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利用响应面法优化耐冷纤维素降解菌产内切
纤维素酶的发酵条件
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沈阳农业大学土地与环境学院,沈阳１１０８６６

　　摘要　为探究１株耐冷纤维素降解细菌 HQ产内切纤维素酶的最佳发酵条件,通过测定菌株 HQ细胞培养

液和超声细胞破碎液的CMCase酶活,确定 CMCase为胞外酶.以 CMCase酶活为指标,运用 PlackettＧBurman
方法初步筛选出影响CMCase酶活的３个主要因素,即初始pH、接种量和促进因子.以响应面法对菌株 HQ发

酵条件进一步优化,最终确定菌株 HQ较优的发酵条件为:３０．０g/LCMCＧNa为培养基碳源、４０．０g/L１∶１牛

肉膏Ｇ蛋白胨为氮源、０．１１％吐温Ｇ８０作为促进因子、初始pH 为５．３５、最适产酶温度为４０℃、接种量为６．４２％.

在最适条件下摇瓶培养,４d后CMCase酶活可达到３２．５U,较优化前提高２．９６倍.经１６SrDNA 序列测定及

GenBank序列相似性分析,鉴定 HQ为枯草芽孢杆菌亚种(Bacillussubtilissubsp．).
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　　秸秆主要成分为纤维素,其有效利用途径是用

纤维素酶降解转化为葡萄糖等,再用于能源和饲料

等生产[１].纤维素酶是复合酶,一般包括内切纤维

素酶(CMCase)、葡萄糖外切酶(CBH)和βＧ葡萄糖

苷酶(BG)３种组分,其中 CMCase为关键酶[２Ｇ４].
产纤维素酶的微生物以真菌居多,细菌少,最适作用

温度４５℃以上,不耐低温.少数产纤维素酶的细菌

能耐低温,属低温菌.低温菌分为嗜冷菌(psychroＧ
philes)和耐冷菌(psychrotrophs)２类,按照 MoriＧ
ta[５]的定义,嗜冷菌的最适生长温度＜１６℃,其生

长温度的上限为２０℃;耐冷菌的最适生长温度为

２０~２５℃左右.低温菌通常分泌低温酶,其最适作

用温度多在５~４０℃,远低于常温酶的作用温度,甚
至在０~５℃下仍具有较高酶活[６Ｇ７].我国东北地区

冷凉期较长,常温菌和高温菌及其酶在这些地区的

应用受到较大限制,因此,加强低温纤维素降解菌及

其酶的研究对于冷凉地区生物质资源的有效利用具

有重要意义.
研究者对微生物产酶液体发酵条件的优化所采

用的优化手段多为逐一因子的单因素试验,或人为

主观选定几个单因素和水平采用正交试验以补充考

察因素间的交互效应[８].上述方法仅能比较各种因

素中已选定水平的优劣,不能提供未考察区域的信

息,因此,不能很好地进行预测和控制.对菌株产酶

量及酶活性的影响因子较多,且各因素间交互作用

较为复杂,选择哪些因素和哪些交互效应作为重点

考察对象对于结论的可信度影响很大,一旦研究中

遗漏了一些重要因素,会造成较大偏差,甚至会得到

错误结论.PlackettＧBurman法是基于不完全平衡

块原理,能从众多变量中快速筛选出关键因素,而响

应面法(responsesurfacemethodology,RSM)能将

试验设计和数学建模综合起来,通过合理地选取试

验点和迭代策略,来保证多项式函数能够在失效概

率上收敛于真实的隐式极限状态函数的失效概率,
从而得到准确有效的试验结论.从原理来看,采用

上述方法有可能弥补之前微生物培养优化中的一些

不足.因此,目前 RSM 方法在生物技术的众多领

域得到广泛应用[９].笔者应用前期筛选获得的１株

产低温纤维素酶的耐冷细菌采用数学统计方法对菌

株产酶的液体发酵因素进行优化,为进一步利用该
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菌发酵产低温纤维素酶的扩大培养奠定基础.

1　材料与方法

1.1　试验用菌

HQ为１株耐冷纤维素降解细菌,由笔者所在

实验室分离保存.在培养基上形成扁平圆形单菌

落,呈乳白色.在光学显微镜下菌体细胞为杆状,能
滑行运动.其生长的最适温度为２０℃,最适pH 为

６．０.
1.2　培养基

斜面培养基:蛋白胨１０．０g、牛肉膏５．０g、NaCl
５．０g、琼脂２０．０g、蒸馏水５L、pH７．２~７．４.

种子液培养基:蛋白胨１０．０g,牛肉膏５．０g,

NaCl５．０g,无机盐溶液１．０mL(无机盐溶液成分

(g/L):CaCl２􀅰２H２O０．２５,MgSO４􀅰７H２O０．２０,

ZnSO４􀅰７H２O０．３０,CuSO４􀅰５H２O０．２５,FeSO４􀅰

７H２O０．２０),土壤浸液１００mL,蒸馏水９００mL,pH
为６．０.

液体发酵培养基:CMCＧNa１０．０g、蛋白胨１０．０g、
酵母粉５．０g、NaCl５．０g、蒸馏水１．０L、pH６．０~７．０.
1.3　粗酶液制备

将新鲜的种子液按６．０％的接种量接于液体发

酵培养基中,在 ４０ ℃、１８０r/min 下培养 ４d,于

４℃、１００００r/min离心１５min,收集上清液,即为

粗酶液.
1.4　酶活的测定

将底物１．０％ CMCＧNa溶液(用pH５．０的柠檬

酸Ｇ柠檬酸钠缓冲液溶解)预热至３０℃,取２．０mL
于洁净干燥的试管中,加入１．０mL 粗酶液,置于

３０℃水浴中反应３０min,立即加入３．０mLDNS溶

液终止酶促反应,摇匀,煮沸５min,取出,冷却至室

温,定容至２５．０mL,于５４０nm 处测定其 OD 值.
酶活定义:上述条件下,每毫升粗酶液在１min内催

化底物CMCＧNa生成１μmoL葡萄糖所需的酶量为

１个酶活单位(U),酶活计算公式(１):

CMCase酶活＝
A×D×１０００

t

A:OD值在标准曲线上对应的葡萄糖质量,

mg;D:酶液的稀释倍数;t:反应时间,min[１０].
1.5　CMCase 的胞外/胞内属性试验

将３０．０mL的菌体培养液于４℃、１００００r/min
离心１５min后,测其菌株细胞培养液中的CMCase
酶活,即为菌株 HQ 胞外CMCase酶活.向沉淀中

加入等体积的pH５．０柠檬酸Ｇ柠檬酸钠缓冲液,混
匀后,在 ４ ℃ 的 冰 浴 环 境、超 声 波 破 碎 功 率 为

３５０W、超声破碎总时间为５ min(超声２s、间隔

３s)的条件下对菌悬液进行细胞破碎[１１Ｇ１２],进而测

其细胞破碎液中的CMCase酶活,即为菌株 HQ 胞

内CMCase酶活.最后比较两者CMCase酶活大小

并初步确定菌株 HQ 所产CMCase为胞外、胞内酶

的属性.
1.6　单因素试验

取４℃下保存菌种用斜面培养基于２０℃下活

化２４h.将活化菌种用１０．０mL无菌水制成菌悬

液,以４．０％ 的接种量接于种子液培养基,于２０℃、

１８０r/min下恒温震荡培养２４h;以６．０％的接种量

将种子液接入摇瓶液体发酵培养基中,于４０℃、１８０
r/min下培养,每隔２４h取样１次,测定CMCase酶

活,绘制酶活Ｇ时间关系图.对培养基的碳源(CMCＧ
Na、玉米秸秆、水稻秸秆、淀粉、甘氨酸、柠檬酸钠)
和氮源(蛋白胨、牛肉膏、酵母粉、硫酸铵、牛肉膏Ｇ蛋

白胨、蛋白胨Ｇ酵母粉和牛肉膏Ｇ酵母粉),以及产酶

促进因子(０．１％ 吐温Ｇ８０、０．１％ SDS、０．１％ EDTA、

０．１％ TritonxＧ１００)进行产酶单因素试验,其中碳

源和氮源质量浓度范围分别为５．０~４０．０、４．０~４０．０
g/L,产酶促进因子含量为０．１％~１．０％,分别测定

CMCase 酶 活,方 法 同 上. 对 产 酶 条 件 初 始

pH(４．０~１０．０)、温度(１０~５０℃)、接种量(４．０％~
１４．０％)进行单因素试验,CMCase酶活测定方法同

上.每个试验组设３次重复,以平均值做统计分析.
1.7　发酵条件优化

１)PlackettＧBurman试验设计筛选显著因素.
在单因素试验的基础上采用PＧB设计方法,对每个

因素采用高、低２个水平,分别记为１、－１,并设定

高水平为低水平的 １．５ 倍,各因子水平见表１.利

用SPSS软件对各因素进行重要性评价,对显著性

位于前三的单因素进行响应面设计[１３Ｇ１４].

２)响应面(RSM)试验设计.筛选出对CMCase
酶活影响显著的３个因素后,以显著因素为自变量,
以CMCase酶活为响应值采用３因素３水平１７组

试验进行响应面设计[１５Ｇ１７],以确定最适的产酶条件.

３)优 化 条 件 下 CMCase酶 活 的 测 定.按 照

RSM 试验设计结果在优化条件下对菌株进行恒温

震荡培养,培养液于４℃、１００００r/min下离心１５
min,收集上清液测定CMCase酶活.

４)数据处理与分析.采用 WPSOffice、RSM程

３６
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表１　试验设计因素水平

Table１　LevelofPlackettＧBurmanexperimentfactors

因素 Factors
编号

Code
水平 Level

－１ ０ １
羧甲基纤维素钠/(g/L)CMCＧNa X１ ２３．３ ４０．０ ４５．０
蛋白胨Ｇ牛肉膏(１∶１)/(g/L)
Peptonebeefextract

X２ ３０．０ ４０．０ ４５．０

初始pHInitialpH X３ ４ ５ ６
温度/℃ Temperature X４ ３０ ４０ ４５
接种量/％Inoculumdose X５ ５．３ ６．０ ８．０
吐温Ｇ８０/％ TweenＧ８０ X６ ０．０８ ０．１０ ０．１２
时间/dTime X７ ３ ４ ５

序及 SPSS１７．０软件对数据进行 ANOVA 方差统

计分析,分析方法为 Duncan’smultiplerangetest
(DMRT,P＜０．０５).
1.8　细菌鉴定

１)生化鉴定.根据«伯杰细菌鉴定手册»[１９]对

实验室保藏菌种进行常规的生理生化鉴定.

２)１６SrDNA PCR 鉴定.引物:用通用引物

fd１(５′ＧAGAGTTTGATCCTGGCTCAGＧ３′)、rp２
(５′ＧAAGGAGGTGATCCAGCCGCAＧ３′)扩增 １６S
rDNA.DNA的提取:将菌液离心收集菌体,利用

细菌基因组 DNA 抽提试剂盒提取 DNA.反应体

系(２５μL):DNA 模板 ２μL,１０×PCRBuffer２．５

μL,上、下游引物 (２５μmol/L)各 ０．５μL,dNTP
２μL,TaqDNA聚合酶０．２５μL,ddH２O１７．２５μL.

PCR反应条件:９４℃５min;９４℃４０s,５６℃４０s,

７２℃１min,共３０个循环;７２℃１０min.PCR结束

后,将PCR 产物在１％琼脂糖凝胶电泳上检测,观
察结果后测序.１６SrDNA 基因序列分析:将测序

结果与 GenBank中的序列进行同源性比对并构建

系统发育树.

2　结果与分析

2.1　CMCase 胞内、外属性的确定

通过比较菌株 HQ 胞外、胞内 CMCase酶活,
发现菌体胞内CMCase酶活几乎为０,胞外CMCase
酶活为１１．４５U,因此,可以确定由菌株 HQ所产的

CMCase为胞外酶.
2.2　单因素试验

１)产酶温度.设置不同的发酵温度,对菌株进

行摇瓶培养,测定粗酶液 CMCase酶活(图１A).
从图１A 中可见,４０℃时 CMCase酶活最大,初步

确定产酶温度为４０℃.

２)产酶时间.培养４d时,菌株产 CMCase酶

活最高,随后酶活开始下降(图１B),其原因可能是:
液体发酵培养基中的营养物质逐渐被消耗,发酵环

境改变,不利于菌株合成CMCase,导致菌株分解纤

维素能力降低;当代谢产物浓度降低到一定值时,阻
遏解除,CMCase活力开始上升,分解纤维素的能力

逐渐增强,从而使酶活呈现升高－降低－升高的波

浪状变化.因此,初步确定菌株产酶的时间为４d.

３)碳源种类及质量浓度.设置６种不同碳源,
质量浓度均为 １０．０g/L,通过测定粗酶液 CMCase
酶活(图１C).以 CMCＧNa为碳源时,菌株的酶活

最高,说明菌株能够较好的利用CMCＧNa.因此,初
步确定菌株产酶的最适碳源为CMCＧNa.确定最适

碳源后,考察不同质量浓度CMCＧNa对菌株产酶的

影响(图１D),在CMCＧNa质量浓度为３０．０g/L时,

CMCase酶活最大.因此,初步确定菌株产酶的最

适碳源质量浓度为３０．０g/L.

４)氮源种类及质量浓度.设置７种不同氮源,
质量浓度均为 １０．０g/L,通过测定粗酶液 CMCase
酶活(图１E).以蛋白胨Ｇ牛肉膏(１∶１)为氮源时,
菌株的CMCase酶活最高,说明菌株对有机氮源的

利用要优于无机氮源.因此,初步确定菌株最适产

酶氮源为蛋白胨Ｇ牛肉膏(１∶１).确定最适氮源后,
探究不同蛋白胨Ｇ牛肉膏(１∶１)质量浓度对菌株产

酶的影响(图１F),柱形图变化趋势为先升高后降

低,在蛋白胨Ｇ牛肉膏(１∶１)质量浓度为４０．０g/L
时,CMCase酶活最大.因此,初步确定菌株产酶的

最适氮源质量浓度为４０．０g/L.

５)促进因子种类及浓度.探究４种促进因子对

菌株产酶的影响,其加入质量浓度均为 １．０g/L.
通过测定粗酶液CMCase酶活(图１G),发现吐温Ｇ
８０能提高CMCase酶活.因此,初步确定菌株的最

适产酶促进因子为吐温Ｇ８０.确定最适产酶因子后,
考察其含量对CMCase酶活的影响(图１H).当吐

温Ｇ８０含量为０．１％时,CMCase酶活最高.因此,初
步确定菌株最适的产酶因子含量为０．１％.

６)初始pH.设置７个产酶初始pH,通过测定

粗酶液 CMCase酶活(图１I).当初始pH 为 ５．０
时,CMCase酶活最高.pH 为１０．０时,酶活急剧下

降.因此,初步确定了菌株产酶的最适初始pH 为

５．０.

７)接种量.无菌环境下,将种子液按不同接种

量接入液体发酵培养基中,对菌株进行摇瓶培养,测
定CMCase酶活(图１J).当接种量为 ６．０％ 时,

４６
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CMCase酶活最高.当接种量＞６．０％时,由于接种

量较大,菌体大量繁殖,培养基中的营养物质被大量

消耗,不利于菌株产酶.因此,初步确定菌株产酶的

最适接种量为６．０％.

图１　不同因素对CMCase酶活的影响

Fig．１　EffectsofdifferentfactorsonCMCaseenzymeactivity
2.3　PＧB 试验

对７个因素选取合适水平,应用 DesignＧExpert
８．０软件进行 PＧB实验设计,以考察氮源、碳源、吐
温Ｇ８０、初始pH、接种量、发酵温度和时间等因素对

菌株产CMCase酶活的影响,结果见表２.
在单因素的基础上根据 PＧB 设计方法以及

SPSS软件对数据进行了统计分析,结果见表 ３.

７个因素中影响显著性顺序为初始pH＞接种量＞

吐温Ｇ８０＞温度＞蛋白胨Ｇ牛肉膏(１∶１)＞时间＞
CMCＧNa,因此,初始pH、接种量和吐温Ｇ８０对 CMＧ
Case酶活存在着较显著的影响,确定其为下一步试

验设计的关键因素.
2.4　响应面(RSM)模型的构建

运用DesignＧExpert８．０软件对各个因素间的

交互作用进行响应面分析,响应面分析结果见表４
和表５.

５６
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表２　PＧB试验设计结果(n＝１２)

Table２　ExperimentalresultsofPlackettＧBurmandesign(n＝１２)

编号

No．
因素 Factor

X１ X２ X３ X４ X５ X６ X７

CMCase酶活/U
CMCaseenzymeactivity

１ １ １ １ －１ －１ －１ １ ２５．９８
２ １ １ －１ －１ －１ １ －１ ２．７４
３ －１ １ １ １ －１ －１ －１ ４５．５８
４ －１ １ １ －１ １ １ １ １４．２５
５ －１ －１ １ －１ １ １ －１ １４．９４
６ －１ －１ －１ －１ －１ －１ －１ ６．２２
７ －１ －１ －１ －１ １ －１ １ ３．３２
８ －１ －１ －１ １ －１ １ １ ０．００
９ １ －１ １ １ －１ １ １ ２８．９９
１０ －１ １ －１ １ １ －１ １ ４．１１
１１ １ －１ １ １ １ －１ －１ ２２．３９
１２ １ １ －１ １ １ １ －１ ２．５８

表３　各因素效应及重要性评价

Table３　Effectsofvariousfactorandevaluations

oftheimportances

因素 Factor t P 显著性排序 Significantrank
X１ ０．０４１ ０．９７０ ７
X２ ０．８７５ ０．４３１ ５
X３ ６．０１０ ０．００４ １
X４ １．６３４ ０．１７８ ４
X５ －２．１６３ ０．０９７ ２
X６ －１．９９０ ０．１１７ ３
X７ －０．８０３ ０．４６７ ６

表４　RSM试验设计及结果 (n＝１７)

Table４　ExperimentaldesignandresultsofRSM (n＝１７)

试验序号

No．
X３ X５ X６

内切纤维素酶活/U
CMCaseenzymeactivity

１ ０ １ １ ２８．２０

２ ０ ０ ０ ３１．３７

３ ０ ０ ０ ３０．７３

４ １ ０ －１ １９．２０

５ －１ ０ １ １２．７４

６ －１ ０ －１ ９．３３

７ １ －１ ０ ２２．７０

８ １ ０ １ ２７．８８

９ ０ －１ １ ３０．２１

１０ ０ ０ ０ ３３．５０

１１ －１ １ ０ １４．８０

１２ ０ ０ ０ ３２．９０

１３ －１ －１ ０ １０．００

１４ ０ １ －１ ２５．８８

１５ １ １ ０ ２９．３１

１６ ０ ０ ０ ３２．２０

１７ ０ －１ －１ １３．５０

表５　二次多项模型及各项的方差分析

Table５　AnalysisesofvarianceforRSM model

来源

Source
平方和

Sumofsquare
自由度

Degreeoffreedom
均方

Meansquare
F P

模型 Model １１８４．４０ ９ １３１．６０ ７８．２５ ＜０．０００１
X３:初始 pHInitialpH ３４０．８７ １ ３４０．８７ ２０２．６８ ＜０．０００１
X５:接种量Inoculationdose ５９．３０ １ ５９．３０ ３５．２６ ０．０００６
X６:吐温Ｇ８０TweenＧ８０ １２１．０６ １ １２１．０６ ７１．９８ ＜０．０００１
X３X５ ０．８２ １ ０．８２ ０．４９ ０．５０７８
X３X６ ６．９４ １ ６．９４ ４．１３ ０．０８１７
X５X６ ５１．７７ １ ５１．７７ ３０．７８ ０．０００９
X３

２ ４２５．１７ １ ４２５．１７ ２５２．８１ ＜０．０００１
X５

２ ３５．１４ １ ３５．１４ ２０．８９ ０．００２６
X６

２ ９７．１６ １ ９７．１６ ５７．７７ ０．０００１
残差项 Residualterm １１．７７ ７ １．６８
失拟项 Lackoffit ６．７６ ３ ２．２５ １．８０ ０．０１１９
误差 Error ５．０１ ４ １．２５
和 Total １１９６．１７ １６

　　以CMCase酶活为响应值,对各试验因子进行

回 归 方 程 拟 合,拟 合 结 果 如 下:Y ＝３２．１４＋
６．５３X３＋２．７２X５ ＋ ３．８９X６ ＋ ０．４５X３ X５ ＋
１．３２X３X６ －３．６X５X６ －１０．０５１X２

３ －２．８９X２
５ －

４．８X２
６,方差分析见表５,由表５可以看出回归项

P＜０．００１,失拟项＞０．０５,说明回归效果显著,失拟

效果不显著.回归方程相关系数R２＝０．９９０２,进一

步说明了回归方程的拟合度较好,９７．７５％的数据的

可变性可用此模型来解释,因此,可利用该回归方程

确定最适产酶条件.综合响应面回归分析和回归方

程绘制的响应面图形见图２~图４.
通过观察图２~图４的变化趋势得出,a、b、c在

试验范围内存在极大值点.最优试验点(a、b、c)为
(５．３５、６．４２、０．１１),即初始pH５．３５、接种量６．４２％、
吐温Ｇ８００．１１％,在 此 点 预 测 的 CMCase 酶 活 为

３４．３６U.AC交互作用的等高线近似圆形,两者的

交互作用不显著,AB、BC交互作用的等高线都是椭

圆,两元素间的交互作用显著.为了检验模型预测
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的准确性,在优化条件下,对菌株进行５ 组发酵试

验,测其粗酶液 CMCase酶活平均值为３２．５U,与
所得的预测值相近,与优化前CMCase酶活１１．０U
相比提高２．９６倍.

图２　初始pH和接种量对CMCase酶活的模型方程等高线图(A)和响应面立体分析图(B)

Fig．２　Contourplotsandresponsesurfacestereoanalysisdiagramofregression
equationofinitialpHvsinoculationdoseandCMCaseenzymeactivity

图３　初始pH和吐温Ｇ８０对CMCase酶活的模型方程等高线图(A)和响应面立体分析图(B)

Fig．３　Contourplotsandresponsesurfacestereoanalysisdiagramofregressionequation
ofinitialpHvstweenＧ８０andCMCaseenzymeactivity

图４　接种量和吐温Ｇ８０对CMCase酶活的模型方程等高线图(A)和响应面立体分析图(B)

Fig．４　Contourplotsandresponsesurfacestereoanalysisdiagramofregressionequationof
inoculationdosevstweenＧ８０andCMCaseenzymeactivity

2.5　细菌鉴定结果

１)生化特性鉴定结果.接触酶反应阳性,能够

利用柠檬酸盐、还原硝酸盐,不形成吲哚,水解淀粉,
可使明胶液化.

２)１６SrDNA 序列分析比对.１６SrDNA 扩增

的片段长度为 １５００bp,PCR 扩增结果见图５A.

在 GenBank上进行Blast比对,得出该菌株与枯草

芽孢杆菌亚种序列相似性达到９９．０％;从 GenBank
中得到序列相近的１９个参比菌株,运用 MEGA６．０
通过邻接法构建系统发育树,见图５B,可初步推测

菌株 HQ 为枯草芽孢杆菌亚种(Bacillussubtilis
subsp．).

７６
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M:DLＧ２０００Marker;１:PCR扩增产物 Amplificationproducts．

图５　PCR扩增结果(A)及基于１６SrDNA基因序列相似性构建的系统发育树(B)

Fig．５　PCRamplificationresultsandphylogenclictreeofstrainHQanditsrelated
bacteriaconstructedusing１６SrDNAsequences

3　讨　论

耐冷细菌所产纤维素酶的酶活一般较低,如李

春艳等[１８]在低温条件下分离得到１株纤维素降解

细菌FLXＧ１,并运用响应面法对其产 CMCase的培

养条件进行优化,优化后酶活达１４．１２U.任红梅

等[１９]筛选出１株低温纤维素降解菌 M７,通过BoxＧ
Benhnken中心组合设计和响应面分析法对其产

CMCase条件进行优化,优化后酶活达４．３９U.钱

文 佳 等[２０] 在 南 极 海 冰 中 分 离 的 PseudoalterＧ
romonassp．５４５所产 CMCase酶活为３５U.黄玉

兰等[２１]筛选出１株耐低温纤维素降解菌 XWＧ１,所
产CMCase酶活为１５．６U.胡丽娟等[２２]采用最陡

爬坡试验,结合中心组合试验及响应面分析,从而得

到最优发酵条件,酶活较优化前提高１．７４８倍.与之

相比,本试验的优化效果更为明显[１８].在实际工业

生产上,对CMCase的酶活要求较高,本试验通过探

索培养基成分及条件对菌株产CMCase的影响并运

用响应面法对其产 CMCase的酶活进行优化,结果

表明优化后的酶活达３２．５U,较优化前提高２．９６
倍,因此,菌株 HQ 在低温环境下产 CMCase的酶

活相对较高,在该领域中具有较大的应用前景.
鉴于低温纤维素降解细菌繁殖周期短,利用其

分泌的低温纤维素酶既能缩短生产时间又能够节省

资金,因而对纤维素酶研究工作的重心逐渐从真菌

类转移到了细菌类,尤其是芽孢杆菌产纤维素酶的

研究.本试验虽成功地提高了菌株产CMCase的活

力,但较其他低温纤维素酶高产菌在实际中的应用

还有一定的距离.在今后的研究中,除了采用一些

数学统计方法外,也可以通过转基因、菌株诱变等手

段对菌株进行改良,为严寒地区有效降解农业秸秆

提供技术支持.
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OptimizingfermentationconditionsofendoＧcellulaseproduction
byapsychrotrophicbacteriausingresponsesurfacemethod

CUIXiuxiu　HAN Mei　LILina　LIJing

CollegeofLandandEnvironment,ShenyangAgriculturalUniversity,Shenyang１１０８６６,China

Abstract　InordertooptimizefermentationconditionsofendoＧcellulaseproductionbyacelluloseＧ
degradablepsychrotrophicbacteriaHQ (laboratoryseparatedandpreserved)andtomeasureCMCase
enzymeactivityofcellfermentationbrothandultrasoniccellＧbreakliquidofstrainHQ,thePＧB(Plackett
Burman)methodwasusedtoscreenthreemainfactorsincludinginitialpH,inoculationdoseandproＧ
motersaffectedCMCaseenzymeactivityusingCMCaseasextracellularenzymeandCMCaseenzymeacＧ
tivityasindex．ThefermentationconditionsofHQ wereoptimizedwithresponsesurfacemethodology．
Theresultsshowedthattheoptimalfermentationconditionswere３０．０g/LCMCＧNa,１∶１ratioofnitroＧ
gensourcetopeptonebeefextract４０．０g/Linculturemedium,０．１１％tweenＧ８０,pH５．３５,４０℃,and
６．４２％inoculationdose．Shakingcultureundertheoptimalconditions,CMCaseenzymeactivitywas３２．５
Uafter４days,２．９６Ｇfoldmorethanthatbeforetheoptimization．HQ wasidentifiedasBacillussubtilis
subsp．throughsequencingits１６SrDNAandanalyzingitssimilaritywithGenBanksequence．

Keywords　psychrotrophicbacteria;CMCase;PlackettＧBurman;responsesurface methodology
(RSM);optimizationoffermentationconditions

(责任编辑:陆文昌)

９６


