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摘  要: 采用限制性培养技术与温度梯度诱导相结合的方法, 从四川成都平原多年还田的土壤中

筛选、构建出一组在中温条件下对水稻秸秆具有腐解功能的复合菌系 RSS-4。该复合菌系在 22°C

条件下, 稻秆腐解试验表明: pH 先升高后降低, 最后稳定在 7.20; 纤维素酶活、半纤维素酶活均经

历了先升后降的变化趋势, 最高酶活分别为 0.91、3.40 U; 到 16 d 腐解结束时, RSS-4 对稻秆、纤

维素及半纤维素的降解率分别达到了 45.0%、55.5%和 44.1%, 而木质素在整个腐解过程中未发生

明显的变化; 说明所筛选构建的这组腐解复合菌系可加速稻秆的腐解。同时发现采用未灭菌的筛

选方法筛得的复合菌系 RSS-4 比灭菌所得的 RSS-4′腐解效果要好。 
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Screening and Functional Properties of a Complex Microbial  
System RSS-4 for Effective Decomposition of Rice Straws 
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Abstract: A complex microbial system (CMS) RSS-4 with high ability of rice straw degradation was 
screened and constructed from the soils sampled from fields cultivated with straw-returning techniques for 
a long term in Sichuan Province by using the restricted cultivation and gradient-temperature induction 
methods. When RSS-4-induced rice straws degrading experiment was performed at 22°C, the pH value 
of the system increased at the initial stage and then slightly decreased until to 7.20. The CMC activity 
and xylan activity also showed an increase at the beginning and followed by an obvious decrease, with 
the peak values being 0.91 U and 3.40 U, respectively. At the end of fermentation (16 d), the weight of 
rice straws and the component cellulose and hemicellulose reduced to 45.0%, 55.5% and 44.0%, re-
spectively, while no obvious change happened in the lignin content. It was also found that the RSS-4 by 
the unsterilized method has better degradation effect than that of the RSS-4′ by the sterilized method. 
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农作物秸秆是一种重要的可再生性生物质资

源, 全世界每年秸秆产量约为 22 亿吨[1], 其中我国

每年的作物秸秆产量就达到了 7 亿多吨[2], 接近世

界总量的 1/3。若这一资源能够得以有效利用, 则对

解决当今世界所面临的能源紧张、环境污染问题有

着深远的意义。 
作物秸秆除含大量的纤维素、半纤维素、木质

素、蛋白质等有机物质外, 还含有氮、磷、钾、钙、

镁、硫、硅和各种微量元素, 它们在土壤中分解为

腐殖质可提高土壤有机碳含量。因此, 秸秆还田是

增加农田有机物投入、改善土壤理化性状、培肥土

壤、提高作物产量的一项直接而有效的措施[3]。但

是由于秸秆中含量高达 40%−50%的纤维素大分子

被木质素包围, 而木质素分子很稳定, 使得秸秆中

的纤维素难于被分解利用, 秸秆腐解速度慢、腐解

效果差已成为限制秸秆资源利用的瓶颈。近年的研

究和实践证明, 应用具有快速降解秸秆的物料腐熟

菌剂, 是解决秸秆还田问题的关键。随着降解机理

研究的逐步深入, 人们已发现秸秆的降解需要多种

微生物、多种酶的协同作用[4]。因此, 充分利用自然

界多种微生物的协同关系, 人工筛选构建能够产生

多种纤维素酶的高效稳定复合菌系, 引起了人们的

高度重视, 成为了一个新的研究热点[5−6]。本实验室

李文学等从成都多年还田的土壤中分离得到了一组

高效腐解小麦秸秆的复合系 WSS-1, 经过 20 d 的腐

解, 剪切拉力从最开始的 88 N 减小到 23 N, 减小率

达到了 73.66%, 常温条件下对未经处理的麦秆表现

出很好的腐解效果[7]。这些复合菌系均是在高温或

常温、液体发酵条件下筛选得到的, 而关于中温尤其

是固体条件下筛选秸秆腐解复合菌系则未见报道。 
本文针对我国长江流域春水稻收获后与下茬油

菜播种间温度低、需要加速水稻秸秆腐解等问题 , 
以多年原位还田的土壤样品为菌种来源, 筛选构建

了一组在中温条件下能高效、快速腐解稻秆的复合

菌系 RSS-4, 并研究了其腐解特性。同时, 对复合菌

系的筛选方法进行了相应的改进, 即在固体培养条

件下采用未灭菌方法筛选水稻秸秆腐解复合菌系 , 

以期开拓出一条筛选腐解复合菌剂的新思路。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  材料来源: 土壤样品取自四川崇州、大邑地

区全量免耕还田 4−5 a 不同生境的田块, 取 0−20 cm
耕层土壤及腐解中的秸秆, 运至实验室 4°C 存放, 

共得到 10 个土壤样品。 
1.1.2  培养条件: 固体培养基 : 稻秆粉(粉碎后过

60 目筛) 75 g, 麸皮(粉碎后过 60 目筛) 30 g, 营养盐

溶液 100 mL, 翻搅均匀, 自然 pH。分灭菌和不灭菌

两种处理方法来筛选复合菌系, 接菌后静止培养。 
营 养 盐 溶 液 : (NH4)2SO4 2%, KH2PO4 0.1%, 

MgSO4·7H2O 0.5%, CaCl2 0.01%, NaCl 0.01%, 
FeSO4·7H2O 0.005%, MnSO4·H2O 0.0016%, 
ZnSO4·7H2O 0.0014%, CoCl2 0.002%[8]。 

1.2  复合菌系的筛选构建方法 
1.2.1  菌种池的构建: 以成都地区采集的多年原位

还田土样为原材料, 各自构建秸秆腐解微生物菌种

驯化池, 作为筛选复合菌系的菌源。具体的做法是: 
首先准备 10 个 5.0 L 的塑料桶, 桶中装入 5.0 kg 采

自中国农业科学院作科所昌平农场水稻土, 保持含

水量 60%左右, 搅拌均匀, 以水稻秸秆为主要碳源, 
加入尿素、磷酸二氢钾、氯化钾作基肥, 施用量分

别为 0.12、0.05、0.12 g/kg, 以此模拟大田的营养环

境。然后将各土壤样品(500 g)或菌剂(20 g)依次施入

桶中, 在室温条件下静置培养, 并且定期喷洒水分, 
注入新的营养盐溶液。 
1.2.2  复合菌系的筛选构建过程: 在固体发酵培养

基中以水稻秸秆粉末为唯一碳源, 添加麸皮和无机

氮调节 C/N (约 28), 加水调匀后加入菌种池中的样

品, 培养的初始温度为 28°C, 含水量控制在 60%左

右, 待 pH 值趋于稳定及 C/N 小于 20 (16 d)时取 15%
固体发酵曲进行转接。如此连续继代培养, 同时进

行温度诱导, 淘汰分解能力弱和不稳定的复合菌系, 
待稻秆腐解时间和速度稳定以后, 即初步筛选到中

温条件下水稻秸秆腐解复合菌系。 

1.3  复合菌系对稻秆的分解特性 
配制固体发酵培养基 , 接种 15%的复合菌系 , 

然后置于 22°C 的恒温箱中静止培养。以不接菌作空

白对照, 并以市售应用效果较好的菌剂 A 作为处理

对照。在培养的第 2、4、6、8、10、12、14、16 天

分别测定腐解产物的 pH 值。同时测定腐解产物的

酶活性(包括 CMC 酶活和半纤维素酶活)、C/N、

失重率以及腐解过程中木质纤维素类物质含量的

变化。  

1.4  测定方法 
1.4.1  C/N 的测定: 取腐解产物烘干、粉碎、过筛, 
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用凯氏定氮法测定其全 N 量; 按石蜡油-重铬酸钾氧

化法测定其全 C 量[9], 最后计算 C/N。 

1.4.2  pH 值的测定: 取不同腐解时间的样品 5.00 g, 

加水浸提后, 用上海雷磁仪器厂生产的 pHS-3C 型

精密 pH 计测定 pH 值。 

1.4.3  酶活的测定 : 取不同腐解时间的湿酶曲于

40°C 烘干后粉碎过筛(40 目), 按酶曲重量的 10 倍加

入蒸馏水 , 于 40°C 水浴浸提 1 h, 用快速中号滤纸

过滤 , 滤液 3000 r/min 离心 15 min, 上清液即为粗

酶液。  

羧甲基纤维素 (CMC)酶活及半纤维素酶活的

测定参照文献[10−11]。以每毫升粗酶液每分钟产

生 1 μmol 葡萄糖或木糖所需的酶量定义为 1 个酶活

单位(U/g)。 

1.4.4  降解率的测定方法: 将 5.00 g 剪接后的稻秆

片段(长约 2 cm)置于特制网兜中, 与固体腐解同步

进行。在不同发酵时间, 取出后用稀盐酸和硝酸的

混合液冲洗而消除菌体, 后用流水冲洗干净, 105°C

烘干后称重, 计算不同腐解时间稻秸的重量, 计算

失重量和失重率。 

1.4.5  木质纤维素含量的测定: 样品中纤维素、

半纤维素和木质素的测定采用中性洗涤纤维分析

法 [12−14]。  

2  结果与分析 

2.1  复合菌系的筛选构建 
采用 1.2 的筛选驯化方法, 从四川不同来源的

土壤样品构建的菌种池取样接种到新配制的固体培

养基, 于初始温度(28°C)下静止培养, 待腐解产物的

pH 趋于稳定、C/N 下降到 18.6 (16 d), 表明腐解已基

本完成, 此时取 15%固体发酵曲进行转接。如此连续

继代培养, 并同时对其进行低温梯度诱导(0.5°C/代), 

边 传 代 边 培 养 直 至 筛 选 得 到 一 组 在 中 温 条 件 下

(22°C)具有较强的水稻秸秆腐解能力 , 且腐解过程

中 pH 酶活等变化趋势保持稳定的复合菌系 RSS-4。

同时发现采用未灭菌的方法筛得的复合菌系(RSS-4)

比灭菌方法所得的复合菌系(RSS-4′)腐解效果要好。

因此, 本实验最终选取 RSS-4 作为研究对象。 

C/N 值是检验肥料腐熟度的一个重要指标。一

般来讲, 堆肥 C/N 值达到 20 以下, 就可以认为基本

腐熟 , 可以直接施用 [15−16]。腐解前的固体培养基

C/N 在 28 左右, 在经过 RSS-4 腐解的前 4 天内, 其

比值迅速下降到 23.8, 此后的减小速度变慢, 12 d 后

趋于平稳, 直到腐解完成后降至 18.6 (以上 C/N 数值

用均数 ± 标准差表示), 说明腐解过程已经基本完

成。其变化趋势如图 1 所示。 
 

 

图 1  稻秆腐解过程中 C/N 变化 
Fig. 1  Change of C/N during rice straw’s decomposition 
 
2.2  腐解过程中 pH 的变化 

由图 2 可知, 固体培养基的初始 pH 偏酸, 在接

种复合菌系 RSS-4 后的 4 d 内腐解产物的 pH 值从起

始的 6.23 迅速升高到最高值 7.72, 4 d 后 pH 值开始

下降, 这时腐解微生物开始起作用, pH 逐渐下降到

7.20 左右并趋于稳定。这与牛俊玲等[4,17]所报道的复

合系对稻秆分解过程中发酵液的 pH 先降后升的变

化趋势正好相反。这很可能是由于开始时固体培养

基中的 NH4
+水解使得 pH 偏低, 随着微生物的加入

及其对 NH4
+的利用, 分泌的碱类物质得以积累, pH

值开始上升; 之后随着碱类物质被降解、菌种的更

替及稻秆的腐解, pH 值逐渐下降并最终稳定在中性 
 

 
图 2  稻秆腐解过程中 pH 值的变化 
Fig. 2  Change of pH during rice straw’s decomposition 
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条件。RSS-4′腐解稻秆的 pH 变化趋势与 RSS-4 的

基本相似, 只是其最初的 pH 更低(5.35), 最后稳定

在 7.50 (以上 pH 数值用均数±标准差表示)附近, 比

后者的稍微高一些; 而菌剂 A 和空白对照则与文献

报道的基本相似, 均经历了先降后升的变化趋势。 

2.3  腐解过程中酶活的变化 
RSS-4 腐解过程中用糖化力法每 48 h 测定一次

纤维素酶活力, 其 CMC 酶活的变化曲线如图 3 所示。

由该图可知, CMC 酶活在腐解的整个过程中处于升

降交替的变化之中, 但是其总体趋势仍可认为是先

高后低, 最高酶活出现在第 16 天, 为 0.90 U/g, 之

后迅速下降并趋于稳定。相比之下, RSS-4′、菌剂 A

和空白对照的变化要缓和许多, 其最高值分别出现

在 16 d (0.67 U/g)、14 d (0.49 U/g)、16 d (0.34 U/g)。 
 

 

图 3  稻秆腐解过程中 CMC 酶活性变化 
Fig. 3  Change of CMC activity during rice straw’s de-
composition 
 

半纤维素酶活的变化曲线如图 4 所示。据图可

知 , 其变化趋势也大致同 CMC 酶活及滤纸酶活 , 

也呈现出先高后低的走势。它在腐解的 12 d 就达

到最高酶活 , 为 3.40 U/g。而 RSS-4′、菌剂 A 和

空白对照得最高值却出现在 12 d (2.35 U/g)、16 d 

(2.0 U/g)、16 d (1.30 U/g) (以上酶活数值用均数 ± 

标准差表示)。 

综上所述, 无论是 CMC 酶活还是半纤维酶活, 

复合菌系 RSS-4 在腐解过程中的最高值和平均值都

要远大于 RSS-4′、菌剂 A 和空白对照。这说明了复

合系 RSS-4 不仅能够加速稻秆的腐解, 并且采用未

灭菌的方法筛得的复合菌系(RSS-4)比灭菌方法所

得的复合菌系(RSS-4′)和菌剂 A 腐解效果要好。 
 

 

图 4  稻秆腐解过程中半纤维素酶活性变化 
Fig. 4  Change of xylan activity during rice straw’s de-
composition 
 
2.4  腐解进程中稻秆的重量变化 

分别在处理培养的 0、2、4、6、8、10、12、

14、16、18、20 d 测定稻秆的分解率, 结果如图 5

所示。在 20 d 的腐解过程中, 稻秸干重从起始的

5.00 g 减少到 2.73 g, 失重率达到了 45.4%; 从图中

还可看出 , 稻秆重量的减少主要发生在腐解的前

16 天, 腐解到 16 d 时稻秆还剩余 2.75 g, 重量减少

45.0%, 平均每天减重 2.8%, 此后几乎不再减少。由

此可见, 本实验中所构建的复合菌系 RSS-4 在腐解

的前 16 d 内对稻秆的分解活性始终处于较高水平。 

相比之下, RSS-4′从开始的 5.00 g 减少到 3.18 g, 
失重率为 36.4%; 而菌剂 A 和空白对照只分别减少

到 3.25 g、3.52 g(以上数值用均数 ± 标准差表示), 
失重率分别为 35.0%、29.6%。与后面的 3 个处理

相比, 接种 RSS-4 处理的失重率分别要多出 9.0%、

10.4%和 15.8%。说明复合菌系 RSS-4 能够加速稻秆

的腐解, 并且其腐解的能力比 RSS-4′和菌剂 A 均有所

增强。 

2.5  腐解进程中稻秆内木质纤维素类物质含量的

变化 
分别对 RSS-4 不同腐解时间稻秆中的纤维素

类、半纤维素以及木质素含量进行了测定。其结果

如图 6 所示。 
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图 5  腐解过程中稻秆重量的变化 
Fig. 5  Change of the weight during rice straw’s decompo-
sition 
 

 

图 6  腐解过程中木质纤维素类物质含量的变化 
Fig. 6  The content changes of cellulose, hemicellulose and 
liguin during rice straw’s decomposition 
 

从该图可以看出, 纤维素和半纤维素含量在整

个腐解过程中均逐渐减少, 而且二者均在发酵的前

12 天内降解速度最快, 其中前者的下降趋势比后者

要大些。纤维素含量在前 12 天内下降了 50.0%, 而

半纤维素下降了约 37.0%。12 d 后二者的下降趋势

都开始变慢, 在发酵结束时纤维素的含量共减少了

55.5%, 半纤维素含量减少了 44.1%(以上数值用均

数±标准差表示); 而木质素百分含量在整个发酵过

程中呈上升趋势, 而且前 4 天随着稻秸重量的迅速

减少, 纤维素和半纤维素的较快分解, 木质素的百

分含量上升速度也较快 , 随后处于较为平缓的状

态。这说明木质素在干稻秸中的绝对含量在腐解过

程中有增无减。这表明该复合菌系对木质素几乎没

有多少分解作用, 进一步验证了木质素的降解是最

困难的。它们在腐解过程中的变化与牛俊玲等[17]所

报道的稻秆分解过程中木质纤维素类物质含量的变

化趋势基本一致, 尤其是木质素含量的变化趋势更

是相近。 

3  结论 

人们不断发现很多生物过程其实是一种微生物

不能单独完成或只能微弱进行的, 必须依靠两种或

两种以上的微生物来共同完成[18]。农作物秸秆的腐

解尤为如此。因此, 本研究突破传统的单一菌种纯

培养筛选构建模式, 以成都平原多年还田的土壤为

基础, 通过长期限制性培养、定向驯化及低温诱导,
筛选构建得到了一组复合菌系 RSS-4。稻秆腐解试

验结果表明: pH 先升高后降低, 最后稳定在 7.20; 
腐解过程中无论是 CMC 酶活还是半纤维酶活, 在

最高值和平均值都要远大于 RSS-4′、菌剂 A 和空白

对照; 而且在整个腐解过程中其对稻秸的降解率也

要比后面 3 个处理下降的速度更快、幅度更大。同

时还发现经过 16 d 的腐解后, 培养基的 C/N 从最初

的 28.0 降到 18.6, 表明腐解已基本完成; 对稻秆、

纤维素及半纤维素的降解率分别达到了 45.0%、

55.5%和 44.0%。 所 有 这 些 结 果 都 说 明 复 合 菌 系

RSS-4 在中温条件下对未经处理的稻秆有很好的腐

解效果。同时还发现 RSS-4 比 RSS-4′和菌剂 A 具备

更强的腐解效果。这很可能是由于稻秆中原本就含

有一些对腐解有帮助的菌, 它们与复合菌系相互补

充, 共同促进了稻秆的腐解。 

鉴于秸秆腐解速度慢、腐解效果差已成为限制

秸秆资源利用的瓶颈。目前, 研制开发理想的作物

秸秆快速腐熟剂已成为微生物制剂的一个新热点。

本文突破传统的筛选思路, 采用固体发酵的方式以

及低温诱导的策略, 并结合未灭菌的筛选方法选育

出一组能够在中温(22°C)条件下加速腐解水稻秸秆

的复合菌系 RSS-4, 该复合菌系在稻秆腐解效果的

稳定和速度方面具备了更为广泛的应用潜力和较好

的发展前景, 下一步要做的就是进一步探索该复合

菌系的作用机理和发酵参数以及多菌种混合培养的



1298 微生物学通报 2010, Vol.37, No.9 

  

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

规律, 最终完成菌系的实验室小试及工艺优化, 为

其推广应用提供基础。 
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