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　　摘要：为了获得１组能够高效分解废纸并产胞外纤维素酶的复合菌系，采用外淘汰法，在常温条件下以土壤及枯
枝落叶为菌源，以废打印纸为唯一碳源，筛选得到１组复合菌系ＰＳＤ。结果表明，该复合菌系能够在６ｄ内分解纸总质
量的７１％，其中纤维素降解率为７２％，半纤维素降解率为４８％。此外，羧甲基纤维素酶活性在分解３ｄ时达到最高值
３．２６Ｕ／ｍＬ，半纤维素酶活性在分解４ｄ时达到最高值６．３７Ｕ／ｍＬ。当培养温度在２５～３５℃，培养基 ｐＨ值在 ６．０～
８０，培养基为Ｈｕｔｃｈｉｎｓｏｎ时，复合菌系具有较好的纸分解效果和产酶活性。利用１６Ｓ及２６ＳｒＲＮＡ克隆技术分析微生
物组成结果表明，该复合菌系由细菌和真菌组成，其中细菌主要包括厚壁菌门、变形菌门及拟杆菌门，真菌主要包括波

氏假性霉样菌（Ｐｓｅｕｄａｌｌｅｓｃｈｅｒｉａｂｏｙｄｉｉ）。由研究结果可知，得到的复合菌系ＰＳＤ能够有效分解废纸并同时分泌纤维素
酶，对打印纸废弃物的分解及资源利用具有一定的应用意义。
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　　随着现代制造技术的发展，一次性纸张已经成为廉价商
品，过去４０年内，全球纸的消费量增长了４００％，每年产生的
废纸量达４亿ｔ以上。废纸作为最普遍的回收材料之一，理
论上可循环使用６～７次，但是纸经多次回用后纤维流失率
大，且纤维短，利用效率低，因此，全球纸张的平均回收水平只

有２．４次［１］。不合理处理无法循环利用的废纸（如填埋或焚

烧），会造成温室气体的排放、垃圾渗滤液污染等环境问

题［２］。因此，开发多种资源化利用方式，对废纸进行充分利

用，不仅可以节约大量植物木质纤维原料，同时可以减少固体

废弃物的排放及对环境的污染。

废纸主要由纤维素（４０％ ～８０％）、半纤维素（５％ ～
１５％）及少量的木质素组成［３］。近年来的研究发现，利用多

种技术可将废纸转化为乙醇、甲烷、氢等能源物质［４－６］，为了

提高转化率，往往需要物理、化学或酶预处理，从而在一定程

度上增加了经济成本，或对环境造成了一定的污染。其中利

用酶转化废纸材料具有很多优势，如底物特异性高、能源消费

低、环境污染水平低等。然而，昂贵的成本成为纤维素酶制剂

应用的瓶颈。近年来，利用农业或者工业废弃物通过液体或

固体发酵的方式生产纤维素酶成为研究热点，例如以水稻秸

秆、玉米穗、象草、甘蔗渣及生活污水等为底物［７－１２］。在纤维

素酶的相关研究中，由于真菌能够分泌大量纤维素酶及半纤

维素酶，并且会将其分泌到细胞外至培养基中，易于分离纯

化，成为重要的研究对象。但是，用真菌单独分解木质纤维素

材料往往需要较长时间［１３］。近年来的研究发现，复合菌系能

够有效降解水稻秸秆、玉米秸秆、柳枝稷及滤纸等木质纤维素

材料，但是以液体微好氧条件培养的复合菌系胞外酶活性较

低［１４－１５］。因此，在好氧条件下筛选１组由真菌及细菌共同组
成，且能够高效分解废纸并分泌纤维素酶的复合菌系，对废纸

的资源化利用具有重要意义。

１　材料与方法

１．１　复合菌系的筛选
复合菌系筛选用 Ｍａｎｄｅｌｓ固体培养基，配方如下：１．４ｇ

（ＮＨ４）２ＳＯ４，２．５ｇ蛋白胨，０．３ｇＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，２ｇＣａＣＯ３，
２ｇＫＨ２ＰＯ４，５ｍｇＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，１．６ｍｇＭｎＳＯ４，１．７ｍｇ
ＺｎＣｌ２，１．７ｍｇＣｏＣｌ２，１２ｇ琼脂，１Ｌ去离子水，调节 ｐＨ值至
７．０。将培养基于１２１℃灭菌３０ｍｉｎ后倒平板待用。

菌源于２０１０年取自北京植物园的土壤、枯枝落叶，加入
５０ｍＬ灭菌去离子水，于２００ｒ／ｍｉｎ振荡２０ｍｉｎ，吸取１ｍＬ至
上述培养基平板上，将（０．５±０．１）ｇ灭菌的废打印纸盖在培
养基表面作为唯一碳源，于３０℃静置培养。待废纸分解后，
将残余部分刮下并置于５０ｍＬ灭菌离心管中，加入３０ｍＬ灭
菌去离子水，混匀后吸取０．５ｍＬ进行转接。淘汰废纸分解效
率低的菌系，将分解能力强的复合菌系每隔 ４～６ｄ转接 １
次，直至功能稳定。向培养３ｄ的复合菌系与分解剩余的纸
中加入２５％甘油，于－８０℃保存。
１．２　降解率

通过测定纸的总质量减少量及木质纤维素成分质量减少

量，分析复合菌系对废纸的分解能力。将培养３ｄ的复合菌
系通过“１．１”节的方法制备菌液并接种到２１个新的培养基
上，加入灭菌的废纸培养６ｄ，从０ｄ开始每天取样，每次３个
重复，于６０℃烘干４８ｈ后称质量分析纸的分解情况。将残
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余的纸烘干后剪至 ５ｍｍ×５ｍｍ大小，装入 Ｆ５７专用袋
（ＭｏｄｅｌＦ５７，ＡＮＫＯＭＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ＵＳＡ）中，根据 ＡＮＫＯＭ２２０
型纤维分析仪说明书测定纤维素、半纤维素含量。

１．３　粗酶液的制备及酶活性的测定
在培养期间，收集分解残余的纸制备粗酶液。从平板上

刮下分解剩余的纸，加入３０ｍＬ灭菌去离子水充分混匀，浸提
底物表面的胞外酶，于８０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ后所得上清液
即为制备好的粗酶液。羧甲基纤维素酶活性及木聚糖酶活性

的测定方法参照文献［１６］。
１．４　最佳产酶条件

纤维素酶的产生会受培养基 ｐＨ值、发酵温度及养分等
的影响［１７］，为了确定复合菌系分解废纸过程中的最佳产酶条

件，设置不同培养温度（２５～４５℃）、培养基 ｐＨ值（５．０～
８．０）及培养基种类（Ｍａｎｄｅｌｓ、Ｈｕｔｃｈｉｎｓｏｎ、Ｄｕｂｏｓ、ＰＣＳ及 ＰＡ）。
不同培养基养分组成如下。（１）Ｈｕｔｃｈｉｎｓｏｎ：１ｇ／ＬＫＨ２ＰＯ４，
０．３ｇ／ＬＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，０．０１ｇ／ＬＦｅＣｌ３，０．１ｇ／ＬＣａＣｌ２·
６Ｈ２Ｏ，０．１ｇ／ＬＮａＣｌ，２．５ｇ／ＬＮａＮＯ３。（２）Ｄｕｂｏｓ：１ｇ／Ｌ
Ｋ２ＨＰＯ４，１ｇ／ＬＮａＮＯ３，０．５ｇ／ＬＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，０．５ｇ／ＬＫＣｌ，
０．０５ｇ／ＬＦｅ２（ＳＯ４）·Ｈ２Ｏ。（３）ＰＣＳ：５ｇ／Ｌ蛋白胨，１ｇ／Ｌ酵
母粉，２ｇ／ＬＣａＣＯ３，５ｇ／ＬＮａＣｌ。（４）ＰＡ培养基：在１Ｌ去离
子水中加入２００ｇ马铃薯条，煮沸５ｍｉｎ，用纱布过滤后加入
去离子水将总体积补足至１Ｌ。上述培养基中均加入１２ｇ／Ｌ
琼脂，调节ｐＨ值至７．０，于１２１℃灭菌３０ｍｉｎ。在上述不同
条件下，复合菌系于接种后４ｄ取样，测定废纸的减质量及粗
酶液酶活性。

１．５　复合菌系微生物组成分析
复合菌系基因组ＤＮＡ的提取采用苯酚 －三氯甲烷抽提

法，将提取后的ＤＮＡ作为模板进行 ＰＣＲ扩增。ＤＧＧＥ（变性
梯度凝胶电泳）及克隆方法参照文献［１５］。测序结果使用
Ｌａｓｅｒｇｅｎｅ软件（ＤＮＡＳｔａｒ，Ｍａｄｉｓｏｎ，Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ，ＵＳＡ）进行分析，
序列相似性比对通过ＢＬＡＳＴ（ｈｔｔｐ：／／ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／
Ｂｌａｓｔ／），用ＭＥＧＡ５．１软件构建系统进化树。

２　结果与分析

２．１　复合菌系ＰＳＤ对废打印纸的分解能力
经过连续传代３０次以上，筛选到１组能够有效分解废纸

并产纤维素酶的复合菌系ＰＳＤ。由图１接种复合菌系后废纸
的总质量降幅及木质纤维素质量降幅可以看出，培养３ｄ后，
纸的总质量减少了２４．９％，其中纤维素、半纤维素分别减少
了３８．１％、２９．９％。分解６ｄ后，复合菌系ＰＳＤ对废纸的分解
率达到７０．６％，其中纤维素减少了７１．７％，半纤维素减少了
４８．２％。从图１还可以看出，培养３～６ｄ期间废纸的分解速
率高于培养０～３ｄ的，并且复合菌系对废纸中纤维素成分的
分解率高于半纤维素。

２．２　酶活性的变化
从图２可以看出，羧甲基纤维素酶、木聚糖酶活性在接种

复合菌系２ｄ后快速增加，羧甲基纤维素酶活性在接种复合
菌系３ｄ后达到最高值，为３．２６Ｕ／ｍＬ，木聚糖酶活在接种复
合菌系４ｄ后达到最高值，为６．３７Ｕ／ｍＬ。结合图１中复合
菌系对废纸降解率的影响，可见分解２ｄ后酶活性的快速提
高增强了复合菌系对废纸的分解能力，此外复合菌系ＰＳＤ能

够有效分解废纸并以废纸为底物分泌活性较高的纤维素酶。

崔宗均等以堆肥为菌源，筛选到１组能够高效分解天然木质
纤维素的复合菌系 ＭＣ１，但是其胞外酶活性很低［１８］。另外，

复合菌系ＸＤＣ－２虽然能够分泌高活性的胞外木聚糖酶，但
胞外羧甲基纤维素酶活性却很低，只有 ０．１０８Ｕ／ｍＬ［１９］。
Ｒｉｃｈａ等从土壤中分离出一些能够有效分解纸的真菌，但有
关纸的分解情况及产酶情况并没有相关报道［２０］。

２．３　产酶条件的优化
在不同培养条件下，接种复合菌系 ＰＳＤ４ｄ后纸的分解

率及产酶活性见图３。可以看出，当培养温度为２５～３５℃
时，废纸的分解率及粗酶液的酶活性都较高，其中３０℃时的
分解率最高，为３６．１％，在２５℃条件下，复合菌系产酶的酶
活性最高。但是当温度≥４０℃时，废纸的分解率及酶活性明
显下降。由此可见，复合菌系在温度≤３５℃时能有效降解废
纸并产纤维素酶（图３－Ａ）。当培养基ｐＨ值为６．０时，羧甲
基纤维素酶活性、半纤维素酶活性都达到最高值。将其最高

相对酶活性视为１００％，当培养基 ｐＨ值高于６．０时，羧甲基
纤维素酶、半纤维素酶的相对酶活性分别高于７３％、８６％，废
纸的总分解率大于４５％，并且当培养基ｐＨ值为７．０时，分解
率最高，为５１．１％。但是当ｐＨ值小于６．０时，无论是废纸的
降解率，还是复合菌系产纤维素酶的酶活性都明显降低。总

体看出，ｐＨ值为６～８时，复合菌系有较好的纸分解效果和产
酶活性（图３－Ｂ）。以 Ｈｕｔｃｈｉｎｓｏｎ为培养基废纸为唯一碳源
时，复合菌系对废纸的降解率最高，为５０．１％，并且羧甲基纤
维素的酶活性最高。当培养基为 Ｈｕｔｃｈｉｎｓｏｎ、Ｍａｎｄｅｌｓ及
Ｄｕｂｏｓ时，废纸的降解率及酶活性明显高于ＰＣＳ、ＰＡ培养基的
降解率与酶活性（图３－Ｃ）。由此可见，Ｈｕｔｃｈｉｎｓｏｎ为复合菌
系分解及产酶的最佳培养基。
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２．４　复合菌系ＰＳＤ的微生物组成稳定性
为了确定复合菌系 ＰＳＤ的微生物组成已经稳定，利用

ＰＣＲ－ＤＧＧＥ技术对其总 ＤＮＡ进行分析。保存复合菌系继
代培养过程中４ｄ后的培养物（第３０、３３、３６、３９代），提取总
ＤＮＡ并利用引物对３５７Ｆ－ＧＣ、５１７Ｒ及 ＮＬ１－ＧＣ、ＬＳ２分别
进行ＰＣＲ扩增后用于ＤＧＧＥ分析。细菌、真菌的ＤＧＧＥ图谱
见图４，可见继代培养过程中不同代真菌、细菌的群落结构相
同，说明经过长期驯化培养，复合菌系ＰＳＤ的菌群结构稳定，
复合菌系在分解木质纤维素过程中群落结构的稳定性能够保

证其功能的稳定性。

２．５　复合菌系ＰＳＤ的微生物组成
利用克隆技术，分析复合菌系ＰＳＤ的微生物组成，其１６Ｓ

ｒＤＮＡ、２６ＳｒＤＮＡ系统发育树分别见图５、图６。本研究共获得
２００个细菌克隆子，测序分析结果表明，主要为厚壁菌门
（３１１％）、变形菌门（２４．１％）及拟杆菌门（４４．６％），其中厚
壁菌门主要包括 Ｓｅｄｉｍｅｎｔｉｂａｃｔｅｒ、柯恩氏菌（Ｃｏｈｎｅｌｌａ）及泰氏
菌属 （Ｔｉｓｓｉｅｒｅｌｌａ）。克 隆 子 Ｂ７４与 Ｓｅｄｉｍｅｎｔｉｂａｃｔｅｒｓｐ．
ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔｃｕｌｔｕｒｅｃｌｏｎｅＭＢ２＿２１８有 ９６％的相似性，有报道
称，该菌对１，２，４－三氯二苯并 －对 －二 英具有还原脱氯

的作用［２１］。克隆子 Ｂ１０２、Ｂ１６０与 Ｃｏｈｎｅｌｌａｓｐ．ＦＣＮ３－３
（ＨＱ７０４０６９）具有９８％的相似性，该菌是１株从牛粪中分离
并具有纤维素分解能力的细菌［２２］。变形菌门主要包括假单

胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）、不粘柄菌属（Ａｓｔｉｃｃａｃａｕｌｉｓ）及红杆菌属
（Ｒｈｏｄｏｂａｃｔｅｒ），其中克隆子Ｂ３５与 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｔｕｔｚｅｒｉｓ（施氏
假单胞菌）ｔｒａｉｎＳ１（ＡＹ４８５９９５）具有９９％的相似性，该菌是

从土壤中分离得到的，具有降解氟氯氰菊酯的能力［２３］。拟

杆菌门主要包括哈氏噬纤维菌（Ｃｙｔｏｐｈａｇａｈｕｔｃｈｉｎｓｏｎｉｉ）、Ｃｆ．
Ｃｙｔｏｐｈａｇａ、Ｄｙｓｇｏｎｏｍｏｎａｓ及 Ｃｈｉｔｉｎｏｐｈａｇａ。其中克隆子 Ｂ３１
与 ＣｙｔｏｐｈａｇａｈｕｔｃｈｉｎｓｏｎｉｉＡＴＣＣ３３４０６（ＣＰ０００３８３）具有９１％
的相似性，对该菌的基因组测序发现能够编码很多参与纤

维素利用的基因［２４］。另外，在复合菌系 ＸＤＣ－２的微生物
组成中也检测到 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｔｕｔｚｅｒｉ、Ｄｙｓｇｏｎｏｍｏｎａｓ的存
在［１９］。Ｗａｎｇ等筛选到的１组能够高效降解木质素、芳香族
化合物的复合菌系 ＬＤＣ中有 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ．、Ｃｏｈｎｅｌｌａ的
存在［２５］。　

对获得的１８０个真菌克隆子进行测序的结果表明，共有
波氏 假 性 霉 样 菌 （Ｐｓｅｕｄａｌｌｅｓｃｈｅｒｉａｂｏｙｄｉｉ）、Ｆｉｌｏｂａｓｉｄｉｕｍ
ｆｌｏｒｉｆｏｒｍｅｓ及轮枝菌（Ｖｅｒｔｉｃｉｌｌｉｕｍｓｐ．）３种真菌，其中８０．７％的
序列与 Ｐｓｅｕｄａｌｌｅｓｃｈｅｒｉａｂｏｙｄｉｉ（ＡＢ３６３７６４）具有 ９９％的相似
性。据报道，该菌广泛存在于堆肥中，可有效降解有机物，同

时还可利用碳氢化合物及挥发性烷烃类物质，如乙烷、丙烷、

丁烷等［２６－２７］。另外，研究发现 Ｐｓｅｕｄａｌｌｅｓｃｈｅｒｉａｂｏｙｄｉｉ可有效
降解有毒物质 ２，３，７，８－四氯二苯并二 英及多环芳烃

（ｐｏｌｙｃｙｃｌｉｃａｒｏｍａｔｉｃｈｙｄｒｏｃａｒｂｏｎｓ，简称 ＰＡＨｓ）［２８－２９］。１２．５％
的序列与Ｖｅｒｔｉｃｉｌｌｉｕｍｓｐ．（ＡＹ３１２６０７）具有９９％的相似性，有
研究发现，黑白轮枝菌（Ｖｅｒｔｉｃｉｌｌｉｕｍａｌｂｏａｔｒｕｍ）、黄萎病病菌
（Ｖｅｒｔｉｃｉｌｌｉｕｍｄａｈｌｉａｅ）都能够分泌多种纤维素酶并能有效分解
纤维素。Ｋｌｏｓｔｅｒｍａｎ等对这２株真菌进行宏基因组测序，结
果发现基因组中有很多编码果胶降解酶及碳水化合物活性酶

的基因［３０－３１］。据笔者所知，本研究是第１次在复合菌系中检
测到有Ｖｅｒｔｉｃｉｌｌｉｕｍｓｐ．的组成。因此可见，ＰＳＤ是一组由细菌
和真菌共同组成的复合菌系。

３　结论

本研究成功筛选到１组能够高效降解废纸，同时分泌胞
外纤维素酶的复合菌系ＰＳＤ。该复合菌系能够在６ｄ内分解
纸总质量的 ７１％，其中纤维素、半纤维素的降解率分别为
７２％、４８％。在复合菌系分解废纸期间，胞外羧甲基纤维素酶
活性在３ｄ时达到最高值，为３．２６Ｕ／ｍＬ，半纤维素酶活性在
４ｄ时达到最高值，为６．３７Ｕ／ｍＬ。

１６ＳｒＤＮＡ、２６ＳｒＤＮＡ克隆文库结果表明，复合菌系由真
菌、细菌组成，其中细菌 Ｃｏｈｎｅｌｌａ、Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ及 Ｃｙｔｏｐｈａｇａ
ｈｕｔｃｈｉｎｓｏｎｉｉ可能是功能菌，Ｐｓｅｕｄａｌｌｅｓｃｈｅｒｉａｂｏｙｄｉｉ是主要的真
菌组成。

—９３２—江苏农业科学　２０１９年第４７卷第１期
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