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摘要：【目的】从堆肥中筛选和鉴定产碱性纤维素酶的菌株，对菌株及其酶学特性进行研究。【方法】以刚果红平

板染色法进行初筛，摇瓶发酵复筛，分离到高酶活菌株C73。通过形态观察和16S rRNA序列分析对菌株进行

鉴定。采用DNS定糖法测定发酵液酶活最适pH值、pH值稳定性、最适温度、热稳定性及常见金属离子、SDS、

EDTA等对酶活的影响。【结果】该菌株形态呈杆状，革兰氏阳性，不产芽孢，适宜在pH值8．o～11．o、30～37℃

条件下生长。16S rRNA序列比对发现，该菌株与琼斯氏菌(J0咒es施sp．)Pcl序列相似度大于99％，初步鉴定

为琼斯氏菌属菌株。在发酵培养基中，菌体浓度和cMCase活力分别在40h和50h达到最大值，随着发酵时间

的延长发酵液pH值稳定在9．5左右。粗酶液的最适作用pH值为10．o，此时CMcase活力达2．3u／mL。在

pH值8．o～11．o的范围内保持60％以上的酶活；最适作用温度为60℃，且在30～80℃的范围内保持60％以上

的酶活。金属离子Mn”、C02+和(NH。)：s0。对酶活力有较强的抑制作用。【结论】菌株C73呈现较高的碱性

CMCase酶活、较高的热稳定性和pH值稳定性，具有良好的工业应用前景。
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Abstract： 【Objective】 Strain with alkaline

CMCase—producing ablities was screened from

compost heaps and identified．Studies were con—

ducted on the strain and its enzymatic charac—

ters．【Method】Strain C73 was screened primarily

through Congo—red agar plates and secondly by

flask fermentation．The strain was identified bv

morphism speculation and 16S rRNA sequence

analysis．Enzymatic properties of optimal activity

pH，pH stablity，optimal activity temperature

and thermo—stablity as well as influence of metal

ions，SDS and EDTA on the enzyme were dete卜

mined throuth DNS method．【R姻ult】The strain

was rOd—shaped'gram—posltlVe，nOn—spOrulatlng

and could grow at pH 8．0～11．0，30～37℃．Fe卜

mentation with CIⅥC media showed maxium ceU
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growth and CMCase avtivity peaks were reached at 40h and 50h，with the pH of system de—

creased to 9．5．Optimal CMCase activity pH was 10．O，while the CMCase activity reached

2．3U／mL．60％of CMCase activity was obtained at the pH range of 8．o～11．O．Optimal CM—

Case activity temperature was 60℃and 60％of residual CMCase activity was obtained after in—

cubation at 30～80℃for 1 h．The addition of Mn2+，C02+and(NH4)2S04 strongly inh出ited

CMCase activities．【Conclusion】Strain C73 exhibited higher alkaline CMCase activity，higher pH
stablity and thermo—stablity and had a potential in industrial application．

Key woI‘ds：cellulase，．厂on Psin sp．，enzymatic properties

【研究意义】纤维素是地球上最丰富、最廉价的可

再生有机物资源，仅我国每年可利用的木质纤维素资

源可达2．o×109t[1’2]。随着化石燃料的日渐枯竭，

纤维素生物质能源有望成为一种可靠的替代品[2]。

可见，纤维素资源的开发利用具有良好的经济效益、

社会效益[3]。纤维素是葡萄糖分子通过B一1、4一糖苷

键形成的聚合体。纤维素酶为能够作用于纤维素底

物B一1，4一葡萄糖苷键的一类生物酶的总称，是纤维素

资源开发的关键[t]。【前人研究进展】成熟的纤维素

酶多由丝状真菌产生，如根霉、木霉，其最适作用pH

值为酸性(3～5)，却在碱性条件下失去酶活，这类酶

称为酸性纤维素酶[引。Horikosh等[53于20世纪70

年代筛选到在pH值8～10范围内具有纤维素酶活

力的芽孢杆菌(＆c删“s sp．)。后来的研究陆续发现

了一系列碱性纤维素酶产生菌株，大部分为芽孢杆菌

属菌株、单胞菌属以及少量的放线菌和真菌[6~8]。国

内也进行了大量的研究[§]：如肖黎明等口0]通过诱变

改造软化芽孢杆菌(＆f洲“s m口fPm咒s)，得到了

52．3U／mL的碱性纤维素酶活。蔡勇等[11]通过复合

诱变改造，使芽孢杆菌酶活提高到53．86U／mL。【本

研究切入点】目前，商业化的纤维素酶主要用于纤维

素水解，但不能完全满足多样化的处理工艺。碱性纤

维素酶广泛应用于纺织和洗涤剂行业[4]。随着木质

纤维素稀碱前处理工艺的广泛采用，能够适应碱性和

高温作用环境的纤维素酶也成为现实需求[1 21。当前

所研究和开发的纤维素酶仍然存在酶活不够高、耐热

性差、pH广适性差的问题[13’141，仍需从自然界广泛

筛选具有高酶活的、有良好应用前景的产酶菌株和纤

维素酶。【拟解决的关键问题】本研究从畜禽堆肥中

进行大量的筛选工作，得到了一种具有碱性纤维素酶

活力的菌株，并对该菌株的生长特性、进化分类关系、

产酶特性及该酶的酶学特性进行了研究。

1材料与方法

1．1材料

1．1．1 菌株与质粒

琼斯氏菌C73(Jo咒esi口sp．C73)采自武鸣县某

农舍附近的堆肥，大肠杆菌(Esc矗P疵chi口cD缸)DH5a
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由本实验室保存。克隆载体pMDl8一T购自大连宝

生物工程有限公司。

1。1．2 试剂

Taq DNA聚合酶购自大连宝生物工程有限公

司，无氨基酸酵母氮源(YNB)购自Difco，tryptone和

yeast extract购自0XOID公司，其他试剂为国产分

析纯。引物合成与测序委托上海英骏公司。

1．1．3培养基

筛选培养基：蛋白胨109、酵母粉59、羧甲基纤维

素(CMC)10 g、NaCl 59、KH2PO。19、琼脂粉159、刚

果红o．29及蒸馏水1000mL，灭菌后用无菌NazCO。

溶液调整pH值至8．o。

发酵培养基：蛋白胨109、羧甲基纤维素钠109、

NaCl 59、KH2P0。19，加蒸馏水至体积为looo mL，

灭菌后用无菌Na。CO。调整pH值至8．0。

1．2方法

1．2．1产酶菌株筛选

称取19堆肥样品，加入装有无菌生理盐水的三

角瓶中，放置于30℃摇床震荡一段时间至土样完全

溶解后，将菌悬液进行浓度梯度稀释，吸取200弘L稀

释倍数为10～，10一，10'7的菌悬液涂布于由筛选培

养基制备的平板上，分别置于30℃和37℃培养箱培

养3 d，直至平板长出单菌落。挑取具有较大透明圈

的单菌落进行划线，纯化培养。

挑取纯培养后的初筛菌株单菌落至装有已灭菌

的5mL发酵培养基的试管中，按其初筛时的生长温

度置于200r／min的摇床培养2 d。之后收集培养物

于4℃、12000r／min离心10min，吸取上清液测定

CMC酶活力，将酶活力较为理想的菌株作为目的菌

株。酶活测定方法参考文献[15]。其中，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8．o)缓冲液2．omL。50℃水浴

反应60min，立刻用DNS法[16]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U。

1．2．2 产酶菌株形态鉴定

通过革兰氏染色法染色后在显微镜下进行菌株

形态观察。纯化菌株涂布发酵培养基平板，30～37℃
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培养24h后观察菌落形态。

1．2．3产酶菌株分子生物学鉴定

活化菌株接种LB培养基，接种量5％，37℃，

200r／min培养8h至对数期，菌数2×108个／mL以

上。取培养液2mL，12000r／min离心2min，弃上清，

菌体用无菌蒸馏水洗涤2次，收集菌体细胞提取基因

组DNA。以该基因组DNA为模板，采用通用引物

27F／1492R扩增菌株的16S rDNA序列。50肚L的反

应体系含PCR缓冲液5弘L，正反向引物各1弘mol／L，

M92+2．5mmol／L，dNTP O．02mmol／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、切胶回收正确条带后连接到pMD一18T载体并

转化大肠杆菌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。将测序得到的16S

rRNA序列用NCBI的BLAST 2．o进行同源分析

(BLASTN)，搜索Genbank核酸数据库得到最优

匹配。

1．2．4摇瓶产酶试验

将筛选到的菌种由培养平板接种到装有200mL

发酵培养基的500mL的三角瓶，置于37℃、200r／

min下培养20h，制成液体菌种。然后按l％的接种

量将液体菌种扩大培养，在37℃、200r／min下进行

产酶试验，定时取样测定发酵液的OD。。。、pH值、蛋

白质含量及CMC酶活力。蛋白质含量测定采用考

马斯亮蓝法[1引。

1．2．5酶学性质研究

酶的最适温度测定是按照酶活测定方法，取适当

稀释的发酵液分别在30℃、40℃、45℃、50℃、55℃、

60℃、65℃、70℃测定相对酶活(％)。酶的热稳定性

测定是将发酵液在以上不同温度下保温1h，迅速冷

却后，测定残余酶活力(％)。

酶的最适pH值测定是按照酶活测定方法，以不

同缓冲液(pH值3．o～5．o的为醋酸一醋酸钠缓冲液，

pH值5．5～8．o的为磷酸盐缓冲液，pH值8．5～

11．o的为甘氨酸一氢氧化钠缓冲液)校准发酵液的

pH值，在酶反应的最适温度下测定酶活性，以最高

酶活为100％，计算各反应体系相对酶活。酶的pH

值稳定性测定是将发酵液用不同浓度pH值缓冲液

校准后，4℃保温1h，测定残余酶活力，以未经过处理

酶的酶活力为100％，绘制pH值相对剩余活力曲

线。

酶促进剂与抑制剂研究是在相同条件下，向酶液

中分别加入不同的离子，包括Ba2+、Na2+、Li2+、
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Pb2+、Zn2+、Cu2+、Fe2+、Ca2+、M92+、Ni2+、Mn2+、

C02+、SDS、(NH。)2S0。和EDTA，使其终浓度为o．5

mM／L，同时以未处理的酶液作为100％对照，在酶

反应的最适pH值和最适温度的条件下测定各离子

对酶的影响，以残余酶活(％)表示。

2结果与分析

2．1产酶菌株的筛选结果

2．1．1 菌株的分离

根据各菌株酶活力情况，将潜在的酶活力较高的

1株菌株作为研究对象，命名为C73。C73菌株在分

离培养基上培养36 h形成的透明圈，晕环和菌落直

径比(D／d)为2．1，如图1所示。

图1 在筛选培养基上菌株C73对CMC的降解

Fig．1 Digestion of CMC by strain C73 grown on screen—

ing medium

2．1-2 菌株C73的形态特征

显微镜下菌株C73细胞形态为杆状，o．5×2

肚m，革兰氏染色阳性，不生孢。菌株C73在筛选培养

基中30℃培养36h，菌落直径为2～3mm、黄色、圆形

凸起、表面光滑、边缘整齐。此结果与琼斯氏菌株已

有报道相一致[18~20|。

2．1．3 菌株C73的16S rDNA鉴定及系统发育分析

通过将16S rDNA序列在Genbank中进行同源

性比对分析来确定其分类地位，结果显示菌株C73

与琼斯氏菌属菌株PCI(HQ413085．1)以及琼斯氏

属菌株YNUCC0043(DQll23．44．1)具有最高的同

源性(大于99％)。因此将该株鉴定为琼斯氏菌

C73。通过构建进化发育树发现，该菌株更接近于琼

斯菌属的青海琼斯氏菌(．，o卵Psi口q“i竹办口瑟咒sis)，

却与本属的模式菌反硝化琼斯氏菌(．，o卵Ps如

dP咒i￡r咖c彻s)进化关系较远(图2)[211。

2．2琼斯氏茵C73的摇瓶产酶情况

琼斯氏菌C73在摇瓶条件下进行产酶试验结果

显示，该菌在接种15h后生长旺盛，到40h后生长减

缓，菌株C73进入衰亡期，随着细胞的裂解，其所产

的酶逐渐释放出来。碱性纤维素酶的产生比细菌生

Guangxi Sciences，V01．21 No．1，February 2014



长延滞约10h。初期酶活迅速上升，发酵50h达到酶

活力峰值2．3 U／mL。发酵液的蛋白质在20h后开

始大量分泌，在菌体进人衰亡期后开始急剧下降，应

是由于菌体自身代谢所致。纤维素酶的分泌早于蛋

白质大量合成，可能是菌株受单一碳源的环境压力而

形成的生存方式。发酵过程中，发酵液的pH值随发

酵时间的延长而降低，在o～56h区间几乎呈线性下

降至9．3，之后略有上升，直至稳定在9．5左右(图

3)。这说明发酵过程同时伴随产酸。

气面一

图2 菌株C73 16S rDNA基因序列系统发育树’

Fig．2 Phylogenjc tree constructed with 16S rRNA se—

quence of strain C73

*．，onP5妇 sp．YNUCC0043：琼斯氏属菌株

YNUCC0043；C抓z06dc把ri“m sp．：一种分枝杆菌属菌株；

-，o以已sin q“i竹g^niP行sis：青海琼斯氏菌；-，o竹Psi口6口fzPri“，n：

～种琼斯氏菌；_，o竹Ps谊如ni￡r咖c口”s：反硝化琼斯氏菌；

&rini6nc把r 5nzmonP甜s：赭红丝氨酸杆菌；＆zz“zo棚。行ns

sp．：一种纤维单胞菌；＆orgP行施r乱口理ii：阮氏乔治菌。

0 20 30 40 50 60 70 8

时间Time(h)

【冬l‘{ 【*1侏(’7：{的发nf r’。日母}lfl}戈

F19．：{I确硝m L-1)rfmlr¨。n c L⋯f、of E㈣m(、i：{

·：f)f)。；▲：I、}l f“；★：酶?一：·：堑『’I岔}I_；=

_：()D。 ：▲：I J}I、“h儿一：★：(、ML、a“1；I。t1、’I’j7：·：I’r()t(。i11(()IH(、nI．

2．3琼斯氏菌C73的酶学特性

2．3．1酶的最适温度与热稳定性

最适温度测定结果显示，该酶的最适温度为

50℃，在30～55℃之间能维持60％以上的酶活力(图

4)。热稳定性研究结果显示，该酶在50℃以下保温

30 min具有50％以上的活力，而在60℃以上迅速丧

失活力，70℃下保温30 min后，酶活力不足原酶的

10％(图5)。
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图4温度对酶活性的影响

F喀4 Effect of temperature on activity

图5温度对酶稳定性的影响

Fig．5 Effect of temperature on stability

2．3．2 酶的最适pH值与pH值稳定性

在最适温度50℃下测定酶的最适pH值，结果

显示，该酶的最适pH值为9．5，在pH值6．5～11．o

之间酶都具有80％以上的活力，pH值范围较广泛

(图6)。
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图6 pH对酶活性的影响

Fig．6 Effect of pH on activity

pH值稳定性测定结果显示，该酶在pH值7．o

～11．O的碱性环境中较稳定，可以保持大约80％的

相对活力(图7)。即便在pH值3．5～7．0的酸性环

境中也可以保持60％的酶活力。这表明其在宽泛的

pH值范围内、尤其是碱性环境中具有较强耐受性。

这种特性非常有利于pH值多变的复杂体系中纤维

素的降解。

2．3．3酶的促进剂与抑制剂

在pH值10．o和最适温度50℃的条件下测定各

离子对酶的影响。由图8可以看出，金属离子Ca2+

3】
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对该酶有较强的促进作用，Li+、Na+对酶也有不同程

度的促进作用；而Mn抖、C02+和(NH。)：SO。对酶活

力有较强的抑制作用，其余离子对酶的影响不明显。
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图7 pH值对酶活性稳定性的影响

Fig．7 Effect of pH on stability of activit)

图8离子对酶活的影响

Fig．8 Effects of different ions on activity

3讨论

本研究从堆肥中筛选到1株琼斯氏菌C73，其最

适生长温度为30～37℃，最适生长pH值为10．o左

右，是一种典型的嗜碱细菌。已有报道显示琼斯菌属

菌株可以降解木聚糖，且可以产生分泌性纤维素

酶[20’21|。在本研究中，摇瓶产酶条件下培养液中的

碱性纤维素酶活力可达2．3U／mL。琼斯氏菌C73

产生的纤维素酶为单一的CMC酶，其适宜反应温度

为50℃，在30～70℃的范围内保持60％以上CM—

Case活力；最适反应pH值为10．o，在碱性范围内保

持较高活力。金属离子Ca2+对该酶有较强的促进作

用，Li+、Na+对酶也有不同程度的促进作用；而

Mn2+、C02+和(NH；)。SO。对酶活力有较强的抑制作

用，其余离子对酶的影响不明显。目前，国内外筛选

了一系列具有较好的耐碱、耐热、高产的碱性纤维素

酶生产菌株。Shitsuw等[5]得到1株最适作用pH值

为9，最适作用温度为50℃的产酶芽孢杆菌KSM一

64，其最高酶活达2．6U／mL。Ashab订等Ⅲ筛选到1

株藓样芽胞杆菌(＆c删“5 zif^en帕rmis)，其最适

作用pH值和温度分别为10．o和30℃。Susumu等

筛选到芽孢杆菌，其最适作用pH值和温度分别为
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9．5和30℃。Ji—Yeon Kim等‘22]也得到1株芽孢杆

菌，其最适作用pH值和温度分别为10．o和50℃，与

本研究中酶活特性相近，但pH值和温度稳定性较

劣。综上，本研究所筛选的琼斯氏菌C73兼具耐强

碱、耐高温、稳定性好的酶学特性，有望应用于成熟的

棉纺和洗涤剂工业领域。此外，随着木质纤维素资源

开发利用研究的深入口3~2引，碱处理成为一种高效的

纤维素前处理工艺。商用的纤维素酶只能在酸性或

中性条件下作用，因此必须对前处理产物进行酸化。

考虑到本研究中纤维素酶耐强碱、pH值适应范围

广、热稳定性好的特点，有望应用于纤维素乙醇的生

产中，可以节约大量的成本。
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