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嗜热厌氧纤维素降解细菌的分离、鉴定及其系统发育分析"
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摘 要：利用纤维素降解细菌和纤维素粘附的方法分别从新鲜牛粪、高温堆肥和本实验室保

存的纤维素降解富集物中分离得到 ! 株嗜热厌氧纤维素降解细菌。分离菌株为革兰氏染色

阴性，直的或稍弯曲杆菌，菌体大小为 #5!!67 #5/!68 -!67 19!6，严格厌氧，不还原硫酸盐，

形成芽孢。多数芽孢着生于菌体顶端。分离菌株能利用纤维素滤纸、纤维素粉 :;<=6<>
?@AA、微晶纤维素、纤维素粉 B,-## 和未经处理的玉米秆芯、甘蔗渣、水稻秸杆。分离菌株在

)C/5" 7 45.、温度 !9D 7 /9D范围内利用纤维素，最适 )C 为 05# 7 059，最适温度为 99D 7
/#D，发酵纤维素产生乙醇、乙酸、C" 和 ?E"。分离菌株还可利用纤维二糖、葡萄糖、果糖、麦

芽糖、山梨醇作为碳源。部分长度的 1/F *G,( 序列分析表明，分离菌株 H$(A 与 !"#$%&’(’)*
%+,&*#-,"")* 具有 ..54I相似性。
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纤维素是自然界中最丰富的可再生资源。自然界存在着许多种能降解纤维素的嗜热

厌氧细菌，该类细菌在高温厌氧条件下具有较强的纤维素降解能力和热稳定性的纤维素

酶，因此对人们进一步了解纤维素微生物降解机理、自然界物质转化和纤维素资源的最优

化利用具有重大的理论意义和潜在的应用价值［1］。多数嗜热厌氧纤维素降解细菌在纤维

素降解过程中对纤维素具有强烈的粘附作用［1］。

根据纤维素降解细菌对纤维素的粘附作用，用不溶性纤维素粉直接滚管的方法成功

分离得到 ! 株嗜热厌氧纤维素降解细菌［"］，并对分离菌株直接转化纤维素产生乙醇的特

性［-］，对纤维素的粘附作用以及纤维素酶的部分特性进行了研究［!］。本文报道分离菌株

的微生物学特性和基于 1/F *G,( 序列的系统发育分析。

! 材料和方法

! "! 分离源和分离纯化方法

H$(1 菌株来源于新鲜牛粪（采自浙江大学华家池校区奶牛场）；H$(" 和 H$(- 菌株

来源于高温堆肥（采自浙江大学华家池校区奶牛场）；H$(! 菌株从本实验室保存的一个纤

维素降解富集物中纯化得到。培养基配方，分离和纯化的步骤见文献［"，-，!］。



!"# 菌株测量

用 !"#$%&’ () 型光学显微镜直接测量菌体大小。

!"$ 显微摄影

用带拍摄装置的 !"#$%&’ *)+, 型光学显微镜直接拍摄纤维素粉培养基中形成的透

明圈和纤维二糖培养基中生长的菌落；菌落中的菌体用接种针挑取后涂抹在载玻片上，滴

加 -./ 滴蒸馏水，加盖盖玻片，用相差拍摄；液培状态的菌体直接拍摄相差照片。

!"% 电镜研究

将分离菌株纤维二糖液体培养基 /01 培养物负染，纤维二糖琼脂培养基生长 231 的

菌落制成超薄切片后用 456+-,7758 型透射电镜观测和拍摄。

!"& 细菌生长量测定

纤维二糖和葡萄糖为碳源时直接利用装有 -7$9 培养基的 -:;<$ = -;<$ 厌氧试管在

>;, 型分光光度计上测定波长为 3-7?$ 时的 !" 值；纤维素滤纸为碳源时 -:;<$ = -;<$ 厌

氧试管装有 -7$9 基础培养基和滤纸条（长度小于 @<$，以免挡住光路），测定方法如下：滤

纸降解并溃烂之前，可以直接利用厌氧试管测定 !" 值；滤纸溃烂并软缩于试管底部后，

则采用 -777A.$B? 离心 ;$B?，使培养液中的纤维片段沉淀下来后测定 !" 值。每 -,1 测定

- 次。

!"’ 最适温度和最适 %) 测定

接种至纤维素滤纸培养基后分别放置在 @;C、/7C、/;C、;7C、;;C、37C、3;C、

>7C下培养，观察纤维素滤纸降解。配制不同 %) 值的纤维素滤纸培养基，使之 %) 值在

;:; 和 2:7 之间，约每隔 7:@ 设定 - 个处理，接种后 ;>C培养 ;D 后测定纤维素降解。

!"( 碳源利用和产物测定

在基础培养基中加入 -E糖类作为碳源，以纤维素为碳源培养至纤维素开始溃烂时

的培养物作为接种物，接种量为 -E，;>C培养 > F -;D，目测培养液浊度。纤维素降解率

和乙醇测定方法见文献［@］，), 和 (!, 测定见文献［;］。有机酸测定见文献［;］。还原糖

浓度测定见文献［3］。

!") !’G AHIJ 的 K(L 扩增和序列分析

供试菌株用纤维二糖培养基培养 /01，吸取 -$9 菌液于 M%%M?DNAO 管中，-, 777A.$B? 离

心 -$B?，弃上清，加入 ,77!9 重蒸水，旋涡混匀后，沸水浴 ,$B?，-, 777A.$B? 离心 ;$B?，上清

液作为模板 HIJ 直接用于 K(L 扩增。

用于 -3G AHIJ 的 K(L 反应的引物为一对通用引物［>］。正向引物 *GP0.,7：;Q+JRJRS
SSRJS ((SRR (S(JR+@Q（ #$%&’()%&)* %+,) 的 -3GAHIJ 对 应 位 置 为 0 F ,>）；反 向 引 物

*GL-;/-.,7：;Q+JJRRJ RRSRJ S((JR ((R(J+@Q（#$&%’()%&)* %+,) 的 -3G AHIJ 对应位置为

-;/- F -;,,）。

K(L反应体系［0］（;7!9）为：-7 = STU 聚合酶缓冲液 ;!9，6V(",（,;$$N".9）/!9，DISK
（;$$N".9）,!9，引物 *GP0.,7 和引物 *GL-;/-.,7 各 -!9，模板 HIJ -!9，STU 酶（-7 777W.
$9）7:;!9，重蒸水 @;:;!9。K(L 程序如下［0，2］；2/C预变性 ,$B?；2/C -$B?，;3C -$B?，

>,C ,$B?；第 , 步循环 ,2 次；>,C -7$B?；37C -7$B?；室温放置。K(L 产物用 X9JRM?M 公

司的 HIJ 纯化试剂盒纯化。测序由上海申友生物技术有限责任公司完成，测序用引物为
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! 个菌株均可利用纤维素、纤维二糖、果糖、葡萄糖、麦芽糖和山梨醇，微弱利用蔗糖，

不能利用阿拉伯糖、半乳糖醛、半乳糖、肌醇、乳糖、甘露醇、甘露糖、棉子糖、鼠李糖、山梨

糖、淀粉和木糖（表 "）。

表 ! 分离菌株和其它中度嗜热厌氧纤维素降解梭菌的比较

#$%&’ " ()*+$,-.)/ )0 12$,$13’,-.3-1. )0 -.)&$3’. 3) )32’, *)4’,$3’&5 32’,*)+2-&-1 1’&&6&)&53-1 $/$’,)%-1 %$13’,-$

(2$,$13’,-.3-1. 7.)&$3’.
! 8

"#$%&’($))*&［99］

! 8
+"$%(’%,%-*&［9:］

! 8
.’+*-［9"］

! 8
"#$%&’/,/0%’)0"-(*&［9!］

! 8
($))*)’+$［9;］

1 8
"#$%&’(’/%-,$［9<，9=］

#’*+’,$36,’
,$/>’?@

!; A <; "= A =B CD :; A <B !; A << !B A <; != A =!

E+3-*6*
3’*+’,$36,’?@

;; A <B <B A <! <; !; ;F ;; A <B <B

G,$* .3$-/ H H H H I H H

J6%.3,$3’.

K,$%-/).’ H H I I I H L

(’&&)%-).’ I I I I I I I

D6&1-3)& H CD H H CD CD CD

M,613).’ I H H H I I I

G$&$13).’ H H I H I I L

G&61).’ I I I I I CD I

7/).-3)& H H H H H I CD

N$13).’ H H I L I I L

O$&3).’ I H I I I I L

O$//-3)& H H H H I I H

O$//).’ H H CD H CD I I

P$00-/).’ H H H H H I L

P2$*/).’ H CD I H CD H H

J),%-3)& I H H H H H L

J),%-3).’ H H H H CD H CD

J61,).’ L H H H H H L

J3$,12 H H I H I I L

Q5&).’ H H I I I I CD

M’,*’/3$3-)/
+,)4613.

R，K，S，( R，K，S，(
R，K，N，

S，(
R，K，T，U

R，K，U，

U6，S，SJ，(
R，K，S，(

U，N，R，

S，SJ，(

I -/4-1$3’4 63-&-V$3-)/；H -/4-1$3’4 /) 63-&-V$3-)/；L -/4-1$3’4 W’$X 63-&-V$3-)/；CD -/4-1$3’4 /) 4’3’,*-/$3-)/；R -/4-1$3’4

’32$/)&；K -/4-1$3’4 $1’3-1 $1-4；T -/4-1$3’4 +,)+-)/$3’；U -/4-1$3’4 %635,$3’；U6 -/4-1$3’4 %63$/)&；N -/4-1$3’4 &$13$3’；S -/4-1$3Y

’4 S:，SJ -/4-1$3’4 S:J；( -/4-1$3’4 (E: 8

"#! 分离菌株的系统发育分析

获得分离菌株 RZK9 的 9<J ,DCK 部分序列，共 ;9B%+，ROUN 序列登录号为 K[!9B:\B。

菌株 RZK9 和 9B 个嗜热厌氧纤维素降解细菌的系统发育树见图 "。
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