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摘要:从广东省韶关市大宝山矿区土壤中，分离得到 1 株耐酸耐盐菌株 Huanghu3 ，经形态鉴定及 18S rDNA 序列分

析确定为青霉菌 Penicillium sp. .对其生理生化特性、产纤维素酶培养条件和酶学特性的研究表明， Huanghu3能分

别在 pH 2. 8 和含 2∞.0 g . L -1 NaCI 的培养基中生长，说明 Huanghu3是一株具较强耐酸耐盐特性的菌株.产酶优

化培养条件为:玉米秸秤粉作为培养基碳源， (NH4 )2S04 为氮掘，培养基的起始 pH 为 7.0 ，培养 72h 最为适宜.该

菌株产生的滤纸酶、Cx 酶和 C1 酶最适反应温度分别在 50 -60 、50 -55 和 45 - 55 'c ，纤维素酶系活力最适反应在

pH 4. 5 - 5.5. 
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Study on Cellulase Produced by Acidresistant and 
Halotolerant Strain Penicillium Sp. 
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Abstract: Acidresistant and halotolerant strain Huanghu3 was isolated from 出e soil of Dabaoshan Miningar­

ea located in Shaoguan City , Guangdong Province. 币le morphology identification and 18S rDNA se伊ence

analysis showed strain Huanghua3 was belonged to Penicillium sp.. The physiological and biochemical 

characters tests , culture conditions of cellulase produced and cellulase properties were performed. Strain 

Huanghu3 could grow in the medium at pH 2. 8 and containing 2∞.0 g • L -1 NaCl , respectively. The opti­

mum conditions of cellulase produced are com stalk pellets as carbon source , (NH4 )2S04 as nitrogen 

source , pH 7.0 and fermentation for 72 h. The optimum reaction temperature of filter paper enzyme , Cx -

enzyme and C1 -en可me were 50 - 60 , 50 - 55 and 45 - 55 "C , respectively. Additionally , cellulase activity 

showed more effective in the citric acid buffer system at pH 4.5 - 5. 5. 

Key words: acidresistant; halotolerant; Penicillium sp. ; cellulase 

纤维素是地球上最丰富、最廉价的可再生资源，

植物体 50% 以上的组成为纤维素和半纤维素[1]. 纤

维素酶( Cellulase) 是具有纤维素降解能力酶的总称，

由起协同作用的多组分酶系组成[剧，在环境、能源

危机十分严峻的今天，纤维素酶在生物质如秸轩等
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处理、转化以及生物能源开发等方面已显示出巨大

潜力，受到国内外学者高度重视[5]. 尽管全世界的

纤维素资源非常丰富，而且人类很早就开始利用纤

维素，但由于纤维素中存在许多糖昔键，因此其水

解、利用较困难.目前只利用了其中很小的一部分，
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大部分的纤维素类物质都被弃置，既浪费资源又对

环境造成极大的污染.因此合理开发利用纤维素类

资源是一个亟待解决的问题[6]. 针对发酵培养基中

含高浓度的 NaCl 可抑制大多数微生物的生长繁殖，

防止纤维素酶生产过程中易受杂菌污染，从韶关市

大宝山矿区土壤中筛选出 1 株产纤维素酶且具有较

强耐酸耐盐的青霉菌，并对其产酶的培养条件以及

酶学特性进行了研究.

1 材料与方法

1.1 培养基和试剂配制

查氏琼脂培养基、葡萄糖牛肉膏蛋白陈琼脂培

养基、孟加拉红培养基[7] ， Dubos 纤维素液体培养基、

刚果红纤维素琼脂培养基[S].

粗酶固态培养基:不同比例的玉米秸轩粉与稻草

粉(质量比为 0:4 、 1:3~2:2、3: 1 、4:0) ，并加却.0 mL 

Mandel's 营养液. Mandel's 营养液: ( NH4 ) 2504 1. 4 g , 

MgS0 4 • 7H20 0.3 g，阳12 PO 4 2. 0 g, CaC12 O. 3 g ，尿素

。.3 g，溶解定容~J 1 000 mL蒸馆水，加微量元素:

F~矶 .7日205. 0 吨 • L-1 ,MnS04 . 7H20 1. 6 吨 ·L-1 ，

Zn504 .7日20 1. 4 mg • L -1 , CoC12 2. 0 mg . L -1 . 

1. 0mg.mL- 1葡萄糖标准液 ;3 ，5- 二硝基水杨

酸(DN5) 溶液; O. 05 mol • L -1 ~ pH 4. 5 的拧攘酸缓

冲液 ;0.05 mol • L- 1 、 pH 5.0 的拧攘酸缓冲液;质量

分数为 0.519毛的竣甲基纤维素铀溶液.

1.2 菌种分离和产纤维素酶菌株筛选

采用稀释涂布法[7]分离菌株，用加 1∞ glL NaCl 的

孟加拉红培养基筛选韶关市大宝山矿区土壤中耐盐真

菌.

挑选培养 4 d 的菌落分别接种到 Dubos 纤维素

液体培养基和刚果红纤维素琼脂培养基中，观察滤

纸的溃烂程度和透明圈的大小，选取透明圈菌落直

径比较大的菌株及滤纸条溃烂显著的菌株 Hua吨hu3

进行产酶发酵试验.

1. 3 真菌菌株的鉴定

形态鉴定:将菌株接种到查氏琼脂培养基上，

28 "c培养 7 d 后，观察菌落形态并镜检其产抱结构

和菌丝形态，根据文献[9J 进行鉴定.

185 rDNA 序列的测定:采用 CATB 法口。]提取真

菌 DNA ，用 PCR 方拮川扩增，正引物 N51: GTAGT­

CATATGCTTGTCTC; 反引物 N58: TCCGCAGGT­

TCACCTACGGA 扩增产物进行序列测定.

1. 4 耐酸耐盐性测定方法

耐酸性的测定:用 K2HP04 和拧攘酸配制 pH 为

2. 8 、4.4 、6.0 和 7.6 的葡萄糖牛肉膏蛋白脏、琼脂培

养基，用 NaOH 和棚酸配制 pH 为 9.2 和 10.0 的同

样培养基，观察并记录菌株在温度为 30 "c的培养箱

中 7 d 后的生长情况.

耐盐性的测定:分别配制含 NaCl 25.0 、 50.0 、
1∞.0 、 150.0~200.0 和 250. 0 g . L -1 

, pH 6. 0 的葡萄
糖牛肉膏蛋白陈琼脂培养基，观察并记录菌株在温

度为 30 "c的培养箱中 7 d 后的生长情况.

1. 5 发酵条件优化

取 lxl07 mL- 1 的菌株 Huanghu3 抱子悬液 3.0

Iι，接人含有发酵培养基(不同比例的玉米秸秤粉

与稻草粉 4 g，不加或另加不同氮源或碳源，并加

20. 0 mL Mandel's 营养液， 121 "c灭菌 30 min) 的

250 mL 三角瓶中，水浴摇床培养 (28 "C, 150 
r-min-l) ，优化发酵条件.

1. 6 粗酶液制备、酶活力测定及计算方法
取1. 0g 发酵固体曲，加 20.0 mL 蒸馆水，室温

浸提 1 h ，期间摇晃几次，中速定性滤纸过滤，滤液即

为测定的粗酶液.测定滤纸酶活力、C. 酶活力和 C1
酶活力.计算酶活力的方法参照文献[12-14J.

滤纸酶活力定义:以新华滤纸为底物，拧攘酸缓

冲液稀释粗酶液，在反应条件 (50 "C , pH 4. 5 ，恒温

1 h) 下，每小时催化纤维素水解生成1. 0 mg 葡萄糖

所需的酶量为 1 个酶活力单位(U) . 

C. 酶活力定义:CMC 为底物，拧攘酸缓冲液稀

释粗酶液，在反应条件(50 "C ，恒温 30 min) 下，每小

时催化纤维素水解生成1. 0 mg 葡萄糖所需的酶量

为 1 个酶活力单位(U) . 

C) 酶活力定义:以脱脂棉为底物，拧攘酸缓冲液

稀释粗酶液，在反应条件(45 "C , pH 5. 0 ，恒温 24 h) 

下，每小时催化纤维素水解生成1. 0 mg 葡萄糖所需

的酶量为 1 个酶活力单位(U) . 

2 结果与分析

2.1 筛选产纤维素酶菌株

挑选培养 4 d 的菌落分别接种到 Dubos 纤维素

液体培养基以及霉菌刚果红纤维素琼脂培养基中，

发现菌株 Hua吨hu3 在 Dubos 纤维素液体培养基中，

培养 3 d 时滤纸有愤烂，且在刚果红纤维素琼脂培养

基中有明显的透明圈(图 1 ) . 

2.2 产酶菌株的鉴定

2.2. 1 菌落形态观察 菌落在查氏琼脂平板上

28 "C培养 7 d 后呈圆形或接近圆形、扁平.气生菌

丝呈白色，经显微观察，菌丝及抱子梗光滑，初生于包

子梗呈指状一级分枝，顶生 1 - 4 个柱状小梗，小梗

顶串生 10 -20 个分生于包子，分生于包子圆形或椭圆形.
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图 1 菌株 Huanghu3的刚果红纤维素琼脂培养

Fig. 1 Strain Hua咱u3 growing on the cellulose Congo red ag缸

medium 

2. 2. 2 18S rDNA 序列分析将测定的序列在 NCBI 上

用 Blast 软件与GenBank 中己知的基因序列进行同源性

比较，发现其与 17 株己报道的青霉属菌株有 98% 以上

的同源性.其中，与 Penicilliwn herquei 的同源性达到

99%. 

根据其菌落、抱子梗和抱子的着生方式以及 18S

rDNA 序列分析结果，将该菌株归人青霉属 Penicillium.

2.3 菌株的耐酸和耐盐性

菌株 Hua吨hu3 在 pH2.8 -7.6 葡萄糖牛肉膏蛋

白陈琼脂培养基中生长旺盛，在 pH 为 9.2 和 10.0

的同样培养基上不能生长，表明 Hua吨hu3 为耐酸

菌.

菌株 Hua吨hu3 在含 25.0 - 200. 0 g • L -1 NaCl 

的葡萄糖牛肉膏蛋白陈琼脂培养基中都能生长，其

中在含 NaC125 g - 50 g • L- 1 的培养基中生长旺盛，
在含 NaCl 1∞ -150g'V 1 的培养基中生长良好，在
含 NaCl 200. 0 g • L -1 的培养基中仍能生长，说明该

菌具有很强的耐盐性.

2.4 不同因素对酶活力的影响

2.4. 1 培养时间对酶活力的影响 培养时间的长

短对青霉菌的生长及酶活力有着重要的影响，玉米

秸轩粉与稻草粉各 2.0 g，其他条件不变，测定培养

不同时间的纤维素酶系活力.由图 2 可以看出，3 种

酶活力在 24 -72 h 均随着培养时间的延长而升高，

在 72h 均达到最大值，之后均有不同程度的下降，Cx 

酶活力上升幅度最大，下降的幅度也大 ， C 1 酶活力上
升和下降较 Cx 酶平缓，而滤纸酶活力上升幅度和下
降幅度均较前两者小.

2.4.2 不同碳源对酶活力的影响 稻草秸轩和玉

米秸杆都是一种天然混合物，除含有大量纤维素外，

还含有一定的半纤维素和木质素以及非常多的微量

矿物元素，这些矿物元素对纤维素酶解过程的影响

是十分复杂的.本试验通过改变碳源中稻草粉与玉

米秸秤粉的比例，采用水浴摇床培养方式，28 "C, 150 

r-min-1 ，培养 72h 后，得到粗酶液，粗酶液的纤维

素酶活力，见图 3.
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图 2 培养时间对纤维素酶系活力的影响

Fig. 2 Effects of incubation time on cellulase activity 

图 3 的结果表明，滤纸酶、C. 酶和 C1 酶明显随
着碳源中玉米秸轩粉质量的增加而升高，当全部以

玉米秸轩粉作为碳源时，所产滤纸酶、C. 酶和 C1 酶
活力均达到最高值，分别为 35.2、 168.3 和 328.5 U/g. 
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粉， 2.0 g 玉米秸轩粉;④l. Og 稻草粉，3.0 g 玉米秸轩粉;⑤ 4.0 g 玉

米秸轩粉.每个处理加 20. 0 mL Mandel' s 营养液

图 3 不同稻草粉与玉米秸秤粉比例对纤维素酶系活力的影响

Fig. 3 Cellulase activity produced in different mass ratios of rice 

straw powder and corn stalk pellets 

2.4.3 不同氮源对酶活力的影响 以 4.0 g 玉米秸

秤粉作碳源，另加 ω=2% 的氮源，其他条件不变，培

养 72h 后得粗酶液，其纤维素酶活力，见表1.表 1

可知，在培养基中加了氮源之后，纤维素酶系活力有

较大的提高，总体上无机氮优于有机氮，氨态氮优于

硝态氮，以 (NH4 )2 S04 为氮源时纤维素酶系活力最

高，( NH4 ) 3 P04 次之，尿素最低.这一结果与崔福绵

等[15] 的报道相一致，这可能和氮源本身的组分有关，

因为(N凡 )2S04 和 (NH4 )3 P04 不仅含有氮素，还含
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有可供微生物生长的 S、P 元素，对微生物的生长有 力随着温度的增加而增加，在温度高于 60 '(;时，酶

益，有机氮源所提供的纯氮量较少，尿素含氮量虽 活力均以较大的幅度开始下降; C1 酶在温度为 35 -

高，但其中的缩二腮对微生物有毒害作用，使得菌株 45 '(;之间时，酶活力随着温度的增加而增加，温度高

Huanghu3 产酶量相对下降. 于 55'(;后，酶活力开始大幅度下降.因为，当温度较

表 1 不同氮源对菌株纤维素酶系活力的影响

Tab. 1 Cellulase activity in different ni衍。gen sources 

氮源

硫酸钱

硝酸镀

氯化钱

磷酸镀

蛋白陈

牛肉膏

酵母膏

尿素

滤纸酶活力

/(U. g-l) 

88.515 

36.029 

56.045 

80.286 

67.165 

38.698 

40.032 

40.032 

C，酶活力 C1 酶活力

/( U .g-1 ) /( U .g-1 ) 

230.406 485.277 

114.314 265.546 

137.888 338.493 

213.949 424.117 

191. 264 391. 869 

126.768 285.562 

130.771 322.258 

94.298 236.634 

2.4.4 培养基初始 pH 对酶活力的影响 综合以上

试验条件，分别调节培养基 pH 为 5.0~6.0 、7.0~8.0

和 9.0 ，培养 74 h 后测酶活力，结果见图 4 ， 3 种酶活

力在 pH 5.0 -7.0 均有较平稳的升高趋势，pH 7.0 

之后滤纸酶活力以较小的幅度下降， Cx 酶活力下降
的幅度大，而 C1 酶活力在 pH 7.0 至 pH 8.0 之间却

继续上升，且幅度较大;由此可见初始培养基 pH 对

产纤维素酶系活力的影响很大.

( 

M 

500 r .滤纸酶活力
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400卡咕-c，酶活力
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夜
现 200
谧
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pH 

图 4 初始培养基 pH 对纤维素酶系活力的影响

Fig.4 Cellulase activity in difIerent initial pH value 

2.4.5 温度对酶活力的影响 本试验滤纸酶活力

的测定采用 pH 4. 5 的拧攘酸缓冲液稀释粗酶液，水

解反应在不同的温度下进行，Cx 酶和 C 1 酶活力的测

定采用 pH 5.0 的拧攘酸缓冲液稀释粗酶液.图 5 的

结果表明:滤纸酶、Cx 酶和 C1 酶作用的最适温度分

别是50 -60 、50 -55 和 45-55 ℃;在温度高于 60 '(; 

时 3 种酶活力均急剧下降，至 65 '(;时，几乎完全失

低时，酶促反应速度较慢，酶活力不高.当温度过高

时，纤维素酶分子又会失去活性，影响了酶活力.

Fig.5 
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图 5 反应温度对纤维素酶系活力的影响

Cellulase activity under difIerent reaction temperature 

2.4.6 缓冲液 pH 对酶活力的影响 大部分酶活

力受环境 pH 的影响，在一定 pH 的条件下，酶反应

具有最大速度，高于或低于此值酶反应速度下降.本

试验使反应在不同 pH 的拧攘酸缓冲液系统中进行，

结果如图 6. 纤维素酶系活力在缓冲液 pH 4.5 - 5.5 

时效果最佳，此外，还可以看出酶活力在 pH 3.5 -

5.0 之间随着 pH 的增高而逐渐上升，pH 超过 5.0 后

纤维素酶系活力开始下降.因为一般的纤维素酶对

pH 比较敏感，只在很小的范围内起作用，不同的酶

所适应的 pH 范围是不同的，过高或过低都不适应酶

反应的进行， pH 的改变可以破坏酶的空间构象，引

起酶活力的丧失，还能影响酶活性中心催化基团的

解离，使底物转变成产物的过程受到影响，同时 pH

的改变影响酶活性中心结合基团的解离状态和底物

的解离状态，使得底物不能与其结合或结合后不能

生成产物.
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4←c‘酶活力
_. c，酶活力
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图 6 缓冲液 pH 对纤维素酶系活力的影响

活;滤纸酶和 C苯酶在温度为 35 - 50 '(;之间时，酶活 Fig. 6 Effect of difIerent pH buffer solutions on cell1由se ac剧句
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3 结论

生长最适 pH 在 3.0 以下，中性条件不能生长的

微生物称为嗜酸微生物.能耐受 pH3.5 - 6.0 ，但最

适 pH 接近中性的微生物则称为耐酸微生物.极端

嗜盐菌的生长最适 NaCl 质量浓度为 146. 3 - 304. 0 

g/L，而耐盐菌则是指那些生长不需要 NaCl，但是可

以在 NaCl 存在甚至是高浓度的情况下生长的微生

物.我们分离的青霉菌株 Hua吨hu3 具有很强的耐酸

耐盐性，在 pH 2. 8 以及含 NaCl 质量浓度达到 200.0

g • L -1 的极端环境中亦能生长，因为菌株 Huanghu3

来源于韶关市大宝山矿区酸性和重金属污染土壤，

因此，菌株也很可能具有较强的耐重金属能力.

产酶优化培养条件试验结果表明，以玉米秸秤

粉作为固体培养基碳源优于稻草粉或稻草粉和玉米

秸秤粉的混合物 ;pH 7.0、培养 72h 最为适宜;无机

氮源下的酶活力优于有机氮，氨态氮优于硝态氮，另

外， (NH4) 2504 为氮源时， 3 种纤维素酶活性最高，

( NH4 )3 P04 次之，尿素最低.

酶学特性研究发现:滤纸酶、C. 酶和 C1 酶作用
的最适温度分别在 50 -60 、50 -55 和 45 - 55 "C.纤

维素酶系最适反应在 pH 4. 5 - 5.5. 

由于从自然环境中分离筛选的产纤维素酶原始

菌株产酶活力一般较低，所以下一步将着重研究如

何提高该菌的产酶量，以达到生产上应用的要求.
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