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　　摘要：由南京地区稻麦轮作农田中采集植物根围５０多份土样，通过羧甲基纤维素钠（ＣＭＣ－Ｎａ）单一碳源培养、
ＣＭＣ酶活性和滤纸酶活性的测定，筛选获得高产纤维素酶菌株；以改进的 ＶａｎＳｏｅｓｔ洗涤法为基础，采用差质量法测
定供试菌株处理和对照处理的水稻秸秆失质量率及纤维素降解率、半纤维素降解率、木质素降解率，综合评价高产纤

维素酶菌株对水稻秸秆的降解效果，筛选出其中降解效果较突出的枝孢菌ＢＤ－１９菌株。通过内转录间隔区（ｉｎｔｅｒｎａｌ
ｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄｓｐａｃｅｒ，简称ＩＴＳ）序列分析结合菌株生长形态特征的鉴定方法对ＢＤ－１９菌株进行鉴定。最后，利用秸秆作
为唯一碳源的基础培养基进行培养，选取３、５、１０、２０、３０ｄ等４个时间点进行取样，对样品衍生化后利用 ＧＣ－ＭＳ（气
相色谱－质谱联用仪）分析枝孢菌ＢＤ－１９处理水稻秸秆后产生的有机物，同时分析不同时间段的样品中有机物种类
的变化。由结果可知，枝孢菌ＢＤ－１９具有较好的秸秆降解能力，目前对于枝孢菌作为秸秆降解菌株的研究还不够广
泛，该菌株的获得为秸秆降解菌剂的研究与应用提供了具有较高潜力的菌种。
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　　相关统计表明，全球每年约产出２０亿 ｔ的农作物秸秆，
而我国产秸秆数量高达９亿 ｔ，占全世界范围内秸秆产量的
２０％～３０％［１］。水稻秸秆主要是由纤维素、半纤维素、木质

素、粗蛋白、低分子碳水化合物及无机盐等构成的［２］。秸秆

中含有多种化学微量元素，其中硅是含量最多的矿物元

素［３］。水稻秸秆中纤维素和半纤维素含量相当，均在３０％左
右，两者是维持水稻秸秆形态结构的主要物质，木质素含量较

低，仅为４％，粗蛋白、结构蛋白含量分别为５％、４％，硅化物
含量为９％［４］。细菌、真菌、放线菌主要负责分解秸秆中的纤

维素与半纤维素，部分细菌和真菌也可用于分解木质素［５］。

可以降解纤维素的真菌种类较多，分解能力较强的真菌主要

分为木霉属、曲霉属、镰刀菌属。木质素可以被黄单胞菌、假

单胞菌、不动杆菌等菌种分解，一般情况下真菌的分解能力比

细菌强得多［６］。

本研究主要筛选高效降解秸秆纤维素的微生物菌株。通

过土壤微生物的富集与分离，羧甲基纤维素钠（ＣＭＣ－Ｎａ）单
一碳源筛选，羧甲基纤维素（简称ＣＭＣ）酶活性和滤纸酶活性
的测定，筛选获得高产纤维素菌株，并采用改进的 ＶａｎＳｏｅｓｔ
洗涤法测定供试菌株处理后水稻秸秆的失质量率与纤维素、

半纤维素、木质素的含量［７］。从菌株对秸秆进行降解的培养

基中提取有机物质，其中包括微生物分泌出的具有挥发性的

有机化合物及其降解秸秆所产生的不同有机产物，探讨枝孢

菌ＢＤ－１９的秸秆生物降解能力，为秸秆高效降解提供菌种
资源和技术支撑。

１　材料与方法

试验于２０１５年９月至２０１６年９月在南京晓庄学院农产
品质量与安全重点实验室内进行。

１．１　材料与仪器
供试土样：试验土样取自南京市江宁区稻麦轮作农田，共

５０份。
主要仪器有７８９０Ａ／５９７５Ｃ气相色谱 －质谱联用仪（ｇａｓ

ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒ，简称 ＧＣ－ＭＳ），由美国
Ａｇｉｌｅｎｔ公司提供。

主要供试药品与试剂有：Ａ，３，５－二硝基水杨酸（３，５－
ｄｉｎｉｔｒｏｓａｌｉｃｙｌｉｃａｃｉｄ，简称ＤＮＳ）试剂，称量６．３ｇＤＮＳ，加少量
蒸馏水溶解后加入 ２６２ｍＬ２ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液；Ｂ，称取
１８５ｍｇ酒石酸钾纳，加５００ｍＬ蒸馏水加热溶解。混合 Ａ、Ｂ
后，加入 ５ｇ结晶苯酚和亚硫酸钠，冷却后，加入蒸馏水至
１０００ｍＬ，用棕色磨砂广口瓶储存，保存１周后再使用。

０．０５ｍｏｌ／Ｌ柠檬酸缓冲液（ｐＨ值 ＝４．５）：取２７１．２ｍＬ
溶液Ａ，与２２８．８ｍＬ溶液Ｂ混合，加入蒸馏水至１０００ｍＬ。
０．０５ｍｏｌ／Ｌ柠檬酸缓冲液（ｐＨ值 ＝５．０）：取２０５ｍＬ溶

液Ａ、２９５ｍＬ溶液 Ｂ混匀后，向其中加入蒸馏水定容至
１０００ｍＬ，即得。溶液Ａ（０．１ｍｏｌ／Ｌ柠檬酸）：２１ｇＣ６Ｈ８Ｏ７·
Ｈ２Ｏ，加蒸馏水至１０００ｍＬ。溶液 Ｂ（０．１ｍｏｌ／Ｌ柠檬酸钠）：
称取 ２９．４ ｇＮａ３Ｃ６Ｈ５Ｏ７· ２Ｈ２Ｏ，加 入 蒸 馏 水 定 容
至１０００ｍＬ。
０．５１％ ＣＭＣ－Ｎａ溶液：称取５．１ｇＣＭＣ－Ｎａ，加入少量

蒸馏水后加热溶解，向其中加入５ｍＬｐＨ值为５．０的柠檬酸
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缓冲液后混合均匀，并加蒸馏水定容至１０００ｍＬ。
中性 洗 涤 剂。Ａ：称 取 １８．６ ｇ乙 二 胺 四 乙 酸

（ｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅｔｅｔｒａａｃｅｔｉｃａｃｉｄｄｉｓｏｄｉｕｍｓａｌｔ，简称 ＥＤＴＡ）、
６．８ｇ硼酸钠，加入少量蒸馏水后，适当加热溶解。Ｂ：３０ｇ十
二烷基硫酸钠（ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅ，简称ＳＤＳ）、１０ｍＬ乙二
醇乙醚、４．５６ｇ无水磷酸氢二钠（Ｎａ２ＨＰＯ４），加少量蒸馏水并
加热溶解。将Ａ、Ｂ混匀后加蒸馏水定容至１０００ｍＬ，调节
ｐＨ值至７．０左右。
２．０ｍｏｌ／Ｌ盐酸溶液：量取８００ｍＬ蒸馏水于１Ｌ容量瓶

中，加入密度为１．１９ｇ／ｍＬ的浓盐酸１６７ｍＬ，加入蒸馏水定
容至刻度。

７２％硫酸溶液：取３００ｍＬ蒸馏水于１Ｌ容量瓶中，缓慢
加入密度为１．８４ｇ／ｍＬ的浓硫酸６６５ｍＬ，待冷却至室温后，
加蒸馏水定容至刻度。

ＤＮＡ提取液：将２．４２ｇＴｒｉｓ（三羟甲基氨基甲烷）、２．９２ｇ
ＮａＣｌ、０．３７２ｇＥＤＴＡ－Ｎａ、１ｇＳＤＳ溶于１００ｍＬ去离子水中，
将ｐＨ值调至８．０。

主要培养基有：（１）ＬＢ固体培养基。５ｇ酵母提取物、
１０ｇ蛋白胨、５ｇＮａＣｌ、１５～２０ｇ琼脂，１０００ｍＬ超纯水，ｐＨ值
为７．４。不添加琼脂的为ＬＢ液体培养基。（２）ＰＤＡ培养基。
称取２００ｇ马铃薯切成小块，煮沸２０～３０ｍｉｎ，加２０ｇ蔗糖、
１６ｇ琼脂粉，用纯水定容至１０００ｍＬ，ｐＨ值为７．４。不添加
琼脂粉的为ＰＤＡ液体培养基。（３）羧甲基纤维素钠培养基。
０．５ｇＮＨ４ＮＯ３、０．５ｇＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ、１ｇ酵母提取物、１５ｇ
ＣＭＣ－Ｎａ，用纯水定容至１０００ｍＬ。（４）赫奇逊氏无机盐培
养基。１．０ｇＫＨ２ＰＯ４、０．１ｇＮａＣｌ、０．３ｇＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ、２．５ｇ
ＮａＮＯ３、０．０１ｇＦｅＣｌ３、０．１ｇＣａＣｌ２，用去离子水定容至
１０００ｍＬ，ｐＨ值为７．２。（５）秸秆液体发酵培养基。取１．０ｇ
经ＮａＯＨ溶液浸泡并水洗至中性的秸秆于三角瓶中，再加入
１００ｍＬ赫奇逊氏无机盐培养基。（６）秸秆粉末培养基。取经
ＮａＯＨ溶液浸泡并水洗至中性的秸秆于干燥箱，于８０℃烘干
至恒质量，粉碎过 ６０目筛，于培养皿中加入 ５ｇ秸秆粉和
２５ｍＬ混合溶液［０．５ｇ／ＬＮａＣｌ、０．５ｇ／ＬＭｇＳＯ４、３ｇ／Ｌ
（ＮＨ４）２ＳＯ４、１ｇ／ＬＫＨ２ＰＯ４、０．３ｇ／ＬＣａＣｌ２、０．０１ｇ／ＬＦｅＳＯ４·
７Ｈ２Ｏ、０．０１５ｇ／ＬＭｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ、０．０１５ｇ／ＬＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ、
０．０１ｇ／ＬＣｏＣｌ２］，１２１℃灭菌２０ｍｉｎ。
１．２　试验方法
１．２．１　秸秆降解菌的初步筛选　称取５．０ｇ稻麦轮作农田
土样，倒入含有４５ｍＬ无菌水的三角瓶中，在温度为２８℃的
条件下摇床振荡３０ｍｉｎ后取出，为１０－１浓度，用无菌水分别
稀释至１０－５、１０－６、１０－７等３个浓度梯度用于涂布，分别涂布
于ＬＢ培养基、ＰＤＡ无菌平板，放置于温度为２８℃的恒温培
养箱内培养２～３ｄ。将得到的单菌落进行分离纯化。将上述
分离得到的单菌落摇瓶发酵菌液接种至 ＣＭＣ－Ｎａ平板培养
基上，２８℃恒温条件下培养２～３ｄ，观察平板上水解圈并比
较其大小，选取水解圈较大、较明显的菌株。

１．２．２　纤维素酶活性测定
１．２．２．１　纤维素酶活性的测定　纤维素的酶活性主要由滤
纸酶活性和内切酶活性表示。用ＤＮＳ法测定还原糖含量，反
应底物为非淀粉新华滤纸和羧甲基纤维素钠（ＣＭＣ钠），酶活
性单位定义：１ｍＬ酶溶液在温度为５０℃、ｐＨ值为４．８条件

下，１ｍｉｎ水解底物生成１．０μｍｏＬ葡萄糖的量为１个酶单位
（Ｕ）。
１．２．２．２　滤纸酶活性（ＦＰＡ）的测定　在 ５支试管中加入
０．５ｍＬ酶溶液和浓度为０．０５ｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ值为４．５的柠檬酸
缓冲液，并向对照试管中加入１．５ｍＬＤＮＳ，放在５０℃水浴锅
中预热５～１０ｍｉｎ，各加入１．０ｃｍ×６．０ｃｍ无淀粉新华滤纸
条，在温度为５０℃条件下保温６０ｍｉｎ，取出后立刻向非对照
试管中加入１．５ｍＬＤＮＳ停止反应。在５４０ｎｍ处记录测定的
其他各试管的Ｄ５４０ｎｍ。根据葡萄糖标准曲线计算得出相应的
葡萄糖含量，并计算出相应的滤纸酶活性。

１．２．２．３　内切酶活性的测定　在５支试管中加入０．５ｍＬ粗
酶液和１．０ｍＬ０．５１％ ＣＭＣ－Ｎａ溶液，方法同滤纸酶活性测
定。根据葡萄糖标准曲线得出相应的葡萄糖含量，并计算出

其对应的内切酶活性。

１．２．３　秸秆液态发酵降解能力测定　将初步筛选出的菌株
在ＰＤＡ平板上培养，待其长满平板时于超净工作台中用涂布
器及无菌水冲洗出菌丝及孢子，将其全部转入液体发酵培养

基中，在温度为２５℃、转速为１７０ｒ／ｍｉｎ条件下于摇床振荡培
养１０ｄ后取出。秸秆失质量率的测定采用差质量法，通过改
进的ＶａｎＳｏｅｓｔ方法测定样品中的纤维素、半纤维素、木质素
的降解率。

１．２．４　高效秸秆降解菌ＤＮＡ的ＩＴＳ（内转录间隔区）鉴定　
从筛选出的菌株中，选取酶活性及降解效果均较为突出的菌

株进行鉴定。将菌株在ＰＤＡ培养基上于温度为２５℃的条件
下培养５ｄ，转接到马铃薯液体培养基中，振荡培养７ｄ，收集
子实体，提取 ＤＮＡ。以提取菌株的 ＤＮＡ为模板，分别以
ＩＴＳ１、ＩＴＳ５为引物来 ＰＣＲ扩增 ＩＴＳ序列。ＰＣＲ反应程序：
９４℃５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５８℃３０ｓ，７２℃６０ｓ，３５个循环；７２℃
５ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经过纯化后送到南京钟鼎生物技术有限公
司进行测序。供试菌株的ＩＴＳ测序拼接序列与ＮＣＢＩ（美国国
立生物技术信息中心）中 Ｂｌａｓｔ数据进行比对，并利用
ＭＥＧＡ４．１软件构建发育进化树。
１．２．５　菌株降解秸秆产物测定　先进行菌株接种，菌株接种
３ｄ后可进行菌丝取样，分别于接种３、５、１０、２０、３０ｄ时取菌
丝和培养基作为待分析样品。衍生化反应后，每个样品用于

ＧＣ－ＭＳ分析后丢弃。利用 ＡＭＤＩＳ软件（ＮＩＳＴ，ｖ２．６９，
Ｇａｉｔｈｅｒｓｂｕｒｇ，ＭＤ，ＵＳＡ）和 ＭＳＤ Ｃｈｅｍｓｔａｔｉｏｎ软件 （Ｇ１７０１
ＥＡＥ．０２．００．４９３，美国安捷伦科技有限公司）进行质谱峰的定
性分析。将代谢物的质谱图中质量碎片峰位置和信息与标准

数据库进行比对，从而对色谱图中的各个峰数据进行分析。

所用谱库主要是ＮＩＳＴ２００５、Ｗｉｌｅｙ。

２　结果与分析

２．１　菌株筛选
将来自稻麦轮作农田的土样在ＬＢ和ＰＤＡ固体培养基中

进行分离与纯化，共得到１６３株细菌，１８株真菌。选用刚果
红染色法和ＣＭＣ－Ｎａ水解圈测定试验，根据得到的菌株菌
落直径（ｄ，ｃｍ）和水解圈直径（Ｄ，ｃｍ），可得水解能力 Ｄｐ，相
关公式：Ｄｐ＝（Ｄ／ｄ）

２，由此选出１５株真菌。
２．２　纤维素酶活性的测定

纤维素的降解是多种酶体系共同作用的结果，本试验主
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要测定供试菌株的ＣＭＣ酶活性以及滤纸酶活性，作为菌株复
筛的依据。通过液体发酵方式，筛选得到酶活性较高的１２株
真菌。将试验真菌添加到 ＰＤＡ液体培养基中，在温度为
２５℃、转速为１５０ｒ／ｍｉｎ条件下摇床培养７２ｈ后测定其酶活
性，结果如表１所示。
２．３　秸秆液态发酵降解能力的测定
　　采用液态发酵的方式研究以上试验得到的１２株真菌。
以改进的ＶａｎＳｏｅｓｔ洗涤法测定供试菌株对水稻秸秆中半纤
维素、纤维素、木质素的降解效果。

　　在液态培养条件下，经各菌株处理，其中ＢＤ－１９菌株处
理后的降解效果与其他菌株相比明显较好，其秸秆的失质量

率达到４４．５１％，半纤维素、纤维素、木质素的降解率分别为
１６．６４％、２６．４２％、１１．４３％（表２）。
２．４　高效秸秆降解菌的鉴定

如 图１所示，将真菌ＢＤ－１９的ＩＴＳ测序拼接序列与

表１　不同菌株的酶活性测定结果

菌株编号
ＣＭＣ酶活性
（Ｕ／ｍＬ）

ＦＰＡ酶活
（Ｕ／ｍＬ）

ＢＤ－８ ６６．５７±０．４６ｆ ３１．８６±０．７９ｆ
ＢＤ－９ ７３．１９±０．６８ｃ ３８．０２±０．６１ｃｄ
ＢＤ－１０ ７４．９１±０．３８ａｂｃ ３８．７８±０．１３ｂｃ
ＢＤ－１４ ７３．６２±０．６２ｂｃ ３６．２５±０．３３ｅ
ＢＤ－１５ ７６．１２±０．６０ａ ４０．３６±０．１０ａｂ
ＢＤ－１６ ７２．７６±０．４６ｃｄ ３７．１６±０．１７ｄｅ
ＢＤ－１９ ７５．６０±０．３１ａｂ ４０．７９±０．１３ａ
ＢＤ－２０ ７６．８０±０．１５ａ ４１．６０±０．１７ａ
ＢＤ－２２ ６７．２６±０．５９ｆ ３３．３３±０．４１ｆ
ＢＤ－２３ ７０．１０±０．４５ｅ ３６．２５±０．１７ｅ
ＢＤ－２４ ７３．１０±０．４５ｃｄ ３７．９２±０．１３ｃｄ
ＢＤ－２５ ７０．７８±０．５２ｄｅ ３６．２５±０．２２ｅ

　　注：数据后不同小写字母表示在０．０５水平上差异显著，下表同。

表２　秸秆降解后各组分含量变化

菌株编号
失质量率

（％）
半纤维素降解率

（％）
纤维素降解率

（％）
木质素降解率

（％）

ＢＤ－４ ３３．１０±０．１２ｄｅ １０．７８±０．１２ｉ １２．６８±０．０９ｅｆ １１．４０±０．１７ｄ
ＢＤ－６ ３２．５７±０．４４ｄｅｆ １２．５７±０．０８ｅｆｇ １４．９５±０．１３ｃｄ ９．４３±０．０９ｆｇ
ＢＤ－９ ３０．１３±０．２３ｈｉｊ １１．７２±０．５０ｇｈｉ １４．９６±０．３８ｃｄ １０．８７±０．１２ｄｅ
ＢＤ－１０ ３５．４３±０．２４ｃ １３．９７±０．１９ｈｉ １６．８７±０．１６ｂ １１．３０±０．０６ｄ
ＢＤ－１４ ３３．５７±０．２４ｄ １２．５４±０．１６ｅｆｇｈ １４．７８±０．０４ｃｄ １１．６０±０．０６ｂｃｄ
ＢＤ－１５ ３１．０３±０．４３ｆｇｈ １６．１１±０．４２ａ １３．９１±０．１８ｄｅ １２．４７±０．１２ａｂ
ＢＤ－１９ ４４．５１±０．５３ａ １６．６４±０．６５ａ ２６．４２±０．７２ａ １１．４３±０．２２ｃｄ
ＢＤ－２０ ４２．９９±０．１２ｂ １５．２４±０．０９ｂｃｄ ２６．４８±０．０６ａ １３．０３±０．１２ａ
ＢＤ－２５ ２８．９０±０．３５ｊ １２．２７±０．３２ｆｇｈｉ １４．４３±０．４７ｃｄ １０．７３±０．１７ｄｅ
ＢＤ－３８ ２８．９７±０．２３ｉｊ １５．７７±０．２０ａｂ １２．４８±０．２３ｅｆ １１．３７±０．２６ｄ
ＢＤ－４３ ３０．６３±０．２８ｇｈ １３．８２±０．２７ｄｅｆ １５．９１±０．３０ｂｃ ８．９０±０．３２ｇ
ＢＤ－６９ ３２．３７±０．３８ｄｅｆ １４．４２±０．１１ａｂｃ １１．５７±０．１２ｆ １２．３３±０．２７ａｂｃ
ＢＤ－９９ ３０．５３±０．２２ｇｈｉ １３．７０±０．１３ａｂｃｄ １２．６４±０．３５ｅｆ １１．４０±０．２０ｄ
ＢＤ－１５５ ３０．１３±０．２８ｈｉｊ １３．０３±０．０７ｃｄｅ １５．３９±０．１１ｂｃｄ １０．１０±０．２１ｅｆ

ＮＣＢＩ中 Ｂｌａｓｔ数 据 进 行 比 对，ＢＤ －１９与 枝 孢 属 菌
（Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ ｓｐ．）ＥＵ－３７５５２３的 ＩＴＳ序列同源性为
９９％［８］，结合供试菌株的菌落形态特征，可初步将其鉴定为

Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍｓｐ．ＢＤ－１９。
２．５　菌株降解秸秆产物的测定

将枝孢菌ＢＤ－１９接种到秸秆粉末液体培养基中摇瓶培
养，分别于３、５、１０、２０、３０ｄ采样，进行降解秸秆所得产物的
ＧＣ－ＭＳ测定，测定结果见图２至图６。
　　在降解过程中，检测到有机化合物如烷、醇、酚、羧酸、硅

氧烷、卤代烃等。醇、酚、羧酸、硅氧烷等物质表明木质纤维素

得到有效降解［９］。由表３可知，接种３ｄ获得６种降解物，５ｄ
后获得１３种降解物，１０ｄ后获得１７种降解物，２０ｄ后获得５
种产物，３０ｄ后获得３种产物。可看出菌株在１０ｄ之前降解
所得有机产物逐渐增多，在 １０ｄ之后降解所得产物明显减
少。其中，以接种１０ｄ所得降解产物最多。
　　半纤维素是不同类型单糖构成的异质多聚体，主要由包
括木糖、阿拉伯糖、半乳糖等的五碳糖、六碳糖构成［１０］。构成

半纤维素的糖基主要有Ｄ－木糖基、Ｄ－甘露糖基、Ｄ－葡萄
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表３　枝孢菌ＢＤ－１９在不同时间降解秸秆的代谢产物

时间（ｄ） 降解秸秆的代谢产物

３ Ｃ２４Ｈ６４Ｏ６（Ｄ－甘露酸，分子量为４４８）、Ｃ２４Ｈ６１ＮＯ６（半乳糖肟六胺，分子量为４５９）、Ｃ１８Ｈ４５ＮＯ５Ｓｉ４（Ｄ－核糖，分子量为４６７）、
Ｃ１２Ｈ３６Ｏ４Ｓｉ５（五硅氧烷，分子量为３８４）、Ｃ９Ｈ２２Ｏ３Ｓｉ２（丙酸，分子量为２３４）、Ｃ８Ｈ２０Ｏ３Ｓｉ２（乙酸，分子量为２２０）

５ Ｃ２４Ｈ６３ＮＯ６（Ｄ－甘露醇，分子量为４６１）、Ｃ２４Ｈ６４Ｏ６（葡萄糖醇，分子量为４４８）、Ｃ２１Ｈ４４Ｏ２（十八烷酸，分子量为３５６）、Ｃ１９Ｈ４０Ｏ２（十
六烷酸，分子量为３００）、Ｃ１８Ｈ４５ＮＯ５Ｓｉ４（Ｄ－核糖，分子量为４６７）
Ｃ１８Ｈ３０Ｏ２（１，４－二氢苯乙酸，分子量为２７８）、Ｃ１７Ｈ４２Ｏ５Ｓｉ４（阿拉伯吡喃糖，分子量为４３８）、Ｃ１７Ｈ２６Ｏ３（３，５－二叔丁基－４－羟基
苯甲酸乙酯，分子量为２７８）、Ｃ１３Ｈ３３Ｏ４（Ｄ－戊二酸呋喃糖，分子量为２５３）、Ｃ１２Ｈ３６Ｏ４Ｓｉ５（五硅氧烷，分子量为３８４）、Ｃ１２Ｈ３３Ｏ３（甘
油三甲基硅烷基醚，分子量为２２５）、Ｃ１１Ｈ２１ＮＯ３Ｓｉ（环己烷，分子量为２４３）、Ｃ１０Ｈ３０Ｏ３Ｓｉ４（四硅氧烷，分子量为３１０）

１０ Ｃ２４Ｈ６３ＮＯ６（半乳糖，分子量为 ４６１）、Ｃ２４Ｈ６１ＮＯ６（半乳糖肟六胺，分子量为 ４５９）、Ｃ２２Ｈ５５ＮＯ６Ｓｉ（Ｄ－果糖，分子量为 ４５９）、
Ｃ２１Ｈ４４Ｏ２（十八烷酸，分子量为３５６）、Ｃ１９Ｈ４０Ｏ２（十六烷酸，分子量为３００）、Ｃ１８Ｈ３８（十八烷，分子量为２５４）、Ｃ１７Ｈ２６Ｏ３（３，５－二叔
丁基－４－羟基苯甲酸乙酯，分子量为２７８）、Ｃ１７Ｈ２６Ｏ３（３，５－二叔丁基－４－羟基苯甲酸乙酯，分子量为２７８）、Ｃ１２Ｈ３６Ｏ４Ｓｉ５（五硅
氧烷，分子量为３８４）、Ｃ１２Ｈ３３Ｏ３（甘油三甲基甲硅烷基醚，分子量为２２５）、Ｃ１１Ｈ２１ＮＯ３Ｓｉ（环己烷，分子量为２４３）、Ｃ１１Ｈ３２ＮＯ（硅烷
胺，分子量为１９４）、Ｃ１０Ｈ２６Ｏ３Ｓｉ２（硅烷，分子量为２５０）、Ｃ９Ｈ２１ＮＯ３Ｓｉ２（甘氨酸，分子量为２４７）、Ｃ９Ｈ２８Ｏ４Ｐ（硅烷醇，分子量为
２３１）、Ｃ８Ｈ１７ＮＯ３Ｓｉ［甘氨酸，Ｎ－（１－氧代丙基）－三甲基甲硅烷基酯，分子量为２０３］、Ｃ８Ｈ２５Ｏ２（三硅氧烷，分子量为１５３）

２０ Ｃ１８Ｈ３８（十八烷，分子量为２５４）、Ｃ１７Ｈ２６Ｏ３（３，５－二叔丁基－４－羟基苯甲酸乙酯，分子量为２７８）、Ｃ１６Ｈ３６ＮＯ６（葡萄糖酸，分子量
为３３８）、Ｃ１０Ｈ２６Ｏ２Ｓｉ（硅烷，分子量为２３４）、Ｃ１０Ｈ２６Ｏ３Ｓｉ（２，３－丁二醇，分子量为２５０）

３０ Ｃ２４Ｈ６３ＮＯ６（葡萄糖醇，分子量为２７８）、Ｃ１６Ｈ３６ＮＯ６（葡萄糖酸，分子量为３３８）、Ｃ９Ｈ２８Ｏ４Ｐ（硅烷醇，分子量为２３１）
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糖基、Ｄ－半乳糖基、Ｌ－阿拉伯糖基、４－Ｏ－甲基 －Ｄ－葡萄
糖醛酸基、Ｄ－半乳糖醛酸基、Ｄ－葡萄糖醛酸基等［１１］。由表

３可知，在接种３ｄ产物中有 Ｄ－甘露酸；接种５ｄ产物中有
葡萄糖醇；接种１０ｄ产物中有Ｄ－果糖、半乳糖；接种２０ｄ的
产物中有葡萄糖酸；接种３０ｄ产物中含有葡萄糖醇和葡萄糖
酸。由此可知，本试验所用的枝孢菌 ＢＤ－１９菌株对秸秆中
的半纤维素中所含的糖基类物质有降解作用。

半纤维素主要分为３类，即聚木糖类、聚葡萄甘露糖类、
聚半乳糖葡萄甘露糖类，其中聚木糖类主要是以１，４－β－
Ｄ－吡喃型木糖构成主链，以４－氧甲基 －吡喃型葡萄糖醛
酸为支链的多糖，其主要由 β－Ｄ－吡喃型木糖基、４－氧甲
基－吡喃型葡萄糖醛酸基、α－Ｌ－呋喃型阿拉伯糖构成［１２］。

由表３可知，在菌株降解秸秆的５ｄ生成了 Ｄ－戊二酸呋喃
糖、阿拉伯吡喃糖，由此说明，枝孢菌 ＢＤ－１９对半纤维素中
的聚木糖有降解作用。

　　构成半纤维素的３种糖类中的聚葡萄甘露糖是由Ｄ－吡
喃型葡萄糖基、呋喃型甘露糖基以１，４－β型连接成主链［１３］。

另一类聚半乳糖葡萄糖甘露糖还有Ｄ－呋喃型半乳糖基用支
链形式以１，６－α型连接到此主链上的若干 Ｄ－呋喃型半乳
糖基、Ｄ－吡喃型葡萄糖基上［１４］，由表３可知，在菌株降解秸
秆的３ｄ，产物中有Ｄ－甘露酸出现；在５ｄ时，产物中有葡萄
糖醇出现；３０ｄ时，产物中有葡萄糖醇、葡萄糖酸。由此可
知，枝孢菌 ＢＤ－１９对半纤维素中的聚葡萄甘露糖具有一定
的降解作用。

　　分析表３中物质结构可以看出，接种３ｄ时碳原子数在
２０个以上的物质有２种，５ｄ时有３种，１０ｄ时有４种，２０ｄ
时没有碳原子数在２０个以上的物质，３０ｄ时有１种。由此可
见，碳链在１０ｄ后有明显的断裂，初步推断，枝孢菌 ＢＤ－１９
在１０ｄ左右对秸秆的降解作用较为明显。

　　计算表３中物质的分子量可知，接种３ｄ时物质的分子
量为２２０～４６７；５ｄ物质的分子量为２２５～４６７；１０ｄ时物质的
分子量为１５３～４６１；２０ｄ时物质的分子量为２３４～３３８；３０ｄ
时物质的分子量为２３１～３３８。由此可见，枝孢菌 ＢＤ－１９在
１０ｄ后对秸秆的降解作用较明显。
　　枝孢菌ＢＤ－１９接种后５～７ｄ菌落生长最旺盛，之后菌
落直径不再扩大，在其生长期间，由于该菌细胞内纤维素酶、

内切葡聚糖酶、β－葡萄糖苷酶等没有大量产生，所以在３～
５ｄ时枝孢菌ＢＤ－１９可能对秸秆降解的速度较慢，因而所得
产物较少；在５～１０ｄ时推测，枝孢菌 ＢＤ－１９能产出较多的
纤维素酶、内切葡聚糖酶、β－葡萄糖苷酶等，从而提高了菌
株对秸秆的降解速率。

　　在菌株生长的后期，随着秸秆培养基中提供的糖类、碳
源、氮源、无机盐等菌株生长所必需的物质逐渐减少，影响了

菌株的正常生长以及现有菌株的活性，从而导致３种纤维素、
木质素降解酶的产生量越来越少。与本研究所显示的结果一

致，在菌株生长平稳期过后的衰亡期，有机物含量越来越少。

３　结论与讨论

本研究主要从稻麦轮作农田土样中以稀释涂平板的方法

分离出各菌株，并进行纯化。选用刚果红染色法以及 ＣＭＣ－
Ｎａ水解圈测定法，将所得菌株进行初次筛选后得到具有秸秆
降解能力的１５株真菌。测定这些菌株的 ＣＭＣ及 ＦＰＡ酶活
性后，进一步得到酶活性较高的１２株真菌。
　　在液态发酵条件下，将秸秆作为唯一碳源的培养基于摇
床振荡培养１０ｄ后，秸秆的形态明显发生了变化，以差质量
法测定其失质量率与半纤维素、纤维素、木质素的降解率。其

中，真菌ＢＤ－１９降解秸秆的失质量率达到４４．５１％，半纤维
（下转第３０５页）
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表２　基本控制项目最高允许排放浓度（日均值） ｍｇ／Ｌ　

序号 基本控制项目 一级标准Ａ标准
１ 化学需氧量 ５０
２ 悬浮物（ＳＳ） １０
３ 总氮（以Ｎ计） １５
４ 氨氮（以Ｎ计） ５（水温＞１２℃）／８（水温≤１２℃）
５ 总磷（以Ｐ计） １（２００５年１２月３１日前建设的污水处理厂）

０．５（２００６年１月１日起建设的污水处理厂）

到了一级标准Ａ标准；而稻草－狐尾藻处理的废水除了ＣＯＤ
和ＳＳ未达到最高允许排放浓度标准，其余 ＮＨ３－Ｎ、ＴＮ、ＴＰ
均已达到一级标准Ａ标准。

３　讨论与结论

３．１　狐尾藻治理废水的效率
从本模拟试验结果可以看出，无稻草覆盖组的狐尾藻处

理废水中 ＣＯＤ、ＳＳ、ＮＨ３－Ｎ、ＴＮ和 ＴＰ效果最好，且效率最
高，在２９～４３ｄ，废水中各项指标均已降至最低浓度，且水质
指标均已达到ＧＢ／８９１８—２００２《城镇污水处理厂污染物排放
标准》一级标准Ａ标准；而在覆盖稻草组的狐尾藻处理废水
中，除ＣＯＤ和ＳＳ浓度升高外，其余指标也均在２９～４３ｄ时降
至最低浓度，且都达到ＧＢ／８９１８—２００２《城镇污水处理厂污染
物排放标准》一级标准 Ａ标准。相比较而言，无稻草覆盖的
狐尾藻处理废水效率更高，效果更好。

３．２　狐尾藻治理废水的效果
在罗开武等的研究中，ＮＨ３－Ｎ浓度、ＴＰ浓度、ＣＯＤ在沼

液池、生物质池（稻草降解池）通过４级绿狐尾藻湿地净化后
均降低９０％以上［１０］。本试验中覆盖稻草组中 ＣＯＤ与 ＳＳ浓
度有升高的趋势，６号桶中自来水的 ＣＯＤ和 ＳＳ浓度也呈现
升高趋势，在试验中覆盖稻草的处理桶内水逐渐变为黑色，而

无稻草覆盖组的水是透明的，是否因为稻草在废水中降解从

而导致ＣＯＤ和ＳＳ浓度升高，有待进一步验证。此外，本试验
为室内模拟试验，处理时间为７５ｄ，而罗开武等的处理时间为
半年［１０］，因此，若本模拟试验延长时间，ＣＯＤ和 ＳＳ浓度在后
期是否会下降也有待进一步验证。
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素、纤维素、木质素的降解率分别为 １６．６４％、２６．４２％、
１１．４３％。ＢＤ－１９菌株经过形态特征及 ＩＴＳ的系统发育分
析，鉴定其属于枝孢菌属。

　　利用ＧＣ－ＭＳ对筛选出的高效降解秸秆菌株ＢＤ－１９降
解秸秆的能力进行进一步研究。通过对其降解秸秆产生有机

物的分析表明，产物中除了含有少量烷烃类物质外，还含有

３２种有机物，从有机物的种类及含量变化上可以判断，枝孢
菌ＢＤ－１９对纤维素、木质素均有降解作用。
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