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　　摘要：采用羧甲基纤维素钠（ＣＭＣ－Ｎａ）水解透明圈法、滤纸条崩解法、酶活力比较法、枯茎降解失重法，研究１３
种常用的纤维素降解菌菌株和５个组合菌系对纤维素的降解效率，结果表明，模式菌种白腐菌（Ｆ－６）对ＣＭＣ－Ｎａ具
有非常好的降解作用，且产酶活性显著高于其他１２种单一菌株（Ｐ＜０．０５）；与未接种菌系（株）相比，组合菌系的滤纸
条崩解速率有明显提高；由“链霉菌属Ａ－１＋潮湿纤维单胞菌Ｂ－３＋热带假丝酵母Ｆ－５＋白腐菌Ｆ－６”构建的菌系
ＪＸ－１产葡聚糖内切酶、外切酶、苷酶活性分别为２５．１２、１４．４１、１８．５４Ｕ／ｍＬ，显著高于其他４个菌系，恒温培养５、１０、
１５ｄ时的枯茎降解失重率分别较白腐菌显著提高１５１．９４％、７３．２１％、６７．４９％，菌系 ＪＸ－１为园林废弃物堆腐发酵实
现纤维素高效降解的最佳微生物组合。
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　　近年来，随着美丽中国理念的深化和生态城市
建设规模的扩张，我国城市绿化水平、整体绿量均

得到不断提高，同时也产生了大量园林绿化废弃

物。城市园林废弃物主要是指在城市绿地、行道树

及城郊林地中绿化植物自然或养护过程中产生的

草坪、枯枝落叶及林木修剪物等，含有大量的淀粉、

纤维素、木质素和营养元素，是一种可再利用的有

机资源，也是生态系统物质循环的重要组成部

分［１－２］。然而，作为城市固体垃圾的主要来源，每年

有近 ５０００万ｔ的园林废弃物进入环卫填埋系统，
这不仅造成园林生物质资源浪费和垃圾填埋场收

纳能力的下降，也易导致周围水体、大气和土壤环

境的二次污染。

　　目前，关于城市园林废弃物的资源化利用主要
是就地粉碎作为绿化土壤覆盖物或简易堆肥作为

植物生长基质，但存在粉碎时易产生扬尘、堆腐不

透彻时易孳生病菌和臭气等问题［３－４］。经过一定预

处理，在适宜条件下利用好氧微生物进行堆肥发

酵，以促进大分子有机物降解和腐殖质类物质形

成，这是实现园林绿化废弃物资源化、高效化利用

的主要途径［５－７］，而构建快速降解、彻底腐熟的微生

物菌系是促进大分子物质分解、转化及合成土壤有

机质、植物生长营养物质的关键［８－１０］。有研究表

明，纤维素酶主要包括葡聚糖内切酶、外切酶、苷

酶，是催化纤维素快速水解、诱导木质素降解酶（胞

外过氧化酶、胞外酚氧化酶）产生的核心酶系，它们

协同作用可将纤维素水解、降解为纤维低聚糖及葡

萄糖［１１－１７］；而产纤维素酶的微生物菌系组合与剂量

差异在很大程度上影响堆肥过程中堆体的升温速

率和腐熟彻底性［１８－１９］。

　　本研究结合菌间拮抗关系，采用羧甲基纤维素
钠水解透明圈法、滤纸条崩解法、酶活力比较法及

枯茎降解失重法，对微生物肥料中常用的１３种纤维
素降解菌进行单一菌株筛选和组合菌系复配，以期

获得高效降解园林废弃物中纤维素的复合微生物

菌系，为城市园林绿化废弃物的资源化处置与高效

化利用提供参考依据与技术支持。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　供试菌株　降解纤维素常用的１３种功能菌
株（表１）由中国工业微生物菌种保藏管理中心、中
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国普通微生物菌种保藏管理中心、陕西省科学院土

壤资源与生物技术应用重点实验室、陕西省微生物

研究所提供，经陕西省微生物研究所孙晓宇副研究

员菌间拮抗关系鉴定，表明菌株相互间无拮抗关

系、无抑制孢子产生作用。

表１　常用的降解纤维素菌种基本信息

编号 名称 拉丁名称 菌种收录号

Ａ－１ 链霉菌属 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｓｐ． １１０２１ａ

Ａ－２ 乳糖细黄链霉菌 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｍｉｃｒｏｆｌａｖｕｓ ２３６２６ａ

Ｂ－１ 蜡状芽孢杆菌 Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ １．８５８９ｂ

Ｂ－２ 枯草芽孢杆菌 Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ Ｘ１００１ｃ

Ｂ－３ 潮湿纤维单胞菌 Ｃｅｌｌｕｌｏｍｏｎａｓｕｄａ １．１００２ｂ

Ｂ－４ 产黄纤维单胞菌 Ｃｅｌｌｕｌｏｍｏｎａｓｆｌａｖｉｇｅｎａ １．１９１４ｂ

Ｂ－５ 胶冻样芽孢杆菌 Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓｍｕｃｉｌａｇｉｎｏｓｕｓ Ｘ１００２ｃ

Ｆ－１ 黑曲霉 Ａｓｐｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒ ３．３０１２ｄ

Ｆ－２ 绿色木霉 Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａｖｉｒｉｄｅ ３．２９４２ｂ

Ｆ－３ 康宁木霉 Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａｋｏｎｉｎｇｉｉ ３．３７４３ｂ

Ｆ－４ 灰黄青霉 Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｇｒｉｓｅｏｆｕｌｖｕｍ １．１０７１１ｂ

Ｆ－５ 热带假丝酵母 Ｃａｎｄｉｄａｔｒｏｐｉｃａｌｉｓ ３．３０２０ｄ

Ｆ－６ 白腐菌（黄孢原毛平革菌） Ｐｈａｎｅｒｏｃｈａｅｔｃｃｈｒｙｓｏｓｐｏｒｉｕｍ ３．３００６ｄ

　　注：编号中Ａ、Ｂ、Ｆ表示菌属类型，依次表示为放线菌、细菌、真菌；菌种收录号后ａ、ｂ、ｃ、ｄ表示菌种来源，依次分别为中国工业微生物菌种

保藏管理中心、中国普通微生物菌种保藏管理中心、陕西省科学院土壤资源与生物技术应用重点实验室、陕西省微生物研究所。

１．１．２　菌株培养及发酵　细菌采用营养肉汤培养
基（ＮＡ）发酵培养，培养基组分为：牛肉膏３ｇ，蛋白
胨１０ｇ，氯化钠 ５ｇ，蒸馏水 １０００ｍＬ，ｐＨ值为
７．０～７．２；发酵条件为：装液量５０ｍＬ／２５０ｍＬ三角
瓶，培养温度３２℃，摇床转速１６０ｒ／ｍｉｎ，培养时间
２４ｈ。
　　真菌采用马铃薯培养基（ＰＤＡ）发酵培养，培养
基组分为：马铃薯 ２００ｇ，葡萄糖 ２０ｇ，蒸馏水
１０００ｍＬ，ｐＨ 自 然；发 酵 条 件 为：装 液 量 为
５０ｍＬ／２５０ｍＬ三角瓶，培养温度为２８℃，摇床转速
为１６０ｒ／ｍｉｎ，培养时间为７２ｈ。
　　放线菌采用马铃薯改良培养基（ＰＤＡ＋）发酵
培养，培养基组分为：马铃薯２００ｇ，葡萄糖２０ｇ，磷
酸二氢钾３ｇ，硫酸镁２ｇ，蒸馏水１０００ｍＬ，ｐＨ自
然；发酵条件为：装液量为５０ｍＬ／２５０ｍＬ三角瓶，培
养温度为２８℃，摇床转速为１６０ｒ／ｍｉｎ，培养时间为
４８ｈ。
１．１．３　菌系组合与发酵　在单株初筛的基础上，选
择降解纤维素效率较高的菌株组合成５个菌系，每
组菌系至少包含细菌、真菌、放线菌各１株（表２），
由于白腐菌为降解纤维素的模式菌，设计每组菌系

时均含有该菌株［２０－２２］。根据各菌种差异进行单独

培养，再等体积比例混合。发酵条件为：液体装液

量为５０ｍＬ／２５０ｍＬ三角瓶，培养温度为３０℃，摇床

表２　菌系不同组合情况

菌系 菌种组合

ＪＸ－１ Ａ－１＋Ｂ－３＋Ｆ－５＋Ｆ－６

ＪＸ－３ Ａ－１＋Ｂ－３＋Ｆ－３＋Ｆ－６

ＪＸ－５ Ａ－１＋Ｂ－２＋Ｂ－３＋Ｆ－３＋Ｆ－５＋Ｆ－６

ＪＸ－２ Ａ－１＋Ｂ－２＋Ｆ－５＋Ｆ－６

ＪＸ－４ Ａ－１＋Ｂ－２＋Ｆ－３＋Ｆ－６

转速为１６０ｒ／ｍｉｎ，培养时间为３６～４８ｈ。
１．１．４　菌种斜面和平板的制备　制备不同菌种斜
面和平板时，在每１０００ｍＬ相应液体培养基中添加
琼脂１５～２０ｇ，经高温高压湿热灭菌，自然冷却即
可，灭菌温度为１２１℃，灭菌时间为２０ｍｉｎ。
１．２　微生物对纤维素降解效率的测定
１．２．１　羧甲基纤维素钠（ＣＭＣ－Ｎａ）水解透明圈法
测定　将各菌株直径为 １ｃｍ的菌饼分别接种至
ＣＭＣ－Ｎａ平板培养基上培养２４～７２ｈ，以不添加任
何菌株作为空白对照（ＣＫ）；０．１％刚果红水溶液浸
染３０ｍｉｎ，弃染液，用１ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ水溶液脱色１ｈ；
分别测定菌落直径（ｄ）、水解透明圈直径（Ｄ），单位
为ｃｍ；计算ＣＭＣ－Ｎａ水解透明圈的Ｄｐ值表示菌株
降解纤维素的能力［２３］，公式为：

Ｄｐ＝（Ｄ／ｄ）
２。

１．２．２　滤纸条崩解法测定　各菌株采用相对应的
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液体培养基和发酵条件进行三角瓶培养，以不添加

任何菌株作为空白对照（ＣＫ）；每瓶中放置１ｃｍ×
６ｃｍ滤纸条３片，重复３次；每隔３ｈ观察并记录滤
纸条崩解情况和时间［２４］。

１．２．３　酶活力法测定　采用３，５－二硝基水杨酸
（ＤＮＳ）比色法［２５－２６］测定葡聚糖内切酶、外切酶、苷

酶活力，用１ｍＬ酶底物反应液１ｍｉｎ催化纤维素水
解产生还原糖（葡萄糖）的量（μｍｏｌ）反映微生物对
纤维素的降解效率。测定内切酶活力的处理方法

为：取适量稀释倍数的粗酶液０．５ｍＬ，加入ｐＨ值为
５．０的 １％ ＣＭＣ－Ｎａ柠檬酸缓冲液 １．５ｍＬ，
５０℃恒温水浴 ３０ｍｉｎ；加入 ＤＮＳ试剂 ３ｍＬ，煮沸
５ｍｉｎ。测定外切酶活力的处理方法为：取适量稀释
倍数的粗酶液 ０．５ｍＬ，加入 ｐＨ值为 ５．０的
０．０５ｍｏｌ／Ｌ柠檬酸缓冲液 １．５ｍＬ、脱脂棉５０ｍｇ，
５０℃恒温水浴 ６０ｍｉｎ；加入 ＤＮＳ试剂 ３ｍＬ，煮沸
５ｍｉｎ。测定苷酶活力的处理方法为：取适量稀释倍
数的粗酶液０．５ｍＬ，加入柠檬酸缓冲液１．５ｍＬ、脱
脂滤纸条５０ｍｇ，５０℃恒温水浴６０ｍｉｎ；加入 ＤＮＳ
试剂 ３ｍＬ，煮沸 ５ｍｉｎ。处理液均采用 ＴＥＣＡＮ
Ｉｎｆｉｎｉｔｅ２００ＰＲＯ酶标仪测定波长为５４０ｎｍ处的吸
光度值，以不添加任何菌株处理的作为空白对照

（ＣＫ），并根据葡萄糖标准曲线折算酶活。酶活计算
公式为：

Ｘ＝（Ａ×Ｎ）／（Ｖ×Ｔ×Ｍ）。
式中：Ｘ表示纤维素酶活力，Ｕ／ｍＬ；Ａ表示根据吸光
度值在葡萄糖标准曲线获得的还原糖生成量，

μｇ／ｍＬ；Ｎ表示粗酶液的稀释倍数；Ｖ表示加入酶液
的体积，即为０．５ｍＬ；Ｔ表示酶促反应时间，内切酶
为３０ｍｉｎ，外切酶和苷酶为６０ｍｉｎ；Ｍ表示葡萄糖的
分子质量，为１８０。
１．２．４　枯茎降解失重率法测定　２０１７年１１月，采
集西安植物园水景区自然枯萎芦苇［Ｐｈｒａｇｍｉｔｅｓ
ａｕｓｔｒａｌｉｓ（Ｃａｖ．）Ｔｒｉｎ．ｅｘＳｔｅｕ］的茎秆、枯叶、花穗，
其基本物料有机质、全碳、全氮含量分别为８３０．０６、
４８１．４７、４．１５ｇ／ｋｇ，碳氮比为１１６．０２，ｐＨ值为７．８；
风干，并剪碎至１～２ｃｍ细条，经湿热灭菌法灭杀杂
菌及虫卵；无菌水浸泡过夜，并冲洗可溶性有机物；

１０５℃烘干，待用；称取已处理的枯茎１０ｇ、硫酸铵
０．４ｇ、硫酸镁０．１ｇ装入２５０ｍＬ三角瓶，每瓶加入
ｐＨ值为７．０的５ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲液３０ｍＬ、混合
菌悬液 ６ｍＬ，以加入 ６ｍＬ蒸馏水为空白对照
（ＣＫ）；混匀，５０℃恒温培养１５ｄ；每菌系处理９组，

并分别在恒温培养５、１０、１５ｄ时观察枯茎的降解情
况，每次取３组，蒸馏水洗涤、过滤其降解物，剩余物
１０５℃烘干至恒质量，称量未降解枯茎质量，计算其
降解失重率［２７］。降解失重率计算公式为：

Ｄ＝（Ｍｐ－Ｍｓ）／Ｍｐ×１００％。
式中：Ｄ表示降解失重率，％；Ｍｐ表示降解前枯茎质
量，即为１０ｇ；Ｍｓ表示未降解物质量，ｇ。
１．３　数据统计分析
　　采用Ｅｘｃｅｌ２０１０软件对试验数据进行整理与制
图，采用ＤＰＳ９．５０软件进行差异性显著分析，显著
性检验采用最小显著性差异检验法（ＬＳＤ法）（α＝
０．０５）。

２　结果与分析

２．１　单一菌株对纤维素的降解效率
２．１．１　ＣＭＣ－Ｎａ水解透明圈法测定　葡聚糖内切
酶对 ＣＭＣ－Ｎａ具有很强的水解能力，测定计算
ＣＭＣ－Ｎａ水解透明圈的 Ｄｐ值，可反映不同菌株产
内切酶的活力水平，进而可有效反映降解纤维素分

子内多聚糖的能力［２８］。由表３可见，模式菌种白腐
菌（Ｆ－６）对 ＣＭＣ－Ｎａ具有非常好的降解作用，其
水解透明圈Ｄｐ值相对最高，达７．２３；按照菌种的种
属类型，Ｄｐ值大小由高到低大致呈：真菌 ＞放线
菌＞细菌；真菌 Ｆ－３、Ｆ－２、Ｆ－５的 Ｄｐ值相对偏
高，分别为６．９５、６．４１、５．５４，放线菌中菌株Ａ－１的
Ｄｐ值相对较高，为６．２２，细菌中菌株 Ｂ－３、Ｂ－４、
Ｂ－２的Ｄｐ值相对较高，依次为５．３７、４．４３、３．４９。
２．１．２　滤纸条崩解法测定　纤维素酶是具有纤维
素降解能力酶的总称，在相同培养条件下，不同微

生物菌株对滤纸条的崩解速率差异可反映其产纤

维素酶的生物代谢活力大小，从而进一步可反映降

解纤维素的能力。由表３可见，放线菌、细菌类菌株
对滤纸条崩解所需时间相当，为３０ｈ左右，而真菌
类所需时间相对长，约为３６ｈ；放线菌中，菌种Ａ－１
的崩解时间相对最短，为２９ｈ；细菌中，菌株 Ｂ－３、
Ｂ－２、Ｂ－４导致滤纸条崩解时间相对较短，分别为
２５、２９、２９ｈ；真菌中，菌株Ｆ－３、Ｆ－１、Ｆ－４、Ｆ－６崩
解滤纸条的时间相对较短，分别为３４、３５、３６、３６ｈ。
２．１．３　酶活力法测定　葡聚糖内切酶能在纤维素
分子内部任意裂解β－１，４糖苷键，而外切酶主要从
纤维素分子的非还原端依次裂解β－１，４糖苷键，释
放纤维二糖分子。由表３可见，真菌菌株Ｆ－６、Ｆ－
５、Ｆ－３的产内切酶活性分别为２１．５１、１９．７８、
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表３　单一菌种对纤维素的降解情况

菌种 水解圈Ｄｐ值
滤纸条崩解时间

（ｈ）
酶活性（Ｕ／ｍＬ）

内切酶 外切酶 苷酶

Ａ－１ ６．２２±０．１７ｂ ２９±１．７３ ５．０４±０．０８ｄ ４．００±０．０６ｄ ６．０３±０．０４ｃ

Ａ－２ ５．４８±０．３８ｃ ３１±１．７３ ４．６０±０．０９ｅ ２．５９±０．６５ｅｆｇ ５．４５±０．０５ｄ

Ｂ－１ ２．７９±０．１６ｆｃ ３２±１．７３ １．３６±０．０５ｉ ２．１９±０．０８ｆｇｈ ３．１５±０．０４ｇ

Ｂ－２ ３．４９±０．４５ｅ ２９±１．７３ １．５０±０．０３ｉ ２．７２±０．０３ｅｆ ３．３８±０．０５ｆ

Ｂ－３ ５．３７±０．２７ｃ ２５±１．７３ １．７３±０．０４ｈ ２．８４±０．０３ｅ ３．２９±０．０３ｆ

Ｂ－４ ４．４３±０．２０ｄ ２９±３．４６ １．３７±０．０３ｉ ２．１０±０．０７ｇｈ １．９２±０．０３ｉ

Ｂ－５ ２．３７±０．２１ｆ ３０±３．００ １．４０±０．０２ｉ １．９１±０．０５ｈ ２．１４±０．０３ｈ

Ｆ－１ ５．１９±０．２９ｃ ３５±１．７３ ３．５９±０．０３ｆ ２．１８±０．０３ｆｇｈ ３．０３±０．０４ｇ

Ｆ－２ ６．４１±０．３５ｂ ３７±１．７３ ４．７３±０．０４ｅ ４．４６±０．０５ｄ ５．２１±０．０５ｅ

Ｆ－３ ６．９５±０．１５ａ ３４±１．７３ ７．３５±０．０４ｃ ５．４８±０．０３ｃ ５．５０±０．０４ｄ

Ｆ－４ ５．１７±０．２１ｃ ３６±３．００ ３．３９±０．０４ｇ ４．４９±０．０５ｄ ５．１３±０．０３ｅ

Ｆ－５ ５．５４±０．２９ｃ ３６±１．７３ １９．７８±０．０８ｂ １２．３８±０．０６ｂ １２．６０±０．０５ｂ

Ｆ－６ ７．２３±０．２７ａ ３６±３．００ ２１．５１±０．０５ａ １４．３３±０．０５ａ １６．０２±０．０７ａ

　　注：同列数据后不同小写字母表示处理间差异显著（Ｐ＜０．０５）。下表同。

７．３５Ｕ／ｍＬ，产外切酶活性分别为 １４．３３、１２．３８、
５４８Ｕ／ｍＬ，显著高于放线菌、细菌和其他真菌
（Ｐ＜０．０５），真菌菌株Ｆ－６、Ｆ－５产苷酶活性分别
为１６．０２、１２．６０Ｕ／ｍＬ，显著高于放线菌、细菌和其
他真菌；放线菌中，菌株Ａ－１产内切酶、外切酶、苷
酶活力相对较高，对应各酶活性分别为５．０４、４．００、
６．０３Ｕ／ｍＬ；细菌中，各菌株产内切酶活力相对较
低，酶活性在１．３６～１．７３Ｕ／ｍＬ之间，其中菌株Ｂ－
３的产内切酶活力相对最高，菌株Ｂ－３、Ｂ－２、Ｂ－１
产外切酶和苷酶活力相对较高，酶活性分别为

２．８４、２．７２、２．１９Ｕ／ｍＬ和３．２９、３．３８、３．１５Ｕ／ｍＬ。

２．３　组合菌系对纤维素的降解效率
２．３．１　滤纸条崩解法测定　由表４可见，５个组合
菌系在２５～３０ｈ内可彻底崩解滤纸条，其中，ＪＸ－１
的滤纸条崩解速率相对最快，崩解时间约为２５ｈ。
２．３．２　酶活力法测定　由表４可见，组合菌系的产
纤维素酶活力明显高于单一菌株，相互间存在显著

性差异（Ｐ＜０．０５）；菌系 ＪＸ－１、ＪＸ－２、ＪＸ－３产内
切酶活力相对较高，酶活性分别为 ２５．１２、２２．２３、
２０．５２Ｕ／ｍＬ，菌系ＪＸ－１、ＪＸ－２、ＪＸ－５产外切酶和
苷酶活力相对较高，酶活性分别为 １４．４１、１４．０７、
１３．６４Ｕ／ｍＬ和１８．５４、１７．１６、１６．１７Ｕ／ｍＬ。

表４　菌系的降解和酶活力情况

菌系
滤纸条崩解时间

（ｈ）
酶活性（Ｕ／ｍＬ）

内切酶 外切酶 苷酶

ＪＸ－１ ２５±１．７３ ２５．１２±０．０７ａ １４．４１±０．０２ａ １８．５４±０．０４ａ

ＪＸ－２ ２７±３．００ ２２．２３±０．０５ｂ １４．０７±０．０６ｂ １７．１６±０．０６ｂ

ＪＸ－３ ３１±１．７３ ２０．５２±０．０３ｃ １３．０５±０．０５ｄ １５．８３±０．０２ｄ

ＪＸ－４ ２９±１．７３ １９．９７±０．０５ｄ １２．４６±０．０３ｅ １４．９０±０．０３ｅ

ＪＸ－５ ３０±３．００ １６．１１±０．０４ｅ １３．６４±０．０２ｃ １６．１７±０．０３ｃ

ＣＫ ４８±３．００

２．３．３　枯茎降解失重率法测定　测定枯茎降解失
重率可真实反映微生物菌系对园林废弃物的降解

效率，体现菌系所产纤维素酶、木质素酶及其他酶

的活力水平。本试验发现，在芦苇枯茎混合液中接

种５个组合菌系和单一菌株白腐菌（Ｆ－６）恒温培
养３ｄ时，芦苇枯茎表面均不同程度地有白色菌丝

散布生长；恒温培养８ｄ时，菌落基本铺满枯茎表
面，并呈棉絮状。由图１可知，恒温培养５ｄ时，接
种菌系 ＪＸ－１、ＪＸ－２、ＪＸ－５、ＪＸ－４的枯茎降解较
菌系 ＪＸ－３、白腐菌显著（Ｐ＜０．０５），失重率Ｄ值分
别为 １６．１５％、１３．６９％、１２．９８％、１１．１９％；恒温培
养１０ｄ时，５个组合菌系枯茎降解失重率达２０％左
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右，其中，失重率最高的为菌系 ＪＸ－１，其失重率
Ｄ值达２１．１１％，显著高于其他处理；与接种 Ｆ－６
（白腐菌）的枯茎降解失重率相比，菌系 ＪＸ－１恒温
培养５、１０、１５ｄ时的枯茎降解失重率分别显著提高
１５１．９４％、７３．２１％、６７．４９％；恒温培养１５ｄ时，与

未接种菌株（ＣＫ）相比，接种各菌系的枯茎降解失重
率有显著提高，其中，接种 ＪＸ－１、ＪＸ－５、ＪＸ－２的
失重率 Ｄ值相对较高，分别为 ３３．３７％、２９．２１％、
２８．８７％。

３　结论与讨论

　　纤维素是吡喃型 Ｄ－葡萄糖残基以 β－１，４－
糖苷键连接而成的复杂结晶分子，在适宜的发酵培

养条件下可通过外源微生物代谢产酶作用，快速实

现纤维素聚合物的裂解［２９］。纤维素酶是一类能够

任意切断β－１，４－糖苷键的酶总称，是单一微生物
自然代谢和复合微生物协同作用的产物，而接种富

产纤维素酶的微生物是实现农林废弃物快速降解

的有效手段［３０］。然而，由于单一微生物存在产酶条

件和酶类型的差异，导致动态复合酶系不完善，从

而对纤维素的降解速率产生影响。本研究通过单

一微生物菌株的筛选和复合微生物菌系的构建，旨

在获得园林废弃物堆腐过程中多样、高产纤维素酶

的微生物菌群。

　　有研究表明，通过羧甲基纤维素钠（ＣＭＣ－Ｎａ）
水解透明圈的出现时间可推测菌株产酶时间，水解

透明圈Ｄｐ值大小可直观反映菌株产酶能力和酶浓
度；滤纸条崩解速率可反映菌株产酶的协同作用，

而单一菌株的崩解时间与菌液在波长为６００ｎｍ生
长曲线的吸光度峰值存在一致性［３１］；单一菌株酶活

筛选过程中，透明圈 Ｄｐ值、滤纸条崩解速率与菌株
产酶能力、酶活力及酶间协同作用存在一定的正相

关性［３２］。本研究发现，链霉菌属（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｓｐ．）
Ａ－１菌株的水解透明圈 Ｄｐ值为６．２２，在试验放线
菌中相对最大，滤纸条崩解速率约为２９ｈ，相对最
快，其产葡聚糖内切酶、外切酶、苷酶活性分别为

５．０４、４．００、６．０３Ｕ／ｍＬ，也相对最高；潮湿纤维单胞

菌Ｂ－３菌株的水解透明圈 Ｄｐ值为５．７３，在试验细
菌中相对最大，滤纸条崩解时间约为２５ｈ，崩解速率
相对最快，其产葡聚糖内切酶、外切酶、苷酶活性分

别为１．７３、２．８４、３．２９Ｕ／ｍＬ，也相对最高；白腐菌的
水解透明圈Ｄｐ值为７．２３，在试验真菌中相对最大，
其滤纸条崩解速率约为３６ｈ，并非最快，但其产葡聚
糖内切酶、外切酶、苷酶活性分别为２１．５１、１４．３３、
１６．０２Ｕ／ｍＬ，显著高于其他单一菌株（Ｐ＜０．０５）。
　　纤维素降解是多种酶协同作用的结果，单一菌
株通常无法产生所有的纤维素酶，而组合菌系可实

现酶类型的复合和酶活力的提升，同时可提高降解

过程中微生物菌群类型与数量、缩短纤维素降解时

间，并促进难降解有机物的转化。本研究结果表

明，与单一菌株相比，５种组合菌系的产酶活性有明
显提高，与白腐菌相比，菌系 ＪＸ－１、ＪＸ－２的产内
切酶活性分别较之提高１６．８％、３．３％，产苷酶活性
提高１５．７％、７．１％，菌系ＪＸ－１、ＪＸ－２中均含有产
酶活性相对较高的菌株Ａ－１、Ｆ－５、Ｆ－６；含单一菌
株相对最多的组合菌系 ＪＸ－５，其产酶活性并非最
高，甚至低于模式菌株白腐菌，这说明菌系产酶活

性作用的发挥是多种酶有机协同的结果，而并非单

一菌株酶活力的数量加和，而菌系中各菌株培养条

件的差异对菌系酶活的影响、酶间的协同作用机理

等有待深入研究；相对单一菌株，组合菌系的崩解

速率有明显提高，菌系 ＪＸ－１与潮湿纤维单胞菌菌
株Ｂ－３的崩解速率一致，崩解时间约为２５ｈ，较热
带假丝酵母菌株 Ｆ－５崩解速率提高３４．２％；各菌
系对芦苇枯茎的降解效率远高于白腐菌，菌系
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ＪＸ－１的降解效果相对最佳，恒温培养５、１０、１５ｄ的
枯茎降解失重率 Ｄ值分别为 １６．１５％、２１．１１％、
３３．３７％，菌系 ＪＸ－１、ＪＸ－２、ＪＸ－３、ＪＸ－４接种培
养１５ｄ时的枯茎降解失重率 Ｄ值比白腐病菌株
Ｆ－６分别提高６７．５％、４４．９％、３９．３％、４６．７％。因
此，由“链霉菌属Ａ－１＋潮湿纤维单胞菌Ｂ－３＋热
带假丝酵母Ｆ－５＋白腐菌Ｆ－６”构建的菌系 ＪＸ－１
是促降解园林废弃物中纤维素相对较好的微生物

组合，可应用于城市园林废弃物的资源化处理。

参考文献：

［１］胡嘉伟，刘　勇，马履一，等．园林废弃物堆肥替代油松容器苗基

质材料的研究［Ｊ］．南京林业大学学报（自然科学版），２０１５，３９

（５）：８１－８６．

［２］南红岩．园林废弃物生物炭对氮磷的吸附特性及其对土壤氮磷

的淋溶影响［Ｄ］．重庆：重庆大学，２０１７．

［３］徐玉坤，孙向阳，栾亚宁，等．园林废弃物堆肥红外光谱特性分析

［Ｊ］．土壤通报，２０１４，４５（５）：１０７１－１０７６．

［４］连　鹏，范周周，郭东矗，等．城市污泥与园林废弃物混合堆肥施

用对林地土壤微生物量碳、氮及酶活性的影响［Ｊ］．环境科学学

报，２０１８，３８（７）：２８４２－２８４８．

［５］龚小强，孙向阳，李　燕，等．组配改良剂对园林废弃物堆肥基质

理化性质及鸟巢蕨生长影响［Ｊ］．西北林学院学报，２０１５，３０

（５）：１２６－１３２．

［６］范如芹，罗　佳，高　岩，等．农业废弃物的基质化利用研究进展

［Ｊ］．江苏农业学报，２０１４，３０（２）：４４２－４４８．

［７］李文玉，栾亚宁，孙向阳，等．接种外源微生物菌剂对园林废弃物

堆肥腐熟的影响［Ｊ］．生态学杂志，２０１４，３３（１０）：２６７０－２６７７．

［８］孟国欣，查同刚，巩　潇，等．污泥添加园林废弃物堆肥过程参数

变化及腐熟度综合评价［Ｊ］．生态环境学报，２０１８，２７（８）：

１５３８－１５４６．　

［９］张登晓，周惠民，潘根兴，等．城市园林废弃物生物质炭对小白菜

生长、硝酸盐含量及氮素利用率的影响［Ｊ］．植物营养与肥料学

报，２０１４，２０（６）：１５６９－１５７６．

［１０］孙　旭，刘臣炜，张龙江，等．农业废弃物制备生物有机肥及其

在小白菜栽培上的应用［Ｊ］．江苏农业学报，２０１７，３３（６）：

１３３３－１３４１．　

［１１］王元明．高温纤维素降解菌的筛选及其复合菌剂对秸秆降解效

果的研究［Ｄ］．南京：南京农业大学，２０１３．

［１２］王海滨，韩立荣，冯俊涛，等．高效纤维素降解菌的筛选及复合

菌系的构建［Ｊ］．农业生物技术学报，２０１５，２３（４）：４２１－４３１．

［１３］王小娟，袁旭峰，王　慧，等．木质纤维素分解复合菌系 ＷＳＤ－

５组成菌株的分离及其产酶特性［Ｊ］．微生物学通报，２０１１，３８

（４）：５０８－５１５．

［１４］张丽娟，曲继松，朱倩楠，等．不同剂量外源纤维素酶对设施土

壤生物活性与番茄生长的影响［Ｊ］．植物营养与肥料学报，

２０１７，２３（４）：１０８９－１０９４．

［１６］ＳａｒａｖａｎａｋｕｍａｒＫ，ＫａｉＤ，ＬｕＺＸ，ｅｔａｌ．Ｅｎｈａｎｃｅｄｂｉｏｃｏｎｔｒｏｌ

ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｃｅｌｌｕｌａｓｅｆｒｏｍＴｒｉｃｈｏｄｅｒｍａｈａｒｚｉａｎｕｍａｇａｉｎｓｔＦｕｓａｒｉｕｍ

ｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍｔｈｒｏｕｇｈａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆｄｅｆｅｎｓｅ－ｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓｉｎｍａｉｚｅ

［Ｊ］． Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌａｎｄ ＭｏｌｅｃｕｌａｒＰｌａｎｔＰａｔｈｏｌｏｇｙ，２０１８，

１０３：１３０－１３６．

［１７］ＨａｎＪ，ＬｕｏＰ，ＷａｎｇＹ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｎａｎｏｂｉｏｃａｔａｌｙｓｉｓ

ｖｉａ ｔｈｅ ｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆｃｅｌｌｕｌｏｓｅ ｏｎ ｃｏｍｐｏｓｉｔｅ ｍａｇｎｅｔｉｃ

ｎａｎｏｍａｔｅｒｉａｌｆｏｒｅｎｈａｎｃｅｄｌｏａｄｉｎｇｃａｐａｃｉｔｙａｎｄｃａｔａｌｙｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙ

［Ｊ］．ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＪｏｕｒｎａｌｏｆＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＭａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓ，２０１８，１１９：

６９２－７００．

［１７］李　静，张瀚能，赵　罛，等．高效纤维素降解菌分离筛选、复合

菌系构建及秸秆降解效果分析［Ｊ］．应用与环境生物学报，

２０１６，２２（４）：６８９－６９６．

［１８］石春芳，李　欣，莫紫琳，等．醋渣纤维素降解菌的筛选鉴定及混

合菌系的构建［Ｊ］．科学技术与工程，２０１８，１８（９）：１９４－１９７．

［１９］王芳芳．黄孢原毛平革菌降解杨木纤维素酶解木素相关机制的

研究及白腐菌木素生物降解的应用［Ｄ］．济南：山东大

学，２０１６．

［２０］王凤娟，李伟庆，牟志美，等．木质纤维素降解白腐菌的蛋白质

组学研究进展［Ｊ］．生物学杂志，２０１６，３３（４）：６５－６９．

［２１］杨立霞，马欣然，王玉英，等．三种白腐菌生物学特性与木质纤

维素酶基因遗传多样性 ［Ｊ］．生态学报，２０１６，３６（７）：

２０３４－２０４３．　

［２２］付　丽，朱红雨，杜明楠，等．秸秆降解菌株的筛选，鉴定及生物

学特性研究［Ｊ］．中国农业大学学报，２０１８，２３（１２）：３９－４９．

［２３］何　楠，令利军，冯　蕾，等．１株产纤维素酶细菌的筛选、鉴定

及生长特性［Ｊ］．微生物学杂志，２０１７，３７（１）：４３－４９．

［２４］周东兴，王广栋，吴欣慧，等．腐熟堆肥中维素降解菌筛选鉴定

及酶学特性研究［Ｊ］．东北农业大学学报，２０１８，４９（５）：

６０－６８．　

［２５］孙　萌，刘　洋，李　寒，等．有机物覆盖对核桃园土壤有机碳

库及酶活性的影响［Ｊ］．植物营养与肥料学报，２０１８，２４（１）：

２７０－２７８．

［２６］殷中伟．秸秆纤维素高效降解菌株的筛选及对秸秆降解效果初

步研究［Ｄ］．北京：中国农业大学，２０１０．

［２７］夏　强．纤维素降解混合菌剂的构建及降解效能［Ｄ］．哈尔

滨：哈尔滨工业大学，２００８．

［２８］艾士奇，赵一全，孙志远，等．复合菌系降解纤维素过程中微生

物群落结构的变化［Ｊ］．生物工程学报，２０１８，３４（１１）：１－１５．

［２９］王佳佳，奚永兰，常志州，等．秸秆快腐菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｒｏｃｈｅｉ）对

还田麦秸化感物质的响应［Ｊ］．江苏农业学报，２０１６，３２（５）：

１０８１－１０８７．

［３０］陈辉宁．堆肥化中协同降解木质纤维素的混合菌筛选及其培养

［Ｄ］．长沙：湖南大学，２００７．

［３１］蒋明星，丁晓帆．纤维素降解细菌的筛选及其酶活测定［Ｊ］．中

国农学通报，２０１５，３１（３６）：１６１－１６４．

［３２］顾文杰，张发宝，徐培智，等．接种菌剂对堆肥微生物数量和酶

活性的影响［Ｊ］．农业环境科学学报，２００９，２８（８）：１７１８－

１７２２．　

—７７２—江苏农业科学　２０２０年第４８卷第６期


