
书书书

廖瀚峰，周礼红，潘肇仪，等．除臭效果菌株中具有分解纤维素能力菌株的筛选及鉴定［Ｊ］．江苏农业科学，２０１４，４２（１２）：３８６－３８８．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１４．１２．１２９

除臭效果菌株中具有分解纤维素能力菌株的筛选及鉴定

廖瀚峰１，周礼红１，２，潘肇仪１，高燕燕１，韦名科１

（１．贵州大学生命科学学院微生物学系，贵州贵阳５５００２５；２．青藏高原微生物国家地方联合工程研究中心，西藏拉萨 ８５００００）

　　摘要：为了筛选同时具有除臭和产纤维素酶能力的菌株，采用滤纸崩解试验初筛筛选到６株具有产纤维素酶能力
的菌株，通过用ＤＮＳ法测定其滤纸酶、内切葡聚糖苷酶和β－葡萄糖苷酶的酶活进行复筛，最终筛选到具有较高产纤
维素酶能力的菌株Ｇ２，其酶活力分别为１．７３７、３．１７９、１．２３２ＩＵ／ｍＬ。通过形态学观察及１６ＳｒＤＮＡ分子鉴定，初步确
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　　垃圾处理是当代世界各国共同关注并亟待解决的环境问
题之一，也是城市发展与健康领域中的一项重要研究内容。

我国城市生活垃圾年清运量约为１．６亿 ｔ，除少部分焚烧、堆
肥或回收利用外，绝大部分被运送到填埋场进行填埋处置，在

填埋过程中由于有机质腐败分解，不可避免地造成恶臭污

染［１－２］。城市突发性恶臭污染越来越严重，严重干扰了人们

的正常生产生活，投诉量不断攀升［３－４］。近些年来，在北京、

上海、杭州、广州等一些大中城市发生的垃圾填埋场恶臭扰民

事件，成为填埋场周边地区的社会不稳定因素，严重制约我国

经济、社会和环境的持续发展。

我国城市垃圾比较特殊，垃圾中有机物占主要成分，主要

有淀粉、蛋白质、脂类、纤维素、半纤维素、木质素等。其中木

质素难以被微生物降解［５］；纤维素和半纤维素因为具有紧密

的结晶结构，使其具有很强的不可降解性，积累过多会导致环

境问题。城市生活垃圾中有大量纤维素，且随着人们生活水

平提高而呈现逐年上升的趋势［６］。所以纤维素和半纤维素

的处理也是生物法处理城市垃圾的关键环节之一［７］。筛选

出同时具备分解纤维素和快速除臭能力的菌株对于采用生物

法处理城市垃圾尤为重要。本研究通过筛选出具有产纤维素

酶能力的快速除臭菌株，以期为提高生物法处理城市垃圾效

率、微生态除臭提供更多的微生物菌种资源。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　供试菌株　供试菌株为贵州大学生命科学学院微生
物实验室保存的１６株具有快速发酵及一定除臭功能的菌株
（分别编号为Ｇ１、Ｇ２、Ｇ３、Ｇ４、Ｇ５、Ｘ１、Ｘ２、Ｘ３、Ｘ４、Ｘ５、Ｘ６、Ｆ１、
Ｆ２、Ｆ３、Ｙ１、Ｙ２）。
１．１．２　试剂　ＤＮＳ试剂［８］、０．０５ｍｏｌ／Ｌ甘氨酸 －氢氧化钠

缓冲液（ｐＨ值８．５）、甘氨酸 －氢氧化钠缓冲液配制的１％
羧甲基纤维素钠（ＣＭＣ－Ｎａ）溶液、甘氨酸－氢氧化钠缓冲液
配制的１％水杨苷溶液、蒸馏水。
１．１．３　培养基　（１）滤纸崩解培养基：０．５ｇＭｇＳＯ４，２ｇ
ＫＨ２ＰＯ４，０．５ｇＫＣｌ，０．００１ｇＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，１０ｇ酵母膏，１ｇ
蛋白胨，１０００ｍＬ蒸馏水，自然ｐＨ值。（２）发酵产酶培养基：
１０ｇＣＭＣ－Ｎａ，０．５ｇＭｇＳＯ４，２ｇＫ２ＨＰＯ４，０．５ｇＫＣｌ，０．０１ｇ
ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，５ｇ酵母膏，０．５ｇ蛋白胨，１０００ｍＬ蒸馏水，ｐＨ
值为７．２～７．４。（３）菌种活化培养基：１０ｇ胰蛋白胨，５ｇ酵母
提取物，１０ｇＮａＣｌ，１６ｇ琼脂粉，１０００ｍＬ蒸馏水，ｐＨ值为７．２。
１．１．４　主要设备与仪器　Ｓ１０００ＰＣＲ扩增仪，美国伯乐
ＢＩＯ－ＲＡＤ公司生产；ＤＹＹ－１１型电泳仪，北京市六一仪器
厂生产；ＧｅｌＤｏｃＸＲ＋凝胶成像系统，美国伯乐ＢＩＯ－ＲＡＤ公
司生产；ＴＨ２－８２Ａ数显气浴恒温振荡器，常州普天仪器有限
公司；Ｏｌｙｍｐｕｓ生物显微镜，奥林巴斯株式会社。
１．２　方法
１．２．１　种子液的制作　将供试菌株转接到用２５０ｍＬ三角瓶
装的１００ｍＬ液体菌种活化培养基中，于３７℃、１７０ｒ／ｍｉｎ培
养２４ｈ，制成种子液。
１．２．２　滤纸崩解试验　将活化后的供试菌株接种到用
２５０ｍＬ三角瓶装的１５０ｍＬ滤纸崩解培养基中，再加入１条
１．５ｃｍ×８．０ｃｍ灭菌过后的 ＷｈａｔｍａｎＮｏ．１滤纸条，同时设
立不接任何菌株的空白对照ＣＫ，在３７℃、１６０ｒ／ｍｉｎ下培养；
间隔７２ｈ后，观察滤纸片的崩解情况，并选出滤纸崩解效果
明显的菌株，测定其滤纸酶、内切葡聚糖苷酶、β－葡萄糖苷
酶的酶活。

１．２．３　粗酶液的提取　将滤纸崩解效果明显的菌株从试管
斜面转接至发酵产酶培养基中，于 ３７℃、１７０ｒ／ｍｉｎ培养
４８ｈ，再于４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液，即为粗酶液。
１．２．４　滤纸酶活的测定［９］　在试管中放入１ｃｍ×６ｃｍ的
ＷｈａｔｍａｎＮＯ．１滤纸（约５０ｍｇ）１条，加入０．５ｍＬ适当稀释
的纤维素酶粗酶液以及 １ｍＬ甘氨酸 －氢氧化钠缓冲液，
４５℃ 温浴６０ｍｉｎ后，立即加入３ｍＬＤＮＳ试剂终止反应，沸
水浴 ５ｍｉｎ后迅速冷却至室温，加蒸馏水定容至 ２５ｍＬ，在
５４０ｎｍ扣除空白测吸光度，根据葡萄糖标准曲线换算成
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ＩＵ／ｍＬ。空白管的粗酶液先用沸水水浴１０ｍｉｎ，加入 ＤＮＳ试
剂后加入粗酶液，其余操作和样品管一样。１个滤纸酶活力
单位定义为：以滤纸为底物，在４５℃恒温的条件下，水解反应
中１ｍｉｎ催化底物水解形成１μｍｏｌ葡萄糖的酶量。
１．２．５　内切葡聚糖苷酶的测定　在试管中加入０．５ｍＬ适当
稀释的纤维素酶粗酶液和２ｍＬ１％ ＣＭＣ－Ｎａ溶液作为底
物，４５℃温浴３０ｍｉｎ后，立即加入３ｍＬ的 ＤＮＳ试剂终止反
应，沸水浴５ｍｉｎ后迅速冷却至室温，加蒸馏水定容至２５ｍＬ，
冷却后在５４０ｎｍ扣除空白测吸光度，根据葡萄糖标准曲线换
算成 ＩＵ／ｍＬ。空白管的粗酶液先用沸水水浴 １０ｍｉｎ，加入
ＤＮＳ试剂后加入粗酶液，其余操作和样品管一样。１个内切
葡聚糖苷酶活力单位定义为：以 １％ＣＭＣ－Ｎａ为底物，在
４５℃ 恒温的条件下，水解反应中１ｍｉｎ催化底物水解形成
１μｍｏｌ葡萄糖的酶量。
１．２．６　β－葡萄糖苷酶的测定　在试管中加入０．５ｍＬ适当
稀释的纤维素酶粗酶液和 ２ｍＬ１％水杨苷溶液作为底物，
４５℃ 温浴６０ｍｉｎ后，立即加入３ｍＬ的ＤＮＳ试剂终止反应，
沸水浴５ｍｉｎ后迅速冷却至室温，加蒸馏水定容至２５ｍＬ，冷
却后在５４０ｎｍ扣除空白测吸光度，根据葡萄糖标准曲线换算
成ＩＵ／ｍＬ。空白管的粗酶液先用沸水水浴１０ｍｉｎ，加入 ＤＮＳ
试剂后加入粗酶液，其余操作和样品管一样。１个β－葡萄糖
苷酶酶活力单位定义为：以１％水杨苷为底物，在 ４５℃ 恒温
的条件下，水解反应中１ｍｉｎ催化底物水解形成１μｍｏｌ葡萄
糖的酶量。

１．２．７　１６ＳｒＤＮＡ序列分析　采用生工生物工程（上海）股份
有限公司Ｅｚｕｐ柱式基因组 ＤＮＡ抽提试剂盒（细菌）提取。

ＰＣＲ反应体系（２５μＬ）：１２．５μＬＤｒｅａｍＴａｑＴＭ Ｇｒｅｅｎ
ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（２×）；１μＬ１６Ｓ上游通用引物２７Ｆ；１μＬ１６Ｓ
下游通用引物１４９２Ｒ；９．５μＬｄｄＨ２Ｏ；１μＬ模板ＤＮＡ。

上游通用引物２７Ｆ序列为５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴ
ＣＡＧ－３′；下游通用引物１４９２Ｒ序列为５′－ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴ
ＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′。ＰＣＲ反应条件为：９４℃，４ｍｉｎ；９４℃预变性
３０ｓ，５４℃退火３０ｓ，７２℃延伸１．５ｍｉｎ，３０个循环；７２℃终延
伸１０ｍｉｎ，４℃停止。

ＰＣＲ产物由生工生物工程上海股份有限公司使用
ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ３７３０ＸＬ测序仪进行测序。将所得序列通
过 ＮＣＢＩ的ＢＬＡＳＴ功能进行序列比对分析。利用ＭＥＧＡ５．０
软件制作系统进化树。

２　结果与分析

２．１　初筛试验结果
通过滤纸崩解试验，从供试菌中筛选具有产纤维素酶能

力的菌株。将１６株供试菌接入有无菌滤纸条的滤纸崩解培
养基后７２ｈ观察结果。空白组滤纸条保持完整，边缘没有崩
解情况。菌株Ｆ１对滤纸条产生一定程度的崩解效果，滤纸发
生断截并且边缘呈絮状，但总体保持完整。菌株 Ｙ６、Ｘ１、Ｘ４、
Ｇ１均对滤纸产生明显的崩解效果，培养基浑浊且底部有部分
絮状物，推测是滤纸条完全崩解后产生的沉淀物。菌株 Ｇ２
对滤纸条表现出较为彻底的崩解效果，培养基相对于其他菌

株较为澄清，底部只有少量絮状残留物。Ｙ１等其余１０株供
试菌株没有明显的滤纸崩解现象（图１）。

２．２　复筛试验
将滤纸崩解作用明显的６个菌株用液体产酶培养基发酵

２ｄ后测定其滤纸酶、内切葡聚醣苷酶和β－葡萄糖苷酶的酶
活。根据滤纸崩解和酶活力测定结果筛选出具有较高纤维素

酶活力的菌株。在４５℃、ｐＨ值８．５条件下，Ｇ２的滤纸酶活
性和内切葡聚糖苷酶活性最高，分别为１．７３７、３．１７９ＩＵ／ｍＬ，
比其他菌株至少分别高出５０．０１％、２９．０２％。滤纸酶活性最
低的是Ｆ１菌株，为０．６１６ＩＵ／ｍＬ，同时其β－葡萄糖苷酶活性
只有０．３９４ＩＵ／ｍＬ，这可能是在滤纸崩解试验中该菌株对滤
纸条的分解利用不如其他５个菌株的原因（图２）。关于纤维
素酶水解天然纤维素的机制，目前普遍认为是由纤维素酶３
种组分协同作用的结果。内切葡聚糖苷酶负责进攻纤维素的

非结晶区，随机水解β－１，４－糖苷键，将长链纤维素分子截
短，产生大量带还原性末端或非还原性末端的小分子纤维素，

外切葡聚糖苷酶从纤维素线状分子的末端水解切下纤维二糖

单位，β－葡萄糖苷酶最后将纤维二糖水解成葡萄糖［１０］。虽

然菌株Ｇ１内切葡聚糖苷酶活性较低（０．６２８ＩＵ／ｍＬ），生成小
分子纤维素效率较慢，但是高活性的 β－葡萄糖苷酶
（１．４４１ＩＵ／ｍＬ）可以快速将由外切葡聚糖苷酶水解产生的纤
维二糖水解成葡萄糖，故 Ｇ１的滤纸酶活性依然可以保持在
较高的水平。

结合滤纸崩解试验和酶活力测定试验，认为 Ｇ２是有相
对较高纤维素酶活力的菌株，其滤纸酶、内切葡聚醣苷酶和

β－葡萄糖苷酶的酶活分别为１．７３７、３．１７９、１．２３２ＩＵ／ｍＬ。
２．３　高纤维素酶活力菌株Ｇ２的鉴定

菌株 Ｇ２的显微形态：菌体呈短杆状，大小为（０．５～
０．８μｍ）×（１．５～３．０μｍ），染色均匀，具运动性，兼性厌氧，
可形成内生芽孢，芽孢囊膨大，呈椭圆形，芽孢着生点在菌体
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中心，游离芽孢表面着色弱，革兰氏染色阳性（图３）。菌株
Ｇ２在ＬＢ培养基上呈白色不透明菌落，表面粗糙，菌落边缘
不规则，在多种培养基上均不产色素。

　　以菌株Ｇ２的全基因组 ＤＮＡ为模板，ＰＣＲ扩增后经１％
琼脂糖凝胶电泳检测，得到１条约１．５ｋｂ的特异性条带，经
序列测定，长度为１４５２ｂｐ。将其与ＧｅｎＢａｎｋ中报道菌株的

１６ＳｒＤＮＡ序列进行相似性分析表明，亲缘关系相近的前２０
个序列都为芽孢杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）的菌株，同源性均超过
９８％。运用ＭＥＧＡ５．０软件中的邻接法计算菌株 Ｇ２的１６Ｓ
ｒＤＮＡ序列与同源性９９％以上序列的进化关系，以地衣芽孢
杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ）作外群，经 １０００次 ｂｏｏｔｓｔｒａｐ验
证，获得系统进化树（图４）。

　　结合形态学与１６ＳｒＤＮＡ分子鉴定结果，初步确定 Ｇ２为
解淀粉芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ）。

３　结论

国际上常用的除臭方法一般有化学法、物理法和生物法。

生物除臭法中主要的作用因素是具有除臭功能的微生物，筛

选高效除臭菌不仅可以提高恶臭物质的消化和降解速率，抑

制恶臭菌的生长，同时也能够有效分解垃圾中难降解的大分

子有机物。国内对垃圾微生物除臭已有相关研究，如王光玉

等利用微生物加速降解条件的初步研究［１０］；汪英学等筛选可

以降低垃圾填埋场氨气和硫化氢气体的微生物［１１］；叶劲松等

研究了垃圾中纤维素含量与纤维素降解菌之间的变化规

律［１２］。但是目前尚未筛选出同时具有除臭和产纤维素酶能

力菌株的相关报道。本研究从贵州大学生命科学学院微生物

实验室提供的具有快速发酵和除臭功能的菌株中，通过滤纸

崩解试验筛选到６株具有一定产纤维素酶能力的菌株。通过
在４５℃、ｐＨ值８．５条件下测得各菌株的滤纸酶、内切葡聚醣
苷酶和β－葡萄糖苷酶的酶活，挑选出纤维素酶活性最好的
菌株Ｇ２。通过形态学和菌株１６ＳｒＤＮＡ扩增与分析，初步确
定Ｇ２是解淀粉芽孢杆菌（Ｂ．ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ）。本试验筛
选出同时具有除臭及产纤维素酶能力的菌株，对有效利用

分解城市垃圾中的纤维素和半纤维素、缩短垃圾发酵时间、

增加垃圾发酵效率，以及为微生物除臭菌剂的制备提供菌

种资源。
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