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摘要：嗜热拟青霉 %!# 是由本实验室筛选并保存的拟青霉新种。该菌能够利用玉米芯为碳源、尿素为氮源液体发酵

高产胞外!&木糖苷酶。单因素优化试验表明：’(的粒度为 ")*’++ , ")-++ 的玉米芯、!(尿素、初始 ./ 0)’、温度

为 *’1是最佳产酶培养条件。在优化后的条件下，培养 ’2 产!&木糖苷酶的活力最高达 $)!’34+5，比酶活为 6)*$34
+7。该菌所产的木聚糖酶和木糖苷酶协同作用可将桦木木聚糖完全降解成木糖，水解 6*8 后，其水解液中还原糖

含量比只加入电泳纯木聚糖酶的水解液提高了 0*(。
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木聚糖降解酶系主要包括!&^&!，*&木聚糖酶

（!&^&!，*&UVL@AJD，[Z $)6)!)#）和!&木糖苷酶（!&!，*&
UVLHJE2@JD，[Z $)6)!)$<）。!&^&!，*&木聚糖酶随机作

用于木聚糖主链内部的木糖苷键，将其分解成低聚

木糖。而!&木糖苷酶则主要作用于低聚木糖的末

端，催化水解!&木糖苷键，从而将木寡糖彻底分解

为木糖［!］。木聚糖降解酶系在能源、造纸和医药等

行业有广泛的应用前景。在能源产业中，农业废弃

物中的木聚糖经木聚糖酶降解后生成寡糖，再由木

糖苷酶完全降解，产生的木糖可以被细菌及真菌转

换成酒精等燃料。在制浆造纸工业中，木糖苷酶与

木聚糖酶协同作用可以提高麦草浆的漂白性能和

纸张性能［6］。在医药工业中，木糖苷酶水解特定的

底物可以生成抗肿瘤新药紫杉醇的前体物质［$］。

目前，国内外有关木聚糖降解酶系的研究主要

集中于!&!，*&木聚糖酶，而对!&木糖苷酶的研究相

对较少。木糖苷酶可以由细菌、真菌（包括酵母）等

微生物和高等植物产生。微生物!&木糖苷酶大部

分为胞内酶［!］，少数真菌能产胞外!&木糖苷酶。国

际上报道产胞外!&木糖苷酶的真菌 有 47=$1%+##/7
*-1>",-1+/7， 47=$1%+##/7 &/<+%-0/7， ’/7-1+/<
=1"#+&$1-0/<［6，*，’］。嗜 热 真 菌 中 产!&木 糖 苷 酶 的 有
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!"#$%&’( )*$+,( -(* ! ./,*#&$0,(， 12&*&.*$%/"#
./,*#&2/$’,［"，#］。国内!$木糖苷酶的报道很少，仅有

曲霉（ 3+2,*)$’’"+）!$木糖苷酶的纯化，!$木糖苷酶的

克隆表达和纯化以及草菇中木糖苷酶的分离纯化。

本实验室从土壤中筛选出的嗜热拟青霉 %&’ 为拟青

霉的一个新种，能高产木聚糖酶［’］，在发酵过程中

还发现有胞外!$木糖苷酶产生。迄今为止，国内外

尚未见拟青霉属微生物产!$木糖苷酶的相关报道。

因此，本文研究嗜热拟青霉 %&’ 产胞外!$木糖苷酶

液体发酵条件的优化，分析与内源木聚糖酶一起水

解木聚糖的协同作用，为今后研究该酶的纯化和性

质奠定基础。

! 材料与方法

!"! 菌株和试剂

嗜热拟青霉（4(,%$’&#5%,+ ./,*#&2/$’(）%&’ 菌株

由本实验室从土壤中筛选并保存。胰蛋白胨、酵母

提取物为英国 ()*+, 公司产品。对$硝基苯基$!$-$
吡喃木糖苷（./0$1，2/0$!$-$)23*4*.2567*8+,9）、桦木

木聚糖为美国 :+;<6 公司产品。尿素为北京北化精

细化学品有限责任公司产品。玉米芯、玉米皮、玉

米杆、麸 皮、甘 蔗 渣 经 粉 碎 后 过 筛 备 用。硅 胶 板

=954> :+3+46 ?93 @AB 为德国 =954> 公司产品。

!"# 培养基组成和培养条件

种子培养基：马铃薯葡萄糖培养基。

发酵产酶培养基：玉米芯 BC;，酵母提取物 A;，
胰蛋 白 胨 A;，（/DB ）@ :(B @;，=;:(B·#D@( CEF;，

G9:(B CEF;，H6H3@ CEF;，定容至 &I，调 .D 至 "EA，于

@AC<I三角瓶中装入 AC<I 培养基，& J &CA06 灭菌

@C<+7。

培养条件：ACK，&"C5L<+7，培养 A,。

!"$ 发酵产酶条件的优化

采用单因素试验优化发酵条件，即在上述培养

条件下，首先考察不同的碳源种类对该菌产酶的影

响。最佳碳源确定后，改变碳源添加量（@M N "M）

和碳源的粒度（CE&@A<< N CEO<<），研究对该菌产酶

的影响。接着改变氮源种类和氮源的添加量（CEAM
N @EAM），研究其对该菌产酶的影响。在优化碳源

和氮源的基础上，在 .D AEC N OEC 范围内调节培养

基的初始 .D，以确定最佳初始 .D 值。最后将菌株

分别在 BCK、BAK、ACK和 AAK下培养以确定最适

产酶温度。单一因素优化的基础上，采用最适培养

条件培养 # , 研究液体发酵的产酶历程。

!"% 酶活力和蛋白含量的测定

!$木 糖 苷 酶 酶 活 力 的 测 定 参 照 I64>9 法［O］：

CECA<I 适当稀释的酶液加入到 CE@<I（CECA<*3L<I
.D "EA 磷酸缓冲溶液配制）CECCA<*3L<I 2/0$1 底

物溶 液 中，ACK 下 反 应 &C<+7 后，加 入 CE#A<I
@<*3L<I /6@H(F 溶液终止反应，在 B&C7< 处测定吸

光值。木糖苷酶活力单位（P）定义为：在上述条件

下，每分钟生成 &"<*3 2/0 所需要的酶量。蛋白质

含量的测定采用 I*Q52 法，以牛血清蛋白为标准。

实验结果均为 F 次平行实验的平均值。

!"& 水解特性

内源电泳纯木聚糖酶的制备参照本研究室的

I+ 等［&C］的 方 法。采 用 最 适 培 养 条 件 制 备 酶 液，

OCCC; 冷冻离心 &C<+7。所得上清液经 BAM N "CM
的硫酸铵沉淀主要含有木聚糖酶和木糖苷酶。以

&M的桦木木聚糖为底物，分别加入嗜热拟青霉产

的木聚糖酶（CEAPL<I，电泳纯）和硫酸铵沉淀的粗

酶（其中含 CEAPL<I 木聚糖酶和 CEC@APL<I 木糖苷

酶），置于 ACK、&"C5L<+7 的水浴摇床水解。分别在

CR，&R，@R，BR，"R，&@R 和 @BR 时取样，采用 G957933 法

测定总糖和 :*<*;2+ 法测定还原糖。取 CR，&R，@R，

BR 的水解样品进行 SIH 分析。硅胶板 =954> :+3+46
?93 @AB，展层剂为乙腈 T 水 U ’A T &A（ 6 L6），展层 F
次，显色液为 AM的硫酸甲醇溶液，&CCK烘烤 A<+7。

标准糖为木寡糖的混合物。

# 结果与讨论

#"! 碳源对产酶的影响

一些单糖（木糖、葡萄糖和果糖）、二糖（蔗糖、

麦芽糖和纤维二糖）和多糖（微晶纤维素和淀粉）以

及麸皮作为碳源的发酵液中都未检测到!$木糖苷

酶酶活。其它碳源如木聚糖、玉米杆、玉米皮、甘蔗

渣只能产生少量的胞外!$木糖苷酶（低于 CEC@PL
<;）。研究发现玉米芯作为碳源时，菌株发酵产胞

外!$木糖苷酶活力最高。图 & 是玉米芯的浓度和粒

度对产酶的影响。当玉米芯浓度为 AM，颗粒度为

CEBA<< N CEO<<，!$木糖苷酶的酶活最高为 @ECAPL
<I，比酶活为 &E@OPL<;。因此，该菌产胞外!$木糖

苷酶的理想碳源是颗粒度为 CEBA<< N CEO<< 的
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!"的玉米芯。目前大多数报道中木聚糖作碳源能

高产!#木糖苷酶［!，$］，而木聚糖价格昂贵，嗜热拟青

霉 %&’ 能够利用天然玉米芯发酵高产胞外!#木糖苷

酶，可大大降低生产成本。

图 & 玉米芯添加量（(）和玉米芯粒度（)）对产酶的影响

!"! 氮源对产酶的影响

不同氮源对嗜热拟青霉产胞外!#木糖苷酶的

影响见表 &。各种氮源中以牛肉蛋白胨产胞外!#木
糖 苷 酶 酶 活 最 高（ &*’+,-./ ），尿 素 次 之

（&*++,-./），而尿素作氮源得到的!#木糖苷酶比酶

活最高（&*0’,-.1）。酪蛋白、麦芽汁提取物和其它

无机氮源 2345、36345、378345、（378）0 948 得到的

胞外!#木 糖 苷 酶 活 力 较 低（ 低 于 :*&0$,-./ ;
:*::5,-./）。8 种不同氮源发酵液的电泳图（图 0）

显示：该菌主要产生 0$*:<= 的木聚糖酶，以牛肉蛋

白胨和尿素为氮源时，!:<= 的!#木糖苷酶清晰可

见，并且尿素发酵液中杂蛋白量较少。图 5 为尿素

的添加量对产酶的影响。实验表明，以 &"的尿素

为氮 源 时 产 生 的 胞 外!#木 糖 苷 酶 活 力 最 高，达

0*5:,-./，比酶活为 &*!0,-.1。国际上常见报道是

有机氮源或有机和无机复合氮源作为最适产酶氮

源［!，$］，而嗜热拟青霉则可以利用廉价的无机氮源

尿素产生较高酶活的!#木糖苷酶。

表 # 氮源种类对产酶的影响

氮源种类
木糖苷酶活

（,-./）

蛋白含量

（,-.1）

比酶活

（,-.1）

胰蛋白胨 &*55> ; :*:0$ 0*0+& ; :*:8! :*!>: ; :*:&5

酵母提取物 :*8:& ; :*::’ &*+>! ; :*:5$ :*005 ; :*::!

牛肉蛋白胨 &*’$> ; :*:5+ 0*0+: ; :*:8’ :*’05 ; :*:&+

尿素 &*+$+ ; :*:5! &*5’: ; :*:0! &*0’& ; :*:08

!"$ 其它液体发酵条件的优化及!%木糖苷酶的产

酶历程

当液体培养基初始 ?7 为 $*! 时，嗜热拟青霉

%&’ 产!#木糖苷酶酶活和比酶活最高。培养基初始

图 0 8 种不同氮源培养的 9=9#@(AB 图

C 低分子量标准蛋白，& 胰蛋白胨，0 酵母提取物，5 牛肉蛋白

胨，8 尿素 &、0、5、8 列上样量均为 5:"1

图 5 不同尿素浓度对产酶的影响

———!——— 木糖苷酶，———"———比酶活

?7 $*: D ’*:，!#木糖苷酶的酶活在 &*!,-./ 以上，

比酶活在 &*0,-.1 以上（数据未列出）。大多数产木

糖苷酶的真菌产酶最适初始 ?7 为 !*: D $*:［0，!，$］，

而嗜热拟青霉 %&’ 在初始 ?7 $*: D ’*: 的中性偏碱

性条 件 下 也 可 以 产 生 较 高 的 酶 活。培 养 温 度 为

8!E时测得该菌产胞外!#木糖苷酶酶活最高，在
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!"#和 $"#下产生的!%木糖苷酶酶活也较高（数据

未列出）。已报道的大多数真菌产!%木糖苷酶的最

适培养温度在 &"#左右［!，$］，嗜热拟青霉 ’() 是少数

可以在 !$#以上培养产木糖苷酶的嗜热真菌［*，+］。

根据以上优化的条件，嗜热拟青霉 ’() 的产酶

历程见图 !。在整个发酵过程中，发酵液中蛋白浓

度逐渐升高，!%木糖苷酶的酶活力在发酵第 &, 到第

$, 时显著升高，随后则慢慢降低。发酵第 $,，!%木
糖苷酶的活力最高达 &-($./01，此时发酵液中!%木
糖苷酶的比酶活为2 - !&./03。不同培养时间的发

图 ! !%木糖苷酶的产酶历程

———!——— 木糖苷酶，———"———比酶活

酵液电泳图（图 $）表明：发酵第 &,，有!%木糖苷酶产

生，发酵第 *,，杂蛋白明显增多，导致!%木糖苷酶比

酶活降低。已报道的微生物产胞外!%木糖苷酶的

产酶水平通常在 "-(./03 4 2./03 之间［! 4 +］，尚未见

到拟青霉属微生物产!%木糖苷酶的相关报道。

图 $ 不同培养时间的发酵液 565%789: 图

; 低分子量标准蛋白，( 4 + 培养时间（,）( 4 + 上样量为 &""1 发

酵液

!"# 水解产物分析

嗜热拟青霉 ’() 产的木聚糖酶（"-$./01，电泳

纯）和 !$< 4 *"< 硫酸铵沉淀的粗酶（含 "-$./01
木聚糖酶和 "-"2$./01 木糖苷酶）分别水解桦木木

聚糖，两者的水解效果见图 *。

图 * 桦木木聚糖经木聚糖酶和粗酶水解后的还原糖变化曲线（8）及所得产物的薄层层析图（=）

列 >? 为木糖至木五糖标准，列 " 4 ! 为反应时间（@）

随着时间的延长，水解液中总糖和还原糖含量

都随之增加。在相同的水解时间内，木聚糖酶的水

解液与粗酶的水解液的总糖含量基本相同（数据未

列），说明桦木木聚糖的降解主要是由木聚糖酶引

起的。但是，粗酶水解液中还原糖的含量高于木聚

糖酶水解液（图 *8），水解 2! @ 后，其水解液中还原

糖的含量比木聚糖酶水解液的高出 *!<，说明木聚

糖酶和木糖苷酶协同作用可以提高桦木木聚糖的

水解效率。"@、(@、2@、!@ 水解样品的 A1B（图 *=）显

示：嗜热拟青霉所产的木聚糖酶只能将桦木木聚糖

水解为木二糖和木三糖，而在木糖苷酶的协助下，

可将桦木木聚糖彻水解成木糖。1C?DEFGHIJK 等［2］和

AL?JC 等［((］分别水解纸浆和燕麦木聚糖时也发现，

木聚糖酶和木糖苷酶共同作用可提高水解效率，释

放出更多的木糖。

$ 结论

嗜热拟青霉 ’() 能够利用天然玉米芯和尿素高

效产胞外!%木糖苷酶。通过发酵条件的优化，该菌

产胞外!%木糖苷酶水平达到 &-($./01，比酶活为
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!"#$%&’(，为国内迄今报道的最高值。该菌所产的

木聚糖酶和!)木糖苷酶协同作用可提高桦木木聚

糖水解液中还原糖的含量，并将桦木木聚糖彻底降

解成单糖。可见，嗜热拟青霉 *+, 在木聚糖的生物

转化等方面有很大的应用前景。
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新书推介

科学出版社生命科学编辑部新书推介

马修斯植物病毒学（原书第四版）（+,--./01’23,4- 5678389:）

［英］6" 赫尔 编著 范在丰 等译 GE,)E)C$)C+E+DG)E 定价：+DC"CC !CCE 年 + 月出版

《马修斯植物病毒学》第三版出版以来的十年间，植物病毒学领域又有了令人瞩目的发展。这部得到读

者厚爱的专著现在由罗杰·赫尔（6.(2? TL//）教授执笔又得以及时更新。《马修斯植物病毒学》第四版除增加

了大量彩色图版外，还详细介绍了这个发展迅速的领域中许多重要的新进展，包括生物学与生态植物病毒

学、植物基因工程、分子病毒学、分子结构以及寄主与病毒互作等多方面的内容。

《马修斯植物病毒学》是一部经典著作，是植物病毒学、植物病理学、普通病毒学、植物生理学和微生物

学专业方向的学生、教师或对这些领域感兴趣的爱好者的优秀教材；在分子生物学、生物化学与昆虫学相关

领域工作的科学家也会发现这部力作是他们所需的宝贵参考书。

欢迎各界人士邮购科学出版社各类图书（免邮费）

邮购地址：+CCE+E 北京东黄城根北街 +P 号科学出版社 科学分社，联系人：阮芯 联系电话：

C+C [ P#C$#P!!（带传真）

更多精彩图书请登陆网站 B88=："\\\< /0]2O>02;>2< >.’< >;，欢迎致电索要书目
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