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玉米秸秆纤维素降解菌的紫外 －微波
复合诱变及产酶条件优化

魏　 炜ꎬ赵之璧ꎬ袁雅姝

(沈阳建筑大学市政与环境工程学院ꎬ辽宁 沈阳 １１０１６８)

摘　 要 目的 筛选出降解性能更好的玉米秸秆纤维素降解菌株ꎬ为秸秆生物降解提

供理论依据ꎮ 方法 利用刚果红染色法对菌株筛选分离并鉴定ꎻ通过复合诱变ꎬ获得

降解性更好的菌株ꎻ采用单因素及正交试验测定不同条件下的羧甲基纤维素(ＣＭＣ)
酶活力和滤纸(ＦＰＡ)酶活力ꎬ确定最佳产酶条件ꎮ 结果 经复合诱变获得 １ 株降解性

较好的菌株 ＳＦ３ － ３ꎬ降解率比未诱变菌株提升 １８􀆰 １２％ ꎬ比单独诱变菌株提升

１０􀆰 ８４％ ꎻ最适合产酶条件为温度 ２８ ℃、ｐＨ 值 ７􀆰 ０、接种量 ２％ 、转速１３０ ｒ / ｍｉｎꎮ 结论

紫外 － 微波复合诱变能更好地提升菌株对秸秆的降解性能ꎬ最佳的产酶条件能够实

现降解性能的进一步提升ꎮ

关键词 秸秆降解菌ꎻ紫外ꎻ微波ꎻ复合诱变
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ｍｉｃｒｏｗａｖｅ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｅｎｚｙｍｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｃａｎ ｆｕｒｔｈｅｒ
ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｉｓ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ｓｔｒａｗ ｄｅｇｒａｄｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａꎻＵＶꎻｍｉｃｒｏｗａｖｅꎻｃｏｍｐｏｕｎｄ ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ

　 　 玉米秸秆在 农 业 副 产 物 中 占 比 较

大[１ － ２]ꎬ简单焚烧会造成大气污染和资源浪

费ꎬ纤维素是玉米秸秆细胞壁的主要成分ꎬ结
构较为复杂ꎬ质地结实紧密[３]ꎬ传统的物理

和化学方法对秸秆降解的效率不高ꎬ而生物

法降解可以弥补上述不足[４ － ５]ꎮ 高云航等[６]

从牛粪中筛选出一株纤维素酶活性较高的菌

株 Ｎ１２ꎮ 高兆明等[７]从厦门红树林泥样中筛

选到一株纤维素酶产生菌 Ｇ２１ꎮ 李君君[８]针

对茶粕进行研究ꎬ从土壤、树叶和腐烂的树叶

中筛选出了 Ｌ￣１、Ｌ￣２、Ｌ￣３、Ｌ￣４、Ｌ￣５ 和 Ｌ￣６ 纤

维素降解菌株ꎮ 鲁雄[９] 以甘蔗渣为唯一碳

源ꎬ从厦门温泉样品中筛选出热稳定纤维素

产生菌 ＸＭ７０ꎮ 王岩等[１０ － １１] 以农村自然堆

肥堆秸秆还田土为菌源ꎬ在 １５ ℃低温的培养

条件下成功筛选出单菌 ５４ 株ꎮ 景如贤等[１２]

采取克氏碘液染色法从常年落叶的土壤中分

离出高效降解菌ꎮ 纤维素分解菌的筛选与鉴

定是决定能否实现秸秆高效转化为葡萄糖的

关键ꎮ 因此ꎬ笔者以沈阳地区的土样为原料ꎬ
利用刚果红染色法从中筛选出降解性能相对

较好的两种菌株并进行鉴定ꎬ通过紫外 － 微

波复合诱变筛选出降解性能更好的菌株ꎬ并
对产酶条件进行了优化ꎬ为提升降解秸秆菌

的性能提供了理论依据ꎮ

１　 实　 验

１. １　 秸秆及土样

实验秸秆采自沈阳市张官桥下河畔处的

玉米田ꎬ大多数秸秆已经腐烂ꎬ并被降解风干

成碎屑状ꎮ 实验土样采自沈阳建筑大学景观

稻田、古树下ꎬ张官桥下玉米田、菜地ꎬ以及天

柱山下等自然环境土壤ꎮ
１. ２　 主要试剂、培养基及仪器设备

试剂:浓度为 ０􀆰 ０５ ｍｏｌ / ＬꎬｐＨ 为 ４􀆰 ８ 的

醋酸缓冲液ꎻ ＣＭＣ￣ＨＡｃ 缓冲液ꎻ ＤＮＳ 试

剂[１３]ꎻ质量浓度为 １ ｇ / Ｌ 的葡萄糖标准液ꎮ
培养基:富集培养液[１４]ꎻ羧甲基纤维素

钠分离筛选培养基ꎻ刚果红纤维素琼脂培养

基[１５]ꎻ滤纸条液体培养基[１６]ꎻ羧甲基纤维素

钠培养基ꎮ
仪器设备:烘箱ꎻ恒温震荡培养箱ꎻ鼓风

干燥箱ꎻ高速多功能粉碎机ꎻ高压蒸汽灭菌

锅ꎻ冰箱ꎻ高速离心机ꎻ电磁炉ꎻ生物显微

镜等ꎮ
１. ３　 实验方法

菌株形态学鉴定采用革兰氏染色法[１７]

并参考菌株鉴定手册ꎻ菌株分子学鉴定采用

细菌 １６ＳｒＤＮＡ 序列测序的方法ꎮ
采用 Ｖａｎ Ｓｏｅｓｔ 分析法测定纤维素降

解率ꎮ
羧甲基纤维素 (ＣＭＣ) 酶活力和滤纸

(ＦＰＡ)酶活力的测定依据下式:

Ａ ＝ ＣＸＶ
ＴＶ１Ｍ

. (１)

式中:Ａ 为 ＣＭＣ 或 ＦＰＡ 酶活力ꎬＵ / ｍＬꎻＣ 为

还原糖质量浓度ꎬｇ / ＬꎻＸ 为稀释倍数ꎬ取 ２５ꎻ
Ｖ 为总酶液体积ꎬ取 １０ ｍＬꎻＴ 为作用时间ꎬ
取 ３０ ｍｉｎꎻＶ１ 为参与反应的酶液体积ꎬ取
０􀆰 ５ ｍＬꎻＭ 为葡萄糖分子量ꎬ１８０ꎮ

２　 结果与分析

２. １　 菌株的筛选及鉴定

２. １. １　 菌株的初筛

表 １ 为 ７ 株纤维素降解菌透明圈直径

Ｄ、菌落直径 ｄ 及其比值ꎮ
选取 Ｄ / ｄ 值相对较大的菌株Ⅰ、菌株

Ⅳ、菌株Ⅴ和菌株Ⅵ４ 种菌株进行滤纸条断

裂实验ꎮ 培养 １５ ｄ 的断裂情况如表 ２ 所示ꎬ
其中菌株Ⅰ在第 ６ ｄ 开始断裂ꎻ菌株Ⅳ和菌
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株Ⅴ虽然在前 ９ ｄ 断裂程度一样ꎬ但菌株Ⅳ
在 １２ ｄ 断裂程度更深ꎬ菌株Ⅴ在 １２ ｄ 没有变

化ꎮ 可见ꎬ菌株Ⅰ、菌株Ⅳ降解性相对较好ꎮ
表 １　 ７ 株纤维素降解菌透明圈及菌落直径

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｌｅａｒ ｃｉｒｃｌｅ ａｎｄ ｃｏｌｏｎｙ ｄｉａｍｅｔｅｒ ｏｆ ７
ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ ｄｅｇｒａｄｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ

原始菌株 Ｄ / ｍｍ ｄ / ｍｍ Ｄ / ｄ

Ⅰ ４６ ２５ １􀆰 ８４

Ⅱ ３３ ２８ １􀆰 １８

Ⅲ ３２ ２６ １􀆰 ２３

Ⅳ ５２ ２９ １􀆰 ７９

Ⅴ ２６ １６ １􀆰 ６３

Ⅵ ９ ６ １􀆰 ５０

Ⅶ ２３ １６ １􀆰 ４４

表 ２　 ４ 株降解菌的滤纸条断裂情况

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｂｒｅａｋ ｏｆ ｆｉｌｔｅｒ ｐａｐｅｒ ｏｆ ４ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ
ｄｅｇｒａｄｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ

菌株 ０ ｄ ３ ｄ ６ ｄ ９ ｄ １２ ｄ １５ ｄ

Ⅰ － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

Ⅳ － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

Ⅴ － － － ＋ ＋ ＋

Ⅵ － － － － ＋ ＋

　 　 注:“ － ”表示没有断裂ꎻ“ ＋ ”表示出现断裂ꎻ“ ＋ ＋ ”

表示断裂程度较好ꎻ“ ＋ ＋ ＋ ”表示完全断裂ꎮ

选取滤纸条断裂情况较好的菌株Ⅰ、菌
株Ⅳ进行刚果红液体验证实验ꎬ５ ｄ 后观察

发现:菌株Ⅰ液体底部有大量红色沉淀ꎬ液体

颜色变透明ꎻ菌株Ⅳ液体底部有少量红色沉

淀ꎬ液体颜色变浅ꎬ仍有少量颜色ꎮ 可见ꎬ菌
株Ⅰ对纤维素的降解性最好、菌株Ⅳ次之ꎮ
２. １. ２　 菌株Ⅰ的复筛

初筛并不足以说明降解性能的优劣ꎬ还
需要测定酶活力和降解率加以验证ꎬ测得的

葡萄糖标准曲线如图 １ 所示ꎮ
实验分别测出菌株Ⅰ、菌株Ⅳ、菌株Ⅴ的

ＣＭＣ 酶活力、ＦＰＡ 酶活力、吸光度及产糖量ꎬ
将测定的吸光度值代入葡萄糖标准曲线中求

出还原糖含量ꎬ用酶活力公式求出酶活力值ꎬ
测得的纤维素降解率如表 ３ 所示ꎬ可以看出ꎬ

菌株 Ⅰ、 Ⅳ、 Ⅴ 的 ＣＭＣ 酶 活 力 分 别 是

１􀆰 ０５０ Ｕ􀅰ｍＬ －１、０􀆰 ９１７ Ｕ􀅰ｍＬ －１、０􀆰 ８５８ Ｕ􀅰ｍＬ －１ꎻ
ＦＰＡ 酶 活 力 分 别 为 ０􀆰 ９４２ Ｕ􀅰ｍＬ － １ 、
０􀆰 ８１０ Ｕ􀅰ｍＬ － １ 、０􀆰 ８００ Ｕ􀅰ｍＬ － １ ꎻ纤维素

降解率分别为 ２２􀆰 ０９％ 、１５􀆰 ７３％ 、１４􀆰 ２３％ ꎮ
由此可见ꎬ无论是 ＣＭＣ 和 ＦＰＡ 酶活力ꎬ还是

降解率ꎬ菌株Ⅰ都是最优的ꎬ与初筛的实验结

果一致ꎮ

图 １　 葡萄糖标准曲线

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｇｌｕｃｏｓｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ

表 ３　 ＣＭＣ 和 ＦＰＡ 酶活力及降解率测定结果

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＣＭＣ ａｎｄ ＦＰＡ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ

ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

原始

菌株

ＣＭＣ 酶活力 /

(Ｕ􀅰ｍＬ － １)

ＦＰＡ 酶活力 /

(Ｕ􀅰ｍＬ － １)

纤维素降

解率 / ％

Ⅰ １􀆰 ０５０ ０􀆰 ９４２ ２２􀆰 ０９

Ⅳ ０􀆰 ９１７ ０􀆰 ８１０ １５􀆰 ７３

Ⅴ ０􀆰 ８５８ 􀆰 ０􀆰 ８００ １４􀆰 ２３

２. １. ３　 菌株Ⅰ的 １６ＳｒＤＮＡ 分子学鉴定

对菌株Ⅰ进行基因组 ＤＮＡ 提取、１６Ｓ 扩

增、ＰＣＲ 产物的检测ꎬ然后进行纯化、测序ꎬ
最后进行 Ｎｃｂｉ￣Ｂｌａｓｔ 比对分析ꎬ 完成 １６Ｓ
ｒＤＮＡ 基因分子鉴定ꎮ 图 ２ 为对纤维素降解

性能最好的菌株Ⅰ的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 同源性系统

发育树ꎮ 根据 Ｂｌａｓｔ 分析结果ꎬ菌株Ⅰ与

Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｓｐ. ＦＺ９２ 亲缘关系最近ꎬ达到

９９􀆰 ９３％ ꎻ菌株Ⅳ与 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｒｕｂｉｇｉｎｏｓｕｓ
亲缘关系最近ꎬ达到 ９９􀆰 ６５％ ꎬ由此初步判定

菌株Ⅰ为链霉菌ꎮ
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图 ２　 菌株Ⅰ的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 同源性的系统发育树

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｔｈｅ １６Ｓ ｒＤＮＡ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ Ｉ

２. ２　 菌株Ⅰ的紫外诱变育种

２. ２. １　 菌株Ⅰ的紫外诱变及初筛结果

制备孢子浓度为 １􀆰 ０ × １０８ 个 / ｍＬ 的菌

悬液ꎬ置于紫外灯下进行常规处理ꎬ设定照射

时间分别为 ２０ ｓꎬ４０ ｓꎬ６０ ｓꎬ１００ ｓꎬ１２０ ｓꎻ在不

同照射时间取样ꎬ在涂布过程中避免被光照

射ꎬ置于 ４０ ℃培养箱ꎬ暗培养 ２４ ｈꎬ再见光培

养 ４８ ｈꎮ 紫外照射产生的影响如图 ３ 所示ꎮ

图 ３　 紫外诱变的影响

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ

从图 ３ 可以看出ꎬ孢子的致死率随着紫

外线照射时间的延长而增加ꎬ当照射时间增

至 ６０ ｓ、８０ ｓ、１２０ ｓ 时ꎬ致死率分别为 ７８％ 、
８５％和 ９８％ ꎬ选择 ８０ｓ 为最佳照射时间进行

筛选ꎮ 选取 Ｄ１ / ｄ１ 较大的 ６ 株菌种ꎬ分别命

名为 ＳＦ１、ＳＦ２、ＳＦ３、ＳＦ４、ＳＦ５、ＳＦ６ꎬ进行固态

发酵复筛实验ꎮ
２. ２. ２　 菌株Ⅰ的紫外诱变复筛结果

表 ４ 为紫外诱变后的复筛结果ꎮ 可以看

出ꎬ菌株经过紫外诱变后ꎬ不论是 ＣＭＣ 和

ＦＰＡ 酶活力ꎬ还是对纤维素的降解效率ꎬ都
有所提升ꎬ尤其是菌株 ＳＦ３ 对纤维素的降解

率达 到 ２９􀆰 ３７％ ꎬ 与 未 诱 变 相 比 提 升 了

７􀆰 ２８％ ꎬ因此选用菌株 ＳＦ３ 进行复合诱变

实验ꎮ
表 ４　 菌株Ⅰ的微紫外诱变复筛结果

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｒｅｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ Ｉ ｂｙ

ＵＶ ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ

单独诱

变菌株

Ｄ１ /

ｍｍ

ｄ１ /

ｍｍ

Ｄ１

ｄ１

ＣＭＣ 酶

活力 /

(Ｕ􀅰ｍＬ － １)

ＦＰＡ 酶

活力 /

(Ｕ􀅰ｍＬ － １)

纤维素

降解

率 / ％

ＳＦ１ ４７ ２５ １􀆰 ８８ １􀆰 １４４ １􀆰 ０９８ １９􀆰 ５４

ＳＦ２ ４９ ２４ ２􀆰 ０４ １􀆰 ２５７ １􀆰 １６３ ２０􀆰 ４８

ＳＦ３ ６３ ２６ ２􀆰 ４２ １􀆰 ４２６ １􀆰 ３５５ ２９􀆰 ３７

ＳＦ４ ５９ ２５ ２􀆰 ３６ １􀆰 ３１５ １􀆰 ２９１ ２４􀆰 ８３

ＳＦ５ ５０ ２３ ２􀆰 １７ １􀆰 ２７４ １􀆰 １８５ ２１􀆰 ５６

ＳＦ６ ５５ ２４ ２􀆰 ２９ １􀆰 ２９７ １􀆰 ２０３ ２２􀆰 ７２

２. ３　 菌株 ＳＦ３ 的紫外 －微波复合诱变育种

菌株 ＳＦ３ 的复合诱变时间对孢子的影

响如图 ４ 所示ꎮ 根据图 ４ 结果ꎬ选择 １ ｍｉｎ
作为微波诱变时间进行复合诱变ꎮ

经紫外 －微波复合诱变后的复筛结果如

表 ５ 所示ꎮ 从表 ５ 中可以看出ꎬ菌株经过复

合诱变后ꎬ不论是对 ＣＭＣ 和 ＦＰＡ 酶活力ꎬ还
是对纤维素降解效率的影响ꎬ与单独紫外诱

变和未诱变相比都有了极大的提升ꎬ尤其是

菌 株 ＳＦ３￣３ 对 纤 维 素 的 降 解 率 达 到
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４０􀆰 ２１％ ꎬ与未诱变相比提升了 １８􀆰 １２％ ꎬ与
单独紫外诱变相比提升了 １０􀆰 ８４％ ꎬ且通过

重复固态发酵ꎬ其稳定性较好ꎬ对纤维素的降

解率始终保持在 ３０􀆰 ５７％ ~ ４０􀆰 ２１％ ꎮ 由此

可见ꎬ紫外 － 微波复合诱变与传统的单独诱

变相比效果更好ꎮ ＳＦ３￣３ 可作为复合诱变产

生的新菌株进行产酶条件优化ꎮ

图 ４　 复合诱变时间对孢子的影响

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ ｔｉｍｅ

ｏｎ ｓｐｏｒｅｓ

表 ５　 紫外 －微波复合诱变菌株的复筛结果

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅ￣ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ＵＶ￣ｍｉｃｒｏｗａｖｅ

ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｍｕｔａｇｅｎｉｃ ｓｔｒａｉｎｓ

复合诱

变菌株

Ｄ２ /

ｍｍ

ｄ２ /

ｍｍ

Ｄ２

ｄ２

ＣＭＣ 酶

活力 /

(Ｕ􀅰ｍＬ － １)

ＦＰＡ 酶

活力 /

(Ｕ􀅰ｍＬ － １)

维素降

解率 /

％

ＳＦ３￣１ ４９ ２５ １􀆰 ９６ １􀆰 １９５ １􀆰 １５７ ３０􀆰 ５７

ＳＦ３￣２ ５３ ２４ ２􀆰 ２１ １􀆰 ２３６ １􀆰 １９９ ３３􀆰 ６２

ＳＦ３￣３ ７４ ２６ ２􀆰 ８６ １􀆰 ７７９ １􀆰 ６６８ ４０􀆰 ２１

ＳＦ３￣４ ６４ ２５ ２􀆰 ５５ １􀆰 ５２３ １􀆰 ４３７ ３６􀆰 ４２

ＳＦ３￣５ ５５ ２３ ２􀆰 ３７ １􀆰 ３６７ １􀆰 ２９５ ３４􀆰 ８７

ＳＦ３￣６ ５８ ２４ ２􀆰 ４３ １􀆰 ４０１ １􀆰 ３４２ ３５􀆰 ６３

２. ４　 产酶条件优化

２. ４. １　 不同温度对酶活力的影响

温度直接影响到菌株的生理活性ꎮ 一般

真菌的最佳发酵温度在 ２５ ℃左右ꎬ细菌在

３０ ℃ 左右ꎮ 因此ꎬ 设定实验温度分别为

２０ ℃、２５ ℃、２８ ℃、３０ ℃、３５ ℃ꎮ 将菌株接

种于 ｐＨ 为 ７􀆰 ０ 的 ５０ ｍＬ 培养基中ꎬ分别在

以上温度条件下 １３０ ｒ / ｍｉｎ 振荡培养 ４ ｄꎬ制

备粗酶液ꎬ测定 ＣＭＣ 及 ＦＰＡ 活力ꎬ结果如

图 ５所示ꎮ

图 ５　 温度对 ＣＭＣ 和 ＦＰＡ 酶活力的影响

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ ＣＭＣ ａｎｄ ＦＰＡ
ｅｎｚｕｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ

由图 ５ 可知ꎬ温度对 ＣＭＣ 和 ＦＰＡ 酶活

力影响较大ꎬ在其他条件相同时ꎬＣＭＣ 和

ＦＰＡ 酶活力均呈先升高后降低的趋势ꎮ 当

温度达到 ２８ ℃ꎬＣＭＣ 和 ＦＰＡ 酶活力均达到

最 大 值ꎬ 分 别 为 １􀆰 ９９６ Ｕ / ｍＬ 和

１􀆰 ９５１ Ｕ / ｍＬꎬ在此温度下ꎬ菌株的酶促反应

速率达到较高ꎬ产酶条件达到最佳ꎮ 在低于

２５ ℃和高于 ３０ ℃时ꎬ由于温度较为极端导

致菌株部分酶失活变性ꎬ在一定程度上抑制

了 ＣＭＣ 和 ＦＰＡ 的酶活力ꎬ尤其是在 ２０ ℃时

ＣＭＣ 和 ＦＰＡ 酶活力均达到最低值ꎬ分别为

１􀆰 １８４ Ｕ / ｍＬ 和 １􀆰 １２６ Ｕ / ｍＬꎮ 因此可将后

续实验的温度设置为 ２８ ℃ꎮ
２. ４. ２ 　 不同培养基初始 ｐＨ 值对酶活力的

影响

培养基初始 ｐＨ 值改变产酶效果的机理

是由于 ｐＨ 可以改变菌株细胞内部的电荷

量ꎬ在一定程度上影响了酶的构造及酶促反

应的速率ꎮ 设定发酵培养基初始 ｐＨ 分别为

４􀆰 ０、５􀆰 ０、６􀆰 ０、７􀆰 ０、８􀆰 ０ 和 ９􀆰 ０ꎬ将培养过夜的

菌种分别接种于 ５０ ｍＬ 培养基中ꎬ再分别在

２８ ℃条件下ꎬ１３０ ｒ / ｍｉｎ 振荡培养 ４ ｄ 后制备

粗酶液ꎬ测定 ＣＭＣ 及 ＦＰＡ 酶活力ꎬ图 ６ 为测

定结果ꎮ
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图 ６　 ｐＨ 对 ＣＭＣ 和 ＦＰＡ 酶活力的影响

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆｐＨ ｏｎ ＣＭＣ ａｎｄ ＦＰＡ

ｅｎｚｕｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ

由图 ６ 可知ꎬ培养基初始 ｐＨ 值对 ＣＭＣ
和 ＦＰＡ 的酶活力的影响较大ꎬ从图中可以看

出ꎬ在其他条件都相同的情况下ꎬＣＭＣ 和

ＦＰＡ 酶活力呈现先升高再降低的趋势ꎬ且不

同 ｐＨ 下的酶活力差异也比较显著ꎬ因此表

明培养基初始 ｐＨ 对菌株的 ＣＭＣ 和 ＦＰＡ 酶

活力影响较大ꎮ 当 ｐＨ 值呈酸性时ꎬ酸性越

强酶活力越低ꎬ当 ｐＨ 为 ４􀆰 ０ 时ꎬＣＭＣ 和

ＦＰＡ 酶活力达到酸性条件下也是整体条件

下的 最 低 值ꎬ 分 别 为 １􀆰 ２６０ Ｕ / ｍＬ 和

１􀆰 １２６ Ｕ / ｍＬꎻ当 ｐＨ 升高至中性时ꎬ酶活力

有了明显的提高ꎬ其中当培养基初始 ｐＨ 值

达到 ７􀆰 ０ 时ꎬＣＭＣ 和 ＦＰＡ 酶活力达到最大

分别为 ２􀆰 ０７２ Ｕ / ｍＬ 和 １􀆰 ８７１ Ｕ / ｍＬꎻ继续升

高 ｐＨ 达到碱性时ꎬ酶活力逐渐降低ꎬ直到

ｐＨ 达到 ９􀆰 ０ 时ꎬＣＭＣ 和 ＦＰＡ 酶活力达到碱

性条件下的最低值ꎬ分别为 １􀆰 ７５３ Ｕ / ｍＬ 和

１􀆰 ６４６ Ｕ / ｍＬꎮ 由此可见ꎬ酸性条件下对菌株

酶活力的影响程度要强于碱性ꎮ 最适培养基

初始 ｐＨ 值为 ７􀆰 ０ꎮ
２. ４. ３　 不同接种量对酶活力的影响

将菌株分别按 １％ 、２％ 、４％ 、６％ 、８％ 、
１０％的接种量接种于 ５０ ｍＬ、初始 ｐＨ 值为

７􀆰 ０ 的培养基中ꎬ在 ２８ ℃、１３０ ｒ / ｍｉｎ 的条件

下振荡培养 ４ ｄ 后取发酵液ꎬ测定 ＣＭＣ 及

ＦＰＡ 活力ꎬ以确定最佳接种量(见图 ７)ꎮ

图 ７　 接种量对 ＣＭＣ 和 ＦＰＡ 酶活力的影响

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ａｍｏｕｎｔ ｏｎ ＣＭＣ ａｎｄ
ＦＰＡ ｅｎｚｕｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ

从图 ７ 中可知ꎬ接种量对酶活力的影响

不是很大ꎬ随接种量呈先升高再下降的趋势ꎬ
在其他条件相同时ꎬ该菌的接种量为 ２％ 时ꎬ
其 ＣＭＣ 和 ＦＰＡ 酶活力均达到最大值ꎬ分别

为 １􀆰 ６０３ Ｕ / ｍＬ 和 １􀆰 ５２３ Ｕ / ｍＬꎬ当接种量超

过 ２％时ꎬ菌株的酶活力逐渐降低ꎬ尤其是当

接种量达到 １０％时ꎬ其 ＣＭＣ 和 ＦＰＡ 酶活力

均达 到 最 低 值ꎬ 分 别 为 １􀆰 ５０１ Ｕ / ｍＬ 和

１􀆰 ４６５ Ｕ / ｍＬꎬ接种量的增加导致酶促反应无

法正常进行ꎬ在一定程度上抑制了产酶效果ꎬ
因此最适接种量为 ２％ ꎮ
２. ４. ４　 不同转速对酶活力的影响

将菌株以接种量为 ２％ 接种到初始 ｐＨ
值为 ７􀆰 ０ 发酵培养基中ꎬ分别设定摇床转速

为 １００ ｒ / ｍｉｎ、 １３０ ｒ / ｍｉｎ、 １４８ ｒ / ｍｉｎ、
１８０ ｒ / ｍｉｎꎬ均置于 ２８ ℃条件下振荡培养 ４ ｄ
后取发酵液ꎬ测定 ＣＭＣ 及 ＦＰＡ 活力ꎬ图 ８ 为

实验结果ꎮ
由图 ８ 可知ꎬ转速对 ＣＭＣ 和 ＦＰＡ 酶活

力的影响不是很大ꎬ在其他条件相同时ꎬ该菌

的最适转速为 １３０ ｒ / ｍｉｎꎬ其 ＣＭＣ 和 ＦＰＡ 酶

活力均达到最大值ꎬ分别为 １􀆰 ６４２ Ｕ / ｍＬ 和

１􀆰 ５６３ Ｕ / ｍＬꎬ当转速低于 １００ ｒ / ｍｉｎ 和高于

１８０ ｒ / ｍｉｎ 时ꎬ在一定程度上抑制了产酶效

果ꎬ且在转速达到 １８０ ｒ / ｍｉｎ 时ꎬ ＣＭＣ 和

ＦＰＡ 酶 活 力 均 达 到 最 小 值ꎬ 分 别 为

１􀆰 ５９９ Ｕ / ｍＬ和 １􀆰 ４８９ Ｕ / ｍＬꎬ造成酶活力较



第 ４ 期 魏　 炜等:玉米秸秆纤维素降解菌的紫外 －微波复合诱变及产酶条件优化 ７６７　　

低的原因是过快的转速可能改变菌株细胞变

性或使之失活ꎬ在一定程度上影响了酶促反

应 速 率ꎬ 因 此ꎬ 该 菌 株 的 最 适 宜 转 速

为１３０ ｒ / ｍｉｎꎮ

图 ８　 转速对 ＣＭＣ 和 ＦＰＡ 酶活力的影响

Ｆｉｇ􀆰 ８　 Ｅｆｆｅｃｔｏｆ ｒｏｔａｔｉｏｎａｌ ｓｐｅｅｄ ｏｎ ＣＭＣ ａｎｄ
ＦＰＡ ｅｎｚｕｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ

２. ５　 正交试验及验证

由于诱变后的 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｓｐ. ＦＺ９２Ｃ
的 ＣＭＣ 和 ＦＰＡ 酶活会受到多种因素的影

响ꎬ因此要确定一个最佳的反应条件ꎮ 将培

养时间设置为 ４ｄꎬ设计了正交试验ꎬ各因素

水平表如表 ６ 所示ꎮ
表 ６　 正交试验因素水平表

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｆａｃｔｏｒ ｌｅｖｅｌ ｔａｂｌｅ ｏｆ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｔｅｓｔ

因素

水平

温度 /

℃

接种量 /

％

初始

ｐＨ 值

转速 /

( ｒ􀅰ｍｉｎ － １)

１ ２８ １ ５􀆰 ０ １００

２ ３０ ２ ６􀆰 ０ １３０

３ ３５ ４ ７􀆰 ０ １４８

　 　 正交试验极差越大ꎬ说明影响就越大ꎮ
正交试验结果如表 ７ 所示ꎬ从表 ７ 中 ４ 种单

因素 ＣＭＣ 与 ＦＰＡ 正交试验的极值实验结果

可以看出ꎬ对两种酶活力影响最大的是温度ꎬ
其次是培养基 ｐＨ 值ꎬ再次是接种量ꎬ最后是

转速ꎮ
通过正交试验得出的结果确定最佳条

件:温度为 ２８ ℃、接种量为 ２％ 、ｐＨ 值为 ６􀆰 ０、
转速为 １３０ ｒ / ｍｉｎꎬ此时的 ＣＭＣ 酶活力为

１􀆰 ８１２ Ｕ/ ｍＬꎬＦＰＡ 酶活力为 １􀆰 ８１２ Ｕ/ ｍＬꎮ 单

因素试验得出的最佳试验条件:温度为 ２８℃、
接种量为 ２％ 、ｐＨ 值为 ７􀆰 ０、转速为１３０ ｒ / ｍｉｎꎬ
ＣＭＣ 酶活力为 ２􀆰 ０７２ Ｕ/ ｍＬꎬＦＰＡ 酶活力为

１􀆰 ４６４ Ｕ / ｍＬꎮ 由此可见单因素试验得出最

佳条件时的 ＣＭＣ 和 ＦＰＡ 酶活力要高于正交

试验最佳条件时的 ＣＭＣ 和 ＦＰＡ 酶活力ꎬ因
此最佳产酶条件:温度为 ２８℃、接种量为

２％ 、ｐＨ 值为 ７􀆰 ０、转速为 １３０ ｒ / ｍｉｎꎮ
表 ７　 正交试验结果表

Ｔａｂｌｅ ７　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｔｅｓｔ

结果 温度 接种量
初始

ｐＨ 值
转速

ＲＣＭＣ ０􀆰 ５１２ ０􀆰 １７９ ０􀆰 ４６３ ０􀆰 １３５

ＲＦＰＡ ０􀆰 ５２８ ０􀆰 １９１ ０􀆰 ４３９ ０􀆰 １７１

３　 结　 论

(１)从张官桥下玉米地筛选出来的两株

降解菌经 １６Ｓ ｒＤＮＡ 鉴定均为链霉菌属菌

种ꎬ菌株Ⅰ与 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｓｐ. ＦＺ９２ 亲缘关

系 为 ９９􀆰 ９３％ ꎻ 菌 株 Ⅳ 与 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ
ｒｕｂｉｇｉｎｏｓｕｓ 亲缘关系 ９９􀆰 ６５％ ꎬ且菌株Ⅰ的降

解性能最好ꎬ达 １２􀆰 ０８％ ꎮ
(２)对菌株Ⅰ进行紫外 － 微波复合诱

变ꎬ得到 １ 株纤维素降解性能最好、对秸秆降

解效率达到 ４０􀆰 ２１％的菌株 ＳＦ３￣３ꎬ与未诱变

株相比降解率提升了 １８􀆰 １２％ ꎬ与单独紫外

诱变株相比降解率提升了 １０􀆰 ８４％ ꎬ复合诱

变极大地提高了菌株的降解性能ꎮ
(３)两种酶活力的影响因素强弱依次

为:温度、培养基初始 ｐＨ 值、接种量、转速ꎻ
复合诱变后的菌株 ＳＦ３￣３ 的最佳产酶条件:
温度为 ２８ ℃、接种量为 ２％ 、ｐＨ 值为 ７􀆰 ０、转
速为 １３０ ｒ / ｍｉｎꎮ
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Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｒｎ ｓｔｒａｗ ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ ｄｉｌｕｔｅ ａｃｉｄ
ｈｙｄｒｏｌｙｔｉｃ ｉｎｔｏ ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｓｕｇａｒ ｂｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ
ｓｕｒｆａｃｅ ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ [Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｓｈｅｎｙａｎｇ
ｊｉａｎｚｈｕ ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ( ｎａｔｕｒａｌ ｓｃｉｅｎｃｅ)ꎬ２０１９ꎬ３５
(６):１１３６ － １１４２. )

[１４] 张必周ꎬ高聚林ꎬ于晓芳ꎬ等. 玉米秸秆低温降
解菌的分离与鉴定及复配菌降解效果研究
[Ｊ] . 玉米科学ꎬ２０２０ꎬ２８(６):１６８ － １７５.

　 (ＺＨＡＮＧ ＢｉｚｈｏｕꎬＧＡＯ ＪｕｌｉｎꎬＹＵ Ｘｉａｏｆａｎｇꎬ
ｅｔ ａｌ. Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｒｎ ｓｔｏｖｅｒ
ｄｅｃｏｍｐｏｓｉｎｇ ｍｉｃｒｏｂｅ ｕｎｄｅｒ ｌｏｗ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｃｏｍｐｏｓｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ
ｃｏｎｓｏｒｔｉｕｍ [Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ ｍａｉｚｅ ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ
２０２０ꎬ２８(６):１６８ － １７５. )

[１５] 廖咏梅ꎬ王佳婧. 纤维素分解菌的分离与筛选
[Ｊ] . 西华师范大学学报 (自然科学版)ꎬ
２０１３ꎬ３４(３):２４１ － ２４５.

　 (ＬＩＡＯ ＹｏｎｇｍｅｉꎬＷＡＮＧ Ｊｉａｊｉｎｇ. Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ￣ｄｅｃｏｍｐｏｓｉｎｇ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ
[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｉｎａ ｗｅｓｔ ｎｏｒｍａｌ ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ
(ｎａｔｕｒａｌ ｓｃｉｅｎｃｅｓ)ꎬ２０１３ꎬ３４(３):２４１ － ２４５. )

[１６] 刘最ꎬ何丽芳ꎬ陈晓华ꎬ等. 纤维素降解菌的筛
选、酶活及对稻草秸秆的降解研究[Ｊ] . 纤维
素科学与技术ꎬ２０１８ꎬ２６(２):４６ － ５２.

　 (ＬＩＵ ＺｕｉꎬＨＥ ＬｉｆａｎｇꎬＣＨＥＮ Ｘｉａｏｈｕａꎬ ｅｔ ａｌ.
Ｓｔｕｄｙ ｏｎ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ￣ｄｅｇｒａｄｉｎｇ ｆｕｎｇｉ
ａｎｄ ｉｔｓ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｔｈｅ
ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｉｃｅ ｓｔｒａｗ [Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ２０１８ꎬ２６(２):
４６ － ５２. )

[１７] 包衎ꎬ王晓辉ꎬ张伟琼ꎬ等. 纤维素分解菌的选
育及酶活测定 [Ｊ] . 生物学杂志ꎬ２００７ꎬ２４
(２):５６ － ５８.

　 (ＢＡＯ ＫａｎꎬＷＡＮＧ ＸｉａｏｈｕｉꎬＺＨＡＮＧ Ｗｅｉｑｉｏｎｇꎬ
ｅｔ ａｌ. Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｃｅｌｌｕｌｏｌｙｔｉｃ ｍｉｃｒｏｂｅｓ ａｎｄ
ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌｕｌａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ [Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ
ｏｆ ｂｉｏｌｏｇｙꎬ２００７ꎬ２４(２):５６ － ５８. )

(责任编辑:王国业　 英文审校:唐玉兰)


