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摘  要：对产单宁酶的1 株嗜热真菌HBHF5进行鉴定，开展单宁酶酶学性质的分析及碳水化合物活性酶

（carbohydrate-active enzymes，CAZymes）的转录组学研究，探究嗜热真菌HBHF5在食品酶制剂开发中的潜力。经

对菌株的菌落、孢子形态观察及ITS序列比对分析，最终鉴定嗜热真菌HBHF5为烟曲霉（Aspergillus fumigatus）。

经分析，菌株HBHF5在固态发酵培养时不产单宁酶，而液态诱导培养时，菌株HBHF5胞内和胞外均检测到单宁酶

活性，且以胞外酶为主（94%），酶活力最高达136 U/mL。单宁酶最适反应温度为60 ℃，在60 ℃处理30 min，

能够维持酶原活力的90%以上。该酶最适反应pH值为6.0，在pH 5.0～9.0范围内，能够维持60%以上的酶活力。不同

金属离子对酶活力的影响存在差异，Cu2＋、Fe3＋、Mn2＋和Zn2＋对该单宁酶活性抑制较强。经转录组学分析，该菌

以麸皮为唯一碳源时，共有淀粉酶、纤维素酶和果胶酶等239 个CAZymes基因表达，其中糖苷水解酶类最为丰富，

约占CAZymes表达总数的70%。A. fumigatus HBHF5是1 株优良产酶菌株，为具有食品酶制剂开发潜力的嗜热真菌。
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Abstract: In this study, a thermophilic fungal strain (HBHF5) producing tannase was identified. Also, the enzymatic 

properties of tannase from strain HBHF5 were evaluated and transcriptomic analysis of its carbohydrate-active enzymes 

(CAZymes) was carried out. We aimed to explore the potential of strain HBHF5 for use in the development of food 

enzyme preparations. Based on its morphology and ITS sequence alignment analysis, strain HBHF5 was identified as 

Aspergillus fumigatus. A. fumigatus HBHF5 did not produce tannase under solid-state fermentation (SSF), but it produced 

both extracellular and intracellular tannase when cultured under submerged fermentation conditions. The extracellular 

enzyme was found to be dominant (94%) and its activity was as high as 136 U/mL. Tannase activity was optimal at pH 

6.0 and 60 ℃. After treatment at 60 ℃ for 30 min, more than 90% of the initial activity was retained, and the residual 

activity was over 60% in the pH range of 5.0 to 9.0. The tannase activity was inhibited by some metal ions, such as Cu2+, 

Fe3+, Mn2+ and Zn2+. Transcriptomic analysis showed that 239 CAZymes genes including those encoding amylase, cellulase 

and pectinase were expressed when wheat bran was used as the sole carbon source. Among these the most abundant was 

glycoside hydrolase, accounting for about 70% of the total CAZymes. It has been demonstrated that A. fumigatus HBHF5 is 

a good producer of tannase and has the potential to be used to develop food enzyme preparations. 
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单宁酶（EC 3.1.1.20）是一类降解单宁中酯键和缩

酚酸键的水解酶，广泛分布在植物和微生物中[1-2]。其底

物单宁作为一种天然大分子物质存在于植物的茎、根和

果实当中。因作为食品加工原料的果实含有单宁，往往

具有苦涩味，这使得柿子、刺梨等高含量单宁水果生产

加工时需要进行脱涩处理[3-4]。采用乙醇脱涩、乙烯脱涩

及加热脱涩等传统方法进行脱涩处理，达到了一定的效

果，但是产品在加工处理过程中会出现返涩现象[5-6]。利

用单宁酶脱涩法不仅可以避免上述现象的发生，同时还

可以提高产品的稳定性[7-9]。单宁酶较高的价格限制了其

在食品领域应用的范围，丰富单宁酶资源具有较强的现

实意义。

嗜热真菌是一类能够在45 ℃以上正常生长，而在

19 ℃以下无法生长的真核微生物[10]。嗜热真菌所分泌酶

类大部分为嗜热酶[11]，因其具有较高的催化反应温度及

良好的稳定性能，在食品、医药及化工等领域方面应用

前景广阔[12-13]。目前，嗜热真菌来源的单宁酶研究鲜有

报道。碳水化合物活性酶（carbohydrate-active enzymes，

CAZymes）是一类降碳解水化合物酶类的总称 [14]，大

多数食品原料含有淀粉、纤维素、果胶类等物质，这使

得降解这些物质酶在食品工业中发挥着越来越重要的作

用。因此，CAZymes酶谱分析是对菌株应用潜力的重要

指标，传统的酶谱分析策略无法全面对菌株酶谱分析。

随着现代转录组学技术的不断发展，利用转录组学测序

技术开展菌株产酶谱的研究成为新的策略。

本课题组前期从大曲中分离、筛选获得1 株产单宁

酶的嗜热真菌HBHF5，本研究旨在对菌株HBHF5进行鉴

定及酶学特性的相关研究；利用转录组测序技术对该菌

株糖苷水解酶谱进行分析，掌握菌株的产酶性能，为寻

找新型单宁酶及其他食品酶的开发提供理论指导。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

菌株HBHF5筛选自河北保定刘伶醉酿酒股份有限公

司大曲粉，并保存于本实验室。

牛肉膏、蛋白胨等均为国产分析纯；Trizol、氯仿-

异戊醇（24∶1，V/V） 北京索莱宝科技有限公司； 

单宁酸 美国Sigma公司；真菌DNA提取试剂盒、聚合

酶链式反应（polymerase chain reaction，PCR）相关试剂   

北京全式金生物技术有限公司。 

基础盐溶液：NH4NO3 11 g，MgSO4·7H2O 1 g，

NaCl 0.1 g，溶于100 mL水，用于固态发酵培养基和液

态发酵培养基的制备。固态发酵培养基：麸皮5 g，单

宁酸10 mg，基础盐溶液5 mL，放置于250 mL锥形瓶

中，混匀，自然pH值，121 ℃灭菌20 min。液态发酵培

养基：麸皮1.5 g，单宁酸150 mg，基础盐溶液150 mL，

放置于250 mL锥形瓶中，混匀，自然pH值，121 ℃灭菌

20 min。

1.2 仪器与设备

CX31光学显微镜 日本Colmpus公司；GL-2M离心机  

上海市离心机械研究所；ABI 9700 PCR仪 美国Applied 

Biosystems公司；凝胶成像仪分析系统 美国Bio-Rad 

公司；立式高速低温离心机 日本Hitachi公司。

1.3 方法

1.3.1 菌株的鉴定

1.3.1.1 菌落形态特征观察

将菌株HBHF5点植在PDA平板中，45 ℃倒置培养，

观察并记录菌落形状、大小、生长速率、是否产色素

等，对照真菌鉴定手册[15]，初步确定菌株的种属地位。

1.3.1.2 ITS序列分子鉴定

菌株HBHF5基因组DNA提取采用CTAB法；ITS序列

PCR扩增参数及体系参照文献[16]进行，纯化后的PCR扩

增产物由华大基因科技服务有限公司进行测序；将获得

的测序结果提交NCBI数据库（http://www.ncbi.nlm.gov/

blast/）进行BLAST同源性分析，采用MEGA 5.0软件构

建系统进化树并分析。 

1.3.2 生长曲线的测定

采用菌体干重法测定菌株生长曲线。菌株孢子悬浮

液接种于50 mL PDB培养基中，45 ℃摇床培养，分别在

12、24、36、48、60 h和72 h取样，过滤获得菌丝体，在

105 ℃条件下烘干至质量恒定，测定菌体质量，绘制菌株

的生长曲线。

1.3.3 单宁酶活力的测定

粗酶液的制备：菌株HBHF5种子接种于液体发酵培

养基，在45 ℃条件下摇床培养72 h后，发酵液离心处理
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（12 000 r/min，10 min），收集上清液，即为粗酶液，

4 ℃备用。

单宁酶活力测定参考Sharma等[17]方法。取100 μL适

当稀释酶液与400 μL没食子酸丙酯溶液（1.25 mmol/L，

pH 5.0）混匀，60 ℃反应10 min后，加入300 μL罗丹宁终

止反应，并加入200 μL KOH（0.5 mmol/L）溶液进行显

色，在520 nm波长处测定其吸光度，并计算酶活力。以

每分钟水解没食子酸丙酯底物产成1 μmol没食子酸所需

酶量定义为1 个酶活力单位（U）。

1.3.4 固态培养和液态培养对菌株HBHF5产酶的影响

将菌株HBHF5种子接种于液体或固态产酶培养基

中，45 ℃诱导培养4 d后收集液体发酵培养液，离心处理

收获上清液为样品1（SSF1），菌体进行超声波破碎为样

品2（SSF2）；固态发酵浸出液为样品3（SmF1），固态

发酵菌体超声波破碎液为样品4（SmF2），分别对4 种样

品进行单宁酶活力的测定，探究该菌单宁酶的在固液两

种培养方式对产酶的影响。

1.3.5 酶学性质分析

1.3.5.1 最适反应pH值的测定

将酶液在不同pH值（2、3、4、5、6、7、8、9）条

件下与底物反应，按照1.3.3节方法测定酶活力，以最高

酶活力为100%，测定酶最适反应pH值。

1.3.5.2 最适反应温度的测定

在最适pH值条件下，将酶液在不同温度（20、30、40、

50、60、70、80 ℃）与底物进行反应，按照标准方法测定酶

活力，以最高酶活力为100%，测定酶最适反应温度。

1.3.5.3 热稳定性的测定

在最适pH值条件下，将酶液分别在50、60 ℃和70 ℃

处理不同时间（0、2、5、10、20、30 min和60 min），

以最高酶活力为100%，测定剩余酶活力，研究单宁酶的

热稳定性。

1.3.5.4 金属离子对酶活力的影响

通过在酶反应体系中加入终浓度为1、5 mmol/L的金

属离子（Cu2＋、Fe3＋、Mn2＋、Ca2＋、Mg2＋、Li＋、K＋、

Na＋和Zn2＋）研究其对酶活力的影响。以未经过添加任何

金属离子的反应为对照组，按照标准酶活力测定方法测

定其剩余酶活力。

1.3.6 CAZymes基因表达分析

菌株HBHF5接入液态诱导培养基中，45 ℃诱导培

养72 h后离心收集菌体。采用Trizol方法提取总RNA，并

使用Agilent 2100 Bioanalyzer和Agilent RNA 6000 Nano 

Kit对RNA浓度与完整性进行测定分析，纯度采用凯奥

K5500微量分光光度计来测定。取3 μg总RNA样品，利

用Ribo-Zero-magnetic-kit对样品mRNA进行富集，通过

Fragmentation buffer试剂对mRNA进行片段化处理，并以

此为模板构建表达文库。

采用HiseqTM2500测序平台进行双端测序，获得100 bp 

左右测序reads。对获得的原始测序序列进行分析，去

除只含有接头或过短的序列数据。利用软件TOPHAT

（v2.0.6）将预处理后的数据与参考Ensembl真菌数据库

Aspergillus fumigatus.CADRE.33基因组序列进行比对获

得基因的注释信息。依据CAZymes数据库（http://www.

cazy.org/）分类标准，对测序数据进行统计分析。

1.4 数据处理

每组实验均设3 次重复，取平均值，运用Microsoft 

Excel 2010和SPSS 19.0数据处理软件对试验数据结果进行

处理和方差分析。

2 结果与分析

2.1 菌株鉴定
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图 1 HBHF5菌株菌落特征（A）及系统发育树（B）

Fig. 1 Cultural characteristics (A) and phylogenetic tree (B) of strain HBHF5

如图1A所示，菌株HBHF5在45 ℃条件下生长旺盛，

培养3 d菌落即可铺满整个平皿，在 PDA平板中的菌落紧

密，表面粗糙，菌落中心突起，边缘为辐射状褶痕；菌

株生长初期时，菌落颜色为白色，随后菌落逐渐成为蓝

绿色，在生长后期，菌落颜色为浅灰色，呈粉末状。分

生孢子头顶囊呈烧瓶状，分生孢子梗单层，成木栅状排

列状布满顶囊，孢子成球形，绿色。

如图1B所示，菌株HBHF5 ITS序列经BLAST比

对分析，菌株HBHF5与烟曲霉（Aspergillus fumigatus 
AF293）一致性为99%，且在进化树中位于同一个分支

中，即具有较近的亲缘关系。

综上所述，菌株HBHF5经形态观察和分子鉴定结

果，该菌属于曲霉属，烟曲霉种，最终命名为烟曲霉

HBHF5（A. fumigatus HBHF5）。
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2.2 菌株生长曲线的测定
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图 2 HBHF5菌株生长曲线

Fig. 2 Growth curve of strain HBHF5 

A. fumigatus HBHF5生长变化情况如图2所示，该菌

以体积分数1%接菌培养时延滞期时间为12 h，菌株培

养24 h后进入对数生长期，大约持续生长36 h，即在培

养60 h后达到生长稳定期。同时通过对单宁酶活力测定

分析，发现该菌在对数培养时期即开始进行产酶，随着

菌株自身的生长，产酶量也随之增加，直至对数生长周

期，单宁酶产酶量达到最大值，其酶活力为136 U/mL。

以上结果表明A. fumigatus HBHF5菌株在45 ℃条件下生长

迅速，能够短周期发酵生产即可获得单宁酶产物。

2.3 菌株产酶特性及酶学性质分析

通 过 对 比 分 析 研 究 固 态 和 液 态 发 酵 方 式 下 

A. fumigatus HBHF5产单宁酶差异，发现培养方式对该菌

的产酶影响较大。A. fumigatus HBHF5在固态培养条件下

几乎不合成单宁酶，而在液态发酵培养时可产生大量的单

宁酶，且以胞外分泌形式为主（94%）（图3）。这与已

报道大多数生产单宁酶菌株的产酶方式不同，该特性使得 

A. fumigatus HBHF5可以采用液态深层发酵方式生产单宁酶。
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图 3 培养方式对A. fumigatus HBHF5产单宁酶的影响

Fig. 3 Effect of culture systems on tannase production of strain HBHF5

经测定，该单宁酶在 p H值为 6 . 0时，酶活力最

高。在pH 5.0～9.0范围内，能够维持60%以上的酶活 

力（图4A），具有一定的pH值适应性，能够满足多种原料

加工生产中的需求。该单宁酶最适反应温度为60 ℃，在70 ℃

时依然具有50%以上的酶活力，在20 ℃反应时，该单宁酶能

维持大约57%的酶活力（图4B），该酶属于嗜热酶。

在酶热稳定性的研究中发现，该单宁酶在50 ℃热

处理1 h，其剩余酶活力基本未发生改变；60 ℃处理

60 min，相对酶活力在80%以上；当该酶在70 ℃处理

30 min，能够保持80%的酶活力，且在处理60 min后，

依然能够维持大约50%的酶活力，以上结果充分表明

HBHF5菌株所产单宁酶具有极好的热稳定性（图4C），

该性能能够保证该单宁酶在生产及贮存过程中保持较强

活力，有利于酶制剂产品品质的稳定。

在低离子浓度（1 mmol/L）存在的条件下，除 K＋、 

Li＋和Na＋未对酶活力造成抑制之外，金属离子Cu2＋对

酶活力抑制最为明显，其次是Zn2＋对酶活性的抑制明

显（94%），其他活性抑制率结果为：Fe3＋（69%）， 

Mn2＋（61%）和Mg2＋（22%）。以上的金属离子在高离

子浓度（5 mmol/L）下，对酶的抑制率不同程度增高，

其中以Fe3＋和Na＋变化最为显著，其抑制率分别为88%和

31%（图4D）。
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图 4 A. fumigatus HBHF5的单宁酶酶学性质分析

Fig. 4 Characterization of tannase from strain HBHF5
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2.4 菌株CAZymes基因表达分析
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图 5 A. fumigatus HBHF5碳水化合物活性酶基因表达分析

Fig. 5 Distribution of CAZymes gene expression in A. fumigatus HBHF5

通过对菌株HBHF5的转录组测序分析，共获得该

菌的23 927 186 条reads，数据量为3 589 077 900 bp，

GC含量为53.41%，Q20值为98.12%，Q30值为95.10%，

Percen tage值为92 .73%。通过对比对到参照基因组

（Aspergillus fumigatus.CADRE.33）上的reads分布统计

发现，reads分布在Exon区域值最高为87.98%，其次是定

位在Integenic区域（11.8%），只有0.22%的reads定位在

Intron区域，以上数据说明测序结果符合要求，可以进行

后续分析。

菌株所产酶的种类决定着其在酶制剂开发中的潜力

的大小，经对A. fumigatus HBHF5的转录组分析，当该菌

以麸皮作为唯一碳源时，共有2 151 个酶基因表达，其中

氧化还原酶579 个、转移酶644 个、水解酶522 个、裂合

酶167 个、异构酶71 个和合成酶168 个，水解酶类数量大

约占总酶的24%左右。

CAZymes是一类具有降解、修饰及生成糖苷键的

功能酶类的总称，由糖酯酶类（carbohydrate esterase，

CEs）、糖苷水解酶类（glycoside hydrolase，GHs）、糖

基转移酶类（glycosyl transferase，GTs）和多糖裂解酶

类（polysaccharide lyase，PLs）组成[18]。以麸皮为碳源

时，菌株HBHF5中CAZymes基因表达结果如图5所示。

经分析，CEs有12 个基因表达，GHs共有56 个基因表

达，PLs共有2 个基因表达，其中GHs表达最为丰富，约

占CAZymes酶类表达总数的70%（167 个基因），约占总

GHs家族的14.5%（21 种），其主要种类如下：聚半乳糖

醛酸酶、几丁质酶、半乳糖苷酶、甘露糖苷酶、葡萄糖

淀粉酶、纤维素酶、淀粉酶、木聚糖酶、甘露聚糖酶、

海藻糖酶等。

以上结果表明，菌株A. fumigatus HBHF5酶系较丰

富，是1 株优良的产酶菌株。

3 讨 论

大曲中的微生物种类丰富，是一类亟待挖掘的我国

特有微生物资源[19]。到目前为止，已从大曲中获得了产

嗜热淀粉酶和半乳糖苷酶的芽孢杆菌[20]，产糖化酶的棒

曲霉和黑曲霉[21-22]及产酯酶的少根根霉等[23]，而从大曲

中获得产单宁酶的嗜热真菌鲜有报道。Penicillium sp.、

Aspergillus sp.、Polyporus sp.和Trametes sp.等属均筛选获

得了产单宁酶的真菌[24]，而Aspergillus sp.来源的微生物

是最具有商业开发价值的单宁酶生产菌种属。本课题组

前期从浓香大曲中筛选获得了1 株产单宁酶的嗜热真菌，

经鉴定该菌属于烟曲霉种，命名为A. fumigatus HBHF5，

该菌株在高温培养时生长良好。

大多数单宁酶最适反应温度范围在30～40  ℃之

间，如A. niger N5-5单宁酶的最适温度为45 ℃[25]，而 

A. fumigatus HBHF5所产单宁酶最适反应温度为60 ℃左

右，在70 ℃时依然具有50%以上的酶活力，属于嗜热

酶，且该酶在50 ℃条件下酶活性稳定，这有利于该酶制

剂的贮存加工。通过9 种金属离子对单宁酶活力的影响研

究结果，几乎未发现有激活酶活性的金属离子，有6 种金

属离子对该酶的活性有不同程度的抑制，这与Rajakumar

等[26]的研究结果相似，却与Sena等[27]的研究存在一定的

差异，这可能是由于不同来源的单宁酶性质存在一定的

差异所致。

目前，生产所用菌株（黑曲霉）在液态发酵生产

单宁酶时主要以胞内单宁酶形式存在，这使得在提取单

宁酶时，往往需要破壁处理，该操作不仅增加了生产成

本，同时还使得在破壁处理时大量细胞内蛋白溢出，加

剧了单宁酶的分离纯化难度[28]，因此，获得在液体培养

生产胞外单宁酶的菌株，具有极其重要的现实意义。研

究发现，A. fumigatus HBHF5在液态发酵培养时，所产单

宁酶主要以胞外酶的形式存在，这对于单宁酶的生产极具

经济效应。固态发酵和液态发酵体系在含水量、含氧量、

基质浓度及能量传递等方面存在较大差异。到目前为止，

影响其胞外分泌机制仍不清楚，需进行进一步探究。
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食品酶类主要被用在碳水化合物原料的加工处理，

因此分析菌株CAZymes的丰富程度，直接影响到菌株在

食品酶制研发中的潜力。研究常通过对菌株不同酶活性

的检测来探究其产酶谱，虽然该策略具有一定的效果，

但是酶种类数量往往较少，一般只有数种，因此不能客

观的对菌株的产酶潜力进行评价[29]。随着组学时代的到

来，转录组学技术的成熟和成本的降低为开展产酶谱的

研究提供了有利的支撑[30]。A. fumigatus HBHF5在麸皮诱

导时，经转录组表达分析，共有2 151 个酶基因表达，

有239 个CAZymes类基因表达，涉及到淀粉降解相关

酶，纤维素降解相关酶和半纤维素降解相关酶，其酶总

量远高于传统的酶谱检测数量。因此，利用组学技术能

够客观真实的评价菌株产酶谱。综上所述，A. fumigatus 
HBHF5是1 株具有巨大开发潜力的酶制剂生产菌株。
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