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摘 要：通过344—/5’67筛选平板和固体培养方法获得了产木聚糖酶菌株米曲霉（!"#$%&’(()"
*%+,-$）384’!.(在液体发酵时木聚糖是有效的诱导底物(通过离子交换和凝胶过滤色谱纯化得到
了一个耐酸性木聚糖酶（木聚糖酶4）(它的相对分子质量为#9"""，最适作用温度和:;分别为99
<（:;#(9），它在9"<时很稳定，并且在:;!("时仍保留相当高的活性(木聚糖酶4含有较多的
天冬氨酸、丝氨酸、苏氨酸和丙氨酸(
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木聚糖酶（Q7Y&2$，02!2W2U5’67U5’67&N5YS&’6LQ
GC-(!($(.）由于其在造纸、食品和饲料等工业中潜
在的应用前景而引起研究者越来越广泛的研究［$］(
它在果汁、酒类、咖啡、香料和色素的生产等方面也

有应用(因此具有新性质的木聚糖酶产生菌仍在被
研究(丝状真菌由于分泌出胞外木聚糖酶且产酶水

平高于酵母和细菌而得到关注(曲霉微生物产木聚
糖酶已研究了多年［!"#］，但是对于米曲霉木聚糖酶

的性质还不太了解(米曲霉（!"#$%&’(()"*%+,-$）在
日本传统发酵食品中应用历史悠久，且已用于工业

酶制剂的生产中(作者从-$#株米曲霉中筛选产木
聚糖酶活性高的菌株，研究了酶的纯化及耐酸性木
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聚糖酶的性质，目的在于寻找出适合应用于酿酒行

业的木聚糖酶，为今后通过蛋白质工程提高产酶水

平作准备!

! 材料与方法

!"! 菌株

"#$株米曲霉菌株，日本国税厅酿造研究所保
藏!
!"# 培养基

!!#!! 米曲霉培养基 土豆琼脂培养基（%&’()）!
!!#!# *++,-./01（*2304)/+5&//&016+/72*,%,-.,
/01，8&930公司）筛选平板培养基#:!$;9／<=酵母
氮基和>9／<=琼脂于#>#?灭菌#:3&1，同时将

:!>9／<=*++,-./01单独灭菌，然后混合溶解倾注
平板!
!!#!$ 液体发酵培养基#:!#9／<= 蛋白胨，

:!@9／<=酵母膏，:!#9／<=硝酸钠，:!#9／<=磷酸
氢二钾，:!:@9／<=硫酸镁，:!::#9／<=硫酸铁，:!"
9／<=蔗糖，#9／<=木聚糖（’5)3)06AB2/6A，8&930公
司），BC$!:，接种量#9／<=，装液量>:3=／<=，发
酵温度为":?，#@:5／3&1培养;>D!
!"$ 方法

!!$!! *++,-./01平板筛选法# 将#:!=米曲霉
孢子液接种到*++,-./01平板上，":?培养"$D，
测量菌丝体生长直径及其周围出现的透明圈直径，

选取菌丝体生长直径与其周围透明圈直径比值小

的!
!!$!# 固体制曲培养##:9",米（已经浸泡，蒸煮
过的米）放到#::3=三角瓶中，灭菌后接种#!:
3=米曲霉孢子液，加无菌水E!:3=，于"@?，相
对湿度F:G的条件下培养"$D!
!!$!$ 粗木聚糖酶的制备

#）从固体曲中提取木聚糖酶：在培养结束的固
体曲中加入:!#3)/／=BC@!:的含:!@9／<=H0I/
的醋酸盐缓冲液，于E?下静置过夜、J:::5／3&1
离心#@3&1、用#:33)/／=BC@!:的醋酸盐缓冲
液透析过夜!该部分粗木聚糖酶用于酶活性的测
定!
>）从发酵液中提取木聚糖酶：将培养过的发酵
液经J:::5／3&1离心":3&1，经:!E@!3的过滤
膜过滤，K3&()1LM/:膜浓缩（M&//&B)52公司，美
国），该粗酶用于酶的纯化!
!!$!% 木聚糖酶活性的测定方法# 粗木聚糖酶采
用*++,-./01方法测定［@］以排除木糖苷酶的影响，

纯木聚糖酶活力测定方法如下：:!>3=适当稀释
的酶液加入到在E:?保温过的:!@3=的>9／<=
木聚糖和:!"3=:!#3)/／=醋酸盐缓冲液，在

BCE!@的条件下，于E:?反应":3&1，释放出的糖
按照8)3)9.&,H2/A)1法测定［;，J］!酶活单位定义：

E:?条件下，BCE!@时每分钟产生#!3)=产物
（木糖）为#个活性单位（N）!
!!$!& 蛋白质的测定方法 采用+&),*0<实验室
试剂盒按照=)O5.的方法测定蛋白质含量［F］，以牛
血清蛋白为标准，在酶的纯化过程中测定P%>J:!
!!$!’ 8%8,QKRS电泳 按照=0233/&方法进
行!采用第一化学公司（日本）的聚丙烯酰胺凝胶，
考马斯蓝染色!
!!$!( 木聚糖酶的纯化# 各环节均在E?进行!将
经过浓缩的粗木聚糖酶进入凝胶过滤柱（T8U
R>:::8V，>#!@33W$::33，T)A)D公司，日本），
用含有:!>3)/／=H0I/的BC@!:，E:33)/／=醋酸
盐缓冲液洗脱，收集有活性部分，再进行#:U膜浓
缩（Q0//X&/65)1公司，日本），然后进入阴离子柱
（Q)5)ACY／M，E!$33W#::33，日本）!离子交换
柱用E:33)/／=BC@!:的醋酸盐缓冲液平衡，然
后再用含H0I/的同种缓冲液洗脱!将得到的各活
性组分分别收集，浓缩，再次进入T8UR>:::8V凝
胶柱!
!!$!) 木聚糖酶相对分子质量的测定 用QD05,
30(&0K+公司（美国）的相对分子质量测定标准蛋
白作为标准，通过8%8,QKRS测定纯化后的木聚糖
酶相对分子质量!
!!$!* 氨基酸组成的测定# 纯化后的酶在#:@?
用$3)/／=盐酸水解>D，用自动氨基酸分析仪（=,
J@::K，日立公司，日本）分析!

# 结果与讨论

#"! 产木聚糖酶米曲霉菌株的获得
通过*++—-./01平板筛选后获得F株米曲

霉，这些菌株在*++—-./01平板上培养"$D后都
有不同程度大小的透明圈形成，而且其菌落直径与

透明圈直径比值是较小的，结果见表#!将这些菌株
进行固体培养，提取其产生的木聚糖酶，经过测定

酶活性后发现米曲霉*Z+#>J（!"#$%&’(()"*%+,-$
*Z+#>J）产酶活性高于其它的菌株，达到@!#;N／9
曲，从而确定以该菌株为研究对象进行木聚糖酶发

酵工艺和纯化的研究!作者对!"#$%&’(()"*%+,-$
*Z+#>J进行液体发酵并且纯化其中耐酸性木聚糖
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酶!
表! "##—$%&’(平板和固体培养产木聚糖酶的主要结果

)’*+! ,’-(./01&20345%&’(’0/6.37182-3(*%29/:/2937034
"##;$%&’(:/7-’’(703&-7;02’2/81&21./

米曲霉菌株
木聚糖酶
相对活力／"

菌落直径与透明圈
直径比值

!"#$%&’(#$%&’( &)) )!*+

!"#$%&’(#$%(&, +,!& )!-&

!"#$%&’(#$%&., +’!- )!-’

!"#$%&’(#$%*’’ (+!+ )!--

!"#$%&’(#$%’, (.!. )!-(

!"#$%&’(#$%&-& (,!) )!-+

!"#$%&’(#$%’&) (&!’ )!.)

!"#$%&’(#$%,,& /(!’ )!.,

!"#$%&’(#$%’&- /*!- )!..

<+< 发酵条件的确定
通过对各发酵因素的研究，最后确定了发酵的

起始01.!)，装液量’)23／43，接种量&23／43，
发酵条件为,)5，&-)6／278，培养/’9，产酶达到

’!)/:／23，酶活提高了&&倍!在发酵过程中合适
底物的选择影响到产酶活性的高低［&］!通过对不同
底物的研究，发现以木聚糖为诱导底物时，发酵获

得的酶活最高!结果见表’!
表< 碳源对产木聚糖酶的影响

)’*+< =44/820348’.*3(031.8/03(29/6.37182-3(345%;
&’(’0/0

底物 用量／（;／43） 相对酶活／"

木聚糖 &!) &))
木糖 &!) )!.
木聚糖<木糖 各&!) .-!/
淀粉 &!) )!-
蔗糖 &!) )
米糠 )!- ’!,

<+> 木聚糖酶的纯化
在经过=>?@’)))>A凝胶柱后获得了*个有

酶活的部分（第!，"，#和$部分）!第"部分再进
入阴离子交换柱（BC6CD1E／F），1E／F 柱用

01-!)，*)22CG／3醋酸盐缓冲液平衡并用含)%
)!,2CG／3HIJG的相同缓冲液连续梯度洗脱，又得
到*个活性部分（第"K!，"K"，"K#，和"K$部
分）!通过研究发现以上各活性部分中，第"K!部分
有比较好的耐酸稳定性!因此首先纯化该耐酸性木
聚糖酶!将第"K!部分再经过=>?@’)))>A凝胶
柱后得到单一活性峰"K!K!，在>L>KBM@N上显示出单
一蛋白条带，见图&，它被命名为木聚糖酶%!

&!蛋白质分子标准，’!纯化的木聚糖酶%
图! 木聚糖酶#的?@?;ABC=

D-E+! ?@?;ABC=’(’&%0-034$%&’(’0/#

<+F 木聚糖酶的性质
表,列出了纯化后的木聚糖酶%的氨基酸组

成，其中天冬氨酸，丙氨酸，丝氨酸和苏氨酸的含量

较高，这和以往的有关曲霉木聚糖酶氨基酸组成的

报导一致［’，-］!木聚糖酶%的一些基本性质见表*，
它的相对分子质量为.-)))，最适作用温度和01
分别为--5和01.!-!木聚糖酶%在-)5时仍很
稳定，在01’!)时也保留有相当高的活性，是耐酸
性的!表-表明木聚糖酶%受到铁离子和铜离子稍
许的激活作用，锰离子对木聚糖酶%有抑制作用!
表.说明木聚糖酶%对木聚糖有专一水解特性!在
有较高酒精含量时（’)23／43），木聚糖酶%还能保
留有较高的活性（见表/），表明该酶是耐酸性和耐
酒精的木聚糖酶!

表> 木聚糖酶#的氨基酸组成

)’*+> B:-(3’8-783:630-2-3(345%

!
!!!

&’(’0/#

氨基酸
木聚糖酶%
的摩尔分数／"

氨基酸
木聚糖酶%
的摩尔分数／

!!

"
天冬氨酸 &)!) 异亮氨酸

!! ,!/
苏氨酸 &)!+ 亮氨酸

!! *!/
丝氨酸 &*!+ 酪氨酸

!! ,!*
谷氨酸 (!, 苯丙氨酸

!! ’!(
甘氨酸 +!) 赖氨酸

!! ,!*
丙氨酸 &&!* 组氨酸

!! &!&
半胱氨酸 )!- 精氨酸

!! ,!+
缬氨酸 .!- 脯氨酸

!! *!(
蛋氨酸 )!/

表F 木聚糖酶#的基本性质

)’*+F C/(/.’&6.36/.2-/0345%&’(’0/#

性质 木聚糖酶%
相对分子质量 .-)))
最适作用温度／5 --
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续表!

性质 木聚糖酶"

最适作用#$ %&’
热稳定性／( !’)

#$稳定性 *&)!+&)

表! 金属离子（"#$%%&’／(）对木聚糖酶)活性的影响

*+,#! -../012&.%/1+’3&42（"#$%%&’／(）&456’+4+2/)
+0137316

离子 木聚糖酶"相对酶活／,
对照 -))&)
镁 ..&)
铁 --!&/
钙 ..&’
铜 -).&’
锰 %+&/
锌 ..&/
钾 ..&!
钠 .%&+

表8 木聚糖酶)的底物特异性

*+,#8 96’+4+2/)2:,21;+1/2</03.30316

底物 木聚糖酶"相对酶活／,
木聚糖 -))&)
木二糖 )
木三糖 )
010 )
纤维二糖 )
麦糠 )

表= 酒精对木聚糖酶)的影响

*+,#= -../012&./1>+4&’&456’+4+2/)+0137316

酒精体积分数／, 木聚糖酶"相对酶活／,

) -))&)
-) .+&%
-! .2&*
-% ++&2
-+ +2&!
*) +2&/
/) +*&’

? 结 论

通过结合3""456789筛选平板和固体培养方
法获得了一株产木聚糖酶活性较高的米曲霉菌株

（米曲霉3:"-*+）&通过离子交换和凝胶过滤色谱纯

化得到了耐酸性木聚糖酶"，并对它的基本性质进
行了研究&木聚糖酶"在#$*&)时仍保留相当高
的活性，并且对酒精有较好的耐受性，是酿酒过程

中有潜在用途的木聚糖酶&
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