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摘  要: 用 CMC 平板筛选方法, 从造纸厂碱性土壤中获得产碱性纤维素酶兼性厌氧菌株 LZ-5, 
革兰氏阴性, 经鉴定为弧菌属(Vibrio sp.)中的一个种。液体摇瓶培养产生碱性纤维素酶活力高达

5.8 U/mL。酶学性质初步研究显示, LZ-5 产生的纤维素酶最适反应温度为 40℃, 最适反应 pH 值为

9.0, 在碱性条件下具有较高的酶活性和较好的稳定性。经传代培养证实该菌株遗传性能稳定。  
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Abstract: The Gram-negative, facultative anaerobic strain, LZ-5 producing alkaline cellulase had been 
screened and isolated from the alkaline soil of paper mill. The strain was identified to be a kind of genus Vi-
brio. The cellulase activity of culture liquid was 5.8 U/mL.The primary study on enzymatic properties 
showed: optimum temperature of 40℃, optimum pH of 9.0, with stable enzymatic activity under alkaline 
condition. The strain LZ-5 was tested by the experiments of subculture and the results showed that the strain 
LZ-5 had genetic stability.  
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纤维素酶是能将纤维素水解成还原糖的一类酶

系的总称, 在生产生活中广泛应用于食品、酿酒、
造纸、饲料、纺织等行业[1]。洗涤剂中添加的纤维

素酶, 一方面可去除棉纤维上的污垢, 另一方面还
能起到使棉织物颜色鲜明和柔软的效果。但早期研

究的纤维素酶主要是由丝状真菌木霉、曲霉等产生
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的, 该类真菌产生的纤维素酶通常为酸性酶, 最适
pH值在 3~5 之间, 在碱性范围内无活性或活性很
低。但洗涤剂水溶液通常为碱性环境, 酸性纤维素
酶类在其中没有活性, 也就起不到去污等效果。因
此寻找在碱性条件下具有纤维素酶活力的碱性纤维

素酶成为一大研究热点, 碱性纤维素酶也因此成为
世界各国普遍重视的一种新型酶制剂[2]。 

产生碱性纤维素酶的菌种有细菌、放线菌、霉

菌等。由细菌所产生的纤维素酶一般最适pH在中性
至偏碱性, 因为这类酶制剂对天然纤维素的水解作
用较弱, 长期以来没有得到足够的重视[3]。近几十年

来, 随着中性纤维素酶和碱性纤维素酶在棉织品水
洗整理工艺及洗涤剂工业中的成功应用, 细菌纤维
素酶制剂已显示出良好的使用性能和潜在的经济价

值[4,5]。目前, 已经分离到的产碱性纤维素酶细菌在
分类上多为好氧的革兰氏阳性的芽孢杆菌属

(Bacillus sp.)[6], 对兼性厌氧的革兰氏阴性菌株的研
究未见报道。本文报道了 1 株产碱性纤维素酶兼性
厌氧的革兰氏阴性菌LZ-5 的筛选及其对该菌株产
生的碱性纤维素酶的酶学性质的初步研究。 

1  材料与方法 

1.1  土样来源 
取自山西省文水、陕西省临潼等地造纸厂的碱

性土壤。 

1.2  培养基 
1.2.1  筛选培养基：KH2PO4 2.0 g, (NH4)2SO4 1.4 g, 
MgSO4 0.3 g, CaCl2 0.3 g, FeSO4 5.0 mg, MnSO4  

1.6 mg, ZnCl2 1.7 mg, CoCl2 2.0 mg, CMC 20 g, 琼脂
15 g, Na2CO3 10 g(分开灭菌), 蒸馏水 1000 mL, 
pH10. 
1.2.2  菌种活化培养基：牛肉膏-蛋白胨培养基。 
1.2.3  种子培养基：牛肉膏-蛋白胨培养基, pH 10。 
1.2.4  发酵产酶培养基：麦芽糖 2.0 g, CMC 1.0 g, 
蛋白胨 1.0 g, NaCl 0.5 g, KH2PO4 0.1 g, Na2CO3

1.0 g(分开灭菌), 蒸馏水 100 mL, pH 10。 

1.3  菌种分离方法 
采用刚果红染色鉴定法[7]：在已培养 2 d~4 d的

筛选平板中加入适量 1 mg/mL的刚果红溶液染色 
1 h; 弃去染液, 加入适量 1 mol/L的 NaCl溶液, 洗
涤 1 h。若细菌产生纤维素酶, 则在菌落的周围会出
现清晰的水解圈, 依据水解圈的直径大小选择产酶
菌株, 将所选菌株进行发酵复筛, 分离纯化。 

1.4  生理生化试验方法 
采用常规微生物鉴定方法, 并参照实验手册 [8]

中提供的相关方法进行。 

1.5  摇瓶产酶试验 
将筛选到的菌种由斜面接到 100 mL(500 mL三

角瓶)液体培养基中, 于 37℃、180 r/min培养 24 h, 
制成种子液。然后按 5％的接种量将种子液加到 
100 mL(500 mL 三角瓶)相应液体培养基中 , 于 
37℃、180 r/min 条件下进行产酶试验, 定时取样, 
4000 r/min离心后测定发酵液中的酶活力。 

1.6  缓冲液 
磷酸氢二钠-柠檬酸缓冲液(pH 3.0~8.5), 甘氨

酸-氢氧化钠缓冲液(pH 8.0~11.0)。 

1.7  DNS 试剂 
配制方法见 QB2583-2003附录 B。 

1.8  纤维素酶活力的测定 
用 pH9.0的甘氨酸-氢氧化钠缓冲液(0.05 mol/L)

制备 1％的 CMC-Na 溶液, 取该溶液 2.0 mL 于 
25 mL刻度试管中, 加入经适当稀释的酶液 0.5 mL, 
在特定条件下反应 30 min, 加入 DNS试剂 3.0 mL, 
将试管放入沸水浴中加热 10 min, 取出后迅速冷却
至室温, 用水定容至 25 mL, 于 540 nm测定还原糖。
空白先加 DNS再加酶液, 其余步骤相同。将上述条
件下每分钟由底物产生 1 μmol葡萄糖所需的酶量定
义为一个酶活力单位, 用 U/mL表示。 

2  结果与分析 

2.1  菌种筛选 
2.1.1  菌种的初筛：从碱性土样中分离到能在

pH10.0 的 CMC 平板上生长的水解圈直径较大的细
菌 8株, 结果如表 1所示。由表 1可见, 5号菌株产
酶所形成的水解圈相对较大, 表明该菌具有较高的
产酶并且酶活力较强; 该菌菌落直径(d)较大, 且水
解圈直径(D)与菌落直径(d)的比值较大 , 说明该菌
具有较强的繁殖能力和分解 CMC的能力。 
2.1.2  菌种复筛：将 D/d 比值在 4.0 以上的菌株进
行划线分离至纯培养, 然后进行摇瓶复筛。将菌株
接种在 100 mL (500 mL 三角瓶)产酶培养基, 在 
37℃、180 r/min的条件下培养 48 h, 发酵液经离心
获得菌株的粗酶液, 测定其 CMC 酶活力, 结果见
表 2。结果显示 5 号菌株的粗酶液酶活力最高, 达
5.8 U/mL。选取该菌株进行生理生化性质初步研究
及酶学性质研究。 
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表 1  产纤维素酶细菌的初筛结果 
Table 1   Primary screening results of bacteria producing cellulase 

菌株编号 
Number 

水解圈直径 D 
Hydrolysis diameter (mm) 

菌落直径 d 
Colony diameter (mm) 

D/d 

1 10 2.5 4.0 
2 11 2.5 4.4 
3 9 2.3 3.9 
4 8 2.6 3.1 
5 20 3.0 6.7 
6 10 2.5 4.0 
7 9 2.0 4.5 
8 13 2.7 4.8 

 

表 2  产纤维素酶细菌的复筛结果 
Table 2  Secondary screening results of bacteria pro-

ducing cellulase 

菌株编号 
Number 

2 5 7 8 

纤维素酶活力 
Cellulase activity (U/mL) 

3.7 5.8 3.9 4.0

 
2.1.3  5 号菌株生物学特征：细胞呈杆状, 大小为
(0.5 μm~0.7 μm)×(2 μm~3 μm), 穿刺培养观察到该
菌在表面及深处均有生长。经厌氧培养菌落也生长

较好, 能产生透明圈, 故为兼性厌氧。鞭毛极生, 运
动; 最适生长温度 37℃; 最适生长pH9.0; 根据生理
生化实验(见表 3), 查伯杰细菌手册[8], 初步鉴定该
菌为弧菌科弧菌属, 暂定名为LZ-5。 
2.1.4  液体培养的生长曲线：将液体菌种按 6%的 
接种量接于适量牛肉膏 -蛋白胨培养基培养基 
(100 mL/500 mL)中, 37℃、180 r/min进行培养, 定时

取样测定OD600。绘制生长曲线(见图 1), 由生长曲线

可知, 该菌株在 24 h生长达到对数期, 48 h达到稳定

期, 所以应选择培养 24 h种子液进行接种。 

2.1.5  产酶的时间进程：将培养 24 h的种子液以 5%

接种量接于 100 mL(500 mL三角瓶)产酶培养基中, 

37℃、180 r/min进行培养, 定期取样测定酶活力。

由图 2 可知, 菌种产酶在 48 h 酶活力达到最高, 活

力为 5.8 U/mL。 

2.2  酶学性质初步研究  
2.2.1  酶反应的最适温度和酶的热稳定性：取振荡

培养 2 d的培养液, 4000 r/min离心 5 min, 上清液作

为粗酶液进行酶学性质研究。在 20℃~80℃范围内, 

以 5℃为间隔, 在不同温度条件下测定纤维素酶活

力, 结果(见图 3)表明酶反应最适温度为 40℃。同理, 

将粗酶液在 20℃~80℃范围内, 以 10℃为间隔, 在

不同温度下保温 60 min后, 在 40℃条件下测定其剩 

表 3  LZ-5 的生理生化性质 
Table 3  Biochemical and physiological characteristics 

of the strain LZ-5 

性质 
Characteristics 

结果 
Results

性质 
Characteristics 

结果 
Results 

革兰氏染色 − 鞭毛染色 + 
芽孢染色 − 氧化酶 + 
过氧化氢酶 + 硝酸盐还原 + 
淀粉水解 + 酪素水解 + 
氯化钠抗性 ≤3.5% 最适生长温度 37℃ 
最适生长 pH 9.0 明胶水解 + 
硫化氢生成 + 穿刺培养 兼性厌氧

注：+：阳性; −：阴性    Note: +: Positive ; –: Negative 
 

 
 

图 1  LZ-5 的生长曲线 
Fig. 1  The growth curve of the strain LZ-5 
 

 
 

图 2  LZ-5 产酶的时间进程 
Fig. 2  The time course of the strain LZ-5 producing cellu-
lase 
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余酶活力(图 3)。实验表明, 酶液在 30℃~50℃均能
保持 60%以上的活性。温度超过 60℃时酶活力下降
很快, 说明该菌所产纤维素酶属于中温型的酶。 
 

 
 

图 3  温度对纤维素酶活力和稳定性的影响 
Fig. 3  Effect of temperature on cellulase activity and sta-
bility 
 

2.2.2  酶反应的最适 pH 和酶的 pH 稳定性：将酶

液置于不同 pH 值条件下测定纤维素酶活力, 结果
(见图 4)表明酶反应最适 pH值为 9.0, 并且在 pH 10.0
也具有较高的活性。该实验用了磷酸氢二钠-柠檬酸
缓冲液(pH 3.0~8.5)和甘氨酸-氢氧化钠缓冲液(pH 
8.0~11.0),  在两缓冲液的交界部分有一定的 pH 

值覆盖, 覆盖部分的结果一致, 说明这两种缓冲体
系对酶活力影响不大。将酶液置于不同 pH 环境中, 
于 50℃保温 60 min, 然后测其剩余的酶活力(图 4)。
实验表明, 该菌产酶在 pH 6~10 的范围内, 酶活力
均可保持在 80%以上, 说明该菌株产生的碱性纤维
素酶可在较宽的 pH范围内保持其酶活力的稳定性。 
2.3  遗传稳定性：将菌株 LZ-5连续传代 10代, 液
体摇瓶发酵测其每代的纤维素酶活力, 实验结果(见
表 4)表明, 不同代菌株所产生的纤维素酶活力差别
不大, 说明此菌株具有良好的遗传稳定性。 

 

 
 

 

图 4  pH 值对纤维素酶活力和稳定性的影响 
Fig. 4  Effect of pH value on cellulase activity and stability 

 

表 4  LZ-5 的遗传稳定性试验 
Table 4  The genetic stability tests of the strain LZ-5 

代数 
Inherited generation number 

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

纤维素酶活力 
Cellulase activity (U/mL) 

5.8 5.8 5.6 5.7 5.6 5.6 5.6 5.5 5.5 5.5 5.4

 

3  结论 

从碱性土壤中筛选到 1 株革兰氏阴性菌, 具有
较强的产纤维素酶的能力。酶学性质研究表明, 该
菌所产生的纤维素酶作用最适温度为 40℃, 最适作
用 pH值为 9.0。这一酶学特性显示该菌所产生的酶
制剂在棉织品生物整理及洗涤剂工业中具有良好的

应用前景。经传代培养表明, 该酶具有较好的遗传
稳定性。  
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