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摘 要:以玉米皮渣为原料，采用酶解方法制备阿魏酰低聚糖( Feruloyl oligosaccharides，FOs) ，通过比较不同酶解条件
下阿魏酰低聚糖产量的差异及不同酶解方式下玉米皮渣细胞壁结构的变化，确定酶解阿魏酰低聚糖生成的方法，并优

化获得玉米皮渣中阿魏酰低聚糖的最佳酶解条件。结果表明:纤维素酶和木聚糖酶混合酶解可使玉米皮渣细胞壁出
现溶洞，可有效提高阿魏酰低聚糖产量;经单因素和响应面实验确定双酶混合酶解的最佳条件为混合酶的添加量为

15.7 g /L，混合酶中纤维素酶添加比例为 70%，酶解 1 h，玉米皮渣底物添加量为 100 g /L，在此条件下 FOs产量最高，为
1008.43 μmol /L。本研究为双酶混合酶解制备玉米皮渣 FOs提供理论依据。
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玉米皮是玉米籽粒的表皮部分，其量可占玉米重

量的 8%～10%［1］。玉米皮渣是玉米淀粉加工过程中
形成的副产物，主要是玉米皮及少量淀粉、蛋白质等，
报道称玉米皮渣中含有膳食纤维( 52.6% ～86.0% ) 、蛋
白质( 5.0%～13.0% ) 、淀粉( 4.0% ～20.0% ) 和酚类化合
物( 2.0%～5.5% ) 等［2］。玉米皮渣总酚类化合物中，阿
魏酸及其聚合物占 90%以上［3］。在植物中阿魏酸多
以酯键与细胞壁多糖链接［4］，水解后可获得阿魏酰低

聚糖( Feruloyl oligosaccharides，FOs) 。
FOs是阿魏酸( Ferulic acid，FA) 与糖的羟基通

过酯键连接成的一类重要的功能性低聚糖［1］，具有多

种生理功效，报道称 FOs 可增强小鼠免疫力［5］、改善
肠道菌群［6］、预防癌症等［7－10］作用。目前阿魏酰低聚
糖的研究主要集中在其生物活性方面，也有少量以

禾本科植物为原料进行 FOs 制备的报道［11－12］，但研
究仅限于制备条件的优化，且研究中多数仅用木聚

糖酶酶解，单一酶酶解效率显著低于纤维素酶和木

聚糖酶混合酶解［13］，推测双酶中酶的添加比例亦会

影响产物的生成。本研究以玉米皮渣为原料，采用
双酶酶解制备 FOs，在确定最佳酶解条件的同时，通
过比较不同酶解方式下玉米皮渣细胞壁结构的差

异，探讨 FOs 生成与酶种类及酶组成的关系。研究
结果将有助于玉米皮渣的合理利用及 FOs 的工业
生产。

1 材料与方法
1.1 材料与仪器
玉米皮渣 购自河北省沧州市淀粉加工厂; 纤维

素酶、木聚糖酶 由宁夏夏盛实业集团有限公司提供，
酶活分别为 600 万 μg /min·g 和200 万 μg /min·g;
NaOH、浓 HCl、无水乙醇、磷酸等 为国产分析纯，国
药集团化学试剂有限公司; 乙腈 为国产色谱级，国

药集团化学试剂有限公司。
Hitachi S － 3000N 扫描式电子显微镜、安捷伦

1260 高效液相色谱仪 美国 Agilent 公司; Milli－ Q
纯水机 美国 Merck Millipore 公司; MLS－3750 全自
动立式灭菌锅 日本 Sanyo 公司; SHZ－82A 恒温振
荡器 常州朗越仪器制造有限公司; HH－4 数显恒温
水浴锅 江苏金坛荣华仪器制造有限公司。

1.2 实验方法
1.2.1 FOs的测定
1.2.1.1 FOs 含量 阿魏酰低聚糖是阿魏酸与低聚
糖以酯键形式连接，经碱解后可释放阿魏酸，现报道

的 FOs 结构中阿魏酸与低聚糖组成比例相同［14］，即
阿魏酸摩尔含量与 FOs 摩尔含量相同，故本实验中
测定 FOs样品液及其碱解液中阿魏酸含量，换算得
出 FOs的摩尔含量［15］。
1.2.1.2 FOs碱解处理 取玉米皮渣酶解液 1 mL 于
10 mL离心管中，添加 1 mL 浓度为 1 mol /L 的氢氧
化钠溶液，于 100 ℃水解90 min，冷却后用 1 mol /L
的盐酸溶液中和。
1.2.1.3 阿魏酸的液相色谱测定条件 采用 Agilent
TC－ C18柱( 4.6 mm × 250 mm，5 μm ) ，25 ℃，进行
HPLC分离，检测器为紫外检测器( UV) ; 洗脱液为

0.1%磷酸水( V /V) ( A) 和乙腈( B) ，两者比例为 17∶
83，流速为 1.0 mL /min，进液量为 20 μL，检测波长为
320 nm。
1.2.2 酶种类对玉米皮渣 FOs 生成的影响 以高压
蒸煮后的玉米皮渣为原料［12］，取一定量的玉米皮渣

粉，按底物添加量为 100 g /L 添加磷酸盐缓冲溶液
( 50 mmol /L，pH为 5.0) ，再分别添加纤维素酶、木聚
糖酶以及两者的复合酶( 纤维素和木聚糖酶添加比

例为 1∶ 1) ，添加量为 10 g /L，于 60 ℃酶解 1 h，95 ℃
灭酶 10 min，4000 r /min 离心 15 min，分别测定上清
液中 FOs含量。
高压蒸煮处理方法: 取 200 g 玉米皮渣，添加

100 mL蒸馏水，置于 500 mL 三角瓶中，于高压灭菌
锅中，采用 121 ℃下处理 20 min，温度降至 70 ℃时，
取出，于 60 ℃烘箱中烘干待用。
1.2.3 酶解玉米皮渣制备 FOs 最佳条件研究 采用
单因素和响应面实验对玉米皮渣 FOs 酶解的最佳条
件进行优化。
1.2.3.1 单因素实验 外源酶酶解效果受底物添加
量、酶解时间、pH、酶添加量等因素的影响［14］，本研究
中分别对上述各因素进行单因素实验，找出各因素

水平范围。
分别设置底物添加量 25、50、75、100 和 125 g /L，

酶添加量分别设定为 5、10、15 和 20 g /L ( 酶比例为
纤维素酶∶木聚糖酶为1∶ 1) ，酶解时间分别设定 1、2、
4、6 和 8 h，pH分别设定为 4.5、5.0、5.5 和 6.0。按照
上述设定方法进行单因素实验，在实验中，后次实验

均以上次实验的最佳点作为实验参数，即当底物添

加量最佳量确定后，后面均以该浓度为设定浓度，进

行实验。
酶解结束后，分别于95 ℃灭酶10 min，4000 r /min

离心 15 min，测定上清液中 FOs含量。
1.2.3.2 响应面实验 为进一步优化混合酶酶解制
备 FOs最佳条件，在单因素实验基础上以纤维素酶
添加比例( 纤维素酶占混合酶的比例) 、酶解时间、加
酶量和底物添加量为变量，以 FOs 生成量为响应值，
选用四因素三水平的 Box－ Behnken 中心组合设计进
行实验，实验设计见表 1。通过 Design－Expert 8.0 设
计出如下 29 组实验。

表 1 因素水平表
Table 1 The factors and levels graph

因素
水平

－ 1 0 1
A纤维素酶添加比例( % ) 0 50 100

B酶解时间( h) 1 2.5 4
C酶添加量( g /L) 10 15 20

D底物添加量( g /L) 50 75 100

1.2.4 玉米皮渣电镜扫描 对不同酶酶解处理过的
玉米皮渣进行电子显微镜扫描 ( scanning electron
microscope，SEM) ，加速电压 15.0 kV，放大倍数 1500 ×，
通过电镜扫描图观察不同酶酶解前后玉米皮渣原料

纵横切面形态的变化。



195

1.3 统计分析
实验设 3 次重复，取平均值，以 珋x ± SD 表示，并

进行方差分析和 Duncan 检验。数据采用 Design
Expert 8.0 软件进行统计分析，设置显著性水平为
p ＜ 0.05。

2 结果与分析
2.1 阿魏酰低聚糖液相分析
如图 1 所示，FOs原样液液相图谱中在阿魏酸出

峰时间内有较小峰出现但碱解后阿魏酸峰面积显著

增加，原因是 FOs经碱水解后阿魏酸酯碱断裂，释放
阿魏酸，依据目前报道的阿魏酰低聚糖的结构可用

阿魏酸的摩尔量代替 FOs的摩尔量。

图 1 酶解获得 FOs上清液碱解前后及阿魏酸标品液相图
Fig.1 HPLC figures of FOs before and after hydrolysis

and HPLC figure of ferulic acid standard
注: 图中 A、B、C分别为阿魏酸标准品、

FOs液碱解前和碱解后的液相图。

2.2 酶种类对玉米皮渣 FOs生成的影响
以高压蒸煮后的玉米皮渣为原料，采用外源酶

处理，测定玉米皮渣经木聚糖酶、纤维素酶和两者
1∶ 1比例混合酶处理后 FOs 生成量，结果如图 2
所示。
由图 2 可知纤维素酶与木聚糖酶按 1 ∶ 1比例添

加时，玉米皮渣中 FOs 生成量显著高于单一酶的处
理，在单一酶处理中又以纤维素酶处理获得的 FOs

图 2 酶种类对 FOs生成的影响
Fig.2 Effects of enzyme kinds on the production of FOs

量较高。其原因是玉米皮渣中细胞壁结构中纤维素
与半纤维素及木质素紧密相连［16－17］，外源酶进入需打

破这种连接，纤维素酶可作用于玉米皮细胞壁，使纤

维素降解，进而可促进木聚糖酶作用于玉米皮渣细

胞壁，获得 FOs; 单一酶中又以纤维素酶最佳，分析可
能是该酶纯度不高，其中含有木聚糖酶。后续酶解
中用两种酶的复合酶进行。
2.3 玉米皮渣经酶处理后细胞壁结构变化

图 3 外源酶酶解后玉米皮细胞壁结构图
Table 3 SEM of maize bran cell
wall treated by different enzyme

注:图中 A为玉米皮渣原样，B～D分别为纤维素酶、木聚糖酶
及两者共同酶解后样品，图中 A～D为放大 1500倍的效果图。

玉米皮渣经外源酶处理后，其细胞壁结构如图 3
所示。结果显示玉米皮渣酶解过程中因所用酶的不
同而造成其细胞壁结构的差异，与未酶解的玉米皮

渣细胞壁结构相比，酶解后结构均出现断裂，且不同

酶处理玉米皮渣断裂层不同，这与酶解后 FOs 生成
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量的趋势相同; 纤维素酶处理后玉米皮渣横纵向出

现裂痕，纵向断裂情况明显; 木聚糖酶处理后在玉米

皮渣内层裂痕明显，纵向未见断裂; 经两酶共同处理

后，玉米皮渣结构溶解，出现大的空洞，此结果与张

暻等［18］采用混合酶处理麦麸后麦麸细胞壁结构变化

情况类似。但复合酶处理后玉米皮渣纵向结构变化
比单一纤维素酶处理要小，原因是在复合酶中纤维

素酶比例为 50%与单一纤维素酶相比酶量较少，造
成纵向断裂效果不显著，由此推测在复合酶酶解过

程中纤维素酶与木聚糖酶比例亦会影响玉米皮渣细

胞壁结构的变化，同时造成 FOs生成量的差异。
2.4 酶解玉米皮渣制备 FOs的条件优化
2.4.1 底物添加量对 FOs 生成的影响 由图 4 可
知，FOs产量随着底物添加量的增加先上升后保持不
变; 底物添加量为 75 g /L 时，FOs 产量达到最大值
( 为 886 μmol /L) ; 底物添加量低于 75 g /L 时，随着
底物的增加，FOs 产量增加，而超过 75 g /L 时，底物
添加量的增加对 FOs产量影响不显著。其原因是在
酶添加量一定的情况下，底物增加可增加提供 FOs
的主体，而当其增大到一定量下，外源酶已不足以使

其完全水解获得 FOs，致使 FOs产量保持不变。

图 4 底物添加量对 FOs生成含量
Fig.4 Effects of substrate addition on the production of FOs

2.4.2 酶添加量对 FOs 生成的影响 由图 5 可知，
FOs产量随酶添加量的增加先增加后下降，当酶的添
加量为 15 g /L时 FOs产量达到最大值746 μmol /L，原
因可能是，当底物添加量一定的情况下，FOs 的产量
会随着酶的添加量的增加而增加，直至达到最大限

度，之后酶再继续添加便会抑制产物的生成，酶中可

能有一些物质会使 FOs分解，从而使 FOs产量下降。

图 5 酶添加量对 FOs生成的影响
Fig.5 Effects of enzyme addition on the production of FOs

2.4.3 酶作用时间对 FOs 生成的影响 由图 6 可
知，FOs产量随着酶处理时间的延长呈先增加后减小

的变化趋势，当酶处理时间是 2 h 时，FOs 的产量达
到最大值，之后其值有下降的趋势。其原因是: 酶作
用于底物需要一定的时间，达到一定时间时 FOs 的
产量最大，时间再延长 FOs 被分解使其产量下降。
所以酶的最适作用时间是 2 h。

图 6 酶解作用时间对 FOs生成含量
Fig.6 Effects of enzyme time on the production of FOs

2.4.4 pH对 FOs生成的影响 由图 7 可知，在 4.5～
6.0 范围内，随着 pH 的升高，FOs 产量先增大后减
小，在 5.0～5.5 时，FOs 产量最大，原因是所用商品酶
中木聚糖酶和纤维素酶的最适 pH 均为 5.0～5.5，由
FOs产量比较，FOs制备的最适 pH应为 5.5。

图 7 pH对 FOs生成量的影响
Fig.7 Effects of pH on the production of FOs

2.5 FOs酶解条件响应面优化研究
在单因素实验基础上，选取纤维素酶添加比例、

酶解时间、加酶量和底物添加量四因素，采用响应面
优化法对上述四因素生成 FOs 最佳参数进行优化，
实验设计及结果见表 2。
利用 Design－Expert8.0 软件对表 2 实验数据拟

合，得到 FOs 产量( Y) 对纤维素酶比例( A) 、酶解时
间( B) 、酶添加量( C) 、底物添加量( D) 的二次多项
回归模型为:

Y = 568.15 + 144.59A － 85.08B + 24.02C +
170.58D－78.85BD－183.22A2 －86.81C2 + 77.19D2

利用 Design－Expert 软件对数据进行回归分析，
得到方差分析结果见表 3。分析可知，模型是极显著
的( p ＜ 0.01 ) ，因素 A、B、D ( p 值分别为 ＜ 0.001，
0.0012 和 ＜ 0.0001) 对 FOs 产量的影响极显著; 由实
验值与回归方程预测值的相关系数 Ｒ2 = 0.9188，可知
模型预测值与实际值拟合情况良好，说明采用响应

曲面法进行 FOs制备条件优化实验设计所得回归方
程模型是可行的。
从表 3 中各因素 F 值大小分析可知，影响 FOs
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表 2 响应面实验设计与结果
Table 2 Design and results of response surface

实验号 A B C D
Y: FOs产量
( μmol /L)

1 － 1 － 1 0 0 257.91
2 1 － 1 0 0 652.48
3 － 1 1 0 0 164.39
4 1 1 0 0 495.84
5 0 0 － 1 － 1 264.72
6 0 0 1 － 1 493.71
7 0 0 － 1 1 636.41
8 0 0 1 1 719.82
9 － 1 0 0 － 1 213.12
10 1 0 0 － 1 455.85
11 － 1 0 0 1 487.66
12 1 0 0 1 637.78
13 0 － 1 － 1 0 688.94
14 0 1 － 1 0 418.41
15 0 － 1 1 0 534.55
16 0 1 1 0 379.76
17 － 1 0 － 1 0 118.83
18 1 0 － 1 0 404.55
19 － 1 0 1 0 180.88
20 1 0 1 0 511.41
21 0 － 1 0 － 1 448.06
22 0 1 0 － 1 432.99
23 0 － 1 0 1 1102.12
24 0 1 0 1 771.66
25 0 0 0 0 538.08
26 0 0 0 0 538.08
27 0 0 0 0 538.08
28 0 0 0 0 538.08
29 0 0 0 0 538.08

生成的大小顺序依次为 D( 底物添加量) 、A( 纤维素
酶添加比例) 、B( 酶解时间) 、C( 酶添加量) ，其中纤

表 3 回归模型方差分析
Table 3 Variance analysis of regression model

差异来源 平方和 自由度 均方 F值 p值 显著性
模型 1059317 8 132414.6 21.68 ＜ 0.0001 ＊＊
A 250881.7 1 250881.7 41.08 ＜ 0.0001 ＊＊
B 86871.46 1 86871.46 14.23 0.0012 ＊＊
C 6924.69 1 6924.69 1.13 0.2996
D 349183.5 1 349183.5 57.18 ＜ 0.0001 ＊＊
BD 24868.6 1 24868.6 4.07 0.0572
A2 225823.9 1 225823.9 36.98 ＜ 0.0001 ＊＊
C2 50691.71 1 50691.71 8.30 0.0092 ＊＊
D2 40078.66 1 40078.66 6.56 0.0186 *
残差 122134.2 20 6106.712
失拟项 122134.2 16 7633.39
纯误差 0 4 0
总离差 1181451 28

注: * 代表影响显著( p ＜ 0.05) ，＊＊代表影响极显著( p ＜ 0.01) 。

维素酶添加比例、作用时间和底物添加量达到极显
著水平，此结果与前面显微观察推测相同，由此说明在

复合酶酶解制备 FOs的过程中除了两种酶的添加外，
两种酶比例亦是酶解控制的重要参数。此外，底物添
加量和酶解时间的交互作用对 FOs产量的影响显著。

图 8 底物添加量和酶解时间对 FOs产量的影响
Fig.8 Influence of substrate addition
and enzyme time on the yield of FOs

对实验数据进行多元回归拟合，得到二次回归

方程的响应曲面图，见图 8。由图 8 可知，底物添加
量和酶解时间具有交互作用，随着底物添加量的增

大 FOs的生成量有明显的增加，随着酶解作用时间
的增加 FOs生成量略有减少。
通过数据分析，双酶混合制备 FOs 的最佳工艺

条件为: 纤维素酶添加比例 69.73%，混合酶添加量
15.68 g /L，酶解时间 1.0 h，底物添加量 100 g /L，在此条
件下，FOs 的产量为 1010.04 μmol /L。考虑到可操作
性，将条件调整为纤维素酶添加比例 70%，混合酶添
加量 15.7 g /L，酶解时间 1.0 h，底物添加量 100 g /L。
进行验证实验得到 FOs 的产量为 1008.43 μmol /L，与
理论值基本相符，进一步验证了回归模型的可靠性，

因此响应面法对双酶混合制备 FOs 条件优化是可
行的。

3 结论
经酶解 FOs生成量的测定及细胞壁结构观察，明

确了外源酶酶解制备 FOs 需要在纤维素酶和木聚糖
酶的共同作用下效果最佳，基于此，通过单因素与响应
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面优化相结合的方法确定了混合酶酶解玉米皮渣制备

FOs的最佳条件为混合酶中纤维酶添加比例为 70%、酶
解时间 1 h、酶添加量 15.7 g /L和底物添加量 100 g /L，
在此条件下，FOs产量可达 1008.43 μmol /L。
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