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白蚁栖息环境中蜡状芽孢杆菌的分离及其 
纤维素酶活性分析 
吴燕  侯信锋  迟绍丽  倪金凤* 

(山东大学 微生物技术国家重点实验室  山东 济南  250100) 

 
 

摘  要: 【目的】了解白蚁栖息环境中有无降解纤维素的微生物。【方法】以羧甲基纤维

素钠为唯一碳源, 利用刚果红染色, 根据透明圈大小进行筛选。通过显微形态、革兰氏染

色及 16S rRNA 基因序列分析对菌株进行鉴定。DNS 法测定菌株产纤维素酶与生长周期

的关系 , 并进一步分析纤维素酶性质。【结果】从台湾乳白蚁(Coptotermes formosanus 
Shiraki)栖息环境中筛选到一株具有较高纤维素酶活性, 革兰氏阳性菌株 TT15, 16S rDNA
序列分析鉴定为蜡状芽孢杆菌(Bacillus cereus Gd2T)。菌株培养前 12 h 没有纤维素酶活性, 
随着培养时间的增加, 纤维素酶活性逐渐增大; 当生长达到稳定期(48 h), 酶活性达到最

大并保持稳定。菌株 TT15 纤维素酶活性的最适 pH 和最适反应温度分别为 5.0 和 50 °C。

【结论】从白蚁栖息环境中分离到一株具有较高纤维素酶活的蜡状芽孢杆菌 TT15, 可作

为产细菌纤维素酶的优良菌株。 
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Isolation and characterization of a Bacillus cereus strain with 
cellulose-degradation activity from a termite-inhabiting soil 

WU Yan  HOU Xin-Feng  CHI Shao-Li  NI Jin-Feng* 
(State Key Laboratory of Microbial Technology, Shandong University, Jinan, Shandong 250100, China) 

Abstract: [Objective] The study aims to determine whether the termite-inhabiting soil harbors 
cellulose-degradation bacteria. [Methods] Using a selective medium supplemented with so-
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dium carboxymethyl cellulose (CMC-Na) as the sole carbon source and the Congo red activity 
staining method, we have isolated a cellulose-degradation strain. Microscope morphology, 
Gram-staining, and 16S rRNA gene sequencing analyses were utilized to characterize the iso-
lated strain. Enzyme activity and properties were assayed by the DNS method. [Results] A 
Gram-positive strain (named as TT15) with high cellulase activity was obtained from a Cop-
totermes formosanus-inhabiting soil. Based on the 16S rDNA analysis, TT15 was identified to 
be a strain of Bacillus cereus Gd2T. The cellulase activity was not detected in the first 12 h of 
continuous culture, but afterwards, the enzyme activity was detected and increased with cul-
ture time. The activity reached the maximum level at the early stationary phase of growth (48 
h) and remained stable later on. The optimum pH and temperature were 5.0 and 50 °C, respec-
tively. [Conclusion] We have isolated a B. cereus Gd2T strain TT15 with high cellulase activ-
ity from a C. formosanus-inhabiting soil. The strain might be used for biomass conversion 
biotechnology.   

Keywords: Termite, Inhabiting soil, Cellulase activity, Bacillus cereus 

地球上每年光合作用可产生大于 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]。以纤维素为主的生物质资源是地球上

含量最多的可再生资源, 利用纤维素酶降解生

物质产生葡萄糖 , 进而发酵生产乙醇 , 对于解

决人类能源紧缺问题, 减少人类对化石能源的

依赖与环境污染, 具有重大意义和广阔的应用

前景。 

已知产纤维素酶的生物很多, 如细菌、放线

菌、真菌等微生物及白蚁、蜗牛等动物。白蚁是

热带和亚热带地区木质纤维素的重要分解者[2]。

研究表明, 低等白蚁能高效降解纤维素主要依赖

于其双重纤维素降解机制——即白蚁自身产生的

内源性纤维素酶和共生微生物来源的纤维素

酶[3−4]。白蚁后肠有 300 多种共生微生物[5], 包括

原生动物、细菌、古菌等[6−7]。目前从白蚁分离到

的具有纤维素酶活的细菌有芽孢杆菌(Bacillus)[8]、

螺旋菌(Spirochaeta)[9]、链霉菌(Streptomyces)[10]、

葡萄球菌(Streptococcus)[11−12]和贪噬菌[13]等。台湾

乳白蚁(Coptotermes formosanu Shiraki)在我国分

布广泛, 是社会危害性最大的低等白蚁之一, 它

生存适应能力强, 室内比较容易饲养。本文报道

以饲养的台湾乳白蚁环境土壤为材料, 通过常规

筛选方法, 获得一株产胞外纤维素酶的蜡状芽孢

杆菌 Bacillus cereus TT15。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  样品: 台湾乳白蚁取自青岛白蚁研究所, 

室内培养于含有木头、土壤的塑料盒中。 

1.1.2  培养基及主要试剂: CMC 富集培养基: 

KH2PO4 0.2%, MgSO4 0.015%, KNO3 0.1%, 羧甲

基纤维素钠(CMC) 1%。选择培养基: 牛肉浸膏

0.15%, 蛋白 胨 0.5%, 羧 甲 基 纤维 素 钠 0.1%, 

NaCl 0.5%, 琼脂 1.5%。产酶培养采用 LB 培养基

(蛋白胨 1%, 酵母粉 0.5%, NaCl 1%)。3,5-二硝基

水扬酸(DNS)试剂配制见参考文献[14]。细菌基因

组提取试剂盒采用 OMEGA 公司产品, Taq 酶购

自 TRANS 公司, 引物合成及 PCR 产物测序由上

海博尚生物科技公司完成。 

1.1.3  主要仪器: Eppendorf 离心机, TaKaRa PCR

仪, OLYMPUS 显微镜, 博日公司的恒温金属浴, 

尤尼柯上海仪器有限公司的 2802H-UV/VIS 分光

光度计。 
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1.2  样品处理与菌株的分离纯化 
1.2.1  样品处理与富集培养: 称取饲养白蚁盒中

土壤样品 0.05 g 于灭菌后的 1.5 mL 离心管中进行

研磨, 磨成粉末状后加入 CMC 富集培养基 1 mL
振荡混匀。转接 450 μL 土壤混浊液到无菌玻璃

试管中, 加入 4.5 mL CMC 富集培养基于 37 °C、

150 r/min 条件下培养。同时转接 450 μL 土壤混

浊液, 同样处理方法于 30 °C、150 r/min 条件下

培养。37 °C 培养 1 d 后, 按 2%的接种量转接入

含有 5 mL 新的 CMC 富集培养基的试管中, 置于

37 °C、150 r/min 摇床中进行第二次富集培养。

30 °C 条件下的样品培养 3 d 后进行相同转接处理。 

1.2.2  选择培养与菌落筛选: (1) 第二次富集培

养的样品在 37 °C 液体培养 1 d 后, 将培养液稀释

104和 105倍, 涂布于选择培养基平板上, 于 37 °C

生化培养箱中培养, 1 d 后用牙签挑取单菌落, 转

接到新的选择平板上继续在 37 °C 培养 1 d。通过

刚果红活性染色, 根据透明水解圈有无及大小来

挑选菌落。(2) 第二次富集培养在 30 °C 的样品

液体培养 3 d 后, 将培养液稀释 105 和 106 倍, 然

后涂布于选择培养基平板上 30 °C 培养 2 d。用牙

签挑取单菌落再接种于选择平板 30 °C 培养 2 d, 

进行刚果红染色。(3) 刚果红染色: 70%乙醇洗去

菌落, 用 0.1%的刚果红溶液染色 30 min, 然后用

1 mol/L NaCl 脱色 30 min。(4) 将产生水解圈的

菌落进行划线分离, 得到的单菌落再次进行牙签

点种和刚果红染色。挑取水解圈较大的菌落, 进

行第二次划线分离, 并进行牙签点种和刚果红染

色, 观察水解圈的大小, 直至得到稳定降解纤维

素的纯克隆。 

1.3  鉴定 
1.3.1  革兰氏染色与镜检: 革兰氏染色方法参见

参考文献[15]。 

1.3.2  16S rRNA 基因序列分析: 用试剂盒规定

方法提取基因组 DNA。以基因组 DNA 为模板, 通

过 PCR 反应扩增 16S rRNA 基因。引物: 27f 
(5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′), 1492r 
(5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′)。PCR 反应条

件: 94 °C 5 min; 94 °C 40 s, 52 °C 1 min, 72 °C 
90 s, 共 30 个循环; 72 °C 5 min。PCR 产物通过 1%

琼脂糖凝胶电泳检测。序列测序验证后提交到

GenBank 数据库, 用 BLAST 进行相似性比较。 

1.4  菌株 TT15 生长曲线与产酶性质测定 
1.4.1  液体培养: 将菌株 TT15 接种到含 5 mL LB

液体培养基的试管中, 30 °C、150 r/min 培养约

16 h。按 1%的接种量转接到含有 100 mL LB 液

体培养基的三角瓶中。30 °C、150 r/min 摇床培

养, 分别于 8、12、16、20、24、36、48、60 h

取菌液, 做相应稀释, 测 OD600, 绘制生长曲线。 

1.4.2  菌株 TT15 纤维素酶活测定: (1) 酶液提

取: 用 1.4.1 中的培养菌液, 在培养时间为 8、12、

16、20、24、36、48、60、72、84、96、108、

120 h 时取 500 μL 菌液, 经 4 °C、12 000 r/min 离

心 10 min, 收集上清液即为粗酶液, 用以测定酶

活性(粗酶液可暂时保存在−20 °C, 最后一起测酶

活)。(2) DNS 法测定纤维素酶活: 以 1% CMC 

(0.1 mol/L、pH 5.0 的 HAc/NaAc 缓冲液溶解)为底

物, 取 200 μL 底物与 50 μL 粗酶液, 充分混合

后在 50 °C 恒温条件下反应 30 min。反应结束后

加 100 μL DNS 溶液, 沸水浴反应 5 min, 立即在

冰水混合物中冷却, 补加蒸馏水 650 μL 使反应体

系为 1 mL, OD520测定吸光值, 做 3 个平行。(3) 对

照: 先加 200 μL 1% CMC 底物于 1.5 mL EP 管中, 

再加 100 μL DNS 溶液, 然后加 50 μL 酶液, 沸水

浴反应 5 min 后, 于冰水混合物中冷却, 补加蒸

馏水 650 μL, OD520 测定吸光值。(4) 酶活性定义: 

一个酶活力单位(Unit)定义为 pH 5.0、50 °C 条件

下每小时产生 1 μmol 还原糖的酶量。 

1.5  菌株 TT15 纤维素酶最适反应条件的确定 
按照 1.4 所述培养方法, 收集培养 2 d 后的上
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清液, 用于最适反应条件的确定。 
1.5.1  最适 pH 的确定: 用 0.1 mol/L HAc/NaAc

配制 pH 分别为 4.0、4.5、5.0、5.5 和 6.0 含有 1% 

CMC 的缓冲液, 用 0.1 mol/L Tris-HCl 配制含有

1% CMC、pH 为 7.0 的缓冲液。酶活性测定方法

同上, 于 50 °C、不同 pH 值下测定纤维素酶活性, 

每次做 3 组平行。 

1.5.2  最适反应温度的确定: 按上述酶活性测定

步骤, 分别在 30 °C、40 °C、50 °C、60 °C、70 °C

温度下反应 30 min, OD520 测吸光度, 每次做 3 组

平行。 

2  结果 

2.1  富集和分离纯化结果 
37 °C 培养时共点种 163 个克隆, 其中 A65

观察到水解圈。但对其(包括其周围的菌落)进行

再次点种和染色后, 未观察到水解圈。 

30 °C 培养时共点种 100 个克隆。其中 B15

有较大水解圈, 直径略小于 2 cm。对 B15 进行划

线分离, 挑取单菌落再进行点种, 30 °C 培养 1 d 后

刚果红染色, 得到的水解圈直径介于 0.8 cm−1 cm。

挑选透明圈较大的菌落进行第二次行划线分离, 

牙签挑取单菌落进行点种, 30 °C 培养 1 d 后刚

果红染色。得到大小较为均一的水解圈, 约为

0.8 cm−1 cm (图 1), 通过两次分离纯化, 得到了 

 
图 1  菌株 TT15 第二次划线分离后刚果红染色 
Fig. 1  Congo red staining of strain TT15 

纤维素降解活性比较稳定的纯菌株, 将所得菌株

命名为 TT15。 

2.2  菌株 TT15 的分类鉴定 
2.2.1  生长、形态及革兰氏染色: 菌株 TT15 菌

落呈白色, 圆形, 边缘有锯齿, 点种在选择平板

上 30 °C 培养 1 d 后直径约为 3 mm。TT15 细胞

呈杆状 , 革兰氏染色阳性。实验证明 , 该菌在

37 °C 的选择平板上也生长良好。 

2.2.2  16S rRNA 基因序列分析: 通过 PCR 扩增

菌株 TT15 的 16S rRNA 基因, 得到约 1.5 kb 的片

段。序列分析与 BLAST 比对结果表明, 该序列与

蜡状芽孢杆菌(Bacillus cereus)的 16S rRNA 基因

序列相似度达 100%, 确定菌株 TT15 为蜡状芽孢

杆 菌 , 命 名 为 Bacillus cereus TT15 。 该 序 列

GenBank 登录号为 HQ284031。 

2.3  菌株 TT15 生长与产酶关系 
从菌株 TT15 的生长与产酶关系曲线可看出

(图 2), 菌株 TT51 的生长符合一般的细菌生长规

律。经过调整期后, TT15 呈现指数生长特点; 培

养 24 h 后, 生长达到稳定期; 60 h 时, 生长进入衰

退期。产酶特点: 前 12 h 没有纤维素酶活, 16 h

时测到酶活, 随着培养时间的延长, 酶活逐渐增

加, 48 h 时酶活基本达到最大值并趋于稳定, 培

养到 180 h, 酶活保持稳定, 没有下降。 

2.4  菌株 TT15 纤维素酶最适反应条件 
2.4.1  最适pH: 如图 3 所示, TT15 产生的纤维素

酶在不同 pH 条件下的酶活性特点为: 当 pH<5.0

时, 随着 pH 值的增加, 酶活增加; 在 pH 为 5.0

时, 酶活最大; 当 pH>5.0 时, 纤维素酶活随着 pH

的增加而下降。纤维素酶的最适 pH 为 5.0。由于

在确定最适 pH 时, 测定了 pH 为 4.0、4.5、5.0、

5.5、6.0、7.0 下的酶活, 而标准曲线是在 pH 5.0

的条件下测定的, 并不适合用于计算各个 pH 下

的酶活大小, 所以最适 pH 的酶活采用 OD520 吸光

度值表示。 



642 微生物学通报 2012, Vol.39, No.5 

  

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 
图 2  菌株 TT15 产纤维素酶与生长关系曲线 

Fig. 2  Cell growth and cellulase activity in strain TT15 
 
 

 

图 3  TT15 纤维素酶活与最适 pH 
Fig. 3  The effect of pH on cellulase activity of TT15 

 
2.4.2  最适反应温度: 如图 4 所示, 从 30 °C 到

50 °C, TT15 纤维素酶活性随着温度升高而增加, 

最高酶活性达到 10.36±0.93 U/mL。最适反应温度 

 

图 4  TT15 纤维素酶活与最适反应温度 
Fig. 4  The effect of temperature on cellulase activity of 
TT51 
 
为 50 °C, 当温度高于于 50 °C, 纤维素酶活性随

着温度升高而下降, 在 70 °C 时酶活性下降到最

高值的一半以下。 
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3  讨论 

本文首次报道从室内培养的台湾乳白蚁环

境土壤中获得一株产胞外纤维素酶的蜡状芽孢

杆菌 TT15。蜡状芽孢杆菌隶属于厚壁菌门, 芽孢

杆菌属, 在自然界分布广泛, 常存在于土壤、灰

尘、污水和动物肠道中。产纤维素酶的蜡状芽孢

杆菌报道很少, 用 Bacillus cereus 和 Cellulase 两

个关键词在 NCBI PubMed 上检索, 找到 4 篇文

献, 相关文献仅两篇, 一篇是从花茎堆肥中分离

到降解纤维素的蜡状芽孢杆菌 [16], 另一篇是从

一种散白蚁肠道获得降解纤维素的蜡状芽孢杆

菌[17]。目前尚无从台湾乳白蚁肠道获得蜡状芽孢

杆菌的报道, 我们前期初步实验也未从台湾乳

白蚁肠道中获得该菌, 但宏基因组等研究证明

高等白蚁和低等白蚁后肠内广泛存在厚壁菌门

微生物[5,18], 因而不排除台湾乳白蚁肠道中存在

蜡状芽孢杆菌, 白蚁后肠中许多微生物参与木

质纤维素降解, 从白蚁生活土壤中分离到的具

有纤维素酶活性菌株可能是由白蚁肠道代谢物

排出的。 

由于蜡状芽孢杆菌 TT15 是从含有羧甲基纤

维素钠的培养基上筛选获得的, 因而文中纤维素

酶活性主要指的是内切葡聚糖苷酶活性, 我们也

分析了滤纸酶活, 但没有测到。TT15 菌分泌的胞

外纤维素酶活性最高达 10.36±0.93 U/mL, 最适

反应温度和 pH 分别为 50 °C 和 5.0。因为培养基、

培养条件及其酶活性测定方法等不同, TT15 菌胞

外酶活与报道的两种蜡状芽孢杆菌酶活性无法

进行对比。另外所得到的数据都是在小规模培养

条件下(100 mL 培养基)得到的, 如果改变培养基

组分, 培养条件最适化, 酶活性还能提高。本研

究分离的具有较高纤维素酶活的 TT15 菌可作为

今后深入研究的优良菌株, 也为生物质资源转化

应用提供了潜在的酶资源。 
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