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摘 要：用 ＣＭＣ糖化力法和纤维素减重法探讨了对一组高效稳定的纤维素分解细菌复合系ＭＣ１的产酶条件。结果表
明，在６种纤维素材料中，可直接利用的天然纤维素含量高的Ｃ源（如滤纸、棉花）存在下表现出高活性；利用蛋白胨和
酵母粉作Ｎ源时的纤维素酶活性远高于硝酸铵、尿素等无机 Ｎ源；以滤纸和酵母粉作为惟一 Ｃ、Ｎ源时，最适发酵浓度
分别为０．５％和０．１２５％，其产酶最高峰均出现在发酵第５ｄ。ＭＣ１最适纤维素分解温度为５５℃，但６０℃以上的高温
抑制 ＭＣ１纤维素分解酶；ＭＣ１的最适氧气浓度为０．０１～０．０４ｍｇ·Ｌ－１，过高过低的氧气浓度均抑制纤维素分解。ＭＣ１
的微好氧特点对堆肥工程降低生产成本具有重要意义。
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纤维素是地球上最丰富的生物资源，约占植物总

干重的１／３～１／２犤１犦。纤维素的生物分解对开辟新能
源和防止污染环境有重要意义。因此，一直是生物技

术领域研究的重点犤２、３犦。但纤维素结构复杂，纯培养微

生物难以有效地分解它。近年在纤维素生物分解中多

种菌的协同作用逐渐引起人们的重视。笔者等曾从４

种高温堆肥中，分离了４组纤维素分解菌群，又将其
组合并用多种限制性培养技术分离构建成一组分解

能力强而稳定的纤维素分解菌复合系ＭＣ１犤２犦。该复合
菌系在 ５０℃静止液体培养下，４８ｈ把 ０．５ｇ·１００
ｍＬ－１滤纸崩解溶化，８ｄ把２ｇ·１００ｍＬ－１稻草分解成
糊状，其分解能力在连续继代培养下已维持 ２ａ以
上。ＭＣ１把自然界多种微生物的协同作用再现于人
工培养物中，并可能成为比自然界的更稳定、分解效

率更高的细菌群体。

因纤维素结构复杂，能够分解纤维素的酶是由多
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个组分构成的复合酶。不同来源纤维素复合酶的酶成

分不同，其酶活和分解能力也不相同犤３～５犦。ＣＭＣ糖化
力法是目前较常用的纤维素酶活测定手段，但微生物

的培养条件和酶活测定条件对所测的酶活影响甚

大。本文将报告以ＣＭＣ糖化力法测定的ＭＣ１的纤维
素酶活特性及诸培养条件对产酶的影响。

１ 材料与方法

１．１菌种来源
由本研究室分离构建的纤维素分解菌复合系

ＭＣ１犤２犦。
１．２培养条件

蛋白胨纤维素培养液 牗ＰＣＳ牘：０．５％蛋白胨牞
０．５％纤维素牗新华滤纸牘牞０．５％ＮａＣｌ牞０．２％ＣａＣＯ３牞
０．１％酵母粉。无特别说明时培养体积为１００ｍＬ，接
种量５％，５５℃静止培养牞使处于 ＤＯ（溶氧量）为
０．０２～０．０４ｍｇ·Ｌ－１的微好氧条件。
１．３纤维素酶测定方法（ＣＭＣ糖化力法）

详见文献犤６犦。
１．４分解底物Ｃ源的种类和浓度对ＭＣ１纤维素酶活
的影响

１．４．１Ｃ源种类的影响
分别以０．５％的葡萄糖、羧甲基纤维素 （ＣＭＣ）、

棉花、滤纸、麦秆、锯末作１．２节的ＰＣＳ中纤维素Ｃ
源，培养２ｄ和５ｄ后用ＣＭＣ糖化力法测定纤维素酶
活；再将用同样方法培养 ５ｄ的培养物，５０００ｒ·
ｍｉｎ－１离心牞倒上清液牞用盐酸和硝酸的混合液冲洗
而消除菌体 犤７犦牞离心牞清水洗牞离心牞１０５℃烘干后称
重牞计算失重量和失重率。
１．４．２Ｃ源浓度的影响

分别以０．２５％牞０．５％牞１％牞２％牞４％的滤纸作为
惟一碳源制作ＰＣＳ，５５℃静止培养７２ｈ后牞用 ＣＭＣ
糖化力法测定纤维素酶活。

１．５培养基Ｎ源的种类和浓度对ＭＣ１纤维素酶活的
影响

１．５．１Ｎ源种类的影响
以０．１％的硝酸铵、尿素、硫酸铵、牛肉膏、蛋白

胨、酵母粉分别作１．２节的ＰＣＳ中纤维素Ｎ源，培养
７２ｈ后用ＣＭＣ糖化力法和滤纸（ＦＰ）糖化力法测定纤
维素酶活。其中滤纸糖化力法是酶活测定反应中的碳

源换为滤纸。

１．５．２Ｎ源浓度的影响
以０．１２５％，０．２５％，０．５％，１％，２％的滤纸作为

惟一碳源分别制作 ＰＣＳ，５５℃静止培养 ７２小时后牞
用ＣＭＣ糖化力法测定纤维素酶活。
１．６培养温度对ＭＣ１纤维素酶活的影响

制作０．５％的滤纸作Ｃ源的ＰＣＳ，培养温度分别
设置为３０，４０，５０，５５，６０，７０℃，培养７２ｈ后测定
ＣＭＣ糖化活性和减重活性 （１．４．１节）、ｐＨ值及培养
液ＯＤ值。
１．７培养液的溶氧量对ＭＣ１纤维素酶活及生长量的
影响

向４只直径６ｃｍ的圆柱形广口瓶中加入ＰＣＳ培
养基，液深分别设置２，４，６，８ｃｍ，浸在培养液中的滤
纸重量达到０．５％牞５５℃静止培养７２ｈ后，测定纤维
素酶活（ＣＭＣ糖化力）、溶氧量（用上海ＪＰＭ－６０７型
测定）、ｐＨ值；取２组１５０ｍＬ三角瓶中加入１００ｍＬ
ＰＣＳ培养基，以０．５ｇ滤纸为碳源，一组在５５℃静止
培养，另一组在５５℃、１５０ｒ·ｍｉｎ－１振荡培养，测定动
态的生长量（ＯＤ值）、７２ｈ的溶氧量和纤维素酶活。

２ 结果与分析

２．１底物Ｃ源的种类和浓度对ＭＣ１纤维素酶活的影
响

２．１．１Ｃ源种类的影响
ＭＣ１在供试的所有 Ｃ源中均能良好地生长，但

不同处理间纤维素酶活性有很大差别。６种Ｃ源中对
棉花和滤纸的分解活性最高，ＣＭＣ糖化活性在第２ｄ
也较高，第５ｄ更高，滤纸的ＣＭＣ酶活近１３０Ｕ；用减
重法测定时，３ｄ内 ９５％以上的棉花和滤纸分解消
失；锯末、葡萄糖、ＣＭＣ为Ｃ源时，２种方法测得的纤
维素酶活均很低（葡萄糖和ＣＭＣ未测减重活性），；麦
秆作为 Ｃ源时的活性介于前 ２类物质的中间，５ｄ
ＣＭＣ酶活近８０Ｕ，３ｄ减重约４０％，见图１。在供试的
６种Ｃ源中ＣＭＣ糖化酶活与干物质失重率有很好的
一致性。还可见，除锯末外，３种天然纤维素作为Ｃ源
时的纤维素分解活性显著高于葡萄糖和ＣＭＣ。

图１ Ｃ源的种类对ＭＣ１纤维素酶活的影响

Ｆｉｇｕｒｅ１ Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｖａｒｉｏｕｓｃａｒｂｏｎｓｏｕｒｃｅｓｏｎｃｅｌｌｕｌａｓｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ
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图２ Ｃ源浓度对ＭＣ１产酶效果的影响

Ｆｉｇｕｒｅ２ Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅｃａｒｂｏｎｓｏｕｒｃｅｓｕｓｅｄ
ｏｎｓｏｕｒｃｅｏｎｃｅｌｌｕｌａｓｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

图３ Ｎ源种类对纤维素酶活的影响

Ｆｉｇｕｒｅ３ Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｖａｒｉｏｕｓｃａｒｂｏｎｓｏｕｒｃｅｓｏｎａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｃｅｌｌｕｌａｓｅ

图４ Ｎ源浓度对纤维素酶活的影响

Ｆｉｇｕｒｅ４ Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅｎｉｔｒｏｇｅｎｓｏｕｒｃｅｓ
ｏｎａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｃｅｌｌｕｌａｓｅ

图５ 培养温度对产酶效果的影响

Ｆｉｇｕｒｅ５ Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｃｅｌｌｕｌａｓｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

２．１．２Ｃ源浓度的影响
选择ＭＣ１分解活性高且便于肉眼观察的滤纸作

为惟一的Ｃ源，进行产酶历程实验结果，发酵的前５ｄ
所有浓度处理的纤维素酶活随着发酵时间延长而逐

渐升高，最高峰出现在发酵第５ｄ。之后，随着时间推
移各处理的纤维素酶活迅速下降。在不同量（浓度）的

Ｃ源作比较时，以培养液的０．５％滤纸的分解活性最
高，其次是０．２５％，在１％以上时底物量越多分解活
性越低，并不是底物越多分解活性越高，见图２。

２．２培养基Ｎ源的种类和浓度对ＭＣ１纤维素酶活的
影响

２．２．１Ｎ源种类的影响
分别以硝酸铵、尿素、硫酸铵、牛肉膏、蛋白胨、酵

母粉作为 ＰＣＳ培养基的Ｎ源进行发酵结果表明，有
机氮源（酵母粉、蛋白胨、牛肉膏）对ＭＣ１的产酶效果
明显优于无机Ｎ源（硫酸铵、尿素、硝酸铵）；且有机
复合Ｎ源不同处理间的差异不大，而无机Ｎ源不同
处理间差异较大。无机 Ｎ源中硫酸铵处理的纤维素
酶活性仅次于有机复合Ｎ源，见图３。

２．２．２Ｎ源浓度的影响
用不同浓度的酵母粉作惟一 Ｎ源时，最低浓度

０．１２５％的ＣＭＣ糖化活性最高，从时间上发酵１ｄ后
纤维素酶活随着发酵进程呈上升趋势，发酵第５ｄ达
到最高峰。当酵母粉浓度增加１倍到０．２５％时纤维
素酶活减到一半以下，超过０．５％时，在整个发酵过

程中几乎测不到纤维素酶活，见图４。但实际肉眼观
察时，酵母粉浓度０．５％的滤纸崩解最快，过７２ｈ后
见不到滤纸的原来形状。

２．３培养温度对产酶效果的影响
在培养温度 ３０℃下 ＭＣ１复合菌系虽然有一定

的生长量，但测不出纤维素酶活性。随着培养温度的

提高，ＭＣ１复合菌的总生长量和纤维素酶活均迅速
提高，５５℃时纤维素酶活性和生长量均达到最高峰，
当温度超过６０℃，菌的生长量和酶活开始急剧下降，
到７０℃时停止生长，纤维素酶活也消失，见图５。由图
５可见在不同温度条件下 ＣＭＣ糖化活性和滤纸失重
率（％）的变化趋势相当一致，ｐＨ值的变化也显示在
５５℃时最低。说明在旺盛分解阶段ｐＨ值的降低和纤
维素酶活升高是同步反应，这一点在随时间的动态变

化中也已证实犤２犦。

２．４培养液的溶氧量对ＭＣ１纤维素酶活及生长量的
影响

设计同样直径不同液深，控制静止培养体系的溶

氧量，来探讨了溶氧量与ＭＣ１纤维素酶活的关系。结
果，在发酵液深度为２～６ｃｍ之间，ＣＭＣ糖化活性呈
直线上升，６ｃｍ时最高达１９０国际单位 （Ｕ），超过６
ｃｍ略微下降，８ｃｍ密封时无活性。而发酵液溶氧量随
液深增加而减少，酶活最高的 ６ｃｍ深度上为 ０．０１
ｍｇ·Ｌ－１；ｐＨ值也随着液体深度加深呈下降，液深６
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图６ 液体深度对纤维素酶活的影响
Ｆｉｇｕｒｅ６ Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｅｐｔｈｏｆｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎｓｏｌｕｔｉｏｎ

ｏｎａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｃｅｌｌｕｌａｓｅ

图７ 静止和振荡培养对产酶的影响

Ｆｉｇｕｒｅ７ Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｂｏｔｈｓｔａｔｉｃａｎｄｓｔｉｒｒｉｎｇｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎｓ
ｏｎｃｅｌｌｕｌａｓｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

图８ 静止和振荡培养的 ＭＣ１生长量
Ｆｉｇｕｒｅ８Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｂｏｔｈｓｔａｔｉｃａｎｄｓｔｉｒｒｉｎｇｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎｓ

ｏｎＭＣ１ｂｉｏｍａｓｓ

ｃｍ时６．２，然后不再下降牞见图６。在外观上，实际滤
纸崩解的顺序为６ｃｍ处理在７２ｈ全部崩解完，随后８
ｃｍ在第４ｄ，４ｃｍ在第５ｄ崩解，２ｃｍ和８ｃｍ密封处
理永远崩解。说明溶氧量与ＭＣ１纤维素分解活性密
切相关。在另一实验中，振荡培养的ＣＭＣ糖化活性在
开始的１６ｈ有微弱的测定值后完全变零，微生物生
长量也极其少，见图７、图８。显然，ＭＣ１在好氧条件下
生长慢，不分解纤维素。

３ 讨论

由图１可见，ＭＣ１对棉花和滤纸具有强烈的分解
活性，这一点是任何纯培养的纤维素分解菌不可比拟

的犤８犦。在不同来源的Ｃ源中可直接利用的天然纤维素
含量越高，纤维素酶活性显得越高，似乎天然纤维素

对 ＭＣｌ产纤维素酶有良好诱导的作用。而 Ｃ源最佳
发酵浓度为０．５％，Ｃ源过多纤维素分解活性受到抑

制，对此有待于进一步研究。

在前人的纤维素分解菌研究中大部分培养基使

用无机氮源犤３、４犦，而ＭＣ１在有机复合Ｎ源中的纤维素
分解活性明显优于无机 Ｎ源。结合上述分解天然来
源纤维素的分解活性，可认为微生物的功能与它原来

长期适应环境条件关系密切。ＭＣ１原分离于旺盛发
酵的堆肥样品中，而堆肥中存在丰富的天然纤维素和

有机氮源。因此进一步认为分离筛选微生物时，把握

目标应用领域的条件非常重要，只有筛选功能对目标

应用领域的各个条件有效时筛选的微生物才有价

值。

在以往的纤维素分解研究中真菌类的培养条件

常常是在好氧的振荡培养 犤３犦，细菌多为厌氧 犤４、５犦。而

ＭＣｌ在典型的好氧和厌氧下均不分解纤维素。只有在
溶氧量０．０１～０．０４ｍｇ·Ｌ－１的微好氧条件下才能很
好地分解纤维素。这可能是多种菌复合系的一个特

点，有一定量氧气可给相对好氧的菌类提供条件，而

好氧菌类的活动减少氧气又可为相对厌氧菌创造局

部厌氧，使得多种菌协同代谢高效分解纤维素。这个

特点也正适合堆肥化过程，过多的通气不利于保持水

分和温度，不利于酶类反应，过密闭又造成厌氧反应，

无法除臭，堆肥发酵缓慢。同时微好氧下能够高效分

解纤维素，对降低堆肥化成本有重要意义。典型好氧

堆肥犤９犦成本下不来的主要原因之一在于通气费用犤１０犦。
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