
一株产耐热右旋糖酐酶真菌的筛选、鉴定及其酶学性质

王蔷1,2，张洪斌1*，张宇琪1

1 合肥工业大学医学工程学院，安徽  合肥    230009
2 安徽医学高等专科学校药学系，安徽  合肥    230601

摘要：【目的】从土壤中筛选得到1株产耐热右旋糖酐酶的真菌。【方法】采用营养缺陷型培养基，结

合稀释涂布法和平板透明圈法分离筛选出产耐热右旋糖酐酶的菌株。通过观察菌落形态、菌体形态和培

养特征，结合ITS rDNA序列分析对菌株进行鉴定。研究菌株所产右旋糖酐酶的酶学性质。【结果】通过

筛选得到1株产耐热右旋糖酐酶的菌株DG001，经鉴定为淡紫拟青霉(Paecilomyces lilacinus)。菌株

DG001所产右旋糖酐酶的最佳催化条件为55 °C，pH 5.0；最适底物为5% Dextran T70。酶在60 °C以下和

pH 4.0–7.0之间稳定。urea、Mn2+和Mg2+对酶活均有促进作用，低浓度的Mn2+和urea可使酶活分别提高到

116.91%和110.14%，而Cu2+则对其有强烈抑制作用。该酶水解右旋糖酐T2000的产物主要是异麦芽糖和

异麦芽三糖，被确定为内切右旋糖酐酶。酶对底物的亲和性随底物分子量的增加而增强。【结论】成功

筛选获得1株产耐热右旋糖酐酶的菌株DG001，所产酶在较宽温度范围内具有较高活力，热稳定性好。

该酶在制糖工业及不同分子量右旋糖酐的制备中具有很好的应用前景。
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右旋糖酐(Dextran)又名葡聚糖，是一种具有

右旋特性的多聚糖，它是由葡萄糖基以α-1,6糖苷

键连接形成的大分子聚合物[1]。因为右旋糖酐分

子中含有少量诸如α-1,2、α-1,3或α-1,4等其他糖苷

键链接的分支结构[2]而呈现出显著的多样性，主

要表现在它的物理化学性质方面，如溶解性和粘

度等[3]。尽管右旋糖酐在生物医药、食品工业和

石油工业等生物技术领域拥有广泛的应用前景，

但是它在制糖生产中却会引起诸多的负面影

响[4]，例如影响糖分的回收，蔗汁的澄清、蒸发

和结晶速率，以及糖产品的适用性等。糖厂处理

右旋糖酐的方法有很多，主要分为物理法和化学

法，物理法由于其技术含量要求比较高，很难得

到推广[5]，而目前被广泛应用的化学方法则会使

糖产品中残留化学试剂，可能对人体造成危害，

也不是理想的方法。美国、日本、南非、澳大利

亚和印度在20世纪60年代就已经开始研究在白糖

生产中使用酶[6]，通过酶制剂来去除糖液中的多
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糖以提高糖产品的质量和产量，并取得了一定的

效果。右旋糖酐酶就属于这类酶制剂，它是目前

制糖工业中公认的消除右旋糖酐的最佳方法。

右旋糖酐酶(Dextranase，Dex)是一类能够催

化水解右旋糖酐的生物催化剂。它能专一性水解

α-1, 6糖苷键，使右旋糖酐分子降解为小分子的右

旋糖酐、异麦芽糖、异麦芽三糖、葡萄糖以及极

少量的多聚糖等[7]。右旋糖酐酶可由自然界中的

微生物产生，目前已知的产酶真菌有青霉菌、酵

母菌、曲霉菌、镰刀霉菌、细丽毛壳和申克孢子

丝菌等，产酶细菌有链球菌、拟杆菌和假单胞菌

等 [8 ]。其产酶是需要诱导物的，诱导物的浓度、

分子大小，以及分支情况对诱导微生物的产酶能

力均有影响，最常见的诱导物是右旋糖酐、改良

的底物酮基右旋糖酐 [9 ]，此外还有异麦芽寡糖、

异麦芽棕榈酸单脂和二脂等。右旋糖酐酶的应用

非常广泛，它可以应用于啤酒酿造、药用右旋糖

酐生产、龋齿防治和益生元(功能性异麦芽低聚

糖)的制造等方面[10–13]。在制糖工业中，右旋糖酐

酶可以降解右旋糖酐，用来防止制糖原料中“蔗

饭”的产生，还可以消除制糖生产过程中因右旋糖

酐的高粘性而带来的诸如影响糖分回收、限制糖

产品适用性、损坏制糖设备等危害，而且效果显

著，不会引入新的杂质，是非常绿色环保的方法。

因为制糖工艺需要的温度较高，这就需要右旋糖

酐酶具有较好的耐热性和热稳定性。本研究利用

营养缺陷型培养基，从土壤中筛选到产耐热右旋

糖酐酶的菌株，并对其酶学性质进行研究，为制

糖生产工艺和蔗糖品质的提升提供实验依据。

1    材料和方法

1.1    材料

1.1.1    土样来源：10份土样主要采自安徽、江苏

和广东等地的农田、果园、草地和森林等环境的

植物根系土壤、腐殖质等。

1.1.2   培养基：(1) 马铃薯葡萄糖琼脂培养基

(PDA) (W/V): 20%马铃薯，2%葡萄糖，2%琼脂，

自然PH；(2)  筛选培养基(W/V):  1% Dextran
T2000，0.3% NaNO3，0.1% K2HPO4·3H2O，

0.05% MgSO 4 ·7H 2 O，0.05% KCl，0.001%
FeSO4·7H2O；(3) 基础发酵培养基(W/V): 1.5%
Dextran，0.5% Peptone，0.1% K2HPO4·3H2O，

0.05% MgSO 4 ·7H 2 O，0.05% KCl，0.001%
FeSO4·7H2O。

1.1.3    主要仪器和试剂：DNP-9082电热恒温培养

箱(上海三发科学仪器有限公司)；ZWY-100H恒温

培养振荡器(上海智城分析仪器制造有限公司)；
XSP-C203光学显微镜(重庆光电)；UV-1100紫外

可见分光光度计 (上海美普达仪器有限公司 )；
KDC-160HR高速冷冻离心机(科大创新股份有限

公司中佳分公司 )；其他常用仪器。右旋糖酐

T70、T40、T20(安徽六安华源药业)；右旋糖酐

T2000(Pharmacia)；薄层层析硅胶板(青岛海洋化

工厂分厂)。

1.2    耐热右旋糖酐酶产生菌的筛选

1.2.1    产酶菌株的初筛：10倍梯度稀释法制备

10– 2–10– 5的土壤悬液，分别涂布于筛选培养基

上，分别倒置于30 °C和45 °C恒温培养箱培养

4–6 d，筛选出能生长的菌株，转接至PDA培养基

纯化至少3次，再采用快速透明圈筛选法[14]，观察

菌落周围是否产生透明圈，能产生透明圈的即为

产右旋糖酐酶菌株。

1.2.2    产耐热酶菌株的复筛：将初筛的菌株进行

发酵培养，发酵液经4 °C、8000 r/min离心10 min，
去除菌体，上清液经无菌过滤(规格：φ 25 mm，

孔径0.22 μm的纤维素酯微孔滤膜)，通过打孔法

检测无菌发酵液分别在50、60、70 °C条件下能否

产生透明圈， 筛选出在高温下能够产生较大透明

圈的菌株。

1.3    菌株的分类鉴定

1.3.1    形态学鉴定：跟踪观察菌株在PDA培养基
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上和发酵培养基中的菌落生长特征，通过插片法

观察显微镜下的菌体形态特征，参考中国真菌

志[15]鉴定菌株的种属。

1.3.2    分子生物学鉴定：提取菌株基因组DNA送

往生工生物工程 (上海 )股份有限公司进行 ITS

rDNA测序，将测得的序列输入GenBank，利用

BLAST程序与NCBI库中已知菌序列进行比较分

析，利用MEGA 4.1软件对菌株进行系统进化分

析，利用Neighbor-Joining法构建系统发育树[16]。

1.4    右旋糖酐酶活力的测定

依据张洪斌[17]等使用的右旋糖酐酶的活力测

定方法测定，利用3,5-二硝基水杨酸(DNS)法[18]测

定酶反应生成的还原糖量，并计算出酶活力。在

最适反应条件下每小时产生1 mg还原糖(葡萄糖)

所需要的酶量为一个酶活力单位(U)。

1.5    右旋糖酐酶酶学性质研究

1.5.1    最适反应温度及热稳定性：将经0.02 mol/L

pH 5.0醋酸盐缓冲液适当稀释的酶液与3%的底物

溶液混匀，分别置于15–85 °C (5 °C为一个梯度)的

温度条件下反应，测定酶活力，以活力最高者为

100%，考察酶的最适反应温度。将酶液置于

25–70 °C (5 °C为一个梯度)条件下保温1 h后立即

冰浴，在最适反应温度下测定剩余酶活力；同

时，将酶液分别存放于4 °C和55 °C下保藏，每隔

一定时间取样，跟踪检测保藏过程中酶活力的变

化，考察酶的热稳定性。

1.5.2    最适反应pH及pH稳定性：将酶液分别与

0.02 mol/L、pH为4.0–9.0 (0.5为一个梯度)的缓冲

溶液配制的浓度为3%的底物溶液反应，以活力最

高者为100%，考察酶的最适反应pH。将酶液置于

pH为4.0–9.0 (0.5为一个梯度)的缓冲溶液体系中，

4 °C下保存1h，在最适反应pH下测定剩余酶活

力，考察酶的pH稳定性。

1.5.3    金属离子及试剂对酶活力的影响：在0.02

mol/L pH 5.0的醋酸盐缓冲溶液中分别加入不同的

金属离子和试剂，其最终浓度为0.001 mol/L，在

最适反应条件下反应后测定酶活力，以未加金属

离子和试剂的酶反应体系为100%标准对照，计算

相对酶活力，考察不同金属离子及试剂对酶活的

影响。

1.5.4    动力学常数 Km及Vmax的测定：将酶液分别

与0.2%、0.3%、0.4%、0.5%、0.6%、0.8%和

1.0%浓度的右旋糖酐T2000、T70和T40底物溶液

反应6 min，通过测定酶活力计算酶的反应初速

度，通过米氏方程的双倒数形式(Lineweaver-

Burk plot)计算酶的Km及Vmax。

1.5.5    酶解反应产物分析：将酶液与右旋糖酐

T2000溶液在最适反应条件下反应，分别于反应

0.5、1.0、2.0和5.0 h时取样后立即沸水浴中终止

反应，采用TLC法分析反应液中的产物。空白对

照为等比例灭活酶液与底物的混合物，标准对照

为同浓度的葡萄糖、异麦芽糖和异麦芽三糖标品

溶液，展开剂为：正丁醇:乙酸:水=2:1:1(V/V/V)，
显色剂为4 mL苯胺、4 g二苯胺、2 mL盐酸和

20 mL 85%磷酸溶于200 mL丙酮中。

1.5.6    酶的底物专一性及最适底物浓度：用0.02
mol/L pH 5.0的缓冲溶液将右旋糖酐T70分别配置

成1%、3%、5%、7%和9%的底物溶液，同时将

不同糖类配置成5%的溶液，在最适反应条件下反

应后测定酶活力，以酶活最高者为100%，考察酶

的底物专一性和最适底物浓度。

2    结果和分析

2.1    土样的筛选结果

对采自不同地区的10份土壤样品进行筛选，

在30 °C的培养温度下筛选得到1株真菌DG001，

经快速透明圈筛选法鉴定，菌株DG001的菌落周

围可产生明显的透明圈(图1-A)。经发酵培养，其

发酵上清液分别在50、60、70 °C条件下均能产生

较大透明圈，且60 °C以上形成的透明圈明显大于
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商业右旋糖酐酶(图1-B)。通过DNS法测定该活性

菌株发酵液在50 °C下与分子量为2000 kDa右旋糖

酐溶液反应生成的还原糖量，计算出其酶活力为

85.4 U/mL。其活力比目前国内报道的野生黄绿青

霉D5所产右旋糖酐酶在此温度下的酶活力(43.39

U/mL)要高近1倍[19]，也比野生棘孢青霉所产右旋

糖酐酶在最适条件下的酶活力(75 U/mL)要高[17]。

2.2    菌株的鉴定结果

30 °C下恒温培养菌株DG001，跟踪观察其在

PDA培养基上的生长情况。培养3 d时培养基上长

出质地疏松的白色菌落，外观似绒毛状，背面为

白色；第4–5天开始菌落颜色变成肉粉色，表面形

成肉色细颗粒，并随着时间延长而逐渐变深，7 d

后菌落中部隆起，较为致密，呈粉状、紫灰色。

锥形瓶发酵培养3 d后，发酵培养基中形成菌丝

球，瓶壁上形成少量白色生物膜，培养基浑浊、

呈乳白色，培养7 d后瓶壁上形成一圈颜色较深的

生物膜，培养基颜色变深。在普通光学显微镜下

观察，菌丝有横隔，分生孢子为单细胞，呈椭圆

形、链状，直径为2–4 μm，从气生菌丝处生出分

生孢子梗，其末端膨大，孢梗上具有瓶颈状、不

规则的分支，瓶梗基部较宽。通过对菌株进行ITS

rDNA测序，得到270 bp的目的DNA片段，将该序

列提交至GenBank上，获得GenBank登陆号为

KP941770。利用BLAST程序与NCBI库中已知菌

序列进行同源性比较分析，结果显示菌株

DG001的270 bp的目的DNA片段与拟青霉属的淡

紫拟青霉(Paecilomyces lilacinus)的同源性高达

100%。利用MEGA 4.1软件将相似度在98%以上

的已知菌与菌株进行聚类分析，通过Neighbor-

Joining法构建系统发育树，结果见图2，比较遗传

距离，菌株DG001与数据库中GenBank登录号为

KJ862077.1、AB480689.1和KC478538.1在一个分

支上，表明它们的遗传距离最近。通过以上分

析，参照文献[15]，菌株DG001与淡紫拟青霉的

培养特征和形态特征相符，且其目的DNA序列与

数据库中淡紫拟青霉相应序列的同源性高，由此

鉴定菌株DG001为淡紫拟青霉。

2.3    酶学性质的研究结果

2.3.1    最适反应温度及热稳定性：测定右旋糖酐

酶在不同温度下的酶活力，其趋势见图3-A。图中

显示该酶在45–60 °C之间的酶活力均在90%以

图 1.  透明圈法鉴定结果

Figure 1.  The identification results of the transparent circle method. A: the transparent circle produced by strain
DG001; B: enzyme activity at 60 °C. a: sterile water; b: DG001 dextranase; c: commercial dextranase.
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上，其最适反应温度为55 °C。图3-B显示了该酶

在不同温度下保存1  h后的剩余酶活力，酶在

25–55 °C保温1 h后剩余酶活力均在93%以上，当

温度在65 °C以上保温1 h后，该酶基本失去酶活

力，表明该酶的热稳定性较好。将酶分别保藏于

4 °C和55 °C下，定时取样测量剩余酶活力，其结

果见表1，该酶在4 °C下保藏28 d后剩余酶活力为

89.8%，可见该酶在低温4 °C下热稳定很好；酶在

图 2.  菌株DG001的基于ITS rDNA序列同源性构建的系统发育树

Figure 2.  Strain DG001 ITS rDNA sequence homology-based phylogenetic tree. The evolutionary distances were
calculated by MEGA 4.1 software. Bar, 2 substitution per nucleotide. The figures for each branch point is the
percentage supported by bootstrap. The numbers in parentheses represent the GenBank sequence accession number.

图 3.  温度对酶活力及酶稳定性的影响

Figure 3.  Effect of temperature on the activity and stability of dextranase. A: dextranase activity; B: thermal stability.
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55 °C下保藏2 d剩余酶活力为86.1%，5 d后剩余活

力仍然有61.8%，说明该酶在55 °C的高温下热稳

定性较好。

2.3.2    最适反应pH及pH稳定性：测得右旋糖酐

酶在不同pH下的酶活力，见图4-A，图中显示该

酶催化反应的pH值范围较窄，其最适反应pH值为

5.0，当pH在6.0以上或4.5以下时，酶活力下降较

快。该酶在pH 4.0–9.0下保存1 h后的剩余酶活力

见图4-B，该酶在pH 4.0–7.0的条件下保存1 h后剩

余活力均在80%以上，可见该酶在此pH值范围内

稳定性较好，而从pH 7.0开始酶活力迅速下降，

直到pH 9.0时酶活力仅剩40.4%。

2.3.3    金属离子及试剂对酶活力的影响：测定右

旋糖酐酶在7种金属离子及3种试剂的反应体系中

的酶活力，结果见表2。表中数据显示，urea、
Mn2+和Mg2+均对酶活力有促进作用，其中Mn2+的

促进作用最强，可使酶活提高到116.91%。而其

他金属离子及试剂对酶活均有着不同程度的抑制

作用，其中Cu2+的抑制作用最强烈，酶活力仅剩

余24.48%， t r i s和SDS的抑制作用次之，K +、

Al3+、Fe2+和Ca2+的抑制作用则较弱。

2.3.4    动力学常数Km及Vmax的测定：将右旋糖酐

酶分别与不同浓度的右旋糖酐T2000、T70和

T40底物溶液反应6 min，计算酶的反应初速度，

表 1.  温度、时间对酶活力稳定性的影响

Table 1.  Effect of temperature and time on the stability of dextranase activity

T/°C t/d Relative
activity/%  T/℃ Time Relative

activity/%
4 Control 100  55 Control 100

 1 99.10±0.33   2 h 99.60±0.21

 4 97.60±0.24   1 d 99.30±0.27

 7 95.20±0.22   2 d 86.10±0.19

 12 94.30±0.31   3 d 74.20±0.23

 18 93.50±0.28   5 d 61.80±0.45

 28 89.80±0.45   6 d 34.80±0.38

图 4.  pH对酶活力及酶稳定性的影响

Figure 4.  Effect of pH on the activity and stability of dextranase. A: dextranase activity; B: pH stability.
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绘制Lineweaver-Burk plot，由此计算Km值和

Vmax值，见表3。表中数据表明，该酶的Km值随右

旋糖酐分子量的增加而减小，这说明该酶对右旋

糖酐的亲和性随着右旋糖酐分子量的增加而增

强，这与吴定涛等[20]对哈茨木霉右旋糖酐酶的研

究一致。

2.3.5    酶解反应产物的分析：用酶催化水解底物

右旋糖酐T2000，其薄层色谱分析结果见图5。该

图表明，当反应0.5 h时有异麦芽糖、异麦芽三糖

和少量分子量大于三糖的物质生成；随着反应时

间的增加，观察异麦芽糖、异麦芽三糖和分子量

大于三糖物质的斑点，异麦芽糖和异麦芽三糖生

成量逐渐增加，而分子量大于三糖的物质逐渐消

失；当反应2 h以后，水解产物仅剩异麦芽糖和异

麦芽三糖。观察点样处的斑点，未被降解的大分

子多糖随着反应时间的增长而逐渐变淡，直至几

乎完全水解。该酶的水解终产物主要是异麦芽糖

和异麦芽三糖，而并不产生葡萄糖，由此判断该

酶为内切右旋糖酐酶。

2.3.6    酶的底物专一性及最适底物浓度：右旋糖

酐酶与右旋糖酐T70、可溶性淀粉、α-乳糖、β-环

糊精、麦芽糖、琼脂糖、壳聚糖和蔗糖等底物作

用的结果见表4。由表中数据可知，该酶只能降解

右旋糖酐中的α-1,6糖苷键，同时可以轻微作用于

可溶性淀粉中的不连续α-1,6糖苷键，但是对α-

1,4、β-1,2和β-1,4等糖苷键没有降解能力，这一性

质类似于哈茨木霉右旋糖酐酶[20]。而该酶作用于

右旋糖酐T70的最适底物浓度为5%。

3    讨论

由于制糖原料收获、存贮条件及生产工艺等

表 2.  金属离子和试剂对酶活力的影响

Table 2.  Effect of metal ions and reagent on dextranase activity

Compounds and ion Concentration/(mol/L) Relative activity/%

Control — 100

urea 0.001 110.14±0.14

tris 0.001 62.32±0.19

SDS 0.001 55.07±0.09

K+ 0.001 82.29±0.15

Mn2+ 0.001 116.91±0.29

Al3+ 0.001 82.61±0.18

Cu2+ 0.001 24.48±0.07

Fe2+ 0.001 82.13±0.13

Ca2+ 0.001 89.69±0.13

Mg2+ 0.001 101.93±0.24

表 3.  酶的动力学参数

Table 3.  Kinetic parameters of dextranase

Kinetic parameters Dextran T2000 Dextran T70 Dextran T40

Km/(mol/L) 3.54×10–6 1.05×10–4 5.05×10–4

Vmax/[molGLc /(L·min)] 4.04×10–2 5.15×10–2 5.30×10–2
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原因，在制糖生产中不可避免地受到右旋糖酐的

危害，故预防和消除右旋糖酐是制糖工艺的关键

点。右旋糖酐酶是1种应用价值极高的生物制剂，

它具备安全、高效和环保等优点，在食品、医药

和化工等多种行业中有广泛的应用价值，具有一

定的社会和经济效益。总结国外的研究报道，在

制糖生产中使用右旋糖酐酶，不仅能有效降解右

旋糖酐，还不会在糖产品中引入有害杂质，因此

近几年国内开始重视右旋糖酐酶的研究。根据右

旋糖酐酶的作用位点可将酶分为内切右旋糖酐酶

和外切右旋糖酐酶2种，其中以内切方式水解右旋

糖酐的Dex，其作用的最适温度在20–60 °C之间，

最适pH在4–7之间，属于保留型催化[2]。内切右旋

糖酐酶产生菌比较多[8]，常见的真菌有青霉菌和

曲霉菌等，细菌有芽孢杆菌和节杆菌等。而大多

数真菌所产的右旋糖酐酶具有较好的稳定性，应

用价值比较高。

图 5.  酶解产物的薄层层析图谱

Figure 5.  TLC pattern of hydrolysates. The dextranase
reacted at 55 °C, pH 5.0 conditions with dextran T2000
for different times (0.5, 1.0, 2.0, 5.0 h). Lane 0: blank;
lane 1: standard mixture (glucose, isomaltose and
isomaltotriose); lane 2: 0.5 h; lane 3: 1.0 h; lane 4: 2.0
h; lane 5: 5.0 h.

表 4.  酶对不同糖类底物的作用

Table 4.  Action of dextranase on various carbohydrates

Substrates Concentration Main linkages Relative activity%

Dextran T20 5% α-1,6 74.67±0.84

Dextran T40 5% α-1,6 81.14±0.49

Dextran T70 1%  63.70±0.61

 3%  91.64±0.57

 5% α-1,6 100.00±0.41

 7%  98.75±0.64

 9%  98.04±0.53

Dextran T2000 5% α-1,6 83.03±0.67

Soluble starch 5% α-1,4  α-1,6 1.43±1.02

α-Lactose 5% α-1,4 0

β-Cyclodextrin 5% α-1,4 0

Maltose 5% α-1,4 0

Agarose 5% β-1,4 0

Chitosan 5% β-1,4 0

Sucrose 5% β-1,2 0
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本文基于制糖生产工艺要求右旋糖酐酶需要

具备较高耐热性和热稳定性的目标，利用营养缺

陷型培养基，从土壤中筛选得到1株可产耐热右旋

糖酐酶的活性菌株DG001，通过形态学观察，结

合分子生物学鉴定结果，确定该菌株为淡紫拟青

霉(Paecilomyces lilacinus)。目前，国内外已报道

的右旋糖酐酶产生菌主要集中在真菌和细菌，少

数是以节杆菌为主的放线菌，这些产生菌中以真

菌的青霉菌数量为多[8]。而拟青霉菌也是较早被

报道的来源菌之一，且多为淡紫拟青霉[9,21–22]。总

结相关文献报道，此种菌来源的右旋糖酐酶具有

较宽的反应温度范围和较好的热稳定性。本次筛

选得到的菌株DG001也同样具有耐热性和热稳定

性优势，且热稳定性更为优异。该淡紫拟青霉右

旋糖酐酶在50 °C下对2000 kDa右旋糖酐的酶活力

为85.4 U/mL，在野生菌株中属于产酶能力较好

的。通过薄层色谱分析得知该酶催化水解右旋糖

酐T2000的终产物主要是异麦芽糖和异麦芽三

糖。结合底物专一性研究结果，该酶能降解连续

的α-1,6糖苷键，还可轻微降解可溶性淀粉中的不

连续α-1,6糖苷键，但不能降解α-1,4、β-1,2和β-
1,4等糖苷键，由此判断该酶为内切右旋糖酐酶，

这与孙晋武等[22]报道的5株活性菌株所产酶，以及

Suzuki等[23]报道的GH66 家族的smDex的作用模式

情况相似。该酶的最佳催化条件为55 °C，pH 5.0，
与岑成福等[24]研究的右旋糖酐酶在除去蔗汁中右

旋糖酐的最佳工艺条件相近，因此适合应用于制

糖生产的压榨工段。该酶的热稳定好，特别是在

4 °C下保存28 d仍能保持90%左右的酶活力，55 °C
下的半衰期为5 d左右。有报道指出蔗汁中含有一

些诸如钾、钙、镁的阳离子和氯化物、磷酸盐和

硫酸盐的阴离子，会抑制右旋糖酐酶的活力 [2 ]。

经研究，低浓度的urea、Mn2+和Mg2+对酶活均有

促进作用， 其中Mn2+和urea可使酶活分别提高到

116.91%和110.14%，这与吴定涛等[20]和Das等[21]

研究的结果相反。而K+、Al3+、Fe2+和Ca2+的抑制

作用较弱，Cu2+则对该酶有强烈的抑制作用，能

抑制将近76%的酶活力。该酶对底物右旋糖酐

T2000、T70和T40的Km值分别为3.54× 10–6L、

1.05×10–4和5.05×10–4 mol/L，表明该酶对底物的亲

和性随底物分子量的增加而增强[25]，这与本实验

室近几年筛选得到的1株哈茨木霉[20]所产右旋糖酐

酶相似，都具有优先降解大分子右旋糖酐的特

性，该特性有利于中低分子量药用右旋糖酐的

合成。

本研究成功获得1株可产耐热右旋糖酐酶的活

性菌株，该酶在相对较宽的温度范围内具有较高

的酶活力，且热稳定性较好，具有较高的应用研

究价值。通过对该酶的酶学性质进行研究，为今

后进一步研究酶在制糖工业中的应用提供了基础

数据。下一步将对该酶的分离纯化及结构鉴定，

以及发酵生产工艺进行探索研究。 
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Screening, identification and characterization of thermotolerant
dextranase from a fungus

Qiang Wang1,2, Hongbin Zhang1*, Yuqi Zhang1

1 School of Medical Engineering, Hefei University of Technology, Hefei 230009, Anhui Province, China
2 Department of Pharmacy, Anhui Medical College, Hefei 230601, Anhui Province, China

Abstract: [Objective] We attempted to obtain a fungus producing thermotolerant dextranase by screening samples
from soil. [Methods] The fungus producing thermotolerant dextranase was isolated and screened by auxotrophic
medium, combined with Pour Plate method and Flat Transparent Circle method. The strain was identified by its
colony, cell morphology and cultural characteristics, as well as ITS rDNA sequence analysis. The dextranase
produced by the strain was characterized. [Results] We obtained the strain DG001 producing thermotolerant
dextranase, which was identified as Paecilomyces lilacinus. The optimum catalytic conditions for the dextranase were
55 °C, pH 5.0, and the optimum substrate concentration was 5% dextran T70. The dextranase was stable below 60 °C
and between pH 4.0 and 7.0. Urea, Mn2+ and Mg2+ could increase enzyme activity, and the low concentration of Mn2+

and Urea could increase enzyme activity to 116.91% and 110.14% respectively, whereas Cu2+ had a strong inhibitory
effect on the dextranase. The dextranase, identified as endo-dextranase, hydrolyzed dextran T2000 with main products
as isomalt and isomaltotriose. The enzyme-substrate affinity increased with the increasing substrate molecular weight.
[Conclusion] Strain DG001 producing thermotolerant dextranase was obtained through successful screening, bearing
a high activity in a wide temperature range and a good thermal stability. This enzyme shows a promising prospect of
application in sugar industry and in the preparation of different molecular weight dextran.
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