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摘　要：本试验旨在从藏香猪盲肠内容物中分离筛选能够高效分解纤维素的菌株，并对该菌株
进行鉴定和酶学特性分析。采用羧甲基纤维素平板法初筛和摇瓶发酵法复筛，从藏香猪盲肠内

容物中分离筛选出１株能够高效降解纤维素的纤维素分解菌；结合该菌株的形态学特征、生理
生化特性以及１６ＳｒＲＮＡ基因序列的同源性对其进行分类鉴定；根据该菌株不同时间的生长特
性和产酶特性评定其产酶能力；从其所产羧甲基纤维素酶反应的适宜 ｐＨ、温度和时间来研究该
菌株的酶学特性。结果表明：从藏香猪盲肠内容物中分离到了１株能够高效降解纤维素的菌
株，经鉴定将其命名为枯草芽孢杆菌 ＢＹ２，该菌株为好氧的革兰氏阳性菌，有芽孢，且生长速率
快、产酶早、产酶时间长。酶学特性分析表明：枯草芽孢杆菌 ＢＹ２产羧甲基纤维素酶的最适反
应条件为 ｐＨ５．５、６５℃下反应５ｍｉｎ，且其在 ｐＨ３～８的范围内具有强的酸碱稳定性。
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　　藏香猪是在我国青藏高原高海拔地区的缺
氧、寒冷、放牧条件下培育出的具有耐寒、抗病、食

草、肉香、环保等优良特性的草食猪种，其在舍饲

条件下仍可用９０％的饲草来满足其营养需要［１］。

因此，研究藏香猪的食草特性对于发展我国节粮

型养猪业意义重大。目前，我国对藏香猪的研究

主要集中在生长发育［２－３］、肉品质［４－５］及繁殖性

状［６－７］等方面，对其高效利用粗纤维饲料这一优良

特性的研究甚少。国内外大量研究表明，动物肠

道的正常菌群与其营养及消化生理具有密切的关

系，以草食为主的反刍动物，其瘤胃中５０％纤维素
的消化是由瘤胃细菌、真菌和原虫共同完成的，而

在这一消化过程中 ８０％由细菌完成［８－９］。此外，

像大熊猫这种既有草食性哺乳动物的进食特点、

又有肉食性消化系统的动物，对纤维素的消化也

必须依赖其肠道特殊微生物的作用［１０］。猪是杂食

动物，胃的结构和机能属于肉食与草食复胃动物

之间的过渡类型，同时具有发达的大肠。猪的消

化腺虽然不能分泌纤维素酶，但在大肠纤维素分

解菌的作用下，能分解纤维素作为能源供机体利

用，而这种菌株主要存在盲肠［１１］。藏香猪之所以

能够将饲草作为主要营养来源，可能与其肠道内

存在能够高效分解纤维素的纤维素分解菌有关。

本试验拟采用羧甲基纤维素（ＣＭＣ）平板法初筛和
摇瓶发酵法复筛，从藏香猪盲肠内容物中分离和

筛选能够高效分解纤维素的菌株，以揭示藏香猪

能够高效利用粗纤维饲料的根源，为藏香猪食草

机理的研究以及猪源益生菌株的开发利用提供菌

种来源与研究基础。

１　材料与方法
１．１　试验材料
１．１．１　样品来源与采集
　　试验样品于２０１２年９月采集于陕西华益实业
有限公司藏香猪养殖基地的 ８月龄健康藏香猪。
藏香猪的饲料主要为青草（９０％），配以少量豆渣
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（１０％）。屠宰后剖开腹腔，迅速分离盲肠，取
２０ｃｍ左右的肠段，并在肠管两端用线绳结扎、剪
断，装封口塑料袋中排气封口，放入冰盒迅速带回

实验室，用于分离肠道细菌。

１．１．２　培养基配制
　　ＣＭＣ筛选培养基［１２－１３］：ＣＭＣ１０．０ｇ，蛋白胨
５．０ｇ，酵母粉０．５ｇ，磷酸氢二钾（Ｋ２ＨＰＯ４）１．５ｇ，七
水合硫酸镁（ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ）０．２ｇ，氯化钠５．０ｇ，
琼脂粉１５．０ｇ，蒸馏水定容至１０００ｍＬ。
　　ＬＢ液体培养基：胰蛋白胨提取物 １０．０ｇ，酵
母提取物 ５．０ｇ，氯化钠 １０．０ｇ，蒸馏水定容至
１０００ｍＬ。
　　基础发酵培养基［１４］：ＬＢ液体培养基中加入
１．０％的 ＣＭＣ。
１．１．３　主要试剂和仪器
　　大肠杆菌感受态细胞 ＤＨ５α、ｐＧＥＭＴ克隆载
体均为本实验室保存，细菌基因组 ＤＮＡ试剂盒、
小型质粒提取试剂盒、胶回收试剂盒、ｐＧＥＭＴ
Ｅａｓｙ载体购自北京天根生化科技有限公司，胰蛋
白胨、酵母提取物、琼脂粉购自 Ｏｘｏｉｄ公司，ＣＭＣ
购自 Ｓｉｇｍａ公司，二喹啉甲酸（ＢＣＡ）蛋白质浓度
测定试剂盒购自北京索莱宝科技有限公司。其他

化学试剂均为国产分析纯。

　　试验所用主要仪器有：ＰＴＣ－１１４８型ＰＣＲ仪、
ＢＧｇｄｓＡＵＴＯ（５１０）型凝胶成像系统、ＮＤ－１０００
型紫外分光光度计、ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒＡｌｌｅｇｒａ６４Ｒ
台式高速冷冻离心机、ＤＹＹ－６Ｃ型稳压稳流电泳
仪等。

１．２　试验方法
１．２．１　纤维素分解菌的初筛
　　称取藏香猪盲肠内容物 １．０ｇ，转移至盛有
１００ｍＬ无菌水的三角瓶中，在８０℃电热恒温振荡
水浴锅中振荡３０ｍｉｎ，即成１０－２盲肠内容物稀释
液，取适量梯度稀释为 １０－６～１０－３样液。然后分
别取１００μＬ稀释过的样液涂于相应稀释梯度编
号的 ＣＭＣ平板上，ＣＭＣ平板倒置于３７℃恒温培
养箱中培养２４ｈ，采用刚果红染色法对菌株进行
筛选［１５］。根据菌落周围透明圈直径（Ｄ）与菌落直
径（ｄ）比值大小对活力强的菌株进行初步筛选。
对 Ｄ／ｄ值大的菌落在 ＣＭＣ平板上反复划线分离
纯化培养４～５代，并将纯化培养的菌种加甘油于
－８０℃保存备用。

１．２．２　纤维素分解菌种子液的制备及复筛
　　将冷冻保存的 Ｄ／ｄ值大的菌种在 ＬＢ平板上
划线活化培养，用接种环挑取少量单菌落于 ＬＢ液
体培养基中，在３７℃、２２０ｒ／ｍｉｎ条件下摇菌培养
１２ｈ，然后再转接活化培养１～２次。最后以１．０％
的接种量接种至 ＬＢ液体培养基中摇菌培养１２ｈ，
制备成种子液。

　　将种子液以１．０％的接种量接种入５０ｍＬ基
础发酵培养基内，在３７℃、２２０ｒ／ｍｉｎ条件下发酵
培养２４ｈ，于５０００ｒ／ｍｉｎ、４℃条件下离心发酵液
１５ｍｉｎ，上清液即为粗酶液，对粗酶液进行适当稀
释，用于羧甲基纤维素酶（ＣＭＣａｓｅ）比活力的测
定，最终以 ＣＭＣａｓｅ比活力高低作为筛选高产纤维
素菌株的标准。

１．２．３　ＣＭＣａｓｅ比活力测定
　　ＣＭＣａｓｅ比活力的测定是通过测定还原糖的
生成量来进行，葡萄糖标准曲线制作参考 Ｍｉｌｌ
ｅｒ［１６］的方法进行。在试管中加入２．０ｍＬ培养物
的上清液和 ２．０ｍＬ１．０％羧甲基纤维素钠
（ＣＭＣＮａ）溶液，在 ｐＨ５．５的０．１ｍｏｌ／Ｌ醋酸缓
冲液中，４０℃水浴条件下准确反应 ３０ｍｉｎ，加入
５ｍＬ３，５－二硝基水杨酸溶液（ＤＮＳ）终止反应，
沸水煮沸５ｍｉｎ，冷却且用蒸馏水定容至２５ｍＬ后
在５４０ｎｍ处测吸光度（ＯＤ）值。粗酶液中每克酶
蛋白所具有的酶活力定义为 １个比活力，用 Ｕ／ｇ
表示。

１．３　选定纤维素分解菌的鉴定
　　菌株形态学特征鉴定用革兰氏染色法［１７］和孔

雀石绿芽孢染色法［１８］，生理生化特性鉴定参考东

秀珠等［１９］和 Ｇａｒｒｉｔｙ等［２０］的方法进行。为进一步

确认，提取菌株基因组 ＤＮＡ，采用细菌通用引物
（２７Ｆ：５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡ －３′，
１４９２Ｒ：５′－ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′）［２１］

对菌株的１６ＳｒＲＮＡ基因进行扩增。ＰＣＲ纯化产
物和ｐＧＥＭＴ进行Ｔ连接后转化大肠杆菌ＤＨ５α，
测序由北京华大基因生物公司完成。将测序结果

在 ＮＣＢＩ上用 ＢＬＡＳＴ程序与 ＧｅｎＢａｎｋ中 １６Ｓ
ｒＲＮＡ基因序列进行同源性分析，用 Ｍｅｇａ５．１中
的邻接（ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ）法构建系统发育树。
１．４　选定纤维素分解菌的生长特性及产酶能力
研究［１７］

　　将种子液以１．０％的接种量接入１００ｍＬＬＢ
液体培养基，６ｈ后每间隔２ｈ取样１次，３１ｈ后每

１２６
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隔４ｈ取样１次，直至６０ｈ。测定时将培养液均稀
释１０倍，采用分光光度法测定 ６００ｎｍ处的 ＯＤ
值，绘制菌株生长曲线。此外，将种子液以１．０％
接种 量 接 种 至 基 础 发 酵 培 养 基，在 ３７℃、
２２０ｒ／ｍｉｎ条件下发酵培养，研究选定纤维素分解
菌不同发酵时间的产酶能力。

１．５　选定纤维素分解菌的酶学特性研究［２２－２４］

　　试验菌株酶学特性研究的具体方法参考李忠
玲等［２２］、Ｍａｗａｄｚａ等［２３］和刘海艳等［２４］研究中的

方法进行。

２　结果与分析
２．１　纤维素分解菌株的分离筛选
　　在需氧条件下，通过 ＣＭＣ平板法初筛，筛选
出了１０株透明圈明显的菌株，然后将初筛的菌株

反复划线分离纯化培养４～５代，结合摇瓶发酵法
复筛，最终确定选用发酵２４ｈ时纤维素酶比活力
最强的菌株 Ｃ９（３６．４Ｕ／ｇ）用于深入研究（表１）。
将菌株 Ｃ９点种于 ＣＭＣ平板上培养２４ｈ，刚果红
染色法染色后，菌落周围仍有很大的透明圈，说明

该菌株具有强的分解 ＣＭＣ的能力，并且这种能力
能够稳定遗传给后代（图１）。
２．２　菌株 Ｃ９的鉴定
２．２．１　形态学特征鉴定
　　经形态学研究发现，纤维素分解菌株 Ｃ９菌落
表面粗糙不透明，灰白色或微黄色，属于需氧菌；

革兰氏染色阳性，显微镜下菌体呈杆状（图２）；用
改良的孔雀石绿染色法进行芽孢染色后，芽孢被

染成绿色，呈长椭圆状，位于菌体中央或稍偏，营

养体呈红色（图３）。

表１　纤维素分解菌的分离筛选
Ｔａｂｌｅ１　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎａｎｄｓｃｒｅｅｎｉｎｇｏｆｃｅｌｌｕｌｏｌｙｔｉｃｂａｃｔｅｒｉｕｍ

菌株

Ｓｔｒａｉｎｓ

透明圈直径

Ｔｒａｎｓｐａｒｅｎｔｃｉｒｃｌｅｄｉａｍｅｔｅｒ（Ｄ）／
ｍｍ

菌落直径

Ｃｏｌｏｎｙｄｉａｍｅｔｅｒ（ｄ）／
ｍｍ

Ｄ／ｄ值
Ｄ／ｄｖａｌｕｅ

ＣＭＣａｓｅ比活力
ＣＭＣａｓｅｓｐｅｃｉｆｉｃａｃｔｉｖｉｔｙ／

（Ｕ／ｇ）

Ｃ１ ２３ １０ ２．３ １１．８
Ｃ２ ９ ４ ２．３ ９．１
Ｃ３ ２８ １０ ２．８ ３３．６
Ｃ４ ２１ ７ ３．０ １２．７
Ｃ５ １６ ６ ２．７ １２．７
Ｃ６ ２２ ７ ３．１ １３．６
Ｃ７ １７ ４ ４．３ １３．６
Ｃ８ １７ ６ ２．８ １１．８
Ｃ９ ２８ ８ ３．５ ３６．４
Ｃ１０ ２２ ８ ２．８ ２０．９

图１　菌株Ｃ９在ＣＭＣ平板上的透明圈
Ｆｉｇ．１　ＴｒａｎｓｐａｒｅｎｔｃｉｒｃｌｅｏｆｓｔｒａｉｎＣ９ｏｎＣＭＣｐｌａｔｅ

图２　菌株Ｃ９的革兰氏染色
Ｆｉｇ．２　ＧｒａｍｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｓｔａｉｎＣ９（１０００×）

２２６
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图３　菌株Ｃ９的芽孢染色
Ｆｉｇ．３　ＳｐｏｒｅｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｓｔａｉｎＣ９（１０００×）

２．２．２　生理生化特性鉴定
　　根据菌株的形态学特征，从试验菌株的生理
生化特性鉴定结果（表 ２）看，本试验中筛选到的
菌株 Ｃ９可初步鉴定为芽孢杆菌属的枯草芽孢杆
菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）或其变种。

２．２．３　１６ＳｒＲＮＡ分子鉴定
　　测序结果表明，菌株 Ｃ９的１６ＳｒＲＮＡ基因序
列长度为 １５１１ｂｐ，其大小与预期结果相符（图
４）。在 ＮＣＢＩ上用 ＢＬＡＳＴ程序对菌株 Ｃ９的１６Ｓ
ｒＲＮＡ 基 因 测 序 结 果 （ＧｅｎＢａｎｋ登 录 号：

ＫＣ４１４９３１）进行同源性分析，结果表明，菌株 Ｃ９
与多株芽孢杆菌属的１６ＳｒＲＮＡ基因序列相似性
达９９％以上。从 Ｍｅｇａ５．１０构建的系统进化树
（图５）看，该菌株与 Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓｓｕｂｓｐ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ
ｓｔｒａｉｎＤＳＭ１０（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＮＲ＿０２７５５２．１）亲缘
关系最近。综合该菌株的形态学特征、生理生化特性

鉴定结果，以及１６ＳｒＲＮＡ基因分子学鉴定结果，最
终确定该菌株为Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｌｉｔｉｓ的一个亚种或变种，
将其命名为ＢａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｌｉｔｉｓＢＹ２。该菌株目前已被
中国典型培养物保藏中心（武汉大学保藏中心）保藏，

保藏号为：ＣＣＴＣＣＭ２０１２５３５。

表２　菌株Ｃ９的生理生化特性鉴定结果
Ｔａｂｌｅ２　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌａｎｄｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｓｔｒａｉｎＣ９

测试指标 Ｔｅｓｔｉｎｄｉｃｅｓ 结果 Ｒｅｓｕｌｔｓ 测试指标 Ｔｅｓｔｉｎｄｉｃｅｓ 结果 Ｒｅｓｕｌｔｓ

过氧化氢酶试验 Ｃａｔａｌａｓｅｔｅｓｔ ＋ 柠檬酸盐利用试验 Ｃｉｔｒａｔｅｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎｔｅｓｔ ＋
厌氧生长试验 Ａｎａｅｒｏｂｉｃｇｒｏｗｔｈｔｅｓｔ － 酪氨酸水解试验 Ｔｙｒｏｓｉｎｅｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｔｅｓｔ －

甲基红试验 Ｍｅｔｈｙｌｒｅｄｔｅｓｔ ＋
苯丙氨酸脱氨酶试验

Ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅｄｅａｍｉｎａｓｅｔｅｓｔ
－

乙酰甲基甲醇试验 Ｖｏｇｅｓｐｒｏｓｋａｕｅｒｔｅｓｔ ＋ 硝酸盐还原试验 Ｎｉｔｒａｔｅｒｅｄｕｃｔｉｏｎｔｅｓｔ ＋
吲哚试验 Ｉｎｄｏｌｅｔｅｓｔ －

糖发酵试验

Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ
ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ
ｔｅｓｔ

Ｄ－葡萄糖 Ｄｇｌｕｃｏｓｅ ＋

Ｌ－阿拉伯糖 Ｌａｒａｂｉｎｏｓｅ ＋

Ｄ－木糖 Ｄｘｙｓｏｌｅ ＋

Ｄ－甘露醇 Ｄｍａｎｎｉｔｏｌ ＋

营养肉汤生长ｐＨ
ＧｒｏｗｔｈｐＨｏｆ
ｎｕｔｒｉｅｎｔｂｏｕｉｌｌｏｎ

６．８ ＋

５．７ －

生长氯化钠浓度

ＧｒｏｗｔｈＮａＣｌ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／％

７ ＋

１０ ＋

葡萄糖产气试验 Ｇｌｕｃｏｓｅｇａｓｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｔｅｓｔ －
明胶液化试验 Ｇｅｌａｔｉｎｌｉｑｕｅｆａｃｔｉｏｎｔｅｓｔ ＋
淀粉水解试验 Ｓｔａｒｃｈｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｔｅｓｔ ＋
干酪素水解试验 Ｃａｓｅｉｎｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓｔｅｓｔ ＋

生长温度

Ｇｒｏｗｔｈ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ／℃

５ ＋
５０ ＋
６５ －

卵磷脂酶测定 Ｌｅｃｉｔｈｉｎａｓｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ －
　　“＋”：阳性；“－”：阴性。‘＋’：ｐｏｓｉｔｉｖｅ；‘－’：ｎｅｇａｔｉｖｅ．

２．３　ＢａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｌｉｔｉｓＢＹ２的生长特性分析
　　从图 ６生长曲线看，ＢａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｌｉｔｉｓＢＹ２在
接种后８～２０ｈ为对数期，２０ｈ以后进入稳定期，
并且持续至４０ｈ左右，４０ｈ后菌体的繁殖逐渐进
入衰退期。

２．４　ＢａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｌｉｔｉｓＢＹ２不同发酵时间的产酶
能力分析

　　将种子液按１．０％接种量接种，在发酵的不同

时间测定 ＢａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｌｉｔｉｓＢＹ２所产 ＣＭＣａｓｅ的比
活力。结果表明，在２８ｈ内随着发酵时间的延长，
ＢａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｌｉｔｉｓＢＹ２的产酶能力也逐渐增大，在
发酵至 ２８ｈ时 ＣＭＣａｓｅ的比活力达到 最 高
（４６．２Ｕ／ｇ），随后 ＣＭＣａｓｅ的比活力略有下降，但
基本保持稳定（图７）。
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　　Ｍ：ＲＮＡ分子质量标准 ＲＮＡｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｓｓｓｔａｎｄａｒｄ；
１～３：ＰＣＲ产物ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓ。

图４　菌株Ｃ９１６ＳｒＲＮＡ基因的ＰＣＲ产物
Ｆｉｇ．４　ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆ１６ＳｒＲＮＡｇｅｎｅｏｆｓｔｒａｉｎＣ９

２．５　ＢａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｌｉｔｉｓＢＹ２的酶学特性分析
　　由图８可知，ＢａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｌｉｔｉｓＢＹ２产 ＣＭＣａｓｅ
的最适反应ｐＨ为５．５。将ＢａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｌｉｔｉｓＢＹ２

的粗酶液与不同 ｐＨ的缓冲液混匀，在４０℃水浴
保温１ｈ后，与最适反应 ｐＨ相比，其所产 ＣＭＣａｓｅ
的相对比活力在 ｐＨ３～８的范围内均在８０％以上
（图 ９），说明 ＢａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｌｉｔｉｓＢＹ２所产 ＣＭＣａｓｅ
具有较强的耐酸碱性。

　　在最适 ｐＨ条件下，ＢａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｌｉｔｉｓＢＹ２产
ＣＭＣａｓｅ的最适反应温度为６５℃（图１０）；将 Ｂａ
ｃｉｌｌｕｓｓｕｂｌｉｔｉｓＢＹ２的粗酶液分别在不同温度下水
浴保温１ｈ，其所产ＣＭＣａｓｅ的比活力在５０℃以上
时迅速下降，在８０℃时几乎失活（图１１）。
　　此外，在最适反应 ｐＨ及最适反应温度条件
下，在 反 应 ５ｍｉｎ时 ＣＭＣａｓｅ比 活 力 最 高
（１３８．１Ｕ／ｇ），随着与底物反应时间的延长，Ｂａｃｉｌ
ｌｕｓｓｕｂｌｉｔｉｓＢＹ２所产ＣＭＣａｓｅ的比活力逐渐降低，
至３０ｍｉｎ后 ＣＭＣａｓｅ比活力变化不大（图１２）。

图５　菌株Ｃ９１６ＳｒＲＮＡ基因序列的系统发育树
Ｆｉｇ．５　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆ１６ＳｒＲＮＡｇｅｎｅｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｓｔｒａｉｎＣ９

３　讨　论
３．１　纤维素分解菌的分离与筛选
　　纤维素是植物通过光合作用生产的地球上最
丰富、最廉价的可再生资源［２５］。由于纤维素具有

水不溶性的高结晶结构，其外围又被木质素层包

围着，要把它水解成可利用的葡萄糖相当困难。

此外，高成本的纤维素酶也是利用纤维素的障碍，

因此，纤维素到目前为止仍没有得到很好地利

用［２６］。在畜牧业和饲料工业中，为了缓解目前能

量饲料短缺的局面，高产纤维素分解菌种的分离

筛选一直被人们重视。真菌所产的纤维素酶因种

类齐全而被应用于食品、饲料、纺织、燃料和化学

工业等生产领域中［２７－２８］。但真菌生长慢，生产纤

维素酶成本高，因此，筛选具有培养简单、生长速

度快、世代周期短等特点的纤维素分解菌具有较

高的潜在应用性［２９］。

　　以 ＣＭＣ为唯一碳源的选择培养基培养，用刚
果红染色法来初步分离筛选纤维素分解菌，因简

单快捷、成本低等优点，被广泛认为是初步筛选纤
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维素分解菌最好的方法［１５］。目前，人们已从牛的

瘤胃［３０－３２］，犀牛［３３］、藏香猪［２４］以及大熊猫［１２］的

粪便，土壤［３４］，鹅的胃肠道［３５］以及海洋细菌［３６］等

中分离出来了纤维素分解菌，主要有芽孢杆菌、梭

菌、纤维菌属、瘤胃球菌属、拟杆菌属等［３７－３８］。

图６　ＢａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｌｉｔｉｓＢＹ２的生长曲线
Ｆｉｇ．６　ＧｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｏｆＢａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｌｉｔｉｓＢＹ２

图７　ＢａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｌｉｔｉｓＢＹ２不同发酵时间的产酶能力
Ｆｉｇ．７　ＥｎｚｙｍｅｐｒｏｄｕｃｉｎｇａｂｉｌｉｔｙｏｆＢａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｌｉｔｉｓＢＹ２ａｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｔｉｍｅ

图８　ｐＨ对ＣＭＣａｓｅ比活力的影响
Ｆｉｇ．８　ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨｏｎＣＭＣａｓｅｓｐｅｃｉｆｉｃａｃｔｉｖｉｔｙ

图９　ｐＨ对ＣＭＣａｓｅ稳定性的影响
Ｆｉｇ．９　ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨｏｎＣＭＣａｓｅｓｔａｂｉｌｉｔｙ

图１０　温度对ＣＭＣａｓｅ比活力的影响
Ｆｉｇ．１０　ＥｆｆｅｃｔｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎＣＭＣａｓｅｓｐｅｃｉｆｉｃａｃｔｉｖｉｔｙ

图１１　温度对ＣＭＣａｓｅ稳定性的影响
Ｆｉｇ．１１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎＣＭＣａｓｅｓｔａｂｉｌｉｔｙ

图１２　时间对ＣＭＣａｓｅ比活力的影响
Ｆｉｇ．１２　ＥｆｆｅｃｔｏｆｔｉｍｅｏｎＣＭＣａｓｅｓｐｅｃｉｆｉｃａｃｔｉｖｉｔｙ
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　　本试验将采集到的藏香猪盲肠内容物用蒸馏
水适当稀释后，在 ８０℃振荡水浴条件下振荡
３０ｍｉｎ，将不含芽孢的菌体及杂菌杀死，然后通过
反复初筛和复筛，筛选出了 １株能够高效分解纤
维素的菌株 ＢａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓＢＹ２。该菌株在发酵
培养至２４ｈ时，其所产ＣＭＣａｓｅ比活力高于Ｓａｄｈｕ
等［３９－４０］所报道的结果，但低于 Ｗａｎｇ等［４１］所报道

的真菌所产 ＣＭＣａｓｅ的比活力。
３．２　ＢａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓＢＹ２的生长特性与产酶
能力

　　在微生物生长繁殖的过程中，种龄、种子液的
浓度、接种量的大小、菌体培养条件以及培养基的

营养成分等对其生长和代谢均有重要的影响［４２］。

本试验筛选的 ＢａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓＢＹ２菌株在接种
８ｈ后生长开始进入对数期，２０ｈ以后进入稳定期，
并且持续至４０ｈ左右，与汪海峰等［４３］、高颖等［４４］

的试验结果基本一致，但却有别于殷晓敏等［４５］的

试验结果。从 ＢａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓＢＹ２在不同发酵时
间的产酶能力看，其产酶特性与生长特性基本吻

合，即：在８～２０ｈ这一时期生长最快，为代谢旺
盛、酶系活跃阶段；在２０～４０ｈ之间，进入稳定产
酶阶段。在菌种选育过程中，生长速率快、产酶

早、产酶量高的菌株常作为筛选的目标菌株，因为

在微生物的工业生产中，菌体在单位时间内合成

的目标产物的数量是生产成本的决定性因素［４６］。

另外，当产酶量高、生长速率快的菌株作为益生菌

饲喂动物时，能够短时间在肠道内生长繁殖，维持

肠道内微生态系统的稳衡［４３］。

３．３　ＢａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓＢＹ２的酶学特性
　　研究表明，在纤维素酶系中作用于底物的最
适ｐＨ大多在４．０～５．５之间［４７］，虽然酶促反应ｐＨ
较为集中，但又不统一，这可能与菌株来源等因素

有关。本试验筛选出的 ＢａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓＢＹ２所产
ＣＭＣａｓｅ的最适反应 ｐＨ为５．５，与 Ｍａｗａｄｚａ等［２３］

所报道的芽孢杆菌的试验结果基本一致，但低于

Ｋｉｍ等［３６］、刘海艳等［２４］、Ｌｅｅ等［４８］所报道的芽孢

杆菌的试验结果，而高于 Ｒａｗａｔ等［４９］、Ｒａｓｔｏｇｉ
等［５０］所报道的芽孢杆菌的试验结果。此外，Ｂａｃｉｌ
ｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓＢＹ２所产 ＣＭＣａｓｅ在宽 ｐＨ范围内具
有较强的稳定性，这也是芽孢杆菌属细菌所产

ＣＭＣａｓｅ的共同特点［２３］。

　　ＢａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓＢＹ２产 ＣＭＣａｓｅ的最适反应
温度为６５℃，且在６５～７０℃范围内ＣＭＣａｓｅ的比

活力几乎维持在同一个水平，与 Ｍａｗａｄｚａ等［２３］所

报道的芽孢杆菌的试验基本一致，高于 Ｌｅｅ等［４８］

和 Ｋｉｍ等［３６］、Ｒａｗａｔ等［４９］所报道的芽孢杆菌的试

验结果，而低于 Ｒａｓｔｏｇｉ等［５０］所报道的芽孢杆菌的

试验结果。

　　ＢａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓＢＹ２所产 ＣＭＣａｓｅ在最适反
应 ｐＨ和最适反应温度条件下，随着反应时间的延
长，其比活力逐渐降低，３０ｍｉｎ后曲线逐渐呈现水
平状态。该试验结果与姜心等［５１］的试验结果基本

一致。这可能是因为随着反应的进行，底物浓度

降低，产物浓度增加，逆反应从无到有，逐渐变得

显著；同时，酸、热等因素也慢慢地使酶丧失部分

活性。此外，酶反应的时间也与反应温度有关，反

应时间延长，反应温度降低，反之则升高［５２］。

４　结　论
　　① 根据菌株形态学特征、生理生化特性及
１６ＳｒＲＮＡ分子鉴定，将从藏香猪盲肠内容物中分
离出的纤维素分解菌命名为 ＢａｃｌｉｔｉｓｓｕｂｌｉｔｉｓＢＹ２。
　　② 酶学特性分析表明，ＢａｃｌｉｔｉｓｓｕｂｌｉｔｉｓＢＹ２
产ＣＭＣａｓｅ的最适反应条件为：ｐＨ５．５、６５℃下反
应５ｍｉｎ。
　　③ ＢａｃｌｉｔｉｓｓｕｂｌｉｔｉｓＢＹ２生长速率快、产酶早、
产酶能力强，且在 ｐＨ３～８的范围内具有较强的
耐酸碱性，为细菌纤维素酶和微生态制剂的研发

与生产提供了菌种来源与研究基础。
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