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摘  要 

本研究从青海茶卡盐湖来源样品中纯化出一批嗜盐真菌，通过刚果红染色法初步筛选可降解纤维素的菌
株，利用DNS测定法进一步筛选，获得一株产纤维素酶能力较强的菌株，命名为F33。通过形态观察和ITS 
rRNA序列比较分析，初步鉴定该菌株为枝孢属(Cladosporium sp.) (GenBank登录号：ON318389)。使

用玉米杆作为碳源进行诱导，收集发酵液对其分泌的纤维素酶进行酶学性质研究，发现菌株F33来源纤

维素酶最适反应温度为45℃、最适pH为4.0，盐浓度在0~3.0 mol/L时，保持50%以上的相对活性。此

外，Mn2+对该菌株所产的纤维素酶有较强的促进作用，而化学试剂十二烷基硫酸钠(SDS)对其有明显的

抑制作用，在标准条件下测得总酶活力达到0.54 ± 0.03 U/mL。这些性质说明菌株F33所产纤维素酶系
具有嗜酸、耐盐的特性，预示着其在食品、饲料、纺织、造纸业等领域有广阔的应用前景。 
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Abstract 
In this study, a batch of halophilic fungi were purified from the samples from the Chaka salt lake in 
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Qinghai, and the degradable cellulose strains were preliminarily screened by Congo red staining, 
and further screened by DNS assay to obtain a strain with strong cellulase-producing ability F33. 
Through morphological observation and comparative analysis of ITS rRNA sequences, the strain 
was preliminarily identified as a Cladosporium sp. (GenBank accession number: ON318389). The 
use of corn stalks as a carbon source for induction, the collection of fermentation broth and the 
enzymatic properties of the cellulase secreted by it were found that the optimal reaction temper-
ature of cellulase from F33 source was 45˚C, the optimal pH was 4.0, and there was more than 50% 
enzyme activity within 0~3.0 mol/L NaCl. In addition, Mn2+ has a strong promoting effect on the 
cellulase produced by this strain, and the chemical reagent sodium lauryl sulfate (SDS) has a sig-
nificant inhibitory effect on it, and the total enzyme activity measured under standard conditions 
reaches 0.54 ± 0.03 U/mL. These properties indicate that the cellulase produced by strain F33 has 
the characteristics of acidophilicity and salt tolerance, indicating that it has broad application 
prospects in the fields of food, feed, textile, and paper industry. 
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1. 引言 

随着时代的快速发展和生活质量的提高，环境问题逐渐成为人们关注的热点问题。纤维素废弃物是

日常生活中常见的废弃物，一般通过室外焚烧进行处理，而焚烧产生的大量温室气体和颗粒物是导致空

气质量降低、雾霾天气增多以及全球变暖等问题的主要“元凶”[1]。研究发现，纤维素酶可作为纤维素

废弃物的水解酶，能将其有效降解，不仅解决了环境污染问题，还在食品、饲料、纺织、造纸业等领域

有广阔的应用前景[2] [3]。 
鉴于盐碱地区土壤的理化性质，盐碱化土壤含盐量较大，植物凋谢物是盐碱化土壤营养物的主要来

源之一，纤维素是植物凋谢物的主要成分之一[4]。因此筛选出可降解纤维素的耐盐菌对解决盐碱地区的

资源循环利用问题和环境污染问题具有重要意义。嗜盐真菌与其他极端微生物相比更易培养，且对菌培

养条件要求不苛刻，具有很大的发展潜能[5]。已有文献报道：在高盐环境生长的真菌 Penicillium sp. 
NICS01 可以作为生物肥料和生物防治剂来改善植物生长，提高植物抵抗盐斜坡和枯萎病病菌感染的能力

[6]；工业上使用的嗜盐酶很多也都是来自嗜盐菌，嗜盐酶因其特殊的活性，可应用于处理海产品、酱制

产品以及化工、制药、石油、发酵等排放含高浓度无机盐废水的工业部门[7]。 
本研究从盐碱地区筛选出具有生产嗜盐性纤维素酶的菌株，并对其最适温度、pH 等酶学性质进行探

究，为该菌种的选育和实际应用提供了理论基础，为耐盐纤维素酶的开发和应用提供依据。 

2. 材料与方法  

2.1. 实验材料 

样品采自青海茶卡盐湖的泥层土样 100 g，海拔 3059 m，北纬 36˚20'60"，东经 99˚02'21"。 

2.2. 产纤维素酶真菌菌株的筛选 

通过稀释涂布法(10−1、10−3、10−4)对样品进行初筛，将 150 µL 的稀释菌悬液涂布到 2.5%和 5%盐浓
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度的 PDA 固体培养基中倒置培养 3 d [8]，挑取单菌落菌丝四区划线法直至得到纯化菌种；复筛通过刚果

红染色法[9]，选取水解圈与菌圈直径比(D/d 值)较大的菌株于恒温摇床中 27℃、180 r∙min−1液体发酵，4 d
后 4℃、8000×g 离心 15 min 取上清作为粗酶液进行酶活力测定[10] [11]。结合 D/d 值和酶活力大小确定

高产纤维素酶菌株。液体发酵培养基：10 g∙L−1 羧甲基纤维素钠(CMC)、4 g∙L−1 (NH4)2SO4、1.2 g∙L−1 
MgSO4∙7H2O、1 g∙L−1 KH2PO4、1 g∙L−1 K2HPO4、1 g∙L−1 NaNO3、0.5 g∙L−1酵母粉、50 g∙L−1 NaCl/25 g∙L−1 
NaCl。 

2.3. 产纤维素酶真菌菌株的形态观察 

制作高产纤维素酶菌株的玻片[12]在显微镜下观察其菌体形态。 

2.4. 产纤维素酶真菌菌株的分子生物学鉴定 

挑取少量真菌菌丝于 25 µL 含 2% CTAB (十六烷基三甲基溴化铵)的 TE 缓冲液(pH 8.5)中，PCR 仪中

98℃裂解 30 min，10,000×g 离心 10 min，取上清液作为真菌基因组模板。利用真菌核糖体 RNA 基因间

隔区序列(ITS)通用引物(ITS4：TCCTCCGCTTATTGATATGC，ITS5：GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG)，
使用 Taq 酶进行 PCR 扩增。利用琼脂糖凝胶电泳跑出 DNA 条带后，送擎科生物科技有限公司进行测序。

测序获得序列与 NCBI 数据库(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)中序列进行比对，利用 MEGAX 的邻

位法(Neighbor joining)构建系统发育树，根据菌株间的亲缘关系确定菌株的种属[13] [14]。 

2.5. 菌株产酶最适碳源的筛选 

将筛选出的高产纤维素酶菌株(F33)接种于 100 mL 初始 pH 为 7.0，1%不同碳源(小麦、玉米、稻秆、

杨木、松木)的产酶发酵液中 28℃、180 r∙min−1培养 96 h 后取样，对所得粗酶液进行酶活测定[15] [16]，
确定其最适碳源。 

2.6. 粗酶液中纤维素酶最适反应温度和温度的影响力测定 

在已知的最适条件下，以初始pH为7.0、浓度为1%的CMC作为底物与粗酶液在不同温度下(0℃~90℃)
反应相同时间，以确定 F33 来源纤维素酶最适反应温度[17] [18]。通过将粗酶液在不同温度(40℃、45℃、

50℃)下孵育不同时间(0、20、40、60、80、100 min)后，测定其残留活性[19] [20]，来探究温度对 F33 来

源纤维素酶稳定性的影响，以未处理(0 min)粗酶液为阳性对照(100%)。 

2.7. 粗酶液中纤维素酶最适 pH 和 pH 的影响力测定 

在已知的最适条件下，用不同 pH 缓冲液(磷酸二氢钠–柠檬酸缓冲液 pH 3.0~8.0、氢氧化钠–甘氨

酸缓冲液 pH 8.0~10.0)将 CMC 稀释到 1%后，与粗酶液反应相同时间，以确定 F33 来源纤维素酶最适反

应 pH [21] [22]。将粗酶液与不同 pH 缓冲液(pH 3.0~10.0) 1:1 混合，在 4℃孵育 12 h 和 24 h 后测其残留

活性[23]以确定 pH 对 F33 来源纤维素酶的影响。 

2.8. 盐浓度对纤维素酶的影响 

在已知的最适条件下，将 0.5 M、1.0 M、1.5 M、2.0 M、2.5 M、3.0 M、3.5 M 的 NaCl 加入到 1%的

CMC 中作为酶促反应的底物，取粗酶液测其残留活性[24]，以确定盐浓度对 F33 来源纤维素酶的影响。 

2.9. 不同金属离子和抑制剂对纤维素酶活力的影响 

在已知的最适条件下，取粗酶液分别加入 1 mM 和 10 mM 不同金属离子(K+、Mg2+、Fe3+、Ca2+、Ni2+、
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Ba2+、Mn2+、Pb2+、Zn2+和 Al3+)以及 0.1%和 1%的化学试剂[乙二胺四乙酸二钠(EDTA)、十二烷基硫酸钠

(SDS)、苯甲基磺酰氟(PMSF)和二硫苏糖醇(DTT)]进行酶活测定[25]，以确定金属离子和抑制剂对 F33 来

源纤维素酶的影响，其中无添加剂的反应混合物作为对照(100%)。 

2.10. 发酵时间对产纤维素酶的影响 

将菌株 F33 种子液，以 1%接种量接种于发酵培养基中，27℃，180 r/min 震荡培养，每 12 h 取上清

进行酶活测定[26]，以确定 F33 来源纤维素酶的最适发酵时间。 

3. 结果与分析 

3.1. 产纤维素嗜盐菌的筛选 

通过刚果红染色法共筛选出 42 株菌株有透明圈，有 16 株菌圈直径比(D/d 值) > 1，如表 1 所示。其

中菌株 F33 在刚果红培养基上的透明圈最大，直径为 90 mm，菌落直径为 210 mm，菌圈直径比(D/d 值)
约为 2.33 (图 1)。16 株菌株酶活测定结果如图 2 所示，F28、F33、F53 的纤维素酶活性相对较高，其中

F33 的酶活性最高。 
 

 
Figure 1. The halophilic cellulase hydrolysis rings by F33 strain 
图 1. 菌株 F33 嗜盐纤维素酶水解圈 

 

 
Figure 2. The relatively cellulase activity in fermentation medium of various strains 
图 2. 各菌株发酵培养基中相对纤维素酶活力 
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Table 1. Diameter of hydrolysis circle and cell diameter on Congo red plate of each strain 
表 1. 各菌株刚果红平板上水解圈直径以及菌体直径 

菌株 透明圈 D (mm) 菌体 d (mm) 透明圈/菌体(D/d) 

F26 170 130 1.31 

F27 260 240 1.08 

F28 280 130 2.15 

F29 290 120 2.42 

F30 140 120 1.17 

F33 210 90 2.33 

F34 340 180 1.89 

F35 350 20 1.75 

F36 210 130 1.62 

F40 330 30 1.1 

F43 170 130 1.31 

F45 190 160 1.19 

F50 180 90 2 

F53 150 110 1.36 

F66 220 130 1.69 

F70 240 180 1.33 

3.2. 产纤维素酶菌株 F33 的形态特征 

用划线法将 F33 接种在 5% NaCl PDA 平板培养基上，菌落培养 6 d 后(见图 3(a)、图 3(b))。菌落白色

至浅棕绿色，圆形，绒状。菌丝体表生，具隔，分枝，棕黄色。分生孢子梗直立或微弯曲，圆柱形，结

节，膈膜，简单或分枝，棕绿色，粗糙到粘结，厚壁。产孢细胞单芽生或多芽生，棕绿色至浅棕色至无

色，梭形。分生孢子浅棕绿色或半透明，卵形至短椭圆体，光滑，厚壁。 

3.3. 产纤维素酶菌株 F33 的分子生物学鉴定 

通过 ITS 通用引物扩增检测到长度为 543 bp 的 DNA 条带(图 4)，经测序获得 ITS rRNA 核苷酸序列，

序列在线上传至 GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank)，GenBank 登录号：ON318389，与菌株

Cladosporium perangustum F05-01 (登录号：KX664325.1)同源性为 99.08%。基于菌株 F33 ITS 序列在 NCBI
数据库中同源系列构建系统进化树，可知菌株 F33 与枝孢菌属聚在一枝，结合形态学特征，最终确定 F33
为 Cladosporium sp. (图 5)。 
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Figure 3. Characteristics of F33 strain colony. (a) colony front; (b) colony back; (c) F33 hyphae 
(40x); (d)~(e) F33 conidiophores and conidia (100×); (f)~(h) F33 Conodiogenous cells (100×); 
(i)~(j) F33 conidia (100×). Scale bars: C = 90 μm, D = 20 μm, E = 30 μm, F-L = 10 μm 
图 3. 菌株 F33 的表型特征和细胞形态。(a) 菌落正面；(b) 菌落反面；(c) F33 菌丝(40×)；
(d)~(e) F33 分生孢子梗及分生孢子(100×)；(f)~(h) F33 产孢细胞(100×)；(i)~(j) F33 分生孢子

(100×)。标尺：C = 90 μm，D = 20 μm，E = 30 μm，F-L = 10 μm 
 

 
Figure 4. Argarose gel electrophoresis of the amplification products of F33 gene. M: DNA 
marker; 1: The amplification products of F33  
图 4. F33 基因扩增产物的琼脂糖凝胶检测。M：DNA marker；1：F33 基因扩增产物 
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Figure 5. The phylogenetic tree of F33 based on ITS rRNA sequence 
图 5. 基于 ITSrRNA 序列同源性构建菌株 F33 的系统进化树 

3.4. F33 来源纤维素酶的最适碳源 

通过不同碳源发酵后，菌株的产酶量也有所不同(见图 6)，唯一碳源为稻秆、玉米秆以及小麦的活性

相对较高，其中玉米杆为菌株 F33 的最适碳源。 
 

 
Figure 6. The optimal carbon source of strain F33 
图 6. 菌株 F33 的最适碳源 

3.5. F33 来源纤维素酶的最适反应温度及其稳定性影响 

F33 来源纤维素酶的最适反应温度为 45℃ (图 7(a))。F33 来源粗酶液在 35℃~55℃，表现出最高活性

80%以上的相对活性；从 0℃~45℃菌株 F33 的酶活力在逐步提高，在 45℃时达到峰值，45℃以后酶活力
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开始逐渐失活。随着时间的推移，该酶表现出较高的稳定性，在 40℃、45℃和 50℃下孵育 120 min 后，分

别保留约 82%、73%和 60%的相对活性(图 7(b))，说明该酶为中温酶且在 40℃~50℃表现出较高的稳定性。 
 

 
(a)                                                 (b) 

Figure 7. Effects of pH on the cellulase activity (a) and stability (b) of strain F33 
图 7. pH 对菌株 F33 来源纤维素酶活性(a)及稳定性(b)的影响 

3.6. F33 来源纤维素酶的最适反应 pH 及其稳定性影响 

F33 来源纤维素酶的最适反应 pH 为 4.0 (图 8(a))。F33 来源粗酶液在 pH 3.6~9.6 时都有一定的活性

40%以上的相对活性，酸碱跨度较大；在 pH 3.6~5.6 时表现出最高活性 75%以上的相对活性。pH 对 F33
来源纤维素酶稳定性的影响表明粗酶液在 pH 4.0~10.0孵育 24 h后，表现出较高的稳定性(>75%) (图 8(b))。
说明该酶为嗜酸酶且 pH 稳定性较好。 

 

 
(a)                                                 (b) 

Figure 8. Effects of temperature on the cellulase activity (a) and stability (b) of strain F33 
图 8. 温度对菌株 F33 来源纤维素酶活性(a)及稳定性(b)的影响 

3.7. 盐浓度对 F33 来源纤维素酶的影响  

F33 来源纤维素酶在 0.5~3.0 mol/L NaCl 条件下表现出较好的活性(图 9)，在当 NaCl 浓度为 3.0 mol/L
时，仍表现出 50%以上的相对活性，说明该酶在盐环境有较好的耐受性，其中它的最适盐浓度为 0.5 mol/L 
NaCl。 
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Figure 9. Salt activation of Cellulase F33 
图 9. 盐浓度对菌株 F33 来源纤维素酶活性的影响 

3.8. 不同金属离子和化学试剂对纤维素酶的影响  

在 F33 来源纤维素酶加入 1 mM 金属离子和 0.1%浓度抑制剂时，相比对照组，金属离子 Mn2+ (119%)
对该酶有一定的促进作用；抑制剂 SDS (57%)有较强的抑制作用。其余测试对粗酶液纤维素酶活性均无

显著作用，活性均保持在 80%以上(图 10(a))。在加入 10 mM 金属离子和 1%浓度抑制剂时，相比对照组，

金属离子 Mn2+ (181%)对该酶有较强的促进作用，Fe3+ (65%)、Pb2+ (73%)和 Al3+ (69%)表现出显著的抑制

作用；抑制剂 SDS (0%)完全抑制了酶活性，DTT (118%)对其有一定的促进作用。其余测试对该纤维素酶

活性无明显作用效果，酶活性范围均在 86%~108% (图 10(b))。 
 

 
Figure 10. Effects of different metal ions and chemical agent on the cellulase activity of strain F33 
图 10. 不同金属离子及化学试剂对 F33 菌株产酶影响 
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3.9. 培养时间对菌株 F33 产酶影响 

菌株 F33 在发酵培养基中培养 24 h 后，随着培养时间的增加其发酵液中纤维素酶活性不断提高，在

60~156 h 酶活力变化较快，156~204 h 酶活力增加趋缓，204 h 后酶活力又开始大幅度上升，孵育 300 h
时酶活力达到最高，为 0.54 ± 0.03 U/mL (图 11)。 

 

 
Figure 11. Effects of different culture time on the cellulase production of strain F33 
图 11. 不同培养时间对菌株 F33 纤维素酶的影响 

4. 讨论 

近年来，国内外对于嗜盐纤维素酶产生菌的研究主要集中在细菌和放线菌上[27] [28] [29] [30]，关于

真菌产嗜盐纤维素酶的报道较少，且大多局限于曲霉属 Aspergillus Link [31] [32] [33] [34] [35]。研究从青

海茶卡盐湖土样中筛选真菌，利用刚果红染色法和 DNS 法筛选出一株可降解纤维素酶且酶活力相对较高

的嗜盐真菌 F33，结合形态观察和 ITS rRNA 同源序列结果分析显示，鉴定该菌株为枝孢属(Cladosporium 
sp.)。通过单因素实验得到 F33 纤维素酶最优发酵时间为 300 h，发酵温度 45℃，pH 4.0，酶活力可达 0.54 
± 0.03 U/mL，具有较强的产纤维素酶的能力。F33 是在 5%盐浓度的培养基纯化得到的菌株，其最适盐浓

度为 0.5 mol/L，且在 3.5 mol/L 高盐浓度下依旧有 45%左右的相对活性，因此嗜盐真菌 F33 可在高盐环

境下降解纤维素有着普通真菌不可比拟的优势。 
目前，嗜盐菌是极具应用前景的微生物资源，其研究已成为极端环境微生物研究的重要组成部分。

目前已实现利用嗜盐菌生产胡萝卜素和类胡萝卜素等食品添加剂的生产[36]，部分嗜盐真菌具有较好抗肿

瘤作用，例如陈显强等人在海盐田中发现一株嗜盐真菌 Epicoccum sorghinum 的提取物对 FGFR2 过表达

的乳腺癌细胞 MDA-MB-231-(S252W)增殖有较强的抑制作用[37]，红树林在平衡高盐环境的渗透压作用

中，嗜盐微生物也起到了关键作用[38]，嗜盐菌是极端环境微生物的重要类群，对菌株 F33 的挖掘，具

有良好的开发和应用前景。嗜盐真菌在高盐环境中经过长时间进化，已经有了自己的嗜盐方法和适应机

制，未来将会深入研究极端微生物是如何适应极端环境，阐明生物多样性形成的机制与极端环境的适应

机制问题，探索生命的奥秘，同时开发其用途进一步造福于人类。 
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