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金属离子对纤维素酶活力影响的研究
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摘 要： 对 10 种金属离子对绿色木酶所产纤维素酶活力的影响进行研究。结果表明, Fe3+、Mg2+、Co2+、Fe2+ 离子浓

度在一定范围内,对纤维素酶活力有激活作用；Cu2+、Hg2+、Zn2+、Al3+、Mn2+ 等离子浓度在一定范围内,对纤维素酶有抑

制作用,其中，Fe3+ 激活作用明显，Cu2+ 抑制作用明显。Ca2+ 在实验浓度范围内对酶活影响不大。添加 Fe3+ 使纤维素酶

对乙醇的耐受力提高，并可加快纤维素酶的吸附速度，提高水解效率。
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Study on the Effects of Metal Ions on Cellulase Activity
LI De-ying,GONG Da-chun,TIAN Yi-hong and Yu Yan

(College of Chemistry and Life Science，Three Gorges University，Yichang，Hubei 443002，China)

Abstract: The effects of ten kinds of metal ions on cellulase activity (cellulase produced by Trichoderma viride) were studied in the paper. The re-
sults were as following: cellulase activity improved by Fe3+,Mg2+, Co2+ and Fe2+, and among them Fe3+ had the strongest activation effects; cellulase
activity decreased by Cu2+,Hg2+,Zn2+,Al3+ and Mn2+ , and among them Cu2+ had the strongest inhibition effects. The addition of Fe3+ could effective-
ly improve the ethanol tolerance capability of cellulase, accelerate the absorption rate of cellulase, and increase the hydrolysis rate.
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生物燃料的原料来源是生物燃料可持续发展的重要

解决问题。在我国限制使用玉米加工生物燃料之后，目前

一些企业和研究机构正在致力于将非粮食类或废弃生物

质如秸秆等转化为乙醇，以帮助解决原料供应问题，其中

以木质纤维素为原料生产生物乙醇是技术开发的焦点。
木质纤维素来源于农业废弃物，如麦草、玉米秸秆、玉米

芯等；工业废弃物如制浆和造纸厂的纤维渣；林业废弃物

和城市废弃物如废纸、包装纸等。但工业规模利用纤维质

原料生产燃料存在一些障碍：酶解成本过高、缺乏经济可

行的发酵技术等。 因此，技术路线的优化组合问题、生产

过程中成本降低的问题需要解决[1]。 其中，纤维素的水解

过程中存在的问题主要为纤维素酶活力低， 水解纤维素

酶用量大，且纤维素水解速率随时间延长而下降。为了得

到一个较好的糖化效果， 寻找一种可有效提高酶活的方

法显得至关重要。
金属离子是微生物生长必不可少的一类营养物质。

在木霉菌丝体的生长及产酶过程中， 一些含金属离子的

盐类是其生长和产酶所必需的营养物质[2]。 因此设想考

察添加不同种类金属离子以及金属离子的浓度对纤维素

酶活力的影响，以期能得到较好的酶的应用效果。

1 材料与方法

1.1 材料

汽爆麦草：中粮集团提供；绿色木霉：购于中国工业

微生物菌种保藏中心。
1.2 实验方法

1.2.1 绿色木霉培养

取斜面菌种 3～4 环接入三角瓶种子培养液，置于摇

床，100 r/min，28℃培养 48 h。
取 15 mL 种子液， 加入固体培养基里混匀，28℃培

养箱培养 5～7 d。
种子培养基：葡萄糖 6 g；磷酸二氢钾 0.4 g；硫酸铵

0.6 g；硫酸镁 0.04 g；蒸馏水 60 mL。
固体培养基：麦草 25 g；麦麸 6 g；磷酸二氢钾 0.4 g；

硫酸铵 0.5 g；硫酸镁 0.4 g；蒸馏水 60 mL。
1.2.2 纤维素酶的制备[3]

取纤维素酶固体曲 5 g， 加 pH4.8 醋酸-醋酸钠缓冲

液 75 mL，30℃摇床振荡 1 h。 4000 r/min 离心 15 min，取
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上清酶液即为粗酶液。
1.2.3 金属离子的影响

1.2.3.1 金属离子对酶活力的影响

取粗酶液 10 mL，添加不同种类、浓度的金属离子，
40℃保温 30 min， 按酶活测定方法分别测定滤纸酶活、
CMC 酶活、β-葡萄糖苷酶活力，不添加金属离子的酶活

力设定为 100 %。
1.2.3.2 金属离子对纤维素酶耐受乙醇浓度的影响

选择对酶活促进作用最明显的离子， 在体系中加入

0、1 %、3 %、5 %、7 %浓度的乙醇， 研究添加金属离子对

纤维素酶耐受乙醇浓度的影响。
1.2.3.3 金属离子对酶与底物吸附的影响

取 10 g 汽爆麦草、酶液（75FPA/g 纤维素），液体总体

积 100 mL，添加金属离子置于 50℃摇床进行酶水解，每

2 h 测定纤维素酶的吸附情况以及水解情况。
1.3 测定方法

1.3.1 还原糖的测定

采用 DNS 法测定还原糖[4]。
1.3.2 纤维素酶活测定[5]

本文采用的酶活力单位定义如下：
滤纸酶活：pH4.8、50℃，1 mL 纤维素酶液在 1 h 内

水解滤纸， 生成 1 mg 的葡萄糖， 为一个滤纸酶活单位

（FPA）。
CMC 酶活：pH4.8、50℃，1 mL 纤维素酶液在 1 h 内

水解 CMC 生成 1 mg 的葡萄糖，为一个 CMC 酶活单位。
β-葡萄糖苷酶活：pH4.8、50℃,1 mL 纤维素酶液在

1 h 内水解水杨素生成 1 mg 的葡萄糖，为一个 β-葡萄糖

苷酶活单位(βG)。
1.3.3 蛋白质含量测定

采用紫外分光光度法[4]。
所有的数据测定做 2 个平行样，取平均值。

2 结果与分析

2.1 纤维素酶的激活

在本文研究的金属离子中，Fe3+、Mg2+、Co2+ 对纤维素

酶活力有激活作用。 结果见图 1、图 2 和图 3。
由图 1 可知,Fe3+ 对滤纸酶活、β-葡萄糖苷酶活力激

活作用明显，随着离子浓度增大，相对酶活也越高,最佳

离 子 浓 度 为 1.2 mg/mL， 相 对 酶 活 分 别 达 到 了 3.56、
15.16。而 Fe3+ 对 CMC 酶活则影响不大。这种现象可能是

由于 Fe3+ 的存在促进了底物与酶的活性中心的结合，因

而使酶活力得到提高。由图 2 可知，Co2+ 在低剂量时对滤

纸酶活、CMC 酶活、 葡萄糖苷酶活力均有一定的激活作

用， 但在高浓度作用下表现为抑制效应， 在 0.2 mg/mL

时，酶活力达到峰值，然后随浓度升高而下降。

由图 3 可知,Mg2+ 对总酶活在离子浓度为 1.2 mg/mL
时有激活作用, FPA 相对酶活为 1.34， 随后由于 Mg2+ 浓

度逐渐升高， 对滤纸酶活的激活作用开始下降。 而对

CMC 酶活激活或抑制作用都不大,对 BG 则激活作用明

显,在离子浓度为 1.6 mg/mL 时,相对酶活达到 4.83。
2.2 纤维素酶的抑制

Cu2+ 对纤维素酶活力的影响结果见图 4 ，Hg2+ 对纤

维素酶活力的影响结果见图 5。
由图 4 可知，Cu2+ 对纤维素酶活力起抑制作用,离子

浓度越大,抑制作用越明显。 其中，对滤纸酶活抑制作用

最为明显，相对酶活下降幅度最大，当 Cu2+ 离子浓度为

1.4 mg/mL 时，相对酶活只有 0.118。 而对 CMC 酶活抑制

作用相对滤纸酶活较弱。 在离子浓度为 0.6～1.4 mg/mL

图 2 Co2+ 对纤维素酶活力的影响

图 1 Fe3+ 对纤维素酶活力的影响

图 3 Mg2+ 对纤维素酶活力的影响
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图 6 乙醇浓度对酶活力的影响

时，对 BG 酶活作用不明显。 这种现象是由于铜离子的重

金属作用，重金属离子会对微生物起毒害作用，可使蛋白

质变性，且毒害作用在重金属离子过量时尤为明显，所以

铜离子浓度越高，毒害作用越严重，使酶几乎失活。 由图

5 可知,Hg2+ 对纤维素酶活力同样起抑制作用, 随着离子

浓度的增大,抑制作用越强，相对酶活下降幅度很大。
本文还考察了 Fe2+、Zn2+、Al3+、Mn2+、Ca2+ 对纤维素酶

活的影响。 其中，Fe2+ 对纤维素酶活有激活作用，Ca2+ 对

酶活的抑制或激活作用都不大，而 Zn2+、Al3+、Mn2+ 对纤维

素酶活力在一定程度上起抑制作用。
2.3 金属离子对纤维素酶耐受乙醇浓度的影响

生物乙醇发酵过程由于存在底物抑制， 常采用 SSF
同步糖化发酵的方式， 但其产物乙醇也会在一定程度上

抑制纤维素酶的活力，影响酶水解的效果[6]。 因此，采用

纤维素生产乙醇的过程中，应消弱这种抑制作用。乙醇浓

度对酶活力的影响结果见图 6。
由图 6 可知，乙醇对纤维素酶活力有抑制作用，且乙

醇浓度越高，酶活力越低。其主要原因是乙醇的存在使得

发酵培养基的极性改变， 导致酶的构象和活性位点发生

变化，从而降低了酶活。 但在体系中添加铁离子，纤维素

酶活力降低的幅度比未添加铁离子的酶活力降低幅度要

小，说明铁离子对酶耐受乙醇的能力有一定的促进作用，
推测可能是由于一定浓度的乙醇对纤维素酶的影响主要

是改变其非催化位点而使其立体构型发生变化， 这个过

程是可逆的， 而 Fe3+ 的存在能够促进纤维素酶和底物汽

爆麦草的结合，使酶更稳定，减小了酶失活的程度。
2.4 金属离子对酶与底物吸附的影响

纤维素的酶水解过程是一个非均相反应， 纤维素酶

首先扩散到底物纤维素的表面被吸附， 然后将纤维素水

解为可发酵糖。 对酶水解溶液中的纤维素酶浓度以及酶

活进行测定，结果见图 7、图 8。

由图 7 可以看出，随着酶水解反应的进行，溶液中纤

维素酶浓度逐渐减小， 表明越来越多的纤维素酶吸附于

纤维素，在 14 h 后溶液中的酶浓度几乎不变，达到了吸

附平衡。 添加金属离子 Fe3+， 加快了纤维素酶的吸附速

度。图 8 中溶液内的纤维素酶活力随反应时间降低，并且

金属离子的存在使其活力值更低， 说明 Fe3+ 对纤维素酶

图 5 Hg2+ 对纤维素酶活力的影响

图 4 Cu2+ 对纤维素酶活力的影响

图 8 酶反应液中纤维素酶活力与时间关系

图 7 酶反应液中纤维素酶浓度与时间的关系
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的吸附具有促进作用[7]。 实验中发现添加 Fe3+，纤维素酶

水解的水解率提高约 3 %，且水解率在反应 14 h 后达到

峰值，较之未添加 Fe3+ 的出现时间提前。

3 结论

3.1 通 过 实 验 发 现：Fe3+、Mg2+、Co2+、Fe2+ 对 酶 活 力 都 有

不同程度的促进作用，其中以 Fe3+ 最高；Cu2+、Hg2+、Zn2+、
Al3+、Mn2+ 对酶活力有抑制作用，以 Cu2+ 最强；而 Ca2+ 则

对酶活力影响不大。
3.2 纤维素酶对纤维素的吸附在 14 h 后接近平衡，加入

Fe3+ 对纤维素酶的吸附具有促进作用，吸附速度提高，吸

附量增加， 因此可推测金属离子对酶活力不同程度的促

进作用是由于使底物更有利于同酶的活性部位相结合而

加速反应进行，提高水解效率，金属离子在其中起了某种

搭桥作用。 Fe3+ 的存在还可提高纤维素酶对乙醇的耐受

能力， 这个结果在一定程度上可以改善同步糖化发酵过

程中产物乙醇对纤维素酶活力的抑制问题。 纤维素酶活

力的发挥与其酶系协同作用密切相关[8]，Fe3+ 对于绿色木

霉系 β-葡萄糖苷酶活力激活作用显著，对于更有效地应

用纤维素酶值得进一步研究。
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3 结论

3.1 通过发酵培养基组成的单因素试验得出，以 20 g/L
的玉米淀粉作为碳源时的菌株产酶效果最好，2.5 g/L 的

酵母膏与 2.5 g/L 的蛋白胨组合作为氮源时的菌株产酶

效果最好，生物素(VH)对菌株 SDE 生长有最明显的促进

作用，其菌数最高，可视为最佳生长因子，矿质元素 Ca2+

（2 mmol/ L）对菌株 SDE 产生淀粉酶有最佳激活作用。
3.2 通过正交试验优化得出，该菌株产酶最佳发酵培养

基组成为:玉米淀粉 20 g，蛋白胨 2.5 g，酵母膏 2.5 g，VH
2 mg，MgSO4·7H2O 0.5 g, CaCl2 1.5 mmol, K2HPO4 2 g,
KH2PO4 0.5 g, KCl 0.5 g,蒸馏水 1000 mL。
3.3 该最佳发酵培养基培养 SDS 菌株产酶活力最高为

194.9 U/mL，比优化前提高了 10.4 %。
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