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玉米细菌性枯萎病菌 EGase内切葡聚糖酶蛋白 

纯化研究初探 

厉  艳*, 邵秀玲, 张京宣, 王英超, 封立平, 王  简 

(山东出入境检验检疫局检验检疫技术中心, 青岛  266002) 

摘  要: 目的  研究玉米细菌性枯萎病菌 EGase 内切葡聚糖酶蛋白纯化的方法。方法  以玉米细菌性枯萎病

菌(Pantoea stewartii subsp. stewartii)菌株为材料, 分离纯化其内切葡聚糖酶 Egase。制备 EGase浓缩液, 浓缩液

经 SephradexTM G-75凝胶过滤层析和 DEAE-Sephorose Fast Flow阴离子交换柱层析等提纯步骤, 获得了凝胶电

泳均一的内切葡聚糖酶。结果  经变性聚丙烯酰胺凝胶电泳检测为一条电泳带, 纯化后的 EGase 是单体蛋白, 

分子量约为 72.3 kDa。Egase酶反应的最适温度是 60 ℃, 最适 pH为 5.0。结论  本研究从玉米细菌性枯萎病

菌中分离得到了一种新的内切葡聚合糖酶, 对其部分性质进行了表述, 为后续EGase基因的克隆及表达研究提

供了研究基础。 
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Primary studies of endoglucanase purified from Pantoea stewartii 
subsp. stewartii 

LI Yan*, SHAO Xiu-Ling, ZHANG Jing-Xuan, WANG Ying-Chao, FENG Li-Ping, WANG Jian 

(Technical Center of Shandong Entry-Exit Inspection and Quarantine Bureau, Qingdao 266002, China) 

ABSTRACT: Objective  To investigate the purification method of endoglucanase (EGase) from Pantoea stewartii 

subsp. stewartii. Methods  With the material of Pantoea stewartii subsp. stewartii. strain, EGase fermented liquid 

was prepared, and then eluted using SephadexTM G-75 and on DEAE-Sepharose Fast Flow anion exchange. 

SDS-PAGE was used to determine the EGase activity after purification. Results  Endoglucanase was purified from 

Pantoea stewartii subsp. stewartii. It was monomer protein and its molecular size was 72.3 kDa. The optimum 

reaction temperature of endoglucanase was 60 ℃ and the optimum pH was 5.0. Conclusion  Endoglucanase was 

purified firstly from Pantoea stewartii subsp. stewartii and its properties were described. This study will provide an 

important base for cloning and expression of endoglucanase gene research. 
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1  引  言 

玉米细菌性枯萎病(bacterial wilt of corn or Stewart’s 

wilt)是玉米的一种重要病害, 一旦感染, 会给玉米生产带

来毁灭性打击。其病原是一种革兰氏阴性细菌—玉米细菌

性枯萎病菌(Pantoea stewartii subsp. stewartii), 该细菌被

我国列为禁止入境的检疫性有害生物[1,2]。目前, 玉米细菌

性枯萎病菌的检测方法主要有分离培养检测、酶联免疫检

测、分子生物学检测等。分离培养检测和酶联免疫检测虽

然不需贵重的检测仪器, 但操作繁琐、耗时较长; 分子生

物学检测方法灵敏度较高, 但需要贵重的仪器, 只能作为

专业技术人员在实验室使用的标准方法, 这些方法均难以

实现现场检测[3], 发展操作更加简单的快速检测方法将适

于该病菌的现场快速筛查。 

玉米细菌性枯萎病菌宿主细胞壁降解酶(CWDE)是包

括 Xylella fastidiosa, Ralstoniaso lanacearum, Xanthomonas 

campestris 等许多植物病原菌的重要的毒力因子[3-8]。宿主

细胞壁降解酶可以分解植物细胞壁中的果胶、纤维素、半

纤维素和蛋白质成分, 增强微生物加速在微管组织里的运

动能力。通过对玉米细菌性枯萎病菌的基因组进行分析, 

发现其含有几个能够编码 CWDE 降解酶的开放阅读框[4], 

其中内切葡聚糖酶(EGase)在玉米细菌性枯萎病菌的毒力

及吸附上起着重要的作用。进一步研究发现, 玉米细菌性

枯萎病菌的 EGase属于糖苷水解酶家族 8[5-11], 是一种O型

糖基水解酶, 能够水解两个碳水化合物或一个碳水化合物

与另外一个非碳水化合物之间的糖苷键成分。人们普遍认

同, 由玉米细菌性枯萎病菌的 EGase 基因编码的胞壁降解

酶首先通过消化宿主木质的基膜来帮助其吸附到宿主中, 

然后通过消化宿主中木质部分的丰富碳源等营养物质来提

高自身的运动能力, 因此内切葡聚糖酶 EGase 对于玉米细

菌性枯萎病菌的毒力是十分重要的[11,12]。本研究分离纯化

玉米细菌性枯萎病菌中的内切葡聚糖酶 EGase, 并对其氨

基酸序列进行初步研究。 

2  材料与方法 

2.1  供试材料 

菌株: 玉米细菌性枯萎病菌, 购于美国典型微生物菌

种保藏中心(American Type Culture Collection, ATCC 8199)。 

主要试剂: 葡聚糖凝胶(SephradexTM G-75凝胶, 瑞典

Amersham公司); 凝胶缓冲液(30 mmol/L磷酸缓冲液, pH 

7.0); DEAE-Sepharose Fast flow 阴离子交换凝胶 (瑞典

Amersham公司); DEAE Sepharose Fast Flow 阴离子柱缓

冲液(20 mmol/L磷酸盐缓冲液, pH6.5)。 

主要仪器设备 : 蛋白质纯化系统 (瑞典 ÄKTATM 

prime with HitrapTM, Amersham); 超滤管(美国 Millipore

公司); 凝胶成像系统(英国 GENE:BOX HR)。 

2.2  方  法 

2.2.1  培养基制备 

营养肉汤酵母膏(NBY)培养基: 牛肉汁 8.0 g, 酵母膏

2.0 g, 磷酸氢钾 2.0 g, 磷酸二氢钾 0.5 g, 葡萄糖 2.5 g, 琼

脂 15 g, 水 1 L, 灭菌后加 1 mL过滤灭菌的 1 mol/L硫酸镁

(7结晶水)溶液。 

2.2.2  EGaseno 浓缩液的制备 

玉米细菌性枯萎病菌在NBY平板上划线, 28 ℃培养48 

h后, 挑取单菌落接入 NBY液体培养基中, 培养过夜, 制成

OD600 nm为 2.0种子液。吸取 1 mL接到 200 mL NBY培养基

中,  25 ℃、170 r/min培养 48 h后 4 ℃、8000 r/min条件下

离心 5 min,  0.1 mol/L磷酸缓冲液(pH 7.6)洗 2次, 15 mL 

0.1mol/L磷酸缓冲液(pH 7.0)重悬, 超声波破碎细胞, 12000 

g 离心 10 min, 收集上清, 即为制备的 EGase浓缩液。 

2.2.3  分离纯化[14] 

2.2.3.1  SephradexTM G-75凝胶过滤层析 

12g SephradexTM G-75凝胶, 10倍体积稀释, 100 ℃

水浴 2 h, 冷却, 凝胶缓冲液洗涤数次装柱, 与蛋白质纯化

系统相连。装好的层析柱在上样前, 用洗脱缓冲液在柱压

0.2 Mpa、流速 0.5 mL/min 下平衡冲洗, 待纯化系统中蛋

白吸收值稳定后加入浓缩样品。3 mL粗酶液在柱内壁转动

加样, 用洗脱缓冲液加满层析柱, 在柱压小于 0.1 Mpa、流

速 0.5 mL/min 条件下洗脱, 蛋白质纯化系统在 280 nm下

测定流出层析柱样品的吸收值, 洗脱之初吸收值设为 0, 

吸收值增加时, 收集样品, 每管收集 3.0 mL, 测定每个收

集管中 EGase活力和总蛋白含量。 

2.2.3.2  DEAE-Sephorose Fast Flow阴离子交换层析 

将凝胶层析柱收集到的有 EGase 活性的样品收集于

透析袋内, 放入阴离子柱缓冲液中 4 ℃下透析过夜。阴离

子交换凝胶 60 mL, 阴离子柱缓冲液浸泡洗涤后装柱, 层

析柱与蛋白质纯化系统相连。透析后样品全部上样至阴离

子交换层析柱中, 在柱压小于 0.3 Mpa、流速 1 mL/min下

阴离子柱缓冲液冲洗 1.5 h, 相同条件下 1 mol/L NaCl 离

子交换缓冲液梯度洗脱, 每管收集 3.0 mL, 测定每个收集

管中 EGase活力和总蛋白含量。 

2.2.3.3  超滤浓缩收集液 

经阴离子交换层析柱收集到的有 EGase 的样品用

3000 Da离心超滤离心管, 4 ℃、14000 r/min 离心浓缩至

200 µL。 

2.2.4  酶学性质分析 

2.2.4.1  分子量和纯度测定 

采用 SDS-PAGE垂直板电泳法[15]。制备凝胶板, 其中

浓缩胶浓度为 4%, 分离胶浓度 12%, 进行 SDS-PAGE电泳, 

电泳使用蛋白 Marker 包括以下蛋白: 肌球蛋白(myosin, 

200 kDa)、β-半乳糖苷酶(β-galactosidase, 116 kDa)、磷酸化

酶(phosphorylase B, 97.2 kDa)、血清白蛋白(serum albumin, 
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66.4 kDa)、卵清蛋白(ovalbumin, 44.287 kDa)、碳酸酐酶

(carbonic anhydrase(29 kDa)。取下凝胶后, 进行考马斯亮蓝

染色 5 h, 脱色液脱色 5 h。凝胶成像系统对电泳结果进行

拍照和分析。 

2.2.4.2  温度和 PH对酶活的影响 

取纯化的 EGase酶液, 分别在不同的温度(20、30、40、

50、60、70、80、90 ℃)下[16]测定 EGase 活力, 以最高活

力为 100%, 计算不同温度条件下 EGase 活性。在不同

pH(3.0、4.0、5.0、6.0、7.0、8.0、9.0、10.0)条件下, 测定

EGase 活性, 以最高活性为 100%, 计算不同 PH 条件下酶

活力。 

3  结果与讨论 

3.1  SephradexTM G-75 凝胶柱层析 

从玉米细菌性枯萎病菌培养液中制备的 EGase 浓缩

液加入到SephradexTM G-75凝胶柱层析后, EGase浓缩液进

行了部分纯化。测定每个收集管中的 EGase活力和总蛋白

含量。酶活性检测表明, 只有在第 1 个蛋白质峰位置收集

的洗脱液具有水解葡聚糖的活力, 在其他 3 个蛋白质峰的

位置没有检测到酶活性, 洗脱结果如图 1 所示。因此收集

所有检测到 EGase 活性的洗脱液进行合并, 超滤浓缩后进

行下一步纯化, 同时分析可知, 经过 SephradexTM G-75 凝

胶柱纯化可以去除大量杂蛋白, 样品中的目的蛋白质纯度

已有较大程度的提高。 

 

 
 

图 1  EGase液流经分子筛 Sephadex TM G75层析图 

Fig. 1  Elution profile of EGase from Pantoea stewartii on 
SephadexTMG-75 

 

3.2  DEAE-Sephorose Fast Flow 阴离子交换层析柱

纯化 

经过 SephradexTM G-75柱部分纯化浓缩后的有 EGase

活性的样品收集并透析后, 经 DEAE-Sephorose Fast Flow

阴离子交换层析柱进一步纯化, 经 1 mol/L 氯化钠溶液梯

度洗脱, 结果如图 2所示。 

图 2 表明, 洗脱曲线中有 3 个蛋白吸收峰出现, 其中

只有第 3个蛋白质峰位置收集的洗脱液有较高的 EGase活

性。从洗脱曲线可以看出, 用起始缓冲液洗脱时, 得到蛋白

峰而没有检测到酶活, 说明洗脱出的是杂蛋白, EGase全部

被吸附到离子交换剂上。 

 

 
 

图 2  产 EGase经 DEAE Sepharose Fast Flow阴离子凝胶柱层析图 

Fig. 2  Elution profile of EGase on DEAE Sepharose Fast Flow 
anion exchange 

 

3.3  纯化后EGase不连续 SDS-PAGE分析和分子量

测定 

将纯化后的 EGase 样品在不连续 SDS-PAGE 凝胶中

电泳, 测定 EGase内切葡聚糖酶蛋白的纯度和分子量大小, 

结果如图 3所示。 

 
 

 
 

图 3  纯化的 EGase SDS-PAGE分析(M: Marker;  

1: 纯化的 EGase样品) 

Fig. 3  SDS-PAGE analysis of the fractions showing EGase activity 
obtained during the purification (M: Marker;  

1: purified EGase sample) 
 

分析结果可知, EGase发酵液经 SephradexTM G-75凝

胶层析和 DEAE-Sephorose Fast Flow阴离子交换柱层析之

后的样品纯度已经很高, 为单一的 EGase。在变性聚丙烯

酰胺凝胶电泳图上表现为单一电泳带(根据已知分子量的
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标准蛋白质 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳图谱, 推测出玉米

细菌性枯萎病菌所产 EGase分子量为 72.3 kDa), 说明纯化

后的 EGase是单体蛋白。 

3.4  温度和 pH 对酶活力的影响 

在不同温度条件下测定 EGase 酶的活力, 结果如图 4

所示, 分析可知, 玉米细菌性枯萎病菌 EGase 内切葡聚糖

酶在 40~70 ℃之间活性较高, 最适反应温度在 60 ℃左右。

分析图 5结果可知, 该酶的最适 pH 为 5, 随着 PH的升高

酶活力逐渐下降。 

 

 
 

图 4  温度的影响 

Fig. 4  Effect of temperature 
 

 
 

图 5  PH的影响 

Fig. 5  Effect of PH 
 

3.5  N 端与 C 端测序 

将纯化得到的 EGase 送上海生工分别进行 N 端与 C

端测序 , 得到序列如下 : N 端 : MKNKKI,  C 端 : 

LGQINSF。为进一步研究该酶基因的测序与克隆打下分子

基础。 

4  结论与讨论 

本研究从玉米细菌性枯萎病菌中分离得到了一种新

的内切葡聚合糖酶, 对其部分性质进行了表述, 并测定了

其 N端与 C端氨基酸序列, 为后续 EGase基因的克隆及表

达研究提供了研究基础。通过克隆得到玉米细菌性枯萎病

菌细胞壁降解酶基因及其编码的氨基酸序列, 对明确该病

的病理生理学特征及致病机制提供了重要理论依据, 将该

基因序列克隆到大肠埃希菌中表达, 表达的蛋白则可以快

速地用于制备特异性单克隆抗体, 作为口岸检疫过程中快

速检测玉米细菌性枯萎病菌的一种高效手段, 同时也为玉

米细菌性枯萎病菌的病理学深入研究奠定新的基础。有关

该酶基因的克隆、分析, 以及选择合适的载体及表达宿主

实现 EGase 基因的高效表达, 将在后续工作中进行系统和

深入的研究。 
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