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半纤维素酶高产菌种的选育及产酶条件

李江华，! 房 峻
（江南大学 生物工程学院，江苏 无锡 "0&%#4）

摘! 要：以黑曲霉 56#%0 为出发株，经过紫外诱变获得一株遗传性状稳定的半纤维素酶的高产突
变株 56’%"&+通过对培养基中碳源、氮源、水分和起始 /7 值的优化，突变株 56’"%& 以麸皮为基
质的固态发酵产半纤维素酶的能力进一步得到提高+在较适的条件下，56’%"& 的甘露聚糖酶酶活
达到 2 ’2& 8 9 :，木聚糖酶酶活达到 $%# 8 9 :，分别比出发菌株提高了 0 04%;和 "0%; +
关键词：半纤维素酶；黑曲霉；诱变；甘露聚糖酶；木聚糖酶
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! ! 半纤维素酶是分解半纤维素的一类酶的总
称，主要由各种细菌和霉菌发酵产生［0，"］，在自然

界中是仅次于纤维素的可再生有机资源+ 与纤维
素（!10，& 葡聚糖主链）相比，半纤维素的结构与组
成十分复杂，包括木聚糖、甘露聚糖、阿拉伯聚糖、

阿拉伯半乳聚糖和木葡聚糖等多种组分，而其中

又以木聚糖和甘露聚糖两种多糖与食品、饲料及

制浆造纸工业关系最大［# Z 2］+ 目前，有关半纤维素
酶的文献主要涉及酶的筛选、纯化和应用，而产酶

菌种的诱变育种则很少见报道+ 作者报道了以黑
曲霉（!"#$%&’(()" *’&$%）56#%0 为出发菌株，经紫外
诱变选育出一株半纤维素酶高产突变株 56’%"&
的过程+
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!" 材料与方法

!# !" 实验材料
!! !! ! " 菌种 " 黑曲霉（!"#$%&’(()" *’&$%）"#$%&，
作者所在实验室保藏!
!! !! $" 培养基

&）固体（分离）培养基：土豆 ’%! % ( ) *+，蔗糖
’! % ( ) *+，琼脂 ’! % ( ) *+，,- 值自然! 此培养基用
于菌种保藏、斜面种子和平板分离!

’）筛选培养基：’.% /+ 三角瓶装 &%! % ( 麸
皮，&! . (豆饼粉，%! 0 ( 魔芋粉，%! ’ ( 硫酸铵，&.
/+无机盐溶液，,-值自然，&’& 1灭菌 0. /23!此
培养基用于突变株的初筛和复筛!

$）固态发酵产酶培养基：’.% /+ 三角瓶中装
4! % (麸皮，$! % (豆饼粉，%! $ ( 魔芋粉，&. /+ 无
机盐溶液，,-值自然，于 &’& 1灭菌 0. /23!
无机盐溶液的组成：%! & ( ) *+ 5657’，%! & ( ) *+

8(9:0·4-’:，%! & ( ) *+ ;-’<:0 !
!# $" 实验方法
!! $! !" 亚硝基胍诱变" 见文献［=］!
!! $! $" 紫外诱变" 见文献［=］!
!! $! % " 筛选方法 " 诱变处理后的孢子悬浮液经
适当稀释后涂布于平板培养基培养，随机挑取长

出的菌落转接于试管斜面，供固态发酵初筛和复

筛用!
!! $! & " 培养方法 " 固体发酵培养基灭菌冷却后
接种一环斜面孢子，于 $. 1培养 => ?!
!! $! ’" 酶活性的测定

&）酶液制备：发酵结束后，称取 & ( 固体曲，
加 &% /+蒸馏水，’. 1浸提 $% /23，然后过滤，取
滤液适当稀释测定酶活力!

’）甘露聚糖酶活测定：取 %! . ( ) *+ 槐豆胶
（92(/6公司产品）溶液（以 ,- 0! . 的醋酸@醋酸钠
缓冲液配制）%! = /+ 于试管中，>% 1水浴预热 .
/23，加入适当稀释的酶液 %! & /+，保温 &% /23!采
用 AB9法测定水解产生的还原糖!在上述条件下，
每克干曲每分钟催化底物水解释放出 & !/C7还原
糖（以甘露糖计）所含酶量定义为一个甘露聚糖酶

单位!
$）木聚糖酶活性的测定：取 &! % ( ) *+ 木聚糖

（92(/6公司产品）溶液（以 ,- 0! . 的醋酸@醋酸钠
缓冲液配制）%! = /+ 于试管中，>% 1水浴预热 .
/23，加入适当稀释的酶液 %! & /+，保温 &% /23!采
用 AB9法测定水解产生的还原糖!在上述条件下，
每克干曲每分钟催化底物水解释放出 & !/C7 还原

糖（以木糖计）所含酶量定义为一个木聚糖酶单位!
!! $! ( " 水分的测定 " 湿曲在 &%. 1干燥至恒重
测定!

$" 实验结果
$# !" 菌种选育
$! !! ! " 诱变方法的选择 " 传统的菌种改良方法
主要有化学诱变和物理诱变! 不同的微生物，各种
诱变方法的诱变效果差异较大! 对于出发株
"#$%&，分别采用亚硝基胍和紫外线处理，并比较
两者的效果，结果见图 &，’! 可以看出，用亚硝基
胍处理 "#$%& 菌株，其正突变率随着亚硝基胍剂
量的增加而提高，而用紫外线处理 "#$%& 菌株，
其正突变率则随照射时间的增加而降低! 对两者
的诱变效果进行比较表明，采用紫外线处理

"#$%& 菌株，其正突变率明显高于亚硝基胍处理，
而且采用亚硝基胍处理所获得的正突变株，其甘

露聚糖酶和木聚糖酶活性提高的幅度均小于

&%D !因此，在产半纤维素酶黑曲霉高产菌株的选
育过程中采用紫外线诱变的方法!

图 !" 亚硝基胍诱变效果
)*+# !" ,--./0 1- 234 05.607.80

图 $" 紫外诱变效果
)*+# $" ,--./0 1- 9: 05.607.80

$! !! $ " "#$%& 的诱变结果 E 将 "#$%& 的孢子
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悬浮液用紫外线分别照射 !"，#$"，#%"，#&" ’，然后
涂布于平板土豆培养基上进行培养( 从长出的单
菌落中随机挑出约 )"" 株进行初筛，从中选择甘露
聚糖酶和木聚糖酶的产酶水平均高于 *+)"# 菌
株的突变株进行复筛，结果见表 #(可以看出，木聚
糖酶活性的提高与甘露聚糖酶活性的提高有一定

的关联，但其提高幅度小于甘露聚糖酶活性的提

高幅度(在产酶水平较高的 #" 株突变株中，编号
为 *+!"$, 的突变株提高幅度最大，其甘露聚糖
酶和木聚糖酶的酶活性分别为 - !,! . / 0 和 ),1
. / 0，提高幅度分别为 &!&2和 #,%2，该菌株是从
紫外照射时间为 !" ’的变异株中筛选出来的(

表 !" #$%&! 紫外诱变结果

’()* !" +,-./0- 12 3.0(4,5,-6- 15 #$%&! 7608 9:

菌株编号
甘露聚糖酶
相对酶活 / 2

木聚糖酶
相对酶活 / 2

*+)"# #"" #""

*+!"# ##% #"-

*+!"#) $#% ##&

*+!"$, &!& #,%

*+!",% #%1 ##%

*+!"-) #,) #$#

*+#$#! #)- #$!

*+#$)$ #$- #"%

*+#$%# ##! ##$

*+#%#, ##- #"&

*+#%$# #$, ##1

;( !( %3 *+!"$, 突变株的遗传稳定性3 用于工业
化生产的高产突变株，除了满足高产的要求外，还

必须具有较好的遗传稳定性( 因此在选育出半纤
维素酶的高产突变株 *+!"$, 后，对其遗传稳定
性进行了考察，结果见图 )( 可以看出，经过 #" 次
传代培养后，*+!"$, 仍保留了较高的半纤维素酶
的合成能力，具有较好的遗传稳定性(

图 %" #$<&;= 突变株的遗传稳定性
>64* %" ’8, 4,5,06? -0()/6060@ 12 3.0(50 #$<&;=

;* ;" 突变株#$<&;= 的产酶条件
;( ;( !" 碳源对产酶的影响" 以麸皮为基础碳源，
试验了不同碳源对产酶的影响，结果见表 $( 可见
魔芋粉对甘露聚糖酶的合成有明显促进作用，但

对木聚糖酶的合成有抑制作用(
表 ;" 碳源对产酶的影响

’()* ;" A22,?0- 12 B622,C,50 ?(C)15 -1.C?,- 15 DC1B.?0615
12 ,5E@3,-

碳源
种类

添加量 /
0
甘露聚糖酶
酶活 /（. / 0）

木聚糖酶
酶活 /（. / 0）

玉米粉 "( # , &-" ,$#

可溶性淀粉 "( # , -#% ,")

黄原胶 "( # , #"# )!&

甘露糖 "( # , ,)- )&$

葡萄糖 "( # , ,!% )!-

角豆胶 "( # , 1), )%$

魔芋粉 "( # % !1& ,##

对照 , 1!$ ,%&

;( ;( ;" 魔芋粉添加量对产酶的影响3 从图 , 可以
看出，培养基中添加魔芋粉有利于甘露聚糖酶的

合成( 魔芋粉的添加量为 "( , 0 时，甘露聚糖酶的
酶活最高( 但魔芋粉对木聚糖酶的合成有抑制作
用，而且当魔芋粉的添加量超过 "( ) 0 时，这种抑
制作用更为显著( 综合考虑甘露聚糖酶和木聚糖
酶的合成，确定魔芋粉添加量为 "( ) 0(

图 =" 魔芋粉添加量对产酶的影响
>64* = " A22,?0 - 12 F1G(F ?15?,50C(0615 15 ,5E@3,-

DC1B.?0615

;( ;( % " 氮源对产酶的影响 " 试验各种氮源对产
酶的影响，结果见表 )( 结果表明，豆饼粉为最佳
氮源(
;( ;( = " 麸皮和豆饼粉的比例对产酶的影响 " 试
验了麸皮和豆饼粉的比例对产酶的影响（见表 ,），
结果表明，麸皮和豆饼粉的最佳质量配比为 14 )(
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表 !" 氮源对产酶的影响
#$%& ! " ’(()*+, -( ./(()0)1+ 1/+0-2)1 ,-30*), -1 40-.3*5

+/-1 -( )1678),

碳源
种类

添加量 !
"
甘露聚糖酶
酶活 !（# ! "）

木聚糖酶
酶活 !（# ! "）

硝酸钠 $ % &’( ((’

尿素 $ ( )%* *+(

豆饼粉 $, % + )(+ ()*

硝酸铵 $ % (%+ (&-

蛋白胨 $ % %$’ ($.

硫酸铵 $ % (%+ (*%

酵母膏 $ . )$( *’)

表 9" 麸皮和豆饼粉的比例对产酶的影响
#$%& 9" ’(()*+, -( :;)$+ %0$1 < ,-7%)$1 8)$= 0$+/- -1 40-5

.3*+/-1 -( )1678),

!麸皮/ 豆饼粉
甘露聚糖酶

酶活 !（# ! "）
木聚糖酶

酶活 !（# ! "）

)/ $ + ’.( (+)

-/ * - *++ .$(

+/ ( - %’. ..-

’/ . - ((- .*%

%/ % + ).* .&)

./ ’ ’ %-+ (%+

>, >, ? " 培养基中水分对产酶的影响 " 试验培养
基中不同水分含量对产酶的影响，结果见图 %, 可
以看出，水分质量分数对产酶有较大的影响，培养

基中较适的水分质量分数大约在 ’-0（即加水体
积比为 $/ $, % 左右）,

图 ?" 培养基中水分对产酶的影响
@/2& ?" ’(()*+ -( :$+)0 *-1+)1+ /1 ,3%,+0$+) -1 40-.3*5

+/-1 -( )1678),

>, >, A" 培养基起始 12值对产酶的影响" 将培养

基调整至不同的 12 值（. 3 +），分别灭菌、接种和
培养,图 ’ 的结果表明，培养基的起始 12值在 . 3
+ 的范围内对产酶的影响不明显，培养基的起始
12值可采用自然 12值（%, % 3 ’, &）,

图 A" 起始 4B值对产酶的影响
@/2& A" ’(()*+, -( /1/+/$= 4B -1 40-.3*+/-1 -( )1678),

>& !" CDEF>9 发酵过程曲线
根据试验结果，确定突变株 45)&*. 较适的

培养基组成为：*%& 67三角瓶中装 +, & "麸皮，(, &
"豆饼粉，&, ( "魔芋粉，$% 67无机盐溶液，12值
自然,将 45)&*. 接种于固态发酵培养基，置(% 8
培养,从 *. 9开始取样测定酶活力，以后每隔 $* 9
取样测定一次，直到第 $&- 小时，结果见图 +,该菌
从 *. 9时开始产半纤维素酶，培养 +* 9 时木聚糖
酶达到产酶高峰，酶活为 %&( # ! "，培养 )’ 9 甘露
聚糖酶达到产酶高峰，酶活为 - )-. # ! ",

图 G" CDEF>9 发酵过程曲线
@/2& G" #/8) *-30,) -( $ %$+*; *3=+/H$+/-1 -( CDEF>9

!" 结" 论

以黑曲霉（"#$%&’())*# +(’%&）45(&$ 为出发菌
株选育半纤维素酶高产菌，采用紫外线作为诱变

剂，其诱变效果明显高于亚硝基胍，而且用紫外线

处理 45(&$ 菌株，其正突变率则随照射时间的增
加而降低,将 45(&$ 用紫外线照射 )& : 后，经过
初筛和复筛，筛选出一株半纤维素酶的高产菌
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!"#$%&，其甘露聚糖酶和木聚糖酶的发酵酶活分
别为 ’ #&# ( ) * 和 +&, ( ) *- 从培养基的碳源、氮
源、水分和起始 ./值等方面对突变株 !"#$%& 的
固态发酵条件进行优化，其甘露聚糖酶和木聚糖

酶的最高产酶水平分别为 0 #0& ( ) * 和 1$+ ( ) *，
比出发株分别提高了 2 2’$3和 %2$3，而且突变
株 !"#$%& 具有较好的遗传稳定性-
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《无锡轻工大学学报》连续四次进入中文“核心期刊”

依据文献计量学原理与方法，经过研究人员对相关文献的检索、计算与分析，通过学科专家评

审，《无锡轻工大学学报》%$$& 年第四次被《中文核心期刊要目总览》核心期刊研究课题组确定为
“轻工业”类核心期刊，并被编入《中文核心期刊要目总览》第四版，于今年 , 月由北京大学出版社
出版发行。自 2##% 年我国首次进行大规模“核心期刊”研究，并出版《中文核心期刊要目总览》以
来，每 & 年对收录的刊物，根据相关指标实行动态筛选、淘汰，《无锡轻工大学学报》连续入编《中文
核心期刊要目总览》前三版（2##% 版、2##’ 版、%$$$ 版），被确定为中文“核心期刊”。
《中文核心期刊要目总览》第四版“核心期刊”研究，为“%$$2 年国家社会科学基金项目”，该课
题组总结了前三版的研究经验，参考了大量国内外相关文献，对“核心期刊”评价的基础理论、评价

方法（评价指标体系、核心期刊表的学科划分、核心期刊数量的界定）、评价软件的设计与使用、核

心期刊的作用与影响等问题进行了深入研究，在更全面地认识和深入理解“核心期刊”评价理论基

础上，进一步改进了“核心期刊”评价方法，使之更趋科学、合理，力求使评价结果符合客观实际。

第四版“核心期刊”评选，采用了刊物的被索量、被摘量、被引量、它引量、被摘率、影响因子、获

国家奖或被国内外重要检索工具收录等 , 个评价指标，选作评价指标统计源的数据库（个别为文
摘刊物）有 12 种，统计到的文献数量共计 # &+1 +$2 篇次，涉及期刊 +# 0#+ 种次。参加“核心期刊”
评审的学科专家达 2 0,+ 位。经过定量筛选和专家定性评审，从我国现行出版的 2% $$$ 种中文期
刊中评选出 2 0$$ 种“核心期刊”。它为读者和情报部门遴选重要刊物信息提供了依据。
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