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用的发挥条件，可以更好地挖掘微生物的解磷潜能［１０］。本研

究通过透明圈法初步分离出具有解无机磷能力的细菌４株，
菌株在培养基上能够形成良好的透明圈，说明这些菌株可以

分泌一些酸性物质，并向培养基中扩散，使菌落周围的磷酸盐

（磷酸三钙）溶解，即这些菌株具有溶磷性［１１］，采用钼锑抗比

色法测定上清液中的有效磷含量，确定菌株 ＪＰ－７具有较强
的解磷能力，但要想进一步应用到实际生产中，还必须加强对

菌株生长繁殖特点的研究。
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１株降解秸秆高温菌的分离、鉴定及降解能力
王纪辉，王修俊，杨志波，尹　爽，刘佳慧，田　多，曲　源

（贵州大学酿酒与食品工程学院／贵州大学发酵工程与生物制药省级重点实验室，贵州贵阳５５００２５）

　　摘要：为分离得到高温高效降解菌株，促进作物秸秆快速腐解还田，解决秸秆资源的高效利用、培肥土壤和保护生
态环境问题，从水稻秸秆中筛选分离出１株高温菌，具有降解农作物秸秆的能力。该菌株经鉴定为嗜热踝节菌，其最
佳降解条件为：发酵时间１５ｄ，发酵温度为５５℃，高温菌株用量２ｍＬ。在上述条件下，纤维素含量由初始的 ３３．１３％
下降到２５．９２％，木质素含量从最初的１２．６５％下降到８．５７％。
　　关键词：秸秆；高温菌；分离；鉴定；降解能力
　　中图分类号：Ｓ１８２　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１５）１２－０３７６－０３

收稿日期：２０１５－０４－２３
基金项目：贵州省社会发展科技攻关项目（编号：黔科合 ＳＹ［２０１０］
３０４１）。
作者简介：王纪辉（１９８８—），男，河南周口人，硕士研究生，研究方向
为食品发酵。Ｅ－ｍａｉｌ：ｓｈｉｋｅｗａｎｇｊｉｈｕｉ＠１６３．ｃｏｍ。

通信作者：王修俊，博士，教授，主要从事食品安全及发酵工艺方面的

研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｗａｎｇｘｉｕｊｕｎ６７８＠ｓｏｈｕ．ｃｏｍ。

　　我国是农业大国，每年将产生大量的农作物秸秆，然而大
量的作物秸秆并没有得到有效利用，大部分被露天焚烧或者

随意丢弃，导致资源的大量浪费，并且加剧环境污染，阻碍交

通［１－５］。目前国内外作物秸秆处理实践表明，高温发酵是实

现秸秆再利用的有效途径之一。由于传统的作物秸秆处理方

法存在发酵时间长、腐殖质转化不完全等问题，因此，如何解

决这些问题，缩短发酵周期、提高秸秆降解速率一直是国内外

学者研究的一个重要课题［６－７］。作物秸秆中难降解有机物的

存在是导致上述问题的主要原因，而发酵高温期是有机大分

子降解的主要阶段，但微生物在这个阶段受高温因素的影响，

其种群数量和活性会普遍降低，由此限制了有机物的快速分

解［８］。目前，针对促进秸秆快速降解的研究主要集中在工艺

优化和筛选高温菌方面，与常温菌相比，高温菌具有代谢快、

活性高、酶的热稳定性好、有机物降解速率快、营造高温条件

杀死病原菌等特点［９］。所以，在作物秸秆中接种高温菌进行

发酵，可增加高温期微生物的数量，促进难降解有机物的快速

转化，从而提高作物秸秆的降解速度［１０］。因此，本试验从表

面长有菌丝的水稻秸秆上筛选分离出１株高温菌株，并将该
菌接种到秸秆上对其降解秸秆能力进行研究，旨在为促进秸

秆的快速降解提供研究基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
水稻秸秆采自贵州省贵阳市郊农田。

主要试剂：重铬酸钾、硫酸亚铁、二氧化硅、邻啡啉、

９５％乙醇、乙二胺四乙酸二钠、硼酸钠、十二烷基硫酸钠、无水
磷酸氢二钠、乙二醇乙醚、丙酮等。

试验仪器：生化培养箱（上海博讯实业有限公司医疗设

备厂）、净化工作台（上海索谱仪器有限公司）、恒温恒湿箱
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（上海博讯实业有限公司医疗设备厂）、手提式压力蒸汽消毒

器（北京市永光明医疗仪器厂）、万用电炉（天津市泰斯特仪

器有限公司）、电热恒温鼓风恒温干燥箱（上海贺德实验设备

有限公司）、电子天平（上海良平仪器仪表有限公司）、精密酸

度计（上海虹益仪器仪表有限公司）、恒温振荡器（江苏常州

澳华仪器有限公司）、光学显微镜（上海光学仪器厂）。

１．２　试验方法
１．２．１　高温菌株的分离　把秸秆放在湿润的土堆里，置于
５５℃的恒温培养箱中培养，直到长出菌落，然后从水稻秸秆
堆中选取表面长有菌丝的水稻秸秆，放入盛有无菌水和玻璃

珠的三角瓶中，用漩涡混合器混合３０ｍｉｎ，将菌丝溶解于无菌
水中，再用涂布法接种到ＰＤＡ平板培养基中，在５５℃的恒温
培养箱中培养；经富集后，接种到查氏培养基上涂布分离，并

在５５℃的恒温培养箱中培养３ｄ，纯化至单菌落，接种于斜面
试管［１１－１２］。

１．２．２　高温菌株的鉴定　参照《常见细菌系统鉴定手册》［１３］

和《伯杰氏细菌鉴定手册》［１４］进行初步鉴定。１６ＳｒＤＮＡ序列
测定：按照生工ＳＫ１２０１－ＵＮＩＱ－１０柱式细菌基因组ＤＮＡ抽
提试剂盒说明书对高温菌株进行ＤＮＡ提取纯化及１６ＳｒＤＮＡ
序列分析。正向引物序列为ＩＴＳ１：５′－ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴ
ＧＣＧＧ－３′，２０ｂｐ；反向引物序列为 ＩＴＳ４：５′－ＴＣＣＴＣＣＧＣＴ
ＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ－３′，１９ｂｐ。ＰＣＲ反应总体积５０μＬ：各１μＬ
１０μｍｏｌ／Ｌ前引物、末端引物，１μＬ１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ，５μＬ
１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ，０．２５μＬ５Ｕ／μＬＴａｑＤＮＡ聚合酶，１μＬＤＮＡ
模板，补足无菌去离子水至５０μＬ。ＰＣＲ反应扩增程序：９８℃
５ｍｉｍ；９５℃ ３５ｓ，５５℃ ３５ｓ，７２℃ ４０ｓ，３５个循环；７２℃
８ｍｉｎ［１５］。
１．２．３　高温菌株种子液制备　取去皮的新鲜马铃薯２００ｇ
切成小块放入烧杯中，加水１０００ｍＬ，煮沸２０ｍｉｎ后，用２层
纱布过滤，向滤液中加入２０ｇ葡萄糖，补充水至１０００ｍＬ，
１２１℃灭菌３０ｍｉｎ。冷却后接种高温菌，５５℃下培养３ｄ。
１．２．４　纤维素和木质素含量的测定　（１）将于１０５℃烘至
恒质量的水稻秸秆粉碎过直径０．５ｍｍ筛后取１ｇ试样（精确
至０．０００１ｇ），置于１００ｍＬ碘瓶中，设３组平行，加入７０ｍＬ
中性洗涤剂，放入已沸的高压锅中，１００℃保温４０ｍｉｎ，１１５～
１２１℃保温２０ｍｉｎ；取出，用３号３０ｍＬ砂芯坩埚过滤至 ｐＨ
值６．５～７．０，依次用９５％乙醇、无水乙醇和丙酮洗涤２次，将
残渣置于真空干燥器中干燥２０ｍｉｎ［１６－１７］。（２）将残渣连同
坩埚置于１００ｍＬ烧杯中，加入７０ｍＬ２ｍｏｌ／Ｌ盐酸溶液，然后
放入已沸的高压锅中，１００℃保温５０ｍｉｎ，过滤至中性，依次
用９５％乙醇、无水乙醇和丙酮洗涤２次，残渣于８０℃烘至恒
质量为ｍ１

［１８－１９］。（３）将残渣连同坩埚置于１５０ｍＬ烧杯中，
加入冷却至２０℃７２％硫酸，２０℃降解４ｈ，后加入９０ｍＬ蒸
馏水，室温过夜，次日用蒸馏水洗残渣至ｐＨ值为６．５，烘干至
恒质量为ｍ２。将残渣在５５０℃马福炉中灰化，干燥器中恒质
量为ｍ３。相应公式为：

纤维素含量＝
ｍ１－ｍ２
ｍ ×１００％；

木质素含量＝
ｍ２－ｍ３
ｍ ×１００％。

式中：ｍ１－ｍ２为纤维素质量，ｇ；ｍ２－ｍ３为木质素质量，ｇ
［２０］；

ｍ为试样质量，ｇ。

２　结果与分析

２．１　高温菌株的分离纯化
在５５℃下从水稻秸秆堆中分离来菌株（图１），可以看出

菌落呈白色圆形，为丝状菌，从形态上可以初步断定为真菌。

２．２　高温菌株分子生物学鉴定结果
对高温菌株进行分子水平鉴定，基因组电泳分析结果见

图２，ＰＣＲ产物电泳结果见图３，１６ＳｒＤＮＡ序列见图４。

　　由图３可知，该菌株的荧光条带清晰、无杂带，表明 ＤＮＡ
纯度较高，可用于菌株１６ＳｒＤＮＡ序列的测定，说明ＰＣＲ扩增
成功，能满足后续的测序需要。将图４测序结果在 ＮＣＢＩ基
因序列数据库中通过ＢＬＡＳＴ进行基因同源性比对，比对结果
表明该菌株为嗜热踝节菌。

２．３　高温菌株分解水稻秸秆效果
取１０ｇ水稻秸秆粉于２５０ｍＬ三角瓶中，加３０ｍＬ蒸馏

水，灭菌冷却后，接种２ｍＬ菌株种子液，于５５℃下培养，测定
纤维素和木质素含量，测定结果见图５、图６。
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　　由图５可知，嗜热踝节菌对水稻秸秆中的纤维素有分解
作用，随着发酵时间的延长，纤维素含量呈下降趋势；发酵时

间为１５ｄ时纤维素含量下降到最低值，纤维素含量由初始的
３３．１３％下降到２５．９２％；之后随着发酵时间的延长纤维素含
量趋于稳定。

从图６中可以看出，嗜热踝节菌对水稻秸秆中的木质素
也有分解作用，在发酵时间为 １５ｄ时木质素含量降到最低
值，木质素含量从最初的１２．６５％降到８．５７％；之后随着发酵
时间的增加，木质素含量不再下降。

３　结论

本试验从水稻秸秆堆中分离出１株高温菌，从形态上看
菌落为白色、圆形、丝状，经分子生物学鉴定，该菌为嗜热踝节

菌；通过对高温菌株降解水稻秸秆效果的研究表明：发酵时间

１５ｄ、发酵温度为５５℃、高温菌株用量２ｍＬ，秸秆中纤维素含
量由初始的３３．１３％下降到２５．９２％；木质素含量从最初的
１２．６５％降到８．５７％。

本研究表明，在作物秸秆中接种高温降解菌可促进难降

解有机物的快速转化，提高作物秸秆的降解速度、消化率及其

可利用营养物的含量，具有较高的研究价值和广阔的开发利

用前景。
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