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纤维素分解菌678"的分离、鉴定及产酶条件
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摘!要!利用透明圈法从袋装降解的笋干中分离到一株分解纤维素的细菌菌株)该菌株呈长杆
状"革兰氏染色为阳性"产芽孢!命名为678"#其生理生化特征和.%79:*;序列同源性分析!发
现该菌株与!"#$%%&’’&()$%$’的同源性为22<!系统发育树分析与!"#$%%&’’&()$%$’遗传关系最
近!确定该菌株为!"#$%%&’’&()$%$’)采用以#!"0二硝基水杨酸$:*7%为显色剂"羧甲基纤维素钠
$4+40*,%为底物!测定不同培养条件下678"菌株的酶活力!结果最适产酶时间为10.!=!最适
产酶温度为"$>!最适产酶?@值为")"!%)"#
关键词!纤维素酶$分离$鉴定$.%79:*;$酶活
中图分类号!AB2!$ 文献标识码!;
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!!纤维素主要是由:0葡萄糖通过!0.%30糖苷键
连接形成的线状多聚物%它是自然界含量最丰富的
碳水化合物&但是纤维素很难被分解利用%如何将
纤维素转化为能直接利用的资源和能源是摆在人

们面前的一个难题)利用微生物产生的纤维素酶将
其转化为人类所需的能源’食品和化工原料具有重
要的现实意义)纤维素酶是降解纤维素生成葡萄糖
的一组酶的总称(.)&目前纤维素酶广泛应用于食
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品!动物饲料!洗涤等工业"!#$其中在食品工业中的
果蔬加工!发酵食品制备!活性物质提取等方面均
具有十分重要的应用价值"##%
纤维素酶的来源非常广泛$但其中多数以丝状

真菌*+$#,-./+0"为产纤维素酶最高的菌种"3̂ "#)
但近几十年来$对细菌!放线菌所产生的纤维素酶
也引起人们的高度重视"%̂ /#%
作者从袋装降解的笋干中分离!筛选出一株具

有分解纤维素的菌株$研究了该菌株的形态!生理
生化特性和.%79:*;序列$分析了遗传进化关系$
并探讨了该菌株产酶的最适条件%

B!材料与方法

BCB!材料

BCBCB!细菌来源!实验所用的样品为从袋装降解
的笋干中分离$菌株命名为678"%

BCBCD!主要试剂!酶活力测定试剂&$]$"T’(’J
醋酸钠缓冲液体(?@3]1)$.<4+40*,$.<:*7$

$].TI’TJ0$]%TI’TJ葡萄糖标准溶液*聚合酶
链式反应(_4‘)试剂&A,[酶$O*A_*:*;引物合
成及序列测定在上海博亚生物公司完成*_4‘
_9’OEPQ_E9GMGP,QG’FZGQ购自博彩生物工程公司*

:J!$$$+,9ZL9购自大连宝生物工程公司(A,Z,0
9,)*刚果红$蛋白酶a$‘*;,WL酶$琼脂糖;I,9’WL
购自上海生物工程公司*其它试剂均为中国产分析
纯%

BCBCE!培养基!以J6培养基作为基础培养基]
筛选培养基&4+40*,.$I$酵母膏.I$琼脂!$I$
蒸馏水.$$$TJ$?@/]$!/]"%发酵培养基&

4+40*,.$I$蛋白胨"I$酵母膏.I$蒸馏水.$$$
TJ$?@/]$!/]"%

BCD!方法

BCDCB!纤维素分解菌的分离和筛选!样品采自袋
装降解的笋干食品%无菌打开笋干袋口$取少量竹
笋内容物接种于.$TJJ6液体培养基中进行富
集$#/>.!"9’TGF振荡培养31=%而后划线到J6
固体平板上$#/>培养31=%再将增殖后的菌株接
种于以4+40*,为惟一碳源的固体平板(筛选培
养基)上进行筛选%菌落长出后用.TI’TJ的刚果
红对平板染色."TGF$然后用.T’(’TJ*,4(脱色

."TGF$挑选周围有明显溶解圈的菌落纯化$保存菌
种备用%

BCDCD!纤维素分解菌的形态观察和生理生化特征

!对细菌进行革兰氏染色$显微镜观察培养不同时
间的细菌形态%将纯化培养的细菌分别接种于葡

萄糖!乳糖!麦芽糖!蔗糖!棉子糖!木糖!阿拉伯糖$
并进行明胶液化!淀粉水解!&0_测定!吲哚试验!

@!b!酶试验!硝酸盐的微量发酵管$#/>培养!3̂
31=后观察结果%根据+伯杰氏系统细菌学鉴定手
册,进行鉴定%

BCDCE!.%79:*;的_4‘扩增!细菌:*;提取
参照文献"1#进行%以抽提的678"细菌:*;作为

_4‘扩增的模板$用于.%79:*;_4‘扩增的引物
为一对通用引物$正向引物&"c0;V;VAAAV;A40
4AVV4A4;V0#c*反 向 引 物&"c0;;VV;VVA0
V;A44;V44V4;0#c%_4‘反应体系("$"J)为&

.$dA,[XEMML9""J$模板:*;."J$引物浓度为

.$"T’(’J各."J$.$"T’(’JO*A_."J$"D’

"JA,[:*;聚合酶$]""J$超纯水3$]""J$混
匀%反应条件&23>预变性"TGF*23>33W$"!>
%$W$/!>!TGF$进行#$个循环*最后/!>延伸"
TGF%取_4‘产物/"J$.I’OJ琼脂糖凝胶电泳检
测_4‘产物%_4‘产物用_4‘_9’OEPQ_E9GMGP,0
QG’FZGQ进行纯化%

BCDCF!_4‘产物序列测定及序列分析!将已纯化
的_4‘产物用 +LI,X,WL.$$$自动测序仪进行测
序(博亚生物工程公司产品)$测序引物为_4‘正向
引物%所得序列运用*46K的6;J7A程序进行同
源序列比对$选取与该菌株同源性较高的菌株用于
系统发育树的构建$应用 :*;7Q,9软件包中的

+LI;(GIF软件建立系统发育树%

BCDC<!678"菌株产纤维素酶的条件

.)粗酶液的制备&将678"接种到!$$TJ发
酵培养基$经一定条件的培养$取液体培养物于

3>$1$$$9’TGF离心."TGF$上清液即为粗酶液%

!)纤维素酶活力测定及定义&酶活力的测定以

4+40*,作为底物$经纤维素酶水解生成还原糖$
然后用:*7法测定还原糖的含量$由还原糖的量
求得酶活力的大小] 取.TJ粗酶液与.TJ.<
4+40*,溶液混合$在"$>水浴中加热.$TGF$取
出加入#TJ:*7显色剂$煮沸"TGF$冰冷.$TGF$
在分光光度计"3$FT处测定 b:值(酶空白试验
中除酶液事先灭活外$其余条件不变)%
一个酶活单位定义为.TGF内分解底物生成.

"I葡萄糖所需酶量%

#)培养时间对产酶影响&将接种后的发酵培养
基于#/>恒温振荡(.!"9’TGF)培养$在%!1!.$!

.!!.%!!$!!%!#!!31=分别取样$测定4+4酶活%

3)培养温度对产酶影响&将接种后的发酵培养
基于#/!3!!"$!"">分别振荡(.!"9’TGF)培养.$
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=!分别取样测定4+4酶活"

"#?@ 值对产酶影响$用 @4(和 *,b@ 将培
养基分别配制成?@ 值为3]"!"]"!%]"!/]"!1]"!

2]"!分别接种678"菌株于#/>恒温振荡%.!"9&

TGF#培养.$=!分别取样测定4+4酶活"

D!结!果

DCB!纤维素分解菌的形态观察及生理生化特征
通过富集培养’分离筛选!从降解的笋干食品

中获得一株较纯的细菌!命名为678""该菌株能在
以4+4作为惟一碳源的平板上分泌胞外纤维素
酶!产生较明显的溶解圈"该菌株的菌落呈乳白
色!圆形!隆起!表面湿润!质地皱折!边缘波浪形!
不产色素(革兰氏染色为紫色!菌体呈长杆状!固体
培养.!=后可观察到芽孢"菌株的生理生化特征
为能较好地利用葡萄糖’蔗糖!不能利用阿拉伯糖’
棉子糖’麦芽糖’乳糖’木糖!能液化明胶!水解淀
粉!能使硝酸盐还原成亚硝酸盐!不产吲哚和 @!b!
酶!&0_测定为阳性"根据菌株的生理生化特征!并
结合个体形态和群体形态特征!参照)伯杰氏细菌
鉴定手册*细菌可初步归属为芽孢杆菌属"

DCD!/+;<菌株BG+$8H>=6I扩增和序列分析
以抽提的678"细菌:*;为模板!以.%79:0

*;通用引物进行_4‘扩增!在退火温度为"!>
时获得了一条特异的’大小约为.]"ZX的预期条
带!结果见图."

.)目的条带(!]+,9ZL9:J!$$$

图B!/+;<菌株BG+$8H>=6I扩增片段

)-2JB!K1.=6I($&29.%0"(BG+$8H>"(/+;<50$&-%

!!获得的特异片段经_4‘_9’OEPQ_E9GMGP,QG’F
ZGQ纯化后!以正向引物进行测序!获得....X?片
段!.%7 9:*; 序 列 VLF6,FZ 登 录 号 为$

:B..!#3$] 将得到的序列通过 6J;7A 程序与

VLF6,FZ核酸序列库中的序列进行局部同源性比
较%6J;7AF#!结果表明 678" 菌株与 !"#$%%&’
’&()$%$’的.%79:*;序列有较高的同源性!其中与

!"#$%%&’’&()$%$’WQ9,GF7A6!2有22<的同源性"
参考678"细菌.%79:*;在VLF6,FZ的比较结
果!利用 +LI;(GIF软件构建系统发育树!结果见图

!"发现该菌株与6,PG((EW中各菌株系统发育关系
很相近!尤其!"#$%%&’’&()$%$’WQ9,GF7K6!2关系最
近!说明678"菌株为!"#$%%&’’&()$%$’"

图D!/+;<菌株BG+$8H>系统发育树

)-2JD!BG+$8H>:13’"2.%.0-,0$.."(/+;<50$&-%

DCE!/+;<菌株产纤维素酶的条件

DCECB!培养时间对产酶的影响!图#为678"菌
株在#/>培养不同时间的酶活力变化曲线图] 可
以看出!该菌株培养1!.!=为酶活力高峰时期!其
中.$=时是产酶活力最大值!达到3.].D&TJ"随
后酶活力逐渐下降"

DCECD!培养温度对产酶的影响!图3为678"菌

株在#/’3!’"$’"">培养.$=的酶活力变化的曲
线图"可以看出!该菌株产酶的最适温度在"$>
左右!酶活力达到"3]"D&TJ"

DCECE!?@值对产酶的影响!图%为678"菌株在

?@值为3]"’"]"’%]"’/]"’1]"’2]"的培养基培养

.$=的酶活力变化的曲线图"可以看出!该菌株产
酶的最适?@值在偏酸性的条件%"]"!%]"#时!酶
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活力达到3%D!TJ"

图E!培养时间对产酶的影响

)-2JE!K1..((.,0"(,#’0#$.0-9."%01..%L39.&,0-M-3

图F!培养温度对产酶的影响

)-2JF!K1..((.,0"(,#’0#$.0.9:.$&0#$."%01..%L39.

&,0-M-3

图<!:N值对产酶的影响

)-2J<!O((.,0"(,#’0#$.:N"%01..%L39.&,0-M-03

E!结!论

近年来#细菌产纤维素酶的研究报道较多#齐
云等$%%从堆肥中筛选到耐高温单孢菌和芽孢杆菌#
熊鹏钧等$/%从深海样品中分离到一株具有内切葡

聚糖酶活力的细菌:e##黎海彬等$2%筛选及诱变得
到一株高产纤维素酶的褐色高温单孢菌"目前#这
些菌株在垃圾处理&洗涤工业等生产中都提供较为
广泛的应用前景"
作者从袋装降解的笋干食品中分离出一株具

有分解纤维素的菌株 678""通过形态学观察

678"菌株为革兰氏阳性&杆状#在幼龄时不见芽
孢#经固体培养.!=后形成芽孢#生理生化特征

678"菌株基本符合芽孢杆菌属"进一步应用了

.%79:*;的_4‘鉴定#获得的序列经同源性比较
发现与!"#$%%&’’&()$%$’的同源性高达22<".%7
9:*;_4‘结果与形态学&生理生物特征基本吻
合#确定678"菌株为!"#$%%&’’&()$%$’"
从678"菌株产酶的条件分析#该菌株最适产

酶时间为1!.!=#最适产酶温度为"$>#最适产
酶?@值为"]"!%]"#产酶具有时间较短&有一定
的耐热性&偏酸性环境的特点] 由于678"菌株从
食品中分离#具有一定的天然性#该菌株在食品工
业及作为动物饲料的新型添加剂来提高饲料利用

率等方面具有应用潜力"
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