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两组纤维素分解菌复合系 ＭＣＡ１和 ＭＣＮ１
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摘要：采用连续传代方法分别从自制堆肥和几种自然发酵基质中筛选出纤维素分解能力较强的两组混合菌复合系

ＭＣＡ１和ＭＣＮ１，前者是通过高温摇瓶发酵定期传代获得的耐高温好氧性的纤维素分解菌群，后者则是通过高温静止培

养定期传代获得的耐高温兼氧性的纤维素分解菌群，这两组纤维素分解菌复合系在９６ｈ内对天然纤维素材料麦秆粉的

分解率分别达到４２％和３８％，分解速度最快时期均发生在４８～９６ｈ内，９６ｈ以后麦秆粉分解率迅速减缓。麦秆粉发酵

培养液先接种好氧性纤维素分解菌复合系 ＭＣＡ１摇瓶发酵９６ｈ，再接种兼氧性纤维素分解菌复合系 ＭＣＮ１静止培养
９６ｈ，麦秆粉的分解效率可以提高到４７％，说明这两组纤维素分解菌复合系在非天然纤维素分解过程中发挥协同作用。
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山　东　科　学　 　　　　　　　　　　　　　　　　　２０１１年

　　随着社会的发展和人们消费水平的提高，城乡生活垃圾日益增多，其中数量最大的就是纤维素类物质，

有关纤维素分解方面的研究对于减轻城乡固体废弃物对环境造成压力和开展纤维素资源化利用具有十分重

要的意义［１］。从自然环境中分离筛选纤维素分解菌已有诸多相关报道，但鉴于纯培养分离获得的单一菌株

对天然纤维素分解能力有限，且传代性状不稳定，因此近年来，混合菌在天然纤维素分解研究上的作用日益

受到重视［１－５］。堆肥过程中通过微生物接种的生物强化技术近年来备受国内外研究者的关注［６］，尤其在环

境纤维素的分解方面，混合菌的作用研究日益受到重视［７］。有目的的构建稳定的复合菌系将是环境微生物

应用上的一条有效途径［１］。崔宗均等［１］摆脱传统的微生物纯培养分离方法，通过传代驯化获得一组能够强

烈分解稻草等天然纤维素的高效稳定的纤维素分解菌群，但由于该混合菌群需要微好氧环境（ＤＯ在

０．０２～０．４之间）才能发挥最大活性，因此对于目前纤维素类废弃物的高温好氧发酵而言，其开发应用上会

受到一定限制。为此，笔者利用两年的时间分离、筛选、复合获得两组不同类型的纤维素分解菌群，并利用这

两组降解菌群对有机生活垃圾进行了发酵处理，可将有机生活垃圾的发酵周期大幅度缩减。本文仅对这两

组纤维素分解菌系的筛选过程和功能差别进行报道。

１　材料与方法

１．１　高温好氧纤维素分解菌的筛选和复合系ＭＣＡ１的创建
１．１．１　筛选基质的制作

自制堆肥：将生活垃圾筛下物（通过１．０ｃｍ网眼）、新鲜鸡粪、多年堆积的腐烂枯枝落叶（取自西双版纳

热带雨林多年堆积的底层枯枝落叶和表层腐殖化土壤）和麦秆渣（多年堆积麦秆垛周边自然腐烂的麦秆碎

渣）等比例混合物，按３∶２∶１的体积比混合，调节至６０％左右的含水量，堆积成长宽各２ｍ、高１ｍ的锥形体，

室温下自然发酵，定期喷水和翻堆通风。

１．１．２　好氧纤维素分解菌复合系ＭＣＡ１的筛选及驯化

待堆体内部高温开始时（堆肥第３天，发酵温度６０℃以上）分批次（发酵第３、９、１５、２１、２８、４０天）从堆体

中部取样品１０ｇ于１００ｍＬ生理盐水中振荡３０ｍｉｎ，静置１０ｍｉｎ，取１０ｍＬ悬浊液接种于１００ｍＬ麦秆粉发酵
培养液（成分为０．５％蛋白胨，０．５％ ＮａＣｌ，０．２％ ＣａＣＯ３，０．１％酵母粉，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０３％，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ
０．００１％，ＭｎＳＯ４０．００２％，ＺｎＣｌ２０．００２％，ＣｏＣｌ２０．０００２％，土壤浸提液（土壤与去离子水以质量比１∶１搅拌混

合，过滤、灭菌后备用）１０％，吐温８０１．５％，备用麦秆粉（麦秆粉碎后用１．５％的ＮａＯＨ溶液浸泡２４ｈ，清水

冲洗数次再浸泡２４ｈ，用酸调节ｐＨ值至中性，８０℃烘干，筛取介于１６目和４０目筛孔之间的样品）１．５％，ｐＨ

值自然，５５℃、１８０ｒ／ｍｉｎ条件下摇瓶培养。待培养液ｐＨ值严重偏酸或者偏碱（ｐＨ＜６或ｐＨ＞８）时，将偏酸

和偏碱发酵物混合等量混合，静止１０ｍｉｎ后取１０ｍＬ上清液转接至新鲜的麦秆粉发酵液中，如此反复转接

数代，边传代边筛选出麦秆粉分解速度较快且ｐＨ值保持稳定的混合体，以至获得高效稳定的高温好氧纤维

素分解菌复合系ＭＣＡ１。

１．１．３　ＭＣＡ１的纤维素分解能力

（１）滤纸片失重法：将１．５０ｇ滤纸作为唯一碳源制作１００ｍＬ滤纸培养液（成分为０．５％蛋白胨，０．５％
ＮａＣｌ，０．２％ ＣａＣＯ３，０．１％酵母粉，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０３％，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．００１％，ＭｎＳＯ４０．００２％，ＺｎＣｌ２
０．００２％，ＣｏＣｌ２０．０００２％，吐温８０１．５％，８０℃烘干的滤纸条１．５％，ｐＨ值自然），接种５ｍＬＭＣＡ１菌液，

５５℃、１８０ｒ／ｍｉｎ分别摇瓶培养７２ｈ和９６ｈ后，５０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，倒去上清液，用盐酸和硝酸的混合液

冲洗而消除菌体，离心，水洗再离心，８０℃烘干后称重，计算残留量和失重率。

（２）麦秆粉失重法：以麦秆粉为唯一碳源制作 １００ｍＬ麦秆粉发酵培养液（参见 １．１．２），接种 ５ｍＬ

ＭＣＡ１菌液，５５℃、１８０ｒ／ｍｉｎ摇瓶培养，每２４ｈ测定一次麦秆残留量和失重率（方法同上）。

１．２　高温兼氧纤维素分解菌复合系ＭＣＮ１的筛选和分解力测定

１．２．１　筛选基质
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第２期 张瑞清，等：两组纤维素分解菌复合系ＭＣＡ１和ＭＣＮ１的筛选及其协同功能初探

排污口底层污泥、畜禽粪便堆积场底层发酵物、垃圾填埋场底层生活垃圾。

１．２．２　兼氧纤维素分解菌复合系ＭＣＮ１的筛选及驯化

参考崔宗均等［１］的方法，略加改动。

（１）培养液：蛋白胨纤维素培养液（ＰＣＳ），成分为０．５％蛋白胨，１．５％纤维素（滤纸条），０．５％ ＮａＣｌ，

０．２％ ＣａＣＯ３，０．１％酵母粉，５５℃人工气候箱中静止培养。

（２）筛选及驯化方法：称取１ｇ分离基质接种于装有５ｍＬＰＣＳ培养液的试管中，５５℃静止培养，待浸在

培养液中的滤纸条刚刚分解断裂时，转接于同样的新鲜 ＰＣＳ培养液中，如此分别转接数代以后，将 ｐＨ值反

应偏酸的和偏碱的培养物混合接种，边传代边筛选出滤纸分解速度快且ｐＨ值保持稳定的混合体，以至驯化

出高效稳定的兼氧纤维素分解菌复合系ＭＣＮ１。

１．２．３　ＭＣＮ１的纤维素分解能力

（１）滤纸片失重法：以８０℃烘干的滤纸条（１．５０ｇ）为唯一碳源制作１００ｍＬＰＣＳ培养液，接种５ｍＬ

ＭＣＮ１菌液，５５℃分别静止培养７２ｈ和９６ｈ后，５０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，倒去上清液，用盐酸和硝酸的混合液

冲洗而消除菌体，离心，水洗再离心，８０℃烘干后称重，计算失重量和失重率。

（２）麦秆粉失重法：以备用麦秆粉（参见１．１．２）为唯一碳源制作１００ｍＬＰＣＳ，接种５ｍＬ菌液，５５℃人工

气候箱中静止培养，每２４ｈ测定一次麦秆残留量和失重率（方法同上）。

１．３　两组纤维素分解菌复合系对麦秆的协同分解作用

为验证这两组不同类型纤维素分解菌复合系能否对同一纤维类物质（麦秆）发挥协同分解作用，本试验

设计摇瓶发酵－静止培养和静止培养－摇瓶发酵两种试验方法，即根据摇瓶发酵和静止培养的先后顺序不

同测定这两组复合系对麦秆的分解作用。试验选用的发酵培养液为麦秆粉发酵培养液（参见１．１．２），每种

复合系接种量为１０ｍＬ。

２　结果与分析

２．１　高温好氧纤维素分解菌的分离筛选

２．１．１　高温好氧菌群的筛选

当自制堆肥温度升高到６０℃时开始６次取样（编号 Ｄ０３，Ｄ０９，Ｄ１５，Ｄ２１，Ｄ２８，Ｄ４０）分别接种到１００ｍＬ

麦秆粉发酵培养液中摇瓶发酵，在最初几代摇瓶筛选过程中，麦秆粉培养液ｐＨ值很不稳定（表１），传至第４

代，培养液的ｐＨ值已出现严重分化，其中第２次（Ｄ０９，ｐＨ＝５．０）和第３次（Ｄ１５，ｐＨ＝５．５）样品的培养液

ｐＨ值偏酸，其余４次样品的培养液严重偏碱（ｐＨ值在８．５～９．０之间）。
表１　堆肥不同批次样品摇瓶发酵周期、培养液ｐＨ和麦秆粉分解情况

Ｔａｂｌｅ１　Ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｐｅｒｉｏｄ，ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎｐＨａｎｄｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｏｆｗｈｅａｔｓｔｒａｗｐｏｗｄｅｒｉｎｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｓａｍｐｌｉｎｇｓｆｒｏｍｈｏｍｅｍａｄｅｃｏｍｐｏｓｔｈｅａｐ

样品编号
第１代 第４代

发酵周期／ｈ ｐＨ值 残留量 分解率／％ 发酵周期／ｈ ｐＨ值 残留量／ｇ 分解率／％
Ｄ０３ ９６ ８．５ １．３８±０．０２ ８ ２４０ ９．０ １．３６±０．０４ ９
Ｄ０９ ７２ ５．５ １．３２±０．０３ １２ １０８ ５．０ １．３０±０．０３ １３
Ｄ１５ ７２ ５．５ １．３５±０．０２ １０ １２０ ５．５ １．３３±０．０４ １１
Ｄ２１ ９６ ８．０ １．３７±０．０４ ９ １６８ ８．５ １．３６±０．０３ ９
Ｄ２８ １２０ ８．０ １．３４±０．０３ １１ １４４ ８．５ １．３２±０．０３ １２
Ｄ４０ ９６ ８．０ １．４２±０．０２ ５ １９２ ９．０ １．３９±０．０２ ７

　　注：反应底物均为１．５０ｇ麦秆粉，反应初体积为１００ｍＬ。

不同批次样品摇瓶发酵时麦秆粉失重率有所差别，但同一批次样品在最初几代转接过程中麦秆粉的分

解率变化不大。第１代５％～１２％。从第４代开始，将偏酸的２组培养液混合，将偏碱的４组培养液混合，然

后将这２组混合培养液再等比例混合，静止１０ｍｉｎ后取１０ｍＬ上清液转接到新鲜麦秆粉发酵培养液中继续
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摇瓶发酵，此后，待发酵液 ｐＨ值又开始偏酸或者偏碱时，再将其等量混合继续转代，如此反复数代，获得一

组连续８代以上培养液ｐＨ值稳定在６．８且麦秆粉失重率保持在４０％ ～４２％的混合体，定名为高温稳定好

氧纤维素分解菌复合系ＭＣＡ１。

２．１．２　ＭＣＡ１的纤维分解能力

接种ＭＣＡ１的滤纸培养液，４８ｈ观察到滤纸条多处断裂，７２ｈ滤纸条已经完全崩溃，９６ｈ测定其分解率

达到９５％（表２）。接种ＭＣＡ１的麦秆粉，４８ｈ观察到麦秆碎片边际模糊，７２ｈ后麦秆碎片周边已成絮状，这

时麦秆的分解率为３６％，９６ｈ后培养液已成絮凝状，再次测定麦秆分解率达到４２％。从ＭＣＡ１对麦秆粉的

分解进程（图１）可以看出，摇瓶发酵４８～７２ｈ之间麦秆粉迅速降解，９６ｈ以后麦秆粉分解率迅速下降，此后

图１　纤维素分解菌复合系ＭＣＡ１对麦秆粉的分解进程

Ｆｉｇ．１　ＤｅｇｒａｄａｔｉｏｎｐｒｏｇｒｅｓｓｏｆｗｈｅａｔｓｔｒａｗｐｏｗｄｅｒｂｙＭＣＡ１

继续发酵至１４４ｈ，麦秆粉的分解速度基本没有太大变

化，残留量维持在０．８４～０．８７ｇ之间。说明 ＭＣＡ１对麦

秆粉的分解在９６ｈ内达到最大分解效率。
表２　ＭＣＡ１对滤纸和麦秆的分解力

Ｔａｂｌｅ２　Ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｆｉｌｔｅｒｐａｐｅｒａｎｄｗｈｅａｔｓｔｒａｗ

ｐｏｗｄｅｒｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｂｙＭＣＡ１

底物
７２ｈ ９６ｈ

残留量／ｇ 分解率／％ 残留量／ｇ 分解率／％
滤纸 ０．１２±０．０１ ９２ ０．０７±０．０１ ９５
麦秆粉 ０．９６±０．０３ ３６ ０．８７±０．０３ ４２

　　注：反应底物均为１．５０ｇ，反应初体积为１００ｍＬ。

２．２　高温兼氧纤维素分解菌的分离筛选

２．２．１　兼氧菌群的筛选

以排污口底层污泥、畜禽粪便堆积场底层发酵

物、垃圾填埋场底层生活垃圾为分离基质进行 ＰＣＳ

传代培养，期间将同一基质不同批次样品中 ｐＨ值偏

酸和偏碱的培养液混合后再继续传代培养。不同基

质对滤纸条的分解速率仅在开始几代有差异，之后差

异逐渐缩减，ｐＨ值均稳定在６．５～７．０，且分解速度

表３　３种基质培养物的滤纸崩溃速度（单位：ｈ）

Ｔａｂｌｅ３　Ｃｏｌｌａｐｓｅｐｏｉｎｔｏｆｆｉｌｔｅｒｐａｐｅｒｉｎ３ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｂａｓｅｍａｔｅｒｉａｌｓ

分离基质 第１代 第４代 第１０代 第２０代

污泥 １２０ １２０ ９６ ７２
畜禽粪便 １０８ １４４ １０８ ７２
生活垃圾 ９６ １０８ ９６ ７２

　　注：反应底物均为１．５０ｇ，反应初体积为１００ｍＬ。

逐渐趋于一致（表３），因此２０代以后将３组培养液混合成１组继续驯化，混合后，滤纸的崩溃速度迅速提高

到４８ｈ，继续经历一个月的传代、驯化稳定期，获得１组ｐＨ值稳定在６．５且在４８ｈ内将滤纸条（１．５％）完全

降解的纤维素混合菌群，其在４Ｌ规模的ＰＣＳ培养液中连续投放滤纸，１个月以后仍然有分解活性，将培养

液再次转接到新鲜ＰＣＳ培养液中，滤纸崩溃速度仍然维持在４８～７２ｈ之间。这组高效稳定的纤维素混合分

解菌群定名为ＭＣＮ１。

２．２．２　ＭＣＮ１的纤维分解能力

采用失重法测定ＭＣＮ１对滤纸和麦秆粉的分解

率（表４），结果表明，滤纸在７２ｈ内的平均分解率高

达９４％，９６ｈ再次测定滤纸分解率达到９６％，而麦秆

粉的平均分解率７２ｈ为２８％，９６ｈ时达到３８％。每

隔２４ｈ测定麦秆粉残留量（图２），ＭＣＮ１对麦秆粉的

快速分解期在４８～９６ｈ之间，９６ｈ以后麦秆的分解

迅速减缓。

表４　ＭＣＮ１对滤纸和麦秆的分解力

　　Ｔａｂｌｅ４　Ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｆｉｌｔｅｒｐａｐｅｒａｎｄｗｈｅａｔｓｔｒａｗｐｏｗｄｅｒ

ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｂｙＭＣＮ１

底物
７２ｈ ９６ｈ

残留量／ｇ 分解率／％ 残留量／ｇ 分解率／％

滤纸 ０．０９±０．０１ ９４ ０．０６±０．０１ ９６

麦秆粉 １．０８±０．０５ ２８ ０．９３±０．０４ ３８

　　注：反应底物均为１．５０ｇ，反应初体积为１００ｍＬ。
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图２　纤维素分解菌复合系ＭＣＮ１对麦秆粉的分解进程

Ｆｉｇ．２　ＤｅｇｒａｄａｔｉｏｎｐｒｏｇｒｅｓｓｏｆｗｈｅａｔｓｔｒａｗｐｏｗｄｅｒｂｙＭＣＮ１

表５　两种复合系对麦秆分解力的协同作用

Ｔａｂｌｅ５　Ｃｏｏｐｅｒａｔｉｏｎｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆｗｈｅａｔｓｔｒａｗｐｏｗｄｅｒｂｙ

ＭＣＡ１ａｎｄＭＣＮ１

处理 发酵时间／ｈ 残留量／ｇ 分解率／％

Ａ１Ｎ１ ９６×２ ０．８０±０．０２ ４７
Ａ１Ａ１ ９６×２ ０．８４±０．０２ ４４
ＣＫＡ１ ９６ ０．８７±０．０２ ４２
Ｎ１Ａ１ ９６×２ ０．８７±０．０３ ４２
Ｎ１Ｎ１ ９６×２ ０．８７±０．０４ ４２
ＣＫＮ１ ９６ ０．９３±０．０３ ３８

　　注：反应底物为１．５０ｇ，反应初体积１００ｍＬ。

２．３　两种纤维素分解菌复合系的协同分解作用

取两种复合系的二级发酵液各５ｍＬ按不同添加次序加入到三级发酵液中发酵，接种 ＭＣＡ１时选择摇

瓶发酵，接种ＭＣＮ１时则静止培养。结果发现（表５），当先加入 ＭＣＡ１复合系进行第一阶段的摇床发酵，

再加入ＭＣＮ１复合系进行第二阶段的静止培养（Ａ１Ｎ１处理），两阶段联合作用对麦秆的分解率大幅度提

高，高达４７％，显著（Ｐ＜０．０５）高于对照处理（ＣＫＡ１处理，摇瓶发酵９６ｈ）下麦秆分解率４２％，而两阶段连

续摇瓶发酵（Ａ１Ａ１处理）时的麦秆分解率（４４％）较对照仅提高了２个百分点。反之，先加入 ＭＣＮ１复合

系进行第一阶段的静止培养再添加 ＭＣＡ１进行第二阶段的摇瓶发酵（Ｎ１Ａ１处理），尽管麦秆的分解率

（４２％）较两阶段持续静止培养（Ｎ１Ｎ１处理）和对照（ＣＫＮ１处理，静止培养９６ｈ）的麦秆分解率４２％和

３８％相当或有一定的提升作用，但较先摇瓶后静止培养处理（Ａ１Ｎ１处理）显著（Ｐ＜０．０５）降低。这说明，先

摇瓶发酵后静止培养（Ａ１Ｎ１处理），这两个复合系对麦秆的分解存在一定的协同作用，而先静止培养后摇

瓶发酵（Ｎ１Ａ１处理），这两个阶段的分步发酵没有发挥协同作用。由此推断，这两个复合系具有不同的分

解功能。

３　结果与讨论

本研究在前人研究方法的基础上进一步探索，通过好氧环境摇瓶发酵经数代转接获得一组高效稳定的

高温好氧纤维素分解复合系ＭＣＡ１，该菌群在９６ｈ内对麦秆的分解率分别达到４２％，但９６ｈ以后其分解能

力迅速下降；而通过兼氧环境静止培养筛选获得的一组高效稳定的高温兼氧纤维素分解菌复合系 ＭＣＮ１，

其９６ｈ内对麦秆的分解率为３８％，９６ｈ以后其分解能力也迅速降低；二者联合作用可将麦秆的分解率提高

到４７％，证明其在纤维素分解过程发挥了一定的协同作用，其原因可能是由于长期定向转接，菌群中能够良

好适应该环境的微生物在特定培养条件下发挥特定的分解功能，不同的功能群体联合作用时产生了某种增

益作用（ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃｃｏｌｌａｂｏｒａｔｉｏｎ）。由于这两组复合系在筛选方法和培养条件上有本质的区别，因此它们属

于两类完全不同的纤维素分解菌复合系。此外，这两组菌群的菌种组成难以确定，本研究采用多种培养基试

图从这两个菌群的发酵液中纯培养分离单菌落，但都未分离成功。纤维素分解菌复合系的未知性增加了其

作用机理方面的研究难度，有待进一步深入探讨。
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