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摘  要：【背景】纤维素是一种有待开发利用的生物质资源，对于能源危机、环境污染问题的解决

具有重要作用。【目的】从牛粪堆肥中分离出产纤维素酶的细菌，研究该菌株的纤维素降解能力。

【方法】采用纤维素固体平板刚果红染色法进行初筛、液体发酵纤维素酶活测定法进行复筛。【结

果】筛选获得一株具有高产纤维素酶活性的解淀粉芽孢杆菌(Bacillus amyloliquefaciens)，命名为

N5。单因素分析试验结果显示，菌株 N5 具有较好的 pH、温度和盐度耐受性，正交优化试验结果

表明，菌株 N5 产纤维素酶的最佳条件为：发酵初始 pH 5.0，发酵时间 96 h，发酵温度 40 ℃。在

此条件下，羧甲基纤维素(carboxymethyl cellulose, CMC)酶活为 189.27 U/mL。此外，菌株 N5 能够

在 7 d 内使水稻秸秆减重率达到 19.35%。扫描电镜结果表明菌株 N5 能够有效促进水稻秸秆降解。

【结论】菌株 N5 具有较高的纤维素酶活力，具有开发成高效好氧堆肥菌剂的潜质，这为固体废弃

物中纤维素的生物转化提供了优质菌种资源。 
关键词：纤维素降解；解淀粉芽孢杆菌；产酶条件；秸秆降解  
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Abstract: [Background] Cellulose is a biomass resource to be developed and utilized, which is 
important for solving energy crisis and environmental pollution. [Objective] To isolate 
cellulase-producing bacteria from cow manure compost and investigate their cellulose 
degradation ability. [Methods] The cellulose solid plate Congo red staining method was used 
for preliminary screening, followed by liquid fermentation and cellulase activity measurement 
for secondary screening. [Results] A bacterium with high cellulase activity was isolated and 
identified as Bacillus amyloliquefaciens strain N5. Single-factor analysis experiments 
demonstrated that strain N5 exhibited good tolerance to pH, temperature, and salinity. 
Orthogonal optimization experiments revealed that the optimal conditions for cellulase 
production by strain N5 were an initial fermentation pH of 5.0, fermentation time of 96 hours, 
and fermentation temperature of 40 ℃. Under these conditions, the enzyme activity reached 
189.27 U/mL. Furthermore, strain N5 achieved a 19.35% reduction in weight of rice straw 
within 7 days, indicating its effective promotion of rice straw degradation. Scanning electron 
microscopy results confirmed the ability of strain N5 to facilitate rice straw decomposition. 
[Conclusion] Strain N5 exhibits high cellulase activity and holds potential for developing 
efficient aerobic composting agents. It provides a valuable bacterial resource for the biological 
transformation of cellulose in solid waste. 
Keywords: cellulose degradation; Bacillus amyloliquefaciens; enzyme production conditions; 
straw degradation 
 

纤维素(C6H10O5)n 是一种由葡萄糖组成的

天然多聚糖[1]，广泛存在于自然界中，主要以

农业废弃物形式存在，包括农作物秸秆、蔬菜

和甘蔗渣等[2-4]。纤维素是一种优质的生物质资

源，可以用于生产液体燃料及其他高值化学品[5]。

农业废弃物的处理处置方式主要是焚烧及填埋

等，这容易造成纤维素资源的浪费[6-7]。纤维素

在常温环境下比较稳定，纤维素复杂的结构和

抗物理、化学或生物降解的能力使纤维素的降

解成为研究的热点[8-9]。有研究表明，采用机械

粉碎[10]、超声波处理[11]或酸碱处理[12]等物理化

学法能够对纤维素的降解有一定效果，但在处

理成本及环境保护方面存在一定局限性[13-14]。

有研究利用蚯蚓对菇渣纤维素进行降解，但是
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降解过程耗时长，原材料需要调配碳氮比[15]。

自然界中的纤维素能够在多种微生物的协同作

用下发生降解，降解作用主要来源于微生物分

泌的纤维素降解酶，利用微生物降解纤维素具

有环保、高效及成本低等优势[16-18]。因此，筛

选能够产纤维素降解酶的微生物，用于处理纤

维素是一种行之有效的方法[19]。 

目前的研究已筛选分离得到许多可降解纤

维素的细菌、真菌和放线菌[1,20]，其中真菌产纤

维素酶的能力很强[21]，而细菌有更强的环境适

应性，具有生长更快且能够产生特异性更高的

多酶复合物等优点。近几年的研究中，孟建宇

等[22]通过对大兴安岭森林土壤进行筛选，获得

了两株能够产纤维素酶的真菌，两株真菌的羧甲

基纤维素(carboxymethyl cellulose, CMC)酶活性

分别达到 103.89 U/mL 和 158.36 U/mL。江高飞

等[23]研究获得了具有较高热稳定性并且能够有

效降解纤维素的菌株，该菌株在 55–65 ℃和

75 ℃条件下依旧能发挥较高的纤维素降解效

果。吴文韬等[24]分离到一株高效纤维素降解菌

NH11，经鉴定为枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)，

30 ℃发酵 5 d 时，预处理前后玉米秸秆降解率

分别为 14.24%和 24.73%。 

目前的研究中，纤维素降解菌主要以真菌

为主[25-26]，纤维素降解细菌的筛选和研究十分

必要。人们在生产生活中对纤维素的处理需求

不断增加，纤维素降解菌的筛选及应用暂未满

足需求，所以丰富纤维素降解菌资源并对纤维

素降解酶进行深入研究具有重要意义。本研究

以牛粪堆肥为样品，筛选具有纤维素降解作用

的细菌，研究降解菌的产酶特性和秸秆降解效

果，以期为后续农业废弃物纤维素的降解利用

研究提供参考。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  样品来源 

牛粪堆肥样品取自浙江杭州某养殖场，取

样置于冰盒运回实验室，保存于 4 ℃冰箱备用。 
1.1.2  培养基 

LB 液体培养基(g/L)：酵母膏 5.0，蛋白胨

10.0，氯化钠 10.0，pH 7.0。 

CMC 培养基(g/L)：CMC-Na 10.0，K2HPO4 

1.0，NH4NO3 1.0，MgSO4·7H2O 0.2，CaCl2 0.02，

琼脂 15.0，自然 pH。  

滤纸降解培养基 (g/L)： (NH4)2SO4 1.0，

KH2PO4 1.0，MgSO4·7H2O 0.5，酵母膏 0.1，滤

纸条(1 cm×6 cm) 3 条/瓶，自然 pH。 

秸秆培养基：水稻秸秆烘干剪成 3–4 cm 左

右的段状秸秆 2 g，无机盐培养液 100 mL，自

然 pH。 

发酵产酶培养基(g/L)：CMC-Na 10.0，蛋

白胨 10.0，氯化钠 10.0，酵母膏 5.0，自然 pH。 

以上所有培养基均 121 ℃灭菌 30 min。 
1.1.3  主要试剂和仪器 

酵母膏和蛋白胨，OXOID 公司；CMC-Na，

国药集团化学试剂有限公司；3,5-二硝基水杨酸

(3,5-dinitrosalicylic acid, DNS)，上海麦克林生

化科技有限公司；酒石酸钾钠和刚果红，上海

阿拉丁生化科技股份有限公司。 

紫外分光光度计，上海元析仪器有限公司；

电热恒温水浴和恒温振荡培养箱，上海一恒科

学仪器有限公司；高压灭菌锅和无菌操作台，

上海博迅医疗生物仪器股份有限公司；高速离

心机，杭州奥盛仪器有限公司；pH 计，北京赛

多利斯科学仪器有限公司；电子天平，常州奥

豪斯仪器有限公司。 
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1.2  方法 
1.2.1  菌株的分离与纯化 

降解菌株分离[27]：称取 1 g 牛粪堆肥样品

用无菌水进行 10 倍倍比稀释，将一定稀释度的

稀释液涂布于 CMC-Na 培养基平板上，置于

30 ℃恒温培养箱培养 3–4 d。将分离纯化的菌

株以点种法接种于 CMC-Na 培养基上，每株菌

3 个重复，30 ℃恒温培养 48 h 后，倒入 1 mg/mL
刚果红溶液染色 30 min，倒去刚果红溶液，用

1 mol/L 的 NaCl 溶液浸泡 15 min 脱色，通过计

算透明水解圈直径 (D)和菌落直径 (d)的比值

(D/d)来初步判断菌株产酶能力，选取比值大的

菌株进行划线保存[28]。 
1.2.2  滤纸崩解试验 

为进一步验证所获得菌株对纤维素的降解

能力，设置滤纸崩解试验，以不加菌作为空白

对照；分别以 5%接种量接种至滤纸崩解培养基

中，混匀后置于 35 ℃、160 r/min 条件下培养   
7 d，观察滤纸条的断裂程度，从而判断相应菌

株的降解效果，选出较优菌株作为下一步复筛

的目标菌株。 
1.2.3  菌种鉴定 

菌株形态学观察：挑取纯化菌株单菌落在

LB 固体培养基上进行划线，于 35 ℃倒置培养

至平板上长出清晰菌落，观察菌落形态特征，

并挑选生长良好的菌落用于透射电镜观察。挑

取单个菌落，参照东秀珠等《常见细菌系统鉴

定手册》[29]上的方法进行革兰氏染色，显微镜

下观察菌体形态。 
分子生物学鉴定：采用 OMEGA 细菌基因

组提取试剂盒提取菌株的总 DNA，以细菌通用

引物 27F (5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′)
和 1492R (5′-TACGGCACCTTGTTACGACTT-3′)
进行 PCR 扩增。PCR 反应体系(25 μL)：模板

DNA (20 ng/μL) 2 μL，通用引物 27F (10 μmol/L)

和 1492R (10 μmol/L)各 5 μL，Taq 酶(0.05 U/μL) 
0.2 μL，10×Taq 缓冲液(含 Mg2+) 2.5 μL，dNTPs 
(各 2.5 mmol/L) 2 μL，ddH2O 8.3 μL。PCR 反应条

件：94 ℃ 10 min；58 ℃ 30 s，72 ℃ 45 s，30 个

循环；72 ℃ 5 min。PCR 扩增产物经 1%琼脂糖

凝胶电泳检测后送至有康生物工程有限公司进

行测序。将获得的序列通过 BLAST 与 GenBank
中的已知序列进行比对，并利用 MEGA 7.0 软件

对菌株亲缘性相近属种进行分析，采用邻接法

构建系统发育树[30]。 
1.2.4  纤维素酶活的定量测定 

发酵液酶活力测定：将 N5 单菌落接种于

LB 液体培养基中，35 ℃、160 r/min 培养 24 h
后，取 1 mL 菌液接种于 100 mL 的发酵培养基

中，35 ℃、160 r/min 恒温摇床振荡培养 24 h
后，定时取样测定菌株发酵液的酶活力，发酵

液酶活力测定周期为 120 h。 
粗酶液制备[31]：将上述菌株发酵液于 4 ℃、

8 000 r/min 离心 15 min 后，上清液即为粗酶液。 
酶活力的测定：将 1 mL 1%的 CMC-Na 加

入到 25 mL 具塞试管中，加入 1 mL 适当稀释

的粗酶液后摇匀，于 50 ℃下准确反应 30 min 后，

迅速加入 2 mL 的 DNS 试剂，沸水浴反应 5 min，
迅速冷却，用蒸馏水定容到25 mL，在波长540 nm
处测定吸光值，以葡萄糖为标准，计算酶活力

单位。 
酶活力单位定义为：在上述反应条件下，   

1 min 内将底物转化为 1 μg 葡萄糖的酶量定

义为 1 个酶活力单位 (U/mL)，酶活力计算公   
式为 [32-33]： 

酶活力= 1000G N
T V

× ×
×

 

式中：G 为对照葡萄糖标准曲线得到的葡萄糖

浓度(540 nm)；N 为反应体积(mL)；T 为反应时

间(min)；V 为粗酶液的体积(mL)。 
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1.2.5  菌株产酶优化 
初始发酵培养条件为：初始 pH 7.0、温度

35 ℃、转速 160 r/min、装液量 100 mL (250 mL
三角瓶)、接种量 1%。 

单因素试验：在初始发酵培养条件下，选

取发酵时间(0–12 h 内每 2 h 取样，后每 12 h 取

样)、发酵温度(30、35、40、45 和 50 ℃)、接

种量(1%、2%、3%、4%和 5%)、发酵初始 pH
值(4.0、5.0、6.0、7.0、8.0 和 9.0)以及培养基

的 NaCl 浓度(1%、2%、3%、4%和 5%)进行单

因素试验，发酵 72 h 后测定菌株的 CMC 酶活和

细菌生长量(OD600)。每个处理 3 个重复，在最

佳条件下研究各因素对菌株产纤维素酶的影响。 
正交优化试验：依据单因素试验结果，选

择发酵时间、发酵初始 pH 和发酵温度，设计

三因素三水平正交试验，采用 L9(33)正交表。 
1.2.6  秸秆降解试验 

将 N5 菌液按 5% (体积分数)接种至水稻秸

秆段无机盐液体发酵培养基中，并设置空白对

照，35 ℃、160 r/min 液体发酵 7 d。液体发酵

降解结束后，将稻秆降解残余物在 100 目的过

滤网内用大量清水冲洗，除去附着菌体和可溶

性物质，在 105 ℃条件下烘干至恒重，同时称

取秸秆剩余物干重，计算秸秆的减重率[34]。 

秸秆减重率(%)= 0 1

0

( ) 100M M
M
− ×  

式中：M0 为对照组秸秆剩余物干重(g)；M1 为

处理组秸秆剩余物干重(g)。 
1.2.7  水稻秸秆扫描电镜分析 

利用扫描电子显微镜，观察分析经不同处

理之后水稻秸秆的降解特性。试验设置 2 个处

理，空白对照不加菌以及经过菌株 N5 处理的

水稻秸秆。将 N5 菌液按 5% (体积分数)接种至

水稻秸秆无机盐液体发酵培养基中，35 ℃、 
160 r/min 液体发酵 7 d。发酵完成后将培养基

用 500 目尼龙沙过滤，把空白对照和经菌株 N5
处理的水稻秸秆进行风干。送至浙江省农科院

通过切片、固定、冲洗、脱水和置换等环节进

行处理后，用导电胶带将样品粘在扫描电镜样

品台，真空镀金，使用扫描电镜观察水稻秸秆

表面变化。 

2  结果与分析 
2.1  降解菌筛选分离结果 
2.1.1  降解菌初筛结果 

以牛粪堆肥为试验样品，使用刚果红染色

法对初筛获得菌株进行检测(图 1)，获得 5 株具

有产纤维素酶能力的菌株。五株菌的 D/d 在

1.03–4.69 之间，其中 N5 的水解圈最大，D/d
为 4.96。水解圈大小依次为 N5>N3>N1>N2>N4，
表明这些菌株均有一定的产纤维素酶的能力。 

 

 
 
图 1  所筛选菌株在 CMC 培养基上的水解效果 
Figure 1  Hydrolysis effect of selected strains on CMC culture medium.  
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2.1.2  滤纸崩解试验结果 
对 CMC-平板筛到的菌株进行进一步的复

筛，根据滤纸最终降解的程度来筛选优势菌株。

试验结果显示，培养 7 d 后，与空白对照比较

发现，3 株纤维素降解菌具有崩解滤纸的能力，

其中菌株 N5 的崩解效果十分显著，而且仅 3 d
就可以将滤纸条完全崩解。菌株 N3 可将滤纸

条崩解为近似糊状，而菌株 N1 效果稍差，可

将滤纸完全崩解为不定形细碎状，因此选择菌

株 N5 用于接下来的试验(图 2)。 

2.2  菌种鉴定结果 
菌株 N5 在 LB 固体培养基上的菌落呈不规

则圆形，淡黄色不透明，边缘不规则且表面较

粗糙有褶皱，中间隆起(图 3A)。在透射电镜下

对培养 24 h 的单个菌体呈椭圆形杆状，菌体长

度为 1.0–2.4 μm，宽度为 0.6–0.8 μm，单端极生

双鞭毛(图 3B)；培养 72 h 后的菌体产生芽孢，芽

孢椭圆形，中生到端生(图 3C)。在光学显微镜下

放大 100 倍观察发现，菌体细胞呈杆状，两端钝

圆，单个、成对或成串出现，内生芽孢，菌株

N5 革兰氏染色呈阳性(图 3D)。16S rRNA 基因

系统发育树如图 4 所示，结果表明菌株 N5 与解

淀粉芽孢杆菌(Bacillus amyloliquefaciens)为同一

类群，与解淀粉芽孢杆菌(Bacillus amyloliquefaciens)  

 

 
 

图 2  N5 滤纸崩解过程 
Figure 2  N5 filter paper disintegration process.  
 

 
 
图 3  菌株 N5 菌落形态特征观察   A：菌株菌落形态特征图. B：培养 24 h 菌株在透射电镜下的个体形态

图(50 000×). C：培养 72 h 菌株在透射电镜下的形态个体图(50 000×). D：光学显微镜下菌株个体形态

(100×) 
Figure 3  Observation of colony morphological characteristics of strain N5. A: Colony morphological 
characteristics of strain N5. B: Individual morphological characteristics of strain N5 cultured for 24 h under 
transmission electron microscopy (50 000×). C: Individual map of strain morphology cultured for 72 h under 
transmission electron microscopy (50 000×). D: Individual morphology of strain under optical microscope (100×). 
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图 4  菌株 N5 基于 16S rRNA 基因序列构建的系统发育树   扩号中的序号表示该菌在 GenBank 数据

库中的登录号；分支上的数字表示置信度；标尺代表遗传系数 
Figure 4  Phylogenetic tree construction of strain N5 based on 16S rRNA gene sequence. The number in the 
extension represents the accession number of the bacterium in the GenBank database; The number on the 
branch represents the confidence level; The scale represents the genetic coefficient.  
 
strain GKT04 (CP072120.1)亲缘关系最接近(序
列相似性为 99.93%)，结合透射电镜以及菌落形

态将 N5 确定为解淀粉芽孢杆菌。 
2.3  解淀粉芽孢杆菌 N5 产酶条件优化结果 
2.3.1  不同发酵时间对产酶的影响 

菌株 N5 在不同发酵时间的产酶能力如图 5
所示，随着发酵时间从 12 h 延长至 72 h，菌株

N5 的 CMC 酶活性持续升高，在 72 h 酶活达到 

 

 
 
图 5  解淀粉芽孢杆菌 N5 产酶的时间进程 
Figure 5  Temporal course of enzyme production 
by Bacillus amyloliquefaciens N5. 

最大值 132 U/mL；但在 72 h 后，菌株 N5 的

CMC 酶活并未随发酵时间的延长而进一步提

高。结果表明，菌株 N5 的最佳产酶时长为 72 h。 
2.3.2  不同发酵温度对产酶的影响 

微生物酶的生成与培养温度密切相关，选

取最佳发酵时间(72 h)进行不同发酵温度试验。

结果如图 6A 所示，发酵温度的影响较为明显，

温度不仅影响微生物的生长繁殖，同时也会对酶

活性造成一定影响。随着温度的升高，菌株 N5
生长受到严重抑制，当发酵温度为 50 ℃时，菌株

生长的 OD600为 0.43，CMC 酶活为 108.14 U/mL；
在发酵温度为 35 ℃时，CMC 酶活达到最大，

为 154.33 U/mL。结果表明菌株 N5 产酶的最佳

温度为 35 ℃。 
2.3.3  不同接种量对产酶的影响 

接种量不仅能够影响菌株生长周期，而且

关系着实际应用的经济成本。根据上述结果使

用最佳发酵时间(72 h)和发酵温度(35 ℃)进行

不同接种量试验。如图 6B 所示，接种量对菌株

产 CMC 酶活性的影响较小，随着接种量的增

加，CMC 酶活性有一定程度降低。这表明较高 
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图 6  培养温度(A)和接种量(B)对产酶的影响 
Figure 6  Effect of cultivation temperature (A) and inoculation amount (B) on enzyme production. 
 
的接种量可能导致发酵初期菌株之间对营养

物质产生竞争[35]，从而导致菌株 N5 的 CMC
酶活性并未提高，结果表明菌株 N5 发酵最佳

接种量为 1%，此时 CMC 酶活为 169.59 U/mL。 
2.3.4  不同 pH 对发酵产酶的影响 

pH 会对微生物的生长繁殖和产酶活性产

生影响。在不同 pH、发酵时间为 72 h、温度为

35 ℃、接种量为 1%的条件下进行发酵试验，

以考察 pH 对解淀粉芽孢杆菌 N5 产酶的影响。

结果如图 7A 所示，在酸性较强(pH 4.0)条件

下，菌株 N5 的生长情况和 CMC 酶活较差，在

培养至 72 h 时 OD600值和 CMC 酶活分别为 0.46
和 43.31 U/mL；而在 pH 值为 9.0 时，菌株的生

长情况最好，在培养至 72 h 时 OD600 为 2.20；
在 pH 5.0–9.0 范围内，pH 的变化对 CMC 酶活

影响较小；在 pH 5.0 条件下，菌株 N5 产 CMC
酶活性最高，达到 176.74 U/mL。结果表明，菌

株 N5 在 pH 5.0–9.0 范围内具有较高的 CMC 酶

活，最佳产酶 pH 值为 5.0。 
2.3.5  不同盐度对产酶的影响 

纤维素降解环境复杂，探究不同盐度对菌

株产 CMC 酶活的影响，在最佳发酵时间(72 h)、

温度(35 ℃)、接种量(1%)和 pH 值(5.0)条件下进

行不同盐度产酶试验，结果如图 7B 所示，可以

看出，随着培养基中盐度的升高，菌株生长并未

受到严重抑制，但盐度对菌株产 CMC 酶活造成

一定的影响，较高浓度的盐分会增加渗透压，降

低微生物代谢酶的活性。当盐度从 1%提高至 5%
时，酶活性从 186.21 U/mL 降低至 132.11 U/mL，

结果表明，菌株 N5 的最佳产酶条件为 1%的盐

度且具有较好的盐度耐受性，在实际应用中能

够适应如厨余垃圾堆肥等盐度较高的纤维素降

解环境。 
2.3.6  正交试验结果 

通过对菌株 N5 发酵产酶单因素分析，可

知主要影响因素为发酵时间、发酵 pH 以及发

酵温度，即培养基最佳初始 pH 值为 5.0、培养

温度为 35 ℃、培养时间为 72 h。因此，根据单

因素试验结果选择 A 发酵时间(48、72 和 96 h)、
B 初始 pH 值(4.0、5.0 和 6.0)和 C 发酵温度(30、
35 和 40 ℃)设计三因素三水平正交试验。测定

各组合得到的粗酶液 CMC 酶活，结果如表 1
所示。在菌株发酵产 CMC 酶过程中，初始培

养条件的影响顺序为发酵初始 pH (B)>发酵时间 
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图 7  pH (A)和盐度(B)对产酶的影响 
Figure 7  The effect of pH (A) and salinity (B) on enzyme production. 
 
表 1  菌株 N5 产酶优化正交试验表 
Table 1  Orthogonal experimental table of strain N5 enzyme production conditions optimization 
试验号 
Test No. 

因素 Factor CMC 酶活 
CMC enzyme activity (U/mL) A: Time B: pH C: Temperature 

1 1 1 1 54.23 
2 2 2 2 173.36 
3 3 3 3 181.77 
4 1 2 3 175.97 
5 2 3 1 150.17 
6 3 1 2 93.94 
7 1 3 2 134.23 
8 2 1 3 53.65 
9 3 2 1 152.78 
K1 364.43 201.83 357.19  
K2 377.19 502.12 401.54  
K3 428.49 466.17 411.39  
K1 121.48 67.28 119.06  
K2 125.73 167.37 133.85  
K3 142.83 155.39 137.13  
极差 Range 21.35 100.10 18.07  
影响主次 Primary and secondary impact B>A>C  
最优水平 Optimal level A3 B2 C3  
最优组合 Optimal combination A3B2C3  
 
(A)>发酵温度(C)，根据试验结果可知(表 1)，菌

株 N5 产 CMC 酶的最佳条件组合为发酵初始

pH值为 5.0、发酵时间 96 h、发酵温度 40 ℃ (A3、
B2 和 C3)。在此条件下进行 3 次验证试验，得

到实际 CMC 酶活为 189.27 U/mL。正交试验结

果与单因素结果存在一定差异，主要是因为延

长发酵时间对 CMC 酶活性有一定提高；同时较

高的温度主要影响了菌株 N5 的生长，但是对
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菌株 CMC 酶的活性有一定促进作用。 
2.3.7  秸秆降解试验结果 

将菌株 N5 接种至水稻秸秆培养基中，以

不加菌为对照，培养 7 d 后称量水稻秸秆剩余

干重并计算减重率，结果如图 8 所示。在未添

加菌株 N5 的试验中，7 d 后水稻秸秆减重率为

4.05%；在添加降解菌 N5 之后减重率达到了

23.40%，这表明添加降解菌 N5 后能够有效提高

水稻秸秆降解率，达到对水稻秸秆的高效处理。 
2.3.8  水稻秸秆扫描电镜分析 

采用扫描电镜分别对未经处理(图 9A、9B)
和经过菌株 N5 降解处理(图 9C、9D)的水稻秸

秆表面结构进行扫描。图 9B 中所示秸秆电镜中 

 
 
图 8  菌株 N5 对秸秆的降解效果 
Figure 8  Degradation effect of strain N5 on straw. 
 

 
 
图 9  菌株 N5 对水稻秸秆降解的扫描电镜   A：500 倍下未经处理的秸秆. B：4 000 倍下未经处理的

秸秆. C：500 倍下经过 N5 处理的秸秆. D：4 000 倍下经过 N5 处理的秸秆 
Figure 9  Scanning electron microscopy of the degradation of rice straw by strain N5. A: Untreated straw at 
500×. B: Untreated straw at 4 000×. C: Straw treated with N5 at 500×. D: Straw treated with N5 at 4 000×. 
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突出的点为水稻秸秆结构中的硅结构，硅结构

表面存在一层蜡质层，硅结构与蜡质层包裹着

水稻秸秆，是秸秆难以降解的主要原因。与菌

株 N5 处理的秸秆相比，未经处理的秸秆形态

结构规整致密，表面较为光滑且具有良好的完

整性，这是由于秸秆表面硅结构和蜡质层未被

有效破坏。经过菌株 N5 处理 7 d 后，可看到秸

秆表面产生较大不均匀的裂纹和孔隙，这可能

是由于在菌株 N5 的作用下秸秆表面蜡质层脱

落，暴露出硅结构和纤维素，使微生物可以更

好地利用底物，达到对秸秆的降解作用[36]。 

3  讨论 
研究者从自然环境中筛选研究纤维素降解

微生物已有一定的成功经验，其中解淀粉芽孢杆

菌产纤维素酶的研究已有部分成果。国立东等[37]

研究所获得的解淀粉芽孢杆菌产纤维素酶活性

在最适条件(温度 37 ℃，pH 7.0，接种量 6%)下
为 21.14 U/mL；黄颖婕等[38]从牛粪秸秆堆肥中分离

获得的解淀粉芽孢杆菌(Bacillus amyloiquefaciens) 
X7，37 ℃培养 72 h，纤维素酶活为 40.02 U/mL。

本研究筛选获得的一株解淀粉芽孢杆菌 N5 最

适产纤维素酶的条件为温度 40 ℃，pH 5.0，发

酵时间 96 h，酶活最高达到 189.27 U/mL。相

较于其他学者研究获得的解淀粉芽孢杆菌，本

研究获得的菌株 N5 具有更好的产纤维素酶活

性以及较为广泛的环境耐受性。 
在进行微生物产纤维素酶活的优化条件研

究中，温度是影响酶活性的重要因素，当温度

低于酶的最适温度时会降低酶的活性，而当温

度高于酶的最适温度时也会导致酶活性下降甚

至失活。有研究报道从牛粪中筛选获得了一株

低温降解纤维素的假单胞菌 YSX-3，该菌株最

佳产酶条件为培养温度为 9 ℃，CMC 酶活为

130.21 U/mL[39]。本研究获得的菌株 N5 产 CMC

酶活性在温度 35 ℃时最高，为 154.33 U/mL；

并且在 50 ℃条件下，菌株 N5 生长受抑制，CMC
酶活仍达 108.14 U/mL。这可能是由于在一定温

度范围内，温度升高对酶促反应的进行有一定

的促进作用[40]。前人的一项研究显示纤维素酶

的活性随温度升高而增强，但在高于 45 ℃以后

酶活性随温度升高而减弱[41]。上述结果表明，

菌株 N5 产 CMC 酶活具有较好的温度耐受性，

能够用于中高温环境下(如堆肥)纤维素的处理。 
pH 的变化可能会影响酶分子中的氨基酸

侧链的解离，导致酶活性降低甚至失活，同时

pH 也会影响菌株的正常生理活动，从而对酶的

分泌造成影响[42-44]。李美霖等[45]从枯树叶覆盖土

壤中分离的蜡样芽胞杆菌(Bacillus cereus) SKX-1
菌株最适产酶 pH 值为 7.0，酶活为 173.30 U/mL。

李蘅香等[46]从沼气站秸秆堆肥中分离筛选得到

一株解淀粉芽孢杆菌，在 pH 6.0 条件下发酵  
60 h，酶活为 161.34 U/mL。然而本研究的菌

株 N5 最适产酶 pH 值为 5.0，CMC 酶活力为

176.74 U/mL；在 pH 5.0–9.0 的范围内菌株生长

良好 (OD600>1.67) ，且有较高的 CMC 酶活

(>43.31 U/mL)。本研究的结果显示，解淀粉芽

孢杆菌 N5 在偏酸和偏碱性条件下均能够产纤

维素酶，与现有报道的纤维素降解细菌相比有

一定优势。 
接种量关系到发酵初期细菌的数量、繁殖

速度以及营养物质的利用[47]。菌株 N5 在不同

接种量的条件下，产酶效果并无明显变化。接

种量为 1%时，菌株 N5 的 CMC 酶活性达到最

大。通常酶活在发酵初期随着发酵时间的增加

而提升，但随着发酵时间的延长，微生物代谢

物的积累可能导致酶活降低[48]。菌株 N5 达到

最佳效果的发酵时间为 72 h。纤维素降解菌的

应用环境具有多样性和复杂性，能够耐受多种

环境因素是菌株能否在实际应用中有所作为的
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关键。菌株 N5 的生长随着盐度的增加受到一

定的抑制，盐度的增加并未严重影响菌株的

CMC 酶活，盐度为 1%时 CMC 酶活最高，为

186.21 U/mL，当盐度提高到 5%时 CMC 酶活仍

达到 132.11 U/mL。 
秸秆的微生物降解一般是由于具有木质纤

维素降解作用的微生物分泌木质素酶和纤维素

酶等，在酶的作用下可以将秸秆中的木质素和

纤维素分解为小分子化合物，最后氧化分解为

CO2 和水，达到对秸秆的降解作用[49]。李静等[50]

构建了高效降解纤维素的复合菌系组合 C，作

用 20 d 对玉米秸秆的降解率为 31.8%。孙玲等[51]

从腐烂秸秆及附近土壤中筛选获得了高效秸秆

纤维素降解细菌，在 10 d 内对玉米秸秆的降解

率为 24.14%。对比可知，本研究中获得的菌株

N5 对水稻秸秆有较好的降解效果，菌株 N5 能

够在 7 d 内使水稻秸秆减重率达到 19.35%；扫

描电镜观察结果显示，水稻秸秆在接种菌株 N5
发酵 7 d 后，菌株 N5 能够有效破坏水稻秸秆表

面蜡质层，进一步破坏秸秆表面的硅结构，进

而分解秸秆中的木质素和纤维素，达到对秸秆

的有效降解作用。 

4  结论 
本研究以牛粪堆肥为对象进行了纤维素降

解菌的筛选，获得了一株解淀粉芽孢杆菌 N5，
该菌株有着较好的 pH 适应范围以及盐度耐受

性，菌株 N5 可以有效降解水稻秸秆，在秸秆

堆肥、畜禽粪便堆肥和厨余垃圾堆肥的实际工

业应用中有良好的应用前景。 
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