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纤维素降解菌株的筛选及其产酶条件优化 
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摘要：为了寻求快速有效降解沼气发酵有机质中的高分子化合物，本实验从腐殖质土壤中筛选到一株高效降解纤维素菌株，在

以羧甲基纤维素钠为唯一碳源的液体培养基中培养，所产生的纤维素酶对玉米芯和滤纸均表现出较强降解能力。其次做了对菌株培养

条件优化的实验，结果表明，菌株的最佳降解纤维素条件为反应温度 30 ℃、发酵液接种量为 1%、0.75%羧甲基纤维素钠为碳源、1.5%

胰蛋白胨为氮源，优化菌株培养条件后，纤维素酶活力增加了 2.8 倍。 
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Abstract: In order to be effective, rapid degradation of organic polymer compound biogas fermentation, from soil degradation to a plant 

screening high efficiency degradation cellulose strain. In sodium carboxyl methyl cellulose as the only carbon source of liquid medium training 

strains, the cellulose enzyme produced for several and filter paper are show have better degradation ability. Next to the opt imization of the 

strains of the culture condition experiment results show that the best cellulolytic strains of the conditions  for the reaction temperature 30℃, 

fermented liquid 1% inoculated quantity, carbon source sodium carboxyl methyl cellulose 0.75%, had 1.5% nitrogen pancreatic specially 

designed, and so on. Optimization strains after the culture condition, cellulose enzyme activity has increased 2.8times. 
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我国的纤维素资源十分丰富，是自然界中存在量

最大的可再生能源。全世界每年产农作物秸秆近2000

亿 t，中国每年达 6 亿 t 以上，是人类活动中不可缺少

的基本物质[1]。它是以葡萄糖以糖苷键连接的长链多

聚体，具有高强度的网状结构，是一种难分解的成分。

因此对它的开发利用却有限，从而造成了资源的浪费。

若能把废弃物中的纤维素转化为简单糖类，即可以解

决环境污染问题，又可以作为沼气发酵原料，有效缓

解当前的能源危机，所以国内外对微生物分解转化农

作物秸秆中的纤维素研究极为重视[2]。 
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研究 

目前生物纤维素酶的研究主要表现在降解纤维素

菌株的筛选及反应条件优化[1~3]、纯化[4~6]、分解机理
[3]、发酵工艺[7~8]、生物炼制[5]、应用[4~6]等方面。但实

际应用中，驯化高酶活性、高效率的降解纤维素菌种

至关重要。因此，本文利用在自然环境中筛选分离到

的纤维素分解菌株，通过玉米芯和滤纸降解能力的表

现，优化了其中之一的菌株培养反应条件，为实际沼

气生产中有效的处理粪便、秸秆等提供了理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 

选取腐熟好的猪粪、牛粪、秸秆、沼气发酵池等

周边环境的土壤，采集的样品放入塑料袋中，封口，

置于冰箱中 4 ℃条件下保存。 

1.2  菌种的筛选及培养基组成 

1.2.1  菌种的筛选 

制备 1%的土悬液，震荡培养 30 min。吸取0.1 mL
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土悬液，涂布于细菌固体培养基上，在 30 ℃条件下培

养，进行划线分离单菌落[6]，纯化培养并保存。 

1.2.2  细菌培养基(LB培养基 g/L)组成 

酵母 5.0 g，胰蛋白胨10 g，氯化钠10 g，琼脂

20 g，pH 6.8~7.2，用蒸馏水定容至 1000 mL。 

1.2.3  纤维素分解细菌的鉴定培养基 

羧甲基纤维素钠 5 g，胰蛋白胨10 g，氯化钠，

琼脂 20 g，H2O 1000 mL。将菌种划线培养于羧甲基

纤维素钠(CMC-Na)为唯一碳源的固体培养基的上述

平板，30 ℃培养 2 d后在培养皿中加少许 1 M NaCl

溶液固定菌群，随后用 1%刚果红染色，静置 10 min，

观察透明圈产生的清晰度。 

1.3  测定方法 

1.3.1  细胞生长曲线的测定 

挑取菌株单菌落，置于盛有 50 mL LB液体培养

基的三角瓶中，振荡培养 12 h，然后取 2 mL菌悬液

置入另外盛有100 mL LB液体培养基的三角瓶中振荡

培养。每24 h取样一次通过分光光度法测定菌体浓度，

必要时对发酵液进行适当倍数的稀释。然后以时间为

横坐标，以 OD660 为纵坐标，绘制菌体生长曲线。 

1.3.2  各项指标的测定 

还原糖的测定是利用DNS法（3,5-二硝基水杨酸）

比色法[9]。羧甲基纤维素酶（CMC）活力和滤纸酶（FP）

活力测定参照[10]。 

1.4  菌株产纤维素酶条件的优化 

1.4.1  最佳培养温度的影响 

挑取菌株单菌落，置于盛有 50 mL LB液体培养

基的三角瓶中，在 10℃-50℃培养 2 d，(180 r/min)，

每隔一定时间取发酵液，测各发酵液 660 nm 处的吸

光度值和 550 nm 处的酶活性，确定最佳培养温度。 

1.4.2  培养时间的影响 

在最佳培养温度条件下振荡培养(180 r/min)，培

养 0~5 d，(180 r/min)，每隔一定时间取发酵液，测各

发酵液 660 nm 处的吸光度值和 550 nm 处的酶活性，

确定最佳培养时间。 

1.4.3  起始 pH值的影响 

按最佳培养温度、时间，分别于 0.1 M乙酸钠（pH 

5~6），三羟甲基氨基甲烷-盐酸(Tris-HCl)(pH 7~8)和碳

酸氢钠（pH 9~10）等不同的缓冲液中，测定粗酶液

的酶活力，确定最佳起始 pH值。 

1.4.4  接种量的影响 3.610-5(CFU/mL)浓度的菌分别

置于 0.25~5.0%的接种量下培养，确定最适菌接种量。 

1.4.5  碳源、氮源的影响 

分别对 1%葡萄糖、淀粉、蔗糖、羧甲基纤维素

钠、滤纸、甘露醇等 6种碳源和 NH4NO3、尿素、KNO3、

(NH4)2SO4、牛肉膏、NaNO3、蛋白胨、NH4Cl、酵母、

胰蛋白胨等 11 种氮源进行了产纤维素酶活力的比较。 

2  结果与讨论 

2.1  纤维素分解菌的筛选 

 

图 1 13 种菌株的 DNS 显色效果图 

Fig.1 DSN show color rendering by 13kinds of strain 

 
图 2 13 种菌株的 CMC 酶活性 

Fig.2 CMC enzymes activity by 13kinds of strain 

 
图 3 13 种菌株降解玉米芯效果图 

Fig.3 Effect of corn cob degradation enzyme activity by 

13strains 

在土壤中选出 13 种菌株接种于以羧甲基纤维素

钠(CMC-Na)为唯一碳源的液体培养基上培养。以滤纸

为基质测定 CMC 酶活性。图 1 为DNS 显色效果图，

从图中可以看出 R5，J10，Z13 三个菌株表现为深色。

图 2 中表现出 3 个菌株的 CMC 酶活性，分别为 R5，

3.6 U/mL；J10，4.65 U/mL；Z13，3.5 U/mL。图 3 是

玉米芯为基质测定酶活性结果图。13 种菌株中 3个优

良菌株活性分别表现为 R5 3.33 U/mL；J10 3.22 U/mL；

Z13 3.21 U/mL。 

2.2  产纤维素酶条件的优化 

Y1 
 Y2 

 L3  P4 
 R5  Y6   C7   F8  F9   J10  F11   P12   Z13 

http://www.hbzhan.com/Product/detail/557852.html
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2.2.1  培养时间对产酶活力的影响 

 

 

 
图 4 J10，R5，Z13 等三种菌株的培养时间对纤维素酶活力及生

长曲线的比较 

Fig.4 Cellulase activity and cell growth of J10, R5, Z13 strains 

according to the incubation time 

图 4 所示 3 种优良菌株的培养时间对酶活力及生

长曲线的变化趋势。J10 菌株随着培养时间的增长，

纤维素酶活性呈抛物线变化趋势，在培养2 d 处酶活

力达最高值，说明菌株在前 2 d 之内生长迅速，此后

2~3 d 保持相对稳定，进入生长对数期，4~5 d 后菌株

开始死亡分解，酶活力也明显降低。因此，J10 菌株

达到最大酶活时间较短，持续产酶时间较长，从而得

到最佳培养时间为2 d 的菌株 J10。 

2.2.2  温度对产酶活力的影响 

发酵温度是影响产酶的重要因素，由图5所示，温

度在30 ℃酶活性达最高值，但温度较低时酶活降低，

可能与J10菌株生长不良有关。结果表明在30 ℃下培养

J10产酶为最佳。 

 

图 5 菌株培养温度对纤维素酶活力及生长曲线 

Fig.5 Cellulase activity and cell growth of J10 strain according 

to the incubation temperature 

2.2.3  接种量对产酶活力的影响 

 
图 6 接种剂浓度对产酶活力的影响 

Fig.6 Effect of inoculum concentration on the production of 

Cellulase by J10 

由图6所示，接种量为1.25%时，酶活性较高;接种

量大于1.25%时，酶活性随接种量增加而降低，可能接

种量增加，菌株抑制分泌纤维素酶，导致产酶活性降

低。因此，最佳接种量定为1.25%。 

2.2.4  最佳碳源的选择与最佳浓度对产酶的影响 

表 1 不同碳源对产酶的影响 

Table 1 Effect of various carbon sources on the production of 

cellulosease by J10 

碳源 细胞生长曲线(660nm) 酶活/(U/mL) 

葡萄糖 2.04 6.80 

淀粉 2.03 4.91 

蔗糖 1.97 4.03 

羧甲基纤维素钠 1.95 7.20 

滤纸 1.95 5.44 

甘露醇 2.00 3.50 

结果显示，菌株 J10 在以羧甲基纤维素钠为碳源

的培养基中产酶能力最强(表 1)。进一步研究了不同浓

度 CMC-Na 对菌株产酶的影响，结果如图 7 所示，

CMC-Na 浓度在 0.5%~0.75%时，酶的活性随着

CMC-Na 浓度的升高而升高，浓度为 0.75%时酶活力
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达到最高，增加 CMC-Na的浓度，酶活呈现下降趋势。 

 
图 7 最佳碳源浓度对菌株产酶的影响 

Fig.7 Effect of CMC-Na concentration on the production of 

cellulosease by J10 

2.2.5  最佳氮源的选择与最佳浓度对产酶的影响 

表 2 不同的氮源对产酶活力的影响 

Table 2 Effect of various nitrogen sources on the production of 

celluloase by J10 

氮源种类 细胞生长曲线(660nm) 酶活/(U/mL) 

NH4NO3 1.659 3.66 

尿素 1.72 3.72 

KNO3 1.97 3.97 

NaNO3 2.21 4.21 

(NH4)2SO4 2.32 5.32 

牛肉膏 2.34 6.34 

蛋白胨 2.37 6.37 

NH4Cl 2.43 6.43 

酵母 2.47 6.55 

胰蛋白胨 2.406 8.3 

 
图 8 最佳氮源浓度对菌株产酶的影响 

Fig.8 Effect of tryptone concentration on the production of 

cellulosease by J10 

实验结果显示，菌株 J10 在以胰蛋白胨为氮源的

培养基中产酶能力最强(表 2)。进一步研究了不同浓度

胰蛋白胨对菌株产酶的影响，结果如图 8 所示：胰蛋

白胨浓度在 0.5%~1.5%时，酶的活性随着 CMC-Na 浓

度的升高而升高，浓度为1.5%时酶活力达到最高；其

次增加胰蛋白胨的浓度，酶活力呈现下降趋势。 

3  结论 

通过以上试验，筛选到一株高效降解纤维素菌株

J10，以滤纸为基质测定 CMC 酶活性，J10 是 4.65 

U/mL；以玉米芯为基质测定 CMC 酶活性，J10 是 3.22 

U/mL。即所产生的纤维素酶对玉米芯和滤纸均表现出

较强的降解能力。对菌株培养条件进行优化实验，结

果表明，菌株的最佳降解纤维素条件为反应温度

30 ℃、1%发酵液接种量、0.75%羧甲基纤维素钠为碳

源、1.5%胰蛋白胨为氮源，纤维素酶活力增加了 2.8

倍。沼气发酵前期主要是降解废弃物中的纤维素，筛

选高酶活力纤维素降解菌株，对提高菌株生产能力及

酶的活性和稳定性方面开展深入研究，同时优化产纤

维素酶菌株的发酵条件，发挥菌株的最大生产能力，

以实现降解纤维素等高分子化合物为主要成分的沼气

发酵原料的目的。 
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