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　　摘要：为了利用纤维素降解菌促进板栗苞壳快速腐解还田，解决资源浪费和污染环境问题，进行板栗苞壳纤维素
降解微生物的筛选和降解效果研究。结果表明，从板栗苞壳发酵堆积物中筛选到４株具有降解纤维素的真菌菌株，通
过羧甲基纤维素钠水解圈的测定、滤纸降解试验、板栗苞壳失重试验，４株真菌均有一定降解纤维素的能力，其中菌株
ＳＷＦＵ－ｘｗｓ４的降解能力最强，纤维素水解强度为１２．９６，滤纸降解为团糊状，秸秆失重率为２８．４７％；通过菌株形态特
征和ＩＴＳ保守序列鉴定表明，初步将高效降解纤维素菌株ＳＷＦＵ－ｘｗｓ４确定为卷枝毛霉（Ｍｕｃｏｒｃｉｒｃｉｎｅｌｌｏｉｄｅｓ）。
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　　板栗苞壳别称栗蓬，是板栗（ＣａｓｔａｎｅａｍｏｌｌｓｉｍｉａＢｌｕｍｅ）坚
果外面球形的密被针刺的总苞［１］。由于我国板栗栽培规模与

产量迅速增加，栗园废弃物产生量也随之大幅增加。目前，全

国板栗年产量已达到８万ｔ以上，年产生废弃栗苞约１５０万ｔ，
年产生废弃栗壳２０万 ｔ以上［２］，不但造成资源极大浪费，而

且还污染了环境，造成治理、处理的再投入。近几年，随着生

物有机肥的快速发展，板栗苞壳成为生物有机肥堆制原料而

受到重视，并配置成有机肥在农业上得到应用。由于板栗苞

壳含有大量的木质纤维素［３］，降解速度慢、堆肥时间长，造成

严重环境污染，成为肥料化利用的制约因素和研究重点。因

此，板栗苞壳纤维素的降解研究具有重要的现实意义。

近年来，秸秆纤维素的生物转化受到了广泛关注，大规模

纤维素生物转化工艺的发展能有效解决或减轻食品和动物饲

料的不足、废弃物处理、矿石燃料依赖性等一系列问题［４］。

因此，研究农田秸秆、林副产品的人工快速促腐技术具有重要

意义。目前，利用高效纤维木质素降解菌株和复合系研制新

型高效的作物秸秆腐熟菌剂已成为国内外研究热点［５］。２０
世纪４０年代以来，科学家筛选出了大量的纤维素降解真菌，
主要包括木霉属（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ）、青霉属（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ）、漆斑霉
属（Ｍｙｒｏｔｈｅｃｉｕｍ）、毛壳霉属（Ｃｈａｅｔｏｍｉｕｍ）、曲霉属（Ａｓｐｅｒｇｉｌ
ｌｕｓ）、毛霉属（Ｍｕｃｏｒ）等［６－９］，这些菌株的获得为秸杆生物降

解提供了重要条件。因此，板栗苞壳纤维素降解真菌的筛选，

可以使板栗苞壳纤维素在生物堆肥中得到有效降解，提高生

物堆肥的利用价值。近年来，国内外关于纤维素降解菌和酶

的报道较多，但大部分研究集中在对秸秆的降解上［１０－１２］，对

于苞壳类物质降解的报道甚少。

本试验从板栗苞壳堆肥中筛选到１株高效纤维素降解
菌，可以高效降解板栗苞壳，对苞壳类农副产品的促腐具有较

好的应用前景。

１　材料与方法

１．１　材料
板栗苞壳与２０１１年采自云南省昌宁县，经粉碎机粉碎成

１～３ｍｍ粒径，堆肥１个月使板栗苞壳充分腐烂。
１．２　试剂

化学试剂均为分析纯，购自上海生工生物工程技术服务

有限公司，分子生物学试剂购自天根生化科技（北京）有限公

司，引物合成及测序由上海生工完成。

１．３　培养基
刚果 红 培 养 基：Ｋ２ＨＰＯ４ ０．５ｇ／Ｌ、ＭｇＳＯ４· ７Ｈ２Ｏ

０．２５ｇ／Ｌ、蛋白胨２ｇ／Ｌ、酵母膏１．０ｇ／Ｌ、琼脂粉１．５ｇ／Ｌ、刚
果红０．２ｇ／Ｌ。

ＰＤＡ培养基：马铃薯 ２００ｇ／Ｌ、葡萄糖 ２０ｇ／Ｌ、ＫＨ２ＰＯ４
３．０ｇ／Ｌ、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ１．５ｇ／Ｌ，ｐＨ值自然。

羧甲基纤维素钠（ＣＭＣ－Ｎａ）平板培养基：ＣＭＣ－Ｎａ
１０．０ｇ／Ｌ、２００ｇ去皮马铃薯汁１０００ｍＬ、琼脂１８ｇ／Ｌ，ｐＨ值
７．２左右。

赫奇逊氏无机盐培养基：ＫＨ２ＰＯ４ １．０ｇ／Ｌ、ＮａＣｌ
０．１ｇ／Ｌ、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．３ｇ／Ｌ，ＮａＮＯ３ ２．５ｇ／Ｌ、ＦｅＣｌ３
０．０１ｇ／Ｌ、ＣａＣｌ２０．１ｇ／Ｌ，ｐＨ值７．２左右。

液体发酵培养基：蛋白胨 ３ｇ／Ｌ、ＮＨ４ＮＯ３２ｇ／Ｌ、酵母粉
０．５ｇ、ＫＨ２ＰＯ４４ｇ／Ｌ、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．３ｇ／Ｌ、ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ
０．３ｇ／Ｌ、吐温－８００．２ｇ／Ｌ、ＣＭＣ－Ｎａ１０ｇ／Ｌ，ｐＨ值６．０。
１．４　试验方法
１．４．１　菌株分离与纯化　称取１．０ｇ充分腐烂的板栗苞壳
样品溶于无菌水中，在摇床振荡３０ｍｉｎ，取样品悬液，用无菌
水稀释成１０－１、１０－２、１０－３的浓度梯度，吸取稀释浓度为１０－３

的稀释液，涂布于纤维素刚果红培养基上，放置于３０℃的恒
温箱中培养４８ｈ，菌落呈红色并且能在周围形成透明水解圈
的菌株，即能产纤维素酶的菌株。将有明显水解圈的菌株在
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ＰＤＡ培养基中进行分离纯化，置４℃冰箱冷藏、待用。
１．４．２　ＣＭＣ－Ｎａ水解圈测定试验　将初筛菌株接种至
ＣＭＣ－Ｎａ平板培养基上，培养２～５ｄ，用０．１％刚果红水溶液
浸染３０ｍｉｎ，弃染液，再用１ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ水溶液脱色１ｈ，测菌
落直径ｄ（ｃｍ）、水解圈直径 Ｄ（ｃｍ），采用 ＤＰ表示水解能力：
ＤＰ＝（Ｄ／ｄ）

２。

１．４．３　滤纸降解试验　将初筛获得的菌株接种到液体 ＰＤＡ
培养基中制备菌液，３０℃、１６０ｒ／ｍｉｎ摆床培养 ５ｄ，在装有
１ｃｍ×６ｃｍ的滤纸条的赫奇逊氏无机盐培养基（３０ｍＬ）中接
入１ｍＬ菌液，３０℃、１６０ｒ／ｍｉｎ摆床培养１０ｄ，根据滤纸条的
断裂程度判断降解效果：＋为滤纸边缘膨胀；＋＋为滤纸整齐
膨胀并弯曲；＋＋＋为滤纸不定形；＋＋＋＋为成团糊状；
＋＋＋＋＋为半清状。
１．４．４　板栗苞壳失重试验　接种筛选菌株到液体 ＰＤＡ培养
基中制备菌液，３０℃、１６０ｒ／ｍｉｎ摆床培养５ｄ。将板栗苞壳
在１０５℃ 烘至恒重，以烘干的１ｇ板栗苞壳为唯一碳源配制
液体发酵培养基，接入１ｍＬ菌液，３０℃、１６０ｒ／ｍｉｎ摇培７ｄ，
将发酵液过滤并将残留纤维素烘干称重，用减重法计算失

重率。

１．４．５　菌株形态学鉴定　观察菌落和菌种形态特征，并参照
文献［１３］进行菌种鉴定。
１．４．６　菌株的 ＩＴＳｒＤＮＡ序列鉴定　菌株 ＤＮＡ的提取采用
真菌基因组ＤＮＡ快速提取试剂盒（溶液型）。提取菌株基因
组ＤＮＡ后进行ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ扩增引物为：ＩＴＳ１，５′－ＴＣＣＧ
ＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ－３′；ＩＴＳ４，５′－ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴ
ＧＡＴＡＴＧＣ－３′［１４］。

ＰＣＲ采用 ５０μＬ反应体系：２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ
２５μＬ，各引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）２．５μＬ，１μＬＤＮＡ（２０ｎｇ左右），
补足灭菌双蒸水至５０μＬ。ＰＣＲ扩增条件：９４℃５ｍｉｎ；９４℃
３０ｓ，５４℃４５ｓ，７２℃１ｍｉｎ，３０个循环；７２℃７ｍｉｎ。ＰＣＲ产
物检测：经质量分数为１．０％琼脂糖凝胶电泳后４Ｓ核酸染料
染色观察，用凝胶成像仪照相。将 ＰＣＲ产物进行测序，根据
测序结果，从 ＧｅｎＢａｎｋ数据库中，利用 Ｂｌａｓｔ软件搜索并选取
同源性较高的相似序列，用ＭＥＧＡ４软件构建系统发育树。

２　结果与分析

２．１　纤维素分解菌的初筛
通过纤维素刚果红培养基，最终得到４株在分离培养基

上生长速度快且生长旺盛的真菌菌株。将初筛获得的４株真
菌进行ＣＭＣ－Ｎａ水解圈的测定，发现菌株ＳＷＦＵ－ｘｗｓ４的降

解能力最强，水解能力为１２．９６（表１）。

表１　４株真菌的ＣＭＣ－Ｎａ水解情况

菌株编号
菌落直径

（ｃｍ）
水解圈直径

（ｃｍ） 水解能力

ＳＷＦＵ－ｘｗｓ４ ０．５ １．８ １２．９６
ＳＷＦＵ－ｘｗｓ５．１ ０．７ １．０ ２．０４
ＳＷＦＵ－ｘｗｓ５．２ ０．５ ０．９ ３．２４
ＳＷＦＵ－ｘｗｓ６ ０．８ １．５ ３．５２

２．２　滤纸降解试验
对初筛的 ４株真菌进行滤纸条降解试验，菌株

ＳＷＦＵ－ｘｗｓ４将滤纸条降解为团糊状（＋＋＋＋），菌株ＳＷＦＵ－
ｘｗｓ５１、ＳＷＦＵ－ｘｗｓ６将滤纸条降解为不定形（＋＋＋），菌株
ＳＷＦＵ－ｘｗｓ５．２使滤纸变为整齐膨胀并弯曲（＋＋）。说明４
株真菌均有一定的滤纸降解能力，其中降解能力最强的是菌

株ＳＷＦＵ－ｘｗｓ４，最弱的是菌株ＳＷＦＵ－ｘｗｓ５．２。
２．３　板栗苞壳失重试验

由表２可以看出，对初筛的４株真菌进行板栗苞壳失重
试验，结果表明，４株真菌对板栗苞壳均有一定的降解能力，其
中ＳＷＦＵ－ｘｗｓ４的失重率最大，为２８．４７％；ＳＷＦＵ－ｘｗｓ５．２最
小，为１７．０４％。

表２　４株真菌的板栗苞壳降解测定结果

菌株编号
板栗苞壳质量

（ｇ）
降解后质量

（ｇ）
失重率

（％）

ＳＷＦＵ－ｘｗｓ４ ０．９８７±０．０２ ０．７０６±０．０２５ ２８．４７
ＳＷＦＵ－ｘｗｓ５．１ １．００６±０．０４ ０．７８６±０．０３７ ２１．８７
ＳＷＦＵ－ｘｗｓ５．２ ０．９９２±０．０２ ０．８２３±０．０１６ １７．０４
ＳＷＦＵ－ｘｗｓ６ １．０１２±０．０３ ０．７７８±０．００２ ２３．１２

２．４　菌株的形态鉴定
菌落呈灰色，生长快速，可以长至数厘米；菌丝无隔、多

核、分枝状，在基物内外能广泛蔓延，无假根或匍匐菌丝；菌丝

体上生出不同形状的孢囊梗，有单生、总状分枝或假轴状分

枝；各分枝顶端着生球形孢子囊，内有形状各异的囊轴，无囊

托（图１）。
２．５　菌株的ＩＴＳｒＤＮＡ序列鉴定

根据以上降解试验，４株真菌中菌株 ＳＷＦＵ－ｘｗｓ４的降
解纤维素能力最强，以菌株 ＳＷＦＵ－ｘｗｓ４基因组 ＤＮＡ为模
板，用引物 ＩＴＳ１和ＩＴＳ４进行扩增，通过 １．０％琼脂糖凝胶电
泳，扩增出约５５０ｂｐ大小的条带（图２）。
　　将菌株ＳＷＦＵ－ｘｗｓ４的ＩＴＳ保守序列与从ＧｅｎＢａｎｋ中获
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取与该菌株序列同源性较高的部分菌株序列，以 ＩＴＳ保守序
列同源性为基础构建系统发育树，确定该菌株的系统发育地

位。系统发育树状（图３）表明，菌株 ＳＷＦＵ－ｘｗｓ４与卷枝毛
霉（Ｍｕｃｏｒｃｉｒｃｉｎｅｌｌｏｉｄｅｓ）的多株菌在同一系统发育分支，与卷
枝毛霉（ＧＵ９６６５１６．１）的同源性最高，为９９．１４％，根据该菌
株形态学及系统发育分析，鉴定该菌为卷枝毛霉。

３　结论与讨论

筛选到４株具有降解纤维素的真菌菌株，ＣＭＣ－Ｎａ水解
圈的测定、滤纸降解试验、板栗苞壳失重试验结果均表明，４
株真菌均有一定的降解纤维素能力，其中菌株 ＳＷＦＵ－ｘｗｓ４
的降解能力最强，纤维素水解强度为１２．９６，滤纸降解为团糊
状，秸秆失重率为２８．４７％。

　　通过菌株形态特征和 ＩＴＳ保守序列鉴定表明，初步将高
效降解纤维素菌株ＳＷＦＵ－ｘｗｓ４鉴定为卷枝毛霉。
　　本研究分离鉴定的纤维素降解菌为毛霉属的卷枝毛霉，
目前对纤维素降解菌研究较多的菌属是曲霉属、根霉属

（Ｒｈｉｚｏｐｕｓ）、青霉属等［１５］，毛霉属真菌降解纤维素的能力也得

到了证实，刘淑霞等对黑土玉米田土壤纤维素分解真菌的研

究发现毛霉属的冻土毛霉（Ｍ．ｈｉｅｍａｌｉｓ）具有纤维素的降解能
力［１６］；王舒等分离鉴定出１株产纤维素酶的真菌为毛霉属真
菌Ｍ．ａｍｐｈｉｂｉｏｒｕｍ［１７］，目前，对毛霉属降解纤维素菌研究较
少，本研究丰富了纤维素降解菌菌种资源。

近年来，国内外关于秸秆纤维素降解菌的报道较多，但关

于苞壳类物质降解的报道甚少，本研究以板栗苞壳为研究材

料，筛选出１株对苞壳物质纤维素具有高效降解能力的菌株，
为进一步提高纤维素酶活力，还需进行优化培养条件，或通过

驯化、诱变、基因工程等手段提高其降解能力，生产上具有广

阔的应用前景。
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盐碱土改良利用研究进展

徐鹏程１，冷翔鹏１，刘更森２，宋长年１，房经贵１

（１．南京农业大学园艺学院，江苏南京２１００９５；２．青岛农业大学园艺学院，山东青岛 ２６６１０９）

　　摘要：土壤盐渍化使得植物根区积累过多的可溶性盐，影响了植物水分吸收，甚至能够引发盐中毒，从而降低植物
活力，延缓植物生长。采用适当的措施进行盐碱改良是十分必要的。本文从生物措施、物理措施、化学措施等方面对

盐碱土改良研究情况进行了综述，并展望了今后进一步的研究问题。
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　　根据中国科学院的统计，分布在我国西北、东北及滨海地
区的盐碱荒地和盐碱障碍耕地总面积超过３３３３．３万ｈｍ２，其
中具有农业利用潜力的近１３３３．３万ｈｍ２，占我国耕地总面积
的１０％以上，挖掘潜力巨大。合理利用我国的盐碱地资源有
利于保障国家的耕地面积，这关乎国家粮食安全问题，十分重

要。我国在盐碱地改良利用技术的研究和推广方面已取得众

多的成果。在盐碱地发展的果树种植等产业，利用了众多土

壤改良的关键技术，实现了经济发展与环境保护的可持续发

展［１］。为了更好地研究盐碱土壤改良的改良措施，本文综述

了国内外盐碱土改良措施的研究，以期为盐碱土改良研究提

供借鉴。

１　土壤水盐运动的研究

盐碱土壤的改良在很大程度上是对水盐运动的调节。研

究溶质在土壤中的移动过程和规律，对于解决土壤盐渍化、改

善盐碱土壤有重要作用。土壤水盐运动的研究开始于 Ｌａｐｉ
ｄｕｓ和Ａｍｕｎｄｓｏｎ提出的一个类似于对流 －弥散方程的模拟
模型。Ｎｉｅｌｓｏｎ首先推导出了溶质运移的基本方程，即对流弥
散型方程。之后，美国加州大学 Ｊｕｒｙ教授提出随机传输函数
模型，也称为“黑箱模型”，可较好地揭示溶质在均质多孔介

质中的运移机理及时间、空间对溶质运移的影响。另外，美国

国家盐改中心的ｖａｎＧｅｎｕｃｈｔｅｎ教授提出了考虑土壤中不动
水体影响的可动水－不动水体模型，分析了可动水、不动水区
的作用及相互影响。目前，对流 －弥散方程模型、黑箱模型、
可动水－不动水体模型构成了当今世界上溶质运移研究的三

大学派［２］。

我国研究人员利用已有的水盐运动的方程模型，对土壤

盐碱问题进行了深入的研究，并取得了丰富的成果。陈丽湘

等模拟盐渍化土壤水盐运动状态，分析得出在水分迁移速度

极低的情况下，盐分的水动力弥散成为盐分迁移的主要形式，

验证了深层土壤中地下水蒸发对于土壤水盐运动是一个十分

重要的影响因素，对盐分的运移速度有直接影响［３］。在土壤

水盐平衡的潜水“临界深度”方面，研究表明当潜水埋深大于

临界深度，地面潜水蒸发停止，地下水和土壤中的盐分不再积

累于地表，土壤积盐与潜水埋深呈负相关［４］。研究还表明在

潜水埋深小于２ｍ的情况下，只要土体中有淡水向上运动蒸
发，就会产生盐分的向上移动；在潜水埋深大于２ｍ的情况
下，潜水并不能直接参与上层土体的水盐运动过程［５］。徐力

刚等建立了小麦种植条件下土壤水盐运移的数学模型，并应

用数学模型自主开发了模拟软件ＳＷＳＴＭ，模拟变化天气和变
化地下水位条件下农田土壤中冬小麦水盐运移过程，以实现

对小麦实际生产可能遇到的问题进行预报的目的［６］。

２　盐碱改良措施

科学家们针对盐碱土壤的理化性质，已经相继尝试了多

种改良方法来改良盐碱土，并取得了许多成功经验。研究人

员根据取得的经验总结了主要改良措施的改良原理：第１步
是将可交换性Ｎａ＋从土壤胶体上替换下来，这是改良苏打盐
碱土的根本，一般用 ＣａＳＯ４提供 Ｃａ

２＋，ＣａＳＯ４ ＋２Ｎａ
＋Ｘ→

２Ｎａ＋＋ＳＯ２－４ ＋Ｃａ
２＋＋Ｘ，Ｘ表示可交换性离子；第２步是要有

良好的排水设施，排水通畅是改良盐碱土的前提；第３步是用
大量的灌溉水移除过量的盐分，洗盐排盐是改良盐碱土的重

要途径［７］。现在使用的改良措施大多是遵循这一原理的。

２．１　化学改良
化学改良盐碱土壤主要有两方面作用。一、凝聚土壤颗
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