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摘要：本研究从红树林沉积物样品中筛选获得一株具有较高纤维素酶活性的菌株ｍｓ２，通过革兰氏
染色、生理生化试验，以及１６ＳｒＤＮＡ基因片段比对鉴定该菌株为枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）
ｍｓ２。对其产酶性质进行研究表明该菌株所产纤维素酶为胞外酶而非膜锚定酶，该酶具有良好的
嗜热性，且在弱酸条件下酶活性较高，最适宜温度和ｐＨ分别为６５℃和６．０，在此条件下最高酶活
性为０．６５５７Ｕ／ｃｍ３；另外，在浓度为１ｍｍｏｌ／ｄｍ３Ｃｕ２＋、Ｍｇ２＋、Ｚｎ２＋、Ｆｅ３＋和 Ｍｎ２＋条件下，Ｃｕ２＋对酶
活性无显著影响，Ｍｇ２＋、Ｚｎ２＋、Ｆｅ３＋和 Ｍｎ２＋对酶活性均有不同程度的抑制作用，其中 Ｍｎ２＋的抑制
最为明显，酶活性下降了２９．９６％。由于产业应用中酶解纤维素时通常需要在５５～６０℃的温度下
进行，研究获得的嗜热纤维素酶不仅适合这样的温度环境，还能维持较高的酶活性水平，并且对

Ｃｕ２＋、Ｍｇ２＋、Ｚｎ２＋、Ｆｅ３＋较不敏感，有利于产业开发应用。
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　　我国拥有丰富的纤维素资源，但大部分的纤维
素资源还未被有效的利用，如果能够利用合理的手

段将大部分纤维素资源开发与转化，将会在一定程

度上解决能源问题［１２］。据报道，木质纤维素生物

质开发第二代生物乙醇具有许多优点，生物乙醇对

于替代传统石油化工产品存在巨大潜力［３４］。有研

究表明，纤维素酶降解生物质纤维的过程中包括３
种酶的共同催化作用，多种酶通过切割纤维素中的

β１，４葡萄糖苷键，最终将生物质纤维分解成可发
酵的单糖［５］。纤维素酶在洗涤、造纸、医药等众多

领域有广泛应用［６７］，未来随着生物燃料的商业化

生产，酶的需求量将大大增加［８］。目前，产业化生

产用的纤维素酶主要来源于微生物，真菌作为纤维

素酶的主要来源，具有产量高、活性高、易于分离和

提取等优势［９］；与之相比，细菌由于其生长周期短，

具有产酶速度快等优点，且细菌来源的纤维素酶比

真菌来源的纤维素酶更为稳定，以中性或者酸性为

主［１０１１］，被认为是产业化生产纤维素酶的主要

菌［７，９］。如芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）作为水产微生态制剂
的常用菌，在养殖池底泥中更易形成优势菌群，且能

分泌多种酶类降解水环境中污染物，净化水质。

红树林由于其特殊的地理位置，有规律地受到

海水浸泡和露空，随着大量的植物残体和落叶的堆

积，不断地为微生物提供纤维素等物质［１２］，因此，从

红树林生境获得产纤维素酶菌株具有广泛的研究前

景。本研究以红树林沉积物样品为实验材料，采用

羧甲基纤维素钠（ＣＭＣＮａ）水解圈法筛选具有纤维
素酶活性的芽孢杆菌，旨在为纤维素酶微生态制剂

的开发和相关应用奠定基础。

１　材料与方法
１．１　主要试剂及培养基

本研究细菌基因组ＤＮＡ提取试剂盒购自上海赛
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百盛基因技术有限公司；枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉ
ｌｉｓ）生化鉴定试剂盒购自山东拓普生物工程有限公司；
胰蛋白胨（Ｔｒｙｐｔｏｎｅ）、酵母提取物（ＹｅａｓｔＥｘｔｒａｃｔ）购自
生工生物工程股份有限公司；葡萄糖（分析纯）购自西

陇化工股份有限公司；ＣＭＣＮａ购自国药集团化学试剂
有限公司；刚果红购自西陇科学股份有限公司；三（羟

甲基）氨基甲烷缓冲液（ＴｒｉｓＨＣｌ）购自索来宝科技有限
公司，ＤＮＳ试剂、Ｍｃｌｌｖａｉｎｅ缓冲溶液购自厦门市绿茵试
剂玻仪有限公司。

产纤维素酶培养基：ＣＭＣＮａ１０ｇ，ＫＮＯ３１ｇ，
Ｋ２ＨＰＯ４·３Ｈ２Ｏ０．５ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．５ｇ，
ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０１ｇ，琼脂１７ｇ，Ｈ２Ｏ１０００ｃｍ

３，ｐＨ
＝７．０。
ＬＢ培养基：Ｔｒｙｐｔｏｎｅ１０ｇ，ＹｅａｓｔＥｘｔｒａｃｔ５ｇ，

ＮａＣｌ１０ｇ，Ｈ２Ｏ１０００ｃｍ
３，ｐＨ为７．２～７．４（固体ＬＢ

培养基中添加琼脂１５ｇ）。
１．２　主要仪器

实验主要仪器包括超净工作台 ＳＷＣＪ１ＦＤ（苏
州净化有限公司）、生化培养箱（宁波莱福科技有限

公司）、多功能酶标仪 ＳｐｅｃｔｒａＭａｘＭ５（美国美谷分
子有限公司）、灭菌锅 ＧＲ８５ＤＦ（美国致微仪器有限
公司）、ｐＨ计 ＢＰ１０（德国赛多利斯集团）、显微镜
ＤＭ７５０（德国莱卡仪器有限公司）、透射电子显微镜
ＪＥＭ１２３０（日本电子株式会社）。
１．３　样品的采集及预处理

本实验样品采自中国福建漳州红树林生态保护

区（２４°１２′～２５°４４′Ｎ，１１６°５０′～１１８°０２′Ｅ）的底泥沉
积物和动植物，取６份不同样品各称取约０．５ｇ溶
于体积分数为 ０．９％的 ５ｃｍ３无菌生理盐水中，经
８０℃水浴１０ｍｉｎ后按照梯度稀释并涂布于 ＬＢ培
养基，挑取单菌落进行划线分离培养。

１．４　实验方法
１．４．１　产纤维素酶菌株初筛　待筛菌株接种于ＬＢ
培养基，在３７℃、１８０ｒ／ｍｉｎ下培养１２ｈ备用；在产
纤维素酶培养基平板中心打出８ｍｍ直径的小孔，
加入５０ｍｍ３菌液，正置于３７℃生化培养箱中培养１
～２ｄ，至菌体生长蔓延到孔外；在长出菌体的平板
上滴加１ｍｇ／ｃｍ３刚果红溶液至覆盖满整个平板，１０
ｍｉｎ后，倾去刚果红溶液，加入４ｍｏｌ／ｄｍ３的 ＮａＣｌ溶
液，１０ｍｉｎ后倾去 ＮａＣｌ溶液，菌体周围出现的透明
圈即为纤维素酶水解圈。

１．４．２　菌株复筛及酶活性测定方法　初筛水解圈
较大的菌株接种于 ＬＢ培养基，于３７℃、１８０ｒ／ｍｉｎ
下活化过夜，后按体积分数５％接种量接种于 １００
ｃｍ３ＬＢ培养基中发酵２４ｈ后离心（１００００ｒ／ｍｉｎ，６

ｍｉｎ），离心所得上清液即为粗酶液，于４℃下保存
备用。

纤维素酶活性测定参照文献［１３１５］的测定方
法，在１０ｃｍ３刻度试管中加入稀释酶液 ０．２ｃｍ３（３
支平行样），再各吸取 ０．８ｃｍ３体积分数为 １％的
ＣＭＣＮａ溶液（ｐＨ＝５．０），摇匀，于４０℃条件下水
浴 １０ｍｉｎ，取出冷却至室温，加入１．５ｃｍ３ＤＮＳ试
剂，迅速混匀后于沸水浴中反应 １０ｍｉｎ，冷却后，加
去离子水定容至 １０ｃｍ３，轻轻上下摇匀，另取 ０．２
ｃｍ３稀释酶液和０．８ｃｍ３０．１ｍｏｌ／ｄｍ３Ｍｃｌｌｖａｉｎｅ缓冲
溶液作为空白，不加ＣＭＣＮａ溶液，同样按照上述步
骤，用空白调零点，于５５４ｎｍ下测其吸光度。
１．５　菌株鉴定
１．５．１　菌株的初步鉴定　观察待鉴定菌株所形成
的菌落特征及革兰氏染色前后显微镜下的菌体形

态，并进行菌株的理化性质分析［１６］。

１．５．２　１６ＳｒＤＮＡ基因序列分析及鉴定　提取筛选
菌株基因组ＤＮＡ，以１６ＳｒＤＮＡ基因保守序列２７Ｆ：
５′ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＭＴＧＧＣＴＣＡＧ３′和 １４９２Ｒ：５′
ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ３′为引物进行 ＰＣＲ扩
增，并对筛选的菌株进行鉴定［１７］。将测得的菌株

１６ＳｒＤＮＡ基因序列在 ＧｅｎＢａｎｋ数据库中进行比对
分析，并利用ＭＥＧＡ５．１软件构建系统发育树。
１．６　菌株产酶性质研究

吸取１０ｃｍ３菌液于离心管中，在 ４℃、１００００
ｒ／ｍｉｎ转速条件下离心１０ｍｉｎ，分别对菌液、上清液
及１０ｃｍ３５０ｍｍｏｌ／ｄｍ３ＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ＝７．０）缓冲液
中的重悬菌株于５００Ｗ下超声破碎２５ｍｉｎ，分别测
定各组分的纤维素酶活性。

１．７　不同条件下粗酶液酶活性的测定
１．７．１　最适温度测定　酶活性单位（Ｕ）定义：即在
下列酶反应条件下每分钟由底物产生１μｍｏｌ还原
糖的酶量作为１个酶活单位 Ｕ。将粗酶液与１％的
ＣＭＣＮａ溶液（ｐＨ＝５．０）以１∶４的体积比混合，分
别于不同温度（３０、３５、４０、４５、５０、５５、６０、６５、７０、７５、
８０、８５℃）条件下进行反应并测定纤维素酶活性，得
出酶促反应的最适温度。

１．７．２　最适ｐＨ测定　将粗酶液与１％不同 ｐＨ的
ＣＭＣＮａ溶液（ｐＨ分别为 ３．０、４．０、５．０、６．０、７．０、
８．０）以１∶４的体积比混合，并于最适温度下测定纤
维素酶活性，得出酶促反应的最适ｐＨ。
１．７．３　金属离子对酶活性影响的测定　分别添加
１００ｍｍ３１０ｍｍｏｌ／ｄｍ３的 Ｍｎ２＋、Ｆｅ３＋、Ｚｎ２＋、Ｍｇ２＋和
Ｃｕ２＋于反应液中，并于最适温度和 ｐＨ下测定纤维
素酶活性。
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２　结果与讨论
２．１　芽孢杆菌属菌株产纤维素酶情况分析

根据菌株分离结果，共获得５２株芽孢杆菌属菌
株。通过产纤维素酶平板测试，根据水解圈大小

（直径）对产纤维素酶菌株进行初筛，其中水解圈大

于３０ｍｍ有４株，水解圈介于２０～３０ｍｍ有１５株，
水解圈小于２０ｍｍ有８株，无水解圈有２５株，不同
菌株产酶情况如图１所示。

图１　红树林样品中芽孢杆菌属不同菌株产酶情况
Ｆｉｇ．１　ＣｅｌｌｕｌａｓｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆＢａｃｉｌｌｕｓｓｔｒａｉｎｓ

ｆｒｏｍｍａｎｇｒｏｖｅｓａｍｐｌｅｓ
图中百分数为不同产酶情况菌株数目占总菌株数目的比例；

Ａ表示无水解圈，Ｂ表示水解圈直径＜２０ｍｍ，Ｃ表示水解圈直径

为２０～３０ｍｍ，Ｄ表示水解圈直径＞３０ｍｍ。

２．２　纤维素酶活性复筛
根据水解圈大小及菌株的生长状况选择４株菌

株，分别进行摇瓶复筛并测定粗酶液酶活性，相应

结果见表１。其中编号为 ｍｓ２的菌株在此条件下
生长较快，水解圈直径大小为２６．７７６ｍｍ（图２），
因而选用此菌株作进一步的研究。

２．３　菌株的鉴定
２．３．１　菌株的初步鉴定　将菌株 ｍｓ２划线于
ＴＳＡ（枯草芽孢杆菌生化鉴定试剂盒自带）平板上，
于３７℃培养１８～２４ｈ后发现菌落呈浅褐色、不规
则、扁平、干燥有褶皱形态。透射电镜显示菌体为

直状或近直状的杆菌，长２．３８～４．１９μｍ，粗０．７
～０．９μｍ，多为两个或两个以上菌体链状连接，如
图３（ａ、ｂ）所示；革兰氏涂片染色结果呈阳性，菌
体两端钝圆且呈杆状，单个或少量链状存在；有芽

孢，芽孢端生或中生［图３（ｃ）］；菌株 ｍｓ２的生化
特征见表２。

表１　纤维素酶活性复筛分析
Ｔａｂ．１　Ｒｅｓｃｒｅｅｎｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｏｆｃｅｌｌｕｌａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ

菌株 酶活性／（Ｕ·ｃｍ－３）

ｍｓ２ ０．２２１０

ｍｓ７ ０．１５５９

ｍｓ９ ０．２３９２

ｍｓ２９ ０．１５６１

图２　菌株ｍｓ２纤维素酶水解圈
Ｆｉｇ．２　Ｐｉｃｔｕｒｅｏｆｃｅｌｌｕｌａｓｅｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｒｉｎｇｓｂｙｍｓ２ｓｔｒａｉｎ

图３　菌株ｍｓ２透射电子显微镜图像与革兰氏染色鉴定结果
Ｆｉｇ．３　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｍｓ２ｓｔｒａｉｎｂｙｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅａｎｄＧｒａｍｓｔａｉｎｉｎｇ
图（ａ、ｂ）左下角数据为透射电子显微镜图片自带放大倍数，图（ｃ）是普通电子显微镜，不带放大倍数。

２．３．２　１６ＳｒＤＮＡ基因序列分析及鉴定　１６ＳｒＤＮＡ
基因比对结果表明，该基因片段与多株枯草芽孢杆

菌相似性达９９％（图４），综合上述的菌株理化分析
结果，鉴定该菌株为枯草芽孢杆菌，将本研究筛选的
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菌株ｍｓ２命名为枯草芽孢杆菌ｍｓ２。

表２　菌株ｍｓ２生理生化性质鉴定分析
Ｔａｂ．２　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌａｎｄｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆｍｓ２ｓｔｒａｉｎ

实验类型 ｍｓ２ ＣＭＣＣ（Ｂ）６３５０１

触酶试验 ＋ ＋

甘露醇 ＋ ＋

阿拉伯糖 ＋ ＋

ＶＰ ＋ ＋

硝酸盐还原 ＋ ＋

精氨酸 － －

　　注：“ＣＭＣＣ（Ｂ）６３５０１”为枯草芽孢杆菌标准菌株编号；“＋”表示可利用该物质或有相应特征，“－”表示不可利用该物质或无相应特征。

图４　基于１６ＳｒＤＮＡ构建的菌株ｍｓ２系统发育树
Ｆｉｇ．４　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆｍｓ２ｓｔｒａｉｎｂａｓｅｄｏｎ１６ＳｒＤＮＡ

２．４　菌株产酶性质分析
取细菌菌液、发酵上清液和细胞裂解液，分别检

测各组分的纤维素酶活性。如图５所示，菌液和发
酵上清液中的纤维素酶活性无显著差异，细胞裂解

液几乎无活性。结果表明该菌株所产纤维素酶为胞

外酶而非膜锚定酶；细胞显示的微弱活性，可能来自

于胞内翻译完成但尚未完成转运过程的纤维素酶前

体物质。

２．５　粗酶液酶学性质分析
２．５．１　温度对酶活性的影响　如图６所示，粗酶液
的活性随着温度升高呈稳定提高的趋势，并于６５℃
时到达最高；而后随着温度升高而降低，当温度达到

７５℃时，仍保留６０％的活性；此后，随着温度上升，
酶活性迅速下降，当温度到达８５℃时，酶活性下降
到２７％。结果表明该酶最适宜温度为６５℃，具备

图５　菌液、细胞和上清液纤维素酶活性检测结果
Ｆｉｇ．５　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｅｌｌｕｌａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｂａｃｔｅｒｉｕｍｌｉｑｕｉｄ，

ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔａｎｄｃｅｌｌｐｅｌｌｅｔ

一定的热稳定性，属于嗜热酶。

２．５．２　ｐＨ对酶活性的影响　在最适温度６５℃下，
ｐＨ对粗酶液酶活性的影响如图７所示，酶活性随着
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图６　酶活性随温度的变化结果
Ｆｉｇ．６　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｙｗｉｔｈｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

ｐＨ的上升而逐渐上升，于６．０时达到最大值，而后
随着ｐＨ的上升而逐渐下降，最适 ｐＨ为６．０左右。
ｐＨ对酶活性的影响结果表明，ｐＨ介于５．０～７．０之
间酶活性达到最大酶活性的８４％以上；在 ｐＨ＝３．０
时，酶活性达到最大酶活性的１６％以上。表明该菌
株ｍｓ２所产纤维素酶为弱酸性酶。在最适温度和
ｐＨ条件下，该菌株所产纤维素酶的最高酶活性为
０．６５５７Ｕ／ｃｍ３。

图７　酶活性随ｐＨ的变化结果
Ｆｉｇ．７　ＣｈａｎｇｅｓｏｆｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｙｗｉｔｈｐＨ

２．５．３　金属离子对酶活性的影响　如图８所示，在
浓度分别为１ｍｍｏｌ／ｄｍ３Ｃｕ２＋、Ｍｇ２＋、Ｚｎ２＋、Ｆｅ３＋和
Ｍｎ２＋的胁迫下，Ｃｕ２＋对酶促反应无显著影响，Ｍｇ２＋、
Ｚｎ２＋、Ｆｅ３＋和Ｍｎ２＋对酶促反应均有不同程度的抑制
作用，酶活性分别下降 ２．８４％、５．７５％、９．４９％和
２９．９６％，其中Ｍｎ２＋对酶活性的抑制效果最为明显。
２．６　讨论

红树林是分布于热带和亚热带位于陆地和海洋

交界的滩涂地带，是陆地向海洋过渡的特殊生态系

统［１８］，由于红树林落叶等木质纤维素的沉积，产纤

维素酶微生物也是该区的重要生物组成部分［１９２１］。

本研究通过对５２株来源于红树林沉积物样品的芽
孢杆菌属菌株进行产纤维素酶平板测试，结果表明，

产纤维素酶的菌株共有２７株，２５株无纤维素酶活

图８　金属离子对纤维素酶活性的影响
Ｆｉｇ．８　Ｉｍｐａｃｔｏｆｍｅｔａｌｉｏｎｓｏｎｔｈｅｃｅｌｌｕｌａｓｅ

性；另外，通过产蛋白酶平板测试，发现这２７株既有
纤维素酶活性也有蛋白酶活性，另外２５株中２３株
有蛋白酶活性，２株既没有蛋白酶活性也没有纤维
素酶活性，它们通过多种功能协同作用，共同形成细

菌群落并完成功能分工。因此，从红树林生境获得

产纤维素酶菌株具有广泛的研究前景。

真菌、细菌和放线菌为常见的产纤维素酶微生

物，其中，由于芽孢的存在，具有芽孢的细菌在耐酸、

耐碱、耐高温等方面有独特的优势，因此成为目前研

究产纤维素酶微生物的一个重要方向。如芽孢杆菌

作为水产养殖业常用菌种，其可以直接应用于养殖

水体或添加到饲料中使用，具有耐酸、耐盐和耐高温

等特性，特别是水产颗粒料加工时对菌体无显著影

响，因此，芽孢杆菌在这方面具有明显的优势。不同

菌株所产生的纤维素酶也有一定的差异性，Ｉｒｆａｎ等
（２０１７）通过对嗜热菌株枯草芽孢杆菌 Ｋ１８产纤维
素酶条件进行分析，初步确定了该酶的最适温度为

５０℃，最适ｐＨ为７．０［２２］；张耿肞等（２０１７）从嗜热
菌资源丰富的温泉区土壤中筛选出一株具有纤维素

酶活 性 的 嗜 热 地 芽 孢 杆 菌 （Ｇｅｏｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．）
ＨＴＡ４２６，通过对该菌株产酶能力进行分析，其酶活
性在温度为６０℃和ｐＨ为７．０条件下达到最高［２３］；

Ｌｉ等（２００８）通过对温泉中分离得到耐热产纤维素
酶的枯草芽孢杆菌产酶条件分析，发现该菌株产酶

最适反应温度为 ５０℃，此时酶活性为 ０．２６
Ｕ／ｃｍ３［２４］。目前，产嗜热纤维素酶菌株大多来源于
温泉、活火山口附近等环境［２５］；此外，红树林生境筛

选出纤维素酶活性较高的菌株还是以真菌为

主［２６２７］，且绝大多数细菌产的纤维素酶最适反应温

度在５５℃左右［２８］。本研究从红树林生境筛选出的

枯草芽孢杆菌 ｍｓ２最适宜温度为６５℃，与其他报
道的研究成果相比［２８２９］，该酶具有良好的嗜热性，

且兼具较高的酶活性。由于产业应用中酶解纤维素
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时通常需要在５５～６０℃的温度下进行，研究获得的
嗜热纤维素酶不仅适合这样的温度环境，还能在酶

活性上维持较高的水平，有利于产业开发应用。

对纤维素酶基因的克隆始于２０世纪７０年代，
目前为止大量纤维素酶基因已被克隆出来，并采取

一系列技术手段来提高纤维素酶的活性和产量［３０］。

研究表明，纤维素酶基因序列具有种属相似性［３１］。

基于此，我们将在后续工作中进一步对枯草芽孢杆

菌ｍｓ２进行纤维素酶基因克隆和重组表达，用于产
业化生产与应用。

３　结论
本研究通过筛选得到一株具有较高纤维素酶活

性的枯草芽孢杆菌 ｍｓ２，并对其粗酶液进行分析，
结果显示最适宜温度和 ｐＨ分别为６５℃和６．０，在
此条件下最高酶活性为０．６５５７Ｕ／ｃｍ３，此外，该酶
对Ｃｕ２＋稳定，Ｍｇ２＋、Ｚｎ２＋、Ｆｅ３＋和 Ｍｎ２＋等金属离子
对该酶具有抑制作用。综上所述，该菌所产纤维素

酶为嗜热的弱酸性胞外酶，因而具有良好的应用

潜力。
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