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九孔鲍 Ηαλιοτισ διϖερσιχολορ¶∏³̈µ·̈¬·¤为热带 ! 亚

热带重要经济鲍种 o是我国福建省 !台湾省及广东省

海域最主要的人工养殖种类之一≈t ∀鲍的人工养殖要求

对其营养生理特点进行深入的研究 o九孔鲍的天然及

人工饲料中 o海藻多糖是其主要的能量来源 ≈u ∀褐藻

酸酶 k�̄ ª¤̄¤¶̈l ! 琼脂酶 k�ª¤µ¤¶̈l 及纤维素酶

m 福建省自然科学基金资助项目 �sstssvt号的部分内容 ∀

第一作者 }吴永沛 o出生于 t|xy年 o学士 o教授 o从事生物工

程领域的研究 ∀ ∞2°¤¬̄} º∏¼²±ª³̈¬� ¦«¬±¤q¦²°~ 电话 }

sx|u2yt{vv{t

收稿日期 }usst2tu2uz~修回日期 }ussu2st2s|

九孔鲍褐藻酸酶 !琼脂酶及纤维素酶的提取纯化 m

吴永沛 何碧烟

k集美大学生物工程学院 vytsutl

提要 采用k�� wl u≥� w分段盐析和葡聚糖凝胶 ≥̈ ³«¤§̈¬ �2tss柱层析纯化技术 o从九孔鲍

Ηαλιοτισ διϖερσιχολορ¶∏³̈µ·̈¬·¤内脏器官中提取纯化褐藻酸酶 !琼脂酶及纤维素酶 ∀结果表明 o在

k�� wlu≥� w分段盐析纯化中 o褐藻酸酶和纤维素酶的最适分离饱和度为 ysh o而琼脂酶为 zsh ∀分

段盐析的提纯倍数为k以粗酶提取液为参照l褐藻酸酶 tvqvo琼脂酶 {qz和纤维素酶 tsq|∀葡

聚糖凝胶 ≥̈ ³«¤§̈¬ �2tss层析分离过程中 o褐藻酸酶 !琼脂酶和纤维素酶的比活力高峰分别出

现在洗脱液的 ywo w{和 {s °̄ 处 o提纯倍数分别为褐藻酸酶 {sq|o琼脂酶 y{qs及纤维素酶

txqu∀上述提纯方法的研究结果将为这 v种酶性质的进一步研究以及作为工具酶制剂产品的

开发提供了工艺技术基础 ∀

关键词 九孔鲍 o褐藻酸酶 o琼脂酶 o纤维素酶
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k≤¨̄̄ ∏̄¤¶̈l是其特别重要的消化酶类 ∀本文报道从九

孔鲍消化器官中分离纯化褐藻酸酶 !琼脂酶及纤维素

酶的技术和方法 o为进一步研究上述 v种酶的动力学

性质提供技术基础 ∀

t 实验材料

1 q1 九孔鲍

九孔鲍 Η. διϖερσιχολορ¶∏³̈µ·̈¬·¤购自同安县大嶝

岛养鲍场 o用于酶纯化的鲍大小为 v ∗ w ¦°k壳长l o养

殖周期约 y个月 ∀每次取 ts只大小较一致的鲍 o量体

长 o测体重 o并取其内脏存放于冰箱冻结储藏 ∀

1 .2 葡聚糖凝胶 Σεπηαδεξ Γ2100
称取葡聚糖k�2tsslyqs ªo加蒸馏水 uss °̄ o溶于

uxs °̄ 烧杯 o静置 tx °¬±o去除上层悬浮小分子 o砂芯

漏斗滤干 o加 sqx °²̄r ��¤��溶液 tss °̄ o浸泡 tx

°¬±∀洗至中性 o滤干 ∀再用 sqx °²̄r��≤̄ 溶液浸泡 tx

°¬±∀洗至中性 o滤干 ∀将处理完的葡聚糖装入 uxs °̄

烧杯 o加 sqxh �≤̄ 溶液 uss °̄ o半透膜扎口 o于室温

下放置两天备用 ∀

u 实验方法

2 q1 粗酶液的提取

取鲍内脏 k冻结储藏l ψ 称取 ts ª ψ 研钵研磨

k冰液中进行l ψ 加 sqxh �≤̄ 溶液 tss °̄ ψ 室温下

抽提 vs °¬± ψ w xssµr °¬±离心 vs °¬± ψ 取上清液

过滤k低温中进行l ψ 收集滤液于 uxs °̄ 容量瓶中 ψ

w ε 冰箱冷藏 ∀

2 .2 (ΝΗ4)2ΣΟ4 分段盐析纯化

取离心管y支 ,分别加入粗酶提取液 x °̄ ok�� wlu≥� w

固体 sq{{x s ªotqut{ | ªotqxyx | ªotq|xt { ªouqvys u

ª及 uq{sx y ª∀k�� wlu≥� w饱和度依次为 vsh owsh o

xsh oysh ozsh和 {sh ∀玻棒搅拌均匀溶解 ,静置 vs

°¬±o然后离心 w xssµr°¬± tx °¬±∀去除上清液 o沉淀

物转移到半透膜袋 o扎口后浸泡于事先预冷的蒸馏水

中 o放入冰箱 kw ε l 透析 uw «o每隔 u ∗ w «换水一

次 ∀透析完毕的酶液用蒸馏水定容至 ux °̄ o放入 w

ε 冰箱备用 ∀

2 .3 葡聚糖凝胶 Σεπηαδεξ Γ2100层析纯化

层析柱洗净晾干 o底部填一层玻璃纤维 o整平 o加

适量蒸馏水 o加少量沸石 o轻轻敲击层析柱 o使沸石平

整无倾斜 o排净蒸馏水 o加适量 sqxh �≤̄ 溶液 o装入

经处理并用洗脱液浸泡 u §的葡聚糖凝胶 ≥̈ ³«¤§̈¬

�2tss至柱高 vs ¦°o始终保持洗脱液液面高于葡聚糖

床面 ∀轻敲层析柱 o使葡聚糖整体无倾斜 !无裂纹 o不

含气泡 o旋紧层析柱顶端盖子 ∀开启恒流泵 o洗脱液清

洗 uss °̄ o备用 ∀

层析开始时 o打开层析柱上端盖子 o待洗脱液液

面与葡聚糖床面相平时 o沿壁缓缓加入经盐析纯化的

酶液 u °̄ o待酶液液面与葡聚糖床面相平时 o加适量

洗脱液 o旋紧层析柱上端盖子 o开启恒流泵 o泵入洗脱

液 o同时打开自动部分收集仪 !核酸蛋白监测仪及自

动记录仪 ∀核酸蛋白检测仪波长调至 u{s ±°o电流

t� o记录仪调节起始速度为 w °°r°¬±o部分收集仪收

集 { °̄ r管 o恒流泵流速为 us °̄ r«∀

2 q4 酶活力测定

向试管中分别加入 v °̄ 底物 ψ v °̄ 缓冲液 ψ

t °̄ 酶液 o摇匀后置于 wx ε 恒温水浴槽中 o保温 vs

°¬±后 o立即取出后于 tss ε 的沸水浴中热灭活 tx

°¬±o冷却后过滤 o从滤液中移取 t °̄ 于 ux °̄ 比色

管k带塞l中 o加入 v °̄ vox2二硝基水杨酸 o放于 tss

ε 沸水中显色 tx °¬±后 o加入蒸馏水定容至 ux °̄

刻度 o摇匀后在 xxs ±°波长下测定 Αxxs ∀并以 t °̄ 灭

活酶液代替酶液作为空白对照 ∀v种酶的测定条件比

较如表 t∀

表 1  3 种酶的测定条件

Ταβ .1  Τηε ρεθυιρεµεντσφορ τηε δετερµινινγ ενζψµε αχτιϖιτψ

酶 底物 缓冲液

褐藻酸酶 u h 褐藻酸钠溶液 s qsw °²̄r�巴比妥钠2s qsu °²̄r��≤¯缓冲液 o³� � { q{

琼脂酶 t h琼脂溶液 s qt °²̄r��¤u �°�w2s qu °²̄r�柠檬酸缓冲液 o³� � w qu

纤维素酶 u h 羧甲基纤维素钠溶液 s qt °²̄r��¤u �°�w2s qu °²̄r�柠檬酸缓冲液 o³� � x

v 实验结果

3 q1 褐藻酸酶 !琼脂酶及纤维素酶的盐析纯化结果

从图 t可以看出 o分段盐析后褐藻酸酶最高酶活

力出现在 k�� wl u≥� w ysh饱和度 o酶活力为 |uq{h

�r °̄ ∀酶的比活力出现两个高峰 o分别在 vsh饱和度和

ysh饱和度 o其值分别为 ywqt �r °ª和 ywqv �r °ª蛋

白质 ∀ 其在k�� wlu≥� w ysh饱和度情况下 o 褐藻酸酶

的活力和比活力都较高 o考虑到还要进一步纯化 o

k�� wlu≥� w ysh饱和度为褐藻酸酶的盐析最佳条件 ∀

琼脂酶的分段盐析纯化结果见图 u∀从图 u可以看

出 o琼脂酶酶活力高峰出现在k�� wlu≥� wzsh饱和度 o其

值为 {q{z �r°̄ ∀比活力的高峰也出现在k�� wlu≥� wzsh

饱和度 o为 yqtz �r °ª蛋白质 ∀故琼脂酶的盐析最适
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图 u k�� wlu≥� w 分段盐析与琼脂酶活力的变化

ƒ¬ªqu ×«̈ ¦«¤±ª̈ ²©¤ª¤µ¤¶̈ ¤¦·¬√¬·¼ ¤̄²±ª º¬·«

k�� wlu≥� w ©µ¤±·¬±¤·̈§¶¤̄·¬±ª2²∏·

图 w ≥̈ ³«¤§̈¬ �2tss柱层析过程褐藻酸酶活力的变化

ƒ¬ªqw ×«̈ ¦«¤±ª̈ ²©¤̄ª¤̄¤¶̈ ¤¦·¬√¬·¼¬±³µ²¦̈¶¶²©≥̈ ³«¤§̈ ¬

�2tss ª̈ 2̄©¬̄·µ¤·¬²±

图 x ≥̈ ³«¤§̈¬ �2tss柱层析过程琼脂酶活力的变化

ƒ¬ªqx ×«̈ ¦«¤±ª̈ ²©¤ª¤µ¤¶̈ ¤¦·¬√¬·¼¬± ³µ²¦̈¶¶²©

≥̈ ³«¤§̈¬ �2tss ª̈¯©¬̄·µ¤·¬²±

图 y ≥̈ ³«¤§̈¬ �2tss柱层析过程纤维素酶活力的变化

ƒ¬ªqy ×«̈ ¦«¤±ª̈ ²©¦̈¯̄∏̄¤¶̈ ¤¦·¬√¬·¼¬± ³µ²¦̈¶¶²©

≥̈ ³«¤§̈¬ �2tss ª̈ 2̄©¬̄·µ¤·¬²±

图 t k�� wlu≥� w 分段盐析与褐藻酸酶活力的变化

ƒ¬ªqt ×«̈ ¦«¤±ª̈ ²©¤̄ª¤̄¤¶̈ ¤¦·¬√¬·¼ ¤̄²±ª º¬·«

k�� wlu≥� w ©µ¤±·¬±¤·̈§¶¤̄·¬±ª2²∏·

合条件为k�� wlu≥� wzsh饱和度 ∀纤维素酶盐析纯化结果

见图 v∀ 从图 v可以看出 o k�� wl u≥� w饱和度在 vsh ∗

zsh范围内 o纤维素酶活力和比活力的最大值均出现在

k�� wlu≥� wysh饱和度处 o与褐藻酸酶基本相同 ∀

3 .2 褐藻酸酶 !琼脂酶及纤维素酶的 ΣεπηαδεξΓ2100
层析纯化结果

粗酶提取液经过 k�� wl u≥� w分段盐析纯化后 o再经

过葡聚糖凝胶 ≥̈ ³«¤§̈¬ �2tss层析纯化 ∀纯化结果见图 wo

xoy∀从图 w可以看出 o在总数 zu °̄ 洗脱液中 o褐藻酸酶

出现了 v个峰值 o分别在 uwowsoyw °̄ 处 ∀其中以 yw °̄

处最高 o酶活力为 uzqu �r °̄ o比活力为 wtsqv �r °̄ o纯化

倍数为分段盐析的 yqw倍 ∀从图 x可以看出 o琼脂酶的酶

活力曲线也出现 v个峰值 o分别在 uwow{和 yw °̄ 处 ∀其

中以 w{ °̄ 处最大 o比活力为 w{qtw �r °̄ 蛋白质 o纯化倍

数为分段盐析的 zq{倍 ∀从图 y可以看出 o洗脱液中纤维

素酶的活力曲线也有 v个峰值 o分别在 w{o yw及 {s °̄

处 ∀其中以 {s °̄ 处为最大值 o比活力为 vyqv �r°ª蛋白

质 o纯化倍数为分段盐析的 tq{倍 ∀

w 讨论

×«¤±¤¶¶¬t|yz年及 ×¤±¤®¤t|y{年对鲍 Η.γιγαντεα Α2
岩藻糖酶的研究 o采用硫酸铵分段盐析 ! ⁄∞�∞2纤维素及

�� ≤2xs树脂层析对酶进行纯化及性质研究 o指出该酶制剂

图 v k�� wlu≥� w 分段盐析与纤维素酶活力的变化

ƒ¬ªqv ×«̈ ¦«¤±ª̈ ²©¦̈¯̄∏̄¤¶̈ ¤¦·¬√¬·¼ ¤̄²±ª º¬·«

k�� wlu≥� w ©µ¤±·¬±¤·̈§¶¤̄·¬±ª2²∏·
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表 2  (ΝΗ4)2ΣΟ4 分段盐析和葡聚糖凝胶 Σεπηαδεξ Γ2100 层析纯化效果的比较

Ταβ .2  Τηε χοµ παρισονσ βετωεεν τηε εφφεχτσ οφ (ΝΗ4)2ΣΟ4 φραχτινατεδ σαλτινγ2ουτ ανδ Σεπηαδεξ Γ2100 Γελ2φιλτρατιον

提纯方法
提纯倍数

褐藻酸酶 琼脂酶 纤维素酶

回收率k h l

褐藻酸酶 琼脂酶 纤维素酶

粗酶液 t   t   t   tss  tss  tss  

k��wlu≥�w 盐析 tv qv  { qz  ts q|  uu qx tx qw {v q{

≥ ³̈«¤§̈ ¬ �2tss {s q|  y{ qs  tx qu  y qy x qu vu qz

作为医学上的潜在用途 ∀ ≤̄ ¤µ® t|z{年对产于新西

兰虹鲍 Η. ιρισ的内脏消化酶进行研究 o测定了内脏

中 tw种多糖酶的活力 o指出这些酶作为商业酶制剂的

可能性 ∀我国学者对鲍生物学的研究主要集中在对皱

纹盘鲍 Η. δισχυσ ηανναι �±²上 ∀

王运吉等 t||s年采用在粗酶提取液中加固体硫

酸铵至 ush及 |xh饱和液 o再用葡聚糖凝胶 �2ux分
离的方法 o制成皱纹盘鲍消化酶制剂 o该酶几乎集中

了消化器官所有的水解酶类 ∀杨蕙萍 t||z年测定了

皱纹盘鲍粗酶提取液的蛋白酶活力及其性质 ∀杨蕙萍

t||{年 ≈v 进一步测定了淀粉酶和褐藻酸酶的活力和

性质 ∀结果表明 o淀粉酶的活力仅为褐藻酸酶活力的

几十分之一 o表明褐藻酸酶在鲍消化生理学上的重要

性 ∀李太武 t||x年测定了不同大小及不同健康状况

的皱纹盘鲍 o发现淀粉酶随着鲍生长发育而活力下

降 o而蛋白酶即随着鲍生长发育而活力上升 ∀本研究

采用k�� wlu≥� w vsh owsh oxsh oysh ozsh o{sh

饱和度分段盐析九孔鲍消化器官粗酶提取液 ∀研究证

明 o在k�� wlu≥� wys h 饱和度条件下 o褐藻酸酶和

纤维素酶的比活力最高 ∀而k�� wlu≥� wzsh饱和度条

件下 o 琼脂酶的比活力最高 ∀在此基础上 o采用葡聚

糖凝胶 �2tss层析 o有效地对这 v种酶进一步纯化 ∀

k�� wl u≥� w分段盐析和葡聚糖凝胶 �2tss层析纯化结

果的比较见表 u∀本研究结果将为制备高纯度褐藻酸

酶 !琼脂酶及纤维素酶制剂提供了可靠方法 o并为阐

ΤΗΕ ΦΡΑΧΤΙΝΑΤΙΟΝΣ ΑΝ∆ ΠΥΡΙΦΙΧΑΤΙΟΝΣ ΟΦ ΑΛ2
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ΒΑΛΟΝΕ Ηαλιοτισ διϖερσιχολορ συπερτεξτα

• � ≠²±ª2³̈¬ �∞ �¬2¼¤±
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