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　　摘要：从土壤中筛选出酶活性相对较高且对油茶饼粕中的抑菌物质具有较高抗性的菌种 ＹＹ－１、ＹＹ－２和
ＹＹ－３，在此基础上测定它们的酶活性［５８４３、１４８３４、８２６４Ｕ／（ｍｏｌ·ｈ）］，并比较这３个菌种的生物量，最终确定
ＹＹ－２为最佳菌种。通过菌种１８ＳｒＤＮＡ测序比对后发现，ＹＹ－２菌种与烟曲霉的相似性达９９％。
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　　油茶（ＣａｍｅｌｌｉａｏｌｅｉｆｅｒａＡｂｅｌ）属山茶科（Ｔｈｅａｃｅａｅ）山茶属
植物，为常绿小乔木或灌木，为我国特有的木本食用油料树

种，有２０００多年的栽培和利用历史，与油橄榄、油棕、椰子并
称为世界四大木本油料植物，与乌桕、油桐和核桃并称为我国

四大木本油料植物［１］。近年来，油茶越来越受到人们的青睐

和关注，但是目前油茶产业仍面临着很多问题，其中之一是油

茶饼粕的综合利用效率较差，一般主要作为燃料和清塘剂等

使用，使茶粕中含量较高的粗纤维没有得到充分的利用［２］。

所以，如何能够有效地利用油茶饼粕是一个亟待研究的问题。

油茶饼粕中的粗纤维、粗蛋白含量达到了２１．７％、１４．４％，具
有很高的应用价值，近年来关于油茶饼粕的应用研究兴起，人

们发现油茶饼粕在饲料和肥料上的应用具有良好的前景，用

作肥料时利用茶皂素抑菌及其对农业害虫的灭杀作用［３］，减

少了农药的使用量［４］；但茶皂素对微生物都有抑制作用，且

纤维素含量高，自然分解慢，不能快速、充分地为土壤微生物

的生长提供足够的营养，导致土壤中某些功能丧失或减弱。

因此，降解纤维素、增加还原糖含量、提供微生物生长的营养

非常有必要。本试验主要是从笔者所在实验室周边的多种土

样中选出能够抗油茶饼粕中抑菌成分且具有高活性的纤维素

分解菌株，通过对比分析寻找出最佳菌株，并进一步进行菌种

的鉴定，确定筛选出笔者所需要的菌种。

１　材料与方法

１．１　材料
试验菌种主要由笔者所在实验室自行筛选。茶粕由郴州

邦尔泰苏仙油脂有限公司提供。

１．２　纤维素分解菌的筛选
１．２．１　培养基的制备　纤维素分解初筛培养基［５］：茶粕

１５ｇ、（ＮＨ４）２ＳＯ４２．０％、ＭｇＳＯ４０．０５％、ＫＨ２ＰＯ４０．１％、水
１００ｍＬ。纤维素分解菌复筛培养基［６］：羧甲基纤维素钠

（ＣＭＣ－Ｎａ）１．５ｇ、ＮＨ４ＮＯ３０．５ｇ、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．５ｇ、
ＫＨ２ＰＯ４０．５ｇ、水 １００ｍＬ、茶皂素５ｇ，ｐＨ值自然，１２１℃灭菌
３０ｍｉｎ。液体产酶鉴定培养基：ＣＭＣ－Ｎａ１．５ｇ、ＮＨ４ＮＯ３
０．５ｇ、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．５ｇ、ＫＨ２ＰＯ４０．５ｇ、ＮａＨ２ＰＯ４０．５ｇ、
ＣａＣｌ２０．５ｇ、水 １００ｍＬ、茶皂素 ５ｇ，ｐＨ值自然，１２１℃灭菌
３０ｍｉｎ。
１．２．２　菌种的富集　从笔者所在实验室周边称取１ｇ土壤，
置于１００ｍＬ无菌水中，于１５０ｒ／ｍｉｎ摇床上摇动３０ｍｉｎ；吸取
１ｍＬ上清液于富集培养基中，３７℃、１５０ｒ／ｍｉｎ摇床上培养
２４ｈ。　
１．２．３　纤维素分解菌的处理　（１）初筛。吸取富集发酵液
０．１ｍＬ，均匀地涂布于纤维素分解初筛培养基上，置于３７℃
下培养７２ｈ。（２）复筛。挑选出生长较好的菌株，在纤维素
分解菌复筛培养基上接种，置于３７℃下培养 ７２ｈ。（３）纯
化。挑取长势好的菌株，进行 １０－１、１０－２、１０－３、１０－４、１０－５、
１０－６、１０－７、１０－８、１０－９稀释，并涂布在纤维素分解菌复筛培养
基上，置于３７℃下培养７２ｈ，挑选单菌落进行保存。
１．３　项目测定及其方法
１．３．１　纤维素酶活性的测定　将筛选的菌落用茶籽饼粕液
体发酵培养基培养［７］，取１ｍＬ发酵液，经３０００ｒ／ｍｉｎ离心
１５ｍｉｎ，取上清即为粗酶液；移取１．５ｍＬ含有０．５％ ＣＭＣ－
Ｎａ的醋酸缓冲液（０．０５ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值４．８）于试管中，加入酶
液０．５ｍＬ，于５０℃下保温 ３０ｍｉｎ，用３，５－二硝基水杨酸
（ＤＮＳ）比色定糖法测定降解后的溶液中的还原糖含量［８］。

在上述条件下，定义１ｈ催化纤维素水解生成１ｍｏｌ葡萄糖的
酶量为１个酶活性单位（Ｕ）。试验结果均为３次重复所得的
平均值。

１．３．２　纤维素含量的测定　称取烘干至恒重的样品１ｇ于
圆底烧瓶中，加入１００ｍＬ０．２５５ｍｏｌ／ＬＨ２ＳＯ４溶液，在 ３～
５ｍｉｎ内迅速沸腾，然后缓沸１ｈ，倒掉酸性溶剂，调节 ｐＨ值
至中性；加入１００ｍＬ０．３３３ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液，在３～５ｍｉｎ内
迅速沸腾，然后缓沸１ｈ，倒掉溶液，调节 ｐＨ值至中性；加入
２５ｍＬ乙醇，倒掉液体，烘干至恒重，称重即为纤维素含量。
１．３．３　降解纤维素菌种生物量的测定　将纯化后的菌种接
种于纤维素复筛培养基上，每隔 ２４ｈ吸取发酵液 １ｍＬ，于
３０００ｒ／ｍｉｎ下离心１０ｍｉｎ，弃掉上清液，烘干至恒重，称重。
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２　结果与分析

２．１　菌种的筛选
油茶饼粕中含有一定量的茶皂素，茶皂素对微生物的生

长具有一定的抑制作用。通过在纤维素分解菌复筛培养基、

液体产酶培养基的摇床上培养后，测定菌种的生物量及酶活

性，筛选出能在含有茶皂素的情况下生长且具有纤维素酶活

性的３个菌种ＹＹ－１、ＹＹ－２和ＹＹ－３。从图１可以看出，在
培养后４ｄ，所筛选出的ＹＹ－２和ＹＹ－３菌种的生物量达到
最大，ＹＹ－１菌种则是培养后３ｄ达到最大，且 ＹＹ－２菌种
的最大生物量最大。

２．２　纤维素酶活性的测定
每个菌种进行３组平行试验，以 ＣＭＣ－Ｎａ为底物，测定

吸光度（Ｄ５２０ｎｍ）以及酶活性。从图 ２可以看出，ＹＹ－２和
ＹＹ－３菌种的酶活性在发酵前４ｄ逐渐增强，并在发酵后４ｄ
时达到最高值，然后开始下降；而ＹＹ－１菌种则是在发酵后５
ｄ时达到最高值，然后下降，这可能是因为 ＹＹ－３菌种的适
应性比其他菌种弱一些。其中，在供试３个菌种中ＹＹ－２菌
种的酶活性最强，其次是ＹＹ－１菌种，且 ＹＹ－２菌种的酶活
性比其他２个菌种强很多，因此ＹＹ－２菌种是降解油茶饼粕
中纤维素的适宜菌种。

２．３　纤维素降解菌对茶籽饼粕的影响
用茶籽饼粕液体发酵培养基比较３个菌种发酵前后的还

原糖及降解后的纤维素含量，结果见图３。由图３可知，３个
菌种的纤维素均不同程度地被降解。其中，ＹＹ－２菌种纤维
素降解率及还原糖含量均高于其他２个菌种，纤维素降解了
９．６３％，还原糖含量增加了３．０８％；其次是ＹＹ－３菌种；降解
率最低的是ＹＹ－１菌种。
２．４　茶籽饼粕纤维素降解菌菌株的分子鉴定

比较生物量和酶活性后，选取ＹＹ－２菌种进行分子生物

学鉴定，通过 ＮＳ１＋ＮＳ８进行 ＰＣＲ扩增后电泳，结果见图４。
由图４可知，加入ＮＳ１＋ＮＳ８引物后能有效地进行ＰＣＲ扩增，
然后对扩增后的样品进行基因序列测定，通过 ＮＢＣＩ的 Ｂｌａｓｔ
检索系统同源性检索，结果表明 ＹＹ－２菌株与菌株烟曲霉
（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｆｕｍｉｇａｔｕｓ，ＡＢ００８４０１．１）有９９％的相似性。

３　结论与讨论

近年来随着茶油的盛行、茶籽产量的增加，其副产物油茶

饼粕的产量也不断增加，对于油茶饼粕的处理也面临着很多

问题。以前油茶饼粕大部分都是抛弃或者作为燃料处理，但

是油茶饼粕中的茶皂素对环境微生物有一定的影响［９］，同时

油茶饼粕中的茶籽多糖、粗蛋白和粗纤维等都没有得到很好

的应用，这样会造成一定的浪费［１０］。

已有的文献大多是关于如何利用微生物降解油茶饼粕中

茶皂素的研究［１１］，而关于降解纤维素的研究比较少，且筛选

出来的菌种活性不够强，不能很好地适应实际需要。因此，笔

者从土壤中筛选出３种酶活性相对较高且对油茶饼粕中的抑
菌物质具有较高抗性的菌株 ＹＹ－１、ＹＹ－２和 ＹＹ－３，在没
有进行发酵条件优化的前提下，进一步比较３个菌种之间的
生物量和酶活性以及发酵前后纤维素和还原糖含量后发现，

ＹＹ－２菌种的生物量和酶活性在３个菌种中是最高的，且其
纤维素降解率及还原糖含量比其他２个菌种都要高一些，纤
维素含量降解了９．６３％，还原糖含量增加了３．０８％。因此，
ＹＹ－２菌种是降解油茶饼粕中纤维素的最佳菌种。但是，本
试验只是针对纤维素降解进行了研究，对菌种能否在降解纤

维素的同时降解油茶饼粕中的茶皂素还有待于进一步研究。
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造林对土壤有机碳储量的影响（综述）
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［中国矿业大学（北京）土地复垦与生态重建研究所／矿山生态安全教育部工程研究中心，北京 １０００８３］

　　摘要：造林作为一种重要的增加碳汇方式已经或正在被很多国家应用，但是造林后土壤有机碳库储量的变化和影
响因素尚不明确。在总结了近年来的相关文献后认为：造林前土地利用类型、纬度变化、土壤类型和树种选择都能对

造林后土壤有机碳储量的变化产生重要影响；农田和裸地造林后土壤有机碳汇显著增加，草地造林后土壤有机碳变化

的不确定性是由林龄的不同导致的；温带地区造林后土壤有机碳汇快速增加，随着纬度的上升，造林后土壤有机碳储

量先下降后达到或高于造林前的水平所需要的时间越来越长；土壤黏粒与粉粒的含量与造林后土壤有机碳库储量呈

正相关关系；农田造乔木林和灌木林土壤有机碳储量都会显著增加，而草地最好选择阔叶乔木，灌木可以广泛应用于

造林前的各种土地利用类型。
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　　土壤是陆地生态系统最大的有机碳库。据估算，全球
１ｍ深度的土壤中储存的有机碳量约为１．５×１０１５ｋｇ，约为植
物碳库的３倍、大气碳库的２倍［１］。由于土壤有机碳储量巨

大，其微弱的波动就可能影响到大气 ＣＯ２浓度的变化，进而
影响全球气候变化。作为影响土壤有机碳库的重要方式之

一，土地利用和土地覆被的变化越来越受到学术界的关注。

其中，森林砍伐等植被破坏活动会使土壤有机碳大量流失［２］

的观点已经得到公认，而造林是否能够增加土壤有机碳库的

储量却饱受争议。已有的结果表明，造林后土壤有机碳库的

变化差异很大，可能会出现３种状态：增加、减少或没有显著
变化。造成这种现象的原因除了土壤有机碳库本身对土地利

用变化的敏感程度有很大差异之外，造林前的土地利用类型

众多，而造林后能够影响土壤有机碳变化的因素错综复杂是

重要原因。因此，总结和分析造林后土壤有机碳的变化和影

响土壤有机碳变化的因素就显得尤为重要。

随着气候变化的加剧，造林已经作为一种重要的增加碳

汇手段正在被很多国家采用，造林增汇已经成为一项全球性

的工程。本研究总结了近十几年来国内外关于造林后土壤有

机碳变化的研究结果，分析了形成这些结果的原因。本研究

结果希望能为更客观准确地评价造林的生态效益和如何实现

木材和碳汇的双赢提供参考。

１　造林前的土地利用类型对造林后土壤有机碳储量的影响

１．１　农田和裸地造林对土壤有机碳库的影响
造林前土地利用类型主要有４种：农田、草地、原有林地

和裸地。其中，农田和裸地造林能够显著增加土壤有机碳库

的储量。Ｐａｕｌ等总结了２００１年以前４３篇关于造林对土壤有
机碳库影响的结果以后，认为农田造林在最初的５年内土壤
有机碳含量会显著下降，５年后开始回升，３０年后基本达到原
农田的水平，而后以每年０．５０％～０．８６％的速度上升［３］。本

研究也认为农田造林后土壤有机碳很可能符合先下降后上升

的过程，但是并不一定完全符合Ｐａｕｌ等所认为的具体时间和
变化的速率。例如，在中国东北，农田营造红松和樟子松开始

的１２年内，土壤有机碳以每年１．２％的速度下降，１２～３３年
内每年以１．９％的速度增加［４］。Ｚｈａｎｇ等在评价了中国的退
耕还林工程后认为，在开始的４～５年内土壤有机碳储量会显
著减少，但随后会以３６．６７ｇ／（ｍ２·年）的速度增加［５］。在俄

罗斯东南部，农田弃耕后自然恢复起来的天然樟子松林地也

呈现出先下降后上升的过程［６］。
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