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研究报告                                                              

嗜热子囊菌利用短链有机酸生产角质酶 

何刚强 1, 2, 堵国成 1, 刘立明 1, 刘和 1, 霍光华 2, 陈坚 1, 3 
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2 江西农业大学生物科学与工程学院, 南昌 330045 
3 江南大学食品科学技术国家重点实验室, 无锡 214122 

摘  要: 以嗜热子囊菌(Thermobifida fusca WSH03-11)发酵生产角质酶为模型，研究微生物利用市政污泥厌氧酸化所产

短链有机酸为碳源发酵生产高附加值产品的可能。发现：(1)以丁酸、丙酸和乙酸为碳源时，有机酸和氮元素浓度分别

为 8.0 g/L 和 1.5 g/L 有利于角质酶的生产；而以乳酸为碳源时，最适有机酸和氮源浓度分别为 3.0 g/L 和 1.0 g/L；(2)

改变诱导物角质的浓度，以丁酸、丙酸、乙酸和乳酸为碳源，分别比优化前提高了 31.0%、13.3%、43.8%和 73.2%；(3)

在四种有机酸中，T. fusca WSH03-11 利用乙酸的速率最快，平均比消耗速率是丙酸的 1.3 倍，丁酸的 2.0 倍及乳酸的

2.2 倍；以丁酸为碳源时的酶活(52.4 U/mL)是乳酸的 1.7 倍、乙酸的 2.5 倍和丙酸的 3.2 倍；角质酶对乳酸的得率(12.70 

u/mg)分别是丁酸的 1.4 倍、丙酸的 3.0 倍和乙酸的 3.8 倍；(4)以混合酸为碳源生产角质酶，T. fusca WSH03-11 优先利

用乙酸，而对丁酸的利用受到抑制。进一步研究发现，混合酸中 0.5 g/L 的乙酸将导致丁酸的消耗量降低 66.7%。这是

首次利用混合酸作碳源发酵生产角质酶的研究报道。这一研究结果进一步确证了利用市政污泥厌氧酸化所产有机酸为

碳源发酵生产高附加值产品的可行性，为以廉价碳源生产角质酶奠定了良好的基础。 
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Abstract: We studied cutinase production from short-chain organic acids by Thermobifida fusca WSH03-11 to evaluate the    
possibility of converting municipal sludge to high value-added products. The optimum organic acid (8.0 g/L) and nitrogen source (1.5 
g/L) concentrations were determined by the single factor experiments with butyric acid, propionic acid and acetic acid as the carbon 
sources. When lactic acid was used as the carbon source, the optimum organic acid (3.0 g/L) and nitrogen source (1.0 g/L)  
concentrations were obtained. Cutinase production by T. fusca WSH03-11 was further improved with butyric acid (by 31.0%), 
propionic acid (by 13.3%), acetic acid (by 43.8%) and lactic acid (by 73.2%) as carbon source, respectively, with the optimized cutin 
concentrations. Among these four short-chain organic acids, the average specific consumption rate of acetic acid was the highest, 
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higher than that of propionic acid 1.3-folds, butyric acid 2.0-folds and lactic acid 2.2-folds. The highest cutinase activity reached 52.4 
u/mL with butyric acid (8 g/L) as the sole carbon source, higher than that of lactic acid (3 g/L) 1.7-folds, acetic acid (8 g/L) 2.5-folds 
and propionic acid (8 g/L) 3.2-folds. The yield of cutinase activity on lactic acid (12.70 u/mg) higher than that of butyric acid 
1.4-folds, propionic acid 3.0-folds and acetic acid 3.8-folds. T. fusca WSH03-11 consumed acetic acid firstly in mixed acids carbon 
sources, and the consumption of butyric acid was inhibited. Further studies indicated that the consumption rate of butyrate was  
decreased by 66.7% in the presence of 0.5 g/L acetic acid in the mixed acids. This was the first report concerning the production of 
cutinase by T. fusca with mixed organic acids as the carbon sources. The results presented here provided a novel and efficient   
approach to produce high value-add products from municipal sludge, and also established a foundation for the industrial production 
of cutinase by T. fusca WSH03-11 with cheap carbon sources from the processing of municipal sludge. 

Keywords: Thermobifida fusca, short-chain organic acids, cutinase 

角质酶(cutinase)作为一种裂解酶, 降解植物角

质层, 广泛应用于食品、化工、纺织等工业领域中, 

尤其作为棉织物前处理的四种关键酶制剂之一, 在

实现纺织工业的清洁生产中发挥着重要的作用[1−4]。

Thermobifida fusca WSH03-11 具有大量合成热稳定

性和酸碱稳定性能优异的角质酶潜力, 然而对于这

一菌株能否利用短链有机酸作为碳源大量合成角质

酶的能力还缺乏明确的认识。若 T. fusca WSH03-11

能利用经城市市政污泥或食品废弃物 [5,6]等厌氧发

酵所得到的短链有机酸为碳源和能源物质, 将不仅

能进一步降低角质酶的生产成本, 同时还能实现废

物酸化产生有机酸——有机酸发酵生产得到高附加

值产品(角质酶)——角质酶实现纺织工业清洁化生

产的良性循环。 

本研究以充分认识 T. fusca WSH03-11 利用城市

市政污泥厌氧酸化通常所产生的四种短链有机酸

(丁酸、丙酸、乙酸及乳酸)为碳源发酵生产角质酶的

可能性和生理机制为出发点, 为实现废物酸化产生

有机酸——有机酸发酵生产得到高附加值产品(角质

酶)——角质酶实现纺织工业清洁化生产的良性循环

奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  菌种 
Thermobifida fusca WSH03-11, 江南大学生物

工程学院环境生物技术研究室保存。 

1.2  培养基 
斜面培养基(g/L)[7]: 可溶性淀粉 1, 蛋白胨 5, 酵

母膏 5, 氯化钠 5, 琼脂 20; pH 8.0, 121oC 灭菌 15 min。 

种子培养基(g/L)[7]: 可溶性淀粉 20, 牛肉膏 10, 

酵母膏 5, 磷酸氢二钾 2, 氯化钠 5; pH 8.0, 121oC 灭

菌 15 min。 

优化前发酵培养基(g/L): 乙酸钠 7.5, 氮元素 

1.2 (蛋白胨 5, 酵母膏 7.5), 磷酸氢二钾 2, 氯化钠

5, 角质 1; pH 8.0, 121oC 灭菌 15 min。 

1.3  培养方法 
斜面活化和种子培养 [7]: 将冷冻保藏的斜面菌

种转接到活化斜面, 50oC 静置培养 10 h; 将活化后

的斜面菌种接入种子培养基, 50oC、200 r/min 振荡培

养 19~20 h。 

摇瓶培养: 250 mL 三角瓶装液量 50 mL, 接种

量 8%, 温度 50oC, 转速 200 r/min, 培养 50 h。每个

样品做 3 个平行样。 

发酵罐培养 : 3 L 全自动发酵罐 (LiFlus GM 

BioTRON, Korea)装液量 1.5 L, 接种量 8%, 350 r/min, 

通风量 1 vvm, 温度 50oC, pH 7.6。 

1.4  细胞干重(Dry cell weight, DCW)测定 
取 10 mL 发酵液于 50 mL 离心管中, 10 000 

r/min 离心 10 min, 倾去上清液, 去离子水洗涤沉淀

2~3 次, 105oC 烘干至恒重后称重。 

1.5  角质酶活测定[1] 
发酵液经 10 000 r/min 离心 10 min, 上清液即为

粗酶液。酶活测定: 分光光度法, 反应温度 20oC, 反

应体积 1 mL(粗酶液 20 μL、含 50 mmol/L 对硝基苯

丁酸酯和 50 mmol/L硫磺脱氧胆酸钠的缓冲液 980 μL, 

缓冲液 pH 8.0), 在 405 nm处记录对硝基酚的生成速

率。酶活定义: 在 20oC, 每分钟催化对硝基苯丁酸

酯水解生成 1 μmol 对硝基酚的酶量即为一个酶活力

单位。 

1.6  短链有机酸的测定 
乳酸的测定: HPLC 法, SB-C18 柱, 4.6 mm×150 mm, 

流动相 KH2PO4 0.1 mol/L, H3PO4 调 pH 至 2.5, 流速
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0.8 mL/min, 检测波长 210 nm, 柱温 30oC, 进样量

10 μL。 

丁酸、丙酸、乙酸的测定(气相色谱法): 岛津

GC2010 型气相色谱仪 , 色谱柱 PEG20M, 30 m× 

0.32 mm×0.50 μm, 毛细管柱, 气化室 250oC, 检测

器(FID)250oC, 柱箱 80oC, 流速: N2 80 mL/min, 空

气 400 mL/min, H2 40 mL/min。 

1.7  角质的制备[8] 
将所购西红柿沸水煮 5 min, 水冷却后收集皮, 

将皮于草酸缓冲液(草酸 4 g/L、草酸铵 16 g/L, pH 

3.88)沸水煮 1.5 h, 去离子水洗涤至皮上无粘性物质

后于真空干燥箱 50oC 下烘干至恒重, 磨碎备用。 

2  结果与讨论 
2.1  T. fusca WSH03-11 利用单一有机酸酸发酵生

产角质酶 
2.1.1  不同有机酸浓度对 T. fusca WSH03–11 生长

及产酶的影响 

四种有机酸(丁酸、丙酸、乙酸及乳酸)对细胞生

长以及角质酶生产的影响如图 1 所示。随着培养基

中有机酸浓度的增加(丁酸≤8.0 g/L; 丙酸≤2 g/L; 

乙酸≤8.0 g/L; 乳酸≤3.0 g/L), 细胞浓度和角质酶

酶活不断增加, 培养基中过高的有机酸浓度则抑制

细胞的生长, 最终导致角质酶酶活的下降。当培养

基中丁酸、丙酸、乙酸、乳酸的浓度分别为 8.0、2.0、

8.0、3.0 g/L 时, DCW 达到最大, 分别为: 5.8 g/L、2.0 

g/L、3.9 g/L、1.4 g/L, 此时, 角质酶酶活达到最大值

为 32.3、10.6(丙酸浓度为 8 g/L)、11.2、13.9 u/mL。

因此, 丁酸、丙酸、乙酸和乳酸的浓度分别取 8.0、

8.0、8.0 和 3.0 g/L。 

2.1.2  不同氮元素浓度对菌体生长及产酶的影响 

以蛋白胨、酵母膏为混合氮源, 氮元素浓度(蛋

白胨含氮量: 14%、酵母膏含氮量: 8%)对 T. fusca 
WSH03-11 生长以及产酶的影响如图 2 所示。当以

丁酸、丙酸或乙酸为碳源, 随着培养基中氮元素浓

度的增加([N]≤1.5 g/L), DCW 和酶活不断增加, 继

续增加培养基中氮元素的浓度, 在一定程度上促进

了细胞生长, 但不利于产酶(以丙酸为碳源时酶活仅

有少量提高)(图 2A、B、C); 当碳源为乳酸时, 氮元

素浓度从 0.2 g/L 增加到 1.0 g/L, 细胞浓度基本保持

不变 , 酶活则不断提高 , 但当氮元素浓度浓度大于

1.0 g/L 时, 酶活则下降(图 2D)。因此后续研究中以

丁酸、丙酸或乙酸为碳源时, 氮元素浓度为 1.5 g/L; 

乳酸为碳源时, 氮元素浓度为 1.0 g/L。 

 

图 1  不同单酸浓度对 T. fusca WSH03-11 生长及角质酶合成的影响 
Fig. 1  Effect of different concentrations of carbon source with single short-chain organic acids  

on T. fusca WSH03-11 growth and cutinase production 
█ DCW; □ Cutinase activity 
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2.1.3  不同诱导物角质浓度对菌体生长及产酶的影响 

角质酶是胞外诱导酶 [9], 不同诱导物角质浓度

对 T. fusca WSH03-11 生长及产酶的影响如图 3 所

示。以四种有机酸(丁酸、丙酸、乙酸及乳酸)为碳源, 

角质浓度对细胞生长的影响比较微弱(图 3A); 角质

是 T. fusca WSH03-11 合成角质酶必需物质, 培养基

中不添加角质, T. fusca WSH03-11 不合成角质酶, 

在培养基中添加 0.5 g/L 角质, 就能使酶活得到很 

大提高 (丁酸 : 23.7 u/mL; 丙酸 : 7.1 u/mL; 乙酸 :  

13.8 u/mL; 乳酸: 11.7 u/mL), 随着角质浓度(≤2.0 g/L)

的增加 , 角质酶酶活不断提高 (以乙酸为碳源时 ,   

1.5 g/L 角质酶活出现最大值), 但当角质浓度大于

1.5 g/L 时, 酶活进一步提高的幅度较小(图 3B)。因

此后续的研究中角质的添加量为 1.5 g/L。 

 

图 2  不同氮元素浓度对 T. fusca WSH03-11 生长及角质酶合成的影响 
Fig. 2  Effect of nitrogen element concentration on the T. fusca WSH03-11 growth and cutinase production 

█ DCW; □ Cutinase activity 
HBu: butyric acid; HPr: propanoic acid; HAc: acetic acid; HLa: lactic acid 

 

图 3  不同角质浓度对 T. fusca WSH03-11 生长及角质酶合成的影响 
Fig. 3  Effect of cutin concentrations on the growth and Cutinase production by T. fusca WSH03-11 

 ▥ 0.0 g/L; □ 0.5 g/L; ▨ 1.0 g/L; █ 1.5 g/L;  ▤ 2.0 g/L 
 

2.1.4  T. fusca WSH03-11 利用各单一短链有机酸生

产角质酶的发酵过程 

T. fusca WSH03-11 分别以四种短链有机酸为碳

源发酵过程曲线及相关参数列于图 4 和表 2。在四

种短链有机酸中, T. fusca WSH03-11 对乙酸的消耗

速率最快, 32 h 消耗近 8 g/L 乙酸, 此时 DCW 和酶

活分别为 6.5 g/L 和 21.0 u/mL, 相应地, 底物比消

耗速率和平均比消耗速率分别达到 0.120 g/(L·h)和
0.054 g/(L·h) (表 2); 以乳酸为碳源时 , 酶活得率

(12.70 u/mg)、细胞得率 (2.73 g/g)和比细胞酶活

(25.55)均具有最大值 , 且产酶时间比较集中 , 在

12~24 h 内酶活总量为总酶活的 82.5%, 36 h 时酶活
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为 31.7 u/mL(图 4 B、D); 以丁酸为碳源时, 在整个

发酵过程中 DCW 不断增加, 酶活也不断提高, 并在

48 h 达 到 最 大 值 , 有 趣 的 是 , 虽 然 T. fusca 

WSH03-11 以丁酸为碳源时具有较低的消耗速率 ,  

但 DCW(6.9 g/L)和角质酶活(52.4 u/mL)均高于其他

有机酸, 表明丁酸为 T. fusca WSH03-11 生产角质酶

的最佳碳源(图 4A、B、C); 在所选定的四种有机酸

中, T. fusca WSH03-11 对丙酸的利用速率、DCW 和

酶活都是最低的, 发酵结束仍有 4.3 g/L 的残留, DCW
和酶活分别为 2.2 g/L 和 14.5 u/mL(图 4A、B、C)。 

表 1  以四种短链有机酸为碳源分别达到最大 DCW、角

质酶活时的参数比较 
Table 1  Comparison of parameters in batch fermentation 
when attained the maximum DCW, cutinase activity under 

diverse short-chain organic acids 

Organic acids and 
concentrations 

/(g/L) 

Nitrogen 
element
/(g/L) 

DCW 
/(g/L) 

Cutinase 
activity 
/(u/mL) 

C:N 
/(mol/mol)

Hbu, 8.0 1.5 6.4 40.0 3.4 

HPr, 8.0 1.5 1.5 12.8 3.0 

Hac, 8.0 1.5 4.1 14.6 2.5 

Hla, 3.0 1.0 1.8 18.3 1.4 

 

 
图 4  T. fusca WSH03-11 利用各种单酸进行角质酶合成的分批发酵过程 

Fig. 4  Time course of biosynthesis of cutinase by T. fusca WSH03-11 with single short-chain organic acids 
■ HBu; ▲ HPr; ● HAc; ▼ HLa 

表 2  以不同有机酸为碳源的角质酶发酵过程参数比较 
Table 2  Comparison of parameters in batch cutinase production under diverse short-chain organic acids 

Results 
Parameter 

HBu HPr HAc HLa 

Initial acids concentration/ (g/L) 8.0 8.0 8.0 3.0 

Fermentation time/ h 48 48 32 36 

Maximum dry cell weight/ (g/L) 6.9 2.2 6.5 3.3 

Maximum cutinase activity/ (u/mL) 52.4 14.5 21.0 31.7 

Maximum acids consumption rate/ [g/(L·h)] 0.076 0.089 0.120 0.069 

Average specific acids consumption rate/ (h−1) 0.027 0.043 0.054 0.025 

Average specific growth rate/ (h−1) 0.061 0.084 0.026 0.045 

Average specific cutinase production rate/ [u/(mg·h)] 0.306 0.177 0.223 0.255 

Biomass yield on acids/ (g/g) 1.17 0.75 0.95 2.73 

Yield of cutinase activity on acids/ (u/mg) 9.36 4.23 3.40 12.70 

Biomass productivity/[g/(L·h)] 0.128 0.195 0.081 0.125 

Cutinase productivity/[u/(mL·h)] 1.091 0.303 0.658 0.882 
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出现上述差别的原因在于不同有机酸在细胞内

的代谢及角质酶的生成机制不同。乳酸在乳酸脱氢

酶的作用下转化为丙酮酸, 乙酸和丙酸在乙酰 CoA

激酶的作用下进入细胞内代谢途径[10], 而丁酸则在

丁酸 CoA 激酶的作用下进入微生物细胞, 通过脂肪

酸 β-氧化代谢途径[11], 比乳酸、乙酸、丙酸产生更

多的能量, 更利于细胞产酶。 

2.2  T. fusca WSH03-11利用混合酸发酵生产角质酶 
2.2.1  T. fusca WSH03-11 在不同氮元素浓度下利用

混合酸发酵生产角质酶 

根据市政污泥厌氧酸化所产有机酸的种类及比

例(参照本实验室的研究结果), 配制出丁酸 4.0 g/L、

乙酸 1.0 g/L、乳酸 1.2 g/L 的混合酸(混合酸浓度为

6.2 g/L)。 

以混合有机酸为碳源, 不同氮元素浓度(酵母膏

和蛋白胨)对 T. fusca WSH03-11 生长及发酵生产角

质酶的影响如图 5 所示。随着氮元素浓度([N]≤   

1.5 g/L)的增加, DCW 和酶活也不断增加; 当氮元素

浓度为 1.5 g/L 时, 角质酶酶活达到最大值, 为 31.0 

u/mL。继续增加氮元素浓度并不促进角质酶的生产。

然而发酵培养基中最佳起始氮元素浓度和最适碳氮

比对每一种碳源可能不尽相同, 特别是在流加发酵

过程中 , 如何控制培养基中的碳氮比 , 对角质酶的

合成尤其重要。 

 
图 5  不同氮元素浓度下以混合酸为碳源进行角质酶发酵 

Fig. 5  Biosynthesis of cutinase with mixed acids under 
different concentrations of nitrogen element 

█ DCW; □ Cutinase activity 
 

2.2.2  3 L 罐中 T. fusca WSH03-11 利用混合酸生产

角质酶的发酵过程 

图 6 为 T. fusca WSH03-11 以混合有机酸为碳源

在 3 L 发酵罐中的过程曲线。发酵初期细胞快速生

长, 而角质酶酶活增长缓慢, 4 h 左右比生长速率达

到最大(0.37 h−1), 酶活开始快速提高, 并在 8 h 达到

最大比产酶速率(1.98 h−1), 发酵进行到第 16 h, DCW

和酶活同时有最大值, 分别为 2.9 g/L 和 30.0 u/mL  

(图 6 A、B)。 

对混合酸中各个有机酸代谢情况分析发现, 乙

酸消耗仍然最快, 发酵进行到 14 h 全部消耗殆尽; 

其次为乳酸 , 而丁酸的利用明显受到了抑制 , 发酵

结束仍有 3.6 g/L 残留(图 6A)。结合前面的研究结果, 

T. fusca WSH03-11 以混合有机酸为碳源时 DCW 和

酶活较低的主要原因是丁酸的利用受到了抑制。 

2.2.3  乙酸抑制丁酸的高效利用 

乙酸(4、2、1、0.5、0 g/L)对 T. fusca WSH03-11

利用丁酸的影响如图 7 所示。乙酸表现出较高的消

耗速度, 丁酸消耗缓慢。丁酸的消耗速率随着混合

酸中乙酸比例增加而逐渐降低。0.5 g/L 乙酸存在, 

导致丁酸的消耗量比以丁酸为唯一碳源时降低了

66.7%。这一结果表明混合酸中少量乙酸的存在, 就

会抑制 T. fusca WSH03-11 对丁酸的吸收, 最终导致

细胞生长和酶活的降低。 

本研究室在前期工作中发现以葡萄糖、蔗糖、

可溶性淀粉为碳源时, 角质酶酶活低于以乙醇、乙

酸钠为碳源[7]。本研究中发现, T. fusca WSH03-11: (1)

优先利用乙酸生长及合成角质酶; (2)以丁酸为碳源

能获得最大的细胞浓度、角质酶酶活和生产强度; (3)
利用乳酸的效率最高, 但高浓度的乳酸(>3 g/L)对菌

体生长产生明显抑制; (4)对丙酸的利用速率及产酶

效率都很低。 

本研究室前期研究发现市政污泥厌氧酸化生产

有机酸是一个复杂的混合体系, 主要产物为乙酸和

丁酸, 其次是丙酸和乳酸, 并伴有少量的异丁酸、异

戊酸、戊酸产生。这一结果表明, 一方面通过控制

操作条件, 实现市政污泥厌氧产酸的定向化; 另一

方面采用高效分离手段 , 及时分离出目标组分 , 作

为角质酶发酵生产的碳源, 减少其它一些成分对 T. 

fusca WSH03-11 生长及产酶的不利影响。实现市政

污泥厌氧产酸-好氧发酵生产高附加值产品(角质酶)

的偶联。 

3  结论 

T. fusca WSH03-11 利用 4 种短链有机酸为碳源

发酵生产角质酶 , 在分批发酵时 , 不同有机酸较适
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宜的碳源、氮元素浓度有所不同, 当碳源为丁酸、

丙酸或乙酸时, 碳源、氮元素浓度分别为: 8.0 g/L、

1.5 g/L, 当碳源为乳酸时, 较适宜的碳源、氮元素浓

度分别为: 3.0 g/L、1.0 g/L。T. fusca WSH03-11 利用

4 种不同有机酸生长和产酶时的特点各不相同: 乙

酸的消耗速率最快; 乳酸的利用效率最高; 以丁酸

为碳源可获得最大的细胞浓度、角质酶酶活和生产

强度。T. fusca WSH03-11 利用混合有机酸为碳源合

成角质酶时, 乙酸消耗仍然最快, 第 14 h 几乎被全

部利用; 但混合酸中 0.5 g/L 的乙酸就会对丁酸的吸

收产生明显的抑制作用。 

本研究结果将为实现市政污泥厌氧酸化生产有

机酸—有机酸为碳源发酵生产高附加值产品(角质

酶)奠定良好的基础。 
 

 
 

图 6  T. fusca WSH03-11 利用混合酸进行角质酶合成的发酵过程 
Fig. 6  Time course of biosynthesis of cutinase by T. fusca WSH03-11 with mixed short-chain organic acids 

▽ HBu; △ HAc; ○ HLa; ▲ Cutinase activity; ▼ DCW 
 

 
图 7  乙酸对 T. fusca WSH03-11 利用丁酸的影响 

Fig. 7  Effect of acetic acid on the utilization of butyric acid by T. fusca WSH03-11 
■ 4 g/L; ▲ 2 g/L; ▼ 1 g/L; ◆ 0.5 g/L; ● 0 g/L 
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