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酶制剂在饲料中添加的研究和应用是目前生物

技术在饲料工业中应用最受关注的领域袁许多研究者
也从不同方面讨论了饲料酶作用的机理 渊沈水宝袁
2002曰于旭华袁2004曰黄燕华袁2004曰左建军袁2005曰谭会
泽袁2006冤遥 从全球范围来看袁大约 65%的含有粘性谷
物的家禽饲料中添加了饲料酶制剂渊Sheppy袁2004冤遥
许多研究表明袁饲用酶制剂袁特别是非淀粉多糖酶能
提高畜禽生产性能遥 进一步的研究发现袁非淀粉多糖
酶可以提高营养物质的消化率袁例如袁提高回肠氨基
酸表观消化率袁同时肠系膜静脉血清总氨基酸的含量
显著上升遥 但是袁非淀粉多糖酶在提高肠道可利用氨
基酸的同时袁 是否能提高氨基酸转运蛋白的基因表
达袁 这是饲用酶制剂发挥作用的分子生物学基础遥
Kaput等(2004)指出袁日粮的化学组成可以直接或间接
影响动物的基因表达遥动物组织对于饲料成分以及营
养水平变化的适应性反应在于其对这些营养物质转

运的载体的类型和数量的变化 (Humphrey等袁2004)遥

因此袁开展添加饲用酶制剂对营养吸收转运载体的基
因表达影响的研究袁将开拓酶制剂研究的新领域要要要
酶制剂的分子营养学遥

另外袁饲用酶制剂的应用袁对传统的动物营养学说
提出了挑战袁如饲料配方尧原料选择和营养需要量等方
面需要重新研究或修正遥 为此袁冯定远和沈水宝(2005)
提出了饲料酶制剂的新理念袁即野加酶日粮 ENIV系统
的建立和应用冶遥 添加酶制剂时袁饲料营养成分数据库
在原有的营养成分的基础上袁增加有效营养改进值袁使
酶制剂提高有效营养供应可以具体量化袁 可操作性更
强遥作为对一种理论与实践的新理念和思路的探讨袁在
酶制剂的分子营养学这一方面进行了一些初步的研究

(王修启等袁2004尧2005曰谭会泽袁2006)遥本文以饲用非淀
粉多糖酶在小麦型日粮中的应用袁 重点讨论添加酶对
氨基酸吸收转运载体 mRNA表达的影响袁并试图分析
加酶日粮 ENIV系统的分子生物学基础遥
1 非淀粉多糖的抗营养作用及饲用非淀粉多糖酶的

应用

许多植物性饲料原料袁 特别是非常规的谷物饲
料原料中含有较高水平的非淀粉多糖 (Non-starch
Polysaccharides袁NSP)袁从而限制了这些饲料原料在畜
禽饲粮中的应用(冯定远和吴新连袁2001)遥 NSP主要是

饲用酶制剂作用的分子营养学机理与加酶
日粮 系统的分子生物学基础
冯定远 谭会泽 王修启 左建军

[编者按] 酶制剂是所有活的有机体产生的由氨基酸组成的蛋白质，是借助生物技术手段研发的一种饲料添加剂，它

是通过参加生化反应促进动物对蛋白质、脂肪、纤维素、淀粉以及其它营养物质的吸收和利用,补充动物体内某些消化酶的不
足，提高饲料的利用率和畜禽的生产性能，减少氮、磷的排泄量，保护生态环境。正是因为酶制剂所具有高效、专一、无毒副作

用、无残留的特点,使其成为目前饲料行业研究的热点。
酶制剂从出现、发展至今，经历一个逐步成熟、健全的过程，从单一提高动物生产性能上升到 ENIV理论的建立，从单一

的添加方式到复合饲喂，潜力得到最大程度的发挥；生产工艺不断改进，固态、液体发酵，菌种多样化；检测手段简便实用，精

确度提高。但现阶段我国酶制剂的研发和应用还存在很多不足：淤酶制剂的生产属于微生物发酵的范畴，而应用属于畜牧业
的范畴，由于国内尚无饲料用酶制剂统一标准，使管理产生一定的困难；于饲用酶制剂的发酵国内大多采用固体发酵，固体
发酵生产工艺存在的一些缺陷目前无法克服，造成产品质量不稳定，给应用带来一定的难度；盂饲料加工过程(主要是制粒)
中的高温、配合饲料中的重金属离子、动物体内环境等因素可导致酶制剂失活，功能下降。

针对酶制剂在饲料生产中的广泛研究、应用以及存在的诸多问题，本刊携众多专家、学者共同推出“酶制剂专刊”，从酶

制剂的生产、研发、检测、动物试验、最佳发酵条件的优化及在饲料中的具体应用等进行全方位、深层次的报道，希望能对行

业的研究人员、生产企业有所提示和帮助，使酶制剂的应用更合理、更安全。同时也真诚希望酶制剂的科研人员和相关生产

企业能多投这方面的稿件，借助《饲料工业》这个平台把你们最新、最先进的技术信息和研究成果呈现给读者，供学习和探

讨，共同推进饲料工业向更高的目标迈进。
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阿拉伯木聚糖袁此外袁茁-葡聚糖也是比较重要的 NSP袁
在讨论 NSP时袁更多是集中在阿拉伯木聚糖上袁尤其
是小麦型日粮中的阿拉伯木聚糖遥 NSP的抗营养作用
的表现为其溶于水后袁能显著增加食糜的黏性袁改变
食糜的物理特性和肠道的生理活性(Annison袁1991)袁
食糜黏性提高袁减少了动物消化酶与饲料中各种营养
物质的接触机会(White等袁1983)曰还造成已经消化了
的养分向小肠壁的扩散速度减慢袁降低了已被消化养
分的吸收(Eward等,1988曰Ikegami等袁1990)遥 高亲水性
的 NSP能与肠粘膜表面的脂类微团和多糖蛋白复合
物相互作用袁导致粘膜表面水层厚度增加袁从而降低
了营养物质的吸收(Johnson和 Gee袁1981)曰NSP可通过
其网状结构吸收超过自身重量数倍的水分袁改变其物
理特性袁可抵制肠道的蠕动袁从而降低消化能力遥 NSP
表层带负电荷的表面活性物质袁可吸附 Ca2+尧Zn2+尧Na+

等离子以及有机质袁造成这些物质的利用受阻遥 饲粮
中粘性多糖还能直接结合消化道中的多种消化酶袁使
消化酶不能与底物发生反应(Low袁1989)遥 肠道中营养
物质消化率发生改变袁会打破肠道微生物平衡(Vahjen
等袁1998)遥在动物生产中袁NSP主要的抗营养作用就是
降低了饲料的表观代谢能(AME)袁其次就是降低了动
物对饲粮中各种营养物质的消化率(如降低氨基酸消
化率)遥

消除饲料中 NSP的抗营养作用袁最为有效可行的
办法是向饲料中添加外源性的非淀粉多糖酶遥许多的
试验证明袁在以麦类为基础的饲粮中添加木聚糖酶可
提高动物的生产性能(Bedford等袁1992曰Classen袁1996曰
Bedford等袁1996曰王修启袁2003曰于旭华袁2004)遥木聚糖
酶是以内切 1袁4-茁-D木聚糖酶为主袁包括外切 茁-木
糖苷酶等组成的复合酶系袁 能随机裂解木聚糖的骨
架袁降低了木聚糖的聚合度袁从而降低了因木聚糖所
导致的食糜高粘性遥

Steenfeld 等渊1998a冤的研究表明袁小麦型饲粮中
添加木聚糖酶可以使鸡的日增重提高 5豫耀6豫袁 饲料
转化率提高 7豫耀8豫袁且在雏鸡阶段效果更为明显遥王
修启渊2003冤在 AA 肉鸡的小麦型饲粮中添加木聚糖
酶袁提高了肉鸡日增重袁降低了料重比袁同时也发现前
期添加效果更好遥 而在华南农业大学的研究中发现袁
在肉鸡小麦型饲粮中添加不同来源的木聚糖酶袁对于
4耀6周龄肉鸡的增重没有显著影响袁但显著提高了 7耀
9周龄肉鸡的饲料报酬袁降低了采食量袁大鸡阶段的
添加效果要好于中鸡阶段渊于旭华袁2004冤遥 华南农业
大学最近的另一研究显示袁小麦型饲料中添加木聚糖
酶使岭南黄肉鸡 56 日龄时的平均体重提高了 4.4%

(69.8 g)(P<0.05)袁 平均日增重提高了 4.7豫袁 料重比下
降了 3.2豫(P<0.05)袁对采食量没有影响遥在相同营养水
平下袁小麦型饲粮中添加木聚糖酶袁岭南黄肉鸡的生
产性能与饲喂玉米型饲粮组在采食量尧日增重和料重
比指标上无差异渊谭会泽袁2006冤袁结果更接近国外用
快大型肉鸡作试验动物的结果遥与于旭华的试验结果
有差异的原因可能是试验所用的鸡种不同所致遥
2 饲用非淀粉多糖酶对提高氨基酸利用率的效果

添加非淀粉多糖酶还可以提高动物对营养物质

的利用率遥 Hew等渊1998冤的试验中袁木聚糖酶可以使
肉鸡小麦型饲粮中各种氨基酸在粪中的平均消化率

由 70豫提高到 78豫袁使回肠末端氨基酸平均消化率由
78豫提高到 85豫遥 Steenfeld等渊1998b冤的试验表明袁酶
制剂使以小麦为基础日粮的鸡回肠蛋白质的表观消

化率提高 6豫遥华南农业大学的试验也发现袁木聚糖酶
可以提高黄羽肉鸡小麦型饲粮粗蛋白的真消化率(于
旭华袁2004)遥王修启(2003)在 AA肉鸡的不同小麦品种
饲粮中添加木聚糖酶袁干物质的消化率提高了 7.10豫耀
7.67豫曰有机物的消化率提高了 6.07豫耀7.23豫遥谭会泽
渊2006冤在肉鸡上的试验表明袁16日龄时袁在小麦型饲
粮中添加木聚糖酶后袁各种氨基酸的消化率在数值上
均有不同程度的提高袁16 种氨基酸的总氨基酸回肠
表观消化率提高了 3.5豫曰30日龄时袁在小麦型饲粮中
添加木聚糖酶后袁各种氨基酸的消化率在数值上均有
不同程度的提高袁16 种氨基酸的总氨基酸回肠表观
消化率提高了 3.0豫遥 小麦型饲粮中添加木聚糖酶后袁
其各种氨基酸的消化率与玉米型饲粮无差异遥

谭会泽渊2006冤的试验同时测定了肉鸡肠系膜静
脉血清中各种氨基酸的含量遥由于肠系膜静脉血是承
载了从肠道吸收的营养物质后流经肝脏之前的血液袁
相对于回肠食糜氨基酸表观消化率袁其血液中氨基酸
含量能较准确反映氨基酸在肠道中的吸收情况袁可能
更直接尧更灵敏遥 试验结果表明袁在肉鸡 16日龄时小
麦型饲粮中添加木聚糖酶对肠系膜静脉血清中多种

氨基酸的含量都有提高的作用袁与其对回肠氨基酸消
化率的影响结果一致袁其中组氨酸尧赖氨酸以及 17种
氨基酸总量达到显著水平渊P<0.05冤曰对于 30 日龄和
44日龄肠系膜静脉血清中的氨基酸含量没有影响袁
这与回肠氨基酸消化率的测定结果不一致袁可能是由
于后期木聚糖酶的作用效果有所降低所致遥
3 饲用非淀粉多糖酶对肠道氨基酸转运载体 mRNA
表达的影响

饲粮中添加非淀粉多糖酶可以降低水溶性 NSP
所导致的食糜粘性袁从而提高消化酶对底物的作用效
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率曰还可作用于非可溶性 NSP袁破碎植物细胞壁袁释放
出营养物质遥 此外袁非淀粉多糖酶可以消除由于食糜
粘性的增加而造成的肠道粘膜表面水层厚度增加

(Johnson和 Gee袁1981)遥木聚糖酶的作用结果表现为提
高了小麦型饲粮营养物质的消化率袁即提高了肠道食
糜中可被吸收的营养物质的量遥 高粘性的 NSP可以
使肠道粘膜细胞的分裂加速渊Southon等袁1985冤袁而木
聚糖酶在小麦型肉鸡饲粮中添加袁可减少肉鸡消化系
统的代偿性增生袁改善肠道绒毛形态渊于旭华袁2004冤遥
底物浓度的提高和消化道形态的改善有可能会影响

到肠道上皮细胞营养物质转运蛋白的表达袁因为在细
胞的生长尧发育和分化过程中袁遗传信息的表达随着
细胞内外环境条件的改变会加以调整袁这就是适应性
调控渊adaptive regulation冤遥研究发现袁木聚糖酶显著提
高肉鸡第三周的生产性能袁 提高了 16日龄岭南黄肉
鸡小麦型饲粮的回肠氨基酸表观消化率袁且肠系膜静
脉血清总氨基酸的含量显著提高袁 对碱性氨基酸袁如
赖氨酸尧 精氨酸和组氨酸的含量都有较大幅度的提
高遥 但是袁木聚糖酶在提高肉鸡肠道可利用氨基酸的
同时袁是否还能上调氨基酸转运蛋白的表达还没有证
据证明遥 在细胞适应性调控的过程中袁转录水平的调
控是关键袁因此 mRNA的表达丰度决定了动物及细胞
对内外环境条件改变的适应能力遥 特定 mRNA是细
胞在应答它所处的环境中合成的袁细胞由此控制它所
产生蛋白质的种类和数量遥 mRNA的表达水平在一定
程度上可以衡量其相关蛋白的表达量遥

动物肠道上皮细胞是体内代谢最活跃的器官之

一遥 上皮细胞的发育从未成熟的隐窝细胞渊crypt cell冤
开始袁经过内细胞分化袁再不断长到隐窝绒毛的顶部袁
这个过程大概需要 2耀4 d袁 最终通过细胞凋亡而脱落
到肠腔中遥肠道在逆性条件下袁如肠腔粘膜损伤尧营养
不良等袁内皮细胞可以通过复杂的调控过程来加速细
胞生长袁 改变对营养物质的转运活性来适应(Ziegler袁
1998)遥 这种适应表现在肠道吸收面积的增加尧单个细
胞转运能力的增强以及肠道粘膜细胞生长的变化遥
Southon等渊1985冤报道袁用含有 75 g/kg非纤维素 NSP
加 24 g/kg纤维素的日粮饲喂大鼠与饲喂只含有纤维
素作为唯一 NSP来源的半纯合日粮的大鼠相比袁肠道
粘膜细胞分裂加速遥 在细胞水平上袁上皮细胞微绒毛
的高度和密度增加袁增大了吸收表面积曰在分子水平
上袁刷状缘粘膜渊brush-border membrane冤上对营养物
质转运蛋白的合成增加 (Uribe袁1997)袁使其转运能力
增强遥肠腔中营养物质的吸收主要依赖于上皮细胞刷
状缘中不同的转运系统袁这些转运系统由不同的转运

蛋白所组成袁转运蛋白的活性受到激素尧饲粮以及神
经内分泌的调控(Edward, 2002)遥

对于饲粮因素影响肠道氨基酸转运载体表达的

研究还未见报道遥 但 Humphrey 等(2004)的试验得出袁
动物组织对于饲料成分以及营养水平变化的适应性

反应主要表现在对于这些营养物质转运的载体的类

型和数量的变化遥通过体外培养人肠道上皮细胞试验
得出院在营养缺乏的情况下袁细胞对谷氨酰胺和亮氨
酸的转运能力降低袁降低了 Vmax袁但不影响 Km 值袁
结果说明袁营养缺乏降低了细胞膜上活性转运载体的
数量袁而转运载体对谷氨酰和亮氨酸的亲和力没有改
变遥 体外培养肠道上皮细胞(Caco-2细胞系)在营养缺
乏的情况下(用磷酸盐缓冲液培养)袁细胞 ATb0 mRNA
的表达显著降低(Wasa等,2004)遥

木聚糖酶可以消除木聚糖所造成的高粘性食糜袁
提高肉鸡对小麦型饲粮氨基酸的消化率袁对肠道发育
也有一定的影响遥 于旭华渊2004冤研究表明袁在小麦型
饲粮中添加木聚糖酶袁使肉鸡小肠绒毛变短袁而且绒
毛顶端变细袁 木聚糖酶降低了小肠绒毛的代偿性增
生遥由此可以推测木聚糖酶可能影响肠道粘膜细胞氨
基酸转运载体的表达量袁从而增强粘膜细胞对氨基酸
的吸收遥由于细胞对于内外环境的变化可以作出适应
性调节袁表现为相关基因表达的改变袁所以研究粘膜
细胞上氨基酸转运蛋白基因表达的变化袁可以直接研
究其在粘膜上的表达量袁也可以研究其 mRNA的表达
丰度袁一般认为 mRNA的表达丰度决定了动物及细胞
对内外环境条件改变的适应能力遥Dave等渊2004冤研究
发现袁 小鼠不同肠段 b0,+AT和 y+LAT1在 mRNA水平
和蛋白水平上的表达是一致的遥

近几年来袁关于细胞氨基酸转运载体的研究取得
了显著的进展袁根据转运载体的底物特异性和动力学
特性袁 目前已经鉴别确定的氨基酸转运系统有 15种
以上袁 并且编码这些转运系统相关蛋白的部分 cDNA
已被克隆出来遥 2004年鸡的基因组测序完成袁相关氨
基酸转运蛋白的 mRNA序列被陆续公布袁使得可以从
基因水平来研究氨基酸转运载体的变化遥粘膜细胞刷
状缘上的氨基酸转运载体主要负责从肠腔中吸收各

种氨基酸袁而粘膜细胞基底膜上氨基酸转运载体则用
来加速氨基酸在肠细胞和体内循环间的转移遥如果肠
腔中氨基酸的浓度低于上皮细胞或者相应毛细管床

中氨基酸的浓度袁其吸收转运功能必须与其它的能量
源渊如离子浓度梯度尧电势等冤相偶联才能发挥(Dev佴s,
1998)遥 目前袁肠道粘膜细胞刷状缘顶端确定存在的转
运系统有院Na+依赖型中性氨基酸转运系统 B0,+(Munck
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和 Munck袁1999曰Munck等袁2000)尧Na+依赖型中性和碱
性氨基酸转运系统 B0,+(Munck袁1995)尧Na+和 K+依赖型
酸性氨基酸转运系统 XAG-(Munck 等袁2000)尧H+驱动
脯氨酸和甘氨基酸转运系统 IMINO (PAT)(Chen 等袁
2003)尧Na+依赖型中性氨基酸转运系统 ASC(Munck 和
Munck袁1999曰Munck等袁2000; Avissar等袁2001)尧非 Na+

依赖型中性和碱性氨基酸转运系统 b0,+(Palacin袁1998曰
Munck等袁2000曰Torras-Llort等袁2001)遥 肠道粘膜细胞
基底膜部位确定存在的转运系统有院Na+依赖型中性
氨基酸转运系统 A 和 N (Wilde和 Kilberg袁1991)尧Na+

依赖型碱性氨基酸转运系统 y+L(Desjeux 等, 1980)尧非
Na +依赖型中性氨基酸转运系统 asc 和 L (Lash 和
Jones袁1984曰Wilde 和 Kilberg袁1991)遥

肠道氨基酸转运系统数量多袁其转运底物渊20种
氨基酸冤相互重叠遥 肠道碱性氨基酸的吸收机制如下
(Kanai等袁2000曰Danniel袁2002曰Verrey等袁2004)院 在肠
道粘膜细胞的顶端袁 转运系统 b0,+发挥反向交换转运
的功能袁向细胞内转入碱性氨基酸和胱氨酸袁同时交
换出中性氨基酸遥 由于通常细胞内电势较低袁以及在
膜内外转运蛋白对底物结合力的不同袁促使碱性氨基
酸渊带正电荷冤向细胞内聚集遥转运出的中性氨基酸通
过粘膜细胞顶端的 Na+氨基酸共转运系统 (尤其是系
统 b0) 在 Na+ 驱动力作用下逆浓度梯度重吸收进细
胞袁 中性氨基酸的浓度梯度进一步驱动系统 b0,+反向
转运功能遥 在上皮细胞的基底部位袁系统 y+L在 Na+离
子浓度梯度的驱动下袁 向细胞内转入中性氨基酸袁同
时转出碱性氨基酸进入血液循环遥粘膜细胞中的中性
氨基酸可通过系统 L的转运蛋白 LAT1尧LAT2以及其
它转运系统完成与血液间的交换遥与系统 b0,+和 y+L不
同袁广泛存在的 y+系统为反向加速的转运机制袁主要
功能是逆碱性氨基酸浓度梯度向细胞内聚集碱性氨

基酸(Stein, 1990)遥
王修启渊2003冤的研究表明袁在 AA肉鸡小麦型饲

粮中添加木聚糖酶袁 可以上调位于刷状缘的钠/葡萄
糖共转运载体 1 渊SGLT1 冤mRNA在十二指肠的表达
丰度袁并推测木聚糖酶可能通过影响内分泌的变化来
增加小肠上段 SGLT1的数量遥 我们推测木聚糖酶对
于肠道氨基酸转运载体也有类似的影响遥在肠道上皮
细胞的碱性氨基酸转运系统中袁系统 b0,+和系统 y+L分
别分布于上皮细胞的刷状缘和基底部位袁负责碱性氨
基酸的吸收和转出遥系统 y+主要功能可能是维持细胞
内碱性氨基酸正常代谢的水平袁在肠道碱性氨基酸吸
收中不发挥主要的功能遥

因为木聚糖酶通过消除木聚糖的粘性袁可以提高

肠道中可被利用氨基酸的浓度袁同时改善肠道绒毛的
形态(于旭华袁2004)袁但是否还会影响氨基酸转运载体
的表达还没有报道遥华南农业大学最近研究了日粮中
添加木聚糖酶对肉鸡肠道中氨基酸转运载体 mRNA
表达的影响袁根据生产性能尧回肠氨基酸消化率和肠
系膜静脉血清氨基酸含量袁发现木聚糖酶显著提高了
肉鸡第三周的平均日增重(P<0.05)袁显著降低了料重
比(P<0.05)袁同时袁对 16 日龄肉鸡回肠食糜氨基酸表
观消化率有提高的趋势袁 显著提高了 16日龄肉鸡肠
系膜静脉血清氨基酸的浓度(P<0.05)袁对血清碱性氨
基酸均有大幅度提高袁 因此选取 16日龄的试验肉鸡
采集空肠和回肠组织样袁研究对照组和加酶日粮组碱
性氨基酸转运载体 mRNA表达的差异遥 研究发现袁小
麦型饲粮添加木聚糖酶袁可显著提高岭南黄肉鸡空肠
rBAT 和 CAT4 mRNA 的表达丰度袁 对空肠 y +LAT2
mRNA和 CAT1 mRNA的表达也有提高的趋势遥 对回
肠 rBAT mRNA 的表达没有影响袁 对回肠 y +LAT2尧
CAT1和 CAT4 mRNA的表达有提高的趋势遥 结果还
表明袁在岭南黄肉鸡小麦型饲粮中添加木聚糖酶可以
上调空肠中部分碱性氨基酸转运载体 mRNA的表达
丰度袁 从而提高肠粘膜细胞对氨基酸的吸收转运能
力遥木聚糖酶显著提高了空肠刷状缘上 b0,+系统 rBAT
mRNA的表达丰度袁而对于基底部位的 y+LAT2 mRNA
的表达没有影响袁说明木聚糖酶对肠腔面生理形态的
影响较大(谭会泽袁2006)遥

王修启渊2003冤在研究木聚糖对肉鸡肠道葡萄糖
转运载体 mRNA表达时也发现袁木聚糖酶只上调了位
于刷状缘的载体 SGLT1 mRNA的表达袁 而对于基底
膜上的 GLUT2 mRNA的表达没有显著影响遥 木聚糖
酶对于空肠系统 y+的 CAT4 mRNA 的表达也显著提
高袁 可能原因是 CAT4主要分布在粘膜细胞的刷状
缘袁但还没有直接的证据加以证明遥 木聚糖酶对于小
肠远端碱性氨基酸转运系统相关基因表达的影响没

有近端显著袁对于回肠 rBAT mRNA的表达没有影响袁
对于回肠 y+LAT2尧CAT1和 CAT4 mRNA 的表达有提
高的趋势遥 谭会泽渊2006冤的研究表明袁木聚糖酶可以
上调饲喂小麦型饲粮岭南黄肉鸡空肠氨基酸转载体

rBAT和 CAT4 mRNA的表达袁是对木聚糖酶提高氨基
酸利用率机理的进一步认识袁但是上调相关基因表达
的机理渊信号传导通路冤还不清楚遥

添加木聚糖酶对肠道中氨基酸转运载体 mRNA
表达的影响袁可能是由于细胞本身可以根据内外环境
的变化作出适应性的改变袁表现在对于营养物质转运
的载体的类型和数量的变化(Humphrey 等, 2004)遥 王
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修启渊2003冤的研究表明袁在 AA肉鸡小麦型饲粮中添
加木聚糖酶袁 可以上调位于肠道刷状缘的钠/葡萄糖
共转运载体 1(SGLT1)mRNA在十二指肠的表达丰度袁
并推测木聚糖酶可能通过影响内分泌的变化来增加

小肠上段 SGLT1的数量遥谭会泽渊2006冤推测木聚糖酶
对于肠道氨基酸转运载体也有类似的影响遥
4 加酶日粮 ENIV系统的分子生物学基础

在常规情况下袁 任何饲料都不会被完全消化袁单
胃动物对饲料原料的消化率为 75豫耀85豫遥 在动物饲
料中添加酶制剂以提高消化率可以看作是动物消化

过程的延伸遥 麦类是应用酶制剂袁特别是非淀粉多糖
酶最多的饲料原料袁许多研究得出一个所谓野黄金定
律冶即野 大麦垣茁-葡聚糖酶 越小麦冶的理论遥 对小麦的
理论假设是院野小麦垣阿拉伯木聚糖酶 越玉米冶 遥 我们
在总结不同研究者结果的基础上袁提出小麦在添加阿
拉伯木聚糖酶时袁 蛋白质利用的改善程度为 9.5豫耀
18%袁 即蛋白质 ENIV 值为 1.3豫耀2.5%曰 鸡代谢能
ENIV值为 4.0豫耀6.3%袁 即代谢能 ENIV值为 501.6耀
794.2 kJ/kg渊冯定远和沈水宝袁2005冤遥这一估计是否有
其分子生物学基础还需进一步证实袁因为这一估计是
基于营养的消化率袁但是袁营养的消化不等于营养的
吸收和利用袁只有吸收才能真正有效遥

最近的试验研究中发现袁在小麦型饲粮中添加木
聚糖酶袁 可显著提高岭南黄肉鸡空肠 rBAT 和 CAT4
mRNA 的表达丰度袁 对空肠 y+LAT2 mRNA 和 CAT1
mRNA的表达也有提高的趋势遥对回肠 y+LAT2尧CAT1
和 CAT4 mRNA的表达有提高的趋势遥 在岭南黄肉鸡
小麦型饲粮中添加木聚糖酶可以上调空肠中部分碱

性氨基酸转运载体 mRNA的表达丰度袁从而提高肠粘
膜细胞对氨基酸的吸收转运能力遥其中添加木聚糖酶
对岭南黄肉鸡空肠和回肠 y+LAT2 mRNA表达的影响
为加酶组空肠 y+LAT2 mRNA的表达丰度比对照组提
高了 20.77豫曰加酶组回肠 y+LAT2 mRNA的表达丰度
比对照组提高了 17.6豫遥 添加木聚糖酶对岭南黄肉鸡
空肠和十二指肠 CAT1mRNA表达的影响加酶组空肠
CAT1 mRNA的表达丰度高于对照组 12.58豫曰加酶组
回肠 CAT1 mRNA的表达丰度高于对照组 17.56豫遥添
加木聚糖酶对岭南黄肉鸡空肠和回肠 CAT4 mRNA
表达的影响,添加木聚糖酶组相对于对照组袁显著提高
了空肠 CAT4 mRNA 的表达丰度曰 回肠 CAT4 mRNA
的表达提高了 13.35豫遥 在所研究的几种重要氨基酸
吸收转运载体 mRNA的表达中袁 表达丰度均提高了
12.58豫耀20.77%渊谭会泽袁2006冤遥这与我们原来估计的
小麦蛋白质利用的改善程度 9.5豫耀18% 的范围比较

接近渊冯定远和沈水宝袁2005冤遥当然袁氨基酸吸收转运
载体 mRNA表达丰度的提高与蛋白质利用的改善程
度并不完全是同一概念袁但至少说明了添加木聚糖酶
提高蛋白质利用是有其分子生物学基础的遥 应该指
出袁有关这方面的研究还有很多工作要做袁这里的讨
论只是提供了一种思路遥
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刘建峰 葛向阳 梁运祥

摘 要 用响应面分析法（采用中心组合一致精度的设计）对影响土曲霉产酸性蛋白酶固态发酵

培养基的 4个主要影响因素（麸皮与豆粕比例、硫酸铵、硝酸钠、磷酸二氢钾）进行了优化，考察了各因
素及其交互作用对酸性蛋白酶酶活的影响。用 SAS9.1.3软件模拟二次多项式回归预测模型并建立了
影响因素与响应值（酸性蛋白酶酶活）之间的函数关系，即回归方程，找到了各因素的最佳水平，即麸

皮与豆粕比例为 10.20、硫酸铵为 1.9%、硝酸钠为 0.97%、磷酸二氢钾为 3.3%，此时酸性蛋白酶酶活
为 9 326 U/g。通过验证试验，5次重复试验的平均值为 9 327 U/g，与模型预测值基本一致。

关键词 土曲霉；酸性蛋白酶；响应面分析；培养基优化

中图分类号 Q815
Study on culture medium optimization of solid fermentation producing acidic proteinase by

response surface analysis
Liu Jianfeng袁Ge Xiangyang袁Liang Yunxiang

Abstract Response surface analysis(central composite design of uniform precision) was applied to opti鄄
mize the significant four factors[the ratio of bran and soybean meal, (NH4)2SO4, NaNO3 and KH2PO3] for
culture medium of Aspergillus terreus by researching the contributiveness of factors and their interac鄄
tions to the enzyme activity of acidic proteinase. The functional connection of the factors and response,
that is the equation of polynomial regression was established by using SAS 9.1.3 to simulate the predic鄄
tive model. Through the equation of polynomial regression, the value of optimization was obtained, name鄄
ly the ratio of bran and soybean meal is 10.20; the quantity of (NH4)2SO4 is 1.9%; the quantity of
NaNO3 is 0.97%; the quantity of KH2PO3 is 3.3%. Under the optimization, the enzyme activity of acidic
proteinase is 9 326 U/g. Through validating test, the average value of five tests is 9 327 U/g. It is identi鄄
cal to the value of predictive model.
Key words aspergillus terreus曰acidic proteinase曰response surface analysis曰culture medium optimization
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酸性蛋白酶是一类在微酸性环境下可分解动物

或植物蛋白质为小肽和氨基酸的水解酶类袁在饲料工
业中广泛应用袁 它可以补充动物体内同源酶的不足袁
促进动物的消化吸收和生长发育袁 增强抗病能力袁提
高饲料的利用率袁降低饲料成本遥

本试验以实验室保藏的土曲霉为发酵菌种袁对其
进行培养基的优化袁通过单因素试验发现袁麸皮与豆
粕的比例 ( 1)尧硫酸铵 ( 2)尧硝酸钠 ( 3)和磷酸二氢钾
( 4)的添加量对其酸性蛋白酶的酶活影响比较大遥 因
此以 1尧 2尧 3和 4 4因素为自变量袁 以酸性蛋白酶
酶活为响应值袁采用响应面分析法袁对培养基进行优

化袁以期获得最佳的培养基配比遥
1 材料和方法

1.1 菌种

土曲霉渊Aspergillus terreus冤FT04-01 由华中农业
大学发酵工程室筛选遥
1.2 方法

1.2.1 分析方法

酸性蛋白酶酶活力的测定采用 SB/T 10317要
1999 蛋白酶活力测定法遥
1.2.2 土曲霉固体发酵产酸性蛋白酶的方法

称取适量麸皮和豆粕袁加入已经用水溶解的适量的硫
酸铵尧硝酸钠和磷酸二氢钾袁最后加入适量的水袁混合均
匀袁装入罐头瓶中(约 2 cm厚)袁用报纸封口袁灭菌(121 益尧
30 min)袁冷却袁接种袁28 益培养 3 d袁晒干袁待测遥
1.2.3 响应面分析设计

采用 SAS9.1.3软件中的中心组合设计来模拟反
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应面模型袁在中心组合设计中又分为正交的和一致精
度的设计袁一致精度设计比正交设计更能避免回归系
数的偏差袁另外袁在一致精度设计中袁反应变量的预测
值在原点处的方差等于它在与原点为 1个单位的距
离处的方差遥 因此采用中心组合的一致精度设计袁以
麸皮与豆粕的比例尧硫酸铵尧硝酸钠和磷酸二氢钾为
自变量袁以酸性蛋白酶酶活为响应值袁设计 4 因素 5
水平试验袁共 31 个试验点渊琢取值为 2冤袁7 个中心点
重复试验袁各个因素和水平见表 1袁试验设计及结果
见表 2遥

表 1 因素水平表

-2
0
0
0
1

-1
0.1
1

0.5
2

0
0.2
2

1.0
3

+1
0.3
3

1.5
4

+2
0.4
4

2.0
5

麸皮豆粕渊1N冤
硫酸铵渊%冤
硝酸钠渊%冤
磷酸二氢钾渊%冤

名称

X1
X2
X3
X4

因素
水平

2 结果与讨论

2.1 方差分析

响应面试验结果的全模型方差分析见表 3袁精简
模型方差分析见表 4遥

表 2 响应面试验设计及结果

试验组
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16

X1
-1
-1
-1
-1
-1
-1
-1
-1
1
1
1
1
1
1
1
1

X2
-1
-1
-1
-1
1
1
1
1

-1
-1
-1
-1
1
1
1
1

X3
-1
-1
1
1

-1
-1
1
1

-1
-1
1
1

-1
-1
1
1

X4
-1
1

-1
1

-1
1

-1
1

-1
1

-1
1

-1
1

-1
1

酶活(Y1)(U/g)
5 043
6 325
4 882
5 861
4 858
6 228
5 384
6 386
6 357
7 102
5 194
5 837
4 204
5 335
4 763
5 282

试验组
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

X1
-2
2
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

X2
0
0

-2
2
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

X3
0
0
0
0

-2
2
0
0
0
0
0
0
0
0
0

X4
0
0
0
0
0
0

-2
2
0
0
0
0
0
0
0

酶活(Y1)(U/g)
5 636
5 060
6 453
5 462
5 811
6 093
5 335
7 207
9 354
9 206
9 154
9 594
9 271
8 638
9 410

表 3 全模型方差分析

自由度
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

14
4
4
6

16
10
6

30

平方和
174 251

1 572 352
70 308.38
5 429 259

2 9981 936
1 995 863
245 272.6
159 001.6

21 722 601
1 125 191
8 695.563

21 791 195
119 889.1

17 991 518
80 541 757
7 246 171

69 641 674
3 653 912
1 503 861
965 133.4
538 727.7

82 045 618

均方
174 251

1 572 352
70 308.38
5 429 259
29 981 936
1 995 863
245 272.6
159 001.6

21 722 601
1 125 191
8 695.563

21 791 195
119 889.1

17 991 518
5 752 983
1 811 543
17 410 419
608 985.3
93 991.32
96 513.34
89 787.95

F值
1.853 906
16.728 69
0.748 031
57.763 41
318.986 2
21.234 54
2.609 524
1.691 662
231.112 8
11.971 22
0.092 515
231.842 6
1.275 533
191.416 8
61.207 59
19.273 51
185.234 3
6.479 165
1.074 903

Pr > F
0.192 196
0.000 854
0.399 882

0.000 1
0.000 1

0.000 291
0.125 768
0.211 804

0.000 1
0.003 225
0.764 925

0.000 1
0.275 38
0.000 1
0.000 1
0.000 1
0.000 1

0.001 292
0.486 573

全模型

X1X2
X3
X4

X1伊X1X1伊X2
X1伊X3
X1伊X4
X2伊X2
X2伊X3X2伊X4
X3伊X3
X3伊X4
X4伊X4Model(模型)
一次项
平方项
交叉乘积项
误差
失拟项
纯误差
所有项

方差来源
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由表 3全模型的方差分析可知袁 2尧 4尧 1伊 1尧 1伊
2尧 2伊 2尧 2伊 3尧 3伊 3尧 4伊 4对响应值的影响显著袁
失拟项的 P=0.486 573,没有显著性意义袁说明模型中
不需要引入更高次数的项袁模型适当遥

为了得到更精简的模型袁对全模型方差分析中影
响不显著的项进行剔除袁然后再进行方差分析袁但是

1和 3的一次项不显著袁 而交互作用项或二次项显
著袁因此不能剔除 1和 3袁否则模型将失拟遥从表 4精
简模型的方差分析中可以看出袁失拟项的 P=0.439 93袁没
有显著性意义袁说明精简模型是合适的遥
2.2 模型的可信度分析(见表 5)

表 5 模型的可信度分析

项目
均值
复相关系数的平方
校正复相关系数的平方
模型误差的平方根
变异系数

全模型
6 475

98.17%
96.56%
306.58

4.734 827

精简模型
6 475

97.52%
96.28%

319.117 5
4.928 456

从表 5模型的可信度分析中可以看出袁精简模型
的校正复相关系数的平方 R2= 96.28%袁说明精简模型
能解释响应值变化的 96.28%袁模型拟合程度很好遥
2.3 建立二次响应面回归模型

通过对精简模型的分析可得出回归方程如下院
回归方程为院 1=-9 968.58+47 169.7 1+3 406.345 2+
5 814.607 3+5 234.83 4-102 395.1 1伊 1-3 531.875

1伊 2-871.575 9 2伊 2+530.375 2伊 3-3 491.804 3伊
3-793.200 9 4伊 4遥

2.4 精简模型的典型分析

2.4.1 模型的稳定点分析

从稳定点分析可知袁反应曲面模型的稳定点类型
是最大值袁在稳定点处的预测值为 9 326.295袁预测值
的标准误差为 114.637遥 从图 1响应面分析的立体图
可知袁响应值有最大值袁即 1尧 2尧 3尧 4存在极值点袁
且极值落在试验区域之内遥
2.4.2 各因素的最佳水平分析(见表 6)

表 6 各因素的最佳水平分析

因素
X1
X2
X3
X4

编码值
-0.026 90
-0.147 45
-0.066 51
0.302 97

非编码值
0.197 31
1.852 55
0.966 74
3.302 97

从表 6各因素的最佳水平分析可知袁通过中心组合
一致精度设计的响应面法优化袁获得了响应值最大的各
因素的最佳水平袁 即 1为 10.20尧 2为 1.9%尧 3为
0.97%尧 4为 3.3%袁此时响应值为最大袁即为 9 326遥

2

8 000

1

0
3.6 0 0 1

0.36

Fixed levels院 3=1 4=3

表 4 精简模型方差分析

X1
X2
X3
X4X1伊X1X1伊X2

X2伊X2
X2伊X3
X3伊X3
X4伊X4Model(模型)
误差
失拟项
纯误差
所有项

自由度
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
10
20
14
6
30

平方和
174 251

1 572 352
70 308.38
5 429 259
29 981 936
1 995 863
21 722 601
1 125 191
21 791 195
17 991 518
80 008 898
2 036 720
1 497 992
538 727.7

82 045 618

均方
174 251

1 572 352
70 308.38
5 429 259
29 981 936
1 995 863
21 722 601
1 125 191
21 791 195
17 991 518
8 000 890
101 836

106 999.4
89 787.95

F值
1.711 095
15.440 04
0.690 408
53.313 76
294.413 9
19.598 79
213.309 7
11.049 05
213.983 2
176.671 5
78.566 42
1.191 69

Pr > F
0.205 679
0.000 83
0.415 835

0.000 1
0.000 1

0.000 259
0.000 1

0.003 385
0.000 1
0.000 1
0.000 1

0.439 93

精简模型
方差来源
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1

9 000

0 0
2 000

1.8
3

1

0.36

Fixed levels院 2=2 4=3

9 000

1

1.2 0
1 000

4.8
4

1
0.36

Fixed levels院 2=2 3=1

9 000

1

0 0
1 000

1.8
3

2
3.6

Fixed levels院 1=0.2 4=3

9 000

1

1.2 0
2 000

4.8
4

2

3.6

Fixed levels院 1=0.2 3=1

1

9 000

1.2 0
2 000

4.8
4

3
1.8

Fixed levels院 1=0.2 2=2
图 1 响应面分析的立体图

为了检验模型预测的准确性如何, 用上面优化的
培养基 (X1为 10.20尧X2为 1.9%尧X3为 0.97%尧X4为
3.3%)进行产酸性蛋白酶的发酵试验袁5个重复袁所测的
酸性蛋白酶的酶活分别是 9 162尧9 231尧9 626尧9 035和
9 582 U/g袁5个重复的平均值为 9 327 U/g遥 实际试验
值与模型预测值基本一致袁可见该模型能较好地预测
实际发酵产酸性蛋白酶的情况遥
3 结论

3.1 通过响应面分析方法中的中心组合精度一致的

分析方法袁对土曲霉产酸性蛋白酶的固态发酵培养基
进行优化袁设计了 4因素 5水平的 31次试验袁求得其
回归方程为院 1=-9 968.58+47 169.7 1+3 406.345 2+
5 814.607 3+5 234.83 4-102 395.1 1伊 1-3 531.875

1伊 2-871.575 9 2伊 2+530.375 2伊 3- 3 491.804 3伊
3-793.200 9 4伊 4遥 其最佳点是 1为 10.20尧 2为

1.9%尧 3为 0.97%尧 4为 3.3%袁在此点响应值为 9 326遥
3.2 通过对预测模型的验证试验袁实际试验值与模型
预测值基本一致袁说明模型能较好的反应实际情况遥

参考文献

1 王彦荣，孟祥春，任连彬，等.酸性蛋白酶生产与应用的研究[J]. 酿
酒，2003，30（3）：16耀18

2 王莉衡.土曲霉发酵条件对菌体形态与产物产量影响的研究[D].西
北大学硕士论文,2004

3 周兴挺，徐会根，罗定军.洛伐他汀发酵培养基配方的均匀设计优
选[J]. 中国抗生素杂志，1999，24(1)：22耀23

4 宫衡，李小明，伦世仪.响应面法优化赖氨酸发酵培养基[J]. 生物
技术，1995,5（4）：13耀15

5 胡良平主编.Windows SAS 6.12&8.0实用统计分析教程[M].北京：
军事医学科学出版社，2001

6 徐子钧,李剑，梁凤来，等.利用 SAS软件优化 L原乳酸发酵培养基[J].
微生物学通报，2004，31（3）：85耀87

（编辑：徐世良，fi-xu@163.com）

刘建峰等：响应面分析法优化酸性蛋白酶固态发酵培养基的研究试 验 研 究

11

mailto:fi-xu@163.com


马旭光 张宗舟 蔺海明 刘星斌 刘小飞

摘 要 对航空诱变的一株黑曲霉(Aspergillus niger)进行筛选，得到纤维素酶高产突变株 ZM-8。
以玉米秸秆粉为主要碳源，经固体发酵培养，测得其滤纸酶 (FPA)酶活力为 110.2 U/g、纤维二糖水解
酶(C1)酶活力为 389.9 U/g、葡聚糖内切酶(CMCase)酶活力为 489.3 U/g、茁-葡葡糖苷酶(茁-Glase)酶活力
为 1 208.1 U/g，比出发菌株各组分的酶活力分别高了 2.1、3.5、1.7、1.8倍。经过 5次继代固体发酵试
验，证明该菌株具有较好的产酶稳定性，可作为以农作物秸秆为原料生产单细胞蛋白(SCP)饲料的优
良菌株。

关键词 黑曲霉；纤维素酶；筛选
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纤维素类物质是世界上最丰富的可再生资源袁约
占生物总量的 50%遥我国的纤维素资源仅秸秆和皮壳
每年可达 7伊108 t袁占世界总产量的 20%耀30%袁绝大部
分作为燃料焚烧掉袁用作饲料的却不足 10%渊费尚芬袁
2006冤遥其主要原因是纤维素类物质的结构极其复杂袁
蛋白质含量低袁木质素和纤维素含量高袁适口性差遥

近年来袁利用微生物所产生的纤维素酶将秸秆转
化为营养价值较高的蛋白饲料备受人们的青睐遥以往
未能大量把纤维素类物质作为饲料的生产原料袁主要
是因为在生产上缺乏产纤维素酶酶活力高的菌株渊徐
昶袁2005冤袁因此袁筛选产纤维素酶酶活力高的菌株就
显得尤为重要遥本试验对航空诱变的黑曲霉进行了筛
选袁得到了纤维素酶酶活明显提高的突变株 ZM-8袁为
降解秸秆生产蛋白饲料提供了优良的目的菌株袁这对
提高秸秆的利用率和缓解我国高蛋白饲料严重紧缺

的局面起到重要的促进作用遥
1 材料与方法

1.1 菌株

航空诱变的黑曲霉 渊Aspergillus niger冤袁 保存于
PDA斜面培养基袁由中科院遗传所提供遥
1.2 原料及仪器

1.2.1 主要试剂

DNS试剂渊粟学俐袁1999冤尧柠檬酸缓冲液尧水杨素
渊Sigma冤尧羧甲基纤维素钠尧新华定性滤纸袁其它均为
国产的化学纯或分析纯遥
1.2.2 发酵原料

玉米秸秆粉渊当地农户提供袁粉碎至一定粒度冤尧
麸皮渊市售冤遥
1.2.3 主要仪器

CS213电热恒温培养箱渊重庆试验设备厂冤尧TGL-
20M高速冷冻离心机渊湘仪仪器厂冤尧722型分光光度
计(上海欣茂仪器有限公司)尧XSP-18B双筒显微镜渊江
南医用光学仪器厂冤尧PHS-2C型精密酸度计 渊上海精
科雷磁冤尧DZKW-4型电子恒温水浴锅渊黄骅市渤海电
器厂冤尧THZ-82A台式恒温振荡器渊上海跃进医疗器械
厂冤尧PHS-2C型精密酸度计渊上海精科雷磁冤遥
1.3 培养基

分离平板培养基 (查氏培养基 )院NaNO3 0.3%尧
K2HPO4 0.1% 尧KCl 0.5% 尧MgSO4窑7H2O 0.05% 尧FeSO4
0.001%尧蔗糖 2%尧琼脂 2%袁自然 pH值遥

滤纸条琼脂培养基院1 cm伊7 cm 滤纸条一块 袁
(NH4)2SO4 0.05%尧MgSO4窑7H2O 0.01%尧K2HPO4 0.025%尧
琼脂 2%袁自然 pH值遥

刚果红-羧甲基纤维素琼脂培养基按叶姜瑜
(1997)介绍的方法制作遥

种子培养基院玉米秸秆粉 2 g尧营养盐溶液[(NH4)2SO4
2%尧MgSO4窑7H2O 0.05%尧KH2PO4 0.01%]5 ml遥

基础产酶培养基院玉米秸秆粉 60%尧麸皮 40%尧营
养液[(NH4)3PO4 2.0%尧MgSO4窑7H2O 0.05%尧KH2PO4 0.01%]
250%渊v/m冤袁自然 pH值遥
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由表 1可以看出袁所筛选出的变异菌株的菌落大
小在不同程度上较出发菌株的有所缩小袁这与王景林
等(2000)所筛选出的黑曲霉变异菌株 X-15菌落特征
有所相似遥酶活力的高低和菌落的大小是否存在着某
种关系目前还不能定论袁但与透明圈的大小是呈正相
关的袁透明圈越大袁说明对纤维素的利用能力越强袁酶
活越高遥
2.2 菌株的镜检特征

在显微镜下观察袁各变异菌株与出发菌株的形态
未见显著的改变袁菌丝仍具有隔膜和分支袁分生孢子
头呈球形袁直径在 800 滋m左右袁褐黑色遥 分生孢子梗
自基质生出袁长短不一(大多为 1耀3 mm)袁直径为 15 滋m
左右袁壁厚袁有痣点遥顶囊球形袁直径为 45 滋m左右遥小
梗双层袁自顶囊全面着生袁褐色遥 分生孢子球形袁呈浅
褐色袁直径为 5 滋m左右遥
2.3 酶活力标准曲线方程渊见图 1冤

上述培养基均需在 1.0伊105 Pa尧121 益灭菌 30 min遥
1.4 试验方法

1.4.1 筛选方法

1.4.1.1 菌种活化

将供试的斜面种子接种于平板分离培养基袁30 益
恒温倒置培养 60 h遥
1.4.1.2 菌株初筛

挑取在平板培养基生长旺盛的单菌落分别接种

于盛滤纸条培养基的试管中袁于 30 益恒温培养 72 h遥
然后将显示有滤纸降解的菌株作系列稀释袁 在刚果
红-羧甲基纤维素琼脂培养基上作平板分离袁选取有
透明圈的单菌落接种于查氏斜面培养基保藏袁 以备
复筛遥
1.4.1.3 菌株复筛

自斜面培养基上选取试验菌株斜面培养物一块

渊约 5 mm2冤接种于种子培养基上袁用无菌玻璃棒压碎
与培养基搅匀袁30 益恒温培养 72 h, 按一定的接种比
接入基础产酶培养基上进行发酵培养袁30 益恒温培养
72 h后测其纤维素酶活力袁重复 3次取平均值遥
1.4.2 分析测定方法

1.4.2.1 粗酶液的制备

取生长良好的固体曲 5 g袁加水 50 ml袁于 30 益保
温 1 h袁用沙芯漏斗过滤袁然后在转速 4 500 r/min 冷
冻离心机上离心 10 min, 提取上清液定容至 100 ml袁
得 120粗酶液遥

1.4.2.2 酶活力测定方法

酶活力标准曲线的确定院分别取 1 mg/ml葡萄糖
标准液 0尧0.1尧0.2尧0.3尧0.4尧0.6尧0.8尧1.0 ml于 8支具塞试
管中袁用蒸馏水调至 1 ml袁然后向各试管中加入 1.5 ml
DNS溶液袁摇匀后沸水浴 5min袁取出冷却后用蒸馏水
定容至 10 ml袁 充分混匀遥 在 540 nm波长下测定 OD
值并记录结果袁以葡萄糖含量为横坐标袁以对应的 OD
值为纵坐标袁作标准曲线遥

各组分酶活力的测定按邬敏辰 (1997)尧 Mandels
(1976)尧张树政(1984)尧齐义鹏(1990)的方法测定遥

酶活力单位的定义院 在一定的反应条件下渊pH
值尧温度冤袁每小时由底物生成 1 滋mol葡萄糖所需的
酶量定义为一个酶活力单位渊U冤遥酶活力计算公式为院

酶活力渊U/g冤=[葡萄糖含量( )伊酶液定容总体积
( )伊5.56]/[反应液中酶液加入量( )伊样品重( )伊时间
( )]遥
式中院5.56要要要1 mg葡萄糖的微摩尔数(1 000/180=5.56)曰

样品重要要要发酵后的固体干曲重量遥
2 结果与分析

2.1 初筛结果

本试验中共筛选出 32株能使滤纸崩溃的菌株袁
在刚果红-羧甲基纤维素培养基上选取 HC>1的 5株
菌株袁 其编号分别为 ZM-2尧ZM-8尧ZM-15尧ZM-26尧
ZM-30袁并以原出发菌株作对照袁对它们的单个菌落
形态进行比较袁结果见表 1遥

表 1 不同菌株的菌落形态比较
菌株
ZM-2
ZM-8
ZM-15
ZM-26
ZM-30

CK

直径渊cm冤
5.6
5.0
5.5
5.5
6.1
6.9

HC
1.6
2.1
1.8
1.7
1.4
1.2

表面
菌丝白色袁分布平坦袁孢子黑色袁生长较稀疏袁分布呈轮纹状
菌丝白色袁厚绒状袁孢子灰黑色袁 孢子密集生长袁分布较均匀
菌丝白色袁厚绒状袁孢子灰色袁菌落中央密集生长袁周边稀疏
菌丝白色袁分布平坦袁孢子灰黑色袁生长较密集袁分布呈轮纹状
菌丝白色袁厚绒状袁孢子黑色袁生长较稀疏 袁分布均匀
菌丝白色袁分布平坦袁孢子黑色袁生长稀疏袁分布均匀

背面
中央略带黄褐色袁 平坦

白色袁平坦
白色袁中心凹陷
白色袁平坦
白色袁平坦
白色袁平坦
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2.0
1.5
1.0
0.5

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

=1.796 6 -0.030 9
R2 =0.999 1

葡萄糖含量渊mg/ml冤
图 1 酶活力标准曲线

2.4 复筛结果

将初筛的 5株菌株与出发菌株在基础固体产酶
培养基上发酵培养袁培养温度为 30 益袁初始 pH值为
6.0袁培养 72 h后测其纤维素酶酶活力袁结果见表 2遥

表 2 不同菌株产纤维素酶酶活力的比较（U/g）
菌株
ZM-2
ZM-8
ZM-15
ZM-26
ZM-30

CK

FPA
76.4
110.2
98.7
87.6
75.4
52.5

C1
268.5
389.9
320.5
290.4
234.4
110.5

CMCase
392.5
489.3
449.1
424.5
354.8
295.4

茁-Glase
864.7

1 208.1
1 005.4
913.2
832.9
673.1

由表 2可见袁突变菌株的各组分酶活力与出发菌
株相比袁都有不同程度的提高遥 其中 ZM-8菌株产纤
维素酶酶活力的提高幅度最大袁滤纸酶(FPA)酶活力尧
纤维二糖水解酶(C1)酶活力尧葡聚糖内切酶(CMCase)
酶活力和 茁-葡葡糖苷酶(茁-Glase)酶活力比出发菌株
依次提高了 2.1尧3.5尧1.7尧1.8倍遥 除表征纤维素酶系总
的糖化能力的 FPA外袁在其它 3类组分酶中袁茁-Glase
酶活力最高袁C1酶活力最低袁这与戴四发渊2001冤研究
的由黑曲霉形成的纤维素酶系中袁茁-Glase酶活很高袁
而 C1酶活力极低的结论一致遥

FPA酶活的较大提高袁说明纤维素酶系中其它 3
种酶的协同作用增强了袁意味着对纤维素的降解能力
会有较大程度的提高遥
2.5 ZM-8菌株的遗传稳定性

测定 ZM-8菌株各类酶活力袁取 3次重复的平均
值渊见表 3冤遥

表 3 ZM-8菌株的产酶稳定性（U/g）
传代次数

FPA
C1

CMCase
茁-Glase

1
220.2
389.9
489.3

1 208.1

2
216.5
388.5
490.1

1 207.5

3
220.8
389.2
488.7

1 205.4

4
216.9
390.3
489.8

1 206.8

5
219.5
388.4
490.4

1 208.9

对其进行方差分析袁结果表明 F<Ferit袁说明各重
复值之间的差异不显著袁因此该菌株具有较好的遗传
稳定性遥
3 结论

3.1 空间微重力辐射等诸多特殊的条件可使黑曲霉

发生正向变异袁且变异菌株的优良性状具有较好的遗
传稳定性袁故今后有必要对黑曲霉作进一步的太空诱
变育种研究遥
3.2 由于纤维素酶系是一类复杂的复合诱导酶袁因
此袁 不同的底物对纤维素酶酶活力会有很大的影响遥
大量研究证明袁不同的碳源尧氮源及不同的浓度都会
对纤维素酶系中的各组分酶活力有影响曰不同的培养
条件渊pH值尧温度尧湿度等冤也会对其有较大的影响遥
ZM-8菌株最佳产酶的基质组分和培养条件还有待进
一步研究袁在确定了该菌株最佳的产酶条件后袁其纤
维素酶活力还有望进一步提高遥
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黑 曲 霉 酶 解 提 取 葛 根 黄 酮 的 研 究
汤海鸥 程茂基 石秀侠 薛培俭

摘 要 试验以产高活性纤维素酶、果胶酶、蛋白酶的黑曲霉 ANO2鲜曲对葛根进行酶解处理，
然后对葛根进行常规提取，测定其有效成分黄酮的提取量，并与未加黑曲霉组进行了对比分析。结果

表明：葛根黄酮的提取量提高 21.1%，经 t检验分析，加黑曲霉前后提取量均数差异极显著(P<0.01)。对
酶解条件进行了优化，确定黑曲霉酶解法提取葛根的最佳条件为：最佳温度 40 益、pH值 4.0、酶解作
用时间 6 h、加黑曲霉量为 6%。研究表明，在最佳酶解条件下，黑曲霉 ANO2鲜曲能显著提高葛根有效
成分的释放提取。

关键词 葛根黄酮；黑曲霉；酶解提取

中图分类号 Q814.1
葛根为豆科植物野葛(Pueraria lobata Willd)或甘

葛藤(P.thomosonii Benth)的干燥根,甘葛藤又习称为粉
葛遥葛根具有解肌退热尧生津尧升阳止泻的功效遥目前对
葛根的研究主要集中在对其提取及其有效成分的应用

方面遥 葛根作为饲料添加剂应用时主要是作为添加剂
方剂中的一种袁当然也可单独添加袁添加量一般为 1%耀
2%曰 而使用葛根活性提取物时其用量仅为 0.03%耀
0.05%遥 葛根成分复杂多样袁除包括葛根黄酮等有效成
分外袁还含有蛋白质尧果胶尧淀粉尧植物纤维等成分遥 传
统提取葛根的方法普遍存在不安全尧 提取率低等不利
因素遥 近年来袁 酶工程技术开始广泛应用于中草药工
业袁只要选用恰当的酶袁不仅可以较温和地分解植物组
织袁加速释放有效成分袁而且能够分解去除影响液体制
剂的杂质袁如淀粉尧蛋白质尧果胶等袁促进某些极性低的
脂溶性成分转化为易溶于水的糖苷类而有利于提取遥
如果选用一种符合制酶要求的菌种(株)袁发酵培养后直
接对中草药进行酶解提取袁 这样不仅可省去一套繁琐
的制酶工艺步骤袁提高了经济效益袁而且也为中草药的
提取提供一条新途径遥鉴于此袁我们以高产复合酶黑曲
霉菌株 ANO2为应用菌袁 在发酵培养后直接对葛根进
行酶解处理再提取袁 以研究产酶菌 ANO2直接酶解时
各项试验最优参数袁 同时比较加黑曲霉前后葛根黄酮
提取量之间的差异袁 从而为霉菌鲜曲直接酶解提取中
草药饲料添加剂要要要葛根提供试验依据遥
1 材料与方法

1.1 试验材料与仪器

1.1.1 材料

高产复合酶益生菌种要要要黑曲霉 ANO2 (包括产
纤维素酶尧酸性蛋白酶和果胶酶等袁本实验室提供)尧葛
根(合肥为民大药房袁试验前烘干粉碎过 35 目筛)袁试
验试剂均为国产分析纯遥
1.1.2 仪器

电热恒温培养箱(上海一恒科技有限公司)尧全温
振荡培养箱(哈尔滨东联电子有限公司)尧超净工作台
(苏州净化设备有限公司)尧电热恒温水浴锅(上海一恒
科技有限公司)尧电热恒温鼓风干燥箱(上海一恒科技
有限公司)尧电子天平(精确到小数点后四位袁上海精密
科学仪器有限公司)尧普通天平(上海精密科学仪器有
限公司)尧精密 pH计(上海精密科学仪器有限公司)尧电
热恒温水浴锅(上海一恒科技有限公司)尧回流蒸馏器
一套组合(江苏晶玻实验仪器厂)尧万用电炉(通州市光
学仪器有限公司)遥
1.2 试验方法

1.2.1 酶活测定

按照 叶酶法提取银耳多糖的研究曳渊林宇野等袁
1995冤方法测定遥
1.2.2 葛根黄酮采用常规回流法提取

按 Zhao 等渊2000冤的方法提取袁并计算提取产物
的百分数遥

淤提取物的制取院 将选购的葛根放入烘干箱袁105 益
烘 2耀3 h袁粉碎袁过 35目筛袁备用遥称取葛根粉 15 g袁加
150 ml 70%的乙醇袁 在 85 益的水浴锅中回流 3 h袁过
滤曰滤渣再加 100 ml 70%的乙醇袁在 85 益的水浴锅中
回流 2 h袁共两次曰合并滤液袁放入 95 益的水浴锅中蒸
馏回收乙醇袁提取物蒸发至少量遥

于 标准曲线的绘制院 精密称取干燥至恒重的葛

汤海鸥，安徽省蚌埠市丰原集团发酵技术国家工程研究

中心，233010，安徽省蚌埠市胜利西路 777号。
程茂基（通讯作者），安徽农业大学动物科技学院。

石秀侠、薛培俭，单位及通讯地址同第一作者。
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根素对照品 5 mg袁于 25 ml容量瓶中袁加 95%乙醇溶
解并稀释至刻度袁 摇匀遥 精密吸取 0.1尧0.2尧0.3尧0.4尧
0.5尧0.6尧0.8袁1.0 ml分别置于 10 ml容量瓶中袁加 95%
乙醇至 2.0 ml袁再加蒸馏水稀释至刻度袁摇匀曰另取
2.0 ml 95%乙醇,用蒸馏水稀释至 10 ml袁作空白对照袁
于 250 nm处测定吸收度袁标准曲线如图 1袁其回归方
程为院 =0.346 5 -0.137 8袁r=0.994 6遥

0.45
0.4

0.35
0.3

0.25
0.2

0.15
0.1

0.05
0.2 0.4 0.6 0.80 1
葛根溶液浓度渊mg/ml冤
图 1 葛根黄酮标准曲线

盂 提取物的测定院将提取液转移至 50 ml的容量
瓶中袁用 95%乙醇定容袁摇匀遥取 1 ml于 10 ml的容量
瓶中袁用 95%乙醇定容袁摇匀遥再取 1 ml于 10 ml的容
量瓶中袁用水定容袁摇匀遥 用 10.0 ml 95%乙醇精确加
水至 100 ml的溶液做空白对照, 在 250 nm处测定吸
光度袁从标准曲线上换算出葛根黄酮的浓度袁并计算
出葛根黄酮的百分含量遥 计算公式为院

葛根黄酮的百分含量(%) =[标准浓度渊mg/ml冤伊稀
释总量渊l冤]/葛根重渊g冤遥
1.2.3 应用黑曲霉 ANO2提取葛根黄酮
1.2.3.1 提取方法

将圆底烧瓶中的葛根粉按比例添加黑曲霉鲜曲袁
混匀袁加入适量的水袁搅匀袁调整 pH值袁再将圆底烧瓶
放入水浴锅里袁 在一定的温度下进行酶解预处理袁酶
解一段时间后再进行常规提取遥
1.2.3.2 试验参数优化

淤 单因素试验设计
酶促反应温度对酶解的影响院试验研究了在 30尧

40尧50尧60尧70 益 5个不同温度下袁 温度对葛根黄酮提
取量的影响袁每个温度因素设 3个平行试验袁其它酶
解条件不变袁从中确定一个最适的酶解温度遥

酶解作用时间对酶解的影响院设定 2尧4尧6尧8尧10 h 5
个作用时间进行试验, 每个时间因素设 3个平行试验袁
其它条件不变袁从中确定一个最适的酶解作用时间遥

pH值对酶解作用的影响院 将酶解作用的 pH 值

分别设定 3.5尧4.0尧4.5尧5.0尧5.5袁50 益条件下酶解 6 h袁
每个 pH值因素设 3个平行试验袁 其它条件不变袁从
中确定一个最适的酶解作用 pH值遥

加黑曲霉量对酶解作用的影响院在上述最佳条件
下袁测定加黑曲霉量对葛根黄酮提取量的影响袁将加
黑曲霉量分别设定为 4%尧6%尧8%尧10%尧12% 5 个水
平袁每个水平设 3个平行试验袁其它条件不变袁从中确
定一个最适加霉量遥

于 正交试验设计
本试验拟采用 4因素渊pH值尧温度尧酶解作用时

间尧加霉量冤3水平的正交试验袁从中确定黑曲霉提取
葛根黄酮的最佳反应条件遥 正交试验设计见表 1遥

表 1 黑曲霉提取葛根反应条件正交设计

因素

时间 (h)
6
8
10

pH值
3.5
4.0
4.5

温度(益)
30
40
50

加霉量 (%)
6
8

10
1
2
3

水平

2 结果与分析

2.1 酶活测定结果

根据酶活测定方法对产复合酶的黑曲霉进行测

定袁试验分 3组袁分别是纤维素酶组尧酸性蛋白酶组尧
果胶酶组袁且每组取 3个平行样袁测定结果见表 2遥

表 2 复合酶制剂酶活测定结果（IU/g）
试验组
纤维素酶
蛋白酶
果胶酶

1
618.1
435.5
416.5

2
621.1
432.3
406.8

3
622.2
422.4
412.2

平均值
620.5
430.1
411.8

由表 2可知袁 高产复合酶霉菌要要要黑曲霉 ANO2
的 3种酶酶活已经非常高袁都在 400 IU以上遥 在此酶
活情况下袁黑曲霉 ANO2鲜曲可以用做酶解提取试验遥
2.2 葛根的回流法提取结果 渊即未加黑曲霉的常规
提取冤

按野1.2.2冶的提取方法设定 2组试验袁每组设 3个
平行样袁并按测定方法测得各组葛根黄酮百分含量见
表 3遥
表 3 常规回流法提取葛根黄酮的质量百分含量（%）
试验组

1
2

平均值
0.56
0.58

1
0.52
0.54

2
0.59
0.61

3
0.58
0.57

由表 3可知袁 葛根中总黄酮的质量百分含量在
0.5%~0.6%之间袁 总黄酮所得量占葛根总量的比重非
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常小袁必须应用分光光度计精确定量遥 对表 3所有数
据计算得其平均值为 0.57%袁此数值确定为葛根总黄
酮常规提取量的标准值遥
2.3 单因素试验结果

2.3.1 酶促反应温度对酶解的影响

试验探讨了不同酶解温度对酶解效果的影响袁酶
的活性在不同反应温度下有很大差异遥 如图 2所示,
在 30耀50 益时袁葛根黄酮的提取量相对较大袁其中在
40 益时达到最高遥温度过高或过低时葛根黄酮的提取
量都出现明显的下降趋势遥 结果表明袁40 益是酶解葛
根的最佳温度袁此温度下黑曲霉的酶解效果最好遥

20 30 40 50 60

0.65
0.60
0.55
0.50
0.45
0.40

酶解温度渊益冤
图 2 酶促反应温度对酶解的影响

2.3.2 酶解作用时间对酶解的影响

试验探讨了不同酶解时间对酶解效果的影响袁如
图 3所示袁随着酶解时间的增加袁葛根黄酮提取量也
出现增加趋势袁 但增幅变化不是很明显袁 尤其在 8 h
的时候葛根黄酮的提取量还出现稍稍变低的情况袁这
可能是各组平行样提取过程中试验误差造成的袁此变
化不影响试验结果遥根据试验结果再结合经济效率因
素考虑袁酶解时间确定 6 h为最佳遥

642 108

0.65
0.60
0.55
0.50
0.45
0.40

酶解作用时间渊h冤
图 3 酶解作用时间对酶解的影响

2.3.3 pH值对酶解的影响
试验探讨了不同 pH值对酶解效果的影响袁如图 4

所示袁当酶解介质 pH值在 3.5耀5.0的时候袁葛根黄酮的
提取量变化不大袁其中 pH值为 4.0的时候葛根黄酮的
提取量达到最高遥而当 pH值大于 5.0时葛根黄酮的提

取量出现明显的下降趋势袁影响葛根黄酮的提取效果遥
结果表明袁pH值为 4.0时袁黑曲霉的酶解活性最高遥

54.543.5 5.5

0.65
0.60
0.55
0.50
0.45
0.40

pH值
图 4 pH值对酶解作用的影响

2.3.4 加黑曲霉量对酶解的影响

当其它酶解条件确定之后袁试验探讨了不同加霉
量对酶解效果的影响袁如图 5所示袁由试验测得数据
可看出袁随着加霉量的增加袁葛根黄酮的提取量随之
增多袁但增幅不是很明显袁当加黑曲霉量达到 6%后袁
葛根的提取量增加幅度趋于平缓袁所以从经济和效率
因素考虑袁加黑曲霉量确定 6%为最佳遥

86 124 10

0.65
0.60
0.55
0.50
0.45
0.40

加霉量渊%冤
图5 加黑曲霉量对酶解作用的影响

2.4 正交试验结果

试验采用了 4因素(酶促反应时间尧pH值尧酶促反应
温度尧加霉量)3水平正交设计袁结果计算及分析见表 4遥
表 4 黑曲霉 ANO2提取葛根黄酮正交试验的分析结果

0.62
0.69
0.61
0.67
0.65
0.60
0.63
0.66
0.67
17.40

A3B2C2D1
或 A3B2C2D3

RC跃RB跃RA跃RD

试验因素
项目 平均提取量(%)

1
2
3
4
5
6
7
8
9

T1
T2
T3
X1
X2
X3
R

A
时间(h)
1渊6冤

1
1

2渊8冤
2
2

3渊10冤
3
3

5.76
5.77
5.87
1.92
1.92
1.96
0.04

B
pH值
1渊3.5冤
2渊4.0冤
3渊4.5冤

1
2
3
1
2
3

5.75
6.00
5.65
1.92
2.00
1.88
0.12

C
温度(益)
1渊30冤
2渊40冤
3渊50冤

2
3
1
3
1
2

5.65
6.09
5.66
1.88
2.03
1.89
0.14

D
加霉量渊%冤

1渊6冤
2渊8冤

3渊10冤
3
1
2
2
3
1

5.82
5.76
5.82
1.94
1.92
1.94
0.02
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表 4可知袁酶解温度和pH值是影响葛根黄酮提取
量的最关键因素袁在试验范围内袁酶解时间和加黑曲霉
量的影响很小遥 试验产生的最优组合是 A3B2C2D1 (或
A3B2C2D3)袁即温度为 40 益尧pH 值为 4.0尧时间为 10 h尧
加酶量为 6%(或 10豫)遥

正交试验结果的方差分析见表 5遥
表 5 黑曲霉 ANO2提取葛根黄酮的方差分析结果

误差来源
A因素
B因素
C因素
D因素
误差
总和

平方和
0.000 8
0.007 2
0.014 0
0.000 3
0.002 8
0.025 1

自由度
2
2
2
2
18
26

方差
0.000 4
0.003 6
0.007 0
0.000 15
0.000 16

F
2.50
22.50
43.75
0.938

孕
>0.05
<0.01
<0.01
>0.05

注院F0.01(2袁18)=6.01袁F0.05(2袁18)=3.55遥
由表 5可知袁酶解温度和 pH值的差异极显著袁这

两个条件对葛根黄酮提取量的影响起主要作用袁酶解
时间和加霉量在此试验范围内没有显著性差异袁对测
定结果的影响很小遥 综合以上正交试验结果分析袁因
为酶解温度和 pH值的差异极显著袁 所以可以确定酶
法提取葛根的最佳酶解温度为 40 益尧pH值为 4.0袁而
酶解作用时间和加酶量差异不显著袁再结合经济和效
率因素考虑袁可以确定酶解作用最佳时间为 6 h袁最适
加酶量为 6%遥
2.5 加霉与未加霉提取结果比较

从表 4尧表 5中正交方差结果可知袁9组试验中的
第野2冶组 B尧C两因素满足了黑曲霉提取葛根的最佳酶
解条件袁而 A尧D两因素差异不显著袁因此可以确定该
组为最佳试验组遥其提取量的平均值为 0.69%遥再结合
常规提取的结果进行 t检验比较,结果见表 6遥
表 6 加黑曲霉和未加黑曲霉提取葛根黄酮结果比较

加黑曲霉

X1
0.69%

S1
0.014 1

未加黑曲霉

X2
0.57%

S2
0.010 0 6.93

t值
<0.01
孕值

注院t0.01(4)=4.604遥

从以上加黑曲霉组和未加黑曲霉组的比较数据

可知袁 在黑曲霉的作用下袁 葛根黄酮的提取量提高
21.1%袁经 t检验分析袁加黑曲霉前后提取量均数差异
极显著(P<0.01)遥这表明应用黑曲霉提取与常规方法提
取相比袁能显著提高葛根有效成分黄酮的释放提取遥
3 讨论

对于酶解反应来说袁最优酶解参数是至关重要的

条件遥 黑曲霉 ANO2是一株复合酶高产菌袁其纤维素
酶尧果胶酶和蛋白酶酶活已经高于现在工业生产酶制
剂所要求的酶活标准遥 程茂基等(2005)已对该酶的纯
化和酶学性质进行研究袁但对该黑曲霉的酶解条件有
待进一步探讨遥 在研究酶解条件时袁要考虑至少 4个
独立的变量袁即加黑曲霉量(E)(或黑曲霉与底物比 E/
S)尧反应体系 pH值尧反应温度和反应时间遥尽管上述 4
个变量具有独立性袁 但它们之间又有一定的相互联
系遥 在酶解的过程中袁随着酶解的深入袁酶活逐渐失
去袁并且随着产物的积累而形成的抑制作用也不断加
强袁上述各因素的综合作用最终导致酶促反应速度和
酶解产物趋于恒定值遥 因此袁通过对酶解过程的研究
可以选择最佳的酶解温度尧pH值尧酶解时间尧霉用量袁
从而确定适宜的酶解条件遥 蒋立文(1999)利用毛霉制
剂处理大豆乳袁能达到较为理想的酶解条件是院温度
在 40耀50 益之间尧pH值在 7.0左右尧 酶解时间为 3 h尧
黑曲霉用量 3%左右袁 其中底物浓度和酶解时间相对
恒定遥

从本试验的结果可以看出袁 温度和 pH值是影响
酶解效率最重要的两个因素袁呈显著性差异遥 在酶解
时间和酶与底物比最佳的情况下袁有效成分提取率增
加的效果对酶解温度和 pH值的变化很敏感遥 温度对
酶的作用像一般化学反应一样袁随温度升高袁活化分
子数增加袁有利于催化反应进行袁同时由于酶是蛋白
质袁随温度升高袁酶蛋白会逐渐变性失活遥 因此袁最适
合的温度是这两种影响相互作用的结果遥根据单因素
试验和多因素试验研究结果可知袁黑曲霉 ANO2的最
佳作用温度为 40 益左右袁 此状态下酶能发挥较高的
活力袁同时又保持良好的热稳定性遥 酶表现出最大活
力的温度范围较窄袁低温时袁酶的抑活是可逆的袁在高
温下的失活是不可逆的袁所以袁酶处理完成后袁也可通
过升高温度的方法袁使酶失去活力终止反应遥 不同的
pH值条件下袁酶活不同遥 pH值变化虽然没有改变酶
分子的化学结构袁但主要是影响了酶分子的活性中心
上有关基团的解离袁 这样就影响了酶与底物的结合遥
另外袁酶是蛋白质袁pH值变化直接改变了氨基酸的解
离状态袁从而影响了离子平衡袁导致了蛋白质变性遥而
适当的 pH值袁通过静电作用袁维持了酶活性中心的最
佳三维构象袁 促进酶与底物结合遥 为了使黑曲霉
ANO2充分发挥其活力袁在实际使用中袁应控制 pH值
为 4.0左右袁否则袁黑曲霉 ANO2对松针粉和葛根的酶
解作用将不能得到充分发挥遥

从本试验的结果可以看出袁酶解时间和加黑曲霉

试 验 研 究汤海鸥等：黑曲霉酶解提取葛根黄酮的研究

18



量并不影响葛根黄酮提取率袁但是在酶解时间和加黑
曲霉量没有达到最佳之前袁有效成分提取率受时间和
加黑曲霉量的变化影响很大袁有效成分的得率会随着
时间和加黑曲霉量的增加而增加袁当酶解时间和加黑
曲霉量达到最佳状态后袁增加酶解时间和加黑曲霉量
对有效成分的提取率影响就不是很明显遥 由此可见袁
虽然在一定条件下袁延长酶解时间可以增加产物的得
率袁但从实际生产中对生产周期的考虑袁过长的酶解
时间是不经济的遥 本试验研究的结果表明袁当酶解时
间达到 10 h的情况下袁酶解效果处于最佳时机遥 但酶
解时间在设定的范围内是不显著参数袁所以从经济角
度考虑选择酶解时间 6 h为最佳时间遥 加黑曲霉量与
酶解率的增加效果也密切相关遥在饱和加黑曲霉量未
达到之前袁加黑曲霉量对酶解得率的增加效果有显著

性影响袁加黑曲霉量越大袁酶解得率越大曰在加黑曲霉
量达到饱和之后袁加黑曲霉量对酶解得率的增加效果
没有显著性影响袁加黑曲霉量只是对达到最高酶解得
率的时间有所影响袁加黑曲霉量越大袁达到最高得率
所需要的时间将会有所缩短遥 王静 (2003)在研究加黑
曲霉量对 Endo酶解菊粉的影响结果表明袁 加黑曲霉
量为 5 U/g时袁菊粉的酶解得率较小袁达到最大得率的
时间为 72 h袁当加黑曲霉量达到 20 U/g时袁菊粉的酶解
得率达到最大袁所需时间为 48 h遥 从本试验单因素试
验研究表明袁在饱和加黑曲霉量 6%之前袁随着黑曲霉
ANO2鲜曲量的增加袁 酶解得率增加袁 当达到 6%之
后袁酶解得率增加没有显著性效果遥

（编辑：高 雁，snowyan78@tom.com）

宋保强 陈家钊 王银东 林俊华 吴世林

摘 要 选用 135头体质健康、体重 60 kg左右的杜伊大伊长三元杂交猪，随机分为 5个处理组，研
究不同植酸磷水平对植酸酶使用效果的影响。试验结果表明，加植酸酶情况下，有效磷达 0.165%、植
酸磷水平为 0.25%时大猪的生长性能最好。玉米—豆粕型大猪饲粮中的植酸磷水平能使 500 IU/kg的
植酸酶发挥正常功效，一般不会出现“底物”不足的情况。

关键词 杜伊大伊长三元杂交猪；植酸酶；植酸磷；生长性能
中图分类号 Q814.9

目前袁 植酸酶在饲料中的作用效果得到充分证
实遥 它不仅可促进植酸磷的消化吸收尧减轻养殖业带
来的磷污染尧保护环境尧还可改善蛋白质尧氨基酸和能
量的利用效果袁提高畜禽生产性能遥 有关植酸酶的应
用技术的研究很多袁但到目前为止关于饲粮中的不同
植酸磷水平对植酸酶使用效果的影响尚未见报道遥为
此袁本试验采用杜伊大伊长大猪为试验对象袁在添加植
酸酶的基础上袁探讨了不同植酸磷水平对植酸酶使用
效果的影响袁旨在观察保证猪健康生产情况下植酸酶

的最低底物渊植酸磷冤浓度袁为实际生产中更好的应用
植酸酶提供理论依据遥
1 材料与方法

1.1 试验设计

采用 2伊2因子设计袁植酸磷设 2个水平(0.250%尧
0.300%)袁2个有效磷水平(0.165%尧0.220%)袁相应调整
钙水平使钙与总磷比保持在 1.251袁均添加植酸酶遥
另外设 1个对照组不添加植酸酶袁钙尧磷为正常水平遥
试验设计见表 1遥

表 1 试验设计

营养成分
植酸磷渊%冤
有效磷渊%冤
总磷渊%冤
钙渊%冤
植酸酶(g/t)

A组渊对照冤
0.250
0.220
0.470
0.590
0.000

B组
0.250
0.165
0.420
0.530

100.000

C组
0.250
0.220
0.470
0.590

100.000

D组
0.300
0.165
0.470
0.590

100.000

E组
0.300
0.220
0.520
0.650

100.000

宋保强，广州智特奇生物科技有限公司，510507，广州市天
河区燕岭路 123号建设大厦 502。

陈家钊、林俊华,福建丰泽农牧饲料有限公司。
王银东（通讯作者）、吴世林，单位及通讯地址同第一作者。

收稿日期：2006-10-30

试 验 研 究 《饲料工业》·圆园园6年第 圆7卷第 24期

19

mailto:snowyan78@tom.com


1.2 试验动物

选择出生时期相近尧体况相似尧健康无病尧体重
60 kg左右的杜伊大伊长三元杂交猪 135头遥根据窝别尧
性别和体重因素袁随机分配到 5处理组中袁每个处理
设 3个重复袁每 1栏为 1个重复袁每个重复 9头猪遥
1.3 饲养管理

试验在福建丰泽农牧饲料有限公司试验猪场进

行遥 试验猪全部饲养在自然通风的生长育成圈舍中袁
每栏内设料槽和乳头式饮水器各一个遥试验猪按分组
处理分配到各栏舍袁任其自由采食和饮水袁免疫程序
和饲养管理按照工厂化猪场的方法进行遥正式试验前
预饲 5 d袁然后进行正式试验袁整个试验期共 35 d遥
1.4 试验日粮

基础饲粮参照 NRC(1998)猪营养需要配制袁制作
为粉状饲料遥 根据组别分别配制相应的有效磷尧总磷
和钙水平饲粮袁其它营养水平渊粗蛋白尧消化能尧赖氨
酸和蛋氨酸等冤相同袁具体见表 2遥 其中高植酸磷组由
玉米要豆粕型日粮添加植酸钠(分子式院C6H6O24P6Na12袁
其中 P元素占 20.1%)组成遥上述日粮除对照组外均添
加植酸酶智富磷 5 000袁 广州市智特奇饲料科技有限
公司提供袁酶活逸5 000 U/g冤,添加量为 100 g/t遥

表 2 各组日粮组成及营养水平

原料组成(%)
玉米
麦麸
豆粕
4%预混料
合计
营养水平
消化能(MJ/kg)
粗蛋白(%)
钙(%)
总磷(%)
有效磷(%)
植酸磷(%)
赖氨酸(%)
蛋氨酸(%)
蛋垣胱(%)

A 组渊对照冤
68.00
7.00

21.00
4.00

100.00
13.27
16.400
0.590
0.470
0.220
0.250
0.770
0.270
0.570

B组
68.00
7.00
21.00
4.00

100.00
13.27

16.400
0.530
0.420
0.165
0.250
0.770
0.270
0.570

C组
68.00
7.00

21.00
4.00

100.00
13.27
16.400
0.590
0.470
0.220
0.250
0.770
0.270
0.570

D组
68.00
7.00

21.00
4.00

100.00
13.27
16.400
0.590
0.470
0.165
0.300
0.770
0.270
0.570

E组
68.00
7.00

21.00
4.00

100.00
13.27
16.400
0.650
0.520
0.220
0.300
0.770
0.270
0.570

1.5 测定指标

1.5.1 生产性能

试验开始和结束时袁 试验猪空腹 16 h后称取每
个重复组试验猪体重袁 并记录试验期间各栏采食量遥
计算平均日增重(ADG)尧平均日采食量(ADFI)和饲料
转化率(FCR)遥
1.5.2 血清指标

试验结束前 1 d袁每个处理组随机选 3头猪袁每个
重复 1头猪袁 前腔静脉采血 10 ml袁3 000 r/min离心袁
分离出血清袁放入 Eppendorf管中冷冻保存备用遥采用
生化试剂盒法分析血清钙尧血清磷尧血清碱性磷酸酶尧
血清尿素氮水平遥
1.6 统计分析

所有数据用平均数依标准差渊X依SD冤表示袁采用
SPSS11.5软件进行方差分析和多重比较遥
2 试验结果

2.1 试验猪生长性能及血清生化指标(见表 3)
表 3 试验猪生长性能

平均初重
渊kg冤

61.80依2.38
61.63依1.76
61.73依1.66
62.23依1.14
60.53依4.01

平均末重
渊kg冤

87.13依5.80
87.67依1.90
85.87依1.54
85.53依3.56
85.20依5.06

平均日增重
渊kg冤

0.817依0.111
0.837依0.037
0.779依0.027
0.752依0.078
0.796依0.037

平均日采食量
渊kg冤

2.43依0.03
2.55依0.01
2.37依0.02
2.35依0.03
2.55依0.04

A
B
C
D
E

组别

3.01依0.39
3.05依0.01
3.05依0.11
3.15依0.32
3.22依0.15

料重比

由表 3可见袁 经统计分析得出各处理组间初重尧
末重尧日增重尧日采食量和料重比差异均不显著渊P跃
0.05冤遥 将表中各指标与大猪渊60~90 kg冤的饲养标准
渊平均日增重 0.8 kg尧 平均日采食量 2.5 kg尧 料重比
3.13冤渊中国袁2004冤相比袁试验期各组猪的几项指标均
处在正常范围之内遥 平均日增重渊kg冤顺序为 B跃A跃E跃
C跃D曰料重比顺序为 E跃D跃B=C跃A 遥说明不加植酸酶情
况下袁有效磷达 0.22%尧总磷达 0.47%即可曰加植酸酶
情况下袁有效磷达 0.165%尧总磷达 0.42%最好遥

表 4 血清中碱性磷酸酶、钙、磷、尿素氮含量

组别
A
B
C
D
E

碱性磷酸酶渊IU/l冤
188.67依23.71
160.67依56.52
154.00依24.08
140.33依36.07
164.00依26.15

钙渊mmol/l冤
2.65依0.08
2.62依0.09
2.69依0.09
2.67依0.05
2.67依0.02

磷渊mmol/l冤
2.69依0.23
2.57依0.22
2.69依0.11
2.56依0.15
2.60依0.09

尿素氮渊mmol/l冤
4.57依0.36
5.03依1.53
4.53依1.03
5.10依1.30
5.40依0.35

由表 4试验结果可以看出袁血清中钙的含量各处
理组间数值基本一致曰磷的含量稍微有些波动袁最高
含量与最低含量之间相差 5豫曰 碱性磷酸酶和尿素氮
含量各组间有一定的变化袁但不明显袁各组的几项指
标的统计分析结果显示袁各处理组间血清中碱性磷酸
酶尧钙尧磷尧尿素氮含量均无显著差异渊P跃0.05冤遥
2.2 经济效益分析

本试验结果表明袁低有效磷添加植酸酶组渊B组冤
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与对照组渊A组冤相比每吨全价饲料中袁节省磷酸氢钙
3.3 kg袁节省成本为 3.28元袁则 4%的预混料中每吨成
本节省 82元遥 C组是在对照组的基础上每吨料添加
100 g智富磷袁但生长性能与 A组相比无显著差异袁说
明试验猪在有效磷达 0.22%尧总磷 0.47 %时袁已满足
生长需求袁添加植酸酶只是增加了成本遥 D组和 E组
的料肉比同前三组相比稍高袁而饲料成本同 B组相比
却不低遥 因此 B组是试验猪生长的最佳选择遥
3 讨论

3.1 对大猪生长性能的影响

有关植酸酶在猪饲料中的应用已有较多的研究袁
并均取得良好的效果遥 它不仅可提高磷的利用率袁减
轻养殖业带来的磷污染袁保护环境袁还可改善蛋白质尧
氨基酸和能量的利用效果袁提高畜禽生产性能遥 本试
验中添加植酸酶的各组与正常对照组相比生产性能

没有差异袁说明低有效磷添加植酸酶组中植酸酶发挥
了作用袁满足了猪对磷的正常需求袁说明在降低有效
磷的同时添加植酸酶可以维持猪正常的生产性能遥

在正常有效磷水平的基础上再添加植酸酶对猪

的生产性能影响不显著遥 因此袁在应用植酸酶和评价
植酸酶的功效时袁要充分注意猪对磷的实际需要量和
饲粮中有效磷以及植酸磷的含量遥
3.2 对大猪血清指标的影响

饲粮中钙尧磷比例会影响猪对钙尧磷的吸收袁也会
影响植酸酶的使用效果遥 据 Komegay(1996)报道袁钙尧
磷比例从 2.01降至 1.11时袁 可使酶的催化效率
提高 5%耀12% 遥 胡骁飞渊2005冤在生长猪上的试验结
果表明袁 添加植酸酶的日粮袁 其最适宜的钙磷比在
1.4耀1.01之间效果较好遥 陈文渊2002冤在仔猪上的试
验表明袁添加植酸酶的日粮降低钙磷比例使仔猪血清
钙含量下降袁但血清磷基本不变遥 Adeola渊1998冤在育
肥猪上的试验证明袁当只降低日粮磷水平添加植酸酶
会使猪的血磷水平含量比对照组升高袁血钙降低遥

本试验结果表明袁 日粮的钙磷比保持在 1.251
时袁各处理组间的血清钙含量很稳定袁不随日粮中的
钙含量的变化而变化袁原因可能是在满足猪日粮中钙
需求的情况下袁血清钙只与钙磷比有关遥 添加植酸酶
的各组与正常对照组相比血清磷含量也没有差异遥说
明低有效磷添加植酸酶组中植酸酶发挥作用把部分

植酸磷释放出来曰 在有效磷水平已满足猪的需要时袁
添加植酸酶对血清磷含量影响不显著遥

刘燕强渊1994冤认为袁成骨细胞增殖在骨骼生长亢
进时袁出现血清碱性磷酸酶活性升高袁故未成年动物

的血清碱性磷酸酶活性较成年动物高袁而且当动物缺
钙尧磷时袁碱性磷酸酶酶活会异常升高遥本试验中试验
组与对照组相比袁各组血清碱性磷酸酶活性无显著差
异渊P跃0.05 冤袁说明各处理组中钙尧磷水平都能满足试
验猪的需要遥
3.3 植酸磷水平对植酸酶作用效果的影响

作为植酸酶作用的底物袁植酸磷的浓度影响植酸
酶的活性及作用效果遥 一般而言袁饲粮中植酸磷含量
越高袁植酸酶的功效越大遥试验证明袁日粮中植酸磷含
量在 0.2豫以上时袁使用植酸酶才有效袁但也不是植酸
磷的含量越高袁植酸酶的作用效果越好遥

有试验证明袁植酸酶的添加量与磷的表观消化率
之间为二次曲线关系遥本试验中不同的植酸磷各组之
间植酸酶效果没有差异袁 可能是两个植酸磷水平
渊0.25%尧0.30%冤 均能使饲粮中 100 g/t 水平的植酸酶
发挥最佳效果遥本试验设计的两个植酸磷水平没能得
出植酸磷水平与植酸酶作用效果之间的关系袁只能说
明大猪饲粮中在添加 100 g/t植酸酶的情况下植酸磷
水平达到 0.25%已经足够遥 鉴于在实际生产中大猪饲
粮中植酸磷水平一般能达到 0.25%甚至高于 0.25%袁
所以饲粮中添加 100 g/t的植酸酶一般不会出现 野底
物冶不足的情况袁是安全的遥
4 结论

本试验结果表明院 在大猪玉米要豆粕型日粮中袁
不加植酸酶情况下袁有效磷达 0.22%袁总磷达 0.47%即
可曰加植酸酶情况下袁有效磷达 0.165%袁总磷达 0.42%
最好遥 实际生产中饲粮中添加 100 g/t的植酸酶一般
不会出现野底物冶不足的情况遥
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饲粮中添加微生物植酸酶和

有机酸对断奶仔猪生产性能的影响
高俊杰 车向荣

摘 要 试验通过测定断奶仔猪的生长性能，研究断奶仔猪日粮中添加微生物植酸酶和有机酸

的效果。试验采用完全随机设计，将 72头体重相近、遗传基础相似的 35日龄断奶的杜伊长伊大三元杂
交仔猪分为 4组，每组 3个重复，每个重复 6头猪。试验日粮在相同钙水平基础上，分别设为：玉米—
豆粕型基础日粮（正对照组）、基础日粮-50豫磷酸氢钙（负对照组）、基础日粮+植酸酶（500 U/kg）-50豫
磷酸氢钙（处理 1组）、基础日粮+植酸酶（500 U/kg）+有机酸（0.35豫柠檬酸）-50豫磷酸氢钙（处理 2
组）。试验结果表明：淤与负对照组相比，处理 1组和处理 2组平均日增重（ADG）和增重与饲料比（G/
F）显著提高（P约0.05），处理 1组和处理 2组之间无显著差异（P跃0.05），但 ADG和 G/F均以处理 2组较
高；各处理组间仔猪的平均日采食量（ADFI）无显著差异（P跃0.05）。于添加植酸酶或植酸酶和有机酸不
影响粗蛋白（CP）的表观消化率和血清尿素氮（SUN）浓度（P跃0.05）。总之，仔猪断奶阶段，在玉米—豆粕
型基础日粮中添加植酸酶或植酸酶和有机酸代替部分磷酸氢钙，仔猪的生长性能与含正常无机磷水

平的正对照组相比无显著差异，500 U/kg植酸酶或 500 U/kg植酸酶和 0.35豫柠檬酸足以代替仔猪日
粮中 50豫磷酸氢钙，但植酸酶和有机酸对于提高仔猪生长性能不存在显著的协同效应。

关键词 植酸酶；有机酸；仔猪；生长性能
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在猪日粮中使用的植物籽实及谷物中袁大约 60豫耀
70豫的磷以植酸磷的形式存在袁由于猪消化道没有足
够的植酸酶来充分水解植酸磷袁所以植酸磷只有部分
被猪利用渊Cromwell,1993冤袁因此袁在猪日粮中添加微
生物植酸酶来释放被束缚的磷已成为人们关注的研

究课题渊Lei等袁1993a尧b曰Kornegay和 Qian,1996冤遥具有
生物活性的植酸酶通过分解植酸袁解除了其对钙尧磷尧
蛋白质尧微量元素尧维生素等营养物质的络合作用袁提
高了饲料潜在的营养价值袁降低饲料中无机磷的添加
量袁相对降低了饲料成本袁提高生长性能遥

由于大多数微生物植酸酶在 pH 值为 2.5尧5.5时
活性最高袁添加有机酸可提供一个有利于植酸酶水解
植酸的胃肠 pH值袁同时还可降低胃排空速度袁延长植

酸酶对底物的作用时间遥 因此袁理论上添加有机酸可
以提高植酸酶的活性遥
1 材料和方法

1.1 试验动物

试验选用 35日龄断奶的杜伊长伊大三元杂交仔猪
72头袁平均初始体重(8.76依0.28) kg遥 采用单因子完全
随机区组设计袁按体重相近尧遗传基础相似的原则随
机分为 4组袁每组以圈为单位设 3个重复袁每个重复 6
头猪(阉公猪 3头尧母猪 3头)遥正式试验开始前袁所有猪
饲喂同一低磷饲粮 (不加磷酸氢钙的对照组饲粮)7 d袁
以耗竭猪体内的磷贮存遥 试验期 28 d遥
1.2 植酸酶的来源及特性

由德国巴斯夫公司提供袁 植酸酶酶活为 5 000 U/g遥
1.3 试验日粮

试验基础日粮为玉米要豆粕型日粮袁其组成和营
养水平按林映才等 渊2002冤 建议的瘦肉型猪 8耀20 kg
的营养需要模式配制遥 基础日粮配方及营养水平
见表 1遥
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表 1 基础日粮配方及营养水平

原料
玉米
豆粕
石粉
赖氨酸
蛋氨酸
磷酸氢钙
食盐
预混料
营养水平
DE渊MJ/kg冤
CP渊%冤
Ca渊%冤
非植酸磷渊%冤
Lys渊%冤
Met渊%冤
食盐渊%冤
总磷渊%冤

含量渊豫冤
66.35
30.41
1.00
0.30
0.03
1.43
0.31
0.20
13.80
18.02
0.80
0.36
1.15
0.29
0.30
0.59

注院1.营养成分中 CP尧Ca尧总磷为实测值袁其它为计算值曰
2.预混料为全价料袁提供所规定的微量元素和维生素的需要量遥

1.4 试验设计

试验在饲粮钙水平相同基础上共设 4个组袁即正
对照组袁添加磷酸氢钙满足有效磷需要曰负对照组袁减
少正对照组磷酸氢钙添加量的 50豫曰处理 1组添加植
酸酶袁替代正对照组磷酸氢钙添加量的 50豫曰处理 2
组添加植酸酶和有机酸袁替代正对照组磷酸氢钙添加
量的 50豫遥 植酸酶添加水平为 500 U/kg遥 用石粉补足
钙袁剩余的空间由沸石粉补足遥有机酸为柠檬酸袁添加
水平为 0.35豫遥
1.5 饲养方法与管理

预试期和正试期每天定时饲喂袁各组供试猪自由
采食尧饮水遥 随时观察供试猪的食欲尧精神状况尧粪便
等情况遥试验期间袁按常规免疫程序进行免疫袁并采用
多种方式进行消毒遥
1.6 测定项目与方法

试验期间每周清晨空腹称体重一次遥 称重前 1 d
晚上 8:00停食袁次日清晨 8:00逐个称重遥并以圈为单
位结算相应试验期猪的耗料情况袁 计算平均日增重尧
日采食量和料重比遥

在试验结束称重前每圈固定 2 头猪(1头公猪尧1
头母猪)袁分别从前腔静脉采血 10 ml于离心管中袁倾
斜放置 4 h 后袁离心 10 min(约 3 000 r/min)袁分离血
清袁分装 3份于-20 益下保存备用袁用以测定血清尿素
氮渊BUN冤含量遥
1.7 数据分析处理

利用 Excel对原始数据初步分析袁再用 SAS软件
对试验结果进行方差分析和邓肯氏多重比较遥

2 结果与分析

2.1 植酸酶和有机酸对仔猪生长性能的影响(见表 2)
表 2 植酸酶和有机酸对猪生长性能的影响

项目
ADG(kg/d)
ADFI(kg/d)
G/F

正对照组
0.398依0.051ab
0.717依0.061a
0.555依0.020ab

负对照组
0.372依0.030a
0.719依0.048a
0.517依0.017a

处理 1组
0.416依0.047b
0.730依0.077a
0.570依0.031b

处理 2组
0.423依0.045b
0.731依0.052a
0.579依0.013b

注院同行数据中袁肩标不同小写字母表示差异显著(P约0.05)遥 下表同遥

由表 2可知袁 仔猪的 ADG和 G/F均以处理 2组
最高袁负对照组最低遥 各项指标处理 2组和处理 1组
均显著高于负对照组渊P<0.05冤袁但与正对照组相比差
异不显著渊P>0.05冤遥 对于 ADFI而言袁正尧负对照组与
各处理组之间差异不显著渊P>0.05冤遥 所测 3项指标袁
处理 1组和处理 2组之间均无显著差异遥
2.2 植酸酶和有机酸对仔猪粗蛋白表观消化率及血

清尿素氮浓度的影响

表 3 植酸酶和有机酸对粗蛋白表观消化率和

血清尿素氮浓度的影响

项目
粗蛋白(豫)
血清尿素氮(mmol/l)

正对照组
75.67依4.33a
3.28依0.56a

负对照组
74.28依5.15a
3.35依1.03a

处理 1组
76.57依3.93a
3.49依1.54a

处理 2组
77.38依6.07a
3.38依0.83a

由表 3可见袁仔猪断奶阶段日粮中添加植酸酶和
有机酸代替无机磷(处理 2组)对仔猪粗蛋白的表观消
化率的影响与其它各组相比无显著差异(P>0.05)遥 处
理 2组和处理 1组血液尿素氮浓度高于正对照组袁而
正对照组略低于负对照组袁但差异均不显著(P>0.05)遥
3 讨论

有很多学者进行了植酸酶和有机酸对猪生产性

能影响的研究袁但试验结果存在分歧遥本研究发现袁添
加植酸酶组或添加植酸酶和有机酸组的仔猪平均日

增重与含正常无机磷水平的正对照组相比无显著差

异袁显著高于低磷的负对照组袁说明在低磷日粮中添
加植酸酶有助于提高仔猪的生长性能遥 Sefer等在断
奶仔猪可利用磷含量为 0.36%和 0.24%的日粮中添加
1 000 U/kg植酸酶袁仔猪平均日增重比对照组(含可利
用磷 0.36%) 分别提高了 11%和 12%袁 料肉比降低了
8%耀9%遥Adeols等曾对断奶仔猪进行过添加植酸酶的
试验袁结果表明袁添加植酸酶组猪的增重效果显著提
高袁 且饲料效率也提高遥 但这一结果与 Radcliffe等
(1998)在仔猪玉米要豆粕型基础日粮中添加微生物植
酸酶和柠檬酸对仔猪的生长性能无显著改善作用的

结果相反遥 与之相似袁Han等(1998)也发现袁植物植酸
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酶尧微生物植酸酶以及柠檬酸对小猪平均日增重和平
均日采食量无促进作用遥 韵mogbenigun等的研究也表
明袁在可利用磷降低 0.1豫的负对照日粮中添加植酸酶
和有机酸对仔猪生长性能无改善作用袁可能是因为负
对照组日粮中除磷水平低外, 其它营养物质都能充分
满足仔猪的生长需要遥在这种情况下,添加微生物植酸
酶和有机酸,可能只提高植酸磷的利用率,不能提高其
它营养物质的利用率,因而对生长无改善作用遥

本试验还表明袁同时添加植酸酶和有机酸比单独
添加植酸酶对于提高增重和饲料转化率效果略好袁但
二者不存在显著的协同效应遥 Grela等报道袁在妊娠母
猪日粮中同时添加植酸酶(500 P哉/kg)和甲酸(10 g/kg)
对于乳品质以及仔猪初生和断奶重效果略好于单独

添加植酸酶(500 P哉/kg)的遥 Jongbloed等(1996)的试验
也表明袁植酸酶和有机酸(甲酸和乳酸)在提高生长猪
日增重和饲料转化率上不存在协同效应袁在提高磷和
镁的消化率上有协同效应遥但陈冬梅对肉鸡的试验则
表明袁 植酸酶与柠檬酸合用能进一步提高生产性能袁
二者存在协同效应遥

粗蛋白消化率和血液尿素氮浓度是衡量蛋白质

和氨基酸消化尧代谢状况的一个指标遥本试验表明袁在
仔猪断奶阶段袁与对照组相比袁添加植酸酶或植酸酶
和有机酸代替基础日粮中部分磷酸氢钙的两个处理

组粗蛋白消化率有升高的趋势袁但差异不显著遥 关于
植酸酶对氮消化代谢的影响袁许多报道存在很大分歧遥
Gagne等报道袁 在生长要肥育猪日粮中添加 584 哉/kg
微生物植酸酶不影响猪对能量和蛋白质的利用率(P>
0.05)袁可能会促进生长肥育猪对 琢-AA(琢-氨基酸)的
吸收袁但降低蛋白质沉淀(P<0.05)遥 Paditz等的试验也
表明袁添加植酸酶不会影响粗蛋白的消化率袁但是袁许
多研究表明袁 日粮添加 500 FTU/kg微生物植酸酶提
高了蛋白质的生物可利用率遥

关于植酸酶或植酸酶和有机酸对猪血液尿素氮浓

度的影响也存在分歧遥 Johnston等报道袁添加植酸酶的
同时降低日粮中钙尧磷含量袁提高了猪血清尿素氮和 琢-
AA氮的浓度遥 但本试验与 Shelton等的研究结果均表
明袁添加植酸酶或植酸酶和有机酸对血液尿素氮浓度的
影响无显著差异遥

本试验表明袁微生物植酸酶和有机酸可以减缓断
奶仔猪对无机磷的需要袁 添加 500 U/kg 植酸酶和
0.35%柠檬酸可以完全代替仔猪日粮中 50豫的无机
磷遥 然而袁植酸酶和有机酸是否能进一步提高日粮中
其它营养物质的利用率以及在提高日粮其它营养物

质的利用率方面有无协同效应还有待于进一步研究遥
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肉鸡饲粮能量水平对植酸酶作用效果的影响
李宗付 陈代文 余 冰

李宗付，四川农业大学动物营养研究所，625014，四川雅安。
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摘 要 试验选用 324只 1日龄 AA肉鸡(公鸡)，采用 3伊2因子设计，研究在不同能量水平的饲粮
中添加植酸酶对肉鸡生长性能和养分利用率的影响。试验设 3个能量水平(12.33、12.13、12.03 MJ/kg)和
2个酶水平（0、500 FTU/kg）,共计 6个处理组，每个处理组 6个重复，每个重复 9只鸡,试验期 42 d。结
果表明：饲粮添加植酸酶显著（P约0.05）或极显著（P约0.01）提高了肉鸡日增重、采食量，改善了饲料利用
率，提高了干物质、粗蛋白、钙、磷的利用率，但对能量利用率没有明显影响（P跃0.05）；降低饲粮能量水
平极显著降低了肉鸡对干物质、能量、钙的利用率（P约0.01），显著降低了其对磷的利用率（P约0.05），但
对生产性能和粗蛋白利用率没有显著影响（P跃0.05）；植酸酶和能量对肉鸡饲料利用率、干物质和钙的
利用率存在显著的交互作用（P约0.05），表现为处理 2组能量水平条件下添加植酸酶在生长性能和养
分利用率上改善幅度最大，表明植酸酶在适宜降低能量水平的饲粮中的作用效果更好。试验中，以能

量水平为 12.13 MJ/kg的肉公鸡饲粮中添加 500 FTU/kg植酸酶(处理 5组)为最佳组合。
关键词 植酸酶；能量；生长性能；养分利用率；肉鸡

中图分类号 S816.32

植酸能与植物饲料原料中 60豫耀75%的磷之间形
成螯合物袁能与 Ca尧Mg尧Fe尧Mn尧Zn尧淀粉尧蛋白质等形
成螯合物袁甚至还与胃肠道的蛋白酶尧淀粉酶等消化
酶结合成复合物袁 降低其活性和饲粮的养分利用率
渊Singh袁1982冤遥 开发利用植酸酶以减少无机磷的添加
量袁 提高饲料中植酸磷的利用率和减少环境污染袁是
当前动物营养学中的研究热点之一遥植酸酶在畜禽饲
粮中的应用效果受很多因素影响袁 大量试验都表明袁
日粮组成及营养水平对植酸酶作用效果有一定的影

响袁但当前关于日粮能量水平对植酸酶作用效果的影
响研究报道很少袁因此本试验拟通过在不同能量水平
的玉米要豆粕型肉鸡饲粮中添加植酸酶袁来考察饲粮
添加植酸酶对肉鸡生产性能及养分利用率的影响袁这
对于积累营养与植酸酶之间互作规律的有关参数尧开
发植酸酶潜在营养价值尧植酸酶在肉鸡饲粮中的合理
应用具有重要意义遥
1材料与方法
1.1 试验设计

本试验采用 3伊2设计袁 在 3种能量水平渊12.33尧
12.13尧12.03 MJ/kg冤的基础日粮中分别添加植酸酶 0尧
500 FTU/kg , 来考察植酸酶对肉鸡生产性能及养分利
用率的影响遥 试验共 6个处理组袁每个处理组 6个重
复袁每个重复 9只鸡袁试验从肉鸡 1日龄时开始袁共进
行 6周遥 试验设计见表 1遥

表 1 试验设计

处理组
植酸酶水平(FTU/kg)
能量水平(MJ/kg)

1组渊对照冤
0

12.33
2组

0
12.13

3组
0

12.03
4组
500

12.33
5组
500

12.13
6组
500

12.03
植酸酶由四川禾本生物工程有限公司提供袁酶活

为 5 000 U/g遥 酶活单位(Fytase unit)的定义: 在 37 益尧
pH值 5.5的条件下袁 每分钟从 0.005 1 mol/l的植酸钠
溶液中释放出 1 滋mol无机磷所需要的植酸酶的量为
一个酶活单位遥
1.2 基础日粮

试验日粮选用玉米尧豆粕为主要原料袁营养标准
参考我国肉鸡饲养标准(1986)和 NRC(1994),通过调整
豆油和米糠的比例来配制饲粮不同的能量水平袁同时
保证不同处理间其它营养成分一致遥 在处理 1组尧处
理 2组尧处理 3组试验日粮基础上分别添加 500 FTU/kg
植酸酶即为处理 4组尧处理 5组尧处理 6组的试验日
粮遥 植酸酶的添加方法院按照试验设计称取不同剂量
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的植酸酶袁 分别加入少量试验日粮作为稀释剂混匀
后袁再逐级放大混匀于试验日粮中遥 所有饲粮于饲养

前一次配齐袁密封包装袁于干燥凉爽地方保存遥试验日
粮组成及营养水平见表 2遥

1.3 试验动物及饲养管理

324只 1日龄 AA肉鸡(公鸡)按体重相近的原则
随机分成 6组袁每组 6个重复袁每个重复 9只鸡袁按照
常规方法进行饲养及免疫遥
1.4 代谢试验

采用 Cr2O3法袁试验第 14 d 称完体重后袁让所有
试鸡采食含指示剂的饲粮渊加入 0.4%的 Cr2O3冤袁预试
期 3 d袁正式收粪期 4 d渊第 17尧18尧19尧20 d冤遥每日收集
集粪盘上的排泄物 4次袁按重复混合均匀遥按 5%的比
例加入 5%的硫酸袁并滴加甲苯防腐袁混匀并置于-20 益
冰箱保存遥 分析前袁 先将粪样解冻袁 充分混匀后袁在
渊60依5冤 益烘箱中烘干袁粉碎过 40目筛袁于-20 益冰箱
保存供分析使用遥
1.5 考察指标

1.5.1 生产性能

分别于每周早晨 8:00袁以每个重复为单位空腹称
重曰计算各生长阶段的平均日增重渊ADG冤遥在称重前袁

以重复为单位结算采食量袁计算每个重复的平均采食
量渊ADFI冤遥 根据 ADG和 ADFI计算饲料转化率遥
1.5.2 养分利用率

测定饲料及粪样品中的 DM尧CP尧GE尧Ca尧P 的含
量遥 DM用渊105依20冤 益的恒温箱恒重测定曰CP用半微
量凯氏定氮法测定曰GE 采用氧弹测热法测定曰Ca 采
用 KMnO4滴定法测定曰P采用钼黄法测定 [测定方法
详见杨胜主编叶饲料分析及饲料质量检测曳渊1993冤]曰饲
料及粪样品中 Cr2O3含量采用分光光度法测定遥

养分表观利用率渊%冤=100-[渊日粮中 Cr2O3含量 伊
粪中营养物质含量冤/渊粪中 Cr2O3含量伊日粮中营养物
质含量冤] 遥
1.6 数据处理

计算平均数依标准差渊X依SD冤表示试验结果袁采用
SPSS12.0统计软件对数据进行方差分析和多重比较遥
2 试验结果与分析

2.1 植酸酶和能量对肉鸡生长性能的影响渊见表 3冤

饲 养 试 验李宗付等：肉鸡饲粮能量水平对植酸酶作用效果的影响

注:预混料添加剂提供肉鸡所需的全部微量元素和维生素袁向每千克饲粮提供微量元素为院Fe 80 mg尧Cu 8 mg尧Mn 80 mg尧
Zn 80 mg尧I 0.35 mg尧Se 0.15 mg遥 向每千克饲粮提供多维 500 mg袁 多维组成 渊每千克冤: VA 50 000 000 IU尧VD3 10 000 000 IU尧
VE 25 000 IU尧VK3 5 000 mg尧VB1 2 000 mg尧VB2 16 000 mg尧VB6 6 000 mg尧VB12 30 mg尧烟酸 35 000 mg尧泛酸钙 25 000 mg尧叶
酸 500 mg尧 抗氧化剂 500 mg遥

表 2 试验基础日粮组成及营养水平

玉米
豆粕
鱼粉
米糠
胆碱
食盐
大豆油
碳酸钙
磷酸氢钙
蛋氨酸
预混料添加剂
合计
营养水平
ME渊MJ/kg冤
CP(豫)
Ca(豫)
TP(豫)
AP(豫)
Lys(豫)
Met(豫)
M+C(豫)

1
54.95
37.97
1.00
0.00
0.10
0.30
2.93
0.30
1.25
0.20
1.00
100

12.33
21.00
1.00
0.70
0.45
1.20
0.52
0.85

2
54.95
37.97
1.00
0.60
0.10
0.30
2.33
0.30
1.25
0.20
1.00
100

12.13
21.00
1.00
0.70
0.45
1.20
0.52
0.85

3
54.95
37.97
1.00
0.84
0.10
0.30
2.09
0.30
1.25
0.20
1.00
100

12.03
21.00
1.00
0.70
0.45
1.20
0.52
0.85

前期渊周冤
1

62.30
32.05
1.00
0.00
0.10
0.30
1.80
0.50
0.85
0.10
1.00
100

12.33
19.00
0.90
0.59
0.35
1.00
0.39
0.70

2
62.30
32.05
1.00
0.60
0.10
0.30
1.20
0.50
0.85
0.10
1.00
100
12.13
19.00
0.90
0.59
0.35
1.00
0.39
0.70

3
62.30
32.05
1.00
0.84
0.10
0.30
0.96
0.50
0.85
0.10
1.00
100

12.03
19.00
0.90
0.59
0.35
1.00
0.39
0.70

后期渊周冤
饲料原料渊豫冤
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表 4 植酸酶和能量对肉鸡养分消化率的影响

项目
DM(%)
GE(%)
CP(%)
Ca(%)
P(%)

处理 1组
67.46依1.13ABa
73.69依0.58Aa

55.20依1.67Bc

52.11依3.64A
52.66依1.13B

处理 2组
65.83依1.53BCb
71.43依1.11ABbcd

54.76依2.80Bc

44.68依3.95B
51.88依1.68B

处理 3组
65.04依0.96Cb
70.84依0.71Bcd

54.90依1.56Bc

46.70依3.51B
51.36依1.14B

处理 4组
67.99依0.48Aa

72.62依1.13ABabc

59.91依1.71Aab

53.96依2.67A
56.10依2.76A

处理 5组
68.40依1.76Aa

72.92依2.28ABab

60.75依2.45Aa

52.60依3.23A
56.62依3.20A

处理 6组
65.17依0.52Cb
70.57依0.66Bd

57.68依3.44ABbc

53.19依2.66A
52.56依1.84B

植酸酶
P约0.01

NS
P约0.01
P约0.01
P约0.01

能量
P约0.01
P约0.01

NS
P约0.01
P约0.05

互作
P约0.05

NS
NS

P约0.05
NS

注院同行肩标不同小写字母者表示差异显著渊P约0.05冤,肩标不同大写字母者表示差异极显著渊P约0.01冤袁重复 n=6遥

表 3显示袁处理 4组与对照组相比袁全期 ADG尧后
期 ADG和 ADFI显著提高 (P约0.05)袁 其它阶段 ADG尧
ADFI及各阶段 F/G差异不显著(P跃0.05)曰处理 5组与
处理 2组相比袁 前期生产性能各项指标差异不显著尧
(P跃0.05)袁后期和全期 ADG(P约0.01)尧ADFI(P约0.05)分别
极显著和显著提高袁F/G显著下降(P约0.05)曰处理 6组与
处理 3组相比袁后期 ADG显著提高(P约0.05)袁前期和全
期 F/G显著下降(P约0.05)袁其它各阶段生产性能各项指
标差异不显著(P约0.05)遥 从全期各项指标提高的幅度来
看袁饲粮添加植酸酶后袁处理 4组与对照组相比袁全期
ADG尧ADFI 分别提高了 9.52% 尧8.01% 袁F/G 降低了
1.56%曰处理 5组与处理 2组相比袁全期 ADG尧ADFI分
别提高了 18.64%尧9.01%袁F/G降低了 8.08%曰处理 6组

与处理 3组相比袁全期 ADG尧ADFI分别提高了 9.27%尧
2.97%袁F/G降低了 3.05%遥 从试验总体来看袁其中以处
理 5组肉公鸡生产性能各项指标提高的幅度最大遥

因素分析表明袁 饲粮添加植酸酶除了对肉鸡前期
ADFI没有显著影响外袁显著(P约0.05)或极显著(P约0.01)提
高了各阶段 ADG尧ADFI(除肉鸡前期)袁降低了 F/G曰能量
对肉鸡各阶段生产性能均无显著性影响(P>0.05)袁但与
对照组相比袁处理 3组前期 ADG显著下降(P约0.05)尧F/G
显著增加(P约0.05)遥 能量和植酸酶对各阶段 F/G存在交
互作用袁表现为在处理 2组能量水平条件下添加植酸酶
(处理 5组)在生长性能上改善幅度最大袁但对其它指标
交互作用影响不显著(P跃0.05)遥
2.2 植酸酶和能量对肉鸡养分消化率的影响(见表 4)

由表 4可知袁与对照组相比袁处理 2组的 DM尧GE
和 Ca的消化率显著或极显著下降 渊P约0.05尧P约0.01冤袁
CP和 P的消化率在表观值上有下降趋势袁 但差异不
显著渊P跃0.05冤曰处理 3组的 DM尧GE尧Ca尧CP和 P的消
化率变化规律和处理 2组基本一致曰处理 4组与对照
组相比袁CP和 P的消化率极显著提高渊P约0.01冤曰处理
5组与处理 2组相比袁除 GE消化率无显著差异外袁其
余指标均极显著提高渊P约0.01冤曰处理 6组与处理 3组
相比袁Ca消化率极显著提高渊P约0.01冤袁其余各项指标
处理间差异不显著遥 从提高的幅度来看袁处理 4组与
对照组相比 袁DM尧CP尧Ca尧P 的消化率分别提高了
0.79%尧8.53%尧3.55%尧6.53%曰 处理 5组与处理 2组相

比袁 上述指标分别提高了 3.90%尧10.94%尧17.73%尧
9.14%曰处理 6组与处理 3组相比袁上述指标分别提高
了 0.20%尧5.06%尧13.90%尧2.34%曰 其中以处理 5组肉
鸡养分消化率提高的幅度最大遥

因素分析表明袁 饲粮添加植酸酶极显著提高了
DM尧CP尧 Ca和 P的消化率渊P约0.01冤曰降低饲粮能量水
平袁显著渊P约0.05冤或极显著渊P约0.01冤降低了 DM尧GE尧
Ca和 P的消化率遥 在对 DM和 Ca消化率的影响上袁
能量和植酸酶之间存在显著的交互作用渊P约0.05冤袁表
现为处理 5组肉鸡在养分利用率上改善幅度最大遥
3 讨论

3.1 植酸酶和能量对肉鸡生长性能的影响
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注院同行肩标不同小写字母者表示差异显著渊P约0.05冤,肩标不同大写字母者表示差异极显著渊P约0.01冤袁重复 n=6遥

表 3 植酸酶和能量对肉鸡生长性能的影响

植酸酶

P约0.05
P约0.01
P约0.01
NS
P约0.01
P约0.01
P约0.05
P约0.01
P约0.01

项目
平均始重(g)

ADG(g/d)

ADFI(g/d)

F/G

1-3W
4-6W
1-6W
1-3W
4-6W
1-6W
1-3W
4-6W
1-6W

处理 1组
34.80依0.23
16.07依0.80ab
57.02依1.82ABb

36.55依1.06ABbc

28.18依1.37
112.12依4.34ABbc
70.15依2.08ABab

1.76依0.09b

1.97依0.05ab

1.92依0.05abc

处理 2组
34.70依0.45
14.94依1.13bc
52.75依3.54Bb

33.91依1.74Bc

26.51依1.95
107.84依3.22Bc
67.18依0.98Bb
1.78依0.02ab

2.05依0.10a

1.98依0.08a

处理 3组
34.80依0.42
14.73依1.30c

57.50依4.05ABb

36.12依2.64ABbc

27.77依3.61
114.22依6.04ABbc
71.00依4.71ABab

1.88依0.11a

1.99依0.04ab

1.97依0.03ab

处理 4组
34.70依0.45
16.29依0.49a
63.77依5.27Aa
40.03依2.86Aa
28.74依1.60

122.80依8.40Aa

75.77依4.97Aa
1.76依0.06b
1.93依0.03bc
1.89依0.02bcd

处理 5组
34.70依0.29

15.92依0.46abc
64.53依4.36Aa

40.23依2.22Aa

28.25依1.34
118.22依9.22ABab
73.23依4.52ABa
1.78依0.07ab

1.84依0.11c

1.82依0.09d

处理 6组
34.80依0.55
15.89依0.95abc
63.06依6.50Aa

39.47依3.28Aab

26.14依2.67
120.08依11.09ABab
73.11依6.23ABa
1.64依0.12c

1.91依0.07bc

1.91依0.08cd

能量

NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS

互作

NS
NS
NS
NS
NS
NS

P约0.01
P约0.05
P约0.05
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本试验表明袁植酸酶极显著提高了肉鸡全期的日
增重尧采食量袁改善了饲料利用率袁这与前人研究结果
基本一致(Qian,1996;Yi等袁1996曰Simons袁1990曰Nelson袁
1968尧1971曰Zhu袁1990)遥肉鸡生产性能的提高主要是由
于饲粮中添加植酸酶后提高了养分消化率袁而采食量
的增加也提高了肉鸡生长速度遥 本试验证明袁饲粮添
加植酸酶后袁肉鸡全期平均日采食量有所增加(处理 4
组较处理 1组尧处理 5组较处理 2组尧处理 6组较处
理 3组分别提高了 8.01%尧9.01%尧2.97%)袁其机制可能
是磷消化率的改善提高了肉鸡的采食量袁因为磷不足
明显影响动物食欲(杨凤袁1993)遥 就全期来看袁处理 5
组生产性能各项指标提高的幅度最大袁处理 6组生产
性能各项指标改善幅度不如处理 5组袁这说明袁一定
的能量供给是植酸酶发挥最佳作用效果所必需的袁而
在适当降低能量的饲粮中添加植酸酶作用效果更好袁
这是因为在适当降低能量水平条件下袁植酸酶对饲粮
养分利用率的改善幅度更大遥 张克英(2003)在仔猪上
的试验也证实了这一点遥 值得一提的是袁本试验饲粮
能量水平对生产性能和粗蛋白的消化率没有显著影

响(P跃0.05)袁这可能是因为本次试验中降低的能量水平
不足以显著改变粗蛋白利用率袁进而影响生产性能遥
3.2 植酸酶和能量对肉鸡养分消化率的影响

植酸结合了饲料中 60%耀80%的磷和部分金属元
素(Kies,2001)袁使钙尧磷形成不溶性螯合物而不能被单
胃动物利用袁降低钙尧磷的吸收(杨凤袁1993)曰植酸酶的
显著特性就是能够降解植物性饲料中的植酸盐袁解除
植酸盐对钙尧磷的螯合作用袁促进动物机体对钙尧磷的
协同吸收袁提高钙尧磷的利用率(Kies,2001)遥 植酸酶水
解植酸释放出磷的同时袁还可将与植酸络合的蛋白释
放出来袁便于消化道分泌的各种蛋白酶作用袁提高氨
基酸或多肽的吸收率和利用率(John,1997),从而提高
蛋白质消化率遥 本试验结果表明袁肉鸡饲粮中添加植
酸酶极显著提高了 DM尧CP尧Ca和 P的消化率袁这与前
人的研究结论相符(Yi等袁1996;Simons,1990;Kies,2001;
Ravindran,2001)遥 DM尧CP尧Ca和 P的消化率均以处理
5组提高的幅度最大袁这与处理 5组生产性能各项指
标提高的幅度最大是一致的遥

植酸酶对饲粮能量消化率的研究报道较少袁理论
上添加植酸酶可以提高饲粮的消化率和代谢率(Kies袁
2001)遥 这是因为植酸盐能够与胃肠道中蛋白分解酶
(如胃蛋白酶尧 胰蛋白酶 ) 结合形成复合物 (Singh袁
1982)袁还可络合淀粉酶尧脂肪酶袁从而降低消化酶的
活性袁添加植酸酶可提高消化酶的活性袁改善有机物

及能量消化率遥 同时袁磷和蛋白质利用率的改善相应
会提高能量代谢率袁 因为磷是能量代谢的参与者袁是
ATP尧磷酸肌酸的组成成分袁而蛋白质利用率的提高
将减少氨基酸分解代谢和尿素形成与排泄的能量消

耗量(Brody袁1994)遥 饲粮添加植酸酶提高能量利用率
在家禽上的研究已得到了证实 (Ravindran 等 ,2000;
Kies,2001;袁中彪袁2001)遥本试验没有发现植酸酶对能
量消化率的改善作用袁原因可能是植酸酶对能量利用
率的影响比较小遥 Kies(2001)报道的估测数据表明袁添
加 500 FTU/kg植酸酶使家禽 AME值大约提高 1.5%袁
这一微小作用容易在试验中被试验误差掩盖袁还可能
与能量因素有关遥 本试验表明袁降低能量水平极显著
降低能量的利用率袁因此植酸酶对能量消化率的改善
作用很有可能不足以抵消降低能量水平带来的负效

应袁 使得植酸酶的改善效应未能显著体现出来袁至于
确切原因袁尚需进一步研究遥
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酪蛋白酶解物对断奶仔猪免疫功能
及生长性能的影响

田喜山

摘 要 试验选取 21日龄杜伊大伊长断奶仔猪 30头，分为对照组和试验组，对照组饲喂基础日
粮，试验组仔猪每头每天在基础日粮的基础上添加 2 g酪蛋白酶解物，研究酪蛋白酶解物对断奶仔猪
免疫功能和生长性能的影响。试验结果表明，试验组仔猪血清中 IgA、IgG和 IgM的水平分别比对照组
提高 15.85%(P<0.01)、2.04%(P>0.05)、7.89%(P<0.05) ；试验组与对照组仔猪相比，血清补体 C3、C4 水平
差异不显著；对照组和试验组仔猪外周血淋巴细胞增殖率分别为 14.19%、22.52%，差异极显著 (P<
0.01)；试验组仔猪的日增重较对照组有明显的提高。

关键词 酪蛋白酶解物；仔猪；生产性能；免疫

中图分类号 S816.32

田喜山，吉林省伊通县职业教育中心，130700，吉林。
收稿日期：2006-06-19

仔猪从出生到哺乳阶段的前 21 d袁机体主要靠由
母乳获得的被动免疫来保护袁 随着母猪泌乳高峰期
渊3~4周龄冤的到来袁仔猪由母乳获得的被动免疫力逐
渐减弱袁 而此时仔猪的主动免疫功能还尚未完善袁早
期断奶会引起仔猪消化吸收受抑和机体免疫力显著

降低遥 因此袁改善和提高断奶仔猪的免疫功能就显得
尤为重要遥

酪蛋白是乳中含量最丰富的蛋白质袁其一级结构
中隐藏有多种生物活性肽序列袁这些肽在体内或体外
消化酶的作用下可被释放出来袁表现其独特的生理功
能遥目前袁人们已经从乳源酪蛋白中发现了阿片肽尧抗
菌肽尧降血压肽尧免疫调节肽等多种具有重要生理功
能的活性肽遥 本研究通过体外酶解的方法袁将水解得
到的酪蛋白酶解物作为仔猪肠道营养剂袁研究其对早
期断奶仔猪生长性能及免疫功能的影响袁以期为仔猪
培育提供科学依据遥
1 材料与方法

1.1 材料

酪蛋白钠由上海工合食疗研制所分装袁其中含蛋
白质 88豫尧脂肪 1.5豫尧钠 1.2豫曰胰蛋白酶(PNT6.0S)由
Novo Nordisk 公司(北京分公司)提供遥
1.2 酪蛋白酶解物的制备

在酪蛋白浓度 8%尧 胰蛋白酶与酪蛋白比为 0.02
(质量比)尧pH值 8尧40 益的条件下袁水解反应 2 h袁反应
过程中保持恒温并不断加入 1 mol/l NaOH 维持 pH
值恒定袁水解反应结束后袁水解液在沸水浴中灭酶

15 min袁 冷却后袁 回调 pH值至 7.0袁4 000 r/min离心
30 min袁将上清液经过真空浓缩后袁冷冻干燥备用遥
1.3 试验动物及分组

选取个体重约 5 kg的 21日龄杜伊大伊长断奶仔
猪 30头袁 按试验要求随机分成 2 组袁 对照组和试验
组袁每组设 3个重复袁每个重复 5 头(公母各半)袁自由
饮水袁对照组饲喂基础饲粮袁试验组每头仔猪每天另
外添喂 2 g 酪蛋白酶解物袁试验期 21 d遥
1.4 试验饲粮

基础饲粮配方见表 1遥
表 1 基础饲粮组成

组成
玉米
膨化大豆
豆油
豆粕
鱼粉
乳清粉
预混料

含量渊%冤
55.7
12.0
2.0

18.3
4.0
4.0
4.0

1.5 样品的采集与检测

1.5.1 耗料尧仔猪体重的记录
试验期间袁第 7尧14尧21 d各组仔猪逐头称重与结

料袁以组为单位计算日增重渊ADG冤尧日采食量渊ADFI冤
和饲料增重比渊F/G冤遥
1.5.2 血样的制备

每组抽取一头仔猪前腔静脉采血约 10 ml袁 分两
份作血样分析袁一份按常规离心制备血清袁将血清于-
20 益保存袁另一份加肝素钠制全血遥
1.5.3 检测项目及方法

血清 IgA尧IgG尧IgM尧C3尧C4水平采用试剂盒测定袁
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试剂盒由宁波慈城生化试剂厂提供曰T 淋巴细胞增
殖袁采用 E玫瑰花环形成法测定遥
1.6 数据处理及结果判断

所得数据均以 mean依SD表示袁 用 t 检验进行显
著性检验遥
2 结果

2.1 酪蛋白酶解物对ADG尧ADFI和 F/G的影响(见表 2)
表 2 酪蛋白酶解物对 ADG、ADFI和 F/G的影响
组别
对照组
试验组

ADG渊g冤
192依46.3

206依54.7*
ADFI渊g冤
501依97.4
524依63.1

F/G
2.62依0.22
2.57依0.16

注院*尧**分别表示与对照组相比差异显著 渊P<0.05冤尧 极显著 渊P<
0.01冤遥 下表同遥
由表 2可见袁试验组与对照组相比袁断奶仔猪日

增重提高 7.29%袁差异达到显著水平渊P<0.05冤曰试验组
的日采食量高于对照组袁 而饲料增重比低于对照组袁
但差异均不显著渊P>0.05冤遥
2.2 酪蛋白酶解物对血清抗体水平的影响渊见表 3冤

表 3 酪蛋白酶解物对血清抗体水平的影响（g/l）
抗体
IgA
IgG
IgM

对照组
0.82依0.04
7.83依0.32
1.14依0.12

试验组
0.95依0.07**
7.99依0.48
1.23依0.06*

由表 3可见袁酪蛋白酶解物对仔猪血清抗体水平
具有一定的影响遥 试验组和对照组相比袁试验组血清
IgA和 IgM水平分别比对照组提高 15.85%(P<0.01) 和
7.89% (P<0.05)曰 试验组比对照组血清 IgG 水平高
2.04% 袁但差异不显著(P>0.05)遥
2.3 酪蛋白酶解物对血清补体 C3尧C4 的影响(见表 4)

表 4 酪蛋白酶解物对血清C3、C4的影响（g/l）
组别
对照组
试验组

C3
0.224依0.025
0.231依0.016

C4
0.422依0.033
0.439依0.018

由表 4可见袁酪蛋白酶解物能够提高仔猪血清的
C3和 C4水平袁 试验组比对照组分别提高了 3.13%和
4.03%袁 但差异不显著遥
2.4 酪蛋白酶解物对淋巴细胞增殖的影响渊见表 5冤

表 5 酪蛋白酶解物对淋巴细胞增殖的影响

组别
对照组
试验组

增殖率渊%冤
14.19依2.76
22.52依4.08**

由表 5可见袁 比较仔猪血液淋巴细胞增殖率袁对

照组和试验组分别为 14.19%尧22.52%袁 试验组比对照
组提高 58.70%(P < 0.01)遥
3 讨论

3.1 酪蛋白酶解物对仔猪生长性能的影响

酪蛋白经酶水解后能够释放出具有生物活性的

小肽序列遥这些生物活性肽能够有效地提高大鼠的体
重袁对仔猪的断奶应激具有缓解作用以及促进肠道益
生菌要要要乳酸球菌的生长遥另外袁酪蛋白经过酶水解袁
除了释放出特定的生物活性肽以外袁还伴有游离氨基
酸的释放袁其中含量较高的游离氨基酸袁如精氨酸尧赖
氨酸尧苯丙氨酸尧亮氨酸等是动物的必需氨基酸袁它们
对促进动物机体的生长也具有良好的促进作用遥本试
验研究结果表明袁酪蛋白酶解物对提高仔猪的平均日
增重有明显效果袁但哪些成分在促进仔猪生长方面起
主要的作用袁还有待进一步的研究遥
3.2 酪蛋白酶解物对仔猪免疫功能的影响

免疫球蛋白的分泌和淋巴细胞活化是一个复杂

的代谢过程袁也是免疫系统抵御外来抗原的重要过程
之一遥 酪蛋白的酶解产物中有多种生物活性肽袁其中
包括酪蛋白磷酸肽渊Cpps冤尧酪啡肽等遥 Otani等在小鼠
饲料中添加酪蛋白磷酸肽袁 试验组小鼠血清中的 IgA
水平明显高于对照组袁认为口服酪蛋白磷酸肽能增强
动物的黏膜免疫功能遥 Kitamura等给怀孕母猪饲喂酪
蛋白磷酸肽后发现袁试验组母猪血清和粪便的 IgA含
量都有明显提高趋势袁并且仔猪血清中 IgG含量也明
显高于对照组袁说明酪蛋白磷酸肽能够促进动物的免
疫功能遥酪啡肽能够促进大鼠淋巴细胞转化功能和红
细胞免疫功能袁并能够调整和改善仔猪早期断奶应激
引起的内分泌水平的改变和免疫器官的发育遥本试验
中袁试验组仔猪抗体水平的提高可能与这两种免疫调
节活性肽的作用有关遥

体外淋巴细胞转化水平反映了在刺激因子作用

下淋巴细胞的分裂增殖能力袁是机体细胞免疫功能的
重要指标遥 本试验结果表明袁酪蛋白酶解物可以提高
断奶仔猪的外周血 T淋巴细胞的增殖袁这与潘翠玲等报
道的结果一致遥 酪蛋白酶解物在体外能够促进 ConA
诱导的 T淋巴细胞增殖袁其作用机制可能是增殖因子
与其受体结合后袁活化细胞内存在的蛋白酪氨酸激酶
通过 G蛋白的介导活化第二信使袁进而活化一系列信
号转导系统袁 最终传递至细胞核内袁 启动 DNA的复
制袁促进细胞增殖遥

（参考文献 13篇，刊略，需者可函索）

（编辑：高 雁，snowyan78@tom.com）
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黑曲霉固体发酵物对肉仔鸡日粮消化

与直肠菌群作用效果的研究
程文晓 张福元

程文晓，山西农业大学研究生学院动物营养与饲料科学

实验室，030801，山西太谷。
张福元（通讯作者），单位及通讯地址同第一作者。

收稿日期：2006-11-27
绎 基金项目: 应用生物技术发展农林生态菌业研究（山西省

科技攻关项目，031013）。

1 材料与方法

1.1 试验材料

黑曲霉固态发酵物由山西农大畜牧微生物实验

室提供袁其是利用产纤维素酶酶活高的黑曲霉 A.niger
3.3148菌株发酵红三叶草 2周后袁低温干燥制得遥 黑
曲霉 A.niger 3.3148 菌株最大特点是酶的活性高袁其
总酶活为 8 737 U/g袁其中纤维素酶 2 000 U/g尧果胶酶
1 560 U/g尧糖化酶 396 U/g尧酸性蛋白酶 196 U/g袁其黑
曲霉活菌数为 4.6伊107 cfu/g遥

硫酸粘杆菌素和黄霉素袁由中国农科院畜牧所挑
战集团提供遥

1 日龄健康艾维茵肉公雏 600 只 , 平均体重为
(40.39依1.48) g,统计分析差异不显著,随机分为 5个处
理组,每个处理组 3个重复,每个重复 40只鸡遥

试验日粮以玉米尧豆粕为主要原料袁按生长前期
渊1~21 d冤和后期(22~49 d)两阶段配制试验日粮袁各处
理组除添加物及剂量不同外袁 其它各营养水平相同遥
各处理组基础日粮配方及营养水平见表 1遥

表 1 肉仔鸡基础日粮配方及营养水平

原料渊豫冤
玉米
豆粕
玉米油
磷酸氢钙
石粉
蛋氨酸
食盐
微量元素
多维
合计

1耀21 d
58.2
36
2.1
1.8
1.3

0.15
0.3
0.2
0.1
100

22~49 d
59.8
34
2.4
1.9
1.3
0.15
0.3
0.23
0.1
100

营养水平
ME(MJ/kg)
CP(%)
钙渊%冤
有效磷渊%冤
赖氨酸渊%冤
蛋氨酸渊%冤
蛋+胱渊%冤

1耀21 d
13.17
20.2
1.24
0.6
1.01
0.57
0.82

22~49 d
13.38
19.5
1.26
0.64
0.97
0.57
0.82

注院1.每千克日粮中提供微量元素院Zn 37 mg尧Fe 86 mg尧Mn 100 mg尧
I 0.38 mg尧Cu 8 mg尧Co 0.18 mg尧Se 0.3 mg遥 复合多维院VA 20 000 IU尧
VD 34 000 IU尧VE 20 mg/kg尧VB1 1.8 mg/kg尧VK3 0.5 mg/kg尧VB2
4 mg/kg尧VB6 3.5 mg/kg尧VB12 1.5 mg/kg尧泛酸钙 10.99 mg/kg曰

2.代谢能和粗蛋白为实测值袁其余为计算值遥
1.2 试验设计

试验以黑曲霉固体发酵物渊A.niger SC冤的添加水
平为影响因素的单因子试验袁 采用完全随机设计遥 5
个处理组日粮分别为基础日粮(玉)尧基础日粮+0.1%A.
niger SC(域 )尧基础日粮+0.2%A.niger SC(芋 )尧基础日
粮+0.3%A.niger SC(郁)尧基础日粮+10%硫酸粘杆菌素
10 mg/kg+4%黄霉素 4 mg/kg (吁)遥 试验期 49 d遥
1.3 饲养管理

试验鸡饲养在同一栋鸡舍内,分 3层笼养袁鸡舍
暖气供热袁 进鸡前 5 d鸡舍用福尔马林进行熏蒸消
毒遥第 1周室温为 33耀35 益袁第 2周为 30 益袁3周后室
温保持在 22 益遥试鸡自由采食尧饮水袁7日龄进行新城
疫弱毒苗首疫袁14日龄进行法氏囊疫苗饮水免疫袁21

摘 要 为评价黑曲霉固体发酵物（Aspergillus niger solid culture）的使用效果，试验采用单因子
完全随机试验，设 0.1%、0.2%、0.3%3个添加水平,并设抗生素组(硫酸粘杆菌素+黄霉素)。选用 1日龄
健康艾维茵肉仔鸡 600只,分成 5组,每组 3个重复,每重复 40只鸡，试验期 49 d。试验结果表明：淤对
直肠微生物菌群的研究表明，0.1%和 0.3%A.nigerSC显著降低了 14日龄和 35日龄肉仔鸡大肠杆菌的
cfu数，与其它各处理组相比差异极显著（P<0.01）。各 A.nigerSC添加水平极显著增加了肠道内黑曲霉
菌的 cfu值（P<0.01）。于 0.1%A.niger SC显著提高了脂肪消化率，0.1%和 0.2%A.niger提高了表观代谢
率，0.3%提高了 35日龄肉仔鸡氮沉积。

关键词 黑曲霉固体发酵物；肉仔鸡 ；消化率；直肠菌群

中图分类号 Q814.9
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日龄进行新城疫弱毒苗二次饮水免疫袁疫苗用量为首
免的 2 倍遥 后期为自然环境条件饲养袁 24 h光照遥 试
验期间经常观察鸡群精神和健康状况袁做好称料和死
亡等各项记录遥
1.4 测定指标及方法

1.4.1 肠道微生物菌群数量的测定

分别在 14尧35尧49日龄,每个重复取 1只鸡袁用来
苏尔浸泡袁实施急宰袁迅速剖开腹腔袁在无菌条件下袁
从直肠中取靠近粘膜部位的内容物袁称重遥 然后用稀
释液逐级稀释袁 使大肠埃希氏菌浓度分别为 10-2尧10-

3尧10-4尧10-5尧10-6和 10-7袁 黑曲霉菌浓度分别为 10-2尧10-

3袁每一平板作 3个重复遥 大肠埃希氏菌用麦康凯培养
基在 37 益恒温箱中培养袁 黑曲霉菌用马丁培养基在 27
益恒温箱中培养袁稀释液为盐溶液+吐温 80遥细菌数量
采用平板计数法进行统计袁计算其 cfu数袁大肠杆菌数
用 cfu的对数表示, 黑曲霉菌数用 cfu/g表示遥
1.4.2 消化率的测定

分别在 13耀15尧20耀22尧34耀36日龄, 以重复组为单
位采集粪样,各期每天在下午 17:00收粪 1次, 连续收
集 3 d,将采集的粪样立即存于-20 益冰箱中保存遥 将
3 d收集的各重复组的粪样按比例混合, 共 15份样
品遥 将 15份样品置于瓷盘内, 放于 70 益烘箱内烘干
48 h袁取出后袁冷却 30 min袁称重袁继续烘干 2 h袁直至
恒重为止遥粪样烘干后袁用粉碎机粉碎袁过 40目筛渊圆
孔筛孔径 0.45 mm冤,充分混匀后放入有磨口的广口瓶
中袁贴上标签袁供分析各项指标渊表观代谢能尧氮沉积尧
粗脂肪冤用遥取样后袁将剩余粪样置于 105 益烘箱内,达
到恒重后测定其总能遥日粮各种养分消化率和日粮代
谢能测定和计算采用 2 N 酸不溶灰分内源指示剂法
渊杨诗兴袁1982冤遥 计算公式为院

某养分消化率渊%冤=100-100伊 伊 / 伊 遥
式中院 要要要饲料样品中某养分的百分含量曰

要要要粪样品中某养分的百分含量曰
要要要饲料样品指示剂占该组肉仔鸡采食量中

指示剂的百分含量曰
要要要粪样品中指示剂占该组肉仔鸡采食量中

指示剂的百分含量遥
1.5 数据处理

应用 SPSS统计软件袁 对试验数据进行单因素方
差分析和邓肯氏多重比较遥
2 结果与讨论

2.1 A.niger SC对肉仔鸡各生长期直肠内大肠杆菌
数的影响渊见表 2冤

表 2 各处理组肉仔鸡直肠内大肠杆菌数(cfu/g)
组别
玉
域
芋
郁
V

14 d
7.86依0.25b
7.38依0.15a
7.85依0.13b
7.83依0.08b
7.41依0.18a

35 d
8.11依0.09a

8.00依0.06a
7.93依0.14a
7.65依0.08b
7.5依0.06b

49 d
8.18依0.01a
7.51依0.16b
8.17依0.03a

7.32依0.16b
7.56依0.10b

注院1.同一纵列肩标字母不同者表示差异显著(P<0.05)曰
2.以每克内容物所含菌数的对数均值计,所用稀释倍数为 10-4遥

由表 2可以看出袁与玉组相比袁域组显著降低了
肉仔鸡 14日龄时直肠内大肠杆菌数(P<0.05)袁与吁组
相比差异不显著(P跃0.05)袁与芋尧郁组相比差异显著(P<
0.05)遥 这说明 0.1%A.niger SC有抑制肠道有害菌繁殖
的作用袁与吁组效果相同袁随着添加水平的提高并没
有进一步降低大肠杆菌数遥 芋尧郁组与玉组相比差异
不显著(P跃0.05)遥对 35日龄数据统计分析表明袁郁组极
显著降低了直肠大肠杆菌数袁与玉尧域尧芋组相比差异
显著(P<0.05)袁与吁组相比差异不显著(P跃0.05)(见图 1)遥
49 d时袁域尧郁组及吁组显著降低了直肠内大肠杆菌
数袁与玉组和芋组相比差异显著(P<0.05)袁但它们之间
差异不显著(P跃0.05)曰芋组与玉组相比差异不显著(P跃
0.05)遥 总的来看袁0.1%和 0.3% A.niger SC降低了全期
直肠大肠杆菌数袁0.2%A.niger SC无显著效果遥 究其原
因可能是在生长前期袁 发挥作用的主要是 A.niger SC
的酶成分袁酶添加水平的提高可能对动物不利或产生
了毒素袁从而没有进一步降低大肠杆菌数遥 而在后期袁
由于 A.niger SC中所含的 A.niger在肠道内逐渐定植袁
使肠道微生物区系发生变化袁 所以综合全期情况袁
0.1豫和 0.3豫的 A.niger SC的添加量效果好遥A.niger 是
需氧菌袁生长环境要求不严格袁虽不属于单胃动物正
常菌群袁但日粮中出现 A.niger时袁其能在肠道内定植袁
从而与大肠杆菌的生长发生竞争袁达到抑菌效果遥

8.4
8.2

8
7.8
7.6
7.4
7.2

7
6.8 14 35 49

基础日粮

0.2%A.nigerSC
抗生素

0.1%A.nigerSC
0.3%A.nigerSC

日龄渊d冤
图 1 各日龄肉鸡直肠大肠杆菌数
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表 3 黑曲霉菌 A.niger在肠道内的定植情况（cfu/g）
组别
玉
域
芋
郁
V

14 d
1.5依0.4c

6.67依0.94b
8.67依0.41a
16依2.45a

0依0c

35 d
0依0c

7.33依1.25b
9.67依0.47b

13依0.82a
0依0c

49 d
0.33依0.47c
1.33依0.47bc

2依0.81b

3.7依1.25a
0依0c

注院1.同一纵列肩标字母不同者表示差异显著(P<0.05)曰
2.由于黑曲霉菌仅零星存在于鸡肠道内袁故以 10-1稀释倍数的

cfu/g表示遥
基础日粮

0.2%A.nigerSC
抗生素

0.1%A.nigerSC
0.3%A.nigerSC

14 35 49

20
15
10
5
0

日龄渊d冤
图 2 各日龄肉鸡直肠黑曲霉菌数

由表 3 可以看出袁 肉仔鸡 0耀35 日龄袁 所有 A.
niger SC 添加组其直肠黑曲霉菌数与玉照组相比均
差异显著袁35 日龄后袁 域组与玉组相比差异不显著
(P>0.05)袁芋组与玉组相比差异显著(P<0.05)袁此阶段
黑曲霉增殖情况明显减弱遥 在玉组和吁组中几乎没
有 A.niger菌存在遥由图 2可以看出袁黑曲霉定植趋势
随着日龄的增加逐渐减弱遥

肉仔鸡日粮中的粘稠性 NSP袁会增加微生物的活
性袁并改变微生物菌群的组成袁表现在小肠中大肠杆
菌尧梭菌尧肠球菌的数量的增加渊Smits等,1998冤袁高粘
性的纤维化合物添加在肉仔鸡日粮中袁降低了小肠胆
汁酸盐的浓度袁导致脂肪消化降低袁其中原因之一是
由于高粘性食糜在小肠内滞留引起微生物的异常繁

殖袁 微生物的活动使胆汁酸盐到达肝脏的量减少袁从
而造成了脂肪的吸收障碍遥 此外袁粘稠性 NSP延迟消
化食糜通过小肠的速度袁增加了发酵时间遥 酶制剂的
添加可以降低食糜粘度渊White 等,1983冤袁降低营养物
质在肠道的蓄积袁 减少了菌群可利用的发酵底物袁从
而使肠道细菌群落减少袁 这种变化可使肠道变薄袁改
善营养吸收袁同时肠道中沙门氏菌的减少袁可以降低
胆汁盐的早期解离袁有助于脂肪的消化遥
2.2 A.niger SC对肉仔鸡日粮表观代谢能及养分消
化率的影响渊见表 4尧表 5尧表 6冤

表 4 A.niger SC对肉仔鸡各生长阶段脂肪消化率的影响(%)

玉
域
芋
郁
吁

13耀15
68.95依3.75b
76.7依2.65a

72.17依2.74ab

73.49依3.94ab
74.91依4.08a

20耀22
61.8依8.92b

68依2.7ab
65.9依5.42ab

72.1依7.48ab

77.8依0.51a

34耀36
48.02依8.08b
66.68依4.09a
60.6依9.62ab

52.41依8.03ab
65.38依5.23a

组别
日龄

注院同一纵列肩标字母不同者表示差异显著(P<0.05)遥
表 5 A.niger SC对肉仔鸡各生长阶段表观代谢能的影响(%)

玉
域
芋
郁
吁

13耀15
66.4依4.0b
75.9依1.6a

69.54依1.17ab
64.4依4.0b

74.77依5.13a

20耀22
55.58依9.42b
58.58依4.75ab
57.82依6.56ab

67.27依7.39ab
72.67依1.8a

34耀36
27.4依0.9b

34.49依8.75ab
41.63依5.27a

25.52依3.78b
37.98依5.5ab

组别
日龄

注院同一纵列肩标字母不同者表示差异显著(P<0.05)遥
表 6 A.niger SC对肉仔鸡各日龄阶段氮沉积的影响(%)

玉
域
芋
郁
吁

34耀36
38.5依2.11b
42.5依2.1b
40.3依1.81b

56.2依1.56a
54.1依3.25a

13耀15
52.4依2.53
56.1依2.31
54.32依1.5
59.2依0.89
60.2依1.3

20耀22
46.5依1.75
50.5依0.52
56.2依2.31
58.3依2.8
59.2依2.1

组别
日龄

注院同一纵列肩标字母不同者表示差异显著(P<0.05)遥

由表 4可以看出袁域组和吁组提高了肉仔鸡 13~
15日龄脂肪的消化率袁与玉组相比差异显著(P<0.05)袁
与芋尧郁组相比差异不显著(P跃0.05)遥 20耀22日龄袁A.
niger SC处理组有提高脂肪消化率的趋势, 但与玉组
相比差异不显著(P跃0.05)遥 吁组显著提高了脂肪消化
率袁与玉组相比差异显著(P<0.05)袁但与 A.niger SC 3
水平添加组相比差异不显著(P跃0.05)遥 域组显著提高
了肉仔鸡 34耀36日龄时肉仔鸡脂肪的消化率袁与玉组
相比差异显著(P<0.05)袁与其它各组相比差异不显著
(P跃0.05)遥 在此阶段吁组提高脂肪消化率的作用仍较
明显(P<0.05)遥 总的来看袁A.niger SC的添加提高了肉
仔鸡脂肪的消化率遥

由表 5可以看出袁域组显著提高肉仔鸡 13耀15日
龄代谢能袁与玉组和郁组相比差异显著(P<0.05)袁与芋
组和吁组相比差异不显著 (P>0.05)遥 各 A.niger SC对
20耀22日龄无显著影响遥吁组与玉组相比差异显著(P<
0.05)袁 但两组与 A.niger SC 3水平组相比差异均不显
著(P>0.05)遥 芋组显著提高了 34耀36日龄表观代谢能袁
与玉组及郁组相比差异显著(P<0.05),与域组和吁组相
比差异不显著(P<0.05)遥

饲 养 试 验 程文晓等：黑曲霉固体发酵物对肉仔鸡日粮消化与直肠菌群作用效果的研究

33



由表 6可以看出袁 各组对 13耀15日龄肉仔鸡氮沉
积无显著影响(P跃0.05)袁在 20耀22日龄阶段袁吁组氮沉积
有增加的趋势袁但与各组相比无显著差异(P跃0.05)遥郁组
提高了 34耀36日龄肉仔鸡氮沉积袁 与吁组相比无显著
差异(P跃0.05)袁与玉尧域尧芋组相比差异显著(P<0.05)遥 但
总的来看袁A.niger SC提高了氮沉积袁但不明显遥

大量研究表明袁在肉仔鸡非常规日粮渊如大麦袁燕
麦等日粮冤中添加非消化酶袁即纤维素酶尧葡聚糖酶尧
木聚糖酶等袁可以提高肉仔鸡日粮养分消化率(荣俊
等袁2004), 在玉米要豆粕型日粮中添加酶提高了营养
物质消化率(王清吉袁2004)遥 安永义等(2003)在玉米要
豆粕型日粮中添加酶袁没有发现对营养物质的消化率
产生显著影响遥 酶的添加可以降低抗营养物质水平袁
降低肠道食糜粘性袁 从而提高营养物质的消化吸收遥
另外袁 肠道食糜粘度的降低减少了有害微生物的孳
生袁 而有害菌的存在与宿主在营养吸收上存在竞争袁
尤其是脂肪的利用遥 本试验为含黑曲霉菌的复合酶袁
主要以产纤维素酶为主袁其提高某些营养的利用率的
原理可能是纤维素酶降低了抗营养因子的作用遥 另
外袁黑曲霉菌在肠道中也可发挥作用遥

3 结论

3.1 A.niger SC对直肠大肠杆菌的影响
A.niger SC的添加显著降低了直肠大肠杆菌数袁

尤其在 0.1%添加水平袁随着剂量的增加袁 0.2%A.niger
SC没有进一步降低大肠杆菌数袁 推测可能是外源酶
的添加抑制了内源酶的分泌或过量的酶制剂产生的

毒素作用遥 在后期 0.3%A.niger SC却降低了直肠内杆
菌数可能是黑曲霉在肠道内的定植抵制了高剂量酶

的毒性作用遥 0.1%A.niger对直肠大肠杆菌的抑制作
用是其提高生产性能的作用机理之一遥
3.2 A.niger SC对各生长期营养消化率的影响

0.1%A.niger SC 处理组显著提高了脂肪的消化
率袁可能是由于 0.1%A.niger SC降低了肠道内有害菌
的作用袁 使肠道变薄以及维持了肠道胆汁酸盐的浓
度袁从而便于营养物质的消化吸收遥 对氮沉积的作用
不如脂肪明显遥 0.1%A.niger SC提高了生长前期表观
代谢能袁在生长后期 0.2%A.niger SC提高效果显著遥

（参考文献 12篇，刊略，需者可函索）

（编辑：高 雁，snowyan78@tom.com）
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芽孢杆菌木聚糖酶固体发酵工艺研究
陈 雄 王实玉 王金华

摘 要 利用固体发酵对实验室筛选的芽孢杆菌 021产木聚糖酶的培养基和发酵工艺进行研
究。结果表明，以麸皮和黄豆饼粉（91）为主要基质，4%麦芽糖、4%硝酸铵有助于产酶。最佳发酵条件
为：含水量 65%、起始 pH值 8.0、发酵温度为 37 益、接种量 8%、250 ml三角瓶装料 20 g、培养 36 h。在
最佳发酵条件下，木聚糖酶酶活可达 3.25 U/g。

关键词 芽孢杆菌 021；培养基；发酵工艺；木聚糖酶
中图分类号 Q815

陈雄，湖北工业大学生物工程学院，博士，副教授，430068，
湖北武汉武昌南湖。

王实玉、王金华，单位及通讯地址同第一作者。

收稿日期：2006-09-04
绎 本项目受湖北省工业微生物重点实验室资助。

1 材料和方法

1.1 菌种

芽孢杆菌 021(Bacillus sp. 021)袁本实验室从土壤
中筛选保藏遥
1.2 培养基组成和培养方法

1.2.1 斜面培养基

蛋白胨 5.0 g/l尧 酵母膏 5.0 g/l尧 半纤维素 5.0 g/l尧
MgSO4窑7H2O 0.2 g/l尧KH2PO4 3.0 g/l尧 琼脂 18.0 g/l袁pH
值为 6遥
1.2.2 种子培养基

蛋白胨 5.0 g/l尧 酵母膏 5.0 g/l尧 半纤维素 5.0 g/l尧
MgSO4窑7H2O 0.2 g/l尧KH2PO4 3.0 g/l袁pH值为 6遥
1.2.3 基础营养盐液

KH2PO4 3.0 g/l尧(NH4)2SO4 2.0 g/l尧MgSO4窑7H2O 0.5 g/l尧
NaNO3 4.0 g/l尧CaCl2 0.5 g/l遥
1.2.4 产酶基础培养基

麸皮 18.0 g/l尧黄豆饼粉 2.0 g/l袁将 25 ml 营养液
于 250 ml三角瓶中与麸皮尧黄豆饼粉混合袁搅匀袁起
始 pH值 7.0遥
1.2.5 种子活化

将菌种从斜面接种到 50 ml种子培养基(250 ml三角
瓶装)袁置于 37 益恒温摇床上袁150 r/min振荡培养 12 h遥
1.2.6 发酵培养

250 ml三角瓶装发酵产酶培养基 20 g (干重)袁按
5%接种量接种种子液袁充分混匀袁于 37 益恒温培养箱
中培养 48 h遥
1.3 酶液的提取

向装有发酵培养基的三角瓶中装入一定量蒸馏

水袁置入摇床上振荡 30 min袁然后于 5 000 r/min离心
15 min袁收集上清液得到酶液遥
1.4 酶活的测定

取 3支带有 50 ml刻度的试管袁1支作空白对照袁2
支作平行样品管遥每支样品管加入 1.1 ml适当稀释的酶
液袁对照管加 1.1 ml蒸馏水袁置于 50益水浴锅中预热 2min袁
然后在 3支试管中分别加入 0.9 ml已预热至 50 益的
1%木聚糖溶液(pH值 9尧0.05 mol/l的 Gly-NaOH缓冲溶
液配制)袁准确计时 10 min袁立即加入 DNS试剂 2 ml遥 将
3支试管放入沸水浴中反应 15 min后立即取出袁流水冷
却袁用蒸馏水定容至 50 ml袁于 540 nm处测定吸光度遥酶
活定义为院在上述条件下袁每分钟产生 l mol还原糖(木
糖)所需酶量定义为 1个酶活单位遥
2 结果与讨论

2.1 培养基质的选择

培养基是提供微生物生长尧繁殖和代谢以及合成
酶所需要的营养物质遥 在固体发酵中袁固体基质的选
择是提高酶产量的关键因素遥一般选择廉价的农副产
品作为固体基质袁如麦麸尧米糠和玉米粉等遥表 1试验
结果显示袁麦麸为较好的固体基质袁当麦麸与黄豆饼
粉按 91比例混合时袁木聚糖酶的产量最高遥

表 1 固体发酵基质的选择

固体基质
麦麸
黄豆饼粉
玉米粉
麦麸黄豆饼粉
麦麸黄豆饼粉
麦麸玉米粉
麦麸玉米粉

含量或比值
100%
100%
100%
82
91
82
91

酶活(U/g)
0.546
0.459
0.368
0.602
0.648
0.562
0.571

2.2 碳源对产酶的影响

碳源是微生物生长过程中为微生物提供碳素来

源的物质遥 微生物利用碳素物质具有选择性袁糖类是
微生物容易利用的碳源和能源物质袁但微生物对不同
的糖类物质的利用也有差别遥在产酶基本培养基的基
础上袁分别添加各种碳源渊蔗糖尧 麦芽糖尧葡萄糖尧淀
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粉冤对供试菌株进行发酵产酶试验袁结果见表 2遥 根据
表 2的结果袁麦芽糖更有利于木聚糖酶合成袁因此选
择麦芽糖作为碳源遥

表 2 碳源对产酶的影响

碳源
酶活渊哉/g冤

蔗糖
0.778

麦芽糖
1.157

葡萄糖
0.874

乳糖
0.620

淀粉
1.041

注院碳源添加量为4豫遥
2.3 氮源对产酶的影响

能够被微生物利用的氮源物质包括蛋白质及其

不同程度的降解物尧铵盐尧硝酸盐尧分子氮尧胺尧酰胺
等遥微生物对氮源的利用具有选择性袁根据文献报道袁
(NH4)2SO4尧NH4NO3作为无机氮源对酶合成具有促进
作用袁蛋白胨作为有机氮源比较理想袁故选用 NH4Cl尧
(NH4)2SO4尧NH4NO3尧尿素尧蛋白胨作为氮源袁在产酶基
础培养基的基础上袁以不同的有机氮源和无机氮源作
为固体基质的添加氮源袁 发酵产酶试验结果见表 3袁
无机氮源 (NH4)2SO4和 NH4NO3更有利于木聚糖酶的
合成袁其中 NH4NO3是实验菌株最合适的氮源遥

表 3 氮源对产酶的影响

氮源
酶活(哉/g)

(NH4)2SO4
1.656

NH4NO3
1.764

NH4Cl
1.421

尿素
0.891

蛋白胨
1.243

注院氮源添加量为 4豫遥
2.4 含水量对产酶的影响

固体发酵培养基的含水量在整个发酵工程中起

关键作用遥 一方面袁含水量影响微生物生长所需要的
渗透压遥 另一方面袁含水量对微生物生长和产酶的影
响还由于它可改变固体颗粒的物理性质袁过高的含水
量改变了麸皮颗粒之间的松散性袁使麸皮成团袁影响
到氧的传递和发酵热的散失袁导致酶活下降曰而含水
量过低会影响到营养物质的溶解尧传递以及颗粒的润
胀袁限制了微生物对营养物质的利用袁芽孢杆菌的生
长将受到抑制遥 实验设计 5个不同含水量袁结果如图
1所示袁当含水量为 65%时袁酶活力最高遥

2.2

1.9

1.6

1.3

1 50 55 60 65 70
含水量(%)

图 1 含水量对产酶的影响

2.5 pH值对产酶的影响
微生物生长过程中机体内发生的绝大多数的反应

是酶促反应袁 而酶促反应有一个较适宜 pH值范围袁在
此范围内袁微生物生长速度快曰同时酶作为微生物的代
谢产物袁在不同的 pH值下袁微生物产酶量及产酶种类
也可能不同袁微生物也有其最适的产酶 pH值遥 因此袁培
养基起始 pH值不仅影响细胞的生长繁殖袁而且对产酶
量及产酶种类也有显著的影响遥 pH值对产木聚糖酶酶
活的影响见图 2袁实验菌株最适产木聚糖酶 pH值为 8遥

3

2.5

2

1.5

1

0.5 6 7 108 9
责匀值

图 2 pH值对产酶的影响
2.6 接种量对产酶的影响

在一定的培养基中袁接种量过低时袁菌体生长缓
慢袁发酵周期长袁影响产酶曰接种量过高时袁缩短发酵
周期袁但易受到分解代谢物阻遏作用袁同时由于接种
量过大袁氧气可能供应不足袁影响酶的合成遥实验分别
采用 2%尧4%尧6%尧8%尧10%的接种量进行培养遥 结果
如图 3所示袁8%的接种量最适宜遥

2 4 6 8 10

3.5
3

2.5
2

1.5
1

0.5
0

接种量渊豫冤
图 3 接种量对产酶的影响

2.7 装料量对产酶的影响

装料量对产酶的影响主要表现在院 装料量过多袁
通风不畅袁供氧不足袁微生物生长不好而影响产酶曰装
料量过少袁则基质表面水分蒸发过快袁影响微生物的
代谢袁产酶量仍然不高遥 采用 250 ml三角瓶装料 10尧
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15尧20尧25尧30 g培养基袁进行发酵培养遥结果如图 4所
示袁装料量为 20 g时袁单位质量培养基产酶量最高遥

3.5
3

2.5
2

1.5
1 10 15 20 25 30

装料量渊g冤
图 4 装料量对产酶的影响

2.8 温度对产酶的影响

温度过低袁微生物生长缓慢尧发酵周期延长遥温度
过高袁一方面使细胞中的生化反应速率和生长速率加
快曰另一方面袁机体的重要组分如蛋白质尧核酸等对温
度较敏感袁若温度升高袁它们可能遭受不可逆的破坏遥
固体发酵单位体积的高基质浓度和高菌体浓度袁使单
位体积微生物产热要比液体高得多袁而且由于固体发
酵含水量低袁传热和传质比较困难袁温度过高培养基
失水比较严重袁因此理论上固体发酵温度要比液体发
酵温度低遥 试验选择不同的发酵温度袁实验结果由图
5可知袁在 37 益条件下袁木聚糖酶产量最大遥

3.4
3.2

3
2.8
2.6
2.4
2.2

2 28 34 37 40 42
发酵温度(益)

图5 发酵温度对产酶的影响

2.9 酶产量与发酵时间关系曲线

发酵时间长袁合成的酶量多遥但时间越长袁营养物
质的消耗就越多袁同时由于营养的不足袁单位质量的
酶活增加缓慢或缓慢下降遥 由图 6可知袁随着时间的
增加袁酶活增加袁但 36 h后袁酶活不再增加袁所以实验
选择 36 h为最佳发酵时间遥 在最佳发酵条件下袁发酵
36 h后袁木聚糖酶酶活可达 3.25 U/g遥

3
3

2.5
2

1.5
1

0.5
0 12 24 30 36 42 48

发酵时间渊h冤
图 6 酶产量与发酵时间关系曲线

3 结论

通过实验室筛选得到一株高产木聚糖酶的芽孢

杆菌菌株袁利用固体发酵生产木聚糖酶遥 实验通过发
酵培养基的选择和发酵工艺的优化研究袁得到了优化
的固体发酵培养基和发酵工艺遥 以麸皮和黄豆饼粉
(91)为主要基质袁4%麦芽糖尧4%硝酸铵有助于产酶遥
最佳发酵条件为院含水量 65%尧起始 pH值 8.0尧发酵温
度 37 益尧接种量 8%尧250 ml三角瓶装料 20 g袁培养 36 h遥
在最佳发酵条件下袁木聚糖酶酶活可达 3.25 U/g遥

芽孢杆菌能适应极端的生长环境袁芽孢杆菌木聚
糖酶具有热稳定性高尧 发挥最佳活性的 pH值范围广
等特点袁芽孢杆菌木聚糖酶的研究较具潜力袁固体发
酵生产木聚糖酶可直接用于饲料袁应大力推广遥

（编辑：高 雁，snowyan78@tom.com）
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多宝鱼，学名大菱鲆，主产于大西洋东部沿海，1992

年从欧洲引进我国，是名贵的低温经济鱼类。由于“多宝

鱼”本身抗病能力较差、养殖技术要求较高，一些养殖者

为降低养殖成本大量使用违禁药物，用来预防和治疗鱼

病，导致“多宝鱼”体内药物残留严重超标。

食品安全问题由来已久。在水产养殖中滥用抗生素

甚至使用违禁药品的行为早已屡见不鲜，并曾使一些地

方的水产品在国际贸易中蒙受了损失。四年前就已明文

禁止使用的硝基呋喃类化合物药物，为什么一些养殖户

还在使用？是因为养殖户法规意识谈薄，绿色养殖观念不

强还是有关部门监督力度不够。

多宝鱼事件警示我们，解决食品安全问题，必须努力

形成一套系统的事前管理和防范机制。要从推行养殖业

标准化、强化技术服务入手，加强监督、检验检测体系的

建立，实行严格市场准入制度，落实行政执法责任制等方

面，把工作做在平时、做在前面，变被动的“事后救火”为

主动的事前防范。这样，才能把好食品安全的每一道关

口，真正让老百姓吃得安全、吃得放心。

从多宝鱼事件看食品安全
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摘 要 以一株产耐热纤维素酶放线菌为材料，研究了该菌固体发酵培养基组分的改良及固体

发酵工艺的优化，同时探讨了该菌与酵母混菌发酵时的产酶情况。实验结果表明，该菌株的最适培养

基成分为：稻草粉与麸皮比为 1、豆粕 30%、KH2PO4 1%、MgSO4·7H2O 0.2%。最佳的发酵工艺条件为：培
养基的初始 pH值为 7、发酵温度为 35 益、培养基固与水体积比为 0.8、菌株接种量为 5%。该菌固体产
酶发酵过程中第 72 h接入酵母菌的效果较好，酵母菌最佳接种量为 1%，浓度为 4.6伊105 cfu/ml。

关键词 纤维素放线菌；固体发酵；酵母菌

中图分类号 Q815
Study of solid-state fermentation of an actinomycete producing thermophilic cellulase

Shao Jihai, Hu Junlin, Sun Yulin, He Shaojiang, Feng Xinmei
Abstract We studied the optimum cultural medium to solid-state fermentation of an actinomycete pro原
ducing thermophilic cellulose and the optimum cultural conditions for producing cellulase. The result of our
experiments showed that the optimum culture medium for solid-state fermentation as follows: ratio of straw
to bran is 1, bean cake 30%, KH2PO4 1%, MgSO4·7H2O 0.2%.The optimum cultural conditions for produc原
ing cellulase were as follows: the initial pH of the culture medium is 6, the fermentation temperature is 35 益,
the ratio of dry weigh of culture medium to water is 0.8, the inoculation quantity is 5%. The best time for
inoculating saccharomyces cerevisiae was the 72 h after the beginning of fermentation, and the optimum
quantity for inoculating was 1% with the concentration of 4.6伊105 cfu/ml.
Key words cellulose-decomposing strain；solid-state fermentation；saccharomyces cerevisiae

1 材料与方法

1.1 实验菌种

纤维素分解菌为诺卡氏放线菌 SCD2(Nocardia
SCD2)袁由本研究室筛选于好氧堆肥环境袁其最适酶解
温度为 60 益袁 所产纤维素酶于 90 益水浴 20 min后
CMCase活性损失率仅为 13.6%遥 酵母菌由湖南农业
大学生命科学技术学院发酵工程研究室提供遥
1.2 固体发酵培养基优化

保证培养基中固与水比(质量比)为 1尧接种量为
5%尧发酵温度为 35 益尧pH值自然的前提下袁从稻草粉
与麸皮的比例尧 豆粕及 KH2PO4尧MgSO4窑7H2O的含量 4

个因素出发设计 L9(43)正交实验袁具体实验设计见表 1遥
1.3 固体发酵工艺优化

在获得最优化的培养基配方前提下袁从发酵的温
度尧培养基的初始 pH 值尧培养基固与水比尧接种量 4
个因素出发设计固体发酵工艺 L9渊43冤正交实验袁具体
实验设计见表 2遥
1.4 固体发酵培养基初酶液的制备及 CMCase 的测
定渊DNS法冤
1.4.1 初酶液的制备

取风干发酵曲 2 g加 2 ml蒸馏水袁于 40益尧150 r/min
振荡浸提 30 min后袁再 3 000 r/min离心 15 min袁取上
清液为初酶液遥
1.4.2 酶活性的测定要要要DNS法

取 CMC-Na底物 1.5 ml袁 加入 0.5 ml待测酶液袁
40 益恒温精确反应 20 min袁立即加入 DNS试剂 3 ml袁
然后置于沸水中加热 7 min终止反应袁然后加入 10 ml
蒸馏水袁冷却后于可见分光光度计 550 nm处比色袁测
定生成的葡萄糖的量遥
1.5 纤维素分解菌 SCD2固体发酵过程中接入酵母

工 艺 研 究《饲料工业》·圆园园6年第 圆7卷第 24期

38



菌的最适时间确定

将酵母菌用 PAD培养基扩大培养后置于 4 益冰
箱中袁 分别在 SCD2固体发酵的 0尧24尧48尧72 h按 1%
的量接入酵母袁对照接入等量的无菌水袁发酵 96 h袁然
后测定各处理的 CMCase酶活遥
1.6 纤维素分解菌 SCD2固体发酵过程中酵母菌在
最适接入时间的最适接入量确定

将酵母菌菌液做系列稀释袁稀释成 10-1尧10-2尧10-3

3个梯度袁 并于实验 1.5节得出的固体发酵最佳接种
时间按 1%的量接入酵母菌袁发酵 96 h袁然后测定各处
理 CMCase酶活遥
2 结果与分析

2.1 固体发酵培养基的优化

保证各培养基中固与水比为 1袁接种量均为 5豫袁
发酵温度均为 35 益袁pH值自然的前提下袁 发酵 96 h
后测定酶活袁结果见表 1遥

由表 1可看出,在稻草粉与麸皮比为 1尧豆粕含量
为 30%尧KH2PO4含量为 1%尧MgSO4窑7H2O含量为 0.2%

的培养基中,该菌株产纤维素酶的能力最强遥 比较各
因素的变化对该菌固体发酵的影响,可以发现豆粕含
量的变化对发酵的影响最为显著,其次是稻草粉与麸
皮比,MgSO4窑7H2韵在含量为 0.05豫耀0.2豫范围内对其
产酶的影响不大遥
2.2 固体发酵工艺优化

根据 2.1的试验结果袁选择最优化的培养基配方袁
采用不同的发酵工艺条件对该菌株进行固体发酵袁在
发酵 96 h后测定酶活袁结果见表 2遥

由表 2可看出袁在培养基初始 pH值为 7袁发酵温
度为 35 益袁培养基固与水比为 0.8袁菌株接种量为 5%
时菌株产酶能力最强遥比较各发酵条件的变化对该菌
固体发酵的影响袁可以发现固体发酵培养基的含水量
渊培养基固水比冤对该菌产酶发酵的影响最大袁其次是
发酵的温度袁pH 值在 6耀8 范围内变化对其产酶量的
影响不大遥
2.3 纤维素分解菌 SCD2固体发酵过程中接入酵母
菌的最适时间确定

表 1 固体发酵培养基的优化

项目
1
2
3
4
5
6
7
8
9
K1
K2K3
R
优方案

A稻草粉麸皮
0.8
0.8
0.8
1
1
1

1.2
1.2
1.2

65.57
70.93
60.12
3.60
A2

月豆粕(%)
10
20
30
10
20
30
10
20
30

52.08
68.12
76.44
8.12
B3

C KH2PO4(%)
1
2
3
2
3
1
3
1
2

67.14
66.58
62.92
1.41
C1

D MgSO4窑7H2O(%)
0.05
0.1
0.2
0.2
0.05
0.1
0.1
0.2
0.05
65.04
64.61
67.27
0.89
D3

CMC酶活[滋mol/渊g窑min冤]
17.63
22.75
25.19
20.08
23.36
27.49
14.37
22.01
23.76

表 2 固体发酵工艺优化

项目
1
2
3
4
5
6
7
8
9
K1K2
K3
R

优方案

A初始 pH 值
6
6
6
7
7
7
8
8
8

68.26
69.02
64.55
1.49
A2

B温度(益)
30
35
40
30
35
40
30
35
40

70.43
71.47
59.93
3.85
B2

C培养基固与水比
1.0
0.8
0.7
0.8
0.7
1.0
0.7
1.0
0.8

61.73
74.27
65.83
4.18
C2

D接种量(豫)
3
5
7
7
3
5
5
7
3

64.06
73.11
64.67
3.02
D2

CMC酶活[滋mol/渊g窑min冤]
20.89
28.43
18.95
25.52
22.85
20.65
24.03
20.19
20.33
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[本刊讯]11 月 30 日由李德发教授亲手创建的农业部饲料

工业中心迎来了她 10岁的生日，同时由农业部饲料工业中心主

办，北京德宝群兴科贸有限公司承办的顶级技术盛会———猪营

养国际学术研讨会在北京友谊宾馆隆重开幕，本次盛会吸引了

国内外专家、学者、企业界及相关媒体代表近千人。

大会开幕式由农业部饲料工业中心副主任谯仕彦教授主

持，于上午 8点 40分准时开始。中国农业大学党委书记瞿振元

教授、农业部张玉香总经济师、农业部畜牧业司王宗礼副司长、

科学技术部发展计划司申茂向巡视员、加拿大中国大使馆农业

参赞 Kent Smith先生、南京农业大学动物科技学院院长王恬教

授、正大集团技术总监 Gary Stoner博士和美国密苏里大学教授

Gary Allee教授分别致辞，对农业部饲料工业中心过去 10年所

取得的成绩及始终以科技创新为主体，引领饲料行业科技进步

给予高度赞赏和肯定。

开幕式结束后，农业部饲料工业中心副主任谯仕彦博士做

了精彩的十周年回顾的演讲，展示了中心十年来的风风雨雨和

所取得的教育、科研等成就，同时也介绍了当前中心的科研能力

及重点方向。两天的研讨会分别由中国工程院院士张子仪、李德

发教授、美国肯塔基大学动物与食品科学系 Gary L. Gromwell

教授、美国科学院院士 David H. Baker教授、美国依利诺大学动

物科学系 James Pettigrew教授、美国俄亥俄州立大学动物科学

系 Don Mahan教授、美国密苏里 -哥伦比亚大学畜牧系 Gary

Allee教授、加拿大萨斯卡切温大学畜牧系 P.A.Thacker教授就

“中国养猪业的今昔与展望”、“猪用抗生素饲料添加剂的替代”、

“乳糖和奶制品对新生仔猪的作用效果”、“猪的氨基酸营养：概

念、问题、难点和潜力”、“日粮对猪健康的影响”、“高产猪矿物质

营养需要的变化”、“高产瘦肉猪的氨基酸需要”、“高产母猪饲养

策略”。闭幕式前，几位国外专家就与会代表提出的一些问题给

予了解答，大会在热烈的掌声中胜利闭幕。

对照 0 h接种 24 h接种 48 h接种 72 h接种

35
30
25
20
15
10

5
0
图 1 不同时间接入酵母对 SCD2产酶发酵的影响

从图 1可知袁在 SCD2固体发酵过程的 0耀48 h内
按 1%的量接入酵母菌袁固体发酵 96 h后对该菌的产
酶量影响不大袁 在 SCD2固体发酵的 72 h时按 1%的
量接入酵母菌袁其产酶量比对照高 9.38%遥
2.4 纤维素分解菌 SCD2固体发酵过程中酵母菌在
最适接入时间的最适接入量确定

A B C D

35
30
25
20
15
10
5
0

A院接种酵母原液 B院接种 10-1酵母稀释液
C院接种 10-2酵母稀释液 D院接种 10-3酵母稀释液

图 2 接种不同浓度酵母菌液对 SCD2产酶发酵的影响

在 2.3实验结果的基础上袁 于 SCD2固体发酵的
72 h时接入不同稀释梯度的酵母菌液袁其结果如图 2
所示遥 由图 2可知袁在 SCD2固体发酵过程中接入酵
母的最佳浓度为稀释了 10-2的酵母菌液袁接种其它梯
度的酵母菌液的产酶量较接近袁通过平板稀释测数的
方法测得 10-2的酵母菌液的浓度为 4.6伊105 cfu/ml遥
3 讨论

通过对 SCD2固体发酵培养基组分的改良尧发酵
工艺的优化及其与酵母菌混菌发酵的研究袁使其固体
发酵的 CMCase酶活达到 32.65 滋mol/渊g窑min冤袁 与国
内公开发表的资料中的研究结果比较来看袁其酶活相
对较高遥

在纤维素分解菌的产酶发酵过程中袁培养基中较
高浓度的葡萄糖会抑制纤维素酶的活性遥 因此袁从理
论上讲袁在发酵过程中接入酵母菌袁通过酵母菌消耗
培养基中葡萄糖袁从而解除葡萄糖对微生物产纤维素

酶的反馈抑制袁就可以提高纤维素酶的活性遥司美茹尧
郝月等研究结果表明袁在纤维素酶发酵开始时接入酵
母菌可以提高纤维素酶酶活袁 但本实验结果显示袁在
SCD2 固体发酵的 48 h 内接种酵母菌并不能提高发
酵的纤维素酶的酶活袁只有在 72 h时接入酵母袁发酵
后纤维素酶活性才略有提高遥这可能是在纤维素分解
菌与酵母混菌发酵的二元体系中袁不同微生物间的竞
争能力不同袁最终导致不同的二元发酵结果遥
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摘 要 筛选出一株高产木聚糖酶的菌株 U6-5，菌体固态发酵产酶条件的研究表明，最佳发酵培
养基配方为：麸皮 50 g、花生壳粉 30 g、玉米芯粉 20 g、NH4NO3 0.5 g、水 110 ml,每克原料接种量为
3.05伊105个孢子，最适发酵温度 28耀30 益，在此培养条件下发酵 26耀28 h，木聚糖酶酶活达到 6 105 U/g。
该木聚糖酶具有较高的耐热、耐储藏性能。

关键词 木聚糖酶；固态发酵；发酵培养基

中图分类号 TS201.25
木聚糖酶渊Xylanase冤是最主要的一种木聚糖降解

酶类袁它主要通过内切方式降解木聚糖中的 茁原1袁4木
糖苷键袁水解产物以低聚木糖为主袁并伴有少量的木
糖和阿拉伯糖遥 木聚糖酶作为一类饲料添加酶袁可有
效降解木聚糖抗营养因子袁提高饲料营养遥 木聚糖酶
已经成为酶制剂生产行业中的一个重要产品袁具有广
阔的应用前景遥

本研究筛选出一株木聚糖酶高产菌株 U6-5袁对
该菌株固态发酵培养基尧 培养条件进行了优化袁对
酶学特性进行了研究袁优化条件下袁木聚糖酶酶活
达到 6 105 哉/g遥
1 材料与方法

1.1 菌种

木聚糖酶菌种 U6-5袁 由河南省科学院生物研究所
筛选保存遥
1.2 木聚糖酶菌种培养基

察氏培养基院NaNO3 3.0 g 尧KCl 0.5 g 尧FeSO4 0.01 g尧
K2HPO4 1.0 g 尧MgSO4窑7H2O 0.5 g 尧蔗糖 20.0 g尧琼脂
20.0 g尧蒸馏水 1 000 ml袁pH值 6.7遥

豆汁培养基院5oBe' 豆汁 1 000 ml尧MgSO4窑7H2O
0.5 g尧 可溶性淀粉 2.0 g尧KH2PO4 1.0 g尧渊NH4冤2SO4 0.5 g尧
琼脂 20 g袁pH值 6.0遥

孢子增殖培养基: 葡萄糖 50 g尧 蛋白胨 0.20 g尧
(NH4)2HPO4 0.56 g尧KH2PO4 0.144 g尧MgSO4窑7H2O 0.12 g尧
琼脂 20 g尧啤酒 45 ml尧蒸馏水 1 000 ml袁自然 pH值遥

筛选培养基院 木聚糖 10 g尧K2HPO41.0 g尧KH2PO4

0.3 g尧NaCl 0.2 g尧MgSO4窑7H2O 0.3 g尧NH4NO3 0.5 g尧FeSO4
0.1 g尧琼脂 20 g尧蒸馏水 1 000 ml袁自然 pH值遥

发酵培养基院麸皮 50 g尧花生壳粉 30 g尧玉米芯粉
20 g尧营养液 10 ml尧水适量袁自然 pH值遥
1.3 分析方法

1.3.1 粗酶液制备

发酵结束后袁 将湿酶曲于 40 益下低温烘干后粉
碎袁混合均匀后待用袁称取干酶曲 1.000 g袁加入 90 ml
蒸馏水袁10 ml缓冲溶液袁40 益浸提 1 h袁过滤得粗酶液遥
1.3.2 木聚糖酶酶活的测定

以 1.0 ml 2.0%(m/v)木聚糖溶液为底物(用 pH 值
5.0柠檬酸缓冲液配制)袁加 0.5 ml稀释酶液袁于 50 益保
温 30 min后加入 1.0 ml DNS溶液袁沸水浴煮沸 5 min袁
然后放入冷水中冷却至室温遥 用 721分光光度计在
530 nm处测定光密度(OD)值袁同时在相同条件下作空
白样调零遥 酶活定义院 在 pH值 5.0尧50 益条件下袁1 g
固体酶粉每分钟水解木聚糖生成 1 滋g还原糖渊木糖冤
的酶量为 1个酶活单位遥
2 结果与分析

2.1 培养基的优化研究

2.1.1 不同碳源的影响渊见图 1冤
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图 1 不同碳源对酶活的影响
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木聚糖酶是一种诱导酶袁木聚糖对其有很大的诱
导作用袁 在自然界中的许多半纤维素中都含有木聚
糖袁如麸皮尧玉米芯尧稻草等遥在固态发酵工业生产中袁
成本较低的麸皮被作为最常用的主要碳源遥 用麸皮尧
玉米芯尧花生壳粉做为碳源进行产酶试验遥 结果如图
1所示袁复合碳源产酶活性显著高于单一碳源袁其中
麸皮垣花生壳粉垣玉米芯粉做碳源产酶活性最高袁麸
皮垣花生壳粉尧麸皮垣玉米芯粉做碳源产酶活性次之遥

调整培养基中不同麸皮尧花生壳粉尧玉米粉的比
例袁形成 3者的不同比例袁试验结果见表 1遥
表 1 麸皮、花生壳粉与玉米芯粉的比例对酶活影响

550
91.1

532
100

523
89.2

505
88.7

m 麸皮m 花生壳粉m 玉米芯粉

相对酶活(%)
项目

由表 1可见袁当麸皮尧花生壳粉与玉米芯粉比例为
532时袁产酶活性最高遥 在发酵试验中袁可观察到
培养基组成中随着麸皮含量的增加袁 菌丝生长快且健
壮袁结块早袁而纯玉米芯粉结块及菌丝生长情况最差遥
2.1.2 不同氮源对产酶的影响

以麸皮尧花生壳粉尧玉米芯粉配比为 532复
合碳源做培养基 袁 分别添加 渊NH4冤2SO4尧NH4NO3尧
NH4Cl尧NaNO3尧尿素尧豆粕粉尧蛋白胨尧牛肉膏等 8种氮
源袁添加量占固形物干重的 0.5%袁进行固态发酵产酶
试验袁结果见图 2遥
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图 2 不同氮源对酶活的影响(不加氮源的对照组酶活设为 100)
由图 2可见袁以无机氮源 NH4NO3做氮源袁菌株的

产酶活性明显高于其它氮源的袁对产木聚糖酶具有明
显的促进作用遥
2.1.3 培养基加水量对产酶的影响

在固态发酵培养基中袁加水量过大会造成培养基
黏度增加袁透气性差袁培养基中易造成细菌的污染袁加
水量过小则不能满足菌株生长对水分的需求遥加水量
对产酶的影响见图 3遥 由图 3可知袁 培养基与水比例为

11.1时产酶活性最高遥
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图3 加水量对产酶的影响

2.2 培养条件的优化

2.2.1 菌种接种量对产酶的影响

适当的接种量有利于孢子的萌发尧 菌丝体的生
长尧培养基营养物质的合理利用以及酶的形成遥 较低
的接种量形成的菌丝体粗壮袁 由于菌丝体密度不够袁
不利于酶的形成曰较高的接种量由于营养物质过度吸
收袁菌丝体细小袁散热慢袁不易排出废气袁一般产酶能
力也较低遥 只有当接种量合适时袁形成的生物量才能
达到最大值袁产酶酶活也最高袁经多次试验得出袁当接
种量为每克原料含 3.05伊105个孢子时袁菌体产酶酶活
基本可达到最大值遥
2.2.2 培养温度对产酶的影响渊见图 4冤

26 30 36 40 45

6 000
4 000
2 000

0
温度渊益冤

图 4 温度对酶活力的影响

微生物的生命活动是由一系列生化反应组成的袁
而这些反应受温度影响极为明显袁温度是微生物生长
的重要因素之一遥最适生长产酶温度一般不超过 30 益曰当
温度超过 35 益时袁曲霉生长受到明显的抑制袁产酶率
下降曰温度达到 40 益袁几乎不能生长遥 我们经过初筛尧
诱变尧复筛优化后的菌株袁其耐高温性能明显提高袁可
耐受 35 益的生长温度袁热稳定性提高遥 但超过 35 益袁
酶活下降较快遥
圆.2.猿 培养时间对产酶的影响

在基础培养基上定量接入菌种袁 置 30 益下恒温
培养袁培养 15 h开始测定酶活袁间隔 5 h测定一次酶
活袁结果见图 5遥
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图 5 培养时间对产酶的影响

由图 5可见袁随培养时间的延长袁产酶活性呈上
升趋势袁但到 30 h后开始下降袁由此确定 30 h是产酶
的最适培养时间遥
2.3 木聚糖酶的稳定化处理

为了使木聚糖酶具有更好的耐热性能袁除选择耐
高温的生产菌种外袁还要对木聚糖酶进行稳定化的处
理袁以保证酶的活性袁本研究经过反复探索袁选择一种
羧甲基衍生物作为该木聚糖酶的稳定剂袁取得了较为
理想的应用效果遥
2.4 木聚糖酶酶学特性的研究

2.4.1 热处理条件下的酶活

固体木聚糖酶制剂在 85 益干热条件下保温处理
0渊对照冤尧15尧30尧45尧60 min后袁其残余酶活情况见表 2袁
木聚糖酶在固体条件下耐热性较好袁85 益 处理 60 min
后仍存有 89.1%的相对酶活遥

表 2 固体状态下木聚糖酶的热稳定性（85 益）
0

100
15

98.1
30

96.5
45

93.6
60

89.1
时间渊min冤
相对酶活渊%冤

2.4.2 木聚糖酶的 pH值稳定性
木聚糖酶在不同的 pH值柠檬酸缓冲液中处理袁

然后在不同反应 pH值条件下袁测定其酶活袁结果见图
6遥 结果可以发现袁该木聚糖酶在 pH值 5.0的条件下袁
酶活最高遥由此可见袁该木聚糖酶的最适 pH值为 5.0遥
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图 6 pH值对酶活力的影响

2.4.3 木聚糖酶最适反应温度

在最适 pH值条件下袁分别设置不同反应温度袁并
测定该条件下的木聚糖酶酶活袁结果见图 7遥 可以发
现袁反应温度对木聚糖酶酶活的影响很大袁在 50 益时测
定的酶活达到最大值遥 由此可见袁该木聚糖酶最适反
应温度为 50 益遥
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图 7 最适反应温度的选择

2.4.4 木聚糖酶的贮藏性能

将生产并已干燥的木聚糖酶粗酶制剂在室温下

存放一定时间袁分别测定存放 0尧30尧60尧90尧120 d后的
酶活遥 结果显示袁存放 120 d后的残存相对酶活仍达
92%袁酶活损失较小袁说明该木聚糖酶酶活贮存性能
较好遥
3 结论

该菌株固态发酵优化培养基为院麸皮尧花生壳粉尧
玉米芯粉配比为 532袁加入占固形物干重的 0.5豫
NH4NO3袁加水量 110豫遥 优化的培养条件院接种量每克
原料中含 3.05伊105个孢子袁培养温度 28耀30 益袁培养
时间 25耀30 h遥 最佳培养下袁木聚糖酶活力 6 105 U/g遥

该菌株生产的木聚糖酶具有较高的耐热性尧耐储
存性能袁最适反应温度 50 益袁最适 pH值 5.0遥
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里氏木霉重组 t-PA纯度、分子量及等电点鉴定
邵金华 冮 洁

摘 要 基因工程菌株里氏木霉（ Trichoderma reesei）生物合成的组织型纤溶酶原激活剂（tissue-
type plasminogen activator, t-PA）经分离纯化后，采用还原 SDS-PAGE和非还原 PAGE分析达到了电
泳纯，采用 Superdex 75 Prep Grade凝胶过滤色谱分析达到了色谱纯；采用还原 SDS-PAGE分析其相
对分子质量为 6.6伊104，SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳纤维蛋白自显影法检测其相对分子质量为 6.6伊104，
与相关文献报道的一致。等电聚焦电泳测定其等电点为 4.24。

关键词 里氏木霉；组织型纤溶酶原激活剂；纯度；分子量；等电点

中图分类号 Q814
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组织型纤溶酶原激活剂 渊tissue-type plasminogen
activator, t-PA冤能将纤溶酶原转化成纤溶酶袁继而水
解纤维蛋白袁是一种高效的溶栓剂遥 它进入血液系统
后有 3种情况:一是执行纤溶系统激活功能;二是它的
活性迅速被血浆中的纤溶酶原激活剂的抑制剂渊PAI-
1冤抑制;三是被肝细胞受体识别而被快速清除遥 t-PA
是体内各种组织中都含有的一种酶袁它能选择地将血
栓中的纤溶酶原变成纤溶酶使血栓溶解袁其在没有血
栓时几乎无此作用遥 与尿激酶不同袁t-PA引起的血栓
溶解一般不伴有全身出血的倾向袁因而成为新一代血
栓溶解剂遥我们对基因工程菌株里氏木霉生物合成的
t-PA进行了分离纯化袁为了使其在临床上得到应用袁
对其纯度尧分子量和等电点进行了鉴定遥
1 材料与方法

1.1 材料

血纤维蛋白原(购于 Sigma公司)尧凝血酶(购于中
国医学科学院血研所)尧Superdex 75 Prep Grade (购于
Pharmacia Biotech 公司 )尧Q -Sepharose High Perfor鄄
mance (购于 Pharmacia Biotech 公司)尧AKTATMpilot蛋
白质色谱(购于 Amersham Biosciences公司)尧载体两
性电解质 (pH值 3~10)袁(购于中国军事医学科学院)尧
等电点标准蛋白质 (pI 值为 3.5耀9.3)(购于 Pharmcia
Biotech公司)尧 标准蛋白分子质量为上海生物化学研
究所生产袁其它常用试剂均为国产分析纯遥
1.2 方法

1.2.1 SDS-PAGE和 PAGE电泳(参照萨姆布鲁克窑J等[1]

介绍的方法冤
分离胶为 12%袁浓缩胶为 5%袁胶联度 2.6%袁电泳

时恒流电流为 10 mA, 到分离胶的界面改为 30 mA袁
用考马斯亮蓝染色遥
1.2.2 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳纤维蛋白自显影操
作渊参照刘士辉等[2]介绍的方法冤

分离胶为 12%袁浓缩胶为 5%袁适当稀释的样品
与等体积的 2 倍样品缓冲液 (4%SDS尧20%甘油和
0.2译溴酚蓝)混合均匀袁置 30 益环境下 2 h袁先恒流
10 mA,到分离胶的界面改为 30 mA曰电泳完毕取下凝
胶在 2.5%的 Triton-100中轻轻荡洗 1 h袁以洗去结合
在蛋白质上的 SDS袁使之恢复活性曰将用 Triton-100荡
洗过后的凝胶放到预先配好的血纤维平板上袁放入保
温箱中 37 益保温数小时袁随时观察溶带出现的情况遥
1.2.3 Superdex 75 Prep Grade 凝胶过滤色谱 (参照
Amersham Pharmalia Biotech[3]的方法)

用 AKTA和 Superdex 75 Prep Grade凝胶过滤层
析色谱对离子交换层析后的活性组分进行分析袁柱型院
椎1.0 cm伊60 cm袁上样 2 ml,流速 1.0 ml/min, 0.2 mol/l的
PBS的 NaCl袁pH值为 7.4袁蛋白浓度是 0.001 8 g/ml遥
1.2.4 等电聚焦电泳(参照萨姆布鲁克窑J等[1]的方法)

单体贮液 3.75 ml尧40%载体两性电解质 0.9 ml与
双蒸水 10.25 ml混合后袁真空抽气 10 min袁加 10%过
硫酸铵 75 滋l 和 TEMED 8 滋l袁 混匀后立即灌胶遥
将 8 cm伊12 cm伊0.6 cm的模具组装并用夹子夹好袁小
心迅速地将胶灌入模具内袁1 h后凝胶完全聚合遥 先
60 V预电泳 15 min后, 直接将标准等电点蛋白质和
样品(10 滋l)加于凝胶表面,恒流 8 mA袁当电压升至 550 V袁
停止电泳袁调节电源恒压 580 V袁继续电泳至电流为
零袁结束电泳后固定袁在 60 益染色 5 min曰用凝胶成像
系统分析结果遥
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2 结果

2.1 SDS-PAGE电泳分析结果
将分离纯化后的里氏木霉重组 t-PA 采用 SDS-

PAGE电泳分析其纯度袁结果如图 1所示遥
A B

A院样品 B院标准分子量
图 1 里氏木霉重组 t-PA的 SDS-PAGE电泳结果
从图 1中可见袁 分离纯化的里氏木霉重组 t-PA

经 SDS-PAGE电泳为一条单带袁因此达到了电泳纯遥
2.2 PAGE电泳分析的结果

采用 PAGE电泳分析里氏木霉重组 t-PA袁 结果
如图 2所示袁里氏木霉重组 t-PA达到电泳纯遥

图 2 里氏木霉重组 t-PA的 PAGE结果

2.3 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳纤维蛋白自显影的分
析结果

SDS-PAGE纤维蛋白自显影方法是先通过 SDS-
PAGE电泳将不同相对分子质量的蛋白质分开袁然后
用 2.5%的 Triton-100荡洗袁 以洗去 SDS使蛋白质类
物质恢复活性袁最后转置血纤维蛋白平板上使之产生
溶带袁以检测蛋白质生物活性及其相对分子质量大小
的方法遥 此法与Western印迹方法相比具有检测更简
便尧灵敏尧快速的特点袁且是活性检测[2]遥对里氏木霉重
组 t-PA进行了 SDS-PAGE纤维蛋白自显影袁37 益保温
16 h袁溶斑出现的情况如图 3所示遥

图 3 SDS-PAGE 血纤维蛋白自显影 16 h的结果
样品的泳带上出现了溶斑袁说明它们泳带中的蛋

白具有溶解血纤维蛋白的能力袁其中溶斑相对分子质
量大约在 6.6伊104遥
2.4 Superdex 75 Prep Grade凝胶过滤色谱的分析结果

Superdex 75 Prep Grade 凝胶过滤色谱的分析结
果如图 4所示袁酶的峰型对称袁呈单一的峰袁所分离的
目的蛋白达到了色谱纯袁进一步验证了电泳的结果遥

时间渊min冤
图 4 Superdex 75凝胶过滤层析洗脱曲线

0 20 40 60 80 100 120 140 180 200 220160 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460
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2.5 等电聚焦电泳结果分析

采用等电聚焦渊isoelectrofocusing袁IEF冤电泳测定
里氏木霉重组 t-PA的等电点 渊pI冤袁 测定结果如图 5
所示袁可以看出里氏木霉重组 t-PA的等电点 4.24遥

蛋白质的等电点和它所含的酸性氨基酸和碱性

氨基酸的数目比例有关遥 天然 t-PA的等电点在 7.8耀
8.6袁最大组分等电点在 8.2遥 测定的里氏木霉重组 t-
PA的等电点是 4.24遥 根据 t-PA序列计算 t-PA这部
分碱性氨基酸残基数和酸性氨基酸残基数的比值是

1.16袁因此其等电点下降为 4.24遥

3.5 3.75 4.55 5.2 5.85 6.55 6.85 7.35 8.15 8.65 9.3
图 5 里氏木霉重组 t-PA等电聚焦（IEF）图谱

3 讨论

丝状真菌是一类重要的工业微生物遥丝状真菌作
为宿主菌具有极为重要的特性优势袁其中包括能表达
分泌大量的蛋白袁长期安全的应用于工业用酶尧和其
它生化产品的生产袁 发酵过程成本低廉且可操作性
强袁表达的异源蛋白分泌到胞外袁不改变天然蛋白的
结构和性质等遥 基于以上的优点袁t-PA在丝状真菌里
氏木霉中成功的获得表达袁已成功地构建了基因工程菌
株袁 并通过表达条件的优化袁t-PA表达量为 3 000 IU/ml
发酵液袁 对该表达系统表达的 t-PA的分离纯化及其
生物学特性分析工作也完成遥

我们用 SDS -PAGE尧PAGE 电泳和 Superdex 75
Prep Grade凝胶过滤色谱的分析该表达系统表达的
t-PA即达到电泳纯也达到了色谱纯曰 用 SDS-聚丙烯
酰胺凝胶电泳纤维蛋白自显影分析该表达系统表达

的 t-PA 相对分子质量为 6.6伊104袁 具有溶血栓的特
性袁 说明所分离纯化的物质就是我们要的目的蛋白
酶袁 也说明了该表达系统表达的 t-PA是一种单链多
肽袁没被纤溶酶在 Arg275-Ile276之间切开袁产生双链结
构曰SDS-PAGE和 Superdex 75 Prep Grade凝胶过滤色
谱测得的相对分子质量大约在 6.6伊104袁 与文献报道
的一致遥蛋白质的等电点和它所含的酸性氨基酸和碱

性氨基酸的数目比例有关遥血清清蛋白的碱性残基数
和酸性残基数的比值为 1.2袁其等电点是 4.7曰血红蛋
白的碱性残基数和酸性残基数的比值为 1.7袁 其等电
点是 6.7遥 天然 t-PA的等电点在 7.8耀8.6袁最大组分等
电点在 8.2遥 测定的里氏木霉重组 t-PA的等电点是
4.24遥 分离得到的里氏木霉重组 t-PA主要是相对分
子质量大约在 6.6伊104的产物袁 是单链天然 t-PA袁根
据 t-PA序列计算 t-PA这部分碱性氨基酸残基数和
酸性氨基酸残基数的比值是 1.16袁因此其等电点下降
为 4.24遥 本研究为以基因工程菌里氏木霉生产 t-PA
的工业化提供了依据遥
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酶制剂活性的测定及稳定性的研究
魏有霞 韩增祥

摘 要 试验在测定饲用纤维素复合酶活性的基础上，研究了不同的温度、金属离子和 pH值对
饲用纤维素复合酶稳定性的影响。从而得出，不同的温度、金属离子和 pH值对饲用纤维素复合酶组分
中的纤维素酶、茁-葡聚糖酶和木聚糖酶的活性有着不同程度的影响。

关键词 酶制剂；纤维素酶；茁-葡聚糖酶；木聚糖酶
中图分类号 Q814.4

衡量酶制剂质量的重要指标为酶活性袁即用每克
渊或每毫升冤 酶制剂含有多少酶活单位来表示其效力
大小[1]遥 因此饲用纤维素复合酶活性的测定以及酶稳
定性研究具有重要的意义遥

饲用纤维素复合酶制剂受多种因素的影响遥研究
表明袁影响酶在预混料尧制粒加工和贮藏运输过程中
的稳定性的主要因素 [2]有温度尧酸尧碱尧重金属尧氧化
剂尧挤压磨损和紫外线等遥即使采取稳定化措施袁酶在
贮存尧颗粒化饲料加工和动物消化道等条件下仍有失
活遥 因此必须针对不同的酶制剂产品尧饲料加工方式
和饲养管理等采取相应的措施袁才能尽量发挥其使用
效率[3]遥

试验探讨了不同因子对饲用纤维素复合酶活性

的影响作用袁为饲用酶制剂的贮藏以及生产中应注意
的问题和如何比较理想的利用袁使饲用纤维素类酶产
品达到理想效果提供参考依据遥
1 试验材料与方法

1.1 材料

饲用纤维素复合酶包括纤维素酶尧茁原葡聚糖酶和
木聚糖酶袁由北京谱拉斯公司提供遥
1.2 试剂的配制

1.2.1 缓冲溶液的配制

称取 7.40 g CH3COONa窑3H2O溶解在盛有 1 000 ml
蒸馏水的烧瓶中袁吸取 2.65 ml冰醋酸放在 1 000 ml蒸
馏水的烧瓶中袁 用冰醋酸溶液调节 CH3COONa窑3H2O
溶液的 pH值袁分别配制 pH值为 3.0尧4.0尧5.0尧6.0和 7.0
的缓冲液[用 PHs-3c型(上海产)酸度计测定其 pH值]遥
1.2.2 酶活测定试剂的配制

1.2.2.1 准确称取 91.0 g 酒石酸钾钠溶解于 500 ml
水中袁依次加入 3袁5-二硝基水杨酸 3.15 g袁氢氧化钠
20.0 g袁不断搅拌袁并小心加热袁溶液最高温度不超过
45 益袁 再加入 2.5 g苯酚和 2.5 g亚硫酸钠搅拌均匀袁
冷却至室温后定容至 1 000 ml袁 贮存在棕色瓶子中袁
于冰箱中保存 2周后供测定纤维素酶和 茁-葡聚糖酶
活性用遥
1.2.2.2 50 益下袁在 800 ml水中溶解 20.0 g 3,5-二硝
基水杨酸袁不断搅拌袁缓缓加入 300 ml 氢氧化钠袁使
之完全溶解袁再继续搅拌袁分数次少量加入 300.0 g酒
石酸钾钠尧5 g重蒸酚和 5 g亚硫酸钠袁 并小心加热袁
溶液最高温度不超过 45 益袁 不断搅拌袁 直到溶液清
澈袁加蒸馏水定容至 2 000 ml袁用烧结玻璃过滤器过
滤袁清液储存于棕色瓶中袁并置于冰箱保存 2周以备
测定木聚糖酶活性用遥
1.3 试验方法

1.3.1 饲用纤维素复合酶酶活的测定[4原6]

酶活测定采用 DNS法遥
标准曲线的制作: 准确称取 100 mg无水葡萄糖分

析纯(预先在 105 益干燥至恒重)袁用少量蒸馏水溶解后袁
转移到 100 ml容量瓶中袁再定容到刻度袁摇匀袁浓度为
1 mg/ml遥取 10支 25 ml的刻度试管袁分别按表 1的设计加
入试剂遥

表 1 不同组溶液的添加量（ml）
项目
葡萄糖标准溶液
相当于葡萄糖量
蒸馏水
3袁5二硝基水杨酸

0
0
0

2.0
1.5

1
0.2
0.2
1.8
1.5

2
0.4
0.4
1.6
1.5

3
0.6
0.6
1.4
1.5

4
0.8
0.8
1.2
1.5

5
1.0
1.0
1.0
1.5

6
1.2
1.2
0.8
1.5

7
1.4
1.4
0.6
1.5

9
1.8
1.8
0.2
1.5

8
1.6
1.6
0.4
1.5

将各管溶液混合均匀袁在沸水中加热 5 min袁取出
后立即冷却到室温袁再向每管中加入 21.5 ml蒸馏水袁
摇匀袁于 520 nm波长处比色袁以所得的光密度值(OD
值)为纵坐标袁以对应的标准葡萄糖溶液的浓度为横

魏有霞，青海大学农牧学院草业科学系，810016，青海。
韩增祥，单位及通讯地址同第一作者。
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坐标袁每管重复 3次袁取平均值袁绘制标准曲线遥
1.3.2 饲用纤维素复合酶中各组分稳定性的研究

1.3.2.1 不同处理温度对饲用纤维素复合酶中各组

分酶活的影响

准确称取 1.000 0 g饲用纤维素复合酶袁 分别在
65尧75尧85尧95 益恒温干燥箱中处理 10 min袁立即用 pH
值为 5.0的醋酸-醋酸钠缓冲液提取袁测定酶活[7]遥

相对酶活渊豫冤越经处理后的酶活/在最适宜的条件
下测得的酶活遥
1.3.2.2 不同金属化合物的处理对饲用纤维素复合

酶中各组分酶活的影响

用 pH值为 5.0的醋酸-醋酸钠缓冲液配制 10 mg/ml
的木聚糖 (Singmax 燕麦型 )尧10 mg/ml 的 茁-葡聚糖
(Singma公司)尧10 mg/ml的羧甲基纤维素钠溶液(由上
海化学试剂厂提供)遥 分别加入金属化合物(NH4)2SO4尧
MnSO4窑7H2O尧MgSO4窑7H2O尧NaCl尧FeSO4尧FeCl3窑6H2O尧
Fe2(SO4)3尧KCl尧CuSO4窑5H2O袁并使各金属化合物浓度分
别为 5 mmol/l遥分别加入 1.000 0 g饲用纤维素复合酶
定容到 500 ml袁浸提 24 h袁过滤遥 测定酶活遥
1.3.2.3 不同 pH值对饲用纤维素复合酶中各组分酶
活的影响

用醋酸-醋酸钠溶液配制 pH 值分别为 3.0尧4.0尧
5.0尧6.0和 7.0的缓冲液袁测定饲用纤维素复合酶中纤
维素酶尧茁-葡聚糖酶和木聚糖酶的相对酶活遥
2 结果与讨论

2.1 饲用纤维素复合酶中各组分的活性

表 2 饲用纤维素复合酶中各组分的活性（U/g）
项目
酶活

纤维素酶
190

茁-葡聚糖酶
555

木聚糖酶
1 340

从表 2可知,饲用纤维素复合酶中纤维素酶, 茁-葡
聚糖酶和木聚糖酶的酶活分别为 190尧555尧1 340 U/g遥
2.2 温度对饲用纤维素复合酶稳定性的影响

从图 1可知,随着干热处理温度的升高,饲用纤维
素复合酶中纤维素酶的活性随着温度的升高而降低遥
尤其是从 65耀75 益和 85耀95 益时酶活的损失较大遥 因
此在以后的饲料工业加工处理以及贮藏中,尽量避免
在此范围保存此酶袁 以免损失较大遥 茁-葡聚糖酶在
75耀85 益之间时,酶的活力损失最大,此范围是 茁-葡聚
糖酶的温度敏感区,其次是 85耀95 益袁对温度不敏感区
域是 65耀75 益遥 木聚糖酶对温度不象纤维素酶和 茁-
葡聚糖酶那样对温度有较为明显的区域遥在 65耀95 益
中损失最大的是 茁原葡聚糖酶,其次是木聚糖酶,最后

是纤维素酶遥 木聚糖酶在 75 益以后,随着温度的增加
相对酶活的损失增加,这比李莲[7]等的研究温度低 10 益,
这可能是由于木聚糖酶的来源不同所致遥 汪儆[6]等研
究认为,不同型号的木聚糖酶在相同的干热处理下,酶
活损失不一致遥

65 75 85 95

80.00
70.00
60.00
50.00
40.00
30.00
20.00
10.00
0.00

纤维素酶相对酶活
木聚糖酶相对酶活
茁-葡聚糖酶相对酶活

温度渊益冤
图 1 不同温度处理对饲用纤维素复合酶中各组分活性的影响

从图 1可以得出袁不同的酶组分对温度的敏感性
不一样,损失不一致遥 这在生产中不可能一一控制袁它
们能承受的损失最小的共同温度应在 65耀75 益的范
围内遥 因此在以后的饲料加工处理以及贮藏中袁尽量
在此温度范围内保存饲用纤维素复合酶袁以防酶活损
失较大遥
2.3 不同金属离子对饲用纤维素复合酶中纤维素酶

相对酶活性的影响渊见表 3冤
表 3 不同离子对饲用纤维素复合酶中各组分

相对酶活的影响（豫）
纤维素酶
相对酶活(豫)

80.34
22.37
88.77
68.34
77.40
50.48
47.30
74.16
72.41

木聚糖酶
相对酶活(豫)

68.38
15.39
80.77

121.80
92.31

140.54
136.75
135.04
95.73

茁原葡聚糖酶
相对酶活(豫)

58.38
43.02
45.21
65.67
20.37
93.43
42.43
21.83
137.26

MnSO4窑7H2OCuSO4窑5H2O
(NH4)2SO4
FeCl3窑6H2O
MgSO4窑7H2O
Fe2(SO4)3KCl
NaCl
FeSO4

金属离子

从表 3看出, 不同金属离子对饲用纤维素复合酶
中各组分酶活的影响不同遥不同金属离子对纤维素酶相对
酶活的影响规律为院(NH4)2SO4<MnSO4窑7H2O<MgSO4窑7H2O<
NaCl<FeSO4<FeCl3窑6H2O<Fe2(SO4)3<KCl<CuSO4窑5H2O遥

不同金属离子对饲用纤维素复合酶中的 茁原葡聚
糖酶相对酶活抑制作用的影响由小到大为院Fe2(SO4)3<
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FeCl3窑6H2O <MnSO4窑7H2O <(NH4)2SO4 <CuSO4窑5H2O <
KCl<NaCl<MgSO4窑7H2O遥

不同金属离子对纤维素复合酶中木聚糖酶相对

酶活的影响有如下规律院
淤 对木聚糖酶有激活作用的离子的激活能力由

小到大为院FeCl3窑6H2O<NaCl<KCl<Fe2(SO4)3遥
于 对木聚糖酶有抑制作用的离子的抑制能力由

小到大为院FeSO4<MgSO4窑7H2O<(NH4)2SO4<MnSO4窑7H2O<
CuSO4窑5H2O遥

从表 3可知,不同的金属离子对同一种酶的激活
或抑制作用不同遥 Mn2+尧 Mg2+尧Cu2+对木聚糖酶相对酶
活有抑制作用, Na+尧K+对木聚糖酶相对酶活有激活作
用, Fe2+对木聚糖酶相对酶活影响不大, 但是 Fe3+对木
聚糖酶相对酶活有激活作用袁这与李莲等[7]的结论一
致遥3种铁离子的化合物对纤维素酶和 茁原葡聚糖酶酶
活的影响中袁Fe2+的生物学效价高于 Fe3+遥 同是 Fe3+的
FeCl3窑6H2O 和 Fe2(SO4)3袁Fe2(SO4)3的生物学效价高于
FeCl3窑6H2O袁这可能是阴离子也影响着酶活袁这一点
还需进一步研究遥

由于饲用纤维素酶是复合酶袁因此袁不能笼统地
说哪一种金属离子对饲用纤维素酶有激活或抑制作

用袁应综合考虑各组分的影响袁一些对别的酶有作用
的结论袁不能随便引用袁需要试验验证遥
2.4 不同 pH值对饲用纤维素复合酶中各组分相对
酶活的影响渊见表 4尧图 2冤
表 4 不同 pH值对饲用纤维素复合酶中各组分相对酶活的影响
酸度

(pH值)
3.0
4.0
5.0
6.0
7.0

木聚糖酶
相对酶活(%)

26.71
52.14
100

82.62
79.92

纤维素酶
相对酶活(%)

32.42
38.23
100

72.22
73.05

茁原葡聚糖酶
相对酶活(%)

34.98
41.35
100

78.82
58.36

木聚糖酶相对酶活

纤维素酶相对酶活

茁-葡聚糖酶相对酶活
3.0 4.0 5.0 6.0 7.0

110.0
90.0
70.0
50.0
30.0
10.0

0
pH值

图 2 不同 pH值对饲用纤维素复合酶中各组分酶活的影响

从图 2可知袁pH 值对饲用纤维素复合酶中各组
分的影响呈野钟状冶袁但并不是一个对称的钟遥在 pH值
为 5时袁饲用纤维素复合酶有最佳酶活遥 无论是该酶
中哪一组分在最佳活性 pH值略偏低的酸度下袁 酶活
力损失较大遥由此可以推测分泌此酶系的微生物菌中
有可能生活在略偏碱性的环境中遥 pH值 4.0耀5.0是木
聚糖酶尧纤维素酶尧茁-葡聚糖酶相对酶活最敏感区袁敏
感性顺序为院木聚糖酶<茁-葡聚糖酶<纤维素酶曰其次
敏感区为 pH值 5.0耀6.0袁 敏感性大小顺序仍然为院木
聚糖酶<茁-葡聚糖酶<纤维素酶遥
3 结语

3.1 饲用纤维素复合酶中的纤维素酶尧茁-葡聚糖酶和
木聚糖酶的相对酶活对温度的敏感性不同遥 它们能承
受的损失最小的共同温度应在 65耀75 益的范围内遥
3.2 无机金属化合物 MnSO4窑7H2O尧CuSO4窑5H2O尧
渊NH4冤2SO4尧FeSO4尧MgSO4窑7H2O尧Fe2渊SO4冤3尧FeCl3窑6H2O尧
KCl 和 NaCl 对饲用纤维素复合酶活的影响因不同
的酶组分而有不同的差异遥
3.3 饲用纤维素复合酶中的纤维素酶尧茁-葡聚糖酶
和木聚酶对 pH值的敏感性不同遥 在 pH值为 5时饲
用纤维素复合酶有最佳活性遥 在最佳活性 pH值偏高
的酸度下袁酶活损失较大袁敏感性顺序为木聚酶<茁-葡
聚糖酶<纤维素酶遥
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CMC糖化力法测定纤维素酶活性条件的研究
李兰晓 杜金华 李军训 徐海燕 张志焱

摘 要 对影响 CMC（羧甲基纤维素钠）糖化力法测定纤维素酶活性的主要因素进行了研究。研
究结果表明，纤维素酶活性适宜的测定波长为 540 nm，DNS 的添加量为 1.5 ml，沸水浴显色时间
为 5 min，显色后，吸光值在 15耀90 min内保持稳定。适宜的底物（CMC）浓度为 10 g/l，适宜的酶促反应
时间为 5 min。

关键词 CMC糖化力法；纤维素酶；酶活；测定
中图分类号 Q814

纤维素是植物纤维的主要成分袁自身难以被单胃
动物消化利用袁并且对饲料中各种养分的消化利用具
有明显的干扰和抑制作用遥 纤维素酶是降解纤维素
生成葡萄糖的一组酶的总称[1]遥 研究表明袁向饲料中
添加纤维素酶袁 不仅能有效地消除纤维素的抗营养
作用袁 而且能促进饲料中各种养分的消化和吸收利
用袁提高饲料代谢能值和动物的生产性能袁增进畜禽
健康袁 减少畜禽排泄物对环境的污染及拓宽饲料原
料的范围[2]遥 因此袁纤维素酶在饲料工业中具有广阔
的应用前景遥

但长期以来袁纤维素酶酶活的分析测定一直是困
扰纤维素酶生产和应用的主要难题之一遥这是因为纤
维素酶是一种多组分的复合酶袁不同来源的纤维素酶
的组成及各组分的比例有较大差异曰同时袁纤维素酶
作用的底物也比较复杂袁致使纤维素酶酶活的测定方
法很多袁 且复杂而不统一遥 常用的测定方法有院CMC
糖化力法尧CMC液化力法尧滤纸糖化力法尧滤纸崩溃
法和棉花糖化力法等[3]遥 国内许多单位分别采用了上
述各种方法并进行了种种修改使测定方法更加多样

化遥在上述测定方法中袁CMC糖化力主要代表内切 茁-
1,4葡聚糖酶酶活[4]袁在研究和实际生产中应用比较普
遍袁但具体的测定条件也有较大差异遥例如袁测定波长
从 490耀570 nm[5-9]尧底物浓度从 5耀20 g/l[10原13]尧酶促反应

时间从 5耀30 min[14~17]都有研究者选用袁这就造成了不
同产品尧不同结果之间无法相互比较遥因此袁研究和建
立合理统一的纤维素酶酶活测定标准很有必要遥针对
上述问题袁 本文对影响 CMC糖化力法测定纤维素酶
酶活的主要因素进行了研究袁以期为制定统一的纤维
素酶的酶活测定方法提供参考依据遥
1 材料与方法

1.1 试剂

氢氧化钠尧 酒石酸钾钠尧3袁5原二硝基水杨酸尧苯
酚尧无水亚硫酸钠尧葡萄糖尧醋酸尧醋酸钠尧羧甲基纤维
素钠尧纤维素酶遥上述试剂中袁除纤维素酶为黑曲霉发
酵产品外袁其余均为分析纯遥
1.2 仪器与设备

UV-2450型紫外分光光度计尧UV-2000型分光光
度计尧恒温水浴锅尧电子分析天平尧PHS-3C数字式酸
度计尧电子调温电炉遥
1.3 试验方法

1.3.1 待测酶液的制备

准确称取纤维素酶 1.00 g袁用 pH值为 4.6的 0.2 mol/l
HAc-NaAc适当稀释后袁做为待测酶液遥
1.3.2 葡萄糖标准曲线的绘制

取 7支 25 ml比色管袁 分别加入 1.0 mg/ml的葡
萄糖标准溶液 0尧0.2尧0.4尧0.6尧0.8尧1.0尧1.2 ml袁 补加蒸
馏水至 2 ml袁加入定量的 DNS试剂袁沸水浴显色后定
容袁在适宜的波长条件下测吸光值 A袁以 A为横坐标袁
葡萄糖含量为纵坐标绘制葡萄糖标准曲线遥
1.3.3 纤维素酶的酶活测定

25 ml具塞试管中加入 1.5 ml以 0.2 mol/l pH值
为 4.6 HAc-NaAc缓冲液配制的 1% CMC溶液袁置于
40 益水浴中热 5 min袁加 0.5 ml适当稀释的酶液袁40 益
准确反应 30 min袁加入 DNS试剂袁沸水浴显色后定容
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至 25 ml袁摇匀遥 以相同条件下沸水浴灭活 5 min的酶
液为空白袁在适宜的波长条件下测定吸光值遥 然后在
相应的葡萄糖标准曲线上求得生成的葡萄糖的量遥

酶活单位的定义院 上述反应条件下袁1 min水解
CMC产生 1 滋g葡萄糖的酶量定义为 1个酶活单位袁
以 U表示遥
2 结果与分析

2.1 测定波长的选择

在 400耀600 nm波长范围内袁 分别对酶解产物与
DNS显色反应后的生成物及空白显色剂的吸光特性
进行了扫描分析渊见图 1冤遥

400 440 460 480 500 520 530 540 560 580 600

1
0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

0

酶解产物
空白

吸收波长渊nm)
图 1 酶解产物与 DNS反应后生成物及

空白显色剂的吸收曲线

从图 1 中可以看出袁 显色后的生成物在波长
410~600 nm 均有吸收值袁 其最大吸收峰在 483 nm
处曰 但显色剂在 480耀530 nm波长范围内有较明显的
光吸收遥 比色分析中袁显色剂是过量的袁因此袁测定波
长的选择应避开此范围以消除显色剂对分析的干扰遥
在 540 nm处袁DNS本身的吸光值显著降低袁接近它的
最低值袁 且酶解产物与 DNS的反应产物仍有较强的
光吸收袁在此波长下测定的结果受 DNS的干扰小袁符
合野吸收最大袁干扰最小冶的原则遥 因此袁选择 540 nm
作为测定波长袁这样在测定时袁既可保证测定的灵敏
度袁又能避免显色剂的干扰袁提高了测定的准确度遥
2.2 DNS试剂添加量的确定

分别取 DNS 试剂 0.5尧1.0尧1.5尧2.0尧2.5尧3.0 ml袁在
相应的标准曲线下测定同一酶袁测定结果见图 2遥图 2
表明袁当 DNS添加量为 0.5 ml时袁测定结果明显低于
其它添加量的结果曰 而当 DNS添加量在 1耀3 ml范围
内时袁测定结果没有显著差异遥 图 2结果说明 DNS用
量为 0.5 ml时袁DNS添加量不足袁 显色反应不完全曰
添加量在 1耀3 ml范围内袁显色剂都是过量的遥显色剂
添加量大袁会使空白偏大袁且测定的吸光值偏大袁测定

范围变窄曰显色剂添加量少袁则试验误差相对较大遥为
确保显色反应进行完全尧减少试验误差袁本实验选择
DNS试剂添加量为 1.5 ml遥

0.5 1 1.5 2 2.5 3

3 500
3 000
2 500
2 000
1 500
1 000

500
0

DNS添加量渊ml冤
图 2 DNS添加量对测定结果的影响

2.3 沸水浴显色时间的选择

由于不同来源的纤维素酶酶活不同袁产生的还原
糖量也不同袁因此袁直接以纤维素酶来确定显色时间
的方法不可靠遥 考虑到煮沸主要是使还原糖与 DNS
反应完全袁而在比色分析过程中袁吸光值一般要求控
制在 0.2耀0.8范围内袁 以保证测定数据的准确性袁因
此袁采用最高测量值的还原糖标准液来确定显色反应
的时间袁结果见图 3遥 从图 3可以看出袁当显色时间超
过 5 min袁吸光值已基本趋于稳定遥 因此袁显色反应的
时间确定为 5 min遥

1 3 5 7 9 11 13 15

1

0.9

0.8

0.7

0.6

0.5
显色时间渊min）

图 3 显色时间对吸光值的影响

2.4 显色后吸光值稳定性的研究

显色反应结束后袁在 15耀90 min 范围内袁每间隔
15 min测定吸光值袁结果见图 4遥 图 4表明袁在显色后
的 15耀90 min范围内袁吸光值相对稳定遥
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图 4 显色后显色的稳定性

2.5 底物浓度对酶活测定的影响

同一种酶在不同底物浓度下的测定结果见图 5遥
图 5表明袁 底物浓度从 2.5 g/l增大至 7.5 g/l过程中袁
酶活与底物浓度成正比曰 当底物浓度超过 7.5 g/l后袁
酶活趋于稳定袁此时袁再继续增加底物浓度也不能使
酶活增大遥 原因是 CMC浓度较低时袁反应速度与底物
浓度成正比袁表现为一级反应曰CMC超过一定浓度后袁
酶被底物所饱和袁反应速度达到最大袁表现为零级反
应袁酶活趋于极限值遥 测定酶活时袁应选择底物尽量饱
和的袁以消除底物浓度对分析结果的影响袁并延长线
性反应时间遥 但 CMC在高浓度条件下袁溶解性较差袁
且粘度较大袁使试验结果准确性和重复性较差遥 因此袁
本实验确定反应体系的底物浓度为 10 g/l遥

2.5 3.75 5 6.25 7.5 8.75 10 11.25 12.5

2 100
1 900
1 700
1 500
1 300
1 100

900
700
500

底物浓度渊g/l冤
图 5 底物浓度对纤维素酶活测定的影响

2.6 酶促反应时间的选择

酶活大小与酶促反应时间的关系如图 6所示遥图
6表明袁随着反应时间的延长袁酶活逐渐降低遥 这主要
是因为随着反应进行袁底物浓度降低袁产物浓度增加袁
逆反应从无到有逐渐变得显著曰同时袁酸尧热等因素也

慢慢地使酶丧失部分活性遥 为减少实验误差袁本实验
选择 5 min作为最适反应时间遥

0

8 000
7 000
6 000
5 000
4 000
3 000
2 000
1 000

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
反应时间渊min冤

图 6 酶促反应时间对酶活测定结果的影响

3 讨论

对于测定体系的 pH值和温度袁 不同来源的纤维
素酶其最适反应温度和 pH值是有差别的袁 因此测定
的温度和 pH值不能完全统一遥 建议根据酶的用途灵
活掌握袁不能一味追求酶活的测定数值而刻意使其在
最适条件下测定遥 本研究使用的酶为饲用酶袁进行催
化反应的场所是在动物消化道内渊通常温度是 40 益尧
pH值 4.6冤袁因此袁试验确定的测定体系的反应温度为
40 益尧pH值为 4.6袁 测定条件相对接近动物体内消化
道生理环境袁而不一定是该酶的最适作用条件遥
4 结论

CMC糖化力法测定纤维素酶袁 适宜的测定波长为
540 nm袁DNS的添加量为 1.5 ml袁沸水浴显色 5 min袁显
色后 15耀90 min吸光值保持稳定袁适宜的 CMC 浓度
为 10 g/l袁适宜的酶促反应时间为 5 min遥
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植 酸 酶 的 生 产 研 究 进 展
郭宝林 高志璞

植酸是谷物尧豆类尧油籽和坚果中磷的主要贮存
形式袁其含量为 1%耀5%遥 饲料中总磷的 1/3是可消化
的无机磷袁 其余的 2/3则以有机磷即菲丁的形式存
在袁菲丁是肌醇六磷酸钙镁盐的复合物袁肌醇六磷酸
又称植酸遥植酸磷对于单胃动物来说是非常难以利用
的袁因为这些动物的胃肠道内不分泌或只分泌很少量
的降解植酸的酶要要要植酸酶遥由于植酸不能被消化利
用袁通常在猪及家禽饲料中添加无机磷以满足动物对
磷的需要遥 但是袁未被利用的无机磷和饲料中的植酸
磷被动物排出体外后袁容易造成环境生态问题渊富养
化作用冤遥所以袁应用植酸酶不仅可以提高磷的生物利
用率袁也可以降低磷的排放袁保护环境遥
1 植酸酶的分类

植酸酶的来源非常广泛袁包括动物尧植物和微生
物遥国际生物化学与分子生物学协会渊IUBMB冤会同国
际理论应用化学联合会与国际生物化学联合会 渊IU鄄
PAC-IUB冤尧生物化学命名联合会渊JCBN冤把植酸酶分
为 2类院淤EC 3.1.3.8袁称为 3原植酸酶袁即肌醇六磷酸原
3原磷酸水解酶遥 水解肌醇六磷酸盐 3位上的酯键袁生
成 D原肌醇原1,2,4,5,6原五磷酸盐和正磷酸盐遥 于EC
3.1.3.26袁称为 6原植酸酶袁即肌醇六磷酸原6原磷酸水解

酶曰水解肌醇六磷酸盐 6位上的酯键袁生成 D原肌醇原
1,2,3,4,5原五磷酸盐和正磷酸盐遥底物中的其余酯键以
不同的速率被水解遥

Mullaney和 Ullah按照结构和催化特性把植酸酶
分为 3类袁包括组氨酸酸性磷酸酶渊HAPs冤尧茁原螺旋植
酸酶渊BPP冤和紫色酸性磷酸酶渊PAP冤遥

在目前报道的所有 HAPs 中袁 植酸酶 phyA 和
phyB是最具代表性的 2种遥 此类酶拥有保守活性位
点模体 RHGXRXP袁这对高分子量的酸性磷酸酶是唯
一的袁并以两步方式水解磷酸单酯遥 有些植酸酶不具
有 HAPs活性位点所拥有的 RHGXRXP和 HD模体袁
所以这些酶发挥作用的条件是不同的遥
2 植酸酶的生产工艺

植酸酶的生产工艺有固体发酵渊sSF冤和液体发酵
渊sMF冤两种遥 选择某一特定生产工艺时应考虑培养条
件尧菌株类型尧底物特性以及营养素的利用率等因素袁
因为这些都是影响产量的关键因素遥 Stockmann等报
道了由多形汉逊酵母在限制氧气的条件下液体发酵

生产植酸酶袁他们发现袁在限制氧气的条件下以葡萄
糖为培养基预先培养菌株袁使产量提高了 25%袁并且
消除了 20 h的延滞期袁 在没有该限制条件的情况下
延滞期通常是存在的遥 利用无花果曲霉渊AF冤NRRL
3135生产植酸酶已有 3种不同的方法袁 即固体发酵尧
半固体发酵和液体发酵遥 曾有用黑曲霉 NRRL 3135
进行固体发酵可完全降解双低油菜粕中的植酸成分

的报道遥 Ebune等也进行了利用无花果曲霉发酵双低
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油菜粕生产植酸酶的研究袁发现菌株种龄对酶的合成
有很大的影响遥 Krishna和 Nokes研究了黑曲霉固体
发酵生产植酸酶时发酵条件的影响袁试验发现袁是种
龄尧培养基组成渊小麦麸和全脂大豆粉冤和发酵时间对
发酵影响很大遥 Bogar 等开展了无花果曲霉 NRRL
3135尧 总状毛霉 NRRL 1994和少孢根霉 NRRL 5905
利用双低油菜粕尧破碎玉米尧豆粕和小麦麸固体发酵
生产植酸酶的研究遥 应用 Plackett-Burman 中心组成
设计进行优化研究表明袁在小麦麸中添加淀粉和硫酸
铵可提高酶产量遥另外还有文献报道了由少孢根霉在
不添加任何其它营养元素的双低油菜饼培养基上进

行固体发酵生产植酸酶的发酵条件渊pH值 5.3尧30 益尧
水分 54.5%冤遥 Kleist等研究了低氧培养基中保持葡萄
糖浓度恒定渊分批补料发酵冤时大肠杆菌产胞外植酸
酶的情况袁发现在恒定的低氧水平渊5豫耀10豫冤下葡萄
糖的摄取速度很快袁在较短的发酵时间渊14 h冤内可获
得较高的植酸酶活性 渊120 U/ml冤遥 Bacillus sp. DS11
渊一种杆菌冤 在小麦麸和酪蛋白水解产物组成的培养
基中 37 益进行液体发酵渊sMF冤可生产出具有热稳定
性的胞外植酸酶袁 将该基因在枯草芽孢杆菌中克隆袁
在改进的 Luria肉汤培养基中的植酸酶产量提高 100
倍遥Mayer等研发了一种植酸酶低成本生产工艺渊中试
规模冤袁 其将烟曲霉和土曲霉的野生型基因转化到多
形汉逊酵母中遥

Kim等对 Aspergillus sp. 5990(一种曲霉)在 37 益尧
pH值 7.0条件下液体发酵生产植酸酶(生产出的酶与
来自无花果曲霉 NRRRl 3135 的商品化植酸酶
Natuphos相比袁最适温度更高)的研究发现袁发酵液的
酶活提高了 5倍遥 Papagianni等用黑曲霉研究了培养
基组成尧形态和植酸酶生产之间的定性关系遥 最近用
Mitsuokella jalaludinii(一种来自牛瘤胃的新菌种)分批
发酵生产植酸酶发现袁在米糠要豆浆(质量比 21)培
养基中存在葡萄糖抑制现象袁在不使用任何表面活性
剂的情况下袁最适生产参数为 39 益和 pH值 7.0遥

Martin等在泡盛曲霉 glaA启动子转录控制下袁克
隆并表达了泡盛曲霉和烟曲霉的 phyA基因遥 在天然
葡萄糖糖化酶和异源蛋白间插入 1 个 Kex-2蛋白酶
切割位点袁以便内源性的 Kex-2蛋白酶可以对嵌合蛋
白进行有效加工遥在 41批的液体发酵中袁获得了植酸
酶的最大量表达渊200 U/ml冤遥
3 磷浓度对植酸酶的影响

众所周知袁高浓度的磷酸盐会抑制酸性磷酸酶和
植酸酶的合成袁因而要在它们的表达过程中控制磷酸

盐的浓度遥 研究发现袁 当无机磷含量为 0.000 1豫耀
0.005豫时(玉米淀粉为 8%时的磷最适浓度为 0.4 mg/dl)袁
无花果曲霉的植酸酶产量可达最高(在摇瓶中培养 5 d
可达 113 nkat/ml)遥 Han和 Gallagher也肯定了高浓度
的磷会抑制黑曲霉 NRRL 3135合成植酸酶遥 他们认
为植酸酶产量最高需要的磷浓度为 1耀5 mg Pi/dl袁而
满足细胞最快生长所需的磷浓度为 8 mg Pi/dl遥Gibson
也证实了培养基中磷水平生产对植酸酶的影响袁并比
较了几种不同来源植酸酶的生产情况袁推断在淀粉中
的磷酯键比其它来源的更具裂解抗性袁因而可以低水平
稳定尧持久地供磷遥 Vats和 Banerjee也报道袁即使培养
基中的磷水平为 0.05%袁 黑曲霉的产酶量也急剧下降袁
而当磷水平达到 0.1%以上时袁根本就不产酶袁即产生终
止性生产抑制遥 在磷耗竭的培养基中菌种可产生 184
nkat/ml的植酸酶活性袁比活为每毫克蛋白 21 367 nkat遥
Han等利用无花果曲霉在半固体底物上发酵生产植
酸酶也发现了相似的趋势袁 其用豆粕作为生长培养
基袁每 100 g底物磷含量为 10 mg袁与不加磷酸盐的对
照组相比 (发酵酶活每克底物 8.0 U)袁 发酵酶活较高
(每克底物 82.5 U)袁然而当磷酸盐添加水平提高时袁反
而抑制了植酸酶的生产遥 Chelius和Wodzinski在通过
紫外光(UV)放射对黑曲霉 NRRL 3135进行改进的研
究中发现袁当磷浓度为 0.006%(m/v)时突变菌种 phyA
的产量被抑制 (60%)袁 而野生型菌种则受磷浓度
(0.006%耀0.15%袁m/v)的影响不大遥Gargova等证明来自
Aspergillus sp. 307的双峰 pH值渊pH值 5.0 和 2.5冤的
胞外植酸酶其分泌高峰发生在磷含量为 20 mg/dm3的
培养基中袁 随着磷含量的升高酶产量开始下降遥 Kim
等认为袁Aspergillus sp. 5990在低磷(50 mg/l)时胞外植
酸酶的产量最高袁高磷(100 mg/l)时袁产量显著下降遥但
是袁Lan等向生产培养基中添加磷酸盐(0.05%耀0.5豫)袁
培养基由米糠尧 豆浆组成袁 发酵菌种为 M. jalaludinii
(一种来自牛瘤胃的新菌种)袁 发现植酸酶的生产既没
受到抑制也没得以促进遥 然而袁Fredrikson等证明袁无
机磷对植酸酶合成的抑制在组分比较复杂的培养基

中是不明显的遥
4 培养基的组成和接种体对植酸酶的影响

Al-Asheh和 Duvnjak研究了表面活性剂袁如吐温原
80尧Triton-X-100尧油酸钠对植酸酶产生的影响以及用
炭黑曲霉固体发酵双低油菜粕 渊37豫耀40豫的蛋白和
4豫耀6豫的植酸冤时植酸的降低程度遥在油酸钠渊1豫冤和
吐温原80存在的情况下袁植酸酶产量增加袁这表明细
胞的通透性发生改变从而使酶的释放增强遥 Han 和
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Gallagher用无花果曲霉在液体培养基上做了同样的
试验袁结果发现袁当向培养基中分别添加 0.5%的 Tri鄄
ton-X-100尧吐温原80和油酸钠时袁除了菌丝分散生长
之外袁 还使植酸酶的水平分别提高了 1.3尧1.7和 4.8
倍遥相似地袁Mandviwala和 Khire证实当向生产培养基
中添加 0.5%的 Triton-X-100 后黑曲霉 NCIM 563的
植酸酶活性提高了 30%遥

Sano 等发现袁 当用半乳糖替代葡萄糖时 袁A.
adeninivorans(近年来新发现的一种酵母)能在培养基中
分泌高水平的植酸酶袁所分泌酶的最适温度为 75 益袁最适
pH值范围为 4.5耀5.0遥 卡斯许旺酵母 CBS 2863可分泌
高水平的植酸酶袁 并且发现其分泌水平依赖于培养基
的组成遥

接种体的大小和质量也是影响植酸酶产量的重

要因子遥如果接种体太小或者应用缺乏玉米淀粉的低
粘度培养基袁微生物会形成菌丝球袁导致植酸酶产量
的降低遥 Krishna和 Nokes在黑曲霉的固体发酵过程
中应用表面反应法验证了接种体的培养情况对植酸

酶产量及对整个发酵过程总体效果的影响遥 他们报
道袁在固体发酵过程中植酸酶产量与种子生长密切相
关袁种龄较小的真菌接种体渊处于活跃生长期冤有助于
底物的主动利用和植酸酶合成遥
5 突变菌株的研究

相比之下涉及到通过诱变提高植酸酶产量的报

道不多遥 Chelius和 Wodzinske在利用紫外光渊UV冤辐
照改良黑曲霉 NRRL 3135的研究期间袁 分离得到 1
个植酸酶催化突变体袁其植酸酶渊phyA冤的产量是野生
型的 3.3 倍 遥 突变体 phyA 的产量可被无机磷
渊0.006%袁m/v冤抑制 60%袁然而他们的方法由于在初级
筛选阶段缺乏区分植酸酶和酸性磷酸酶活性的特异

性和敏感性而受到限制遥 这样袁若能找到一种从酸性
水解过程中区分植酸酶活性的选择方法袁无疑将提高
植酸酶菌株改良的工作效率遥 Rodriguez等通过位点
直接诱变的方法提高了在 P. pastoris中表达的大肠杆
菌 pH值 2.5酸性磷酸酶或植酸酶的催化效率和耐热
性遥 Tomschy等从黑曲霉 T213中分离出一种糖基化
的单体野生型植酸酶袁其活力比黑曲霉 NRRL 3135产
生的植酸酶酶活低 3倍遥 通过序列的比较研究和候选
氨基酸的识别袁 使烟曲霉植酸酶的酶活提高了 7倍遥
Mullaney等通过在第 300 个氨基酸残基对应的基因
位点处直接诱变袁使黑曲霉 NRRL 3135 phyA在中等
pH值水平(3.0耀3.5)的活性得到提高遥单突变体 K300E
在 37益尧pH值为 4.0和 5.0时植酸的水解率分别提高

了 56豫和 19%遥
6 转基因研究

有关培育高效利用磷酸盐的转基因动植物的报

道很多遥 由于在植物中磷主要以植酸的形式存在袁所
以可产生异源植酸酶的基因工程作物不仅可以提高

磷的生物利用率袁而且还可以降低农业生态系统的磷
负荷遥 Pen等在经过改进的花椰菜花叶病毒(CaMV)35S
启动子的转录控制下袁 利用烟草 PR-S蛋白的信号肽
使黑曲霉的 phyA基因在烟草种子中得以表达袁 这样可
为植酸酶在动物饲料中使用提供稳定方便的酶源遥
Verwoerd等在烟草细胞组成型中表达了 phyA cDNA袁在
叶子中可分泌具有生物活性的植酸酶袁在植物成熟期间
的分泌量可达总可溶性蛋白的 14.4%遥Li等在大豆中表
达了黑曲霉 NRRL 3135 phyA基因袁并发现除了分子
量外袁重组植酸酶与原酶具有相似的最适温度和最适
pH值遥 Gutknecht等在苜蓿中克隆和表达了真菌植酸
酶袁由此可看到未来利用生物农业生产商品化植酸酶
的可能性遥最近袁Yip等把枯草芽孢杆菌的植酸酶基因
导入到烟草细胞的细胞质中袁结果导致肌醇生物合成
途径平衡的转移袁所以可为初级代谢提供更多的可利
用磷遥转基因系的表型发生改变袁如花期延长尧种子中
IP6与 IP5的比率降低袁 与野生型相比在磷缺乏情况
下的生长能力得到增强遥 同时袁Ullah等通过例子说明
了野生物农业冶的概念袁将克隆的黑曲霉 phyA基因在
土豆叶中表达生产商品化植酸酶袁表达的蛋白很稳定
且具有催化活性袁保留了无花果曲霉植酸酶的大部分
物理和生化特性遥

Golovan等培育出了转基因老鼠袁大肠杆菌 appA
植酸酶基因在其唾液腺中进行表达袁分泌的唾液中含
有分子量为 55 kDa的活性糖基化蛋白遥 转基因的表
达可被诱导的小鼠 R 51富脯氨酸蛋白渊PRP冤启动子
调节袁也可被组成型鼠腮腺分泌蛋白渊PSP冤启动子调
节遥 唾液腺表达的植酸酶可使粪便排出的磷显著降
低袁预示着这将是一种减少日粮磷酸盐添加量的很有
前景的方法袁来自畜牧业的磷污染也将因此而降低遥
7 小结

近些年来袁无论植酸酶的生产工艺袁还是菌种的
发酵水平都有了很大提高袁植酸酶在饲料工业中的使
用也越来越广泛遥 尽管如此袁植酸酶产品在许多方面
仍有待提高袁如热稳定性尧酸稳定性等袁有理由相信随
着生物技术的不断发展袁这些问题都将得到解决遥

（参考文献 52篇，刊略，需者可函索）

（编辑：高 雁，snowyan78@tom.com）
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浅谈几种常见酶制剂的研究及其应用
王琤 瞿明仁

王琤 ，江西兽药饲料监察所，330029，南昌市南京东路
181-1号。
瞿明仁,江西农业大学动物科技学院。
收稿日期：2006-10-16

酶是具有催化活性的蛋白质袁 它具有高效性尧专
一性尧无毒副作用尧不产生残留等特点遥酶广泛的存在
于动物尧植物以及微生物体内袁是生物体维持正常的
生理生化功能必不可少的成分遥 家禽尧家畜对饲料中
营养物质的利用也是在消化道中各种酶的作用下将

各种大分子的物质降解为易被吸收利用的小分子物

质的遥
酶制剂通常可粗略分成 2 大类院 一类是内源性

酶袁与消化道分泌的消化酶相似袁如淀粉酶尧蛋白酶尧
脂肪酶等袁直接消化水解饲料中的营养成分曰另一类
是外源性酶袁它是消化道不能分泌的酶袁如纤维素酶尧
果胶酶尧半乳糖苷酶尧茁-葡聚糖酶尧戊聚糖酶渊阿拉伯

木聚糖酶冤和植酸酶遥 外源性酶不能直接消化水解大
分子营养物质袁而是水解饲料中的抗营养因子袁间接
促进营养物质的消化利用遥

大量的试验研究表明袁酶制剂主要参与机体内的
以下活动院淤参与细胞的降解袁使酶与底物充分接触袁
促进营养成分的消化曰于去除抗营养因子袁改善消化
机能曰盂补充(或激活)内源酶的不足袁改进动物自身肠
道酶的作用效果曰榆参与动物内分泌调节袁影响血液
中某些成分的变化曰虞水解非淀粉多糖渊NSP冤袁降解消
化道内容物的黏度曰 愚改变消化道内菌群的分布曰舆
加强动物保健曰余减少环境污染遥

几种常见酶制剂的作用见表 1遥
表 1 常见饲用酶制剂的作用

酶类
蛋白酶
淀粉酶
脂肪酶
纤维素酶
半纤维素酶
果胶酶
植酸酶
木聚糖酶

作用对象
蛋白质
淀粉
脂肪
植物性饲料
小麦尧黑麦和米糠
植物性饲料
植物性饲料
小麦尧黑麦和米糠

功能
水解蛋白质
水解淀粉
水解脂肪
水解纤维素
降解非淀粉多糖
分解果胶质
水解植酸磷
水解阿拉伯木聚糖

效果和应用
补充内源性蛋白酶袁提高蛋白质消化率
补充内源性淀粉酶袁适应幼龄动物
适应幼龄动物
纤维素降解袁养分充分释放
降低肠道内容物的粘性袁促进营养物质的吸收
提高能量利用率
提高磷尧矿物元素等的利用率袁消除植酸磷的抗营养作用
降低黏度袁使养分充分利用

1 蛋白酶

蛋白酶是工业酶制剂中最重要的一类酶袁 约占全
世界酶销售量的 60豫遥根据其作用机制和作用最适 pH
值袁蛋白酶可分为酸性蛋白酶渊pH值为 2.5~3冤尧中性蛋
白酶(pH值在 7左右)尧碱性蛋白酶(pH值在 8左右)遥

酸性蛋白酶用途十分广泛遥 食品工业上用于啤
酒尧白葡萄酒的澄清和酱油的酿造曰制革工业用于脱
毛和皮革软化曰医药工业用作消炎和助消化剂曰饲料
工业中多采用酸性和中性蛋白酶袁以提高动物对蛋白
质的水解效率袁促进动物对饲料蛋白质的吸收效率遥
1.1 酸性蛋白酶

酸性蛋白酶分子量在 35 000道尔顿左右遥 酶分
子活性中心有 2个天冬酰氨残基袁在已经进行过氨基

酸序列分析的酸性蛋白酶分子中约有 30豫的区域是
同系的遥 由于酸性蛋白酶活性中心具有-COOH袁大多
数抑制剂都是通过与其发生酯化反应而迅速使之钝

化袁 如重氮基乙酰-DL-正亮氨酸甲脂等重氮化合物
可以与活性基团-COOH发生酯化反应遥 酸性蛋白酶
最适作用条件为 pH值 2.5耀3.0尧温度 55 益遥

尽管所有的脊椎动物胃液都有酸性蛋白酶袁但从
动物体内提取酸性蛋白酶生产成本太高遥微生物具有
种类多尧繁殖快尧培养简单尧诱变容易和不受季节影响
等优点袁所以袁酸性蛋白酶主要通过微生物发酵来生
产遥目前, 生产酸性蛋白酶的微生物主要有黑曲霉尧米
曲霉尧斋藤曲霉尧宇佐美曲霉尧根霉尧微小毛霉尧杜邦青
霉尧泡盛曲霉以及它们的变异株尧突变株遥

酸性蛋白酶包括胃蛋白酶尧凝乳酶和一些微生物
蛋白酶袁适宜在酸性条件下水解蛋白质遥 由于饲用酶
进行催化反应是在畜禽消化道内进行的袁故其作用条
件必须与动物消化道生理条件相适应遥而通常猪和家
禽消化道内温度为 40 益左右袁胃 pH值为 1.5~3.5袁小
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肠 pH值为 5耀7袁 与酸性蛋白酶作用的一些基本参数相
吻合遥 在仔猪日粮中添加酸性蛋白酶可降低饲料对断
奶仔猪消化道的刺激袁提高饲料利用率和日增重遥 酸
化剂可降低饲料和胃肠道 pH值袁 增进胃肠内多种消
化酶的活性袁延长饲料在胃肠道内的消化时间袁促进
营养物质的消化与吸收袁调节微生物区系袁抑制和杀
灭有害菌袁增进矿物质的吸收袁从而在一定程度上促
进仔猪的生长袁降低仔猪腹泻率遥Iemura Yoshitsugu等
(1999)研究发现袁酸性蛋白酶的酶解产物主要是分子
量在 300~600之间的小肽遥吴天星等(1999)发现袁酸性
蛋白酶能提高蛋白表观消化率袁提高小肠绒毛表面短
肽和氨基酸的浓度袁促进短肽尧氨基酸的吸收遥
1.2 中性蛋白酶

中性蛋白酶是最早被发现并广泛应用于工业化

生产的蛋白酶制剂袁可用于皮革脱毛尧软化袁畜禽血液
蛋白质水解袁果酒尧啤酒和饮料的澄清以及医学治疗
等应用领域中遥 目前袁国内外关于中性蛋白酶的研究
也相当的多遥 中性蛋白酶产生菌主要是枯草杆菌尧巨
大芽孢杆菌尧米曲菌尧栖土曲菌尧灰色链霉菌尧微白色
链霉菌尧耐热性解蛋白质杆菌等遥它属蛋白内切酶袁作
用于肽键袁 产物为肽类及少量氨基酸遥 最适 pH值为
7.0耀8.0袁37 益以下比较稳定袁 超过 45 益酶活不稳定袁
60 益以上失活较快遥

奚刚尧许梓荣研究发现袁外加中性蛋白酶制剂可
显著提高前期尧后期丝毛乌骨鸡对粗蛋白的表观消化
率袁不同程度地提高了胃蛋白酶尧胰蛋白酶和总蛋白
水解酶的活性, 特别是 37日龄与 67日龄时的胰蛋白
酶活性以及 67日龄时的总蛋白水解酶活性得到显著
提高袁这与 Dovgan N Y等和 M yashkan skene等的报
道相一致遥可见添加外源性酶制剂的确能提高动物机
体内源性消化酶的活性遥 这可归因于两个方面: 一方
面是外加的中性蛋白酶对饲料蛋白的降解作用曰另一
方面是机体内源性蛋白分解酶活性的增强遥
1.3 碱性蛋白酶

碱性蛋白酶是指在碱性条件下水解蛋白质肽键

的酶类袁最早发现于猪胰脏中遥1945年瑞士 Dr.Jaag等
人在地衣芽孢杆菌中发现了这类酶遥碱性蛋白酶是一
类非常重要的工业用酶遥微生物来源的蛋白酶都是胞
外酶袁适于工业化生产袁由于具有培养简便袁产量丰富
等特点而得以广泛应用遥碱性蛋白酶主要来源于枯草
芽孢杆菌尧地衣芽孢杆菌尧小芽孢杆菌袁另外某些链霉
菌和霉菌也能产生碱性蛋白酶遥 近二十年来袁研究人
员对低温碱性蛋白酶的研究取得较大进展袁 研究发

现袁 产低温碱性蛋白酶的微生物主要有假单胞菌属尧
芽孢杆菌属尧黄杆菌属尧异单孢菌属尧耶尔森氏菌属尧
希瓦氏菌属等遥 碱性蛋白酶最适作用 pH值为 9耀11袁
大多数微生物碱性蛋白酶的活性中心含有丝氨酸袁属
于丝氨酸蛋白酶袁当遇到作用于丝氨酸的试剂二异丙
基氟磷酸渊DFP冤便失活袁这是碱性蛋白酶的一个重要
特征遥 每当发挥作用时需要金属离子激活袁必需的金
属离子有 Mn2+尧Zn2+尧Co2+尧Fe2+等袁Ca2+对此酶有稳定作
用遥碱性蛋白酶最适反应温度通常在 40 益以下袁碱性
蛋白酶有较大耐热性袁55 益放置 30 min能保留大部
分活性袁其作用位点要求在水解点羧基侧具有芳香族
或疏水性氨基酸袁 它比中性蛋白酶水解能力更大袁而
且还有酯酶活性遥

血液中含有丰富的营养物质袁尤其是蛋白质袁含量
在 18豫左右袁 但是由于血液中 2/3的蛋白质存在于血
细胞中袁是血红蛋白(属色蛋白类)袁它的消化吸收利用
率很低袁所以在食品中的利用较少袁废弃较多袁同时也
污染环境遥 近年来袁由于酶解技术的迅速发展袁用酶水
解血红蛋白以提高其利用率的研究也越来越多袁 可供
选择水解血红蛋白的酶也有多种遥孟翔晨尧杨同舟等研
究发现袁碱性蛋白酶能水解血红细胞袁提高蛋白质利用
率袁其水解的最适 pH值为 8.21袁最适温度为 65 益遥
2 淀粉酶

淀粉酶包括 琢-淀粉酶尧茁-淀粉酶尧糖化酶和异淀
粉酶遥
2.1 琢-淀粉酶

琢-淀粉酶又称淀粉 1袁4-糊精酶袁 能够切开淀粉
内部的 琢-1袁4-糖苷键袁将淀粉水解为麦芽糖尧含有 6
个葡萄糖单位的寡糖和带支链的寡糖遥生产此酶的微
生物主要有枯草杆菌尧黑曲霉尧米曲霉和根霉遥
2.2 茁-淀粉酶

茁-淀粉酶又称淀粉 1袁4-麦芽糖苷酶袁 能够从淀
粉分子非还原性末端切开 1袁4-糖苷键袁生成麦芽糖遥
此酶作用于淀粉的产物是麦芽糖和极限糊精袁 遇到
1袁6键的分支点则停止不前遥 因此袁当以 茁-淀粉酶分
解支链淀粉时袁直链部分生成麦芽糖袁而解点附近及
内侧则不能被分解而残留下来袁其分解产物为麦芽糖
和大分子 茁-界限糊精遥 在该酶作用于底物时袁同时发
生沃尔登转位反应袁 使产物由 琢型变为 茁型麦芽糖遥
此酶主要由曲霉尧根霉和内胞酶产生遥
2.3 糖化酶

糖化酶又称淀粉 琢-1袁4-麦芽糖苷酶袁 此酶作用
于淀粉分子的非还原性末端袁以葡萄糖为单位袁依次
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作用于淀粉分子中的 琢-1袁4-糖苷键袁生成葡萄糖遥 此
酶作用于支链淀粉后的产物有葡萄糖和带有 琢-1袁6-
糖苷键的寡糖袁作用于直链淀粉后的产物几乎全部是
葡萄糖遥此酶产生菌主要是黑曲霉渊左美曲霉尧泡盛曲
霉冤尧根霉渊雪白根霉尧德氏根霉冤尧拟内孢酶尧红曲霉遥

国内该产品于 1979年开始采用黑曲霉液体深层
发酵法生产遥 产品有固体和液体两种剂型袁酶活为每
克 10 万单位袁最适作用温度 50~60 益袁最适作用 pH
值 4.0耀5.0遥 该产品有国家标准袁其酶活定义为院在 40 益袁
pH值 4.6条件下袁1 h分解可溶性淀粉产生 l mg葡萄
糖所需酶量为 1个酶活单位遥
2.4 异淀粉酶

异淀粉酶又称 琢-1袁6-麦芽糖苷酶尧分支酶袁此酶
作用于支链淀粉分子分支点处的 琢-1袁6-糖苷键袁将
支链淀粉的整个侧链切下变成直链淀粉遥异淀粉酶对
底物的作用特点袁可以从其对糯米淀粉作用后产物的
特性得到证实遥 当异淀粉酶作用于糯米淀粉时袁随着
解支作用的进行袁碘色反应由红变兰袁还原力增加袁在
丁醇中发生沉淀袁淀粉溶液变为易于老化袁出现了直
链淀粉的特征遥 异淀粉酶与其它淀粉酶配合使用时袁
可使淀粉糖化完全遥 此酶产生菌主要是嫌气杆菌尧芽
孢杆菌及某些假单孢杆菌等细菌遥
2.5 淀粉酶在饲料中的应用

在饲料中起作用的淀粉酶主要为 琢-淀粉酶和糖
化酶遥 琢-淀粉酶为内切酶袁将淀粉大分子水解成易溶
解的中等和低分子物质袁有利于糖化酶的水解遥 糖化
酶是将 琢-淀粉酶水解的一些低分子物质进一步水解
成葡萄糖袁才能被动物利用遥 异淀粉酶和糖化酶协同
作用时袁可以加速糖化过程袁提高糖化率遥异淀粉酶和
琢-淀粉酶联合作用时则可大大提高麦芽糖的得率遥糖
化酶为内切酶袁 其活性的高低直接影响到动物的生
长遥 在仔猪体内袁由于自身酶系不全袁活力不足袁而仔
猪又是处于生长速度相当快的阶段袁其对能量的需求
也较大袁如果糖化酶不足袁难以供给动物生长所需的
足够能量袁这样便影响到猪的生长袁甚至会产生疾病袁
导致死亡遥因此在仔猪生长时袁糖化酶渊另外还有蛋白
酶冤将起主导作用遥
3 脂肪酶

脂肪酶广泛存在于动物尧植物和微生物中袁不仅
能催化油脂水解袁 也能在非水相中催化酯合成反应尧
转酯化反应尧酸解反应等遥 脂肪酶在常温尧常压下反
应袁反应条件温和尧转化率高和特异性强袁不易产生副
产物袁避免因化学催化法而带来的有害物质袁因而越

来越多的用于有机合成袁特别是光学活性化合物及天
然产物的合成遥

微生物脂肪酶种类多袁具有比动植物脂肪酶更广
的作用 pH值尧作用温度袁并适合于工业化生产袁所以
微生物是脂肪酶的一个重要来源遥生产脂肪酶的微生
物主要有假丝酵母尧园酵母尧黑曲霉尧根霉尧白腐核菌尧
白地霉尧青霉尧毛霉尧镰刀霉及假单孢菌尧无色杆菌尧葡
萄球菌等袁 其中根霉属微生物是脂肪酶的重要生产
菌遥在过去的十多年里袁从根霉菌中分离到超过 30种
脂肪酶袁多种根霉脂肪酶已被制成商品化酶制剂遥 不
同根霉所产的脂肪酶具有不同的性质遥 日本根霉
NR400脂肪酶具有金属不敏感特性袁l mmol/l的金属
离子或胆酸盐浓度对酶活影响不大遥华根霉脂肪酶的
最适作用温度为 37 益袁最适作用 pH值为 5.5袁对脂肪
酸甲酯有高的水解活力袁如辛酸甲酯尧月桂酸甲酯和
棕榈酸甲酯遥 米根霉脂肪酶具有 1袁3位置专一性袁优
先水解饱和脂肪酸链渊C8-C18冤袁最适作用温度和 pH
值分别为 35 益和 7.5袁 受 Triton X100尧SDS和金属离
子的抑制袁如 Fe3+尧Cu2+尧Hg2+尧Fe2+等遥

Khare 和 Nakajima 用固定在硅藻土中的日本根
霉脂肪酶对豆油进行改性袁通过酯交换反应袁使豆油
含有 25豫二十二碳六烯酸(DHA)袁提高了豆油的营养遥
近年来袁脂肪酶用于壳聚糖的降解引起了研究者的关
注遥 Shin等用日本根霉在 400 益下降解壳聚糖获得 30~
50 kDa的可溶性壳聚糖水解物袁 其中 30耀41 kDa的
低分子壳聚糖十分适用于食品添加剂和功能性试剂遥
4 纤维素酶

纤维素酶是降解纤维素 茁-1袁4-葡萄糖苷键的一
类酶的总称袁 因此纤维素酶又有纤维素复合酶的总
称遥习惯上将纤维素酶分为 3类院C1酶尧Cx酶和 茁-葡
萄糖苷酶遥 C1酶主要作用天然纤维素袁破坏纤维素链
的结晶结构袁使结晶纤维素链开裂尧长链纤维素分子
末端部分游离和暴露袁从而使纤维素链易于水解遥 Cx
酶又可分为 Cx1酶和 Cx2酶袁Cx1酶是内断型纤维素
酶袁 它从水合非结晶纤维素分子内部作用于 茁-1袁4-
糖苷键袁 生成纤维糊精和纤维二糖曰Cx2酶为外断型
纤维素酶袁它从水合非结晶纤维素分子的非还原性末
端作用于 茁-葡萄糖苷键袁又称为纤维二糖酶袁降解纤
维二糖袁生成葡萄糖遥茁-葡萄糖苷键可将纤维二糖尧纤
维三糖及其它低分子纤维糊精分解为葡萄糖遥 这些酶
协同作用可将纤维素彻底降解为还原糖要要要葡萄糖遥
纤维素酶可破解富含纤维的细胞壁袁使其包含的蛋白
质尧淀粉等营养物质释放出来并加以利用袁同时又可
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将纤维降解为可被畜禽机体消化吸收的还原糖袁从而
提高饲料利用率遥

产生纤维素酶的微生物研究较多的是真菌袁对细
菌和放线菌研究很少遥当前用来生产纤维素酶的微生
物主要是木菌尧黑曲霉尧青霉和根霉遥此外袁漆斑酶尧反
刍动物瘤胃菌尧嗜纤维菌尧产黄纤维单孢菌尧粘细菌尧
梭状芽孢杆菌也能产生纤维素酶遥

纤维素酶是一种糖蛋白袁其分子量为 46~57万道尔
顿之间遥 其最适 pH值在 4.6~5.0之间袁通常为 4.8遥 该酶
的最适温度随着反应时间的不同而有差异袁反应时间为
10 min时袁最适温度为 50~55 益曰反应时间为 30 min时袁
最适温度为 40~45 益曰反应时间超过 60 min时袁最适
温度为 40 益遥 NaF尧CoCl2尧Cd2+尧Ca(PO4)2尧Mg2+等是纤维
素酶的激活剂袁纤维二糖尧葡萄糖和甲基纤维素等是
纤维素酶的竞争抑制剂遥
5 半纤维素酶

半纤维素酶是分解半纤维素的一类酶的总称袁主
要包括 茁-葡聚糖酶尧半乳聚糖酶尧木聚糖酶和甘露聚
糖酶遥这些酶的主要作用就是降解畜禽消化道内的非
淀粉多糖袁降低肠道内容物的粘性袁促进营养物质的
吸收袁减少畜禽下痢袁从而促进畜禽生长和提高饲料
利用率遥半纤维素酶主要由各种曲霉尧根霉尧木霉发酵
产生遥 在饲料工业中应用较多的是 茁-葡聚糖酶袁它主
要由曲霉尧 木霉和杆菌属类微生物产生遥 许梓荣等
渊2002冤以野长伊嘉冶二元生长猪为试验对象的研究发
现袁 在基础饲粮中添加 0.2豫半纤维素酶对其有促生
长作用及影响内分泌机制遥 结果表明袁饲粮中添加半
纤维素酶袁可使生长猪日增重提高 8.78豫渊P约0.05冤袁饲
料转化率提高 9.42豫渊P约0.05冤袁 血清尿素氮水平降低
15.05豫渊P约0.05冤袁血清中胃泌素尧胰岛素尧T3尧TSH(促甲
状腺激素)水平分别升高 44.27豫渊P约0.01冤尧85.48豫渊P约
0.05冤尧47.06豫渊P约0.01冤和 114.75豫渊P约0.05冤遥
6 果胶酶

果胶酶是分解果胶的酶的通称袁也是一个多酶复
合物袁它通常包括原果胶酶尧果胶甲酯水解酶尧果胶酸
酶 3种酶遥这 3种酶的联合作用使果胶质得以完全分
解遥 天然的果胶质在原果胶酶的作用下袁被转化为水
可溶性的果胶袁果胶被果胶甲酯水解酶催化去掉甲酯
基团袁 生成果胶酸酶袁 果胶酸酶切断果胶酸中的 2-
1袁4糖苷键袁生成半乳糖醛酸袁半乳糖醛酸进入糖代
谢途径被分解放出能量遥工业生产果胶酶的菌种主要
是霉菌袁常用菌种有文氏曲霉尧苹果青霉尧黑曲霉尧白
腐核菌尧米曲菌尧酵母等袁此外袁木制壳霉尧芽孢杆菌尧

梭状芽孢杆菌尧葡萄孢霉尧镰刀霉也能产生果胶酶遥饲
料工业中果胶酶多用于提高青贮饲料的品质遥在畜禽
生产上也有广泛的用途遥王春林等在 1日龄商品艾维
茵肉仔鸡日粮中添加果胶酶的试验结果表明袁果胶酶
在肉仔鸡饲养前 21日龄的促生长效果显著袁 平均日
增重渊ADG冤和平均日采食量渊ADFI冤均比对照组显著
增加渊P约0.05冤袁饲料转化率显著提高渊P约0.05冤袁与抗生
素效果相当遥饲养全期袁果胶酶组 ADG与对照组相比
差异显著 渊P约0.05冤袁ADFI与对照组相比有极显著差
异渊P约0.01冤遥
7 植酸酶

植酸酶属于磷酸单脂水解酶袁是一类能有效水解
植酸及其盐类的酶袁又称肌醇六磷酸酶袁能催化植酸
及植酸盐为肌醇与磷酸渊磷酸盐冤遥按其结构不同可将
酸性植酸酶划分为有代表性的组氨酸酸性磷酸酶

渊HAP冤尧茁-螺旋植酸酶 渊BPP冤 和紫色酸性磷酸酶
渊PAP冤遥 在很多动植物及微生物体内都含有植酸酶遥
植酸酶存在于各种脊椎动物的红细胞和血浆中袁也存
在于哺乳动物小肠中袁植酸酶还存在于小麦和大豆等
植物体中袁但含量少遥 微生物植酸酶的产量高尧活性
高尧成本低袁适宜大规模工业化生产遥目前市场所售植
酸酶制剂绝大多数来源于微生物遥产植酸酶的微生物
种类很多袁其中最主要的是真菌曲霉属微生物袁如米
曲霉尧土曲霉尧黑曲霉和无花果曲霉袁它们都能分泌具
有高活性的植酸酶遥

研究表明袁日粮中添加植酸酶可提高日粮中矿物
质和蛋白质的利用率袁改善畜禽的生产性能遥 大多数
试验结果表明袁畜禽日粮中添加植酸酶袁其日增重和
日耗料均显著增加袁 饲料转化效率不变或变化不大袁
因而认为日粮添加酶后促进体增重的增加袁主要是由
于采食量增加的结果遥 Xingen等渊1993冤报道袁在断奶
仔猪玉米要大豆型日粮中添加 1 350 U/g植酸酶袁可
显著提高植酸磷和锌的利用率遥
8 木聚糖酶

木聚糖是植物半纤维素的重要组分袁约占植物总
糖量的三分之一袁是自然界中除纤维素以外含量最丰
富的再生生物资源遥木聚糖酶是指能专一降解半纤维
素木聚糖为低聚木糖和木糖的一组酶的总称袁主要包
括 3类院淤茁-1,4-D-内切木聚糖酶渊EC 3.2.1.8冤袁从木
聚糖主链的内部切割 茁-1,4糖苷键袁使木聚糖溶液的
粘度迅速降低 曰 于茁 -1,4 -D -外切木聚糖酶 渊EC
3.2.1.92冤袁 以单个木糖为切割单位作用于木聚糖的非
还原性末端袁使反应体系的还原性不断增加曰盂茁-木
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糖苷酶渊EC 3.2.1.37冤切割低聚木糖和木二糖袁有助于
木聚糖彻底降解为木糖遥由于多数木聚糖是高度分支
的异聚多糖袁因此有些酶,如 茁-L-阿拉伯糖苷酶尧茁-
D-葡萄糖醛酸酶尧 乙酰木聚糖酶和酚酸酯酶等也是
必不可少的遥 木聚糖酶在饲料尧食品尧造纸尧纺织和能
源等工业中显示出广阔的应用前景袁其中一个较重要
的用途是作为饲料添加剂应用于饲料行业遥由于我国
耕地面积日益减少以及畜禽养殖业的快速发展袁加剧
了人畜争粮的矛盾袁因此袁提高饲料的利用率就显得
尤其重要遥 大量试验证明袁饲料中含有的木聚糖等非
淀粉多糖袁不能被单胃动物消化袁并增加了食物的粘
稠度袁阻碍营养物质渊脂肪和蛋白质等冤的消化袁故木
聚糖被称为野抗营养因子冶之一遥木聚糖酶能有效降解
木聚糖袁使肠内食物的粘度降低曰能破坏植物细胞壁袁
有利于其它营养成分的释放曰能提高内源性消化酶的
活性袁促进养分的消化袁从而减少排泄物和环境的污
染曰酶水解产物要要要低聚木糖和木糖能增加肠道内有

益菌的数量袁降低畜禽的腹泻率等遥

许梓荣(1998)在对 AA肉鸡进行了为期 49 d的饲
养试验袁研究 茁-葡聚糖酶尧木聚糖酶和纤维素酶组成
的复合酶制剂(GXC)对肉鸡生长和消化的影响遥 试验
表明袁 添加 GXC使肉鸡采食量和日增重分别提高了
4.7豫(P约0.05)和 9.8豫(P约0.01)袁料重比降低了 4.8豫(P约
0.05)袁干物质尧粗纤维和粗脂肪表观消化率分别提高
了 10.6豫(P约0.05)尧25.996豫(P约0.05) 和 21.8豫(P约0.05)遥
此外袁 添加 GXC 使空肠内容物粘度下降 17.1豫(P约
0.01)袁粪中大肠杆菌数下降 61.2豫(P约0.01)袁十二指肠
内容物中总蛋白水解酶尧胰蛋白酶和淀粉酶活性分别
提高了 17.0豫(P约0.05)尧46.6豫(P约0.05)和 80.2豫(P约0.05)袁
并使肝重率提高了 24.8豫(P约0.01)遥 冯定远(1997)报道袁
在 20~60 kg 生长育肥猪的次粉或小麦日粮中添加
5豫木聚糖酶制剂可提高日增重和饲料转化率袁 降低
腹泻频率袁健康状况明显改善遥

（参考文献 41篇，刊略，需者可函索）

（编辑：高 雁，snowyan78@tom.com）
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上海邦成生物科技有限公司与《饲料工业》杂志社共同举办的

评 比 结 果
为进一步促进肽营养方面的理论研究和应用实践，报道肽类产品的研究与应用，推动肽类产品向更高层次发展。2006

年上海邦成生物科技有限公司与饲料工业杂志社共同举办了"肽营养"有奖征文活动。
活动自开展以来，得到了行业各界仁士的大力支持和热情参与，共收到征集论文百余篇，刊发 24篇。这些论文分别从国内
外肽营养的最新研究进展、肽类产品的实际应用试验及生产工艺等方面进行论述。虽然一些报告谈不上具备前瞻和开创

性，但对行业的实际应用起到了指导和借鉴作用，也加深了行业对肽营养的认识，为肽营养的理性研究起到了推动作用。正

因为合作双方求真、务实的态度，使"肽营养"栏目引起了读者广泛的关注、反馈良好，达到了栏目设立的初衷。
本着公平、公正、公开的原则，举办双方组织了相关人员对所征集论文进行了细致地讨论和评比，从中评选出获奖稿件

6篇，名单如下：
一等奖：乔伟 周安国 王之盛 酶水解制备小肽的初步研究

二等奖：李胜路 冯定远 小肽的吸收机制与营养研究进展
谷伟 王淑梅 徐奇友 小肽营养及其在水产养殖中的应用进展

王燕 汪以真 抗菌肽 PR-39的研究进展
乐国伟 活性肽的营养作用与应用

李梦云 陈代文 张克英 Hepcidin对机体铁稳态的平衡调节作用
本活动的获奖证书由举办单位联合颁发，奖金由上海邦成生物科技有限公司负责发放，其余未获奖的投稿者均能得到

纪念品一份。

获奖人员如有不详请咨询：上海邦成生物科技科技有限公司（021-64766200-816）或 饲料工业杂志社（024-86391926）
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植 酸 酶 的 应 用 与 注 意 事 项
谭宝玲 冯建文 陈 丽

谭宝玲，广东温氏食品集团公司，527439，广东省云浮市
新兴县勤竹镇。

冯建文、陈丽，单位及通讯地址同第一作者。

收稿日期：2006-10-03

1 植酸与植酸酶

1.1 植酸

植酸广泛地存在于植物性饲料中袁油料籽实和谷
物副产品中植酸盐含量高袁谷物和豆类籽实中含量相
对较低遥 常用植物性饲料中以芝麻饼(粕)和米糠中植
酸盐含量为最高袁可达 10豫左右遥植酸渊亦称环己六磷
酸酯或肌醇六磷酸冤是由 6个分子的磷酸与环己六醇
形成的磷酸酯袁其分子中所含的 6个分子磷酸可以解
离出 12个氢离子遥在通常条件下袁植酸带有很强的负
电荷袁因而具有很强的络合或连接阳极复合体(如阳
离子或蛋白质)的能力袁可与多种矿物质离子袁如镁尧
钾尧钙尧锰尧铁尧锌等螯合袁形成稳定的畜禽渊猪尧鸡等冤
难以消化利用的复合物遥植酸的这一特性使它具有很
强的抗营养作用袁因此被视为饲料中的有害成分遥
1.2 植酸酶

植酸酶属于磷酸单酯水解酶袁是磷酸酶的一种类
型袁能将肌醇六磷酸(植酸)分解成为肌醇和磷酸遥植酸
酶可以专一性地水解植酸中的磷酯键袁将磷酸基团从
植酸分子上逐个切下袁形成中间产物袁最终转化为无
机磷酸遥 不同来源的植酸酶的作用机理不同遥 有报道
认为袁 单纯的植酸酶只能将植酸分解为肌醇磷酸酯袁
不能彻底的分解成肌醇和磷酸袁要彻底分解肌醇磷酸
酯袁需要酸性磷酸酶的帮助袁酸性磷酸酶可以将单磷
酸酯尧二磷酸酯彻底分解成肌醇和无机磷酸遥 无机磷
酸从植酸中被植酸酶水解后释放出来袁易于被畜禽消
化道吸收袁解除植酸对一些矿物元素袁如钙尧锌尧铜等
的抗营养效应袁从而提高畜禽对植物性饲料中磷的利
用率袁降低饲料中钙尧磷水平袁减少外源矿物性钙尧磷
在饲料中的添加遥植酸酶替代矿物性磷在饲料中的运
用袁需要降低饲料中钙和磷水平袁考虑维生素 D与植
酸酶之间可能存在的协同效应遥这不仅对动物体具有
良好的促生长效果袁同时可降低有机磷从动物体中的
排泄量袁有利于环境保护袁减少饲料成本遥

植酸酶主要来源于植物和微生物袁动物血液中也

有少量存在袁许多植物袁特别是麦类籽实中含有天然
植酸酶袁如小麦尧大麦尧黑麦尧玉米尧水稻尧高粱尧油菜
籽尧豆类等袁籽实中的植酸酶已被分离尧鉴定遥 能产生
植酸酶的微生物有细菌尧部分真菌袁如工程菌渊工程细
菌尧工程酵母菌冤尧黑曲霉袁无花果曲霉尧啤酒酵母以及
少数根霉遥目前研究的或生产中应用的植酸酶主要经
微生物发酵提纯而获得遥

在自然界中植酸酶有两种形式院6-植酸酶和 3-植
酸酶袁它们是两种完全不同的植酸酶遥 6-植酸酶主要
存在于植物籽实的胚中袁在干燥后籽实冬眠状态下没
有活性袁只有在种子萌发时被激活袁并水解种子中的
植酸遥 6-植酸酶的水解反应首先是从肌醇的 6碳位上
催化无机磷盐袁最终脂解整个植酸袁它的稳定性很差袁
在干燥尧高温尧pH值较低的情况下无活性袁且易于因
过多的植酸盐底物和产物而受到强烈的抑制袁难以在
动物胃内 pH值较低的情况下起作用遥 3-植酸酶由霉
菌尧酵母和细菌产生袁它的性质稳定袁耐酸尧耐高温袁真
正具有开发利用价值袁 在饲料工业中已被广泛使用遥
3-植酸酶的水解反应首先从肌醇的 3碳位上开始袁逐
步催化释放无机磷袁 其作用机理为院 植酸寅D -
1袁2袁4袁5袁6-五磷酸肌醇+D-1袁2袁3袁4袁5-五磷酸肌醇寅
1袁2袁5袁6-四磷酸肌醇寅1袁2袁5-三磷酸肌醇或 1袁2袁6-
三磷酸肌醇寅1袁2-二磷酸肌醇寅2-磷酸肌醇遥 目前研
究较多的是无花果曲霉菌和黑曲酶产生的植酸酶遥
2 影响植酸酶应用的因素

植酸酶是一种结合蛋白袁除含有蛋白质外袁还含
有约 27.3豫的寡糖袁其糖链主要由半乳糖和甘露糖组
成袁通过天冬酰胺以 N原糖苷键型与肽链相连接遥研究
表明袁植酸酶的活性与糖链无关袁糖链对于酶的分子
量和热稳定性有显著影响袁 对于酶的等电点也有影
响袁酶的专一性酶活主要由其肽链结构决定遥 影响植
酸酶使用效果的因素包括酶的种源尧含量尧温度稳定
性尧pH值特性及动物体内水解效率等遥
2.1 来源与生产加工工艺

植酸酶经由分离培育微生物菌种袁再经微生物发
酵生产提纯遥不同菌种来源的植酸酶其酶的分子量及
耐酸尧耐热性能差异较大遥 B.subtills菌种中植酸酶的
分子量在 36耀38 kD袁 最适 pH 值和最适温度分别为
6.0耀7.0和 55耀60 益曰A.niger 菌种中植酸酶的分子量
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在 60耀100 kD袁 最适 pH值和最适温度分别为 5.0耀7.0
和 55耀60 益遥 Segueiha 等在 Schwanniomyces castellii
菌种中分离得到的分子量达到 490 kD的大分子植酸
酶袁该酶有很好的耐高温能力袁其最适反应温度为 77 益遥
近年来袁由于分离技术的提高袁发现不同来源的植酸
酶作用机理存在一定差异遥

植酸酶经微生物发酵提取得到粗酶液袁粗酶液再
经后处理制得酶产品遥 后处理技术是提高酶稳定性
(包括贮存稳定性尧耐高温稳定性等)及定点释放能力
的关键袁这要考虑的是酶的剂型袁固体或液体遥为提高
酶的稳定性袁对固体酶进行包被处理是减少加工过程
中酶活损失的一种非常有效的方法遥固体酶产品经使
用载体进行包被处理袁 其稳定性相对比液体酶产品
好袁外界空气中水分及温度对其影响较小袁并易于存
储袁但固体酶产品比液体酶产品增加了工艺程序和生
产成本遥
2.2 饲料加工

植酸酶应用于饲料中的添加途径有 2种院一种是
在动物饲喂时直接添加到日粮中袁 这一途径方便易
行袁能够明显提高日粮的饲用效果袁但易造成浪费袁成
本增加曰二是在动物全价配合饲料配方中添加袁这种
途径能够根据动物的营养需求合理添加酶制剂袁并能
够改善全价料的原料搭配袁减少成本遥

饲料配方中原料种类的选用可影响植酸酶的效

果遥 饲料中添加植酸酶袁饲料的总磷水平必须高于动
物有效磷的需要量袁按饲料中磷的消化利用率来制定
饲料总磷水平遥 饲料中钙尧磷的比例会影响植酸酶的
活性袁高钙低磷使动物消化道 pH值升高袁抑制植酸酶
的活性遥 一些矿物元素的添加袁 使某些金属离子如
Ca尧Fe尧Mn尧Zn等袁与植酸产生络合作用袁导致酶活降
低袁而维生素 D对植酸酶有一定协同作用遥

饲料的加工过程对酶有重要影响遥一般植酸酶的
最适温度为 30耀60 益袁但饲料的制粒温度在 75耀90 益
之间袁膨化温度通常为 120耀150 益袁这样高的温度会
使酶的蛋白变性袁酶活性会降低甚至完全失活遥 同时
饲料制粒过程中的调质尧 挤压均可使酶蛋白变性失
活遥酶失活的程度也与在饲料中使用的酶的剂型和使
用方法有关袁固体酶是在制粒膨化前添加袁会受制粒
膨化温度影响曰液体酶是在制粒后喷涂袁虽不受制粒
温度影响袁但易受到空气中水分及温度的影响遥
2.3 动物方面

动物的种类和年龄制约着酶的使用效果遥单胃动
物应用酶相对反刍动物要好袁幼龄动物的消化道没有

完全健全袁添加酶的效果优于成年动物遥
微生物来源的植酸酶的最适酸度一般分为 pH值

2.5和 pH值 5.5两种袁pH值 2.5的植酸酶主要在动物
胃腔内起作用袁而 pH值 5.5的植酸酶主要在动物的肠
道内起作用遥植酸酶主要应用于单胃动物袁常见单胃动
物有猪和鸡遥对于猪来说袁植酸酶对植酸水解作用发生
在胃中袁 其胃中食糜 pH值在 2耀4之间曰 而对于鸡来
说袁植酸水解是在嗉囊尧肌胃和腺胃中进行的袁嗉囊和
肌胃的 pH值在 5耀6之间遥 因此确定植酸酶在动物消
化道内的适宜 pH值对植酸酶的应用具有指导意义遥
2.4 存储条件

植酸酶及加酶饲料成品在储存过程中易受到外

界环境(如光尧湿度尧温度尧虫害等)的影响袁酶的活性会
随着储存时间的延长而逐渐降低遥 一般来说袁水分对
酶的影响比高温更为严重袁饲料发霉会使酶受到很大
威胁袁在使用酶时应尽量缩短储存时间袁并保存在通
风干燥尧阴凉尧避光处遥
3 植酸酶酶活性的检测

植酸酶展现出的经济效益得到了广泛的认可袁其
在饲料行业中将会有较大规模的应用袁商品植酸酶的
自身质量是加酶饲料和其在动物性能方面应用的首

要保障遥 在众多影响植酸酶应用效果的因素中袁含量
测定是最重要的质量指标袁是植酸酶与其它酶制剂一
样面临的特殊问题遥 植酸酶的含量以酶活单位来表
示遥 目前对植酸酶酶活的定义尚未完全统一袁沿用最
多的是由 BASF-GB公司提出的酶活定义袁 该定义被
包括我国在内的国际质量认证机构尧 权威检测机构尧
仲裁机构接受和采用遥

普遍采用的植酸酶检测方法有丙酮-磷钼酸铵法尧
钒-钼酸铵法尧 维生素 C-钼蓝法和 FeSO4-钼蓝法 4种遥
黄遵锡等的研究表明袁 丙酮-磷钼酸铵法较其它 3种方
法在灵敏度尧精确度尧稳定性尧抗干扰能力等方面均有明
显优势遥目前植酸酶生产厂家和饲料厂应用最多的检测
方法是钒-钼酸铵法袁检测方法相对简便袁易于操作遥

无论采用哪种方法测定植酸酶酶活袁不同生产厂
商的植酸酶产品之间有不同的质量差异袁这是使用厂
家值得注意的遥

总的说来袁植酸酶在饲料工业及养殖业上的作用
已得到肯定袁对其在工业生产尧饲料养殖的应用仍具
有极大的研发空间袁植酸酶的菌种来源尧理化及生物
性质和酶的基因工程是目前研究的主要方向袁其在动
物体内的生理生化作用仍有待进一步研究遥

（编辑：高 雁，snowyan78@tom.com）
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平菇渊Pleurotus Ostreatus冤又名糙皮侧耳袁是一类
与木质素降解酶有关的担子菌遥 因其适应性强袁易于
栽培袁广泛分布于全球各地袁是目前世界上栽培面积
大袁产量高的食用菌之一遥 平菇富含蛋白质尧膳食纤
维尧多糖尧凝集素尧维生素和矿物质等多种营养成分袁
具有热量低尧脂肪少尧钠离子少等优点袁被认为是首选
的食用佳品遥 平菇也是一类颇具开发前景的药用真
菌袁具有抗凝血尧抗病毒尧抗肿瘤尧抗衰老尧降解胆固醇
和调节免疫等多种功效遥

平菇还具有很强的木质素降解能力,能弥补木质
素降解模式菌要要要黄孢原毛平革菌 (Phanerochaete
chrysosporium) 只降解木材中木质纤维素的不足[1]袁可
广泛应用于作物秸秆等木质纤维素降解系统中袁如利
用生物转化可将稻草尧麦秆等多种难以降解利用的农
业废弃物转变为有价值的产品袁用作动物饲料或其它
食品曰 也可利用其木质素酶系统对有机金属污染物尧
生物异源物质和工业废弃物等行之有效的降解作用遥
因此袁平菇在生物工艺学应用方面有着极为广阔的发
展前景遥
1 生产概况

平菇的栽培已有悠久的历史袁早在 2 500年前在
中国和远东地区就有种植遥目前袁中国尧美国和荷兰等
也是平茹的主要生产国[2]袁年生产总量均在 100万吨
以上遥

适合栽培平菇的原料非常广泛, 如棉籽壳尧稻草尧
麦秆尧木屑尧玉米芯等均可遥而棉籽壳是理想的栽培原
料袁因其营养丰富, 碳氮比合适, 透气性好, 使用方便,
所以应用更为普遍遥平菇的显著优势在于能有效利用
木质纤维素而无需堆肥或盖层遥 因此袁大批农业废料
也可作为底物循环使用袁如咖啡汁尧亚麻尧玉米芯尧甘
蔗渣尧香茅渣和大米壳等遥

另外袁平菇也能在液体培养基中培植袁可获得菌类
蛋白尧菌丝体尧调味剂等产物遥研究表明袁从液态发酵得

到的平菇菌丝体与固体栽培得到的子实体在化学组成

上基本相似袁均含有蛋白质尧氨基酸和脂肪酸等[3]遥
2 药用特性

平菇中富含多种生物活性分子袁 具有很高的药用
价值袁 其胞内组分和次级代谢物对宿主的免疫系统均
能发挥作用袁可用于治疗各种疾病遥 研究表明袁从平菇
中提取得到的多糖尧糖蛋白尧血凝素尧纤维尧萜类化合
物尧类固醇和核酸等袁具有显著的抗肿瘤活性[4]遥Zusman
等[5]发现袁在玉米芯中培养的平菇袁对小鼠结肠癌的生
长具有明显的抑制作用袁这也有望应用于人类自身遥

从平菇子实体中提取得到的 茁-D-葡聚糖袁 能大
大提高受细菌感染小鼠的存活率[6]遥 平菇中可能含有
一种还原酶抑制因子要要要洛伐他汀袁在临床上作为抗
高胆固醇类药物使用曰平菇中还含有壳质尧胶质等多
种膳食纤维袁对降低血压袁抗肝损伤袁抗衰老和促进免
疫方面等均能发挥一定作用遥 由上述可知袁平菇各部
分均有很高的药用价值袁因而袁将其整体研制成药可
能比单个组分更具疗效遥
3 分子遗传学研究

Larraya等[7](2000)对平菇的染色体结构进行分析袁
通过染色体分离显示其分子染色体组型遥 随后袁又构
建出有关平菇的基因连锁图袁该图几乎涵盖了平菇的
整个染色体组遥 Honda等[8](2000)通过对平菇细胞的转
化作用袁首次报道了有关抗药标记基因的获得袁这一
研究发现为优良菌株的构建提供了强有利的工具遥

平菇的分子遗传特性与其生产也有密切关系袁但
目前研究仍不透彻遥 在平菇基因构建中袁通过限制性
酶介导的整合作用袁可将转化效率提高 10倍左右遥在
含有原生质体和 Cbx R质粒载体的转化物中袁若加入
姿噬菌体 DNA袁从筛选平板中可以观察到抗药性转化
株明显增多曰若加入热变性的 姿DNA袁其转化率甚至
能达到最高值渊每微克质粒载体约为 200转化株冤袁这
与无载体 DNA的实验结果相比袁产量提高 50多倍[9]遥
4 平菇降解酶系统

在自然界中袁能攻击尧降解木质素的微生物主要
是真菌袁而不同种类的真菌对木质素降解的能力也各
不相同遥 研究发现袁平菇对木质素具有优先降解的能
力[10]遥 木质素降解是一个氧化过程袁主要涉及木素过
氧化物酶渊LiP冤尧锰过氧化物酶渊MnP冤尧漆酶渊Lac冤和藜
芦醇氧化酶渊VAO冤的参与遥平菇主要产生 Lac尧MnP和
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VAO袁但不能产生 LiP遥 事实证明袁平菇是最强大的漆
酶生产者之一 [11]袁具有很高的活性袁在降解酶系中起
到关键性作用袁目前平菇漆酶正在被广泛研究遥

漆酶是一种含铜的多酚氧化酶袁大多含有 4个铜
离子袁均位于酶的活性部位遥 通过从底物转移一个电
子形成自由基尧氧化酚类或芳胺类化合物[12],同时将氧
还原成水遥 如果添加适当的介导物质,该体系还能氧
化具有更高氧化还原电势能的非酚类化合物 [11]遥 此
外袁在麦秆尧香兰素和藜芦酸的诱导下袁平菇可产生若
干胞外漆酶同工酶袁主要有 POXA1b尧POXA1w尧POX鄄
A2和 POXC袁其中 POXC的产量最大[13]遥

不同的培养条件渊如碳源尧氮源尧温度尧酸碱度尧金
属离子尧去垢剂和通气量等冤会影响木质素降解酶的
产生遥 在平菇栽培中袁棉籽壳是当前发现的最佳培养
基袁不管在固体还是液体培养中均能诱导胞外漆酶的
产生袁促进菌体生长遥同时添加一些芳香族化合物渊如
甲苯胺尧香兰酸尧茁-羟基安息酸和苯胺等冤袁可增加漆
酶的活性遥培养基中某些金属离子的存在对木质素的
降解也有重要影响袁这是由于金属离子可有效调节木
质素降解酶的活性遥 Baldrian等[14]渊2005冤发现袁在平菇
的液体培养基中袁加入 Cd2垣和 Cu2垣袁可显著提高漆酶活
性袁从而加速木质素的降解曰 Baldrian等[15]渊2003冤在以
麦秆为基质的平菇固体发酵中发现袁Cd2垣对 MnP尧漆酶
和内切葡聚糖酶均有显著影响遥 此外袁Mn2垣尧Pb2垣尧Zn2垣

的存在也可促进木质素的降解袁但其催化程度有所不
同袁这主要取决于金属本身对酶调节的有效性袁而与
其在培养基中的含量并无直接关系遥
5 平菇降解酶系的应用

5.1 对农业废弃物的降解

起初袁人们直接利用反刍动物消化农作物中的木
质纤维残留物质遥 后来发现袁通过生物去木质素作用
可以有效提高反刍动物的消化性能遥 近年来袁利用不
同真菌对农业废弃物进行转化的报道也屡见不鲜遥
Hadar等[16]渊1992冤研究了平菇对农业木质纤维废料的
利用情况袁选用不能自动降解的棉籽壳为底物袁经过
4周时间的发酵袁发现木质素在体外的降解速率逐渐
加快袁含量明显降低袁其发酵产物可占反刍动物采食
总量的 40%之多遥通过扫描电子显微镜还可观察到木
质素的降解特征院发酵 1周后袁平菇菌丝转移进入棉
籽壳细胞中袁开始发挥木质素降解作用曰3周时袁去木
质素作用继续深入到密集组织中曰随后袁植物的木髓
部分逐渐被分离出来袁 导管处的细胞也开始被降解遥
另外袁在中间薄层中可观察到类似的现象遥

利用真菌降解秸秆获得草料存在的主要问题是

如何获得廉价的真菌栽培基质遥H ttermann等[17](2000)
提出了利用平菇对农业废料再次利用的新方法院先用
太阳光对湿秸秆进行加热杀菌袁再用适当的清洁剂处
理袁最后在秸秆上补充一些食品工业废弃物袁如土豆
泥尧西红柿渣等遥 此法耗能少袁适合在农场应用遥 该研
究小组还用平菇处理后的秸秆为饲料喂养公羊袁发现
其体重增加非常迅速遥

平菇对木质素降解作用非常明显袁可通过对木质
素的选择性降解袁使纤维素部分暴露出来以被反刍动
物使用遥实验研究表明袁通过平菇等真菌的降解作用袁
可显著提高农业废弃物渊如稻草尧棉籽壳等冤的营养价
值袁有效改善动物粗饲料的贫乏状况遥
5.2 生物修复技术

生物修复技术(bioremediation)是在生物降解的基
础上发展起来的一种新兴的清洁技术遥具体是指运用
生物技术袁将有毒害废物转变为无害化合物或低于某
一限制浓度的过程遥 而平菇恰具此特性袁可以降解和
矿化生物异源物质袁 较常见的有工业染料多环芳烃
(PAHs)尧土壤污染物袁如莠去津(atrazine)等遥 PAHs是一
类由两个或两个以上苯环构成的稠环化合物袁广泛存
在于土壤尧水体和空气中袁具有诱导机体突变和致癌
特性袁已被许多国家列为优先控制的环境污染物[18]遥

平菇是至今发现的 PHAs有效降解者遥 Bogan等[19]

(1999)报道袁35 d内袁平菇可降解土壤中 80%的 PHAs遥
Novotny等[20](1999)将黄孢原毛平革菌尧平菇和变色云
芝渊Trametes versicolor冤3者对 PHAs降解能力作了对
照袁结果发现平菇的降解活性最高遥

平菇对 PAHs的降解过程主要依靠其内部的氧
化酶系统遥 在初始阶段袁平菇胞外物细胞色素 P-450
发挥独特作用袁其内含的单氧酶和环氧化物水解酶通
过矿化作用攻击苯环袁 再在胞质中的 3, 4-双加氧酶
的作用下进行开环遥 随后袁平菇内含的漆酶和 MnP对
PAHs进一步氧化遥 可见袁平菇对 PAHs的降解作用是
一系列酶联合作用的结果遥

此外袁 平菇还能降解其它一些生物异源物质遥
Masaphy等[21]渊1996冤发现袁当 Mn存在时袁培养液中氧
化酶和过氧化物酶活性以及细胞色素 P-450 的浓度
明显增加袁 从而提高了平菇对莠去津的转化作用遥
Shin 等[22]渊1997冤研究了平菇分泌的过氧化物酶对染
料的脱色作用袁发现这些酶对 RBBR等蒽醌染料呈现
出更高的亲和力遥
5.3 其它方面的应用
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平菇中的漆酶或漆酶介导的系统可有效应用于

神经毒素降解和废水解毒等中遥 Amitai[23]渊1998冤对平
菇漆酶的研究结果显示袁该漆酶可分解 3种有机磷杀
虫剂院O, O-二乙基-S-(N, N-二异丙胺乙基)磷酰硫醇
(DiPr-Amtion)尧O-乙基-S-(N, N-二异丙胺乙基) 甲基
磷酰硫醇(VX)和 O-异丁基-S-(N, N-二乙基胺乙基)
甲基磷酰硫醇(RVX)袁这可能是彻底氧化降解此类神
经毒素的有效方法遥 Aggelis等[24]渊2003冤的研究表明袁
平菇漆酶可以去除橄榄油工厂废水(OMW)中的酚类
物质袁从而降低 OMW 毒性袁解除其对环境中微生物
的抑制作用遥

另外袁 平菇产生的降解酶系统还可用于纸浆漂
白尧织品染料脱色尧抗生素和甾类化合物的改造以及
制造生物电极等袁因此具有很大的市场开发潜能遥
6 展望

作为一种多功能的食尧药用真菌袁平菇在生物和
环境领域均有广泛运用遥 随着科技日新月异的发展袁
部分技术已日见成熟袁但仍有些方面需要进一步的探
索和发展遥 研究表明袁木质素降解酶的产生与生产菌
的遗传特性密切相关袁因而制约平菇运用的主要因素
在于其分子遗传方面信息的相对缺乏遥 Varela 等 [25]

渊2001冤通过研究平菇在异种系统中的基因表达袁提出
真菌体系在异种中的表达袁可能会产生活性更高的木
质素酶系统袁能更有效地运用于各个领域遥

基于平菇独特的药理功能袁并具有效的木质素降
解酶系统袁 因而可以采用有效措施进行大规模栽培袁
更大发挥其商业潜能遥 可见袁真菌平菇的应用已扩展
到医药尧污水处理尧染料降解尧饲料工业等各个领域袁
其前景广阔袁值得深入研究遥
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