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　　摘要：以棘孢曲霉为生产菌株进行液态发酵生产β－葡萄糖苷酶，优化产酶培养基成分。采用单因素法对发酵培
养基的碳源、氮源、碳氮比、磷酸盐的含量及吐温－８０的浓度进行初步探索，借助正交设计试验法确定棘孢曲霉液态
发酵产β－葡萄糖苷酶最优培养基组成。结合单因素试验和正交试验得到最优的培养基成分为２％蔗糖、０．１６％尿
素、碳氮比为３０∶１、０．２％ ＫＨ２ＰＯ４、０．１２５％吐温－８０。利用优化后的培养基成分进行发酵产酶，β－葡萄糖苷酶的酶

活力达到２９．２３Ｕ／ｍＬ，是初始产酶培养基产酶活力的８．２１倍。通过对培养基成分的优化，大幅度提高了β－葡萄糖
苷酶的产量，为β－葡萄糖苷酶的生产提供了新的菌株，为提高槐角异黄酮的转化研究提供了新的途径及数据参考。
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　　棘孢曲霉是曲霉属真菌，具有球形或椭圆形的
顶囊，分生孢子为淡褐色球状，表面有刺突［１］。棘

孢曲霉在自然界中分布广泛，常见于粮食、植物和

土壤中。棘孢曲霉具有丰富的酶系，可分泌淀粉

酶、酸性蛋白酶、纤维素酶、葡萄糖氧化酶、柠檬酸、

葡糖酸和没食子酸等产物，是一种重要的工业发酵

微生物，被广泛应用于生产工业酶制剂、产品发酵

等方面［２－３］。

目前，关于棘孢曲霉的研究主要集中在产酶条

件的优化，尤其是产果胶酶和柚苷酶的研究。何海

燕等从蚕沙堆积地土壤中筛选出产果胶酶的优良

菌株，经过微波诱变得到稳定菌株，所产酶活性可

达１０．１７Ｕ／ｍＬ［４］。王耸等以柚皮为原料优化棘孢
曲霉产柚苷酶的固体发酵条件，产酶量提高了７．３８
倍［５］。据报道，棘孢曲霉所产的 β－葡萄糖苷酶活
性较强，在微生物转化中尤其是对苷类物质糖苷键

的水解反应中效果较好。Ｔｒｅｅｂｕｐａｃｈａｔｓａｋｕｌ等发现
棘孢曲霉产β－葡萄糖苷酶可以将糖转化为乙醇，

为工业生物乙醇的生产提供较好的途径［６］。马迎

迎等发现，棘孢曲霉可以将甜菊糖苷转化为甜菊

醇，为甜菊醇的制备提供一种新的方法［７］。试验组

在槐角黄酮苷的转化过程中发现，棘孢曲霉可以将

染料木苷、槐角苷转化为 ５，７，８，４′－四羟基异黄
酮［８－９］，后者是一种高效的酪氨酸酶抑制剂［１０－１１］，

在医药、美容、食品等领域具有广阔的应用前景［１２］。

在棘孢曲霉转化槐角黄酮苷的过程中，β－葡萄糖
苷酶是关键酶，提高该酶的产量可以增加产物得

率。本试验在国内外相关研究的基础上进行液态

发酵研究，通过优化培养基成分提高 β－葡萄糖苷
酶的产量。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
１．１．１　材料与试剂　试验菌种为棘孢曲霉，笔者所
在实验室筛选鉴定，菌种保藏号为 ＣＣＴＣＣＮＯ：
Ｍ２０１１２６４。斜面培养基（２０％土豆、２％葡萄糖、２％
琼脂、ｐＨ值自然）、种子培养基［１％ （ＮＨ４）２ＳＯ４、
０５％ ＫＨ２ＰＯ４、０．１％ ＭｇＳＯ４、６％葡萄糖］、发酵基
础培养基［２％蔗糖、０．１６％ （ＮＨ４）２ＳＯ４、０．２％
ＫＨ２ＰＯ４、００２％ ＭｇＳＯ４、０．００１％ ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ、
００５％吐温－８０、ｐＨ值自然］。

水杨苷（湖北帝柏化工有限公司）、无水乙醇，

苯酚亚硫酸氢钠、酒石酸钾钠、３，５－二硝基水杨酸、
冰醋酸、无水乙酸钠均为分析纯，购自国药集团上

海有限公司。
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１．１．２　仪器与设备　试验主要仪器有 ＺＨＪＨ－
Ｃ１２１４Ｂ超净工作台（上海智城分析仪器制造有限
公司）、ＭＬＳ－３７８０高压蒸汽灭菌器［致微（厦门）仪
器有限公司］、ＦＡ２２０４电子分析天平（上海方瑞仪
器有限公司）、ＨＺＱ－Ｘ１００恒温振荡培养箱（太仓
市实验设备厂）、ＷＦＺＵＶ－２０００紫外可见分光光度
计［尤尼柯（上海）仪器有限公司］。

１．２　试验方法
１．２．１　菌种活化及发酵培养　将４℃保藏的菌种
转接至斜面培养基上，２８℃培养２～３ｄ，用无菌水
冲洗斜面孢子，做成１×１０８ＣＦＵ／ｍＬ的孢子悬液，
充分振荡３０ｍｉｎ。按１０％接种量接入到１００ｍＬ液
体发酵培养基中，３０℃ １５０ｒ／ｍｉｎ摇床培养７２ｈ。

取发酵液８０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清加无
水乙醇，使乙醇浓度为７０％ ～７５％，放于４℃冰箱
中沉淀过夜。１００００ｒ／ｍｉｎ离心 １５ｍｉｎ，沉淀用
０．２ｍｏｌ／ＬｐＨ值为４．６的乙酸－乙酸钠的缓冲液重
新溶解，即得酶液，测定酶活力。

１．２．２　单因素试验
１．２．１．１　碳源的优化　发酵基础培养基中去掉碳
源，分别加入２％的葡萄糖、蔗糖、麸皮、稻糠、玉米
粉、麸皮＋稻糠（１∶１）、麸皮 ＋玉米粉（１∶１）作为
唯一碳源，其他成分保持不变，配制液体培养基各

１００ｍＬ，装入２５０ｍＬ锥形瓶中，灭菌，按１０％接种
量加孢子悬液，３０℃，１５０ｒ／ｍｉｎ摇床培养 ７２ｈ，按
“１．２．１”节方法提取酶液，测酶活力。
１．２．１．２　氮源的优化　发酵基础培养基中去掉氮
源，分别以０．１６％的硫酸铵（无机氮源）、酵母浸膏、
豆粕粉、蛋白胨、尿素为氮源，其他成分保持不变，

配制液体培养基各１００ｍＬ，装入２５０ｍＬ锥形瓶中，
灭菌，按１０％接种量加孢子悬液，３０℃，１５０ｒ／ｍｉｎ
摇床培养７２ｈ，按“１．２．１”节方法提取酶液，测酶
活力。

１．２．１．３　碳氮比的优化　以蔗糖为碳源，硫酸铵为
氮源，控制碳氮比分别为５∶１、１０∶１、２０∶１、３０∶１、
４０∶１，其他成分和发酵基础培养基一致，配制液体
培养基各１００ｍＬ，装入２５０ｍＬ锥形瓶中，灭菌，按
１０％接种量加孢子悬液，３０℃，１５０ｒ／ｍｉｎ摇床培养
７２ｈ，按“１．２．１”节方法提取酶液，测酶活力。
１．２．１．４　磷酸盐对产酶的影响　去除发酵基础培
养基中的磷酸盐，分别加入 ＫＨ２ＰＯ４，使质量分数为
０、０．１％、０．２％、０．３％、０．４％、０．５％，其他成分保持
不变，配制液体培养基各１００ｍＬ，装入２５０ｍＬ锥形

瓶中，灭菌，按 １０％接种量加孢子悬液，３０℃，
１５０ｒ／ｍｉｎ摇床培养７２ｈ，按“１．２．１”节方法提取酶
液，测酶活力。

１．２．１．５　吐温－８０对产酶的影响　去除发酵基础
培养基中的吐温－８０，分别加入吐温－８０，使质量分
数分别为 ０．０５０％、０．０７５％、０１００％、０．１２５％、
０１５０％，其他成分保持不变，配制液体培养基各
１００ｍＬ，装入２５０ｍＬ锥形瓶中，灭菌，按１０％接种
量加孢子悬液，３０℃，１５０ｒ／ｍｉｎ摇床培养７２ｈ，按
“１．２．１”节方法提取酶液，测酶活力。
１．２．３　正交试验　在单因素试验的基础上，固定接
种量为１０％，装液量为１００ｍＬ，选择碳源、氮源、磷
酸盐用量、吐温 －８０质量分数４个因素，按照表１
所示的因素水平设计４因素３水平正交试验组合，
按照“１．２．１”节的方法进行发酵，测酶活力。

表１　产β－葡萄糖苷酶正交试验因素水平

水平 Ａ：碳源 Ｂ：氮源 Ｃ：磷酸盐
用量（％）

Ｄ：吐温－８０
质量分数（％）

１ 玉米 尿素 ０．１ ０．０７５

２ 蔗糖 硫酸铵 ０．２ ０．１００

３ 葡萄糖 豆粕粉 ０．３ ０．１２５

１．２．４　酶活力测定方法　根据文献［１３］的方法，
采用３，５－二硝基水杨酸（ＤＮＳ）法测定 β－葡萄糖
苷酶酶活：取 ０．２ｍＬ水杨苷加 ０．２ｍＬ酶液，在
６０℃ 的水浴锅里加热１０ｍｉｎ，取出，向反应液里加
入１ｍＬＤＮＳ试剂，放入沸水中加热５ｍｉｎ，冷却，定
容至１０ｍＬ，５４０ｎｍ下测定吸光度，根据葡萄糖标准
曲线计算。

酶单位定义（Ｕ／ｍＬ）：在６０℃、ｐＨ值 ＝４．６的
条件下，每１ｍＬ酶液１ｍｉｎ水解底物产生１μｍｏｌ还
原糖（以葡萄糖计）所需的酶量为１个酶活力单位
（Ｕ／ｍＬ）。

葡萄糖苷酶活力单位（Ｕ／ｍＬ）＝１０００×Ｎ×
（Ｄ５４０ｎｍ＋０．０１２８）／（１８０×０．８１６９×０．２），Ｎ表示
稀释倍数。

２　结果与分析

２．１　碳源对产酶的影响
碳源为微生物新陈代谢提供所需的能源和合

成产物的碳骨架，是微生物正常生长分裂的物质基

础。碳源过多，在发酵过程中容易形成较低的 ｐＨ
值；碳源不足，容易使菌体过快衰老和自溶，不同的
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微生物所需要的碳源种类不同，需要通过试验进行

优化。试验选用葡萄糖、蔗糖、麸皮、玉米粉、稻糠、

麸皮＋玉米粉（１∶１）、麸皮＋稻糠（１∶１）等农副产
品为碳源进行研究。由图１可知，蔗糖作为碳源时，
最有利于产酶，酶活力最高为１２．０９Ｕ／ｍＬ，其次是
葡萄糖和玉米粉。蔗糖作为碳源时，分解率等于利

用率，没有葡萄糖的积累，可以避免葡萄糖对 β－葡
萄糖苷酶的抑制作用。葡萄糖的效果仅次于蔗糖，

可能是该菌体已经部分解除了葡萄糖的抑制。以

麸皮、稻糠及其组合为碳源的 β－葡萄糖苷酶酶活
力较低，说明在液态发酵培养中，可溶性碳源容易

被菌体吸收利用，见效较快。

２．２　氮源对产酶的影响
氮源对微生物的生长发育有着重要意义，微生

物利用它在细胞内合成氨基酸和碱基，进而合成蛋

白质、核酸等细胞成分［１４］。氮源过多，会使菌体生

长过于旺盛，体系ｐＨ值偏高，不利于代谢产物的积
累；氮源不足，则菌体繁殖量少，生物量少，产物的

生产量减少。分别以尿素、硫酸铵（无机氮源）、蛋

白胨、酵母浸膏、豆粕粉为氮源进行发酵产酶。由

图２可知，在以硫酸铵为氮源时，测得的酶活力最
高，为１２．８８Ｕ／ｍＬ，因此优选硫酸铵为氮源。

２．３　碳氮比对产酶的影响
碳氮比不当会影响菌体按比例吸收营养物质，

直接影响菌体的生长和产物的形成。碳氮比过高

和过低均不利于细胞生长和外源蛋白表达与积累，

过低导致菌体提早自溶；过高导致细菌代谢不平

衡，最终不利于产物的积累。一般碳源因为既作碳

架又作能源，因此用量要比氮多。由图３可知，碳氮
比为３０∶１时酶活力最高，为１１．５５Ｕ／ｍＬ，因此优
选碳氮比为３０∶１。

２．４　磷酸盐对产酶的影响
钾和磷都是微生物生长所必需的营养素，培养

基中的ＫＨ２ＰＯ４既能提供氮磷元素又可以缓冲发酵
液的ｐＨ值，保持微生物生长所需的酸碱度。本试
验将ＫＨ２ＰＯ４浓度分别设为０．１％ 、０．２％ 、０．３％ 、
０．４％ 、０．５％，结果如图４所示，０．２％和０．３％这２
个浓度对应的酶活力较高，当磷酸盐浓度为０．２％
时，测得最大酶活力为１２．５５Ｕ／ｍＬ。因此 ＫＨ２ＰＯ４
的浓度选择０．２％。

２．５　吐温－８０对产酶的影响
吐温－８０为非离子型表面活性剂，可以增强细

胞膜的通透性，能促进胞外酶的分泌，但浓度太大

也会影响培养基中的溶氧，进而影响菌体生长和产
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酶。试验考查了不同吐温－８０浓度对产酶的影响，
由图５可知，控制的碳氮源分别是蔗糖和硫酸铵，当
吐温－８０质量分数为０．１００％时，测得的酶活最大，
为１１．４９Ｕ／ｍＬ。
２．６　正交试验设计

通过表２对比４种因素对棘孢曲霉产酶的影
响，结果表明 ＲＡ＞ＲＣ＞ＲＢ＞ＲＤ，碳源种类对棘孢曲
霉产酶的影响最大，其次是磷酸盐浓度、氮源，影响

最小的是吐温－８０的浓度。通过比较 ｋ值，得到最
优水平为Ａ２Ｂ１Ｃ２Ｄ３，即２％蔗糖、０．１６％尿素、０．２％
ＫＨ２ＰＯ４、０．１２５％吐温－８０。

表２　产β－葡萄糖苷酶正交试验设计及结果

编号 Ａ：碳源 Ｂ：氮源 Ｃ：磷酸盐用量
（％）

Ｄ：吐温８０质量分数
（％）

酶活力

（Ｕ／ｍＬ）

１ １ １ １ １ １３．３４

２ １ ２ ２ ２ １３．３１

３ １ ３ ３ ３ １０．１２

４ ２ １ ２ ３ ２６．１９

５ ２ ２ ３ １ ７．８８

６ ２ ３ １ ２ １７．８５

７ ３ １ ３ ２ ８．２９

８ ３ ２ １ ３ ５．９１

９ ３ ３ ２ １ １０．７３

Ｋ１ ３６．７７ ４７．８２ ３７．１０ ３１．９５

Ｋ２ ５１．９２ ２７．１０ ５０．２３ ３９．４５

Ｋ３ ２４．９３ ３８．７０ ２６．２９ ４２．２２

ｋ１ １２．２６ １５．９４ １２．３７ １０．６５

ｋ２ １７．３１ ９．０３ １６．７４ １３．１５

ｋ３ ８．３１ １２．９０ ８．７６ １４．０７

Ｒ ９．００ ６．９１ ７．９８ ３．４２

　　注：Ｋ值表示各因素同一水平的酶活力之和；ｋ值表示各因素同一水平的酶活力平均值；Ｒ值决定因素对试验结果影响的大小。

２．７　重复验证试验
为确定正交试验结果的优劣及稳定性，利用最

优培养基组分进行３批重复验证试验，结果表明，平
均酶活力为２９．２３Ｕ／ｍＬ，均高于正交试验表中的９
个试验中的酶活力，相当于初始培养基酶活力

（３．５６Ｕ／ｍＬ）的８．２１倍。因此，确定 Ａ２Ｂ１Ｃ２Ｄ３为
最优组合且具有一定的稳定性。

３　结论与讨论

以前期筛选的棘孢曲霉为出发菌株，通过单因

素试验和正交试验优化棘孢曲霉液态发酵培养基

组分。结果表明，碳源、氮源对产酶的影响最大，优

化得到的液态培养基的组分为２％蔗糖、０．１６％尿

素、０．２％ＫＨ２ＰＯ４、０．１２５％吐温 －８０。在此基础上
进 行 发 酵 产 酶，β－葡 萄 糖 苷 酶 活 力 为
２９．２３Ｕ／ｍＬ，是基础初始培养基的酶活的８．２１倍。

β－葡萄糖苷酶广泛存在于植物、动物、微生物
中，其中来源于微生物的酶活性较高，研究报道较

多。β－葡萄糖苷酶可水解 β－Ｄ－糖苷键，解除纤
维二糖对纤维素酶的抑制，在纤维素水解的过程中

是关键的一步［１５－１７］，目前在生物能源、食品工程、过

程转化等领域被广泛应用［１８］。在产纤维素酶的菌

株中，β－葡萄糖苷酶含量普遍较低。但黑曲霉除
外，目前工业中也主要利用黑曲霉生产 β－葡萄糖
苷酶，通过培养基、培养条件的优化及诱变育种等

方法提高 β－葡萄糖苷酶的产量［１５］。棘孢曲霉可
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分泌淀粉酶、纤维素酶、果胶酶、柚苷酶、鼠李糖苷

酶等多种酶［２，４，１９－２０］，其中柚苷酶的研究较多，β－
葡萄糖苷酶的研究较少。棘孢曲霉经过优化后 β－
葡萄糖苷酶的酶活力有了明显提高，从而为 β－葡
萄糖苷酶的生产提供了新的菌株。

槐角是一种常用的中药材，富含黄酮异黄酮类

化合物［２１］，利用微生物的甲基化、羟基化、甲氧基

化、水解等反应可以提高活性成分的含量、获得高

附加值的代谢产物［２２］。Ｗｕ等利用 Ｓｃｈｉｚｏｐｈｙｌｌｕｍ
ｃｏｍｍｕｎｅ转化槐角苷得到羟基化、甲基化等多种有
价值代谢产物［２３］。槐角中的染料木苷含量较高，但

生物活性没有苷元染料木素的活性高。Ｃｈａｎｇ等以
槐角粉末为原料利用黑曲霉和酵母联合发酵培养，

使染料木素的含量增加了 ３４．４５倍［２０，２４］。刘姜华

利用米根霉 ＬＪＨ３将槐角苷转化成染料木素，转化
率达８０．２％［２５］。在棘孢曲霉转化槐角的过程中，

β－葡萄糖苷酶水解染料木苷分子中的糖苷键生成
染料木素和葡萄糖，染料木素又被细胞色素Ｐ４５０酶
羟基化形成５，７，８，４′－四羟基异黄酮［８，２６］。通过优

化棘孢曲霉产酶培养基提高酶活力，可提高染料木

苷的转化效率，最终提高５，７，８，４′－四羟基异黄酮
的收率。
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ｍｅｄｉａｔｅｄａｎｔｉｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｄｉｅｔａｒｙｆｌａｖｏｎｏｉｄｓｉｎＭＤＡ－ＭＢ－

４６８ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｔｏｘｉｃｏｌｏｇｙ，２００９，２６４（３）：１６２－１７０．

—２１２— 江苏农业科学　２０２１年第４９卷第１１期


