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摘要：为研究１株高寒草地土壤真菌的产纤维素酶特性，采用微生物培养法和液体摇瓶发酵法，对供试菌株的培养

特性和产酶特性进行了研究。结果表明：经ＩＴＳ－ｒＤＮＡ分子鉴定，供试菌株初步确定为Ｔｈｉｅｌａｖｉａ　ｈｙａｌｏｃａｒｐａ，供

试菌株的最适生长温度为２５℃；对不同的碳、氮源利用能力不同，在供试的５种碳源和氮源 中，葡 萄 糖 和 蛋 白 胨 分

别为最适碳源和氮源，对５种碳源的利用表现为：葡糖糖＞糊精、麦芽糖和淀粉＞蔗糖菌株，Ｈ对５种氮源的利用

表现为：蛋白质＞硝酸钠＞尿素＞硫酸胺＞磷酸胺；菌株 Ｈ产的纤维素酶在ｐＨ　５．５和５０℃下有较高的催化活性，

产的木聚糖酶在ｐＨ为５和５５℃温度下有较高的催化活性。
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　　纤维素类物质是自然界中分布广、数量大、来源

丰富的可再生性物质，纤维素酶和半纤维素酶是降

解纤维素类 物 质 酶 系 中 的 主 要 组 份，其 在 医 药、食

品、棉 纺、环 保 及 可 再 生 资 源 利 用 等 领 域 应 用 广

泛［１］。自然界中真菌分布广泛、且种类繁多，尽管真

菌数量不及细菌，甚至比放线菌还少，但其在生态系
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统碳素循环中发挥着重要作用［２］，另外，真菌产生的

纤维素酶多是胞外酶，且纤维素酶各组分齐全，分解

能力较强［３］。因此，真菌在降解纤维素类物 质 方 面

具有更广阔的应用前景［４］。
高寒草地土壤纤维素分解真菌是草地生态系统

的重要组成部分，查明其数量及其组成情况无疑是

十分必要的。素有“世界屋脊”之称的青藏高原由于

地理位置特殊、具有丰富的降解纤维素类物质的微

生物物种和基因资源，是分离和筛选纤维素分解真

菌的宝库和良好介质［５］。课题组在前期从高寒草地

土壤中分离和筛选了大量的具有纤维素分解真菌菌

株，为了进一步确定菌株的系统发育地位和产纤维

素酶的特性，本文以初步筛选出具有优良性状的菌

株（编号为 Ｈ）为 研 究 对 象，进 行 了ｒＤＮＡ－ＩＴＳ分

子鉴定、培养特性及粗酶液酶学性质的研究，旨在为

进一步开发和利用奠定提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　供试菌株

由本课题组从东祁连山高寒草地土壤中分离获

得，具有分解纤维素物质的功能，菌株编号为 Ｈ。

１．２　培养基

马铃 薯 葡 萄 糖 培 养 基（ｐｏｔａｔｏ　ｄｅｘｔｒｏｓｅ　ａｇａｒ，

ＰＤＡ）［６］，用于供试菌株菌株的转接和活化。
马铃薯蔗糖培养基（ｐｏｔａｔｏ　ｓｕｇａｒ　ａｇａｒ，ＰＳ）［６］，

用于供试菌株菌丝的培养。
察氏培养基［６］，用于供试菌株在 不 同 温 度 条 件

下生长速度的测定。
供试碳、氮源培养基：在察氏培养基中，分 别 按

培养基总体积１％的 糊 精、可 溶 性 淀 粉、麦 芽 糖、葡

萄糖、蔗糖等５种碳源，配置不同碳源培养基；另外，
分别按培养基 总 体 积０．２５％的 蛋 白 胨、尿 素、硫 酸

铵、磷酸胺、硝酸钠等５种氮源，配置不同氮源培养

基，ｐＨ调至６～７，每组做３个重复。用于供试菌株

在不同碳氮源条件下生长速度的测定。
液体 产 酶 培 养 基［７］：ＮａＮＯ３２．５ｇ，ＫＨ２ＰＯ４１

ｇ，ＣａＣｌ２·６Ｈ２Ｏ　０．１ｇ，ＭｇＳＯ４０．３ｇ，ＮａＣｌ　０．１ｇ，

ＦｅＣｌ３０．０１ｇ，秸秆（粉）０．５ｇ，蒸馏水１　０００ｍＬ，ｐＨ

（用稀盐酸调制６．０～７．０）。用 于 测 定 供 试 菌 株 产

木聚糖酶的酶活力。

１．３　研究方法

１．３．１　菌株活化　将保存的供试菌种接种于ＰＤＡ
平板培养基，２５℃恒温培养７～８ｄ后，连续转接２
～３次，纯化、复壮。

１．３．２　菌株鉴定　经活化、纯化的菌株挑取少量菌

丝接种于ＰＳ液体培养基中，于２５℃，１５０ｒｍｉｎ－１摇

床振荡培养，过滤后收集菌丝体，采用试剂盒法提取

基因组ＤＮＡ。以基因组ＤＮＡ为模板，利用１对ｒＤ－
ＮＡ－ＩＴＳ通用引 物（ＩＴＳ－１、ＩＴＳ－４）进 行ＰＣＲ扩 增，扩

增产物纯化后，送样测定ＤＮＡ序列。将测序获得的

ＩＴＳ序列通过与ＧｅｎＢａｎｋ中的核酸数据库序列进行

Ｂｌａｓｔ分 析，采 用ＣＬＵＳＴＡＬ 软 件 进 行 多 重 序 列 比

对［８］，并用 ＭＥＧＡ　４．０软 件 采 用 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ
法和 ＵＰＧＭＡ 法 构 建 系 统 发 育 树［９－１０］。ＩＴＳ－１：５′－
ＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ－３′， ＩＴＳ－４： ５′－ＴＣＣＴＣ－
ＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ －３′。ＰＣＲ反应程序：预变性

９５℃５ｍｉｎ，变性９５℃１ｍｉｎ，复性５０℃１ｍｉｎ，延伸

７２℃１ｍｉｎ，３５个循环，最终７２℃延伸１０ｍｉｎ。基因

组ＤＮＡ提取试剂盒（ＳＫ１３７５）、引物合成、序列测定

均由上海生工生物工程有限公司完成。

１．３．３　生物学特性　参照Ｌｉ等［１１］的方法，在ＰＤＡ
平板上将培养７～１０ｄ的供试菌株用直径６ｍｍ的

打孔器切取菌饼，分别转接于不同测定内容的培养

基中，２５℃黑暗条件下培养（除温度处理实验），３次

重复，用十字交叉法测定菌落直径，以第７ｄ测定的

菌落直径作为评定菌株生长速率的依据。温度对真

菌生长的影响：分别于１５℃，２０℃，２５℃，３０℃，３５℃
和４０℃等６种温度培养。碳、氮源对真菌生长的影

响：分别转接于含１％的不同碳源和０．２５％的不同

氮源培养基上，培养。实验结束后测定供试菌株的

菌落直径。

１．３．４　供试菌株产酶特性的研究

１．３．４．１　绘制标准曲线

参照郑佐头等［１２］和陆文清等［１３］的方法，以吸光

值（ＯＤ５４０）作横坐标，分别以对应的标准葡萄糖溶液

和木糖溶液含糖的毫克数为纵坐标，列出直线回归

方程，制作标准曲线（图１，图２）。

６０５
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图１　以葡萄糖为底物的标准曲线

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅ　ｓｔａｎｄａｒｄ　ｃｕｒｖｅ　ｕｓｉｎｇ　ｇｌｃｏｓｅ　ａｓ　ｓｕｂｓｔｒａｃｔ

图２　以木糖为底物的标准曲线

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅ　ｓｔａｎｄａｒｄ　ｃｕｒｖｅ　ｕｓｉｎｇ　ｘｙｌｃｏｓｅ　ａｓ　ｓｕｂｓｔｒａｃｔ

１．３．４．２　粗酶液的制备

将活化的菌株分别接种于以０．５ｇ油菜秸秆粉

为底物，盛有５０ｍＬ液体产酶培养基１５０ｍＬ的锥

形瓶 中，以 不 接 菌 为 对 照，每 个 处 理 重 复３次。在

２５℃，１５０ｒ·ｍｉｎ－１条件下，置于摇床震荡培养，试

验周期为７ｄ。实验结束后，经尼龙丝网过滤的发酵

液，用灭菌的１　０００μＬ移液器枪头，吸取２ｍＬ上清

液，于４℃，１０　０００ｒ·ｍｉｎ－１，离心１０ｍｉｎ，取上清液

制备粗酶液。

１．３．４．３　酶活力测定

酶活力测定方法参照文献［１４］，稍有改进。吸取

液体摇瓶发酵粗酶液０．２ｍＬ，以１ｍＬ含０．５％的

羧甲基纤维素钠（ＣＭＣ－Ｎａ）和桦木木聚糖为反应底

物 的 柠 檬 酸 缓 冲 液 （ｐＨ＝５．５，终 浓 度 为 ０．１
ｍｏｌ·Ｌ－１）组成反应体 系，在３７℃恒 温 水 浴 锅 中 反

应３０ｍｉｎ，采用ＤＮＳ法 （３，５－二硝基水杨酸）测定

最终反应产物在５４０ｎｍ波 长 下 的 吸 光 值［１５］，空 白

对照用等体积热变性的粗酶液代替新鲜的粗酶液。
酶活 力 的 计 算 方 法 按 照 国 际 理 论 应 用 化 学 协 会

（ＩＵＰＡＣ）推荐的国际标准方法，分别以每 ｍＬ粗酶

液每 分 钟 产 生１μｍｏｌ木 糖 为 一 个 国 际 单 位，计

ＩＵ·ｍＬ－１［１６］。
计算公式如下：Ｘ＝ ｍ／（Ｍ×ｔ）×１　０００×ｎ
式中：Ｘ为酶活力单位，

ｍ 为葡萄糖的含量，

Ｍ 为葡萄糖的摩尔质量，

Ｔ为酶反应时间，

１０００为转化因子，１ｍｍｏｌ＝１　０００μｍｏｌ，

ｎ为稀释倍数。

１．３．４．４　粗酶液最适温度、ｐＨ值的测定

按 照 上 述 酶 活 力 测 定 的 方 法，分 别 在 ４℃，

１０℃，１５℃，２０℃，２５℃，３０℃，３５℃，４０℃，４５℃，

５０℃，５５℃，６０℃，６５℃，７０℃下测羧甲基纤维素酶和

木聚糖酶的酶活力，以温度（Ｔ）为横坐标，相对羧甲

基纤维素酶和木聚糖酶活力为纵坐标作图（以酶活

最高者为１００％）。以 酶 活 力 最 大 时 的 反 应 温 度 为

酶催化活 性 最 适 温 度。按 同 样 的 方 法，分 别 在ｐＨ
２．０，ｐＨ　３．０，ｐＨ　３．５，ｐＨ　４．０，ｐＨ　４．５，ｐＨ　５．０，

ｐＨ　５．５，ｐＨ　６．０，ｐＨ　６．５，ｐＨ　７．０，ｐＨ　７．５，ｐＨ
８．０，ｐＨ　８．５，ｐＨ　９．０，ｐＨ　９．５，ｐＨ　１０．０条件下

羧甲基纤维素酶和木聚糖 酶 的 酶 活 力，以ｐＨ 为 横

坐标，相对羧甲基纤维素酶和木聚糖酶的酶活力为

纵坐标作图（以酶活最高者为１００％）。以酶活力最

大时的ｐＨ值为酶催化活性最适ｐＨ。

１．４　数据分析

所有数据均用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ　Ｅｘｃｅｌ录入并作图，采
用ＤＰＳ　６．５５进行数据分析。

２　结果与分析

２．１　供试菌株Ｈ的菌落形态及分子鉴定

供试菌株 Ｈ在ＰＤＡ 培养基上为白色，菌落圆

形，２５℃培养培养７ｄ后菌落直径达６５．７ｍｍ，菌丝

疏松，表 面 为 绒 毛 状。菌 落 反 面 为 淡 黄 色（图３）。

子囊果球形，表面附属丝呈菌丝状，浅褐色；子囊近

圆形 或 椭 圆 形，子 囊 孢 子 纺 锤 形 或 椭 圆 形，褐 色

（图４）。

　　测 序 结 果 在 ＧｅｎＢａｎｋ中 进 行ＢＬＡＳＴ同 源 性

比较，采用Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ法和 ＵＰＧＭＡ 法分别

构建系统发育树（图５），结果如下：菌株Ｈ与登录号

为ＡＢ４７０８５６的菌株的亲缘关系最近，支持率 高 达

１００％。与菌株 Ｈ最相似的菌株为：Ｔｈｉｅｌａｖｉａ　ｈｙａ－
ｌｏｃａｒｐａ。
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图３　供试菌株Ｈ的菌落形态

Ｆｉｇ．３　Ｃｏｌｏｎｙ　ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ　ｏｆ　ｏｆ　Ｓｔｒａｉｎ　Ｈ

图４　供试菌株Ｈ的菌体形态

Ｆｉｇ．４　Ａｓｃｕｓ　ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ　ｏｆ　Ｓｔｒａｉｎ　Ｈ

图５　菌株Ｈ系统发育树的构建

Ｆｉｇ．５　Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ　ｔｒｅｅ　ｏｆ　ｓｔｒａｉｎ　Ｈ
注：Ａ、Ｂ分别为基于Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ法和ＵＰＧＭＡ法的系统发育树

Ｎｏｔｅ：Ａ，Ｂ　ｉｓ　ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ　ｔｒｅｅ　ｂａｓｅｄ　ｏｎ　Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ　ｍｅｔｈｏｄ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ＵＰＧＭＡ　ｍｅｔｈｏｄ　ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

２．２　温度对菌株生长的影响

供试菌 株 在１５～３５℃温 度 范 围 内 能 够 生 长。
由图６可以看出，温度对生长速度的影响较为明显，
从１５～２５℃范围内，菌落直径随温度升高而逐渐增

大，从２５～３０℃范 围 内，菌 落 直 径 随 温 度 升 高 而 变

小，在２０℃的 生 长 速 度 高 于３０℃条 件 下 的 生 长 速

度。从供试菌株生长速度随温度变化的曲线来看，
菌株 Ｈ的最适生长温度为２５℃。

图６　温度对菌株生长的影响

Ｆｉｇ．６　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｍｙｃｅｌｉａｌ　ｇｒｏｗｔｈ　ｒａｔｅ

２．３　不同碳、氮源对菌株生长的影响

由表１可以看出，供试菌株不仅能利用单糖，低
聚糖等速效碳源，而且还能利用淀粉等长效碳源，对
参试５种碳源的利用能力各不相同。供试菌株在糊

精、蔗糖、麦芽糖、葡萄糖、可溶性淀粉等５种供试碳

源的培养基上培养７ｄ后，菌落直径大小不尽相同，
菌株在不同碳源的培养基上，表现出不同的生长速

度。供试菌株 Ｈ对５种碳源的利用表现为：葡糖糖

＞糊精、麦芽糖和淀粉＞蔗糖。供试菌株在蛋白质、
尿素、硫酸胺、磷酸胺、硝酸钠等５种供试氮源的培

养基上培养７ｄ后，菌落直径大小不尽相同，每一种

菌株在不同氮源培养基上，表现出不同的生长速度。

Ｈ对５种氮源的利用表现为：蛋白质＞硝酸钠＞尿

素＞硫酸胺＞磷酸胺；

２．４　酶学性质

２．４．１　羧甲基纤维素酶和木聚糖酶的酶活力　酶

活力结果表明，菌株 Ｈ既能产生羧甲基纤维素酶又

能产木聚糖酶，酶活力测定结果见表２。
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表１　不同碳、氮源对菌落生长速度的影响

Ｔａｂｌｅ　１　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　Ｎ－ｓｏｕｒｃｅ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｍｙｃｅｌｉａｌ　ｇｒｏｗｔｈ　ｒａｔｅ

氮源 Ｈ 碳源 Ｈ
蛋白胨Ｐｅｐｔｏｎｅ　 ５０．５００±１．７５６ａ 糊精 Ｄｅｘｔｒｉｎ　 ４７．６６７±０．６０１ｂ

尿素Ｕｒｅａ　 ３５．５００±１．２５８ｃ 淀粉Ｓｔａｒｃｈ　 ４５．１６７±０．１６７ｂ

硫酸胺Ａｍｍｏｎｉｕｍ　ｓｕｌｆａｔｅ　 ２３．５００±１．３２３ｄ 麦芽糖 Ｍａｌｔｏｓ　 ４７．６６７±１．７６４ｂ

磷酸胺Ｐｈｏｓｐｈｏｒｉｃ　ａｃｉｄ　ａｍｉｎｅ　 １１．６６７±１．４８１ｅ 蔗糖Ｓｕｃｒｏｓ　 ３７．８３３±１．４８１ｃ

硝酸钠Ｓｏｄｉｕｍ　ｎｉｔｒａｔｅ　 ４２．６６７±１．６９２ｂ 葡萄糖Ｇｌｕｃｏｓｅ　 ５２．０００±０．２８９ａ

　　注：数据为平均值±标准误（ｎ＝３）；不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）

Ｎｏｔｅ：Ｍｅａｎ±ＳＤ　ｆｏｒ　３ｒｅｐｌｉｃａｔｅｄ　ｔｅｓｔｓ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｓａｍｌｌ　ｌｅｔｔｅｒｓ　ｉｎ　ｓａｍｅ　ｃｏｌｕｍｎ　ｉｎｄｉｃａｔｅ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ　ａｔ　ｔｈｅ　０．０５ｌｅｖｅｌ

表２　酶活力测定结果

Ｔａｂｌｅ　２　Ｔｈｅ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｅｎｚｙｍｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ
菌株编号

Ｓｔｒａｉｎｓ　ｎｕｍｂｅｒ

酶活力Ｅｎｚｙｍｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ／ＩＵ
羧甲基纤维素酶ＣＭＣａｓｅ 木聚糖酶 Ｘｙｌａｎａｓｅ

Ｈ　 １２．７７３±０．０１２　 ３９．３９５±０．００７

２．４．２　产羧甲基纤维素酶的酶学性质　图７可以

看出，在１５～６５℃范围内，能够监测到菌株 Ｈ分泌

的羧甲基纤维素酶的酶活力，并且在５０℃时达到最

大值，且 在 不 同 温 度 下 下 放 置１２ｈ，３０℃左 右 保 持

的酶活力 最 大。由 图８可 以 看 出，在ｐＨ　２．０～１０
范围内，能够监测到菌株 Ｈ分泌的羧甲基纤维素酶

的酶活力，在ｐＨ＝５．５时达到最大值，且在不同ｐＨ
下放置１２ｈ后，ｐＨ＝５．５时 酶 活 力 保 持 较 高 的

活性。

图７　菌株Ｈ产ＣＭＣａｓｅ的最适温度及热稳定性

Ｆｉｇ．７　Ｔｈｅ　ｏｐｔｉｍｕｍ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ　ａｎｄ　ｔｈｅｒｍａｌ

ｓｔａｂｉｌｉｔｙ　ｏｆ　ＣＭＣａｓｅ　ｏｆ　ｓｔｒａｉｎ　Ｈ

２．４．３　产木聚糖酶的酶学性质　由图９可以看出，
菌株 Ｈ诱导分泌的 木 聚 糖 酶（Ｘｙｌａｎａｓｅ）在５５℃时

酶的催化活性达到最大值，在不同温度下下放置１２
ｈ，０～４５℃之间保持较高的酶活力。由图１０可以看

出，菌 株Ｈ在 不 同ｐＨ下 的 保 持 的 酶 活 力 大 小 不

同，ｐＨ值为５．０时酶的催化活性 较 高，在 不 同ｐＨ
下放置１２ｈ，ｐＨ＝５．０的范围内能够检测到木聚糖

酶的酶活力。

图８　菌株Ｈ产ＣＭＣａｓｅ的最适ｐＨ值和对ｐＨ值

的稳定性

Ｆｉｇ．８　Ｔｈｅ　ｏｐｔｉｍｕｍ　ｐＨ　ｖａｌｕｅ　ａｎｄ　ｓｔａｂｉｌｉｔｙ
ｏｆ　ＣＭＣａｓｅ　ｏｆ　ｓｔｒａｉｎ　Ｈ

图９　菌株Ｈ产Ｘｙｌａｎａｓｅ的最适温度及热稳定性

Ｆｉｇ．９　Ｔｈｅ　ｏｐｔｉｍｕｍ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ　ａｎｄ　ｔｈｅｒｍａｌ

ｓｔａｂｉｌｉｔｙ　ｏｆ　Ｘｙｌａｎａｓｅ　ｏｆ　ｓｔｒａｉｎ　Ｈ
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图１０　菌株Ｈ产Ｘｙｌａｎａｓｅ的最适ｐＨ值和对ｐＨ值

的稳定性

Ｆｉｇ．１０　Ｔｈｅ　ｏｐｔｉｍｕｍ　ｐＨ　ｖａｌｕｅ　ａｎｄ　ｓｔａｂｉｌｉｔｙ
ｏｆ　Ｘｙｌａｎａｓｅ　ｏｆ　ｓｔｒａｉｎ　Ｈ

３　讨论与结论

经ＩＴＳ－ｒＤＮＡ分子鉴定，供试菌株初步确定为

Ｔｈｉｅｌａｖｉａ　ｈｙａｌｏｃａｒｐａ，供试菌株的最适生长温度为

２５℃；对不同的碳、氮 源 利 用 能 力 不 同，在 供 试 的５
种碳源和氮源中，葡萄糖和蛋白胨分别为最适碳源

和氮源。菌株 Ｈ对５种碳源的利用表现为：葡糖糖

＞糊精、麦芽糖和淀 粉＞蔗 糖 菌 株，菌 株 Ｈ 对５种

氮源的利用表现为：蛋白质＞硝酸钠＞尿素＞硫酸

胺＞磷酸胺；菌株 Ｈ产的纤维素酶在ｐＨ　５．５，５０℃
下有 较 高 的 催 化 活 性，产 的 木 聚 糖 酶 在ｐＨ 为５，

５５℃温度下有较高的催化活性。

已有研究表明具有纤维素降解能力的真菌主要

有以下一些菌：曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ）、青霉（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉ－
ｕｍ ）、葡萄状穗霉（Ｓｔａｃｈｙｂｏｔｒｙｓ）、毛壳霉（Ｃｈａｅｔｏ－
ｍｉｕｍ ）、木霉（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ）、葡萄孢霉（Ｂｏｔｒｙｔｉｓ）、
白腐 菌（Ｗｈｉｔｅ　ｒｏｔ　ｆｕｎｇｉ）和 褐 腐 菌（Ｂｒｏｗｎ　ｒｏｔ

ｆｕｎｇｉ）等。杨涛等［１７］从云南高黎贡山共分离到１５
个 属 ３５ 株 真 菌，其 中 曲 霉 （Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ）、青 霉

（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ）、葡 萄 状 穗 霉（Ｓｔａｃｈｙｂｏｔｒｙｓ）、毛 壳

霉属（Ｃｈａｅｔｏｍｉｕｍ）的 真 菌 共 计２０株，占 总 分 离 菌

株数的５７．１％，它们是高黎贡山土壤中降解纤维素

真菌的优势 菌 群。谢 占 玲 等［１８］从 青 海 高 原 林 区 分

离筛选３１株降解纤维素的真菌，筛选出一株分离自

互助北山森林 的 高 产 纤 维 素 酶 的 真 菌 ＮＯ　０１４３菌

株，根据其形态学及培养特征鉴定为康氏木霉（Ｔｒｉ－
ｃｈｏｄｅｒｍａ　ｋｏｎｉｎｇｉｉ　Ｑｕｄｅｍ）。由 此 可 见，土 壤 环 境

中具有纤维素分解能力的真菌的种类较为丰富。

目前进行商业化生产纤维素酶的几乎都是中高

温型 纤 维 素 酶，其 最 适 作 用 温 度 多 为 ４５～６５
℃［１９－２０］。研究发现，菌株 Ｈ诱导分泌的羧甲基纤维

素酶（ＣＭＣａｓｅ）在ｐＨ＝５．５、５０℃时酶活性最高，分
泌的木聚糖酶（Ｘｙｌａｎａｓｅ）在ｐＨ＝５．０、温度为５５℃
酶活性最高，酶的最适作用 温 度 和ｐＨ 值 和 大 部 分

真菌类似。但菌株 Ｈ 分 泌 的 羧 甲 基 纤 维 素 酶 和 木

聚糖酶分别在１５～４０℃、０～４５℃范围内相对稳定，
与中高温型纤维素酶相比，在低温环境下可以高效

反应，对减少工艺流程、降低生产成本以及节能等方

面应用具有相当大的优势。因此，菌株 Ｈ分泌的羧

甲基纤维素酶和木聚糖酶在低温环境的反应条件下

具有广阔的应用前景。
梭孢 壳 属（Ｔｈｉｅｌａｖｉａ）真 菌 隶 属 于 毛 壳 菌 科

（Ｃｈａｅｔｏｍｉａｃｅａｅ）、核菌纲 （Ｐｙｒｅｎｏｍｙｃｅｔｅｓ），粪壳菌

目（Ｓｏｒｄａｒｉａｌｅｓ）［２１］。陈 庆 涛［２２］对 中 国 毛 壳 菌 科 进

行了研究，报道了Ｃｈａｅｔｏｍｉｕｍ 和Ｔｈｉｅｌａｖｉａ。目前

对梭孢壳属（Ｔｈｉｅｌａｖｉａ）真 菌 报 道 较 多 的 是 一 种 病

原菌，可引起 向 日 葵 黑 茎 病［２３］，是 杜 仲 和 宁 夏 枸 杞

内生真菌的 组 成 部 分［２４－２５］。本 研 究 供 试 菌 株 Ｈ 来

源于高寒草地土壤中，其ＩＴＳ序列与数据库中已知

菌株的序列相似性高达１００％，经ｒＤＮＡ－ＩＴＳ基因

序列的分子鉴定，为梭孢壳属（Ｔｈｉｅｌａｖｉａ）真菌。菌

株Ｈ既能产生羧甲基纤维素酶又能产木聚糖酶，并
且菌株 Ｈ产生的羧甲基纤维 素 酶 和 木 聚 糖 酶 有 一

定的稳定性，在不 同 温 度 和ｐＨ 值 下，放 置１２小 时

后，仍能检测到酶活 力，说 明 菌 株 Ｈ 分 泌 的 纤 维 素

酶和木聚糖酶具有一定的稳定性。这一结果表明高

寒草地土壤中存在多酶系真菌资源，对丰富高寒草

地土壤纤维 素 分 解 真 菌 的 物 种 多 样 性 具 有 重 要 的

意义。
土壤微生物作为地下生态学的研究对象之一，

是维持生态系统平衡，揭示全球气候变化与生态系

统ＣＯ２ 响应 与 反 馈 机 制 的 关 键 过 程 之 一［２６－２７］。微

生物一方面直接分解和利用有机物质，降解所接触

到的所有植物残体，利用植物残体分解产生的低分

子量化合物，如核酸、脂类、蛋白质和碳水化合物等

形成的微生物生物量，另一方面以代谢产物或者残

留物（胞外酶，胞外多聚物，细胞壁大分子等）的形式

贡献于土壤有机质，微生物自身的碳分配过程对有

机质形成具有重要贡献［２８］。除此之外，土壤中水分

状态、黏土矿物吸附等外界因素会影响微生物群落

的碳分配过程和速率［２９］。在高寒草地生态系统中，
相比于其它微生物生理功能类群，木质纤维素分解

０１５
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功能群在参与碳素循环的过程中占重要位置，其数

量占绝对优势［３０］。因此，深入认识高寒草地土壤产

纤维素酶真菌资源，对丰富高寒草地土壤碳循环理

论，为调控退化高寒草地生态系统的恢复和治理提

供科学依据。
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