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摘  要: 【目的】获得高产纤维素酶细菌菌株, 探讨以氨化预处理玉米秸秆为底物时的纤

维素酶产酶特性及底物降解特性, 探讨纤维素酶作用机理, 提高玉米秸秆利用率。【方法】

用 LB 培养基分离并纯化菌株, 羧甲基纤维素钠培养基培养、刚果红染色进行初步筛选。

考察氨化预处理对底物降解率、产酶能力的影响。通过形态特征观察及 16S rRNA、Biolog
鉴定菌株。【结果】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 °C、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%。30 °C、
pH 7.2 时, 处理组 CMC 酶活力峰值处为 153.84 U/mL, FPA 酶活力为 197.24 U/mL, 比未

处理组分别高出 11.45%和 10.59%。【结论】NH11 具有较高的纤维素酶产酶能力, 氨化预

处理能够提高菌株对玉米秸秆的降解率。该菌株在秸秆堆肥、制作食用菌培养基和制取

反刍动物粗饲料方面具有很高的应用价值。 
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Isolation, identification and corn stalk degradation charac-
teristics of cellulose-degrading bacterial strain NH11 
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Abstract: [Objective] This study is aimed to obtain effective cellulose-degrading bacterial 
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strains and study the characteristics of cellulase production and degradation characteristics 
used NH3·H2O pretreated corn stalk as substrate, and explore mechanism of cellulose enzyme 
so as to improve the resource utilization rate of agricultural solid wastes. [Methods] LB me-
dium was used to obtain eleven bacterial strains (NH1−11) from earthworm farm. CMC-Na 
was used in preliminary medium and congo red staining method to screening strains. Influence 
of pretreatment to cellulose production ability of NH11 and degradation rate of substrates was 
studied. Morphological characteristics of NH11 was observed by electron microscope and 
identified by 16S rRNA and Biolog method. [Results] Bacterial strain NH11 was isolated and 
identified as Bacillus subtilis. The maximum degradation rate of untreated and pretreated corn 
stalk was 14.24% and 24.73% when culture temperature was 30 °C after five days. CMC cel-
lulose activity of NH11 reached to 153.84 U/mL and FPA cellulose activity to 197.24 U/mL in 
treatment group, 11.45% and 10.59% higher than untreated group. [Conclusion] NH11 has a 
high cellulase productivity, and NH3·H2O pretreatment could enhance the degradation rate of 
corn stalk. NH11 has a high value in straw compost, mushroom culture medium and ruminant 
feed production. 

Keywords: Agricultural wastes, Cellulase, Corn stalk, Isolation and identification, Pretreatment, 
Degradation 

纤维素是自然界中分布最广、储量最多的碳

水化合物, 是植物细胞壁的主要成分, 其最小组

成单元为葡萄糖。纤维素资源是一种可持续的能

源物质, 同时也是尚未得到充分利用的一类可再

生资源[1−2]。纤维素降解菌对于生物质固体废弃物

的处理能够提高农业固体废弃物资源利用率。 

我国自古是农业大国, 玉米、小麦和水稻是

主要的粮食作物, 每年由此产生的作物秸秆数量

极大, 其中玉米秸秆约占秸秆总量的 32.3%, 是

北方地区常见的农业固体废弃物。玉米秸秆中纤

维素的含量为 25%−35%[3], 经过处理后在农业方

面可用作肥料、饲料、生活燃料、食用菌基料等。 

利用微生物处理纤维素具有纤维素分解效率

高、无污染的特点, 自然界中存在大量能够产生

纤维素酶的真菌和细菌, 这类微生物资源经分离

筛选和驯化后一般具有对人畜无害、生物转化效

率高、作用条件温和等优点, 因而具有很大的应

用潜力, 尤其在生物质固体废弃物资源化方面更

具有广阔的应用前景[4−5]。因此, 筛选高产纤维素

酶菌株和对成本及环境有益的预处理手段就成

为纤维素资源利用的关键。底物是调控菌体合成

纤维素酶的主要因素, 由于木质素和半纤维素对

于纤维素的包裹形成粗纤维致密结构, 并且秸秆

成熟后表面蜡质层变厚, 使微生物和酶与底物接

触受阻, 最终影响降解效率。本研究以获得高产

纤维素酶细菌菌株出发, 从蚯蚓养殖场泥土中分

离出 11株菌株, 最终筛选出一株纤维素酶高产菌

株, 并比较所分离菌株对于氨水预处理前后玉米

秸秆的分解能力, 为纤维素酶制剂开发和农业废

弃物纤维素资源的有效利用提供帮助。 

1  材料与方法 

1.1  培养基 
分离、纯化培养基: LB 培养基(g/L)[6]。 

羧甲基纤维素钠培养基(g/L): CMC-Na 15.0, 

NaCl 5.0, KH2PO4 1.0, MgSO4 0.2, 蛋白胨 10.0, 
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酵母粉 5.0, 琼脂 18.0, pH 7.2。 

产酶培养基 1 (g/L): 秸秆 10.0, NaCl 5.0, 

KH2PO4 1.0, MgSO4 0.2, 蛋白胨 5.0, 酵母粉 5.0, 

葡萄糖 1.0, pH 7.2。 

产酶培养基 2 (g/L): 将产酶培养基 1 中秸秆

换为氨化秸秆。 

以上培养基均于 1×105 Pa 灭菌 30 min 后使

用。实验所用试剂均购自天津江天化工科技有限

公司。 

1.2  菌株的筛选 
土壤样品取自天津宁河贾立明蚯蚓养殖场土

样, 无菌水过滤去除残渣, 收集土样过滤后的滤

液, 沉淀后取上清液按照 1/10、1/100、1/1 000、

1/10 000 倍的梯度稀释, 将稀释液涂在 LB 培养基

上, 28 °C 恒温培养, 出现菌落后反复划线分离培

养, 得到纯菌株后移至 LB 试管培养基 4 °C 保存。 

将纯化后的菌落分别点种在羧甲基纤维素钠

平板培养基上, 每个培养基点 3 个样, 30 °C 培养

4 d, 用 1 g/L 刚果红染液染色 20 min, 弃去染液, 

加入 1 mol/L NaCl 溶液, 洗涤 20 min 后测量菌落

直径和透明圈直径, 分别用 D 和 H 来表示。根据

透明水解圈直径和菌落直径的比值大小初步判

断菌株产纤维素酶的能力, 选取比值大的菌株继

续进行研究。 

1.3  菌种的鉴定 
菌株处于稳定生长期时在电子显微镜下拍

照。以分离菌株的DNA为模板, 采用通用引物27F

和 1448R 进行 16S rRNA 基因的 PCR 扩增。扩增

体系为 50 μL (10×Buffer 5.0 μL, MgCl2 3.0 μL, 

dNTPs 4.0 μL, 引物各 1.5 μL, Taq 酶 0.4 μL, DNA

模板 1.0 μL, ddH2O 33.6 μL)。PCR 条件: 95°C 

5 min; 94 °C 40 s, 55.3 °C 30 s, 72 °C 90 s, 共 32

个循环; 72 °C 5 min; 72 °C 20 min[7]。PCR 产物

测序由天津华大基因科技公司完成。将测序得到

的特定序列, 提交 GenBank 通过 BLAST 程序与

已知 16S rRNA 序列进行同源性比较及分析。 

将纯化的 NH11 接种至 BUG+M+T 培养基上, 

30 °C 培养 24 h, 革兰氏染色。确定使用平板类型

为 GP 板。将制备好的菌悬液接种至 GP 鉴定微

平板 96 孔中, 接种量为 150 μL/孔。30 °C 空气中

培养, 使用 Biolog 微生物自动分析系统于 4−6 h、

16−24 h 各读数一次[8]。 

1.4  氨化预处理对秸秆的影响 
将秸秆粉碎至 0.5 cm−1.0 cm, 用稀释至 20%

浓度的氨水喷洒于秸秆上, 氨水使用量为秸秆重

量的 4%, 混匀后于 30 °C 下氨化 12 d, 105 °C 烘

干。将氨化处理前后的玉米秸秆样本采用 KBr 固

体压片法在 FTS600 型傅立叶红外光谱仪上测定

FTIR 图谱。测定氨化预处理前后玉米秸秆 N 含

量, 测定单位为天津市现代中药质量检测中心。 

1.5 不同培养温度对菌株降解秸秆的影响 
将培养温度设定为 25 °C、30 °C、35 °C、

40 °C、45 °C, 将 3.000 g 预处理前后的秸秆分别

装于 100 mL 蒸馏水的摇瓶中, 菌种接种量设定

为 3%, 于 160 r/min 下摇床振荡培养, 测定菌株

5 d 的底物降解率, 每组 3 个平行, 差重法测底物

降解率, 计算公式: 

2 1 100%
M M

X M
−

= ×  

其中, X 为降解率; M1 为实验组底物重量(g); 

M2 为对照组底物重量(g); M 为摇瓶培养基初始添

加量。 

1.6  纤维素酶活力的测定 
根据 DNS (3,5-二硝基水杨酸)比色法测定

原理绘制葡萄糖标准曲线 [9]。制作两种液体发

酵产酶培养基, 秸秆作为主要的碳源, 碳源添加

量为 1.0%, 添加 0.1%的葡萄糖作为菌体生长启动

因子。用 3.0 mL 无菌水将菌体制成菌悬液, 取

0.5 mL 分别接种于两种不同培养基中。选择降解

率最高时的培养温度, 160 r/min 下摇床振荡培
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养。每 24 h 取一次菌液, 5 000 r/min 下离心

15 min, 收集上清液用于测定酶活。 

CMCase 活力的测定 [10]: 取 CMC 缓冲液

2.0 mL 于比色管中, 加入 0.5 mL 稀释 10 倍的酶

液, 50 °C 恒温水浴中反应 30 min, 加入 3.0 mL 
DNS 试 剂 , 沸 水 浴 10 min, 冷 却 后 定 容 至

25.0 mL。在 540 nm 处测 OD 值, 测得 OD 值后

查阅葡萄糖标准曲线, 求出酶解所得葡萄糖含

量, 换算成酶活力值。 
滤纸酶活力的测定[11]: 将 50 mg 新华 1 号滤

纸片放入比色管中, 加入 0.5 mL 稀释 10 倍的酶

液, 加入 2.0 mL HAc-NaAc 缓冲液, 在 50 °C 恒

温水浴中反应 60 min, 加入 3.0 mL DNS 溶液, 沸

水浴 10 min, 冷却后定容至 25.0 mL。在 540 nm
处测 OD 值, 测得 OD 值后查阅葡萄糖标准曲线, 
求出酶解所得葡萄糖含量, 换算成酶活力值。 

将纤维素酶每分钟催化底物水解生成 1 μg 葡

萄糖定义为一个酶活力单位, 用 U/mL 表示。 

2  结果与分析 

2.1  菌种的分离筛选和鉴定 
2.1.1  刚果红染色结果: 获得 11 株菌株, 命名为

NH1−11。菌株 NH1 至 NH10 的 H/D 均未出超过

3, 菌株 NH11 的 H/D 较大, 透明圈非常明显, 达

到 27.4 mm, 具有很大的研究潜力。图 1 为菌株

NH11 刚果红染色结果。 

 
图 1  NH11 刚果红染色结果 
Fig. 1  Transparent hydrolysis circle of NH11 by congo 
red staining 

2.1.2  菌株鉴定结果: 菌株 NH11 电子显微镜下

形态如图 2 所示, 放大倍率为 9 000 倍, 菌体为杆

状, 有明显芽孢。图 2A 标线长度为 0.5 μm, 图 2B

标线长度为 1 μm。以 16S rRNA 通用引物 27F 和

1448R 进行 PCR 扩增, 提交 GenBank 获得菌株序

列号 JQ973708, 依照 BLAST 进行同源性比对, 

与至少 30 种枯草芽孢杆菌具有 99%的同源性。

因此初步鉴定 NH11 为枯草芽孢杆菌(Bacillus 

subtilis)。NH11 菌株碳源利用图谱显示, NH11 能

够完全利用 D-纤维二糖、L-阿拉伯糖、D-果糖、

D-半乳糖、葡萄糖酸、α-D-葡萄糖、麦芽糖、麦

芽三糖、D-甘露醇、D-甘露糖、D-蜜二糖、3-甲

基-D-葡萄糖、α-甲基-D-葡萄糖苷、β-甲基-D-葡

萄糖苷、D-核糖、水杨苷、蔗糖、D-木糖、乙酸、

6-磷酸-D-葡萄糖等碳源; 不能利用 L-焦谷氨酸、

6-磷酸-D-果糖、甘油/丙三酸、琥珀酸/丁二酸、α-

戊酮酸; 能部分利用 α-D-乳糖、乳果糖、α-甲基- 

D-半乳糖苷、β-甲基-D-半乳糖苷、L-鼠李糖、木

糖醇、L-乳酸、丙酸等碳源。通过概率最大模拟

法将该反应模式或“指纹图谱”与数据库相比较, 

将目标菌株与数据库菌株的特征数据比对后, 与

枯草芽孢杆菌获得最大限度的匹配, 相似度为

0.536, 再由 16S rRNA 鉴定结果, 可鉴定 NH11

为枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)。 

 
图 2  电子显微镜下 NH11 菌体形态 
Fig. 2  Bacterial body morphologies of NH11 
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2.2  红外光谱分析 
如图 3 所示, 处理组 1 730.30 cm−1 处吸收峰

消失, 此处变化来自木聚糖羧基基团 C=O 的弯曲

振动, 表明氨化玉米秸秆中部分半纤维素发生脱

乙酰化作用形成有机酸。1 632.43、1 598.19 和

1 515.24 cm−1 处处理组吸收峰减弱说明氨化秸秆

中 部 分 木 质 素 间 的 酯 键 断 裂 并 被 降 解 。

1 321.11 cm−1 处处理组吸收峰发生变化, 表明氨

化作用使秸秆纤维素长链间、木质素与纤维素间

C−C、C−O 键断裂。1 457.29 cm−1 处的吸收与−OH

面内弯曲振动有关, 表明氨化预处理能够使秸秆

表面亲水基团增多。1 246.99 cm−1 处吸收峰的变

化由纤维素−OH 面的内弯曲振动引起[12−13]。 

2.3  玉米秸秆 N 含量的变化 
经测定, 30 °C 下氨化预处理秸秆 N 含量提高

至 16.31%, 未处理时为 9.36%, 变化显著。氨化

秸秆 N 含量的提高是由于 NH3与秸秆粗纤维发生

氨 解 反 应 : R−COO−R·+NH3→R−CO−NH2+ 

HOR· (R·为纤维素长链, R 为多糖链或羟基苯的

氢原子或木质素的苯丙烷单位)。N 含量的提高说

明秸秆纤维结构遭到破坏, 并且 N 元素的增加对

微生物的繁殖起到积极作用。 

2.4  不同培养温度下菌株对预处理底物的降解 
由图 4 可知, 不同培养温度对菌株降解底物

产生了显著影响, 菌株在 30 °C−40 °C 之间对于 

 
图 3  预处理前后玉米秸秆红外图谱 
Fig. 3  Infared spectrums of pretreated and untreated 
corn stalk 

秸秆有较高的降解能力, 30 °C 时达到 14.24%。对

于氨化后的秸秆, 底物降解率在 30 °C 时最高, 为

24.73%, 并且 30 °C 后降解率明显高于未处理组。 

温度对底物降解率的影响在于不同培养温

度下菌株的生长状况和产酶能力, 有研究指出, 

从柠檬叶中分离并提取的枯草芽孢杆菌 L13 在

pH 5.0 条件下的最佳发酵产酶温度为 50 °C, 

CMCase 最高达到 40.2 U/mL, 最低为 30.0 U/mL

左右, 可见培养温度对于产酶量大小影响显著。

还有研究指出, 温度为 20 °C 时, 酶活力不及

50 °C 时的 50%; 从 20 °C 上升到 50 °C, 酶活力

迅速上升; 超过 50 °C 时, 酶活力迅速下降。经

初步分析, 所分离菌株的产酶最佳温度可能与

样品本身温度无直接关系, 而与所分离菌种本

身有关, 30 °C 发酵温度是从分离并纯培养时菌

株的生长状况出发的, 与降解率实验所得结果

吻合。 

2.5  酶活力测定结果 
以 540 nm 处测出的吸光度 OD 值为纵坐标, 

以葡萄糖含量(mg)为横坐标绘制标准曲线, 得到

线性方程 y=0.726 4x+0.000 6, R2=0.999 1。 

2.5.1 CMC 酶活力测定结果: 经测定得到不同发

酵底物下 NH11 培养 5 d 的酶活力曲线, 结果见

图 5。无论底物是否氨化处理, 由于菌体生长于 

 
图 4  培养温度对 NH11 降解底物的影响 
Fig. 4  Effect of culture temperature on decomposition 
rate of NH11 



吴文韬等: 一株纤维素降解菌的分离、鉴定及对玉米秸秆的降解特性 717 

 

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

 
图 5  底物预处理前后液态发酵 CMC 酶活力曲线  
Fig. 5  CMCase activities of NH11 using pretreated and 
untreated corn stalk as substrate 
 
对数期, 发酵 1 d 后酶活力均较低。发酵到达第 3

天 , 未 处 理 组 CMC 酶 活 力 达 到 峰 值 138.03 

U/mL, 处理组则在第 4 天达到峰值 153.84 U/mL, 

最大值相比未处理组高出 11.45%。陈丽燕在腐烂

枯叶及土壤中分离并筛选的 CM2 发酵 4 d 后

CMC 酶活力达到 167.17 U/mL; 朱军莉等所筛选

的菌株 BSX5 产酶活峰值达到 54.5 U/mL, 对比之

后可知 NH11 具有较高的纤维素酶产酶能力, 尤

其是氨化秸秆为底物液体发酵中。 

2.5.2  滤纸酶活力测定结果: 图 6 为处理组与未

处理组不同发酵时间下所得 FPA 酶活力值。未处

理组在第 3 天酶活力达到峰值 178.36 U/mL, 相

比以往研究具备较高产酶能力; 处理组同样在第

3 天 FPA 酶活力达到峰值, 为 197.24 U/mL, 相比

未处理组高出 10.59%。 

3  讨论 

以预处理前后的秸秆作为底物液体发酵产酶

时, NH11 均表现出较高的纤维素酶分泌水平, 这

可能与土壤样品的组成性质有关。所选取土样的

蚯蚓养殖场使用牛粪和玉米秸秆作为养殖食物, 
蚯蚓的代谢活动使得蚓粪与秸秆混合物的全磷

和全钾含量增加, 同时使碳氮比降低、木质素和

纤维素得到初步分解、吸水性与氨基酸含量增 

 
图 6  底物预处理前后液态发酵 FPA 酶活力曲线 
Fig. 6  FPAase activities of NH11 using pretreated and 
untreated corn stalk as substrate 
 
加。微生物生长基质对微生物群落的组成产生影

响, 降解纤维素的菌群丰富且对秸秆的利用形成

一定的专一性, 在不经驯化的条件下表现出较高

的降解能力。 

本实验中, 处理组底物降解率比未处理组高

出 10.49%, 这与之后的酶活力实验所得结论一

致。纤维素酶是多组分协同作用酶系, 分为葡聚

糖内切酶、葡聚糖外切酶和 β-葡萄糖苷酶[14]。本

实验选取氨化预处理, 利用氨化和碱化作用使秸

秆薄壁组织松散膨化、维管束形变、纤维结晶度

降低。由红外光谱分析结果可知, 氨解反应破坏

木质素与半纤维素间共价键、纤维素部分分子间

和分子内氢键, 从而使葡聚糖内切酶(Endo-1,4-β- 
D-glucanase)穿透空隙作用于纤维素分子内部非

结晶区, 水解 β-1,4-糖苷键, 将长链纤维素分子

切短并产生带有非还原性末端的小分子纤维素; 
对于葡聚糖外切酶(Exo-1,4-β-D-glucanase, 简称

C1)和 β-葡萄糖苷酶(β-Glucosidase, 简称 BG), 两

者分别作用于纤维素线状分子的末端和纤维二

糖, 由于各自作用前体增加, 使得整体酶解效率

提高, NK11 产酶量即有所增加。氨解反应还对蜡

质层起到破坏作用, 使秸秆表面亲水性增强, 有

利于微生物和酶的渗入[15−16]。 
本实验在设定的实验条件下得到的液体发酵
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产酶能力与初始刚果红染色所表征的结果基本

一致, 刚果红染色结果代表菌株具有分解纤维素

的能力, 但也有可能与纤维素酶发酵试验结果不

一致。由于纤维素酶的合成发生在内质网上, 接

着转移至分泌液泡中, 其分泌过程在接触培养基

的底物时发生, 因此固、液培养的条件不同会影

响纤维素酶分泌水平。本实验结果是在液体发酵

温度设定为 30 °C、发酵液 pH 7.2−7.3 的条件下

得到的, 为初步探索并挖掘菌株最大产酶能力, 

本实验将发酵培养基 pH 初步设定为 7.2, 与菌种

所提取的样品 pH 值保持一致。 

4  结论 

本实验所涉及的菌株能够代谢多种碳源, 并

具有较高的纤维素酶产酶能力。氨化预处理对

NH11 降解玉米秸秆产生显著影响。以预处理前

后的玉米秸秆为底物 , CMC 酶活力分别达到

138.03 U/mL 和 153.84 U/mL, FPA 酶活力达

178.36 U/mL 和 197.24 U/mL。 

芽胞杆菌(Bacillus sp.)利用纤维素底物具有

复杂性, 秸秆的氨化预处理有利于菌体与秸秆的

接触并因此使得降解效率提高。化学预处理方法

对于后续微生物发酵的有益效果对于秸秆堆肥、

制作食用菌培养基和制取反刍动物粗饲料提供

了指导。 

在实际生产中, 由于菌株生长环境条件无法

达到实验水平, 并且高产纤维素酶细菌难以获

得, 使得纤维素酶降解菌的应用受到限制。不同

微生物的纤维素酶酶谱会存在一定差异, 在应用

中往往需要多菌种混合发酵, 使以上多种不同功

能的酶协同作用, 提高降解效率。本实验为提高

生物质固体废弃物资源化效率提供了优良菌种, 

经过驯化并使用基因工程的技术手段后将可能

有更大应用潜力。 
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