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摘  要：【背景】在我国北方地区玉米秸秆还田时期地温低、秸秆降解慢，如何加速玉米秸秆低温腐

解成为研究热点。【目的】从冷凉地区土壤中筛选具有高效降解纤维素能力的低温菌株，为秸秆的有

效利用奠定基础。【方法】在低温培养条件下，采用稀释涂布平板法、羧甲基纤维素钠(sodium 

carboxymethyl cellulose，CMC-Na)水解圈测定法、胞外酶活测定法、秸秆失重法进行低温秸秆降解

菌株的初筛、复筛和秸秆降解性能的测定；根据菌株形态学特征及 ITS rDNA 序列分析对筛选菌株

进行鉴定；利用 3,5-二硝基水杨酸(3,5-dinitrosalicylic acid，DNS)法和秸秆失重法对菌株在不同接种

量、培养基初始 pH、温度情况下的纤维素酶活力和玉米秸秆降解能力进行研究。【结果】以 16 °C

为筛选温度，获得一株在刚果红-羧甲基纤维素钠平板上 D/d 值为 2.17、CMC 酶活力为 703 U/mL 的

高产纤维素酶低温真菌 SDF-25；该菌株在 4 °C 可以生长，10−16 °C 为最适生长温度，37 °C 条件下

仍能生长；综合菌株的形态学和分子生物学测定结果，菌株 SDF-25 为草酸青霉菌(Penicillium 

oxalicum)；该菌株最佳产纤维素酶的培养条件为接种量 2%、初始 pH 为 7.0、培养温度为 10 °C，在

该培养条件下菌株 SDF-25 的 CMC 酶活为 993.3 U/mL。失重法测定接种 SDF-25 于 10 °C 培养 15 d

时秸秆降解率为 39.5%，16 °C 时为 44.9%。【结论】草酸青霉菌 SDF-25 可在低温条件下生长并具有

较强的纤维素酶生产能力，在秸秆还田方面具有良好的应用前景。 
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Abstract: [Background] Due to the low-temperature at maize straw returning time, the straw degradation 
is slow in the northern part of China. The acceleration of straw decomposition is thus important. 



2924 微生物学通报 Microbiol. China 

  

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

[Objective] To isolate strains with high cellulose degradation ability at low temperature from soil sample 
collected from cold region. [Methods] Dilution and plating method was used to isolate strains from soil 
sample at low temperature culture. The sodium carboxymethyl cellulose (CMC-Na) hydrolysis circle 
assay, extracellular enzyme activity assay and straw weight loss method were used to screen fungi with 
cellulose degradation ability at low cultural temperature. Strains were identified based on method of 
morphological characteristics and ITS rDNA sequence analysis. Using the reducing sugar method of DNS, 
the cellulase activity of the strains under different inoculation volumes, initial pH of the medium and 
culture temperature was studied. The straw degradation ability of the strain was studied by sandbag 
method. [Results] A cold adapted fungus SDF-25 with higher cellulose activity was screened and 
identified as Penicillium oxalicum. It could grow from 4 to 37 °C. The optimal cultural condition for 
cellulase production was determined as follow: inoculation quantity 2%, initial pH 7.0, the optimal 
temperature 10 °C. The enzyme activity at the optimal cultural condition was 993.3 U/mL. The straw 
degradation rate of SDF-25 was 39.5% and 44.9% with cultural temperature at 10 °C and 16 °C 
respectively. [Conclusion] P. oxalicum SDF-25 is a fungus with strong cellulase production ability at low 
temperature and has a good application prospect in straw returning. 

Keywords: Cellulose-degrading fungi, Low temperature, Straw returning, Enzyme production characteristics,  
Identification 

我国农作物秸秆年产量超过 8 亿 t，是一种重

要的生物质资源，所以秸秆能否有效利用直接影

响现代农业的可持续发展[1-2]。秸秆还田是秸秆利

用的有效方式，对降低土壤水势、提高土壤温度

和土壤酶的活性、提高土壤有机质含量、增强土

壤微生物功能多样性等方面具有重要作用[3-5]。然

而，对于我国华北地区来说，由于光热资源不

足，造成玉米-小麦种植茬口紧、小麦种植季气温

低，玉米秸秆还田后不能较快降解，导致小麦出

苗、扎根困难、越冬受阻。 

秸秆降解微生物是秸秆降解过程必不可少的

原动力，但是由于土壤原生态环境下秸秆降解微

生物数量较少，使得秸秆的降解效率低、所需时

间长，在作物茬口紧张的情况下秸秆的自然降解

不能够满足农作物种植的需求，因此，为了加速秸

秆在土壤中的腐解，需要进行高效秸秆降解菌的

添加。截至目前，国内外研究者进行了大量纤维

素降解菌的筛选和应用。刘最等从稻田、菜园等土

壤中富集培养得到一株 Penicillium donki，接种该

菌株 28 °C 培养 21 d 后稻草纤维素含量由接种前的

30.30%减少至 26.36%[6]；赵旭等从土壤中分离出

的 Penicillium sp. D5，在玉米秸秆为唯一碳源的培

养 基 里 发 酵 10 d 后 ， 玉 米 秸 秆 的 失 重 率 为

29.8%[7]；于慧娟等在所筛选的 4 种真菌中，z-5 菌

株在 28 °C 的降解率最高，为 47%[8]； 垚王 等研究

发现丝状真菌组合 H57.1 和 H08.1 在 28 °C 具有较

高的秸秆降解能力，其秸秆降解率为 55.7%[9]；

Ahamed 等研究表明纤维素酶生产菌 Trichoderma 

reesei RUT-C30 产生的滤纸酶活(filter paper enzyme 

activity ， FPA) 为 5.02 U/mL ， 羧 甲 基 纤 维 素 钠

(sodium carboxymethyl cellulose，CMC-Na)酶活为

4.2 U/mL[10]。目前，对纤维素降解菌的研究主要

集中在常温和高温环境，对低温降解纤维素菌的

研究[11-12]相对较少。张洪源等[13]研究发现，虽然

土壤中微生物对温度的适应范围很广，但在土壤

温度低于 16 °C 时，微生物对秸秆的降解效果  

很差。因此，加强低温纤维素降解菌的研究对 

于这些冷凉地区生物质资源的有效利用具有重要

意义。 

我国华北地区主要为温带季风气候，夏季高

温多雨，冬季寒冷干燥，年平均气温在 8−13 °C 左

右，年降水量在 400−1 000 mm 左右。东北地区纬

度较高，种植制度多为一年一熟制；江淮地区气

候温暖湿润，主要作物为水稻、油菜等，种植制
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度为一年两熟制。在地域气候特点、种植制度、

秸秆种类上，华北地区与东北和江淮地区存在明

显差异。所以，适合这种气候特点的低温秸秆降

解菌剂的研制及应用对促进玉米秸秆快腐还田、

提高土壤肥力具有重要的作用。本研究从低温条

件下分离出一株可以高效降解纤维素的低温真

菌，并对其进行鉴定和产酶条件优化，以期为  

华北地区玉米秸秆高效合理利用提供优质菌种  

资源。 

1  材料与方法 

1.1  样品和培养基 

1.1.1  样品来源 

样品采集自我国内蒙、黑龙江、河北坝上等

气候冷凉地区的土壤，去除土壤表面的动植物残

体等杂质后，取 5−10 cm 的土壤样品，将样品置入

灭菌袋中，冰盒运回实验室，4 °C 冰箱保存。 

1.1.2  培养基 

PDA 培养基(g/L)：马铃薯 200.0，葡萄糖 20.0，

琼脂 20.0。 

纤维素-刚果红培养基(g/L)[14]：CMC-Na 5.0，

(NH4)2SO4 2.0，KH2PO4 1.0，MgSO4·7H2O 0.5，

NaCl 0.5，NaNO3 1.0，蛋白胨 0.5，酵母粉 0.5，刚

果红 0.2，琼脂 20.0，pH 7.0。 

液体产酶培养基(g/L)：马铃薯 200.0，葡萄糖

20.0，CMC-Na 10.0。 

玉米秸秆培养基(g/L)[15]：玉米秸秆(粉碎过 

40 目筛，50 °C 烘干至恒重) 2.0，营养液 0.03；营

养液：尿素 3.0，(NH4)2SO4 6.0，蛋白胨 3.0，

CaCl2 0.1，MgSO4·7H2O 0.5，K2HPO4 1.0，NaCl 

0.1 ， FeSO4·7H2O 0.05 ， MnSO4·7H2O 0.016 ，

ZnSO4·7H2O 0.014，CoCl2·6H2O 0.037。 

1.1.3  主要试剂和仪器 

DNS、CMC-Na 购自生工生物工程(上海)股份

有限公司；真菌基因组 DNA 提取试剂盒购自北京

索莱宝科技有限公司；其余均为国产分析纯。荧

光显微镜，莱卡仪器(中国)有限公司；PCR 仪，

Eppendorf公司；分光光度计，Shimadzu Corporation

公司。 

1.2  低温真菌的分离、纯化 

称取土样 5 g 置于 45 mL 无菌水中，200 r/min

充分振荡 30 min，然后用灭菌生理盐水逐级稀释为

10−2、10−3、10−4，分别吸取 100 μL 稀释梯度为

10−2、10−3、10−4 的土壤稀释液涂布在 PDA 加庆大

霉素培养基上，每个稀释度 3 个平板。将平板置于

16 °C 恒温培养箱中培养 3 d 后挑取不同形态的菌

落，进行 3 次划线纯化。挑取纯培养菌落接种于

PDA 试管斜面培养基上，16 °C 培养至长满斜面，

4 °C 保存备用。 

1.3  低温纤维素降解菌的筛选 

1.3.1  初筛 

将保存的低温菌株接种到 PDA 平板上在 16 °C

下进行活化，然后用直径为 5 mm 的打孔器打取菌

落边缘生长旺盛的菌块，接种于纤维素-刚果红培

养基上，16 °C 恒温培养 3 d，观察菌落附近有无水

解圈，测量、记录菌落和水解圈直径，计算 D/d

值。每个菌株 3 次重复。 

1.3.2  复筛 

将初筛得到的菌株在 PDA 平板上活化，接种环

挑取新鲜菌丝于 PDA 培养基中，16 °C、200 r/min 培

养 48 h，按 2%的接种量接种于 50 mL 的液体产酶

培养基中，继续恒温振荡培养进行液体发酵，3 d

后取样10 mL 于离心管中，10 000 r/min 离心10 min，

上 清 液 即 为 粗 酶 液 。 用 3,5- 二 硝 基 水 杨 酸

(3,5-dinitrosalicylic acid，DNS)法对菌株的 CMC 活

性进行测定：取 1.0 mL 的粗酶液加入 4.0 mL CMC

缓冲液，在 50 °C 的水浴锅中反应 20 min 取出，然

后加入 3.0 mL DNS 显色液沸水浴显色 10 min 后冷

却，490 nm 处比色，测其光密度值(OD490)，与标

准葡萄糖曲线对照，由 OD490 值计算出葡萄糖量

(m1)。对照管中粗酶液在水浴 20 min 后再加入，测

得粗酶液的葡萄糖量(m2)。通过公式计算纤维素分

解菌在上述条件下的酶活力：U (U/mL)=(m1−m2)/ 

20×稀释倍数[16]。 
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1.4  菌株在不同温度下的生长情况 

将直径为 5 mm 的供试菌株菌块接种到 PDA 培

养基上，分别置于 6、10、16、28、37 °C 的恒温

培养箱中静置培养 7 d 后，测定并记录各菌株的生

长情况。 

1.5  秸秆降解率测定 

将复筛得到的菌株在 PDA 平板上活化，接种

环挑取新鲜菌丝于 PD 培养基中，16 °C、200 r/min

培养 48 h，按 2%的接种量接入玉米秸秆培养基中

(对照加等量无菌水)，继续培养 15 d 后，用滤纸过

滤收集秸秆，蒸馏水反复清洗 3 次，80 °C 烘至恒

重，计算失重率。每个处理 3 次重复。 

1.6  菌株的鉴定 

1.6.1  形态学观察 

将直径为 5 mm 的菌株菌块接种到 PDA 培养

基上，16 °C 培养 5 d，观察菌落生长状况及其形

态特征；采用插片培养法进行菌株分生孢子梗形

态的观察；用无菌镊子夹取适量培养好的菌丝于

载玻片上，拨动菌丝使其均匀散开，盖上盖玻片

置于显微镜下观察分生孢子的显微特点。 

1.6.2  分子生物学鉴定 

采用真菌基因组 DNA 提取试剂盒提取供试菌

株 DNA，利用真菌通用引物 ITS4 (5′-TCCTCCGCT 

TATTGATATGC-3′)和 ITS6 (5′-GAAGGTGAAGTC 

GTAACAAGG-3′)[17] 通 过 PCR 扩 增 菌 株 的 ITS 

rDNA 序列。PCR 反应体系(25 μL)：10×Buffer    

2 μL，DNA 模板 2 μL，dNTPs (2.5 mmol/L) 2 μL，

ITS4 和 ITS6 引物(1 mmol/L)各 1 μL，rTaq 酶    

0.2 μL，ddH2O 11.8 μL。PCR 反应条件：94 °C   

5 min；94 °C 1 min，53 °C 1 min，72 °C 1 min，   

33 个循环；72 °C 10 min。PCR 扩增产物由生工生

物工程(上海)股份有限公司进行测序，测序结果在

NCBI 数 据 库 中 进 行 BLAST 比 对 ， 最 后 借 助

MEGA 5.1 的 Neighbor-Joining 法构建系统发育树，

确定该菌株的系统发育学地位。 

1.7  DF-25 产酶特性研究 

将菌株 SDF-25 接种到 50 mL 产酶培养基

中，依次对接种量、培养基初始 pH 及温度进

行优化(其余培养条件不变)，测定菌株 3 d 后的

产 酶 情 况 。 接 种 量 分 别 选 择 1%、 2%、 3%、

4%；初始 pH 分别选择 5.0、6.0、7.0、8.0、

9.0、 10.0； 温 度 分 别 选 择 6、 10、 16、 28、

37 °C。 

1.8  SDF-25 对玉米秸秆降解率的研究 

将菌株 SDF-25 接种到秸秆降解培养基中，依

次对接种量、培养基初始 pH 及温度进行优化(其余

培养条件不变)，静置培养 15 d 后，按 1.5 所示方法

测定菌株的秸秆降解率。接种量分别选择 1%、

2%、3%、4%；初始 pH 分别选择 5.0、6.0、7.0、

8.0、9.0、10.0；温度分别选择 6、10、16、28、

37 °C。 

1.9  数据处理及分析 

利用 Excel 2003 进行数据处理，利用 DPS 数

据处理系统对试验数据进行方差分析和显著性检

验，处理间的比较分析采用 Duncan 新复极差法

(P<0.05)，利用 GraphPad Prism 5 作图。 

2  结果与分析 

2.1  低温纤维素降解菌的分离及初筛 

通过低温 PDA 培养基分离，共纯化获得 16 °C

快速生长菌株 40 株，依次编号为 SDF-1−SDF-40，

经纤维素-刚果红培养基初筛，其中 21 株具有纤维

素降解能力，SDF-2、SDF-4、SDF-15、SDF-21 等

13 株菌的水解圈与菌落直径比值(D/d)均大于 2.0 

(表 1)。初筛分离结果表明，在分离的 40 株真菌

中，具有纤维素酶产生活性的菌株占 1/3 以上，这

可能与采集样品的生态环境主要以草原为主、多年

的草本植物秸秆还田使纤维素降解菌株特异性富

集有关。因此，选择初筛得到的 13 株低温真菌进

行产酶能力的复筛。 
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表 1  菌株在纤维素-刚果红培养基上的水解圈大小 
Table 1  Hydrolytic diameter of strains on Congo red 
medium 
Strain No. D (mm) d (mm) D/d 

SDF-2 21.5±0.71 9.0±0.00 2.388±0.07 

SDF-3 21.5±3.54 10.0±1.41 2.146±0.05 

SDF-4 41.5±10.61 17.0±4.24 2.439±0.01 

SDF-9 15.2±0.35 7.2±0.35 2.105±0.05 

SDF-13 21.5±0.71 10.0±1.41 2.166±0.23 

SDF-15 27.0±4.24 11.5±2.12 2.354±0.06 

SDF-17 23.0±1.41 10.5±0.70 2.191±0.01 

SDF-18 30.6±5.46 12.8±1.92 2.391±0.22 

SDF-21 24.3±0.58 9.6±0.57 2.522±0.13 

SDF-22 25.5±0.71 12.2±0.35 2.081±0.01 

SDF-25 25.5±0.71 11.7±0.35 2.170±0.00 

SDF-30 29.5±2.12 13.0±1.41 2.273±0.08 

SDF-31 39.0±1.41 17.2±1.06 2.262±0.05 

注：D：水解圈直径；d：菌落直径. 
Note: D: Hydrolysis circle diameter; d: Colony diameter. 
 

2.2  低温纤维素降解菌的复筛 

将初筛到的菌株在 16 °C 下培养 3 d，采用 DNS

法测定初筛菌株的羧甲基纤维素酶 (CMCase)活

性，结果如表 2 所示，初筛到的 13 株低温真菌的

CMC 活性在 233.3−703.3 U/mL 之间。其中以菌株 
 

表 2  各菌株纤维素酶活力 
Table 2  The cellulase activity of all the strains 

菌株编号 Strain No. CMC 酶活 CMCase (U/mL) 

SDF-2 362.7±0.35i 

SDF-3 416.7±0.70f 

SDF-4 600.3±0.37c 

SDF-9 388.3±0.12g 

SDF-13 285.0±0.32k 

SDF-15 565.3±0.18d 

SDF-17 313.3±0.62j 

SDF-18 383.3±0.16h 

SDF-21 233.3±0.54m 

SDF-22 636.3±0.67b 

SDF-25 703.3±0.23a 

SDF-30 281.7±0.19l 

SDF-31 486.7±0.21e 

注：表中同列中不同的小写字母代表各菌株之间具有显著性差异. 
Note: The different small letters in the same column represent 
significant differences between strains. 

SDF-25 的羧甲基纤维素酶(CMCase)活性最高，之

后依次为 SDF-4、SDF-15 和 SDF-22，4 个菌株的

CMCase 酶 活 力 分 别 为 600.3、 565.3、 636.3、

703.3 U/mL，显著高于其他 9 个菌株的纤维素酶活

性(P<0.05)。 

2.3  低温纤维素降解菌的温度适应性研究 

采用菌株生长速率测定法，比较了 4 株低温秸

秆降解真菌在 6、10、16、28、37 °C 培养条件下

的生长速率。由表 3 可得，4 株低温秸秆降解菌株

在 16 °C 生长速率最快，在 10−37 °C 均可生长，其

中 SDF-25 菌株 16 °C 生长速率最高。由此表明，

菌株 SDF-25 更具有低温适应性，具有促进秋冬低

温季节的秸秆快速还田潜力。 

2.4  低温纤维素降解菌的玉米秸秆降解率分析 

为了获得秸秆降解能力活性高的菌株，进一

步测定了低温静置培养条件下 SDF-4、SDF-15、

SDF-22、SDF-25 这 4 个菌株的玉米秸秆降解能

力。由图 1 可知，15 d 时 SDF-4、SDF-15、

SDF-22、SDF-25 的秸秆降解率分别为 29.4%、

25.7%、24.6%、33.6%，与空白对照相比，4 个菌

株的低温秸秆降解率均显著高于对照(P<0.05)，降

解率比对照的增加幅度分别为 93.4%、69.1%、

61.8%和 121%。说明菌株 SDF-25 有助于玉米秸秆

的降解，具有较强的实际应用价值。4 株菌的纤维

素酶活性和秸秆降解率两个指标之间没有直接相

关关系，其中菌株 SDF-25 的纤维素酶活力和玉米

秸秆降解率均最高，显著高于其他 3 株菌的秸秆降

解率。 
 

 
表 3  菌株低温的适生性(生长速度 mm/d) 
Table 3  Low temperature suitability of strains (growth 
rate mm/d) 
菌株编号 

Strain No. 

6 °C 10 °C 16 °C 28 °C 37 °C 

SDF-4 0.714 1.171 3.224 3.128 3.083 

SDF-15 0.714 1.114 3.112 3.015 3.117 

SDF-22 0.714 1.785 3.267 3.243 3.216 

SDF-25 1.071 2.314 3.392 3.341 3.329 
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图 1  不同菌株对玉米秸秆的降解率 
Figure 1  Degradation rate of corn straw by different 
strains 

注：图中不同的小写字母代表各菌株之间具有显著性差异.   

下同. 
Note: The different small letters in the figure represent significant 
differences between strains. The same below. 
 

2.5  低温玉米秸秆降解菌株 SDF-25 的鉴定 

2.5.1  形态学鉴定 

菌株 SDF-25 在 PDA 培养基上 16 °C 培养，

初始为白色、近圆形菌落，5 d 后逐渐变为青绿

色，菌丝变稠密，有同心环纹，边缘齐整，菌落

表面呈粉末状并伴随菌丝绒毛，出现透明分泌液

(图 2A)。在显微镜下观察该菌的分生孢子梗，如

图 2B 所示，该菌分生孢子梗多次分枝，呈分散

状或串联的孢子链，成熟后脱落形成单个孢子，分

生孢子呈近圆形，光滑，大小为 2.2−3.0 μm (图

2C)。根据菌落形态和分生孢子结构特征，参照《真

菌鉴定手册》[18]和《中国真菌志》[19]进行比对分析，

初步确定菌株 SDF-25 为青霉属(Penicillium sp.)。 

2.5.2  菌株系统发育学分析 

以菌株 SDF-25 的 DNA 为模板进行 ITS 序列的

PCR 扩增，测序获得 ITS rDNA 片段的长度为  

616 bp。测序结果与 NCBI 数据库进行 BLAST 比

对，发现菌株 SDF-25 与 P. oxalicum (登录号为

KP911357.1)、P. oxalicum (登录号为 KC278189)、

Penicillium sp. (登录号为 MH752505.1)等菌株的相

似 性 >99% ， 初 步 推 测 菌 株 SDF-25 为 青 霉 属

(Penicillium sp.)。为进一步确定菌株 SDF-25 的分

类学地位，利用 MEGA 5.1 的 Neighbor-Joining法构

建系统发育树 (图 3)，发现菌株 SDF-25 与 P. 

oxalicum (登录号为 MH911357.1)、P. oxalicum (登

录号为 MK163534.1)等菌株均处于同一分支。综合

菌落特征及系统发育分析，可以确定菌株 SDF-25

为草酸青霉(P. oxalicum)，提交序列后获得的登录

号为 MN841785。 

2.6  低温玉米秸秆降解菌株 SDF-25 的产酶特性 

将 SDF-25 菌液按照不同接种量接入到液体产酶

培养基中，16 °C 下振荡培养 72 h，16 °C、200 r/min

离心 10 min 取上清测定粗酶液酶活力。结果如图 4A

所示，接种量对酶活的影响比较显著，随着接种量

的增加，酶活呈现出先增加后降低的趋势，在接 

 

 
 

图 2  菌株 SDF-25 的形态学特征 
Figure 2  Morphological characteristics of SDF-25 

注：A：SDF-25 菌落；B：分生孢子梗；C：分生孢子. 标尺：20 μm. 
Note: A: Colony of strain SDF-25; B: Conidia of strain SDF-25; C: Conidiophores of strain SDF-25. Scale bar: 20 μm. 
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图 3  基于 ITS 基因序列相似性构建的菌株 SDF-25 的系统发育树 
Figure 3  Phylogenetic tree of strain SDF-25 and its related strains based on ITS gene sequences 

注：GenBank 登录号列于括号中，分支处标注有自展值，标尺所示长度为 1 核苷酸置换率. 
Note: GenBank accession numbers are shown in the brackets. The bootstrap values are shown at the node. Bar 1 means the nucleotide 
substitution rate of 1. 
 
种量为 2%时酶活最高，为 644.5 U/mL。接种量过低

或过高都会显著影响酶活力。通过单因素方差分析，

不同的接种量对 SDF-25 的酶活影响显著，2%的接种

量处理显著高于其他 3 个处理的酶活性(P<0.05)。 

不同的初始 pH 对菌株 SDF-25 产酶特性的研究

结果如图 4B 所示，在不同的初始 pH 值下，

SDF-25 的羧甲基纤维素酶活性也不同，说明初始

pH 值对菌株的产酶能力有明显的影响(P<0.05)，

菌株 SDF-25 的酶活性随 pH 的增加呈现出先增加后

降低的趋势，在初始 pH 为 7.0 时酶活力达到最高

点，为 655.7 U/mL。分析该菌在 pH 5.0−10.0 范围

内的产酶活性发现，该菌在偏酸环境下的产酶  

活性高于偏碱环境下的产酶活性。与 pH 为 7.0 时

相比，pH 8.0、9.0、10.0 的产酶活性急剧降低，

这可能与真菌较适合偏酸环境生长存在一定的相 

关性。 

 

 
 

图 4  菌株 SDF-25 产酶条件的优化 
Figure 4  Optimization of SDF-25 enzyme production conditions 

注：A：接种量；B：培养基初始 pH；C：温度. 
Note: A: Inoculation; B: Initial pH of the medium; C: Temperature. 
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另外，对不同温度下菌株 SDF-25 的产酶特性

进行研究发现(图 4C)，温度对酶活的影响也非常

显著，酶活力随培养温度的升高先增大后减小。在

温度为 10 °C 时，酶活力达到最大值 993.3 U/mL，

16 °C 其次，28 °C 和 37 °C 酶活显著降低，而且在

6 °C 低温时 SDF-25 仍能生长并产酶，因此说明

SDF-25 菌株属于耐冷菌。通过单因素方差分析，

不同的温度对 SDF-25 的酶活影响显著，但是 10 °C

比其他处理对酶活的影响更显著(P<0.05)。 

2.7  菌株 SDF-25 对玉米秸秆的降解率 

将菌株 SDF-25 按不同接种量接种在秸秆降解

培养基中，静置培养 15 d 后，结果如图 5A 所示，

随着接种量的增加降解率呈现出先增加后降低的

趋势。在接种量为 2%时降解率最高，为 45.6%。通

过单因素方差分析，不同的接种量对 SDF-25 秸秆

降解率的影响显著(P<0.05)。 

不同的初始 pH 对菌株 SDF-25 的秸秆降解结果

如图 5B 所示，随着 pH 的增加降解率呈现出先增加

后降低的趋势，在初始 pH 7.0 降解率最高，为

43.2%，其次为 pH 6.0 时的降解率。分析不同初始

pH 处理的秸秆降解率，发现菌株 SDF-25 在偏酸条

件下比偏碱条件下的降解率高。方差分析表明，

不同 pH 值对 SDF-25 秸秆降解率存在显著影响

(P<0.05)。 

测定了不同培养温度对菌株 SDF-25 的秸秆降

解率(图 5C)。结果表明，温度对秸秆降解率的影

响比较显著。在温度为 16 °C 时，秸秆降解率达到

44.9%；在温度为 10 °C 时，也能达到 39.5%。

10 °C 和 16 °C 下秸秆降解率均显著高于其他温度

下的秸秆降解率，说明 SDF-25 菌株具有较强的低

温秸秆降解能力。 

总之，接种量、初始 pH 和温度对 SDF-25 的羧

甲基纤维素酶活性和秸秆降解率均存在显著的影

响，二者对比分析发现产酶活性高的处理其秸秆

降解率也相对较高。研究表明，通过测定菌株的

羧甲基纤维素酶产生活性可以在一定程度上反映

该菌对秸秆的降解能力。 

3  讨论与结论 

我国北方地区低温持续时间长，寒冷的环境

使得大量的纤维素资源未能得到及时有效的利用[20]，

因此低温成为影响作物秸秆降解的主要因素，   

低温纤维素降解菌也成为了研究热点。目前已经

报道的产纤维素酶低温微生物主要包括细菌中假

单胞菌属、芽孢杆菌属、节杆菌属和真菌中的木 

 

 
 

图 5  菌株 SDF-25 对秸秆降解率的优化 
Figure 5  Optimization of straw degradation by SDF-25 

注：A：接种量；B：培养基初始 pH；C：温度. 
Note: A: Inoculation; B: Initial pH of the medium; C: Temperature. 
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霉属、青霉属、根霉属，以及放线菌门的多种菌

属[21-24]。 

本研究从多个冷凉地区的土壤样品中共计分

离出 40 株可在 16 °C 正常生长的真菌，通过刚果红

显色反应发现了 13 株具有纤维素降解潜力的低温

真菌。为了确定低温真菌的产纤维素酶潜力，在

16 °C 的低温环境下对这 13 株菌株进行了产酶液体

培养，复筛出了 4 株产酶能力较强的菌株；其后探

讨了这 4 株菌对玉米秸秆的降解作用及其在低温条

件下的生长状况，结果表明：菌株 SDF-25 的

CMCase 酶活力为 703.3 U/mL；秸秆降解率为

33.6%，是对照组的 2.2 倍，表现出较高的秸秆降

解效果。综合形态学特征及 ITS 基因序列的系统发

育分析结果，将菌株 SDF-25 确定为草酸青霉(P. 

oxalicum)。其在温度为 16 °C 时秸秆降解率高达

44.9%。刘爽[25]的研究表明，在 10−25 °C 范围内的

4 种菌剂处理中，菌株 DSH2-3 对小麦秸秆的降解

效果较好，50 d 后秸秆降解率达 45%−53%；萨如

拉等[26]筛选到的两组玉米秸秆降解复合菌系 1 号和

8 号在玉米秸秆培养基中 15 °C 培养 15 d，玉米秸

秆分解率分别达到 30.21%和 32.21%。在同等温度

范围内，我们的研究比前人报道的降解时间短很

多，降解率高出 10%左右，为相关制剂的研制与

应用奠定了基础。菌株 SDF-25 的最佳产酶温度为

10 °C，酶活为 993.3 U/mL，在温度为 10 °C 时降解

率也能达到 39.5%。说明该菌株在低温产纤维素酶

方面具有较好的应用前景。 

分离高效降解纤维素菌的研究已有较多报道，

从这些报道中可以看出研究较多的是真菌。在降解

纤维素的过程中，真菌不但可以分泌胞外酶，从分

子结构上破坏纤维素的稳定性，而且真菌菌丝穿插

在纤维素之间，从宏观角度上拉扯纤维素，为酶发

挥作用提供空间。青霉菌是自然界中分布极广的一

类真菌，因其具有产青霉素的能力而广为人知。近

年来，青霉菌也被认为是纤维素酶的重要来源，其

分泌的纤维素酶组分比里氏木霉更丰富、更合   

理[27]，β-葡萄糖苷酶酶活力更高[28]，已成为纤维素

降解研究的热点[29]。国内已有许多研究报道了草酸

青霉菌在秸秆降解方面的研究，比如石文卿等[30]

以 P. oxalicum D1 为试验菌株，在培养 3 d 时内切

葡聚糖酶为 30.08 U；许玉林等[31]在 28 °C 筛选到纤

维素酶高产菌株 P. oxalicum SJ1，滤纸酶活和 CMC

酶活分别为 25.15 U/mL 和 740.42 U/mL。前人已经

对草酸青霉如何有效地降解纤维素，包括纤维素酶

的产生、纤维素酶的诱导、基因表达调控以及纤维

素酶的合成、转运和分泌等诸多方面进行了深入的

研究[32]，但是截至目前对于草酸青霉在低温条件下

降解纤维素的原理仍不清晰，所以后续的工作将在

此优化的基础上，进一步研究其低温产酶的分子调

控机理。 
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