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一株棘孢曲霉的鉴定及其柚苷酶合成规律
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摘要:【目的】对一株新分离的柚苷酶产生菌株 ＪＭＵｄｂ０５８ 进行鉴定ꎬ并研究该菌株柚苷酶合成的基本规律ꎮ
【方法】利用形态观察、２８Ｓ ｒＤＮＡ 序列分析对 ＪＭＵｄｂ０５８ 进行鉴定ꎻ通过反相高效液相色谱测定 ＪＭＵｄｂ０５８ 粗

酶液对柚皮苷的水解作用ꎬ鉴定其柚苷酶活性ꎻ分别用 １１ 种碳源和 ６ 种氮源进行摇瓶发酵ꎬ研究碳源、氮源

对该菌株分泌柚苷酶的影响ꎻ在固态和液态条件下分别进行发酵ꎬ测定该菌株合成柚苷酶的能力ꎮ 【结果】
菌株 ＪＭＵｄｂ０５８ 的菌落形态和显微形态符合曲霉属黑色组的典型形态特征ꎬ其 ２８Ｓ ｒＤＮＡ 序列与棘孢曲霉

(Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ａｃｕｌｅａｔｕｓ)的相似度达 １００％ ꎻ用液态和固态两种发酵方法制得的粗酶液均可将标准溶液中的柚

皮苷水解产生普鲁宁和柚皮素ꎬ还可有效地水解琯溪蜜柚汁中的柚皮苷ꎻ用橘皮苷、柚皮苷、芸香苷和鼠李糖

为碳源ꎬ胰蛋白胨和豆饼粉等有机物为氮源时可分泌柚苷酶ꎻ该菌种在固态发酵中表现出很强的柚苷酶发酵

能力ꎬ用 ＨＰＬＣ 法测定的 α￣Ｌ￣鼠李糖苷酶和柚苷酶活力分别达到 ５９０３ 和 １９３９ Ｕ / ｇｄｓꎬ用 Ｄａｖｉｓ 法测定的柚苷

酶活力达到 ７２２３２ Ｕ / ｇｄｓꎮ 【结论】本研究首次发现棘孢曲霉能够分泌柚苷酶ꎬ含鼠李糖基团的物质可作为

其产柚苷酶的诱导物ꎮ 棘孢曲霉 ＪＭＵｄｂ０５８ 固态发酵产柚苷酶的能力突出ꎬ是一种高产柚苷酶的微生物新

资源ꎮ
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　 　 柚苷酶(ｎａｒｉｎｇｉｎａｓｅ)同时具有 α￣Ｌ￣鼠李糖苷酶

(α￣Ｌ￣ｒｈａｍｎｏｓｉｄａｓｅꎬＥ. Ｃ. ３􀆰 ２􀆰 １􀆰 ４０)和 β￣Ｄ￣葡萄糖

苷酶(β￣Ｄ￣ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅꎬＥ. Ｃ. ３􀆰 ２􀆰 １􀆰 ２１)两种酶的活

性ꎬ可作用于柚皮苷、橘皮苷、芸香苷、槲皮素等结构

末端连有 α￣鼠李糖和 β￣葡萄糖的糖苷类化合

物[１ － ２]ꎬ柚苷酶特殊的酶学活性使得其在食品和医

药领域具有许多潜在的应用价值ꎬ如柑橘果汁的脱

苦、改善葡萄酒和茶叶产品风味、普鲁宁和鼠李糖的

生产、生物转化类固醇以及黄酮类物质的去糖基化

等ꎬ另外ꎬ柚苷酶还可用于测定多糖、糖苷和糖脂类

化合物的结构[３]ꎮ 柚苷酶可将柚皮苷水解成无苦

味的柚皮素[１]ꎬ可用于去除柑橘果汁中由柚皮苷引

起的苦味ꎮ 此方法操作简单、专一性强、营养成分损

失少ꎬ因此ꎬ柚苷酶是一种重要的食品工业酶制剂ꎮ
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柚苷酶的微生物来源主要包括细菌和真菌ꎬ
Ｐｕｒｉ 等[４]从土壤中分离得到产柚苷酶的木糖葡萄球

菌(Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ｘｙｌｏｓｕｓ)ꎬＮｏｒｏｕｚｉａｎ 等[５] 利用青霉

(Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ)发酵生产柚苷酶ꎬ一些学者[６ － ９]对黑曲

霉(Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｎｉｇｅｒ)发酵制备柚苷酶的条件、工艺

参数等进行了研究ꎬ相关研究还报道了罗伦隐球酵

母 ( Ｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｌａｕｒｅｎｔｉｉ) [１０]、 土 曲 霉 ( Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ
ｔｅｒｒｅｕｓ) [１１]、酱油曲霉(Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｓｏｊａｅ) [１２] 等柚苷酶

产生菌株ꎻ目前ꎬ由青霉发酵的柚苷酶已经实现产业

化ꎬ已有商品酶制剂上市销售[１３]ꎬ但价格昂贵ꎬ如酶

活力３００ Ｕ / ｇ的柚苷酶制剂每２５０ ｇ售价１９４２７元人

民币ꎬ难适应食品工业应用的需求ꎮ 引起此问题的

主要原因是缺少柚苷酶高产菌株及高效的发酵工艺ꎮ
因此ꎬ发现新的柚苷酶微生物来源ꎬ并研究其发酵柚

苷酶的条件仍然具有重要的科学研究及应用价值ꎮ
在前期研究中ꎬ本实验室从堆放腐烂柚子的地

点取样ꎬ利用柚皮苷为选择性碳源配制培养基筛选

得到一株深褐色丝状真菌 ＪＭＵｄｂ０５８ꎮ 本研究通过

形态观察结合分子生物学技术对该菌株进行鉴定ꎬ
并研究其柚苷酶合成的基本规律ꎬ为后续研究及应

用提供基础ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 菌种:柚苷酶产生菌株 ＪＭＵｄｂ０５８ꎮ 由福建

省平和县堆放腐烂蜜柚的地点采集土壤样品ꎬ经富

集培养后涂布于以柚皮苷为选择性碳源的培养基

上ꎬ根据水解圈挑取菌株进行平板划线分离ꎬ并纯化

得到纯培养物ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 培养基:斜面培养基采用 ＰＤＡ 培养基[１４]ꎬ
用于菌株的活化ꎻ液体培养基采用 ＰＤＢ 培养基

(ＰＤＡ 培养基不加琼脂)ꎬ用于收集菌体ꎻ查氏琼脂

(ＣＡ)、查氏酵母膏(ＣＹＡ)、麦芽汁琼脂(ＭＥＡ)培养

基[１５]ꎬ用于观察菌落形态ꎻ摇瓶发酵基础培养基

( ｇ / Ｌ ) 为 ＭｇＳＯ４ 􀅰 ７Ｈ２Ｏ １􀆰 ０、 ＫＨ２ＰＯ４ １􀆰 ０、
(ＮＨ４ ) ２ＳＯ４ １􀆰 ５、 ＫＣｌ ０􀆰 ５、 ＫＮＯ３ １􀆰 ５、 无水 ＣａＣｌ２
０􀆰 １、酵母膏 ２􀆰 ０、柚皮苷 ２􀆰 ６９、乳化剂 Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ￣１００
１􀆰 ０％ (Ｖ / Ｖ)ꎬ加水至１ Ｌꎬ初始 ｐＨ ６􀆰 ０ꎬ１２１℃ 灭菌

２０ ｍｉｎꎻ固态发酵培养基(ｇ)为柚皮粉 １０００、豆饼粉

１５０、蒸馏水 １０００ꎮ
１􀆰 １􀆰 ３ 　 主要试剂:ＭｇＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ ( ＡＲ)、 ＫＨ２ＰＯ４

(ＡＲ)、 ＫＣｌ ( ＡＲ)、 无 水 ＣａＣｌ２ ( ＡＲ)、 Ｎａ２ＨＰＯ４􀅰
１２Ｈ２Ｏ(ＡＲ)、ＮａＯＨ(ＡＲ)、乳化剂 Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ￣１００、酵
母浸膏、胰蛋白胨、一缩二乙二醇等购于国药集团化

学试剂有限公司ꎻ柚皮苷、柚皮素、橘皮苷、芸香苷等

(纯度≥９８％ )购于西安小草植物科技有限责任公

司ꎻ甲醇、乙腈(色谱纯)购于 ＴＥＤＩＡ ｃｏｍｐａｎｙꎬＩｎｃ. ꎻ
酵母基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒(离心柱型)购于天根

生化科技(北京)有限公司ꎻＤＮＡ 凝胶回收试剂盒

ＤＷ０２￣２、质粒小量提取试剂盒、ｄＮＴＰｓ、Ｔａｑ 酶、１０ ×
ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒ 均购于广州东盛生物科技有限公司ꎻ
ＧｏｌｄＶｉｅｗ 核酸染料购于北京赛百盛基因技术有限

公司ꎮ 引物为 ＮＬ１ ５′￣ＧＣＡＴＡＴＣＡＡＴＡＡＧＣＧＡＧＧＡＡ
ＡＡＧ￣３′ꎻ ＮＬ４ ５′￣ＧＧＴＣＣＧＴＧＴＴＴＣＡＡＧＡＣＧＧ￣３′ꎬ 由

上海鼎安生物科技有限公司合成ꎮ
１􀆰 １􀆰 ４　 琯溪蜜柚汁:购于福建省国农农业发展有限

公司ꎬ呈乳白色ꎬ柚皮苷含量４６６􀆰 ９ μｇ / ｍＬ、ｐＨ ３􀆰 ５、
糖度 ９􀆰 １％ ꎮ
１􀆰 １􀆰 ５　 柚皮粉:琯溪蜜柚果皮烘干至恒重ꎬ粉碎至

粉末状并过 ６０ 目筛ꎬ柚皮苷含量４１􀆰 ２ ｍｇ / ｇꎮ
１􀆰 ２　 形态鉴定

参照沈萍[１４]及 Ｈｏｎｇ[１６] 提供的方法ꎬ菌落形态

观察采用三点点接法分别接种于 ＣＡ、ＣＹＡ、ＰＤＡ、
ＭＥＡ 培养基平板上ꎬ于 ２８℃恒温培养 ３ － ５ ｄ 观察ꎻ
个体形态观察采用插片培养法接种于 ＰＤＡ 培养基ꎬ
２８℃恒温培养 ３ － ５ ｄ 观察ꎮ
１􀆰 ３　 ２８Ｓ ｒＤＮＡ 序列的 ＰＣＲ 扩增、序列比对和系

统发育分析

用 ＰＤＢ 培养基摇瓶培养 ＪＭＵｄｂ０５８ꎬ收集对数

生长期的菌体ꎬ液氮研磨破壁ꎬ按酵母基因组 ＤＮＡ
提取试剂盒的说明书步骤提取 ＪＭＵｄｂ０５８ 菌株的基

因组总 ＤＮＡꎬ并以此为模板采用 ２８Ｓ ｒＤＮＡ 的通用

引物 ＮＬ１ 和 ＮＬ４ 对其进行扩增ꎮ ＰＣＲ 条件为:９４℃
４ ｍｉｎꎻ９４℃ １ ｍｉｎꎬ５０℃ １ ｍｉｎꎬ７２℃ １ ｍｉｎꎬ３０ 个循

环ꎻ ７２℃ １０ ｍｉｎꎮ 回 收 ＰＣＲ 产 物 交 由 英 俊

(Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ)生物技术有限公司测序ꎬ测序结果在

ＧｅｎＢａｎｋ 上进行同源比对ꎬ运用 ＭＥＧＡ ４􀆰 ０ 中的

Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣Ｊｏｉｎｉｎｇ(ＮＪ)方法构建系统发育树ꎮ
１􀆰 ４　 柚苷酶活力的鉴定

１􀆰 ４􀆰 １　 液态发酵:采用基础培养基ꎬ装液量 ３０ ｍＬ、
以 １０％接种量接种于２５０ ｍＬ三角瓶(单孢子菌悬液

ＯＤ６０ ０ 为 ０􀆰 ２ )ꎬ ２８℃、 转 速 １９０ ｒ / ｍｉｎ 摇 瓶 发 酵

１６８ ｈ[７]ꎬ发酵液于 ４℃、１５０００ × ｇ 冷冻离心１０ ｍｉｎꎬ

２９６
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取上清液即液态发酵粗酶液ꎮ 按 １􀆰 ９ 进行酶反应ꎬ
用高效液相色谱法测定柚皮苷的分解情况ꎮ
１􀆰 ４􀆰 ２　 固态发酵:采用固态发酵培养基ꎬ装料量 １０
ｇ、以１ ｍＬ接种量接种于２５０ ｍＬ三角瓶(单孢子菌悬

液 ＯＤ６００为 ２􀆰 ０)ꎬ３０℃发酵１９２ ｈ[１７ － １８]ꎬ用１００ ｍＬ柠
檬酸￣磷酸氢二钠缓冲液(ｐＨ ５􀆰 ０)震荡浸提２４ ｈꎬ定
性滤纸抽滤ꎬ 滤液于 ４℃、 １５０００ × ｇ 冷冻离心

１０ ｍｉｎꎬ取上清液即固态发酵粗酶液ꎮ 按 １􀆰 ９ 进行

酶反应ꎬ用高效液相色谱法测定柚皮苷的分解情况ꎮ
１􀆰 ５　 柚苷酶水解琯溪蜜柚汁中柚皮苷试验

按 １􀆰 ４ 的方法分别制备液态发酵粗酶液和固态

发酵粗酶液ꎮ 其中ꎬ液态发酵粗酶液经浓缩后ꎬ用
ＨＰＬＣ 法测定柚苷酶活力为２４３􀆰 ２ Ｕ / ｍＬꎬ固态发酵

粗酶液经 ＨＰＬＣ 法测定酶活力为１１３􀆰 ４ Ｕ / ｍＬꎮ 取

０􀆰 ２ ｍＬ酶液、１􀆰 ８ ｍＬ琯溪蜜柚汁混合ꎬ５０℃ 恒温水

浴锅中保温反应１ ｈꎬ按 １􀆰 ９ 所示的方法用高效液相

色谱法测定柚皮苷的分解情况ꎮ
１􀆰 ６　 碳源对菌株 ＪＭＵｄｂ０５８分泌柚苷酶的影响研究

摇瓶发酵基础培养基其他成分不变ꎬ保持碳

源质量浓度为１􀆰 ５ ｇ / Ｌꎬ分别以柚皮苷、葡萄糖、可
溶性淀粉、纤维素、鼠李糖、甘油、柠檬酸、橘皮苷、
芸香苷、果胶、柚皮素为唯一碳源ꎬ按 １􀆰 ４􀆰 １ 条件

发酵７２ ｈꎬ检测生物量、柚苷酶和 α￣Ｌ￣鼠李糖苷酶

活力ꎮ
１􀆰 ７　 氮源对菌株 ＪＭＵｄｂ０５８ 分泌柚苷酶的影响研

究

摇瓶发酵基础培养基其他成分不变ꎬ保持氮源

质量浓度为２􀆰 ０ ｇ / Ｌꎬ分别以酵母膏、胰蛋白胨、黄豆

饼粉、玉米浆、硫酸铵、硝酸钠为唯一氮源ꎬ条件及检

测指标同 １􀆰 ６ꎮ
１􀆰 ８　 菌株 ＪＭＵｄｂ０５８ 柚苷酶发酵生产能力研究

参照国内外有关柚苷发酵条件 优 化 的 文

献[４ꎬ１７ － ２０]选取 ５ 种高产柚苷酶的培养基ꎬ按对应的

培养条件及操作方式进行发酵(表 １)ꎬ其中ꎬ液态发

酵时间为１６８ ｈꎬ固态发酵为１９２ ｈꎻ发酵结束按 １􀆰 ４
操作制备柚苷酶粗酶液ꎬ分别采用高效液相色谱法

(测定 α￣Ｌ￣鼠李糖苷酶、柚苷酶活力)和 Ｄａｖｉｓ 分光

光度法检测酶活力ꎮ

表 １. 用于测定柚苷酶发酵能力的培养基

Ｔａｂｌｅ １. Ｍｅｄｉａ ｆｏｒ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｎａｒｉｎｇｉｎａｓｅ￣ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ ＪＭＵｄｂ０５８
Ｎｏ. Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ Ｍｅｄｉｕｍｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ (ｇ / Ｌ) Ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ
１ Ｍｅｎｄｏｚａ[１７] ｐｏｍｅｌｏ ｐｅｅｌ ｐｏｗｄｅｒ １０００ꎬ (ＮＨ４) ２ＳＯ４ １００ Ｓｏｌｉｄ￣ｓｔａｔｅ ｆｅｒｍｅａｔａｔｉｏｎ ａｔ ３０℃
２ Ｍｅｎｄｏｚａ[１７] ｐｏｍｅｌｏ ｐｅｅｌ ｐｏｗｄｅｒ １０００ꎬ ｓｏｙｂｅａｎ ｍｅａｌ １５０ Ｓｏｌｉｄ￣ｓｔａｔｅ ｆｅｒｍｅａｔａｔｉｏｎ ａｔ ３０℃

３ Ｗｕ[１９] ｎａｒｉｎｇｉｎ３􀆰 ５ꎬ ｃｏｒｎ ｓｔｅｅｐ ｌｉｑｕｏｒ ４􀆰 ０ꎬ ＭｇＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ １􀆰 ０ꎬ ＫＨ２ＰＯ４ １􀆰 ０ꎬ ＫＣｌ ０􀆰 ５ꎬ
ＣａＣｌ２ ０􀆰 １ꎬ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ￣１００ １０ꎬ ｐＨ ６􀆰 ０ꎬ ｓｔｅｒｉｌｉｚｅｄ ｆｏｒ ２０ ｍｉｎ ａｔ １２１℃ ｓｕｂｍｅｒｇｅｄ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ａｔ ３４℃ꎬ １９０ ｒ

４ Ｐｕｒｉ[４] ｃｉｔｒｕｓ ｐｅｅｌ ｐｏｗｄｅｒ２􀆰 ０ꎬ ｐｅｐｔｏｎｅ １０􀆰 ０ꎬ ｂｅｅｆ ｅｘｔｒａｃｔ ５􀆰 ０ꎬ ＮａＣｌ ５􀆰 ０ꎬ ｐＨ ５􀆰 ５
ｓｔｅｒｉｌｉｚｅｄ ｆｏｒ １５ ｍｉｎ ａｔ １２１℃ ｓｕｂｍｅｒｇｅｄ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ａｔ ３０℃ꎬ ２００ ｒ

５ Ｋｕｍａｒ[２０] ｎａｒｉｎｇｉｎ１􀆰 ０ꎬ ｒｈａｍｎｏｓｅ ５􀆰 ０ꎬ ｐｅｐｔｏｎｅ ２􀆰 ５ꎬ ｇｌｙｃｉｎｅ ０􀆰 １ ｍｏｌꎬ ｐＨ ４􀆰 ５ꎬ ｓｔｅｒｉｌｉｚｅｄ ｆｏｒ
２０ ｍｉｎ ａｔ １２１℃ ｓｕｂｍｅｒｇｅｄ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ａｔ ２８℃ꎬ １８０ ｒ

１􀆰 ９　 柚苷酶活力的测定

用 ＨＰＬＣ 法和 Ｄａｖｉｓ 法两种方法测定酶活力ꎮ
其中ꎬＨＰＬＣ 方法可在测定柚苷酶活力的同时测定

其 α￣Ｌ￣鼠李糖苷酶的活力ꎮ 除 １􀆰 ８ 中同时用 ＨＰＬＣ
和 Ｄａｖｉｓ 法测定酶活力外ꎬ本研究中其它部分的酶

活力均采用 ＨＰＬＣ 方法测定ꎮ
１􀆰 ９􀆰 １　 高效液相色谱法:准确量取１􀆰 ０ ｍＬ柚皮苷标

准溶液(２５０ μｇ / ｍＬ)与９５０ μＬ柠檬酸￣磷酸氢二钠

缓冲液(ｐＨ ５􀆰 ０)混合ꎬ置于 ５０℃恒温箱保温５ ｍｉｎꎬ
迅速加入５０ μＬ酶溶液ꎬ５０℃恒温箱中反应５ ｍｉｎ后
立即于 １００℃ 沸水浴中加热 ２０ ｍｉｎꎬ 迅速冷却ꎬ
１５０００ × ｇ离心 １０ ｍｉｎ 后 ０􀆰 ４５ μｍ 滤膜过滤ꎬ 利用

ＨＰＬＣ 法测定柚皮苷、柚皮素的含量ꎮ 空白对照以

灭活的酶液代替酶溶液ꎬ按上述方法操作[２１]ꎮ
采用 Ｗａｔｅｒｓ ｅ２６９５ 高效液相色谱仪 (Ｗａｔｅｒｓ

ｅ２６９５ Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎｓ Ｍｏｄｕｌｅ、 Ｗａｔｅｒｓ ２４８９ ＵＶ / Ｖｉｓｉｂｌｅ
Ｄｅｔｅｃｔｏｒ ) 及 Ｓｙｍｍｅｔｒｙ 反 相 Ｃ１８ 柱 ( ３􀆰 ０ ｍｍ ×
２５０ ｍｍꎬ ５􀆰 ０ μｍ)测定反应液中柚皮苷和柚皮素的

含量ꎮ 流动相为水(Ａ)、甲醇(Ｂ)、乙腈(Ｃ)ꎬ洗脱条

件为 ０ － ４ ｍｉｎ Ａ∶ Ｂ∶ Ｃ ＝ ９５∶ １􀆰 ５∶ ３􀆰 ５ꎬ４ － ２０ ｍｉｎ Ａ∶
Ｂ∶ Ｃ ＝ ５∶ ２８􀆰 ５ ∶ ６６􀆰 ５ꎬ２０ － ２８ ｍｉｎ Ａ∶ Ｂ∶ Ｃ ＝ ９５∶ １􀆰 ５ ∶
３􀆰 ５ꎬ２８ － ３２ ｍｉｎ ＝ ９５∶ １􀆰 ５∶ ３􀆰 ５ꎬ检测波长２８０ ｎｍꎬ进
样体积２０ μＬꎬ柱温 ３５℃ꎮ

酶活力单位定义:在 ５０℃、ｐＨ ５􀆰 ０ 的条件下反

应１ ｍｉｎꎬ消耗１ μｇ柚皮苷所需的 α￣Ｌ￣鼠李糖苷酶的

量定义为一个 α￣Ｌ￣鼠李糖苷酶活力单位(Ｕ)ꎻ生成

３９６



Ｄｉ Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ. / Ａｃｔａ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａ(２０１３)５３(７)

１ μｇ柚皮素所需的柚苷酶的量定义为一个柚苷酶活

力单位(Ｕ)ꎮ
１􀆰 ９􀆰 ２ 　 Ｄａｖｉｓ 法:参照 Ｐｕｒｉ[４] 等方法ꎬ取 ０􀆰 ９ ｍＬ
０􀆰 ０５％柚皮苷标准溶液(Ｗ / ＶꎬｐＨ４􀆰 ０)与１００ μＬ酶
溶液混合均匀ꎬ置于 ５０℃恒温箱保温６０ ｍｉｎꎬ迅速吸

取１００ μＬ反应液并加入 ９０％ 一缩二乙二醇５ ｍＬ、
４ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＯＨ 溶液 １００ μＬꎬ摇匀后于 ２８℃ 保温

１０ ｍｉｎꎬ在４２０ ｎｍ波长下测定吸光度ꎮ 酶活力单位

定义为在此反应体系下ꎬ消耗１ μｇ柚皮苷所需的柚

苷酶量ꎮ
１􀆰 １０　 生物量的测定

将摇瓶发酵液于２５００ × ｇ离心１０ ｍｉｎꎬ取沉淀用

蒸馏水洗涤 ３ 次ꎬ置于 １０５℃下烘干至恒重ꎬ冷却后

称重ꎮ
１􀆰 １１　 统计分析

应用 ＳＰＳＳ１７􀆰 ０ 软件 ( ＳＰＳＳ Ｉｎｃ. Ｈꎬ Ｃｈｉｃａｇｏꎬ
ＩＬ)计算平均值和标准偏差ꎬ并对结果进行差异显著

性分析(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 菌株 ＪＭＵｄｂ０５８ 的形态观察

菌株 ＪＭＵｄｂ０５８ 在 ＰＤＡ 培养基上生长迅速ꎬ
２８℃培养３ ｄ菌落直径达３􀆰 ０ － ４􀆰 ５ ｃｍꎬ质地紧密ꎬ呈
丝绒状ꎬ气生菌丝较多ꎬ中心下凹、四周突起、边缘平

坦、背面平坦呈放射状ꎬ中心呈黑色、边缘白色、背面

白色ꎬ菌落表面有干粉ꎬ无渗出液ꎻ在 ＭＥＡ 培养基上

生长迅速ꎬ２８℃培养３ ｄ菌落直径达３􀆰 ０ － ４􀆰 ０ ｃｍꎬ菌
落质地紧密ꎬ呈丝绒状ꎬ中心下凹、四周突起、边缘平

坦、背面平坦呈放射状ꎬ中心呈深褐色至黑色、边缘

白色、背面中心呈黄色四周白色ꎬ菌落表面有干粉ꎬ
无渗出液ꎻ在 ＣＹＡ 培养基上生长迅速ꎬ２８℃培养３ ｄ
菌落直径约４􀆰 ０ ｃｍꎬ菌落质地紧密平坦、呈丝绒状、
无突起ꎬ菌落中心呈黑色、四周黄至深褐色、边缘白

色、背面乳白色ꎬ菌落表面有干粉ꎬ无渗出液ꎻ在 ＣＡ
培养基上生长缓慢ꎬ２８℃培养５ ｄ菌落直径为１􀆰 ５ －
３􀆰 ０ ｃｍꎬ菌落中心下凹、四周突起、边缘呈放射状ꎬ质
地疏松ꎬ生长初期呈白色ꎬ后期表面产生深褐色干

粉ꎬ菌落呈圆环状ꎮ
ＪＭＵｄｂ０５８ 顶囊初生时呈球形或辐射状ꎬ后呈球

形或椭圆形ꎬ直径５０ － ６５ μｍꎻ孢梗茎无色或淡褐

色ꎬ表面平滑ꎻ分生孢子圆或椭圆形淡褐色ꎬ表面粗

糙有刺突ꎬ直径约５ μｍꎬ串生于小梗顶端ꎬ小梗单

层ꎬ全部表面可育ꎮ
菌株 ＪＭＵｄｂ０５８ 的菌落形态和显微形态符合曲

霉属 的 特 征[１５ꎬ ２２]ꎬ 可 确 定 该 菌 株 为 曲 霉 属

(Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ)ꎮ
２􀆰 ２　 菌株 ＪＭＵｄｂ０５８ 的 ２８Ｓ ｒＤＮＡ 序列分析及系

统发育树

用引物 ＮＬ１ 和 ＮＬ４ 对菌株 ＤＮＡ 模板进行 ＰＣＲ
扩增ꎬ得到分子量约 ６００ ｂｐ 的扩增产物ꎬ回收测序

发现其由 ６２０ 个碱基组成ꎬ利用 ＢＬＡＳＴ 软件将所得

基因序列(登录号为 ＪＱ３０１８９９)与 ＧｅｎＢａｎｋ 中的序

列进行同源性分析ꎬ结果显示菌株 ＪＭＵｄｂ０５８ 与棘

孢曲霉的同源性达 １００％ ꎬ与黑曲霉、炭黑曲霉

(Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｃａｒｂｏｎａｒｉｕｓ)等菌株同源性为 ９７％ ꎮ 收

集这些菌株序列进行多序列匹配比对ꎬ通过 ＭＥＧＡ
４􀆰 ０ 软 件 构 建 系 统 发 育 树 ( 图 １ )ꎬ 结 果 表 明

ＪＭＵｄｂ０５８ 位 于 曲 霉 属 的 分 枝 下ꎬ 与 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ
ａｃｕｌｅａｔｕｓ ＮＲＲＬ ３６０(ＥＵ３８１１８１)的系统发育关系最

为密切ꎬ相似度达到 １００％ ꎮ
根据形态观察、２８Ｓ ｒＤＮＡ 序列比对分析以及系

统发育分析结果ꎬ可将菌株 ＪＭＵｄｂ０５８ 鉴定为曲霉

属的棘孢曲霉(Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ａｃｕｌｅａｔｕｓ)ꎬ命名为棘孢曲

霉 ＪＭＵｄｂ０５８ꎮ
２􀆰 ３　 棘孢曲霉 ＪＭＵｄｂ０５８ 柚苷酶活力验证

柚苷酶是由 α￣Ｌ￣鼠李糖苷酶和 β￣Ｄ￣葡萄糖苷

酶两种酶构成的酶复合体ꎬ能够特异性地将柚皮苷

水解成柚皮素ꎮ 首先在 α￣Ｌ￣鼠李糖苷酶的作用下

柚皮苷水解生成普鲁宁和鼠李糖ꎬ普鲁宁在 β￣Ｄ￣葡
萄糖苷酶的作用下进一步水解生成柚皮素和葡萄

糖[２３]ꎮ 根据此作用机理ꎬ可利用高效液相色谱法监

测柚皮苷的分解和普鲁宁、柚皮素的生成ꎬ从而对柚

苷酶的活力进行验证和测定[２４]ꎮ
由图 ２ 可知ꎬ液态发酵和固态发酵两种方法得

到的粗酶液均可水解柚皮苷标准品并生成普鲁宁和

柚皮素ꎬ说明对棘孢曲霉 ＪＭＵｄｂ０５８ 进行液态及固

态发酵均可产生柚苷酶ꎮ 另外ꎬ用 ＨＰＬＣ 法测定酶

活性发现固态发酵和液态发酵的柚苷酶中 α￣Ｌ￣鼠
李糖苷酶和柚苷酶的活性比例不同ꎬ液态发酵的粗

酶液浓缩后其中 α￣Ｌ￣鼠李糖苷酶和柚苷酶的活力

分别为 ８９９􀆰 ０ 和 ２４３􀆰 ２ Ｕ / ｍＬ(两种酶活力的比值为

３􀆰 ７０)ꎬ固态发酵粗酶液中 α￣Ｌ￣鼠李糖苷酶和柚苷

酶的活力分别为 ６６３􀆰 ３ 和 １１３􀆰 ４ Ｕ / ｍＬ(两种酶活力

４９６
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的比值为 ５􀆰 ８４)ꎮ

图 １. 菌株 ＪＭＵｄｂ５８ ２８ｓ ｒＤＮＡ 序列系统发育树

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ２８Ｓ ｒＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＪＭＵＰｄｂ０５８. Ｎｕｍｂｅｒｓ ｉｎ ｐａｒｅｎｔｈｅｓｅｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ􀆳
ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ ｉｎ ＧｅｎＢａｎｋ. Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ａｔ ｅａｃｈ ｂｒａｎｃｈ ｐｏｉｎｔｓ ｉｓ ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｂｙ ｂｏｏｔｓｔｒａｐ. Ｂａｒꎬ ０􀆰 ５％ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｄｉｖｅｒｇｅｎｃｅ.

图 ２. 棘孢曲霉 ＪＵＭｄｂ０５８ 柚苷酶粗酶液水解柚皮苷 ＨＰＬＣ 图

Ｆｉｇｕｒｅ ２. ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｔａｎｄａｒｄ ｎａｒｉｎｇｉｎ ｔｏ ｐｒｕｎｉｎ ａｎｄ ｎａｒｉｎｇｅｎｉｎ ｂｙ ｔｈｅ ｃｒｕｄｅ ｎａｒｉｎｇｉｎａｓｅ ｆｒｏｍ Ａｓｐｅｒｉｌｌｕｓ
ａｃｕｌｅａｔｕｓ ＪＭＵｄｂ０５８. Ａ: ｓｔａｎｄａｒｄ ｎａｒｉｎｇｉｎ ( １ )ꎬ ｐｒｕｎｉｎ ( ２ ) ａｎｄ ｎａｒｉｎｇｅｎｉｎ ( ３ )ꎻ Ｂ: ｎａｒｉｎｇｉｎａｓｅ ｏｆ ｓｕｂｍｅｒｇｅｄ￣ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎꎻ Ｃ:
ｎａｒｉｎｇｉｎａｓｅ ｏｆ ｓｏｌｉｄ￣ｓｔａｔｅ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ.
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２􀆰 ４　 棘孢曲霉 ＪＭＵｄｂ０５８ 柚苷酶水解琯溪蜜柚果

汁中的柚皮苷

琯溪蜜柚是柑橘属水果中柚类的代表性水果ꎬ
果大皮薄、肉嫩多汁ꎬ果实榨汁后含有高浓度的柚皮

苷(４６６􀆰 ９ μｇ / ｍＬ)ꎬ导致果汁具有明显的苦味ꎮ 如

图 ３ 所示ꎬ两种方法发酵得到的柚苷酶均可将琯溪

蜜柚汁中的柚皮苷水解成柚皮素ꎬ５０℃ 下水解 １ ｈ

柚皮苷去除率均可达 ９５％以上ꎬ且柚皮苷可完全转

化为无苦味的柚皮素ꎬ残留的柚皮苷和中间产物

(普鲁宁)的量很少ꎮ 这说明菌株 ＪＭＵｄｂ０５８ 的柚苷

酶为酸性柚苷酶ꎬ能够在酸性环境下(琯溪蜜柚果

汁 ｐＨ 为 ３􀆰 ５)有效地去除果汁中的柚皮苷ꎬ具有良

好的应用价值ꎮ

图 ３. 棘孢曲霉 ＪＵＭｄｂ０５８ 柚苷酶粗酶液水解琯溪蜜柚果汁中的柚皮苷 ＨＰＬＣ 图

Ｆｉｇｕｒｅ ３. ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ ｏｆ ｎａｒｉｎｇｉｎ ｉｎ ｐｏｍｅｌｏ ｊｕｉｃｅ ｂｙ ｔｈｅ ｃｒｕｄｅ ｎａｒｉｎｇｉｎａｓｅ ｆｒｏｍ Ａｓｐｅｒｉｌｌｕｓ ａｃｕｌｅａｔｕｓ
ＪＭＵｄｂ０５８. Ａ: ｎａｒｉｎｇｉｎａｓｅ ｏｆ ｓｕｂｍｅｒｇｅｄ￣ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎꎻ Ｂ: ｎａｒｉｎｇｉｎａｓｅ ｏｆ ｓｏｌｉｄ￣ｓｔａｔｅ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ.

２􀆰 ５　 碳源对棘孢曲霉 ＪＭＵｄｂ０５８ 产柚苷酶的影响

如表 ２ 所示ꎬ当以橘皮苷、柚皮苷、芸香苷、鼠李

糖为唯一碳源时ꎬ棘孢曲霉 ＪＭＵｄｂ０５８ 可生长并分

泌柚苷酶ꎬ橘皮苷更有利于其菌体生长ꎬ发酵所得

α￣Ｌ￣鼠 李 糖 苷 酶、 柚 苷 酶 酶 活 最 高 ( 分 别 为

１８０􀆰 ６ Ｕ / ｍＬ、３４􀆰 ２ Ｕ / ｍＬ)ꎬ以柚皮苷为唯一碳源时

单位生物量所分泌的酶活力最高ꎬ芸香苷、鼠李糖为

碳源产生的酶活较低ꎻ而以柚皮素、柠檬酸、果胶、纤
维素、葡萄糖、可溶性淀粉、甘油为唯一碳源ꎬ棘孢曲

霉 ＪＭＵｄｂ０５８ 可生长ꎬ但不能合成柚苷酶ꎮ
２􀆰 ６　 氮源对棘孢曲霉 ＪＭＵｄｂ０５８ 产柚苷酶的影响

如表 ３ 所示ꎬ棘孢曲霉 ＪＭＵｄｂ０５８ 在试验的 ６
种氮源上均可生长ꎬ但仅在添加有机氮源时分泌柚

苷酶ꎬ而以硫酸铵、硝酸钠两种无机化合物为氮源时

不分泌柚苷酶ꎻ胰蛋白胨为氮源时酶活力最高ꎬα￣Ｌ￣
鼠李糖苷酶活力为 １９１􀆰 １ Ｕ / ｍＬꎬ 柚苷酶活力为

３１􀆰 ９ Ｕ / ｍＬꎮ

表 ２. 碳源对棘孢曲霉 ＪＭＵｄｂ０５８ 产柚苷酶的影响

Ｔａｂｌｅ ２. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃａｒｂｏｎ ｓｏｕｒｃｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｎａｒｉｎｇｉｎａｓｅ ｂｙ Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ａｃｕｌｅａｔｕｓ ＪＭＵｄｂ０５８

Ｃａｒｂｏｎ
ｓｏｕｒｃｅｓ

α￣Ｌ￣Ｒｈａｍｎｏｓｉｄａｓｅ
ａｃｔｉｖｉｔｙ / (Ｕ / ｍＬ)

Ｎａｒｉｎｇｉｎａｓｅ
ａｃｔｉｖｉｔｙ / (Ｕ / ｍＬ)

Ｂｉｏｍａｓｓ /
(ｇ / Ｌ)

Ｈｅｓｐｅｒｉｄｉｎ １８０􀆰 ６ ± ２１􀆰 ９ ａ ３４􀆰 ２ ± １􀆰 １ ａ ２􀆰 ０４ ± ０􀆰 ２７ ｂ

Ｎａｒｉｎｇｉｎ １１２􀆰 ３ ± ２４􀆰 ４ ｂ １７􀆰 ３ ± ２􀆰 ９ ｂ ０􀆰 ８０ ± ０􀆰 １９ ｅｆ

Ｒｕｔｉｎ ６１􀆰 １ ± ６􀆰 ３ ｃ １０􀆰 ７ ± １􀆰 １ ｃ １􀆰 １０ ± ０􀆰 ２７ ｄｅ

Ｒｈａｍｎｏｓｅ ６８􀆰 ９ ± １０􀆰 ２ ｃ ３􀆰 ６ ± ０􀆰 ３ ｄ １􀆰 ０１ ± ０􀆰 １０ ｄｅｆ

Ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ ０ ｄ ０ ｅ ３􀆰 ２０ ± ０􀆰 １２ ａ

Ｇｌｕｃｏｓｅ ０ ｄ ０ ｅ １􀆰 ８８ ± ０􀆰 １２ ｂ

Ｐｅｃｔｉｎ ０ ｄ ０ ｅ １􀆰 ３６ ± ０􀆰 ４２ ｃｄ

Ｎａｒｉｎｇｅｎｉｎ ０ ｄ ０ ｅ １􀆰 ７６ ± ０􀆰 ５２ ｂｃ

Ｓｔａｒｃｈ ０ ｄ ０ ｅ １􀆰 ６４ ± ０􀆰 １４ ｂｃ

Ｇｌｙｃｅｒｉｎｅ ０ ｄ ０ ｅ ０􀆰 ８１ ± ０􀆰 １４ ｅｆ

Ｃｉｔｒｉｃ ａｃｉｄ ０ ｄ ０ ｅ ０􀆰 ６２ ± ０􀆰 ２２ ｆ

Ｖａｌｕｅｓ ａｒｅ ｍｅａｎｓ ± ＳＤꎬ ｎ ＝ ４. Ｍｅａｎｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔ ｌｅｔｔｅｒｓ
ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ ａｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ (Ｐ < ０􀆰 ０５) .
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表 ３. 氮源对棘孢曲霉 ＪＭＵｄｂ０５８ 产柚苷酶的影响

Ｔａｂｌｅ ３. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｓｏｕｒｃｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｎａｒｉｎｇｉｎａｓｅ ｂｙ Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ａｃｕｌｅａｔｕｓ ＪＭＵｄｂ０５８

Ｎｉｔｒｏｇｅｎ
ｓｏｕｒｃｅ

α￣Ｌ￣Ｒｈａｍｎｏｓｉｄａｓｅ
ａｃｔｉｖｉｔｙ / (Ｕ / ｍＬ)

Ｎａｒｉｎｇｉｎａｓｅ
ａｃｔｉｖｉｔｙ / (Ｕ / ｍＬ)

Ｂｉｏｍａｓｓ /
(ｇ / Ｌ)

Ｔｒｙｐｔｏｎｅ １９１􀆰 １ ± １１􀆰 ５ ａ ３１􀆰 ９ ± ３􀆰 ６ ａ １􀆰 ３６ ± ０􀆰 １２ ａ

Ｓｏｙｂｅａｎ ｍｅａｌ ４１􀆰 ２ ± １０􀆰 ９ ｃ １３􀆰 ５ ± ３􀆰 ５ ｂ １􀆰 ６８ ± ０􀆰 ２１ ａ

Ｙｅａｓｔ ｅｘｔｒａｃｔ ８１􀆰 ２ ± １８􀆰 ４ ｂ １１􀆰 ０ ± １􀆰 ３ ｂ １􀆰 ４８ ± ０􀆰 １７ ａ

Ｃｏｒｎ ｓｙｒｕｐ ３２􀆰 ９ ± ２􀆰 ３ ｃ ３􀆰 ９ ± １􀆰 ２ ｃ １􀆰 ３８ ± ０􀆰 ２３ ａ

Ａｍｍｏｎｉｕｍ
ｓｕｌｐｈａｔｅ ０ ｄ ０ ｃ １􀆰 ４０ ± ０􀆰 ３２ ａ

Ｓｏｄｉｕｍ ｎｉｔｒａｔｅ ０ ｄ ０ ｃ １􀆰 ５０ ± ０􀆰 ４２ ａ

Ｖａｌｕｅｓ ａｒｅ ｍｅａｎｓ ± ＳＤꎬ ｎ ＝ ４. Ｍｅａｎｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔ ｌｅｔｔｅｒｓ
ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ ａｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ (Ｐ < ０􀆰 ０５) .

２􀆰 ７　 棘孢曲霉 ＪＭＵｄｂ０５８柚苷酶发酵能力测定结果

目前ꎬ用于测定柚苷酶活力的方法主要有 Ｄａｖｉｓ
分光光度法(Ｄａｖｉｓ 法) [４ － ９ꎬ １７ － １８ꎬ ２０ꎬ ２３ꎬ ２５ － ２６ ] 和高效

液相色谱法(ＨＰＬＣ 法) [１０ꎬ １９ꎬ ２１ꎬ ２４ꎬ ２７]ꎬ但二者对柚苷

酶活力单位的定义不同ꎬ为将棘孢曲霉 ＪＭＵｄｂ０５８
的发酵生产性能与国内外的报道进行比较ꎬ选取 ５

种高产柚苷酶的培养基在相应的条件下进行发酵ꎬ
并分别用 ＨＰＬＣ 法和 Ｄａｖｉｓ 法测定柚苷酶活力ꎮ

棘孢曲霉 ＪＭＵｄｂ０５８ 固态发酵产酶能力如表 ４
所示ꎬ用培养基 １ 和培养基 ２ 进行固态发酵ꎬ用
ＨＰＬＣ 法 测 得 α￣Ｌ￣鼠 李 糖 苷 酶 活 力 分 别 为

５９０３􀆰 １ Ｕ / ｇｄｓ和４４５０􀆰 ５ Ｕ / ｇｄｓꎬ柚苷酶活力分别为

１９３９􀆰 ３ Ｕ / ｇｄｓ和１７５３􀆰 ４ Ｕ / ｇｄｓꎻ用 Ｄａｖｉｓ 法测得柚苷

酶活 力 分 别 为 ７２２３２􀆰 ７ Ｕ / ｇｄｓ 和 ６５４４７􀆰 ２ Ｕ / ｇｄｓꎮ
Ｍｅｎｄｏｚａ[１７]利用臭曲霉(Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｆｏｅｔｉｄｕｓ)以柚皮

为基质固态发酵柚苷酶ꎬＤａｖｉｓ 法测得柚苷酶活力为

２􀆰 ５８ ＩＵ / ｍＬ ( 换 算 为 本 文 酶 活 定 义 单 位 为

１１２３３􀆰 ２ Ｕ / ｇｄｓ)ꎬ汪钊[１８]利用 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｎｉｇｅｒ ＺＧ８６
以豆饼粉固态发酵得到的柚苷酶活力换算后为

５０００ Ｕ / ｇｄｓꎻ对比可知ꎬ棘孢曲霉 ＪＭＵｄｂ０５８ 固态发

酵产柚苷酶的能力远远高于目前相关研究报道的菌

株(产酶活力约是 Ａ. ｆｏｅｔｉｄｕｓ 的 ６ 倍ꎬ是 Ａ. ｎｉｇｅｒ
ＺＧ８６ 的 １３ 倍ꎬ)ꎮ

表 ４. 固态发酵柚苷酶能力试验结果

Ｔａｂｌｅ ４. α￣Ｌ￣Ｒｈａｍｎｏｓｉｄａｓｅꎬ ｎａｒｉｎｇｉｎａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｄｉａ ａｎｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｙ ｓｏｌｉｄ￣ｓｔａｔｅ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｍｅｄｉｕｍ
ａｎｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

α￣Ｌ￣Ｒｈａｍｎｏｓｉｄａｓｅ (Ｕ / ｇｄｓ)∗ Ｎａｒｉｎｇｉｎａｓｅ (Ｕ / ｇｄｓ)
ＨＰＬＣ ＨＰＬＣ Ｄａｖｉｓ

Ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ ｆｏｒｍｕｌａ

１ ５９０３􀆰 １ ± １３５􀆰 ０ １９３９􀆰 ３ ± ９􀆰 １ ７２２３２􀆰 ７ ± ２３１􀆰 ７ －
２ ４４５０􀆰 ５ ± ５４􀆰 ０ １７５３􀆰 ４ ± ２９􀆰 ２ ６５４４７􀆰 ２ ± １００􀆰 ８ －
Ｍｅｎｄｏｚａꎬ ２０１０ [１７] － － １１２３３􀆰 ２ ２􀆰 ５８ ＩＵ / ｍＬ × ５８０􀆰 ５３∗ ×７５ ｍＬ / １０ ｇ
Ｚｈａｏ Ｗａｎｇꎬ １９９６ [１８] － － ５０００ １５０００ Ｕ / ｇ ｓｏｙｂｅａｎ ｍｅａｌ × １ / ３

Ｖａｌｕｅｓ ａｒｅ ｍｅａｎｓ ± ＳＤꎬ ｎ ＝ ３. ∗Ｕ / ｇｄｓ ｍｅａｎｓｏｎｅ ｕｎｉｔ ｐｅｒ ｇｒａｍ ｏｆ ｄｒｙ ｓｕｂｓｔａｔｅ. ∗５８０􀆰 ５３ ｉｓ ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｎａｒｉｎｇｉｎ.

　 　 棘孢曲霉 ＪＭＵｄｂ０５８ 液态发酵产酶能力的对比

如表 ５ 所示ꎬ依照吴升山[１９]、Ｐｕｒｉ[４]、Ｋｕｍａｒ[２０] 优化

的培 养 基 及 条 件 进 行 液 态 发 酵 时ꎬ 棘 孢 曲 霉

ＪＭＵｄｂ０５８ 发酵的 α￣Ｌ￣鼠李糖苷酶活力分别为

３３８􀆰 ６、１５４􀆰 ６、１５４􀆰 ９ Ｕ / ｍＬꎬＨＰＬＣ 法测定的柚苷酶

活力分别为 ８２􀆰 ０、３９􀆰 ８、１７􀆰 １ Ｕ / ｍＬꎬ用 Ｄａｖｉｓ 法测定

的柚苷酶活力分别为 ３８１１􀆰 ０、 ３６５８􀆰 １ Ｕ / ｍＬꎻ与

Ｐｕｒｉ[４]、肖安风[３３]等报道比较ꎬ棘孢曲霉 ＪＭＵｄｂ０５８
液态发酵柚苷酶的产量稍低ꎬ但高于赖崇德[２９]、张
晨[３１]、陈玲[３０]等报道的菌株ꎮ

表 ５. 液态发酵柚苷酶能力试验结果

Ｔａｂｌｅ ５. α￣Ｌ￣Ｒｈａｍｎｏｓｉｄａｓｅꎬ ｎａｒｉｎｇｉｎａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｄｉａ ａｎｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｙ ｓｕｂｍｅｒｇｅｄ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｍｅｄｉｕｍ
ａｎｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

α￣Ｌ￣Ｒｈａｍｎｏｓｉｄａｓｅ (Ｕ / ｇｄｓ) Ｎａｒｉｎｇｉｎａｓｅ (Ｕ / ｍＬ)
ＨＰＬＣ ＨＰＬＣ Ｄａｖｉｓ

Ｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ ｆｏｒｍｕｌａ

３ ３３８􀆰 ６ ± ７􀆰 １ ８２􀆰 ０ ± １􀆰 ６ － －
４ １５４􀆰 ６ ± ３􀆰 ３ ３９􀆰 ８ ± ３􀆰 ２ ３８１１􀆰 ０ ± １２􀆰 ５ －
５ １５４􀆰 ９ ± ２􀆰 ８ １７􀆰 １ ± １􀆰 ５ ３６５８􀆰 １ ± ７６􀆰 １ －
Ｓｈｅｎｇｓｈａｎ Ｗｕꎬ ２０１０ [１９] ９９４􀆰 ０ ２７６􀆰 ０ － －
Ｐｕｒｉꎬ ２０１０ [４] － － ５１６６􀆰 ７ ８􀆰 ９ ＩＵ / ｍＬ × ５８０􀆰 ５３
Ｋｕｍａｒꎬ ２０１１ [２０] － － １００３１􀆰 ６ １７􀆰 ２８ ＩＵ / ｍＬ × ５８０􀆰 ５３
Ｋｕｉ Ｈｕꎬ ２００３ [２８] － － １２８２ －
Ｃｈｏｎｇｄｅ Ｌａｉꎬ ２００５ [２９] － － ９５５􀆰 ６ －
Ｌｉｎｇ Ｃｈｅｎꎬ ２００７ [３０] － － ７７０􀆰 ０６ －
Ｃｈｅｎ Ｚｈａｎｇꎬ ２００７ [３１] － － ３４２ －
Ｊｉａｌｉｎ Ｚｈａｎｇꎬ ２００８ [３２] － － ４２９􀆰 ０９ －
Ａｎｆｅｎｇ Ｘｉａｏꎬ ２０１０ [３３] １１３３􀆰 ０ ７８８􀆰 ４２ － －

Ｖａｌｕｅｓ ａｒｅ ｍｅａｎｓ ± ＳＤꎬ ｎ ＝ ３.
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３　 讨论

菌株 ＪＭＵｄｂ０５８ 经形态观察和核酸序列分析鉴

定为棘孢曲霉(Ａｓｐｅｒｉｌｌｕｓ ａｃｕｌｅａｔｕｓ)ꎮ 虽然棘孢曲霉

具有丰富的胞外酶ꎬ但目前国内外尚未见棘孢曲霉

产柚苷酶的研究报道ꎬ本研究发现棘孢曲霉能够分

泌柚苷酶ꎬ液态、固态发酵两种发酵方法均可用于此

菌种发酵柚苷酶ꎬ且在固态发酵条件下其产柚苷酶

能力与国内外报道相比具明显优势ꎮ
柚皮苷是柑橘果汁苦味的主要来源之一ꎬ其在

水中的苦味阈值为２０ ｍｇ / Ｌꎬ当果汁中的柚皮苷含

量达到３０ ｍｇ / Ｌ时ꎬ果汁即带有苦味[２６]ꎮ 大多天然

柑橘果汁中的柚皮苷含量都在５０ ｍｇ / Ｌ以上ꎬ其强

烈的苦味严重影响柑橘果汁的风味和口感[２７]ꎮ 无

论是对 ＪＭＵｄｂ０５８ 进行液态还是固态发酵ꎬ其产生

的柚苷酶都能够有效地水解琯溪蜜柚汁中的柚皮

苷ꎬ该结果说明棘孢曲霉 ＪＭＵｄｂ０５８ 柚苷酶和其它

曲霉的柚苷酶相似ꎬ也是一种酸性酶[２ － ３]ꎬ能在果汁

的酸性环境下高效地去除柑橘果汁中的柚皮苷ꎮ
柚皮苷、橘皮苷、芸香苷、α￣Ｌ￣鼠李糖均可诱导

棘孢曲霉 ＪＭＵｄｂ０５８ 分泌柚苷酶ꎬ而在碳源仅含有

葡萄糖、纤维素、柠檬酸、果胶、柚皮素、可溶性淀粉、
甘油的情况下发酵ꎬ菌体可生长但不分泌柚苷酶ꎮ
此研究结果表明棘孢曲霉 ＪＭＵｄｂ０５８ 在柚苷酶发酵

过程中对碳源具有特殊的要求ꎬ此特性与 Ｐｕｒｉ[２６] 对
柚苷酶是一种诱导酶的描述一致ꎬ其发酵需要添加

柚苷酶水解产物或底物作为诱导物ꎻ对比柚皮苷、橘
皮苷、芸香苷、α￣Ｌ￣鼠李糖与其它碳源的结构差异可

知ꎬ橘皮苷、芸香苷与柚皮苷具有相似的化学结构ꎬ
三者分子结构末端都以 α￣(１ꎬ２)或 α￣(１ꎬ６)糖苷键

连有 α￣Ｌ￣鼠李糖苷配体ꎬ这些物质与 α￣Ｌ￣鼠李糖的

共同特征是都具有鼠李糖基ꎬ而柚皮素、葡萄糖、纤
维素、柠檬酸和可溶性淀粉等碳源不具有鼠李糖基ꎮ
由此可推测ꎬ在合成柚苷酶的过程中ꎬα￣Ｌ￣鼠李糖及

其糖苷配体是调控棘孢曲霉 ＪＭＵｄｂ０５８ 柚苷酶基因

表达的关键物质ꎬ能够解除柚苷酶基因的阻遏状态ꎬ
在结构末端连有鼠李糖苷的碳源都能诱导柚苷酶基

因表达ꎮ 该推测在其它相关研究中得到了证实ꎬ
Ｋｕｍａｒ[２０]报道了橘皮苷、芸香苷、鼠李糖能够诱导

Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｎｉｇｅｒ ＶＢ０７ 产 生 柚 苷 酶ꎬ Ｍｉｙａｔａ[３４]、
Ｔａｍａｙｏ￣Ｒａｍｏｓ[３５] 证明鼠李糖对 α￣Ｌ￣鼠李糖苷酶的

诱导作用发生在转录水平ꎮ 另外ꎬ橘皮苷、柚皮苷、

芸香苷、鼠李糖对分泌柚苷酶的调控作用存在差异ꎬ
本研究发现橘皮苷、柚皮苷对棘孢曲霉 ＪＭＵｄｂ０５８
柚苷酶的诱导作用更强ꎬ而鼠李糖则更有利于 α￣Ｌ￣
鼠李糖苷酶的产生ꎬ柚苷酶产量相对较低ꎻＫｕｍａｒ[２５]

在考察不同诱导物对 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｎｉｇｅｒ ＭＴＣＣ１３４４ 柚

苷酶产量的影响时发现柚皮苷诱导的柚苷酶产量最

高ꎬ鼠李糖次之ꎬ橘皮苷最低ꎮ
氮源是微生物生长代谢的重要影响因素ꎬ有机

氮源中含有丰富的氨基酸ꎬ在柚苷酶合成过程中能

够及时提供合成酶所需的氨基酸ꎬ有利于柚苷酶的

积累ꎮ 本研究中采用胰蛋白胨为氮源发酵棘孢曲霉

ＪＭＵｄｂ０５８ 时柚苷酶的产量明显高于其他氮源(如
豆饼粉)ꎬ胰蛋白胨含有大量的氨基酸及小肽ꎬ有利

于微生物吸收利用ꎬ该结果说明添加氨基酸丰富的

有机氮源能促进柚苷酶的合成ꎬ此结果与 Ｐｕｒｉ[７] 的
研究一致ꎮ 本研究中采用的硫酸铵、硝酸钠两种无

机氮源培养棘孢曲霉 ＪＭＵｄｂ０５８ 未检测到有柚苷酶

或 α￣Ｌ￣鼠李糖苷酶的合成ꎬ与相关文献[７] 报道不

同ꎮ 其原因可能是此部分研究中的碳源浓度较低

(１􀆰 ５ ｇ / Ｌ)ꎬ仅能用于维持微生物必需的新陈代谢ꎬ
且无机氮源转化为氨基酸需消耗大量的能量及碳链

骨架ꎬ酶合成所需要的氨基酸供应不足ꎬ从而降低了

柚苷酶的合成ꎻ当增大碳源的浓度时ꎬ液态发酵

(３􀆰 ５ ｇ / Ｌ)的 α￣Ｌ￣鼠李糖苷酶(３３８􀆰 ６ Ｕ / ｍＬ)及柚苷

酶(８２􀆰 ０ Ｕ / ｍＬ)的酶活性会快速上升ꎮ 该结果说明ꎬ
适当提高碳氮源比例ꎬ有利于提高柚苷酶的产量ꎮ

碳源和氮源不仅对柚苷酶的活性具有调节作

用ꎬ还会导致其 α￣Ｌ￣鼠李糖苷酶对柚苷酶活力的比

例发生变化ꎮ 柚苷酶是由 α￣Ｌ￣鼠李糖苷酶和 β￣Ｄ￣
葡萄糖苷酶两种酶组成的酶复合体ꎬ这两种酶的合

成需要不同的诱导物ꎬα￣Ｌ￣鼠李糖苷酶需要含有结

构中含有鼠李糖基的物质为诱导物ꎬ而 β￣Ｄ￣葡萄糖

苷酶的合成需要含有末端葡萄糖基的物质为基

质[２ － ３]ꎮ 固态发酵和液态发酵由于培养基成分不同

而会导致其中 α￣Ｌ￣鼠李糖苷酶和 β￣Ｄ￣葡萄糖苷酶

活性比例发生变化ꎬ在本研究中就体现为 α￣Ｌ￣鼠李

糖苷酶对柚苷酶的活性比例不同ꎮ 固态发酵的碳源

成分复杂ꎬ不仅含有一定量的柚皮苷ꎬ还含有丰富的

葡萄糖苷类物质ꎬ如淀粉、纤维素和半纤维素ꎬ这些

成分会对酶活性比例产生重要影响ꎮ 而液态发酵采

用成分相对简单的柚皮苷为碳源ꎬ但由于氮源采用

有机氮源ꎬ其成分也较复杂ꎬ也会导致发酵液中 α￣
Ｌ￣鼠李糖苷酶对柚苷酶的比例变化ꎮ 如ꎬ采用固态
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发酵培养基(柚皮粉１０００ ｇ、豆饼粉１５０ ｇ、蒸馏水

１０００ ｇ)所获的粗酶液中 α￣Ｌ￣鼠李糖苷酶对柚苷酶

活力的比值为 ５􀆰 ８４ꎬ而采用表 １ 中的培养基 １(柚皮

粉１０００ ｇ、 (ＮＨ４) ２ＳＯ４１００ ｇ、蒸馏水１０００ ｇ)所获的

粗酶液中 α￣Ｌ￣鼠李糖苷酶对柚苷酶活力的比值为

３􀆰 ０４(由表 ４ 数值计算得到)ꎻ液态发酵中ꎬ采用基

础培养基及表 １ 中培养基 ３ 和 ５ 虽然以柚皮苷为碳

源ꎬ但由于它们有机氮源的种类及添加量不同ꎬ其粗

酶液的 α￣Ｌ￣鼠李糖苷酶对柚苷酶的活性比值也不同ꎬ
分别为 ３􀆰 ７０、４􀆰 １３ 和 ９􀆰 ０６(表 ５ 数值计算得到)ꎮ

在液态发酵中ꎬ由于棘孢曲霉 ＪＭＵｄｂ０５８ 出现

菌丝贴壁、菌丝成团、发酵液发粘等现象而导致菌丝

体的营养吸收和酶的分泌受到抑制[１０]ꎬ这是其柚苷

酶发酵能力未完全显现的根本原因ꎮ 因此ꎬ可通过

防止其菌丝结团和降低发酵液粘度而提高其液态发

酵柚苷酶的产量ꎮ 大量研究证明ꎬ固态发酵产酶量

常大于液态发酵ꎬＶｉｎｉｅｇｒａ￣Ｇｏｎｚáｌｅｚ[３６] 利用黑曲霉

发酵蔗糖酶、果胶酶和单宁酶ꎬ固态发酵酶产量均远

远大于液态发酵ꎻＡｓｔｈｅｒ[３７] 利用黑曲霉发酵阿魏酸

酯酶ꎬ也得到固态发酵产量高于液态的结论ꎮ 与液

态发酵相比ꎬ固态发酵常以农副产品下脚料(如柚

皮)为原料ꎬ还具有培养基成本低、发酵废水排放少

等优点[３８]ꎻ因此ꎬ固态发酵是目前工业酶发酵生产

的最常用方法ꎮ 棘孢曲霉 ＪＭＵｄｂ０５８ 在固态发酵中

柚苷酶产量远远高于目前相关文献报道的其他菌株ꎬ
这一特性十分有利于工业化生产ꎬ说明利用棘孢曲霉

ＪＭＵｄｂ０５８ 固态发酵柚苷酶具有良好的应用前景ꎮ
综上所述ꎬ棘孢曲霉 ＪＭＵｄｂ０５８ 分泌的柚苷酶

能够高效分解柑橘果汁中的柚皮苷ꎬ其固态发酵柚

苷酶的能力强ꎬ因此ꎬ该菌株是一种高产柚苷酶的微

生物新资源ꎮ 本研究对促进柚苷酶的发酵生产和应

用技术进步具有重要意义ꎮ
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ｏｕｔｓｔａｎｄｉｎｇ ａｂｉｌｉｔｙ ｔｏ ｙｉｅｌｄ ｎａｒｉｎｇｉｎａｓｅ ｉｎ ｔｈｅ ｓｏｌｉｄ￣ｓｔａｔｅ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎꎬ ｗｈｉｃｈ ｓｈｏｗｅｄ ａｎ α￣Ｌ￣ｒｈａｍｎｏｓｉｄａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ５９０３
Ｕ / ｇｄｓ ｂｙ ＨＰＬＣꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｎａｒｉｎｇｉｎａｓｅ ｏｆ １９３９Ｕ / ｇｄｓ ｂｙ ＨＰＬＣ ａｎｄ ７２２３２ Ｕ / ｇｄｓ ｂｙ Ｄａｖｉｓ ｍｅｔｈｏｄ. [Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ] Ｉｔ ｉｓ ｔｈｅ
ｆｉｒｓｔ ｔｉｍｅ ｔｏ ｒｅｐｏｒｔ ａ ｓｔａｉｎ ｏｆ Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ａｃｕｌｅａｔｕｓ ｃａｎ ｐｒｏｄｕｃｅ ｎａｒｉｎｇｉｎａｓｅꎬ ｃａｒｂｏｎ ｓｏｕｒｃｅ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｒｈａｍｎｏｓｅ ｇｒｏｕｐｓ ａｒｅ
ａｂｌｅ ｔｏ ｉｎｄｕｃｅ ｔｈｅ ｅｎｚｙｍｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ. Ｔｈｅ ｓｔａｉｎ ＪＭＵｄｂ０５８ ｉｓ ａ ｎｅｗ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍ ｓｏｕｒｃｅ ｆｏｒ ｈｉｇｈ ｙｉｅｌｄ ｏｆ ｎａｒｉｎｇｉｎａｓｅꎬ ｉｎ
ｐａｒｔｉｃｕｌａｒｌｙ ｂｙ ｔｈｅ ｓｏｌｉｄ￣ｓｔａｔｅ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ: Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ａｃｕｌｅａｔｕｓꎬ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬ ｎａｒｉｎｇｉｎａｓｅꎬ ｃａｒｂｏｎ ｒｅｓｏｕｒｃｅｓꎬ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｒｅｓｏｕｒｃｅｓꎬ ｓｏｌｉｄ￣ｓｔａｔｅ
ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

(本文责编:王晋芳)

Ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ (３１２７１９１４)ꎬ ｂｙ ｔｈｅ Ｘｉａｍｅｎ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ Ｄｉｓｔｉｎｇｕｉｓｈｅｄ Ｙｏｕｎｇ Ｓｃｈｏｌａｒｓ ｏｆ
Ｘｉａｍｅｎ (３５０２Ｚ２０１２６００８) ａｎｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｆｕｎｄ ｆｏｒ Ｉｎｎｏｖａｔｉｖｅ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｔｅａｍ ｏｆ Ｊｉｍｅｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ (２０１０Ａ００６)
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Ｒｅｃｅｉｖｅｄ: ４ Ｄｅｃｅｍｂｅｒ ２０１２ / Ｒｅｖｉｓｅｄ: ２１ Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０１３
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