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摘要：从东海海底泥中分离到了一株耐盐和高产内切葡聚糖酶（ＣＭＣａｓｅ）及β－葡萄糖苷酶（β－
Ｇｌｕａｓｅ）的海洋曲霉ＺＪＵＢＥ－１，根据形态特征及１８ＳｒＤＮＡ分析，初步鉴定该菌为黑曲霉（Ａｓｐｅｒ－
ｇｉｌｌｕｓ　ｎｉｇｅｒ）。通过液体发酵产酶优化，获得最佳培养基组成，质量分数分别为：麸皮２．５％，氯

化铵（或蛋白胨、磷酸二氢铵）１％，含ＮａＣｌ　３．０％～３．６％的人工海水作无机盐液。发酵条件为

１００ｍＬ三角瓶装培养液３０ｍＬ，在起始ｐＨ　６．０、３７℃，接种量为６％，１８０ｒ／ｍｉｎ条件下振荡培

养７ｄ，测得发酵液中ＣＭＣａｓｅ、β－Ｇｌｕａｓｅ酶活及滤纸 酶 活（ＦＰＡ）分 别 为５．３、５．４、０．７５Ｕ／ｍＬ。
该菌在ＮａＣｌ质量分数２４％下仍具产酶能力，所产３种纤维素酶的最适反应温度均为６５℃，最

适反应ｐＨ分别为４．０、５．０、５．０；在ＮａＣｌ质量分数为２％～１２％（β－Ｇｌｕａｓｅ在２％～１６％）范围

内，３种酶活力维持较高水平。该菌及其所产纤维素酶的高度耐盐性预示着其在废水处理、纺织

业、海洋养殖、海产品加工或海藻的能源化利用等高盐环境下可能有较好的应用前景。
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　　纤 维 素 酶 在 食 品、酿 造、纺 织、造 纸、饲 料 等 方

面得到了广泛应用，近年来，在可再生资源利用、生

物能源开发、环境保护等领域显示着良好的应用前

景［１－４］。目前，纤维素酶主要源自陆源微生物，很少

涉及海洋 微 生 物 产 纤 维 素 酶 的 研 究。由 于 海 洋 环

境独特，有可能造就多种多样的极端微生物及其独

特的酶系，使 其 有 着 不 同 于 陆 源 微 生 物 酶 的 性 能。
海洋微生物酶一般在高盐条件下仍具有高的活性，
同时海洋微生物酶还具有耐高温、可以在室温下长

时间保持高活性、耐极端ｐＨ 等 特 性［５］。这 些 特 性

将可以在很大程度上解决因工业化生产中的高盐、
高温、强碱或强酸等使酶失活的问题。因此，海洋微

生物作为产酶资源正成为一个新的研究热点。近年

来，国内外一些学者展开了对海洋微生物产纤维素酶

的研究［６－１１］，主要集中在海洋细菌产低温纤维素酶

及产碱性纤维素酶领域，而对海洋真菌产纤维素酶的

研究较少，尤其是海洋曲霉产纤维素酶的研究鲜见报

道，而且现有报道的海洋微生物产纤维素酶活力与陆

源微生物纤维素酶相比，都有较大差距。
作者从东海海域海底泥分离到一株具有在高盐

下高产纤维素酶活性的真菌菌株ＺＪＵＢＥ－１，从形态

学和１８ＳｒＤＮＡ生 物 学 手 段 对 其 进 行 鉴 定，并 对

ＺＪＵＢＥ－１产纤维素酶的条件以及粗酶液的性质进行

初步研究（产酶试验结果中的滤纸酶活另报道），为海

洋纤维素酶生产菌株的研究提供了理论和实际价值。

１．１　培养基

富集培养基：ＣＭＣ－Ｎａ　１０ｇ，蛋白胨１ｇ，葡萄糖

２０ｇ，ＮＨ４Ｃｌ　１０ｇ，陈海水１　０００ｍＬ；羧甲基纤维

素钠（ＣＭＣ－Ｎａ）培 养 基：ＣＭＣ－Ｎａ　１０ｇ，ＮＨ４Ｃｌ　１０

ｇ，琼脂粉２０ｇ，人工海水１　０００ｍＬ，ｐＨ　７．０～７．４；

纤维素－刚果红培养基：经酸处理纤维素粉２ｇ，刚果

红０．２ｇ，明胶２ｇ，琼脂１５ｇ，人工海水１　０００ｍＬ；

液体发酵产酶 培 养 基：麸 皮 等 碳 源１５ｇ，氯 化 铵 等

氮源１０ｇ，陈海水１０００ｍｌ，自然ｐＨ值。

１．２　菌株筛选

富集培养：称取来自东海海底１０～２０ｍ处泥

样５ｇ，加入５０ｍＬ富 集 培 养 基，振 荡 培 养３ｄ；平

板初筛：取０．２ｍＬ经 富 集 培 养 的 上 层 水 样 涂 布 于

羧甲基纤维素钠培养基平板上，２８℃培 养，直 至 长

出菌落。连续划线分离，得 到 纯 化 的 单 菌 落；菌 落

鉴别：将已纯化的单菌落点接于纤维素－刚果红培养

基平板上，２８℃培养５ｄ，选取产生透明水解圈较大

的菌株为初筛菌种；摇瓶复筛：取适 量 初 筛 菌 株 接

种于含质量分数１％麸皮和１％纤维素粉的液体发

酵培养基中，２８℃，１６０ｒ／ｍｉｎ振荡培养，第５或第

６天测定培养液中纤 维 素 酶 活 力，选 取 酶 活 最 高 的

一株真菌进行产酶试验。

１．３　菌株鉴定

根 据 分 离 菌 的 培 养 特 性、菌 落 特 征 及 菌 株 形

态，参照文献［１２］和［１３］初 步 鉴 定 到 属，并 对 菌 株

进行１８ｓｒＤＮＡ分子鉴定。

１．４　液体发酵产酶试验

按一定接种量 将 浓 度 约 为５×１０７个／ｍＬ的 菌

株孢 子 悬 液 接 入 相 应 液 体 发 酵 培 养 基（１００ｍＬ锥

瓶装液３０ｍＬ），于 一 定 条 件 下 培 养。取 发 酵 液，４
℃、５　０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，上清液分级稀释，测定

发酵液中 的 酶 活 力。考 察 碳 源 及 氮 源、培 养 温 度、
初始ｐＨ、培养时间等因素对菌株产酶能力的影响。

１．５　酶活力测定及酶活力定义

还原糖质量浓度：用３，５－二硝基水杨酸（ＤＮＳ）

法测定［８］，以酶解液中还原糖（葡萄糖）含量表示酶

活力大小。标准曲线的回归方程为：
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ｙ＝０．６２３ｘ＋０．１６３，Ｒ２ ＝０．９９７ （１）
式中ｘ 为 光 密 度 （Ａ５４０ｎｍ），ｙ 为 葡 萄 糖 质 量 浓 度

（ｍｇ／ｍＬ）。
酶活力测定 参 考 文 献 ［１９－２１］方 法，略 有 改

进，具体如下：
内切葡聚糖酶 （ＣＭＣａｓｅ）酶活：取适当稀释的

酶液０．５ｍＬ，加入２．０ｍＬ　１ｇ／ｄＬ的ＣＭＣ－Ｎａ溶

液（溶于０．１ｍｏｌ／Ｌ柠檬酸钠一柠檬酸缓冲液，ｐＨ
４．８），６０℃ 反应３０ｍｉｎ，加入２．５ｍＬ　ＤＮＳ终止反

应，沸水浴显色５ｍｉｎ，测定Ａ５４０ｎｍ。以灭活酶液作

对照；β－葡萄糖苷酶 （β－Ｇｌｕａｓｅ）酶活：方法同前，底
物为０．５ｇ／ｄＬ的水杨苷溶液（溶于醋酸一醋酸钠缓

冲液，ｐＨ　５．０）；滤纸酶 （ＦＰＡ）酶活：取５０ｍｇ（１
ｃｍ×６ｃｍ）新 华 滤 纸，加 入 酶 液０．５ｍＬ，再 加 入

ｐＨ　４．８的柠檬酸钠－柠檬酸缓冲液２．５ｍＬ，５０℃
反应１ｈ，其它同前。

酶活力定义：在 上 述 反 应 条 件 下，每 分 钟 催 化

底物水解生成１μｍｏｌ葡萄糖所需的酶量为１个酶

活力单位 （Ｕ）。

２．１　菌株鉴定

２．１．１　形态学鉴定　在羧甲基纤维素钠培养基平

板上插入盖 玻 片 培 养，观 察 菌 落 形 态 和 菌 丝 性 状。
菌落形态：培养１２ｈ后，培养基表面出现白色的菌

落，分布疏松；至２４ｈ后，菌落表面颜色变棕黑色，
绒毛状，菌落背面为白色；到第３天时，黑色菌落长

满整个平 板。菌 丝、分 生 孢 子 梗 和 孢 子 等 形 态：在

显微镜下观察，可见菌丝体透明，分支有隔膜（见图

１Ａ）；从基质中生出不分枝的孢子梗，孢子布满于孢

子梗顶端的整个膨大部分，聚集成球状的褐黑色分

生孢 子 头，分 生 孢 子 呈 球 形 或 长 椭 圆 形，分 生 孢 子

壁光滑（见图１（ａ）、（ｂ））。参照文献［１２］和［１３］，该

菌株的形态特征与半知菌亚门、丝孢纲、丝孢目、丛

梗孢科、曲霉属的黑曲霉符合。

２．１．２　分子鉴定　经上海生物工程有限公司进行

测序分析，得到曲霉菌株的一段长度为１　４１６ｂｐ的

１８ＳｒＤＮＡ序列，将 测 序 结 果 用Ｂｌａｓｔ软 件 与 Ｇｅｎ－
Ｂａｎｋ中己知的基因序列进行同源性比较，发现其与

１２株己报道 的 曲 霉 属 菌 株 有９８％以 上 的 同 源 性，
其中，与Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｎｉｇｅｒ的同源性达到９９％。结

合形态学 特 征，初 步 将 该 菌 鉴 定 为 黑 曲 霉（Ａｓｐｅｒ－
ｇｉｌｌｕｓ　ｎｉｇｅｒ），定名为Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｎｉｇｅｒ　ＺＪＵＢＥ－１，
并已 在 中 国 武 汉 菌 种 保 藏 中 心 保 藏，其 编 号 为

ＣＣＴＣＣＭ　２０１０１３２。

（ａ）

（ｂ）

图１　ＺＪＵＢＥ－１菌丝及分生孢子光镜照片（ａ）分生孢子及 分

生孢子头光镜照片（ｂ）
Ｆｉｇ．１　Ｐｈｏｔｏｇｒａｐｈ　ｏｆ　ｍｙｃｅｌｉｕｍ　ａｎｄ　ｃｏｎｉｄｉｓｐｏｒｅｓ（ａ），ｃｏｎｉｄｉｓ－

ｐｏｒｅｓ　ａｎｄ　ｃｏｎｉｄｉａｌ　ｈｅａｄ（ｂ）ｏｆ　ＺＪＵＢＥ－１

２．２　 ＮａＣ１浓度对菌株生长及产酶的影响

将曲霉分别接种于含不同ＮａＣｌ质量浓度的液

体发酵培养基培养，观察菌株的生长情况并测定酶

活，测定结 果 见 图２所 示。结 果 表 明，该 菌 株 在 试

验的ＮａＣｌ质量 浓 度 范 围（０～２４ｇ／ｄＬ）均 能 生 长，
并显示出酶活性，在 ＮａＣｌ质量浓度为２．４～１２ｇ／

ｄＬ的培养基中生长较快，接 种１０ｈ后 即 明 显 可 见

小菌球，并且 产 酶 量 较 高，但 无 ＮａＣｌ存 在 或 ＮａＣｌ
质量浓度高于２０ｇ／ｄＬ时，产酶能力较弱。图２结

果表明，该 曲 霉 产ＣＭＣａｓｅ的 最 适 宜 ＮａＣｌ质 量 浓

度为２．４ｇ／ｄＬ左右，而产β－Ｇｌｕａｓｅ的最适ＮａＣｌ质

量浓度为３．６％左右。该菌的产酶最适盐度刚好与

海水质量盐度一致（３．３ｇ／ｄＬ左右），并且该曲霉能

耐受远大于 海 水 的 渗 透 压，显 示 出 较 强 的 耐 盐 性，





ＬＩＵ　Ｊｉｅ－ｆｅｎｇ，ｅｔ　ａｌ：Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ　ｏｆ　ａ　Ｃｅｌｌｕｌａｓｅ　Ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ　Ｈａｌｏｔｏｌｅｒａｎｔ　Ｓｔｒａｉｎ　Ｍａｒｉｎｅ
Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕ　ｓｐ　ａｎｄ　Ｉｔｓ　Ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ　Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

表明该菌源 自 海 洋 或 已 在 海 洋 环 境 经 历 了 较 长 的

进化历程。

图２　ＮａＣｌ质量浓度对菌株产酶性能的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ＮａＣｌ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｎ　ｃｅｌｌｕｌａｓｅ　ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

２．３　碳源和氮源对菌株生长及产酶性能的影响

２．３．１　不同氮源种类及用量对菌株生长及产酶的影

响　以不加氮源作对照，考察了６种有机氮源和５种

无机氮源对菌株生长及产酶的影响，结果见图３（ａ）。

　　（ａ）

　　（ｂ）

１．ｐｅｐｔｏｎｅ；２．ｙｅａｓｔ　ｅｘｔｒａｃｔ；３．ｃｏｒｎ　ｓｔｅｅｐ　ｌｉｑｕｏｒ；４．ｂｅｅｆ　ｅｘｔｒａｃｔ；５．

ｕｒｅａ；６．ＮＨ４Ｃｌ；７．ＮＨ４Ｈ２ＰＯ４；（ＮＨ４）２ＳＯ４；９．（ＮＨ４）２ＨＰＯ４；

１０．ＮＨ４ＮＯ３

图３　氮源种类（ａ）及氮源用量（ｂ）对菌株产酶的影响

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｎｉｔｒｏｇｅｎ　ｓｏｕｒｃｅ　ｓｐｅｃｉｅｓ（ａ）ａｎｄ　ｎｉｔｒｏｇｅｎ
ｓｏｕｒｃｅ　ｒａｔｉｏ（ｂ）ｏｎ　ｃｅｌｌｕｌａｓｅ　ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

　　可 见，氮 源 种 类 对 菌 株 产 酶 的 影 响 较 显 著，在

总氮质量分数为０．４％的氮源浓度下，有机氮蛋白

胨对菌株产酶最有利，无机氮中以磷酸二氢铵及氯

化铵对产酶效果较好。尿素作唯一氮源时，纤维素

酶活较低，可 能 与 其 浓 度 过 高 而 起 抑 制 作 用 有 关。
实验还发现，干酪素作唯一氮源时的结果与对照一

样，酶活相当低，但对菌株生长无明显影响，表明其

对产酶起一定的抑制作用。仅以无机氮作氮源时，产
酶高峰较有机氮源滞后１０ｈ左右，说明有机氮源中

的氨基酸等小分子物质对该菌产酶是有利的，但玉米

浆中各种有机酸可能对该菌产酶不利。综合考虑原

料来源、生产成本、发酵时间等因素，可采用酵母浸

膏及氯化 铵 复 合 氮 源 进 行 试 验。作 者 采 用 酵 母 浸

膏及氯化铵复合氮源进行试验。改变氯化铵浓度，考
察了氮源用量对菌株产纤维素酶的影响，结果见图３
（ｂ）（接 种 量４ｇ／ｄＬ）。结 果 表 明，无 机 氮 源 用 量 在

０．５～１ｇ／ｄＬ较适于菌株产酶。

２．３．２　碳源种类及用量对菌株生长及产酶的影响

　固定其它培养条件，考察了多种碳源对菌株生长

及产酶 的 影 响，以 多 糖 作 碳 源 的 实 验 结 果 见 图４
（ａ）。实验 结 果 表 明，菌 株 能 较 好 地 利 用 所 考 察 的

碳源生长，以天然纤维素类物质作为碳源能明显促

进纤维素酶 的 合 成，其 中 麸 皮 的 促 进 作 用 最 显 著。
相对于其它 农 作 物 秸 秆，麸 皮 除 含 有 大 量 纤 维 素、
半纤维素和 木 质 素 外，还 含 有 丰 富 的 维 生 素、微 量

矿物元素及较多的氨基酸等营养物质，更适于菌株

的生长及 酶 的 合 成 分 泌。稻 壳 作 为 单 一 碳 源 时 酶

活 低，可 能 与 其 木 质 素 和 和 二 氧 化 硅 含 量 较 高 等

有关。

　　以对产酶正影响最显著的麸皮为碳源，考察了碳

源用量对菌株产纤维素酶的影响，结果见图４（ｂ）。

　　（ａ）
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　　（ｂ）

１．ＣＭＣ；２．ｓｔａｒｃｈ；３．ｒｉｃｅ　ｓｈｅｌｌ；４．ｂｅａｎｐｏｄ；５．ｒｉｃｅ　ｓｔｒａｗ；６．

ｃｏｒｎ　ｓｔｒａｗ；７．ｗｈｅａｔ　ｂｒａｎ

图４　碳源种类（ａ）及碳源浓度（ｂ）对菌株产酶的影响

Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｃａｒｂｏｎ　ｓｏｕｒｃｅ（ａ）ａｎｄ　ｃａｒｂｏｎ　ｓｏｕｒｃｅ　ｃｏｎｃｅｎ－
ｔｒａｔｉｏｎ（ｂ）ｏｎ　ｃｅｌｌｕｌａｓｅ　ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

　　由图可知，在接种量为６％时，碳源用量占发酵

液体积的２．５ｇ／ｄＬ左右最适于产酶，尤其对β－Ｇｌｕ－
ａｓｅ的合成有 强 烈 的 促 进 作 用，当 碳 源 质 量 浓 度 超

过４．５ｇ／ｄＬ以后，再增加碳源用量酶活变化不大，
而且β－Ｇｌｕａｓｅ已降至较低水平。

２．４　培养条件对产酶的影响

２．４．１　培养基初始ｐＨ值对菌株产酶的影响　不

同初始ｐＨ值对菌株生长及产酶的影响结果如图５
所示。由图可知，初始培养基ｐＨ值对该菌产 纤 维

素酶系活力也 有 较 大 的 影 响，当 初 始ｐＨ 值 在６．０
左右时，ＣＭＣａｓｅ和β－Ｇｌｕａｓｅ活 力 最 高，但ｐＨ　７．０
之后，酶活较低。由于培养基配方中添加了无机氮

源氯化铵后，ｐＨ 值 刚 好 在６左 右，所 以，后 续 实 验

均为自然ｐＨ值。

图５　初始ｐＨ对菌株产酶的影响

Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｉｎｉｔｉａｌ　ｐＨ　ｏｎ　ｃｅｌｌｕｌａｓｅ　ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

２．４．２　不同培养温度对菌株产酶的影响　固定其

它培养条件，考 察 了 培 养 温 度 在２０～５０℃范 围 内

对菌株生长及产酶的影响，结果如图６所示。

图６　培养温度对菌株产酶的影响

Ｆｉｇ．６　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ　ｏｎ　ｃｅｌｌｕｌａｓｅ　ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

　　由图可知，由 于 菌 株 在 低 于２５℃时 生 长 较 缓

慢，故产酶能力较低。当培养温度在３０～３７℃时，

ＣＭＣａｓｅ及β－Ｇｌｕａｓｅ活 随 着 温 度 的 升 高 而 迅 速 上

升，温 度 超 过３７℃时，产 纤 维 素 酶 能 力 迅 速 下 降；
同时，菌株β－Ｇｌｕａｓｅ受培养温度影响较ＣＭＣａｓｅ敏

感。一般 真 菌 的 最 适 生 长 温 度 为２８～３２℃，多 数

文献报道的曲霉产纤维素酶培养温度也在３０℃左

右［４－１６］。而实验 结 果 表 明 该 曲 霉 的 最 适 生 长 温 度

及产酶温度均在３７℃左右，同时还能在５０℃的温

度下生长并有产酶能力，说明该海洋曲霉的温度耐

受性比较高。

２．４．３　培养时间对酶活力的影响　分别在２８℃和

３７℃下培养，从接种的第三天开始，每隔２４ｈ取样

测定酶活，考察菌株产酶能力随培养时间的变化情

况，酶活变化 曲 线 见 图７所 示（测 定 前 按 平 均 每 天

蒸发量０．２ｍＬ补充无菌水）。

图７　培养时间对菌株产酶的影响图

Ｆｉｇ．７　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｃｕｌｔｕｒｅ　ｔｉｍｅ　ｏｎ　ｃｅｌｌｕｌａｓｅ　ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

　　由 图７可 知，对 于 纤 维 性 碳 源 来 说，在 保 证 充

足的营养条件下，该菌产ＣＭＣａｓｅ及β－Ｇｌｕａｓｅ活力

随 着 培 养 时 间 的 延 长 而 增 大，直 至 菌 体 死 亡 溶 解

（约在第七 天 后），酶 活 才 达 高 峰，并 且 发 酵 液 中 的





ＬＩＵ　Ｊｉｅ－ｆｅｎｇ，ｅｔ　ａｌ：Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ　ｏｆ　ａ　Ｃｅｌｌｕｌａｓｅ　Ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ　Ｈａｌｏｔｏｌｅｒａｎｔ　Ｓｔｒａｉｎ　Ｍａｒｉｎｅ
Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕ　ｓｐ　ａｎｄ　Ｉｔｓ　Ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ　Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

酶活在高 峰 后 的 两 天 内 仍 维 持 较 高 水 平。说 明 该

菌产纤维素酶在所培养的温度范围稳定性好，酶量

不断积累，而酶活损失少。

２．４．４　接种量对菌株产纤维素酶的影响　不同接

种量 对 菌 株 产 纤 维 素 酶 的 影 响 结 果 如 图８所 示。
结果表明，孢子悬液（５×１０７个／ｍＬ）占发 酵 液 的 体

积分数为４％～６％时酶活最高。接种量小，菌体浓

度低，因而 所 产 酶 量 少，酶 活 低。孢 子 悬 液 的 体 积

分数大于６％时，酶活呈下降趋势，超过８％时，酶活

变化不大。这是因为菌体浓度增加至一定程度时，
受溶氧影响从而生长受到抑制所致。

图８　接种量对菌株产纤维素酶的影响

Ｆｉｇ．８　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｉｎｏｃｕｌｕｍ　ｓｉｚｅ　ｏｎ　ｃｅｌｌｕｌａｓｅ　ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

２．４．５　装液量及摇床转速对菌株产酶的影响　陆

生的曲霉产纤维素酶的培养是好氧发酵，培养过程

的通气量 对 菌 株 生 长 及 产 酶 有 较 大 的 影 响。作 者

在 上 述 单 因 素 试 验 所 确 定 的 最 佳 实 验 条 件 下，在

１００ｍＬ的摇瓶中，改变总发酵液体积（１７０ｒ／ｍｉｎ），
或固定其它条件（３０ｍＬ），改变摇床转速，考察了发

酵系统通气量对海洋曲霉产纤维素酶的影响，结果

见图９（ａ）、图９（ｂ）（装液量试验中期及后期补充蒸

发的水分）。

　　（ａ）

　　 （ｂ）

图９　装液量（ａ）及摇床转速对菌株产酶的影响（ｂ）
Ｆｉｇ．９　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｌｉｑｕｉｄ　ｖｏｌｕｍｅ（ａ）ａｎｄ　ｒｏｔａｔｉｏｎ　ｓｐｅｅｄ（ｂ）ｏｎ

ｃｅｌｌｕｌａｓｅ　ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

　　由图可知，通气量对海洋曲霉产酶也有较大的

影响，在摇瓶 中，最 适 宜 的 装 液 量 为 发 酵 液 体 积 占

总容 积 的１／５～１／３（１００ｍＬ 摇 瓶 装 液２０～３０
ｍＬ），适宜的摇床转速为１７０～１８０ｒ／ｍｉｎ。过高的

转速对菌丝体有损伤作用，反而对产酶不利。

２．５　酶学性质初步研究

２．５．１　粗酶液酶促反应的最适ｐＨ和最适温度　
将粗酶液用不同ｐＨ缓冲液稀释后，分别与相应的

ｐＨ 缓冲液配制的底物于５０℃下作用３０ｍｉｎ，测定

酶活力，结果见图１０（ａ）。实验结果表明，ＣＭＣａｓｅ
在ｐＨ　３．５～４．５有较高的酶活力，最适反应ｐＨ值

为４．０；β－Ｇｌｕａｓｅ、ＦＰＡ两种酶在ｐＨ　４．５～５．５酶活

力较高，最适反应ｐＨ值为５．０。
将粗酶液与底物在ｐＨ值为４．５或５．０（β－Ｇｌｕ－

ａｓｅ）缓冲液中，于不同温度下直接进行酶促反应３０
ｍｉｎ，测定酶活力，结果见图１０（ｂ），实验结果表明，３
种酶最适反应温度均为６５℃。

（ａ）
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（ｂ）

图１０　最适反应ｐＨ值（ａ）和最适反应温度（ｂ）
Ｆｉｇ．１０　Ｔｈｅ　ｏｐｔｉｍａｌ　ｐＨ（ａ）ａｎｄ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ（ｂ）

２．５．２　ＮａＣｌ质量浓度对酶活力的影响　在最适温

度和ｐＨ 下，改 变 反 应 体 系 中 ＮａＣｌ质 量 浓 度 所 测

定的 结 果 见 图１１。结 果 表 明，ＣＭＣａｓｅ、ＰＦＡ 在

ＮａＣｌ质量浓度为２～１２ｇ／ｄＬ时酶活力较稳定，而

β－Ｇｌｕａｓｅ在ＮａＣｌ质量浓度达１６ｇ／ｄＬ时酶活力仍

保持较高水 平。继 续 增 加 ＮａＣｌ质 量 浓 度 时，酶 活

稍有下降，但变化幅度不大。

图１１　ＮａＣｌ质量浓度对纤维素酶活的影响

Ｆｉｇ．１１　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ＮａＣｌ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｃｔｉｏｎ　ｏｎ　ｃｅｌｌｕｌａｓｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ

　　从 东 海 海 泥 分 离 到 一 株 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｎｉｇｅｒ
ＺＪＵＢＥ－１。通过对海洋曲霉产酶条 件 的 研 究 表 明，
该菌能在以纤维素为基质的培养基中诱导产酶，产

生的纤维素酶属于胞外酶系，其中内切葡聚糖酶和

β－葡萄糖苷酶 活 力 较 高。在 所 考 察 的 碳 源 种 类 中，
麸皮对产纤维素酶的促进作用最强，适宜的麸皮质

量分数为２．５％左右；蛋白胨、酵母膏、氯 化 铵 或 磷

酸 二 氢 铵 作 氮 源 均 适 于 产 酶，适 宜 的 氮 源 用 量 为

１％；培养 液 中 ＮａＣｌ含 量 对 菌 株 产 酶 也 有 较 大 影

响，适宜的产 酶 质 量 浓 度 为２．４～３．６ｇ／ｄＬ。适 宜

的产酶条件为：起始ｐＨ　６．０，３７℃，接种量６％，转

速１７０～１８０ｒ／ｍｉｎ，培养时间７ｄ。在此条件下，发

酵液的 ＣＭＣａｓｅ活 力 最 高 达５．３Ｕ／ｍＬ，β－Ｇｌｕａｓｅ
达５．４Ｕ／ｍＬ，ＦＰＡ达０．７５Ｕ／ｍＬ。菌株产β－Ｇｌｕ－
ａｓｅ能力受培 养 条 件 尤 其 是 培 养 温 度、碳 源 用 量 及

通气量等的影响较ＣＭＣａｓｅ敏感。
对粗酶液的酶学性质研究结果表明：ＣＭＣａｓｅ、

β－Ｇｌｕａｓｅ、ＦＰＡ 最 适 作 用ｐＨ 值 分 别 为４．０、５．０、

５．０；最适作用温度均为６５℃。纤维素酶在温度低

于６０℃、ｐＨ　３．５～５．５、２～１２ｇ／ｄＬ　ＮａＣｌ的环境下

稳定性较 好。研 究 还 发 现，未 稀 释 的 粗 酶 液（含３
ｇ／ｄＬ　ＮａＣｌ）在９℃存放２个月后，残余酶活仍大于

８０％；存 放４个 月 后，ＣＭＣａｓｅ活 力 损 失 很 少，β－
Ｇｌｕａｓｅ酶液仍保持有７０％的酶活性。

该菌株能在ＮａＣｌ质量浓度高于２４ｇ／ｄＬ的环

境生 长，并 且 产 酶 条 件 较 宽，所 产 ＣＭＣａｓｅ及β－
Ｇｌｕａｓｅ酶活较高，对ＮａＣｌ的耐受性高，值得进一步

研究开发与利用。
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