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摘要：从含有大量纤维素物质的堆肥里分离到一株土曲霉，其最适生长温度为 !"%，最适生长酸碱度为 &’ ()#，在

最适条件下培养该菌的最高 *+*,-. 活性可达 /)01#23456，此酶最适反应温度和酸碱度为 0#%和 &’()#，并且具有

较高的热稳定性。
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纤维素是自然界中最丰富的可再生资源，约占

植物组织平均干重的 (#Y Z !"Y［$］。据估计全世

界每年通过光合作用产生的纤维素高达 $)"" [ $#8

吨，其中 18Y尚未被人类利用［(］。纤维素酶可把纤

维素转化为可溶性糖，进而作为酒精发酵和其它工

业生产所需原料，纤维素作为一种可替代燃油的再

生能源已成为目前研究的一个热点［/］。工业生产

中用酶反应温度大多在 "#%左右，且在酸环境中更

有利于纤维素的分解。因此筛选高产耐高温、耐酸

纤维素酶的菌株具有重要意义。国内外有关分离

纤维素降解菌的报道很多，但有关分离降解纤维素

土曲霉的报道还很少［!，"］。本文报道了一株嗜热嗜

酸的纤维素酶高产菌株土曲霉的筛选过程及其产

酶条件和酶学性质的初步研究。

? 材料与方法

?@? 菌株来源

长期堆放富含纤维素物质的垃圾堆肥。

?@A 培养基

筛选培养基成分：*+*:C,（羧甲基纤维素钠）

"I，+IJ=! #)"I，\’(]=! (I，酵母粉 (I，琼脂 $"I，蒸

馏水 $###56。液体发酵培养基参照文献［1］，实验

用培养基均在 $ [ $#"], 下灭菌 (#5?@。

?@B 菌株分离方法

采集样品用 #)8Y的无菌生理盐水梯度稀释，

涂布筛选培养基平板上，/#%培养 (Q，原位复制法

复制到另一平板中培养，原平板用 #)"Y的刚果红

染色 /#5?@，然后用 $Y的 C,*M 溶液洗涤 $"5?@，观

察菌落周围是否有透明圈，有透明圈的菌落进一步

划线纯化，获取初筛纯培养菌株。

?@C 摇瓶复筛试验

将初筛菌株接到 /#56 液体培养基中（("#56 三

角瓶），/#%和 $1#O45?@ 条件下培养 (!K 制成种子

液。$Y的接种量将种子液分别接种到含 /#56 液

体培养基的 ("#56 三角瓶中，同条件下培养 ;(K 后

·"$;·(##; 年 /!（!） 微 生 物 学 通 报



采用 !"# 法测定发酵液中的粗酶活力进行复筛［$］。

!"# 菌株的鉴定

菌株的鉴定采用观察形态和 %!"& ’(# 基因序

列分析相结合的方法［)］。以分离菌株的 !"& 为模

板，*+, 扩 增 其 ’(# 序 列，扩 增 引 物 为 ’(#-（./0
&1&&1(+1(&&+&&11(((++1(&1102/）和 ’(#3（./0
(++(++1+((&((1&(&(1+02/），反 应 程 序 为：4.5
6789；4.5 -789，.:5 -789，)65 -789，2. 个循环；

)65 -:789。扩增产物纯化后测序。

!"$ 纤维素酶活力测定

-;的 +<+0"= 溶液作为底物，加入经适当稀释

的酶液，在 $:5反应 2:789，用 !"# 法于 .3:97 测定

还原糖，扣除空白试验值。将上述条件下每分钟由

底物产生 -!7>?@A 葡萄糖所需酶量定义为一个酶活

力单位，用 ’B@7A 表示［C］。

% 结果与分析

%"! 菌株的筛选

通过初筛共得到 -C 株纤维素分解能力较强的

菌株。对初筛的 -C 株菌进行液体发酵，)6D 后分别

测定其 +<+=EF（内切0"0-，30葡聚糖酶）活力，菌株

<-- 的活力最大，可达 -G:.3 ’B@7A，具体结果见

表 -。

表 ! 所筛菌株的透明圈直径和液体培养后的 &’&

!!!

酶活力

菌株 透明圈直径 +<+=EF 活力 菌株 透明圈直径 +<+=EF

!!!

活力

!!!

<- -6 :G:6- <-: -$ :G:-:

!!!

<6 -- :G:-4 <-- 3: -G:.3

!!!

<2 -$ :G:-C <-6 26 :G4.2

!!!

<3 -2 :G:-2 <-2 -3 :G6C$

!!!

<. 4 :G::2 <-3 -: :G:C.

!!!

<$ 6: :G:6- <-. 6$ :G-C$

!!!

<) 62 :G:62 <-$ -4 :G-46

!!!

<C $ :G::. <-) 62 :G-4)

<4 6. :G:6C <-C 64 :G264

透明圈直径单位为 77；+<+=EF 活力单位为 ’B@7A

%"% 菌株的鉴定

<-- 菌落在 *!& 平板培养基上培养 6H 后以白

色絮状向四周扩散，培养 3H 后变为沙褐色。镜检表

明菌丝无隔膜，分生孢子球形，分生孢子梗微弯曲，

光滑 无 色，顶 囊 球 形，无 菌 核。 ’(# 基 因 序 列 在

1F9I=9J 中进行 I?=EK9 后，用 +?LEK=? M 进行序列比

对后，用 <N1&2G- 构建系统发育树（图 -）。结果表

明：<-- 与土曲霉的同源性为 -::;。初步把该菌

株鉴定为一株土曲霉，命名为 !"#$%&’(()" *$%%$)" <--。

图 - 基于菌株 <-- 的 ’(# 序列的系统发育树

%"( 不同因素对菌株产酶的影响

%"("! 培养时间对菌株产酶的影响：将 -7A 孢子

悬浮液接种于 2:7A 液体培养基中（6.:7A 三角瓶），

2:5、-C:%@789 培养。每隔 63D 测 +<+=EF 的活力，

结果见图 6，可以看出，当培养到第 -46D，+<+=EF 活

力达到最大。因此培养时间以 )H O 4H 为宜。

图 6 培养时间对 <-- 产酶的影响

图 2 接种量对 <-- 产酶的影响

%"("% 接种量对菌株产酶的影响：取培养 63D 的种

子培养液分别按 -;、6;、2;、3;、.;、$;和 );
的接种量接种于液体发酵培养基中，培养 )6D 后测

酶活力。结果如图 2，接种量为 -; O 3;时，酶活随

接种量的增加而增加，接种量在 3; O $;之间时酶

活 变化很小，接种量超过.;以后酶活开始下降。
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结果表明最适接种量应为 !" # $"。

!"#"# 培养温度对菌株产酶影响：种子液接种于液

体发酵培养基中，分别于不同温度下培养 %&’ 后分

别测其酶活力。结果如图 ( 所示，在 ()*时菌株的

产酶量最高，)+*时菌株的产酶量急剧下降，)+*以

上和 &+*以下菌株几乎不生长，这与嗜热真菌的生

长温度特征相吻合［,］。

图 ( 培养温度对 -.. 产酶的影响

!"#"$ 初始 /0 对菌株产酶影响：种子液接种到初

始 /0 值不同的液体培养基中，培养 %&’ 后分别测

其酶活力。结果见图 )，当 /0 为 &1+ 时菌株生长的

最好，酶活力最大，在 /0 为 &1+ # %1+ 之间菌株都能

较好的生长，具有较高的产酶量。由此可以表明菌株

! 2 "#$$#%& -.. 有很高的耐酸性和较广的 /0 适应性。

图 ) 初始 /0 对 -.. 产酶的影响

!"#"% 不同碳源对菌株产酶的影响：分别选用报

纸、麸皮、3-3456、微晶纤维素为碳源研究不同碳源

对菌株产酶的影响。结果如图 $ 所示，以麸皮为唯

一碳源时产酶量最高。

!"#"& 不同氮源对菌株产酶的影响：以牛肉膏、尿

素、硫酸铵、硝酸钠、酵母粉、硝酸铵、氯化铵、和蛋

白胨为氮源，研究不同的氮源对产酶的影响，结果

见图 %，以有机氮做氮源时，产酶量普遍提高，其中

以牛肉膏做氮源时的产酶量最高。在以上所述的

各条件都是最适的情况下培养菌株 ! 2 "#$$#%& -..，

测得其最高产 3-3678 活力为 !1$9+:;<=>。

图 $ 不同碳源对 -.. 产酶的影响

图 % 不同氮源对 -.. 产酶的影响

!"$ ’(’ 粗酶性质初步研究

!"$") 酶反应最适温度：取 ! 2 "#$$#%& -.. 粗酶经

适当稀释后和 ." 3-3 底物在不同的温度下反应

!+=?@ 测定酶的最适反应温度，结果见图 9，可以看

出酶反应的最适温度在 $+*左右，与嗜热真菌所产

酶的最适反应温度（))* # 9+*）相一致［,］。

图 9 不同反应温度下酶的活性

!"$"! 酶的热稳定性：取粗酶液在不同温度下温浴

!+=?@ 后，测定其活性并与 (*保存酶液的活力相

比，结果如图 ,，酶液在 )+*温育 !+=?@，酶活可保持

$9"，在 .++*温育 !+=?@ 酶活仍保持 !+"左右，表

明此酶有较高的热稳定性。

!"$"# 酶反应最适 /0：用不同 /0 值的缓冲液配制

."的底物，测定在不同 /0 值下粗酶液的催化活

性。所用缓冲液为甘氨酸4盐酸缓冲液（/0&1+），磷

酸二氢钠4柠檬酸缓冲液（/0!1+ # $1+），磷酸缓冲液
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（!"#$%），&’()*"+, 缓冲液（!"-$%），甘氨酸*./0" 缓

冲液（!"1$% 2 3%$% ）。结果见图 3%，该酶液在 !" 为

4$% 时催化活性最高，表明该酶是一种耐强酸性酶。

图 1 不同温度下温育 5%6(7 后酶的活性

图 3% 不同 !" 值下酶的活性

!"#"# 酶的 !" 稳定性：将酶液分别置于不同的 !"
的环境下，8%9温育 3: 后测定酶活力，结果如图 33
所示，在 !" 为 4$% 2 ;$% 之间时酶液活性较稳定。

表明该菌产生的 +<+/)= 在酸性条件下具有较强的

稳定性。

图 33 不同 !" 值下温育 3: 后酶的活性

!"#"$ 金属离子对酶活的影响：在酶反应体系中加

入不同的金属离子（%$%36>,?@），测定含不同金属离

子的酶反应体系下的酶活力，结果如表 4 所示。由

表 4 可知，A’4 B ，<74 B 与 C74 B 对该酶活性有促进作

用，DB 和 <E4 B 对该酶活性有抑制作用而 +/4 B 和

./B 对该酶的活性没有影响。

表 ! 金属离子对酶活性的影响

金属离子 对照 +/4 B ./B A’4 B DB <74 B C74 B <E4 B

相对酶活力（F）3%% 3%% 3%% 3%1 -# 335 33; 15

% 讨论

A(7E: A 等人于 311G 年分离一株产纤维素的土

曲 霉，最 佳 生 长 条 件 为 !";$%， 温 度 4-9［;］。

H/)I/JK= D H 于 3114 年报道了一株嗜热土曲霉所产

的 +<+/)= 的 最 适 反 应 温 度 为 G%9，最 适 !" 为

5$-［8］。我们分离到的这株土曲霉 ! L "#$$#%& <33，

分泌的纤维素酶活性强，具有较广的生长温度（4%9
2 8%9）和酸碱度 !"（4$% 2 #$%），最佳生长条件为

;89和 !"4$%。它所产的 +<+/)= 热稳定性和 !" 稳

定性较高，最适反应温度为 G%9，最适 !" 为 4$%。

! L "#$$#%& <33 因具有嗜热嗜酸和高产纤维素酶的

特性，在城市垃圾尤其是酸性环境下的垃圾处理中

应具有很大的应用价值。
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