
秸秆是农作物的主要副产品，也是十分宝贵

的生物资源。近年来，随着我国农村经济的发展和
生活水平的提高，秸秆不再是农民能源消费的唯

一选择，大量秸秆被遗弃田间地头，露天焚烧秸秆

现象十分普遍。露天焚烧秸秆不仅污染环境，还造
成了大量的资源浪费，已成为严重的社会和经济
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问题。农作物秸秆中含有大量有机质、氮、磷、钾和
微量元素，是农业生产中重要的有机肥源之一。农
作物秸秆主要由纤维素、半纤维素和木质素组成，
利用细菌、真菌和放线菌等微生物可有效将秸秆
中可生物降解的有机物向稳定的腐殖质转化。要
解决秸秆堆肥问题首先应解决纤维素降解问题。
目前，对秸秆降解的研究多集中在放线菌[1-2]，对

秸秆自身腐烂产生霉菌的降解情况了解却相对较

少。本实验通过筛选得到了 3 株具有较高纤维素
酶活，并对秸秆有很好降解效果的霉菌 X-3、
X-4、X-5。并对 3 个菌株对秸秆的降解效果做了
初步探讨，为进一步研究菌种之间的协同作用提

高秸秆的降解率和堆肥菌剂提供了良好基础。
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秸秆纤维素降解菌的分离及筛选初探
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摘 要：从常年堆放秸秆垛下面的土壤及腐烂的秸秆中筛选出 6 株降解纤维素能力较强的菌株，并对这 6

株菌进行滤纸(FPA)酶活和羧甲基纤维素钠(CMC)酶活的测定。其中 X-3、X-4、X-5 菌的酶活最佳，X-3 的
FPA 和 CMC 酶活分别为 2.69 U/mL、33.28%；X-4 的 FPA 和 CMC 酶活分别为 24.70U/mL、60.55U/mL；X-5
的 FPA 和 CMC-Na 酶活分别为 9.06U/mL、44.91U/mL，该 3 株菌株在 7 d 内对秸秆的降解率高达 39.35%、
44.38%和 52.40%，根据 X-3、X-4、X-5 的菌落及个体形态特征，初步判定 X-3、X-5 为唐氏木霉。
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Abstract: Six strains having good ability of degrading the cellulose were prepared by screening from
soil and rotted straw, then, the PFA enzyme activity and CMC enzyme activity of the six strains were de-

termined. The results showed that X-3, X-4, X-5 had the maximum activity, the FPA and CMC of X-3

were 2.69 U/ml and 33.28%, the FPA and CMC of X-4 were 24.70 U/ml and 60.55 U/ml, the FPA and
CMC of X-5 were 9.06U/ml and 44.91U/ml. The degradation rate of the straw of X-3, X-4, X-5 in 7days

were 39.35%, 44.38% and 52.40%. According to characters of colony and single bacteria, it was prelimi-
nary determined that X-3 and X-5 belong to Trichoderma koningii.
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表 1 葡萄糖标准曲线试剂量 mL

管号 0 1 2 3 4 5 6 7

葡糖糖标准液 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4

蒸馏水 8 7.8 7.6 7.4 7.2 7.0 6.8 6.6

DNS 2 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0

1 材料和方法
1.1 菌种来源

选择的是常年堆放秸秆垛下面的土壤和腐烂

的秸秆。
1.2 试剂的配制

(1)微晶纤维素培养基：NH4NO3 4.3 g，MgSO4·
7H2O 0.3 g，KH2PO4 4.3 g，CaCl2 0.3 g，FeSO4·
7H2O 5.0 mg，MnSO4·H2O 1.6 mg，ZnSO4·7H2O
1.4 mg，CoCl2 2.0 mg，微晶纤维素 10 g，琼脂 18
g，0.05 Mpa灭菌 20 min。
(2)刚果红鉴别培养基：(NH4)2SO4 2.0 g，Mg－

SO4·7H2O 0.5 g，KH2PO4 1.0 g，NaCl 0.5 g，CMC-
Na 20.0 g，刚果红 0.2 g，琼脂 20.0 g，蒸馏水 1 000
mL。
(3)液体产酶培养基：取秸秆粉 4 g 加入盛有

100 mL Mandels 营养液的 250 mL 三角瓶中，pH

值自然。
Mandels 营养液：(NH4)2SO4 1.4 g，KH2PO4 2.0

g，尿素 0.3 g，MgSO4·7H2O 0.3 g，CaCl2 0.3 g，Fe-
SO4·7H2O 7.5 mg，MnSO4·H2O 2.5 mg，ZnSO4·
7H2O 2.0 mg，CoCl2 3.0 mg，蒸馏水 1 000 mL[3]。
(4)秸秆降解培养基：(NH4)2SO4 20.0 g，尿素

3.0 g，蛋白胨 3.0 g，CaCl2 0.1 g，MgSO4·7H2O 5.0
g，NaCl 0.1 g，FeSO4·7H2O 50.0 mg，MnSO4·7H2O
16.0 mg，ZnSO4·7H2O 14.0 mg，CoCl2 20.0 mg，蒸
馏水 1 000 mL。
(5)3，5- 二硝基水杨酸溶液(DNS)：酒石酸钠

18.2 g 溶于 50 ml 水中加热，再称取 0.63 g DNS、
NaOH 2.1 g、苯酚 0.5 g、Na2SO4 0.5 g 搅拌至溶

解，冷却定容 100 mL，贮于棕色瓶中，室温放置一

周后使用。
(6)pH4.6 醋酸 - 醋酸钠缓冲液：11.8 mL 冰醋

酸定容至 100 mL，称取 27.2 g 醋酸钠溶解并定容

至 100 mL，将上述两种溶液等体积混合[4]。
(7)1%CMC-Na 溶液：0.5 gCMC-Na 溶于 50

mL pH4.6 醋酸 - 醋酸钠缓冲液即可。
1.3 方法

1.3.1 菌种的分离
将菌种来源样品分别接种于无菌水的三角瓶

中，稀释成 10-1、10-2、10-3……10-8 等 8 个梯
度，涂布于微晶纤维素平板，在 28℃恒温培养箱
中培养 3 d，长出菌落后反复画线分离纯化。
1.3.2 菌种的初筛
用接种环挑取少量的菌种接种在刚果红鉴

别培养基上，再进行画线分离，斜面保存。
1.3.3 菌种的复筛
将初筛菌种分别接入液体产酶培养基，28℃

静止培养 7 d，收集上清液过滤，用于测定酶活。
1.3.4 酶活性测定
采用 DNS 还原糖方法测定纤维素酶的活性。

即：在一定的范围内，反应液红色深浅的变化与还

原糖浓度呈正比。
1.3.4.1 葡萄糖标准曲线的测定

将葡萄糖烘干 2 h 至恒重，称取 0.1 g 溶于

100 mL 水中，加热至溶解。取 7 个具塞试管，依次
编号 1，2，3，4，5，6，7，取 1 mg/mL 标准葡萄糖溶

液各 0，0.2，0.4，0.6，0.8，1.0，1.2 mL，加水和 DNS

溶液至 10 mL,加塞摇匀沸水中加热 5 min，冷却

后定容至 25 mL。在 520 nm 波长下测 A 值[5]。

1.3.4.2 FPA 酶活测定

取 3 支试管，1 支作空白对照，另外 2 支作平

行被测管。各加入 0.2 mL 酶液和 pH4.6 的醋酸钠
缓冲溶液 1.8 mL，2 支被测管中加入 1 cm×6 cm
滤纸条，充分浸泡后将 3 支试管放入 50℃水浴锅
60 min，然后分别加入 2 mL DNS 显色液，同时空

白管加入 1 cm×6 cm 滤纸条，再将 3 支试管沸水
浴 10 min，待冷却后用蒸馏水定容 15 mL，以空白

管调 0，在 520 nm 波长下测 A 值[6]。

1.3.4.3 CMC-Na 酶活测定

取 3支试管，1支作空白对照，另外 2 支作平
行被测管。各加入 0.2 mL 酶液，被测管中加 1.8
mL CMC-Na溶液，空白管只加 1.8 mL pH4.6 的醋
酸钠缓冲溶液，然后将 3 支试管置于 50℃水浴锅
60 min，然后分别加入 2 mLDNS显色液，再将 3支
试管沸水浴 10 min，待冷却后用蒸馏水定容至 15
mL，以空白管调 0，在 520 nm波长下测 A值[7]。
纤维素酶活 =(W×N×M×1 000)/T u/mL
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2.1.2 复筛
2.1.2.1 葡萄糖标准曲线绘制

标准葡萄糖曲线绘制结果如图 1，以葡萄糖

含量(mg/mL)为横坐标，520 nm 测定的 A 值为纵

坐标。线性相关系数 R2=0.990 8，回归曲线的线性
较好，可以用于酶活力的测定。
2.1.2.2 酶活测定结果

本试验分别以滤纸和 CMC-Na 作为底物，其
FPA和 CMC酶活测定数据结果如表 3所示。从图
2 可知，FPA 酶活的大小顺序是 X-4>X-6>X-1>
X-2>X-5>X-3，图 3 可以看出 CMC-Na 酶活顺 序为 X-4>X-5>X-6>X-3>X-1>X-2。这 6 株
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图 3 菌种发酵 CMC 酶活力测定结果
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表 2 各菌落形态和个体形态的镜检结果

菌落 菌落形态 镜检 初步鉴定

X-1 浅黄色，表面光滑，不透明，干燥，

与基质结合牢固，不易挑起。
革兰氏阳性，菌丝纤细，无隔菌丝上长出

很多分支小梗，顶端着生一个孢子。
小单孢子菌属

X-2 乳白色，表面无光，不透明，菌丝紧密，干燥，

与基质结合牢固，不易挑起。
菌丝纤细、无隔、多核、多枝，革兰氏阳性。

链霉菌属

X-3 灰绿色，干燥致密，绒毛状，不透明，

与基质结合紧密，易挑起。
分生孢子为球形、多枝、单细胞、绿色，菌丝有
隔。

木霉属

X-4 黑色，干燥，绒状，不透明，连成片，

与基质结合紧密，不易挑起。
孢子头球状，黑色，分生孢子梗平滑。

黑曲霉

X-5 黄绿色，干燥，绒毛状，不透明，连成片，

与基质结合紧密，易挑起。
分生孢子为球形、多枝、单细胞，菌丝有隔。

木霉属

X-6 中间墨绿色，边缘呈白色菌丝圈带，干燥，

绒毛状，不透明，菌落背面呈褐色，与基质结合紧密。
分生孢子梗从菌丝垂直生出集成束状，

其顶端有一至多次分枝呈扫帚状。
青霉属

图 1 葡萄糖标准曲线

W：从葡萄糖标准曲线中查得的葡萄糖的浓

度(mg/mL)；N：酶液稀释的倍数；M：反应后样品总

体积(mL)；T 为酶促反应时间(min)。
1.3.5 秸秆降解率的测定
取玉米秸秆粉 4 g 加入 100 mL 秸秆降解培

养基中，121℃灭菌 30 min 待冷却后分别接入各
菌种(接种量为 10%)发酵 7 d，最后用蒸馏水把降

解发酵物进行冲洗，除去秸秆以外的杂质，烘干称

重，以不接菌的空白为对照。通过失重法计算秸秆
降解率。
1.3.6 菌株鉴定

菌株的形态鉴定参照：《链霉菌鉴定手册》和
《真菌分类鉴定手册》[8]。

2 结果与分析
2.1 菌种的分离与筛选

2.1.1 初筛
将来源样品稀释在微晶纤维素平板上进行培

养，分离出 20 株具有降解纤维素能力的菌株，再

通过刚果红鉴别培养基筛选，筛选出 4 株真菌，2

株放线菌，根据菌落的形态大小进行初步鉴定，命

名为 X-1、X-2、X-3、X-4、X-5、X-6。
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CMC酶活比总酶活 FPA高，这说明酶对水溶性底
物有较高的活力，而滤纸与酶是多相催化，酶分子

也是高分子物，所以反应的空间阻碍较大，这也说

明了吸附对酶的活性部位与纤维素分子链段的结

合及催化有很大的影响。

2.1.3 秸秆降解率测定

由图 4 可以看出，各菌种在同等条件下对秸秆

都有一定的降解能力。其中 X-5有较明显的降解
能力，降解率高达 52.4%，其次 X -4 降解率
44.38%，X-3降解率 39.35%，X-6降解率 30.20%，
X-1降解率 29.28%，X-2降解率 22.82%。
2.1.4 菌种形态观察结果
根据《真菌分类鉴定手册》观察得出，X-3，

X-5 菌落均相似，菌落为绿色，但略有差异，干燥，

绒毛状，不透明，镜检下均是分生孢子为球形，多

枝，单细胞，绿色，菌丝有隔，根据以上特征初步判

定为康氏木霉；X-4 菌落为黑色，干燥，绒毛状，不

透明，连成片，镜检下孢子头球状，黑色，分生孢子

梗平滑，由此初步可以判断为黑曲霉。

3 结论与讨论
本试验筛选出分解秸秆的具有高活性酶活的霉

菌 3株，并对玉米秸秆降解率进行了测定，以霉菌 X-
5最好，具有较高的降解能力，降解率高达 52.4%。
从筛选出高酶活的菌种来看全部为真菌。细

菌和放线菌虽然在刚果红培养基中有明显的透明

圈出现，但是所测定的酶活性都不高。细菌的纤维
素酶主要是葡聚糖内切酶，大多数对结晶纤维素

没有降解活性，且所产生的酶多是胞内酶或吸附

在细胞壁上，不分泌到培养液中，所以很难提纯，

而真菌产生的酶多为胞外酶，所以酶活测定较高。
在自然条件下，任何一种酶都不能单独降解纤维

素，这一过程必须依靠多种微生物共同存在并协

同作用时，才能实现水解过程。因此，可以将此次
纤维素酶活性作为菌系构建的筛选指标，进一步

探索纤维素降解能力更强的菌种组合。
本试验只对单个菌种酶活以及对玉米秸秆的降

解能力进行了初步测定，对多个菌种的协同作用以及

降解秸秆霉菌的快速扩繁技术等有待进一步研究。
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图 4 各菌种对秸秆的降解结果

表 3 菌种发酵酶活力测定结果 U/mL

菌种编号 FPA CMC

X-1 15.15 18.69

X-2 13.07 15.86

X-3 2.69 33.28

X-4 24.70 60.55

X-5 9.06 44.91

X-6 23.18 36.05
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