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产纤维素酶菌群的筛选及产酶特性机理的研究
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摘要:为农业固体废弃物的资源化利用提供高效菌种资源ꎬ采用了刚果红染色初筛和纤维素酶活测定复筛相结合的方法ꎬ

从学校周边湖泊的腐殖土中筛选获得一株高产纤维素酶菌群 ( ＣＴＳ)ꎮ 宏基因组学分析显示ꎬ其优势菌属为栓孔菌属
(Ｔｒａｍｅｔｅｓ)、帚枝霉属(Ｓａｒｏｃｌａｄｉｕｍ)和革孔菌属(Ｐｉｌａｔｏｔｒａｍａ)ꎮ 通过单因素实验及响应面法优化产酶条件ꎬ确定最优条件为:玉
米芯添加量 ４％(质量体积比ꎬｗ / ｖ)、蛋白胨添加量 ０􀆰 ２％(ｗ / ｖ)、初始 ｐＨ＝ ４􀆰 ６６、培养温度 ２９􀆰 ６０℃、培养时间 ３􀆰 １６ ｄꎮ 优化后ꎬ
菌群 ＣＴＳ 的内切葡聚糖酶(ＣＭＣａｓｅ)、β－葡萄糖苷酶(β－ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ)、滤纸酶(ＦＰａｓｅ)活力分别提升至 ４９􀆰 １、４６􀆰 ８ Ｕ / ｍＬ 和 ５３􀆰 １
Ｕ / ｍＬꎬ较初始条件显著提升了 ６０􀆰 ２４％、７５􀆰 ４７％、９３􀆰 ５３％ꎮ 结合三维荧光光谱(３Ｄ－ＥＥＭ)与碳水化合物活性酶(ＣＡＺｙ)的分析ꎬ
揭示了菌群的高效产酶机制的特性ꎬ为资源化利用提供了优良的微生物菌种ꎮ
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　 　 木质纤维素生物质是地球上最丰富的可再生生

物质资源ꎬ占全球植物类生物质的 ９０％以上ꎬ是自

然界最主要的碳库[１－３]ꎮ 其纤维素含量高ꎬ被视为

理想的生物转化原料ꎬ但大量木质纤维素尚未得到

合理利用ꎬ导致资源浪费和经济损失[４－５]ꎮ
木质纤维素主要由纤维素(４０％ ~ ６０％)、半纤

维素(２０％~４０％)和木质素(１０％~２０％)交联构成ꎬ
在常温下结构稳定、难以利用ꎬ具有天然抗降解

性[３ꎬ６－７]ꎮ 有效的预处理可打破这一屏障ꎬ提高反应

可及性ꎬ为高效转化为糖类及高附加值化学品奠定

基础[８－９]ꎮ 现有预处理方法包括物理、化学和生物

法ꎬ物理法和化学法虽能破坏纤维素结构ꎬ但普遍存

在条件苛刻、成本高和二次污染等问题[１０]ꎮ 微生物

法降解纤维素具有环境友好、条件温和、资源利用率

高等优势[１１－１２]ꎮ 依靠微生物分泌的纤维素酶系包

括羧甲基纤维素酶(ＣＭＣａｓｅ)、β－葡萄糖苷酶( β－
ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ)、滤纸酶(ＦＰａｓｅ)等的协同作用下可将

纤维素水解为可发酵还原糖[１３－１４]ꎮ
自然界中产纤维素酶的微生物主要有真菌、放

线菌和细菌ꎮ 真菌(如木霉、青霉、曲霉)所产酶系

更为全面ꎬ降解能力较强[１５－１６]ꎮ 但单一菌种存在酶

系不全、酶活稳定性差和代谢负担大等问题ꎬ限制了

其应用[１７]ꎮ 相比之下ꎬ复合菌群通过多菌种协同ꎬ
可完整表达纤维素酶系ꎬ提高产酶效率ꎬ并表现出更
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强的底物适应性与环境抗逆性[１８－１９]ꎮ
本研究以玉米芯为碳源ꎬ定向富集筛选出高效

产纤维素酶的菌群ꎬ采用了刚果红染色法并结合测

定 ＣＭＣａｓｅ、β－ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ、ＦＰａｓｅ ３ 种关键纤维素酶

进行了初筛和复筛ꎮ 利用单因素实验和 ＢＢＤ 响应

面法优化产酶条件ꎮ 并借助三维荧光光谱 (３Ｄ －
ＥＥＭ)和碳水化合物活性酶(ＣＡＺｙ)分析ꎬ阐明了其

高效产酶的代谢特性ꎮ 为木质纤维素的生物处理提

供了优良菌群资源与理论支持ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验材料

１􀆰 １􀆰 １　 样品来源

土壤样品采自太原理工大学明向湖周边腐殖质

富集区ꎬ于 ４℃下保存ꎮ 玉米芯取自山东省泰安市

某农场ꎬ经洗净除尘后烘干、粉碎过 ４０ 目筛(粒径

约 ０􀆰 ４５ ｍｍ)ꎬ并于 ６０℃烘至恒重ꎬ密封备用ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 培养基

ＰＤＡ 培养基(１ Ｌ):称取马铃薯 ２００ ｇ 去皮后切

成边长 １ ｃｍ 左右的小丁ꎬ在锅中加入 １ Ｌ 蒸馏水ꎬ
煮沸 ３０ ｍｉｎꎬ用玻璃棒捣碎ꎬ再用 ８ 层纱布过滤马铃

薯液ꎬ过滤至烧杯中ꎬ再称取葡萄糖 ２０ ｇ、琼脂粉

２０ ｇꎬ全部加入过滤好的马铃薯液中ꎬ用玻璃棒充分

搅拌至粉末完全溶解ꎮ
富集培养基(１ Ｌ):玉米芯 １０􀆰 ０ ｇꎬ(ＮＨ４) ２ＳＯ４

２􀆰 ０ ｇꎬ ＫＨ２ＰＯ４ １􀆰 ０ ｇꎬ ＭｇＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ ０􀆰 ３ ｇꎬ ＮａＣｌ
０􀆰 １ ｇꎬＣａＣｌ２ ０􀆰 １ ｇꎬＦｅＣｌ３􀅰６Ｈ２Ｏ ０􀆰 ０１ ｇ(固体培养基

添加 １５ ｇ 琼脂)ꎮ
产酶 培 养 基 ( １ Ｌ ): ＣＭＣ － Ｎａ １０􀆰 ０ ｇꎬ

(ＮＨ４ ) ２ＳＯ４ ２􀆰 ０ ｇꎬ ＫＨ２ＰＯ４ １􀆰 ０ ｇꎬ ＭｇＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ
０􀆰 ５ ｇꎬＮａＣｌ ０􀆰 ５ ｇꎬＣａＣｌ２ ０􀆰 １ ｇꎮ

鉴别培养基(１ Ｌ):玉米芯 １０􀆰 ０ ｇꎬ蛋白胨 ３ ｇꎬ
ＫＨ２ＰＯ４ １􀆰 ０ ｇꎬ ＭｇＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ ０􀆰 ３ ｇꎬ ＮａＣｌ ０􀆰 １ ｇꎬ
ＣａＣｌ２ ０􀆰 １ ｇꎬＦｅＣｌ３􀅰６Ｈ２Ｏ ０􀆰 ０１ ｇꎮ

上述培养基均 １２１℃灭菌 ２０ ｍｉｎꎮ
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 菌群的初筛

　 　 取 １０ ｇ 土样置于 ２５０ ｍＬ 锥形瓶中ꎬ加入 １００ ｍＬ
无菌水ꎬ磁力搅拌 ２ ｈꎮ 取 １ ｍＬ 上述混合液接种于

ＰＤＡ 液体培养基中ꎬ３０℃、１３０ ｒ / ｍｉｎ 振荡培养 ３ ｄꎮ
培养结束后混匀菌液ꎬ并稀释至 １０－１ ~１０－５梯度ꎮ 每

个稀释度取 ２０ μＬ 涂布于固体富集培养基ꎬ每梯度

３ 个重复ꎬ３０℃培养 ３ ｄꎮ 挑取单菌落接种于含 ５ ｍＬ
液体富集培养基的试管中ꎬ相同条件下培养 ３ ｄꎬ获

得菌悬液ꎮ 取 ２０ μＬ 菌液点接于鉴别培养基(每板

３~４ 个点)ꎬ待菌液干后以封口膜密封平板ꎬ标记后

倒置ꎬ３０℃培养 ３ ｄꎬ每日观察ꎮ 菌落生长后ꎬ加入

１ ｍｇ / ｍＬ 刚果红溶液染色 １５ ｍｉｎꎬ蒸馏水漂洗ꎬ再以

１ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ 溶液脱色 １５ ｍｉｎꎮ 产酶菌落周围出现

透明圈[２０]ꎮ 分别测量菌落直径( ｄ)与透明圈直径

(Ｄ)ꎬ计算 Ｄ / ｄ 值ꎬ筛选比值较大者作为目的菌株ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 菌群的复筛

将初筛获得的水解圈较大菌株接种于 ＰＤＡ 培

养基ꎬ在 ３０℃、１３０ ｒ / ｍｉｎ 条件下振荡培养 ３ ｄ 制备

种子液ꎮ 将种子液转接至产酶培养基中ꎬ相同条件

下继续培养 ３ ｄꎮ 经 １０ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎬ收集

上清液即为粗酶液ꎮ 采用 ３ꎬ５ －二硝基水杨酸法

(ＤＮＳ)测定其 ＦＰａｓｅ、ＣＭＣａｓｅ 和 β－ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ[２１]ꎮ
ＦＰａｓｅ 测定方法如下:于试管中放入 １ ｃｍ×６ ｃｍ

(约 ５０ ｍｇ)Ｗｈａｔｍａｎ Ｎｏ􀆰 １ 滤纸小卷ꎬ加入 １􀆰 ５ ｍＬ
ｐＨ＝ ４􀆰 ８ 柠檬酸盐缓冲液使其充分润湿ꎮ ５０℃预热

５ ｍｉｎ 后ꎬ样品管加入 ０􀆰 ５ ｍＬ 适当稀释的粗酶液ꎬ空
白管加入 ０􀆰 ５ ｍＬ 灭活酶液ꎮ ５０℃反应 ３０ ｍｉｎ 后ꎬ
立即加入 １􀆰 ５ ｍＬ ＤＮＳ 试剂终止反应ꎬ沸水浴加热

５ ｍｉｎꎬ冷却后定容至 ２５ ｍＬ 并混匀ꎮ ＣＭＣａｓｅ 与 β－
ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ 分别以 １％ ＣＭＣ－Ｎａ 和 ０􀆰 ５％水杨苷为

底物ꎬ其余步骤同前ꎮ 酶活力单位(Ｕ)定义为:每分

钟催化产生 １ μｇ 还原糖所需的酶量ꎮ 于 ５４０ ｎｍ 波

长下测定吸光度(ＯＤ５４０)ꎬ按公式(１)计算酶活ꎮ
Ｕ ＝ (Ａ × ｎ × １ ０００) / (１８０ × Ｔ × Ｖ) (１)

式中ꎬｎ 为稀释倍数ꎻＴ 为反应时间ꎬｍｉｎꎻＶ 为加酶体

积ꎬｍＬꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 菌群生物信息学分析

于发酵产酶高峰期(培养第 ３ ｄ)取样ꎬ无菌条

件下取 ５ ｍＬ 菌群发酵液ꎬ置于预冷的离心管中ꎬ
１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ２ ｍｉｎꎬ弃上清ꎬ收集菌体沉淀ꎮ
用无菌 ＰＢＳ 缓冲液清洗 ２ 次ꎬ最终菌体重悬于 １ ｍＬ
ＤＮＡ 保护液中ꎬ并于－８０℃超低温保存ꎮ 样品委托

上海欧易生物医学科技有限公司进行二代宏基因测

序鉴定分析ꎬ并将其用于后续的实验中ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 产纤维素酶优化实验设计

为了研究碳源添加量、氮源类型、氮源添加量、
温度、时间、初始 ｐＨ 对菌群 ＣＴＳ 产纤维素酶的影

响ꎬ如表 １ 所示ꎬ以产酶培养基为基础ꎬ各培养条件

下仅改变单一影响因子ꎬ其余反应条件固定不变ꎬ分
别为碳源添加量 １％、氮源添加量 ０􀆰 １％、３０℃、３ ｄ、
初始 ｐＨ ４􀆰 ８ 对菌群 ＣＴＳ 产纤维素酶的影响ꎮ 各条

件均设 ３ 个平行实验ꎮ
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表 １　 单因素实验

因素 变化值

玉米芯添加量 １％、２％、３％、４％、５％(质量体积比ꎬｗ / ｖ)
氮源类型 蛋白胨、牛肉膏、酵母浸粉、硝酸铵、尿素

氮源添加量 ０􀆰 １％、０􀆰 ２％、０􀆰 ３％、０􀆰 ４％、０􀆰 ５％(ｗ / ｖ)
时间 １、２、３、４、５、６ ｄ
温度 ２０、２５、３０、３５、４０℃
初始 ｐＨ ２、４􀆰 ８、７、１０

响应面优化:基于单因素结果ꎬ选取初始 ｐＨ、培
养时间和温度 ３ 个显著影响菌群 ＣＴＳ 产纤维素酶

的因素ꎬ以 ＦＰａｓｅ 活为响应值进行优化ꎮ 数据采用

ＩＢＭ ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ２４ 进行方差分析ꎮ 采用 Ｄｅｓｉｇｎ－
Ｅｘｐｅｒｔ １３ 按表 ２ 设计实验进行 Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ 设计ꎬ
以探究初始 ｐＨ(Ａ)、培养温度(Ｂ)、培养时间(Ｃ)３
个因素对最佳产酶工艺的影响及其交互作用ꎮ

表 ２　 实验设计因素和水平

编码 因素 变化值

Ａ 初始 ｐＨ ４􀆰 ８、７、１０
Ｂ 培养温度 / ℃ ２５、３０、３５
Ｃ 培养时间 / ｄ ３、４、５

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 菌群的富集筛选

２􀆰 １􀆰 １　 初筛

刚果红染色法初筛得到 １５ 个产生清晰透明圈

的菌落ꎬ表明其具备产纤维素酶能力ꎮ 各平板上的

透明圈直径与菌落直径之比(Ｄ / ｄ)结果如表 ３ 所

示ꎬ透明圈直径与菌落直径之比(Ｄ / ｄ)越大ꎬ表明菌

落降解纤维素能力越强[２２]ꎮ
表 ３　 透明圈直径与菌落直径情况

菌落编号 菌落直径 / ｃｍ 透明圈直径 / ｃｍ 透明圈 / 菌落

Ｈ－１ １􀆰 ４０ ９􀆰 ６０ ６􀆰 ８６
Ｈ－２ ０􀆰 ３０ ０􀆰 ９０ ３􀆰 ００
Ｈ－３ ０􀆰 ３０ １􀆰 ６０ ５􀆰 ３４
Ｈ－４ ０􀆰 ９０ ５􀆰 ２０ ５􀆰 ７８
Ｈ－５ ０􀆰 ２０ １􀆰 ５０ ７􀆰 ５０
Ｈ－６ ０􀆰 ２０ ０􀆰 ６０ ３􀆰 ００
Ｈ－７ ０􀆰 ５０ ２􀆰 ００ ４􀆰 ００
Ｈ－８ ０􀆰 ６３ ４􀆰 ３１ ６􀆰 ８４
Ｈ－９ ０􀆰 ３０ １􀆰 ４０ ４􀆰 ０６
Ｈ－１０ ０􀆰 １０ ０􀆰 ２０ ２􀆰 ００
Ｈ－１１ ０􀆰 ３０ １􀆰 ２０ ４􀆰 ００
Ｈ－１２ １􀆰 ５０ ５􀆰 ７０ ３􀆰 ８０
Ｈ－１３ ０􀆰 １０ ０􀆰 ２０ ２􀆰 ００
Ｈ－１４ １􀆰 ００ ２􀆰 ４０ ２􀆰 ４０
Ｈ－１５ ０􀆰 １０ ０􀆰 ６０ ６􀆰 ００

２􀆰 １􀆰 ２　 复筛

以 ＣＭＣａｓｅ、β－ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ 和 ＦＰａｓｅ 为指标复筛

产纤维素酶菌ꎬ结果如图 １ 所示ꎮ 结果表明 ＣＭＣａｓｅ
活性排名前 ３ 的菌落为 Ｈ－８、Ｈ－ ２、Ｈ－ ５ 分别为

３４􀆰 ４、３３􀆰 ２、２４􀆰 ５ Ｕ / ｍＬꎻβ－ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ 活性排名前 ３
的菌落为 Ｈ－５、Ｈ－８、Ｈ－２ 分别为 ２９􀆰 １、２６􀆰 ５、２１􀆰 １
Ｕ / ｍＬꎻＦＰａｓｅ 活性排名前 ３ 的菌落为 Ｈ－８、Ｈ－１１、
Ｈ－２ 分别为 ２７􀆰 ８、２１􀆰 ８、１９􀆰 ８ Ｕ / ｍＬꎬ综合菌落透明

圈大小和 ３ 种纤维素酶活ꎬ最终确定以菌落 Ｈ－８ 作

为研究对象ꎬ并结合二代宏基因测序鉴定分析结果

命名为菌群 ＣＴＳ 用于后续实验ꎮ

１—羧甲基纤维素酶活ꎻ２—β－葡萄糖苷酶活ꎻ３—滤纸酶活

图 １　 不同菌落的纤维素酶活性

２􀆰 ２　 菌群的生物信息学分析

２􀆰 ２􀆰 １　 微生物群落分析

为揭示群落组成及进化关系ꎬ在门、属、种水平

进行了分类学分析如图 ２ 所示ꎮ 其中ꎬ图 ２ ( ａ)、
(ｂ)、(ｃ)分别对应门、属、种水平的分类统计结果ꎮ
菌群 ＣＴＳ 中以担子菌门 (Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ) 为主ꎬ占
８６􀆰 ７７％ꎬ子囊菌门(Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ)次之ꎬ占 １２􀆰 ９１％ꎬ两
者合计达 ９９􀆰 ６８％ꎮ 研究显示ꎬ担子菌门是自然界

中纤维素降解的核心类群ꎬ其酶系统完备、降解机制

独特ꎬ能够高效产酶并降解纤维素ꎬ在生物质资源化

中具有不可替代的生态功能[２３－２６]ꎮ 子囊菌门则凭

借快速繁殖和强适应性ꎬ在纤维素转化中也发挥重

要作用[２７]ꎮ 两者协同作用共同保障了菌群 ＣＴＳ 的

高效产酶能力ꎮ 在属水平上ꎬ栓菌属(Ｔｒａｍｅｔｅｓ)丰

度最高ꎬ达 ６１􀆰 ６２％ꎮ 该属菌株所产纤维素酶具有

较宽的最适 ｐＨ 范围、良好的耐酸性和有机溶剂耐

受性ꎻ其分泌的高活性纤维素酶系(包括内切、外切

葡聚糖酶)与漆酶协同作用ꎬ可有效解构纤维素结

晶区ꎬ显著提高木质纤维素的糖化效率ꎬ是一类重要

的白腐菌资源[２８－２９]ꎮ 在种水平上ꎬ相对丰度前 ３ 的

物种分别为 Ａａｏｓｐｈａｅｒｉａ￣ａｒｘｉｉ(９􀆰 ９２％)、Ａｂｏｒｔｉｐｏｒｕｓ￣
ｂｉｅｎｎｉｓ(９􀆰 ８０％)和 Ａｃａｕｌｏｓｐｏｒａ￣ｃｏｌｏｍｂｉａｎａ(９􀆰 ５５％)ꎮ
该自然筛选菌群显示出良好的环境适应性ꎬ可能
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优于人工复配菌群ꎬ为纤维素的高效转化提供了

实践基础ꎮ

(ａ)门 (ｂ)属

(ｃ)种

图 ２　 相对丰度柱状图

２􀆰 ２􀆰 ２　 碳水化合物活性酶(ＣＡＺｙ)分析

为阐明菌群 ＣＴＳ 的纤维素降解代谢能力ꎬ通过

碳酶谱分析了其碳水化合物活性酶(ＣＡＺｙ)的多样

性(图 ３)ꎮ 其中ꎬ图 ３(ａ) ~ (ｄ)分别展示了各 ＣＡＺｙ
酶家族基因的绝对数量、４ 类关键酶(ＥＧ / ＣＢＨ / ＢＧ /
ＡＡ９)的相对丰度、各酶家族基因的相对丰度以及

ＧＨ 家族的功能类别分布ꎮ 宏基因组测序表明ꎬ与纤

维素降解相关的酶主要分布于 ６ 大 ＣＡＺｙ 类别:糖
苷水解酶(ＧＨ)、糖基转移酶(ＧＴ)、碳水化合物结合

模块(ＣＢＭ)、碳水化合物酯酶(ＣＥ)、多糖裂解酶

(ＰＬ)和辅助活性酶(ＡＡ)ꎮ 图 ３(ａ)、(ｂ)显示ꎬ各家

族的 基 因 数 量 及 相 对 丰 度 分 别 为: ＧＨ ( ４３３ꎬ
２８􀆰 ６％)、ＧＴ ( ２３５ꎬ ２３􀆰 ８％)、 ＣＢＭ ( １３ꎬ ４􀆰 ８％)、 ＣＥ
(５５ꎬ１４􀆰 ３％)、ＰＬ(２３ꎬ９􀆰 ５％)、ＡＡ(１４１ꎬ１９％)ꎮ ＧＨ
家族丰度最高ꎬ是菌群高产纤维素酶的关键特征ꎮ
作为核心降解酶ꎬＧＨ 直接催化纤维素聚合物水解为

单糖ꎬ在多糖底物裂解中起关键作用[３０]ꎮ 高效纤维

素降解还需依赖 ３ 类水解酶与辅助氧化酶之间的平

衡ꎮ 如图 ３(ｃ)可见ꎬ内切葡聚糖酶(ＥＧ)主要分布

于 ＧＨ５、ＧＨ６、ＧＨ７ 和 ＧＨ７４ 等多个家族ꎬ功能为在纤

维素链内部随机切割ꎬ生成新的末端ꎮ 外切葡聚糖

酶(ＣＢＨ)主要属于 ＧＨ７ꎬ负责从纤维素链末端切下

纤维二糖单元ꎻβ－葡萄糖苷酶(ＢＧ)则广泛分布于

ＧＨ１、ＧＨ３、ＧＨ９、ＧＨ３０ 和 ＧＨ１１６ 等家族ꎬ其功能为

水解纤维二糖为葡萄糖ꎬ并缓解其对内切酶和外切

酶的抑制ꎮ 酶系的完整是实现高效连续降解的关

键ꎮ 图 ３(ｄ)统计结果显示ꎬ内切葡聚糖酶、外切葡

聚糖酶、β－葡萄糖苷酶和辅助氧化酶的相对丰度分

别为 ８􀆰 ２％、４􀆰 ３％、６􀆰 １％和 ６􀆰 ２％ꎮ 综上表明该菌群

具备完整且比例协调的酶系统ꎮ

(ａ)各酶家族基因绝对数量

(ｂ)各酶家族基因相对丰度

(ｃ)ＧＨ 家族类聚占比分布

(ｄ)４ 类关键酶(ＥＧ / ＣＢＨ / ＢＧ / ＡＡ９)基因相对丰度

图 ３　 菌群 ＣＴＳ 的 ＣＡＺｙ 注释结果

２􀆰 ３　 菌群产纤维素酶条件优化

２􀆰 ３􀆰 １　 单因素实验

单因素实验结果如图 ４ 所示ꎮ 首先对氮源类型

进行筛选ꎬ如图 ４(ａ)所示ꎬ有机氮源较无机氮源更

有利于 ３ 种酶活力的提升ꎬ原因可能在于其可直接

提供氨基酸用于酶蛋白合成ꎬ避免了耗能的从头合

成过程ꎮ 其中ꎬ以蛋白胨为氮源时产酶效果最佳ꎮ
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在确定蛋白胨为最适氮源的基础上ꎬ进一步优化其

添加量ꎮ 结果如图 ４( ｃ)所示ꎬ当蛋白胨添加量为

０􀆰 ２％和 ０􀆰 ３％时ꎬ３ 种纤维素酶活均高于其他组ꎮ
结合图 ４(ｂ)中氮代谢分析可知ꎬ菌体生长与产酶过

程总氮消耗约 １２４ ｍｇ / Ｌꎬ且蛋白胨分解导致氨氮浓

度由 ３９􀆰 ６ ｍｇ / Ｌ 显著上升至 １１１ ｍｇ / Ｌꎮ 综合考虑

酶活表现与氮代谢特征ꎬ最终选择 ０􀆰 ２％蛋白胨为

最佳氮源添加量ꎮ
在碳源优化方面ꎬ玉米芯添加量对产酶性能的

影响如图 ４(ｃ)所示ꎮ 随着玉米芯添加量的增加ꎬ３
种纤维素酶活力均呈现先上升后下降的趋势ꎬ并在

添加量为 ４％时达到峰值ꎮ 这可能是因为低添加量

下ꎬ玉米芯作为碳源、能源及诱导物ꎬ有效促进了微

生物生长和纤维素酶基因表达ꎻ而高浓度底物及其

降解产物可能引发碳分解代谢阻遏效应ꎬ从而抑制

酶合成ꎮ 此外ꎬ温度对酶活的影响也显示于图 ４(ｃ)
中ꎮ 菌群 ＣＴＳ 在低温(２０~２５℃)和高温(３５~４０℃)
条件下酶活均较低ꎮ 低温可能导致细胞膜流动性下

降和酶折叠异常ꎬ进而引起信号传导延迟ꎻ高温则可

能引发蛋白质变性及溶氧下降ꎬ从而降低酶活ꎮ
培养时间和初始 ｐＨ 是调控产酶菌群代谢动态

与酶合成峰值的关键因素ꎮ 由图 ４(ｄ)可知ꎬ３ 种纤

维素酶活力随培养时间延长(１~ ６ ｄ)呈先升后降并

趋于稳定的趋势ꎮ 培养初期(１~ ２ ｄ)菌群可能处于

适应期ꎬ资源主要用于生长ꎻ第 ３ ｄ 时因纤维二糖和

葡萄糖等降解产物积累ꎬ酶活达到峰值ꎻ第 ４ ~ ５ ｄ
可能因代谢废物积累ꎬ导致酶活下降ꎮ 随初始 ｐＨ

１—羧甲基纤维素酶活ꎻ２—β－葡萄糖苷酶活ꎻ３—滤纸酶活

(ａ)不同氮源下 ３ 种纤维素酶活性

１—氨氮ꎻ２—总氮

(ｂ)氮源消耗情况

１—羧甲基纤维素酶活ꎻ２—β－葡萄糖苷酶活ꎻ３—滤纸酶活

(ｃ)不同玉米芯添加量和蛋白胨添加量及温度下的

３ 种纤维素酶活性

１—羧甲基纤维素酶活ꎻ２—β－葡萄糖苷酶活ꎻ３—滤纸酶活

(ｄ)不同培养时间和初始 ｐＨ 下的 ３ 种纤维素酶活性

图 ４　 不同单因素对产酶性能的影响

升高(２􀆰 ０~１０􀆰 ０)ꎬ３ 种酶活力也呈现先增后降的趋

势ꎮ 偏酸性环境(ｐＨ ４􀆰 ０ ~ ５􀆰 ０)更有利于激活真菌

纤维素降解通路ꎬ促进菌群 ＣＴＳ 产酶ꎮ 当 ｐＨ 偏离

最适范围时ꎬ酶活性中心关键基团的离子化状态遭

到破坏ꎬ维持高级结构的离子键和氢键被削弱ꎬ导致

酶蛋白变性及活性丧失ꎮ
２􀆰 ３􀆰 ２　 响应面模型设计

单因素实验结果表明ꎬ初始 ｐＨ、培养时间以及

温度对菌群 ＣＴＳ 的纤维素酶生产能力均具有显著

影响ꎮ 在此基础上ꎬ为进一步探究上述关键因素间

的交互作用ꎬ本研究采用 Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ 设计(ＢＢＤ)
模型ꎬ以滤纸酶活(ＦＰａｓｅ)为响应值ꎬ系统优化了产

酶工艺条件ꎮ 详细的实验设计方案与响应面分析结

果见表 ４ꎮ
表 ４　 ＢＢＤ 实验设计及结果

实验号
初始 ｐＨ

Ｘ１

培养温度

Ｘ２ / ℃
培养时间

Ｘ３ / ｄ
Ｆｐａｓｅ

Ｙ / (Ｕ􀅰ｍＬ－１)

１ ４􀆰 ８ ３０ ３ ４９􀆰 ８

２ ３􀆰 ３ ３５ ３ ２４􀆰 ６

３ ４􀆰 ８ ３０ ３ ５１􀆰 ６

４ ３􀆰 ３ ３０ ４ ３４􀆰 ８

５ ３􀆰 ３ ２５ ３ ３６􀆰 ６

６ ４􀆰 ８ ３５ ４ ３２􀆰 ７

７ ６􀆰 ３ ２５ ３ ２４􀆰 ８

８ ４􀆰 ８ ２５ ４ ３３􀆰 ９
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续表

实验号
初始 ｐＨ

Ｘ１

培养温度

Ｘ２ / ℃
培养时间

Ｘ３ / ｄ
Ｆｐａｓｅ

Ｙ / (Ｕ􀅰ｍＬ－１)

９ ６􀆰 ３ ３０ ４ ３４􀆰 ７

１０ ６􀆰 ３ ３５ ３ ２８􀆰 ３

１１ ４􀆰 ８ ３５ ２ ２７􀆰 ８

１２ ４􀆰 ８ ２５ ２ ２９􀆰 ６

１３ ３􀆰 ３ ３０ ２ ３３􀆰 ７

１４ ４􀆰 ８ ３０ ３ ５３􀆰 ８

１５ ６􀆰 ３ ３０ ２ ２３􀆰 ７

１６ ４􀆰 ８ ３０ ３ ４９􀆰 ２

１７ ４􀆰 ８ ３０ ３ ５１􀆰 ６

２􀆰 ３􀆰 ３　 响应面实验结果和方差分析

以 ＦＰａｓｅ(Ｙ)为响应值ꎬ初始 ｐＨ(Ｘ１)、培养时间

(Ｘ２)、温度(Ｘ３)为变量ꎬ建立的二次回归方程如式

(２)所示ꎮ
Ｙ ＝ ２６􀆰 ０３Ｘ１ ＋ ２５􀆰 ６６Ｘ２ ＋ ４９􀆰 ２１Ｘ３ ＋ ０􀆰 ４９Ｘ１Ｘ２ ＋

１􀆰 ６６Ｘ１Ｘ３ － ０􀆰 １０２Ｘ２Ｘ３ － ４􀆰 ９１Ｘ２
１ － ０􀆰 ４７Ｘ２

２ －

８􀆰 ５１Ｘ２
３ － ４６６􀆰 ６１ (２)

　 　 该二次回归编码方程的 Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９０ ０ꎬ表明该模

型在实验范围内实验结果和预测值拟合较好ꎻ修正

决定系数为 ０􀆰 ９７７ ２ꎬ表明该方程的拟合程度较高ꎻ
变异系数为 ４􀆰 ３３％ꎬ表明实验数据的重复性优异ꎮ
ＢＢＤ 实验设计及结果如表 ５ 所示ꎬ该模型的 Ｆ 值和

Ｐ 值分别为 ７７􀆰 ３２ 和 ０􀆰 ０００ １ꎬ表明该模型显著ꎬ同
时该模型的失拟项 Ｐ 值为 ０􀆰 ７２４９ꎬ其不显著ꎬ说明

该实验的误差较小ꎬ进一步表明该模型拟合良好ꎮ
在一次项中ꎬ初始 ｐＨ(Ｘ１)、培养时间(Ｘ２)和温度

(Ｘ３)的 Ｐ 值分别为 ０􀆰 ０１２ １、０􀆰 ００６ ５ 和 ０􀆰 ００３ ０ꎬ均
　 　 　 　 　 　 　 表 ５　 方差分析表

来源 平方和 自由度 均方 Ｆ 值 Ｐ 值

模型 １７４３􀆰 ９８ ９ １９３􀆰 ７８ ７７􀆰 ３２ <０􀆰 ０００１
Ｘ１ ２８􀆰 ２４ １ ２８􀆰 ２４ １１􀆰 ２７ ０􀆰 ０１２１
Ｘ２ ３６􀆰 ５８ １ ３６􀆰 ５８ １４􀆰 ６０ ０􀆰 ００６５
Ｘ３ ４９􀆰 ４５ １ ４９􀆰 ４５ １９􀆰 ７３ ０􀆰 ００３０
Ｘ１Ｘ２ ５６􀆰 ３１ １ ５６􀆰 ３１ ２２􀆰 ４７ ０􀆰 ００２１
Ｘ１Ｘ３ ２５􀆰 ５５ １ ２５􀆰 ５５ １０􀆰 １９ ０􀆰 ０１５２
Ｘ２Ｘ３ ０􀆰 ９８ １ ０􀆰 ９８ ０􀆰 ３９ ０􀆰 ５５１２

Ｘ２
１ ４４０􀆰 ４９ １ ４４０􀆰 ４９ １７５􀆰 ７６ <０􀆰 ０００１

Ｘ２
２ ５４９􀆰 １３ １ ５４９􀆰 １３ ２１９􀆰 １１ <０􀆰 ０００１

Ｘ２
３ ２９２􀆰 ５９ １ ２９２􀆰 ５９ １１６􀆰 ７５ <０􀆰 ０００１

残差 １７􀆰 ５４ ７ ２􀆰 ５１ 　 　

失拟项 ４􀆰 ５０ ３ １􀆰 ５０ ０􀆰 ４６ ０􀆰 ７２４９

净误差 １３􀆰 ０４ ４ ３􀆰 ２６ 　 <０􀆰 ０００１

合计 １７６１􀆰 ５２ １６ 　 ７７􀆰 ３２ 　

小于 ０􀆰 ０５ꎬ为显著因素ꎮ 在二次项中ꎬ初始 ｐＨ 和培

养温度(Ｘ１Ｘ２)和初始 ｐＨ 和培养时间(Ｘ１Ｘ３)Ｐ 值均

小于 ０􀆰 ０５ꎬ表明交互作用显著ꎻＸ１２、Ｘ２２和 Ｘ３２、的 Ｐ
值均小于 ０􀆰 ０００ １ꎬ表现出极显著ꎮ 综上ꎬ可以用该

模型代替实际值对菌群 ＣＴＳ 产 Ｆｐａｓｅ 进行工艺优化

和预测ꎮ
２􀆰 ３􀆰 ４　 各影响因素之间的交互作用分析

如下图 ５ 所示各影响因素之间的交互作用分

析ꎮ 初始 ｐＨ 与温度的交互效应见图 ５(ａ)ꎮ 响应曲

面呈典型抛物面ꎬ存在明确峰值区域ꎬ表明在特定初

始 ｐＨ 与温度组合下 ＦＰａｓｅ 达到最大ꎮ 酶活随 ｐＨ
或温度升高均呈先升后降趋势ꎬ过高或过低均会抑

制酶活性ꎮ 交互项 Ｐ 值小于 ０􀆰 ０５ꎬ说明初始 ｐＨ 与

温度对酶活存在显著交互作用ꎬ即不同 ｐＨ 水平下

温度对酶活的影响程度和趋势存在差异ꎬ反之亦然ꎮ
初始 ｐＨ 与培养时间的交互效应见图 ５ ( ｂ)ꎮ 在

３０℃条件下ꎬＦＰａｓｅ 随初始 ｐＨ 和培养时间变化均呈

先升后降ꎬ响应曲面呈穹顶状ꎬ存在明确峰值ꎮ 交互

项 Ｐ 值小于 ０􀆰 ０５ꎬ表明两者交互作用显著ꎬ即不同

(ａ)初始 ｐＨ 与温度的交互效应

(ｂ)初始 ｐＨ 与培养时间的交互效应

(ｃ)温度与培养时间的交互效应

图 ５　 响应面交互作用分析
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初始 ｐＨ 下培养时间对酶活的影响程度和趋势不

同ꎬ反之亦然ꎮ 温度与培养时间的交互效应见图 ５
(ｃ)ꎮ ＦＰａｓｅ 随温度和时间变化同样表现为先升后

降ꎬ响应曲面呈穹顶状ꎬ提示存在最优组合ꎮ 然而ꎬ
交互项 Ｐ 值为 ０􀆰 １５５ ６(大于 ０􀆰 １)ꎬ表明温度与时间

对酶活的交互作用不显著ꎬ两者影响相对独立ꎬ在不

同温度下时间对酶活的影响趋势基本一致ꎬ反之亦然ꎮ
２􀆰 ３􀆰 ５　 菌群产酶最佳工艺条件

通过 ＢＢＤ 响应面优化获得的最佳产 Ｆｐａｓｅ 条

件为:初始 ｐＨ ４􀆰 ６６、培养温度 ２９􀆰 ６０℃、培养时间

３􀆰 １６ ｄꎬ预测最大酶活为 ５１􀆰 ７ Ｕ / ｍＬꎮ 经验证ꎬ该条

件下实际酶活达到 ５３􀆰 ２ Ｕ / ｍＬꎬ与预测值相对误差

仅为 ２􀆰 ９０％ꎬ表明模型拟合良好ꎬ预测结果可靠ꎮ
筛选获得的菌群 ＣＴＳ 在最优条件下表现出高效产

纤维素酶能力ꎬ其中 ＣＭＣａｓｅ 与 β－ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ 分别

达到 ４９􀆰 １ Ｕ / ｍＬ 和 ４６􀆰 ８ Ｕ / ｍＬꎬ显示出较强产纤维

素酶能力ꎮ
２􀆰 ４　 产酶过程中的三维荧光光谱分析

利用三维荧光光谱(３Ｄ－ＥＥＭ)对菌群 ＣＴＳ 产

纤维素酶过程进行分析如图 ６ 所示ꎬ从图 ６( ａ) ~
(ｄ)分别为 ０、１、３、５ ｄ 的光谱图ꎬ蛋白特征区[激发

(Ｅｘ)２５０~２８０ ｎｍ /发射(Ｅｍ)２８０ ~ ３８０ ｎｍ]可知归

属为用于监测蛋白胨消耗ꎬ荧光强度面积随培养时

间持续减弱ꎬ表明蛋白胨被水解为小肽 /氨基酸ꎬ高
效用于菌体生长与酶合成ꎮ 还原型辅酶Ⅰ(ＮＡＤＨ)
代谢活性区(Ｅｘ３４０ ｎｍ / Ｅｍ４４０ ~ ４６０ ｎｍ)荧光强度

同步增强ꎬ证实代谢活性提升ꎬ为产酶供能ꎮ 而纤维

素降解产物区(Ｅｘ３００ ~ ４００ ｎｍ / Ｅｍ４００ ~ ５５０ ｎｍ)荧
光强度逐步增强原因是寡糖衍生物及黄腐酸类物质

的生成ꎮ 第 ３ ｄ 强度显著增强(关键转折点)ꎬ表明

酶积累及高效底物降解ꎻ第 ５ ｄ 趋于稳定与酶活峰

值时间相对应ꎮ 综上所述ꎬ由蛋白区减弱与 ＮＡＤＨ
代谢区荧光增强为产酶提供了基础ꎻ酶解产物区荧

光增强直接反映酶积累过程ꎮ 三区域信号时序变化

(氮耗→代谢激活→产物累积)完整呈现菌群 ＣＴＳ
高效产酶机制ꎮ

(ａ)０ ｄ

(ｂ)１ ｄ

(ｃ)３ ｄ

(ｄ)５ ｄ

图 ６　 产纤维素酶过程中的 ３Ｄ－ＥＥＭ 图

３　 结论

(１)本研究从自然环境中成功筛选出一株高效

产纤维素酶的菌群 ＣＴＳꎬ该菌群具有耐酸性强、降解

周期短等显著特点ꎮ 宏基因组学分析表明ꎬ其优

势菌属主要包括栓孔菌属( Ｔｒａｍｅｔｅｓ)、帚枝霉属

(Ｓａｒｏｃｌａｄｉｕｍ)和革孔菌属(Ｐｉｌａｔｏｔｒａｍａ)ꎮ
(２)通过系统优化碳源、氮源、温度、时间及初

始 ｐＨ 等关键发酵参数ꎬ确定了菌群 ＣＴＳ 的最佳产

酶条件为:玉米芯添加量 ４％(ｗ / ｖ)、蛋白胨添加量

０􀆰 ２％(ｗ / ｖ)、初始 ｐＨ ４􀆰 ６６、培养温度 ２９􀆰 ６℃、培养时

间 ３􀆰 １６ ｄꎮ 在此优化条件下ꎬＣＭＣａｓｅ、β－ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ、
ＦＰａｓｅ 活性分别达到 ４９􀆰 １、４６􀆰 ８ Ｕ / ｍＬ 和 ５３􀆰 １ Ｕ / ｍＬꎬ
显示出优良的纤维素酶生产能力ꎮ

(３)通过三维荧光光谱(３Ｄ－ＥＥＭ)与碳水化合

物活性酶(ＣＡＺｙ)数据库的协同分析ꎬ从分子水平揭

示了该菌群高效产酶的代谢机制与关键功能酶系基

础ꎮ 本研究不仅为木质纤维素生物质的高效降解与

资源化利用提供了具有潜力的优良菌种资源ꎬ也为
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复杂菌群协同产酶机制的研究提供了理论依据与技

术支撑ꎬ对推进生物质能源与绿色制造技术的发展

具有积极意义ꎮ
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