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摘   要 : 自渤海湾海泥中分离 21 株低温纤维素酶产生菌。其中菌株 CNY01 为绿色木霉

(Trichoderma viride), 酶活力为 67.30 U/mL。以该菌株为出发菌株, 经 UV、DES 等诱变, 选育出

高产突变菌株 CNY086, 酶活力为 92.17 U/mL。该突变菌株低温纤维素酶发酵具有遗传稳定性。

通过单因素和正交实验确定突变菌株 CNY086 低温纤维素酶发酵最适培养基: 秸秆粉 1.20%、麸

皮 0.70%、硫酸铵 0.50%、磷酸二氢钾 0.55%, 上述条件下 CNY086 菌株酶活力达到 108.55 U/mL。 
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Abstract: 21 cold-active strains which produced cold-active cellulase were isolated from Bohai Bay. One of 
the strains CNY01 was a kind of Trichoderma viride and its cellulase activity was 67.30 U/mL. Through UV 
and DES mutation, the strain CNY086 was bred and its cellulase activity was 92.17 U/mL. The strain 
CNY086 had stable ability to produce cellulase. Through orthogonal experiment, the optimal condition of 
the fermentation medium had been tested. The suitable medium was that straw power 1.20%, bran 0.70%, 
(NH4)2SO4 0.50%, KH2PO4 0.55%, in this condition the cellulase activity came to 108.55 U/mL. 
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纤维素是植物光合作用的主要产物, 全球年产
量 1.5 × 106万吨。高效纤维素酶的研究开发是可

再生性资源利用的关键 , 对解决工农业原料、能
源、环境等问题十分重要 [1]。纤维素酶是指能降解

纤维素分子生成纤维二糖和葡萄糖等小分子物质的

一组酶的总称, 是复合诱导酶[2]。目前广泛应用于纺

织、食品、可再生资源利用等领域的纤维素酶几乎

都是中温纤维素酶[3]。而高效的低温纤维素酶的研

究文献报道较少。低温纤维素酶 (最适作用温度
15°C~25°C)与中温纤维素酶(最适作用温度 45°C~ 
55°C)相比在应用上更具优势和潜力 , 其在自然条
件下具有高酶活力及高催化效率, 可大大缩短处理
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过程的时间并节省昂贵的加热或冷却费用, 经过温
和的热处理即可使其活力丧失 , 不会影响产品品
质。因此, 其应用对于减少工艺流程、降低生产成
本以及节能方面有相当大的优势[4−6]。本文通过低温

纤维素酶菌株选育及发酵培养基优化的研究, 拟为
低温纤维素酶规模化生产和应用奠定研究基础。 

1  材料和方法 

1.1  菌株 
绿色木霉 CNY01(Trichoderma viride): 分离自

渤海湾海泥, 大连大学发酵工程实验室保藏。 

1.2  培养基 
分离培养基 :  CMC-Na 双层平板培养基 ,  1× 

105 Pa灭菌 30 min。 
种子培养基: 马铃薯 200 g、葡萄糖 20 g、陈海

水 1000 mL, 1×105 Pa灭菌 30 min。 
液体发酵培养基: 秸秆粉 2.00%、麸皮 1.50%、

硫酸铵 0.60%、磷酸二氢钾 0.60%, 1×105 Pa 灭菌 
30 min。 

1.3  实验方法 
1.3.1  菌株分离: 样品稀释涂布于 CMC-Na 双层平
板, 20°C 培养 3 d~5 d, 然后 0.2%刚果红染色 1 h,  
1 mol/L NaCl脱色 2 h[7]。 
1.3.2  粗酶液制备: 发酵液于 4°C, 8000 r/min离心
15 min, 上清液即粗酶液。 
1.3.3  酶活力测定: 根据 Horikoshi方法[8]。酶活力

定义为每分钟水解底物产生 1 µg还原糖的酶量为一
个酶活力单位(U/mL)。 
1.3.4  诱变选育: 1) UV诱变选育: 将出发菌株孢子
悬液调整为 1.0 × 107个/mL, 在 30 W紫外灯、距离
15 cm条件下诱变一定时间, 稀释涂平板, 测定酶活
力。2) DES 诱变选育: 将 UV 诱变选育到的正突 

变菌株孢子悬液调整为 1.0×107 个/mL, 2% DES, 
100 r/min诱变一定时间, 硫代硫酸钠终止反应, 稀
释涂平板, 测定酶活力。 
1.3.5  发酵培养基单因素实验: 分别控制碳源、麸

皮、氮源和无机盐含量, 于 500 mL锥形瓶装基础培

养基 200 mL, 接种量 5%, 温度 20°C, 145 r/min发酵

48 h; 取发酵液于 4°C、8000 r/min离心 15 min, 测

定上清液酶活力。 

1.3.6  培养基优化正交实验: 根据单因素实验结果, 

采用 L25(54)正交实验优化发酵培养基组份, 正交实

验设计见表 1。 

2  结果与分析 

2.1  菌株筛选 
渤海湾海泥稀释涂布 CMC-Na 双层平板, 15°C

培养 3 d, 分离得到 21 株低温纤维素酶产生菌。其

中一株为霉菌, 酶活力最高为 67.30 U/mL; 鉴定为

绿色木霉(Trichoderma viride)[9], 命名 CNY01。 

2.2  诱变选育 
2.2.1  UV 诱变选育 : 设定紫外线诱变不同时间 , 

稀释涂布 CMC-Na 双层平板, 刚果红染色, 分别挑选

其中透明圈与菌落直径比大的 7个诱变菌株, 取 D/d比

的平均值, 并对诱变后得到的突变菌株进行低温纤维素

酶发酵, 测定酶活力。实验结果见表 2。由表 2 可以

看出, 紫外线诱变 9 min 时得到的突变株其透明圈

与菌落直径比平均值最大 ,  同时酶活力最高为 

76.95 U/mL, 比出发菌株酶活力提高了 14.34%, 命

名为 CNY08。 

2.2.2  DES 诱变: 设定 DES诱变不同时间, 稀释涂

布 CMC-Na 双层平板, 刚果红染色, 分别挑选其中透

明圈与菌落直径比大的 7个诱变菌株, 取D/d比的平均 
 

表 1  培养基优化 L25(54)因素和水平 
Table 1  L25(54) factors and levels on fermentation medium 

A B C D              因  素 
             Factor 
水  平 
Level 

秸秆粉(%) 
Straw powder (%) 

麸皮(%) 
Bran (%) 

硫酸铵(%) 
(NH4)2SO4 (%) 

磷酸二氢钾(%) 
KH2PO4 (%) 

1 0.60 0.50 0.50 0.50 

2 0.80 0.60 0.55 0.55 

3 1.00 0.70 0.60 0.60 

4 1.20 0.80 0.65 0.65 

5 1.40 0.90 0.70 0.70 
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表 2  UV 诱变时间与酶活力关系 
Table 2  The relationship between UV mutagenesis time and activity 

Mutation time (min) 1 3 5 7 9 11 0 

Ratio 1.16 1.18 1.15 1.26 1.43 1.05 1.16 

Activity (U/mL) 67.30 68.43 66.26 69.87 76.95 60.77 67.30 

 
表 3  DES 诱变时间与酶活力关系 

Table 3  The relationship between DES mutagenesis time and activity 

Mutation time (min) 10 20 30 45 60 120 0 

Ratio 1.41 1.09 1.65 1.52 1.37 1.19 1.42 

Activity (U/mL) 75.42 63.74 92.17 83.35 72.18 68.76 76.87 

 
值, 并对诱变后得到的突变菌株进行低温纤维素酶发
酵, 测定酶活力。实验结果见表 3。 

由表 3可以看出, 2% DES对菌株 CNY08诱变
30 min时得到的突变株其透明圈与菌落直径比平均
值最大, 同时酶活力最高为 92.17 U/mL, 比出发菌
株酶活力提高了 36.95%, 命名为 CNY086。 

2.3  突变菌株 CNY086 遗传稳定性研究 
对突变菌株 CNY086连续传代培养 15代, 自第

5 代起每间隔一代, 进行低温纤维素酶发酵, 测定
酶活力, 结果见图 1。 
 

 

图 1  突变菌株 CNY086 遗传稳定性研究 
Fig. 1  Genetic stability of strain CNY086 

 
图 1表明: 突变菌株 CNY086经 15代传代发酵, 

其酶活力始终保持在 89.87 U/mL~93.65 U/mL之间, 
与第一代酶活力(92.17 U/mL)相比变化不大, 酶活
力变化为 0~2.30 U/mL, 说明突变菌株CNY086低温
纤维素酶发酵遗传具有稳定性。 

2.4  碳源对突变菌株 CNY086 发酵影响 

以秸秆粉为碳源 , 控制其浓度分别为 0.6%、
0.8%、1.0%、1.2%、1.4%, 突变菌株 CNY086低温
纤维素酶发酵实验结果如图 2。  

 

图 2  秸秆粉对突变菌株 CNY086 发酵影响 
Fig. 2  The effect of straw powder on fermentation of 
strain CNY086 
 

图 2表明, 秸秆粉含量在 0.6%~1.0%之间, 随着
碳源含量增加, 突变菌株 CNY086发酵酶活力增大; 
当秸秆粉含量为 1.0%时, 酶活力达到最大值 95.31 
U/mL; 随着秸秆粉含量继续增加, 酶活力开始下降, 
此时可能是底物抑制 , 使低温纤维素酶合成量下
降。因此, 确定突变菌株 CNY086 低温纤维素酶发
酵秸秆粉最适用量为 1.0%。 

2.5  麸皮对突变菌株 CNY086 发酵影响 

在优化碳源最适用量为 1.0%的基础上, 控制液

体发酵培养基中麸皮含量分别为 0.4%、0.5%、0.6%、

0.7%、0.8%, 突变菌株 CNY086 低温纤维素酶发酵

实验结果如图 3。 

图 3 表明, 麸皮含量在 0.4%~0.5%之间, 随 

着麸皮含量增加, 突变菌株 CNY086 发酵酶活力 

增大 ; 当麸皮含量为 0.5%时 , 酶活力达到最大值 

97.40 U/mL; 随着麸皮含量继续增加, 酶活力开始
下降。因此, 确定突变菌株 CNY086 低温纤维素酶
发酵麸皮最适用量为 0.5%。 
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图 3  麸皮对突变菌株 CNY086 发酵影响 
Fig. 3  The effect of bran on fermentation of strain 
CNY086 
 
2.6  氮源对突变菌株 CNY086 发酵影响 

在优化碳源最适用量为 1.0%、麸皮最适用量为
0.5%的基础上, 控制液体发酵培养基中硫酸铵浓度
分别为 0.3%、0.4%、0.5%、0.6%、0.7%, 突变菌株
CNY086低温纤维素酶发酵实验结果见图 4。 
 

 

图 4  (NH4)2SO4 对突变菌株 CNY086 发酵影响 
Fig. 4  The effect of (NH4)2SO4 on fermentation of strain 
CNY086 
 

图 4 表明, 硫酸铵含量在 0.3%~0.5%之间, 随 
着氮源含量增加, 突变菌株 CNY086 发酵酶活力增
大 ; 当硫酸铵含量为 0.5%时 , 酶活力达到最大值
99.87 U/mL; 随着硫酸铵含量继续增加, 酶活力开
始下降, 这是由于碳氮比例失调所致。因此, 确定突
变菌株 CNY086 低温纤维素酶发酵硫酸铵最适用量
为 0.5%。 

2.7  磷酸二氢钾对突变菌株 CNY086 发酵影响 

在优化碳源最适用量为 1.0%、麸皮最适用量为
0.5%、氮源最适用量为 0.5%的基础上, 控制液体发
酵培养基中磷酸二氢钾含量分别为 0.3%、0.4%、
0.5%、0.6%、0.7%, 此时其自然 pH 分别为 5.37、
5.13、5.06、4.98、4.77, 突变菌株 CNY086 低温纤
维素酶发酵实验结果见图 5。 

 

图 5  KH2PO4 对突变菌株 CNY086 发酵影响 
Fig. 5  The effect of KH2PO4on fermentation of strain 
CNY086 

 
图 5 表明, 磷酸二氢钾含量在 0.3%~0.5%之间, 

随着含量增加, 突变菌株 CNY086发酵酶活力增大; 

当磷酸二氢钾含量为 0.5%时 , 酶活力达到最大值

104.37 U/mL; 随着磷酸二氢钾含量继续增加, 酶活

力开始下降。因此, 确定突变菌株 CNY086 低温纤

维素酶发酵磷酸二氢钾最适用量为 0.5%。 

2.8  培养基优化 L25(54)正交实验 

在单因素实验确定了碳源 1.0%、麸皮 0.5%、

氮源 0.5%、无机盐 0.5%的基础上, 进行培养基优化

L25(54)正交实验。结果如表 4。 

由表 4 可以看出, 发酵培养基不同的因素组合

对菌株 CNY086 低温纤维素酶发酵影响显著, 从上

述分析看来, 发酵培养基因素组合为 A3B5C2D4 时, 

酶活力最低 53.96 U/mL, 说明该组合最不适合突变

菌株 CNY086 发酵产酶 ; 当培养基因素组合为

A4B3C1D4, 酶活力最高 108.55 U/mL, 说明该组合有

利于突变菌株 CNY086发酵。 

对 A因素均值 4为最大值, 此时 A因素水平为

1.20%; B因素均值 3达到最大值, 此时 B因素水平

为 0.70%; C因素均值 1达到最大值, 此时 C因素水

平为 0.50%; D因素均值 2达到最大值, 此时 D因素

水平为 0.55%。最适合菌株 CNY086 低温纤维素酶

发酵的培养基因素组合为 A4B3C1D2。各因素在不同

水平下的均值的趋势如图 6。 

图 6 表明: 最适合菌株发酵 CNY086 发酵产低

温纤维素酶的培养基因素组合为 A4B3C1D2。发酵培

养基正交实验方差分析, 见表 5。 

由表 5 可以看出, 秸秆粉是低温纤维素酶发酵

的显著性影响因素。因此, 在发酵产酶过程中要控

制好秸秆粉的用量。 
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表 4  培养基优化 L25(54)正交实验结果 
Table 4  Results of the experiment L25(54) on fermentation medium 

Group A B C D Result (U/mL) 

1 1 1 1 1 87.99 

2 1 2 2 2 85.55 

3 1 3 3 3 79.40 

4 1 4 4 4 67.90 

5 1 5 5 5 66.04 

6 2 1 2 3 75.80 

7 2 2 3 4 86.13 

8 2 3 4 5 80.44 

9 2 4 5 1 71.53 

10 2 5 1 2 88.92 

11 3 1 3 5 69.87 

12 3 2 4 1 63.37 

13 3 3 5 2 71.27 

14 3 4 1 3 59.00 

15 3 5 2 4 53.96 

16 4 1 4 2 92.52 

17 4 2 5 3 94.15 

18 4 3 1 4 108.55 

19 4 4 2 5 99.37 

20 4 5 3 1 63.83 

21 5 1 5 4 91.59 

22 5 2 1 5 83.23 

23 5 3 2 1 88.57 

24 5 4 3 2 80.56 

25 5 5 4 3 67.32 

μ1 77.38 83.55 85.54 75.06  

μ2 80.56 82.47 80.65 83.76  

μ3 63.49 85.65 75.96 75.13  

μ4 91.68 75.67 74.31 81.63  

μ5 82.25 68.01 78.92 79.79  

R 28.19 17.64 11.23 8.70  

 

 

图 6  各因素趋势 
Fig. 6  Curve of facter trend 

表 5  发酵培养基方差分析 
Table 5  Fermentation analysis of variance 

Factor SS df F F0.05 Significance

A 2084.821 4 6.872 6.390 * 

B 1044.003 4 3.441 6.390  

C 383.486 4 1.264 6.390  

D 303.370 4 1.000 6.390  

Error 303.370 4    
 

综上所述, 菌株 CNY086 液体发酵产酶培养基
最适组合是: A4B3C1D2。 
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3  讨论 

本文以渤海湾海泥分离的 CNY01 菌株为出发

菌株, 采用 UV、DES诱变时, 常规诱变方法效果不

明显。后来在基础培养基中孢子 2 h 萌发并将孢子

悬液浓度调整至 1.0×107个/mL时, 两种诱变效果均

较好。 

CNY086 菌株低温纤维素酶发酵培养基优化时, 

单因素与 L25(54)正交实验结果发现差异: 单因素确

定碳源、麸皮、无机盐用量分别为: 1.0%、0.5%、

0.5%。而正交实验确定碳源、麸皮、无机盐用量分

别为: 1.20%、0.70%、0.55%。出现上述差异原因, 主

要是因素之间相互作用结果。 

本文的后续研究工作是对 CNY086 菌株发酵条

件温度、时间等条件进行优化以及最适条件下 5 L

发酵结果, 拟在另文中报道。 
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