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红树林土壤纤维素酶产生菌筛选及产酶条件研究

王春燕,  刘四新* ,  高阳,  周艳艳,  陈涛涛
(海南大学 食品学院, 海南 海口 570228)

摘  要: 采用 CMC 唯一碳源平板法和内切葡聚糖酶、外切葡聚糖酶和B-葡萄糖苷酶等3种酶平板

鉴别法从海南红树林土壤中分离到 109个有阳性信号的菌株, 经发酵产酶复筛选出一株产纤维素

酶活相对较高的真菌 HBZ003。经鉴定该菌为产紫青霉( P enici ll ium p ur purogenum )。通过发酵

产酶条件优化,获得最佳培养基组成为:麸皮 8 g/ L, CMC 2 g / L , ( NH 4 ) 2SO4 3 g / L , KNO 3 2 g/ L ,

KH 2PO 4 3 g/ L , N aCl 6 g / L , CaCl2 01 5 g / L ;发酵条件为 250mL 三角瓶中装培养液 100mL, 在 pH

41 0、30 e , 160 r/ m in 条件下振荡培养 5 d, 测得发酵液中 CMCase 和 FPA 分别为 161 04U 和
41 08 U。
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Screening of Cellulase-Producing Strains from Mangrove Soil

and Optimization of Fermentation Conditions

WANG Chun-yan,  LIU S-i x in* ,  GAO Yang,  ZHOU Yan-yan,  CHEN T ao- tao

( Co llege of Food Science and Technolog y, Hainan Univer sity, H aikou 570228, China)

Abstract: In this study, 109 st rains w ith po sit ive signals w ere co llected and screened from

mangro ve soil using unique C- source plat ing and dif ferent ial plating technique for Endo-

glucanase, ex o-glucanase and B-glucosidase1 A fungus HBZ003 w ith high enzyme activ ity w as

obtained ident ified as Penicillium purpur ogenum1 T he opt imum medium components fo r cellulose

pr oduct ion by st rain HBZ003 w ere determ ined and listed as fo llow s: w heat bran 8 g / L , CMC 2

g/ L, ( NH 4 ) 2 SO 4 3 g / L , KNO3 2 g/ L, KH 2 PO 4 3 g/ L, NaCl 6 g/ L and CaCl2 01 5 g/ L. T he

max imum act ivit ies o f carboxymethy l cel lulase act ivity ( CMCase) and filter paper activity( FPA)

w er e reached at 161 04U and 41 08 U , respect ively, af ter culture 5 days under 30 e , init ial pH

41 0 and 160 r/ min.

Key words: mang rove, cellulase-producing st rain, str ain screening, P enici ll ium pur pur ogenum ,

fermentation condit ions

  纤维素酶降解纤维素与常规化学法相比具有

很大优势,而且其在众多工业领域如食品、饲料、医

药、纺织、洗涤剂和造纸工业等 [ 1] , 具有广泛应用价

值。但通常用酶量大、成本高, 同样限制了其实际



应用。因此从特殊生态环境筛选高产的、适应性强

的产酶菌株,并优化发酵工艺以提高纤维素酶的产

量,具有现实意义。

红树林( mangr ove)是热带、亚热带陆海交汇的

海湾河口潮间带特有的木本植物群落,红树林土壤

兼有海洋和陆地的性质, 具有沼泽化、盐渍化、强酸

性、有机质含量高等主要特征
[ 2]
。对红树林生态系

统凋落物的微生物分解的研究表明,这种独特生境

中蕴藏着极丰富的微生物多样性及其资源的珍稀

性[ 2-4] ,由于红树林中含有大量纤维素、木质素和几

丁质等大分子有机物, 因此红树林土壤中许多微生

物都能产生降解纤维素、木质素和其他植物成分的

酶, 其中真菌最普遍, 有些地区红树林中的放线菌

也能产生纤维素酶[ 3-5]。因此从红树林生态环境筛

选高产纤维素酶菌株有着重要潜力。

作者致力于从海南省的红树林土壤环境筛选

纤维素酶高表达基因以及高产菌株,以下报道菌株

筛选及其产酶条件优化等试验情况。

1  材料与方法

11 1  样品采集

土壤样品采自海南东寨港、文昌两地红树林环

境。从距植株直径约 1~ 2 m 范围、离地表约 10~

20 cm 深处采集泥土装入无菌袋, 立即带回实验室

处理。

11 2  试剂

刚果红: 中国远航试剂厂产品; CMC: 国药化

学集团有限公司产品; 七叶素苷: 4-甲基伞形酮-B-

葡萄糖苷( MU C) ,柠檬酸高铁铵: Sigma公司产品,

其余试剂均为分析纯。

11 3  培养基

11 31 1  富集培养基  CMC 10 g, ( NH4) 2 SO 4 11 4
g, K 2 HPO4 2 g, M gSO4 # 7H 2 O 01 3 g , FeSO4 #

7H 2O 01 005 g, CaCl2 01 3 g, ZnSO 4 01 001 7 g , Mn-

SO 4 01 001 6 g, CoCl2 01 002 g, 陈海水 500 mL,加水

至 1 L, pH 值自然,在 121 e 下灭菌 20 min。灭菌

方式下同。

11 31 2  平板筛选培养基

1) 初筛培养基  筛选细菌: CMC 10 g ,蛋白胨

1 g , NaCl 01 5 g, FeSO 4 # 7H 2 O 01 01 g , 琼脂粉 20

g,陈海水 500 mL,加蒸馏水至 1 L, pH 71 2~ 71 4;
筛选真菌: CMC 10g, ( NH 4 ) 2 SO4 1 g, NH 4 NO3 1

g, NaCl 01 5 g, M gSO 4 # 7H 2O 01 5 g, 琼脂粉 20 g,

氯霉素溶液( 01 125 g/ mL) 2 mL,陈海水 500 mL,

加蒸馏水至 1 L, pH 值自然;筛选放线菌: CMC 10

g,蛋白胨 1 g, KNO 3 1 g, NaCl 01 5 g, KH 2 PO 4 1

g, K 2HPO4 1 g, M gSO 4 # 7H2 O 01 25 g, FeSO4 #

7H 2O 01 01 g, 琼脂粉 20 g, 重铬酸钾液( 50 Lg / g ) 2

mL,陈海水 500 mL, 加蒸馏水至 1 L, pH 71 4 ~

71 6。
2) 鉴别培养基  内切葡聚糖酶鉴别: CMC 10

g,蛋白胨 1 g, FeSO4 # 7H 2 O 01 01 g , N aCl 01 5 g,

琼脂粉 20 g ,加蒸馏水至 1 L, pH 值自然; 外切葡

聚糖酶鉴别: CMC 10 g ,蛋白胨 1 g, FeSO 4 # 7H 2 O

01 01 g , N aCl 01 5 g,琼脂粉 20 g ,加蒸馏水至 1 L,

pH 值自然; B-葡萄糖苷酶鉴别: CMC 10 g ,蛋白胨

1 g, FeSO 4 # 7H 2 O 01 01 g , N aCl 01 5 g, 琼脂粉 20

g,七叶素苷 1 g ,柠檬酸高铁铵 21 5 g, 加蒸馏水至 1

L, pH 值自然。

11 31 3  液体种子培养基  参考文献[ 6]进行。

11 31 4  发酵基础培养基  CMC 10 g, ( NH 4 ) 2 SO4

5 g, KH 2PO4 2 g, MgSO4 # 7H 2O 01 3 g , CaCl2 01 3
g, FeSO4 # 7H 2 O 01 005 g, ZnSO4 01 001 4 g, M n-

SO 4 01 001 6 g , CoCl2 01 003 g ,加蒸馏水至 1 L, pH

值为 51 3。
11 4  筛选方法

11 41 1  富集培养  称取 10 g 土样在无菌操作下加

至 90 mL 无菌水中(之前加有玻璃珠) ,用涡漩振荡

器充分振荡。静置半小时后取 10 mL 上清液加至

90 mL 的富集培养液( 250 mL 三角瓶)中, 于160 r/

min、28 e 下振荡培养 48 h。

11 41 2  初筛  取 10 mL 富集培养液作梯度稀释,

分别涂布于(真菌筛选)或倾注法接种于(细菌和放

线菌筛选) 3种初筛平板上,适温培养。挑取所有生

长的单菌落接种于试管斜面,以备下述平板鉴别。

内切葡聚糖苷酶的鉴别[ 7] : 将斜面菌株点种于

鉴别平板,每板小于 30株, 培养过夜。以 01 1%刚

果红溶液染色, 20 min 后用 1 mo l/ L NaCl溶液脱

色。刚果红能使具有B-1, 4-糖苷键结构的纤维性底

物染成红色, 而纤维素底物 CMC 经水解后生成纤

维二糖和纤维糊精, 由于纤维素底物分子量降低,

刚果红不能吸附着色, 使得菌落周围形成黄色透明

水解圈。有黄色透明圈者为阳性菌落。

外切葡聚糖酶的鉴别: 点种平板, 培养过夜。

将质量分数 01 04% 4-甲基伞型酮-B葡萄糖苷

( MUC)的质量分数 01 6%琼脂糖溶液倒于平板上,

轻轻晃匀,约 3 h 后将平板置于 340 nm 下的紫外光

下观测、拍照。由于 MUC中的糖苷键被外切酶切

断后, 4-甲基伞型酮成为发色基团,在紫外光下可产

生白色荧光,故有荧光信号者为阳性菌落。
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B-葡萄糖苷酶的鉴别:点种平板, 培养过夜。由

于B-葡萄糖苷酶能够水解七叶苷中的 B-糖苷键生

成葡萄糖和七叶素,七叶素与培养基中柠檬酸高铁

铵的三价铁离子反应, 生成黑色化合物, 使培养基

呈黑色,故有黑色沉淀圈者为阳性菌落。

11 41 3  摇瓶复筛  以各阳性特征圈直径与菌落直

径的比值( D/ d)作为判别指标,挑选比值大于 2 的

菌株进行分离纯化、斜面保藏, 并再次鉴别,后分别

接入液体种子培养基, 在28 e , 160 r/ min 振荡培养

24 h,以体积分数 5%接种量接入 100 mL 发酵培养

基( 250 mL 三角瓶) ,在 28 e 、160 r/ min下振荡培养

96 h。分别测定两种酶活力( CMCase和 FPA)。

11 5  菌株的鉴定

以形态观察和 BIOLOG生化鉴定系统结合进行。

11 6  酶活测定方法 [ 8-11]

11 61 1  羧甲基纤维素酶活( CMCase)测定  取 01 5
mL 适当稀释的发酵上清液,加至 11 5 mL 含质量分

数 1% CMC的乙酸-乙酸钠缓冲溶液中( pH 31 8) ,
50 e 恒温水浴中反应 30 min。加入 11 5 mL DNS

( 3, 5-二硝基水杨酸) 试剂(可终止酶反应) ,置沸水

浴反应 5 m in,冷却、定容至 25 mL,在 540 nm 下测

定吸光值。以沸水浴灭活 10 min的发酵上清液作

空白对照。

11 61 2  滤纸酶活( FPA)测定  取 01 5 mL 适当稀

释的发酵上清液, 加至 11 5 mL pH 31 8 的乙酸-乙
酸钠缓冲液中, 再加 1张滤纸条( Whatman No1 1, 6

cm @ 1 cm, 约 50 mg) , 50 e 恒温水浴中反应 1 h

后,加入 11 5 mL DNS 试剂(可终止酶反应) , 置沸

水浴反应 5 min,冷却、定容至 25 mL,在 540 nm 下

测定吸光值。以沸水浴灭活 10 min的发酵上清液

作空白对照。

酶活力定义: 在 pH 31 8、50 e 下, 每 mL 样液

每分钟水解纤维素底物生成 1 Lmol葡萄糖所需的

酶量定义为 1个酶活力单位, 以 U 表示。

11 7  发酵条件研究

11 71 1  不同氮源对发酵产酶的影响  以10 g/ L 的

CMC 为唯一碳源,在发酵基础培养基中添 01 5 g/ L

的不同氮源, 28 e 、160 r/ min下摇瓶培养 96 h, 分

别测 CMCase和 FPA。

11 71 2  不同碳源对产酶的影响  在最佳氮源的基
础上,分别添加 10 g/ L 不同碳源, 研究不同碳源对

产酶的影响(条件同 11 71 1)。
11 71 3  无机盐对发酵产酶的影响  在确定了最佳
碳源、氮源的基础上添加不同种类不同浓度的无机

盐, 发酵后测定酶活力, 研究不同无机盐对菌株发

酵产酶的影响(条件同 11 71 1)。
11 71 4  初始 pH 值对发酵产酶的影响  在最佳培
养基的基础上,用磷酸氢二钠-柠檬酸缓冲液调节不

同发酵起始 pH ,在 28 e , 160 r/ m in 下培养96 h后

测定酶活,考察菌株的最适发酵起始 pH。

11 71 5  培养时间对发酵产酶的影响  在最佳培养

基及 pH 值、温度下,共培养 8 d, 每天同一时间取样

测定各项酶活力,从而确定最佳产酶时间。

11 71 6  培养温度对发酵产酶的影响  在最佳培养
基及 pH 值下, 考察不同温度( 20、25、30、35 e )下

发酵 5天所产酶活,从而确定其最适产酶温度。

2  结果与分析

21 1  菌株初筛

样品经过一定时间的富集培养, 用 CMC 唯一

碳源平板法初筛, 共挑到 172 个单菌落接至斜面,

其中细菌筛选平板上生长的单菌落最多、共挑取

105株,真菌和放线菌筛选平板上分别得到 56株和

11株。

对所有斜面菌株都分别点种于鉴别平板上进

行产酶鉴别, 根据是否产生黄色水解圈、荧光圈和

黑色沉淀圈判断所对应菌株是否产生内切葡聚糖

酶、外切葡聚糖酶和 B-葡萄糖苷酶。结果得到产内

切葡聚糖酶菌株 143 株, 产外切葡聚糖酶菌株 25

株, 产B- 葡萄糖苷酶菌株 126 株。同时产生 3 种

阳性信号的菌株 12株。

注: CK:大肠杆菌; 阳性对照:绿色木霉 accc30206

图 1 产内切葡聚糖酶(左)、外切葡聚糖酶(中)、B-葡萄糖苷酶(右)菌株的平板鉴别特征

Fig. 1 Identified features of strains with three kinds of cellulase on different media
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  以各阳性特征圈直径与菌落直径的比值( D/ d)

作为判别指标, 挑选比值大于 2, 共得到 109株产不

同类型纤维素酶的菌株。部分菌株在鉴定平板上

的特征见图 1。

21 2  菌株复筛

将 109个菌株分别进行摇瓶复筛,发现筛选的

菌株酶活力都不是很高, 其中只有 10 个菌株的酶

活力较高, 详见表 11 从表 1可见: 根据 D/ d大小,

可发现刚果红透明圈的大小与菌株发酵产 CMCase

基本成正相关; 其中, AZ102、BZ003 、R107、Z005、

030201、HBZ003均为霉菌, AZ006、BZ001、040204

为细菌, 040203为放线菌。真菌所产纤维素酶的种

类较多,酶系较齐全,通常是某株菌在2个或3个鉴

别平板上有阳性信号, 而细菌与放线菌所产纤维素

酶的种类较少, 通常是某株菌只在某种鉴别平板上

有阳性信号;显示红树林环境微生物所产纤维素酶

的内切酶较普遍, 而外切酶相对较少。其中,

HBZ003的酶系齐全,产酶活较高,故对其进行更进

一步的研究。

21 3  菌株 HBZ003的鉴定

菌株 HBZ003的菌落特征: 在 PDA 培养基上

菌落形态较大, 表面干燥, 丝状交织, 粗而分化, 不

透明,与培养基结合较牢固, 表面呈绒毛状,培养初

期菌丝为白色, 后期孢子呈深绿色, 培养基背面菌

落边缘红色至紫红色。

显微形态特征: 分生孢子梗生出菌丝侧枝, 直

立, 呈三叉状分枝, 顶端膨大,间枝一层, 小梗密集,

上生分生孢子团, 孢子呈椭圆形至圆形, 绿色。参

照魏景超[ 12] 真菌鉴定手册中紫变青霉组, 菌株

HBZ003 与紫变青霉 ( Penicillium purpur ogenum

Str oll)的形态特征描述基本一致。

经 BIOLOG 生化鉴定系统鉴定( FF 鉴定板的)

(如图 3) , 结合该菌株的形态学特征, 鉴定菌株

HBZ003为产紫青霉( P1 purpuro genum)。

表 1  部分菌株的平板特征圈直径和酶活力

Tab. 1 Circle diameter of colonies and enzyme activities of some strains

菌株编号
透明圈与菌落

直径比 ( D/ d)

荧光圈与菌落

直径比 ( D/ d)

黑色圈与菌落

直径比 ( D/ d)

CM Case( U )

发酵 5 d

FPA( U )

发酵 5 d
采样地

AZ006 4. 0 - 2. 0 7. 49 174 海口东寨港

AZ102 4. 0 2. 5 3. 0 7. 93 2. 66 海口东寨港

BZ001 - 3. 0 3. 5 5. 73 1. 67 海口东寨港

BZ003 3. 0 3. 0 5. 0 7. 18 2. 18 海口东寨港

HBZ003 5. 5 3. 0 6. 5 10. 97 2. 04 海口东寨港

R107 3. 5 2. 0 3. 5 7. 49 1. 82 海口东寨港

Z005 4. 5 2. 0 3. 0 9. 87 1. 88 海口东寨港

030201 3. 6 1. 0 3. 0 8. 87 1. 70 文昌红树林

040203 4. 0 - 4. 0 8. 92 1. 92 文昌红树林

040204 - 4. 0 3. 0 3. 56 0. 97 文昌红树林

 注: /-0未显示阳性特征

图 2 HBZ003 的菌落特征及显微特征

Fig. 2  Morphologic characteristics of strain HBZ003
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图 3  菌株 HBZ003 的 BIOLOG生化鉴定结果

Fig. 3 Biochemical results of strain HBZ003 by BIOLOG

21 4  菌株 HBZ003的产酶条件

21 41 1  不同氮源对产酶的影响  表 2结果表明,

硫酸铵为最适氮源,硝酸钾、硝酸铵次之; 将氨态氮

和硝态氮以及氨态氮与有机氮以不同比例添加, 则

发现硫酸铵与硝酸钾以 3 B 2、总量为 5 g/ L 时, 两

种酶活力都最高。这可能是氨态氮和硝态氮添加

到一定的比例时, 可促进菌株的发酵产酶。此外,

该菌株虽然利用无机氮源生长时不如牛肉膏、蛋白

胨类的有机氮源旺盛, 但利用无机氮时酶活力较

高,这与高鸿健报道的青霉 DS-04利用氮源的情况

相似[ 13] 。

表 2  不同氮源对菌株产酶的影响

Tab. 2 Effect of nitrogen resources on the cellulase activity

氮源
CMCase/

U
FPA /

U

牛肉膏 4. 46 1. 22

蛋白胨 5. 13 1. 20

尿素 0. 35 0. 23

硫酸铵 9. 21 1. 43

硝酸钾 8. 31 1. 32

m(硫酸铵) B m(硝酸钾) = 3 B 2 9. 99 1. 67

m(硫酸铵) B m(蛋白胨) = 3 B 2 9. 15 1. 42

2. 4. 2  不同碳源对产酶的影响  由表 3可见, 以

麸皮为碳源时,酶产量最高; 而以麦芽糖和蔗糖为

碳源时,虽然细胞生长迅速, 但产酶量很低; 当混合

碳源麸皮与 CMC 以 4 B1配比添加时,两种酶活力

都较高。主要由于纤维素酶是诱导酶,在发酵中碳

源是诱导物的主要来源, 混合碳源麸皮与 CMC 之

所以是最适碳源,可能与其中含有更合适的诱导物

或生长因子有关。

21 41 3  无机盐对产酶的影响  一些金属离子在一

定浓度下对纤维素酶的合成及酶活有促进或抑制

作用。在红树林环境中 K + 、Na+ 、Ca2+ 、Mg2+ 是主

要的常量金属离子,因此选择了 4种无机盐研究其

对产酶的影响。结果 (表 4) 表明 KH 2 PO 4、NaCl、

CaCl2对产酶有促进作用, 而添加各种浓度的 Mg-

SO 4显示出抑制产酶或抑制酶活性。

表 3  不同碳源对产酶的影响

Tab. 3  Effect of carbon resources on the cellulase activity

氮源
CMCase/

U
FPA /

U

CM C-Na 9. 29 1. 89

微晶纤维素 8. 23 1. 68

麸皮 9. 60 2. 10

麦芽糖 0. 71 0. 73

蔗糖 0. 35 0. 75

m(麸皮) B m( CMC-Na) = 4B 1 11. 77 2. 44

m(麸皮) B m(微晶纤维素) = 4B 1 10. 29 2. 50

表 4 无机盐对产酶的影响

Tab. 4 Effect of inorganic salts on the cellulase activity

无机盐
质量浓度/

( g/ L)
CM Case/ U FPA / U

KH2PO 4 0 8. 51 1. 22

1 9. 03 1. 51

2 9. 28 1. 64

3 10. 22 1. 64

4 10. 00 1. 51

5 9. 18 1. 48

NaCl 0 9. 13 1. 61

2 10. 91 1. 73

4 10. 95 1. 97

6 13. 42 1. 97

8 14. 39 2. 13

1 10. 40 1. 59

CaCl2 0 8. 89 1. 58

0. 2 9. 10 1. 64

0. 3 9. 29 1. 78

0. 4 10. 28 1. 83

0. 5 12. 89 2. 19

0. 6 10. 83 1. 97

MgSO 4 0 11. 87 2. 13

0. 5 11. 26 1. 98

11 0 11. 24 1. 94

1. 5 10. 97 1. 70

21 0 10. 57 1. 81
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21 41 4  初始 pH 值的影响  结果(图 4)显示, 当初

始 pH 3~ 6 时, 两种酶的活力相对都较高, 可见该

菌适于在酸性条件下产酶, 其中,发酵最适初始 pH

值为 pH 4。海南红树林环境土壤的 pH 值一般是

在 31 5~ 71 5之间,因此, 在初始 pH 3~ 6适合该菌

株发酵产酶;而当初始 pH 6~ 7 时, 菌株产酶活性

迅速下降。

图 4 初始 pH值对产酶的影响

Fig. 4  Influences of initial pH on the cellulase activity

21 41 5  培养时间的影响  由图 5 可知, 培养 5 d

时, CMCase和 FPA 均达到峰值, 随后两种酶活均

呈现下降趋势。故确定最佳发酵时间为 5 d。

图 5  培养时间对产酶的影响

Fig. 5 Effect of culture on the cellulase activity

21 41 6  培养温度的影响  实验发现,该菌株在 20

e 时不但菌体生长相对缓慢, 产酶水平也较低,这

可能与其来源于海南的热带岛屿环境有关。该菌

株在 25~ 30 e 时产酶水平基本相当, 而当温度超

过 30 e 时,两种酶活都显著下降,这可能与该菌株

产酶代谢中的关键酶受超过 30 e 抑制有关。作者
以 30 e 作为发酵温度, 在前述获得的最佳发酵条

件下, 测得发酵液中 CMCase 和 FPA 分别可达

161 04 U 和 41 08 U。

图 6 HBZ003 产纤维素酶的最适温度

Fig. 6  The optimum temperature for cellulase produc-

tionby strain HBZ003

3  结  语

利用富集培养及 3种纤维素酶的鉴别培养基

的筛选, 再通过摇瓶复筛, 获得了 1 株具有较高活

性的真菌 HBZ003,经鉴定为产紫青霉( P enici l lium

pur purogenum)。

经过初步研究,其最适产酶条件为培养基含麸

皮 8 g / L , CMC2 g/ L, ( NH 4 ) 2 SO 4 3 g/ L , KNO 3 2

g/ L, KH 2 PO 4 3 g/ L , NaCl 6 g/ L , CaCl2 01 5 g/ L,

发酵液装量 100 mL/ 250 mL 三角瓶, 在 pH 值

41 0、30 e 、160 r/ m in条件下摇瓶发酵 5 d,测得发

酵液中 CMCase 和 FPA 分别为 161 04 U 和 41 08
U。作者的研究为海南红树林环境纤维素酶高产菌

株的更广泛筛选和相关研究奠定了基础。
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