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摘要  [ 目的] 筛选有良好分解效果的纤维素分解菌。[ 方法] 以含菌秸秆、腐叶和玉米地土壤为材料 ,经富集培养后 ,根据水解圈直径进
行纤维素分解菌初筛分离培养和复筛培养, 制取粗酶液 , 测定CMC 酶活力和滤纸酶活。[ 结果] 从各地采集的样品中共分离到6 个菌株 ,
各菌株均能在羧甲基纤维素钠培养基上较好生长 , 其中菌株H-1 、H-2 、H-6 生长最快, 而其余菌株则生长缓慢 , 菌株H-2 的CMC 酶活和滤
纸酶活分别为0 .211 4 和0 .295 0 IU/ ml , 菌株H-6 的CMC 酶活和滤纸酶活分别为0 .201 6 和0 .280 2 IU/ ml , 高于其他4 种菌株 ; 菌株H-4
的产纤维素酶能力最低 ,CMC 酶活和滤纸酶活分别为0 .181 9 和0 .206 5 IU/ ml 。[ 结论] H-2 、H-6 菌株分解纤维素的能力最强。
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Study onIsolationand Screening for Cellulose- decomposing Bacterial with High Cellulase Activity
YUE Si-junet al  ( College of Life Science , Ningxia University , Yinchuan, Ningxia 750021)
Abstract  [ Objective] The ai m was to screen cellulose-decomposing bacteria with good decomposition effect . [ Method] With strawthat contained bac-
terium, rotten leaves and soil in maize field as materials , after the enrichment culture , the bacteria was isolated and cultured according to the diameter of
hydrolyzed circle for pri mary and secondary screening . The crude enzymeli quid was prepared for the determination of CMCase activity and filter paper en-
zyme activity . [ Result] 6 strains were isolated fromthe examples in different places were isolated and all could grow well on the sodi umcarboxymethyl-
cellulose medium. Among them, the strains H-1 , H-2 , H-6 grewmost quickly and other strains grewslowly . The CMCase activity and filter paper enzyme
activity of H-2 was 0 .211 4 and 0 .295 0 IU/ ml resp . , that of H-6 was 0 .201 6 and 0 .280 2 IU/ ml resp . and they were higher than that of other 4
strains . Producing cellulase ability of strain H-4 was the lowest and its CMCase activity and filter paper activity was 0 .181 9 and 0 .206 5 IU/ ml resp .
[ Conclusion] Strains H-2 , H-6 had the strongest ability to decompose cellulose .
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  纤维素是地球上数量最大的可再生资源, 占植物干重的

35 % ～50 % [ 1] , 它是地球上分布最广、含量最丰富的碳水化合

物。对人类而言, 它又是自然界中数量最大的可再生性物

质[ 2] 。目前, 对纤维素的降解利用主要采用生物手段, 利用

微生物可将纤维材料转化为饲料、化工原料等 , 具广阔的应

用前景 , 而这一应用前景的前提是要首先分离到能够有效分

解纤维素的微生物菌种, 但目前得到的纤维素酶无论是来自

动物、植物还是微生物的, 都不能满足大规模工业生产的需

要。纤维素酶比活力较低、生产周期长、纤维素酶复合物的

分子量十分庞大、单个酶组分没有水解纤维素的能力及菌株

的纤维素酶活力仍然较低等原因一直是阻碍纤维素酶大规

模生产应用的瓶颈问题[ 3] 。为此, 笔者利用纤维素刚果红鉴

别培养基从不同分离源分离筛选出对纤维素具有良好分解

效果的纤维素分解菌, 并对其酶活力进行了测定 , 筛选出2

株纤维素酶活较高的野生优良菌株。

1  材料与方法

1 .1 材料  

1 .1.1 样品来源。含菌秸秆、腐叶和玉米地土壤等材料取

自宁夏银川郊区。

1 .1.2 培养基。

1 .1.2.1 初筛分离平板培养基[ 4 - 5] 。①CMC- Na 10 g ,MgSO4

0 .25 g ,K2HPO4 0 .5 g ,NaCl 0 .25 g , 琼脂11 g , 蒸馏水500 ml , 自

然pH, 压力1 .05 kg/ c m2 , 灭菌20 min( 用于菌培养后添加刚果

红染色) 。②CMC- Na 10 g , MgSO4 0 .25 g ,K2HPO4 0 .5 g ,NaCl

0 .25 g , 琼脂11 g , 蒸馏水500 ml , 刚果红0 .2 g , 自然pH, 压力

1 .05 kg/ c m2 , 灭菌20 min。

1 .1.2.2 复筛平板培养基[ 6] 。CMC- Na 10 g ,Na2HPO4 1 .25 g ,

KH2PO4 1 .25 g , 蛋白胨1 .25 g , 酵母膏0 .25 g , 蒸馏水500 ml ,

自然pH, 压力1 .05 kg/ c m2 , 灭菌20 min。

1 .1.2 .3  扩大培养基。马铃薯100 g , 蔗糖10 g , 琼脂8 .5 g , 蒸

馏水500 ml , 自然pH, 压力1 .05 kg/ c m2 , 灭菌20 min。

1 .1.2.4  产酶发酵培养基。麸皮80 g , 秸秆120 g ,KH2PO4 0 .5

g ,( NH4) 2SO4 0 .4 g ,MgSO4 0 .07 g ,CaCl2 0 .07 g ,FeSO4 0 .005 g ,

ZnCl 2 0 .001 g , 蛋白胨0 .2 g , 尿素0 .07 g ,CMC- Na 0 .1 g , 蒸馏

水250 ml , 搅拌均匀后装入圆口瓶, 每瓶20 g , 封口膜封口, 压

力1 .05 kg/ c m2 , 灭菌20 min 。

1 .2 方法

1 .2 .1 样品的富集培养。将样品各称10 g , 加入装有100 ml

灭菌生理盐水的烧杯中, 在磁力搅拌器上搅拌30 min , 静置 ,

取上清液10 ml , 在上清液中各加1 g 蔗糖[ 7] 。用封口膜包扎

后110 r/ min ,28 ℃摇床培养2 d。

1 .2.2  初筛分离培养。将富集后的样品稀释到10 - 2 、10 - 3

后, 分别涂布到初筛分离平板培养基上 , 每个样品接3 个平

板,28 ℃培养5 d。没有加刚果红的培养5 d 后用4 g/ L 的刚

果红染色5 min , 再用0 .9 % NaCl 冲洗, 测水解圈直径, 并计算

酶的相对比活力: A= 水解圈直径/ 天数。

1 .2.3 复筛培养。将初筛分离出的水解圈比较大的菌株点

种到复筛平板培养基上, 每个平板点3 个点,28 ℃培养5 d 。

用4 g/ L 的刚果红染色5 min , 再用0 .9 % NaCl 冲洗, 测量水

解圈的直径。将水解圈大的菌株蛇形划线到PDA 斜面培养

基上进行扩大培养。

1 .2 .4  粗酶液的制取。在每个斜面上加10 ml 无菌水, 制成

孢子悬液 , 吸取1 ml 加入到发酵培养基中 ,28 ℃发酵,5 d 后

停止发酵。各加入50 ml 蒸馏水搅拌后用 4 层纱布过滤 ,
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4 000 r/ min 离心15 min , 上清液即为粗酶液。

1 .3 酶活力测定

1 .3.1 CMC 酶活力测定[ 8] 。移取酶液0 .5 ml 于试管中, 加入

含0 .5 % CMC- Na 的柠檬酸缓冲液( 0 .05 mol/ L ,pH 4 .4) 1 .5

ml , 然后在50 ℃水浴锅准确作用30 min 后, 立即按 DNS 法测

定糖。以国际单位为依据, 定义每分钟催化纤维素水解生成

1 μmol 葡萄糖的酶量为1 个酶活力单位IU。

1 .3 .2 滤纸酶活的测定[ 9] 。将定性滤纸( 中华一号1 c m×6

c m) 卷成小卷, 放进试管内, 加入3 ml 醋酸缓冲液, 再加入1

ml 粗酶液, 轻轻摇匀, 使滤纸完全浸泡在液体中,50 ℃保温1

h 后按 DNS 法测定还原糖, 以国际单位为依据, 定义每分钟

催化纤维素水解生成1 μmol 葡萄糖的酶量为1 个酶活力单

位IU。

2  结果与分析

2 .1 纤维素刚果红鉴别培养基的分离结果 从各地采集的

样品中共分离到6 个菌株 , 分别编号为 H- 1、H-2 、⋯、H-6 。其

水解圈大小如表1 所示。

表1 不同菌株在CMC 平板上的水解圈大小

Table 1 Different sizes of the hydrolysis zones of different bacterial strains

onthe CMCplate

菌株
Strain

先加刚果红
Congo red incellulose

i dentification culture medium

直径∥cm
Diameter

A 值
Avalue

后用刚果红染色
Congored

colorationlater

直径∥cm
Diameter

A 值
A value

H-1 2 .10 0 .42 2 .40 0 .48

H-2 2 .30 0 .46 2 .80 0 .56

H-3 0 .60 0 .12 1 .65 0 .33

H-4 0 .65 0 .13 1 .85 0 .37

H-5 1 .35 0 .27 1 .98 0 .39

H-6 1 .68 0 .34 2 .57 0 .51

 注 : 天数均为5 d 。

 Note :The number of days are all 5 d .

  由于CMC 属于大分子多糖衍生物, 纤维素分解菌能分

泌纤维素酶而将CMC 平板培养基中的纤维素降解成小分子

的低聚糖及纤维二糖、葡萄糖等。刚果红能将 CMC 染成红

色, 但对 CMC 降解后产生的小分子低聚糖类物质无染色作

用, 因此在产生CMC 酶的菌落周围会形成清晰的水解圈[ 10] 。

刚果红纤维素平板培养是较好的分离筛选培养基, 其水解圈

直径/ 天数比值大致反映酶活力高低。由表1 可见, 各菌株

均能在羧甲基纤维素钠培养基上较好生长, 其中菌株 H-1 、

H- 2、H-6 生长最快, 其余菌株则生长缓慢, 可见菌株H- 1、H-2 、

H- 6 分解纤维素类物质的能力较强。

2 .2  刚果红染色比较 试验中发现将分离菌株培养之后用

刚果红染色分离效果比在培养前直接将刚果红加入到培养

基中水解圈更为清晰, 效果更好。而且染色后用0 .9 % 氯化

钠进行冲洗后水解圈比不用0 .9 % 氯化钠冲洗水解圈明显 ,

30 min 后会形成一圈一圈不同的颜色, 最后形成水解圈。原

因可能是纤维素分解菌在分解纤维素过程中所形成的代谢

产物会引起pH 变化。而刚果红染色剂变色主要与pH 值大

小有关, 变色pH 值范围为3 ～6 , 颜色逐渐由深蓝色变成浅

紫色。

2 .3  酶活力测定结果  由表2 可见, 菌株 H-2 的CMC 酶活

为0 .211 4 , 滤纸酶活为0 .295 0 ; 菌株 H-6 的 CMC 酶活为

0 .201 6 , 滤纸酶活为0 .280 2 , 酶活高于其他菌株 ; 菌株 H-4 的

CMC 酶活为0 .181 9 , 滤纸酶活为0 .206 5 , 产纤维素酶能力

最低。

表2 CMC 酶活力、FPA 酶活力测定结果

Table 2 Detectionresults of CMCenzyme activity and FPA enzyme activity

IU/ ml

菌株Strains CMC FPA 菌株Strains CMC FPA

H-1 0 .196 7 0 .226 2 H-4 0 .181 9 0 .206 5

H-2 0 .211 4 0 .295 0 H-5 0 .186 8 0 .221 3

H-3 0 .172 1 0 .236 0 H-6 0 .201 6 0 .280 2

2 .4  不同菌株酶活力的比较  由表1、2 可见,H-2、H-6 菌株

的水解圈、CMC 酶活和FPA 酶活最高 , 分解纤维素的能力最

强, 确定为较优良的出发菌株, 可以进一步通过诱变提高其

纤维素酶活力。6 个菌株中水解圈大的CMC 酶活力相对也

比较高。由此, 可以用刚果红培养基分离鉴别纤维素分解

菌, 水解圈的大小直接反映 CMC 酶活的大小, 而FPA 酶活则

与刚果红纤维素平板水解圈大小、CMC 酶活不成线性关系。

3  讨论

(1) 纤维素分解菌较早的分离方法是: 将滤纸片浸入含

碳很少的液体培养基中, 再加入待测微生物样品。如果滤纸

片被切断, 则说明所检测的样品中有可以产生纤维素酶的微

生物存在。而现在分离方法很多, 效果也更加明显, 其中平

板降解圈直接分离法具有快速、简捷、准确、可靠的特点。目

前比较公认的分离方法是刚果红法。纤维素刚果红培养基

用于识别产纤维素酶菌株和初步判定酶活性高低: 产酶愈

多, 水解圈愈大 , 产酶越快, 水解圈出现越早。叶姜瑜、陈敏

通过试验改进了该培养基的成分使其更有利于菌落的生

长[ 5 ,11] 。水解圈的大小与 CMC 酶活、滤纸酶活、天然纤维素

酶活的关系尚需进一步研究, 它们综合反映出菌株产纤维素

复合酶的特性, 可为该菌株的具体应用领域提供理论依据。

(2) 目前纤维素酶的生产仍然存在酶催化活力低、生产

周期长等问题, 选育高产优良菌种是提高纤维素酶活力的关

键。产纤维素酶的生物种群相当广泛, 如细菌、真菌、放线菌

及昆虫等, 而且同一微生物也可能因为不同的地区来源、不

同的培养条件而使得纤维素酶的成分有很大差别。因此, 各

国学者目前仍然在进一步选育优良性能的菌株, 特别是一些

极端环境下( 如高温、广适pH) 的高活性纤维素分解菌。一

般而言从自然界直接选育得到的原始菌株的酶活性不高, 酶

组分不全 , 通常需要遗传改造。对分解纤维素的微生物的进

一步选育研究仍将是今后纤维素酶高产菌和纤维素酶的发

展趋势。
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图5 反应温度对oV 收率和选择性的影响

Fig .5 Effect of reactiontemperature onyield and selectivity of oV

图6 反应温度对DMC 转化率的影响

Fig .6 Effect of reactiontemperatureonconversionandselectivity of

DMC

图7 催化剂用量对oV 收率和选择性的影响

Fig .7 Effect of K2CO3dosage onyield and selectivity of oV

2 .6 重复试验  由表2 数据看出 , 最佳工艺条件下目的产

物oV 的平均收率为88 .1 % , 表明所得试验结果重现性较好。

表2 重复试验结果

Table 2 Results of repeated experi ments %

试验

Experi mental ti mes

oV 选择性

Selectivity of oV

oV 收率

Yield of oV
1 94 .3 88 .1

2 94 .4 88 .1

3 94 .5 88 .0

4 94 .5 88 .1

平均Mean 94 .4 88 .1

3  结论

( 1) 采用DMC 代替DMS 作为甲基化试剂 , 以邻位香兰素

为原料, 在无水碳酸钾的作用下, 能够合成邻藜芦醛( oV) , 反

应条件温和, 过程容易控制, 所得目标产物通过 GC 检测后定

量计算 , 收率较高。

( 2) 制备oV 的最佳工艺条件为: 邻位香兰素和 DMC 的

摩尔比为1 .0∶1 .3 , 反应时间11 h , 反应温度为150 ℃, 催化剂

K2CO3 用量相对于邻位香兰素摩尔比是0 .02 。
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