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摘 要：本试验筛选出一株高纤维素酶活性菌株—弗村假单胞菌 N32。通过单因素及正交设计试验优化发酵条件，再利

用发酵罐扩大培养，最后对 N32酶学性质进行研究。结果表明，单因素试验显示最佳产酶条件为：培养时间 3 d，碳源淀

粉，氮源酵母粉，初始 pH 5.0，装液量 100 mL，培养温度 30 ℃，接种量 2.0%，摇床速度 160 r/min；最佳组合为

A3B2C2D2E1F3G3，与单因素不同条件 pH 6.0，摇床速度 140 r/min，培养温度 35 ℃，装液量 125 mL；酶学性质研究表明最适温

度为 30 ℃，最适 pH为 4.0，Na+、Cl-、NO3-、CH3COO-对 CMC酶活均有一定的激活作用，而 K+、Mg2+对 CMC酶活均产生抑制作

用，尿素、EDTA、SDS对 CMC酶活均产生抑制作用，其中 EDTA的抑制作用最强。
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Abstract：In this study, a high cellulase activity strain, Pseudomonas fuchunensis N32, was screened. The fermenta⁃
tion conditions were optimized by single factor and orthogonal design, and then the fermentation tank was used to ex⁃
pand the culture. Finally, the enzymatic properties of N32 were studied. Finally, the enzymatic properties of N32
were obtained. The results showed that the optimum conditions of enzyme production were as follows: culture time
was 3 days, carbon source was starch, nitrogen source was yeast powder, initial pH was 5.0, liquid volume was 100
mL, the culture temperature was 30 ℃, inoculum amount was of 2.0%, the speed of shaking table was 160 r/min.
The optimal combination was A3B2C2D2E1F3G3, i.e., initial pH was 6.0, the speed of shaking table was 140 r/min, the
culture temperature was 35 ℃, liquid volume was 125 mL. The study of enzymatic properties showed that the opti⁃
mum temperature was 30 ℃, and the optimum pH was 4.0%, Na+、Cl-、NO3-、CH3COO- had a activation effect on
CMC, while K+, Mg2+ had inhibition effect on CMC activity. Urea, EDTA, SDS had inhibition effect on CMC activity,
and EDTA had the strongest inhibition effect.
Key words：Cellulose-degrading bacteria; Optimization; Enzymatic property

纤维素是自然界最为丰富的可再生资源之

一，但纤维素难以降解导致其利用率具有一定的

局限性 [1]。近年来纤维素降解方面的研究已有不

少报道，而最经济、环保的方法是微生物等产生

的纤维素酶来催化降解纤维素 [2]。
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收稿日期：2019-02-26
基金项目：四川省高校重点实验室开发项目（SCYZ201408）
作者简介：唐玉佳（1993-），女，在读硕士，从事环境微生物等研

究。

通讯作者：王一丁，男，博士，教授，E-mail: 410728313@qq.com

土壤中筛选出数株纤维素降解菌株，复筛选出最

佳菌株弗村假单胞菌 N32，进行产酶条件优化及

酶学性质研究，以期得到 N32菌株发挥最大效应

的产酶条件，为进一步开发菌剂提供理论基础与

菌种资源。

1 材料与方法

1.1 试剂

羧甲基纤维素钠、蔗糖、硫酸铵等购于成都欣

亿维生物科技有限公司。

1.2 培养基
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2.2 正交优化试验

2.2.1 培养基成分的正交优化试验

以初始 pH、碳源和氮源作为 N32培养基成分

的优化因素，设计 3因素 3水平正交试验。各因

素及水平设计见表 2，正交试验结果见表 3。

从表 2 和表 3 可见，CMCase 的最佳组合为

A3B2C2，通过极差分析，主次因素：B>C>A。最优

培养基成分：培养基初始 pH 6.0，碳源为淀粉，氮

源为酵母粉。

2.2.2 培养条件的正交优化试验

以发酵时间、摇床转速、培养温度和装液量作

为 N32培养条件的优化因素，设计 4因素 3水平正

交试验，研究 4种因素间的最佳组合。各因素及

水平设计见表 4，正交试验设计及结果见表 5。
由表 4 和表 5 可见，CMCase 的最佳组合为

培养基参照文献 [3-4]。产酶发酵培养基：

CMC- Na 10 g，MgSO4 · 7H2O 0.5 g，KH2PO4 2 g，
(NH4)2SO4 4 g，蛋白胨 10 g，牛肉膏 5 g，蒸馏水 1 000
mL。无碳基础培养基：MgSO4·7H2O 0.5 g，KH2PO4 2
g，(NH4)2SO4 4 g，蛋白胨10 g，牛肉膏5 g，蒸馏水1 000
mL。无氮基础培养基：CMC-Na 10 g，MgSO4·7H2O
1 g，KH2PO4 1 g，NaCl 5 g，蒸馏水1 000 mL。
1.3 粗酶液的制备

发酵液 4 ℃，4 000 r/min离心 20 min，上清液

即粗酶液。按刘爽 [5]方法进行 CMC酶活测定。

1.4 产酶条件优化

依次改变发酵时间、碳源、氮源、初始 pH、装
液量、温度、接种量及摇床速度中的某一因素，保

持其他发酵条件不变，测定 CMCase活性，研究各

因素对产酶的影响 [6-7]。

1.5 正交优化试验

分别设计发酵培养基成分 3因素 3水平正交

试验和培养条件的 4因素 3水平正交试验，以确

定N32最佳发酵培养基成分和培养条件 [8-10]。

1.6 发酵罐优化试验

通过发酵罐和三角瓶液体发酵产酶 [11]，测定

菌培养液的 CMC酶活，比较两者产酶的情况。

1.7 酶学性质研究

依次改变反应体系的温度和 pH。在最佳温

度、pH条件下配制终浓度为 10-3 mol/L的 Na+，K+，

Mg2+，Cl-，NO3-，CH3COO-的反应体系溶液以及配制

加有尿素、EDTA、SDS蛋白质抑制剂的反应体系

溶液。通过测定 CMCase活性，研究各因素对酶活

力的影响 [12]。

2 结果与分析

2.1 产酶条件优化

由表 1可知，最适产酶条件为：培养时间 3 d，
碳源淀粉，氮源酵母粉，初始 pH值 5.0，装液量

100 mL，培养温度 30 ℃，接种量 2.0%，摇床速度

160 r/min。
表1 发酵条件对菌株N32产酶的影响

培养时间 (d)
酶活 (U/mL)

碳源

酶活 (U/mL)
氮源

酶活 (U/mL)
pH

酶活 (U/mL)
装液量 (mL)
酶活 (U/mL)

培养温度 (℃)
酶活 (U/mL)
接种量 (%)
酶活 (U/mL)

摇床速度 (r/min)
酶活 (U/mL)

1
97.68
CMC-Na
300.95
蛋白胨

198.77
4

81.54
25

261.16
20
351.5
1.0
463.35
120
198.24

2
145.18
Starch
398.82
酵母粉

349.71
5

275.67
50

299.34
25
374.8
1.5
488.81
140
263.31

3
447.94
MCC
247.89
牛肉膏

255.42
6

170.81
75

243.41
30

508.53
2.0
509.24
160
512.11

4
306.69
-
-

(NH4)2SO4
41.39
7

159.52
100
439.69
35

414.42
2.5
449.73
180
491.32

5
234.27
-
-

NaNO3
19.34
8

180.13
125
290.19
40
283.2
3.0
400.08
200

313.68

表2 正交试验设计因素及其水平

水平

1
2
3

pH（A）
4
5
6

碳源（B）
CMC-Na
Starch
MCC

氮源（C）
蛋白胨

酵母粉

牛肉膏
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D2E1F3G3，通过极差分析可知，主次因素：F>E>G>
D。最优培养条件：培养时间3 d，摇床转速140 r/min，
培养温度 35 ℃，装液量 125 mL。
2.2.3 优化条件的验证试验

2.2.3.1 培养基成分的验证试验

因正交试验得到的 N32最佳发酵培养基成分

组合 A3B2C2未在正交表中，将此最优组合与正交

试验表中酶活最高的组合 A1B2C2进行验证试验，

结果见表 6。
通过验证试验、极差分析得到的最佳组合比

正交试验表里最佳组合酶活高，因此最终确定培

养基成分最佳组合为A3B2C2。
2.2.3.2 培养条件的验证试验

因正交试验得到 N32最佳发酵培养条件组合

D2E1F3G3未在正交表中，故将此最优组合和正交试

验表中酶活最高的组合 D2E1F2G3进行验证试验，

结果见表 7。
通过验证试验、极差分析得到的最佳组合比

正交试验表里最佳组合酶活高，因此最终确定培

养条件最佳组合为D2E1F3G3。
2.2.3.3 发酵工艺优化前后产酶比较

通过优化得到新的发酵工艺，将这两种工艺

做比较试验，结果见表 8。比较试验显示优化后

CMC酶活是优化前的 1.26倍。

2.2.4 发酵罐优化试验

在三角瓶培养的基础上，采用 5 L发酵罐完

成小型发酵实验。比较两者产酶的情况。比较结

表3 正交试验结果分析

水平

1
2
3
4
5
6
7
8
9
K1
K2
K3
R

因素

A
1
1
1
2
2
2
3
3
3

308.76
356.35
443.60
134.84

B
1
2
3
1
2
3
1
2
3

240.06
639.48
229.17
410.31

C
1
2
3
2
3
1
3
1
2

303.24
497.91
307.55
194.67

结果

(CMCase)
34.62
236.55
37.58
120.53
185.06
50.76
84.90
217.87
140.83

主次因素：B>C>A
最优水平：A3B2C2

表7 验证试验结果

组合

D2E1F3G3
D2E1F2G3

酶活（U/mL）
678.35
643.54

表6 验证试验结果

组合

A3B2C2
A1B2C2

酶活（U/mL）
324.88
236.55

表5 正交试验结果分析

水

平

1
2
3
4
5
6
7
8
9
K1
K2

K3
R

因素

D
1
1
1
2
2
2
3
3
3

1 101.64
1 132.33

846.02
286.31

E
1
2
3
1
2
3
1
2
3

1510.18
662.24

907.57
847.97

F
1
2
3
2
3
1
3
1
2

553.75
1 007.78

1 518.46
954.71

G
1
2
3
3
1
2
2
3
1

837.38
882.29

1 360.32
532.94

结果

(CMCase)
307.65
191.32
602.67
643.54
356.81
131.99
558.99
114.11
172.92

主次因素：

F>E>G>D
最优水平：

D2E1F3G3

表4 正交试验设计因素及其水平

水平

1
2
3

培养时间

（D）（d）
2
3
4

摇床速度

（E）（r/min）
140
160
180

培养温度

（F）（℃）
25
30
35

装液量

（G）（mL）
75
100
125

表8 优化前后发酵工艺及产酶结果比较

发酵工艺

酶活 (U/mL)

培养时间（d）
碳源

氮源

初始 pH
装液量（mL）
培养温度（℃）
接种量（%）

摇床速度（r/min）

优化前

3
CMC-Na
蛋白胨，

牛肉膏，

(NH4)2SO4
Nature
100
37
1.5
180
246.19

优化后

3
Starch

酵母粉

6
125
35
2.0
140
309.11

酶活提

高倍数

1.26
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果见表 9。通过酶活比较，发酵罐酶活力相对较

低，可能是因为机械损伤较大等原因，其产酶比

较结果与别人研究有所不同。因此，本试验还有

待进一步研究。

2.3 酶学性质研究

随着反应体系温度的增加，CMC酶活呈现先

上升再下降的趋势（图 1）。当温度达 30 ℃，CMC
酶活性最大，为 314.04 U/mL。随着温度再升高，

CMC酶活性开始下降，温度为 60 ℃时，CMC酶活

性降到最低，其值为 274.06 U/mL。究其原因可能

是温度过低，酶活力相应降低；温度过高，导致酶

失活从而影响酶活力值的大小。因此，最适酶促

反应温度为 30 ℃。
随着反应体系 pH的增加，CMC酶活呈先直线

上升然后下降再微微上升最后下降的趋势（图

2）。当 pH到达 4.0时，CMC酶活性达到最高，为

446.68 U/mL。随着反应液 pH继续升高，CMC酶
活性逐渐下降，pH为 9时，酶活力最低。因为反

应体系溶液过酸过碱均会导致酶失活。因此，最

适酶促反应 pH值为 4.0。

如图 3所示，Na+、Cl-、NO3-、CH3COO-对 CMC酶
活均有一定的激活作用，而 K+、Mg2+对 CMC酶活

均产生了抑制作用。其中 Na+、Cl-的激活效果最

佳，由此，在酶促反应中，可适当加入 NaCl以提高

酶活力。

如图 4所示，蛋白酶抑制剂尿素、EDTA、SDS
对 CMC酶活均产生抑制作用，EDTA的抑制作用

最强，酶活分为 99.92 U/mL，较 CK降低 51.13%。

3 结论与讨论

目前，大多数工业用的纤维素酶均来自真菌，

对细菌和放线菌的研究相对较少 [13-14]。至今也有

不少纤维素降解菌的研究报道，郑丽等 [15]从木薯

生境中分离到了一株菌株，其糖化和酶活性最

佳，经鉴定为解淀粉芽孢杆菌。张喜庆等 [16]从自

然发酵的牛粪中分离获得高效纤维素分解菌，经

鉴定为枯草芽孢杆菌。熊娟等 [17]对小麦秸秆、玉

米秸秆及木材腐烂样品中真核生物的群落结构组

成、核心种群以及多样性分析，结果显示，小麦秸

秆中微生物最为丰富。迟畅等 [18]从常年堆放秸秆

垛下面的新鲜土壤及腐烂秸秆中分离获得 3株专

性厌氧的纤维素分解菌，经初步鉴定为芽孢梭菌

属，并研究出优化后的复合菌剂。

本实验筛选出一株高效降解纤维素菌株—弗

村假单胞菌N32。通过单因素优化以（下转第 81 页）
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表9 发酵罐与三角瓶发酵工艺及其产酶结果比较

类型

发酵罐

三角瓶

酶活 (U/mL)
221.99
309.11
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（上接第 65 页）及正交试验分析得知，其最适产酶条

件为：初始 pH 6.0，碳源淀粉，氮源酵母粉，培养时

间 3 d，摇床转速 140 r/min，培养温度 35 ℃，装液量

125 mL，接种量 2.0%。比较试验显示优化后 CMC
酶活是优化前的 1.26倍。三角瓶与发酵罐产酶结

果显示，发酵罐的酶活相对较低，可能是因为机

械损伤较大等原因，其产酶比较结果与别人研究

有所不同 [19]，因此还有待进一步研究。

对酶学性质的研究得出：酶活性最适温度为

30 ℃，最适 pH为 4.0，Na+、Cl-、NO3-、CH3COO-对
CMC酶活均有一定的激活作用，K+、Mg2+对 CMC酶
活均产生抑制作用。尿素、EDTA、SDS对 CMC酶
活均产生抑制作用，EDTA的抑制作用最强。
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