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摘要:为了了解眉斑并脊天牛(Glenea cantor)纤维素酶的性质 , 选取以木棉树(Bomba x ceiba)为食的眉斑并脊

天牛为研究对象 , 按照 IUPAC 的标准测定方法 , 测定和定位眉斑并脊天牛肠道中的内切-β-1 , 4 葡聚糖酶 、纤维

二糖酶以及滤纸酶活力 , 考察内切-β-1 , 4 葡聚糖酶的最适 pH 值和最适温度。结果表明:在眉斑并脊天牛肠道

中同时存在以上 3 种纤维素酶 , 3种纤维素酶都具有酶活力 ,并且主要集中在天牛肠道的中肠。内切-β-1 , 4 葡聚

糖酶具有广泛的 pH 值和温度适应范围 , 最适 pH 值为 9.2 , 最适温度为 50℃。
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Abstract:Acco rding to the standard method from IUPAC , the act ivities of endo-β-1 , 4-g lu-

canase , cellobiase and f ilte r paper enzyme from Glenea cantor were analy zed and thei r lo cations

w ere determined.Optimal pH value and opt imal temperature o f endo-β-1 , 4-glucanase w ere

measured.The results show ed that the re were activi ties of all above three cellulases in Glenea

cantor.T hey we re mainly located in the midgut.The endo-β-1 , 4-g lucanase had activity in a

broad pH value and temperature range.Optimal pH value and opt imal temperature o f the endo

-β-1 ,4-g lucanase w ere 9.2 and 50℃, respectively .
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　　21世纪 ,随着社会经济的快速发展 ,人类面临着

社会经济增长 、环境保护 、生存发展与能源消耗之间

的多重矛盾与压力 。目前 ,人类对石油 、天然气等矿

物能源的消耗正在以比它们自然形成的速度快大约

100万倍的速度增长。因此 ,如何改变能源的生产方

式 ,积极探索并寻找矿物替代能源 ,加快包括生物质

能源在内的可再生能源 、资源的开发与利用 ,促进人

类经济社会的可持续发展 ,已引起世界各国的广泛

关注[ 1] 。

　　纤维素类生物质 ,来源于植物 ,每年地球上植物

的光合作用产生大约 2200 亿吨干生物质 ,相当于全

球能源消费总量的 10倍左右。它不仅数量巨大 、种

类繁多 ,而且分布地域广 、价格低廉 ,是最具有开发意

义的生物质资源 。亿万年的长期进化使作为陆生植

物骨架材料的植物纤维素物质具有非常强的自我保

护功能 。纤维素的 3类主要成分———纤维素 、半纤维

素和木质素本身均为具有复杂空间结构的高分子化

合物 ,它们相互结合形成复杂的超分子复合物 ,并进

一步形成各种各样的植物细胞壁结构。这些复杂的

三维空间结构使植物体得以避免微生物以及各种物

理化学因素的攻击。木质纤维素的这种难降解性是

其未得到有效利用的主要原因 。已有的提高其降解

率的物理 、化学预处理方法 ,往往因为能耗大 、成本
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高 、污染环境等问题未能得以实际应用 。实现有效利

用木质纤维素材料这一目标的最可行的方法是用微

生物酶法降解。目前 ,由于自然界中主要的纤维素降

解酶类的比活都较低 ,致使酶的降解成本较高 ,影响

了酶的广泛使用[ 2] 。

　　动物源纤维素酶 ,尤其是来自于以木质纤维素为

食物的节肢动物和软体动物 ,如白蚁 、福寿螺 、线虫以

及贻贝等的纤维素酶由于其比活高
[ 3 ～ 5]

,成为人类研

究的热点 。之前 ,关于动物纤维素酶来源的问题一直

困扰着研究人员 ,随着研究的深入 ,这个问题逐渐明

朗。反刍动物的纤维素酶主要是来源于其体内的厌

氧微生物 ,而天牛等则是自身分泌纤维素酶
[ 6 ～ 9]

。尽

管人类已经开始关注天牛纤维素酶 ,但对它的研究还

在起步阶段。目前尚未见任何关于眉斑并脊天牛纤

维素酶的研究报道。本实验结合广西的资源特色 ,考

虑到天牛的生活以及采食特性 , 选取以木棉树

(Bomba x ceiba )为食物的眉斑并脊天牛作为研究对

象 ,对其体内的纤维素酶进行测定 。目的是判断其纤

维素酶是否有进一步研究的价值;掌握其粗酶液的酶

学特性 ,为进一步研究分离该天牛的纤维素酶奠定基

础。

1　材料与方法

1.1　材料

　　眉斑并脊天牛也称眉斑楔天牛(Glenea cantor)

幼龄幼虫(5条幼虫称重:0.2g)由广西大学陆温老师

提供 。

　　羧甲基纤维素 、纤维二糖购于 Sigma 公司 ,1 号

滤纸购于Whatmen公司 ,葡萄糖测定试剂盒购于上

海荣盛药业有限公司 ,葡萄糖 、NaCl 、KCl 、CaCl2购于

国药集团化学试剂有限公司。所有化学药品均为分

析纯 。

1.2　分析仪器

　　DU 800紫外可见分光光度仪(美国 Beckman公

司出品),SUB28水浴锅(英国G rant公司出品)。

1.3　粗酶液的制备

　　取培养皿 ,按 1∶10(虫体重∶昆虫生理盐液 ,

m/V)加入昆虫生理盐液(NaCl 8.6g/ L , KCl 0.3g/

L , CaCl2 0.33g/L),清洗虫体。将虫体移入冰浴研

钵 ,按 1∶10(虫体重∶NaAc-HA c缓冲液 , m/V )加

入 NaA c-HA c缓冲液(pH 值 4.4),研磨 。研磨液移

入预冷的 EP 管中 , 4℃以下离心 ,将上清移入干净 、

预冷的 EP 管 ,冷冻备用。

1.4　眉斑并脊天牛纤维素酶的酶活力的测定

　　内切葡聚糖酶 、纤维二糖酶 、滤纸酶的酶活力测

定均参考 IUPAC 推荐的方法
[ 10]
,内切葡聚糖酶 、滤

纸酶活还原糖含量的测定使用 DNS 法 ,纤维二糖酶

所产生的葡萄糖用葡萄糖测定试剂盒检测 ,所有实验

均重复 3次 。

　　标准曲线的绘制:葡萄糖标准溶液加入定量的

DNS试剂 ,沸水浴显色后定容 ,在 540nm 波长下测

吸光值 A ,以 A 为横坐标 、葡萄糖含量为纵坐标绘制

葡萄糖标准曲线 。

　　葡萄糖含量的计算:葡萄糖(mmol/ L)=样品吸

光度(A)/ 校准吸光度(A)×校准液浓度;

　　葡萄糖(mg/L)=葡萄糖(mmol/L)×18。

　　酶活的计算:标准条件下 , 每分钟由底物生成

1μM 葡萄糖所需的酶量为 1 U 。

　　酶活力 (U/g)=葡萄糖含量(mg)×酶液定容

总体积(mL)× 1/[ 0.18 ×反应液中酶液加入量

(mL)×样品重(g)×时间(min)] 。

1.5　内切葡聚糖酶最适 pH值和最适温度的测定

　　为了进一步研究内切-β-1 ,4 葡聚糖酶的酶学特

性 ,在 pH 值 2.2 ～ 10.4 的范围内 ,进行酶活力的测

定 ,以确定 pH 值对内切-β-1 , 4 葡聚糖酶的影响;在

30 ～ 80℃的范围内 ,进行酶活力的测定 ,以确定温度

对内切-β-1 , 4 葡聚糖酶的影响。所有实验均重复

3次 。

2　结果与分析

2.1　眉斑并脊天牛 3种纤维素酶的酶活力

　　根据 IUPAC 的标准测定方法 ,对眉斑并脊天牛

匀浆粗酶液中内切-β-1 ,4葡聚糖酶 、纤维二糖酶和滤

纸酶的活力进行了测定。结果显示 ,眉斑并脊天牛含

有以上 3种纤维素酶的活力 ,内切-β-1 , 4葡聚糖酶 、

纤维二糖酶 、滤纸酶活力分别是(146.2±0.36)U/g 、

(18.2±0.45)U/g 、(1.52±0.035)U/g 。测到的活

力不高 ,一方面可能是由于采用的是眉斑并脊天牛的

整个虫体 ,其中存在大量干扰物质;另一面可能是由

于标准条件下的 pH 值或温度不是眉斑并脊天牛纤

维素酶所适合的 。

2.2　眉斑并脊天牛体内 3种纤维素酶的分布

　　根据文献[ 11]报道 ,天牛体内的纤维素酶主要分

布在肠道中 ,中肠通常是产生纤维素酶的主要场所 。

我们对眉斑并脊天牛的前肠 、中肠以及后肠进行了纤

维素酶活力的定位测定。在前肠和后肠未检测到活

力 ,在中肠检测到活力(表 1),测定结果与文献报道

的一致 。为了进一步确定眉斑并脊天牛纤维素酶所

在的位置 ,又将中肠分为前中肠 、中中肠和后中肠进

行测定 。发现纤维素酶主要集中在前中肠 ,其次是中
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中肠 ,再次是后中肠(表 1)。
表 1　眉斑并脊天牛 3种纤维素酶在肠道中的分布

Table 1　Proportion of activity of three cellulases in the alimen-

tary canal of Glenea cantor

酶活
Enzyme(U/ g)

前肠
Foregu t

前中肠
An terior-
midgu t

中中肠
Mid-
midgu t

后中肠
Post-
midgut

后肠
Hindgut

内切-β-1 , 4 葡
聚糖酶
Endo-β-1 , 4-
glucanase

0
321.1±
0.74

115.3±
0.54

30.6±
0.18 0

纤维二糖酶
Cel lobiase

0
26.6±
0.42

15.4±
0.27

6.2±
0.21 0

滤纸酶
Fi lter paper en-
zyme

0
2.68±
0.053

1.3±
0.037

0.4±
0.067 0

2.3　眉斑并脊天牛内切-β-1 , 4葡聚糖酶的最适 pH

值和最适温度

　　内切-β-1 ,4 葡聚糖酶在广泛的 pH 值范围里都

具有活力 ,在碱性条件下活力较高。当 pH 值低于

2.5或高于 10.4 时 ,酶活力急剧下降 ,最适 pH 值为

9.2(图 1)。这个结果与眉斑并脊天牛肠道中的天然

pH 值恰好吻合。由于是以粗酶液进行测定的 ,测得

的酶活力很可能是复合酶作用的结果 ,但可以确定眉

斑并脊天牛肠道中至少存在一种碱性纤维素酶。

　　图 1　眉斑并脊天牛内切-β-1 , 4 葡聚糖酶最适 pH 值的

测定

　　Fig.1　Optima l pH value a ssay of endo-β-1 , 4-glucanase

from Glenea cantor

　　内切-β-1 , 4葡聚糖酶属于嗜温酶 ,有一个相对较

宽的温度范围 ,在低于 75℃时 ,均具有较高的酶活

力 ,但是当温度超过该值时 ,酶活力明显的下降(图

2)。从纤维素酶的酶学特性以及眉斑并脊天牛的生

活环境考虑 ,这个结果对眉斑并脊天牛非常有利 ,是

符合进化的需要的。

3　讨论

　　纤维素酶的重要来源之一是动物 ,动物源纤维素

酶是新型的纤维素酶 。研究人员在越来越多的节肢

动物和软体动物体内发现了内源性的纤维素酶 ,这些

图 2　眉斑并脊天牛内切-β-1 , 4 葡聚糖酶最适温度的测定

　　Fig.2 　Optimal tempe rature assay of endo-β-1 , 4-glu-

cana se fr om Glenea cantor

酶由于比活高 、适应性强 ,在工业生产上应用性较强 。

除了纤维素酶本身 ,动物利用纤维素酶的机制也成为

人类关注的焦点 。这些机制将为人类更好地利用纤

维素提供一些更为新颖的思路 。

　　据文献报道 ,桑粒肩天牛 (Apriona germari)、

星天牛(Anoplophora chinensis Forster)和枯褐天牛

(Nedez hdiel la cantori Hope)消化道组织含有内源

性纤维素酶 。桑粒肩天牛的内切葡聚糖酶酶活力最

强 ,纤维二糖酶酶活力次之 ,葡聚糖外切酶酶活力最

弱 。桑粒肩天牛的内切葡聚糖酶适应较宽的 pH 值

范围 ,具有热耐受性[ 8 , 11 , 12] 。可见天牛的内切葡聚糖

酶具有较好的适应性 ,生产应用潜力较大 。

　　本研究直接以眉斑并脊天牛幼虫虫体匀浆液作

为材料 ,测定其纤维素酶活力 ,结果与前人报道的相

接近。天牛幼虫消化道较细 ,分离其消化道的步骤较

多 ,需要一定的时间 ,并且所用材料必须是大龄幼虫 。

在眉斑并脊天牛纤维素酶 3种组分中 ,各组分酶活力

从高到低依次为:内切葡聚糖酶酶活力>纤维二糖酶

酶活力>滤纸酶活力 ,相比来看 ,滤纸酶活力微弱 ,内

切葡聚糖酶酶活力较强并且具有较强的碱耐受性和

热耐受性。目前尚未见任何关于眉斑并脊天牛纤维

素酶研究的报道 ,本研究可以为天牛纤维素酶研究与

应用提供一些参考 ,为下一阶段的研究奠定基础。
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