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摘　要　为研究瘤胃液中阿魏酸酯酶和乙酰酯酶的酶学特性，自安装永久瘤胃瘘管的成年荷斯坦阉牛瘤胃中采集

瘤胃食糜液，４℃１０００犵离心１０ｍｉｎ制备成粗酶液，测定了粗酶液中阿魏酸酯酶和乙酰酯酶活性及其酶促反应动

力学参数。结果表明，瘤胃液中阿魏酸酯酶酶促反应最适ｐＨ为９．０，最适温度为４０～５０℃；用阿魏酸甲酯作为为

酶促反应标准底物，测得米氏常数（犓ｍ）为０．７６ｍｍｏｌ／Ｌ，最大反应速度（犞ｍａｘ）为５．４３ｍＵ；乙酰酯酶酶促反应最

适ｐＨ为８．０，最适反应温度为５０℃。用对硝基苯乙酰酯作为标准底物，测得犓ｍ 为０．６４ｍｍｏｌ／Ｌ，犞ｍａｘ为９１．００

ｍＵ。研究发现Ｆｅ２＋可以促进阿魏酸酯酶酶促反应，而Ｃｕ２＋等金属离子可以抑制阿魏酸酯酶酶活性；Ｍｇ
２＋、Ｋ＋、

Ｃｏ２＋、Ｃａ２＋和 Ｍｎ２＋则可促进乙酰酯酶酶促反应。尽管瘤胃内环境并不能为２种酯酶发挥最大酶效提供最适温度

和ｐＨ条件，相比较而言，阿魏酸酯酶在瘤胃液中稳定性更优于乙酰酯酶。
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　　反刍家畜依靠瘤胃微生物所分泌的各种纤维水

解酶来最大限度地利用自然界中的纤维性粗饲料资

源。除了外切纤维素酶、内切纤维素酶和β糖苷酶参

与降解饲料细胞壁中纤维素分子以及β木聚糖酶协

同参与降解半纤维素分子外，参与水解半纤维素支链

中酯键的瘤胃微生物阿魏酸酯酶（ＥＣ３．１．１．７３，

ＦＡＥ）和乙酰酯酶（ＥＣ３．１．１．６，ＡＥ）等酯酶已被陆

续证明是消除饲料细胞壁中阿魏酸等酚酸类木质素

的关键酶［１４］。这些酯酶与瘤胃微生物所分泌的纤

维素酶、木聚糖酶在饲料细胞壁降解中具有协同作
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用［５］。国内有关产阿魏酸酯酶菌株的研究主要集中

在黑曲霉上［６７］。国外对阿魏酸酯酶和乙酰酯酶酶

学特性的研究主要集中在粗酶液和纯化酶蛋白上。

Ｓａｎｃｈｏ等
［８］研究了大麦中阿魏酸酯酶粗酶液的酶

学 特 性；Ｒｕｍｂｏｌｄ 等［９］ 研 究 了 纯 化 自 真 菌

犃狌狉犲狅犫犪狊犻犱犻狌犿狆狌犾犾狌犾犪狀狊ＮＲＲＬＹ２３１１１的阿魏

酸酯酶的酶学特性；Ｃｈｒｉｓｔａｋｏｐｏｕｌｏｓ等
［１０］研究了

犉狌狊犪狉犻狌犿狅狓狔狊狆狅狉狌犿 乙酰酯酶粗酶液的酶学特

性；Ｃｈｕｎｇｏｏｌ等
［１１］研究了纯化自 犛狋狉犲狆狋狅犿狔犮犲狊

ｓｐ．ＰＣ２２的乙酰酯酶酶学特性。但目前对瘤胃液中

ＦＡＥ和ＡＥ的酶学特性研究的较少。

本研究拟对荷斯坦阉牛瘤胃液中ＦＡＥ和 ＡＥ

酶学特性进行比较研究，旨在为今后进一步自瘤胃

食糜液中分离纯化酯酶，分析评价其在饲料细胞壁

降解中功效提供酶学特性研究依据。

１　材料与方法

１．１　粗酶液制备

瘤胃液取自中国农业科学院北京畜牧兽医研究

所装有永久瘤胃瘘管成年荷斯坦阉牛，每天饲喂３

次，分别为６：３０、１２：３０和１７：３０，每次饲喂６．５ｋｇ

干物质，自由饮水。日粮中包括：羊草５００ｇ／ｋｇ、黄

玉米３２５ｇ／ｋｇ、小麦麸５５ｇ／ｋｇ、豆粕４４ｇ／ｋｇ、棉籽

粕５１ｇ／ｋｇ、碳酸氢钙５ｇ／ｋｇ、碳酸氢纳５ｇ／ｋｇ、石

粉５ｇ／ｋｇ、碘盐５ｇ／ｋｇ和添加剂预混料５ｇ／ｋｇ。随

机自晨饲２ｈ后将３头瘤胃瘘管阉牛采集获得的新

鲜瘤胃液样品混匀，经４层医用纱布过滤，在４℃

１０００犵离心１０ｍｉｎ，将上清液用０．４５μｍ微孔滤膜

过滤后，制备为待测粗酶液［１２］。

１．２　酶学特性测定

１．２．１　ＦＡＥ活性

首先将适当稀释的粗酶液和含有底物（１００

μｍｏｌ／Ｌ阿魏酸甲酯）的１００ｍｍｏｌ／Ｌ３（Ｎ吗啉）丙

磺酸缓冲液（ｐＨ６．０）置于３９℃预热１５ｍｉｎ，然后

向１００μＬ粗酶液中加入２００μＬ上述含有底物的缓

冲液，３９℃反应３０ｍｉｎ，在３４０ｎｍ下检测反应０和

３０ｍｉｎ时的吸光度，根据吸光度消减值来计算ＦＡＥ

酶活性，详细步骤参见文献［１３］。１个酶活性单位

（Ｕ）是指在以上酶促反应条件下，１．０ｍＬ酶液在１

ｍｉｎ内自底物阿魏酸甲酯中释放１μｍｏｌ阿魏酸所

需的酶量。

１．２．２　ＡＥ活性

首先将适当稀释的粗酶液、底物（２ｍｍｏｌ／Ｌ对

硝基苯乙酯）和５０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸钠缓冲液（ｐＨ７．０）

置于３９℃预热１５ｍｉｎ，然后向５０μＬ粗酶液中加入

１００μＬ磷酸钠缓冲液和５０μＬ底物，３９℃反应３０

ｍｉｎ后，在４１５ｎｍ下检测吸光度，根据的对硝基苯

标准曲线计算ＡＥ活性，详细步骤参见文献［１４］。１

个酶活性单位（Ｕ）是指在以上酶促反应条件下，１．０

ｍＬ酶液在１ｍｉｎ内自底物对硝基苯乙酯中释放１

μｍｏｌ对硝基苯所需的酶量。

１．２．３　最适ｐＨ

使用５０ｍｍｏｌ／Ｌ柠檬酸钠缓冲液（ｐＨ４．０～

５．０），５０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸钠缓冲液（ｐＨ６．０～８．０），和

５０ｍｍｏｌ／Ｌ 甘氨酸% ＮａＯＨ 缓冲液（ｐＨ９．０～

１０．０）替代１．２．１和１．２．２中使用的缓冲液，测定在

各ｐＨ下ＦＡＥ和ＡＥ相对酶活性。

１．２．４　ｐＨ稳定性

分别取０．５ｍＬ５０ｍｍｏｌ／Ｌ柠檬酸钠缓冲液

（ｐＨ４．０～５．０），５０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸钠缓冲液（ｐＨ６．０～

８．０）和 ５０ ｍｍｏｌ／Ｌ 甘 氨 酸 % ＮａＯＨ 缓 冲 液

（ｐＨ９．０～１０．０）与等体积粗酶液混合，３９℃保温１

ｈ，立即冰浴，测定在各ｐＨ下的ＦＡＥ和ＡＥ相对酶

活性。

１．２．５　最适温度

用２０、３０、４０、５０和６０℃替代１．２．１和１．２．２

中的反应温度，测定在各温度下ＦＡＥ和ＡＥ相对酶

活性。

１．２．６　温度稳定性

将粗酶液分别置于４０和５０℃恒温，分别在１、

３、５、７、１１和２４ｈ后，参照１．２．１和１．２．２的方法测

定保温不同时间后ＦＡＥ和ＡＥ的相对酶活性。

１．２．７　金属离子对ＦＡＥ和ＡＥ活性的影响

取４．０ ｍｍｏｌ／Ｌ ＮｉＣｌ２、ＭｇＳＯ４、ＺｎＣｌ２、ＫＣｌ、

ＦｅＳＯ４、ＣｕＣｌ２、ＣｏＣｌ２、ＣａＣｌ２、ＭｎＣｌ２ 和ＦｅＣｌ３ 储液

与等体积的粗酶液混合，使得金属离子使用浓度达

到０．６６７ｍｍｏｌ／Ｌ，３９℃保温３０ｍｉｎ后，测定ＦＡＥ

和ＡＥ相对酶活性。

１．２．８　ＦＡＥ和ＦＡＥ米氏常数（犓ｍ）和最大速度

（犞ｍａｘ）的确定

根据１．２．１和１．２．２，改变底物阿魏酸甲酯

（０．０１６７～０．１０００ｍｍｏｌ／Ｌ）和对硝基苯乙酯

（０．１～０．９ｍｍｏｌ／Ｌ）浓度［Ｓ］（酶促反应底物浓度，

ｍｍｏｌ／Ｌ），测定酶促反应的初速度（犞０），以犞ｏ 对

［Ｓ］作图为典型的米氏双曲线，以１／犞０对１／［Ｓ］作

图，从直线的截距求得ＦＡＥ和ＡＥ催化底物水解的
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米氏常数（犓ｍ）和最大速度（犞ｍａｘ）。

上述所测数据均是２组数据的平均值。

２　结果与分析

２．１　瘤胃液中阿魏酸酯酶的酶学特性

由表１可知，除Ｆｅ２＋对酶活性有促进作用外，

其他金属离子，尤其是Ｃｕ２＋、Ｃｏ２＋、Ｃａ２＋和 Ｍｎ２＋对

酶活性抑制作用明显。

阿魏酸酯酶最适ｐＨ 为９左右（图１（ａ）），ｐＨ

在６～９范围内都比较稳定（图１（ｂ））；在ｐＨ＜６的

反应条件下，损失５０％以上的酶活性，当ｐＨ＞９

时，酶活性迅速下降。阿魏酸酯酶的最适温度为

４０～５０℃（图１（ｃ）），将粗酶液置于４０和５０℃下持

表１　金属离子对阿魏酸酯酶和乙酰酯酶

相对酶活性的影响

Ｔａｂｌｅ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｍｅｔａｌｉｏｎｓｏｎｔｈｅＦＡＥａｎｄＡＥａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ

金属离子
相对酶活性／％

阿魏酸酯酶 乙酰酯酶

Ｍｇ
２＋ ２７ １２０

Ｚｎ２＋ ６３ ０

Ｋ＋　 ６６ １６７

Ｆｅ２＋ ２６６ ０

Ｃｕ２＋ ０ ６４

Ｃｏ２＋ ０ １１４

Ｃａ２＋ ０ １３７

Ｍｎ２＋ ０ １０４

不添加 １００ １００

▲ 阿魏酸酯酶；■ 乙酰酯酶

图１　阿魏酸酯酶和乙酰酯酶的酶学特性

Ｆｉｇ．１　Ｅｍｚｙｍｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｆｅｒｕｌｏｙｌａｎｄａｃｅｔｙｌｅｓｔｅｒａｓｅｓ
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续保温不同时间（图１（ｄ）），结果发现，在５０℃保温

３ｈ剩余８５％左右的酶活性，在４０和５０℃下保温５

ｈ，酶活性基本丧失。

以不同浓度阿魏酸甲酯为酶促反应底物溶液，

测得 犓ｍ 为０．７６ｍｍｏｌ／Ｌ，犞ｍａｘ为５．４３ｍＵ（图１

（ｅ））。

２．２　瘤胃液中乙酰酯酶的酶学特性

由表１可知，Ｚｎ２＋、Ｆｅ２＋和Ｃｕ２＋对酶活性抑制

作用明显。

乙酰酯酶最适ｐＨ为８左右（图１（ａ）），在ｐＨ＜６

的反应条件下，酶活性基本丧失。在不同ｐＨ 缓冲

液中３９℃保温１ｈ后，乙酰酯酶活性变化较大，在

ｐＨ６～１０范围内酶活性保持在５０％以上（图１

（ｂ））。最适温度为５０℃（图１（ｃ）），将粗酶液置于

４０和５０℃下保温不同时间（图１（ｄ）），酶活性一直

保持在６０％以上。

以对硝基苯乙酰酯为底物，选用不同底物浓

度，测得犓ｍ 为０．６４ｍｍｏｌ／Ｌ，犞ｍａｘ为９０．００ｍＵ（图

１（ｆ））。

３　讨　论

１）阿魏酸酯酶属于肉桂酸酯酶，是催化水解由

阿魏酰基（４羟基３甲氧基苯丙烯酰基）形成酯键

的一类酯酶，可使植物细胞壁中的半纤维素从木质

素半纤维素复合体中解离出来，而乙酰酯酶则是催

化水解由乙酰基与半纤维素分子间形成的酯酶。这

些酯酶可以打破植物细胞壁的网状结构，并有利于

其他糖苷键水解酶对半纤维素及细胞壁中其他成分

的降解［３４］。自 Ｍａｃｋｅｎｚｉｅ 等
［１５］从黄灰链霉菌

（犛狋狉犲狆狋狅犿狔犮犲狊犳犾犪狏狅犵狉犻狊犲狌狊）和 橄 榄 色 链 霉 菌

（犛狋狉犲狆狋狅犿狔犮犲狊狅犾犻狏狅犮犺狉狅犿狅犵犲狀犲狊）的培养液中首次

检测到ＦＡＥ活性之后，目前已经发现不仅包括瘤胃

微生物在内的自然界许多微生物均具有ＦＡＥ表达

活性，而且在哺乳动物和植物体内也有ＦＡＥ的表达

活性。

２）大多数研究人员以单一菌株培养液为酯酶蛋

白分离纯化来源，从最适ｐＨ和温度、ｐＨ和温度稳

定性、金属离子和酶学动力学等方面曾对ＦＡＥ进行

酶学特性分析。ＦＡＥ的最适ｐＨ 从４．５～８．０不

等，多数集中在ｐＨ５～７之间
［１，１６２０］，均低于本研究

中瘤胃液ＦＡＥ最适ｐＨ９．０。这可能同ＦＡＥ的来

源有关，瘤胃里的微生物是复杂多样的，分泌ＦＡＥ

的微生物不止一种。笔者预测瘤胃中分泌ＦＡＥ优

势微生物所分泌的ＦＡＥ酯酶蛋白最适ｐＨ 较高可

能导致了瘤胃液中ＦＡＥ最适ｐＨ较高，但此原因还

需笔者后续试验加以验证。ＦＡＥ最适反应温度多

集中在４５～６０℃之间
［１６１７，２１］，略高于本研究中所发

现最适温度范围。尽管 Ｗａｎｇ等
［２１］发现 Ｎａ＋不会

影响ＦＡＥ的活性，但Ｃａ２＋、Ｃｕ２＋ 等金属离子对于

ＦＡＥ的抑制作用与本研究中研究结果相一致。虽

然对于ｐＨ和温度稳定性的测定尚无统一的标准，

但多数ＦＡＥ在４０～５０℃和ｐＨ６～８的环境中比

较稳定［１６，２１，２３］，这可能是跟微生物在长期进化过程

不断适应其生长环境有关。

Ｃｈｕｎｇｏｏｌ等
［１１］自对犛狋狉犲狆狋狅犿狔犮犲狊ｓｐ．ＰＣ２２在

纯培养液中所表达的乙酰酯酶进行酶学特性分析结

果表明，以对硝基苯乙酰酯为底物，测得其犓ｍ 为

０．４３ｍｍｏｌ／Ｌ，略低于本研究结果０．６４ｍｍｏｌ／Ｌ，但

其犞ｍａｘ仅为７０．７８Ｕ／ｍｇ，远远低于本研究所测

犞ｍａｘ值，其最适ｐＨ为６．５～７．０，虽然略低于本研究

最适ｐＨ８．０，但其最适温度５０℃，与本实验所获得

的结果相同。Ｙｕｅ等
［２４］在本研究同期试验中筛选

到的瘤胃真菌菌株犖犲狅犮犪犾犾犻犿犪狊狋犻狓ｓｐ．ＹＱ２的最适

ｐＨ为８．０，与本研究瘤胃液中 ＡＥ结果相同，但该

真菌最适温度为６０℃，犓ｍ 为３．３ｍｍｏｌ／Ｌ，犞ｍａｘ为

１６７ｍＵ均远远高于本研究中的瘤胃液测试结果和

Ｂｌｕｍ等
［２５］在瘤胃厌氧真菌犗狉狆犻狀狅犿狔犮犲狊ｓｐ．ＰＣ２

中 的 测 试 结 果。２ ｍｍｏｌ／Ｌ Ｆｅ３＋，Ｃｕ２＋，Ｚｎ２＋，

Ｍｎ２＋，Ｃｏ２＋ 和 Ｃａ２＋ 对 犅犪犮犻犾犾狌狊 狆狌犿犻犾狌狊 和

犛犮犺犻狕狅狆犺狔犾犾狌犿犮狅犿犿狌狀犲乙酰酯酶活性没有影响，

而１０ｍｍｏｌ／Ｌ却能显著抑制乙酰酯酶活性
［２６２７］。

Ｂａｓａｒａｎ和Ｈａｎｇ
［２８］发现１０ｍｍｏｌ／ＬＣｕ２＋可以显著

抑制犆犪狀犱犻犱犪犵狌犻犾犾犻犲狉犿狅狀犱犻犻乙酰酯酶活性。在

Ｃｈｕｎｇｏｏｌ等
［１１］的研究中发现，０．１ｍｍｏｌ／ＬＣｕ２＋和

Ｚｎ２＋对ＡＥ具有抑制作用，但Ｃａ２＋、Ｃｏ２＋、Ｍｇ
２＋和

Ｍｎ２＋均没有显著抑制或促进作用。相反，在本试验

研究中，Ｃａ２＋、Ｃｏ２＋、Ｍｇ
２＋ 和 Ｍｎ２＋ 均具有促进作

用，尤其是 Ｋ＋对 ＡＥ的促进作用最明显。以上说

明不同来源ＡＥ其酶学特性存在一定差异，相比较

而言，瘤胃厌氧真菌分泌的ＡＥ活性要远高于瘤胃

液混合微生物的ＡＥ活性。

３）瘤胃微生物发酵过程中ｐＨ正常变化范围为

５．５～７．５，温度通常为３９～４２℃，根据以上酶学测

定结果，笔者认为在此日粮条件下不论是阿魏酸酯

酶还是乙酰酯酶均不能在成年荷斯坦公牛瘤胃内环

境条件下最大限度发挥其对饲料细胞壁中木质素交
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联结构的酶解功效。Ｆｅ２＋可以促进阿魏酸酯酶酶

促反应，而Ｃｕ２＋等金属离子可以抑制阿魏酸酯酶酶

活性。而Ｆｅ２＋、Ｚｎ２＋和Ｃｕ２＋则可抑制乙酰酯酶酶

活性。因此，在实际生产中应该对这些金属离子予

以注意。相比较而言，阿魏酸酯酶在瘤胃液ｐＨ 和

温度条件下，酶学稳定性更优于乙酰酯酶。

４　结　论

根据本研究中阿魏酸酯酶和乙酰酯酶的酶学特

性研究结果，发现瘤胃内ｐＨ和温度内环境不能为

二者发挥其最大酶效提供最适的作用条件。虽然阿

魏酸酯酶比乙酰酯酶的酶学稳定性较好，但二者的

酶活性均不同程度会受到一些金属离子的促进或抑

制作用，Ｆｅ２＋ 可以促进阿魏酸酯酶酶促反应，而

Ｃｕ２＋等金属离子可以抑制阿魏酸酯酶酶活性。

Ｆｅ２＋、Ｚｎ２＋和Ｃｕ２＋则可抑制乙酰酯酶酶活性。本研

究结果提示，在向反刍动物日粮中添加外源酶制剂

时，应对瘤胃内环境所能提供的温度、酸碱度、瘤胃

液中各种金属离子浓度等因素加以考虑，否则添加

酶制剂并不一定能有效提高反刍家畜饲料中能量的

利用效率。
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·科研简讯·

我校“果蔬加工教育部工程研究中心”接受专家验收

２０１０年１２月２３日，受教育部委托，中国农业大学组织专家对“果蔬加工教育部工程研究中心”进行了

现场验收。专家组在听取了由中心主任胡小松教授作的中心建设总结报告并现场考察研究平台，现场质疑

和充分讨论后一致同意通过验收。

２００６年，依托于中国农业大学，整合果蔬加工领域的研究力量，建设了果蔬加工教育部工程研究中心。

中心主要任务是：以我国果蔬加工产业发展战略需求为目标，整合果蔬加工领域的基础研究与产业技术研究

力量，开展果蔬加工共性核心技术研究，开发市场潜力大、附加值高的果蔬加工产品，为我国果蔬加工产业的

快速发展提供技术支撑；全面而系统地研究我国果蔬加工产业的产品标准、技术与工艺规范，提升我国果蔬

加工产业的标准水平，加快与国际接轨；开展国际合作，加强学术与技术交流，加速国外同类先进技术的引

进、消化、吸收和创新；推动学科交叉，培养产业发展需求的科技创新人才及管理人才；开展果蔬加工产业发

展战略研究，为国家、行业和相关领域的发展提供信息和咨询服务。

经过几年建设，中心已经成为一个具有良好的工程技术研究条件和工程技术转化的能力，并广泛服务于

社会。目前，中心开展了工程化项目１１项，解决关键工程技术问题６项，完成新工艺、新产品开发４项，为

３４家企业提供服务，为国家多部委、北京及各省市区食品工业发展提供了战略规划，与地方共建葡萄酒庄

（堡）５个，建设网络平台１个。中心在果蔬加工产业发展战略与食品安全技术研究、葡萄与葡萄酒研究、果

蔬现代加工技术与工程研究等多个领域取得了显著成果。

（摘自中国农大校园网）
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