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　　摘要：对纤维素酶产生菌ＺＪＷ－１１的培养条件进行优化研究，以期得到最佳培养条件，并在理论上丰富纤维素酶
的研究材料，在实践中指导纤维素酶的生产应用。利用单因素法对培养方式、培养温度、培养时间、初始 ｐＨ值、接种
量和装液量进行研究，并通过ＤＮＳ法测定不同溶液在５４０ｎｍ处的吸光度，间接计算出酶活性。结果表明，纤维素酶
产生菌ＺＪＷ－１１最佳培养条件为３０℃、初始ｐＨ值为７、装液量６０％、接种量２．５％、１４０ｒ／ｍｉｎ振荡培养１２０ｈ。试验
初步确定了纤维素酶产生菌ＺＪＷ－１１的培养条件，为工业化生产提供了理论依据。
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　　植物每年通过光合作用，可以产生大于１００亿 ｔ的植物
干物质，其中一半以上是纤维素和半纤维素。人类活动产生

的废弃物中也含有大量的纤维素，但其中只有极少部分为人

们所利用，造成资源的巨大浪费。随着化石燃料的短缺和枯

竭，能源问题已成为人类面临的共同问题，寻找新能源是人类

亟待解决的问题。微生物纤维素酶恰可以利用生物转化技术

将纤维素转化成简单糖，再由酵母菌等微生物发酵产生乙醇

等能源物质，缓解世界性能源危机，并避免化石燃料燃烧所带

来的环境污染问题，在可再生资源利用方面具有非常广阔的

应用前景［１－５］。此外，纤维素酶还被广泛地应用在食品、酿

造、饲料加工、纺织、洗衣等多个领域［６］。

目前，纤维素酶主要来源于３个方面：微生物、动物和植
物，而微生物是其最主要的来源。纤维素酶活性较低，且容易

受到培养方式、培养温度、培养时间、初始 ｐＨ值等多种因素
的影响，这成为阻碍其大规模生产应用的瓶颈问题［７］，因此

研究影响酶活的各个因素对提高纤维素酶活具有重要意义。

本试验对纤维素酶产生菌 ＺＪＷ－１１的培养条件进行优化研
究，以期得到最佳培养条件，并在理论上丰富纤维素酶的研究

材料，在实践中指导纤维素酶的生产应用。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　试验材料
１．１．１．１　菌种　纤维素酶产生菌 ＺＪＷ－１１（邢台学院微生
物实验室保存菌种）。

１．１．１．２　培养基　（１）液体富集培养基：羧甲基纤维素钠
（ＣＭＣ－Ｎａ）１０ｇ，蛋白胨１０ｇ，磷酸二氢钾１ｇ，硫酸镁０．２ｇ，
氯化钠１０ｇ，水１０００ｍＬ，ｐＨ值为７［８］。（２）液体优化培养基：
ＣＭＣ－Ｎａ１０ｇ，蛋白胨１０ｇ，磷酸二氢钾１ｇ，硫酸镁０．２ｇ，氯

化钠１０ｇ，水１０００ｍＬ。
１．２　方法
１．２．１　葡萄糖标准曲线的绘制　取１ｍｇ／ｍＬ的葡萄糖标准
溶液０、０．２、０．４、０．６、０．８、１．０、１．２ｍＬ分别加入到７只试管
中，用蒸馏水补加到２ｍＬ，再加入１．５ｍＬＤＮＳ试剂。在沸水
浴中煮沸５ｍｉｎ后流水冷却，加蒸馏水至２５ｍＬ，充分混匀，以
未加入葡萄糖溶液的空白管作对照，分别于５４０ｎｍ波长下测
定各溶液的吸光度，并记录各吸光度。以葡萄糖浓度为横坐

标、吸光度为纵坐标绘制葡萄糖标准曲线。

１．２．２　粗酶液的制备　菌种接种后分别置于不同的条件下
培养，４ｄ后取菌液用漏斗过滤，其滤液即为粗酶液。
１．２．３　酶活性的测定　参照文献［９］采用 ＤＮＳ法测定酶
活性。

１．２．４　培养条件的优化　采用单因素试验方法，在装有定量
培养基的锥形瓶中接入定量菌液，在不同培养方式、培养温

度、培养时间、初始ｐＨ值、接种量、装液量的条件下培养４ｄ，
取酶液测其酶活性［１０－１１］。

２　结果与分析

２．１　葡萄糖标准曲线
所绘葡萄糖标准曲线如图 １所示。回归方程为 ｙ＝

０６２２３ｘ－０．０１４３，ｒ＝０．９９９５，此标准曲线可用。

２．２　培养条件的优化
２．２．１　培养方式对纤维素酶活性的影响　菌株ＺＪＷ－１１在
不同培养方式下的酶活性变化情况如图２所示。由图２可
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知，纤维素酶活性在静置培养时达到４９８Ｕ／ｍＬ；８０ｒ／ｍｉｎ振
荡培养时达到４８５Ｕ／ｍＬ；在８０～１４０ｒ／ｍｉｎ范围内振荡培养
时酶 活 性 逐 渐 增 大，而 在 １４０ｒ／ｍｉｎ时 达 到 最 大 值
１０１３Ｕ／ｍＬ；之后转速继续增大，使得菌丝断裂，导致酶活降
低。由此可知，菌株 ＺＪＷ－１１的最适培养方式是１４０ｒ／ｍｉｎ
振荡培养。

２．２．２　培养温度对纤维素酶活性的影响　菌株ＺＪＷ－１１在
不同培养温度下的酶活性变化情况如图３所示。由图３可
知，纤维素酶活性在２４～３０℃范围内逐渐增大，在３０℃时达
到最大值５６３Ｕ／ｍＬ；之后随着温度升高，菌体生长受到影响，

导致酶活降低。由此可知，菌株ＺＪＷ－１１产酶的最适培养温
度是３０℃。
２．２．３　培养时间对纤维素酶活性的影响　菌株ＺＪＷ－１１在
不同培养时间下的酶活性变化情况如图４所示。由图４可
知，纤维素酶活性在培养 ２４ｈ后达到 １０２Ｕ／ｍＬ；在培养
２４～９６ｈ范围内逐渐增大；在培养９６～１２０ｈ时间内骤然增
大，且在培养１２０ｈ后达到了最大值６３７１Ｕ／ｍＬ；之后随着培
养时间延长，产生了较多的次级代谢产物而不利于菌体生长，

因此酶活降低。由此可知，菌株ＺＪＷ－１１产酶的最适培养时
间是１２０ｈ。

２．２．４　初始 ｐＨ值对纤维素酶活性的影响　菌株 ＺＪＷ－１１
在不同初始ｐＨ值下的酶活性变化情况如图５所示。由图５
可知，菌株在初始 ｐＨ值为 ５的培养基培养时酶活性达到
２８９４Ｕ／ｍＬ；之后随着ｐＨ值增大，产酶条件越来越合适，酶
活性越来越高，且在ｐＨ值为７时达到最大值５３５３Ｕ／ｍＬ；而
后ｐＨ值继续增大则不利于菌体的生长，酶活降低。由此可
知，菌株ＺＪＷ－１１产酶的最适初始ｐＨ值为７。

２．２．５　接种量对纤维素酶活性的影响　菌株ＺＪＷ－１１在不
同接种量下的酶活性变化情况如图６所示。由图６可知，接
种量为１．２５％时纤维素酶活性达到５５２１Ｕ／ｍＬ；在接种量为
２．５０％时达到最大值 ５６５０Ｕ／ｍＬ；而在接种量 ３．７５％ ～
６２５％范围内，随着接种量增大，酶活降低。由此可知，菌株
ＺＪＷ－１１产酶的最适接种量为２．５％。
２．２．６　装液量对纤维素酶活性的影响　菌株ＺＪＷ－１１在不
同装液量下的酶活性变化情况如图７所示。由图７可知，装
液量为３０％～５０％时，所产酶活性变化不大，且在５０％时稍
有降低；之后随着装液量增大酶活性明显升高，并在６０％时
达到最大值３４４７Ｕ／ｍＬ；而后装液量继续增大，酶活性降低。
由此可知，菌株ＺＪＷ－１１的最适装液量为６０％。

３　结论与讨论

本试验利用单因素法对纤维素酶产生菌ＺＪＷ－１１进行

液体培养条件的优化，并通过ＤＮＳ法间接测定了不同条件下
的酶活性，最终经分析比较得出其最佳培养条件为初始 ｐＨ
值为７、６０％装液量、２．５％接种量、３０℃下以１４０ｒ／ｍｉｎ的转
速振荡培养１２０ｈ。该试验充分说明了纤维素酶产生菌所产
酶活性受多种因素的影响，与汤斌等的研究结论［１１－１２］一致。

本试验虽得出了纤维素酶产生菌ＺＪＷ－１１培养的最优条件，
但由于只设计了单因素试验而并未进行正交试验，忽略了各

个条件之间的影响，只能说为该菌株今后的开发应用提供了

一定的理论依据。

　　另外，要想将菌株 ＺＪＷ－１１应用于工业化生产，还需从
以下几个方面进行深入的研究：进行菌种的鉴定；利用基因工

程技 术将目的菌株ＺＪＷ－１１编码纤维素酶的基因导入酵母
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菌体内，并使其表达，实现酵母菌发酵纤维素产乙醇的工业化

生产；探究菌株 ＺＪＷ－１１与其他菌株混合发酵对酶活的影
响。相信随着生物化学、分子生物学及基因工程等多种交叉

学科的快速发展，人们对纤维素酶的研究会越来越深入，获得

高比活力的纤维素酶，并将之更好地应用于环境、能源、食品、

纺织等领域终将成为现实。
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　　农业面源污染是水体富营养化的重要成因，而畜禽养殖
污染又是农业源最为突出的问题。江苏省畜禽养殖年均产生

粪尿废弃物３８８９万ｔ，折合成猪粪当量约为５８０５万 ｔ［１］，污
染物排放总量位居重点污染排放前列。从江苏省太湖水污染

治理经验看，要彻底解决畜禽养殖污染治理难题，首先要解决

好配套政策与激励机制的针对性、技术创新与实践应用的匹

配性、治污责任与环保监管的关联性等一系列瓶颈制约，通过

内外因结合推动畜禽养殖业转型升级。

１　太湖流域畜禽养殖现状

１．１　畜禽养殖生猪比重大，污染物排放量最多
据统计，江苏省太湖流域畜禽养殖以生猪、肉禽、蛋禽、奶

牛为主，根据ＧＢ１８５９６—２００１《畜禽养殖业污染物排放标准》
换算比例，２０１１年流域内养殖总量折合成标准生猪约为６５９
万头，占全省比例的１５％［２］。生猪养殖比重最大，占养殖总

量５９．３％；其次为肉禽、奶牛、蛋禽，分别占 ２９．９％、５．８％、
４９％。根据污染源普查排污系数测算，畜禽养殖共产生粪尿
废弃物近４００万ｔ，生猪养殖排放量最大，畜禽粪污因雨淋漫
溢、土壤渗透、直排偷排等对水体造成污染。

１．２　规模化养殖水平不断提高，中小型为主
参照农业部畜牧统计口径，太湖流域畜禽规模化养殖特

征显著，各类大中小型规模畜禽场约有９７００多个，规模化养
殖量折算为标准生猪约为５６７万头，占畜禽养殖总量８６％。
生猪、肉禽、蛋禽、奶牛规模场数量分别占总畜禽场的

６３２％、２５．２％、１０．２％、１．４％，其中规模化养殖比例也分别
达８１．０％、９２．５％、９１．５％、９８．５％。江苏省苏州市规模化养
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