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　　摘要：将崩解滤纸能力强的菌系１在３０℃条件下以水稻秸秆为唯一碳源连续驯化４１代，２５代后羧甲基纤维素钠
（ＣＭＣ）酶活力、滤纸酶活力和秸秆失重率基本稳定，较第１代提高了５９．７％、６１．０％和６２．４％。利用ＰＣＲ－ＤＧＧＥ对
驯化进程中菌系１细菌组成多样性及优势菌群的变化动态进行分析，原始样品共检测到１３个主要条带，优势菌群由
Ｓｏｌｉｔａｌｅａｓｐ．、假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．）和一些不可培养微生物组成。经滤纸及水稻秸秆驯化，部分细菌被淘汰，
微生物多样性减少，滤纸和水稻秸秆驯化稳定期优势菌群均包括多形拟杆菌属（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓｓｐ．）、梭菌属（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ
ｓｐ．）和假单胞菌属，表明这些优势菌群对滤纸纤维素和水稻秸秆纤维素均有较强的降解能力，此外，条带１０（Ｕｎｃｕｌ
ｔｕｒｅｄＣｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｓｐ．Ｃｌｏｎｅ３－２）在水稻秸秆驯化３３代颜色变深成为优势菌，推测在水稻秸秆降解过程中具有一定的
作用。
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　　２０１３年黑龙江省水稻秸秆量为２４００万ｔ，约占秸秆总量
的３９．３％［１］。由于水稻秸秆木质素缩聚单元比例较高，与纤

维素和半纤维素结合较紧密，硅质化程度高［２］，同时黑龙江

年均气温较低，因此其自然降解速度缓慢，资源化利用率低，

大量焚烧严重污染环境。

近年来国内外学者选育出一些能够降解水稻秸秆的菌

株，主要包括木霉菌、青霉菌和一些细菌，但是，研究发现单菌

株产酶能力有限［３］，且水稻秸秆结构复杂，很难被高效降解，

而菌系通过多种微生物协同作用对水稻秸秆降解效果更好，

然而，目前对菌系的研究较少。本试验在３０℃下以６种不同
来源的样品为菌源，采用限制性筛选的方法，利用水稻秸秆定

向驯化培养，获得能够高效稳定降解水稻秸秆的菌系，并通过

分子生物学技术揭示该菌系细菌组成多样性及优势菌群的变

化动态。

１　材料与方法

１．１　样品来源（表１）

表１　样品来源

样品编号 样品来源　　
１ 牛瘤胃液

２ 林地地表土壤

３ 低温堆肥样品

４ 稻秸腐烂物

５ 城市污泥

６ 稻田土

１．２　培养基
富集培养液［４］：蛋白胨５ｇ，酵母粉１ｇ，ＮａＣｌ５ｇ，ＣａＣＯ３

２ｇ，微量元素液０．５ｍＬ，土壤浸汁１００ｍＬ，蒸馏水９００ｍＬ，
１２１℃灭菌３０ｍｉｎ。

微量元素溶液成分：ＺｎＳＯ４０．２９ｇ，ＣａＣｌ２０．２４ｇ，ＣｕＳＯ４
０２５ｇ，ＭｇＳＯ４０．１７ｇ。
　　土壤浸汁：土壤与去离子水以质量比１∶１，搅拌混合，过
滤，灭菌后备用。

　　蛋白胨纤维素培养液（ＰＣＳ）［５］：蛋白胨５．０ｇ，纤维素（新
华滤纸／水稻秸秆）５．０ｇ，ＮａＣｌ５．０ｇ，ＣａＣＯ３２．０ｇ，酵母粉
１．０ｇ，蒸馏水１．０Ｌ，１２１℃灭菌３０ｍｉｎ。
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１．３　试剂
ＥＤＴＡ（乙二胺四乙酸）、ＳＤＳ（十二烷基磺酸钠）、ＣＴＡＢ

（十六烷基三甲基溴化铵）、磷酸二氢钠、异丙醇、蛋白酶 Ｋ、
磷酸氢二钠、异戊醇、溶菌酶、Ｔｒｉｓ－饱和酚、甲叉双丙烯酰
胺、丙烯酰胺、去离子甲酰胺、尿素、冰乙酸、过硫酸铵、ＤＮＡ
胶回收试剂盒，试剂均为分析纯。

ＤＮＡ提取液的配制［６］：０．１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ，０．１ｍｏｌ／Ｌ
ＥＤＴＡ，０．１ｍｏｌ／ＬＮａ３ＰＯ４，１．５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，１％ ＣＴＡＢ，ｐＨ值
为８．０。
１．４　试验方法
１．４．１　样品富集　称取 １～６号样品各 １０ｇ，分别加入
１５０ｍＬ富集培养液中，３０℃恒温振荡培养，富集 ３代，
１０ｄ／代，传代接种量为１５％。
１．４．２　菌系初筛　采用滤纸条崩解法，向１５０ｍＬ蛋白胨纤
维素培养基（滤纸）中接入２０ｍＬ富集培养液，３０℃静置培
养，驯化５代，１０ｄ／代，选择滤纸崩解的样品，继续多代驯化。
１．４．３　菌系复筛　待菌系降解滤纸能力稳定后，采用蛋白胨
纤维素培养基（水稻秸秆）继续定向驯化培养，第４天测定
ＣＭＣ酶活及滤纸酶活，第７天测定样品中秸秆失重率。
１．４．４　纤维素酶活性测定　采用 ＤＮＳ法［７］测定 ＣＭＣ酶活
性和滤纸酶活性。

１．４．５　秸秆失重率测定　将水稻秸秆发酵液离心，弃上清，
加入盐酸和硝酸混合液，过滤，再用蒸馏水反复冲洗，将剩余

物转入培养皿，于１０５℃电热恒温鼓风干燥箱中烘干至恒质
量，称质量。按照公式计算失重率［８］。

失重率ω＝［（ｍ１－ｍ２）／ｍ０］×１００％。
其中，ｍ０为水稻秸秆初始质量（ｇ），ｍ１为培养皿与样品烘干
恒质量（ｇ），ｍ２为培养皿质量（ｇ）
１．４．６　菌系ＤＮＡ提取及ＰＣＲ－ＤＧＧＥ分析
１．４．６．１　菌系总ＤＮＡ提取及纯化　取原始样品以及滤纸和
水稻秸秆驯化中期、稳定期的发酵液为样品，置于离心管（样

液为１０ｍＬ），－２０℃冻存。按照吕新等报道的高盐法［６］提

取ＤＮＡ，得ＤＮＡ粗提液，取５μＬ作琼脂糖凝胶电泳检测，并
选用ＯＭＥＧＡ生物技术公司的琼脂糖凝胶回收试剂盒进行胶
回收，纯化ＤＮＡ。
１．４．６．２　菌系１６ＳｒＤＮＡＶ３可变区 ＰＣＲ扩增　用于 ＤＧＧＥ
电泳的 ＰＣＲ扩增产物引物序列为［９］３３８Ｆ（５′－ＣＧＣＣＣＧＣＣＧ
ＣＧＣＧＣＧＧＣＧＧＧＣＧＧＧＧＣＧＧＧＧＧＣＡＣＧＧＧＧＧＧＡＣＴＣＣＴＡＣＧＧ
ＧＡＧＧＣＡＧ－３′）和５１８Ｒ（５′－ＡＴＴＡＣＣＧＣＧＧＣＴＧＣＴＧＧ－３′）；
反应体系［１０］：模板 ＤＮＡ１μＬ，１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ，ｄＮＴＰ
（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）２μＬ，正反引物各０．５μＬ，５Ｕ／μＬＴａｑ聚合酶
０．２５μＬ，加双蒸水至２５μＬ；ＰＣＲ反应条件［１１］：９４℃预变性
１０ｍｉｎ；９４℃变性１ｍｉｎ，６５℃复性８ｍｉｎ，７２℃延伸２ｍｉｎ，共
４０次循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ，ＰＣＲ产物经１．５％琼脂糖凝胶
电泳进行检测。

１．４．６．３　变性梯度凝胶电泳　采用Ｂｉｏ－Ｒａｄ变性梯度凝胶
电泳对ＰＣＲ产物进行分离，丙烯酰胺凝胶浓度为８％，变性剂
梯度为３５％～６５％，电泳缓冲液为１×ＴＡＥ，上样量为３０μＬ
ＰＣＲ产物和１０μＬ６×溴酚蓝二甲苯氰溶液，在６０℃、６０Ｖ
条件下电泳１４ｈ。紫外凝胶成像系统分析结果，并对 ＤＧＧＥ
图谱上的优势条带和差异条带进行割胶回收，将其放入灭菌

的２００μＬ离心管中，加入２０μＬ灭菌的去离子水中，４℃放
置过夜。取２μＬＤＮＡ浸出液为模板进行 ＰＣＲ扩增，并再次
进行变性梯度凝胶电泳，对单一条带进行切胶回收及ＰＣＲ扩
增，扩增产物送交华大基因公司测序。

２　结果与分析

２．１　菌系驯化
将不同来源的６个样品在 ＰＣＳ培养基（滤纸）中驯化至

第５代，仅１号和３号样品滤纸条部分崩解，其他样品滤纸无
明显崩解现象。对１号和３号样品驯化至２３代，第７天１号
样品滤纸均崩解为片状，３号中滤纸断裂；第１０天１号滤纸
完全降解，菌液呈淡黄色，３号滤纸崩解为片状，表明随着驯
化代数的增加，样品中菌系对滤纸崩解能力逐渐增强。

２．２　菌系复筛
为得到能够快速稳定降解水稻秸秆的菌系，将菌系１和

菌系３在以水稻秸秆为唯一碳源的 ＰＣＳ培养基中定向驯化
培养，不同驯化代次ＣＭＣ酶活性与滤纸酶活性如图１所示。
１～２５代酶活性均逐渐提高，第２５代菌系１ＣＭＣ酶活性与滤
纸酶活性分别为５９．４、２９．３Ｕ／ｍＬ，较第１代提高了５９．７％、
６１．０％，菌系３为５０．２、２５．６Ｕ／ｍＬ，较第１代提高了４９．９％、
５６．１％，菌系１较菌系３高１８．３％、１４．５％，表明驯化培养对
提高菌系１酶活性效果明显，且菌系１酶活性强于菌系３。
杨冰从长期耕种的水稻田中筛选出水稻秸秆降解复合菌系

Ｉ－Ｄ，３７℃条件下培养２ｄ，ＣＭＣ酶活最高为２４．２Ｕ／ｍＬ［１２］。

　　由图２可见，在各代次驯化培养第７天时，１～２５代水稻
秸秆失重率逐渐增加，第２５代菌系１和菌系３秸秆失重率为
３９．３％、３１．０％，较第１代提高６２．４％、６２．３％，菌系１较菌系
３高２６．８％，表明菌系１对水稻秸秆降解能力强于菌系 ３。
刘甲峰等从免耕多年还田的土壤中驯化获得１组纤维素降解
菌系，第７天稻秸失重率为３０．０％［１３］。朱虹等从稻草堆底土

壤筛选的纤维素降解菌系第７天稻秸失重率为３９．６％［１４］。

２．３　ＤＧＧＥ监测菌系１群落结构
２．３．１　菌系１总ＤＮＡ提取　由于菌系１降解能力强于菌系
３，因此采用ＰＣＲ－ＤＧＧＥ技术对菌系１优势菌群变化动态进
行分析。总ＤＮＡ电泳结果见图３，各样品基因片段大小均约
为２３ｋｂ，５条主带清晰较亮，表明 ＤＮＡ完整性较好，但各条
带存在拖尾现象，且点样孔处均不同程度地发亮，说明样品中

含有未除去的蛋白质等杂质。以纯化后的总 ＤＮＡ为模板进
行ＰＣＲ扩增，扩增产物大小为 ２００ｂｐ左右，条带清晰单一
（图４），可用于ＤＧＧＥ分析。

—８５２— 江苏农业科学　２０１７年第４５卷第８期



２．３．２　菌系１菌群组成变化动态　ＤＧＧＥ图谱中１个条带
可能代表１种微生物，同时颜色相对较深的条带是优势菌，菌
系１不同时期条带的数目及颜色深浅存在差异，如图５所示，
在驯化过程中，微生物组成发生变化。原始样品共检测出１３
个主要条带，说明微生物多样性较丰富，条带２、４、５、６、７、１１、
１２、１３颜色较深，代表菌系的优势细菌。滤纸驯化过程中，条
带２、４、５、１１、１２、１３颜色持续变浅，对滤纸降解能力较弱，驯
化９代，与原始样品相比，条带１、８、９颜色变深，条带３、１０、１１
颜色深浅没有明显变化，第２３代条带３、６、７变深，条带１、３、
６、７、８、９代表的细菌成为优势菌，表明这些细菌逐渐适应滤

纸培养环境并趋于稳定，对滤纸降解能力较强。

水稻秸秆驯化培养１３代的样品检测出９个主要条带，菌
系微生物多样性减少。与滤纸驯化２３代相比，条带２、４、５代
表的细菌被淘汰，条带１、１０、１１、１２、１３深浅无明显变化，条带
３、６、７、８、９变浅，表明水稻秸秆驯化初期，菌系中微生物由于
未能适应碳源的变化，活性降低，当培养３３代时，条带１１消
失，条带１、３、６、７、８、９、１０较深，代表的细菌为优势细菌，说明
这些条带代表的细菌对水稻秸秆降解能力较强，共同组成一

个能稳定降解水稻秸秆的菌系。

ＤＧＧＥ图谱条带测序后与ＧｅｎＢａｎｋ数据库同源性比对结
果见表２，除条带４、５、１０、１１、１２、１３与某些不可培养微生物
相似外，其他各主要条带的近缘菌分别归属于多形拟杆菌属

（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓｓｐ．）、假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．）、梭菌属
（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｓｐ．）和Ｓｏｌｉｔａｌｅａｓｐ．。原始样品优势菌群为 Ｓｏｌｉ
ｔａｌｅａｓｐ．、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．和一些不可培养微生物，经滤纸驯
化优势菌群变化较大，演替为 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓｓｐ．、Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｓｐ．
和Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．，水稻秸秆驯化稳定期优势菌群包括 Ｂａｃ
ｔｅｒｏｉｄｅｓｓｐ．、Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｓｐ．、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．和 Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ
Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｓｐ．Ｃｌｏｎｅ３－２。

３　讨论

菌系１ＤＧＧＥ图谱中条带 １与多形拟杆菌（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ
ｔｈｅｔａｉｏｔａｏｍｉｃｒｏｎＶＰＩ－５４８２）同源率为９７％，驯化各时期均为
优势菌，多形拟杆菌是一种碳水化合物降解细菌，Ｋｉｍ等研究
发现ＢａｃｔｅｒｏｉｄｅｓｔｈｅｔａｉｏｔａｏｍｉｃｒｏｎＶＰＩ－５４８２含有１个编码糖
苷转移酶的基因，能够降解纤维素等多糖物质［１５］。条带３、６
序列与荧光假单胞菌（ＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓＰｆ０－１）相似性
达到９９％，条带 ７与铜绿假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ
ＰＡＯ１）相似性为１００％，在不同时期样品中均存在。目前已
有研究显示，荧光假单胞菌和铜绿假单胞菌均具有纤维素降

解能力，尹础等分离出１株产酶能力较强的纤维素降解菌，其
与荧光假单胞菌１６ＳｒＤＮＡ核苷酸同源率达到９９％以上［１６］。

李平等将筛选的５株细菌构建１组高效纤维素降解菌系，经
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表２　ＤＧＧＥ条带１６ｓｒＤＮＡ序列相似性分析

条带号 最相近菌种 ＧｅｎＢａｎｋ登录号 序列相似性（％）
１ ＢａｃｔｅｒｏｉｄｅｓｔｈｅｔａｉｏｔａｏｍｉｃｒｏｎＶＰＩ－５４８２ ＮＣ＿０１５８４４．１ ９７
２ Ｓｏｌｉｔａｌｅａｃａｎａｄｅｎｓｉｓ ＮＣ＿０１７７７０．１ ９７
３ ＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓＰｆ０－１ ＮＣ＿００７４９２．２ ９９
４ ＵｎｃｕｌｔｕｒｅｄＢａｃｔｅｒｉｕｍ ＡＭ５００８４５．１ ９７
５ ＵｎｃｕｌｔｕｒｅｄＢａｃｔｅｒｉｕｍｔｂｒ１－１０ ＡＦ２８０８２５．１ ９７
６ ＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓＰｆ０－１ ＮＣ＿００７４９２．２ ９９
７ ＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａＰＡＯ１ ＮＣ＿００２５１６．２ １００
８ Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｓｐ．ＡＰ８１ ＡＢ２７３７３０．１ ９７
９ ＣｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｃｅｌｌｕｌｏｌｙｔｉｃｕｍＨ１０ ＣＰ００１３４８．１ ９８
１０ ＵｎｃｕｌｔｕｒｅｄＣｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｓｐ．Ｃｌｏｎｅ３－２ ＡＹ８８３１０１ ９６
１１ ＵｎｃｕｌｔｕｒｅｄＣｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｓｐ．ＣｌｏｎｅＣＯ５－７２ ＧＱ２６５３１８ ９３
１２ ＵｎｃｕｌｔｕｒｅｄＢａｃｔｅｒｉｕｍｃｌｏｎｅＮｉｉｔｓｕ１４－３０ ＡＢ１８７８１１ ９５
１３ ＵｎｃｕｌｔｕｒｅｄＢａｃｔｅｒｉｕｍＲＳｂ４０ ＡＪ２８９２１５ ９８

１６ＳｒＤＮＡ序列测定分析有１株是铜绿假单胞菌［１７］。条带８
与 Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｓｐ．ＡＰ８１序列相似性为 ９７％，条带 ９与
ＣｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｃｅｌｌｕｌｏｌｙｔｉｃｕｍＨ１０同源率为９８％，均始终清晰。种
玉婷等筛选的木质纤维素降解复合菌系 ＬＺＦ－１２优势菌也
有条带８和条带９［８］。由此可知，菌系１由多种具有降解纤
维素能力的细菌组成，协同促进水稻秸秆的降解。

　　条带１０（ＵｎｃｕｌｔｕｒｅｄＣｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｓｐ．Ｃｌｏｎｅ３－２）、条带１２
（ＵｎｃｕｌｔｕｒｅｄＢａｃｔｅｒｉｕｍｃｌｏｎｅＮｉｉｔｓｕ１４－３０）和条带１３（Ｕｎｃｕｌ
ｔｕｒｅｄＢａｃｔｅｒｉｕｍＲＳｂ４０）在驯化进程中始终存在，其中条带１０
在水稻秸秆驯化３３代明显变深成为优势菌，推测在水稻秸秆
降解过程中具有一定的作用，但目前尚无这几种不可培养细

菌降解纤维素的报道，因此需要进一步的研究。

４　结论

本研究筛选的菌系１有较好的水稻秸秆降解能力，在水
稻秸秆驯化前２５代ＣＭＣ酶活性、滤纸酶活性和秸秆失重率
逐渐提高，２５代后由于菌系适应以水稻秸秆为碳源的培养条
件而趋于稳定。

利用ＰＣＲ－ＤＧＧＥ方法揭示该菌系优势菌群的变化动
态，经水稻秸秆驯化，菌系微生物组成多样性减少，优势菌群

由多种能够降解纤维素的细菌组成，为 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓｓｐ．、
Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｓｐ．、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．和 ＵｎｃｕｌｔｕｒｅｄＣｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｓｐ．
Ｃｌｏｎｅ３－２。
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