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研究报告 

高效降解纤维素低温真菌的筛选、鉴定及发酵优化 
张梦君  邱晨浩  柴立伟  黄木柯  赵嫣然  黄艺* 
北京大学环境科学与工程学院  北京  100871 

摘  要：【背景】纤维素的生物转化已经成为能源、环境和化工领域的研究热点，但可降解纤维素的

低温真菌鲜有报道。【目的】从西藏高海拔的植物根际土壤中筛选具有高效降解纤维素能力的低温真

菌，优化其产酶条件，为其工业化应用奠定基础。【方法】利用稀释平板涂布法、刚果红定性及酶活

定量分析进行低温降解菌的筛选；根据菌株形态学特征及 ITS rDNA 序列分析对其进行鉴定；利用

单因素实验和响应面优化法优化其产酶条件。【结果】分离筛选到一株高效产纤维素酶的低温真菌

NLS-2；鉴定菌株 NLS-2 为青霉菌属；在低温 15 °C 下，其产纤维素酶的最佳培养条件为稻草粉 2.5%，

酵母粉 0.5%，KH2PO4 0.5%，发酵时间 7 d，pH 6.5，摇床转速 170 r/min。【结论】青霉菌 NLS-2
可在低温条件下生长并具有较强的纤维素酶生产能力，具有良好的应用前景。 
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Screening, identification and fermentation optimization of 
cold-adapted fungi with high efficiency of cellulose degradation 
ZHANG Meng-Jun  QIU Chen-Hao  CHAI Li-Wei  HUANG Mu-Ke  ZHAO Yan-Ran  
HUANG Yi*  
College of Environmental Sciences and Engineering, Peking University, Beijing 100871, China 

Abstract: [Background] The bioconversion of cellulose has become a research hotspot in the energy, food 
and chemical industries. However, there are few reports on the cold-adapted fungi with the ability to 
degrade cellulose. [Objective] To isolate and screen the cold-adapted fungi with high efficiency of 
cellulose degradation from the rhizosphere soil in the high altitude area of Tibet, and optimize their 
enzyme production conditions, so as to lay a foundation for their industrial application. [Methods] 
Cellulolytic strains were screened by the dilution plate coating method, the qualitative analysis of Congo 
red and the quantitative analysis of enzyme activity. Strains were identified by morphology and ITS rDNA 
sequence analysis. The fermentation condition was optimized by single factor and response surface 
methodology. [Results] A cold-adapted fungus, namely NLS-2, was obtained and identified as Penicillium 
sp. At 15 °C, the optimized culture conditions of strain NLS-2 for producing cellulase were straw powder 
2.5%, yeast powder 0.5%, KH2PO4 0.5%, fermentation time 7 d, pH 6.5, shaker speed 170 r/min. 
[Conclusion] Penicillium sp. NLS-2 can grow at low temperature and efficiently produce cellulose, which 
has a good application prospect. 
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纤维素是由葡萄糖以 β-1,4-糖苷键连接而组

成的大分子多糖，为植物细胞壁的重要组成成分，

约占植物干重的 35%−50%，是自然界中含量最为

丰富的碳水化合物[1]。同时，纤维素也是一类十分

重要的可再生资源，可作为能源、食品和化工产业

的原料，如生产乙醇、乳酸和单细胞蛋白等[2-4]。

然而，由于纤维素含有大量的高能氢键，不易被

降解，利用率低，绝大多数的纤维素资源被废弃

或直接焚烧，造成了极严重的资源浪费和环境污

染问题[5]。因此，纤维素资源的有效开发与利用已

经成为当前能源与环境研究的热点之一。 
利用自然界中的微生物对纤维素进行生物转

化，具有降解效率高、能耗低、安全、无污染等特

点[6]，可有效克服物理和化学处理法的弊端，越来

越受到人们的重视。许多微生物已经被研究证明能

够有效地降解纤维素，主要包括细菌中的芽孢杆

菌、假单胞菌、纤维菌，真菌中的木霉、黑曲霉、

青霉、酵母，以及部分放线菌等[7-13]。微生物通过

合成纤维素酶来降解纤维素，纤维素酶主要由内切

β- 葡 聚 糖 酶 (Endocellulase) 、 外 切 β- 葡 聚 糖 酶

(Exocellulase)和 β-葡萄糖苷酶(β-glucosidase)组成，

三者共同完成纤维素的水解过程[14-15]。 
然而，当前纤维素的微生物转化主要集中在常

温或高温条件下，涉及低温菌株及其产酶能力的研

究则相对较少。在工业生产方面，产纤维素酶低温

菌株的开发与利用，不但可以保证在低温条件下酶

的高效反应，提高纤维素资源的利用效率，而且在

实际的生产工艺中可以通过较低的热处理使酶失

活，缩短工艺流程，降低产业能耗。同时在农业及

环境保护方面，由于低温微生物经过长期的进化，

可以在高山、深海、极地等低温自然环境中进行有

效繁殖与活动，对于关键的生物地球化学循环发挥

着重要的作用[16]，可以应用于低温地区农业生态

系统土壤肥力的调节以及自然生态系统的修复与

强化。因此，低温降解纤维素菌株的研究具有重要

的理论意义和应用前景。 
本研究从西藏那曲地区海拔 4 500 m 的金露梅

根际土壤中分离出一株可以高效降解纤维素的低

温真菌，对其进行形态学观察、ITS rDNA 序列分

子鉴定，并通过响应面法进一步优化其产酶条件，

以期为利用产纤维素酶低温真菌的产业化应用奠

定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  供试土壤 

2017 年 8 月，采集西藏那曲地区海拔 4 500 m
的金露梅根际土壤，装入采样袋，4 °C 保存于实

验室。 
1.1.2  培养基 

PDA 培养基(g/L)：马铃薯 200.0，葡萄糖 20.0，

琼脂 20.0，pH 自然，1×105 Pa 灭菌 30 min。 
羧甲基纤维素钠培养基(g/L)：CMC-Na 15.0，

NaCl 5.0，KH2PO4 1.0，MgSO4 0.2，蛋白胨 10.0，

酵母粉 5.0，琼脂 20.0，pH 7.2，1×105 Pa 灭菌

30 min。 
产酶基础培养基(g/L)：CMC-Na 15.0，酵母粉

5.0，KH2PO4 2.0，pH 7.0，1×105 Pa 灭菌 30 min。 
1.1.3  主要试剂和仪器 

Ezup 柱式真菌基因组 DNA 抽提试剂盒、DNA 
marker、DNA 聚合酶等购自生工生物工程(上海)
股份有限公司；其余均为国产分析纯。光学显微镜购

自上海光学仪器厂；PCR 仪购自 Applied Biosystems
公司；酶标仪购自 BioTek Instruments 公司。 

1.2  低温真菌的分离 
称取土样 10 g 置于 90 mL 的无菌水中，涡旋

振荡至悬浮均匀。悬浮液分别稀释成 10−2、10−3、

10−4 系列浓度梯度，然后分别吸取 100 μL 悬浮液

涂布至 PDA 平板上，每个浓度重复 3 次。将平板

置于 15 °C 培养 7 d，然后挑选形态各异的菌落进

行纯化培养，对菌株编号并进行 4 °C 下生长测试。 
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1.3  纤维素降解菌的筛选 
1.3.1  初筛 

利用刚果红染色法对分离纯化的菌株进行初

筛。分别将直径 5 mm 的菌块接种至羧甲基纤维素

钠平板上，15 °C 培养 3 d 后，用 1 mg/mL 的刚果

红染液染色 1 h，弃去染液，加入 1 mol/L 的 NaCl
溶液脱色 1 h。观察菌株菌落附近有无水解圈，若

有则表示该菌株具有降解纤维素的能力，并记录菌

落和水解圈的大小。 
1.3.2  复筛 

将初筛得到的菌株接种到产酶基础培养基中，

15 °C、150 r/min 恒温振荡培养 7 d，发酵液于

10 000×g 离心 10 min，上清液即为粗酶液，然后

按照赵钰[17]所述方法，分别测定各菌株的内切 β-
葡聚糖酶、外切 β-葡聚糖酶和 β-葡萄糖苷酶活力，

综合选择纤维素降解能力最强的菌株作为候选菌

株进行后续研究。 

1.4  候选菌株的鉴定 
1.4.1  形态学观察 

将直径为 5 mm 的供试菌株菌块接种至 Ø=9 cm
的 PDA 平板上，15 °C 下培养 5 d，观察菌落生长

状况及其形态特征；用无菌镊子夹取适量培养好的

青霉于载玻片上的棉蓝染液中央，拨动菌丝使其均

匀散开，盖上盖玻片置于显微镜下，观察分生孢子

及孢子头类型，分生孢子梗、小梗等的特点。 
1.4.2  分子生物学鉴定 

采用 Ezup 柱式真菌基因组 DNA 抽提试剂盒

提取供试菌株 DNA；利用真菌通用引物 ITS1 
(5′-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3′) 和 ITS4 
(5′-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3′) 扩 增 菌 株 的

ITS rDNA 序列。PCR 反应体系(25 μL)：10×PCR 
buffer (含 Mg2+) 2.5 μL，DNA 模板 0.5 μL，dNTPs 
(2.5 mmol/L) 1 μL，引物(20 μmol/L)各 0.5 μL，Taq 
DNA 聚合酶 0.2 μL，ddH2O 19.8 μL。反应条件：

94 °C 4 min；94 °C 45 s，55 °C 45 s，72 °C 1 min，

30 个循环；72 °C 10 min，4 °C 保存。扩增产物

由生工生物工程(上海)股份有限公司测序，将测定

的序列在 GenBank 中进行 BLAST 相似性比对

(Available at: http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)，
最后用 MEGA 7.0 的 Neighbor-Joining 法构建系统

发育树，确定该菌株的系统发育学地位。 

1.5  产酶条件优化 
1.5.1  优化结果评价 

内切 β-葡聚糖酶也称 CMC 酶，可随机识别

β-1,4-糖苷键，主要分解长链的大分子纤维素，其

酶活力一般也较高于其他纤维素酶，是纤维素酶的

重要组成成分之一。因此，本研究选择以内切 β-
葡聚糖酶酶活力作为产酶条件优化的评估指标，每

个处理重复 3 次。 
1.5.2  单因素优化 

培养基组分的优化：分别取 2%的 CMC-Na、

可溶性淀粉、稻草粉、玉米芯粉和麸皮作为初始发

酵培养基的碳源，接种量为 2%，将种子液接入装

有 50 mL 相应培养基的 250 mL 摇瓶中，15 °C、

150 r/min 培养 5 d，选择最佳碳源，并依次加入

0.5%、1.0%、2.0%、3.0%、4.0%的碳源进行发酵

培养，其余条件不变，选择最适碳源浓度；选择最

佳碳源及浓度，其余条件不变，分别取 1%的胰蛋

白胨、酵母粉、牛肉膏、NH4NO3 和(NH4)2SO4 作

为初始发酵培养基的氮源，选择最佳氮源，并依次

加入 0.25%、0.5%、1.0%、1.5%、2.0%的氮源进

行发酵培养，选择最适氮源浓度；选择最佳碳源、

氮源及其浓度，其余条件不变，分别取 0.5%的

NaCl、CaCl2、KH2PO4、FeSO4 和 MgSO4 作为初

始发酵培养基的无机盐，选择最佳无机盐，并依次

加入 0.1%、0.25%、0.5%、0.75%、1.0%的无机盐

进行发酵培养，选择最适无机盐浓度。 
培养条件的优化：根据选择的最佳培养基组

分，其余培养条件不变，依次对培养时间、pH 值

及摇床转速进行优化。培养时间分别选择 3、4、5、

6、7 d；pH 值分别选择 5.0、6.0、7.0、8.0 和 9.0；

摇床转速分别选择 110、130、150、170、190 r/min。 
1.5.3  响应面优化 

根据单因素实验结果，选择 3 个对酶活影响较
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显著的因素进行响应面实验设计中的 Box-Benhnken
实验设计，每个因素取 3 个水平，利用 Design 
Expert 8.0 软件进行响应面及方差分析，并对数据

进行二次回归拟合，得到多元回归方程，在一定水

平范围内求取最佳值，对产酶条件进行优化。最后

对上述实验得出的结果进行验证实验，检测模型及

结果的准确性。 

2  结果与分析 

2.1  降解纤维素低温真菌的分离及筛选 
2.1.1  菌株的分离及初筛 

从西藏那曲地区海拔 4 500 m 的金露梅根际土

壤中共分离到 27 株可在 15 °C 下生长的真菌，其

中 12 株在 4 °C 下仍可生长。利用刚果红染色法对

12 株低温真菌进行降解纤维素能力的定性分析，

共筛选到 3 株具有降解纤维素能力的低温真菌

(图 1)，其菌落直径及水解圈大小如表 1 所示，菌

株的水解圈与菌落直径比分别为 1.51、1.74 和

2.49。因此，选择初筛得到的 3 株低温真菌进行产

酶能力的复筛。 
2.1.2  菌株的复筛 

利用 DNS 法对初筛得到的 3 株降解纤维素低

温真菌菌株进行产酶能力的复筛，结果(图 2)显示，

在相同的培养条件下，菌株 NLS-2 的产纤维素酶

能力最强，其内切 β-葡聚糖酶活力、外切 β-葡聚

糖酶活力和 β-葡萄糖苷酶活力分别为 43.7、34.2
和 23.5 U/mL，均高于 NLC-1 和 NLP-4 菌株。因

此选择 NLS-2 菌株进行后续的研究分析。 

2.2  菌株 NLS-2 的鉴定 
2.2.1  形态学特征 

菌株 NLS-2 在 PDA 平板上 15 °C 培养，初始

菌落为白色，然后逐渐变为灰绿，3 d 后菌落为灰

色隆起，边缘齐整，直径达 49 cm (图 3A)；菌落

表面呈粉末状并伴随菌丝绒毛，出现透明分泌液

(图 3B)；在显微镜镜下，菌株的分生孢子结构如

图 3C 所示，分生孢子梗发生于基质，壁光滑，顶端

不膨大，(38−39) μm×(3.1−3.3) μm；多次分枝，呈扫帚

状，梗基每轮 2−3 个，(31−32) μm×(2.9−3.0) μm；小梗

每轮 5−8 个，呈圆柱状，(25−26) μm×(2.6−3.0) μm；分

子孢子呈典型的圆形，光滑，直径 2.6 μm−2.9 μm，呈

分散状或串联的孢子链。根据菌落培养和分生孢子结

构特征，参照《真菌鉴定手册》[18]和《中国真菌志》[19]

进行比对分析，可初步确定菌株 NLS-2 为青霉属。 
2.2.2  ITS rDNA 序列分析 

经 DNA 提取、PCR 扩增和测序获得 ITS rDNA
片段的长度为 559 bp，在 GenBank 上进行 BLAST
比对，得出该菌株与相关青霉属菌株序列相似性达

到 99%。利用 MEGA 7.0 的 Neighbor-Joining 法构

建系统发育树，如图 4 所示，结果表明菌株 NLS-2
与一株青霉属菌株(MF588882)的亲缘关系更近，

提交序列后获得的登录号为 MK156784。结合形态

学特征与分子系统学分析确定菌株 NLS-2 为青霉

属(Penicillium sp.)的成员。 
 

 
 

图 1  嗜冷真菌刚果红染色的水解效果 
Figure 1  Hydrolytic effect of psychrophilic fungi with Congo red staining 
注：A：NLC-1 菌株；B：NLS-2 菌株；C：NLP-4 菌株. 
Note: A: NLC-1 strain; B: NLS-2 strain; C: NLP-4 strain. 
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表 1  嗜冷真菌刚果红染色的水解圈大小 
Table 1  Hydrolytic diameter of psychrophilic fungi with 
Congo red staining 

指标 
Indices 

NLC-1 NLS-2 NJP-4

水解圈直径 D 
Hydrolysis circle diameter (mm)

11.3 17.4 12.1 

菌落直径 d 
Colony diameter (mm) 

6.5 7.0 8.0 

直径比 D/d 
Diameter radio 

1.74 2.49 1.51

 
2.3  产酶条件优化 
2.3.1  单因素优化结果 

最优碳源及含量的选择：选取 5 种不同的碳源

分别对 NLS-2 菌株进行发酵培养，各碳源测得的

内切 β-葡聚糖酶活力如图 5A 所示，以稻草粉为唯

一碳源时，酶活力达到 50.6 U/mL，明显高于其他

碳源种类，因此选择稻草粉作为最适碳源。在此基

础上，对碳源的含量进行产酶条件优化，如图 5D
所示，当稻草粉含量为 3%时，菌株 NLS-2 产内切

β-葡聚糖酶能力最强，酶活力达到 53.3 U/mL，因

此选择 3%作为稻草粉的最优含量。 
最优氮源及含量的选择：选取 5 种不同的氮

源进行酶活测试，如图 5B 所示，以酵母粉为唯

一氮源时，酶活力达到 55.7 U/mL，明显高于其

他氮源种类，因此选择酵母粉作为最适氮源。在

此基础上，对氮源的含量进行产酶条件优化，如图

5E 所示，当稻草粉含量为 0.5%时，酶活力最高，

可达到 57.8 U/mL，因此选择 0.5%作为酵母粉的最

优含量。 

 
 

图 2  嗜冷真菌的纤维素酶活力 
Figure 2  Cellulase activity of psychrophilic fungi 
注：A：内切 β-葡聚糖酶；B：外切 β-葡聚糖酶；C：β-葡萄糖苷酶. 
Note: A: Endo-1,4-β-D-glucanase; B: Exo-1,4-β-D-glucanase; C: β-Glucosidase. 

 

 
 

图 3  菌株 NLS-2 的形态学特征 
Figure 3  Morphological characteristics of strain NLS-2 
注：A：NLS-2 菌落；B：NLS-2 菌落特征；C：分生孢子；标尺：10 μm. 
Note: A: Colony of strain NLS-2; B: Colony texture of strain NLS-2; C: Conidiophores of strain NLS-2; Scale bar: 10 μm. 
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图 4  基于 ITS 基因序列相似性构建的菌株 NLS-2 的系统发育树 
Figure 4  Phylogenetic tree of strain NLS-2 and its related strains based on ITS gene sequences 
注：参与比对序列的 GenBank 登录号列于括号中，分支处标注有自展值，标尺所示长度为 0.000 5 核苷酸置换率. 
Note: GenBank accession numbers of aligned sequences are shown in the brackets. The bootstrap values are shown at the node. Bar 
0.000 5 means the nucleotide substitution rate of 0.000 5. 

 

 
 

图 5  菌株 NLS-2 发酵条件的单因素优化 
Figure 5  Single factor optimization of fermentation conditions of strain NLS-2 
注：A：碳源种类选择；B：氮源种类选择；C：无机盐种类选择；D：碳源浓度选择；E：氮源浓度选择；F：无机盐浓度选择；

G：发酵时间选择；H：pH 值选择；I：摇床转速选择. 
Note: A: Carbon source selection; B: Nitrogen source selection; C: Mineral nutrition selection; D: Carbon source concentration selection; 
E: Nitrogen source concentration selection; F: Mineral nutrition concentration selection; G: Fermentation time selection; H: pH selection; 
I: Shaker speed selection. 
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最优无机盐及含量的选择：选取 5 种不同的

无机盐进行酶活测试，如图 5C 所示，以 KH2PO4

为无机盐时，酶活力达到 56.1 U/mL，明显高于

其他无机盐种类，因此选择 KH2PO4 作为最适无

机盐。在此基础上，对其含量进行产酶条件优化，

如图 5F 所示，含量为 0.5%时酶活力最高，可达

到 57.9 U/mL，因此选择 0.5%作为 KH2PO4 的最优

含量。 
最优培养条件的选择：分别对产酶的发酵时

间、pH 值和摇床转速进单因素优化，结果如   
图 5G–I 所示，当发酵时间为 6 d 时酶活力最高，

为 65.7 U/mL；当 pH 值为 6.0 时酶活力最高，为

67.3 U/mL；当摇床转速为 170 r/min 时酶活力最高，

为 69.1 U/mL。因此，选择最优发酵时间为 6 d，

最优 pH 值为 6.0，最优摇床转速为 170 r/min。 
2.3.2  响应面优化结果 

为了进一步优化菌株 NLS-2 的产酶条件，根

据单因素实验结果，选取稻草粉含量、发酵时间和

pH 值作为影响因素，以内切 β-葡聚糖酶活力作为

响应值进行 Box-Behnken 实验，实验因素与水平

如表 2 所示，实验设计与结果如表 3 所示。 
二次回归方程拟合与方差分析：利用 Design 

Expert 8.0 软件对实验数据进行二次回归方程拟

合，应用响应面的回归过程来分析数据，然后构建

二次回归模型，进一步获得最优响应因子水平的回

归分析。二次回归拟合方程为：Y=66.92−3.66X1+ 
7.59X2+6.31X3−5.19X1X2−4.50X1X3+4.13X2X3−6.05X1

2− 
5.68X2

2−6.24X3
2，其中 Y 为预测值，X1、X2 和 X3

分别为稻草粉含量、发酵时间和 pH 的编码水平； 
 

表 2  Box-Benhnken 实验因素与水平 
Table 2  Levels of the variables tested in Box-Benhnken 
design 

因素 
Factors 

水平 
Level 

−1 0 1 

Straw powder X1 (%) 2.5 3.0 3.5 
Fermentation time X2 (d) 5.0 6.0 7.0 
pH X3 5.5 6.0 6.5 

 

表 3  Box-Benhnken 实验设计及其结果 
Table 3  Experimental design and results of Box-Benhnken 
design 

编号

No. 

因素 
Factors 

酶活 
Enzyme activity (U/mL) X1 X2 X3

1 −1 −1 0 46.25 
2 −1 1 0 72.75 
3 1 −1 0 48.00 
4 1 1 0 53.75 
5 0 −1 −1 46.25 
6 0 −1 1 49.50 
7 0 1 −1 52.25 
8 0 1 1 72.00 
9 −1 0 −1 46.25 

10 1 0 −1 49.25 
11 −1 0 1 69.00 
12 1 0 1 54.00 
13 0 0 0 66.25 
14 0 0 0 67.00 
15 0 0 0 67.50 

 
回归模型方差分析如表 4 所示，P (Pr>F)<0.01，

模型效应极显著，其校正决定系数 R2=0.994 3，

R2
Adj=0.984 1，表明该模型与实际试验拟合程度较

好，实验误差较小，方程拟合良好。一次项 X1、

X2、X3，交互项 X1X2、X1X3、X2X3 和二次项 X1
2、

X2
2、X3

2 都达到极显著水平(P<0.01)，表明各项对

菌株 NLS-2 的产酶能力都有极显著的影响。 
X1、X2、X3 三因素交互作用的响应面如图 6

所示，图 6A–C 分别表示发酵时间、稻草粉含量和

pH 为最优值，以及其他两因素的交互作用与酶活

力关系的三维坐标图。通过稻草粉含量、pH 值和

发酵时间的响应面轮廓岭脊分析可知三者的优化

值分别为 2.5%、6.5 和 7 d。综合单因素实验结果，

确定最优结果为：稻草粉 2.5%，酵母粉 0.5%，

KH2PO4 0.5%，发酵时间 7 d，pH 6.5，摇床转速

170 r/min，预测菌株发酵液纤维素酶活力可达

72.07 U/mL。为了验证试验结果的可靠性，依据

上述条件参数进行了 3 组平行试验，纤维素酶

活力均值为 71.15 U/mL，与预测值基本一致，说

明该模型能够较好地预测菌株产纤维素酶情况。 
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表 4  回归系数显著性分析 
Table 4  Significant analysis of regression coefficient 

来源 
Source 

自由度 
df 

平方和 
Sum of squares 

均方 
Mean square 

F 值 
F value 

P 值 
P value 

Model 9 1 488.81 165.42 97.01 <0.000 1** 

X1 1 106.95 106.95 62.72 0.000 5** 

X2 1 461.32 461.32 270.54 <0.000 1** 

X3 1 318.78 318.78 186.95 <0.000 1** 

X1X2 1 107.64 107.64 63.12 0.000 5** 

X1X3 1 81.00 81.00 47.50 0.001 0** 

X2X3 1 68.06 68.06 39.91 0.001 5** 

X1
2 1 135.24 135.24 79.31 0.000 3** 

X2
2 1 119.00 119.00 69.79 0.000 4** 

X3
2 1 143.75 143.75 84.30 0.000 3** 

Residual 5 8.53 1.71   

Lack of fit 3 7.73 2.58 6.51 0.136 0 

Pure error 2 0.79 0.40   

Cor total 14 1 497.33    

R2=0.994 3, R2
Adj=0.984 1, R2

Pred=0.916 2; C.V.%=2.28 
注：**：极显著(P<0.01)；*：显著(P<0.05). 
Note: **: Extremely significant (P<0.01); *: Significant (P<0.05). 

 

 
 

图 6  两因素交互影响纤维素酶活力的响应面图 
Figure 6  Response surface of cellulase activity of two factors interaction 
注：A：稻草粉与 pH 交互影响纤维素酶活力；B：发酵时间与 pH 交互影响纤维素酶活力；C：稻草粉与发酵时间交互影响纤维

素酶活力. 
Note: A: The interaction between straw powder and pH affects cellulase activity; B: The interaction between fermentation time and pH 
affects cellulase activity; C: The interaction between straw powder and fermentation time affects cellulase activity. 

 
3  讨论与结论 

在生物圈中，有 80%以上的地方常年平均温

度低于 5 °C，寒冷的环境使得大量的纤维素资源

未能得到及时有效的利用[20]。产纤维素酶低温微

生物能在低温环境下存活并合成进行高品质催化 

作用的酶，在生物地球化学循环过程中发挥着关键

作用，且低温纤维素酶的应用也可以极大地节约生

物质能源转化过程中的工艺成本和能耗[21]。迄今

为止，国内外对于低温产纤维素酶微生物的研究主

要集中在极地、深海、冰川等环境中蕴藏的低温菌， 
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而对于土壤中耐低温解纤维素菌株的研究相对较

少。目前已经报道的产纤维素酶低温微生物主要包

括细菌中假单胞菌属、芽孢杆菌属、节杆菌属，真

菌中的木霉属、青霉属、根霉属，以及放线菌门的

多种菌属[22-25]。 
本研究从西藏那曲地区海拔 4 500 m 的金露梅

根际土壤中共计分离出 27 株可在 15 °C 正常生长

的真菌，经过 4 °C 生长测试及刚果红显色反应，

发现 3 株具有纤维素降解潜力的低温真菌。为了确

定低温真菌的产纤维素酶潜力，在 15 °C 的低温环

境下对 3 株菌株进行了产酶的液体培养，酶活的定

量分析结果表明，菌株 NLS-2 产纤维素酶能力最

强，其内切 β-葡聚糖酶、外切 β-葡聚糖酶和 β-葡
萄糖苷酶活力分别为 43.7、34.2 和 23.5 U/mL，说

明该菌株在低温产纤维素酶方面具有较好的应用

前景。综合形态学特征及 ITS 基因序列的系统发育

分 析 结 果 ， 将 NLS-2 菌 株 确 定 为 青 霉 菌 属

(Penicillium sp.)。 
青霉菌(Penicillium spp.)是自然界中分布极广

的一类真菌，因其具有产青霉素的能力而广为人

知。近年来，青霉菌也被认为是纤维素酶的重要来

源，可以生成复杂纤维素酶体系的所有组分，且相

比于木霉可表达更高水平的 β-葡聚糖酶，被认为

是最具纤维素酶生产潜力的微生物类群[26]。国内

外已有许多研究报道青霉菌属的多个种都能够有

效地降解纤维素。Dutta 等分离出一株 P. citrinum，

以麸皮为底物，其内切 β-葡聚糖酶和滤纸酶活力

分别为 1.89 IU/mL 和 1.72 IU/mL[27]。Liu 等分离出

一株 P. decumbens，以米糠为底物，发现其产滤纸

酶活力可达 5.76 IU/g[28]。Scholl 等研究表明，菌

株 P. echinulatum SIM29 在以添加了 50%麦麸的象

草为产酶底物时，可以高效表达纤维素酶，其滤纸

酶、内切 β-葡聚糖酶和 β-葡萄糖苷酶活力分别为

32.93、205.83 和 148.96 IU/g[29]。 
纤维素降解菌发挥纤维素生物转化作用的

物质基础是复杂的纤维素酶体系，其产量的高低

直接影响菌株的降解效果，而微生物代谢产物的

种类和含量与其培养条件密切相关。本研究采用

单因素实验和响应面优化法对发酵条件进行优

化 ， 确 定 了 菌 株 NLS-2 的 发 酵 条 件 为 稻 草 粉

2.5%，酵母粉 0.5%，KH2PO4 0.5%，发酵时间 7 d，

pH 6.5，摇床转速 170 r/min，其纤维素酶活力可

达 72.07 U/mL，为其扩大培养及产业化应用提供

了理论依据。 
综上所述，纤维素降解真菌 NLS-2 被鉴定为

青霉菌属，具有高效低温产纤维素酶能力。通过发

酵条件优化，显著地提高了 NLS-2 菌株的纤维素

酶活力。后续的工作将在此优化的基础上，进一步

研究其产酶的分子调控机理；同时也会对其进行产

酶的固态发酵和混菌发酵，扩展菌株的应用方式。 
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