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摘   要：【背景】麻类生物脱胶与化学法脱胶相比具有环保优势。【目的】获得用于汉麻生物

脱胶的高效果胶酶菌株。【方法】使用以果胶为唯一碳源的培养基，采用平板稀释法进行菌株

筛选，通过生理生化实验和 16S rRNA 基因序列比对鉴定目标菌株。采用单因素试验优化产

酶条件，并验证该条件下汉麻生物脱胶效果。【结果】获得一株具备高活性果胶的酶菌株，归

类为果胶杆菌(Pectobacterium aroidearum) WNH。在培养温度 27 °C、转速 160 r/min、接种量 10%、

初始 pH 7.0 的条件下培养 16 h 后，果胶杆菌 WNH 的粗酶液果胶酶活力达 155.03 U/mL。按上述条

件对汉麻韧皮进行二次脱胶处理，处理后脱胶率为 27.18%，较对照组提高了 6.93%。【结论】

果胶杆菌 WNH 具备汉麻生物脱胶的潜力。  
关键词：果胶杆菌；果胶酶；汉麻；纤维；生物脱胶 
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Abstract: [Background] Compared with chemical degumming, biological degumming of hemp 
is environmental-friendly. [Objective] To obtain an efficient pectinase-producing strain for the 
biological degumming of hemp. [Methods] The strains were screened by plate dilution method 
in the medium with pectin as the sole carbon source, and the target strain was identified by 
physiological and biochemical tests and 16S rRNA gene sequence alignment. The enzyme 
production conditions were optimized by single factor experiment, and the biological 
degumming effect of hemp was verified under the optimal conditions. [Results] A highly active 
pectinase-producing strain, Pectobacterium aroidearum WNH, was screened out. After culture 
for 16 h at 27 °C, the rotation speed of 160 r/min, inoculum volume of 10%, and initial pH 7, the 
crude enzyme solution of P. aroidearum WNH showed the pectinase activity of 155.03 U/mL. 
Under the above conditions, the second degumming of hemp bast was carried out, and the 
degumming rate reached 27.18%, which was 6.93% higher than that of the control group. 
[Conclusion] P. aroidearum WNH has the potential for the biological degumming of hemp. 
Keywords: Pectobacterium aroidearum; pectinase; hemp; fiber; biological degumming 
 

汉麻纤维是一种优秀的纺织原材料，具有

抗紫外线、吸湿散热、透气性能良好等特点，

被广泛应用于纺织纤维和新型复合材料等领

域，有很大的应用潜力。汉麻纤维主要位于汉

麻茎秆的韧皮部，分为初生纤维和次生纤维，

其中初生纤维长度为 20−50 mm，次生纤维长度

约 2 mm[1]。初生纤维与次生纤维的长度差异主

要受纤维细胞细胞壁上糖种类不同影响，这种

长度差异也导致汉麻纤维的脱胶采取的是适度

脱胶而非全脱胶[2]。传统的天然沤麻法劳动力

需求大，脱胶过程控制难度大；化学法脱胶胶

质去除率高，但容易损伤纤维质量且能耗高、

环境污染大[3]。微生物法脱胶作为一种新兴的

汉麻纤维预处理技术，利用微生物分泌的果胶

酶、木聚糖酶[4]等胶质降解酶在温和的反应条

件下，以较低的能量消耗、较轻微的环境污染

实现汉麻纤维的适度脱胶，并保证脱胶后纤维

的长度与质量。 
微生物法脱胶通常分为 2 种：(1) 直接施

用脱胶微生物进行脱胶，以“胶养菌，菌产酶，

酶脱胶”的方式实现汉麻纤维的脱胶；(2) 收集

并纯化脱胶微生物分泌的果胶酶等胶质分解
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酶，在适当的酶反应条件下完成脱胶，这 2 类

脱胶方式的关键均是高效脱胶微生物的作用[5]，

优质的菌种资源是该脱胶方法能取得进一步发

展的基石。研究者们尝试从土壤等样本中分离

功能细菌，已获得具备生物脱胶能力的菌株主

要有芽孢杆菌属、果胶杆菌属、欧文氏菌属、

假单胞菌属、白腐真菌 [6-11]等。Cheng 等 [12]

从土壤样品中分离出一株苏云金芽孢杆菌，果

胶酶活力达 98.2 U/mL，脱胶后纤维残胶率为

8.32%。Guo 等[13]对芽孢杆菌 Y1 的产果胶酶性

能进行优化，使多聚半乳糖醛酸酶酶活力提高

了 3.44 倍，脱胶时间缩短 12 h。Tarasova 等[14]

通过在 M63 甘油培养基中添加多聚半乳糖醛

酸和马铃薯提取物进行诱导，使黑腐果胶杆菌

SCRI1043 的果胶酶活性提高了 64.8 倍，为

194.4 U/mL。果胶酶是汉麻生物脱胶中的关键

酶类[15]，Maisuria 等[16]对胡萝卜软腐果胶杆菌

胡萝卜亚种 BR1 分泌的果胶酸裂解酶性质进行

分析，该酶能在 50−70 °C、pH 8.0 条件下保持

酶活力的稳定，表明该菌具备应用于纤维脱胶

的潜力。通过筛选高效果胶酶菌株并优化菌株

产果胶酶能力是改善汉麻生物脱胶效果、缩短

脱胶时间的有效途径。本研究从雨露沤麻及原

位土壤混合样品中筛选高效的果胶酶菌株，通

过单因素试验优化菌株产果胶酶能力，改善其

汉麻生物脱胶效果，以期为汉麻生物脱胶提供

一定的资源储备。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

微生物分离样品来自黑龙江省大庆市东风

农场，为天然环境下沤制 15−20 d 的雨露沤麻

及原位土壤混合样品；汉麻韧皮同样来自东风

农场，通过手工剥制获得的晾干麻束。汉麻品

种为“火麻一号”。 

果胶无机盐琼脂培养基(pectin mineral agar 
salt medium, PMAS)参照文献[17]配制，PMAS
液体培养基不添加琼脂。 

细菌基因组提取试剂盒，北京天根生化科

技有限公司；BGI 2× Super PCR Mix，北京六合

华大基因科技有限公司。生物扫描电镜(SEM)，
日立制作所；测序仪、PCR 仪，应用生物系统

公司；双束紫外分光光度计，北京普析通用仪

器有限责任公司；电热恒温培养箱，上海森信

实验仪器有限公司；冷冻离心机，艾本德公司。 
1.2  方法 
1.2.1  菌株的分离纯化 

称取 5 g 采集的雨露沤麻样品，加入 100 mL
无菌生理盐水，30 °C、120 r/min 振荡培养

30 min，取上清液进行后续处理。将上清液按

梯度稀释法稀释，获得浓度梯度为 1×10−3、

1×10−4、1×10−5 这 3 个梯度的稀释液，吸取 100 μL
稀释液，涂布于 PMAS 固体培养基上，于 33 °C
恒温培养箱倒置培养 48 h，每个稀释梯度重复

3 次。连续分离纯化 5−6 代后，观察菌落生长

情况，将形状稳定的单菌落转移至 PMAS 液体

培养基中，于 33 °C 恒温培养箱中静置培养 48 h。
此后将培养好的菌液通过甘油法保藏。 
1.2.2  产果胶酶能力细菌的筛选 

初筛：将分离平板中获得的单菌落接入鉴

定用平板，33 °C 静置培养 24 h 后，使用 7 g/L
刚果红溶液进行染色，染色持续 20 min，然后

用 1 mol/L 氯化钠溶液进行冲洗，观察菌落周围

是否出现透明圈。若出现透明圈，则测量和计

算透明圈直径与菌落直径的比值，即圈径比，

选取菌落直径较大、圈径比较大的细菌作为目

标菌株，以用于复筛。 
复筛：将初筛得到的细菌进行扩大培养，

取培养 24 h 后的发酵液，经 4 °C、10 000 r/min
离心 5 min，获得上清液。取离心后的上清液进

行果胶酶酶活力的测定，酶活力的测定使用
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3.5-二硝基水杨酸法[18]，并使用考马斯亮蓝法测

定此时上清液的蛋白浓度。测定过程中使用的

标准样品为半乳糖醛酸和牛血清白蛋白。酶活

定义为：在 50 °C 的条件下，每 1 min 水解果胶

产生 1 μg 半乳糖醛酸为一个酶活单位(U)。 
1.2.3  菌株形态学及生理生化特性研究 

通过划线分离法在 PMAS 琼脂平板上获得

分离后的单菌落，观察并记录单菌落的形态、

颜色、透明度、边缘光滑程度及是否凸起等特

征。使用扫描电镜观察菌株的形态。根据《伯

杰氏系统细菌学手册》[19]对菌株 WNH 的生理

生化指标进行检验。 
1.2.4  细菌 16S rRNA 基因测序及序列分析 

使用细菌基因组提取试剂盒按柱式法提取

基因组 DNA，采用细菌通用引物 27F (5′-AGAG 
TTTGATCCTGGCTCAG-3′)和 1492R (5′-TACG 
GCTACCTTGTTACGACTT-3′)扩增 16S rRNA
基因序列。PCR 反应体系(25 μL)：PCR Mix 
21 μL，正、反向引物(5 μmol/L)各 1 μL，模板

DNA 2 μL。PCR 反应条件：96 °C 5 min；96 °C 
20 s，62 °C 30 s，72 °C 30 s，35 个循环；72 °C 
10 min。PCR 产物由北京六合华大基因科技有

限公司完成测序，在测序后将该菌株基因序列

在 NCBI 上进行 BLAST 比对分析，选择相似性

高的标准菌株及序列，使用软件 MEGA 11.0 构

建系统发育树。 
1.2.5  果胶杆菌 WNH 的生长曲线及产酶能力

测试 
取活化后的种子液，按 10%的接种量接种

至 PMAS 培养基中，在 33 °C、140 r/min 的条

件下培养 48 h。前 24 小时每 8 h 取菌液样品，

后 24 小时每隔 12 h 取样，使用分光光度计测

量样品在波长 600 nm 处的吸光值，获得菌株

WNH 的生长曲线；使用 1.2.2 中的果胶酶酶活

测定方法对菌液样品进行处理，测定每个取样

点时果胶杆菌 WNH 的产酶性能。 
1.2.6  果胶杆菌 WNH 的产酶能力优化 

通过单因素试验设计，只改变培养温度、

初始 pH、转速和接种量等因素，探索果胶杆菌

WNH 分泌胞外果胶酶的最适条件。使用 1.2.2
中的酶活测定方法测定不同培养条件下菌液样

品中的果胶酶酶活力，分析并选择最适条件进

行产酶验证，测定该条件下果胶酶酶活力水平。 
1.2.7  果胶杆菌 WNH 对汉麻韧皮的脱胶能力

测试 
使用果胶杆菌 WNH 进行脱胶实验。将保

藏的菌株 WNH 进行活化，33 °C 培养 48 h 后获

得种子液。将汉麻韧皮用清水冲洗 1 遍后晾干，

取(2.1±0.1) g 的汉麻韧皮添加至对应的培养基

中，将种子液按 10%的比例接种，33 °C、120 r/min
处理 24 h，对照组不接种种子液。处理后将汉

麻韧皮用流水冲洗 4−5 遍，于 105 °C 烘箱中烘

干至恒重。结合脱胶率、扫描电子显微镜观察

等方法评估果胶杆菌 WNH 的汉麻脱胶效果。 
脱胶率计算公式： 

脱胶率(%)= 100
处理前干重-处理后干重

处理前干重
。 

2  结果与分析 
2.1  细菌 WNH 的形态学观察及生理生化

特性 
细菌 WNH 在 PMAS 固体琼脂平板上生长

较快，24−36 h 即可形成成熟菌落。菌落直径为

0.3−0.5 cm，形态呈乳白色的圆形菌落，质地不

透明且有光泽，边缘光滑(图 1A)。通过 SEM 观

察可知，菌体呈杆状，约为 (18.6−37.6) μm×   
5.0 μm (图 1B)。刚果红染色结果显示圈径比为

6.06±0.53，菌落直径为 0.37 cm，在 PMAS 液

体培养基中培养 24 h 后，果胶酶酶活力达

85.05 U/mL，粗酶液中蛋白浓度为 19.9 mg/mL。 
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图 1  细菌 WNH 的形态学观察及 SEM 照片   A：菌落形态. B：SEM 照片 
Figure 1  Morphological observation and SEM image of bacteria WNH. A: Colony morphology. B: SEM 
image. 

 
对细菌 WNH 的生理生化特征(表 1)进行鉴

定。该细菌能在 37 °C 生长，能使明胶液化，

能够利用果胶并分泌果胶酶，能以葡萄糖、蔗

糖等为唯一碳源进行生长，但不能以淀粉、乙

酸等为唯一碳源生长。这些特征与标准菌株

Pectobacterium aroidearum SCRI 109[15-16]的特

征一致。该菌革兰氏染色结果呈红色，为阴性

菌；甲基红实验为阴性，不能利用丙酮酸；脲

酶实验呈现阳性，说明其能分泌脲酶，降解尿 
 

表 1  细菌 WNH 的生理生化鉴定 
Table 1  Physiological and biochemical identification 
of bacteria WNH 
Content Result 

Growth in 37 °C + 

Glucose utilization test + 

Sucrose utilization test + 

Urease test + 

Pectin hydrolysis test + 

Gelatin liquefaction test + 

Gram stain test − 

Methyl red test − 

Starch hydrolysis test − 

Acetic acid utilization test − 

Contact enzyme test − 

Cellulose degradation test − 

+：阳性；−：阴性 
+: Positive; −: Negative. 

素；接触酶实验呈阴性，说明该菌不能产生过

氧化氢酶。这与肠杆菌目细菌的生化特征相符。

纤维素降解实验为阴性，说明该菌不具备分泌

纤维素酶的能力，不能分解纤维素，能够作为

脱胶菌应用于汉麻生物脱胶中。 

2.2  细菌 WNH 的分子生物学鉴定 
使用 BLAST 工具将细菌 WNH 的 16S 

rRNA 基因数据在 NCBI 数据库进行比对，选择

相似性较高的菌株。结果表明，细菌 WNH 与

GenBank 中的果胶杆菌属相似性最高，相似度

超过 99.9%。通过软件 MEGA 11.0 构建系统发

育树(图 2)。综合 16S rRNA 基因测序结果、菌

株形态学特征及生理生化指标的实验结果，判

断细菌 WNH 为一株果胶杆菌(Pectobacterium 
aroidearum)，属于肠杆菌目溶果胶菌科。 

2.3  果胶杆菌 WNH 的生长曲线及产酶性能 
为评估果胶杆菌 WNH 分泌果胶酶的能力，

对果胶杆菌 WNH 的生长曲线和酶活力曲线

(图 3)进行测定。果胶杆菌 WNH 的生长速度较

快，接种后潜伏期较短，16 h 取样时已结束对

数生长期，进入稳定期。直至取样结束时，体

系内细菌量均维持在较高水平。果胶酶酶活力

的趋势与生长曲线相似，接种后至 16 h 这一时

间段内酶活力显著提高，随后有一定的降低但

趋于稳定。 
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图 2  细菌 WNH 基于 16S rRNA 基因序列构建的系统发育树   括号内数字为 GenBank 登录号；节点

处数字为自展值；标尺代表序列间差异数值的单位长度 
Figure 2  Phylogenetic tree of bacteria WNH based on 16S rRNA gene sequence. Numbers in parenthesis 
represented GenBank accession number; Numbers at the branch points indicated the bootstrap values; The 
ruler represents the unit length of the difference value between the sequences. 

 

 
 

图 3  果胶杆菌 WNH 的生长曲线及产酶性能 
Figure 3  Growth curve and enzyme production 
performance of Pectobacterium aroidearum WNH. 

 
2.4  果胶杆菌 WNH 的产酶性能优化 

为优化果胶杆菌 WNH 分泌果胶酶的能

力，采用单因素优化的方法，依次探究温度、

pH、接种量和转速这 4 个因素对果胶杆菌

WNH 果胶酶分泌能力(图 4)的影响。各因素对

果胶酶酶活力的影响均表现为先上升后下降

的趋势，其中，培养温度为 27 °C、pH 7.0、接

种量为 10%和转速为 160 r/min 时分别在各自

曲线中呈现出最高的果胶酶酶活力，使用该条

件培养果胶杆菌 WNH，培养 16 h 后其果胶酶

酶活力为 155.03 U/mL。 

2.5  生物脱胶效果 
通过扫描电镜观察可知，使用果胶杆菌

WNH 对汉麻韧皮进行二次脱胶处理前，汉麻韧

皮纤维表面粗糙，有大量胶质等物质残留，纤

维束间连接紧密，分离现象不明显(图 5A–5C)；
处理后汉麻韧皮纤维表面光洁，胶质残留少，

纤维分离明显(图 5D–5F)。处理后的汉麻韧皮纤

维柔软蓬松，色泽柔和，实验组韧皮纤维脱胶

率为 27.18%，对照组为 20.25%，较对照组提高

了 6.93%。说明果胶杆菌 WNH 具备汉麻生物脱

胶能力，能进一步降低汉麻韧皮中的胶质含量，

有助于汉麻纤维质量的改善。 

3  讨论与结论 
麻类纤维的生物脱胶处理始终是麻类相关

研究的热点，优质的微生物资源则是生物脱胶

处理的关键。研究者们发现[20]，果胶杆菌多数

具备较强的果胶降解能力，能够应用于麻类生

物脱胶的生产实践中。本研究筛选获得的果胶

杆菌 WNH 与其他已发表菌株(表 2)相比，具备 
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图 4  各单因素对果胶杆菌 WNH 产果胶酶能力的影响   A：温度. B：pH. C：接种量. D：转速 
Figure 4  Effects of single factors on the ability of producing pectinase in Pectobacterium aroidearum 
WNH. A: Temperature. B: pH. C: Inoculum amount. D: Rotational speed. 

 

 
 

图 5  汉麻韧皮纤维的 SEM 图   A：处理前(20 μm). B：处理前(50 μm). C：处理前(200 μm). D：处理

后(20 μm). E：处理后(50 μm). F：处理后(200 μm) 
Figure 5  The SEM photos of hemp bast fiber. A: Before processing (20 μm). B: Before processing (50 μm). 
C: Before processing (200 μm). D: After processing (20 μm). E: After processing (50 μm). F: After 
processing (200 μm). 
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表 2  果胶杆菌 WNH 与已发表菌株产酶性能的对比 
Table 2  Comparison of enzyme production performance between Pectobacterium aroidearum WNH and 
published strains 
Strain Pectinase activity 

(U/mL) 
Xylanase activity 
(U/mL) 

Cellulase activity 
(U/mL) 

Substrate Reference

Pectobacterium aroidearum WNH 155.03 ND ND Hemp This study

Pectobacterium carotovorum CXJZ95-198 79.39 17.91 ND ND [21] 

Pectobacterium sp. CXJZU-120 211.2 96.6 ND Ramie [22] 

Pectobacterium carotovorum sp. HG-49 96.86 65.57 15.41 Ramie [23] 

Pectobacterium sp. DCE-01 353.8 7.39 3.05 Jute [24] 

ND：无数据 
ND: No data. 

 
较高的果胶酶酶活力水平，未检测到纤维素降

解现象，但尚未验证其是否同样具备分泌木聚

糖酶的能力。综上所述，该细菌具有较强果胶

酶分泌能力，能有效实现果胶类物质的降解，

且对麻纤维的损伤较小。 
与苎麻等麻类的研究相比，汉麻生物脱胶

的研究则相对较少，且由于汉麻原料的特殊性，

汉麻生物脱胶难度较大。但汉麻纤维性能相对

优异，引起诸多研究者关注。杨田等[25]筛选的

枯草芽孢杆菌可以在脱胶处理 4 d 后将残胶率

降低到 13%，精干麻纤维柔软、色泽光亮。童

艺翾等[26]使用厌氧生物脱胶系统处理 72 h 后，

汉麻纤维残胶率为 20.13%。Li 等[27]使用裂褶

菌(Schizophyllum commune)处理汉麻纤维 2周，

木质素、半纤维素等含量均呈现不同程度的降

低，但分泌的纤维素酶造成一定程度的纤维损

伤。成莉凤 [28]克隆纯化果胶解聚酶 419 和

G403，较原始菌株 DCE-01 所分泌的果胶解聚

酶酶活力分别提高了 13.3 倍和 2.2 倍，且 2 株

酶均表现出良好的耐热耐碱性。Alqahtani 等[29]

将来自枯草芽孢杆菌 15A B-92 的果胶酶进行纯

化，纯化后果胶酶比活性为 99.6 U/mg，纯化程

度为 11.6 倍。Xu 等[30]采用基因工程方法获得的

分泌突变型果胶酸裂解酶(Pel419)菌株 V52A，

其处理苎麻效果与商业果胶酶处于同一水平。

Rafique 等 [31]从胡萝卜软腐果胶杆菌中分离出

编码内切半乳糖醛酸酶的基因，使用 pHT43 表

达载体于枯草芽孢杆菌中进行表达，能在 IPTG
诱导培养下稳定表达胞外果胶酶。 

本研究获得的果胶杆菌 WNH 进行汉麻生

物脱胶处理后，汉麻纤维手感柔和、分散明显，

通过 SEM 观察纤维表面的微观结构，发现纤维

表面光滑、胶质残留少、纤维损伤少，有利于

其在纺织等领域的应用，说明该果胶杆菌 WNH
具有应用于汉麻生物脱胶生产的潜力。 

本研究获得一株能高效分泌胞外果胶酶、具

备一定脱胶功能的果胶杆菌 (P. aroidearum) 
WNH，在培养温度 27 °C、转速 160 r/min、接

种量 10%、初始 pH 7.0、培养时间 16 h 的条件

下，果胶酶酶活力为 155.03 U/mL。使用果胶杆

菌 WNH 对汉麻韧皮进行二次脱胶处理，其脱

胶率为 27.18%，较对照组显著提高 6.93%。该

菌株具备汉麻生物脱胶的应用潜力。 
本研究主要就果胶杆菌 WNH 的产酶性

能和脱胶效果进行了研究，要进一步提高其产

酶能力，更好地发挥脱胶功能，果胶酶纯化、

果胶酶基因异源表达等方法将是今后的研究

方向。 
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