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有机覆盖物林地大量存留是雷竹
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林退化的主要原因之一
%

为人工促进有机覆盖物高

效腐解
!

为有机覆盖物促腐制剂研制提供前期研究基础
!

采用稀释涂平板法和富集培养法从雷竹林地覆盖有机材

料
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林地有机材料%主要为砻糠- 稻草- 锯木屑等&覆盖竹笋早出技术的推

广应用始于
!%

世纪
'%

年代初' 满足了市场供应淡季对鲜笋的大量需求' 显著地提高了笋用竹林的经济效益+

&

,

(

然而' 长期连年覆盖会导致雷竹林地土壤理化性质劣变' 竹林地上和地下部分结构失衡+

!& >

,

' 致使雷竹林

大面积衰败' 如雷竹笋用竹主产区浙江省临安市太湖源镇超过
&

万
8,

!雷竹林中重度- 中度- 轻度退化
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竹林所占比例分别达
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和
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! 未退化竹林仅占
#$%$$'

! 重度退化竹林几乎无经济产出
"

)

#

$ 而存留于雷竹林土壤中短期内难以自然腐解且高碳氮比 %

*+,

&! 富含纤维素和木质素的有机覆盖物!

是导致林地土壤发生物理' 化学和生物性劣变重要原因之一$ 因此! 从维护林地覆盖笋用竹林高效可持

续经营目标出发! 必须采取高效' 无二次污染的林地存留有机覆盖物促腐措施$ 目前! 具有生物质材料

降解活性的微生物已广泛应用于高碳氮比材料的工业发酵%替代能源的生产&

"

-

#

' 饲料生产 "

"

#和秸秆还田

土壤培肥"

#.

#等方面! 而对于笋用竹林存留有机覆盖物降解微生物筛选' 降解活性及产酶条件的相关研究

尚未见有报道$ 本研究从长期堆放有机覆盖物场所的不同腐解程度的稻草' 砻糠及覆盖雷竹林土壤中筛

选培养具有高纤维素降解酶活性的微生物! 并对其产酶条件进行优化! 旨在为笋用竹林林地存留有机覆

盖物高效促腐制剂的研制提供前期理论基础$

#

材料和方法
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供试材料

供试材料采自浙江省临安市太湖源镇%

$.!!&",

!
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&雷竹林林地覆盖的不同腐解程度的砻糠'

稻草及覆盖雷竹林土壤$ 砻糠' 稻草采用多点取样法! 取混合样品
!..%.. 0

! 土壤采用五点取样法! 取

.1#. 23

土壤混合样品
4..%.. 0

$ 样品采集后放入无菌袋内! 置于冰壶中带回实验室
& #

保存$

对照菌株哈茨木霉%

5*

&
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! 绿色木霉%
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购自广东省微生物

研究所菌种保藏中心$
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培养基

富集培养基%赫奇逊滤纸液体培养基&(
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新华定量滤纸' 磷酸二氢钾%
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$ 水
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初筛培养基%刚果红羧甲基纤维素平板培养基&( 羧甲基纤维素钠%
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!%.. 0

! 刚果红
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硫酸铵"%
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! 磷酸二氢钾%
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! 氯化钠%
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.%4. 0

! 琼脂
!.%.. 0

$ 水
# ... 36

! 自然
@5

值%不进行人为的调节&

"

#!

#

$

复筛培养基%赫奇逊秸秆液体培养基&( 用稻草取代富集培养基中的滤纸$

!"$

菌株筛选

分别取腐烂的砻糠' 稻草及雷竹林土壤样品各
#.%.. 0

! 加入装有
".%. 36

无菌水和玻璃珠的
#4.%.

36

三角瓶中!

#-. A

)

3BC

&#振荡
$. 3BC

使样品充分分散! 取悬浊液
4%. 36

接种于
&4%. 36

富集培养基

中!

!- #

下
#!. A

)

3BC

&#振荡培养
! D

$ 再取培养液接种到新鲜无菌富集培养基中! 反复培养
$

次$

取第
$

次富集培养液
#.. !6

均匀涂布在刚果红羧甲基纤维素平板培养基上!

!- #

下培养! 挑取水

解圈出现时间早! 水解圈直径与菌落直径之比大的菌株进行纯化并保存$ 将初筛获得的菌株分别在马铃

薯葡萄糖琼脂%

9EF

&%真菌&' 高氏一号%放线菌&培养基上活化! 用直径
# 23

打孔器在菌落生长均匀处

取菌块接种于复筛培养基中!

!- #

下
#!. A

)

3BC

&#振荡培养
4 D

! 测定发酵液中滤纸酶活力! 筛选具有高

纤维素酶活性的菌株$

!"%

滤纸酶
!

&'()*+ ,-,*+ -.)'/')0

"

123

#

活力测定

滤纸酶活力测定采用
$

!

4%

二硝基水杨酸显色法"

#$&#(

#

$ 发酵液于
#. G0

)

3BC

&#离心
#. 3BC

! 取上清液

即为粗酶液$ 将新华定量滤纸裁剪成
# 23 $ ( 23

的小条! 放入
!4%. 36

刻度试管中! 加入
#%. 36

柠檬

酸
%

柠檬酸钠缓冲液%

@5 &%-

&和稀释酶液
.%4 36

!

4. #

水浴中反应
# H

! 加入
$%. 36 $

!

4%

二硝基水杨酸

%

E,7

&试剂沸水浴
4 3BC

! 定容到
!4%. 36

后测定
4&. C3

波长吸光度! 计算还原糖量! 同时测定发酵液

中的还原糖量! 以酶解反应液中还原糖量与发酵液中还原糖量之差计算酶活力$ 实验设
$

个重复$ 以
#

H #%. 36

原酶液催化底物%滤纸&转化为
# !3I<

葡萄糖的酶量为
#

个酶活力单位%

#(%() CG;J

&$

!"4

产酶条件优化

#%4%#

单因素实验 采用赫奇逊液体培养基$ 选择不同培养时间%

#

!

!

!

$

!

&

!

4

!

(

!

) D

&!

@5

%

$%.

!

&%.

!

4%.

!

(%.

!

)%.

!

-%.

!

"%.

!

#.%.

&! 培养温度%

!.

!

!4

!

$.

!

$4

!

&. #

&! 碳源"淀粉' 葡萄糖' 微晶纤维

素粉' 稻草秸秆粉' 淀粉和微晶纤维素粉%

) ' )K# ( #

&和葡萄糖和微晶纤维素粉%

) ( )K# ( #

&#! 氮源%酵

可 晓等( 雷竹林存留有机覆盖物高效降解菌株分离及产酶条件优化
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母膏! 蛋白胨! 牛肉膏! 硫酸铵和尿素为氮源"及无机盐#氯化铁为
"&"'(

$

)
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% 氯化钙
%&'% (

$

)

!'

% 磷酸二

氢钾
'&%% (

$

)
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% 硫酸锰
%&*% (

$

)

!#和氯化钠
%&#% (

$

)

!#

"进行单因素实验% 分别确定目标菌株的最佳产酶

条件&

#&+&!

正交实验 根据以上的各单因素实验结果% 对菌株产酶的最佳碳源' 氮源及无机盐进行正交实验

(

!

,

)

*

$

"*% 确定目标菌株最佳培养条件&

!

结果与分析

!"#

有机覆盖物高效降解菌株筛选

经过富集培养% 从常年堆积的不同腐解程度的砻糠' 稻草及覆盖雷竹林土壤中初步筛选获得
*-

株

在刚果红羧甲基纤维素平板上能够产生透明水解圈的菌株% 再经反复筛选出透明水解圈出现时间早% 水

解圈直径与菌落直径比值)

./

值"较大的菌株
0

株)表
'

"% 其中% 真菌
$

株)分别编号为
'&'

%

!&'

%

12'

和
12,

"% 放线菌
*

株)分别编号为
'&!

%

!&!

和
*&'

"&

培养
+ 3

后% 从
0

个菌株滤纸酶活性分析表明+ 真菌
'&'

%

!&'

%

12'

酶活力极显著地高于放线菌'

真菌
12,

及对照菌株哈茨木霉)

*&,* " '4&40 5678

"与绿色木霉)

$&4$ " #4&40 5678

"% 且以
!&#

菌株的滤纸

酶活力最高% 达
#%&-%"#4&40 5678

)图
#

"% 确定菌株
!&#

为高效目标菌株&

!"!

菌株
!"$

生物学特性

从菌株
!&#

的菌落培养特征)表
!

"及显微结构特征)图
!7

"表明% 菌株
!&#

分生孢子梗发生于基质%

壁平滑% 帚状枝双轮生% 偶有
*

轮生或单轮生, 梗基每轮
!9*

个%

#*&%9!%&% !: " *&!9*&0 !:

% 彼此通

常较紧贴, 瓶梗幼龄时呈现瓶状至披针状% 充分成熟时近圆柱形% 梗颈明显% 分生孢子椭圆形%

$&+9+&+

!: " *&%9$&% !:

% 壁平滑& 依据
!&#

菌落形态#图
!;

"及菌株显微结构特征% 查-中国真菌志.)青霉及其

相关有性型属"

(

#0

*

' -真菌的形态和分类/

(

#-

*等相关资料可确定菌株
!&#

属青霉属
"#$%&%''%()

&

!%&

菌株
!%$

培养时间
!

起始酸碱度
"

'(

值
#

和温度条件优化

!"#"$

培养时间 培养初期菌株
!&#

发酵液滤纸酶活力随培养时间的延长缓慢升高% 第
#

%

!

天发酵液

图
#

分离菌株的滤纸酶活力

<=(>?@ ' <=A8@? B7B@? 7C8=D=8E FG , H8?7=5H

菌株编号 直径比值 菌株编号 直径比值

'&' !&0$ '&! *&'!

!&' !&-* !&! !&'-

12' '&40 *&' *&+-

12, '&4+

表
#

菌株培养
& )

透明水解圈与菌落直径比值

I7;A@ ' ./ D7A>@H FG , H8?7=5H 7G8@? * 37EH C>A8=D78=F5

图
!

菌株
!&'

的菌落形态
!

7

"

及显微结构
!

;

"
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滤纸酶活力分别为
!#$! ! %&#&$ '()*

!

+#+! ! %&#&$ '()*

! 增幅仅为
!!#,%-

" 第
+

天酶活力迅速提高!

.#", ! %&#&$ '()*

! 较第
!

天增加了
."#/%-

" 第
+

天以后! 酶活力增加趋势减缓! 至第
,

天时发酵液酶

活力达峰值#

,#&! ! %&#&$ '()*

$! 其后酶活力虽能维持在较高水平! 但较第
,

天有所下降#图
+)

$% 说明

菌株
!#%

产酶的最佳培养时间为
, 0

"

!#+#!

起始酸碱度
!

12

值
" 菌株

!#%

发酵液滤纸酶活力随起始酸碱度&

12

值$的变化呈先升高后降低的

趋势&图
+3

$% 起始酸碱度为
12 +#/4,#/

时! 菌株酶活力缓慢上升! 且较为平稳! 当起始酸碱度为
12

,#/

时! 发酵液滤纸酶活力达到峰值&

.#"/ ! %&#&$ '()*

$! 其后随酸碱度&

12

值$的升高酶活力缓慢降低!

当起始酸碱度超过
12 5#/

时! 酶活力开始迅速下降! 至起始酸碱度为
12 %/#/

时! 发酵液滤纸酶活力仅

为
!#!! ! %&#&$ '()*

! 为峰值的
.,#+%-

% 说明菌株
!#%

培养的最佳起始酸碱度为
12 ,#/

%

!#+#+

培养温度 随着培养温度的升高! 菌株
!#%

产酶能力呈先升高后降低的变化规律&图
+6

$% 在
!,4

+/"

区间内酶活力急剧升高! 由
!#+& ! %&#&$ '()*

提高到
+#&$ ! %&#&$ '()*

! 增幅达
,,#,%-

! 而后酶活

力趋于平稳! 当温度
+, "

时! 酶活力为
+#5+ ! %&#&$ '()*

! 其后酶活力略有降低!

./ "

时酶活力下降

为
+#&5 ! %&#&$ '()*

% 虽然
+,

和
./ "

时菌株
!#%

的酶活力均高于
+/ "

的酶活力! 但结合菌株培养及竹

林生产实践! 确定
+/ "

为菌株
!#%

的最佳培养温度%

!"#

培养基组合优化

!#.#%

碳源 菌株
!#%

在不同碳源的培养基中均能正常生长! 但在不同碳源条件下酶活力存在较大差异

&图
.)

$% 以葡萄糖' 淀粉' 纤维素为单一碳源时! 发酵液滤纸酶活力分别为
%#&$ ! %&#&$ '()*

!

%#"5 !

%&#&$ '()*

和
%#+, ! %&#&$ '()*

" 当用葡萄糖和纤维素&

! # !$% # %

$共同作为碳源时! 发酵液滤纸酶活力

达到
+#/5 % %&#&$ '()*

! 分别比葡萄糖或纤维素作单一碳源时增加了
5.#.+-

和
%!5#%,-

" 淀粉与纤维素

&

! & !$% & %

$共同作为碳源时! 发酵液滤纸酶活力仅为
/#,& % %&#&$ '()*

! 远低于任一单一碳源的处理"

在供试碳源中! 以稻草秸秆粉做碳源时发酵液中滤纸酶活力最高&

,#/+ % %&#&$ '()*

$"

!#.#!

氮源 菌株
!#%

在多种氮源条件下均能正常生长! 在有机氮源条件下发酵液滤纸酶活力均远高于

无机氮源&图
.3

$" 其中! 牛肉膏为氮源时菌株发酵液滤纸酶活力最高&

,#", % %&#&$ '()*

$! 其次是酵母

粉&

,#%" % %&#&$ '()*

$! 蛋白胨为氮源时发酵液酶活&

.#," % %&#&$ '()*

$略低于牛肉膏和酵母粉为氮源的

处理" 以硫酸铵和尿素为氮源时酶活力较低! 分别为
+#%+ % %&#&$ '()*

和
+#%5 % %&#&$ '()*

! 仅为牛肉

膏为氮源时的
,!#&/-

和
,+#..-

"

培养基 菌落直径
768

形状 质地 菌丝体 分生孢子 可溶性色素

察氏培养基
!#/

平坦 绒状 白色 少! 灰绿色 无

麦芽汁培养基
%#,

脐状突起 绒状! 少量絮状 白色 大量! 灰绿色 无

9:; !#,

平坦 绒状 白色 大量! 灰绿色 无

表
!

菌株
!"$

菌落形态特征

<)3=> ! <?> 6@=@'A 8@B1?@=@CA @D E*B)F' !#%

图
'

培养时间
!

)

"#

起始
12

值
!

3

"

和培养温度
!

6

"

对菌株
!#%

滤纸酶活力的影响

GFCHB> + IDD>6* @D *F8>

!

12 )'0 *>81>B)*HB> @' G9; @D J*B)F' !#%

) 3 6

可 晓等( 雷竹林存留有机覆盖物高效降解菌株分离及产酶条件优化
!.$
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!&$&'

无机盐 菌株
!&(

发酵液滤纸酶活力以培养基中添加磷酸二氢钾!

)*

!

+,

$

"的最高!

-&$% ! #.&./

0123

"# 其次是添加氯化铁!

4567

'

"的处理!

-&#8 ! #.&./ 0123

"$ 这
!

种无机盐处理均远高于添加氯化

钙!

6267

!

"# 氯化钠!

9267

"和硫酸锰!

:;<,

$

"的处理!分别为
!&8= ! #.&./ 0123

#

!&#' ! #.&./ 0123

和
#&!.

! #.&./ 0123

# 仅为最高酶活力的
--&#=>

#

'8&$$>

和
!!&/=>

"!图
$?

"$ 说明磷酸二氢钾与氯化铁对菌株

!&#

的酶活力影响较大$

!&$&$

培养基最佳组合 从表
'

的菌株
!&#

培养基碳源!稻草秸秆"% 氮源!牛肉膏"及无机盐!

4567

'

"# 磷

酸二氢钾添加量正交实验分析表明#

8

号培养基配方的菌株酶活力最高!

##&#8 ! #.&./ 0123

"$ 稻草秸秆和

牛肉膏对菌株酶活力影响较大# 极值分别为
-&.8

和
#&%%

# 氯化铁和磷酸二氢钾对菌株酶活力影响较小# 极

值分别为
%&$#

和
%&!/

$ 稻草秸秆% 牛肉膏% 氯化铁% 磷酸二氢钾均值最大水平分别为
@

'

#

A

'

#

6

#

#

B

!

$ 经

方差分析# 各因素对菌株
!&#

滤纸酶活力影响均达极显著水平$ 表明菌株
!&#

产酶最适培养基组合为

@

'

A

'

6

#

B

!

# 即秸秆
!-&%% ;

&

C

"#

# 牛肉膏
!&-% ;

&

C

"#

# 氯化铁
%&%# ;

&

C

"#

# 磷酸二氢钾
#&-% ;

&

C

"#

$

试验号
@

秸秆
D

!

;

&

C

"(

"

A

牛肉膏
D

!

;

&

C

"(

"

6 4567

'

D

!

;

&

C

"(

"

B )*

!

+,

$

D

!

;

&

C

"(

" 酶活
D0123

( (

!

(-

"

(

!

(&-

"

(

!

%&%(%

"

(

!

(&%

"

$&8! ! (.&./

! (

!

(-

"

!

!

!&%

"

!

!

%&%(-

"

!

!

(&-

"

$&=% ! (.&./

' (

!

(-

"

'

!

!&-

"

'

!

%&%!%

"

'

!

!&%

"

-&=$ ! (.&./

$ !

!

!%

"

(

!

(&-

"

!

!

%&%(-

"

'

!

!&%

"

-&.= ! (.&./

- !

!

!%

"

!

!

!&%

"

'

!

%&%!%

"

(

!

(&%

"

-&-. ! (.&./

. !

!

!%

"

'

!

!&-

"

(

!

%&%(%

"

!

!

(&-

"

/&(! ! (.&./

/ '

!

!-

"

(

!

(&-

"

'

!

%&%!%

"

!

!

(&-

"

(%&-- ! (.&./

= '

!

!-

"

!

!

!&%

"

(

!

%&%(%

"

'

!

!&%

"

(%&=/ ! (.&./

8 '

!

!-

"

'

!

!&-

"

!

!

%&%(-

"

(

!

(&%

"

((&(8 ! (.&./

!

(

-&(= /&%- /&.$ /&!!

!

!

.&(! /&%= /&!! /&$8

!

'

(%&=/ =&%- /&'! /&$.

E -&.8 (&%% %&$( %&!/

优化方案
@

'

A

'

6

(

B

!

表
! "

"

!

!

#

"

正交实验设计及培养基组合菌株
$%&

酶活力

F2G75 ' B5HI;0 20J K5HL73H MN "

8

!

'

$

"

5OP5KIQ503 20J 4+@ MN <3K2I0 !&(

图
$

碳源
!

2

"#

氮源
!

G

"

和无机盐
!

?

"

对菌株
!&(

酶活力的影响

4I;LK5 $ RNN5?3 MN 6

!

2

"#

9

!

G

"

HMLK?5 20J I0MK;20I? H273

!

?

"

M0 4+@ MN <3K2I0 !&(

2 G ?

!$=
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#

结论与讨论

本研究通过稀释涂平板法和富集培养法! 从雷竹林地覆盖材料砻糠" 稻草及覆盖雷竹林土壤中初步

筛选得到了
$%

个对林地有机覆盖物具有分解活性的菌株! 经反复筛选得
&

株在刚果红羧甲基纤维素培

养基上水解圈直径较大! 且出现时间早的菌株#真菌
'

株! 放线菌
$

株$! 其中! 菌株
()(

!

*)(

!

+,(

在仅

有羧甲基纤维素为唯一碳源的刚果红羧甲基纤维素平板上生长旺盛! 滤纸酶活力较高! 而且以菌株
*)(

酶活力最高! 远高于对照的绿色木霉和哈茨木霉% 由于滤纸是聚合度和结晶度都居 &中等' 的纤维性材

料! 滤纸酶活综合反映了纤维素酶系统中
$

类酶的综合效果(

("

)

% 因此! 可以推断菌株
*)(

可能具有较全

面的酶系! 将其定为目标菌株% 经菌落培养特征和显微结构特征观察! 菌株
*)(

属青霉属%

随培养时间的延长! 菌株
*)(

滤纸酶活呈先升高而后降低的趋势! 培养
- .

后酶活力最高% 菌株
*)(

在起始酸碱度为
/0 #)12-)3

范围内滤纸酶活较高! 酸碱度超过
/0 -)3

后滤纸酶活力开始下降! 这与普

遍认为的酸性条件有利于真菌产纤维素酶的结论一致(

(4

)

% 浙江省的笋用竹林土壤大多为红壤或黄红壤* 黄

壤! 呈酸性(

*3

)

! 适宜菌株
*)(

的产酶潜力发挥% 温度对微生物生长发育有着重要影响! 菌株
*)(

在
$3 !

左右时产酶活力较高! 而浙江省雷竹主栽区夏季最高气温
'3 !

左右! 菌株
*)(

适合浙江省雷竹林生境!

能够应用于竹林存留有机覆盖物的生物降解% 氮* 碳及无机盐均为降解菌株生长的必需养分因子! 菌株

*)(

的最佳氮源为牛肉膏! 添加量为
*)-3 5

+

6

"(

! 最佳碳源为稻草秸秆! 添加量为
*-733 5

+

6

"(

! 对菌株产

酶活性有较大影响的无机盐为氯化铁和磷酸二氢钾! 添加量分别为
3)3( 5

+

6

8(和
(7-1 5

+

6

"(

%
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