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　　摘要：从环境样品中筛选得到１株耐高温纤维素酶产生菌Ａ１３。形态及生理生化特征测定结果表明，Ａ１３菌株与
芽孢杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）中地衣芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ）的特征基本一致。测定了该菌株的１６ＳｒＤＮＡ序列并根
据１６ＳｒＤＮＡ构建了系统发育树，在系统发育树中，Ａ１３菌株与地衣芽孢杆菌形成一个类群，序列同源性为９０％。最终
确定该菌株为地衣芽孢杆菌。
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　　当煤、石油等不可再生资源逐渐短缺甚至枯竭时，资源便
成了全球共同面临的重大问题。纤维素是最丰富的有机物质，

是地球上最广泛最丰富的自然资源和可再生资源之一［１］，每年

纤维素的产量都高达２０００亿ｔ，但是纤维素难以被分解利用，
不仅不能更好地为人类所用，反而还会造成浪费甚至导致环境

污染。自１９０６年纤维素酶在蜗牛消化道内被发现以来，学术
界开始普遍采用微生物去降解纤维素［２］。纤维素酶不是单一

成分的酶，而是一类复杂的复合物，是由多种酶协同起作用的

多酶体系，能够将纤维素降解为葡萄糖［３］，因此在纤维素酶的

作用下降解纤维素不仅可以为全球的能源供应作出贡献，同时

还能有效解决废弃物处理等一系列问题［４］。

纤维素酶产生菌得到学术界的广泛研究，仅被记录在

ＳｗｉｓｓＰｒｏｔｅｉｎ数据库中的纤维素酶氨基酸序列就已经达到
６４９条，基因序列共有４３３条［５］，但是从微生物中筛选出的产

纤维素酶菌株的产酶能力低且热稳定性较差，真正高产的微

生物菌株相对较少，纤维素酶的生产依旧处于高成本低产量

的状态，纤维素酶产生菌的选育依然是今后研究的一个重要

方向。本研究拟从环境样品中分离筛选产纤维素酶菌株，并

对其进行形态学和分子生物学鉴定，以期能够得到１株耐高
温的产纤维素酶菌株，为相关基础研究提供相应的参考。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　样品　试验用样品采集自生活污泥堆肥。
１．１．２　培养基　纤维素分离培养基：酵母粉５．０ｇ／Ｌ，羧甲基
纤维素钠（ＣＭＣ－Ｎａ）１０．０ｇ／Ｌ，蛋白胨 １０．０ｇ／Ｌ，ＮａＣｌ
５．０ｇ／Ｌ，琼脂 ２０．０ｇ／Ｌ，ＭｇＳＯ４０．２ｇ／Ｌ，ＫＨ２ＰＯ４１．０ｇ／Ｌ，
１１５℃ 灭菌 ３０ｍｉｎ。葡萄糖蛋白胨水培养基：蛋白胨

０．５ｇ／Ｌ，Ｋ２ＨＰＯ４０．２ｇ／Ｌ，葡萄糖０．５ｇ／Ｌ，ｐＨ值７．２～７．４。
吲哚产生试验培养基：牛肉膏３．０ｇ／Ｌ，ＮａＣｌ５．０ｇ／Ｌ，胰蛋白
胨１０．０ｇ／Ｌ，ｐＨ值７．０～７．２，１２１℃灭菌２０ｍｉｎ。柠檬酸盐
利用试验培养基：ＭｇＳＯ４ ０．２ｇ／Ｌ，柠檬酸钠 ２．０ｇ／Ｌ，
（ＮＨ４）２ＨＰＯ４１．０ｇ／Ｌ，琼脂１５．０ｇ／Ｌ，ＮａＣｌ５．０ｇ／Ｌ，１％溴百
里香酚蓝水溶液 １０．０ｇ／Ｌ，ｐＨ值 ６．８～７．０，１１５℃灭菌
２０ｍｉｎ。
１．１．３　主要试剂　葡萄糖、四水酒石酸钠、３、５－二硝基水杨
酸、苯酚、无水亚硫酸钠、羧甲基纤维素钠、无水乙醇、刚果红、

ＮａＣｌ、溴甲酚紫指示剂、甲基红、乙醚、吲哚等均为国产分
析纯。

１．２　方法
１．２．１　菌株分离　用电子天平准确称取５ｇ采集的样品加
入到烧杯中，同时向烧杯中加入４５ｍＬ无菌水，然后把烧杯放
置于沸水中水浴处理１０ｍｉｎ，将处理过的烧杯放在１３０ｒ／ｍｉｎ
的摇床培养箱中振荡培养３０ｍｉｎ，取２０μＬ振荡培养后的悬
液，用移液枪涂布到新的纤维素分离培养基中，最后将培养基

倒置于３７℃恒温培养箱中培养１８～２２ｈ。待培养基中长出
菌落后，将培养基以及所需试验材料放置于超净工作台中，在

紫外灯下照射２０ｍｉｎ，然后用无菌牙签挑取适量的菌株，分别
点接到新的纤维素分离培养基上，并为各菌株编号，将点接过

菌株的纤维素分离培养基倒置于３７℃恒温培养箱中持续培
养１８～２２ｈ。待培养基中长出菌落后，把适量的刚果红溶液
（１ｍｇ／ｍＬ）倒入培养基中，要保证刚果红溶液能够完全盖住
培养基表面，将培养基静置染色１ｈ后倒出刚果红溶液，再用
蒸馏水进行反复清洗，直至流出的液体无红色为止，最后用适

量ＮａＣｌ溶液（１ｍｏｌ／Ｌ）浸泡洗脱３０ｍｉｎ，倒出ＮａＣｌ溶液。
观察菌株周围能否产生透明圈，以菌株产生的透明圈直

径和菌落直径的比值作为初步判断纤维素分解能力的指标，

并将比值较大的菌株单独重新点接到新的纤维素分离培养基

上，持续培养１８～２２ｈ，之后同样进行刚果红溶液染色、ＮａＣｌ
溶液浸泡洗脱等步骤，最后用游标卡尺准确测量菌株周围透

明圈的直径和菌落直径，并计算两者的比值。

１．２．２　菌株的鉴定　对经过筛选得到的产纤维素酶菌株进
行形态学观察和一系列生理生化鉴定，在参照《伯杰氏细菌
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系统鉴定手册》［６－７］（中文第８版）和《常见细菌系统鉴定手
册》的基础上，对菌株进行鉴定。

把菌株接种到葡萄糖蛋白胨水培养基中，然后将培养基

放置于３７℃、１６０ｒ／ｍｉｎ的摇床培养箱中振荡培养１８～２２ｈ，
待液体培养基中出现浑浊后，取１．５ｍＬ培养液于离心管进行
离心，用于提取菌株的基因组 ＤＮＡ。以所提取到的基因组
ＤＮＡ为模板，采用细菌通用引物２７Ｆ和１４９２Ｒ，利用 ＰＣＲ扩
增技术扩增１６ＳｒＤＮＡ。

扩增的基本程序为：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性４５ｓ，
５５℃退火 ４０ｓ，７２℃延伸 ９０ｓ，３０个循环；７２℃延伸
１０ｍｉｎ［８］。取５μＬ扩增后的 ＰＣＲ产物置于 ＰＣＲ管中，随后
进行１％的琼脂糖凝胶电泳检测，之后将 ＰＣＲ扩增产物送往
北京中科希林生物科技有限责任公司进行 ＤＮＡ测序。在
ＮＣＢＩ上通过Ｂｌａｓｔ程序对测序结果进行基因同源性的分析，
并构建系统发育树作进一步分析。

１．２．３　酶活性测定　根据国际单位制，将单位时间内１ｍＬ
酶液水解底物所能生成１μｍｏｌ葡萄糖的酶量称为１个酶活
性单位，以Ｕ／ｍＬ表示［９］。参考文献［１０］绘制葡萄糖标准曲
线，测定纤维素酶活性大小，取０．５ｍＬ离心后的上清液作为
粗酶液，加入含有０．６２５％羧甲基纤维素钠、ｐＨ值为４．４的
缓冲液 ２ｍＬ，置于 ５０℃水浴锅中酶解 ０．５ｈ，然后加入
２．５ｍＬ二硝基水杨酸（ＤＮＳ）显色液于沸水浴中加热５ｍｉｎ，
待冷却后在５４０ｎｍ处测吸光度。纤维素酶活性计算公式：

纤维素酶活性＝ｍ×１／Ｖ×ｎ。
式中：ｍ表示葡萄糖含量，ｍｇ；Ｖ表示所用酶液量，ｍＬ；ｎ表示
酶液的稀释倍数。

２　结果与分析

２．１　菌株的筛选结果
本试验从堆肥样品中得到耐高温菌株共 １８株，记为

Ａ１～Ａ１８，最终筛选出能产纤维素酶的菌株共１４株，将分离
出来的菌株进行刚果红染色，其中产生透明圈直径与菌落直

径比值较大的菌株有８株（表１）。透明圈直径与菌落直径的
比值越大，说明菌株产纤维素酶的活力就越强。由表１可知，
Ａ１３菌株透明圈直径与菌落直径的比值最大，其产纤维素酶
的活力最强，菌株Ａ１３刚果红染色结果如图１所示，最终选
择菌株Ａ１３进行后续试验。
表１　８株耐高温纤维素酶菌落直径、产生菌透明圈直径及二者之比

菌株
透明圈直径

（ｍｍ）
菌落直径

（ｍｍ） 透明圈直径／菌落直径

Ａ１ １８ ７ ２．５７
Ａ３ ７ ４ １．７５
Ａ５ ２１ ８ ２．６３
Ａ９ ３５ １７ ２．０６
Ａ１１ １６ １３ １．２３
Ａ１３ １４ ５ ２．８０
Ａ１５ ３０ １１ ２．７３
Ａ１８ １５ ７ ２．１４

２．２　酶活性测定
利用ＤＮＳ法测定不同浓度的葡萄糖溶液在５４０ｎｍ处的

吸光度，绘制葡萄糖标准曲线，其标准曲线为 ｙ＝０．３９７４ｘ＋
０．０１０８，ｒ２＝０．９９７９，表明Ｄ５４０ｎｍ与葡萄糖浓度之间呈现较好
的线性关系，因此可以通过该方程和酶活性计算公式得出菌

株Ａ１３的纤维素酶活性，达到９．２７Ｕ／ｍＬ。
２．３　菌株鉴定
２．３．１　菌株的形态鉴定　耐高温纤维素酶菌株 Ａ１３在平板
上的形态特征见图２，在光学显微镜下的观察结果见图３，菌
落特征及革兰氏染色的情况见表２。
２．３．２　生理生化鉴定结果　对所筛选得到的菌株 Ａ１３进行
甲基红试验、乙酰甲基甲醇试验、吲哚试验和柠檬酸盐利用试

验等一系列生理生化鉴定，结果见表３，通过对菌株形态特征

表２　菌株Ａ１３形态鉴定结果

细胞形态 菌落特征 革兰氏染色

杆状 乳白色、边缘不整齐、表面湿润粗糙、不透明 Ｇ＋

　　注：Ｇ＋表示革兰氏阳性。

及其所具有生理生化特征的鉴定，并对照《伯杰氏细菌鉴定

手册》（中文第８版）和《常见细菌系统鉴定手册》，初步将菌
株Ａ１３鉴定为芽孢杆菌属。
２．３．３　菌株的系统发育分析　以菌株Ａ１３的基因组ＤＮＡ作
为模板对１６ＳｒＤＮＡ进行ＰＣＲ扩增，在琼脂糖凝胶电泳图上

表３　Ａ１３菌株生理生化性质

试验 性质

甲基红试验 弱＋
乙酰甲基甲醇试验 ＋
吲哚试验 －
柠檬酸盐利用试验 －

　　注：“－”表示该试验为阴性；“＋”表示该试验为阳性。

观察到１条大小为１５００ｂｐ左右的特异性条带（图４）。将
ＰＣＲ扩增产物送至测序公司进行ＤＮＡ测序，并将所得序列提
交到ＮＣＢＩ网站上进行同源ＤＮＡ序列的比对分析。结果（图
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５）表明，菌株Ａ１３的１６ＳｒＤＮＡ序列与地衣芽孢杆菌［Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓｓｔｒａｉｎＫ１（ＫＵ９２２４３０．１）］等具有 ９０％的相似程
度，菌株Ａ１３与Ｂａｃｉｌｌｕｓｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ的遗传距离最近，结合菌
株Ａ１３形态学特征、生理生化特征以及系统发育树分析结
果，将菌株Ａ１３鉴定为地衣芽孢杆菌。

３　结论与讨论

纤维素酶可用于降解天然纤维素，是将资源合理利用的

一种方式［１１］。随着科技的发展，纤维素酶在各行各业中的市

场需求量增大，例如在饲料、酿酒、制药、食品、造纸、纺织、环

保、石油开采等行业中，纤维素酶都具有举足轻重的地位。但

是由于纤维素酶发酵活力较低、生产成本高以及耐热性不高

等原因，纤维素酶并不能被普遍应用于所需的生产实践中，进

而使纤维素酶的发展受到了一定的限制。因此有必要进一步

寻找更多成本低、催化性能高的纤维素酶。王巍杰等通过响

应面法优化地衣芽孢杆菌发酵树叶饲料时的纤维素酶活性，

最终优化后酶活性达到６．７３Ｕ［１２］。余祖华等通过摇瓶发酵
优化地衣芽孢杆菌 Ｂ．ＬＹ０２产纤维素酶的条件，产酶活性达
到了０．６８３５Ｕ／ｍＬ［１３－１４］。

本试验初步分离得到１４株具有产纤维素酶能力的菌株，
经测定最终筛选出１株酶活性最高的菌株 Ａ１３，结合菌株的
形态特征、生理生化特征以及对系统发育树的分析结果，最终

将菌株鉴定为地衣芽孢杆菌，其酶活性为９．２７Ｕ／ｍＬ，后期通
过诱变选育和发酵条件优化有望进一步提高其产纤维素酶

活力。
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