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　　摘要：通过“富集—初筛—复筛”流程，筛选出４株对纤维素有强降解能力的菌株，分别标记为ＴＧ１、ＨＮ１、ＨＰ２、Ｐ３。

对４株菌的纤维素酶活性进行了定量测定；通过生理生化试验，初步鉴定 ＴＧ１为放线菌，ＨＰ２为地衣芽孢杆菌，Ｐ３、

ＨＮ１为枯草芽孢杆菌。
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　　随着我国养牛行业的发展，牛存栏量也逐年增加。根据
调查显示，２００９年我国奶牛存栏量达１２６０万头，２０１０年的
存栏量达１４２０．１万头。存栏量为２００～２０００头的肉奶牛基
地，每天可产生的牛粪在５～５０ｔ［１］。未经处理的牛粪随意堆
放，不仅造成了人们的视觉污染，而且对大气、土壤、水造成了

很大污染。相较于其他畜禽粪便，牛粪含纤维素、半纤维素等

有机难降解物质比较多，自然降解时间长［１－２］。针对牛粪中

含纤维素较多且自然降解时间长的特点，本试验将降解纤维

素能力强的菌株分离筛选出来，以期用于后续的牛粪堆肥试

验缩短牛粪堆肥发酵时间。

１　材料与方法

１．１　样品采集
土壤样品采自沈阳建筑大学树林落叶堆积处；牛粪样品

采自本溪木兰花牛场的鲜牛粪、腐熟牛粪、堆积１年的牛粪。
落叶堆积处取样时，在土层５～１０ｃｍ处进行采样，平面采样
用“之”字形取样，剖面取样采用定点取土［３］。

１．２　培养基
培养基为：牛肉膏蛋白胨培养基、ＰＤＡ培养基、高氏合成

一号、刚果红纤维素钠筛选培养基、滤纸条液体培养基、羧甲

基纤维素钠培养基、牛肉膏蛋白胨酪素培养基、羧甲基纤维素

钠（ＣＭＣ－Ｎａ）液体发酵培养基［３］、豆饼粉液体发酵培养基。

１．３　试验方法
１．３．１　纤维素降解菌的富集　分别称取５ｇ不同的采集样
品，置于４５ｍＬ装有玻璃珠无菌水的三角瓶中，放入 ３０℃、
１２０ｒ／ｍｉｎ的摇床，培养１ｄ。
１．３．２　纤维素降解菌的筛选　（１）初筛：用稀释涂布平板
法，将１０－７～１０－４浓度的菌液涂于刚果红纤维素钠筛选培养
基上，将平板分别放入３０、５０℃恒温箱培养４ｄ，挑取明显的

单菌落在ＰＤＡ培养基上进行划线纯化，将纯化好的菌种接入
ＰＤＡ培养基斜面保存。（２）复筛：将纯化好的菌株点接到羧
甲基纤维素钠培养基上，放入３０、５０℃培养４ｄ，用刚果红染
液进行染色，量取菌圈直径（ｄ）和透明圈直径（Ｄ），并计算透
明圈直径与菌圈直径比值Ｄ／ｄ，选取Ｄ／ｄ值与Ｄ值大的菌接
入滤纸条液体培养基中，进行滤纸条崩溃试验，观察滤纸条崩

溃的快慢和程度。选取使滤纸条崩溃程度大的菌，分别接种

于ＣＭＣ－Ｎａ液体发酵培养基、豆饼粉液体发酵培养基上，培
养６４ｈ，测定纤维素酶活性。
１．３．３　粗酶液的制备　取发酵液倒入离心管中，３０００ｒ／ｍｉｎ
下离心１０ｍｉｎ，上清液即为粗酶液。
１．３．４　纤维素酶活性测定［４－５］　（１）羧甲基纤维素酶
（ＣＭＣａｓｅ）活性测定：根据 ＧＢ２０２８７—２００６《农用微生物菌
剂》进行羧甲基纤维素酶活测定；（２）滤纸酶（ＦＰＡ）活性测
定：根据ＮＹ／Ｔ１８４７—２０１０《微生物肥料生产菌株质量评价通
用技术要求》进行滤纸酶活性测定。

１．３．５　纤维素降解菌的初步鉴定［６－７］　对筛选出的菌株菌
落形态及显微镜下的形态进行观察，并进行生理生化试验。

通过对照伯杰氏手册完成对菌株的初步鉴定。

２　结果与分析

２．１　菌种初筛
通过刚果红纤维素钠筛选培养基的筛选，共获得 ２１株

菌，其中从土壤中分离出来的菌有９株，都为常温菌；从牛粪
中共分离出来１２株菌，其中常温菌６株，高温菌６株。将分
离出来的菌在 ＰＤＡ培养基划线纯化后接种到 ＰＤＡ斜面保
存，待用。

２．２　菌种复筛
用刚果红染色羧甲基纤维素钠与滤纸条崩溃试验进行菌

种复筛，测试菌株的纤维素降解能力，详见表１。王志超等认
为Ｄ／ｄ值超过２．５的菌株纤维素酶活性高［８］。也有人认为，

Ｄ＞２ｃｍ时，酶活较高。从表 １可以看出，菌株 Ｐ１、ＨＮ１的
Ｄ／ｄ值超过了２．５，且透明圈直径 Ｄ大于２ｃｍ；菌株 Ｐ３、ＨＰ２、
ＴＧ１、ＴＧ４的Ｄ／ｄ值接近 ２．５，且透明圈直径 Ｄ大于或接近
２ｃｍ，纤维素酶活性也相对比较高。
　　选用Ｐ１、ＨＮ１、ＴＧ１、ＨＰ２、Ｐ３做滤纸条崩溃试验，试验结果
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见表２。由表２可以看出，接种 ＴＧ１滤纸条崩溃得最快最明
显，Ｐ１最不明显。
　　综合刚果红染色羧甲基纤维素钠与滤纸条崩溃试验，筛
选出ＨＮ１、ＴＧ１、ＨＰ２、Ｐ３４株菌进行后续纤维素酶活性的定量
测定与菌株的初步鉴定。

表１　菌株的纤维素酶活性测定

菌株号
菌圈直径（ｄ）
（ｃｍ）

透明圈直径（Ｄ）
（ｃｍ） Ｄ／ｄ值

Ｐ１ ０．９０ ２．３０ ２．５６
Ｐ２ ０．７１ １．３０ １．８３
Ｐ３ １．０２ ２．５１ ２．４６
Ｐ５ １．００ １．２２ １．２２
Ｎ５ ０．７５ １．１０ １．４７
Ｎ７ ０．６１ ０．８３ １．３６
ＨＮ１ １．４０ ４．１５ ２．９６
ＨＮ３ ０．９０ １．２５ １．３９
ＨＮ４ １．４０ １．７５ １．２５
ＨＮ６ １．５０ ２．３０ １．５３
ＨＮ７ １．６０ ２．００ １．２５
ＨＰ２ １．２０ ２．８０ ２．３３
ＴＧ０ ０．７３ １．２５ １．７１
ＴＧ１ ０．９０ ２．１５ ２．３９
ＴＧ４ ０．８１ １．９５ ２．４１
ＴＮ１ ０．６５ １．２１ １．８６
ＴＮ３ ０．６９ １．４１ ２．０４
ＴＮ４ ０．９５ ２．１５ ２．２６
ＴＮ５ １．００ ２．０５ ２．０５
ＴＰ１ ０．７１ １．４５ ２．０４
ＴＰ４ ０．８０ １．６０ ２．００

表２　滤纸条崩溃测定

编号 Ｐ１ ＨＮ１ ＴＧ１ ＨＰ２ Ｐ３ ＣＫ
第１天崩溃程度 － － － － － －
第３天崩溃程度 － － ＋ － － －
第６天崩溃程度 － ＋ ＋＋ － － －
第１０天崩溃程度 ± ＋＋ ＋＋＋ ＋ ＋ －

　　注：“＋”表示滤纸条崩溃明显，加号越多崩溃程度越大；“±”表
示滤纸条崩溃现象观察不明显；“－”表示滤纸条没有崩溃。ＣＫ为
没有接菌的对照。

２．３　纤维素酶活性的测定结果
将筛选得到的４株菌分别接入 ＣＭＣ－Ｎａ液体发酵培养

基、豆饼粉液体发酵培养基中，培养 ６４ｈ，对其进行 ＣＭＣａｓｅ
酶活性和ＦＰＡ酶活性的测定，结果见表３。

表３　ＣＭＣａｓｅ酶活性与ＦＰＡ酶活性测定

培养基类型 菌株
ＣＭＣａｓｅ活性
（Ｕ／ｍＬ）

ＦＰＡ活性
（Ｕ／ｍＬ）

ＣＭＣ－Ｎａ液体发酵 ＨＮ１ ３．６７４ １．３５７
ＨＰ２ １．０３１ １．８５４
ＴＧ１ ３．２５２ ２．５０４
Ｐ３ ２．７５２ １．２３９

豆饼粉液体发酵 ＨＮ１ １１．５１７ ４．２４８
ＨＰ２ ４．５９５ ５．８５６
ＴＧ１ １．８３３ １．４５３
Ｐ３ ８．７１２ ３．５９８

　　由表３可以看出，ＴＧ１在ＣＭＣ－Ｎａ液体发酵培养基中产
生的酶活性要高于其在豆饼粉液体发酵培养基中的；ＨＮ１、
ＨＰ２、Ｐ３这３株菌在豆饼粉液体发酵培养基中的酶活性要高

些，可以在后续的发酵优化试验中作为参考菌株。

２．４　纤维素降解菌的初步鉴定结果
２．４．１　ＴＧ１鉴定结果　（１）菌落特征：在高氏合成一号培养
基上长的比较快，菌落为圆形，中间凸起，初期为白色，之后菌

落出现灰色粉末物质，易被挑取，有强烈的土腥味。（２）显微
观察结果：革兰氏染色为阳性，可看到孢子丝呈直形。根据以

上试验结果初步鉴定ＴＧ１为放线菌。
２．４．２　Ｐ３鉴定结果　（１）菌落特征：菌落在牛肉膏蛋白胨培
养基上干燥，呈半透明、边缘不规则状，培养基背面微发黄，有

一定黏度，不易挑取。（２）显微观察结果：菌株 Ｐ３呈短杆状，
有芽孢生成。（３）生理生化试验结果：菌株 Ｐ３为好氧菌，革
兰氏染色为阳性，生长最适温度为２５～３０℃，可使明胶液化，
Ｖ－Ｐ反应与甲基红试验呈阳性，可降解淀粉，产过氧化氢酶，
能还原硝酸盐，可在０～７％盐浓度中生长，能利用柠檬酸盐，
不可利用丙酸盐，在初始 ｐＨ值为 ９的培养基中生长良好。
根据以上试验结果初步鉴定Ｐ３为枯草芽孢杆菌。
２．４．３　ＨＮ１鉴定结果　（１）菌落特征：菌落在牛肉膏蛋白胨
培养基上呈乳白色，圆形，不透明，边缘为波浪状，有褶皱，有

黏度，不易挑取。（２）显微观察结果：菌株 ＨＮ１呈短杆状，芽
孢中生。（３）生理生化试验结果：菌株ＨＮ１为好氧菌，革兰氏
染色为阳性，生长最适温度为 ４５～５０℃，可使明胶液化，
Ｖ－Ｐ反应呈阳性，甲基红试验呈阴性，可降解淀粉，产过氧化
氢酶，能还原硝酸盐，可在０～７％盐浓度中生长，能利用柠檬
酸盐，不可利用丙酸盐，不能在厌氧环境中生长，在初始 ｐＨ
值为８～９的培养基中生长良好。根据以上试验结果，初步鉴
定ＨＮ１为枯草芽孢杆菌。
２．４．４　ＨＰ２鉴定结果　（１）菌落特征：菌落在牛肉膏蛋白胨
培养基上长势良好，菌落呈大片状，向外扩张，不透明，背面呈

现红色，易挑取。（２）显微观察结果：菌株 ＨＰ２呈短杆状，芽
孢端生。（３）生理生化试验结果：菌株 ＨＰ２可在有氧环境中
生长，也可在厌氧条件下生长，在厌氧环境中生长产生红色色

素，革兰氏染色为阳性，生长最适温度为４５～５０℃，可使明胶
液化，Ｖ－Ｐ反应与甲基红试验呈阳性，产过氧化氢酶，能还原
硝酸盐，可在０～７％盐浓度中生长，能利用柠檬酸盐与丙酸
盐，在初始ｐＨ值为８～９的培养基中生长良好。根据以上试
验结果，初步鉴定ＨＰ２为地衣芽孢杆菌。

３　结论与讨论

本试验从腐熟的牛粪与土壤中共分离出２１株对纤维素
有分解能力的菌株，土壤中分离出的９株菌均为常温菌，牛粪
中分离出６株高温菌和６株常温菌。通过刚果红染色羧甲基
纤维素钠与滤纸条崩溃试验进行复筛，筛选出４株对纤维素
降解能力强的菌株。

用２种基础发酵培养基对筛选出的４株菌进行纤维素酶
活性的定量测定，发现菌株 Ｐ３、ＨＮ１、ＨＰ２在豆饼粉发酵培养
基中的酶活性较高，ＴＧ１在ＣＭＣ－Ｎａ发酵培养基中的酶活性
较高，在下一步进行发酵培养基优化中可做参考。ＦＰＡ酶活
与 ＣＭＣａｓｅ活性高低不一致，说明降解纤维素的酶是一种纤维
素复合酶。经初步鉴定，ＨＰ２为地衣芽孢杆菌；Ｐ３、ＨＮ１为枯
草芽孢杆菌；ＴＧ１为放线菌。在牛粪降解菌中的细菌多为芽
孢杆菌［９］，这与本试验结果一致。
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改性碳纳米管吸附水中肠道菌群的研究

万洪善，袁　芹
（连云港职业技术学院，江苏连云港２２２００６）

　　摘要：以１－乙基－３（３－二甲基氨基丙基）碳化二亚胺（ＥＤＣ）为相偶联剂，通过海藻酸钠（ＳＡＬ）对碳纳米管
（ＣＮＴｓ）进行修饰和改性，选取水中肠道菌群作为对象，研究改性碳纳米管对水中微生物的吸附效果，探讨了溶液 ｐＨ
值、吸附时间和吸附剂量对吸附过程的影响。结果表明，ＣＮＴｓ经海藻酸钠改性后，对肠道菌群的吸附能力提高，当溶
液ｐＨ值７．０时，具有最大吸附率，在初始９０ｍｉｎ内保持较高的吸附速率，且吸附率随着吸附剂量的增加而增大，改性
碳纳米管（ＳＡＬ－ＭＷＣＮＴ－ＣＯＯＨ）吸附剂从２．５ｍｇ增加到１２．５ｍｇ时，吸附率从７８．６％提高到８９．６％。
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　　粉末活性炭（ＰＡＣ）是目前饮用水净水处理的常用材料，
但ＰＡＣ净水存在微生物泄漏使水二次污染的问题。近年来，
纳米水处理技术在国内外取得了一定的效果。纳米材料，如碳

纳米管（ＣＮＴｓ），具有特殊的水处理能力并且能够有效地去除
化学污染物和生物污染物［１］。ＣＮＴｓ作为一种新型材料，经世
界范围内众多学者的研究验证，具有非常优秀的吸附性能，甚

至大大超过当前制水行业普遍使用的活性炭［２－５］。近年来，随

着ＣＮＴｓ抗菌性能的发现，其在水处理抗菌领域的潜在应用渐
渐引起了科学界的广泛关注。与传统的化学消毒剂不同，

ＣＮＴｓ应用于水中抗菌并不会产生消毒副产物（ＤＢＰｓ）问题。
此外，由于其巨大的比表面积，ＣＮＴｓ对水中细菌具有极强的吸
附性能，ＣＮＴｓ对水中病菌可能具有浓缩和灭活双重性能［６］。

因此，ＣＮＴｓ在水处理抗菌领域可能具有良好的应用前景。但
ＣＮＴｓ的长度一般在几百纳米到数十微米之间，在其吸附微污
染物后，采用常规水处理工艺中的分离方法，很难将 ＣＮＴｓ完
全从水中分离出来，而微小尺寸的ＣＮＴｓ对水环境造成二次微
污染势必对人体的健康造成不良的影响［７］，这些问题严重地限

制了ＣＮＴｓ在水处理中的实际应用。本试验以水中常见细菌
大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｉｌ）作为对象，以１－乙基－３（３－二甲
基氨基丙基）碳化二亚胺（ＥＤＣ）为相偶联剂，在水介质、弱酸
性条件下，采用超声波辅助法接枝水溶性高分子海藻酸钠

（ａｌｇｉｎａｔｅｓｏｄｉｕｍ，ＳＡＬ），得到修饰的碳纳米管复合物，研究
ＳＡＬ－ＭＷＣＮＴＳ－ＣＯＯＨ复合材料对肠道菌群的吸附性能。

１　材料与方法

１．１　试验材料与设备
ＭＷＣＮＴ（多壁碳纳米管，ＸＦＭ１３，南京先丰纳米科技材

料有限公司）；大肠杆菌 Ｅ．ｃｏｉｌ（来源于连云港市第一人民医
院）；ＬＢ培养基，自制；ＳＡＬ（国药集团化学试剂有限公司）；碳
二亚胺盐酸盐（ＥＤＣ）（ｓｉｇｍａ－ａｌｄｒｉｃｈ公司）；其他试剂均为分
析纯。ＪＥＭ－１００ＣＸⅡ透射电子显微镜（ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎ
ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，ＴＥＭ，日本电子株式会社）；ＢＬ６－１８０型高功率数
控超声波清洗器（上海比朗仪器有限公司）；ＳＸ－５００型灭菌
锅（ｓｉｇｍａ－ａｌｄｒｉｃｈ公司）。
１．２　试验方法
１．２．１　ＳＡＬ－ＭＷＣＮＴ－ＣＯＯＨ复合物的制备　ＳＡＬ－ＭＷＣ
ＮＴ－ＣＯＯＨ复合物的制备参照文献［８］。
１．２．２　测试与表征　在扫描电镜和透射电镜上完成。
１．２．３　ＳＡＬ－ＭＷＣＮＴ－ＣＯＯＨ复合物吸附 ＋大肠杆菌的试
验　将Ｅ．ｃｏｉｌ活化后置于ＬＢ液体培养基中，在３７℃下恒温
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