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　　摘要：为提高土壤肥力及缩短秸秆还田的分解时间，在不打破微生物群落结构基础上，以天然玉米秸秆为底物，研
究Ｆｅ３＋、Ｎａ＋、Ｚｎ２＋等８种金属离子及Ｔｗｅｅｎ２０、Ｔｗｅｅｎ８０、ＰＥＧ２０００等６种表面活性剂对土著菌产纤维素酶的影响，
试验以控制单因素变量为基础，对混菌产酶的最适ｐＨ值、温度、氮源作测定，研究不同金属离子、表面活性剂对产酶
的影响。结果表明，混菌的产酶最适ｐＨ值偏酸性，温度为３０℃，最适产酶的氮源为蛋白胨，含量为０．２％。产酶试验
结果表明，不同浓度的金属离子与表面活性剂对还原糖的产率有促进作用，其中Ｃｏ２＋、Ｃｕ２＋效果最好，与对照组相比，
添加０．６ｍｍｏｌ／ＬＣｏ２＋、１．５ｍｍｏｌ／ＬＣｕ２＋的样品还原糖产率分别提高２．２、１．２倍，添加８．５ｍｍｏｌ／Ｌ十二烷基硫酸钠
（ＳＤＳ）使得样品的还原糖产率提高７０．２％。
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　　纤维素是地球上极为丰富的生物聚合物，是生物质资源之
一，它是由葡萄糖通过β－１，４糖苷键连接而成的线性不分枝的
同聚多糖，纤维素是植物除水分以外的主要成分，约占其干质量

的３０％～５０％，是目前分布最广且最多的天然碳水化合物［１］。

目前对纤维素有效的利用很少，其中一小部分用于纺织、

造纸、建筑和饲料等，一部分用作生产燃料乙醇，大部分没有

被利用，而是被农民取粒后直接焚烧，严重影响环境。秸秆自

然还田，即生物降解是处理和利用秸秆等木质纤维素最具前

景的方法，主要利用微生物可分泌产生纤维素酶这一特点，经

微生物自然分解，参加自然界碳素循环，是增加作物产量、提

高土壤肥力的有效途径［２］，但微生物受外界环境因素所致及

自生可分泌的纤维素酶较少，且纤维素酶水解玉米秸秆的过

程中，纤维素酶不可逆地吸附在木质素表面，使纤维素酶的活

性降低，导致秸秆的分解速度变慢，这样存在降低地温、加重

病虫害、影响播种等问题［３－４］。为加快纤维素的酶解速度，在

纤维素酶解过程中添加表面活性剂来阻止木质素对纤维素酶

的无效吸附，添加纤维素酶的激活剂金属离子来提高纤维素

酶解的反应速度。

到目前为止，有很多与产纤维素酶生产菌的相关报道，如

青霉、假单胞菌属、木霉属、曲霉属以及构建的工程菌，这些研

究都集中在工业酶的基础上［５－６］，对于土壤自身土著菌微生

物的研究甚少。在长期的生产实践中发现，植物细胞壁成分

的复杂性及不同细胞壁成分的差异导致分解纤维素微生物单

独作用下不能完成或只能微弱完成纤维素的降解，所以必须

依靠２种及２种以上的微生物共同作用［７－８］。因此，本研究

以玉米秸秆为原料，在不破坏原有土壤中降解纤维素菌群平

衡的基础上，通过植物生长所需的金属离子及有利于土壤修

复的表面活性剂对土著菌产酶条件优化的研究［９－１１］，找出能

够提高产酶效率的因子，制作成加速还田秸秆分解的菌剂，在

秸秆还田时配施在土壤中，加快还田秸秆的有效降解，为提高

土壤的肥力及增加农作物产量奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
土样于２０１７年４月采自内蒙古自治区磴口县巴彦高勒

镇周边玉米地，样品采集到无菌自封袋中，迅速压实挤掉多余

空气，于４℃冰箱中保存；试验用秸秆采自当地农户家中，除
去样品中的杂质，截成长度８～１０ｃｍ，带回实验室，粉碎，常
温干燥环境条件下贮存，备用。

１．２　试验试剂
ｐＨ值为６．５的０．０５ｍｏｌ／Ｌ柠檬酸缓冲液、１％羧甲基纤

维素钠溶液、ＤＮＳ试剂（配制）；硫酸铁、硫酸亚铁、硫酸钠、硫
酸锌、硫酸镁、硫酸铜、硫酸锰、氯化钙、氯化钴、硫酸钾，十二

烷基硫酸钠（ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅ，简称 ＳＤＳ）、Ｔｗｅｅｎ２０、
Ｔｗｅｅｎ８０、ＰＥＧ２０００、ＰＥＧ６０００、ＰＥＧ８０００为化学纯。
１．３　土著菌的最适温度、ｐＨ值、氮源

将采到的土样各称取 １０ｇ于广口瓶中，加入已灭菌
４９０ｍＬ水、５ｇ秸秆粉、１ｇ微晶纤维素、１ｇ羧甲基纤维素钠、
３ｇ尿素、３ｇ滤纸条，放置于常温，隔１ｄ摇晃１次，为１代
菌。２０ｄ后取５０ｍＬ１代菌液，加入灭菌后的水４５０ｍＬ、５ｇ
秸秆粉、１ｇ微晶纤维素、１ｇ羧甲基纤维素钠、３ｇ尿素、３ｇ滤
纸条，放置于常温，隔１ｄ摇晃１次，为２代菌，连续传代到第
１０代。各取第９代菌液２０ｍＬ，加入已灭菌８０ｍＬ水、０．５ｇ
秸秆粉、０．２ｇ微晶纤维素、０．３ｇ羧甲基纤维素钠、０．１ｇ尿
素、０．２ｇ滤纸条，于２５０ｍＬ三角瓶中，２个平行，分别置于
２０、３０、４０、５０℃，ｐＨ值为５、６、７、８，氮源尿素、硫酸铵、蛋白胨
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的恒温摇床中，５０ｒ／ｍｉｎ，测定酶活。
１．４　葡萄糖标准曲线的制作

制备不同浓度的葡萄糖标准溶液，分别加入１ｍＬＤＮＳ
（３，５－二硝基水杨酸）溶液，摇匀，沸水浴５ｍｉｎ，冷却、定容
到５ｍＬ。在５４０ｎｍ波长处测定其吸光度，以葡萄（ｍｇ／ｍＬ）
为横坐标，对应的吸光度为纵坐标，绘制出葡萄糖标准曲线。

１．５　酶活的测定及计算方法
　　向比色管中加入０．５ｍＬ、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心后的上清，加
入０．５ｍＬ的１％羧甲基纤维素纳（ＣＭＣ－Ｎａ）溶液，混匀后
５０℃水浴４５ｍｉｎ，加入１ｍＬ的ＤＮＳ液，沸水浴５ｍｉｎ，立刻冷
却，加入３ｍＬ蒸馏水，摇匀，取２００μＬ，５４０ｎｍ波长下测定各
溶液的Ｄ５４０ｎｍ值。
　　纤维素酶活力定义：以 ＣＭＣ－Ｎａ为底物，在温度为
５０℃、ｐＨ值为 ６．３、恒温 ４５ｍｉｎ的条件下，以水解反应中
１ｍｉｎ催化ＣＭＣ－Ｎａ水解形成１μｍｏｌ葡萄糖的酶量为１个
单位，用“Ｕ”表示。
１．６　不同金属离子对土著菌产酶的影响

试验考察植物在生长过程中所需的９种金属离子对纤维
素产酶的影响，在土著菌群水解玉米秸秆的同时分别添加各

自不同浓度的金属离子盐溶液与菌液充分混合（表１），发酵
７ｄ，根据上述方法测定其纤维素酶活力。

表１　添加不同金属离子的浓度梯度

编号
金属离子浓度（ｍｍｏｌ／Ｌ）

Ｆｅ３＋ Ｎａ＋ Ｚｎ２＋ Ｃａ２＋ Ｃｕ２＋ Ｍｎ２＋ Ｃｏ２＋ Ｋ＋

１ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０
２ ０．３０ ０．７ １．０ ０．１ ０．３ ０．３ ０．３ ０．３
３ ０．６ １．４ １．４ ０．３ ０．６ ０．６ ０．６ ０．６
４ ０．９ ２．１ １．８ ０．６ ０．９ ０．９ ０．９ ０．９
５ １．２ ２．８ ２．２ ０．９ １．２ １．２ １．２ １．２
６ １．５ ３．５ ２．６ １．２ １．５ １．５ １．５ １．５

１．７　不同表面活性剂对土著菌产酶的影响
向水解反应体系中加入不同浓度的６种表面活性剂，发

酵７ｄ，根据上述方法测定表面活性剂在不同加入量下对土著
菌产纤维素酶的影响。

表２　添加不同表面活性剂的浓度梯度

编号

表面活性剂浓度

Ｔｗｅｅｎ２０
（ｍＬ／Ｌ）

Ｔｗｅｅｎ８０
（ｍＬ／Ｌ）

ＰＥＧ２０００
（ｇ／Ｌ）

ＰＥＧ６０００
（ｇ／Ｌ）

ＰＥＧ８０００
（ｇ／Ｌ）

ＳＤＳ
（ｍｍｏｌ／Ｌ）

１ ０．０ ０．０ ０．０ ０．０ ０．０ ０．０
２ ０．１ ０．１ ０．８ ０．８ ０．８ １．７
３ ０．５ ０．５ １．６ １．６ １．６ ３．４
４ １．０ １．０ ２．４ ２．４ ２．４ ５．１
５ １．５ １．５ ３．２ ３．２ ３．２ ６．８
６ ２．０ ２．０ ４．０ ４．０ ４．０ ８．５

２　结果与分析

滤纸是结晶度和聚合度都居中等的纤维材料，滤纸酶活

性即纤维素酶的总酶活力，以其为底物测滤纸崩解可用来表

征纤维素酶的总糖化能力，因此对滤纸有良好降解效果的则

具有较强的产纤维素酶能力［８，１２］。故根据不同单因素下的滤

纸崩解情况，确定土著菌的最适生长产酶温度为３０℃、ｐＨ值
为偏酸性、氮源为蛋白胨，含量为０．２％。葡萄糖标准曲线方
程为ｙ＝０．７９１６ｘ－０．０８７６（ｒ２＝０．９９５２）（图１）。
２．１　不同金属离子对土著菌产酶的影响

在纤维素酶合成过程中，Ｆｅ３＋是许多酶的激活剂，由图２
可知，在发酵过程中，低浓度的 Ｆｅ３＋对土著纤维素菌剂产酶
有促进作用，当Ｆｅ３＋的浓度为０．３ｍｍｏｌ／Ｌ时，促进作用最强，
此浓度下使纤维素酶合成水平有较大的提高。随着 Ｆｅ３＋浓
度的增加，对土著菌产酶几乎没有影响。

　　由图３可知，低浓度的Ｎａ＋能够促进土著菌产纤维素酶，
从而有利于对秸秆的水解，当 Ｎａ＋浓度为０．７ｍｍｏｌ／Ｌ时，其
相对酶活达到最大值，为１１１Ｕ，随着溶液中 Ｎａ＋浓度的增
加，对土著菌体的渗透压增高，抑制菌的生长，产纤维素酶下

降，因此由促进转变为抑制。

　　在土著菌生长过程中，图４显示低浓度的 Ｚｎ２＋作为营养
离子能够刺激土著菌加快完成生理代谢过程，有利于酶的合

成，Ｚｎ２＋的浓度为 １．８ｍｍｏｌ／Ｌ时，酶活力达到最大值。当
Ｚｎ２＋的浓度高于１．８ｍｍｏｌ／Ｌ时，影响菌体对营养物质的吸
收，不利于酶的合成，成为毒性离子，因此由促进作用变为抑

制作用。

　　图５显示，Ｃａ２＋浓度在０．０～０．１ｍｍｏｌ／Ｌ时，对纤维素酶
活力呈激活作用，且激活作用逐渐增加，从０．１ｍｍｏｌ／Ｌ开始，

激活作用开始下降。在浓度大于０．１ｍｍｏｌ／Ｌ时，Ｃａ２＋对纤维
素酶的作用转为抑制作用，抑制作用随浓度增大而加强。

　　由图 ６可知，Ｃｕ２＋对纤维素酶活性整体呈激活作用，
Ｃｕ２＋浓度在０．０～０．９ｍｍｏｌ／Ｌ时，激活作用不显著，Ｃｕ２＋浓度
在１．０ｍｍｏｌ／Ｌ以后，激活作用开始增加。可能是因为 Ｃｕ２＋

是构成漆酶不可缺少的金属离子，铜作为漆酶活力中心的组

成成分，参与漆酶蛋白的合成，在限铜或缺铜时，漆酶蛋白表

达受限，所以活力较低。在秸秆的分解中，漆酶降解玉米秸秆
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中的木质素，使秸秆中的纤维素暴露出来，间接地有利于土著

菌对纤维素酶的分泌。

　　Ｍｎ２＋能够参与细菌超氧化物歧化酶的活动，是锰过氧化
物酶（ＭｎＰ）、丙酮酸竣化酶、精氨酸酶等的辅助因子，也是腺
嘌呤核苷酸酶和一些水解酶的激活剂，Ｍｎ２＋对纤维素酶活力
整体呈激活作用，Ｍｎ２＋在浓度为０．３ｍｍｏｌ／Ｌ时，激活作用达
到最大，以后开始减弱，但依旧表现为激活作用。

Ｃｏ２＋是微生物生长需要的具有特殊生物学功能的微量金
属元素，其与微生物之间存在着密切的相互作用，在给定的范

围内，对土著菌产酶具有促进作用。Ｃｏ２＋浓度为０．６ｍｍｏｌ／Ｌ
时，其激活作用最强，随着环境中Ｃｏ２＋浓度增高，会影响甚至
抑制微生物的生长及代谢活动，其激活作用呈下降趋势。

Ｋ＋对土著菌产酶的影响与Ｎａ＋相似，在低浓度是具有促
进作用，当浓度为０．６ｍｍｏｌ／Ｌ时，其相对酶活达到最大值，随
着环境浓度的升高，在微生物体内形成 Ｎａ－Ｋ泵，影响土著
菌的渗透压，因此变为抑制作用。

水解纤维素酶是蛋白质，物理、化学、生物等因子都能影

响蛋白质空间结构的改变，金属离子对酶的催化作用尤其重

要，金属离子主要通过影响底物反应定向或可逆改变金属离

子的氧化态来调节氧化还原反应等途径参加催化过程［１３］。

国内外对此进行了研究，其结论有所不同，研究结果表明，金

属离子对纤维素酶的影响除了金属离子本身以外，还与反应

的条件及环境有关，在一定的浓度下有的表现为激活作用，有

的则相反，何林富等在金属对林芝纤维素酶活力的研究中发

现，Ｋ＋、Ｚｎ２＋对纤维素酶活有促进作用，Ｃｕ２＋、Ｍｎ２＋则对灵芝
纤维素酶活有抑制作用［１４］。王娜娜等在金属离子对纤维素

酶水解玉米秸秆中研究发现，Ｃａ２＋、Ｃｕ２＋、Ｍｎ２＋、Ｚｎ２＋在一定
的浓度范围内对纤维素酶有不同程度的促进作用［１５］。安刚

等研究金属离子对白蚁纤维素酶活力的影响发现，Ｎａ＋、Ｋ＋

对酶活没有影响，Ｃａ２＋、Ｍｎ２＋、Ｚｎ２＋有激活作用，Ｃｕ２＋有抑制
作用［１６］。李德莹等在金属离子对纤维素酶活力影响的研究

发现，Ｆｅ３＋、Ｃｏ２＋对纤维素酶活性有激活作用，Ｃｕ２＋、Ｚｎ２＋、
Ｍｎ２＋对纤维素酶活性有抑制作用［６］。李文欢等研究认为，

Ｃｏ２＋、Ｍｎ２＋对纤维素酶有激活作用，Ｃｕ２＋、Ｃａ２＋对纤维素酶具
有不同程度的抑制作用［１７］。Ｆｅｒｃｈａｒｋ等研究了金属离子对
纤维素酶活的影响，结果表明，Ｃａ２＋对纤维素酶活也有轻微的
激活作用［１８］。王闻等研究认为，Ｃａ２＋、Ｍｎ２＋、Ｃｏ２＋在一定浓
度范围内对纤维素酶有激活作用，但效果不明显［１９］。李金宝

等认为，Ｆｅ３＋、Ｃｕ２＋、Ｃｏ２＋能够促进纤维素酶对纤维素的
水解［２０］。

２．２　不同表面活性剂对土著菌产酶的影响
表面活性剂能起到良好的增溶和乳化作用，可以降低纤

维素及所处溶液的表面张力，使纤维素酶在整个反应体系中

分散得更均匀，提高纤维素这种高分子聚合物的亲水性，并促

进底物与纤维素酶结合，提高酶的降解效率［２１－２２］。

　　图７所示，添加非离子表面活性剂 Ｔｗｅｅｎ２０、Ｔｗｅｅｎ８０
时，对土著菌分解纤维素产糖在设定的范围内低浓度时有轻

微的促进作用，Ｋｉｍ等研究发现，０．５％ Ｔｗｅｅｎ８０能够使纤维
素和滤纸的转化率分别提高２１．９％、２３．０％［２３］。Ｔｗｅｅｎ可以
增加底物与酶的有效结合，提高纤维素酶的热稳定性，且

Ｔｗｅｅｎ２０强于Ｔｗｅｅｎ８０，随着添加浓度的增加，由轻微的促进
作用变为抑制作用，这与Ｋａａｒ等研究结果［２４－２５］类似。

　　添加不同分子量大小非离子表面活性剂ＰＥＧ时，在设定
的范围内对土著菌分解纤维素产糖低浓度有促进作用，其中

ＰＥＧ６０００提高幅度最大（图８）。Ｑｉｎｇ等对作用机制进行了
研究［２６］；Ｋｒｉｓｔｅｎｓｅｎ等在秸秆的水解中加入 ＰＥＧ，同样得到
ＰＥＧ６０００对秸秆水解的影响最大［２７］。李鑫等在水解玉米秸

秆中报道，ＰＥＧ６０００减少纤维素酶的非生产性吸附，改善纤
维素酶对玉米秸杆的水解性能效果最好［２８］；席琳乔等在探究

不同分子量大小ＰＥＧ对棉秆木质纤维素酶解的影响中发现，
同样得到ＰＥＧ６０００可以提高纤维素的转化率［２９］。

　　添加离子表面活性剂 ＳＤＳ，在设定的浓度范围内有明显
的促进作用，当加入 ＳＤＳ加入量为６．８５ｍｍｏｌ／Ｌ时，效果最
好，相对酶活为１６９Ｕ（图９）。王娜娜等同样发现，ＳＤＳ对纤
维素酶水解玉米秸秆有促进作用［１５］。

金属离子与表面活性剂对土著菌产纤维素酶的试验结果

与其他学者研究结果不尽相同，可能主要有２个原因：一是不
同微生物源所产生的纤维素酶结构上有差别；二是不同的研

究者所设定的金属离子及表面活性剂浓度不同。
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３　结论

通过试验初步探索土著菌生长产酶的最适环境，混菌的

产酶最适 ｐＨ值为偏酸性，温度为３０℃，最适产酶的氮源为
蛋白胨，其含量为０．２％。本研究只在单因素水平上探索不
同的金属离子与表面活性剂对土著纤维素菌产酶的影响，试

验结果表明，金属离子与表面活性剂在一定的浓度范围内对

秸秆的水解具有促进作用，可以提高土著纤维素菌剂对秸秆

的有效降解速度，在玉米秸秆还田时配施菌剂，从而提高土壤

的肥力，增加农作物产量。然而金属离子复配对纤维素菌产

酶的研究较少，只有李文欢等研究２种金属离子的复配，结果
表明，比单独添加１种金属离子效果好［１７］。因此，金属离子

复配以及金属离子与表面活性剂相结合对纤维素菌产酶的影

响有待不断地深入研究。
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