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纤维素酶的二步分离纯化新工艺
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（福州大学生物工程研究所，福建 福州)("""!）

摘要：以普通定性滤纸为底物，经碱处理后，研究其对纤维素酶的亲和吸附作用。结果表明，普通定性滤纸对纤维

素酶具有比较强的特异性吸附作用，能够从粗酶液中分离出纤维素酶，再经<=>=?!"@A阴离子交换柱纯化后即

可得到电泳纯的纤维素酶。该法大大简化了传统的纤维素酶纯化工艺，所得的纤维素酶活力极高，比活达)("
B／-C以上，滤纸一步吸附后纤维素酶的纯化倍数为&D((，活性回收率在%"E左右。纯化后的纤维素酶为内切!#
葡聚糖酶，相对分子质量为+""""，最佳F@为*D"，最佳温度为’"G。
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纤维素是地球上最丰富、最廉价的资源，资料显

示全世界每年纤维素和半纤维素的生物合成总量约

为$("亿N［%］。随着全球化的食品和能源危机日益

加剧，纤维素资源的利用已引起世界范围的普遍关

注。由于纤维素的水不溶性，纤维素的降解机理和

纤维素酶的研究自然成了其中的主要组成部分。到

目前为止，国内外许多专家学者已经从多种微生物

如黑曲霉［!］、木霉［)，*］等发酵液和灵芝［(］中分离纯

化出纤维素酶，对纤维素酶的研究也早已到了分子

生物学水平［+］。但在纤维素酶纯化工艺方面一直

没有大的突破，还拘泥于不同柱色谱方法的排列组

合，存在分离步骤多、过程长等缺点。

近几年来，基于亲和理论的分离技术受到人们

的普遍关注，谭天伟等［’］曾用膨胀床金属亲和色谱

从淡菜匀浆液中分离纯化纤维素酶，魏桂林等［$］应

用亲和膜去除血液中胆红素也取得了较好的结果，

贾凌云［&］、周冬梅［%"］等将蛋白H亲和膜色谱分别

用于人血浆免疫球蛋白的纯化和测定，但还未见用
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亲和膜分离纯化纤维素酶的研究报道。我们用纤维

素酶的天然底物纤维素做成的滤纸“亲和”分离纤维

素酶，并研究了该方法的可行性。结果表明，粗酶液

经一步滤纸“亲和”后，再经一步!"#"$%&’(阴离

子交换柱纯化，仅两步工艺即能得到电泳纯的纤维

素酶。

! 材料与方法

!"! 材料

黑曲霉发酵粉（福建沙县酶制剂厂惠赠）；普通

定性滤纸（杭州富阳特种纸厂，直径为)&&**）；不

锈钢过滤器（直径为)&&**）；!"#"$%&’(高效

阴离子交换色谱柱（)+,-*.+/+01+2-*）；灌注色

谱工作站（3.45678&&9，!9公司）；紫外:可见分光

光度计（;<*=/<3.4)&，!9公司）。其他试剂均为

分析纯。

!"# 方法

!"#"! 粗酶液制备

将)&>黑曲霉发酵粉溶于)&&*;醋酸钠缓冲

液（&+&%*4?／;，@’A+&）中，AB下浸泡)%C后再

于AB下离心（)0)&AD／*.E）)&*.E，弃去沉淀，收

集上清液进行分离。

!"#"# 纤维素酶的分离纯化

普通定性滤纸浸泡于,+&*4?／;的氢氧化钠溶

液中处理F&*.E，用蒸馏水漂洗至中性，再将其装

入不锈钢过滤器中。用&+&%*4?／;@’A+&的醋酸

钠缓冲液平衡滤纸后，上样，再分别用&+&%*4?／;
@’A+&醋酸钠平衡缓冲液和含&+,*4?／;氯化钠

的平衡缓冲液洗脱，收集高盐洗脱液。吸附及洗脱

过程中平衡缓冲液流速均为)+&*;／*.E。洗脱液

经浓缩，并用%&&&*;&+&%*4?／;@’A+,醋酸钠

缓冲液透析FC!AC后，上样于用&+&%*4?／;@’
A+,醋酸钠缓冲液平衡好的!"#"$%&’(阴离子

交换柱。用&!&+A*4?／;氯化钠溶液线性梯度洗

脱（2&*.E），流速为)+&*;／*.E。收集活力峰。

!"#"$ 酶活力测定

羧甲基纤维素（5G5）酶活力测定：取&+,*;
适当浓度的酶液，加入)+,*;,>／;羧甲基纤维素

钠（5G5:H<，用&+)*4?／;@’,+&的柠檬酸缓冲液

配制），,&B下反应F&*.E；再加入%+,*;F，,:二

硝基水杨酸（7H$）试剂，)&&B下水浴,*.E，冷却

后，用水定容至,+&*;，测定,F&E*下的吸光度，

以葡萄糖为标准制作标准曲线。在上述条件下，每

毫升酶溶液在F&*.E内酶解羧甲基纤维素钠产生)
*>葡萄糖为一个酶活力单位。

水杨素:葡萄糖苷酶活力测定：用&+&,*4?／;

@’,+&醋酸缓冲液配制)&>／;的水杨素溶液，从

中取&+,*;，再加入&+,*;已纯化的酶溶液，于

,&B下反应F&*.E，以7H$法测定还原糖。

微晶纤维素酶活力测定：用&+&,*4?／;@’,+&
醋酸缓冲液配制)&>／;的微晶纤维素溶液，离心后

取&+,*;上清液，加入&+,*;已纯化的酶溶液，

F&B下振荡%&C后，以7H$法测定还原糖。

!I#I% 蛋白质浓度测定

采用J4?.E:酚法［))］测定。

!I#I& 垂直板状十二烷基磺酸钠聚丙烯酰胺凝胶

电泳（$7$:!6K9）

参照;<L**?.［)%］方法，分离胶的质量浓度为

)%,>／;，浓缩胶的质量浓度为AA>／;，电压)%&M，

用)>／;硝酸银染色。

!I#I’ @’和温度适应性

最适@’值在不同缓冲液（&+)*4?／;，@’%+,
!2+&柠檬酸:磷酸缓冲液）中测定；最适温度在@’
,+&，&+)*4?／;的柠檬酸缓冲液中测定，温度范围

为%&B!)&&B。以5G5:H<为底物，按7H$法

测定还原糖。

# 结果与讨论

#"! 纤维素酶的滤纸分离

滤纸分离纤维素酶的饱和吸附及洗脱曲线如图

)所示。粗酶液上样于平衡好的过滤器中，F,*.E
后吸附达到饱和。经加盐缓冲液洗脱后，洗脱液酶

的比活比粗酶液提高了近)&倍，单张滤纸的饱和吸

附量是)+,1*>。

图! 膜分离纤维素酶饱和吸附及洗脱曲线

()*"! +,-./,-01,123/4-)35,5106.-)357./80
397066.6,20:;<0<:/,50204,/,-)35
7LNL-N.4EO<PL?LE>NC：%2&E*I

)IQCL@L<RL?SNL/=TLUS.?.=D<N.4E=SVVLD
-4EN<.E.E>&+,*4?／;H<5?I

#"# 纤维素酶的=>?>+#@AB纯化

将洗脱液再用!"#"$%&’(进一步分离，色谱

图见图%。由图%可看出，在粗酶液中，不止纤维素

酶一种蛋白对滤纸有吸附作用。这是因为纤维素多
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糖链有很多羟基，本身存在着比较强的非特异吸附

作用。用盐进行梯度洗脱时，发现结合在滤纸上的

蛋白均在相近的盐浓度范围内洗脱下来，说明这些

杂蛋白和纤维素酶对滤纸的吸附力相差不大。用

!"#"$%&’(进一步分离，其中峰!，"，#具有

)*)酶活。$+$,!-./结果显示（图0），峰#已达

电泳纯，峰!也接近电泳纯。结果显示提纯的纤维

素酶的相对分子质量为1&&&&。

图! "#$#%!&’(对膜洗脱液中纤维素酶的进一步分离纯化

)*+,! "-.*/*012*343/0566-617589"#$#%!&’(
+2324356789:2;27<3=：%>&7?@

!29A!5BCD29A3=D6E<=4ED:2@!29A’5B3=2F29A2;E32GCHIJ&
?6;／KL9);@!29AB!，"，#=9:2)*),42;;E;6B2G2<D9G57<9435:5,
3H，6M8=54=3=2F29A#5B6M$+$,!-./FED53H@

图: 粗酶液、洗脱液、"#$#%!&’(各峰的%;%<"=>?图

)*+,: %;%<"=>?/3.0.-@50566-6175736-2*34，

56-1423/A5A8.14514@"#$#%!&’(
K972B!，$，!，#9D246DD2BF67G57<36F29AB!，$，!，#57

N5<J%；K972B*，)97G$9D246DD2BF67G57<363=22;E973MD6?M5;32D
F9F2D，4DEG2B9?F;297G?6;24E;9D?9BB?9DA2DD2BF2435:2;H@$9?F;2
B5O26M#5B&JI%<@

黑 曲 霉 是 公 认 安 全（<272D9;;HD246<75O2G9B
B9M2，.#-$）的微生物，因此很多学者都从黑曲霉中

分离纤维素酶进行研究。早在IPQR年，ND22GC2D<
等［I0］就从黑曲霉中纯化出一种外切葡聚糖酶，随

后，’EDB3等［IS］又从黑曲霉中分离出一种)*)酶。

近几年，$5GG5TE5［IR］和$57<=等［I1］分别从黑曲霉中

分离纯化出)*)酶和内切葡聚糖酶，他们所用的

方法都离不开分子筛色谱、沉淀（硫酸铵）、离子交换

色谱等，近几年发展较快的亲和色谱则应用较少。

谭天伟等［Q］虽然用亲和色谱纯化纤维素酶大大简

化了纯化工艺，但成本较高且操作繁琐。由图%和

图0我们可看到，“二步法”新工艺充分发挥了膜分

离操作简便、高效节能等优点，并利用了纤维素酶和

纤维素的特异性亲和作用，使纯化工艺大大简化。

纤维素酶在整个分离纯化过程中的纯化倍数见

表I。

表B 纤维素酶的分离纯化结果

C1865B "-.*/*012*343/1454@3+6-014175/.3A!"#$%&’(()"*’&$%

ND943567
U639;
FD63257
（?<）

U639;
9435:53H
（V）

$F245M54
9435:53H

（V·?<WI）

!ED5M5493567
M6;G

)DEG22X3D943 SISJ&& IPR&J&& SJQI IJ&&
N5;32DF9F2D2;E932 RJQ %R1JR SRJ& PJRR
!"#"$%&’(2;E932 &JRS I>PJI 0R&J% QSJ0R

!,: 底物特异性

用不同的底物测酶活，结果显示，纯化后的纤维

素酶（’(#峰）只能降解羧甲基纤维素钠，几乎不降

解微晶纤维素。这表明所纯化的纤维素酶是内切

!,葡聚糖酶［IQ］，该酶对水杨素也不能降解，因此没

图D E’（1）及温度（8）对所纯化的纤维素酶活力的影响

)*+,D F4/6-540573/E’（1）14@25AE5.12-.5（8）34
2G5102*H*293/E-.*/*5@0566-6175
+2324356789:2;27<3=：R0&7?@

有!,葡萄糖苷酶活性。

!,D E’和温度适应性

纯化后的纤维素酶在不同F’（图S,9）和不同温

度下（图S,C）测酶活，发现该酶的最佳F’为SJ&，最

佳温度为Q&Y；I&&Y下处理0&?57仍保留有部
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分酶活，说明该酶对温度的耐受性比较强。

!"# 滤纸分离纯化工艺与其他纯化工艺的比较

我们利用碱处理后的滤纸进行纤维素酶的亲和

纯化研究，结合了柱色谱和膜分离的优点，简化了工

艺流程。本方法与几种典型的柱色谱分离纯化纤维

素酶工艺的比较如表!所示。我们还用传统方法从

黑曲霉粉中分离纯化纤维素酶［!!］，其工艺流程与本

纯化工艺的比较见表"。

表! 柱色谱工艺与膜色谱工艺比较

$%&’(! )*+,%-./*0*12*’3+0%04+(+&-%0(25-*+%6*7-%,5.2,-*2(//(/

#$%&’((’(%)&%*+,-&.$%,/0%1$/2.3
4’$$50［67］ 8/$5-［69］ :%+*/-;［!<］ =>?4@5%-1［!6］

#$%&’((%)
0.5((0+;3

6A#$’&5250/05%- 6A2$’&5250/05%- 6A2$’&5250/05%- 6A2$’&5250/05%-
6A)5*0’$2/2’$/;(%$2B
05%-5(%*/05%-

!AC5%B4’*)5*0$/05%- !AD#EF6）

!A.3;$%G3/2/050’ /;B
(%$205%- &.$%,/0%B
1$/2.3

!A1’*)5*0$/05%-
!A#>:>H!<=I/-B
5%-’G&./-1’&.$%B
,/0%1$/2.3

"AJKLK!）BC5%B4’*/-5%-’G&./-1’
&.$%,/0%1$/2.3

"A.3;$%2.%M5&&.$%,/0%1$/2.3
"AJKLKBH’2./$%(’/-B
5%-’G&./-1’&.$%B
,/0%1$/2.3

"AJKLKBH’2./;’G LBN<
/-5%- ’G&./-1’&.$%B
,/0%1$/2.3

OAHK"）BH’2./;’G&/05%-’G&./-1’
&.$%,/0%1$/2.3

OAP%-%I/-5%-’G&./-1’&.$%B
,/0%1$/2.3

OA=3;$%G3/2/050’ /;B
(%$205%- &.$%,/0%B
1$/2.3

NAL))5-503B&%*+,-&.$%,/0%1$/2.3 NAH+2’$%(’6!)5*0$/05%-
6）D#EF：)/(02$%0’5-*5Q+5;&.$%,/0%1$/2.3；!）JKLK：;5’0.3*/,5-%’0.3*；"）HK：(+*)%’0.3*A

表8 同一物系不同分离纯化工艺比较

$%&’(8 )*+,%-./*0*14.11(-(06,-*2(//(/1*-65(/(,%-%6.*0%04,3-.1.2%6.*0*12(’’3’%/(1-*+65(/%+(!"#$%&’(()"*’&$%

#$%&’((%)&%*+,-&.$%,/0%1$/2.3［!!］

)$/&05%-
0%0/*

2$%0’5-（,1）
2’$&’-0$’&%R’$3
%)/&05R503（S）

#$%&’((%)0.5((0+;3

)$/&05%-
0%0/*

2$%0’5-（,1）
2’$&’-0$’&%R’$3
%)/&05R503（S）

F$+;’’G0$/&0 6TNTU<< 6<<U<< &$+;’’G0$/&0 O6OA<< 6<<U<<
6A#$’&5250/05%-+(5-1（?=O）!H>O VTNA<< 7!ANT 6A)5*0’$2/2’$’*+/0’ NAV< 6"A6N

!AH’2./;’G4B!N)5*0$/05%- T7!A<< VNA7"
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NA#>:>H!<=I/-5%-’G&./-1’&.$%B
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6AV! NA!N
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8 结论

近几年来，生化分离技术朝着高效、集成化方向

发展，如将亲和柱色谱与膜分离结合在一起的亲和

膜色谱。我们用滤纸分离纤维素酶，具备亲和膜色

谱的一些特征，虽然不能如多数的亲和色谱一样一

步得到纯品，但可以大大简化纯化流程。实验所用

的滤纸很便宜，而且滤纸经高浓度碱液处理后强度

增加，可以长期多次使用。由于用滤纸分离纤维素

酶时回收率比较低，本方法目前仅适合于实验室小

规模制备之用。
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北京明尼克分析仪器设备中心

北京明尼克分析仪器设备中心是从事实验室色谱仪器及配件、化学标准品销售的专业

公司。

本中心主要供应销售的产品有气相色谱仪、液相色谱仪、原子吸收分光光度计、紫外分光光

度计、数据处理机及工作站、仪器配件及消耗品。另有气源、稳压电源、国产和进口水质仪表、环

保仪器、可燃气体报警器、红外线分析器、氢分析器、氧分析器、微量氧分析仪、溶解氧测量仪、露

点仪、试剂标样、气相色谱毛细管柱、填充柱、液相色谱柱、梅特勒电子天平、水分仪、注射器、阀

件、纯气、标准气、炼厂用高温炉传感器、石油产品烃类测定仪、进口硅胶（CBB!ABB目）和P$-
荧光指示剂（适合于%Q／_CCCKA(!D）。可提供汽油中的苯含量测定、汽油中的氧化物含量测定

专用色谱仪及有关配置的咨询，同时提供对不同型号气相色谱仪器进行技术改造的服务。常年

提供汽油分析用标样及软件。欢迎惠顾垂询。

一次合作 终生朋友

本公司常年招聘业务员

地址：北京市海淀区学院路AB号DCC信箱（北京石油化工科学研究院内）

新址：北京市海淀区学清路CI号学知轩CCCE室

电话：（BCB）IAKC!!BD IAKFCAEF 邮编：CBBB!K
手机：CKIBCBBBAA! CKDBCCBDB!I 传真：（BCB）IAKC!!BD
#(<2’)：02’)’*>"?&O)’VK5O=25*1=5V*
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