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摘  要：【背景】蝼蛄(Gryllotalpa spp.)是我国分布广泛的农业地下害虫，其肠道菌的组成及功能菌

资源的挖掘都有待研究。【目的】获得蝼蛄肠道可培养菌株，对其进行鉴定和产纤维素酶功能菌株

的筛选，并检测其酶活性，对活性较高菌株的产酶条件进行探究。【方法】采用传统的微生物分离

培养方法，结合分子生物学技术对东方蝼蛄肠道菌进行分离和鉴定，采用羧甲基纤维素钠

(carboxymethylcellulose sodium, CMC-Na)水解圈法筛选产纤维素酶菌株，并用 3,5-二硝基水杨酸

(3,5-dinitrosalicylic acid, DNS)法测定纤维素酶活力。【结果】从东方蝼蛄肠道共分离出 23 个菌株，

可归为 7 属 10 种：其中芽孢杆菌属 (Bacillus) 4 种，肠球菌属 (Enterococcus)、葡萄球菌属

(Staphylococcus)、不动杆菌属(Acinetobacter)、变形杆菌属(Proteus)、肠杆菌属(Enterobacter)和乳

球菌属(Lactococcus)各 1 种。结果显示，除菌株 N18 外的其余 22 个菌株均具有产纤维素酶能力，

其中菌株 N3 和 N14 产酶能力最强，其次是 N15 和 N21。培养基的 pH、培养时间、菌液接种量对

菌株的产酶能力影响各异。在实验设定的梯度范围内，所测各单因素影响下，均为菌株 N3 和 N14
产酶能力最强。【结论】蝼蛄肠道可培养菌资源丰富，获得菌株中高达 95%具有产纤维素酶的功能，

其中枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis) N3 和 N14 产酶能力最强，最具开发潜力。 
关键词：蝼蛄；肠道菌；产纤维素酶功能菌株；纤维素酶活性 
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Abstract: [Background] Mole crickets (Gryllotalpa spp.) are widely distributed agricultural 
underground pests in China, and the composition of their gut bacteria and the functional 
bacterial resources remain to be studied. [Objective] To obtain the culturable bacteria from the 
gut of G. orientalis, screen out the strains capable of producing cellulase, measure the cellulase 
activities of the strains, and explore the culture conditions of the strains with high cellulase 
activities. [Methods] The gut bacteria of G. orientalis were isolated by the culture method and 
identified by methods of molecular biology. The cellulose-producing strains were screened by 
the carboxymethylcellulose sodium (CMC-Na) hydrolysis assay, and the cellulase activity was 
determined by the 3,5-dinitrosalicylic acid (DNS) method. [Results] A total of 23 strains were 
isolated from the gut of G. orientalis, belonging to 10 species of 7 genera (4 species of Bacillus 
and 1 species of Enterococcus, Staphylococcus, Acinetobacter, Proteus, Enterobacter, and 
Lactococcus, respectively). The results showed that all the 22 strains except strain N18 had 
cellulase-producing capacity, among which strains N3 and N14 had the strongest 
cellulase-producing capacity, followed by N15 and N21. The medium pH, culture time, and 
inoculum amount had different effects on the cellulase production. Within the ranges set in this 
study, strains N3 and N14 always had the highest cellulase production under the influences of 
different single factors. [Conclusion] The gut of G. orientalis harbors rich culturable bacterial 
resources, and 95% of the isolates of gut bacteria have the function of producing cellulase. 
Among the isolates, Bacillus subtilis N3 and N14 with the highest cellulase production 
demonstrate the most potential for development. 
Keywords: Gryllotalpa spp.; gut bacteria; cellulose-producing bacterial strains; cellulase activity 
 

 

肠道菌资源的开发和利用具有重要的研究

意义和应用价值。昆虫肠道微生物能够参与代

谢、影响宿主发育和进化、提供营养物质、辅

助消化、抵御病原微生物、激起免疫反应、调

控生殖等，在维持昆虫正常生命活动方面发挥

着不可或缺的作用，昆虫肠道菌研究近年来颇

受关注[1-4]。研究昆虫肠道菌将能够获取一些可

应用于农业和工业的微生物资源 [5-7]。胡亚楠

等 [8]从大蜡螟和黄粉虫肠道中发现了能降解聚

乙烯的蜡样芽孢杆菌(Bacillus cereus)，对治理

农业地膜造成的“白色污染”具有应用价值。王

宁等[9]从美洲大蠊肠道中发现了一株能分泌热
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稳定碱性蛋白酶的嗜碱性芽孢杆菌。夏琬婷

等 [10]和何雨薇等 [11]分别从杜比亚蟑螂和马蜂

肠道中发现了能够产消化酶的功能菌株，可帮

助宿主降解大分子营养物质。昆虫肠道菌群与

宿主互利共生，在宿主的生命活动中发挥了重

要作用[12-13]。 
蝼蛄(Gryllotalpa spp.)是我国分布广泛的农

林作物地下害虫 [14]，其中华北蝼蛄(Gryllotalpa 
unispina)和东方蝼蛄 (Gryllotalpa orientalis)分
布较为普遍，危害较重。华北蝼蛄又称单刺蝼

蛄，主要分布在北纬 32°以北各地；东方蝼蛄全

国各地均有分布，其中南方危害较重[15-16]。自

然界中存在很多能够分泌多种纤维素酶降解纤

维素的真菌和细菌[17]。蝼蛄主要以取食植物幼

根为生，其肠道菌群结构及纤维素降解菌株资

源有待研究。本研究从东方蝼蛄肠道分离可培

养菌株并鉴定，筛选产纤维素酶功能菌株并进

行产酶活力测定，探究发酵培养基 pH、培养时

间及接种量等因素对其产酶活性的影响，为功

能菌株的应用提供参考依据和研究材料。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  样品 

从河北省沧州市沧县采集蝼蛄，经鉴定为东

方蝼蛄(Gryllotalpa orientalis)，属昆虫纲(Insecta)
有翅亚纲(Pterygota)直翅目(Orthoptera)螽亚目

(Ensifera)蝼蛄科(Gryllotalpidae)。 
1.1.2  培养基和主要试剂、仪器 

乳酸细菌(MRS)培养基和胰蛋白胨大豆肉

汤(TSB)，北京鼎国昌盛生物技术有限责任公

司；1/3 胰蛋白胨大豆琼脂 (1/3 TSA)培养基

(g/L)：TSB 10.0，琼脂 15.0；羧甲基纤维素钠

(carboxymethylcellulose sodium, CMC-Na)培
养基参照文献[18]配制；发酵培养基参照文献[19]

配制。细菌基因组 DNA 提取试剂盒和 2×Taq 
Plus Master Mix，北京鼎国昌盛生物技术有限责

任公司。梯度 PCR 仪，Agilent Technologies 公

司；凝胶成像仪，Bio-Rad 公司；体视显微摄像

系统，Leica 公司；酶标仪，Tecan 公司。 

1.2  蝼蛄肠道菌的分离纯化及形态学鉴定 
将蝼蛄置于通气良好的昆虫箱中，饥饿处

理 24 h 后取出观察，选取存活状态的蝼蛄于

−80 ℃冷冻保存。取 34 只蝼蛄于烧杯中，倒入

75%酒精浸没蝼蛄，3 000 r/min 涡旋 5 min，重

复 4 次。然后无菌水浸泡并中速涡旋 3 min，重

复 7 次。取 200 μL 最后一次漂洗液至 TSA 培

养基涂布均匀，3 个重复，于 37 ℃恒温培养箱

中培养 24 h 观察，无菌落出现说明表面消毒彻

底。参考李慧等[20]的蝼蛄肠道模式图，无菌操

作解剖出表面消毒好的蝼蛄样品的肠道。将解

剖出的肠道放入盛有 3 mL 预冷无菌生理盐水

的匀浆棒中充分研磨，获得肠道匀浆液并分装

到 1.5 mL 离心管中备用。 
将样品分成 2 份：1 份未加热处理；另 1 份

85 ℃加热 15 min 处理，用于分离耐热菌。将 2 组

样品分别进行 10 倍倍比梯度稀释，分别将未加

热和加热样品取各梯度(10−2、10−3、10−4、10−5、

10−6、10−7)的稀释液 0.2 mL 均匀涂布于 MRS
培养基和 1/3 TSA 培养基上，各 3 个重复。将

涂布好的平板静置 5−10 min，待样品被培养基

完全吸收后，于 37 ℃恒温箱中倒置培养 24 h
后开始观察记录。挑取分离平板上表征各异的

菌落并编号和纯化。采用 3/4 划线法连续纯化

3 代，挑取最后一代的单菌落进行革兰氏染色

镜检[21]。将纯化好的菌株接种至 TSB 培养基，

37 ℃ 、 160 r/min 富集培养至对数生长期

(OD600≈0.5)，−80 ℃保存备用[22]。参考文献[23]
并结合菌落形态特征和革兰氏染色镜检结果，

对获得的菌株进行初步鉴定。 
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1.3  分离菌株的分子生物学鉴定 
基于 16S rRNA 基因具有“种”间多态区[24]，

对从蝼蛄肠道中分离出的菌株进行 16S rRNA
基因测序。经 BLAST 比对，确定菌株的同源性

及种属关系。将从蝼蛄肠道分离出的供试菌株

划线于 TSA 培养基上，于 37 ℃恒温培养箱中

培养过夜，挑取单菌落接种到 TSB 培养基中，

37 ℃、160 r/min 振荡培养，待菌液 OD600 值

为 0.5 时取出，用于菌株 DNA 的提取。采用细

菌基因组 DNA 提取试剂盒提取总 DNA。利用

16S rRNA 基因通用引物 27F (5'-AGAGTTTGA 
TCCTGGCTCAG-3′)和 1492R (5′-TACGGCTAC 
CTTGTTACGACTT-3′)[25]对供试菌株的 DNA进

行 PCR 扩增。PCR 反应体系(50 μL)：2×Taq Plus 
Master Mix 25 μL，正、反向引物(100 μmol/L)各
2 μL，DNA 模板 3 μL，ddH2O 补足 50 μL。PCR
反应条件：95 ℃ 3 min；95 ℃ 30 s，55 ℃ 40 s，
72 ℃ 40 s，35 个循环；72 ℃ 5 min；4 ℃保存。

用 1%琼脂糖凝胶电泳检测 PCR 产物，呈阳性

条带的样品送生工生物工程(上海)股份有限公

司测序。将测序结果提交到 NCBI 数据库，使

用 BLAST 在 GenBank 数据库中进行 16S rRNA
基因序列的同源性比对分析，相似度>95%则鉴

定为同一个属，相似度>99%，则鉴定为同一个

种[26]。采用软件 MEGA v11.0 的邻接法构建系

统发育树，重复取样 1 000 次计算自展值

(bootstrap)。 

1.4  产纤维素酶菌株的筛选 
将供试菌株点接到 CMC-Na 培养基上，于

37 ℃生化培养箱中倒置培养 24 h 后用 0.3 g/L
刚果红溶液染色 1 h，用 5%的 NaCl 溶液洗脱，

进行纤维素降解功能菌株的筛选。利用已知不

能分解纤维素的大肠杆菌作阴性对照。通过观

察有无透明圈产生来判断菌株是否具有纤维素

降解功能。 

1.5  纤维素酶活力的测定 
1.5.1  葡萄糖标准曲线的绘制 

将葡萄糖置于 110 ℃的烘箱中烘 2 h 至恒

重，称取 0.1 g 葡萄糖溶解于蒸馏水并定容到

100 mL，得到 1 mg/mL 葡萄糖标准液 100 mL。

取 8 只试管，分别编号为 0−7，配制浓度不同

的葡萄糖溶液，充分摇匀后分别加入 0.5 mL 
DNS 溶液，沸水浴 5 min，取出用流水冷却后

用蒸馏水定容到 6.25 mL，充分混匀。以 0 号试

管溶液为空白对照，测定其他各管溶液对波长

为 520 nm 光波的吸收值(A)并记录结果，以葡

萄糖含量(mg)为纵坐标，以对应的 A 值为横坐

标，绘制出葡萄糖标准曲线。 
1.5.2  蝼蛄肠道可培养菌株产纤维素酶活力测定 

挑取供试菌株 N1–N23 单菌落于 TSB 培养

基中，37 ℃、170 r/min 振荡培养 24 h，以 1%
的接种量接到发酵培养基中(pH 5.0)于 37 ℃、

180 r/min振荡培养 48 h。然后将菌液于 6 000 r/min
离心 10 min，取 150 μL 上清液作为粗酶液。采用

3,5-二硝基水杨酸(3,5-dinitrosalicylic acid, DNS)
法，即 150 μL 粗酶液与 150 μL 羧甲基纤维素

钠溶液混合后 45 ℃水浴 10 min，加入 300 μL 
DNS 试剂，沸水浴 10 min。用移液枪吸 200 μL
待测液于 96 孔板中，每个菌株重复 3 次，用酶

标仪测定待测液在波长为 520 nm 处的 OD 值

(OD520)[26]。酶活力计算：每分钟从降解羧甲基

纤维素钠的溶液中释放出 1 μmol 还原糖所需要

的酶量为 1 个酶活力单位(U)，还原糖以葡萄糖

等量值计算。 

1.6  产纤维素酶的单因素试验 
分别设定发酵培养基的起始 pH 值为 5.0、

6.0、7.0、8.0 和 9.0 (培养 48 h，接种量为 1%)，
培养时间为 4、8、16、24、36 和 48 h (发酵培养

基起始 pH 值为 5.0，接种量为 1%)和接种量为

1%、2%、4%、8%、12% (发酵培养基起始 pH
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值为 5.0，培养 48 h)，测定代表菌株酶活性的

变化。酶活测定方法同 1.5.2，酶标仪测定待测

液 OD520 值。 

1.7  数据分析 
用 Excel 记录并计算实验结果，采用

GraphPad Prime 9.0 软件的 One-way ANOVA 方

差分析不同单因素条件下功能菌产纤维素酶活

力的差异显著性。 

2  结果与分析 
2.1  分离菌株的形态学鉴定结果 

从分离平板上共挑出 23 个形态各异的菌

落，纯培养菌株分别编号为 N1–N23。其中 3 株

菌从 MRS 培养基上分离获得，其他 20 株皆来

源于加热后的样品于 1/3 TSA 培养基中分离获

得。加热的样品在 1/3 TSA 培养基上分离的效

果最好，未加热样品在 1/3 TSA 和 MRS 培养基

上分离到的菌株较少。图 1 为代表性分离平板

(A)和纯化平板(B)。 

从蝼蛄肠道中分离获得的 23 个纯培养菌

株中，4 株为革兰氏阴性菌(G–)，分别为 N3、N14、

N18 和 N20，其余 19 株为革兰氏阳性菌(G+)。 

  

 
 
图 1  东方蝼蛄肠道可培养菌的分离平板(A)和
纯化平板(B) 
Figure 1  Isolation plate (A) and purified plate (B) 
of culturable bacteria from the gut of Gryllotalpa 
orientalis. 

革兰氏染色镜检细胞形态，结果显示主要为球

菌和杆菌。代表菌株的菌落形态观察和革兰氏

染色镜检结果详见表 1。 

2.2  分离菌株的分子生物学鉴定结果 
将菌株的 16S rRNA基因序列提交到NCBI的

核 苷 酸 数 据 库 ， GenBank 登 录 号 为

MW548669−MW548688。基于菌株形态学特征和

革兰氏染色镜检的初步鉴定结果，并通过

BLAST 与 GenBank 中已知 16S rRNA 基因序列

相似性比对分析，对菌株进行鉴定。结果显示，

蝼蛄肠道分离的可培养细菌均可鉴定到种。由

表 2 可见，从蝼蛄肠道分离获得的 23 个菌株可

归为 7 属 10 种。其中芽孢杆菌属(Bacillus)有    
4 种 14 株，占比 61%，其次是肠球菌属

(Enterococcus) 1 种，4 株(占 17%)。剩下的 5 个

菌属[葡萄球菌属(Staphylococcus)、不动杆菌属

(Acinetobacter)、变形杆菌属(Proteus)、肠杆菌

属 (Enterobacter)和乳球菌属 (Lactococcus)]各
有 1 个种，并且都只有 1 株。结合菌株形态学

鉴定结果，如图 2 所示，选取 10 个代表菌株

的 16S rRNA 基因序列与 NCBI 数据库中相似

性最高的模式菌株序列进行比对并构建系统

发育树。系统发育分析显示鉴定结果可信度

高，发育树分支可信度多为 100%，并且都大

于 80%。 

2.3  产纤维素酶菌株的筛选结果 
对从蝼蛄肠道获得的菌株进行了产纤维素

酶功能的筛选，以大肠杆菌作为阴性对照。图 3
为筛选实验结果为阳性的代表菌株功能筛选平

板图，透明圈代表该菌株具有产纤维素酶的能

力。结果显示，除了卡氏变形杆菌 (Proteus 

cibarius) N18 菌落周围未出现透明圈，其他  
22 株均产生明显的透明圈，即均具有产纤维素

酶的能力。 
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表 1  东方蝼蛄肠道代表菌株的菌落形态特征和革兰氏染色镜检结果 
Table 1  The colony morphology and gram staining results of representative strains from the gut of 
Gryllotalpa orientalis 
菌株编号 
Strain 
code 

菌落形态 
Colony morphology 

革兰氏染色结果 
Gram staining result 

N1 黄色不透明，圆形扁平，边缘规整 
Yellow opaque, round and flat, regular edges  

G+，细胞为杆状，菌体接近直链状，有芽孢，(1.0–1.2) μm×(3.0–5.0) μm 
G+, the cells are rod-shaped, the thallus is nearly straight chain-shaped, 
with spores, (1.0–1.2) μm×(3.0–5.0) μm 

N4 白色不透明，圆形隆起，边缘规整 
White opaque, round bulge, regular edges 

G+，细胞为球状，直径 0.5–1.5 μm 
G+, the cells are globular, the diameter is 0.5–1.5 μm 

N10 白色不透明，圆形扁平，边缘规整 
White opaque, round and flat, regular edges 

G+，细胞为圆形，直径 0.3–0.7 μm 
G+, the cells are round, the diameter is 0.3–0.7 μm 

N12 白色透明，不规则扁平，边缘波浪状 
White and transparent, irregular and flat, 
wavy edges 

G+，细胞为杆状，(1.2–1.5) μm×(2.0–4.0) μm 
G+, the cells are rod-shaped, (1.2–1.5) μm×(2.0–4.0) μm 

N14 白色半透明，不规则扁平，边缘毛糙 
White translucent, irregular and flat, 
rough edges 

G–，细胞为直或弯的杆状，无鞘或突起物，(0.7–0.8) μm×(2.0–3.0) μm 
G–, the cells are straight or curved rod-shaped, without sheaths or 
protrusions, (0.7–0.8) μm×(2.0–3.0) μm 

N15 白色不透明，圆形扁平，边缘规整 
White opaque, round and flat, regular edges 

G+，细胞为杆状，(0.5–1.5) μm×(3.0–8.0) μm 
G+, the cells are rod-shaped, (0.5–1.5)×(3.0–8.0) μm 

N18 白色透明，圆形规整，边缘规整 
White and transparent, round and regular,  
regular edges 

G–，细胞为短杆状到卵形，不产生内生芽孢，(0.4–0.6) μm×(1.0–3.0) μm 
G–, the cells are short rod-shaped to ovate, without endophytic spores, 
(0.4–0.6) μm×(1.0–3.0) μm 

N19 白色半透明，圆形扁平，边缘规整 
White translucent, round and flat, regular edges 

G+，细胞为球状，不形成芽孢，直径 1.0–1.2 μm 
G+, the cells are globular, without spores, the diameter is 1.0–1.2 μm 

N20 黄色不透明，圆形隆起，边缘规整 
Yellow opaque, round bulge, regular edges 

G–，细胞为球形或近球形，单个，成对或成堆，直径 0.5–1.1 μm 
G–, the cells are spherical or nearly spherical, single, paired or heaped, 
the diameter is 0.5–1.1 μm 

N21 白色不透明，圆形扁平，边缘规整 
White opaque, round and flat, regular edges 

G+，细胞为圆形或卵圆形，直径小于 2 μm 
G+, the cells are round or oval, the diameter is less than 2 μm   

 
表 2  东方蝼蛄肠道菌分子生物学鉴定结果 
Table 2  Molecular biology identification results of bacteria from the gut of Gryllotalpa orientalis 
属 
Genera 

种 
Species 

菌株编号 
Strain code 

芽孢杆菌属 Bacillus 蜡样芽孢杆菌 Bacillus cereus N1、N5、N6、N7、N8、N9、N11、N13、N16、N17 
枯草芽孢杆菌 Bacillus subtilis N3、N14 
短小芽孢杆菌 Bacillus pumilus N12 

肠球菌属 Enterococcus 高地芽孢杆菌 Bacillus altitudinis N15 
粪肠球菌 Enterococcus faecalis N2、N10、N22、N23 

葡萄球菌属 Staphylococcus 金黄色葡萄球菌 Staphylococcus aureus N4 
不动杆菌属 Acinetobacter 醋酸钙不动杆菌 Acinetobacter 

calcoaceticus 
N19 

变形杆菌属 Proteus 卡氏变形杆菌 Proteus cibarius N18 
肠杆菌属 Enterobacter 布甘多肠杆菌 Enterobacter bugandensis N20 
乳球菌属 Lactococcus 应变格氏乳球菌 Lactococcus garvieae N21 
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图 2  基于 16S rRNA 基因序列构建的蝼蛄肠道菌系统发育树   括号内的序号为相应序列在 GenBank
的登录号；分支点上的数字是自展值，代表进化树分支可信度的百分比；标尺 0.02 表示 2%的序列

分歧 
Figure 2  Phylogenetic tree of gut bacteria of Gryllotalpa orientalis based on the 16S rRNA gene sequence. 
The serial number in parentheses is the accession number of the corresponding sequence in GenBank; he 
numbers at the branch points are the self-spread values representing the percentage of the evolutionary tree 
branch confidence; The scale 0.02 indicates 2% of sequence divergence. 
 
2.4  功能菌株产纤维素酶活性的定量分析 

基于水解圈法对蝼蛄肠道菌产纤维素酶功

能筛选的结果，使用 DNS 法对 22 株产酶菌株进

行产纤维素酶活性的定量分析。DNS 法实验中，

葡萄糖的标准曲线方程为 y=2.478 6x–0.078 6，
相关系数 R2=0.997 4。实验结果如图 4 所示，

22 个菌株酶活平均值均>5 U/mL，其中有 4 个

菌株的产酶活性较强，平均值均>8 U/mL，分别

为枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis) N3、N14、高

地芽孢杆菌(Bacillus altitudinis) N15，以及应变

格氏乳球菌(Lactococcus garvieae) N21。其酶活力

平均值依次为 23.69、22.47、13.81 和 8.48 U/mL。
选取这 4 株菌为后续单因素对酶活力影响研究

的供试菌株。 
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图 3  蝼蛄肠道菌 N3 (A)和 N14 (B)纤维素降解功能鉴定结果 
Figure 3  Identification results of cellulose degradation function of gut bacteria N3 (A) and N14 (B) from 
Gryllotalpa orientalis. 
 

 
 
图 4  蝼蛄肠道菌的产纤维素酶活力   横坐标为菌株编号. **：P<0.01；****：P<0.000 1；ns：无显著性差异 
Figure 4  The enzyme activity of cellulase-producing strains from the gut bacteria of Gryllotalpa orientalis. 
The horizontal axis represents the strain code. **: P<0.01; ****: P<0.000 1; ns: Not significant. 
 
2.5  不同单因素对产纤维素酶活力的影响 

培养基的 pH、培养时间、菌液接种量的改

变均影响菌株的生长，从而间接影响菌株的产

酶能力。通过对不同条件下产纤维素酶活力的

测定，分别探索各检测因素对菌株 N3、N14、
N15 和 N21 产酶活力的影响，结果如图 5 所示。 

在培养时间为 48 h，接种量为 1%保持不变

的条件下，pH 对菌株产酶能力的影响如图 5A 所

示。菌株 N3、N14、N15 和 N21 的产酶活力在

pH 5.0 时达到最大，酶活力分别为 21.47、20.85、
13.73 和 8.61 U/mL。酶活力随 pH 增大呈下降

趋势，菌株 N3、N14 和 N15 在 pH 9.0 时，酶

活力有所回升。菌株 N3 在 pH 5.0−9.0 的所有

梯度中，酶活力都最大，其次是菌株 N14。实验 
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图 5  不同单因素对菌株 N3、N14、N15 和 N21 产纤维素酶活力的影响   A–C 分别为 4 株菌在不同

pH、培养时间和接种量条件下产纤维素酶的活力 
Figure 5  The effects of different single factors on the cellulase activity produced by strains N3, N14, N15 
and N21, respectively. A–C shows the cellulase producing viability of four strains at different pH, culture 
time and inoculation amount conditions, respectively. *: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001; ****: P<0.000 1.  
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结果显示，发酵培养基 pH 5.0 时供试菌株产纤

维素酶活力最强；并且在任意 pH 值，菌株 N3
和 N14 的产酶能力都具有优势。 

在发酵培养基起始 pH 值为 5.0，接种量为

1%保持不变的条件下，培养时间对菌株产酶能

力的影响如图 5B 所示。菌株 N3 和 N14 的产酶

能力更加接近，并且都远高于菌株 N15 和 N21，
检测菌株都在 48 h 时酶活力达到最大值，分别

为 20.26、20.01、15.02 和 8.28 U/mL。因此，

供试菌株在培养时间为 48 h 时产酶能力最强。 
在发酵培养基起始 pH 值为 5.0，培养时间

为 48 h 保持不变的条件下，接种量对菌株产酶

能力的影响如图 5C 所示。菌株 N3 和 N14 在接

种量分别为 2%和 1%时产酶活力最强，酶活力

分别为 28.76 U/mL 和 22.74 U/mL；菌株 N15 和

N21 在接种量分别为 12%和 8%时产酶活力最

强，酶活力分别为 14.82 U/mL 和 7.98 U/mL。可

见，接种量对 4 个菌株产酶活力影响各不相同。 
综上可见，发酵培养基的初始 pH、发酵时

间和菌液接种量都是影响菌株产纤维素酶能力

的重要因素。在实验设定的梯度范围内，从蝼

蛄肠道分离菌中筛选出的产纤维素酶功能菌株

N3、N14、N15 和 N21 在发酵培养基起始 pH 5.0
的条件下，或培养时间为 48 h 时产酶能力最强。

其他培养条件相同时，菌株 N3 在接种量为 2%，

N14、N15 和 N21 接种量分别为 1%、12%和 8%
时产酶能力最强。检测菌株中 N3 和 N14 的产

酶能力较强，二者皆为枯草芽孢杆菌(Bacillus 
subtilis) ， 其 次 为 高 地 芽 孢 杆 菌 (Bacillus 
altitudinis) N15 和应变格氏乳球菌(Lactococcus 
garvieae) N21。筛选出的功能菌株产纤维素酶的

关键影响因素和最佳产酶条件还有待继续探究。 

3  讨论与结论 
在 21 世纪，全球范围内工业酶的评估价值

在 2020 年约为 59 亿美元，预计到 2026 年将增

长至 87 亿美元[27]。因此，开发具有良好产酶潜力

的微生物资源将成为现代工业生物技术的关键

方向。昆虫肠道菌分泌大部分特异性消化酶[28]，

因其含有消化酶的功能基因，成为了微生物酶

活性分子的潜在来源。2017 年，Banerjee 等[29]

从非洲蝼蛄肠道分离出了一株热嗜碱性产蛋白

酶菌株，首次报道了蝼蛄肠道共生菌的功能。

蝼蛄作为一种生物资源，其肠道共生菌资源丰

富。本研究对蝼蛄肠道菌的多样性和产纤维素

酶功能菌株进行了初步研究。从蝼蛄肠道分离

获得 23 株菌，有 22 株具有纤维素降解功能，

这可能与蝼蛄取食菊科、藜科和十字花科等多

个科的植物密切相关，蝼蛄肠道菌可能辅助宿

主消化，充分利用食物中的纤维素，供给宿主

生长代谢所需。从蝼蛄肠道筛选出的 22 株产纤

维素酶菌株中，14 株为芽孢杆菌属(Bacillus)，
占比高达 61%。江学斌等[30]从 14 株细菌中筛选

出的 7 株产纤维素酶菌株均为芽孢杆菌，与本

研究结果类似。 
芽孢杆菌的高抗逆性和高产纤维素酶量使

其成为纤维素降解菌研究中的重要菌种[31]。产

纤维素酶的芽孢杆菌在畜牧业中受到关注，芽

孢杆菌菌株具有嗜温、好氧等生理特征；具有

抗逆性强、发酵周期短、分泌胞外酶等优势[32]。

从蝼蛄肠道筛选出的芽孢杆菌可进一步开发用

于添加到饲料中的益生菌，在帮助动物拮抗病

原菌、调节胃肠道微生态平衡、提供多种酶类

和营养物质等方面具有潜在的应用价值。此外，

随着农作物种植面积不断增加，秸秆处理问题

变得严峻。在堆肥处理时，耐高温菌能够很好

地发挥菌株降解纤维素的能力[33]。从蝼蛄肠道

分离出的菌株大多数为耐热菌，具有开发优势，

其最佳产酶条件的优化与菌株应用有待进一步

深入探究。 
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