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N - 乙 酰 - β - D - 氨 基 葡 萄 糖 苷 酶（N - a c e t y l - β - D -
glucosaminidase，NAGase，EC 3.3.1.52）广泛分布在动物、植

物、昆虫和微生物中[1~4]，为细胞内溶酶体水解酶，主要水解

糖蛋白、几丁质和多糖等分子内的糖苷键 . 兔子精浆 [5]和人

精子 [6]有很高的NAGase活性. 有研究发现，依据母水牛发情

末期唾液中NAGase的活性变化来确定排卵时间、进行人工

授精，可显著提高产犊率 [7]. NAGase可以帮助精子穿越透明

带[8]. 当用 NAGase处理小鼠卵子，卵子失去与精子的结合能

力[9]，表明精子中的NAGase有可能在受精后，水解卵子表面

参与精卵结合的糖蛋白链，从而阻止多精受精. 可见，动物体

内的 NAGase与其繁殖机能有一定的相关性. 但是，NAGase
在高等动物精卵识别中的作用机理还不清楚，而NAGase的

分离纯化是进行相关研究的基础. 

本试 验 以 猪 精 液 为 材 料，在 分离 纯 化 得 到 猪 精 液 碱
性  NAGase [10]的基 础 上，应 用现代 生物化 学 技 术纯化 酸
性 NAGase，研 究 其 理 化性 质，为进 一步 探 讨 猪 精液中的
NAGase在猪体内的生理功能以及酶活性与精液品质、繁殖
机能之间的关系奠定基础. 

1  材料与方法
1.1  材 料

猪 精液 系通 过 人 工 采 精方 法从福 建 厦门大 旺种猪场

的杜洛克健康猪只采集获得. 对硝基苯-N-乙酰-β-D-氨基葡

萄糖 苷（pNP-NAG）为上海医药工业研究院生化室产品；

标准对硝基酚（pNP）为 England 产品；Sephadex G-100 和 
DEAE-32 系Amersham和Whatman产品；SDS-聚丙烯酰胺凝

胶平板电泳的标准蛋白采用 Amersham 次高分子量 Marker；
牛血清蛋白为上海楷洋生物技术有限公司产品. 
1.2  方 法
1.2.1  NAGase活力测定    酶活力的测定参照文献[10]的方法. 
酶活力单位（U）定义：在37 ℃条件下，每L溶液中每min催化

水解pNP-NAG产生1 μmol pNP所需的酶量. 比活力定义为每
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mg酶蛋白所具有的酶活力单位数. 
1.2.2  蛋白浓度测定    采用Folin-酚试剂法 [11]测定蛋白浓度. 
1.2.3  酶的分离纯化    取在-20 ℃冷冻保存的精液，经多次

反复冻融破碎精子细胞，以纱网滤掉精液里的胶状物，按1 : 
1的比例加入 4 ℃预冷的0.01 mol L-1 Tris-HCl 缓冲液（pH 7.5，

内含0.2 mol L-1 NaCl）抽提过夜，4 ℃10 000 g 离心 30 min，

取上清液，采用硫酸铵分级分离，收集35%~75%饱和度的沉

淀蛋白，经溶解透析后得到粗酶制剂. 粗酶通过 DEAE-32 阴
离子交换柱层析纯化，采用 0~1.5 mol L-1 NaCl 线性梯度的 

0.01 mol  L-1Tris-HCl 缓冲液洗脱，收集酶活性部分. 柱规格为

3.0 cm × 20 cm，流速为10 mL h-1，自动部分收集，每25 min收

集一管，每管 4 mL. 从 DEAE-32阴离子交换柱层析的洗脱管

收集的酶液通过Sephadex G-100分子筛凝胶过滤柱层析纯

化，采用0.01 mol L-1 Tris-HCl缓冲液（pH 7.5，内含 0.2 mol L-1 
NaCl）洗脱，收集酶液备用. 柱规格为2.6 cm × 60 cm，流速为

10 mL h-1，自动部分收集，每25 min收集一管，每管4 mL. 
1.2.4  纯度鉴定    采用聚丙烯酰胺凝胶电泳法. 聚丙烯酰胺

凝胶电泳的分离胶为7.5%，浓缩胶浓度为10%. 采用考马斯亮

蓝染色法. 
1.2.5  酶分子亚基分子量的测定    酶分子的亚基数及亚基

分子量测定采用SDS-聚丙烯酰胺凝胶垂直板电泳法（SDS-
PAGE）. 分离胶浓度为10%，浓缩胶浓度为 10%. 采用考马斯

亮蓝染色法. 
1.2.6  酶分子的等电点测定    采用聚丙烯酰胺等电聚焦圆盘

电泳法（电泳管规格为5×100 mm）[11]. 两性电解质的pH梯度

为3.0~9.5. 
1.2.7  pH 对酶活力的影响和酶的酸碱稳定性    按文献[10]的
方法进行. 

1.2.8  温度对酶活力的影响和酶的热稳定性     按文献[10]的
方法进行.  
1.2.9  酶催化pNP-NAG水解的动力学参数测定    在 37 ℃、

pH 5.6 的测活体系中，改变底物（pNP-NAG）浓度[S]，测定酶

促反应的初速 度（V0），以V0对[S]作图为典型的米氏双曲线

关系，以V0
-1对[S]-1作图，从直线的截距求得NAGase催化底物

水解的米氏常数Km 和最大速度Vm . 
1.2.10  酶催化底物pNP-NAG水解反应的活化能测定    按文

献[10]的方法进行. 温度设定为37、40、45、50 和 55 ℃. 

2  结 果
2.1  NAGase的分离纯化及纯度鉴定

猪精液酸性 NAGase 的纯化图谱见图1. DEAE-32离子交

换柱层析图谱中有2个蛋白峰和2个酶活力峰，分别出现在淋

洗管和洗脱管（图1-A）. 可见猪精液中的 NAGase 有两种同

工酶. 洗脱管的酶液经 Sephadex  G-100分子筛柱层析纯化得

到6个蛋白峰和1个酶活力峰（图1-B）. 纯化过程的各步参数

见表1. 所得到的酶制剂经聚丙烯酰胺凝胶电泳只出现一条

电泳带（图2）. 说明该酶制剂已达电泳纯. 
2.2  酶的亚基分子量

纯酶经SDS-PAGE 垂直板状电泳呈现二条蛋白带（图
3-A），根据标准蛋白（分子量分别为200×103、130×103、97×
103、66×103和43×103）的电泳迁移率（图3-B）以及NAGase样

品的迁移率，可求得猪精液酸性NAGase各亚基分子量分别

为129.13 ×103和62.24×103.
2.3  酶的等电点

猪精液酸性NAGase经聚丙烯酰胺凝胶等电聚焦电泳，

测定标准胶条从阳极至阴极的pH梯度，测定结果见图4. 根据

测定胶上的酶蛋白位置，测定酶蛋白相距阳级的距离，换算

图1  酸性NAGase的DEAE-32图谱（A）和 G-100图谱（B）
Fig. 1  Purifi cation chromatography of the acidic NAGase on DEAE-32 (A) and Sephadex G-100  (B)                                                                                  

－•－酶活力；--o---  蛋白浓度  －•－Enzyme activity; --o--- Protein content

表1  猪精液酸性NAGase分离纯化各步参数

Table 1   Purifi cation parameters of the acidic NAGase from pig semen

纯化步骤
Purifi cation

总蛋白 量
Total protein (m/mg)

总活力
Total activity (Λ/U)

比活力
Specifi c activity (λ/U mg-1)

纯化倍数
Purifi cation

回收率
Recovery (r/%)

抽提离心液
Crude preparation 5852.00 374990.91      64.08     1.00 100%

35%~75%硫酸铵沉淀
35%~75% (NH4)2SO4 precipitation 3638.52 273668.18       75.21       1.17 72.98%

DEAE-32 37.96 21513.48 566.74 8.84 5.74%
G-100    7.17 12714.26 1773.25 27.64 3.39%
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成标准胶条上的相应位置，从标准胶pH梯度曲线可以求得

猪精液酸性NAGase酶分子的等电点pI 为5.10. 
2.4  酶的最适pH值与酸碱稳定性

在不同pH值（3.0~8.9）条件下测定酶活力，作pH–酶活
力曲线（图5a）. 结果表明，猪精液酸性NAGase的最适pH为
5.50. 

将一定的酶液分别放在不同pH值缓冲液中（pH 3.0~12.6
），4 ℃放置24 h后，测定酶剩余活力，结果表明该酶在pH 
3.60~9.20范围内较稳定（图5b）. 
2.5  酶的最适温度和温度稳定性

在不同温度下测定酶活力，作温度–酶活力曲线（图6a）
，测得酶最适温度为60 ℃. 

将一定的酶液分别放在不同温度下热处理30 min后，测

定酶剩余活力，结果表明酶的温度稳定性较好，在10~55 ℃

范围内酶活基本保持不变，高于55 ℃酶活力迅速下降，70 ℃

完全失活（图6b）.
2.6 酶催化底物pNP-NAG 水解反应的动力学参数

测定
在pH 5.50的0.2 mol L-1磷酸缓冲液的测活体系中，改变

底物浓度，37 ℃下测定猪精液酸性NAGase催化pNP-NAG水

解反应的初速度. 以酶促反应初速度对底物浓度作图，从图7
中内插图观察到在底物浓度小于0.7 mmol L-1时，反应速度随

底物的增加而迅速升高并达到最大值；当底物浓超过于0.7 
mmol L-1后，反应速度不再升高，反而开始下降，可见底物达

到一定浓度后，底物对酶的催化水解反应表现出抑制作用.  

图 2  NAGase的PAGE电泳图谱
Fig. 2   PAGE of the purifi ed acidic β-N-acetyl-D-glucosaminidase

图 3  酸性NAGase的电泳图谱
Fig. 3   SDS-PAGE and PAGE of the purifi ed acidic β-N-acetyl-D-

glucosaminidase
A：样品；B：标准蛋白  A: Sample; B Standard protein

图4  猪精液酸性NAGase等电点的测定
Fig. 4  Measurement of isoelectric point of the enzyme by isoelectric focusing 

electrophoresis
(●)  标准胶条上每隔 0.5 cm 的 pH 测定值 pH at 0.5 cm interval；(○) NAGase

图 5  pH对酸性NAGase的影响（a）和酸性NAGase的pH稳定性（b）
Fig. 5   Effect of pH on enzyme activity (a) and the pH stability (b)

图 6  温度对酸性NAGase活力的影响（a）和酸性NAGase的温度稳定性（b）
                 Fig. 6  Effect of temperature on enzyme activity (a) and the 

temperature stability (b)

图7   酸性NAGase催化pNP-NAG水 解的Lineweaver-Burk双倒数图
Fig. 7  Lineweaver-Burk plot of acidic NAGase for hydrolysis of pNP-NAG. 

The inset shows the relationship  between  initial  rate  and  substrate
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猪精液酸性NAGase催化pNP-NAG水解反应的Km和Vm分别为
0.455 mmol L-1和17.34 μmol L-1 min-1. 
2.7  酶催化底物pNP-NAG 水解反应的活化能测定

在不同温度下测定酶催化pNP-NAG水解反应的Vm值. 以
最大反应速度之对数lg Vm对 T-1  作图，得到一直线（图8），

直线的方程为Y = －2177.66 X + 7.84272，根据此方程计算出

酶催化pNP-NAG水解反应的活化能为41.70 kJ mol-1. 

3  讨 论
本研 究 纯化 获得了猪 精液 酸 性的NAGase. 粗 酶液 经

DEAE-32离子交换柱层析纯化时，酶活力峰出现在洗脱液，

说明在pH 7.50条件下酶蛋白带负电荷，可与DEAE-32阴离子

交换柱进行离子交换后被NaCl洗脱下来. 提示酶蛋白是酸性

蛋白质. 经聚丙烯酰胺凝胶等电聚焦电泳法测定NAGase的pI
为5.10，进一步证实纯化的酶是一种酸性的蛋白. 

从SDS-PAGE电泳的结果来看，猪精液酸性NAGase有两

种亚基，从牛的脾脏分离纯化出的酸性NAGase，也有两种亚

基 [12]. 
正常猪精液的pH值为7.0~7.8，呈弱碱性. 在这范围，猪

精液中酸性NAGase水解pNP-NAG的能力剩下13.01%~68.31%. 
随着pH的增大，酶活力不断降低. 可见，生殖道pH值的大小

会直接影响酶活性的发挥. 
成年猪的正常体温是38~39.5 ℃. 猪精液中酸性NAGase

的最 适温 度为60 ℃. 在 正常的体 温 条件下，酶活力只发挥
55%左右，但温度的稳定性较好. 与猪精液中酸性酶不同，猪

碱性NAGase的最适温度为50 ℃，在正常的体温条件下，酶活

力发挥85%左右. 番鸭睾丸NAGase的最适温度为55 ℃ [1]，日

本沼虾NAGase的最适温度为60 ℃[13]，中华绒螯蟹NAGase的

最适温度为45 ℃ [14]，而从一株嗜热古细菌中克隆到NAGase
基因并在大肠杆菌中表达，其最适温度高达80 ℃[15]. 可见，

不同生物来源的NAGase受温度的影响差异较大. 
底物浓度对猪精液中两种同工酶的影响程度不同. 当酶

浓度不变时，底物浓度低于0.7 mmol L-1时，酸性NAGase符合

米氏双曲线方程，反应的初速度随底物浓度的上升而提高，

当底物浓度达到0.7 mmol L-1时反应的速度达到最大，随后反

应的速度有降低的趋势，出现了底物抑制酶活性的现象 . 说
明当细胞内底物超过一定量时，酶活性会受到底物的抑制，

即底物浓度可以调节酸性NAGase的活性. 而碱性NAGase同

工酶即使底物浓度高达2.0 mmol L-1，也未见底物抑制酶活性

的现象 [10]. 
Km是酶的一个重要的特征常数，反映了酶与底物之间的

亲和力. 猪精液酸性NAGase水解pNP-NAG的Km为0.455 mmol 
L-1，碱性NAGase水解pNP-NAG的Km为1.94 mmol L-1 [10]. 猪精

液中的两种同工酶催化同一底物的Km差异较大，说明两种同

工酶与底物的亲和力差别很大 . 番鸭睾丸NAGase水解pNP-
NAG的Km为0.215 mmol L-1 [1]. 猪精液酸性NAGase与底物pNP-
NAG的亲和力要比猪 精液 碱性 NAGase要大，比番 鸭 睾丸

NAGase的小. 
本文对猪精液中酸性NAGase纯化过程和酶学性质的阐

明，不但为进一步探讨猪精液中的酶与精液品质、繁殖机能

之间的关系奠定基础，也为猪体内其他酶的研究提供理论依

据和技术借鉴. 
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