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纤维素降解菌的筛选与复合菌群的构建
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　　摘要：堆肥中的纤维素是制约堆肥进程的关键。通过对样品进行常温和高温多代驯化，获得４株高效纤维素降解
菌，其中２株常温菌ＢａｃｉｌｌｕｓａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓＬＺＮ０１、ＢａｃｉｌｌｕｓａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓＬＺＮ０２，２株高温菌 Ｂａｃｉｌｌｕｓｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ
ＬＺＮ０３、ＢａｃｉｌｌｕｓｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓＭＬＹ０。４株菌对滤纸均有降解能力，且常温菌复合菌系的滤纸崩解能力、滤纸酶活性与
ＣＭＣ酶活性分别为１０．８１％、０．１７Ｕ／ｍＬ与７．４１Ｕ／ｍＬ，高温菌复合菌系分别为５．６９％、０．１０Ｕ／ｍＬ与１２．６９Ｕ／ｍＬ。４
株菌间不存在拮抗效应，多数能够交叉生长，能够构建成为复合菌群。因此，这４株菌在构建纤维素复合菌群并应用
到堆肥体系中具有一定的前景。
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　　堆肥是畜禽废弃物无害化、资源化的有效手段，但其中高
含量的纤维素是制约堆肥进程的关键［１］，在堆肥过程中接种

纤维素降解菌，可以有效促进纤维素的分解，加速堆肥腐熟，

并提高堆肥的品质［２］。但单一菌株在堆肥中可发挥的作用

有限，筛选高效纤维素降解菌株并构建高效的堆肥菌系，是处

理畜禽废弃物的有效手段。构建不同功能的复合菌系可加速

堆肥发酵进程，因而受到广泛关注［３－４］。因此，本试验从腐殖

土和堆肥样品中分离筛选高效纤维素降解菌株，并构建高效

功能性复合菌系，为堆肥腐熟剂的研发提供参考。

１　材料与方法

１．１　试剂及仪器
试剂：羧甲基纤维素钠购于天津科密欧化学试剂有限公

司，其余试剂均为国产分析纯。

仪器：Ｔ６新世纪紫外可见分光光度计（北京普析通用仪
器有限责任公司）；Ｄ－３７５２０离心机（德国）；１００－２３０Ｖ纯
水系统（ＭＩＬＬＰＯＲＥ）。
１．２　培养基

羧甲基纤维素钠培养基：ＣＭＣ－Ｎａ２０ｇ，Ｎａ２ＨＰＯ４２．５ｇ，
ＫＨ２ＰＯ４１．５ｇ，蛋白胨 ２．５ｇ，琼脂 ２０ｇ，蒸馏水定容
至１０００ｍＬ。

刚果红培养基：Ｋ２ＨＰＯ４０．５ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．２５ｇ，
ＣＭＣ－Ｎａ１．８８ｇ，刚果红０．２ｇ，明胶２ｇ，琼脂２０ｇ，蒸馏水定
容至１０００ｍＬ。

滤纸条培养基：ＫＨ２ＰＯ４１．０ｇ，ＮａＣｌ０．１ｇ，ＮａＮＯ３２．５ｇ，
ＭｇＳＯ４０．３ｇ，ＦｅＣｌ３０．０１ｇ，ＣａＣｌ２０．１ｇ，滤纸条（１ｃｍ×６ｃｍ）
３条／三角瓶，蒸馏水定容至１０００ｍＬ。
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液体产酶发酵培养基：ＣＭＣ－Ｎａ７．５ｇ，大豆粉７．５ｇ，
ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ０．３ｇ，ＭｇＳＯ４·．７Ｈ２Ｏ０．２５ｇ，ＫＨ２ＰＯ４４ｇ，滤纸
２．５ｇ，蒸馏水１０００ｍＬ，１２１℃，灭菌２０ｍｉｎ。
１．３　样品来源

从扎龙自然保护区采集的腐殖土和黑龙江田雨绿色农业

工程有限公司的鸡粪堆肥中取样，并进行常温（３０℃）及高温
（５０℃）多代驯化，筛选常温、高温菌。
１．４　试验方法
１．４．１　菌株的筛选与纯化　取 ５ｇ驯化后的样品与水按
１∶１０比例混合，１３０ｒ／ｍｉｎ振荡１０ｍｉｎ，静置。取上清液稀释
涂布于刚果红培养基上，常温菌置于３０℃下培养；高温样品
于５０℃水浴３０ｍｉｎ后，取上清液进行稀释涂布，５０℃培养。
挑取透明圈清晰的菌株进行分离纯化，将所得到的菌株接入

滤纸条培养基中验证其对滤纸的分解情况。

１．４．２　滤纸崩解试验　设置单一菌株试验组、常温混合菌与
高温混合菌试验组，将各菌株组合的菌液按２％比例接入液
体选择培养基中，将各菌液按照２％比例接种于１００ｍＬ滤纸
条培养基中，常温菌３０℃、１３０ｒ／ｍｉｎ条件下振荡培养；高温
菌５０℃、１３０ｒ／ｍｉｎ条件下振荡培养，分别于培养２、４、６、８、
１０ｄ测定滤纸崩解情况。每个处理设置３次重复。
１．５　拮抗试验

采用划线法将筛选出的纤维素降解菌在羧甲基纤维素钠

培养基上进行画线，各线之间不相交，３０℃培养２４ｈ后观察
各菌株之间的拮抗作用。

１．６　不同菌株组合粗酶液制备与酶活性测定
设置单一菌株试验组、常温混合菌与高温混合菌试验组，

将各菌株组合的菌液按２％比例接入液体产酶发酵培养基
中，１３０ｒ／ｍｉｎ振荡培养，每隔 ２４ｈ取培养液 ２ｍＬ，４℃，
８０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，上清液作为粗酶液，采用３，５－二硝
基水杨酸法［５］（ＤＮＳ）测定酶液中还原糖含量，对照标准曲线
后测定滤纸酶（ＦＰａｓｅ）活性与羧甲基纤维素酶（ＣＭＣａｓｅ）活
性，酶活性单位参照国际单位规定定义，即在１ｍＬ体系中，
１ｍｉｎ内催化纤维素水解生成１μｍｏｌ葡萄糖所需的酶量为１
个酶活性单位（Ｕ／ｍＬ）。
１．７　菌株鉴定

采用形态学、生理生化及１６ＳｒＤＮＡ序列比对进行综合
鉴定，由上海美吉生物公司测序，测序结果在 ＧｅｎＢａｎｋ中进
行比对，用ＭＥＧＡ４．０软件进行序列比对与系统发育分析，并
建立系统进化树。

１．８　数据处理
采用Ｏｒｉｇｉｎ８．５软件进行数据统计分析与图表制作。

２　结果与分析

２．１　菌株分离纯化与功能的初步鉴定
分离纯化得到４株纤维素降解能力较强的菌株，包含２

株常温菌株（ＬＺＮ０１、ＬＺＮ０２）与 ２株高温菌株（ＬＺＮ０３、
ＭＬＹ０１）。ＬＺＮ０１菌落为乳白色偏黄、圆形，边缘不规则，表
面褶皱隆起，革兰氏阳性，杆状，可形成芽孢；ＬＺＮ０２菌落形态
为白色，表面呈紧密状，干燥，革兰氏阳性，与培养基结合紧密

不易挑取；ＬＺＮ０３、ＭＬＹ０１菌落为乳白色偏黄，ＬＺＮ０３菌落圆
形，革兰氏阳性，细杆状；ＭＬＹ０１菌落扁平、边缘不整齐呈须

根状，表面粗糙褶皱，革兰氏阳性，细长杆状。从表１可知，透
明圈直径与菌落直径比值表现为 ＬＺＮ０１＞ＭＬＹ０１＞ＬＺＮ０３＞
ＬＺＮ０２。透明圈直径与菌落直径的比值大小可以初步判定纤
维素降解菌降解能力的大小，原则上其比值越大，对纤维素的

降解能力越强。

表１　纤维素降解菌株在刚果红培养基上透明圈大小

菌株
菌落直径

（ｍｍ）
透明圈直径

（ｍｍ） 透明圈直径／菌落直径

ＬＺＮ０１ ０．８０±０．１２ ５．３０±０．２１ ６．７７±０．９９
ＬＺＮ０２ ２．６３±０．１５ ６．５０±０．３７ ２．４８±０．０６
ＬＺＮ０３ １．８３±０．０４ ６．４３±０．１３ ３．５２±０．１３
ＭＬＹ０１ ２．２１±０．２３ ８．０４±０．８５ ３．６９±０．４９

２．２　菌株１６ＳｒＤＮＡ鉴定
通过１６ＳｒＤＮＡ测序和系统进化树的同源性进行比较分

析（图 １）可知，ＬＺＮ０１与 ＬＺＮ０２同为解淀粉芽孢杆菌
（Ｂａｃｉｌｌｕｓａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ），亲缘关系稍远，鉴定结果不是同
一菌株；而 ＬＺＮ０３与 ＭＬＹ０１为地衣芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ），亲缘关系较近，形态学与镜检结果不同，初步鉴
定２株菌并非同一菌株。
２．３　滤纸条崩解试验

由图２可知，４株菌对滤纸均有一定的降解能力，其中常
温菌ＬＺＮ０２的降解能力较强，培养１０ｄ时可降解１９．１１％的
滤纸，而复合菌系可降解１０．８１％的滤纸；耐高温菌复合菌系
降解１０ｄ时可降解５．６９％的滤纸。高温复合菌系的滤纸崩
解能力高于单一菌株，说明构建高温菌复合菌系可以提高菌

系的滤纸降解能力，而常温菌复合菌系的滤纸降解率低于单

一菌株ＬＺＮ０２。
２．４　常温菌滤纸酶活性与ＣＭＣ酶活性

滤纸酶活性大致可以反映纤维素酶的３种酶（Ｃ１酶、Ｃｘ
酶与葡萄糖糖苷酶）之间的协同作用，而 ＣＭＣ酶活性则仅反
映纤维素酶内切β－１，４－葡聚糖的活性，酶液与底物ＣＭＣ－
Ｎａ的结合较强，故 ＣＭＣ酶活性远大于滤纸酶活性。试验结
果表明，在整个培养周期内，复合菌系的滤纸酶活与 ＣＭＣ酶
活大多高于单一菌株，复合菌系在培养６ｄ时有最大滤纸酶
活性（０．１７Ｕ／ｍＬ）与ＣＭＣ酶活性（７．４１Ｕ／ｍＬ），但与ＬＺＮ０２
相比，酶活增加不明显，也进一步证实 ＬＺＮ０２可能与 ＬＺＮ０１
存在空间或营养的竞争（图３）。
２．５　高温菌滤纸酶活性与ＣＭＣ酶活性

由图４可知，复合菌系的滤纸酶活性在培养５ｄ达到最
大（０．１０Ｕ／ｍＬ），酶活力稍高于单一菌株；而复合菌系的
ＣＭＣ酶活与单一菌株相比，变化幅度较大，在培养４ｄ达到最
大（１２．７０Ｕ／ｍＬ）。ＣＭＣ酶活性变化大，说明复合菌系内切
β－１，４－葡聚糖的活性较强，并且与常温组相比，高温组 ２
株菌均为细菌，生长速度较快且２株菌之间存在协同作用。
２．６　菌株间的拮抗作用

由表２可看出，ＬＺＮ０１与 ＬＺＮ０３、ＭＬＹ０１间无明显的拮
抗作用，但不能交叉生长；ＬＺＮ０２与 ＬＺＮ０１、ＬＺＮ０３和 ＭＬＹ０１
无拮抗可以交叉生长；ＬＺＮ０３和 ＭＬＹ０１无拮抗可以交叉生
长。常温菌株的最适生长温度为３５℃，高温菌株的最适生长
温度为４５℃，结合堆肥过程中温度的变化特征，这４株菌完
全具备构建符合菌群的条件。
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３　讨论

本试验通过对样品进行常温和高温多代驯化，得到４株
高效纤维素降解菌，包括常温菌 Ｂ．ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓＬＺＮ０１、
Ｂ．ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓＬＺＮ０２，高温菌Ｂ．ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓＬＺＮ０３、Ｂ．

ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓＭＬＹ０１。解淀粉芽孢杆菌与地衣芽孢杆菌是重
要的生防微生物资源［６］，芽孢杆菌在自然界中的分布十分广

泛，可产生多种抗菌物质且对人畜无害，对环境友好，因而备

受 国 内 外 植 物 与 环 境 专 家 的 关 注［７］。 Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ已在美国作为杀菌剂进行了登记，用于防治
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表２　纤维素降解菌株之间的拮抗活性

菌株 ＬＺＮ０１ ＬＺＮ０２ ＬＺＮ０３ ＭＬＹ０１
ＬＺＮ０１ ＋＋ ＋ ＋
ＬＺＮ０２ ＋＋ ＋＋ ＋＋
ＬＺＮ０３ ＋ ＋＋ ＋＋
ＭＬＹ０１ ＋ ＋＋ ＋＋

　　注：“＋”表示菌株间无明显拮抗作用但不能交叉生长；“＋＋”表
示菌株间无拮抗作用，可以交叉生长。

土传的丝核菌和镰刀菌；可促进植物生长，并作为植物生长调

节剂进行了登记；我国利用枯草芽孢杆菌防治植物病害的应

用研究也达到了世界先进水平，现已开发出一批生防作用优

良的枯草芽孢杆菌菌株；芽孢杆菌因具有芽孢，因此同时具有

耐高温、耐酸碱等特性，在堆肥的整个时期内均为优势菌群，

起着重要作用，并且芽孢杆菌也对堆体的升温有促进

作用［８］。

分别对筛选得到的４株菌进行滤纸降解能力以及酶活性
的测定，结果显示，供试菌株对滤纸有一定的降解能力，其中

ＬＺＮ０２的降解能力最强。单一的细菌、真菌和放线菌尽管活
性较高，但在加速堆肥化进程中的效果却不如复合微生物菌

群的共同作用明显，自然界中木质素、纤维素的降解是真菌、

细菌及相应微生物群落共同作用的结果［９］，因而复合菌系具

有更高的应用价值。而酶活性测定结果显示，无论是常温复

合菌系还是高温复合菌系，其 ＣＭＣ酶活性与单一菌株相比，
变化幅度较大，而滤纸酶活性的增加则不明显，说明微生物对

不同底物的降解能力和适应性存在差异，并且细菌和真菌降

解纤维素的机理不同，真菌主要靠分泌多种胞外酶对纤维素

进行降解，而大多数细菌的纤维素降解则是通过细胞胞外酶

进行的，须要附着在纤维素表面上才能将其降解［１０］。崔宗均

等利用酸碱互补的原则驯化得到高效复合菌系 ＭＣ１［１１］。崔
诗法等从枯枝落叶中分离到１组由平板可分离细菌和难培养
细菌组成的纤维素分解复合菌系 Ｓｔ－１３［１２］。本试验通过常
温以及高温的多代驯化，得到的菌株更符合堆肥不同阶段温

度特性，并且４株菌也是堆肥体系各时期均可存在的优势菌
株，因此应用更为广泛。同时，本研究所构建的复合菌系只有

４株菌组成，生产工序简单，质量容易控制，且均为环境友好
型菌株，在实际生产应用中操作性强，应用价值较高。

４　结论

本试验通过对样品进行常温和高温多代驯化，得到４株
高效纤维素降解菌，常温菌（ＬＺＮ０１、ＬＺＮ０２）为解淀粉芽孢杆
菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓａｍｙｌｏｌｉｑｕｅｆａｃｉｅｎｓ），高温菌（ＬＺＮ０３、ＭＬＹ０１）为地
衣芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ）。高温菌复合菌系的滤纸
崩解能力在培养５ｄ时高于单一菌株，且各菌株间不存在拮
抗效应，因此，这几株菌在构建纤维素复合菌群方面具有广泛

的应用前景。
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