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摘要：从绿色木霉 %&!’( 固态发酵产物中提取植酸酶。粗酶液经硫酸铵沉淀、凝胶过滤、离子交换层析纯化后，提

纯倍数可达 )!*!，回收率为 $’*)+。酶学性质研究表明，植酸酶最适作用温度为 "",、最适作用 -& 为 .*#，米氏常

数 !/ 为 #*)"//012%。
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植酸酶（R>DE8FC，SZ!*)*!*V）是催化植酸及其

盐类水解成肌醇和磷酸的一类酶的总称。植酸酶添

加到饲料中，不但可以提高粮食和饲料中磷的吸收

利用率，还可减少植酸对微量元素的螯合，提高动物

对植物蛋白的利用率及植物饲料的营养价值。植酸

酶的应用还可减少畜禽粪便中磷的排泄量，缓解磷

对环境特别是对水体的污染，对我国农业的可持续

发展和生态环境的保护具有重大意义［) [ !］。

国内外已先后选育出一批植酸酶生产菌株，但

普遍产酶量不高［( [ ))］。本课题组自承担植酸酶高产

菌株选育研究项目以来，经多年研究，分离纯化出 )
株酶活高的产植酸酶的菌株，在实验室研究其发酵

条件的基础上进行了中试研究，结果发现该菌株产

酶量高且性能稳定［)$，)!］。

本课题组在高产植酸酶菌株的基础上，进行了

植酸酶的纯化和酶学性质初步研究。粗酶液经硫酸

铵沉淀、凝胶过滤、离子交换层析纯化后获得了高纯

度的植酸酶。本文报道此酶的纯化过程及酶学性质

的初步研究。

7 试验材料与方法

787 菌种

绿色木霉 %&!’( 为本课题组诱变后的高产株。

789 试剂

植酸钙、植酸钠购于 =:;/8 公司；颜色2终点混

合液：$"#/% 钼 酸 铵（ )##;2%）\ $"#/% 钒 酸 铵

（$*!";2%）\ )."/% ."+硝酸 \ !!"/% 水。

78: 仪器

’$$ 型分光光度计测定分光光度值。

78; 培养基及培养条件

固体发酵培养基：麸皮 V#+，米糠 $#+，按质量

比 ) ])*( 的比例加入营养液。在 $"#/% 三角瓶中装

·$())· 微 生 物 学 通 报 $##’ 年 !(（.）



入产酶培养基约 !"#，于 ! $ !%"&’ 灭菌 (%)*+，按 ",
的量接入液体菌种，于 (%-培养 ./0。

!"# 酶的分离纯化

参照文献［1，!2］进行纯化，将抽提制备的粗酶液

经过硫铵沉淀、3450’647 89!%% 凝胶过滤和 :;<;"=9
>4??@?AB4 离子交换层析后，得到纯化的植酸酶。在纯

化的每一步每 ")*+ 收集一管，分别测定各管的植酸

酶酶活。

!"$ 植酸酶酶活的测定方法

酶活的测定方法参照文献［1，!"］进行，粗酶液适

当稀释后，取 %C=)D 加入 %C/)D %C=" )A?ED 乙酸缓

冲液（5F"C"），(1-保温 ")*+ 后加入 GC2#ED 植酸钠

!C/)D，继 续 保 温 (%)*+，加 入 颜 色E终 点 混 合 液

!C/)D，2!"+) 测定无机磷含量。酶活力单位定义

为：在 (1-、5F"C" 的条件下，每分钟从底物释放

!))A? 无机磷所需要的植酸酶量，用 H 表示。比活

力定义为：每毫克酶蛋白所具有的酶活力单位。

!"% 蛋白质含量测定

采用 IA?*+9酚法测定蛋白质含量，以牛血清白蛋

白（J3<）做标准曲线。

!"& 植酸酶米氏常数 ’( 的测定

用双倒数法求得米氏常数［G，!/］。

) 结果与分析

)"! 植酸酶的分离纯化

)"!"! 不同浓度 K’K?= 对酶提取的影响：K’K?= 对植

酸酶有稳定作用，分别用 %,、!,、=,、(,、2,、",
的 K’K?= 对发酵物进行提取。结果（图 !）表明 =,
K’K?= 为植酸酶提取时的最适浓度。

图 ! 不同浓度 K’K?= 提取对酶活的影响

)"!") 提取次数与酶的得率的关系：用浓度为 =,
的 K’K?= 抽提植酸酶多次，计算抽提次数与得率之

间的关系，其结果如表 !，表明 ( 次抽提可得到约

.G,以上的酶，继续抽提则意义不大。因此本研究

采用 ( 次抽提得到的酶液作为试验结果。

表 ! 提取次数与酶得率的关系

处理次数 第一次 第二次 第三次 第四次 第五次

得到总酶活（H） (""GC. G=!C( ="2C. "!C. ((C%

每次得率（,） 1"C2 !1C2 "C2 !C! %C1

总得率（,） 1"C2 .=CG .GC= ..C( !%%

)"!"* 植酸酶纯化结果：将抽提的粗酶液经过硫铵

沉淀、3450’647 89!%% 凝胶过滤和 :;<;"=9>4??@?AB4
离子交换层析后，得到仅有一个活力峰的纯化结果，

3:39&<8; 结果表明酶的纯度很高。表 = 说明了各

步纯化结果，经过纯化后，酶的比活力为!!(C"HE)#，
提纯倍数为 !(C(，回收率为 =1C!,。

表 ) 植酸酶的纯化结果

处理
总蛋白

（)#）

总活力

（H）

比活

（HE)#）

回收率

（,）

纯化

倍数

粗酶液 !"C=!% !(% GC"" !%% !C%

硫酸铵沉淀 2C=(! !!% =/C% G2C/ (C%

凝胶过滤 %C2=1 22C( !%(C/ (2C! !=C!

离子交换层析 %C(!% ("C= !!(C" =1C! !(C(

)") 植酸酶的性质

)")"! 植酸酶的最适反应温度：在不同温度下测定

酶活力，其结果见图 =。结果表明植酸酶最适反应

温度为 ""-，/"-以后随温度升高，酶迅速失活。

图 = 温度对酶活的影响

)")") 植酸酶的热稳定性：酶的热稳定性实验表明

（图 (），在 /%-下保温保温 (%)*+，酶活损失不大，

.%)*+ 剩余酶活为 /G,，1%-下保温 (%)*+，剩余酶

活为 =.,，保温 .%)*+，酶活性基本上完全丧失。

)")"* 植酸酶的最适反应 5F：在 ""-、不同 5F 值

下处理 !%)*+ 后测定酶活。结果（图 2）表明最适 5F
为 /C%。
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图 ! 植酸酶的热稳定性

图 " #$ 对酶活得影响

!"!"# 植酸酶的 #$ 稳定性：纯化的植酸酶于 %%&
在一系列不同 #$ 值的缓冲液中处理 ’()*+ 后测定

酶活性，结果表明（图 %），在 #$ !,( - .,( 较稳定，剩

余酶活性保持在 /(0 以上，说明此酶具有较好的

#$稳 定 性 。但 当 #$高 于. , (或 低 于! , (，酶 活 下

图 % 植酸酶的 #$ 稳定性

降较快。

!"!"$ 干燥酶耐高温实验：将纯化的酶冷冻干燥，

将干燥的酶在 1(&处理不同时间。从试验结果看

（表 !），酶在干燥的情况下短时间（2()*+ 内）高温处

理后，酶活损失不大，均在 2"0以下。

表 % 植酸酶耐高温实验

时间（)*+） 2 ! % / 2( 2% 3( !(

剩余酶活（0） 1/ 1! .1 .. .’ ’% "2 !.

!"!"& 金属离子对酶活的影响：在酶促反应体系中

加入 3))4567 不同的金属离子，分别测定酶活性，以

对照（未加任何金属离子）的酶活性为 2((0。结果

表明（表 "），大部分金属离子对酶活影响不大。只

有 893 : 及 ;<3 : 对植酸酶有激活作用，=+3 : 和 $<3 :

对酶有较强的抑制作用。

表 # 不同金属离子对酶活的影响

加入试剂 对照 8>?@" =+853 ;<?@" 8A85! B9B@! CD?@" E<B@! 89853 ;+?@" $<853

相对酶活（0） 2(( //," !!,’ 22’,3 .’,1 2(/,. 2(3,% 1’,! 231,’ /.," "3,!

!"!"’ 植酸酶米氏常数（!"）的测定：用 #$’,( 的

柠檬酸缓冲液配制不同浓度的植酸钠反应液，用双

倒数作图法作图，测定酶的米氏常数和最大反应速

度。结果测得，以植酸钠为底物，提纯后植酸酶的

!" 为 (,2%))4567。

!"!"( 底物专一性试验：分别以淀粉、纤维素、羧甲

基纤维素、植酸钠、蔗糖为底物进行反应，结果表明

该酶仅对植酸钠有降解作用。

% 讨论

许多科研工作者对植酸酶的分离纯化多了大量

研究。程海娜［2/］等得到一株产植酸酶较高的黑曲

霉 EB((2(2 菌株，对酶的提取条件进行了摸索，发

现 !089853 提取效果较好。罗会颖等［2.］从弗氏柠

檬酸杆菌（#$%&’()*%+& ,&+-./$$）中分离纯化了一种植

酸酶，其 反 应 最 适 #$ 为 ",( - ",%，最 适 温 度 为

"(&。苏东海等［21］分离纯化到的黑曲霉植酸酶，其

相对分子质量为 ’!FG，在 !/&以植酸钠为底物的

!" 为 (,!2))4567，该酶最适 #$ 为 %,%，最适作用温

度为 %%&。李春明等［3(］分离纯化到的黑曲霉植酸

酶在 !/& 对植酸钠的 !) 为 (,"))4567。

本课题组经多年研究，筛选出 2 株高产植酸酶

的菌株且性能稳定［23，2!］，并对其提取分离作了大量

的工作。本研究通过硫铵沉淀、凝胶过滤和离子交

换层析后，得到仅有一个活力峰的纯化结果，最适反

应温度为 %%&，在 %(& - ’%&均保持较高的酶活。
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同时酶在干燥的情况下短时间（!"#$% 内）高温处理

（&"’）后，酶活损失不大，显示了该酶良好的热稳定

性。该酶的最适 () 值为 *+"，在 () ,+" - .+" 较稳

定，剩余酶活性保持在 /"0以上，说明此酶具有较

好 () 稳定性。显示了该酶良好的应用前景。

大部分金属离子对酶活影响不大，只有 123 4 及

563 4 对植酸酶有激活作用，因此为了最大限度地利

用该 酶，可 以 在 使 用 过 程 中 加 入 微 量 的 123 4 和

563 4 ，或者与含 123 4 和 563 4 的物质一起使用，提高

酶的活性。由于 7%3 4 和 )63 4 对酶有一定的抑制作

用，所以在使用时尽量减少与含有 7%3 4 和 )63 4 的物

质接触或同时使用。
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