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摘   要 

纤维素资源的开发与利用一直是国内外研究的热点，而纤维素的高效降解与

糖化是制约纤维素生物质应用的关键。 

本研究从腐烂稻草、朽木条、土壤和牛粪等样品中分离到 6株纤维素降解菌

株。通过滤纸崩解试验、刚果红纤维素平板识别以及液体发酵产酶鉴定，筛选到

一株分解纤维素能力较强的真菌。经形态观察和 18S rDNA 基因片断分析，鉴定

该菌株为青霉 T24-2。 

对青霉 T24-2 的液态发酵条件进行研究。菌株在含 3％稻草粉、0.25％尿素

和无机盐营养液的培养基中发酵 4 d,自然 pH，30 ℃，130 r/min,菌株的 CMC

酶活（羧甲基纤维素酶活）和滤纸酶活分别达到 45.01 IU/mL 和 6.89 IU/mL。

采用液态发酵法对该菌酶解稻草粉产糖进行研究，糖化率达到 40.2％。 

青霉 T24-2 经过 EMS 和紫外线复合诱变，结合纤维素平板选择培养基筛选技

术，获得纤维素酶高产诱变株 EZ30。与出发菌株青霉 T24-2 相比，诱变株 EZ30

的菌落形态变化不大，但在固态发酵条件下，诱变株 EZ30 纤维素酶产量和酶解

蔗渣的糖化率明显提高，CMC 酶活提高约 32.7％，蔗渣糖化率从 33.3％提高到

40％，但比活力都是 15.85 IU/µg 左右，表明诱变株 EZ30 纤维素酶活力的增高

只是酶量表达的增加，纤维素酶结构可能没有发生变化。 

在相同条件下，利用出发菌株 T24-2 与诱变株 EZ30 同时降解 16 g 的蔗渣，

以酿酒酵母将糖化液转变成酒精，酒精产量由 0.72 g 提高到 1.10 g。表明变株

糖化过程增加的还原糖是可以被酿酒酵母转化为酒精。诱变株 EZ30 经过五代传

代后，其产酶活性保持稳定。 

本研究表明，诱变株 EZ30 具有较强分解纤维素的能力，采用 EMS 和紫外线

复合诱变的方法能有效提高出发菌株青霉 T24-2 降解纤维素的能力，从而提高纤

维素的利用效率，它为农作物秸秆等纤维素资源的开发和利用提供了一条途径。 

关键词：青霉 T24-2；纤维素酶；诱变；秸秆糖化 
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Abstract 

The search and exploitation of efficient cellulolytic strains is the key step 

for the exploiture and utilization of cellulose resources. In order to obtain 

efficient cellulose decomposing microbes, the author isolated 6 cellulose pro- 

ducing strains from putrid straw, wood, soil, and cattle feces etc. On the basis 

of these strains, a high cellulase-producing strain was isolated through the 

experiments of decomposition of filter paper, identifying of cellulose-Congo 

red medium and liquid fermentation. The strain was identified as Penicillium 

sp. by its biological property and analysis of 18S rDNA sequences. 

The liquid fermentation conditions for cellulase-producing were studied 

extensively. The optimum conditions for cellulase production were abtained as: 

3% straw powder as carbon source, 0.25% urea as nitrogen source, 

fermentation at 30 oC and natural pH for 4d. The maximum activities of 

CMCase and FPA were obtained as 45.01 IU/mL and 6.89 IU/mL, respectively. 

The reduce sugar yield of saccharification reached 40.2%(w/w). 

A mutant strain EZ30 was isolated after several steps of EMS and UV 

mutagenesis. Its stability of producing cellulase is excellent compared to the 

original strain under the same culture condition. No difference was observed 

between the colonies of strain EZ30 and strain Penicillium sp. T24-2 on the 

plate compared to the original strain, the CMCase produced by mutant strain 

increased from 158.52 IU/g to 210 IU/g and the reduce sugar yield of 

saccharification from 33.3% to 40%(w/w). The two cellulases exhibited 

similar specific acticity(15.85 IU/µg). It hints that the mutant strain could 

express more enzyme under same culture condition. The research results 

suggested that mutant strain EZ30 is an effective cellulose-decomposing strain, 

and it is a potential candidater for the future industrial utilization . 
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Key words：Penicillium sp.T24-2；cellulase；mutant；saccharification 
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第一章 绪 论 

天然纤维素原料是地球上最丰富的可再生有机物质。全世界通过光合作用产

生的植物物质每年高达 2000 亿吨，其中 89％目前未被人类利用，只有 11％用作

饲草、造纸和建筑原料
[1]
。绝大部分的天然纤维素原料在自然环境中被各种微生

物分解转化，最终形成 CO2和 H2O。虽然这是生态系统中碳循环的一个重要环节，

但从人类利用自然资源的角度看，无疑是巨大的浪费。 

中国的天然纤维素原料也很丰富，每年产量是 11.45 亿吨，仅农作物秸秆、

皮壳一项，每年就达 7 亿多吨，其中玉米秸秆占 35％，小麦秸秆占 21％，稻草

占 19％，大麦秸秆占 10％，高梁秸秆占 5％，谷草占 5％，燕麦秸秆占 3％，黑

麦秸秆占 2％。可见，玉米秸秆、小麦秸秆和稻草是中国最主要的三大秸秆
[2]
。

此外，来自林业副产品、城市垃圾和工业废物中的天然纤维素原料量也很可观。 

天然纤维素原料具有许多优点，如来源丰富，数量巨大，具有可再生性；原

料形态多种多样，不同原料其纤维素、半纤维素和木质素组成和结构有一定的差

别；原料的比容大，价格低廉，大多作为废弃物
[ 3]。这些说明天然纤维素原料具

有解决当前世界面临的粮食短缺、能源危机和环境污染等问题的巨大潜力。 

在我国，大部分秸秆和林副产品被用作燃料或在田间被直接烧掉，不但破坏

了生态平衡，而且污染环境，还存在火灾隐患。同时，由于秸秆燃烧热能利用率

较低（10％以下），直接燃烧秸秆是一种的浪费。发展和利用生物技术分解转化

天然纤维素原料既是资源利用的有效途径，对于解决环境污染、粮食短缺和能源

危机也具有重大的现实意义。 

1 纤维素生物质 

1.1 纤维素生物质的组成 

秸秆的干物质一般由灰分和含氮化合物与非含氮化合物组成。含氮化合物包

括蛋白质和其他含氮物；非含氮化合物包括纤维素、半纤维素和木质素等（图

1-1）。其中非含氮化合物约占秸秆干重 80％。水稻、小麦及玉米等农作物秸秆

的纤维素含量约为 30％-35％，半纤维素含量约为 25％-30％，木质素含量约为

20％-25％
 [4]
。 

 

厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库



厦门大学硕士毕业论文：纤维素高效降解菌株的选育 

 5

水分 

秸秆           无机物（粗灰分）  真蛋白质 

         干物质           粗蛋白                 

                                   其他含氮化合物 

                 有机物                           纤维素 

                                      碳水化合物  半纤维素 

                          非氮化合物              木聚糖醛酸 

                                      无氮浸出物：木质素 

图 1-1  农作物秸秆的主要组成 

Fig.1-1 The component of straw 

纤维素是 D-葡萄糖以β-1,4-糖苷键结合起来的链状高分子化合物，在常温

下不溶于水、不溶于稀酸和不溶于稀碱。纤维素分子含碳、氢、氧三种元素，其

中碳含量为 44.44％，氢含量为 6.17％，氧含量为 49.39％，其化学式为 C6H10O5,

化学结构的实验分子式为 (C6H10O5)n,( n 为聚合度)。一般认为纤维素分子约由

8000-12000 个葡萄糖残基构成。 

天然的纤维素由排列整齐而规则的结晶区和相对不规则、松散的无定型区组

成
[5]。通过 X射线衍射可以发现，纤维素大分子的聚集体中，结晶区部分分子排

列比较整齐，有规则，而且密度较大，约 1.588g/cm
3
。无定形区部分的分子链排

列不整齐，较疏松，分子间距离较大，密度较低，约 1.500g/cm
3
。在纤维素物质

中，除了纤维素链之间存在氢键外，在分子内也存在氢键。不管是分子间还是分

子内氢键，它们的存在，给纤维素水解带来很大的困难。 

纤维素物质多是以木质纤维素的形式存在于自然界中。木质纤维素主要由纤

维素、半纤维素、木质素组成，三者按一定比例紧密地结合在一起。纤维素是由

许多个葡萄糖分子通过β-1,4-糖苷键连接而成的直链高聚糖，经预处理后聚合

度会下降，完全水解后得到葡萄糖；半纤维素是带有支链的多聚糖的总称，其结

构单元包括戊糖基、己糖基、糖酸基和己酞基，其中戊糖主要为木塘和阿拉伯糖；

木质素是植物界中仅次于纤维素的最丰富的有机高分子化合物，由苯丙烷单元以

非线性的、随机方式连接组成的复合体，在酸的作用下难以水解的高分子无定形

物质。在秸秆中纤维素被半纤维素及木质素包围，而且纤维素的结晶结构及其与
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半纤维素、木质素的紧密结合，使得木质纤维素水解速度与糖化率受到很大影响，

因而除去木质素，尽量使纤维素结晶度降低的预处理，对于秸秆中纤维素的降解

是非常重要的
[6]
。 

1.2 纤维素生物质的预处理 

在微生物降解纤维素物质过程中，酶与纤维素底物直接接触是酶水解的先决

条件。任何限制纤维素接近酶的结构特征，都会减少纤维素对酶降解的敏感性。

在天然纤维素原料中，木质素和半纤维素形成牢固结合层，包围着纤维素，使得

木质纤维素水解速度与糖得率受到很大影响。在目前的研究中，原料预处理的目

的主要表现在几个方面
[7]
：(1)除去木质素；(2)减小结晶度；(3)增大孔隙体积

并相应增大吸附纤维素酶的有效表面积。因此，木质纤维素原料只有通过一定的

预处理才能获得较高的水解速度和酶解得率。 

天然纤维素原料预处理有多种方法，可分为物理预处理、化学预处理和生物

预处理。 

1.2.1 物理预处理法 

    常用的物理方法有：机械微粒粉碎、蒸汽爆破、微波处理、冷冻粉碎等。 

机械微粒粉碎能使木质纤维原料物理性能发生明显的变化，物料尺寸明显变

小，结晶度降低，平均聚合度变小，物料的水溶性组分增加。李稳宏等
[8]
研究了

麦秸粉碎预处理对酶解的影响，结果表明：随着秸秆粉碎程度加深，表面积也增

大，裸露在表面的结合点增加，酶解速度加大。近年来，许多学者发现，如将纤

维素酶水解和缓和的湿磨结合起来同时进行，则纤维素酶解率将成倍增加。另外，

一些学者也发现，在用溶剂预处理纤维素原料时，如给予一些轻微的研磨，将能

大大提高糖的产率
[7]
。 

蒸汽爆破处理是目前国内外研究较多的有效预处理方法之一。该方法是用蒸

汽将原料加热至160～260℃，维持20s～30 min高温高压下造成木质纤维软化，

然后迅速使原料减压造成纤维素晶体和纤维素的破裂，木质素和纤维素分离，而

半纤维素在高温下发生自水解作用而溶化，木质素也发生部分降解。影响蒸汽爆

破预处理的因素有停留时间、温度、压力、原材料的大小及水分含量等。利用我

国北京林业大学赖文衡教授研制的间歇蒸汽爆破器对玉米秸秆进行爆破处理，纤

维素水解转化率达70%以上，而且对环境影响较小，汽爆废气中只含有少量可回
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收的糠醛
[9]
。汽爆过程中加入稀硫酸或二氧化碳可以有效促进酶水解，减少抑制

物的形成，使半纤维素去除量增多。 

微波处理能使纤维素的分子间氢键发生变化，处理后的粉末纤维素类物质没

有胀润性，能提高纤维素的反应活性，可以提高基质浓度，得到较高浓度的糖化

液，处理时间短，操作简单，但由于处理费用较高而难以得到工业化应用。 

将天然纤维素原料在水中反复进行冷冻(-75℃)或用液化气在-100℃下粉

碎，可以破坏木质素和半纤维素的结合层，降低纤维素的聚合度，增加反应活性。

但是冷冻处理成本太高，不适合工业化生产
[10]
。 

1.2.2 化学预处理法 

    化学预处理已广泛用于化学制剂溶解木质素和半纤维素，降低纤维素的结晶

度或溶解纤维素，但是化学预处理必须使用耐腐蚀的设备，需要冲洗排除大量化

学药品，较难回收木质素和半纤维素而造成环境污染。目前化学预处理的方法主

要有酸处理、碱处理、有机溶剂处理等。 

稀酸水解已经成功地用于木质纤维原料预处理。稀硫酸预处理可以获得较高

的得率，显著促进纤维素水解
[11]
。在较高温度下酸处理所需时间短，处理后半纤

维素水解成单糖进入水解液，木质素含量不变，纤维素的聚合度下降，反应能力

增大。浓酸也可用来处理木质纤维原料，但强酸有毒，有腐蚀性，需要耐酸设备。

浓酸预处理后必须对酸进行回收利用以最大限度地减轻对环境的污染，这样就增

加了生产成本。酸预处理后必须中和剩余的酸以便后续水解和发酵。 

某些碱可以用来预处理木质纤维原料，处理效果主要取决于原料中的木质素

含量。碱水解的机理是基于木聚糖半纤维素和其它组分内部分子之间酯键的皂化

作用，随着酯键的减少木质纤维原料的空隙率增加。NaOH 有较强的脱木质素作

用，原料除去木质素后，酶水解糖化率将明显提高。鲁杰等
[12]
研究表明: NaOH 预

处理对纤维素原料化学组成比例有很大影响，预处理后的物料中纤维素明显得到

润胀，纤维素结晶指数降低，纤维素结晶区受到破坏，物料更易于酶解。尽管碱

处理对原料的可降解性效果较好，但在处理过程中有部分半纤维素被分解，致使

损失太多。同时还存在试剂的回收、中和、洗涤等问题。 

    有机溶剂处理可以采用单一溶剂，也可以采用多种溶剂相结合，在所研究的

溶剂中有醇类（甲醇、乙醇、丁醇等）、酮类、酚类、二甲基亚砜、胺类等。一
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般在160-200℃处理1-2h，都能去除80％左右的木质素，同时半纤维素几乎完全

被溶解，而处理后残渣的纤维素酶解率在80％以上，但上述溶剂体系对天然纤维

素原料的作用不同或难易程度不同，并且有的回收后再利用不够经济，实际操作

很难。 

1.2.3 生物预处理法 

生物处理是利用分解木质素的微生物除去木质素，以解除其对纤维素的包裹

作用。虽然很多微生物都能产生木质素分解酶，但酶活性较低，很难应用于工业

生产。在生物预处理中，白腐菌、褐腐菌和软腐菌等微生物常被用来降解木质素

和半纤维素，其中最有效的白腐菌是担子菌类
[13]。从成本和设备角度出发，生物

预处理显示了独特的优势，可用专一的木质酶处理原料，分解木质素和提高木质

素消化率，但是生物预处理后水解得率很低，此种方法虽然取得了一定的成功，

但多停留在试验阶段，采用基因工程技术对白腐菌进行改良，将有助于拓展生物

预处理的应用。 

综上所述，机械处理方法耗能巨大，受设备限制，纤维素结晶度降低较小；

酸碱浸泡处理后的纤维素易被酶降解，但由于需要大量水来冲洗处理过的纤维

素，造成严重的环境污染，成本高。生物法水解得率低，大多还停留在试验阶段。

因此目前还未找到更为有效合理的纤维素预处理法。 

2 纤维素酶 

2.1 纤维素酶的来源 

纤维素酶分布非常广泛。原生动物、节肢动物、软体动物和昆虫等都能产生

纤维素酶
[12]
，动物的瘤胃中有共生的纤维分解菌和原生动物。在高等植物中也有

纤维素酶，其作用是使细胞壁松弛，与种子发芽、细胞生长有关。在微生物方面，

真菌、放线菌及细菌等在一定条件下均可产生纤维素酶
[13,14]。真菌中活力较高的

是木霉、黑曲、青霉和根霉等，细菌中有纤维杆菌、球形生孢纤维粘菌等。目前

研究较多的是绿色木霉和纤维杆菌
[15,16]。 

2.2 纤维素酶的组成及性质 

纤维素结构的复杂性，决定了任何一种单一的酶都难以高效地水解它，能水

解天然纤维素的纤维素酶都是一个复杂的多酶体系。纤维素酶是由许多具有高协

同作用的水解酶组成的，主要来自于真菌和细菌。根据各纤维素酶功能的不同，
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可分为三大类
[17]
： 

(1)外切-β-1,4-葡萄糖酶（exo-β-1,4-glucanase）：此酶主要为β-1,4-

葡聚糖纤维二糖酶（CBH 或C1酶），它是从纤维素的非还原糖端水解 β-1,4-

葡萄糖苷键，产生纤维二糖。此类外切酶单独作用于天然纤维素时，几乎检测不

出还原糖的生成，对取代基纤维素如 CMC 也只是微弱作用，但与内切葡聚糖酶

协同作用则可有效地分解天然纤维素； 

(2)内切-β-1,4-葡聚糖酶(endo-β-1,4-glucanase，EG)(EC 3.2.1.4)：它

是随机内切纤维素分子内的 β-1,4- 葡萄糖苷键，产生纤维寡糖、纤维二糖和

葡萄糖，由于它并不是单一组分，而是包括多个组分，组分数又随菌株而异，又

称 Cx 。又因大都用羧甲基纤维素( CMC )为底物测试其活力，故称CMC酶。EG

可水解 CMC、膨胀纤维素以及纤维降解中间产物纤维糊精，对纤维素的降解能力

随还原末端及键长度增加而下降。EG专一性不强，对水溶性纤维素都有作用，取

代基对酶活性影响不大。EG占酶制剂的蛋白质含量为20％-30％。 

(3)β-1,4-葡萄糖苷酶（β-1,4- glucosidase,BG）(EC3.2.1.21)：它可水

解纤维二糖、纤维寡糖及其他β-葡萄糖苷，产生葡萄糖，故又称纤维二糖酶

(cellobiase,CB)。但由于该酶对其底物特异性并不是很高，特别是很多非纤维

素微生物也能产生大量这类组分的个数随菌种的不同而异。BG在酶制剂中，酶蛋

白含量最少，只占1％左右。 

    不同来源的纤维素酶的理化特性和催化活性都不尽相同，酶分子大小范围很

广。内切型酶的分子量介于 23～146 KDa 之间，如真菌的 EG 有两种异构酶 EG I

和 EG Ⅲ，EG I 分子量约为 54 KDa，EG III 约为 49.8 KDa。外切型酶的分子量

介于 38～118 KDa 之间，如木霉的 CBH 有两种异构酶 CBH I 和 CBH II，CBH I

分子量约为 66 KDa,CBH II 约为 53 KDa
[18,19]

。 

    多数真菌和少数细菌的纤维素酶都会糖基化。糖基与蛋白之间以共价键结

合，或呈可解离的络合状态。糖基化作用在一定程度上保护酶免受蛋白酶的水解，

同时纤维素酶由于糖基化，使其所含碳水化合物的比率在不同酶之间发生差异，

导致酶的多形式和分子量的差别。 

    研究人员通过对纤维素酶一级结构和三级结构的研究发现，纤维素酶分子普

遍具有类似的结构，由球状的催化结构域(catalytic domains,CD)、连接桥
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