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摘要: 探讨了测定条件对纤维素酶酶活力测定的影响 .研究表明 ,测定条件对测定结果影响

较大 ,因此进行纤维素酶酶活力测定时 ,必须对测定条件作出规定 .纤维素酶是一种复合酶 ,

底物纤维素不溶于水 ,底物的不饱和程度对纤维素酶酶活力测定的影响较大 .底物的不饱和

程度越高 ,所测得酶活力就越低 .利用酶液稀释率、蛋白质浓度和酶活力之间的关系建立一

校正方程 ,得出一种纤维素酶酶活力测定的校正方法 .
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纤维素酶在植物纤维再生利用方面起着重要作用 .纤维素酶高产菌株的选育和纤维素

的酶解效率的提高已成为当今这一领域的主要研究课题 .如何迅速、准确地测定纤维素酶酶

活力是纤维素酶研究中的一个难题 .纤维素酶作用底物是结构不均一、水不溶性的高聚

物 [1～ 4 ] .在纤维素多相反应体系中 ,酶总处于底物不饱和的状态 ,因此难以采用测酶反应初

速的方法来测定该酶活力 [5 ] .另外 ,酶与纤维素的反应速率还受到底物对酶蛋白的吸附速率

和产物扩散速率的影响
[ 6]
.在测定纤维素酶活力时 ,国内外研究者通常不追求底物饱和度 ,

而是通过测定在一定时间内纤维素酶解的平均速率来表示酶活力 .目前 ,较普遍使用的方法

是 Mandels等
[ 7]的糖化型纤维素酶酶活力测定方法 .该方法是在 25 mL的刻度试管中加入

1 mL缓冲液、并加入一条 1 cm× 6 cm的滤纸 (或者加入 1% CMC为底物的缓冲液 )和 0. 5

m L经适当稀释的酶液 ,在一定反应条件下测定酶活力 .这种方法因所使用的酶浓度越大 ,

底物不饱和程度也就越高 ,所以实际测得的酶活力偏低 .

1　材料与方法

1. 1　各种酶液的制备

酶样 A由本实验室发酵制备 .它是由 T . reesei发酵后 ,经过过滤、浓缩制成的酶液 .酶

样 B由 Novo公司提供 ,其中 B1为酸性酶 ( pH 4～ 6) , B2为中性酶 ( pH 6～ 8) .

1. 2　分析方法

1. 2. 1　还原糖测定　采用 Miller等
[8 ]
的方法 .
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1. 2. 2　纤维素酶酶活力测定　采用 Mandels
[7 ]
的方法 .

1. 2. 3　纤维素结晶度测定　酶解样品的处理过程参照 Segal
[ 9]方法 .用 x-衍射分析仪来测

定纤维素的结晶度 .

2　结果与分析

2. 1　底物对纤维素酶酶活力测定的影响

2. 1. 1　 CMC对纤维素酶酶活力测定的影响

1)不同种类 CMC对纤维素酶酶活力测定的影响　以羧甲基纤维素钠 ( Sodium car-

boxymethylcellulose,简称为 CMC- Na )为底物测定纤维素酶酶活力时 ,在溶液中它仅部分

溶解 .其溶解度取决于羧甲基的取代度和该化合物的聚合度 .通常取代度越大 ,溶解度就越

大 ;且取代度越大 ,作为底物被纤维素酶分解的效果就越差
[ 10 ]

.不同产地的 CMC对相同条

件下同一种纤维素酶酶活力测定的影响较大 ,如图 1所示 .日本进口的 CMC虽然吸光度较

小 ,但每次测定的可比性强 .另外 ,据相泽孝亮 [11 ]报道 ,一般取代度为 0. 55～ 0. 65的 CMC

作纤维素酶酶活力测定的底物较为适宜 .

2)不同质量分数的 CMC对纤维素酶酶活力测定的影响　结果见图 2.

图 1　不同种类 CMC对纤维素酶

　　　酶活力测定的影响

图 2　不同质量分数的 CM C对纤维素酶

酶活力测定的影响

在 0～ 2% CMC的质量分数范围内 ,针对 CMC的质量分数对纤维素酶酶活力测定的影

响进行了研究 ,其结果如图 2所示 .可以看出 ,在试验条件下 ,当加入一定的酶量 ,在 CMC

可溶解的范围之内 ,随着 CMC的质量分数增加 ,其吸光度值也随之增加 .适当增加 CMC的

图 3　以 CM C为底物的纤维素酶酶解进程曲线

质量分数 ,可提高酶活力测定的灵敏度 .

但过高的 CMC的质量分数 ,会有部分

CMC不溶解 ,这使得每次测定的 CMC

溶液的质量分数出现差异 ,从而给酶活

测定带来误差 .一般进行纤维素酶酶活

力测定时 , CMC溶液的质量分数为 1% .

3)以 CMC为底物的纤维素酶酶解

进程曲线　图 3为以 CMC为底物的纤

维素酶酶解进程曲线 .可以看出 ,在反应

的初期 ,随着酶解时间的推移 ,还原糖的产生量呈线性增加 ;而后 ,随着时间的推移 ,还原糖

的增加量趋缓 .当酶解时间很长时 ,由于酶活力下降等原因使得还原糖的产生量趋于一个稳
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定值 .还可看出 ,反应初期的前 30 min之内 ,随着时间的推移 ,酶解速率较快 ,几乎呈线性增

加的趋势 .其后随着时间的推移 ,酶解速率趋缓 .因此 ,研究者们选定以 30 min作为 CMC酶

活测定的时间区段 .

2. 1. 2　滤纸对纤维素酶酶活力测定的影响

　　 1)滤纸质量对纤维素酶酶活力测定的影响　滤纸酶活的测定主要以一条 1 cm× 6 cm

的 Wha tman№ 1滤纸作为底物 .滤纸主要由 α-纤维素组成 .滤纸条与纤维素酶和水组成

的溶液是一个多相体系 .因此 ,滤纸条大小直接影响到与之发生作用的纤维素酶吸附、产物

扩散速率 ,进而影响到还原糖的产生速率 .图 4为滤纸质量对纤维素酶酶活力测定的影响 .

可以看出 ,在酶活一定的情况下 ,随着滤纸质量的增加 ,吸光度也随之增加 .从这一试验看 ,

同一酶活 ,而底物浓度的变化 ,又使得所测定的酶活高低发生变化 ,这将给滤纸酶活测定带

来误差 .规定滤纸的品种和规格 ,才可使测定规范化 .一般采用一条 1 cm× 6 cm的 Wha t-

man№ 1滤纸 (质量约 50 mg ,国内多用杭州 1#新华定量滤纸来代替 ) .

2)测定体系的振荡程度对纤维素酶酶活测定的影响　多数研究人员在测定纤维素酶酶

活时采用静止测定体系 .由于纤维素酶酶活测定体系中的底物纤维素不溶于水 ,酶只是在固

体颗粒的界面上 .随着反应的进行 ,酶的吸附、产物的扩散将成为该反应速率的限制性因素 .

图 5为体系的振荡程度对纤维素酶酶活测定的影响 .可以看出 ,同一酶活 ,伴随体系振荡程

度的增大 ,滤纸酶活 (或者吸光度 )的测定值升高 ;而静止体系的滤纸酶活最低 .这说明在静

止体系中酶的吸附和产物扩散已成为该反应速率的限制性因素 ;而体系的振荡提高了反应

体系的传质速率 .解决这一问题的方法是采用往复式振荡恒温水浴 ,控制一定的往复振荡程

度 ,减少酶吸附和产物扩散速度对测定的影响 .

滤纸质量 m /mg

图 4　滤纸质量对纤维素酶酶活力测定的影响

体系振荡程度 /( r /min)

图 5　测定体系的振荡程度对纤维素酶

酶活力测定的影响

3)以滤纸为底物的纤维素酶解进程曲线　由 T . reesei发酵产生纤维素酶 ,并以滤纸为

底物测定得纤维素酶酶解进程曲线 ,如图 6所示 ,可以看出 ,反应初期酶解速率较高 ;随着反

应进行 ,酶促反应速率逐渐降低 .试验中由于采用 Trichoderma纤维素酶 ,酶解速率虽然会

随着时间的推移而有所下降 ,但该反应却保持较高的酶解速率 ,还原糖产生速率也较快 .产

生这一结果的原因可能有以下两个方面:一是过渡区域的纤维素很快被酶解 ,而结晶区域的

纤维素难以被酶解 ,因而造成后来的酶解速率大大降低 ;表 1为不同纤维原料的 x-衍射分

析结果 (用纤维素的结晶度来表示 ) ,不同纤维材料结晶度不同 ,酶解进程曲线也有所不同 .
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二是 Trichoderma纤维素酶是一个由内切 - β - 葡聚糖酶、外切 - β -纤维二糖分解酶和纤

维二糖酶 (或者 β -葡萄糖苷酶 )组成的多酶体系 .由于多种酶组分的协同作用 ,使得酶促反

应一直保持较高的速率 .

图 6　滤纸为底物的纤维素酶酶解进程曲线

表 1　不同纤维原料的 x- 衍射分析

结果 (用纤维素的结晶度来表示 )

纤维原料
过渡区域的

纤维素 /%

结晶区域的

纤维素 /%

脱脂棉 12. 4 87. 6

微晶纤维素 15. 5 84. 5

滤纸№ 1 38. 9 61. 1

2. 2　不同酶类对纤维素酶酶活力测定的影响

图 7　不同酶类对滤纸酶活测定的影响

Trichoderma纤维素酶其酶系由三组分

组成 ,对纤维素原料的酶解能力较强 ,而

Asp. niger纤维素酶其酶系主要由内切 - β

- 葡聚糖酶和纤维二糖酶组成 ,对过渡区域

的纤维素酶解能力较强 ,但对结晶区域的纤

维素酶解能力较弱 .图 7为不同酶类对

CMC滤纸酶解的进程曲线 .可见 ,两类酶对

滤纸酶解能力存在较明显的差异 ,主要原因

是 Asp . niger纤维素酶酶系中的外切 - β -

纤维二糖分解酶活力较低的缘故 .一般常用 CMC酶活力表示内切 - β -葡聚糖酶和纤维二

糖酶的协同作用的酶活力 ,而且滤纸酶活力表示酶系 3个组分协同作用的酶活力 .

2. 3　稀释率对纤维素酶酶活测定的影响

2. 3. 1　稀释率对纤维素酶酶活测定的影响　 Mandels[ 7]以不含有外切 - β -纤维二糖分解

酶、只含有内切 - β - 葡聚糖酶和 β -葡萄糖苷酶的 Pestalotiopsis westerdizk ii酶解滤纸时 ,

只生成 0. 5 mg葡萄糖 ,继续酶解还原糖增加甚微 ;用酶系较全的 Trichoderma viride作用

于滤纸时 ,还原糖生成量持续增加幅度较大 .为区分这种差异 ,在滤纸酶活测定中应把酶量

调整到生成约 2 mg葡萄糖的水平 ,相当于滤纸的糖化分解率达到 4% .好象这才能反映出

两种纤维素酶测定方法的差异 [12～ 13 ] .高培基等 [13 ]发现 ,当还原糖量达到 2 mg时 ,多数纤维

素酶稀释率与还原糖生成的关系曲线已偏离线性范围 ;由于各种纤维素酶的偏离程度不同 ,

即使在相同反应时间和相同还原糖生成量进行比较 ,也失去了可比性 .根据以上分析 ,在

IDPAC委员会所规定的纤维素酶标准测定方法 [14 ]中 ,滤纸酶活的还原糖生成量要达到 2

mg; CMC酶活的还原糖生成量要达到 0. 5 mg.当滤纸酶活的还原糖量达到 2 mg时 ,酶量

与还原糖量关系曲线已偏离线性范围 ,而且不同来源的纤维素酶其偏离程度也不同 .因此 ,

用这种规定测得的滤纸酶活的可比性较差 .为解决这一问题 ,作者提出了平均酶解速率的概

念 .在滤纸酶活测定的条件下 ,对纤维素酶作稀释率与还原糖生成量之间的关系曲线 .如果

将酶的稀释率作对数变换 ,可以发现酶的稀释率与还原糖生成量的关系曲线中有一段呈线
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性关系 .用最小二乘法求出该曲线的回归方程 ,其斜率即为平均酶解速率 .图 8、图 9分别为

酶样 A和酶样 B1的酶解进程曲线 ,图 10、图 11为酶样 A和酶样 B1以滤纸和 CMC为底物

的酶稀释率对数与还原糖生成量之间的关系 .表 2为两种酶样的回归方程和平均酶解速率 .

平均酶解速率的单位定义为: mg /( m L· h )或者 mg /( mL· 30 min) .所得的纤维素酶的回

归方程 ,如同一标准曲线 ,由此可方便地由还原糖生成量计算出样品的酶活 .

图 8　酶样 A的酶解进程曲线 图 9　酶样 B1的酶解进程曲线

图 10　酶样 A以滤纸和 CMC为底物的酶稀释率

对数与还原糖生成量之间的关系

图 11　酶样 B1以滤纸和 CMC为底物作酶稀释率

对数与还原糖生成量之间的关系

表 2　两种酶样的回归方程和平均酶解速率

酶样 底物 回归方程 平均酶解速率

A
滤纸

CM C

S= - 1. 549 lg N+ 5. 211

S= - 2. 169 lg N+ 7. 127

1. 549

2. 169

B1

滤纸

CM C

S= - 2. 625 lg N+ 10. 261

S= - 1. 256 lg N+ 6. 201

2. 625

1. 256

　　从表 2可以看出 ,酶样 A

以 CMC为底物的平均酶解速

率高于酶样 B1的 ,这说明酶

样 A的内切 β -1, 4-葡聚糖酶

和纤维二糖酶活力较高 ;而酶

样 B1以滤纸为底物的平均酶

解速率高于酶样 A,说明酶样 B1的纤维素酶酶系的 3个组成协同作用能力较强 .在上述方

法中 ,对不同来源的纤维素酶 ,根据其平均酶解速率可推断出它们的酶系特性差异 .该方法

较方便、合理、实用 ,纤维素酶酶活力测定结果有可比性 .

2. 3. 2　用动力学方法分析稀释率对纤维素酶酶活力测定的影响　纤维素酶酶活力测定的

方法中 ,经常提到“取适当稀释的酶液” .为探讨稀释率与还原糖生成量之间的关系 ,定义:稀

释率 N = 稀释后酶样的体积 V /稀释前取酶样的体积 [E ].上式可改写为

[E ]= V /N ( 1)

在实际测定中 ,取稀释后的酶液体积为 0. 5 mL,将 ( 1)式改写为:

N’ = ( 1 /0. 5)×N = 2V / [E ] ( 2)
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图 8、图 9分别为酶样 A、 B1的酶解进程曲线 .其回归方程关系式为

S= a· lg N ’ + b ( 3)

( 3)式中: S为还原糖生成量 ; a、b为常数项 .

从上述分析可知 ,在反应曲线的线性范围 ,可用酶液的稀释与还原糖生成量之间的关

系 ,推算出纤维素酶酶活 .

2. 4　空白 (对照 )试验对纤维素酶酶活测定的影响

国际理论和应用化学协会 ( IU PAC) [14 ]对纤维素酶酶活测定中的空白试验有无底物作

对照无明确的规定 .实际测定中采用的方法不同 ,这就使得同一酶样品的酶活测定值各异 .

表 3为空白试验对纤维素酶酶活力测定的影响 .可以看出 ,进行 CMC酶活和滤纸酶活测定

时 ,分别以蒸馏水和底物作对照 ,其空白对酶活测定结果的差异率分别为 1. 4%和 31. 4% .

特别是对滤纸酶活 ,以蒸馏水作为空白比底物作为空白的酶活测定值高出 31. 4% .这使得

纤维素酶酶活力测定值失去了可比性 .另外 ,空白以底物作为对照 ,可消除酶活测定的系统

误差 .因此 ,为了消除人为因素造成的误差和提高酶活测定值的可比性 ,建议采用以底物作

为对照的空白试验来进行纤维素酶酶活力测定 .

表 3　空白试验对纤维素酶酶活力测定的影响

酶活种类 以蒸馏水作空白 以底物作空白 空白对酶活测定的差异率 /%

CM C酶活 14. 4 14. 2 1. 4

滤纸酶活 6. 53 4. 48 31. 4

3　纤维素酶酶活校正方程的推导及讨论

实际上 ,对同一种酶液来说 , [E ]正比于酶液 [E ]中酶蛋白的含量 ,两者的关系为:

[E ]= k× [Pr ] ( 4)

( 4)式中: k为比例常数 ; [Pr ]为酶液 [E ]中酶蛋白的含量 .

如果把 ( 2)式 N’ 代入 ( 3)式 ,则得:

S= a· lg { 2V / [E ] }+ b= a· lg ( 2V ) - a· lg [E ]+ b

令 b’ = a· lg ( 2V )+ b ,则

S= - a· lg [E ]+ b’ ( 5)

同理 ,把 ( 4)式代入 ( 5)式 ,整理得到

S= - a· lg [Pr ]+ c’ ( 6)

其中: c’ = - a· lgk+ b’ .

从 ( 3)、 ( 5)和 ( 6)式看出 ,酶量、酶蛋白浓度和酶液稀释率与还原糖生成量之间的关系可

用回归方程来表示 ,由此可求出平均酶解速率 ,从而方便地推算出酶活力 .

4　结　　语

纤维素酶是由内切 - β -葡聚糖酶、外切 - β -纤维二糖分解酶和纤维二糖酶组成 .本文

作者探讨性地提出了测定糖化型纤维素酶酶活的方法 ,并由稀释率与还原糖生成量之间的

关系 ,导出了酶量和酶蛋白浓度与还原糖生成量之间关系的回归方程 .由此方法测定的纤维

素酶酶活值有可比性 ,在纤维素酶菌种的选育、酶生产过程中的优化培养以及酶的分离精制

方面有一定参考价值 .

25



参考文献:

[ 1 ]　 GERRIT B, PET TERSSON B. Ex treacellula r enzyme sy stem utilized by the fungus fo r th e br eak-

dow n of cellulo se [ J]. Eur J Biochem, 1985, 146: 301～ 308

[ 2]　 M ANDELS M . Cellulo se hydro lysis with enzyme system [ J]. Bio techno l Bio eng , 1981, 23: 2009～ 2026

[ 3]　 SHIN S B. The nature and mode of action o f the cellulolyic com ponent C1 of T richoderma koning ii on

na tive cellulose [ J]. J Fe rment Technol, 1978, 56: 396～ 402

[ 4 ]　WOOD T M. Purification and some proper ties o f a ( 1, 4) - β - D- g lucan g lucohydro la se asso ciated

with the cellula se [ J]. Bio chem J, 1978, 171: 61～ 72

[ 5 ]　 O KAKI M , MOO Young. Kinetic o f enzymatic hydrolysis o f cellulo se: Analytica l descripion of a

m echanistic model[ J]. Bio techno l Bio eng , 1978, 20: 637～ 663

[ 6]　 ERIKSSON K E. Proper ties and mode o f action o f cellula se [ J]. FEBS Lett , 1974, 49( 2): 282

[ 7]　 MAN DELS M . Measurement o f saccharifying cellula se [ J]. Bio techno l Bio eng , 1976, 6: 21～ 33

[ 8 ]　 MILLER G L. Use o f dinitr osalicylic acid r eagent fo r determination o f reducing suga r [ J ]. Anal

Chem, 1959, 31( 3): 426～ 428

[ 9 ]　 LOW ERY O H, Rosebrough A L. Pro tein mea sur ements with the fo lin pheno l r eagent [ J], J Biol

Chem. 1951, 45: 2353～ 2361

[ 10]　 SEGAL I. An empirical method fo r estima ting the deg ree o f cr ystallinity o f nativ e cellulose using

th e X- ray diffrac tometer [ J]. Tex t Res J, 1959, 29: 786

[ 11 ]　相泽 孝亮 .酵素利用ハンドブツク [M ].东京: 地人书馆 , 1980.

[ 12 ]　张振清 .纤维素酶活力的计算方程 [ J].植物生理学通讯 , 1980, 3: 69～ 73.

[ 13 ]　高培基 ,刘垂 .研究纤维素酶活时测定还原糖方法的选择 [ J].植物生理学通讯 , 1986, 2: 46～ 48.

[ 14 ]　 Ghose T K. Measur em ent o f cellulase ectivi ties [ J]. Pure Applied Chem, 1968, 59: 257～ 268.

The Improvement of Measurement of Saccharifying
Cellulase Activity
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Abstract: In this paper, the effects of testing condi tion ( for example, the di fferent type o f

CMC, the dif ferent concentration of CMC, the size o f fil ter paper and sti rring ra te) on the

measurement o f saccharifying cellulase activi ty w ere discussed. The data show ed that these

va riables had g reat influence on the testing results. Therefo re, the testing condi tion must

be standardized. Cellulase is a complex enzyme composed o f several components. Insoluble

cellulase in wa ter is resistant pro tein to the cellulase. Since the substrate level can 't be high

enough, i t limi ts the conversion. The higher the enzyme concentra tion, the lower the cel lu-

lase activity. Therefo re, in this paper, the relationship betw een enzyme di lution or pro tein

concentra tion and reducing suga r was used to obtain a modifying equa tion fo r measuring

cellulase activi ty. Acco rding to the equation, a modifying method for the mea surement w as

studied. Furthermore, the average ra te of enzyme hydroly sis was used to assay cellulase ac-

tivi ty.

Key words: cellulase, activ ity, testing condi tion; av erage rate of enzyme hydroly sis; modi-

fying equation
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