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摘　要：对团头鲂肠道菌株ＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｖｅｕｓＭＡ３５发酵得到一种内切型纤维素酶采用Ｑ琼脂糖凝胶ＦＦ阳离
子交换层析和葡聚糖 Ｇ１００凝胶层析进行分离纯化。酶的比活力由２２．３Ｕ／ｍｇ提高到３０．６Ｕ／ｍｇ。ＳＤＳ
ＰＡＧＥ结果显示，酶的分子量约为４５ｋｕ。该酶水解羧甲基纤维素钠的最适温度为４５℃，最适 ｐＨ４．５，在 ｐＨ
４．０～８．０以及３０～５５℃之间具有良好的稳定性。在终离子浓度为１ｍｍｏｌ／Ｌ以及１０ｍｍｏｌ／Ｌ下，Ｚｎ２＋、Ｍｎ２＋

对酶的活性有激活作用，Ｍｇ２＋、Ｃｕ２＋、Ｆｅ２＋、Ｃｄ２＋、Ｃｏ２＋对酶的活性有抑制作用，其中 Ｍｇ２＋、Ｃｕ２＋、Ｆｅ２＋抑制作
用较强，Ｎａ＋、Ｋ＋、Ｃａ２＋对酶的活性几乎没有影响。
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　　纤维素是世界上最丰富的可再生资源，纤维
素酶（Ｃｅｌｌｕｌａｓｅ）可以催化纤维素链β１，４糖苷键
水解，将纤维素转化葡萄糖、纤维二糖、纤维低聚

糖［１］，传统上将其分为３类［２］：内切葡聚糖酶、外

切葡聚糖酶和β葡萄糖苷酶，分别水解底物羧甲
基纤维素钠、微晶纤维素和水杨素。纤维素酶可

被广泛应用于食品、饲料、纺织、发酵等领域［３５］。

纤维素酶的来源十分广泛，昆虫、动物体、细菌、

真菌等都能产生纤维素酶，且纤维素酶多来源于

微生物，尤其是细菌与真菌［６］。

近年来研究较多的是从食草性陆生动物与

昆虫消化道或者土壤、木屑中筛选纤维素酶产生

菌［４］并多为细菌。例如从土壤中筛选出纤维素

酶产生菌ＢａｃｉｌｌｕｓｍｙｃｏｉｄｅｓＳ１２２Ｃ［７］，分离出分子

量为６２ｋｕ的纤维素酶，最适温度及 ｐＨ分别为
５０℃和 ７。从米糠中筛选出纤维素酶产生菌
ＢａｃｉｌｌｕｓａｍｙｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓＤＬ３［８］，生产纤维素酶的
分子量为４３ｋｕ。研究草食性水生动物肠道来着
手研究的很少，随着水产品加工业的不断发展，

面临的最大问题是饲料的利用率不高［９］，大多数

水产品饲料中含有丰富的蛋白酶、纤维素酶、淀

粉酶等来补充动物的消化酶，促进营养吸收，消

除抗营养因子改善饲料的品质［１０１１］，所以这类天

然酶的研究对水产品加工业来说有着至关重要

的作用。

目前从水生动物肠道内筛选出的纤维素酶

产生菌多为细菌，本研究从团头鲂肠道内筛选出

的真菌雪白曲霉ＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｖｅｕｓＭＡ３５为出发菌
株，发酵生产纤维素酶分离得到了一种纤维素

酶，并初步探索了部分酶学性质，对更好地为草

食性鱼类饲料的配比提供了一定的技术支持，并

且为真菌纤维素酶工程菌种的构建提供了优良

的基因源［１２］。本文底物选取的是羧甲基纤维素

钠，故分离得到的纤维素酶属于内切型纤维素

酶。

１　材料与方法

１．１　试验材料
团头鲂肠道菌株 ＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｖｅｕＭＡ３５由上

海海洋大学食品学院提供。
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１．２　试剂与仪器
主要试剂：ＳｅｐｈａｄｅｘＧ１００葡聚糖凝胶填料

购于ＧＥ公司；ＱＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔＦｌｏｗ离子交换填
料购自上海高信化玻仪器有限公司；羧甲基纤维

素钠（ＣＭＣＮａ）、三羟甲基氨基甲烷（Ｔｒｉｓ）、十二
烷基硫酸钠（ＳＤＳ）、３０％丙烯酰胺溶液、聚丙烯酰
胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）标准蛋白、过硫酸铵等
购于上海生工生物工程有限公司；酒石酸钾钠、

３，５二硝基水杨酸、氯化锰、氯化钠、氢氧化钠、氯
化钾、氯化铜、氯化钴、氯化亚铁等购于国药集团

化学试剂有限公司，分析纯。

主要仪器：ＨＤＢ７Ｌ电脑高灵敏度紫外检测
仪、ＣＢＳＡ程控全自动部分收集器（上海沪西分
析仪器厂有限公司）；ＳｏｒｖａｌｌＬｙｎｘ４０００高速冷冻
离心机（赛默飞世尔科技）；ＤＹＹⅢ型稳压稳流
电泳仪、ＤＹＣＺ２４Ｄ型垂直板电泳槽（北京市六一
仪器厂）；ＴＳ２０００Ａ型脱色摇床（海门市其林贝
尔仪器制造有限公司）；Ｂｉｏ６０００扫描仪（上海中
晶科技有限公司）；超声波处理器ＦＳ１２００Ｎ（上海
生析超声仪器有限公司）。

１．３　培养基
羧甲基纤维素培养基（ｇ／Ｌ）：ＣＭＣＮａ１０；

ＫＨ２ＰＯ４４；Ｎａ２ＨＰＯ４４；ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．２；ＣａＣｌ２
０．００１；ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．００１；蛋白胨２；琼脂粉１５。

种子培养液（ｇ／Ｌ）：葡萄糖 ２：ＫＨ２ＰＯ４４；
Ｎａ２ＨＰＯ４４；ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．２；ＣａＣｌ２ ０．００１；
ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．００４；蛋白胨２（ｐＨ７．０）。

发酵培养液（ｇ／Ｌ）：ＣＭＣＮａ１０；ＫＨ２ＰＯ４４；
Ｎａ２ＨＰＯ４４；ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．２；ＣａＣｌ２０．００１；
ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．００４；蛋白胨２（ｐＨ７．０）。
１．４　纤维素酶的制备与纯化
１．４．１　纤维素酶的制备

挑取菌体接入装液量为２００ｍＬ种子培养基
的１Ｌ三角瓶中，在２８℃、１５０ｒ／ｍｉｎ的条件下培
养３６ｈ。再将种子液以３％接种量接入装液量为
２００ｍＬ发酵培养液的 １Ｌ三角瓶中，在 ３２℃、
１６０ｒ／ｍｉｎ的条件下培养６０ｈ得到发酵液。真空
抽滤将发酵液与菌体分离，得菌体加入２０ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｎａ２ＨＰＯ４ＮａＨ２ＰＯ４缓冲液（ｐＨ７．０）１５ｍＬ重悬，
超声波细胞破碎（６００Ｗ）４５ｍｉｎ（３ｓ／６ｓ）后，
１２０００ｒ／ｍｉｎ、４℃离心１５ｍｉｎ离心得上清液，经
０．２２μｍ水系膜过滤后所得溶液即为粗酶液。

１．４．２　纤维素酶的纯化
ＱＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔＦｌｏｗ离子交换层析：将所得

粗酶液上样于已用２０ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＨＰＯ４ＮａＨ２ＰＯ４
缓冲液（ｐＨ７．０）平衡好的离子交换层析柱（１．５
ｃｍ×２０ｃｍ）中，待样品刚好进入凝胶，用上述缓
冲液洗脱未结合的蛋白，被吸附的蛋白用含０～１
ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ该缓冲液进行线性梯度洗脱，洗脱流
速为１．５ｍＬ／ｍｉｎ，全自动部分收集器收集，每管
收集５．０ｍＬ。测定各管的酶活力和蛋白浓度，收
集活性峰，进行冷冻干燥浓缩并保存。

ＳｅｐｈａｄｅｘＧ１００葡聚糖凝胶层析：将 Ｑ
ＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔＦｌｏｗ离子交换柱活性峰处收集的
样品，用适量２０ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＨＰＯ４ＮａＨ２ＰＯ４缓冲
液（ｐＨ７．０）溶解，经０．２２μｍ水系膜过滤后上样
于已用该缓冲液平衡过的 ＳｅｐｈａｄｅｘＧ１００葡聚
糖凝胶柱（１．０ｃｍ×４０ｃｍ）中，待样品刚好进入
凝胶时用该缓冲液洗脱，洗脱流速为 ０．５ｍＬ／
ｍｉｎ，全自动部分收集器收集，每管收集５．０ｍＬ，
测定各管的酶活力和蛋白浓度，收集活性峰，用

于鉴定纯化后纤维素酶的纯度、分子量及部分酶

学性质。

１．４．３　纤维素酶活力检测方法
酶活力方法主要参照何力等［１３］，并作部分调

整。将酶液与含１％ ＣＭＣＮａ的２０ｍｍｏｌ／Ｌ柠檬
酸缓冲液（ｐＨ４．８）置于 ５０℃水浴锅中预热 ５
ｍｉｎ，各取０．５ｍＬ将二者混合，５０℃条件下反应
３０ｍｉｎ，立即置于１００℃沸水浴锅中灭活５ｍｉｎ，
终止反应。加入ＤＮＳ溶液煮沸５ｍｉｎ显色，立即
冷却，定容至２５ｍＬ，于波长５４０ｎｍ处测定其吸
收值。上述反应以煮沸灭活的酶液作为对照，每

组３个平行重复实验。一个酶活力单位（Ｕ）定义
为每分钟释放１μｇ葡萄糖所需要的酶量。
１．４．４　蛋白质浓度测定方法

采用Ｆｏｌｉｎ酚法［１４］测定粗酶液和酶活峰中的

蛋白含量。取１ｍＬ稀释一定倍数的酶液，加入５
ｍＬＦｏｌｉｎ酚Ａ试剂混匀，置于室温下１０ｍｉｎ，再
加入 Ｆｏｌｉｎ酚 Ｂ试剂立即混匀，置于室温下 ３０
ｍｉｎ，于波长６５０ｎｍ处测定其吸光值。上述反应
以去离子水作为对照，每组３个平行重复实验。

用紫外分光光度计于波长２８０ｎｍ处检测柱
层析过程中的蛋白质浓度。
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１．４．５　蛋白纯度及分子量测定
使用５％浓缩胶与１２％分离胶对纯化后的内

切纤维素酶进行 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，分离胶配方５
ｍＬ［１．９ｍＬ去离子水、１．７ｍＬ３０％丙烯酰胺、
０．０５ｍＬ１０％（ｗ／ｖ）ＳＤＳ、１．３ｍＬ１．５ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ
ＨＣｌ（ｐＨ８．８）、０．０５ｍＬ１０％（ｗ／ｖ）过硫酸铵、
０．００２ｍＬＴＥＭＥＤ］，浓缩胶配方３ｍＬ［２．１ｍＬ去
离子水、０．５ｍＬ３０％丙烯酰胺、０．０３ｍＬ１０％（ｗ／
ｖ）ＳＤＳ、０．３８ｍＬ１．０ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ６．８）、
０．０３ｍＬ１０％ （ｗ／ｖ）过 硫 酸 铵、０．００３ｍＬ
ＴＥＭＥＤ］。硝酸银染色法分析纤维素酶蛋白的纯
化效果，用标准蛋白质（９８～１４．４ｋｕ）作对照。
１．４．６　纤维素酶酶学性质研究

酶的最适反应温度：将酶液分别置于温度为

３０～８０℃的水浴中反应 ３０ｍｉｎ，不改变其他条
件，绘制酶活力对温度的曲线，研究酶的最适反

应温度。

酶的热稳定性：将酶液置于温度为 ３０～８０
℃水浴中孵育２ｈ，间隔３０ｍｉｎ取出部分酶液，按
照１．４．３节中酶活力测定方法测定其活力大小。
绘制相对酶活力对温度的曲线，研究纤维素酶的

温度稳定性。以未经过热处理的纤维素酶活力

计为１００％。
酶的最适反应 ｐＨ：用 ｐＨ分别为３．０～１０．０

的缓冲液配制浓度为１％的 ＣＭＣＮａ底物溶液，
所用缓冲液为 ２０ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＨＰＯ４柠檬酸（ｐＨ

３．０～８．０）、２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ９．０）、２０
ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＣＯ３ＮａＨＣＯ３（ｐＨ１０．０），不改变其他
条件测定酶活力大小，绘制酶活力对ｐＨ的曲线，
确定酶的最适反应ｐＨ。

酶在不同ｐＨ下的稳定性：将酶液与等量的
各ｐＨ（３．０～１０．０）缓冲液混合，置于４℃下孵育
２０ｈ后，测定酶活力，绘制相对酶活对 ｐＨ的曲
线，研究纤维素酶对 ｐＨ的稳定性。以未经过酸
碱处理的纤维素酶活力计为１００％。金属离子对
酶活力的影响：将不同金属离子的溶液与酶液混

合，离子终浓度分别为１ｍｍｏｌ／Ｌ和１０ｍｍｏｌ／Ｌ。
然后测定其相应的酶活力，研究各金属离子对该

纤维素酶活力的影响。以不加金属离子的纤维

素酶活力计为１００％。

２　实验结果

２．１　纤维素酶的层析柱纯化结果
２．１．１　ＱＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔＦｌｏｗ离子交换的纯化结果

将粗酶液上样于 ＱＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔＦｌｏｗ离子
交换层析柱中，根据酶所带电荷不同，共洗脱出５
个蛋白峰（图１），其中 Ｐ１为未结合峰，显示具有
较高的活性，用含有０～１ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ缓冲液洗
脱，由Ｐ２～Ｐ５显示蛋白没有很好地分开，对其酶
活力大小检测发现并未有酶活，可舍去故收集 Ｐ１
峰处的酶液，进行冷冻干燥浓缩并保存，用于下

一步的纯化。

图１　ＱＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔＦｌｏｗ离子交换层析洗脱图谱
Ｆｉｇ．１　ＱＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔＦｌｏｗｃｏｌｕｍｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｏｆｃｅｌｌｕｌａｓｅ
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２．１．２　ＳｅｐｈａｄｅｘＧ１００葡聚糖凝胶层析的纯化
结果

将２．１．１节收集到的经冷冻干燥浓缩后的
样品用适量缓冲液溶解过膜后，上样于葡聚糖凝

胶层析柱中，根据分子量的大小，共洗脱出４个
蛋白峰，其中Ｐ１和Ｐ４蛋白含量较大，但酶活很低
或未检测到酶活，Ｐ２则是蛋白含量低且并未显示
有活性，故可认为这３个峰均为杂蛋白峰，Ｐ３中
蛋白含量虽没有很高却显示具有较高的活性，综

上收集Ｐ３峰处的酶液，进一步鉴定其分子量以及
纯度。见图２。

图２　ＳｅｐｈａｄｅｘＧ１００凝胶层析洗脱图谱
Ｆｉｇ．２　ＳｅｐｈａｄｅｘＧ１００ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｏｆｃｅｌｌｕｌａｓｅ

２．２　纯化结果及分子质量的确定
２．２．１　ＳＤＳＰＡＧＥ聚丙烯酰胺凝胶电泳

纯化的纤维素酶液由于蛋白含量较低，故经

聚丙烯酰胺凝胶电泳后，选择银染作为染色方

式，根据聚丙烯酰胺凝胶电泳结果，可知在经过

离子交换层析后已除去大部分杂蛋白，泳道３即
经过葡聚糖凝胶层析后呈现单一条带，表明该酶

已得到高度纯化（图３），并且根据标准蛋白质的
相对分子质量的对数ｌｇＭｗ与其迁移率Ｒｆ的线性
关系，可得该内切纤维素酶分子质量约为４５ｋｕ。
２．２．２　纯化结果

本文对团头鲂肠道菌株 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｖｅｕｓ
ＭＡ３５产纤维素酶进行了两步纯化，ＱＳｅｐｈａｒｏｓｅ

ＦａｓｔＦｌｏｗ离子交换层析和ＳｅｐｈａｄｅｘＧ１００葡聚糖
凝胶层析，得到了一种高纯度胞内内切型纤维素

酶，从表１可看出，最终纤维素酶的纯化倍数为
１．３７，其比活力为３０．６Ｕ／ｍｇ，回收率为４２％。

０．标准蛋白；１．粗酶液；２．ＱＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔＦｌｏｗ离子交换

层析后酶液；３．葡聚糖Ｇ１００凝胶层析后酶液

０．Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；１．Ｃｒｕｄｅ；２．ＱＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔＦｌｏｗｃｏｌｕｍｎ

ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｏｆＣｅｌｌｕｌａｓｅ；３．ＳｅｐｈａｄｅｘＧ１００ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ

ｏｆＣｅｌｌｕｌａｓｅ

图３　纤维素酶酶纯化过程电泳图
Ｆｉｇ．３　ＳＤＳＰＡＧＥｏｆｃｅｌｌｕｌｏｓｅ

２．２．３　纤维素酶的最适反应温度及温度稳定性
在酶促反应最适 ｐＨ缓冲体系中，改变反应

温度，测定纤维素酶活力，结果见图４ａ，在３０～４５
℃之间，随着温度的升高，酶活力呈上升趋势，在
４５～８０℃之间，酶活力随着温度的升高在逐渐下
降，故该酶催化底物 ＣＭＣＮａ最适反应温度为４５
℃。

表１　ＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｖｅｕｓＭＡ３５产纤维素酶的纯化结果
Ｔａｂ．１　ＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＣｅｌｌｕｌａｓｅｆｒｏｍＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｖｅｕｓＭＡ３５

纯化步骤

Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｓｔｅｐｓ
总蛋白

Ｔｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎ／ｍｇ
总活力

Ｔｏｔａｌａｃｔｉｖｉｔｙ／Ｕ
比活

Ｓｐｅｃｉｆｉｃａｃｔｉｖｉｔｙ／（Ｕ／ｍｇ）
纯化倍数

Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｆｏｌｄｓ
酶回收率

Ｙｉｅｌｄ／％
粗酶液 Ｃｒｕｄｅ １０．４ ２３２ ２２．３ １．０ １００
ＱＳｅｐｈａｒｏｓｅＦＦ ６．９ １７８ ２５．８ １．２ ７７
ＳｅｐｈａｄｅｘＧ１００ ３．１ ９８ ３０．６ １．３７ ４２
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　　取一定量的酶液在不同温度下孵育３ｈ，每
间隔３０ｍｉｎ取出部分酶液测定剩余酶活力，结果
如图４ｂ所示，不同温度下酶孵育 １．５ｈ后，在
３０～５０℃之间，剩余酶活在６０％以上，且各温度
下剩余酶活相差不大，故在１．５ｈ内该酶在３０～
５０℃之间具有良好的稳定性，在５５～８０℃之间，
将酶孵育３０ｍｉｎ后，剩余酶活在６０％以下，当温

度为８０℃时，剩余酶活不足４０％，且随着时间的
增长酶活大小迅速下降甚至丧失酶活，故该酶在

高温下酶活极不稳定，在不同温度下孵育３ｈ后，
３０～５５℃之间，酶活保留３０％以上，３０℃时酶活
仍保留５０％，由以上可见，该酶在３０～５５℃之间
具有良好的稳定性。

图４　纤维素酶的最适反应温度（ａ）及温度稳定性（ｂ）
Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅｏｐｔｉｍｕｍｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ（ａ）ａｎｄｔｈｅｒｍａｌｓｔａｂｉｌｉｔｙ（ｂ）ｏｆｃｅｌｌｕｌａｓｅ

２．２．４　纤维素酶最适反应ｐＨ及其ｐＨ稳定性
由如图５ａ可知，在ｐＨ３．０至ｐＨ４．５之间，

随着ｐＨ的增长，酶活力也呈上升趋势，在ｐＨ４．５
至ｐＨ１０．０之间，随着ｐＨ的下降，酶活力大小逐
渐减小直至丧失酶活，由此可见，该内切纤维素

酶最适反应的ｐＨ为４．５。
将一定量的酶液分别加入等体积不同 ｐＨ的

缓冲液中置于４℃冰箱中孵育，测定剩余纤维素
酶活力，检测该酶 ｐＨ的稳定性。由图５ｂ可知，
在ｐＨ５．０至ｐＨ８．０之间，剩余酶活力在８０％以
上，具有良好的稳定性，当ｐＨ＞８．０时，剩余酶活
力骤降至３０％，故当ｐＨ＞８时该酶活力极不稳定
易丧失酶活。在ｐＨ３．０至ｐＨ５．０之间酶活仍保
留５５％以上，该酶具有良好的耐酸性。

图５　纤维素酶的最适反应ｐＨ（ａ）及ｐＨ稳定性（ｂ）
Ｆｉｇ．５　ＴｈｅｏｐｔｉｍｕｍｐＨ（ａ）ａｎｄｐＨｓｔａｂｉｌｉｔｙ（ｂ）ｏｆｃｅｌｌｕｌａｓｅ
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２．２．５　金属离子对酶活力的影响
用含有不同离子浓度的 ＣＭＣＮａ底物，各离

子终浓度分别为１ｍｍｏｌ／Ｌ和１０ｍｍｏｌ／Ｌ，在最适
条件下测定酶活力大小，由表 ２可看出 Ｚｎ２＋、
Ｍｎ２＋对酶的活性有激活作用，Ｍｇ２＋、Ｃｕ２＋、Ｆｅ２＋、
Ｃｄ２＋、Ｃｏ２＋对酶的活性有抑制作用，其中 Ｍｇ２＋、
Ｃｕ２＋、Ｆｅ２＋抑制作用较强，Ｎａ＋、Ｋ＋、Ｃａ２＋对酶的
活性几乎没有影响。

表２　不同金属离子对纤维素酶活力的影响
Ｔａｂ．２　Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｍｅｔａｌｉｏｎｓｏｎａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｃｅｌｌｕｌａｓｅ
金属离子

Ｍｅｔａｌｉｏｎ
不同用量的相对酶活力 Ｒｅｌａｔｉｖｅａｃｔｉｖｉｔｙ／％
１ｍｍｏｌ／Ｌ １０ｍｍｏｌ／Ｌ

Ｎａ＋ ９９．３ １００．２
Ｋ＋ ９９．７ １００．３
Ｌｉ＋ ９８．０ ９９．７
Ｍｇ２＋ １９．７ １１．３
Ｃａ２＋ １０１．７ ９９．３
Ｃｕ２＋ ７９．０ １３．８
Ｐｂ２＋ ９０．２ ４４．６
Ｆｅ２＋ ８３．０ ２６．３
Ｚｎ２＋ １１３．５ １３９．７
Ｍｎ２＋ １２２．０ １８７．６
Ｃｄ２＋ ９１．５ ６１．７
Ｃｏ２＋ ８８．４ ６４．１

３　讨论

本研究在实验室前期研究的基础上，进一步

将雪白曲霉ＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｖｅｕｓＭＡ３５发酵生产的纤
维素酶采用离子交换层析和葡聚糖凝胶层析分

离纯化得到了一种内切纤维素酶，酶的比活力由

２２．３Ｕ／ｍｇ提高到３０．６Ｕ／ｍｇ，ＳＤＳＰＡＧＥ显示该
酶的分子量约为４５ｋｕ。近年来纤维素酶的研究
引起了研究者们的关注，ＷＯＮ等［１５］通 过

ＳｅｐｈａｄｅｘＧ２５葡聚糖凝胶层析、ＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅ
离子交换层析、ＤＥＡＥｃｅｌｌｕｌｏｓｅ离子交换层析和
ＳｅｐｈａｄｅｘＧ１００葡 聚 糖 凝 胶 层 析 ４步 从
Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｃａｍｅｍｂｅｒｔｉ产生的纤维素酶液中分离
得到纤维素酶的３种组分，分子量分别为９９ｋｕ、
８７ｋｕ和６１ｋｕ；ＩＳＬＡＭ等［１６］采用 ＤＥＡＥｃｅｌｌｕｌｏｓｅ
和ＣＭｃｅｌｌｕｌｏｓｅ两步离子交换层析从细菌发酵液
中分离得到内切纤维素酶，其分子量为 ６７ｋｕ；
ＡＮＮＡＭＡＬＡＩ等［１７］从 ＢａｃｉｌｌｕｓｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓＡＵ０１
分离得到一种纤维素酶，其分子量为３７ｋｕ。由
此可知，纤维素酶分子量的大小会因为来源的不

同而表现出差异性。

该纤维素酶部分性质研究发现，该酶最适反

应温度和 ｐＨ分别为４５℃和４．５，在 ｐＨ４．０～
８．０以及３０～５５℃之间具有良好的稳定性。研
究表明，真菌酶通常在微酸性 ｐＨ和中等温度下
显示出最高的催化活性，而细菌酶在较宽的 ｐＨ
和温度条件范围内显示活性［１８］。该真菌所产纤

维素酶特性符合目前的研究结果。

各金属离子对纤维素酶活力的影响研究发

现，Ｚｎ２＋、Ｍｎ２＋浓度在１ｍｍｏｌ／Ｌ和１０ｍｍｏｌ／Ｌ时
对酶有激活作用；Ｍｇ２＋、Ｃｕ２＋、Ｆｅ２＋、Ｃｄ２＋、Ｃｏ２＋对
酶有抑制作用，其中Ｍｇ２＋、Ｃｕ２＋、Ｆｅ２＋抑制作用较
强，Ｎａ＋、Ｋ＋、Ｃａ２＋对酶几乎没有影响。根据国内
外研究表明，各金属离子对来源不同的纤维素酶

的影响存在部分差异，Ｍｇ２＋对 ＡＮＮＡＭＡＬＡＩ
等［１７］从牡蛎中分离得到的纤维素酶有激活作用，

Ｃａ２＋对其表现出抑制作用，与本研究一致的是
Ｋ＋和Ｎａ＋对纤维素酶是没有明显影响的，但是不
能因此判定这两种离子对纤维素酶没有影响，有

研究［８］表明Ｋ＋和Ｎａ＋对 ＢａｃｉｌｌｕｓｍｙｃｏｉｄｅｓＳ１２２Ｃ
所生产纤维素酶有轻微的抑制作用，因此实现纤

维素酶应用的最大化，金属离子影响研究是有必

要的。本研究中还可以逐步增加 Ｎａ＋、Ｋ＋、Ｃａ２＋

金属离子浓度，研究这３种离子对纤维素酶活力
是否有影响。

目前在工业化生产中，纤维素酶产生菌多为

木霉和曲霉，但是在实验水平中筛选出的纤维素

酶产生菌大多为细菌，本文从曲霉出发分离得到

该纤维素酶，并且通过对该内切纤维素酶性质的

研究，为真菌纤维素酶工程菌种的构建提供了优

良的基因源，对更好地开发纤维素资源提供了一

定的技术支持。
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