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0 引言

随着社会的进步，科技的发展，农业种植规模

的扩大，随之带来的秸秆也越来越多。由于无法高

效利用秸秆，导致大量的秸秆被焚烧浪费，同时造

成环境污染。纤维素是各类秸秆的主要组成成分，

对秸秆浪费的同时也造成了纤维素的浪费。纤维

素酶可用于降解天然纤维素。纤维素酶是一类酶，

是一组可协同降解纤维素的多酶体系，由内切葡聚

糖酶、外切葡聚糖酶和β-葡萄糖苷酶 3 种组分组

成 [1]。纤维素酶来源多种多样，可由真菌、细菌、放

线菌等产生[2]。如今，世界各国均积极开展对纤维

素降解菌的研究 [3]。利用微生物对纤维素进行降

解，对于自然界中能源的再生利用具有重要意

义 [4]。本试验以腐殖土壤为菌株来源，以 CMC-Na

为唯一碳源，筛选、分离得到产生纤维素酶的细

菌。分离出产纤维素酶能力强的菌株能够加大对

秸秆的利用，减少秸秆焚烧对环境的污染。

1 材料与方法

1.1 试验材料与器材

1.1.1 菌种来源

菌种采自常年堆积的腐殖土。

1.1.2 主要试剂

初筛培养基（牛肉膏蛋白胨培养基）：CMC-Na

10 g，KH2PO4 1.0 g，MgSO4 0.3 g，NaCl 0.1 g，FeCl3

0.01 g，NaNO3 2.5 g，CaCl2 0.1 g，琼脂粉 20 g，用蒸

馏水定容至 1 000 mL，pH 7.0 ～ 7.2；复筛培养基：
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CMC-Na 15 g，K2HPO4 1 g，KH2PO4 1 g，MgSO4 0.2

g，NaCl 0.1 g，FeCl3 0.01 g，NaNO3 2.5 g，CaCl2 0.1

g，酵母粉 5.0 g，琼脂粉 20 g，用蒸馏水定容至 1 000

mL，pH 7.0～7.2；产酶培养基同复筛培养基，不加琼

脂。菌体的形态特征初步鉴定培养基根据《常见细

菌系统鉴定手册》[5]配置。试剂均为分析纯。

TIANamp Bacteria DNA Kit 细菌基因组 DNA

提取试剂盒（离心柱型）。

1.1.3 主要器材

QYC-2102C全温培养摇床（上海新苗医疗器械

制造有限公司）；H/T16MM 台式高速离心机（湖南

赫西仪器装备有限公司）；LI450B智能光照培养箱

（上海皓庄仪器有限公司）；DYY-6C电泳仪（北京市

六一仪器厂）；9700基因扩增仪（珠海黑马医学仪器

有限公司）；JS-680B凝胶成像仪（上海培清科技有

限公司）；UC-7504紫外可见分光光度计（上海精科

实业有限公司）；SW-CJ-2F超净工作台（上海皓庄仪

器有限公司）。

1.2 试验方法

1.2.1 菌株的分离

以常年堆积的腐殖土为菌源，取 1 g 样品加入

盛有99 mL无菌水的三角瓶（250 mL）中，30 ℃条件

下摇床震荡（150 r/min）45 min，取上清液制作 10-1、

10-2、10-3、10-4、10-5、10-6、10-7、10-8、10-9稀释液，并分别

用移液枪取0.1 mL菌液，涂布于牛肉膏蛋白胨培养

基上，30 ℃的条件下置于恒温培养箱中培养 24 h，

挑取单菌落接种在牛肉膏蛋白胨培养基上，通过多

次划线培养直到出现纯化菌株为止。将纯化后的

单菌落点种在初筛培养基上，30 ℃培养48 h后用刚

果红染色法观察有透明圈的菌落，将出现透明圈的

细菌保种在斜面试管中放在4 ℃冰箱保存备用。

1.2.2 菌株的筛选

将纯化后的菌种点种在复筛培养基上，30 ℃倒

置培养48 h后，用0.5% 刚果红染色 30 min，1 mol/L

NaCl 脱色30 min，根据每株菌平板上透明圈直径D

和菌落直径 d比值D/d的大小，初步判断细菌纤维

素酶产量的相对高低[4]。

1.2.3 菌株的形态初步鉴定

根据菌株的菌落和菌体的形态特征对其进行

属和种的初步鉴定，具体测定方法参照《常见细菌

系统鉴定手册》[5]。

1.2.4 酶活力的测定

使用产酶培养基在 30 ℃以 180 r/min震荡培养

48 h，获得的发酵液在 25 ℃、8 000 r/min 离心 10

min，上清液即为粗酶液，用于酶活力的测定。酶活

力按照DNS法[6]测定。

1.2.5 菌种分子鉴定

取 1.2.4获得的酶活力最高的细菌培养液根据

TIANamp Bacteria DNA Kit 细菌基因组 DNA 提取

试剂盒中提供的方法进行细菌DNA的提取。将提

取的DNA进行PCR体外扩增。扩增采用 25 μL反

应体系：ddH2O 8 μL，PCR MasterMix 12 μL，27F 1 μ

L，1 492R 1 μL，模板DNA 3 μL；反应条件：94 ℃ 预

变性4 min，94 ℃变性 30 s，53 ℃退火 30 s，72 ℃ 延

伸 1 min，72 ℃ 终延伸 10 min，30个循环；1％琼脂

糖凝胶电泳检测扩增条带。将获得的扩增条带切

胶后送上海杰李生物技术有限公司测序，测序结果

在NCBI数据库进行BLAST对比。

2 结果与分析

2.1 菌株的筛选

对采取土样进行稀释涂布平板法培养，通过

纯化得到各种细菌；再利用刚果红染色法测定其

纤维素酶产量，根据 D/d 的大小初步得到 4 株纤

维素酶产量较高的细菌，其中编号为 YBX-52 的

细菌 D/d 最高，为 4.25（表 2），表明其纤维素酶产

量高于其他菌株。

2.2 酶活力测定结果

利用 DNS 法对筛选的 4 株细菌进行滤纸酶

活力(FPA)和羧甲基纤维素酶活力(CMC)测定，结

果表明：D/d 越大，滤纸酶活力 (FPA)和羧甲基纤

维素酶活力(CMC)越高（表 3），符合 D/d 越大纤维

素酶活力越大的原理 [4]。其中，编号为 YBX-52 的

菌株酶活力最高，故将其保留下来作为菌种资源

进行后续研究。

2.3 YBX-52菌株的鉴定分析

2.3.1 形态特征和生理生化特征

YBX-52菌株菌落呈乳白色，不透明；镜检细胞

表2 刚果红染色法筛选结果

编号

YBX-32

YBX-51

YBX-52

YBX-55

透明圈直径D/mm

16.00

7.00

17.00

14.00

菌落直径d/mm

4.00

2.00

4.00

7.00

D/d

4.00

3.50

4.25

2.00

表3 酶活力测定结果

编号

YBX-32

YBX-51

YBX-52

YBX-55

FPA酶活/(μmol·min-1)

220.04

207.48

221.75

112.45

CMC酶活(μmol·min-1)

231.17

219.45

274.56

151.48

·· 6
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呈杆状，革兰氏阳性，有芽孢产生。生理生化指标

测定结果如表 4所示。根据《常见细菌系统鉴定手

册》[5]将 YBX-52 菌株初步鉴定为苏云金芽孢杆菌

(Bacillus thuringiensis)。

2.3.2 分子鉴定结果

提取 YBX-52 菌株的 DNA，然后以其为模板，

用引物 27F 和 1492R 进行 PCR 扩增，再进行 1％琼

脂糖凝胶电泳，电泳结果如图 1所示。将获得的扩

增条带切胶后送上海杰李生物技术有限公司测序，

测序结果与GenBank中相关数据进行相似性分析，

建立生物进化树如图 2所示。分析结果通过NCBI

的比对，发现和MN704422.1的相似度达到99%，因

此 将 YBX-52 鉴 定 为 苏 云 金 芽 孢 杆 菌 (B.

thuringiensis)，与生理生化鉴定结果一致。

3 结论与讨论

本试验以多年堆积的腐殖土为分离菌源，根据

刚果红染色法进行分离筛选得到4株对纤维素具有

降解能力的细菌。对得到的 4 株细菌进行进一步

FPA 和 CMC 酶活能力测定，发现一株编号为

YBX-52的菌株对纤维素降解能力较强。其透明圈

直径 D 和菌落直径 d 的比值 D/d 为 4.25，通过 DNS

法测得滤纸酶活力(FPA)为(221.75 μmol/min)，羧甲

基纤维素酶活力 (CMC)为 (274.56 μmol/min)。将

YBX-52进行形态、理化和分子鉴定，鉴定结果为苏

云金芽孢杆菌(B.thuringiensis)。

自然界是一个庞大的生态系统，存在大量具有

分解纤维素能力的细菌、真菌，但以往人工筛选分

解纤维素能力强的大部分是真菌，包括木霉属、青

霉属、曲霉属等，其中已商业化的产纤维素酶菌种

有长枝木霉、黑曲霉、里氏木霉和绿色木霉[8]；产纤

维素酶细菌有嗜纤维菌属、芽孢菌属[9-10]。对细菌的

研究比不上对真菌的研究。

本试验得到的菌株 YBX-52 的 CMC 酶活与王

晓明等 [7] 研究的绿色木霉等的酶活和何汤新

等 [10]研究的里氏木霉内切葡萄糖苷酶Ⅳ在毕赤酵

母中的表达中表现出的酶活相比有一定的优势；与

蒋明星等[11]从朽木周围富含腐殖质的土壤中筛选得

到的细菌 CMC 最大酶活为 218.96 μmol/min、乐

文民等 [12]在降解纤维素细菌的产酶条件的优化下

得到的最大CMC酶活达到194.23 μmol/min和黄河

等 [13]分离的耐酒纤维素产生菌的最大 CMC 酶活

可达到 158.54 μmol/min 相比，本研究得到的细纤

维素降解细菌 CMC 酶活最大可达 274.56 μmol/

min，效果较好。以上结果的差异可能与培养条

件、培养时间和筛选的菌株有关。本试验得到的

细菌为革兰氏阳性菌芽孢杆菌属，其细胞壁结构

特殊，具有耐高温、耐酸、耐碱的特性 [14]，有利于

工业生产和实际操作。

我国每年秸秆产量 9亿 t，通过饲料加工生产、

造纸等措施，加工副产品5.8亿 t，对农作物秸秆纤维

素利用率不足 40%[15]。若将YBX-52菌株对发酵秸

秆和处理其他植物中的纤维素具有一定的商业化

潜力，可以减轻对环境带来的负面影响和为农民带

来更多的经济利益[16]。

表4 生理生化鉴定结果

革兰氏染色

需氧性

接触酶

V-P培养物pH<6

葡萄糖产气

葡萄糖产酸

明胶水解

淀粉水解

硝酸盐还原

菌株

YBX-52

+

-

+

+

-

-

+

+

+

苏云金芽孢杆菌

(B.thuringiensis)

+

-

+

+

-

-

+

+

+

注：“+”为阳性反应，“-”为阴性反应。

测定项目

图1 凝胶电泳图

图2 进化树 （下转第27页）
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