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　　摘要：以水稻秸秆为试验对象，采用ＤＮＳ（３，５－二硝基水杨酸）显色法测定了添加腐秆剂后腐解的水稻秸秆中纤
维素酶和半纤维素酶的活力，使用稀释平板计数法计算了细菌、真菌和放线菌等微生物的数量，采用差重法测定了纤

维素、半纤维素和木质素的含量，通过傅里叶变换红外光谱法对腐解前后的秸秆样品进行表征分析。结果表明，添加

腐秆剂后，秸秆中木质纤维素三组分在腐解过程中发生分解，酚类物质转化成醌类物质；蛋白质和氨基酸分解后生成

酰胺类化合物、硝酸盐和铵盐。腐秆剂的添加对纤维素酶和半纤维素酶的活性有显著提高作用，对不同时期细菌、真

菌和放线菌数量的增长有重要影响，纤维素、半纤维素和木质素的降解率均有所提高。
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　　秸秆通常指的是农作物在收获籽实后剩余的茎叶部分，
数量巨大，并随着粮食产量的加大而逐年增长。由于秸秆数

量巨大，腐解速率缓慢，携带病菌，而且秸秆难消化、蛋白质含

量低、木质素和硅含量较高，不适合做动物饲料，因此如何处

理这些数量巨大的秸秆成为目前一大难题。很多国家通常直

接将秸秆进行焚烧处理，这又产生了严重的环境污染问题，并

且对公众健康产生了威胁。因此，作为丰富的可再生资源，秸

秆的合理开发和利用对全球能源危机的缓解和环境污染的改

善有着重要的意义。秸秆中含有大量的有机质和微量元素，

将其作为还田肥料可以有效地提高土壤肥力，对改善我国养分

失调的土壤有着深远的意义。目前，秸秆还田技术在发达国家

已经十分成熟，普及率相对较高，并且获得了不错的效果［１］。

正常条件下，秸秆腐解速率缓慢，养分释放量低。还田时施用

腐秆剂可以有效增加微生物数量，加速秸秆腐解，提高养分释

放量，并且对农作物产量的增加有显著促进效果［２］。

秸秆主要由植物的细胞壁物质即木质素、纤维素和半纤

维素构成，这３种物质通过化学键相互紧贴在一起，形成一种
稳定的结构，导致秸秆很难被降解。自然界中的微生物种类

繁多，其中不乏一些能将纤维素、半纤维素和木质素降解的种

类，这些微生物代谢所产生的一系列酶能将秸秆粗纤维中的

纤维素、半纤维素和木质素等大分子碳水化合物降解为低分

子的单糖或多糖［３］。但是单一菌种分泌的酶系有限，秸秆很

难在１种菌种下完全降解，需要多种微生物产生多种酶系来
协同完成降解［４］。腐秆剂是一种高效的微生物制剂［５］，其中

富含各种能分解细胞壁木质纤维素结构的微生物［６］，能很好

地对秸秆进行降解。傅里叶变换红外光谱法（ＦＴＩＲ）具有无
损、快速、灵敏度高等特点，近年来被广泛用于农作物秸秆腐

解研究。本试验采用傅里叶变换红外光谱法，通过测定添加

腐秆剂后水稻秸秆样品中纤维素酶、半纤维素酶的活性，微生

物的数量以及木质纤维素三组分的含量，探讨了腐秆剂快速

分解水稻秸秆的生物化学机制。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验所选取的秸秆来自江西省南昌市新建县某稻田，属

于第二季水稻的秸秆，采用抽选的方法从一片稻田的水稻中

抽取适量作为研究对象。将新鲜水稻秸秆放置在阳光下自然

风干半个月，风干后将秸秆剪至５ｃｍ左右，用多功能粉碎机
将其粉碎，过４０目筛，放置在干燥箱中，１０５℃下烘干备用。
试验所用腐秆剂包括特定的细菌、真菌和放线菌组合，由上海

联业农业科技有限公司提供。

主要试剂：无水醋酸钠、冰醋酸、３，５－二硝基水杨酸、木
糖、四水合酒石酸钾钠、重蒸苯酚、无水亚硫酸钠、木聚糖、无

水葡萄糖、羧甲基纤维素钠、二水合乙二胺四乙酸二钠、十水

合硼酸钠、十二烷基硫酸钠、乙二醇乙醚、无水磷酸氢二钠，分

析纯，均由国药集团化学股份有限公司提供。

主要仪器：ＤＺ－２ＢＣⅡ型真空干燥箱（天津泰斯特仪器有限
公司）、ＮｉｃｏｌｅｔＩＳ５型傅里叶变换红外光谱仪（赛默飞世尔科技
有限公司）、ＳＸＬ－１２１６型程控箱式电炉（马弗炉）（杭州市卓
驰仪器有限公司）、７２１型分光光度计（天津冠泽科技有限公
司）、ＳＨＡ－Ｂ型恒温水浴振荡器（常州国华电器有限公司）。
１．２　试验设计

试验通过测定被腐秆剂腐解的水稻秸秆中纤维素酶活性

和半纤维素酶活性，细菌、真菌和放线菌数量的变化和木质纤

维素三组分含量的变化，再加以空白对照，分析腐秆剂在加速
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水稻秸秆腐解过程中的影响和作用途径。在一系列容量为

２５０ｍＬ的锥形瓶中加入５ｇ秸秆样品，然后加入０．０５ｇ腐秆
剂、１ｍＬ尿素溶液（５０ｇ／Ｌ）和 ｐＨ值为７的水。用保鲜膜封
口，放入恒温箱中，３０℃下培养。每隔３ｄ取出１个样品，１ｇ
用于酶活力的测定，１ｇ用于微生物数量的测定。剩下的样品
在１０５℃下干燥，测含水量，用于样品干质量计算，干燥后的
样品用于木质纤维素三组分的测定和红外光谱分析。

１．３　分析方法
１．３．１　纤维素酶活力的测定　纤维素酶活力的测定采用
ＤＮＳ（３，５－二硝基水杨酸）显色法［７］，主要检测内切葡聚

糖酶。

待测酶液的制备：准确称取１ｇ秸秆样品于１００ｍＬ锥形
瓶中，加醋酸－醋酸钠缓冲液２０ｍＬ，放入摇床中２００ｒ／ｍｉｎ
浸提１ｈ。浸提完毕后略静置，将上清液置于离心管中，在
１００００ｒ／ｍｉｎ下离心１０ｍｉｎ。离心后的上清液根据酶活力大
小，稀释至适当浓度，即为待测酶液。

样品的测定：取１％ ＣＭＣ溶液３ｍＬ和待测酶液１ｍＬ于
试管中，置于恒温水浴锅中 ５０℃下糖化 ３０ｍｉｎ；空白样取
１％ ＣＭＣ溶液 ３ｍＬ和待测酶液 １ｍＬ于试管中，沸水浴
１０ｍｉｎ使酶失活，再置于恒温水浴锅中５０℃下糖化３０ｍｉｎ。
糖化后立即沸水浴煮１０ｍｉｎ使酶失活，得糖化液，冷却后加
入３ｍＬＤＮＳ试剂，再沸水浴１０ｍｉｎ，冷却后用２５ｍＬ容量瓶
加水定容。空白样用于调零，用分光光度计测样品在波长为

５５０ｎｍ下的吸光度。本试验以１ｍｉｎ内生成１μｇ葡萄糖量
所需的酶量定义为１个酶活单位（Ｕ），计算公式如下：

ＣＭＣ酶活力＝Ｃ×Ｎ×１０００ｔ×Ｖ×ｍ 。 （１）

式中：Ｃ表示测得的葡萄糖浓度，ｍｇ／ｍＬ；Ｎ表示酶液稀释总
倍数；ｔ表示反应时间，ｍｉｎ；Ｖ表示样品的体积，ｍＬ；ｍ表示样
品干质量，ｇ。
１．３．２　半纤维素酶活力的测定　半纤维素酶活力的测定同
样采用ＤＮＳ（３，５－二硝基水杨酸）显色法，主要检测木聚糖
酶活力。取１％木聚糖溶液３ｍＬ和待测酶液１ｍＬ于试管
中，置于恒温水浴锅中５０℃下糖化６０ｍｉｎ；空白样取１％木
聚糖溶液３ｍＬ和待测酶液１ｍＬ于试管中，沸水浴１０ｍｉｎ使
酶失活，再置于恒温水浴锅中５０℃下糖化３０ｍｉｎ。糖化后立
即于沸水浴中煮 １０ｍｉｎ使酶失活，得糖化液，冷却后加入
３ｍＬＤＮＳ试剂，再沸水浴１０ｍｉｎ，冷却后用２５ｍＬ容量瓶加
水定容。空白样用于调零，用分光光度计测样品在波长为

５５０ｎｍ下的吸光度。本试验以１ｍｉｎ内生成１μｇ木糖量所
需的酶量定义为１个酶活单位（Ｕ），计算公式如下：

木聚糖酶活力＝Ｃ×Ｎ×１０００ｔ×Ｖ×ｍ 。 （２）

式中：Ｃ表示测得的木糖浓度，ｍｇ／ｍＬ；Ｎ表示酶液稀释总倍
数；ｔ表示反应时间，ｍｉｎ；Ｖ表示样品的体积，ｍＬ；ｍ表示样品
干质量，ｇ。
１．３．３　微生物群落的演替　用稀释平板计数方法［６］分别计

算细菌、真菌和放线菌的数量。称取 １ｇ秸秆样品置于
２５０ｍＬ锥形瓶中，加入９９ｍＬ水，置于摇床中振荡５ｍｉｎ使秸
秆样品均匀分散在稀释液中成为稻秆粉末悬液。将悬浊液逐

级稀释得到不同稀释度的溶液，待测。

１．３．４　木质纤维素三组分的测定　秸秆样品中纤维素、半纤
维素和木质素的测定采用差重法［８］。准确称取１ｇ干燥后的
秸秆样品于２５０ｍＬ锥形瓶中，加入１００ｍＬ中性洗涤剂，置于
恒温锅中１００℃下油浴１ｈ，用热水洗涤至无中性洗涤剂，再
用丙酮洗涤２次，将残渣置于干燥箱内１０５℃干燥至恒质量
ｍ１（ｇ）；将残渣转移至２５０ｍＬ锥形瓶内，加入７０ｍＬ２ｍｏｌ／Ｌ
盐酸，置于恒温锅中１００℃下油浴１ｈ，用水洗涤至中性，再依
次用适量的９５％乙醇、无水乙醇、丙酮洗涤２次，将残渣于干
燥箱中１０５℃下干燥至恒质量ｍ２（ｇ）；将残渣转移至２５０ｍＬ
锥形瓶内，加入１０ｍＬ质量分数为７２％的冷硫酸，室温降解
４ｈ后加９０ｍＬ水，２４ｈ后用水洗涤残渣至ｐＨ值为６．５，１０５℃
干燥至恒质量ｍ３；将残渣置于坩埚中，于马弗炉中５５０℃下
灼烧４ｈ，剩余质量ｍ４。计算三组分含量，公式如下：

纤维素含量＝
ｍ２－ｍ３
ｍ０

×１００％； （３）

半纤维素含量＝
ｍ１－ｍ２
ｍ０

×１００％； （４）

木质素含量＝
ｍ３－ｍ４
ｍ０

×１００％。 （５）

式中：ｍ０表示秸秆初始质量，ｇ。

２　结果与讨论

２．１　腐解前后秸秆样品红外光谱分析
秸秆样品腐解前后的红外谱图如图１所示。

　　对比秸秆样品腐解前后的红外谱图可知，腐解后的秸秆
样品在３３００～３５００ｃｍ－１处的吸收峰强度比腐解前的明显
减弱，这表明秸秆腐解后所含酚羟基或者醇羟基有所减少，根

据吸收峰的归属分析，这主要是秸秆中纤维素被降解，其中的

羟基含量降低；２９２０ｃｍ－１处吸收峰减弱，说明腐解后秸秆中
的碳水化合物和脂肪族化合物被降解，导致部分甲基和亚甲

基被降解；１６１０ｃｍ－１处吸收峰强度减弱，表示有机羧酸被降
解，含量减少；１５２０ｃｍ－１处吸收峰强度略有减弱，说明酰胺
中的Ｎ—Ｈ键被破坏，这表示氨基酸被分解；１４３０ｃｍ－１处吸
收峰的强度有所减弱，这表明秸秆中的脂肪族化合物、木质素

以及碳水化合物被降解［９］。１３８０ｃｍ－１处吸收峰强度减弱，
说明脂肪类化合物被大量分解，氨基的含量大量减少；

１３２０ｃｍ－１处吸收峰的强度减弱，说明木质素被降解，Ｃ—Ｏ
键减少；１２３０ｃｍ－１处吸收峰强度减弱，说明纤维素被降解，
含量降低，Ｃ—Ｏ键、Ｓｉ—Ｏ键减少。
２．２　腐秆剂对水稻秸秆腐解过程中酶的影响

腐解过程是微生物将复杂有机化合物转化成简单有机化
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合物和无机物的过程，其中的关键物质就是微生物产生的水

解酶，腐解反应矿化进程和强度都由酶的活性直接反映［１０］。

ＣＭＣ酶和木聚糖酶都是水解酶的一种，在腐解过程中起着重
要的作用。试验所得腐解过程中 ＣＭＣ酶和木聚糖酶的变化
曲线见图２、图３。

　　从图２可以看出，添加腐秆剂的秸秆样品中ＣＭＣ酶活在
腐解前期上升迅速，１６ｄ出现最高酶活９．０１Ｕ／ｇ，之后酶活
开始急速降低。空白样中的酶活上升缓慢，１６ｄ出现最高酶
活５．６２Ｕ／ｇ，之后酶活缓慢下降。由图３可知，添加腐秆剂的
秸秆样品中木聚糖酶的活性变化趋势与ＣＭＣ酶相似，为先升
高后下降，最高酶活出现在１６ｄ，为１２．２５Ｕ／ｇ。空白样中木
聚糖酶活的变化趋势较缓慢，最高酶活出现在 １６ｄ，为
７．９６Ｕ／ｇ。因此，无论是ＣＭＣ酶活还是木聚糖酶活都随着腐
解进程先升高后下降，造成这样的原因可能是腐解前期营养

物质充足，微生物代谢旺盛，产酶能力强；而随着时间增长，营

养物质开始供应不足，微生物产酶能力降低。添加腐秆剂后

的样品中ＣＭＣ酶和木聚糖酶的最高酶活和平均酶活都明显
高于空白样，说明添加腐秆剂能够显著提高水稻秸秆腐解各

个阶段的 ＣＭＣ酶活和木聚糖酶活［１１］，从而促进纤维素和半

纤维素的快速降解。

２．３　腐秆剂对水稻秸秆腐解过程中微生物数量的影响
微生物代谢在水稻秸秆腐解过程中起着重要作用，因此，

对腐解过程中微生物数量变化进行分析十分必要。本试验测

得的腐解过程中微生物变化曲线见图４、图５、图６。
　　从图４可以看出，添加腐秆剂的秸秆样品在整个腐解阶
段的细菌数量都高于空白样，这说明腐秆剂在整个腐解过程

中都促进了细菌生长。从图５可以看出，添加腐秆剂的秸秆
样品的真菌数量在腐解开始时略高于空白样，１２ｄ后数量优
势开始变得越来越明显，这说明了腐秆剂对腐解过程中真菌

数量的提升主要体现在腐解后期。从图６可以看出，添加腐

秆剂的样品中放线菌数量在腐解前期就有一定的优势，虽然

在４～８ｄ优势开始缩小，但８ｄ后优势又开始扩大，并持续保
持一定优势，这说明腐秆剂对整个腐解过程中放线菌的数量

有一定的促进作用［１２］。

２．４　腐秆剂对水稻秸秆腐解过程中木质纤维素三组分降解
的影响

纤维素、半纤维素和木质素是水稻秸秆的主要成分，对腐

解过程中纤维素、半纤维素和木质素的降解进行分析是很有

必要的。本试验所得腐解过程中木质纤维素三组分降解动态

见图７、图８、图９。
　　从图７可以看出，无论是否添加腐秆剂，秸秆样品腐解过
程中纤维素的降解速率都是先慢后加快再变慢。这是因为在

细胞壁结构中，纤维素被木质素和半纤维素紧紧缠绕，很难降

解；但随着腐解的进行，半纤维素和木质素被部分降解，被包

裹的纤维素渐渐裸露出来，降解速度开始加快；腐解后期由于

营养物质不足导致微生物产酶下降［１３］，导致降解速率下降。

这与腐解过程中ＣＭＣ酶动态反映的结果基本一致。添加腐
秆剂的样品腐解２４ｄ纤维素的降解率为３５．２４％，比空白样
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高出了９．４百分点，说明了腐秆剂的添加在一定程度上促进
了纤维素的降解。从图８可以看出，腐解过程中半纤维素在
腐解前期就表现出了较快的降解速率，但随着时间增长腐解

速率开始下降，这与腐解过程中木聚糖酶动态变化反映的情

况基本一致。腐解２４ｄ，添加腐秆剂的样品半纤维素降解率
为 ３８．３６％，比空白样高出了１２．８８百分点，说明腐秆剂的添
加在一定程度上促进了半纤维素的降解。从图９可以看出，
在腐解前８ｄ添加腐秆剂的样品中木质素降解率与空白样之
间并没有明显差异，８ｄ后才表现出更强的降解能力。腐解
２４ｄ添加腐秆剂的样品中木质素降解率仅为１４．３５％，但比
空白样高出了５．１４百分点，这说明了虽然腐秆剂的添加促进
了木质素的降解，但降解率还是相对较低。

３　结论

本试验通过测定被腐秆剂腐解的水稻秸秆中纤维素酶、

半纤维素酶的活性，微生物的数量以及木质纤维素三组分的

含量，并对比腐解前后秸秆样品的红外光谱图，探究了腐秆剂

快速分解水稻秸秆的机制，所得结果有：对比腐解前后秸秆的

红外谱图发现，腐解后的秸秆中纤维素、半纤维素和木质素等

碳水化合物发生分解，使羟基和亚甲基基团减少，同时也表明

酚类化合物被氧化成醌类物质；秸秆中的蛋白质和氨基酸分

解后生成酰胺类化合物、硝酸盐和铵盐。腐秆剂的添加能显

著提升水稻秸秆腐解过程中ＣＭＣ酶和木聚糖酶的活性，并且
酶的活性都随着时间的增长先升高后降低。腐秆剂中的微生

物组合能根据水稻秸秆腐解的不同阶段起到不同的作用来影

响降解过程。腐秆剂的添加能促进水稻秸秆腐解过程中纤维

素、半纤维素和木质素的降解，但木质素降解率相对较低。此

外，秸秆中各活性成分的降解速率和降解百分比还有待提高，

腐秆剂的最佳腐解条件还需进一步研究。
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