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摘要．【目的】筛选分离新的纤维素酶产酶菌株，并对其生长特性和产酶特性进行研究。【方法】从堆肥样品中分

离得到一株产纤维素酶菌株，定名为CPl，利用16S rRNA序列对比和Biolog微生物鉴定系统进行鉴定。通过

测定菌株生长速率确定其最适生长条件。采用CMC发酵培养基进行纤维素酶的研究，确定其产酶曲线。测定

粗酶液最适作用温度和pH值，热稳定性和金属离子对其影响。【结果】经鉴定该菌株为梭形芽孢杆菌

(L弘i雄i6口f洌w．屈si加rmi5)，其最适生长温度为30℃，最适生长pH值为6。在含cMC—Na的培养基培养，该

菌株的生长与产酶同步进行，培养48h菌株生长量达到最大，培养液的CMC酶活力同时达到最大值，为o．46U／

mL。该菌株所产的纤维素酶既有酸性CMc酶活力，又有碱性CMC酶活力，劳以碱性CMC酶为主，酸性CMC

酶的活力只有碱性CMc酶的71．4％。其酸性CMc酶的最适作用pH值为6．o，碱性CMC酶的最适作用pH

值为8．o。另外，该菌株所产碱性cMc酶活的最适作用温度为40～50℃，而且o．5％的cu抖使其酶活降低

45％。【结论】菌株CPl为首次报道的梭形芽孢杆菌产纤维素酶新菌株，具有独特的酸碱性环境下的纤维素酶

活力。
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Abstr舵t：【0bjective】Screening and isolating novel

cellulase producing strains，and studying on grwoth

property and characters analysis of the ceUulase．

【Method】A novel endoglucanase—producing strain，

defined as CPl，was isolated from composite heaps

samples collected in rural area of Nanning，Guangxi

Province，China． The strain was identified bv 16S

rRNA alignment and Biolog microbial identifica—

tion system．0ptimal growth conditions were de—

termined by growth rate．Studies on the cellulase

were carried out by fermentation in CMC fermen—

tation medium and CMCase activities were deter—
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mined by time．Optimal pH and temperature of enzyme activity，therm01 resistance as well as

influences of metal ions on the crude CMCase activities were assayed．【Result】The strain was i—

dentified as Lysi以i6口ciZZ“s／hsi加r，咒is．The optimized temperature and pH for the growth of

strain CPl were 30℃and pH6．O，respectively． The growth and endoglucanase—production of

strain CPl were synchronous that the maximum growth with absorption at OD600 reaching to

1．29 and the maximum CMCase activity of O．46U／mL were simultaneously occurred at cultu—

ring for 48h． The end091ucanase produced by strain CPl exhibited CMCase activity both in acid

range and in alkaline range．The alkaline CMCase was the major endoglucanase．The activity of

acid CMCase was only 71．4％of the alkaIine CMCase．The optimal pH was pH6 for acid CM—

Case and pH8．O for alkaline CMCase． Furthermore，the alkaline CMCase activity of endoglu—

canase produced by strain CPl was decreased by 45％in addition of O．5％Cu2+．【Conclllsion】

The strain was a noVel cellulase producing strain first reported from Lysz想i6口fiZZ孔s／ks洳r，，2i5，
and its cellulase had CⅣICase activities at wide pH range across acidic to alkaline conditions．

Key words：Lysi咒i6口ciZZ“s／孔st加，l，nis，cellulase，novel strain，CMCase activity

【研究意义】纤维素是木质纤维中含量最高的组

分，也是全球最大的可再生有机物资源[1]。纤维素酶

为能够作用于纤维素底物G一1，4葡萄糖苷键的一类

生物酶的总称[z]。由于开发利用木质纤维资源对人

类社会的今后发展具有重大意义，而纤维素酶对纤维

素资源的开发起到极为关键的作用[1]，对其研究一直

是国内外的热点。【前人研究进展】该类酶上世纪40

年代首次被发现心]。早期发现的纤维素酶主要由丝

状真菌的木霉、根霉等菌种产生，通常为酸性酶[3]。

其最适作用pH值在3～5，在碱性条件下基本没有

酶活或活力很低。上世纪70年代，在嗜碱性的枯草

芽孢杆菌(＆cⅢ甜s sp．N一4和勘c洲“5 sp．1139菌

株)中发现了最适作用pH在碱性范围的纤维素酶，

即碱性纤维素酶¨~6]。随后发现芽孢杆菌属

(B口cizz“s)和链霉菌属(＆r8夕￡omycP5)的数十株嗜

碱性菌株均能够产生碱性纤维素酶[2]。此外，动物源

碱性纤维素酶开始被报道，并成为开发碱性纤维素酶

的重要方向[7]。【本研究切入点】目前，酸性纤维素酶

主要用于纤维素的水解糖化[8]，而碱性纤维素酶则广

泛用于洗涤工业口’1⋯。不过，至今所研发的纤维素酶

仍存在酶活力不足等问题，有必要挖掘新的酶资源。

【拟解决的关键问题】本文从自然界筛选得到1株产

纤维素酶的新菌株，能够同时产酸性纤维素内切酶和

碱性纤维素内切酶，为此，对该菌株的生长和产酶规

律，以及所产纤维素内切酶活力的特点进行初步

研究。

1材料与方法

1．1 材料

用于菌株分离的样品采自广西南宁市武鸣县郊
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的畜禽堆肥。

LB培养基、CMC一刚果红平板筛选培养基、CMC

液体发酵培养基按文献[11]配制。BUG培养基和菌

种鉴定96孔板为美国Biolog公司的产品。缓冲液

按文献[12]配制。PCR反应引物、dNTP、Taq DNA

聚合酶、pMD一18T载体、T4 DNA ligase、大肠杆菌

(E．cDzi)DH5a菌株、Agarose Gel DNA Purifica—

tion Kit试剂盒等购自TaKaRa公司，限制性内切酶

＆mHI和＆oRI是Fermentas公司产品，Yeast ex—

tract和Trypton是OXl0D公司产品。其它试剂均

为国产分析纯以上级别。

1．2菌株筛选

取样品19，加10mL无菌蒸馏水，充分振摇，静

止30min，取上清液稀释105倍，涂布接种CMC一刚果

红平板筛选培养基，30℃培养72h至菌落长出，挑取

透明水解圈较大的菌落，接种CMC液体发酵培养

基，37℃、200rpm摇瓶培养24h，测定培养液的碱性

CMC酶活力，选取活力最高的培养瓶，取菌液划线接

种CMC一刚果红平板筛选培养基培养，纯化菌种3

次，最后得到1株产碱性纤维素酶的高产菌株，命名

为CPl，斜面和冷冻于燥保藏，用于本文研究。

1．3菌株活化培养

保藏菌株接种LB培养基，37℃、200rpm摇瓶培

养过夜，再转接1次同条件培养8h，菌数约2×108

个／mL，4℃保存，2d内使用。

1．4菌株形态观察

LB培养基培养的菌体用革兰氏染色[1 3|，显微镜

观察菌株形态。

1．5分子鉴定

活化菌株接种LB培养基，接种量5％，37℃，
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200rpm培养8h至对数期，菌数2×108个／mL以上。

取培养液2mL，12000rpm离心2min，弃上清，菌体

用无菌蒸馏水洗涤2次，收集菌体细胞，按CTAB

法[141提取基因组DNA。

以该基因组DNA为模板，采用通用引物27F／

1492R[15]，PCR扩增菌株的16S rRNA序列。50弘L

的反应体系含PCR缓冲液5肛L，正、反向引物各

1I工mol／L，M92+2．5mm01／L，dNTP O．02mm01／L，

Taq DNA聚合酶1．25U。反应条件为：95℃预变性

5min；94℃变性30s，55℃退火30s，72℃延伸1min，

30个循环；最后72℃延伸10min。PCR产物用琼脂

糖凝胶电泳检测、分离，然后用Agarose Gel DNA

Purification Kit试剂盒切胶回收，用T4 ligase连接

到pM肛18T载体上。将带有目的片段的载体通过

转化E．∞zi DH5a菌株扩增培养后，选择阳性克隆提

取质粒交上海生工测序。分子操作均按文献[16]和

试剂盒说明书进行。将测序得到的16S rRNA序列

用NCBI的BLAST2．o进行同源分析(Nucleotide—

Nucleotide Blast)，搜索Genbank核酸数据库，根据

比对结果对菌株进行分子鉴定。

1．6菌株生化鉴定

采用Biolog微生物鉴定系统进行。操作按仪器

的说明书，原理见文献[17]。活化的菌株接种BUG

培养基，接种量5％，33℃、200rpm培养24～48h，调

整菌液浊度至5％，将菌液加入仪器的GENIII 96孔

生化鉴定板，利用仪器的MicroStation读取鉴定板中

各孔的颜色反应特征值，通过ML3 DC分析程序与

数据库中细菌的生理生化数据进行匹配，根据CPl

菌株与数据库菌株之间匹配的概率、相似性和位距对

CPl菌株进行鉴定。

1．7菌株生长及产酶特性测定

活化菌株接种CMC发酵培养基，接种量5％，

30℃、200rpm下培养，定时取样测定培养液的OD6。。

和CMC酶活力，观察菌株生长和产纤维素酶情况。

为优化菌株的培养条件，对3～12的pH值条件以及

25～37℃温度条件下菌株生长也进行观察。

1．8酶液制备

活化菌株接种CMC发酵培养基，30℃、200rpm

培养48h，取培养液，4℃、4000rpm离心10min，取上

清，55％(NH。)。SO。溶液沉淀粗蛋白，4℃，10000rpm

离心10min，收集沉淀，加入培养液同体积的pH值

8．o，o．1mol／L的Tris—HCl缓冲液溶解，4℃保存，用

于测定酶的活力，2d内使用。

1．9酶活力测定

以CMC钠盐为底物，测定纤维素内切酶的活
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力，即CMC酶活力，方法按文献[11]。酶反应体系

含粗酶液O．5mL，CMC钠盐1％(g／mL)，o．1mol／L

的Tris—HCl(pH值为8．o)缓冲液2．omL。50℃水

浴反应60min，立刻用DNS法[18]测定CMC水解所

释放的葡萄糖量。以作用CMC钠盐底物1min释放

1mg葡萄糖所需的酶量定义为1个酶活力单位。

1．10 CMC酶的最适作用pH值测定

将反应液的pH值用缓冲液调为3．o、4．o、5．o、

6．o、7．O、8．0、9．o、10．0、11．O和12．0，测定不同pH

值下的CMC酶活力，以pH值为8．o测定的酶活力

为100％，用百分比表示测定结果。所用缓冲液分别

为：pH值3～6用柠檬酸盐缓冲液，pH值7～8用

Tris—HCl缓冲液，pH值9～12用Gly—NaOH缓冲

液。缓冲液的浓度均为o．1mol／L。

1．11 CMC酶的最适作用温度测定

同上CMC酶活力测定，测定的酶反应温度分别

30℃、40℃、50℃、60℃和70℃，以50℃下测定的酶活

力为100％，用百分比表示测定结果。

1．12 CMC酶的热稳定性测定

将测定用酶液于50℃水浴保温1、2、3和4h，冰

水冷却，测定酶液的CMC酶活力。以酶液不经温浴

测得的酶活力为100％，用百分比表示测定结果。

1．13金属离子对酶活力影响分析

向酶测定反应体系加入各种金属离子至浓度为

o．5％，然后测定酶的活力，观察各种金属离子对酶活

力的影响，以不添加金属离子测定的酶活力为

100％，用百分比表示结果。

2结果与分析

2．1菌株筛选

采集的样品用无菌蒸馏水浸提，取上清液接种

LB培养基富集培养，再涂布接种刚果红筛选平板培

养基筛选，发现20个菌落的水解圈直径／菌落直径的

比值较大。挑取这些菌落接种CMC发酵培养基培

养，取培养液于pH值8．o测定其CMC酶活力，再对

活力高的菌落进行菌株纯化，最后得到1株CMC酶

活力较高的菌株CPl。

2．2产酶菌株鉴定

革兰氏染色后在显微镜下观察，菌株CPl呈革

兰氏阳性，短杆状，在LB琼脂平板培养48h后形成

1mm左右的圆形、表面光洁的乳白色菌落。

对该菌株的16S rRNA序列进行分析，用NCBI

的BLAST2．o对GenBank数据库进行同源搜索，发

现该菌株的16S rRNA序列与100株L"i，li6口f洲甜s

^5帕rmis(梭形芽孢杆菌[19])的16S rRNA序列具
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有99％的同源性，比对的查询覆盖率(Query cover)

为97％以上。其中l株登录号为HQl43586的

DZQl7一H菌株的查询覆盖率达到了100％，初步表

明菌株CPl可能为切si卵i6nc洲“s丘s洳rmis菌株。

进一步采用Biolog微生物鉴定系统对菌株进行

鉴定。按该系统规定，细菌培养4～6 h，SIM≥0．75，

培养16～24 h，SIM≥o．5，DIST<5．0为良好匹

配[1 7|。由表1结果可见，菌株CPl属切5i挖i6口f洲甜s

／hs洳，_mis菌株。

综合上述分子鉴定和利用Biolog系统鉴定的结

果表明，所筛选得到的纤维素酶产酶菌株CPl为梭

形芽孢杆菌(功si咒i6nc洲“s丘s咖r优i5)。
表l菌株CPl利用BioIog微生物鉴定系统的鉴定结果

Table l Identifi∞tion resuIt of stmin CPl by BioIog Microbial

Jd明tjfj∞tj伽syStem

注：鉴定时菌株培养24h。Note：The strain was cultured 24h when i—

denti“ed

2．3菌株生长和产酶特性

由图1(a)可知，30℃下菌株CPl生长最好，生长

量分别较25℃和37℃高13％和36％，表明该菌株最

适生长温度为30℃。

25 30 37

培养温度culluretemperature(℃’

培养基pH值
pH value ofmedia

图1 菌株CPl在不同温度(a)和不同pH(b)下的生长情况

Fig．1 The growth of strain CPl under different temper—

ature and deferent pH value．
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由图1(b)可知，菌株CPl在pH值为6的环境

生长最好，pH值为5时生长略有下降，生长量是pH

值为6时的94．7％。随着培养基的pH值由6调高

至9，菌株的生长量迅速下降，pH值为9的生长量只

有pH值为6的36．8％，表明该菌株生长的最适pH

值为6。

根据菌株生长的最适温度和pH值，将菌株CPl

接种CMC发酵培养基培养，其生长和产酶曲线见图

2。该菌株的对数生长期为12h，培养12h后生长量

由线性增长转变为近水平增长。另外，菌株的生长和

产酶几乎同步进行，生长曲线与产酶曲线呈平行变

化。培养48h菌株的生长量达到最大，0D。。。为

1．29，菌液的CMC酶活力也达到最高，为o．46U／

mL．

·R

蝗

溢
U
苫
U
避
嫌
担

培养时1．司Culture tlme(h)

图2 菌株CPl的生产曲线和CMC酶活力产酶曲线

Fig．2 Curves of strain CPl growth and the CMCase in

broth

t：菌株生长；o：菌株培养液cMC酶活力。

t：Strain growth；—。一：CMCase activity in broth．

2．4酶学性质

图3(a)为菌株CPl所产CMC酶活力在不同

pH值条件下的变化情况。结果显示，该菌株所产的

纤维素酶既有酸性CMC酶的活力，又有碱性CMC

酶的活力。酸性CMC酶的最适作用pH值为6，碱

性CMC酶的最适作用pH值为8。酸性CMC酶活

力为碱性CMC酶活力的71．4％。

图3(b)为该菌株所产碱性CMC酶活力随温度

的变化曲线。可见，菌株所产碱性CMC酶活力的最

适作用温度为40～50℃，温度低于40。C或高于50℃

时酶活力均迅速下降。

图3(c)为菌株所产碱性CMC酶活力的热稳定

性变化曲线。将酶液在50℃下保温，酶活呈线性急

剧下降，保温1h酶活力下降超过50％，残留酶活只

有原酶的45％，保温3h残留酶活只有19％，而保温

4h酶活残留只有3％，表明该菌株所产的碱性纤维素

内切酶的热稳定性较差。

在测定酶活力时加入o．5％的各种金属离子，观

察金属离子对菌株CPl所产碱性CMC酶活力的影
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响，结果如图4所示，Ca2+、C02+和Mn2+等3种离子

对酶活略有促进，分别使酶活力提高4．6％、11．6％

和5．4％。K+、Fe2+、M92+和Ni+等4种离子对酶活

力稍有抑制，加入酶反应体系后使酶活力降低了

7．0％(K+)～3．3％(M92+)。Na+对酶的活力几乎

没有影响。而Cu2+对菌株所产碱性CMC酶具有明

显的抑制作用，使酶活力降低了45．o％。
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图3菌株CPl所产CMC酶活力的基本性质

Fig．3 The activity characters of crude CMCase pro—

duced by strain CPl

(a)不同pH值，(b)不同温度，(c)热稳定性。

(a)Different pH value，(b)Deifferent temperature，(c)

Thermol resistance．
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3 讨论

本文从畜禽堆肥分离得到1株产纤维素酶的菌

株CPl，经鉴定为梭形芽孢杆菌[19](功si，zi6nc洲“s

．向s洳rmis)。据文献，梭形芽孢杆菌广泛分布于土
壤、动植物组织和奶制品中，具有分解苯环类有机物

的能力[20]，被广泛用于对污染物的处理[21’22|，最近有

报道称该菌还具有分解二氯甲烷[19]和降解木聚

糖[231的能力，但未见该菌能够产纤维素酶的报道。

因此，本研究所分离得到的菌株CPl为1株能够产

纤维素酶的梭形芽孢杆菌新菌株。

与至今普遍报道的产纤维素酶微生物不同，菌株

CPl所产的纤维素酶包含酸性纤维素内切酶和碱性

纤维素内切酶两种活力。二者相比，碱性纤维素内切

酶(CMC酶)的活力较高，酸性CMC酶的活力只有

碱性CMC酶的71．4％(图3)。因此，该菌株所产的

纤维素酶以碱性纤维素酶为主。从目前报道的各种

产纤维素酶菌株看，产碱性纤维素酶的菌株通常是一

些嗜碱性芽孢杆菌(B口c洲“s)[2’9]，但本文分离得到

的菌株CPl最适生长pH值为6．o(图1)，显然，该菌

株与现有报道的产碱性纤维素酶菌株不同。该菌所

产的酸性CMC酶的最适作用pH值为6．o，与现已

知最适作用pH值为3～5的酸性纤维素酶不同，所

产碱性CMC酶的最适作用pH值为8．o，则与目前

报道的各种碱性纤维素酶基本一致[1]。此外，与现有

报道的碱性CMC酶活力几乎不受金属离子影响不

同，菌株CPl所产的碱性CMC酶活力受Cu2+的显

著抑制(图4)。综合这些结果，我们认为，菌株CPl

所产的纤维素酶具有许多与现有报道的纤维素酶不

同的特性，值得进一步研究。由于酶活力使用粗酶液

进行测定，对于该菌株所产二种CMC酶活性是由一

种酶产生，还是由二种或多种酶产生，目前尚未清楚，

有待进一步研究。

4 结论

本文分离得到了1株能够产纤维素酶的梭形芽

孢杆菌(切si咒i6口f删“s丘s咖rmis)新菌株。与现

已报道的纤维素酶和产酶微生物不同，该菌的最适生

长pH值为6．o，最适生长温度为30℃，所产的纤维

素酶在酸性和碱性范围均具有内切酶活力，酸性纤维

素酶和碱性纤维素酶的最适作用pH值分别为6．o

和8．o。此外，金属Cu2+对该菌所产的碱性纤维素

酶具有强烈的抑制作用。这些结果表明，本文所分离

得到的菌株CPl所产的纤维素酶具有与现有报道不

同的特点，有待进一步研究。
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