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大熊猫肠道纤维素分解菌的分离鉴定及产酶性质
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摘要:【目的】从健康大熊猫新鲜粪便中分离具有纤维素酶活性的菌株，并对其进行菌种鉴定及产酶性质研
究。【方法】利用羧甲基纤维素钠培养基分离纯化具有较高纤维素酶活性的菌株，根据形态学特征、生理生
化特性以及 16S rDNA分析对其进行分类鉴定，研究影响该菌株纤维素酶的产酶条件，以及对不同纤维素底
物的降解情况。【结果】分离得到一株纤维素酶产生菌株 P2，该菌株为好氧的革兰氏阳性细菌，生长温度范
围 20 － 50℃ (最适温度 37℃)，pH范围 6. 0 － 9. 0(最适 pH7. 0)，NaCl浓度范围 0% －15% (最适 2%NaCl)，
培养 24h 达到产酶高峰。16S rDNA 基因序列分析显示，菌株 P2 与解淀粉芽胞杆菌 ( Bacillus
amyloliquefaciens)NBRC15535 相似性为 99. 66%。该菌株对四种纤维素底物(滤纸、脱脂棉、秸秆、竹纤维)均
有不同程度的降解，内切葡聚糖酶、外切葡聚糖酶、β-葡萄糖苷酶和总酶活具有不同的酶活变化。【结论】本
研究首次从大熊猫粪便中分离出了好氧纤维素分解菌，并鉴定为解淀粉芽胞杆菌，对上述四种纤维结构均有
一定的破坏和分解作用，为进一步研究大熊猫竹纤维消化机制提供了菌源。
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大熊猫(Ailuropoda melanoleuca)是中国的特有
种，数量十分稀少，属于国家一级保护动物。一般来
说，10 月龄左右的亚成年大熊猫进入食性转换期，
其主食由母乳或牛乳等高蛋白食物逐渐转变成以竹
为主的高纤维食物。在成年时，平均每只大熊猫每
日进食竹子的量高达 12. 5 kg，且平均进食时间为
12 h，但实际上只消化了竹子干重的 17%［1］。大熊
猫除消化竹子中 90%以上的蛋白质和脂肪等营养
物质外，还能利用 8%的纤维素，以及 27%的半纤维
素［2］。研究发现，有着草食性哺乳动物进食特点的
大熊猫，却拥有典型的肉食性哺乳动物的消化系

统［3］。2010 年，大熊猫的基因组序列公布，其中可
以找到编码与肉食性动物消化系统相关酶的基因，
但没有发现编码纤维素酶的相关基因［4］。因此，大
熊猫对纤维素的消化须依赖其肠道微生物的作用。

1988 年，国内的张志和等［5］、国外的 Hirayama
K［6］等陆续进行了大熊猫肠道菌群的研究。孙飞龙
等［7］、邹兴淮等［8］、王强等［9］、王兴龙等［10］研究了
不同时期大熊猫肠道的菌群种类和分布、肠道致病
菌以及微生态制剂。对于纤维素分解菌的研究极
少，且目前尚未分离出具有较高纤维素酶活的菌株。
有关研究［11 － 12］均认为大熊猫肠道中降解纤维素的
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微生物为梭菌属的专性厌氧菌，无论在菌种的种类
还是数量上都无法满足广泛试验和实际应用的需
要，并且由于大熊猫肠道的生理环境应适合需氧菌
或兼性厌氧菌生长，因此对可能存在的该类菌种的
分离鉴定还需要通过改进培养条件等方法开展更多
更深入的研究。

本实验从雅安碧峰峡熊猫基地的健康大熊猫新
鲜粪便中，利用 CMC-Na 培养基法分离筛选出 1 株
分解纤维素能力较强的菌株 P2，并对其进行了菌种
鉴定、产纤维素酶条件研究、对不同纤维素底物的降
解形态学观察，以及菌株产纤维素酶活性的比较。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 样品来源:样品采自雅安碧峰峡熊猫基地 8
只健康大熊猫(1 只为老年)的新鲜粪便。
1. 1. 2 培养基:① 富集和分离纯化培养基:CMC-
Na 2 g，Peptone 0. 5 g，Yeast extract 0. 5 g，MgSO4·
7H20 0. 25 g，(NH4) 2 SO4 0. 25 g，Na2 HPO4 0. 05 g，
KH2 PO4 0. 5 g，刚果红 0. 2 g，琼脂 20 g，蒸馏水
1000 mL，pH 调至 7. 2。② CMC-Na 液体培养基:
CMC-Na 10g，Peptone 10 g，Yeast extract 10 g，NaCl
5 g，KH2 PO4 1 g，MgSO4·7H2 O 0. 2 g，蒸馏水
1000 mL。pH调至 7. 2。
1. 1. 3 主要试剂和仪器:Peptone、Yeast extract购自
OXOID试剂公司，Gelatin 购自 SIGMA 试剂公司，
Universal DNA Purification kit 购自 Tiangen 生化公
司，微生物微量生化鉴定管购自杭州微生物试剂有
限公司，其他化学试剂均为国产分析纯。OLYMPUS
CX21 光学显微镜购自 OLYMPUS 公司、S1000
Thermal PCR仪购自 BIO-RAD 公司、Gel DOC 2000
凝胶成像系统购自 BIO-RAD 公司、UV-2102 C 型紫
外可见分光光度计购自 UNICO公司。
1. 2 纤维素分解菌的筛选
1. 2. 1 富集培养及初筛:从新鲜熊猫粪球内部称取
10 g粪样，加入装有 90 mL无菌水(带玻璃珠)的三
角瓶中，振荡 20 min，8 个粪便样本分别制成稀释度
为 10 －1、10 －2、10 －3、10 －4、10 －5、10 －6 的样液。在
CMC-Na平板涂布 10 －4稀释度的粪便样液 500 μL，
置于 37℃恒温培养箱好氧培养 48 h后，根据菌体生
长情况调整稀释梯度培养。48 h 后，保持培养条件

不变，挑取各平板上生长出来的水解圈较大的单菌
落在 CMC-Na平板上反复划线纯化。挑取各样品平
板上的单菌落再次点种在 CMC-Na 平板上，37℃恒
温培养 48 h，测量各菌株的菌体直径 d 与水解圈直
径 D。
1. 2. 2 复筛:将 D /d 值较大的菌株分别接种到
10 mL CMC-Na液体培养基中，比较经过复筛菌株
的 D /d值，综合参照 1. 5. 2 的方法测定的纤维素总
酶活确定进一步研究的菌株。
1. 3 菌株 P2 的生理生化鉴定

采用刚果红染色［13］观察菌株 P2 的菌落形态，
采用革兰氏染色法观察菌体形态。参考文献［14 －
16］中的微生物生理生化鉴定法，将菌种初步鉴定
到属。
1. 4 菌株 P2 的 16S rDNA 基因序列分析
1. 4. 1 16S rDNA的 PCR扩增:在菌株 P2 划线活
化后的 CMC-Na平板上挑取单菌落，参考文献［17］
中的 方 法，使 用 细 菌 通 用 引 物［18］ 27F ( 5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3')、1492R ( 5'-TACG
GYTACCTTGTTACGACTT-3') 进 行 菌 落 PCR，送
invitrogen(上海)生物技术有限公司进行序列测定。
1. 4. 2 系统发育树的构建:将菌株 P2 的 16S rDNA
测序结果采用通过 BLASTn 程序与 GenBank 中的
16S rDNA基因序列进行同源性比较，利用 clustal w
算法在 MEGA4. 1 软件中分析并采用 Neighbor-
Joining构建系统发育树［19］。
1. 5 菌株 P2 产纤维素酶条件的研究
1. 5. 1 纤维素酶总活力测定［20］:经 24 h 培养的菌
株 P2 种子液，取 100 μL 转接 20 mL CMC-Na 液体
培养基，37℃，160 r /min发酵培养 48 h。取 1 mL粗
酶液，加入 1. 5 mL 0. 8% CMC-Na 溶液，50℃保温
30 min，随后加入 2. 5 mL DNS显色剂沸水浴 5 min，
冷水淋浴 3 min 冷却后测定 OD540。酶活单位( IU)
按国际单位定义为:1 mL酶液 1 min产生 1 μmol还
原糖的酶量作为 1 个酶活单位。
1. 5. 2 培养时间对菌株生长及产酶的影响:经 24 h
培养的菌株 P2 种子液，取 100 μL转接 20 mL CMC-
Na液体培养基，37℃，160 r /min 摇床培养，测定其
6 h、12 h、24 h、36 h、48 h、60 h 和 72 h 发酵液的
OD600值和纤维素总酶活。
1. 5. 3 温度对菌株生长及产酶的影响:培养液置于
5℃，20℃，30℃，37℃，43℃，50℃和 65℃培养 24 h，
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测定发酵液的 OD600值及纤维素总酶活。
1. 5. 4 pH值对菌株生长及产酶的影响:用 1 mol /L
HCl和 1 mol /L NaOH调 CMC-Na液体培养基 pH值
分别为 2. 0，3. 0，4. 0，5. 0，6. 0，7. 0，8. 0，9. 0 和
10. 0，种子液分装接种后，37℃，160 r /min 摇床培养
24 h，测定发酵液的 OD600值及纤维素总酶活。
1. 5. 5 NaCl 浓度菌株生长及产酶的影响:配制
NaCl浓度分别为0%、2%、5%、7%和10%的 CMC-Na
液体培养基，种子液接种后于 37℃，160 r /min摇床培
养 24 h，测定发酵液的 OD600值及纤维素总酶活。
1. 6 菌株 P2 对纤维素的作用
1. 6. 1 降解纤维素源的形态学观察:将菌株 P2 接
种 10 mL CMC-Na 液体培养基，37℃，160 r /min 摇
床振荡培养 24 h。吸取 100 μL 菌液分别转接到以
滤纸条、竹丝、秸秆丝、脱脂棉代替 CMC-Na 为纤维
素源的 20 mL 摇瓶培养基。培养基处理方式为
CMC-Na液体培养基中的 CMC-Na 分别替换为 1 cm
×0. 05 cm 竹丝、1 cm × 0. 05 cm 秸秆丝、1 cm ×
0. 3 cm滤纸条、1 cm × 0. 3 cm 脱脂棉条，设置 3 个
平行组。160 r /min 摇床振荡培养，每隔 12 h 观察
底物的降解情况，持续 72 h;5 d 后利用光学显微镜
观察底物的降解情况。
1. 6. 2 纤维素酶活测定:在培养 6 h、12 h、24 h、
36 h、48 h、60 h、72 h、96 h 和 120 h 后，分别测定菌
株 P2 纤维素酶总酶活、内切葡聚糖酶(EG)、外切葡
聚糖酶(CBH)和 β-葡萄糖苷酶(BG)的酶活［21 － 23］。

2 结果和分析

2. 1 菌株 P2 的形态学特征
经过初筛，在需氧条件下筛选出水解圈较明显

的菌株 P1 和 P2，P1 的 D /d值为 3. 2，纤维素总酶活
为 0. 1392 IU /mL;P2 的 D /d 值为 5，纤维素总酶活
为 0. 2189 IU /mL，以菌株 P2 为后续研究菌种。观
察表明，该菌株菌落呈乳白色且不透明，近椭圆形，
表面有褶皱，边缘不规则，中生孢子，为革兰氏阳性
杆状细菌。
2. 2 菌株 P2 的生理生化特性

生理生化试验结果见表 1。根据菌株 P2 的形
态学特征及生理生化特性［15］，将其初步鉴定为芽胞
杆菌属的枯草芽胞杆菌(Bacillus subtilis)或其变种。

表 1 菌株 P2 的生理生化试验结果
table 1 Physiological and biochemical characteristics of strain P2

Biochemical assays Result Biochemical assays Result
Control + Growth temperature: 5℃ －
Anaerobic growth － 20℃ +
M-R test + 30℃ +
V-P test + 37℃ +
Indole － 43℃ +
Gelatin liquefaction + 50℃ －
Starch hydrolysis + 65℃ －
Catalase + pH value: 2 NG
Ornithine decarboxylase + 3 NG
Deaminase － 4 NG
Nitrate reduction + 5 w
Citrate － 6 +
Hydrogen sulfide － 7 +
Carbamide + 8 +
Glucose + 9 +
Glucose(aerogenesis) － 10 w
Lactose － NaCl concentration: 0% +
Xylose － 2% +
Sucrose + 5% +
Raffinose － 7% +
Mannitol － 10% +
Salicin + 15% w

+ : positive; － : negative; w: weak; ND: no data．

2. 3 菌株 P2 的 16s rDNA PCR 扩增结果及系统
发育分析

菌株 P2 的 16 s rDNA 经 PCR 获得了大小约为
1. 5 kb的特异性扩增产物。测序结果经 BLASTn 分
析 表 明，该 菌 株 与 Bacillus amyloliquefaciens
NBRC15535(NR_041455)亲缘关系最近，相似性达
到 99. 66%，将此序列登录 GenBank ( JQ715455)。
采用 MegAlign 软件的 clustal w 算法构建系统进化
树(如图 1)。
2. 4 菌株 P2 最适培养及产纤维素酶条件

菌株 P2 的生长及产酶曲线见图 2。由图可知，
0 － 3 h为菌株 P2 的生长调整期，4 － 24 h 为其对数
生长期，25 － 36 h 为稳定期，36 h 后为衰亡期;纤维
素总酶活随着菌密度的增大而增大，在 24 h 时达到
峰值 0. 1827 IU /mL。菌株 P2 在 37℃时生长最好，
纤维素总酶活达到 0. 1677 IU /mL。在 pH 值为 7. 0
时纤维素总酶活达到峰值 0. 1837 IU /mL，pH ＞ 7 时
菌密度曲线与产酶曲线相比下降幅度较大。菌株
P2 在 2% NaCl 时生长最好，且酶活达到峰值
0. 2298 IU /mL;NaCl浓度为 10%时仍生长良好。
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图 1 基于 16S rDNA基因序列构建的菌株 P2 系统发育树
Fig． 1 Phylogenetic tree of strain P2 based on 16S rDNA sequence． Numbers in parentheses represent the sequences' accession

number in GenBank． The tree rooted was constructed by the neighbor-joining method with bootstrap values calculated from 1000

resampling． The numbers at each node indicate the percentage of bootstrap supporting． The scale bar indicates 0. 2% substitutions per

nucleotide position．

图 2 各种因素对菌株 P2 生长及产酶的影响
Fig. 2 Effect of various factors on the growth and cellulase production of strain P2． A: Culture time; B: Temperature; C: pH value;

D: Salt concentration．
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2. 5 菌株 P2 对纤维素的作用
2. 5. 1 降解纤维素源的形态学观察:将菌株 P2 接
种到不同纤维素源培养基，每隔 12 h 观察底物被降
解情况并进行记录，见表 2。由表 2 可以看出滤纸
条的降解在形态上表现得较为明显，24 h 后能够直
观地观察到滤纸条边缘呈松散的絮状;60 h 后出现
崩解、变短的现象。培养 5 d后，在光学显微镜观察
到的 4 种底物分解情况见图 3。由图可知，滤纸纤
维素由多层结构完整的不规则排列的条状纤维构
成，纤维排列松散且表面结构完整;实验组中滤纸纤
维素被分解的现象明显，滤纸纤维已开始崩解、断
裂，且有菌体嵌入滤纸纤维中将其分解成细丝状。
脱脂棉纤维素由不规则排列且松散的条状纤维构
成;在实验组中可观察到棉纤维崩解、断裂的现象明
显。在降解秸秆的图片中清晰可见由于 P2 菌的作
用，破环了秸秆原有的光滑表面，暴露出秸秆内部长
条状细胞，使秸秆纤维从中间分裂。对于竹纤维，对
照组表面光滑并有排列整齐的保护组织和内部的输
导组织，而实验组竹纤维发生断裂，由于 P2 菌已破
坏了竹纤维保护组织并侵入到输导组织，使竹纤维
表面疏散瓦解、输导组织部分从中间断裂开。
2. 5. 2 不同纤维素源培养时的纤维素酶酶学特性:
根据菌株 P2 在不同纤维素底物培养过程中的产酶

曲线(如图 4)可以看出，在对不同纤维素底物的降
解过程中，纤维素总酶活在 48 － 72 h达到峰值，与 3
种组分酶的酶活峰值基本一致。其中在滤纸条和脱
脂棉作纤维素底物时，3 种组分酶酶活与纤维素总
酶活在 48 h 同时达到峰值;而在秸秆与竹纤维组
中，纤维素总酶活与 β-葡萄糖苷酶的酶活分别在
48 h、72 h同时达到最大值。

表 2 菌株 P2 对不同纤维素源的降解情况
table 2 Degradation of different cellulolytic sources

Cellulosic fiber 12h 24h 36h 48h 60h 60h
fp0 — — — — — —
fp1 A B B + — C C +

fp2 A B B + — C —
b0 — — — — — —
b1 A A + A + + — — D
b2 A A + A + + — — D
s0 — — — — — —

s1 — — A + — — D

s2 — — A + — — D

c0 — — — — — —

c1 — A — A + + A + + D

c2 — A — A + + A + + D

A: Appeared brown color; B: Edges went round; C: Length contraction;

D : Completely brown． Retention: —; State went deeper:plus + ; fp:

Filter paper; b: Bamboo; s: Straw; c: Cotton． 0: Control group; 1，2:

Experimental group．

图 3 菌株 P2 降解不同纤维素源 5 d后的光学显微照片
Fig． 3 Optical micrograph of the degradation of different cellulose substrates by strain P2 after 5d (1000 × ) ． 1 and 5: Filter paper

fiber; 2 and 6: Absorbent cotton fiber; 3 and 7: Straw fiber; 4 and 8: Bamboo fiber． 1-4: Control group; 5-8: Experimental group．

3 讨论

大熊猫在哺乳纲食肉目动物中具有特殊的系统
发育地位。朱立峰等［13］从野生和圈养大熊猫粪便
样本中提取并分析了 5522 条 16S rRNA 序列，发现

大熊猫肠道菌群主要由厚壁菌门(Firmicutes)的芽胞
杆菌纲(Bacilli)和梭菌纲(Clostridia)细菌组成，通过
测定其中 3 只野生大熊猫肠道菌群的宏基因组并进
行功能基因的分类鉴定，发现了纤维素酶及半纤维
素酶的相关编码基因。该研究结果在分子水平上为
大熊猫利用肠道微生物消化竹子中的纤维素和半纤
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图 4 不同纤维素底物对菌株 P2 纤维素酶酶系的影响
Fig． 4 Effect of various cellulose substrates on the cellulase system of strain P2． Codes on the lower right corner of each graph represent

certain kind of substrates degradated by strain P2． A: Filter paper; B: Absorbent cotton; C: Straw; D: Bamboo． Curves in each graph

display the change tendency of enzymatic activity with endoglucanases，exoglucanases，β-glucosidases and cellulase ( represented as filter

paper activity) ．

维素提供了证据。荣华等［12］通过富集培养的方法
获得了具有降解纤维素能力的梭菌属菌株 PD-2，该
研究在菌种筛选时专一性地采用了厌氧培养。以梭
菌属为代表的厌氧纤维素分解菌对纤维素底物具有
较强的粘附作用，并且能够发酵纤维素和纤维二糖
生成乙醇、乙酸、H2、CO2 等产物。但在大熊猫肠道
较短、含氧量相对其他哺乳动物较高的实际生理环
境下［5］，严格厌氧细菌的生长和定植受到限制，而有
利于以芽胞杆菌属为代表的好氧或兼性厌氧菌的定
植。本实验从雅安碧峰峡熊猫基地健康大熊猫的肠
道分离出一株好氧纤维素分解菌 P2，菌株 P2 能够
在 20℃ －50℃的温度范围内生长(最适温度 37℃);
pH范围为 5. 0 － 9. 0(最适 pH为 7);最适 NaCl浓度
为 2%，并能在 NaCl 浓度为 15%时生长，可判定其
为中等嗜盐菌［25］，在产纤维素酶芽胞杆菌的相关研
究报道中较为少见。结合形态学特征、生理生化特
性和 16S rDNA序列分析结果，鉴定菌株 P2 为解淀
粉芽胞杆菌(Bacillus amyloliquefaciens)，在菌种种类
上与以往的同类研究结果不同，且从大熊猫粪便中
首次分离出具有降解纤维素能力的芽胞杆菌属菌

种。
纤维素分解菌降解纤维的机理是通过与粗纤维

的附着、粘连、穿透等一系列作用，产生纤维素酶将
纤维的各组分进行分解［26］。目前被普遍接受的是
协同理论［27］，即在内切葡聚糖酶，外切葡聚糖酶和
β-葡萄糖苷酶的协同作用下，纤维素被逐步降解为
能被宿主动物所利用的单糖，为宿主动物的代谢提
供能量和挥发性脂肪酸等物质。菌株 P2 的纤维素
酶酶系中含有上述 3 种组分酶，且内切葡聚糖酶、外
切葡聚糖酶的酶活性有时会大于纤维素总酶活，而
β-葡萄糖苷酶与纤维素总酶活的酶活性最大值出现
时间完全吻合。但当纤维素总酶活达到最大值时，3
种组分酶的活性均达到峰值，这也证明了纤维素降
解过程中 3 种组分酶的协同作用。

菌株 P2 对环境中常见 4 种纤维素底物均表现
出良好的降解能力，其中在降解脱脂棉纤维时的纤
维素总酶活最高，达到 0. 1125 IU /mL，与崔宗均
等［28］、韩如旸等［29］的研究中纤维素分解菌对不同纤
维素底物的降解情况相符。自然界的纤维素在极少
数情况下，主要是在棉纤维中，处于高度纯化的状
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态，并且棉纤维结晶度为 80% － 90%，聚合度为
3500 － 10000，比木质纤维素高，是天然纤维素的最
完善结晶和抗性最强的形式，在降解反应中纤维素
酶系的协同作用表现更强。而在大多数情况下(如
秸秆、竹纤维)，纤维素纤维嵌入到主要由半纤维素
和木质素构成的间质中［30 － 32］，使得降解这些未经处
理的纤维素底物变得十分困难，纤维素总酶活较低。
由于 EG 和 CBH 均能引起纤维素的分散和脱纤化，
从而在棉纤维、秸秆和竹纤维为底物的发酵液中均
表现出较高的活性。而滤纸是一种多重底物，结构
较为松散，具有更多的非还原性末端和无定形区域，
因此不需要过多地利用 CBH 将结晶区域的纤维素
长分子链开裂，以及使长链分子末端部分发生游离
的作用，从而使得 EG 具有比 CBH 更高的酶活。在
本实验条件下，菌株 P2 的纤维素总酶活最高可达
0. 2283 IU /mL，比已报道的从大熊猫粪便［12］和笋
干［33］分离出的天然纤维素分解菌具有更高的酶活，
且纤维素酶系能在较高 pH 范围内保持良好的纤维
素分解能力。因此，该菌株为进一步研究大熊猫竹
纤维消化机制提供了菌源，在生物质降解等实际应
用上具有良好的前景。
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Isolation， identification and cellulase production of a
cellulolytic bacterium from intestines of giant panda
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Abstract:［Objective］To isolate and identify the cellulose-producing bacterium from fresh feces of healthy giant pandas，
and characterize its cellulase production． ［Methods］A strain with high activity of cellulase was isolated and purified by
carboxymethyl cellulose-Na (CMC-Na) medium． The morphological，physiological and biochemical characteristics and
16S rDNA gene were analyzed to identify the taxonomic position of the strain． Meanwhile，its cellulase producing
conditions and degradation of several cellulose substrates were studied． ［Results］A cellulose-producing strain P2 was
obtained． Strain P2 is a gram-positive and aerobic bacterium． Its growth temperature ranges from 20 to 50℃ (optimum at
37℃ ) and pH 6. 0 to 9. 0 (optimum at 7. 0)，and NaCl concentration at 0% － 15% (optimum at 2. 0% ) ． It took 24 h
to reach the peak of cellulase production． Phylogenetic analysis based on 16S rDNA sequence showed that strain P2 is
most closely related to the Bacillus amyloliquefaciens NBRC15535 with the similarity of 99. 66% ． Strain P2 posses
different abilities to degrade four different cellulose substrates including filter paper，absorbent cotton，straw，and bamboo
fiber． During the degradation，it shows different enzymatic activity curves with endoglucanases，exoglucanases，β-
glucosidases and cellulase． ［Conclusion］An aerobic cellulolytic bacterium was isolated from feces of giant pandas for the
first time，and was identified as Bacillus amyloliquefaciens． Due to its ability to degrade the cellulose materials with
different structures，strain P2 could be used in the further study on the digestion mechanism of bamboo of giant panda．
Keywords: giant panda，cellulase，Bacillus amyloliquefaciens
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