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土曲霉阿魏酸酯酶融合表达、酶学性质及应用 

 

 

摘要 

 

 

阿魏酸酯酶（Feruloyl esterase, FAE, EC 3.1.1.73），指能水解阿魏酸甲酯、

低聚糖阿魏酸酯和多糖阿魏酸酯中的酯键，将阿魏酸（Ferulic Acid, FA）游离

出来的一种酶。它能切断细胞壁中多糖-多糖、多糖-木质素间的交联，有利于

细胞壁物质中多糖的降解和木质素的释放，因此在食品、饲料和造纸工业具有

广阔的应用前景。以本实验室保藏含有土曲霉阿魏酸酯酶（AtFAE）编码基因

的重组质粒 pMD-rAtFAE 为基础，与瘤胃真菌木聚糖酶（rNpXYL, GenBank: 

MK138894.1）编码基因进行融合后共表达（rNpXYL-rAtFAE）。以构建的重

组酵母 GS115/rAtFAE 分泌的 rAtFAE 为对照，系统比较了 rAtFAE 与 rNpXYL

共表达产物对麸皮阿魏酸制备效率和黄芪多糖提取工艺中的协同效应，为

rAtFAE 在应用方面提供了技术与理论支撑。为实现 rAtFAE 的高效应用，本

论文对 rAtFAE 进行了纯化和酶学性质研究，对 rNpXYL 性质进行了研究，同

时对融合表达的重组毕赤酵母进行了发酵条件优化，主要研究结果如下： 

（1）为提高阿魏酸酯酶的应用属性，研究中将 AtFAE 编码基因与 rNpXYL

编码基因进行融合，得到重组基因 rNpXYL-rAtFAE。融合基因 rNpXYL-rAtFAE 与

pPIC9K 质粒连接后导入巴斯德毕赤酵母 GS115，得到重组菌 GS115/rNpXYL-

rAtFAE。将重组菌 GS115/rNpXYL-rAtFAE 在 15 L 发酵罐中发酵，结果表明，

rAtFAE 最高的酶活力为 17.38±0.34 U/mL，rNpXYL 酶活力为 952.01±20.7 U/ 

mL。较原始菌株 AtFAE 酶活力（0.5 U/mL），rAtFAE 酶活力提高了约 34 倍。

发酵液经 SDS-PAGE 检验，rAtFAE 分子量约为 39 kDa，rNpXYL 分子量约为 25 

kDa。rAtFAE 经纯化后进行酶学性质研究，结果显示 rAtFAE 在 50℃时，酶的相

对活力最高；当温度高于 50℃时，酶的活力急剧下降；在 35-50℃内具有良好的
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稳定性，其仍保留了 80%以上的活性，高于 50℃时酶活力开始逐渐下降；30-50℃

具有良好的热稳定性，经过 3 h 保温之后，酶活仍保留了 80%以上。rNpXYL 酶

学性质研究结果显示 rNpXYL 的相对催化活力在 65℃时最高。当温度高于 65℃

时，酶的活力开始下降，在 40-55℃内的相对酶催化活力在 50%-80%之间；pH 

4.5-8.5 范围内催化活力较高，最适 pH 值为 7.5，具有较为广泛的 pH 作用范围。 

（2）为提高融合蛋白的表达量，研究中分别使用摇瓶发酵法和 15 L 发酵罐

发酵法对发酵培养基组分和发酵控制工艺进行了优化。获得摇瓶发酵培养基组分

为：K2SO4 25.0 g/L，CaSO4 5.0 g/L，酵母粉 13.4 g/L，蛋白胨 5 g/L，硝酸铵 20.0 

g/L，PTM1 0.2%，MgSO₄·7H₂O 7.5 g/L，生物素（500×） 0.1%，甘氨酸 20.0 mM，

苏氨酸 20.0 mM，半胱氨酸 20.0 mM，色氨酸 0.7 mM，谷氨酸 20 mM，天冬

氨酸 14.0 mM；利用该培养基在摇瓶发酵条件下获得 rAtFAE 酶活力为 4.33±

0.15 U/mL。相较于未优化前的 2.03±0.08 U/mL，优化后酶活力提高了约 2.13倍。

使用摇瓶发酵培养基在 15 L 发酵罐进行发酵条件优化，结果显示在 30℃、pH 

6.0、溶解氧浓度（诱导时溶解氧浓度在 10%-40%区间）条件下，获得 rAtFAE 的

最高发酵单位为 17.38±0.34 U/mL，rNpXYL 的最高发酵单位为 952.01±20.7 U/ 

mL。 

（3）为提高融合共表达获得的 rNpXYL-rAtFAE 在麸皮阿魏酸制备中的应

用效果，分别研究了温度、pH、料液比三个因素对重组酶 rAtFAE 和 rNpXYL-

rAtFAE 释放麸皮中 FA 的影响。结果显示 rAtFAE（50 U/g 麸皮）与 XYL（商品

木聚糖酶，300 U/g 麸皮）释放麸皮中 FA 最优条件为：温度 50.0℃、pH 5.0、料

液比 1 g/35 mL，在此条件下进行 5 次平行验证，得到 FA 最大释放量为 1876.45

±30.05 μg/g 麸皮。rNpXYL-rAtFAE（rAtFAE 50 U/g 麸皮，rNpXYL 2750.12 U/g

麸皮）在优化后的作用条件下（温度 50.0℃、pH 为 6.5、料液比为 1 g/35 mL）

获得 FA 最大释放量为 1917.62±28.39 μg/g 麸皮。结果显示在麸皮 FA 制备过程

中，利用 rNpXYL-rAtFAE 完全可以达到 rAtFAE 与 XYL 商品酶组合所得到的作

用效果，表明在利用 rNpXYL-rAtFAE 制备麸皮 FA 时不用再额外添加 XYL 商品

酶。 

（4）为拓展融合共表达获得的 rAtFAE 和 rNpXYL 的应用范围，本研究系

统评估了共表达酶制剂与纤维素酶、漆酶协同效应对黄芪多糖提取效率的影响。
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实验结果表明，在优化反应条件（50℃、pH 5.5、料液比 1 g /15 mL）下，分别

应用 rAtFAE 和 rNpXYL-rAtFAE 处理黄芪粉。在上述反应体系中添加 rAtFAE（5 

U）、纤维素酶（100 U）、漆酶（5 U）、XYL 商品酶（100 U）后的总多糖提

取率为16.16%±0.25%（可溶性多糖 6.34%±0.12%，不可溶性多糖9.82%±0.18%）。

与水提法所得总多糖提取率 6.7%±0.15%（可溶性多糖 2.44%±0.08%，不可溶性

多糖 4.26%±0.10%）相比，酶法使总多糖提取效率提高了 2.41 倍。在对照实验中

（未额外添加木聚糖酶），采用同样的反应体系使 rNpXYL-rAtFAE（rAtFAE 活

力 10 U，rNpXYL 活力 553.9 U）配合纤维素酶（200 U）与漆酶（5 U）时，多

糖得率为 16.69%±0.27%。结果显示黄芪多糖提取过程中，利用 rNpXYL-rAtFAE

完全可以达到 rAtFAE 与 XYL 商品酶组合所得到的作用效果，表明在利用

rNpXYL-rAtFAE 制备麸皮 FA 时不用再额外添加 XYL 商品酶。 

关键词：阿魏酸酯酶，融合表达，毕赤酵母，酶学性质，发酵优化，阿魏酸，多

糖 

  



 

IV 

 

Fusion expression, enzymatic properties, and applications of 

ferulic acid esterase from Aspergillus terreus 

 

 

ABSTRACT 

 

 

Feruloyl esterase (FAE, EC 3.1.1.73) refers to an enzyme that can 

hydrolyze the ester bonds in methyl ferulate, oligosaccharide ferulate and 

polysaccharide ferulic acid ester, and free ferulic acid (FA). It can cut off 

the cross-links between polysaccharides and polysaccharides and lignin in 

the cell wall, which is conducive to the degradation of polysaccharides and 

the release of lignin in cell wall substances, so it has a broad application 

prospect in the food, feed and paper industries. Based on the recombinant 

plasmid pMD-rAtFAE containing the gene encoding Aspergillus 

feruloesterase (AtFAE) in our laboratory, it was co-expressed with the 

gene encoding rumen fungus xylanase (rNpXYL, GenBank: MK138894.1) 

after fusion (rNpXYL-rAtFAE). The synergistic effects of rAtFAE and 

rNpXYL co-expression products on the preparation efficiency of bran 

ferulic acid and the extraction process of Astragalus polysaccharides were 

systematically compared with the constructed recombinant yeast 

GS115/rAtFAE secreted rAtFAE as the control, which provided technical 
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and theoretical support for the application of rAtFAE. In order to realize 

the efficient application of rAtFAE, the purification and enzymatic 

properties of rAtFAE, the properties of rNpXYL were studied, and the 

fermentation conditions of recombinant Pichia pastoris fused and 

expressed were optimized, and the main results are as follows: 

(1) In order to improve the application properties of ferulic esterase, 

the recombinant gene rNpXYL-rAtFAE was obtained by fusing the gene 

encoding AtFAE with the gene encoding rNpXYL. The fusion gene 

rNpXYL-rAtFAE was linked to the pPIC9K plasmid and introduced into 

Pichia pasteur pasteur GS115 to obtain the recombinant bacterium 

GS115/rNpXYL-rAtFAE. The recombinant bacteria GS115/rNpXYL-

rAtFAE were fermented in 15 L fermenter, and the results showed that the 

highest enzyme activity of rAtFAE was 17.38±0.34 U/mL, and the activity 

of rNpXYL was 952.01±20.7 U/mL. Compared with the original strain 

AtFAE (0.5 U/mL), the activity of rAtFAE was increased by about 34 

times. The molecular weight of rAtFAE and rNpXYL was about 39 kDa 

and 25 kDa. The enzymatic properties of rAtFAE were purified and the 

results showed that the relative activity of rAtFAE was the highest at 50°C. 

When the temperature is higher than 50 °C, the activity of the enzyme 

decreases sharply; It has good stability at 35-50 °C, and it still retains more 

than 80% of its activity, and the enzyme activity begins to decline gradually 

when it is higher than 50 °C. It has good thermal stability at 30-50°C, and 
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more than 80% of the enzyme activity is retained after 3 h of heat 

preservation. The results of enzymatic properties of rNpXYL showed that 

the relative catalytic activity of rNpXYL was the highest at 65°C. When 

the temperature is higher than 65°C, the activity of the enzyme begins to 

decrease, and the relative catalytic activity of the enzyme in 40-55°C is 

between 50%-80%. The catalytic activity was high in the range of pH 4.5-

8.5, and the optimal pH value was 7.5, which had a wide pH range. 

(2) In order to improve the expression of fusion protein, the 

fermentation medium composition and fermentation control process were 

optimized by shake flask fermentation and 15 L fermentation tank 

fermentation, respectively. The components of shake flask fermentation 

medium were obtained as follows: K2SO4 25.0 g/L, CaSO4 5.0 g/L, yeast 

powder 13.4 g/L, peptone 5 g/L, ammonium nitrate 20.0 g/L, PTM1 0.2%, 

MgSO₄·7H₂O 7.5 g/L, biotin (500×) 0.1%, glycine 20.0 mM, threonine 

20.0 mM, cysteine 20.0 mM, tryptophan 0.7 mM, glutamate 20 mM, 

Aspartic acid 14.0 mM; The activity of rAtFAE enzyme was 4.33±0.15 

U/mL under shake flask fermentation conditions. Compared with 

2.03±0.08 U/mL before optimization, the enzyme activity increased by 

about 2.13 times after optimization. The results showed that the highest 

fermentation units for rAtFAE were 17.38±0.34 U/mL, and the highest 

fermentation units for rNpXYL were 952.01±20.7 U/mL at 30°C, pH 6.0 
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and dissolved oxygen concentration (dissolved oxygen concentration in the 

range of 10%-40% at induction). 

(3) In order to improve the application effect of rNpXYL-rAtFAE 

obtained by fusion co-expression in the preparation of bran ferulic acid, the 

effects of temperature, pH and solid-liquid ratio on the release of FA from 

bran by recombinant enzymes rAtFAE and rNpXYL-rAtFAE were studied. 

The results showed that the optimal conditions for the release of FA in bran 

from rAtFAE (50 U/g bran) and XYL (commercial enzyme, 300 U/g bran) 

were as follows: temperature 50.0°C, pH 5.0, and solid-liquid ratio of 1 

g/35 mL, and the maximum release of FA was 1876.45±30.05 μg/g bran 

under these conditions. The maximum release of FA was 1917.62±28.39 

μg/g under the optimized conditions (temperature 50.0°C, pH 6.5, solid-

liquid ratio 1 g/35 mL) of rNpXYL-rAtFAE (rAtFAE 50 U/g bran, 

rNpXYL 2750.12 U/g bran). The results showed that the effect obtained 

by the combination of rAtFAE and XYL commercial enzyme could be 

fully achieved by using rNpXYL-rAtFAE in the preparation of bran FA, 

indicating that there was no need to add XYL commercial enzyme when 

using rNpXYL-rAtFAE to prepare bran FA. 

(4) In order to expand the application scope of rAtFAE and rNpXYL 

obtained by fusion and co-expression, the synergistic effect of co-

expression enzyme preparations, cellulase and laccase on the extraction 

efficiency of Astragalus polysaccharides was systematically evaluated. 
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The experimental results showed that under the optimized reaction 

conditions (50°C, pH 5.5, solid-liquid ratio 1 g/15 mL), rAtFAE and 

rNpXYL-rAtFAE were used to treat Astragalus powder, respectively. The 

extraction rates of total polysaccharides were 16.16% ± 0.25% (soluble 

polysaccharides 6.34% ± 0.12%, insoluble polysaccharides 9.82% ± 0.18%) 

after adding rAtFAE (5 U), cellulase (100 U), laccase (5 U) and XYL 

commercial enzyme (100 U). Compared with the extraction rate of total 

polysaccharides obtained by water extraction (2±.44% ± 0.08% soluble 

polysaccharides, 4.26% ±0.10% of insoluble polysaccharides), the 

extraction efficiency of total polysaccharides was increased by 2.41 times 

by enzymatic method. In the control experiment (without the addition of 

xylanase), the polysaccharide yield was 16.69% ± 0.27% when rNpXYL-

rAtFAE (rAtFAE activity 10 U, rNpXYL activity 553.9 U) was combined 

with cellulase (200 U) and laccase (5 U) using the same reaction system. 

The results showed that rNpXYL-rAtFAE could fully achieve the effect 

obtained by the combination of rAtFAE and XYL commercial enzyme in 

the extraction process of Astragalus membranaceus polysaccharides, 

indicating that there was no need to add XYL commercial enzyme when 

using rNpXYL-rAtFAE to prepare bran FA. 

KEY WORDS: ferulic esterase, fusion expression, Pichia pastoris, 

enzymatic properties, fermentation optimization, ferulic acid, 

polysaccharides  
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第 1 章 绪论 

1.1 阿魏酸酯酶研究概述 

阿魏酸酯酶（Feruloyl esterase, FAE, EC 3.1.1.73）是羧酸酯酶的一个亚类，

能够从植物细胞壁[1]、细胞质和合成底物中释放阿魏酸（FA）和其他羟基肉桂酸

[2]。FAE 存在于细菌[3]、真菌和植物中[4]，具有许多生物技术应用，例如：从农

业副产品废物中获得 FA[5]，随后将其生物转化为高附加值的芳香族化合物[6]，在

造纸工业中对非木本植物进行生物脱木素[7]，为生物乙醇生产进行酶水解，改善

反刍动物对饲料植物的消化，以及作为催化羟基肉桂酸酯酯化和酯交换的生物合

成工具[8]。 

1.1.1 阿魏酸酯酶的微生物来源 

20 世纪 80 年代，Mackenzie 等[9]在橄榄色链霉菌（Streptomyces olivochrom

ogenes）中发现了 FAE，该酶作用于麸皮并释放 FA，因此该酶被认为是属于半

纤维素降解酶系。随后的研究中发现越来越多的真菌和细菌都可以分泌 FAE[10]。

目前自然界发现的 FAE 主要来源于微生物，分为真菌 FAE 和细菌 FAE 两种。

尤其是关于真菌 FAE 的研究报道最多，例如黑曲霉（Aspergillus niger）[11]、米

曲霉（Aspergillus oryzae）[12]、土曲霉（Aspergillus terreus）[13]、构巢曲霉（A

spergillus nidulans）[14]、塔宾曲霉（Aspergillus tubingensis）[15]和青霉（Penicil

lium）[16-18]等。可以产 FAE 的细菌主要来源于动物的肠道菌或植物病原菌等，其

FAE 的研究和应用相对较少[19]。 

1.1.2 阿魏酸酯酶性质及分类 

FAE 自 1987 年首次从黑曲霉中分离纯化以来[9]，随后于 1991 年纯化。此后

从植物、微生物中慢慢开始发现 FAE，其生化特性区间为：分子量（18.5-210 kDa）、

pI（3.0-9.9）、最佳温度（20-75℃）和 pH（3.0-10.0）[20]。底物特异性方面，FAE

可选择性水解 FA、芥子酸等酚酸与木聚糖或果胶的酯键，其结合口袋的疏水性

与极性残基分布决定底物偏好性[21]。此外，FAE 在有机溶剂（如甲醇）中部分保

留活性[22]，但高浓度离子易导致失活[23]。研究还揭示其与半纤维素酶的协同效

应：通过破坏木质素-碳水化合物复合体（LCC），提升多糖溶出率。目前，基于



安徽工程大学硕士学位论文 

2 

 

理性设计或定向进化的分子改造正聚焦于优化其耐热性、催化效率及底物广谱性

[24]，以推动其在生物炼制与高值酚酸提取中的应用。 

依据 FAE 对芳香型底物的特异性及其从酯化底物释放 FA 脱氢二聚体的能

力，Crepin 等[9]根据四种底物：阿魏酸甲酯（MFA）、咖啡酸甲酯（MCA）、对

香豆酸甲酯（MpCA）和芥子酸甲酯（MSA）的特异性等因素，可以将该类酶分

类为 A、B、C、D 四种基本类型[25]（如表 1-1）所示，以及一种根据氨基酸序列

的相似性而归类的一种假定的 E 型，例如细菌来源的 FAE 多被归类于 E 型之中

[26]。此外，随着宏基因组技术和蛋白质结构建模技术的发展，越来越多新的 FAE

及其结构被发现和鉴定，一些具有特殊催化性质的 FAE 被发现且无法归类于上

述 5 种 FAE 的亚类之中[27]。 

表 1-1 阿魏酸酯酶的分类 

Table 1-1 Classification of ferulic esterases 

类型 底物 
序 列 相

似性 

代表酶 

名称 
酶来源 

是 否 释

放 阿 魏

酸 二 聚

体 

参考 

文献 

A 
MpCA/MSA/ 

MFA 
脂肪酶 FaeA A. niger 

是 

（5-5′） 

[28] 

B 
MCA/MpCA/ 

MFA 

CE 家族

乙 酰 木

聚 糖 酯

酶绿原 

FaeB/Fae-1 
P.funiculosum/ 

N. crassa 
否 [29] 

C 
MCA/MpCA/ 

MFA/MSA 

酸酯酶、

单宁 

酸酶 

FaeB/FaeC 
A.niger/ 

T. stipitatus 
否 [30] 

D 
MCA/MpCA/ 

MFA/MSA 

木聚 

糖酶 
XYLD/EstA 

P.equi/ 

P. fluorescens 

是 

（5-5′） 

[31] 

 

1.1.3 阿魏酸酯酶异源表达 
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发酵法制备主要依赖于丝状真菌或细菌的高效表达系统，其中黑曲霉

（Aspergillus niger）[32]、木霉（Trichoderma）[33]和嗜热真菌（如 Thermomyces 

lanuginosus）[34]是常用生产菌株。而利用原始菌株发酵制备 FAE，一般有液态发

酵和固态发酵方式两种，可以使用麸皮、燕麦木聚糖和甜菜渣等廉价原料，但发

酵单位一般较低，通常在 1 U/mL[35]以下。因此，利用蛋白重组技术是目前实现

FAE 高效表达制备的有效途径之一[36, 37]。20 世纪 90 年代初首次报道了从真菌中

纯化酶，而直到 1997 年才报道了第一个真菌 FAE 基因的克隆。随着技术的成

熟，越来越多不同来源的 FAE 在毕赤酵母和大肠杆菌中进行异源表达。如 Gong

等[36]将 Aspergillus usamii E001(AuFaeA)基因克隆入毕赤酵母（P. pastoris）中进

行异源表达，并对酶学性质进行了研究。Wu 等[37]对来源于 Aspergillus niger 的

(Anfae)基因克隆入毕赤酵母(P. pastoris)中进行异源表达，为了提高重组菌的酶活

力对其密码子进行了优化并。此外，分子层面针对酶活力的优化方式还有启动子

替换[38]、启动子前面加一个增强子[39]、重塑催化活性口袋等。如 Chin 等[40]经过

密码子优化的黑曲霉 FAE 表达量(35.12 U/mL)，相比较于未优化前的(5.51 U/mL)，

提高了约 6.4 倍。此外还有大量 FAE 在原核大肠杆菌中进行表达，如 Tavera[41] 

分离并鉴定了一株 FAE 产生菌（脆乳杆菌 S524），并将其 FAE 在大肠杆菌 BL21

（DE3）中获得了异源表达。 

1.1.4 阿魏酸酯酶结构及催化机制 

Jeon 等[42]对嗜酸乳杆菌阿魏酸酯酶（LaFae）的晶体结构进行了阐述，该晶

体拓扑结构包含 9 个 α 螺旋和 8 个 β 链，β1 和 β2 链形成反平行的 β-折叠，而

β3-β8 链形成平行的 β 折叠。七个 α-螺旋围绕 β-折叠，形成一个核心结构域，其

中包含一个具有保守催化三联体残基（Ser106、Asp197 和 His225）的活性位点。

α5-和 α6-螺旋形成帽域，这些结构特征表明 FAE 具有典型的 α/β 折叠。该序列

中的丝氨酸（Ser）与天冬氨酸（Asp）、组氨酸（His）构成了 FAE 的三联体催

化活性中心（Ser106-Asp197-His225）。 

黑曲霉来源的阿魏酸酯酶 AnFaeA 具有典型的 A 类酶结构特征。McAuley

等[43]与 Hermoso 等[44]通过 X 射线晶体学解析发现，该酶呈现经典的 α/β 水解酶

折叠构型（图 1-1A），其核心结构包含：由 9 个 β 折叠片组成的主 β-折叠层

（图 1-1B）、两个各含 2 个 β 折叠片的辅助结构域以及 7 个 α 螺旋，该拓扑结



安徽工程大学硕士学位论文 

4 

 

构与真菌脂肪酶及其他丝氨酸水解酶具有显著同源性[45]。该酶的催化中心由保

守的 Ser133-His247-Asp194 三联体构成，其中 Ser133 定位于特征性五肽基序

（GXSXG，"亲核肘"）的核心位点[46]，His247 作为质子受体，而 Asp194 通过

氢键网络稳定 His247 的取向[47]。值得注意的是，68-80 位氨基酸残基形成的"盖

子"结构调控活性中心的可及性，其动态行为与脂肪酶的催化调控机制相似[48]。

该区域附近的极性氨基酸残基（如 Glu72、Asp75）及唯一的 N-糖基化位点

（Asn76）通过构象调控维持催化中心的开放状态，这对酶活性的表达至关重

要。

 

 

图 1-1 阿魏酸酯酶 AnFaeA 的结构 A: AnFaeA 的三级结构; B: AnFaeA 的二级结构 

Fig. 1-1 Structure of ferulic esterase AnFaeA A: Tertiary structure of AnFaeA; B: Secondary 

structure of AnFaeA 

 

尽管越来越多的 FAE 被挖掘出来，但是不同来源的 FAE 都有着共同点，其

催化机理与丝氨酸蛋白酶相同[49]，即催化中心均由 Ser-Asp-His 三联体结构组成。

在催化过程中，被催化底物中经 FAE 的活性中心和辅助中心联同约束阿魏酸残

基[50]，经活性中心 Ser-Asp-His 三联体催化将酯键打开，酯键断裂后 FA 游离出

来，如图 1-2 所示。 
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图 1-2 阿魏酸酯酶的催化机制 

Fig.1-2 Catalytic mechanism of feruloyl esterase 

 

1.1.5 阿魏酸酯酶活力测定方法 

FAE 活力测定方式有很多种，液相色谱法、气相色谱法、毛细血管电泳分析

以及作用于麸皮当中[51]，通过紫外分光光度计检测释放的 FA 释放量来测定酶活

力。液相色谱法检测手段最为常见，但比较费时费力，而人工合成的对硝基苯酚

阿魏酸酯与 FAE 结合后可以在紫外分光光度计下快速的检测对硝基苯酚的生成

量。 

1.2 阿魏酸酯酶的应用 

FAE 作为一种关键水解酶，在多个工业与生物技术领域展现出重要应用价

值。其核心功能在于特异性切断植物细胞壁中阿魏酸与多糖（如阿拉伯木聚

糖）间的酯键[52]，释放游离阿魏酸（FA）及低聚糖，同时破坏半纤维素-木质

素交联结构，显著提升植物生物质的可及性。在生物燃料领域[53]，FAE 与纤维

素酶协同作用可增强木质纤维素的酶解效率，降低生物乙醇生产的预处理成
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本，推动可再生资源的高效转化[54]。在食品工业中，FAE 催化谷物副产物（如

麸皮）中结合态 FA 的释放，不仅提高其抗氧化活性[55]，还可生成功能性低聚

糖，作为天然防腐剂或益生元添加剂，用于功能性食品开发[56]。医药领域则聚

焦于 FA 的生理活性，FAE 介导的 FA 可控释放系统被用于抗炎、抗肿瘤及神

经保护药物的递送载体，而阿魏酸二聚体因其抗菌特性在创面敷料研发中备受

关注[57]。此外，FAE 在纸浆漂白与饲料加工中通过降解木质素-碳水化合物复合

体，可减少化学试剂用量并提升产品质量[58, 59]。当前研究通过酶工程优化（如

定向进化、固定化技术）[60]及发酵工艺创新，进一步提升 FAE 的催化效率与稳

定性，为其工业化应用奠定基础。 

1.2.1 在阿魏酸制备中的应用 

在植物细胞壁中，FA 在聚合物间和聚合物内交联中起着关键作用。它也可

能通过醚或酯键与木质素共价连接，并酯化为多糖[61]。FA 及其脱氢二聚体在特

定过氧化物酶的催化下与邻近的阿拉伯木聚糖交联。阿拉伯木聚糖主链由 β-1,4

糖苷键连接的 D-吡喃木糖（Xylp）残基构成[62]，如图 1-3 所示。其侧链通过阿拉

伯呋喃糖（Araf）取代基修饰，形成复杂的支化结构[63]。阿拉伯呋喃糖通过 α-1,3

键或 α-1,2 键连接到主链木糖的 O-2 或 O-3 位羟基上，形成侧链分支。部分阿拉

伯呋喃糖的 C-5 羟基进一步通过酯键 FA 的羧酸基团结合，形成阿魏酰化阿拉伯

木聚糖酯[64]。阿魏酸单体或二聚体作为“分子桥”，通过酯键将不同阿拉伯木聚

糖链的侧链阿拉伯呋喃糖交联，形成三维网络结构[65]。在植物细胞壁中，这种交

联进一步通过氢键或范德华力与木质素（Lignin）的苯丙烷单元结合[66]，增强细

胞壁的机械强度和抗降解性。FAE 特异性识别并水解阿拉伯木聚糖酯中阿魏酸

与阿拉伯呋喃糖之间的酯键（R-O-CO-FA）[67]，释放游离阿魏酸及其二聚体。酶

解后，阿拉伯木聚糖的交联网络被破坏[][68]，半纤维素-木质素复合体解离，从而

提高纤维素酶对纤维素的可及性，促进植物细胞壁多糖的高效降解[69]。 
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图 1-3 阿拉伯木聚糖酯与 FA 和 FA 脱氢二聚体连接的示意图。木质聚糖由 b-1,4-D-吡喃二

醇二糖残基。阿拉伯呋喃糖基取代基通过 a-1,3 和/或 a-1.2 键连接在 D-木糖残基中。阿魏

酰残基通过酯键连接到阿拉伯腔氧酰取代基的 C-5 位置。 

Fi.1-3 Schematic diagram of arabinoxylan ester attached to FA and FA dehydrodimer. Lignylan 

consists of b-1,4-D-pyranodiol disaccharide residues. The arabinofuran furanosyl substituent is 

linked to the D-xylose residue by A-1,3 and/or A-1.2 bonds. The ferulic residue is attached to the 

C-5 position of the arabinoyloxyyl substituent by an ester bond. 

 

1.2.2 阿魏酸酯酶在生物质能源制备中的应用 

植物细胞壁主要由纤维素、半纤维素和木质素构成[70, 71]。纤维素是由 β-1,4-

葡萄糖链形成的微纤丝[72]，提供抗拉强度和结构支撑；半纤维素为支链多糖（如

木聚糖、葡甘露聚糖）[73]，通过氢键连接纤维素微纤丝，并交联木质素，使细胞

壁更加坚韧。木质素作为疏水聚合物填充空隙，三者形成“钢筋-混凝土”复合结

构，维持细胞形态并抵御外界胁迫。导致酶解效率不高[74]而加入纤维素酶可水解

β-1,4-糖苷键，分解纤维素为葡萄糖[75]；半纤维素酶（如木聚糖酶）切断半纤维

素的糖链主链或侧链[76]，释放木糖等单糖；阿魏酸酯酶特异性断裂半纤维素与木

质素间的阿魏酸酯键，破坏交联网络。三者的协同作用削弱细胞壁致密结构，释

放被束缚的多糖，显著提高可溶性糖的溶出效率 

FAE 可以从可再生木质纤维素材料生产燃料乙醇。A.niger FaeA 还与 XYL

和漆酶结合使用[74]，将木质纤维素生物质转化为可发酵糖，并且本文后续的实验

结果也证明了此结论。在糖化步骤中，通过测量糖产量来评估酶处理的功效，其

中 FaeA 和 XYL 处理的组合获得了最佳结果[77]。因为植物细胞壁中含有大量的
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木质素，而木聚糖[78]作为除木质素外含量第二的物质，由于木聚糖被半纤维素包

裹，XYL 可以水解植物细胞壁中的半纤维素并随机切割 β-1,4-D-木糖苷键使其多

糖和寡糖被释放出来，同时木聚糖暴露出来[79]。而加入 FAE 可以水解木聚糖与

其他分子交联的酯键，使 XYL 酶解效率更高并成为可发酵糖原材料[80]。 

1.2.3 阿魏酸酯酶在医疗领域中的应用 

FAE 在医疗领域中的应用潜力主要源于其释放 FA 的能力，由于其抗氧化和

抗菌特性[81]，FA 被用作食品防腐剂，在某些情况下使其成为受欢迎的食品添加

剂[82]。近年研究发现[83]，FAE 与纤维素酶协同降解植物纤维产生的活性物质可

抑制病原菌增殖，在抗菌敷料或肠道微生态调节剂中具有应用价值。尽管临床转

化尚处探索阶段，但其在靶向药物开发、功能性成分提取及慢性病干预中的多效

性已引起广泛关注[84]。未来需结合酶工程优化 FAE 稳定性及底物特异性，以推

动其在精准医疗中的实际应用。 

1.2.4 阿魏酸酯酶在造纸工业中的应用 

为了获得用于工业的高质量纤维，主要问题是消除木质素，木质素在结构上

嵌入纤维素和半纤维素网络中，导致纸浆颜色变深[85]。卡夫工艺使用氯化合物进

行化学处理来漂白和去除木质素[86]，但该方法会在生产过程中产生大量的二恶

英和氯木质素，这是一种污染化合物。而生物转化的高特异性为化学漂白提供了

一种替代方案，半纤维素酶和氧化还原酶，如 XYL 和漆酶，正被用于纸浆漂白，

以减少造纸过程中氯的消耗并提高纸张的最终亮度[87]。Record 等[88]将 A.niger 

FaeA 与 XYL 和漆酶处理相结合，被证明可以有效地对麦草浆进行脱木素处理。 

1.3 阿魏酸酯酶与木聚糖酶的协同作用 

FAE 目前多应用于植物细胞壁中的生物质降解，因为它们能够破坏木质纤

维素-半纤维素之间相互交联的酯键，可以通过与 XYL、阿拉伯呋喃糖苷酶（ABF）、

甘露糖苷酶、半乳糖苷酶、β-木糖苷酶和鼠李糖半乳糖苷酶协同作用来提高其生

物质的降解效率[89]如图 1-4。 
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图 1-4 通过 FAE 和其他酶处理木聚糖的图示，分别指示酶可能作用的位置。Xyl：木糖；

Ara：阿拉伯糖；Fer，阿魏酸；GlcA，葡萄糖醛酸；Ace，乙酰基。XLN：木聚糖酶；

AGU：葡萄糖醛酸酶；AXE：乙酰木聚糖酯酶；AXH：阿拉伯呋喃糖苷酶；FAE：阿魏酸

酯酶。 

Fig. 1-4 Illustration of xylan treated with FAE and other enzymes, indicating where the enzyme 

may act. Xyl: xylose; Ara: arabinose; Fer, ferulic acid; GlcA, glucuronic acid; Ace, acetyl. XLN: 

xylanase; AGU: glucuronidase; AXE: acetyl xylansterase; AXH: arabinofuranosidase; FAE: 

ferulic esterase. 

 

木聚糖酶（XYL）是一类特异性水解木聚糖主链β-1,4-糖苷键的糖苷水解酶，

在植物细胞壁降解中起关键作用[90]。植物细胞壁中，木聚糖作为半纤维素的主要

成分，通过氢键与纤维素微纤丝结合，并通过酯键（如阿魏酸交联）与木质素形

成木质素-碳水化合物复合体（LCC）[91]，构成抗降解屏障。木聚糖酶的作用机制

分为两步：内切酶随机切割木聚糖主链，降低其聚合度并暴露更多水解位点；外

切酶或 β-木糖苷酶进一步分解寡糖为木糖单体[92]，破坏半纤维素网络结构。此过

程不仅削弱木聚糖自身的物理屏障，还通过解除其对纤维素的包埋作用，显著提

升纤维素酶的可及性[93]。此外，木聚糖酶常与阿拉伯呋喃糖苷酶及阿魏酸酯酶

（FAE）协同作用：前者去除阿拉伯糖侧链以暴露主链，后者水解阿魏酸酯键以

解除木质素交联，形成多酶协同破壁效应[94]。其作用效率受底物异质性（如侧链

取代模式）影响，需通过酶工程优化底物结合域或引入碳水化合物结合模块
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（CBM）增强适应性[95]。该机制解析为生物燃料生产、功能性低聚糖开发及绿色

制浆工艺提供了理论支撑，推动木质纤维素资源的高效利用。 

如龚燕燕等[96]使用 FaeA（56 U）和 XYL11（300 U）混合时从 0.5 g 去淀粉

麸皮（DSWB）中释放了 1.5 mg FA。Fu 等[97]使用 BpFae（60 U）和 XYLA（300 

U）混合时从 0.5 g DSWB 中释放量了 1.58 mg FA。相比较于 Gong 等[36]使用单

一 reAuXYL11A（300-1200 U）在 0.5 g DSWB 中 FA 最大释放量为 0.77 mg，Liu

等[98]使用 Xylanase（200 U）在 0.5 g DSWB 中 FA 最大释放量为 0.64 mg。协同

作用下其 FA 释放量相比较于单一条件下翻了一倍不止，结果均证明 XYL 可以

有效的降解植物细胞壁，而加入 FAE 可以极大的增加水解植物细胞壁的效率。 

通过 FAE 和其他酶之间的协同作用，可以改善植物细胞壁中生物质的降解

效率。协同酶处理的应用可以产生高附加值的副产物，提高所得水解产物的产量

[99]，为进一步探索 FAE 的应用潜力奠定了坚实的基础，FAE 工业化应用概述如

图 1-5 所示。 

 

图 1-5 FAE 工业应用的示意图概述 

Fig.1-5 Overview of FAE industrial applications 

 

1.4 立题依据、主要研究内容及技术路线 

1.4.1 立题依据 
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自然界的植物细胞壁中含有大量的纤维素、半纤维素，加入纤维素酶和半纤

维素酶可以增加酶解效率，从而释放出更多的糖。半纤维素是一大类复杂的非纤

维素杂多糖，根据其结构中存在的主要单糖进行分类[100, 101]。木聚糖是木质纤维

素生物质中含量最丰富的半纤维素。在当前更有效地利用木质纤维素生物质和开

发环保工业工艺的趋势下，越来越多的研究活动已转向将植物的木聚糖成分和植

物残留物作为生物聚合物资源的实际应用[102, 103]。 

半纤维素作为光合作用产物的主要存在形式，是木质纤维素生物质（如秸秆、

木材加工残渣等）的核心组分，其高效利用对生物质能源开发具有战略意义。植

物通过光合作用固定的碳元素中，约 30%以半纤维素形式储存于细胞壁结构[104]。

利用阿魏酸酯酶（FAE）与木聚糖酶的协同酶解体系，可将这类可再生资源转化

为高附加值产物（如低聚木糖、酚类化合物等），在实现经济价值的同时促进农

林废弃物的资源化利用[105]。工业实践表明，在制浆造纸工艺中引入 FAE 催化体

系，可显著提升酚类物质的释放效率，并通过优化结构半纤维素与木质素的分离

度，使碱煮工段化学试剂用量减少[106]。这种生物-化学协同处理模式不仅降低了

生产成本，更有效缓解了传统工艺的环境污染问题。很明显，FAE 在许多生化过

程中起着至关重要的作用，因此它是工业和医学应用中的重要材料。然而，发现

新型 FAE 并阐明其性质对工业发展至关重要。而 FAE 大部分原始菌株的酶活力

很低，通常低于 1 U/mL[35]大大限制了 XYL 在纤维素中的降解能力。因此需要通

过分子改造、发酵优化等手段去提高 FAE 酶活力，从而增加 FAE 在农业废弃物

中的应用能力。 

1.4.2 主要研究内容 

（1）为提高阿魏酸酯酶的异源表达量和应用属性，将土曲霉阿魏酸酯酶编

码基因与与瘤胃真菌木聚糖酶编码基因在毕赤酵母 GS115 中进行融合表达，同

时对重组酶进行纯化和酶学性质研究。 

（2）为提高重组菌发酵效率，分别在摇瓶和 15 L 发酵罐中对重组菌的发酵

培养基和发酵控制工艺进行优化。 

（3）以市售木聚糖酶为对照，研究融合表达产物 rNpXYL-rAtFAE 在麸皮阿

魏酸制备和黄芪多糖提取中的应用效果，以评价研究中所得融合表达产物

rNpXYL-rAtFAE 在作用木质纤维素类原料制备目的产物时的使用效果。 

1.4.3 技术路线 
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图 1-6 技术路线 

Fig.1-6 Technical route 
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第二章 土曲霉阿魏酸酯酶的重组表达、纯化及酶学性质研

究 

2.1 引言 

XYL可以水解植物细胞壁中的半纤维素，同时有一定量的FA通过酯键与多

糖和蛋白质结合的交联体和游离的FA被释放出来，而加入FAE可以水解FA交联

体中的酯键，以少量的混合酶就可以达到单一酶高使用量的效果。近年来，微生

物来源的FAE因其高效性和稳定性成为研究热点[107, 108]。土曲霉（Aspergillus 

terreus）作为一种丝状真菌，其分泌的酶系在木质纤维素降解中表现突出，但针

对其FAE的系统研究仍较为有限。传统发酵法获取天然阿魏酸酯酶存在产酶周期

长、纯度低等问题，而基因重组技术为高效表达和规模化制备提供了新途径。已

有研究表明[68]，通过异源表达系统（如大肠杆菌、毕赤酵母）可实现FAE的高效

生产，但不同宿主对酶活性、折叠及翻译后修饰的影响仍需深入探索。此外，FAE

的底物特异性、耐温性及催化动力学特性与其工业应用潜力密切相关。 

本研究主要内容是将土曲霉阿魏酸酯酶（AtFAE）的重组表达与功能解析，

拟通过以下策略突破技术瓶颈：首先，基于基因数据将AtFAE基因与rNpXYL基因

与pPIC9K质粒载体连接，构建毕赤酵母GS115重组表达系统，将重组菌

（GS115/pPIC9K-rNpXYL-rAtFAE）通过15 L发酵罐高密度发酵条件以提高可溶

性蛋白产量；其次，对上清液中粗蛋白采用硫酸铵沉淀、His Trap HP亲和层析实

现酶蛋白的高效纯化，并通过SDS-PAGE与质谱鉴定其分子特性；最后，系统评

价AtFAE的最适反应条件（pH、温度）、底物特异性及金属离子效应。本研究不

仅可为FAE与XYL的融合表达提供技术参考，还将为开发高效生物催化剂、推动

农林废弃物资源化利用提供理论支撑。 

2.2 实验材料 

2.2.1 菌种与质粒 

大肠杆菌 JM109，巴斯德毕赤酵母 GS115，重组酵母 GS115/rAtFAE，重组

质粒 pMD-AtFAE，质粒 pPIC9K 为实验室保藏，含有融合基因的重组质粒 pUC57-

rNpXYL-rAtFAE 委托南京金斯瑞生物科技有限公司构建。 

2.2.2 主要仪器设备 
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本研究使用的主要仪器设备如表 2-1 所示： 

表 2-1 实验使用的主要仪器与设备 

Table 2-1 The main instruments and equipment used in the experiment 

仪器 厂家 

LC-2030 高效液相色谱仪 株式会社岛津制作所 

LDZX-50KBS 高压灭菌锅 上海申安医疗器械厂 

15 L 发酵罐 迪必尔 15 L 不锈钢发酵罐 

SW-CJ-2D 超净工作台 上海苏净实业有限公司 

DHG-9070 恒温干燥箱 成都晟杰科技有限公司 

BHS-2 恒温水浴锅 金坛区西域新瑞仪器厂 

L3 可见分光光度计 上海仪电集团有限公司 

HZK-FA110S 电子天平 华志电子科技有限公司 

H1650-W 台式离心机 湖南湘仪实验室仪器开发有限公司 

RE-52AA 旋转蒸发仪 上海亚荣生化仪器厂 

SHZ-D （Ⅲ）循环水式多用真空泵 上海秋佐科学仪器有限公司 

GHP-9080N 隔水式恒温培养箱 上海一恒科学仪器有限公司 

ZQZY-78BN 双层震荡培养箱 上海知楚仪器有限公司 

UV-5500PC 紫外可见分光光度计 上海元析仪器有限公司 

FE-20 pH 计 梅特勒-多利多有限公司 

1-14 Sigma 离心机 北京华威中仪科技有限公司 

FA1004 精密电子天平 天津天马衡基仪器有限公司 

 

2.2.3 主要试剂 

本研究使用的主要试剂如表 2-2 所示： 

表 2-2 实验使用的主要试剂 

Table 2-2 The main reagents used in the experiment 

试剂 生产厂家 级别 

葡萄糖 国药集团化学试剂有限公司 AR 

蛋白胨 国药集团化学试剂有限公司 AR 

酵母粉 国药集团化学试剂有限公司 AR 
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试剂 生产厂家 级别 

氯化钠 国药集团化学试剂有限公司 AR 

木聚糖 华中海威（北京）基因科技有限公司 98% 

阿魏酸（FA） 上海阿拉丁生化科技股份有限公司 AR 

阿魏酸甲酯（MFA） 上海阿拉丁生化科技股份有限公司 AR 

咖啡酸甲酯（MCA） 上海阿拉丁生化科技股份有限公司 AR 

香豆酸甲酯（MpCA） 上海阿拉丁生化科技股份有限公司 AR 

芥子酸甲酯（MSA） 上海阿拉丁生化科技股份有限公司 AR 

甘油 上海麦克林生化科技有限公司 98% 

磷酸氢二钠 国药集团化学试剂有限公司 AR 

磷酸二氢钠 国药集团化学试剂有限公司 AR 

甲醇 国药集团化学试剂有限公司 AR 

 

2.2.4 主要培养基 

YPD 培养基：1%酵母粉，2%蛋白胨，2%葡萄糖，自然 pH。 

MD 培养基：0.34% YNB（酵母氮基），1% 硫酸铵，2% 葡糖糖，生物素

4x10-5%，自然 pH。 

MM 筛选培养基：0.34% YNB（酵母氮基），1% 硫酸铵，0.5%（v/v）甲醇，

0.5 mM 硫酸铜，生物素 4x10-5%，1.5% 阿魏酸乙酯（使用二甲亚砜溶液配置 10%

浓度）自然 pH。 

BSM 培养基：毕赤酵母高密度发酵培养基按文献配置[109]，pH 6.0，121℃灭

菌 20 min。 

 

2.3 实验方法 

2.3.1 阿魏酸酯酶与木聚糖酶融合表达设计及重组菌构建 

提取制备重组质粒 pUC57-rNpXYL-rAtFAE 并利用 EcoR I 和 Not I 双酶切后

与同样双酶切处理的 pPIC9K质粒连接，获得重组质粒 pPIC9K-rNpXYL-rAtFAE，

用 Sac I 线性化后利用电转化方法导入毕赤酵母 GS115 中，利用 MD 平板筛选得

续表 2-2 
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到重组菌，再利用 MM 筛选培养基得到具有 FAE 活性表达的重组酵母

GS115/rNpXYL-rAtFAE。 

2.3.2 GS115/rNpXYL-rAtFAE 与 GS115/rAtFAE 发酵 

对重组毕赤酵母（GS115/rNpXYL-rAtFAE）和重组毕赤酵母（GS115/rAtFAE）

使用相同的方法分别于 MD 平板活化 3-5 天后观察菌落形态，挑选圆润饱满单菌

落于 30 mL/250 mL YPD 液体培养基中放入 30℃、200 rpm 恒温摇床中复壮。按

照 1%接种量接入 50 mL/250 mL MD 液体培养基中于 30℃、200 rpm 恒温摇床中

摇瓶培养至 OD600=2-6 区间，按照 10%接种量接入 9 L/15 L 发酵罐中进行高密度

发酵，发酵罐中使用的 BSM 无机盐培养基按照 2.2.3 配置。发酵过程条件参数

为：温度 30℃、pH 6.0、进气量（1：1.66 v/v）、500 rpm 并采用 DO-start 法[110]

控制甲醇流加速度将溶解氧（DO）浓度控制在 10%-40%范围内，运行 96 h 后结

束发酵，收集发酵液用于 rAtFAE 的分离纯化，同时测定发酵液中的 rAtFAE 与

rNpXYL 活力单位。 

2.3.3 重组阿魏酸酯酶的分离纯化 

将重组毕赤酵母（GS115/rAtFAE）含有粗蛋白的发酵液在室温条件下离心

（8000 r/min，10 min）收集发酵上清液，取 0.5 L 上清液并加入固体硫酸铵至饱

和度为 20%，4℃静置 2 h 之后，于 8000 r/min 离心 30 min，弃杂质留上清液，

并继续向上清液中加入固体硫酸铵，使其饱和度达到 80%，4℃静置 2 h 后，于

8000 r/min 离心 30 min。弃上清，使用 Na2HPO4-柠檬酸缓冲液（25 mM，pH 6.0）

悬浮蛋白沉淀，装入透析袋 MD44（截留分子量：3500）中并利用 10 倍体积的

Na2HPO4-柠檬酸缓冲液（25 mM，pH 6.0）于 4℃透析 24 h，期间每隔 8 h 更换

一次透析缓冲液。透析结束后离心（8000 r/min，10 min）取上清并使用 0.45 μm

微孔滤膜过滤。透析液使用 His Trap HP 亲和柱[111]进行纯化。纯化条件为：平衡

液（0.5 M NaCl、25 mM imidazole），流速为 1 mL/min，冲洗（除杂）缓冲液为

（0.5 M NaCl、25 mM imidazole），洗脱缓冲液为（0.5 M NaCl、250 mM imidazole）。

收集洗脱峰并进行 rAtFAE 活力检测、蛋白质定量[38]和 SDS-PAGE 分析。纯化酶

液经透析后使用真空冷冻干燥法获得酶粉。 

2.3.4 重组阿魏酸酯酶酶学性质研究 

2.3.4.1 最适反应温度及温度稳定性 
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最适反应温度的测定：将 rAtFAE 活力测定条件中的温度分别设定为 30、

35、40、45、50、55、60、65 和 70℃，在 pH 6.0（Na2HPO4-柠檬酸缓冲液；25 

mM）条件下测定 rAtFAE 活力并计算相对酶活，以不同温度测定条件下所获得

的最高酶活力为 100%，计算其余温度下的相对酶活力，以确定 rAtFAE 最适反

应温度。 

温度稳定性测定：使用 Na2HPO4-柠檬酸缓冲液（25 mM，pH 6.0）溶解酶粉，

配置酶液（100 U/mL）,分别在 40、45、50、55、60、65、70℃分别保温 0.5、1、

1.5、2、2.5、3 h 后立即取出后置于冰水中放置 30 min 并使用相同缓冲液（50℃，

预热 5 min）稀释 10 倍后测定剩余酶活力，以未经保温的初始酶活为 100%计算

相对酶活，计算其余保温下的相对酶活力，以确定 rAtFAE 在不同温度条件下的

热稳定性。酶热失活半衰期（t1/2）利用公式 t1/2=ln2/kd 计算，其中 kd 为一级动

力学常数[112]。 

2.3.4.2 最适反应 pH 及 pH 稳定性 

最适反应 pH 测定：在 50℃条件下，分别在 pH 值为 4.0、4.5、5.0、5.5、6.0、

6.5、7.0 和 7.5 的 Na2HPO4-柠檬酸缓冲液（25 mM）中测定酶活力，以最高酶活

力为 100%计算，以确定 rAtFAE 的最适反应 pH。 

pH 值稳定性的测定：使用 Na2HPO4-柠檬酸缓冲液（25 mM，pH 6.0）溶解

酶粉并配置酶液（100 U/mL），在 50℃分别保温 0.5、1、1.5、2、2.5、3 h 后立

即取出，在冰上放置 30 min 并使用相同缓冲液（50℃，预热 5 min）稀释 10 倍

后测定剩余酶活力，以未经保温的初始酶活为 100%计算相对酶活，以确定

rAtFAE 的 pH 稳定性。 

2.3.4.3 米氏常数的测定 

分别使用不同浓度（0.2-15 mM）的不同底物（MFA，MCA，MpCA，MSA），

在标准酶活力测定条件下测定 rAtFAE 活力，并依据 Lineweaver-Burk 双倒数作

图法计算酶对不同底物的米氏常数 Km和 Vmax。 

2.3.4.4 金属离子对酶催化活力的影响 

将 0.9 mL Na2HPO4-柠檬酸缓冲液（25 mM，pH 6.0）分别与 1 mL 各金属离

子（5 mM）混匀，于 50℃预热 5 min 后加入 0.1 mL 稀释的酶液，混匀后反应 15 
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min，以未添加金属离子的酶活力为 100%，以相对酶活力表示金属离子对酶催化

活力的影响。 

2.3.4.5 表面活性剂对酶催化活力的影响 

使用 Na2HPO4-柠檬酸缓冲液（25 mM，pH 6.0）分别配置浓度为 5、10、20 

mM EDTA，0.01%、0.02%、0.04% Tween-80 以及 5、10、20 mM Triton X-100。

分别取 1 mL 表面活性剂溶液与 0.9 mL 的 Na2HPO4-柠檬酸缓冲液（25 mM，pH 

6.0）混匀，于 50℃预热 5 min 后加入 0.1 mL 酶液混匀反应 15 min，以未添加表

面活性剂的酶活力为 100%，以相对酶活力表示表面活性剂对酶催化活力的影响。 

2.3.5 重组木聚糖酶学性质研究 

将重组酵母 GS115/rNpXYL-rAtFAE 发酵后含有 rNpXYL-rAtFAE 粗蛋白发

酵液在室温条件下离心（8000 r/min，10 min）收集发酵上清液，取 0.5 L 上清

液并加入固体硫酸铵至饱和度为 20%，4℃静置 2 h 之后，于 8000 r/min 离心 30 

min，弃杂质留上清液，并继续向上清液中加入固体硫酸铵，使其饱和度达到

80%，4℃静置 2 h 后，于 8000 r/min 离心 30 min。弃上清，使用乙酸-乙酸钠缓

冲液（100 mM，pH 5.5）悬浮蛋白沉淀，装入透析袋 MD44（截留分子量：

3500）中并利用 10 倍体积的乙酸-乙酸钠缓冲液（100 mM，pH 5.5）于 4℃透

析 24 h，期间每隔 8 h 更换一次透析缓冲液。透析结束后离心（8000 r/min，10 

min）取上清并使用 0.45 μm 微孔滤膜过滤，得到 rNpXYL-rAtFAE 融合重组蛋

白。将 rNpXYL-rAtFAE 使用国标法[113]进行 rNpXYL 酶学性质研究。 

2.3.5.1 木聚糖酶最适温度及温度稳定性 

最适反应温度的测定：将 rNpXYL 活力测定条件中的温度分别设定 35、40、

45、50、55、60、65、70 和 75℃，在 pH 5.5（乙酸-乙酸钠缓冲液；100 mM）条

件下测定 rNpXYL 活力并计算相对酶活，以不同温度测定条件下所获得的最高

酶活力为 100%，计算其余温度下的相对酶活力，以确定 rNpXYL 最适反应温度。 

温度稳定性测定：使用乙酸-乙酸钠缓冲液（100 mM，pH 5.5）溶解酶粉，

配置酶液（100 U/mL）,分别在 40、45、50、55、60、65、70℃分别保温 0.5、1、

1.5、2、2.5、3 h 后立即取出后置于冰水中放置 30 min 并使用相同缓冲液（37℃，

预热 5 min）稀释 10 倍后测定剩余酶活力，以未经保温的初始酶活为 100%计算
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相对酶活，计算其余保温下的相对酶活力，以确定 rNpXYL 在不同温度条件下的

热稳定性。 

2.3.5.2 木聚糖酶最适 pH 及 pH 稳定性 

最适反应 pH 测定：在 37℃条件下，分别在 pH 值为 3.5、4.5、5.5、6.5、7.5、

8.5、9.5 的缓冲液中测定酶活力；pH 3-7 使用乙酸-乙酸钠缓冲液（100 mM），

pH 7-10 使用 Gly-NaOH（100 mM）缓冲液。以最高酶活力为 100%计算，以确定

rNpXYL 的最适反应 pH。 

pH 值稳定性的测定：使用对应 pH 范围的缓冲液溶解酶粉并配置酶液（100 

U/mL），在 50℃分别保温 0.5、1、1.5、2、2.5、3 h 后立即取出，在冰上放置 30 

min 并使用相同缓冲液（37℃，预热 5 min）稀释 10 倍后测定剩余酶活力，以未

经保温的初始酶活为 100%计算相对酶活，以确定 rNpXYL 的 pH 稳定性。 

2.3.6 阿魏酸酯酶酶活力的测定 

2.3.6.1 阿魏酸酯酶酶活力测定步骤 

将 0.9 mL Na2HPO4-柠檬酸（25 mM，pH 6.0）缓冲液与 1 mL 2 mM 阿魏酸

甲酯底物（使用 25 mM，pH 6.0 Na2HPO4-缓冲液配置）于 50℃预热 5 min 后加

入 0.1 mL 经适当稀释的酶液，混匀反应 15 min 后加入 2 mL 30%乙酸终止反应，

反应中释放的 FA 采用 HPLC 法测定[114]。色谱条件：DOC-18 色谱柱、检测波长

254 nm、柱温 35℃，流动相为甲醇∶水∶冰乙酸=70∶29∶1（V/V），流速 1 

mL/min，进样量为 10 μL。 

2.3.6.2 阿魏酸标准曲线 

使用分析天平精密称取 5.0 mg FA 标准品，乙醇溶解后使用容量瓶定容至 25 

mL，得到 200 mg/LFA 标准液，使用乙醇稀释后得到 5 μg/L、10 μg/L、20 μg/L、

50 μg/L、100 μg/L 的梯度样品，过 0.22μm 膜。浓度为横坐标，峰面积为纵坐标，

绘制标准曲线。 

2.3.6.3 酶活力计算公式 

          𝑈 =
𝐶 × 0.004 × 1000 × 𝑛

194.19 × 𝑡 × 𝑚
 

式中：U 为 FAE 酶活力，U/mL；C 为通过标准曲线算得的 FA 浓度，mg/L；

0.004 为反应总体积，L；10000 为 mg 与 μg 的转换系数；n 为样品的稀释倍数；

194.19 为 FA 的摩尔系数，g/mol；t 为反应时间，min；m 为样品的量，mL。 
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2.3.6.4 酶活力定义 

在上述反应条件下，1 min 降解阿魏酸甲酯生成 1 μmol 阿魏酸（FA）所需的

阿魏酸酯酶（FAE）酶量定义为 1 个酶活力单位（U）。 

2.3.7 木聚糖酶酶活力测定 

参照国标 GB/T 23874-2009《饲料添加木聚糖酶活力的测定 分光光度法》。 

2.3.8 蛋白质含量测定 

蛋白质含量测定采用 Bardford 法，具体步骤如下： 

（1）使用分析天平精确称取考马斯亮蓝 G250 100 mg 并加入 50 mL 95%乙醇

使其溶解后加入 100 mL 85%磷酸，定容至 1 L 后储存于棕色瓶中避光保存。 

（2）蛋白浓度标准曲线：称取牛血清蛋白（BSA）100 mg，使用 0.9% NaCl

定容至 100 mL，稀释后分别配置浓度为 5 μg/L、10 μg/L、20 μg/L、40 μg/L、80 

μg/L 梯度样品。 

（3）蛋白质含量测定：取 1 mL 释当稀释后的酶蛋白溶液，加入 5 mL 考马

斯亮蓝 G250 溶液，使用漩涡震荡仪混匀 3-5 s 后于 595 nm 处所测得的吸光值为

纵坐标，蛋白质浓度为横坐标绘制标准曲线。 

2.4 结果与讨论 

2.4.1 标准曲线 

2.4.1.1 阿魏酸标准曲线 

利用 HPLC 法测定阿魏酸含量，所得阿魏酸浓度与峰面积关系如图 2-1 所

示，其中拟合系数 R2=0.9997，表明拟合度较好，可以用作 FA 含量的定量分析

和计算使用。 

 

图 2-1 阿魏酸标准曲线（μg/ml） 
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Fig.2-1 Standard curve of ferulic acid (μg/ml) 

 

2.4.1.2 蛋白标准曲线 

利用分光光度法测定蛋白质含量，所得蛋白质浓度与吸光值关系如图 2-2 所

示，其中拟合系数 R2=0.9994，表明拟合度较好，可以用作蛋白质含量的定量分

析和计算使用。 

 

图 2-2 蛋白标准曲线（μg/mL） 

Fig.2-2 Protein standard curve (μg/mL) 

 

2.4.2 土曲霉阿魏酸酯酶（AtFAE）聚类分析 

测序结果表明，AtFAE 编码基因长 846 bp，共编码 281 个氨基酸残基，其 N-

端前 21 个氨基酸残基为信号肽序列；成熟肽含有 260 个氨基酸残基，等电点（pI）

为 4.38，利用软件 NetNGlyc 1.0 分析发现其内部含有一个 N-糖基化位点（第 79 位

氨基酸残基）。通过在线数据库 Blast/blastp（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast）对

AtFAE 完整序列（包含信号肽）进行比对，选择同源性较高的序列进行 ClustalW

多重比对（重复计算 1000 次），并进一步使用 MEGA 6.0 软件通过 Neighbor-Joining

（NJ）法构建系统发育树，结果如图 2-3 所示，发现 AtFAE 与黑曲霉（A. niger）、

宇佐美曲霉（Aspergillus usamii）和百岁兰曲霉（Aspergillus welwitschiae）等曲霉

属来源的 A 型 FAE 聚为一类（两两比对相似率>96%），其次与产黄青霉（Penicillium 

chrysogenum）、亚冬凌青霉（Penicillium subrubescens）、齿孢青霉（Penicillium 

daleae）等青霉属来源的 A 型 FAE 也具有较高的相似率（两两比对相似率>75%）。

此外，通过比对发现 AtFAE 与米曲霉（A. oryzae）、同心青霉（Penicillium 

concentricum）、嗜粪青霉（Penicillium fimorum）等来源的脂肪酶（Lipase class 3）
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具有较高的相似度（>80%）。因此，根据上述与 A 型 FAE 和脂肪酶具有高度相似

的序列比对结果，可以将 AtFAE 归类为 A 型 FAE[115]。 

 

图 2-3 AtFAE 系统发育分析 

Fig.2-3 Phylogenetic analysis for rAtFAE 

 

2.4.3 重组表达载体 pPIC9K-rNpXYL-rAtFAE 及重组毕赤酵母的构建 

EcoR I 和 Not I 双酶切，将融合基因 rNpXYL-rAtFAE 连接入同样进行双酶切

处理的质粒 pPIC9K 中，得到重组质粒 pPIC9K-rNpXYL-rAtFAE 如图 2-4（A）。 

其中，在基因克隆设计时于 rNpXYL、rAtFAE 基因之间加入了 Linker 基因片

段，序列为 GGGGSGGGGSKREAEA，其中 KREAEA 为毕赤酵母内源蛋白 Kex2

和 Ste13 的切割位点，以确保融合蛋白表达后能被切割成有生物活性的形式。并

且为便于土曲霉 W2 阿魏酸酯酶重组蛋白（rAtFAE）的分离纯化，在 AtFAE 的

羧基端引入了 His-tag 序列（His×6），从而得到其重组蛋白 rAtFAE，如图 2-4

（B）所示。 
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图 2-4 重组 pPIC9K-rNpXYL-rAtFAE 质粒图谱（A）及 Linker 切割位点示意图（B） 

Fig.2-4 Plasmid map of recombinant pPIC9K-rNpXYL-rAtFAE (A) and Linker cleavage site (B) 

 

重组质粒pPIC9K-rNpXYL-rAtFAE经测序无误后导入毕赤酵母中得到重组菌

GS115/rNpXYL-rAtFAE，重组菌点种含阿魏酸乙酯的 MM 筛选培养基，培养 3 d

后出现明显的透明圈，如图 2-5 所示，表明阿魏酸酯酶在重组毕赤酵母中成功获

得活性表达。 

 
图 2-5 MM 平板筛选 GS115/rNpXYL-rAtFAE 

Fig.2-5 MM Plate screening GS115/rNpXYL-rAtFAE 

 

2.4.4 重组菌 GS115/rNpXYL-rAtFAE 发酵 

重组菌 GS115/rNpXYL-rAtFAE 经 15 L 发酵罐发酵 108 h 后，发酵液中

rAtFAE 酶活单位为 17.38±0.34 U/mL、rNpXYL 酶活单位为 952.01±20.7 U/ mL。

发酵液中目标蛋白经 SDS-PAGE 检验，rAtFAE 分子量约为 39 kDa，rNpXYL 分
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子量约为 25 kDa。随着发酵时间的延长，出现了一些低分子量的蛋白质条带，可

能是由于高密度环境下细胞自溶后释放内源性蛋白酶（如溶菌酶），导致原有目

标蛋白被降解为小分子片段，如图 2-6 所示。 

 

图 2-6 GS115/rNpXYL-rAtFAE 上清液 SDS-PAGE 验证 

Fig. 2-6 SDS-PAGE verification of GS115/rNpXYL-rAtFAE supernatant 

 

2.4.5 rAtFAE 发酵制备及纯化 

重组菌 GS115/rAtFAE 经 15 L 发酵罐发酵 96 h 结束，rAtFAE 粗蛋白表达量

为 8.47±0.16 U/mL。发酵液中 rAtFAE 经硫酸铵沉淀后比酶活由 14.6 U/mg 提高

到 22.11 U/mg，纯化倍数为 1.51、回收率为 76.65%。经 His Trap HP 纯化后，比

酶活由 22.11 U/mg 提高到 29.41 U/mg，纯化倍数为 2.01、回收率为 52.47%，比

酶活力和纯化倍数分别提高了约 2 倍，如表 2-3。 

表 2-3 rAtFAE 的纯化步骤及结果 

Table 2-3 Purification steps and results of rAtFAE 

纯化步骤 总酶活（U） 总蛋白（mg） 
比 酶 活

（U/mg） 
纯化倍数 回收率（%） 

粗酶液 3570.23 244.43 14.6 1 100 

硫酸铵沉淀 2736.54 123.73 22.11 1.51 76.65 

His Trap HP 1873.52 63.69 29.41 2.01 52.47 

 

经 SDS-PAGE 检验，rAtFAE 分子量约为 39 kDa（如图 2-7 所示），约比

基于氨基酸序列预测的分子量（29 kDa）大 10 kDa，可能是由于糖基化修饰所

致。 
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1：标准蛋白 maker；2：重组菌 GS115/rAtFAE 发酵液；3：经过 80%盐析沉淀的粗

蛋白；4：经过 His Trap HP 亲和柱纯化的目标蛋白。 

图 2-7 rAtFAE 纯化结果 SDS-PAGE 验证 

Fig.2-7 rAtFAE purification results were verified by SDS-PAGE 

 

2.4.6 rAtFAE 最适反应温度及温度稳定性 

最适反应温度测定结果显示，rAtFAE 的相对催化活力在 50℃时最高。当温

度高于 50℃时，酶的活力急剧下降，在 35-50℃内具有较高的催化活力，约保留

了 80%以上的催化活性，如图 2-8（A）所示。温度稳定性研究表明，rAtFAE 在

30-50℃具有良好的热稳定性，经过 3 h 保温之后，酶活仍保留了 80%以上，但当

温度高于 50℃时，其热稳定性则急剧下降，在 70℃下保温 2.5 h 之后酶完全失

活，如图 2-8（B）所示。其中，将 55℃的酶活力与时间带入公式 t1/2=ln2/kd 可以

得到 rAtFAE 在该条件下的半衰期为 57.83 min。 
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图 2-8 温度对 rAtFAE 催化活性（A）及稳定性的影响（B） 

Fig.2-8 Effect of Temperature on Catalytic Activity (A) and Stability of rAtFAE (B) 

 

2.4.7 rAtFAE 最适 pH 值及 pH 值稳定性 

测定结果表明 rAtFAE在 pH 4.5-6.0范围内催化活力较高，最适 pH值为 6.0，

而当低于 4.5 或高于 6.0 时 rAtFAE 的催化活性急剧下降，例如当 pH 值为 4.0 和

7.5 时酶活力仅约为最高活力的 25%和 10%，如图 2-9（A）所示。pH 值稳定性

研究结果显示 rAtFAE 在 pH 5.5-6.5 范围内具有较好的稳定性，在 50℃保温 3 h

后残留酶活力在 70%以上；当 pH 低于 5.0 时残留酶活力急剧下降，表明该酶酸

性条件下稳定性较差，如图 2-9（B）所示。 

 

 

 

图 2-9 pH 对 rAtFAE 催化活性（A）及稳定性的影响（B） 

Fig.2-9 Effect of pH on catalytic activity (A) and stability of rAtFAE (B) 

 

2.4.8 金属离子对 rAtFAE 酶活力的影响 

金属离子（终浓度 2.5 mM）对 rAtFAE 活力的影响研究表明 Ca2+和 Mn2+对

该酶具有显著的抑制作用（如表 2-4 所示），Fe2+对该酶具有显著的促进作用，

其他所测试的二价或一价盐离子对 rAtFAE 酶活力没有显著影响。 

表 2-4 金属离子对 rAtFAE 酶活力的影响 

Table 2-4 Effect of metal ions on rAtFAE enzyme activity 
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金属离子（2.5 mM） 相对酶活力（%） 

对照 100±2.81 c 

Zn2+ 95±4.01 cd 

Mn2+ 91±7.52 d 

Mg2+ 97±3.42 cd 

Na+ 101±4.0 bc 

K2+ 103±3.69 c 

Ca2+ 77±4.58 f 

Cu2+ 104±4.68 b 

Fe2+ 130±3.06 a 

Co2+ 94±7.03 cd 

 

2.4.9 表面活性剂对 rAtFAE 酶活力的影响 

三种常用表面活性剂对 rAtFAE 活力影响如表 2-5 所示，低浓度的 EDTA（终

浓度 2.5-5 mM）对 rAtFAE 活力具有促进作用，而高浓度的 EDTA（终浓度 10 

mM）则对 rAtFAE 活力具有显著的抑制作用；Tween-80 对 rAtFAE 具有抑制作

用，且 Tween-80 浓度越高，其对酶活力的抑制作用越强；与 Tween-80 相似，

Triton X-100 对 rAtFAE 活力也具有强烈的抑制作用，且 Triton X-100 浓度越高，

其对酶活力的抑制作用越强。 

表 2-5 表面活性剂对 rAtFAE 催化活力的影响 

Table 2-5 Effect of surfactants on the catalytic activity of rAtFAE  

表面活性剂（终浓度） 相对酶活力（%） 

对照 100±2.37 c 

EDTA （2.5 mM） 127.65±3.68 a 

EDTA （5 mM） 113.43±1.34 b 

续表 2-4 
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EDTA （10 mM） 80.74±1.91 d 

Tween-80 （0.005%） 97.94±4.27 c 

Tween-80 （0.01%） 86.85±5.68 d 

Tween-80 （0.02%） 63.50±4.81 e 

Triton X-100 （2.5 mM） 69.71±1.98 d 

Triton X-100 （5 mM） 66.12±1.39 de 

Triton X-100 （10 mM） 55.18±0.39 f 

 

2.4.10 rAtFAE 米氏常数的测定 

采用双倒数做图[116]，分别使用 4 种不同底物测定并计算 rAtFAE 的酶促动

力学参数，如表 2-6 所示。结果表明，rAtFAE 作用四种不同底物后均可释放 FA，

且当使用 MSA 为底物时表现出的比酶活力和最大催化反应速度均为最高。按文

献所述[117]，基于底物特异性和序列相似性对 FAE 进行分类时，能够同时水解

MFA、MpCA 和 MSA，但不能水解 MCA 的 FAE 归类为 A 型，且序列与脂肪酶

相似；能够同时水解 MFA、MpCA 和 MCA，但不能水解 MSA 的 FAE 归类为 B

型，其序列与乙酰木聚糖酯酶相似；能够同时水解上述 4 种底物的可以归类为 C

型或 D 型，其中 C 型序列与绿原酸酯酶或鞣酸酶相似，D 型序列与 XYL 相似。

这种早期在没有大量 FAE 氨基酸序列作为参考时，仅基于底物特异性进行的 4

种类型分类法具有一定的局限性[118]，目前基于 FAE 氨基酸序列聚类分析法可以

将 FAE 更为科学地分类为 7 种[119]，甚至 11 种[118]。因此，本研究中虽然 rAtFAE

能够同时水解 4 种底物且按照底物特异性分类法不能归类为 A 型 FAE，但由于

氨基酸序列聚类分析时发现 AtFAE 可以与部分曲霉来源的 A 型 FAE 聚为一类，

且序列与脂肪酶相似（如图 2-3 所示），因此我们参考更为细化的序列比对聚类

分析法将 AtFAE 归类为 A 型 FAE。 

表 2-6 rAtFAE 对不同底物酶促反应常数 

Table 2-6 Enzymatic reaction constants of rAtFAE by using four different substrates 
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底物 

Specific 

activity/ 

（U/mg） 

Km 

（mmol/L） 

Vmax 

[mmol /

（min·mg）] 

Kcat/Km[1/

（mmol/L·min）] 

MFA 7.41 4.79 84.77 112.64 

MSA 10.33 2.54 39.47 96.85 

MpCA 9.21 1.73 65.7 237 

MCA 7.19 1.21 49.56 255 

 

2.4.11 木聚糖酶最适温度及稳定性 

将硫酸铵沉淀后的 rNpXYL-rAtFAE 按照 2.3.7 方法对 rNpXYL 进行温度及

温度稳定性测定。最适反应温度测定结果显示，rNpXYL 的相对催化活力在

65℃时最高。当温度高于 65℃时，酶的活力开始下降，在 40-55℃内其酶催化

活力区间在 50%-80%之间，而在 60-70℃内具有较高的催化活力，约保留了

80%以上的催化活性，如图 2-10（A）所示。温度稳定性研究表明，rNpXYL 在

40-45℃具有良好的热稳定性，经过 3 h 保温之后，酶活仍保留了 80%以上，在

45-55℃保温 3 h 后其酶活力保留了 50%以上。但当温度高于 55℃时，其热稳定

性则急剧下降，在 65-70 摄氏度℃下保温 3 h 之后酶几乎完全失活，如图 2-10

（B）所示。 

 

续表 2-6 
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图 2-10 温度对木聚糖酶催化活性（A）及稳定性的影响（B） 

Fig.2-10 Effect of temperature on catalytic activity (A) and stability of xylanase (B) 

 

2.4.12 木聚糖酶最适 pH 及 pH 稳定性 

将硫酸铵沉淀后的 rNpXYL-rAtFAE 按照 2.3.7 方法对 rNpXY 进行 pH 及 pH

稳定性测定。测定结果表明 rNpXYL 在 pH 4.5-8.5 范围内催化活力较高，最适 pH

值为 7.5，具有较为广泛的 pH 范围，其酶活力保留了 80%以上，如图 2-11（A）

所示。pH 值稳定性研究结果显示 rNpXYL 在 pH 6.5 时具有较好的稳定性，但其

余 pH 条件下的稳定性较差；当 pH 低于 5.5 时和高于 6.5 时残留酶活力急剧下

降，如图 2-11（B）所示。 

 

 

图 2-11 pH 对木聚糖酶催化活性（A）及稳定性的影响（B） 

Fig.2-11 Effect of pH on catalytic activity (A) and stability of xylanase (B) 

 

2.6 本章小结 

本章将 rAtFAE 和 rNpXYL 与 pPIC9K 质粒连接并于毕赤酵母中进行了融合

表达，对 rAtFAE 进行了聚类分析比对和底物模拟对接确定为 A 型 FAE。将发酵

液中目标蛋白纯化后研究了其酶学性质，具体结论如下： 

（1）将全基因合成的重组质粒 pPIC9K-rNpXYL-rAtFAE，用 Sac I 线性化后，

并将其电转化导入巴斯德毕赤酵母 GS115 感受态细胞中，利用 MD 平板筛选得

到重组菌，再利用含有阿魏酸已酯的 MM 筛选培养基筛选得到具有 FAE 活性表

达的重组酵母 GS115/rNpXYL-rAtFAE。 
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（2）将重组菌 GS115/rAtFAE 进行 15 L 发酵罐高密度发酵后，rAtFAE 粗蛋

白表达量为 8.17±0.16 U/mL。发酵液经硫酸铵沉淀、His Trap HP 等步骤纯化后，

比酶活力和纯化倍数分别提高了约 2 倍。经 SDS-PAGE 检验，rAtFAE 分子量约

为 39 kDa，约比基于氨基酸序列预测的分子量（29 kDa）大 10 kDa，利用软件

NetNGlyc 1.0 分析发现其内部含第 79 位氨基酸残基有一个 N-糖基化位点。 

（3）理化性质研究结果显示最适温度为 50℃时，在 50℃以下较为稳定；最

适 pH 为 6.0，在 pH 5.5-6.5 范围内具稳定性较好；Fe2+（2.5 mM）对该酶具有显

著的促进作用，而 Ca2+、Mn2+以及 Tween-80（0.01%）和 Triton X-100（2.5 mM）

对该酶具有显著的抑制作用。虽然 AtFAE 可以同时水解 MSA、MpCA、MFA 和

MCA 等 4 种底物，但由于氨基酸序列聚类分析时发现 AtFAE 可以与部分曲霉来

源的 A 型 FAE 聚为一类，且序列与脂肪酶相似，因此我们参考更为细化的序列

比对聚类分析法将 AtFAE 归类为 A 型 FAE。 

（4）对 rNpXYL 进行了酶学性质研究，rNpXYL 的相对催化活力在 65℃时

最高。当温度高于 65℃时，酶的活力开始下降，在 40-55℃内其酶催化活力区间

在 50%-80%之间，而在 60-70℃内具有较高的催化活力，约保留了 80%以上的催

化活性；在 pH 4.5-8.5 范围内催化活力较高，最适 pH 值为 7.5，具有较为广泛的

pH 范围，其酶活力保留了 80%以上，pH 值稳定性研究结果显示 rNpXYL 在 pH 

6.5 时具有较好的稳定性。 
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第三章 重组毕赤酵母产阿魏酸酯酶发酵条件优化 

3.1 引言 

基础培养基的碳氮源比例直接影响菌体生长密度。在毕赤酵母的高密度发

酵中，甘油常作为生长期的主要碳源用于快速积累生物量，但其残留可能抑制

AOX1 启动子的激活[120, 121]；而氮源（如硫酸铵、酵母提取物）的供给则影响

细胞内氨基酸池的丰度，进而影响蛋白合成速率。此外，微量元素（如生物

素、金属离子）的缺乏可能导致酶蛋白折叠异常或活性中心结构不稳定[122]。研

究表明[123]，毕赤酵母产酶的最适 pH 通常介于 5.0-6.0，但不同来源 FAE 的酸

碱耐受性存在显著差异。同时，溶氧量（DO）的调控对高密度发酵至关重要。 

本研究以重组毕赤酵母产 rNpXYL-rAtFAE 的培养基优化为目标，采用均匀

实验设计在 BSM 培养基基础上添加蛋白胨、酵母粉、硝酸铵等碳源并添加了 10

种氨基酸作为辅助营养物质进行均匀实验设计 U*10（59）、U*10（510）。并在诱

导阶段添加一定量的山梨醇与甲醇混合诱导，由于山梨醇是非抑制性碳源，添加

山梨醇可以减轻甲醇诱导时所带来的毒性[96]。 

3.2 实验材料 

3.2.1 主要仪器设备 

实验主要仪器同 2.2.2。 

3.2.2 主要试剂 

本研究使用的主要试剂如表 3-1、表 3-2 及表 3-3。 

表 3-1 材料与试剂 

Table 3-1 Materials and reagents 

试剂 生产厂家 级别 

甘氨酸 上海阿拉丁生化科技股份有限公司 AR 

缬氨酸 上海阿拉丁生化科技股份有限公司 AR 

组氨酸 上海阿拉丁生化科技股份有限公司 AR 

苏氨酸 上海阿拉丁生化科技股份有限公司 AR 

半胱氨酸 上海阿拉丁生化科技股份有限公司 AR 

精氨酸 上海阿拉丁生化科技股份有限公司 AR 

色氨酸 上海阿拉丁生化科技股份有限公司 AR 
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谷氨酸 上海阿拉丁生化科技股份有限公司 AR 

异亮氨酸 上海阿拉丁生化科技股份有限公司 AR 

天冬氨酸 上海阿拉丁生化科技股份有限公司 AR 

 

表 3-2 BSM 培养基成分 

Table 3-2 BSM medium components 

成分 每升培养基用量 说明 

85%磷酸 26.7 mL 混合后121℃、灭菌15 min 

硫酸钙 0.93 g  

硫酸钾 18.2 g  

七水硫酸镁 14.9 g  

氢氧化钾 4.1 g  

甘油 40 g  

消泡剂 0.2 mL  

微量元素（PTM1） 4.78 mL 过滤灭菌 

生物素 0.96 mg 配制0.4 mg/L母液，过滤灭菌 

 

表 3-3 微量元素（PTM1） 

Table 3-3 Trace elements (PTM1) 

成分 添加量（g/L） 

五水硫酸铜 6 

碘化钠 0.08 

一水硫酸锰 3.0 

二水钼酸钠 0.2 

硼酸 0.02 

氯化钴 0.5 

氯化锌 20 

七水硫酸亚铁 65 

硫酸 5 mL 

生物素 0.2 
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其他试剂同 2.2.3。 

3.3 实验方法 

3.3.1 GS115/rNpXYL-rAtFAE 摇瓶发酵条件 

将重组毕赤酵母 GS115/rNpXYL-rAtFAE 在 MD 固体培养基中活化 3-5 d 后

挑取单菌落接种至 30 mL/250 mL YPD 种子培养基 30℃、200 r/min 培养 24 h，

1%接种量到 50 mL/250 mL MD 液体培养基中培养 24 h 之后 8000 r/min 离心 10 

min 去上清，同时用灭菌的 BSM 无机盐培养基悬浮细胞，10%接种量，接种后

依次加入 0.5% 甲醇、0.4% PTM1 微量盐、0.1% 生物素（2 mg/L），于 30℃、

200 rpm 恒温摇床中培养，每 24 h 添加一次甲醇（至终浓度为 1%）同时取 500 

μL 用于酶活力检测。 

3.3.2 摇瓶发酵培养基优化 

3.3.2.1 BSM 无机盐组分对酶活力的影响 

为了探究在 BSM 无机盐培养基基础上添加额外的碳源，对菌体目标蛋白表

达量的影响。在 BSM 无机盐培养基：硫酸钾、硫酸钙、PTM1、生物素（500×）、

七水硫酸镁（氢氧化钾和 28%氨水不参与均匀实验设计）基础上添加酵母粉、蛋

白胨、硫酸铵、硝酸铵四种碳源。使用均匀实验设计出 U*10（59）均匀表，设计

10 组 9 因素五水平均匀实验，如表 3-4 所示，以未添加碳源的 BSM 无机盐培养

基为对照。 

 

表 3-4 BSM 无机盐组分 9 因素 5 水平均匀实验设计 

Table 3-4 Experimental design of BSM inorganic salt composition 9 factors, and 5 levels uniform 

    因素（g/L）    

实验

号 
K2SO4 CaSO4 酵母粉 蛋白胨 硫酸铵 硝酸铵 

PTM1

（mL） 

MgSO4-

7H2O 

生物素

（500×） 

 X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8 X9 

N1 5 

（30） 

3 

（10） 

1 

（0） 

3

（15） 

5 

（2） 

1 

（0） 

4 

（2） 

3 

（15） 

1 

（1） 

N2 4

（25） 

5 

（15） 

3

（10） 

5

（25） 

2 

（5） 

2 

（5） 

5 

（6） 

1 

（7.5） 

3 

（1.5） 
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    因素（g/L）    

实验

号 
K2SO4 CaSO4 酵母粉 蛋白胨 硫酸铵 硝酸铵 

PTM1

（mL） 

MgSO4-

7H2O 

生物素

（500×） 

 X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8 X9 

N3 3

（20） 

3 

（10） 

1 

（0） 

3

（15） 

1 

（0） 

4

（15） 

1 

（2） 

2 

（12） 

5 

（3） 

N4 1

（10） 

2（ 

7.5） 

2 

（5） 

4

（20） 

3

（10） 

5

（20） 

5 

（6） 

4

（18.5） 

2 

（1.5） 

N5 4

（25） 

1 

（5） 

3

（10） 

5

（25） 

4

（15） 

3

（10） 

2 

（3） 

5

（22.5） 

5 

（3） 

N6 2

（15） 

1 

（5） 

4

（15） 

2

（10） 

1 

（0） 

1 

（0） 

3 

（4） 

3 

（15） 

2 

（1.5） 

N7 5

（30） 

4

（12.5） 

5

（20） 

2

（10） 

2 

（5） 

5

（20） 

3 

（4） 

5

（22.5） 

3 

（2） 

N8 2

（15） 

4

（12.5） 

5

（20） 

4

（20） 

4

（15） 

3

（10） 

1 

（2） 

2 

（12） 

1 

（1） 

N9 3

（20） 

2 

（7.5） 

4

（15） 

1 

（5） 

5

（20） 

4

（15） 

4 

（5） 

1 

（7.5） 

4 

（2.5） 

N10 1

（10） 

5 

（15） 

2 

（5） 

1 

（5） 

3

（10） 

2 

（5） 

2 

（3） 

4

（18.5） 

4 

（2.5） 

 

3.3.2.2 氨基酸对酶活力的影响 

为了探究各种氨基酸之间对菌体目标蛋白的表达量是否有影响，如表 3-5 所

示，使用均匀实验设计出 U*10（510）均匀表，并且在培养基中添加十种氨基酸，

分别为甘氨酸、缬氨酸、组氨酸、苏氨酸、半胱氨酸、精氨酸、色氨酸、谷氨酸、

异亮氨酸、天冬氨酸，并以未添加氨基酸的培养基为对照。

续表 3-4 



安徽工程大学硕士学位论文 

36 

 

表 3-5 10 因素 5 水平氨基酸均匀实验设计 

Table 3-5 Experimental design of amino acid uniformity at 10 factors and 5 levels 

 

 

 
       

 因素

（mM） 
         

实验号 
甘氨酸 缬氨酸 组氨酸 苏氨酸 半胱氨酸 精氨酸 色氨酸 谷氨酸 异亮氨酸 天冬氨酸 

X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8 X9 X10 

N1 3（10） 1（0） 4（15） 3（10） 1（0） 5（20） 4（15） 5（20） 1（0） 3（10） 

N2 1（0） 5（20） 2（5） 2（5） 2（5） 4（15） 5（20） 3（10） 3（10） 5（20） 

N3 5（20） 2（5） 1（0） 1（0） 4（15） 4（15） 2（5） 4（15） 3（10） 4（15） 

N4 5（20） 5（20） 3（10） 3（10） 3（10） 1（0） 3（10） 5（20） 5（20） 1（0） 

N5 4（15） 4（15） 5（20） 2（5） 2（5） 3（10） 1（0） 1（0） 2（5） 2（5） 

N6 1（0） 4（15） 4（15） 4（15） 5（20） 2（5） 2（5） 4（15） 2（5） 4（15） 

N7 2（5） 2（5） 2（5） 5（20） 1（0） 2（5） 1（0） 3（10） 4（15） 2（5） 

N8 4（15） 3（10） 5（20） 5（20） 3（10） 5（20） 3（10） 2（5） 5（20） 5（20） 

N9 3（10） 3（10） 1（0） 4（15） 4（15） 1（0） 5（20） 1（0） 1（0） 3（10） 

N10 2（5） 1（0） 3（10） 1（0） 5（20） 3（10） 4（15） 2（5） 4（15） 1（0） 
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3.3.2.3 山梨醇对酶活力的影响 

为探究添加山梨醇对酶活力的影响，将 GS115/rNpXYL-rAtFAE 重组毕赤酵

母于 MD 平板上活化后于按照 3.3.1 培养方法制备种子液后，10%接种量连同 0.5% 

甲醇、0.4% PTM1 微量盐、0.1% 生物素（500×）一同加入，同时将山梨醇分别

按照 1 mM、10 mM、20 mM、40 mM、80 mM、100 mM 的浓度加入优化后的培

养基中进行摇瓶发酵，每 12 h 添加 0.5% 甲醇同时取 500 μL 用于酶活力检测。 

3.3.3 15 L 发酵罐发酵工艺 

将重组毕赤酵母 GS115/rNpXYL-rAtFAE 在 MD 固体培养基中活化 3-5 d 后

挑取单菌落接种至 30 mL/250 mL YPD 种子培养基 30℃、200 r/min 培养 24 h，

1%接种量到 150 mL/500 mL MD 培养基中培养 24 h 至 OD600=6。优化后的培养

基于发酵罐 121℃、20 min 灭菌后使用 28%氨水调节 pH 至 6.0。发酵工艺参数

控制：温度 30℃、进气量（1：1.66 v/v）、罐压 0.05 Mpa、转速 500 rpm，装液

量 60%，接种量 10%。待菌体消耗完培养基中的初始的 4%甘油后（溶解氧上升

至 100%），流加 50%甘油 400 mL，使菌体湿重为 180-220 g/L 之间。溶解氧回

归 100%且饥饿菌体 40 min 后按照 3.6 mL/L/h 流加甲醇，同时开启 DO-star 法

（正向设置为 15%）。2-3 h 后调控甲醇流速将溶解氧控制在 10%-40%区间，每

12 h 取样检测菌体湿重、蛋白含量和酶活力。 

3.3.4 15 L 发酵罐放大发酵工艺优化 

3.3.4.1 温度对重组酶表达量的影响 

为探究发酵过程温度对菌体生长及分泌目标蛋白的影响，使用相同的发酵策

略对重组菌发酵时的温度进行单因素实验，将发酵过程中的温度设为 26、28、

30、32℃四个不同条件，OD600=6 左右按照 10%接种量，接种入 9 L/15 L 发酵罐

中。每 12 h 取样检测发酵过程中菌体湿重、蛋白质含量及酶活力。 

3.3.4.2 高溶解氧（15%-85%）对重组酶表达量的影响 

将优化后的培养基运用在 15 L 发酵罐中，优化策略为甲醇诱导时通过控制

甲醇流速，使溶解氧维持在 15%-85%区间。每 8 h 取样检测发酵过程中的菌体

湿重、蛋白含量及酶活力。 

3.3.4.3 低溶解氧（10%-40%）重对组酶表达量的影响 
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使用相同的优化策略，在甲醇诱导时通过调整甲醇的流加速度控制溶解氧

在 10%-40%之间。并每 8 h 取样检测发酵过程中的菌体湿重、蛋白含量及酶活

力。 

3.4 方法分析 

3.4.1 阿魏酸酯酶活力的测定 

参照 2.1.1。 

3.4.2 木聚糖酶活力测定 

参照 2.4.2。 

3.4.3 蛋白质含量测定 

参照 2.4.3。 

3.4.4 菌种湿重检测方法 

于 50 mL 离心管中取 20 mL 菌液，5000 rpm、10 min 后去上清，称量重量。

计算公式如下： 

          湿重𝐺 = （𝐺1 − 𝐺2）×n 

式子中：G 为菌体湿重 g/L；G1 为菌体和离心管总重量；G2 为离心管重量；n 为

取样菌液克数与 1000 之间的倍数。 

3.5 结果与讨论 

3.5.1 GS115/rNpXYL-rAtFAE 摇瓶发酵过程 

每 24 h 取样检测 rNpXYL-rAtFAE 中的 rAtFAE 酶活力，结果显示第 6 d 之

后酶活力便不再增长，如图 3-1 所示。 
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图 3-1 发酵周期内的 rAtFAE 酶活力变化 

Fig.3-1 Changes in rAtFAE enzyme activity during the fermentation cycle 

 

3.5.2 摇瓶发酵培养基优化 

3.5.2.1 BSM 无机盐组分对酶活力的影响 

将重组毕赤酵母 GS115/rNpXYL-rAtFAE 使用均匀实验设计出的 10 组不同

因素不同水平试验方案进行摇瓶发酵，并检测 rAtFAE 酶活力，结果显示 15 g/L 

硫酸钾、5 g/L 硫酸钙、15 g/L 酵母粉、10 g/L 蛋白胨、4 mL/L PTM1，15 g/L 

七水硫酸镁，1.5 mL/L 生物素（2 mg/L）的 N6 组为组内最高酶活，结果如表 3-

6 所示。 

表 3-6 BSM 无机盐组分均匀实验设计结果 

Table 3-6 Experimental design results of homogeneous components of BSM inorganic salts 

 

    因素（g/L）     

实

验

号 

K2SO4 CaSO4 酵母粉 蛋白胨 硫酸铵 硝酸铵 
PTM1

（mL） 

MgSO4-

7H2O 

生物素

（500×） 

酶活 Y/

（U/mL） 

 X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8 X9  

N1 
5 

（30） 

3 

（10） 

1 

（0） 

3

（15） 

5 

（2） 

1 

（0） 

4 

（2） 

3 

（15） 

1 

（1） 
0.387±0.07 

N2 
4

（25） 

5 

（15） 

3

（10） 

5

（25） 

2 

（5） 

2 

（5） 

5 

（6） 

1 

（7.5） 

3 

（1.5） 
1.692±0.16 

N3 
3

（20） 

3 

（10） 

1 

（0） 

3

（15） 

1 

（0） 

4

（15） 

1 

（2） 

2 

（12） 

5 

（3） 
0.624±0.13 

N4 
1

（10） 

2（ 

7.5） 

2 

（5） 

4

（20） 

3

（10） 

5

（20） 

5 

（6） 

4

（18.5） 

2 

（1.5） 
1.252±0.19 

N5 
4

（25） 

1 

（5） 

3

（10） 

5

（25） 

4

（15） 

3

（10） 

2 

（3） 

5

（22.5） 

5 

（3） 
1.458±0.11 

N6 
2

（15） 

1 

（5） 

4

（15） 

2

（10） 

1 

（0） 

1 

（0） 

3 

（4） 

3 

（15） 

2 

（1.5） 
2.315±0.23 

N7 
5

（30） 

4

（12.5） 

5

（20） 

2

（10） 

2 

（5） 

5

（20） 

3 

（4） 

5

（22.5） 

3 

（2） 
1.769±0.15 

N8 
2

（15） 

4

（12.5） 

5

（20） 

4

（20） 

4

（15） 

3

（10） 

1 

（2） 

2 

（12） 

1 

（1） 
1.864±0.23 

N9 
3

（20） 

2 

（7.5） 

4

（15） 

1 

（5） 

5

（20） 

4

（15） 

4 

（5） 

1 

（7.5） 

4 

（2.5） 
1.732±0.06 

N10 
1

（10） 

5 

（15） 

2 

（5） 

1 

（5） 

3

（10） 

2 

（5） 

2 

（3） 

4

（18.5） 

4 

（2.5） 
1.216±0.09 
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通过 DPS 9.50 软件对均匀设计实验结果进行二次多项式逐步回归分析，显

示 N6 配方组合的 rAtFAE 活力最高，其回归方程为： 

Y=-0.628062657+1.7989911588X3-0.0025045243692X4+0.0023704352449X1

*X1-0.25272470777X3*X3-0.010746002229X2*X8+0.011333611946X3*X6-0.023

151486543X4*X7-0.04392173320X5*X9。 

该回归方程相关系数 R=1，调整后的相关系数 Ra=1，总体显著性检验值

F=62499.906，显著水平 P=0.0031，剩余标准差 S=0.0004，即方程拟合性良好。

根据表 3-7 中的 t 检验值可推出各因素对 rAtFAE 活力的影响大小依次为

X3>X9>X1>X4,即酵母粉>生物素（500×）>硫酸钾>蛋白胨，并根据回归方程结

果显示出，硫酸钙和七水硫酸镁、酵母粉和硝酸铵、蛋白胨和 PTM1 两两之间有

一定的相互交联作用。 

表 3-7 培养基组分的均匀实验设计逐步回归分析结果 

Table 3-7 Stepwise regression analysis results of homogeneous experimental design of culture 

medium components 

影响因子 偏相关 t 检验值 p-值 

r（y,X3 ） 1 1302.524 0.0001 

r（y,X4 ） -0.9981 16.3236 0.0037 

r（y,X1*X1） 0.9999 97.3008 0.0001 

r（y,X3*X3） -1 960.457 0.0001 

r（y,X2*X8） -1 361.6351 0.0001 

r（y,X3*X6） 1 193.1534 0.0001 

r（y,X4*X7） -1 420.3985 0.0001 

r（y,X5*X9） -1 755.2575 0.0001 

 

通过对回归方程进行非线性规划优化得到最优组合为 K2SO4 25 g/L，CaSO4 

5.0 g/L，酵母粉 13.4 g/L，蛋白胨 5 g/L，硫酸铵 0 g/L，硝酸铵 20 g/L，PTM1 

0.2%，七水硫酸镁 7.512 g/L，生物素（500×） 0.1%，此条件下最大的 rAtFAE

酶活力为 2.76 U/mL。而对照组的酶活力为 2.03 U/mL，优化后的酶活力提高了

36%。 

3.5.2.2 氨基酸对酶活力的影响 
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将重组毕赤酵母 GS115/rNpXYL-rAtFAE 使用均匀实验设计出的 10 组不同

因素不同水平试验方案进行摇瓶发酵，并检测 rAtFAE 酶活力，结果显示甘氨酸 

20 mM，缬氨酸 5 mM，半胱氨酸 15 mM，精氨酸 15 mM，色氨酸 5 mM，谷

氨酸 15mM、异亮氨酸 10 mM，天冬氨酸 15 mM 的 N3 组酶活最高，实验结果

如表 3-8 所示。
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表 3-8 10 因素 10 水平氨基酸均匀实验设计结果 

Table 3-8 Experimental design results of homogeneous amino acids at 10 factors and 10 levels 

        因素（mM）            

实验号 
甘氨酸 缬氨酸 组氨酸 苏氨酸 

半胱 
精氨酸 色氨酸 

 
谷氨酸 

异亮 天冬 

酶活 Y/（U/mL） 氨酸 氨酸 氨酸 

X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8 X9 X10 

N1 3（10） 1（0） 4（15） 3（10） 1（0） 5（20） 4（15） 5（20） 1（0） 3（10） 3.48±0.097 

N2 1（0） 5（20） 2（5） 2（5） 2（5） 4（15） 5（20） 3（10） 3（10） 5（20） 2.95±0.02 

N3 5（20） 2（5） 1（0） 1（0） 4（15） 4（15） 2（5） 4（15） 3（10） 4（15） 3.54±0.091 

N4 5（20） 5（20） 3（10） 3（10） 3（10） 1（0） 3（10） 5（20） 5（20） 1（0） 3.3±0.053 

N5 4（15） 4（15） 5（20） 2（5） 2（5） 3（10） 1（0） 1（0） 2（5） 2（5） 2.84±0.006 

N6 1（0） 4（15） 4（15） 4（15） 5（20） 2（5） 2（5） 4（15） 2（5） 4（15） 3.28±0.034 

N7 2（5） 2（5） 2（5） 5（20） 1（0） 2（5） 1（0） 3（10） 4（15） 2（5） 2.64±0.033 

N8 4（15） 3（10） 5（20） 5（20） 3（10） 5（20） 3（10） 2（5） 5（20） 5（20） 2.13±0.008 

N9 3（10） 3（10） 1（0） 4（15） 4（15） 1（0） 5（20） 1（0） 1（0） 3（10） 3.17±0.035 

N10 2（5） 1（0） 3（10） 1（0） 5（20） 3（10） 4（15） 2（5） 4（15） 1（0） 3.03±0.264 
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通过 DPS 9.50 软件对均匀设计实验结果进行二次多项式逐步回归分析，显

示 N3 配方组合的 rAtFAE 活力最高，其回归方程为： 

Y=3.016391513+0.012714043862X8*X8+0.019780930551X1*X5+0.00001778

6379350X1*X7-0.0026122675136X2*X3-0.0011102708466X2*X5-

0.010748901373X3*X6+0.030113774706X4*X8-0.04632287114X4*X9 

如表 3-9 所示，该回归方程相关系数 R=1，调整后的相关系数 Ra=1，总体

显著性检验值 F=62499.91，显著水平 P=0.0031，剩余标准差 S=0，即方程拟合性

良好。根据表 4 中的 t 检验值可推出各因素对 rAtFAE 活力的影响大小依次为

X4*X9> X1*X5> X3*X6> X4*X8> X8> X2*X3> X2*X5> X1*X7。从结果中可以

看出氨基酸之间具有相互交联作用，且效果远大于单种氨基酸。即苏氨酸*异亮

氨酸>甘氨酸*半胱氨酸>组氨酸*精氨酸>苏氨酸*谷氨酸>谷氨酸>缬氨酸*谷氨

酸>缬氨酸*半胱氨酸>甘氨酸*色氨酸。 

表 3-9 添加氨基酸的均匀实验设计逐步回归分析结果 

Table 3-9 Stepwise regression analysis results of homogeneous experimental design with amino 

acids 

影响因子 偏相关 t 检验值 p-值 

r（y,X8*X8） 1 14535.02 0.0001 

r（y,X1*X5） 1 19412.55 0.0001 

r（y,X1*X7） 0.9989 21.2682 0.0022 

r（y,X2*X3） -1 3205.001 0.0001 

r（y,X2*X5） -1 1107.858 0.0001 

r（y,X3*X6） -1 19288.19 0.0001 

r（y,X4*X8） 1 16794.93 0.0001 

r（y,X4*X9） -1 56157.98 0.0001 

 

通过对回归方程进行非线性规划优化得到最优组合为甘氨酸 20.0 mM，缬

氨酸 0 mM，组氨酸 0 mM，苏氨酸 20.0 mM，半胱氨酸 20 mM，精氨酸 0 mM，

色氨酸 0.8 mM，谷氨酸 20.0 mM，异亮氨酸 0 mM，天冬氨酸 14.0 mM。此条

件下最大的 rAtFAE 酶活力为 4.33 U/mL。相较于对照组的 2.64 U/mL，添加氨基

酸后酶活力提高了 64%。 

3.5.2.3 山梨醇对酶活力的影响 
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以未添加山梨醇作为对照组，1、5、10 mM 山梨醇添加量对酶活力有促进作

用；当浓度高于 10 mM 时，酶活力开始降低，其最适山梨醇添加量为 10 mM，

结果如图 3-2 所示。10 mM 的山梨醇添加量下的 rAtFAE 酶活力为 4.5±0.14 U/mL

相较于未添加山梨醇对照 4.25±0.22 U/mL，酶活力从提高了 5.9%，结果如图 3-

2 所示。 

 
图 3-2 山梨醇浓度对酶活力的影响 

Fig. 3-2 Effect of sorbitol concentration on enzyme activity 

 

3.5.3 重组酵母 GS115/rNpXYL-rAtFAE 15 L 发酵罐放大发酵工艺优化 

3.5.3.1 高溶解氧（15%-85%）发酵对重组酶表达量的影响 

（1）菌体湿重变化 

发酵罐中甘油消耗完毕后流加 300 mL 50%甘油阶段，菌体湿重增长速度要

高于甲醇诱导时的湿重，诱导前湿重 G=129.58 g/L。甲醇诱导后菌体增长缓慢，

诱导时控制甲醇流速使溶氧区间在 15%-85%之间，诱导时间持续了约 78 h，最

终湿重 G 为 280 g/L。其结果如图 3-3 所示。 

 
图 3-3 发酵过程湿重变化曲线 
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Fig. 3-3 Wet weight curve during fermentation 

 

（2）重组酶活力及蛋白质变化 

诱导时菌体湿重 G 为 129.58 g/L，最高甲醇流速为 7.5 mL/h/L，直至发酵结

束。最终 rAtFAE 与 rNpXYL 酶活力分别为 8.05±0.2 U/mL、436.32±7.11 U/mL,

蛋白浓度为 477.97±7.11 μg/g，结果如图 3-4 所示。 

 
图 3-4 发酵过程中 rAtFAE 与 rNpXYL 酶活力及蛋白含量变化曲线 

Fig.3-4 Enzyme activity and protein content curves of rAtFAE and rNpXYL during 

fermentation 

 

3.5.3.2 低溶解氧（10%-40%）发酵对蛋白表达量的影响结果 

（1）菌体湿重变化 

重组菌消耗培养基内甘油阶段菌体快速增长，在流加 300 mL 50%甘油阶段

菌体迅速增长至湿重 G=209.15 g/L。甲醇诱导后的菌体湿重开始缓慢增长。诱导

时间持续了约 121 h，发酵结束时湿重 G=311.26 g/L，结果如图 3-5 所示。 

 

图 3-5 发酵过程中的菌体湿变化情况 

Fig.3-5 Wet changes in the bacteria during fermentation 
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（2）重组酶活力与总蛋白含量变化 

诱导时间持续了约 121 h，发酵结束时其 rAtFAE 与 rNpXYL 酶活力最高，

分别为 17.38±0.34 U/mL、952.01±20.7 U/ mL，蛋白浓度为 653.42 μg/ mL，其

发酵诱导过程中的 rAtFAE 与 rNpXYL 酶活力与总蛋白含量变化如图 3-6 所示。 

 

图 3-6 发酵过程中 rAtFAE 与 rNpXYL 酶活力及蛋白含量变化曲线 

Fig.3-6 Enzyme activity and protein content curves of rAtFAE and rNpXYL during fermentation 

3.5.3.3 温度对重组酵母生长的影响 

使用相同的发酵策略对重组菌发酵时的温度进行单因素实验，将发酵过程

中的温度设为 26、28、30、32℃四个不同条件，每 12 h 取样检测发酵过程中的

菌体湿重、蛋白含量及酶活力。 

（1）温度对重组酵母生长影响 

结果显示甲醇诱导前菌体湿重增长迅速，50 mL 50%甘油流加之后开始甲

醇诱导。诱导前 26、28、30、32℃下的最高菌体湿重分别 103.4、156.8、

210.6、186.3 g/L。如图 3-7 所示，结果表明最适发酵温度为 30℃。在 26、28、

30、32℃下的最高菌体湿重分别 179.2、239.7、266.6、209.3 g/L。 

 

图 3-7 不同温度条件下的菌体湿重 
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Fig.3-7 Wet weight of bacteria at different temperatures 

 

（2）温度对重组酶表达量的影响 

结果显示在 26、28、30、32℃条件下的酶活力和蛋白质含量在 30℃条件下

为最大值。在 26℃、28℃和 30℃条件下的 rAtFAE 发酵单位（U/mL）最大值分

别为：17.10、26.20、28.98、25.2，如图 3-8（A）所示；rNpXYL 发酵单位（U/mL）

最大值分别为：923.40、1414.8、1594.42、1348.2 U/mL，如图 3-8（B）所示。结

果表明，在 30℃发酵条件下的 rAtFAE 和 rNpXYL 的发酵单位均为最高。 

 
图 3-8 不同发酵温度下的 rAtFAE 酶活力（A）和 rNpXYL 酶活力（B） 

Fig. 3-8 rAtFAE enzyme activity (A) and rNpXYL enzyme activity (B) at different fermentation 

temperatures 

 

3.6 本章小结 

本章以发酵优化为主，主要使用摇瓶对发酵培养基组分进行优化，使用 15 L

发酵罐对重组菌的发酵条件进行了优化，将摇瓶的最优培养基参应用于 15 L 发

酵罐中进行了高密度发酵，主要结论如下： 

（1）在 BSM 培养基基础上添加了酵母粉、蛋白胨、硫酸铵、硝酸铵作为氮

源，均匀实验结果显示硫酸铵对目标蛋白分泌表达没有作用，根据均匀实验最优

试剂比例下的最大的 rAtFAE 酶活力为 2.76 U/mL，而 10 种氨基酸中只有甘氨

酸、苏氨酸、半胱氨酸、谷氨酸和天冬氨酸 5 种氨基酸对目标蛋白分泌表达有作

用，最大 rAtFAE 酶活力为 4.33 U/mL。 

（2）15 L 发酵罐放大工艺优化采用的溶解氧控制策略中，在高溶解氧（15%-

85%）控制条件下，诱导前湿重为 129.58 g/L。诱导时间持续了约 96 h，最终湿
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重为 228.0 g/L。而在高低溶解氧（10%-40%）控制条件下，诱导前湿重为 209.15 

g/L，诱导时间持续了约 121 h，最终湿重为 311.26 g/L，且 rAtFAE 和 rNpXYL

酶活力 17.38±0.34 U/mL、952.01±20.7 U/ mL，两种酶的表达量都远高于高溶

解氧控制条件所得（rAtFAE，8.05±0.2 U/mL；rNpXYL，477.97±7.11 U/mL），

因此将溶解氧浓度控制在较低范围内（10%-40%）更利于 rNpXYL 和 rAtFAE 的

共表达。 

（3）将摇瓶优化的培养基组分应用到 15 L 发酵罐中，并对其温度进行了优

化。结果显示其最适发酵温度为 30℃，而 26、28、30、32℃条件下的酶活力 rAtFAE

酶活力最大值分别为：17.10、26.20、28.98、25.2 U/mL；rNpXYL 酶活力最大值

分别为：923.40、1414.8、1594.42、1348.2 U/mL； 
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第四章 重组阿魏酸酯酶在阿魏酸制备中的应用 

4.1 引言 

阿魏酸（FA）是一种广泛分布于植物细胞壁中的羟基肉桂酸衍生物，尤其在

谷物麸皮（如小麦、大麦、玉米）中含量丰富[124]。其分子结构中的酚羟基和丙

烯酸基团赋予其强大的抗氧化活性，使其在食品防腐[125]、医药抗炎[126]、化妆品

抗衰老[127]及功能材料合成等领域展现出重要价值。然而，自然界中约 90%的 FA

以酯化形式与阿拉伯木聚糖[128]（Arabinoxylan, AX）等半纤维素共价结合，形成

复杂的细胞壁交联网络[129, 130]。麸皮作为小麦加工的主要副产物，全球年产量超

过 1.5 亿吨，其中富含阿拉伯木聚糖（占干重 20-30%）和 FA（约 3-5 mg/g）。

然而，其致密的细胞壁结构由纤维素、半纤维素和木质素通过共价键（如酯键、

醚键）和非共价键（如氢键、疏水作用）交联形成，构成天然物理屏障[120, 131, 132]。 

生物酶解法因其高效性、专一性和环境友好性，被认为是替代传统化学法的

理想策略。在这一技术路径中，XYL 与 FAE 的协同作用被广泛认为是释放结合

态 FA 的核心机制[133]。木聚糖酶通过水解阿拉伯木聚糖主链的 β-1,4-木糖苷键，

破坏半纤维素骨架的连续性，从而增加底物的孔隙率和酶可及表面积；FAE 则特

异性切割 FA 与阿拉伯糖之间的酯键，释放游离态 FA[134]。 

而本章实验内容对麸皮中 FA 的制备进行研究，分别采用 rAtFAE 与 XYL 商

品酶协同作用制备麸皮中 FA，和 rAtFAE 与 rNpXYL 融合表达蛋白协同作用制

备麸皮 FA，并对反应过程中的温度、pH、料液比三个因素对麸皮 FA 制备条件

进行了中心组合实验设计。 

4.2 实验材料 

4.2.1 主要仪器设备 

主要仪器同 2.2.2。 

4.2.2 主要试剂 

重组酶 rAtFAE（8.17 U/mL）的制备参考第二章；重组酶 rNpXYL-rAtFAE

（rAtFAE 17.38 U/mL，rNpXY 952.01 U/ mL）的制备参考第三章；麸皮于市场中

直接购买；木聚糖酶（10 万 U/g）购自上海阿拉丁生化科技股份有限公司，AR

分析级；其余主要实验试剂同 2.2.3。 
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4.3 实验方法 

4.3.1 麸皮的制备 

称取适量市售麸皮，过 20 目筛去杂，按 1∶30（v/v）加水，煮沸 2 h，冷却

至室温后抽滤，使用去离子水淘洗 4-5 遍后按 1∶10（v/v）加水混匀。加入中温

淀粉酶（至终浓度为 25 U/mL）和中性蛋白酶（至终浓度为 50 U/mL），调 pH

至 6.5。55℃恒温水浴搅拌反应 4 h，抽滤并使用去离子水漂洗 4-6 次，挤压脱水，

于 50℃干燥后粉碎（50-80 目）。 

4.3.2 重组酶 rAtFAE 在阿魏酸制备中的应用 

4.3.2.1 反应时间对 FA 释放量的影响 

称取 1.0 g 干燥粉碎后的麸皮，反应条件为 50℃、pH 5.5（Na2HPO4-柠檬酸

缓冲液，25 mM）、料液比 1 g/25 mL。在上述反应体系中添加 rAtFAE（50 U）、

XYL 商品酶（300 U）及两种混合酶。以高温灭酶样本为对照，每 1 h 取样并煮

沸灭酶 10 min，经离心后适当稀释，利用 HPLC 法测定 FA 浓度，以确定最适反

应时间。 

4.3.2.2 酶的添加量对 FA 释放量的影响 

以高温灭活酶液作为对照，取 1.0 g 麸皮，反应条件为 50℃、pH 5.5（Na2HPO4-

柠檬酸缓冲液，25 mM）、料液比 1 g /25 mL。在上述反应体系中分别添加 rAtFAE

（5 U、50 U），XYL 商品酶（20 U、200 U、300 U）以及两种酶的不同组合，

4 h，以研究两种酶分别作用或协同作用对麸皮 FA 释放量的影响。 

4.3.2.3 中心组合实验 

利用软件 Design-Expert 13 对温度（45、50、55）、pH（4.5、5.5、6.5）和

料液比（1/15、1/25、1/35）3 个因素进行中心组合设计实验，以优化酶促反应条

件对麸皮 FA 释放量的影响。 

4.3.3 重组酶 rNpXYL-rAtFAE 在阿魏酸制备中的应用 

4.3.3.1 反应时间对 FA 释放量的影响 

称取 1.0 g 麸皮，反应条件为 50℃、pH 5.5（Na2HPO4-柠檬酸缓冲液，25 

mM）、料液比 1 g/25 mL。在上述反应体系中分别添加融合表达蛋白 rNpXYL-

rAtFAE（rAtFAE 50 U，rNpXYL 2750.12 U）。在上述条件下进行反应，以高温
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灭酶样本为对照，每 1 h 取样并煮沸灭酶 10 min，经离心后适当稀释，利用 HPLC

法测定 FA 浓度，以确定反应时间对麸皮 FA 释放量的影响。 

4.3.3.2 酶的添加量对 FA 释放量的影响 

以高温灭活酶液作为对照，取 1.0 g 麸皮，反应条件为 50℃、pH 5.5（Na2HPO4-

柠檬酸缓冲液，25 mM）、料液比 1 g/25 mL。在上述反应体系中分别梯度添加

融合表达蛋白 rNpXYL-rAtFAE（rAtFAE：1、5、10、20、50、100 U；对应的

rNpXYL 为 54.2、276.5、563.5、1115.9、2846.8、5482.1 U），反应 4 h，以探究

融合表达蛋白对麸皮 FA 释放量的影响。 

4.3.3.3 中心组合实验 

利用软件 Design-Expert 13 对温度（45、50、55）、pH（4.5、5.5、6.5）和

料液比（1/15、1/25、1/35）3 个因素进行中心组合设计实验，以优化融合表达蛋

白 rNpXYL-rAtFAE 对麸皮 FA 释放量的影响。 

4.4 分析方法 

4.4.1 FA 含量的测定 

同 2.4.1 

4.4.2 木聚糖酶活力的测定 

同 2.4.2 

4.5 结果与讨论 

4.5.1 重组酶 rAtFAE 在阿魏酸制备中的影响 

4.5.1.1 反应时间对 FA 释放量的影响 

实验结果显示在分别利用 rAtFAE、XYL 商品酶以及两种酶的组合实验中，

FA 的释放量均随着时间的延长而增加，且均于 4 h 后达到最大值（如图 4-1 所

示）。而单独使用 XYL 商品酶的 FA 释放率为 753.59 μg/g 麸皮，单独使用 rAtFAE

的 FA 释放率为 515.27 μg/g 麸皮，而在两种酶的组合实验中 FA 的释放量最高

为 1105.81 μg/g 麸皮。结果表明在酶解麸皮释放 FA 的过程中，两种酶具有较好

的协同作用效果。 
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图 4-1 FA 释放量随着时间的变化 

Fig.4-1 Changes in FA release over time 

 

4.5.1.2 酶的添加量对 FA 释放量的影响 

结果显示 rAtFAE 与 XYL 商品酶协同作用实验中，随着浓度的增加，FA 释

放量也在增加，且 rAtFAE（50 U）、XYL 商品酶（300 U）协同作用下的 FA 释

放量达到 1105.81 μg/g 麸皮，如表 4-1 所示。结果表明 FA 的释放量与酶的添加

量呈正相关，且在两种酶的不同组合比例中 FA 的释放量均优于单一酶种，进一

步证明了两种酶之间具有较好的协同作用。 

表 4-1 不同浓度木聚糖酶和 rAtFAE 对 FA 释放量的影响 

Table 4-1 Effects of different concentrations of xylanase and rAtFAE on FA release 

酶活力 FA 释放量（μg/g 麸皮） 

XYL 商品酶（100 U） 423.67±24.91g 

XYL 商品酶（200 U） 658.02±18.5e 

XYL 商品酶（300 U） 776.35±30.03d 

rAtFAE（5 U） 348.09±25.1h 

rAtFAE（50 U） 515.27±18.64f 

XYL 商品酶（100 U）+ rAtFAE（5 U） 551.91±26.89f 

XYL 商品酶（100 U）+ rAtFAE（50 U） 681.45±34.7e 

XYL 商品酶（200 U）+ rAtFAE（5 U） 865.65±24.82c 

XYL 商品酶（200 U）+ rAtFAE（50 U） 985.50±39.41b 

XYL 商品酶（300 U）+ rAtFAE（5 U） 965.65±24.6b 

XYL 商品酶（300 U）+ rAtFAE（50 U） 1105.81±28.47a 
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4.5.1.3 中心组合实验对 FA 释放量影响 

当 XYL 商品酶添加量为 300 U/g 麸皮，rAtFAE 添加量为 50 U/g 麸皮，然后

选取温度、pH 和料液比 3 个因素并利用 Design-Expert 13 进行中心组合设计，以

优化 FA 的酶催化制备工艺。以 FA 释放量为响应值进行优化，各因素的实验组

及结果见表 4-2。 

表 4-2 响应面优化 FA 释放量试验设计与结果 

Table 4-2 Experimental design and results of FA release optimization on response surface 

实验序号 A：温度（℃） B：pH 
C：固液比

（g:mL） 

FA 释放量/ 

（μg/g 麸皮） 

1 45 5.5 25 1670.99 

2 40 6.5 35 1798.17 

3 40 4.5 35 1826.79 

4 40 6.5 15 1408.75 

5 53.4 5.5 25 1781.68 

6 45 7.2 25 1611.15 

7 50 6.5 35 1814.2 

8 50 4.5 35 1805.21 

9 36.6 5.5 25 1656.49 

10 45 5.5 41.8 1840.92 

11 45 3.8 25 1557.25 

12 45 5.5 25 1740.92 

13 45 5.5 25 1724.36 

14 50 4.5 15 1418.63 

15 45 5.5 8.2 1326.67 

16 50 6.5 15 1495.73 

17 45 5.5 25 1754.62 

18 40 4.5 15 1384.13 

19 45 5.5 25 1748.36 

20 45 5.5 25 1722.86 

 

对表 4-2 中 FA 的释放量使用 Design-Expert 13 进行方差分析与回归模型建

立，结果发现固液比对 FA 的释放量影响最大，其次是温度、pH，结果分析如表

4-3 所示。 

 

表 4-3 回归模型的方差分析 

Table 4-3 Variance analysis of regression model 

方差来源 平方和 自由度 均方差 F-Value P-Value 

Model 5.072E+05 9 56351.31 48.65 < 0.0001** 
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方差来源 平方和 自由度 均方差 F-Value P-Value 

A-温度 7804.51 1 7804.51 6.74 0.0267* 

B-pH 2184.88 1 2184.88 1.89 0.1996 

C-固液比 4.225E+05 1 4.225E+05 364.70 < 0.0001** 

AB 1014.53 1 1014.53 0.8758 0.3714 

AC 2017.08 1 2017.08 1.74 0.2164 

BC 1840.73 1 1840.73 1.59 0.2361 

A² 194.81 1 194.81 0.1682 0.6904 

B² 38023.25 1 38023.25 32.82 0.0002** 

C² 38235.53 1 38235.53 33.01 0.0002** 

Residual 11584.02 10 1158.40   

Lack of Fit 7009.91 5 1401.98 1.53 0.3254 

Pure Error 4574.11 5 914.82   

Cor Total 5.187E+05 19    

注：“**”表示极显著，“*”表示显著 

 

该模型 r2=97.77%，P＜0.01，失拟项 P＞0.05，说明该模型较为可靠，通过

软件拟合，得到响应值与试验因素的二次回归方程：Y=1727.15＋23.91×A－12.65

×B＋175.88×C－11.26×AB－15.88×AC－15.17×BC－3.68×A2－51.37×B2－

51.51×C2，其中 Y 为 FA 释放量/（μg/g 麸皮），A 为温度（℃），B 为（pH），

C 为料液比（g:mL）。由 Design-Expert 13 软件对试验结果进行响应面图的绘制，

结果如图 4-2 所示。 

 

  

 

续表 4-3 
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图 4-2 响应面图 

Fig. 4-2 Response surface plots 

 

通过 Design-Expert 13 软件分析对实验进行优化预测，得出单位 FA 释放量

最高条件为：温度 46.8℃、pH 为 5.7、料液比为 1 g/34.7 mL，最优条件下预测单

位 FA 释放量为 1850.81±34.75 μg/g 麸皮。在最优条件下进行 5 次平行验证，获

得 FA 释放量为 1831.15±26.05 μg/g 麸皮，是预测值的 98.93%，与预测值接近，

说明该模型精准度高，预测结果可靠。 

4.5.2 重组酶 rNpXYL-rAtFAE 在阿魏酸制备中的影响 

4.5.2.1 反应时间对 FA 释放量的影响 

使用 HPLC 对反应过程释放的 FA 进行检测。结果如图 4-3 所示，前 4 h 内

FA 的释放率上升比较迅速，而融合表达蛋白在 4 h 之后对麸皮 FA 的释放没有

效果。 

 

图 4-3 反应时间对 FA 释放率的影响 

Fig.4-3 FA Effect of reaction time on FA release rate 
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4.5.2.2 酶的添加量对 FA 释放量的影响 

结果显示当 1 U 的融合表达蛋白加入之后，FA 释放量较少，当 rAtFAE 酶

活力提升到 5 U/g 麸皮时（rNpXYL，273.5U/g 麸皮），FA 释放率大大提升。

当 rAtFAE 酶活从 5 U 增加到 100 U 时，麸皮 FA 释放量增长缓慢。最适 rNpXYL-

rAtFAE 的酶活力添加量 50 U 条件下，最终麸皮 FA 释放量为 1193.27 μg/g 麸

皮，结果如表 4-4 所示。 

表 4-4 不同浓度融合表达蛋白对 FA 释放量的影响 

Table 4-4 Effect of different concentrations of fused proteins on FA release 

rNpXYL-rAtFAE（U，以阿魏酸酯酶

活力计） 

FA 释放量（μg/g 麸皮） 

1 467.77±26.13e 

5 811.36±18.5d 

10 976.35±30.03c 

20 1148.09±25.1b 

50 1193.27±18.64ab 

100 1198.91±26.89a 

 

4.5.2.3 中心组合实验对 FA 释放量的影响 

将上述实验中的最优 rNpXYL-rAtFAE酶活力添加量（rAtFAE 50 U/g 麸皮，

rNPXYL 2750.12 U/g 麸皮），按照中心组合实验中的温度、pH、料液比三个因

素进行实验，以优化 FA 的酶催化制备工艺。以 FA 释放量为响应值进行优化，

各因素的实验组及结果见表 4-5。 

表 4-5 响应面优化 FA 释放量试验设计与结果 

Table 4-5 Experimental design and results of FA release with optimized response surface 

实验序号 A：温度（℃） B：pH 
C：固液比

（g:mL） 

FA 释放量/ 

（μg/g 麸皮） 

1 53.4 5.5 25 1767.36 

2 36.5 5.5 25 1657.3 

3 40 4.5 35 1825.52 

4 45 5.5 25 1724.26 

5 50 4.5 35 1867.46 

6 50 4.5 15 1476.11 

7 40 6.5 35 1757.48 
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实验序号 A：温度（℃） B：pH 
C：固液比

（g:mL） 

FA 释放量/ 

（μg/g 麸皮） 

8 45 5.5 41.8 1893.57 

9 45 5.5 25 1721.66 

10 45 5.5 8.2 1373.1 

11 50 6.5 15 1550.71 

12 45 5.5 25 1712.6 

13 40 6.5 15 1373.26 

14 45 5.5 25 1736.28 

15 45 5.5 25 1728.34 

16 40 4.5 15 1397.66 

17 45 3.8 25 1501.49 

18 50 6.5 35 1843.81 

19 45 7.2 25 1497.55 

20 45 5.5 25 1749.21 

 

对表 4-5 中 FA 的释放量使用 Design-Expert 13 进行方差分析与回归模型建

立，结果发现固液比对 FA 的释放量影响最大，其次是温度、pH，结果分析如表

4-6 所示。 

表 4-6 回归模型的方差分析 

Table 4-6 Variance analysis of regression model 

方差来源 平方和 自由度 均方差 F-Value P-Value 

Model 5.314E+05 9 59049.91 73.48 < 0.0001** 

A-温度 23729.20 1 23729.20 29.53 0.0003** 

B-pH 169.52 1 169.52 0.2110 0.6558 

C-固液比 4.119E+05 1 4.119E+05 512.59 < 0.0001** 

AB 2570.09 1 2570.09 3.20 0.1040 

AC 2036.18 1 2036.18 2.53 0.1425 

BC 2516.60 1 2516.60 3.13 0.1072 

A² 0.4812 1 0.4812 0.0006 0.9810 

B² 81186.69 1 81186.69 101.03 < 0.0001** 

C² 11094.57 1 11094.57 13.81 0.0040** 

Residual 8036.20 10 803.62   

Lack of Fit 7229.47 5 1445.89 8.96 0.0155* 

Pure Error 806.73 5 161.35   

Cor Total 5.395E+05 19    

注：“**”表示极显著，“*”表示显著 

 

续表 4-5 
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该模型 r2=98.51%，P＜0.01，失拟项 P＞0.05，说明该模型较为可靠，通过

软件拟合，得到响应值与试验因素的二次回归方程：Y=1727.81+41.68×A-3.52×

B+173.67×C+17.92×AB-15.95×AC-17.74×BC+0.1827×A2-75.06×B2-27.75×

C2 其中 A 为温度（℃），B 为（pH），C 为料液比（g:mL）。由 Design-Expert 

13 软件对试验结果进行响应面图的绘制，结果如图 4-4 所示。 

 

 

 

图 4-4 响应面 

Figure 4-4 Response surface 

 

通过 Design-Expert 13 软件分析对实验进行优化预测，得出单位 FA 释放量

最高条件为：温度 49.1℃、pH 为 5.5、料液比为 1 g/35.0 mL，最优条件下预测单

位 FA 释放量为 1895.09±18.4 μg/g 麸皮。在最优条件下进行 5 次平行验证，获

得 FA 释放量为 1875.67±28.39 μg/g 麸皮，是预测值的 98.97%，与预测值接近，

说明该模型精准度高，预测结果可靠。 
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4.6 本章小结 

本章以麸皮为原料，采用中心组合实验方法，优化酶促反应过程中料液比、

温度、pH 等反应条件。结果表明，利用融合表达产物 rNpXYL-rAtFAE 完全可以

达到 rAtFAE 和商品 XYL 共同作用制备麸皮 FA 的效果。表明在利用 rNpXYL-

rAtFAE 制备麸皮 FA 时不用再额外添加 XYL 商品酶，具体结论如下： 

（1）在阿魏酸（FA）释放效率的比较中，混合酶系统展现出显著优势。相

较于单一酶处理条件（XYL 商品酶 300 U，776.35±30.03 μg/g 麸皮；rAtFAE 50 

U，515.27±18.64 μg/g 麸皮），混合酶体系的 FA 释放量（1875.67±28.39 μg/g 麸

皮）显著提高。 

（2）在相同反应条件下，添加 rNpXYL-rAtFAE 融合表达蛋白时，麸皮中

FA 的释放量达到 1875.67±28.39 μg/g。与之对比，rAtFAE 与 XYL 商品酶协同作

用时，FA 释放量为 1831.15±26.05 μg/g。通过对比这两组数据可知，在麸皮 FA

制备中，利用 rNpXYL-rAtFAE 完全可以达到 rAtFAE 与 XYL 商品酶组合所得到

的作用效果。  
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第五章 重组阿魏酸酯酶在黄芪多糖提取中的应用 

5.1 引言 

黄芪（Astragalus membranaceus）作为传统药用植物，其活性成分黄芪多

糖（APS）因免疫调节、抗氧化及抗肿瘤等功效备受关注[135]。然而，传统热水

浸提法存在提取效率低、耗能高、易破坏多糖结构等问题，而化学法可能引入

有机溶剂残留，限制其临床应用[136]。近年来，基于生物酶解技术的绿色提取方

法成为研究热点，其通过靶向降解植物细胞壁组分，实现活性成分的高效释

放。然而，黄芪细胞壁的复杂结构（如纤维素-半纤维素-木质素网络及 FA 交

联）对单一酶解效率形成显著屏障，需开发多酶协同作用体系以突破技术瓶

颈。 

纤维素微纤丝通过氢键形成刚性骨架，半纤维素（如木聚糖）通过 FA 酯

键与木质素交联，构成致密的疏水网络[137]。单一酶（如纤维素酶）仅能部分解

构纤维素骨架，但对 FA 交联的半纤维素-木质素复合体作用有限，导致多糖释

放率不足[138]。研究表明[139]，FAE 可特异性水解半纤维素与木质素间的 FA 酯

键，解除交联结构，为木聚糖酶（XYL）和纤维素酶（CEL）提供底物可及

性，而漆酶（LAC）通过氧化木质素单体破坏其聚合结构，形成多酶协同的"解

交联-脱木素-多糖降解"级联反应[140]。 

5.2 实验材料 

5.2.1 主要仪器设备 

同 2..2.2 

5.2.2 主要材料 

黄芪切片，购自北京同仁堂健康药业（宁夏）有限公司；其余主要实验试

剂同 2.2.3。 

5.3 实验方法 

5.3.1 黄芪多糖的酶法辅助提取 

5.3.1.1 酶法提取黄芪多糖工艺 

将市售中的黄芪切片，使用粉碎机粉碎后过 40 目筛得黄芪粉末后置于

60℃恒温干燥箱中 2 d，直至黄芪粉恒重。将 pH 5.5 的去离子水 50℃预热后加
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入黄芪粉与按照料液比（1 g：15mL）与酶液混匀后置于 50℃水浴锅中反应 2 h

后升温至 85℃并反应 4 h，冷却至室温，8000 rpm、10 min 离心取上清，并加

入 4 倍体积的 95%乙醇沉淀过夜。8000 rpm、10 min 离心得到的沉淀即为总黄

芪多糖。同时以水提黄芪多糖作为对照，计算酶法提取黄芪多糖得率。 

5.3.1.2 纤维素酶对黄芪多糖提取影响 

为解析纤维素酶在黄芪多糖提取中的影响，通过不同浓度纤维素酶（0、5、

10、20、50、100、200、400、500 U/g 黄芪粉）来探究对黄芪多糖提取率的影响，

实验在标准反应条件下进行酶解处理，每组进行三次重复，以未添加纤维素酶作

为对照，评估酶量对多糖提取的影响结果。 

5.3.1.3 木聚糖酶对黄芪多糖提取影响 

为探究 XYL 商品酶在多酶协同提取体系中的影响，在添加适量纤维素酶

（100 U/g 黄芪粉）的反应体系中，继续添加不同浓度的 XYL 商品酶（10、50、

100、200、300、500 U/g 黄芪粉）。将未添加木聚糖酶作为对照，评估木聚糖酶

量对黄芪多糖提取率的影响结果。 

5.3.1.4 漆酶对黄芪多糖提取影响 

为找到漆酶在多酶协同提取黄芪多糖中的影响，本实验在固定酶组分（纤维

素酶 100 U/g 黄芪粉、木聚糖酶 100 U/g 黄芪粉）的条件下，添加不同浓度的漆

酶（0.5、1、5、10、20、30 U/g 黄芪粉）。实验在标准反应条件下进行，每组实

验进行三次重复。以未添加漆酶作为对照，评估漆酶添加量对黄芪多糖提取率的

影响结果。 

5.3.1.4 重组酶 rAtFAE 对黄芪多糖提取影响 

为明确重组酶 rAtFAE 在黄芪多糖协同提取中的作用，在基础酶体系：纤维

素酶（100 U/g 黄芪粉）、XYL 商品酶（100 U/g 黄芪粉）及漆酶（5 U/g 黄芪粉）

基础上，添加重组 rAtFAE（0、1、5、10、20、50、100 U/g 黄芪粉）。实验在

标准条件下进行，每组实验进行三次重复。以未添加 rAtFAE 为对照。 

5.3.1.5 重组酶 rNpXYL-rAtFAE 对黄芪多糖提取影响 

为评估重组酶 rNpXYL-rAtFAE 的添加量对黄芪多糖提取率的影响，对重组

酶 rNpXYL-rAtFAE 添加酶量研究。实验体系包含固定剂量的纤维素酶（100 U/g

黄芪粉）与漆酶（5 U/g 黄芪粉），梯度添加基于 rAtFAE 酶活力的重组酶 rNpXYL-
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rAtFAE（1、5、10、20、50、100 U/g 黄芪粉）。实验在标准化条件下进行，每

组实验进行三次重复。 

5.4 分析方法 

5.4.1 总糖的测定 

苯酚-硫酸法：配制 0.1 mg/mL 葡萄糖标准液，梯度稀释为 0、20、40、60、

80、100 μg/mL 系列浓度。各取 1 mL 标准液，加入 6%苯酚溶液 1 mL，加入 5 

mL 浓硫酸，使用漩涡震荡仪混匀后室温静置 30 分钟。于紫外分光光度计 490 

nm 吸光值下测得的数值绘制成线性回归方程，总糖的计算公式如下： 

𝑋 =
[(𝐴1−𝐴2)×𝐾+𝐶]

𝑀×𝑡
×1000 

式中：X：稀释酶液中木聚糖酶的活力，U/mL；A1：酶反应液的吸光度；A2：

酶空白的吸光值；K：标准曲线的斜率；C：标准曲线的截距；M：木糖的摩尔质

量，150.2 g/mol；t：酶解反应时间，min；1000：转化因子；1 mmol=1000μmol。 

5.4.2 总糖得率计算方法 

490 nm 下的吸光值带入标曲中得到浓度 μg/ml，乘稀释倍数，除以 1000 得

到 mg/ml，乘反应体积，除以反应中的黄芪渣重量（g）。 

        𝑊 =
𝐶×𝑁×𝑉

1000×𝑀
×100% 

式中：W 表示黄芪多糖浓度 mg/mL；C 为通过标准曲线算得的总糖浓度，μg/mL；

V 表示提取液体积，mL；N 表示稀释倍数；M 表示称量的黄芪粉末质量：g，

1000 为 μg 与 mg 之间的转化倍数。 

5.5 结果与讨论 

5.5.1 总糖标准曲线 

利用分光光度法测定蛋白质含量，所得蛋白质浓度与吸光值关系如图 5-1 所

示，其中拟合系数 R2=0.9998，表明拟合度较好，可以用作蛋白质含量的定量分

析和计算使用。 
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图 5-1 葡萄糖标准曲线（μg/mL） 

Fig.5-1 Glucose standard curve (μg/mL) 

 

5.5.2 纤维素酶对黄芪多糖提取影响 

结果显示当纤维素酶剂量从 10 U 提升至 100 U 时，总多糖得率呈线性增长

趋势。结果如表 5-1 所示，当酶活力添加至 100 U，可溶性多糖得率从未添加重

组酶对照组的 2.44±0.07%提升至 4.15±0.11%，不可溶性多糖同步从 4.26±0.10%

增加至 7.1±0.16%，总得率达 11.16±0.22%。添加量超过 100 U 之后，对黄芪多

糖的提取没有效果。结果显示，添加纤维素酶可显著提高黄芪多糖的提取率。 

表 5-1 纤维素酶添加量对黄芪多糖提取率的影响 

Table 5-1 Effect of cellulase addition on the extraction rate of Astragalus polysaccharides 

纤维素酶（U） 可溶性多糖（%） 不可溶性多糖及杂质（%） 

0 2.44±0.028f 4.26±0.08e 

5 2.66±0.067e 4.72±0.11d 

10 3.14±0.07d 5.34±0.09c 

20 3.58±0.067c 6.75±0.18b 

50 3.92±0.036b 6.92±0.12ab 

100 4.15±0.012a 7.01±0.06ab 

200 4.13±0.088a 7.09±0.26a 

400 4.19±0.052a 7.05±0.18a 

 

5.5.3 木聚糖酶对黄芪多糖提取影响 
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结果显示当 XYL 商品酶剂量达到 50 U 时效果最好，如表 5-2 所示，与对照

组相比，可溶性多糖提取率从 4.56±0.10%提升至 5.19±0.12%，不可溶性多糖同

步从 6.92±0.16%增加至 7.56±0.18%，总多糖得率为 12.7±0.22%。添加量超过 50 

U 之后，对黄芪多糖的提取没有效果。 

表 5-2 木聚糖酶的添加对黄芪多糖提取率的影响 

Table 5-2 Effect of xylanase addition on the extraction rate of Astragalus polysaccharides 

XYL 商品酶（U） 可溶性多糖（%） 不可溶多糖及杂质（%） 

0 4.11±0.13c 7.26±0.11b 

10 4.36±0.09bc 7.72±0.25a 

50 4.54±0.07ab 7.94±0.29 a 

100 4.68±0.16a 8.02±0.18 a 

200 4.62±0.08ab 7.96±0.12 a 

500 4.65±0.15a 8.01±0.06 a 

 

5.5.4 漆酶对黄芪多糖提取影响 

添加固定酶组分（纤维素酶 100 U、木聚糖酶 100 U）的同时在黄芪粉中添

加不同浓度的漆酶（0.5、1、5、10、20、30 U）。结果如表 5-3 所示，当漆酶添

加量提升至 5 U 时可溶性多糖提取率接近最高值。与对照组相比，可溶性多糖提

取率从 5.27%±0.11%提升至 6.01±0.13%，不可溶性多糖同步从 7.34±0.17%增加

至 8.24%±0.19%，总多糖得率达 14.34±0.25%。添加量超过 5 U 之后，对黄芪多

糖的提取没有效果。 

表 5-3 漆酶的添加对黄芪多糖提取率的影响 

Table 5-3 Effect of laccase addition on the extraction rate of polysaccharides from Astragalus 

membranaceus 

漆酶（U） 可溶性多糖（%） 不可溶性多糖及杂质（%） 

0  4.67±0.09b 7.99±0.24b 

0.5 4.7±0.13b 8.25±0.18b 

1 4.83±0.14b 8.41±0.35b 

5 5.32±0.19a 8.97±0.22a 

10 5.32±0.27a 9.02±0.27a 
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漆酶（U） 可溶性多糖（%） 不可溶性多糖及杂质（%） 

20 5.38±0.18a 8.99±0.21a 

30 5.35±0.12a 8.96±0.21a 

 

5.5.5 重组酶 rAtFAE 对黄芪多糖提取率的影响 

结果显示添加固定酶量的纤维素酶（100 U）、XYL 商品酶（100 U）及漆酶

（5 U），并按浓度添加重组 rAtFAE（0、1、5、10、20、50、100 U）。结果如

表5-4所示，当 rAtFAE添加量从0 U增至 5 U时，可溶性多糖提取率由 5.41±0.13%

提高至 6.12±0.15%，不可溶性多糖同步从 8.92±0.21%增加至 9.73±0.18%，总多

糖得率达 16.16±0.27%。当 rAtFAE 剂量超过 5 U 后，对黄芪多糖的提取便并不

在有帮助。 

表 5-4 rAtFAE 的添加对黄芪多糖提取率的影响 

Table 5-4 Effect of rAtFAE on the extraction rate of Astragalus polysaccharides 

rAtFAE（U） 可溶性多糖（%） 不可溶性多糖及杂质（%） 

0 U 5.4±0.13b 8.85±0.18 b 

1 U 5.56±0.14b 9.02±0.27 b 

5 U 6.12±0.19a 9.73±0.16 a 

10 U 6.34±0.27 a 9.82±0.27 a 

20U 6.38±0.18 a 9.79±0.21 a 

50 U 6.35±0.22 a 9.76±0.21 a 

100 U 6.35±0.16 a 9.85±0.21 a 

 

5.5.6 重组酶 rNpXYL-rAtFAE 对黄芪多糖提取率的影响 

结果显示当融合蛋白添加量从 1 U 增至 5 U 时，可溶性多糖提取率由

3.12±0.09%提升至 5.47±0.15%，不可溶性多糖从 7.25±0.18%增加至 9.03±0.21%。

在 10 U 剂量时达到峰值，可溶性组分与不可溶性组分的提取效率分别为

6.58±0.17%和 10.16±0.24%，总多糖得率达 16.69±0.31%，结果如表 5-5 所示。 

 

 

 

续表 5-3 
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表 5-5 融合表达蛋白提取黄芪多糖 

Table 5-5 Fusion expression protein extraction of Astragalus polysaccharides 

rNpXYL-rAtFAE（U） 可溶性多糖（%） 不可溶性多糖及杂质（%） 

1 U 4.86±0.24c 8.52±0.17 c 

5 U 5.92±0.19b 9.33±0.36 b 

10 U 6.53±0.35a 10.16±0.21 a 

20U 6.58±0.28 a 10.19±0.19 a 

50 U 6.45±0.17 a 10.08±0.27 a 

100 U 6.55±0.23 a 10.13±0.26 a 

 

5.6 本章小结 

本章主要研究了 rAtFAE 与 XYL-rAtFAE 融合表达蛋白应用于黄芪多糖的

提取主要结论如下： 

为评估重组酶对黄芪多糖提取效率的影响，本研究采用 GS115/rAtFAE 工程

菌株分泌的重组阿魏酸酯酶（rAtFAE）与商品化木聚糖酶（XYL）进行协同作用，

并结合纤维素酶与漆酶进行协同实验。酶促反应体系包含的四种酶组分：纤维素

酶（100 U）、商品 XYL（100 U）、漆酶（5 U）及重组 rAtFAE（5 U）。实验

在优化反应条件下进行，通过三组重复实验验证提取效率。实验结果表明，复合

酶协同体系使黄芪多糖总提取率达到 16.16±0.23%，其中可溶性多糖组分占比

6.34%±0.11%，不可溶性组分占比 9.82±0.15%。相较于对照组的总提取率 6.7±0.18%

（可溶性多糖 2.44±0.07%及不可溶性多糖 4.26±0.09%），酶法策略使提取效率

显著提升 2.41 倍。而 rNpXYL-rAtFAE 融合表达蛋白（rAtFAE 10 U，XYL 553.9 

U）条件下协同纤维素酶（100 U）、漆酶（5 U）作用下的总多糖提取率为 16.69±0.31%

（可溶性多糖 6.58±0.17%，不可溶性多糖 10.16±0.24%）。结果表明利用 rNpXYL-

rAtFAE 完全可以达到 rAtFAE 与 XYL 商品酶组合所得到的作用效果，rNpXYL-

rAtFAE 在黄芪多糖提取中可以不用额外添加 XYL。  
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第六章 结论与展望 

6.1 结论 

（1）对重组菌 GS115/rAtFAE 发酵分泌的目标蛋白 rAtFAE 进行了酶学性质

研究，并参考更为细化的序列比对聚类分析法将 rAtFAE 归类为 A 型 FAE。并将

rAtFAE 与 rNpXYL 基因与 pPIC9K 质粒通过全基因合成后在毕赤酵母中进行了

融合表达。 

（2）对重组菌 GS115/rNpXYL-rAtFAE 使用摇瓶对发酵培养基组分进行优

化，并将摇瓶的最优培养基参数应用于 15 L 发酵罐中，通过控制甲醇的流速控

制工艺进行了优化，结果显示低溶解氧（10%-40）工艺下的酶活力要高于高溶解

氧（15%-85）条件下的。 

（3）在 rAtFAE 应用方面协同纤维素酶、漆酶、XYL 商品酶应用于麸皮中

制备 FA、黄芪多糖提取的应用。其效果显著，在同样的反应条件下加入 rNpXYL-

rAtFAE，结果均显示 rNpXYL-rAtFAE 完全可以达到 rAtFAE 与 XYL 商品酶组

合所得到的作用效果，表明在利用 rNPXYL-rAtFAE 制备黄芪多糖时不用再额外

添加 XYL 商品酶。 

6.2 本文创新点 

（1）将 rNpXYL 作为前导肽与 rAtFAE 进行融合后成功表达，在提高目标

蛋白表达量的同时，也拓宽了酶的用途。 

（2）在应用方面将 rNpXYL-rAtFAE 融合表达的蛋白与 rAtFAE 与 XYL 商

品酶进行对比，其结果表明，rNpXYL-rAtFAE 融合表达的目标蛋白可以达到

rAtFAE 与 XYL 商品酶的协同使用效果，扩宽了生物酶降解植物细胞壁的思路与

技术。也为工业生物技术的成本控制与效率提升提供了可行方案。 

6.3 展望 

本文将 rAtFAE 与 rNpXYL 于毕赤酵母中进行融合表达，在应用方面采多酶

用协同方式，为酶法降解植物细胞壁论证可行性，拓宽了酶法降解植物细胞壁的

应用能力，并为酶法降解农业废弃物从中获得高价值附加产品提供了技术与思路

的支撑。但本文的研究只是一个开始，后续的主要研究内容如下： 
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（1）本研究仅在 15 L 发酵罐中开展了 GS115/rNpXYL-rAtFAE 发酵控制工

艺的研究，后续工作中需要在更大规模，如 100 L、例如 100 L 或 500 L 发酵罐

中进行发酵控制工艺研究，以获得更近似于大规模发酵生产的控制工艺； 

（2）在应用方面仅进行了实验室规模的研究，后续可通过在发酵罐进行大

规模的放大应用实验，以获得实际应用的技术与参数。 

（3）本研究仅将 rNpXYL 与 rAtFAE 进行融合表达，后续可对毕赤酵母代

谢通路进行研究，将漆酶、纤维素酶基因进行融合表达。 
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