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聚丙烯酰胺凝胶电泳配合荧光增白剂显色

检测木霉几丁质酶同工酶谱
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摘要　为提高木霉几丁质酶检测方法的准确性和灵敏度，建立一种快速检测几丁质酶同工酶的
方法。采用活性凝胶电泳、变性凝胶电泳、原位显色凝胶电泳结合荧光增白剂（Ｃａｌｃｏｆｌｕｏｒｗｈｉｔｅ
Ｍ２Ｒ）显色从绿色木霉ＬＴＲ２发酵产物中检测几丁质酶同工酶。活性凝胶电泳在粗酶液浓缩５
倍时显示两条活性谱带，变性凝胶电泳在浓缩１０倍时显示一条活性谱带，原位显色凝胶电泳在浓
缩２０倍时显示两条不清晰的活性谱带，ＳＤＳＰＡＧＥ显示这两条活性谱带的分子量分别为６５ｋＤａ
和４２ｋＤａ。结果表明活性聚丙烯酰胺凝胶电泳和 ＣａｌｃｏｆｌｕｏｒｗｈｉｔｅＭ２Ｒ显色相结合的方法在几丁
质酶上样量为０．４７Ｕ时具有较好的分辨能力，是检测木霉几丁质酶同工酶的有效的方法。
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　　木霉（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａｓｐｐ．）作为一种重要的植病生防

因子 一 直 受 到 普 遍 关 注。研 究 表 明，重 寄 生

（ｍｙｃｏｐａｒａｓｉｔｉｓｍ）是木霉主要作用机制之一［１］。在重寄

生过程中，木霉产生的几丁质酶可以破坏含有几丁质

骨架成分的病原真菌细胞壁，从而达到防治植物病害

的效果。因此，系统地研究木霉几丁质酶系对于了解

木霉的生防机制具有重要的意义。

　　Ｈａｒｍａｎ等［２］利用变性凝胶电泳首先从 Ｔ．

ｈａｒｚｉａｎｕｍ粗酶液中检测到几丁质酶。由于此法操作简

便，分辨率高，逐渐成为几丁质酶检测的常用方法，许

多文献报道利用此法检测几丁质酶［３～６］。但最近有资

料显示，一些几丁质酶在变性电泳后不能复性，从而显

示不出活性电泳条带［７］。绿色木霉ＬＴＲ２是我所筛选

出的一株在国家农药部登记的植病生防菌（登记证号

为ＬＳ９７３４８），该菌株能够产生大量的几丁质酶，对蔬菜

灰霉病和棉花立枯病等植物病害有明显的防治效果。

本实验目的是研究木霉 ＬＴＲ２的几丁质酶同工酶系，

建立一种快速检测几丁质酶同工酶的灵敏方法，为深

入了解木霉的作用机理，克隆高效几丁质酶编码基因，

进而构建基因工程菌提供有力工具。

１　材料与方法

１．１　菌种及其培养基
　　绿色木霉（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａｖｉｒｉｄｅ）ＬＴＲ２由本实验室保
存。

　　ＰＤＡ培养基：马铃薯 ２００ｇ，葡萄糖 ２０ｇ，琼脂 １７～
２０ｇ，加水至１０００ｍｌ。
　　液体发酵培养基［８］：ＫＮＯ３１０ｇ，ＫＨ２ＰＯ４５ｇ，
ＭｇＳＯ４．７Ｈ２Ｏ２．５ｇ，ＦｅＣｌ３２ｍｇ，聚乙烯吡咯烷酮（ＰＶＰ）
１０ｇ，蔗糖５ｇ，胶体几丁质５ｇ，加水至１０００ｍｌ，ｐＨ＝６．０。
　　胶体几丁质的制备［９］：称取２０ｇ粉状几丁质溶于
８００ｍｌ预冷的浓盐酸中，静置４ｈ，然后倒入２Ｌ预冷的
５０％的乙醇中过夜。后用蒸馏水冲洗至中性，并用水
定容到１０００ｍｌ备用。
１．２　粗酶液的制备
　　将绿色木霉 ＬＴＲ２接种在 ＰＤＡ固体培养基上，
２８℃培养６ｄ后，用无菌水洗下孢子，四层无菌纱布过
滤，滤液为孢子悬浮液。调整孢子浓度为１０６个／ｍｌ，然
后以 ２％的接种量接种到装有 １００ｍｌ液体培养基的
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５００ｍｌ三角瓶中，１５０ｒ／ｍｉｎ，２８℃培养１０ｄ，四层纱布过

滤并１００００×ｇ离心２０ｍｉｎ，上清即为粗酶液。将粗酶
液冷冻干燥或用聚乙二醇浓缩５～２０倍后透析除去其
中的盐分和色素，作为待测样品。

１．３　酶活性和蛋白含量的测定
　　酶活性测定用 ＤＮＳ（３，５二硝基水杨酸）比色
法［１０］。１ｍｌ磷酸缓冲液（０．２ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ４．５），０．５ｍｌ待
测样品，０．５ｍｌ胶体几丁质，混匀，３７℃恒温水浴 １ｈ。

加入ＤＮＳ试剂１．０ｍｌ，混匀后沸水浴１０ｍｉｎ，冷却至室
温，离心后取上清液在波长５３０ｎｍ下测吸光度，重复三
次，取平均值。以 １００℃高温灭活处理一个酶活力
１５ｍｉｎ的待测样品为对照。酶活单位定义：每小时水解
几丁质产生１μｍｏｌ还原糖所需的酶蛋白量。
　　蛋白质含量测定用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ法［１１］，以牛血清蛋白
为标准蛋白测定。

１．４　电泳方法
　　采用垂直平板聚丙烯酰胺凝胶电泳［１２］。
１．４．１　活性凝胶电泳　分离胶浓度为１２％，浓缩胶浓
度为４％ 。上样量为２５μｌ。前沿指示剂为０．５％的溴
酚蓝，以ｐＨ８．８的 ＴｒｉｓＧｌｙ为电极缓冲液。浓缩胶电
泳电压为６０Ｖ，分离胶电泳电压为８０Ｖ，电泳在４℃下进
行，当指示前沿距底部０．５ｃｍ时停止。电泳结束后用

磷酸缓冲液（５０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ６．０）浸泡５ｍｉｎ。
１．４．２　变性凝胶电泳　上样缓冲液中加入４％ＳＤＳ，电
泳缓冲液中加入０．１％的ＳＤＳ，电泳完毕后将胶置于含
１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００的磷酸缓冲液中振荡３ｈ，然后用蒸馏
水浸泡５ｍｉｎ。其余处理同活性凝胶电泳。
１．４．３　原位显色凝胶电泳　在分离胶中加入０．５％混
有０．００１％荧光增白剂 ＣａｌｃｏｆｌｕｏｒｗｈｉｔｅＭ２Ｒ的胶体几
丁质，加样后进行电泳，具体的电泳方法同１．４．１。
１．５　显色方法

　　利用几丁质酶对底物水解后的颜色反应显示凝胶
中的几丁质酶条带。显色平板分为以下两种：一种为

０．５％胶体几丁质，１．５％琼脂粉，０．００１％的荧光增白剂
（ＣａｌｃｏｆｌｕｏｒｗｈｉｔｅＭ２Ｒ）；另一种为０．５％胶体几丁质，
１．５％琼脂粉。这两种平板用于活性凝胶电泳和变性
凝胶电泳的酶活检测。

　　变性凝胶电泳中的凝胶用１％的 ｔｒｉｔｏｎＸ１００浸泡
３ｈ，除去其中的ＳＤＳ，平整放在两种显色平板上；活性电
泳胶直接放在两种显色平板上；３７℃培养７ｈ。为了让

酶尽快渗透到平板上，在电泳胶片上覆盖约１ｍｍ磷酸
缓冲液。３７℃培养完毕后，含有荧光增白剂的平板放

到紫外灯下显示黑色条带，不含荧光增白剂的平板直

接在可见光下观察透明带。

　　对于原位显色电泳，则在电泳结束后直接将电泳

胶浸泡在５ｍｍ磷酸缓冲液中，３７℃培养７ｈ，于紫外光

下观察染色谱带［１３］。

１．６　几丁质酶分子量的确定

　　将活性凝胶电泳中有活性的蛋白谱带切下，用磷

酸缓冲液洗涤３次，再用蒸馏水洗涤３次，然后用吸管

将胶条表面上的蒸馏水除尽并捣碎，加入液氮研磨后

溶解于适量的磷酸缓冲液中。１００００×ｇ离心，上清即

为几丁质酶液。为获得足够量的几丁质酶，上述步骤

可以重复几次。将得到的酶液经冷冻干燥浓缩后，进

行变性聚丙烯酰胺凝胶电泳，考马斯亮蓝染色确定几

丁质酶的分子量。

２　结果分析

２．１　电泳样品酶活性测定

　　绿色木霉 ＬＴＲ２中几丁质酶产量较低，直接利用

没有浓缩的酶液进行电泳，无论用何种电泳和检测方

法都不能观察到几丁质酶条带，因此利用冷冻干燥和

聚乙二醇浓缩粗酶液。利用ＤＮＳ比色法和 Ｂｒａｄｆｏｒｄ法

测得粗酶液和不同倍数浓缩液的几丁质酶活力及蛋白

含量（表１）。
表１　绿色木霉ＬＴＲ２粗酶及浓缩液酶活力和蛋白含量

Ｔａｂｌｅ１　Ｃｒｕｄｅｅｎｚｙｍｅｓａｃｔｉｖｉｔｉｅｓａｎｄｐｒｏｔｅｉｎ

ｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆＴ．ｖｉｒｉｄｅＬＴＲ２

样品 酶活力（Ｕ／ｍｌ） 蛋白含量（ｍｇ／ｍｌ）

粗酶液 ４．７２ ０．１４９
５倍浓缩液 ２３．５ ０．７４２
１０倍浓缩液 ４１．２７ １．３９７
２０倍浓缩液 ８２．７４ ２．７０４

２．２　活性凝胶电泳

　　活性凝胶电泳结束后，采用两种显色方法。一是

将凝胶直接平铺到含荧光增白剂的几丁质染色平板

上，５倍浓缩的粗酶液经电泳分离后在含荧光增白剂的

平板上显色情况如图１所示，可见两条清晰的活性条

带，根据分子量大小分别命名为 ＣＨＩ６５和 ＣＨＩ４２；将同

样处理的聚丙烯酰胺凝胶胶片平铺到不含荧光增白剂

的几丁质?琼脂平板上，则检测不到几丁质酶活性，但将

粗酶液进一步浓缩到２０倍，则在几丁质平板上显出明

显的条带（图２）。这说明含有荧光增白剂的显色平板

灵敏度明显高，其检测灵敏度可达０．４７Ｕ。

２６
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２．３　变性凝胶电泳

　　５倍浓缩的粗酶液经变性聚丙烯酰胺凝胶电泳并

复性后，在含有荧光增白剂的平板上没有检测到清晰

条带；１０倍浓缩液和２０倍浓缩液电泳并复性后只显示

ＣＨＩ６５一条活性谱带（图３），说明变性凝胶电泳的灵敏

度不如活性电泳凝胶高，检测到的酶种类减少，不适合

于同工酶谱的检测。

图１　ＬＴＲ２粗酶５倍浓缩液经活性凝胶电泳后在含

ｃａｌｃｏｆｌｕｏｒｗｈｉｔｅＭ２Ｒ的几丁质平板染色图谱

Ｆｉｇ．１　Ｃｈｉｔｉｎａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃａｌｌｙ

ｒｅｓｏｌｖｅｄｎａｔｉｖｅｐｒｏｔｅｉｎａｆｔｅｒｃｈｉｔｉｎｇｒｏｗｎｃｕｌｔｕｒｅ５

ｔｉｍｅｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄｏｆＴ．ｖｉｒｉｄｅＬＴＲ２ｂｙｓｏｌｉｄｐｌａｔｅ

ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｃｈｉｔｉｎａｎｄｃａｌｃｏｆｌｕｏｒｗｈｉｔｅＭ２Ｒ

图２　ＬＴＲ２粗酶２０倍浓缩液活性凝胶电泳

后在几丁质平板染色图谱

Ｆｉｇ．２　Ｃｈｉｔｉｎａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃａｌｌｙ

ｒｅｓｏｌｖｅｄｎａｔｉｖｅｐｒｏｔｅｉｎａｆｔｅｒｃｈｉｔｉｎｇｒｏｗｎｃｕｌｔｕｒｅ２０

ｔｉｍｅｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄｏｆＴ．ｖｉｒｉｄｅＬＴＲ２ｂｙｓｏｌｉｄｐｌａｔｅ

ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｃｈｉｔｉｎ

２．４　原位显色电泳

　　５倍和１０倍浓缩的粗酶液经原位水解电泳后在含

有荧光增白剂的平板上基本检测不到活性条带。２０倍

浓缩液电泳后显色结果如图４。几丁质酶电泳谱带呈

弥散形，并且条带不清晰。这表明，原位显色电泳可以

保持同工酶的活性，但是需要较大的酶量。

程大也

图３　ＬＴＲ２粗酶１０倍浓缩液变性凝胶电泳复性后

在含ｃａｌｃｏｆｌｕｏｒｗｈｉｔｅＭ２Ｒ的几丁质

平板染色图谱

Ｆｉｇ．３　Ｃｈｉｔｉｎａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｒｅｎａｔｕｒｅｄｐｒｏｔｅｉｎ

ｏｆｄｅｎａｔｕｒｅｄｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃａｌｌｙｒｅｓｏｌｖｅｄｐｒｏｔｅｉｎａｆｔｅｒ

ｃｈｉｔｉｎｇｒｏｗｎｃｕｌｔｕｒｅ１０ｔｉｍｅｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄｏｆＴ．ｖｉｒｉｄｅ

ＬＴＲ２ｂｙｓｏｌｉｄｐｌａｔｅｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｃｈｉｔｉｎａｎｄｃａｌｃｏｆｌｕｏｒ

ｗｈｉｔｅＭ２Ｒ

图４　ＬＴＲ２粗酶２０倍浓缩液经原位电泳后在含

ＣａｌｃｏｆｌｕｏｒｗｈｉｔｅＭ２Ｒ的几丁质平板染色图谱

Ｆｉｇ．４　Ｃｈｉｔｉｎａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｒｅｎａｔｕｒｅｄｐｒｏｔｅｉｎｏｆ

ｉｎｓｉｔｕｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃａｌｌｙｒｅｓｏｌｖｅｄｐｒｏｔｅｉｎａｆｔｅｒｃｈｉｔｉｎ

ｇｒｏｗｎｃｕｌｔｕｒｅ２０ｔｉｍｅｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄｏｆＴ．ｖｉｒｉｄｅＬＴＲ２

ｂｙｓｏｌｉｄｐｌａｔｅｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｃｈｉｔｉｎａｎｄｃａｌｃｏｆｌｕｏｒｗｈｉｔｅＭ２Ｒ

２．５　分子量的确定

　　切胶纯化后的几丁质酶经变性聚丙烯酰胺凝胶电

泳分别呈现一条单一的谱带，结果如图５，两种几丁质

酶的分子量分别是 ６５ｋＤａ和４２ｋＤａ。分子量为４２ｋＤａ

的几丁质酶在木霉中普遍存在，许多文献报道了对该

种酶的分离纯化［３，１４］。而对于分子量为６５ｋＤａ的几丁

质酶在木霉中未见报道，可能为一种新的几丁质酶。

３　讨　论

　　在几丁质酶活性研究中应用最多的是变性凝胶电

泳。但是该方法有一些不足之处。首先，变性凝胶电

泳结束后要进行复性才能进行酶活性检测，复性过程

中酶的活性有损失，这将导致一些含量低的几丁质酶
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图５　几丁质酶活性谱带回收后变性凝胶电泳图谱
１：ＣＨＩ４２；２：ＣＨＩ６５；３：中分子量蛋白ｍａｒｋｅｒ

Ｆｉｇ．５　ＣｈｉｔｉｎａｓｅｉｓｏｚｙｍｅｓｏｎＳＤＳＰＡＧＥｇｅｌ

同工酶检测不到，降低了电泳检测的灵敏度；其次，一

些酶在变性电泳后不能复性，例如ＣＨＩＴ７３在复性后就

检测不到活性［７］。本研究中绿色木霉ＬＴＲ２的 ＣＨＩ４２

在复性后也没有检测到活性。

　　Ｔｒｕｄｅｌ等［１５］曾经报道利用原位水解方法进行几丁

质酶检测，但是这种水解方法需要一种昂贵的乙二醇

几丁质来代替胶体几丁质作为反应底物，并且由于在

电泳胶中加入的乙二醇几丁质能部分结合几丁质酶，

影响了几丁质酶的电泳速率，从而使几丁质酶电泳谱

带呈弥散形，很难形成明显的单一电泳谱带［８］。在本

实验过程中，由于在凝胶中加入了不溶性胶体几丁质，

它不仅部分结合了几丁质酶，还形成分子排阻现象，对

几丁质酶的电泳的速率影响更大，导致在凝胶上看不

到清晰的电泳图谱。但是在酶量足够大的情况下，该

方法能够用来检测同工酶的种类，只是同活性电泳相

比灵敏性较差。

　　活性凝胶电泳在几丁质酶检测过程中应用较少，

但是该电泳不需要变性复性这一过程，电泳后可直接

将凝胶平铺到平板上显色，减少了丢失酶的可能性。

本实验也证实了这一点。在染色方法相同的情况下，

活性凝胶电泳的检测灵敏度是变性凝胶电泳的近 ２

倍，是原位凝胶电泳的４倍，并且显色清晰。因此活性
凝胶电泳适合于分离不同分子量的同工酶。

　　荧光增白剂ＣａｌｃｏｆｌｕｏｒｗｈｉｔｅＭ２Ｒ能和胶体几丁质

结合在紫外灯下显示蓝色背景，当几丁质被分解后失

去荧光显黑色条带［１６］。由于 ＣａｌｃｏｆｌｕｏｒｗｈｉｔｅＭ２Ｒ的

分辨率非常高，所以广泛应用于荧光显微技术中。据

报道利用荧光增白剂进行几丁质酶活性显色的灵敏度

可以达到０．５Ｕ左右［１３］。从本实验结果来看，显色灵

敏度为０．４７Ｕ，与文献报道数据相近，但是在总酶活相

近的情况下利用荧光增白剂显色能够检测到两条活性

带，所以该方法适合于同工酶的检测。

　　综上所述，活性聚丙烯酰胺凝胶电泳和 Ｃａｌｃｏｆｌｕｏｒ

ｗｈｉｔｅＭ２Ｒ显色相结合的方法，在检测木霉几丁质酶同

工酶时具有良好的分辨率和灵敏度。采用此种方法，

在绿色木霉ＬＴＲ２发酵产物中分离得到了两种几丁质

酶同工酶，分子量分别为６５ｋＤａ和４２ｋＤａ。该方法简

便、快捷、灵敏性高，是检测木霉几丁质酶同工酶的有

效方法。
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