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１株耐高温纤维素降解菌发酵条件优化与秸秆降解应用
王永伦，余克非，郑展望

（浙江农林大学环境与资源学院，浙江杭州３１００００）

　　摘要：采用刚果红培养基和高温筛选的方法从小麦秸秆模拟堆肥中分离出１株耐高温枯草芽孢杆菌属的单菌株
Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ０３，通过１６ＳｒＤＮＡ序列分析对该菌株进行分子生物学鉴定；采用单因素试验和正交试验法对菌株的发
酵条件进行优化。通过对高温发酵过程中秸秆降解率和纤维素酶活性的测定，评估目标菌株在高温下对秸秆的降解

性能。结果表明，分离所得的目标菌株 Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ０３为枯草芽孢杆菌属（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＳＵＢ１２３５９７７６），此菌株
可在６０℃下降解纤维素；高温下该菌株最适产酶条件：培养时间１２ｈ，羧甲基纤维素钠的浓度１４ｇ／Ｌ，硫酸铵浓度

１．４ｇ／Ｌ，接种量４％，ｐＨ值为７，发酵周期８ｄ，钾离子（Ｋ＋）浓度为０．０８μｍｏｌ／Ｌ，钴离子（Ｃｏ２＋）浓度为０．１２μｍｏｌ／Ｌ，

镁离子（Ｍｇ２＋）浓度为０．１２μｍｏｌ／Ｌ，钙离子（Ｃａ２＋）浓度为０．１２μｍｏｌ／Ｌ。另外，菌株Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ０３具有良好的耐
碱性特征，碱性条件下仍可产生较高的纤维素酶活，所产纤维素酶的酶促反应活性和稳定性在 ｐＨ值为１０时仍能分
别保留最适ｐＨ值（ｐＨ值为７）下的７３．２８％、６８．１４％。菌株优化固态发酵条件接种于秸秆堆肥３６ｄ后，秸秆减量达
到３２．７２％。在堆肥过程中菌株降解秸秆产生的腐殖酸使堆肥ｐＨ值产生了显著变化而且高温阶段菌株数量约为升
温阶段末期的８７．５％，ｐＨ值和菌株数量变化都显示了该菌株在高温下对秸秆的强降解能力。
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　　随着我国农作物种植面积的不断增加［１］，如何

对秸秆资源进行高效利用是当前存在的主要问题

之一［２］。此前，秸秆的主要利用方式有焚烧和直接

还田［３］。焚烧的方法会造成环境污染，不符合生态

环保的理念，秸秆直接还田会导致农作物发生病虫

害的风险大大增加［４－５］。利用堆肥降解秸秆具有成

本低、操作简单和适应性广泛等优势。因此，利用

堆肥降解秸秆被国内外学者广泛研究［６］。

利用堆肥降解秸秆的关键是纤维素降解菌的

筛选和应用。但在堆肥的高温阶段具有纤维素降

解能力的菌株生长繁殖会受到高温限制。因此，筛

选的菌株必须具有耐高温能力。另外，高温纤维素

降解菌在降解秸秆的过程中常常出现纤维素酶活

性低的情况［７］，菌株所产纤维素酶的活性不仅仅与

菌株本身性质有关，还受菌株发酵条件（ｐＨ值、接

种量、碳源、氮源、金属离子种类与浓度）影响［８］，通

过优化菌株的固态发酵条件可以有效提高菌株所

产的纤维素酶活性［９］。

目前，研究者已对纤维素降解菌的堆肥效果进

行了大量评估。董雪丽等将在腐化秸秆中筛选的

低温纤维素降解菌株 ＪｉＴＦ０１应用于北方低温环境
下的秸秆堆肥（ｐＨ值为６．６７、接种量２．８９％、培养
时间１２～１３ｄ），发酵２１ｄ后，水稻秸秆的降解率可
达４５．２４％［１０］。孟童瑶等将实验室中的木质素降

解菌制成菌剂用于园林废弃物堆肥，木质素、纤维

素降解率分别较未加菌剂的处理提高了２３．９１％和
８．３４％［１１］。张鹏飞等将园林废弃物堆肥中筛选的

嗜热脂肪地芽孢杆菌制成菌剂接入园林废弃物堆

肥２８ｄ后，纤维素降解率为２８．４７％［１２］。但以上研

究多基于低温和常温进行，对于堆肥高温阶段菌株

产纤维素酶特性和秸秆降解效果的报道较少。

本试验在高温下从小麦秸秆的模拟堆肥中采

用刚果红培养基和高温筛选的方法选出１株能够降
解纤维素的菌株，对筛选出的纤维素降解菌在６０℃
下产纤维素酶的条件进行优化，用于秸秆降解，并

测定堆肥中的秸秆降解率和该菌株数量、ｐＨ值、纤
维素酶活性的变化，以期为后续高温纤维素降解菌
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的研究提供基础。

１　材料与方法

１．１　样品采集
模拟堆肥的小麦秸秆购自河南省郑州市某农

场，样品购回后放置于浙江农林大学农村环境研究

所储物间干燥环境下通风保存，后续堆肥降解所用

小麦秸秆与上述秸秆相同。

１．２　培养基与试剂
ＬＢ液体培养基 （１Ｌ）：１０ｇ胰蛋白胨，１０ｇ氯

化钠，５ｇ酵母粉，去离子水 １Ｌ。
ＬＢ固体培养基（１Ｌ）：１０ｇ胰蛋白胨，１０ｇ氯化

钠，５ｇ酵母粉，２０ｇ琼脂，去离子水 １Ｌ。
刚果红固体培养基（１Ｌ）：１０ｇ羧甲基纤维素

钠，１ｇ磷酸氢二钾，０．１ｇ七水硫酸镁，０．１ｇ硫酸亚
铁，０．５ｍｇ硫酸锰，１０ｇ胰蛋白胨，１０ｇ酵母粉，２０ｇ
琼脂粉，去离子水１Ｌ。

发酵培养基 （１Ｌ）：１５ｇ羧甲基纤维素钠，１．４ｇ
硫酸铵，２ｇ磷酸氢二钾，０．５ｇ七水硫酸镁，０．３ｇ氯
化钙，０．８ｍｇ五水硫酸铜，０．５ｍｇ硫酸锰，去离子水
１Ｌ，ｐＨ值＝７。

ＤＮＳ试剂（１００ｍＬ）：１８．２ｇ酒石酸钾钠，２．１ｇ
氢氧化钠，０．６３ｇ３，５－二硝基水杨酸，０．５ｇ苯酚，
０．５ｇ亚硫酸钠，去离子水１００ｍＬ（避光保存１０ｄ
后使用）。

柠檬酸缓冲液（４００ｍＬ）（０．０５ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值为
５）：将１１８ｍＬ（０．１ｍｏｌ／Ｌ）柠檬酸钠溶液和８２ｍＬ
（０．１ｍｏｌ／Ｌ）柠檬酸溶液充分混合，用超纯水定容至
４００ｍＬ。

１％产酶底物（４００ｍＬ）：将４ｇ羧甲基纤维素
（ＣＭＣ）溶解在４００ｍＬ柠檬酸缓冲溶液中（适当加
热以增大ＣＭＣ的溶解度）。
１．３　菌株的筛选与鉴定
１．３．１　菌株的分离与初筛　本试验于２０２２年８—
１２月在浙江省杭州市临安区浙江农林大学农村环
境研究所微生物实验室内进行，将小麦秸秆切碎后

（１～２ｃｍ）称取２０ｇ碎末放置于５００ｍＬ锥形瓶中，
调节其含水率为６０％～６５％置于６０℃恒温培养箱
模拟堆肥［１３］。第１５天取３ｇ堆肥置于装有５０ｍＬ
无菌水的烧杯，在转速为２００ｒ／ｍｉｎ的摇床中摇晃
３０ｍｉｎ后，取上清液梯度分别稀释至 １０－４、１０－５、
１０－６、１０－７。吸取５０μＬ各稀释液涂布于刚果红培
养基，置于６０℃恒温培养箱直至长出清晰菌落，挑

取形态不同的菌落划线培养直至出现单菌落。用

１ｍｇ／ｍＬ的刚果红溶液和１ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ溶液分别
对刚果红培养基上的菌株进行染色与脱色各

１５ｍｉｎ［１４］，选择刚果红培养基上透明圈较大的菌株
进行复筛［１５］。

１．３．２　菌株的复筛　将初筛得到具有纤维素降解
能力的菌株接种至发酵培养基，并将接种纤维素降

解菌的发酵培养基置于６０℃、１８０ｒ／ｍｉｎ的恒温摇
床中培养１０ｄ后，测定上述各菌株的纤维素酶活
性。选择纤维素酶活性最高的菌株作为本试验的

目标菌株，每个处理３次重复。
１．３．３　菌株的鉴定　将目标菌株接种在 ＬＢ固体
培养基上，放置在６０℃恒温培养箱培养２ｄ后提取
该菌株１６ＳｒＤＮＡ利用２７Ｆ／１４９２Ｒ（２７Ｆ：５′－ＡＧＡ
ＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＣ－３′；１４９２Ｒ：５′－ＣＡＴＣＧＧ
ＣＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡ－３′）对其进行扩增，聚合酶链
式反应（ＰＣＲ）片段由有康生物科技有限公司（杭
州）进行测序分析，将得到的目标菌株基因序列与

基因库中给出的其他菌株１６ＳｒＤＮＡ基因序列进行
比对，使用 ＭＥＧＡ１１软件的邻接法（ｎｅｉｇｈｂｏｒ－
ｊｏｉｎｉｎｇ，简称ＮＪ）构建高度相似的目标菌株系统发
育树。

１．４　菌株生长曲线的测定
取目标菌株对数期培养液２ｍＬ接种于２００ｍＬ

的ＬＢ液体培养基中，置于６０℃、１８０ｒ／ｍｉｎ的恒温
摇床培养 ２４ｈ后分别离心取上清液，测定波长
６００ｎｍ处的Ｄ值，记录Ｄ６００ｎｍ最大时菌株的培养时
间，每个处理重复３次。
１．５　酶活定义与粗酶液的制备

纤维素酶活性的定义为１ｍＬ粗酶液在酶解过
程中（４℃，ｐＨ值＝５）消耗１ｍＬ的１％产酶底物产
生 １μｍｏＬ葡萄糖的纤维素酶含量，单位为
Ｕ／ｍＬ［１６］。目标菌株粗酶液的制备：目标菌株的发
酵液在４℃下、５０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ后得到的上
清液［１７］。

１．６　菌株产酶条件优化
１．６．１　碳源、氮源的种类与浓度对纤维素酶活影响
　试验中选择４种碳源（淀粉、蛋白胨、羧甲基纤维
素钠、木质素磺酸钠）和４种氮源（氯化铵、硫酸铵、
尿素、酵母粉），设计不同的碳源浓度（１０～１８ｇ／Ｌ，
梯度２ｇ／Ｌ）与氮源浓度（１～１．８ｇ／Ｌ，梯度０．２ｇ／Ｌ），
按最适培养时间培养（“１．４”节得出），测定不同种
类碳源与氮源及其不同浓度下目标菌株的纤维素
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酶活，并记录目标菌株纤维素酶活最大时碳源与氮

源的种类及浓度。

１．６．２　金属离子对纤维素酶活的影响　试验选择
的金属离子［１８］为 Ｋ＋、Ｃｏ２＋、Ｍｇ２＋、Ｃａ２＋，各金属离
子均设置３个浓度分别为０．０８、０．１０、０．１２μｍｏｌ／Ｌ，
设计４因素３水平正交试验如表１所示。在确定目
标菌株液体培养基中最适碳源、氮源种类与浓度后

（由“１．６．１”节得出）向各组目标菌株的液体培养基
中添加表１所列的各组金属离子组合，按最适培养
时间培养（由“１．４”节得出），测定各组液体培养基
中目标菌株的纤维素酶活并记录纤维素酶活最大

时该组合中各金属离子的种类和浓度。

表１　金属离子的种类与浓度正交实验设计

处理
金属离子含量（μｍｏｌ／Ｌ）

Ｋ＋ Ｃｏ２＋ Ｍｇ２＋ Ｃａ２＋

ＣＫ ０．００ ０．００ ０．００ ０．００

１ ０．１２ ０．１０ ０．１２ ０．０８

２ ０．１２ ０．１２ ０．０８ ０．１０

３ ０．１０ ０．０８ ０．１２ ０．１０

４ ０．１０ ０．１２ ０．１０ ０．０８

５ ０．１０ ０．１０ ０．０８ ０．１２

６ ０．０８ ０．１２ ０．１２ ０．１２

７ ０．０８ ０．０８ ０．０８ ０．０８

８ ０．１２ ０．０８ ０．１０ ０．１２

９ ０．０８ ０．１０ ０．１０ ０．１０

１．６．３　ｐＨ值、接种量、培养时间　确定目标菌株培
养基中最适的碳源、氮源、金属离子的种类与浓度

（由“１．６．１”“１．６．２”节得出）后，使用单因素试验
对目标菌株的发酵条件（接种量、ｐＨ值、培养时间）
进行优化。优化的初始条件设置为接种量 ３％、
ｐＨ值为７、培养时间６ｄ，每次试验只改变接种量、
ｐＨ值、培养时间中的１个因素。设置接种量的范围
为１％～１０％、ｐＨ值的范围４～１０、培养时间的范围
１～９ｄ，测定目标菌株在不同条件下的纤维素酶活
性。上述试验中，用于接种的 ＬＢ液体培养基中菌
株数量为０．５×１０７ＣＦＵ／ｍＬ（ＸｍＬ发酵培养基接
种含有上述菌株数量的 ＬＢ液体培养基的体积为
Ｘ％ ｍＬ）。
１．７　纤维素酶的性质探究
１．７．１　酶促反应 ｐＨ值对纤维素酶影响　将１ｍＬ
目标菌株的粗酶液分别加入到ｐＨ值为１、２、３、４、５、
６、７的 １％产酶底物中，置于 ５０℃水浴锅中水浴
３０ｍｉｎ，测定在不同ｐＨ值的１％产酶底物中目标菌

株的纤维素酶活，并记录纤维素酶活的最大值以及

此时１％产酶底物的 ｐＨ值，试验重复３次，纤维素
酶活取平均值。

１．７．２　ｐＨ值对纤维素酶稳定性影响　将１ｍＬ目
标菌株的粗酶液分别加入到ｐＨ值为１、２、３、４、５、６、
７的柠檬酸缓冲液中保存３ｈ后，测定目标菌株的粗
酶液在不同 ｐＨ值柠檬酸缓冲液中的纤维素酶活
性，并记录纤维素酶活的最大值以及此时柠檬酸缓

冲液的 ｐＨ值，试验重复 ３次，纤维素酶活取平
均值。

１．８　秸秆降解过程探究
１．８．１　秸秆堆肥与降解率测定　为研究目标菌株
对秸秆的降解效果，将该菌株按最适条件培养（由

“１．６．１”“１．６．２”“１．６．３”节得出）最适时间（由
“１６．３”节得出）后，按最适比例（由“１．６．３”节得
出）接种在以１００ｇ小麦秸秆为唯一碳源的发酵培
养基中，测定预处理（使用去离子水浸泡冲洗后干

燥后放入高速搅拌机磨碎，过 ４０目的网筛，在
１２１℃、１２１ｋＰａ下灭菌３０ｍｉｎ）小麦秸秆的降解率。
每６ｄ取５ｇ秸秆堆肥样品测定样品中秸秆降解率
和目标菌株的纤维素酶活性，样品测定前的处理方

式为将样品采用无菌水进行冲洗后放入１１０℃的恒
温烘箱中进行干燥，并记录其质量。小麦秸秆的降

解率计算方法如下：Ａ＝（Ｂ－Ｃ）／Ｂ×１００％，其中 Ｂ
为添加预处理秸秆的质量，Ｃ是烘干后样品的质量，
Ａ为降解率。试验重复３次，秸秆的降解率取３次
试验测定的平均值。

１．８．２　样品ｐＨ值测定　取０．１ｇ堆肥样品加入装
有１０ｍＬ无菌水的烧杯中，放入６０℃、１８０ｒ／ｍｉｎ的
恒温摇床中摇晃３０ｍｉｎ，使用 ｐＨ计对不同样品的
ｐＨ值进行测定，记录不同样品中的 ｐＨ值。试验重
复３次，ｐＨ值取平均值。
１．８．３　微生物数量统计　取０．１ｇ堆肥样品加入
装有１０ｍＬ无菌水的烧杯中，放入６０℃、１８０ｒ／ｍｉｎ
的恒温摇床中摇晃３０ｍｉｎ，稀释涂布于 ＬＢ固体培
养基，将其置于温度为６０℃的恒温培养箱中按最适
培养时间（由“１．４”节得出）培养，利用活菌计数法
对样品中的微生物数量进行统计，记录不同样品中

的菌株数量。

１．９　数据分析
本研究采用 ＳＰＳＳ２２．０软件进行显著性分析，

多重比较方法为Ｄｕｎｃａｎｓ法，目标菌株邻接树使用
ＭＥＧＡ１１进行构建，采用Ｏｒｉｇｉｎ２０１９进行绘图。
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２　结果与分析

２．１　菌株的筛选
在小麦秸秆的模拟堆肥中，共筛到具有纤维素

降解能力的菌株１６株。刚果红溶液染色和氯化钠
溶液脱色后透明圈较为明显的菌株有５株，分别将
这５株纤维素降解菌顺序编号为０１、０２、０３、０４、０５。
这５株纤维素降解菌在６０℃下纤维素酶活性、透明
圈直径，透明圈直径与菌落直径的比值如表２所示，
在５株菌中，菌株０１、０２、０４、０５的纤维素酶活较低
而菌株０３的纤维素酶活最高，为１５．７１Ｕ／ｍＬ。因
此，选定菌株０３作为本试验的目标菌株。

表２　耐高温纤维素降解菌筛选结果

菌株
纤维素酶

活性（Ｕ／ｍＬ）
透明圈直径

（ｃｍ）
菌落直径

（ｃｍ）
透明圈直径／
菌落直径

０１ ６．３５±０．１１ １．０４±０．０５ １．０３±０．０４ １．００９

０２ ８．７５±０．２１ １．２１±０．０４ ０．８８±０．０９ １．３７５

０３ １５．７１±０．６１ ２．３５±０．１１ ０．７６±０．０２ ３．０９２

０４ ５．０２±０．０９ ２．００±０．１３ ０．９１±０．１７ ２．１９７

０５ ２．５７±０．１３ １．４２±０．０７ １．１５±０．１５ １．２３４

２．２　菌株０３的鉴定
由图１可见，菌株０３在刚果红培养基上的菌斑

为圆形，菌斑的中间有白色孢子向四周发散与周围

的白色菌丝连接，根据《中国真菌志》初步鉴定其为

芽孢杆菌［１９］，根据分子生物学的鉴定结果建立该菌

株的系统发育树如图２所示，菌株０３与枯草芽孢杆
菌属的菌株１６ＳｒＤＮＡ序列之间具有高达９０％的相
似性，所以菌株０３被认为是一株枯草芽孢杆菌，故
将其命名为 Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ０３，该菌株的基因序列
已提交至美国国家生物技术信息中心（ＮＣＢＩ）并申
请登录号为ＳＵＢ１２３５９７７６。

２．３　菌株Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ０３的生长曲线
由图３可见，菌株在０～６ｈ内生长速度较慢，

此时菌株处于环境适应期［２０］。在６～１２ｈ时，菌株
处于对数生长期。菌株在 ＬＢ液体培养基中培养
１２ｈ后，Ｄ６００ｎｍ达到最高，为１．２７３，随后菌株数量逐
渐趋于稳定。与大多数纤维素降解菌［２１－２２］相比，菌

株Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ０３所需生长时间较短，具有快速
繁殖的能力。

２．４　菌株Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ０３产酶条件优化结果
２．４．１　最适碳源、氮源的种类与浓度　由图４－Ａ
可见，菌株Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ０３在不同碳源中均可以产
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生纤维素酶，其中以羧甲基纤维素钠为唯一碳源

时，该菌株的纤维素酶活最高。菌株在发酵培养基

中最适碳源种类的顺序为羧甲基纤维素钠 ＞淀
粉＞蛋白胨＞木质素磺酸钠，由图４－Ｂ可见，当羧
甲基纤维素钠的浓度为 １４ｇ／Ｌ时，菌株 Ｂａｃｉｌｌｕｓ

ｓｕｂｔｉｌｉｓ０３的纤维素酶活为１８．１４Ｕ／ｍＬ。由图４－Ｃ
可见，在唯一氮源的发酵培养基中菌株 Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｓｕｂｔｉｌｉｓ０３的最适氮源顺序为硫酸铵 ＞酵母粉 ＞氯
化铵 ＞尿素，由图 ４－Ｄ可见，当硫酸铵浓度为
１．４ｇ／Ｌ时，该菌株的纤维素酶活为１８．８８Ｕ／ｍＬ。

２．４．２　金属离子组合选定　由表３可见，与 ＣＫ组
相比，处理１和处理３的纤维素酶活性提升并不显
著，这是因为金属离子的种类与浓度会影响菌株纤

维素酶的合成［２３］；其他处理菌株 Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ０３
的纤维素酶活均有显著提升，其中处理６的纤维素
酶活最高，为（２３．８４±１．２２）Ｕ／ｍＬ。综上所述，添
加处理 ６中的金 属 离 子 组 合 （Ｃｏ２＋ 浓 度 为
０．１２μｍｏｌ／Ｌ，Ｍｇ２＋浓度为 ０．１２μｍｏｌ／Ｌ，Ｃａ２＋浓度
为０．１２μｍｏｌ／Ｌ），有利于菌株 Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ０３纤
维素酶活性的提升。

２．４．３　接种量、ｐＨ值、培养时间对纤维素酶活性的
影响　由图５－Ａ可见，当接种量为１％～１０％时，菌
株的纤维素酶活性均处于较高水平。接种量为４％
时，该菌株的纤维素酶活性最高，为 ２５．１５Ｕ／ｍＬ。
因此，菌株Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ０３的最适接种量为４％。
　　由图５－Ｂ可见，当ｐＨ值为４时，纤维素酶活

表３　不同种类与浓度的金属离子对菌株纤维素酶活性的影响

处理
Ｋ＋含量
（μｍｏｌ／Ｌ）

Ｃｏ２＋含量
（μｍｏｌ／Ｌ）

Ｍｇ２＋含量
（μｍｏｌ／Ｌ）

Ｃａ２＋含量
（μｍｏｌ／Ｌ）

纤维素酶活性

（Ｕ／ｍＬ）

ＣＫ ０．００ ０．００ ０．００ ０．００ １０．１５±０．８８ａ

１ ０．１２ ０．１０ ０．１２ ０．０８ １１．０４±０．７６ａ

２ ０．１２ ０．１２ ０．０８ ０．１０ １２．３３±１．０２ｂｃ

３ ０．１０ ０．０８ ０．１２ ０．１０ １１．１２±２．１５ａｂ

４ ０．１０ ０．１２ ０．１０ ０．０８ １２．６９±０．７４ｃｄ

５ ０．１０ ０．１０ ０．０８ ０．１２ １３．２１±１．３５ｅ

６ ０．０８ ０．１２ ０．１２ ０．１２ ２３．８４±１．２２ｆ

７ ０．０８ ０．０８ ０．０８ ０．０８ １４．３７±１．２８ｄｅ

８ ０．１２ ０．０８ ０．１０ ０．１２ １３．４５±０．８８ｃｄｅ

９ ０．０８ ０．１０ ０．１０ ０．１０ １３．１１±１．８８ｃｄｅ

性最低，ｐＨ值为７时菌株酶活性最高。当 ｐＨ值为
８时，菌株的纤维素酶活性下降速度较为缓慢。同
时菌株在ｐＨ值为７～１０时，纤维素酶活性的范围
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为 ２０．０１～２７．５５Ｕ／ｍＬ。当 ｐＨ值为１０时，菌株的
纤维素酶活性可以保持最适ｐＨ值（ｐＨ值＝７）时纤
维素酶活的７２．６３％。结果表明，菌株Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ
０３在碱性条件下具有较高的纤维素降解能力。

由图５－Ｃ可见，菌株Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ０３在发酵
的前４ｄ纤维素酶活性均处于较低水平。当发酵至
５ｄ时，菌株的纤维素酶活性快速增高，在８ｄ时纤
维素酶活性达到最高，为２９．３４Ｕ／ｍＬ。该菌株发酵
８ｄ时纤维素酶活性最高，证明其具有长时间产纤
维素酶的能力，这对菌株 Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ０３在高温
下对秸秆进行持续降解具有重要意义。

２．５　不同ｐＨ值下菌株纤维素酶的特性
本试验发现菌株Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ０３在碱性环境

下仍能保持较高的纤维素酶活性（“２．４．３”节），为
进一步研究菌株在碱性环境下所产纤维素酶的特

性，取该菌株的粗酶液在不同 ｐＨ值下对该菌株的
酶促反应活性进行研究。由图６可见，在ｐＨ值为７
时酶促反应的活性和稳定性均为最大，在 ｐＨ值为
１０时菌株 Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ０３的酶促反应活性和稳
定性仍可以保持ｐＨ值为７时的７３．２８％、６８．１４％。
２．６　秸秆堆肥中ｐＨ值与微生物数量变化
２．６．１　堆肥 ｐＨ值的变化　由图 ７可见，０～６ｄ
时，菌株Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ０３的数量较少，对秸秆的降
解能力弱，产生的腐殖酸较少，此时 ｐＨ值下降的主
要原因是菌株大量繁殖产生的ＣＯ２使堆肥的ｐＨ值
下降。６～１２ｄ时，菌株进入对数生长期，此时 ｐＨ
值下降的主要原因是菌株大量分解秸秆中的纤维

素产生腐殖酸导致堆肥 ｐＨ值快速下降。１２～１８ｄ
时，堆肥ｐＨ值下降的速率与堆肥升温阶段相比并
未降低，这显示了菌株可以有效克服高温胁迫持续

对秸秆进行降解生成腐殖酸。在１８～２４ｄ时菌株
产生的少量氨类物质使ｐＨ值开始有所升高。２４～

３６ｄ时堆肥开始进入降温阶段，此时秸秆被大量分
解，堆肥中的纤维素含量降低，菌株Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ
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０３不得不分解部分富里酸提供营养物质，此时堆肥
的ｐＨ值开始持续升高。由堆肥中 ｐＨ值的变化可
知，菌株Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ０３在降解秸秆中纤维素时，
不仅可以产生腐殖酸还可以生成部分氨类物质，这

对于秸秆资源化利用具有重要意义。

２．６．２　堆肥中微生物的数量变化　由图８可见，在
０～６ｄ时菌株处于环境适应期，繁殖速度较低。在
６～１２ｄ时进入对数生长期后菌株数量大幅度提
升。１２ｄ时菌株的数量达到 １×１０８ＣＦＵ／ｍＬ。在
１２～２４ｄ时堆肥进入高温阶段，菌株的数量略有减
少，但仍处于较高水平，表明菌株具有耐高温的特性。

在２４～３６ｄ时堆肥进入降温阶段，此时秸秆中纤维

素被大量降解，菌株不得不分解部分腐殖酸提供营

养，这导致了堆肥中菌株数量下降。堆肥中微生物

的数量变化显示，堆肥进入高温阶段后，堆肥中菌

株的数量约为菌株数量最高值的８７．５％，仍处于较
高水平，这对于菌株持续降解秸秆具有重要意义。

２．６．３　秸秆降解率与纤维素酶活变化　由图９可
见，堆肥６ｄ时，秸秆的降解率为５．１８％，纤维素酶
活性为７．２６Ｕ／ｍＬ。堆肥１２ｄ时，秸秆的降解率为
１９．１５％，纤维素酶活性为３３．１５Ｕ／ｍＬ。堆肥１２ｄ
后，菌株的纤维素酶活性开始下降，但秸秆降解率

却持续增加。在堆肥３０～３６ｄ时，秸秆的降解率分
别为３２．６７％和３２．７２％。

３　讨论

本试验在６０℃时分离出１株能在高温下降解
纤维素的枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ０３），通过
单因素试验与正交试验设计对其产酶条件进行优

化，有效提升了菌株 Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ０３的纤维素酶
活。另外，研究发现菌株 Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ０３在碱性
环境下仍具有较高的纤维素酶活。当 ｐＨ值为 １０
时，菌株的纤维素酶促反应活性和纤维素酶稳定性

可以保留最适 ｐＨ值（ｐＨ值 ＝７）的 ７３．２８％、

６８１４％，目前大多数纤维素降解菌适应酸性和碱性
的范围较窄，菌株在ｐＨ值为１０时具有较高的纤维
素酶活扩大了其应用范围。目前有研究显示，在碱

性环境下秸秆中的氢键分解速度加快，木质素和纤

维素的溶解性也会有适度的增加；由于秸秆生物发

酵受到ｐＨ值的影响，碱性处理后的秸秆往往需要
中和至一定范围的 ｐＨ值后才能进行生物发酵［２４］。

由于该菌株具有耐碱性特征，碱性处理后的秸秆可

以直接用于微生物降解，这会减少秸秆处理过程的

成本，但目前关于具有在碱性条件下降解纤维素能
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力的菌株鲜有报道。

耐高温纤维素降解菌对克服秸秆堆肥高温阶

段存在的秸秆降解率低的问题具有重要意义，郜道

玉等在牛粪中筛选的３株嗜热链霉菌和地衣芽孢杆
菌在 ５０℃下，菌株的纤维素酶活为 １０４．３２～
１６８９２Ｕ／ｍＬ，表明该菌株具有较高的纤维素降解
潜力［２５］。易等在鸡粪蘑菇渣堆肥中筛选的解淀

粉芽孢杆菌在产酶条件优化后，菌株的纤维素酶活

为６．１４Ｕ／ｍＬ［２６］。张秧等将从小麦秸秆中筛选的３
株纤维素降解菌接入小麦秸秆堆肥中，堆肥的高温

期温度峰值分别为５８．２、５４．７、５３．７℃，秸秆堆肥高
温阶段分别维持了９、６、６ｄ，秸秆降解率达到分别为
１８．８７％、２４．４８％、２２．０８％［２７］。

此外，刘心吾等在土壤中筛选的耐高温纤维素

降解菌，其分离的菌株在６０℃下接种在秸秆堆肥中
２０ｄ后，纤维素的降解率为２０．４７％［２８］。而本研究

在堆肥１８ｄ时秸秆的降解率为２５．７１％，说明菌株
Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ０３能更高效地在高温环境下降解秸秆。

４　结论

为解决秸秆堆肥高温阶段微生物大量死亡，导

致秸秆降解率低的问题。本研究在小麦秸秆的模

拟堆肥中筛选出１株耐高温纤维素降解菌 Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｓｕｂｔｉｌｉｓ０３。通过单因素试验和正交试验对该菌株产
酶条件进行优化。结果显示：培养时间为１２ｈ，羧甲
基纤维素钠的浓度为 １４ｇ／Ｌ，硫酸铵浓度为
１．４ｇ／Ｌ，接种量为 ４％，ｐＨ值为 ７，发酵周期 ８ｄ，
Ｋ＋浓度为０．０８μｍｏｌ／Ｌ，Ｃｏ２＋浓度为０．１２μｍｏｌ／Ｌ，
Ｍｇ２＋ 浓 度 为 ０．１２ μｍｏｌ／Ｌ，Ｃａ２＋ 的 浓 度 为
０．１２μｍｏｌ／Ｌ时，该菌株的纤维素酶活最高，为
２９．３４Ｕ／ｍＬ。菌株 Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ０３在碱性环境
中具有良好的酶促反应活性和纤维素酶稳定性，在

ｐＨ值为１０时该菌株的纤维素酶活和纤维素酶稳定
性可以保留最适 ｐＨ值（ｐＨ＝７）的 ７３．２８％、
６８１４％，在一定程度上扩大了其应用范围。堆肥中
ｐＨ值的变化，反映出秸秆中纤维素降解后产生了大
量的腐殖酸，这显示出该菌株对秸秆的强降解能

力。堆肥高温阶段该菌株的数量约为升温阶段末

期的 ８７．５％，证明该菌株具有耐高温能力。菌株
Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ０３前期对秸秆的降解速率较快，但
随着纤维素酶活的降低和秸秆堆肥中纤维素含量

的减少，导致秸秆降解速率逐渐下降，在３６ｄ时堆
肥中秸秆的降解率达到了３２．７２％。研究结果为秸

秆降解提供了理论依据和实践基础，对解决农业生

产过程存在的秸秆废弃物产量大、处理难的问题具

有重要意义。
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［３０］王翠丽，王军强，陈　亮，等．不同耕作方式对绿洲区农田土壤

团聚体中微生物生物量碳、氮含量的影响［Ｊ］．江苏农业科学，

２０２２，５０（１２）：２４６－２５１．

［３１］张伟明，陈温福，孟　军，等．东北地区秸秆生物炭利用潜力、产

业模式及发展战略研究［Ｊ］．中国农业科学，２０１９，５２（１４）：

２４０６－２４２４．

［３２］李孝梅，李永梅，乌达木，等．玉米间作大豆、萝卜对红壤不同粒

径水稳性团聚体碳氮分布的影响［Ｊ］．中国土壤与肥料，２０２２

（１）：１０４－１１１．

［３３］朱建彬，郭相平，谢　毅，等．秸秆隔层还田及水氮管理对设施

土壤团聚体及固碳特征的影响［Ｊ］．江苏农业学报，２０２１，３７

（３）：６３２－６３８．

［３４］张秀芝，李　强，高洪军，等．长期施肥对黑土水稳性团聚体稳

定性及有机碳分布的影响［Ｊ］．中国农业科学，２０２０，５３（６）：

櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄
１２１４－１２２３．

（上接第２３６页）
［１７］张　爽．低温纤维素降解菌的筛选及其玉米秸秆降解效果研究

［Ｄ］．哈尔滨：东北农业大学，２０１８：７－１９．

［１８］杨耀刚，田瑞华．金属离子及表面活性剂对土著菌产纤维素酶

的影响［Ｊ］．江苏农业科学，２０１８，４６（２４）：３６６－３６９．

［１９］孔华忠．中国真菌志［Ｍ］．北京：科学出版社，２００９：２７２－２７３．

［２０］ＬｉＤＰ，ＦｅｎｇＬ，ＬｉｕＫＲ，ｅｔａｌ．Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｃｏｌｄ－ａｃｔｉｖｅ

ＣＭＣａｓｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｂｙｐｓｙｃｈｒｏｔｒｏｐｈｉｃＳｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓｓｐ．ＦＬＸ－７ｆｒｏｍ

ｔｈｅｃｏｌｄｒｅｇｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ［Ｊ］．Ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ，２０１６，２３（２）：１３３５－１３４７．

［２１］郭晓威，王秀然，解长睿，等．木质素降解菌株的分离及其降解

玉米秸秆过程中产酶特点［Ｊ］．微生物学报，２０１７，５７（１２）：

１８０６－１８１６．

［２２］Ａｌ－ｂａｌａｗｉＴＨＡ，ＷｏｏｄＡＬ，Ｓｏｌｉｓ１Ａ，ｅｔａｌ．Ａｎｏｘｙｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ．

ｓｔｒａｉｎＵＡＲＫ －０１，ａｎｅｗ ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｉｃｓｏｉｌｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｗｉｔｈ

ｈｙｐｅｒｔｈｅｒｍｏｓｔａｂｌｅ ａｌｋａｌｉｎｅ ｌａｃｃａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ［Ｊ］． Ｃｕｒｒｅｎｔ

Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２０１７，７４（６）：７６２－７７１．

［２３］洪　培，疏义林，柯丽霞．金属离子对平菇和杏鲍菇纤维素酶活

性的影响［Ｊ］．安徽农业科学，２０１５，４３（２６）：５９－６０，６６．

［２４］ＲａｔｔａｎａｐｏｒｎＫ，ＴａｎｔａｙｏｔａｉＰ，ＰｈｕｓａｎｔｉｓａｍｐａｎＴ，ｅｔａｌ．Ｏｒｇａｎｉｃａｃｉｄ

ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｏｉｌｐａｌｍｔｒｕｎｋ：ｅｆｆｅｃｔｏｎｅｎｚｙｍａｔｉｃｓａｃｃｈａｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ａｎｄｅｔｈａｎｏｌｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＢｉｏｐｒｏｃｅｓｓａｎｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，

２０１８，４１：４６７－４７７．

［２５］郜道玉，周　源，龚　萍，等．耐高温纤维素降解菌株的筛选、鉴

定及其酶活力的测定［Ｊ］．试验研究，２０２２，１９：６９－７３．

［２６］易　，杨玉婷，李梦霖，等．一株耐高温纤维素降解菌的分离

筛选及鉴定［Ｊ］．吉首大学学报（自然科学版），２０１７，３８（４）：

７２－７６．　

［２７］张　秧，艾为党，靳向丹，等．３种菌剂对小麦秸秆好氧堆肥降

解效果比较［Ｊ］．环境工程学报，２０２１，１５（２）：７０１－７１６．

［２８］刘心吾，张　威，马玲玲，等．耐高温木质纤维素降解菌株的分

离筛选、鉴定及降解工艺的研究［Ｊ］．中国农学通报，２０２０，３６

（２１）：１１８－１２５．
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