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1 株堆肥耐低温纤维素降解菌的筛选、
鉴定及生长特性的初步研究

尚晓瑛 程旭艳 霍培书 李 季

中国农业大学资源与环境学院,北京100193

摘要 为增加用于堆肥的耐低温纤维素分解菌的资源,通过微生物筛选实验及纤维素酶活力测定实验,从
黑龙江双峰林场采集的腐殖土样中筛选得到8株耐低温纤维素降解菌,其中菌株B6-15的纤维素酶活性最高,

为24.94U/mL,且该菌在初始pH7.0,NaCl质量分数0.25%,20℃环境中培养时生长量最大。采用形态学、

生理生化特征及16SrDNA核酸序列分析鉴定的方法,初步确定该菌属于假单胞菌属(Pseudomonassp.)。对

菌株B6-15所产纤维素酶的热稳定性进行研究,结果显示在10℃存放后仍能保持54.43%的酶活性,表明该耐

低温菌所产的纤维素酶为低温酶。
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  堆肥技术是一种使废弃物无害化、减量化和资

源化的关键技术,其中微生物在堆肥过程中发挥着

重要的作用,能提高堆肥效率,更有效地实现有机质

矿化[1]。低温下堆肥起温是决定堆肥迅速进入高温

期、实现无害化的关键。低温下,中温菌和高温菌很

难正常生长繁殖,降解堆肥中的大分子有机物质[2]。
因此,低温菌就成为了一个研究重点。有研究表明,
低温环境中堆肥接种低温菌剂可使堆肥温度快速上

升,进入高温期[3];谢宇新等[4]筛选出的纤维素低温

分解菌D5属于假单胞菌属(Pseudomonassp.),在
低温堆肥升温过程中对堆肥起温具有重要作用。

本研究从黑龙江双峰林场采集的腐殖土(环境

温度为-20℃)中筛选得到1株耐低温纤维素降解

菌,应用形态学、生理生化特征及16SrDNA生物学

手段对其进行鉴定,并探讨菌株的生长特性,以期为

研究耐低温纤维素降解菌的堆肥应用提供理论基础

及实践依据。

1 材料与方法

1.1 试验材料

2个供试腐殖土样于2011年2月在黑龙江双

峰林场采集,采集时的环境温度为-20℃。

试验中用到的培养基有:

1)固体培养基:蛋白胨1%,牛 肉 膏0.5%,

NaCl0.5%,琼脂1.5%,去离子水配制,pH7.0。

2)液体培养基:成分同固体培养基,去掉琼脂。

3)选择培养基:主要成分参照文献[5]。

4)液体发酵培养基:NaCl0.5%,蛋白胨1%,
酵母粉0.5%,CMC-Na0.5%,KH2PO40.1%,去
离子水配制,pH7.0。
1.2 方 法

1)菌株驯化。称取10g样品加入90mL无菌

水中,充分振荡静置后,取10mL上清液加入液体

培养基中,采取5℃-7℃-10℃的温度梯度进行

驯化培养,培养周期是3d(表1)。1个周期后,取10
mL的驯化菌液接种到新鲜的液体培养基中进行第

2周期温度梯度的驯化培养,驯化3个周期,得到3
批驯化菌液。

表1 驯化阶段及其温度梯度

Table1 Theperiodofdomesticationandthetemperaturegradient

阶段Period Ⅰ Ⅱ Ⅲ
时间/dTime 1 2 3 4 5 6 7 8 9
温度/℃ Temperature 5 7 10 10 7 5 5 7 10

  2)纤维素降解菌的分离。分别取驯化得到的菌

悬液0.5mL,加入到4.5mL无菌水中,以梯度稀
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释法制成10-5、10-6、10-7的稀释液,分别取0.1
mL平板涂布。在4℃下培养3d,选择菌落分散较

好的平板,挑取单菌落培养。之后将菌体点接于选

择培养基平板上,4℃培养3d后观察能否在菌落周

围形成透明的水解圈,并测量菌落及其周围透明圈

直径。在菌落周围可以形成透明水解圈的菌株即为

要筛选的菌株。

3)纤维素酶活力的测定。以滤纸为底物,应用

3,5-二硝基水杨酸(DNS)法[6]在540nm处测定吸光

值并计算纤维素酶活力。每分钟水解纤维素产生

1μg葡萄糖所需要的酶量定义为1个酶活力单位,U。

4)菌株所产纤维素酶的热稳定性研究。将发酵

液以5000r/min离心10min,取出上清液即为粗

酶液,于4℃保存。将粗酶液分别于10、20、30、40、

50℃保温1h,之后在20℃下用DNS法测定残余

酶活。以4℃保存的粗酶液测得的酶活为100%,
计算不同温度保温后的残余相对酶活力[7]。

5)菌株鉴定。以肉眼观察平板上菌落形态,在
显微镜下观察细菌形态,之后参照文献[8]对菌株进

行初步鉴定。参照文献[9]进行生理生化特性鉴定。
通过Fang等[10]的方法扩增菌株16SrDNA,经过测

定序列后,使用Blast程序将序列提交GenBank数

据库,进行相似性比较分析,并构建系统发育树。

6)菌株的生长情况测定。将菌株接入液体培养

基中,在15℃的摇床中160r/min进行培养,通过

连续测定液体培养基中细菌的D600nm值,确定菌株

生长状况,制作生长曲线。

7)菌株生长特性的初步研究。测定菌株在10、

15、20、30、40℃下的生长情况;测定菌株在初始pH
值为4.0、5.0、6.0、7.0、8.0、9.0、10.0及在质量分

数0%、0.25%、0.5%、1%、2%、4%、8%的NaCl中

20℃培养24h后的生长量。

2 结果与分析

2.1 耐低温纤维素降解菌的筛选

1)菌株初筛及复筛。通过分离实验,在4℃培

养条件下,从样品中筛选出耐低温降解纤维素菌

8株,其水解透明圈与菌落直径测量结果见表2。将

筛选得到的菌株于20℃环境下培养3d后测定纤

维素酶活性,结果如表2所示,可看出纤维素酶活性

最高的为菌株B6-15,其酶活为24.94U/mL。纤维

素酶 活 性 较 高 的 是 B1-37、B4-6、B5-36,分 别 为

13.60、9.82、11.35U/mL。综合上述结果,选择菌

表2 不同菌株的透明圈大小及其菌落直径

Table2 Thesizeoftransparentcircle

andcolonydiameterofbacteria

菌株

Strain

透明圈直径/cm
Transparent
circlediameter

菌落直径/cm
Colonydiameter

纤维素酶活/
(U/(mL·min))
Cellulaseactivity

B1-37 0.80 0.15 13.60
B4-5 0.80 0.10 9.82
B5-15 0.80 0.20 5.52
B5-16 0.90 0.30 5.59
B5-19 0.70 0.20 6.31
B5-36 0.60 0.15 11.35
B6-4 0.65 0.20 5.65
B6-15 1.00 0.25 24.94

株B6-15作为后续研究的对象。

2)菌株B6-15所产纤维素酶的热稳定性研究。
结果如图1所示,10℃保温后,保留54.43%的酶

活;20℃保温后,残余酶活最高,为70.32%;30、40、

50℃保 温 后 残 余 酶 活 分 别 为43.21%、32.69%、

28.25%。因此,存放酶液的温度越高,残余酶活越低。

图1 菌株B6-15所产纤维素酶的热稳定性

Fig.1 ThermalstabilityofcellulosefromstrainB6-15
2.2 菌株鉴定

1)菌株形态特征。菌株B6-15在平板上的菌落

形态如图2-A所示,菌落为圆形,呈浅黄色乳状,直
径为2~3mm,表面光滑,较湿润,中央较突起,边
缘整齐,不透明。通过显微镜观察,B6-15的细胞形

态如图2-B所示,单细胞呈短杆状,革兰氏阴性,无
芽孢,有荚膜。

图2 菌株B6-15的菌落形态(A)及细胞形态(B)

Fig.2 Colonymorphology(A)andcellmorphology(B)

ofstrainB6-15

2)生理生化特征。研究结果(表3)表明:菌株

B6-15可分解葡萄糖产酸,不能分解蔗糖、乳糖产

酸,具有运动力,在穿刺线上生长形状呈丝状,乙酰

甲基甲醇实验、苯丙氨酸脱氨酶实验、柠檬酸盐利用

955
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表3 菌株B6-15部分生理生化特征1)

Table3 Partlybiochemicalandphysiological

characteristicsofthestrainB6-15

项目

Item
结果

Result
项目

Item
结果

Result
葡萄糖发酵

Glucosefermentation
+

MR实验

MRtest
+

蔗糖发酵

Sucrosefermentation
-

过氧化氢酶实验

Catalasetest
+

乳糖发酵

Lactosefermentation
-

苯丙氨酸脱氢酶实验

Phenylalaninedehydrogenase
-

运动性

Motioncharacteristics
+

柠檬酸盐利用实验

Citrateutilizationtest
-

V-P实验 V-Ptest -
 1)+:阳性Positive;-:阴性Negative.

实验为阴性反应,甲基红实验、接触酶实验为阳性

反应。

3)菌株B6-15的16SrDNA鉴定。结果如图3
所示,菌 株 B6-15 与 Pseudomonasfragi ATCC
49968T(AB021395)相似性达98.917%,可看出B6-
15属于假单胞菌属(Pseudomonassp.)。结合上述

研究结果,初步鉴定菌株 B6-15属于假单胞菌属

(Pseudomonassp.)。

4)菌株B6-15的生长情况。通过连续测量液体

培养基中菌株B6-15的D600nm值(图4),可知:菌株

B6-15在15℃环境中可较快生长,进入对数期,且
对数期较短,培养16h后基本达到稳定期。

图3 菌株B6-15的系统发育树

Fig.3 PhylogenetictreeofstrainB6-15
2.3 菌株生长特征的初步研究

1)温度对B6-15生长的影响。将菌株B6-15种

子液以1%的接种量接入液体培养基中,分别在不

同温度下培养,连续测定液体D600nm值,结果(图5)
显示:菌株B6-15在10~40℃均能生长,最适生长

温度为20℃。该菌在不同温度下,培养16h后均陆

续进入稳定期,生长周期较长。从生长量来比较,在

20℃环境下,培养20h后菌株B6-15的生长量最大。

2)初始pH值对菌株B6-15生长的影响。将菌

株B6-15种子液接入初始pH值不同的液体培养基

中,20℃培养24h,测定D600nm值,结果(图6)显示:菌
株B6-15在初始pH为6.0~8.0生长较快,最适初始

065
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pH值为7.0。

3)NaCl质量分数对菌株B6-15生长的影响。将

菌株B6-15种子液接入不同质量分数NaCl液体培养

基中,20℃培养24h,测定D600nm值,结果(图7)显示:

图4 培养时间对菌株B6-15生长的影响

Fig.4 Effectsofculturingtime
ongrowthofthestrainB6-15

图5 温度对菌株B6-15生长的影响

Fig.5 Effectofculturingtemperature
ongrowthofstrainB6-15

图6 初始pH对菌株B6-15生长的影响

Fig.6 EffectsofpHongrowthofstrainB6-15

图7 NaCl质量分数对菌株B6-15生长的影响

Fig.7 EffectsofNaClmassfraction

ongrowthofstrainB6-15

NaCl质量分数为0%~1%时,菌株B6-15生长最

快,最适NaCl质量分数为0.25%。

3 讨 论

本研究通过纤维素降解菌分离实验,从黑龙江

双峰林场腐殖土中筛选出8株耐低温纤维素降解菌

株,其中菌株B6-15的纤维素酶活性最高,为24.94
U/mL。在同等条件下,该酶活低于 Akila等[11]筛

选的Clostridiumsp.PXYL1所产纤维素酶的酶活

(35.75U/mL),高于黄玉兰等[5]筛选的Brevundi-
monassp.XW-1 所 产 纤 维 素 酶 的 酶 活 (15.6
U/mL)。通过对菌株B6-15进行形态学、生理生化

特性、16SrDNA鉴定,初步鉴定该菌属于假单胞菌

属(Pseudomonassp.),假单胞菌属是 Migula于

1894年建立的,是薄壁菌门假单胞 菌 科 的 模 式

属[12]。据已有报道[13-15]显示,对假单胞菌属的降解

性能研究集中于降解蛋白质、淀粉及脂肪,但该属中

对纤维素降解菌的研究较少,因此,该菌在低温应用

中具有较大的潜力。经过生长特性的初步研究,发
现菌株B6-15生长的最适温度为20℃,且在10℃
左右仍生长良好,在40℃时生长缓慢。根据耐低温

菌(psychrolrophs)能够在0℃左右生长良好,最适

生长温度约为20℃的特征,可以确定该菌为耐低温

菌。其最适初始pH值为7.0,在pH4.0时生长最

缓慢,pH10.0时生长较缓慢,因此,该菌耐酸性差,
但具有一定的耐碱性。该菌的最适NaCl质量分数

为0.25%,在0%的NaCl下仍生长较快,而在4%~
8%的NaCl下生长极缓慢,故该菌的耐盐性差。

该菌所产的纤维素酶具有较好的热稳定性,

20℃保 温 后 的 残 留 酶 活 为 4 ℃ 保 存 后 酶 活 的

70.32%,50℃保温后仍残留28.25%的酶活力。
由此可见,提高粗酶液的存放温度,该酶的热稳定性

下降,与王玢等[7]研究的酶热稳定性结果相比较,可
初步确认该酶为低温酶。据报道[16-17],低温酶在低

温环境下具有较高催化活性,且最适反应温度可达

25~40℃。
菌株B6-15在10℃能正常生长繁殖,对纤维素

有一定的降解能力,且所产的纤维素酶具有较好的

热稳定性和耐碱性,但耐酸性和耐盐性较差。因此,
该菌可为研究低温纤维素降解菌的堆肥应用提供理

论基础和实践依据,并具有较大的应用潜力。
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Screening,identificationandgrowthofacold-adapted
cellulose-decomposingbacteriumforcomposting

SHANGXiao-ying CHENGXu-yan HUOPei-shu LIJi

CollegeofResourcesandEnvironmentalSciences,

ChinaAgriculturalUniversity,Beijing100193,China

Abstract Throughthescreeningexperimentandthecellulaseactivitymeasurementexperiment,

eightcold-adaptedcellulose-decomposingbacteriahavebeenisolatedfromforesthumusatHeilongjiang
Provinceforincreasingtheresourcesofcold-adaptedcellulose-decomposingbacteriaforcomposting.
Amongtheeightbacteria,thestrainB6-15hadthehighestcellulaseactivityof24.94U/mL.Andwhen
thestrainB6-15wascultivatedatpH7.0,0.25% ofNaClconcentration,itcouldgetthemaximum
growth.StrainB6-15wasidentifiedasaPseudomonassp.byitsmorphological,thephysiologicalandbio-
chemicalpropertiesand16SrDNAsequenceanalysismethods.Thenthethermalstabilityofcellulase
producedbystrainB6-15wasexaminedandtheresultshowedthatthecellulasewasakindofcoldactive
enzymeandhad54.43%residualactivityat10℃.

Keywords cold-adaptedbacterium;cellulose-degrading;Pseudomonassp.;screening;growth
characters
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