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　　摘要：以长有子实体的腐木和长期堆积的竹枝为材料，从中分离并筛选出１株能有效降解木质素的菌株，命名为
ＢＰ０１。通过形态观察、生理生化及１６ＳｒＤＮＡ序列分析对菌株进行鉴定，结果显示，菌株ＢＰ０１在系统发育树上与类芽
孢杆菌Ｂ５３８（Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓｘｉｎｊｉａｎｇｅｎｓｉｓ）聚集在同一个分支中，属于类芽孢杆菌属。产酶特性结果表明，菌株 ＢＰ０１在
碳源（葡萄糖）１５ｇ／Ｌ、氮源（酵母粉）６ｇ／Ｌ、温度为３７℃、ｐＨ值７．０、装液量１００ｍＬ／２５０ｍＬ条件下培养７２ｈ，其产过
氧化物酶（Ｌｉｐ）活性达到最高，为６．４７Ｕ／ｍＬ。本结果将为深入研究木质素的生物降解及其开发利用提供参考依据。
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　　木质素（ｌｉｇｎｉｎ）是一种广泛存在于植物体中的、无定形
的、分子结构中含有氧代苯丙醇或其衍生物结构单元的芳香

性高聚物，是由松柏醇、香豆素、芥子醇３种醇单体通过羟基
或甲氧基取代的苯丙烷单体经无序聚合而成的三维复杂结

构［１］。木质素主要填充于纤维素构架中，以增强植物体的机

械强度，避免生物侵害和水的侵蚀，具有抗菌、抗氧化、抗吸收

紫外线和阻燃等功能，同时具有较高的稳定性，因而自然降解

速率缓慢。在木本植物中，木质素含量仅次于纤维素，是世界

上第２位最丰富的有机物。
我国是秸秆资源最丰富的国家之一。据报道，我国农作

物秸秆年产量为６亿 ～７亿 ｔ，约占世界总产量的１／３。木质
纤维素是农作物秸秆的主要成分，也是地球上数量最大的可

再生能源物质。植物体内木质素将纤维素紧紧包围，一般的

微生物很难进入，因此很难分解纤维素，进而导致秸秆资源开

发利用困难［２］。数据表明，造纸工业每年要从植物中分离出

约１．４亿ｔ纤维素，同时得到 ５０００万 ｔ左右的木质素副产
品，但超过９５％的木质素以“黑液”直接排入江河或浓缩直接
烧掉，不符合建设节约型经济体系的思路。木质素的科学利

用决定木质素经济效益的可持续发展。现今，环境污染和资

源匮乏等问题不断深化，天然高分子所具有的可再生、可降解

等性质也日益受到重视。因此，木质素的高效降解成为国内

外的研究热点。

国内外已有的降解方法包括物理降解、化学降解、物理－
化学降解、物理－生物降解、物理－化学－生物降解以及生物

降解［３］。其中，生物降解法使用最多且效果最明显。降解木

质素的微生物主要是真菌、细菌和放线菌，其中真菌占主导作

用［４－５］。木质素降解酶的研究主要集中在白腐菌酶系，最为

重要的酶有 ３种，即木质素过氧化物酶（ｌｉｇｎｉｎｐｅｒｏｘｉｄａｓｅｓ，
Ｌｉｐ）、锰依赖过氧化物酶（ｍａｎｇａｎｅｓｅｐｅｒｘｉｄａｓｅｓ，Ｍｎｐ）和漆酶
（ｌａｃｃａｓｅ）［６］。目前，白腐真菌是唯一已知的在纯培养条件下
可将木质素彻底分解的微生物，它能分泌胞外氧化酶来降解

木质素，其降解木质素的能力优于分解纤维素的能力，被认为

是迄今最有价值的木质素降解微生物。其类属中的虫拟蜡菌

（Ｃｅｒｉｐｏｒｉｏｐｓｉｓｓｕｂｖｅｒｍｉｓｐｏｒａ）［７］、产芽孢木质素降解菌 ＭＮ－
８［８］、高温木质素降解菌（ＧｅｏｂａｃｉｌｌｕｓｃａｌｄｏｘｙｌｏｓｉｌｙｔｉｃｕｓＪ１６）［９］

和绿色木霉Ｂａｘ［１０］等菌对木质素的降解具有较强的选择性。
国内外已有许多关于白腐菌筛选及其降解木质素的研究，但

因筛选方法具有局限性，造成优良菌株漏筛甚至错筛，不利于

寻找新的木质素高效降解菌株［１０］。且在研究过程中大多数

白腐菌在降解木质素时选择性较差，所以分离筛选优良木质

素降解菌及其优化发酵条件提高酶活性具有重要的现实

意义。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　样品来源　校园周边竹林地表土壤、地表下５ｃｍ土
壤及长有子实体的腐木。

１．１．２　培养基　初筛培养基：Ｋ２ＨＰＯ４０．５ｇ、ＫＨ２ＰＯ４０．５ｇ、
ＮａＣｌ０．２ｇ、ＮＨ４ＮＯ３１．０ｇ、ＭｇＳＯ４０．２ｇ、ＣａＣｌ２０．２ｇ、ＦｅＳＯ４·
７Ｈ２Ｏ０．０１ｇ、ＭｎＳＯ４·Ｈ２Ｏ微量、竹粉１０ｇ（鲜竹磨粉，过４０
目筛，６５℃烘 １６ｈ）、琼脂粉 ２０ｇ，加蒸馏水定溶至 １Ｌ，
１２１℃ 高压灭菌２０ｍｉｎ，倒平板，备用。

复筛培养基１：马铃薯２００ｇ、酵母粉１５～２０ｇ、蛋白胨５
ｇ、葡萄糖１０ｇ、氯化钠５ｇ、愈创木酚０．２ｍＬ，蒸馏水定容到
１Ｌ，ｐＨ值为７．０，琼脂粉２０ｇ，１２１℃高压灭菌２０ｍｉｎ，倒平
板，备用。

复筛培养基２：马铃薯 ２００ｇ、酵母粉 １５～２０ｇ、蛋白胨
５ｇ、葡萄糖１０ｇ、氯化钠５ｇ、苯胺兰０．１ｇ，蒸馏水定容到１Ｌ，
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ｐＨ值为７．０，琼脂粉２０ｇ，１２１℃高压灭菌２０ｍｉｎ，倒平板，
备用。

产酶发酵培养基：Ｋ２ＨＰＯ４２ｇ、（ＮＨ４）２ＳＯ４２ｇ、ＭｇＳＯ４·
７Ｈ２Ｏ０．３ｇ、木质素１０ｇ，ｐＨ值６．０，蒸馏水定容到１Ｌ。
１．２　试验方法
１．２．１　初筛　将采集的样品各称取１ｇ于１０ｍＬ生理盐水
中洗涤，取洗涤液，共得到５种待用样品。将上述１～５菌液
分别进行梯度稀释１０－３～１０－６并涂布于初筛培养基上，每个
平板涂布１００μＬ。将上述得到的菌落挑于复合营养初筛培
养基中，３０℃恒温培养箱培养，逐次分离直到得到单菌落，将
分离纯化出的菌株保存、备用。

１．２．２　复筛　将初筛得到的单菌落，用灭过菌的牙签挑取，
并分别接种于上述复筛培养基１平板中和复筛培养基２平板
中，根据培养基产生的现象筛选出菌株。

１．２．３　酶活性的测定
１．２．３．１　木质素过氧化物酶活性测定　选用藜芦醇作为底
物，反应体系如下：１２５ｍｍｏｌ／Ｌ酒石酸钠缓冲液（ｐＨ值为
３０）３．２ｍＬ，１０ｍｍｏｌ／Ｌ藜芦醇０．１ｍＬ，酶液０．６ｍＬ，加入
１０ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２溶液０．１ｍＬ启动反应，测反应最初３ｍｉｎ内
３１０ｎｍ处Ｄ值的变化。以煮沸灭活１５ｍｉｎ酶液反应混合液
作对照。酶活性定义为１ｍｉｎ使得反应液吸光值变化０．１的
酶量为１个酶活性单位（Ｕ）［１１］。
１．２．３．２　锰过氧化物酶活性测定　５０ｍｍｏｌ／Ｌ乳酸钠缓冲
液（ｐＨ值为４．５）３．４ｍＬ，１．６ｍｍｏｌ／ＬＭｎＳＯ４溶液 ０．１ｍＬ，
０４ｍＬ的培养基滤出液，预热至３２℃加入１．６ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２
溶液０．１ｍＬ启动反应，测反应最初 ３ｍｉｎ内２４０ｎｍ处吸光
度变化。酶活性定义为１ｍｉｎ内１ｍＬ培养基滤液增加０．１
个Ｄ值为１个酶活性单位［１２］。

１．２．３．３　漆酶的酶活测定　取１．５ｍＬ浓度为５０ｍｍｏｌ／Ｌ的
乙酸 －乙酸钠缓冲液 （ｐＨ值为 ４．５），１ｍＬ浓度为
０．４ｍｍｏｌ／Ｌ的愈创木酚和１ｍＬ粗酶液，放在２５ｍＬ试管中
振荡混匀，预热至３２℃反应５ｍｉｎ，反应结束１００℃煮沸灭活
５ｍｉｎ，立即冷却，然后加蒸馏水至２０ｍＬ，混匀，测定４７０ｎｍ
下１０ｍｉｎ内ΔＤ，４７０ｎｍ消光系数ε＝４９６００ｍｏｌ／（Ｌ·ｃｍ）。
酶活性定义 １Ｌ反应液 １ｍｉｎ使 ΔＤ４７０ｎｍ值改变 ０．１为
１Ｕ［１３］。
１．２．４　菌株鉴定
１．２．４．１　形态观察　菌株在高氏一号培固体养基上２８℃培
养３６ｈ后进行菌落形态观察，放于４℃冰箱中保存。挑取单
一菌落进行革兰氏染色，显微镜下观察其菌体形态结构。

１．２．４．２　生理生化鉴定　参照文献［１４］中的方法对菌株
ＢＰ０１进行生理生化试验检测。依据《常见细菌系统鉴定手
册》，对分离到的菌株ＢＰ０１进行初步鉴定［１５］。

１．２．４．３　基因组提取和１６ＳｒＲＮＡ基因扩增　参考 Ｒａｉｎｅｙ
等的方法［１６］提取细菌总 ＤＮＡ，略有修改，用１．０％琼脂糖电
泳检测。

ＰＣＲ反应体系：１６．２５μＬ、ｄｄＨ２Ｏ、２．５μＬ１０×ＰＣＲ
ｂｕｆｆｅｒ、２μＬｄＮＴＰｓ（各 ２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）、１．０μＬＦ２７正向引物
（５′－ＡＧ ＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－ ３′）（１０μｍｏｌ／Ｌ）、
１．０μＬＲ１４９２反向引物（５′－ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－
３′）（１０μｍｏｌ／Ｌ）、２μＬ模板、０．２５μＬＴａｑＤＮＡ聚合酶

（５μｇ／μＬ），反应总体积为２０μＬ。扩增循环体系：９４℃预变
性４ｍｉｎ；９４℃ 变性４０ｓ，５８℃退火４０ｓ，７２℃延伸８０ｓ，３５
个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ扩增产物经电泳检测后，其
产物回收纯化后与 ｐＭＤ－１９Ｔ载体连接，转入感受态细胞
ＤＨ５α，筛选阳性重组子，邮寄至上海英俊生物技术公司测序，
核酸序列用于构建系统发育树。

１．２．４．４　１６ＳｒＲＮＡ序列分析与构建系统发育树　通过测序
获得的１６ＳｒＲＮＡ序列用 ＮＣＢＩ中 ＢＬＡＳＴ搜索与 ＧｅｎＢａｎｋ数
据库进行相似性分析，从而获得相应菌株１６ＳｒＲＮＡ序列，在
ＣｌｕｓｔａｌＸ（１．８）程序包中进行多重序列比对排列分析。利用
ＭＥＧＡ６．０软件中的 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ法构建系统发
育树［１７］。

１．２．５　菌株产酶条件的优化
１．２．５．１　时间　将待优化菌种接入液体产酶培养基中，接种
量为５％。置于３２℃、１６０ｒ／ｍｉｎ摇床上进行培养，观察并记
录其生长状况，待菌液培养至其菌丝一定量时，开始测定木质

素降解酶系中的Ｌｉｐ活性，并每过１２ｈ测定记录１次，测定
５～７ｄ。作出Ｌｉｐ活性随培养时间变化的变化曲线，找出 Ｌｉｐ
最佳产酶活时间，并综合确定优化的最佳培养时间。

１．２．５．２　碳源及浓度　分别以葡萄糖、麦麸、蔗糖、马铃薯浸
出液、可溶性淀粉和玉米粉作为液体产酶培养基中的唯一碳

源，碳源的质量浓度为２０ｍｇ／ｍＬ，于３２℃、１６０ｒ／ｍｉｎ下摇床
培养上述已经确定的最佳培养时间，后进行Ｌｉｐ活性的测定，
综合比较选择酶活性较大的碳源。将已经选出的最佳碳源分

别设置浓度为５、１０、１５、２０、３０、４０ｍｇ／ｍＬ，于上述条件下进行
摇床培养，测定最佳培养时间的Ｌｉｐ活性，综合比较选出最佳
碳源的最适酶活性浓度。

１．２．５．３　氮源及浓度　分别以牛肉膏、蛋白胨、硫酸铵、硝酸
铵、酵母粉和尿素作为液体产酶培养基中的唯一氮源，氮源的

质量浓度为１ｇ／Ｌ，于３２℃、１６０ｒ／ｍｉｎ下摇床培养上述已经
确定的最佳培养时间，后进行 Ｌｉｐ活性的测定。其中培养基
碳源选择笔者已经确定的最佳碳源及其浓度，综合比较选择

酶活性较大的氮源。将已经选出的最佳氮源分别设置浓度为

０．５、１、２、４、６、８ｇ／Ｌ，于上述条件下进行摇床培养，测定最佳
培养时间的Ｌｉｐ酶活性，综合比较选出最佳氮源的最适酶活
性浓度。

１．２．５．４　不同ｐＨ值对产酶条件的影响　分别设定ｐＨ值为
５、５．５、６、６．５、７、７．５、８、８．５，将菌株于１６０ｒ／ｍｉｎ的摇床上进
行培养。碳源、氮源分别选择已优化出的最佳碳源、氮源及其

相应的浓度，于确定的最佳培养时间进行Ｌｉｐ活性的测定，综
合比较选择酶活性最高时的ｐＨ值。
１．２．５．５　温度　分别设定温度为２０、２５、３２、３７、４０、４５℃，将
菌株于１６０ｒ／ｍｉｎ的摇床上进行培养。碳源、氮源和ｐＨ值分
别选择已优化的最佳碳源、氮源及其相应的浓度和 ｐＨ值，于
确定的最佳培养时间进行 Ｌｉｐ活性的测定，综合比较选择酶
活性最高时的温度。

１．２．５．６　不同装液量对产酶条件的影响　于２５０ｍＬ的三角
瓶中分别装液３０、５０、８０、１００、１２０ｍＬ液体产酶培养基，置于
最佳温度１６０ｒ／ｍｉｎ下进行摇床培养。其中，碳源、氮源、温
度、ｐＨ值分别选择已优化的最佳碳源、氮源、温度和 ｐＨ值，
并于确定的最佳培养时间进行 Ｌｉｐ活性的测定，综合比较选
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择酶活性最高时的装液量。

１．２．５．７　综合最佳条件进行培养测定　在确定的最佳碳源
和氮源及其最佳浓度、温度、ｐＨ值、装液量下，将菌恒温
１６０ｒ／ｍｉｎ下摇床培养相应时间后测定Ｌｉｐ活性，与上各单因
素测定酶活性比较在综合条件下其酶活性是否有大的改进，

从而可以了解菌产酶条件的优化情况。

２　结果与分析

２．１　筛选结果
２．１．１　初筛　通过平板稀释法初步筛选出有木质素降解作
用的菌株１８株进行复筛，其中苯胺蓝脱色圈直径≥ ３０ｍｍ

的２株，脱色圈直径在２０～３０ｍｍ的３株，其余１３株菌脱色
圈相对较小，可能降解作用较低，其中 ＢＰ０１的降解能力最
强，其脱色圈直径为３５．０ｍｍ，且愈创木酚苯胺蓝脱色圈直径
也达到了２０ｍｍ（表１）。因此，选 ＢＰ０１进行形态观察、生理
生化试验与 １６ＳｒＤＮＡ的序列测定来确定该菌株的分类
地位。

２．１．２　复筛　通过对初筛得到的１８株菌进行木质素过氧化
物酶活性测定，其中菌株 ＢＰ０１木质素过氧化物酶与锰过氧
化物酶活性为２６６．３３、５８．１２Ｕ／Ｌ，为１８株菌中最高的；漆酶
活性相对较低（表２）。因此，随后的木质素的降解条件优化
以木质素过氧化物酶作为指标。

表１　木质素降解菌初筛结果

菌株编号
脱色圈直径（ｍｍ）

苯胺蓝 愈创木酚
菌株编号

脱色圈直径（ｍｍ）
苯胺蓝 愈创木酚

菌株编号
脱色圈直径（ｍｍ）

苯胺蓝 愈创木酚

ＢＰ０１ ３５．０ ２０．０ ＢＰ０７ ９．６ ３．２ ＸＭ０１ ３１．０ １５．３
ＢＰ０２ １２．６ ８．１ ＢＰ０８ ７．６ ４．２ ＸＭ０２ ９．８ ８．６
ＢＰ０３ １５．８ １０．２ ＢＰ０９ ４．３ ６．２ ＸＭ０３ １２．９ １０．１
ＢＰ０４ ２１．５ １５．２ ＢＰ１０ ３．２ ５．３ ＸＭ０４ ２２．２ １４．３
ＢＰ０５ ２６．８ １８．６ ＢＰ１１ １０．５ ６．２ ＸＭ０５ ８．６ ６．５
ＢＰ０６ １１．２ ５．３ ＢＰ１２ １８．５ １１．２ ＸＭ０６ ５．３ ８．３

表２　１８株菌木质素过氧化物酶、锰过氧化物酶和漆酶活性

菌株

酶活性（Ｕ／Ｌ）

木质素

过氧化物酶

锰过氧

化物酶
漆酶

菌株

酶活性（Ｕ／Ｌ）

木质素

过氧化物酶

锰过氧

化物酶
漆酶

菌株

酶活性（Ｕ／Ｌ）

木质素

过氧化物酶

锰过氧

化物酶
漆酶

ＢＰ０１ ２６６．３３ ５８．１２ １１．２３ ＢＰ０７ １３８．２３ １４．２３ ７．５６ ＸＭ０１ １７８．６０ ４９．２３ ２１．２３
ＢＰ０２ １３０．３６ ２６．３２ １２．３１ ＢＰ０８ ８０．２９ ２１．３２ ８．５６ ＸＭ０２ １３９．１９ １０．２８ １６．２４
ＢＰ０３ １４０．３１ １２．３６ ２５．３４ ＢＰ０９ ５１．２５ ４．２５ １２．５９ ＸＭ０３ １４９．５２ １５．０９ ８．４７
ＢＰ０４ １７３．６５ ２８．１６ １２．１５ ＢＰ１０ ３０．６８ ３．２６ ８．６５ ＸＭ０４ １７６．３２ ４８．１２ １１．０２
ＢＰ０５ １８８．９５ ３６．３２ ２８．５６ ＢＰ１１ ９０．１２ ５．３６ １５．３１ ＸＭ０５ ７６．２１ ８．２１ １１．１４
ＢＰ０６ １１５．１５ １２．２５ １９．６３ ＢＰ１２ １４２．５０ １０．２３ １８．６９ ＸＭ０６ ７０．３６ ６．２６ ７．２８

２．２　鉴定结果
２．２．１　形态观察　菌株在含有木质素的营养琼脂固体平板
上生长，出现了透明圈，无可溶性色素。有臭味，乳白色，湿

润，菌落大而扁平，边缘不整齐呈锯齿状，表面粗糙，半透明，

正反面颜色相同，生长快，易挑起，不产生色素。通过形态观

察，初步判定为细菌。经革兰氏染色后发现，细胞呈杆状，革

兰氏染色为紫色，呈阳性。

２．２．２　生理生化反应　该菌株能分解葡萄糖，产酸但不产
气，Ｖ．Ｐ试验为阳性反应，甲基红试验为阴性，吲哚试验阳性
反应，有吲哚生成，淀粉水解呈阳性，过氧化氢酶检测呈阳性，

有气泡生成，不能利用明胶，硝酸盐还原试验呈阳性，不产硫

化氢。根据ＢＰ０１菌株的形态特征和生理生化特征鉴定的结
果，对照《伯杰氏细菌鉴定手册》，初步得出菌株ＢＰ０１与类芽
孢杆菌属（Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ）细菌很相近。
２．２．３　菌株ＢＰ０１序列测定　测序后得到菌株ＢＰ０１序列长
度为１５１６ｂｐ，其序列如下：
ＡＣＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴＣＡＣＣＣＣＡＡＴＣＡＴＣＴＡＣＣＣＣＡＣ
ＣＴＴＣＧＡＣＧＧＣＴＧＧＣＴＣＣＴＴＧＣＧＧＴＴＡＣＣＣＣＡＣＣＧＧＣＴＴＣＧＧＧ
ＴＧＴＴＧＴＡＡＡＣＴＣＴＣＧＴＧＧＴＧＴＧＡＣＧＧＧＣＧＧＴＧＴＧＴＡＣＡＡＧＡ
ＣＣＣＧＧＧＡＡＣＧＴＡＴＴＣＡＣＣＧＣＧＧＣＡＴＧＣＴＧＡＴＣＣＧＣＧＡＴＴＡＣ
ＴＡＧＣＡＡＴＴＣＣＧＡＣＴＴＣＡＴＧＣＡＧＧＣＧＡＧＴＴＧＣＡＧＣＣＴＧＣＡＡＴ

ＣＣＧＡＡＣＴＧＡＧＡＣＣＧＡＣＴＴＴＧＴＴＧＧＧＡＴＴＧＧＣＴＣＣＡＣＣＴＣＧＣＧ
ＧＴＴＴＣＧＣＧＡＣＣＣＧＴＴＧＴＡＴＣＧＧＣＣＡＴＴＧＴＡＧＴＡＣＧＴＧＴＧＴＡＧ
ＣＣＣＡＧＧＴＣＡＴＡＡＧＧＧＧＣＡＴＧＡＴＧＡＴＴＴＧＡＣＧＴＣＡＴＣＣＣＣＡＣ
ＣＴＴＣＣＴＣＣＧＧＴＴＴＧＴＣＡＣＣＧＧＣＡＧＴＣＡＴＣＣＴＡＧＡＧＴＧＣＣＣＡＣ
ＣＣＡＡＡＧＴＧＣＴＧＧＣＡＡＣＴＡＡＧＡＴＣＡＡＧＧＧＴＴＧＣＧＣＴＣＧＴＴＧＣ
ＧＧＧＡＣＴＴＡＡＣＣＣＡＡＣＡＴＣＴＣＡＣＧＡＣＡＣＧＡＧＣＴＧＡＣＧＡＣＡＡＣ
ＣＡＴＧＣＡＣＣＡＣＣＴＧＴＣＴＣＣＴＣＴＧＴＣＣＣＧＡＡＧＧＡＡＡＧＴＣＣＴＡＴＣ
ＴＣＴＡＧＧＡＣＧＧＴＣＡＧＡＧＧＧＡＴＧＴＣＡＡＧＡＣＣＴＧＧＴＡＡＧＧＴＴＣＴ
ＴＣＧＣＧＴＴＧＣＴＴＣＧＡＡＴＴＡＡＡＣＣＡＣＡＴＡＣＴＣＣＡＣＴＧＣＴＴＧＴＧＣ
ＧＧＧＴＣＣＣＣＧＴＣＡＡＴＴＣＣＴＴＴＧＡＧＴＴＴＣＡＧＴＣＴＴＧＣＧＡＣＣＧＴＡ
ＣＴＣＣＣＣＡＧＧＣＧＧＡＡＴＧＣＴＴＡＡＴＧＴＧＴＴＡＡＣＴＴＣＧＧＣＡＣＣＡＡＧ
ＧＧＴＡＴＣＧＡＡＡＣＣＣＣＴＡＡＣＡＣＣＴＡＧＣＡＴＴＣＡＴＣＧＴＴＴＡＣＧＧＣＧ
ＴＧＧＡＣＴＡＣＣＡＧＧＧＴＡＴＣＴＡＡＴＣＣＴＧＴＴＴＧＣＴＣＣＣＣＡＣＧＣＴＴＴ
ＣＧＣＧＣＣＴＣＡＧＣＧＴＣＡＧＴＴＡＣＡＧＣＣＣＡＧＡＡＡＧＴＣＧＣＣＴＴＣＧＣ
ＣＡＣＴＧＧＴＧＴＴＣＣＴＣＣＡＣＡＴＣＴＣＴＡＣＧＣＡＴＴＴＣＡＣＣＧＣＴＡＣＡＣ
ＧＴＧＧＡＡＴＴＣＣＡＣＴＴＴＣＣＴＣＴＴＣＴＧＴＡＣＴＣＡＡＧＣＴＴＴＧＣＡＧＴＴ
ＴＣＣＡＴＴＧＣＧＡＣＴＣＧＡＡＧＴＴＧＡＧＣＴＣＣＧＡＧＴＴＴＡＡＡＣＡＡＣＡＧ
ＡＣＴＴＡＣＡＡＧＧＣＣＧＣＣＴＧＣＧＣＧＣＧＣＴＴＴＡＣＧＣＣＣＡＡＴＡＡＴＴＣＣ
ＧＧＡＣＡＡＣＧＣＴＴＧＣＣＣＣＣＴＡＣＧＴＡＴＴＡＣＣＧＣＧＧＣＴＧＣＴＧＧＣＡ
ＣＧＴＡＧＴＴＡＧＣＣＧＧＧＧＣＴＴＴＣＴＴＣＴＣＡＧＧＴＡＣＣＧＴＣＡＣＣＴＡＴＧ
ＧＡＧＣＡＧＴＴＡＣＴＣＴＣＣＡＴＡＧＣＧＴＴＣＴＴＣＣＣＴＧＧＣＡＡＣＡＧＡＧＣＴ
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ＴＴＡＣＧＡＴＣＣＧＡＡＡＡＣＣＴＴＣＡＴＣＡＣＴＣＡＣＧＣＧＧＣＧＴＴＧＣＴＣＣＧ
ＴＣＡＧＡＣＴＴＴＣＧＴＣＣＡＴＴＧＣＧＧＡＡＧＡＴＴＣＣＣＴＡＣＴＧＣＴＧＣＣＴＣ
ＣＣＧＴＡＧＧＡＧＴＣＴＧＧＧＣＣＧＴＧＴＣＴＣＡＧＴＣＣＣＡＧＴＧＴＧＧＣＣＧＡ
ＴＣＡＣＣＣＴＣＴＣＡＧＧＴＣＧＧＣＴＡＴＧＣＡＴＣＧＴＣＧＣＣＴＴＧＧＴＧＡＧＣＣ
ＧＴＴＡＣＣＣＣＡＣＣＡＡＣＴＡＧＣＴＡＡＴＧＣＡＣＣＧＣＡＧＧＴＣＣＡＴＣＣＡＴＡ
ＡＧＴＧＧＣＡＧＡＴＴＧＣＴＣＣＧＣＣＴＴＴＣＣＣＡＡＣＴＣＧＧＣＣＡＴＧＣＧＡＣＣ
ＡＡＡＴＴＧＣＧＴＡＴＣＣＧＧＴＡＴＴＡＧＣＡＴＣＣＧＴＴＴＣＣＧＡＡＴＧＴＴＡＴＣ
ＣＣＡＧＴＣＴＴＡＴＧＧＧＣＡＧＧＴＴＡＣＣＣＡＣＧＴＧＴＴＡＣＴＣＡＣＣＣＧＴＣＣ
ＧＣＣＧＣＴＡＡＣＣＡＣＧＣＧＴＴＴＣＣＣＧＡＡＧＧＡＡＡＣＧＣＴＡＧＧＴＣＣＧＣ
ＴＣＧＡＣＴＴＧＣＡＴＧＴＡＴＴＡＧＧＣＡＣＧＣＣＧＣＣＡＧＣＧＴＴＣＧＴＣＣＴＧＡ
ＧＣＣＡＴＧＡＴＣＡＡＡＣＴＣＴ
２．２．４　１６ＳｒＤＮＡ系统发育树的构建　测序获得的菌株
ＢＰ０１的１６ＳｒＤＮＡ序列，将测得的序列与数据库中已注册的

１６ＳｒＤＮＡ序列用ＢＬＡＳＴ搜索进行序列相似性比较分析。将
Ｇｅｎｂａｎｋ中与菌株ＢＰ０１相似性较高的１２个菌株进行系统发
育树的构建（图１），供试菌株的１６ＳｒＤＮＡ序列与芽孢杆菌属
的标准菌株同源相似度大部分在９７％以上。通常当２个细
菌的１６ＳｒＤＮＡ的相似性大于９５％时，可将其归为同一属［１８］，

而同源性大于９６％的序列均来自类芽孢杆菌属，初步将此菌
株归为类芽孢杆菌属。同时ＢＰ０１在系统发育树上与类芽孢
杆菌（ＰａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓｘｉｎｊｉａｎｇｅｎｓｉｓｓｔｒａｉｎＢ５３８）Ｂ５３８（登录号为
ＮＲ＿０４３２２１）聚集在同一个分支中，且１６ＳｒＤＮＡ序列的同源
相似性最为９９％。结合其形态特征及生理生化特性与类芽
孢杆菌属较为一致，因此菌株 ＢＰ０１为类芽孢杆菌属，命名为
Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．ＢＰ０１。

２．３　产酶优化结果
２．３．１　ＢＰ０１培养时间　将 ＢＰ０１接入产酶发酵培养基中
（接种量为２％），置于３２℃、１６０ｒ／ｍｉｎ摇床上进行培养，观
察并记录其生长状况，每１２ｈ测定记录１次，共５ｄ。结果发
现，ＢＰ０１的酶活性在０～７２ｈ逐渐增大，在７２ｈ时达到最大，
当培养时间超过７２ｈ其酶活性随着时间的增大而减小（图
２）。因此，确定培养时间确定为７２ｈ。

２．３．２　ＢＰ０１最佳碳源的确定　以葡萄糖、麦麸、蔗糖、马铃
薯浸出液、可溶性淀粉（质量浓度为２ｇ／１００ｍＬ）作为唯一碳
源，将ＢＰ０１接种后的三角瓶于３２℃、１６０ｒ／ｍｉｎ摇床上培养
２ｄ，对酶活性进行测定。结果发现，ＢＰ０１是在葡萄糖作为唯
一碳源条件下培养，具有最大的酶活性（４．２１Ｕ／ｍＬ，图３）。
因此，葡萄糖为ＢＰ０１产酶最佳碳源。

　　将最佳碳源葡萄糖分别设置浓度为 １０、１５、２０、３０、
４０ｍｇ／ｍＬ于上述条件下进行摇床培养，测定培养 ２ｄ后的
Ｌｉｐ活性。结果发现，当葡萄糖的浓度为１５ｍｇ／ｍＬ时，其酶
活性达到最大，为４．４９Ｕ／ｍＬ（图４）。因此，选择１５ｍｇ／ｍＬ
作为最佳碳源葡萄糖的最适浓度。

２．３．３　ＢＰ０１最佳氮源的选择　以牛肉膏、蛋白胨、硫酸铵、
硝酸铵、酵母粉、尿素作为产酶发酵培养基中的唯一氮源，氮

源的质量浓度为１ｇ／Ｌ；碳源选择１５ｇ／Ｌ葡萄糖将接种 ＢＰ０１
的三角烧瓶于３２℃、１６０ｒ／ｍｉｎ下摇床培养２ｄ，对Ｌｉｐ活性进
行测定。结果发现，ＢＰ０１在酵母粉为氮源的条件下培养，酶
活性最大时为４．３２Ｕ／ｍＬ（图５）。因此，将酵母粉作为产酶
培养的最佳氮源。

　　将最佳氮源酵母粉分别设置浓度为 ０．５、１、２、４、６、
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８ｍｇ／ｍＬ，于上述条件下进行摇床培养２ｄ，测定 Ｌｉｐ的活性。
结果发现，当酵母粉浓度为６ｍｇ／ｍＬ时，其酶活性最大为５．

４８Ｕ／ｍＬ（图６）。因此选择６ｍｇ／ｍＬ作为最佳氮源酵母粉的
最佳浓度。

２．３．４　ＢＰ０１ｐＨ值的选择　将产酶发酵培养基的ｐＨ值分别
调至５、５．５、６、６．５、７、７．５、８、８．５，加入１５ｇ／Ｌ葡萄糖、６ｇ／Ｌ
酵母粉，将ＢＰ０１接种后的三角瓶于３２℃、１６０ｒ／ｍｉｎ下摇床
培养 ２ｄ，培养基相应成分及浓度使用前面已经优化出来的
结果，测定Ｌｉｐ活性。结果发现，当ｐＨ值＝７时 ＢＰ０１的酶活
性最大，为４．９３Ｕ／ｍＬ（图７）。因此，选择 ｐＨ值 ＝７作为产
酶最佳的ｐＨ值，过酸过碱对产酶都有一定的影响。
２．３．５　ＢＰ０１温度的选择　将恒温摇床的温度分别设置为
２８、３２、３７、４０、４５℃，加入１５ｇ／Ｌ葡萄糖、６ｇ／Ｌ酵母粉，培养
基的ｐＨ值调至为７，将ＢＰ０１接种后的三角瓶于１６０ｒ／ｍｉｎ下

摇床培养２ｄ，测定Ｌｉｐ活性。结果发现，当温度为３７℃时，
其酶活性最大，为５．５７Ｕ／ｍＬ（图８）。因此，选择３７℃作为
最佳的产酶温度。

２．３．６　ＢＰ０１装液量选择　于２５０ｍＬ的三角瓶中分别装４０、
６０、８０、１２０ｍＬ液体产酶培养基，加入１５ｇ／Ｌ葡萄糖、６ｇ／Ｌ酵
母粉，ｐＨ值调至 ７，将 ＢＰ０１接种后的三角瓶置于 ３７℃、
１６０ｒ／ｍｉｎ下进行摇床培养２ｄ，测定 Ｌｉｐ活性。结果发现，当
装液量为 １００ｍＬ时，其酶活性最大（图 ９）。因此，选择
１００ｍＬ作为产酶的最佳装液量。

２．３．７　ＢＰ０１综合最佳条件培养　综合前面的优化结果，即
在１５ｇ／Ｌ葡萄糖、６ｇ／Ｌ酵母粉、ｐＨ值 ＝７、３７℃和装液量为
１００ｍＬ的条件下，将接种ＢＰ０１后的三角瓶置于１６０ｒ／ｍｉｎ摇
床上进行摇床培养３ｄ，取部分６０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ得到取
上清液为粗酶液。测定Ｍｎｐ活性达到了６．４７Ｕ／ｍＬ，对于所测
的这个酶活性虽然不是在整个试验过程中酶活性最高的数据，

但是对于试验之初还是较大的提高，起到了一定的优化作用。

３　结论

从腐木上的子实体筛选出菌株能选择性降解木质素的菌

株ＢＰ０１，通过生理生化鉴定试验及１６ＳｒＤＮＡ序列分析对菌
株进行鉴定试验确定菌株 ＢＰ０１为类芽孢杆菌属。在 ＢＰ０１
产酶特性研究中，对其产酶条件进行研究及条件优化，经测

定，菌株ＢＰ０１在碳源（葡萄糖）１５ｇ／Ｌ、氮源（酵母粉）６ｇ／Ｌ、
温度为 ３７℃、ｐＨ值 ＝７．０、装液量 １００ｍＬ的条件下培养
７２ｈ，其产过氧化物酶（Ｌｉｐ）活性达到最高，为 ６．４７Ｕ／ｍＬ。
这将为深入研究木质素的生物降解及其开发利用提供试验

依据。
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不同灌溉模式和施氮量下稻田 Ｎ２Ｏ排放
与有机氮组分的关系

韦至激１，方泽涛１，李伏生１，黄忠华２，谭文艳２，罗维钢２

（１．广西大学农学院／广西喀斯特地区节水农业新技术院士工作站／广西高校作物栽培学与耕作学重点实验室，广西南宁 ５３０００５；
２．南宁市灌溉试验站，广西南宁５３０００１）

　　摘要：为探讨不同灌溉模式和施氮水平下，稻田 Ｎ２Ｏ排放与有机氮组分的关系，通过２季水稻田间试验，研究了

不同时期稻田Ｎ２Ｏ排放通量和有机氮组分的变化。田间试验设３种灌溉模式（常规灌溉 ＣＩＲ、“薄浅湿晒”灌溉 ＴＩＲ、

干湿交替灌溉ＤＩＲ）和２种施氮处理（Ｎ１施氮量１２０ｋｇ／ｈｍ２、Ｎ２施氮量１５０ｋｇ／ｈｍ２）。ＴＩＲ和 ＤＩＲ模式下，稻田 Ｎ２Ｏ

平均排放通量较ＣＩＲ模式提高；ＣＩＲ和ＤＩＲ模式下，Ｎ２处理稻田整个生育期Ｎ２Ｏ平均排放通量高于Ｎ１处理。ＤＩＲ模

式土壤酸解氨态氮和氨基糖态氮含量均大于ＣＩＲ模式，而土壤氨基酸态氮含量小于 ＣＩＲ模式；Ｎ２处理土壤酸解氨态
氮和氨基糖态氮含量较Ｎ１处理显著增加。稻田Ｎ２Ｏ排放通量与氨基糖态氮和酸解氨态氮含量之间呈显著正相关，

与氨基酸态氮含量呈显著负相关。干湿交替灌溉和增施氮肥提高稻田Ｎ２Ｏ排放通量、土壤酸解氨态氮和氨基糖态氮

含量。此外，稻田Ｎ２Ｏ排放通量受到氨基糖态氮、酸解氨态氮和氨基酸态氮含量的综合影响。
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研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｚｈｅｎｚ＠ｇｘｕ．ｅｄｕ．ｃｎ。

　　稻田生态系统是大气中氧化亚氮（Ｎ２Ｏ）的重要来源之一，
土壤Ｎ２Ｏ排放与水肥管理有较大关系

［１－２］。灌溉方式不同，土

壤Ｎ２Ｏ排放不同，长期淹水降低土壤Ｎ２Ｏ的排放
［３］，间歇灌溉

早晚稻田Ｎ２Ｏ排放通量高于淹灌稻田，其稻田Ｎ２Ｏ累积排放
量也显著高于淹灌稻田［４］；控制灌溉稻田Ｎ２Ｏ排放通量在水
稻全生育期大部分时间都要大于淹灌稻田［５］。“薄浅湿晒”和

常规灌溉稻田Ｎ２Ｏ排放通量一般低于干湿交替稻田
［６－７］。不

同施氮量对土壤 Ｎ２Ｏ排放通量的影响结论基本一致。稻田
Ｎ２Ｏ排放量随氮肥用量的增加呈增加趋势

［８］；就水稻生长全季

而言，高施氮量下，稻田Ｎ２Ｏ排放总量显著增加
［９］。

土壤中９０％以上的氮是以有机态化合物存在的［１０］。按

Ｂｒｅｍｎｅｒ提出的划分方法，土壤有机氮可分为氨态氮、氨基酸
氮、氨基糖氮、酸解未知氮等形态［１１］。土壤有机氮各组分含

量受到土壤类型、土壤层次、耕作方式和氮肥管理等因素的影

响［１２］。研究表明，施用无机肥和有机肥均能显著提高土壤酸

解有机氮及非酸解氮含量［１３－１４］，施用尿素能提高土壤酸解铵

态氮含量，降低土壤氨基酸态氮含量［１５－１６］，土壤中残留的化

肥氮主要转化为酸解未知氮和氨基酸氮［１７］。施用氮肥对土

壤铵态氮和土壤氨基糖氮含量的影响较小，而对土壤氨基酸
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