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一株高效纤维素降解细菌的筛选、鉴定及酶活测定
刘露，公春艳，李丽，赵宏涛

（青岛明月蓝海生物科技有限公司，山东 青岛　２６６４００）

　　摘　要：以胶南玉米秸秆堆积物为菌源，分离、筛选高效降解纤维素的菌株，并对其进行鉴定和酶活测定。
结果表明：采用以秸秆为唯一碳源进行富集培养及刚果红脱色圈的方法，从胶南玉米秸秆堆积物中筛选出能

降解纤维素的菌株１０株；通过比较透明圈大小，筛选出一株产酶能力较高的菌株０９０１；采用３，５－二硝基水
杨酸比色法（ＤＮＳ）测定菌株０９０１的纤维素酶活为１２６７．４３Ｕ／ｍＬ；根据序列比对结果，构建关于０９０１的系统
发育树，结合其形态特征和生理生化特性将其鉴定为枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）；通过菌株对玉米秸秆的
降解对其降解效果进行验证，降解３０ｄ后玉米秸秆失重率为３６．２％。表明，分离筛选出的枯草芽孢杆菌菌株
０９０１的纤维素降解能力较高。
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　　纤维素是自然界中最丰富的资源之一，也是
地球上数量最大的可再生资源，尤其在农业生产

过程中，纤维素资源更加丰富。每年世界上产生

的植物性有机物中纤维素物质约占１０００亿吨。

随着人类社会的不断发展进步，纤维素类废弃物

日渐增多，但至今仍没有得到有效的处理和利用。

自然界中有多种微生物能分泌纤维素酶来降

解纤维素，但目前生产纤维素酶的菌株普遍存在
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酶活力较低的问题［１，２］。因此分离和筛选高效纤

维素降解菌就变得至关重要，成为研究的热点和

难点。

本试验以玉米秸秆堆肥为菌源，以羧甲基纤

维素钠为筛选用培养基的唯一碳源，经驯化，筛选

分离高效纤维素降解菌，以期为纤维素降解菌的

有效利用及纤维素废弃物的进一步利用奠定基

础，为解决环境问题和纤维素资源的开发利用提

供重要的理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
菌源：采自青岛胶南堆积１年的玉米秸秆堆

积物。

主要培养基：富集培养基：玉米秸秆粉２０ｇ，
ＫＨ２ＰＯ４１ｇ，ＭｇＳＯ４０．３ｇ，ＮａＣｌ０．１ｇ，ＦｅＣｌ３０．０１
ｇ，ＮａＮＯ３２．５ｇ，ＣａＣｌ２０．１ｇ，酵母粉５．０ｇ，蒸馏水
１０００ｍＬ；初筛培养基：ＣＭＣＮａ１０ｇ，ＫＨ２ＰＯ４１ｇ，
ＭｇＳＯ４０．３ｇ，ＮａＣｌ０．１ｇ，ＦｅＣｌ３０．０１ｇ，ＮａＮＯ３２．５
ｇ，ＣａＣｌ２０．１ｇ，琼脂粉２０ｇ，ｐＨ７．０～７．２，蒸馏水
１０００ｍＬ；复筛培养基：ＣＭＣＮａ１５ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４１
ｇ，ＫＨ２ＰＯ４１ｇ，ＭｇＳＯ４０．２ｇ，ＮａＣｌ０．１ｇ，ＦｅＣｌ３
０．０１ｇ，ＮａＮＯ３２．５ｇ，ＣａＣｌ２０．１ｇ，酵母粉５．０ｇ，
琼脂粉２０ｇ，ｐＨ７．０～７．２，蒸馏水１０００ｍＬ；发酵
培养基：同复筛培养基，不加琼脂；生理生化鉴定

培养基：依据《常见细菌系统鉴定手册》［３］的方法

配制。

主要试剂：ＤＮＡ提取试剂盒、２０００ｂｐＬａｄｄｅｒ
ＤＮＡＭａｒｋｅｒ（天根生化科技有限公司），通用引物
（北京六合华大基因科技股份有限公司），其余试

剂均为分析纯。

主要仪器：ＰＣＲ仪（ＴＥＣＨＮＥ公司，ＴＣ－
５１２）、台式高速离心机（上海天美生化仪器设备
工程有限公司，ＣＴ１４Ｄ）、凝胶成像仪（上海培清科
技有限公司，ＪＳ－６８０Ｂ）、电泳仪（北京市六一仪
器厂，ＤＹＹ－８Ｃ）、超净工作台（苏净集团苏州安
泰空气技术有限公司，ＳＷ－ＣＪ－２Ｆ）、紫外可见分
光光度计（上海美谱达仪器有限公司，Ｖ－１８００）、
摇床（江苏太仓市实验设备厂，ＴＨＺ－Ｄ）、培养箱
（韶关市泰宏医疗器械有限公司，ＬＲＨ－１５０Ｂ）。
１．２　试验方法
１．２．１　菌株的分离　以胶南玉米秸秆堆积物为

菌源，采用富集培养及刚果红脱色圈的方法进行

菌株分离。将１０ｇ样品置于１００ｍＬ无菌水中，
２８℃振荡３０ｍｉｎ。取原液加到以玉米秸秆为唯一
碳源的富集培养基中，２８℃培养３ｄ。取１０ｍＬ富
集液转移至另一富集培养基中，连续转接３次。

将最后的富集液适当稀释，取稀释的悬液０．１
ｍＬ涂布在初筛培养基上，２８℃培养。待平板长出
菌落，挑取单个菌落，在另一个平板上划线纯化，

多次划线并结合显微镜镜检结果检查菌落是否单

一，直至获得纯培养物后斜面保存。

１．２．２　纤维素降解能力优良菌株的筛选　将筛
选到的菌株接种到复筛培养基上，２８℃培养７ｄ，
０．５％刚果红染色２０ｍｉｎ，１ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ脱色 ３０
ｍｉｎ，比较透明圈大小。
１．２．３　菌株的初步鉴定　根据菌株的菌落形态
特征、菌体的形态特征及一系列生理生化鉴定试

验进行属和种的鉴定，具体测定方法参照《常见

细菌系统鉴定手册》［３］和《伯杰氏细菌鉴定手

册》［４］。

形态鉴定：将复筛得到的菌株在 ＬＢ平板上
划线，得到单菌落，观察并记录菌落形状、大小、颜

色、边缘、透明度、表面、隆起形状及培养基的颜色

变化等。挑取单个菌落，进行革兰氏染色、芽孢染

色、荚膜染色等，显微镜下观察菌体形态。

生理生化鉴定：对菌株进行生理生化试验。主

要进行糖类发酵试验、甲基红试验、Ｖ－Ｐ测定试
验、淀粉水解试验、明胶水解试验及吲哚试验等。

１．２．４　菌株０９０１的１６ＳｒＤＮＡ鉴定　细菌基因
组ＤＮＡ提取试剂盒提取细菌总 ＤＮＡ。引物为通
用引物，正向引物为２７Ｆ：５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴ
ＧＧＴＣＡＧＡＡＣＧＡＡＣＧＣＴ－３′，反向引物为１４９２Ｒ：
５′－ＴＡＣＧＧＣＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴＣＡＣＣＣＣ－３′。

ＰＣＲ反应体系：ＤＮＡ（１．０μｍｏｌ／Ｌ）模板 ２
μＬ；ｄＮＴＰ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）４μＬ；１０×ＥｘＴａｑｂｕｆｆｅｒ
（含Ｍｇ２＋）５μＬ；２７Ｆ（１０μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ；１４９２Ｒ
（１０μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ；ＥｘＴａｑＤＮＡ聚合酶０．１μＬ；
补足ｄｄＨ２Ｏ到５０μＬ。

ＰＣＲ条件为：９５℃预变性５ｍｉｎ，９４℃变性１
ｍｉｎ，５８℃退火３０ｓ，７２℃延伸９０ｓ，共３５个循环，
最后７２℃延伸１０ｍｉｎ，４℃保温。ＰＣＲ产物送北
京六合华大基因科技股份有限公司测序。
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菌株０９０１的１６ＳｒＤＮＡ序列分析：将所得的
１６ＳｒＤＮＡ序列结果利用 ＢＬＡＳＴ软件在 ＧｅｎＢａｎｋ
数据库中进行相似性分析。利用 Ｍｅｇａ５．０软件
采用Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ法构建系统进化树。
１．２．５　纤维素酶活测定方法　采用３，５－二硝
基水杨酸比色法（ＤＮＳ）测定菌株的纤维素 ＣＭＣ
酶活力［５］，以１％的羧甲基纤维素钠为底物进行
测定。每分钟产生１μｇ葡萄糖定义为１个酶活
力单位（Ｕ）。
１．２．６　菌株０９０１降解玉米秸秆试验　将菌株
０９０１接种到１００ｍＬ液体培养基中，摇瓶培养 ３
ｄ，离心，弃上清，收集菌体。将玉米秸秆晒干，称
取等量ｍ１装入１Ｌ三角瓶中，１２１℃灭菌１．５ｈ，
冷却后将菌种接种到三角瓶中，再加蒸馏水，使玉

米秸秆含水率保持在６５％左右。以不加菌种的
三角瓶为对照。摇晃使菌液与玉米秸秆充分混

匀，室温下发酵，每隔２ｄ摇动一次，３０ｄ后，对发
酵后的底物用自来水充分冲洗，以除去可溶性物

质，然后置于烘箱烘干，烘干恒重时的物质即为降

解剩余物 ｍ２。计算玉米秸秆失重率，即失重率
（％）＝（ｍ１－ｍ２）／ｍ１×１００。

２　结果与分析

２．１　菌株的分离筛选
本研究从玉米秸秆堆积物中分离出２０株细

菌菌株，刚果红染色能产生透明圈的有１０株，分
别为 ０９０１、０７５１、１６、１４、１１９５、０７８１、０７２３、１３、
１１９３、０８２３。这１０株菌不仅能在以羧甲基纤维素
钠为唯一碳源的培养基上生长，还产生明显的透

明圈，说明这１０株菌能分解纤维素。由于菌株纤
维素降解能力与透明圈直径成正比［６］，本研究以

透明圈直径大小作为纤维素酶高低的标准，如表

１、图１所示，菌株０９０１的透明圈直径明显高于其
它菌株，因此作为下一步的研究菌株。

２．２　菌株０９０１的鉴定分析
２．２．１　菌株的形态特征与生理生化特性　０９０１
菌落乳白色，圆形，不透明，表面褶皱，边缘整齐，

培养基不变色。通过显微镜观察，发现０９０１菌
体为杆状，有芽孢。菌株０９０１的生理生化结果如
表２所示。

　　表１　菌株平板初筛的透明圈直径

菌株编号 透明圈直径（ｃｍ）
０９０１ ４．１２
０７５１ １．７７
１６ ２．６４
１４ ３．３５
１１９５ ２．４３
０７８１ １．１７
０７２３ ２．１６
１３ ２．２４
１１９３ ３．１６
０８２３ ２．２９

图１　菌株０９０１的透明圈

　　表２　 菌株０９０１的主要生理生化特性

测定项目 菌株０９０１
枯草芽孢杆菌

（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）
革兰氏染色 ＋ ＋
需氧性 ＋ ＋

葡萄糖产酸 ＋ ＋
葡萄糖产气 － －
甘露醇发酵 ＋ ＋
淀粉水解试验 ＋ ＋
明胶液化试验 ＋ ＋
Ｖ－Ｐ测定 ＋ ＋
吲哚试验 － －

柠檬酸盐利用试验 ＋ ＋
苯丙氨酸脱氨酶试验 － －

　　注：“＋”：阳性反应；“－”：阴性反应。

２．２．２　０９０１菌株的１６ｓＤＮＡ序列分析　测序结
果显示该菌株的１６ＳｒＤＮＡ核酸序列全长１３４７
ｂｐ，将此序列与ＧｅｎＢａｎｋ数据库中序列进行Ｂｌａｓｔ
分析比对，发现与其同源性较高的菌株均属于枯

草芽孢杆菌属，利用Ｍｅｇａ５．０软件采取Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－
Ｊｏｉｎｉｎｇ法构建以１６ＳｒＤＮＡ全序列为基础的系统
进化树（见图２）。０９０１菌株的１６ＳｒＤＮＡ序列同
公开发表的枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）的同
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源性较高，结合其形态特征和生理生化特性，将其

鉴定为枯草芽孢杆菌。

２．３　菌株０９０１的酶活分析
将菌株０９０１接入发酵培养基中培养，每隔８

ｈ测定发酵液的纤维素酶活。如图３所示，接入
０９０１的发酵液前期酶活迅速上升，在８０ｈ时达到
最高值１２６７．４３Ｕ／ｍＬ，之后酶活有所下降。菌
株０９０１的酶活力曲线与祝小等［８］筛选的枯草芽

孢杆菌Ｐａｂ０２类似，随着发酵时间的增长，酶活性
先上升后有所下降。本试验筛选到的菌株０９０１
酶活性明显高于祝小等筛选的枯草芽孢杆菌

Ｐａｂ０２、沈雪亮等［９］筛选的芽孢菌和李振红等［１０］

筛选的嗜纤维菌等。

图３　菌株０９０１的产酶曲线

图２　菌株０９０１的系统发育树

２．４　菌株０９０１降解玉米秸秆试验
将菌种０９０１接种到玉米秸秆，通过３０ｄ发

酵，玉米秸秆与对照相比发生明显变化（见图４），
试验组比对照组秸秆颜色变黑，且表面长满菌落，

测得玉米秸秆失重率为３６．２％。说明菌株具有
较高的纤维素降解能力。

图４　菌株０９０１降解玉米秸秆试验

３　结论与讨论

本研究从玉米秸秆堆积物中分离筛选出１０
株产纤维素酶的菌株，经过复筛得到一株降解纤

维素能力强的菌株０９０１。结合其形态特征、生理
生化特性和 １６ＳｒＤＮＡ序列测定，将其鉴定为枯
草芽孢杆菌。采用 ＤＮＳ法测定该菌的纤维素酶
活，结果表明该菌株的酶活较高。通过玉米秸秆

降解试验，３０ｄ后玉米秸秆失重率为３６．２％，菌
株纤维素降解能力较强。

以往发现的产纤维素酶的菌株多属真菌，包

括木霉属、青霉属、曲霉属等，细菌中有嗜纤维菌

属、芽孢菌属［１２，１５～１７］，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
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等［１８］，而未见枯草芽孢杆菌的商业化生产。菌株

０９０１酶活力 １２６７．４３Ｕ／ｍＬ，已明显高于 Ｇｅｎｇ
等［１１］研究的里氏木霉和王晓明等［１２］研究的绿色

木霉等的酶活力，也明显高于汤新等［１３］里氏木霉

内切葡萄糖苷酶ＩＶ在毕赤酵母中表达的酶活性。
但与已报道的高产酶菌株酶活力［１４］还有一定的

差距，有待通过优化培养基或诱变育种等手段进

行改造，提高其产酶能力和酶活性，为该枯草芽胞

杆菌的商品化生产奠定基础。
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