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米曲霉木聚糖酶高产菌株选育

李晨，陈宏文

（华侨大学 工业生物技术福建省高校重点实验室，福建 泉州３６２０２１）

摘要：　以米曲霉Ｃ?２为出发菌株，紫外诱变后，利用透明圈初筛，再分别以农业废弃物１％蔗渣?１％麸皮复合

物、２％蔗渣、２％碱提蔗渣半纤维素和２％纤维素溶剂分馏法（ＣＳＬＦ）提取的蔗渣半纤维素为碳源摇瓶复筛，

得到一株高产木聚糖酶的米曲霉菌株Ａ７３．结果表明：米曲霉 Ａ７３在上述碳源培养基中，产木聚糖酶酶活力

比出发菌株分别提高了２８１．１５％，８２．８１％，５６．０９％和３３．１１％；ＣＳＬＦ蔗渣半纤维素诱导米曲霉Ｃ?２及其诱

变菌株产酶能力较弱，明显低于其他３种诱导物．
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半纤维素是以木聚糖为主要成分的杂多糖，在自然界碳水化合物中含量仅次于纤维素．木聚糖酶是

将木聚糖（半纤维素）降解成低聚木糖或木糖的木糖苷键水解酶酶系［１］．目前的工业生产中，木聚糖酶生

产菌主要涉及杆菌、放线菌及真菌中的酵母和霉菌，其中丝状真菌如曲霉类黑曲霉、瑞氏木霉等因产酶

水平高于酵母菌和细菌而引起关注［２］．米曲霉（犃狊狆犲狉犵犻犾犾狌狊狅狉狔狕犪犲）具有许多独特的生物特征，能胞外

分泌大量的木聚糖降解酶，如β?１，４?犇?内切木聚糖酶、β?１，４?犇?木糖苷酶和α?犔?阿拉伯呋喃糖苷酶

等［３?５］．人们期望能利用其木聚糖酶的水解物木糖生产燃料乙醇、食品和医药保健品低聚木糖、多元糖醇

等，或者直接生产食品级酶制剂．因此，提高木聚糖酶酶活力是米曲霉有效利用半纤维素（木聚糖）用于

自身生长和发酵的关键，但关于米曲霉木聚糖酶的相关报道较少．纤维素溶剂木质纤维素分馏法（ｃｅｌｌｕ

ｌｏｓｅｓｏｌｖｅｎｔ?ｂａｓｅｄｌｉｇｎｏｃｅｌｌｕｌｏｓｅｆｒａｃｔｉｏｎａｔｉｏｎ，简称ＣＳＬＦ）
［６］是近几年来提出的，利用纤维素溶胀试剂

浓磷酸、有机溶剂丙酮和水来分离纤维素、半纤维素和木质素的新方法．该方法处理条件温和（常压，５０

℃）、时间短（２～４ｈ）、试剂易回收，所得到的纤维素去结晶明显，酶触及性高；而且，糠醛、羟甲基糠醛、

酚类衍生物和乙酸等抑制副产物少，通过高效液相色谱检测的木聚糖（半纤维素）提取率可达４５％～

６５％
［７?９］．但是，目前还没有关于ＣＳＬＦ半纤维素成品利用的报道．本文以米曲霉Ｃ?２为出发菌株，通过

紫外线诱变，分别利用农业废弃物蔗渣?麸皮复合物、蔗渣、碱提蔗渣半纤维素和ＣＳＬＦ半纤维素筛选木

聚糖酶高产菌株，并考查了ＣＳＬＦ半纤维素诱导米曲霉Ｃ?２及其诱变菌株产木聚糖酶的效果．

１　材料和方法

１．１　材料与仪器

（１）材料．米曲霉菌株Ｃ?２，实验室保存菌种．蔗渣榨汁后用水清洗，尽量去除蔗渣中残留的蔗糖，

置于６０℃烘箱４ｄ烘干．将干燥的蔗渣用中药粉碎机粉碎，筛取４０～６０目蔗渣粉备用（保存于燥剂器

中）．丙酮（ＡＲ级，国药集团化学试剂有限公司）；磷酸（ＡＲ级，广东汕头西陇化工厂）；无水乙醇（ＡＲ

级，福建厦门德邦化工有限公司）．

　　（２）仪器．４Ｋ１５型大容量高速冷冻离心机（德国Ｓｉｇｍａ公司）；Ｄ２Ｆ?６０２０型真空干燥箱（上海博源
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实业有限公司）；ＤＫＺ?２型电热恒温震荡水槽（上海精密实验设备有限公司）；ＵＶ?２８００ＡＨ型紫外可见

分光光度计（尤尼柯（上海）仪器有限公司）．

１．２　培养基

（１）基础培养基（质量分数）：２％葡萄糖，１％蛋白胨，０．５％ＫＨ２ＰＯ４，０．１％ＮａＮＯ３，０．００７％Ｕｒａ

ｃｉｌ，０．０１５％Ｕｒｉｄｉｎｅ，０．１％ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，１．５％琼脂，ｐＨ＝６．０．

（２）初筛双层培养基：下层为１．５％水琼脂层，上层为碱提半纤维素培养基，即将基础培养基的葡萄

糖用碱提半纤维素替代．

（３）种子培养基（液体基础培养基）：复筛培养基碳源分别为１％蔗渣粉?１％麸皮，２％蔗渣粉，２％碱

提蔗渣半纤维素，２％ＣＳＬＦ蔗渣半纤维素，其他与基础培养基相同．

１．３　实验方法

１．３．１　蔗渣半纤维素的提取　蔗渣半纤维素提取采用如下两种方法：（１）碱提法．详见参考文献

［１０］；（２）ＣＳＬＦ法．称取１ｇ的蔗渣粉，加入８ｍＬ质量分数为８５％的浓磷酸，搅匀，于５０℃，１５０ｒ·

ｍｉｎ－１下水浴振荡４０ｍｉｎ；加入冰冷的丙酮充分搅拌停止反应，使溶于磷酸的纤维素和半纤维素析出，

以及不溶于磷酸的木质素溶于４０ｍＬ的预冷丙酮中．在７０００ｒ·ｍｉｎ－１下离心１０ｍｉｎ，弃去含有木质

素的上清丙酮溶液，再用４０ｍＬ丙酮洗涤沉淀３次，以去除残余木质素和磷酸，得到总纤维素（纤维素

和半纤维素）沉淀；同上述方法再用４０ｍＬ蒸馏水洗涤总纤维素沉淀３次，以分离溶于水的半纤维素和

不溶于水的纤维素．最后，通过调节ｐＨ值抽滤、减压蒸馏，以及利用半纤维素不溶于乙醇的特点，在７

０００ｒ·ｍｉｎ－１下离心１０ｍｉｎ，用３～４倍体积的无水乙醇将水提液中的半纤维素醇沉分离出来．

１．３．２　菌种诱变　斜面接种，于３０℃静置培养３ｄ，加入１０ｍＬ无菌水，用接种环将所有孢子刮下，经

４层擦镜纸过滤得孢子悬液．将孢子悬液镜检并适当稀释到１０３～１０
４个·Ｌ－１备用．

紫外线灯（３０Ｗ）预热２０ｍｉｎ，取２ｍＬ上述孢子悬液于直径为９０ｍｍ的培养皿（用黑色胶带全部

粘住以避光）中，放置在紫外灯３０ｃｍ（垂直距离）处照射．照射时匀速晃动平板使得照射均匀．将照射

过的菌液于暗室放置２ｈ后，稀释１０３ 倍和１０４ 倍，分别涂布到基础培养基平板，涂布量为每个器皿０．２

ｍＬ，于３０℃避光静置培养２ｄ，然后，计数菌落，计算致死率（η）并绘制致死率曲线．

１．３．３　菌株的筛选　 （１）初筛．挑取诱变平板上所有的菌落到半纤维素双层培养基平板上，于３０℃

培养３ｄ，然后挑选平板上生长快且ＨＣ值（ＨＣ＝透明圈直径犇透明圈／菌落直径犇菌落）大的菌落，传２代

后点接到初筛培养基上进一步筛选，筛取ＨＣ值大的菌落，缩小复筛量．（２）复筛．将初筛选出的菌株转

接到基础斜面培养基继续传种３代．在４５ｍＬ种子培养基中接种２环菌体，于３０℃，２００ｒ·ｍｉｎ－１下培

养２４ｈ后，抽滤培养基得到菌球并接种到２５０ｍＬ摇瓶发酵，发酵培养基装液量５０ｍＬ．接种后用８层

纱布扎口，置于３０℃，２００ｒ·ｍｉｎ－１培养箱培养９６ｈ，测木聚糖酶酶活力．

１．３．４　木聚糖酶酶活的测定　取摇瓶培养液于４℃，１２０００ｒ·ｍｉｎ
－１离心１０ｍｉｎ，得上清粗酶液．用

桦木木聚糖（ｂｉｒｃｈｗｏｏｄｘｙｌａｎ）做为底物．称取１．０ｇ桦木木聚糖，尽可能溶解于８０ｍＬ０．０５ｍｏｌ·Ｌ
－１

的Ｎａ２ＨＰＯ４?ＮａＨ２ＰＯ４ 缓冲液（ｐＨ＝６．８）中，１２１℃灭菌１５ｍｉｎ，取出后摇匀木聚糖溶液使其充分溶

解；冷却至室温后，再用上述缓冲液定容至１００ｍＬ，配制成质量分数为１％的木聚糖溶液，置于－２０℃

保存备用．取０．９ｍＬ上述木聚糖溶液到试管中，于５０℃预热１ｍｉｎ，加入适当稀释的粗酶液０．１ｍＬ，

５０℃反应３ｍｉｎ，利用ＤＮＳ法
［１１］测定产生的还原糖．木聚糖酶酶活力（狕）的计算式为

狕＝犕×犃／（犞×狋）．

其中：犕 为酶液稀释倍数；犃为酶解溶液中木糖的含量；犞 为酶液量；狋为酶解时间．酶活单位的定义：在

５０℃，ｐＨ＝６．８的最适合条件下，每秒钟使得每摩尔底物桦木木聚糖转化所需的酶量．

２　结果与讨论

２．１　半纤维素的分离和回收

利用ＣＳＬＦ法提取得到的半纤维素水提液用ＣａＣＯ３ 调节ｐＨ值，一边加入ＣａＣＯ３ 一边不停搅拌，

当ｐＨ值达到４～５时停止加入；静置１０ｍｉｎ后抽滤得到清液，再利用旋转蒸发仪减压蒸馏得到浓缩
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液，用３～４倍无水乙醇进行醇沉，静置得到白色半纤维素沉淀；然后，于７０００ｒ·ｍｉｎ
－１离心１０ｍｉｎ得

到半纤维素，用９５％乙醇离心洗涤２次，再真空干燥至恒重．

醇沉前，溶液ｐＨ值对半纤维素醇沉形态和得率有重要影响．随着ｐＨ值的升高，半纤维素得率先

升后降，但在ｐＨ值为４～５之间得率最高且变化不大．醇沉前溶液的ｐＨ值小于３或大于７时，半纤维

素为颗粒状，形成沉淀难，醇沉速度慢；而ｐＨ值在３～５时，醇沉的半纤维素为絮状，醇沉速度快．干燥

之后得到的半纤维素为白色或浅棕色粉末状，难溶于ｐＨ值大于４的水溶液，降低ｐＨ值可以使其慢慢

溶解为棕色溶液，再提高ｐＨ值又可使其再沉析出来．因此，ＣＳＬＦ半纤维素为酸溶性物质．

图１　出发菌株Ｃ?２的致死曲线

Ｆｉｇ．１　ＬｅｔｈａｌｃｕｒｖｅｏｆｉｎｉｔｉａｌｓｔｒａｉｎＣ?２

２．２　致死率曲线

紫外灯功率３０Ｗ，照射距离３０ｃｍ，分别照射０，４５，９０，

１３５，１８０，２２５ｓ后稀释涂布平板，３０℃培养２ｄ计数．结果表

明，稀释１０４ 倍时菌落生长数目和分散度较适宜．计算其致死

率（η），绘制致死率曲线，如图１所示．实验选择致死率在７５％

的紫外线剂量［１２］，照射时间为１７３ｓ．

２．３　透明圈法初筛

采用紫外线照射剂量１７３ｓ作为诱变剂量，稀释１０４ 倍后

涂布于基础培养基．３０℃培养２ｄ后共挑取７３株菌落点接到

双层培养基上，培养３ｄ出现明显透明圈．将培养皿置于冰箱

中过夜，使得透明圈更清晰，测量透明圈和菌落直径，计算菌落ＨＣ值．挑选ＨＣ值较大的２３株，传２代

后点接到初筛双层培养基上进行第２次透明圈筛选．根据 ＨＣ值大小选取６株菌株进行复筛，分别编

号为Ａ２６，Ａ３３，Ａ４８，Ａ５４，Ａ６９和Ａ７３，其ＨＣ值和透明圈分别如表１，图２所示．

（ａ）出发菌株Ｃ?２ （ｂ）突变株Ａ７３

图２　透明圈法筛选木聚糖酶高产菌

Ｆｉｇ．２　Ｔｒａｎｓｐａｒｅｎｔｃｉｒｃｌｅｓｃｒｅｅｎｉｎｇｆｏｒ

ｈｉｇｈ?ｙｉｅｌｄｘｙｌａｎａｓｅｓｔｒａｉｎｓ

表１　菌株的 ＨＣ值

Ｔａｂ．１　ＨＣｖａｌｕｅｓｏｆｓｔｒａｉｎｓ

菌株 犇透明圈／ｃｍ 犇菌落／ｃｍ ＨＣ值

Ｃ?２ ２．８６ １．５７ １．８２

Ａ２６ ３．２３ １．５２ ２．１３

Ａ３３ ２．４０ １．２５ １．９２

Ａ４８ ３．２３ １．５８ ２．０４

Ａ５４ ２．９７ １．３０ ２．２８

Ａ６９ ２．９０ １．３８ ２．１０

Ａ７３ ３．１７ １．５５ ２．０５

２．４　菌种复筛

蔗渣?麸皮、蔗渣、碱提蔗渣半纤维素和

ＣＳＬＦ蔗渣半纤维素碳源诱导各菌株的产酶情况，结果如表２所示．

表２　碳源对各菌株产酶的影响

Ｔａｂ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｃａｒｂｏｎｓｏｕｒｃｅｓｏｎｘｙｌａｎａｓｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｂｙｓｔｒａｉｎｓ

菌株
蔗渣?麸皮

狕／ｍｋａｔ·Ｌ－１　　增幅／％

蔗渣

狕／ｍｋａｔ·Ｌ－１　　增幅／％

碱提蔗渣半纤维素

狕／ｍｋａｔ·Ｌ－１　　增幅／％

ＣＳＬＦ蔗渣半纤维素

狕／ｍｋａｔ·Ｌ－１　　增幅／％

Ｃ?２ ０．５４０ ０ １．２８９ ０ １．５６１ ０ ０．１２３ ０

Ａ２６ ０．９１７ ６９．７４ １．８５１ ４３．６５ ２．０２５ ２９．７２ ０．１６３ ３３．１１

Ａ３３ ０．９４１ ７４．０６ １．５５５ ２０．７０ ２．２１１ ４１．６０ ０．１４６ １９．００

Ａ４８ ０．８７７ ６２．２５ １．３４７ ４．５０ １．９２４ ２３．２１ ０．１８８ ５１．９７

Ａ５４ ０．８１９ ５１．５１ １．８０５ ４０．０５ ２．０６３ ３２．１３ ０．１４６ １９．００

Ａ６９ ０．７７２ ４２．９４ １．８９７ ４７．２６ ２．１３５ ３６．７８ ０．１３３ ９．５０

Ａ７３ ２．０６０ ２８１．１５ ２．３５６ ８２．８１ ２．４３７ ５６．０９ ０．１６３ ３３．１１

２．４．１　蔗渣?麸皮复合碳源　从表２可知：以蔗渣?麸皮为碳源，菌株Ａ６９产酶能力较出发菌株Ｃ?２提

高４２．９４％，低于其他菌株，菌株Ａ２６和Ａ３３产酶能力相近，菌株Ａ７３的木聚糖酶酶活力最高，较出发

菌株Ｃ?２提高２．８１倍．

５６６第６期　　　　　　　　　　　　　　李晨，等：米曲霉木聚糖酶高产菌株选育



２．４．２　蔗渣碳源　从表２可知：以２％蔗渣为碳源，菌株Ａ４８的产酶能力较弱，比出发菌株Ｃ?２仅提高

４．５０％；菌株Ａ７３产酶能力最强，是出发菌株Ｃ?２的１．８３倍．与麸皮?蔗渣复合碳源相比，包括出发菌株

Ｃ?２在内的７个菌株生产的木聚糖酶酶活力都有所上升，但产酶能力提高幅度低于复合碳源培养基．

２．４．３　碱提蔗渣半纤维素碳源　从表２可知：菌株Ａ７３的木聚糖酶酶活力最高，在出发菌株Ｃ?２基础

上提高了５６．０９％，而菌株Ａ４８却最低，仅仅提高了２３．２１％．

２．４．４　ＣＳＬＦ蔗渣半纤维素碳源　从表２可知：ＣＳＬＦ蔗渣半纤维素诱导各菌株产木聚糖酶的能力明

显低于其他诱导底物．与出发菌株Ｃ?２相比，菌株Ａ４８在以蔗渣和碱提蔗渣半纤维素为碳源的培养基

中产酶能力几乎没有提高，但是在ＣＳＬＦ蔗渣半纤维素诱导下比出发菌株Ｃ?２提高了５１．９７％．

３　讨论

虽然组成型生产木聚糖酶［１３］亦有报道，但是木聚糖酶主要是诱导酶，受到培养基中木聚糖和富含

木聚糖物质的诱导合成和分泌．农业废弃物小麦麸皮、玉米芯、甘蔗渣和水稻秸秆等都可以用于木聚糖

酶的诱导生产．实验结果表明：在以蔗渣?麸皮、蔗渣和碱提蔗渣半纤维素为诱导物的培养基中，菌株

Ａ７３产木聚糖酶酶活力在７种菌株中都是最高，相对出发菌株Ｃ?２都有大幅度的提高，蔗渣?麸皮诱导

甚至高出２．８１倍．７个菌株中，大多菌株在不同诱导物中的产酶能力都有较大变化，但菌株Ａ７３在几种

诱导物间产酶能力最稳定．

对４种碳源的诱导能力（表２）进行比较可以发现：除菌株Ａ７３外，其他所有菌株在以蔗渣为诱导物

时产木聚糖酶酶活力几乎是蔗渣?麸皮的两倍，略低于碱提半纤维素；而以ＣＳＬＦ半纤维素为碳源时，酶

活力显著降低．总体来说，碱提半纤维素诱导该７株米曲霉产木聚糖酶能力最强，蔗渣其次，ＣＳＬＦ半纤

维素最弱．

ＣＳＬＦ蔗渣半纤维素诱导各菌株产木聚糖酶酶活力非常低．一般来说，半纤维素抽提过程中常有乙

酸、糠醛，羟甲基糠醛和酚类衍生物等抑制性副产物生成，对菌株代谢具有抑制作用．但是，ＣＳＬＦ法提

取条件温和，较少产生抑制性副产物糠醛等［６］，并且半纤维素水提液经减压蒸馏后，抑制副产物基本去

除．因此，ＣＳＬＦ蔗渣半纤维素诱导米曲霉Ｃ?２及其诱变菌株生产的木聚糖酶酶活力较低与抑制性副产

物无关．

米曲霉代谢木聚糖过程中，木聚糖大分子无法进入细胞中，而诱导木聚糖酶的物质主要是由少量组

成型木聚糖酶水解木聚糖形成的低分子量的木聚糖片段．因此，木聚糖酶的表达水平受到酶作用底物

木聚糖的性质（如易感性）、浓度、释放低聚木糖的速率和释放量影响．另外，ＣＳＬＦ法得到的半纤维素为

乳白色，与天然木质素颜色相近［１４］．该方法得到的半纤维素中可能含有木质素成分．因为在木质纤维素

中，纤维素与半纤维素和木质素通过氢键相连，而半纤维素和木质素之间除了氢键，还通过化学键连接

紧密形成稳定的木质素?碳水化合物结构（ＬＣＣ）
［１５］．

ＣＳＬＦ法处理木质纤维素过程中，木质素和半纤维素之间的化学键可能没有全部断裂，而是形成大

量水溶性片段ＬＣＣ．由于ＬＣＣ片段为两亲性
［１６］，不能溶解在弱极性的有机溶剂中［１７］．因此，在对提取

浓缩液进行醇沉时，ＬＣＣ片段随分离出的半纤维素一起沉淀下来．ＣＳＬＦ法提取的蔗渣半纤维素为乳白

色粉末状，酸溶性，其成分、含量和结构性质，以及其对产木聚糖酶的影响都有待进一步研究．
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