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米曲霉 (Aspergillus oryzae)芥子甙酶的纯化
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中国是世界上油菜籽最主要的生产国之一 , 油菜籽经榨油后剩下的菜籽饼含有高达

40%的蛋白质及各种其它营养成份 , 是一种营养丰富的饲料资源.然而 , 菜籽饼中含有芥

子甙 , 芥子甙在芥子甙酶 (Myrosinase)的催化下 , 水解产生异硫氰酸酯 (ITC)、 恶唑烷硫

酮 (OZT)、 腈类等有毒物质 , 这些物质能通过加热而挥发 , 或由其它的酶进一步水解而

脱毒.根据以上特点 , 我们筛选了能产生芥子甙酶的米曲霉 G-1株 , 对菜籽饼进行工业化

固态发酵 , 降解其中的芥子甙 , 并去除降解的有毒产物获得成功[ 1] , 为我国开辟了重要的

蛋白饲料资源.迄今对芥子甙酶所展开的研究 , 主要局限于植物的芥子甙酶 , 对微生物中

芥子甙酶的报道则极少见[ 2 , 3] .本文首次报道在真菌米曲霉中获得芥子甙酶.

　　米曲霉的芥子甙酶是一种胞外酶 , 可经相应底物

诱导产生 (另文发表).将米曲霉 G-1株接入 1 000

mL含 0.1 g/L 诱导物黑芥子甙的马铃薯葡萄糖液体

培养基 (pH 7.0)中 , 29 ℃, 180 r/min.培养 48 h ,

过滤 , 取发酵液于 4 ℃以 10 000 r/min.离心 , 得粗

酶液;将粗酶液调至与 pH 7.0 , 10 mmol/L PBS (磷酸

盐缓冲液)具有同样的 pH 值和电导率后 , 分 2次上

已经 PBS 充分平衡的 DEAE-Cellulose 柱 , 上柱结束

后 , 先用同样的 PBS淋洗至流出液在 280 nm 处的紫

外吸收最低 (用UV-Monitor监测), 再改用含0.1 mol/

L NaCl的 PBS洗脱 , 测定于 280 nm 处有最大吸收峰

的洗脱液的酶活性 (方法及酶活单位定义见文 [ 4] ),

将该洗脱液上到已经 PBS充分平衡的 DEAE-Cellulose

(纤维型)柱 , 上柱结束后 , 用含 0 ～ 0.2 mol/L NaCl

的PBS (各500 mL)线性梯度洗脱 , 流速为 22.8 mL/

1 2 3

图 1　提纯芥子甙酶的 PAGE图

Fig.1　The PAGE pattern of myrosinase
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h , 每 25min收集 1管 , 每管 9.5 mL , 同上法测定酶活性 , 取酶活峰部分 (第 31 ～ 41管)

用PAGE电泳检查纯度 , 结果得到均一的酶带 (图1), 表明已提纯了芥子甙酶.酶的整个

提纯过程见表 1 , 最终酶提纯 15倍左右 , 酶活总收率 36%.本文的结果对进一步研究米

曲霉及其它微生物的芥子甙酶的有关特性 , 阐明该酶对菜籽饼中芥子甙的降解机理 , 并为

发展第二代菜籽饼微生物脱毒技术 微生物酶法脱毒奠定了理论基础.目前我们正尝试

对米曲霉的芥子甙酶基因进行克隆.

表1　芥子甙酶提纯过程各步骤总结
Tab.1　The procedure o f myrosinase purification

步骤
V
mL

ρ(蛋白质)
(mg·mL-1)

m (总蛋白质)
mg

酶活力1)总酶活

力1) 比活力
2) 提纯

倍数
产率/ %

培养液

DEAE-cellulose 吸附

DEAE-cellulose 层析

835

225

104.5

0.635

0.16

0.12

530.2

36

12.5

2.43

4.43

7.0

2 029.1

996.8

731.5

3.83

27.69

58.33

1

7.2

15.2

100

49.1

36.1

　　　1)酶活力和总酶活力的单位为 10
4
U·mL

-1
;2)比活力的单位为 10

4
U·mg

-1
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Purification of Myrosinase (Thioglucosidase)from Aspergillus oryzae

WU Hong-wei , ZHONGYing-chang ,
 
LU Yong-jun

Abstract:An electrophoretic purified myrosinase which was able to degrade glucosinate in rapeseed

meal was first obtained from the cultured broth of Aspergillus oryzae by using a combination of absorp-

tion and collumn chromatography of DEAE-cellulose.The enzyme was purified 15 folds compared with

the original crude extract and the yield was about 36%.

Keywords:rapeseed meal;glucosinolate;myrosinase;Aspergillus oryzae

126 中山大学学报 (自然科学版)　　　　　　　　　　　　　第 38 卷

 School of Life Sciences , Zhongshan University , Guangzhou 510275 , China


