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摘要:为筛选出高效降解食用菌废弃菌渣的复合菌系,有效促进菌渣的降解速率,明确复合菌系主要功能菌

株最佳发酵环境。利用富集培养、限性继代培养和低温逐代驯化技术对205份采集的菌源材料进行筛选,通
过对纤维素酶活性的测定,选取最佳菌源提取物料。同时采用划线分离培养,分离主要功能菌株,对菌株的

产酶条件进行优化。结果表明,从205份菌源提取物质中分离纯化的1个具有较强的纤维素降解能力的材

料,发现该菌属于曲霉属,产酶较高的主菌株是聚多曲霉(Aspergillussydowii),对该菌株的产酶环境优化发

现,产半纤维素酶和纤维素酶的最优环境是菌渣35g·L-1、硫酸铵3.5g·L-1、吐温-80为1.4mL·L-1、

KH2PO41.0g·L-1、MgSO4·7H2O1.0g·L-1、NaCl0.5g·L-1、FeSO4·7H2O0.1g·L-1,培养时间为15d。
最终明确了复合菌系中主要功能菌株的菌株类别及其发酵环境,可为废弃菌渣资源的快速降解提供宝贵资

源,并为菌渣资源肥向利用提供技术依据。
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  菌渣是指含有大量纤维素物质,也含有丰富

的菌体蛋白和多种酶等活性物质的食用菌产业末

端产生的废弃物质。中国是全球最大的食用菌生

产国,自2013年以来产量已突破3000万t,占全球

总产量的70%以上[1]。2021年黑龙江省食用菌业

规模稳定在67.6亿袋,其中木耳菌渣占64.37亿袋,
总产量(鲜品)达到338万t,废弃菌渣总产量达到

270.4万t[2]。在食用菌产业快速发展的同时,生
产出食用菌后的栽培废弃物总量也呈逐年上升趋

势。国内多数菌渣被作为生物质燃料焚烧发电,
随着国家双碳政策及黑土地保护政策的提出,菌
渣作为一种优质有机肥源被重视。目前利用废弃

菌渣的途径主要是将其发酵制成有机肥料[3-7],因
菌渣结构的纤维素晶体性导致难以降解,从而导

致有机物利用率较低,且国内外对菌渣有机肥料

的研究大多集中在传统堆肥发酵水平,堆肥时间

长、费时费力、耗财,菌渣的腐解率一直没有得到

很好的提高[8-10],因此,废弃菌渣的高效降解问题

一直是制约菌渣肥向利用的主要因素[4],而高效

降解菌渣离不开纤维素降解菌的筛选。目前有关

纤维素降解菌的报道较多,但研究大多集中在秸秆

降解方面,对废弃菌渣降解的报道较少,刘晓梅等[11]

从不同地点堆放的杏鲍菇菌渣中采集样品,筛选

到4株具有高效纤维素降解能力的细菌,经过制

备复合菌剂发现在菌渣堆肥过程中促腐效果较

好。葛江丽等[12]从土壤、腐殖质和牲畜粪便中筛

选出能够高效降解菌糠纤维素的菌株N3,并优化

了其发酵条件。黑龙江省近几年主推以生物技术

解决乡村振兴路上废弃菌渣利用率低和缺乏轻简

化处理手段等问题,故本研究于黑龙江省不同地

点采集菌源提取物质205种,进行室内微生物培

养试验,筛选出废弃的菌渣高效降解复合菌系,经
滤纸条降解实验和纤维素酶活力测定,并对主要

成分菌株进行分类鉴定,明确其最佳的产酶条件,

为菌渣资源的利用提供技术依据。进而挖掘产酶

量高的优等菌株,改变以往人工培养复合菌群在

天然木质纤维素分解过程中区域适应性差的

问题[13]。
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1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 菌源提取物采集 2018年10月至2020年

5月,在黑龙江省年均气温-7~10℃的区域内,

采集包括菌渣(木耳菌渣、大球盖菇菌渣等)、发酵

堆肥菌渣、作物腐烂秸秆(玉米秸秆、水稻秸秆、烂
杂草等)、耕层及剖面土壤(暗棕壤、草甸土、树林

土、秸秆还田土、菜园土、常规耕地土等)、粪肥堆

(牛、羊、猪粪等)、牛羊胃瘤残留物等有机肥源腐

熟物质在内的205种菌源。

1.1.2 碳源材料 以检测滤纸 WhatmanNo.1
和黑龙江省农业科学院牡丹江分院食用菌研究中

心的食用菌菌渣作为培养基中的碳源,洗净烘干

后备用。

1.1.3 培养基 富集培养液:胰蛋白胨5.0g,酵
母浸粉1.0g,NaCl5g,蒸馏水1L。继代培养基:

(NH4)2SO42.0g,K2HPO41.0g,MgSO4·7H2O

0.05g,CaCO32.0g,NaCl0.2g,土壤浸出液10mL,

蒸馏水1L。产酶培养基:CMC-Na10.0g,蛋白

胨10.0g,NaCl10.0g,酵母素5.0g,pH自然;

菌渣培养基:蛋白3.0g,(NH4)2SO46.0g,尿素

3.0g,CaCl20.1g,MgSO4·7H2O5.0g,K2HPO4
1.0g,NaCl0.1g,FeSO4·7H2O0.05g,MnSO4·

7H2O0.016g,ZnSO4·7H2O0.014g,CaCl20.02g,

蒸馏水1L[11]。

分离培养基:①赫奇逊CMC培养基(A,g·L-1);

②赫奇逊CMC-Na培养基(B,g·L-1);③纤维素

刚果红平板培养基(C,g·L-1);④纤维素刚果红

平板培养基(D,g·L-1),4种培养基具体配方参

考文献[14]。

筛选培养基:①Dubos纤维素培养基(E,g·L-1):

K2HPO41.0g,NaNO30.5g,KCl0.5g,CMC

5.0g,MgSO4·7H2O0.5g,Fe2(SO4)3·7H2O

0.001g,pH7.5;②蛋白胨纤维素培养基(F,g·L-1):

CaCO32.0g,K2HPO40.5g,NaCl5.0g,MgSO4
0.5g,蛋白胨5.0g,纤维素5.0g,刚果红0.1g,

酵母膏5.0g,微量元素溶液0.5mL,50℃静置

培养[15]。

1.2 试验设计

1.2.1 复合菌系的筛选 富集培养液:取编号为

5g的菌源样品接种到装有富集培养基的灭菌三

角瓶中,50r·min-1震荡30min后静置,于28℃
培养,每天观察培养物情况,培养20~30d至富

集培养基颜色变深,滤条断裂分解,菌渣溃烂时,

取培养液10%的接种量接种到上述新鲜富集培

养基中继续富集培养,如此反复5次转接,完成富

集培养。

继代培养:取富集培养后的培养液,在25℃
条件下,以菌渣和 WhatmanNo.1滤纸为唯一碳

源的继代培养基中,按10%的接种量或1cm×
1cm小块固体平板琼脂样品(捣碎)接种,培养到

滤纸条黄化断裂并记录黄化断裂时间,如此5次

转接。

低温驯养:从第6代继育开始,每隔1代培养

温度降低1℃,当培养温度降至15℃后,每隔2代

再降1℃,直到降至8℃。对分解能力减弱的样

品,在限制继代培养的低温驯化中予以淘汰。

初筛:在产酶培养基和菌渣培养基中接种经

限制性继代培养和低温驯化培养仍保持良好分解

能力的培养物,测定纤维素酶活性和菌渣降解率。

复筛:测定菌渣木质纤维素的降解率及对其

他纤维素物质(滤纸、脱脂棉)的降解能力,将初筛

所得的复合菌系以5%的接种量接入菌渣培养

基,在15℃条件下恒温培养。

1.2.2 分离复合菌系纤维素降解菌 吸收复合

菌系培养液1mL,按10倍法稀释至10-6,取10-6稀

释液0.1mL涂布于分离培养基A、B、C、D中,每
次处理3次重复,28℃培养72~96h,计算菌落

数量。根据菌落的形态、色泽等对单菌落进行挑

拣,经提纯处理后按常规方法进行保存[16]。

1.2.3 滤纸分解效果鉴定(菌株初筛) 采用滤

纸分解法,将滤纸剪成小条,放入试管内,使其略

呈液面外露,并将滤纸剪成小条,使滤纸在试管内

露出液面。以滤纸为唯一碳源的培养基E(杜博

斯液态培养基)接种各菌株,再振荡培养5d,30℃

110r·min-1,观察滤纸崩解作用;FPA酶(3,5-二

硝基水杨酸比色法测定)是在初筛的基础上,针对
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崩解效果较好的菌株进行测定,为评价指标进一

步筛选,得到纤维素功能降解菌株[17]。

1.2.4 培养基筛选(复筛) 将筛选得到的功能

菌株分别接种到菌株筛选培养基E和F中,进行

功能培养基的筛选,每处理3次重复,同时测定

FPA酶活性,确定最佳菌株。

1.2.5 菌株鉴定 分子生物学鉴定筛选出的纤

维素降解菌株:真菌透过ITSrDNA进行分子特

征辨识,并提取真菌基因组DNA,利用一般引引物

ITS1、ITS4R扩增PCR。细菌主要通过16SrDNA
进行分子特征鉴定,用细菌DNA提取试剂盒提

取细菌基因组DNA,用通用引物27F和1492R
扩增PCR。扩增产物送至北京美优安诺生物科

技有限公司测序,获得的DNA序列提交至NCBI
数据库,利用 MEGA构建系统发育树[16-18],通过

BLAST序列比对[18-19]。

1.2.6 菌株产酶条件优化 每个菌种试管内加

入适量无菌水,强烈振荡制成等浓度的菌悬液或

孢子悬液。取等量不同菌种的菌悬液孢子悬液,
混合均匀即成发酵用的种子液。本试验设置4个

变量分别为菌渣、硫酸铵、时间和吐温-80,采用均

匀设计U7(74),每个变量设置7个水平,总计7个

处理,每处理5次重复(表1)。

表1 试验设计

处理
菌渣x1/

(g·L-1)

硫酸铵x2/

(g·L-1)

时间x3/

d

吐温-80x4/

(mL·L-1)

T1 5 2.5 9 0.2

T2 10 1.0 13 1.2

T3 15 2.0 3 1.0

T4 20 3.5 15 0.6

T5 25 0.5 5 0.4

T6 30 3.0 7 1.4

T7 35 1.5 11 0.8

于基础底液(KH2PO41.0g·L-1、MgSO4·

7H2O1.0g·L-1、NaCl0.5g·L-1、FeSO4·7H2O

0.1g·L-1)中加入相应的硫酸铵和吐温-80充分

振荡,取100mL分装于三角瓶中,加入对应的菌

渣量,经121℃灭菌30min并冷却,加入5mL种

子液,在恒温水浴振荡器(120r·min-1,28℃)中
按表1的时间培养。

1.3 测定项目及方法

1.3.1 粗酶液的制备 培养后的发酵液经4℃、

3000r·min-1离心15min后的上清液即为粗

酶液[20]。

1.3.2 纤维素酶活力的测定 主要测定滤纸酶

活性(FPA)、羧甲基纤维素酶活性CMC、C1酶活

性、β-葡 萄 糖 苷 酶 活 性 等4个 纤 维 素 酶 活 性。

CMC酶活测定按照国际理论与应用化学协会

(IUPAC)推荐国际标准方法[21]。用50mg脱脂

棉代替滤条,其余步骤参照FPA的测定方法测定

外切-1,4-P-葡聚糖酶活性(C1酶活)。
滤纸酶活性(FPA)测定方法:取4支25mL试

管,在测定管中加入0.2mL酶液和1.8mL的柠

檬酸钠缓冲液(pH4.8),在空白管中加入1.8mL
的柠檬酸钠缓冲液高温灭活。将1cm×6cm滤

条加入上述试管中,充分浸泡后同时放置50℃恒

温水浴60min;再加入DNS显色液3mL,沸水浴

10min,冷却后移到容量为25mL的容量瓶中,
加入蒸馏水至刻度。空白调整为零,测540nm
处OD值,如此反复进行4次。

β-葡萄糖苷酶活性测定方法:取4支试管,将

2mL酶液和1.8mL水杨苷(质量分数0.5%)加
入测定管,在空白管中加入0.2mL酶液,经高温

灭活后加入pH4.8的柠檬酸钠缓冲液1.8mL。
经50℃恒温水浴30min后,加入DNS显色液

3mL,经沸水浴10min冷却后移至25mL容量

瓶中,加蒸馏水至刻度。空白调零,540nm测OD
值,重复4次[22]。

在上述条件下,定义每分钟催化纤维素水解

生成1μmol葡萄糖的酶量为酶活力单位,以国际

单位为基础。
酶活力(U·mL-1)=葡萄糖含量(mg)×稀释倍

数×5.56反应液中酶液加入量(mL)×时间(min)[23]

1.4 数据分析

试验结果用平均值±标准差表示。回归方程

建立采用最优多元线性分析(SPSS19.0),根据方

程优化产酶条件。产酶条件的验证采用t检验。

2 结果与分析

2.1 菌渣高效降解复合菌的筛选

对205份菌源提取材料,采用富集培养、限制

性继代培养、低温驯化培养等技术进行初筛,经过
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5次重复转接,富集培养获得具有纤维素分解能

力的培养物,可使43份材料发生崩解、断裂的滤

纸条和腐烂的菌渣丝状化;经过10次的继代培

养,富集后表现较好的培养物通过测定43个菌源

提取材料的降解率,初步筛选出25个具有较强的

菌渣降解率的样品。其中降解率在50%以上的

有1份材料、降解率在40%以上的有1份材料、降
解率在30%以上的有4份材料、降解率在20%以

上的有10份材料、降解率在10%以上的有8份材

料、降解率在10%以下的有1份材料。经低温驯

化培养得到可在15℃条件下分解纤维素物质的

菌系17份,通过不同代数菌渣降解率及纤维素酶

活性测定,获得一株可在低温(12℃)条件下可以

分解菌渣且纤维素酶活较高的复合菌系 MDJ39。

2.2 MDJ39复合菌系纤维素降解菌株的分离与

鉴定

  由表2可知,以培养基D分离效果最好,平
均分离菌落数为39.4CFU·g-1,显著优于其他3种

分离培养基。

表2 不同培养基纤维素降解菌株分离效果

样品
分离菌落数/(CFU·g-1)

培养基A 培养基B 培养基C 培养基D

1 3 8 5 4

2 1 1 2 30

3 2 2 0 100

4 3 2 3 60

5 2 1 1 3

均值 2.2 2.8 2.2 39.4

由表3可知,从 MDJ39中共获得了33个菌

株,其中降解能力较强的菌株11个,有中度降解

能力的菌株4个,有轻微降解能力菌株9个,没有

任何降解能力的菌株9个。
通过测定FPA酶活性,从11个菌株中进一

步筛选纤维素降解功能菌。结果表明:MDJ39-33
的FPA酶活性最好,为21.55U·mL-1,显著好

于其他菌株,被确定为纤维素降解菌株(表4)。
同时,比较发现 MDJ39-33、MDJ39-31、MDJ39-23、

MDJ39-21、MDJ39-13功能菌株在蛋白胨纤维素

培养基上FPA酶活性较高(表5),其中 MDJ39-33
FPA酶活性最高,为41.55U·mL-1。

表3 纤维素降解菌株初步筛选(滤纸)

菌株 降解度 菌株 降解度 菌株 降解度

MDJ39-1 +++ MDJ39-12 ++ MDJ39-23 +++

MDJ39-2 + MDJ39-13 +++ MDJ39-24 -

MDJ39-3 - MDJ39-14 ++ MDJ39-25 ++

MDJ39-4 - MDJ39-15 - MDJ39-26 -

MDJ39-5 +++ MDJ39-16 + MDJ39-27 ++

MDJ39-6 + MDJ39-17 + MDJ39-28 +

MDJ39-7 + MDJ39-18 - MDJ39-29 +++

MDJ39-8 + MDJ39-19 +++ MDJ39-30 -

MDJ39-9 + MDJ39-20 + MDJ39-31 +++

MDJ39-10 - MDJ39-21 +++ MDJ39-32 +++

MDJ39-11 - MDJ39-22 +++ MDJ39-33 +++

  注:+表示菌株的降解能力;-表示菌株无降解能力。

  以 酶 活 较 高 的 MDJ39-33、MDJ39-31、

MDJ39-23、MDJ39-21、MDJ39-13功能菌株编号

为真菌1号、真菌2号、细菌3号、细菌4号和细

菌5号,对5株功能菌株的酶活性测定(表6)。
结果显示:滤纸酶活:真菌1号>细菌4号>细菌

5号>细菌3号>真菌2号;CMC酶活:真菌1号>
真菌2号>细菌4号>细菌3号>细菌5号;C1酶
活:细菌5号>真菌1号>细菌3号>细菌4号>
真菌2号;β-GC酶活:真菌1号>细菌3号>细

菌5号>细菌4号>真菌2号。可见滤纸酶活、

CMC酶活、β-GC 酶活最高的均是真菌1号,分别

为43.25,50.10和44.18U·mL-1,细菌5号的

C1酶活最高,为0.62U·mL-1。

表4 纤维素降解菌株复筛

菌株编号 酶活/(U·mL-1)

MDJ39-1 4.05

MDJ39-5 2.10

MDJ39-13 10.54

MDJ39-19 1.65

MDJ39-21 11.32

MDJ39-22 2.79

MDJ39-23 12.56

MDJ39-29 8.78

MDJ39-31 17.04

MDJ39-32 5.29

MDJ39-33 21.55
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表5 功能菌株在不同培养基上的FPA酶活 单位:U·mL-1

培养基 MDJ39-13 MDJ39-21 MDJ39-23 MDJ39-31 MDJ39-33

Dubos纤维素培养基(E) 13.02 15.50 23.41 25.54 18.19
蛋白胨纤维素培养基(F) 30.21 24.62 25.12 20.20 41.55

表6 功能菌株的酶活性测定 单位:U·mL-1

菌株 滤纸酶活 CMC酶活 C1酶活 β-GC 酶活

真菌1号 43.25±0.02 50.10±0.15 0.60±0.19 44.18±0.47
真菌2号 15.94±0.15 47.20±0.03 0.38±0.71 6.45±0.38
细菌3号 23.25±0.05 38.52±0.20 0.54±0.16 13.37±0.67
细菌4号 31.24±0.07 41.30±0.11 0.39±0.50 11.44±0.66
细菌5号 27.01±0.13 37.23±1.68 0.62±0.73 12.71±0.33

2.3 纤维素降解功能菌株的分子生物学鉴定

以酶活较高的 MDJ39-33、MDJ39-31、MDJ39-23、

MDJ39-21、MDJ39-13功能菌株编号为1号~5号

的基因组DNA为模板,将3株细菌利用细菌通

用引物27F/1492R进行PCR扩增,2株真菌通用

引物ITS/1ITS4R扩增,利用1%的琼脂糖凝胶

对PCR产物进行检验。如图1所示,两株真菌在

500~750bp之间出现明显的荧光条带,3株细菌

在1000~2000bp之间出现明亮的荧光条带。
测序后将16SrDNA区片段和ITS片段的测

序结果在 NCBI数据库中进行BLAST比对,筛
选出同源性较高的序列,并采用 Mega软件的

Neighbor-joining法并构建系统发育树(图2~图6)。

序列比对结果表明,1号菌株与聚多曲霉

(AspergillussydowiiNR131259)的亲缘关系最

近,将其鉴定为聚多曲霉,2号菌株与日龄镰孢菌

(Fusariumpseudonygamai MH862656)的亲缘

关系最近,将其鉴定为日龄镰孢菌。3号菌株与

溶 血 性 葡 萄 球 菌 (Staphylococcus hominis
MF678883)的亲缘关系最近,将其鉴定为溶血性

葡萄球菌。4号菌株与博代氏杆菌(Bordetella
petriiDSM12804AJ249861)的亲缘关系最近,
将其鉴定为博代氏杆菌属。5号菌株与爪哇产碱

菌(AlcaligenesjavaensisAB914514)的亲缘关系

最近,将其鉴定为爪哇产碱菌。

1~5泳道.分别为菌株 MDJ39-33、MDJ39-31、MDJ39-23、MDJ39-21和 MDJ39-13;M.MarkerDL2000。

图1 菌株1~5号的PCR产物电泳图

图2 1号菌株的进化树分析
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图3 2号菌株的进化树分析

图4 3号菌株的进化树分析

图5 4号菌株的进化树分析

图6 5号菌株的进化树分析
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2.4 主要纤维素降解菌株产酶环境条件

2.4.1 直观分析 对酶活性最高的 MDJ39-33
菌株进行产酶环境优化,由表7可知,T6处理的

半纤维素酶活和各纤维素酶活最高,为较优的产

酶环境,即菌渣30g·L-1、硫酸铵3g·L-1、吐温-80
1.4mL·L-1、KH2PO41.0g·L-1、MgSO4·7H2O
1.0g·L-1、NaCl0.5g·L-1、FeSO4·7H2O0.1g·L-1,
培养时间为7d。

表7 不同产酶环境对 MDJ39-33菌株半纤维素酶和纤维素酶活力的影响

处理 FPA CMC C1 β-葡萄糖苷酶 半纤维素酶

T1 13.5±0.093 30.4±0.292 0.7±0.007 26.0±0.240 23.2±0.170

T2 14.9±0.063 34.8±0.321 0.8±0.012 31.8±0.325 24.7±0.160

T3 18.6±0.097 40.7±0.309 0.8±0.006 49.3±0.553 27.1±0.202

T4 16.0±0.082 39.7±0.105 0.8±0.014 32.1±0.476 27.5±0.260

T5 19.6±0.089 43.8±0.199 0.9±0.009 41.7±0.318 33.6±0.162

T6 33.1±0.101 56.2±0.227 1.0±0.007 57.6±0.521 40.6±0.178

T7 20.1±0.085 52.8±0.397 0.9±0.010 47.8±0.524 37.6±0.259

2.4.2 回归分析 将菌渣(x1)、硫酸铵(x2)、培
养时间(x3)和吐温-80(x4)作为自变量,酶活(y)
作为因变量,采用逐步回归法建立各酶活的多元

非线性回归方程,如表8所示。各方程的决定系

数(R2)较高,说明各方程拟合度较好。

表8 酶活回归方程

酶 回归方程

FPA y=22.61x24-0.01x21+0.77x1+0.63x2-27.37x4-0.38x3x4+13.65(R2=0.983)

CMC y=-0.1x23+0.49x1+0.32x1x4+28.63(R2=0.921)

C1 y=-0.01x23-0.71x24+0.21x2x4+1.0x3x4+0.89(R2=0.564)

β-葡萄糖苷酶 y=0.59x1+24.99x4-1.58x3x4+20.41(R2=0.877)

半纤维素酶 y=0.47x1-21.97x4-0.37x2x3+6.43x2x4+0.96x3x4+28.37(R2=0.922)

  根据各酶活的回归方程可推导出理论最高酶

活与最佳产酶条件(表9)。与硫酸铵浓度无关的

是CMC酶活和β-葡萄糖苷酶,与菌渣量无关的

是C1 酶活。FPA酶活代表了纤维素酶系活力综

合作用效果,因此在实践中可作为产纤维素酶环

境优化的指标。虽然产半纤维素酶和纤维素酶的

环境在培养时间上有一定的差异,但半纤维素酶

活在培养时间为15d时,根据方程推导理论最佳

酶活为46.3U·mL-1,仍保持较高的酶活力。理

论上产半纤维素酶和纤维素酶的最优环境是菌渣

35g·L-1、硫酸铵3.5g·L-1、吐温-801.4mL·L-1、

KH2PO41.0g·L-1、MgSO4·7H2O1.0g·L-1、NaCl
0.5g·L-1、FeSO4·7H2O0.1g·L-1,培养时间为

15d。
在理论最优产酶环境下,重复10次试验验

证,各酶活实际值与理论之间差异均不显著(P>
0.05)。

表9 理论最佳酶活力和产酶环境

酶
最高酶活/

(U·mL-1)

产酶环境

菌渣/

(g·L-1)

硫酸铵/

(g·L-1)

时间/

d

吐温-80/

(mL·L-1)

FPA 35.0 35 3.5 3 1.4

CMC 61.4 35 - 3 1.4

C1 19.3 - 3.5 15 1.4

β-葡萄糖苷酶 69.4 35 - 3 1.4

半纤维素酶 46.3 35 3.5 15 1.4

3 讨论

菌渣结构复杂,木质素含量较高,自然降解速

度缓慢,而低温一直是影响废弃菌渣还田后难以

快速分解的主要因素。国内外当前菌渣降解菌研

究多集中在中温和高温阶段,且以菌渣与畜禽粪

便(比例较高)混合堆肥为主,工作量大,成本高,
难以大面积推广使用。本试验研究采用微生物提
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取物与低温诱导驯化技术,以当地土著微生物存

在载体-食用菌菌渣及土壤等物料为低温降解菌

的菌源提取材料,不存在外来菌源对本区域菌体

污染的问题。国内外目前缺少有关单独菌渣高效

降解菌的研究,菌渣降解的实质就是酶解过程,丁
寅寅等[24]对食用菌菌渣中酶的利用进行了研究,
发现菌渣中含有大量的木质素降解酶,主要有漆

酶、木质素过氧化物酶及纤维素酶等。微生物降

解法因其能够提高废弃物利用效率、保护环境且

耗能小,已被广泛关注。菌渣的粗纤维结构十分

复杂,其分解是一门复杂的酶学过程,研究其在基

质化利用中降解纤维素的方法主要围绕利用微生

物制造纤维素酶进行研究[25]。
当前降解纤维素的微生物主要有细菌、真菌

和放线菌三类[26]。已知的产纤维素酶的细菌主

要有梭菌属、芽孢杆菌属、单胞菌属和枝孢菌属

等,佀胜利等[27]研究从森林腐熟土壤中筛选出一

株产纤维素降解菌DT13,经形态学、革兰氏染色

和分子生物学鉴定确定 DT13为枯草芽孢杆菌

(Bacillussubtilis),通过设计单因素试验与正交

试验对菌株DT13产纤维素酶条件进行优化,确
定其最 佳 产 酶 条 件 为 初 始 pH7.0、发 酵 温 度

40℃、发酵时间96h。就应用而言,对纤维素酶

的研究大多集中在青霉、曲霉、木霉等真菌上。因

真菌在生长过程中产生大量穿透力强的菌丝,并
附着在物质表面,通过增大接触面积加快其降解

速率,且真菌在酸性条件下能分泌大量胞外酶,加
快纤维素降解的过程[28]。李子婧等[29]筛选到

1株高效纤维素降解率的木霉真菌(Trichoderma
longibrachiatumZJ-10),在最适条件下测定的菌

株ZJ-10的酶活力可达到80.32U·mL-1。链霉

菌是土壤中优势的放线菌群,在高温和碱性条件

下仍然具有较高的酶活性,赖国栋等[30]在土壤中

分离出3株具有高效降解纤维素功能的链霉菌菌

株,其纤维素酶活分别达到37.714,30.694和

25.336U·mL-1。虽然关于纤维素降解的菌株目

前已经报道,但用于处理食用菌菌渣的较少,且酶

活较低,本试验筛选出具有高效降解纤维素的菌

株为聚多曲霉,在培养时间为15d时,半纤维素

酶活最高可达到46.3U·mL-1,该菌株对食用菌

菌渣降解功能的研究具有重要的应用前景。

4 结论

本研究从黑龙江省采集的样品中,筛选分离

得到5株纤维素降解菌株,其中降解能力最强的

为真菌GMDJ39-33,经分子生物学鉴定属于聚多

曲霉。产半纤维素酶和纤维素酶的最优条件是菌渣

35g·L-1、硫酸铵3.5g·L-1、吐温-801.4mL·L-1、

KH2PO41.0g·L-1、MgSO4·7H2O1.0g·L-1、

NaCl0.5g·L-1、FeSO4·7H2O0.1g·L-1,培养

时间为15d。
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ScreeningofHigh-EfficiencyDegradingBacteriafromEdibleFungi
andOptimizationofEnzyme-ProducingConditionsofMainStrains

MENGXianghai1,WANGBaicheng1,ZHANGXingzhe1,YANGBing1,LIYumei2,WANG Yanfeng1,

WANGJinhe1,WANGXingming3

(1.MudanjiangBranch,HeilongjiangAcademyofAgriculturalSciences,Mudanjiang157000,China;2.Heilongjiang
InstituteofBlackSoilProtectionandUtilization,Harbin150086,China;3.AgriculturalTechnologyExtension
CenterofDongning,Mudanjiang157299,China)

Abstract:Inordertoscreenacompoundstrainthatcanefficientlydegradewastemushroomresidue,effectively
promotethedegradationrateofmushroomresidue,anddeterminetheoptimalfermentationenvironmentfor
themainfunctionalstrainsofthecompoundstrain.Theindoortestmethodwasusedtoscreen205bacterial
sourcematerialscollectedbyenrichmentculture,limitedsubcultureandlow-temperaturegenerationbygeneration
domesticationtechnology.Thebestbacterialsourceextractionmaterialswereselectedthroughthedeterminationof
cellulaseactivity.Atthesametime,themainfunctionalstrainswereisolatedbystreakculture,andthe
enzymeproductionconditionsofthestrainswereoptimized.Theresultsshowedthatamaterialwiththestrongest
cellulosedegradationabilitywasisolatedandpurifiedfrom205bacterialextracts.Itwasfoundthatthestrain
belongedtoAspergillus,andthemainstrainwithhighenzymeproductionwasAspergillussydowii.The
optimizationofenzymeproductionconditionsofthestrainshowedthattheoptimalconditionsforproducing
hemicellulaseandcellulasewere35g·L-1ofbacterialresidue,3.5g·L-1ofammoniumsulfate,1.4mL·L-1

ofTween-80,1.0g·L-1ofKH2PO4,1.0g·L-1ofMgSO4·7H2O,0.5g·L-1ofNaCl,0.1g·L-1ofFeSO4·7H2O,

theincubationtimewas15days.Theresultsofthisstudyidentifiedthemainfunctionalstrainsinthecomplex
strainsandtheirfermentationenvironment,whichprovidedvaluableresourcesfortherapiddegradationof
wastebacterialresidueresourcesandprovidedtechnicalbasisfortheutilizationofbacterialresidueresource
fertilizer.
Keywords:ediblefungi;wastebacterialresidue;cellulosedegradingbacteria;screening;enzymaticconditions
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