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尖孢镰刀菌诱导产酶及同步糖化发酵产纤维素乙醇

孙曼钰，李栋梁，舒月力，贾士儒，钟　成
（天津科技大学生物工程学院，天津３００４５７）

　　摘要：以尖孢镰刀菌为研究对象，探究其诱导产酶及同步糖化发酵产纤维素乙醇的影响。选取不同诱导底物、产
酶培养基以及发酵时间，通过测定发酵液中羧甲基纤维素酶活性和木聚糖酶活性，确定最佳诱导产酶条件。最佳诱导

产酶培养基：底物３０ｇ／Ｌ，羧甲基纤维素钠（ＣＭＣ－Ｎａ）５ｇ／Ｌ，蛋白胨１０ｇ／Ｌ，磷酸二氢钾１ｇ／Ｌ，硫酸镁０．２ｇ／Ｌ，硫酸
铵３ｇ／Ｌ，ｐＨ值６．０。最佳诱导产酶的底物为小麦秸秆，发酵４ｄ羧甲基纤维素酶活性达到１２．４０Ｕ／ｍＬ，木聚糖酶活
性达到 ９３０．９Ｕ／ｍＬ。尖孢镰刀菌诱导所产纤维素酶具有较好的ｐＨ值稳定性和温度稳定性，在一定程度上能弥补真
菌纤维素酶耐碱性差和细菌纤维素酶活性低的不足。将其作为乙醇发酵菌种进行木质纤维素同步糖化发酵，在３％
葡聚糖负荷下，９６ｈ生成乙醇１２．２３ｇ／Ｌ，乙醇得率为７１．８１％。将其与酿酒酵母混菌同步糖化发酵，４８ｈ添加木糖利
用率最高，９６ｈ生成乙醇１９．１１ｇ／Ｌ，乙醇得率８２．１１％。
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　　木质纤维素是地球上最丰富的可再生资源，占地球总生
物量的４０％左右，高效、廉价地利用木质纤维素转化为如燃
料乙醇等化工产品，是由石油基向生物基经济社会转型的基

础［１］。木质纤维素的主要成分是纤维素、木质素、半纤维素。

在植物组织中木质素与半纤维素以共价键形式结合，并将纤

维素分子包埋其中，形成一种坚固的天然屏障［２］。

纤维素酶是一类能够将纤维素降解为寡糖和纤维二糖并

最终水解为葡萄糖的多组分酶系，广泛存在于自然界的生物

如真菌、细菌、少数动物体内，不同微生物所产纤维素酶系组

成差别较大：木霉纤维素酶的β－葡萄糖苷酶活性较低，而黑
曲霉纤维素酶的外切葡聚糖酶活性较低［３］。尖孢镰刀菌具

有较高的纤维素酶产量，而且前人对其纤维素分解系统的各

个成分有较具体的研究［４］。同时，尖孢镰刀菌也是一种能够

利用己糖和戊糖发酵生产乙醇的丝状真菌。此外，它能够产

生大量的纤维素酶和半纤维素酶，使之能够在深层液体或者

固态培养条件下附着在木质纤维素底物上。尖孢镰刀菌的强

致病性与其所产纤维素酶有密切关系。由于植物病原菌通过

渗入外细胞层和侵入不同的植物组织而感染宿主，感染期间

病原菌会完全破坏细胞壁结构中纤维素等多聚物，对纤维素

降解能力很强，因此对该菌纤维素降解系统的研究最初是基

于防治的目的。随着研究的深入，尖孢镰刀菌的高产纤维素

酶的性能逐渐被认识，其所产纤维素酶为胞外酶，且酶系完

全［５］。纤维素酶发酵生产过程包括原料预处理、发酵过程２
个阶段，原料主要包括麸皮、秸秆、酒糟、废纸浆等［６］。在进

行纤维素酶发酵生产时，选择合适的发酵原料很关键。纤维

素酶是诱导酶，碳源对菌种的产酶能力影响特别大。同时，培

养基和发酵时间对菌种产酶能力也有影响。

同 步 糖 化 发 酵 （ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ ｓａｃｃｈｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ，ＳＳＦ）采用纤维素酶对木质纤维素进行水解，同时
加入乙醇发酵菌，使水解与发酵在同一反应器内进行，且酶水
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解过程中得到的糖类能迅速被微生物利用生产乙醇。由于酶

解过程中产生的葡萄糖和纤维二糖会很快积累，会对纤维素

酶产生非常显著的终端产物反馈抑制作用，抑制酶解，使得最

终的糖的转化率降低。同步糖化发酵可以消除纤维素酶受葡

萄糖和纤维二糖的终产物抑制，提高纤维素酶解的效果并能

降低酶制剂的用量，具有染菌风险小、转化率高、获得乙醇浓

度较高等优点［７］。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　原料、试剂与仪器　柠条锦鸡儿（以下简称柠条）采
自内蒙古凉城县，小麦秸秆采自山东省枣庄市；水稻秸秆采自

湖南省永州市。试验地点为天津科技大学生物工程学院，试

验时间为 ２０１７年 ３—４月，主要试剂包括羧甲基纤维素钠
（ＣＭＣ－Ｎａ）、蛋白胨、酵母提取物、柠檬酸、硫酸镁、磷酸二氢
钾、硫酸铵、氯化钙、磷酸氢二钠、磷酸二氢钠、无水乙醇。主

要仪器：微型植物粉碎机（ＤＦ－１５），购自温岭市林大机械有
限公司；立式压力蒸汽灭菌器（ＬＤＺＸ－５０ＫＢＳ），购自上海申
安医疗器械厂；循环水式真空泵［ＳＨＺ－Ｄ（Ⅲ）］，购自巩义市
予华仪器有限责任公司；水分仪（ＭＪ３３），购自瑞士梅特勒 －
托利多仪器（中国）有限公司；高效液相色谱（１２６０ＬＣ），购自
安捷伦科技（中国）有限公司；恒温水浴锅（ＨＨ－２），购自常
州市凯航仪器有限公司；电热鼓风干燥箱（ＤＨ－１０１），购自
天津市中环实验电炉有限公司；超净工作台（ＶＳ－１３００Ｌ－
Ｕ），购自苏州安泰空气技术有限公司；恒温培养振荡器
（ＺＷＹＲ－Ｄ２４０１），购自上海智城分析仪器制造有限公司；水
浴振荡器（ＨＺＳ－Ｈ），购自哈尔滨市东联电子技术开发有限
公司；精密电子天平（ＭＳ２０４Ｓ），购自瑞士梅特勒 －托利多仪
器（中国）有限公司；ｐＨ计（Ｄｅｌｔａ３２０），购自梅特勒－托利多
仪器（中国）有限公司。

１．１．２　菌种与培养基　尖孢镰刀菌菌种由天津科技大学生
物工程学院应用微生物与酶工程实验室提供；酵母由笔者所

在实验室提供。马铃薯葡萄糖琼脂培养基（ＰＤＡ）：马铃薯
２００ｇ／Ｌ，葡萄糖２０ｇ／Ｌ，若制固体培养基加琼脂２０ｇ／Ｌ，不调
节ｐＨ值。酵母浸出粉胨葡萄糖培养基（ＹＰＤ）：酵母膏
１０ｇ／Ｌ，蛋白胨２０ｇ／Ｌ，葡萄糖２０ｇ／Ｌ，若制固体培养基加琼
脂２０ｇ／Ｌ，不调节ｐＨ值。发酵产酶培养基 Ａ：底物３０ｇ／Ｌ，
ＣＭＣ－Ｎａ５ｇ／Ｌ，蛋白胨１０ｇ／Ｌ，磷酸二氢钾１ｇ／Ｌ，硫酸镁
０２ｇ／Ｌ，硫酸铵３ｇ／Ｌ，ｐＨ值６．０。发酵产酶培养基 Ｂ：底物
４０ｇ／Ｌ，磷酸二氢钾 １．０ｇ／Ｌ，氯化钙 ０．３ｇ／Ｌ，硫酸镁
０．３ｇ／Ｌ，磷酸氢二铵１０ｇ／Ｌ，磷酸二氢钠６．９４ｇ／Ｌ，磷酸氢二
钠９．５２ｇ／Ｌ，ｐＨ值６．０。
１．２　方法
１．２．１　尖孢镰刀菌产酶培养基的确定　在ＰＤＡ平板上接种
菌丝，２８℃培养４ｄ，平板中长出的菌丝接种ＰＤＡ培养基中，
２８℃、１５０ｒ／ｍｉｎ摇床振荡培养２ｄ，得到菌液。取３ｍＬ菌液
分别转接于发酵产酶培养基Ａ和Ｂ，２８℃、１５０ｒ／ｍｉｎ摇床振
荡培养。在培养后３、４、５ｄ分别取发酵液１２０００ｒ／ｍｉｎ离心
２０ｍｉｎ，上清即为粗酶液。
１．２．２　尖孢镰刀菌产酶诱导底物的确定　选取３种诱导底
物，分别为柠条、麦秆和水稻秸秆。以上原料自然风干，剪成

２～３ｃｍ小段，用植物试验粉碎机粉碎，过２０ｍｍ筛。用于成
分分析的秸秆原料在空气中干燥至水分低于１０％。

在ＰＤＡ平板上接种菌丝，２８℃培养４ｄ，平板上长出的
菌丝接种于ＰＤＡ培养基中，２８℃、１５０ｒ／ｍｉｎ摇床振荡培养
２ｄ，得到菌液转接于发酵产酶培养基 Ａ，２８℃、１５０ｒ／ｍｉｎ摇
床振荡培养。在培养后３、４、５ｄ分别取发酵液１２０００ｒ／ｍｉｎ
离心２０ｍｉｎ，上清即为粗酶液。
１．２．３　尖孢镰刀菌产酶发酵时间的确定　在ＰＤＡ平板上接
种菌丝，２８℃培养４ｄ，平板中长出的菌丝接种于 ＰＤＡ培养
基中，２８℃、１５０ｒ／ｍｉｎ摇床振荡培养２ｄ，得到菌液。取３ｍＬ
菌液转接于发酵产酶培养基 Ａ，２８℃、１５０ｒ／ｍｉｎ摇床振荡培
养。在培养后 ３、４、５ｄ分别取发酵液 １２０００ｒ／ｍｉｎ离心
２０ｍｉｎ，上清即为粗酶液。
１．２．４　酶活性的测定　酶活性定义［８］：在５０℃、ｐＨ值４．８条
件下，１ｍｉｎ内由１ｍＬ酶解液催化底物水解生成１μｇ葡萄糖
（木糖）所需的酶量，定义为１个酶活性单位，以Ｕ／ｍＬ表示。

ＣＭＣ－Ｎａ酶活性测定：于试管中加入２ｍＬ由 ｐＨ值为
４．８的柠檬酸缓冲溶液配制的１％ ＣＭＣ－Ｎａ，预热５ｍｉｎ，再
向试管中加入０．５ｍＬ粗酶液，对照管中加入底物作空白对
照。５０℃水浴 ３０ｍｉｎ，向试管和对照管中分别加入 ３ｍＬ
ＤＮＳ，沸水浴１０ｍｉｎ，迅速冷却至室温，定容至２５ｍＬ，混匀，于
５４０ｎｍ下测吸光度。酶活计算公式如下：

ｘ＝Ｄ×（１／０．５）×ｎ×２。
式中：Ｘ为羧甲基纤维素（还原糖）酶活性，Ｕ／ｍＬ；Ｄ为吸光度
在标准曲线上查得的还原糖量，ｍｇ；１／０．５为换算成酶液
１ｍＬ；ｎ为酶样的稀释倍数；２为时间换算系数。

木聚糖酶活性测定［９］：与 ＣＭＣ－Ｎａ酶活性测定过程基
本相似，将底物换成木聚糖，柠檬酸缓冲液换成 ｐＨ值为４．４
的乙酸－乙酸纳缓冲液。于试管中加入２ｍＬ由ｐＨ值为５．５
的乙酸 －乙酸纳缓冲液配制的１％木聚糖，预热５ｍｉｎ，再向
试管中加入２ｍＬ经适当稀释的酶液，对照管中加入底物作空
白对照。４０℃水浴３０ｍｉｎ，向试管和对照管中分别加入５ｍＬ
ＤＮＳ，沸水浴 １０ｍｉｎ，冰浴 ５ｍｉｎ，定容至 ２５ｍＬ，混匀，于
５４０ｎｍ处测吸光度。酶活计算公式如下：

ｘＤ＝
（Ｄａ－Ｄｂ）×Ｋ＋Ｃ０

Ｍ×ｔ ×１０００；

ｘ′＝ＸＤ×Ｄｔ。
式中：ｘＤ为稀释酶液中木聚糖酶的活性，ＸＤ值应在０．０４～
０．１０Ｕ／ｍＬ之间；Ｄａ为酶反应吸光度；Ｄｂ为酶空白样吸光
度；Ｋ为标准曲线斜率；Ｃ０为标准曲线截距；Ｍ为木糖的摩尔
质量；ｔ为酶解反应时间，ｍｉｎ；１０００为转化因子，１ｍｍｏｌ＝
１０００μｍｏｌ；ｘ′为试样中木聚糖酶的活力，Ｕ／ｍＬ；Ｄｔ为试样稀
释倍数。

１．２．５　同步糖化发酵　尖孢镰刀菌不仅可以诱导产酶，还可
以用来进行木质纤维素同步糖化发酵。将麦秆与 ０．５ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＯＨ溶液按料液比１∶２０（ｇ∶ｍＬ）混合，于高压蒸汽灭菌锅
中１２１℃预处理１ｈ，固体残渣水洗至中性，烘干，粉碎，过
２０ｍｍ筛。将上述经ＮａＯＨ处理后的物料按３０ｍｇ／ｍＬ葡聚
糖固体负荷进行同步糖化发酵，反应体积为１００ｍＬ。纤维素
酶（ｃｅｌｌｕｃｌａｓｔ）１．５Ｌ和β－葡萄糖苷酶用量按照２５ＦＰＵ／ｇ葡
聚糖加入酶解体系中，木聚糖酶按照１０ｍｇ／ｇ葡聚糖加入酶
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体系中，于５０℃、２００ｒ／ｍｉｎ下预酶解６ｈ。
将酵母接种的时间定义为同步糖化发酵开始起点，按照

５％接种量将尖孢镰刀菌种子液接入降解液中，于 ３５℃、
１５０ｒ／ｍｉｎ下培养１２０ｈ。在接种后６、１２、２４、４８、７２、９６、１２０ｈ
取样，样品１２０００ｒ／ｍｉｎ下离心５ｍｉｎ，取上清，用高效液相色
谱法测葡萄糖、木糖和乙醇含量。所使用的色谱柱为 Ａｍｉｎｅｘ
ＨＰＸ－８７Ｐ（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）有机酸分析柱，５ｍｍｏｌ／Ｌ稀硫酸为流
动相，使用前经０．２２μｍ滤膜过滤并超声脱气３０ｍｉｎ。测定
时柱温６０℃，流速０．６ｍＬ／ｍｉｎ［１０］。

２　结果与分析

２．１　尖孢镰刀菌产酶诱导底物和培养时间的确定
纤维素酶是诱导酶，碳源对菌种的产酶能力影响很大，不

同碳源对纤维素酶的合成有不同的诱导作用，一般天然纤维

素原料更有利于纤维素酶的合成。选取水稻秸秆、小麦秸秆

和柠条为尖孢镰刀菌诱导底物，分别在发酵后３、４、５ｄ取样
测定其羧甲基纤维素（ＣＭＣ）酶活性和木聚糖酶活性。由图１
可知，木本植物柠条诱导产酶效果远不如草本植物水稻和小

麦秸秆。发酵后４ｄ水稻秸秆和小麦秸秆的 ＣＭＣ酶活性是
柠条的１０倍，木聚糖酶活性在３００～９３１Ｕ／ｍＬ之间，高于柠
条，同时也高于其他文献研究。葛春辉等从垃圾堆肥中分离

出能用羧甲基纤维素钠为唯一碳源的降解菌，能产生胞外纤

维素酶，最佳酶活仅达到３７６Ｕ／ｍＬ［１１］。这是由于不同植物
种类中木质素、纤维素、半纤维素的分布和含量不一样。木本

类植物具有较高的纤维素和木质素含量，纤维素以微纤维形

式存在，纤维素链之间氢键相互连接［１２］。木质素缠绕在纤维

素周围，且与半纤维素成分紧密相连，共同维持着纤维素的完

整性及结构的刚性，这种结构阻碍了微生物与纤维素的接触。

草本类植物中的半纤维素含量较高［１３］，内部纤维素结晶结构

相对较疏松，所以诱导产酶效果优于木本植物。

　　对于尖孢镰刀菌产酶而言，无论是ＣＭＣ酶活性还是木聚
糖酶活性都是发酵后４ｄ远高于发酵后３、５ｄ。
２．２　尖孢镰刀菌产酶培养基的确定

纤维素酶是诱导酶，碳源对菌种的产酶能力影响特别大。

同时，培养基和发酵时间的选择对菌种产酶能力也有影响。

如图２所示，分别选取水稻秸秆和小麦秸秆为底物，选取 Ａ、
Ｂ、Ｃ３种不同培养基诱导产酶，在发酵后４ｄ取样测其 ＣＭＣ
酶和木聚糖酶活性。水稻和小麦秸秆诱导下 Ａ培养基 ＣＭＣ

酶活分别为 １２．４０、１０．８２Ｕ／ｍＬ，木聚糖酶活为 ９３０．９２、
３１１．４９Ｕ／ｍＬ；而Ｂ培养基中ＣＭＣ酶活为２．４１、３．４３Ｕ／ｍＬ，
木聚糖酶活为１５８．８６、７８．６５Ｕ／ｍＬ；Ｃ培养基中 ＣＭＣ酶活为
６．２３、５．６４Ｕ／ｍＬ，木聚糖酶活为４２３．６５、１４５．７８Ｕ／ｍＬ。本试
验所用３种培养基所产纤维素酶活都要高于其他文献报道。
其中，２种底物诱导下 Ａ培养基产酶效果都要优于 Ｂ、Ｃ２种
培养基，由于Ａ培养基中氮源含量高于 Ｂ种培养基，丰富的
氮源有利于尖孢镰刀菌的生长，同时有利于其产酶。

　　对于同是草本植物的水稻秸秆和小麦秸秆，水稻秸秆诱
导产酶效果明显优于小麦秸秆。同时，尖孢镰刀菌诱导产酶

具有较好的ｐＨ值稳定性和温度稳定性，尤其对强碱环境的
耐受力在一定情况下弥补了真菌纤维素酶耐碱性差和细菌纤

维素酶活力不足等缺点。因此，该菌有进一步研究的意义。

２．３　尖孢镰刀菌同步糖化发酵
根据再生能源实验室（ＮＲＥＬ）２步酸水解法对未处理小

麦秸秆和碱处理小麦秸秆进行成分分析，结果表明，纤维素含
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量由３２．７３％增加到６２．８１％，半纤维素含量由２２．１８％变为
２２．６６％。经过ＮａＯＨ预处理后，小麦秸秆中纤维素和半纤维
素的含量明显升高，木质素含量明显降低，表明ＮａＯＨ预处理
去除了秸秆中的大量木质素，从而使得纤维素和半纤维素比

例相对升高。有效的预处理方式能提高剩余多聚糖的酶可及

性及可利用糖的浓度，从而最终提高乙醇产量［１４］。

图３－ａ为尖孢镰刀菌同步糖化发酵葡萄糖利用情况，与
传统发酵菌酿酒酵母相比较，０～１２ｈ内酿酒酵母迅速利用葡
萄糖，１２ｈ后基本利用完全；尖孢镰刀菌试验组原料继续酶
解，葡萄糖浓度增加；１２～４８ｈ，尖孢镰刀菌开始利用葡萄糖，
但是相比于酿酒酵母，其利用周期较长，利用速率较慢；４８～
９６ｈ基本趋于平稳。

如图３－ｂ所示，尖孢镰刀菌对于２种菌的木糖利用率稍
高于酿酒酵母。酿酒酵母基本上不利用木糖，酿酒酵母作为

传统的乙醇发酵菌株具有耐受能力强、不易染菌等优点，但是

天然的酿酒酵母不具有木糖代谢能力，木糖发酵是利用纤维

素类物质生产乙醇的关键技术难点之一［１５］。２４～４８ｈ内尖
孢镰刀菌试验组木糖浓度由１２ｈ的１２．７８ｇ／Ｌ降低到６ｇ／Ｌ
左右，４８ｈ后基本趋于平稳。但是２种菌的木糖利用率都较

低，五碳糖与六碳糖的共利用是目前同步糖化发酵存在的最

大问题。对于木糖的利用，目前最常见的手段是通过人工构

建木糖代谢途径和构建可以利用木糖的基因工程酿酒酵

母［１６］。但研究者发现，即使成功构建木糖代谢途径，在葡萄

糖和木糖共发酵中，酿酒酵母的木糖利用能力仍然很弱［１７］。

图３－ｃ为尖孢镰刀菌同步糖化发酵乙醇生成情况，酿酒
酵母１２ｈ内迅速利用葡萄糖生成乙醇，达１６ｇ／Ｌ左右，之后
基本趋于平稳；尖孢镰刀菌生成乙醇周期较长，１２～６０ｈ内同
时利用葡萄糖和木糖，一部分用于维持菌体自身活力，另一部

分用于产乙醇，可生产乙醇１２ｇ／Ｌ左右。范金霞等以尖孢镰
刀菌为研究对象，设置不同比例的葡萄糖木糖混合发酵生产

乙醇，结果表明，葡萄糖在混合糖中被优先利用［１８］。葡萄糖

的存在限制了木糖的利用，并且当葡萄糖消耗完，尖孢镰刀菌

对木糖的利用周期较长。虽然尖孢镰刀菌用于同步糖化发酵

不如传统的酿酒酵母产量高，但其对木糖的利用以及诱导产

酶都具有较大的研究意义。Ｐａｓｃｈｏｓ等使用预处理小麦秸秆
为原料，由尖孢镰刀菌生产木质纤维素酶液降解，酿酒酵母

Ｆ１２发酵生产燃料乙醇，减少成本的同时得到较高的乙醇
产量［１９］。

２．４　混菌培养同步糖化发酵
酿酒酵母作为传统的乙醇发酵菌株具有耐受能力强、不

易染菌等优点，但是天然的酿酒酵母不具有木糖代谢能力，而

上述试验证明尖孢镰刀菌能利用少量木糖，提高木糖利用率

和乙醇生成率。所以，将酿酒酵母和尖孢镰刀菌共培养进行

同步糖化发酵。以碱处理小麦秸秆为原料，在３％葡聚糖负
荷下进行同步糖化发酵，在发酵初始阶段接入酿酒酵母，分别

在发酵２４、４８、７２ｈ后接入尖孢镰刀菌，葡萄糖、木糖和乙醇
利用情况如图４所示。图４－ａ为葡萄糖利用情况，３种情况
下葡萄糖利用情况基本一致，１２ｈ内酿酒酵母基本上将葡萄
糖全部利用完。

对于木糖利用情况如图４－ｂ所示，当葡萄糖存在时，木
糖基本不被利用，所以０～２４ｈ继续酶解，木糖继续生成；当
葡萄糖消耗完全，接入尖孢镰刀菌，木糖开始逐渐被利用，３
个时间段分别接入尖孢镰刀菌，木糖都会开始被利用，其中，

２４、４８ｈ时接入木糖利用率稍高于７２ｈ接入，可能是由于发
酵后期发酵液中营养成分越来越少，菌种活性降低。尖孢镰

刀菌的接入为起止时间，４８ｈ后基本上不利用木糖。其中，
４８ｈ添加尖孢镰刀菌试验组木糖利用率最高，３组试验中仍
有８ｇ／Ｌ木糖未被利用。

图４－ｃ为乙醇生成情况，前２４ｈ３组试验乙醇生成趋势
基本一致，基本达到１５ｇ／Ｌ左右；２４～９６ｈ，４８ｈ加入尖孢镰
刀菌试验组乙醇继续生成，９６ｈ达到１９．１１ｇ／Ｌ，其他２组乙
醇生成量最终达到１７ｇ／Ｌ左右。２种菌混合发酵乙醇浓度
１９．１１ｇ／Ｌ高于仅用酿酒酵母进行同步糖化发酵１３．７５ｇ／Ｌ。
２种菌分不同时间段添加避免了菌种之间的拮抗作用［２０］，但

是由于同步糖化发酵过程会产生一些抑制物如糠醛、甘油等，

这些物质会影响尖孢镰刀菌对木糖的利用，所以，木糖的利用

仍是木质纤维素同步糖化发酵的一个难题。

３　结论

纤维素酶是诱导酶，碳源、培养基和发酵时间对菌种的产

酶能力影响特别大。本研究对尖孢镰刀菌诱导产酶底物、培

养基以及发酵时间进行分析，确定了水稻秸秆为最佳诱导产

酶底物，最佳诱导产酶培养基为：底物 ３０ｇ／Ｌ，ＣＭＣ－Ｎａ
５ｇ／Ｌ，蛋白胨１０ｇ／Ｌ，磷酸二氢钾１ｇ／Ｌ，硫酸镁０．２ｇ／Ｌ，硫
酸铵３ｇ／Ｌ，ｐＨ值６．０。在发酵后４ｄ羧甲基纤维素酶活性
１２．４０Ｕ／ｍＬ，木聚糖酶活性达到９３０．９２Ｕ／ｍＬ。尖孢镰刀菌
同样用于木质纤维素的同步糖化发酵产纤维素乙醇，可以同

时利用葡萄糖和木糖，木糖利用率达到４９．５３％，９６ｈ生成乙
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醇１２．２３ｇ／Ｌ。
　　尖孢镰刀菌诱导所产纤维素酶具有较好的ｐＨ值稳定性
和温度稳定性，在一定程度上能弥补真菌纤维素酶耐碱性差

和细菌纤维素酶活性低的不足。在纤维乙醇研究中，２种菌
分不同时间段添加，避免了菌种之间的拮抗作用，相比于单一

菌种发酵，木糖利用率提高，乙醇浓度由 １３．７５ｇ／Ｌ提高到
１９．１１ｇ／Ｌ。尖孢镰刀菌虽利用木糖产乙醇周期较长，但是对
于利用纤维素类物质和木糖发酵生产乙醇这一难点的解决以

及利用基因工程技术培育新的菌株具有重要的研究意义。

参考文献：

［１］徐丽丽，沈　煜，鲍晓明．酿酒酵母纤维素乙醇统合加工（ＣＢＰ）
的策略及研究进展［Ｊ］．生物工程学报，２０１０，２６（７）：８７０－８７９．

［２］王　敏，王　倩，吴荣荣．木质纤维素生产燃料乙醇预处理技术
研究进展［Ｊ］．衡水学院学报，２０１０，１２（４）：１０６－１０９．

［３］韩寒冰，程水明，刘杰凤，等．一株产纤维素酶镰刀菌的筛选、鉴
定与酶学性质［Ｊ］．现代化工，２０１４（７）：６１－６５．

［４］ＡｍｏｒｅＡ，ＦａｒａｃｏＶ．ＰｏｔｅｎｔｉａｌｏｆｆｕｎｇｉａｓｃａｔｅｇｏｒｙⅠ ｃｏｎｓｏｌｉｄａｔｅｄ
ｂｉｏｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇｏｒｇａｎｉｓｍｓｆｏｒｃｅｌｌｕｌｏｓｉｃｅｔｈａｎｏｌｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ［Ｊ］．
Ｒｅｎｅｗａｂｌｅ＆ＳｕｓｔａｉｎａｂｌｅＥｎｅｒｇｙＲｅｖｉｅｗｓ，２０１２，１６（５）：３２８６－３３０１．

［５］王　玮．尖孢镰刀菌高产纤维素酶菌株的筛选鉴定及发酵条件
优化［Ｄ］．呼和浩特：内蒙古大学，２０１１．

［６］任恒星，冷云伟，李　浩，等．纤维素酶生产研究进展［Ｊ］．安徽
农学通报，２０１０，１６（１５）：６３－６４，７９．

［７］张　强．干法生物炼制技术生产高浓度纤维素乙醇的同步糖化
与共发酵研究［Ｄ］．上海：华东理工大学，２０１７．

［８］中华人民共和国国家发展和改革委员会．纤维素酶制剂：ＱＢ
２５８３—２００３［Ｓ］．北京：中国标准出版社，２００３．

［９］中华人民共和国国家质量监督检验检疫总局．饲料添加剂木聚
糖酶活力的测定　分光光度法：ＧＢ／Ｔ２３８７４—２００９［Ｓ］．北京：中
国标准出版社，２００９．

［１０］ＱｉｎＬ，ＬｉｕＺＨ，ＬｉＢＺ，ｅｔａｌ．Ｍａｓｓｂａｌａｎｃｅａｎｄｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆ
ｃｏｒｎｓｔｏｖｅｒｂｙｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｉｌｕｔｅｏｒｇａｎｉｃａｃｉｄｓ［Ｊ］．
ＢｉｏｒｅｓｏｕｒｃｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０１２，１１２：３１９－３２６．

［１１］葛春辉，徐万里，邵华伟，等．两株产纤维素酶芽孢杆菌的筛选
及其纤维素酶部分特性［Ｃ］／／中国土壤学会．第十一届全国会

员代表大会暨第七届海峡两岸土壤肥料学术交流研讨会，２００８：
７６－８０．

［１２］ＳｔｉｃｋｌｅｎＭ Ｂ．Ｐｌａｎｔｇｅｎｅｔｉｃｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇｆｏｒｂｉｏｆｕｅｌｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ：
ｔｏｗａｒｄｓａｆｆｏｒｄａｂｌｅｃｅｌｌｕｌｏｓｉｃｅｔｈａｎｏｌ［Ｊ］．ＮａｔｕｒｅＲｅｖｉｅｗｓＧｅｎｅｔｉｃｓ，
２０１０，１１（４）：３０８．

［１３］ＺｈａｏＸＥ，ＺｈａｎｇＬＨ，ＬｉｕＤＨ．Ｂｉｏｍａｓｓｒｅｃａｌｃｉｔｒａｎｃｅ．ＰａｒｔⅠ：ｔｈｅ
ｃｈｅｍｉｃａｌｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓａｎｄｐｈｙｓｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓａｆｆｅｃｔｉｎｇｔｈｅｅｎｚｙｍａｔｉｃ
ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ ｏｆｌｉｇｎｏｃｅｌｌｕｌｏｓｅ［Ｊ］． Ｂｉｏｆｕｅｌｓ，Ｂｉｏｐｒｏｄｕｃｔｓ ａｎｄ
Ｂｉｏｒｅｆｉｎｉｎｇ，２０１２，６（４）：４６５－４８２．

［１４］ＢｒａｒＫＫ，ＫａｕｒＳ，ＣｈａｄｈａＢＳ．ＡｎｏｖｅｌｓｔａｇｇｅｒｅｄｈｙｂｒｉｄＳＳＦ
ａｐｐｒｏａｃｈｆｏｒｅｆｆｉｃｉｅｎｔｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎｏｆｃｅｌｌｕｌｏｓｅ／ｈｅｍｉｃｅｌｌｕｌｏｓｉｃｆｒａｃｔｉｏｎｓ
ｏｆｃｏｒｎｃｏｂｉｎｔｏｅｔｈａｎｏｌ［Ｊ］．ＲｅｎｅｗａｂｌｅＥｎｅｒｇｙ，２０１６，９８：１６－２２．

［１５］ＤｅｍｅｋｅＭＭ，ＤｉｅｔｚＨ，ＬｉＹＹ，ｅｔａｌ．ＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆａＤ－ｘｙｌｏｓｅ
ｆｅｒｍｅｎｔｉｎｇａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｏｒｔｏｌｅｒａｎｔｉｎｄｕｓｔｒｉａｌＳａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ
ｓｔｒａｉｎｗｉｔｈｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｉｎｌｉｇｎｏｃｅｌｌｕｌｏｓｅｈｙｄｒｏｌｙｓａｔｅｓｕｓｉｎｇ
ｍｅｔａｂｏｌｉｃａｎｄｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ［Ｊ］．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙｆｏｒ
Ｂｉｏｆｕｅｌｓ，２０１３，６：８９．

［１６］ＺｈａＪ，ＳｈｅｎＭＨ，ＨｕＭＬ，ｅｔａｌ．Ｅｎｈａｎｃｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｇｅｎｅｓ
ｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｉｎｉｔｉａｌｘｙｌｏｓｅｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ａｎｄｔｈｅｏｘｉｄａｔｉｖｅｐｅｎｔｏｓｅ
ｐｈｏｓｐｈａｔｅｐａｔｈｗａｙｉｎｔｈｅｉｍｐｒｏｖｅｄｘｙｌｏｓｅ－ｕｔｉｌｉｚｉｎｇＳａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ
ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅｔｈｒｏｕｇｈｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＩｎｄｕｓｔｒｉａｌ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ＆Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０１４，４１（１）：２７－３９．

［１７］ＪｉｎＭＪ，ＧｕｎａｗａｎＣ，ＢａｌａｎＶ，ｅｔａｌ．Ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｓａｃｃｈａｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ａｎｄｃｏ－ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ（ＳＳＣＦ）ｏｆＡＦＥＸＴＭ ｐｒｅｔｒｅａｔｅｄｃｏｒｎｓｔｏｖｅｒｆｏｒ
ｅｔｈａｎｏｌｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｕｓｉｎｇｃｏｍｍｅｒｃｉａｌｅｎｚｙｍｅｓａｎｄＳａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ
ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ４２４Ａ（ＬＮＨ－ＳＴ）［Ｊ］．ＢｉｏｒｅｓｏｕｒｃｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０１２，
１１０：５８７－５９４．

［１８］范金霞，杨　谦，陈忠祥，等．尖孢镰刀菌发酵混合糖产乙醇
［Ｊ］．东北林业大学学报，２０１０，３８（９）：１１３－１１５．

［１９］ＰａｓｃｈｏｓＴ，ＸｉｒｏｓＣ，ＣｈｒｉｓｔａｋｏｐｏｕｌｏｓＰ．Ｅｔｈａｎｏｌｅｆｆｅｃｔｏｎｍｅｔａｂｏｌｉｃ
ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｔｈｅｅｔｈａｌｏｇｅｎｉｃｆｕｎｇｕｓＦｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍ［Ｊ］．ＢＭＣ
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０１５，１５：１５．

［２０］ＸｉｒｏｓＣ，ＶａｆｉａｄｉＣ，ＰａｓｃｈｏｓＴ，ｅｔａｌ．ＴｏｘｉｃｉｔｙｔｏｌｅｒａｎｃｅｏｆＦｕｓａｒｉｕｍ
ｏｘｙｓｐｏｒｕｍｔｏｗａｒｄｓｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｍｐｏｕｎｄｓｆｏｒｍｅｄｄｕｒｉｎｇｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｏｆｌｉｇｎｏｃｅｌｌｕｌｏｓｉｃｍａｔｅｒｉａｌｓ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｈｅｍｉｃａｌＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙａｎｄ
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０１１，８６（２）：２２３－２３０．

—１８２—江苏农业科学　２０１９年第４７卷第２期


