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　　摘要：筛选出１株产纤维素酶菌株并进行鉴定，为微生物肥料生产筛选菌种资源。采用刚果红染色、综纤维素、滤
纸、微晶纤维素培养基等方法，从土壤中分离出１株产纤维素酶菌株ＺＨ１，经形态学分析、１８ＳｒＤＮＡ分子进化树分析，
鉴定菌株为赭绿青霉（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｏｃｈｒｏｃｈｌｏｒｏｎ）；采用单因素试验对产纤维素酶的青霉菌菌株进行固体发酵条件优化。
结果表明，当温度为３０℃、发酵液初始ｐＨ值为４、料水体积比为１．０∶３．０、接种量为０．５ｍＬ及氮源为花生饼粉时，滤
纸酶（ＦＰａｓｅ）在发酵３ｄ时有最大的产酶活性；通过优化试验，赭绿青霉达到了较高的产纤维素酶能力，为纤维素酶进
一步工业化生产奠定了一定的基础。
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　　木质纤维素是所有植物的基石，并普遍存在于地球的大
部分地区，木质纤维素的化学组成使其成为巨大的生物技术

价值的基材。纤维素、半纤维素和木质素的基本化学结构对

木质纤维素的构架能产生深远的影响［１］。利用生物质过剩、

农业废弃物和农产品加工业废渣生产新能源的概念，生物发

酵得到了越来越多的关注。因为随着石化燃料由短缺变枯

竭，能源是人类面临的共同问题。寻找新的能量来源关系到

经济的可持续发展乃至人类的生存［２］。

固态发酵作为纤维素生物转化的手段，在过去的几十年

中，利用固态发酵技术生产大量化学品和酶有逐渐增加的趋

势［３］。固态发酵和液态发酵之间的直接比较是非常困难的，

主要由于这２种技术使用了不同的微生物浓度，但固态发酵
中的微生物具有更高的代谢能力，因为它们在接近自然的环

境下增殖。这种方法能通过比液态发酵能源需求少、发酵罐

体积小、污染物排放少等特点来产生更稳定的产品［４］。

微生物所产生的纤维素酶系是一个多组分酶系，通常将

纤维素分为内切葡聚糖酶、外切葡聚糖酶和 β－葡萄糖苷
酶［５］。在工业生产过程中所用的纤维素酶是主要由真菌分

泌的胞外酶。所述酶可以有效地降解木质纤维素底物的纤维

素链，以产生更小的糖单元如纤维二糖和葡萄糖［６］。纤维素

酶在食品、酿造行业、农副产品、深加工饲料、医药、环境保护

和化工等领域有非常广阔的应用前景和应用潜力。

１　材料和方法

１．１　筛选培养基
１．１．１　富集培养基　将粉碎的秸秆装入１５０ｍＬ三角瓶中，每

瓶５ｇ，加７．５ｍＬ无机盐溶液，封口膜封口，１２１℃灭菌１．５ｈ。
无机盐溶液：（ＮＨ４）２ＳＯ４ ３．００００ｇ、ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ

０．００５０ｇ、ＫＨ２ＰＯ４１．００００ｇ、ＭｎＳＯ４·Ｈ２Ｏ０．００１６ｇ、ＭｇＳＯ４·
７Ｈ２Ｏ０．５０００ｇ、ＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．００１７ｇ、ＣａＣｌ２·Ｈ２Ｏ
０１１４０ｇ、ＣｏＣｌ２０．００２０ｇ、ＮａＣｌ０．１０００ｇ、蒸馏水１．００００Ｌ。
１．１．２　综纤维素培养基　次氯酸钠脱除木质素法：称取一定
量的原料，加入ｐＨ值为４．２～４．７的次氯酸钠溶液，在７５℃
下处理２ｈ，然后用清水洗至中性，烘干得到综纤维素。

加浓的 Ｍａｎｄｅｌｓ盐溶液：ＫＨ２ＰＯ４ ３．０ｇ、（ＮＨ４）２ＳＯ４
２．０ｇ、尿素０．５ｇ、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．５ｇ、ＣａＣｌ２０．５ｇ、ＦｅＳＯ４·
７Ｈ２Ｏ１．５ｍｇ、ＭｎＳＯ４·Ｈ２Ｏ２．５ｍｇ、ＺｎＳＯ４２．０ｍｇ、ＣｏＣｌ
３．０ｍｇ，ｐＨ值约５．５。
１．１．３　滤纸条培养基　在加浓的 Ｍａｎｄｅｌｓ盐溶液中添加
２０ｇ琼脂，倒好平板后铺１片滤纸片在培养基上。

滤纸处理：使用前将其用１％醋酸溶液浸泡２４ｈ以除去
淀粉，用碘检验，再用２％ ＮａＨＣＯ３溶液洗至中性晒干。
１．１．４　羧甲基纤维素钠（ＣＭＣ－Ｎａ）培养基　ＣＭＣ－Ｎａ
１５０ｇ、ＮＨ４ＮＯ３１．０ｇ、酵母粉 １．０ｇ、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．５ｇ、
ＫＨ２ＰＯ４１．０ｇ、ｄｄＨ２Ｏ１．０Ｌ、琼脂２０．０ｇ，ｐＨ值自然。
１．１．５　微晶纤维素培养基　下层：在加浓的Ｍａｎｄｅｌｓ营养盐
溶液中加入２％琼脂。上层：在加浓的Ｍａｎｄｅｌｓ盐溶液中加入
１．５％球磨微晶纤维素粉（微晶纤维素用 ２ｍｍ玻璃珠
２００ｒ／ｍｉｎ振荡２４ｈ）、２％琼脂。于９ｃｍ平皿中倒入下层培
养基约１５ｍＬ，待凝固后加入上层培养基，使其成为均匀的薄
层备用。

１．１．６　马铃薯葡萄糖琼脂（ＰＤＡ）培养基　马铃薯２００ｇ或
葡萄糖２０ｇ、琼脂１５～２０ｇ、水１Ｌ，ｐＨ值自然。

马铃薯去皮，切成块，煮沸３０ｍｉｎ，然后用纱布过滤，再加
糖及琼脂，溶化后补足水至１Ｌ，１２１℃灭菌３０ｍｉｎ。
１．１．７　复筛培养基　稻草粉２．３０％、蛋白胨０．３０％、硫酸铵
０．２０％、酵母膏 ０．０５％、ＫＨ２ＰＯ４ ０．４０％、ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ
０．０３％、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０３％。

试验所有化学品和试剂均为分析纯。
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１．２　菌种的分离和纯化
土壤样品采自长白山自然保护区和柴垛附近。把样品装

到无菌采样袋中，标记并保存在４℃冰箱中，做进一步的分析
工作。将土壤样品在富集培养基中２８℃培养７ｄ，并连续转
接３次，１式３份［７］。用ＰＤＡ培养基进行分离菌株，把所有分
离的菌株接种到ＰＤＡ斜面上后，在４℃下保存。然后，用综
纤维培养基［８］、滤纸条培养基［９］、ＣＭＣ－Ｎａ培养基［１０］和微晶

纤维素培养基［１１］的方法对分离的菌株进行筛选。

为了使透明水解圈清晰可见，笔者所在实验室采用双板

法，先在培养皿中铺上１层固体透明的基本琼脂培养基，待其
凝固后再铺上１层薄薄的含综纤维素的培养基，既保证了培
养基的筛选选择性，又不至于太难筛选到需要的菌株。将分

离得到的单菌落接种于ＣＭＣ－Ｎａ平板上，２８℃培养４ｄ后取
出，倒入适量配制好的１ｍｇ／ｍＬ刚果红溶液，放置３０ｍｉｎ后，
用蒸馏水温和漂洗，最后倒入适量１ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ溶液，放置
３０ｍｉｎ。以透明圈直径和菌落直径的比值为标准，初步判断
各个菌落产纤维素酶的能力。

１．３　分子鉴定分离的真菌
形态结构及生理生化特征的鉴定，采用点种法在ＰＤＡ培

养基上观察菌落形态。ＩＴＳ序列鉴定：以提取所述菌株的基
因组总 ＤＮＡ为底物，以 ＩＴＳ１（５′－ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴ
ＧＣＧＧ－３′）为正向引物、ＩＴＳ４（５′－ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧ
Ｃ－３′）为反向引物对菌株进行１８ＳｒＤＮＡ扩增。ＰＣＲ在 Ｔａｑ
酶说明书［天根生化科技（北京）有限公司］的标准条件下进

行。将该ＰＣＲ产物送至生工生物工程（上海）股份有限公司
进行测序，测得序列与ＮＣＢＩ数据库进行比对分析，选取同源
性较高的模式菌株进行系统发育分析，借助ＭＥＧＡ６．０６软件
构建系统发育树［１２］。

１．４　酶活性的测定
对固体发酵培养基进行酶活性测定。向培养基中加入一

定体积的蒸馏水，在３０℃、１５０ｒ／ｍｉｎ条件下振荡浸提１ｈ，滤
纸过滤，１００００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ。将澄清的上清液用作粗酶
液［１３］。

羧甲基纤维素酶（ｃａｒｂｏｘｙｍｅｔｈｙｌｃｅｌｌｕｌａｓｅ，简称 ＣＭＣａｓｅ）
和β－葡萄糖苷酶（β－ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ，简称 β－Ｇａｓｅ）活性的测
定：在试管中加入１ｍＬ底物［１％ ＣＭＣ－Ｎａ或０．５％水杨素
柠檬酸缓冲溶液（ｐＨ值 ４．８）］及 １ｍＬ粗酶液，５０℃保温
３０ｍｉｎ，取出，加入２ｍＬＤＮＳ试剂，煮沸５ｍｉｎ，冷却后稀释５

倍，摇匀，５３０ｎｍ处测定吸光度，并从标准曲线上查出相应的
葡萄糖含量折算成酶活性单位（Ｕ／ｇ）。

滤纸酶（ｆｉｌｔｅｒｐａｐｅｒｌｙａｓｅ，简称 ＦＰａｓｅ）活性测定：于试管
中加入１．０ｍＬ柠檬酸缓冲液（ｐＨ值４．８），ＷｈａｔｍａｎＮｏ．１滤
纸片［１ｃｍ×６ｃｍ，（５０±１）ｍｇ］１片，以及 １ｍＬ粗酶液，
５０℃ 保温６０ｍｉｎ，取出，加入 ２ｍＬＤＮＳ试剂，其他步骤同
ＣＭＣ酶活性测定。

酶活性单位定义：在纤维素酶最适反应条件下，１ｍｉｎ水
解纤维素底物产生１μｇ还原糖的量定义为１个酶活性单位，
用Ｕ／ｇ表示。
１．５　生产纤维素酶工艺参数的优化

对各种工艺参数，如发酵时间（２４～１６８ｈ）、培养基初始
ｐＨ值（３～８）、培养温度（２０～４５℃）、接种量（０．５～
３．０ｍＬ／３ｇ底物）、料水体积比（１．０∶１．０～１．０∶３．５）、底物
粒径、不同氮源（硝酸钠、硫酸铵、硝酸钾、花生饼粉、蛋白胨、

酵母膏）等［１４］进行优化。

２　结果与分析

２．１　菌株的鉴定
大多数真菌一直使用传统的分类学和肉眼观察进行鉴

定［１５］。从土壤中分离出１株产纤维素酶菌株，命名为 ＺＨ１，
将该菌株在 ＰＤＡ培养基中２８℃培养７ｄ进行形态的鉴定。
该菌株的营养体为绿色的菌丝体，菌丝各细胞之间有横隔膜，

分生孢子梗顶端呈特殊的对称或不对称的扫帚状。这些结果

表明，这种生产纤维素酶的真菌是青霉菌。由于 １８ＳｒＤＮＡ
序列被广泛使用，笔者所在实验室对这种纤维素酶生产菌株

的１８ＳｒＤＮＡ基因进行测序［１６］。该菌株的１８ＳｒＤＮＡ基因序
列为５５１ｂｐ，与ＮＣＢＩ数据库进行比对，由图１可知，ＩＴＳ序列
与ＺＨ１相似性最高的菌株均属于青霉菌属（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ），该
菌株与ＰｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｏｃｈｒｏｃｈｌｏｒｏｎｓｔｒａｉｎＩＨＢＦ２９１４的１８ＳｒＤＮＡ
序列有较高的同源性。因此，鉴定菌株为赭绿青霉

（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｏｃｈｒｏｃｈｌｏｒｏｎ）。
２．２　时间对菌株ＺＨ１生产纤维素酶的影响

由图２可知，在７２ｈ有最大的滤纸酶（ＦＰａｓｅ）活性，在
４８ｈ时有最大的ＣＭＣａｓｅ、β－Ｇａｓｅ活性。Ｑａｉｓａｒ等认为，细胞
生长能增加抑制酶的生产［１７］。因此，生产纤维素酶的最佳培

养时间为３ｄ，进一步培养会增加菌种培育期导致酶活性降
低。酶活性的降低可能是由ｐＨ值的变化或在发酵过程中细
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胞代谢导致酶的变性所致［１８］。

２．３　初始ｐＨ值对菌株ＺＨ１生产纤维素酶的影响
发酵培养基的ｐＨ值在发酵过程中对微生物生长产酶有

显著的影响，每种微生物的生长均具有最佳的 ｐＨ值范围。
丝状真菌在ｐＨ值为３～８的范围内能够良好地生长，极端ｐＨ
值（过高或过低）可能会导致微生物死亡［１９］。由图３可知，在
培养基初始ｐＨ值为４时有最大的 ＦＰａｓｅ活性和 β－Ｇａｓｅ活
性，ＣＭＣａｓｅ活性最大时ｐＨ值为５。这项研究结果与Ｉｒｆａｎ等

利用固态发酵生产羧甲基纤维素酶最佳培养基初始 ｐＨ值为
５的报道［２０］相一致。有报道显示，生产 β－Ｇａｓｅ的最佳 ｐＨ
值为５．０［２１］或５．５［２２］。
２．４　温度对菌株ＺＨ１生产纤维素酶的影响

培养温度是影响糖化发酵生产酶的一个重要因素［６］。

由图４可知，当温度为３０℃时，ＦＰａｓｅ、ＣＭＣａｓｅ、β－Ｇａｓｅ都有
最大的活性。在发酵过程中不同的真菌生产纤维素酶的最佳

温度范围为２５～４５℃［１８，２３］。

２．５　接种量对生产纤维素酶的影响
使用最佳料水体积比，接种量分别调节至０．５、１．０、１．５、

２．０、２．５、３．０ｍＬ／３ｇ以研究其对生产纤维素酶的影响。由图
５可知，接种量为 ０．５ｍＬ／３ｇ时有最大的 ＦＰａｓｅ、ＣＭＣａｓｅ、
β－Ｇａｓｅ活性。酶产量随着接种量的增加而下降。因此，接
种量是生产纤维素酶的一个重要因素。Ｈｕａｎｇ等报道，产酶
情况与菌株的生长相关，接种量影响纤维素酶的活性［２４］。

Ｒａｚａ等通过用麦麸作为底物接种２ｍＬ／１０ｇ黑曲霉和米曲霉
的孢子悬浮液，获得最高的β－Ｇａｓｅ活性［２２］。

２．６　料水体积比对生产纤维素酶的影响
对于固态发酵，真菌喜欢生活在适当潮湿的环境，有利于

它们的成长和酶的生产。本试验以稻草为主要底物，研究不

同料水体积比对生产纤维酶的影响。由图６可知，１．０∶３．０
的料水体积比适合生产ＣＭＣａｓｅ、ＦＰａｓｅ，１．０∶２．５的料水体积
比适合生产β－Ｇａｓｅ。在固态发酵中过多或过少的水量都会

影响纤维素酶的生产，维护适当的水分是非常重要的，因为它

会影响底物孔隙大小最终影响氧的移动［２１］。Ｍｅｈｂｏｏｂ等报
道，白腐真菌最佳生产纤维素酶的料水体积比为１∶３［２５］。绿
色木霉使用麦草作为底物生产 ＣＭＣ酶的最优含水量为
４０％［２０］。　
２．７　稻草粉底物粒径对生产纤维素酶的影响

底物的粒径（比表面积）对微生物生长非常重要，因为它

在糖化发酵过程中传递热与能量［２６］。在本试验中使用不同

粒径的稻草粉，研究其对生产纤维素的影响。由图７可知，当
底物粒径为０．２５０～０．４２５ｍｍ时，比其他尺寸生产的酶活性
高。小的粒子激发真菌的生长，因为它提供了较大的表面积，

有利于微生物的营养摄取，但会降低传热及氧气与二氧化碳

的交换。较大底物粒径（０．８５０ｍｍ）时，真菌生长被限制，由
于表面面积小导致酶生产的降低［２７］。这表明稻草粉粒度对

菌株生产纤维素酶具有明显影响。

２．８　氮源对生产纤维素酶的影响
氮源是影响菌株产酶的重要因素之一［２８］。不同有机和

无机氮源（酵母膏、蛋白胨、硫酸铵、硝酸钾、硝酸钠、花生饼

粉）的存在能明显影响酶的生产。如图８所示，添加花生饼
粉到培养基中，有最大的 ＦＰａｓｅ酶活性。培养基中添加硝酸
钠有利于ＣＭＣａｓｅ生产，而添加硫酸铵有利于 β－Ｇａｓｅ的生

产。在这项研究中，有机氮源和无机氮源对酶活性的影响与

前人的研究结果［２９］相一致。宋贤冲等的研究报告指出，蛋白

胨作为氮源最适合绿色木霉生产ＣＭＣａｓｅ［３０］。

３　结论与讨论

赭绿青霉菌ＺＨ１菌株固体发酵生产纤维素酶时，在自然
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补给氧气的条件下，对培养基及培养条件的优化结果为培养

基ｐＨ值为４，并保持料水体积比为１．０∶３．０，最佳氮源为花
生饼粉，接种量为 ０．５ｍＬ，稻草底物粒径为 ０．２５０～
０．４２５ｍｍ，有利于纤维素酶活性的提高；在此条件下７２ｈ是
适宜的发酵周期。
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丙烯酸 －膨润土保水剂的制备及其保水效果研究
李　备１，２，韩占涛２，张发旺３，张　威２，宋　乐２

（１．河北地质大学，河北石家庄０５００３１；２．中国地质科学院水文地质环境地质研究所，河北石家庄０５００６１；
３．中国地质科学院岩溶地质研究所，广西桂林５４１００４）

　　摘要：将丙烯酸盐在膨润土层间进行聚合，研发出一种高吸水性聚合矿物复合保水剂。经过对膨润土矿物添加量
的研究得出了矿物复合保水剂吸水倍率在一定范围内随膨润土的量增加而减小的曲线分析；经过对聚合反应时间的

研究得出了搅拌时间对矿物复合保水剂吸水倍率的影响；经过对释水速率的研究得出了释水曲线；经过有无施用矿物

复合保水剂盆栽试验的对比可知，施用矿物复合保水剂的盆栽在节水保水方面取得了明显效果，且在促进植物发芽方

面有明显优势；通过对盆栽质量变化的测定可知，矿物复合保水剂可有效缓解水分蒸发速率；通过对盆栽体积变化量

的测定可知，矿物复合保水剂可起到疏松土壤的功效；通过不同施用比例和不同初始给水量的盆栽试验对比得出，利

于植物生长的合适施用比例及不同初始给水量对植物萌发和生长的影响。

　　关键词：膨润土；丙烯酸；吸释水性；矿物复合保水剂；聚合反应；水资源高效利用；释水曲线
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　　我国是一个干旱缺水的国家，在干旱缺水的条件下实现
作物高产以及治理沙漠化都需要高效利用当地宝贵的水资

源。土壤保水剂作为一种可高效吸持水分，并可为作物提供

水分的特殊材料，近２０余年来在我国得到了大量推广利用。
但是，目前面世的保水剂以有机高分子材料为主，价格较高，

并且其在土壤环境中风化较快。进一步研发价格低廉、吸水

倍率高、风化慢、一次添加可具有多年保水效果的持久性保水

剂，是当前保水剂研究的主要方向［１－３］。将具有一定吸水性

能的矿物与有机物单体混合后进行聚合，所合成的复合保水

剂具有较强的吸水能力、较快的吸水速度、较高的保水性能、

较好的释水性能等优点［４］，但前人研究中获得的复合保水剂

性能各异，仍需要进一步总结和优化。

本试验在前人研究基础上，以具有一定层间吸附性能的

膨润土与丙烯酸为原料制备矿物复合保水剂，并系统研究了

膨润土和丙烯酸的比率、合成时间等对其吸水性能的影响，最

终确定出最优的保水剂配方，并验证其在土壤中良好的保水

效果。

１　材料与方法

１．１　材料
膨润土，工业级，河北省晋州百信商贸有限公司；丙烯酸，

分析纯，天津市百世化工有限公司；氢氧化钠，分析纯，天津市

光复科技发展有限公司；Ｎ，Ｎ－亚甲基双丙烯酰胺，分析纯，
天津市百世化工有限公司；过硫酸铵，分析纯，天津市永大化

学试剂有限公司。

１．２　试验设备
水浴锅，ＤＫ－９８－Ⅱ，天津泰斯特仪器有限公司；天平，

ＨＺＫ－ＦＡ２１０型，赛多利斯科学仪器有限公司；精密增力电动
搅拌器，ＪＪ－１型，江苏省金坛市鑫鑫实验仪器有限公司；
７９－１磁力加热搅拌器，江苏省烟台凯拓电炉科技有限公司；
滴定管、移液管、电热鼓风干燥箱，１０１－１Ａ型，天津市泰斯特
仪器有限公司。

１．３　复合保水剂的制备
称取一定量丙烯酸于烧杯中，然后在冰水浴下边搅拌边

缓慢加入浓度为２５％的氢氧化钠溶液进行中和，中和完毕稍
加搅拌，将反应物移入浸润在温度为６５℃水浴锅中的４个瓶
内，加入一定量的引发剂过硫酸铵，另称取适量膨润土加入，

同时加入适量交联剂Ｎ，Ｎ－亚甲基双丙烯酰胺，便开始发生
聚合反应，在预订的时间停止合成后，将样品移入培养皿中，
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