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研究报告                                                               

纤维素降解菌 L-06 的筛选、鉴定及其产酶条件的分析 

刘韫滔 1, 禤淑霞 1, 龙传南 1, 龙敏南 2, 胡忠 1 
1 汕头大学生物学系 汕头 515063 
2 厦门大学生命科学学院 厦门 361005 

摘  要: 从用于堆肥的水稻秸秆中初筛出一株高效纤维素降解菌 L-06, 根据 18S rRNA 基因序列和菌株形态分析, 初步

鉴定该菌为斜卧青霉(Penicillium decumbens)。研究了液体发酵培养基中氮源、碳源、表面活性剂、培养温度、起始 pH

以及接种量对该菌株各纤维素酶活力的影响。在最适条件下, 该菌的β-葡萄糖苷酶(BGL)、外切纤维素酶(CBH)于培养

第 3 天酶活力分别达到 1662 u/mL 和 2770 u/mL; 内切纤维素酶(EG)、滤纸糖化力(FPase)于培养第 4 天酶活力分别达到

18064 u/mL 和 4035 u/mL。在产酶优化实验中, 该菌的 EG 和 CBH 在 pH10 的培养条件下分别保持了 70%和 43%的酶活

性; 在 50oC 培养条件下 EG 和 CBH 分别保持了 68%和 59%的酶活性。表现出了耐热, 耐碱的特性。 
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Screening, Identifying of Cellulose-Decomposing Strain L-06 
and Its Enzyme-Producing Conditions 
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Abstract: Cellulases are relatively costly enzymes that are sold in large volumes for use in different industrial applications, and a 
significant reduction in cost will be important for their commercial use in biorefineries. The production of cellulase is a major factor 
in the hydrolysis of cellulosic materials. Hence it is essential to make the process economically viable. A strain (L-06) with high 
cellulase activity was screened from rice straw compost and classified as Penicillium decumbens by the analysis of its morphology 
and 18S rRNA gene sequences. Different conditions of liquid fermentation medium including nitrogen source, carbon source, 
surfactant, temperature, initial pH, inoculation quantity for the production of cellulase had been studied. The maximal β-1, 
4-glucosidase(BGL) activity was 1662 u/mL which is 1.49 times of the previous and the maximal exo- β-1, 4-glucanases(CBH) 
activity was 2770 u/mL which is 1.36 times of the previous, cultured in the optimal condition for three days. And the maximal 
endo-β-1, 4-glucanases (EG) activity was 18064 u/mL which is 1.87 times of the previous and the maximal filter paper 
enzyme(FPase) activity was 4035 u/mL which is 1.47 times of the previous , cultured in the optimal condition for four days. In the 
optimization experiments, the EG and CBH in the culture condition (pH10) maintained 70% and 43% activity. In the culture 
condition(50oC) EG and CBH maintained 59% and 68% activity, which showed heat and alkali resistant characteristics. 

Keywords: cellulase, Penicillium decumbens, cultural condition optimization 
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纤维素是世界上最为丰富的可再生生物高分子, 

其不断通过光合作用得以补充 [1]。因为糖是能量、

食品、化工产品等的重要来源, 所以将纤维素这些生

物高分子降解成糖, 便成为十分有意义的事情[2]。事实

上所有的纤维素材料均可转化为具有商业价值的产

品, 例如: 乙醇、乙酸、单细胞蛋白等[3]。纤维素的

生物转化近些年受到了极大的重视, 大规模纤维素

生物转化工艺的发展, 将有效解决或减轻食品和动

物饲料的不足、废弃物处理、矿石燃料依赖性等一

系列问题[1]。 

利用微生物产生的纤维素酶来分解和转化纤维

素则是纤维素利用的有效途径。一个完整的纤维素

酶系, 通常由作用方式不同而能相互协同催化水解

纤维素的三类酶组成: 内切葡聚糖酶(EC 3.2.1.4)、

外切葡聚糖酶(EC 3.2.1.91)、β-葡萄糖苷酶[4,5]。因此, 

分离和筛选具有较完整酶系的高效纤维素降解菌便

显得至关重要。本研究在大量采集样品的基础上 , 

分离和筛选出一株具有较高降解活性的斜卧青霉

L-06, 并对其产酶条件进行了优化。 

1  材料和方法 

1.1  培养基 
鉴别培养基：滤纸条摇瓶培养基和刚果红培养

基[6,7]；分离培养基：羧甲基纤维素培养基[2]；液体

发酵培养基[8]。 

1.2  菌株的分离筛选 
在汕头郊区采集用于堆肥的水稻秸秆、泥样以

及牛羊粪便。将得到的样品经适当稀释, 取少量接

种于鉴别培养基中培养, 挑取具有纤维素降解能力

的菌落划线培养于分离培养中进行初筛, 重复以上

步骤直至获得纯培养菌株。 

1.3  菌株的鉴定 
1.3.1  菌株形态鉴定[9] 

1.3.2  18S rRNA 基因分析[10] 

真菌 18S rRNA 通用引物由 Sangon 公司合成; 

测序由 Invitrogen 公司完成。 

1.4  粗酶液的制备 
将浓度为 107 cfu/mL 的菌液接入发酵培养基中, 

培养适当时间后 , 取发酵液用单层纱布过滤 , 滤液

离心(9000 r/min, 4oC, 20 min), 上清液即为粗酶液。 

1.5  酶活力的测定方法[2,11,12] 
1.5.1  内切纤维素酶(EG)的测定 

取经适量稀释的粗酶液 0.5 mL, 加入含 1% 

CMC_Na 的醋酸缓冲液(pH 4.8, 0.1 mol/L)1.5 mL, 

经 50oC 恒温水浴 30 min 后, 立即按 DNS 法测定还

原糖(加入 2 mL DNS 显色液, 沸水浴中显色 10 min

后。快速冷却终止反应, 540 nm 处测定 OD 值, 对比

标准曲线计算酶活)。 

1.5.2  外切纤维素酶(CBH)的测定 

取经适量稀释的粗酶液 1 mL, 加入含 2% 

Avicel 的醋酸缓冲液(pH 4.8, 0.1 mol/L)1 mL, 经

50oC 恒温水浴 2 h, 立即按 DNS 法测定还原糖。 

1.5.3  β-葡萄糖苷酶(BGL)的测定 

取经适量稀释的粗酶液 0.5 mL, 加入含 0.5%水

杨苷的醋酸缓冲液(pH 4.8, 0.1 mol/L)2 mL, 经 50oC

恒温水浴 30 min, 立即按 DNS 法测定还原糖。 

1.5.4  滤纸糖化力(FPase)的测定 

取粗酶液 1 mL, 加入醋酸缓冲液(pH 4.8, 0.1 mol/L) 

2 mL, 然后加入一张 (1 cm×3 cm)新华滤纸 , 经

50oC 恒温水浴 1 h 后, 立即用 DNS 法测定还原糖。 

1.5.5  酶活定义 

在上述条件下 1 mL 粗酶液所产生的 1 μg 葡萄

糖定义为一个酶活单位(u)。注 : 以上各酶的测定 , 

均已扣除了粗酶液中所含有的还原糖量。 

2  结果 

2.1  纤维素降解菌筛选结果 
在菌株的筛选中,初筛得到 78 株纤维素降解菌, 

经过 DNS 法复筛得到了 5 株具有较高纤维素酶活的

菌株。如表 1 所示, 菌株 L-06 的 EG、CBH、BGL、

FPase 均高于其他菌株, 因此选定 L-06 作为进一步

研究对象。 

表 1  不同菌株酶活力比较 
Table 1  Comparison of cellulase activity of various strain 

Enzyme activity (u) 
Strains 

EG CBH BGL FPase 

L-06 8442 2117 1048 2135 

L-07 4394 1103 650 1297 

L-12 644 3 164 76 

L-23 2994 548 48 483 

L-49 1724 204 30 249 
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2.2  纤维素降解菌 L-06 鉴定结果 
菌株 L-06在羧甲基纤维素培养基的菌落形态呈

圆形, 边缘光滑, 菌落平整, 初期呈淡黄色、表面湿

润, 逐渐以白色絮状扩散, 最终呈绿色, 绒毛状; 菌

丝有隔膜 ; 分生孢子穗绿色 , 椭圆形 , 串生于小梗

顶端呈不分枝的链状。 

分析菌株 L-06 的 18S rRNA 基因序列结果表明, 

其 序 列 与 GenBank 数 据 库 中 的 斜 卧 青 霉

(Penicillium decumbens) 18S rRNA 基因序列具有

99%的同源性。 

根据以上结果 , 初步鉴定该菌为斜卧青霉

(Penicillium decumbens), 其 GenBank 接 受 号 为

EU273880。 

2.3  菌株 L-06 发酵条件的优化 
2.3.1  碳源对菌株产酶能力的影响 

在以 1% CMC_Na、秸秆、乳糖、麸皮、葡萄糖

为唯一碳源的液体发酵培养基中, 对菌株 L-06 进行

发酵培养。 

如图 1 所示, 各种纤维素酶的合成都有其相对

应的最适碳源, 菌株的 EG 以 CMC_Na 为唯一碳源

时酶活最高; CBH 则以乳糖为唯一碳源时酶活最高; 

FPase 和 BGL 酶活均在葡萄糖为唯一碳源的情况下

达到最高。对于纤维素降解微生物来讲, 纤维素酶

的产生需要进行诱导才能产生, 而在有容易利用的

糖, 如葡萄糖存在时, 纤维素酶的生产则被抑  制
[5]。该菌呈现出较好的抗葡萄糖阻遏效应。 

 

图 1  碳源对纤维素酶活力的影响 
Fig. 1  Effect of different carbon sources on cellulase 

activity 
 

2.3.2  氮源对菌株产酶能力的影响 

在发酵培养基中分别加入 0.25%、不同的氮源

(胰蛋白胨、酵母粉、大豆蛋白胨、酵母提取物、尿

素), 考察氮源对产酶的影响。从图 2 可以看出, 菌

株的 EG和 FPase均在以胰蛋白胨为唯一氮源的情况

下酶活达到最高; CBH 则在酵母粉为唯一碳源酶活

最高; 而酵母提取物最有利于 BGL 的合成。 

 

图 2  氮源对纤维素酶活力的影响 
Fig. 2  Effect of different nitrogen sources on cellulase 

activity 
 

2.3.3  表面活性剂对菌株产酶能力的影响 

在液体发酵培养基分别添加 0.02%的 TW-80、

肥皂、洗衣粉、TW-20(以初始液体发酵培养基作为

对照), 进行菌株 L-06的发酵培养, 3 d后各种酶的活

力如图 3 所示。除了 CBH 活力有所提高之外,EG、

FPase 和 BGL 均受到各表面活性剂的抑制。表面活性

剂虽然可以提高纤维素分子的溶解度, 使酶和纤维素

分子更有效的进行接触, 但其可能通过改变离子强

度、螯合金属离子等方式影响酶活性部位微环境或者

可能是表面活性剂改变了细胞膜的通透性, 造成菌体

内外环境失衡, 从而影响其菌体生长和产酶[1,13]。 

 

图 3  表面活性剂对纤维素酶活力的影响 
Fig. 3  Effect of different surfactant on cellulase activity 

 

2.3.4  培养温度对菌株产酶能力的影响 

不同培养温度(25oC、30oC、35oC、40oC、45oC)

下, 菌株 L-06 发酵培养 3 d 后测定各纤维素酶的活

性。由图 4 可知, EG 和 CBH 在 30oC 的培养温度下达
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到最高, 而 FPase 和 BGL 的最适温度为 35oC。除 BGL

外, 其余各酶对温度的改变表现出了较强的适应性。 

 

图 4  培养温度对纤维素酶活力的影响 
Fig. 4  Effect of temperature on cellulase activity 

 

2.3.5  起始 pH 值对菌株产酶能力的影响 

菌株 L-06在不同 pH值(3-10)的液体发酵培养基

中发酵培养, 图 5 为培养 3 d 后各种酶的活力变化。

EG、CBH、BGL、FPase 分别在 pH9、pH5、pH8、

pH6 条件下酶活力可以达到最高; 在 pH5～10 条件

下, 各酶活力基本维持在一个较高水平。 

2.3.6  接种量对菌株产酶能力的影响 

分别接种不同的菌量(20 μL、40 μL、60 μL、   

80 μL、100 μL), 经发酵 3 d 后测酶活。 

如图 6 所示, EG、CBH、BGL 和 FPase 的最适

接种量分别为 40 μL、60 μL、100 μL 和 60 μL。 

 
图 5  起始 pH 对纤维素酶活力的影响 

Fig. 5  Effect of initial pH value on cellulase activity 
 

2.4  最优培养条件的验证 
     根据以上各纤维素酶的最优条件分别配制液

体发酵培养基, 发酵培养菌株 L-06, 并测定各纤维

素酶活力, 结果如表 2 所示。优化后 CBH、BGL 于 

 

图 6  接种量对纤维素酶活力的影响 
Fig. 6  Effect of inoculation quantity on cellulase activity 

 

第 3 天分别达到最高值 2770 u/mL 和 831 u/mL; EG、

FPase 于第 4 天分别达到最高值 9032 u/mL 和 4035 

u/mL。相对于对照, BGL、CBH、EG、FPase 分别提

高了 1.49 倍、1.36 倍、1.87 倍和 1.47 倍。其中各酶

活力达到最峰值所需的时间都有不同程度的缩短。 

表 2  优化前后纤维素酶活力的比较 
Table 2  Comparison of cellulase activity between the 

unoptimized and the optimized 

Incubation time/d 
Cellulase 

1 2 3 4 5 

EG(u)* 1494 8548 12668 18064 4086 
EG(u) 604 2616 8014 9650 890 

CBH(u)* 22 1335 2770 2048 572 
CBH(u) 6 932 1620 2037 307 
BGL(u)* 806 924 1662 1290 898 
BGL(u) 388 440 1102 1116 492 

FPase(u)* 429 1416 3194 4035 383 
FPase(u) 115 1044 2214 2737 53 

Note: the enzyme with the “*”superscript was optimized 

3  讨论 

具有纤维素降解能力的丝状真菌中多具有较高

的β-葡萄糖苷酶活力, 而在天然纤维素降解中起重

要作用的 CBH 活力却较低[5]。对比近期 Adsul(2007)

等报道的文献 [1,2,13,15], L-06 不但具有较高水平的

CBH 活性, 而且拥有较完整的纤维素酶系, 这不但

使其具有抗纤维二糖等还原型纤维寡糖的阻遏效应, 

更有利于各酶相互协同催化水解纤维素[5,10]。这在以

结晶型纤维素为主体的秸秆、麸皮、棉花等天然纤

维素的降解与利用中具有重要意义。 

L-06 在 pH10 的培养条件下, 菌株 L-06 产生的

CBH 和 EG 仍然分别保持了 43%和 70%的酶活性; 

在 50℃培养条件下, CBH 和 EG 也仍保持了 59%和
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68%的酶活性。因此, 菌株 L-06 产生的 CBH、EG

表现出了一定耐热耐碱的特性, 基本具备了作为洗

涤剂添加成分的碱性纤维素酶的要求[14]。此外, 菌

株 L-06 产生的 CBH 在有表面活性剂存在的条件下, 

也表现出了较好的适应性, 这对该菌的工业应用提

供了广阔的平台。尤其内切型纤维素酶在纺织及造

纸工业方面具有重要的应用, 建立大规模高效生产技

术对发展我国纺织用纤维素酶具有深远的意义[16]。 

由于滤纸结构中包括结晶型纤维素和非结晶型

纤维素, 所以通常采用 FPase 来衡量纤维素菌酶系

的综合降解能力[6,8]。本文实验结果显示, 菌株 L-06

具有较高的 FPase 活性(优化后达到 4035 u/mL), 表

明该菌具有较完整的酶系。在优化菌株 L-06 的发酵

培养条件时,  FPase 活性常表现出与 EG、CBH 活

性的正相关性, 尤其是与 EG 活性。当 EG 活性受到

抑制时(如: 表面活性剂), 即使具有较高的 CBH 活

力, FPase 活性也较低。这可能是因为滤纸的降解首

先需要 EG 的膨胀作用才能提供更多的还原端和非

还原端让 CBH 来作用; 而当 EG 和 CBH 都有较高酶

活性时, FPase 活性也相应提高。这体现出 CBH 和

EG 对滤纸降解的协同作用。 

由于纤维素酶系的多型性, 纤维素的酶解是一

个复杂的过程; 目前为止, 对其真正的酶解机制仍

不完全清楚, 因此有待进一步深入探索。 
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