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[摘要 ] � 通过非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳 (从 (T richod erma reesei天然纤维素水解酶中分离纯化得到了一种相

对分子质量约为 65 000的蛋白组分.分别以 pNP- G lu、pNP - Gal、oNP- Gal和 A vicel作为底物, 均检出该组分

的水解活性.此外该酶对 CMC- N a有可被测出的弱活性.以 pNP- G lu为底物, 45� 时,其水解酶性质的米氏常

数 K m = 3�04m g /mL, Vmax = 3�77�m ol/m in.用 DNS法和对硝基苯酚法 (仅对含有对硝基酚结构的底物 pNP -

G lu、pNP- Gal和 oNP- Gal)分别检测了在 180m in反应时段内产物还原糖和对硝基苯酚的含量变化,结果显示

在封闭的反应体系中有明显的可逆反应存在,并出现了周期性振荡的特征,有糖苷合成活性的表现,水解产生

还原糖和对硝基苯酚的量,呈现出分别为 25�43  8�34m in和 36�25  2�50m in的含量增减振荡周期.与此同

时,为了证实该酶糖苷合成活性的存在,以葡萄糖作为底物与酶反应,得到了 7�00  4�83m in的葡萄糖含量周

期性波状振荡结果.对底物为 pNP- G lu反应 15m in后的产物作乙酰化处理 GC /MS分析,结果产物中有含二糖

结构的产类型,揭示了这个水解酶的糖苷合成的特点. 这是首次从 Trichoderm a reesei纤维素水解酶中分离得到

了具有糖苷合成活性的酶.
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G lycoside Synthesis Ability of a Cellulase From Trichoderma reesei

Zhang B in, Yu Duowei

( S chool of L ife S cience, Nan jing Norm alUn ivers ity, N an jing 210097, C h ina)

Abstract: By PAGE, an enzym e was pur ified from comm ercial C ellu lase, wh ich was ex tracted by T ri�

choderma reesei. The mo lecu la rm ass o f the purified enzym e w as 65 000 estim a ted by SDS- PAGE. The

purified enzym e had hydro lytic activies correlatingw ith some substrates conta ining p- N itrophany l- �- D

- G luopyranoside ( pNP- G lu), p- N itrophany l- �- D - Ga lactopyranoside ( pNP- Ga l), o- N itroph�

any l- �- D- Ga lactopy rano side ( oNP- Gal) and Av ice.l The enzym e had w eak activ ity wh ich can be

detec ted us ing CMC- Na as substrate. ItsK
m
w as 3� 04m g /m l and V

m ax
was 3� 77�mo l/m in, using pNP

- G lu as substrate, at 45� . DNS m ethod and p - nitropheno lm ethod ( only for pNP- G lu、pNP- Ga l

and oNP- Ga l as substrate) w ere used to ana ly ze changes o f quantity of reducing sugar and p- nitrophe�

no l in 180 m in. The resu lts confirm ed that the reversible reactions cha racte ristic of period oscillation have

d isplayed in the close reaction sy stem. The quantity change pe riod tim e of reduc ing suger and p- n itro�

pheno l were 25� 429  8� 343 m in and 36� 25  2�5 m in, respec tive ly. U sing g lucose as substrate, per iod

undu late osc illa tion w as detected also, and the per iod tim e of wh ich was 17 4� 830 m in. The acety lated

products w ere detec ted by GC /M S, using pNP- G lu as substra te, w ith reaction time 15m in. The resu lt

confirm ed that the component ex isted conta in ing d isacchar ide structure in the all reaction productions. It

confirm ed that the enzym e had characte ristic of g lyco side synthesis. It was firstly d iscovered tha t the en�

zym e po ssessed g lycos ide synthesis ac tiv ity of C ellu lose hydro lase from T richoderma reesei.
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� 收稿日期: 2006�10�20.修回日期: 2006�11�22.

基金项目:江苏省高校自然科学基金 ( 03KJBI80064)资助项目.

作者简介:张 � 玢 ( 1982! ) ,女,硕士研究生,主要从事分子生物学的学习与研究. E�m ai:l icesp ring@l h otm ai.l com

通讯联系人:余多慰 ( 1954! ) ,教授,主要从事分子生物学的教学与研究. E�m ai:l yuduow e@i njnu. edu. cn

!69!

第 30卷第 2期

2007年 6月
� � � � 南京师大学报 (自然科学版 )

JOURNAL OF NANJING NORMAL UNIVERSITY ( Natural Sc ience Edition)
� � � �

Vo.l 30 No. 2

Jun, 2007



0� 引言

Trichoderma reesei (瑞氏木霉 )能产生降解纤维素与半纤维素的完全酶系,共 8种不同的纤维素酶,分

别属于 7种不同的族群 ( CBH ∀, CBH#, EG∀ , EG#, EG∃, EG%, BGL∀, BGL# )
[ 1]
, 由于成分比较复

杂,分离纯化甚为困难,目前主要是利用基因工程的方法对纤维素酶的基因进行克隆, 通过蛋白质工程的

方法对纤维素酶分子的结构和功能进行研究
[ 2 ]
.

虽然可以通过大肠杆菌或酵母菌的表达得到单一的纤维素酶蛋白,但是并未有文献报道能保证所得

到的酶蛋白依然维持与天然酶完全等同的构象. 为了得到具有天然构象并保持活性的酶蛋白, 将来源于

T. reesei的纤维素酶制品经非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳 ( PAGE)分离纯化,图谱上呈现 5个能明显分开的

天然蛋白质区带,对其中一个相对分子质量约为 65 000的蛋白进行回收并做了研究和分析, 发现这个蛋

白可归属为 CBH∀ ,并且该蛋白除有水解酶的活性,同时还具有糖苷合成活性.目前,对 T. reesei纤维素酶

的基础研究和应用研究已经相当的广泛, 但缺乏其糖苷合成活性研究的报道,本文的研究为将此酶改造,

以用于糖苷合成提供了新的思路,也为酶法制备批量糖苷化合物提供前期研究基础.

1� 材料与方法

1�1� 材料
� � T. reesei纤维素酶 ( Ce llulase ofTrichoderma reesei, > 30U /mg) ,购自 San land公司和 Sunsh ine公司;对

硝基酚 - �-葡萄糖苷 ( pNP- G lu) ,对硝基酚 - �-半乳糖苷 ( pNP- Gal), 均购自 Sigma公司; 对硝基酚

- �-半乳糖苷 ( oNP- Ga l), 购自 Amresco公司;中分子量蛋白质标准购自 Promega公司; 羧甲基纤维素钠

( CMC- Na) ,微晶纤维素 (A v icel) ,购自南京试剂厂;葡萄糖, 对硝基苯酚 ( pNP),冰醋酸, 醋酸钠, 吡啶,盐

酸羟胺,乙酸酐均为国产分析纯.

1�2� 制备电泳
采用 BIO- RED公司 M ini PROTEAN

�
3垂直电泳仪,分离胶浓度 18% ,电泳 90m in,仅得到 3条可区

分的蛋白质条带.为了证实样品纯度,改用 B IO - RED公司大型垂直电泳仪 PROTEAN
� # (样品迁移距离

可达 18�3 cm ) ,分离胶浓度为 18%,非变性 PAGE,为获得高分离度的组分, 低压 (相当于 10V /cm )电泳

24 h,切胶染色,得到蛋白条带的准确位置信息后,在未染色的胶上切下对应部分并碾碎,加入蒸馏水将胶

内的蛋白溶出,离心, 得到蛋白溶液. 蛋白质标准品组成如下:溶菌酶 ( 14 400)、碳酸酐酶 ( 31 000)、卵清蛋

白 ( 42 700)、牛血清白蛋白 ( 66 200)、磷酸化酶 b( 97 400).

1�3� 酶活测定方法

( 1) 3, 5�二硝基水杨酸 ( DNS)比色法
[ 4]
.目前报道, 较灵敏的比色波长在 482~ 484 nm、520 nm和 540

nm等比色波长
[ 4]
, 通过从 480~ 540 nm的连续波长扫描, 当吸收波长为 530 nm时,相同水平下所测吸光

度 A最大,故本文采用 530 nm为测定波长.

( 2) 对硝基苯酚法
[ 5]
. 配制不同浓度的 pNP溶液 (分别为 0�005、0�01、0�02、0�04、0�06、0�08、0�1、

0�12mg /mL), 各取 100�L,加入 100 �L 1mol /L N a2 CO3溶液, 410 nm波长下测定, 作 pNP-光密度标准

曲线.用 pNP- Ga l、oNP- Ga l为底物测酶活力鲜有报道,为获得可比性的数据,实验条件与底物为 pNP-

G lu、Av icel和 CMC- N a的实验条件相同
[ 4, 5]

. 蛋白浓度测定采用 Bradford法
[ 6]
. 本文中酶活定义为: 1 �g

酶 1m in水解产生的还原糖量 (或 pNP量 )为一个活力单位
[ 5]
.

1�4� pH和时间对酶活的影响

( 1) 配制不同 pH浓度梯度的 0�2mo l/L醋酸 醋酸钠缓冲液 ( 4�0、4�5、5�0、5�2、5�4、5�5、5�6、5�8、
6�0、6�2) ,底物分别为 pNP- G lu、pNP- Ga l、oNP- G al、Av icel和 CMC- Na, 45� ,反应 10m in, 用 DNS法

测酶活. ( 2) 在最适 pH条件下,以 pNP- G lu为底物,测定反应 2、4、6、8、10、12、14、16、20、25m in的还原

糖的生成量,并由此确定测定 A酶米氏常数实验时所采用的合适反应时间.

1�5� 水解酶性质的动力学测定 (米氏常数的测定 )

以 pNPG作为酶反应底物,配成浓度 [S ]为 0�5、1、2、3、4、5、6、7、8、9、10mg /mL,在线性反应阶段时间

内,测定反应速度,用 L inew eaver- Burk作图法求得 Km, Vmax.
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1�6� GC分析中糖的衍生化

45� 下,酶和底物反应 15m in后,加入 Na2CO3终止反应,并立即加入盐酸羟胺 10mg、吡啶 20mL振

荡, 90� 水浴反应 30m in,取出冷却后加 2�0mL乙酸酐于 90� 水浴中酰化 30m in,得到的产物减压蒸干,

残渣加入 2mL氯仿溶解, 直接注入 GC分析
[ 7]
.

1�7� GC /M S分析条件

色谱柱: Varian公司 VF- 5ms( 30m & 0�25mm, 0�25 �m ); 柱温 /柱室初始温度 60� ,以 15� /m in升

至 260� , 保持 15m in.进样器温度均为 250� ,载气为氦气, 流速为 1�0mL /m in.

M S条件: E I源,检测器温度为 200� ,离子化电势 70 eV,测试时间 30m in
[ 8]
.

1�8� 数据统计分析
用 EXCEL XP做数据处理得到平均值、标准差, 以及一元线性回归方程. 按平均值  标准差表示.用

M athemat ica软件确定了周期中的最高点和最低点.本文中各实验的重复次数都在 6次以上, 每次实验都

设 3组平行样品.

2� 结果与讨论

2�1� 组分的分离纯化
� � 从电泳图 (图 1)上可以看到, 出现了 5条能明显分开

的蛋白质区带, 表明改用大型的垂直电泳槽,保持较低电

压,通过延长电泳时间,分离效果明显, 能够得到更高纯度

的产品.按电泳迁移率由大到小分别命名为 1~ 5组分, 由

于区带 4的表达高, 为纤维素酶制剂中的主要成分, 本文

中分析的目标为区带 4, 经 SDS�PAGE鉴定, 相对分子质量

约为 65 000, 以下简称为 A酶. 通过对变性和非变性的

PAGE图的比较 (图 1), SDS�PAGE获得的电泳区带谱型与
非变性胶分离所得谱型一致,表明所有蛋白组分均为单亚

基构成.泳道 1和 2中的纤维素酶制剂分别购于 Sanland

公司和 Sunsh ine公司,通过比较, 发现购得的酶制剂均为

天然 T. reesei纤维素酶制品,因此由稳定的多酶体系成份

组成.

2�2� pH对酶活的影响

结果 (图 2)可见, 底物分别为 pNP- G lu、pNP- Ga l、

oNP- Ga l和 Av icel时, 最大酶活依次为 87�25、91�47、
158�72和 39�57个活力单位,另外底物为 CMC- N a在 pH5�5时达到最大酶活 5�50个活力单位. 这 5种

底物在 pH为 5�5所测酶活力能达到最高,故 pH5�5是此酶的最适 pH.

2�3� A酶属性的分析

A酶能作用底物 A v ice,l排除了属于 EG的可能性. A酶又能对 pNP- G lu等系列底物作用,排除了属

CBH#的可能,属于 CBH ∀或者 BGL∀的可能性较大 [ 9]
.因为 A酶既能作用于 Av ical又能与 pNP- G lu反

应,以及测得此酶相对分子质量大小约为 65 000,根据文献
[ 9, 10]
可以排除属于 BGL∀的可能性.此外,在整
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个 T. reesei诱导发酵过程中,所产生的纤维素酶存在以 CBH产量为主, 同时 �-葡萄糖苷酶活性偏低的

现象
[ 11]

, 而 A酶的 pNP- G lu、pNP- Ga l、oNP- Ga l活力都比较高; 且相对分子质量低于 �-葡萄糖苷酶

(相对分子质量一般大于 70 000
[ 9, 12]

) ,这也排除了其为 BGL∀的可能, 因此基本可以判断 A酶属于 CBH

∀ .通常,酶如果有 p- NPC活性就可以鉴定此酶属于 CBH ∀ [ 13 ]
,但是文献表明,当 CBH∀的 p- NPC活

力为 0�036 8 �mo l∋ m in
- 1 ∋ mg

- 1
时, CBH#的 p - NPC活力居然能够达到 0�045 7 �mo l∋ m in

- 1 ∋

mg
- 1[ 14 ]

.而且,指出纤维素水解酶作用于底物 p- NPC时,纤维二糖是主要的水解产物,这会强烈抑制纤

维素酶的水解作用
[ 15]

.所以本文没有将 p- NPC作为 A酶鉴定外切酶属性的的反应底物.

大量文献报道, CMC活力是用来表征内切酶活力的, 认为 CBH对 CMC- Na无酶活性
[ 9, 16 ]

.但是,阎

伯旭
[ 17 ]
等指出, CMC活力可以视为内切酶活力,是因为 EG的 CMC比活力比 p- NPC活力高几十倍, CBH

对 CMC- Na的比活力在数值上比 p- NPC的比活力低几倍. 这就表明对于外切酶来说能够检测出 CMC

活力. 对 CBH∀的全酶和活性中心的研究表明, CBH∀的 CMC活力甚至能够达到 Av ica l活力的 5~ 9倍,

而 p- NPC活力与 CMC活力相比仅是其 1�38倍 [ 18]
. 另一方面,有研究结果却显示, CBH∀的 p- NPC活

力只有 CMC活力的 0�71
[ 14 ]

.由此可见, A酶出现了 CMC活性, 不能排除它属于 CBH的范畴, 相反, 增加

了 A酶属于 CBH∀的可能性.

2�4� 时间对酶活的影响
图 3显示,随着反应进行, 在初始 8m in内, 还原糖生成

量与时间呈直线关系, 因此, 确定 A酶米氏常数实验为 8

m in. 8m in后还原糖生成量在明显的下降后又出现上升的现

象.为了更准确的研究反应与时间之间的关系, 通过加长反

应时间,用 DNS方法和对硝基苯酚方法分别测定还原糖和

pNP的生成量.

图 4中, 10个数据点仅 1个数据点 ( 115m in)的标准差

覆盖区域与相邻数据点的标准差覆盖有少部分重叠; 图 5

中, 15个数据点中有 2个数据点 ( 115m in和 150m in)的标准

差覆盖区域与相邻数据点有部分重叠.两图各自仅有 1 /10和 2 /15的数据点与相邻数据点有部分标准差

重叠, 86�7%及以上的数据点都是相邻不相重叠的,表明这种周期性振荡结果不属于实验测试误差, 是酶

性质的真实反映.图 4中,随着反应时间的加长, pNP的生成量呈现在高点和低点之间规律振荡,当升至高

点 (对各周期内的高点进行回归分析,得到回归方程 y = 0�001 8x+ 0�104 3)时 pNP的生成量会出现短暂

的回落,并降至低点 (对每个周期内的低点进行回归分析, 即每个周期的起点, 回归方程 y = 0�001 8x +

0�077 2) ,到达此点后又以接近线性的方式上升至下一个最高点.
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由振荡现象考虑对其周期性的判定, 周期定义:从第一次出现水解反应的产物生成量最高点到下一次

出现水解反应的产物生成量最高点之间的时间为一个周期时间,此周期为一个水解周期 (关于合成周期

另有讨论 ). 通过 pNP生成量的测定,在 40m in时 pNP的含量为 0�343mmo l/L,这是首次出现高点, 第一

个低点出现在 45m in, 此时 pNP含量为 0�283mmo l/L;图 3上最后一个周期中出现高点时间为 185m in,

pNP含量为 0�745mmo l/L, 190m in时低点的 pNP含量是 0�715mmo l/L. 经过统计分析, 在反应中 pNP含

量变化的一个周期时间为 36�25  2�50m in.

图 5表示 180m in内用 DNS法测还原糖生成量与时间的关系,与 pNP生成量变化相类似的是,还原糖

生成量也是随着时间的延长有规律的在最大值和最小值之间上下波动,但是又有明显的不同,那就是还原

糖的生成量基本维持在一定的水平上,而不增加.对于这两种曲线变化上的差异已经作了进一步的研究,

将在另文报道.

高培基等
[ 19]
认为,当还原糖量达到 2mg /mL时,多数纤维素酶稀释率与还原糖生成的关系曲线已偏

离线性范围.在本实验中还原糖的生成量最大值只能到达 0�13mg /mL左右. 这是由于高培基等测定的是

复杂酶系的反应产物,有多种酶协同反应,能更好的利用底物,但本实验中只有一种酶对底物作用,没有协

同效应,故产量不能达到文献报道的水平.

管斌等
[ 20]
认为,反应初期酶解速率较高;随着反应进行, 酶促反应速率逐渐降低. 认为这是过渡区域

的纤维素很快被酶解,而结晶区域的纤维素难以被酶解, 因而造成后来的酶解速率大大降低. 由于文献

[ 20]是将天然纤维素作为底物,本实验中使用的是单一成分的小分子底物. 图 5显示随着时间的延长,不

是酶活力有所下降,而是酶的水解反应活性受到可逆反应的抑制, 还原糖的产量趋于稳定的波动反应中.

图 5中,还原糖的生成量也是在高点和低点之间振动 (各周期高点回归方程 y = - 0�000 4x + 0�494 2,

各周期低点回归方程 y = 0�000 5x + 0�246 3) .不过从第一个周期的最高点 8m in来看,此时的还原糖量达

到了 0�689mmo l/L,最后一个高点 160m in的还原糖量也达到了 0. 674mmo l/L, 在 2m in为出现最早的低

点,其还原糖量为 0. 488mmol /L,最后一个周期的低点 180m in,还原糖量为 0. 511mmo l/L,这两个周期中

还原糖量的增加和减少大致相同.

在 8、40、75、95、115、150、160m in出现了还原糖生成量的高点, 经计算得到周期时间为 25�43  8�34
m in.图 4中 pNP含量高点出现在 40、80、115、150和 185m in, 可见在两图中几乎同时出现了产物的高点;

对硝基苯酚法测得的反应周期时间为 36�25  2�50m in, DNS法测得的反应周期为 25�43  8�34m in, 也是

相关联的.因为还原糖和 pNP是一个反应同时产生的两个产物, 相关联的周期说明了反应体系和 A酶活

性的相对稳定性.

水解反应的两个产物 pNP和还原糖的浓度,都出现了阶段性的相对高值, 这表明有水解产物抑制了

水解反应继续的可能 (也有可能是水解反应速率低于合成反应速率 ).
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2�5� 酶的浓度效应
不同的 A酶溶液浓度 (分别为 40�96、113�52和 227�04mg /mL) , 100m in内还原糖生成量变化趋势基

本一致,所得周期时间为 28�10  4�84m in(由于实验中采取每 5m in一个数据点,所以标准差数值相对

较大 ), 由此可以排除本实验结果是由于实验误差导致的可能性.

2�6� 水解酶性质的动力学测定 (米氏常数的测定 )

根据时间对酶活影响的实验,确定反应时间 8m in来测定 A

酶的水解酶性质的米氏常数.由图 6可知, A酶的 Km = 3�04mg /

mL, Vm ax = 3�77 �mo l/m in.

2�7� A酶糖苷合成性质的研究

糖苷酶的水解活性可将碳水化合物转化为单糖,也可将非多

糖糖苷化合物转化为苷元; 其水解的逆反应可合成各种寡糖、糖

基化合物和糖蛋白
[ 21, 22]

. 关于 T. reesei纤维素水解酶 CBH ∀的

糖苷合成作用极少有报道.

2�7�1� 葡萄糖作为底物
图 7中, 24个数据点有 6个数据点 (低点为 10、25、45、95、160和 170m in, 若按高点分析则为 6、20、

35、90、155和 165m in)的标准差覆盖区域与相邻数据点的标准差覆盖有部分重叠.图中 75%的数据点的

标准差都是相邻不相重叠的,表明这种周期性振荡结果不属于实验测试的误差, 是酶的性质的真实反映.

用糖苷水解终产物葡萄糖作为底物进行反应, 检测葡萄糖含量变化, 出现了类似的反应现象, 葡萄糖

的含量也表现为振荡波动的反应状态 (图 7) .说明酶能够将葡萄糖作为反应底物加以利用,具有合成酶的

活性, 使得葡萄糖的含量随着时间的延长减少和增多.

根据图 7得到的周期时间为 17�00  4�83m in,与 pNP- G lu为底物时的周期时间有所不同,这是由于

底物的改变,酶的结合能力有差异,因而周期产生了变化.第一个高点 0m in葡萄糖量为 0�314mmol /L,这

时反应还没有开始,此时含量是作为底物的葡萄糖总量, 随着反应进行,葡萄糖含量 (以还原糖的浓度为

标志 )迅速下降, 表明在葡萄糖量绝对多时, A酶首先是利用葡萄糖进行反应.最后一个高点为 190m in,此

时的葡萄糖含量为 0�335mmo l/L,此时葡萄糖的量明显有增加,且高点的回归方程 y = 0�000 2x+ 0�219 4

表现出了上升趋势.对于只有 A酶与底物葡萄糖的反应体系, 葡萄糖量会随着时间而有增多, 可能是由于

在所有的葡萄糖制剂中均有极少量的糊精和淀粉杂质, 从而葡萄糖还原性总量表现出了增多.葡萄糖含量

的低点的回归方程为 y = 0�000 04x + 0�170 5,第一个低点和最后一个低点,即 2m in和 180m in,葡萄糖量

分别为 0�261mmol /L和 0�276mmo l/L,就是说葡萄糖量只要降低到这个水平时就会使糖苷的合成反应受

到抑制,转变为水解反应. 由此可见, A酶的确同时拥有水解和合成两种活性.
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2�7�2� GC /M S分析

对 45� ,反应 15m in(图 5第一个反应低点, 此时还原糖量较低,合成产物相对较多 )时以 pNP- G lu

为底物的反应产物进行乙酰化衍生, 经 GC /M S检测.

分子离子图上出现了多个色谱峰, 经质谱分析, 保留时间为 12�8m in确认为六乙酰化葡萄糖的色谱

峰,保留时间为 24�870m in是未参与反应的 pNP- G lu乙酰化产物的色谱峰.在这两个峰之间的保留时间

为 17�665m in处 (图 8,附二糖标准质谱图,来自于 N IST谱库 ), 出现了含有乙酰化二糖结构的物质. 通过

对气相色谱图中各峰的峰高比较分析和质谱图的比对, 排除了这是杂质的乙酰化产物.

但是由于仪器只能检测到最大的碎片峰为 600m /z,所以不能准确判断该物质的相对分子质量大小.

但该物质的出现表明在 A酶的作用下,还原糖之间的确发生了合成反应.这与以葡萄糖为底物的反应中,

葡萄糖还原性总量出现下降现象,因而认为有新的糖苷键的生成的推论是相吻合的.

糖苷水解酶用于糖苷合成, 有两种反应模式:一种是逆水解反应; 一种是转糖苷反应
[ 22 ]

.对本实验中

反应体系的产物进行 MS分析,没有发现含以 pNP- G lu作为其组成部分的大分子量产物,因此排除了 A

酶的转糖苷作用, A酶的糖苷合成极有可能是逆水解反应.

V ic小组
[ 23]
利用逆水解反应合成的一系列糖苷, 其中葡萄糖浓度为 0�19mo l/L, 各种醇浓度为 0�80

mo l/L.本文以葡萄糖为底物的反应中,其浓度仅为 0�314mmo l/L时,反应就往合成方向进行了,可见 A酶

的糖苷合成能力较强.

3� 结论

3�1� A酶的活性与归属鉴定

� � A酶的蛋白相对分子量约为 65 ku, 最适 pH为 5�5,对底物 pNP- G lu、PNP- Ga l、oNP- Ga l、A v icel和

CMC- Na均表现出了酶活,对底物 CMC- N a活性相对较弱.能够作用于底物 Av ice,l排除了属于 EG的可

能性. 能对 pNP- G lu等系列底物作用,排除了属 CBH#的可能. 又因为能作用于 Av ica l和 pNP- G lu,以

及测得此酶的相对分子质量大小约为 65 000,而 �-葡萄糖苷酶相对分子质量一般大于 70 000,由此可以

排除属于 BGL∀的可能.另一方面,文献报道, CBH有 CMC的活性, CBH∀的 CMC活力甚至能高于 A v ical

活力 5~ 9倍,因此检测出 A酶的 CMC活力是合理的.综上所述,判断 A酶可能属于 CBH ∀.

3�2� A酶水解活性的米氏常数

测定在 45� 下, 8m in内酶反应动力学常数,符合酶反应米氏方程. 45� 时, A酶的水解活性的米氏常

数 Km = 3�04mg /mL, Vmax = 3�77�mo l/m in.

3�3� 以 pNP- G lu为底物时 A酶水解反应周期的研究

通过重复试验,对各周期中出现的高点和低点进行统计分析, 以及酶的浓度效应研究, 排除了由实验

测试误差导致数据振荡的可能, 可以确定本实验结果是 A酶自身性质的反映. 对硝基苯酚方法测得在
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190m in内, pNP的水解反应周期为 36�25  2�50m in, 在高点回归方程 y= 0�001 8x + 0�104 3和低点回归

方程 y= 0�001 8x + 0�077 2之间以近线性的方式振荡上升. DNS法在 180m in内测得还原糖的水解反应周

期为 25�43  8�34m in,在 y = - 0�000 4x+ 0�494 2和 y= 0�000 5x+ 0�246 3两条回归曲线之间波状振荡.

pNP水解反应的高点与还原糖水解反应的高点基本相互吻合, 且反应周期也相关联.

3�4� 以葡萄糖为底物时 A酶合成反应周期的研究

以葡萄糖作为底物与 A酶反应, 用 DNS法跟踪葡萄糖含量的变化, 也得到了一个周期时间为 17�00
 4�83m in的波状振荡结果.由于底物的改变,所以周期有所不同. 对 GC /M S的结果分析, 证实了 A酶能

利用葡萄糖发生合成反应,具有糖苷合成活性.国际上已报道的糖苷合成酶有 13种, 来源于 12种不同的

微生物及植物
[ 24]

,但没有 T. reesei纤维素水解酶糖苷合成活性的报道,本文的发现为构建新型糖苷合成

酶,促进酶法生产糖苷技术的实际应用,增强寡糖分子在医药领域的应用,提供了更多的选择.
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