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１株大分子有机物降解菌的分离、鉴定及酶学分析
杜东霞，汪　彬

（湖南省微生物研究院，湖南长沙４１０００９）

　　摘要：通过平板培养法从高温堆肥中分离筛选出１株高温高效大分子有机物降解菌Ｗ－１０。Ｗ－１０具有同时分
解纤维素、蛋白质和淀粉等大分子有机物的能力。该菌株的生长特性表明，在ｐＨ值为５．０、温度为５０℃时，羧甲基纤
维素酶（ＣＭＣａｓｅ）、蛋白酶、α－淀粉酶的酶活性达到最高值，分别为１４４．７５、９７．５１、８３．８５Ｕ／ｍＬ。将测得的１６ＳｒＤＮＡ
基因序列在ＮＣＢＩ数据库中进行同源性比对，综合形态特征和１６ＳｒＤＮＡ基因序列同源性分析，将该菌株初步鉴定为
芽孢杆菌属。
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　　我国是农业大国，年产各类秸秆约８．０亿 ｔ，占世界秸秆
总量的１／５左右。这些秸秆除了一部分用于饲料、造纸、纺织
和燃料加工外，其余均作为农业废弃物丢弃或就地焚烧，不仅

浪费了宝贵的资源，同时也污染了生存环境［１－２］。

通过高温堆肥降解农业废弃物是资源化利用的良好途径

之一。高温堆肥是一种利用各种微生物高温高效降解有机废

弃物，并产生稳定的最终产物的过程。高温堆肥可有效促进

纤维素废弃物的资源化利用，并降低农业废弃物对环境的污

染。在堆肥发酵过程中，为缩短发酵周期及提高堆肥质量，以

人为方式添加一些高温微生物，高温微生物产生的热稳定酶

可将基质中的纤维素及木质素分解，并产生大量的能量和热

量，不仅可以将农业废弃物转化为有机肥，而且可以有效抑制

堆肥中有害病原菌的
!

生。在堆肥基质中，除了纤维素外，还

有其他蛋白质及糖类的存在，应深入研究并充分利用高温微

生物对纤维素、蛋白质及糖类等大分子有机物的降解作用，加

速农业废弃物转化为有机肥。因此，开展堆肥高温微生物的

研究具有重要的意义［３－５］。

本研究从堆肥中筛选出能够高效降解纤维素、蛋白质和淀

粉的高温菌株，并对其酶活性进行测定，目的在于为高效降解

大分子有机物菌株的选育和相关酶制剂开发提供菌种资源。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　样品采集　猪粪、城市生活垃圾及秸秆自然堆肥，堆
体温度上升到５５℃时，采集中层样品于无菌器皿中，４℃保
存备用。

１．１．２　培养基　（１）分离初筛培养基：牛肉膏蛋白胨培养
基：牛肉膏５．０ｇ／Ｌ，蛋白胨１０．０ｇ／Ｌ，ＮａＣｌ５．０ｇ／Ｌ，水１．０Ｌ，
ｐＨ值为７．２～７．４。

（２）大分子有机物降解复筛培养基．羟甲基纤维素钠培
养基（ＣＭＣ－Ｎａ培养基）：ＣＭＣ－Ｎａ１５ｇ／Ｌ、（ＮＨ４）２ＳＯ４
２．０ｇ／Ｌ、ＫＨ２ＰＯ４０．５ｇ／Ｌ、Ｋ２ＨＰＯ４２．０ｇ／Ｌ、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ
０１ｇ／Ｌ、ＮａＣｌ６．０ｇ／Ｌ、ＣａＣｌ２０．１ｇ／Ｌ，固体培养基加１．５％琼
脂，加蒸馏水补至 １Ｌ、ｐＨ 值为 ７．０～７．５，压力为
１．０５ｋｇ／ｃｍ２、灭菌２５ｍｉｎ。

（３）刚果红纤维素鉴定培养基。（ＮＨ４）２ＳＯ４０．２％、
ＫＨ２ＰＯ４０．１％、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０５％、ＮａＣｌ０．０５％、ＣＭＣ－
Ｎａ２％、刚果红０．０２％、琼脂２％、ｐＨ值自然。
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１．１．３　主要仪器试剂　ＤＮＡＭａｒｋｅｒ［宝生物工程（大连）有
限公司］；Ｅｚｕｐ柱式细菌基因组 ＤＮＡ抽提试剂盒［生工生物
工程（上海）股份有限公司］；Ｔａｑ聚合酶［宝生物工程（大连）
有限公司］；ＰＣＲ仪（Ｍａｓｔｅｒｃｙｃｌｅｒｐｒｏ）（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）；Ｇｅｌ
ＤｏｃＸＲ凝胶成像仪（美国Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司）。
１．２　试验方法
１．２．１　菌种筛选　（１）菌种的分离与初筛。采取样品经剪
碎、研细后，称取１ｇ放入装有９９ｍＬ无菌生理盐水的三角瓶
中，１８０ｒ／ｍｉｎ振荡３０ｍｉｎ，静置；用移液管吸取１ｍＬ上清液于
含有９ｍＬ无菌生理盐水的试管中，振荡均匀后，梯度稀释到
１０－３～１０－７，吸取０．３ｍＬ后３个稀释度的试样涂布于羟甲基
纤维素钠平板培养基上，在５０℃条件下可生长的菌落即具有
纤维素分解酶能力，再从中挑选出菌落进行进一步划线分离。

（２）菌种的复筛。将具有纤维素分解酶能力的菌株涂布
于刚果红初筛培养基上，经７２ｈ培养，分别测定水解圈直径
（Ｄ）和菌落直径（ｄ），并计算 Ｄ／ｄ值（即 ＨＣ值）。挑取生长
速度快且ＨＣ值大的菌株，再将 ＨＣ值大的菌株接种于液体
发酵培养基中，３０℃、１２０ｒ／ｍｉｎ振荡培养７２ｈ，３０００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ，收集上清液即粗酶液，测 ＣＭＣ酶活性，选出
ＣＭＣ酶活性高产菌株，作为复筛菌株。
１．２．２　酶活的测定方法　羧甲基纤维素酶（ＣＭＣ酶，简称
ＣＭＣａｓｅ）活性的测定：参照文献［６］略作改进，１ｍＬ用
０．１ｍｏｌ／ＬｐＨ值为４．８的柠檬酸缓冲液配制的质量分数为
１％的ＣＭＣ－Ｎａ溶液，加入０．５ｍＬ适当稀释的酶液，于５０℃
反应３０ｍｉｎ后，加入１．５ｍＬ二硝基水杨酸（ＤＮＳ）试剂终止
反应，沸水浴中煮沸５ｍｉｎ，稀释定容至２５ｍＬ，在５３０ｎｍ下
测定吸光度，按ＤＮＳ法测定糖浓度。１个酶活性单位（ＩＵ）定
义为１ｍｉｎ催化底物水解生成１μｇ葡萄糖所需的酶量。以
１００℃水浴中灭活１０ｍｉｎ的粗酶液为空白对照。

微晶纤维素酶活性测定：吸取１．０ｍＬ１０ｇ／Ｌ微晶纤维素
悬浮液（称取１．０００ｇ微晶纤维素，加０．０５ｍｏｌ／ＬｐＨ值为
４８柠檬酸－柠檬酸钠缓冲液溶解，稀释定容至１００ｍＬ）和
０．５ｍＬ适当稀释的酶液，５０℃保温１ｈ，离心后，取１．０ｍＬ上
清液用ＤＮＳ法测还原糖生成量［７］。

β－葡萄糖苷酶活性测定：取０．１ｍＬ适当稀释的酶液，加
入到１ｍＬ１％水杨酸溶液中（以０．０５ｍｏｌ／ＬｐＨ值为５．０柠
檬酸缓冲液配制），５０℃恒温水浴中酶解３０ｍｉｎ，ＤＮＳ法测定
还原糖浓度［８］。

α－淀粉酶活性测定：吸取１ｍＬ１０ｇ／Ｌ可溶性淀粉（称
取１．０００ｇ淀粉溶于１００ｍＬ０．１ｍｏｌ／ＬｐＨ值为５．６柠檬酸缓
冲液中），０．５ｍＬ酶液，ＤＮＳ法测定麦芽糖生成量。酶活性定
义为１ｇ干曲 １ｍｉｎ内转化底物生成的麦芽糖毫克数，
即 ｍｇ／（ｇ·ｍｉｎ）［７］。

蛋白质酶活性测定：采用Ｆｏｌｉｎ－酚法［９－１０］测定蛋白酶的

活性。酶活定义：１ｍＬ酶液在一定 ｐＨ值和温度下，１ｍｉｎ水
解酪蛋白产生 １μｇ酪氨酸的酶量为 １个酶活性单位
（Ｕ／ｍＬ）。　
１．２．３　菌种鉴定　形态鉴定：将纯化的细菌划线接种于牛肉
膏－蛋白胨培养基上，５０℃ 培养７２ｈ，观察菌落形态、大小、
颜色、表面及边缘等特征。采用革兰氏染色和芽孢染色，并在

光学显微镜下观察细胞形状、芽孢及着生特点。

分子鉴定：提取ＤＮＡ后，对１６ＳｒＤＮＡ目的片断进行ＰＣＲ
扩增［１１］。引物序列：Ｆ，５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－
３′；Ｒ，５′－ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′。

ＰＣＲ反应体系（５０μＬ）：去离子水 ３９μＬ，ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ
５μＬ，ｄＮＴＰ２μＬ，上、下游引物各１μＬ，模板 ＤＮＡ１μＬ，Ｔａｑ
ＤＮＡ聚合酶１μＬ。ＰＣＲ反应条件：９４℃ ５ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，
５６℃ ３０ｓ，７２℃９０ｓ，３０个循环；７２℃ １０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物由
生工生物工程（上海）股份有限公司进行序列测定。序列输

入ＧｅｎＢａｎｋ数据库中比对，选择同源性高的序列使用 ＭＥＧＡ
５．２软件邻接法构建系统发育树。

２　结果与分析

２．１　Ｗ－１０的分离和初步鉴定
试验分离得到大量具有较好纤维素分解能力的细菌、真

菌和放线菌类菌株，其中Ｗ－１０为１株生长较快且具有较高
纤维素分解能力的细菌菌株。将接种有 Ｗ－１０的复筛平板
培养基培养７２ｈ后，用０．１％刚果红水溶液浸染１５ｍｉｎ，再用
１ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ水溶液脱色，刚果红可将未被降解的ＣＭＣ染成
红色，而接种有Ｗ－１０菌落处形成了透明的水解圈（图１），
初步表明Ｗ－１０具有较好的纤维素分解能力。

２．２　Ｗ－１０的ＣＭＣａｓｅ活性分析
将Ｗ－１０菌株接种到以ＣＭＣ－Ｎａ为唯一碳源的限制性

液体培养基上，在５０℃、不同 ｐＨ值（ｐＨ值分别为４、５、６、７、
８、９、１０）条件下培养７２ｈ，按照 ＤＮＳ法测定菌株的羧甲基纤
维素酶活性。图２结果表明，Ｗ－１０菌株的羧甲基纤维素酶
活性的 ｐＨ值适应范围较宽，在 ｐＨ值为 ５时达到最高值
１４４７５Ｕ／ｍＬ，并在ｐＨ值为５～８范围内均保持较高水平。

２．３　纤维素分解酶活性分析
将菌株 Ｗ－１０接种于羧甲基纤维素钠液态培养基上，

５０℃ 培养７２ｈ，取其粗酶液测定菌株的ＣＭＣａｓｅ、微晶纤维素
酶、β－葡萄糖苷酶的酶活性。结果表明，在 ５０℃时，菌株
Ｗ－１０的ＣＭＣａｓｅ、微晶纤维素酶、β－葡萄糖苷酶３种酶活性
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均较高，分别为（１４４．７５±０．１２）、（９４．１１±０．１５）、（８０．５５±
０．０８）Ｕ／ｍＬ。
２．４　蛋白质降解酶和α－淀粉降解酶活性分析

在堆肥基质中，除了纤维素外，还有其他的糖类及蛋白质

存在，因此，研究该菌株对多种大分子有机物的降解能力具有

重要意义。将所选定的Ｗ－１０菌株于５０℃培养７２ｈ后，将
其粗酶液进行纤维素酶、蛋白酶、α－淀粉酶活性的研究。
　　由图３可知，５０℃培养７２ｈ后，Ｗ－１０菌株纤维素酶、蛋
白酶、α－淀粉酶的酶活性分别达到 １４４．７５、９７．５１、
８３．８５Ｕ／ｍＬ，其中以纤维素降解酶的活性最高。

２．５　菌种鉴定及系统发育分析
２．５．１　菌株的形态鉴定
２．５．１．１　菌株的菌落与形态特征　将菌株Ｗ－１０接种于牛
肉膏蛋白胨培养基上培养后，该菌菌落呈圆形、白色、表面粗

糙褶皱、边缘不整齐。油镜下观察，菌体呈短杆状、末端钝圆、

有芽孢、呈椭圆状，位于菌体中央或稍偏，革兰氏染色阳性。

２．５．１．２　菌株的生理生化特征　菌株Ｗ－１０的生理生化特
征见表１。

表１　菌株Ｗ－１０的生理生化特性

特征 利用情况 特征 利用情况

甲基红试验 ＋ 葡萄糖 ＋
伏－谱试验 ＋ 木糖 －
淀粉水解试验 ＋ 阿拉伯糖 －
硫化氢试验 － 卵磷脂酶 －
吲哚试验 ＋ ７％氯化钠生长试验 ＋
过氧化氢酶试验 ＋ 硝酸还原试验 ＋

　　注：“＋”表示试验检测呈阳性；“－”表示试验检测呈阴性。

２．５．１．３　菌株的１６ＳｒＤＮＡ序列分析　如图４所示，Ｗ－１０
菌株与枯草芽孢杆菌相似性最高，结合Ｗ－１０菌株的菌落形
态特征和生理生化特性，初步确定该菌株为枯草芽孢杆菌。

３　结论与讨论

高温堆肥是利用不同微生物间的协同作用，将复杂的大

分子有机物降解为细胞可以吸收利用的小分子物质，并释放

出ＣＯ２、能量和热量的过程。在高温堆肥过程中，高温高效纤
维素降解菌株对堆肥物料的分解起着至关重要的作用。本研

究采用纤维素刚果红平板透明圈筛选法，从高温堆肥物料中

分离、纯化、筛选出１株高温菌 Ｗ－１０，该菌株具有同时分解
淀粉、蛋白质和纤维素等大分子有机物的能力。在 ｐＨ值为
５．０和温度为５０℃时，羧甲基纤维素酶、蛋白酶和α－淀粉酶
的酶活性达到最高值，分别为１４４．７５、９７．５１、８３．８５Ｕ／ｍＬ，并
且具有很好的热稳定性。将测得的 １６ＳｒＤＮＡ基因序列在
ＮＣＢＩ数据库中进行同源性比对，综合形态特征和１６ＳｒＤＮＡ
基因序列同源性分析，将该菌株初步鉴定为枯草芽孢杆菌。

该菌株繁殖能力强、作用温度范围广、热稳定性好、作用底物

广泛，有利于工业化生产，又是自然界中广泛存在的非致病细

菌，对人畜无害，不污染环境，所以高效高温菌Ｗ－１０具有良
好的研究和应用前景。
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