
广西科学,2024年,31卷,第4期
 

Guangxi
  

Sciences,2024,Vol.31
 

No.4

收稿日期:2024􀆼05􀆼06    修回日期:2024􀆼06􀆼13

*中央引导地方科技发展专项(桂科ZY23055011),广西科技基地和人才专项(桂科AD23023007)资助。

【第一作者简介】

冼 亮(1983-),男,副研究员,主要从事生物质能源技术用酶研究。

【**通信作者简介】

秦 艳(1982-),女,副研究员,主要从事生物质酶解技术研究,E􀆼mail:307130339@qq.com。

王青艳(1972-),女,研究员,主要从事酶工程与工业微生物选育研究,E􀆼mail:qingyanw@126.com。

【引用本文】

冼亮,秦艳,蒋永强,等.黄曲霉果胶酶的酶学特性及其在白玉兰落叶水解中的应用[J].广西科学,2024,31(4):688􀆼697.

XIAN
 

L,QIN
 

Y,JIANG
 

Y
 

Q,et
 

al.Enzymatic
 

Characteristics
 

of
 

Aspergillus
 

flavus
 

Pectinase
 

and
 

Its
 

Application
 

in
 

the
 

Hydrolysis
 

of
 

Fallen
 

Leav-

es
 

of
 

Magnolia
 

denudata
 

[J].Guangxi
 

Sciences,2024,31(4):688􀆼697.

♦生物科学♦

黄曲霉果胶酶的酶学特性及其在白玉兰落叶水解中的应用*
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(1.广西科学院,非粮生物质能技术全国重点实验室,国家非粮生物质能源工程技术研究中心,广西南宁 530007;2.广西科学院

生物研究所有限责任公司,广西南宁 530007;3.南宁学院食品与质量工程学院,广西南宁 530200;4.广西大学轻工与食品工

程学院,广西南宁 530004)

摘要:农业残余物还田能够改善土壤质量,然而微生物活性过低使腐熟进程缓慢。为了加快腐熟进程,本研究

从土壤中筛选产果胶酶的菌株,并进行菌株鉴定及酶学性质分析,同时研究所产果胶酶对白玉兰(Magnolia
 

denudata)落叶的水解作用。结果显示,从土壤中分离得到菌株TPF2􀆼1,被鉴定为黄曲霉(Aspergillus
 

fla-
vus),其所产果胶酶粗酶的酶活力为(0.63±0.02)

 

IU/mL。以聚半乳糖醛酸为底物时,TPF2􀆼1果胶酶粗酶的

最适作用pH值为4.5,最适作用温度为50
 

℃;在35
 

℃保温1
 

h后酶活力无损失;在pH值4.0-7.0、25
 

℃条

件下保温24
 

h后仍残余大于90%的酶活力;1、2和5
 

mmol/L的Li+、Na+、Mg2+、K+、Cu2+、Zn2+和Co2+对

TPF2􀆼1果胶酶粗酶的酶活力均无明显抑制作用,Ca2+、Fe2+和Fe3+在5
 

mmol/L时表现出抑制作用。TPF2􀆼
1果胶酶粗酶可使白玉兰落叶水解体系中还原性物质的量提升至水解前的3.3倍。本研究结果表明黄曲霉果

胶酶在树叶还田方面具有潜在的应用价值。
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  农作物在生长过程中,会不断消耗土壤的养分。
尽管通过作物轮作以及施用有机肥的方法可以在一

定程度上确保产量,然而,土壤退化的问题依旧难以

完全避免[1]。近年来,国内外广泛认为还田是农业残

余物处理的首选方式,这主要是因为其能够避免焚烧

农业残余物产生的烟雾粉尘对环境造成污染[2]。此

外,农业残余物中富含有机质和营养元素,例如蛋白

质、果胶、微量元素等,这些物质经过分解后可以为土

壤补充所需养分,减少化肥的使用量[3]。农业残余物

还田是一种可持续的农业生产方式,对实现农业的绿
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色发展具有重要意义。鉴于此,我国政府已制定政策

对其进行大力推广[4]。

  目前已有研究表明农业残余物还田可改良土壤

成分,使农作物保收或增产[5]。石温慧等[6]将苕子和

二月兰还田,提高了土壤的团聚体稳定性和抗蚀性,
有效改善了土壤结构。杨丽荣等[7]将棉花秸秆还田

后,土壤中的有效氮、磷和钾含量得到提升,使小麦的

有效穗数增加,实现了增产。王晶等[8]将小麦秸秆还

田后种植玉米、将玉米秸秆还田后轮作种植小麦,显
著提高了土壤中氮、磷、钾及有机质的含量,同时也增

强了土壤蔗糖酶活性和物种多样性,最终将小麦和玉

米产量分别提高了2.04%-10.16%和2.20%-
6.43%。赫兵等[9]将水稻秸秆连续两年水耙浆还田,
使土壤中的有机质含量增加了6.1

 

g/kg,水稻产量

提高了4.9%。然而,无论在何种土壤中以何种方式

进行还田,农业残余物的腐熟进程都较缓慢,难以实

现土壤质量的快速改善。李忠义等[10]将夏季豆科绿

肥品种猫豆和赤小豆的藤叶在赤红壤耕地采用不同

方式还田100
 

d后测定土壤成分变化,结果发现无论

是翻压还田还是免耕覆盖还田的方式,土壤中碳、氮、
磷和钾的养分累积释放率均处于60%-90%,未达

完全腐熟。吕凯飞等[11]在典型的石灰岩红壤耕地采

用不同方式将玉米秸秆还田后种植辣椒和玉米,虽然

在还田不同时间后土壤成分、紧实度、剪切力和容积

率等指标均有所改善,也实现了农作物增产,但是玉

米秸秆完全腐熟的时间长达3年之久。

  多位研究者致力于探索在农业残余物中添加外

源微生物菌剂[12],利用其产生的酶促进腐熟进程。
然而,目前研究者的关注点多集中于产纤维素酶和木

聚糖酶的微生物菌剂[13,14],对产其他酶的微生物菌

剂的关注不足。植物细胞壁的主要成分是纤维素、半
纤维素、木质素和蛋白质等,这些成分相互之间形成

复杂结构,对细胞壁的刚性起着重要贡献[15],而添加

相应水解酶的菌剂可以促进植物组织的降解。果胶

作为植物细胞壁的重要成分之一,其有效降解对还田

腐熟进程十分关键。果胶是一类由半乳糖醛酸通过

α􀆼1,4糖苷键连接构成的链状生物大分子,在植物细

胞结构中起黏附的作用。当分布在细胞壁中时,果胶

可与纤维素、半纤维素等形成网络结构,参与构成植

物细胞壁;而分布在中胶层中时,果胶则对植物细胞

之间的粘连起主要作用[16]。果胶的降解能够使植物

细胞松散,增加纤维素、木聚糖等生物大分子与相应

水解酶的可及性[17]。因此,有必要筛选高效的产果

胶酶微生物并鉴定其酶学特性。

  植物落叶是一种重要的残余物,具有可持续产

生、储量丰富和结构松散等优点,因而成为还田的理

想材料之一[18]。此外,树叶的果胶含量颇高,不同种

类树叶的果胶含量可达干重的20%-40%[19]。然

而,当前对植物落叶酶解的研究较少,且已有研究涉

及的植物落叶种类也十分有限。玉兰是株高叶茂的

落叶乔木,在热带亚热带国家和地区被大量种植,其
品种繁多、花型丰富、花香清新宜人,因此也被广泛用

作行道树和观赏植物[20]。然而,目前玉兰落叶并未

实现资源化利用,大多被当作垃圾进行处理。鉴于

此,本研究拟从土壤中筛选产果胶酶的微生物,测定

其所产果胶酶的酶学性质,并将其用于白玉兰(Mag-
nolia

 

denudata)落叶的水解,以期为植物叶片的还田

水解提供参考。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 样品处理

  橘 子 皮 富 含 果 胶,其 果 胶 含 量 可 达 干 重 的

30%[21],因此本研究选用橘子皮粉作为培养基的主

要碳源。将新鲜橘子皮切条后在50
 

℃烘干2
 

d至恒

重,用小型植物组织粉碎机粉碎并过60目筛网,所得

粉末用于配制培养基。白玉兰落叶采自广西科学院

内,在50
 

℃烘干2
 

d至恒重后粉碎,过60目筛网,所
得粉末用作水解实验的底物。

1.1.2 药品和试剂

  聚半乳糖醛酸、半乳糖醛酸购买自上海阿拉丁生

化科技股份有限公司。所有化学药品均为分析纯级

别。基因组DNA提取试剂盒购买自天根生化科技

(北京)有限公司,扩增内转录间隔区(Internal
 

Tran-
script

 

Spacer,ITS)所用试剂2×Phanta
 

Max
 

Master
 

Mix为南京诺唯赞生物科技股份有限公司所产。

1.1.3 主要仪器设备

  恒温摇床(上海智城分析仪器制造有限公司)、

Infinite
 

2000酶标仪(Tecan公司,瑞士)、T􀆼Gradient
 

Thermoblock
 

PCR仪(Biometra公司,德国)、Centri-
fuge

 

5415D 小型常温离心机(Eppendorf公司,德
国)、超净工作台(苏州 净 化 设 备 有 限 公 司)、HI-
CLAVE高压灭菌锅(Saitama􀆼ken公司,日本)、Ni-
kon

 

YS100显 微 镜(尼 康 株 式 会 社,日 本)、SPX􀆼
250B􀆼Z生化培养箱(上海博迅实业有限公司医疗设

备厂)、卧式低温冷柜(青岛海尔医用低温科技有限
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公司)。

1.1.4 培养基

  分离培养基:配方见文献[22],所不同的是以橘

子皮粉替代可溶性淀粉,其他成分相同。具体为橘子

皮粉 10
 

g/L,胰 蛋 白 胨 5
 

g/L,K2HPO4 3
 

g/L,
(NH4)2SO4 2.5

 

g/L,MgSO4 •7H2O
 

0.2
 

g/L,

CaCl2 0.1
 

g/L,FeSO4 0.025
 

5
 

g/L,琼脂粉
 

30
 

g/L,

pH值为5.0。

  筛选培养基为不含琼脂粉的分离培养基。

  察 氏 培 养 基:蔗 糖 30
 

g/L,NaNO3 3
 

g/L,

K2HPO4·3H2O
 

1.3
 

g/L,MgSO4•7H2O
 

0.5
 

g/

L,KCl
 

0.5
 

g/L,FeSO4 · 7H2O
 

0.01
 

g/L,

ZnSO4·7H2O
 

0.01
 

g/L,pH 值为7.0,琼脂粉
 

15
 

g/L。

1.2 菌株的分离纯化

  将1
 

g土壤样品(采自南宁学院花圃)分散至10
 

mL灭菌水中,充分摇匀,取浊液以10倍为梯度稀

释,每个梯度所得稀释液取50
 

μL涂布于分离培养基

平板上。将平板放置于28
 

℃培养箱中静置培养5
 

d
后观察所获得的单菌落。

1.3 菌株的种属鉴定

  制作菌株的孢子悬浮液,将悬浮液以三点式点接

种至察氏培养基平板,在28
 

℃培养5
 

d并观察其菌

落形态。使用Nikon
 

YS100显微镜观察孢子头和孢

子形态(目镜10倍,物镜40倍)。取使用筛选培养基

在28
 

℃培养3
 

d获得的菌丝体,用液氮研磨的方法

将细胞破碎,参照试剂盒说明书提取基因组DNA。
使用ITS1(5'􀆼TCCGTAGGTGAACCTGCGG􀆼3')和

ITS4(5'􀆼TCCTCCGCTTATTGATATGC􀆼3')引物

扩增内转录间隔区[23],并将获得的扩增产物送至北

京奥科鼎盛生物科技公司进行测序。将测得的序列

在NCBI网站进行 Nucleotide
 

BLAST,并将测得的

序列与相近物种进行发育建树(Mega软件,执行

neighbor􀆼joining功能)以分析亲缘关系,确定目标菌

株的种属。

1.4 酶活力的测定

  挑取1.2节中的单菌落接种至筛选培养基(250
 

mL的三角瓶装液50
 

mL),在28
 

℃、200
 

r/min摇床

培养5
 

d。培养液经10
 

000
 

r/min离心1
 

min后,取
上清液加入1.5

 

mL
 

EP管中,采用3,5􀆼二硝基水杨

酸(DNS)法测定其果胶酶粗酶活力[24]。反应体系为

350
 

μL含0.5%聚半乳糖醛酸(W/V)的0.1
 

mol/L
柠檬酸􀆼磷酸氢二钠缓冲液(pH 值为4.5)和50

 

μL

粗酶液,在50
 

℃水浴反应10
 

min后加入0.8
 

mL
 

DNS试剂,沸水浴5
 

min后取出EP管,冷却至室温,
使用酶标仪在540

 

nm处测定吸光值。DNS试剂配

方[22]:四水合酒石酸钾钠200
 

g/L,NaOH
 

25
 

g/L,

DNS
 

10
 

g/L,结晶酚
 

2
 

g/L,Na2SO3 0.5
 

g/L。1个

单位酶活力定义为每分钟水解底物释放出1
 

μmol产

物所需的酶量。果胶酶粗酶酶活力参照以半乳糖醛

酸为标准物建立的标准曲线计算。

1.5 酶学性质

1.5.1 最适作用pH值

  使用0.1
 

mol/L柠檬酸􀆼磷酸氢二钠缓冲液配制

pH值为3.0-6.5的反应液,反应液中含0.5%聚半

乳糖醛酸,测定果胶酶粗酶酶活力。最高酶活力时的

pH值即为最适作用pH 值,该酶活力为100%酶活

力,其余酶活力比照为相对酶活力。

1.5.2 最适作用温度

  在最适作用pH值下测定果胶酶粗酶液在35-
65

 

℃下的活力,最高活力时的温度即为最适作用温

度,该酶活力为100%酶活力,其余酶活力比照为相

对酶活力。

1.5.3 pH稳定性

  将粗酶液置于0.1
 

mol/L
 

pH值3.0-9.0的缓

冲液中,在25
 

℃保温24
 

h后测定残余酶活力。以没

有进行处理的粗酶液的酶活力为100%酶活力,进行

处理后粗酶液的酶活力比照为相对酶活力。配置不

同的pH 值反应液所用到的缓冲液分别为pH 值

3.0-7.0,柠檬酸􀆼Na2HPO4;pH值7.0-9.0,Tris􀆼
HCl缓冲液;pH 值9.0-12.0,甘氨酸􀆼NaOH 缓

冲液。

1.5.4 热稳定性

  将粗酶液在不同温度下保温15、30、45和60
 

min后测定酶活力。以不经保温处理的粗酶液的酶

活力为100%酶活力,保温处理后的粗酶液的活力比

照为相对酶活力。

1.5.5 金属离子对酶活力的影响

  在反应体系中分别添加1、2和5
 

mmol/L的各

种氯离子金属盐(Li+、Na+、Mg2+、K+、Ca2+、Mn2+、

Fe2+、Fe3+、Co2+、Cu2+和Zn2+)和EDTA􀆼Na2,测定

粗酶液在金属盐存在时的酶活力。以不添加金属盐

时的酶活力为100%酶活力,添加金属盐后测得的酶

活力比照为相对酶活力。

1.6 白玉兰落叶的酶解

  温度对果胶酶水解落叶的影响:以双蒸水配制
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10
 

g/L的落叶粉末,参照1.5节中“最适作用温度”
的方法进行实验。为了模拟自然界的水解环境,该酶

解实验不采用缓冲液。

  加酶量对果胶酶水解落叶的影响:取不同酶量的

粗酶液(0、1、3、6、15、60
 

U/g)在30
 

℃水解10
 

g/L的

落叶粉末,酶解时间为6
 

h。

  以DNS法测定酶水解前后体系中还原性物质的

含量,酶水解后体系中还原性物质的含量减去体系中

原有还原性物质的含量后计算每单位果胶酶水解所

得还 原 性 物 质 的 含 量。以 酶 水 解 前 的 原 有 量 为

100%,果胶酶对落叶的水解效率定义为水解后的增

加量除以原有量得到水解后的倍数。

1.7 数据处理

  每个数据点均设定3个平行操作,所得结果使用

Excel软件计算平均值和标准偏差并作图。每一项

酶学性质均独立测定3次,所测数据的相对标准偏差

(Relative
 

Standard
 

Deviation,RSD)小于5%时,表明

测定结果可重复且可信。

2 结果与分析

2.1 菌株的筛选和种属鉴定

  目标菌株在察氏培养基平板上的初生菌丝为白

色,大约培养2
 

d后开始分化出孢子,此时菌落的颜

色开始变深,在培养5
 

d后菌落颜色为淡绿色[图1
(a)]。目标菌株的生长速度较快,培养5

 

d后菌落半

径达3
 

cm。其菌落质地较为疏松,且不均一,菌丝疏

密相间,形成圈状同心圆。菌落中心处有少量白色细

绒毛产生。未见液滴和赘生物产生。此外,菌落中心

密集区域的背面稍黄,但从平板正面和背面均可以看

出没有明显色素分泌[图1(b)]。气生菌丝顶端膨

大,分生孢子为圆形或近圆形[图1(c)]。基于以上

特征,推测该菌株或为曲霉属(Genus
 

Aspergillus)
黄绿组(Section

 

Flavi)的物种。

  用目标菌株和曲霉属黄绿组代表性模式菌株[25]

的ITS序列构建系统发育树,发现目标菌株的ITS
序列与黄曲霉(Aspergillus

 

flavus)和米曲霉(A.
oryzae)处于同一进化枝(图2)。将目标菌株的ITS
序列在NCBI进行Nucleotide

 

BLAST后,发现在序

列一致性最高的前100条记录中有86条为来自黄曲

霉不同菌株的ITS序列,并且一致性均为100%。因

此,确认目标菌株为黄曲霉,并命名为 A.flavus
 

TPF2􀆼1。

图1 目标菌株的平板菌落形态和显微形态

  Fig.1 Colony
 

and
 

microscopic
 

morphology
 

of
 

targeted
 

strain

2.2 果胶酶粗酶的酶学性质

  将菌株TPF2􀆼1进行液态培养5
 

d后,在培养液

中测 到 果 胶 酶 酶 活 力 为(0.63±0.02)
 

IU/mL。

TPF2􀆼1果胶酶粗酶的最适作用pH值为4.5,pH值

为4.0时的酶活力次之[图3(a)]。当pH 值为3.0
和6.5时,TPF2􀆼1果胶酶粗酶的相对酶活力约为

20%,这表明该酶可在弱酸性环境中发挥作用。该粗

酶在pH
 

值4.0-7.0下比较稳定,保温24
 

h后残余

相对酶活力高于90%[图3(b)]。TPF2􀆼1果胶酶粗

酶的最适作用温度为50
 

℃,55
 

℃下的酶活力次之

[图3(c)];在35
 

℃和65
 

℃的相对酶活力分别为

60%和45%,说明该酶能够在较宽的温度范围内发

挥出较高的酶活力。TPF2􀆼1果胶酶粗酶在35
 

℃下

稳定,随着温度升高稳定性逐渐降低,在60
 

℃保温

30
 

min后几近全部失活[图3(d)]。
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图2 菌株TPF2􀆼1和曲霉属黄绿组代表性菌株内转录间隔区序列的发育建树

  Fig.2 Phylogenetic
 

tree
 

based
 

on
 

the
 

ITS
 

sequences
 

of
 

strain
 

TPF2􀆼1
 

and
 

representative
 

type
 

strains
 

of
 

Aspergillus
 

section
 

Flavi

  (a)
 

Effect
 

of
 

pH
 

value
 

on
 

the
  

activity
 

of
 

pectinase;(b)
 

Effect
 

of
 

pH
 

value
 

on
 

the
 

stability
 

of
 

pectinase;(c)
 

Effect
 

of
 

tempera-
ture

 

on
 

the
  

activity
 

of
 

pectinase;(d)
 

Effect
 

of
 

temperature
 

on
 

the
 

stability
 

of
 

pectinase.
图3 pH值和温度对菌株TPF2􀆼1果胶酶粗酶酶活力和稳定性的影响

Fig.3 Effects
 

of
 

pH
 

value
 

and
 

temperature
 

on
 

the
  

activity
 

and
 

stability
 

of
 

the
 

crude
 

pectinase
 

of
 

TPF2􀆼1

  Li+、Na+、Mg2+ 和 K+ 对该果胶酶的酶活力都

没有明显影响(表1)。Co2+、Zn2+ 和Cu2+ 是重金属

离子,但在本研究中未观察到该酶的酶活力受其抑

制。5
 

mmol/L的Ca2+、Fe2+和Fe3+分别使TPF2􀆼1
果胶 酶 粗 酶 的 酶 活 力 降 至 (63.42±4.59)%、
(87.69±3.24)% 和(83.73±1.19)%。就 Ca2+、

Fe2+和Fe3+而言,同一个金属离子在不同的浓度下

对TPF2􀆼1果胶酶的酶活力有不同影响,例如1、2
 

mmol/L的Ca2+ 对酶活力的影响幅度不超过10%,
但当浓度升高到5

 

mmol/L时却将酶活力抑制至

(63.42±4.59)%;再如2
 

mmol/L的Fe2+促进该酶

的酶活力,但5
 

mmol/L的Fe2+抑制TPF2􀆼1果胶酶
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的酶活力。
表1 金属离子对酶活力的影响

Table
 

1 Effects
 

of
 

metal
 

ions
 

on
 

the
 

enzyme
 

activity

金属离子
Metal

 

ions

相对酶活力/%
Relative

 

activity/%

1
 

mmol/L 2
 

mmol/L 5
 

mmol/L

EDTA􀆼Na2 100.77±0.53 97.85±1.78 99.57±1.60

Li+ 104.50±1.15 110.15±1.71 105.49±0.57

Na+ 98.97±0.45 105.82±0.78 98.91±3.24

Mg2+ 104.54±1.20 101.92±1.06 94.19±3.66

K+ 104.34±1.21 107.09±2.40 104.35±0.93

Ca2+ 95.74±3.00 94.73±2.03 63.42±4.59

Mn2+ 121.96±1.96 128.93±0.18 137.87±1.40

Fe2+ 95.13±1.16 128.87±2.37 87.69±3.24

Fe3+ 112.93±1.51 126.95±1.70 83.73±1.19

Co2+ 109.46±0.87 128.83±3.51 109.15±1.25

Cu2+ 108.66±4.48 107.92±2.25 92.23±1.22

Zn2+ 97.47±1.69 101.76±0.60 94.92±0.77

2.3 白玉兰落叶的酶解

  如图4所示,TPF2􀆼1果胶酶水解白玉兰落叶的

最适作用温度为50
 

℃,这与其水解聚半乳糖醛酸的

最适作用温度相近。当温度升高至55
 

℃时,TPF2􀆼1
果胶酶能发挥出95.92%的酶活力。即使在35

 

℃条

件下,仍能维持59.40%的酶活力。以上结果表明

TPF2􀆼1果胶酶对白玉兰落叶具有良好的酶解特性。

图4 TPF2􀆼1果胶酶对白玉兰落叶的最适作用温度

  Fig.4 The
 

optimum
 

temperature
 

for
 

the
 

action
 

of
 

TPF2􀆼1
 

pectinase
 

on
 

the
 

fallen
 

leaves
 

of
 

Magnolia
 

denudata

  表2展示了不同加酶量下的TPF2􀆼1果胶酶对

白玉兰落叶的水解效率。随着加酶量的增加,水解体

系中的还原性物质的量也在增加,其中加酶量为60
 

U/g时,还原性物质浓度为(0.914±0.010)
 

g/L,水
解后提升幅度达到(231.86±3.55)%,约为水解前的

3.3倍。随着加酶量的增加,每单位酶水解产生的还

原性物质的量呈减少趋势。
表2 不同酶量的TPF2􀆼1果胶酶水解白玉兰落叶

Table
 

2 Hydrolysis
 

of
 

Magnolia
 

denudata
 

fallon
 

leaves
 

by
 

dif-

ferent
 

doses
 

of
 

TPF2􀆼1
 

pectinase

酶的用量/
(U/g)
Enzyme

 

dose/(U/g)

还原性物质
浓度/(g/L)
Concentration

 

of
 

reducing
 

sugar/(g/L)

每单位酶活力
水解所得还原性物

质的量/(g/U)
Yield

 

of
 

reducing
 

sugar
 

per
 

unit
 

enzyme/(g/U)

提升幅度/%
Increment
/%

0 0.275±0.012 - -

1 0.329±0.018 0.054±0.011 19.42±6.40

3 0.348±0.005 0.024±0.001 26.24±1.88

6 0.417±0.012 0.024±0.005 51.35±4.39

15 0.528±0.008 0.017±0.001 91.76±2.85

60 0.914±0.010 0.011±0.002 231.86±3.55

3 讨论

3.1 pH值和温度对酶活性和稳定性的影响

  中国的土壤普遍呈酸性[26],因此TPF2􀆼1果胶酶

可在大多数土壤环境下对还田物进行水解,这一点比

某些碱性果胶酶(如最适作用pH值普遍为碱性的果

胶裂合酶[27])有天然的优势。同时,TPF2􀆼1果胶酶

在pH值4.0-7.0下保温24
 

h后(25
 

℃下)仍保持

高达90%以上的残余酶活力,其在酸性pH 值下的

稳定性比一些已报道的果胶酶更佳[28,29]。田地间的

水解需要果胶酶在弱酸性环境中长时间内保持活性,
因此TPF2􀆼1果胶酶比在酸性下不稳定的果胶酶(如
费希新萨托菌产的果胶酶[30])更适用于还田物的水

解。与某些高温果胶酶不同(如高温放线糖莱斯

菌[31]、Talaromyces
 

leycettanus
 

JCM
 

12802[32] 和

Penicillium
 

occitanis[33]等所产的果胶酶),TPF2􀆼1
果胶酶属于中温酶,该酶在40-60

 

℃下能发挥出最

高酶活力的60%以上,说明其可在多种温度条件下

发挥水解作用。

3.2 金属离子对酶活性的影响

  Na+、Mg2+和K+广泛存在于植物组织中[34],这
三者均不抑制TPF2􀆼1果胶酶活力,这有利于该果胶

酶对植物组织的水解。一般认为重金属离子会对蛋

白质产生危害[35,36],然而在本研究中,Co2+ 和Cu2+

未抑制TPF2􀆼1果胶酶的酶活力,这表明该果胶酶具

有能够在Co2+ 和Cu2+ 污染的环境中对植物落叶水

解的应用潜力。与本研究结果相似,在已有报道中也
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发现Ca2+抑制果胶酶的酶活力,例如来自Penicilli-
um

 

occitanis[37]和黑曲霉(A.niger)[38]的果胶酶在

1、2
 

mmol/L
 

Ca2+ 存在的情况下分别只能发挥出

64.9%和53.0%的酶活力。另外,本研究中出现同

一个金属离子在不同浓度下对TPF2􀆼1果胶酶酶活

力有不同影响的情况,这在以往的研究中也有报道,
例如有报道称,存在2、5

 

mmol/L的Cu2+ 时,Peni-
cillium

 

occitanis 果胶酶能发挥出的酶活力分别为

62.09%和19.75%[33]。这种现象是因为酶与金属离

子之间有复杂的关系[39]:①一个酶分子可以结合多

种金属离子;②对于某个金属离子,一个酶分子可能

有多个结合位点,并且这些结合位点之间在结合顺序

上可能存在差别;③部分金属离子的结合可能会直接

参与催化反应或引起酶的结构变化,进而影响酶的催

化活力;④金属离子的结合引起酶结构变化的程度因

金属离子的种类和结合数量的不同而有所差异。例

如,多数已报道果胶裂合酶的酶活力受Ca2+影响,具
体表现为Ca2+在低浓度时不影响该酶活力,随着浓

度提升而表现出促进作用,然而继续提高浓度时促进

作用减弱甚至表现出抑制作用。经研究发现果胶裂

合酶在催化位点附近有2个 Ca2+ 结合位点,初级

Ca2+结合后会稳定蛋白质的β􀆼螺旋结构和长突出

环,从而增强酶的热稳定性[40];次级Ca2+ 结合后则

参与形成反应复合物,促进C5质子的提取,进而促

进酶的活力[41];若有更多的Ca2+,则与其他位点结

合,但引起的结构变化不能确定对酶的催化起促进还

是抑制作用。Ca2+对果胶裂合酶的作用可以促进人

们对“不同浓度的同一种金属离子对内切聚半乳糖醛

酸酶酶活力有不同的作用”这一现象的理解。

3.3 关于黄曲霉果胶酶安全性的解决方案

  迄今已有许多关于来自不同种属的细菌、放线

菌、酵母和丝状真菌菌株果胶酶酶学性质的报道,其
中来自丝状真菌的果胶酶数量最多,而在丝状真菌中

又以曲霉属物种的报道最多[35,38,42􀆼48]。虽然目前已

有报道表明黄曲霉具备产果胶酶的能力,但是关于其

酶学性质的报道仍不多,究其原因是黄曲霉存在一定

的安全隐患[49]。然而,黄曲霉在生物炼制等方面具

有潜在的应用价值,该物种已被报道可产多种构成植

物细胞壁的生物大分子的水解酶(如纤维素酶[50]、葡
萄糖苷酶[51]、木聚糖酶[52]、β􀆼1,3􀆼1,4􀆼葡聚糖酶[53]和

蛋白酶[54]等)和自然界中仅次于纤维素的第二大生

物质———淀粉[55]的水解酶(如α􀆼淀粉酶[54]和葡萄糖

淀粉酶[56]等)。为了解决来源于黄曲霉的酶制剂的

安全性问题,未来的工作可以将黄曲霉的果胶酶基因

克隆至易于大量表达异源基因的安全菌株中表达(如
黑曲霉[57]和米曲霉[58])。

4 结论

  本研究从土壤中筛选出一株产果胶酶的黄曲霉

菌株TPF2􀆼1。该菌株所产果胶酶具有良好的酶解特

性,其最适作用pH值为4.5,最适作用温度为50
 

℃,
粗酶酶活力为(0.63±0.02)

 

IU/mL。同时,TPF2􀆼1
果胶酶具有较好的热稳定性,并可在弱酸性环境中发

挥作用。此外,Li+、Na+、Mg2+、K+、Cu2+、Zn2+ 和

Co2+对TPF2􀆼1果胶酶的酶活力均无明显抑制作用,
而Ca2+、Fe2+和Fe3+在浓度为5

 

mmol/L时表现出

抑制作用。TPF2􀆼1果胶酶能够使白玉兰落叶水解

体系中还原性物质的量提升至水解前的3.3倍,在植

物叶片还田方面具有潜在的应用价值。
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Enzymatic
 

Characteristics
 

of
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and
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Application
 

in
 

the
 

Hydrolysis
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Abstract:
  

Returning
 

crop
 

residues
 

to
 

the
 

field
 

can
 

improve
 

soil
 

quality.However,the
 

low
 

microbial
 

activity
 

hinders
 

the
 

decomposition
 

process.Pectinase􀆼producing
 

strains
 

were
 

isolated
 

from
 

the
 

soil
 

to
 

accelerate
 

the
 

decomposition
 

process.The
 

strain
 

screened
 

out
 

was
 

identified
 

and
 

the
 

enzymatic
 

properties
 

of
 

the
 

pectinase
 

produced
 

by
 

the
 

strain
 

were
 

analyzed.Furthermore,the
 

hydrolytic
 

effect
 

of
 

the
 

produced
 

pectinase
 

on
 

the
 

fall-
en

 

leaves
 

of
 

Magnolia
 

denudata
 

was
 

studied.The
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

strain
 

isolated
 

from
 

the
 

soil
 

was
 

i-
dentified

 

as
 

Aspergillus
 

flavus
 

TPF2􀆼1,and
 

the
 

activity
 

of
 

its
 

crude
 

pectinase
 

was
 

(0.63±0.02)
 

IU/mL.
With

 

polygalacturonic
 

acid
 

as
 

the
 

substrate,the
 

crude
 

pectinase
 

of
 

TPF2􀆼1
 

showcased
 

the
 

highest
 

activity
 

at
 

pH
 

value
 

4.5
 

and
 

50
 

℃.There
 

was
 

no
 

loss
 

of
 

enzyme
 

activity
 

after
 

incubation
 

at
 

35
 

℃
 

for
 

1
 

h.After
 

incuba-
tion

 

at
 

pH
 

value
 

4.0-7.0
 

and
 

25
 

℃
 

for
 

24
 

h,the
 

relative
 

activity
 

of
 

the
 

enzyme
 

was
 

still
 

above
 

90%.Li+,

Na+,Mg2+,K+,Cu2+,Zn2+
 

and
 

Co2+
 

at
 

concentrations
 

of
 

1,2
 

and
 

5
 

mmol/L
 

had
 

no
 

significant
 

inhibitory
 

effect
 

on
 

the
 

activity
 

of
 

the
 

crude
 

pectinase
 

of
 

TPF2􀆼1,while
 

Ca2+,Fe2+
 

and
 

Fe3+
 

only
 

showed
 

inhibitory
 

effects
 

at
 

a
 

concentration
 

of
 

5
 

mmol/L.The
 

crude
 

pectinase
 

of
 

TPF2􀆼1
 

increased
 

the
 

amount
 

of
 

reducing
 

sug-
ar

 

in
 

the
 

hydrolysis
 

system
 

of
 

M.denudata
 

fallen
 

leaves
 

to
 

3.3
 

times
 

that
 

before
 

hydrolysis.The
 

results
 

of
 

this
 

study
 

indicate
 

that
 

the
 

pectinase
 

from
 

A.flavus
 

has
 

a
 

potential
 

application
 

value
 

in
 

the
 

returning
 

of
 

plant
 

leaves
 

to
 

the
 

field.
Key

 

words:pectinase;enzymatic
 

properties;Aspergillus
 

flavus;strain
 

isolation
 

and
 

identification;fallen
 

leaves
 

hydrolysis
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