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摘要 以 种高温期的堆肥样品为材料 经 种筛选方法 !多代淘汰及其不同系之间优化组合 最后筛选驯化出一组能有效降

解纤维素和林丹的复合微生物菌系 该复合系对滤纸 !脱脂棉 !稻秸粉和锯末等不同纤维素材料均有较强分解能力 相比之下

对天然纤维素含量高的碳源如滤纸 !脱脂棉分解活性更高 两者的 ≤  ≤ 糖化活性在第 都达到  以上 分解率达到

 以上 该复合菌系能在较大的  范围内保持高的纤维素林丹分解活性 在  为 1 !1 !1条件下林丹降解率均较

高 达到  以上 而纤维素分解率也都在  以上 而且在  ∗ 之间的培养条件下 林丹降解与滤纸分解之间有很好的

一致性 
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  木质纤维素占地球光合产物的  以上 也是

有机废弃物的主成分 因其结构坚硬 分解难 在堆

肥化处理中一直成为限制堆肥化速度的因素 因此 

加速木质纤维素的分解便成为堆肥充分腐熟的关

键≈  对纤维素资源的开发利用也具有重要意义 

自然界的纤维素在多种微生物的共同作用下可

以彻底分解 但近百年纯培养微生物学技术未能很

好地解决天然纤维素的分解 因此近年混合菌的作

用逐渐引起重视≈ 笔者等利用限制性培养技术和

菌群之间的优化组合 已成功筛选和构建一组高效

而稳定的纤维素分解菌复合系  ≤≈ ∗  证实了人

工构建微生物群体的高效纤维素分解能力和稳定

性 另一方面 虽然我国在 年全面禁止生产和

使用六六六 但从 年起 我国又批准林丹有限

制地在森林治虫 !治蝗以及防治小麦浆虫等方面使

用≈工业品六六六活性组分 Χ2含量达到  

以上时成为林丹 使有机氯产品在工农业生产中普

遍应用 因此 减少有机氯农药在环境中的残留 对

环境保护和食品安全工作具有重要意义 近年来一

些研究表明 土壤中存在分解六六六的微生物 在高

温厌氧和微耗氧条件下分解速度较快≈ ∗  这些为

筛选高效降解有机氯物质的微生物组合提供了

可能 

本研究在成功构建高效而稳定的纤维素分解菌

复合系  ≤的基础上 进一步利用微生物之间的协

同关系 驯化构建了能在高温和微好氧条件下有效

降解纤维素与林丹双重功能的微生物复合系 本文

报告该复合系的驯化构建过程 !降解功能及其部分
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发酵特性 

1  材料与方法

111  供试堆肥样品

从各地堆肥场采集不同原料的好氧堆肥高温期

的样品 分别为 牛粪 醋糟 猪粪 花生壳 稻秸 

鸡粪 麦秸 人粪尿 

112  培养条件

纤维素蛋白胨培养基°≤≥ 其成分为 1 

蛋白胨  1  纤维素 滤纸或麦秆粉  1 

≤ 1  ≤≤   1  酵母粉   1 在

 ε 静止培养 使处于 ⁄为 1 ∗ 1的微

好氧 

113  复合菌系的驯化构建方法

分别从各堆肥样品中取 加于 

°≤≥液体培养基中 在  ε 条件下恒温静止富集培

养 待浸在培养液中的滤纸进入旺盛崩解断裂阶段

时 将发酵液以体积分数  的接种量加入同样的

新鲜培养液中 观察培养液的气泡 !滤纸的颜色及崩

解情况 !培养液混浊程度 在滤纸分解的旺盛时期 

连续传代 并测定其  值 边传代边筛选出滤纸分

解速度快而且  保持稳定的菌系 将其中  反应

偏酸的和偏碱的进行混合接种 传代直至稳定 然

后 取  已选出的几种纤维素分解复合系培养液

分别接种于 °≤≥培养基中 并加入浓度为 

的林丹 培养方法同上 然后逐渐提高林丹用量 至

培养液中的林丹浓度达到 选出在此林丹

浓度下滤纸分解速度快 ! 稳定的复合菌系 

在  加有一定浓度林丹的培养基中

分别加入 上述堆肥样品 培养基组成及培养条件

均同上 待浸在培养基中的滤纸完全崩解断裂进行

转接 连续传代并逐渐提高林丹用量 至培养液中的

林丹浓度达到 将  反应偏酸的和偏碱

的培养液混合接种 边传代边筛选出滤纸分解速度

快的复合菌系 

以上 步同时进行 最后将经分别筛选出的菌

系混和接种 连续传代 直至选出一组滤纸分解速度

快 ! 稳定以及林丹降解率高的高效稳定复合

菌系 

114  复合菌系对不同纤维素材料的分解能力

分别取 1的滤纸 !脱脂棉 !稻秸粉和锯末作

为碳源制作 °≤≥ 接种 菌液  ε 静止

培养 接种后的  ! ! !分别测定培养液中的纤

维素酶活 时测定纤维素材料的分解率 

115  复合菌系在不同初始  条件下的降解特性

将 菌液接种到  分别调成 1 !1 !

1 !1 !1 !1的 °≤≥中 培养液中林丹

浓度为 1滤纸作为纤维素材料 培养

条件同上 接种后的  ! ! !分别取培养液的上清

液 用来测定培养液中的纤维素酶活 时测

定滤纸的分解率和 测定林丹降解率 

116  测定方法

纤维素酶活性的测定采用 ≤  ≤ 糖化力法≈ 

纤维素材料的分解率测定 将培养液直接以

 离心 倒上清液 用盐酸和硝酸的混合

液冲洗而消除菌体≈ 离心 清水洗 离心  ε

烘干后称重 计算减重和分解率 

林丹降解能力的测定 将加林丹处理发酵的培

养液采用丙酮2石油醚提取 浓硫酸净化 惠普 °2

⁄型气相色谱仪测定 测定条件为 ∞∏2型

毛细管柱 长  直径 1 柱温从  ε 程序

升温至  ε 升温速度  ε 进样口温度

 ε 电子捕获检测器 温度为  ε 保留时间

≈ 

林丹降解率  

对照培养液中的含量 发酵液中的含量
对照培养液中的含量

≅ 

2  结果与分析

211  复合菌系的筛选与驯化

在 种堆肥样品中 麦秸 人粪尿 !稻秸

鸡粪样品培养液中的滤纸分解速度较快 

经 后相当于培养物 1 的滤纸全部崩解掉 牛

粪 醋糟≤ !猪粪 花生壳⁄次之 随着传代 

它们的滤纸分解速度下降 培养液的  值也发生

了变化   !≤ !⁄培养液趋于微酸性 培养液

趋于微碱性表  将  !≤ !⁄分别与 混合接

种 连续传接若干代后 各菌系的滤纸分解能力及

 都趋于稳定 然后 将  !≤ !⁄混合菌

体分别接种于含 林丹的培养基中进行驯化

培养 逐渐提高林丹用量 至培养液中的林丹浓度达

到 从图 可以看出 培养 后 林丹浓度

在 以下时 对纤维素降解复合菌系的功能

没有明显影响 当林丹浓度增加到 时 菌

系对滤纸的分解率已有明显下降 这可能是由于复

合菌系中有部分菌株的生长受到限制 但不是关键

菌 所以此时 个菌系对滤纸的分解率仍均在  

以上 其中分解能力最强的 的滤纸分解率为
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 表 1  4 种堆肥样品培养物的滤纸分解和 πΗ随传代的变化

×  ƒ   

样品
第 代 第 代 第 代

崩解时间 后的  崩解时间 后的  崩解时间 后的 

麦秸 人粪尿  1  1  1

稻秸 鸡粪  1  1  1

牛粪 醋糟≤  1  1  1

猪粪 花生壳⁄  1  1  1

1  到  时滤纸分解率急剧下降 说明

此浓度对纤维素降解菌系有明显抑制作用 个菌

系对滤纸的分解率低于   可能在此浓度下 复

合菌系中有部分关键菌株的生长受到限制 所以在

以下过程中均以 林丹浓度对菌系进行驯

化 在 种混合菌系中 纤维素分解能力最强的是

 

种堆肥样品在加有 林丹的培养液中

对滤纸都有一定程度的分解能力 其中稻秸 鸡粪

的分解速度最快 其后依次为麦秸  人粪尿

 !牛粪 醋糟≤ !猪粪 花生壳⁄ 随着传

代次数及林丹浓度的逐渐增加 它们对滤纸的分解

能力下降 培养液的  值也发生了变化 表 是在

林丹浓度的条件下 种堆肥样品培养物

对滤纸的分解情况和  值的变化 从中可以看出 

 !⁄培养液趋于微碱性   !≤趋于微酸性 将

 

图 1  纤维素分解复合菌在不同浓度林丹的

条件下对滤纸的分解情况

ƒ  ⁄  ∏2

 ∏ ∏

这 种样品的培养液互相混和接种 连续传接若干

代 结果得到  组滤纸分解速度快的复合菌系

 !≤ 

表 2  150 µ γ/ Λ林丹条件下 4 种堆肥样品培养物的滤纸分解和 πΗ随传代的变化

×  ƒ   ∏

测定项目 麦秸 人粪尿 稻秸 鸡粪 牛粪 醋糟≤ 猪粪 花生壳⁄

崩解时间    

后的  1 1 1 1

  最后将筛选出的菌系  !≤ !⁄ 与

 !≤互相混和接种 在 林丹浓度

的培养基中连续传接 代 得到一组滤纸崩解速度

快 林丹降解率高的复合菌系≤  ≥ 

212  复合菌系 ≤ ≥对不同纤维素材料的分解特性

分别以滤纸 !脱脂棉 !稻秸粉和锯末作为碳源进

行试验 结果表明图  该复合菌系在所有供试纤

维素材料的培养液中均能生长 但对不同材料的降

解及其所产生的纤维素酶活性有很大差别 种纤

维素材料中对脱脂棉和滤纸的分解活性最高 两者

的 ≤  ≤ 糖化活性在第 都达到高峰 达到 以

上 此后下降 锯末作为碳源时 测得的纤维素酶活

很低 仅有  左右 稻秸作为碳源时的活性介于

前 类物质的中间 用减重的方法对分解率进行测

定时 内  以上的脱脂棉和滤纸已分解消失 

稻秸分解率也达到  以上表  可见 该复合菌

系对纤维素材料的分解效果与材料中纤维素含量的

高低成正比 对较纯的纤维素材料脱脂棉和滤纸分

解率高 对纤维素含量较低 !木质素含量相对较高的

锯末分解能力低 

表 3  ΧΜΣ对不同纤维素材料的分解能力

×  ⁄  ∏  ≤  ≥

测定项目 锯末 稻秸 脱脂棉 滤纸

分解率  1 1 1 1

213  复合菌系 ≤  ≥在不同  条件下的降解特性

从图 可以看出 不同初始  的培养液接种

后 它们的  很快向中性方向变化 培养 后 原
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图 2  ΧΜΣ对不同纤维素材料产酶活性的影响

ƒ  ∞∏ ∏√  ≤  ≥

 为  ∗ 的发酵液的  都集中到 左右 此后

 ∗ 的处理保持在 1左右一直到第 过后逐

渐升高 而  !处理的  值此后又持续下降

到 1左右 后开始升高 处理的也从培养

开始呈下降趋势 但下降较慢 在第 降到最低值

1 发酵液的  下降可能由于复合菌系在分解纤

维素的过程中产生大量的有机酸造成的 所以在 

降到最低值时是发酵液中滤纸分解的最旺盛时期 

随着滤纸的减少及有机酸的进一步分解转化  就

逐步回升 从图中可以看出 除原 和 的始

终未升到 1外 其余的均在升到 1后又有所下

降 这与崔宗均等≈所做的纤维素复合菌系发酵液

的  变化情况不一样 在他们的实验中 不同初始

处理发酵液的  值在滤纸全部崩解后逐渐上

升最后稳定在 1 ∗ 1之间 这个差异可能是由于

在本实验中 林丹在碱性条件下脱 ≤使得发酵液

的  值没有稳定在 1以上 

图 3  不同初始 πΗ下接种后发酵液中 πΗ值的变化

ƒ  ≤  ∏∏ 

∏ 

对不同  条件下发酵液的产酶历程进行测

定 结果表明图  发酵前 所有处理的纤维素

酶活都随着发酵时间延长而逐渐升高 在第 出现

最高峰 之后迅速下降 其中以 和 处理的

活性最高  ! ! 和  分别次之 

活性最低 可见该复合系能在较大的  范围内均

保持高的纤维素分解活性 但在中性及偏碱环境中

活性最强 

图 4  不同初始 πΗ条件下纤维素酶活的变化

ƒ  ≤∏√ ∏ 

该复合菌系在不同初始  培养条件下 内

对滤纸的分解情况见表  从表中可以看出 在 

∗  条件下 内滤纸的分解率都达到了   以

上 处理的次之  !和 处理的滤纸

分解率明显较低 均在  以下 本实验的结果显

示 用 ≤  ≤ 糖化力法测定的纤维素酶活与滤纸的

分解有较好的一致性 

对不同初始  条件下林丹降解率的测定结果

表明表  和 处理的发酵液中林丹的降

解率较高 达到了  以上 其次是  !和

 而 和 几乎没变化 可见在发酵过程

中 在纤维素分解最佳的  ∗ 范围内 也同样有

利于林丹的降解 而在纤维素分解较少的 处

理条件下 林丹的降解率高达 1  这主要是由

于在发酵初期培养液即处在碱性条件下 林丹脱

≤分解较多造成的 

表 4  不同初始 πΗ下接种后复合菌系对滤纸和林丹的降解情况

×  ⁄ ∏

∏ 

 滤纸分解  林丹降解率 

 1 1
 1 1
 1 1
 1 1
 1 1
 1 1

 1 1
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3  结论

从堆肥高温期的样品中筛选驯化出一组能

有效降解纤维素和林丹的复合微生物菌系 该复合

菌系对不同纤维素材料均有较强的分解能力 且分

解效果与材料中纤维素含量的高低成正比 该复合

菌系对木质素含量高的物质分解率相对较低 可能

是由于其对木质素分解较弱造成的 

本复合菌系能在较大的  范围内保持高

的纤维素林丹分解活性 这有利于其在不同物料堆

肥中的广泛应用 

本复合菌系在纤维素分解后期形成碱性环

境是造成林丹分解的原因之一 但在   ! 和

 条件下林丹降解率均较高 也都达到  以

上   和  处理的降解率甚至高于   而

且在   ∗ 之间的培养条件下 林丹降解与滤纸

分解之间有很好的一致性 说明该复合菌系在降解

纤维素的同时 本身对林丹有一定的生物降解功能 

其作用机理正在进一步研究 
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境保护  13  ∗  

≈    沈德中 污染物的原位生物处理2生物清消技术≈ 环境科

学进展  1  ∗  

≈     ƒ ≤   ≤  ƒ  ετ αλ 2

  ∏        2

¬∏  2

≈   ∞√    61    ∗

 

≈  李国学 孙英 高温堆肥对六六六 ≤ 和滴滴涕⁄⁄×的

降解作用研究≈ 农业环境保护  19  ∗  

≈   ⁄  ≥ ∏ 2

 ≈    32  ∗  

≈  × 2 生物质量 六六六和滴滴涕的气相色谱测定

法≈≥ 

 环   境   科   学 卷




