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　　摘要：以包头当地菊芋根际土为材料，筛选到１０株产菊粉酶细菌，其中芽孢杆菌的产酶活性相对较高。对部分菌
株的鉴定结果表明，产菊粉酶细菌分属于厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）、变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）和放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅ
ｒｉａ），它们分别是短杆菌（Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐ．）（Ａ１）、嗜麦芽窄食单胞菌（Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓｍａｌｔｏｐｈｉｌｉａ）（Ａ３）、多黏类芽
孢杆菌（Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓｐｏｌｙｍｙｘａ）（Ａ６、Ａ８）、杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．）（Ａ７）。目前关于短杆菌属、多黏类芽孢杆菌和嗜麦芽
窄食单胞菌具有产菊粉酶能力的报道较少见。
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　　菊粉酶（ｉｎｕｌｉｎａｓｅ）是糖基水解酶３２家族（ｇｌｙｃｏｓｙｌｈｙｄｒｏ
ｌａｓｅｓｆａｍｉｌｙ３２）的一员，又称 β－２，１－Ｄ－果聚糖酶，它能特
异地作用于β－２，１－Ｄ－果聚糖果糖苷键［１－４］。根据其作用

于底物的方式不同，又可分为内切菊粉酶（ｅｎｄｏｉｎｕｌｉｎａｓｅ，ＥＣ
３．２．１．７）和外切菊粉酶（ｅｘｏｉｎｕｌｉｎａｓｅ，ＥＣ３．２．１．８０），目前该
酶被广泛用于菊芋制备低聚果糖的工业生产，这主要是因为

菊芋富含菊糖，而菊糖是由Ｄ－呋喃果糖分子经β－２，１糖苷
键聚合而成的聚合度较高的直链多糖，在菊粉酶的作用下，它

可以从内部和末端水解自身的β－２，１糖苷键，从而降解为低
聚果糖［５－８］。而微生物由于来源广泛，种类多，它已经成为菊

粉酶筛选的良好来源，但是迄今为止，在工业上还是很缺乏具

有高产酶活性的功能菌株。因此，如何筛选获得具有高产菊

粉酶活性的目的菌株已经成为众多研究者的关注焦点［９－１５］。

这其中又以产菊粉酶真菌的研究居多，而对于细菌的研究较

少。因此，本研究以内蒙古包头当地菊芋种植的根际土壤为

材料，定向筛选产菊粉酶细菌，以期为菊芋制备低聚果糖提供

一定的理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
菊芋根部土壤来源于包头市东河区沙尔沁镇。菊粉、琼

脂、葡萄糖、酵母膏、蛋白胨，购自上海蓝季科技发展有限公

司。３，５－二硝基水杨酸，购自上海远帆助剂厂。冰醋酸、酒
石酸钾钠、ＫＣｌ、ＮａＮＯ３、Ｋ２ＨＰＯ４、（ＮＨ４）Ｈ２ＰＯ、ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ、
ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，购自天津市风船化学试剂有限公司。上述药

品均为分析纯。

ＤＮＳ试剂：取３，５－二硝基水杨酸３．１５ｇ，加水５００ｍＬ，
水浴至４５℃，逐步加入１００ｍＬ０．２ｇ／ｍＬ氢氧化钠，然后加
入酒石酸钾钠９１ｇ、苯酚２．５ｇ、无水亚硝酸钠 ２．５ｇ，搅拌使
之溶解，冷却后定容至１０００ｍＬ，贮存于棕色瓶中，放置 １周
后使用。

醋酸缓冲液（０．１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值 ４．６）：准确称取醋酸钠
０．８０３６ｇ，加少量蒸馏水溶解，再加入冰醋酸 ０．５９ｍＬ，调节
ｐＨ值至４．６，加蒸馏水定容至２００ｍＬ。
１．２　培养基配制

富集培养基：酵母膏１０ｇ，蛋白胨２０ｇ，葡萄糖２０ｇ，蒸馏
水１０００ｍＬ。初筛培养基：菊粉３０ｇ，ＫＣｌ０．５ｇ，ＮａＮＯ３３ｇ，
ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．５ｇ，ＦｅＳＯ４０．０１ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４１ｇ，蒸馏水
１０００ｍＬ，琼脂 １５ｇ。复筛培养基（同发酵培养基）：菊粉
２０ｇ，蛋白胨１０ｇ，（ＮＨ４）２ＨＰＯ４０．５ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．５ｇ，
ＮａＮＯ３５ｇ，蒸馏水１０００ｍＬ，琼脂１５ｇ（发酵培养基无）。斜面
保藏培养基：马铃薯 ２０ｇ，蔗糖（葡萄糖）２０ｇ，蒸馏水
１０００ｍＬ，琼脂１５～２０ｇ，ｐＨ值自然。
１．３　菌株筛选

富集培养：取菊芋根际土 ５ｇ，放入 １００ｍＬ无菌水中，
１７０ｒ／ｍｉｎ振荡１ｈ得悬浮液，将１ｍＬ摇匀的悬浮液加入含有
５０ｍＬ富集培养液的三角瓶中，３７℃下 １７０ｒ／ｍｉｎ振荡培养
４８ｈ。

初筛：将经过富集培养的菌液用无菌水稀释为 １０－１、
１０－２、１０－３、１０－４等４个不同的浓度，分别吸取０．５ｍＬ不同浓
度土壤悬液于初筛培养基上，涂布均匀后，把培养皿倒置放入

恒温培养箱中，２８℃培养２～３ｄ，并观察菌种的生长情况，利
用“透明圈法”对目的菌落进行分离纯化，最后对所得的菌株

进行斜面培养保藏。

复筛：利用纯化与酶活性测定相结合的方法复筛产菊粉

酶细菌，先将纯化的目的菌株接种于复筛培养基上，２８℃恒
温培养２～３ｄ；然后选取生长较快的菌株接入含有５０ｍＬ发
酵培养基的２５０ｍＬ三角瓶中，３０℃、１７０ｒ／ｍｉｎ恒温水浴摇床

—０６３— 江苏农业科学　２０１５年第４３卷第８期



培养７２ｈ；发酵液３５００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，得到的上清液即
为粗酶液；最后用ＤＮＳ法测定粗酶液酶活性，从中获得产酶
活性较高的菌株。

１．４　酶活性的测定
１．４．１　果糖标准曲线的绘制　试验方案见表１，将各试管沸
水浴７ｍｉｎ，显色后快速冷却，之后用蒸馏水定容至１０ｍＬ，充
分混匀后在５５０ｎｍ下测吸光度，以果糖浓度为横坐标，以吸
光度为纵坐标，绘制果糖标准曲线，结果如图１所示。

表１　果糖标准曲线试验方案

试管号
试剂用量（ｍＬ）

１ｍｇ／ｍＬ果糖标准液 蒸馏水 ＤＮＳ试剂
０ ０ ２．０ ２
１ ０．２ １．８ ２
２ ０．４ １．６ ２
３ ０．６ １．４ ２
４ ０．８ １．２ ２
５ １．０ １．０ ２
６ １．２ ０．８ ２

１．４．２　酶活性的测定　菊粉酶活性单位定义［１６］：反应体系

中１ｍｉｎ转化底物产生１μｍｏｌ还原糖所需的酶量即为１个活
性单位（Ｕ／ｍＬ）。酶活性测定参照文献［１７］，略有改动。向
０．５ｍＬ粗酶液中加入２．５ｍＬ１％菊糖（醋酸缓冲液配制），
３７℃ 反应２０ｍｉｎ，沸水灭活１０ｍｉｎ，加入 ＤＮＳ２ｍＬ，沸水浴
中７ｍｉｎ显色，快速冷却后加５ｍＬ蒸馏水定容到１０ｍＬ，以去
离子水为空白对照，用可见分光光度计测吸光度。设３次重
复，取平均值。

１．４．３　酶活性的计算　按下面的公示来计算单位酶活
性［１５］：酶活性＝Ｄ·ｎ·１０００／（ｋ·ｔ）。式中：ｎ为稀释倍数；ｋ
为曲线斜率；ｔ为反应时间（ｓ）。
１．５　产菊粉酶细菌的１６ＳｒＲＮＡ分子鉴定和系统发育分析

利用菌落ＰＣＲ技术扩增所得目的菌株的 １６ＳｒＲＮＡ序
列，引物选用２７Ｆ（５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＭＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′）和
１４９２Ｒ（５′－ＴＡＣＧＧＹＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′），具体方法参
考文献［１８］。然后利用 Ｂｌａｓｔ程序寻找 ＧｅｎＢａｎｋ中与各目的
序列同源性最高的序列作为参考，最后用ＣｌｕｓｔａｌＸ１．８１软件进
行序列多重比对，利用ＭＥＧＡ４软件以Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ法进
行系统发育分析 （采样量１０００次），构建系统发育树［１８］。

２　结果与分析

２．１　产菊粉酶菌株产酶活性测定
由图２可见，１０株产菊粉酶细菌的产酶活性随时间的延

长呈规律性变化，除菌株 Ａ１、Ａ４外，其他菌株的产酶活性都
是第１天最高，此后呈下降趋势；而菌株 Ａ１、Ａ４的产酶活性
以第２天最高，此后开始下降。

　　由图２还可知，菌株Ａ４在培养第２天产酶活性最高，远
高于其他菌株的产酶活性，但它们的产酶活性最高出现的时

间并不一致，所以对第２天的各菌株的产酶活性进行重新测
定，结果如图 ３所示。菌株 Ａ４第 ２天的产酶活性达到了
５．６２Ｕ／ｍＬ，远高于菌株Ａ９的３．５８Ｕ／ｍＬ，Ａ７的３．０８Ｕ／ｍＬ，
Ａ１的３．０３Ｕ／ｍＬ。

２．２　部分产菊粉酶菌株的菌落形态
在以菊粉为唯一碳源的培养基上，经过恒温培养产生菌

株２８株，对这２８株菌株进行划线培养，其中有１０株单菌落
产生明显的透明圈，部分筛选菌落形态见图４，可见各菌株之
间对菊糖的水解能力存在一定差异。

２．３　部分产菊粉酶细菌的系统发育分析
１６ＳｒＲＮＡ序列比对结果（表２）表明，部分产菊粉酶细菌

分别是短杆菌属（Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐ．）（Ａ１）、嗜麦芽窄食单胞
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菌（Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓｍａｌｔｏｐｈｉｌｉａ）（Ａ３）、多黏类芽孢杆菌
（Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓｐｏｌｙｍｙｘａ）（Ａ６、Ａ８），而 Ａ７可能是短杆菌属或
芽孢杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．），进一步的系统发育分析表明它更
接近于Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．。
　　此外，系统进化树信息表明（图５），上述产菊粉酶细菌分
别属于厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）芽孢杆菌纲（Ｂａｃｉｌｌｉ）孢杆菌目
（Ｂａｃｉｌｌａｌｅｓ）、放线菌门放线菌纲（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）放线菌目
（Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔａｌｅｓ）和变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）γ－变形菌纲
（Ｇａｍｍａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）黄色单胞菌目（Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｄａｌｅｓ），其
中以厚壁菌门最为常见。

３　结论与讨论

本研究以菊芋根际土壤为材料，筛选到１０株具有较高产

表２　部分产菊粉酶菌株１６ＳｒＲＮＡ的序列比对分析

条带号 最相似菌株（ＮＣＢＩ登录号） 相似性

（％）

Ａ１ Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐ．２１０＿４５（ＧＱ１９９７４７．１） １００
Ａ１ Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐ．２１０＿２６（ＧＱ１９９７２８．１） １００
Ａ３ Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓｍａｌｔｏｐｈｉｌｉａ（ＫＣ７６４９８４．１） ９９
Ａ３ Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓｓｐ．ＱＷ３０（ＫＦ７３７３７３．１） ９９
Ａ６ ＰａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓｐｏｌｙｍｙｘａＳＱＲ－２１（ＣＰ００６８７２．１） ９９
Ａ６ ＰａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓｐｏｌｙｍｙｘａＭ１（ＨＥ５７７０５４．１） ９９
Ａ７ Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐ．２１０＿４５（ＧＱ１９９７４７．１） ９９
Ａ７ Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．ＡＢ７６（ＫＣ０１９２０３．１） ９９
Ａ８ ＰａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓｐｏｌｙｍｙｘａＣＪＸ５１８（ＫＦ９９１２４１．１） ９９
Ａ８ Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓｐｏｌｙｍｙｘａ１８５１（ＥＵ９８２５４６．１） ９９

酶活性的产菊粉酶细菌，并对其中部分菌株加以鉴定。测序

结果表明，产菊粉酶细菌多为厚壁菌门，此外也包含放线菌门

和变形菌门，且来自厚壁菌门和放线菌门的细菌可能具有较

好的产菊粉酶活性，如彼尔姆短杆菌（Ａ１）和芽孢杆菌（Ａ７）
要高于多黏类芽孢杆菌（Ａ６、Ａ８），而变形菌门的细菌产菊粉
酶活性则较差。

张扬 等 曾 筛 选 到 一 株 巨 大 芽 孢 杆 菌 （Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ），而且该菌的产酶活性在培养 ２天后达到最
高［４］，这与本研究中的菌株 Ａ４产酶性能一致，因此 Ａ４也可
能是巨大芽孢杆菌。Ｐａｎｄｅｙ等发现产菊粉酶的细菌包括假
单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）、节杆菌属（Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ）、黄杆菌属
（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ）和埃希菌属（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ）等许多类型［１９］，而

本研究则发现，除上述细菌外，短杆菌属（Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ｓｐ．）、多黏类芽孢杆菌（Ｐ．ｐｏｌｙｍｙｘａ）和嗜麦芽窄食单胞菌
（Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓｍａｌｔｏｐｈｉｌｉａ）也具有产菊粉酶能力，只不过
这３类细菌产菊粉酶能力较弱。因此，本研究后续将关注利
用紫外诱变、化学突变技术以及重离子诱变技术来获取高产

菊粉酶活性菌。
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盐碱化土壤中１株耐盐解磷放线菌的生物学特性
李学平，刘　萍

（滨州学院资源环境系，山东滨州２５６６００）

　　摘要：采用平板法进行菌种初筛和生物学特性研究，经筛选纯化得到１株高效解磷菌 Ｆ１３１２，对该菌株的生物学
特性在碳源、氮源、温度、ｐＨ值等方面进行了初步研究，并采用Ｌ９（３

４）正交试验设计对发酵条件进行了初步探讨。结

果表明：经筛选所得的菌株 Ｆ１３１２初步判断为放线菌；对 Ｆ１３１２进行生物学测定，该菌株在所供４种碳源、氮源、ｐＨ
值、温度条件下均能生长，其最适碳源为麦芽糖，最适氮源为酵母浸膏粉，最适ｐＨ值为７，最适温度为３０℃；在发酵条
件的优化组合试验中，Ｆ１３１２的最适解磷条件为：ｐＨ值＝７，温度３０℃，碳氮比２０∶１，转速１５０ｒ／ｍｉｎ。
　　关键词：高效解磷菌；生物学；解磷效果；正交试验；放线菌
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　　在土壤性质、作物类型、磷肥种类和用量等一系列因素的
影响下，每年施入的磷大约有７５％～９０％积累在土壤中成为
难溶形态的磷［１］，当季利用率一般仅为 １０％ ～２５％［２］。因

此，如何提高磷肥利用率一直备受研究人员关注。

大量研究表明，土壤中的许多微生物都能够将植物难以

吸收利用的无效磷转化为可吸收利用的有效磷形态［３－５］，这

种微生物叫解磷菌。土壤中解磷菌能够增加磷酸钙的溶解

性，提高土壤中的可溶性磷含量，从而提高植物对磷的利用效

率，改善植物营养条件［６］。对不同种类解磷微生物溶磷效果

的研究发现，细菌、酵母、霉菌接种在不同磷源上时，表现出的

溶磷能力不同［７－１１］。因此，研究解磷菌的解磷特性以及生物

学特性，对促进植物生长发育以及解磷真菌在农学上的应用

起着重要作用。本研究采集草坪根际土壤，对解磷菌进行筛

选并进行生物学特性研究，并对发酵液条件优化组合进行研

究，以探讨解磷菌的最适生长环境以及解磷的最适合条件。

１　材料与方法

１．１　供试样品
采集内陆盐碱地草坪根际土壤，采用抖土法将收集的土

样放入密封袋内立刻带回实验室冷藏，备用。

１．２　培养基配方

１．２．１　基础培养基　本试验中菌种初筛用的是有机磷固体
培养基和无机磷固体培养基，配方如下：（１）有机磷固体培养
基：葡萄糖 １０ｇ，（ＮＨ４）２ＳＯ４０．５ｇ，ＮａＣｌ０．３ｇ，ＫＣｌ０．３ｇ，
ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０００３ｇ，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０３ｇ，ＭｎＳＯ４·４Ｈ２Ｏ
０．０１ｇ，ＣａＣＯ３５ｇ，卵磷脂 ０．２ｇ，琼脂 １５～２０ｇ，蒸馏水
１０００ｍＬ，ｐＨ值７．０～７．５。（２）无机磷固体培养基：葡萄糖
１０ｇ，（ＮＨ４）２ＳＯ４０．５ｇ，ＮａＣｌ０．３ｇ，ＫＣｌ０．３ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ
０００３ｇ，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０３ｇ，ＭｎＳＯ４·４Ｈ２Ｏ０．０１ｇ，
Ｃａ３（ＰＯ４）２５ｇ，琼脂１５～２０ｇ，蒸馏水１０００ｍＬ，ｐＨ值７．０～
７．５。
１．２．２　保存培养基　菌种保存时用到的培养基为斜面培养
基，其配方为：葡萄糖 １５ｇ，ＮａＮＯ３１ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４０．５ｇ，ＫＣｌ
０２５ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．２５ｇ，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．００５ｇ，琼脂
８ｇ，蒸馏水５００ｍＬ，自然ｐＨ值。
１．２．３　复筛培养基　菌种复培（纯化）时用的培养基为有机
磷液体培养基和无机磷液体培养基，配方为：（１）有机磷液体
培养基：葡萄糖 １０ｇ，（ＮＨ４）２ＳＯ４０．５ｇ，ＮａＣｌ０．３ｇ，ＫＣｌ
０．３ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．００３ｇ，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０３ｇ，ＭｎＳＯ４·
４Ｈ２Ｏ０．０１ｇ，ＣａＣＯ３５ｇ，卵磷脂 ０．２ｇ，蒸馏水 １０００ｍｌ，ｐＨ
值７．０～７．５。（２）无机磷液体培养基：葡萄糖 １０ｇ，
（ＮＨ４）２ＳＯ４０．５ｇ，ＮａＣｌ０．３ｇ，ＫＣｌ０．３ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ
０００３ｇ，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０３ｇ，ＭｎＳＯ４·４Ｈ２Ｏ０．０１ｇ，
Ｃａ３（ＰＯ４）２５ｇ，蒸馏水１０００ｍＬ，ｐＨ值７．０～７．５。
１．２．４　活化培养基　经过观察，知道纯化所得的菌种为放线
菌类，所以活化时用到的培养基为高氏培养基，其配方为：葡

萄糖２０ｇ，ＫＮＯ３１ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４０．５ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．５ｇ，ＮａＣｌ
０．５ｇ，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０１ｇ，琼脂 ２０ｇ，蒸馏水 １０００ｍＬ，ｐＨ
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