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一株高环境适应性纤维素降解菌的筛选及鉴定
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＊
,朱大恒 ,高建民 ,杨德梁

(郑州大学 生物工程系 , 河南 郑州 450052)

摘要:从造纸厂废纸浆中分离到一株纤维素降解细菌 CP4 ,在温度为 20 ～ 50 ℃和 pH 为 5 ～ 10的

条件下 ,CP4能够快速生长并分泌纤维素酶 。在 35 ℃和 pH 为9的条件下 ,培养 8h 后CP4开始产

酶 ,培养 3 d后相对酶活为 5.43 mm/d 。为确定 CP4的分类学地位 , PCR扩增后测定其 16S rDNA

基因序列 ,在 GenBank中进行同源性比较 ,并与一些相关细菌构建系统发育树 ,结合其形态特征和

生理生化特征 ,初步鉴定为巨大芽孢杆菌(Baci l lus megaterium)。该菌环境适应能力高 ,在纤维素

类物质污染的治理中具有潜在的应用前景。
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Screening and Identification of A Cellulolytic Bacterium w ith

High Adaptability to Environment
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Abstract:A celluloly tic bacte rium strain CP4 w as isolated f rom w aste pape r pulp of a paper mi ll

in Zhengzhou.It can grow rapidly and produce CMC enzyme on CMC media in conditions of pH 5

-10 and temperature 20-50 ℃.CM C enzyme w as produced af ter 8 h culture at pH 8 and 35 ℃,

and the relative activity reached 5.43 m m/d af ter 3 d culture.For confirming the classif icat ion of

CP4 , morphological ,phy siolog ical and biochemical characterizat ion were applied and PCR w as car-

ried out to measure the gene sequence of 16S rDNA .T he 16S rDNA of CP4 w as compared wi th

tho se in GenBank and the phylog enetic t ree w as const ructed w i th related bacteria.Based on the a-

bove re sults , the st rain CP4 w as identif ied as Baci l lus megaterium .Due to high adaptability to en-

vi ronm ent ,CP4 w ill have a great potent ial to be applied in contro lling the po llution of cellulosic

material.
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　　纤维素是一种可再生资源 ,地球上每年光合作

用产生大于 100亿 t 的植物干物质 ,其中一半以上

是纤维素和半纤维素
[ 1]
。城市固体废弃物中也含有

大量的纤维素成分 ,纤维素类物质难于降解 ,利用微

生物的酶解作用 ,解决环境污染问题 ,甚至转化为能

源已经成为当前研究的重点。目前已经分离了大量

纤维素降解菌[ 2 , 3] 。环境条件复杂多变 ,许多纤维

素降解菌生长缓慢 ,很难用于环境的生物治理中 ,因

此筛选有效适应环境且分解效率高的纤维素降解菌

并应用于环境污染的治理 ,具有重要意义 。笔者从

郑州市某造纸厂的废纸浆中筛选和鉴定一株环境适

应性较高的纤维素降解菌 ,并对其生理生化特性 ,以
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及其对营养 、温度和 pH 等环境因子的适应性进行

了初步研究。

1　材料和方法

1.1　样品采集

从郑州市某造纸厂的废纸浆中采集样品作为分

离纤维素降解菌的材料。

1.2　试剂与培养基

Taq DNA 聚合酶 、胶回收试剂盒 、PCR克隆载

体 pM D18-T 购于 Takara 生物工程有限公司;感

受态细胞大肠杆菌 JM 109 由郑州大学生物工程系

保存 。纤维素降解菌的筛选参考文献[ 4]报道的羧

甲基纤维素钠(CM C -Na)刚果红培养基(简称

CM C培养基),略有改变 ,成分如下:K2 H PO 40.5 g ,

MgSO 4 0.25 g ,CMC-Na 2 g ,刚果红 0.2 g ,蛋白胨

2g ,酵母膏 1 g ,pH 自然 ,水 1 L ,固体培养基中琼脂

含量为 1.2%。

1.3　纤维素降解菌的筛选

取 5 mL 采集样品溶于 45 m L 无菌生理盐水

中 ,充分振荡 30min ,取 0.2 m L 样品涂布于 CMC

平板培养基上 , 30 ℃恒温培养。平板培养 2 ～ 3 d

后 ,挑取周围出现透明圈的菌落于 CMC 培养基上

继续划线培养 ,选取透明圈直径较大的菌落进行染

色 ,于 Nikon E-600微分干涉显微镜下观察菌体形

态 , 用 Nikon Type950 数码相机成像系统拍摄

照片 。

1.4　温度和初始 pH 对分离菌株产酶的影响

将分离菌株涂布于 CM C 平板上分别于 20℃,

25 ℃, 30 ℃, 35℃, 40 ℃, 45 ℃, 50 ℃条件下培养

3d ,测透明圈和菌落直径 ,并计算 CMC 酶相对活性

A=d/ t ,其中:A 为相对活性(mm/d);d 为透明圈

直径(mm);t为培养时间(d)[ 2] 。分离菌株涂布于

初始 pH 值分别为 4 ～ 10的 CMC 平板上 ,于 35 ℃

条件下培养 3d ,测量并观察透明圈的大小变化 ,计

算 CM C 酶的相对活性 ,结果取 5个菌落的平均值 。

1.5　分离菌株生理生化特征的检测

生理生化特征的检测参照《常见细菌系统鉴定

手册》方法进行
[ 5]
。

1.6　16S rDNA 序列的 PC R扩增及系统进化树的

构建

提取分离菌株基因组 DNA 作为 PCR反应模

板
[ 6]
,采用细菌 16S rDNA 的通用引物进行 PCR扩

增 ,其中正向引物 1 BSF8:5′-AGAG TT TGATC-

C TGGCTCAG -3′(E.coli 的 16S rDNA 对应位置

为 8 ～ 27),反向引物 2 BSR1541:5′-AAGGAG-

GTGATCCAGCCGCA -3′(E.col i 的 16S rDNA

对应位置为 1541 ～ 1522)。PCR反应体系(25μL):

DNA 模板 1μL , 10×Buffer 2.5μL ,引物各 1μL ,

Taq酶 0.2μL , dN TP 1.5μL , ddH2 O 17.8μL ;扩增

程序为:95℃预变性 3m in , 然后进入 PC R循环 ,

94 ℃变性 30 s ,52 ℃退火 30 s ,72℃延伸 90 s ,共 35

个循环 ,最后 72℃延伸 6 min。PC R产物电泳检测

并切胶回收纯化 ,纯化产物与克隆载体 pM D18-T

于 4 ℃过夜连接 ,热冲击法转化大肠杆菌 JM109感

受态细胞 ,获取阳性转化子进行测序 。扩增引物的

合成和 16S rDNA 序列的测定均由上海生工生物技

术服务有限公司进行 。测序结果在 GenBank 中进

行同源性比较 ,选取 GenBank中同源性较高的细菌

16S rDNA 序列 ,采用 Clustal W1.8软件进行多序

列匹配排列 ,用 M EGA 3.1软件采用邻接法构建分

支系统进化树 ,并通过自举分析进行置信度检测 ,自

举数据集为 1 000次 。

2　结果与分析

2.1　菌株的分离及其培养特征

采集样品进行处理 ,采用 CMC 培养基进行培

养 ,从 2006年 5月份采集于郑州市某造纸厂的废纸

浆样品中筛选出一株菌落生长快 ,透明圈比较大的

菌株 ,编号为 CP4 ,CP4在CMC 平板上培养20h ,结

果如图 1(A);在 LB 平板上培养 20 h 后 ,菌落白色

表面湿润 ,边缘光滑 ,菌体呈杆状 ,两端顿圆 ,中生芽

孢 ,其显微图片如图 1(B)。

A.菌株 CP4的 CMC 平板观察(20 h);B.菌株 CP4光学显微观察

(1 600×)

图 1　CP4 的 CMC平板照片和菌体显微观察

2.2　培养温度对菌株产酶的影响

菌株 CP4可在较大温度范围内生长 ,将 CP4接

种于 CM C 平板上 ,在不同的温度下培养 3 d 后观
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察 ,发现 CP4可在 15 ～ 55 ℃范围内生长 ,在 30 ～

40 ℃时生长良好 ,在 35 ℃时菌落直径最大 ,同时透

明圈直径也最大 ,表明 35 ℃最适合 CP4产酶 ,结果

见表 1。当温度在 15 ℃以下和 55℃以上时 , CP4能

够缓慢生长 ,菌落如针尖状 ,周围无透明圈 ,结果表

明 ,CP4是一株嗜温菌(mesophilic bacteria),最适

生长温度范围比较大 。

表 1　不同培养温度下的菌落直径 、透明圈直径和相对酶活

项目
培养温度(℃)

20 25 30 35 40 45 50

菌落直径(mm) 1.8 3.5 5.1 6.3 4.6 2.5 1.0

透明圈直径(mm) 3.5 6.5 9.6 16.3 10.2 3.2 1.5

相对酶活(mm/ d) 1.17 2.17 3.20 5.43 3.40 1.07 0.50

2.3　pH 对菌株产酶的影响

在 35 ℃条件下研究不同初始 pH 对 CP4 生长

和产酶影响 ,结果如图2 。在测试的 pH 为 5 ～ 10范

围内 ,CP4 能够生长并产酶 , 其中当 pH 为 8 ～ 10

时 ,CM C 酶相对活性较高 ,最高达 5.43 m m/d;当

pH 小于 5或者大于 10 时 , CP4 虽能微弱生长 ,但

不能产酶 。结果表明 , CP4能够在较大的 pH 范围

内生长 ,并且能够耐受碱性环境 ,在碱性条件下 ,产

酶能力也比较高 ,这与耐碱细菌的生长特性相一致 。

试验过程中也发现 ,在 35 ℃和 pH 为 9时 ,透明圈

在培养 8h 时出现 ,这说明 CP4产酶时间早 。

图 2　不同 pH条件下 CMC酶的相对活性

2.4　菌株生理生化特性鉴定

参考《常见细菌系统鉴定手册》对菌株 CP4 的

生理生化特性进行测定 ,结果见表 2。从表 2 可以

看出 ,CP4可发酵利用多种碳源和氮源 ,这说明 CP4

碳源谱和氮源谱是比较广泛的 ,碳源谱和氮源谱广

泛的菌株对环境的适应性是比较高的。

2.5　菌株 16S rDNA序列的 PCR扩增及序列测定

采用细菌的一对通用引物 ,以菌株 CP4 的总

DNA 为模板扩增出 1500 bp 左右的 16S rDNA 片

断 ,切胶回收并纯化 ,纯化 PC R产物克隆到载体

pM D18-T上 ,转化大肠杆菌感受态细胞JM 109 ,

表 2　菌株 CP4 的生理生化特性

检测项目 结果

革兰氏染色 +

芽孢染色 +

氧化酶 +

接触酶 +

卵磷脂酶 -

乳糖发酵 (+)

柠檬酸盐利用 +

丙酸盐利用 -

酪氨酸利用 +

甘露醇产酸 +

硝酸盐还原 +

检测项目 结果

生长温度(℃) 15～ 55

最适 pH 8～ 10

酪素水解 +

明胶水解 +

淀粉水解 +

V-P试验 -

吲哚试验 +

木糖产酸 (+)

葡萄糖产酸 +

葡萄糖产气 -

阿拉伯糖产酸 -

　注:+阳性反应;-阴性反应;(+)迟缓阳性

获取阳性克隆子进行测序 ,获得 CP4的 16S rDNA

部分基因序列 ,共 856 bp ,该序列已经登录到 Gen-

Bank ,登录号为 EF010982。

2.6　菌株 16S rDNA 序列相似性比较及系统发育

分析

将菌株 CP4 的 16S rDNA 部分基因序列在

GenBank中以 BLAS T 进行序列同源性比较 ,结果

表明 ,CP4与芽孢杆菌属的多个菌株具有同源性 ,同

源性达 99%以上 ,选取同源性较高的 11 株细菌 ,以

一株荧光假单胞菌为外群 ,构建系统发育树 ,结果如

图 3。CP4与一株芽孢杆菌和巨大芽孢杆菌的进化

关系比较近 ,综合其形态特征和生理生化特性 ,初步

把 CP4鉴定为巨大芽孢杆菌(Baci l lus megaterium

CP4)。

　　　图 3　基于 16S rDNA序列相似性的系统发育树

　　　　　　(括号内为序列登录号)

3　结论

菌株 CP4是一株巨大芽孢杆菌 ,能够在较大的

温度范围和 pH 范围内生长 ,分解利用多种碳源和

氮源 ,并且产生高活力 CM C 粗酶 ,环境适应能力比
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较高;CP4能够耐受碱性环境 ,在造纸厂的废水处理

中具有潜在的应用价值;CP4 的良好环境适应性和

产酶能力 ,可作为制备高效微生物降解菌群的一个

优良候选菌株;以 CM C 为底物检测的为纤维素酶

系的内切葡聚糖酶组分 ,为在实践中有效应用 CP4 ,

还需对 CP4纤维素酶组成及液体固体发酵条件做

进一步的研究。
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(上接第 42 页)　正相关 ,但与倒伏指数亦呈正相

关 ,且相关性很强 ,这是一对矛盾 ,说明单从粗纤维

等某一方面对倒伏难以作出恰当评价。本研究试图

探讨不同抗倒性品种的主茎理化特性之间的差异及

其与倒伏的直接相关性 ,由于倒伏问题比较复杂 ,没

有找出直接的显著相关结果 ,要简捷地评价油菜的

倒伏性 ,要从理化 、农艺和显微结构等多方面加强综

合研究 ,方可达到比较理想的研究结果 。
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