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海洋产纤维素酶草螺菌的筛选及产酶条件优化

姜乃文，薛永常+
(大连工业大学生物工程学院，辽宁大连116034)

摘要采用羧甲基纤维素钠(CMC-Na)培养基和刚果红染色法，从大连黑石礁海域潮间带沙泥的混合水样

中筛选出l株产纤维素酶的海洋杆菌。进行了形态学与生理生化鉴定和16S rDNA鉴定及构建系统发育进化

树，鉴定结果证明，该菌株属于草螺茵(胁出唧i^ffum^溅据me)。单因素实验表明，最优产酶条件为pH 8．5、接

种量≥5％、cMc-Na为碳源，蛋白胨为氮源。在单因素实验基础上，选取影响纤维素酶活力较大的3个因素

pH、cMc-Na和蛋白胨，利用正交试验优化草螺茵产纤维素酶的最佳条件为pH 8．0、CMC．Na 1．5 g、蛋白胨1．5

g，优化后酶活力提高为10．498 u／mL。筛选的海洋草螺茵，为大连海域首次发现，具有重要的研究意义。
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Screening of Marim CelIllla靶-mducing H咖浙易km庇“舭嬲P and
E舵yme noducing Conditiom OptiIIlizati帆

JIANG Nai-wen，XUE Yong-chang

(S曲L o，B幻·西卿n．，肪池n Po枷砒．№t，mf缸n 116034)

Abst翰ct Adopting sodium carboxymethylcellulose(CMC-Na)medium and Congo red staining method，one cellu．

1鸥e·producing marine bacillus strain was isolated f而m the mixed wate卜sand sample in胁括胁(black stone)reef sea

area in Dali柚．Morphological，physioIogical．biochemical characterization，柚d 16S rDNA sequences明alysis鹊well
as phylogenetic tree constmction were c删ed out，the results of the ident洒cation had pmved tllat the strain belonged
to月打6唧沉盯l‘m k小如邶e． Single-factor experiments showed that its optimized fementation conditions were as fol-

Iows：pH 8．5，inoculation volume w鹊≥5％(v／V)；carbon s伽rce was CMC-Na卸d nitrogen souI．ce was peptone．

And tIIl七e most甜＆“ng f如to娼，pH，CMC—Na and peptone were selected for onhogonal experiment，粕d the opIi-

mized fe咖entation conditions were踮follows：pH 8．0，CMC—Na I．5 g，and peplone 1．5 g，the cellulase acti、，ity in．

creased to 10．498 U／mL撕erthe oplimization．ne screened mr6c却i删um^叭啦淞e is the first discovered in Dali锄
s∞帆a and possessed import锄t si印ific锄ce in future research．

K叼words 胁岬i尉f啪^越t如邶e；cellulase；screen；fe瑚emation叩timization；orthogonal experiment

纤维素是地球上最丰富的可再生生物聚合

物，是地球上分布最广、含量最丰富的碳水化合

物。环境中存在较多含有纤维素成分的物质，在

传统有机溶剂中很难被降解⋯，并容易对环境造

成污染。纤维素酶是一类包括多种水解酶，能将

纤维素水解成葡萄糖的复杂的家族，一般分为三

类：内切葡聚糖酶、外切葡聚糖酶和B-葡萄糖苷

酶‘2 3；纤维素酶可以降解多种类多糖，纤维素可以

被纤维素酶分解为小分子糖类‘引，更利于纤维素

转化为其他物质。不同菌株产纤维素酶的途
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径H刮各不相同，目前对于产纤维素酶的陆地微生

物研究较多，大多数是霉菌，例如烟曲霉【5j、小刺

青霉∞J、里氏木霉"引、黑曲霉【9J。而海洋产纤维

素酶微生物¨0。11 o研究相比较少，主要集中在海洋

细菌，种类单一。Gao等¨21的研究使海洋细菌产

纤维素酶时间缩短，提高了纤维酶的产率并降低

了生产成本；Gupta等¨纠利用大肠埃希菌整合纤

维素酶基因，而使纤维素酶稳定生产。本研究筛

选的草螺菌属于革兰阴性菌，因呈螺旋状且定殖

在草本植物而得名。依据李韵¨41研究，草螺菌嗜

有机酸，高浓度糖培养基中依旧可以生长，主要用

于植物的固氮作用；王婷等¨纠对茶树叶中分离的

草螺菌产生NHf和嗜铁载体但无固氮酶活力；刘

伟林等¨刮从茶树分离的草螺菌能利用糖醇类物

质产酸、有机酸类和氨基酸为碳源，也是一种绿色

的促进生长剂。目前从植物中分离草螺菌较普

遍，草螺菌可利用多种底物，并代谢不同种酶的机

制，具有重要的研究意义。本研究用刚果红染色

法¨1’"J，从海域潮间带沙泥和藻类混合水样中筛

选出1株产纤维素酶的海洋杆菌，利用生理生化

特征¨8’结合分子生物学方法¨引对目的菌株进行

鉴定，采用单因素试验和正交试验以确定产酶的

最优条件，并对该菌株进行的研究提供参考。

1 材料与方法

1．1材料

1．1．1样品来源 大连市黑石礁海域潮间带的

沙泥和藻类混合水样。

1．1．2 培养基(∥L) ①初筛培养基：蛋白胨

20．0，酵母浸粉10．0，葡萄糖20．0，琼脂粉20．0，

陈海水配制，pH 6．O，121℃灭菌20 min；②选择

培养基：CMC—Na 2．0，(NH4)2S04 2．0，K2HP04

1．0，MgS0。·7H20 0．5，琼脂粉20．0，去离子水配

制，pH 7．5，121 qC灭菌20 min；③发酵培养基：
CMC-Na 2．0，(NH4)2S04 2．0，K2HP04 1．0，MgS04

·7H20 O．5，去离子水配制，pH 7．5，121℃灭菌

20 min；④牛肉膏蛋白胨培养基：牛肉膏3．0，蛋白

胨10．0，NaCl 5．o，去离子水配制，pH 7．4，121℃

灭菌20 min。

1．1．3 主要试剂 琼脂粉、酵母浸粉、蛋白胨、

(NH4)2S04、K2HP04、MgS04·7H20、甘露醇、CM

纤维素钠盐800一l 200(cMC—Na)、牛肉膏、氯化

钠、Gold view I型核酸染色剂、细菌DNA提取试

剂盒(生工生物工程(上海)股份有限公司)、实验

所用引物由宝生物工程(大连)股份有限公司

提供。

1．2方法

1．2．1 海洋产纤维素酶菌株的筛选 从大连黑

石礁海域潮间带区域采集泥沙和藻类混合水样，

静置后取样，梯度稀释至10～、10～、10～、10～、

10～，涂布于初筛培养基上，30℃恒温培养12～
18 h；观察菌株的生长状况。待长出菌落后，挑取

单菌落在选择培养基上划线培养，30℃恒温培养
12～18 h，观察单菌落¨8|。将筛选所得的目的菌

株接种于选择培养基，30℃恒温培养3～4 d，滴

加刚果红染色液染色2 h，倾倒未结合的刚果红染

色液，1 moL／L Nacl脱色30 min⋯’⋯，观察培养基

中是否有透明圈出现。选择透明圈大的菌株用于

鉴定。

1．2．2形态，生理生化特征与分子生物学鉴定

对筛选所得的目的菌株进行形态观察和显微镜镜

检，并依据《伯杰细菌鉴定手册》"刮和《常见细菌

系统鉴定手册》心¨进行生理生化特征试验。基因

组DNA的提取Ⅲ1参照生工生物工程(上海)股份

有限公司的细菌基因组DNA快速抽提试剂盒说

明书。使用细菌的16s rDNA序列扩增的通用引

物27F(5 7一AGAGT7ITrCATCCTGGCTCAG-37)和

1492R(5’一GGTTACCTTGTTACGAClTll．3’)扩增其

16s rDNA。PCR反应条件：94℃预变性3 min；94

℃变性30 s，58℃退火60 s，72℃延伸70 s，35个

循环；72℃延伸8 min；4℃保藏。扩增产物交由

北京六合华大基因股份有限公司进行双向测序。

将测序拼接结果提交到NCBI数据库进行BLAsT

比对，并用Clustalw 2．0进行同源性分析和

MEGA 6．0软件构建进化树。
1．2．3 SDS—PAGE电泳检测 将已构建含有目

的基因的重组质粒转入BL21大肠埃希菌感受态

细胞，热激后涂布在含有50斗g／mL氨苄青霉素的

LB平板上培养；挑取表达菌株于含有50斗g／mL

氨苄青霉素的液体培养基中培养。当OD值达到

0．6时，添加o．5 mmoL／L诱导剂I町G，分别于20

℃、37℃条件下培养，未添加诱导剂的培养基作

为对照。将收集到的菌体经超声破碎、离心，将离
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心后的上清和沉淀分别处理，再进行sDS—PAGE

电泳检测。

1．2．4酶活力测定将筛选得到的目的菌株分

别接种于发酵培养基中，30℃恒温，170 r／min摇

床发酵3～4 d，取1 mI．发酵液8 000 1．／min离心

10 min，取上清液l mL，加入1 mL的1％CMC．Na

溶液，55℃恒温水浴反应30 min，加入1 n·I．DNs，

沸水浴显色10 min，加入2 mL去离子水，混合均

匀，于540 nn，测定吸光度。纤维素酶活力单位：

在30℃的条件下，菌体每分钟从羧甲基纤维素钠

中降解释放1¨mol葡萄糖所需要的酶量，为1个

酶活力单位U，即1 u=1．o¨mol／(mL·min)。

1．2．5草螺茵生长曲线绘制 将筛选得到的草

螺菌接种于牛肉膏蛋白胨培养基中，30℃，170 l'／

min摇瓶培养，每隔l h，于600 nm下测定吸光度，

绘制生长曲线。

1．2．6 pH对草螺菌产纤维素酶活力的影响在

pH 7～9标准试验条件下测定pH对纤维素酶活

力的影响。不同pH值于540 nm下测定吸光度，

计算草螺菌产纤维素酶活力。测定时其他最适条

件：温度30 cC，菌液接种量5％，摇瓶发酵24 h，以

确定反应最适pH。

1．2．7 接种量对草螺茵产纤维素酶活力的影响

接种量范围(体积分数)设置为o％～12．5％，

其间隔为2．5％，恒温培养箱控温，在不同接种量

下，于540 nm测定吸光度，计算草螺菌产纤维素

酶活力。测定时其他最适条件：pH 8．5，温度为

30℃，摇瓶发酵24 h，以确定反应最适接种量。

1．2．8 不同碳源对草螺菌产纤维素酶活力的影

响 在选择培养基中分别加入CMc—Na、滤纸、棉

花不同碳源，测定不同碳源对纤维素酶活力的影

响，于540 nm测定吸光度，计算草螺菌产纤维素

酶活力。测定时其他最适条件：pH 8．5，温度为

30℃，菌液接种量5％，初始氮源为(NH。)，s0。，
170 r／min，摇瓶发酵24 h，以确定反应最适碳源。

1．2．9 不同氮源对草螺菌产纤维素酶活力的影

响 在选择培养基中分别加入蛋白胨、酵母浸粉、

(NH。)，S0。、NaN0，不同氮源，测定不同氮源对纤

维素酶活力的影响，于540 nm测定吸光度，计算

草螺菌产纤维素酶活力。测定时最适条件：pH

8．5，温度为30℃，菌液接种量为5％，初始碳源为

cMc．Na，摇瓶发酵24 h，以确定反应最适氮源。

1．2．10正交试验在单因素的实验基础上，以

纤维素酶的酶活力为考察指标，选取pH、cMC—

Na、蛋白胨3个因素，并在每个因素下分别选取

3个水平。pH：7．5、8．0、8．5；CMC—Na含量：0．5、

1．0、1．5 g；蛋白胨含量：0．5、1．0、1．5 g；采用

k(33)正交表，进行3因素3水平正交试验。

2 结果与分析

2．1海洋产纤维素酶杆菌的筛选及形态特征和

生理生化特征

将采自黑石礁潮问带的混合水样经平板富集

培养，培养基刚果红染色，筛选得到l株产纤维素

酶的杆菌，暂命名为J—l。图1所示，该菌落呈乳

白色，表面较光滑，边缘整齐，湿润，有光泽。图2

所示，显微镜镜检其细胞直杆状，两端椭圆，不产

芽胞。参考《伯杰细菌鉴定手册》’2⋯和《常见细菌

系统鉴定手册》。引。对筛选的杆菌进行生理生化试

验，其结果如表l。

图l菌株J-1茵落形态

I?；g．1 rl’hr(‘(J1(J11y I)h()t¨gt'aph¨f straill J一

图2菌株J-1细胞形态

Fig．2 r1111{j(-Pll Inorpll('ll’gy()11 snaill J一
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表1 J-1菌株生理生化特性

Tal)le 1 Th。physiol()gical an(1})mhem池l

(-haIu【-le“s【i(、s()f snain J一1

特征 结果 特征 结果

葡萄糖 + 乳糖 一

果糖 + 琥珀酸 一

麦芽糖 + 淀粉 +

糖发酵 乳糖 +
碳 麦芽糖 +

蔗糖 + 源 乙醇 一

淀粉 + 同 肌醇 +

木糖 +
化 柠檬酸 一

酪蛋白试验 酪蛋白分解 一 葡萄糖 +

淀粉水解试验 淀粉分解 + 蔗糖 一

过氧化氢酶试验 产气 一 果糖 +

注：“+”为附胜反应；“一”为阴性反应

综合形态特征和生理生化特征结果，初步判

定筛选得到的J一1菌株属于草酸杆菌(陇of060c御

off厶on)。

2．2菌株的分子生物学鉴定

2．2．1 菌株基因组DNA的提取利用生工生物

工程(上海)股份有限公司的细菌基因组DNA快

速抽提试剂盒，提取菌株J一1的基因组DNA，进行

l％琼脂糖凝胶电泳，结果如图3。

i9鼎
5()()()

2 5∞

1 f㈣

M J一

图3菌株J-1基因组DNA电泳图

Fig．3 Agar()se gel elt，(’tH)ph01．esis(Jf J—l genonlic I)NA

M：DLl5 000 DNA MarkFI；J．i：J—l基因组DNA

M：DIJl5 000 I)NA Marker；J—l：Genonli(·DNA f而m J—l

53

37

从图3可以看出，在15 000 bp的上方有l条

清晰明亮的条带，此为菌株基因组DNA形成的条

带，说明提取的基因组DNA比较完整，可用于后

续PCR扩增。

2．2．2 菌株16S rDNA基因的扩增 以菌株J—l

的基因组DNA为模板，利用细菌的16S区序列扩

增的通用引物27F／1492R扩增16S rDNA，PCR产

物进行l％的琼脂糖凝胶电泳，结果如图4。

M l—l

2f)(W)

【)(X)

75()

S(H)

25(

图4 16S rDNA扩增电泳图

Fig．4 Agarose gel electr(’ph01．esis()f l 6S I I)NA

M：D】_2 000 DNA Mark¨；J-l：16s I-I]NA扩增产物

M：D12 000 DNA Marker；J-l：A nlplifica【ioll pl(J(1ucls of 16S

l·DNA

从图4可看出在1 500 bp左右存在l条清晰

条带，与预期大小一致，将PCR扩增产物送北京

六合华大基因股份有限公司进行双向测序。

2．2．3 系统进化树分析 测序拼接结果显示，

扩增获得的目的菌株J一1的16S rDNA序列长度

为l 434 bp，将其提交到NcBI数据库进行BLAST

比对。选取6株与目的菌株J一1同源性较高的菌

株，利用Clustalw 2．0进行多序列比对，并通过

MEGA 6．0构建系统进化树，结果如图5。

7()l NR一1 14068 1：15一1438一Her}1}¨pi一1hlm—hll“iPnsP—鼻uh8fL—11lJfPi—IAM—15032—sfmin-NBRr—102406

ELl549837．1：2一1430_HPl{1a8piljmlnl—8p—A116332

——Eu090893．1：35一1458-HP^’as pi riUl】m—8p—R740
NR—l 14139．1：15一1438一HerhaspiiUIJm—hllffiPllsufl{lin—NBRC一10252
EU549846．1：2．1427一He小aspiIⅢuIn』p．．AUll883

．J—l

F———一
0．()0()5

l(H) MH283846．1：3—143l—Herhaspi riUulu—hIl“iPnsP一蚶min—S(：SI(U3762

图5 J-1菌株系统发育进化树
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系统发育树分析表明，菌株J—l与胁r6血印砌一
fMm矗M￡￡如琊e SCSl043762属于同一分支，说明亲

缘关系较近，菌株J一1的序列与草螺菌

MH283846．1(．№r6。spiriffM，n矗u托iense)丰目似度为

99％，证明菌株J一1属于草螺菌，并暂且命名为草

螺菌J一1(觑r6n印讥盯Mm^Ⅲ￡搪nse J一1)，便于后续

研究。

2．2．4表达产物sDs—PAGE电泳检测 将收集

到的诱导菌体和未诱导菌体，放人超声破碎仪中

破碎，使其充分溶解后，于离心机中离心，使用缓

冲液对离心后的沉淀进行溶解，分别对上清和沉

淀处理、制样，进行sDs—PAGE电泳检测，结果如

图6。

的生r1

图6纤维素酶在大肠埃希菌中表达

的SDS-PAGE分析

Fig 6 SDS—PAGE a11aJysis of cellulas8

expressed prodLlcf i11 BL2 1

M：Protein Marke。；l：未诱导总蛋白；2：上清(20℃)；3：沉淀

(20℃)；4：上清(37℃)；5：沉淀(37℃)

M：Protein Marke。；I：T0tal p10Ie沁ofllo“n【Iuce【l；2：S“perlla—

Lant(20℃)；3：Precipitate(20℃)；4：S“pernatanf(37 qC)；

5：Pre(-ipltate(37℃)

从图6可以看出，泳道3和泳道5均存在目

的蛋白，泳道3蛋白大量表达，蛋白分子量约为

47．O kDa，与试验预期蛋白大小一致，与纤维素酶

大小近乎一致，可进行后续试验。

2．3草螺菌产纤维素酶条件的优化

2．3．1 草螺茵J一1生长曲线的绘制 将筛选到

的草螺菌J一1接种于牛肉膏蛋白胨培养基中，30

℃，170 r／min摇瓶培养，每间隔l h，于600 nm下

测定吸光度，并绘制草螺菌的生长曲线。图7所

示，草螺菌的初期生长速度较为缓慢，13～15 h

达到对数生长期，此时期的草螺菌生长速度较快，

并且快速消耗底物；15 h后草螺菌生物量达到稳

定，细菌总数达到最大，活菌数相对稳定，细胞代

谢物积累。因此草螺菌发酵时，发酵时问应在15

h之后，以保证菌株产生较多代谢物。

l 50

兰

筝1．oo-

O．50

0．00

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

f／ll

图7草螺菌生长曲线

Fig 7 Cmwth curve of爿er6n甲!rE““m^Ⅲ￡ie，!je

2．3．2 pH对草螺菌J。1产纤维素酶活力的影响

不同微生物生长的最适酸碱条件不同，相对应

菌株的产酶量不同。为了确定草螺菌产纤维素酶

的最佳pH，分别调整培养基初始pH为7．0、7．5、

8．0、8．5、9．0。初始条件：温度为30℃，碳源为

CMC—Na，氮源为(NH4)2S04，接种量5％，170 r／

min摇瓶发酵24 h，于540 nm下测定吸光度，并

计算草螺菌产纤维素酶活力，试验结果如图8

所示。

i、6．()o

≤4()o

辫2．()0

0．00
一-．I_I． 旧
7．0 7．5 8．0 8．5 9．()

l，H伉

图8 pH值对纤维素酶活力的影响

F唔8 E艉cl o{pH 011(’e11ulase刚ivily

从图8可以看出，培养基初始pH值为7时，

纤维素酶活力为1．98 u／mL，纤维素酶活力最低。

随着pH值的提高，纤维素酶活力逐渐增强。当

初始pH值为8．5时，纤维素酶活力最大为6．93

u／mL。pH值超过8．5时，纤维素酶活力则降低。

确定筛选的目的菌株适应碱性条件，但过碱条件

影响草螺菌代谢的纤维素酶的积累。因此最适的
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产酶pH值为8．5。

2．3．3接种量对草螺菌J-l产纤维素酶活力的

影响接种量决定菌株消耗底物的速度，决定菌

株代谢产生酶的多少。试验设计了不同接种量对

纤维素酶活力的影响。初始接种量(体积分数)

设计为0％、2．5％、5％、7．5％、10％、12．5％。初

始条件：pH值8．5，温度为30℃，初始碳源为

CMC—Na，初始氮源为(NH4)2s04，170 r／min摇瓶

发酵24 h，于540 nm下测定吸光度，并计算草螺

菌产纤维素酶活力。试验结果见图9。

，
●
E

未
≮

穴
!lg

溢

接种量，％

图9接种量对纤维素酶活力的影响

Fjg．9 E珏＆t of inoculation on ceUulase activity

试验结果表明，纤维素酶活力随接种量增加

而升高，当接种量为2．5％和5％时，纤维素酶活

力相近，均在2．44 u／mL左右；当接种量大于5％

时，随着接种量的增加，纤维素酶活力逐渐升高；

当接种量为12．5％时，纤维素酶活力达到4．63

U／mL。目的菌株在底物量相同时，接种量越大，

菌株的生长速率越快达到稳定期，开始产纤维素

酶。本研究中底物量相同，接种量≥5％时，菌株

生物量达到稳定不再增加。鉴于纤维素酶活力随

接种量逐渐升高，选择纤维素酶活力升高的临界

点，即接种量5％为最佳接种量。

2．3．4不同碳源对草螺茵J一1产纤维素酶活力

的影响碳源是细菌能量的主要来源，也是细菌

细胞膜结构磷脂的主要组成成分，能促进细胞内

物质运输。为确定不同碳源对纤维素酶活力的影

响，分别选用滤纸、CMC-Na、棉花为唯一碳源进行

发酵产酶，试验时初始条件：pH 8．5，温度为30

℃，接种量为5％，初始唯一氮源为(NH。)：SO。，

170 r／min摇瓶发酵24 h。于540 nm下测定吸光

度，计算草螺菌产纤维素酶活力；于600 nm下测

定吸光度，绘制其生长曲线，试验结果如图10。

O．60

0．50

0．40

警o．30

0．20

O．10

O．00

2．50

2．()()

1．50 亭

≤

Im≤
灌

0．50

0．()【)

滤纸 CM(：一Na 棉仡

碳源

图lO不同碳源对纤维素酶活力的影响

Fig．10 Efrect
of different carbon sources on cellulase activity

结果表明，当以棉花为碳源时，草螺菌生物量

最低，并且几乎无纤维素酶活力，可能由于接种时

草螺菌利用部分棉花作为碳源促进生长，并不能

利用棉花产纤维素，由此分析草螺菌降解纤维素

可能存在局限性，并非具有纤维素的物质皆可降

解；滤纸为碳源时，草螺菌生物量较低，但是纤维

素酶活力为1．98 U／mL；CMC—Na为唯一碳源时

草螺菌生物量最高，纤维素酶活力最高为2．21

U／mL。因此确定最适碳源为CMC-Na。

2．3．5 不同氮源对草螺菌J-l产纤维素酶活力

的影响 分别选用蛋白胨、酵母浸粉、

(NH。)：SO。、NaNO，为唯一氮源，试验时初始条

件：pH 8．5，温度为30℃，接种量为5％，碳源为

CMC．Na，170 r／min摇瓶发酵24 h。于540 nm下

测定吸光度，计算草螺菌产纤维素酶活力；于600

nm下测定吸光度，绘制其生长曲线，试验结果如

图1l。

试验结果表明，当以酵母浸粉为唯一氮源时，

草螺菌生物量最大，但是纤维素酶活力最低，仅为
2．33 u／mL；以(NH4)2S04和NaN03为唯一氮源

时，草螺菌的生物量水平接近；但以(NH。)：S0。

为氮源时，草螺菌产纤维素酶活为3．7l u／mL，大

于NaNO，为氮源时，草螺菌产纤维素酶活力3．36

U／mL。蛋白胨为氮源时，草螺菌的生物量介于酵

母浸粉和(NH。)：SO。分别为氮源时草螺菌的生

物量之间，纤维素酶活力为3．48 U／mL，由生物量

和纤维素酶活力两个条件共同选择，确定蛋白胨

为最佳氮源。

万方数据



4期 姜乃文等：海洋产纤维素酶草螺菌的筛选及产酶条件优化 15
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’0．40
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蛋门胨 酵母浸粉NaN()， (NH。)!s()4

氮源

图11不同氮源对纤维素酶活力的影响

Fig．1l E脆ct of di如rent nilrogen sources on cellulase activity

2．3．6正交试验结果在单因素的实验基础上，

以纤维素酶活力为考察指标，选取3个因素：pH、

CMC-Na、蛋白胨，分别标注为A、B、C，分别选取3

个水平标记为一l、O、l，采用Lq(33)正交表，按因

素水平表2，进行3因素3水平正交试验，正交实

验设计与结果分析如表3和表4。
表2正交试验因素水平表

7眺le 2 11Ie table of onhogonal exp“ment faclors and levels

7k平
A B C

：：：! ￡旦 璺塑璺：型堑g 蛋自g笙g
一1 7．5 O．5 O．5

O 8．O 1．0 1．O

l 8．5 l 5 1 5

表3正交试验设计及结果分析

Table 3 Onhogonal experiment des咖and analysis of陀sult

竺兰! ．! !笠墅：
l 7．5 0．5 0．5 O

5．318

9．116

9．462

7．390

10．498

9．807

9．462

4．973

表4方差分析

’rable 4 Analysis of v撕aIlce

由表3可知，3个因素的影响依次为C>A>

B，即蛋白胨>pH>CMC-Na。通过表4方差分

析，选取的3个因素影响均不显著，因此不必再进

行各因素水平间的多重比较。由K值可知，最优

条件为A283C3，即pH值8．O、CMC—Na 1．5 g、蛋

白胨1．5 g，在此最佳组合时，纤维素酶活力为
10．498 U／mL．

3 讨 论

采用刚果红染色法，从大连黑石礁海域潮间

带泥沙和藻类混合水样筛选出1株产纤维素酶的

海洋杆状菌。生理生化特征和分子生物学鉴定结

果：该菌株16s rDNA基因测序拼接序列长度为
1434 bp，于NCBI进行序列比对并构建系统发育

进化树，目的菌株与胁^却沆ffum^眦啦邢e SC—

S1043762亲缘关系较近，证明目的菌株属于草酸

杆菌科，草螺菌属，草螺菌。目前对草螺菌产纤维

素酶的研究中，在NCBI仅可查到该菌株产纤维

素酶的蛋白序列，并未查到相关文献，本研究在大

连黑石礁海域首次筛选出产纤维素酶的草螺菌，

为草螺菌在工业生产中的综合利用提供参考。

目前，对于纤维素酶的研究，真核生物中利用

霉菌产纤维素酶的研究较多，较多数据显示霉菌

产纤维素酶较稳定。在霉菌的研究方面，Jian

等¨1从腐木中筛选的小刺青霉菌，纤维素酶的酶

活力为243．73 u／mL；陈合等m1从腐烂的玉米秸

秆中筛选出木霉菌，纤维素酶的酶活力为447．22

u／g；张云峰等旧列在牛粪和林场腐殖质中筛选的

黑曲霉，纤维素酶的酶活力为58．75 IU／mL。而

在原核生物的研究方面，Sun等Ⅲ1从腐烂的土壤

和粪便中筛选短小芽胞菌，在最佳产酶条件下，产

纤维素酶的酶活力达到l 204 u／mL。

以上真核和原核产纤维素酶的研究中，所选

取的材料均为陆地菌株明显看出陆地菌酶活力较
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高也较稳定。而海洋菌的研究中，Han等【2副从养

殖池采集水样中筛选的m砌口嘻泐加记w和Aer-
o脚，娜s06“以两种菌产纤维素酶的酶活力分别达

到10．3 u／mL和11．5 u／mL；zhang等Ⅲ1研究的

海洋酵母菌产纤维素酶的酶活力为4．51 u／mg。

相比于陆地菌，海洋菌产纤维素酶的酶活力普遍

偏低，本研究中正交试验研究的纤维素酶活力为
10．498 U／mL，也侧面证实了这个推论。

本研究明显发现海洋草螺菌在唯一碳源的试

验中，当棉花作为底物时几乎没有纤维素酶产生。

而棉花主要成分为纤维素，却不能被降解，可能是

海洋草螺菌并不能降解所有陆地含有纤维素成分

的物质，是其存在的缺陷。由本研究筛选出的草

螺菌，可在海水中生长并产生纤维素酶，鉴于草螺

菌大多于植物中分离，因此潮间带分离的草螺菌

可能是一个新的发现。
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