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摘要：本文从土样中分离筛选出一种活性较高的产β-葡萄糖苷酶的菌种WGEA1，并对其进行初步的鉴定和采用DNS法测其粗酶液的酶学特性。酶学特性表明，WGEA1最适生长温度是在50℃-55℃之间，最适PH在6-7之间;而在低于50℃条件下，WGEA1产酶的PH为5-8时，酶活性较稳定，在最适反应时间30min下，金属离子和有机溶剂都对酶活性影响很大，这些发现都将为下一步的研究酶法合成烷基糖苷奠定了基础。
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0 引言
β-葡萄糖苷酶(β-glucosidase,EC3·2·1·21)是纤维素酶的一种，它可催化水解β-D葡萄糖苷键，在人类、动物、植物和微生物的糖类代谢方面都具有重要的价值[1,2]。β-葡萄糖苷酶不但在纤维素降解中起重要的作用，还广泛应用于食品增香，水解白黎芦醇苷及烷基糖苷的合成等方面。
目前为止，很多学者都尝试着利用β-葡萄糖苷酶生物合成烷基糖苷[3.4]，但是对于β-葡萄糖苷酶合成烷基葡萄糖苷的研究结果却还达不到工业化生产的要求，原因在于现有的β-葡萄糖苷酶的转化效率不是很高。本文就这个原因筛选新型的β-葡萄糖苷酶，并对其酶学性质进行研究，为酶法生物催化合成烷基糖苷奠定了一定的基础。

1 材料与方法
1.1  菌种，培养基及培养方法

1.1.1 菌种 

WGEA1菌种由广西大学荷花池塘分离筛选得到。

1.1.2 培养基

（1）七叶苷分离培养基:LA+0.05％（w/v）七叶苷+0.25％(w/v)柠檬酸高铁铵（115℃蒸气灭菌20min）

(2)液体培养:LB培养基

(3)固体培养：LA培养基

(4)发酵培养：1％蛋白胨，0.5％酵母膏，0.5％Nacl,Mandels微量元素盐溶液[5]，PH自然。

1.1.3 培养条件

液体培养，37℃摇床震荡培养（200rpm）;平板培养，37℃恒温平板倒置培养。将发酵液于4℃，8000r/min离心10min,所得上清液为粗酶液。

1.2  菌种筛选

从广西大学荷花池中采集土样，采用梯度稀释法稀释成不同浓度，利用七叶苷分离培养基，分离产β-葡萄糖苷酶的野生菌种，选出长势快又较好菌种。

1.3 菌种鉴定

1.3.1 测定16s rDNA 

提取WGEA1菌种的总基因组DNA,利用引物27F(5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) 和1492R(5’-GGTTACCTTGTTACGACT-T-3’)对16SrDNA PCR进行扩增，然后得到的该菌种的PCR产物送交上海生物工程公司进行测序，测序结果用 NCBI中的BLAST软件进行分析。

1.3.2 形态特征与生化特性测定

WGEA1菌种的形态特征和部分的生理生化实验方法参照常见细菌系统鉴定手册[6]。

1.4  酶活性测定

DNS法[7,8]测酶活的方法：5ml体系

在EP管加入1.5ml 0.5％水杨苷柠檬酸缓冲液（PH=4.5），,并向另一管中1.5ml的 DNS钝化酶的活性作为空白对照。各管同时在50℃水浴中预热5-10min，再加入0.5ml酶液（粗酶液），50℃水浴保温30min。取出各管（除空白外）加入1.5ml DNS以终止酶反应，充分摇匀后沸水浴5 min，取出后定容至5 ml，充分混匀，在OD540波长下测吸光光度值。

参照所测得葡萄糖标准曲线：y=13.759x+0.2894(R2=0.9976) 

酶活定义：一定条件下，每分钟每毫升酶液由底物产生1μmol葡萄糖所需要的酶量定义为一个酶活单位IU，用U／ml表示。

酶活力（U／ml）=(A×V×n ) ／t×m

A为样品的吸光光度对应的葡萄糖的数值，V为反应溶液的总体积(ml)，n为粗酶液的稀释倍数，t为反应时间（min），m为酶体积（ml）

1.5  酶学特性测定

1.5.1 酶的最适温度及其热稳定性

在25,30,35,40,45,50,55,60,65,70℃的不同温度下按常规DNS法测WGEA1酶活力，确定温度对酶活力的影响，然后酶在 4℃和上述各温度下各保温1h后，在35℃下测酶活，确定其热稳定性。

1.5.2 酶的最适PH及其酸碱稳定性

用PH值为3-12 的缓冲液配制水杨苷溶液，测WGEA1酶活，确定最适PH；又以不同PH缓冲液1.5ml中加0.5 ml粗酶液，在最适温度下保温1小时后，在最适温度下测酶活，以自然状态下的酶活为100％。

1.5.3 反应时间对酶活性的影响

在最适温度，最适PH下，分别测反应时间为5,10,15,20,25,30,35,40,45,50 min下的不同的酶活。

1.5.4 金属离子对酶活性的影响

配制各种金属离子浓度为20mM，使其反应终浓度为4 mM，在最适温度下保温1 h后测酶活，以未加金属离子的酶活为100％。

1.5.5 有机溶剂对酶活性的影响

在酶用量和底物浓度均相同的反应体系中，添加不同的有机溶剂，使其终浓度为10％，20％，30％，40％，50％，60％，并以未添加有机溶剂为空白对照，在最适温度，最适PH下测其酶活。

2  结果与分析

2.1 产酶菌种WGEA1的筛选
七叶苷可被β-葡萄糖苷酶分解生成七叶素，而七叶素与柠檬酸高铁铵反应形成黑色化合物，故可根据产生的黑色圈的出现来筛选产β-葡萄糖苷酶的菌种。

表1  WGEA1菌种的筛选

Table 1 The Strain of the WGEA1 
	项目
	产酶时间（h）
	黑色圈直径大小（cm）
	颜色
	抗药性

	WGEA1
	2
	1.10
	﹢﹢﹢
	Nm,Spc

	WGEA3
	2.5
	1.00
	﹢﹢﹢
	Nm,Spc

	WGB1
	5
	0.90
	﹢﹢
	Nm

	WGB4
	5.5
	0.75
	﹢﹢
	Spc

	WGB5
	2.5
	0.75
	﹢﹢﹢
	Nm

	WGB6
	5
	0.80
	﹢
	无


﹢﹢﹢颜色深，﹢﹢较深，﹢颜色浅 Nm:萘定酮酸 Spc:壮观霉素
本文就利用七叶苷分离培养基分离筛选法获得6种产酶时间较快的菌种，如由表1中比较发现，WGEA1菌种产酶时间最快，24小时后产生的黑色圈直径也最大，颜色很深，具有Nm和Spc两种抗药性。所以WGEA1被筛选出来做进一步的反应。
2.2 鉴定菌种WGEA1

2.2.1 形态学

WGEA1菌落为黄色，圆形，边缘整齐，表面隆起光滑且不透明。为革兰氏阳性菌。
2.2.2 16SrDNA序列分析
利用NCBI中的BLAST软件对WGEA1菌种进行16s rDNA序列分析发现，菌种WGEA1与微小杆菌属（Exiguobacterium sp.）的同源性为99％。又根据同源序列搜索下载一些相关菌种的16SrDNA序列，利用MEGA 4.0软件来构建系统进化树来进一步探索菌种WGEA1与微小杆菌亲缘关系，见图1。结果表明，菌株WGEA1与Exiguobacterium sp.进化距离是最短的，其亲缘关系也是最接近的，这与Blast比对的结果相一致。
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图1  WGEA1菌种16SrDNA构建的系统发育树

Fig.1 The phylogenetic tree inferred from 16S rDNA of WGEA1

2.2.3 生理生化鉴定

又对WGEA1菌种的形态特征和一些生理生化性质进行测定，如表2。

表2 WGEA1菌株生理生化鉴定结果

Table 2 Physiology characteristics of WGEA1

	特征
	Exiguobacterium sp
	WGEA1

	细胞形态
	杆状，老龄时有球
	杆状

	最适生长温度
	37℃
	37℃

	革兰氏染色

运动性

接触酶
	+

周生鞭毛运动

+
	+

周生鞭毛运动

+

	氧化酶
	-
	-

	明胶液化

淀粉水解
	+

+
	+

+

	硝酸盐还原
	+
	+

	pH生长范围 
	6.5-11.5
	7-11


+，表示阳性；-，表示阴性；v，表示不明显反应

经过形态学、16SrDNA比对分析和生理生化实验结果，可将WGEA1菌种鉴定为微小杆菌属（Exiguobacterium sp.）
2.3 酶的最适温度及其热稳定性
在30-70℃温度下测定β-葡萄糖苷酶的活性，从图2可以看出WEGA1产酶的最适温度在50℃-55℃之间，当温度超过60℃时，酶活力迅速下降。而测定该酶从4-70℃的稳定性中发现，在低于50℃的条件下，WEGA1菌种产的酶的活性都在60％以上，而且随着温度的升高，酶的热稳定性呈下降趋势，如图3。
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图2 温度对WGEA1产的酶的活性影响                    图3  WGEA1产的酶的热稳定性                 
Fig.2  Effects of temperature on purified                Fig.3  Kinetics of  thermostability  of 

β-glucosidase from WEGA1 activity                           β-glucosidase    from  WEGA1                                    

2.4 酶的最适PH及其酸碱稳定性
测定不同PH对酶活性的影响，在图4中显示WGEA1菌种的产酶的最适PH在6-7之间，当PH超过8时，相对酶活明显下降。当PH为5-8时，菌种WGEA1的PH稳定性较好，达80％以上；在碱性条件下，随着PH 的上升，残余酶活明显下降，该菌种产的酶明显不耐碱性，如图5。
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图4  PH 对WGEA1产的酶的活性影响                图5 WGEA1产的酶的PH稳定性

Fig.4  Effects of  PH on purified β-glucosidase                 Fig.5  PH  value on stability of

from WEGA1 activity                                          β-glucosidase  from WEGA1 

2.5 反应时间对酶活性的影响
在不同的反应时间下测定β-葡萄糖苷酶的活性，从图6中可知反应时间在30min左右最好，且菌种WGEA1产酶的活性在35 min中后趋于稳定状态。
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图6反应时间对WGEA1产的酶活性的影响

Fig.6  Effects of reaction time on purified β-glucosidase from WEGA1 activity

2.6 金属离子对酶活性的影响
不同的金属离子对酶的影响不同，其中有作为激活剂，也有作为抑制剂。如表3中所示菌种WGEA1中，Zn2+,Fe2+,Sn2+,Mn2+,Cu2+和Ba2+明显地提高了酶的相对活性，Al3+，K+和Cr2+对酶有强的抑制作用。以上都说明这种菌种产的酶都需要依赖金属离子维持其活性。
表3 金属离子对酶活性的影响

T able 3  Effects of metal ions on purified β-glucosidase activity
	金属离子

metal ions
	相对酶活力/％

relativity activity

	
	WGEA1
	

	对照Control

Al3+
K+
Cr2+
Na+
Li+

Mg2+
Fe3+

Zn2+
Fe2+

Sn2+
Mn2+

Cu2+
Ba2+
	100.00

44.35

47.00

57.16

62.61

72.59

73.31

84.80

168.17

181.78

202.18

203.32

286.92

503.69
	


2.7 有机溶剂对酶活性的影响
β-葡萄糖苷酶受有机溶剂的种类及其含量的影响，如图7所示，丙酮对菌种WGEA1产的酶的活性具有明显的促进作用，而且在体积分数为10％-40％范围内随着浓度的升高酶活性也呈上升趋势。甲醇和乙酸乙酯对WGEA1产的酶具明显的抑制作用，相对酶活对低于50％；能被有机溶剂激活或者具有耐有机溶剂的β-葡萄糖苷酶在非水相体系催化合成中具有较好的应用前景。
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图7不同有机溶剂及其不同用量对WGEA1产的酶活的影响

Fig.7  Effects of different amount of different organic solvents  on purified 

β-glucosidase from WGEA1 activity
3 小结 

目前已知的菌种产β-葡萄糖苷酶的酶活普遍偏低，若利用基因工程技术对这些菌种进行分子改造则耗时耗力且耗资，所以最直接有效的方法就是直接从自然界中筛选出产β-葡萄糖苷酶的酶活较高的菌种，本文是利用七叶苷平板法快速而高效的从土壤中筛选得到产β-葡萄糖苷酶的菌种WGEA1，并鉴定其为微小杆菌属。

来源不同的β-葡萄糖苷酶，在其酶学性质上存在着差异。如赵林果[9]研究的黑曲霉胞外耐高糖的β-葡萄糖苷酶，它的最适PH为4.0，而本文筛选的酶最适PH为6.0-7.0之间。还有在有机溶剂的影响中，它所测得的甲醇有促进的作用，丙酮有抑制作用；而本文却与之相反，当然在其他酶学特性中也存在着其他不同的差异。所以筛选来源不同的酶，特别是有耐有机溶剂的新型的β-葡萄糖苷酶尤其重要，有助于发展非水相体系酶的生物合成和其他方面的应用，其应用前景十分乐观[10]。
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