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秸秆质外体蛋白对纤维素酶活力的影响
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摘 要 研究了玉米秸秆在储存过程中质外体蛋白含量的变化情况，及其对 ?%$#0#,,,): %AB+$&): 纤维素酶活力的影响。结果

表明：随着储存时间的延长，可抽提的玉米秸秆质外体蛋白的数量逐渐减少，与 ? ( %AB+$&): 纤维素酶的协同作用也随之减

弱。储存玉米秸秆质外体蛋白没有内源性纤维素酶活力，而新鲜玉米秸秆有内源性 T\ 活性，但它的稳定性较差，储存半年后

基本降解或失活。储存秸秆质外体蛋白对 ]H9 酶活力、棉花酶活力、!Q葡萄糖苷酶活力有明显的增效作用，最大增效分别达到

[8^$!_、7"!^"#_和 [#^#_。而对 J*J+A0 却表现出抑制作用，最大抑制率为 K[^8!_，质外体蛋白QT\Q!\ 表现出明显的协同

关系，而它对 JIY 酶活力没有影响。消除内源性 T\ 的影响后，新鲜玉米秸质外体蛋白对 ]H9 活力、棉花酶活力、!Q葡萄糖苷

酶活力的促进率，以及 J*J+A0 的抑制率均高于储存秸秆的质外体蛋白。可见质外体蛋白是天然纤维素酶解研究不可忽视的

影响因素。
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同一来源的纤维素酶不同组分间协同降解纤维

素的现象已经发现了 !" 余年［#］，普遍认为是外切!$
#，!$葡 聚 糖 酶（ %&’’()*(+,-.(’/0&，12324565#57#，

389），内 切 !$#，!$葡 聚 糖 酶（ &:-(;’<%/:/0&，
12324565#5!，1=）和!$葡萄糖苷酶（!$;’<%(0*-/0&，
12324565#56#，!=）三种组分协同作用的结果，但是

合理的协同作用机制还有很多争议。协同作用之所

以迄今为止仍然没有被系统的提出来是因为很多研

究具有非确定性，它们的结论有时甚至是相悖的［6］。

特别是纤维素酶在天然底物上的作用难以估计，获

得的结果常常很有争议，很多时候竞争或非竞争抑

制都有被观察到［4］。这其中有纤维素酶组分纯化效

果不理想以及生物质本身的复杂性等因素的影响。

植物质外体蛋白是植物生理学研究领域中较为

前沿的课题。近年来随着试验技术的进步，人们发

现细胞壁除了含有多糖和多聚酚类物质外，还含有

上百种蛋白［!］，其含量约占细胞壁重量的 #">［?］，

担负着协调细胞生长和发育、支持细胞壁基本结构、

响应生物和非生物压力等多种功能。细胞壁蛋白严

密复杂的调控与表达已经在植物生长、新陈代谢和

胞外刺激响应等诸多方面被广泛的观察到［@$7］。可

见细胞壁上的质外体蛋白的多功能特性可能会对作

用于其上的纤维素酶的活性有一定的影响。

目前研究天然底物对纤维素酶解的影响主要集

中在纤维素的超分子结构上，即聚集态对酶解的影

响，而细胞壁结构中的活性成分对酶解的影响研究

得并不多。对此我们选取玉米（!"# $#%&）秸秆为材

料，研究质外体蛋白对纤维素酶活性的影响，从一个

全新的视角来探讨植物细胞壁成分对纤维素酶解的

影响因素。

! 材料与方法

!"! 化学药品、试剂、底物和酶

苯甲 基 磺 酰 氟（A+&:,’B&C+,’ D<’E(:,’ F’<(.*-&，
AGDF）由 HB.&0%( 公司（美国）提供。羧甲基纤维素

钠（3/.)(I,B&C+,’ 3&’’<’(0&，3G3）等其他生化试剂购

自 D*;B/ 化学公司。 ’"()*)+++,$ "-.#(&,$ 纤维素酶

由 D<:0(:（中国）提供。

!"# 植物原料

玉米秸秆从北京郊区采集，采摘季节是秋天。

试验用的秸秆原料取自 J 节玉米茎中的第 ! K @ 节

的节间部位（木质化组织）。将新采摘的玉米秸秆分

为两部分。一部分直接放到 L 6"M的冰箱中冻存；

另一部分在阴凉处风干，并在室温储存。使用前，冻

存的玉米秸秆用高速匀浆机匀浆，风干的秸秆用超

微粉碎机粉碎，取 !" K @" 目的筛分进行试验。

!"$ 细胞壁的制备

称取一定量玉米秸秆置于研钵中，加入冰冻的

研磨 缓 冲 液（N9 !5O，?"BB(’PQ 醋 酸 缓 冲 液，含

?"BB(’PQ R/3’、4"BB(’PQ 抗坏血酸）和 #""B; ASAA
（N(’,T*:,’ N(’,N,..(’*-(:&，交联聚乙烯吡咯烷酮），搅

拌均匀后加入液氮研磨，然后用尼龙滤布（!J"B
6）过

滤，并用冰冻的研磨缓冲液、"5#B(’PQ R/3’、-96U、L
6"M丙酮、?"BB(’PQ N9 !5O 醋酸钠缓冲液等一系列

溶液清洗［#"］。滤布上的滤渣即是制得的细胞壁。

!"% 提取质外体蛋白

质外体蛋白的萃取方法见文献［##］。混合 4 次

萃取液，并加入等体积的 L 6"M的乙醇，充分摇匀，

!M下放置过夜。!""";PB*: 离心 #"B*: 以获得乙醇

沉淀物，将沉淀置于低温处吹干，再加入沉淀体积 4
K ! 倍的醋酸钠缓冲液（?"BB(’PQ N9 !5O），冰上振

荡 #"B*:，然后置于冰箱 6+，最后 #@ """;PB*: 离心

6"B*:，所得上清液即是提取到的质外体蛋白。质外

体蛋白的提取率指质外体蛋白占细胞壁干重的比率。

!"& 蛋白浓度测定

蛋白浓缩液用考马斯亮蓝法测定（［8./-E(.-，

#7J@］），以牛血清蛋白为标准。

!"’ 酶活力测定方法

滤 纸 酶（ FAH） 活 力、! 葡 萄 糖 苷 酶（!$
;’<%(0*-/0&）活力，棉花酶（%(CC(: ’,/0&）活力以及羧甲

基纤维素酶（3G3/0&）活力的测定方法见文献［#6］，

其中 3G3/0& 活力测定方法是测定 1= 酶活力的经

典测定方法。酶活力的测定均在 ?"M和 N9 !5O 条件

下进行。还原糖测定见 VRD 法［#4］。酶活力单位：产生

#"B(’PB*: 葡萄糖的酶量为一个酶国际单位 WX。

!"( 质外体蛋白对纤维素酶活性的影响

在不同体积的蛋白液中，加入等量经稀释的纤

维素酶液，在室温中育化 #"B*:，使质外体蛋白与纤

维素酶充分混合。根据试验需要加入不同的底物

（见 #5@），用 ?"BB(’PQ 醋酸钠缓冲液（N9 !5O）定容

到 4BQ，进行纤维素酶活力分析（具体方法见 #5@）。

计算纤维素酶活力时，应先扣除本底还原糖的含量。

质外体蛋白纤维素酶活力空白对照试验的操作方法

同上，只是反应体系中不添加纤维素酶。

!") 质外体蛋白的热敏性试验

取部分蛋白液沸水浴 #"B*:。待蛋白液降至室

温后，对灭活蛋白与未经沸水浴的蛋白分别进行纤

维素酶活力试验，并以纤维素酶空白为对照，测定纤
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维素酶活力（见 !"#）。

! 结果与分析

!"# 储存秸秆的质外体蛋白对纤维素酶活力的

影响

从存放期为 # 个月的玉米秸秆中提取质外体蛋

白，分别以 !$的羧甲基纤维素纳、!$的水杨素、滤

纸和脱脂棉等 % 种不同底物为试验对象，进行纤维

素酶活力试验（方法见 &"#、&"’），所得结果如图 !(、
!) 所示。

当反应体系中的蛋白浓度达到 !"*%+’,-.,/
时，010(23 的酶活力抑制率为 %4"5&$，达到最高，

图 ! 储存玉米秸秆质外体蛋白对维素酶活力的影响

67-8! 9::3;< =: (>=>?(2< >@=<37A :@=, >@323@B3C ,(7D3 2<@(E =A ;3??F?(23 (;<7B7<G
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之后随着体系蛋白浓度的增加 010(23 酶活力稍有

回升。而 6IJ 活力、棉花酶活力、!K葡萄糖苷酶活力

则随质外体蛋白浓度的增加而升高，分别在反应体

系 中 蛋 白 浓 度 为 !"!*L+,-.,/、!"*&##,-.,/ 和

!"*%%5,-.,/ 时达到最高，酶活力提高比率分别为

45"+&$、!*&"*#$和 4#"#$（见图 !(）。此外，在同

时进行的质外体蛋白纤维素酶活力空白对照试验

（即反应体系中未添加纤维素酶）中，没有检测到内

源性纤维素酶的活性。可见玉米质外体蛋白尽管不

具有内源性纤维素酶活力，但它对 ! 8 "#$%&’() 9M
的酶活力是有抑制作用的，并能够提高!M、0NO 和

6IJ 的活力。

图 !) 表示的是各纤维素酶活力的变化率，它由

图 !( 转化而来。从图 !) 我们可以非常直观地看

到，在质外体蛋白的影响下各组分纤维素酶活力变

化有一定的相关性。结晶纤维素与纤维素滤纸的水

解程度以相似的速度和比率随着!M 活性的增加而

增加，说明在 ! 8 "#$%&’() 纤维素酶系中，!K葡萄糖

苷酶是提高 ! 8 "#$%&’() 纤维素酶活力的关键酶，

只有有效解除纤维二糖酶积累对 0NO 的抑制作用，

纤维素酶活力才能提高［!’］。当 9M 活力受到抑制程

度增大时，!M 活力逐步受到促进，可见质外体蛋白

对 ! 8 "#$%&’() 纤维素酶的作用实质上是质外体蛋

白K!MK9M 之间的协同作用。值得一提的是，在天然

纤维素降解中居于核心地位的 0NO［!L］与质外体蛋

白的相互作用却没有被观察到。

图 & 储存玉米质外体蛋白的热敏性试验

67-8& O3(< 7A(;<7B(<7=A =: (>=>?(2< >@=<37A2 (<<3AF(<32
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质外体蛋白的热敏性试验（见图 &）进一步证明

了，在其中发挥作用的物质是具有热敏性的蛋白质。

灭活蛋白与 ! 8 "#$%&’() 纤维素酶混合后的酶活力

与 ! 8 "#$%&’() 纤维素酶相比稍有变化，这可能是

45&卢 迪等：秸秆质外体蛋白对纤维素酶活力的影响



降温后有少部分蛋白复性所致，或者部分有增效作

用的蛋白有较强的抗热变性能力。

至于何种质外体蛋白起到 !" 抑制作用还不清

楚。#$%%$&’ ()等［*+］在研究 ,!"-.（一种纤维素内切

酶抑制蛋白）同源基因组时，发现 ,!"-. 的同源基

因广泛存在于包括玉米、大豆等在内的高等植物中，

并预测类 ,!"-. 蛋白有削弱微生物病原菌分泌的

内葡聚糖酶降解植物细胞壁的能力。尽管类 ,!"-.
蛋白的生物功能还没有完全确定，但为数不多的几

项证据［*/，*0］已经为这一推测提供了有力的支持。根

据实验结果，我们推测玉米类 ,!"-. 蛋白可能作为

玉米质外体蛋白的一种成分参与了对 ! ) "#$%&’()
!" 的抑制作用。

!"! 新鲜秸秆的质外体蛋白对纤维素酶活力的

影响

从新鲜玉米秸秆中提取质外体蛋白，进行纤维

素酶活力试验（方法见 *10、*12），所得结果如图 3
所示。

图 3 新鲜玉米秸质外体蛋白对纤维素酶活力的影响

4$5)3 !66789 :6 &;:;%&<9 ;=:97$> 6=:’ 6%7<? ’&$@7 <9=&A
:> 87%%B%&<7 &89$C$9D

新鲜玉米秸秆质外体蛋白对 ! ) "#$%&’() 4.E、

FGF&<7 酶、棉花酶以及!H葡萄糖苷酶均有促进作

用，当反应体系中蛋白浓度分别为 *1IJ/*0’5K’L、

*1IJ/*0’5K’L、*1I0MN’5K’L 和 *1I2I2’5K’L 时，酶

活力分别提高了 21/++3 倍、/1+M+0 倍、N12++ 倍和

N12JI/ 倍，增效幅度远远大于储存秸秆质外体蛋白

对 ! ) "#$%&’() 纤维素酶活力的促进作用（见图 3）。

可见玉米质外体蛋白对 ! ) "#$%&’() 纤维素酶活力

的影响与秸秆储存时间的长短有关。

新鲜玉米秸秆质外体蛋白对 FGF&<7 活性有促

进作用（见图 +），而非储存秸秆所显示的抑制作用。

从新鲜秸秆质外体蛋白 FGF&<7 活力的不加酶空白

对照实验可以看出，新鲜秸秆的质外体蛋白具有明

图 + 新鲜玉米秸秆质外体蛋白对 FGF&<7 酶活力的影响

及其空白对照试验

4$5)+ !66789 :6 &;:;%&<9 ;=:97$> 6=:’ 6%7<? ’&$@7 <9=&A
:> FGF&<7 &89$C$9D &>O P%&>Q 97<9

显的内源性 !" 活性，而储存秸秆的质外体蛋白是

没有 !" 活性的（见 N1N）。植物内切葡聚糖酶与 ! )
"#$%&’() !" 没有相近关系，! ) "#$%&’() !" 属于糖

基水解酶家族 *N 的成员，而植物内切!H*，+H葡聚糖

酶属于在结构上无关的配糖水解酶家族 J，该家族

包括具有转化作用的酶［*J］。虽然这种看法还没有

得到确定，但体内测试表明［*+］植物内切葡聚糖抑制

蛋白并不抑制其内源性 !" 的活性。因此通过差减

不加酶的空白对照，可以看到去除内源性纤维素酶

活力后，新鲜玉米秸秆仍表现出具有对 ! ) "#$%&’()
!" 活 性 的 抑 制 能 力。 当 体 系 蛋 白 浓 度 为

*1IJ/*0’5K’L 时，抑制率高达 MI1*+R（图 + 虚线所

示）。此外我们还发现新鲜玉米秸秆质外体蛋白中

的 !" 稳定性较差，秸秆储存半年后基本降解或者

失活。

由于受到植物内源性 !" 的影响，新鲜玉米秸

秆质外体蛋白具有 4.E 酶活力，并对 ! ) "#$%&’()
4.E 的促进作用有大幅提高。通过差减不加酶的空

白对照，可以看到质外体蛋白对 ! ) "#$%&’() 4.E
活性 的 影 响 表 现 出 较 为 复 杂 的 状 况：首 先 ! )
"#$%&’() 4.E 活力受到抑制，随着体系蛋白浓度的

增加，抑制程度逐渐减小，并转而受到促进，且增效

幅度随蛋白浓度的增加而增大（见图 /）。

此外，在新鲜秸秆质外体蛋白中没有检测到棉

花酶活力和!H葡萄糖苷酶活力，因此新鲜秸秆质外

体蛋白没有!H葡萄糖苷酶和 FST 活性。

!"# 存储过程中质外体蛋白含量的变化

细胞壁的结构非常致密，质外体蛋白被压缩在

多糖基质中，而不是简单吸附在细胞壁上，因此质外

体蛋白的提取存在一定的困难。为了考察秸秆在储
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图 ! 新鲜玉米秸秆质外体蛋白对 "#$ 的影响

及其 "#$ 空白对照试验

"%&’! ())*+, -) ./-/0.1, /2-,*%3 )2-4 )0*15 4.%6* 1,2.7
-3 "#$ .+,%8%,9 .3: ;0.3< ,*1,

存过程中质外体蛋白的变化情况，我们选取了目前

质外体蛋白研究文献中最常用的方法（见 =>?、=>@），

并以此为基础简单考察随着储存时间的延长，玉米

秸秆质外体蛋白含量的变化趋势。

结果显示，随着储存时间延长，玉米质外体蛋白

含量日趋减少，A 个月时蛋白含量只有新鲜时的

?@>B=C，半年后蛋白降解或失活速度有所减缓，蛋

白含量趋于稳定（见图 A）。由此可见，储存秸秆质

外体 蛋 白 含 量 下 降，是 秸 秆 质 外 体 蛋 白 对 ! ’
"#$%&’() 纤维素酶活性增效作用减弱的关键影响

因素。

图 A 质外体蛋白含量的变化趋势

"%&’A $0,*2.,%-3 -) ,5* *D,2.+,.;0* ./-/0.1, /2-,*%31
:E2%3& /2*1*28.,%-3 -) ,5* 4.%6* 1,2.7

! 讨论

储存秸秆的质外体蛋白不具有纤维素酶活力，

但却对纤维素酶活力有增效作用。因此这些增效因

子可能是一些不具有纤维素酶活力，但却参与细胞

壁纤维素装配、沉积、再组织和选择性降解的功能蛋

白。在已报道的玉米质外体蛋白中，扩张蛋白［FG］、

转糖基酶［B］、过氧化物酶［H］、裂解酶［A］等质外体蛋白

是改变细胞壁纤维素结构的主要调控蛋白，它们没

有纤维素酶活力。所以我们推测这些蛋白可能参与

了纤维素酶的协同增效作用。在这些可能的增效因

子中，扩张蛋白的性质与质外体蛋白增效因子的特

性非常相似。多项研究已经表明虽然它不具有纤维

素酶活力，但它能够提高纤维素酶对微晶纤维素的

水解程度［F=］，并使滤纸、结晶纤维素、半纤维素结构

疏松［FF］。

在 I**1* 关于微生物纤维素酶降解机制的著名

J=KJD 假说中［=］，J= 因子具有破坏纤维素结晶区结

构的功能，它能为纤维素酶其他组分与纤维素的结

合创造条件。由于结晶区是由微纤维束间通过氢键

结合的，因此推测 J= 应该是非葡聚糖酶的解氢键因

子［F?］。使结晶纤维素无定型化或膨胀的 J= 因子已

在微生物中被发现，这是一种被称为 17-00*3%3 的蛋

白［F@］，它能够疏松棉花织物，却不产生还原糖，并且

与植物的扩张蛋白、真菌纤维素酶有相似的序列。

而植物的扩张蛋白被认为是细胞壁松弛的主要调节

物质［FG］，它能够打断细胞壁多聚物之间的氢键诱导

酸依赖的细胞壁延展和压力松弛［F!］。显然 J= 因子

和质外体蛋白中纤维素酶增效因子之间具有一些共

性。因此在天然纤维素酶解时，J= 因子不但来自于

微生物本身，还可能来自作用底物———天然纤维素。

此外，玉米质外体蛋白的这种增效作用可以被

热变性大大削弱，可见增效因子是具有热不稳定性

的，因此在生产过程中对天然纤维素底物进行简单

的热变性，并不一定有利于天然纤维素的酶解效率

的提高。

我们的实验结果表明，质外体蛋白对天然纤维

素酶解的影响是非常显著的。这也为我们提供了一

种新的思路：即天然纤维素酶解效率除了受纤维自

身的凝聚态结构影响外，细胞壁中的蛋白质对酶解

的影响也不可忽视，从植物的生理学角度出发研究

天然纤维素酶解，将为进一步弄清纤维素酶解机制

提供帮助。
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