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线叶嵩草内生产纤维素酶

细菌分离及初步鉴定

李振东&

!
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!陈秀蓉&

!杨成德&

!李 鹏&
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甘肃农业大学草业学院 草业生态系统教育部重点实验室 甘肃省草业工程实验室
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摘要!以东祁连山高寒草地优势牧草线叶嵩草"
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#为对象!分离和筛选纤维素分解内生细菌!

并对产纤维素酶的条件进行了优化$结果表明!从线叶嵩草内分离到
>

个内生细菌的菌株!其中
'

个菌株具有分

解纤维素的能力!并重点研究了菌株
@$

!其纤维素溶解圈直径与菌落直径比达
&%7!$

!初始产生的纤维素酶活性

为
%7!$>-

!经优化!产纤维素酶的最佳培养条件为%蛋白胨和酵母粉各
$
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!羧甲基纤维素钠
$

A

&

.

#&

!

B

C

值
"7$

!培养温度
'%D

!酶活性达
%7">'-

'菌体杆状!大小为"

%7>>

!
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!革兰氏阳性!

产芽孢'结合形态特征(生化特性和
&>/GH2*

序列鉴定为球形芽孢杆菌"

-()'++.&&

*
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关键词!高寒草地'内生细菌'球形芽孢杆菌'纤维素酶'

&>/GH2*

中图分类号!

I8!>=33

!!!

文献标识码!

*

!!!

文章编号!

&%%&=%>'8

$

'%&!

&

%&=%%!"=%"

##

#$%&'()%*'*+)+,*()-).'()%*%-.,&&/&%$,0+,.%1

2

%$)*

3

1).4%%4

3

'*)$1$)*!"#$%&'(&)&

*

(++(

,

"+(&

.0JKL<=M5<

A

&

"

'

"

,C12@:N=G5<

A

&

"

O*2P,KL<

A

=ML

&

"

.0(L<

A

&

$

&7(GQRQSN6RNGQ6,566L

A

L

"

PQ<;N*

A

G:SN6RNGQ6-<:TLG;:R

U

"

VL

U

.QW5GQR5G

U

5XPGQ;;6Q<M1S5;

U

;RLE Y:<:;RG

U

5X

1MNSQR:5<

"

PGQ;;1<

A

:<LLG:<

A

.QW5GQR5G

U

5XPQ<;N(G5T:<SL

"

/:<5=-7/7,L<RLG;X5G

PGQZ:<

A

6Q<M1S5;

U

;RLE/N;RQ:<QW:6:R

U

"

.Q<ZK5N?3%%?%

"

,K:<Q

%

'70<;R:RNRL5X)NGQ6HLTL65

B

EL<R

"

PQ<;N*SQMLE

U

5X/5S:Q6/S:L<SL;

"

.Q<ZK5N?3%%?%

"

,K:<Q

&

56$(4'.(

#

1<M5

B

K

U

R:SSL66N65;L=MLS5E

B

5;:<

A

WQSRLG:Q[LGL:;56QRLMXG5E !"#$%(&'()(

*

'++'

,

"+'( [K:SK:;

M5E:<Q<R

A

GQ;;5<Q6

B

:<L

A

GQ;;6Q<M:<RKL1Q;RLG<I:6:Q<Y5N<RQ:<;7*665XRKL:;56QRLMWQSRLG:Q;RGQ:<;

[LGL;SGLL<LMQ<M:ML<R:X:LM7*RRKL;QELR:EL

"

RKLS5<M:R:5<;5X

B

G5MNS:<

A

SL66N65;L[LGL5

B

R:E:ZLMW

U

5GRK5

A

5<Q6RL;R7+5RQ66

U

"

RKLGL[LGL>L<M5

B

K

U

R:SWQSRLG:Q;RGQ:<;:;56QRLMXG5E!0)(

*

'++'

,

"+'(Q<M5<6

U

R[55XRKLE

'''

@$Q<M@>SQ<MLS5E

B

5;LSL66N65;L7\<6

U

;RGQ:<@$[LGLXNGRKLGQ<Q6

U

;:;Q;:R;

B

5RL<R:Q6

SL66N6Q;LL<Z

U

EQR:SQSR:T:R

U

[K:SK[Q;%7!$>-7*<MRKLGQR:55XRKLM:QELRLGWLR[LL<6

U

;:;Z5<LQ<MS565=

<

U

M:QELRLG5X;RGQ:<@$[Q;N

B

R5&%7!$7+KL5

B

R:ENESN6RNGLS5<M:R:5<;X5G

B

G5MNS:<

A

SL66N65;L[LGL$

A

(

.

#&

B

L

B

R5<L

"

$

A

(

.

#&

U

LQ;R

B

5[MLG

"

$

A

(

.

#&

;5M:NESQGW5]

U

ELRK

U

6SL66N65;L

"

B

C"7$Q<M'%DSN6=

RNGLRLE

B

LGQRNGL7,L66N6Q;LL<Z

U

EQR:SQSR:T:R

U

5X;RGQ:<@$[Q;%7">'-QXRLG5

B

R:E:ZQR:5<

"

[K:SK[Q;RKL

&7"8R:EL;5XRKQRWLX5GL5

B

R:E:ZQR:5<7/RGQ:<@$[Q;)5M=;KQ

B

LM[:RKQ;:ZL5X

$

%7>>

!

%78'

&

"

EF

$

&7>?

!

'7!3

&

"

E

"

PGQE=

B

5;:R:TL

"

Q<MSQ<

B

G5MNSL;

B

5GL;7̂ Q;LM5<RKL;L

B

K

U

;:565

A

:SQ6Q<MW:5SKLE:SQ6

#

收稿日期#

'%&'=&'=3&

!!

接受日期#

'%&3=%'='?

基金项目#国家自然基金项目$

3&&>%&''

&%草业生态系统教育部重点实验室$甘肃农业大学&开放课题$
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第一作者#李振东$
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&"男"甘肃临夏人"副研究员"博士"主要从事草地微生物多样性研究)
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纤维素是地球上含量最高*最丰富的可再生资

源"全球每年纤维素的生成量高达
'%%%

亿
R

+

&='

,

)

据不完全统计"全世界每年因废弃物焚烧造成的直

接经济损失达数十亿元"利用率低$

&%̀

左右&

+

3=>

,

)

纤维素主要来源于植物"是植物细胞壁的主要成分"

由植物通过光合作用的方式将太阳能转化为生物能

并储存在植物体内)纤维素是由
H=

葡萄糖以
%

=&

"

!

糖苷键结合起来的链状高分子化合物"具有在常温

下不溶于水*也不溶于稀酸和稀碱的刚性结构"在自

然条件下分解缓慢+

?

,

)所以"人类虽然拥有如此丰

富的可再生资源"却饱受能源危机*粮食短缺*环境

污染等问题的困扰)但在一定条件下纤维素可以被

水解成单糖"单糖可再通过不同途径生产各种产

品+

"

,

)目前对纤维素类物质的有效利用主要采取生

物法"即利用微生物产生的酶将纤维素*半纤维素降

解转化为能源*食品*饲料和化工原料等"这已成为

纤维素类资源再生利用研究的热点+

8=&&

,

)能产生纤

维素酶的微生物种类很多"目前国内外已分离选育

出
$3

个属的几千个菌株"其中丝状真菌是研究最

多*对天然纤维素降解活性较高的类群+

&'=&3

,

)但菌

种来源主要是林场*土壤*草食动物的消化道*动物

粪便*堆肥*废纸浆*温泉等+

&&

"

&!=&?

,

"鲜见从优质牧草

内分离纤维素分解细菌的报道)牧草内生纤维素分

解细菌可以随牧草进入草食动物的消化道内"促进

动物对饲草的消化吸收)研究发现"利用纤维素分

解菌发酵秸秆"能够降低秸秆中纤维素含量而提高

蛋白质和碳水化合物含量+

&"

,

)我国农作物秸杆年

总产量约
?

亿
R

+

&!

,

"是一个巨大的纤维素库)因此"

筛选出合适的牧草内生纤维素分解细菌"成功定殖

到农作物中"将大大提高我国农作物秸杆转化为高

效饲料的比例)优质牧草内生纤维素分解细菌的筛

选研究对农作物秸杆利用和畜牧业发展具有巨大的

潜在价值)

目前"我国草地面积占世界草地面积的
&'7$̀

"

居世界第二"占全国陆地总面积
!&̀

"其中
&

!

3

是

高寒草地"主要分部在北方高寒地区+

&8

,

)但对高寒

草地优势牧草内生纤维素分解细菌的研究尚未见报

道)线叶嵩草$

!"#$%&'()(

*

'++'

,

"+'(

&是莎草科多

年生草本植物"是高寒草甸类的主要建群种和优势

种"耐牧性和抗逆性强"营养丰富"具有粗蛋白质*粗

脂肪*无氮浸出物高以及粗纤维低的-三高一低.的

特点"是家畜喜食的优良牧草+

'%

,

)为此"拟研究该

植物中是否存在内生纤维分解细菌"以及其产酶能

力和分类地位)

<

!"#$%&

<7<

!

样地概况
甘肃农业大学高寒草原试验站"位于祁连山东

端甘肃省天祝县金强河地区$

3?a&&b

!

3?a&"b2

*

&%'a'3b

!

&%'a?"b1

&"海拔
'8%%

!

3'%%E

)寒冷

潮湿"空气稀薄"太阳辐射强)年均温
#%7&D

"全年

$

%D

年积温
&3"%D

(

M

%水热同期"年日照时间

'>%%K

%无绝对无霜期"无四季之分"仅分冷热两季"

植物生长季为
&'%

!

&!%M

"年降水量
!&>EE

%年蒸发

量
&$8'EE

%区内土层较薄"厚
!%

!

"%SE

%土壤含水

量
&>73'̀

!

'87%>̀

%土 壤 容 重
%7>"'

!

&7&'%

A

(

SE

#3

%土壤有机质含量高"为
&%̀

!

&>̀

)

<7=

!

材料

'%%8

年
?

月中旬在甘肃农业大学高寒草原试

验站线叶嵩草地采集优势植物线叶嵩草
&%

!

'%

整

株"带回实验室分离内生菌保存备用)供试标准菌

株为枯草芽孢杆菌$

-()'++.&&.#1'+'&

&"购自中国普

通微生物菌种保藏管理中心)

<7>

!

试剂和主要仪器
蛋白酶

V

*溶菌酶*刚果红和
+Q

_

H2*

聚合酶

购自上海生工生物技术公司"用于
H2*

提取的试

剂制备参考/精编分子生物学实验指南0

+

'&

,

)

Y

U

P=

L<:L3'+KLGEQ6 6̂5Sc(,)

热循环仪%

/'%%%

型分

光光度计)

<7?

!

培养基和试剂配制
用牛肉膏蛋白胨培养基分离和保存线叶嵩草内

生细菌"按参考文献配制#纤维素分解菌的筛选培养

基和纤维素酶活性测定发酵培养基+

''

,

"羧甲基纤维

素钠溶液和
3

"

$=

二硝基水杨酸溶液$

H2/

&

+

'3

,

)

<7@

!

试验方法

<7@7<

!

线叶嵩草内生细菌的分离方法
!

将线叶嵩

8!
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草用水冲洗干净后称取
'

A

"表面消毒后置无菌研钵

中研碎"吸取适当稀释植物组织研磨浸出液
%7'E.

涂布于牛肉膏蛋白胨平板上%将平板倒置于
'"D

恒

温培养箱培养
$

!

?M

"根据菌落形态分类划线纯化"

将纯化后的菌种
!D

保存于牛肉膏蛋白胨斜面备

用+

'!

,

)

<7@7=

!

纤维素分解菌的定性筛选
!

将分离到的线

叶嵩草内生菌株在牛肉膏蛋白胨培养基上划线"

'"

D

培养
3>K

"挑取单菌落点接在筛选培养基"每皿

点接
!

点"

3

个重复"点接无菌水为对照"置于
'"D

培养箱中培养"菌落长出后用
&E

A

(

.

#&的刚果红

对平板染色
&$E:<

"然后用
&E56

(

.

#&氯化钠脱色

&$E:<

"观察有无分解纤维素产生的透明圈及透明

圈的大小+

''

,

)以透明圈与菌落直径比值大小确定

其分解纤维素能力)挑选分解纤维素能力强的菌

株"测定其纤维素酶的活性大小)

<7@7>

!

纤维素分解菌的纤维素酶活测定
!

用

H2/

+

'$

,法绘制葡萄糖标准曲线"得出回归方程"计

算细菌分解纤维素所生成葡萄糖的量)

粗酶液的制备#将上述挑选出的具有分解纤维

素能力的菌株活化后接种到牛肉膏蛋白胨液体培养

基中"

'"D

"

&"%G

(

E:<

#&

"摇床振荡培养
&'K

作种

子液)然后按
'̀

的接种量接入
&%%E.

发酵培养

基中"

'" D

"

'%%G

(

E:<

#&

"摇床振荡培养
!"K

"

"%%%G

(

E:<

#&离心
&%E:<

"所得上清液为酶液)

纤维素酶活力测定+

'>

,及定义#酶活力的测定以

羧甲基纤维素钠作为底物"经纤维素酶水解生成还

原糖"用
H2/

法测定还原糖的含量"由还原糖的量

求得酶活力的大小)取
&E.

粗酶液与
&E.&̀

,Y,=2Q

溶液$

$%D

预热
&%E:<

&混合"在
$%D

水

浴中加热
3%E:<

"取出加入
'E.H2/

显色剂"煮

沸
$E:<

"冷却至室温后定容到
'$E.

"在分光光度

计
$'%<E

处测定
\H

值$酶空白试验中除酶液事先

灭活外"其余条件不变&)在一定的反应条件下"一

个酶活单位$

-

&定义为
&E:<

内分解底物生成
&

"

E56

葡萄糖所需的酶量)计算公式为#

酶活力$

2

&

d

+葡萄糖含量$

E

A

&

F

稀释倍数
F

$7$>

,!+反应液中酶液加入量$

E.

&

F

反应时间

$

E:<

&,)式中"系数
$7$>

表示
&E

A

葡萄糖的微摩

尔数)

<7@7?

!

产纤维素酶条件的优化
!

为了确定最佳产

酶条件"在发酵培养基基础上选用不同的碳源和氮

源以及不同
B

C

值做单因素试验"确定菌株产酶的

最佳碳源*氮源和最适
B

C

值范围"并采用
.

&>

$

!

$

&

正交表设计试验$表
&

&"确定菌株产酶的最佳培养

条件)

<7@7@

!

纤维素分解菌的鉴定
!

形态特征的观察和

生理生化特征的测定参照/伯杰细菌鉴定手册0

+

'?

,

和/常见细菌系统鉴定手册0

+

'"

,的相关方法进行"用

枯草芽孢杆菌标准菌株作为对照菌株)分子生物学

鉴定按照李振东等+

'8

,的方法进行)

<7@7A

!

试验数据处理
!

试验数据采用
1]SL6'%%3

和
/(//&>7%

进行处理)

=

!'($)*

=7<

!

线叶嵩草内生菌的分离结果
分离筛选出

@$

和
@>

两株内生菌能产生纤维

素溶解圈"

@$

形成的透明圈与菌落直径比为
&%7!$

"

说明其有较强的分解纤维素的能力$图
&

*表
'

&)

=7=

!

B@

菌株产生的纤维素酶活力测定
菌株

@$

的反应液
\H

$'%

值为
%7%!&

"其粗酶液

的纤维素酶的活性为
%7!$>-

)菌株
@>

的反应液

\H

$'%

值为
%

"说明在发酵培养基中
@>

分解纤维素

酶的能力非常弱"或者无分解纤维素酶的能力)

表
<

!

试验因素水平表

C'6&,<

!

D,E,&$%-,F

2

,4)1,*('&-'.(%4$

水平

.LTL6

因素
eQSR5G;

B

C

$

*

&

羧甲基纤维素钠

,Y,=2Q

!

A

(

.

#&

$

^

&

氮源

2:RG5

A

L<

!

A

(

.

#&

$

,

&

培养温度

+LE

B

LGQRNGL

!

D

$

H

&

& $7$ $ &% '%

' >7$ &% &$ '"

3 ?7$ &$ '% 3?

! "7$ '% '$ !$

%$



%&

!

'%&!

草
!

业
!

科
!

学 $第
3&

卷
%&

期&

图
<

!

筛选出的菌株"

B@

#

BA

$溶解纤维素照片

G)

3

H<

!

I;%(%$%-.,&&/&%$,+)$$%&E,+6

8

B@'*+BA6'.(,4)'$(4')*$

表
=

!

细菌分解纤维素形成透明圈的大小

C'6&,=

!

J'.(,4)'&+,.%1

2

%$)()%*%-'.&,'4K%*,(;,

$)K,%-(;,.,&&/&%$,

菌株

/RGQ:<

透明圈直径

+GQ<;

B

QGL<RS:GS6L

M:QELRLG

!

EE

菌落直径

,565<

U

M:QELRLG

!

EE

比率

)QR:5

!

`

@$ '87'8 '7"% &%7!$

@> &!7$" 37"" 37?>

=7>

!

产纤维素酶培养条件优化
经过对菌株

@$

在不同培养条件下产生的纤维

素酶的活性测定发现"

@$

在初始
B

C

为
$

*

>

*

?

*

"

*

8

的发酵培养基可产较高活性的纤维素酶$图
'

&%

@$

产纤维素酶的最佳碳源和氮源分别是羧甲基纤维素

钠和蛋白胨
f

酵母粉$表
3

&)

图
=

!

2

L

值对
B@

产酶的影响

G)

3

H=

!

M--,.($%-

2

LE'&/,%*(;,

2

4%+/.,%-,*K

8

1,

表
>

!

碳源和氮源对
B@

产酶的影响

C'6&,>

!

M--,.($%-E'4)%/$.'46%*'*+*)(4%

3

,*$%/4.,$%*,*K

8

1,

2

4%+/.()%*

碳源
!!

,QGW5<

!!

浓度

,5<SL<RGQR:5<

!

`

酶活力

,Y,Q;LQSR:T:R

U

!

-

氮源

2:RG5

A

L<

浓度

,5<SL<RGQR:5<

!

`

酶活力

,Y,Q;LQSR:T:R

U

!

-

羧甲基纤维素钠

,Y,=2Q

& %7!$?

蛋白胨

(L

B

R5<L

' %7!&?

可溶性淀粉

/56NW6L;RQGSK

& %

酵母粉

OLQ;R

B

5[MLG

' %7!'8

葡萄糖

P6NS5;L

& %

蛋白胨
f

酵母粉

(L

B

R5<LfOLQ;R

B

5[MLG

' %7!>$

蔗糖

/NSG5;L

& %

牛肉膏

L̂LXL]RGQSR

' %7!%?

硫酸铵

*EE5<:NE;N6

B

KQRL

' %

!!

根据正交试验结果计算分析可知$表
!

&"菌株

@$

产纤维素酶的最佳培养条件为$

*

!

^

&

,

&

H

&

&"即

蛋白胨和酵母粉各
$

A

(

.

#&

"羧甲基纤维素钠
$

A

(

.

#&

"

B

C

值为
"7$

"培养温度为
'% D

)对菌株

@$

产纤维素酶的因素影响大小顺序为温度
$

氮

源
$B

C

$

羧甲基纤维素钠)

@$

产纤维素酶的最佳

培养温度为
'%D

"是优化时所设温度中最低的一

个"表明菌株
@$

比较适应宿主线叶嵩生存的低温

环境)在最佳培养条件下测得菌株
@$

产生的纤维

素酶的酶活性为
%7">'-

"是优化前酶活性$

%7!$>

-

&的
&7"8

倍"说明
@$

在最佳条件$

*

!

^

&

,

&

H

&

&下

产生的纤维素酶活性的增幅不大)

=7?

!

纤维素分解菌的鉴定

=7?7<

!

菌株
@$

的
&>/GH2*

序列扩增
!

提取的

细菌基因组
H2*

"在
&̀

琼脂糖凝胶上进行电泳检

测)结果表明"提取的细菌基因组
H2*

浓度较高"

纯度较好"可用作
(,)

扩增的模板)

!!

(,)

扩增产物经琼脂糖凝胶电泳检测"结果表

明"基因组
H2*

中扩增出的
&>/GH2*

核苷酸片

段在
&$%%W

B

左右处有一明亮的
(,)

特异性条带"

浓度都为
>%

!

&%%<

A

(

"

.

#&

"且无其它非特异性条

带$图
3

&"说明
(,)

扩增获得的目的
H2*

片段产

&$



()*+*,-.+-)*./,012,1

$

45673&

"

257%&

&

%&

!

'%&!

表
?

!

B@

产纤维素酶培养条件正交优化结果

C'6&,?

!

C;,%4(;%

3

%*'&%

2

()1)K'()%*,F

2

,4)1,*(+,$)

3

*%-.,&&/&'$,

2

4%+/.()%*%-B@'*+(;,,F

2

,4)1,*(4,$/&($

试验号

+L;R257

* ^ , H

酶活性

1<Z

U

ELQSR:T:R

U

& & & & & %7>!>

' 3 & 3 3 %7!$8

3 ! & ! ! %733&

! ' & ' ' %73%&

$ ! 3 ' & %73?$

> 3 ' ! & %7!'"

? ' ! 3 & %73?8

" ! ! & 3 %7'3'

8 & ! ! ' %738"

&% 3 3 & ' %7''"

&& 3 ! ' ! %7''"

&' & ' ' 3 %7'3'

&3 & 3 3 ! %7'83

&! ! ' 3 ' %7!&&

&$ ' 3 ! 3 %7!'>

&> ' ' & ! %7'3%

c

&

%733! %738' %7!3! %7!$?

c

'

%7'"! %733! %73'$ %733! *

!

^

&

,

&

H

&

c

3

%73"> %733> %733& %733?

c

!

%738> %733? %73%8 %7'?&

3 %7&&& %7%$" %7&'$ %7&"> H

$

,

$

*

$

^

图
>

!

B@<AN4!O5I:P

电泳图

G)

3

H>

!

B@<AN4PO5I:P,&,.(4%

2

;%4,$)$1'

2

量高*纯度好"可用于基因测序)

=7?7=

!

&>/GH2*

序列测定及系统发育学地位的

确定
!

经测序"

@$&>/GH2*

基因有
&!?!

个碱基

对)将基因序列在
PL<̂Q<c

中的登陆"获得登陆号

为
1-'3>?'"

)

@$&>/GH2*

基因序列与
4

5

&'6'7

#()'++.&&

*

/(%$').&

$

1-""%$3&

&的 同 源 性 达

88783̀

"与
40

,

.&'

,

"$8'&

$

eg!&">!3

&的同源性为

887">̀

"与
-0

,

.&'

,

"$8'&

$

*O8%?>?>

&的同源性为

887?3̀

"与
-0&

*

/(%$').&

$

*g3&&"83

&的同源性为

887!>̀

%

@$&>/GH2*

序列与模式菌株
-0&

*

/(%$7

').&H/Y '"

$

*g3&%%"!

&!

40&

*

/(%$').&H/Y '"

$

2)

1

%!'%?3

&的同源性为
887'$̀

"与模式菌株
-0

,

.&'

,

"$8'& H/Y '"8"

$

Y??!">

&的 同 源 性 为

8"7"%̀

"与模式菌株
40&

*

/(%$').&0*Y &3!'%

$

H&>'"%

&的同源性为
8"7>!̀

)

!!

从系统发育树$图
!

&来看"

@$

与两株
-0&

*

/(7

%$').&

模式菌株$

*+,,&!$??

*

H/Y'"

&*两株
-0

,

.&'

,

"$8'&

模式菌株$

H/Y'"8"

*

*+,,?%$$

&和

两株
40&

*

/(%$').&

模式菌株$

0*Y&3!'%

*

H/Y'"

&

聚在一支"与模式菌株
-0

,

.&'

,

"$8'&H/Y'"8"

的

遗传距离小于
%7%%'

"与另外
$

株模式菌
-0&

*

/(%$7

').&H/Y'"

和
*+,,&!$??

*

40&

*

/(%$').&0*Y

&3!'%

和
H/Y'"

*

-0

,

.&'

,

"$8'&*+,,?%$$

的遗

传距离均为
%7%%?

"说明
@$

与
-0&

*

/(%$').&

*

-0

,

.&'

,

"$8'&

*

40&

*

/(%$').&

具有很近的亲缘关系)

一般认为"

&>/GH2*

序列同源性小于
8"̀

属于不

同的种"同源性小于
83̀

!

8$̀

属于不同属+

3%

,

"初

步确定
@$

认为球形芽孢杆菌$

-0&

*

/(%$').&

&)

=7?7>

!

菌株形态特征的观察
!

@$

在牛肉膏蛋白胨

培养基上菌落圆形"边缘整齐"中央隆起"表面磨沙

状"奶油色%杆状"革兰氏染色呈阳性"产芽孢$图
$

*

>

&"菌体大小$

%7>>

!

%78'

&

"

EF

$

&7>?

!

'7!3

&

"

E

)

'$



%&

!

'%&!

草
!

业
!

科
!

学 $第
3&

卷
%&

期&

图
?

!

B@

的
<AN4!O5

系统发育树

G)

3

H?

!

<AN4!O5

2

;

8

&%

3

,*,().(4,,%-B@

图
@

!

B@

的菌落

G)

3

H@

!

:%&%*

8

%-B@$(4')*

图
A

!

B@

革兰氏染色

G)

3

HA

!

Q4'1%-B@$(4')*

=7?7?

!

生理生化特征
!

菌株
@$

好氧"具有运动

性"其它测试结果如表
$

所示"所测试项目中标准菌

株的反应均与文献报道一致)根据/伯杰氏细菌鉴

定手册0

+

'?

,和/常见细菌系统鉴定手册0

+

'"

,及
&>/

GH2*

序列分析结果确定
@$

为球形芽孢杆菌)

>

!+,

>7<

!

健康植物体内含有纤维素分解细菌
本试验筛选出的线叶嵩草内生细菌

@$

在筛选

平板上形成的透明圈与菌落直径比为
&%7!$

"在发

酵培养基中产生的纤维素酶活性为
%7!$>-

"在优

化后的发酵培养基中产生的纤维素酶活性为
%7">'

-

"是优化前的
&7"8

倍)张红英等+

3&

,筛选出的芽

胞杆菌的纤维素酶活性为
37"%

!

3$!7?'-

"李振红

和陆贻通+

3'

,筛选出的高效纤维素降解菌的纤维素

酶活性为
&%

!

"$-

%韩学易等+

33

,筛选出的枯草芽

孢杆菌
,=3>

产酶活性由优化前的
>"7$-

提高到优

化后的
&8>733-

)相对一般的纤维素分解菌"菌株

@$

的纤维素酶活性并不高"但菌株
@$

分离自高寒

草地优势牧草"其纤维素分解能力可提高牧草的品

质)利用其内生性"若能成功定殖到农作物体内"通

过发挥其纤维素分解能力可大大提高我国农作物秸

杆转化为高效饲料的比例"对农作物秸杆利用和畜

牧业发展具有巨大的潜在价值)

!!

本研究的供试菌株是从健康的植物体内分离获

得的"具有分解纤维素的能力"但对宿主植物没有造

成伤害"因此认为该菌株可能是条件致病菌"其在植

物体内时"纤维素酶的活性受到抑制"可能在特定的

条件下被激活"对宿主植物造成危害"其具体作用机

理还有待进一步研究)

>7=

!

-.

,

/'(

,

"$0('

!

-.'

*

1&%$()/'

!

2.

,

/'(

,

"$0('

和
2.'

*

1&%$()/'

为同一菌

*KELM

等+

3!

,认为
-0

,

.&'

,

"$8'&

和
4

5

&'6'#()'+7

+.&

,

.&'

,

"$8'&

同物异名"

-0&

*

/(%$').&

和
40&

*

/(%$'7

).&

是同一种菌%

2QR:5<Q6,L<RLGX5G :̂5RLSK<565

AU

0<=

3$
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!
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表
@

!

B@

和枯草芽孢杆菌部分生理生化特征

C'6&,@

!

B@'*+-.'/#3(+('$%1,%-

2

;

8

$)%&%

3

).'&'*+6)%.;,1).'&.;'4'.(,4)$().$

试验项目
+L;R:RLE

!!!!!!

枯草芽孢杆菌
-0&.#1'+'& @$

葡萄糖利用
-;L5X

A

6NS5;L f #

葡萄糖产气
PQ;

B

G5MNSR:5<XG5E

A

6NS5;L # #

阿拉伯糖利用
-;L5XQGQW:<5;L f #

蔗糖
-;L5X;NSG5;L f #

明胶液化
PL6QR:<6:

_

NLXQSR:5< f #

淀粉水解
/RQGSKK

U

MG56

U

;:; f #

?̀ 2Q,6

生长
P5[RK[:RK?̀ 2Q,6 f #

47(7

试验
47(7RL;R f #

47(7

培养物终
B

C

$

?

B

C4Q6NL5XSN6RNGLQXRLG47(7RL;R

$

? # f

吲哚试验
e5GELM:<M56L # #

硝酸盐还原
2:RGQRLGLMNSR:5< f #

酪蛋白水解
,Q;L:<K

U

MG56

U

;:; f f

利用柠檬酸盐
-;L5XS:RGQRL f #

利用丙酸盐
-;L5X

B

G5

B

:5<QRL # #

注#-

#

.表示阴性"-

f

.表示阳性)

25RL

#-

#

.

<L

A

QR:TL

"-

f

.

B

5;:R:TL7

X5GEQR:5<

$

2,̂0

&网站$

KRR

B

#!!

[[[7<SW:7<6E7<:K7

A

5T

!&也同样认为上述两者为同物异名)根据
@$&>/

GH2*

基 因 序 列
W6Q;R

分 析"

@$

与
40&

*

/(%$').&

$

1-""%$3&

&*

40

,

.&'

,

"$8'&

$

eg!&">!3

&*

-0

,

.&'

,

"$7

8'&

$

*O8%?>?>

&*

-0&

*

/(%$').&

$

*g3&&"83

&的同源性

均在
887!>̀

以上"本研究也支持以上结论)

!!

!

株
-0&.#1'+'&

的模式菌株与两株
-0&

*

/(%$'7

).&

模式菌株和两株
-0

,

.&'

,

"$8'&

模式菌株之间的

遗传距离均为
%7%!3

)

-0&

*

/(%$').&

模式菌株之间

的遗传距离为
%0%%?

%

-0

,

.&'

,

"$8'&

模式菌株之间

的遗传距离为
%0%%?

)但是"

-0

,

.&'

,

"$8'&

模式菌

株与
-0&

*

/(%$').&

模式菌株之间的遗传距离均小

于或等于
%0%%?

)因此"本研究认为
-0

,

.&'

,

"$8'&

是
-0&

*

/(%$').&

同物异名菌"这与
N̂SKQ<Q<

和

P:WW5Q;

等+

'?

,的研究结果一致)

本研究在菌株
@$&>/GH2*

序列
W6Q;R

相似性

分析时发现"

@$

和
-0&

*

/(%$').&

相似度超过
88̀

以上的有
!

个"和
-0

,

.&'

,

"$8'&

相似度超过
88̀

的有
>

个"和
40&

*

/(%$').&

相似度超过
88̀

的有
'%

个"和
40

,

.&'

,

"$8'&

相似度超过
88̀

的有
&?

个)

通过以上分析"本研究认为
-0

,

.&'

,

"$8'&

*

-0&

*

/(7

%$').&

*

40

,

.&'

,

"$8'&

和
40&

*

/(%$').&

为同一菌)

@$

与以上菌的
&>/GH2*

序列同源性大于
88̀

"

没有达到
&%%̀

"这可能与这些菌的生长环境不同

有关"是同种菌的个体差异)这种个体间的差异有

待于进一步研究考证)

?

!',

从健康的东祁连山高寒草地优势牧草线叶嵩草

内分离到
>

株内生细菌"菌株
@$

和
@>

具有分解纤

维素的能力"且菌株
@$

产生的纤维素酶活性为

%7!$>-

"其纤维素溶解圈直径与菌落直径比达

&%7!$

"为优良的纤维素分解菌"产酶条件经优化后

的酶活性达
%7">'-

"是优化前的
&7"8

倍%

@$

菌体

杆状"革兰氏阳性"产芽孢"菌体大小$

%7>>

!

%78'

&

"

EF

$

&7>?

!

'7!3

&

"

E

%

@$

的
&>/GH2*

基

因有
&!?!

个碱基"与球形芽孢杆菌模式菌株
H/Y

'"

的同源性为
887'$̀

"在
PL<̂Q<c

中的登陆号为

1-'3>?'"

)结合生理生化特征及
&>/GH2*

基因

序列同源性分析"将
@$

鉴定为球形芽孢杆菌)
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