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耐热解淀粉芽孢杆菌 BA-DES4产纤维素酶的
分离纯化及酶学性质
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摘　要：目的：本研究以一株产纤维素酶的解淀粉芽孢杆菌 BA-DES4 为材料，纯化并研究了其纤维素酶的酶学性

质。方法：研究采用硫酸铵分级沉淀及 SephadexG-75 凝胶过滤层析方式对其所产纤维素酶进行分离纯化，通过聚

丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）确定其分子量，并对纯化后纤维素酶的酶液进行酶学性质研究。结果表明：发酵

液中分离纯化获得纤维素酶系组分（内切葡聚糖酶），对纯化的电泳内切葡聚糖酶进行酶活测定，其比活力为

51.08 U/mg。发现其分子量为 22.4 kDa；初步酶学性质研究表明：该酶的最适反应温度和最适 pH 分别为 65 ℃ 和

6.0，且在 pH5.0~7.0 和温度 55~65 ℃ 下稳定性较高；Mn2+对纤维素酶活力激活作用较为显著，Cu2+的抑制作用最

大。结论：该菌株可作为产内切葡聚糖酶的潜在菌株，内切葡聚糖酶可在 Mn2+、Fe2+的作用下促进酶活力，同时

在高温及酸性环境中发挥作用，能够参与高效降解高温酸性环境中的纤维素，提高生产率，同时将分解成的葡萄

糖供发酵使用，具有应用高温大曲发酵酒生产的潜力，为该酶的进一步研究奠定了基础。
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Abstract：Objects: This research was performed based on taking one Bacillus amyloliquefaciens BA-DES4 producing the
cellulose as the material,  and the enzymatic property of its cellulose was researched upon the purification. Methods: This
research applied the ammonium sulfate fractional precipitation and SephadexG-75 gel filtration chromatography method to
carry  out  the  separation  and  purification  to  the  cellulose  it  produced.  Determined  its  molecular  weight  by  means  of
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE), and carried out the research of enzymatic property to enzyme solution of
cellulase upon purification. Results: The cellulase system components could be obtained in zymotic fluid upon separation
and purification (endoglucanase), and its specific activity was 51.08 U/mg through carrying out the measurement of enzyme
activity  to  purified electrophoresis  endoglucanase.  It  was identified that  its  molecular  weight  was 22.4 kDa.  The primary
research of enzymatic property indicated that the optimal reaction temperature and optimal pH for this enzyme were 65 ℃
and 6.0 respectively with a high stability when pH was 5.0~7.0 and temperature was 55~65 ℃. The activation of Mn2+ to
cellulase activities was significant with the highest inhibiting effect of Cu2+. Conclusion: This bacterial strain can be used as
the potential strain for producing the endoglucanase with the enzymatic activities of endoglucanase can be promoted under  
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the effects of Mn2+, Fe2+. Meanwhile, it can work under the high temperature and acid environment along with participating
in  the  cellulose  of  high  effective  degradation  and  high-temperature  acid  environment  so  as  to  improve  the  production
efficiency. The glucose to be decomposed can be used for fermentation with a potential of producing the fermented wine by
applying the high-temperature Daqu, which has laid a foundation for further studying this cellulase.

Key words：Bacillus amyloliquefaciens；cellulase；purification；enzymatic property

 

近年来，利用纤维素酶高效分解植物纤维原料

产糖生产燃料乙醇已成为国内外研究的热点，但是工

业生产菌株产酶活性不高仍然是目前纤维素酶生产

和实际应用中存在的难题[1−2]。因此，选育高产纤维

素酶菌株是纤维素资源的生物转化和拓展纤维素酶

应用范围的重要环节。纤维素酶是将纤维素降解为

葡萄糖的酶，由内切酶、外切酶和 β-葡萄糖苷酶组

成。纤维素酶一般由多种水解酶组成，这些水解酶构

成了一个复杂的纤维素酶家族，若要研究单一组分酶

的蛋白结构，结构组成和生物化学性质，就必须对纤

维素酶系进行分离纯化[3]。然而，目前工业应用的内

切葡聚糖酶大多数来自植物与真菌，存在酶表达量

低、酶活力偏低、热稳定性差等问题，生产使用成本

较高[4]。随着生物技术发展，基因克隆与异源表达成

为获得高效内切葡聚糖酶的有效途径[5]。解淀粉芽

孢杆菌 BA-DES4 作为安全级菌株，具有非致病性、

培养简单快速、蛋白分泌能力强、兼性厌氧、产物不

易形成包涵体等优点，是理想的内切葡聚糖酶的生产

表达宿主，然而，我们前期对解淀粉芽孢杆菌产纤维

素酶进行了较多研究，目前有关内切葡聚糖酶解淀粉

芽孢杆菌表达的研究报道并不多见。

对耐热解淀粉芽孢杆菌内切葡聚糖苷酶进行分

离纯化和酶学性质的研究，不仅为纤维素酶的食品应

用提供依据，同时为构建高效表达的内切葡聚糖苷酶

的基因工程菌提供了参考，还可以为蛋白质工程提供

研究的前提，用于研究不同的食品工业化生产和应用

需求。因此，本试验对解淀粉芽孢杆菌 BA-DES4 发

酵液中纤维素酶系进行分离纯化，并对其酶学性质进

行研究。采用硫酸铵分级沉淀法和 SephadexG-75
凝胶过滤层析纯化出单一组分的纯蛋白酶，通过聚丙

烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）确定其分子量。并对

纯化获得的酶进行酶学性质的研究，通过设置不同温

度，不同酸碱条件，确定纤维素酶最适温度和最适

pH，并对纤维素酶进行稳定性试验，在不同温度、不

同酸碱条件下验证酶活是否稳定。以期推动解淀粉

芽孢杆菌表达系统以及内切葡聚糖酶在食品工业上

的应用，为进一步研究开发提供理论基础。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

解淀粉芽孢杆菌（Bacillus amyloliquefaciens）BA-
2、解淀粉芽孢杆菌（Bacillus amyloliquefaciens）诱变

菌株 BA-DES4　东北林业大学发酵实验室保藏。

发酵产酶培养基：蛋白胨 3.0 g，酵母粉 5.0 g，硫酸铵

2.0 g，磷酸二氢钾 4.0 g，氯化钠 3.0 g，硫酸镁 0.3 g，

羧甲基纤维素钠（CMC-Na）20.0 g，蒸馏水 1000 mL。

121 ℃ 灭菌 20 min。牛血清蛋白、葡聚糖凝胶 G-75、

考马斯亮蓝 R-250、十二烷基硫酸钠（SDS）、四甲基

乙二胺（TEMED）、三羟甲基氨基甲烷盐酸盐、羧甲

基纤维素钠（CMC-Na）　购于上海源叶生物科技有

限公司；甲醇、正己烷、乙酸钠、硫酸铵、蛋白胨、酵

母粉、氯化钠　购于天津市天力试剂有限公司；丙烯

酰胺、3,5-二硝基水杨酸（DNS 试剂）、微晶纤维素、

水杨酸　购于麦克林试剂公司；其他试剂均为国产分

析纯　购于天津市福晨试剂厂。

JA2003 分析天平　上海良平仪器仪表有限公

司；DHG-9240 电热鼓风干燥箱　上海一恒科学仪器

有限公司；TGL-16 G 台式离心机　上海科雳仪器设

备有限公司；RT-6000 酶标仪　深圳雷杜生命科学有

限公司；UV-5500 PC 紫外可见分光光度计　上海元

析仪器有限公司；DYY-70 电泳仪　北京六一仪器

厂；DK-98-Ⅱ A 电热恒温水浴锅　天津市泰斯特仪

器有限公司；KQ-300 DE 数控超声波清洗器　昆山

市超声仪器有限公司；BSZ-160 自动部分收集器、

HL-2B 恒流泵　上海青浦沪西仪器厂。

 1.2　实验方法

 1.2.1   粗酶液制备　将解淀粉芽孢杆菌 BA-2、解淀

粉芽孢杆菌 BA-DES4 经 50 ℃ 液态发酵培育 4 d

后，将培养液 4 ℃，10000 r/min 离心 10 min，上清液

即是粗酶液。将粗酶液置于−20 ℃ 冰箱中冻存过

夜，隔日 4 ℃ 解冻，10000 r/min 离心收集上清液[6]。

 1.2.2   纤维素酶分离纯化　

 1.2.2.1   硫酸铵分级沉淀与透析　将硫酸铵饱和度

设定为 8 个梯度，分别为 0%、20%、30%、40%、50%、

60%、70%、80%，取粗酶液 5 mL，冰水浴条件下，粗

酶液中加入研磨过的硫酸铵粉末，使其达到事先预定

的硫酸铵饱和度，溶解后在冰箱（4 ℃）中放置 4 h，通

过离心收集上清液待用，0.05 mol/L 柠檬酸缓冲液

（pH4.8）对沉淀进行复溶，测定沉淀中蛋白质含量及

上清液的酶活力大小[7−8]。循环以上操作，根据比活

力与蛋白沉淀率的计算确定最适饱和区间 N1~N2。

通过上述获得的饱和区间，首先将粗酶液的硫

酸铵饱和度达到 N1，离心后保留上清液，再将上清液

中硫酸铵饱和度达到 N2，舍弃上清液，将收集的沉

淀，进行复溶，再将盐析后的蛋白装入透析袋（使用前

用水反复冲洗干净）中，12 h 换一次缓冲溶液，反复

3 次后，将透析袋放入 30% 聚乙二醇溶液中浓缩至

适当浓度，4 ℃ 冰箱保存备用。
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 1.2.2.2   硫酸铵分级沉淀及 SephadexG-75 凝胶过滤

层析　在使用硫酸铵进行盐析蛋白质后，往往需要脱

盐处理，本试验采用凝胶过滤层析脱盐及下一步的纯

化，优点是脱盐速度快，不易引起蛋白变质[9]。

称取 SephadexG-75 干粉 15 g 于 500 mL 烧杯中，

蒸馏水浸泡 48 h，将不易沉淀的细小颗粒去除，脱气。

层析柱（1.6 cm×60 cm）中加少量的 0.05 mol/L 柠檬

酸缓冲液（pH4.8）湿润，上样量 5 mL，上样结束后，用

柠檬酸缓冲液（pH4.8）洗脱，恒流泵流速 0.25 mL/min，
每 10 min 收集一管。280 nm 紫外分光光度计对收

集的洗脱液进行检测，绘制洗脱曲线，测量各组分的

蛋白含量和酶活力，对酶活力较高的组分进行 SDS-
PAGE 检测，确定该组分酶的纯度及分子量[10−11]。

 1.2.2.3   SDS-PAGE 电泳分析　选用 4% 的浓缩胶，

12% 的分离胶，完成分离胶配制后，将层析获得峰

Ⅲ收集的纯蛋白酶液与上样缓冲液混合，100 ℃ 下

煮沸 5 min，使其变性，上样量 10~15 μL，恒压 80 V
电泳，等样品到达浓缩胶和分离胶的分界处，需电压

调至 120 V，染料到达底部时，关掉电源。把凝胶置

于 1% 的考马斯亮蓝染色液中，染色 30 min 后转移

到脱色液中，过夜脱色，直至蓝色完全褪去[12−13]。以

标准蛋白质（14400~97400）作为参照。

 1.2.3   酶活力的测定　a. 通常由滤纸酶活力（Filter
Paper Activity，FPA）来反映纤维素酶的总活力[14]。

吸取 0.5  mL 酶液来测定纤维素酶活力，以滤纸

50 mg 作为底物，取 4 支 20 mL 具塞试管，分别加入

酶液 0.5 mL 和 pH 为 4.8 的柠檬酸-磷酸氢二钠缓

冲液 1.5 mL。在其中一个试管内加入 1.5 mL 3,5-二
硝基水杨酸（DNS 试剂）作为对照组。将 4 支试管分

别放入到 50 ℃ 的水浴锅中，预热处理 10 min 后，加

入滤纸 50 mg，并于该温度下反应 60 min，取出样品

后在每个样品内立即加入 2.0 mL DNS 试剂，进行沸

水浴 5 min，取出后立即将其冷却至室温，补充蒸馏

水定容至 15 mL，并通过分光光度计测出每个样品的

吸光度。每个样品平行测 3 次，取平均值。测得的

OD 值，通过绘制的葡萄糖标准曲线进行比对，换算

成葡萄糖浓度。每小时底物产生 1 μmoL 葡萄糖所

需酶量为一个酶活力单位（U），FPA（U/mL）公式

如下：

FPA =
M×V×5.56

A×B×T
式（1）

式中：M：葡萄糖含量，mg；V：定容体积，mL；T：
反应时间，h；A：加酶量，mL；B：底物质量，mg；
5.56 为 1 mg 葡萄糖底物物质的量，μmol。

b. 内切葡聚糖酶（羧甲基纤维素酶（CMCase））
酶活测定：将 1% 羧甲基纤维素钠（CMC-Na）作为底

物其余操作与 a 相同（1% 羧甲基纤维素钠（CMC-
Na）：将 1 g 羧甲基纤维素钠溶解于 100 mL、pH 为

4.8 的柠檬酸-磷酸氢二钠缓冲液）。

c. 外切葡聚糖酶酶活测定：将 1% 微晶纤维素作

为底物，其余操作与 a 相同（1% 微晶纤维素：pH 为

4.8 的柠檬酸-磷酸氢二钠缓冲液所配制）。

d. β-葡聚糖苷酶（β-Gase）酶活测定：将 1% 水

杨苷溶液作为底物，其余操作与 a 相同（1% 水杨苷

溶液：将 1 g 水杨苷溶解于 100 mL、pH 为 4.8 的缓

冲液）。

 1.2.4　蛋白质标准曲线的绘制及菌株蛋白含量测定

 1.2.4.1   蛋白质标准曲线的绘制　通过考马斯亮蓝

G-250 染色法，测定经过纯化后的纤维素酶的蛋白质

含量，设立 6 个梯度，编号为 1~6（表 1），每个梯度 3
个平行，牛血清蛋白浓度分别为 0、0.2、0.4、0.6、0.8、
1.0 mg/mL 加入到 6 支试管中，用蒸馏水再次定容补

充到 1 mL，加入 5 mL 考马斯亮蓝 G-250 染色液，设置

反应时间 5 min，于 595 nm 处测定吸光值[15−16]。根

据蛋白质标准曲线计算样品中蛋白质含量，每个样品

平行测定 3 次，取平均值。
 
 

表 1    蛋白质标准曲线不同溶液含量配制表
Table 1    Protein standard curve different solution content

configuration table

试剂
编号

1 2 3 4 5 6

牛血清蛋白（mL） 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
蒸馏水（mL） 1.0 0.8 0.6 0.4 0.2 0

考马斯亮蓝G-250染色液（mL） 5 5 5 5 5 5
蛋白含量（mg） 0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10

 

纵坐标为吸光值 OD595，横坐标为蛋白浓度

（mg/mL），绘制蛋白标准曲线，并拟合回归方程，其方程

为 y=3.7614x+0.0068，其中拟合系数为 R2=0.9986。

 1.2.4.2   出发菌株与诱变菌株蛋白质含量测定　本

试验选取出发菌株 BA-2 作为对照菌株，测定出发菌

株 BA-2 与诱变获得菌株 BA-DES4 蛋白质含量，比

较诱变前后蛋白质含量变化，初步验证蛋白表达量是

否增加，酶活是否提高。

 1.2.5   酶的比活力　酶的比活力以公式计算，计算公

式如下：

比活力 =
酶活

蛋白质量
式（2）

式中：比活力单位：U/mg；酶活单位：U；蛋白质

量单位：mg。

 1.2.6   纤维素酶酶学性质的研究　

 1.2.6.1   纤维素酶最适温度　对纯化后的纤维素酶

的酶液，通过设置电热恒温水浴锅不同梯度酶的反应

温度（45、55、65、75、85 ℃）确定酶促反应最佳温

度[17−18]，以最高酶活力为 100%，计算其他温度下的

相对酶活力。

 1.2.6.2   纤维素酶最适 pH　在最适酶促反应温度条

件下，使用 50 mol/L 的 pH4.0 甘氨酸-盐酸缓冲液、

pH4.5~6.0 醋酸-醋酸钠缓冲液、pH6.5~8.5 磷酸盐缓
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冲溶液配制底物溶液，设置不同酸碱条件（4.0、4.5、
5.0、5.5、6.0、6.5、7.0、7.5、8.0、8.5），以最高酶活力

为 100%，计算其他 pH 下的相对酶活力[19]，探究不

同 pH 对酶活力的影响。

 1.2.6.3   纤维素酶的温度稳定性　将酶液分别置于

电热恒温水浴锅中 45、55、65、75 和 85 ℃ 条件下

保温 60 min，测定纤维素酶活力[20]，探究酶的温度稳

定性。

 1.2.6.4   纤维素酶 pH 稳定性　将酶液与 pH 为 2、
3、4、5、6、7、8、9 的缓冲液混匀，55 ℃ 保温 60 min
测定纤维素酶活力[21]，探究纤维素酶 pH 稳定性。

 1.2.6.5   金属离子对酶活力的影响　酶液中加入不

同类型的金属离子（Mg2+、Zn2+、Cu2+、Na+、Fe2+、

Mn2+、K＋、Ca2＋）至终浓度为 10 mmol/L，常温静置

60 min，以未加金属离子的酶液活性为 100%，测定

添加金属离子后的相对酶活[22]，探究金属离子对酶活

力的影响。

 1.3　数据处理

x̄

试验中的数据均平行测定 3 次，以平均值±标准

差（ ±s）表示，基础数据统计采用 Excel 软件，作图采

用 Origin 8.5 软件，显著性分析采用 SPSS19.0 软件

完成。

 2　结果与分析

 2.1　纤维素酶分离纯化

 2.1.1   硫酸铵分级沉淀及 SephadexG-75 凝胶过滤

层析　

 2.1.1.1   硫酸铵分级沉淀　硫酸铵分级沉淀法是能

够将部分蛋白纯化的一种简单且低成本的技术。如

图 1 所示，当硫酸铵饱和度为 20%~70% 时，上清液

酶活急剧下降，当饱和度达到 70% 左右时，上清液中

的酶活力下降到粗酶液酶活的 9.3%，表明此时大部

分纤维素酶已经被析出进入沉淀中。据上综合考虑，

确定硫酸铵盐析方案为：20% 饱和度的（NH4）2SO4

盐析除杂、70% 饱和度的（NH4）2SO4 沉淀纤维素

酶。试验结果显示：菌株 BA-DES4 经过硫酸铵分级

沉淀处理后，本研究所确定的沉淀区间获得的酶回收

率为 28.18%，纯化倍数为 1.88 倍。

 2.1.1.2   SephadexG-75 凝胶过滤层析　经过 Sepha-
dexG-75 凝胶过滤层析后，进行收集管中酶活力和蛋

白含量的测定，如图 2 可知，出现较为明显的蛋白峰

在 20~95 管之间，通过对收集管进行纤维素酶活的

测定，表明在 60~80 管之间有较高的内切葡聚糖酶。

纯化之后，突变菌株 BADES-4 纯化倍数达到 3.73
倍，酶活力回收率为 10.62%，高于王婷婷等[23] 从文蛤

（Meretrix meretrix L.）中分离纯化获得的一种纤维素

酶，结果表明，纯化后纤维素酶比活力为 40.33 U/mg，
蛋白回收率为 4.82%。
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图 2    凝胶过滤层析洗脱图谱
Fig.2    Elution spectrum of gel filtration chromatography

 

经分离纯化之后，硫酸铵分级沉淀得到的蛋白

液，进行后续试验，将蛋白液缓慢上样，经过

SephadexG-75 凝胶过滤层析后，分析其结果可得，一

共出现 4 个洗脱蛋白峰。结果如图 2 所示，测定三

种酶活，分析其结果，峰Ⅰ、Ⅳ没有纤维素酶活，表明

蛋白峰Ⅲ为非目标蛋白，蛋白峰Ⅱ、Ⅲ有纤维素酶

活，其中峰Ⅱ包含内切葡聚糖酶，外切葡聚糖酶和 β-
葡聚糖苷酶，峰Ⅲ具有较高的内切葡聚糖酶，收集峰

Ⅲ进行浓缩，浓缩后进行聚丙烯酰胺凝胶电泳。

 2.1.2   菌株 BA-2、BA-DES4 分离纯化过程中纤维

素酶总蛋白含量及酶活变化　如表 2 所示，BA-2 粗

酶液的比活力达到 10.59 U/mg，经硫酸铵分级沉淀

处理比活力达到 13.78 U/mg，纯化倍数为 1.31。经

过 SephadexG-75 凝胶过滤层析后，比活力达到

26.63 U/mg，纯化倍数是 2.52。
 
 

表 2    菌株 BA-2 纤维素酶分离纯化结果
Table 2    Separation and purification results of cellulase from

strain BA-2

指标
总酶活
（U）

总蛋白
（mg）

比酶活
（U/mg）

纯化
倍数

回收率
（%）

粗酶液（BA-2） 196.62±0.23a 18.57±0.12a 10.59±0.07c 1 100
硫酸铵沉淀 102.74±0.41b 7.46±0.09b 13.78±0.11b 1.31 40.17

SephadexG-75 75.38±0.36c 2.83±0.06c 26.63±0.08a 2.52 15.24
注：表中数据为平均值±标准差；同列不同小写字母表示差异显著（P<0.05），
表3同。
 

如 表 3 所 示 ， BA-DES4 粗 酶 液 的 比 活 力

（13.68 U/mg）比出发菌株 BA-2 比活力（10.59 U/mg）
高，说明诱变株 BA-DES4 酶活力有所提高。将上述
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图 1    硫酸铵分级沉淀相对酶活

Fig.1    Ammonium sulfate graded precipitation
relative enzyme activity
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分离纯化得到的纤维素酶进行 SDS-PAGE 检测。
  

表 3    菌株 BA-DES4 纤维素酶分离纯化结果
Table 3    Separation and purification results of cellulase from

strain BA-DES4

指标
总酶活
（U）

总蛋白
（mg）

比酶活
（U/mg）

纯化
倍数

回收率
（%）

粗酶液（BA-DES4） 319.51±0.25a 23.35±0.11a 13.68±0.06c 1 100
硫酸铵沉淀 168.84±0.39b 6.58±0.08b 25.66±0.12b 1.88 28.18

SephadexG-75 126.69±0.28b 2.49±0.10c 51.08±0.09a 3.73 10.62
 

 2.1.3   纯化纤维素酶的 SDS-PAGE 检测　如图 3 所

示为硫酸铵分级沉淀粗制纤维素酶，纯化纤维素酶

的 SDS-PAGE 检测结果，方框内为目标蛋白条带，获

得目标蛋白条带三条谱带较为明显，且突变菌株（泳

道 3，4，5）条带颜色相较于出发株（泳道 2）较深，说明

在蛋白表达量上，BA-DES4 相较 BA-2 多一些，纯化

后的三种纤维素酶分子量大小为 50.8、36.6、22.4 kDa，
根据蛋白大小及 NCBI 纤维素酶推测分别为外切葡

聚糖酶、β-葡聚糖苷酶和内切葡聚糖酶。
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图 3    粗制纤维素酶的 SDS-PAGE 凝胶电泳分析
Fig.3    SDS-PAGE gel electrophoresis analysis of crude

cellulase
注：泳道 1：低分子量蛋白 Marker；泳道 2：出发菌株 BA-2；泳
道 3：诱变菌株 BA-DES4；泳道 4、5：平行试验；kDa：分子量。
 

将纯化得到的酶液进行 SDS-PAGE 检测，由

图 4 可知，经过考马斯亮蓝 R-250 染色后，显示出清

晰的单一条带，没有出现拖带与弥散现象，表明纯化

得到的酶蛋白为单一组分的纯蛋白酶。通过低分子量

标准蛋白 Marker 为参照，酶的分子量约为 22.4 kDa。
本文由解淀粉芽孢杆菌 BA-DES4 产酶发酵液分

离纯化获得的内切葡聚糖苷酶与报道的内切葡聚

糖酶 23 kDa 相近。葛飞等[24] 对康氏木霉诱变菌株

SG0026 10L 发酵罐发酵液中纤维素酶系进行分离

纯化，获得 3 个电泳纯的纤维素酶系组分，其中内切

葡聚糖酶确定其分子量为 78.1 kDa。戴圻霏[25] 从莓

实假单胞菌（Pseudomonas fragi）分离获得内切葡聚

糖酶，其相对分子量为 31.2 kDa。上述结果均大于

本文获得内切葡聚糖酶的分子量 22.4 kDa。与相关

文献对比我们发现，本文分离获得的解淀粉芽孢杆菌

诱变菌株 BA-DES4 产生的纤维素酶系的分子量偏

小，不同于其它微生物来源的纤维素酶系，这为更好

地对纤维素酶系开展理论和应用基础研究提供了实

验和理论依据。
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图 4    纯化纤维素酶的 SDS-PAGE 凝胶电泳分析
Fig.4    SDS-PAGE gel electrophoresis analysis of purified

cellulase
注：MK：低分子量蛋白 Marker；kDa：分子量；CMCase：内切葡
聚糖酶。
 

 2.2　内切葡聚糖酶酶学性质分析

 2.2.1   内切葡聚糖酶的最适温度　在不同温度下测

定菌株 BS-DES4 内切葡聚糖酶的酶活。结果如图 5
所示，当温度从 45 ℃ 逐渐增加到 95 ℃ 时，酶的活性

呈现出先上升后下降的变化。在 65 ℃ 下，酶的活性最

高，65 ℃ 以后，随着温度的增加，酶活性明显下降。所

以该纤维素酶最适反应温度 65 ℃，高于董明杰等[26]

从 Alicyclobacillus D-1 中得到的内切葡聚糖酶的最

适反应温度（55 ℃）。
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图 5    纤维素酶最适温度
Fig.5    Optimum temperature of cellulase

 

 2.2.2   内切葡聚糖酶的最适 pH　将酶液分别在不

同 pH（ 4.0、 4.5、 5.0、 5.5、 6.0、 6.5、 7.0、 7.5、 8.0、
8.5）条件下，测定其相对酶活，以最高值作为 100%
的标准。如图 6 所示，该菌产纤维素酶反应的最适

pH 为 6.0，纤维素酶在 pH5.0~6.5 时相对酶活高于

80%。一般来自细菌的内切葡聚糖酶最适 pH 在中

性范围，如镰刀菌 Q7-31T 的最适 pH 为 6.0[27]，与本

研究结果相似；但同是芽胞杆菌属，其内切葡聚糖酶

最适 pH 仍存在很大差异，如 Bacillus amyloliquefa-
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ciens B16 最适 pH 为 8.0[28]。
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图 6    纤维素酶最适 pH
Fig.6    Optimum pH of cellulase

 

 2.2.3   内切葡聚糖酶温度稳定性　将酶液分别置于

45、55、65、75 和 85 ℃ 条件下进行稳定性试验，如

图 7 所示，当温度处于低于 55 ℃ 时，酶活具有较高

的稳定性，在 55 ℃ 保温 60 min 时，相对酶活保持

在 85% 以上，但当温度达到 75 ℃ 保温 60 min 时，

酶活骤降，相对酶活仅为 23.4%，在最高温度 85 ℃
下保温 60 min，酶活性几乎完全丧失。由此证明，该

酶具有一定的温度耐受性，使其在工业生产中对环境

温度的适应力较强。
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图 7    纤维素酶热稳定性
Fig.7    Thermal stability of cellulase

 

 2.2.4   内切葡聚糖酶在不同 pH 下稳定性　pH 对酶

活性的影响并不是因为作用于整个酶分子，从而影响

酶分子的解离状态，而是由于酶的活性中心或与之有

关的基团的解离状态被改变，从而使酶的活性状态发

生改变，因此过酸和过碱都会大大降低酶的活性。如

图 8 为纤维素酶在不同 pH 条件下稳定性研究，结果

表明，酶液在 pH5.0、6.0 的酸性条件下酶活有一定

的稳定性，在 pH4.0 处理 60 min 后仍有 70% 的酶活

性，试验结果表明，在条件为（pH4.0~7.0）菌株所产纤

维素酶稳定性较高，表明该酶在酸性环境下酶活保持

相对稳定。因此该酶最适酶促反应 pH 为 6.0。

 2.2.5   金属离子对内切葡聚糖酶酶促反应的影响　

部分金属元素能促进酶的反应，而有些金属元素能抑

制酶的反应，因此，金属离子对酶促反应的调控是相

对的。不同类型浓度为 10 mmol 的金属离子，缓慢

添加到酶促反应过程中，设定标准为以不添加金属离

子纤维素酶活力，即为 100%。分析图 9 可知，对于纤维

素酶有着明显激活作用的是 Fe2+、Mn2+，激活作用较

为明显的是 Mn2+，相对酶活能够达到 156%±1.24%。

孙会刚等[29] 探究贝莱斯芽孢杆菌（Bacillus velezensis）
酶学性质，金属离子 Mn2+和 Fe2+对纤维素酶有促进

作用。对纤维素酶没有明显促进影响的是 Ca2＋，相

对酶活仅达到 111%±1.02%。Mg2+、Zn2+、Cu2+这几

种离子的加入，酶活力下降明显，其中的抑制效果最

大的是 Cu2+，使得相对酶活达到 45%，推测抑制酶活

性的金属离子可能与酶活性部位的氨基酸残基结合，

引起酶构象的改变，阻碍了酶与底物结合。对纤维素

酶的抑制效果不明显的为 Na+、K＋。因此，在应用过

程中或酶制剂制备时适当添加 Fe2+或 Mn2+有助于提

高酶活性。
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图 9    金属离子对酶促反应的影响
Fig.9    The effect of metal ions on enzymatic reactions

 

 3　结论
本试验从解淀粉芽孢杆菌诱变菌株 BA-DES4

发酵液中分离纯化得到纤维素酶系组分（内切葡聚糖

酶），对纯化的电泳内切葡聚糖酶进行酶活测定，其比

活力为 51.08 U/mg。采用聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-
PAGE）确定其分子量，相对分子量约为 22.4 kDa；在
此基础上，对其酶学性质进行研究，发现纤维素酶的

最适反应温度 65 ℃，最适 pH6.0；55~65 ℃、pH 在

5.0~7.0 条件下相对酶活力保持在 75% 以上；金属离

子中 Mn2+对纤维素酶活力促进作用较为显著，相对

酶活能够达到 156%±1.24%，Cu2+的抑制作用最大。稳

定性实验研究表明内切葡聚糖酶具有较好的热稳定

性和酸碱稳定性。由此可见对粗酶液进行纯化可大

幅提高内切葡聚糖酶稳定性，这对于提高工业生产中
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Fig.8    pH stability of cellulase
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内切葡聚糖酶的作用效率具有非常积极的意义。综

上分析，该菌株所产纤维素酶在一定温度条件下能够

保持较好的稳定性，在较为苛刻的工业环境中将具有

非常大的潜在应用前景。未来可在调控蛋白基因方

面进行深度研究。
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