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摘 要: 从自然界中筛选分离获得具有高效分解纤维素功能的一组混合菌株,经分离纯化得

3个菌株 D1、D2和 D3,利用 16S rDNA测序鉴定,这些菌株分别是克雷伯氏菌、假单胞菌和嗜

麦芽窄食单胞菌,比较各单个菌株及其相互混合的羧甲基纤维素 ( CMC )酶相对活性、以及它

们对滤纸和香蕉杆的分解效果,发现各单一菌株对纤维素类物质均有一定的降解效果,但混合菌群效果最好,

其 CMC酶相对活性为 0. 93 cm /d, 说明多种微生物的协同作用有助于纤维素类物质分解。
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Abstrac t: A cellulose decomposing m ixed stra in w as iso la ted from natura l hab itats, wh ich conta ined K lebsiella sp. ,

Pseudomonas sp. , S teno trophom onas sp. identificated by 16S rDNA sequenc ing. By compar ing the re la tive activ ity o f

ca rboxyme thy l cellulose( CMC) enzym e and the effec ts on decomposing filter paper and banana p lant sta lks among

each single bacteria and them ixed strain, it was shown that each strain had certa in capability o f decomposing ce llu

lose, butm ixed stra in behaved the best and the relative activ ity of CMC enzym e w as 0. 93 cm / d. It ind icated that

synerg istic effect am ong seve ra lm icroorgan ism s w ould acce lerate the decomposition of cellulosematerials.

K ey words: ce llulose decomposingm icroorgan ism; ce llu lose; 16S rDNA sequencing

随着人口的迅猛增长,能源危机、食物短缺、环境污染等问题越来越严重。如何使废弃物无害化、资

源化已成为世界性亟待解决的问题。我国的纤维素资源非常丰富,仅农作物秸杆一项, 每年可达 6~ 10

亿吨。虽然纤维素废弃物资源巨大, 但由于天然纤维素的复杂和难降解,人们对它的开发和利用却十分

有限, 大部分是自然腐烂或燃弃,有些还造成环境污染 (例如焚烧 ) ,这无疑是对自然资源的极大浪费。

本研究针对木质纤维素废弃物降解慢的难题, 从堆肥、污泥等微生物栖息生境中分离筛选到一组纤维分

解能力较强的混合菌,对滤纸和香蕉种植废弃物的分解效果作了初步的探讨,并用 16S rDNA序列测定

进行菌株鉴定,以期为纤维素降解研究提供科学依据。

1 材料与方法

1. 1 实验材料
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1. 1. 1 滤纸处理 滤纸用 1%醋酸浸泡 24 h, 用碘液检查确定无淀粉后,再用 2%苏打水冲洗至中性,

凉干, 将处理后的滤纸剪成小条待用。

1. 1. 2 样品采集和处理 从自然界中采集朽木、土壤、半腐枯枝落叶、污泥等样品, 分别放入三角瓶

中, 加入适量的生理盐水, 振荡 30m in,然后吸取上清液 1mL, 分别接种至 30mL的初选培养基中, 经

过 7~ 15 d的 30 摇床培养和 2~ 3次的富集纯化培养,从平行的 30个处理中选择滤纸条崩溃程度较

高、崩溃速度最快和效果稳定的 N 8培养液进行固体分离纯化培养。

1. 2 培养基

1. 2. 1 初选培养基 N aNO3 0. 5 g, KC l 0. 5 g, K 2HPO4 1. 0 g, Fe2 ( SO4 ) 3 7H 2O (痕量 ), CaC l2 (痕量 ),

CuSO4 (痕量 ), M gSO 4 7H 2O 0. 5 g, 蒸馏水 1 000mL, pH值 7. 5,滤纸 0. 3 g。

1. 2. 2 分离培养基 PDA培养基 (马铃薯 200 g, 蔗糖 20 g, 琼脂 16 g, 水 1 000mL)。

1. 2. 3 CMC培养基 CMC-N a 10 g, ( NH 4 ) 2 SO4 4 g, KH2 PO4 2 g, M gSO 4 7H 2O 0. 5 g,蛋白胨 1 g,琼脂

16 g, 蒸馏水 1 000mL。

1. 3 测定方法

1. 3. 1 透明圈的测定 将分离的单个菌株及其混合菌分别点种于 CMC平板上, 30 培养 3 d, 用

5mg /L刚果红染色 5m in, 倾去染液, 测透明圈直径,并计算 CMC酶相对活性 A = d / t,式中: A为相对活

性, cm /d; d为透明圈直径, cm; t为培养时间, d。

1. 3. 2 对滤纸的分解效果测定 将各菌株接种到以滤纸为唯一碳源的液体培养基中, 30 , 在转速为

110 r /m in的摇床培养 5 d, 观察滤纸的崩解效果, 以 + 的多少来表示滤纸崩溃程度, + 越多,说明

该菌株的降解效果越强。

1. 3. 3 对香蕉杆的分解效果测定 将香蕉杆切成 3 cm左右, 将各菌株分别接种至以香蕉杆为唯一碳

源的液体培养基中, 在转速为 110 r /m in的摇床 30 下培养 4 d, 用滤纸过滤, 80 烘至恒重, 计算降

解后每克香蕉杆残重。

1. 4 菌种鉴定

采用 16S rDNA序列分析方法,具体测定方法如下。

1. 4. 1 DNA提取 将待测菌株在 PDA培养基上培养 36 h, 用接种环取 3~ 4环放入到 1. 5mL离心管,

加 200 L TE ( 10 mmo l/L TrisHC ,l 1 mmol /L EDTA, pH 值 8. 0)溶液, 混合均匀, 加 5 L溶菌酶

( 10mg /mL), 在 37 下温育 30m in, 然后加入 300 L的 5% 肉桂酸钠,混合均匀后,在 55~ 60 下温

育 30m in,加入等体积饱和酚,混匀后于14 000 r /m in下离心 8m in, 收集上清液于离心管中,加入等体积

氯仿, 混匀后于 14 000 r /m in下离心 8m in, 收集上清液于离心管中, 于其中加入 1 /10体积的 3mo l/L

N aAc( pH值 5. 8)和等体积的无水乙醇,缓慢倒置混匀以沉淀 DNA, 再于 14 000 r /m in下离心 8m in, 弃

去上清液,得到的沉淀 DNA加入 70%乙醇混匀后于 14 000 r /m in下离心 8m in, 弃去上清液, 于 37

下干燥 5m in以去除残留乙醇, 最后于其中加入 TE 60 L, 于 - 20 冰箱中保存待用。

1. 4. 2 聚合酶链式反应 ( PCR )扩增 得到的 DNA模板用 25 f和 1492r引物 ( 27:f 5 AGAGTTTGATC

CTGGCTCAG 3 , 1492r: 5 TACGGCTACCTTGTTACGACTT 3 )进行 PCR 扩增, 所有 PCR反应均在

50 L标准反应体系中进行, 其中含有 5 L 缓冲液 ( 100 mmo l/L TrisHC ,l 15 mmo l/L M gC l2,

500mmol /L KC ,l pH值8. 3) , 1 mo l/L混合 dNTPs, 每一引物均为 20 pmo l/L, 1U Taq酶, 1 L模板

DNA, 加无菌超纯水 (M illiQ)至 50 L,于 PCR仪上按 97 先变性 3 m in, 然后按 97 1 m in, 56

1m in; 72 1m in循环 30次,最后 72 延伸 5m in。

1. 4. 3 扩增产物的纯化 采用低熔点琼脂糖凝胶电泳分离, 切取扩增产物条带浸于 TE缓冲液中,

70 水浴加热 5m in使胶融化, 在 4 于 13 000 r /m in下离心 2 m in, 于上清液中加入 1 /10体积的

3mo l/L NaA c( pH值 5. 2)和等体积的无水乙醇, 于 - 20 下放置 2 h以沉淀 DNA, 以下操作同上述

DNA提取过程。获得的纯化 DNA用于下一步测序。

1. 4. 4 16S rDNA序列测定 用引物 342f进行序列测定。由北京三博远志生物技术有限责任公司完成。
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2 结果与讨论

2. 1 纤维素降解菌的分离筛选

采用以滤纸为唯一碳源的培养基从堆肥、污泥、朽木等自然界中筛选纤维素分解菌,经多次富集增

殖培养后,获得 10多组具有纤维素降解功能的微生物, 其中混合菌株 N8具有很好且稳定的分解纤维

素效果, 在以滤纸为碳源的液体培养基中发酵 7 d, 滤纸全部崩解,并没有絮状沉淀, 形成完全溶解的

黄色稍粘稠发酵液。

选择合适的分离培养基可大大降低工作量,本研究发现选择滤纸作碳源的无机盐溶液较好,易观察

滤纸溃烂, 并有大量菌丝球出现, 同时滤纸是天然纤维素, 较适合用于筛选降解纤维素类废弃物分解菌

的初选和增殖培养基。

将 N8混合菌株用 PDA平板进行分离纯化得到单个菌株 D1、D2、D3, 比较单个菌株以及相互混合

对滤纸分解的效果 (见表 1), 结果表明, 各菌株单独培养对滤纸均有一定的分解效果,但远不如混合的

效果好,由此说明, 3株菌株之间有很好的协同效应。

2. 2 不同菌株对羧甲基纤维素钠的分解能力

将单个菌株以及相互混合分别点种到 CMC固体培养基上, 30 培养 3 d, 所有菌株都能够在 CMC

培养基上生长, 其中 D1、D1D2、D1D2D3生长快, 菌落较大; D2、D3和 D2D3生长相对慢些。经过刚果

红染色后各菌株在平板上形成透明圈大小如表 1所示。D1D2D3的透明圈直径最大, 为 2. 8 cm, CMC

酶相对活性 A为 0. 93 cm /d, 由此说明混合菌株比单个菌株具有高的纤维素酶活性。

2. 3 不同菌株对香蕉杆的分解能力

香蕉是著名的岭南特产水果,据不完全统计,每年每亩香蕉种植废弃物达 3 ,t香蕉杆纤维素含量较

多,难以自然腐烂,大都抛弃河涌或道路, 污染环境。因此应用纤维素降解菌株对香蕉种植废弃物进行

快速降解意义重大,不同菌株对香蕉杆的分解效果如表 1, 从表 1可看出,各菌株对香蕉杆具有一定的

降解效果,以 D1D2D3的分解效果最好。

表 1 不同菌株的纤维素酶活性及对滤纸和香蕉杆的分解效果 1)

Tab le 1 Com paring the re la tive activity o f CMC enzym e and the e ffects on decomposing filter paper and

bananas plan ts sta lk am ong d ifferent stra ins

菌株

stra ins

滤纸溃烂状况

decom pos ing filter paper

透明圈直径 / cm

d iam eter of transp arent circle

CMC酶相对活性 A /( cm d- 1 )

relat ive act ivity ofCMC enzym e

香蕉杆残质量 / g

residu al of banana plan t stalk s

D1 + + + 1. 60 0. 06 0. 53 0. 02 0. 523 0. 028

D2 + + + 1. 03 0. 09 0. 34 0. 03 0. 833 0. 023

D3 + + 0. 00 0. 00 0. 00 0. 00 0. 680 0. 012

D1D2 + + + 2. 03 0. 09 0. 68 0. 03 0. 603 0. 019

D1D3 + + + 1. 40 0. 06 0. 47 0. 02 0. 527 0. 023

D2D3 + + 1. 10 0. 12 0. 37 0. 04 0. 630 0. 031

D1D2D3 + + + + + 2. 80 0. 00 0. 93 0. 00 0. 163 0. 037

1)数据为 3次重复的平均值 标准差 the data are average of 3 rep licates standard error, n= 3; 2) + + + + + 滤纸完全崩解成均匀粘

稠的液体 filter paper com pletely decom posed into hom ogeneous l iqu id; + + + + 滤纸断裂,振摇成均匀糊状 filter paper b roken in to

hom ogeneou s paste by sh ake; + + +滤纸断裂,振摇成有碎片糊状 filter p aper b roken in to slu rry paste; + +滤纸断裂,振摇不成糊状

f ilter pap er broken into s lu rry; + 滤纸不断裂,但有毛边 f ilter paper n ot broken bu t flocky

2. 4 菌株鉴定

由于核酸分析技术和细菌鉴定观念上进步,使能根据 16S rDNA序列比较推测细菌间进化关系, 并

进而对未知细菌进行鉴定和检测。本研究用 16S rDNA序列分析结果表明, D1与 K lebsiella pneumoniae

的 16S rDNA序列有 98%的同源性, D2与 P seudomonas sp. 的 16S rDNA序列有 99%的同源性, D3与

S tenotrophomonasmaltophilia的 16S rDNA序列有 99%的同源性。因此可初步得出 D1是克雷伯氏菌属

菌, D2是假单胞菌属菌, D3是嗜麦芽窄食单胞菌。

前人研究表明,假单胞菌属不仅能分解纤维素, 而且对二氯酚、阿特拉津等有机废弃物有降解功
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效
[ 2~ 3]

,克雷伯氏菌属有固氮和分解纤维素功能的报道
[ 4]
, 本研究与之一致,嗜麦芽窄食单胞菌对植物

病害具有拮抗作用
[ 5]
, 但未见其相关纤维素分解方面的报道, 本研究发现具有分解纤维素功能的嗜麦

芽窄食单胞菌。同时此 3种菌混合处理比单一菌种的降解效果显著, 说明这些微生物相互间具有较强

的协同作用, 其作用机理有待进一步探讨。

3 结 论

3. 1 研究表明,选择滤纸作碳源的无机盐溶液是较好的纤维素分解菌初选和增殖培养基, 简单易行。

筛选的混合菌株具有较强的协同作用,对纤维素有较好降解能力, 对于我国农村大量秸杆和城市有机废

弃物的处理将有非常广阔的前景。

3. 2 应用 16S rDNA序列分析的分子生物学技术即,总 DNA提取、PCR扩增、16S rDNA测序及序列分

析等初步鉴定降解纤维素混合细菌。结果分别是克雷伯氏菌、假单胞菌、嗜麦芽窄食单胞菌, 其中嗜麦

芽窄食单胞菌是本研究首次报道具有分解纤维素的功能。
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关于征集 林产化工与生物质产业研讨会 论文的通知

生物质产业是利用农作物、树木和其他植物及其残体、畜禽粪便、有机废弃物等可再生的有机物质为原料, 通过工业

性加工转化生产化工产品、生物燃料和生物质能源以及生物基产品的一个新兴产业。林产化工与生物质产业有着深刻

的渊源关系。为贯彻中央关于树立科学发展观和经济可持续发展的伟大战略目标,结合我国林产化工和生物质产业发

展的新形势, 促进我国林产化学工业的发展,中国林学会林产化学化工分会将于 2005年 10月在湖南省张家界市召开

林产化工与生物质产业研讨会 , 现将有关征集论文事项通知如下:

一、征集论文范围及内容

1)发展生物质产业的重要性、建议和设想; 2)林产化工在生物质产业发展中的地位和作用; 3)生物质原料热化学

转化技术和产品; 4)农林生物质原料水解技术和产品; 5)木材制浆造纸及其副产品综合利用; 6)树木提取物及分泌物

的化学与利用; 7)生物质材料的开发与应用; 8)林产香料、油脂、药物和生物活性物质的开发和利用; 9)能源树和能源

林的选育、引种、栽培和利用。

二、论文要求

本次会议论文将择优在《林产化学与工业》期刊 2005年增刊上发表,美国 EI收录。论文具体要求见《林产化学与工

业》征稿简约 (见本期 94、98页 ),交论文需附软盘。论文截止日期为 2005年 6月 20日。

三、联系地址

论文请寄南京市锁金五村 16号 林产化学工业研究所 《林产化学与工业》编辑部,稿件请注明 应征论文 。

电话: 025- 85482493, 85482490 邮编: 210042 传真: 025- 85413445

E m ail: lchx@ ch ina journa.l ne.t cn; http: // lchx. ch inajourna.l ne.t cn
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