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冷活性纤维素酶性质研究

王 玢,汪天虹

(山东大学 微生物技术国家重点实验室,山东 济南 250100)

摘要:对海洋嗜冷菌MB1所产冷活性纤维素酶的性质进行了研究。该酶最适反应温度为 35 e , 0 e

时残余酶活约为 20% , 最适 pH值为 6. 0, 在 pH5~ 7. 5范围内酶活均较高。该 酶对热敏感 ,

50 e保温 2 h,残余酶活为 15%; 60 e 时, 酶完全失活。
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纤维素是高等植物细胞壁的主要成分
[ 1 ]
, 是由

D- 吡喃式葡萄糖基通过 B- 1. 4糖苷键连接而成的

链状均一的多糖。纤维素酶是复杂的多酶体系, 主要

由 3类酶组成: 内切酶 ( EG)、外切酶 ( CBH) 和 B- 葡

萄糖苷酶 ( EC) ; 通过 3类酶的协同催化作用, 使 B-

1. 4糖苷键断裂, 将天然纤维素分子水解为葡萄糖。

海洋低温微生物经过长期的进化, 具有适应低

温环境的特殊结构与代谢机制, 其所产酶类大多数具

有低温催化和对热不稳定的特征, Margsin等[ 2 ]把最

适催化温度在 30 e 左右, 0 e 仍有一定催化效率的

酶称为嗜冷酶 ( Psychrophilic enzyme) 或冷活性酶

( Cold- active enzyme)。嗜冷酶( Psychrophilic)具有较低

的最适反应温度, 在低温条件下与底物结合能力及催

化活性都很强
[ 3 ]
。这些性质使低温酶在基础研究和工

业应用方面有巨大潜力。

细菌产生的纤维素酶较少, 主要是内切酶, 大多

无外切酶的形成[ 4 ] , 且多数不能分泌至胞外。在嗜冷

酶中, 冷活性纤维素酶并不多见[ 5 ]。作者从黄海海底

泥样中筛选出一株产冷活性纤维素酶海洋嗜冷细菌

MB1
[ 6 ]
,其所产纤维素酶具有较高外切酶活性, 且为胞

外酶。

作者对该菌所产外切纤维素酶的性质进行了研究。

1 材料

菌株: MB1,分离自黄海海底底泥,本实验室保存。

液体发酵培养基: 球磨微晶纤维素粉 1% , 蛋白

胨 1% , 酵母粉 0. 5 % , KH2PO4 0. 1% , MgSO4 # 7H2O

0. 02 % , NaCl 1% ,蔗糖 0. 5 % ,陈海水。

2 实验方法

2. 1 粗酶液的提取

将菌株MB1接入液体发酵培养基, 20 e 150r/min,

培养 4 d。取发酵液, 在 8 000 r/ min下, 离心 15 min, 测

定上清液微晶纤维素酶活力。

2. 2 酶活力测定方法

参照Horikoshi[ 7 ]方法, 3, 5- 二硝基水杨酸比色

法测定酶解后还原物的生成量, 以表示酶的活力。以

0. 1 mol/ L磷酸氢二钠- 磷酸二氢钠缓冲液 ( pH6. 0)

配制的 1%球磨微晶纤维素粉为底物, 加入 0. 2 mL酶

液, 每分钟水解 1%微晶纤维素粉溶液产生 1 Lg还原

糖的酶量定义为一个酶活力单位。

3 结果

将MB1菌株接入液体发酵培养基, 15 e , 150r/min,

震荡培养, 培养物用无菌海水稀释后涂布筛选平板,

在不同温度下培养, 并测量单菌落直径, 得其最适生

长温度为 20 e , 最高生长温度为 40 e 。测定不同温
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图 3 pH对外切酶活性的影响

Fig. 3 The effect of pH on cellulose activity

图 1 培养时间对产酶的影响

Fig. 1 The t ime course of enzyme formation

图 2 温度对外切酶活力的影响

Fig. 2 The effect of temperature on cellulase act ivity

图 4 温度对酶活力稳定性的影响

Fig. 4 The effect of temperature on the stability of cellulase

度对产酶的影响, 结果表明: MB1产纤维素酶最适温

度为 20 e 。将该菌接入发酵培养基, 20 e 培养 6 d,每

隔 12 h取样测定纤维素酶活力, 酶活变化曲线如图

1。由图 1可以看出, 培养 4 d时产酶活力最高。

3. 1 纤维素酶最适反应温度
用 pH6, 0. 1mol/ L磷酸氢二钠- 磷酸二氢钠缓

冲液配制的底物溶液, 分别在不同温度 ( 0~ 60 e )条
件下, 每隔 5 e测定酶活力, 如图 2。实验结果显示,

酶的最适反应温度为 35 e , 30~ 40 e之间酶活均较
高, 45 e 以后酶活迅速下降。

3. 2 纤维素酶最适反应 pH

将酶液与不同 pH缓冲液配制的底物溶液进行

反应 ( 0. 1 mol/ L柠檬酸- 柠檬酸钠缓冲液, pH4. 0~

6. 0; 0. 1 mol/ L磷酸氢二钠- 磷酸二氢钠缓冲液 ,

pH6. 0~ 9. 0) , DNS法测定酶活力。结果如图 3。实验

结果表明, 该酶最适反应 pH为 6, 在 pH 5~ 7. 5之间

酶活力较高, 属酸性酶。

3. 3 纤维素酶稳定性的测定
3. 3. 1 热稳定性的测定

分别测定酶在 pH6时对热的稳定性。将酶在不

同温度 ( 20, 30, 40, 50, 60 e ) 下放置 2 h, 测定残余

酶活,以 4 e 保存的酶液作为对照,结果如图 4。该酶

的热稳定性与普通纤维素酶不同, 40 e 放置 2 h,残余

酶活维持在 70%左右, 50 e 放置 2 h, 残余酶活只有

15%左右。60 e 放置 2 h,酶活完全丧失。0 e 时酶活

维持在 20%左右,证明该酶属于嗜冷酶。

3. 3. 2 pH稳定性的测定

测定酶在 35 e时 pH稳定性。以 pH6. 0的酶活为

100% , 其余经不同 pH处理 2 h后测残余酶活力, 结

果如图 5。实验结果显示,该酶在 pH 5~ 7. 5之间均较

稳定,残余酶活都在 75%以上。

3. 4 金属离子和 EDTA对酶活性的影响
由于某些金属离子可能是酶的抑制剂或激活

剂, 故有必要探讨各种离子与酶活力的关系, 为纤维

素酶的生产、应用提供依据。

本实验选用钙、铁、锌、镁、铜、锰、银、钡、钴及

EDTA, 使反应液中各种金属离子和 EDTA 的浓度

为5 mmol/ L, 35 e , pH6. 0条件下测定纤维素酶活力 ,

以不加金属离子的酶活力为对照。结果见表 1。
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图 5 pH对纤维素酶稳定性的影响

Fig. 5 The effect of the pH on the stabilityofthe cellulase activity

表 1  金属离子及 EDTA 对纤维素酶活力的影响

Tab. 1  Effects of metallic ions and EDTA on cellulase

金属离子与EDTA(mm ol/ L) 相对酶活(% )

Ca2+ 116    

Mg2+ 95    

Zn 2+ 92    

Mn2+ 110    

Fe3+ 24    

Cu2+ 33    

Ba2+ 89    

Co2+ 91    

Ag+ 5    

EDTA 11    

实验结果显示, 各种离子对酶活力有不同的影

响, Cu
2+
, Fe

3+
, Ag

+
和 EDTA对纤维素酶活有明显的

抑制作用, Mn2+ , Ca2 +对纤维素酶有轻微的激活作用,

其他离子在实验浓度范围内对酶活无明显影响。

4 讨论

海洋嗜冷菌产生的冷活性纤维素酶具有低温催

化和对热不稳定等独特的酶学性质。冷活性纤维素酶

在低温下的高催化活性是由于催化残基周围存在一

些小氨基酸[ 8 ], 这些小氨基酸的存在减少了活性位点

周围的空间阻力, 增加了活性部位的柔韧性并维持适

宜的能量状态, 这对于在低温下维持高酶活以及酶的

热不稳定性非常重要。冷活性酶的另一个特点是蛋白

质折叠结构的柔韧性[ 5 ]; 在低温下维持高酶活必须具

有更加柔韧的结构以进行迅速可逆的催化反应。

本文报道的海洋嗜冷细菌 MB1所产纤维素酶

具有较高外切酶活性 , 为胞外酶 , 其最适反应温度

35 e , 在 30~ 40 e 之间酶活均较高, 0 e 时酶活仍维

持在 20%左右, 属嗜冷酶; 该酶热稳定性较差, 45 e

以后酶活迅速下降, 60 e 保温 2 h,酶活完全丧失。海

洋嗜冷菌MB1所产纤维素酶在低温下能保持较高活

性, 且对热敏感, 可望在低温生物加工、纺织、造纸、环

保和医药等领域有重要应用价值。
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Caloric values of propagules and leaves at the different deve-l

opment stages of mangrove species at Futian, Shenzhen

LIN Yi- ming, XIANG Ping, LIN Peng
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Abstract: This paper discusses the caloric value and ash content found in the leaves of the mangrove species

( Kandelia candel, Bruguiera gymnorrhiza, Aegiceras corniculatum, Sonneratia apetala, Excoecaria agallocha, Heritiera

littoralis ) and the propagules of Kandelia candel during different development stages. The results showed: ( 1) During

different development stages no general trends were found in ash content. Ash content in mature leaves was not the lowest

and the content of ash in the propagules were lower than in the mature leaves. ( 2) The propagules of Kandelia candel,

Sonneratia apetala, Bruguiera gymnorrhiza and Aegiceras corniculatum had the lowest grass caloric and ash free caloric

values than those of any other development stage. This was not the case with Exoecaria agallocha which showed the opposite

trend. ( 3) Gross caloric values were correlated remarkably with ash contents ( P < 0. 01) in the leaves during different

development stages also, correlated remarkably with ash contents ( P< 0. 05) for propagules and the leaves during the

different development stages.

(本文编辑: 张培新)
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Characteristics of the cold- active cellulase
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Abstract: In this papger properties of cold- active cellulase from marine cold- adaptive bacteria MB1 were cha-r

acterized. Major characteristics found were that the enzyme has a optimum temperature of 35 e and retained about 20%

of maximal activity at 0 e . Optimum pH was 6. 0 with cellulase active between pH 4. 5~ 7. 6. Low thermal stability

was evident with the enzyme maintaining about 15% of its maximum activity after 2 h of exposure and ceasing activity after

heat treatment at 60 e .
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