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聚多曲霉 CMC-1的筛选鉴定及其水稻秸秆降解特性
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摘要： 农作物秸秆是一种廉价丰富的可再生资源，但是其难降解性制约了其高值转化利用的效率，筛选高效的秸秆降解菌

对于农作物秸秆废弃物处理、生态环境保护及生物质资源高效利用等具有重要意义。采用唯一碳源法从腐败秸秆土壤中筛选

出 1 株高效降解水稻秸秆的真菌 CMC-1，该菌株能够在水稻秸秆、微晶纤维素、羧甲基纤维素钠和木聚糖等 4 种唯一碳源培养

基上良好生长；基于其 ITS 序列的系统发育进化分析及宏观、微观表型特征，鉴定 CMC-1 为聚多曲霉（Aspergillus sydowii）。

CMC-1 具有完整的木质纤维素降解酶活性，在 2% 麸皮和 2% 微晶纤维素的发酵培养基中，30 ℃，180 rpm，摇瓶发酵检测 β-葡

萄糖苷酶的最高活力可达到 169. 7 U/mL，木聚糖酶最高活力为 207. 2 U/mL。内切葡聚糖酶、外切葡聚糖酶和 β-葡萄糖苷酶

最适反应 pH 为 5，木聚糖酶最适反应 pH 为 6，这四种酶的最适反应温度均为 50 ℃；Cu2+对纤维素酶和半纤维素酶的活力均具

有显著促进作用。失重法检测 CMC-1 对水稻秸秆整体降解效率为 25. 8%，纤维素、半纤维素的降解效率分别为 24. 2% 和

26. 9%。首次发现聚多曲霉 CMC-1 表现出较高的水稻秸秆降解能力，能够为农作物秸秆生物质资源的高效转化利用提供新

的优良菌种。。
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Abstract： Crop straw is a cheap and abundant renewable resource， but its difficulty of degratation limits the efficien⁃
cy of its high-value conversion and utilization.  Screening highly efficient straw-degrading microbes is of great significance 
for the treatment of crop straw waste， the protection of the ecological environment， and the efficient utilization of biomass 
resources.  A fungal strain CMC-1 with high-efficiency in degrading rice straw was screened from rotten straw soil using 
the sole carbon source method.  This strain could grow well on four kinds of sole-carbon-source media， including rice 
straw， microcrystalline cellulose， sodium carboxymethyl cellulose， and xylan， respectively.  Based on the phylogenetic 
analysis of its ITS sequence and the macroscopic and microscopic phenotypic characteristics， CMC-1 was identified as As⁃

pergillus sydowii.  Strain CMC-1 exhibited complete lignocellulolytic enzyme activities.  In a fermentation medium with 
2% wheat bran and 2% microcrystalline cellulose， the highest activity of β -glucosidase detected could reach 
169. 7 U/mL， and the highest activity of xylanase was 207. 2 U/mL in shake flask fermentation at 30 ℃ with a rotation 
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speed of 180 rpm.  The optimal pH for endo-β-glucanase， exoglucanase， and β-glucosidase was 5， while xylanase was 6.  
The optimal temperature for all four enzymes was 50 ℃ .  Cu2+ could significantly promote the activities of both cellulase 
and hemicellulase.  The degradation efficiency of CMC-1 on rice straw was 25. 8% detected by the weight-loss method， 
and the degradation efficiencies of cellulose and hemicellulose were 24. 2% and 26. 9%， respectively.  The Aspergillus sy⁃

dowii CMC-1 screened in this study shows high degradation capacity for rice straw， which can provide a new excellent 
strain for the efficient conversion and utilization of agricultural straw biomass resources.

Key words： rice straw； sole carbon source； Aspergillus sydowii； cellulase； hemicellulase

0 引  言

中国是世界上重要的农业生产大国，也是最大的

秸秆生产国之一，拥有水稻、玉米、小麦等丰富的农作

物秸秆资源，总产量约占全球秸秆资源的 20%［1-2］。

2022 年，中国主要农作物的秸秆产生量达到了 8. 65
亿吨，可收集总产量 7. 31 亿吨［3］。国内外对于农作物

秸秆资源的利用方式主要包括燃料化、饲料化、肥料

化、基料化和原料化，简称“五料化利用”［4］。1950−
2021 年期间，农作物秸秆用于烹饪、取暖、露天焚烧

等产生的温室气体排放量从每年 1 亿吨骤增至 4. 46
亿吨［5］。为了缓解温室气体引发的“全球气候变热”

等环境难题，在第 75 届联合国大会上，中国提出了

2030 年前实现碳达峰，2060 年前实现碳中和的“双

碳”目标［6］。因此，农作物秸秆资源的科学化管理和

高效化利用，对于农业领域实现绿色循环发展及低碳

转型目标具有关键的现实价值与深远意义。

农作物秸秆固有的抗降解屏障得益于其木质纤

维素复合体独特的结构特征，这种复合体通过纤维

素、半纤维素与木质素分子间交联形成三维网状骨

架［7］。木质纤维素一般需要通过物理破碎、化学脱

木质素和生物酶解等多手段联合应用才能将其充分

破坏和有效分解［8］。秸秆中纤维素含量占比最高

（约 30%~50%），其主要是由葡萄糖单元通过 β-1，
4-糖苷键聚合而成，虽然基本组成单位单一，但是纤

维素长链具有一定取向性，致使分子链通过氢键作

用形成疏松的非结晶区与致密的结晶区的复合结

构，且结晶程度越高分子间作用力增强，导致其越难

降解［9］。自然环境中存在部分微生物能分泌纤维素

酶。纤维素酶由内切葡聚糖酶（endo-1，4-β⁃D gluca⁃
nase，EC 3. 2. 1. 4）、外切葡聚糖酶（exo-1，4- β ⁃ D-
glucanase，EC 3. 2. 1. 91）和 β-葡萄糖苷酶（β-glucosi⁃
dase，EC 3. 2. 1. 21）3 种酶组成；但是，三者协同作用

才能发挥出高效的纤维素降解作用［10］。半纤维素是

一类组成更为复杂的异质多糖，与纤维素相比其基

本组成单位与结构更加多样化，基本单糖单位包括

木糖、甘露糖、半乳糖、葡萄糖、阿拉伯糖等，并且常

带有乙酰基、甲氧基或糖醛酸等修饰基团［11］。在农

作物秸秆中半纤维素（约 25%~30%）的成分占比仅

次于纤维素，常见的半纤维素酶主要包括木聚糖酶

和甘露聚糖酶等［9，12］。木质素（约 15%~20%）是农

作物秸秆中最难降解和利用的成分之一，常见的木

质素分解酶包括漆酶、木质素过氧化物酶和锰过氧

化物酶等［9，13］。分泌木质纤维素降解酶的菌株不仅

在农作物秸秆还田降解过程中发挥关键作用，而且

在其他更多领域展现出重要的应用价值。例如：在

饲料领域，利用微生物产生的纤维素酶与半纤维素

酶预处理秸秆饲料，可显著促进畜禽对营养物质的

消化吸收［14］；在食品工业中，纤维素酶通过破坏植物

细胞壁提升原料澄清度，从而优化食品品质［12］；此

外，纤维素酶与半纤维素酶在纺织和造纸工业中也

发挥着重要作用［15］。

自然界中农作物秸秆废弃物在细菌、放线菌和真

菌等多种分解微生物的共同作用下彻底降解，其中真

菌发挥了主要优势作用［16，17］。真菌曲霉属中的黑曲

霉（Aspergillus niger）、米曲霉（Aspergillus oryzae）和

烟曲霉（Aspergillus fumigatus）是常见的能合成分泌

木质纤维素酶的参考菌种［18］。黑曲霉和米曲霉其内

切和外切酶活性较低，常作为辅助菌种与其他真菌混

合培养来提高整体的纤维素酶活性［19⁃20］。烟曲霉的

主要优势在于能合成耐高温的纤维素酶，但其作为一

种致病菌，限制了其在食品等领域的应用［21］。当前，

曲霉属中还有许多尚未被充分挖掘的潜力菌种，本文

筛选和鉴定的分泌木质纤维素酶的聚多曲霉（Asper⁃
gillus sydowii）在秸秆降解领域未见报道，为探索曲

霉属内新型纤维素酶系的特性，以及秸秆降解酶制剂

的多元化开发利用提供新的参考。

1 材料与方法

1. 1 材料

1. 1. 1 试剂

水稻秸秆经多次水洗、烘干后，由东海县白塔埠

镇苏锐秸秆加工厂粉碎制成 100 目粉末；微晶纤维

素、3，5-二硝基水杨酸、羧甲基纤维素钠、刚果红等试

剂均购于国药集团化学试剂有限公司；水杨苷、木聚

糖购于上海麦克林生化科技股份有限公司；麸皮、真
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菌基因组提取试剂盒购于北京索莱宝科技有限公司；

纤维素、半纤维素和木质素含量测定试剂盒购自北京

盒子生工科技有限公司；无缝克隆技术组装试剂盒

（2×Seamless Cloning Mix）、质 粒 提 取 试 剂 盒 和

DNA 琼脂糖凝胶回收试剂盒购自北京博迈德基因技

术有限公司；限制性核酸内切酶、Q5 高保真 DNA 聚

合酶购于 New England Biolabs （NEB）公司；察氏培

养基和乳酸酚棉蓝染色液购于青岛海博生物技术有

限公司；其余常规生化试剂均采购于本地代理商。

1. 1. 2 菌株与培养基

大肠杆菌感受态细胞 DH5α 和克隆载体 pUC19
为本实验室保存菌株和质粒。

参照文献［22］，初筛培养基（g/L）：水稻秸秆粉

20 g，KH2PO4 2 g，MgSO4 0. 5 g，（NH4）2SO4 1 g，
NaCl 0. 5 g，琼脂 20 g；pH 4. 8；121 ℃，灭菌 30 min。
复筛培养基是将初筛培养基中的水稻秸秆粉替换为

等质量的微晶纤维素、羧甲基纤维素钠和木聚糖。

PDA 培养基：称量 200 g 去皮后新鲜土豆碎块，加适

量蒸馏水煮沸 30 min，四层纱布过滤收集滤液，加葡

萄糖 20 g，琼脂 20 g，蒸馏水定容至 1 L；pH 自然，

115 ℃ ，灭菌 30 min。 LB 培养基（g/L）：胰蛋白胨

10 g，酵母膏提取物 5 g，NaCl 10 g；121 ℃，灭菌 30 
min。真菌培养的种子瓶和发酵瓶培养基参照文献

［23］的 方 法 。 MM 培 养 基（g/L）：ZnSO4·7H2O 
0. 001 4 g，CoCl2 0. 000 2 g，FeSO4·7H2O 0. 005 g，
MnSO4·H2O 0. 016 g，MgSO4 0. 6 g，CaCl2 0. 8 g，
（NH4）2SO4 5 g，KH2PO4 15 g，pH 4. 8。种子培养基

（g/L）：蛋白胨 1 g，葡萄糖  20 g，MM 培养基定容至

1 L，pH 4. 8；115 ℃ ，灭 菌 30 min。 发 酵 培 养 基

（g/L）：尿素 0. 3 g，蛋白胨 1 g，麸皮 20 g，微晶纤维素

20 g，MM 培养基定容至 1 L，pH 4. 8。 121 ℃，灭菌

30 min。
1. 2 方法

1. 2. 1 菌株筛选

样品采集：采集唐山市曹妃甸农场水稻秸秆堆积

区域的土壤样品，无菌密封袋低温保存。

初筛：称取 1 g 土壤样品放入无菌试管中，加入

9 mL 无菌去离子水，28 ℃低速振荡培养 12 h；取上清

液用无菌水进行 10−1，10−2，10−3 和 10−4 梯度稀释，吸

取每个梯度的稀释液 0. 2 mL 涂布在以水稻秸秆粉为

唯一碳源的初筛培养基上；28 ℃恒温培养 5~7 d。真

菌菌落一般多呈现绒毛或絮状形态，且能够产生明显

的孢子，挑取初筛平板上尺寸较大且生长速度较快的

真菌单克隆进行复筛。

复筛：初筛获得的单克隆真菌在 PDA 培养基中

传代纯化 3 次，直至单克隆菌落形态一致，不含杂菌。

用无菌水收集和稀释真菌孢子，血球计数板计数并制

备 1. 0×107 个/mL 的孢子悬液，取 2. 5 μL 孢子悬液

滴种到以水稻秸秆、微晶纤维素、羧甲基纤维素钠及

木聚糖为底物的复筛培养基平板中心，28 ℃恒温倒

置培养 5 d，羧甲基纤维素钠的复筛选培养基采用

0. 5% 刚 果 红 溶 液 进 行 处 理 ，染 色 10 min 后 用

1 mol/L NaCl溶液脱色处理，通过观察透明水解圈评

估菌株的内切葡聚糖酶活性。

1. 2. 2 形态学特征

最适生长温度和宏观表型特征：吸取 2. 5 μL 
CMC-1 孢子悬液（1×107 个/mL），分别滴加到 PDA
和察氏培养基平板的中心位置，静置风干后将培养皿

用封口膜进行密封，防止杂菌污染，分别在 15 ℃、

20 ℃、25 ℃、30 ℃、35 ℃培养箱倒置培养，观察和鉴别

CMC-1 的表观形态。

微观形态特征：用无菌小枪头挑取少量孢子及菌

丝体置于载玻片上，滴加 1 滴乳酸酚棉蓝染色液进行

染色，光学显微镜进行镜检，观察菌丝体和孢子显微

结构，放大倍数：目镜 10×，物镜 20×。

1. 2. 3 种属鉴定

取 100 μL 孢子悬液（1×107 个/mL）接种到盛装

有 50 mL 种子培养基的 250 mL 广口三角烧瓶中，

180 rpm，30 ℃恒温培养 48 h。布氏漏斗过滤除去发

酵液，将菌丝体转移到研钵中，加入液氮快速研磨成

粉末，按照真菌基因组 DNA 提取试剂盒提取 CMC-1
基因组 DNA。以基因组 DNA 为模板，扩增 CMC-1
的 ITS 序列，引物序列：ITS1-F：5'-GACGTTGTA⁃
AAACGACGGCCAGTGAATTCTCCGTAGGT ⁃
GAACCTGCGG-3'；ITS4-R：5'-CAGCTATGAC⁃
CATGATTACGCCAAGCTTTCCTCCGCT ⁃
TATTGATATGC-3'。下划线部分为 pUC19 载体

上的 overlap 区，用于无缝克隆试剂盒组装构建载体

pUC19-ITS（CMC-1），粗体部分为扩增真菌 ITS 的

特异引物序列。将重组产物转化大肠杆菌感受态细

胞 DH5α，挑取阳性克隆委托北京擎科生物科技股份

有限公司（天津）进行序列测定。

将 测 序 得 到 的 ITS 序 列 提 交 NCBI 数 据 库

（https：//www. ncbi. nlm. nih. gov/），注 册 Genbank
序列号。同时，在 BLAST 平台进行核酸序列比对分

析，筛选同源性较高的标准菌株的 ITS 序列作为参考

序列，采用 MAGE11 软件绘制 CMC-1 的系统发育进

化关系树。

1. 2. 4 发酵与酶学活性测试

发酵与粗酶液制备：向 50 mL 种子瓶中接种
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100 μL 孢子液，30 ℃，180 rpm 振荡培养 48 h，按照

10% 的接种量将菌丝体发酵液接种到 50 mL 发酵培

养基中，30 ℃，180 rpm 继续培养；每隔 1 d 取发酵液，

12 000 rpm 离心 5 min，上清即为粗酶液。

缓冲液的配置、标准曲线及酶学活力的测定方

法参考本课题组先前发表的文章［24-25］。酶促反应体

系中内切葡聚糖酶的底物为 1% 的羧甲基纤维素

钠，外切葡聚糖酶的底物是 1% 的微晶纤维素，β-葡
萄糖苷酶的底物为 1% 的水杨苷，半纤维素酶（木聚

糖酶）的底物为 1% 的木聚糖。酶学活力的测定方

法略有改动，采用酶标仪微量法，与原方法相比各

试剂用量等比例缩小 10 倍。向 1. 5 mL 的离心管中

加入 100 μL 的反应底物，50 μL 稀释后的粗酶液，混

匀后放入 50 ℃的水浴锅（或金属浴）中温育反应 30 
min，然后加入 200 μL 的 DNS 试剂，沸水浴（金属

浴）10 min 终止反应，冷却至室温并加入 650 μL 的

去离子水定容至 1 mL，吸取 200 μL 上述酶促反应

液加入 96 孔板中，利用酶标仪测定反应液在 540 nm
处的吸光度，依据标准曲线和吸光度计算酶解产生

的葡萄糖（木糖）质量。酶活力单位（U）定义为在

50 ℃，pH 4. 8 反应条件下，1 min 内水解底物生成 1 
μg 葡萄糖（或木糖）所需的酶量；发酵液粗酶活力

（U/mL）是指每毫升发酵液在一定条件下 1 min 内

催化底物酶解生成 1 μg 葡萄糖（或木糖）所需的

酶量。

分别在 10、20、30、40、50、60、70、80、90 ℃条件下

测定粗酶液中纤维素酶和半纤维素酶的相对酶学活

力，确定其最适反应温度。分别在 pH 3. 0、4. 0、5. 0、
6. 0、7. 0、8. 0、9. 0、10. 0、11. 0 条件下测定粗酶液中

纤维素酶和半纤维素酶的相对酶学活力，确定其最适

反应 pH。其中相对酶活力主要是指以最适温度

（pH）条件下测得的酶活力为对照，评价其他温度

（pH）条件对酶学活性的影响，计算公式如下：相对酶

活力=［不同温度（pH）条件酶活力/最适温度（pH）条

件酶活力］×100%。

用去离子水配置 1 mol/L 的 KCl、CaCl2、NaCl、
MgCl2、MnCl2、FeCl2、FeCl3、ZnCl2、CuCl2、CoCl2储液，

向酶促反应体系中加入终浓度为 1 mmol/L 的上述金

属离子储液，以不添加任何金属离子的反应体系作为

对照组，测定各金属离子对纤维素酶和半纤维素酶活

性 的 影 响 。 向 酶 促 反 应 体 系 中 加 入 终 浓 度 为 1 
mmol/L 的有机试剂 EDTA、Triton X-100、Tween 80
和 SDS，以不加有机试剂的反应体系作为对照组，测

定有机试剂对纤维素酶和半纤维素酶活性的影响。

相对酶活力是指以不加金属离子或有机试剂条件下

测得的酶活性作为对照，评价添加金属离子或有机试

剂后对酶活性的影响，具体计算公式如下：相对酶活

力=［添加金属离子（或有机试剂）的实验组酶活力/
不添加金属离子（或有机试剂）的对照组酶活力］×
100%。

1. 2. 5 测定水稻秸秆降解率

采用失重法评价水稻秸秆的整体降解效果［26］。

称取 20 g 100 目的水稻秸秆粉末（2%）代替原发酵培

养 基 中 的 微 晶 纤 维 素 和 麸 皮 ；接 入 10% 的 含 有

CMC-1 菌丝体种子液，对照组不加 CMC-1 种子液，

用无菌水补齐。30 ℃，180 rpm 培养，分别在第 3、6、
9、12、15、18 d 取出一组发酵瓶，抽滤除去发酵液，用

镊子挑去较大菌丝球，分别用 0. 1 mol/L 稀盐酸和去

离子水冲洗秸秆残渣 3 次，去除剩余菌丝体碎片，

60 ℃烘箱烘干 48 h，称重。

秸秆失重率 W1=（M0−M1）/M0×100%。

式中，M0：对照瓶秸秆粉重量；M1：发酵后秸秆粉重

量，单位：g。纤维素含量检测试剂盒主要原理是利

用纤维素在酸性条件下水解为 β⁃D-葡萄糖，β⁃D-葡
萄糖脱水生成 β-糠醛类化合物与蒽酮脱水缩合生

成蓝绿色糠醛衍生物，通过比色法（620 nm）定量纤

维素。半纤维素含量检测试剂盒主要原理是样品

经酸处理后转化成还原糖，进一步与 3，5-二硝基水

杨酸反应生成棕红色氨基化合物，通过比色法（540 
nm）测定半纤维素的含量。木质素含量检测试剂盒

主要原理是样品中木质素酚羟基乙酰化后生成乙

酰木质素，利用比色法（280 nm）测定木质素的含

量。测定对照组中水稻秸秆粉和实验组降解后残

渣中的三素（纤维素、半纤维素和木质素）含量。三

素降解率计算公式：

W2=（M0×a−M1×b）/（M0×a）×100%。

式中，a：对照组中秸秆三素含量；b：CMC-1 处理后秸

秆残渣中的三素含量，单位：mg/g。
用蒸馏水将对照组和降解组的水稻秸秆残渣进

行超声分散，取少量样品滴加于粘贴有导电胶带的观

察台上，自然晾干，使用日本 HITACHI 场发射扫描

电镜（型号：S4800）观察秸秆的微观结构。

1. 2. 6 数据统计及显著性分析

利用 WPS Office Excel 对实验数据进行统计学

处理和分析，实验数据以均值和标准误差形式表示。

实验组和对照组数据采用 t检验方法计算 P 值来评价

两组数据之间差异是否显著，当 P≤0. 01 时为差异极

显著（**表示），0. 01<P≤0. 05 时为差异显著（*表
示），P>0. 05 为差异无统计学意义。
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2 结果与分析

2. 1 菌株 CMC-1 在 4 种唯一碳源培养基上的筛

选表型特征

经过初筛、分离纯化共得到真菌 45 株。为进一

步验证和评价各菌株降解木质纤维素的效果，再次利

用水稻秸秆粉、微晶纤维素、羧甲基纤维素钠和木聚

糖为唯一碳源对上述真菌菌株进行复筛，通过比较菌

株在 4 种唯一碳源培养基中的生长速度、菌落直径大

小等特征，初步确定 1 株秸秆降解优势菌株，编号命

名为 CMC-1。如图 1 所示，CMC-1 在 4 种唯一碳源

培养基中均能良好生长。28 ℃，培养 5 d 后，CMC-1
在水稻秸秆粉、微晶纤维素和木聚糖唯一碳源培养基

上 的 生 长 尺 寸 分 别 为 28. 5 mm、24. 9 mm 和 29. 0 
mm。刚果红与羧甲基纤维素特异性结合形成稳定

的红色复合物，但是当羧甲基纤维素被菌株合成的内

切葡聚糖酶分解后，无法形成红色复合物，平板上会

出现透明圈。因此，通过计算和比较降解透明圈直径

（D）与菌落直径（d）的 D/d 值，来评价木质纤维素降

解菌的降解能力，D/d 值越大代表其酶活性越强［27］。

CMC-1 的 D/d 值为 2. 1，表明该菌株具有较高的纤维

素酶活性。

2. 2 菌株 CMC-1 最适生长温度及宏观表型特征

为了确定菌株 CMC-1 发酵培养的最适温度，将

CMC-1 孢子分别接种至 PDA 和察氏两种培养基平

板上，在不同温度下观察菌株的生长速度和宏观形态

特征。如图 2 所示，在 30 ℃培养条件下，CMC-1 无论

在 PDA 培养基还是察氏培养基中生长速度均最快，

菌丝体生物量积累也最多，30 ℃为该菌株的最适生

长温度。在 15 ℃和 35 ℃培养条件下，菌株 CMC-1 的

生长明显受到抑制。CMC-1 在 30 ℃，PDA 培养平板

上，菌体紧凑聚集在一起，表面附着成熟的深绿色

孢子。

2. 3 菌 株 CMC-1 合 成 木 质 纤 维 素 降 解 酶 活 性

分析

如 图 3 所 示 ，在 30 ℃ 最 适 生 长 温 度 条 件 下 ，

CMC-1 菌株产内切葡聚糖酶、外切葡聚糖酶和 β-葡
萄糖苷酶的最大活力分别为 35. 0 U/mL（6 d）、25. 8 
U/mL（4 d）、169. 7 U/mL（8 d）；CMC-1 菌株产半纤

维素酶（木聚糖酶）最高活力 207. 2 U/mL（4 d）。根

据上述唯一碳源培养基初筛和复筛的筛选结果，以及

纤维素酶和半纤维素酶酶学活力分析，初步表明真菌

CMC-1 具有高效的木质纤维素降解能力。里氏木霉

（Trichoderma reesei）仍然是当前食品、饲料和能源等

领域常用的商用纤维素酶生产菌［28］。本研究筛选的

聚多曲霉菌株 CMC-1 在合成 β-葡萄糖酶和木聚糖酶

方面展现出显著优势，其 β-葡萄糖酶酶学活性明显高

图 1　菌株 CMC-1 在 4 种唯一碳源培养基中的生长状态

Figure 1　Growth status of strain CMC-1 in four types of culture media with unique carbon sources

图 2　不同温度下菌株 CMC-1 在平板上的生长状态

Figure 2　Growth status of strain CMC-1 on the plate at different temperatures
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于里氏木霉 C30［24-25］。

2. 4 木质纤维素降解酶最适反应温度和最适反应

pH
如图 4 所示，菌株 CMC-1 合成内切葡聚糖酶、外

切葡聚糖酶、β-葡萄糖苷酶和木聚糖酶的最适反应温

度均为 50 ℃，即在 50 ℃反应体系中，纤维素酶和半纤

维素酶的活力最高。内切葡聚糖酶和木聚糖酶在

40 ℃ ~60 ℃范围内的相对活力能够保持在 80% 以

上；而外切葡聚糖酶在 40 ℃~80 ℃范围之间可保持

较高的催化活性，呈现出较宽的反应温度范围；β-葡
萄糖苷酶的最适反应温度范围为 50 ℃~60 ℃。

如图 5 所示，整体上，CMC-1 所产纤维素酶和半

纤维素酶的最适反应 pH 为弱酸性，其中内切葡聚糖

酶、外切葡聚糖酶和 β-葡萄糖苷酶的最适反应 pH 值

均 为 5，CMC-1 所 产 的 木 聚 糖 酶 的 最 适 反 应 pH
值为 6。

菌株 CMC⁃1 所产纤维素酶和半纤维素酶的最适

温度、温度稳定范围、最适 pH 及 pH 稳定范围等酶学

特性参数如表 1 所示，其中在温度和 pH 稳定范围内

四种酶的酶活力均能保持 80% 以上。

2. 5 金属离子和有机试剂对木质纤维素降解酶活

性影响

在最适反应温度、pH 条件下检测金属离子及有

机试剂对纤维素酶和半纤维素酶活力的影响，以不加

金属离子和有机试剂的酶促反应体系为空白对照组

（即相对酶活力为 100%）。Ca2+、Fe2+、Fe3+、Cu2+和

有机试剂 EDTA 对内切葡聚糖酶有极显著的促进作

用（P<0. 01），其中 Cu2+的促进作用最强，酶活力提

高了 43. 3%；Mn2+极显著抑制内切葡聚糖酶的活力

（41. 0%，P<0. 01），见图 6（a）。K+、Ca2+、Na+、Fe2+、

Zn2+、Cu2+和有机试剂 EDTA、SDS 等对外切葡聚糖

酶的活力有极显著的增强作用（P<0. 01），其中 Cu2+

的促进作用最强，酶活力提高了 33. 5%；Mn2+、Co2+

和 TritonX-100 有显著的抑制作用，见图 6（b）。K+、

Ca2+、Na+、Fe2+、Fe3+、Cu2+等金属离子对 β-葡萄糖苷

酶活性有极显著的促进作用（P<0. 01），其中 Cu2+对

β -葡 萄 糖 苷 酶 活 力 提 高 了 37. 9%；Mn2+ 、Co2+ 和

EDTA、TritonX-100 对 β-葡萄糖苷酶有极显著的抑

制 作 用（P<0. 01），Mn2+ 对 该 酶 的 抑 制 程 度 为

35. 5%，见图 6（c）。Zn2+和 Cu2+对木聚糖酶有极显著

的促进作用（P<0. 01），Cu2+对木聚糖酶活力提高了

15. 9%；Mg2+ 、Mn2+ 和 TritonX-100、Tween-80 对木

聚糖酶的活力有极显著的抑制作用（P<0. 01），见

图 6（d）。

2. 6 种属鉴定

如图 7（a）所示，在 20×10 倍显微镜下，观察到菌

株 CMC-1 菌丝体不分支，孢子梗较长、较粗，在孢子

梗的顶端聚集成团簇状的球体结构，其表面附着大量

图 3　菌株 CMC-1 产纤维素酶和半纤维素酶活性随时间变化的曲线

Figure 3　Curves of cellulase and hemicellulase activities of strain CMC-1 over time
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的孢子。提取菌株 CMC-1 的基因组 DNA，1% 的琼

脂糖凝胶加样孔中基因组 DNA 样品和 marker 样品

的体积均为 5 μL，图 7（b）显示基因组 DNA 条带整体

大小在 10 kb 以上，较为完整，且亮度较为明亮，表明

图 4　菌株 CMC-1 产纤维素酶和半纤维素酶最适反应温度

Figure 4　Optimal temperature for cellulase and hemicellulase produced by strain CMC-1

图 5　菌株 CMC-1 产纤维素酶和半纤维素酶最适反应 pH
Figure 5　Optimal pH for cellulase and hemicellulase produced by strain CMC-1
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提取的基因组 DNA 的浓度较高，完整性和浓度均满

足后续实验要求。以其为 PCR 模板，扩增 ITS 序列

的电泳条带大小位于 500~750 bp（图 7（c）），对该

PCR 产物进行测序后，得到该菌株 ITS 序列的实际

长度为 569 bp，将核酸序列提交 NCBI 数据库，注册

GenBank 登录号：PV739265；同时进行 BLAST 比对

分析，选取数据库中与 CMC-1 亲缘关系较近的参考

菌株的 ITS 序列，采用邻接法（Neighbor-Joining）绘

制系统发育进化树（括号内为该菌株的 GenBank 登录

号），系统发育检验采用自展法，自展次数 1000 次，当

分支上数值为“95”，表示该分支在 1 000 次 bootstrap
重复分析中出现了 950 次，种属邻近关系具有极高的

可靠性。如图 7（d）所示，菌株 CMC-1 与参考菌株聚

多曲霉（Aspergillus sydowii）UTHSC 11-204 的亲缘

关系最近，其 ITS rDNA 的序列相似性为 100%，结合

该菌株聚集成团簇状的微观菌丝体结构特征，初步鉴

定菌株 CMC-1 为聚多曲霉。

2. 7 菌株 CMC-1 对水稻秸的秆降解效果

通过计算水稻秸秆经 CMC-1 发酵处理后的干重

损失量，评价水稻秸秆的降解效率。如图 8（a）所示，

在发酵降解的前期阶段，水稻秸秆干重损失速率较

快，第 9 d 时约有 20% 的水稻秸秆被降解，随后降解

速度开始减慢，在第 15 d、18 d 时，水稻秸秆干重损失

率趋于平缓，干重损失率分别为 25. 7% 和 25. 8%。

如图 8（b）所示，CMC-1 对水稻秸秆中纤维素的降解

率约为 24. 2%（P<0. 05），对半纤维素的降解率约为

26. 9%（P<0. 01）；但是对水稻秸秆木质素的降解率

约为 4. 0%，且降解差异不显著（P>0. 05），秸秆中的

木质素成分为芳香族聚合物，其水解核心酶包括木质

素过氧化物酶、锰过氧化物酶和漆酶等［13］。本文筛选

图 6 金属离子和有机试剂对纤维素酶和半纤维素酶活性的影响

Figure 6　The influence of metal ions and organic reagents on the activities of cellulase and hemicellulase
注：**表示差异极显著；*表示差异显著；空白为差异不显著。

Note：** indicates extremely significant difference；* indicates significant difference. Blank space indicates no significant dif⁃
ference.

表 1 酶学特性参数

Table 1 Enzymatic characteristic parameters

酶的类型

内切葡聚糖酶

外切葡聚糖酶

β⁃葡萄糖苷酶

木聚糖酶

最适温

度/℃
50
50
50
50

温度稳定范

围/℃
40~60
40~80
50~60
40~60

最适

pH
5.0
5.0
5.0
6.0

pH 稳定范

围

5.0~7.0
5.0

4.0~7.0
6.0~8.0

注： 温度和 pH 稳定范围是指酶活力保持 80% 以上。

Note： Temperature and pH ranges refer to the enzyme activity 
above 80%.
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的秸秆降解菌 CMC-1 对木质素降解率较低的主要原

因可能是菌株自身缺少木质素降解酶基因，或者基因

组中木质素降解相关基因（lip、mnP、lac）的转录水平

较低或者酶的合成量极少，限制了木质素降解。进一

步通过扫描电镜观察水稻秸秆微观结构，降解之前的

水稻秸秆微观表面结构光滑整齐，整体连贯，见图 8
（c），经 CMC-1 菌株发酵液处理后水稻秸秆的微观结

构，从外向内逐步粉碎，脱落形成大量细小碎片，整体

结构中充满孔隙，表明水稻秸秆确实发生了明显的

降解。

3 讨　论

农作物秸秆作为农业生产加工过程中的主要副

产品，是一类极具开发潜力的可再生资源，而当前，农

作物秸秆利用的关键问题在于秸秆资源的丰富性与

高值利用的低效性之间的不匹配。对农作物秸秆进

行合理、有效的开发和利用，不仅能减少温室气体排

放、缓解环境压力，更能有力推动农业循环经济的可

持续发展。随着微生物资源开发与应用技术的迅猛

发展，高效秸秆降解菌的筛选及其木质纤维素降解酶

的纯化与表征，已成为当前降低秸秆利用成本、促进

秸秆转化应用的关键研究热点。

本研究从曹妃甸腐败秸秆土壤中分离纯化了 45

株具有秸秆降解能力的真菌，通过在水稻秸秆粉、微

晶纤维素、羧甲基纤维素钠和木聚糖 4 种唯一碳源培

养基上的表型特征综合筛选，针对 1 株具有高效秸秆

降解潜力的菌株聚多曲霉 CMC-1，开展了纤维素酶

与半纤维素酶的酶学特性分析及水稻秸秆降解效率

的验证。但是，酶学活性测试结果显示菌株 CMC-1
分泌的内切葡聚糖酶活力较低，这与羧甲基纤维素钠

唯一碳源的表型筛选结果存在明显差异。传统筛选

纤维素降解菌主要依靠羧甲基纤维素钠-刚果红染色

实验，当水解圈直径与菌落直径比值（D/d）>2 时，通

常认为菌株具有良好的纤维素降解能力［29］。本研究

筛选的菌株 CMC-1 的 D/d 值为 2. 1，但其以羧甲基

纤维素钠为底物检测的内切葡聚糖酶活力仅为 35. 0 
U/mL（6 d），显著低于 β-葡萄糖苷酶（169. 7 U/mL，

8 d）和木聚糖酶（207. 2 U/mL，4 d）的活力。固体培

养基上的宏观降解表型（D/d 值）与液体发酵体系中

内切葡聚糖酶测定的活力大小之间的差异，推测其原

因可能是菌株在不同的培养环境条件下其诱导产生

不同种类和含量的降解酶所致，羧甲基纤维素钠-刚

果红染色实验中，唯一碳源只有羧甲基纤维素钠，菌

株为了生存在该条件大量产生分解羧甲基纤维素钠

的内切葡聚糖酶，因此，宏观 D/d 值降解表型显著。

图 7　CMC-1 微观显微结构特征与基于 ITS rDNA 序列的系统发育进化分析

Figure 7　Characteristics of microscopic structure of strain CMC-1 and its phylogenetic analysis based on ITS rDNA 
sequence
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而在液体产酶发酵条件下，唯一碳源是微晶纤维素和

麸皮，菌株 CMC-1 的偏好特征可能是优先合成高活

性的木聚糖酶和 β-葡萄糖苷酶从复杂碳源中获取营

养物质。总之，这一现象提示，评价微生物的降解能

力需结合多维度筛选指标进行综合分析，而非依赖单

一条件下的表型特征。值得注意的是，本课题组前期

筛选的纤维素降解菌虽普遍具有较高的内切葡聚糖

酶活力 ，但秸秆整体降解效率却偏低（数据未展

示）［24］。这一现象也揭示了单一类别高活力的纤维素

酶在秸秆降解中存在一定的局限性，难以在整体上起

到高效的降解效果，而三类纤维素酶合适的配比、协

同作用是充分破解秸秆木质纤维素抗降解性的核心

机制［30⁃31］。本研究发现 Cu²⁺对聚多曲霉 CMC-1 分泌

的内切葡聚糖酶、外切葡聚糖酶、β-葡萄糖苷酶及木

聚糖酶的活性均具有显著促进作用，在酶促反应体系

中可通过适量添加 Cu²⁺以提升复合酶系的整体催化

效率。但是，关于 Cu2+具体的激活作用机制鲜有报

道，后续可从酶分子结构与底物的相互作用等多层面

深入剖析 Cu²⁺的激活机制，为优化木质纤维素生物

转化工艺、提高生物能源及生物基产品生产效率提供

理论支撑。相反，外界环境中的 Mn²⁺对 CMC-1 合成

的纤维素酶和半纤维素酶活力表现出极显著的抑制

效应。因此，在酶促反应过程中需尽量规避 Mn²⁺对

酶学活性的干扰。

降解菌对秸秆的降解效率除了与菌株自身有关，

同时与秸秆的种类（玉米、水稻、小麦等）、处理方式

（摇瓶、堆肥、农田施用等），以及降解率的计算方式等

有很大的关系。一般摇瓶振荡培养处理方式秸秆降

解率在 6%~40%［32⁃33］，本文筛选的降解菌降解效率

处于中等水平（25. 8%）；土壤深埋腐解实验、堆肥快

腐实验、农田直接施用等方式的秸秆降解率可达到

60%［34］；由于秸秆降解需多种酶系协同参与，单一菌

株很难完全降解秸秆，当前构建复合菌系已经成为研

究趋势，可使秸秆降解率提升至 85% 以上［35］。农作

物秸秆的木质素与纤维素、半纤维素紧密结合是导致

秸 秆 难 降 解 的 主 要 因 素 ，本 文 筛 选 的 聚 多 曲 霉

图 8　菌株 CMC-1 对水稻秸秆的降解效果

Figure 8　Degradation effect of strain CMC-1 on rice straw
注：**表示差异极显著；*表示差异显著；空白为差异不显著。

Note： ** indicates extremely significant difference；* indicates significant difference. Blank space indicates no significant difference.
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CMC-1 对于木质素分解作用较弱，后续可通过基因

工程改造异源表达高活性木质素酶基因，或者与高活

性木质素酶菌种复合共培养等方式突破瓶颈，进一步

提升聚多曲霉对秸秆资源的降解效率。文献检索（中

国知网）显示，当前对聚多曲霉的研究报道较少，尤其

是聚多曲霉在农作物秸秆降解领域的应用研究稀缺，

近 5 年文献主要聚焦其次级代谢产物分离与生物活

性研究［36⁃37］。本课题组将在对 CMC-1 菌株的发酵产

酶工艺进一步优化的同时，对该菌株全基因组序列进

行测序和深入地比较分析，挖掘潜在的纤维素酶和半

纤维素酶基因，并进行克隆和表达研究。

筛选新型秸秆降解菌、建立多菌株复合降解菌

群，以及采用分子生物学技术构建高效降解木质纤维

素工程菌是解决农作物秸秆等生物质资源高效资源

转化瓶颈的主要手段，当前依靠整合多组学分析-理

性设计 -合成生物学改造等手段，是实现从“盲目筛

选”到“精准构建”跨越的主要策略。本课题组后续将

通过转录组学和蛋白质组学手段阐释木质纤维素酶

系组成与降解效率之间的联系，通过合成生物学手段

强化或引入木质素降解酶基因，提高菌株对秸秆的整

体降解效率。

4 结  论

本文从腐败水稻秸秆土壤中筛选出 1 株高效降

解木质纤维素的聚多曲霉菌株 CMC-1。该菌株具备

较为完整的秸秆降解酶系：纤维素酶（内切葡聚糖酶、

外切葡聚糖酶、β-葡萄糖苷酶）和半纤维素酶（木聚糖

酶），其中 β-葡萄糖苷酶与木聚糖酶表现出显著的酶

活优势。降解数据显示，CMC-1 对水稻秸秆整体降

解效率达到了 25. 8%，其中纤维素和半纤维素降解

效率分别为 24. 2% 和 26. 9%，表明聚多曲霉 CMC-1
具有较高的秸秆降解能力，能够为秸秆生物质资源的

高效转化利用提供极具潜力的优良备选菌种，有望在

秸秆还田、生物秸秆饲料制备及生物能源生产等领域

发挥重要作用。
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