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耐酸及耐蛋白酶的木聚糖酶产生菌的筛选
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摘要：通过模拟畜禽胃肠道环境，对保藏的９株木聚糖酶产生菌的粗酶液分别进行酸处理、胃蛋白
酶处理以及胰蛋白酶处理，测定木聚糖酶的残余活力，结果发现，多数菌株所产木聚糖酶对酸和胃
蛋白酶的稳定性较差，残余酶活力分别在５０％以下和２０％以下；而不同木聚糖酶对胰蛋白酶的稳
定性差异较大，残余酶活力在３０％～９０％。在所有菌株中，黑曲霉３０９２和ＵＶ１１所产木聚糖酶对
酸和蛋白酶的稳定性都较好，适合在胃肠道环境中作为饲料添加剂使用。
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　　我国饲料行业的配合饲料中一般是在玉米 豆
粕型日粮基础上加入一定量的大麦、小麦和麦麸等
谷物原料，以降低饲料成本。木聚糖约占植物细胞
干质量的３５％，是谷物籽粒中主要的非淀粉多
糖［１］。由于谷物中木聚糖等非淀粉多糖的抗营养作
用，饲料中麦类原料的使用受到一定的限制［２］。
木聚糖酶是专门水解木聚糖β １，４糖苷键的一

种内切酶，它将大分子木聚糖降解为低聚木糖和少量
Ｄ 木糖，因此，能够降低动物肠道内食糜的黏度，提
高消化酶的透性，从而提高饲料养分的利用率［３］。另

外，木聚糖酶水解植物细胞壁产生的低聚木糖对畜禽
具有良好的生理功能，如调节肠道菌群、促进矿物质
的吸收、免疫调节和抗氧化［４］等。但由于饲用酶制剂
在动物胃中的酸性环境及内源消化酶（胃蛋白酶和胰
蛋白酶）环境中存留时间较长，酶的稳定性受到较大
影响［５－８］。李卫芬等［９］用胃蛋白酶和胰蛋白酶处理木
聚糖酶发现，随着处理时间延长，木聚糖酶活力逐渐
下降，处理４ｈ后，其残余酶活力分别为２４．４９％和
７２．８６％。本试验通过体外模拟畜禽胃肠道环境，从
现有木聚糖酶产生菌中筛选产酶高且能够较好耐受
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强胃酸环境和胃肠道蛋白酶的产生菌，所产木聚糖酶
用作饲料添加剂，以期为在消化道特定环境中进一步
提高麦类饲料的营养价值提供支持。

１　材料和方法

１．１　材料
１．１．１　菌株　黑曲霉Ｆ８１７、黑曲霉Ｆ２７、黑曲霉
３０９２、黑曲霉ＵＶ１１、黑曲霉３０１９７、黑曲霉２１０７、黑
曲霉Ａ０９、黑曲霉３４９７、黑曲霉３１１３０，由河南农业
大学酶工程研究室保藏。

１．１．２　试剂　燕麦木聚糖酶（Ｓｉｇｍａ），胃蛋白酶
（３　０００Ｕ／ｍｇ）、胰蛋白酶（２　５００Ｕ／ｍｇ）等试剂均为
国产分析纯。

１．２　方法
１．２．１　培养基　产酶培养基：麸皮２０ｇ，玉米芯
２０ｇ，葡萄糖１ｇ，草酸铵１０ｇ，ＴＷ　８０　１．５ｍＬ，蒸
馏水１　０００ｍＬ，ｐＨ值６．０。１２１℃灭菌３０ｍｉｎ。

１．２．２　木聚糖酶的发酵　将马铃薯蔗糖培养基斜
面上培养３～４ｄ的霉菌孢子，接种到产酶培养基
中，２２０ｒ／ｍｉｎ、３０℃下振荡培养７２ｈ。

１．２．３　木聚糖酶活力的测定　将培养好的菌液用
４层纱布过滤，滤液即为粗酶液。取０．１ｍＬ稀释适
当倍数的粗酶液，加入０．１ｍＬ　２％的燕麦木聚糖溶
液（ｐＨ值为５的柠檬酸缓冲液），在５０℃下保温１５
ｍｉｎ后，加入０．６ｍＬ的ＤＮＳ溶液，煮沸１０ｍｉｎ灭
活显色，用蒸馏水定容至５ｍＬ，在５５０ｎｍ波长下测
定还原糖含量（以木糖计）；以灭活的酶液作为对照。
在上述条件下，以每分钟产生１μｍｏｌ木糖所需的酶
量为１个酶活力单位（ＩＵ）。计算方法如下：

Ｅ＝１．５３　Ｄ×Ｙ，
其中，Ｅ 为木聚糖酶的活力（ＩＵ／ｍＬ）；Ｄ 为酶

液的稀释度；Ｙ 为吸光值。

１．２．４　木聚糖酶的耐酸性试验　取０．２ｍＬ粗酶
液加入１．８ｍＬ　ｐＨ 值３．０的柠檬酸缓冲液中，

４１℃下水浴１．５ｈ后，按上述木聚糖酶活力测定方
法测定其残余木聚糖酶活力。

１．２．５　木聚糖酶的耐胃蛋白酶试验　取０．２ｍＬ
木聚糖酶粗酶液与稀释后的１．８ｍＬ胃蛋白酶溶液
（ｐＨ值３．０的柠檬酸缓冲液）混合，最终缓冲液中
胃蛋白酶的活力为２．７ＩＵ／ｍＬ，４１℃下水浴１．５ｈ，
稀释适当倍数（测定ＯＤ值在０．１～１．０）后测定残
余木聚糖酶活力［１０］。

１．２．６　木聚糖酶的耐胰蛋白酶试验　取０．２ｍＬ
木聚糖酶粗酶液与稀释后的１．８ｍＬ胰蛋白酶溶液
（ｐＨ值６．５柠檬酸缓冲液）混合，最终缓冲液中胰
蛋白酶的活力为６．２５ＩＵ／ｍＬ，４１℃下水浴１．５ｈ，

稀释适当倍数（测定ＯＤ值在０．１～１．０）后测定残
余木聚糖酶活力［１０］。

１．２．７　木聚糖酶的理论酶切位点分析　采用ｅｘ－
ｐａｓｙ软件对 ＵｎｉＰｒｏｔ蛋白质数据库中获得的多种
木聚糖酶进行序列分析。根据动物胃肠道的ｐＨ值
范围，在ｐＨ＞２条件下进行胃蛋白酶的理论酶切位
点数量分析，在ｐＨ值６～７条件下进行胰蛋白酶的
理论酶切位点数量分析。

２　结果与分析

２．１　不同菌株所产木聚糖酶的耐酸性
将不同菌株的木聚糖酶粗酶液的ｐＨ值调整到

３．０，４１℃下水浴１．５ｈ后测定残余木聚糖酶活力，以未
处理的木聚糖酶溶液为对照，结果如图１所示。由图１
可知，经酸处理后，不同菌种对酸的耐受程度不同，其
中ＵＶ１１、３４９３和３１１３０所产木聚糖酶的相对残余活力
较高，分别为４０．９％、５０．８％和４６．２％，而３０１９７所产木
聚糖酶对酸最为敏感，相对残余活力只有１２．５％。

图１　不同菌株木聚糖酶的耐酸性

２．２　不同菌株所产木聚糖酶的胃蛋白酶耐受性
将不同菌株的木聚糖酶粗酶液经适当活力的胃蛋

白酶处理后，测定其相对残余活力，以未处理的木聚糖酶
溶液为对照，结果如图２所示。由图２可知，和耐酸性相
比，不同菌株所产木聚糖酶对胃蛋白酶的耐受性普遍较
差，只有３０９２所产木聚糖酶的相对残余活力达到了

２０％，而Ｆ８１７菌株所产酶的相对残余活力只有２％左右。

图２　不同菌株木聚糖酶的胃蛋白酶耐受性
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２．３　不同菌株所产木聚糖酶的胰蛋白酶耐受性
将不同菌株的木聚糖酶粗酶液经适当活力的胰

蛋白酶处理后，测定其相对残余活力，以未处理的木
聚糖酶溶液为对照，结果如图３所示。由图３可知，
不同菌株所产木聚糖酶对胰胃蛋白酶的耐受性普遍

高于胃蛋白酶处理，其中３０９２和ＵＶ１１所产木聚糖
酶的相对残余活力分别高达８９．７％和８２．２％。

图３　不同菌株木聚糖酶的胰蛋白酶耐受性

２．４　木聚糖酶的氨基酸序列对其消化酶稳定性的
影响

采用ｅｘｐａｓｙ软件对 ＵｎｉＰｒｏｔ蛋白质数据库中
多种木聚糖酶进行序列分析可知，胃蛋白酶以及胰
蛋白酶对不同菌株来源木聚糖酶的理论酶切位点数

量差异很大，同时所有木聚糖酶中胃蛋白酶的酶切
位点数目都远高于胰蛋白酶的酶切位点数目（表

１）。由此可见，不同木聚糖酶对胃肠道消化酶的稳
定性不同，与木聚糖酶的氨基酸序列有很大关系。

表１　不同木聚糖酶分子中蛋白酶的理论酶切位点数目

木聚糖酶 木聚糖酶产生菌

胃蛋白酶
（ｐＨ＞２）酶
切位点数目

胰蛋白酶
（ｐＨ　６～７）酶
切位点数目

Ａ２Ｑ７Ｉ０　 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｎｉｇｅｒ
ＣＢＳ　５１３．８８

３０　 １１

Ａ２ＱＦＶ７　 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｎｉｇｅｒ
ＣＢＳ　５１３．８８

５４　 ２８

Ｑ１２５５０　 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｎｉｇｅｒ　 ３４　 ５

Ｑ４ＪＨＰ５　 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｔｅｒｒｅｕｓ　 ５５　 ３０

Ｑ９ＲＩ７２　 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ　ｃｏｅｌｉ－
ｃｏｌｏｒ

２５　 １５

Ｏ９４１６３　 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｏｒｙｚａｅ
ＡＴＣＣ　４２１４９

６２　 ２３

Ｐ０７５２８　 Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｈａｌｏｄｕｒａｎｓ　 ７７　 ３５

Ｐ１８４２９　 Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ　 ２５　 １３

３　结论与讨论

本试验通过体外模拟畜禽胃肠道环境，研究了
胃酸及内源蛋白酶（胃蛋白酶和胰蛋白酶）对不同菌
株来源的木聚糖酶活性的影响，其中胃蛋白酶对于

木聚糖酶的稳定性影响最大，胰蛋白酶的影响较小。
本试验中，黑曲霉３０９２和黑曲霉ＵＶ１１对畜禽胃肠
道酸性环境和消化酶耐受性较好。研究结果还表
明，黑曲霉３０９２所产木聚糖酶最适作用ｐＨ 值为
５．０，在酸性条件下可以较好地发挥其催化活性，比
较适合用于饲用酶制剂的开发。但由于这２株菌所
产木聚糖酶活力仍不是很高，因此，下一步的工作将
对其产酶条件进行优化，或构建工程菌对其木聚糖
酶基因进行异源高效表达。
不同品种的畜禽及在不同生长阶段，其消化道

ｐＨ值、消化道中消化酶的构成及含量均不同，因
此，具有相同酶活力的不同酶制剂也可能在不同动
物的消化道内表现出酶活力的差异。饲料在动物体
内的消化是一个动态的、完整的过程，离体并不可能
完全模拟这个复杂的过程，由于外部环境始终与动
物体消化环境存在一定差异，通过体外消化试验筛
选的酶配方还需进一步通过饲养试验来验证。
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