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　　摘要：采用富集平板稀释法、刚果红染色法选育壮实鹿角珊瑚纤维素分解菌，用 ＤＮＳ法测定菌株降解纤维素酶
活。结果表明，壮实鹿角珊瑚体内含有共附生纤维素分解菌，该菌可分泌降解纤维素酶，富集培养及刚果红染色法可

有效筛选此类活性菌株。
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　　生物质是唯一可以转化为液体燃料的可再生能源［１］，以

木屑、农作物秸秆、椰壳等生物质为原料的纤维素乙醇，不仅

避免了生物乙醇与人争粮争地的弊端，而且燃放时释放的温

室气体与燃烧汽油相比少９０％［２］。微生物是纤维素酶的主

要来源［３］，分离、选育出针对不同行业的高效降解纤维素菌

种，促使纤维素资源化利用已成为国内外的研究热点［４］。海

洋微生物资源丰富，许多微生物寄生在珊瑚体内或附着在珊

瑚表面，与珊瑚协同进化，在演化过程中二者形成了互惠关

系［５］。海洋高盐、高压、低温、寡营养等独特的环境赋予了海

洋微生物独特的代谢途径［６］。珊瑚共附生菌不仅能够独立

产生丰富的次生代谢产物，还可分泌具有各种功能的活性酶，

参与珊瑚次生成分的合成，或对珊瑚次生代谢产物进行转

化［７］，是天然产物新的来源。本研究选育壮实鹿角珊瑚纤维

素分解菌，旨在为促进纤维素资源化利用提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料
壮实鹿角珊瑚样品采自海南岛蜈支洲近海海域。富集培

养基（ＣＭＣ）：ＫＨ２ＰＯ４０．２％ 、ＭｇＳＯ４０．０１５％、ＫＮＯ３０．１％、
ＣＭＣ－Ｎａ１％，共１００ｍＬ。马铃薯培养基：马铃薯１００ｇ、葡萄
糖１０ｇ、ＮａＣｌ５ｇ、琼脂７．５～１００ｇ、无菌水５００ｍＬ、ｐＨ值自
然，共 ５００ ｍＬ。真 菌 初 筛 培 养 基：Ｋ２ＨＰＯ４ ２．０ ｇ、
ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．１ｇ、ＮａＣｌ６ｇ、ＣＭＣ－Ｎａ１５ｇ、琼脂粉１．５％、
（ＮＨ４）２ＳＯ４２．０ｇ、ＣａＣｌ２０．１ｇ、ＫＨ２ＰＯ４０．５ｇ、ｐＨ值 ７０～
７４、蒸馏水１０００ｍＬ。真菌保种培养基：真菌培养基（ＰＤＡ）。
甲液：将６．９ｇ结晶苯酚溶于１５．２ｍＬ１０％ ＮａＯＨ溶液，用蒸
馏水稀释至６９ｍＬ，在此溶液中加入６．９ｇ亚硫酸氢钠。乙
液：将２５５ｇ酒石酸钾钠溶于３００ｍＬ１０％ ＮａＯＨ溶液中，再

加入８８０ｍＬ１％３，５－二硝基水杨酸溶液。将甲乙溶液混合
即得黄色试剂，储于棕色瓶中放置７～１０ｄ后使用。溶液在
棕色瓶内保存１年有效。
１．２　方法
１．２．１　壮实鹿角珊瑚样品悬液的制备　将３０ｇ壮实鹿角珊
瑚样品加少量水磨碎后转移至盛有１０ｍＬＣＭＣ富集培养液
中，静置。

１．２．２　纤维素降解菌的富集培养　取以上壮实鹿角珊瑚样
品悬液１０ｍＬ转入无菌三角瓶中，３０℃下振荡培养１～３ｄ，
按２％的接种量，取０．２ｍＬ菌液转接至１０ｍＬ新富集培养基
ＣＭＣ２中进行第２次富集培养。
１．２．３　纤维素降解菌的筛选　分别取富集培养后的２种菌
悬液各 １ｍＬ做系列稀释，稀释 １０５～１０７倍，每种菌液取
０．１ｍＬ分别涂布于真菌培养基 ＰＤＡ及细菌选择平板，每种
稀释倍数做３个平行板，平板于３０℃下恒温培养１～３ｄ，以
平板上出现均匀的单菌落为准。待长出单菌落后（以４０个
单菌落为准）选取４个平板。用接种环挑选单菌落点种在真
菌及细菌初筛培养基上，每板接种５株菌株。每株菌株点种
２个平板，１个平板用于刚果红染色，另一个作为保存平板。
１．２．４　纤维素降解菌的初步鉴定　刚果红染色法：３０℃培
养１～３ｄ后，测量并记录各菌落直径后用７０％乙醇将菌落洗
下，然后用０．１％刚果红浸染３０ｍｉｎ，倾去染液，再用１ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ浸泡脱色３０ｍｉｎ，倾去ＮａＣｌ浸泡液，观察菌落周围有无
透明圈，若有透明圈，测量并记录透明圈的直径，计算透明圈

直径与菌落直径的比值（ＨＣ值）。
１．２．５　纤维素降解菌的分离纯化　挑选 ＨＣ值大于１的菌
株作为初筛菌种，通过连续划线法分离纯化菌株，将镜检后得

到的初筛菌株转接到保种培养基保藏斜面，４℃下保藏备用。

２　结果与分析

２．１　纤维素降解菌的筛选
采用以 ＣＭＣ－Ｎａ为唯一碳源富集平板稀释分离，图１、

图２为壮实鹿角珊瑚真菌第３天至第８天的生长变化过程，
第３天培养基上长出１个圆斑，营养菌丝呈圆形晶亮白色放
射状，中间有１个黑色孢子囊，孢子囊逐渐向周围扩散，覆盖
了白色菌丝。
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２．２　纤维素降解菌的初步鉴定
经刚果红染色法初步鉴定，分离到１株具有降解纤维素

能力的真菌，试验表明，纤维素降解菌染色后能在纤维素琼脂

培养基上快速产生清亮的透明圈，ＨＣ值＞１（图３、图４）。

３　结论与讨论

本研究表明，壮实鹿角珊瑚体内含有共附生纤维素分解

菌，该菌可分泌降解纤维素酶，富集培养及刚果红染色法可有

效筛选此类活性菌株。笔者最初采用羧甲基纤维素钠

ＣＭＣ－Ｎａ－刚果红培养基进行纤维素降解菌初筛，但是菌株
无法在培养基上生长且不能产生透明圈，所以改用富集后的

培养液进行梯度稀释，涂布于 ＰＤＡ培养基上培养，然后转接
到真菌初筛培养基上，再用刚果红染色法染色，１～２ｄ后可
以看到清晰的透明圈，说明此菌株只能以先培养后刚果红染

色的方法进行初步鉴定。
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