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　　摘　要：通过固体培养初选和摇瓶发酵复选，从腐烂的秸秆、腐草、腐树干中筛选获得酶活较

高的真菌、放线菌和细菌各２株，将６个菌株分别接种到不同的碳源的牛羊粪中，经过２ｄ培养后

测定其ＣＭＣ酶活。结果表明：不同菌种对同一粪便的酶活力不一样；同一菌株在不同粪便中表

现的酶活力也不一样。其中，Ｐ２－６和Ｐ２－７在牛粪上酶活力最强，Ｐ２－６和Ｂ２－６及Ｐ２－７在羊粪上酶

活力较强。最终确定以上３株菌株为牛羊粪堆肥发酵的首选菌株。
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　　纤维素是世界上最丰富的可再生资源，但一直没

有得到充分利用。传统的理化方法降解纤维素时存在

很多问题，如反应条件剧烈、设备昂贵、后处理存在环

境污染以及生产成本较高，而利用微生物降解纤维素

因经济、有效、节约成为当前热点之一［１］。将自然界中

分解纤维素的微生物接入畜禽废弃物中进行堆肥，不
仅能解决环境污染问题，还能变废为宝，将废弃物降解

成绿色肥料或土壤调节剂，起到改良土壤和增加肥效

的作用［２］。由于纤维素本身致密的结构及不易降解的

特性导致其难以被充分利用或被大多数微生物直接作

为碳源物质而转化利用，从而阻碍了堆肥技术在处理

有机固体废物领域的发展。能够降解木质纤维素的微

生物种类很多，包括细菌、真菌和放线菌等，各种微生

物的降解效果也有较大的差别［３］。同时，青海省是我

国四大牧区之一，有着丰富的牛羊粪资源，要将其变废

为宝提高附加值必须进行堆肥化处理，然而青海省所

生产堆肥用的发酵菌剂几乎都从国外和省外引进，成
本较高且对原料适应性差，效果不太理想。因此，进行

对纤维素有较强分解能力的菌群筛选研究工作显得尤

为重要。

１　材料与方法

１．１　试验材料

１．１．１　不同粪便有机物料的制备　取新鲜的牛、羊粪

便，在６０℃烘干，粉碎至粉末，备用。
１．１．２　培养基　牛肉蛋白胨琼脂培养基（细菌）：牛肉

膏３．０ｇ，蛋白胨１０．０ｇ，ＮａＣｌ　５．０ｇ，琼脂粉１３～１５ｇ，
蒸馏 水１　０００ｍＬ，ｐＨ　７．２～７．４。高 氏１号 培 养 基

（放线菌）：Ｋ２ＨＰＯ４ ０．５ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ　０．５ｇ，
ＫＮＯ３１．０ｇ，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ　０．０１ｇ，ＮａＣｌ　０．５ｇ，可溶性

淀粉２０．０ｇ，琼 脂 粉１３～１５ｇ，蒸 馏 水１　０００ｍＬ，
ｐＨ　７．２～７．４。ＰＤＡ 培 养 基 （真 菌）：马 铃 薯 汁

１　０００ｍＬ，葡萄糖２０．０ｇ，琼脂１３～１５ｇ。羧甲基纤维

素纳 培 养 基（ＣＭＣ培 养 基）［４］：ＮａＣｌ　６．０ｇ，ＭｇＳＯ３·
７Ｈ２Ｏ　０．１ｇ，ＫＨ２ＰＯ４０．５ｇ，ＣａＣｌ２０．５ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４
２．０ｇ，ＣＭＣ－Ｎａ　１５ｇ，（ＮＨ４）ＳＯ４２．０ｇ，ｐＨ　７．０～７．４，
蒸馏水１　０００ｍＬ，固体培养基加１．５％琼脂。
１．１．３　试剂及仪器　二硝基水杨酸试剂：称取酒石酸

钠９．１ｇ溶于５０ｍＬ的水里，于溶液中依次加入３，５－
二硝基水杨酸０．３１５ｇ，ＮａＯＨ　２．０ｇ，加热搅拌，使之溶

解，再加入重蒸酚０．２５ｇ，无水亚硝酸钠０．２５ｇ，搅拌

使之溶解，冷却后定容至１００ｍＬ。储存于棕色瓶中，
放置１周 后 使 用。柠 檬 酸 缓 冲 液（ｐＨ　４．６）：甲 液：
０．１ｍｏｌ／Ｌ柠檬酸，称取１９．２１ｇ柠檬酸，加蒸馏 水 至

１００ｍＬ。乙液：０．２ｍｏｌ／Ｌ磷酸氢二钠溶液，称５３．６３ｇ
Ｎａ２ＨＰＯ４·７Ｈ２Ｏ，加 蒸 馏 水 至１　０００ｍＬ。取 甲 液

２６．７ｍＬ，乙液２３．７ｍＬ混合后加水稀释１００ｍＬ。磷

酸氢二钠－柠檬酸缓冲液（ｐＨ　５．０）：取乙液２５．７ｍＬ加

甲液２４．３ｍＬ，加水稀释至１００ｍＬ。羧甲基纤维素钠

缓冲液：称取ＣＭＣ　１ｇ，加入１００ｍＬ水；在水浴上加热

溶解。再 加 入 磷 酸 氢 二 钠－柠 檬 酸 缓 冲 液２０ｍＬ，水

４０ｍＬ混 匀。５００ｍｇ／Ｌ标 准 葡 萄 糖 溶 液：称 取 在

１０５℃干燥２ｈ的分析纯葡萄糖０．５００ｇ，加水溶解，稀
释定容至１　０００ｍＬ。
１．２　试验方法

１．２．１　样品的采集　腐烂秸秆、腐草、腐烂的树木均

采集于青海省平安、乐都等地。
１．２．２　样品处理　将采集的５个样品分别称取１０ｇ
放入２５ｍＬ无菌水中振荡３０ｍｉｎ后，吸取上清液进行

浓度稀释：１０－１、１０－２、１０－３、１０－４、１０－５。将 稀 释 后 的

菌液分别涂布在牛肉膏蛋白胨琼脂培养基、高氏１号
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培养基、ＰＤＡ培养基的平板上，２８℃恒温培养４８ｈ。
１．２．３　菌株鉴定与纯化　在培养４８ｈ后，从分别在

各培养基上挑去菌落（相同菌落只取１个菌落），将真

菌、放线菌、细菌分别接种于３种培养基中进行划线纯

化，共获得１２７个菌落。将这些菌落分别保存在试管

培养基中，并进行菌种与样品之间的联系编号（Ｓ１－１）。
１．２．４　初选　将细菌、真菌、放线菌的单菌落分别点

种在ＣＭＣ平板上，每个菌种接３个平板，每个平板接

３个点。在２８℃下恒温培养４８ｈ，用１ｍｇ／ｍＬ的刚果

红溶液染色１０ｍｉｎ后，再用１ｍｇ／ｍＬ的ＮａＣｌ溶液脱

色５ｍｉｎ，观察培养基上面的透明菌圈［５］，记录透明圈

的大小与菌落的大小。根据透明菌圈与其菌落的直径

之比的大小选择产酶量高的１４株菌：真菌５株、细菌３
株、放线菌６株。
１．２．５　液体发酵测定酶活进行复选　粗酶液的制备：
对上述１４株菌株进行复选，分别接种于２５ｍＬ羧甲基

纤维素钠发酵培养基中，２８℃下恒温培养４８ｈ；离心前

先将菌液振荡３０ｍｉｎ使得菌液充分混匀，所得发酵液

经４℃、５　０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，收集上清液作为粗酶

液，用于酶活的 测 定。内 切 葡 聚 糖 酶 的（ＣＸ）测 定：用

ＣＭＣ酶（羧甲基纤维素酶）活力，代表内酶活。用ＤＮＳ
法［６］测定反应后还原糖（葡萄糖）的含量。酶活定义为

上述条件下，１ｍＬ发酵液１ｍｉｎ催化底物１μｍｏｌ葡萄

糖的酶量为１个酶活力单位“ＩＵ”。还原糖的测定：取
刻度试管１４支，各加入稀释酶液０．５ｍＬ（空白对照加

入０．５ｍＬ的蒸馏水），ＣＭＣ缓冲液２．０ｍＬ，混匀，置

５０℃恒温水 浴 中 糖 化３０ｍｉｎ，取 出 后 加 入ＤＮＳ试 剂

２．５ｍＬ。摇匀，在７２１型分光光度计５２０ｎｍ比色，比
色杯为１．０ｃｍ，测出样品液的ＯＤ值，查阅标准曲线

后，求出溶液中葡萄糖的含量。
１．２．６　计 算　在ｐＨ　５．０、５０℃下，每１ｍＬ发 酵 液

１ｍｉｎ催化底物生成１μｍｏｌ葡萄糖的酶量作为１个酶

活力单位“ＩＵ”。ＩＵ＝（Ｇ×ｎ）／（０．５×３０×１８０）。Ｇ：样
品溶液中葡萄糖的含量（μｇ）；ｎ：酶液稀释的倍数；０．５：
吸取酶液的数量（ｍＬ）；３０：糖化的时间（ｍｉｎ）；１８０：葡

萄糖的分子质量（ｇ／ｍｏｌ）。

２　结果与分析

２．１　菌株的筛选

２．１．１　菌株初步鉴定　将样品接种于牛肉蛋白胨琼

脂培养基（细菌）、高氏１号培养基（放线菌）、ＰＤＡ培养

基（真菌）中进行菌种类型筛选。共得菌株１２７株：真

菌４８株、细菌５２株、放线菌２７株。
２．１．２　ＣＭＣ固 体 培 养 基 初 选　将 鉴 定 后 的 菌 株

分别接种 于 ＣＭＣ固 体 培 养 基 培 养，２８℃培 养２ｄ，
然后再用刚果红染色，再用ＮａＣｌ脱色，初选出透明圈

直径与菌落直径比较大的１４株菌株（表１）。

　　表１　　ＣＭＣ固体培养基初筛出的１４菌株

菌株代号 透明圈直径／ｍｍ 菌落直径／ｍｍ　 Ｄ／ｄ

样Ｇ１－１　 １４．０　 ３．０　 ４．６６６６６７
样Ｇ３－２　 ２３．０　 ５．５　 ４．１８１８１８
样Ｇ３－３　 １４．０　 ３．５　 ４．００００００
样Ｇ３－６　 １７．５　 ６．５　 ２．６９２３０８
样Ｇ３－７　 １７．０　 ４．０　 ４．２５００００
样Ｇ４－６　 ２３．０　 ６．５　 ３．５３８４６２
样Ｐ１－３　 １０．０　 ２．５　 ４．００００００
样Ｐ２－２　 ３４．０　 ５．０　 ６．８０００００
样Ｐ２－６　 ２６．０　 ７．５　 ３．４６６６６７
样Ｐ２－７　 １５．５　 ４．０　 ３．８７５０００
样Ｐ４－１　 ２３．５　 ３．０　 ７．８３３３３３
样Ｂ２－６　 １９．０　 ４．５　 ４．２２２２２２
样Ｂ４－２　 １８．５　 ３．０　 ６．１６６６６７
样Ｂ４－６　 ２４．０　 ４．０　 ６．００００００

２．１．３　液体发酵测定酶活复筛结果　将初选的１４株

菌株接种于ＣＭＣ液体培养基中培养，２８℃培养２ｄ，将
发酵液 在４℃、５　０００ｒ／ｍｉｎ、离 心、收 集 上 清 液，利 用

ＤＮＳ法测定还原糖的含量，酶液没有稀释。经计算得

到最终结果：细菌样Ｂ２－６、样Ｂ４－６，放线菌样Ｇ３－７、样
Ｇ３－６，真菌Ｐ２－６、Ｐ２－７的内切酶活力较高（表２），并保

存做下一步研究。
　　表２　　１４株菌株粗酶液ＣＭＣ酶活力

菌株代号 吸光度／Ａ 酶活／ＩＵ

样Ｇ１－１　 ０．０１１　 ０．０３４７４５
样Ｇ３－２　 ０．０３６　 ０．０３７６３９
样Ｇ３－３　 ０．０３０　 ０．０３６９４４
样Ｇ３－６　 ０．０４４　 ０．０３８１０２
样Ｇ３－７　 ０．０５１　 ０．０３９３７５
样Ｇ４－６　 ０．０５３　 ０．０３９６０６
样Ｐ１－３　 ０．０３９　 ０．０３７９８６
样Ｐ２－２　 ０．０４１　 ０．０３８２１８
样Ｐ２－６　 ０．０６６　 ０．０４１１１１
样Ｐ２－７　 ０．０５８　 ０．０４０８５２
样Ｐ４－１　 ０．０３８　 ０．０３７８７０
样Ｂ２－６　 ０．０６３　 ０．０４０７６４
样Ｂ４－２　 ０．０４１　 ０．０３８２１８
样Ｂ４－６　 ０．０４８　 ０．０３９０２８

２．２　不同粪便对菌株酶活力的影响

Ｂ２－６、Ｂ４－６、Ｇ３－７、Ｇ３－６、Ｐ２－６、Ｐ２－７分 别 接 种 于 不

同碳源 的 牛 羊 粪 液 体 培 养 基 中，２８℃培 养２ｄ、４℃、
５　０００ｒ／ｍｉｎ、离心、收 集 上 清 液，利 用ＤＮＳ法 测 定 其

ＣＭＣ的酶活，酶液稀释１０倍。由表３可知，不同菌种

对同一粪便的利用能力不一样；同一菌株在不同粪便中

表现的利用能力也不一样。其中，Ｐ２－６和Ｐ２－７在牛粪

上酶活力最强，Ｐ２－６和Ｂ２－６及Ｐ２－７在羊粪上酶活力较

强，将以上３株菌株保留并进行堆肥发酵前景较好。
　　表３ 不同碳源对菌株酶活力的影响

菌株代号 牛粪 羊粪

样Ｇ３－７　 ０．１２１４３５　 ０．１０２９１７
样Ｇ４－６　 ０．１３３２９９　 ０．１２２８８２
样Ｐ２－６　 ０．１４８３４４　 ０．１３５６１３
样Ｐ２－７　 ０．１４５４５１　 ０．１２９８２６
样Ｂ２－６　 ０．１２１４７２　 ０．１３０４０５
样Ｂ４－６　 ０．１１３０４４　 ０．０９１３４３

９５
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３　结论

通过３种不同培养基对菌种进行鉴定，再ＣＭＣ固

体培养基培养，刚果红染色、ＮａＣｌ脱色，根据透明圈直

径与菌落直径之比完成对菌种的初选，选出产纤维素

酶活较高的１４株菌株。通过液体发酵培养复选，获得

６株纤维素酶活高菌株。将这６株菌株接种于不同牛

羊粪培养基中发酵后测定酶活，最终确定Ｐ２－６和Ｂ２－６
及Ｐ２－７为牛羊粪堆肥发酵的首选菌株。
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《湖南农业科学》２０１２年征订启事

《湖南农业科学》是由湖南省农科院、湖南省科技厅星火促进会和湖南农业大学联合主办的国内外公开发行

的综合性农业技术类期刊，２００７年起入选中国科技核心期刊，是ＣＳＣＤ来源期刊。２０１０年影响因子为０．６８２，在
国内同类期刊中名列前茅。

《湖南农业科学》自２０１０年起正式变更为半月刊，其中上半月学术刊，下半月为推广刊。学术刊以刊登基础

性科研论文为主，报道农业相关的重要领域的研究成果，读者对象为大专院校师生、科研院所农业科研工作者、农
业相关部门管理人员等。推广刊则以刊登应用性科技文章为主，关注“三农”，服务于农业新产品、新技术的推广

普及，主要读者对象为行业管理人员、农业科研人员、涉农企业、乡镇农技推广站、经销商、科技示范户与种养大

户等。
本刊为大１６开本，上半月学术刊１６０页，下半月推广刊６０页，封面铜版纸，内芯轻涂纸，印刷精美，内容丰富。

单期定价８．００元，全年１９２．００元。邮发代号４２－２０。欢迎到当地邮局征订（邮局仅征订学术刊），或直接汇款至

本社邮购（需订推广刊的请直接与杂志社联系０７３１－８４６９３０６０）。
地 址：长沙市芙蓉区马坡岭湖南省农业信息与工程研究所 《湖南农业科学》杂志社

邮 编：４１０１２５
电 话：０７３１－８４６９１３２２（学术刊）／８４６９３０６０（推广刊）
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