
197

岳晓禹1，2，张恒业1，刘艳娟3，牛天贵2，刘相东4

( 1郑州牧业工程高等专科学校质检系，河南郑州 450011;
2中国农业大学食品科学与营养工程学院，北京 100083;

3河南商业高等专科学校，河南郑州 450044;
4中国农业大学工学院，北京 100083)

摘 要:通过正交实验对白腐真菌 Pleurotus ostreatus SYJ042 产酶条件进行了优化，研究了该酶的酶学性质。结果表
明: 最适发酵条件为:碳源为 5%的麸皮和玉米芯( 1∶1) ，氮源为 05%的蛋白胨，接种量为每 50mL 发酵液接 4 块菌丝
块，发酵时间为 85d。该酶的最适温度是 50℃，最适 pH为 54; Zn2 +、Ca2 +对酶活性影响较小; Ag +、MnO2 －

4 影响较大。
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Abstract: By the orthogonal test，the optimal fermented condition of xylanase secretion by white rot fungi was
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experimental method in the thesis，some properties of the xylanase were obtained: the optimal temperature was at
50℃The optimal pH was 54Ag + and MnO2 －

4 evidently impacted on the xylanase activity
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木聚糖是木糖残基以 β－1，4 木糖苷键连接而构
成的，是植物细胞壁中的半纤维素多糖的主要成分，
约占植物碳水化合物总量的 1 /3，在自然界中是继纤
维素之后的含量第二丰富的再生生物资源［1］。木聚
糖酶是能够水解木聚糖的一个复合酶系的总称，主
要的酶包括内切木聚糖酶( 1，4－β－D木聚糖水解酶，
EC3218) 和 β－木糖苷酶( 1，4－β－D木聚糖，木寡糖
水解酶) ［2］。由于木聚糖酶在半纤维多聚糖资源的
利用以及工业应用方面的巨大潜力，其广泛应用于
饲料、食品、造纸、纺织和酿造工业，是一种重要的工
业用酶［3］。国内已有不少研究者对链霉菌［4］、曲

霉［5］、黑曲霉［6－7］、酵母［8］、木霉［9］等真菌及芽孢杆
菌［10－11］等细菌的木聚糖酶进行了研究。国外很多研
究者也进行了微生物产木聚糖酶的生产及应用研
究［12－15］。但很少有采用白腐真菌作为木聚糖酶的来
源进行研究，而白腐真菌是安全且具有很高的营养
价值［16］，并且其中的许多代谢物是制药、食品的重要
来源［17］。本实验利用白腐真菌作为提取木聚糖酶的
微生物来源，以实验室分离保存的白腐真菌
( Pleurotus ostreatus SYJ042) 为研究菌种，优化其产木
聚糖酶条件，并研究其酶学性质。

1 材料与方法
11 材料与仪器

1%木聚糖 将 1000g 木聚糖 ( Oat spelts，购自
Sigma公司) 加热溶解于 100mL 蒸馏水中定容后，放
于冰箱中备用; 缓冲液 磷酸氢二钠和磷酸二氢钠
配制碱性缓冲液，柠檬酸和柠檬酸钠配制的酸性缓
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冲液; DNS试剂 称取 10g 3，5－二硝基水杨酸溶于
水中，全部溶解后，加入 20g NaOH、200g 酒石酸钠，
加入蒸馏水，使总体积至 500mL 左右，加热溶解后，
加 2g 苯酚、05g 无水亚硫酸钠，加热搅拌至全部溶
解，冷却，用水稀释至 1000mL，储于棕色瓶中，1 周后
使用。

UV－2800A紫外可见分光光度计 上海精密仪
器仪表有限公司; 恒温摇床培养箱 东西仪( 北京)
科技有限公司;生化培养箱 上海实验仪器厂; 超净
工作台 上海人和科学仪器有限公司。
12 培养基组成
121 菌种筛选培养基 麸皮 50g，蛋白胨 02g，琼
脂 18g，Mandels盐溶液 100mL［18］。［Mandels 氏组成
( g /1000mL) : NaNO4 30g，KH2PO4 30g，MgSO4 05g，
CaCl2 05g，FeSO4·7H2O 75 × 10 －3 g，MnSO4·H2O
25 × 10 －3 g，ZnSO4·7H2O20 × 10 －3 g］。
122 初始发酵培养基 50g 麸皮，02g 蛋白胨，另
外，添加 Mandels盐溶液 100mL( 组成同上) 。
123 发酵用液体培养基 25g 麸皮，25g 玉米芯，
08g 蛋白胨，添加 Mandels 盐溶液 100mL ( 组成同
上) 。
13 培养方法

实验过程中，经过试管斜面培养、平板扩大培养
和摇瓶液体发酵培养三个阶段组成。从菌种中接入
斜面试管中，25℃生长 7d后放在 4℃条件贮存备用。
然后将试管中培养好的一级菌种接入到平皿培养基
中，将平板 25℃条件下培养 7d，长满平板后用于摇瓶
液体培养。150mL 三角瓶装液量 50mL，接入 4 块
025cm2 菌块，置于旋转式摇床 ( 转速为 160r /min )
上，26℃培养 120h。
14 木聚糖酶酶活的测定方法和酶活定义

木聚糖酶酶活测定采用 DNS 法［19］。发酵液经
6000r /min离心 15min 后，取上清液作为测定酶液。
取 1mL酶液，加入到 4mL 蒸馏水中( 稀释 5 倍，不同
批次酶液稀释倍数不同) ，分成 2 份，其中 1 份沸水
浴中煮沸 20min，灭活作为空白。另外 1 份作为测定
酶液。取 02mL 酶液 ( 灭活酶液作为空白) 加入到
02mol /L、pH 70 磷酸缓冲液配制的 1%木聚糖溶液
中，50℃反应 15min，煮沸 10min，流水冷却后，加入
50mL蒸馏水，540nm条件下比色测吸光度。DNS 法
测定还原糖是以木糖为标准，在上述条件下，每分钟
产生的还原糖相当于 1μmol 木糖的所需酶量定义为
1 个酶活力单位( U) 。
15 正交实验

参考岳晓禹等单因素实验结果［20］，选发酵时间、
接种量、氮源和碳源这 4 个重要的影响因素作四因
素三水平的正交实验，测定酶活从而得出最佳的培
养条件。
16 酶液处理
161 硫酸铵沉淀 采用固体硫酸铵法。分别取
20mL酶液，室温下，缓缓加入硫酸铵各 226、350、
484、624、780、948、1120g，边加边搅拌，使硫酸铵
溶解，饱和度分别达到 20%、30%、40%、50%、60%、

70%、80%。再放于 4℃下静置过夜，离心收集沉淀。
将沉淀溶解于 02mol /L、pH54 柠檬酸缓冲液，测酶
活及蛋白含量。计算酶活回收率和酶比活，得出合
适的硫酸铵饱和度。
162 酶液除盐 用中空纤维超滤器浓缩酶液，截
留分子量为 8000Da，工作压力为 012MPa，将酶液浓
缩、除盐。
17 木聚糖酶学性质研究
171 酶的最适温度及热稳定性 调不同的水浴温
度分别为 30、35、40、45、50、55、60、70、80℃。取混匀
的 28mL反应体系 ( 1mL 1%木聚糖和 18mL pH54
的柠檬酸缓冲溶液) ，于不同温度下保持 10min，然后
按本文的测酶活方法，测相应酶液的 OD540，再计算成
相应酶活单位，每个处理 3 个重复，取其平均值。以
得到的各个酶活为纵轴，以不同反应温度为横轴作
图，得出最适温度。

调不同的水浴温度为 30、40、50、60、70℃。取
02mL适当稀释的酶液，于不同温度下静置 10min 后
取出，用流水冷却，全部热处理结束后，按本文的测
酶活方法，加入预热至 50℃的 28mL反应体系，测相
应的 OD540，再计算成相应的剩余酶活力，每个样 3 次
重复，取其平均值。以水浴温度为横坐标，以相对剩
余酶活力为纵坐标作图，从而得出酶的热稳定范围。
172 酶的最适 pH及 pH稳定性 取 05mL酶液与
pH 分别为 3、4、46、5、6、7、8 的 05mL 缓冲溶液混
匀，静置 15min 后，适当稀释，从中取出 02mL 酶液，
按本文的测酶活方法测相应的 OD540nm处的吸光度。
再计算出相应酶活，每个样 3 次重复，取其平均值。
以酶活为纵轴，以不同缓冲液的 pH 为横轴作图，得
出最适 pH。

将 05mL酶液与 pH分别为 3、4、5、6、7、8、9、10、
11、12 的 05mL缓冲溶液混匀，4℃下静置 1h，再加入
05mL pH54 的缓冲溶液混匀，再室温静置 10min，适
当稀释后，从中取出 02mL 酶液，按本文的测酶活的
方法测相应 OD540，再计算出相应剩余酶活。每个处
理 3 次重复，取其平均值。以不同 pH 为横坐标，以
相对剩余酶活力为纵坐标作图，得出酶的 pH 稳定
范围。
173 金属离子对酶活的影响 将浓缩酶液于
20mmol /L pH54 的 buffer 中透析 24h，检查活性有无
明显变化。选取不同的金属离子，加入处理好的酶
液中，使金属离子的终浓度为 8mmol /L，振荡、室温下
静置 15min，按本文的测酶活方法，得到相应的剩余
酶活力。以不同金属离子为横坐标，以相对剩余酶
活力为纵坐标作图，从而得出部分金属离子对酶活
的影响。

2 结果与讨论
21 正交实验

由表 2 结果可知，各因素对酶活的影响主次顺
序为氮源 >接种量 >发酵时间 >碳源。最优化配方
是 A2B3C2D3，但这个组合在实验中没有出现。由实
验得出的最佳处理是 A2B3C2D2，重复这两个组合的处
理，证实最佳配方为 A2B3C2D3，即碳源为 5%的麸皮和
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表 3 硫酸铵沉淀实验结果

硫酸铵饱和度( % ) 20 30 40 50 60 70 80 对照
总酶活( U) 3576 9952 20712 25184 29136 34192 30508 416

酶活回收率( % ) 860 2392 4979 6054 7004 8219 7334 100
总蛋白量( mg) 397 719 968 985 1084 1401 1352 1778
蛋白回收率( % ) 2236 4043 5442 554 6097 7880 7604 100
比活( U/mg) 901 1384 2140 2557 2688 2441 2257 2340

玉米芯 ( 1 ∶1 ) ，氮源为 05%的蛋白胨，接种量为每
50mL发酵液接 4块菌丝块，发酵时间为 85d。其它条
件是初始 pH为 60，通气量为发酵液占容积的 1 /3。

表 1 实验因素及水平

水平

因素
A碳源

( 麸皮∶玉米芯
= 1∶1，% )

B氮源
( 蛋白胨，

% )

C接种量
( 菌丝块，
块 /50mL)

D发酵
时间
( d)

1 2 01 2 55
2 5 02 4 7
3 8 05 6 85

表 2 正交实验结果

实验号 A B C D 酶活
( U/mL)

1 1 1 3 2 212
2 2 1 1 1 180
3 3 1 2 3 411
4 1 2 2 1 435
5 2 2 3 3 348
6 3 2 1 2 220
7 1 3 1 3 725
8 2 3 2 2 919
9 3 3 3 1 213
K1 1372 803 1125 828
K2 1447 1003 1765 1351
K3 844 1857 773 1484
k1 457 268 375 276
k2 482 334 588 450
k3 281 619 258 495
R 201 351 330 219

22 硫酸铵沉淀结果
从表 3 可知，随着硫酸铵饱和度的增加，析出的

沉淀物中的酶活回收率逐渐增加，到 70%时最高，但
相应的酶比活是 60% 硫酸铵饱和度时最高，达到
2688U /mg，这可能是因为 70%饱和度时杂蛋白较多
的缘故。而 60%和 70%时的酶活回收率差别不是很
大，所以采用 60%饱和度。

用中空纤维超滤器将浓缩酶液除盐备用，截留
分子量为 8000Da，工作压力为 012MPa。

23 木聚糖酶特性研究
231 酶的最适温度及热稳定性 从图 1 可以看出，
在采用的测定条件下，该酶的最适作用温度是 50℃。
在低于最适温度时，酶活性随温度的升高而增强; 在
高于最适作用温度时，酶活性随温度的升高而降低。
在 60℃时有 642%残余酶活 ( 设 50℃时的酶活为
100% ) ，80℃时残余酶活降到 436%。

从图 2 可见，在测定条件下，该酶在 30℃处理
90min以内酶活残留都保持在 89%以上，在 40℃下，

图 1 酶的最适温度

处理 90min 以内酶活残留也基本都保持在 85%以
上，而在 50℃处理 15min 残余酶活在 587%，处理
30、60、90min 残余酶活分别为 467%、412%、
306%，在 60℃下处理 15min 残余酶活仅剩 203%，
处理 60、90min 酶活基本全部损失，70℃处理 15min
残余酶活仅剩 114%，此后延长处理时间酶活也基
本全部损失，可见在低于 40℃条件下该酶较稳定。
说明该酶对温度很敏感，抗高温的能力较弱。

图 2 酶的热稳定性

232 酶的最适 pH和 pH的稳定性 每种微生物都
有其最适 pH和一定的 pH范围。最适 pH 实验结果
见图 3，可以得出实验所得木聚糖酶的最适作用 pH
为 54。

图 3 酶的最适 pH

pH的稳定性实验结果如图 4，可以得出该木聚
糖酶在 pH30 ～110 之间处理 1h 后恢复至 pH54，酶
活性均可恢复至 85%以上，说明该酶对 pH 不敏感，
对 pH的稳定性较强。
233 不同金属离子对酶活的影响 用几种不同金
属离子处理酶液后测定木聚糖酶活性，见图 5。结果
显示，在 8mmol /L浓度下，所选取的几种金属离子对
酶活性都有影响，Zn2 +、Ca2 +影响较小，酶活残留仍在
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图 4 酶的 pH稳定性

80%以上; Ag +、MnO2 －
4 对酶活性影响较大，残留酶活

分别为 587%和 134%。

图 5 金属离子对酶活的影响

3 结论
本研究的对象是白腐真菌，优化了该菌株的木

聚糖酶产酶条件，并对其酶活性质进行了研究。该
菌株产木聚糖酶的最适发酵条件为: 碳源为 5%的麸
皮和玉米芯( 1∶1) ，氮源为 05%的蛋白胨，培养温度
为 25℃，接种量为每 50mL 发酵液接 4 块菌丝块，发
酵时间为 85d，初始 pH为 60，通气量为发酵液占容
积的 1 /3。酶液的硫酸铵沉淀采用 60%饱和度时，所
得的酶比活最高，达到 2688U /mg。在采用的测定条
件下，该酶的最适作用温度是 50℃ ;该酶对温度很敏
感，抗高温的能力较弱，在低于 40℃条件下，该酶较
稳定。最适作用 pH为 54;该酶对 pH不敏感，对 pH
的稳定性较强，在 pH30～110 之间处理 1h 后恢复至
pH54，酶活性均可恢复至 85%以上。金属离子在
8mmol /L浓度下，对酶活性都有影响，Zn2 +、Ca2 +影响
较小，酶活残留仍在 80%以上; Ag +、MnO2 －

4 对酶活性
影响较大，残留酶活分别为 587%和 134%。
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