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摘  要: 【目的】分离筛选高效降解纤维素的真菌菌株, 并研究其产酶能力。【方法】利

用刚果红染色法从甘蔗地土壤中分离纤维素降解真菌, 再通过测定滤纸的降解率及发酵

酶活复筛。【结果】综合考虑水解圈, 水解圈和菌株直径的比值(HC 值), 滤纸的降解率和

复筛酶活, 对试验真菌降解纤维素的能力进行综合评价, 筛选到具有较强纤维素降解能

力的真菌菌株 SJ1, 经形态学观察及分子生物学鉴定, 该菌属于草酸青霉。其滤纸酶活、

内切葡聚糖酶酶活(CMC 酶活)、β-葡聚糖苷酶酶活和外切葡聚糖酶酶活(CBH 酶活)分别

为 25.15、740.42、58.03 和 2.442 U/mL。【结论】菌株 SJ1 是一株十分具有研究开发潜力

的纤维素酶生产菌株。 
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Abstract: [Objective] The aim of this study was to screen efficient cellulose degrading strains 
and to investigate their cellulase-producing conditions. [Methods] The fungus were screened 
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from sugarcane soil by using the Congo red dye test, then measured the degradation rate of 
filter paper and the enzyme activity for second-screening. [Results] The hydrolyzation zone, 
clearing zone ratios (clearing zone diameter/colony diameter), the degradation rate of filter 
paper and cellulose activity were taken as evaluating selection criteria. We isolated one fungi 
with cellulose degrading ability, of which SJ1 was identified as Penicillium oxalicum by mor-
phological and molecular technology. The results showed that the filter paper activity (FPA), 
endoglucanase activity (CMCase activity), β-glucosidase activity and exoglucanase activity 
(CBH activity) of SJ1 were 25.15 U/mL, 740.42 U/mL, 58.03 U/mL and 2.442 U/mL, respec-
tively. [Conclusion] Strain SJ1 was a cellulase-producing strain with broad development po-
tential. 

Keywords: Cellulose degrading fungi, CMCase activity, Penicillium oxalicum 

纤维素是一种由葡萄糖首尾相连而成的高分

子化合物, 是自然界中含量最丰富、分布最广的

可再生资源, 但是大部分的纤维素物质都没有得

到充分有效的利用, 随着各国对能源危机的重

视, 人们开始寻求能够改善能源资源紧张的方

法。纤维素酶是降解纤维素所需的一组酶的总称, 

它包括内切型葡聚糖水解酶、外切型葡聚糖水解

酶和 β-葡萄糖苷酶等组分[1], 纤维物质可在这三

类酶的协同作用下最终水解为葡萄糖, 再通过酵

母发酵生成乙醇。作为一种生物能源, 乙醇有望

取代日益减少的化石燃料(如石油和煤炭)[2], 从

而改善能源资源危机及环境污染等问题。近年来, 

国内外的研究重点主要是从土壤中分离得到高

产纤维素细菌、真菌或对实验室已有的菌株进行

突变处理及产酶条件的优化, 以寻找产纤维素酶

能力强的菌株[3−4]。但是当前的纤维素产生菌的酶

活力都普遍偏低, 因此, 筛选纤维素酶高产菌株

已成为当前研究的重要工作之一。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  样品来源: 采自福建农林大学和福建师范

大学的甘蔗基地, 4 °C 保存。 

1.1.2  培养基: 初筛培养基(g/L): CMC-Na 10, 

(NH4)2SO4 4, KH2PO4 2, MgSO4·7H2O 0.5 蛋白胨

1, 琼脂 16。 
YPD 培养基(g/L): 酵母粉 10, 蛋白胨 20, 葡

萄糖 20, 琼脂 20。 
种 子 培 养 基 (g/L): CMC-Na 10.0, 蛋 白 胨 

10.0, 酵母膏 10.0, KH2PO4 2.0, (NH4)2SO4 1.5。 
液体发酵培养基(g/L): 麸皮 7.5, 玉米芯 7.5, 

MnSO4 0.4, K2HPO4 0.4, 蛋白胨 3, 酵母粉 3。 
1.1.3  滤纸的处理: 使用前将其用 1%的醋酸溶

液浸泡一昼夜以除去淀粉, 用碘液检验, 再用 2%

的 NaHCO3 溶液洗至中性, 晒干。 

1.2  菌种的筛选 
1.2.1  菌株的分离和纯化: 将采集到的土样用无

菌水稀释制成不同浓度的土壤悬浊液后, 分别涂

布于初筛培养基上[倒平板前在 100 mL 培养基中

加入链霉素(10 g/L) 30 μL, 2%的去氧胆酸钠

200 μL], 于 28 °C 培养箱中培养, 待长出菌落后, 
挑取单一菌落于初筛培养基上再次培养, 直到得

到纯的单一菌落。将得到的单一菌落用刚果红染

液染色 20 min, 1 mol/L 的 NaCl 溶液脱色 15 min
后, 根据透明圈的大小选择高产酶菌株。 
1.2.2  滤纸的降解情况及失重率: 将分离纯化得
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到的菌株, 置于 250 mL 装满 50 mL 的种子培养

基中 28 °C、150 r/min 的摇床中培养 2 d 制成种

子液。将滤纸烘干、称重, 记录每张滤纸的初重

量, 然后将每张滤纸剪成 1 cm×6 cm, 分别装入

250 mL 装有 50 mL 赫奇逊氏无机盐培养基的锥

形瓶中, 灭菌。接入 3 mL 种子液, 于 28 °C、

80 r/min 摇床中培养, 每菌做 3 个平行, 每日观察

滤纸条的崩溃情况, 72 h 后用滤纸过滤发酵液, 

用稀盐酸和硝酸的混合液冲洗去除菌体[5], 反复

缓慢冲洗过滤纸条, 然后 80 °C 烘干称重, 根据

滤纸条的断裂程度判断滤纸崩溃情况:  

(+)为滤纸边缘膨胀;  

(+ +)为滤纸整齐膨胀并弯曲; 

(+ + +)为滤纸不定行, 基本成糊状; 

(+ + + +)为成糊状。 

培养终止后计算滤纸的失重率。 

滤纸的失重率= 
滤纸 -滤纸

滤纸

失重前的重量 失重后的重量
失重前的重量

×100% 

1.2.3  菌种的复筛: 将种子液按 5%的量接种于

250 mL 装有 50 mL 产酶培养基的锥形瓶中于

150 r/min 摇床中培养 4 d, 每菌接 3 瓶, 做 3 个平

行, 将所得样液 10 000 r/min 离心 5 min, 收集上

清液即为粗酶液, 用于酶活的测定。 

1.2.4  酶活力的测定: (1) 滤纸酶活力(FPA)的测

定[6]。在试管(一支空白管, 3 支样品管)中加入

1.5 mL 0.05 mol/L pH 4.5 的柠檬酸缓冲液, 加入

滤纸条 50 mg, 置于 50 °C 水浴中预热 5 min, 再

加入 0.5 mL 稀释好的酶液(空白管不加), 50 °C 水

浴中保温 1 h 后取出, 立即向各管加入 1.5 mL 的

DNS 试剂, 再于空白管中加入稀释的酶液 0.5 mL, 

摇匀, 将 4 支试管同时放入沸水中加热 10 min 后

取出, 迅速冷却至室温, 定容至 10 mL。于 520 nm

波长下测 OD 值。 

(2) 内切葡聚糖酶(CMC)活力的测定[7]。在试

管中加入 1.5 mL 1% CMC 柠檬酸缓冲液, 预热

5 min 后, 加入 0.5 mL 稀释好的酶液, 50 °C 水浴

中保温 30 min 后取出, 显色过程及对照如滤纸酶

活测定。于 520 nm 波长下测 OD 值。 

(3) β-葡聚糖苷酶酶活力的测定[8]。在试管中

加入 1.5 mL 0.5%水杨苷柠檬酸缓冲液, 预热

5 min 后, 加入 0.5 mL 稀释好的酶液, 50 °C 水浴

中保温 30 min 后取出, 显色过程及对照如滤纸酶

活测定。于 520 nm 波长下测 OD 值。 

(4) 外切葡聚糖酶(CBH)活力的测定[9]。在试

管中加入 1.5 mL 0.05 mol/L pH 5.0 的柠檬酸缓冲

液, 加入脱脂棉 50 mg, 置于 45 °C 水浴中预热

5 min, 再加入 0.5 mL 稀释好的酶液, 45 °C 水浴

中保温 24 h 后取出, 显色过程及对照如滤纸酶活

测定。于 520 nm 波长下测 OD 值。 

以上酶活力单位(U/mL)定义为: 在测定条件

下, 1 mL 酶液每分钟水解底物生成 1 μg 葡萄糖

所需的酶量。 

酶活力=(S·D·1 000)/V·T 

其中, S: 由样品的平均吸光值在标准曲线上

相对应的葡萄糖含量(mg); D: 粗酶液稀释的倍

数; 1 000: mg 与 µg 之间的换算系数; V: 参与反应

的粗酶液体积(mL); T: 反应时间(min)。 

1.3  菌株的鉴定 
1.3.1  菌株的形态特征: 根据《真菌鉴定手册》[10], 

采用改良后的制片法培养真菌。在培养皿中放入

盖玻片, 然后将灭好菌的 CMC-Na 培养基倒入培

养皿中, 以没过盖玻片 1 mm 为宜, 等培养基凝

固后用另一片盖玻片将凝有固体培养基的盖玻

片切下放在培养皿中, 然后将菌体点样在培养基

上, 封口放于 28 °C 恒温箱中培养。培养 48 h 后

用无菌镊子取出已经长好菌丝体(菌体大小直径

为 1 cm 左右)的盖玻片, 放于载玻片上, 用棉兰

染液染色 1 min 后, 吸干染液, 然后用另一盖玻

片覆盖住菌丝体, 放于显微镜下观察。 
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1.3.2  分子生物学鉴定: 采用 rDNA ITS 基因序

列分析[11], 以分离得到的菌株 DNA 为模板, PCR

扩增其 ITS 序列。扩增的引物为真菌的通用引物: 

ITS1 (5′-TCCGTAGGTGAACCT-3′)和 ITS4 (5′-T 

CCTCCGCTTATTGATATGC-3′), PCR 反应体系

为 50 μL, 包括: 10×PCR Buffer 5 μL, dNTPs 4 μL, 

上游引物 2 μL, 下游引物 2 μL, Taq 酶 0.5 μL, 模

板 5 μL, 蒸馏水补足至 50 μL, 反应条件: 94 °C 

5 min; 94 °C 30 s, 53 °C 50 s, 72 °C 2 min, 共 30

个循环; 72 °C 10 min。 

PCR 扩增产物经电泳、胶回收、连接及转化

后, 用 TaKaRa 质粒抽提试剂盒提取质粒后送去

测序, 将所得序列于 NCBI 中进行 BLAST, 并借

助软件 ClustalX 1.83 及 BioEdit 进行序列之间的

比对, 而后采用 MEGA (Version 4.0)软件包中的

Kimura two-parameter 矩 阵 模 型 和 Neighbor- 

Joining 法[12]构建进化树。 

2  结果与分析 

2.1  菌株的初筛及滤纸的降解 
采集到的样品, 经 CMC 平板初筛和刚果红

染色、NaCl 脱色后得到有清晰透明圈的真菌菌株

17 株, 挑选透明圈大且滤纸降解率大于 5%的菌 

株 6 株进行酶活的复筛, 其透明圈直径与菌落直

径的比值(HC 值)及滤纸的降解如表 1 所示。 

2.2  菌株的复筛 
对初筛获得的能产生透明水解圈且对降解滤

纸较好的真菌菌株进行发酵培养, 根据绘制的葡

萄糖标准曲线计算粗酶液的滤纸酶活力、CMC

酶活力、β-葡聚糖苷酶酶活力和 CBH 酶活力进行

复筛, 其结果如表 2 所示。 

由表 1 和表 2 可以看出, 各菌都具有一定的

产纤维素酶能力, 菌株 C3-5、SJ1 对天然滤纸有

较强的降解能力, 通过 SPSS 数据处理软件对各

菌酶活的显著性分析(表 2), 可以看出: (1) 菌 SJ1

的滤纸酶活高于其他 5 种菌, 但与 C3-5 和 I9-3

的差异不显著, 而与菌 I9-4、K11-1 和 M13-1 差

异极显著; (2) SJ1 的 CMC 酶活与其他 5 种菌差

异极显著, 明显高于其他 5 种菌; (3) 菌 SJ1 的 β-

葡萄糖苷酶活与其他菌差异极显著 , 高于菌

C3-5、I9-3、I9-4、M13-1, 但低于菌 K11-1; (4) 菌

SJ1 的 CBH 酶活低于菌 I9-3, 差异极显著, 但高

于其他 4 种菌。综合分析, 菌株 SJ1 的产酶能力

较强, 酶活均相对高于其他菌株, 是一株优势菌

株, 所以选其作为目的菌株, 对其进行下一步的

研究。 
 

表 1  各菌株的 HC 值及滤纸降解 
Table 1  The clearing zone ratios and degradation of filter paper 

菌株编号 
The number of strains 

HC 值 
The clearing zone ratios 

滤纸的崩溃程度 
The collapse degree  
of filter paper (3 d) 

 滤纸的降解率 
The degradation rate of filter 

paper (%) 
C3-5 2.02±0.05 + + + + 28.26 

I9-3 1.32±0.03 + +  8.45 

I9-4 1.16±0.01 +  7.10 

K11-1 1.04±0.02 +  7.33 

M13-1 1.43±0.01 + +  8.54 

SJ1 1.40±0.03 + + + + + 32.95 

注: +: 崩溃程度; +越多, 滤纸降解程度越高. 
Note: +: Collapse degree. The more “+” are, the higher degradation of the filter paper. 
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表 2  纤维素酶活力 
Table 2  Enzyme activity of strains 

酶活 
Enzyme activity (U/mL) 菌株编号 

The number of 
strains  滤纸酶活  

Filter paper activity 
CMC 酶活 

Endoglucanase activity 
β-葡萄糖苷酶活  

β-Glucosidase activity 
CBH 酶活 

Exoglucanase activity 
C3-5 21.18±8.12 AaBb 319.12±46.63 Ee 31.45±5.15 Cc   1.497±0.08 DdE 

I9-3 22.87±2.60 AaB 481.06±44.27 CcD 26.15±1.74 Cc 4.056±0.13 Aa 

I9-4 10.42±1.17 CcD   415.67±33.73 Dd  30.37±2.88 Cc 1.895±0.23 CcDd 

K11-1 3.81±0.34 Dd 148.13±17.34 Ff 100.85±4.33 Aa  0.804±0.11 Ee 

M13-1 16.05±1.41 BbCc 637.98± 3.22 Bb   30.61±2.46 Cc 2.285±0.01 BbCc  

SJ1 25.15±1.87 Aa 740.42± 6.99 Aa  58.03±5.50 Bb 2.442±0.06 BbC 

注: 不同大写字母表示差异极显著(P<0.01), 不同小写字母表示差异显著(P<0.05). 
Note: The capital letter indicates utmost significantly different and the different lowercase letter indicates significantly different.  
 

2.3  菌株的鉴定 
2.3.1  形态学观察: 菌落在 CMC 培养基上生长

较快, 菌丝初始为白色绒状并呈辐射生长, 然后

长出青绿色的孢子, 随着培养时间的延长, 孢子

变成暗绿色, 菌落边缘整齐, 中间突起, 具横隔, 

背面暗绿色。在显微镜下观察, 如图 1 所示, 菌

丝体上长出“帚状”的分生孢子梗, 最末端长出成

串的分生孢子, 分生孢子椭圆形。经真菌形态学

手册形态特征描述, 初步判断该菌株属于青霉属

(Penicillium)。 

2.3.2  分子生物学鉴定: 以纤维素高效菌株 SJ1

的 DNA 为模板, 进行 ITS 序列扩增, 然后用 1% 

 
图 1  SJ1 菌株的形态特征(100×) 
Fig. 1  The morphologic characteristics of SJ1 strain 
(100×) 

的琼脂糖凝胶电泳检测 SJ1 的 PCR 产物, 结果如

图 2 所示, 扩增的 DNA 目的片段清晰且无杂带, 

大小在 590 bp 左右。 

将 SJ1 的 PCR 产物经胶回收试剂盒回收、

pMD19-T Vector 载体连接和转化后送至 TaKaRa

公司测序, 所得的序列长度为 590 bp (图 3)。 

将测序结果与 NCBI 的数据库进行 BLAST

同源性比对, 选取同源性较高的菌株进行系统

发育树的分析 , 并借助软件 ClustalX 1.83 及

BioEdit 进行序列之间的比对, 而后采用 MEGA  

 
图 2  SJ1 的 ITS rDNA 鉴定 
Fig. 2  Identification of SJ1 ITS rDNA 
注: 1、2: SJ1 菌株的 ITS 序列. 
Note: 1, 2: The ITS sequence of SJ1. 
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图 3  菌株 SJ1 的 ITS rDNA 基因序列 

Fig. 3  The ITS rDNA gene sequence of SJ1 
 
(Version 4.0)软件包中的 Kimura two-parameter 矩

阵模型和 Neighbor-Joining 法进行进化树的构建。

结果如图 4 所示, 由图 4 可以看出, 纤维素酶高

产菌 株 SJ1 与草酸青 霉 Penicillium oxalicum 

(HE651152.1)聚为一支, Bootstrap 验证分值高达

100, 结果可靠。 

3  讨论 

纤维素降解真菌广泛存在于自然界中, 其降 

解纤维物质主要是通过分泌大量的胞外酶来进

行的, 这一特点使得纤维素降解真菌在纤维素酶

的开发和应用上, 具有细菌、放线菌等其他菌株

所不具有的优势。目前, 纤维素降解真菌的研究

和应用主要集中在木霉属、青霉属和曲霉属等, 

而青霉属(Penicillium)真菌具有生长快和易培养

的优点, 其不仅能够分泌比较全的降解天然木质

纤维素材料的聚糖酶系, 而且较木霉纤维素酶系

能够产较多的 β-葡萄糖苷酶[13]。 

 
图 4  菌株 SJ1 与相关菌株的系统发育树 

Fig. 4  Phylogenetic tree of strain SJ1 and its relatives 
注: 括号中的序号表示 GenBank 登录号; 树枝上的数字表示 Bootstrap 值; 标尺表示分支长度. 
Note: The numbers in parenthesis represent GenBank accession numbers. The numbers on each branch indicate the bootstrap values 
(1 000 bootstrap replicates). The scale bar defines branch length. 
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本试验通过 CMC 固体培养基初筛, 结合透

明圈的大小和滤纸的降解率, 从甘蔗土壤中筛选

到 6 株纤维素酶活较高的真菌菌株, 再对这 6 株

菌株进行滤纸酶活、CMC 酶活、β-葡萄糖苷酶活

和 CBH 酶活的测定, 最终得到一株高酶活的菌

株 SJ1, 经形态学观察及分子生物学鉴定, 该菌

株属于草酸青霉(Penicillium oxalicum)。所筛选到

的青霉属真菌 SJ1 具有较全的纤维素酶系和较好

的产酶能力, 对天然的滤纸具有较高的降解率, 

其在 3 d 内对滤纸的降解率为 32.95%。 

此外, 本试验还对 SJ1 与黑曲霉的产酶活力

在同等条件下进行了比较, 结果显示, SJ1 的各酶

活都明显高于黑曲霉, 但由于菌株的生产习性及

最适产酶条件等存在差异, 且目前对酶活的测定

和计算都还没有统一的方法, 所以单从酶活的对

比上比较不同菌酶活的高低还缺乏一定的说服

力。所以在菌种筛选方法上, 本试验从菌株对滤

纸的降解出发进行初筛, 通过实验中对滤纸的形

态变化观察及降解率的计算来定性地分析菌株

分解纤维素能力的高低, 从而能够确切地筛选到

高酶活的菌株。 

目前, 关于青霉属中能够降解纤维物质的菌

株报道比较多的有斜卧青霉(P. decumbens)、微紫

青霉(P. janthinellum)和绳状青霉(P. funiculosum)
等, 但对草酸青霉的研究报道还比较少。草酸青

霉 SJ1 是本试验中获得的产纤维素酶最好的菌株, 

其产酶能力较好, 且对滤纸的降解能力较强, 是

一株具有研究潜力的菌株, 接下来将对 SJ1 的发

酵条件等进行优化, 并研究其内切葡聚糖酶基因

在酵母中的高效表达, 进一步为研究草酸青霉的

应用奠定基础。 
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