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摘! 要：从温泉热源地区采集的大量泥土和水样中，筛选出一株在 #% G生长的纤维素酶产生菌
HI"。结合菌株的生理生化特性分析与 58()(@ 微生物自动鉴定仪的鉴定结果，命名为热葡糖苷酶
地芽孢杆菌（!"#$%&’(()* +,"-.#/()&#*’0%*’)*）HI"，该菌株兼性好氧，在 3J K #% G能较好地生长。对
菌体生长与产酶培养条件优化表明：初始 LI 值为 JM J，碳、氮源分别为蔗糖和玉米浆时有利于产
酶，经 31 B发酵后纤维素酶酶活达 %M /# NO P 7Q。纤维素酶反应条件研究表明，该纤维素酶的最适
LI值为 #M %，在 LI 3M % K $%M % 范围具有较强的耐受性；在 3J K #J G间酶活差异仅在 JR之内，显
示了很好的温度耐受性。
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2 2 世界上每年生成 3455 6 7555 亿 ’ 植物性有机
物，其中约一半为纤维素物质，如何将纤维素物质

降解转化为糖、乙醇、甲烷等容易利用的小分子有

机物是当前国际上的重大课题之一。目前，对纤维

素的降解利用主要采用酸碱化处理等化学手段，以

及汽爆及蒸气加热等物理手段［3］。生物法由于对

设备要求低，分解后的产物易回收利用，对环境污

染较小等特点而备受重视。由于耐热细菌可生长

于高温环境，培养过程中不易受常温微生物的污染

等优点，分离和筛选多功能的高效纤维素产生菌就

显得尤为重要，特别是它产生的纤维素酶具有较好

的热稳定性，提高反应温度可加快降解速度，因此

耐热纤维素酶在高温领域具有广泛的应用前

景［7 8 9］。

纤维素酶是一个复杂酶系，根据其功能的不同

可分为 : 大类：作用于纤维素非结晶区的内切葡聚
糖酶（又称 ;<;-&"），作用于纤维素无定型区切割
糖苷键的外切葡聚糖酶，以及作用于纤维二糖的 !=
葡萄糖苷酶。通常 : 类酶的协同作用才能将结构
复杂的天然纤维素降解［4，>］。关于纤维素酶产生菌

的筛选研究多集中于里氏木霉等真菌领域，对于细

菌领域的纤维素酶产生菌研究相对较少，偶见耐热

纤维素酶产生菌的筛选，多为厌氧耐热纤维素酶产

生菌［?］。关于兼性好氧菌的研究报道更少，这类细

菌往往仅产单一的纤维素酶［>］，这在很大程度上限

制了生物法降解天然纤维素的应用。

作者从东海温泉的热源地区采集样品中筛选

出具有 ;<;-&" 酶活的菌株；优化了菌体生长及产
酶条件；同时对纤维素酶的性质进行了初步研究。

研究表明，该菌株所产的纤维素酶有着较好的温度

耐受性，对简单粉碎的麸皮有较强的降解能力，可

能存在着混合功能的纤维素酶。

)* 材料与方法

)+ )* 材料
)* )* )* 样品采集* 在东海温泉的热源地区采集泥
土和水样若干，温泉温度约 >5 6 @5 A。
)* )* ,* 培养基* ;<;-&"产生菌富集培养基：

3）羧甲基纤维素培养基（ B C D）：EF7 GH9 3I 5，
<BJH9·>F7H 5I :，KF9;, 7I 5，酵母膏 5I 7，羧甲基

纤维素钠（;<;=K-）4I 5；玉米浆 3I 5 /D C D，K-HF
调节 1F值至 >I 5。

7）微晶纤维素培养基（ B C D）：EF7 GH9 3I 5，
<BJH9·>F7H 5I :，KF9;, 7，酵母膏 5I 7，微晶纤维
素 4I 5；玉米浆 3 /D C D，K-HF调节 1F值至 >I 5。

:） 固 体 培 养 基（ B C D）：EF7 GH9 3I 5，
<BJH9·>F7H 5I 4，KF9;, 7I 5，酵母膏 5I 4，蛋白胨
5I 4，琼脂粉 3LI 5，羧甲基纤维素钠（;<;=K-）4I 5；
K-HF调节 1F值至 >I 5。

9） 基 本 培 养 基（ B C D）：EF7 GH9 3I 5，
<BJH9·>F7H 5I :，KF9 ;, 7I 5，羧甲基纤维素钠
（;<;=K-）4I 5；K-HF调节 1F值至 >I 5。

4）最佳发酵培养基（ B C D）：EF7 GH9 3I 5，
<BJH9·>F7H 5I :，KF9;, 7I 5，酵母膏 5I 7，羧甲基
纤维素钠（;<;=K-）4I 5，蔗糖 4I 5；玉米浆 LI 5 /D C
D，K-HF调节 1F值至 >I 5。
)- )- .* 缓冲液配制 * 不同 1F 值（9I 5=35I 5）缓冲
液配制见文献［L］，其中 1F 9I 5 6 ?I 4 选择柠檬酸
盐缓冲体系，1F ?I 4 6 LI 5 选择磷酸盐缓冲体系，1F
LI 5 6 35I 5 选择甘氨酸=K-HF 缓冲体系，浓度均为
45I 5 //0, C D。
)- )- /* 试剂* ;<;=K-（?55 6 L55 /G-·&）、酵母
膏、蛋白胨均为上海国药集团化学试剂有限公司生

产；微晶纤维素购自上海源聚生物科技有限公司；

玉米浆为南京产，其他均为国产分析纯。

)- ,* 实验方法
)- ,- )* 耐热菌的富集培养与分离* 取少量温泉土
样（温泉边缘土壤，>5 6 L5 A，约 5I 4 B）加入富集培
养基中富集培养（74 // M345 //规格的试管装液
量为 35I 5 /D，?5 A，755 ( C /$!），培养 : # 后转接，
在液体培养基中共转接两次，为防止液体蒸发，试

管塞上棉塞，并定时补加一定的灭菌水。

将经过富集培养后的菌液作适当稀释，稀释梯

度根据培养液的浑浊度而定（354 6 35>倍）。取 355
!D稀释液，涂平板培养。培养约 79 . 后，用接种环
挑出同一平板上不同形态的单菌落，再转接到平板

上进行单菌落分离，作为初选菌并作进一步酶活力

测定。

)- ,- ,* 刚果红杯碟快速筛选法* 用打孔器（自制，
打孔直径约 > //）在固体平板上打孔，孔的数量根
据样品数量而定，每盘约 4 6 35 个，其中将阳性对照
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（! " # $饲料级纤维素酶酶液）注入中间孔处，便于
比较［%］。

加入各菌株的培养液，将液体注满孔，不能溢

出，放入 && ’ () *培养箱中静置培养至孔中液体
干掉为止（约 + ’ , -）。用 ). !/的刚果红溶液浸没
平板染色 ! -，再用 ! 012 # $的 3452溶液洗脱，每次
洗脱时间为 & 067，洗脱两次［%］。具有一定纤维素
酶活力的会出现较明显的透明圈。以培养基为空

白对照，以饲料级纤维素酶液为阳性对照。

!" #" $% 58549:酶活测定方法% 按 !/的量称取相
应质量的 585;34，溶于一定 <= 值的缓冲液中，取
!. ) 0$ 585;34溶液与经适当稀释的酶液 ). & 0$
混合反应，,) 067 后中止反应，用 >3? 法［!)］测定
@>&A) 70，以葡萄糖作标准。酶活单位定义：! 0$ 培
养液中每分钟产生 ! !012 的葡萄糖为一个酶活单
位（ BC # 0$）。
!" #" &% 菌体生物量测定 % 将发酵液稀释适当倍
数，在分光光度计 (A) 70 波长处测其吸光值。菌
体生物量以 @>(A) 70表示。

!" #" ’% ?=+ 菌种鉴定D 针对革兰氏染色结果进行
生理生化特性研究，利用 E6121" 微生物鉴定系统，
针对不同菌株提供的相应培养基对菌种进行培养，

再选用相应的鉴定板进行鉴定，具体操作见文献

［!!］。
E6121"微生物鉴定系统的鉴定原理：利用微生

物对 %& 种有机物分解代谢的能力与大量的数据库
中微生物的性质相比较，由相关计算机系统给出目

的菌的属与种名称，同时给出可信度数据［!+］。

#% 结果与讨论

#" !% 耐热纤维素酶产生菌的筛选
采用纤维素酶产生菌富集培养基进行富集培

养，分离后得到近 +) 株菌，将各菌株分别培养，取
发酵液进行刚果红快速平板法筛选。由图 ! 可见，
阴性对照的培养基（E）未出现透明圈，菌株 ?=+
（F）具有与 ! " # $饲料级纤维素酶液（5）相当的酶
活，其余孔中的发酵液不显现酶活或活力较弱。

通过富集与筛选，从温泉泥土中筛选出 , 株具
备一定纤维素酶活性的菌株，其中菌株 ?=+ 的发酵
液能在 585平板上形成显著的透明圈（见图 !），具
有较高纤维素酶活力。

#" #% 菌株的形态学特征及生理特征鉴定
菌株 ?=+ 在 585 平板上的菌落呈灰白色，有

光泽，菌落表面平坦，边缘形状光滑规则，培养约 +A
-后多为细长杆状，部分出现偏端生芽孢，孢体膨大

呈椭圆形（见图 +）。革兰氏染色呈阳性。

F G ?=+ 发酵液；E G 培养基（空白对照）；5 G 饲料级纤维素

酶；其余孔为其他菌株的培养液。

图 !% 刚果红杯碟快速筛选纤维素酶产生菌
()*+ !% ,-.)/ 012334)4* 562 7)12662*-4)070 .600300)4*

138898-03 :; <=3 -4-8;0)0 65 >64*6 23/ .8-4<

图 #% 菌株 ?@# 培养 #& =后的形态
( )*+ #% A=3 *26B<= 5627 65 ?@# -5<32 )419:-<)64 562 #& =

D D 通过穿刺培养，菌株 ?=+ 在培养基的表面和深
处均能生长，表明该菌是兼性好氧菌。不同温度下

的生长实验表明，菌株在 A& ’ () *的温度范围内
能较好地生长。

将菌株 ?=+ 细胞悬浮液加入含有 %& 种有机物
的 E6121"微孔板中，分别在培养 ( - 和 +A - 后，经
E6121"细菌鉴定系统分析为 !"#$%&’(()* +,"-.#/()&#0
*’1%*’)*，给出的 ?B8 值（相似率）为 ). H!（一般认为
?B8值高于 ). (，分析结果可靠）。该菌株的部分生
理生化特性与伯杰氏手册描述的生理生化特性（形

态特征、产芽孢、最适生长温度 && *、产葡糖苷酶
等）一致，鉴定该菌株归属热葡糖苷酶地芽孢杆菌

（!"#$%&’(()* +,"-.#/()&#*’1%*’)*）。
#" $% 菌株 ?@# 产耐热纤维素酶的条件优化
#" $" !% 不同培养温度对菌株 ?=+ 生长和产酶的影
响D 接种后的培养液分别于 A&、&)、&&、()、(& *中
振荡培养 AH -后，对菌体的生长和产酶分别进行检
测，结果见图 ,。可见培养温度对菌株 ?=+ 生长与
产酶有显著影响，其最适生长温度和最适产酶温度

都在 A& *，当温度高于 &) *后菌的生长较弱，但培
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养液仍具有较高的纤维素酶活力，同时也表明该菌

所产的纤维素酶具有较高热稳定性。

图 !" 培养温度对菌株 #$% 生长和产酶的影响
&’() ! " *+, ,--,./ 0- /,12,34/53, 06 #$% (07/+ 468

/+, ,69:1, 4./’;’/:

%< !< %" 培养基起始 !" 值对菌株 #"$ 的生长与酶
活的影响% 以 &’$ "()*+,-./’.0 缓冲体系配制不同
!"值（*1 2 3 41 2）的培养基，浓度为 522 6678 9 :，在
保证相同接种量的条件下，于 *; <培养 *4 = 后测
定其酶活和生物量，确定 #"$ 最佳的初始培养 !"
值，结果见图 *。初始 !" 值的影响较大，当 !" 值
为 >1 2 3 41 2 时，菌体生长较好，但纤维素酶活力却
较低，而初始 !"值为 ;1 ; 左右时，菌体的生物量较
低，酶活达到了最高值，故确定培养液的最适初始

!"值为 ;1 ;。

图 =" 培养基起始 2$值对菌株 #$% 生长和产酶的影响
&’() =" *+, ,--,./ 0- ’6’/’4> 2$ 06 #$% (07/+ 468 /+,

,69:1, 4./’;’/:

%< !< !" 碳源对菌株 #"$ 生长与产酶的影响% 纤维
素酶是诱导酶，在微生物发酵过程中，碳源又是诱

导物的主要来源。为确定不同碳源对产酶的影响，

以除去碳源的基本培养基为对照，选用不同的纤维

素材料和一些可溶性糖类作为辅助碳源，分别添加

到基础培养基中，*; <培养 *4 = 时测定发酵液酶
活和生物量（见表 5）。#"$ 在不同种类的碳源培养
基中，产酶能力有很大差别，少量添加蔗糖和葡萄

糖，特别是蔗糖，能较大幅度地提高酶活，活力约为

添加前的 $1 ; 倍。很多研究表明，高质量浓度的葡
萄糖或蔗糖对纤维素酶有阻遏作用，从菌株 #"$ 的
培养情况看，当葡萄糖和蔗糖的质量浓度高于 ; ? 9
:时，对纤维素酶的产生有一定的阻遏作用，而低质
量浓度时有明显的促进作用。

研究还表明，麸皮能有效促进菌体生长，但

@A@’B0酶活与菌体生长的提高幅度相比却无显著
提高，考虑到本实验主要检测的是 @A@’B0 酶活（内
切葡聚糖酶活力），麸皮成分复杂，作为惟一碳源

时，需要多功能酶的协助才能降解；为此作者以木

聚糖为底物，检测到该菌的发酵液还具有较高的木

聚糖酶活力，初步测定木聚糖酶活力为 21 $C DE 9
6:。
表 ?" 不同碳源对菌株 #$% 生长和产酶的影响

*4@) ? " A--,./ 0- .43@06 B053.,B 06 ,69:1, 4./’;’/: 230C
85.,8 @: #$%

碳 源
质量浓度 9
（? 9 :）

生物量
（)F>*2）

@A@’B0 9
（ DE 9 6:）

对照 2 2G *;; 2G 2*C

麸皮 ; HG 5>; 2G 524

玉米芯 ; 2G I;; 2G 2>>

@A@ ; 2G I5; 2G 24*

@A@ J蔗糖 * J 5 2G II; 2G 5*>

@A@ J葡萄糖 * J 5 2G I5; 2G 5$>

@A@ J蔗糖 * J H 2G >>; 2G $5I

@A@ J葡萄糖 * J H 2G I2H 2G 5H>

@A@ J蔗糖 * J ; 2G >$5 2G 5HI

@A@ J葡萄糖 * J ; 2G I2; 2G 5$;
注：对照为基本培养基。

%< !< =" 氮源对菌株 #"$ 的生长与产酶的影响% 以
仅含少量无机氮源的基本培养基为对照，通过添加

不同种类和数量的氮源进行实验，*; <培养 *4 =
时测定发酵液酶活和生物量，确定 #"$ 产酶的最佳
氮源（见表 $）。多数有机氮源和无机氮源的添加都
对酶活有一定的促进作用，但效果不明显。玉米浆

（固型物质量分数 ;2K）对菌株 #"$ 的纤维素酶的
产酶具有明显的促进作用，当添加量达 52 6: 9 :
时，酶活达到 21 $;> DE 9 6:，但玉米浆中成分复杂，
究竟是何种成分影响其产酶，还有待进一步研究验

证。

%< =" 菌株 #$% 耐热纤维素酶的性质研究
%< =< ?" 反应温度对菌株 #"$ 所产纤维素酶活性的
影响% 分别在不同的温度下进行酶反应（*; 3 >;
<），检测其反应后的酶活。从图 ; 可知，在 *; 3 >;
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!下反应 "#"$%& 酶活基本不变，其活性差异仅在
’(的范围之内，具有很好的温度适应性。耐热纤
维素酶在实际工业酶领域具有较广泛的用途［)，*+］，

因此菌株 ,-) 所产的热稳定性 "#"$%&有着重要的
实际应用潜力。

表 !" 不同氮源对菌株 #$! 生长和产酶的影响
%&’( !" )**+,- .* /0-1.2+/ 3.41,+3 ./ +/567+ &,-080-6 91.:

;4,+; ’6 #$!

氮 源
质量浓度 .
（/ . 0）

生物量
（12345）

"#"$%& .
（ 67 . 80）

对照 5 59 ’3 59 *53

牛肉膏 ’ 59 :+ 59 *)3

玉米浆 ’ 80 . 0 *9 )’ 59 *;’

玉米浆 *5 80 . 0 *9 :4 59 )’3

玉米浆 *’ 80 . 0 *9 43 59 )+*

蛋白胨 ’ *9 +) 59 *4*

酵母膏 ’ *9 )+ 59 *+’

（<-4）) ,14 )9 ’ 59 =* 59 *)’

<-4"> )9 ’ 59 3) 59 *)+

<-4<1+ )9 ’ 59 3* 59 *)=

尿素 )9 ’ 59 =4 59 *)*
? 注：对照为基本培养基。

图 <" 反应温度对菌株 #$! 纤维素酶酶活的影响
=02( < " %>+ +**+,- .* 1+&,-08+ -+79+1&-41+ ./ +/567+

&,-080-6

!? @? !" 反应 @- 值对菌株 ,-) 的耐热纤维素酶活
性的影响? 将 5A ’ 80培养液与 * 80不同 @-值的
底物混合，’’ !，*:5 B . 8CD 条件下反应 +5 8CD，测
定酶活力（见图 3）。"#"$%&在较宽的 @-值范

围内有较高的酶活，其中 @- 值为 4A 5 或 *5A 5 时分
别能达到最高活力的 =3(和 ’+(，最适 @- 值为
3A 5。耐热菌为适应恶劣环境往往具备一些抗逆的
生理生化特性，文献［*4］报道耐热菌所产的酶在
@-值的变化上也多能表现出较好的耐受性，菌株
,-) 所产的纤维素酶在温度和 @-值等方面具有较
高的耐受性，此性质为该酶的实际开发应用奠定了

基础。

图 A" 反应 9$值对菌株 #$! 纤维素酶酶活的影响
=02( A" %>+ +**+,- .* 1+&,-08+ 9$ ./ +/567+ &,-080-6

B" 结" 论

从东海温泉采集的泥土和水样中，经过富集培

养与改进的刚果红杯碟平板筛选法快速筛选相结

合，筛选出一株耐热纤维素酶产生菌 ,-)。经形态
特征的观察及部分生理生化特性的验证，并结合 ECF
G>G/细菌自动鉴定仪鉴定，该菌株为热葡糖苷酶地芽
孢杆菌（!"#$%&’(()* +,"-.#/()&#*’0%*’)*）。
菌株 ,-) 在 4’ H 35 !生长较好，产酶的最适

初始培养基 @-值为 ’A ’，以蔗糖为辅助碳源、以玉
米浆为有机氮源时表现出较高酶活，发酵 4: I 后，
纤维素酶活达 5A +3 67 . 80。热葡糖苷酶地芽孢杆
菌 ,-) 所产纤维素酶具有很好的热稳定性和较宽
泛的 @-值适应性，该酶在 4’ H 3’ !的范围内有稳
定的酶活，在 @-值为 4A 5 或 *5A 5 时分别能达到最
高活力的 =3(和 ’+(。
研究还发现，菌株 ,-) 在以麸皮为惟一能源的

培养基中生长良好，且培养液中有较高的葡萄糖含

量，表明该菌可能具备复合的纤维素酶系。
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