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摘  要: 【目的】筛选一株低温产纤维素酶菌株并进行鉴定, 初步探索其酶学性质, 为微

生物肥料生产筛选菌种资源。【方法】常温条件下, 采用 CMC-刚果红染色法初筛纤维素

降解菌株。采用低温条件诱导的方法, 筛选耐低温且产纤维素酶能力最强的菌株, 经形态

学、生理生化特征试验、ITS 序列等方面分析系统分类地位。单因素试验确定温度、pH

及金属离子对纤维素酶活力的影响。【结果】从秸秆还田土壤中分离出一株在 13 °C 低温

环境下高效分解纤维素的真菌 M11, 鉴定 M11 为草酸青霉(Penicillium oxalicum)。发酵试

验表明: 以玉米秸秆粉为唯一碳氮源, 13 °C、200 r/min 摇床发酵培养 9 d 时, 纤维素酶活

力最高为 33.08 U/mL。对其酶学性质初步研究表明: 该酶最适 pH 为 5.0, 最适反应温度

为 20 °C, 在 5 °C−20 °C 间酶活力仍能保持在 90%以上。【结论】Penicillium oxalicum M11

是一株高效的纤维素降解菌株, 在低温条件下可分泌纤维素酶且活性显著, 具有潜在的

开发价值。 
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Screening and identification of a cold-adapted cellulase- 
producing strains and characterization of cellulase 
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Abstract: [Objective] In order to prepare strains for microbial fertilizer production, a 
cold-adapted cellulase-producing strain was screened and identified, and its characterization of 
cellulase was analyzed preliminarily. [Methods] CMC-Congo red staining was used to screen 
the cellulose-degrading strains initially under the condition of normal temperature. Low tem-
perature induction was followed to screen the strain with low temperature resistance and fa-
vorable cellulase activity. Then the strain mentioned above was identified by its morphologi-
cal, the physiological and biochemical properties and ITS sequence analysis. Single factor test 
based on temperature, pH and metal ions was used to determine the influence of the cellulase 
activity. [Results] Strain M11 producing extracellular cellulose under 13 °C was isolated from 
the straw returned soil. It was identified as a Penicillium oxalicum. The results of fermentation 
tests showed that, when corn straw was taken as the only carbon and nitrogen sources, the ac-
tivity of cellulase was maximum as 33.08 U/mL in the ninth day, under the fermentation con-
ditions of 13 °C, 200 r/min. The results of its cellulase characterization revealed that, the op-
timum pH was 5.0 and reaction temperature was 20 °C. The relative cellulase activity still 
reached to 90% in the range of 5 °C−20 °C. [Conclusion] The cellulose-degrading strain 
Penicillium oxalicum M11 could secrete cellulase under the low temperature, and was tre-
mendous potential valuable for microbial fertilizer. 

Keywords: Low temperature, Inducing, Screening, Identification, Cellulase 

农作物秸秆是重要的有机物和能源资源, 其

主要成分是纤维素。我国是农业大国, 每年农作

物秸秆和纤维素废弃物产量达到 7 亿多吨, 然而

由于难以被动物分解利用, 绝大部分以堆积、荒

烧等形式直接倾入环境, 造成极大的环境污染和

浪费[1]。 

自 1906 年在蜗牛消化道发现纤维素酶以来, 

纤维素的微生物降解问题就引起了足够的关注。

利用微生物降解纤维素可有效提高其综合利用

率, 有效解决或减轻食品和动物饲料的不足、废

弃物处理等一系列问题[2], 进而成为近年来研究

的热点[3−4]。 

目前, 能够降解纤维素的微生物有很多, 其

中研究较多的真菌, 如木霉属(Trichoderma)、曲

霉属(Aspergillus)、青霉属(Penicillium)[5−7]和漆斑

霉属[8]等, 然而大多数研究集中在常温、高温纤



穆春雷等: 低温产纤维素酶菌株的筛选、鉴定及纤维素酶学性质 1195 

 

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

维素酶方面, 对低温纤维素酶的研究相对较少。

北方地区秸秆资源丰富, 但气候干燥、温度偏低, 

普通纤维素酶的最适作用温度多为 45 °C−65 °C, 

而低温纤维素酶的最适作用温度可低至 20 °C[9], 

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, 这就使得低温

纤维素酶的研究具有广阔的发展前景。 

本试验从秸秆还田土壤中筛选分离得到一株

低温条件下高产纤维素酶的真菌 M11, 从形态

学、生理生化特性和 ITS 序列分析等方面对其进

行鉴定, 并对 M11 菌株产纤维素酶的条件进行初

步研究, 为低温纤维素酶生产菌株的研究提供了

理论和实际应用价值。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 
1.1.1  土壤样品: 山东省德州市德城区哨马营村

试验田 0−20 cm 处土样。 

1.1.2  对照菌株: 里氏木霉 Trichoderma reesei 

DSM768 (南京农业大学赠送)。 

1.1.3  试剂: DNS 试剂(3,5-二硝基水杨酸)、葡萄

糖标准溶液、柠檬酸缓冲液、羧甲基纤维素钠购

自国药集团化学试剂有限公司。玉米秸秆粉的制

备: 将玉米秸秆剪成 2 cm−3 cm 小段, 烘干、粉

碎后过 40 目筛。 
1.1.4  培养基: 分离培养基分别用牛肉膏蛋白胨

琼脂培养基、马丁氏-孟加拉红培养基和改良高氏

l 号培养基[10]; PDA 培养基; 驯化培养基(g/L): 玉

米秸秆粉 10.0; (NH4)2SO4 1.2; NaC1 5.0; CaC12 

2.0; pH 自然。CMC 鉴别培养基: CMC-Na 7.5; 

KH2PO4 1.0; 蛋白胨 1.0; 酵母膏 0.5; MgSO4 0.5; 

NaCl 1.5; 琼脂 20.0; pH 为 7.0−7.2。种子培养基: 

不加琼脂的 PDA 培养基。液体发酵培养基 : 

Mandels 营养盐液[11], 玉米秸秆粉 20.0, pH 自然。

上述试验所需培养基均 1.0×105 Pa 灭菌 20 min。 

1.2  试验方法 
1.2.1  菌株筛选: 称取 10.0 g 土样置于 90.0 mL
带有玻璃珠的无菌水中, 摇床振荡 30 min, 取

1.0 mL 菌 液 至 驯 化 培 养 基 (100 mL/250 mL), 

30 °C、200 r/min 条件下富集培养 24 h, 稀释涂布

法分离细菌、真菌、放线菌; 所得菌株点种 CMC

鉴别培养基平板, 30 °C 恒温培养, 倒入 1.0 g/L 刚

果红溶液[12]染色 1 h 后弃之, 用 1.0 mol/L 的 NaCl

浸泡 1 h 脱色, 观察菌落周围有无纤维素水解圈, 

并测量水解圈直径, 将具有分解纤维素能力的菌

株编号保存备用。 

1.2.2  温度梯度诱导: 将筛选的菌株与对照菌株

接入种子培养基中扩大培养后按 8% (V/V)的接种

量接于液体发酵培养基(100 mL/250 mL), 以不接

菌液的液体发酵培养基作空白对照, 依次在温度

为 30 °C、28 °C、23 °C、18 °C, 转速均为 200 r/min

条件下培养 2 d, 最后置于 13 °C、200 r/min 条件

下培养, 在 13 °C 培养 3、5、7、9、11 d 时分别

取上述菌株的发酵液 5.0 mL, 4 000 r/min 离心

10 min 取上清即粗酶液[13], 测定发酵液中纤维素

酶活力, 筛选耐低温且纤维素酶活力最高的菌株。 

1.2.3  酶活力测定: CMC 酶活力测定参照文

献[14], 稍作改动。 

向 25.0 mL 具塞试管中加入 2.0 mL 以

0.05 mol/L pH 4.8 的柠檬酸缓冲液配制的 1% 

CMC-Na 溶液, 50 °C 水浴预热 5 min。加 0.5 mL

适当稀释的酶液, 摇匀, 50 °C 准确反应 30 min 后

取出, 迅速加入 DNS 试剂 3.0 mL, 放入沸水浴显

色 10 min, 取出后立即冷 却至室温 , 定容至

25.0 mL, 摇匀, 在 540 nm 波长下测定其吸光度

值, 通过查标准曲线求出还原糖的含量。酶活力

单位的定义: 在上述条件下, 每毫升酶液在 1 min

内催化底物生成 1 μmol 葡萄糖所需要的酶量, 即

1 U/mL。 
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纤维素酶活力计算公式: X=(5.56×M×n)/V×t。

式中 X: CMC 酶活力(U/mL); M: 吸光度在标准曲

线上查得(或计算出)的葡萄糖量(mg); n: 酶液的

稀释倍数; V: 酶液体积(mL); t: 时间(min); 5.56

为 1 mg 葡萄糖的 μmol 数(1 000/180=5.56)。 

1.2.4  形态结构及生理生化特征: 参照《真菌鉴

定手册》和《中国真菌志》, 采用点种法在 PDA

培养基上观察菌落形态; 采用插片、结晶紫染色

法观察菌体形态; 采用 Biolog 分析菌株生理生化

特性。 

1.2.5  ITS 序列鉴定: 刮取适量新鲜斜面培养物

于 Bead-beater 管中, 采用物理振荡、酚-氯仿-异

戊醇抽提等方法提取菌体的基因组 DNA[15]。1.5%

琼脂糖凝胶电泳检测基因组 DNA, 采用 ITS1 

(5′-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3′) 和 ITS4 

(5′-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3′) 引 物 扩 增

ITS 序 列 。 PCR 反 应 体 系 为 25.0 μL, 包 括

10×Buffer (Mg2+ free) 2.5 μL, 2.5 mmol/L dNTPs 
2.0 μL, 25 mmol/L MgCl2 1.5 μL, 10 μmol/L ITS1
和 ITS4 各 1.0 μL, 5 U/μL Taq 酶 0.3 μL, 模板

1.0 μL, ddH2O 15.7 μL (引物 ITS1 和 ITS4 由上海

生工合成, 其他 PCR 材料购于大连宝生物有限公

司)。扩增反应条件: 95 °C 5 min; 94 °C 30 s, 55 °C 

30 s, 72 °C 1 min, 共 30 个循环; 72 °C 10 min。 

1.2.6  系统发育学分析: PCR 扩增产物经 1%琼

脂糖凝胶电泳检测后送至上海生工测序, 测得序

列与 NCBI 数据库比对分析, 选取同源性较高的

模式菌株进行系统发育分析, 借助 MEGA 5.0 软

件构建系统发育树。 

1.2.7  M11 菌株生长特性: 吸取 5.0 mL 无菌水

至 M11 菌株斜面制成菌悬液, 血球计数板检测孢

子浓度为 108 个/mL, 用移液枪吸取 0.5 mL 至种

子 培 养 基 中 , 空 白 对 照 接 入 等 量 的 无 菌 水 , 

13 °C、200 r/min 振荡培养, 在 1、2、3、4、5、

6、7、8 d 时分别取样(每次 3 个平行), 过滤获得

菌丝体, 60 °C 烘干至恒重, 称量菌丝干重。以时

间为横坐标, 菌丝干重为纵坐标绘制 M11 菌株生

长曲线。 

1.2.8  M11 菌株酶学性质初步研究: 用 pH 分别

为 4.5、5.0、5.5、6.0、6.5、7.0、7.5、8.0、8.5

的柠檬酸缓冲溶液配制 1%的 CMC 底物溶液, 加

入粗酶液反应, 在 13 °C 下测定 CMC 酶活力, 研

究 pH 对 CMC 酶活力的影响。温度对 CMC 酶活

力的影响: 调节温度分别为 5 °C、10 °C、15 °C、

20 °C、30 °C、40 °C、50 °C、60 °C, 在最适 pH

条件下反应 30 min, 测定不同温度下的 CMC 酶

活力。金属离子对酶活力的影响: 在最适温度和

pH 条件下, 向酶反应体系中各加入 0.5 mL、

0.01 mol/L 的 Cu2+、Fe2+、Mg2+、Zn2+、Mn2+金属

离子, 然后测定纤维素酶活力。 

2  结果与分析 

2.1  菌株筛选 
从土壤中分离到水解纤维素的细菌 5 株、真

菌 4 株、放线菌 6 株, 纤维素水解圈及直径见图 1

和表  1。X20 菌株纤维素水解圈直径最大为

3.21 cm。在某种程度上纤维素水解圈的大小代表

了菌株产纤维素酶能力的强弱, 但还需液体发酵

培养进一步验证菌株的纤维素酶活力。 

 
图 1  菌株纤维素水解圈照片 
Fig. 1  Cellulose hydrolysis photos of strains 
注: X: 细菌; M: 真菌; F: 放线菌; DSM768: 对照菌; CK: 

空白. 
Note: X: Bacteria; M: Fungi; F: Actinomyces; DSM768: Con-
trol strain; CK: Blank control. 
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表 1  各菌株纤维素水解圈直径 

Table 1  The diameter of cellulose hydrolysis  
circle for each strain 

菌株 
Strains 

直径 
Diameter (cm) 

菌株 
Strains 

直径 
Diameter (cm)

X1 2.26 M14 2.46 

X11 2.12 DSM768 2.08 

X12 2.78 F1 1.42 

X13 2.69 F2 2.23 

X20 3.21 F4 1.13 

M8 2.17 F6 2.15 

M11 2.41 F7 1.72 

M13 3.02 F9 1.34 

 
2.2  纤维素酶活力测定 

采用 DNS 法测定 13 °C 下不同时间发酵产物

中纤维素酶活力, 绘制的酶活力曲线见图 2 (图中

仅列出 OD 值大于 0.1 的菌株纤维素酶活力曲

线)。由图 2 可知 X20 菌株酶活力曲线趋势比较

平缓, 纤维素酶活力较低, 可能因为菌株不适应

低温环境, 而菌株 M11 较其他菌株更能耐受低温

环境, 在 13 °C 时仍能保持较高的纤维素酶活力, 

且 OD540 值随着发酵时间的延长而逐渐增大, 在

发酵培养第 9 天时达最大值, 纤维素酶活力最高, 

而后可能由于培养环境不利、营养物质减少等原 

 
图 2  13 °C 时各菌株纤维素酶活力曲线 
Fig. 2  The cellulase activity curve of strains at 13 °C 
 

因, 酶活力呈降低的趋势。根据纤维素酶活力计

算公式和葡萄糖含量标准曲线, 计算得 M11 的酶

活力最高为 33.08 U/mL。 

为了探索不同温度条件对菌株 M11 发酵产

纤维素酶能力的影响 , 菌株 M11 与对照菌株

DSM768 进行温度梯度发酵试验, 试验方法同

1.2.2, 每个温度条件下培养 3 d 后取 5.0 mL 发酵

液测定纤维素酶活力, 试验结果如图 3 所示。试

验表明 , DSM768 是常温纤维素降解菌株 , 在

30 °C−23 °C 时酶活力逐渐增强, 而后随着温度

的降低酶活力逐渐下降, 可能因为菌株的代谢活

动受到抑制, 为了生存消耗了发酵液中的还原

糖。M11 菌株的酶活力曲线比较平缓, 在常温条

件(30 °C−23 °C)也能正常生长、代谢, 甚至在

13 °C 低温环境下仍保持较高的纤维素酶活力, 

它是一株高效的耐低温纤维素降解菌株。 

2.3  菌株形态学与生理生化特性 
光学显微镜观察菌株 M11 菌丝有横隔, 顶囊

分生小梗, 小梗顶端生分生孢子串, 呈扫帚形状, 

成熟后脱落形成单个孢子, 见图 4。M11 菌株在

PDA 培养基平板上菌落呈圆形, 边缘整齐, 初为

白色, 成熟后逐渐变为绿色, 菌落表面呈粉粒状, 

见图 5。 

 
图 3  不同温度下菌株纤维素酶活力曲线 
Fig. 3  The cellulase activity curve of strains under dif-
ferent temperature 
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图 4  菌株 M11 显微形态特征 
Fig. 4  The micromorphology of strain M11 
注: A: M11 的菌丝形态; B: 菌株的孢子形态. 
Note: A: Mycelial morphology of M11; B: Spore morphology 
of M11. 

 
 

  

图 5  菌株 M11 的菌落形态 
Fig. 5  The colony morphology of strain M11 
 

将 M11 菌株的孢子悬液接种到 95 种碳源的

Biolog 板微孔中, 培养 72 h 后, 经 Biolog 真菌鉴

定系统分析 M11 菌株的代谢指数, M11 菌株属草

酸青霉(Penicillium oxalicum)。 

2.4  菌株的 ITS 序列鉴定及系统发育分析 
提取 M11 菌株的基因组 DNA, PCR 扩增其

ITS 序列(图 6)后送上海生工测序, 测得核苷酸序

列长度为 566 bp, 与 NCBI 数据库进行比对, 发

现 ITS 序列与 M11 相似性最高的菌株均属于

Penicillium 属, 其中与 Penicillium oxalicum 相似

性达到 99%, 利用 MEGA 5.0 的 Neighbor-Joining

构建系统发育树(图 7), 遗传距离显示菌株 M11

与草酸青霉遗传距离最近, 再结合生理生化鉴定

结 果 , 因 此 可 以 将 菌 株 M11 定 为 草 酸 青 霉

(Penicillium oxalicum)。 

 

图 6  M11 菌株 ITS 序列扩增电泳图 
Fig. 6  The electrophoresis figure of ITS amplification 
of strain M11 
 

2.5  菌株 M11 生长曲线 
根据菌丝干重差量法绘制菌株 M11 的生长

曲线(图 8), 生长曲线呈“S”型。在 3−6 d 时, 菌丝

干重变化较显著, 菌丝生长繁殖较快, 该曲线有

助于在发酵培养时菌种种龄的确定, 为发酵培养

奠定了重要的理论基础。 

2.6  菌株 M11 纤维素酶学性质 
2.6.1  温度对酶活力的影响: 由图 9 可以看出, 

纤维素酶的最适作用温度为 20 °C, 在 60 °C 以后

酶活力迅速下降, 在 5 °C−20 °C 条件下酶活力都

比较高, 相对酶活力保持在 90%以上, 符合低温

酶的特性。 

2.6.2  pH 对酶活力的影响: 由图 10 可知该纤维

素酶最适反应的 pH 为 5.0; 在 pH 3.0−5.0 之间酶

活力逐渐增强, 在 pH 5.0−7.0 之间具有 80%以上

的酶活力。 

2.6.3  金属离子对酶活力的影响: 在 pH 5.0、

20 °C 反应条件下, 加入 0.01 mol/L 的 Cu2+、Fe2+、

Mg2+、Zn2+、Mn2+金属离子各 0.5 mL, 测定的纤

维素酶活力如图 11 所示, Cu2+和 Fe2+对酶活力有

促进作用, 其中 Cu2+的促进作用较显著; Zn2+、

Mn2+对酶活力有抑制作用, Mg2+对酶活力并无太

大影响。 
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图 7  菌株 M11 基因系统发育进化树 

Fig. 7  Phylogenetic trees for ITS sequence of M11 
注: 发育树节点的数字表示 Bootstrap 值; 括号内的数字是在 GenBank 上的序列登录号; 图例为遗传距离. 
Note: Numbers at nodes present bootstrap percentages (based on 1 000 sampling). The numbers are accession numbers of sequences 
in GenBank. Bar “0.005” sequence divergence. 
 

 
图 8  菌株 M11 生长曲线 
Fig. 8  The growth curve of strain M11 

3  讨论 

我国北方地区平均气温较低、气候干燥, 而

小麦、玉米、大豆等秸秆作物的种植面积较广, 为

了纤维素资源的合理利用, 低温纤维素酶的研究 

 
图 9  反应温度对酶活的影响 
Fig. 9  The effect of temperature on relative activity 

 
已成为国内热点。然而文献报道的低温产纤维素

酶菌株大都是从一些高寒地区和海洋中筛选到

的, 而且种类主要是细菌和放线菌, 有关真菌的

报道则较少。黄玉兰等[9]从若尔盖高寒湿地距表

层 80 cm 处土壤中筛选出一株缺陷短波单胞菌 
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图 10  pH 对酶活力的影响 
Fig. 10  The effect of pH on relative activity 
 

 
图 11  金属离子对酶活力的影响 
Fig. 11  Effect of metallic ions on enzyme activity of 
M11 
 
(Brevundimonas sp.) XW-1; 李师翁等[16]从青藏高

原采集的牦牛粪中分离得到一株产低温纤维素

酶 能 力 较 强 的 链 霉 菌 属 (Streptomyces sp.) Ti-

bet-YD5227-2; 张淑红等[17]从青藏高原冰川雪样

中筛选出一株降解纤维素能力比较高的假单胞

菌属菌株 LHG-C-9。 

本研究打破常规方式, 通过常温筛选和温度

梯度诱导, 从土壤中分离出一株在低温环境下高

效分解纤维素的草酸青霉(Penicillium oxalicum) 

M11。目前草酸青霉的研究主要在生物防治领域: 

彭霞薇等[18]从草酸青霉菌固态发酵物中提取果

胶酶诱导黄瓜抗黑星病; 王勇等通过室内及田间

药效试验证明 20%草酸青霉水剂对玉米小斑病有

良好的防治效果。此外还有些重金属吸附及溶磷

方面的研究, 但还未有秸秆纤维素降解方面的

报道。 

对 照 菌 株 里 氏 木 霉 (Trichoderma reesei 

DSM768)是目前生产纤维素酶常用菌株, 产酶能

力强, 但在低温条件下草酸青霉 M11 较里氏木霉

存在很大优势。相比其他研究如: 王洪媛等[2]在

28 °C 条件下筛选到具有较强纤维素降解能力的

真菌菌株草酸青霉(Penicillium oxalicum) 98MJ, 

纤维素酶活力为 2.89−5.78 U/mL; 刘爽等[19]从小

兴安岭原始林区及黑龙江农垦集团多年秸秆还

田的土壤中筛选到一株产纤维素酶菌株草酸青

霉 QSH3-3, 在 30 °C 条件下培养 4 d 时纤维素酶

活力最高为 33.0 U/mL, M11 菌株不仅产酶能力

强, 而且耐低温, 因此它是一株十分具有研究开

发潜力的低温纤维素酶生产菌株。下一步需要研

究草酸青霉 M11 菌株最佳发酵工艺。 
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