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绿色木霉β-葡萄糖苷酶的分离纯化及 
酶学性质

刘 颖，韩春然，张 帅，张玮玮，窦博鑫

（哈尔滨商业大学食品工程学院，黑龙江 哈尔滨 150076）

摘  要：针对绿色木霉AS3.3711产生的β-葡萄糖苷酶组分，先后运用包括乙酸铵沉淀、透析、Sephadex G-150葡聚

糖凝胶柱层析在内的一系列分离纯化技术对该纤维素酶进行纯化，得到β-葡萄糖苷酶纯化组分，并对该酶的酶学性

质进行研究。纯化后酶液的蛋白质量浓度为8.12 mg/mL、酶活力为4.08 U/mL，纯化倍数达到18.48，十二烷基硫酸钠-

聚丙烯酰胺凝胶电泳（sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis，SDS-PAGE）测定分子质量为66.0 kD。

绿色木霉β-葡萄糖苷酶在酸性条件下稳定性良好，最适pH值为5.0；在温度60～70 ℃能长时间保持较高酶活力，最适

反应温度为60 ℃。金属离子中，Ca2+、Mg2+、K+对绿色木霉AS3.3711 β-葡萄糖苷酶活力起到促进作用，Ca2+促进作用

最强；而Zn2+、Fe3+对该酶有抑制作用，Ag+、Cu2+、Hg2+重金属离子使β-葡萄糖苷酶几乎丧失了全部活性。

关键词：绿色木霉；β-葡萄糖苷酶；分离纯化；酶学性质

Separation, Purification and Enzymatic Properties of β-Glucosidase from Tridchoderma viride

LIU Ying, HAN Chun-ran, ZHANG Shuai, ZHANG Wei-wei, DOU Bo-xin

(College of Food Engineering, Harbin University of Commerce, Harbin 150076, China)

Abstract: An extracellular β-glucosidase produced by Trichoderma viride AS3.3711 was separated and purified 

by ammonium acetate precipitation, dialysis and Sephadex G-150 column chromatography. The results of enzyme 

characterization showed that the protein concentration of the purified enzyme solution was 8.12 mg/mL, and the β-glucosidase 

activity was 4.08 U/mL, with a purification factor of 18.48. Its molecular weight was 66.0 kD. The β-glucosidase from 
Trichoderma viride displayed a strong stability under acidic conditions and its optimum pH value was 5.0. In the range of 

60–70 ℃, it could still maintain a high enzyme activity for a long time with an optimum reaction temperature of 60 ℃. 

Some metal ions including Ca2+, Mg2+ and K+ improved its activity with Ca2+ having the strongest effect. However, Zn2+ and 

Fe3+ inhibited the enzyme. Heavy metal ions such as Ag+, Cu2+ and Hg2+ almost totally inactivated its activity.  
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纤维素酶是降解纤维素生成葡萄糖的一类糖蛋白

总称。目前认为，至少需要3 种功能不同且又互补的纤

维素酶协同作用才能完全降解纤维素，即内切葡聚糖酶

（EC3.2.1.4）、外切葡聚糖酶（EC3.2.1.94）和β-葡萄糖

苷酶（纤维二糖酶，EC3.2.1.21）[1-3]。其中β-葡萄糖苷酶

（β-glucosidase）能催化水解芳基或烃基与糖基原子团之

间的糖苷键生成葡萄糖，防止纤维二糖的积聚，减轻其

对纤维素酶的抑制作用，决定了纤维素糖化过程的最终

效率，是促进纤维素降解过程的关键酶[4-8]。同时，β-葡

萄糖苷酶也能水解其他有重要生理作用的β-葡萄糖苷。

有研究发现利用β-葡萄糖苷酶水解白藜芦醇的糖苷键，

释放出游离白藜芦醇，将葡萄籽中的白藜芦醇由结合型

糖苷转化为具有生理活性的糖苷[9]。该酶广泛存在于各种

微生物中[10-17]，目前的研究多集中于由真菌、曲霉以及细

菌等产生的β-葡萄糖苷酶的制备、纯化及酶学性质[17-20]，

对绿色木霉（Tridchoderma viride）的研究并不多见[21]。

不同来源（即使是同一菌种的不同菌株或同一植物的不

同组织）的β-葡萄糖苷酶的分子质量从几十kD到几百kD

均有报道。已报道的β-葡萄糖苷酶的等电点大多数在酸

性范围，一般在pI 3.5～5.5，但最适pH值可以超过7.0，
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并且酸碱耐受性强。β-葡萄糖苷酶最适温度在40～110 ℃

均有分布；来自植物的β-葡萄糖苷酶最适温度在40 ℃左

右，而来自古细菌的β-葡萄糖苷酶的热稳定性和最适温

度要高于普通微生物来源的β-葡萄糖苷酶[1,8]。

液态发酵制得的纤维素酶系是一个动态变化的复合

酶体系，不同来源、不同类型纤维素酶系中的β-葡萄糖

苷酶糖基化程度、糖链聚合度以及糖链分支均有差异，

表现为分子质量的差别、酶学性质多样性[22-24]。绿色木霉

作为生产纤维素酶的重要菌种，近年来多为内切酶、外

切酶的研究，而对纤维素降解同样起协同作用的β-葡萄

糖苷酶研究较少。本实验利用一株具有较高纤维素酶活

性的绿色木霉AS3.3711为出发菌株，AS3.3711液体发酵

生产纤维素酶，针对其中的β-葡萄糖苷酶进行了包括硫

酸铵沉淀、透析、Sephadex G-150葡聚糖凝胶柱层析在内

的一系列分离纯化技术，以获得绿色木霉β-葡萄糖苷酶

纯化组分，并研究该酶的分子质量以及酶学性质。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

绿色木霉（Trichoderma viride）AS3.3711 中国科

学院微生物研究所。

水杨苷、过硫酸铵、N,N,N’,N’-四甲基乙二胺 美

国Sigma公司；硫酸铵 天津大茂化工公司；考马斯亮

蓝 北京鼎国生物技术发展中心；丙烯酰胺、甲叉双丙

烯酰胺 上海化学试剂公司；十二烷基硫酸钠、甘氨酸 

济南赛恩斯科技有限公司；Tris、甲硫氨酸 上海伯奥

生物科技有限公司；低分子质量标准蛋白Marker 上海

东风化学试剂公司。

摇瓶发酵培养基：4.0 g/100 mL麸皮和3.0 g/100 mL

玉米粉、0 .1  g /100  mL (NH 4) 2SO 4、0 .2  g /100  mL 

KH2PO4、0.1 g/100 mL吐温-80，pH值自然，121 ℃灭菌

20 min。

1.2 仪器与设备

蛋白质层析系统 上海科学仪器厂；JY5000电泳

仪 北京市君意机电技术有限公司；HLQ-C空气浴振

荡培养箱 天津实验仪器厂；YXQ-SG46-280手提式压

力消毒器 上海佳腾实验设备有限公司；PHS-25精密

数显酸度计 上海精密科学仪器有限公司；TDL-5低

速离心机 上海安亭科学仪器厂；722紫外分光光度计 

上海分析仪器总厂。

1.3 方法

1.3.1 粗酶液的制备

在马铃薯斜面固体培养基上30 ℃活化绿色木霉菌

种48 h，然后接入马铃薯固体培养基中（种子培养基）

30 ℃恒温培养24 h。用无菌水洗下种子培养基中的孢

子，接入发酵培养基，按体积分数10%量接种，30 ℃恒

温、180 r/min摇床培养72 h，取发酵液4 000 r/min离心

10 min，收集上清液。

1.3.2 绿色木霉β-葡萄糖苷酶的分离纯化

1.3.2.1 硫酸铵沉淀法初级纯化

取适量等体积的粗酶液5 组，均缓慢加入硫酸铵

至饱和度25.0%，于4 ℃静置过夜，4 ℃、4 000 r/min离

心10 min，收集上清液。然后分别向5 组离心上清液中

加入硫酸铵至饱和度50.0%、60.0%、70.0%、80.0%、

90.0%，于4 ℃静置过夜，4 ℃、4 000 r/min离心10 min，

收集沉淀。将沉淀溶于适量pH 6.0、0.02 mol/L乙酸钠缓

冲液中，测定β-葡萄糖苷酶活力。

1.3.2.2 葡聚糖凝胶柱层析分离纯化

对于初级纯化后的β-葡萄糖苷酶活力高的组分，

4 000 r/min离心10 min，收集沉淀，用pH 6.0、0.02 mol/L

乙酸钠缓冲液溶解，进行透析法除盐处理以降低离子强

度，达到完全除盐效果。收集透析袋中的溶液，于4 ℃保

存备用。

将透析后的酶液分别进行葡聚糖凝胶Sephadex 

G-75、Sephadex G-100、Sephadex G-150柱层析洗脱，每

15 min收集1 管样品，以洗脱峰的分离效果及洗脱峰组分

的β-葡萄糖苷酶活性为指标，确定最佳凝胶型号。洗脱

参数：层析柱径高比1.0 cm×100.0 cm；洗脱液为pH 6.0、

0.02 mol/L乙酸钠缓冲液，流速0.2 mL/min，检测波长

280 nm。

1.3.3 SDS-PAGE电泳测定分子质量

12.5%分离胶，5.0%浓缩胶，100 V恒压电泳，染

色剂迁移至距下端2 cm左右时停止电泳。电泳以经一系

列分离纯化后的β-葡萄糖苷酶纯化组分为上样品，以低

分子质量标准蛋白Marker为标准蛋白，采用考马斯亮蓝

R-250染色处理。

1.3.4 绿色木霉β-葡萄糖苷酶的酶学性质研究

1.3.4.1 最适反应温度

温度分别为2 0、3 0、4 0、5 0、6 0、7 0  ℃反应

30 min，测定β-葡萄糖苷酶酶活力，将最高酶活力定义为

100.0%，分别计算不同温度条件下β-葡萄糖苷酶的相对

酶活力（即在不同温度条件下的剩余的酶活力占其中酶

活力的最高值的百分比）。

1.3.4.2 最适反应pH值

在浓度为0.2 mol/L、pH值分别为3.0、4.0、5.0、

6.0、7.0、8.0的柠檬酸-磷酸氢二钠溶液中，60 ℃恒温反

应60 min，测定β-葡萄糖苷酶酶活力，将最高酶活力定义

为100.0%，分别计算不同pH值条件下β-葡萄糖苷酶的相

对酶活力。

1.3.4.3 热稳定性

温度分别为60、65、70、75、80 ℃时，酶液分别
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保温0、10、20、30、40 min后，测定β-葡萄糖苷酶酶活

力，将最高酶活力定义为100.0%，考察不同温度对β-葡

萄糖苷酶的相对酶活力的影响。

1.3.4.4 pH值稳定性

酶液分别在pH3.0、4.0、5.0、6.0、7.0、8.0的缓冲溶

液中，60 ℃恒温反应2 h，测定β-葡萄糖苷酶酶活力，将

最高酶活力定义为100.0%，考察不同pH值环境对β-葡萄

糖苷酶酶活力的影响[25-27]。

1.3.4.5 金属离子的影响

分别向反应体系中加入终浓度为1 . 0  mmo l /L的

NaCl、KCl、AgNO3、MgSO4、CaCl2、CuSO4、BaCl2、

MnSO4、ZnSO4、HgCl2、Fe2(SO4)3溶液，于60 ℃恒温反

应30 min，同时以不添加金属离子为对照组，考察不同

金属离子对于β-葡萄糖苷酶酶活力的影响[28-29]。

1.3.5 分析检测方法

1.3.5.1 蛋白质含量的测定

采用考马斯亮蓝法测定蛋白质含量[30]。

1.3.5.2 β-葡萄糖苷酶的酶活力测定方法

取 0 . 5 m L 一定稀释度的样液，加入 0 . 5 m L 、

0.5 g/100 mL的水杨苷（溶于0.1 mol/L、pH 4.8醋酸缓冲

液中），55 ℃保温20 min后，加入1 mL DNS试剂充分混

合后，于沸水中灭酶处理5 min，待完全冷却后用蒸馏水

稀释至10 mL。在520 nm波长处，采用722 型分光光度计

测定样品光密度值，以加热灭活的酶液作为空白组。在

上述条件下，定义每小时由底物产生1.0 μmol还原糖所需

的酶量为一个酶活力单位（1 U）[29-32]。

2 结果与分析

2.1 绿色木霉AS3.3711 β-葡萄糖苷酶的分离纯化

2.1.1 硫酸铵沉淀法初级纯化

表 1 硫酸铵沉淀法初级纯化β-葡萄糖苷酶的结果

Table 1 Preliminary separation of β-glucosidase from Trichoderma 
viride by ammonium sulfate precipitation

硫酸铵饱和度/% 25.0 50.0 60.0 70.0 80.0 90.0

沉淀中酶活力/（U/mL） 11.35 4.28 8.40 9.73 10.25 10.36

相对酶活力/% 100.0 38.0 74.0 86.0 90.0 91.0

经硫酸铵沉淀法初级纯化后的β-葡萄糖苷酶活力如

表1所示，经饱和度为25.0%的硫酸铵去除部分杂蛋白及

菌丝体，4 ℃静置过夜，离心上清液中的β-葡萄糖苷酶酶

活力4 060.68 U/mL，除杂效果较好，同时保持了较强的

纤维素酶活力，定义此时的相对酶活力为100.0%；然后

向5 组离心上清液中分别加入硫酸铵至不同饱和度，再次

4 ℃静置过夜，取各离心沉淀分别于25 mL乙酸钠缓冲液

中充分溶解。从表1可知，硫酸铵饱和度为80.0%及90.0%

时，粗酶液的相对酶活力均可达到90.0%以上，分离纯化

效果显著，但综合考虑硫酸铵沉淀法的纯化效果、实验

操作性及经济实用性，选择80.0%饱和度硫酸铵初步分离

纯化纤维素酶β-葡萄糖苷酶。

2.1.2 葡聚糖凝胶柱层析分离纯化

收集先后经饱和度为25.0%、80.0%的硫酸铵沉淀

法初级分离纯化后的粗酶液，对其进行充分透析除盐处

理，以除去硫酸铵、大部分色素以及其他蛋白质、多

肽、糖类等杂质。准确量取1.0 mL经透析后的酶液，分

别加样于具有不同交联度的葡聚糖凝胶Sephadex G-75、

Sephadex G-100、Sephadex G-150层析柱进行洗脱实验，

分离纯化结果如图1～3所示。
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酶液经Sephadex G-75柱层析纯化后只得到一个洗脱

峰A，分离效果不理想；经过Sephadex G-100柱层析纯化

后，可以得到2 个洗脱峰A’和B’，但洗脱峰B’的峰面积

及分离度均较小；酶液经过Sephadex G-150分离纯化后共

得到2 个洗脱峰Ⅰ和Ⅱ，峰面积及峰型均最好，故选择葡

聚糖凝胶Sephadex G-150柱层析分离纯化β-葡萄糖苷酶。

通过测定2个主峰的β-葡萄糖苷酶酶活力可知洗脱峰Ⅰ具

有酶活力，达到4.08 U/mL，收集洗脱组分峰Ⅰ物质。

2.1.3 绿色木霉β-葡萄糖苷酶的分离纯化过程分析

表 2 分离纯化绿色木霉β-葡萄糖苷酶效果

Table 2 Summary of purification of β-glucosidase from Trichoderma viride

分离纯化步骤 蛋白质含量/（mg/mL） 酶活力/（U/mL）酶比活力/（U/mg）纯化倍数

发酵上清液 525.36 16.21 0.031 1.00
硫酸铵初步纯化 46.60 10.25 0.220 7.10
Sephadex G-150 8.12 4.08 0.573 18.48

绿色木霉发酵上清液先后经过硫酸铵沉淀、葡聚糖

凝胶柱层析色谱纯化，获得绿色木霉β-葡萄糖苷酶的纯化

物，该分离纯化过程如表2所示，纯化倍数达到18.48 倍。

2.2 SDS-PAGE电泳测定蛋白质分子质量

97.4 kD
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b. 40.0 kD 43.0 kD
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图 4 绿色木霉β-葡萄糖苷酶SDS-PAGE电泳图谱

Fig.4 SDS-PAGE pattern of β-glucosidase from Trichoderma viride

采用SDS-PAGE凝胶电泳法测定分离纯化得到的 

β-葡萄糖苷酶纯化峰Ⅰ组分的分子质量，结果如图4所

示。峰Ⅰ组分可得到两条清晰的谱带a和b。其中谱带a代

表分子质量约为66.0 kD的蛋白组分，谱带b代表分子质量为

40.0 kD。由于不同来源的酶在酶学性质上有较大差异，结

合文献报道的纤维素酶的种类和相对分子质量，谱带a中含

有纯化出的绿色木霉β-葡萄糖苷酶的可能性较大[10,21,27-28]，

而谱带b与和内切葡聚糖酶的分子质量较为相近[4-5,33]，需

要进一步确定其组分。

2.3 绿色木霉β-葡萄糖苷酶的酶学性质

2.3.1 最适反应温度

如图5所示，绿色木霉产生的β-葡萄糖苷酶在温度

20～60 ℃时，其相对酶活力显著上升（P＜0.05）；而温

度60～70 ℃时，相对酶活力显著下降（P＜0.05），确定

绿色木霉β-葡萄糖苷酶最适反应温度为60 ℃。
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图 5 温度对绿色木霉产生的β-葡萄糖苷酶的影响

Fig.5 Effect of temperature on the activity of β-glucosidase from 

Trichoderma viride

2.3.2 最适反应pH值 

/%
0

20

40

60

80

100

3 4 5 6 7 8
pH

图 6 pH值对绿色木霉产生的β-葡萄糖苷酶的影响

Fig.6 Effect of pH  on the activity of β-glucosidase from Trichoderma viride

在pH 3.0～8.0的缓冲液中保温，β-葡萄糖苷酶的活

力测定结果如图6所示。在pH 3.0～4.0时，相对酶活力显

著上升（P＜0.05）；pH 4.0～5.0时，相对酶活力呈平缓

上升趋势（P＞0.05）；而pH 5.0～8.0时，相对酶活力显

著下降（P＜0.05），下降幅度达到64.34%，确定绿色木

霉β-葡萄糖苷酶最适反应pH值为5.0。

2.3.3 热稳定性
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图 7 绿色木霉β-葡萄糖苷酶的热稳定性

Fig.7 Thermal stability of β-glucosidase from Trichoderma viride

由图7可知，β-葡萄糖苷酶在60 ℃时，其酶活力在

30 min内几乎保持不变；在65 ℃时，其相对酶活力也比

较稳定；而当温度升至70 ℃时，β-葡萄糖苷酶半衰期为

30 min；温度继续上升为80 ℃时，其半衰期为20 min，

仍具有18.23%相对酶活力。绿色木霉β-葡萄糖苷酶具有

较好的耐热稳定性。
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2.3.4 pH值稳定性
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图 8 绿色木霉β-葡萄糖苷酶的pH值稳定性

Fig.8 pH stability of β-glucosidase from Trichoderma viride

于不同pH值环境中保温处理2 h后测定β-葡萄糖苷

酶的活性，结果如图8所示。绿色木霉β-葡萄糖苷酶在

pH 3.0～6.0酸性条件下，相对酶活力均可保持60.0%以

上；而在中性pH 7.0及碱性环境中，酶活力降低，但仍保

持21.03%相对酶活力。绿色木霉β-葡萄糖苷酶耐酸碱稳

定性良好。

2.3.5 金属离子对酶活性的影响
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图 9 金属离子对绿色木霉β-葡萄糖苷酶活性的影响

Fig.9 Effects of different metal ions on the activity of β-glucosidase 

from Trichoderma viride

由图9可知，不同金属离子对该β-葡萄糖苷酶的活力影

响差异十分显著，Ca2+对该酶的激活促进作用最强[28-29]，同

时Mg2+、K+对β-葡萄糖苷酶活力也起促进作用；Zn2+、

Fe3+对该β-葡萄糖苷酶有一定程度的抑制作用，但酶仍具

有活性；而重金属离子如Ag+、Cu2+、Hg2+对β-葡萄糖苷

酶抑制作用明显，使其酶活性几乎全部丧失。

3 结 论

本实验先后运用包括硫酸铵沉淀、透析、Sephadex 

G-150葡聚糖凝胶柱层析在内的一系列纯化技术，对绿色

木霉AS3.3711产生的β-葡萄糖苷酶组分进行了分离与纯

化，采用SDS-PAGE电泳测定了酶蛋白组分的分子质量

范围，并研究其酶学性质。相关结论如下：

先后采用饱和度分别为25.0%和80.0%的硫酸铵初级

纯化含有β-葡萄糖苷酶的粗酶液，经饱和度25.0%的硫

酸铵纯化后的酶活力为11.35 U/mL；经饱和度80.0%的

硫酸铵纯化后的酶活力为10.25 U/mL，相对酶活力达到

90.0%，分离纯化效果显著，且酶活力损失较小。

经充分透析除离子及杂质后，采用Sephadex G-150分

离纯化经绿色木霉液态发酵产生的β-葡萄糖苷酶，可得

到2 个洗脱峰，其中组分峰Ⅰ具有β-葡萄糖苷酶酶活力，

其蛋白总含量为8.12 mg/mL，酶活力4.08 U/mL，比活力

0.573 U/mg，纯化倍数达到18.48 倍。经SDS-PAGE电泳

测定洗脱组分Ⅰ分子质量为66.0 kD。

绿色木霉β-葡萄糖苷酶的酶学性质：最适pH值为

5.0，最适反应温度60 ℃；在酸性条件下有较强稳定性，

耐酸碱性良好；温度60～70 ℃时，能长时间保持较高酶

活力，热稳定性良好；离子浓度为1.0 mmol/L时，Ca2+、

Mg2+、K+对β-葡萄糖苷酶活力起促进作用，其中Ca2+促进

作用最强，Zn2+、Fe3+对该酶有不同程度的抑制作用，重

金属离子如Ag+、Cu2+、Hg2+几乎使β-葡萄糖苷酶丧失全

部活性。
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