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毕赤酵母工程菌原果胶酶的分离纯化
Ξ

刘战民,陆兆新,吕凤霞,别小妹,赵海珍
(南京农业大学 食品科技学院,江苏 南京 210095)

　　[摘　要 ]　采用硫酸铵分级沉淀、凝胶过滤和离子交换层析等方法,对毕赤酵母工程菌发酵液中的原果胶酶

进行了分离纯化,测定了其分子质量,并确定了离子交换层析法的最佳离子交换条件。结果表明,硫酸铵的饱和度

为 70%时,可以使原果胶酶的回收率达到 71. 9% ,比活力为 1 096. 35 U öm g;经 Sephadex G75凝胶过滤,原果胶酶

回收率达到 57. 6% ,酶的比活力提高到 3 762. 40 U öm g; 最佳离子交换条件为: 0～ 0. 5 mo löL N aC l (缓冲体系为

N oA c2HA c, pH 5. 8)溶液线性洗脱、Sepharo se Fast F low 离子交换层析分离, 在该条件下酶的比活力提高到

9 743. 20 U öm g,纯度为粗酶液的 18. 91倍,达到了电泳级; SD S2PA GE 电泳结果表明,其分子质量为 43. 17 ku。
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　　原果胶酶能够水解不溶性的原果胶为水溶性的

果胶物质,这一特性使其在纺织[1 ]、食品[2 ]、造纸和

环保[3 ]等领域有着广阔的应用空间。原果胶酶的分

离纯化是有效利用原果胶酶、最大限度地发挥其活

性的先决条件和基础。在用毕赤酵母原果胶酶工程

菌发酵生产原果胶酶时,发酵液中除了含有原果胶

酶外,同时还存在酵母自身产生的蛋白质和残留的

培养基组分,这些物质严重地影响着原果胶酶的分

离纯化,进而也影响着对原果胶酶的进一步深入研

究。本试验研究了从毕赤酵母工程菌发酵液中分离

纯化原果胶酶的方法,以期为进一步研究原果胶酶

的酶学性质、结构及应用奠定基础。

1　材料与方法

1. 1　材　料

毕赤酵母原果胶酶工程菌X233öPPN 为南京

农业大学酶工程研究室构建;培养基BM GY 和mB2
MM Y 按照 Invit rogen 公司的酵母表达手册制备;

原果胶参照 Sakai 等[4 ]的方法制备; 牛血清蛋白

BSA 购自北京天为时代公司; 分子量标准蛋白、丙

烯酰胺、双甲基丙烯酰胺、过硫酸铵、十二烷基苯磺

酸钠 (SD S)、Sephadex G75和 Sepharo se Fast F low

均为上海生物工程公司进口分装的 Pharm acia 产

品; 考马斯亮蓝R 2250购于中国医药集团上海化学

试剂公司;其余试剂均为国产分析纯。

1. 2　原果胶酶粗酶液的制备

挑取毕赤酵母工程菌X233öPPN 单菌落,接种

于装有 25 mL BM GY 培养基的 250 mL 摇瓶中,在

30 ℃、250 röm in 条件下培养约 18 h, 然后室温下

6 000 röm in 离心 5 m in,收集菌体,用mBMM Y 诱

导培养基 (约 200 mL )重新悬浮菌体,使OD 600约为

1. 0; 将上述菌液置于 1 L 的摇瓶中,用双层纱布封

口,置于 30 ℃、250 röm in 的摇床上继续培养,每 24

h 向培养基中添加甲醇至其体积分数为 1% ,诱导培

养 96 h, 4 ℃、6 000 röm in 离心 20 m in。收集上清

液,即为原果胶酶粗酶液,于 4 ℃保存备用。

1. 3　原果胶酶的分离纯化

1. 3. 1　原果胶酶粗酶液的浓缩　将盛放原果胶酶

粗酶液的透析袋放入培养皿中,加入聚乙二醇 6000

固体覆盖透析袋,使透析袋中的水分析出,从而使原

果胶酶粗酶液浓缩[5 ]。

1. 3. 2　原果胶酶粗酶液的硫酸铵沉淀　吸取 4 ℃

下保存的浓缩后的原果胶酶粗酶液 9 份, 每份 50

mL 分别装于 9 个 80 mL 带塞离心管中,分别加入

一定量的粉状硫酸铵,使离心管中硫酸铵的饱和度

分别为 0, 20% , 30% , 40% , 50% , 60% , 70% , 80%

和 90% , 4 ℃静置过夜, 10 000 röm in 离心 20 m in,

收集上清液, 4 ℃保存, 沉淀用 10 mL 醋酸缓冲液

(pH 5. 8)溶解, 然后在同种缓冲液中充分透析, 检

测上清液和透析处理液中原果胶酶的活性。
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1. 3. 3　Sephadex G75凝胶柱洗脱　Sephadex G75

层析柱的制备参照文献[ 6 ]的方法进行。取经硫酸铵

沉淀、透析和浓缩后终体积为 2 mL 的原果胶酶液

加入到充分平衡的凝胶中,然后用醋酸缓冲液 (pH

5. 8)洗脱,洗脱速度为 0. 3 mL öm in,每 3 m in 收集

一管,测定每管中的蛋白质含量和原果胶酶活性,当

检测不到原果胶酶活性时,终止洗脱,并用测得的蛋

白质含量和酶活数据绘制凝胶过滤曲线。

1. 3. 4　离子交换层析　 (1)离子交换条件的确定。

在 6 支试管中各吸入 1 mL 供选择的阳离子交换

剂,分别用不同 pH 梯度的缓冲液润洗 10 次, 待离

子交换树脂装平稳后,向其中加缓冲液 1 mL ,向各

试管中加入 100 ΛL 经 Sephadex G75凝胶过滤纯化的

原果胶酶溶液,混匀,放置 10 m in,检测上清液中的

酶活性,判断是否存在目的蛋白。供选择的pH 梯度

缓冲液系列有: 20 mmo löL N aA c2HA c (pH 5. 5, 5. 8) , 50

mmo löL 磷酸钠缓冲液 (pH 6. 5, 7. 0)和 50 mmo löL T ris2
HC l (pH 7. 50, 8. 0)。供选择的 3种阳离子交换剂为:

Sepharo se Fast F low , D 151和D 152。 (2)原果胶酶的纯

化。将经 Sephadex G75凝胶过滤的样品加入到预先

用醋酸缓冲液 (pH 5. 8)平衡好的 Sepharo se Fast F low

阳离子交换层析柱中,首先用醋酸缓冲液 (pH 5. 8)

洗脱,洗脱速度为 0. 5 mL öm in,然后用 0～ 0. 5 mo löL
N aC l进行线性梯度洗脱,洗脱速度为 0. 5 mL öm in,部

分收集,每管收集 200滴。

1. 4　测定项目及方法

1. 4. 1　原果胶酶活性测定　取 10 m g 原果胶, 加

入 0. 95 mL pH 5. 8的N aA c2HA c缓冲液和 50 ΛL

适当稀释的原果胶酶提纯液,在 37 ℃下保温 1 h,冰

浴以终止反应, 10 000 röm in 冷冻离心 10 m in,取上

清液,用咔唑2硫酸比色法[7 ]在 530 nm 波长下测定

上清液中的果胶物质。在上述酶反应体系中,每小时

催化原果胶生成相当于 1 Λmo l半乳糖醛酸的果胶

物质的量,定义为一个酶活单位 (U )。

1. 4. 2　蛋白质含量测定　Sephadex G75凝胶过滤

液和离子交换层析洗脱液中的蛋白质检测均采用

280 nm 紫外分光光度计法[7 ] , 蛋白质含量以 280

nm 吸光值 (A 280 )来表示。蛋白质浓度测定采用

B rafo rd [8 ]的方法。

1. 4. 3　原果胶酶 SD S2聚丙烯酰胺 (SD S2PA GE)凝

胶电泳　将上述各步分离纯化的原果胶酶液各取 1

Λg,参照文献[ 8 ]的方法进行 SD S2PA GE 凝胶电泳,

鉴定酶的纯度并测定酶的分子质量 (m )。

2　结果与分析

2. 1　原果胶酶粗酶液的硫酸铵沉淀试验结果

图 1表明,随着硫酸铵饱和度的增加,上清液中

酶的相对活性不断降低, 在饱和度为 30%～ 50%

时,上清液中酶活性下降最快,表明原果胶酶沉淀量

在相应增大; 当硫酸铵饱和度超过 70%时, 上清液

中原果胶酶活性下降呈现出减缓趋势,表明原果胶

酶已经基本沉淀完毕。与之相应,在硫酸铵饱和度达

到 70%时,原果胶酶回收率达到了 71. 9% ,继续提

高饱和度,原果胶酶的回收率基本不变。

图 1　粗酶液中原果胶酶硫酸铵沉淀曲线

- □- . 原果胶酶相对活性; - △- . 原果胶酶回收率

F ig. 1　Ammonium sulfa te p recip ita t ion of p ro topectinase

- □- . Relative p ro topectinase activity; - △- . Recovery of p ro topectinase
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　　综合分析硫酸铵沉淀过程中原果胶酶回收率和

上清液中原果胶酶活性变化规律可知,选取 30%和

70%分别作为原果胶酶沉淀起始和终止时的硫酸铵

饱和度较为合适。

2. 2　Sephadex G75凝胶柱洗脱结果

由图 2 可知,蛋白质含量的洗脱曲线和酶活性

的洗脱曲线比较吻合,说明滤液中的蛋白质确实是

要分离的原果胶酶。从收集的第 17管开始,洗脱蛋

白含量增大,同时,洗脱液中原果胶酶的活性升高;

到第 25管时,洗脱液中蛋白含量和酶活性都达到了

最高; 到第 31 管时,洗脱液中的蛋白含量和酶活降

到较低水平;继续洗脱,发现在第 41管和第 45管间

出现了第 2个活性峰,峰形很小,可能是分泌表达的

原果胶酶被酵母细胞产生的蛋白酶降解后的产物形

成的,因为含量很低,未作进一步研究。由以上结果

可知,酶液经 Sephadex G75柱洗脱时,收集第 17～

31管洗脱液,基本可以完全收集到原果胶酶。

图 2　原果胶酶 Sephadex G75凝胶过滤洗脱图谱

- ○- . 原果胶酶活性; - □- . 蛋白质含量

F ig. 2　E lu tion p rofile of p ro topectinase by Sephadex G75 gel filt ra t ion

- ○- . P ro topectinase activity; - □- . P ro tein con ten t

2. 3　离子交换层析结果

2. 3. 1　离子交换条件的确定　离子交换层析法是

利用不同蛋白质表面电荷的性质不同,来达到分离、

纯化蛋白质的目的。进行离子交换层析的最佳溶液

pH 一般与蛋白质的等电点相差一个单位, 这样可

使蛋白质的电荷量既能保证将其结合在离子交换树

脂上,又不需要在洗脱时采用高离子强度的洗脱液

或与原溶液pH 相差甚远的pH [8 ]。根据原果胶酶基

因预测原果胶酶的氨基酸组成,可推知原果胶酶的

等电点[9 ] ,同时考虑到原果胶酶活性测量时反应环

境为 pH 5. 8 的N aA c2HA c 缓冲体系, 本试验选用

阳离子交换树脂。

以D 151 和D 152 2 种阳离子交换树脂为离子

交换剂时,在 3种缓冲液体系 (pH 为 5. 5～ 8. 0)下,

上清液中原果胶酶的相对活性基本达到了 97. 8% ,

表明这 2种阳离子交换剂均不适合原果胶酶的吸附

分离。

在 3 种缓冲液体系 (pH 为 5. 5～ 8. 0) 下,

Sepharo se Fast F low 阳离子交换剂上清液中的原

果胶酶相对活性见表 1。

表 1　不同缓冲体系下 Sepharo se Fast F low 阳离子交换剂

上清液中原果胶酶的相对活性

T able 1　Enzym e activity of filt ra te of Sepharo se

Fast F low in differen t buffers

缓冲体系
Buffer so lu tion pH

原果胶酶相对活性ö%
Reserved rate of
p ro topectinase

醋酸缓冲液
A cetic sodium buffer

5. 5 45

5. 8 49
磷酸缓冲液

Sulphate buffer
6. 5 73

7. 0 86
T ris2HC l缓冲液
T ris2HC l buffer 7. 5 93

8. 0 98

　　由表 1可知,在磷酸和 T ris2HC l 2种缓冲体系

中,上清液中原果胶酶相对活性均较高,表明在这 2

种缓冲体系中, Sepharo se Fast F low 对原果胶酶的

吸附效果均较差,不适合作为离子交换缓冲液。而在

醋酸缓冲体系中,上清液中原果胶酶相对活性较低,

表明该阳离子交换剂对原果胶酶的吸附量较大。由
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表 1还可知,在醋酸缓冲液的 2种 pH 条件下,上清

液中原果胶酶活性差异不大,但考虑到原果胶酶活

性测定的方便性,本试验选用 pH 为 5. 8 的醋酸缓

冲液作为离子交换缓冲体系。

2. 3. 2　原果胶酶的纯化　从图 3可以看出,蛋白质

经 Sepharo se Fast F low 离子交换柱被N aC l线性洗

脱后,洗脱液中出现了 4个蛋白峰和 1个活性峰,其

中有一个蛋白峰最大,与原果胶酶活性峰一致,表明

形成该最大峰的蛋白质为原果胶酶,其他峰则为杂

质蛋白。试验结果说明利用 0～ 0. 5 mo löL N aC l(缓

冲体系为N aA c2HA c, pH 5. 8)溶液线性洗脱离子

交换柱,可将原果胶酶和其他杂质蛋白很好地分离

开来,从第 21～ 29管洗脱液中可以得到原果胶酶。

图 3　Sepharo se Fast F low 离子交换柱层析洗脱图谱

- □- . 蛋白质含量; - ○- . 原果胶酶活性

F ig. 3　E lu tion p rofile of p ro topectinase by Sepharo se Fast F low charom atography

- □- . T he amount of p ro tein; - ○- . P ro topectinase activity

2. 4　原果胶酶纯度的电泳鉴定及分子质量测定

由图 4 可知,本试验获得了纯度很高的电泳级

原果胶酶。

图 4　原果胶酶 SD S2PA GE 电泳结果

1. 标准分子质量蛋白; 2. 原果胶酶粗酶液; 3. 硫酸铵

沉淀后的原果胶酶液; 4. Sephadex G75纯化后的原果胶酶液;

5. Sepharo se Fast F low 纯化后的原果胶酶液

F ig. 4　SD S2PA GE of the purified p ro topectinase

1. Standard p ro tein m aker; 2. C rude enzym e so lu tion;

3. Enzym e so lu tion after ammonium su lfate p recip itation;

4. Enzym e so lu tion after Sephadex G75 gel filtration;

5. Enzym e so lu tion after Sepharo se Fast F low charom atography

　　将本试验测得的原果胶酶的迁移率 (0. 420 93)

带入由标准分子质量蛋白电泳所得的分子质量 (m )

与相对迁移率的回归方程: lgm = - 1. 027 4×R f +

5. 058 8 (图 5) ,计算可得原果胶酶分子质量为43. 17

ku,与文献[ 10 ]报道的结果相一致。

图 5　标准蛋白与纯化蛋白在 SD S2PA GE

条件下分子质量与相对迁移率的关系

F ig. 5　M o lecu lar w eigh t determ ination of

p ro topectinase by SD S2PA GE

2. 5　提纯各步原果胶酶的比活力、纯度和回收率

原果胶酶粗酶液依次经过硫酸铵沉淀、
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Sephadex G75凝胶过滤和 Sepharo se Fast F low 层

析,酶的纯度和比活力均有了显著的提高。表 2为 1

L 原果胶酶粗酶液各步分离纯化的结果,由表 2 可

知,硫酸铵沉淀适合原果胶酶的粗纯,经过硫酸铵沉

淀, 酶的比活力提高到 1 096. 35 U öm g; Sephadex

G75凝胶过滤能大幅度地提高原果胶酶纯度,纯化

后酶的比活力提高到 3 762. 40 U öm g; 阳离子交换

方法可显著地提高原果胶酶纯度,纯化后酶的比活

力为 9 743. 20 U öm g,纯度为粗酶液的 18. 91倍。

表 2　毕赤酵母X233öPPN 原果胶酶的分离纯化

T able 2　Summ ary of purificat ion of p ro topecitnase from P. p astoris X233öPPN

纯化方式
Purification step

蛋白量öm g
To tal p ro tein

总活力öU
P ro topectinase

activity

比活力ö(U·m g- 1)
Specific
activity

纯化倍数
Purification

回收率ö%
Recovery

无细胞发酵液 F ree cell cu ltu re 216. 80 22 339. 3 515. 20 1 100

硫酸铵
Ammonium su lfate p recip itation

73. 25 16 061. 85 1 096. 35 2. 13 71. 9

Sephadex G75 17. 10 12 867. 45 3 762. 40 7. 30 57. 6

Sepharo se Fast F low 4. 15 8 086. 85 9 743. 20 18. 91 36. 2

3　讨　论

国外报道的细菌、霉菌和酵母产生的原果胶酶

的纯化方法各不相同,多采用的是将超滤、离子交换

树脂Bu tyl2ToyopearL、Toyopearl和硫酸铵分级沉

淀等方法相结合的组合方法[11 ] ,也有采用一步纯化

获得较好结果的报道[12 ] ,这些方法均为从毕赤酵母

工程菌发酵液中分离纯化原果胶酶提供了有益的借

鉴。尽管毕赤酵母表达的蛋白可以采用镍柱进行亲

和层析纯化,但这种方法的成本太高,而且经过亲和

层析纯化的蛋白还需去除表达蛋白带有的H IS 亲

和标签,这无疑增加了纯化过程的复杂程度。本试验

借鉴前人纯化微生物原果胶酶的方法,将硫酸铵沉

淀、凝胶过滤和离子交换层析 3 种常规分离方法进

行组合,建立了一种成本低廉、纯化效果良好的原果

胶酶分离纯化方法,这将有助于进一步研究原果胶

酶的酶学性质和高级结构,为原果胶酶的大规模开

发利用奠定了基础。
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Effects of testo sterone on A R and N GF of o lfacto ry bu lb in ra t

TIAN Guang-m ing, FAN Guang- l i, TIAN Ha i-x ia , Ay im ugul i, ZHANG Y ong-de,

ZHANG Yan , HE Y u- long, N IE Cong,W ANG Guan -kui,L ID ing-q iang
(Collag e of A n im al S cience and T echnology ,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: T he m ethod of imm unochem istry SP w as u sed to study the A R and N GF po sit ive exp ression

of ra ts to invest iga te the effects of androgen rep lacem en t on o lfacto ry bu lb. A s a resu lt, in cast ra t ion group ,

the po sit ive exp ression of A R and N GF w ere decreased. A fter being trea ted w ith testo sterone, the im 2
m uno react ive p roduct ion of A R and N GF w ere increased and imm uno react ive p roduct ion of A R and N GF

almo st retu rned to the no rm al level. A ll the resu lts illu st ra ted that the exp ression of A R and N GF w ere de2
creased after cast ra t ion, and the testo sterone cou ld p reven t th is by dow n regu la t ing the exp ression of A R

and N GF.

Key words: testo sterone; o lfacto ry bu lb; cast ra t ion; A R; N GF
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Pu rif ica t ion of p ro topect inase from P ich ia p astoris eng ineering st ra in

L IU Zhan -m in ,L U Zhao-x in ,L  U Feng-x ia , B IE X iao-m e i, ZHAO Ha i-zhen
(Colleg e of F ood S cience and T echnology , N anj ing A g ricu ltu ra l U niversity , N anj ing , J iang su 210095, Ch ina)

Abstract: T he electropho resis level p ro topect inase w as pu rif ied by ammon ium su lfa te, Sephadex G75

gel f ilter and ion exchange ch rom atography from P ich ia p astoris engineering stra in. T he experim en t show ed

that the recovery of p ro topect inase cou ld reach 71. 9% and specif ic act ivity w as 1 096. 35 U öm g w hen satu2
ra t ion 70% ammon ium su lfa te p recip ita ted p ro topect inase. T he recovery of p ro topect inase w as 57. 6% and

specif ic act ivity reached 3 762. 40 U öm g by Sephadex G75 gel f ilter. F inally, w ith the ion exchange ch ro2
m atography the p ro topect inase w as pu rif ied 18. 91 t im es than the crude p ro topect inase and its specif ic ac2
t ivity increased to 9 743. 20 U öm g, SD S2PA GE electropho resis show ed its mo lecu lar w eigh t w as 43. 17 ku.

Key words: P ich ia p astoris; p ro topect inase; pu rif ica t ion
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