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摘 要：以蔗糖、果胶、羧甲基纤维素、木聚糖或稻草为碳源培养草菇（!"#$%&’(##%$"#$%)(%），并对

它所产生的纤维素酶进行初步研究，发现纤维素酶系主要是由纤维素诱导产生(纤维素酶中的!3
葡萄糖苷酶和纤维二糖酶分布在胞内，内切葡聚糖酶分布在胞外(!3葡萄糖苷酶的最适反应温度为

#$4，最适56为#(#，在56#(#"1(.时比较稳定，保温"7酶活的半衰温度是024(纤维二糖酶

的最适反应温度为2$4、最适56为2(.，在56#(!最稳定，保温"7酶活的半衰温度是004(内
切葡聚糖酶的最适反应温度为#$4，最适56为2(0，在56#(#"1($时比较稳定，保温"7酶活

的半衰温度是2.4(
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纤维素酶的研究开始于!$世纪2$年代，最初

的目的是为了防止棉花、木材和纸张的腐烂(随着

人口的不断增长和资源的进一步消耗，可再生资源

的开发利用已经成为人们共同关注的问题(研究的

重点也就转到了利用纤维素酶来开发新能源和防

止纤维素废物的污染上［"3!］(在植物的光合作用产

物中，纤维素占了较大的比重［-］(但是目前对纤维

素的有效利用却较少，其中很多被浪费掉［0，2］(因此
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寻找有效的纤维素酶成为了关键的问题，它的解决

对人类有不可估量的效益!草菇，又名麻菇、杆菇

等，属真菌门，盛产于我国南方，具极高的营养价

值，是世界上第五大重要的经济栽培品种［"］!草菇

主要在草质纤维上生长，草质纤维中含有大量的纤

维素，因此草菇中应有完备的纤维素酶系!本文中

主要阐述了纤维素及其诱导及分布，并对其酶系进

行了初步定性!

! 材料与方法

!"! 主要试剂与设备

主要试剂购于美国#$%&’公司，包括：木聚糖

（()*+,，-./012.345//6），果 胶，78,29./74/,)*8!8:8
3;**/12/<;（7=>?），78,29./74/,)*8"8:8@*A3/7).+8
,/<26;（7=>%），784)6./()1;,B/23+3264)6.+B26;

（ >’CD’C ）， 74;,)*0;94)*<A*-/,)* -*A/.26;
（>&#E）；羧甲基纤维素（?&?），购自中国医药集团

上海化学试剂公司!
FG8HIII型分光光度计（F=$?J），$K?0A*92.)

高速冷冻离心机（L4;.0/$K?）!
!"# 菌种及培养基

草菇（!"#$%&’(##%!"#$%)(%）菌种由南京师范大

学何强泰先生惠赠!
种子培养基：蔗糖HI@／M，NCH>JOI!"@／M，

&@#JOI!P@／M，GDQI!P0@／M，琼脂HI@／M!
摇瓶培养基：各种不同的碳源QI@／M，NCH>JO

I!"@／M，&@#JOI!P@／M，GDQI!P0@／M!
!"$ 草菇的培养及粗酶的制备

种子在RST静止培养O#P6，摇瓶培养基在

RST以HII.／02,的转速培养O#P6!
!!$!! 胞外酶的制备Q 将草菇的摇瓶培养液用尼

龙布过滤，取滤液，在OT以U"II.／02,离心QI
02,，取上清液，用VIW饱和度的硫酸铵在OT沉淀

并平衡H4，在OT以U"II.／02,离心QI02,，取沉

淀，用适量的7C"!P的&J>#溶解，所得的溶液即

胞外酶液!
!!$!# 胞内酶的制备Q 将草菇的摇瓶培养液用尼

龙布 过 滤，取 菌 丝 体，用HP00/*／M7C"!P的

&J>#洗R遍后，将菌丝体于OT用匀浆器匀浆QI
02,，加入适量的7C"!P的&J>#得到匀浆液，在O
T以U"II.／02,离心QI02,，取上清液，即得到胞

内酶液!
!"% 酶活的测定方法

!!%!! 内切葡聚糖酶的测定方法Q 取QII$M质量

分数QW的?&?溶液，加VI$MHP00/*／M7C"!P

的 &J>#，加HI$M酶液，PIT温度条件下反应RI
02,，加"II$M终止剂／显色剂>’CD’C（配方为：O
体积单位的I!P0/*／M=+JC与Q体积单位的溶于

I!P0/*／MC?*的PW>’CD’C混合［S］），于QIIT
水浴QI02,，冷却后测*OQI值!
!!%!# 纤 维 二 糖 酶 的 测 定 方 法Q HII$MH!P
00/*／M的7=>?溶液，加HII$M缓冲液，加QII

$M酶液，于PIT反应RI02,，用PII$MQ0/*／M
的碳酸钠终止反应，测*OQI值!详见文献［V］!
!!%!$ !8葡 萄 糖 苷 酶 的 测 定 方 法QHII$MH!P
00/*／M的7=>%溶液，加HII$M缓冲液，加QII

$M酶液，于PIT反应QI02,，用PII$MQ0/*／M
的碳酸钠终止反应，测*OQI值!详见文献［V］!
!!%!% 酶单位的定义Q 在上述反应条件下，Q02,
内催化产生Q$0/*产物所需的酶量!
!"& 酶的性质的分析方法

!!&!! 最适反应温度的测定Q 在HI#VIT范围

内，每隔PT，分别测定酶活，以酶活最高为QIIW
计算相对酶活!
!!&!# 最适反应7CQ 在不同的7C条件下分别测

定酶活，以酶活最高为QIIW计算相对活性!在7C
R!V#"!H范围内缓冲液是PI00/*／M的邻苯二甲

酸氢钾缓冲液，在7CP!V#V!I范围内缓冲液是PI
00/*／M的磷酸缓冲液!
!!&!$ 温度稳定性Q 在相对稳定的7C下，使酶在

某个温度下保温不同的时间，再测定相对酶活，以

未保温（OT保存）的酶样活性为QIIW，确定酶的

半衰期为Q4的温度值!
!!&!% 7C稳定性 酶在不同的7C条件下保温相

同的时间，再分别测定残留酶活性，与不保温的酶

活比，计算百分比!
!!&!& 缓冲液的选择Q 参考Q!P!H!

# 结果与分析

#"! 酶的诱导和分布

纤维素酶系中的内切葡聚糖酶分布在胞外，纤

维二糖酶和!8葡萄糖苷酶主要分布在胞内（表Q）!
这样的分布与酶的催化作用有一定的相关，内切葡

聚糖酶是个内切酶，主要作用于纤维素主链，因为

纤维素主链很难进入细胞膜，所以内切葡聚糖酶主

要分布在胞外!纤维二糖酶和!8葡萄糖苷酶主要分

解低聚寡糖，产生菌体能直接利用的糖，因此纤维

二糖酶和!8葡萄糖苷酶主要分布在胞内!内切葡聚

糖酶、纤维二糖酶、!8葡萄糖苷酶都是由?&?诱导

的，木聚糖对!8葡萄糖苷酶也有一些诱导作用!
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表! 酶的诱导和分布

"#$%! &’()*+,+’-#’((./-0.$)-.1’12+’34,+

碳源

内切葡聚糖
酶酶活／

（!／"#）

胞内 胞外

纤维二糖
酶酶活／

（!／"#）

胞内 胞外

!$葡萄糖
苷酶酶活／
（!／"#）

胞内 胞外

木聚糖 % %&%’ %&() % *&+ %&()

,-, % (&./ %&+. % 0&*0 %&+.

木聚糖1
,-, %&%0 *&’( %&’ % 0&0( %&%.

木聚糖1
,-,1果胶 %&%* *&%’ %&*. % ’&)% %&%’

果胶 % % % % % %

蔗糖 % % % % % %

用碱处理
过的稻草 % ’&%+ %&0) % (+&)( %&*)

5%5 最适反应条件

5&5&! 最适反应温度( 由图(可以看出，纤维素酶

系中的内切葡聚糖酶和葡萄糖苷酶的最适反应温

度是)%2，纤维二糖酶的最适反应温度是0%2&

图! 温度对酶活的影响

6.7%! 822+*-12-+,9+0#-)0+1’+’34,+#*-.:.-4

5&5&5 最适反应34( 由图*可知，葡萄糖苷酶的

最适反应34是)&)，纤维二糖酶的最适反应34是

0&5，内切葡聚糖酶的最适反应34是0&’&

图5 9;对酶活的影响

6.7%5 822+*-129;1’+’34,+#*-.:.-4

5%< 酶的稳定性

5&<&! 酶的34稳定性( 纤维素酶的34稳定性由

图+可以看出，葡萄糖苷酶在34)&)"/&5都比较

稳定，在34/&%时最稳定&纤维二糖酶在34)&*
时最稳定&内切葡聚糖酶在34)&)"/&5都较稳

定，在34/&%时最稳定&

图< 9;对酶的稳定性的影响

6.7%< 822+*-129;1’+’34,+/-#$.=.-4

5&<&5 酶的温度稳定性( 由图’可以知道，纤维素

酶系中葡萄糖苷酶的半衰温度是’02，纤维二糖

酶的半衰温度是’’2，内切葡聚糖酶的半衰温度

是052&

6&葡萄糖苷酶

7&纤维二糖酶

’*) 无 锡 轻 工 大 学 学 报 第*(卷
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!"内切葡聚糖酶

图! 温度对酶的稳定性的影响

"#$%! &’’()*+’*(,-(./*0.(+1(123,(4*/5#6#*3

7 结 论

大多数真菌产生的纤维素酶是复合酶，也是诱

导酶，草菇产生的一整套纤维素酶也是诱导酶"使

用不同的碳源，发现以处理过的稻草为碳源对纤维

素酶的诱导作用最大，#$#的诱导作用次之，与其

他碳源联合使用可得到较完善的酶活较高的纤维

素酶系"分析原因，这是由于稻草中含有大量的纤

维素和半纤维素，经过碱处理后，降解生成大量的

可溶性碳水化合物，包括纤维二糖和葡萄糖等，而

这些又是纤维二糖水解酶和葡萄糖苷酶的强诱导

剂；同时半纤维素是半纤维素酶的诱导物，而纤维

素被半纤维素包埋，因此半纤维素的降解有利于纤

维素的暴露，使得内切葡聚糖酶更容易作用"在饲

料用农作物秸杆中加入纤维素酶等酶制剂和菌制

剂是提高其营养价值的主要方法，目前缺少能有效

降解秸杆类物质的酶系，而草菇纤维素酶的特点是

能大幅度提高农作物秸杆的降解率和利用率，应用

前景光明"实验还证明内切葡聚糖酶主要分布在胞

外，主要将长链的纤维素切成短链，而其他外切酶

主要分布在胞内，进一步将寡聚糖分解，只有少量

的葡萄糖苷酶分布在胞外与内切葡聚糖酶协同作

用"作者对这些酶进行了酶学定性，对这些特性的

了解，为草菇的纤维素酶的进一步应用研究典定了

基础"
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