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摘  要：【目的】探讨绿色木霉分泌液能否分解小球藻细胞壁。【方法】用海藻酸钠和氯化钙固定

绿色木霉，将游离绿色木霉和固定化绿色木霉分别培养一段时间，离心培养液，用分光光度计法

检测上清液中纤维素酶活性。在上清液中加入浓缩的小球藻悬浮液，用显微镜计数细胞壁破碎的

小球藻。【结果】绿色木霉能同时分泌内切葡聚糖酶、外切葡聚糖酶及 β-1,4 葡萄糖苷酶 3 种纤维

素酶，其中外切葡聚糖酶活性最高。固定化绿色木霉反复使用 5 次后，分泌的纤维素酶活性能保

持到初次的 67.4%。市售纤维素酶、游离绿色木霉、固定化绿色木霉初次及第 5 次分解小球藻细

胞壁的效率分别为 47.3%、86.5%、81.5%、52.1%。【结论】市售纤维素酶、游离绿色木霉、固定

化绿色木霉都能分解小球藻细胞壁，其中固定化绿色木霉因可重复使用，具有潜在的应用前景。 
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Effect of Trichoderma viride on resolving cell wall of 
Chlorella 
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Abstract: [Objective] We studied the effect of Trichoderma viride on resolving Chlorella cell wall. 
[Methods] The cell wall of Chlorella was resolved by the secretion from free T. viride or immobilized 
T. viride in sodium alginate and calcium chloride. The activity of cellulases secreted by free T. viride or 
immobilized T. viride was determined by spectrophotometry. [Results] Cell wall of Chlorella was 
resolved by 86.5% by the secretion of free T. viride, 34.3% higher than that by cellulases R-10 
containing only β-glucosidase. Compared to cellulases R-10, T. viride secretion contained three 
cellulases, namely, endo-glucanase, exo-glucanase and β-glucosidase. This was probably the reason 
why T. viride secretion had higher rate of resolving cell wall. Immobilized T. viride could be used 
repeatedly at least 5 times. The rate of resolving Chlorella cell wall by immobilized T. viride in the first 
time and the fifth time was 81.5% and 52.1% respectively. [Conclusion] Cell wall of Chlorella can be 
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resolved by the secretion both from free T. viride and immobilized T. viride. 

Keywords: Chlorella cell wall, Enzymolysis, Trichoderma viride, Cellulases, Immobilization 

小球藻(Chlorella sp.)是一种普生性单细胞绿

藻，含有丰富的蛋白质、糖类及脂肪，其中不饱和

脂 肪 酸 的 含 量 较 高 ， 且 含 有 二 十 二 碳 六 烯 酸

(DHA)[1]。另外，小球藻还具有特殊的功能成分——

小球藻活性生长因子(CGF)[2]，CGF 具有抗衰老、

活化人体细胞、激活淋巴细胞、增强巨噬细胞吞噬

能力，有效抑制变异癌细胞的生长、增强机体的免

疫能力，抵抗外来病毒入侵；减轻因药物等有机物、

铅、砷、汞等重金属造成的毒害等功能[3]。我国养

殖 的 小 球 藻 主 要 有 ： 普 通 小 球 藻 (Chlorella 

vulgaris)、椭圆小球藻(Chlorella ellipsoidea)和蛋白

核小球藻(Chlorella py-renoidosa)。不论哪种小球藻，

细胞壁均非常坚硬，对其有效破壁一直是个难   

题[4-5]。小球藻虽然营养丰富，若细胞壁不破碎，其

有效成分难以获取，应用价值因此而受到影响。目

前，破碎小球藻细胞壁的方法主要为物理法，如研

磨法、机械匀浆法、交替冻融法、超声波破碎法、

高压均质法[6]。这些方法或因破壁效率不高、或因

破壁时间较长、或因破壁过程中高温对细胞活性物

质的损害等原因，在实际应用中受到了不同程度地

限制[7]。小球藻细胞壁的主要成分是纤维素，若能

将纤维素分解，则细胞壁也将被破碎。分解纤维素

最有效、最温和的催化剂是纤维素酶。绿色木霉是

自然界分泌纤维素酶最强的真菌之一[8]。本文研究

了绿色木霉分泌物对小球藻细胞壁的酶解作用。 

1  材料与方法 

1.1  材料  

小球藻(Chlorella vulgaris)由本研究室保存。绿

色木霉(Trichoderma viride AS3.3711)购自中国科学

院微生物研究所。纤维素酶 R-10 是 Japan Yakul 公

司的产品。 

SE 培养基 (g/L)：NaNO3 0.250，CaCl2·2H2O 

0.025，MgSO4·7H2O 0.075，K2HPO4 0.075，KH2PO4 

0.175，NaCl 0.025，FeSO4 0.050。 

发酵培养基(g/L)：麸皮 10.0，KH2PO4 0.2，CaCl2 

0.5，MgSO4 0.2，尿素 5.0，(NH4)2SO4 0.5。 

1.2  方法 

1.2.1  小球藻的培养：在 25 mL 三角瓶中配制 SE

培养基 150 mL，1×105 Pa 灭菌 20 min，冷却后接入

小球藻，然后置于 25 °C、光强 3 000 lx、光周期 14:10 

(L/D)的条件下 125 r/min 摇床培养。 

1.2.2  绿色木霉的培养：把活化后的菌种接入发酵

培养基。28 °C、125 r/min 摇床培养。 

1.2.3  绿色木霉的固定化：采用海藻酸钠-氯化钙 

法[9]。把活化的绿色木霉，加入到无菌的海藻酸钠

溶液中，混匀后，用针管吸取该溶液，滴入氯化钙

溶液中，不断晃动，形成凝胶珠，将该凝胶珠放在

4 °C 保存。 

1.2.4  纤维素酶总活性的测定：参照张振清[10]的方

法，略加改动。将滤纸剪成条，放入试管底部，加

入 2.0 mL 绿色木霉分泌液，50 °C 反应 60 min 后，

加入 3.0 mL 3,5-二硝基水杨酸(DNS)，沸水浴中  

10 min。取出后测定 540 nm 处的吸光值。酶活力单

位定义：在上述条件下每分钟催化底物产生 1 μmol

还原糖所需要的酶量为一个酶活单位(U)。 

1.2.5  β-1,4 葡萄糖苷酶(CB)活性的测定：参照王志

江等[11]的方法，略加改动。在 1 mL 对硝基苯-β-D-

吡喃葡糖苷溶液中加入 100 µL 酶液，50 °C 反应    

10 min，加入 2 mL 1 mol/L 碳酸钠水溶液终止反应。

测定 400 nm 处吸光度。根据对硝基苯酚的生成量计

算酶活性。酶活力单位定义：在上述条件下，每分

钟催化底物产生 1 μmol 对硝基苯酚所需酶量为 1 U。 

1.2.6  外切葡聚糖酶(C1)活性的测定：参照康纪婷

等 [12]的方法，略加改动。反应体系包括：酶液     

0.5 mL、5%微晶纤维素悬浊液 1.0 mL、缓冲液   

0.5 mL、DNS 试剂 1.5 mL，540 nm 处测吸光度，

根据还原糖的生成量计算酶活性，酶活力单位定义

同 CB。 
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1.2.7  内切葡聚糖酶(CX)活性的测定：采用 CMC

法[13-14]，反应体系包括：酶液 0.5 mL，1%羧甲基

纤维素钠柠檬酸-柠檬酸钠溶液 1.0 mL，缓冲液  

0.5 mL，DNS 试剂 1.5 mL，540 nm 处测吸光度，

根据还原糖的生成量计算酶活性，酶活力单位定义

同 CB。 

1.2.8  小球藻破壁率的计算：取破壁反应后的小球

藻悬浮液，在 BA210 生物显微镜的油镜下观察细胞

壁的破损程度，细胞壁破损面积大于 1/4 者视为破

壁的细胞。 

小球藻破壁率= 100%
破壁的细胞

所有细胞

 

2  结果与分析 

2.1  游离绿色木霉对小球藻细胞壁的酶解作用 

取游离绿色木霉发酵液的上清液 25 mL (含

0.25 U 的 β-葡萄糖苷酶)和纤维素酶 R-10 溶液    

25 mL (仅含 β-葡萄糖苷酶，活性为 0.25 U)，分别加

入 1.0 mL 小球藻浓缩悬浮液(1×1010 个细胞/mL)。反

应 3 h 或 6 h 后计算小球藻细胞壁的破碎率。随着反

应时间的延长，游离绿色木霉和纤维素酶 R-10 分解

小球藻细胞壁的效率均提高，6 h 时，游离绿色木霉

的分解效率为 86.5%，明显高于纤维素酶 R-10，前

者的分解效率是后者的 1.8 倍(图 1、2)。 

 

 
 

图 1  游离绿色木霉发酵液与纤维素酶 R-10 酶解小球藻

细胞壁的差异 
Figure 1  The difference in enzymolysis cell wall of 
Chlorella by free Trichoderma viride fermentation liquid 
and cellulose R-10  

 
 

 
 

图 2  酶解前后的小球藻细胞 
Figure 2  The Chlorella cell before and after enzymolysis   
注：A：酶解前；B：酶解后. 

Note: A: Before enzymolysis; B: After enzymolysis. 

 
 

2.2  绿色木霉培养液各种纤维素酶的酶活测定 

图 1 的实验结果发现绿色木霉发酵液破碎小球

藻细胞壁的效率明显高于具有同等 β-葡萄糖苷酶

活性的纤维素酶 R-10。为了探究原因，我们检测了

绿色木霉分泌的其它纤维素酶。图 3 显示的是    

25 mL 绿色木霉培养液中各种纤维素酶及其活性的

变化，绿色木霉能够分泌内切葡聚糖酶(CX)、外切葡

聚糖酶(C1)和 β-葡萄糖苷酶(CB) 3 种纤维素酶，其

中 C1 活性最高，CB 活性最低。随着绿色木霉培养

时间的延长，培养液中各酶活性均增高，但增幅各

不相同，96 h 时 CB 活性比 24 h 时仅提高了 1.8 倍，

而 C1 活性和 CX 活性却分别提高了 4.6 倍和 4.0 倍。

96 h 后各种纤维素酶活性增长速率变缓(数据略)。 

A

B
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图 3  不同培养时间下绿色木霉分泌纤维素酶能力的  

变化 
Figure 3  The activity variation of cellulases produced by 
Trichoderma viride during different culture time  
 

2.3  固定化绿色木霉分泌纤维素酶的特性 

图 1 与图 2 的实验结果表明绿色木霉分泌液酶

解小球藻细胞壁的效率高于市售纤维素酶，但绿色

木霉若不能反复使用，其在实践中的应用价值也不

高。为此，我们对绿色木霉进行了固定化。把活化

后的绿色木霉加入到无菌的 3.5%的海藻酸钠溶液

中，混匀后用针管吸取该溶液，滴入 2.5%的 CaCl2

溶液中，不断晃动，25 °C 下固定 3 h。将固定化后

的凝胶小珠放在发酵培养液中培养 96 h，之后取出

凝胶珠放在另一发酵培养液中继续培养，同时检测

前一发酵液中纤维素酶的活性。以此类推，共培养

和检测 5 次，即 5 个周期。图 4 是 6×109 个游离绿

色木霉和 6×109 个固定化绿色木霉在不同培养周期

内分泌的纤维素酶活性。在第 1 培养周期，游离绿

色木霉分泌的纤维素酶活性高于固定化绿色木霉

分泌的酶活性，前者是后者的 1.24 倍，但因游离绿

色木霉只能培养一次，因此只可检测一次酶活性。

随着培养周期的增多，固定化绿色木霉分泌纤维素

酶的能力缓慢地降低，第 5 培养周期时，发酵液中

纤维素酶的总活性是第 1 周期的 67.4%，是游离绿

色木霉的 54.4%。 

2.4  固定化绿色木霉对小球藻细胞壁的酶解  

作用 

将固定化的绿色木霉凝胶小株放在发酵培养

液中连续培养 5 个周期，4 °C、1 200 r/min 离心每

个周期的发酵液，分别取 25 mL 上清液添加到 1 mL

小球藻浓缩悬浮液(1×1010 个细胞/mL)，6 h 后测定

小球藻细胞壁的破碎率。如图 5 所示，第 1 个培养

周期小球藻细胞壁的破碎率为 81.5%，破壁程度是

游离绿色木霉的 94.2%，是市售纤维素酶的 1.72 倍。

随着培养周期的增多，固定化绿色木霉发酵液的酶 

 

 
 

图 4  游离和固定化的绿色木霉在不同培养时期分泌纤

维素酶活性的差异 
Figure 4  The difference in the activity of cellulases 
produced by free Trichoderma viride and immobilized 
Trichodema viride during different culture cycle 
注：FTV：游离绿色木霉；ITV：固定化绿色木霉. 

Note: FTV: Free Trichoderma viride; ITV: Immobilized 
Trichodema viride. 

 

 
 

图 5  不同来源的酶液对小球藻细胞壁的分解作用 
Figure 5  The effect of enzyme solution from different 
source on resolving cell wall of Chlorella 
注：FTV：游离绿色木霉；CL：纤维素酶；C1−C5：培养周期. 

Note: FTV: Free Trichoderma viride; CL: Cellulases; C1−C5: 
Culture cycle. 
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解能力逐渐降低，但仍高于市售纤维素酶的酶解能

力，第 5 周期时，固定化绿色木霉发酵液破碎小

球藻细胞壁的效率为 52.1%，是市售纤维素酶的

1.1 倍。 

3  讨论与结论 

小球藻含有丰富的营养物质，是国家药监局批

准的新资源食品[15]。小球藻具有很好的保健作用和

药理作用，具有降血压、降血脂、增强免疫力、抗

氧化、抗肿瘤、解毒、抗辐射、防治胃溃疡和溃疡

性大肠炎等各种炎症的功能[3]。现已广泛用作保健

食品的原料。但是小球藻细胞壁十分坚韧，若不破

碎则细胞内的营养物质难以释放，因此破壁成了小

球藻产业发展的瓶颈。我们的研究结果表明市售的

纤维素酶在室温下能将近 50%的小球藻细胞壁分

解(图 1)，说明用纤维素酶分解小球藻细胞壁具有潜

在的应用可能。市售的纤维素酶仅含有 CB 酶，而

绿色木霉能同时分泌 C1、CX及 CB三种纤维素酶(图

3)。有研究报道，纤维素在 3 种纤维素酶“C1、Cx

和 CB”的密切配合下才能彻底分解为葡萄糖[16-18]，

这可能是绿色木酶分泌物分解小球藻细胞壁的效

率高于市售纤维素酶的原因所在。虽然绿色木霉能

分泌 3 种纤维素酶，但三者所占的比例各不相同。

C1 占总活性的 90.5%，CB 仅占 3.6% (图 3)，而绿

色木霉分泌物却能将 80%以上的小球藻细胞壁破

碎，说明就破碎细胞壁而言，3 种纤维素酶混合液

中 CB 不是限制因子。C1 破坏纤维素的结晶结构，

作用于不溶性纤维表面，使纤维素结晶链开裂，长

链纤维素分子末端部分游离和暴露，使纤维素易于

水化，经 C1 酶作用后的纤维素分子结晶结构已经

被破坏，Cx 酶即吸附在纤维素分子上面，从键的内

部任意位置切开 β-1,4-糖苷键，将纤维素分子断裂

为纤维二糖和纤维三糖等[18]。这就意味着在上述两

种酶的联合作用下，小球藻细胞壁上的纤维素已被

分解成纤维二糖和纤维三糖，不论后者是否进一步

被分解为葡萄糖，细胞壁已被破碎成各种形状的 

小片。 

虽然游离绿色木霉能高效破碎小球藻细胞壁，

但游离绿色木霉不能反复使用限制了其在生产中

的应用。我们用海藻酸钠和氯化钙将绿色木霉固定

成直径约 0.5 cm 的凝胶小珠，小珠内的绿色木霉不

断向外分泌纤维素酶，同时可根据反应需要随时将

凝胶小珠取出，这使绿色木霉的反复使用成为可

能。研究发现固定化的绿色木霉重复使用 5 次后纤

维素酶总活性还能保持到期初的 67.4% (图 4)，破

碎小球藻细胞壁的效率仍高于市售纤维素酶(图 5)。

说明利用固定化绿色木霉破碎小球藻细胞壁可以

降低成本。随着重复使用次数的增多，固定化的绿

色木霉分泌酶和破碎小球藻细胞壁的能力均呈递

减趋势(图 4、5)。可能因为绿色木霉呼吸放出的 CO2

使凝胶小珠的 pH 降低，而海藻酸钠和氯化钙形成的

海藻酸钙沉淀在低的 pH 下易分解，导致部分绿色木

霉进入培养液而丢失。综上所述，本实验发现绿色

木霉能分解小球藻细胞壁；绿色木霉固定化后可以

反复用来破碎小球藻细胞壁，具有产业化的前景。 
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