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摘　要　克隆并在大肠杆菌中表达的海栖热袍菌的 xy nB 基因,其表达产物木聚糖酶B 的C 末端带有 6×

H is标签,研究了这种基因重组酶的提纯方法。通过对粗酶提取液的热变性处理, N i N TA 亲和柱层析和离

子柱层析,最终得到了电泳纯的木聚糖酶B ,提纯倍数 4414,得率 11◊ 。SD S PA GE 法测定木聚糖酶B 的相

对分子质量为 42 ku,与理论推算值 42 333 u 相吻合。
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Abstract　T he xy nB gene of T herm otog a m a ritim a M SB 8 w as cloned and exp ressed in E. col2
i, the C2term inal H is2tag w as in troduced, and pu rif ica t ion m ethods of the recom b inan t en2
zym e w ere studied. T he xylanase B w as pu rif ied to homogeneity by heat t rea tm en t, aff in ity

ch rom atography and ion exchange ch rom atography. T he pu rif ied enzym e show ed as a single

p ro tein band on SD S2PA GE w ith a mo lecu lar w eigh t of 42 ku, th is is in good agreem en t w ith

the mo lecu lar m ass of enzym e deduced from the DNA sequence, 42 333 u.
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木聚糖酶 (EC. 3. 2. 1. 8; 1, 4 B D endoxylanase)是木聚糖降解酶中最关键的酶,它的

耐高温和热稳定性是工业化应用的理想特性,它在生物化工、制浆造纸工业、食品工业、饲料工

业等都存在很大的应用潜力。但将其作为工业酶制剂的报道在国内尚未见[1, 2 ]。

木聚糖酶可以由多种微生物产生,在我国多集中于对海枣曲霉 (A sp erg illus p hoen icis)、黑

霉菌 (A sp erg illus n ig er)、木霉菌 (T richod erm a sp. )、串珠链孢菌 (F usa rium m on ilif om ae)、顶

青霉 (P encillium cory lop h ilum )等真菌和短小芽孢杆菌 (B acillus p um ilus)、碱性假单胞菌

(P seud om onas sp. )等细菌木聚糖酶的研究,尚未见对嗜热菌耐热木聚糖酶的研究报道[3, 4 ]。现

已发现的极端嗜热菌都是古菌和细菌。除栖热袍菌属 (T herm otog a)之外,已知的能在 75℃以



上生长的都是古菌。嗜热性最高的细菌是栖热袍菌属的海栖热袍菌 (T herm otog a m a ritim a)和

T. neap olitana 等[3, 6 ]。海栖热袍菌生长在 55～ 90℃的海底火山口附近,最适生长温度 80℃左

右,是一种严格厌氧,杆状、无孢子的发酵型真细菌。该菌能够利用简单和复杂的碳水化合物如

葡萄糖、蔗糖、淀粉、纤维素和木聚糖等[7 ] ,在已知序列的细菌中与古细菌具有最高的同源性

(24◊ ) [8 ]。微生物产生的木聚糖降解酶系比较复杂,且大多还同时产生纤维素酶,这些酶性质

相近,使得分离纯化木聚糖酶比较困难。纯化酶的方法有很多,如热处理、硫酸铵沉淀、亲和层

析、离子交换层析、分子筛层析 (凝胶过滤)、疏水层析等。一般说来,需应用几种方法的组合,才

能得到纯酶[1～ 3, 5 ]。通过DNA 重组技术,将产生木聚酶的基因在合适的宿主菌中表达,可将单

一酶比较容易地纯化。同时通过大量表达也可用于获得从自然界难以得到的大量的木聚糖酶。

本文中主要研究基因重组酶的提纯方法。笔者将海栖热袍菌的 xy nB 基因克隆并在大肠

杆菌中表达,通过热处理、亲和层析和离子交换层析对海栖热袍菌耐热木聚糖酶B 进行了纯

化。

1　试验材料与方法

111　主要仪器

FPL C 系统、Q sepharo se Fast F low 16ö10 co lum n、M ono Q HR 5ö5均为瑞典Am ersam

Pharm acia B io tech 公司生产;高速冷冻离心机、UV öV IS分光光度计 (M odelDU 640)均为美国

Beckm an 公司生产; 超声破碎机 (B ran son Son if ier 250D )、PA GEL N PU 1215 L 电泳槽为日

本A T TO 公司生产。

112　主要试剂

RBB 木聚糖 (R em azo l B rillian t B lue R D xylan, S IGM A , 德国) , N i N TA agaro se,

10 ku p ro tein ladder 蛋白质标准; SD S PA GE (SD S 聚丙烯酰胺凝胶电泳)系列溶液和不同

缓冲液由实验室自制。

113　载体和菌株

以海栖热袍菌 (T herm otog a m a ritim a M SB 8)的基因组DNA 为模板扩增出 xy nB 基因片

段,在 pET 28a (+ )表达载体中表达,表达产物C 末端带有 6×H is标签,由笔者构建。菌株为

带有重组质粒的 E coli BL 21。

114　粗酶液的制备

新鲜制备 100 mL 含有重组质粒的 E coli BL 21,接种于 1 000 mL 卡那霉素质量浓度为 50

ΛgõmL - 1的L u ria2Bertan i b ro th (LB )培养基, 30℃的摇床中培养,摇床转速为 150 rõm in - 1。测

定培养液在 600 nm 下吸光度的变化,当吸光度达 015～ 016时,加入 1 mL 浓度为 1 mo lõL - 1

的 IPT G 诱导,继续培养 16 h。用高速冷冻离心机将培养液在 4℃下以 8 000 rõm in - 1的转速离

心 10 m in,收获细菌沉淀。用 50 mL 磷酸缓冲溶液 (50 mmo lõL - 1, pH 810)悬浮,在冰水浴中用

超声破碎机破碎细菌细胞,将破碎液在 4℃下以 16 000 rõm in - 1的转速离心 10 m in,所得上清

液即为粗酶液。

115　热变性处理

将粗酶液分别在 60, 70, 80, 90, 100 ℃下加热 10 m in,然后在冰水浴中冷却,在 4℃下以

16 000 rõm in - 1的转速离心 10 m in,取上清液,分析酶活力和蛋白质浓度的变化,确定最佳热处
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理条件。

116　亲和柱层析

将热处理后的上清液与一定比例的N i N TA 树脂充分混合,在 4℃下放置 30～ 60 m in。

将混合物装入柱中,采用 FPL C 系统提纯酶,用线性梯度法洗脱亲和柱。工作条件: 洗涤液为

10 mmo lõL - 1咪唑 ( im idazo le) , 50 mmo lõL - 1 pH 810的磷酸缓冲液;洗脱液为 250 mmo lõL - 1咪

唑, 50 mmo lõL - 1 pH 810磷酸缓冲液;流速为 1mL·m in - 1;温度为室温。

117　离子交换柱层析

透析除去亲和柱层析后酶液中的离子,再过 2步离子交换柱层析来提纯表达出的蛋白质。

第 1步　离子交换柱选用Q 2sepharo se Fast F low 16ö10 co lum n,用线性梯度法洗脱离子

交换柱,工作条件:洗涤液为 25mmo lõL - 1M O PS缓冲液 (pH 615) ;洗脱液为 015 mo lõL - 1 N a2
C l溶液 (溶于 25 mmo lõL - 1 M O PS buffer, pH 615) ;流速为 2 mL·m in - 1;温度为室温。

第 2 步　充分透析后的酶液再过M ono Q HR 5ö5 离子交换柱,工作条件: 洗涤液为 25

mmoLõL - 1M O PS缓冲液 (pH 615) ;洗脱液为 015 mo lõL - 1 N aC l溶液;流速为 015 mLõm in - 1;

温度为室温;用 3段连续梯度的盐溶液洗脱离子交换柱,洗脱时浓度分别为 0～ 100mmo lõL - 1

( 2 个柱体积) , 100～ 300 mmo lõL - 1 (20 个柱体积)和 300～ 500 mmo lõL - 1 (2 个柱体积)洗脱

液。

118　酶纯度的鉴定和分子质量的测定

酶纯度的鉴定和分子质量的测定采用 SD S PA GE (SD S 聚丙烯酰胺凝胶电泳)方法进

行,分离胶质量分数为 10◊ ,浓缩胶质量分数为 3◊ 。按L aemm li方法进行蛋白质样品的电

泳,使用 PA GEL N PU 1215 L 电泳槽。样品溶液先与 T risöHC l上样缓冲液混合,沸水浴加热

3 m in。电泳后的分离胶用考马斯亮蓝R 250染色。蛋白质标准用 10 ku p ro tein ladder。

根据样品和标准蛋白的 SD S PA GE 图,测定样品和标准蛋白的相对迁移率R f 值,用标

准蛋白的R f 值对分子质量的对数作标准曲线。由纯酶样品的R f 值,可求得其分子质量。

119　酶活力的标准测定方法

除非特别指明,本研究测定酶活力的标准方法同文献[ 9 ]: 以质量分数为 1115◊ 的RBB

木聚糖为底物,在 50 mmo lõL - 1 pH 6114的M ES缓冲液中, 50℃保温 20 m in。标准反应混合

物 (100 ΛL )组成:质量分数为 1115◊ 的RBB 木聚糖 50 ΛL , 200 mmo lõL - 1M ES缓冲液 25 ΛL

和合理稀释的酶溶液 25 ΛL。反应结束后,加入体积分数为 100◊ 的乙醇 200 ΛL 终止酶反应,

同时沉淀残留底物;将混合物在室温下至少静置 15m in,然后以 15 000 rõm in - 1的转速离心 5

m in,取上清液。用Beckm an 分光光度计测定 595 nm 下的吸光度值A 595。对照的操作过程与上

述一样,只是以 25 ΛL 水代替合理稀释的酶溶液。

酶活力单位 (un it)定义:在上述实验条件下,每分钟导致 ∃A 595= 1所需的酶量定义为 1个

酶活力单位。

2　结果与讨论

211　粗酶液的热处理

表 1示出在不同温度下加热 10m in,酶活力和蛋白质含量的变化。可以看出,虽然不同温

度下的热处理都能在一定程度上纯化酶,但只能初步纯化粗酶,即使温度高达 100℃,提纯倍
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数仍不高 (115倍)。综合评价结果表明,加热温度为 70℃时处理粗酶液效果最为理想,可以去

掉 23◊ 的杂蛋白,同时得率高达 91◊ 。

表 1　不同温度下粗酶液的热处理结果

加热温度ö

℃

蛋白质ö

m g

总酶活力ö

U

相对酶活力ö

(Uõm g- 1)

纯化倍数ö

倍

得率ö

◊

0 255 7610 0130 1100 100

60 223 7410 0133 1110 97

70 195 6910 0135 1120 91

80 176 6610 0138 1127 87

90 153 6210 0141 1136 82

100 82 3710 0145 1150 45

注:加热时间均为 10m in。

212　亲和柱层析

经遗传工程改造的重组蛋白的氨基端或羧基端带有 6个连续的组氨酸 (H is)残基,筛选出

的菌株所携带的表达载体 pET 28a (+ )羧基端带有 6×H is标签,因此表达出的蛋白质在羧基

端上带有 6×H is标签。采用N i N TA 树脂进行亲和柱层析可将不含有 6×H is标签的蛋白质

图 1　N i N TA 亲和柱层析结果

除去。

亲和柱层析结果见图 1。

可以看出,不与N i N TA 结合的蛋白质在

洗涤阶段被洗掉,洗脱阶段只有一个主要的蛋

白峰,而且酶活力峰与蛋白峰的变化趋势相一

致,这表明表达出的在羧基端带有 6×H is标签

的蛋白质主要是木聚糖酶B。SD S PA GE 测定

结果表明,通过 1 步亲和柱层析可使酶的纯度

达 90◊ 以上 (图 2)。

M 列, 分子质量为 10 ku 的标准梯度蛋白质

(梯度范围 20～ 80 ku) ; 0 列,热处理后; 1 列,

N i N TA 提纯后; 2列,Q sepharo se提纯后;

3和 4列,M ono Q 提纯后

图 2　提纯各步木聚糖酶的 SD S PA GE

213　提纯各步酶的纯化效果

提纯各步酶纯度的鉴定见图 2,可以看出,经第 1步离子交换层析 (Q sepharo se)之后,活
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力峰处的洗脱液已基本呈现单一的蛋白带,说明木聚糖酶已达到均一成分。不同纯化过程粗酶

液中蛋白质、总酶活力、相对酶活力、纯化倍数和得率的变化见表 2。通过对粗酶液的热变性、

N i N TA 亲和柱层析和离子交换柱层析,最终得到了电泳纯的木聚糖酶B ,提纯倍数 4414,得

率 11◊ 。

表 2　不同纯化步骤木聚糖酶B 的纯化结果

纯化步骤
蛋白质ö

m g

总酶活力ö

U

相对酶活力ö

(Uõm g- 1)

纯化倍数ö

倍

得率ö

◊

粗酶液 255100 7610 0130 110 100

热处理 195100 6910 0135 112 91

N i N TA 12130 3118 2159 816 42

Q sepharo se 2100 1615 8130 2716 22

M ono Q 0164 8150 1313 4414 11

214　酶分子质量的测定

图 3示出在相同 SD S PA GE 电泳条件下得到的标准蛋白质和纯化酶分子质量与相对迁

移率R f 之间的关系。将纯化木聚糖酶B 的相对迁移率 0147代入标准蛋白质分子质量m 的对

数与相对迁移率 R f 的回归方程 lgm = - 11001 8R f+ 21099 8,计算得到木聚糖酶B 的相对分

子质量为 42 ku,与理论推算值 42 333 u 相吻合。

m 为标准梯度蛋白质分子质量

图 3　木聚糖酶B 分子质量

的 SD S PA GE 法测

定结果

3　结　论

热处理能简便地初步纯化在常温菌中表达的耐热木聚糖酶B , 70℃加热 10 m in 处理粗酶

液可以去掉 23◊ 的杂蛋白,收率高达 91◊ 。木聚糖酶B 的羧基端上带有 6×H is标签,通过 1

步N i N TA 亲和柱层析可使酶的纯度达 90◊ 以上。离子交换柱层析提纯该酶时选用阴离子

交换剂,连续 2步离子交换柱层析Q sepharo se和M ono Q ,木聚糖酶B 已达到均一成分。通

过对粗酶提取液的热变性、N i N TA 亲和柱层析和离子交换柱层析,最终得到了电泳纯的木

聚糖酶B ,提纯倍数 4414,得率 11◊ 。经 SD S PA GE 方法测定,木聚糖酶B 的相对分子质量为

42 ku,与理论推算的分子质量 42 333 u 相吻合。

对于日本食品综合研究所酵素利用研究室同人对本研究的帮助和支持,在此表示衷心地

感谢。
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