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摘　要　为进一步研究木聚糖酶的纯化和性质 ,对本研究室新筛选出的一株高产木聚糖酶的链霉菌 Z18的液态发

酵条件进行了研究。结果表明 :最佳碳源为 115 %(质量分数)的玉米芯水不溶性木聚糖 ,培养第 5天其酶活性浓度

达 435103 U/ mL。不同来源木聚糖诱导产木聚糖酶的聚丙烯酰胺凝胶电泳及酶谱分析结果表明 ,链霉菌 Z18能够

产生 3种木聚糖酶 ,以 22 ku的木聚糖酶为主 ;初始 p H515、培养温度 30 ℃时所得木聚糖酶活性最高。在优化后的

培养基和培养条件下 ,第 7天链霉菌 Z18产木聚糖酶活性达到峰值 ,其活性浓度为 755 U/ mL ,为目前国内报道链

霉菌属最高产酶水平。
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Abstract　Fermentation conditions of xylanas e production by strain of Streptomyces sp . Z18 were s tudied. The opti2
mum concentration of ins oluble corncob xylan (115 %) produced a titre of 435103 U/ mL in the fifth day. Three kinds of

xylanas es were produced by Streptomyces sp . Z18 and the ratio of 22 ku xylanas e was the most . Optimum pH and

temp erature for xylanas e production were pH 515 and 30 ℃, resp ectively. The highest xylanas e activity of 755 U/ mL

was achieved in the s eventh day. Thus , Streptomyces sp . Z18 produced the highest xylanas e activity among Strepto2
myces .

Key words　Streptomyces ; xylanas e ;fermentation conditions ;ins oluble corncob xylan

　　木聚糖酶在自然界分布广泛 ,已报道能产木聚

糖酶的微生物有细菌、真菌、放线菌等。真菌来源的

木聚糖酶因具有较高的纤维素酶活性 ,应用范围受

到一定限制 ,不适用于纸浆生物漂白和低聚木糖生

产等。放线菌产木聚糖酶的活性高而产纤维素酶活

性较低 ,有较高的潜在工业应用价值[1 ]。国外已有

许多关于链霉菌产木聚糖酶的报道 ,其中大部分产

木聚糖酶活性较低。Nascimento 等报道 S t repto2
m yces m alaysiensis产木聚糖酶活性为 116 U/ mL [2 ]。

我国关于链霉菌产木聚糖酶的研究较少 ,且产酶水

平不高。孙晓霞等报道白色链霉菌 ( S t reptom yces

albus)产木聚糖酶活性为 45166 U/ mL [3 ] ,李里特等

报道卷须链霉菌 ( S t reptom yces ci rrat us)产木聚糖酶

活性达 623 U/ mL [4 ] ;提高链霉菌产木聚糖酶活性

水平成为一个亟待解决的问题。

笔者拟通过对本研究室新筛选出的一株产木聚

糖酶活性较高的链霉菌菌株发酵产酶条件的研究 ,

为进一步研究木聚糖酶的纯化和性质提供依据。

1　材料与方法

111　菌株

链霉菌 ( S t reptom yces sp . ) Z18菌株由本研究室
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从土壤中筛选并保存。斜面培养基 (每 L ) :10 g玉

米芯水不溶性木聚糖 ,2 g 胰蛋白胨 ,2 g 酵母提取

物 ,1 g KH2 PO4 , 015 g MgSO4·7H2O , 15 g 琼脂 ,

105 Pa 灭菌 20 min。

112　试剂

玉米芯水不溶性木聚糖、棉子壳水不溶性木聚

糖、甘蔗渣水不溶性木聚糖、稻壳水不溶性木聚糖均

为自制 ,制造方法参考文献 [ 5 ] ;桦木木聚糖 (birch2
wood xylan) 、榉木木聚糖 ( beechwood xylan) 、燕麦

木聚糖 (oat spelts xylan) 、低黏度羧甲基纤维素 (car2
boxymethyl cellulose)为美国 Sigma 公司产品 ;微晶

纤维素 (avicel)为德国 Merck 公司产品 ;胰蛋白胨

(t ryptone) 、酵母提取物 (yeast extract)为英国 Oxoid

公司产品 ;其他试剂为国产分析纯。所用农业废弃

物购自北京郊区。

113　发酵产酶试验

1)发酵产酶培养基。玉米芯水不溶性木聚糖

15 g ,胰蛋白胨 15 g ,酵母提取物 3 g , KH2 PO4 10 g ,

MgSO4·7H2O 015 g , Tween 80 5 g ,定容至 1 L ,自然

p H 518 ,105 Pa 灭菌 20 min。

2)培养条件。250 mL 三角瓶装液量 50 mL ,接

入 1 cm2平板培养基生长 5～6 d的菌落 ,于 40 ℃、

150 r/ min 摇床培养 5 d。发酵结束后 ,于 8 000 r/

min离心 10 min ,取上清液测定酶活性浓度。

3)发酵产酶条件的优化。改变碳源种类 ,考察

其对该菌株产酶的影响。碳源种类包括 :小分子糖

类 ,添加量 1 %(质量分数 ,下同) ;农业废弃物类 ,添

加量 3 % ;不同来源木聚糖 ,添加量 115 %。在优化

的碳源基础上通过改变培养基初始 p H 和培养温

度 ,确定最佳 p H和温度对发酵产酶的影响。在最

佳培养基组成和培养条件下 ,每天取样后测木聚糖

酶活性浓度和蛋白含量 ,了解产酶历程。

114　酶活性和蛋白含量测定

木聚糖酶活性的测定参照 DNS 法[6 ] :将 011

mL 适当稀释的酶液 ,加入 019 mL 用 0105 mol/ L、

p H 710 MOPS缓冲液配制的 1 %桦木木聚糖底物溶

液中 ,55 ℃反应 10 min ,以木糖作为标准 ,用 DNS

法测定释放的还原糖量。木聚糖酶活性单位定义 :

在上述条件下每 min水解木聚糖生成 1μmol 木糖

所需要的酶的物质的量为 1 U。纤维素酶活性 :方

法同上 ,仅将底物和标准物分别换成低黏度羧甲基

纤维素和葡萄糖。蛋白含量测定 :采用 Lowry

法[7 ] ,以牛血清蛋白作为标准。试验结果均为 3 次

平行试验的平均值。

115　聚丙烯酰胺凝胶电泳( PAGE)和酶谱分析

Native 2PA GE按照 Laemmli方法[8 ]进行分析。

使用 315 %～1510 %(质量分数 ,下同)的梯度胶 ,样

品与凝胶中不添加 SDS与巯基乙醇。电泳完成后

将凝胶分成 2份 ,一份用于考马斯亮蓝 R2250染色 ,

另一份用于酶谱分析 ,用高分子质量标准蛋白作为

标准。SDS2PA GE按照 Laemmli 方法[8 ]进行分析。

分离胶 1215 % ,浓缩胶 415 %。电泳完成后将凝胶

分成 2份 ,一份用于考马斯亮蓝 R2250染色 ,另一份

用于酶谱分析 ,用低分子质量标准蛋白作为标准。

非变性条件下的酶谱分析和变性条件下的酶谱分析

按照 J iang等[9 ]的方法进行。

2　结果与讨论

211　不同碳源对产木聚糖酶的影响

不同碳源对链霉菌 Z18 产木聚糖酶活性的影

响结果见表 1。链霉菌 Z18在没有诱导物存在的条

件下 ,也有少量 (1180 U/ mL)组成型木聚糖酶分泌

到细胞外。在试验用碳源中 ,以玉米芯水不溶性木

聚糖诱导产酶效果最佳 ,达到 435103 U/ mL。不同

碳源诱导产纤维素酶活性水平都很低 ,最高值为玉

米芯粉诱导产纤维素酶活性 ,其活性浓度达到 6153

U/ mL ;玉米芯水不溶性木聚糖诱导产纤维素酶活

性浓度仅为 0185 U/ mL。

以所试单糖和二糖作为碳源时诱导产酶效果不

理想 ,木聚糖酶活性浓度均低于 10 U/ mL ,其中葡

萄糖诱导产木聚糖酶活性浓度仅 1142 U/ mL。这

可能是由于葡萄糖引起的代谢阻遏抑制了木聚糖酶

的合成。不同农业废弃物作为碳源诱导产木聚糖酶

时 ,菌体均能够生长 ,其中玉米芯粉诱导较高的木聚

糖酶活性 ,其活性浓度为 226153 U/ mL。一般木聚

糖的诱导效果好于农业废弃物 ,但孙晓霞等研究发

现木粉的诱导效果好于木聚糖[3 ]。本研究中链霉

菌 Z18能够利用农业废弃物 ,且产酶水平最高可达

玉米芯水不溶性木聚糖诱导时的 50 % ,与榉木木聚

糖、燕麦木聚糖诱导所产木聚糖酶水平相当。链霉

菌 Z18的这一特性 ,可降低产酶成本。

从表 1可以看出 ,试验所用木聚糖中 ,玉米芯水

不溶性木聚糖是最佳诱导碳源 ,其第 5 天产酶为

435103 U/ mL。其他来源的木聚糖也能诱导产酶 ,

其中效果较好的桦木木聚糖达 367174 U/ mL。自

然条件下 ,微生物木聚糖酶属诱导酶 ,只有在有合适
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的诱导底物时 ,才会产生较多木聚糖酶。有很多底

物可以诱导微生物产生木聚糖酶 ,其中诱导性较高

的是各种来源的木聚糖。不同植物纤维原料中木聚

糖的组成和结构不同 ,即使同一原料中的木聚糖采

用不同的方法制备 ,其组成和结构也不同 ,都会影响

木聚糖酶活性[5 ]。

从图 1可以看出 ,链霉菌 Z18 能够产生 3 种木

聚糖酶 ;图 2表明其产生至少 3种木聚糖酶亚基 ,分

子质量分别为 46、33 和 22 ku。玉米芯水不溶性木

聚糖作为诱导碳源时 ,以产 46和 22 ku的木聚糖酶

为主 ;而棉子壳水不溶性木聚糖作为诱导碳源时 ,以

产 22 ku的木聚糖酶为主 ,几乎不产 46 ku的木聚糖

酶。大多放线菌都能产生至少 2 种木聚糖酶 ,而且

通常都是单亚基蛋白。Petrosyan报道 S t reptom yces

DSM 41796主要产生 4 种胞外木聚糖酶 ,分子质量

分别为 145、120、60 和 45 ku ,且不同碳源诱导下其

产生的比例不同[10 ]。

表 1　不同碳源诱导物下链霉菌 Z18产木聚糖酶和纤维素酶活性浓度

Table 1　Xylanase activity and cellulase activity of S t rept romyces sp . Z18 cultured in the
presence of different carbon resources as inducer

碳源来源　　 种　类
木聚糖酶活性浓度/

(U/ mL)

纤维素酶活性浓度/

(U/ mL)

蛋白酶质量浓度/

(mg/ mL)

对照 1. 80 0. 23 0. 24

木糖 5. 75 4. 76 0. 67

葡萄糖 1. 42 1. 10 0. 74

果糖 2. 47 0. 33 0. 31

甘露糖 3. 39 0. 61 0. 34

鼠李糖 2. 33 0. 58 0. 33

糖类
阿拉伯糖 2. 78 1. 21 0. 56

麦芽糖 5. 35 1. 38 0. 33

乳糖 9. 67 1. 78 0. 42

纤维二糖 3. 09 0. 76 0. 38

蔗糖 1. 67 0. 16 0. 26

棉子糖 1. 64 0. 27 0. 30

微晶纤维素 4. 40 0. 91 0. 26

可溶性淀粉 2. 84 0. 29 0. 28

玉米芯粉 226. 53 6. 53 1. 95

麦麸 33. 78 0. 91 0. 74

农业废弃物 甘蔗渣 121. 62 0. 95 1. 21

玉米皮 101. 54 2. 80 1. 40

玉米秆 74. 93 2. 48 2. 02

桦木木聚糖 367. 74 1. 77 1. 13

玉米芯水不溶性木聚糖 435. 03 0. 85 1. 58

榉木木聚糖 223. 01 1. 72 0. 59

木聚糖 燕麦木聚糖 225. 50 0. 90 1. 03

棉子壳水不溶性木聚糖 292. 51 1. 55 2. 89

甘蔗渣水不溶性木聚糖 246. 10 0. 71 4. 29

稻壳水不溶性木聚糖 30. 27 0. 55 1. 37

　　注 :不同碳源使用量为农业废弃物 3 %(质量分数 ,下同) ,不同来源木聚糖 115 % ,其他 1 % ;对照不添加碳源。数据为 3 次平行试验

(p H 518 ,40 ℃培养 5 d)结果平均值。
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泳道 M为高分子质量标准蛋白 ,自上而下顺序为 :甲状腺球蛋

白、铁蛋白、过氧化氢酶、乳酸脱氢酶、牛血清蛋白 ;泳道 1～6 分

别为桦木木聚糖、玉米芯水不溶性木聚糖、榉木木聚糖、燕麦木聚

糖、棉子壳水不溶性木聚糖和甘蔗渣水不溶性木聚糖 (图 2同)

图 1　不同来源木聚糖诱导链霉菌 Z18 上清液 Native2
PAGE(a)及酶谱 (b)分析 (40 ℃培养 5 d ,下图同)

Fig. 1 　Native2PA GE and zymogram analysis of culture su2
pernatant by S t reptomyces sp . Z18 using different
xylans as inducer

泳道 M为低分子质量标准蛋白 ,自上而下顺序为 :磷酸化酶、牛

血清蛋白、鸡卵清蛋白、碳酸酐酶、大豆胰蛋白酶抑制剂、牛乳清

蛋白 (图 4同)

图 2　不同来源木聚糖诱导链霉菌 Z18上清液

SDS2PAGE(a)及酶谱 (b)分析
Fig. 2　SDS2PA GE and zymogram analysis of culture super2

natant by S t reptomyces sp . Z18 using different xy2
lans as inducer

212　培养基初始 pH对产木聚糖酶的影响

从图 3可以看出 ,培养基初始 p H对链霉菌 Z18

产木聚糖酶活性的影响显著。初始 p H为 515时酶

活性浓度最高达 530114 U/ mL ,随着 p H的增高酶

活性浓度下降迅速 ,p H 615 时仅为 515 时的 1/ 3

(144158 U/ mL) ,可见中性偏酸条件最适合链霉菌

Z18产木聚糖酶。培养基的自然 p H为 518 ,此时酶

活性浓度为 435103 U/ mL ,与最适初始 p H的结果

相差不大。形态学观察结果表明 ,培养基初始 p H

显著影响了菌丝的生长 ,而菌丝的生长则直接影响

产酶。在 p H 510和 715～910 时菌丝生长稀疏 ,发

酵液黏度很低 ;p H 515～610时菌丝生长茂密 ,发酵

液黏稠。

图 3　不同初始 pH对产木聚糖酶的影响

Fig. 3　Effect of initial p H on xylanase production

从图 4可以看出 ,培养基初始 p H 515～610 时

酶谱明显 ,对应的木聚糖酶蛋白带清晰 ;p H615 后 ,

随着培养基初始 p H 的升高木聚糖酶活性逐渐降

低 ,15 ku杂蛋白明显增加 ,酶谱带亮度逐渐减弱。

有研究报道 ,培养基的初始 p H不仅影响酶产量 ,而

且能改变不同木聚糖酶的比例。Xiong等报道 T ri2
choderm a reesei Rut C230 能产生 3 种木聚糖酶 :当

培养基 p H 较高时 (约 610) ,主要产生木聚糖酶

XYN Ⅱ和 XYN Ⅲ;当培养基 p H较低时 (约 410) ,

主要产生木聚糖酶 XYN I和 XYN Ⅱ[11 ]。本研究

中链霉菌 Z18在培养基 p H 515～610时 ,产生分子

质量 46、33和 22 ku的木聚糖酶 ,22 ku木聚糖酶所

占分泌蛋白的比例最大 ,但其仅在 p H 515～610 时

产量较高 ;而 46 ku木聚糖酶受初始 p H影响较小 ,

在 p H 515～910之间变化很小 ,说明该木聚糖酶有

一定的耐碱性。

　　泳道 M为低分子质量标准蛋白 ; 泳道 1～8培养基p H

分别为 515、610、615、710、715、810、815和 910

图 4　不同初始 pH培养基诱导链霉菌 Z18 上清液 SDS2
PAGE(a)及酶谱 (b)分析

Fig. 4　SDS2PA GE and zymogram analysis of culture super2
natant by S t reptomyces sp . Z18 using media with
different initial p H values as inducer

213　培养温度对产木聚糖酶的影响

从图 5 可以看出 ,培养温度约 30 ℃时 ,链霉菌
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Z18产木聚糖酶活性浓度达到最高水平 (720175 U/

mL) ,20和 50 ℃时均低于 200 U/ mL ,与大多数文

献报道的链霉菌最适生长温度相似[6 ]。温度过低

菌株生长缓慢 ,过高则易衰老 ,均不利于产酶。

图 5　培养温度对链霉菌 Z18产木聚糖酶的影响
Fig. 5 　Effect of temperature on xylanase production by

S t reptomyces sp . Z18 cultivated in medium con2
taining corncob xylan under p H 515

214　培养时间对产木聚糖酶的影响

从图 6 可以看出 ,自发酵培养第 5 天起菌株产

酶水平上升缓慢 ,第 7天达到最高 (755 U/ mL) 。直

到第 8天产酶水平才开始下降 ,这可能是由于蛋白

酶影响了木聚糖酶的稳定性。

从图 7可以看出 ,发酵前 2 d几乎不产酶 ,从第

3天开始酶活性浓度迅速升高 ,到第 5天开始稳定。

　　

图 6　培养时间对链霉菌 Z18产木聚糖酶的影响
Fig. 6　Time course of xylanase production by S t reptomyces

sp . Z18 cultivated in medium containing corncob xy2
lan under p H 515 at 30 ℃

链霉菌 Z18 所产 3 种木聚糖酶为最主要的胞外蛋

白 ,22 ku木聚糖酶所占胞外蛋白的比率最大 ,且随

培养时间的延续而增大 ,46 ku木聚糖酶也随时间的

延续明显增加。

迄今 ,国外报道大多数链霉菌产酶水平不高 ,一

般在 200 U/ mL 左右。Maheswari 等报道 S t repto2
myces cuspi dosporus产木聚糖酶活性浓度为 146 U/

mL [12 ] ,Beg 等报道 S t reptom yces sp . Q G21123 产木

聚糖酶活性浓度为 203 U/ mL [13 ]。本研究中链霉菌

Z18产木聚糖酶活性浓度高达 755 U/ mL ,为目前国

内报道链霉菌属的最高产酶水平。

泳道 M为低分子质量标准蛋白 ;泳道 1～8培养时间分别为 1 ,2⋯8 d

图 7　培养时间诱导链霉菌 Z18所得上清液 SDS2PAGE(a)及酶谱 (b)分析

Fig. 7　Time course of SDS2PAGE and zymogram analysis of culture supernatant by Streptomyces sp. Z18

　

3　结　论

玉米芯粉可诱导产木聚糖酶 ,最佳碳源为

115 %玉米芯水不溶性木聚糖。在最佳碳源、初始

p H 515、培养温度 30 ℃条件下培养 7 d后 ,木聚糖

酶活性浓度达到 755 U/ mL。链霉菌 Z18 能够产生

3种木聚糖酶 ,以 22 ku木聚糖酶为主。
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·科研简讯·

我校“省部共建功能乳品教育部重点实验室”通过验收

2007年 4月 11日 ,我校承担的“省部共建功能乳品教育部重点实验室”通过了教育部科技司、北京市教

委组织的验收。验收专家组由江南大学副校长金征宇教授任组长 ,专家来自北京大学、东北农业大学、北京

工商大学、北京林业大学、中国奶业协会和北京食品研究所。

该实验室是 2003年 11月 27日由教育部批准建设的 ,根据国家乳品科技发展方针 ,面向国际乳品科技

前沿和发展 ,以乳品基础科学研究、现代乳品生物技术、乳品加工工艺与功能性乳制品开发、乳品加工与包装

关键设备 4个方向为重点 ,从事创新性研究与人才培养工作。在近 3年的建设与科学研究过程中 ,该实验室

完成了 18项国家和省部级科研课题 ,获省部级以上科技成果 6项 ,在乳品生理生化特性、加工特性、功能因

子等方面取得了理论和应用成果。

(科学技术处供稿)
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