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纤维素降解真菌的分离筛选①
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摘要:采用涂布平板法和刚果红平板透明圈法,从常年堆积腐烂落叶下的腐殖土壤中分离获得11株有一定纤维素

降解活性的真菌菌株.采用滤纸失重法和3,5 二硝基水杨酸比色法,进一步测定了11株真菌对纤维素的降解能

力,结果表明:编号为LY4-2,LY4-4,LY4-5和LY5-1的4株菌株对纤维素表现出不同程度的降解活性,其中LY4-

5菌株表现出较好的降解活性,滤纸失重率为44.96%,羧甲基纤维素钠酶活为41.25IU,滤纸酶活为27.63IU.
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微生物发酵分解纤维素主要是依靠其产生的胞外酶完成,自然界能产生分解纤维素酶的微生物很多,

包括细菌、真菌和放线菌.据报道,真菌分解纤维素的能力比细菌和放线菌强,真菌在降解纤维素底物时,

菌丝穿过细胞壁进入细胞,由内而外降解纤维素,使其分解成可被利用的单糖或二糖[1-2].目前国内外的研

究表明,用于纤维素酶生产的多为木霉属、青霉属、曲霉属和枝顶孢霉属的真菌,其中木霉属是迄今所知

形成和分泌纤维素酶系成分较全面的一个属,国内外许多研究人员对此做了很多报道[3].
20世纪50年代初,美国的Reese博士和他的合作者从腐烂的纤维材料上分离了大量真菌,并经过

一系列研究后发现绿色木霉分泌胞外纤维素酶的能力最强,由该菌产生的纤维素复合酶具有分解天然

纤维素所需的3种组分,即内切葡萄糖苷酶、外切葡萄糖苷酶和β-1,4 糖苷酶[4];由荒开基夫等[5]筛选

出的荆孢曲酶No.F-50能产生较好的纤维素酶系,其粗酶液对纸浆有很强的协同分解能力.此外,我国

科学工作者对纤维素分解菌的筛选也做了大量工作,洪泂等[6]分离出1株对纤维素降解能力较好的黑曲

霉突变菌株2281-C,并对其产生的纤维素酶进行了研究;兰时乐等[7]从腐木上分离到1株纤维素酶活较

高的野生纤维素酶产生菌TP01,最后鉴定为绿色木霉,并以该菌为出发菌株,经LiCl,硫酸二乙酯和紫

外线等化学物理诱变处理,最后获得1株高产纤维素酶突变菌TP1202,该菌株对纤维素具有较高的降

解活性.
利用微生物降解法分解纤维素,是目前利用纤维素的最佳途径.张琴等[8]报道,从重庆缙云山松树林

下采集土样,筛选获得2株降解棉秆纤维素活性较好的菌株,并对产酶条件进行了研究.西安建筑科技大

学朱玉玺[4]报道,从常年堆积秸秆下、牛胃牛肠、温热的牛粪和造纸废液下的泥土中采样,筛选获得了3
株高效降解纤维素的菌株,分别是青霉属、绿色木霉和假单胞菌属.

大量研究成果表明,选育高效纤维素降解菌,利用纤维素废弃物,对其进行生产转化是完全可行的,

但就目前国内外研究而言,筛选出的纤维素降解菌酶活力不高是限制纤维素资源应用的主要因素之一.因
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此,进一步寻找和开发高产纤维素酶菌株,是纤维素资源能否高效利用的关键.
本试验主要从常年堆积腐烂落叶下的腐殖土中大量取样,分离筛选能产生高活性纤维素酶的秸秆降解

真菌,为秸秆纤维素的有效利用提供优良菌株,以提高天然纤维素的可利用性.

1 材料与方法

1.1 材 料

1.1.1 土壤样品的采集

土壤样品:在温江区惠民社区旁树林内,于常年堆积腐烂落叶下的腐殖土中取样.选择肥沃、润湿的土

壤,除去土表杂物,铲去表层土3cm左右,取1kg左右的土壤,置于阴凉处风干,放入冰箱内保存备用.
1.1.2 培养基

羧甲基纤维素钠(CMC-Na)培养基[9]:CMC-Na15g,NH4NO31g,MgSO4·7H2O0.5g,KH2PO4

1g,酵母膏1g,琼脂15g,H2O1000mL,10mg/mL链霉素溶液3.3mL(临用前加入).
纤维素刚果红培养基[10]:MgSO4·7H2O0.5g,CMC-Na2g,NaCl0.1g,(NH4)2SO42.0g,

K2PO41.0g,刚果红0.4g,琼脂15g,pH值为7.0,H2O1000mL.
滤纸液体培养基:滤纸1g,NH4NO30.4g,酵母膏0.4g,MgSO4·7H2O0.2g,KH2PO40.4g,

H2O100mL.

CMC-Na液体产酶鉴定培养基[11]:CMC-Na10g,MgSO4·7H2O0.5g,KH2PO42g,(NH4)2SO4
4g,蛋白胨10g,牛肉膏5g,H2O1000mL.

PDA培养基:马铃薯200g,蔗糖20g,琼脂15~18g,蒸馏水定容至1000mL.
1.2 方 法

1.2.1 真菌的分离及纯化

称取土样10g,用研钵研细,放入装有90mL无菌水的三角瓶中,置于摇床振荡30min后取出,趁悬

浮液沉降静止前吸1mL加入盛有9mL无菌水的试管中振荡摇匀,并照此逐级稀释成10-4,10-5,10-6的

3种浓度,将3种浓度的稀释液分别涂布于羧甲基纤维素钠平板上,重复3次,于28℃恒温培养2~5d.
待菌丝长出后,再接种于新的羧甲基纤维素钠培养基上纯化,直至获得纯菌株为止.
1.2.2 菌株对纤维素降解活性的初筛

将纯化的菌株打制成直径5mm的菌饼,分别接种于纤维素刚果红平板上,重复3次,于28℃恒温培

养7d,测量菌落直径及透明圈直径,并计算透明圈直径与菌落直径的比值.
1.2.3 菌株对纤维素降解活性的复筛

制备菌悬液[4]:将初筛获得的菌株按10%的接种量分别接种于PDA培养基中,在摇床(30℃,

150r/min)培养3d,取出,离心(4℃,4000r/min)20min,取上清液即为菌悬液.取2mL菌悬液接种到

100mL滤纸液体培养基中,重复3次,同时设空白对照,在摇床培养5d,取出过滤、洗涤、烘干后称质

量,测定滤纸失重率,根据下式计算滤纸失重率[4].
滤纸失重率/%=降解烘干后滤纸质量/未接种的空白培养基滤纸质量×100

1.2.4 菌株降解酶活性测定

采用3,5 二硝基水杨酸比色法(DNS法)[12-16]测定滤纸酶(FPAase)活性和羧甲基纤维素酶

(CMCase)活性.
1.2.4.1 液体产酶发酵

将筛选获得的活性真菌按5%的接种量分别接种到CMC-Na液体产酶培养基中,摇床培养5d.
1.2.4.2 绘制葡萄糖标准曲线

称取0.5000g葡萄糖,制成1.0mg/mL葡萄糖标准溶液,分别取上述标准溶液0,0.2,0.4,0.6,
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0.8,1.0mL置于10mL试管中,分别稀释至1mL,再加入缓冲溶液(pH值为4.8,0.2mol/L,HAc-
NaAC缓冲液)2mL和2mLDNS试剂,混匀后于沸水浴中反应5min,冷却后测吸光度值A,绘制葡萄

糖标准曲线.
1.2.4.3 制备粗酶液

取培养5d的发酵液10mL,离心15min后,取上清液即为粗酶液.
1.2.4.4 滤纸酶活(FPAase)测定[15]

粗酶液适当稀释后取1mL,加入去淀粉滤纸(1cm×6cm),再加入 HAc-NaAC(pH 值为4.8,

0.2mol/L)缓冲溶液2mL,50℃反应60min,迅速加入2mLDNS试剂,在沸水浴中反应5min.冷
却后测吸光度值A,根据葡萄糖标准曲线得反应产生的还原糖质量分数,再根据还原糖质量分数计算

酶活.
FPA酶活的定义:在pH值为4.8,50℃下,每1mL酶液在1min内催化滤纸酶解生成1μg还原糖的

酶活性称为1个FPA酶活单位(IU).
1.2.4.5 羧甲基纤维素酶活(CMCase)测定

羧甲基纤维素酶活(CMCase)测定[15]:粗酶液适当稀释后取1mL,再加入缓冲液2mL,50℃反应

30min,迅速加入2mLDNS试剂,然后在沸水浴中反应5min.冷却后测吸光度值A,根据葡萄糖标准曲

线得反应产生的还原糖质量分数,再根据还原糖质量分数计算酶活.
CMC酶活的定义:在pH值为4.8,50℃下,每1mL酶液在1min内催化CMC-Na酶解生成1μg还

原糖的酶活性称为1个CMC酶活单位(IU).
1.2.4.6 酶活力计算[16]

酶活力=A *B/V *T
其中:A 为样品中还原糖质量分数(μg);B 为酶液稀释倍数;V 为吸取的酶液体积(mL);T 为酶解

时间(min).

2 结果与分析

2.1 菌株对纤维素降解活性初筛

采用稀释培养法共分离得到11株真菌,采用刚果红纤维素平板透明圈法对11株真菌进行纤维素降解

活性初筛,结果见表1.
表1 纤维素降解真菌透明圈直径(D)与菌落直径(d)的比值大小

菌株编号
透明圈直径/

cm

菌落直径/

cm
D/d 菌株编号

透明圈直径/

cm

菌落直径/

cm
D/d

LY4-1 1.90 1.40 1.357 LY5-2 2.55 2.25 1.133

LY4-2 0.65 0.50 1.300 LY5-3 1.50 1.35 1.111

LY4-3 2.30 1.85 1.243 LY6-1 1.65 1.50 1.100

LY4-4 1.05 0.85 1.235 LY6-2 2.80 2.60 1.077

LY4-5 1.15 0.96 1.198 LY6-3 2.15 2.05 1.049

LY5-1 2.20 1.90 1.158

  由表1可知,LY4-1,LY4-2,LY4-3和LY4-4透明圈直径与菌落直径比值较大,比值分别为1.357,

1.300,1.243和1.235.
2.2 菌株对纤维素降解能力的复筛

将上述11株菌分别接种到滤纸液体培养基中,以不接种任何菌株的滤纸液体培养基作为空白对照,测

定滤纸的降解情况,结果见表2.由表2中可见,编号为LY4-2,LY4-4,LY4-5和LY5-1的4株真菌对滤纸

的降解能力较强,滤纸的失重率分别为41.23%,33.90%,44.96%和31.34%.
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表2 菌株降解后的滤纸平均质量和失重率

菌株编号
降解烘干后滤纸

平均质量/g

滤纸失重率/

%
菌株编号

降解烘干后滤纸

平均质量/g

滤纸失重率/

%
LY4-1 0.8691 9.83eD LY5-2 0.8061 16.36cdCD

LY4-2 0.5664 41.23bB LY5-3 0.8249 14.41cdeCD

LY4-3 0.8377 13.08deCD LY6-1 0.8253 14.37cdeCD

LY4-4 0.6371 33.90bB LY6-2 0.7747 19.62cC

LY4-5 0.5305 44.96aA LY6-3 0.8219 14.72cdeCD

LY5-1 0.6617 31.34bB CK 0.9638 -

  注:小写字母不同表示差异有统计学意义(p<0.05);大写字母不同表示差异有统计学意义(p<0.01).

2.3 菌株降解酶活性测定

2.3.1 葡萄糖标准曲线方程

葡萄糖标准曲线方程为Y=1.4124X-0.0064,线性相关系数R2=0.9964.线性好,可用于酶活力

的计算.
2.3.2 酶活力测定

分别对各菌株进行滤纸酶活和羧甲基纤维素酶活测定,所得结果见表3.
表3 11株真菌的FPA酶活和CMC酶活大小的测定

菌株编号 FPA酶活/IU CMC酶活/IU 菌株编号 FPA酶活/IU CMC酶活/IU

LY4-1 1.44kK 1.97hH LY5-2 2.02iI 2.25hH

LY4-2 21.05bB 31.81dD LY5-3 3.43gG 4.75fF

LY4-3 1.73jJ 2.20hH LY6-1 2.52hH 4.45fFG

LY4-4 18.04dD 34.42bB LY6-2 4.60eE 6.05eE

LY4-5 27.63aA 41.25aA LY6-3 3.73fF 4.09gG

LY5-1 19.81cC 33.03cC

  注:小写字母不同表示差异有统计学意义(p<0.05);大写字母不同表示差异有统计学意义(p<0.01).

由表3可知,LY4-2,LY4-4,LY4-5和LY5-1这4株菌对FPA酶和CMC酶均表现出较好的活性,其

FPA酶活性分别为21.05IU,18.04IU,27.63IU和19.81IU,CMC酶活性分别为31.81IU,34.42IU,

41.25IU和33.03IU.根据复筛和酶活性测定结果,LY4-5菌株具有明显的纤维素降解活性,具有一定的

应用潜力.

3 讨 论

本研究以四川省成都市温江区惠民社区旁树林的腐烂落叶及周边土壤为分离材料,分离获得11株对

纤维素具有一定降解活性的真菌.试验再次证明,腐烂秸秆和腐烂落叶下的腐殖土等地方富含丰富的纤维

素降解菌群.
本研究明确了4株真菌对纤维素降解能力较高,其中编号为LY4-5的菌株降解活性最强,其滤纸失重

率为44.96%,羧甲基纤维素钠酶活为41.25IU,滤纸酶活为27.63IU,具有潜在的应用价值.但总体而

言,其对纤维素降解酶活性不高,与实际开发应用还有较大差距.因此在今后的工作中,如何进一步改造菌

株,有效提高它的降解活性将是其研究的重点方向.
分解纤维素的酶是由多种组分组成的酶系,自然条件下,纤维素的彻底降解是由多种微生物长期相互

作用的结果,仅靠一种微生物是很难完全实现的.因此,在进行纤维素大分子的降解研究时要考虑微生物

产酶体系之间的协同效应,细菌和真菌之间有较强的相互作用[22].本文仅研究了具有降解作用的真菌,对

其它种类微生物的降解作用测定及不同微生物种类之间的协同作用研究还有待于进一步探索.
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IsolationandScreeningofCellulose-degradationFungus

CHEN Jing1, KUANGCheng-bing2
1.SichuanAgricultureProductsQualitySecurityCenter,Chengdu610041,China;

2.ChengduAcademyofAgricultureandForestrySciences,WenjiangChengdu611130,China

Abstract:Elevenfungistrainswithacertainactivityofcellulose-degradationwereisolatedfromthehumus
soilunderpile-uprottingleavesalltheyearroundbyusingspreadplatemethodandtransparentcircleof
Congoredplatemethod.Bythefilterpaperweight-lossmethodand3,5-Dinitrosalicylicacidcolorimetric
method,cellulose-degradationactivityofthe11fungistrainswasstudied.Theresultshowedthatfour
strainsnumberedLY4-2,LY4-4,LY4-5andLY5-1haddifferentcellulose-degradationactivity.LY4-5stain
hadthebestactivity,thefilterpaperweight-lossratewas44.96%,CMCaseactivitywas41.25IU,

FPAaseactivitywas27.63IU.
Keywords:Cellulose-degradation;Fungi;Isolation;Weight-lossrate;Enzymeactivity
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