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　　摘要：以１株峡串脉孢霉为材料，利用玉米秸秆纤维素为主要碳源，以产油率为指标，通过单因素及正交试验方法
优化产油发酵工艺，发现最优产脂发酵工艺为：碳源为２％纤维素 ＋２％葡萄糖，氮源为硝酸铵，温度为２８℃，培养时
间为５ｄ，初始ｐＨ值为４，Ｃ／Ｎ比为８∶１。氮源选择具有统计学上的显著性，所做交互作用不明显。
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　　纤维素类物质是地球上分布最广、含量最丰富的碳源物
质，是自然界中数量最大的可再生资源，纤维素的转化利用对

于解决目前世界能源危机、粮食短缺、环境污染等问题，具有

十分重要的意义。通过菌种选育和发酵工艺等基础研究，分

离和筛选出针对不同行业的高效纤维素分解菌群，有望解决

纤维素酶产量和活性都不高、成本偏高的问题［１］。最近，石

油价格波动和国家能源安全的需求，促使全球发展可持续生

物工艺替代传统的石油加工，通过微生物代谢，生产下一代生

物燃料，包括游离脂肪酸、长链脂肪醇和酯类、长链烯烃等。

工程菌株可利用糖类来生产生物燃料，通过传统的工艺优化

进一步提高产量［２］。试验所使用的丝状真菌，不仅可高产纤

维素酶（４５．３２Ｕ），而且菌体可积累１４．２４％的油脂，具有一
定的应用价值和进一步研究的必要性［３］。本试验对该真菌

产纤维素酶和胞内产油脂的工艺进行优化，旨在筛选高效降

解纤维素和产油脂菌株的基础上，建立一种利用农业秸秆生

产微生物油脂的工艺。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　试验菌株　所用菌株为忻州师范学院筛选获得的１
株峡串脉孢霉（ＰａｅｐａｌｏｐｓｉｓＫüｈｎ），该菌株的纤维素酶活和滤纸
酶活均高于里氏木霉（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａｒｅｅｓｅｉ）［３］。
１．１．２　培养基　产脂发酵培养基：玉米秸秆纤维素（ＣＭＣ）
２％，酵母膏０．３％，柠檬酸三钠０．１％，硝酸钠０．３％，Ｋ２ＨＰＯ４
０．１％，ＫＣｌ０．０５％，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０１５％，ＣａＣｌ２、ＣｕＳＯ４、
ＺｎＳＯ４均为０．００４％，１×１０

５Ｐａ灭菌３０ｍｉｎ。
１．１．３　主要仪器　ＵＶ２５５０紫外可见光谱（日本岛津）；
ＳＹ－３０５Ｂ发酵罐，由上海世远生物设备工程有限公司生产；
ＹＸＱ－ＬＳ－５０Ｇ立式压力蒸汽灭菌器，由上海博迅实验有限
公司医疗设备厂生产；天平，由梅特勒托利多仪器有限公司生

产；ＴＨＺ－９８Ａ恒温振荡器，由上海一恒科学仪器有限公司生
产；旋转蒸发仪，由上海亚荣生化仪器厂生产。

１．２　试验方法
１．２．１　油脂含量的测定　菌种在 ＰＤＡ培养基试管斜面上
２７℃ 培养活化３次后转接到产脂发酵培养基中，再经５ｄ振
荡培养，收集菌体，用水充分洗涤后８０℃烘干，称质量。干菌
体用氯仿－甲醇（体积比 ２∶１）混合溶剂在索氏抽提器中
８０℃ 回流６ｈ，用旋转蒸发仪减压，去除溶剂得粗油脂，再用石
油醚充分溶解粗油脂后，过滤去除杂质，减压蒸馏去除石油醚即

得油脂，称质量。油脂质量与干菌体质量之比即为产油率［４］。

１．２．２　单因素及正交优化设计　本试验单因素优化选取６
个因素：纤维素浓度、氮源、培养温度、培养时间、初始 ｐＨ值、
Ｃ／Ｎ，以含油率为指标，得到各因素最适水平。在单因素试验
的基础上进一步做Ｌ２７（３

１３）正交优化试验（表１、表２）。
表１　试验菌株产油发酵工艺Ｌ２７（３１３）正交试验因素及水平

水平
纤维素浓度

（％） 氮源
培养温度

（℃） 初始ｐＨ值 Ｃ／Ｎ比

１ １ 硝酸钠 ２０ ２ ４∶１
２ ２ 蛋白胨 ２４ ４ ８∶１
３ ３ 硝酸铵 ２８ ６ １２∶１

２　结果与分析

２．１　单因素试验结果
２．１．１　碳源对产油率的影响　通过改变产脂发酵培养基中
纤维素浓度和葡萄糖（Ｇｌｕ）的添加量，进行最适碳源浓度的
筛选。由图１可知，随着纤维素浓度升高，产油率不断提高，
当增加到一定浓度时则产油率不再提高，２％纤维素 ＋２％葡
萄糖（Ｇｌｕ）为最适碳源，产油率为１４．４８％，这可能是因为碳
源达到饱和后，将不再影响产油率。另外，一定量的葡萄糖将

有助于提高产油率，这是因为葡萄糖作为可高效利用的碳源，

有利于菌体的快速生长。

２．１．２　氮源对产油率的影响　以２％纤维素＋２％的葡萄糖
为碳源，分别选取酵母膏、蛋白胨、硫酸铵、硝酸钠、硝酸铵为

氮源，对最适氮源进行筛选。由图２可知，硝酸铵为最适氮
源，产油率为３０％，这可能与菌体积累油脂是在氮缺乏下进
行有关，与Ｇｉｌｌ等的研究结果［５］一致。

２．１．３　培养温度对产油率的影响　分别采用２０、２４、２８、３２、
３６℃等不同培养温度进行培养，结果（图３）表明，２８℃ 为最
佳培养温度，产油率为２５．３２％，这与丝状真菌菌体最佳生长
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表２　试验菌株产油发酵工艺Ｌ２７（３１３）正交试验方案及结果

试验

组号

纤维素

浓度（％） 氮源
培养温度

（℃）
初始

ｐＨ值 Ｃ／Ｎ比 产油率

（％）

１ １ １ １ １ １ ２０．１８
２ １ １ ２ ２ ２ ２０．３４
３ １ １ ３ ３ ３ １７．６５
４ １ ２ １ ２ ３ １４．８９
５ １ ２ ２ ３ １ １６．９３
６ １ ２ ３ １ ２ ２３．２８
７ １ ３ １ ３ ２ １９．７２
８ １ ３ ２ １ ３ ２０．９７
９ １ ３ ３ ２ １ １９．８８
１０ ２ １ １ １ １ １４．７６
１１ ２ １ ２ ２ ２ ２４．８２
１２ ２ １ ３ ３ ３ １３．５５
１３ ２ ２ １ ２ ３ １４．１２
１４ ２ ２ ２ ３ １ １４．２５
１５ ２ ２ ３ １ ２ １６．９５
１６ ２ ３ １ ３ ２ １５．９２
１７ ２ ３ ２ １ ３ １５．２４
１８ ２ ３ ３ ２ １ ２４．６４
１９ ３ １ １ １ １ ２３．７５
２０ ３ １ ２ ２ ２ ２２．９１
２１ ３ １ ３ ３ ３ １７．６５
２２ ３ ２ １ ２ ３ １５．７４
２３ ３ ２ ２ ３ １ １５．８７
２４ ３ ３ ３ １ ２ ２１．４５
２５ ３ ３ １ ３ ２ １８．５６
２６ ３ ３ ２ １ ３ １６．８４
２７ ３ ３ ３ ２ １ ２３．１４

温度相匹配。

２．１．４　培养时间对产油率的影响　由图４可见，菌种１～７ｄ

不断培养过程中，产油率不断变化；培养５ｄ产油率最高，达
２５．４１％，为最适培养时间。这是因为菌体在不断生长过程
中，随着外界培养条件的恶化，积累油脂量逐渐达到最大值。

２．１．５　培养基初始 ｐＨ值对产油率的影响　分别配制初始
ｐＨ值为２、４、６、８、１０的液体培养基，碳源为２％纤维素＋２％葡
萄糖，氮源为硝酸铵，于２８℃连续培养５ｄ后，离心沉淀菌丝
体并提取油脂计算产油率。由图５可见，在酸性培养条件下产
油率较高，其中初始ｐＨ值为４时产油率最高，为２４．４６％。

２．１．６　Ｃ／Ｎ比对产油率的影响　以２％纤维素＋２％葡萄糖
作为碳源，液体培养基中加入 Ｃ／Ｎ比为２∶１、４∶１、８∶１、
１２∶１、１６∶１的硝酸铵溶液。由图６可见，Ｃ／Ｎ比为８∶１时
产油率最高，可达１８．４１％。
２．２　正交试验结果

正交试验结果见表２。用 ＳＰＳＳＳｔａｔｉｓｔｉｃｓ２０软件分析各
因素显著性及交互作用，结果见表３。由表３可见，各因素对
产油率影响大小依次为氮源 ＞纤维素浓度 ＞初始 ｐＨ值 ＞
Ｃ／Ｎ比＞培养温度。其中，氮源在统计学上显著（Ｐ＜０．０５），
纤维素浓度在α＝０．１水平上显著，所做３项交互作用不显
著。可以不予考虑。综合考虑，确定最优产脂发酵工艺：碳源 为纤维素２％＋葡萄糖２％，氮源为硝酸铵，温度为２８℃，初
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表３　正交试验各因素统计分析

来源 Ⅲ型方差 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值
校正模型 ０．０７６ ２２ ０．００３ 　４．５７０ ０．０４５
截距 １８．２２３ １ １８．２２３ ２４２１８．０３４ ０．０００
Ａ ０．００９ ２ ０．００４ ５．９３２ ０．０６４
Ｂ ０．０２４ ２ ０．０１２ １５．８９８ ０．０１２
Ｃ ０．００３ ２ ０．００２ ２．０６８ ０．２４２
Ｄ ０．００４ ２ ０．００２ ２．８４７ ０．１７０
Ｅ ０．００３ ２ ０．００２ ２．２７１ ０．２１９
Ａ×Ｂ ０．０１５ ４ ０．００４ ４．８４７ ０．０７８
Ａ×Ｃ ０．００８ ４ ０．００２ ２．８１４ ０．１７０
Ａ×Ｅ ０．００９ ４ ０．００２ ２．９６６ ０．１５９
误差 ０．００３ ４ ０．００１
合计 １８．３０２ ２７

校正误差 ０．０７９ ２６

　　注：Ｒ２＝０．９６２，调整Ｒ２＝０．７５１。

始ｐＨ值为４，Ｃ／Ｎ比为８∶１。

３　小结

本试验以高产纤维素酶的１株丝状产油真菌为材料，利
用农业玉米秸秆纤维素为主要碳源，通过单因素及正交试验

方法优化产油发酵工艺，发现最优产油发酵工艺为：碳源为

２％纤维素＋２％葡萄糖，氮源为硝酸铵，温度为２８℃，培养时
间为５ｄ，初始ｐＨ值为４，Ｃ／Ｎ比为８∶１，这为进一步开发和
利用农业秸秆、生产微生物油脂提供了参考，具有一定的理论

研究意义和实际应用价值。
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　　摘要：通过选择培养基，从红花根际土中分离出８株溶磷效果好的解磷细菌。钼锑抗比色法测量其溶磷能力，通
过形态学、生理生化表型测定，结合１６ＳｒＤＮＡ基因序列同源性分析鉴定，并对获得的溶磷效果较好的菌株进行盆栽试
验。试验结果表明：８株菌分为以下几个属，ＣＭ１和 ＣＭ６属于假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ），ＣＭ４、ＣＭ７、ＣＭ８属于芽孢杆
菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ），ＣＭ２、ＣＭ３、ＣＭ５分别属于根瘤菌属（Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ）、链霉菌属（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ）、不动杆菌属（Ａｃｉｎｅｔｏ
ｂａｃｔｅｒ）。ＣＭ５、ＣＭ６两株菌对红花生长有明显的促进作用。
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　　磷是植物生长发育所必需的营养元素［１］，缺磷可导致农

作物产量明显降低。土壤全磷含量虽然较高，但易与土壤中

的金属离子相结合形成难溶的磷化物，只有少量磷肥可以被

植物吸收利用。当季的作物对施入磷肥的利用率仅为２５％，
因此，磷被认为是限制性营养元素［２］。红花生长发育受化学

肥料尤其是磷酸盐肥料影响较大，但使用这些化学肥料会增

加土壤及水污染，过量使用磷肥会造成水体富营养化［３］，同

时会积累一些重金属，威胁人类的健康。另一方面，长期使用

化学肥料会导致土壤结构退化［４］。如今，基于化学肥料价格

及对农业系统可持续发展的考虑，人们对生物肥料的关注越

来越高。

一些细菌可以提供植物生长所需的磷，同时扮演了溶磷

微生物的角色。土壤中存在大量有溶磷能力的微生物，称为

溶磷微生物［５］。溶磷微生物能将难以被植物吸收的磷元素

转化为易于吸收利用的状态，提高磷元素的利用率，从而提高

作物产量，也减少了磷肥的过度使用。利用溶磷微生物将难

溶性磷酸盐转变为可溶性磷是非常有必要的。溶磷微生物提

高有效磷含量的同时，还可改善施用化学磷肥所带来的环境

污染。因此研究根际磷细菌，对发展溶磷微生物肥料具有重

要的现实意义。目前已有的溶磷微生物种类很多，有细菌、真

菌、放线菌等，溶磷能力差异较大［６］。所以，从根际土中筛选
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