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摘  要  从川西高原贡嘎山区杜鹃林下土壤中分离纤维素降解菌，构建具有高效降解纤维素能力的复合菌系，并对秸
秆降解效果进行分析，为农业废弃物的循环利用提供菌种资源和理论依据. 样品及经风干、高温等预处理后，采用
平板涂布法进行分离，共获得79株菌株；通过刚果红实验对分离获得的菌株进行初步筛选，运用DNS法测定各菌株
的羧甲基纤维素酶活（Carboxymethyl cellulase, CMCase），复筛得到15株具有CMCase活能力的菌株. 经滤纸条崩解实
验、秸秆崩解实验及降解率测定，最终确定了各菌株的纤维素降解能力，进一步经拮抗实验，选取相互无拮抗的菌
株构建5个复合菌系：A（112、146、156、171），B（145、147、150、153），C（110、116、174），D（147、154、171），E（145、
146、150、152、153）. 复合菌系的滤纸酶活（Fpase）与秸秆降解率测定结果显示，组合C对秸秆的降解率较单菌株116
提高了50.71%，组合D对秸秆的降解率较单菌株154提高了41.54%.  经形态学和分子生物学鉴定，纤维素降解能力比
较好的两个组合中的菌株分别被鉴定为类芽孢杆菌属（Paenibacillus sp.）、芽孢杆菌属（Bacillus sp.）、不动杆菌属
（Acinetobacter sp.）以及链霉菌属（Streptomyces sp.）. 本研究表明，复合菌系纤维素降解能力优于单一菌株，C、D 两
组复合菌系表现出较高的纤维素降解能力，具有进一步开发的价值. （图8 表4 参32）
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decomposing effect of complex microbial system*
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Abstract   This study aimed to isolate cellulose decomposing microbes from the soil under Rhododendron sp. in Gongga 
Mountain and to construct a complex microbial system with high cellulolytic ability. All together 79 strains were isolated using 
two pretreatment approaches. Congo red medium and DNS method were employed to evaluate their carboxymethyl cellulase 
activity. The results showed 15 strains having a great CMCase ability. Subsequently, the cellulose degradation ability of the 
15 strains was determined by analysis results of filter paper degradation, corn straw degradation and degradation rate of corn 
straw. Based on the antagonism effect among strains, the isolates with high efficiency in cellulose decomposing ability and no 
antagonism were selected to construct five complex microbial systems: A (112, 146, 156, 171), B (145, 147, 150, 153), C (110, 
116, 174), D (147, 154, 171), and E (145, 14, 150, 152, 153), all of which were further measured the filter paper enzyme activity 
and corn straw degradation rate. The results showed that the corn straw degradation rate of community C was 50.71% higher 
than that of 116 single strain belonging to community C, and that the corn straw degradation rate of strains community D was 
41.54% higher than that of 154 single strain belonging to community D. The 16S rRNA gene sequence similarity between the 
six isolates of two communities and the typical strains published in Genbank was 99% to 100%, and those sequences belonged 
to four genera Paenibacillus sp., Bacillus sp., Acinetobacter sp. and Streptomyces sp. Our research revealed that the cellulose 
decomposing ability of complex microbial system is higher than that of single strain. Both Complex C and D showed a great 
capacity in cellulose decomposing, therefore of great exploitation value.
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纤维素是植物细胞壁的重要组成成分，最小组成单元

为葡萄糖，其资源是一种可持续的能源物质，同时也是尚未

得到充分利用的一类可再生资源[1-3]. 农作物秸秆是粮食生产

的主要副产品，而农作物秸秆中含有大量的纤维素，是农业

生产中一种重要的生物资源，也是目前尚未得到充分利用的

纤维素资源之一 [4]. 全球每年秸秆总产量约为70亿t [5], 实际应

用于饲料及工业生产的秸杆仅占总量的30%，少数秸秆就地

还田，而大多数的秸秆主要还是以焚烧的形式进行处理，这

种做法不仅造成了资源的浪费，还引发了一系列生态和环境

问题 [6]. 因此，寻找一种安全、低能耗及环境友好的秸杆处理

方式，对秸秆的资源化利用具有重要意义. 相较于物理化学

等处理方法，微生物降解秸杆具有无二次污染、处理方式温

和、能耗低等特点而被广泛关注 [7-8].  自然条件下，纤维素类

物质降解是多种微生物协同作用的结果 [9].  研究表明，受环

境因素与所产纤维素降解酶的影响，单一微生物很难高效降

解纤维素类物质，而多种纤维素降解菌混合培养后，其产酶

具有多样性，在各种酶的相互协同作用下有利于提高纤维素

类物质的转化率 [10]. 因此，相对于单一降解纤维素菌的研究

而言复合菌系的研究更加值得关注. 

贡嘎山位于四川省甘孜州康定县以南，最高海拔7 556 
m，在5 000 m以下的低海拔森林覆盖率高，林下覆盖大量枯

枝落叶，在微生物活动下枯枝落叶被分解，由于枯枝落叶层

中含有大量的纤维素，因而这种环境对纤维素降 解菌具 有

天然富集作用，纤维素降解菌相对较多，更容易获得具有降

解纤维素能力的微生物. 因此，为改善农作物秸秆的利用现

状，本研究从川西高原贡嘎山杜鹃林下土壤中分离具有降解

纤维素能力的菌株，筛选出具 有高效降 解纤维素能力的菌

株，构建复合菌系，为秸杆资源化利用提供菌种资源. 

1  材料与方法

1.1  材 料
1.1.1  样品来源　　2015年5月，采集川西高原贡嘎山区海拔  
3 500 m杜鹃林下土. 去除土壤表面的动植物残体等杂质后，

取0-10 cm的表层土壤样品，装于塑料袋中，封口，冷藏以备

用. 
1.1.2  培养基　  （1）分离培养基：CMC培养基：羧甲基纤维

素钠（CMC-Na）10.0 g，K2HPO4 1.0 g，NH4NO3 1.0 g，CaCl 0.02 
g，MgSO4•7H2O 0.2 g，FeCl3•6H2O 0.05 g，琼脂 20.0 g，蒸馏

水1 000 mL；E1培养基：混合糖9.0 g（葡萄糖1.0 g，海藻糖1.0 
g，鼠李糖2.0 g，棉子糖1.0 g，木糖4.0 g），MgSO4•7H2O 0.2 g，
K2HPO4 1.0 g，KH2PO4 1.0 g，NH4HO3 1.0 g，FeCl3•6H2O 0.05 
g，CaCl2 0.02 g，琼脂 20.0 g，蒸馏水1 000 mL；E2培养基 [11] 、
BHM培养基 [12]. 

（2）纯化保种培养基：LB培养基：蛋白胨10.0 g，NaCl 
10.0 g，酵母提取物5.0 g，琼脂20.0 g，蒸馏水1 000 mL；
ISP4培养基：淀粉10.0 g，（NH4）2SO4 4.0 g，CaCO3 2.0 g，
MgSO4•7H2O 4.1 g ，K2HPO4 2.62 g，琼脂20.0 g，蒸馏水1 000 
mL. 

（3）筛 选 培 养 基：刚 果 红 培 养 基：CMC-Na 2.0 g，
KH2PO4 0.5 g，MgSO4•7H2O 0.25 g，(NH4)2SO4 1.0 g，刚果红

0.1 g，琼脂20.0 g，蒸馏水1 000 mL；复筛培养基：CMC-Na 
5.0 g，KH2PO4 1.0 g，NaNO3 3.0 g，KCl 0.5 g，MgSO4•7H2O 0.5 
g，FeCl3•6H2O 0.01 g，蒸馏水1 000 mL；滤纸液体培养基：
(NH4)2SO4 1.0 g，MgSO4•7H2O 0.5 g，KH2PO4 1.0 g，酵母膏0.1 
g，蒸馏水1 000 mL；滤纸条（1 cm × 6 cm）3条/三角瓶. 

（4）秸秆液体培养基：CMC-Na 10.0 g，蛋白胨2.0 g，
NaCl 0.5，K2HPO4 1.0 g，MgSO4· 7H2O 0.5 g，酵母膏0.5 g，蒸

馏水1 000 mL，玉米秸秆每瓶2.0 g. 

1.2  菌株的分离筛选
1.2.1  菌株的分离和纯化　　采集到的土壤样品一部分作为

新鲜样直接用无菌水制成10-4-10-7菌悬液，一部分经风干和高

温处理后用无菌水制成10-4-10-7菌悬液，分别在各固体分离培

养基上涂布，放置于28 ℃生化培养箱中培养，将分离到的细

菌和放线菌分别在LB和 ISP4培养基上进行纯化和保种，将

保种好的菌株放置4 ℃冰箱保藏. 
1.2.2  菌株的培养和初筛　　分离得到的细菌和放线菌分别

均匀地涂布于LB和 ISP4培养基上，放置于28 ℃生化培养箱

中培养，观察到培养基表面菌株生长均匀，用直径为5 mm的

打孔器将均匀生长的菌株连同培养基一起打孔制成菌饼并

接种于刚果红固体培养基上，置于28 ℃生化培养箱中培养
3-5 d后，观察培养基接菌处是否产生透明的水解圈，并测定

水解圈直径，设置3个重复. 

1.3  羧甲基纤维素酶（CMCase）活性测定
将初筛获得的菌株制成种子悬浮液，按10%的接种量接

种于碳源为CMC-Na的复筛培养基的三角瓶中，28 ℃恒温震

荡培养，分别测定3、5、7、9、11 d各菌株的羧甲基纤维素酶

（CMCase）活力，设置3个重复. 
1.3.1  标准曲线的绘制　　无水葡萄糖80 ℃烘干至恒重制成
1 mg/mL标准葡萄糖溶液，取6支试管分别加入标准葡萄糖溶

液各0、0.2、0.4、0.6、0.8、1.0 mL，补加蒸馏水至2.0 mL，加入
DNS试剂1.5 mL，沸水浴5 min，冷却后定容至25 mL，分光光

度540 nm下测定OD值，绘制出标准曲线. 
1.3.2  粗酶液的制备　　配制液体复筛培养基分装于250 mL
的三角瓶中，每瓶45 mL，接入5 mL的种子菌悬液，置于28 ℃
的摇床中培养，在3、5、7、9、11 d分别取1.5 mL发酵液于离心

管中，10 000 r/min离心10 min得粗酶液. 
1.3.3  酶活力测定　　酶活力测定方法 [13-14]略有改进，取0.1 
mL 粗酶液，加入1.9 mL质量分数为1%的CMC-Na溶液. 在45 
℃恒温下水解20 min，加入1.5 mL DNS显色液进行沸水浴5 
min，定容至25 mL，540 nm处比色，测其OD值，与标准葡萄

糖曲线对照，由OD值计算出葡萄糖量（m1）. 另将上清液各
0.1 mL，加水1.9 mL，再加1.5 mL DNS，沸水浴5 min，定容至
25 mL，540 nm 处比色，测得粗酶液的葡萄糖量（m2）. 将m1

减去m2得到真正由CMC酶降 解1% CMC溶液得到的葡萄糖

量，由光密度值计算出的葡萄糖量A，通过公式计算纤维素

分解菌在上述条件下的酶活力（单位：μmol/mL）：酶活力= A 
× 10 × 1000/20. 

1.4  滤纸条崩解实验
滤纸条降 解实验可以反映不同菌株所分泌的各种纤维

酶的综合酶活力水平 [15].  将筛选到的具有高CMCase活性的

菌株制成种子悬浮液，分别接种10 mL于装有90 mL滤纸液体
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培养基的250 mL三角瓶中，28 ℃，120 r/min恒温震荡培养，

定期观察滤纸条被降解的情况. 

1.5  秸秆崩解及降解率的测定
1.5.1  秸秆崩解实验　　玉米秸秆于50 ℃烘干至恒重，用剪
刀将其剪切成0.5 cm × 1 cm的片状，将各菌株种子悬浮液接
种5 mL于45 mL将碳源换成玉米秸秆的复筛培养基中，每瓶
0.5 g玉米秸秆，28 ℃，120 r/min恒温震荡培养，在以秸秆为
唯一碳源的条件下，每天观察秸秆的崩解程度. 
1.5.2  秸秆降解率的测定　　将玉米秸秆50 ℃烘干至恒重，
粉碎过40 目筛，在每 个三角瓶中加入90 mL秸秆降 解培养
基，然后分别加入2 g 玉米秸秆，121 ℃灭菌30 min，各接种
10 mL菌悬液，28 ℃恒温振荡培养，20 d 后，将培养物5 000 r/
min 离心10 min，弃上清，用蒸馏水反复清洗3次，每次清洗后
5 000 r/min 离心10 min，弃上清，80 ℃烘至恒重，计算失重率. 
对照为接入10 mL无菌水的液体培养基，每个处理设置3个重
复. 

1.6  拮抗实验 
参照杨林丽等人的实验方法 [16]. 

1.7  复合菌系不同菌株组合滤纸酶（Fpase）活性测定 
根据各菌株CMCase活力、滤纸条崩解能力及玉米秸秆

的降解效果，结合拮抗实验结果，构建复合菌系. 将各组合
菌株的菌悬液按照体积比1∶1混合，分别接种10 mL于90 mL
秸秆液体培养基中，28 ℃，120 r/min恒温震荡培养7 d后，取
上清制备粗酶液测定其滤纸酶活性. 滤纸酶活（Fpase）测定
方法参考萨如拉等人的方法 [17]：取0.2 mL 酶液，加入pH为4.8
的醋酸钠缓冲液1.8 mL. 测定管中加入1 cm × 6 cm 滤纸条，
充分浸泡与空白管同时置50 ℃恒温水浴 60 min；然后加入
DNS显色液2 m L，空白管同时加1 cm × 6 cm 滤纸条，沸水浴
10 min，冷却后加蒸馏水至25 mL，以空白调零，540 nm测OD
值. 每个处理设置3个重复. 

1.8  复合菌系不同菌株组合对秸秆的降解率测定
测定方法同1.5.2，复合菌系各菌悬液按1:1共接种10 mL

于90 mL秸秆降解培养基中，每个处理设置3个重复. 

1.9  菌株的鉴定 
1.9.1  形态学鉴定　　通过观察筛选得到的15株有效菌株在
平板上的生长形态进行判断，分别对细菌和放线菌采用革兰
氏染色和简单染色 [18]进行显微形态观察. 
1.9.2  分子生物学鉴定　　对筛选出的具 有高效降 解纤维
素能力的菌株进行DNA的提取，细菌选用冻融法 [19]，放线
菌选用蒋淑梅等人的方法 [20].  采用20 μL反应体系，用细菌
基因通用引物（8-27F、1523-1504R）对提取的DNA进行PCR
扩增[21]. 测序结果在美国生物技术研究中心（National Center 
for Biotechnology，NCBI）数 据库中进行BLAST比 对，在
GenBank等公共数据库中寻找相似性最大菌株的基因序列，
借助MEGA5.0软件分析采用Neighbor-joining法构建系统发育
树[22]. 

2   结果与分析

2.1  菌株的分离与初步筛选
本研究从3个土壤样品中共分离得到79个菌株，经刚果

红培养基初步筛选得到15株具有CMC降解能力的菌株（110、

112、113、116、145、146、147、150、152、153、154、156、171、
174、179），其水解圈效果明显（图1）. 综合形态学和显微观

察初步判定110、113、116、174为细菌，其余11株为放线菌. 

图1  菌株在刚果红培养基上的水解效果. a：菌株110；b：菌株113；c：菌株
156. 
Fig. 1  Transparent hydrolysis circle of isolates on Congo red medium.      
a: strain 110; b: strain 113; c: strain 156.

初 筛 的 结 果 表 明，筛 选 获 得 的15株 菌 均可 在 刚 果 红

培 养 基 形成 明 显 的 水 解 圈，还 具 有 产生 羧甲基 纤 维 素 酶

（CMCase）的能力. 由表1可见，菌株110、116解圈直径较大

且CMCase活力相对较高，如菌株110水解圈直径为32.5 mm，
CMCase活力为75.05 μmol/mL；菌株112、174水解圈较小而
CMCase活力却相对较高，如菌株174水解圈直径仅为7.1 mm，
CMCase活力却高达71.75 μmol/mL；菌株145、152水解圈直

径较小，CMCase活力也相对偏低，如菌株152水解圈直径

为1.5 mm，CMCase活力为15.41 μmol/mL；而菌株113、150、
153、156、179水解圈直径与菌株171、146、147、154相似，但其
CMCase活力明显低于后者，如菌株113与菌株154水解圈直径

均在13-14 mm之间，但两者的CMCase活力分别是14.75 μmol/
mL和70.65 μmol/mL，可见菌株在刚果红培养基上形成的水

解圈大小与其所产生的CMCase活力之间并无明显的相关性. 

此外，菌株110、116、174在第5天时CMCase活力达最大，菌株
113、112、145、146、147、154、171、179在第7天时CMCase活力

达最大，菌株150、152、153、156在第9天时CMCase活力达最

大，表明不同菌株达到最大酶活力所需的时间也是不一致的

（表1）. 

表1  各菌株降解纤维素能力评价
Table 1  Assessment of the cellulose degradation activity of isolates

菌株编号
Strain No.

水解圈直径 
Hydrolysis spot 

diameter
(d/mm)

CMC最高酶活
Highest CMCase

(Λ/μmol mL-1)

最高酶活出现时间 
Time of the highest 

CMCase
(t/d)

110 32.5 ± 1.63 75.05 ± 0.38 5
113 13.5 ± 0.82 14.75 ± 0.12 7
116 31.0 ± 1.08 78.13 ± 0.38 5
174 7.1 ± 0.28 71.75 ± 0.16 5
112 2.5 ± 0.16 33.68 ± 0.73 7
145 6.5 ± 0.24 14.97 ± 0.20 7
146 14.9 ± 0.56 65.15 ± 1.02 7
147 11.9 ± 1.98 59.43 ± 0.33 7
150 11.1 ± 1.84 14.97 ± 0.22 9
152 1.5 ± 0.22 15.41 ± 0.51 9
153 20.5 ± 0.41 14.97 ± 0.66 9
154 13.1 ± 1.16 70.65 ± 0.36 7
156 14.9 ± 0.43 15.19 ± 0.24 7
171 13.3 ± 0.91 53.05 ± 0.19 7
179 13.9 ± 1.42 19.08 ± 0.18 7

2.2  菌株对滤纸条的崩解效果
对筛选得到的15株具有CMC降解能力的菌株进一步测



692

应用与环境生物学报   Chin J Appl Environ Biol           http://www.cibj.com/

4期高效纤维素降解菌分离筛选、复合菌系构建及秸秆降解……

定其崩解滤纸的能力. 结果表明，15株菌对滤纸条均具有一

定的崩解能力，18 d内15株菌可将滤纸条完全崩解（表2）. 
 筛选得到的15株菌中，菌株116和154对滤纸条的降解能

力最强，在3 d天内可以将滤纸条完全崩解（图2）. 滤纸在被

菌株降解时先被软化随后被降解为长度较短的滤纸条，再逐

渐被完全降解，如菌株171对滤纸条作用3 d滤纸条被降解为

长度较短的片段（图2）. 

图2  菌株的滤纸崩解效果 . 培养3 d后与对照相比：a、b，滤纸条被菌株
116、154完全崩解；c，滤纸条被菌株171部分崩解. 
Fig. 2  Effect of filter paper degradation of strains. a: Filter paper strips 
completely degraded by Strain 116; b: Filter paper completely degraded by 
Strain 154; c: Filter paper strips partially degraded by Strain 171.

2.3  菌株对秸秆的崩解效果及降解率
2.3.1  菌株对秸秆的崩解效果    经前期筛选将获得的15株菌

接种于秸秆液体培养基培养20 d后，各菌株对秸秆的崩解作

用各不相同，15株菌中有13株表现出对秸秆的具有崩解能力. 

如表3所示，各菌株对秸秆作用的前3天秸秆形态均无明显变

化，第5天开始菌株116、154作用的秸秆开始被降解，其中菌

株154在11 d内能够将玉米秸秆完全崩解，其它菌株如110、

116、147、171在15 d内也能够崩解大部分玉米秸秆培养；而菌

株145、150、152对玉米秸秆的崩解作用不明显. 
 不同菌株对秸秆的崩解程度不同，秸秆崩解后的形态

有所差异. 如在菌株153的作用下，秸秆被降解得较少；在菌

株116的作用下，大部分秸秆被崩解为碎屑状；而在菌株154的

作用下，秸秆完全被崩解为碎屑状（图3）.

2.3.2  菌株的秸杆降解效果    由图4可知，各菌株对玉米秸秆

均表现出一定的降解作用. 其中菌株110、116、174、147、154、

171表现出较高的秸秆降解效果，这6株菌对秸秆的降解率分

别为14.8%、21.1%、18.4%、16.8%、19.5%、16.5%；菌株152对玉

米秸秆的降解效果最差，其降解率仅为1.3%. 

2.4  拮抗实验结果
菌株174与其他12株菌的两菌相交处均有菌生长，说明

174与其他12株菌之间无拮抗作用，可以进行组合；菌株110、

表2  各菌株的滤纸崩解效果
Table 2  Effect of filter paper degradation of strains

菌株编号
Strain No.

滤纸条崩解时间 Time of filter paper degradation
1 d 3 d 5 d 7 d 9 d 11 d 13 d 15 d 17 d 18 d

110 ﹢ ﹢﹢ ﹢﹢﹢﹢
112 ﹢ ﹢﹢ ﹢﹢﹢﹢
113 ﹢ ﹢﹢ ﹢﹢﹢﹢
116 ﹢﹢ ﹢﹢﹢﹢
174 ﹢ ﹢﹢ ﹢﹢﹢﹢
145 ﹢ ﹢﹢ ﹢﹢﹢﹢
146 ﹢ ﹢﹢ ﹢﹢﹢﹢
147 ﹢ ﹢﹢ ﹢﹢﹢﹢
150 ﹢ ﹢﹢ ﹢﹢﹢﹢
152 ﹢ ﹢﹢ ﹢﹢﹢﹢
153 ﹢ ﹢﹢ ﹢﹢﹢﹢
154 ﹢﹢ ﹢﹢﹢﹢
156 ﹢ ﹢﹢ ﹢﹢﹢﹢
171 ﹢ ﹢﹢ ﹢﹢﹢﹢
179 ﹢ ﹢﹢ ﹢﹢﹢﹢

﹢：滤纸条断裂；﹢﹢：滤纸条被降解一半；﹢﹢﹢﹢：滤纸条完全被降解. 
﹢Filter paper broken; ﹢﹢Filter paper half degraded; ﹢﹢﹢﹢Filter paper completely degraded.

表3  秸秆崩解程度
Table 3  Degradation degrees of corn straw by the microbial strains  

菌株编号
Strain No.

秸秆崩解时间 Time of straw degradation 
1 d 3 d 5 d 7 d 9 d 11 d 13 d 15 d 17 d

110 ﹢ ﹢﹢ ﹢﹢﹢
112 ﹢
116 ﹢ ﹢﹢ ﹢﹢﹢
174 ﹢ ﹢﹢
145 ﹢
146 ﹢
147 ﹢ ﹢﹢ ﹢﹢﹢
150 ﹢
152 ﹢
153 ﹢
154 ﹢ ﹢﹢ ﹢﹢﹢ ﹢﹢﹢﹢
156 ﹢
171 ﹢ ﹢﹢

﹢：秸秆被降解较少；﹢﹢：秸秆被降解一半；﹢﹢﹢：秸秆基本被降解；﹢﹢﹢﹢：秸秆完全降解. 
﹢Only a little straw degraded; + +: Half of the straw degraded; ﹢﹢﹢Majority of straw degraded; ﹢﹢﹢﹢All straw degraded.
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116与其他11株菌的两菌相交形成了无菌区，说明这些菌株之

间存在拮抗作用，不能进行组合. 根据各菌株间的拮抗关系

（表4）将无拮抗作用的菌株组合构建复合菌系. 

2.5  各复合菌系滤纸酶（Fpase）活性测定
根据各菌株的CMCase活力、滤纸条崩解能力、对玉米

秸 杆的降 解 效 果以及各菌株间的 拮 抗关 系，构建5组复合

菌系：A，112、146、156、171；B，145、147、150、153；C，110、
116、174；D，147、154、171；E，145、146、150、152、153（其中
C为细菌组合，A、B、D、E为放线菌组合）. 由图5a可以看出，

所构建的5组复合菌系均具有一定的的滤纸酶活性，其中组

合C和D滤纸酶活力高于其它组合，分别为18.36 U/mL和15.47 
U/mL，表明复合菌系C、D与其他3个组合相比，具有较高的

纤维素降解潜力. 

图5  不同复合菌系的滤纸酶活力（a）和对玉米秸秆的降解率（b）.  
Fig. 5  Fpase enzyme activities (a) and corn straw degradation rate (b) of 
different compound strains. 
A: 112, 146, 156, 171; B: 145, 147, 150, 153; C: 110, 116, 174; D: 147, 154, 171; E: 
145, 146, 150, 152, 153.

2.6  各复合菌系秸秆崩解效果及秸秆降解率
5组复合菌系接种于秸秆液体培养基中培养20 d后，组

合C、D崩解秸秆的程度较高，显示出较好的崩解效果；组合

A、B、E崩解秸秆效果不明显（图6）. 秸秆降解率经测定表

明，不同复合菌系秸秆的失重率存在较大的差异. 由图5b可

知，组合C和D对玉米秸秆的降解率分别为31.8%和27.6%，

表现出较好的降解效果，其中组合C对秸秆的降解率较组合

中对秸杆降解率最高的单菌株116提高了50.71%；组合D对秸

秆的降解率较组合中对秸秆降解率最高的单菌株154提高了

41.54%；组合A、B、E虽然对秸秆也表现出一定的降解能力，

但其降解效果与组合中的单菌株相比，并无太大差异. 

图3  菌株培养20 d对玉米秸秆崩解的效果. a：菌株153；b：菌株116；c：菌
株154. 
Fig. 3  Corn straw degradation effect of the strains cultivated for 20 days.  
a: Strain 153; b: Strain 116; c: Strain 154.

图4  不同菌株对玉米秸秆的降解.    
Fig. 4  Degradation rate of corn straw by different strains.

表4  各菌株间的拮抗关系
Table 4  Antagonistic relationship of strains

菌株编号
Strain No. 110 116 174 112 145 146 147 150 152 153 154 156 171

110 – – – ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
116 – – – ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
174 – – – – – – – – – – – –
112 – – – – – – ＋ ＋ ＋ ＋ – –
145 ＋ ＋ – – – – – – – ＋ – –
146 ＋ ＋ – – – ＋ – – – ＋ – –
147 ＋ ＋ – – – ＋ – ＋ – – – –
150 ＋ ＋ – ＋ – – – – – – – –
152 ＋ ＋ – ＋ – – ＋ – – ＋ – –
153 ＋ ＋ – ＋ – – – – – ＋ – –
154 ＋ ＋ – ＋ ＋ ＋ – – ＋ ＋ – –
156 ＋ ＋ – – – – – – – – – –
171 ＋ ＋ – – – – – – – – – –

＋：相互拮抗；–：无拮抗作用. 
 ＋: Antagonistic; –:  Non-antagonistic.
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2.7  菌株的鉴定
综合形态学特征及16S rRNA基因分析，对构成具有较高

纤维素降解潜力的复合菌系C、D的菌株110、116、174、147、

154、171进行分类鉴定. 

2.7.1  形态学鉴定    菌株147、154、171的菌落呈圆形，表面干

燥，菌落周围呈放射状，显微镜形态观察表明，这3株菌具

有丝状菌丝及球状的孢子链，呈现明显的放线菌特征；菌株

110、116、174的菌落表面湿润，在显微镜下菌体呈球状或杆

状，为典型的细菌结构. 图7为菌株147、154、171、110、116、

174的显微形态特征图. 

图7  菌株的显微形态特征. 
Fig. 7  Microscopic morphology of strains.	

2.7.2  菌株系统发育分析    6株菌经16S rDNA序列测定，序列

结果在GenBank中用Blast进行检索和同源性比较，用相关软

件进行序列比对、相似性计算、进化距离矩阵计算、聚类分

析，构建系统进化树（图8）. 菌株110、116、147、154、171、174
与对应相似性最高的菌株同源性为99%-100%，分别属于链

霉菌属（Streptomyces）、类芽孢杆菌属（Paenibacillus）、芽

孢杆菌属（Bacillus）、不动杆菌属（Acinetobacter）. 

3  讨 论

高效纤维素降解菌的筛选中，应采用多重评价标准对菌

株的降解能力进行综合分析. 不同微生物特性不同，表现出

来的酶活力与其对底物的降解能力间的相关性存在差异 [15]. 

本研究中，初筛获得的15株菌均能在刚果红培养基上产生水

解圈，说明这些菌株都具有降解CMC的能力. 在后续CMC酶

活力测定实验中发现，能在刚果红培养基上产生水解圈的15
株菌中有些水解圈直径大的菌株CMC酶活力也相对较高，有

些则相反，表明各菌株水解圈直径大小与酶活力高低没有很

好的相关性 [23]，说明刚果红培养基只能为定性判断菌株是否

具有降解CMC的能力提供参考；滤纸条降解试验中；筛选出

能将滤纸完全降解的15菌株，说明这15株菌均具有纤维素降

解能力，而各菌株完全降解滤纸条所需时间的不同则反映了

各菌株降解纤维素能力的高低，在相同接种量下，完全降解

滤纸条时间越短说明菌株降解纤维素的能力越强；与郭夏丽

等人构建的复合菌系滤纸酶活力[24]相比，本研究所构建的复

合菌系C，D的滤纸酶活力分别为18.36 U/mL和15.47 U/mL，表

明这两组复合菌系具有高效降解纤维素的潜力；此外，这两

组复合菌系对玉米秸秆的降解率分别达到了31.8%和27.6%，

与构成复合菌系C、D中的单菌株对秸秆的降解率相比分别

提高了50.71%和41.54%，进一步证明了这两组复合菌系对纤

维素的降解能力. 

纤维素的降解是多种酶协同作用的结果，单一的菌株通

常无法产生所有的纤维素降解酶系 [9, 25]，所产生的纤维素降

解酶比较单一，降解效果不佳；而多种菌株混合培养后可能

会产生不同的酶系，在各酶之间的协同作用下，可提高纤维

素降解效果 [24]. 本研究结果表明，多株菌的复合菌系C、D对

纤维素的降解优于组合中的各单菌株，这与杨林丽等人的研

究结果 [16]相一致. 但组合A、B、E对秸秆降解能力与组合中

的单菌株相比无明显变化，出现这种现象的原因可能是组合

菌株在养分 含量有限的生长条件下出现了营养物质争夺的

现象，导致各菌株均不能达到最佳生长状态，从而抑制了各

菌株产生纤维素酶的能力，也可能是组合中的各菌株所产的

纤维素酶的酶系相同，在相同接种量的条件下，复合菌系中

的菌株也无法达到很好的协同作用. 对比复合菌系的滤纸酶

活、玉米秸秆降解效果及降解率的测定结果发现，导致各菌

株与各复合菌系纤素素降解效果差异的原因，可能还与纤维

素酶是一种具有底物特异性的多组分酶系有关，不同碳源对

纤维素酶的生成具有不同的诱导能力[26]，虽然滤纸聚合度和

图6  复合菌系秸秆崩解效果. CK：空白.
Fig. 6  Straw disintegration effect of compound strains. 
CK: blank control. A: 112, 146, 156, 171; B: 145, 147, 150, 153; C: 110, 116, 
174; D: 147, 154, 171; E: 145, 146, 150, 152, 153.

图8  纤维素菌16S rRNA序列系统发育树. 
Fig. 8  Phylogenetic tree of 16S rRNA of celluose-degrading strains.
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结晶度接近天然纤维素，但与天然纤维素物质之间依然存在

差异，因此复合菌系的滤纸酶活力与对秸秆降解的能力之间

存在差异，如组合A的滤纸酶活高于组合B的滤纸酶活，而组

合B对秸秆的降 解效果却优于组合A，但总体表现为复合菌

系对秸秆的降解能力优于单一菌株，表明通过复合菌系的构

建可以有效提高菌株对纤维素的降解能力. 此外，复合菌系

在自然条件对天然纤维素进行降解时，由于组合的菌株种类

有所差异，增大了有效菌株在自然环境中的生存和生长的几

率. 因此，利用复合菌系降解农业秸杆废弃具有更宽广的应

用前景. 

分离高效降 解纤维素菌的研究已有较多报道，从 这些

报道中可以看出研究较多的是霉菌，尤以绿色木霉、里氏木

霉和康氏木霉为典型 [9, 27]，对细菌和放线菌组成的复合菌系

对纤维素降 解的研究相对较 少，而细菌的基因一般不含内

含子, 可直接从基因组DNA中克隆目的基因，既利于研究纤

维素酶 基因的多样性 , 也利于高效纤维素酶 基因工程菌的

构建 [28]；放线菌是土壤微生物重要的组成部分，是木质纤维

素、几丁质等高分子聚合物的主要分解者，目前已筛选出很

多降解纤维素的放线菌菌株 [29-31].  此外，放线菌在生长过程

中可以产生功能多样的抗菌素，抑制杂菌生长 [32]. 因此，这两

类菌所构建的复合菌系具有较广的应用前景. 
综上所述，本研究从环境独特的贡嘎山杜鹃林下土壤中

分离纤维素降解菌，通过构建不同菌株组合成的复合菌系显

著提高了微生物对玉米秸秆的降解能力，为农业秸杆废弃的

资源化利用提供了菌种资源和理论依据. 
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