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阿魏酸酯酶产生菌的筛选及产酶条件的优化
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摘要：　从土壤中筛选到１株阿魏酸酯酶活力较高的菌株，通过形态观察，初步鉴定其为曲霉．通过单因素轮

换法，对其液态发酵的产酶条件进行优化．结果表明：在查氏培养基中，以质量体积比为６％的麦麸为碳源，

质量体积比为５％的硝酸钠为氮源，在３０℃下发酵培养６ｄ后，其酶活力最高可达１６．３３μｋａｔ·Ｌ
－１．

关键词：　阿魏酸；阿魏酸酯酶；曲霉；筛选

中图分类号：　Ｑ５５６．１ 文献标志码：　Ａ

阿魏酸酯酶（ＦｅｒｕｌｏｙｌＥｓｔｅｒａｓｅｓ，ＦＡＥｓ）是羧酸酯酶的一个亚类，能水解植物细胞壁中羟基肉桂酸

与糖之间的酯键［１］，可应用于从农副产品中释放阿魏酸［２］，漂白纸浆［３］，生产燃料乙醇［４］，以及生物合成

酚酸衍生物［５］．自１９９１年Ｆａｕｌｄｓ等
［６］首次分离出阿魏酸酯酶以来，已有超过３０种阿魏酸酯酶被纯

化［７］．国内对阿魏酸酯酶的研究主要集中于黑曲霉．欧仕益等
［８］开展了黑曲霉液态发酵产阿魏酸酯酶

和阿拉伯木聚糖酶的研究；王洪川等［９］利用黑曲霉进行固态发酵生产阿魏酸酯酶，其酶活可达７．４２１

ｎｋａｔ·ｇ
－１；张帅兵等［１０］完成了黑曲霉阿魏酸酯酶Ａ的克隆和表达；谢春元等

［１１］研究了阿魏酸酯酶在

饲料瘤胃降解中的功效，发现阿魏酸酯酶既能加快饲料的降解速率，又能提高降解程度．本文通过初筛

和复筛从土壤中获得１株阿魏酸酯酶产生菌，并优化其液态发酵的产酶条件．

１　材料与方法

１．１　培养基成分及培养条件

（１）菌种保藏培养基（马铃薯琼脂培养基）．取２００ｇ马铃薯切成小块，加水煮沸０．５ｈ，过滤，取滤

液，加入２０ｇ葡萄糖，１５ｇ琼脂，补足水至１Ｌ，ｐＨ值自然；然后，倒入试管中，于１２１℃灭菌２０ｍｉｎ后

制成斜面．菌种接种到培养基后于３０℃培养数天，待菌落成熟后转到４℃保存．

（２）菌种分离培养基．将灭过菌的马铃薯培养基倒入无菌平皿中室温冷却凝固；将菌液涂布于培

养基上，于３０℃培养至成熟．

（３）初筛培养基．ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０１ｇ，ＮａＮＯ３２．０ｇ，ＫＣｌ０．５ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．５ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４

１．０ｇ，蔗糖３０ｇ，琼脂２０ｇ，蒸馏水１Ｌ，ｐＨ值自然；１２１℃灭菌２０ｍｉｎ．每块平板倒入约２０ｍＬ培养基

后，立即加入０．３ｍＬ无菌的含阿魏酸乙酯的二甲基甲酰胺溶液（质量体积比为１０％），摇匀至平板呈均

匀的乳白色．接种后于３０℃培养数天，观察是否有透明圈出现．

（４）种子培养基（马铃薯培养基，不含琼脂）．在２５０ｍＬ摇瓶中加入５０ｍＬ培养基，于１２１℃灭菌

２０ｍｉｎ．取一环保存于４℃马铃薯斜面上的菌种接种到５０ｍＬ马铃薯摇瓶培养基中，于３０℃，２００ｒ·

ｍｉｎ－１下培养２４ｈ．

（５）复筛培养基（发酵培养基）．ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０１ｇ，ＮａＮＯ３２．０ｇ，ＫＣｌ０．５ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４０．７６ｇ，

ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．５ｇ，麦麸２０ｇ，蒸馏水１Ｌ，ｐＨ值自然．在２５０ｍＬ摇瓶中称取１ｇ麦麸，再加入５０

ｍＬ液体部分，于１２１℃灭菌２０ｍｉｎ．将培养２４ｈ的种子液按体积比为４％的接种量接种到５０ｍＬ发酵
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培养基中，于３０℃，２００ｒ·ｍｉｎ－１下培养一定时间．

１．２　菌种筛选与鉴定

土样分别取自福建泉州华侨大学附近的菜地和果园．将一定量的土样置于无菌平皿中，再以体积比

为１∶１．５的比例加入麦糟（５０目），搅拌均匀后用无菌水润湿，于３０℃培养３ｄ．称取１ｇ土样放入盛有

９９ｍＬ无菌水和玻璃珠的三角烧瓶中，逐步稀释制成１０－２，１０－３，１０－４，１０－５的土壤溶液；然后，各取０．１

ｍＬ的土壤溶液接种在ＰＤＡ培养基的平板上，用涂布棒涂布均匀后，在３０℃培养３ｄ．

用无菌牙签将产生的单菌落接种到初筛培养基的平板上，于３０℃培养５ｄ；然后，将产生透明圈的

菌落用划线分离的方法再一次接种于初筛培养基的平板上，培养４ｄ得到纯菌落平板．最后，从纯菌落

平板上选取１株透明圈最大的菌种，接种于５０ｍＬ的ＰＤＡ种子培养基，于３０℃培养１ｄ后以体积比为

４％的接种量接于５０ｍＬ复筛培养基中，于３０℃培养７ｄ，每２４ｈ取样１次测定酶活．

在马铃薯琼脂平板上培养菌株，观察菌落培养特征和显微形态，对其进行鉴定．

１．３　产酶条件的优化

采用单因素轮换法，考察碳源、氮源、麦麸浓度、硝酸钠浓度、培养温度和发酵时间等因素对产酶量

的影响，并对发酵条件进行优化．每次试验中只变化一个因素的水平，其他因素的水平保持固定不变，得

到的每个因素的最优水平用于后续试验，逐一考察每个因素对产酶的影响，最终得到最优的发酵条件．

１．４　粗酶液的制备

取１ｍＬ发酵液于４℃，１００００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，上清液即为粗酶液．

１．５　阿魏酸酯酶活力的测定

取２５０μＬ粗酶液于２ｍＬ离心管中，于５０℃保温５ｍｉｎ；然后，加入２５０μＬ一定浓度的阿魏酸甲

酯溶液，反应１０ｍｉｎ，再加入体积比为１０％的５００μＬ的冰乙酸终止反应．样品离心后于４℃保存，用高

效液相色谱（ＨＰＬＣ）法测定样品中的阿魏酸含量．空白样品中冰乙酸在反应前加入，其他处理同上．

２　结果与讨论

２．１　菌种筛选

经过筛选得到１株阿魏酸酯酶活力较高的菌株，在初筛平板上培养３ｄ后产生明显的透明圈，如图

１所示．图２为菌株的液态发酵产酶曲线．从图２可知，第３ｄ开始产酶，随后酶活稳定，至第７ｄ开始

下降．菌株在马铃薯培养基上生长３ｄ后，菌落中部呈黄绿色，分生孢子头呈半圆形，小梗１层，顶囊半

球形．初步鉴定其属于真菌门、半知菌类、丛梗孢目、丛梗孢科、曲霉族、曲霉属、黄?米曲霉组．

图１　培养３ｄ后初筛平板中的菌落形态　　　　　　　图２　真菌的液态发酵产酶曲线　　　

　Ｆｉｇ．１　Ｃｏｌｏｎｙｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｉｎｆｉｒｓｔ 　　Ｆｉｇ．２　Ｔｉｍｅｃｏｕｒｓｅｏｆｆｅｒｕｌｏｙｌｅｓｔｅｒａｓｅ　

ｓｃｒｅｅｎｉｎｇｐｌａｔｅａｆｔｅｒ３ｄ 　　ｏｆｆｕｎｇｕｓｌｉｑｕｉｄｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

２．２　产酶条件对产酶的影响

２．２．１　碳源和氮源　将种子液接种于不同种类碳源的发酵培养基中，于２００ｒ·ｍｉｎ
－１，３０℃下培养３

ｄ后取样测定酶活．考察不同碳源和氮源对产酶的影响，结果如表１所示．

从表１可知，麦麸的发酵产酶最高，是脱淀粉麦麸发酵产酶的１８４％，表明去除麦麸中的淀粉后进

行发酵，产酶量下降．但是，以淀粉为唯一碳源发酵，其结果与以木糖为唯一碳源一样，都不产阿魏酸酯

酶．这与Ｓｈｉｎ等
［１２］的报道结果一致，其原因可能与诱导机制有关．麦麸中的淀粉可能仅仅有利于发酵
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初期菌体的生长，对阿魏酸酯酶的产生无诱导作用．

　　从表１可知，添加有机氮源（如酵母粉和蛋白胨）进行发酵，产酶普遍高于添加无机氮源（如酒石酸

铵、氯化铵和硝酸铵），但硝酸钠除外．以硝酸钠为氮源进行发酵，产酶最高．

表１　碳源和氮源对产酶的影响

Ｔａｂ．１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｃａｒｂｏｎｓｏｕｒｃｅｓａｎｄｎｉｔｒｏｇｅｎｓｏｕｒｃｅｓｏｎｆｅｒｕｌｏｙｌｅｓｔｅｒａｓｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

碳源 麦麸 麦糟 脱淀粉麦麸 脱淀粉麦糟 淀粉 木糖

狕／ｎｋａｔ·Ｌ－１ ８８３．５ ５７１．８ ４８０．１ ４４５．１ ０ ０

氮源 酵母粉 蛋白胨 硝酸钠 硝酸铵 酒石酸铵 氯化铵

狕／ｎｋａｔ·Ｌ－１ ７３３．５ ４４３．４ ８４５．２ ９０．０ ２５０．１ １５８．４

２．２．２　麦麸质量体积比　考察不同麦麸质量体积比狑（麦麸）对产酶的影响，如图３所示．从图３可知，

当麦麸质量体积比较低时，培养基中的麦麸不能满足菌体生长的需要，酶活较低；当麦麸质量体积比为

６％～８％时，产酶最高；进一步提高麦麸浓度后，培养基中水含量减少，菌体的生长受到抑制，酶活降低．

２．２．３　硝酸钠质量体积比　考察了不同硝酸钠质量体积比狑（硝酸钠）对产酶的影响，结果如图４所

示．从图４可知，当硝酸钠质量体积比较低时，培养基中的硝酸钠不能满足菌体生长的需要，酶活较低；

　　图３　麦麸质量体积比对产酶的影响 　图４　硝酸钠质量体积比对产酶的影响

　　Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｗｈｅａｔｂｒａｎｍａｓｓ／ｖｏｌｕｍｅ 　　　Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｓｏｄｉｕｍｓｕｌｆａｔｅｍａｓｓ／ｖｏｌｕｍｅ

　　ｏｎｆｅｒｕｌｏｙｌｅｓｔｅｒａｓｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｎｆｅｒｕｌｏｙｌｅｓｔｅｒａｓｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

随着硝酸钠质量体积比的增大，酶活逐渐提高；当硝酸钠质量体积比为５％时，产酶最高；进一步提高硝

酸钠质量体积比，培养基中离子浓度增大，抑制了菌体的生长，酶活降低．

２．２．４　培养温度　不同培养温度（θ）对发酵产酶的影响，如图５所示．从图５可知，当温度为２４℃时，

产酶较少；随着温度的提高，酶产量增大；温度为３０℃时产酶最多，温度至３３℃时酶活略有下降．

２．３　发酵产酶时间曲线

考察了菌株产酶的时间曲线，如图６所示．从图６可知，发酵至第３ｄ开始产酶，并以每天约１０％的

速度增长；发酵至第６ｄ达到最高，酶活为１６．３３μｋａｔ·Ｌ
－１，随后开始下降．

　　图５　培养温度对产酶的影响　 　图６　发酵产酶的时间曲线

　　　Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ 　Ｆｉｇ．６　Ｔｉｍｅ?ｃｏｕｒｓｅｏｆｆｅｒｕｌｏｙｌ　　

　　　ｏｎｆｅｒｕｌｏｙｌｅｓｔｅｒａｓｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ 　　　　ｅｓｔｅｒａｓｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　　　
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３　结束语

通过富集培养、梯度稀释、平板初筛和摇瓶复筛的方法，从土壤中得到１株阿魏酸酯酶活力较高的

菌株，初步鉴定为曲霉．运用单因素法对其液态发酵的产酶条件进行优化，酶活最高可达１６．３３μｋａｔ·

Ｌ－１，为阿魏酸酯酶的进一步研究打下了良好的基础．
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