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　　β- 葡聚糖酶 (β- glucanase)是指可将β- 葡聚糖降解为低
分子量片断的酶 ,由于对β- 葡聚糖具有重要的水解作用 ,目
前β- 葡聚糖酶在饲料、食品、造纸、纺织、日化等领域发挥着
巨大的作用。近年来 ,β- 葡聚糖酶的研究势头有增无减 ,生
产方法不断改进 ,来源范围不断扩大。我国从 1982 年始开展
该酶种生产菌的选育 ,经过 20 年的努力 ,在这方面的研究取
得了一定的进展。

目前β- 葡聚糖酶的生产方法主要有两种 ,即提取分离法
和生物合成法 (即发酵法) 。提取分离法主要应用于动物、植
物生产β- 葡聚糖酶 ,国内的王骥 (2001) [1 ] 等 ,国外的 Takashi
Alkiyama ,et al. (1998) [2 ] 等都在这方面进行了研究 ,而生物合
成法则主要应用于微生物细胞。由于自然界中微生物资源丰

富 ,且利用微生物细胞产酶具有易变异、生长繁殖快、产酶周
期短 ,发酵产物单纯等优点 ,因此 ,采用生物合成法生产β- 葡
聚糖酶受到大多数研究者的青睐。以往文献中对β- 葡聚糖
酶生产的综述性报导很少 ,易华西等 [3 ]的综述文章仅仅是对β
- 葡聚糖酶的应用及研究现状作了简单的回顾 ,而β- 葡聚糖
酶的生产基本没有涉及。本文对微生物来源的β- 葡聚糖酶
国内外生产现状进行了较为系统的综述。

1 　生物合成法生产β- 葡聚糖酶
生物合成法 ,即发酵法 ,是 20 世纪 50 年代以来酶的主要

生产方法 ,可以分为液体深层发酵、固体培养发酵、固定化细
胞发酵和固定化原生质体发酵等 ,现在普遍使用的是液体深
层发酵技术。

已有报道的绝大多数β- 葡聚糖酶均属胞外酶 ,关于胞内
酶的研究相对较少。产β- 葡聚糖酶菌株的培养方法大部分
采用液体深层发酵法 ,包括摇瓶发酵培养法和发酵罐培养法
(分为 :分批发酵、补料分批发酵和连续发酵) ,且采用摇瓶发
酵培养法居多 ,也有部分采用固体发酵培养或固定化细胞发
酵等方法。
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1. 1 　液体深层发酵
液体深层发酵是微生物细胞在液体深层中进行厌氧或需

氧纯种培养过程 ,是目前β- 葡聚糖酶发酵生产的主要方式。
该法的机械化程度较高 ,技术管理较严 ,酶产率高 ,质量好 ,产
品回收率也较高。

孙玉英等 (2003) [6 ] 研究了局限曲霉 ( Aspergillus restrictus )

QY- 003 摇瓶发酵产β- 葡聚糖酶。在初步设计的初始产酶
培养基和初始产酶条件下 ,摇瓶结果为478. 825uΠmL ,在此基础
上对培养基中碳、氮源以及温度、溶氧、发酵周期、菌体浓度和
初始 pH 进行了优化研究。结果表明 ,最适碳源为大麦粉 ,氮
源为硫酸铵 ,最适初始发酵 pH 为6. 0 ,最适接种量为每瓶 1mL
孢子悬液 (孢子悬液浓度为 2. 5 ×107 cellΠmL) ,最适发酵温度为
32 ℃,500mL 三角瓶发酵液装量为 80mL 在发酵周期为 72h 时
酶活达到1 898. 52uΠmL ,比初始产酶水平提高了 3 倍。这方面
的研究还包括 ,国内 ,林宇野 (1995) [4 ] 和郑毅等 (2001) [5 ] 利用
曲霉属摇瓶发酵生产β - 1 ,3 - 1 ,4 - 葡聚糖酶 ;费笛波等
(2002) [7 ]对芽孢杆菌突变株 BS9418F摇瓶发酵生产β- 葡聚糖
酶进行了研究 ;国外 ,T Y Hong 和 M Meng(2003) [8 ]采用摇瓶发
酵由芽孢杆菌 ( Paenibacillus sp. ) 生产内切 -β- 1 ,3 - 葡聚糖
酶 ; Yu V Burtseva 等 (2003) [9 ]报道了由 Trichoderma aureviride 摇
瓶发酵生产外切 -β- 1 ,3 - 葡聚糖酶。
1. 2 　固体培养发酵

固体培养发酵指的是将微生物接种于灭过菌的固体培养
基上 ,在一定的培养条件下进行培养。该方法具有投资小 ,所
需生产设备少 ,简便易行 ,适于品种的小型化生产等特点 ,特
别适用于各种霉菌的培养和发酵产酶 ,但劳动强度大 ,原料利
用率低 ,生产周期较长。

郑毅等 (2001) [10 ] 对黑曲霉 ( Aspergillus niger) FSN65 产β-
葡聚糖酶固态发酵进行了研究。在初始产酶培养基及初始产
酶条件下 ,产酶水平达到624. 3IUΠg(干料计) ,在此基础上进行
了产酶培养基及产酶条件的优化研究 ,分析了培养基碳氮比、
无机氮源、水分比例以及初试 pH、培养温度、接种量和发酵周
期等因素对产酶的影响 ,确定最佳培养方案为 :培养基中 CΠN
为 8∶1 ,无机氮源为 NH4NO3 ,培养基中干料与水分比例为 1∶1 ,

培养基初始 pH为 6. 0 ,接种量为每瓶0. 5mL孢子悬液 (孢子浓
度为 4. 5 ×107ΠmL) ,培养温度为 33 ℃。在以上最适条件下固
态培养 70h ,最高酶活可达 786. 9IUΠg(干料计) ,比初始设计提
高了 26 %。同时对粗酶液的酶学性质进行了研究 ,确定β- 葡
聚糖酶的最适作用 pH 为 5. 0 ,最适作用温度为 75 ℃。此外 ,国
内的李卫芬 (2001) [11 ] ,国外的 Ita C Connely ,et al. (1991) [12 ] ,
Kalogeris E ,et al. (2003) [13 ] ,Jecu Luiza (2000) [14 ]等都对固体发酵
生产β- 葡聚糖酶进行了研究。
1. 3 　固定化细胞发酵

固定化细胞是 20 世纪 70 年代后期才发展起来的技术 ,细
胞固定化的方法很多 ,归纳起来主要可分为吸附法和包埋法
两大类。固定化细胞发酵具有如下显著的优点 [15 ] :细胞的密
度高 ,发酵稳定性好 ,易于连续化生产 ,细胞流失少 ,可在高稀
释率的情况下连续发酵 ,并可提高产品质量等。但固定化细
胞发酵技术要求较高 ,需要特殊的固定化细胞反应器 ,因此只
适用于胞外酶的生产。

Vladimir Jirk Üu (1996) [16 ] 采用结合法 ,将 Aspergillus vesicolor

菌丝细胞共价结合于载体之上 ,并对其发酵产β- 葡聚糖酶进
行了研究。等量 (细胞干重)游离与固定化的细胞接种于培养
基中 ,于相同条件下培养 ,并对二者产β- 葡聚糖酶情况加以
比较。比较结果表明 ,两种细胞生产的酶都表现出对昆布多
糖和酵母葡聚糖的活性 ,同时固定化细胞生产的酶还对几丁
质和石耳素具有活性 (表 1) 。二者生产的β- 1 ,3 - 葡聚糖酶
不仅在分子量、糖类组成等物理性质上存在差异 ,而且来源于
固定化细胞的β- 1 ,3 - 葡聚糖酶无论从酶活还是 pH 与温度

的稳定性方面来讲都优于来源于游离细胞的 ,酶活性受重金
属离子和各种清洁剂的影响也较小。此外 ,孙东梅 (2006) [17 ] 、
Lusta K A ,et al. (2000) [18 ] 、El - Katatny ,et al. (2003) [19 ]等都对固
定化细胞发酵生产β- 葡聚糖酶进行了报道。
表 1 [16 ] 　不同底物对游离与固定化细胞发酵生产β- 葡聚糖酶的影响
Table 1 　Effect of substrates on the production ofβ- glucanase by free and im2
mobilized cells

底物 糖苷键
菌丝细胞产β- 葡聚糖酶活性 (U·mg - 1)

游离 固定化

昆布多糖 β- 1 ,3 - 73 52

酵母葡聚糖 β- 1 ,3 - 42 76

几丁质 β- 1 ,4 - 0 18

石耳素 β- 1 ,6 - 0 33

2 　生物合成法生产β- 葡聚糖酶的影响因素
采用生物合成法生产β- 葡聚糖酶会受到多方面因素的

影响 ,包括菌种选育、培养基、操作条件以及诱导物和表面活
性剂的添加、阻遏物浓度等。
2. 1 　菌种的选育方法对产酶的影响
2. 1. 1 　新种筛选

用于产酶菌株初筛的方法主要有以下四种 : (1) 快速凝胶
扩散测定法 ; (2) GCN 平板法 ; (3) 改良琼脂块鉴定平板法 ; (4)

牛津杯琼脂块鉴定平板法。方法 (1)是测定β- 葡聚糖酶的定
性方法 ,有一定的准确性 ;方法 (2) 与 (1) 相比 ,其优点是将产
酶和酶活测定融为一体 ,但是其筛选的准确性较差 ;方法 (3)

与前两种方法相比优点为快速 ,准确性高。但是方法 (2) 和
(3)一个共同的缺点是 ,对于菌落蔓延很快的菌种 ,菌丝会很
快覆盖透明圈 ,而采用方法 (4)则可以克服这一缺陷。

郑毅等 (2001) [20 ] 对诱变后的米曲霉 ( Aspergillus oryzae)

FS68 采用改良琼脂块鉴定平板法与抗高浓度阻遏相结合 ,进
行β- 1 ,3 - 1 ,4 - 葡聚糖酶高产菌株的定向筛选工作。确定
温度为 27～29 ℃,初始 pH为 6. 7 ,平板厚度为 2. 5～3mm ,脱氧
胆酸钠浓度为 0. 06 %时 ,检出效果较好。在较短时间内完成 5
代诱变育种工作 ,其酶活单位由出发菌株的 752. 16uΠmL 提高
到 1271. 15uΠmL ,产酶能力提高了 69 %。孙玉英等 (2004) [21 ] 应
用牛津杯琼脂块鉴定平板法 ,从牛的瘤胃中筛选出一株产β-
葡聚糖酶活力达 2269. 25uΠmL 的高产局限曲霉 ( Aspergillus re2
strictus)菌株。此外 ,郑元平等 (2004) [22 ]对产β- 葡聚糖酶的地
衣芽孢杆菌 ( Bacillus licheniformis) A302 菌株进行紫外线和硫酸
二乙酯 (DES)复合诱变和选育 ,获得产β- 葡聚糖酶达 27. 3UΠ
mL 的突变株 H302 ;林宇野 (1995) [4 ]采用 GCN 平板法筛选出产
β- 葡聚糖酶的黑曲霉 ( Asperg illus niger)菌株。
2. 1. 2 　诱变育种

诱变育种就是采用合适的理化致变剂处理均匀分散的微
生物细胞群 ,促使其突变频率大幅度提高 ,然后运用合理的筛
选程序和方法把优良突变子挑选出来 ,以供生产实践和研究
之用。诱变育种往往必须是诱发突变与大规模的筛选工作相
结合才能收到良好的效果。

Henri Durand ,et al. (1998) [23 ] 为选育适合于工业化生产纤
维素酶的菌株 ,分别以甲基硝基亚硝基胍 (NTG) 、乙基甲磺酸
( EMS)和亚硝酸 ( HNO2 ) 为诱变剂对里氏木霉 ( Trichoderma ree2
sei)菌株进行诱变 ,最终筛选出的突变株 CL847 与出发菌株
QM9414 相比在纤维素培养基中酶产量提高 4 倍 ,所生产的酶
不受分解代谢物阻遏抑制 ,且表现出组成酶的性质 ;程志敬等
人 (2006) [24 ]利用重组 E. coli JM109 发酵生产β1 - 3 ,1 - 4 - 葡
聚糖酶 ,优化条件下发酵 30h ,β- 葡聚糖酶活力达到 297. 71 UΠ
mL ,约为初始时的 14. 3 倍。
2. 2 　培养基和操作条件的影响
2. 2. 1 　培养基

培养基一般包括碳源、氮源、无机盐和生长因子等几大类
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组分。不同的菌种对培养基的要求不同 ,同一菌种用于生产
不同物质时所要求的培养基也不一样。在β- 葡聚糖酶的生
产中 ,必须充分考虑各种组分 ,尤其是碳源和氮源对细胞生长
及产酶的影响 ,并注意组分之间的比例 ,可以适当添加诱导物
和表面活性剂 ,以期获得活性较高的β- 葡聚糖酶。

Usama Beshay 等 (2003) [25 ]采用重组 E. coli BL21 表达并生
产来源于芽孢杆菌的杂合β- 1 ,3 - 葡聚糖酶时 ,初始酶活力
为 150UΠmL ,为了提高产酶水平分析了培养基中不同碳源、氮
源及 NaCl 浓度对产酶的影响。在分析碳源的影响时 ,分别以
木糖、半乳糖、甘油、葡萄糖、果糖、麦芽糖、蔗糖、乳糖、甘露
糖、米粉、可溶性淀粉、糊精、玉米淀粉和马铃薯淀粉等为碳源
进行实验 ,结果表明以乳糖为唯一碳源的培养基中β- 葡聚糖
酶活力最高 ,达到 380UΠmL ,因此 ,确定乳糖为最佳碳源 ,且浓
度选为 7gΠL ;选择氮源时 ,在硫酸氨、硝酸钠、硝酸氨、氯化铵、
亚硝酸钠、尿素、牛肉膏和酵母粉之间进行比较 ,发现酵母粉
为最佳氮源 ,此时β- 葡聚糖酶活力最高 ,达到 423UΠmL ,确定
其浓度为 24gΠL ;NaCl 的浓度对细胞生长和酶的生产也有一定
的影响 ,NaCl 浓度在 0～30gΠL 之间变化时 ,细胞干重在 5gΠL
以外明显降低 ,且β- 葡聚糖酶的活力值也以 5gΠL 时为最高 ,
因此 ,确定 NaCl 最佳浓度为 5gΠL。在以上最适条件下摇瓶发
酵最高酶活达到 512UΠmL ,为初始时的 4 倍多。
2. 2. 2 　操作条件

每一种细胞在生长繁殖和发酵产酶时都受到某些条件的
影响 ,包括 pH、温度和溶解氧等 ,有其最适范围 ,因此 ,必须适
当调节这些条件以满足细胞生长及产酶的需要。

郑毅等 (2001) [5 ]对黑曲霉 FS25 摇瓶发酵生产β- 1 ,3 - 1 ,
4 - 葡聚糖酶的产酶条件进行了优化。在优化培养基初始 pH
时 ,设置了 4. 0、5. 0、6. 0、7. 0、7. 5 等 5 个不同初始 pH 的发酵
培养基 ,结果表明在所考察的 pH 梯度范围内 ,产酶培养基最
适起始 pH为 5. 0 ;在研究发酵温度对产酶的影响时 ,设置了
26 ℃、28 ℃、30 ℃、32 ℃和 34 ℃5 个温度梯度进行实验 ,结果表
明发酵产酶的最适温度为 32 ℃;溶氧以摇瓶装液量来控制 ,在
250mL 三角瓶中加入 20mL、30mL、40mL、50mL、60mL 和 70mL 产
酶培养基 ,摇瓶产酶结果表明当摇瓶装液量为 50mL 时最适合
该菌株在本实验条件下产酶 ;分析接种量对产酶的影响时 ,在
每个三角瓶的产酶培养基中接入不同的种子量 (用孢子悬液
的 mL 数计) ,当接种量为 1. 5mL 时 ,产酶水平最高 ;培养时间
的影响 ,将黑曲霉孢子接入最佳发酵培养基后 ,32 ℃摇瓶培
养 ,于不同时间取样 ,测定酶活、pH、生物量及残糖 ,结果在 30h
其生物量达到最高峰 ,此时酶活也达到最大值 80. 1uΠmL ,随时
间延长 ,虽然生物量基本维持不变 ,但残糖逐渐减少 ,产酶水
平也逐渐下降 ,故最适的发酵周期在 30h 左右即可。周海燕等
人 [26 ]对发酵生产葡甘聚糖酶的最佳条件进行了探索。他们在
5L 发酵罐上测定不同温度、pH 和接种量对发酵的影响 ,并用
正交试验筛选最佳的产酶条件配伍。结果表明该菌产生葡甘
聚糖酶的条件为接种量 10 % ,通气量 20LΠh , 发酵的前 16h 温
度为 40 ℃, 搅拌速度 200rΠmin ,pH 70 左右 ,之后温度调至
50 ℃,搅拌速度 100rΠmin , pH 调至 6. 0 左右 ,添加 0. 25 %的豆
油做消泡剂。在此条件下发酵获得的酶比活力可达
5 009UΠmg , 总活力达到 10 819UΠml。
2. 3 　诱导物、表面活性剂的添加和阻遏物浓度对产酶的影响
2. 3. 1 　添加诱导物

许多β- 葡聚糖酶都为诱导酶 ,尤其是纤维素酶 (已经证
明细菌和真菌纤维素酶均为诱导酶) ,因此 ,在培养基中添加
适量诱导物对产酶有利。β- 葡聚糖酶的诱导物一般为β- 葡
聚糖、寡糖、二糖等及其衍生物。

在β- 葡聚糖对β- 葡聚糖酶的诱导过程中 ,环境中无β
- 葡聚糖存在时 ,β- 葡聚糖酶仅有少量合成 ,当外界加入一
定量的β- 葡聚糖时 ,由于该糖分子量较大 (一般在 150 000～

290 000) ,不能进入细胞 ,只能被释放到胞外的、少量的β- 葡
聚糖酶分解 ,产生小分子产物如寡糖或二糖、单糖等 ,随着小
分子产物的积聚 ,经渗透作用进入细胞 ,从而对β- 葡聚糖酶
产生诱导作用 ,于是β- 葡聚糖酶便大量合成。M D Busto 等人
(1996) [27 ] 对里氏木霉 ( Trichoderma reesei ) 、黑曲霉 ( Aspergillus

niger)和 Pseudomonas pickettii 诱导产羧甲基纤维素酶 (CMCase)

进行了研究。分别以 3 种可溶性双糖和 3 种纤维素为诱导物 ,
均可在不同程度上提高酶的产量 ,且以纤维素 MN - 300 为诱
导物时产酶量最高 (表 2) 。
表 2 [27 ] 　不同碳源对胞外羧甲基纤维素酶 (CMCase)的诱导
Table 2 　Induction of extra - cellular CMCase by different carbon sources

Inducer
CMCase activity (μmol glucose·mL - 1 h - 1)

A . niger T. reesei P. pickettii

D( + ) Sucrose - 8. 94 0. 00

Lactose 0. 47 15. 60 0. 00

D( + ) Cellobiose 1. 54 14. 50 0. 36

CMC 1. 11 39. 61 0. 0

Cellulose C - 6413 0. 04 140. 16 0. 01

Cellulose MN - 300 24. 49 185. 08 1. 42

2. 3. 2 　控制阻遏物浓度
β- 葡聚糖酶的生产是受诱导和阻遏两种模式调控的 ,阻

遏主要是指分解代谢物阻遏 ,阻遏物单独或与诱导物同时存
在时都会影响β- 葡聚糖酶的生产 ,因此 ,控制阻遏物的浓度
是十分重要的。

郑毅等 (2001) [20 ]研究米曲霉 ( Aspergillus oryzae)产β- 葡聚
糖酶时 ,发现葡萄糖为米曲霉产β- 葡聚糖酶抗降解阻遏物。
控制葡萄糖浓度在一定范围内有助于提高酶的产量。Stoppok
等 (1982) [28 ]在培养潮湿纤维单胞菌 ( Cellulomonas uda) 时 ,研究
了葡萄糖和纤维二糖浓度对生产内切 -β- 1 ,4 - 葡聚糖酶的
影响 (表 3) ,结果表明葡萄糖是 C. uda 生产内切 -β- 1 ,4 -
葡聚糖酶的阻遏物 ,而纤维二糖只有在高浓度时才成为阻遏
物 ,必须有效控制二者的浓度以提高菌株产酶能力。
表 3 [28 ] 　诱导和阻遏作用对内切 -β- 1 ,4 - 葡聚糖酶生产的影响
Table 3 　Effect of inducing or repressing compounds on the production ofβ- 1 ,
4 - glucanase

Inducing or repressing

compound added
Cellobiose Glucose

Cocn(mmolΠL) 0. 00 0. 05 0. 10 1. 00 2. 00 0. 00 1. 00 3. 00

Time required for 50 %

reduction in viscosity (min) a 78 69 63 114 120 66 75 81

　　a : 底物羧甲基纤维素钠粘度降低 50 %所需时间。

2. 3. 3 　添加表面活性剂
细胞内β- 葡聚糖酶的合成是受严格代谢控制的 ,当细胞

内合成的β- 葡聚糖酶浓度达到一定水平时 ,由于产物的抑制
作用 ,酶的合成停止。如果使用吐温、特里顿等非离子型表面
活性剂改变膜的通透性 ,使细胞内产生的酶不断排出细胞外 ,
细胞内酶的浓度始终低于能引起反馈抑制的水平 ,这样酶的
合成就可以连续进行 ,从而可提高酶的产量。

邓卫东等人 (2005) [29 ] 研究了吐温 80 对瘤胃微生物产酶
能力的影响。在所测试的木聚糖酶、蛋白酶、淀粉酶、葡聚糖
酶和果胶酶中 ,吐温 80 的添加能提高前 4 种酶的活力 ,提高幅
度最大的是葡聚糖酶 ,添加0. 05 %和0. 10 %的吐温 80 可使葡
聚糖酶活力分别提高 223 %和 221 %。孙东梅等人 (2006) [18 ]的
研究也表明添加 0. 1 %的吐温 80 可以使黄绿木霉的葡聚糖酶
生产能力提高 17 %。

3 　展望
利用微生物细胞发酵生产β- 葡聚糖酶 ,必须充分考虑各

种影响因素 ,注重培养基组成和操作条件的控制 ,以期实现菌
种最大程度产酶量 ,因此对发酵产酶条件的优化应进行更为
深入的研究。另外 ,我国微生物资源丰富 ,鉴于微生物生产β

49　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　生 　物 　技 　术 　　　　　　　　　　　　　　　　　　第 16 卷第 6 期



© 1994-2010 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net

- 葡聚糖酶的种种优点 ,今后还应在对产酶微生物的改良和
诱变方面有所侧重。在了解微生物特点的基础之上 ,在诸如
高产菌株的选育、培养条件的优化、耐高温、耐酸碱等方面加
大投入 ,并针对现在使用β- 葡聚糖酶存在的一次性使用成本
高的问题尽量扩大酶的来源 ,以求生产高效低成本的β- 葡聚
糖酶 ,尽快改变我国饲料酶制剂大量依赖进口的不利状况。
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　　黄酮类化合物广泛存在于植物体中 ,有重要的生理功能 :
抗氧化剂、酶抑制剂、色素及光屏蔽物、植物生长调节剂及植
物抗毒素 (phytoalexins) 。近年来 ,分离出来的黄酮类化合物有
多种药理作用 :金丝桃苷 ( hyperfine) 有抗脑缺血、心肌缺血的
作用以及对消化性溃疡的保护作用 ;槲皮素 (quercetin) 、芸香
苷 (rutoside)有抗自由基和镇痛作用 ;水飞蓟宾 ( silygin) 有肝保
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