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棘孢木霉胞外 ��糖苷水解酶的产生条件及基本特征
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摘 � 要: 分离自煤炭样品的菌株 T r ichderma asp er el lum W03在液态培养条件下能同时分泌产生

3种酶学性质相近的 ��糖苷水解酶:木聚糖酶、羧甲基纤维素酶和几丁质酶, 3 种酶的最适反应温

度分别为 45、45和 40 � ,最适反应 pH 值为 4� 5 并且在 pH 值 2� 5~ 5� 0的条件下酶活稳定; 3种

活性酶的合成与菌体生长偶联,对碳源、氮源、KH 2 PO 4、MgSO4、CaCl2、pH 值和发酵时间等培养

因素的响应趋势一致。优化的产酶培养基为( g / L ) : 土豆 200、羧甲基纤维素钠 2� 0、葡萄糖 5� 0、
KNO 31� 0、蛋白胨 1� 0、KH 2 PO 41� 0、MgSO4  7H 2 O 0� 5、pH 6� 0; 在 33 � 、180 r/ min 和 50 mL/

250mL 的摇瓶培养条件下发酵 72 h, 木聚糖酶、CMC 酶和几丁质酶的酶活分别达到 87u/ mL, 58

u/ mL 和 30 u/ mL, 该菌株在生物防治和饲料加工方面具有潜在应用价值。
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Production and Characterization of Extracellular

��glycoside Hydrolase from Trichderma Asp erellum W03

WANG Jian�feng, � LI Jiang, � YANG Hong, � TA N Ke, � ZHANG Hao, � LIU Ya�jie
( Depa rtment of Biolog y, East China Institut e o f Techno log y , Fuzhou 344000, China)

Abstract:T he st rain of Tr ichderma asperellum W03 w as iso lated f rom the peat and exhibited the

po tent ial to produce xy lanase, CMCase and chit inase under the submerged culture. Those three

kinds enzymes achived at a highest act ivity at the condit ions: pH 4� 5, temperature 40 � - 45 �

and acidic condition. M or eover, the opt imum nutr ient and cultur e condist ions w ere determ ined

and listed as follow s: 200� 00 potato, 2� 0 sodium car boxymethyl cellulose, 5� 0 g lucose, 1� 0
KNO 3 , 1� 0 peptone, 1� 0 KH 2PO4 , 0� 5 M gSO 4  7H 2O and pH 6� 0. w ith the opt imum

conditions, xy lanase, CMCase and chit inase reached at 87u/ mL, 58 u/ mL and 30 u/ mL,

respect iv ely , af ter 72 h w ith 33 � and 180 r/ min.

Key words: xylanase, CMCase, chit inase, biocontrol

� � 木霉( Tr ichod erma spp� )是具有重要经济意义
的一类半知真菌,是真菌中最具潜力的生防菌株,

可用来防治多种土传植物病害
[ 1]

; 同时, 木霉也是

多种水解酶类的优良生产菌株, 如 T r ichoderma



vi r id 能产生纤维素酶、几丁质酶、木聚糖酶等 [ 2] ,

这些酶类被广泛用于农业、工业和环境保护等

领域。

棘孢木霉 T richderma asp er el lum 是国内发现

的新记录种[ 3] ,在固态发酵条件下可以产生纤维素

酶、木聚糖酶[ 4] ; 对镰刀赤霉病 [ 5]、疫霉病[ 6] 等植物

病害具有显著的拮抗作用,国外已进入了商业化开

发利用阶段;实验室从低阶煤炭中分离到一株木霉

菌W03, 依据菌体形态和分子特征鉴定为棘孢木霉

Tr ichd erma asp erellum, 实验发现菌株 T r ichder�
ma asp erel lum W03的发酵液具有漆酶活性并能氧

化 I�1为碘单质, 同时还具有纤维素酶、木聚糖酶和

几丁质酶等 ��糖苷水解酶活性。文中对液态发酵
棘孢木霉产纤维素酶、木聚糖酶和几丁质酶等 ��糖
苷水解酶的产酶特征和酶的部分酶学性质进行了

实验研究,为棘孢木霉生防机制的理解和菌株的开

发利用奠定基础。

1 � 材料与方法

1� 1 � 菌种
棘孢木霉 Tr ichd erma asp er ellum W03由作者

所在实验室分离自低阶煤炭并保藏。

1� 2 � 培养基
菌种保藏及种子培养基: PDA; 基础产酶培养

基( g / L ) :土豆 200、米糠 10、( NH 4 ) 2 SO4 2� 0、KH 2

PO 4 2� 0、MgSO 4  7H 2O 1� 0、pH 值 6� 5。
1� 3 � 菌株产酶的液态发酵

将 PDA 平板表面刮取的孢子用无菌玻璃珠打

散、无菌水稀释至 10
7
个/ mL, 接种于装有 50 mL 发

酵培养基的 250 mL 三角瓶中, 于 33 � 、180 r/ m in

震荡培养,每种培养条件进行 3次平行重复。

1� 4 � 酶活力测定
DNS( 3, 5�二硝基水杨酸)法测定酶活: 取 0� 5

mL 酶液、1 mL 含0� 5%底物(分别为羧甲基纤维素

钠CMC、玉米木聚糖、胶体几丁质)的柠檬酸磷酸氢

二钠缓冲液( 100 mmo l/ L 、pH 值 4� 5) , 混匀后 45

� 水浴反应 60 m in� 加 1 mL DNS 终止反应, 混匀

后沸水浴 4 min、流水速冷、加适量水稀释混匀后在

490 nm 处比色。一个酶活单位( U )定义为 1 m in

产生 1 �g 还原糖所需酶量。

1� 5 � 酶的初步纯化
经尼龙丝网过滤的发酵液在 4 � 下10 000

r/ min离心 5 m in, 上清液为粗酶液; 粗酶液经超滤

(截留相对分子质量 5 000)浓缩至 1/ 10 体积得酶

液,用于酶学性质分析。

1� 6 � 酶学性质分析
1� 6� 1 � 酶促反应最适温度及最适 pH 值 � 在不同

温度或 pH 值下按标准方法测定酶活力, 以酶活力

最大时的反应温度( pH )为酶活的最适温度或 pH

值。

1� 6� 2 � 酶的热稳定性及 pH 值稳定性 � 酶液分别

在45、50和 60 � 下 pH值 4�5的缓冲液中保温不同时
间,按标准方法测定相同条件下的酶活力,以未保温酶

液的酶活为 100%,测定相应温度下酶活的半衰期; 酶

液在不同 pH 的缓冲液中 25 � 保温 12 h,按标准方法

测定残余酶活,以未保温酶液的酶活为100%。

1� 7 � 数据分析
采用统计软件 DPS v3� 01专业版。

2 � 结果与分析

2. 1 � 棘孢木霉 ��糖苷水解酶的酶学性质
2. 1. 1 � 温度对 ��糖苷水解酶活性和稳定性的影响
� 实验分别以羧甲基纤维素钠、玉米木聚糖、胶体

几丁质为底物分析了棘孢木霉 T� asp er el lum W03

木聚糖酶( Xyn)、CMC酶( Cmc)和几丁质酶( Chi) 3

种 ��糖苷水解酶活性的部分酶学性质。温度对
Xyn、Cmc、Chi 3种酶催化活性的影响(图 1)趋势相

似, 反应温度在 45~ 65 � 时, Xyn、Chi活性变化趋

势几近相同; Xyn、Cmc的最适反应温度均为 45 � ,

而 Chi的最适反应温度为 40 � 。Xyn、Cmc、Chi 3

种酶在 45 � 保温 60 min(图 2�4) ,酶活几乎没有损
失; 酶液在 50 � 保温 60 min(图 2�4) , Xyn 和 Chi

具有良好的热稳定性, Xyn优于 Chi, Cmc热稳定性

较差、半衰期约 40 min; Xyn在 60 � 热稳定性优于
Chi,半衰期约 30 m in。Xyn相对于 Cmc、Chi具有

较好的热稳定性。

图 1 � 温度对酶促反应活性的影响

Fig. 1� Effect of tempreture on laccase activity

2. 1. 2 � pH 值对 ��糖苷水解酶活性和稳定性的影
响 � 实验表明(图 5) , Xyn、Cmc 和 Chi的最适反应

pH 值都为 4� 5; Xyn 和 Cmc 活性随 pH 值变化的

688 食 � 品 � 与 � 生 � 物 � 技 � 术 � 学 � 报 � � � � � � � � � � � � 第 29卷 �



图 2 � 温度对 CMC酶稳定性的影响

Fig. 2 � Ef fect of tempreture on CMC enzyme stability

趋势相同, pH 值大于 4� 5 时, 酶活性快速下降, 而

Chi的活性却缓慢下降; pH 值显著影响 Xyn 和

Cmc的稳定性,两者均在pH 值 2� 5~ 5� 0的酸性条
件下较稳定,有利于在酸性环境中的应用。

图 3 � 温度对 Xyn稳定性的影响

Fig. 3 � Ef fect of tempreture on xylanase stability

图 4� 温度对 Chi稳定性的影响

Fig. 4� Effect of tempreture on chitinase stability

图 5 � pH对酶促反应活性的影响

Fig. 5� Effect of pH on ��glycoside hydrolase

图 6 � pH对酶促反应活性及酶稳定性的影响

Fig. 6 � Ef fect of pH on stability of both xylanase and

CMC enzyme

2. 2 � 棘孢木霉产 ��糖苷水解酶的产酶特性
2. 2. 1 � 碳源对棘孢木霉产酶的影响 � 分别以蔗渣
( 10 g/ L )、乳糖( 10 g/ L )、羧甲基纤维素( 2 g/ L )、粗

木聚糖( 4 g/ L)、米糠( 10 g/ L)葡萄糖( 5 g/ L )、蔗渣

( 10 g/ L)葡萄糖( 5 g/ L )、羧甲基纤维素钠( 2 g/ L )

葡萄糖( 5 g / L ) 替代基础产酶培养基中的米糠作碳

源, 考察不同碳源对 T� asp er el lum W03 产 Xyn、

Cmc和 Chi的影响。结果显示(图 7) , Xyn、Cmc和

Chi的酶活产量受不同碳源的影响趋势相同, 所加

碳源均为有效碳源,含 ��糖苷键的乳糖也能有效促
进菌体产酶,羧甲基纤维素钠( 2 g/ L )葡萄糖( 5 g/

L )复合碳源是菌体产酶的最适碳源;当羧甲基纤维

素钠中添加葡萄糖时,能明显促进菌体产 Xyn、Cmc

和 Chi,米糠中补加葡萄糖, 能明显促进菌体产 Xyn

和 Cmc, 而对 Chi的产生无明显影响; 蔗渣中添加

葡萄糖对菌体产酶无明显影响;胶体几丁质对菌体

产 Chi酶活性的影响实验(结果未列)表明,以胶体

几丁质为唯一碳源, 菌体不能生长, 补加葡萄糖后

菌体产 Chi的活性与以羧甲基纤维素钠( 2 g/ L )葡

萄糖( 5 g/ L )作碳源无显著性差异;因而,菌体产 ��
糖苷水解酶以菌体的生长为前提, 所产 Xyn、Cmc

和 Chi对诱导物的专一性不高, 几丁质、CMC、乳糖

均能有效诱导上述 3种 ��糖苷水解酶的产生, 其中

CMC 的效果优于其他诱导物。

2. 2. 2 � 氮源对棘孢木霉产酶的影响 � 以羧甲基纤

维素钠( 2 g / L )葡萄糖( 5 g / L )作碳源, 分别以 NH 4

NO 3 ( 2 g/ L)、KNO3 ( 2 g/ L )、蛋白胨( 2 g/ L )、酵母

粉( 2 g / L )、( NH 4 ) 2 SO 4 ( 1 g/ L )蛋白胨 ( 1 g/ L )、

KNO3 ( 1 g/ L )蛋白胨( 1 g/ L)为氮源替代基础产酶

培养基中的( NH 4 ) 2SO 4 ( 2g/ L )实验分析不同氮源

对产酶的影响。结果(图 8)表明, Xyn、Cmc和 Chi

的酶活产量对不同氮源的响应趋势相近, Xyn 和

Cmc的响应趋势相同, 硝态氮、有机氮相对于铵态

氮均有利于 3 种 ��糖苷水解酶的产生; KNO 3和蛋
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白胨对 Cmc 的产生具有正协同效应, 对 Xyn 的产

生无正协同效应,对 Chi的产生与 KNO 3、( NH 4 ) 2

SO4和 NH 4NO 3无显著性差异而劣于蛋白胨。

成分( g/ L) : 1. 米糠 10、2.蔗渣 10、3.乳糖 10、4.羧甲基纤维素 2、5.粗木聚糖( 4)、6.米糠 10、葡萄糖 5、7.蔗渣 10、葡萄糖 5、8.羧甲

基纤维素钠 2、葡萄糖 5、SSR(  = 0� 05)

图 7 � 碳源对 T� asperellumW03 产酶的影响

Fig. 7 � Ef fect of carbon source on productivity of ��glycoside hydrolase from T� asperellum W03

成分( g/ L) : 1( NH 4) 2 SO 42、2. NH 4NO 3 2、3. KNO3 2、4. 蛋白胨 2、5. 酵母粉 2、6. ( NH4 ) 2SO4 1、蛋白胨 1、7. KNO 31、蛋白胨 1 g/

L SSR( = 0� 05)

图 8 � 氮源对 T� asperellumW03 产酶的影响

Fig. 8� Effect of nitrogen source on productivity of ��glycoside hydrolase from T� asperellumW03

2. 2. 3 � 无机盐、pH 对棘孢木霉产酶的影响 � 采用
L9 ( 34 )正交试验分析了 KH 2 PO4、MgSO 4、CaCl2和

培养基起始pH 对 T� asp er el lum W03产 Xyn、Cmc

和 Chi酶活性的影响(表 1) , 正交试验的方差分析

结果(表 2)表明, 各实验因素均极显著( < 0� 01)地
影响 Xyn、Cmc和 Chi酶活的产生; 影响因素的重

要性次序分别如下, Xyn: CaCl2 > KH 2 PO4 > M g�
SO 4> pH ; Cmc: CaCl2 > pH > MgSO4 > KH2 PO 4 ;

Chi: M gSO 4> CaCl2> pH> KH 2 PO 4。从影响因素

各水平间差异显著性 SSR( = 0� 05)检验结果(表

3)可知, Xyn、Cmc和 Chi对影响因素各水平的响应

趋势相同, 随培养基中 KH 2PO 4、MgSO4和 CaCl2浓

度的增大, Xyn、Cmc和 Chi的酶活力逐渐降低, 所

以低浓度的无机盐有利于产酶活力的提高;培养基

中添加无机盐 ( g/ L ) : KH 2 PO 4 1� 0、MgSO 4 0� 5、
pH6� 0时, 3种 ��糖苷水解酶的活力均达到最高(表

1) ; 综合正交试验优化结果(表1)及方差分析(表 2、

3)可知,同样无机盐浓度下, pH8� 0 有可能产酶量
更高,但验证实验(结果未列)显示,起始 pH6� 0更
有利于产酶活力的提高, 这可能与酶在较高 pH 条

件下稳定性差有关。

综合上述各因素对 T� asp er el lum W03液体发

酵产酶的影响, 初步优化的产酶培养基为 ( g/ L ) :

土豆 200、羧甲基纤维素钠 2� 0、葡萄糖 5� 0、KNO3

1� 0、蛋白胨 1� 0、KH 2PO 41� 0、MgSO 40� 5、pH6� 0。

690 食 � 品 � 与 � 生 � 物 � 技 � 术 � 学 � 报 � � � � � � � � � � � � 第 29卷 �



表 1 � L9 ( 34 )正交试验设计及结果

Tab. 1 � Orthogonal experimental design L9 ( 34 )

处理
KH 2PO 4/
( g / L )

MgSO 4 7H2O/
( g/ L )

CaCl2 /
( g / L )

pH
木聚糖酶/
( u/ mL )

SSR ( = 0� 05)

羧甲基纤维素
酶/ ( u/ mL )

SSR ( = 0� 05)

几丁质酶/
( u/ mL)

SSR ( = 0� 05)

1 1. 0 0. 5 0. 0 6. 0 ( 65. 8 ! 13. 43) a ( 44. 64! 19. 19) a ( 23. 0! 5. 15) a

2 1. 0 1. 0 0. 5 7. 0 ( 34. 1! 7. 25) c ( 11. 93 ! 5. 48) c ( 11. 0! 2. 17) cd

3 1. 0 1. 5 1. 0 8. 0 ( 26. 4! 4. 68) c ( 6. 87! 4. 05) cd ( 3. 7! 2. 10) e

4 2. 0 0. 5 0. 5 8. 0 ( 49. 9 ! 5. 10) b ( 27. 33! 14. 71) b ( 20. 2 ! 4. 80) ab

5 2. 0 1. 0 1. 0 6. 0 ( 12. 6 ! 10. 42) d ( 7. 19! 1. 89) cd ( 4. 5 ! 4. 13) de

6 2. 0 1. 5 0. 0 7. 0 ( 29. 6 ! 12. 50) c ( 21. 52! 3. 66) b ( 7. 1 ! 6. 78) de

7 3. 0 0. 5 1. 0 7. 0 ( 4. 5 ! 4. 51) e ( 6. 07! 4. 97) cd ( 8. 2 ! 3. 87) de

8 3. 0 1. 0 0. 0 8. 0 ( 47. 9 ! 2. 09) b ( 29. 07! 8. 47) b ( 15. 7 ! 5. 45) bc

9 3. 0 1. 5 0. 5 6. 0 ( 2. 6 ! 1. 16) e ( 1. 94! 1. 02) d ( 4. 1! 2. 30) e

表 2 � L9 ( 34 )方差分析结果

Tab. 2� Variance analysis of orthogonal experimental design L9( 34 )

变异来源
木聚糖酶

F 值 显著性水平

羧甲基纤维素酶

F 值 显著性水平

几丁质酶

F 值 显著性水平

KH 2PO 4 59. 929 46 0 6. 697 37 0. 002 15 3. 780 68 0. 027 46

MgSO 4 45. 225 21 0 21. 042 29 0 52. 662 89 0

CaCl2 118. 525 35 0 54. 346 95 0 34. 851 78 0

pH 40. 608 91 0 5. 172 62 0. 007 96 7. 047 73 0. 001 60

表 3� 影响因素各水平间差异显著性 SSR( = 0� 05)

Tab. 3 � Significance test of diff erence among levels of inf luen�

cing factors: SSR( = 0� 05)

因素 水平
木聚糖酶/

( u/ mL )

羧甲基纤维素

酶/ ( u/ mL )

几丁质

酶/ ( u/ mL )

KH2PO 4 1. 0 42. 08a 21. 15a 12. 57a

2. 0 30. 70b 18. 68a 10. 61ab

3. 0 18. 34c 12. 36b 9. 33b

MgSO 4 0. 5 40. 06a 26. 01a 17. 15a

1. 0 31. 53b 16. 06b 10. 38b

1. 5 19. 53c 10. 11c 4. 98c

CaCl2 0. 0 47. 77a 31. 74a 15. 26a

0. 5 28. 86b 13. 74b 11. 78b

1. 5 14. 49c 6. 71c 5. 47c

pH 8. 0 41. 39a 21. 09a 13. 21a

6. 0 26. 97b 17. 93ab 10. 51ab

7. 0 22. 76b 13. 17b 8. 79b

2. 3 � 棘孢木霉产酶的时间历程

利用优化培养基实验分析了 T� asp er el lum
W03的产酶过程。结果(图 9)显示, Xyn、Cmc 和

Chi的酶活产量随发酵时间的变化趋势几乎相同,

均与菌体的生长相偶联, 菌体生长越快产酶越多,

停止生长时酶活产量随之下降,产酶高峰都出现在

接种培养 72 h;产酶活力在发酵 72 h 后有较大幅度

下降,除了菌体生长停滞外,还可能受发酵液 pH 的

升高影响, Xyn、Cmc和 Chi在 pH> 7� 0时稳定性
较差; 还原糖通过影响菌体的生长速率而影响产

酶, 在菌体的快速生长期,还原糖的消耗速率越大,

产酶量越大,而还原糖的浓度对菌体产酶无明显影

响; Xyn、Cmc和 Chi酶活比例在整个产酶过程中相

对恒定, Xyn/ Cmc= 1� 20, Chi/ Cmc= 0� 53。

图 9� 优化产酶培养基上 T� asperellum W03 的产酶时

间历程

Fig. 9 � Time history of production of ��glycoside hydrolase

from T� asperellumW03 on optimized medium
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木霉 Tr ichoderma spp� 作为生防菌株被广泛
应用于农作物土传致病真菌的控制,其生化机理的

研究集中在木霉对细胞壁的酶解活性及抗真菌抗

生素的产生能力[ 1] , Tr ichoderma asp erellum 对植

物病害具有显著的生防作用,分离自低阶煤炭样品

的T r ichderma asp er el lum W03在液态培养条件下

能同时分泌合成木聚糖酶 Xyn、羧甲基纤维素酶

Cmc和几丁质酶 Chi, 这 3种 ��糖苷水解酶的合成
对碳源、氮源、KH 2 PO 4、MgSO4、CaCl2、pH 和发酵

时间等培养因素的响应趋势基本相同, Xyn、Cmc和

Chi酶活比例在整个产酶过程中相对恒定, 3 种酶

的酶活对反应 pH、温度变化的响应亦相似。1种可

能情况是 T� asperellum W03分泌产生了同 1种酶

蛋白,该酶蛋白具有 3种 ��糖苷水解酶活性即木聚
糖酶、羧甲基纤维素酶和几丁质酶, 其他菌株也能

产生具有交叉活性的木质纤维素水解酶, 如 Clos�
tr id ium acetobuty l icum

[ 7]和 Tr ichoderma vi ride
[ 8]

产生的木聚糖酶兼有 CMC 酶活性, 但未见到同时

兼有几丁质酶活性的报道。它们相近的酶学性质

类似于 Tr ichoderma r eesei 木聚糖酶[ 9] , 最适反应

pH4� 5并且在酸性条件下酶活稳定, 最适反应温度

40 � �45 � 。该菌株在同一生长过程中同时产生了
3种 ��糖苷水解酶活性,这为理解 T richderma as�
p er el lum 的生防机理提供了参考, 另外, 在提高饲

料中木质纤维素的降解率方面,该菌株具有潜在的

应用价值。
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