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１株桑枝分解真菌的筛选、酶学特性及降解能力
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　　摘要：采用刚果红染色鉴定法，通过以羧甲基纤维素钠（ＣＭＣ－Ｎａ）为碳源的分离培养基初筛和以桑枝粉为碳源
的复筛培养基复筛，从桑园地边垛叠腐烂桑枝下土壤中筛选出１株产纤维素酶的真菌 Ｐ１，并对其酶学性质和对桑枝
的降解能力进行了初步研究。结果表明，Ｐ１能有效降解桑树枝条，最适生长ｐＨ值为６，最适生长温度为 ３２℃。产生
的纤维素酶为复合酶系，具有滤纸酶（ＦＰＡａｓｅ）、羧甲基纤维素酶（ＣＭＣａｓｅ）和β－葡萄糖苷酶活性。ＦＰＡａｓｅ在发酵４ｄ
活性最高，可达１０．６９５Ｕ／ｍＬ；β－葡萄糖苷酶在６ｄ出现活力高峰，达１８．１８８Ｕ／ｍＬ；ＣＭＣａｓｅ活力变化相对平缓，４～
１０ｄ酶活力变化不大，保持在９～１１Ｕ／ｍＬ之间。ＦＰＡａｓｅ和 ＣＭＣａｓｅ均有较好的温度和 ｐＨ适应性，在 ４０～６０℃ 和
ｐＨ值４～６的范围内均有较好活性。以 ＣＭＣ－Ｎａ为底物时 Ｐ１的最大反应速率（Ｖｍａｘ）和米氏常数（Ｋｍ）分别为

０．０８２９ｍｇ／（ｍＬ·ｍｉｎ）和 ０．５５４５ｍｇ／ｍＬ。基于形态学和１８ＳｒＤＮＡ序列鉴定Ｐ１为撕裂蜡孔菌（Ｃｅｒｉｐｏｒｉａｌａｃｅｒａｔａ）。
撕裂蜡孔菌是一种典型的木腐菌。该菌株有较好的酶活性和温度及ｐＨ适应性，能有效降解桑树枝条。
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　　纤维素是地球上最为丰富的可再生资源和碳水化合物，
占植物界碳素总量的５０％以上［１－２］。纤维素是一类线状大

分子物质，由葡萄糖以 β－１，４－糖苷键连接而成，由于高度
的水不溶性且外围又被木质素包围，除反刍动物瘤胃中的微

生物可降解转化少部分纤维素外，大部分纤维素很难降解为

可利用的葡萄糖。栽桑养蚕、缫丝织绸是我国传统产业，作为

产业物质基础的桑树（ＭｏｒｕｓａｌｂａＬ．）附属物桑枝由于高度木
质纤维化，利用率极低，剪伐后的桑枝和其他纤维素类秸秆一

样大多在田间地头焚烧，或堆积在地头任其自然腐烂，不仅浪

费资源，对环境也有不同程度的破坏。虽然桑枝具有较高的

营养、药用和工业价值［３－５］，在菌类养殖中［６－７］也得到了较好

的应用，但利用率仅为１０％左右。目前，通过微生物产纤维
素酶降解纤维素是最经济环保的方法。纤维素酶是指把纤维

素降解为纤维素二糖和葡萄糖等小分子可溶性物质的一组酶

的总称，主要由３个主要成分组成［８］。自然界中细菌、真菌、

放线菌等许多生物体中可产生纤维素酶［９］，已报道的酶菌种

就有５０多个属上千个菌株［１０］，受到酶活性低等因素的限制。

筛选活性高、抗逆性好的纤维素酶，已成为微生物学、环境保

护科学、饲料酶制剂工业等多学科研究的热点。本试验采用

刚果红染色法从桑园周围的土壤中分离得到１株具有产纤维
素酶活性的菌株Ｐ１，通过形态学和１８ＳｒＤＮＡ分子生物学鉴
定的方法，确定其为撕裂蜡孔菌；并对菌株降解桑枝过程中有

关酶特性等进行了初步研究，为菌株应用提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料

桑枝：春季剪伐时收集健壮生长良好的枝条，剪成５ｃｍ
左右小段，５０～６０℃烘箱中烘干，粉碎后过４０目筛，备用。

桑园周围土壤：采自中国农业科学院蚕业研究所（江苏

镇江），土壤取３处，分别为桑树根际土壤、桑园地边垛叠腐
烂桑枝下土壤、桑地空隙处土壤。取距土壤表层１０ｃｍ左右
深处，自然风干后研磨成粉，备用。

１．２　培养基
分离培养基：ＣＭＣ－Ｎａ１０ｇ、琼脂 １０ｇ、无机盐溶液

１００ｍＬ、水４００ｍＬ，ｐＨ值 ７。无机盐溶液（ｇ／Ｌ）：ＭｇＳＯ４·
７Ｈ２Ｏ１．５、（ＮＨ４）２ＳＯ４７、ＫＨ２ＰＯ４１０、ＣａＣｌ２１．５、ＭｎＳＯ４·Ｈ２Ｏ
８．９５、ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０４５７、ＺｎＣｌ２０．００８５、ＣｏＣｌ２·６Ｈ２Ｏ
００１８３。

复筛培养基：桑枝粉５０ｇ、麦麸皮２ｇ、琼脂８ｇ、无机盐溶
液１００ｍＬ、水４００ｍＬ，ｐＨ值７。无机盐溶液（ｇ／Ｌ）：ＮａＮＯ３２５、
ＫＨ２ＰＯ４１０、ＭｎＳＯ４·Ｈ２Ｏ３、ＮａＮＯ２１、ＦｅＣｌ３０．１。

发酵培养基：烘干的５ｃｍ左右长度桑树枝条５００ｇ，麦麸
皮１０ｇ，按照复筛培养基配方加入无机盐溶液２００ｍＬ，拌匀。
１．３　仪器与试剂

仪器：９６００型紫外可见分光光度计、ＤＨＺ－Ｄ恒温振荡
摇床、ＳＷ－ＣＪ－１Ｆ超净工作台、日本三洋高压灭菌锅、蔡司
荧光显微镜等。试剂：均为国产分析纯，购自国药集团化学试

剂有限公司、上海生工生物工程技术服务有限公司；引物合成

和测序由上海生工生物工程技术服务有限公司完成。

１．４　目的菌株的筛选
各取土壤样品１０ｇ于灭菌三角瓶中，加入１００ｍＬ无菌

水，封口后在１００ｒ／ｍｉｎ的转速下振荡０．５ｈ。取１００μＬ该悬
浮液均匀涂布在分离培养基上，３７℃下恒温培养２４ｈ，样品
重复３次。将长出的单菌落菌株挑出继续接种在固体分离培
养基上培养，重复多次后得纯化菌株。将纯化菌株点接在分

离培养基上 ２４ｈ，采用刚果红染色鉴定法［１１］染色 １０～
１５ｍｉｎ，１ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ溶液洗涤１５ｍｉｎ，观察菌落周围有无透
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明圈。若有透明圈则初步证明该菌株具有产纤维素酶的能

力，透明圈越大，产酶能力越强。挑选透明圈较大的菌株接种

在固体复筛培养基上，３７℃下恒温培养，观察菌株生长情况。
挑选能有效以桑枝粉为碳源的菌株进行系列研究。

１．５　粗酶液的制备
取１Ｌ三角瓶，装入 ３００ｍＬ液态复筛培养基（ｐＨ值

６０），灭菌后接入菌株，于３２℃、１１０ｒ／ｍｉｎ摇床振荡培养。
定时定点取样，发酵液在４℃、１００００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，上清
液即为粗酶液。

１．６　酶活力测定
滤纸酶（ＦＰＡａｓｅ）活力测定参照李振江等的方法［１２］，以粉

碎的新华滤纸为底物；羧甲基纤维素酶（ＣＭＣａｓｅ）活力测定参
照Ａｇｎｉｈｏｔｒｉ等的方法［１３］，以 ＣＭＣ－Ｎａ为底物；β－葡萄糖苷
酶活力测定参照周津等的方法［１４］，以水杨酸苷为底物。以

１ｍｉｎ由底物生成１μｍｏｌ葡萄糖所需的酶量定义为１个酶活
力单位（Ｕ）。
１．７　酶学特性研究
１．７．１　反应最适温度　将粗酶液在２０、３０、４０、５０、６０℃的不
同温度条件下，在 ｐＨ值为４．５的０．０５ｍｏｌ／Ｌ的柠檬酸缓冲
液中反应１ｈ，按照ＦＰＡａｓｅ和ＣＭＣａｓｅ的方法测定酶活力。
１．７．２　反应最适ｐＨ值　分别设置０．０５ｍｏｌ／Ｌ的柠檬酸缓
冲液的ｐＨ值为４．０、４．５、５．０、５．５、６．０，在最适温度下反应
１ｈ，按照ＦＰＡａｓｅ和ＣＭＣａｓｅ的方法测定酶活力。
１．７．３　ＣＭＣａｓｅ酶学动力学　调节底物羧甲基纤维素钠
（ＣＭＣ－Ｎａ）浓度（［Ｓ］）分别为２、３、４、５、６ｍｇ／ｍＬ，按ＣＭＣａｓｅ
活力测定方法测定酶促反应速率［ｖ，ｍｇ／（ｍＬ·ｍｉｎ）］。用双
倒数法作图，以底物浓度的倒数（１／［Ｓ］）为横坐标，酶反应速
率的倒数（１／ｖ）为纵坐标，计算出米氏常数（Ｋｍ）及最大催化
反应速率（ｖｍａｘ）

［１５］。

１．８　菌株鉴定
１．８．１　形态学鉴定　在生长平板上观察菌株菌落形态，菌丝
体涂于载玻片上用乳酸石炭酸棉蓝染色液染色，置于蔡司荧

光显微镜下观察菌体形态特征，参照《真菌鉴定手册》进行初

步鉴定［１６］。

１．８．２　分子生物学鉴定　提取菌株的总 ＤＮＡ为模板，采用
通用引物ＩＴＳ１（５′－ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＣ－３′）和 ＩＴＳ４
（５′－ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ－３′）进行 １８ＳｒＤＮＡ的
ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ反应体系为 ２５μＬ：去离子水 １８μＬ，１０×
Ｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ，ＤＮＡ模板２μＬ，ｄＮＴＰ各 １μＬ，真菌通用引物
ＩＴＳ１、ＩＴＳ４各０．５μＬ，Ｔａｑ酶０．５μＬ。ＰＣＲ反应条件：９５℃预
变性５ｍｉｎ，９５℃变性３０ｓ，５６℃退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，
共３０个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。扩增产物由上海生工生物
工程技术服务有限公司测序，将所得序列在 ＮＣＢＩ基因库中
通过ＢＬＡＳＴ与已知序列进行比对，最终确定Ｐ１的种类。
１．９　降解桑枝能力初步测定

将菌株接种在羧甲基纤维素钠培养基上，３２℃、
１１０ｒ／ｍｉｎ下振荡培养４ｄ后，作为种子菌丝体。取２０ｍＬ含
种子菌丝体的培养基和适量无菌水拌匀在含５００ｇ桑枝条的
发酵培养基中，以搅拌均匀且培养基湿润为宜。将发酵培养

基装在塑料袋内，两端封口，塑料袋表面戳少量洞通气，３２℃
条件下发酵培养。不定期观察菌株发酵桑枝能力。

２　结果与分析

２．１　菌株筛选
从采集的３种土样中分离获得１１株能够在分离培养基

上生长良好的真菌和细菌，采用刚果红染色鉴定法根据透明

圈直径与菌落圈直径之比，从中筛选出２株产酶活力较高的
菌株，命名为Ｐ１（来自桑园地边垛叠腐烂桑枝下土壤）和 Ｐ２
（来自桑树根际土壤）。将 Ｐ１和 Ｐ２分别接种在以桑枝粉为
主要碳源的固体复筛培养基上，２株菌均能生长，但 Ｐ２生长
缓慢，菌落圈非常小，表明其不能很好降解桑枝粉，因此选择

Ｐ１作为研究对象，根据形态初步确定该株菌为真菌。
２．２　菌株生长特性
２．２．１　最适生长ｐＨ值　把固体复筛培养基的初始 ｐＨ值分
别调为５、６、７、８、９，点接入菌株菌丝体，置于３０℃培养箱中
恒温培养，４ｄ后测定菌落圈直径大小（表１）。结果表明，Ｐ１
为酸性菌，在ｐＨ值６左右时生长最好。
２．２．２　最适生长温度　将菌株点接至 ｐＨ值６的固体复筛
培养基平板上，置于恒温培养箱中培养，设培养温度分别为

２８、３０、３２、３５、３７℃，静置培养４ｄ后测定菌落圈直径大小（表
１）。结果表明，菌株在试验温度条件下均能生长，最适温度
在３２℃左右。

表１　菌株Ｐ１的生长特性

培养基

ｐＨ值
菌落直径

（ｍｍ）
温度

（℃）
菌落直径

（ｍｍ）

５ ３８．２５±２．１５ ２８ ３６．１３±２．９７
６ ５９．００±３．４８ ３０ ３１．００±２．１８
７ ４７．００±２．９５ ３２ ４７．５０±３．５２
８ ３４．２０±１．６４ ３５ ２８．５０±１．９５
９ — ３７ ９．７５±２．１３

２．３　菌株酶活力变化
纤维素降解菌性能大多用 ＣＭＣａｓｅ和 ＦＰＡａｓｅ来衡量。

通过液体发酵试验，从第４天开始间隔４８ｈ测定 Ｐ１的酶活
力（表２）。结果表明，菌株 Ｐ１的 ＦＰＡａｓｅ活力在第４天达到
高峰，为１０．６９５Ｕ／ｍＬ；ＣＭＣａｓｅ活力变化相对平缓，第４～１０
天酶活力变化不大，始终保持在５～７Ｕ／ｍＬ之间；β－葡萄糖
苷酶在第６天出现活力高峰，达到１８．１８８Ｕ／ｍＬ。本试验３
种酶最佳产酶天数不一致，但基本上都保持在４～６ｄ。

表２　菌株Ｐ１不同发酵时间的酶活力

培养时间

（ｄ）
酶活力 （Ｕ／ｍＬ）

滤纸酶 羧甲基纤维素酶 β－葡萄糖苷酶
４ １０．６９５±１．２７７ ５．５３２±０．８２０ ９．９０８±０．０３２
６ ５．０９８±０．２５０ ６．３２６±１．３９３ １８．１８８±１．３０３
８ ４．９５４±０．０１３ ６．１３３±０．３５６ ９．９０８±０．０２１
１０ ６．１５７±０．４３５ ６．６３９±０．９１７ １０．７７４±０．７６４

２．４　酶学特性
２．４．１　酶最适反应温度　在不同的水浴反应温度下进行酶
促反应，结果见图 １。由图 １可知，该菌株的 ＦＰＡａｓｅ和
ＣＭＣａｓｅ在２０～６０℃范围内均有一定的酶活性，４０～６０℃时
活性较高，５０℃达到高峰，说明酶促反应温度较广。
２．４．２　酶最适反应ｐＨ值　Ｐ１所产纤维素酶为酸性酶，在
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ｐＨ值为４．５～６．０时，ＦＰＡａｓｅ活性保持在较高的水平，酶活
性随ｐＨ值的变化不大；而ＣＭＣａｓｅ活力在ｐＨ值为４～６时均
明显高于ＦＰＡａｓｅ，受ｐＨ值影响也较少，表明 Ｐ１所产纤维素
酶的适宜酶促ｐＨ值范围较广（图２）。

２．４．３　酶促反应过程Ｋｍ及Ｖｍａｘ的测定　用羧甲基纤维素钠
（ＣＭＣ－Ｎａ）做反应底物，在ｐＨ值５的柠檬酸缓冲液和５０℃
水浴反应温度下测定底物浓度２～６ｍｇ／ｍＬ的酶促反应速
率。采用双倒数作图，求得菌株Ｐ１的ＣＭＣａｓｅ的最大反应速
率Ｖｍａｘ和米氏常数 Ｋｍ 分别为 ０．０８２９ｍｇ／（ｍＬ·ｍｉｎ）和
０．５５４５ｍｇ／ｍＬ（图３）。

２．５　菌株鉴定
２．５．１　菌株的形态特征　结合显微镜观察，在固态桑枝粉复
筛培养基上，Ｐ１菌株白色，菌落形态较大，质地疏松，不透明，
绒毛状，干燥；菌丝有隔，出现膨大细胞（图４）。
２．５．２　菌株的１８ＳｒＤＮＡ鉴定　以菌株 Ｐ１的 ＤＮＡ为模板，
用通用引物ＩＴＳ１／ＩＴＳ４扩增，扩增出大约７２０ｂｐ的片段。将
菌株序列输入ＧｅｎＢａｎｋ数据库中进行ＢＬＡＳＴ同源性比对，结

果表明，同源性相近的序列均为撕裂蜡孔菌（Ｃｅｒｉｐｏｒｉａｌａｃｅｒａ
ｔａ），相似性均高达９９％。撕裂蜡孔菌是一种木材腐朽菌，属
于担子菌亚门（Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｅｔｅ）多孔菌目（Ｐｏｌｙｐｏｒａｌｅｓ）蜡孔菌
属（Ｃｅｒｉｐｏｒｉａ）。目前，国内外研究报道很少，常出现于亚热带
落叶阔叶林，有很高的利用价值，可应用到生物制浆造纸、抗

癌药物和环境净化等领域，在生产具有环保功能的木材防霉、

防变色药剂方面也有一定前景，对研究具有重要意义。

２．６　降解桑树枝条能力
将种子菌株菌丝体接入发酵培养基后，初期Ｐ１菌株生长

十分缓慢，这可能是初期产生的纤维素酶量较少，只能降解桑

枝条表层组织中的纤维素，可利用的营养物质较少；后期随着

酶量的增加和表层纤维素的破坏，菌株可利用营养成分累积

增多，菌丝体快速生长；在降解３０ｄ时可明显看到白色菌丝
遍布在枝条切段间，５０ｄ时菌丝已经集结成子实体，桑枝切
段也明显发黑变质腐烂，手捏即碎（图５）。

３　结论

本试验通过刚果红透明圈法和纤维素酶活性的测定，从

桑园土壤中筛选出１株较为理想的降解桑枝的菌株Ｐ１，在桑
树枝粉为主要碳源的固体复筛培养基中，菌株能较好生长。

Ｐ１为酸性菌，最适生长温度在３２℃，最适生长ｐＨ值为６。
对该菌纤维素酶活性分析结果表明，该菌产生的纤维素

酶属于复合酶系。在不同发酵时间对酶系中的３种酶活力测
定结果：Ｐ１的滤纸酶活力在 ４ｄ时活性最高，可达到
１０．６９５Ｕ／ｍＬ；β－葡萄糖苷酶在 ６ｄ出现活力高峰，达到
１８．１８８Ｕ／ｍＬ；而ＣＭＣａｓｅ活力变化相对平缓，４～１０ｄ酶活力
变化不大。Ｐ１产生的 ＦＰＡａｓｅ和 ＣＭＣａｓｅ均有较好的温度和
ｐＨ值适应范围。以 ＣＭＣ－Ｎａ为底物，采用双倒数作图法计
算获得 Ｐ１的最大反应速率 Ｖｍａｘ和米氏常数 Ｋｍ 分别为
０．０８２９ｍｇ／（ｍＬ·ｍｉｎ）和０．５５４５ｍｇ／ｍＬ。　
　　Ｐ１降解桑树枝的能力相对较弱，酶活力较低，但其产纤
维素酶具有酶促反应条件温和、范围广等优良性质，有望通过

对其基因诱变提高产酶能力。
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櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄
　　通过形态学和１８ＳｒＤＮＡ鉴定，确定 Ｐ１为撕裂蜡孔菌。
发酵试验表明，菌株Ｐ１能够很好地利用桑枝条，在桑枝条上
长出子实体，使桑枝条腐烂变黑。
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长岭碱茅群落草地大型土壤动物的多样性特征

马　莉１，付关强２，寇新昌２，李红月２

（１．赤峰学院资源与环境科学学院，内蒙古赤峰０２４０００２．东北师范大学城市与环境科学学院，吉林长春 １３００２４）

　　摘要：５—９月调查长岭碱茅群落大型土壤动物，共获得大型土壤动物３２类，１１９４只，优势类群３类：蚁科、象甲科
幼虫和虹蛹螺科。大型土壤动物的个体数在６月份最多，且与５、７、８和９月存在显著差异，类群数在不同月份之间无
显著差异。多样性指数和均匀度指数在５个月份的变化均为７月＞８月＞５月＞６月＞９月；优势度指数变化为９月＞
６月＞５月＞８月＞７月，土壤动物的多样性与丰富度和均匀度呈正相关，与优势度呈负相关，与个体数没有直接相关
关系。大型土壤动物群落个体数和类群数在垂直方向上均存在显著差异，呈现明显的表聚性特征。
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　　土壤动物群落的多样性与土壤环境特征密切相关，不同
的土壤类型中土壤动物的组成不同［１－２］。同一生境不同土层

土壤动物群落特征和生态分布亦存在差异，而这种差异恰恰

可以反映出土壤环境条件是否优越［３］。大型土壤动物是生

态系统中的消费者和初级分解者，在生态系统的物质循环和

能量流动中占有极其重要的地位［４］。其还被看作是评价草

地生态系统的生态功能和稳定性的指示生物［５－７］。近年来，

土壤动物用于指示退化草原生态系统的恢复治理的研究成为

热点［８－１１］。本研究旨在研究长岭碱茅群落大型土壤动物多

样性特征，通过对不同月份大型土壤动物组成和分布状况以

及不同土层的大型土壤动物变化，得出该区大型土壤动物多

样性变化的规律，为生物多样性保护和退化草原地区生态恢

复提供土壤动物学依据。

１　材料与方法

１．１　研究区自然环境概况
研究区位于长岭县（１２３°４４′～１２３°４７′Ｅ，４４°４０′～４４°４４′

Ｎ），属于松嫩草原。海拔高度在１４０～１６０ｍ，地形比较低洼。
该地为温带亚湿润季风性气候，年均温约４．９℃，年降水量在
４００ｍｍ左右，降水主要集中于 ６—９月份。蒸发量为
１３６８ｍｍ，约为降水量的３倍，湿润系数为０．２３，≥１０℃积温
为２５７９～３１４４℃。地带性土壤为黑钙土。该地区自然植被
是以羊草碱茅群落为优势种。

１．２　研究方法
１．２．１　样品采集与处理　在长岭选择典型且有代表性的碱
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