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摘  要: 从若尔盖高寒湿地距表层 80 cm 处土壤中筛选出一株纤维素酶高产菌株 XW-1。根据形态

学、生理生化特征以及 16S rDNA 核酸序列分析结果表明, 该菌属于缺陷短波单胞菌(Brevundimonas 

sp.)。对该菌产酶条件研究表明, XW-1 在含 0.5% CMC-Na 条件下, 20°C 培养 3 d 后出现最高酶活, 达

到 15.6 U/mL。对其酶学性质初步研究表明, 该菌株所产纤维素酶的最适 pH 为 6.0, 最适反应温度

为 20°C, 15°C 时相对酶活达到 80%, 并且在 5°C 时, 相对酶活仍能保持 56%。 
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Abstract: Strain XW-1 producing extracellular cellulose was isolated from 80 cm depth under the sur-

face layer at Zoige Plateau Alpine Wetland. It was identified as a Brevundimonas sp. by its morpho-

logical, the physiological and biochemical properties and 16S rDNA sequence analysis. The results of 

cellulose producing research showed that the optimum carbon sourse was 0.5% CMC-Na, the optimum 

temperature was 20°C. Under this condition, the highest cellulose activity reached to 15.6 U/mL in the 

third day. Enzymatic properties showed that the optimum pH value is 6.0 and the optimum reaction 

temperature is 20°C, the relative enzyme activity reach to 80% at 15°C, moreover, at 5°C the relative 

enzyme activity still reach to 56%. 

Keywords: Zoige Alpine Wetland, Low cellulose, Brevundimonas, Enzymatic properties  

众所周知, 能源短缺是当今世界面临的一个严

峻问题。据资料显示, 石油、天然气在未来 60 年内

将会用尽, 而煤炭在 2250 到 2500 年之间也将消耗

殆尽, 矿物燃料供应面临枯竭。因此, 传统能源的紧

缺和有限性, 凸显出对新能源的开发和利用的必要

性和紧迫性[1]。农作物秸秆的主要成分是纤维素, 我
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国的纤维素资源极为丰富, 每年农作物秸秆的产量

达 5.7 × 108 kg, 是一个巨大的、廉价的、无污染的

可利用再生资源[2]。但是由于纤维素具有水不溶性

的高结晶结构, 其外围又被木质素包围, 因此把它

降解成可利用的葡萄糖十分困难, 而现有的纤维素

酶的酶解效率普遍偏低。当前, 世界各国对新能源

的开发都十分重视, 因此, 对纤维素酶的研究也越

来越重要[3]。 

纤维素酶是一类可广泛应用于医药、食品、棉

纺、环保及可再生资源利用等领域的酶制剂[4]。能

够降解纤维素的微生物有很多, 目前的研究大多集

中在木霉、里氏木霉、黑曲霉、白腐菌等几类菌群

上, 但这些菌种仍然存在着产酶成本高、酶活性不

稳定、作用 pH 范围狭窄等问题, 因此寻找更多、更

高效、作用范围更广泛的新菌种是十分必要的[59]。

迄今为止, 研究者们大多把注意力集中在常温、高

温纤维素酶的研究上, 涉及低温纤维素酶的研究工

作 相 对 较 少 。 普 通 纤 维 素 酶 最 适 作 用 温 度 多 为

45°C65°C, 而低温纤维素酶的最适作用温度可低

至 20°C [10]。由于反应温度较低, 不但在低温条件下

可以高效反应, 而且在生产工艺中可以通过较低温

度的热处理使酶失活, 节约能量与费用, 因此逐渐

成为人们研究的新方向[1112]。 

若尔盖湿地气候属高原亚寒带大陆性季风气

候 , 具有长冬无夏 , 春秋相连 , 寒冷干燥 , 日照充

分, 旱雨季分明, 年较差及昼夜温差均较大的气候

特点, 年平均气温在 1.1°C3.6°C 之间[13]。若尔盖

草原是著名的高寒湿地, 独特的气候孕育了多种特

殊的微生物种类, 有着不同于平原微生物酶的独特

应用前景。本实验从若尔盖湿地距表层 80 cm 深处

湿地土壤中分离得出一株具有在低温下高产纤维

素酶活性的菌株 XW-1。从形态学、生理生化特性

和 16S rDNA 生 物 学 手 段 对 其 进 行 鉴 定 , 并 对

WX-1 产纤维素酶的条件以及粗酶液的性质进行初

步研究 , 为低温纤维素酶生产菌株的研究提供了

理论和实际价值。 

1  材料 

1.1  样品采集 
土壤于 2009 年 5 月 18 日采集自青藏高原若尔

盖湿地日干乔牧场。选取距表层土壤 80 cm 深处, 用

土钻取样。 

1.2  培养基 
1.2.1  液体富集培养基(g/L): CMC-Na 1.0, (NH4)2SO4 

0.4, K2HPO4 0.2, MgSO4·7H2O 0.01, 蛋白胨 0.1, 酵

母膏 1.0。 

1.2.2  选择培养基(g/L): K2HPO4 0.5, MgSO4 0.25, 

CMC-Na 1.88, 刚果红 0.2, 琼脂 14.00, 明胶 2.00。 

1.2.3  发酵培养基(g/L): NaCl 10, 蛋白胨 10, 酵

母粉 5, CMC-Na 10。 

2  实验方法 

2.1  产纤维素酶菌株的分离 
分别称取各采样地土壤 5 g, 加入含有 50 mL 富

集培养基的 250 mL 三角瓶中, 25°C、160 r/min 培养

24 h 后, 取富集后的培养液分别稀释至 104、105

和 106 倍 , 涂抹至选择培养基平板上 , 25°C 培养

24 h。选择能够生长、并且有明显透明水解圈的菌

株接种于种子培养基中。  

2.2  粗酶液的制备 

接种 1 mL 种子培养基中菌液至装有 50 mL

发酵培养基的 250 mL 三角瓶中 , 于 25°C 摇床中

160 r/min 培养 3 d, 收取菌液至 50 mL 离心管中, 

4°C、4000 r/min 离心 10 min。上清液即为粗酶液。 

2.3  酶活的测定 

还原糖的测定利用 DNS 比色法[14]测定纤维素

酶酶活(CMCA)以及滤纸酶酶活(FPA): 在 10 mL 试

管中加入 CMC-Na 或者滤纸作为底物, 再加入 2 mL

粗酶液, 放入 30°C 水浴锅中反应 30 min。然后立

即加入 DNS 终止反应, 充分摇匀后沸水浴 5 min, 

取出冷却后用蒸馏水定容至 20 mL, 充分混匀, 在

540 nm 波长下测定吸光值。酶活定义: 每毫升粗酶

液在 1 min 内催化底物生成 1 μmoL 葡萄糖所需要

的酶量定义为 1 个酶活单位, 即 1 U/mL。 

2.4  葡萄糖标准曲线的绘制 

配制 1 g/L 葡萄糖母液。取 8 支洗净烘干的 

25 mL 比色管, 分别按表 1 顺序加入各种试剂。混

匀后, 向各管加入 2 mL DNS 溶液, 摇匀后沸水浴

5 min, 取出冷却后用蒸馏水定容至 25 mL, 充分摇

匀。在分光光度计上(540 nm)进行比色测定, 测定各

管光密度值。根据表 1 绘制葡萄糖标准曲线。 
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表 1  葡萄糖标准曲线的绘制 
Table 1  The development of the standard  

curve of glucose 

项目 
Item 

葡萄糖含量 
Sugar content 

(mg) 

葡萄糖标准溶液 
Standard solution 
of glucose (mL) 

蒸馏水 
Distilled  

water (mL) 

OD 值
OD value

1 0.2 0.2 1.8 0.079 

2 0.4 0.4 1.6 0.224 

3 0.6 0.6 1.4 0.355 

4 0.8 0.8 1.2 0.485 

5 1.0 1.0 1.0 0.582 

6 1.2 1.2 0.8 0.706 

7 1.4 1.4 0.6 0.821 

空白 
Blank 

0 0 2.0 0 

 

2.5  表型形状的分析 
2.5.1  形态学观察: 在菌株生长平板上观察菌落形

态。再经过革兰氏染色和芽孢染色[15]后, 通过光学

显微镜观察菌体形态特征。 

2.5.2  生理生化鉴定: 参照《伯杰氏细菌手册》第 8

版[16]相关内容进行。 

2.6  菌株分子生物学鉴定 
提取 WX-1 菌株基因组 DNA[17]作为 PCR 扩增

模板, 按照 Yao-wei Fang[18]等报道的方法扩增菌株

16S rDNA。目的片段经电泳回收后, 与 pMD18-T

载体在 16°C 过夜连接, 随后转化大肠杆菌后测序。

测定序列后, 将测定的序列提交 GenBank 数据库进

行相似性比较分析, 并用 MEGA 4.1 软件进行同源

性分析。 

2.7  产酶条件的优化 
2.7.1  不同诱导碳源对 XW-1 菌株产酶的影响: 在

发酵培养基中分别加入 1%的 CMC-Na、滤纸、麸皮

作为诱导碳源, 在 50 mL 发酵液中接种 1% XW-1 菌

液, 于 25°C、160 r/min 培养 3 d 后测得 CMCA 和

FPA 酶活性。 

2.7.2  诱导碳源含量对 XW-1 菌株产酶的影响: 在

250 mL 三 角 瓶 中 , 分 别 接 种 1% XW-1 菌 液 于

CMC-Na 含量 0.1%、0.3%、0.5%、0.7%、0.9%、1.1%

的 50 mL 发酵培养基中。25°C、160 r/min 培养 3 d

后测定产酶量。 

2.7.3  发酵温度对 XW-1 菌株产酶的影响: 在含有

50 mL 发酵培养基的 5 个 250 mL 三角瓶中, 接种 1%

的 XW-1 菌液, 分别置于 5°C、10°C、15°C、20°C、

25°C、30°C、35°C、40°C 摇床, 160 r/min 培养 3 d

后测定酶活。 

2.7.4  培养时间对 XW-1 菌株生长及产酶的影响: 

在 250 mL 三角瓶中, 分别接种 1%的 XW-1 菌液于

50 mL 发酵培养基中, 置于 20°C 摇床, 160 r/min 培

养 6 d, 每隔 12 h 取样测定菌株生长量及纤维素酶

活性。 

2.8  酶学性质初步研究 
2.8.1  温度对酶活力的影响 : 分别测定粗酶液在

5°C、10°C、15°C、20°C、25°C、30°C、35°C、40°C、

45°C、50°C 时的 CMCA 和 FPA 酶活。 

粗酶液在 5°C、10°C、20°C、30°C、40°C、50°C

条件下分别保温 0.5、1、1.5、2、2.5 h 后, 在 20°C

测定剩余酶活力。 

2.8.2  初始 pH 对酶活力的影响: 分别测定粗酶液

在 pH 3.0、4.0、5.0、6.0、7.0、8.0、9.0 磷酸氢二

钠-柠檬酸缓冲液体系下的 CMCA 和 FPA 酶活。 

将酶在上述不同 pH 下保温 1 h 后, 在最适温度

和最适 pH 下测定剩余酶活力。 

2.8.3  金属离子对酶活力的影响: 在酶反应体系中

各加入 0.01 mol/L K+、Ca2+、Cu2+、Fe3+、Mg2+、Pb2+、

Zn2+、Mn2+金属离子, 然后测定酶活。 

3  结果与分析 

3.1  菌株的筛选 
经过筛选, 选出 3 株产纤维素酶活性较高的菌

株, 结果如表 2 所示。其中以 XW-1 水解圈最大, 活

性最高, 取 1 mL XW-1 菌液加入装有 50 mL 发酵培

养基的 250 mL 三角瓶中, 25°C、160 r/min 培养 3 d

后, 测定酶活为 15.4 U/mL。以此作为后续研究对

象。XW-1 水解圈如图 1 所示。 

3.2  菌株 XW-1 的形态学特征 
XW-1 菌株在培养基中培养 3 d 后, 形成 3.5 mm

左右菌落, 菌落为扁平圆形, 表面光滑, 边缘整齐, 

湿润, 呈白色乳状, 不透明。经光学显微镜观察菌株

呈短杆状, 两端渐细, 单鞭毛。 
 

表 2  产纤维素酶菌株筛选结果 
Table 2  Screening results of bacteria producing cellulose

菌株编号
Number

菌落直径 
Colony diameter 

(mm) 

水解圈直径 

Hydrolysis 
diameter (mm) 

形成 

Formation 
(mm/d) 

酶活(U)
Enzyme 

activity (U)

XW-1 3.4 44.6 10.3 15.4 

XW-2 3.8 33.7 7.48 11.3 

XW-3 3.7 31.4 6.93 11.1 
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图 1  XW-1 菌株刚果红水解圈 
Fig. 1  Hydrolyzed circle of XW-1 by Congo-red 
注: 1、2: XW-1 菌株水解圈. 

Note: 1,2: Hydrolyzed circle of XW-1 by Congo-red. 

 

3.3  菌株 XW-1 的生理生化特征 
部分生理生化结果见表 3。 

3.4  菌株 XW-1 的 16S rDNA 鉴定 
以 XW-1 菌株 DNA 为模板扩增该菌 16S rDNA, 

与 T 载体连接后测序得到 1050 bp 的序列。于

GenBank 数据库中序列进行 BLAST 比对后 , 利用

MEGA 4.1 软件构建系统进化树 , 结果如图 2 所

示。XW-1 与 Brevundimonas sp. 相似性达 98%。

结合 XW-1 的菌落形态特征、生理生化结果以及

16S rDNA 分析 , 初步鉴定 XW-1 菌株为缺陷短波

单胞菌。  

3.5  菌株 XW-1 产酶条件的优化 
3.5.1  诱导碳源对 XW-1 产酶能力的影响: 预实验

中, 采用 LB 培养基作为发酵培养基, 因为 LB 培养

基适合大多数细菌生长 , 能使菌株快速成倍扩增 , 

达到较优化的产酶状态。但在 25°C、160 r/min 培养

3 d 后测纤维素酶活为 0, 推定 XW-1 所产纤维素酶

为诱导酶。 

表 3  XW-1 菌株部分生理生化特征 
Table 3  Partly biochemical and physiological character-

istics of the strain XW-1 

项目 

Item 

结果 
Result 

项目 

Item 
结果

Result

鞭毛染色 

Flagella stain 
＋ 

葡萄糖发酵 

Glucose fermentation 
＋ 

过氧化氢酶 

Catalase test 
＋ 

硝酸盐还原 

Nitrate reduction test 
－ 

淀粉水解 

Starch hydrolysis 
－ 

硫化氢生成 

H2S production 
－ 

吲哚实验 

Indole test 
－ 

明胶水解 

Gelation hydrolysis 
－ 

穿刺培养 

Stab culture 
兼性厌氧

V-P 实验 

V-P test 
＋ 

革兰氏染色 

Gram stain 
－ 

芽孢染色 

Spore stain 
－ 

注: +: 阳性; : 阴性. 

Note: +: Positive; : Negative. 

 
在 LB 培养基中加入 1%不同的诱导碳源, 同样

条件下培养后测定酶活, 结果如图 3 所示, XW-1 菌

株在 CMC-Na 和麸皮作为诱导碳源的时候 CMCA

和 FPA 酶活均为最高, 分别可达到 15.3 U/mL 和

13.2 U/mL 左右, 而利用滤纸作唯一碳源时, 酶活则

偏低, 还不到 9 U/mL, 这说明酶对水溶性底物有较

高的活力, 这与何特等人的研究也是相一致的[19]。

因此, 实验表明, CMC-Na 是 XW-1 菌株的最佳诱导

碳源。 

3.5.2  诱导碳源含量对 XW-1 产酶能力的影响: 分

别以 0.1%、0.3%、0.5%、0.7%、0.9%、1.1%的 CMC-Na

为碳源, 加入 50 mL 发酵培养基中, 置于 250 mL 三

角瓶中, 25°C、160 r/min 培养 3 d 后, 测定 CMCA

 

 

图 2  XW-1 菌株的系统进化树 
Fig. 2  Phylogenetic tree of strain XW-1 

注: 线段 0.01 表示序列差异的分支长度; 括号中的序号为 GenBank 数据库中的登录号. 

Note: Bar = 1% nucleotide divergence. Those in parentheses are the GenBank accession number. 
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和 FPA 酶活。结果如图 4 所示, 当 CMC-Na 含量为

0.5%时 产 酶能 力 达到 最高 , 测 得 CMCA 酶 活为

15.4 U/mL, FPA 酶活为 13.3 U/mL。CMC-Na 浓度高

于 0.5%后对产酶能力的影响不大, 因此选择 0.5% 

CMC-Na 作为最适碳源浓度。 

 

 

图 3  不同碳源对 XW-1 产酶活性的影响 
Fig. 3  The effect of different carbon source on enzyme 
activity of XW-1 

 

 

图 4  碳源含量对 XW-1 产酶活性的影响 
Fig. 4  The effect of carbon source content on enzyme ac-
tivity of XW-1 

 
3.5.3  发酵温度对 WX-1 产酶能力的影响: 在含有

50 mL 发酵培养基的 5 个 250 mL 三角瓶中, 接种 1%

的 XW-1 菌液, 分别置于 5°C、10°C、15°C、20°C、

25°C、30°C、35°C、40°C 摇床, 160 r/min 培养 3 d

后测定 CMCA 和 FPA 酶活。结果如图 5 所示, XW-1

在 20°C 培养下产酶能力最强, 高于 30°C 后产酶能

力受到抑制。但在低温时, XW-1 仍保持较高活性: 

10°C 培养时产酶能力为 20°C 培养的 75%, 并且 5°C

培养时产酶能力仍能达到 60%。因此, XW-1 菌株属

于耐冷菌。 

 

图 5  温度对 XW-1 产酶活性的影响 
Fig. 5  The effect of temperature on enzyme activity of 
XW-1 

 
3.5.4  培养时间对 XW-1 菌株生物量以及产酶能力

的影响 : 在 最 佳 培 养 温 度 20°C, 最 佳 诱 导 碳 源

CMC-Na 含量 0.5%的发酵培养基中 , 160 r/min 培

养 3 d, 每隔 12 h 测量 XW-1 菌株生长量以及所产

酶活。 

时间对菌株生长影响的结果如图 6 所示 , 该

菌株培养至 36 h 左右进入稳定期 , 72 h 左右进入

衰亡期。 

 

 

图 6  培养时间对 XW-1 菌株生长的影响 
Fig. 6  Effect of culturing time on growth of strain XW-1 

 
培养时间对产酶能力影响的结果如图 7 所示, 

XW-1 从培养 24 h 后开始产酶 , 产酶能力逐渐提

高, 到 72 h 左右产酶能力达到最高值, 最大酶活达

15.6 U/mL, 随后逐渐降低。估计菌株进入衰退期, 

产酶能力减弱。后期培养基中营养物质缺乏以及菌

株的一些副产物也是导致产酶能力降低的原因。 

3.6  XW-1 菌株酶学活性的初步研究 
3.6.1  温度对酶活力的影响 : 结果如 图 8 所示 , 

XW-1 所产纤维素酶在 20°C 时有最高活性, 当温度
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高于 30°C 后, 酶活迅速下降。5°C 时相对酶活为

56%, 远高于其他低温纤维素酶产生菌活性。由此说

明 XW-1 所产酶作用温度较低, 能实用于特殊的工

业环境。 

温度对酶的影响如图 9 所示, 该酶在 5°C 时稳

定性最好, 温度低于 25°C 时, 酶活保持稳定。温度

高于 25°C 后, 酶活快速下降, 40°C 保温 2.5 h 后相

对酶活只有 6.8%, 说明 XW-1 菌株所产酶对热敏感。 

3.6.2  pH 对酶活力的影响: 结果如图 10 所示, 粗

酶液在 pH 5.0 到 7.0 之间都能保持较高的酶活, 在

pH 6.0 时酶活最高。 

将酶在 5°C 不同 pH 下保温 1 h 后, 在最适 pH 

6.0 和最适温度 20°C 下测定剩余酶活力, 结果如图

11 所示。XW-1 菌株所产酶在 pH 6.08.0 时较稳定, 

pH 升高或降低, 稳定性均有所下降。 

3.6.3  金属离子对酶活力的影响: 在自然 pH、20°C

反应温度下, 分别加入 0.01 mol/L K+、Ca2+、Cu2+、 

 

 

图 7  培养时间对 XW-1 产酶活性的影响 
Fig. 7  The time course of enzyme formation 

 

 

图 8  温度对 XW-1 酶活性的影响 
Fig. 8  The effect of temperature on activity of XW-1 

 

 

图 9  温度对酶稳定性的影响 
Fig. 9  Effects of temperatures on stability of cellulose 

 

 

图 10  pH 对 XW-1 酶活性的影响 
Fig. 10  The effect of pH on enzyme activity of XW-1 

 

 

图 11  pH 对酶稳定性的影响 
Fig. 11  Effects of pH values on stability of cellulose   

 

Fe3+、Mg2+、Pb2+、Zn2+、Mn2+金属离子, 然后测定

酶活。结果如表 4 所示, K+、Fe3+、Mn2+对酶活力有

促进作用, Ca2+、Cu2+、Pb2+、Zn2+对酶活力有抑制

作用, 而 Mg2+对酶活力并无太大影响。 
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表 4  金属离子对酶活力的影响 
Table 4  Effect of metallic ions on enzyme activity of XW-1

金属离子 
Metallic ions 

相对酶活(%) 
Relative enzyme activity (%) 
CMCA              FPA 

对照 Control 100.0 100.0 

Ca2+  86.5  84.3 

Cu2  65.3  67.2 

 Fe3+ 137.0 129.0 

 Mg2+  98.7 101.0 

 Pb2+  57.3  50.1 

 Zn2+  83.7  80.1 

K+ 120.6 119.3 

 Mn2 125.8 122.5 

4  讨论 

纤维素酶的来源非常广泛, 真菌、细菌和放线

菌等在一定条件下都能产生纤维素酶, 原生动物、

软体动物、昆虫和植物的一些组织等也能产生纤维

素酶。微生物以外的生物生产纤维素酶缺乏大规模

应用的实际意义, 在生产中采用微生物生产则是最

为方便和有效的方法。而低温纤维素酶反应温度较

低, 在低温环境下可以高效反应, 节约能量与费用, 

因此成为最近纤维素酶研究的一个新方向, 极具开

发前景。  

本实验在若尔盖湿地表层下 80 cm 处土壤中筛

选出 3 株产纤维素酶能力较强的菌株, 其中 XW-1

酶活最强, 因此作为本实验的研究对象。虽然采样

环境中氧气缺少, 但是经过有氧培养后, 发现产酶

能力远远高于无氧条件下, 因此, 本实验采取有氧

培养。对 XW-1 产酶条件研究表明 , 有氧培养下

XW-1 在诱导碳源含量为 0.5% CMC-Na 发酵培养基

中, 20°C 时培养 3 d 产酶达到最大值 15.6 U/mL。通

过生理生化、16S rDNA 鉴定, 初步确定该菌为缺陷

短波单胞菌。缺陷短波单胞菌一般分布于自然界的

土壤及河湖中[20], 它产生的有机磷酸酯水解酶可以

水解有机磷酸酯类, 用于降解有机磷类药物的神经

毒性作用[21]。但是目前尚无缺陷短波单胞菌产低温

纤维素酶的报道, 本实验是对缺陷短波单胞菌产低

温纤维素酶首次研究。在 5°C 低温时, 该菌株纤维

素酶活活性仍能保持 56%, 远远高于同等温度下吕

明生等人对低温纤维素酶产生菌的研究, 他们研究

的菌株在 10°C 保持较高酶活[2223]。XW-1 菌株表现

出对高寒气候的很强适应性, 这也是若尔盖高寒湿

地独特的地理环境所孕育出来的特性, 因此 XW-1

在低温工业环境中更具开发潜力。 

由于 XW-1 在低温下既保持高催化效率又具有

较高稳定性 , 在环境保护中可应用于土壤中残留

物质纤维素的降解 , 对自然界物质循环起重要作

用。在纺织工业中可以应用于生物抛光和石洗工艺

等过程中, 能降低温度上的工艺难度, 而且低温酶

的快速自发失活还可提高产品的机械抗性。在食品

工业中 , 低温纤维素酶可以应用于提取果汁和蔬

菜汁, 既提高浸出率、缩短浸出时间, 又因为过程

处于低温而保护食品的营养成分。因此可以本菌为

出发菌株, 再通过诱变或运用现代生物技术手段克

隆其纤维素酶基因, 为嗜/耐冷纤维素酶工业化应用

奠定基础。 
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