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重组毕赤酵母葡萄糖氧化酶的纯化和性质
郝杰清，王帅坤，师  慧，王振伟，孟延发*

(四川大学生命科学学院，生物资源与生态环境教育部重点实验室，四川 成都 610064)

摘  要：目的：探讨重组毕赤酵母葡萄糖氧化酶(glucose oxidase，GOD)的分离纯化过程及其性质。方法：摇瓶发

酵得到的粗酶液经Q-Sepharose Fast Flow层析纯化，用聚丙烯酰胺凝胶电泳(PAGE)和变性聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-

PAGE)确定其分子质量，用紫外和荧光分光光度计研究其光谱特征。结果：获得GOD的纯品，酶的纯化倍数为1.35

倍，酶活回收率为92.7%，天然分子质量为150kD，亚基分子质量为75kD；酶活力在pH5.0～8.0和55℃以下稳定，

最适pH值为6.0，最适温度为40℃；以葡萄糖为底物的酶学动力学常数Km值为21.06mmol/L；Hg2+、Ag+、Cu2+、Fe2+

对其有强烈的抑制作用；该酶在275nm波长处有最大紫外光吸收，在344nm波长处有最大荧光吸收峰；液体状态下

该酶在4℃条件下放置6个月活性没有损失，常温下可保存3～5d。结论：重组毕赤酵母葡萄糖氧化酶纯化成本低，

收率高，有利于大规模纯化，得到的纯品稳定性好，具有较高的利用价值。
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Abstract：Purpose: To explore the purification and properties of glucose oxidase (GOD) from recombinant Pichia 

pastoris. Methods: The crude glucose oxidase was purified by Q-Sepharose Fast Flow chromatography. Polyacrylamide gel 

electrophoresis (PAGE) and sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) were used to determine 

its molecular weight. Ultraviolet and fluorescence absorption spectroscopy were used to observe its spectral characteristics. 

Results: Purified GOD with a purification factor of 1.35 and a recovery of 92.7% was obtained. This enzyme exhibited a 

dimeric form with a molecular mass of 150 kD. The GOD showed the highest activity at pH 6.0 and 40 ℃ and was stable 

in a broad pH range of 5.0－8.0 and at 55 ℃ or below. The Km of the GOD enzyme was 21.06 mmol/L with glucose as 

the substrate. The enzyme was inhibited intensively by Hg2+, Fe2+, Ag+ and Cu2+ and showed a maximum ultraviolet and 

fluorescence absorption peak at 275 nm and 344 nm, respectively. The lyophilized enzyme was stable at 4 ℃ over a period of 

6 months and could be stored for 3－5 d at normal temperature. Conclusion: The recombinant GOD has simple purification 

procedure, high recovery, good stability and promising application potential.

Key words：Pichia pastoris；glucose oxidase；purification；characterization

中图分类号：Q939.97                                   文献标志码：A 文章编号：1002-6630(2013)09-0159-05

doi:10.7506/spkx1002-6630-201309033

收稿日期：2012-10-21

基金项目：“十一五”国家科技支撑计划重点项目(2008BAI63B07)

作者简介：郝杰清(1988—)，女，硕士研究生，研究方向为蛋白质工程和酶工程。E-mail：hao_jieqing0329@126.com

*通信作者：孟延发(1955—)，男，教授，学士，研究方向为蛋白质工程和酶工程。E-mail：yfmeng0902@126.com

葡萄糖氧化酶(glucose oxidase，GOD，EC 1.1.3.4)

是一种需氧脱氢酶，能够在有氧条件下高度专一性的将

β-D-葡萄糖氧化成葡萄糖酸和过氧化氢[1]。它广泛分布于

动物、植物和微生物体内。葡萄糖氧化酶在食品工业、

医疗诊断、生物传感器方面有着广泛的应用[2-4]。目前应

用于工业生产中的主要是青霉属和黑曲霉两种[5-6]。但这

两种菌在发酵生产过程中会产生大量的杂蛋白，较难纯

化。甲醇毕赤酵母是一类新的真核表达系统，它具有真核

表达系统所共有的优点，而且表达产物分泌至胞外，杂蛋

白少，易于纯化[7-8]。本研究在已有重组毕赤酵母葡萄糖

氧化酶基础上，对其进行分离纯化并对酶学性质进行研

究，以期为其在食品工业和医药生产上的应用提供依据。
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1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 菌种与培养基

重组Pichia pastoris GS115是用黑曲霉的葡萄糖氧化

酶基因构建的基因工程酵母菌，由本实验室保存。

种子培养基(g/L)：蛋白胨20、酵母膏10、葡萄糖

20，自然pH值。发酵培养基(g/L)：蛋白胨20、酵母膏

10，溶于100mmol/L pH6.0的磷酸钾缓冲液中。均于

121℃灭菌30min。

1.1.2 试剂与仪器

酵母膏、蛋白胨 英国Oxoid公司；过氧化物酶

(POD) 日本Toyobo公司；牛血清白蛋白(BSA)、4-吗啉

乙磺酸(MES) 美国Sigma公司；4-氨基安替比林(4-AA) 

上海灵锦精细化工有限公司；EHSPT 上海阿拉丁试

剂有限公司；Q-Sepharose Fast Flow 美国Pharmacia公

司；葡萄糖、无水甲醇等为国产分析纯。

5804R冷冻高速离心机  德国Eppendorf公司；

UV-2102紫外-可见分光光度计 美国Unico公司；Mini 

Ⅱ型电泳仪 美国Bio-Rad公司；Pellicon Biomax超滤器   

美国Millipore公司；HD-2000紫外检测仪 上海嘉鹏科

技有限公司。

1.2 方法

1.2.1 粗酶液的制备

将在斜面培养基上(30℃)培养48h的毕赤酵母接入种

子培养基中，30℃、200r/min振荡培养24h至OD600nm约为

2～6，种子液以5%的接种量接入300mL发酵培养基中，

相同条件振荡培养24h，以体积分数0.5%加入甲醇开始诱

导，温度调整为25℃，每24h后加入等量的甲醇连续诱导

10d。将发酵液在4℃、10000r/min离心5min，收集上清

液，即为粗酶液。

1.2.2 酶的分离纯化

将粗酶液在冰浴条件下用Biomax 50kD超滤器浓缩至

较小体积，用pH7.0 20mmol/L磷酸钾缓冲液透析除盐，

上Q-Sepharose Fast Flow柱，以0～0.5mol/L NaCl，pH7.0 

20mmol/L磷酸钾缓冲液进行直线梯度洗脱，检测并收集

有酶活性部分。

1.2.3 蛋白质含量的测定

采用Bradford法[9]，以BSA为标准。

1.2.4 重组葡萄糖氧化酶酶活力的测定

取适当稀释后酶液50μL，加入1.0mL 含有79mmol/L 

pH6.0 MES-Na，131mmol/L葡萄糖，0.2mmol/L 4-AA，

0.3mmol/L EHSPT，4U/mL POD的底物反应液中，在

40℃准确反应5min，再置于沸水浴中快速灭活30s，冷

却至室温，在波长555nm处测定其吸光度；空白对照除

酶液预先灭活，其他处理相同。在上述条件下，每分钟

催化生成1μmol/L H2O2所需的酶量定义为一个酶活力单位。     

1.2.5 分子质量的测定

梯度PAGE[10]测定GOD全蛋白分子质量，浓缩胶

4.0%、分离胶5.0%～15.0%；SDS-PAGE[10]测定GOD亚基

分子质量，浓缩胶4.0%、分离胶10.0%，在还原和非还原

条件下进行电泳；考马斯亮蓝R-250染色。

1.2.6 最适pH值和酸碱稳定性的分析

在40℃条件下测定GOD纯酶在pH 3.0、4.0、5.0、

5.5、6.0、6.5、7.0、8.0时的酶活性，确定GOD的最适pH

值。将酶液用0.2mol/L的不同pH值(3.0～12.0)的缓冲液进

行适当稀释，4℃处理24h后在40℃、pH6.0条件下测定剩

余酶活力，考察酶的酸碱稳定性。

pH3.0～6.0为0.2mol/L磷酸氢二钠-柠檬酸缓冲液；

pH7.0～9.0为0.2mol/L Tris-HCl缓冲液；pH10.0～12.0为

0.2mol/L甘氨酸-氢氧化钠缓冲液。

1.2.7 最适温度和热稳定性的分析

在pH6.0条件下测定25～60℃的酶活力，确定酶的最

适温度。将适当稀释的酶液在不同温度(40、45、50、55、

60℃)条件下分别处理10、20、30、40min后，在40℃、

pH6.0条件下测定剩余酶活力，观察酶的热稳定性。

1.2.8 部分金属离子和试剂对GOD活性的影响

在反应体系中分别加入浓度均为2.0mmol/L的金属离

子(Mg2+、Ca2+、Fe2+、Co2+、Mn2+、Ni2+、Hg2+、Ag+、

Zn2+、Cu2+、Al3+)和试剂(5.0mmol/L的EDTA、NaN3、

2.0mmol/L NaF以及0.2%的SDS、Triton X-100、吐

温-20)，测定酶活力，以未加入化学试剂的酶液做对照，

观察金属离子和试剂对酶活力的影响。

1.2.9 米氏常数(Km)的测定

在40℃、pH6.0条件下，变化葡萄糖浓度(6～120mmol/L)，

测定GOD酶活力。采用Lineweaver-Burk双倒数作图法测

定GOD对底物葡萄糖的Km。

1.2.10 GOD的光谱特征

在UV-2102紫外分光光度计上对GOD进行自然条件

下的紫外光谱测定，扫描波长200～340nm。用蒸馏水做

对照调节基线。

在F-4500荧光分光光度计上对GOD进行自然条件下

的内源荧光光谱测定，以280nm为激发波长。其中，光

径1cm，激发与发射光夹缝为5nm，光电倍增管的电压为

700V，扫描速率1200nm/min。

1.2.11 GOD的液体保存稳定性

将过滤除菌后的液体GOD纯酶分别放置在4、25℃和

37℃条件下，每隔一段时间测定剩余酶活性，考察GOD

的保存稳定性。

2 结果与分析

2.1 酶的分离纯化

取 3 0 0 m L 发酵液经高速冷冻离心，浓缩，透
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析除盐后为20mL，上Q-Sepharose Fast  Flow层析柱

(3cm×4cm)，洗脱曲线见图1，蛋白含量和酶活性最高

的部分均为50～150mL。纯化前后电泳图谱见图2，纯

化后得到单一蛋白条带，酶比活力由54.08U/mg提高到

73.17U/mg，纯化1.35倍，收率达92.7%(表1)。纯化的葡

萄糖氧化酶经SDS-PAGE(还原/非还原条件下)鉴定，由标

准蛋白可知该酶分子肽链的分子质量约为75kD(图3)。通

过梯度PAGE测得GOD全酶分子质量约为150kD(图4)。

pH值对GOD酶活性的影响结果(图5)表明，该酶在

pH6.0时活性最大；在pH5.0～8.0之间较稳定，催化活

力无明显变化，而酶在pH4.0以下或pH9.0以上，其稳定

性迅速下降。温度对酶活性的影响结果(图6)表明，该酶

的最适温度为40℃，在30～50℃之间有较高的酶活力，

60℃及以上活力较低；将酶液在50℃以下作用20min，

活性基本不变，高于55℃后酶稳定性降低，在60℃保温

40min，酶基本失活。

表 1 重组葡萄糖氧化酶的纯化结果

Table 1 Summary of isolation and purification of recombinant 

P.pastoris GOD

纯化步骤 总蛋白/mg 酶总活力/U 酶比活力/(U/mg) 纯化倍数 酶活回收率/%

粗酶液
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图 1 离子交换层析图

Fig.1 Elution profile of GOD on Q-Sepharose Fast Flow column

1 2

1.粗酶液；2.纯化的酶液。

图 2 纯化前后葡萄糖氧化酶的SDS-PAGE电泳

Fig.2 SDS-PAGE of crude and purified GOD
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1.还原条件下纯化的GOD；2.非还原条件下纯化的GOD；Marker.分子

质量标准品：97.0kD.磷酸化酶；66.0kD.牛血清蛋白；45.0kD.卵清蛋

白；30.0kD.碳酸酐酶；20.1kD.胰蛋白酶抑制剂；14.4kD.乳白蛋白。

图 3 纯化后GOD的SDS-PAGE

Fig.3 SDS-PAGE pattern for molecular weight determination of 

purified GOD
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Marker.分子质量标准品：669kD.甲状腺球蛋白；440kD.铁蛋白；232kD.过

氧化氢酶；140kD.乳酸脱氢酶；66kD.牛血清白蛋白；1.纯化后的GOD。

图 4 纯化后GOD的梯度PAGE

Fig.4 Gradient PAGE of purified GOD

2.2 pH值和温度对GOD酶活力的影响
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图 5 葡萄糖氧化酶的最适pH值(A)和酸碱稳定性(B)

Fig.5 Optimum pH (A) and pH stability (B) of GOD
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图 6 葡萄糖氧化酶的最适温度(A)和温度稳定性(B)

Fig.6 Optimum temperature and temperature stability of GOD

pH值对酶活性的影响结果(图5)表明，该酶在pH6.0时

活性最大；在pH5.0～8.0之间较稳定，催化活力无明显变

化，而酶在pH4以下或pH9以上，其稳定性迅速下降。温度

对酶活性的影响结果(图6)表明，该酶的最适温度为40℃，

在30～50℃之间有较高的酶活力，60℃及以上活力较低；

将酶液在50℃以下作用20min，活性基本不变，高于55℃后

酶稳定性降低，在60℃保温40min，酶基本失活。

2.3 部分金属离子、表面活性剂和有机溶剂对GOD活

性的影响

表 2 不同化学试剂对重组GOD活性的影响

Table 2 Effects of different chemicals on GOD activity

试剂 相对酶活力/% 试剂 相对酶活力/%

空白 100.0 ZnSO4 96.7

MgCl2 106.0 CuSO4 0

CaCl2 104.0 Al2(SO4)3 102.0

FeCl2 0 EDTA 100.0

CoCl2 89.6 NaF 96.0

MnCl2 96.7 NaN3 91.7

NiCl2 100.0 SDS 77.0

HgCl2 8.0 Triton X-100 98.4

AgNO3 0 吐温-20 100.0

由表2可知，Hg2+、Ag+、Cu2+、Fe2+对葡萄糖氧化酶

有强烈的抑制作用，2.0mmol/L Ag+、Cu2+、Fe2+均可使酶

活力完全丧失，其他金属离子对葡萄糖氧化酶的活力影

响不大。表面活性剂SDS对GOD有抑制作用，0.2% SDS

作用后酶活力剩余77%。

2.4 米氏常数的测定结果

以6～120mmol/L葡萄糖为底物，在pH6.0、40℃条

件下，测定底物反应速率，按Lineweaver-Burk法作图(图

7)，求出葡萄糖氧化酶的Km为21.06mmol/L。
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图 7 葡萄糖氧化酶的Lineweaver-Burk曲线

Fig.7 Lineweaver-Burk plot of GOD

2.5 GOD的光谱特征

图8是GOD溶液在200～340nm波长范围扫描得到的

GOD紫外吸收光谱曲线，结果显示GOD在波长275nm处

有最大光吸收。图9是在280nm波长激发下得到的GOD荧

光发射光谱，最大峰位于344nm处。
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图 8 自然状态下GOD的紫外光谱图

Fig.8 Ultraviolet absorption of GOD
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图 9 GOD的内源荧光光谱(280nm激发)

Fig.9 Fluorescence absorption of GOD

2.6 GOD的液体保存稳定性结果
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图 10 葡萄糖氧化酶的液体保存稳定性

Fig.10 Storage ability of GOD in water
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将纯化后的液体葡萄糖氧化酶样品除菌后分别在4、

25、37℃条件下放置一段时间后，在最适条件下测定其

酶活力。由图10可知，在4℃条件下放置6个月活性没有

损失。常温25℃放置10d酶活力仍有76%，放置20d后仍

有酶活力约56%；37℃条件下酶活力下降较为明显，1d

后约有酶活力70%，10d后酶活力有20%。总体来说，在

液体状态下，葡萄糖氧化酶在冷藏下是稳定的，常温下

可放置3～5d。

3 讨 论

本实验从甲醇毕赤酵母发酵的上清液中得到的葡

萄糖氧化酶，杂蛋白含量低，且不需破碎菌体，只经

过一步离子交换层析就可以达到电泳纯，纯化收率高达

92.7%，张茜等[11]从青霉中提取的GOD和苏茉等[12]从黑

曲霉中提取的GOD都需要经过DEAE离子交换层析和凝

胶过滤层析两步才能纯化，时间和费用成本相对较高，

苏茉等[12]纯化的收率也仅为30.2%。另外本实验省去了

上样量小，耗时长的凝胶过滤层析，有利于大规模纯

化。有关文献[11,13-14]报道葡萄糖氧化酶是分子质量在

150～170kD之间的二聚体，本实验纯化得到的酶分子质

量为150kD，亚基分子质量为75kD，与报道相符。 

本实验得到的G O D纯品的最适p H值为6 . 0，在

pH5.0～8.0之间都可以稳定存在，由此可见该酶的pH值

稳定范围较宽，酸碱耐受性很强，适于工业生产。提纯

的葡萄糖氧化酶的最适温度为40℃，在50℃条件下保温

30min仍有90%酶活力，可见该酶的热稳定性良好，在食

品工业中可以适用不同的灭菌条件，温度高对防止杂菌

的生长也很有利，因此提纯的GOD有很高的应用价值。

不同来源的GOD的Km值不同，周亚凤等[15]报道的黑

曲霉葡萄糖氧化酶的Km值为38.25mmol/L，张茜等[11]纯化

的青霉菌葡萄糖氧化酶Km值为122.6mmol/L，Rando等[16]

报道的GOD的Km值为6.2mmol/L，王志新等[17]测得的黑

曲霉A9葡萄糖氧化酶的Km为35.74mmol/L。Km值表征酶

与底物亲和力的大小，Km越小，亲和力越大，本实验中

测得的GOD的Km值为21.06mmol/L，显示本实验得到的

GOD对葡萄糖的亲和力较好。

在蛋白质中Trp、Tyr、Phe等残基可以吸收紫外光[18]，

因此蛋白质溶液对一定波长范围的紫外光具有吸收值，

葡萄糖氧化酶在275nm波长处有最大光吸收，符合其特

征吸收峰。在蛋白质分子中，能够发射荧光的氨基酸为

Phe、Tyr和Trp，以280nm为激发波长得到的荧光发射光

谱是由Trp和Tyr等残基共同生成[19-20]，并没有出现由Tyr

基团产生的荧光峰(303nm)，因此说明天然GOD的内源

荧光来自Trp基团，在GOD分子内可能由于Tyr与Trp距

离很近而产生了从Tyr与Trp的能量转移，与其游离Trp基

团的最大荧光发射峰348nm相比，蓝移至344nm，蓝移

了4nm。蛋白质分子中Trp如果位于蛋白质分子表面，其

最大荧光发射峰应当在342～350nm之间，如果Trp位于

蛋白质分子内部，最大荧光发射峰应当在326～342nm之

间，如果Trp位于非极性环境中，最大荧光发射峰应当在

310～324nm之间。实验结果表明在GOD分子内Trp基团

可能位于分子表面。

该酶被Hg2+、Ag+、Cu2+、Fe2+强烈抑制，Mg2+、

Ca2+、Mn2+等对酶活性几乎没有影响，由此可见葡萄糖氧

化酶在测定含有上述离子的样品时不会有明显影响，所以

此酶可广泛应用于血糖含量的测定。液体状态下该酶可长

期冷冻保存，在常温下也可保存3～5d，有利于该酶在生

物传感器方面的应用。综上所述，葡萄糖氧化酶具有很大

的应用潜力，适用于食品、医疗、生物等行业。但是液体

葡萄糖氧化酶在37℃条件下的保存时间较短，将该酶固定

化来提高其稳定性方面还可做进一步的研究。
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