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黑曲霉中提取葡萄糖氧化酶的探索
Ⅰ . 葡萄糖氧化酶合成及其性质

 

杨惠英　李弘毅　刘建忠　鲁统部　计亮年
(中山大学化学与化学工程学院 /生物工程研究中心 , 广州 510275)

摘　要　多次筛选培育获得含有较高活力葡萄糖氧化酶的黑曲霉菌株 ZBY-7, 在原有培养基

条件的基础上 , 研究了培养时间、 培养温度、 p H、 中和剂的浓度对生产葡萄糖氧化酶影响 . 并

进一步对细胞浸出液的葡萄糖氧化酶性质进行研究 . 实验结果表明: 胞外葡萄糖氧化酶含量远

远低于胞内酶 .
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葡萄糖氧化酶 ( GOD)是酶技术领域中一种非常重要的酶 , 由于 GOD与生命重要物质

葡萄糖和氧的密切关系 , 导致了它在科研、 医药和工业生产上广泛的应用 . GO D广泛分布

于动物、植物及微生物体内 , 由于在动植物体中提取有一定局限性 , 从酶量来说也不丰富 ,

而霉菌在一定条件下 , 产生 GOD的能力强 , 便于大规模生产 . GOD的主要霉菌来源于黑

曲霉 ( Aspergil lus niger )和青霉菌 (Penicill iun notaton o r amasakiense ) . Nakamura
[1 ]
对以

上 2种来源的 GOD做了详细地比较后发现: 前者远比后者的 pH与活性曲线峰宽得多 . 本

文对黑曲霉生物合成 GOD的条件及其性质进行了详细研究 .

1　材料与方法

( 1)菌种为本室筛选保存的黑曲霉 ZBY-7.

( 2)培养基为原产酶培养基 [2 ] .

( 3) GOD的制备: 取一支黑曲霉 ZBY-7接种在液体培养基中培养 42 h, 过滤除去滤

液 , 用蒸馏水洗涤菌丝体多次 , 置冰箱滤干 1 d, 不挤压 , 称质量 (m )后冰浴研磨 , 用蒸馏

水或缓冲液 ( V为 50 m L) 在冰箱中过夜 , 过滤取滤液待用 .

( 4) GOD酶比活力 (λ( GOD) /μmol· m L- 1· min- 1 ) 和酶活力 (Λ ( GOD) /μmo l·

min- 1 ) 的测定方法见文献 [3].
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2　 结果和讨论

2. 1　培养条件对生产 GOD的影响

黑曲霉是需氧菌 , 通气量对胞子的萌发、 菌体的增殖和酶的形成都有直接关系 , 因此 ,

摇床的转速对菌体的生产和酶的产量有很大影响 , 所以把摇床转速固定在较高点 ( 220～

250 r /min) , 每瓶培养液为 50 mL, 研究了各种因素对胞内酶的产酶影响 .

2. 1. 1　培养时间对产 GOD的影响　测定了不同培养时间 ( t )对菌体生成胞内、外的

Λ( GOD)的影响 (表 1) . 结果表明 , t为 42 hΛ( GOD)最高 , 胞内酶高于胞外酶 4～ 10倍 .

表 1　 培养时间对 GOD酶活力的影响

Tab. 1　 Effect of culture time on GOD activ ity

t /h 12 18 24 30 36 42 48 54 60 72

m /g　　　　　 / 1. 0 2. 5 2. 0 2. 0 2. 0 2. 5 3. 5 3. 5 3. 5

胞
内

λ( GOD) /(μmo l· g- 1· min- 1 ) / 3. 48 4. 31 8. 70 18. 0 20. 0 13. 0 9. 10 8. 82 8. 75

Λ /(μmol· min- 1 ) / 3. 48 10. 8 17. 5 36. 0 39. 0 32. 6 31. 8 30. 8 30. 6

胞
外

λ( GOD) /(μmo l· m L- 1· min- 1 ) / / / 0. 06 0. 13 0. 29 0. 21 0. 15 0. 08 0. 07

Λ /(μmol· min- 1 ) / / / 3. 0 6. 5 14. 5 10. 5 7. 5 4. 0 3. 5

2. 1. 2　 培养温度对产 GOD的影响　将黑曲霉菌种在 25～ 37℃进行产酶培养 , 培养温度

(θ)在 30～ 35℃之间 , 尤其在 30℃为最好 (表 2) . 经多次实验发明 , 如果在培养开始 15～

表 2　培养温度对 GOD活力的影响

Tab. 2　 Effect o f culture tem perature on GOD activity

θ/℃ 25 28 30 31 32 33 34 35 37

m /g　　　　 1. 0 1. 5 3. 5 3. 0 3. 0 3. 0 3. 25 3. 2 2. 5

胞
内

λ( GOD) /(μmol· g- 1· min- 1 ) 4. 27 8. 51 13. 8 15. 3 15. 9 15. 0 14. 7 12. 8 5. 43

Λ /(μmol· min- 1 ) 4. 27 12. 8 67. 9 45. 9 47. 7 45. 0 47. 8 41. 0 13. 6

胞
外

λ( GOD) /(μmol· m L- 1· min- 1 ) 0. 10 0. 25 0. 97 1. 03 0. 96 1. 17 1. 01 1. 04 0. 68

Λ /(μmol· min- 1 ) 5. 0 12. 5 19. 4 51. 5 48. 0 58. 5 50. 5 52. 0 33. 0

图 1　d( CaCO3 )对 GOD合成的影响

Fig . 1　 Effect ofd( CaCO3 ) o n GOD synthesis

20 h将θ固定在 30～ 35℃ , 以后降至 30～ 31

℃ , 产 GOD量最高 , 产酶量将增加 3～ 4倍 ,

因为菌丝体的生长需要较高的温度 , 而酶的生

长则需要较低的温度 .

2. 1. 3　 中和剂对产 GOD的影响　在培养过

程中 , 由于不溶性 CaCO3是霉菌的生长载体 ,

在葡萄糖酸发酵及 GOD合成中 , 添加不同量

CaCO3进行产酶研究 , 结果发现 (图 1, t= 48

h ): 随 d( CaCO3 )增大 ,Λ( GOD)增加 ; 当 d

( CaCO3 )高于 35 g /L时 , 菌体受到抑制 , 因

此 , 采用d( CaCO3 )为 35 g /L进行研究 .

50 中山大学学报 (自然科学版 ) 　　　　　　　　　　　　　第 37卷



2. 2　 GOD性质

( 1)葡萄糖氧化生成葡萄糖酸的反应 pH值 . 在不同 pH值的 0. 06 mol /L磷酸缓冲液

下测定酶活力 (表 3) . GOD的最适反应 pH为 5. 5～ 5. 7.

表 3　 底物溶液 pH值对 GOD酶活力的影响

Tab. 3　 Effect of p H on GOD activ ity

pH 3. 5 4. 0 4. 6 5. 0 5. 5 5. 7 6. 0 7. 0 8. 0

λ( GOD) /(μmol· mL- 1· min- 1 ) 2. 01 2. 23 2. 30 2. 40 2. 52 2. 53 2. 00 1. 60 1. 20

( 2)反应温度 . 在不同温度下测定酶活力 (表 4) . GO D最适反应温度为 30～ 32℃ .

表 4　 温度对 GOD活力测定的影响

Tab. 4　 Effect of tempe ratur e on GOD activity

θ/℃ 20 25 28 30 32 35 40 45 50

λ( GOD) /(μmol· mL- 1· min- 1 ) 1. 70 2. 12 2. 31 2. 50 2. 50 2. 43 1. 84 1. 23 0. 77

( 3) GOD的热稳定性 . 将 pH 5. 6的 GOD酶液在不同的温度下 ( 20～ 70℃ ) 放置 30

min后 , 分别测定酶活力 (表 5) , 温度高于 30℃时 GOD开始失活 , 到 70℃时 GOD完全

失活 , 所以 GOD浸取液一定要贮存在冰箱中 .

表 5　 GOD的热稳定性

Tab. 5　 Thermal stability of GOD

θ/℃ 4 20 25 30 35 40 45 50 60 70

λ( GOD) /(μmo l· m L- 1· min- 1 ) 3. 05 3. 04 3. 03 3. 05 2. 97 2. 86 2. 43 2. 21 1. 80 0. 20

( 4) GOD的酸碱稳定性 . 将不同 pH的相同λ( GOD)的 GOD酶液在 35℃放置 5 h ,分

别测定λ( GOD) (表 6) , pH小于 5. 0及大于 6. 5时 , GOD都会失活 , 而 pH 8. 0时将严重

失活 , GOD最适贮存 pH为 5. 0～ 6. 5.

表 6　 GOD酸碱稳定性

Tab. 6　 Acid-ba se stability o f GOD

pH 3. 5 4. 0 4. 5 5. 0 5. 5 6. 0 6. 5 7. 0 8. 0

λ( GOD) /(μmol· mL- 1· min- 1 ) 2. 41 2. 62 2. 75 2. 92 3. 07 3. 00 2. 97 2. 80 0. 77

( 5)低级醇的影响 . 在 20℃ , p H 5. 5, 按h为 1∶ 5将醇和酶液混合 (忽略醇与水混合

时的体积变化 ) , 测定不同时间 GOD的活力 (图 2 ) .低级醇对 GOD有一定的激活作用 ,且

随着放置时间的增大 , 酶的失活速率比较慢 , 这与早期有关报道
[4 ]
结果相同 , 这是因为醇

的羟基对 GOD表面的糖蛋白有很好的保护作用 .

( 6)表面活性剂的影响 . 在 20℃ , p H 5. 5, 按h为 1∶ 5将d为 2%表面活性剂和酶液

混合 , 测定不同时间 GOD的活力 (图 3) . 十六烷基三甲基氯化铵 ( CTAC)、十六烷基三甲

基溴化铵 ( CTAB) 对 GOD有明显的失活作用 , 与 Tsuge
[5 ]报道相同 ; 十二烷基苯磺酸钠

( SDS)对 GOD也有失活作用 , 但强度小于 CTAC和 CT AB, 与 Malcom
[6 ]报道相同 . 中性

表面活性剂吐温 -80对 GOD活力基本无影响 .
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图 2　低级醇对 GOD活力影响

Fig . 2　 Effect of low er alcoho l

on GOD acitity

图 3　 表面活性剂对 GOD活力影响

Fig. 3　 Effect o f surface activ e agentson

GOD acitiv ity　　
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Exploration on the Extraction of

Glucose Oxidase from Aspergillus niger
Ⅰ The Synthesis of Glucose Oxidase and Its Property

Yang Huiying 　 Li Hongyi　 Liu J ianzhong　Lu Tongbu　 Ji Liangnian

Abstract　 The Aspergil lus niger st rain ZBY-7, w hich contained higher activ ity of g lucose

oxidase ( GOD) , w as obtained by screaning o f v arious cultures. On the basis of o riginal

culture medium, effect of culture time, culture temperature, pH, neutrali zer concentration

on g lucose oxidase production and the properties of g lucose oxidase for the cell leaching

liquo r were studied. The resul t indicates tha t the int racellula r g lucose oxida se activi ty is

much higher than the ex t racel lula r enzyme.

Keywords　 Aspergillus niger , gluco se ox idase, fementa tion synthesis, property
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