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摘  要: 从腐败的玉米秸秆上分离得到一株能够发酵生产 β-葡萄糖苷酶的弯颈霉属的柱孢弯颈霉

菌株 syzx4, 使用统计学方法对其发酵培养基进行优化。在单因子实验的基础上使用 Plackett-Burman

法对碳源、氮源和无机盐进行产酶显著性分析, 培养基组分对 β-葡萄糖苷酶生产影响的排序为: 

气爆秸秆粉(TCS)>KH2PO4>黄豆饼粉(SM)=(NH4)2SO4。响应面模型结果表明最优培养基为: TCS 

25.72 g/L, SM 6.82 g/L, KH2PO4 1.90 g/L, (NH4)2SO4 3.21 g/L, 其余成分保持原始浓度。在 30 °C 发

酵 8 d, β-葡萄糖苷酶的活性可以达到 2.21 U/mL。 
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Abstract: A novel fungus, named Tolypocladium cylindrosporum syzx4, which can efficiently produce 
extracellular β-glucosidase, was isolated from naturally rotten corn stover. It is first time to report the 
β-glucosidase produced by T. cylindrosporum gams using agro-industrial residues in SmF. The fermen-
tation variables optimized by single-factor experiment approach were further optimized by statistical 
optimization. Results of Plackett-Burman design indicated the evaluation of the medium components 
could be ranked as: TCS>KH2PO4>SM=(NH4)2SO4. With the optimum medium, viz. TCS 25.72 g/L, 
SM 6.82 g/L, KH2PO4 1.90 g/L and (NH4)2SO4 3.21 g/L predicted by RSM model with others as the 
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original, 2.21 U/mL β-glucosidase activity was obtained. The results suggest that the β-glucosidase can 
be used for various biotechnological applications. 

Keywords: Agro-industrial residues, β-Glucosidase, Tolypocladium cylindrosporum syzx4, Submerged 
fermentations (SmF), Response surface methodology (RSM) 

β-葡萄糖苷酶(EC 3.2.1.21; β-D-糖苷水解酶)在
不同生物中由多种同源酶组成, 它能从非还原性末

端催化水解 β-葡萄糖苷键释放 β-D-葡萄糖。在纤维

素糖化过程中, β-葡萄糖苷酶是分解纤维二糖生产

葡萄糖的关键酶。β-葡萄糖苷酶重要的工业化应用

价值还体现在食品、葡萄酒加香, 纺织和洗涤, 以及

造纸等方面。目前, 阻碍 β-葡萄糖苷酶大规模应用

的瓶颈问题是生产成本过高, 还没有成型的工业化

试剂。我国是农业大国, 每年都有大量的工农业废

料, 这些廉价、可再生的废料在发酵培养基的应用

中具有很大的潜力[1]。 

关于弯颈霉属菌株最早的报道是在欧洲作为一

种土壤腐生菌进行研究 [2], 并发展为极有潜力的一

种杀幼蚊剂新产品[3]。目前还没有关于将柱孢弯颈

霉应用于纤维素酶生产领域中的报道。 

本研究从天然腐烂的玉米秸秆中分离、筛选到

一株能高效生产胞外 β-葡萄糖苷酶的菌株, 柱孢弯

颈霉 syzx4, 并研究不同工农业废料和无机离子作

为其液体深层发酵(SmF)的培养基。在单因子实验优

化发酵碳源、氮源的基础上, 使用 Plackett-Burman

设计实验 [4]甄选了产酶的影响显著因子, 并使用响

应面法进一步优化[5], 得到最佳的 β-葡萄糖苷酶发

酵生产培养基配比, 为此菌株在 β-葡萄糖苷酶大规

模发酵生产上提供参数。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  试剂: 实验中的化学试剂购买于 Sigma, 工

农业废料由吉林燃料乙醇有限公司提供。 
1.1.2  仪器设备: 电热恒温培养箱 SKP-01 (湖北省

黄 石 市 医 疗 器 械 厂 , 中 国 湖 北 ), 超 净 工 作 台

VS-1300-U (苏净集团安泰公司, 中国), 紫外可见分

光光度计 752 (上海光谱仪器有限公司, 中国上海), 

SKPC-01 电热恒温鼓风干燥箱(湖北省黄石市医疗

器械厂), MDF-492 超低温冰箱(日本三洋公司), 可

调式微量取液器(德国 Eppendorf 公司)等。 

1.1.3  培养基 (g/L): 纤维二糖诱导培养基 : 酵母

2.5, 纤 维 二 糖 2.5, 蛋 白 胨 2.5, (NH4)2SO4 1, 

KH2PO4 0.5, MgSO4 0.2, 七叶苷 1, 琼脂粉 20, 灭

菌后加入滤菌后的柠檬酸铁铵溶液至铁的终浓度为

0.3%[6]。 

1.2  实验方法 
1.2.1  菌株分离方法: 实验菌株是从东北农村腐烂

的玉米秸秆中筛选得到的。在 250 mL 的摇瓶中, 加

入剪成小块的腐烂的玉米秸秆样本和已消毒的玻璃

珠, 摇床振摇制备样品悬液, 加入适量纤维二糖在

30 °C、130 r/min 条件培养 5 d。离心取上清梯度稀

释, 取 103−106 倍体积稀释液涂布到筛选平板, 过

夜培养后挑选出黑色透明圈与菌落直径比值较大

的菌落, 接种于纤维二糖诱导培养基, 30 °C 摇床培

养 5 d, 12 000×g、4 °C 离心 10 min, 取上清测定 β-

葡萄糖苷水解酶活性[7]。 
1.2.2  菌株鉴定: 菌株形态和分子生物学鉴定过程

由武汉典型微生物保藏中心完成。 

1.2.3  培养基质的前处理 : 工 农 业 废 渣 即 麦 麸

(WB)、 气 爆玉 米 秸 秆 (TCS)、 未 处 理 的 玉 米秸秆

(UTCS)、酒糟(DDG)、玉米浆(CSL)、豆粉(SM)和豆

饼粉(BCP)由吉林燃料乙醇公司提供。将这些原料烘

干粉碎, 过 0.355 mm (45 目)筛分离后备用。 
1.2.4  接种和培养条件 : 诱导产酶培养基的配制

(g/L): 碳源 20, 氮源 5, Mandels 营养盐[8], 1×105 Pa

高压蒸汽灭菌 30 min, 备用。 
种子悬液的制备: 菌株接种于 PDA 斜面, 30 °C

培养 5 d 使其产生孢子, 使用 0.85%的无菌 NaCl 冲

洗孢子并摇匀。按照体积比为 0.5%接种 , 30 °C、

120 r/min 培养 8 d 后, 离心取上清测定酶活力。 

1.2.5  酶活力测定方法: β-葡萄糖苷酶活性测定采

用 pNPG 法进行测定[9]。1 个酶活性单位(U)定义为
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实验条件下每分钟从底物中分解释放 1 μmol 对硝基

苯所消耗的酶量。 

1.2.6  培养基优化实验设计: (1) 单因子筛选碳、氮

源: 采用的工农业废料 WB、TCS、UTCS、WS、

DDG、CSL、SM、BCP 作为待选培养基组分, 对 β-

葡萄糖苷酶碳、氮源进行筛选。 
(2) Plackett-Burman 实验设计: 通过 Plackett- 

Burman 实验设计[10]来探讨 7 种因素[TCS、SM、

KH2PO4 、 (NH4)2SO4 、 CaCl2 、 MgSO4·7H2O 和

(H2N)2CO]对发酵产酶的影响。表 1 给出了各个参

数的最高和最低值 , 最高参数平均为最低参数的

2.0 倍[11]。表 2 为本实验使用的实验设计方案, 表中

分别使用−1 和+1 表示高低水平。在 12 组平行设计

中设有 8 个可变参数, 虚拟变量 I、J 和 K, 用来评

估实验的标准误差。 
(3) 响应面分析法(RSM): 确定了对 β-葡萄糖

苷酶活性有显著影响的变量后, 设计了以 TCS、SM、

KH2PO4 和(NH4)2SO4 4 因素 5 水平中心组合实验。

表 2 中列出变量的编码情况及其编码值。 

(4) 统计分析: SAS 软件(8.0 版, SAS Institute 
Inc., USA)和 Matlab 软件(Version 8.0 by SAS Insti-

tute Inc., USA)分别用来对所得数据进行回归和图形

分析。 
 
表 1  Plackett-Burman 实验设计中的因子水平和编码表

Table 1  Level and code of variables chosen of  
Plackett-Burman design experiments 

变量水平 
Variable levels 变量 

Independent 低水平 
Low level (−1) 

高水平 
High level (+1)

A Microelement solution (μL) 100.0 200.0 

B TCS (g/L)  20.0  40.0 

C SM (g/L)   5.0  10.0 

D KH2PO4 (g/L)   1.4   2.8 

E CaCl2 (g/L)   2.0   4.0 

F (H2N)2CO (g/L)   0.4   0.8 

G MgSO4 7H2O (g/L)   0.3   0.6 

H (NH4)2SO4 (g/L)   3.5   7.0 

I Dummy variable − − 

J Dummy variable − − 

K Dummy variable − − 

表 2  中心组合设计实验中变量的最大和最小值 
Table 2  Maximum and minimum levels of the variables 

used in the central composite experimental design 
变量水平 

Variable levels 变量 
Independent −2 −1 0 1 2 

X1 TCS (g/L) 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0
X2 SM (g/L)  2.5  5.0  7.5 10.0 12.5
X3 KH2PO4 (g/L)  1.0  1.5  2.0  2.5  3.0
X4 (NH4)2SO4 (g/L)  2.0  3.5  5.0  6.5  8.0

2  结果与分析 

2.1  菌株的分离鉴定 
从筛选的平板上选出 200 个黑色透明圈和菌落

比值较大的菌落, 选择最大比例的 4 株(syzx 1、syzx 
2、syzx 3 和 syzx 4), 分别使用纤维二糖诱导培养基

培养, 诱导培养后的 β-葡萄糖苷酶活力别为 1.06、

1.24、1.35 和 1.48 U/mL。 
将 syzx4 在 PDA 培养基上培养 3 d 后进行形态

观察, syzx4 菌落柔软的绿色菌丝在培养基上逐渐扩

散。显微形态观察显示其菌丝分开且修长, 分生孢

子梗较短 , 呈圆柱形 , 侧枝或末端有螺旋瓶梗 , 在

其顶端上膨胀形成球茎。对该菌株的 ITS 序列进行

鉴定 , 该序列提交到 GenBank 数据库 , 登录号为

GU244350。形态学和 ITS 序列分析表明 syzx4 在系

统发育学上属弯颈霉属的柱孢弯颈霉, 已经获得武

汉典型微生物保藏中心鉴定和保藏, 菌株的保藏编

号为 CCTCC M 209312。 

2.2  单因子实验优化碳、氮源 
在这类需要从培养基上清中获得产物的发酵过

程中, 碳源和氮源的选择对产物生产是非常重要的。

几种工农业废料中, WB、TCS、UTCS 和 WS 被用

作碳源, CSL、DDG、SM 和 BCP 被用作氮源, 对 β-
葡萄糖苷酶发酵过程进行优化, 实验结果见表 3。 

从实验结果看, TCS 是最好的碳源。TCS 经气爆

前处理后, 其干重组成如下: 纤维素 49.5%, 木质素

28.6%, 半纤维素 8.6%, 葡萄糖 0.6%, 其它 12.1%。

与其它碳源相比, 0.6%的葡萄糖以及疏松的结构组

成更适合于酶的发酵生产。氮源对 β-葡萄糖苷酶生

产也有很重要的作用, SM 做培养基时 β-葡萄糖苷酶

活性为 2.075 U/mL, 这与 SM 中富含微量元素和维

生素等物质[12]有很大的关系。 
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表 3  不同碳源对酶活和生物量的影响 
Table 3  Effect of different carbon sources on enzyme 

activity and cell weight of yeast 
培养基成分来源 

Source 
酶活 

Enzyme activity (U/mL) 
碳源 Carbon source  

WB 1.035 

TCS 1.716 

UTCS 1.353 

WS 1.146 

氮源 Nitrogen sources  

CSL 1.186 

DDG 1.439 

SM 2.075 

BCP 1.597 
 
2.3  β-葡萄糖苷酶产量影响因子的评价 

按照表 1 给出的变量取值, 通过 SAS 软件设计

的 Plackett-Burman 实验进行发酵, 得到发酵液的酶

活力见表 4。使用 SAS 软件对数据进行拟合, 得到

的一次多项式模型为:  

Y=2.030 25+0.004 083A+0.049 083B+0.004 75C+  
0.005 417D+0.002 75E+0.002 083F− 
0.002 083G+ 0.004 75H (1) 

一次多项式拟合的相关系数 R2 值为 0.996 3, 回

归模型相关度也较为显著(P<0.05)。这些结果表明该

模型解释了 Plackett-Burman 实验中 99.6%的数据。

以此结果基础, 我们选择 B、C、D 和 H 这 4 个因素, 

并用中心组合设计法确定其在 SmF 培养基中的最佳

浓度。 

表 5 列出了在 90%的置信区间上变量 t 检验的

结果, 表明在 Plackett-Burman 设计所筛选的变量中, 

B、C、D 和 H 对 β-葡萄糖苷酶产量具有正项影响。

其中 B (P<0.01)是对 β-葡萄糖苷酶产量具有正项影

响的最重要的因子。其它变量按对 β-葡萄糖苷酶产

量影响大小依次排序为 B>D>C=H>A>E>F>G。 
 

表 4  以 β-葡萄糖苷酶活性为指标的 Plackett-Burman 实验设计结果 
Table 4  Results of Plackett-Burman design experiments with β-glucosidase activity as responses 

变量 Variables 实验安排 
Run A B C D E F G H I J K 

酶活 
Enzyme activity (U/mL) 

1 1 −1 1 −1 −1 −1 1 1 1 −1 1 1.979 

2 1 1 −1 1 −1 −1 −1 1 1 1 −1 2.084 

3 −1 1 1 −1 1 −1 −1 −1 1 1 1 2.068 

4 1 −1 1 1 −1 1 −1 −1 −1 1 1 1.993 

5 1 1 −1 1 1 −1 1 −1 −1 −1 1 2.080 

6 1 1 1 −1 1 1 −1 1 −1 −1 −1 2.099 

7 −1 1 1 1 −1 1 1 −1 1 −1 −1 2.077 

8 −1 −1 1 1 1 −1 1 1 −1 1 −1 1.994 

9 −1 −1 −1 1 1 1 −1 1 1 −1 1 1.986 

10 1 −1 −1 −1 1 1 1 −1 1 1 −1 1.971 

11 −1 1 −1 −1 −1 1 1 1 −1 1 1 2.068 

 
表 5  Plackett-Burman 试验各因素参数的 t-检验分析结果 

Table 5  Regression analysis and t-test of the Plackett-Burman design experiments 
变量 

Variables 
系数 

Estimate 
t-值 

t-value 
Pr>|t| 变量 

Variables 
系数 

Estimate 
t-值 

t-value 
Pr>|t| 

A 0.008 167  2.298 840 0.105 100 G −0.004 170 −1.172 880 0.325 499 

B 0.098 167 27.633 000 0.000 104 H 0.009 500 2.674 161 0.075 423 

C 0.009 500  2.674 161 0.075 423 I − − − 

D 0.010 833  3.049 482 0.055 451 J − − − 

E 0.005 500  1.548 198 0.219 328 K − − − 

F 0.004 167  1.172 878 0.325 499     

Note: P=Pr>|t|. 
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2.4  中心组合设计法优化培养基 
以 Plackett-Burman 设计法的结果为基础, B、C、

D、H 的中心点和变化范围按表 3 进行选择。培养

基其它组分的浓度设定为其在 Plackett-Burman 设计

中相应较低的值。因子的编码值、实验安排和结果

见表 6。 

按照表 6 的结果得到描述 β-葡萄糖苷酶和这 3

个变量之间关系的多项式模式如下:  
Y=2.072 13−0.083 944X1−0.047 092X2+ 

0.046 804X3−0.181 353X4−0.198 761X12− 
0.004 131X1X2−0.006 139X1X3+  
0.072 039X1X4−0.093 566X22−0.002 169X2X3+ 
0.004 159X2X4−0.064 808X32+0.020 813X3X4− 
0.087 449X42 (2) 

此处 Y 为代表 β-葡萄糖苷酶活性, X1、X2、X3

和 X4 分别表示测试变量 B、C、D 和 H 的编码值。

表 7 列出了此实验得到模型和相对应参数的显著性

分析结果。 
从表 7 的方差分析结果可以看出, 此实验得到

的模型回归显著性 P<0.01。用以评价回归模型拟合

度的 R2 值为 0.929 5, 这表明方程(2)代表的模型适

合于模拟此发酵过程。在独立变量中的 TCS (X1)、

(NH4)2SO4 (X4)的影响非常显著, 其 P 值(<0.01)分别

为 0.000 827 和 0.000 1, SM (X2)和 KH2PO4 (X3) 

(P<0.05)的影响显著。在二次变量中, X1×X1、X2×X2、

X3×X3 和 X4×X4 具有显著影响, 其 P 值(<0.01)分别为

0.000 1、0.000 1、0.002 257 和 0.000 125。TCS (X1)、

(NH4)2SO4 (X4)和 β-葡萄糖苷酶活性之间的线性和

二次方关系都很显著, 表明这 2 个变量对增加 β-葡

萄糖苷酶活性起重要作用, 而其它因子的相互作用

系数则不显著。这些结果表明变量与响应值之间不

是简单的线性或二次方关系, 他们之间的交互作用

也很重要。 
 

表 6  中心组合设计实验的方案及结果 
Table 6  Experimental design and results of the central composite design (CCD) 

Run X1 X2 X3 X4 酶活力 
Enzyme activity (U/mL)

Run X1 X2 X3 X4 酶活力 
Enzyme activity (U/mL)

1 −1 −1 −1 −1 2.091 82 19  0 −2  0  0 1.803 09 

2 −1 −1 −1  1 1.502 51 20  0  2  0  0 1.585 26 

3 −1 −1  1 −1 2.011 80 21  0  0 −2  0 1.664 70 

4 −1 −1  1  1 1.654 02 22  0  0  2  0 1.953 72 

5 −1  1 −1 −1 1.927 93 23  0  0  0 −2 2.082 54 

6 −1  1 −1  1 1.419 90 24  0  0  0  2 1.354 75 

7 −1  1  1 −1 2.083 86 25  0  0  0  0 2.075 09 

8 −1  1  1  1 1.514 22 26  0  0  0  0 2.036 48 

9  1 −1 −1 −1 1.595 95 27  0  0  0  0 2.087 32 

10  1 −1 −1  1 1.355 93 28  0  0  0  0 2.069 21 

11  1 −1  1 −1 1.732 50 29  0  0  0  0 2.071 79 

12  1 −1  1  1 1.437 88 30  0  0  0  0 2.072 96 

13  1  1 −1 −1 1.573 03 31  0  0  0  0 2.071 79 

14  1  1 −1  1 1.295 43 32  0  0  0  0 2.079 16 

15  1  1  1 −1 1.466 69 33  0  0  0  0 2.073 38 

16  1  1  1  1 1.406 78 34  0  0  0  0 2.072 31 

17 −2  0  0  0 1.191 60 35  0  0  0  0 2.078 10 

18  2  0  0  0 1.355 19 36  0  0  0  0 2.077 96 
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表 7  β-葡萄糖苷酶响应面二次多项式方差分析结果 
Table 7  ANOVA results and regression coefficients of response surface quadratic model for β-glucosidase activity 

Source DF SS MS F-value Pr>F 

X1 1 0.169 120 0.169 120  15.203 100 0.000 827 

X2 1 0.053 224 0.053 224   4.784 623 0.040 169 

X3 1 0.052 574 0.052 574   4.726 153 0.041 288 

X4 1 0.789 333 0.789 333  70.957 430 0.000 100 

X1×X1 1 1.264 193 1.264 193 113.645 200 0.000 100 

X1×X2 1 0.000 273 0.000 273   0.024 550 0.876 991 

X1×X3 1 0.000 603 0.000 603   0.054 215 0.818 139 

X1×X4 1 0.083 033 0.083 033   7.464 267 0.012 488 

X2×X2 1 0.280 147 0.280 147  25.183 910 0.000 100 

X2×X3 1 0.000 075 0.000 075   0.006 769 0.935 210 

X2×X4 1 0.000 277 0.000 277   0.024 879 0.876 176 

X3×X3 1 0.134 401 0.134 401  12.082 040 0.002 257 

X3×X4 1 0.006 931 0.006 931   0.623 079 0.438 728 

X4×X4 1 0.244 717 0.244 717  21.998 970 0.000 125 

      

Model 14 3.078 900 0.219 921  19.769 940 0.000 100 

Linear 4 1.064 251 0.266 063  23.917 830 0.000 100 

Quadratic 4 1.923 457 0.480 864  43.227 530 0.000 100 

Cross Product 6 0.091 192 0.015 199   1.366 293 0.273 541 

Error 21 0.233 605 0.011 124   

Total 35 3.312 505    

Note: P=Pr>F; DF=Degree of freedom; SS=Sum of squares; MS=Mean square. 
 
为理解变量之间的相互关系及发酵中最高 β-葡

萄糖苷酶活性下每个变量的水平 , 我们用 Matlab 

R2008a 作出了三维响应面曲线和等高线图。 
图 1 显示了 TCS (X1)和 SM (X2)对 β-葡萄糖苷

酶活性的影响。由图 1 可看出当 SM (X2)浓度较低

时, 随 TCS (X1)浓度的增加, β-葡萄糖苷酶活性先稳

定升高然后下降, SM (X2)浓度在较高水平时依然如

此。因此, TCS (X1)和 SM (X2)之间的相互作用可忽

略。并且, 用 Matlab 软件的 Meshgrid 函数分析后显

示要获得 2.086 5 U/mL β-葡萄糖苷酶活性的最佳浓

度为 25.718 g/L TCS 和 6.8224 g/L SM。 

图 2 描绘了显示 TCS (X1)和(NH4)2SO4 (X4)对 β-
葡萄糖苷酶活性影响的三维响应面和等高线图。很

明显, 当 TCS (X1)值较低时, β-葡萄糖苷酶活性随

(NH4)2SO4 (X4)值的下降而显著升高, 而当 TCS (X1)

值较高时, β-葡萄糖苷酶活性随(NH4)2SO4 (X4)值的

下降而成平缓升高趋势。TCS (X1)和(NH4)2SO4 (X4)

强烈的相互作用不仅在低概率值上有所表现, 也可

以从响应面和等高线图中反应出来[13]。 
 

 

图 1  Y=f(X1,X2)的响应面和等高线分析图 
Fig. 1  Y=f(X1, X2) of responsive surfaces and contours 
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图 2  Y=f(X1, X4)的响应面和等高线分析图 
Fig. 2  Y=f(X1, X4) of responsive surfaces and contours 
 

使用 SAS RSREG 求解得到 β-葡萄糖苷酶发酵

的最佳培养基组成为: TCS 25.72 g/L, SM 6.82 g/L, 

KH2PO4 1.90 g/L, (NH4)2SO4 3.21 g/L, 其它组分保

持原始浓度。最优培养基预测发酵生产的 β-葡萄糖

苷酶活力为 2.209 U/mL。 

为检验模型的可行性, 使用推算的最优培养基

进行了 3 次平行实验, 平均活力为 2.21 U/mL。预

测值与实验值相吻合, 表明此统计模型能够满足发

酵过程的模拟, 实验结果对工业化生产有重要参考

价值。 

3  结论 

本实验从腐败的玉米秸秆中分离得到柱孢弯颈

霉 syzx4 菌株, 并首次将此种属的菌株应用在 β-葡

萄糖苷酶发酵生产过程。在单因子实验优选了不同

的工农业废料作为碳源和氮源的基础上 , 使用统

计实验方法优化培养基组分浓度。得到的培养基最

佳组成如下: TCS 25.72 g/L, SM 6.82 g/L, KH2PO4 

1.90 g/L, (NH4)2SO4 3.21 g/L, 其它成分保持原始浓

度, 30 °C 条件下进行液体发酵 8 d 后得到 β-葡萄糖

苷酶活性 2.21 U/mL。此外, 由于工农业废料来源丰

富, syzx4 菌株所生产的 β-葡萄糖苷酶具有低成本优

点, 这是解决纤维素酶瓶颈问题的一条极有希望的

途径。 
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