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摘要：为进一步优化降解菌发酵条件和开发秸秆降解菌剂，以分离自自然腐烂玉米秸秆的纤维素降解菌群

ＴＦ１８为对象，研究该菌群的最佳培养条件及其作用机制。结果表明：ＴＦ１８菌群是一个复杂的有机整体，最

佳培养时间为７２ｈ，最佳培养基为ＰＤ（马铃薯葡萄糖培养基）和 ＫＢ，通过先分泌纤维素酶（ＣＭＣ）和β糖苷

酶（βＧａｓｅ），再分泌全酶（ＦＰＡ）和外切酶（Ｃ１）的方式达到降解秸秆的目的。通过纤维素酶活性与微生物类群

酶活性的相关性分析得出放线菌群是分泌纤维素酶的主要微生物类群。ＴＦ１８菌群发酵液与粉碎后的玉米

秸秆混合８ｄ后玉米秸秆降解率可以达２１．３％。因此，ＴＦ１８菌群可以作为降解作物秸秆的目标微生物资源，

进一步开发秸秆降解菌剂等产品。
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　　秸秆还田既是有机物料资源高效利用、培肥

地力的最佳选择［１］，也是减少潜在环境污染和经

济损失的重要措施［２］，然而玉米秸秆产出量大、纤

维素含量高［３］是秸秆还田过程中的瓶颈问题。以

往针对纤维素降解菌的分离纯化，高效低温降解

菌的驯化等已有大量报道［４８］，但大多为单一高效

菌株或多株高效菌株的二次复配［９１０］，在实践应

用过程中存在拮抗、田间定殖能力弱的问题。研

究表明，纤维素降解菌的作用机制是纤维素酶类

的代谢，包括纤维素酶、全酶、β糖苷酶和外切酶

等［６，１１］。本研究以分离自自然腐解玉米秸秆的降

解菌群作为对象，研究菌群成员在不同秸秆降解

阶段的作用机制和代谢酶种类，为进一步开发优

化降解菌发酵条件和秸秆降解菌剂的开发提供

依据。

１　材料与方法
１．１　材料

供试秸秆腐解菌群ＴＦ１８为从土壤中筛选的

低温复合菌群，主要成分为芽孢杆菌、纤维弧菌、

酵母菌等。与课题组保存的枯草芽孢杆菌（Ａ），

胶冻样芽孢杆菌（Ｂ）和解淀粉菌（Ｃ）进行复配。

以纤维素降解菌群ＴＦ１８（Ｆ）为基础分别加入枯

草芽孢杆菌（ＦＡ），胶冻样芽孢杆菌（ＦＢ）和解淀

粉菌（ＦＣ）以及ＦＡＢ、ＦＢＣ、ＦＡＣ、ＦＡＢＣ等组合进

行液体培养。

１．２　方法

１．２．１　菌群生长曲线及最佳培养条件筛选　以

菌群及菌群与不同功能菌组合的培养液作为种子

液，将种子液１００μＬ接种到装有１００ｍＬＰＤ液

体培养基的２５０ｍＬ三角瓶中，２８℃、１６０ｒ·ｍｉｎ１

振荡培养，每隔２ｈ取样１次，２４ｈ后每隔２４ｈ

取样１次，每次１．５ｍＬ，用可见分光光度计检测

在６００ｎｍ处的吸收值（ＯＤ６００），并稀释涂平板检

测每毫升菌悬液含的菌落个数（ＣＦＵ·ｍＬ１），并

换算成ＬｏｇＣＦＵ·ｍＬ
１。以培养时间为横坐标，

以菌悬液在６０ｎｍ处的吸收值和每毫升的菌落

数为纵坐标，绘制菌落生长曲线。

１．２．２　培养基 ｐＨ 对菌群生长的影响　每

１００ｍＬ三角瓶装５０ｍＬＰＤ培养液，灭菌后用无

菌的１ｍｏｌ·Ｌ１ＮａＯＨ和ＨＣｌ调到ｐＨ分别为３，

５，７，９和１１，接入种子液１００Ｌ，３次重复，２８℃、

１６０ｒ·ｍｉｎ１条件下菌群分别培养至２４和７２ｈ取

样，测定ＯＤ６００的吸收值、ＬｏｇＣＦＵ·ｍＬ
１等指标。

１．２．３　培养基种类对菌群生长的影响　在以上

最佳培养时间及最适ｐＨ 条件下，将菌群分别接

种到培养基ＰＤ、ＬＢ和ＫＢ中，装液量为１００ｍＬ

三角瓶装 ５０ ｍＬ 培养液。分别接入种子液

１００μＬ，３次重复，在２８℃、１６０ｒ·ｍｉｎ
１条件下菌
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群分别培养至２４和７２ｈ取样，测定ＯＤ６００值、Ｌｏｇ

ＣＦＵ·ｍＬ１等指标。

１．２．４　秸秆腐解菌群代谢酶活性　纤维素

酶（ＣＭＣ）和ＦＰＡ酶活力测定参照ＱＢ２５８３２００３

中华人民共和国轻工行业标准［１２］，外切酶（Ｃ１）和

β糖苷酶（βＧａｓｅ）的测定方法参照殷中伟
［６］的

方法。

１．２．５　秸秆腐解菌腐解能力分析　将玉米秸秆

烘干至恒重，准确称重０．５０ｇ，加入５０ｍＬ产酶

培养基，将目标菌株接入液体 ＣＭＣＮａ培养基

中，４８ｈ后转接入产酶培养基，３０℃，１２０ｒ·ｍｉｎ１

下培养，３次重复，在第８天取出，测定失重率及

样品纤维素、半纤维素和木质素含量。

失重率＝（初始质量－残体质量）×１００／初始

质量

参照罗晶［１３］的方法采用差重法测定玉米秸

秆中纤维素、半纤维素和木质素含量。

１．２．６　数据分析　应用ＳＰＳＳ（Ｖｅｒｓｉｏｎ２２．０ｆｏｒ

Ｗｉｎｄｏｗｓ）软件进行显著性和相关性统计分析，采

用ＳｉｇｍａＰｌｏｔ２０００（１０．０）绘图。

２　结果与分析
２．１　纤维素降解菌群生长曲线的测定

菌群及菌群与功能菌复配组合在培养２４ｈ

时生长达到峰值，而后下降，除菌群Ｆ在９６ｈ时

出现显著下降外，其余功能菌组合的 ＯＤ６００值稳

定在１．５左右。菌群与ＡＢＣ三种功能菌复配组

合（ＦＡＢＣ）在培养２４ｈ时ＯＤ６００值最高，在１４４ｈ

的培养期内，ＯＤ６００值稳定。因此，认为ＦＡＢＣ为

最佳菌群复配组合（图１）。将每个取样时间的样

品菌落数进行生长曲线绘制，结果表明，ＦＡＢＣ复

配菌群在培养２４ｈ时有效活菌数达到５亿

ＣＦＵ·ｍＬ１，之后随着培养时间延长有效活菌数

升高缓慢（图２）。

图１　纤维素降解菌群生长曲线

图２　ＦＡＢＣ菌群有效活菌数

２．２　培养基ｐＨ对菌群生长的影响

由图３可知，各复配菌群适宜在ｐＨ 大于５

的条件下生长，在培养２４ｈ阶段（图３Ａ），各复配

组合菌群在ｐＨ为５，７，９，１１的培养基中生长情

况相似，差异不显著。培养７２ｈ阶段（图３Ｂ），ｐＨ

为１１的培养基中，复配菌群的 ＯＤ６００值最大，生

长繁殖最快。因此，复配菌群的最佳培养 ｐＨ

为１１。

图３　不同ｐＨ条件下复配菌群２４ｈ（Ａ）和７２ｈ（Ｂ）

生长状况

２．３　培养基种类对菌群生长的影响

将菌群分别接种到培养基ＰＤ、ＬＢ和 ＫＢ中

培养７２ｈ测定ＯＤ６００值，结果表明ＰＤ和ＫＢ培养

２４
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基测定ＯＤ６００值达到２．０以上，为该菌群的最佳

培养基（图４）。

图４　不同培养基条件下复配菌群生长状况（７２ｈ）

２．４　纤维素降解菌群的纤维素酶代谢动态

通对纤维素菌群发酵液纤维素酶活性进行连

续测定结果表明，纤维素酶（图５Ｂ）和β糖苷

酶（图５Ｄ）在培养２ｄ时达到分泌高峰，而外切

酶（图５Ｃ）和全酶（图５Ａ）活性在培养５和６ｄ

达到峰 值。按 照 酶 活 性 的 绝 对 值 评 价，纤

维素酶（ＣＭＣ）为菌群发酵过程中的主要代谢酶

种类。

２．５　纤维素酶活性与不同类群菌相关性分析

通过分别测定细菌、真菌和放线菌群的４种

关键酶活性，并分析酶活性与微生物类群数量之

间关系发现，细菌酶活性和放线菌酶活性与菌群

总酶活性具有显著相关性，其中放线菌酶活性与

总酶活性之间呈极显著相关（表１）。由此可以推

断，细菌和放线菌菌群在秸秆腐解过程中起主要

作用。

表１　不同微生物类群与酶活性相关性分析

项目 细菌酶活性 真菌酶活性 放线菌酶活性

总酶活性 ０．７７４ －０．２６０ ０．９４３

　　注：在０．０５水平上显著相关；在０．０１水平上显著相关。

下同。

２．６　四种纤维素酶的相对活性

酶是微生物生长过程中的代谢产物，随着培

养时间的推移，微生物分泌的酶种类和活性各不

相同。本研究中发现总的纤维素酶绝对酶活性在

２４ｈ达到最高峰，纤维素酶和β糖苷酶活性在菌

群培养到４８ｈ时达到最高，随着培养时间的延

长，其活性降低；然而外切酶活性是随着培养时间

的推移逐渐升高。由此说明，秸秆腐解过程中是

多个纤维素酶共同作用的结果，不同酶种类在不

同的腐解阶段起主要作用。

图５　菌群ＴＦ１８的全酶（Ａ）、纤维素酶（Ｂ）、

外切酶（Ｃ）和β糖苷酶（Ｄ）活性

２．７　纤维素酶活性与微生物类群酶活性间相关

关系

　　由表２可知，纤维素酶活性与放线菌酶活性

呈极显著正相关。其余３种酶活性与微生物类群

酶活性之间相关关系不显著。由此可以看出，纤

３４
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维素酶活性主要来源于放线菌群，而其他３种酶 活性是多种微生物类群共同代谢的结果。

表２　纤维素酶活性与微生物类群酶活性之间相关性分析

项目 ＣＭＣ ＦＰＡ Ｃ１ ＢＢａｓｅ 细菌酶活性 真菌酶活性 放线菌酶活性

ＣＭＣ １ ０．６１１ －０．２６０ ０．７２７ ０．７１６ －０．３２０ ０．９４９

ＦＰＡ １ －０．８８９ ０．８７２ ０．４４２ －０．４０７ ０．４８５

Ｃ１ １ －０．６４８ －０．０４０ ０．３７１ －０．１５９

ＢＢａｓｅ １ ０．６０４ －０．３９９ ０．６６８

细菌酶活性 １ －０．２６１ ０．５８１

真菌酶活性 １ －０．４４８

放线菌酶活性 １

图６　四种纤维素酶相对活性动态变化

２．８　纤维素降解菌群秸秆降解能力

将腐解菌群扩繁，通过对秸秆粉的腐解程度

来衡量腐解菌的腐解能力。结果表明培养８ｄ后

腐解菌群的玉米秸秆降解率达２１．３％，同时纤维素

和半纤维素含量分别降低２０．９％和１６．８％（表３）。

表３　腐解菌群的秸秆腐解能力

处理
失重

率／％

纤维素

含量／％

半纤维素

含量／％

木质素

含量／％

常规秸秆  ３３．１ ３５．５ １０．１

腐解秸秆 ７８．７ １２．２ １８．７ １０．６

３　结论与讨论
秸秆降解菌群的组成和代谢活性以及环境条

件，尤其温度和碳氮比是纤维素酶活性的主控因

子，在秸秆降解的不同阶段，微生物群落组成呈现

显著变化［１４１５］。从微生物分类地位上得到同样

的研究结果，本研究认为放线菌是纤维素酶活性

的主要代谢菌群，在秸秆腐解的前期起到关键作

用。纤维素酶的代谢高峰期与微生物类群密切相

关，李乐等［１６］分离得到高效纤维素代谢真菌的代

谢高峰期为８４ｈ，其中纤维素酶（ＣＭＣ）和菌体生

物量达到最大值。本研究纤维素降解菌群ＴＦ１８

的纤维素酶（ＣＭＣ）代谢高峰期为３ｄ即７２ｈ，因

此，在ＴＦ１８菌群最优化的发酵条件基础上，进行

解磷、解钾等功能菌株复配，构建高效功能菌群以

及载体筛选，为该高效菌群的定殖和功能发挥提

供保障。黑龙江省具有作物秸秆资源丰富的优

势，该高效功能菌群具有广阔的应用前景和开发

潜力，为作物秸秆资源循环利用提供技术依据。
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桑树对沙化土壤改良的试验研究

毛　莹，郑冬梅，辛　愿，施　柳

（沈阳大学 环境学院／区域环境生态恢复教育部重点实验室，辽宁 沈阳１１００４４）

摘要：为促进沙化土壤治理，本文选择适应性强的桑树作为改良植物，探究桑树在不同沙化程度的土壤中的

适应能力，对不同沙化程度土壤的生态修复效果，以及有落叶影响下对土壤理化性质的影响。在不同处理条

件的土壤中种植半年生桑，以同样种植桑的正常土壤作为对照，通过盆栽试验测定不同处理土壤的理化性质

及桑的生长发育情况。结果表明：土壤中有机质含量整体呈增加趋势，提高了６．３０％～６８．９７％；全铁含量增

加了１１．２４％～２６．７３％；全钾含量增加了３．８７％～２８．９４％。在种植桑树后，不同沙土比的土壤肥力状况均

得到了改善，土壤的养分含量提高，桑树在不同沙化程度的土壤环境中适应能力极强，对不同沙化程度的土

壤生态修复效果显著，种植桑树是改良沙化土壤理化性质的有效方式。

关键词：沙化土壤；桑树；土壤改良；生态修复

　　土地沙化是因为各种原因地表植被遭到破

坏，土壤变为含沙量较多的土壤的过程。土壤沙

化已经成为一个全球性环境问题之一，沙化在全

球范围内蔓延，每年以５万～７５万ｋｍ
２的速度持

续扩张，目前全球遭受沙化威胁和其他干旱地

区的土地面积已达地球陆地面积的４１．３％
［１］，我

国是世界上受沙化危害最严重的国家之一，沙化
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１０２０００２４）；辽宁省高等学校创新人才支持计划（ＬＲ２０１６

０７８）；国家自然科学基金（４１５７１０８５）。

第一作者：毛莹（１９９７－），女，在读硕士，从事土壤生态修复

研究。Ｅｍａｉｌ：９１６２７３２３９＠ｑｑ．ｃｏｍ。

通信作者：郑冬梅（１９７７－），女，博士，教授，从事污染土壤生

态修复研究。Ｅｍａｉｌ：ｚｈｅｎｇｄｍ１２６＠１２６．ｃｏｍ。

土地面积已达１．７３×１０６ｋｍ２，占国土总面积的

１８．０３％
［２３］。在沙化区域选择抗旱，水土保持性

良好，可以防风固沙的植被种植适当改善土壤的

理化性质，降低沙化程度，阻止沙化蔓延［４５］，通过

种植植被恢复土壤生产力并高效开发利用，是目

前治理沙化最有效最具生态效益的方法。

桑为桑科桑属落叶乔木或灌木，原产于中国

中部，分布较广，有着长达３０００年的栽培历史，

桑树品种多适应性强，生命力旺盛，范围分布很

广［６］；相较于其他植物，桑树因其发达的根系、较

快的生长速度、耐贫瘠、耐干旱、适应性强等特点

而在生态环境治理中备受关注，同时也被认为是

经济作物中生态效益最好，在生态作物中经济价

值最高的树种［７］。因此，本文选择桑树作为对象，
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