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摘　要　为筛选常温高效产酶复合菌系，分别以枯叶土壤、牛粪、堆肥和自然腐烂的小麦秸秆为微生物源，通过“外

淘汰法”筛选了４组常温分解小麦秸秆并产胞外酶的复合菌系 ＷＳＤ５、Ｎ、Ｍ和Ｄ。培养１５ｄ后，ＷＳＤ５分解小麦

秸秆７５．６％，而Ｎ、Ｍ和Ｄ的分解率分别为６５．０％、６９．４％和６７．５％。通过各复合菌系对小麦秸秆纤维素、半

纤维素和木质素成分的分解比较，可知 ＷＳＤ５复合菌系具有明显的分解优势：相对于初始秸秆，ＷＳＤ５复合菌系

使麦秆中的纤维素、半纤维素和木质素分别减少了９４．２％、８１．９％和２１．３％。４组复合菌系虽然均检测到纤维

素酶、木聚糖酶及滤纸酶的酶活性，但以 ＷＳＤ５复合菌系的酶活性为最高。其中滤纸酶活性最高为１．３０Ｕ／ｍＬ，

纤维素内切酶活性达４．３５Ｕ／ｍＬ，外切酶活性达到０．６０Ｕ／ｍＬ，β葡萄糖甘酶活性达到０．４３Ｕ／ｍＬ，木聚糖酶活性

达到１５．１６Ｕ／ｍＬ。特异引物ＰＣＲ结果显示，ＷＳＤ５复合菌系由真菌和细菌共同组成。
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　　农业废弃物中的木质纤维素是自然界中最为丰

富的可再生资源，也是当前利用率最低的资源，其开

发和利用被认为是缓解能源和环境问题最有前景的

途径之一。在目前的农业固体废弃物转化工艺研发

中，秸秆纤维素的能源转化受到了广泛关注，其大规

模转化工艺的发展，不仅可以有效缓解废弃物堆弃

带来的环境污染问题，而且有助于解决由于能源短

缺而产生的矿物燃料依赖问题［１］。
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将纤维素转化为能源，首先需要解决的是将纤

维素多糖转化为单糖，即纤维素的糖化问题。这个

过程主要依赖于纤维素酶，即纤维素外切酶（ＥＣ

３．２．１．９１）、纤维素内切酶（ＥＣ３．２．１．４）和β葡萄

糖苷酶（ＥＣ３．２．１．２１）的协同作用
［２］。目前工业化

纤维素酶的获取主要来源于微生物，尤其以木霉属

（犜狉犻犮犺犱犲狉犿犪）和青霉属（犘犲狀犻犮犻犾犾犻狌犿）等胞外滤纸

酶活性比较高的类群为主［３４］，但是所应用和研发

的微生物多为单菌株，存在着纤维素分解能力低、

酶活性不稳定、产酶成本高和酶作用ｐＨ 范围狭窄

等问题。

已有研究表明，在发酵系统中将微生物共培养

可以提高纤维素酶的产量［５６］。但是，简单地将纯培

养的微生物进行人工组合，对天然木质纤维素的分

解效果并不理想，相应的酶产量也没有明显提高。

近年来，筛选构建复合菌系对木质纤维素进行分解

成为研究热点，并取得了显著的效果。笔者等突破

传统的微生物纯培养技术，在不破坏自然界中微生

物之间协同关系的前提下，将酸碱反应不同的菌群

优化组合，筛选和驯化了高效而稳定的纤维素分解

复合菌系 ＭＣ１
［７］。该复合菌系的分解能力远远高

于纯培养的单个菌株，可有效的分解不同木质纤维

素材料［８１０］。然而，ＭＣ１是５０℃培养的高温细菌

复合菌系，虽然明显提高了纤维素降解率，但其细菌

的结构组成致使产生的胞外酶活性较低［１１］。随后，

本研究室通过摇床振荡培养筛选出了一组常温小麦

秸秆分解复合菌系［１２］，该复合菌系最高纤维素酶活

性为０．１７Ｕ／ｍＬ，最高木聚糖酶活性为２．８２Ｕ／

ｍＬ，但该复合系的微生物组成仍以细菌为主
［１３］。

而自然界中降解天然木质纤维素材料的微生物主要

是真菌［１４］，已报道腐生营养的担子菌类是有效降解

枯枝落叶的微生物，能够产生多种氧化还原酶和水

解酶［１５１７］。如何筛选构建含真菌的常温、高效产酶

复合菌系，进而大幅度提高微生物酶活性及产酶量，

成为进一步研究及成果转化的关键。

本项研究以微生物协同作用为出发点，通过不

断的连续筛选，获得了４组常温高效分解木质纤维

素复合菌系，进而根据其分解效率和酶活性的高低

对这４组复合菌系进行了比较分析，旨在筛选并鉴

定出一组高效分解、高效产酶的优势菌群。

１　材料与方法

１．１　复合菌系筛选过程

１．１．１　培养条件

用于筛选的培养基为 Ｍａｎｄｅｌｓ培养基，其成分

为：（ＮＨ４）２ＳＯ４１．４ｇ／Ｌ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．３ｇ／Ｌ，

ＫＨ２ＰＯ４２．０ｇ／Ｌ，蛋白胨２．５ｇ／Ｌ，ＣａＣＯ３２．０

ｇ／Ｌ，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ５．０ｍｇ／Ｌ，ＭｎＳＯ４１．６ｍｇ／Ｌ，

ＺｎＣｌ２１．７ｍｇ／Ｌ，ＣｏＣｌ２１．７ｍｇ／Ｌ，琼脂１２．０ｇ／Ｌ，

ｐＨ７．０。小麦秸秆作为唯一的碳源，添加质量分数

为１％。在１００ｍＬ的三角瓶中，装入４０ｍＬ的培

养基，灭菌后待用。

１．１．２　复合菌系筛选方法

培养基凝固后，分别接入下列菌源：枯叶土壤、

牛粪、堆肥和自然腐烂的小麦秸秆。在３０℃下静止

培养，１周后小麦秸秆出现明显分解时，将已分解的

小麦秸秆转接于新鲜培养基中，转接过程中，淘汰无

分解或分解较弱的重复，保留分解能力强的重复，如

此转接２５～３０代后，以至筛选出４组复合菌系，分

别命名为 ＷＳＤ５、Ｎ、Ｍ和Ｄ。

１．２　４组复合菌系对小麦秸秆的分解能力

用１．３ｇ长度为９ｃｍ的小麦秸秆作为唯一碳

源制作１００ｍＬＭａｎｄｅｌｓ固体培养基，装于２５０ｍＬ

的三角瓶中，另配１组以葡萄糖为唯一碳源的

Ｍａｎｄｅｌｓ固体培养基，葡萄糖的质量浓度为１２０

ｍｇ／Ｌ，分别接种培养８ｄ的４组复合菌系的培养物

各４ｇ（湿重），３０℃静止培养。分别在０和１５ｄ取

样，烘干称重，计算失重量，每组处理设置３次重复。

培养的菌种作为对照以消除菌体的影响，不接菌的

小麦秸秆培养基作为对照以消除固体培养基内部的

未分解小麦秸秆的影响。

１．３　４组复合菌系分解小麦秸秆过程中麦秆的主

要成分分析

将烘干后的秸秆残渣粉碎并过１ｍｍ筛，称取

０．５ｇ样品装入滤袋，每处理设３次重复，按照纤维

分析仪（ＭｏｄｅｌＡＮＫＯＭ２００，ＡＮＫＯＭ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，

ＵＳＡ）操作规程测定秸秆的可溶性物质、纤维素、半

纤维素、木质素以及灰分。

１．４　粗酶液提取

配制４００ｍＬ的固体培养基，秸秆添加量为４

ｇ，装于１０００ｍＬ的烧杯中。向各个烧杯中分别接

种培养８ｄ的４组复合菌系的新鲜培养物，３０℃下

静止培养１２ｄ，每天取样１次。每次取样时，定量称

５２
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取新鲜的培养物，置于研钵中，加入１５ｍＬ的去离

子水，研 碎 之 后 转 入 离 心 管 中，振 荡 １ ｍｉｎ，

８０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，收集上清液，得到相应复

合菌系的粗酶液。

１．５　狆犎和温度对酶活性的影响

配置１／１５ｍｏｌ／Ｌ磷酸氢二钠磷酸二氢钾缓冲

液（ｐＨ４．９２～８．６７），溶解质量分数（狑）２％的羧甲

基纤维素（ＣＭＣ），测定粗酶液的ＣＭＣ酶活性，用以

测试酶作用最适ｐＨ；以最适ｐＨ 的缓冲液溶解底

物，用以测试酶作用最适温度，设定温度范围为

４０～７０℃。本研究中所有的酶活性均在最适ｐＨ和

最适温度下测定。

１．６　酶活性测定

本研究所测定的酶活性包括滤纸酶（总酶活）、

纤维素内切酶（ＣＭＣ酶）、纤维素外切酶（微晶纤维

素酶）、β葡萄糖甘酶（纤维二糖酶）和木聚糖酶。所

使用的底物分别为滤纸条５０ｍｇ（ＷｈａｔｍａｎＮｏ．１

滤纸，约１ｃｍ ×６ｃｍ）、２％（狑）的羧甲基纤维素、

２％（狑）的微晶纤维素粉、０．５％（狑）的水杨苷和１％

（狑）的燕麦木聚糖，缓冲液均为磷酸氢二钠磷酸二

氢钾缓冲液（１／１５ｍｏｌ／Ｌ）。比较测定得知Ｄ、ＷＳＤ

５、Ｎ和 Ｍ４组复合菌系缓冲液的最适ｐＨ分别为：

６．４７、６．２４、５．９１和５．２０，最适温度为５５℃。

酶活测定采用ＩＵＰＡＣ推荐的测定方法
［１８］，反

应结束后，５３０ｎｍ处测定吸光值。分别用葡萄糖和

木糖绘制标准曲线。外切酶的测定需要每１０ｍｉｎ

摇晃１次，且水浴结束后，将样品于１２０００ｒ／ｍｉｎ离

心１ｍｉｎ后，再向上清液中添加３ｍＬＤＮＳ溶

液［１９］。在测定过程中，应将所有的样品、酶的空白

对照、糖标液以及光谱调零点样品同时沸水浴。根

据标线计算酶活力。１个酶活性单位定义为１ｍｉｎ

形成１μｍｏｌ还原糖所需要的酶量。

１．７　复合菌系微生物组成初步鉴定

将复合菌系培养物移至离心管，加入５００μＬ提

取缓 冲 液 （１００ ｍｍｏｌ／Ｌ ＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ ９．０；４０

ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，ｐＨ８．０），充分振荡后，－２０℃保

存［２０］。采用氯苯法［２１］提取复合系总ＤＮＡ。

鉴定细菌所用的特异引物为扩增１６ＳｒＲＮＡ基

因Ｖ３区的３５７Ｆ（５′ＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧ

３′）和 ５１７Ｒ （５′ＡＴＴＡＣＣＧＣＧＧＣＴＧＣＴＧＧ３′）。

ＰＣＲ反应程序为９４℃预变性５ｍｉｎ；９３℃变性１

ｍｉｎ，５０℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸１ｍｉｎ３０ｓ，３０个

循环后，７２℃延伸３ｍｉｎ５０ｓ后，产物于４℃下存

放。鉴定真菌所用的特异引物为扩增２６ＳｒＲＮＡ基

因的 Ｄ１区的引物 ＮＬ１（５′ＧＣＡＴＡＴＣＡＡＴＡＡ

ＧＣＧＧＡＧＧＡＡＡＡＧ３′）和 ＬＳ２（５ ′ＡＴＴＣＣＣ

ＡＡＡＣＡＡＣＴＣＧＡＣＴＣ３′）
［２２］。反应程序为９５℃

５ｍｉｎ；９５℃变性１ｍｉｎ，５２℃退火４５ｓ，７２℃延伸

１ｍｉｎ３０ｓ，共３０个循环后，７２℃延伸３ｍｉｎ５０ｓ

后，产物于４ ℃下存放。ＰＣＲ扩增产物采用２％

（狑）ＴＡＥ琼脂糖凝胶电泳检测。

２　结果与分析

２．１　秸秆残重和各复合菌系的分解率

测定复合菌系分解过程中的秸秆失重是检测微

生物秸秆分解能力的重要指标。本研究中所用的小

麦秸秆０ｄ的总干重为０．８８ｇ，经过１５ｄ的培养，

ＷＳＤ５复合菌系分解体系中小麦秸秆残重为０．２０

ｇ，分解率达到了７５．６％，Ｎ、Ｍ 和Ｄ复合菌系分解

残重分别为０．２８、０．２５和０．２６ｇ，失重率分别为

６５．０％、６９．４％和６７．５％。且整个分解过程中，

ＷＳＤ５菌对小麦秸秆的分解率始终高于其他３组

复合菌系（图１），表现出了较强的小麦秸秆分解

能力。

图１　分解过程中复合菌系对小麦秸秆的分解率

Ｆｉｇ．１　Ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｒａｔｅｓｏｆｗｈｅａｔｓｔｒａｗｄｕｒｉｎｇ

ｄｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓ

２．２　秸秆残重中的主要成分

为检测各复合菌系对秸秆中各主要成分的分解

能力，测定了培养的第０和１５天剩余小麦秸秆中可

溶性物质、纤维素、半纤维素、木质素和灰分的含量。

图２为复合菌系分解后小麦秸秆的主要成分比较，

标注０的柱状图为初始秸秆的主要成分，之后依次

为 ＷＳＤ５、Ｎ、Ｍ和Ｄ复合菌系分解麦秆第１５天的

样品成分。通过比较发现 ＷＳＤ５复合菌系表现出

６２
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明显的优势，其分解后残留的秸秆各成分均显著少

于其余３组复合菌系的处理；相对于初始秸秆，

ＷＳＤ５复合菌系使麦秆中的纤维素成分减少了

９４．２％，而Ｎ、Ｍ和Ｄ复合菌系对麦秆的纤维素降

解率分别为８７．５％、８７．９％和８６．６％；ＷＳＤ５对半

纤维素的降解率达到了８１．９％，而Ｎ、Ｍ 和Ｄ仅

达到 了 ７１．７％、７８．２％ 和 ７８．６％；由 此 可 见

ＷＳＤ５对纤维素和半纤维素的降解能力均高于其

余３组复合菌系。ＷＳＤ５对木质素的降解率为

２１．３％，而Ｎ、Ｍ和Ｄ分别达到了０．１％、２７．８％

和３３．３％，显然 ＷＳＤ５对木质素的降解能力低于

Ｍ和Ｄ复合菌系。

２．３　滤纸酶活性动态

４组复合菌系分解过程中产生的滤纸酶活性动

态见图３。各复合菌系滤纸酶活性表达的最高峰分

别出现在分解的不同阶段。其中以复合菌系 ＷＳＤ

５和Ｎ的酶活性较高，最高峰出现在分解的第５天

和第４天，达到了１．３０和０．９７Ｕ／ｍＬ。随后缓慢

下降，到第１２天复合菌系 ＷＳＤ５的酶活性下降到

最高值的４３．６％，而复合菌系Ｎ已下降到最高值的

１８．２％。复合菌系 Ｍ 和 Ｄ的滤纸酶活性相对较

低，且最高峰出现在分解后期。

图２　分解前后小麦秸秆主要成分分析

Ｆｉｇ．２　Ａｎａｌｙｓｅｓｏｆｍａｊｏｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｏｆｗｈｅａｔｓｔｒａｗ

ｄｕｒｉｎｇｄｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓ

图３　分解过程中滤纸酶活性动态

Ｆｉｇ．３　Ｄｙｎａｍｉｃｓｏｆｆｉｌｔｅｒｐａｐｅｒａｃｔｉｖｉｔｙｄｕｒｉｎｇ

ｄｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓ

２．４　纤维素酶活动态

复合菌系分解过程中纤维素酶活性动态变化见

图４。总体上看，复合菌系分解过程中表达的纤维

素内切酶活性最高（图４（ａ）），纤维素外切酶次之

（图４（ｂ）），β葡萄糖甘酶活性最低（图４（ｃ））。

复合菌系 ＷＳＤ５的酶活性动态变化与其他３

组复合菌系有显著的区别，纤维素内切酶活性在第

６ｄ达到最高值４．３５Ｕ／ｍＬ，随后缓慢下降，到第

（ａ）纤维素内切酶 （ｂ）纤维素外切酶 （ｃ）β葡萄糖苷酶

图４　分解过程中纤维素酶活性动态

Ｆｉｇ．４　Ｄｙｎａｍｉｃｓｏｆｃｅｌｌｕｌａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｄｕｒｉｎｇｄｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓ
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１２天下降到最高值的５７．３％，纤维素外切酶活性和

β葡萄糖甘酶活性最高峰均出现在第５天，分别达

到了０．６０和０．４３Ｕ／ｍＬ，到第１２天下降到最高值

的３９．９％和８．７％。

其余３组复合菌系的动态趋势基本一致，且酶

活性也波动于同一水平，纤维素内切酶活性最高峰

均出现在分解后期，活性处于２．３０～２．５０Ｕ／ｍＬ之

间；纤维素外切酶活性最高也仅接近于０．４０Ｕ／

ｍＬ；而β葡萄糖甘酶活性最高峰则出现在分解的前

期，酶活性最高值接近０．３０Ｕ／ｍＬ。

２．５　木聚糖酶活性动态

复合菌系分解过程中木聚糖酶活性动态如图５

所示。复合菌系 ＷＳＤ５酶活性显著高于其余３组

复合菌系，第６天达到了１５．１６Ｕ／ｍＬ，随后缓慢下

降，分解末期降到了最高值的２９．５％。其余３组复

合菌系的木聚糖酶活性变化趋势基本一致，最高峰

出现在分解的后期，酶活最高值为Ｄ复合菌系产生

的１０．４Ｕ／ｍＬ。

图５　分解过程中木聚糖酶活性动态

Ｆｉｇ．５　Ｄｙｎａｍｉｃｓｏｆｘｙｌａｎａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｄｕｒｉｎｇ

ｄｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓ

２．６　复合菌系微生物组成初步鉴定

本研究的４组复合菌系，在筛选过程中，外观上

均可看出有丝状真菌菌丝体存在。综合各复合菌系

的分解及酶活特性，可以明显看出，复合菌系 ＷＳＤ

５具有着较其他复合菌系分解及产酶上无可比拟的

优势。为了进一步确定筛选的 ＷＳＤ５的微生物组

成，笔者对复合菌系筛选过程中的总ＤＮＡ进行提

取，采用特异引物ＰＣＲ扩增的方式检测复合菌系微

生物的组成。

复合菌系 ＷＳＤ５的总ＤＮＡ细菌和真菌ＰＣＲ

扩增图谱见图６，从琼脂糖凝胶电泳结果可以看出，

ＷＳＤ５的总ＤＮＡ可以分别扩增出细菌和真菌条

带，从而证明了所筛选的复合菌系ＷＳＤ５是含有真

菌的复合菌系。经后序的克隆文库构建可知，

ＷＳＤ５复合菌系中真菌组成中犆狅狆狉犻狀狌狊犮犻狀犲狉犲狌狊

占到总丰度的７６．６％，犘狊犲狌犱犪犾犾犲狊犮犺犲狉犻犪犫狅狔犱犻犻占

到１７．５％。

图６　复合菌系 犠犛犇５的总犇犖犃细菌、

真菌犘犆犚扩增图谱

Ｆｉｇ．６　ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｅｄｐａｔｔｅｒｎｓｏｆｂａｃｔｅｒｉａａｎｄｆｕｎｇｉ

ｗｉｔｈｔｈｅｔｏｔａｌＤＮＡｏｆＷＳＤ５

３　讨　论

１）外淘汰法即是在不破坏自然界中微生物之间

协同关系的前提下，在一定的条件下限制培养、观察

分解现象、淘汰无分解或分解较弱的重复、保留分解

能力强的重复，如此经过长期连续限制性定向继代

培养，直至分解能力和微生物组成保持稳定。本研

究中，分别以枯叶土壤、牛粪、堆肥和自然腐烂的小

麦秸秆作为不同的微生物源，通过外淘汰法最终筛

选到了４组常温分解小麦秸秆的复合菌系 ＷＳＤ５、

Ｎ、Ｍ和Ｄ，４组复合菌系均能高效的分解木质纤维

素，并同时分泌胞外酶。说明这种方法在筛选具有

自然协同作用的功能群体时是非常有效的。

２）通过对分解过程中的小麦秸秆成分变化和酶

活性的测定，ＷＳＤ５都表现出了较强的优势，其对

秸秆中的纤维素和半纤维素成分有大幅度的分解，

并于分解过程中表达出较高的滤纸酶活性、纤维素

酶活性以及半纤维酶活性。ＷＳＤ５的各酶活性的

最高峰均出现于分解前期，即其培养周期及产酶周

期均比其余复合菌系短，从而也证明了该复合菌系

具有更大的应用潜力。

３）在本研究中，ＷＳＤ５复合菌系的分解和产酶

能力与其余３组复合菌系有着显著的区别，说明微

生物源起了关键作用。ＷＳＤ５筛选的微生物源为

８２
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枯叶土壤，另外３组分别为牛粪、堆肥和自然腐烂的

小麦秸秆。已有报道显示［１４，２３］，这些生境中存在大

量的降解天然纤维素的微生物。ＷＳＤ５的分解能

力及产酶能力明显优于其他３组复合菌系，这可能

是由于枯叶上所附带的微生物正处于分解木质纤维

素材料的旺盛阶段，具有较强的分解活性的原因。

而其余３组微生物源采样时，微生物分解木质纤维

素的过程已经完成，纤维素菌的分解活性也随之下

降，导致使用同样的筛选方法所得的复合菌系降解

能力及产酶活性有明显的区别。

４）与现有已报道的常温小麦秸秆分解复合菌

系［１２１３］相比，ＷＳＤ５分泌的胞外酶活性更高，纤维

素内切酶活性高出４．１８Ｕ／ｍＬ，木聚糖酶活性高出

１２．３４Ｕ／ｍＬ。且 ＷＳＤ５同时分泌有滤纸酶、纤维

素外切酶及β葡萄糖苷酶，说明 ＷＳＤ５具有完整的

酶系统，这与ＷＳＤ５由细菌和真菌共同组成密切相

关。对于 ＷＳＤ５具体的细菌及真菌菌种组成以及

它们之间的代谢关系如何，还需要做进一步的研究。
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