿曲霉 β-葡萄糖苷酶的分离及特性
邓敏 ,邬小兵 ,李倩一 ,黄丽春 ,鲍思龙 ,龙敏南

＊

(厦门大学生命科学学院 ,厦门大学能源研究院 , 福建 厦门 361005)
摘要:目的:利用灰绿曲霉 EU7-22 发酵产纤维素酶 , 从中分离到 β-葡萄糖苷酶 , 分析其理化特性 , 确定其最佳活性条件。

方法:灰绿曲霉 EU7-22 发酵液离心后 ,上清液经硫酸铵沉淀 、Phenyl 6 Fast Flow(high sub)疏水层析和Sephacryl S-200 凝胶层析 ,
获得纯化的 β-葡萄糖苷酶。结果:纯酶的比活性为 5.1 IU mg , 得率为 13.89%。 SDS-PAGE 凝胶电泳分析表明该酶是单亚基蛋

白 ,其分子量为 56.2 kDa。在 pH 4.0～ 6.0范围内 , β -葡萄糖苷酶具有较高的稳定性 , 该酶的最适酶促反应 pH为 5.0。当 β-葡
萄糖苷酶在温度低于 60℃的缓冲液中温育 1 h后 , 酶活损失不大 ,表现了较好的稳定性;当该酶在温度高于 60℃的缓冲液中温育
1 h 后 , 酶活迅速丧失。β -葡萄糖苷酶在70℃时具有最大催化活性。结论:灰绿曲霉 EU7-22发酵产生的β-葡萄糖苷酶具有较
高活性 ,具有分子量较小 、最佳催化温度较高的特点。
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Purification and Properties of β -glucosidase from Aspergillus glaucus EU7-22
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Abstract:Objective:β-glucosidase produced by Aspergillus glaucus EU7-22 was purified and characterized.Method:The β-glucosidase of

Aspergillus glaucus EU7-22 was purified from ferment supernatant liquid by three steps of purification , ammonium sulfate precipitation(80%,
W V), Phenyl 6 Fast Flow (high sub)column chromatography and Sephacry l S-200 column chromatography , with a specific activity of 5.1 IU 
mg and a yield of 13.89%.Result:The purified β-glucosidase was determined as a monomeric protein with a molecular weight of 56.2 kDa.
The enzyme exhibited high stability when it was kept in the buffer at pH 4.0～ 6.0 and at the temperature below 60℃.β-glucosidase exhibited

its optimal activity at 70℃.Conclusion:β-glucosidase produced by Aspergillus glaucus EU7-22 with small molecular showed high activity un-
der the optimal conditions.
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　　纤维素降解酶是一个复杂的多酶体系 , 主要包括纤维素
酶与半纤维素酶。纤维素酶是指能水解纤维素 β-1 , 4-葡萄
糖苷键 , 使纤维素变成纤维二糖和葡萄糖的一组酶的总
称[ 1 , 2] 。纤维素酶是一个多组分酶系 ,主要由三类具有不同催
化功能的酶组成 , 即内切-β -1 , 4-葡聚糖酶(endo-β-1 , 4
-glucanase , EG , EC 3.2.1.4)[3 ,4] 、外切-β -1 , 4 -葡聚糖酶
(exo-β-1 , 4-glucanase , CBH , EC 3.2.1.91)和 β-1 , 4-葡萄
糖苷酶(β-1 , 4-glucosidase , BG , EC 3.2.1.21)[5-8] 。β -葡萄
糖苷酶水解纤维二糖 、纤维寡糖及其它 β -葡萄糖苷 , 产生葡
萄糖。β-葡萄糖苷酶是纤维素降解过程的关键酶 , 它决定纤
维素糖化过程的最终效率。在我国 , 农林植物纤维资源非常
丰富 ,每年农林废弃物与工业纤维性废渣有数千万吨。 利用
生物技术手段将其中一部分转化为燃料 、饲料 、食品等化学 、
化工原料 , 是解决人类能源 、粮食 、资源与环境危机的重要途
径之一。但由于纤维素酶价格昂贵 , 酶解效率低下 , 极大地影
响了酶的广泛使用。因此 , 提高纤维素酶的酶解效率成为解

决这一问题的关键。本文研究菌株为作者实验室经筛选及诱
变 ,具有高纤维素酶活性的菌株 ,对 β-glucosidase的分离与酶

学特性分析 ,为进一步研究特别是为提高纤维素酶解活性 、酶
的基因克隆等提供研究基础。

1　材料与方法
1.1　材料

1.1.1　实验材料
菌株:灰绿曲霉(Aspergillus glaucus)EU7-22 菌株由作者

实验室分离保存[9] 。 Phenyl 6 Fast Flow(high sub)、Sephacryl S-
200 购于GE。蛋白标准物Marker(#SM0431)购于 Fermentas。
1.1.2　试剂
(NH4)2 SO4 、KH2PO4 、CaCl2 、MgSO4 、CoCl2 、FeSO4 ·7H2O、

ZnSO4·7H2O、MnSO4·H2O、三羟甲基氨基甲烷(Tris)均为分析纯

购于国药集团 。十二烷基硫酸钠(SDS)购于上海生工。对硝
基酚-β-葡糖苷 pNPG(4-Nitrophenyl β -D-glucopyranoside)
购于 SIGMA公司(美国);牛血清白蛋白(BSA)购于华美生物工
程公司;考马斯亮蓝G250 购于 BBI , 分装。
1.1.3　仪器

小型单垂直电泳槽(DYYⅢ), 北京六一仪厂;SW-CJ -
1FD单人单面净化工作台 , 苏州净化设备有限公司;01J2003-
04型立式压力蒸汽灭菌器 ,上海东亚压力容器制造有限公司;
DK-8D型电热恒温水槽 , 上海一恒科技有限公司;JS-4.2 台
式高速离心机 , BECKMAN;PHS-3C 精密酸度计 , 厦门星鲨分
析仪器厂;M2 多功能酶标仪 ,Molecular Devices;MJP-250 霉菌

培养箱 , 上海精宏试验设备有限公司;HD 21C-A核酸蛋白检

测仪 , 上海康华生化仪器制造厂;BS-160A 自动部分收集器 ,
上海青浦沪西仪器厂;Stirred Cells 8050 搅拌式超滤装置 , Amico

Incorporation;YM3纤维素超滤膜 ,Millipore。
1.1.2　培养基

①种子培养基(PDA):土豆 200g 洗净 , 去皮 , 切成小块 , 煮
沸 30min ,纱布过滤 , 再加 1%葡萄糖 , 定容至 1L ,自然 pH(平板
或斜面培养基中添加 2%琼脂)。

②发酵产酶培养基:(NH4)2SO4 2.0g , KH2PO4 3.0g , CaCl2

0.5g ,MgSO4 0.5g , CoCl2 3.0mg , FeSO4·7H2O 7.5mg , ZnSO4·7H2O
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2.0mg , MnSO4·H2O 2.5mg , 3%(W V)碱处理蔗渣 , 蛋白胨

0.5%, pH 5.0 , 加水至 1L。
1.2　粗酶液制备

将PDA斜面保种的 A.glaucus EU7-22 菌体接种于 PDA

平板培养基上进行活化 ,然后接入到发酵产酶培养基中 , 振荡
培养 5d (35℃, 130r min)。 发酵完成后 , 将发酵液低温离心
(4 000×g , 20min),收集上清酶液 , 保存于-20℃备用。
1.3　β-葡萄糖苷酶的分离

硫酸铵沉淀:取粗酶液 50mL, 慢慢加入(NH4)2SO4 ,不断搅

拌 ,直至完全溶解 , 饱和度 80%。 置于 4℃、1h , 离心(25 000×
g , 15min)。弃上清 ,沉淀溶于5mL醋酸钠缓冲液(50mmol L , pH
5.6)中 ,置于 4℃备用。

疏水层析(Phenyl 6 Fast Flow)柱:用含有 2mol L(NH4)2SO4

的醋酸钠缓冲液(50mmol L , pH 5.6)平衡 , 柱体积为 30mL

(2.6cm×5cm)。用相同的(NH4)2 SO4 缓冲液作为流动相 , 流速

5mL min ,洗脱未结合在疏水柱上的蛋白 , 洗至基线水平。从含
有 2mol L(NH4)2 SO4 的醋酸钠缓冲液(50mmol L , pH 5.6)线性

梯度洗脱至H2O , 共洗脱 27个柱体积。分别收集各蛋白峰 ,并

检测 β-葡萄糖苷酶活性及蛋白含量。
凝胶层析(Sephacryl S-200)柱:将含有较高 β -葡萄糖苷

酶活性的蛋白峰收集后超滤浓缩 , 离心(8 000×g , 15min)。用
含有 0.1mol L NaCl的醋酸钠缓冲液(50mmol L, pH 5.6)进行平
衡。柱体积为34mL(0.8cm×67cm), 共洗脱柱 2 个体积 , 流速
为 0.35mL min ,收集含有 β-葡萄糖苷酶的蛋白峰 , 每管 1mL。
1.4　酶活测定与蛋白质分析

β-葡萄糖苷酶酶活测定:移取用柠檬酸钠缓冲液
(50mmol L , pH 5.0)稀释酶液 50μL于离心管中 ,加入50μL用柠
檬酸钠缓冲液(50mmol L, pH 5.0)配制的 pNPG(50mmol L)或
pNPC(50mmol L), 50℃水浴 30min。反应结束后 ,取出 100μL反
应液加入至 96 孔板中 , 再加入 100μL Na2CO3(1mol L)溶液 , 测

定OD405值。以 100℃水浴中灭活 5min 的粗酶液为空白对照。

一个酶活力单位(IU)定义为每 min 催化底物水解生产 1μmol

pNP所需的酶量[10] 。
蛋白质含量测定参照 Bradford 方法 。 ①分别在 1.5mL的

离心管中加入浓度为 0.5mg mL牛血清白蛋白(0、5、10 、15 、20 、
25μL), 用NaCl溶液(0.15mmol L)补至 100μL。 ②每管各加入
0.9mL考马斯亮蓝溶液 , 振荡混匀 , 室温放置 5min。 ③测 A595

吸光值制作标准蛋白浓度曲线。
SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳:参照文献[ 11] 。

1.5　β-葡萄糖苷酶理化特性
pH 与温度对酶促反应的影响:配制不同 pH 的缓冲液 , 加

入底物和适量的纯化酶液 , 混匀后于 50℃反应 30min , 测定酶
活。在最适酶促反应的 pH 缓冲液中加入木聚糖底物和适量

的酶液 ,分别在不同温度下反应 30min , 测定酶活。
pH 与温度对酶稳定性的影响:配制不同 pH 的缓冲液 , 加

入纯化的酶液 ,在 50℃下保持 1 h 后加入底物 ,混合均匀后在
最适酶促反应温度下反应 30min ,测定酶活。使用最适酶促反
应的 pH 缓冲液稀释纯化酶液 , 分别在不同温度下保持 1h 后

加入底物 ,在最适酶促反应温度下反应 30min , 测定酶活。

2　结果
2.1　β-1 , 4-葡萄糖苷酶的纯化

将经硫酸铵沉淀的粗酶液(5mL)过疏水层析柱。从图 1

中可以看出共有 5个蛋白峰 , 在第 4 个蛋白峰中可以检测到 β
-1 , 4-葡萄糖苷酶活性 , 而其余 4 个均为较大的杂蛋白峰。
收集具有较高 β-1 , 4-葡萄糖苷酶活性的组份蛋白并超

滤浓缩酶样品。将Sephacry l S-200柱用含 0.1mol L NaCl的醋

酸钠缓冲液(50mmol L , pH 5.6)平衡。将浓缩的酶样品装柱 ,

开始洗脱并收集洗脱液(1mL 管), 测定不同管样品 β -1 , 4-
葡萄糖苷酶酶活。结果如图 2 所示 ,在第 1个蛋白峰中检测到

β-1 , 4-葡萄糖苷酶活性。

图 1　β -1, 4-葡萄糖苷酶疏水层析洗脱曲线

Fig.1　Elution profile ofβ -1 , 4-glucosidase from Phenyl 6 Fast Flow column

注:(NH4)2SO4 洗脱浓度梯度(-);β-1 , 4-葡萄糖苷酶酶活(■);蛋

白(□)。

图 2　β -1, 4-葡萄糖苷酶凝胶层析洗脱曲线

Fig.2　Elution profile of β-1 , 4-glucosidase from Sephacryl S-200 column

收集 β-1 , 4-葡萄糖苷酶活性峰的蛋白溶液 , 进行 SDS-
PAGE 检测 ,如图 3 所示 , 活性峰的组份蛋白纯度较高 , 为单一

条带 , 经电泳后计算 , 蛋白的 mR 值为 0.098 , 分子量为 56.2

kDa。

图 3　β -1, 4-葡萄糖苷酶 SDS-PAGE凝胶电泳分析

Fig.3　SDS-PAGE of purified β -1, 4-glucosidase

经过硫酸铵沉淀 、疏水柱层析和凝胶柱层析三个步骤 , 获
得了纯化的 β-1 , 4-葡萄糖苷酶 , 该酶被纯化 5.1 倍 , 得率为
13.9%。β -1 , 4-葡萄糖苷酶的纯化各步骤见表 1。
2.2　pH 对 β-1 , 4-葡萄糖苷酶催化的影响

将 β-1 , 4-葡萄糖苷酶置于不同 pH 的缓冲液中温育 1h

后 , 其催化活性发生明显变化。当缓冲液 pH 在 4～ 6之间 , 残
余的酶活在 85%以上。当在 pH>7的缓冲液中温育 1h 后 , 残
余的酶活小于 30%。在 pH 4～ 6之间 , β -1 , 4-葡萄糖苷酶的
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催化活性基本没有变化。综合考虑 pH 对酶的稳定性和催化

活性的影响 ,选择 pH 5.0 作为该酶的最适反应 pH。
表 1　β-1 , 4-葡萄糖苷酶的纯化过程

Table 1　Purification profile of β -1, 4-glucosidase from strain EU7-22

纯化步骤
总蛋白

(mg)

总酶活

(IU)

比活力

(IU mg)
纯化倍数 得率(%)

粗酶液 48.0 47.5 0.99  100

硫酸铵沉淀 10.05 12.5 1.2 1.2 26.32

疏水柱层析 3.57 12.07 3.3 3.3 25.41

凝胶柱层析 1.32 6.60 5.1 5.1 13.89

图 4　pH 对 β-1 ,4-葡萄糖苷酶酶促反应及对酶稳定性的影响

Fig.4　Effect of pH on stability and activity of purified β -1, 4-glucosidase

2.3　温度对 β-1 , 4-葡萄糖苷酶催化的影响
将 β-1 , 4-葡萄糖苷酶在不同温度下保温 1h 时 ,当温度

低于 60℃时 , 温度升高对酶活的影响不大。 当温育温度大于
60℃后 ,酶蛋白快速变性 , 酶活迅速丧失。从图 5 可以看出 ,当
反应温度为 70℃时 ,β -1 , 4-葡萄糖苷酶具有最大催化活性;
当温度低于 70℃时 , 酶活随温度上升而逐渐升高;当反应温度
高于 70℃后 , 酶活迅速下降。尽管 β -1 , 4-葡萄糖苷酶在
70℃时有最高催化活性 , 但在该温度下保温 1 h 后 , 酶活基本
丧失。

图 5　温度对 β-1 ,4-葡萄糖苷酶酶促反应及对酶稳定性的影响

Fig.5　Effect of temperature on stability and activity of purified β-1 , 4-glu-

cosidase

3　讨论
β -1 , 4-葡萄糖苷酶是纤维素生物质糖化过程的关键酶 ,

它决定糖化效率和产量。 本研究纯化了 A.glaucus EU7-22

的β-1 , 4-葡萄糖苷酶 , 该酶的分子量为 56.2kDa , 与表 2 中

其它 β-1 , 4-葡萄糖苷酶相比 , 其分子量相对较小。一般来
说 ,分子量较小的酶蛋白分子在与底物反应过程更易于与底
物结合 ,因而在相同条件下糖化时具有一定的优势。真菌纤
维素酶是一种分泌型酶 , 分子量较小的蛋白分子更有利于进
行分泌表达 ,在构建基因表达工程菌株时 , 可以优先考虑分子
量较小的酶蛋白基因作为目的基因。

温度是影响糖化效率的关键因素 , 升高反应温度可以提

高酶活 , 加速反应进程。 A.glaucus EU7-22 β-1 , 4-葡萄糖
苷酶在 70℃时具有最大酶促反应速度 , 在 60℃以下能保持较
长时间的稳定。目前大多数纤维素糖化反应在 55℃条件下进
行 ,将 A.glaucus EU7-22 β-1 , 4-葡萄糖苷酶糖化反应温度
由 55℃提高到 60℃, 其活性可提高约10%,它可以大大提高酶
糖化效率和适用范围。
表 2　部分真菌 β -1 , 4-葡萄糖苷酶特性比较

Table 2　Comparat ive characteristics of β-1 , 4-glucosidase from some fungal

菌株来源
蛋白分子量

(kDa)

最适反应温度

(℃)
最适 pH

Aspergillus glaucus EU7-22 56.2 70 5.0

Cellulomonas biazotea [12] 109 70 4.8

Stachybotrys sp.[ 13] 85 50 5.0

Trichoderma reesei[ 14] 75 60 5.0

Chaetomium thermophilum[ 15] 118 70 4.0～ 5.0

　　本研究纯化了 A.glaucus EU7-22 的 β-1 , 4-葡萄糖苷
酶 ,该酶的分子量为 56.2kDa, 在 70℃时具有最大酶促反应速
度 , 在 60℃以下能保持较长时间的稳定。 本研究为进一步完
善 A.glaucus EU7-22产酶发酵条件 , 提高酶解纤维素效率与
基因克隆改造菌株提供了一定的理论基础 。
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