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摘要： 以羧甲基纤维素钠为唯一碳源， 从来自甘肃永昌的双孢菇培养料中分离筛选得到 1 株降解纤维素
的耐高温菌 X3。 利用 Biolog GEN III 微孔板将该菌株鉴定为芽孢杆菌 （Bacillus vallismortis/subtilis）。 在初始 pH
为 7.0、 温度为 50 ℃、 接种量为 2%、 摇床转速为 200 r/min 的条件下培养 72 h， 该菌株粗酶液的 CMCase 活力
达到 20.36 U/mL。
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Isolation and Biolog Identification of A Hyperthermophilic cellulose
Producing Strain
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Abstract： Using sodium carboxymethyl cellulose as sole carbon resource， a Hyperthermophilic cellulase strain X3 was
isolated from culture medium of Agaricus bisporus in Yongchang Gansu. The strain was identified as Bacillus vallismortis/subtilis
with Biolog GEN III micropore plate. The enzyme yield of strain X3 reached 20.36 U/mL after culturing 72 hours under the
conditions as follows: initial pH was 7.0，temperature was 50 ℃，inoculum was 2%，rotation speed was 200 r/min.
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纤维素是绿色植物细胞壁的主要成分， 是绿
色植物通过光合作用形成的物质， 为地球上含量
最大的碳水化合物［1�］。 然而由于纤维素降解速度
缓慢， 并且难溶于水， 所以目前对纤维素的开发
利用效率还非常低。 我国纤维素类资源丰富， 农
业生产中每年都产生数量非常巨大的作物秸秆和
皮壳［2�］， 然而目前处理这些农业废弃物最主要的
方法是将其在原地焚烧， 这种方法虽然省时省力，
但原地焚烧秸秆不仅没有充分利用秸秆给农民带
来应有的经济效益， 而且还严重污染了环境， 加

速了环境的恶化［3�］。 理化降解纤维素的方法因降
解成本高， 容易污染环境而使用较少。 无污染、
绿色环保分解利用纤维素的有效途径之一是利用
纤维素酶的水解作用将其分解成小分子的有机物，
并用这些有机物被用来合成多种为我们能利用的
有益物质。 纤维素酶（Cellulase）是一类能够降解纤
维素生成葡萄糖等小分子有机物的酶的总称， 主
要由真菌、 放线菌、 细菌等微生物产生， 原生动
物、 软体动物、 昆虫等在一定的条件下也可以产
纤维素酶［4�］。 研究发现， 真菌产生的纤维素酶活
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性较高， 但其对纤维素的降解作用比较剧烈， 会
降低产品的质量。 与真菌相比， 细菌产生的纤维
素酶对纤维素的降解要温和的多， 而且降解过程
的可控性强， 因此细菌产生的纤维素酶在工业生
产中具有广阔的应用前景［5�-�6�］。 Biolog 微生物鉴定
系统是通过分析菌株对 GenIII�微孔板上 71 种碳源
的利用情况和 23 种化学物质的敏感性来鉴定菌株
的设备， GenIII�微孔板上的四唑类氧化还原染料颜
色变化强弱代表微生物对碳源的利用程度和对化
学物质的敏感程度［7�-�8�］。 我们采用 Biolog�GEN�III�
微孔板对从高温蘑菇培养料中分离筛选出的 1 株
纤维素降解菌细菌进行了生理生化分析及鉴定，
以期为高温纤维素降解细菌的进一步研究应用提
供参考。
1���材料与方法
1.1 样品

样品取自甘肃省永昌县新城子镇的腐熟双孢
菇培养料。
1.2 试剂

供试试剂 CMC-Na、 刚果红、 蛋白胨、 酵母
膏均购自国药集团化学试剂有限公司； 其他试剂
均为国产分析纯。
1.3 培养基
1.3.1����富集培养基 CMC-Na�10.0�g、 蛋白胨 1.0�
g、 K2HPO4�2.0�g、（NH4）2SO4�1.0�g、 MgSO4·7H2O�0.5�
g、 定容至 1�000�mL、 121�℃灭菌 30�min。
1.3.2����筛选培养基 CMC-Na�10.0�g、 蛋白胨 1.0�
g、 K2HPO4�0.5�g、 KH2PO4�0.5�g、（NH4）2SO4�1.0�g、
MgSO4·7H2O�0.5�g、 NaNO3�6.0�g、 琼脂 15.0�g、 pH�
7.0、 水 1�000�mL、 121�℃灭菌 30�min。
1.3.3���发酵培养基 CMC-Na�10.0�g、 蛋白胨 1.0�g、
K2HPO4� 0.5� g、 KH2PO4� 0.5� g、 （NH4）2SO4� 1.0� g、
MgSO4·7H2O�0.5�g、 NaNO3�6.0�g、 琼脂 15.0�g、 pH�
7.0、 水 1�000�mL、 121�℃灭菌 30�min。
1.4 菌株的分离纯化
1.4.1����富集 称取 10�g 样品加入 250�mL�的三角瓶
中（装有玻璃珠和 90�mL 富集培养基）， 在 50�℃、
150�r/min 摇床中每培养 72�h 传代 1 次。 传代 2 次
后涂布平板分离。
1.4.2����分离 采用梯度稀释涂平板法。 吸取富集
培养液 1�mL， 接入 9�mL 生理盐水中， 获得 10-1 的
菌悬液， 按以上方法依次稀释得到 10-2、 10-3、
10-4…10-8 的菌悬液， 选取梯度 10-4～10-8 的菌悬

液， 分别吸取 100�μL 涂布于纤维素培养基平板，
50�℃下培养 72�h。 通过平板涂布分离， 共获得 15
株 50�℃下可以在 CMC 平板上生长的菌株， 分别
命名为 X1~X15。
1.4.3����纯化 待平板上长出菌落后， 将平板培养
基上的单个菌落挑取并划线接种到纤维素培养基
上， 50�℃培养 72�h。 待长出菌落后， 连续将单个
菌落在纤维素平板培养基上划线培养 3 次， 直到
没有杂菌为止。
1.5 菌株的培养和初筛

将初步分离纯化到的所有菌株接种到纤维素
平板培养基上， 50�℃下培养 72�h。 待长出菌落后，
用质量浓度为 1�mg/L 的刚果红染色 30�min， 然后
用 1�mol/L 的 NaCl�溶液浸泡洗脱 30�min， 倾去洗
液， 观察菌落有无透明圈， 并测定透明圈直径。
CMC 酶相对活性［9�］（A）计算公式如下：

A�=�溶解圈直径（cm） /�菌体培养时间（d）。
1.6 菌株羧甲基纤维素酶（CMCase）活力测定

CMC 酶活力测定参照 DNS�法［10�］。 取 2.0�mL
质量分数为 1%的 CMC-Na�溶液 （用 0.05�mol/L�pH�
4.8�的柠檬酸缓冲液配制） 加入到 10.0�mL 的具塞
试管中， 然后加入 0.5�mL�粗酶液并摇匀， 60�℃水
浴 30�min 取出， 加入 3�mL�DNS 试剂， 沸水浴 5�
min， 冷却至室温， 定容至 10�mL。 最后在 540�nm�
波长下测定吸光值， 以空白作为对照调零。 通过
标准曲线计算出还原糖的含量。 酶活力单位定义
为每 mL 酶液在 1�min 内催化底物生成 1�μg 葡萄
糖所需要的酶量， 即 1�U/mL。
1.7 菌株的 Biolog 鉴定
1.7.1����材料 Biolog�GEN�III 微孔板（MicroPlate）、
浊度仪、 8 通道电动移液器、 BUG�琼脂、 O�mniLog
系统以及 GN、 GP 数据库。
1.7.2 方法 将筛选获得的菌株在培养基（BUG+B）
上 33�℃下培养 24�h， 用无菌棉签挑取少量菌落，
将专用接种液制备为均一菌悬液， 与标准菌悬液
进行浊度对比。 首先调节菌悬液浓度至 90%～
98%�T， 然后将调好浓度的菌悬液移入到 V 型加样
槽中， 再用 8 通道电动移液器将菌悬液按顺序加
入 GEN�III 微孔板的所有孔中（每孔加入量为 100�
μL）， 最后将加好菌悬液的 GEN�III 微孔板放入培
养箱 33�℃培养。 依次在培养 4、 8、 12、 16、 24�h�
时用 OmniLog 读数仪读取数据， 并通过与数据库
比较获得鉴定结果。
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2���结果与分析
2.1 纤维素降解菌的分离及初筛

通过刚果红对菌株进行初筛的结果（图1）可以
看出， 15 株菌中共选出 6 株具有透明圈， 且 CMC�
酶相对活性较大的菌株， 其中菌株 X3 的刚果红染
色透明圈最大， CMC�酶相对活性最高。

2.2 选出菌株羧甲基纤维素酶（CMCase）活性比较
为了进一步验证初筛出菌株的产酶能力， 对

初筛选出的菌株进行液体发酵培养， 测定羧甲基
纤维素酶（CMCase）活性结果（图2）。 菌株 X3 的羧
甲基纤维素酶（CMCase）活性最高， 菌株 X1 的羧甲
基纤维素酶（CMCase）活性最低。 菌株 X3 在 50�℃
培养条件下培养 72�h 后， 粗酶液的羧甲基纤维素
酶（CMCase）活力达 20.36�U/mL。 选出的 6 株纤维
素菌中菌株 X3 和 X11 的酶活性较高， 比菌株 X2、
X6、 X8 的 CMCase 高出 60%以上； 菌株 X1 的 CM-
Case 活性仅为 2.97�U/mL。

2.3 菌株 X3 GEN III 微孔板的鉴定及分析
菌株 X3 在 GEN�III�微孔板上的显色变化（图3）

所示， 菌株 X3 的阳性反应为 25 个， 阴性反应为
39 个， 处于“边界值”的反应为 32 个。 碳源利用测
试的阳性反应有 15 个， 阴性反应有 30 个， 说明
菌株 X3 能利用 D- 蜜二糖等 25 种碳源。 化学敏感

性测试的阳性反应有 10 个， 阴性反应有 9 个。

2.4 选出菌株的 Biolog 鉴定
接有 X3 菌悬液的 GenIII�微孔板 33�℃培养

16～24�h， 经 Biology 微生物鉴定系统鉴定得到的
结果如表 1 所示。 Biolog 的菌株鉴定结果包括可能
性（PROB）、 相似性（SIM）和位距（DIST）3�个参数，
其中 SIM 值代表与数据库相应菌株数据的相似度。
如果 SIM�值≥0.50， 则认为系统确定的种属鉴定结
果可信。 SIM�值越接近 1.00， 可信度就越高。 如果
SIM 值<0.50， 而鉴定结果中所有属名相同的 SIM�
值之和又大于 0.5， 则可将结果认定为鉴定菌株的
属名 ［11�-�12�］。 菌株 X3 与芽孢杆菌 （Bacillus�vallis-
mortis� /subtilis） 相似度值为 0.660， 大于临界值
0.50， 遗传距离为 4.875≤5.00， 所以鉴定结果为
芽孢杆菌 （Bacillus vallismortis/subtilis）。 芽孢杆菌
（Bacillus vallismortis/subtilis） 是细菌中的一个科，
能形成芽孢（内生孢子）， 对外界有害因子的抵抗
力很强， 广泛分布于土壤、 水、 空气以及动物肠
道等处。 目前， 研究芽孢杆菌产高温纤维素酶及
应用的报道较少。

3���结论讨论
本研究利用刚果红透明圈鉴别法从蘑菇培养

料中分离筛选出 1 株产纤维素的菌株 X3。 该菌株
在培养基初始 pH 为 7.0、 培养温度为 50�℃、 接种
量为 2%、 摇床转速为 200�r/min 的条件下培养 72�

序
号 PROB SIM DIST Organism�

Type Species

1 0.660 0.660 4.875 GP-Rod-SB Bacillus vallismortis/subtilis
2 0.099 0.099 5.708 GP-Rod-SB Bacillus licheniformis
3 0.090 0.090 5.766 GP-Rod-SB Bacillus atrophaeus/subtilis
4 0.054 0.054 6.067 GP-Rod-SB Bacillus sonorensis

图 1 菌株 CMC 酶相对活性比较

图 2 菌株 CMCase 活性比较

图 3 X3 在 GEN III 鉴定板上的反应

表 1 菌株 X3 Biolog 鉴定结果

CM
C酶

活
/（

U/
m
L）

25

20

15

10

5

0
X1 X2 X3 X6 X8 X11

菌株

CM
C
相
对
梅
活

10
9
8
7
6
5
4
3
2
1
0

X1 X2 X3 X6 X8 X11

菌株

key： <x： positive， x： negative， <x-:mismatched positive，
x+： mismatched negative， {x： borderline， -x： less than A1
well
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h， CMCase 活力达到 20.36�U/mL。 利用 Biolog 鉴
定系统将菌株 X3 初步鉴定为芽孢杆菌 （Bacillus
vallismortis/subtilis）。

产纤维素酶的微生物种类繁多。 多年来， 国
内外学者对产纤维素酶微生物进行了大量的分离
筛选工作， 形成了完善可靠的分离筛选方法［13�］。
目前较为常用的主要有刚果红透明圈鉴别法和滤
纸条崩溃法两种［14�］。 有学者从温泉水和堆肥中分
离筛选出嗜热脂肪芽孢杆菌（Bacillus stearother－
mophilus）［15�-�16�］， 该菌产生的纤维素酶活最适温度
高于 60�℃， 并且热稳定性很好。 芽孢杆菌是一类
可以在恶劣生长环境中生长的细菌， 在生长环境
恶劣它形成芽孢以抵抗恶劣环境对细胞的危害。
芽孢杆菌可以在酸碱、 高温的环境中生存， 从而
放宽了芽孢杆菌菌剂的生产和储存条件， 有利于
菌剂的大规模生产和储存［17�］。 虽然 Biolog�微生物
鉴定系统常被用于鉴定纯培养的革兰氏阴性和阳
性细菌， 但 Biolog�微生物鉴定系统具有局限性，
就是它仅能对数据库内已有的菌种进行鉴定， 而
数据库以外的菌种就得不到鉴定结果［18�-�19�］。 影响
Biolog�微生物鉴定系统鉴定结果的因素很多， 如微
生物培养液的纯度、 数量、 活性、 培养时间、 培
养温度等都会影响鉴定结果。 16S�rDNA 鉴定方法
是在属水平上对细菌进行鉴定的方法， 如果要将
细菌鉴定到种， 还需要借助生理生化的方法。 Bi-
olog 微生物鉴定系统不仅可以将菌株鉴定到种水
平， 而且减化了操作步骤， 节省了工作时间［20�］。
相信随着 Biolog 微生物鉴定系统数据库的不断补
充和培养条件的优化， 其鉴定结果也将会更加准
确， 将在微生物的鉴定工作中发挥非常重要的作
用。
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