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菌株的筛选鉴定①

谢 洁1, 商必志1, 任慧爽1,
王爱印1, 左伟东1, 周泽扬1,2

1. 西南大学 生物技术学院家蚕基因组生物学国家重点实验室,重庆400715;

2. 重庆师范大学 生命科学学院,重庆400047

摘要:为寻找纤维素酶高产菌株,用于农作物秸秆、园林枯枝落叶及城市生活垃圾等的降解利用,本研究以羧甲基

纤维素钠(CMC-Na)为唯一碳源,从重庆市缙云山林地腐殖质中分离纤维素降解菌,结合羧甲基纤维素钠水解圈法

和胞外酶活测定法(DNS法)筛选获得1株纤维素酶高产菌株JYMB2.该菌株24h发酵上清液经DNS法检测纤维

素酶活达到峰值,其CMC酶活为159.25U/mL,滤纸酶活(FPase)为152.13U/mL.菌种鉴定结果表明JYMB2菌

株为革兰氏阳性芽孢杆菌,多个菌体串联成链状;过氧化氢酶、硝酸盐还原及V-P试验呈现阳性;能水解淀粉、液

化明胶.基于16SrDNA序列的系统发育分析结果表明JYMB2菌株与登录号为KF010349的蜡状芽孢杆菌处于同

一最小分枝,且与多株芽孢杆菌属菌株相似度达到98%以上.综合菌体及菌落形态特征、生理生化实验结果以及基

于16SrDNA的系统发育分析,将JYMB2菌株鉴定为蜡状芽孢杆菌(Bacilluscereus),命名为B.cereusJYMB2.
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随着工业与经济的快速发展,石油作为不可再生资源日趋紧张.同时,使用石油带来的环境污染也日

益凸显.利用微生物发酵非粮食生物质原料生产乙醇等替代燃料,将为人类解决面临的资源、环境及能源

等问题寻找新的突破口.目前,部分发达国家大量种植粮食作物用于能源生产.作为最大的燃料乙醇生产

国,美国主要利用玉米为原料生产乙醇[1].这不仅引起人们对全球玉米供应的担忧,且因尚有部分国家仍

面临粮食危机,这种做法也备受争议.我国利用生物质原料生产洁净替代能源遵循“不与人争粮,不与粮争

地”的基本原则[2],故开发利用非粮食生物质原料生产替代能源是我国解决能源问题的基本策略.作为自然

界存储量最丰富的碳水化合物,纤维素广泛存在于农作物秸秆、木屑及枯枝落叶等植物残体,以及城市生

活垃圾[3-4].目前此类物质大都采用焚烧方式进行处理,这不仅带来空气污染,同时也使蕴藏在其中以纤维

素为主的生物质能源未被有效利用.多种真菌、细菌能通过产生纤维素酶而在自然界纤维素的降解过程中

发挥作用[5-6].纤维素生物降解条件温和,且不带来次生环境污染,筛选获得纤维素酶高产菌株对以纤维素

为主的生物质原料的利用具有重要作用.
重庆市北碚区缙云山森林资源丰富,林地枯枝落叶有利于纤维素酶产生菌的富集.在长期适应环境的
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过程中,林地腐殖质中存在的微生物可以通过分泌包括纤维素酶在内的多种酶类参与环境物质循环.本研

究选择从缙云山狮子峰(29°50'27″N,106°23'29″E)附近的林地腐殖质中分离纤维素酶产生菌,并通过刚果

红培养基水解圈法及胞外纤维素酶测定方法筛选纤维素酶高产菌株,以期为富含纤维素生物质原料的降解

及洁净能源的开发提供潜在生产菌.

1 材料和方法

1.1 材 料

1.1.1 土壤样品

分离菌株所用样品来自重庆市北碚区缙云山富含枯枝落叶的林地腐殖质.
1.1.2 菌种筛选及产酶培养基配方

参照文献[7-8],并稍作调整.
初筛培养基(羧甲基纤维素钠培养基):CMC-Na15.0g,NH4NO31.0g,蛋白胨1.0g,MgSO4·

7H2O0.5g,KH2PO41.0g,琼脂20.0g,H2O1000mL,pH7.0[7].鉴别培养基(刚果红培养基):

KH2PO40.5g,MgSO40.25g,琼脂18.0g,明胶2.0g,CMC-Na2.0g,刚果红0.2g,蒸馏水1000mL,

pH7.0[7].CMC酶活检测液体发酵培养基:蛋白胨10.0g,牛肉膏10.0g,CMC-Na10.0g,NaCl1.5g,

KH2PO41.0g,MgSO4·7H2O0.3g,蒸馏水1000mL,pH7.0[8].滤纸酶活检测液体发酵培养基:蛋白

胨10.0g,牛肉膏10.0g,新华滤纸50.0mg,NaCl1.5g,KH2PO41.0g,MgSO4·7H2O0.3g,蒸馏水

1000mL,pH7.0.以上培养基均121℃灭菌20min后备用.
1.1.3 主要试剂和仪器

DNAMaker、dNTP、DNA聚合酶、PCR产物纯化试剂盒均购自宝生物工程(大连)有限公司;PCR
引物购自南京金斯瑞生物科技有限公司;生理生化检测试剂管购自广东环凯生物科技有限公司;其余均

为国产分析纯.恒温摇床、电泳仪均购自北京六一仪器厂,PCR仪购自美国ABI公司,显微镜购自奥林

巴斯公司.
1.2 方 法

1.2.1 纤维素酶产生菌的分离与初筛

称取0.5g土壤样品加入到49.5mL含有玻璃珠的生理盐水中作为10-2稀释度振荡30min混匀后

做10-3,10-4和10-5稀释,各取100μL稀释液涂布于初筛羧甲基纤维素钠培养基,每个稀释度2次重

复.28℃培养48h挑取生长较快的单菌落在羧甲基纤维素钠培养基上纯化获得纯培养[9].
1.2.2 纤维素酶产生菌的复筛与保存

将初筛获得的菌株用灭菌牙签点接至鉴别培养基表面,每个菌株3个重复,28℃培养48h,根据

菌体在鉴别培养基平板水解圈直径(D)与菌落直径(d)比值的大小,判断菌株产纤维素酶活性.选取

直径比(D/d)较大且生长迅速的菌株进行下一步研究[10].同时,从平板上挑取单菌落接种至液体培

养基,28℃,160r/min震荡培养24h后,加入15%的灭菌甘油,置于-80℃冰箱中保存备用.
1.2.3 纤维素酶活性的测定

将复筛获得的高产菌株接种于CMC酶活检测液体发酵培养基及滤纸酶活检测液体发酵培养基,

28℃,160r/min震荡培养,5000r/min离心10min,分别取上清液检测CMC酶活及滤纸酶活.本
研究测定了目的菌株发酵12,24,48,72h上清液的纤维素酶活性.酶活力测定参照文献[11-12],并

稍作改动进行.
CMCase测定:酶促反应体系包括用0.2mol/LpH4.8的乙酸缓冲液配置的1%CMC-Na溶液1mL,

目的菌株发酵上清液1mL(对照管加入灭活的发酵上清液),充分混匀后置于50℃酶促反应30min后取

出,迅速加入DNS试剂3mL,置于沸水浴显色10min,取出后立即流水冷却至室温,用去离子水定容至

25mL,摇匀,用对照管调零,在540nm测定吸光值,根据葡萄糖标准曲线计算还原糖的量[11].FPase测

定:酶促反应体系包括0.2mol/LpH4.8的醋酸 醋酸钠缓冲液lmL,发酵上清液1mL(对照管加入灭活
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的发酵上清液),并加入1cm×6cm的新华滤纸条,滤纸条浸泡于液体中混匀后50℃酶促反应30min[12].
之后,亦用上述DNS法测定还原糖生成量.酶活力单位的定义:以每毫升发酵上清液酶促反应30min释放

1μg葡萄糖的量为一个酶活单位(U).
1.2.4 菌种鉴定

1.2.4.1 菌体培养特征、形态观察

在马铃薯葡萄糖固体培养基(PDA培养基)上培养目的菌株18~24h观察菌落形态特征,在鉴别培养

基上培养24h进行革兰氏染色,培养96h进行芽孢染色.
1.2.4.2 生理生化反应特征测定

菌株需氧性、运动性测定、过氧化氢酶试验、淀粉水解、明胶液化试验、V-P试验、硝酸盐还原等试验

均参照文献进行[13-14].
1.2.4.3 基于16SrDNA序列的系统发育分析

将目的菌株接种至LB培养基振荡培养12~18h后,提取基因组DNA作为模板,用细菌16SrDNA基因

通用引物进行PCR扩增.引物序列为27F:5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3和1492R:5-GGTTACCTT-
GTTACGACTT-3.PCR反应条件为:95℃ 预变性5min;94℃变性30s,58℃ 退火30s,72℃延伸

60s,30个循环;72℃ 延伸10min.扩增产物进行1.0%琼脂糖凝胶电泳分离,回收纯化目的片段并与

pMD19-T载体连接,转化至大肠杆菌DH5α感受态细胞,筛选阳性克隆送至南京金斯瑞生物科技有限

公司测序[15].所得16SrDNA序列在 GenBank里进行比对[16],下载同源性较高序列,以大肠杆菌16S
rDNA序列为外群,利用 MEGA4.0软件,使用N-J法进行1000次步长计算,构建系统发育树[15].

2 结果与分析

2.1 纤维素酶产生菌的分离与筛选

从采自缙云山的土样中初筛获得6个分离株,命名为JYMA1、JYMA2、JYMA3、JYMB1、JYMB2、

JYMB3.将上述菌株接种于鉴别培养基,28℃培养48h后测量其水解圈直径与菌落直径的比值,其中

JYMB2菌株水解圈与菌落直径比值最大,为17.33(表1,图1).
表1 纤维素酶产生菌水解圈直径与菌落直径比值

菌株编号 水解圈/菌落直径 偏差范围/% 菌株编号 水解圈/菌落直径 偏差范围/%

JYMA1 13.11 ±3.38 JYMB1 4.17 ±8.00

JYMA2 16.67 ±8.00 JYMB2 17.33 ±8.17

JYMA3 3.43 ±8.30 JYMB3 0.00 0.00

图1 JYMB2菌株纤维素降解作用测试结果

2.2 纤维素酶活性的测定

根据葡萄糖标准曲线得到回归方程:

y=1.4241x+0.1298,R2=0.9918,通

过测定吸光值计算还原糖生成量,并进一

步计算发酵上清液的纤维素酶活性.检测

结果表明JYMB2菌株发酵12,24,48,72h,
上清 CMC 酶 活 分 别 为 145.96,159.25,

132.67,135.52U/mL(图2A);滤纸酶活分

别为146.44,152.13,148.81,145.01U/mL
(图2B).JYMB2菌株发酵前期纤维素酶活

性逐渐升高,24h左右达到峰值,随后单位

体积发酵上清液的纤维素酶活性呈下降趋势.
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图2 JYMB2菌株发酵不同时间发酵上清液纤维素酶活力

图3 JYMB2菌株在PDA
培养基上的菌落特征

2.3 菌种鉴定

2.3.1 JYMB2菌株菌落及菌体形态特征

JYMB2菌株在PDA培养基表面形成的菌落呈乳白色,圆形,边

缘锯齿状,中央凸起,湿润,有光泽,不透明(图3,表2),其在半固

体培养基表层及内部不扩散生长,为不具运动性的兼性厌氧菌(表

2).革兰氏染色结果表明JYMB2菌株为革兰氏阳性杆状细菌,多个

菌体细胞串联形成链状(图4,表2).JYMB2菌株经芽孢染色后观察,

其菌体中央具有单个椭圆形绿色芽孢 (图5,表2).

2.3.2 JYMB2菌株的生理生化特征

生理生化检测结果表明,纤维素酶产生菌JYMB2菌株过氧化

氢酶、硝酸盐还原及V-P试验均呈现阳性;能够水解淀粉、液化明胶;能够在含7% NaCl的培养基中生

长(表3).结合对JYMB2菌株的形态及培养特征观察结果,初步判断纤维素酶产生菌JYMB2为芽孢杆

菌属菌株.
表2 菌株JYMB2的形态及培养特征

测试项目 结果 测试项目 结果

菌落颜色 乳白色 芽孢形态 椭圆形

革兰氏染色 + 细胞形态 成链杆状

芽孢染色 + 运动性 -

  注:+=阳性;- =阴性.

图4 JYMB2菌株革兰氏染色结果 图5 JYMB2菌株芽孢染色结果
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表3 菌株JYMB2的生理生化特征

测试项目 结果 测试项目 结果

过氧化氢酶 + 木糖 -

V-P试验 + 吲哚试验 -

淀粉水解 + 硝酸盐还原试验 +

明胶液化实验 + 葡萄糖产气 +

甘露糖 - 7% NaCl +

阿拉伯糖 - 柠檬酸盐 -

  注:+=阳性;- =阴性.

2.3.3 JYMB2菌株基于16SrDNA的系统发育分析

以JYMB2菌株基因组DNA为模板,用16SrDNA通用引物进行PCR扩增,得到1条长约1500bp
的片段.回收目的片段与pMD19-T载体连接,并转化至大肠杆菌DH5α感受态细胞,筛选阳性克隆进行序

列测定,得到1520bp片段,将其序列提交至GenBank,获得登录号为:KM111542.根据在NCBI上进行

Blast序列比对结果选取相关序列构建系统发育树,系统发育分析结果表明JYMB2菌株与登录号为

KF010349的蜡状芽孢杆菌处于同一最小分枝(图6),且与多株蜡状芽孢杆菌16SrDNA的同源性达到

98%以上.根据JYMB2菌株的菌体形态、培养特征及生理生化特征测定结果,并结合基于16SrDNA的系

统发育分析,将该纤维素酶产生菌鉴定为蜡状芽孢杆菌 (Bacilluscereus),命名为B.cereusJYMB2.

图6 JYMB2菌株基于16SrDNA的系统发育树

3 讨 论

利用纤维素酶高产菌株处理富含纤维素的生物质原料能为开发洁净能源提供新的选择.本文利用鉴别

培养基水解圈法筛选获得纤维素酶产生菌JYMB2菌株,并采用DNS法测定目的菌株发酵上清液中CMC
酶活与滤纸酶活.根据该菌株的形态特征、生理生化检测结果以及基于16SrDNA的系统发育分析,将其

鉴定为蜡状芽孢杆菌(Bacilluscereus).芽孢杆菌是自然界中降解纤维素的主要细菌,其中蜡状芽孢杆菌和

枯草芽孢杆菌常表现出最高的纤维素酶生产活性[17].Venkata等人2013年有关土壤纤维素酶产生菌的研

究结果表明B.cereus为纤维素酶的潜在生产菌株[18].2014年Patagundi等从土壤中分离纤维素酶产生细

菌亦发现产酶活性最强的细菌为B.cereus[19].B.cereusJYMB2菌株发酵不同时间上清液中纤维素酶活
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检测结果表明,目的菌株发酵24h纤维素酶活达到峰值;发酵48h后,目的菌株发酵上清液的纤维素酶活

性将逐渐降低.结合前人对蜡状芽孢杆菌生长曲线的研究[20],推测蜡状芽孢杆菌JYMB2菌株在对数生长

期后期(24h)已经完成了纤维素酶的生产和积累.此后,随着培养时间的延长,酶作为蛋白质可能会逐渐失

活,故其纤维素降解活性呈现下降趋势,后续研究应在24h终止发酵.
纤维素酶是一个复杂的酶系,包括内切葡聚糖酶、外切葡聚糖酶及葡萄糖苷酶.CMC-Na纤维素酶活

和滤纸酶活能够稳定反应体系中的纤维素酶活性[12],为纤维素酶活检测的常用方法.维素酶产生菌初筛过

程中,以羧甲基纤维素钠为底物分析纤维素酶活,其主要反映发酵上清液中的内切葡聚糖酶活性.纤维素

刚果红培养基用于纤维素酶产生菌的筛选具有简便、直观、高通量等优点[21].同时,此法还能通过水解圈

的大小及其出现时间的早晚初步判断酶活力及产酶情况[22].不过纤维素刚果红培养基法难以定量描述菌株

的产酶能力及酶活力,故产酶菌株复筛通常需要绘制葡萄糖标准曲线,利用胞外酶活性检测方法(DNS法)

对目的菌株产酶活性定量描述.此外,园林枯枝落叶、城市生活垃圾除主要成分纤维素外,仍含有大量木质

素、半纤维素等,故其加工处理需要纤维素酶、木质素降解酶及半纤维素酶等多种酶类协同完成.后续研究

将在本文研究的基础上,优化JYMB2菌株产纤维素酶的发酵条件.同时,进一步分离筛选多种酶类的高产

菌株,构建复合菌剂,为富含生物质原料的工农业及生活废弃物的处理提供选择.
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ScreeningandIdentificationofaCellulase-Producing
StrainofBacilluscereus-JYMB2

XIE Jie1, SHANGBi-zhi1, RENHui-shuang1,
WANGAi-yin1, ZUOWei-dong1, ZHOUZe-yang1,2
1.StateKeyLaboratoryofSilkwormGenomeBiology,SchoolofBiotechnology,

 SouthwestUniversity,Chongqing400715,China;

2.CollegeofLifeSciences,ChongqingNormalUniversity,Chongqing400047,China

Abstract:Inordertoscreenoutefficientcellulase-producingmicroorganismswhichcanbeusedtoprocess

cropstalks,gardenlitter,municipalsolidwasteandsoon,cellulose-degradingstrainswereisolatedonthe

substratewithsodiumcarboxymethylcellulose(CMC-Na)asthesolecarbonsourcefromJinyunMountain

foresthumus.Then,ahighlyproductivecellulase-producingstrain,JYMB2,wasscreenedoutusingthe

methodofCMC-Nahydrolysiscircleassayandextracellularenzymeactivityassays(DNS).Detectedbythe

DNSmethod,theFPaseofJYMB2fermentationsupernatantwasupto152.13U/mL,anditsCMCase

wasupto159.25U/mLat24h.ThestrainidentificationresultsshowedthatJYMB2wasGram-positive;

andcatalase,nitratereduction,starchhydrolysis,gelatineliqueficationandVPtestswerepositive.Phylo-

geneticanalysisresultsbasedon16SrDNAsequenceshowedthatJYMB2wasinthesameminimalclade

withBacilluscereus (accessionnumber:KF010349).Furthermore,the16SrDNAsequenceofJYMB2
sharedmorethan98%similaritywithmanystrainsofB.cereus.Accordingtothemorphology,physiolo-

gy,biochemistryassayand16SrDNA-basedphylogeneticanalysis,JYMB2wasidentifiedtobeastrainof

B.cereus,andnamedasB.cereusJYMB2.
Keywords:cellulase-producingmicroorganism;screening;enzymeactivityassay;strainidentification
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