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摘要：采用“外淘汰法”在常温、好氧条件下构建了一组稳定、有效降解小麦秸秆的复合系 )复合系分解能力的研究表明，在 !%%
*+ 改良 ,-, 培养基（液面深度 # .* 和直径 & .*）中，分解的前 / 0 复合系保持较高分解能力，减重率达到 //$!1，/ 0 后复合

系分解能力逐渐减弱，到第 !% 0 时减重率达到 22$%1 ) !$’/ 3 秸秆各成分中，纤维素分解 %$2’ 3，半纤维素分解 %$!/ 3，木质素

分解 %$#( 3)复合系组成多样性的研究表明，通过克隆文库构建和单菌株分离共确定出 !" 个菌属的微生物，优势菌属有

!"#$%&’(%)*+&+、,-’.#%/%(+-、0+12’$%3#’- 和 45%-2$3#3./，占 !%% 个阳性克隆子的 2’1 )系统发育关系表明，克隆文库和单菌分离技

术分别所确定的微生物种类及亲缘关系存在一定的差异；456789:0 2（;<("&=#2）和 ,76>: ’/（?@’"(’"&）与假单胞菌属中的厦门藻

（,-’.#%/%(+- 63+/’(’(-3-）亲缘关系较近 )
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小麦秸秆为木质纤维素资源，直接还田可以培

肥地力，但直接还田分解难度大，分解周期长，制约

秸秆在培肥地力方面的应用［!，#］)大量的小麦秸秆在

田间任意堆砌或就地焚烧，既浪费了宝贵的资源，又

污染了环境 )如何使中国的秸秆变废为宝，显得极为

重要 )近年来，众多国家把木质纤维素资源的能源转

化摆在重要战略地位，期望从种类繁多、分布广泛、

总量巨大的木质纤维素资源中产生热效高的生物燃

料（如生物乙醇、沼气等）［"］，缓解油价暴涨及石油能

源危机 )
在自然界，天然的木质纤维在土壤当中被众多

的微生物群体所降解，微生物的降解能力不尽相

同［(］)文献［= F ’］注重微生物之间协同互作，采用

“外淘汰法”定向构建了有效降解水稻、滤纸、脱脂棉

等目标材料的微生物群体 -,!，弥补了单菌株或少

数单菌株组合的降解能力不足的缺点 ) -,! 复合系

的适宜培养温度为 =%b ) 文献［& F !"］所构建的复

合系亦具有类似性质 )目前，复合系能够高效降解小

麦秸秆的报道较少 )路鹏等［!(］的研究认为初始溶氧

量改变，纤维素底物的崩解强度、持续时间及开始分
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解的时间会发生变化 !可见，培养温度及初始溶氧量

对复合系功能及筛选具有指导意义 !
本研究着眼于中国北方碱性土壤，以更具推广

潜力和占据重要地位的常温好氧条件开发复合系，

以期在实地小麦秸秆类木质纤维素降解过程中发挥

重要作用 !

! 材料与方法

!"! 好氧分解菌复合系筛选

!"!"! 供试碳源

自然收获的隔年小麦秸秆剪成 "# $% 左右，经

"& ’()* 室温下处理 +, - 后，流水冲洗数次，用清

水浸泡 " . + /，用盐酸调到中性 0*，烘干备用 !
!"!"# 121 培养基

以改良 121 培养基为基础，其中小麦秸秆取代

121 作碳源，秸秆添加量为培养液体积的 +& ! 121
培养基组成为 "3 体系中 4+*5), " 6，’(+1)7 8 6，
269),·:*+) #;" 6，<=9), ·:*+) #;"8 6，2>9),

#;### 8 6，蛋白胨（5=0?@>=）8 6，酵母提取物（A=(B?
CD?E($?）8 6! 经 "+"F灭菌 +# %G> 后，培养基 0* 为

H;I !
!"!"$ 菌种来源

将小麦秸秆腐熟土（河南开封）和新鲜牛粪（河

北省抚宁县）作为菌种来源，二者按 + J" 比例接种到

复合系培养体系 !
!"!"% 培养条件

在 7# . 78F，好氧振荡（"7# EK%G>）条件下，采用

“外淘汰法”筛选木质纤维素分解菌复合系 !培养体

积为 "## %3 121 液体培养基（7## %3 三角瓶中），

当肉眼看到秸秆被部分分解后转接，一般 , . 8 /，接

菌量为 8& !初始菌源富集培养为 " 代，以后转接依

次为 +、7、,⋯⋯! 代 !
!"# 0*

在复合系的降解过程中测定 0* 变化：在 # . "#
/ 内 适 时 确 定 取 样 时 间，应 用 *)LMNO NP+"+ 型

$@%0($? 0* 计测定 0*!
!"$ 减重及秸秆成分变化

在复合系分解的第 #、"、7、Q、"# / 离心法测

定秸 秆 减 重 ! 分 解 菌 液 首 先 在I ### EK%G>离 心 ""
%G>，弃上清，然后用去离子水水洗 + 次，离心并弃上

清，最后在 :#F烘箱烘 ,I - 后测秸秆残重 ! 以同样

培养条件下的 #、8、"# / 的加秸秆不接菌体系的秸

秆剩余量为对照 !减重测定完毕的样品首先粉碎过

" %% 筛，然后参照范氏洗涤方法［"8］测定其中的纤

维素、半纤维素、木质素及灰分，并将范氏中性洗涤

液洗脱下来的水溶性物质作为菌体和其它代谢产物

的扣除量，测定仪器为 O’4)2++#型纤维素分析仪 !
!"% 克隆构建菌系组成

在复合系分解旺盛的第 , / 构建克隆文库 ! 氯

苯法［"Q］提总 R’O，扩增 "Q9 EL’O 基因 S7 区 ! 引物

+:<（8TPOU1UVVVUOV11VUU1V1OUP7T）和 H#:L（8TP
1111UV1OOVV11VVVUOUVVVP7T）!反应程序为 H,F
8 %G>；H7F 变性 " %G>，8IF 退火 ,8 B，:+F 延伸 +
%G>，共 7# 个循环；:+F延伸 "# %G> 后在 ,F下存放 !
反应体系 8#!3! "& 琼脂糖凝胶电泳检测 51L 产

物 ! W’MXP"# 柱式 R’O 胶回收试剂盒（VG(>6=>）纯化

回收目的片段 ! 将纯化的 51L 产物与 0UC2PV C(BY
载体（5E@%=6(）依操作说明进行连接 !采用热激法将

连接产物转化至感受态细胞 " ! #$%& Z2"#H［":］!
采用 OLRLO 酶切技术筛选克隆子［"I，"H］!随机挑

选 "## 个阳性克隆子进行菌落扩增，引物 90Q（8TP
OVVVOUUVUO1O1VOVOUP7T）和 V:（8TPVOOVO1UO1P
V1O1VOVOUUUP7T）! 反应程序为 H,F 8%G>；H,F变

性 "%G>，8IF退火 ,8 B，:+F延伸 + %G>，共 7# 个循

环；:+F延伸 "# %G> 后在 ,F下存放 ! 反应体系 +8

!3! "&琼脂糖凝胶电泳检测 51L 产物 ! W’MXP"# 柱

式 R’O 胶回收试剂盒（VG(>6=>）纯化回收目的片段 !
应用 ’&! ["内切酶对目的 51L 产物酶切 7 -，反应

温度为 7:F !反应体系为 \][[=E +!3，内切酶 "!3，

51L 产物 7!3，最后用去离子水补足至 +#!3!对酶

切产物进行 +&琼脂糖凝胶电泳，电泳 ,8 %G>! 点 8

!3 "## \0 0^]B R’O 3(//=E 作 2(E_=E !用 O^0-( M%(6=E
++## M%(6G>6 9YB?=%（O^0-( M>>@?=$-，W9O）凝胶成像仪

照相 !
!"& 单菌株的分离

选定较优的反映生物多样性的 121 固体平板

培养基进行单菌株的分离，同时，鉴于微生物对底物

降解的专一性、适应性和多样性，为了更多地筛选到

复合系的组成微生物，碳源基质选定小麦秸秆、玉米

秸秆、水稻秸秆和滤纸 , 种，除滤纸外，7 种秸秆均

经碱处理 !
依据菌落形态、颜色、大小、干湿度等指标，采用

涂布平板法对分解旺盛的第 7/ 复合系进行单菌株

分离 !
对选 定 单 菌 落 扩 大 富 集 培 养，氯 苯 法 提 总

R’O!扩增 "Q9 EL’O 基因 S7 区，引物 +:< 和 H#:L!
反应程序为 H,F 8 %G>；H7F变性 " %G>，8IF退火 ,8
B，:+F延伸 + %G>，共 7# 个循环；:+F延伸 "# %G> 后

#8+ 环 境 科 学 7" 卷



在 !"下存放 #反应体系 $%!&#
!"# 测序及序列分析

测序工作由上海生工生物工程技术服务有限公

司完成 #将测定序列在 ’(()：**+++# ,-./ # ,01# ,/’ # 234*
进行结果比对 # 将测序结果及近缘模式菌的 567
89:; 基因序列调入 <0=>(?0 5@A5 软件中进行排序，

使用 BCD; E@5 软件构建 :F/2’.38GH3/,/,2 系统发育

树［E%］#将克隆文库构建得到的 55 个克隆子和单菌

株分离得到的 A 株单菌株的 567 89:; 基因序列存

于 DF,I?,J，其登录号分别为 CKAL!ALE M CKAL!A!E
和 NH!LO$E5 M NH!LO$EA #

$ 结果与分析

$"! 复合系构建及分解能力

通过“外淘汰法”连续继代富集培养 !% 代得到

5 组分解功能稳定地有效降解小麦秸秆的复合系 #
文献［$，6］第 5 次成功筛选到功能、组成稳定的高效

降解纤维素物质的高温分解菌复合系，本研究第 5
次在常温好氧振荡条件下筛选出有效分解小麦秸秆

的复合系，且对碱性环境具有良好的缓冲能力 #在连

续降解 5% P 中，复合系的 )Q 变化见图 5，在 % M 5!
’，)Q 迅速减低，由初始 )Q O@O 降至 )Q R@A，之后 )Q
会有所回升且略有波动的维持在 )Q A@$ #

图 ! 复合系降解过程中的 %& 变化

N/2#5 <’?,2F> 3S )Q 3S 1/-83./?0 -311=,/(T P=8/,2

PF-31)3>/(/3, )83-F>>

该复合系在不改变培养基和秸秆添加量的 5%%
1& 培养体系（液面深度 E -1 和直径 O -1）中，连续

降解 5% P 的情况见图 E，在第 5、L、6、5%P 的减重率

依次为 5$@!U、LA@LU、66@5U、RR@%U # 在分解的

前 6 P 复合系保持较高分解能力，分解速度很快，减

重率第 6 P 已达到 66@5U，6 P 后逐渐减慢，复合系

进入微弱降解阶段，最后在第 5% P 将小麦秸秆从

5@A6 2 降解到 %@!L 2，减重率达到 RR@%U # 第 %、5、

L、6、5% P 的剩余秸秆中各成分的变化见图 L，其中

半纤维素分解 %@56 2，纤维素分解 %@RA 2，木质素分

解 %@E! 2#就秸秆降解效果而言，在绝对量上，被降

解最多的成分是纤维素；在相对量上，纤维素，木质

素大部分被降解，接近 A%U，降解效果较好，半纤维

素仅一半被分解 #
本研究在好氧培养条件、适当提高秸秆添加量

情况下，对复合系的降解能力进行了探究 #该复合系

的高效降解，其原因可能是长期定向转接，使得能够

良好适应该环境的微生物迅速大量增殖，或者群体

间发生了某种增益作用（>T,F82/>(/- -300?.38?(/3,）或抑

制作用 #
文献［E5，EE］认为半纤维素是最有前景的降解

对象，因为它不参与水晶状结构的形成，它的结构也

不像木质素那样复杂 # 但本研究中，从降解情况来

看，纤维素和木质素的降解率均偏高，纤维素降解总

量最高，而半纤维素的降解率及降解总量均偏低，这

可能由于碱处理去除了秸秆中的半纤维素成分［EL］，

破坏了秸秆的结构 #

图 $ 小麦秸秆减重率

N/2#E VF28?P?(/3, 8?(/3 3S +’F?( >(?0J

图 ’ 分解过程中的小麦秸秆成分变化

N/2#L <31)3,F,( 8FP=-(/3, 3S +’F?( >(?0J P=8/,2

PF-31)3>/(/3, )83-F>>

$"$ 复合系组成多样性

在复合系克隆文库构建中，通过 ;9V9; 酶切

5$E5 期 董玉玲等：一组小麦秸秆好氧分解菌系的构建及组成多样性



技术及测序结果确定出复合系的组成微生物 !! 种，

具体 见 图 " # 其 微 生 物 构 成 当 中 优 势 菌 属 有

!"#$%&’(%)*+&+（噬氢菌属）、,-’.#%/%(+-（假单胞菌

属）、0+12’$%3#’-（拟 杆 菌 属）以 及 45%-2$3#3./（梭 菌

属），占到 !$$ 个随机挑选的阳性克隆子的 %&’［("］，

此外，其它菌属有 63--3’$’55+（组织菌属）、751+53&’(’-
（产 碱 杆 菌 属 ）、8"9%1%11+5’-（ 粘 球 菌 目 ）、

71*%5’)5+-/+（无胆淄原体科）等，见图 ) # 总之，该复

合系的微生物组成呈现多样性，这些多样的微生物，

在好氧振荡条件下，发挥着协同互作，为小麦秸秆高

效而稳定的降解起到一定作用，其降解机制有待于

进一步研究 #

图 ! "" 个克隆子的琼脂糖胶电泳酶切图谱

*+,#" -./0,12/ 03 2,21 ,45 454671089014:+: 03 !! 650;4:

图 # 克隆子的微生物构成

*+,#) <+610=+25 60/80:+7+0; 03 650;4:

在 ><> 固体培养基上依据菌落特征分离好氧

菌 & 种，结合测序结果，它们皆为可培养菌株，近缘

菌属有 :(2’$%1%11.-（肠球菌属）、,-’.#%/%(+-（假单

胞菌属）、;%(’-3+（琼斯氏菌属）、751+53&’(’-（产碱杆

菌 属 ）、0$’<.(#3/%(+-（ 缺 陷 短 波 假 单 胞 菌 ）、

0%$#’2’55+（博德特氏菌属）、6*+.’$+（索氏菌属），见

表 ! #
系统发育关系见图 ?，通过克隆文库构建与单

菌株分离技术所确定的微生物之间亲缘关系存在一

定距 离，种 群 的 丰 富 度 较 强，且 单 菌 株 @:05274A %
（*B"CD)(%）与 >50;4 &?（ EF&C"&CD）的 近 源 种

表 " 克隆子及分离菌的 "$% &’()基因序列比对结果

G2=54 ! H52:7 60;:4IJ4;64 301 650;4: 2;A +:05274: 26601A+;, 70 !?K 1LMN ,4;4 :4IJ4;64:

克隆子O分离菌（登录号） 近源种（登录号） 相似率O’

>50;4 !!（EF&C"&C(） 45%-2$3#3./ :8# DH"（NP))""!?） !$$

>50;4 (?（EF&C"&C"） F;6J57J14A 2;2410=+6 =26741+J/（NPD)C("?） D&

>50;4 (D（EF&C"&C?） 71*%5’)5+-/+ :8#（EF)!%)?(） &&

>50;4 CD（EF&C"&C%） 75=+53)*35.- %$’/5+(#33 Q9@RN（>S$$$&)C） D&

>50;4 "D（EF&C"&C&） 45%-2$3#3./ :8# :712+; S?（NPD"D&)%） &D

>50;4 ?(（EF&C"&"$） <.T06066254: =26741+J/ U:0+5 "%（NH(")C"$） &%

>50;4 %!（EF&C"&"(） 45%-2$3#3./ :8# 82;A2V（NPD)%?$C） D!

>50;4 !D（EF&C"&C)） F;6J57J14A 63--3’$’55+ :8#（NHCC!"&C） D&

>50;4 &?（EF&C"&CD） ,-’.#%/%(+- :8# >!$W(（VX$&&??"） D)

>50;4 !C（EF&C"&CC） 0+12’$%3#’- :8# ((>（NP))""($） D)

>50;4 ?D（EF&C"&"!） !"#$%&’(%)*+&+ :8# GL%W$!（NH!??&&?） D&

@:05274A !（*B"CD)(!） :(2’$%1%11.- :8# LW()($)（N<$&"$(D） !$$

@:05274A (（*B"CD)((） ;%(’-3+ :8# GFG!$!?（NH$D&)&"） DD

@:05274A C（*B"CD)(C） 751+53&’(’- :8# SUHK$$!（EF?(()%&） !$$

@:05274A "（*B"CD)("） 0$’<.(#3/%(+- #3/3(.2+ :712+; YS> !$!%（NPD"&((&） D&

@:05274A )（*B"CD)()） 751+53&’(’- :8# =!?（EF"C")?(） D)

@:05274A ?（*B"CD)(?） 0%$#’2’55+ :8# VDW)（N<"$C(!)） D&

@:05274A %（*B"CD)(%） ,-’.#%/%(+- :8# >!$W(（VX$&&??"） !$$

@:05274A &（*B"CD)(&） 6*+.’$+ :8# S@ZW!（NB)$)&)$） D?

()( 环 境 科 学 C! 卷



图 ! 根据 "!# $%&’ 基因序列构建的克隆子及

分离菌的系统发育树

!"#$% &’()*#+,+-". -/++ *0 .)*,+1 2,3 "1*)2-+3 1-/2",1 421+3

*, 5%6 /789 #+,+ 1+:;+,.+1

!"#$%&’&()" *+)’#(#("+" 1<$（=>?@@%%A）亲缘关系较

近 $ !"#$%&’&()" *+)’#(#("+" 1<$为假单胞菌属中的 5
个最近已分离的新种，它的纤维素降解能力，产酶性

质等尚未见报道 $
克隆文库构建和平板分离技术相结合确定出复

合系构成中 5B 个菌属的细菌微生物，相对于已报道

的木质纤维素分解菌复合系的微生物构成［C，@，55］，好

氧条件下的木质纤维素分解菌复合系的微生物组成

更丰富，嗜氢菌属、产碱杆菌属等为第 5 次报道 $通
过克隆文库构建与通过单菌株分离所确定的微生物

在结构组成上差距甚远，其原因为微生物数量、微生

物本身分离难度、培养基局限性等 $

( 结论

（5）在好氧振荡条件下，连续继代富集培养 A? 代

得到一组分解功能稳定的木质纤维素分解菌复合系 $
（D）复合系在分解的前 % 3 保持较高分解能力，

% 3 后进入微弱降解阶段。秸秆的各成分中，纤维素

的降解效果最好，半纤维素和木质素的降解效果次

之；纤维素的分解量多于半纤维的分解量。

（B）通过克隆文库的构建和单菌株的分离共确

定出 5B 个菌属的微生物，如嗜氢菌属、拟杆菌属、假

单胞菌属、组织菌属、梭菌属、产碱杆菌属、肠球菌

属、琼斯氏菌属、缺陷短波假单胞菌属、博德特氏菌

属、索氏菌属、粘球菌目、无胆淄原体科，其中，嗜氢

菌属、产碱杆菌属等为第 5 次报道 $
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