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摘　要：为分离出耐低温纤维素酶高产真菌菌株，并进行菌株的产酶条件优化，获得最大的酶活力。通过刚果
红染色法初筛以及３，５－二硝基水杨酸 （ＤＮＳ）酶活测定法复筛，分别从长白山地区的牛粪和土壤中各分离出
１株耐低温高效纤维素降解真菌，并对其进行形态学鉴定、分子生物学鉴定以及产酶条件研究。结果显示经初筛
和复筛得到２株耐低温纤维素降解菌ＦＦ２－２和Ｆ－３Ｉ，其ＦＰＡ酶活分别为 （１１２３±０３９）和 （５５９±０３６）Ｕ／
ｍＬ。通过形态学和ＩＴＳｒＲＮＡ分子生物学鉴定，菌株ＦＦ２－２被鉴定为短梗霉属的出芽短梗霉Ａｕｒｅｏｂａｓｉｄｉｕｍｐｕｌｌｕ
ｌａｎｓ，菌株Ｆ－３Ｉ为曲霉属的花斑曲霉 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｖｅｒｓｉｃｏｌｏｒ；菌株 ＦＦ２－２和 Ｆ－３Ｉ产酶的最适碳源分别是 ｗ＝
０５％的麸皮、ｗ＝０５％的淀粉；最适氮源分别为ｗ＝１％牛肉膏和硫酸铵混合物、ｗ＝１％牛肉膏；最适初始 ｐＨ
分别为７０和６０；最适发酵温度均是２３℃；最适发酵时间分别是３ｄ和５ｄ。优化后菌株 ＦＦ２－２和 Ｆ－３Ｉ的
ＦＰＡ酶活力分别提高了２６倍和５５倍。
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　　纤维素类物质是自然界中最丰富的一类可再生
资源［１］，由于其特殊的晶体结构，使其不能被充

分利用，大部分被弃置［２］。纤维素酶是一种能够

将纤维素分子降解为纤维二糖和葡萄糖等小分子物

质的一组复合酶，现已被广泛应用于食品、医药、

纺织、能源转化等领域［３］。但大部分酶的最适作

用温度范围为４５～６５℃，需要长时间的加热和冷
却的处理过程，而低温纤维素酶的最适作用温度范

围为１５～２５℃［４］，较低的最适温度以及低温下的

高效反应，不仅可以缩短处理时间、节省费用，同

时只需温和的热处理即可使其丧失活力，降低了对

酶理化性质的影响。因此低温纤维素酶已成为了酶

学研究的热点之一，而产纤维素酶微生物的获得则

是研究酶的首要前提［５］。目前研究者已从不同环

境中分离获得多株低温产纤维素酶的菌株，曾胤新

等［６］从北极楚科齐海分离到一株产低温纤维素酶

的交替假单胞菌 Ｐｓｅｕｄｏａｌｔｅｒｏｍｏｎａｓｓｐ．ＢＳＷ２０３０８，
５℃时仍可保持 ５０％的纤维素酶活力；Ｆｕｘｉａｏｙｕ
等［７］从海洋中分离获得一株芽孢杆菌 Ｂａｃｉｌｌｕｓ．ｓｐ
ＢＭＥ－１４，在 ５℃时纤维素酶活为最大酶活的
６５％。本研究从长白山土壤和牛粪中筛选出两株低
温下具有较高纤维素酶活的真菌菌株，对两株菌的

形态特征、生长性质、及产酶性质进行了研究，以

期为低温纤维素酶规模化生产和应用奠定研究基

础。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　供试材料　①牛粪，采样时间：２０１２年１
月，采样地点：吉林农业大学牛场，用铁锹除去粪

堆表层冻结的粪便和杂物，取粪堆中层处于结冻临

界点的粪样置于自封袋中 （无菌操作），带回实验

室后置于４℃冰箱保存；②长白山土壤，采样时
间：２０１２年 ２月采样地点：长白山南坡山麓下
（Ｅ１２７°２３＇，Ｎ４１°３２＇），采样深度５～２０ｃｍ，无菌
采集后置于装有冰袋的保温箱中带回实验室置于４
℃冰箱保存。
１１２　培养基　① 马铃薯葡萄糖琼脂培养基

（ＰＤＡ培养基）：马铃薯２００ｇ，葡萄糖２０ｇ，琼脂
２０ｇ，蒸馏水 １０００ｍＬ，ｐＨ自然，高压灭菌 ３０
ｍｉｎ。② 羧甲基纤维素钠培养基［８］：羧甲基纤维素

钠２０ｇ，酵母膏 ０５ｇ，Ｎａ２ＨＰＯ４２５ｇ，ＫＨ２ＰＯ４
１５ｇ，蛋白胨２５ｇ，琼脂１５ｇ，蒸馏水定容至１
０００ｍＬ，ｐＨ：７０～７２，高压灭菌３０ｍｉｎ。③ 产
酶发酵培养基：羧甲基纤维素钠５ｇ，牛肉膏５ｇ，
蛋白胨 １０ｇ，ＮａＣｌ５ｇ，蒸馏水 １０００ｍＬ，调
ｐＨ７０，高压灭菌３０ｍｉｎ。
１２　耐低温纤维素酶高产真菌菌株的初筛

称取１０ｇ样品转移至盛有９０ｍＬ无菌水的锥
形瓶中，摇床振荡２ｈ后静置１ｈ。取上清液稀释
为１０－１～１０－７七个稀释度，分别涂布于 ＰＤＡ培养
基上，１５℃培养３～７ｄ。根据菌落形态特征挑取
单个菌落点种于羧甲基纤维素钠培养基上培养５ｄ，
加入刚果红染色１５ｍｉｎ，然后用１ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ浸洗
１５ｍｉｎ［９］，挑选出水解圈直径 （Ｄ）与菌落直径
（ｄ）比值较大的菌株进行保存。
１３　耐低温纤维素酶高产真菌菌株的复筛

将初筛菌株接种到装有５０ｍＬ产酶发酵培养基
的２５０ｍＬ三角瓶中，１５℃、１６０ｒ／ｍｉｎ条件下培
养３ｄ，４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ得到粗酶液。

用３，５－二硝基水杨酸法 （ＤＮＳ）测定菌株
的纤维素酶活力即滤纸酶活力 （Ｆｉｌｔｅｒｐａｐｅｒｅｎｚｙｍｅ
ａｃｔｉｖｉｔｙ简称为 ＦＰＡ）。酶活单位 （Ｕ／ｍＬ）定义：
每ｍＬ粗酶液每ｍｉｎ水解滤纸产生１μｇ葡萄糖所需
要的酶量定义为１个酶活力单位［１０］。

１４　耐低温纤维素酶高产真菌的形态学鉴定
参照 《微生物分类学》［１１］和 《真菌鉴定手册》

进行菌落形态和培养特征观察［１２］，利用插片法培

养真菌，１５℃培养３ｄ，取出已经被菌丝体覆盖的
盖玻片，置于载玻片上，通过光学显微镜观察孢子

和菌丝的形态。

１５　耐低温纤维素酶高产真菌的分子生物学鉴定
真菌ＤＮＡ提取按参考文献［１３］进行。以提取两

菌株的基因组为模板，利用真菌核糖体 ｒＤＮＡ内转
录间隔区 ＩＴＳ通用引物 （ＩＴＳ１：５’ －ＴＣＣＧＴＡＧ
ＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ －３’；ＩＴＳ４：５’ －ＴＣＣＴＣＣＧＣＴ
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ＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ－３’）进行 ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ回收
产物与载体 ｐＭＤ－１８Ｔ连接后转化 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ
ＤＨ５ａ感受态细胞，筛选阳性克隆，经菌落ＰＣＲ鉴
定后送生工基因公司进行测序。所得序列与 Ｇｅｎｅ
Ｂａｎｋ数据库中序列进行 Ｂｌａｓｔ分析比对，利用
ＭＥＧＡ６０构建系统进化树，根据菌株间的亲缘关
系确定菌株的种属。

１６　耐低温纤维素酶高产真菌菌株的产酶条件优化
１６１　孢子悬浮液的制备　刮取 Ｆ－３Ｉ和 ＦＦ２－２
的斜面菌种接种到马铃薯葡萄糖液体培养基中，置

于振荡培养箱中１５℃、１６０ｒ／ｍｉｎ振荡培养 ３ｄ，
制成孢子悬浮液备用。

１６２　碳源对酶活的影响　改变产酶发酵培养基
中的碳源，备选碳源分别为羧甲基纤维素钠、葡萄

糖、蔗糖、淀粉、秸秆、麸皮。将孢子悬浮液以

２％的接种量接入培养基中，１５℃，１６０ｒ／ｍｉｎ振
荡培养３ｄ，测定滤纸酶活力 （ＦＰＡ），试验重复３
次，结果取平均值。

１６３　氮源对酶活的影响　确定最佳碳源后，采
用不同的氮源取代发酵培养基的氮源，备选氮源分

别为：牛肉膏、酵母粉、蛋白胨、硫酸铵、牛肉膏

和蛋白胨混合物、硫酸铵和酵母粉混合物。研究不

同氮源对菌株酶活力的影响。以２％的接种量将孢
子悬浮液接种到发酵培养基中，１５℃、１６０ｒ／ｍｉｎ
振荡培养３ｄ，测定滤纸酶活力 （ＦＰＡ），试验重复
３次，结果取平均值。
１６４　ｐＨ值对酶活的影响　确定最佳碳源、氮源
后，将发酵培养基的初始 ｐＨ值分别调为 ３０、
４０、５０、６０、７０、８０、９０，以２％的接种量
将孢子悬浮液接种到发酵培养基中，１５℃，１６０ｒ／
ｍｉｎ振荡培养３ｄ，测定滤纸酶活力 （ＦＰＡ），试验
重复３次，结果取平均值。
１６５　发酵温度对酶活的影响　确定了最佳碳氮
源和 ｐＨ后，设置菌株发酵温度分别为 ４、１０、
１５、２３、３０和３７℃，按２％接种量接种到发酵培
养基中，１６０ｒ／ｍｉｎ振荡培养３ｄ，测定滤纸酶活力
（ＦＰＡ），试验重复３次，结果取平均值。
１６６　发酵时间对酶活的影响　在确定上述条件
的基础上，将孢子悬浮液以２％的接种量接种到发
酵培养基中，２３℃、１６０ｒ／ｍｉｎ振荡培养 （分别培

养１～６ｄ），测定滤纸酶活力 （ＦＰＡ），试验重复３
次，结果取平均值。

１７　数据处理
试验数据采用ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ和ＳＰＳＳ软件进行

整理和统计，用ＳＰＳＳ统计软件进行单因素方差分

析，用邓肯氏新复极差测验法 ＤＭＲＴ（Ｄｕｎｃａｎｓ
ＭｕｌｔｉｐｌｅＲａｎｇｅＴｅｓｔ，ＤＭＲＴ法）进行差异显著性
分析。

２　结果与分析
２１　耐低温纤维素酶高产真菌菌株的筛选

利用刚果红染色法重复筛选后，从牛粪中分离

出１０株，从长白山土壤中分离出１２株能够产生清
晰水解圈的真菌菌株，挑出其中６株水解圈较大的
菌株 （见图１）进行摇瓶发酵复筛，复筛结果如表
１所示。

表１　菌株滤纸酶活测定结果１）

Ｔａｂｌｅ１　ＦＰＡａｃｔｉｖｉｔｙｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｔｒａｉｎｓ

菌株 滤纸酶活力／（Ｕ·ｍＬ－１）

ＦＦ２－１ １５６±０１１ｆ
ＦＦ２－２ １１２３±０３９ａ
ＦＦ２－５ ３２４±０１１ｃ
ＦＦ２－９ ３８０±０１７ｃ
Ｆ－３Ｉ ５５９±０３６ｂ
Ｆ－３Ｊ ２３０±０１７ｄ

１）同列数据有不同小写字母的表示在００５水平差异显著
（邓肯氏检验）

从表１可见，菌株 ＦＦ２－２（分离自牛粪）和
Ｆ－３Ｉ（分离自长白山土壤）具有较高的产纤维素
酶活性。

图１　刚果红染色后的水解圈
Ｆｉｇ１　Ｔｈｅｈｙｄｒｏｌｙｔｉｃｚｏｎｅｏｎｔｈｅｓｃｒｅｅｎｉｎｇｐｌａｔｅ

Ａ：ＦＦ２－２；Ｂ：Ｆ－３

２２　耐低温纤维素酶高产真菌菌株的形态学鉴定
菌株ＦＦ２－２菌落丝绒状 （图 ２Ａ），前期白

色，后期为黄绿色。显微镜下观察分支稀少，分生

孢子串生，基内菌丝发达，气生菌丝不发达，分生

孢子梗无横隔，菌丝末端膨胀成半圆形顶囊，顶囊

上覆盖着辐射状小梗，小梗上产生分子孢子链，分

生孢子椭圆形或者球形直径为３７５～５１５μｍ（图
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２Ｃ），初步鉴定菌株为短梗霉属 Ａｕｒｅｏｂａｓｉｄ
ｉｕｓｐ［１０－１１］。

菌株Ｆ－３Ｉ的菌落初期圆形致密生长 （图 ２
Ｂ），菌丝绒状，后期产生白色分生孢子。显微镜

下观察气生菌丝顶端不膨大，菌丝和分生孢子梗都

有横隔，菌丝膨大的顶端形同扫帚状，分生孢子呈

圆形或者椭圆形，直径为 ２５～３μｍ （图 ２Ｄ），
菌株Ｆ－３Ｉ初步鉴定为曲霉属Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｓｐ［１０－１１］。

图２　二株真菌的菌落形态和显微形态特征
Ｆｉｇ２　ＴｈｅｍｉｃｒｏｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙａｎｄＣｏｌｏｎｙｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｓｔｒａｉｎｓ

Ａ：ＦＦ２－２的菌落形态；Ｂ：Ｆ－３Ｉ的菌落形态；Ｃ：ＦＦ２－２的显微形态特征；Ｄ：Ｆ－３Ｉ的显微形态特征

２３　菌株的分子生物学鉴定
２３１　菌株的ＩＴＳｒＲＮＡ序列鉴定　采用ＣＴＡＢ法
提取两菌株的总 ＤＮＡ，获得核苷酸片段大小约为
２２０００ｂｐ（图３左），以两菌株基因组 ＤＮＡ为模

板，利用一对真菌 ＩＴＳ通用引物进行 ＰＣＲ，取 ３
μＬＰＣＲ产物进行ｗ＝１％琼脂糖凝胶电泳，分别得
到了５４２、５２８ｂｐ的核苷酸片段，其大小与预期结
果相符 （图３右）。

图３　两株真菌总基因组提取结果 （Ａ）ＰＣＲ产物电泳结果 （Ｂ）
Ｆｉｇ３　ＴｈｅｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｗｏｆｕｎｇｉｔｏｔａｌＤＮＡ（Ａ）ａｎｄＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ（Ｂ）

Ａ：Ｍ１为ＤＮＡ相对分子质量标准 （λＨｉｎｄＩＩＩ）；Ｌ１、Ｌ２分别为ＦＦ２－２、Ｆ－３Ｉ基因组ＤＮＡ；

Ｂ：Ｍ２为ＤＮＡ相对分子质量标准 （ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ）；Ｌ１、Ｌ２分别为ＦＦ２－２、Ｆ－３ＩＩＴＳＰＣＲ产物

２３２　序列比对及基因系统进化树的构建　两株
真菌ＩＴＳｒＲＮＡ序列扩增产物经胶回收纯化后，与
克隆入ｐＭＤ１８－Ｔ载体连接转化后，送至上海生工
生物公司测序，菌株 ＦＦ２－２、Ｆ－３Ｉ的核苷酸片

段大小分别是５４２、５２８ｂｐ。根据 ＢＬＡＳＴ和 ＤＮＡ
ＭＡＮ软件对测得的核苷酸序列进行比较分析，并
利用ＭｅｇＡｌｉｇｎ软件构建基因系统进化树，如图４Ａ
和图４Ｂ所示。
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图４　基于ＩＴＳｒＲＮＡ序列同源性菌株ＦＦ２－２（Ａ）和Ｆ－３Ｉ（Ｂ）的系统发育树
Ｆｉｇ４　ＴｈｅｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｓｏｆｓｔａｉｎＦＦ２－２（Ａ）ａｎｄＦ－３Ｉ（Ｂ）ｂａｓｅｄｏｎＩＴＳｒＲＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅ

　　由图 ４可知，菌株 ＦＦ２－２与 Ａｕｒｅｏｂａｓｉｄｉｕｍ
ｐｕｌｌｕｌａｎｓｓｔｒａｉｎＣＩＤ１１４的亲缘关系最近，同源性为
１００％；菌株 Ｆ－３Ｉ与 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｖｅｒｓｉｃｏｌｏｒｓｔｒａｉｎ
ＮＨＲＣ－ＥＣ０４３的亲缘关系最近，同源性为１００％。
结合形态学特征，最终确定菌株 ＦＦ２－２为短梗霉
属的出芽短梗霉 Ａｕｒｅｏｂａｓｉｄｉｕｍｐｕｌｌｕｌａｎｓ，菌株 Ｆ－
３Ｉ为曲霉属的花斑曲霉Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｖｅｒｓｉｃｏｌｏｒ。
２４　菌株的产酶条件优化
２４１　碳源对酶活力的影响　由图５可知，在不
同碳源下，菌株Ｆ－３Ｉ的酶活力差异显著，以淀粉
为唯一碳源时，酶活力最高 （１１４２±０６６）Ｕ／ｍＬ
，麸皮次之 （８３２±０２０）Ｕ／ｍＬ；菌株 ＦＦ２－２
在以葡萄糖、淀粉、秸秆为碳源时，酶活力差异不

显著，而以麸皮为碳源时，酶活力与以其它碳源时

的酶活力差异极显著，最高酶活力达到 （１５３２±
１０９）Ｕ／ｍＬ，由于麸皮属于天然可再生资源，价
格较为廉价，且在实际应用中可行性更高，因此两

株菌均采用麸皮为最佳碳源进行深入性研究。

图５　不同碳源对菌株ＦＦ２－２和Ｆ－３Ｉ酶活力的影响
Ｆｉｇ５　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｒｂｏｎｓｏｕｒｃｅｓｏｎｔｈｅｅｎｚｙｍｅ

ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｓｔｒａｉｎＦＦ２－２ａｎｄｓｔｒａｉｎＦ－３Ｉ

２４２　氮源对酶活力的影响　由图６可知，在不
同氮源下菌株Ｆ－３Ｉ的各酶活力差异显著，以牛肉
膏为氮源时，酶活力最高；菌株 ＦＦ２－２在以牛肉
膏和蛋白胨为氮源时酶活力无显著差异，酶活力显

著高于其它氮源时的酶活力，两菌株在以硫酸铵为

氮源时酶活力均为最低。
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图６　不同氮源对菌株ＦＦ２－２和Ｆ－３Ｉ酶活力的影响
Ｆｉｇ６　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｎｉｔｒｏｇｅｎｓｏｕｒｃｅｓｏｎｔｈｅｅｎｚｙｍｅ

ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｓｔｒａｉｎＦＦ２－２ａｎｄｓｔｒａｉｎＦ－３Ｉ

２４３　初始ｐＨ对酶活力的影响　在 ｐＨ为６和７
时，菌株Ｆ－３Ｉ的产酶活力无显著差异，与其它
ｐＨ条件下的酶活力差异显著；菌株 ＦＦ２－２在 ＰＨ
为７时产酶活力与其它 ＰＨ时酶活力差异极显著，
酶活力高达 （２５７７±０７９）Ｕ／ｍＬ，说明２株菌在
中性环境下均能较好的生长和产酶。如图７所示。

图７　不同初始ｐＨ对菌株ＦＦ２－２和Ｆ－３Ｉ酶活力的影响
Ｆｉｇ７　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｉｔｉａｌｐＨｏｎｔｈｅｅｎｚｙｍｅ

ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｓｔｒａｉｎＦＦ２－２ａｎｄｓｔｒａｉｎＦ－３Ｉｏｎｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｙ

２４４　温度对酶活力的影响　由图８可知，温度
在４～２３℃之间时，两株菌的酶活随温度的升高逐
渐升高，４个温度下两株菌的酶活力均差异显著；
当温度为２３℃时，菌株 Ｆ－３Ｉ的酶活达到最高，
为 （２２３３±１２６）Ｕ／ｍＬ，而菌株ＦＦ２－２在２３℃
和３０℃时的酶活力差异不显著，此时酶活力最高。
当培养温度高于２３℃时，随着温度的升高，酶活
力呈下降趋势。

２４５　时间对酶活力的影响　由图９可知，菌株
Ｆ－３Ｉ在发酵前２ｄ酶活力差异不显著，随着时间
的增长，在第５天时酶活力达到最高值；而菌株
ＦＦ２－２在培养第３天时，产酶活力最高。

图８　不同温度对菌株ＦＦ２－２和Ｆ－３Ｉ酶活力的影响
Ｆｉｇ８　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｔｈｅｅｎｚｙｍｅ

ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｓｔｒａｉｎＦＦ２－２ａｎｄｓｔｒａｉｎＦ－３Ｉ
Ｆ－３Ｉ的显著性用大写字母表示，ＦＦ－２的显著性

用小写字母表示，不同字母表示差异性显著 （Ｐ＜００５）

图９不同时间对菌株ＦＦ２－２和Ｆ－３Ｉ酶活力的影响
Ｆｉｇ９　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｏｎｔｈｅｅｎｚｙｍｅ
ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｓｔｒａｉｎＦＦ２－２ａｎｄｓｔｒａｉｎＦ－３Ｉ

Ｆ－３Ｉ的显著性用大写字母表示，ＦＦ－２的显著性
用小写字母表示，不同字母表示差异性显著 （Ｐ＜００５）

３　讨论与结论
目前低温微生物的获得主要来源于极端环境，

张淑红等［１４］从青藏高原冰山雪样中分离出假单胞

菌属的低温纤维素降解菌 ＬＨＧ－Ｃ－９，其生长范
围在－５～３０℃，最适产酶温度为３０℃；吕明生
等［１５］从连云港海域的海水和海泥中分离得到低温

产纤维素酶菌株Ｚ６，其生长温度范围在４～３５℃，
最适产酶温度为２５℃。极端环境中微生物的数量
和种类固然繁多，但这些环境超低温、强辐射、冻

融的寡营养状态增加了微生物培养的难度［１６］，同

时样品的获得也十分艰难，因此不能被广泛的深入

研究。本试验从长白山地区的土壤和牛粪中通过温

度诱导分离出两株高效的纤维素降解菌，生长温度

和产酶温度与张淑红、吕明生的研究结果相符合。

这充分说明普通环境中同样能够获得具有高催化特
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性的低温微生物，同时样品采集便利，节省资金，

而且实际应用中适应性更强。

近年来研究比较多的低温菌主要有交替假单胞

菌Ｐｓｅｕｄｏａｌｔｅｒｏｍｏｎａｓ、芽孢杆菌Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ、木霉
Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａｌ、青霉 Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ、以及根霉 Ｒｈｉｚｏｐｕｓ
ｅｈｒｅｎｂｅｒｇ［５］。本文获得的两株低温纤维素分解菌
ＦＦ２－２和Ｆ－３Ｉ，经形态学和 ＩＴＳｒＲＮＡ分子生物
学鉴定ＦＦ２－２为短梗霉属的出芽短梗霉Ａｕｒｅｏｂａｓｉ
ｄｉｕｍｐｕｌｌｕｌａｎｓ，菌株 Ｆ－３Ｉ为曲霉属的花斑曲霉
Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｖｅｒｓｉｃｏｌｏｒ；目前 Ａｐｕｌｌｕｌａｎｓ的研究主要
在生物防治领域以及产普鲁兰多糖方面，ＺｈａｎｇＤｉ
ａｎｐｅｎｇ等［１７］研究Ａ．ｐｕｌｌｕｌａｎｓ对桃子采后病害的防
治效果；高璇璇等［１８］通过紫外诱变出芽短梗霉来

提高普鲁兰多糖的产量。而对 Ａｖｅｒｓｉｃｏｌｏｒ的研究
主要集中于菌丝体中化学成和次级代谢产物方面，

ＫｒｕｐｉńｓｋｉＭ等［１９］从ＡｖｅｒｓｉｃｏｌｏｒＩＭ２１６１提取化学
成分来消除壬基酚的毒性作用；张连庆等［２０］提取

ＡｖｅｒｓｉｃｏｌｏｒＺＬＱ－４３的次级代谢产物抑制肿瘤细
胞；目前尚未发现出芽短梗霉 Ａｐｕｌｌｕｌａｎｓ和花斑
曲霉 Ａｖｅｒｓｉｃｏｌｏｒ产低温纤维素酶的报道，因此这
两株菌具有很大的开发潜力。

本试验同时测定了５种因素对两菌株产酶活力
的影响。在碳源方面，发现在以麸皮为唯一碳源时

菌株ＦＦ２－２的酶活力远远高于其它物质作为碳源
时的酶活力，而菌株 Ｆ－３Ｉ在以麸皮为唯一碳源
时，同样具有较高的酶活力。在实际生产过程中麸

皮作为农业废弃物，不仅较容易获得，同时价格低

廉，具有很强的生产应用价值。在温度方面，目前

已报道的中高温纤维素分解菌，酶活性受温度影响

较大，一般在４５～６５℃范围内获得最大酶活力，
而低于４５℃时，随着温度下降酶活性逐渐减弱或
者丧失［４］。而本试验筛选出的两株纤维素分解菌

均能在２３℃时获得最大酶活力，随着温度升高，
酶活力反而下降，这说明该酶对热较敏感。同时最

适产酶温度也符合Ｍａｒｇｅｎｓｉｎ等［２１］提出的最适反应

温度在３０℃左右的酶属适冷酶范畴。
本试验通过反复筛选分别从牛粪和长白上土壤

中成功筛选出菌株ＦＦ２－２、Ｆ－３Ｉ，经形态学、分
子生物学鉴定菌株 ＦＦ２－２为短梗霉属的出芽短梗
霉，Ｆ－３Ｉ为曲霉属的花斑曲霉。经产酶条件优化
后菌株ＦＦ２－２和 Ｆ－３Ｉ产酶的最适碳源分别是 ｗ
＝０５％的麸皮、ｗ＝０５％的淀粉；最适氮源分别
为ｗ＝１％牛肉膏和硫酸铵混合物、ｗ＝１％牛肉膏；
最适初始ｐＨ分别为７０、６０；最适发酵温度均是
２３℃；最适发酵时间分别是３ｄ和５ｄ。优化后菌

株ＦＦ２－２的ＦＰＡ酶活力提高了２６倍，菌株 Ｆ－
３ＩＦＰＡ酶活力提高了５５倍。
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