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高温纤维素分解菌的分离、筛选及鉴定

马怀良 1 ,龚振杰 1 ,陈 欢 1 ,郭文学 2 　
(1. 牡丹江师范学院生物系 ,黑龙江牡丹江 157012; 2. 牡丹江市绿珠果蔬公司 ,黑龙江牡丹江 157000)

摘要　[目的 ] 为研制堆肥高温菌剂和生产高温纤维素酶奠定基础。 [方法 ]从牛粪自然堆肥中分离出高温纤维素分解纤维素菌 ,并测
定其外切纤维素酶活 (C1 酶 )、羧甲基纤维素酶活 (CMCase)、FPA酶活 ( FPase)。 [结果 ]从 5种高温纤维素分解菌中 ,筛选出分解纤维
素较强的高温细菌 HB4和高温霉菌 HM。 [结论 ]高温细菌 HB4的 C1 酶、CMCase、最高 ,分别为 0. 016 1 IU /ml、0. 923 8 IU /m l;高温霉菌
HM的 FPA酶活最高 ,为 1. 053 5 IU /m l。经初步鉴定 HB4为热酸菌属 (Acidotherm us) , HM为链孢霉菌属 (N eurospora)。
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Isola tion, Screen ing and Identif ica tion of H igh2tem pera ture Cellulolytic M icrobes
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Abstract 　[Objective ] The research aimed to lay the foundation for high2temperature inoculant for composting and high2temperature cellulose
p roduction. [Method ] H igh2temperature cellulolytic m icrobes were isolated from cow dung unartificial compost and were determ ined the en2
zyme activity of C1 , CMCase and Fpase. [ Result ] Strain HB4 and srain HM that decomposing cellulose was comparatively strong were
screened from five strains of high2temperature cellulolytic m icrobes. [ Conclusion ] C1 and CMCase enzyme activity of strain HB4 were maximal
among the five strains and were 0. 016 1 IU /m l and 0. 923 8 IU /m l respectively. The FPase enzyme activity of strain HM was maximal among
the five strains and was 1. 053 5 IU /m l. The strain HB4 was identified as Acidotherm us and the strain HM was identified as N eurospora.
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　　我国的纤维素资源非常丰富 ,仅农作物秸秆一项 ,每年

可达 6～10亿 t,但由于天然纤维素复杂和难降解 ,人们对它

的开发和利用十分有限 [ 1 ] 。因此利用微生物降解纤维素 ,对

纤维素的充分利用具有战略意义 [ 2 ] 。另外 ,由高温微生物产

生的纤维素酶具有热稳定性 ,对工业化应用和酶的基础研究

有着重要的意义。

该研究从牛粪堆肥中分离出数株分解纤维素的高温微

生物 ,并对其酶活力进行了测定 ,现将研究结果报告如下。

1　材料与方法

1. 1　材料

1. 1. 1　滤纸处理。滤纸 (巧生牌定量滤纸 )用 1%醋酸浸泡

24 h,用碘液检查确定无淀粉后 ,再用 2%苏打水冲洗至中

性 ,晾干 ,将处理后的滤纸剪成 1 cm ×6 cm小条待用。

1. 1. 2　样品采集。牛粪自然堆肥。取堆肥 25 cm处样品装

入预先灭过菌的锥形瓶中 ,包扎好后取回待用。

1. 2　培养基　 Hutchison液体培养基 [ 3 ]
: KH2 PO4 1 g、FeCl3

0. 01 g 、(MgSO4 ·7H2 O ) 0. 3 g、NaNO3 2. 5 g、CaCl2 0. 1 g、

NaCl 0. 1 g、H2 O 1 000 m l、pH 7. 2～7. 4。将培养基分装于

150 m l三角瓶内 ,每瓶 50 m l,然后加入 10张滤纸条 ,高压灭

菌 30 m in后备用。

羧甲基纤维素培养基 (CMC) [ 4 ]
: CMC - Na 15 g、NH4 NO3

1 g、酵母膏 1 g、(MgSO4 ·7H2 O) 0. 5 g、KH2 PO4 1 g、琼脂 20

g、H2 O 1 000 ml、pH自然。

1. 3　菌种富集、分离和纯化 　将 10 g样品置于 250 ml装

有小玻璃珠的三角瓶中 ,加入 100 m l无菌水 120 r/min振荡

10 min。取 1 m l悬液加入到盛有 Hutchison液体培养基的三

角瓶中 , 55 ℃静置培养。待滤纸崩解以后 , 120 r/min振荡 10

m in,再转接到新鲜的培养液中 ,接种量为 10% ,如此转接数

代 ,淘汰失去分解能力和不稳定的培养物 [ 5 ] 。观察滤纸条断

裂情况 ,在滤纸条断裂处挑取培养物在羧甲基纤维素培养基

平板上划线分离 , 55 ℃培养获得单菌落。将单菌落反复划线

纯化 ,结合显微镜镜检查 ,直至纯化得到纯菌株。

1. 4　菌株发酵产酶试验 　将筛选的高温菌种在羧甲基纤

维素培养基试管斜面上 , 55 ℃活化 3 d。将 5 ml无菌水滴加

到试管斜面中 ,振荡 ,制备成菌悬液。吸取菌悬液 1 m l接入

盛有 Hutchison液体培养基的三角瓶中 , 55 ℃, 150 r/min的

恒温水浴荡器培养 7 d。

1. 5　纤维素酶活的测定

1. 5. 1　粗酶液的制备。取培养 7 d的发酵液 ,于 4 ℃、3 000

r/min离心 15 m in,取上清液即为粗酶液 [ 6 ] 。

1. 5. 2　标准曲线的绘制。采用 3, 5二硝基水杨酸比色法

(DNS)测定酶解液中还原糖含量 ,取 8支洗净、烘干的 20 ml

刻度试管 ,加入标准葡萄糖溶液和蒸馏水 ,配制成一系列不

同浓度的葡萄糖溶液。

图 1　葡萄糖标准曲线

F ig. 1　 The standard curve of glucose

将溶液摇匀后 ,向各试管中加入 1. 5 ml 3, 52二硝基水杨

酸 ,摇匀后在沸水浴中加热 5 min,取出冷却后用蒸馏水定容

至刻度 ,充分摇匀。在波长 540 nm处以 1号试管溶液作为
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空白对照 ,调零点 ,测出其他各试管溶液的吸光度并记录结

果。以葡萄糖含量为横坐标、对应的吸光度为纵坐标 ,绘制

标准曲线。

1. 5. 3　外切纤维素酶活 (C1 酶 )、羧甲基纤维素酶活 (CM2
Case)、FPA酶活 ( FPase)测定见文献 [ 7 ]。

在上述条件下 ,以国际单位为依据 ,定义 1 m in催化纤维

素水解生成 1μmol葡萄糖的酶量为一个酶活力单位 ( IU ) ,

其计算公式为 [ 8 ]
:

酶活力 ( IU /ml) =
葡萄糖含量 (mg) ×稀释倍数 ×5. 56

反应液中酶液加入量 (ml) ×时间 (min)

1. 6　数据处理　试验数据以 x ±s (平均值 ±标准差 )表示 ,

采用 SPSS13. 0软件中的 Compare Means→One W ay ANOVA

进行方差分析 ,用 LSD法进行显著性测验。

1. 7　菌种鉴定　参照《常见细菌系统鉴定手册》[ 9 ] 、《真菌分

类鉴定手册》[ 10 ]进行。

2　结果与分析

2. 1　高温纤维素分解菌的分离纯化结果 　从牛粪堆肥中

分离出高温细菌 4株 ,分别命名 HB1、HB2、HB3、HB4;高温霉

菌 1株 ,命名为 HM。

2. 2　酶活测定　5种高温纤维素分离的酶活测定结果见表 2。

　　由表 2可见 ,高温细菌 HB4的 C1 酶活、CMC酶活最高 ,

表 1　酶活测定结果及显著性分析

Table 1　 Results of enzyme activ ity and sign if icance ana lysis IU /m l

菌株

Strains

C1 酶活

C1 enzyme activity

菌株

Strains

CMC酶活

CMCase activity

菌株

Strains

FPA酶活

FPase activity

HB4 0. 016 1 ±0. 000 4 Aa HB4 0. 923 8 ±0. 029 8 Aa HM 1. 053 5 ±0. 050 0 Aa

HM 0. 012 4 ±0. 000 6 Bb HM 0. 793 8 ±0. 039 0 Bb HB4 0. 676 5 ±0. 014 9 Bb

HB3 0. 011 7 ±0. 000 4 BCb HB1 0. 715 8 ±0. 019 5 Cc HB1 0. 491 2 ±0. 045 0 Cc

HB2 0. 010 8 ±0. 000 5 Cc HB3 0. 709 3 ±0. 022 5 Cc HB2 0. 474 9 ±0. 029 3 Cc

HB1 0. 010 5 ±0. 000 2 Cc HB2 0. 702 8 ±0. 011 3 Cc HB3 0. 445 7 ±0. 009 8 Cc

　注 :同一列中 ,不同的小写字母表示差异达到 0. 05显著水平 ,不同的大写字母表示差异达到 0. 01显著水平 ,相同字母表示差异不显著。

　Note: D ifferent small letters in the same column mean significant difference at 0. 05 level; D ifferent cap ital letters in the same column mean significant differ2

ence at 0. 01 level; The same letters in the same column mean no difference.

分别为 0. 016 1 IU /m l、0. 923 8 IU /m l,与其他菌株差异极显

著 ( P < 0. 01) ;高温霉菌 HM 的 FPA酶活最高 ,为 1. 053 5

IU /m l,与其他菌株差异极显著 ( P < 0. 01)。

2. 3　菌种鉴定

2. 3. 1　 HB4鉴定。菌落特征 :菌落较大、呈淡黄色 ,表面湿

润、不透明、隆起 ,边缘不整齐 ,培养基颜色不改变。形态特

征 :细胞单个、直立 , 0. 6 ×1. 7μm,革兰氏阴性 ,无芽孢。生长

特性 : HB4能在 65 ℃、pH 4. 5,以葡萄糖为唯一碳源的培养基

中生长。根据高温细菌 HB4以上特征 ,参照《常见细菌系统

鉴定手册》,将其归为热酸菌属 (Acidotherm us)。

2. 3. 2　 HM鉴定。菌落特征 :菌落为白色粉粒状 ,以后菌丝

向四周蔓延 ,慢慢松散呈绒毛状 ,气生菌丝呈砖红色 ,表面干

燥、密集 ,培养背面黑褐色 ,培养颜色不改变。形态特征 :高温

霉菌 HM具有疏松网状的长菌丝 ,菌丝有隔膜、分枝、多核。

分生孢子着生在分生孢子梗上 ,分生孢子椭圆形 ,呈红色。根

据高温霉菌 HM的以上特征 ,参照《真菌分类鉴定手册》,将

其归为链孢霉菌属 (N eurospora)。

3　讨论

高温堆肥技术是纤维类物质进行无害化、资源化的重要

途径之一。在自然情况下 ,以牛粪为堆料的 C /N在 25～50

之间 ,并辅以适当的通风 ,堆体的温度在短时间内高于 55

℃,成功地进行高温好氧堆肥化 [ 11 ] 。但也存在着发酵周期

长、纤维素分解不充分等缺点 ,因此接入外源高活性的高温

纤维素分解菌 ,对缩短堆肥发酵周期、提高堆肥质量有重要

的意义。近年来 ,以牛粪高温堆肥为原料筛选高温纤维素分

解菌的报道较多 ,齐云等 [ 6 ]筛选出耐高温单孢菌和芽孢杆

菌 ,张辉 [ 12 ]等筛选出 CMC酶和 FPA酶耐高温的曲霉 WQ,郑

惠华 [ 8 ]等筛选出产酶活性较高的高温放线菌 JSU25。
此次从牛粪堆肥中分离出 5种分解纤维素的高温菌 ,筛

选出产酶活性较高的热酸菌 HB4和链孢霉 HM,为研制堆肥

高温菌剂和生产高温纤维素酶奠定了基础。特别是在目前

已筛选的高温纤维素分解菌中 ,热酸菌鲜见报道。
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