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摘要:暰目的暱对黑曲霉和里氏木霉产酸性木聚糖酶的性能及所产粗酶的酶学特性进行分析比较,尤其是考察pH
值为4时木聚糖酶酶活力及稳定性,从而确定潜在的较为理想的酸性木聚糖酶。暰方法暱将里氏木霉和黑曲霉接

种至培养基进行产酶培养,比较分析两者的酸性木聚糖酶、酸性木糖苷酶的酶活力及酶学特性。暰结果暱黑曲霉

酸性木聚糖酶和酸性木糖苷酶的酶活力最高分别达(52.36暲2.61)U/mL和(0.57暲0.01)U/mL,酸性木聚糖酶

最适温度和pH 值分别为55曟、5.0,酸性木糖苷酶最适温度和pH 值分别为75曟、5.0;里氏木霉酸性木聚糖酶

和酸性木糖苷酶的酶活力最高分别达(10.12暲0.95)U/mL和(0.32暲0.05)U/mL,酸性木聚糖酶最适温度和

pH 值分别为65曟、6.5,酸性木糖苷酶最适温度和pH 值分别为65曟、4.5。黑曲霉和里氏木霉的酸性木聚糖酶

兼有酸性CMCase酶活力,分别为(5灡26暲0灡21)U/mL、(1.72暲0.21)U/mL。暰结论暱黑曲霉所产酸性木聚糖酶

明显比里氏木霉的更优良,是潜在的较为理想的酸性木聚糖酶。

关键词:黑曲霉暋里氏木霉暋酸性木聚糖酶暋酶学特性

中图分类号:Q93暋暋文献标识码:A暋暋文章编号:1005灢
9164(2017)01灢0112灢08

Abstract:暰Objective暱Toidentifypotentialideal
acidicxylanase,thecharacterizationsofcrudea灢
cidicxylanasefrom twostrainsbetween Tri灢
chodermareeseiandAspergillusnigerareana灢
lyzedandcompared,especially whenthexyla灢
naseactivityandstabilityaredeterminedatpH
4.暰Methods暱Thesetwostrainsmentionedabove
areinoculatedintoculturemediumforxylanase
production,andtheenzymeactivityandcharac灢
terizationsofcrudeacidxylanaseareanalyzed.
暰Results暱Theactivitiesofacidicxylanaseandxy灢
losidasefromAspergillusnigerareupto(52.36
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暲2.61)U/mLand(0.57暲0.01)U/mLrespectively,andtheoptimumtemperatureandpH
valueofacidicxylanasefromthisstrainare55曟and5.0,whiletheoptimumtemperatureand
pHvalueofacidicxylosidasefromthisstrainare75曟and5.0,respectively.Withconstractto
Trichodermareesei,theyare(10.12暲0.95)U/mLand(0.32暲0.05)U/mL,65曟and6.5,
65曟 and 4.5,correspondingly.In addition,both oftheacidic xylanases produced by
AspergillusnigerandTrichodermareeseihaveacidicCMCaseactivity,ofwhichAspergillus
nigeris(5.26暲0.21)U/mLandTrichodermareeseiis(1.72暲0.21)U/mL,respectively.
暰Conclusion暱TheacidicxylanaseproducedbyAspergillusnigerispotentialidealacidicxyla灢
nase,whichisbetterthantheoneproducedbyTrichodermareesei.
Keywords:Aspergillusniger,Trichodermareesei,acidicxylanase,enzymeproperties

0暋引言

暋暋暰研究意义暱随着煤、石油、天然气等化石燃料日

益枯竭,人类寻找可替代能源或者开发可再生能源迫

在眉睫。生物质能源作为一种可再生能源,具有原料

来源广泛、价格低廉、低碳环保、绿色清洁可循环使用

等一系列的优势[1],已成为当前世界各国研究的热

点。其原料来源之一———木质纤维素类物质,是世界

上最为丰富的可再生资源,其主要由纤维素、半纤维

素和木质素组成[2]。木聚糖是半纤维素重要组成部

分,其含量仅次于纤维素,是自然界中第二大丰富的

多聚糖,占20%~30%[3]。木聚糖是高聚物,分子量

庞大,须先降解成小分子的木寡糖和木糖才能被有效

地利用。降解方法有传统的化学法和生物酶催化水

解法。生物酶催化水解法是采用木聚糖酶降解木聚

糖,相较于化学法具有明显的优势,表现在更高效的

转化速率、无腐蚀性及环保等方面[4]。木聚糖酶是可

以将木聚糖降解成低聚木糖和木糖的一组酶的总称,
包括毬飊1,4飊内切酶(1,4飊毬飊D飊xylanxylanohydrolase,

EC3.2.1.8)、毬飊木糖苷酶(毬飊D飊xylosidase,EC3.2.
1.37)和支链酶如毩飊L飊呋喃阿拉伯糖苷酶(EC3.2.
1.55)等[5],而降解木聚糖最关键的是毬飊1,4飊内切酶

和毬飊木糖苷酶[6]。通常所说的木聚糖酶是指毬飊1,4飊
内切酶,它以内切方式水解木聚糖分子中的毬飊1,4飊木

糖苷键,其水解产物主要是木二糖和木寡糖。暰前人

研究进展暱国外对木聚糖酶的研究比较早,早在1955
年S∠rensen[7]就发现存在于土壤和牛瘤胃中的木聚

糖 酶。 目 前,产 木 聚 糖 酶 的 菌 株 有 黑 曲 霉

Aspergillusniger[8飊10]、 里 氏 木 霉 Trichoderma
reesei[11]、链霉菌Streptomycessp.Ab106[12]、高温

放线 菌 Thermoactinomycesthalophilussubgroup
C[13]、节图霉属 Arthrographissp.[14]、微紫青霉菌

Penicilliumjanthinellum[15] 等。木聚糖酶广泛应

用于工业、食品、养殖、造纸、生物医学等方面[3,16飊18],
自然界中微生物来源的木聚糖酶绝大多数属于碱性

木聚糖酶,国内外对碱性木聚糖酶早已实现商业化生

产;而国内较早进行酸性木聚糖研究的是1990年山

东大学微生物研究所的陈惠忠等[19],一般集中在产

酶微生物选育、酶学性质研究、酶改造等[20]。近年来

随着纤 维 素 乙 醇 日 益 成 为 研 究 的 热 点 和 难 点 问

题[21飊22],开发高效的工业酸性木聚糖酶(常温30~
37曟、pH 值在4.0左右等酸性条件下仍然保持较高

酶活性)已成为一个重要研究方向,目的是利用酸性

木聚糖酶将富含木聚糖的半纤维素组分降解为木糖

等产物供酵母(如树干毕赤酵母)进行酒精发酵[23],
从而为实现纤维素乙醇低成本清洁生产打下基础。
暰本研究切入点暱在已有菌种基础上,对黑曲霉和里氏

木霉产酸性木聚糖酶的性能及所产粗酶的酶学特性

进行分析比较。暰拟解决的关键问题暱考察两种菌所

产的酸性木聚糖酶在pH 值为4时的酶活及稳定性,
从而确定潜在的较为理想的酸性木聚糖酶。

1暋材料与方法

1.1暋材料

1.1.1暋试剂

暋暋榉木木聚糖(Beechwoodxylan)、羧甲基纤维素

钠(CMC飊Na)购自 Sigma,桦木木聚糖(Birchwood
xylan)购自上海瀚鸿化工,对硝基苯基飊毬飊D飊木糖苷

(pNPX)购自上海梯希爱,Bradford蛋白定量试剂盒

购自上海捷瑞,其他为国产分析纯试剂。

1.1.2暋菌种

暋暋黑曲霉AspergillusnigerCICC40616,里氏木霉

TrichodermareeseiCICC40360。

1.1.3暋培养基

暋暋产酶培养基(g/L):榉木或桦木木聚糖10,蛋白

胨10,(NH4)2SO4 5,KH2PO4 1,MgSO4 ·7H2O
0灡5,FeSO4·7H2O0.01,CaCl20.2,调节pH 值至

4灡0。

暋暋菌种活化或保藏培养基(PDA,g/L):马铃薯

200,葡萄糖20,琼脂20,pH 值自然。
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1.2暋方法

1.2.1暋产酶情况比较

暋暋将菌种于PDA培养基中培养活化3次后,接种

到不同的产酶培养基中(分别含有桦木木聚糖和榉木

木聚糖)进行培养,培养7d,每天取样测酶活和蛋白

含量。

1.2.2暋酶活力测定方法

暋暋(1)木聚糖酶[24]

暋暋取发酵液,4曟、4000r/min暳15min条件下离

心,取上清用0.05mol/L柠檬酸飊磷酸氢二钠缓冲液

(pH 值为4.0)适当稀释成酶液;将1.8mL1%(W/

V)木聚糖底物(50曟水浴预热)加入0.2mL 酶液混

匀后,50曟水浴5min,然后加入3mLDNS终止反

应,并迅速置于沸水浴显色5min,冰水冷却,测定

OD520。1%(W/V)木聚糖底物的配制方法如下:用

0.05 mol/L 柠檬酸飊磷酸氢二钠缓冲液(pH 值为

4灡0)配置。1个酶活力单位(IU)是指在特定反应条

件下,在1min内能转化1毺mol底物的酶量。

暋暋(2)木糖苷酶[25]

暋暋取发酵液,4曟、4000r/min暳15min条件下离

心,取上清即酶液 20毺L,然后加入 270毺L0.05
mol/L柠檬酸飊磷酸氢二钠缓冲液(pH 值为4.0)、5

毺L20mmol/LpNPX 底物,混匀后于50曟水浴反应

10min,加1.5mL1mol/LNaHCO3终止反应,测定

OD400。1个酶活力单位(IU)是指在特定反应条件

下,在1min内能转化1毺mol底物的酶量。

暋暋(3)纤维素酶(CMCase酶活力)

暋暋方法同木聚糖酶酶活测定方法,但底物是1%
(W/V)羧甲基纤维素钠,测定OD540,测定酸性(pH
值为4.0)条件下的 CMCase活力。1个酶活力单位

(IU)是指在特定反应条件下,在1min内能转化1

毺mol底物的酶量。

1.2.3暋蛋白含量测定

暋暋用Bradford蛋白定量试剂盒测定,样品测定的

体积均为20毺L,操作按说明书进行。

1.2.4暋酶学性质

暋暋(1)酶的最适温度及热稳定性

暋暋 在 不 同 温 度 (20~90曟)下 于 0.05 mol/L
柠檬酸飊磷酸氢二钠缓冲液(pH 值为4.0)中进行酶

促反应,测定酶活力从而确定酶的最适温度。

暋暋在不同温度下分别保温5~30min,经冰水冷却

后,于0.05mol/L柠檬酸飊磷酸氢二钠缓冲液(pH 值

为4.0)中进行酶促反应,酶促反应温度均为50曟,测
定酶活力从而研究酶的热稳定性。

暋暋(2)酶最适pH 值及稳定性

暋暋酶液经稀释后,在不同pH 值条件下于50曟水

浴下进行酶促反应以测定最适pH 值。所用缓冲液

为pH 值为2.10~8.50的0.05mol/L柠檬酸飊磷酸

氢二钠缓冲液,pH 值为9.00~12.00的0.05mol/L
甘氨酸飊NaOH 缓冲液。

暋暋酶液在不同pH 值(2.10~12.00)条件下4曟处

理24h,经0.05mol/L柠檬酸飊磷酸氢二钠缓冲液

(pH 值为4.0)适当稀释后测定酶活力以研究酶的

pH 稳定性。

2暋结果与分析

2.1暋产酶情况比较

暋暋利用榉木木聚糖和桦木木聚糖为底物时,黑曲霉

的酸性木聚糖酶酶活力5d时均达到最高,分别为

(52灡36暲2.61)U/mL、(33.59暲0.28)U/mL;酸性

木糖苷酶酶活力6d均达到最高,分别为(0.57暲
0灡01)U/mL、(0.55暲0.02)U/mL;蛋白含量均逐渐

增多,7d均达到最高,分别为(9.32暲0.17)毺g/20

毺L、(8灡34暲0灡06)毺g/20毺L,可以看出榉木木聚糖比

桦木木聚糖更有利于黑曲霉产酶(图1a~c)。而对

于里氏木霉来说(图1d~f),情况则有所不同:分别

以桦木木聚糖和榉木木聚糖为底物时,产酸性木聚糖

酶酶活力5d或4d达到最高,分别为(10.12暲0.95)

U/mL、(1灡41暲0.16)U/mL;利用桦木木聚糖所产

的酸性木糖苷酶酶活力3d达到最高,为(0.32暲
0灡05)U/mL,但利用榉木木聚糖所产酶液几乎检测

不到酸性木糖苷酶酶活力;蛋白含量均不高,最高分

别为(2.52暲0灡16)毺g/20毺L、(2.11暲0.29)毺g/20

毺L,均低于黑曲霉所产的酶蛋白(图1c、f)。由此可

知,两种木聚糖作为诱导物,黑曲霉所产的酸性木聚

糖酶和酸性木糖苷酶的酶活力均比里氏木霉的高。
此外,两个菌株所产的酸性木聚糖酶兼有酸性 CM灢
Case酶活力,黑曲霉的为(5.26暲0.21)U/mL,里氏

木霉的为(1.72暲0.21)U/mL,前者的酶活力是后者

的3 倍。综上所述,黑曲霉产酶能力比里氏木霉

的强。

2.2暋酶学性质比较

2.2.1暋最适温度及热稳定性

暋暋选取酶活力最强时的上清液作为原酶液,分别进

行最适温度和热稳定性实验(图2~3)。黑曲霉和里

氏木霉所产的酸性木聚糖酶最适温度分别为55曟和

65曟(图2a、c),前者的热稳定性比后者的差,前者在

高于最适温度5曟(即60曟)条件下保温5min或10
min,酶活力分别下降近40%和60%;后者在高于最

411 GuangxiSciences,Vol灡24No灡1,February2017



(a、d)木聚糖酶曲线,(b、e)木糖苷酶曲线,(c、f)蛋白曲线
(a,d)Curveofxylanase,(b,e)Curveofxylosidase,(c,f)Curveofprotein

图1暋黑曲霉40616和里氏木霉40360的产酶曲线

Fig.1暋CurveofxylanasesofAspergillusnigerandTrichodermareesei

(a、b)黑曲霉,(c、d)里氏木霉,(a、c)最适温度,(b、d)热稳定性
(a,b)Aspergillusniger,(c,d)Trichodermareesei,(a,c)Optimumtemperature,(b,d)Thermalstability

图2暋酸性木聚糖酶的最适温度及热稳定性

Fig.2暋Optimumtemperatureandthermalstabilityofacidicxylanase
适温度5曟(即70曟)条件下保温30min,酶活力仅下

降不到30%(图2b、d)。值得一提的是黑曲霉的酸性

木聚糖酶在30~40曟条件下,酶活力能达到最适温

度的60%以上,这对于常温开发利用黑曲霉木聚糖

酶非常有利。黑曲霉和里氏木霉所产的酸性木糖苷

酶最适温度分别为75曟和65曟(图3a、c),两者在高

于最适温度5曟(即80曟或70曟)条件下保温5min,
检测到的酶活力很低(图3b、d),说明两者的热稳定
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性均比较差。此外,在30~40曟条件下,两者的酸性

木糖苷酶酶活力不到最适温度的30%。

暋暋(a、b)黑曲霉,(c、d)里氏木霉,(a、c)最适温度,(b、d)热
稳定性

暋暋(a,b)Aspergillusniger,(c,d)Trichodermareesei,(a,
c)Optimumtemperature,(b,d)Thermalstability

图3暋酸性木糖苷酶的最适温度及热稳定性

暋暋Fig.3暋Optimumtemperatureandthermalstabilityofa灢
cidicxylosidase

2.2.2暋最适pH 值及稳定性

暋暋黑曲霉和里氏木霉所产的酸性木聚糖酶最适

pH 值分别为5.0和6.5(图4a、b),前者在酸性条件

下(3.0~5.0)稳定性比后者的略好,但在中性和碱性

条件下后者的稳定性比前者略好;两者在pH 值为

4.0条件下,酶活力仍能保持最适pH 值条件下30%
的活性。黑曲霉和里氏木霉所产的酸性木糖苷酶最

适pH 值分别为5.0和4.5(图5a、b),两者在酸性条

件下(2.1~6.0)稳定性较好,在pH 值为2.1条件下

酶活力均能达到40%以上,黑曲霉的酸性木糖苷酶

更是较为明显达到50%以上;但两者在中性和碱性

条件下酶活力很低,尤其是当pH 值达到8.0以上,
几乎检测不到酶活力。由此可知,黑曲霉和里氏木霉

所产的酸性木糖苷酶均比自身所产的酸性木聚糖酶

更能耐受酸性条件。

图4暋酸性木聚糖酶的最适pH 值及pH 稳定性

暋暋Fig.4暋OptimumpHvalueandstabilityofacidicxyla灢
nase
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图5暋酸性木糖苷酶的最适pH 值及pH 稳定性

暋暋Fig.5暋OptimumpHvalueandstabilityofacidicxylosi灢
dase

3暋讨论

3.1暋产酸性木聚糖酶能力

暋暋微生物来源的木聚糖酶很多,少部分是来自细菌

的,如高温放线菌 Thermoactinomycesthalophilus
subgroupC[13]、链霉菌Streptomycessp.Ab106[12]、
莫海威芽孢杆菌Bacillusmojavensis[26] 等,但大部

分是来自真菌的,如黑曲霉Aspergillusniger[8飊10]、
里 氏 木 霉 Trichodermareesei[11]、 微 紫 青 霉 菌

Penicilliumjanthinellum[15] 等。本研究基于已有

菌种的基础上,对黑曲霉和里氏木霉产酸性木聚糖酶

的性能进行比较分析,从结果可知,黑曲霉的酸性木

聚糖酶酶活力明显优于里氏木霉的,但黑曲霉酸性木

聚糖酶酶活力不高,明显达不到工业化要求。陈惠忠

等[19]从土壤选育出黑曲霉C飊2菌株,该菌株发酵2%
(W/V)半纤维素4d,木聚糖酶和木糖苷酶活力分别

为112.3U/mL和2.3U/mL,而通过紫外线和甲基

磺酸乙酯诱变C飊2菌株获得一突变株 An飊76,该突变

菌株木聚糖酶和木糖苷酶的活力分别为353.6U/

mL和4.5U/mL,活力分别提高2倍和1倍。陈红

歌等[27]选育的产酸性木聚糖酶 微 生 物 为 黑 曲 霉

Aspergillusniger149 菌 株,利 用 麸 皮 半 纤 维 素

(4%,W/V),28~30曟 培养60h,酶活力最高可达

375.2U/mL。王金华[28]将AspergillusnigerN402
的酸性木聚糖酶基因实现在Pichiapastoris表达,重
组菌的酶活达到 453.6 U/mL,是 原 始 出 发 菌 株

N402(40.2U/mL)的11.3倍。为此,我们需要借鉴

别人成功的经验,对已有菌种进行改造或者从自然界

选育产酶微生物,从而构建出性能更优良的酸性木聚

糖酶。

3.2暋酶学性质

暋暋木聚糖酶能将木聚糖降解成木寡糖和木二糖,也
有少量木糖和阿拉伯糖。木聚糖酶发挥作用受到外

界条件的影响,如温度、pH 值等。Frederick等[29]报

道的黑曲霉木聚糖酶最适温度为45曟,显然比本研

究的黑曲霉 CICC40616的低10曟,而前者的最适

pH 值为5.5,跟 CICC40616的差不多。Tenkanen
等[30]报道的里氏木霉木聚糖酶最适温度为45/40曟,
明显比本研究的里氏木霉 CICC40360的低20曟左

右,且前者的最适pH 值(5.5)也比后者的低一些,并
在pH 值3~8.5条件下稳定。

4暋结论

暋暋对黑曲霉和里氏木霉产酸性木聚糖酶的性能及

所产粗酶的酶学特性进行分析比较,尤其是考察pH
值为4的条件下木聚糖酶酶活力及稳定性,结果发现

黑曲霉利用榉木木聚糖比桦木木聚糖更有利于产酶,
而对于里氏木霉,则相反,即利用桦木木聚糖比榉木

木聚糖更有利于产酶。此外,利用榉木木聚糖,黑曲

霉所产的酶蛋白含量明显高于里氏木霉的,而利用桦

木木聚糖,黑曲霉和里氏木霉所产的酶蛋白含量相差

不大。黑曲霉所产酸性木聚糖酶兼有酸性 CMCase
酶活力,均优于里氏木霉的,这些对于有效降解木聚

糖是非常有利的,是潜在的较为理想的酸性木聚糖

酶,可以考虑将其作为改造对象进行改良。但黑曲霉

的酸性木聚糖酶酶活力显然达不到工业化要求,亟待

我们改造或者从自然界选育产酸性木聚糖酶性能更

优良的微生物。
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