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摘  要：【目的】探求金属离子及保护剂对深绿木霉 T155 产生的粗芥子酶液活性的影响以及芥

子酶的分离纯化方法。【方法】通过添加不同浓度的金属离子及保护剂研究对芥子酶活性的影

响并通过细胞破壁、硫酸铵沉淀、透析、Sephadex G-100 柱层析、DEAE-52 离子交换层析、

Sephadex G-200 柱层析等方法提取到纯的芥子酶，最后通过电泳检测芥子酶的纯度和分子量。

【结果】研究发现 Ag+、Zn2+、Pb2+、Mg2+、Hg2+、Fe3+等金属离子在低浓度时对芥子酶均表现

为一定的促进作用，但达到一定浓度后则起抑制作用，Ca2+浓度在 0.069–17.000 g/L 范围内均

对酶活性起到促进作用，且促进效果基本与 Ca2+浓度成正比；添加 1 mmol/L EDTA 和 3 mmol/L 

DTT 对芥子酶的保护作用最好，4 °C 保存 26 d 后芥子酶能够保持 85%活性；电泳分析该芥子

酶的分子量大约在 150 kD 左右，并且是一个二聚体。【结论】Ca2+在实验浓度内主要是提高芥

子酶活性，而其他金属离子对芥子酶活性主要起抑制作用；EDTA 或者 EDTA 与 DTT 协同能够

较好保持芥子酶活性的稳定性；通过一系列分离纯化步骤得到了纯的二聚体芥子酶，研究结果

为挖掘产芥子酶的微生物资源提供了新的途径和思路。 
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Abstract: [Objective] To examine the effects of metal ions and protectants on activity of myrosinase 
and explore purification method of myrosinase produced by Trichederma atroviride T155. [Methods] 
By concentration of metal ions and protectants to study of the myrosinase activity was measured by 
adding different ions with different concentration and three protectants, respectively. The pure 
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myrosinase was obtained by cell disruption, ammonium sulfate precipitation, dialysis, Sephadex 
G-100 chromatography, DEAE-52 chromatography and Sephadex G-200 chromatography in order. 
[Results] The results showed that Ag+, Zn2+, Pb2+, Mg2+, Hg2+, Fe3+ promoted enzyme activity of 
myrosinase at low concentration and inhibited enzyme activity at high concentration, Ca2+ promoted 
enzyme activity at the concentration of 0.06917.000 g/L. 1 mmol/L EDTA associated with        
3 mmol/L DTT was the best treatment for keeping myrosinase activity, and 85% enzyme activity was 
retained after 27 days of preservation at 4 °C. Molecular weight of the myrosinase produced by T155 
was about 150 kD by SDS-PAGE, and this myrosinase was a dimer. [Conclusion] The tested metal 
ions inhibited myrosinase activity except for Ca2+, EDTA or associated with DTT showed preferable 
effect on maintaining myrosinase activity. A dimer myrosinase was obtained by separation and 
purification technology. This study intended to provide a new way and idea for mining myrosinase 
producing microorganism. 

Keywords: Trichederma atroviride T155, Myrosinase, Protectant, Electrophoresis, Molecular weight 

芥子酶是一种 β-硫代葡萄糖苷水解酶，在一

定条件下可以分解硫代葡萄糖苷产生葡萄糖、硫酸

盐、异硫氰酸盐、乙腈、硫氰酸盐等物质[1]。芥子

酶分解硫代葡萄糖苷产生的异硫氰酸酯不但在植

物抵抗微生物和害虫侵染中发挥着重要作用，而且

能显著提高以芸薹属植物为生物熏蒸材料防控土

传病害的效果 [2]；芸薹属家族成员如黑芥和      

B. oleracea (花椰菜、椰菜、甘蓝)的与众不同的食

用风味也依赖于硫代葡萄糖苷的酶解[3]；芥子酶还

能够分解菜籽饼中的硫代葡萄糖苷从而提高菜粕

在饲料等方面的价值；除此之外，近年来有报道称

硫代葡萄糖苷的芥子酶分解产物在抗癌方面也发

挥着重要作用[4]。 

芥子酶主要存在于十字花科芸薹属植物中，比

如茎用芥菜、萝卜等[5]。目前，商业产品的芥子酶

主要从植物里面提取，赵国华从茎用芥菜中提取到

芥子酶，此芥子酶的分子量为 105 000[6]，刘月萍

从西兰花中提取到的芥子酶的最适反应温度和 pH

值分别为 45 °C、pH 6.0[7]，Van Eylen D.芥菜籽

(Sinapis alba L.)中提到纯黑芥子酶，并且芥子酶的

比活力达到 15.45 U/mg，提纯倍数为 12.3[8]，Carina

和 Georg 测定了拟南芥不同器官中芥子酶的活  

性[9]。但气候、植物来源、耕地面积紧张及提取工

艺复杂等因素制约了植物源芥子酶的大规模和商

业化生产，使得芥子酶生产成本一直居高不下。已

有文献关于微生物代谢产芥子酶的报道，Chen 和

Halkier 从啤酒酵母中提取到芥子酶，并测得此芥

子酶的最适反应温度在 30 °C[10]，另外，文献报道

霉菌的链格孢属、茎点霉也能够产芥子酶，其产生

的芥子酶的最适反应温度也在 30 °C左右[11]。利用

微生物发酵生产芥子酶具有不受时间和季节限制、

规模多样、产量高、质量稳定且提取工艺简单的优

点，有较好的商业化前景。木霉是广泛存在于环境

中的一类有益真菌，具有易于培养、生长速度快和

生物量大等优点，许多菌株因为高产纤维素酶、葡

聚糖酶等已在农业、食品和医药行业被开发为商业

化产品，目前国内外未见利用木霉菌株产芥子酶的

相关报道。 

本实验室从土壤中筛选获得产芥子酶的深绿

木霉 T155，申请并获得了国家发明专利
[12]。前期工

作对 T155产芥子酶的部分酶学性质，如最适反应温

度和温度稳定性、最适反应 pH和 pH稳定性、Vc

对芥子酶活性的激活作用以及芥子酶的米氏常数

进行了研究[13]。为全面了解所产芥子酶的酶学性

质，为将来芥子酶的开发应用提供理论支撑，本文

继续开展金属离子对芥子酶活性影响以及稳定酶

的保护剂等研究工作，并采用硫酸铵沉淀、透析、

离子交换层析、分子筛层析等系列分离技术进行了

芥子酶的分离纯化以及通过电泳进行了芥子酶分

子量的初步测定，以期为挖掘产芥子酶的微生物资
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源提供新的途径和思路。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

深绿木霉 T155 (Trichederma atroviride T155菌

保藏号：5609)，由本实验室筛选保存。 

培养基：PDA 培养基，用于深绿木霉 T155菌

株的活化及平板培养。 

BaCl2培养基：氯化钡 2.5 mmol/L、琼脂 18 g/L。

用于深绿木霉 T155产芥子酶的鉴定。 

燕麦培养基：用天平称取 20 g 用粉碎机磨碎

的燕麦粉(市售)然后加入去离子水至 1 L，1×105 Pa

灭菌 30 min，冷却待用。用于液体培养深绿木霉

T155获得鲜菌丝。 

1.2  实验方法 

1.2.1  深绿木霉 T155 产芥子酶粗酶液的制备[13]：将

在 PDA平板上培养 3 d的新鲜菌丝用直径为 7 mm

的打孔器打孔后，接种 3块菌碟至 100 mL燕麦培

养基中，然后在 28 °C，转速为 180 r/min的摇床中

培养。培养 3 d后用灭菌的 4层纱布过滤菌丝体，

并用超纯水冲洗 3 遍。添加菌丝湿重约 5 倍的    

50 mmol/L的 Tris-HCl (pH 7.0)缓冲液，用超声波

细胞粉碎机(功率 200 W，时间 10 min)对菌丝体进

行破壁处理。将破壁后的菌丝细胞液置于 4 °C放

置 1 h，然后在 4 °C条件下 4 000 r/min离心 15 min。

取上清液 100 mL并添加硫酸铵至饱和度的 80%，

放置在 4 °C 3 h，随后在 11 000 r/min离心 20 min，

弃去上清液将沉淀用 5 mL Tris-HCl溶解，之后置

于分子截留量为 50 kD 的透析袋中，在 500 mL 

Tris-HCl中 4 °C透析 24 h (预备实验证明 24 h可以

达到透析平衡)，从而得到芥子酶的粗酶液。 

1.2.2  深绿木霉 T155 所产芥子酶对底物黑芥子酸

钾的分解能力平板测定研究：芥子酶分解黑芥子酸

钾产生的硫酸根离子能够与 BaCl2 培养基中的钡

离子结合生成沉淀，因此可以通过观察平板中沉淀

的产生与否初步判断深绿木霉 T155 粗酶提取液中

芥子酶的活性。 

取 100 μL粗酶液与 100 μL 50 mmol/L的黑芥

子酸钾溶液(Sigma公司)混合，然后 30 °C条件下

反应 30 min，取 100 μL反应产物滴加到用 5 mm

打孔器打孔的 BaCl2平板中，然后设置对照[(1) 加

入 100 μL去离子水；(2) 加入 100 μL 50 mmol/L

的黑芥子酸钾溶液；(3) 加入 100 μL粗酶液]，1 h

后观察平板中是否有沉淀产生。 

1.2.3  深绿木霉 T155 产芥子酶酶活测定：底物：

50 mmol/L黑芥子酸钾溶液(Sigma公司)。 

黑芥子酸钾在芥子酶催化下可以降解生成一

分子的葡萄糖和糖苷配基。通过测定单位时间内葡

萄糖的增加量即可间接计算出酶活。葡萄糖的测定

方法：铁-邻菲罗啉分光光度法[14-15]。 

酶活力单位的定义：在 30 °C条件下，每分钟

催化 1 nmol底物转化为产物所需要的酶量为一个

酶活力单位，即 1 U。 

1.2.4  不同金属离子对深绿木霉 T155 产芥子酶活

性的影响：取底物溶液 50 μL，加入不同浓度的金

属离子(Ag+、Ca2+、Zn2+、Pb2+、Mg2+、Hg2+、Fe3+、

Cu2+)溶液 20 μL，使反应体系中各金属离子的   

浓度依次为 Ag+(40.0–19 984.7 mg/L)、 Ca2+ 

(34.6–17 294.1 mg/L)、Zn2+(32.1–16 035.3 mg/L)、

Pb2+(38.2–19 117.6 mg/L)、Mg2+(58.0–28 996.5 mg/L)、

Hg2+(31.9–15 970.6 mg/L)、Cu2+(58.8–29 375.3 mg/L)、

Fe3+(32.07–16 035.29 mg/L)，再加入 10 μL粗酶液，

置于 30 °C反应 15 min，沸水浴 5 min以灭活酶，

然后再测定产物葡萄糖的生成量，进而计算出酶

活。以不添加金属离子溶液的处理作为对照。 

1.2.5  稳定深绿木霉 T155 所产芥子酶的保护剂的

筛选研究：分别取粗芥子酶液 10 mL 依次加入

EDTA、DTT和甘油，使其在粗芥子酶液中分别达

到以下浓度：(1) EDTA为 1 mmol/L；(2) DTT为      

3 mmol/L；(3) 甘油为 5%；(4) EDTA与 DTT分别

为 1、3 mmol/L；(5) EDTA与甘油分别为 1 mmol/L、

5%；(6) DTT 与甘油分别为 3 mmol/L、5%；(7) 

EDTA、DTT与甘油分别为 1 mmol/L、3 mmol/L、
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5%，对照为不加任何保护剂的粗芥子酶液。将 8

种酶液放置在 4 °C下保存 1、3、10、17、26 d并

测酶活。 

1.2.6  蛋白质含量的测定：蛋白质含量的测定采用

考马斯亮蓝法[16]。 

1.2.7  深绿木霉 T155 产芥子酶的分离纯化：取   

透析后得到的粗芥子酶液进行以下分离纯化操作：

[缓冲液：50 mmol/L Tris-HCl (pH 7.0)] 

Sephadex G-100柱层析[17]：将透析后的粗酶液

5 mL加到用 Tris-HCl平衡好的 Sephadex G-100凝

胶柱上，然后用 Tris-HCl 缓冲液洗脱，保持流速

0.3 mL/min，在 280 nm下检测并收集各个洗脱峰

进行芥子酶活性测定(HD-5电脑紫外检测仪，上海

沪西分析仪器厂有限公司)。 

DEAE-52 纤维素柱层析 [18-19]：将 Sephadex 

G-100 柱层析后有芥子酶活性的洗脱液用

PEG-20000 浓缩，然后将浓缩后的洗脱液加到用

Tris-HCl平衡后的纤维素柱上，用 200 mL缓冲液

和 200 mL 含 1 mol/L NaCl 的缓冲液进行梯度洗

脱，保持流速 0.3 mL/min，在 280 nm下检测并收

集各个洗脱峰进行芥子酶活性的测定。 

Sephadex G-200柱层析[7]：将 DEAE-52 离子

交换层析收集到的活性峰用 PEG-20000进行浓缩，

然后上样于用 Tris-HCl 缓冲液平衡好的 Sephadex 

G-200 层析柱上，保持流速 0.1 mL/min 中进行洗

脱，在 280 nm下检测并收集各个洗脱峰进行芥子

酶活性的测定。 

电泳[20-21]：将 Sephadex G-200 柱层析后得到

的酶液用 PEG-20000 进行浓缩，然后取 10 μL 进

行 SDS-PAGE和 Native-PAGE电泳。 

2  结果与分析 

2.1  深绿木霉 T155 所产芥子酶对底物黑芥子酸

钾的分解能力平板测定 

图 1A为深绿木霉 T155在 PDA平板上培养 4 d

后的菌落性状。图 1B表明除了第四孔周围产生均

匀的白色沉淀，其余三孔周围都没有沉淀产生，说

明在黑芥子酸钾与深绿木霉 T155 芥子酶粗酶提取

液反应体系中含有 SO4
2−，该 SO4

2−与平板培养基

中的 Ba2+结合生成 BaSO4沉淀，而其余体系中均

没有 SO4
2−，表明粗酶提取液能够分解黑芥子酸钾

产生 SO4
2−，具有芥子酶活性。 

2.2  金属离子对深绿木霉 T155 所产芥子酶活性

的影响 

分析图 2 可知，总体来看 Ag+、Zn2+、Pb2+、

Mg2+、Hg2+、Cu2+、Fe3+对芥子酶活性主要起抑制

作用，Ca2+对芥子酶的活性则主要起促进效果。由

图 2A可知，随着 Ag+浓度的增高，芥子酶活性逐

渐降低，当 Ag+浓度在 40–80 mg/L时对芥子酶具

有一定的促进作用，促进效果只有 5%左右，当 Ag+

浓度超过 80 mg/L 则起到抑制作用，当浓度达到

10 g/L时芥子酶基本丧失酶活性，只有对照的 5%

左右。图 2B表明在一定范围内 Ca2+对芥子酶表现

为低浓度抑制高浓度促进的作用，浓度在     

34.6 mg/L 时表现为抑制作用，酶活性只有对照  

的 83%。当浓度达到 69.2 mg/L时开始起促进作用，

在浓度为 1.1 g/L 时促进作用达到 66%，浓度在

2.2–17.0 g/L时酶活性趋于稳定，促进作用在 60%

左右。由图 2C可知 Zn2+对芥子酶的作用表现为低  
 

 
 

图 1  芥子酶对底物黑芥子酸钾的分解能力 
Figure 1  The capacity of myrosinase decomposes 
sinigrin 
注：A：深绿木霉 T155；B：深绿木霉 T155产芥子酶对黑芥子

酸钾的分解效果测定．1：加入 100 μL 去离子水；2：加入    

100 μL 50 mmol/L的黑芥子酸钾溶液；3：加入 100 μL粗酶液；

4：加入芥子酶与黑芥子酸钾的反应产物. 

Note: A: The Trichederma atroviride T155; B: The capacity of 
myrosinase decomposes sinigrin. 1: Add 100 μL dionized water; 
2: Add 100 μL 50 mmol/L sinigrin 100 μL; 3: Add 100 μL 
myrosinase; 4: Add reaction products. 
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浓度促进高浓度抑制的现象，当浓度在 128.3 mg/L

时促进作用最好，可以达到 25%，但在浓度高于   

8 g/L 时抑制作用达到 70%以上。图 2D 表明当   

Pb2+浓度在低于 76.5 mg/L 时对芥子酶起促进作

用，高于这个浓度则起到明显的抑制作用，当浓度

在 76.5 mg/L 时促进作用达到 30%，在浓度达到 

1.2 g/L时芥子酶基本丧失活性，只有对照的 5%左

右。图 2E表明 Mg2+对芥子酶的活性起到先抑制，

后促进，再抑制的作用。在浓度为 3 111.5 mg/L时

起到促进作用，酶活性提高15%左右，此浓度范围

之外则起到抑制作用，在浓度为 58 mg/L时抑制作

用最强，酶活性只有对照的 26%。由图 2F可知，

Hg2+对芥子酶起到先促进后抑制的作用，在浓度为

31.9 mg/L时促进作用最强，酶活性提高 20%左右，

当浓度高于 127.8 mg/L 时起到抑制作用，在浓度

为 1.9 g/L时酶活性只剩 1.5%左右。分析图 2G可

知，Cu2+总体上对芥子酶起到先激活后抑制的作

用，在浓度为 470.0 mg/L 时激活作用最好，酶活

性提高 40%，之后酶活性逐渐降低，在浓度为   

1.47 g/L时酶活性只剩 5%左右。由图 2H可知，Fe3+

对芥子酶主要起抑制作用，随着浓度的增高酶活性

呈降低的趋势，在 Fe3+浓度为 1.6 g/L时芥子酶活

性只剩 30%左右。 

2.3  稳定深绿木霉 T155 所产芥子酶保护剂的 

筛选 

稳定酶主要通过两种途径，一种途径是改造

酶，另一种途径是优化酶所处的环境。本研究探讨

了 3种化合物及其复配组合对芥子酶的稳定效果。

结果表明(图 3)，加入 EDTA、DTT、EDTA与 DTT、

DTT 与甘油的 4 组处理总体上对芥子酶有稳定作

用，相比于对照组起始酶活性略有提高，大约提高

6%左右。其中，加入 EDTA与 DTT对芥子酶的稳

定性最好，26 d 后酶活性仍然保持 85%左右，其

次为只加入 EDTA 的处理，26 d 后酶活性也能够

保持80%。对芥子酶的稳定效果最差的为只加甘油

的处理，26 d后酶活性只剩 50%左右。 

张蕾等[22]从拟南芥(Arabidopsis thaliana)提取

芥子酶时在提取缓冲液中同时加入了 1 mmol/L 

EDTA、3 mmol/L DTT和 5%甘油，−80 °C保存 7 d

能够保持酶活性的 90%。刘月萍等[7]在配置芥子酶

提取缓冲液中混合加入 1 mmol/L EDTA、3 mmol/L 

DTT与 5%甘油作为酶的保护剂，但是她没有比较

保护剂添加与否对酶活性变化的影响，也没有单独

研究每种保护剂对芥子酶的稳定效果。 

2.4  深绿木霉 T155 产芥子酶分离纯化及电泳 

检测 

2.4.1  芥子酶的分离纯化：将芥子酶粗酶液过

Sephadex G-100柱后得到图 4A，通过收集各峰酶

液并测酶活，其中第二峰为活性峰，收集第二峰的

酶液并用 PEG-20000进行浓缩然后过 DEAE-52离

子交换柱，得到图 4B所示图谱，分别收集各峰酶

液并测定酶活，其中一、二峰的收集液均具有芥子

酶活性，分别收集洗脱液并用 PEG-20000 浓缩，

然后分别用 Sephadex G-200柱层析继续分离纯化，

分别得到图 4C、4D所示图谱，分别收集洗脱液并

测定酶活，收集活性峰的洗脱液。 

显示分离纯化的芥子酶回收率如表 1所示，随

着每一步分离纯化的进行，芥子酶的净得率在逐渐

降低，但纯度和比活力在逐渐提高，比活力由起初

的 0.15提高到 26.00 (2-1峰)和 22.50 (2-2峰)。最

后两种芥子酶纯化倍数分别达到了 173、150，得

率分别为 8.9%、10.0%。 

2.4.2  纯化的芥子酶电泳检测：将 Sephadex G-200

分离纯化后得到的两种芥子酶液用 PEG-20000 浓

缩，然后进行电泳分析，得到如图 5所示电泳图谱，

从图 5A中可以看出两种酶液通过 SDS-PAGE都可

以得到两条紧挨着的平行条带，并且 2-1峰的分子

量要稍大于 2-2 峰，2-1 峰每条带的分子量约在    

80 000 Da左右，2-2峰每条带的分子量约在 70 000 Da

左右。Native-PAGE 电泳图谱如图 5B 所示，两种

酶液都只能得到一条带，说明此芥子酶可能是一个

二聚体，两种芥子酶的分子量大约在 150 kD左右。 
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图 2  金属离子对酶活性的影响 

Figure 2  The effect of metal ions on the activity of myrosinase 
注：A：Ag+对芥子酶活性的影响；B：Ca2+对芥子酶活性的影响；C：Zn2+对芥子酶活性的影响；D：Pb2+对芥子酶活性的影响；
E：Mg2+对芥子酶活性的影响；F：Hg2+对芥子酶活性的影响；G：Cu2+对芥子酶活性的影响；H：Fe3+对芥子酶活性的影响. 
Note: A: The effect of Ag+ on the activity of myrosinase; B: The effect of Ca2+ on the activity of myrosinase; C: The effect of Zn2+ on the 
activity of myrosinase; D: The effect of Pb2+ on the activity of myrosinase; E: The effect of Mg2+ on the activity of myrosinase; F: The effect 
of Hg2+ on the activity of myrosinase; G: The effect of Cu2+ on the activity of myrosinase; H: The effect of Fe3+ on the activity of myrosinase. 
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图 3  不同保护剂对酶稳定性的影响 

Figure 3  The effect of protectant on the stability of myrosinase 
Note: E+D: EDTA and DTT; E+G: EDTA and Glycerin; D+G: DTT and Glycerin; E+D+G: EDTA and DTT and Glycerin. 

 

    

    
图 4  芥子酶的分离纯化 

Figure 4  The separation and purification of myrosinase 
注：A：Sephadex G-100洗脱图谱；B：DEAE-52洗脱图谱；C：DEAE52第一峰 Sephadex G-200洗脱图谱；D：DEAE52第二峰

Sephadex G-200洗脱图谱. 

Note: A: Elution profile of myrosinase on Sephadex G-100 column; B: Elution profile of myrosinase on DEAE-52 cellulose column; C: 
Elution profile of myrosinase on Sephadex G-200 column; D: Elution profile of myrosinase on Sephadex G-200 column. 
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表 1  芥子酶各分离纯化步骤的蛋白和酶活性得率 
Table 1  The yield of protein and myrosinase in each separation 

 
Volume 

(mL) 

The protein 
concentration 

(g/L) 

Enzymatic 
activity  

(U, ×103/mL)

Specific 
activity  

(U, ×103/mg)

Total 
activity 

(U, ×103) 

Purification 
fold 

Yield 
(%) 

The crude enzyme 
solution 

30 10.00 1.5 0.15 45.0 1.0 100.0 

SephadexG-100 8 0.70 2.3 3.20 18.4 21.3 40.9 

DEAE-52 2-1 3 0.07 1.5 21.00 4.5 140.0 10.0 

DEAE-52 2-2 3 0.10 1.8 18.00 5.4 120.0 12.0 

SephadexG-200 2-1 5 0.03 0.8 26.00 4.0 173.0 8.9 

SephadexG-200 2-2 5 0.04 0.9 22.50 4.5 150.0 10.0 
 

 
 

图 5  芥子酶电泳检测 
Figure 5  The electrophoresis of myrosinase 

注：A：SDS-PAGE电泳图；B：Native-PAGE电泳图. 

Note: A: SDS-PAGE of myrosinase; B: Native-PAGE of myrosinase. 
 

3  讨论 

金属离子对酶活性的影响主要表现在抑制和

促进两方面，它与酸碱催化的影响相似，而且作用

很强。金属离子还可以参与氧化还原反应或对酶产

生诱导效应[23]。自然界中存在众多不同类型的金

属离子，他们都有可能影响芥子酶在使用中的活

性，因此研究金属离子对芥子酶的活性影响具有重

要的实际意义。本实验研究了环境中几种常见金属

离子对深绿木霉 T155产芥子酶活性的影响，结果表

明 Ag+、Zn2+、Pb2+、Mg2+、Hg2+对芥子酶活性主

要起抑制作用，Ca2+对芥子酶的活性则主要起促进

效果。因此在实际应用中要尽量避免或考虑到对芥

子酶活性产生抑制作用的金属离子对应用效果可

能产生影响，充分利用对芥子酶活性有促进作用的

金属离子。 

为了使深绿木霉 T155 产生芥子酶稳定并保持

较高的活性，本文研究了 EDTA、DTT、甘油及其

复配剂对芥子酶活性的稳定效果。结果表明加入  

1 mmol/L的 EDTA与 3 mmol/L的 DTT对深绿木

霉 T155产芥子酶的保护作用最好，4 °C保存 26 d

后仍能够保持85%的酶活性，有一定的实际应用潜

力。EDTA作为金属离子螯合剂，可以通过螯合作

用结合抑制酶活性的金属离子，消除金属离子对芥

子酶活性的影响；DTT 可以保护酶的活性基团  

尤其是巯基，避免被氧化，从而使酶保持活性[24]，

Burm Eister W. P.等研究发现 Vc作为还原剂对芥

子酶的活性中心起到较好的保护作用[25-26]，本研究

中 DTT 可能起到了和 Vc 相似的功能，稳定了芥

子酶的活性，而 EDTA与 DTT复配对保护芥子酶

的活性起到了协同增效的作用。 

Li 等[27]通过硫酸铵沉淀从辣根(Horseradish)

的根部提取出粗芥子酶，但他没有开展酶的分离纯

化工作。Jwanny E. W.等[28]通过 DEAE-52离子交

换层析和 Sephadex G-200柱层析从萝卜(Raphanus 
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sativus)中提取到芥子酶，与本研究的分离纯化方

法相似。Natalia Bellostas 等[29]用亲和层析柱代替

了离子交换柱从植物种子里面分离纯化出芥子酶。

Falka等[30]研究发现在甘蓝型油菜中，芥子酶是分

子量为 135–150 kD的二聚体蛋白。本研究结果表

明深绿木霉 T155产芥子酶是一个二聚体，并且分子

量在 150 kD左右，这与植物里面分离获得的芥子

酶很相似[31]。 

本文阐明了不同金属离子种类和浓度对酶活

性的影响程度以及保护剂对酶活性的稳定效果，并

提供了一种微生物源芥子酶的分离纯化方法，这为将

来微生物源芥子酶的商业化生产奠定了良好基础。 
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