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山口红树林土壤芽孢杆菌多样性及纤维素酶活性筛选研究*

李 菲1,李 喆2,覃仙玲1,黄庶识2,苏芯莹1,潘信利2**

(1.广西科学院,广西近海海洋环境科学重点实验室,广西南宁 530007;2.广西科学院,广西海洋天然产物与组合生物合成化学

重点实验室,广西南宁 530007)

摘要:为探究广西山口红树林保护区内土壤中芽孢杆菌的多样性,挖掘具有稳定性好、耐高温的纤维素酶活性

菌株,本研究利用可培养技术和基于16S
 

rRNA基因序列的系统发育树分析研究红树林土壤中可培养芽孢杆

菌的多样性,并以羧甲基纤维素钠为唯一碳源,结合刚果红纤维素培养法、滤纸条崩解试验、纤维素酶活力测定

法,对分离出的芽孢杆菌开展纤维素降解活性研究。结果表明,从红树林土壤中共分离出171株芽孢杆菌,隶
属于4科12属40种,其中芽孢杆菌属为优势菌属;从中筛选出9株具有显著纤维素酶活性的芽孢杆菌,其中4
株具有显著的热稳定性。广西山口红树林自然保护区内土壤中蕴含着十分丰富的可培养芽孢杆菌种类,且部

分菌株呈现出显著的纤维素酶活性,具有较大的挖掘潜力。
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0 引言

  中国是农业种植和畜禽养殖的大国,农作物秸秆

的露天焚烧及畜禽粪便的随意排放给环境带来严重

的污染[1,2]。目前,高温堆肥是农作物秸秆及畜禽粪

便资源化利用的重要方式。堆肥技术以微生物为主

导[3],对堆肥中结构复杂的木质纤维素原料进行解聚

或分解[4,5],转化成农业生产上所需的肥料。堆肥的

高温期温度可达55℃以上,是原料中病原菌、虫卵和

杂草种子灭活及驱动秸秆腐熟的主要阶段[3]。但是,
过高的温度会抑制土著微生物的活性,降低堆肥中微

生物的丰度和多样性,甚至导致菌株活性丧失,从而

限制木质纤维素的降解速度[6,7],而在堆肥过程中添

加耐高温纤维素分解菌则可以有效解决这些问题[8]。
研究表明,添加纤维素降解微生物,特别是高温降解
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微生物,能够加快木质纤维素降解,促进堆肥腐熟,提
高堆肥效率[9􀆼11]。目前,国内外学者已从堆肥中分离

出多种高温纤维素降解菌,如链霉菌Streptomyces
 

sp.CN9[12],烟曲霉菌Aspergillus
 

fumigatus
 

Z5[13],
解淀粉芽孢杆菌 Bacillus

 

amyloliquefaciens
 

XD􀆼
3[14],梭状芽孢杆菌 Clostridium

 

sp.,假丝酵母菌

Candida
 

sp.[15]等。然而,已有报道中高温纤维素分

解菌耐受温度大多为50-60℃,而实际生产中好氧

堆肥高温期的温度可高达70℃,这使得大部分菌株

的活性降低甚至失活,从而导致该阶段的纤维素分解

速度大幅下降,难以适应生产需求。为了更好地满足

实际生产需求,筛选耐高温的纤维素降解菌并研究其

纤维素酶活的热稳定性,对加速高温好氧堆肥的腐熟

进程具有重要意义。

  红树林作为热带和亚热带的独特潮间带生态系

统,常年受到海水周期性浸淹、波浪、强风、强流、径
流、沉积物及污水(废水)等特殊因素的影响,促使其

组成成分多样化,能量和物质循环速度加快,生产力

和有机质的降解活性增强,大量的植物残体和落叶的

堆积,不断为微生物提供纤维素等物质[16]。胡芮

等[17]在红树林土壤中获得一株产嗜热纤维素酶的枯

草芽孢杆菌,该菌株在55-60℃时可维持较高酶活;
曾思泉等[18]从三亚红沙河红树林区分离出一株降解

纤维素的枝孢属真菌SCSIO
 

43503,在45-50℃时

纤维素酶活性较高。可见,从红树林生境获得产纤维

素酶菌株具有广泛的研究前景。广西山口红树林是

广西红树林湿地特征的红树林自然保护区之一[19],
属北热带季风区,生长着白骨壤、桐花树、秋茄等红树

植物,有111种大型底栖动物[20],其海水污染程度

低,动植物资源丰富,具有较强的研究价值。

  本研究以广西山口红树林保护区内的土壤作为

研究对象,通过16S
 

rRNA基因序列的系统发育树分

析,获得红树林土壤中可培养芽孢杆菌的多样性信

息。同时,结合刚果红纤维素培养法、滤纸条崩解试

验、纤维素酶活测定法,筛选出具有耐高温、稳定性强

的纤维素酶活性菌株,为从海洋环境中寻找新的微生

物资源提供理论依据和实践指导。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 红树林土壤样本

  2019 年 5 月从广西山口红树林自然保护区

(109°38'14″
 

E,21°28'53″
 

N)中采集潮间带低潮3处

土壤样本(每处相距5
 

m,由近岸红树林往外采集),
每处土壤取至地下0.5

 

m深,将样品混合后装于密

封袋,4℃低温保藏备用。

1.1.2 主要试剂和仪器

  培养基原料、TAE缓冲液、2×EasyTaq
 

Super-
Mix、扩增引物、DNA

 

Marker、GoldView核酸染料等

购于北京康为世纪生物科技有限公司,Chelex
 

100树

脂购于美国BioRad公司。使用的仪器包括SW􀆼CJ􀆼
2F型超净工作台、HH.B11􀆼BS􀆼II型恒温培养箱、

TS􀆼100C型恒温振荡器、VB􀆼55型高压灭菌锅、Tgra-
dient型PCR扩增仪、伯乐电泳仪、凝胶成像仪、泰斯

特SYG数显实验水浴锅、Thermo酶标仪等。

1.1.3 培养基

  (1)细菌分离培养基:M7、M10、M5和P3,其配

方详见表1。
表1 细菌分离培养基配方

Table
 

1 Formula
 

of
 

bacterial
 

isolation
 

culture
 

media

培养基
Culture

 

medias

主要成分
Main

 

components
其他共有成分
Other

 

components

M7

酵母提取粉5.0
 

g
L􀆼天门冬酰胺1.0

 

g
甘油10

 

mL
Yeast

 

extract
 

powder
 

5.0
 

g
L􀆼Asparagine

 

1.0
 

g
Glycerol

 

10
 

mL

M10

可溶性淀粉
 

10.0
 

g
水解酪素

 

0.5
 

g
Soluble

 

starch
 

10.0
 

g
Hydrolyzed

 

casein
 

0.5
 

g

复合 盐 母 液 10
 

mL,
琼脂 14.0

 

g,去离子
水 1

 

000
 

mL,pH 值
 

7.2-7.4
Compound

 

salt
 

ion
 

concentrate
 

10
 

mL,
agar

 

14.0
 

g,
deionized􀆼water

  

1
 

000
 

mL,pH
 

7.2-7.4

M5

海藻糖
 

5.0
 

g
脯氨酸

 

1.0
 

g
土壤浸出液20

 

mL
Trehalose

 

5.0
 

g
Proline

 

1.0
 

g
Soil

 

extract
 

20
 

mL

P3 燕麦粉20.0
 

g
Crude

 

oat
 

20.0
 

g

注:复合盐母液配方为KNO3
 1.0

 

g,NaCl
 

0.5
 

g,MgSO4·7H2O
 

0.5
 

g,K2HPO4
 0.5

 

g,NH4NO3
 0.1

 

g,FeSO4
 0.01

 

g,MnCl2·H2O
 

0.001
 

g,ZnSO4·7H2O
 

0.001
 

g,去离子水10
 

mL

Note:The
 

formula
 

of
 

compound
 

salt
 

ion
 

concentrate
 

is
 

KNO3
 1.0

 

g,

NaCl
 

0.5
 

g,MgSO4·7H2O
 

0.5
 

g,K2HPO4
 0.5

 

g,NH4NO3
 0.1

 

g,

FeSO4
 0.01

 

g,MnCl2·H2O
 

0.001
 

g,ZnSO4·7H2O
 

0.001
 

g,deion-

ized
 

water
 

10
 

mL

  (2)纯化培养基:链霉菌培养基2号(ISP2)的改

良固体培养基[21]。

  (3)纤维素酶初/复筛培养基:刚果红纤维素培养

基,参照文献[22]配制,羧甲基纤维素钠10.0
 

g,复合

盐母 液 10
 

mL,2
 

g/L 刚 果 红 染 液 1
 

mL,琼 脂

14.0
 

g。

  (4)羧甲基纤维素钠(CMC􀆼Na)发酵培养基:羧
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甲基纤维素钠5.0
 

g,复合盐母液10
 

mL,蒸馏水

1
 

000
 

mL。

  (5)滤纸条培养基配方:胰蛋白胨1.0
 

g,2张

1
 

cm×6
 

cm滤纸条,去离子水1
 

000
 

mL。

1.1.4 其他试剂配制

  (1)DNS溶液:酒石酸钾钠182
 

g,3,5􀆼二硝基水

杨酸6.3
 

g,NaOH
 

21
 

g,苯酚5
 

g,蒸馏水1
 

000
 

mL;
储存至棕色瓶中,室温条件下放置7

 

d后使用,有效

期6个月。

  (2)柠 檬 酸 -Na2HPO3 缓 冲 液 A:7.16
 

g
 

Na2HPO3 溶于水,加入2.1
 

g柠檬酸,定容至200
 

mL,pH值约为5.0。

1.2 方法

1.2.1 菌株分离纯化

  称取2.0
 

g样品装于20
 

mL无菌水中摇匀,即为

原液;将原液按10-2 和10-3 比例进行稀释,备用。
取200

 

μL样液分别涂布至4种分离培养基中,28℃
培养3-7

 

d,并随时观察菌株的生长情况,挑取肉眼

可见菌落进行纯化培养,记录其形态特征和菌落数,
以30%(V∶V)甘油􀆼ISP2混合液作为保护剂,将纯

化好的菌株保存于冻存管并置于-70℃冰箱内。

1.2.2 16S
 

rRNA基因测序和系统发育分析

  采用chelex􀆼100树脂[23]快速提取细菌的DNA
并作为PCR模板,根据 Walsh等[24]的方法对其进行

PCR扩增。扩增和测序引物均为细菌通用引物27F
 

(5'􀆼AGAGTTTGATCCTGGCTCA􀆼3')和 1522R
 

(5'􀆼AAGGAGGTGATCCAGCCGCA􀆼3'),PCR反应

条件参照李菲等[25]的方法设定。扩增产物经1%琼

脂糖凝胶电泳检测合格后,委托北京擎科新业生物技

术有 限 公 司 进 行 测 序 分 析。序 列 经 BioEdit
 

Se-
quence

 

Alignment
 

Editor软件整理后,利用EzBio-
Cloud数据库(https://www.ezbiocloud.net/)进行

在线比对[26];选取同源性最高菌株的序列作为参比

对象,采用 MEGA
 

10.0软件中的Neighbor􀆼Joining
法构建系统发育树,通过重复取样1

 

000次所获得的

自举值检测各分支的置信值,对各菌株的系统发育地

位进行分析[27]。采用Excel软件计算多样性指数,
计算公式如下:

  Simpson指数:

  λ=1-∑(Ni/N)2;

  Shannon􀆼Wiener指数:

  H'=-∑Ni/N(lnNi/N);

  Pielou指数:

  P=∑[(Ni/N)(N-Ni)/(N-1)],
其中,N 为分离到的细菌菌株数总和,Ni 为第i个菌

种的菌株数。

1.2.3 产纤维素酶菌的筛选

  运用点植法将待测芽孢杆菌接种于纤维素酶活

初筛培养基上,40℃恒温培养3
 

d。用平板透明圈法

初步判定菌株的纤维素酶活性,对选出具有纤维素酶

活性的菌株进行50,60和70℃耐高温复筛,观察培

养基上菌苔产生透明圈的情况;并用游标卡尺测量菌

落直径(D)和透明圈直径(H),计算 H/D 值,直径

比大表示菌株水解CMC的能力强[28]。选取酶活性

显著的菌株进行下一步研究(滤纸条崩解试验)。用

0.9%灭菌的生理盐水将新鲜的活性菌株制成菌悬

液,调节OD600 值至0.6。在98
 

mL滤纸条培养基中

接入2
 

mL菌液,在37℃、180
 

r/min下培养7
 

d,以不

接种菌种的滤纸条培养基作为空白组,每组3个重

复。根据滤纸条的断裂崩解程度来初步判断菌株的

降解性能[29]。

1.2.4 纤维素酶活力测定

  (1)粗酶液制备

  挑取新鲜活性菌株,加入0.9%灭菌的生理盐水

制成菌悬液,用麦氏比浊管将菌悬液浓度调至约1×
108

 

CFU/mL,取2%菌悬液接种至10
 

mL
 

CMC􀆼Na
发酵培养基中,50℃、180

 

r/min振荡培养3
 

d,6
 

000
 

r/min离心10
 

min,上清液即为粗酶液。

  (2)葡萄糖标准曲线绘制

  分别取0,0.1,0.2,0.3,0.4,0.5,0.6,0.7
 

mg/

mL的葡萄糖溶液2
 

mL,加入1
 

mL
 

DNS溶液,沸水

浴10
 

min,冷却后补加21.5
 

mL蒸馏水。在540
 

nm
波长下测定其吸光值,并绘制葡萄糖标准曲线。

  (3)菌株纤维素酶活力测定

  通过测定滤纸酶活(FPA)、内切酶酶活(CM-
Case)和外切酶酶活(C1),综合表征菌株粗酶液纤维

素酶活力。测定参数和反应条件如表2所示。待反

应结束,分别加入1.5
 

mL
 

DNS试剂,沸水浴10
 

min
后置于冷水中冷却;用酶标仪测定其吸光值,设定波

长为 540
 

nm。参 照 葡 萄 糖 标 准 曲 线 方 程 [y =
0.5148x-0.0171

 

(R2=0.997
 

8)],分别计算这4株

菌株的滤纸酶(FPase)、纤维素内切酶(CMCase)和
外切酶(C1)酶活,分析其在50-90℃时相对酶活的

变化规律,以此表征与木质纤维素降解过程相关酶的

热稳定性。
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表2 纤维素酶活测定条件

Table
 

2 Determination
 

conditions
 

of
 

cellulase
 

activity

纤维素酶种类
Cellulase

 

types
底物
Substrate

反应条件
Reaction

 

conditions
其他成分
Other

 

components

滤纸酶活FPA 1
 

cm×3
 

cm滤纸
1

 

cm×3
 

cm
 

filter
 

paper
50℃水浴1

 

h
50℃

 

at
 

water
 

bath
 

for
 

1
 

h

内切酶酶活CMCase 0.5%羧甲基纤维素钠
0.5%

 

CMC􀆼Na
50℃水浴0.5

 

h
50℃

 

at
 

water
 

bath
 

for
 

0.5
 

h
2

 

mL缓冲液A,1
 

mL粗酶液
2

 

mL
 

of
 

buffer
 

A,1
 

mL
 

crude
 

enzyme
 

solution

外切酶酶活C1 0.5%微晶纤维素
0.5%

 

microcrystalline
 

cellulose
50℃水浴2

 

h
50℃

 

at
 

water
 

bath
 

for
 

2
 

h

  (4)酶活力计算

  按照江高飞等[28]的方法进行数据处理,在水温

50℃下,1
 

mL粗酶液在1
 

min内水解底物生成1
 

μg
葡萄糖所需的酶量为1个纤维素酶酶活力单位(U/

mL)。相对酶活性(%)=(样品酶活性-对照酶活

性)/对照酶活性×100%。

2 结果与分析

2.1 红树林土壤芽孢杆菌的多样性

  从广西山口红树林保护区的土壤中分离出可培

养芽孢杆菌171株,通过形态、大小和颜色等形态学

特征进行初步排重,选取77株细菌进行16S
 

rRNA
基因测序,结果获得40种芽孢杆菌,隶属于4科12
属;构建其Neighbor􀆼Joining系统发育树(图1),其中

芽孢杆菌属为优势菌属,占分离菌株的60%。

2.2 培养基的分离效果

  采用4种分离培养基,从土壤中共分离出171株

芽孢杆菌,分离效果见表3。结果显示:以菌属数为

评价标准,培养基的分离效果从优到劣排序为 M7>
P3>M5>M10;以菌种数为评价标准,培养基的分离

效果从优到劣排序为 M7=P3>M5>M10;以菌株

数为评价标准,培养基的分离效果从优到劣排序为

M7>P3>M5>M10。综合多样性指数分析,4种培

养基分离出的芽孢杆菌多样性相近,但 M7和P3培

养基分离出芽孢杆菌的数量和种类均较为丰富。此

外,本研究发现燕麦、甘油和海藻糖可作为分离红树

林生境中细菌潜在的理想碳源,脯氨酸、天门冬氨酸

和水解酪素为潜在的理想氮源。

  图1 土壤中芽孢杆菌的16S
 

rRNA基因序列Neighbor􀆼
Joining系统发育树

  Fig.1 Neighbor􀆼Joining
 

phylogenetic
 

tree
 

of
 

16S
 

rRNA
 

gene
 

sequence
 

of
 

Bacillus
 

in
 

soil
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表3 不同培养基分离出芽孢杆菌多样性情况

Table
 

3 Diversity
 

of
 

Bacillus
 

isolated
 

from
 

different
 

culture
 

media

培养基
Culture

 

media

菌株数
Number

 

of
 

bacteria

菌种数
Number

 

of
 

strains

菌属数
Number

 

of
 

genus

Simpson
指数

Simpson
 

index
(λ)

Shannon􀆼
Wiener
指数

Shannon􀆼
Wiener

 

index
(H')

Pielou
指数
Pielou

 

index
 

(P)

M10 32 14 3 0.918 2.561 0.739

M5 34 15 5 0.920 2.617 0.742

M7 54 24 8 0.941 2.994 0.751

P3 51 24 7 0.945 3.032 0.771

2.3 产纤维素酶菌株的筛选鉴定

  运用点植法将40株芽孢杆菌接种至刚果红纤维

素培养基上,置于4个不同温度(40,50,60和70℃)
条件下培养3

 

d,结果获得9株能产生明显透明水解

圈的菌株(图2)。该9株菌均在40℃和50℃时生长

良好,B1235在60℃时生长缓慢,其余8株细菌在

60℃时生长良好,在70℃时生长缓慢。水解圈试验

结果表明,不同温度下分离菌株的纤维素分解能力存

在显著差异,即在刚果红纤维素培养基上水解圈与菌

落直径比(H/D)不同(表4):在40,50,60和70℃条

件下,9株菌的 H/D 值分别为4.4-10.5,4-10.5,

3-16.5和1.5-7.2。不同活性菌株之间的 H/D
值存在较大的差异,菌株B26、B299、B1081、B2954和

B925的 H/D 值在40℃和50℃时没有明显波动,在

60℃时达到最高,70℃时最小,说明该5株菌在60℃

时产生的纤维素酶活性最高,纤维素酶量最大;其余

4株菌(B2550、B521、B1235、B194),在50℃以上均表

现出 H/D 值变小,且同一温度下4株菌的 H/D 值

均较小。虽然水解圈直径和菌落直径的比值可以直

观表征酶浓度的高低,但不能作为菌株酶活的唯一定

量指标,故需进一步测定这些菌株的产酶能力。

图2 9株产纤维素酶菌株在不同温度下的平板酶活性

  Fig.2 Cellulase
 

activity
 

of
 

9
 

cellulase
  

pruducing
 

strains
 

by
 

plate
 

assay
 

at
 

different
 

temperature
表4 产纤维素酶菌株初筛结果

Table
 

4 Primarily
 

screening
 

results
 

for
 

cellulase
 

producing
 

strains

菌株
编号
Strain

 

number

菌落直径
Colony

 

diameter
 

(D,mm)
水解圈直径

Diameter
 

of
 

transparent
 

ring
 

(H,mm)
水解圈直径/菌落直径

H/D

40℃ 50℃ 60℃ 70℃ 40℃ 50℃ 60℃ 70℃ 40℃ 50℃ 60℃ 70℃

B26 1.90±0.012.00±0.011.60±0.165.50±0.2519.90±0.0120.75±0.0626.25±0.06 9.20±0.01 10.4710.3816.41 1.67

B299 2.40±0.364.75±0.062.85±0.301.70±0.1612.20±0.0120.00±0.0427.75±0.06 7.15±0.01 5.08 4.21 9.74 4.21

B1081 2.05±0.063.00±0.042.15±0.022.80±0.0910.75±0.0623.25±0.0625.90±0.01 9.10±0.01 5.24 7.75 12.05 3.25

B2954 2.15±0.01
 

2.40±0.011.80±0.011.05±0.0113.55±0.3015.40±0.1624.30±0.04 7.55±0.01 6.30 6.42 13.50 7.19

B925 2.65±0.02
 

3.85±0.024.00±0.091.80±0.0911.65±0.1216.65±0.0220.55±0.56 7.65±0.02 4.40 4.32 5.14 3.33

B194 2.05±0.012.45±0.125.05±0.016.25±0.0610.25±0.0616.90±0.0117.25±0.0610.60±0.36 5.00 6.90 3.42 1.70

B521 1.05±0.02
 

2.90±0.816.05±0.012.65±0.02 7.75±0.06 16.25±0.5621.65±0.02 8.35±0.02 7.38 5.60 3.58 3.15

B1235 1.85±0.021.05±0.01 - - 10.60±0.01 6.25±0.06 - - 5.73 5.95 - -

B2550 1.25±0.012.25±0.025.10±0.017.35±0.0211.55±0.0613.10±0.0116.75±0.0612.05±0.06 9.24 5.82 3.28 1.64

注:“-”表示无活性

Note:
 

"-"
 

means
 

no
 

activity
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  将初筛得到的9株菌接种到滤纸条培养基中,

50℃恒温培养7
 

d后,测定滤纸条的崩解程度。如图

3所示,菌株B1081、B2954、B26和B299将滤纸片崩

解成块状,滤纸整体膨胀,崩解效果显著。相比之下,
包括B1235在内的另外5株菌仅使滤纸边缘有一定

程度的膨胀,几乎没有降解效果。

图3 5株产纤维素酶菌株培养7
 

d后对滤纸的降解效果

Fig.3 Degradation
 

effect
 

of
 

5
 

cellulase􀆼producing
 

strains
 

on
 

filter
 

paper
 

after
 

7
 

days
 

of
 

culture

2.4 高效降解纤维素酶的热稳定性

  由于菌株B1081、B2954、B26和B299对滤纸的

崩解效果显著,因此有必要进一步研究这些菌株的酶

活力。如图4所示,4株高温纤维素降解菌的纤维素

内切酶活性和滤纸酶活性热稳定性变化趋势相似,即
都随着温度的升高总体呈先升高后降低的趋势,在

80℃时相对活性达到最高,酶活性大小排序均为

B1081>B2954>B299>B26。但4株菌的外切酶活

性热稳定性表现不一致,B1081,B299和B2954随温

度升高,其活性降低,即在50℃时最高;而B26随温

度增加,其活性先增加后降低,在60-70℃时活性较

高,但其活性在80-90℃时未检测出,可能是高温导

致其失活。

图4 4株活性菌株的3种纤维素酶的热稳定性

Fig.4 Thermostability
 

of
 

3
 

cellulases
 

from
 

4
 

active
 

strains

3 讨论

  芽孢杆菌(Bacillus)是红树林土壤区系中常见

的细菌类群[30],且大多数情况下为优势菌群,其繁殖

能力强,可产耐热、耐旱、抗紫外线的芽孢,具有提升

植物抗逆能力与促进植物生长的特性。目前,芽孢杆
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菌广泛应用于工农业、医药卫生、环保等领域,在处理

工业废水、降解原油及土壤中的难溶化合物,防治植

物病虫害等方面取得很好的成效[31]。陈蓉等[32]在

湛江海滨公园的红树林淤泥样品中分离出两株具有

高效产酶活性和部分耐药性的芽孢杆菌。赵雅慧

等[22]从山口红树林土壤中分离出具有多种功能酶活

性的细菌,其中芽孢杆菌为优势菌属。Shome等[33]

发现印度南部的 Andaman红树林沉积物中,Bacil-
lus类群占细菌区系的50%;Ranjan等[34]也获得同

样结果,即Bacillus 类群为印度Bhitarkanika
 

热带

红树林环境土壤细菌中的优势菌属。在九龙江口、福
建漳江口、厦门凤林湾及八门湾等红树林土壤微生物

类群中Bacillus属均为各自的优势菌属[35􀆼38]。本研

究对广西山口红树林土壤可培养芽孢杆菌资源进行

系统的报道,采用4种成分差异较大的培养基对广西

山口红树林土壤中的芽孢杆菌进行定量分析,其中

M7和P3培养基上菌落数较为丰富,M7和P3培养

基中碳源较为丰富,利于更多芽孢菌群的生长。

  国内外对高温纤维素降解菌的研究主要集中于

芽孢杆菌属,早在1917年由荷兰学者分离到的嗜热

脂肪芽孢杆菌(Geobacillus
 

stearothermophilus)[39],
从糖厂、温泉及棕榈油厂分离到的、在60℃高温下具

有稳定纤维素降解酶活性的地芽孢杆菌[40􀆼42],从鸡粪

锯末好氧堆肥样品中分离到的,具有持续耐高温且具

纤维素酶活性的地芽孢杆菌[43]等。然而,单一菌种

的降解能力有限,且酶活稳定性难以保持[44,45]。嗜

热脂肪地芽孢杆菌在60-70℃时,能促进好氧堆肥

的腐熟进程且改善堆体理化性质,温度超过70℃时

堆体理化性质会发生异常,影响堆肥进程[46]。相比

之下,本研究中获得的 Bacillus
 

subtilis
 

subsp.In-
aquosorum

 

B2954 和 Bacillus
 

siamensis
 

B1081,耐
热性更强,在80℃甚至更高温度下仍然保持较高的

纤维素酶活力,可更好地在堆肥或农作物环境中充分

发挥其各种胞外酶的作用。

4 结论

  芽孢杆菌属是广西山口红树林保护区内土壤中

的优势菌属,且种类丰富,纤维素酶活性显著,具有较

大的挖掘潜力。其中,芽孢杆菌B1081、B2954、B26
和B299具有显著的纤维素酶活力及热稳定性,而

B2954和B1081具有更强的纤维素酶活性和环境相

容性。
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and
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of
 

Cellulase
 

Activity
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Bacil-
lus

 

from
 

Shankou
 

Mangrove
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Abstract:In
 

order
 

to
 

investigate
 

the
 

diversity
 

of
 

Bacillus
 

in
 

the
 

soil
 

of
 

Shankou
 

mangrove
 

reserve
 

in
 

Guangxi,

the
 

strains
 

with
 

good
 

stability
 

and
 

high
 

temperature
 

resistant
 

cellulase
 

activity
 

were
 

excavated.In
 

this
 

study,

the
 

diversity
 

of
 

cultivable
 

bacillus
 

in
 

mangrove
 

soil
 

was
 

studied
 

by
 

culturable
 

method
 

and
 

phylogenetic
 

tree
 

a-
nalysis

 

based
 

on
 

16S
 

rRNA
 

gene
 

sequences.Carboxymethyl
 

cellulose
 

sodium
 

was
 

selected
 

as
 

the
 

only
 

carbon
 

source.Combined
 

with
 

Congo
 

red
 

cellulose
 

culture
 

method,filter
 

paper
 

strip
 

disintegration
 

test
 

and
 

cellulose
 

activity
 

assay
 

method,the
 

cellulose
 

degradation
 

activity
 

research
 

on
 

the
 

isolated
 

Bacillus
 

was
 

carried
 

out.The
 

results
 

showed
 

that
 

a
 

total
 

of
 

171
 

Bacillus
 

strains
 

were
 

isolated
 

from
 

mangrove
 

soil,belonging
 

to
 

4
 

families,

12
 

genera
 

and
 

40
 

species,among
 

which
 

Bacillus
 

was
 

the
 

dominant
 

genus.9
 

Bacillus
 

strains
 

with
 

significant
 

cellulase
 

activity
 

were
 

screened
 

out,and
 

four
 

of
 

them
 

had
 

significant
 

thermal
 

stability.There
 

are
 

abundant
 

cultivable
 

Bacillus
 

species
 

in
 

the
 

soil
 

of
 

Shankou
 

Mangrove
 

Nature
 

Reserve
 

in
 

Guangxi,and
 

some
 

strains
 

show
 

significant
 

cellulase
 

activity,which
 

has
 

great
 

potential
 

for
 

excavation.
Key

 

words:mangroves
 

in
 

Guangxi,soil,Bacillus,genetic
 

diversity,cellulase
 

activity
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