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　　摘要：采用单因素及正交试验对里氏木霉ＲｕｔＣ－３０固体发酵生产α－半乳糖苷酶的培养基组分（碳源、氮源）及
培养条件（ｐＨ值、含水量）进行优化研究，以提高里氏木霉ＲｕｔＣ－３０生产α－半乳糖苷酶的效率。结果表明：里氏木
霉ＲｕｔＣ－３０固体发酵生产α－半乳糖苷酶的最优碳源为玉米芯与甘蔗渣复合碳源；最优氮源为硫酸铵与牛肉膏复合
氮源。经正交试验分析各因素对里氏木霉ＲｕｔＣ－３０固体发酵生产α－半乳糖苷酶的影响，显著性大小依次为：初始
ｐＨ值＞初始含水量＞复合氮源配比＞复合碳源配比；固体发酵培养基的最优配方为：玉米芯与甘蔗渣配比４∶１、硫
酸铵与牛肉膏配比１∶１、初始含水量１ｇ∶４ｍＬ（碳源与营养液质量体积比）、初始ｐＨ值９．０。在此优化条件下经发酵
产酶培养，获得的α－半乳糖苷酶活性为２５６．４９７Ｕ／ｇ。
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　　蛋白质饲料是畜牧生产中必不可少的饲料原料，人们在
不断寻求质优价廉的蛋白质饲料原料。加强对饲料及营养技

术的研究，提高家禽对饲料的有效利用率，降低饲养成本，是

提高养禽业经济效益的重要途径之一［１］。抗营养因子广泛

存在于饲料作物及其加工产品之中，特别是在豆类及其饼粕、

谷实类籽粒及其糠麸中含量相对较多，主要分为蛋白酶抑制

剂、植物凝集素、多酚类化合物、植酸、抗维生素、非淀粉多糖、

糖苷等。其中非淀粉多糖在饲料中含量较多，谷实类籽粒细

胞壁主要由非淀粉多糖组成。非淀粉多糖是除淀粉以外的多

糖类物质，有戊聚糖、葡聚糖、果胶、葡萄甘露聚糖、半乳甘露

聚糖、鼠李半乳糖醛酸聚糖、阿拉伯糖、半乳聚糖、阿拉伯半聚

糖等，它们溶于水后具有高度黏性是其抗营养作用的主要原

因［２］。非淀粉多糖不能被家禽消化道的内源酶降解，只有经

消化道微生物发酵后才能被利用，而发酵过程中产生的ＣＯ２、
ＣＨ４、Ｈ２等气体，使动物出现一系列胀气、恶心、下痢等症
状［３］。由于α－半乳糖苷酶可专一性催化α－半乳糖苷键的
水解，若在饲料中添加 α－半乳糖苷酶，可降解不溶性的低聚
糖，提高豆粕的代谢能，同时还可消除肠道的胀气现象，甚至

对其他养分的消化利用也有提高，因而在饲料生产中对

α－半乳糖苷酶有着极大的需求。
α－半乳糖苷酶（ＥＣ３．２．１．２２，α－ｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅ）最初是

由酵母底面发酵液提制得到，加水可分解蜜二糖，故又称为蜜

二糖酶，属于外切糖苷酶类，能专一性催化水解多糖、糖脂、糖

蛋白中糖链末端的α－１，６半乳糖苷键。它不仅能水解棉籽
糖、水苏糖、毛蕊花糖等低聚糖，还能水解含 α－半乳糖苷的

杂多糖［４］。里氏木霉ＲｕｔＣ－３０是野生里氏木霉ＱＭ６ａ的诱
变株，是一种腐生丝状真菌，作为工业发酵产酶的常见工程

菌，其具有高效表达的特点，可加入适当碳源诱导物，发酵生

产许多不同的酶［５］。目前，利用里氏木霉 ＲｕｔＣ－３０发酵生
产α－半乳糖苷酶的研究尚未见报道。本试验通过对里氏木
霉ＲｕｔＣ－３０发酵生产 α－半乳糖苷酶培养条件的优化研
究，以期达到高效生产 α－半乳糖苷酶的目的，为里氏木霉
ＲｕｔＣ－３０进一步用于工业化生产 α－半乳糖苷酶奠定理论
及试验基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　菌株　里氏木霉ＲｕｔＣ－３０菌株，由中国科学院微生
物研究所提供。

１．１．２　培养基　种子培养基：马铃薯２００ｇ、葡萄糖２０ｇ、蒸
馏水１０００ｍＬ、琼脂２０ｇ，ｐＨ值自然即可。固体发酵培养基：
取麸皮等碳源３～５ｇ，按碳源与营养液质量体积比１ｇ∶４ｍＬ
加Ｍａｎｄｅｌｓ营养液即可。Ｍａｎｄｅｌｓ营养液配方：ＫＨ２ＰＯ４３．０ｇ、
（ＮＨ４）２ＳＯ４２．０ｇ、尿素 ０．５ｇ、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．５ｇ、ＣａＣｌ２
０．５ｇ、ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ７．５ｍｇ、ＭｎＳＯ４·Ｈ２Ｏ２．５ｍｇ、ＺｎＳＯ４
２．０ｍｇ、ＣｏＣｌ２３．０ｍｇ，蒸馏水定容至 １０００ｍＬ，ｐＨ值约为
５．５。
１．２　方法
１．２．１　种子制备　取里氏木霉ＲｕｔＣ－３０斜面菌种，用５ｍＬ
生理盐水将菌苔洗下，接种０．５ｍＬ至基本培养基，用涂布棒
涂布均匀。置恒温培养箱２９℃培养３～４ｄ。
１．２．２　固体发酵培养　于１００ｍＬ三角瓶中盛放２５ｇ培养
基，种子液孢子浓度１×１０６个／ｍＬ，接种量１ｍＬ，于２８℃静
置培养９６ｈ，初始含水量为碳源与营养液配比１∶４。
１．２．３　粗酶的提取　固体发酵结束后将固体发酵物按
８ｍＬ∶５ｇ加入醋酸 －醋酸钠缓冲溶液（０．０５ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值
５５），并于４０℃水浴振荡提取３０ｍｉｎ，转速为１５０ｒ／ｍｉｎ。随
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后将溶液以３０００ｒ／ｍｉｎ离心 ２０ｍｉｎ，过滤得上清液即为粗
酶液。

１．２．４　α－半乳糖苷酶活性的测定　取上述粗酶液
０．２５ｍＬ，加入ｐＨ值５．０的醋酸－醋酸钠缓冲液０．２５ｍＬ及
１０ｍｍｏｌ／Ｌ的ｐ－ＮＰＧ溶液０．０５ｍＬ，于５０℃水浴１０ｍｉｎ；加
０．２５ｍｏｌ／Ｌ的Ｎａ２ＣＯ３溶液９．４５ｍＬ终止反应，于４０５ｎｍ处
测定Ｄ值。α－半乳糖苷酶活性单位定义：在ｐＨ值５．０、温度
５０℃ 的条件下，每分钟生成１ｍｍｏｌ对硝基苯酚所需的酶量
为１个酶活力单位（Ｕ）。
１．２．５　单因素试验　（１）碳源：其他因素不变，在不同单一
碳源（麸皮、甘蔗渣、豆粕、玉米芯、苹果粕、玉米粕、菜籽粕）

以及复合碳源（玉米芯与甘蔗渣）的不同配比培养条件下，测

定里氏木霉ＲｕｔＣ－３０发酵产 α－半乳糖苷酶的活性，以确
定最优碳源。（２）氮源：其他因素不变，在不同单一氮源（硫
酸铵、尿素、蛋白胨、牛肉膏、硝酸钠）以及复合氮源（硫酸铵

与牛肉膏、尿素、蛋白胨）的培养条件下，测定里氏木霉 Ｒｕｔ
Ｃ－３０发酵产α－半乳糖苷酶的活性，以确定最优氮源。（３）
培养基含水量：其他因素不变，在不同初始发酵培养基含水量

的培养条件下，测定里氏木霉 ＲｕｔＣ－３０发酵产 α－半乳糖
苷酶的活性，以确定最优培养基含水量。（４）初始 ｐＨ值：其
他因素不变，在不同发酵培养基初始ｐＨ值条件下，测定里氏
木霉ＲｕｔＣ－３０发酵产 α－半乳糖苷酶的活性，以确定最优
初始ｐＨ值。
１．２．６　正交试验　在单因素试验的基础上，选择４因素３水
平进行Ｌ９（３

４）正交试验设计，对里氏木霉 ＲｕｔＣ－３０产
α－半乳糖苷酶的培养条件进行优化（表１）。

２　结果与分析

２．１　单因素试验结果及分析
２．１．１　碳源　测得里氏木霉ＲｕｔＣ－３０在各种单一碳源培

表１　里氏木霉产α－半乳糖苷酶固体发酵条件正交试验因素与水平

因素
水平

１ ２ ３
碳源 ３∶１ ４∶１ ５∶１
氮源 ４∶１ １∶１ １∶４
培养基含水量 １∶４ １∶５ １∶６
ｐＨ值 ７．０ ８．０ ９．０

　　注：碳源为玉米芯与甘蔗渣比例；氮源为硫酸铵与牛肉膏比例；
培养基含水量为培养基中碳源与营养液的质量体积比；ｐＨ值为培养
基的初始ｐＨ值。

养条件下产α－半乳糖苷酶的活性，表明菜籽粕、玉米芯、麸
皮的产酶效率较高，其中玉米芯最高，达到２２８．９４６Ｕ／ｇ（图
１）。测得里氏木霉ＲｕｔＣ－３０在复合碳源（玉米芯与甘蔗渣）
不同配比培养条件下产 α－半乳糖苷酶的活性，表明以玉米
芯和甘蔗渣作为复合碳源，产酶效率普遍升高，并于４∶１时
达到最高（图２）。因此确定以玉米芯和甘蔗渣比例为４∶１
作为本试验的碳源。里氏木霉ＲｕｔＣ－３０固体发酵是好氧发
酵过程，对培养基透气性要求较高，虽然甘蔗渣作为单一碳源

产酶效率不高，但其结构疏松，透气性良好；因此，在发酵培养

基中加入适量甘蔗渣可增强透气性，有利于里氏木霉 Ｒｕｔ
Ｃ－３０对氧的摄入，从而提高产酶效率。
２．１．２　氮源　测得里氏木霉 ＲｕｔＣ－３０在不同氮源培养条
件下产α－半乳糖苷酶的活性，表明各单一氮源中，蛋白胨、
牛肉膏的产酶效率较高，有机氮源比无机氮源更有利于里氏

木霉ＲｕｔＣ－３０产α－半乳糖苷酶（图３）。测得里氏木霉Ｒｕｔ
Ｃ－３０在不同复合氮源培养条件下产 α－半乳糖苷酶的活
性，表明复合氮源产酶效率比单一氮源效率均有所提高，其中

硫酸铵与牛肉膏混合产酶效率最高（图４）；因此确定用硫酸
铵与牛肉膏复合氮源作为后续研究里氏木霉 ＲｕｔＣ－３０产
α－半乳糖苷酶的氮源。

２．１．３　培养基含水量　测得里氏木霉 ＲｕｔＣ－３０在不同初
始含水量（甘蔗渣玉米芯与营养液的比例）培养条件下产

α－半乳糖苷酶的活性，表明含水量对产酶效率的影响很大，
当含水量为１∶４时产酶效率最高，１∶６时则降低（图５）。可
见含水量过高不利于发酵产酶。含水量对固体发酵有很大影

响，与液体深层发酵不同，固体发酵中培养基含水量是非常重

要的参数［６］。包被在固体基质表面的水膜可溶解微生物需

要的无机盐和代谢产物，并提供微生物生长所需的潮湿环境。

另外，基质含水量还影响着培养系统中的氧气供应、气体流动

等，是关系到固体发酵成败的制约因素。培养基含水量过低

时，空气相对湿度低，细胞因内部水分扩散而收缩；培养基含

水量过高时，易导致透气性降低而不利于发酵产酶，且易造成

污染，培养基有效孔隙减少，造成氧气供应不足。可见培养基

含水量过高或过低均不利于固体发酵。

２．１．４　培养基初始ｐＨ值　测得里氏木霉ＲｕｔＣ－３０在不同
初始ｐＨ值条件下产α－半乳糖苷酶的活性，表明当培养基初
始ｐＨ值呈酸性时，产酶效率偏低；呈碱性时产酶效率较高。
可见碱性条件更适于里氏木霉ＲｕｔＣ－３０产α－半乳糖苷酶。
其中ｐＨ值为 ８．０时产酶效率最高，酶活达到 ２４４．７７９Ｕ／ｇ
（图６）。　
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２．２　正交试验结果分析
在单因素试验基础上，采用 Ｌ９（３

４）正交设计方案，选择

培养基碳源、氮源、初始 ｐＨ值、初始含水量４个主要影响因
素，进行４因素３水平试验（表２）。对正交试验结果进行方
差和极差分析可知，各因素对产酶影响显著性依次为：培养基

初始ｐＨ值＞初始含水量＞氮源＞碳源。最优产酶培养基配
方为Ａ２Ｂ２Ｃ１Ｄ３，即玉米芯与甘蔗渣配比为４∶１，硫酸铵与牛
肉膏配比为１∶１，初始含水量为１∶４，初始ｐＨ值为９．０。

按最优产酶培养基配方进行验证试验，获得里氏木霉

ＲｕｔＣ－３０产α－半乳糖苷酶活性为２５６．４９７Ｕ／ｇ，达到最大
产酶效率。

表２　Ｌ９（３４）正交试验设计与结果分析

编号

因素

Ａ：碳源 Ｂ：氮源 Ｃ：初始
含水量

Ｄ：初始
ｐＨ值

平均酶活

（Ｕ／ｇ）

１ ３∶１ ４∶１ １∶４ ７．０ １０８．８７５
２ ３∶１ １∶１ １∶５ ８．０ １０２．２７３
３ ３∶１ １∶４ １∶６ ９．０ １４９．９７４
４ ４∶１ ４∶１ １∶５ ９．０ １７４．８４５
５ ４∶１ １∶１ １∶６ ７．０ １００．９５５
６ ４∶１ １∶４ １∶４ ８．０ １３９．２２２
７ ５∶１ ４∶１ １∶６ ８．０ ８１．１６５
８ ５∶１ １∶１ １∶４ ９．０ ２２６．３０４
９ ５∶１ １∶４ １∶５ ７．０ ７５．８８５

均值１ １２０．３７４ １２１．６２８ １５８．１３４ ９５．２３８
均值２ １３８．３４１ １４３．１７７ １１７．６６８ １０７．５５３
均值３ １２７．７８５ １２１．６９４ １１０．６９８ １８３．７０８
极差 １７．９６７ ２１．５４９ ４７．４３６ ８８．４７０

３　结论与讨论

通过单因素试验及正交试验，得到里氏木霉 ＲｕｔＣ－３０
固体发酵生产α－半乳糖苷酶培养基的最优碳源为玉米芯和
甘蔗渣复合碳源，最优氮源为硫酸铵和牛肉膏复合氮源；培养

基最优配方是：玉米芯与甘蔗渣配比为４∶１，硫酸铵与牛肉
膏配比为１∶１，初始含水量为１∶４；初始ｐＨ值为９．０。在此
条件下产酶效率最高。

α－半乳糖苷酶应用广泛，在饲料工业、医药工业、食品
工业等各领域中均有应用［７］。在制糖工业中，它可以提高糖

的产率，改善多糖结构［８］；在医学领域，它被用于改造血型、

移植异种器官等［９］。而α－半乳糖苷酶最主要的应用是在饲
料工业领域，该酶作为一种特异性外源酶添加于含大豆粕的

饲料中，可有效促进饼粕类饲料原料中 α－半乳糖苷物质的

分解，提高饲料营养素的利用率，消除由α－半乳糖苷类物质
引起的抗营养作用，为机体提供更多的能量，促进肠道有益微

生物的增殖。α－半乳糖苷酶提高了饲料营养价值和动物的
生产性能，有助于新型饲料资源的开发，降低饲料成本［１０－１１］。

里氏木霉ＲｕｔＣ－３０固体发酵生产α－半乳糖苷酶的发
酵工艺中，所采用的碳源玉米芯和甘蔗渣均为农林废弃物。

我国许多地区在农业生产中常产生农林废弃物，若处理不当

会对环境造成很大影响，如将其焚烧会产生大量 ＣＯ２等气
体，造成温室效应。本研究创新性地采用玉米芯和甘蔗渣作

为发酵产酶的碳源，并得到较高的产酶效率，符合环保的可持

续生产方式，应用于工业生产中有一定优势。其一，我国大量

种植玉米和甘蔗的地区较多，不乏玉米芯、甘蔗渣等农作废弃

物，原料易得。其二，利用农作废弃物作为生产原料不仅变废

为宝，且降低成本，加大了利润率。其三，减少对农作废弃物

的焚烧，起到了环保作用。由此可见，本研究通过对里氏木霉

ＲｕｔＣ－３０固体发酵生产α－半乳糖苷酶的条件优化，确定了
产酶的最优条件，对实际生产有较大指导意义，为工业中发酵

生产α－半乳糖苷酶提供了理论基础。
本试验还发现，里氏木霉 ＲｕｔＣ－３０产 α－半乳糖苷酶

初始ｐＨ值为 ９．０左右，而文献报道的大多数真菌发酵产
α－半乳糖苷酶初始 ｐＨ条件为酸性或中性［１２］，这可能与菌

株差异有关，该特性对于里氏木霉 ＲｕｔＣ－３０固体发酵生产
α－半乳糖苷酶的应用有积极意义。碱性培养条件下微生物
所产的酶制剂，其催化作用的最适ｐＨ值也一般在碱性范围；
因此，本研究中里氏木霉 ＲｕｔＣ－３０所产 α－半乳糖苷酶可
能更适合在碱性条件下加以应用，以满足生产中有特殊 ｐＨ
值要求的条件，极大拓展了α－半乳糖苷酶的应用范围。
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应用ＤＰＳ软件对正交试验的各因素进行方差分析，从表
３可以看出，对取苗成功率影响最大的是机械手臂的角度，其
次是穴盘摩擦角和气体压力，主针的宽度对试验结果影响较

小，由此可以看出各个因素之间是有交互影响的，主针宽度Ｃ
由于影响较小可以根据试验具体情况来选择，这和单因素试

验的结果也是相吻合的，因此建议用 Ａ１Ｂ２Ｄ２作为最佳试验
参数组合，即气体压力０．４ＭＰａ、手臂角度３０°、穴盘摩擦角度
３５°时，取苗成功率最高。

表１　试验因素水平

水平

因素

Ａ：气体压力
（ＭＰａ）

Ｂ：穴盘
摩擦角

Ｃ：主针宽度
（ｍｍ） Ｄ：手臂角度

１ ０．４ ３０° ２ ２０°
２ ０．５ ３５° ３ ３０°
３ ０．６ ４０° ４ ４０°

表２　正交试验结果

编号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ 取苗成功率

（％）

１ １ １ １ １ ８０
２ １ ２ ２ ２ ９０
３ １ ３ ３ ３ ７８
４ ２ １ ２ ３ ７５
５ ２ ２ ３ １ ８５
６ ２ ３ １ ２ ８８
７ ３ １ ３ ２ ８５
８ ３ ２ １ ３ ７５
９ ３ ３ ２ １ ８０
ｋ１ ８２．６７ ８０．００ ８１．００ ８１．６７
ｋ２ ８２．６７ ８３．３３ ８１．６７ ８７．６７
ｋ３ ８０．００ ８２．００ ８２．６７ ７６．００
Ｒ ２．６７ ３．３３ １．６７ １１．６７

表３　因素显著性检测

因素 离差平方和 自由度 均方 Ｆ值
Ａ １４．２２２２ ２ ７．１１１１ ０．０６９６
Ｂ １６．８８８９ ２ ８．４４４４ ０．０８２７
Ｃ ４．２２２２ ２ ２．１１１１ ０．０２０７
Ｄ ２０４．２２２２ ２ １０２．１１１１
总和 ２４０ ８

４　结论

采用基于ＰＬＣ控制的针扎－夹持式取苗机械手，机械手
执行前端以一定角度插入穴盘，后端（根部）设置夹持机构完

成穴盘苗抓取动作，机械手采用气动装置，运动速度可以调

节，具有取苗稳定、作业效率高、不易伤根的特点。

应用ＡＤＡＭＳ对机械手进行了运动学仿真及合成运动的
轨迹分析，确定了最优的工作速度；验证了机械手设计的合理

性，完成取苗机械手样机的试制。

采用ＤＰＳ软件对影响机械手取苗成功率的气体压力、穴盘
摩擦角、主针宽度以及手臂的角度进行正交试验，结果表明，在气

体压力０．４ＭＰａ，手臂角度３０°、穴盘摩擦角度３５°时，取苗成功率
最高，该移栽机械手能够满足穴盘苗的自动化移栽要求。
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