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摘要： 从添加秸秆进行堆肥处理的污泥中采集样品，通过富集培养和刚果红平板染色法筛选分离出具有纤维素

降解能力的细菌，再通过酶活力测定从中分离筛选出 １ 株相对高活性的产纤维素酶细菌 Ｃ１；通过基于 １６Ｓ ｒＲＮＡ
基因序列的系统发育分析，初步确定该菌株为 Ｄｅｖｏｓｉａ ｓｐ．。 利用单因素试验对目的菌株 Ｃ１ 进行产纤维素酶发酵

条件优化，结果表明菌株 Ｃ１ 产纤维素酶的最佳发酵时间、培养温度、摇床转速以及最适初始 ｐＨ 值分别为 ６０ ｈ、
３０ ℃、１３０ ｒ·ｍｉｎ－１和 ７ ２～７ ５，且在该条件下其滤纸酶（ＦＰａｓｅ）和羧甲基纤维素酶（ＣＭＣａｓｅ）活力分别达 ２３ １０ 和

５４ ９７ Ｕ·ｍＬ－１。
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　 　 大量城市生活污泥的处理与处置是我国目前

亟待解决的环境问题。 堆肥化处理是使污泥无害

化、资源化的一条有效途径，具有广阔的应用前

景［１－２］。 堆肥过程中的调理剂选择对堆肥效率和产

品品质具有重要影响，目前普遍使用的调理剂有农

作物秸秆、生活垃圾和木屑等。 其中农作物秸秆资

源尤为丰富，大部分被弃置或焚烧，利用率低，且带

来严重的环境污染。 因此，将秸秆作为调理剂添加

到污泥中进行堆肥化处理，能够同时有效地处理城

市和农村的两大有机固体废物污染问题，并达到资

源重新利用的目的，具有较好的经济和环境效益。
目前，在城市污泥快速降解和农业废弃物发酵过程

中纤维素的应用和作用研究方面报道较少［３］。 作

物秸秆纤维素、半纤维素和木质素的含量高，而粗

纤维素是一类相当难分解的物质，要解决秸秆污泥

的堆肥问题应先解决纤维素的降解问题。
一直以来，纤维素的微生物降解受到极大重

视，已有不少关于纤维素酶产生菌、酶结构和应用

方面的研究［４－７］。 目前研究发现的能降解纤维素的

微生物多是从秸秆堆腐物和牛粪等样品中分离得

到的木霉、青霉和曲霉等真菌，普遍存在酶活力较

低的问题。 细菌则由于繁殖快，发酵周期短，利于

工业生产。 近年来关于细菌产纤维素酶的研究日

益引起人们的重视，研究发现的产纤维素酶细菌主
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要有芽孢杆菌、瘤胃细菌（磺化瘤胃球菌、白色瘤胃

球菌等）和热纤梭菌等。 但大多是直接从环境中筛

选分离［８］或是针对以秸秆堆肥为主体的纤维素降

解菌的筛选［９－１２］，而将其应用到以污泥堆肥为主体

的环境中时效果往往不佳。
大量研究表明，堆肥过程中细菌往往比真菌多

得多［１３－１４］，尤其是以污泥为主体的堆肥过程，细菌

是降解有机物和产热的主要微生物类群 （至少

８０％～９０％的微生物活动产生于细菌）。 鉴于此，采
用富集培养、刚果红平板筛选以及酶活力测定方法

从秸秆与污泥混合发酵后的堆肥产品中分离获得 １
株相对高效的产纤维素酶细菌，并对其进行初步鉴

定及产酶条件的初步研究，旨在为污泥堆肥的生物

处理提供原始菌株。

１　 材料与方法

１ １　 供试样品

试验菌株来源于扬州市汤汪污水处理厂的脱

水污泥（添加秸秆）堆肥产品。
１ ２　 培养基

富集培养基：ＮＨ４Ｃｌ １ １ ｇ；ＭｇＳＯ４ ·７Ｈ２Ｏ ０ ２
ｇ；Ｋ２ＨＰＯ４ １ ０ ｇ；ＦｅＳＯ４ ０ ００１ ｇ；ＮａＣｌ ０．５ ｇ；ＣａＣｌ２
０．０１ ｇ；ＫＣｌ ０．２ ｇ；羧甲基纤维素钠（ＣＭＣ⁃Ｎａ）２５ ｇ；
Ｈ２Ｏ １ Ｌ；ｐＨ 值 ７ ０ ～ ７ ２。 该培养基用于菌种的富

集驯化。
纤维素－刚果红培养基：蛋白胨 ３ ０ ｇ；酵母提

取物 ０ ５ ｇ；ＣＭＣ⁃Ｎａ １００ ｇ；ＮａＣｌ ５ ０ ｇ；ＫＨ２ＰＯ４ １ ０
ｇ；刚果红 ４ ０ ｇ；琼脂 １６ ０ ｇ；Ｈ２Ｏ １ Ｌ；ｐＨ 值 ７ ２。
该培养基主要用于纤维素降解菌的初步筛选。

液体发酵培养基：蛋白胨 １０ ０ ｇ；酵母提取物

１０ ０ ｇ；（ＮＨ４ ） ２ＳＯ４ ２ ０ ｇ；ＫＨ２ＰＯ４ ４ ０ ｇ；ＣａＣｌ２ ·
２Ｈ２Ｏ ０ ３ ｇ；ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ ０ ３ ｇ；ＣＭＣ⁃Ｎａ １０ ０ ｇ；
Ｈ２Ｏ １ Ｌ；ｐＨ 值 ７ ２。 该培养基主要用于纤维素降

解菌的酶活力复筛。
１ ３　 富集驯化

称取 １０ ｇ 样品于装有 ９０ ｍＬ 无菌水及无菌玻

璃珠的三角瓶中，振荡摇匀 １２ ｈ 后静置 ３０ ｍｉｎ。 吸

取一定量的上清液放入富集培养基中，２８ ℃条件下

以 １３０ ｒ·ｍｉｎ－１摇床培养 ５ ｄ。 连续富集培养 ３ 次，
使纤维素降解菌达到一定浓度，衡量标准为培养基

黏度明显降低。
１ ４　 初筛

从黏度明显降低的富集样中取驯化液 １０ ｍＬ，
并依次梯度稀释为 １０－１、 １０－２、 １０－３、 １０－４、 １０－５ 和

１０－６，分别涂布于纤维素－刚果红初筛平板上，重复

３ 次。 ２８ ℃光照培养箱中培养 ５ ～ ７ ｄ，观察有无透

明圈。 将筛选到的具有透明圈的菌落进行纯化，纯
化后的菌株接于种子斜面培养基上，４ ℃ 条件下

保存。
１ ５　 复筛

采用 ３，５－二硝基水杨酸比色定糖法（ＤＮＳ）测
定酶解液中的还原糖含量［１５］，以此确定菌株的酶

活力。
粗酶液的制备：将纯化后的菌株分别接种于 ５０

ｍＬ 发酵培养基中，２８ ℃条件下以 １３０ ｒ·ｍｉｎ－１摇床

培养 ４ ｄ，取发酵液在 ４ ℃ 条件下以相对离心力

１ １３７ 离心 １０ ｍｉｎ，所得上清液即为粗酶液。
羧甲基纤维素酶（ＣＭＣａｓｅ）活力测定：吸取 ０ ５

ｍＬ 粗酶液（同时以灭活粗酶液作对照）于 １０ ｍＬ 比

色管中，加 １ ５ ｍＬ φ＝ １％的 ＣＭＣ⁃Ｎａ 乙酸缓冲溶液

（ｐＨ 值 ４ ８），５０ ℃恒温水浴 ３０ ｍｉｎ，加 １ ５ ｍＬ ＤＮＳ
显色剂，沸水浴 ５ ｍｉｎ，即刻放入水中冷却，定容至

１０ ｍＬ，摇匀，测光密度。
滤纸酶（ＦＰａｓｅ）活力测定：将底物的滤纸条（１

ｃｍ×６ ｃｍ）卷成小卷塞入比色管底部，加入 ０ ５ ｍＬ
粗酶液（同时以灭活粗酶液作对照），再加入 １ ５ ｍＬ
乙酸缓冲液（ ｐＨ 值 ４ ８），５０ ℃ 恒温水浴 １ ｈ，加
ＤＮＳ １ ５ ｍＬ，沸水浴 ５ ｍｉｎ，即刻放入水中冷却，定
容至 １０ ｍＬ，摇匀，测光密度。

将 ５０ ℃、ｐＨ 值 ４ ８ 条件下 １ ｍＬ 酶液 １ ｍｉｎ 催

化底物生成 １ μｇ 葡萄糖所需的酶量定义为 １ 个酶

活力单位，以 Ｕ·ｍＬ－１表示。
１ ６　 菌株鉴定

细菌 Ｃ１ 的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 测序工作由上海生工生

物工程有限公司完成。
进化树构建：根据测序结果，用 ＢＬＡＳＴ 搜索程

序从 ＧｅｎＢａｎｋ 中调出相似度较高的相关菌株的 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 基因序列，使用 Ｃｌｕｓｔａｌｘ 软件包对挑选出的同

源性较高的菌株进行序列多重比对，再通过 ＭＥＧＡ
５ ０ 软件包采用邻接法（ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃ｊｏｉｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ）进
行聚类分析和系统进化树的构建。
１ ７　 纤维素降解菌产酶条件的初步优化

１ ７ １　 发酵时间对产纤维素酶的影响

将菌株 Ｃ１ 接种于 ５０ ｍＬ 发酵培养基（ ｐＨ 值

７ ２）中，３０ ℃条件下以 １３０ ｒ·ｍｉｎ－１摇床培养，每隔

４ ｈ 测试其在 ５７０ ｎｍ 处的光密度值（Ｄ５７０），４８ ｈ 以

后每隔 １２ ｈ 测试 １ 次。 分别对培养 ２４、３６、４８、６０、
７２、８４ 和 ９６ ｈ 后的发酵液按 １ ５ 节所述方法制备粗

酶液并测定 ＣＭＣａｓｅ 和 ＦＰａｓｅ 酶活力，重复 ３ 次，以
确定最佳发酵时间。
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１ ７ ２　 培养温度对产纤维素酶的影响

将菌株 Ｃ１ 接种于 ５０ ｍＬ 发酵培养基（ ｐＨ 值

７ ２）中，分别在 ２５、３０、３５ 和 ４０ ℃条件下以 １３０ ｒ·
ｍｉｎ－１摇床培养，达到最佳发酵时间后取发酵液测定

ＣＭＣａｓｅ 和 ＦＰａｓｅ 酶活力，重复 ３ 次，以确定最佳发

酵温度。
１ ７ ３　 摇床转速对产纤维素酶的影响

将菌株 Ｃ１ 接种于 ５０ ｍＬ 发酵培养基（ ｐＨ 值

７ ２）中，３０ ℃条件下分别以 １００、１３０、１５０ 和 １８０ ｒ·
ｍｉｎ－１振荡培养，达到最佳发酵时间后测定 ＣＭＣａｓｅ
和 ＦＰａｓｅ 酶活力，重复 ３ 次，以确定最佳发酵转速。
１ ７ ４　 培养基初始 ｐＨ 值对产纤维素酶的影响

将发酵培养基初始 ｐＨ 值分别调节为 ４ ５、５ ０、
５ ５、６ ０、６ ５、７ ０、７ ５ 和 ８ ０，将菌株 Ｃ１ 接入，根据

优化后的培养时间、转速、温度进行培养，培养结束

后分别测定 Ｄ５７０值及 ＣＭＣａｓｅ、ＦＰａｓｅ 酶活力，重复 ３
次，以确定最佳培养基初始 ｐＨ 值。

２　 结果与分析

２ １　 纤维素降解菌的筛选结果

通过以 ＣＭＣ⁃Ｎａ 为唯一碳源的富集培养基的驯

化，将驯化样梯度稀释并涂布于纤维素－刚果红初

筛培养基上，挑选出在平板上生长良好、有透明圈

的 １６ 株细菌，一一纯化，并保存于种子平板上，留待

进一步筛选。
对初筛的 １６ 株细菌分别测定其 ＣＭＣａｓｅ 和

ＦＰａｓｅ 酶活力。 由表 １ 可知，Ｂ８、Ｃ１、Ｃ２、Ｃ３、Ｃ７ 和

Ｃ８ 这 ６ 株细菌均具有一定的纤维素酶活性，而其中

菌株 Ｃ１ 的 ＣＭＣａｓｅ 和 ＦＰａｓｅ 酶活力分别为 ４６ ００ 和

１８ ２１ Ｕ·ｍＬ－１，明显高于其他 ５ 株细菌，故选其作

为目的菌株。

表 １　 １６ 株纤维素降解细菌的酶活力筛选结果

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ １６ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ⁃ｄｅｃｏｍ⁃
ｐｏｓｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉａ

菌株
酶活力 ／ （Ｕ·ｍＬ－１）
ＣＭＣａｓｅ ＦＰａｓｅ

菌株
酶活力 ／ （Ｕ·ｍＬ－１）

ＣＭＣａｓｅ ＦＰａｓｅ
Ｂ１ ０ ７３ １ ０９ Ｃ１ ４６ ００ １８ ２１
Ｂ２ ３ ８８ １ ７３ Ｃ２ ３ ５６ ８ ４１
Ｂ３ ２ ２８ １ ２５ Ｃ３ ３ ２１ １０ ０８
Ｂ４ ２ ９２ ０ ５０ Ｃ４ ０ ６５ ３ ２７
Ｂ５ ３ ３９ ２ ０８ Ｃ５ ０ ９２ ４ １１
Ｂ６ ２ ８７ ０ ４７ Ｃ６ １ ５４ ５ １９
Ｂ７ ５ １６ １ ４５ Ｃ７ ３ １９ ４ ９２
Ｂ８ ５ ３６ ３ ８４ Ｃ８ ２ ９９ ６ ２５

２ ２　 种鉴定

用 ＢＬＡＳＴ 软件在 ＧｅｎＢａｎｋ 中搜索出与菌株 Ｃ１

基因序列同源性较高的 １１ 株相似序列，采用相关软

件进行序列多重比对及聚类分析，得到如图 １ 所示

的系统发育进化树。 可以看出，菌株 Ｃ１ 以 ９９％的

１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因核苷酸序列相似度和较高的自展值

（ｂｏｏｔｓｔｒａｐｖａｌｕｅ，１００％）与 Ｄｅｖｏｓｉａ ｓｐ． ＤＤＢ００１ 聚为 １
个分支，表明菌株 Ｃ１ 与 Ｄｅｖｏｓｉａ ｓｐ．亲缘关系最近，
因此，菌株 Ｃ１ 可能是 Ｄｅｖｏｓｉａ 属。

括号中的序号表示 ＧｅｎＢａｎｋ 登录号； 树枝上的数字

表示 Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 值； 标尺表示分支长度。

图 １　 菌株 Ｃ１ 的系统进化树

Ｆｉｇ １　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ Ｓｔｒａｉｎ Ｃ１

２ ３　 菌株 Ｃ１ 产酶条件的初步优化

２ ３ １　 培养时间优化

将菌株 Ｃ１ 接种于 ５０ ｍＬ 发酵培养基中培养时

的生长曲线见图 ２。 可以看出，菌株 Ｃ１ 在 １２ ～ ３６ ｈ
内 Ｄ５７０值增长迅速，６０ ｈ 后趋于稳定。

图 ２　 菌株 Ｃ１ 的生长曲线

Ｆｉｇ ２　 Ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ｏｆ Ｓｔｒａｉｎ Ｃ１

如图 ３ 所示，在最初的 ２４ ｈ ＣＭＣａｓｅ 和 ＦＰａｓｅ
酶活力明显偏低，这可能是因为菌株接种到液体环

境中后有较长一段时间的适应期。 而在 ３６、４８ 和

６０ ｈ 时 ＣＭＣａｓｅ 和 ＦＰａｓｅ 酶活力呈现逐步大幅度升

高趋势，结合图 ２ 可知，这是因为该时间段内菌株生

长活跃，大幅度增殖，经历对数期并逐步趋于稳定。
６０ ｈ 后达到稳定期后的菌液酶活力开始出现小幅

度下降，这与细菌生长开始步入衰亡期以及底物浓
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度或受代谢产物的抑制有关。
由于菌株 Ｃ１ 在 ６０ ｈ 时 Ｄ５７０值较大，长势趋于

稳定（图 ２），且此时酶活力最高（图 ３），故确定菌株

Ｃ１ 的最佳发酵时间为 ６０ ｈ。

图 ３　 发酵时间对菌株 Ｃ１ 酶活力的影响

Ｆｉｇ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ
ｏｎ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ Ｓｔｒａｉｎ Ｃ１

２ ３ ２　 培养温度优化

如图 ４ 所示，培养温度对菌株 Ｃ１ 的酶活力，尤
其是 ＣＭＣａｓｅ 酶活力影响明显。 当温度低于 ３０ ℃
时，随温度升高，酶活力迅速升高，３０ ℃时酶活力达

到最高；超过 ３０ ℃后，随温度升高，酶活力逐步下

降。 因此，对菌株 Ｃ１ 而言，最适宜的发酵温度为

３０ ℃。

图 ４　 培养温度对菌株 Ｃ１ 酶活力的影响

Ｆｉｇ ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ ｏｎ
ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ Ｓｔｒａｉｎ Ｃ１

２ ３ ３　 摇床转速优化

图 ５ 显示，摇床转速对菌株 Ｃ１ 的酶活力影响

并不明显。 ４ 个转速条件下菌株 Ｃ１ 的产纤维素酶

能力差别不大。 比较而言，摇床转速为 １３０ ｒ·
ｍｉｎ－１时，菌株 Ｃ１ 产纤维素酶能力相对略高。 故菌

株 Ｃ１ 的产酶发酵最佳转速设定为 １３０ ｒ·ｍｉｎ－１。
２ ３ ４　 培养基初始 ｐＨ 值优化

菌株 Ｃ１ 的 Ｄ５７０值变化见图 ６。 从图 ６ 可见，初
始 ｐＨ 值对菌株 Ｃ１ 的 Ｄ５７０值有较大影响。 初始 ｐＨ

值在 ４ ５～６ ５ 之间时菌株 Ｃ１ 的 Ｄ５７０值较低，其后

随着初始 ｐＨ 值的增加而迅速增加。 当初始 ｐＨ 值

为 ７ ０、７ ２ 和 ７ ５ 时，Ｄ５７０值分别为 １ １４７、１ １９９ 和

１ １７４。 此后随着初始 ｐＨ 值的进一步增加，菌株 Ｃ１
的 Ｄ５７０值呈逐渐降低趋势。 表明该菌株生长的最适

初始 ｐＨ 为中性偏碱性。

图 ５　 摇床转速对菌株 Ｃ１ 酶活力的影响

Ｆｉｇ ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｈａｋｅｒ ｒｏｔａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｎ
ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ Ｓｔｒａｉｎ Ｃ１

图 ６　 不同培养基初始 ｐＨ 值条件下菌株 Ｃ１ 的生长状况

Ｆｉｇ ６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｉｎｉｔｉａｌ ｐＨ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅ
ｍｅｄｉｕｍ ｏｎ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ Ｓｔｒａｉｎ Ｃ１

如图 ７ 所示，与初始 ｐＨ 值为 ６ ８ 和 ７ ０ 相比，
在偏碱性的初始 ｐＨ 值（７ ２ ～ ８ ０）条件下，菌株 Ｃ１
的酶活力大幅度提高。

图 ７　 不同培养基初始 ｐＨ 值对菌株 Ｃ１ 酶活力的影响

Ｆｉｇ ７　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｉｎｉｔｉａｌ ｐＨ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉｕｍ ｏｎ
ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ Ｓｔｒａｉｎ Ｃ１
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在初始 ｐＨ 值为 ７ ２、７ ５ 和 ８ ０ 时，ＣＭＣａｓｅ 和

ＦＰａｓｅ 酶活力分别达 ５４ ６９ 和 １８ ７７、 ５４ ９７ 和

２３ １０、４９ ３０ 和 ２４ ９９ Ｕ·ｍＬ－１。 结合图 ６，可以确

定菌 株 Ｃ１ 产 酶 的 培 养 基 最 适 初 始 ｐＨ 值 为

７ ２～７ ５。

３　 讨论

利用以 ＣＭＣ⁃Ｎａ 为唯一碳源的选择性培养基进

行富集驯化，并采用刚果红平板染色方法进行初

筛，通过菌落周围产生的透明圈可迅速获取目的菌

株。 采用 ＤＮＳ 法测定发酵液中纤维素降解酶活力，
获得 １ 株相对高效的纤维素降解细菌 Ｃ１。 该菌株

的系统进化关系分析显示，其与 Ｄｅｖｏｓｉａ ｓｐ．ＤＤＢ００１
以 ９９％的相似度处于同一分支，所以该菌株可能是

Ｄｅｖｏｓｉａ 属。
由于滤纸结构中既包含结晶性纤维素，也包含

非结晶性纤维素，通常以 ＦＰａｓｅ 酶活力衡量纤维素

菌酶系的综合降解能力［１６］。 但由于该试验设计主

要针对污泥堆肥中的细菌，而细菌产生的纤维素降

解酶组分单一（通常只有 ＣＭＣａｓｅ），故其产酶条件

优化过程主要考察指标包括 ＣＭＣａｓｅ 酶活力。
目前普遍应用于污泥堆肥的菌剂主要是 ＥＭ 菌

剂［１７］，这是一种由多种微生物如酵母菌、放线菌和

乳酸菌等复合制成的高效微生物菌剂，通过各微生

物之间的协同作用可有效提高堆肥效果。 但由于

植物纤维素存在于细胞壁中，受木质素保护，许多

微生物不能分解木质素，使 ＥＭ 菌对纤维素的分解

受到了限制。 该试验获得的产纤维素酶效果最好

的菌株 Ｃ１ 可能是 Ｄｅｖｏｓｉａ 属，这在目前有关高产纤

维素酶细菌的研究中鲜有报道，其产生的纤维素酶

活力与国内外已报道的高酶活力菌株相比优势并

不明显。 但鉴于菌株 Ｃ１ 来源于污泥堆肥本体的显

著优势，具有一定的研究应用价值，可进一步通过

诱变等方法提高酶活力，或通过与 ＥＭ 菌的配合施

用来验证其实际应用效果，以期加入处理污泥堆肥

的复合微生物菌剂中而得以应用。
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