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摘    要：【目的】 筛选出适用于青海地区纤维素类物质降解的菌株，提高堆肥效果。【方法】 以青海省海北州森林

土壤为样品，采用刚果红染色法和 3,5-二硝基水杨酸（3,5-Dinitrosalicylic acid, DNS）法筛选高效纤维素降解菌株，利

用生理生化试验和 16S rDNA序列分析对菌株进行鉴定，并优化其发酵产纤维素酶条件，制成菌剂后按 1%的接种

量接种于堆肥试验中，测定堆肥各项腐熟指标。【结果】 筛选出的高活性降解菌 MX-1-1为蕈状芽胞杆菌（Bacillus

mycoides），该菌株羧甲基纤维素酶、滤纸酶和外切-β-葡聚糖酶活性分别为 24.95、11.36、16.15 U·mL−1。最适产羧

甲基纤维素酶发酵条件：氮源牛肉膏、碳源 CMC-Na、培养基初始 pH 5.0、发酵温度 20 ℃、培养时间 3 d，优化后羧

甲基纤维素酶活力提高了 51.5%。堆肥过程中，添加 MX-1-1菌剂的堆体升温快，高温期持续时间长，pH波动幅度

小。堆肥结束时，堆体电导率为 0.96 ms·cm−1，含水量最低，硝态氮和铵态氮含量均达腐熟标准，全氮和有机质含

量优于未添加菌剂堆体和 D50菌剂堆体。【结论】 菌株 MX-1-1具有较强的纤维素降解能力，能够促进堆体微生物

代谢，加快堆体腐熟，并提高堆肥品质。
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Abstract: 【Objective】  Microbes  capable  of  degrading  cellulose  in  compost  and  suitable  for  application  in  Qinghai-Tibet

Plateau  region  were  tested,  and  fermentation  conditions  to  maximize  the  enzyme  generation  optimized. 【Method】  Soil

samples were collected at the forests in Haibei Prefecture, Qinghai Province. Cellulolytic bacteria were isolated by the Congo

red  staining  and  3,5-  Dinitrosalicylic  acid  (DNS)  methods.  Highly  efficient  cellulose-degrading  strains  were  identified  by

physiochemical tests and 16S rDNA sequencing. Conditions to effectively generate cellulase by the bacteria were optimized.

Extracts of the enzymes produced from the fermentation were diluted to 1% and added to compost with cellulolytic process and

compositing conditions monitored. 【Result】 The isolated MX-1-1, which was subsequently identified as a strain of Bacillus

mycoides, displayed the greatest degradation activities on carboxymethyl cellulose, filter paper, and exo-β-glucanose at 24.95,

11.36, and 16.15 U·mL−1, respectively. In generating carboxymethyl cellulase, the fermentation that increased 51.5% in activity

over control  employed beef paste for nitrogen and CMC-Na for carbon in a medium of an initial  pH of 5.0 at  20 ℃ for  3 d.

With the addition of MX-1-1 extract, the compost rose rapidly to a lasting high temperature with relatively stable pHs. At the

end  of  fermentation,  the  compost  showed  a  conductivity  of  0.96  ms·cm−1  with  the  moisture  content  at  its  lowest  level,  the

nitrate and ammonium nitrogen at the matured decomposition level, and the total nitrogen and organic matter higher than those

in asepsis or D50 compost. 【Conclusion】 MX-1-1, a strain of Bacillus mycoides, was found highly cellulolytic. By adding it

for composting farm waste, the metabolic activity was significantly enhanced to hasten the cellulose decomposition.
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0    引言

【研究意义】纤维素类生物质，如农业废弃秸

秆和牛羊粪，是目前常用的生物质肥料[1]，这些生物

质富含纤维素，自然条件下降解时间长，不利于快速

提升土壤肥力[2]，尤其在青藏高原高寒地区低温持续

时间长，造成堆肥效率低，腐熟不彻底，导致堆渣病

原菌和虫害残留，阻碍幼苗扎根和病虫害蔓延，严

重影响作物生长[3−4]。在堆肥过程中，添加微生物菌

剂降解纤维素类物质具有易处理、成本低和适用范围

广等特点 [3]，已成为国内外广泛提倡的处理方式。

【前人研究进展】筛选高效纤维素降解菌株是微生

物堆肥的基础，现已发现具有降解纤维素的微生物种

类繁多，主要包括细菌中的布鲁氏菌属（Brucella）[5]、

类 芽 孢 杆 菌 属 （Paenibacillus）[6]、 芽 孢 杆 菌 属

（Bacillus）[7]、 微杆菌属（Microbacterium）[8]、根瘤

菌属（Rhizobium）[9]、代尔夫特菌属（Delftia）等[10]；

放线菌中的红球菌属（Rhodococcus）[11] 和内氏放线

菌 （Actinomyces  naeslundii）[12]； 真 菌 中 的 木 霉 属

（Trichoderma）[13]、 交 链 孢 霉 属 （Alternaria sp.）、

枝孢属（Cladosporium）[14] 和根霉属（Rhizopus）[15]

等。细菌具有生长速度快，产酶周期短的优势，成

为研究产纤维素酶的首选。放线菌能分泌胞外代谢

酶，且对逆境环境具备稳定抗性，但产酶能力弱，

繁殖周期长，更适合筛选具备抗性代谢物的菌株[16]。

真菌能够分泌大量纤维素酶，然而真菌基因工程改

造难和培养周期长的问题，阻碍了产生纤维素酶真

菌的实际应用 [16]。纤维素降解菌在堆肥过程中往往

会出现产酶能力降低情况，说明纤维素降解菌降解

能力不仅与菌株本身产代谢酶活力有关，还受产酶

培养条件（碳氮源、培养温度、pH值和发酵时间）

影响[9]。通过优化降解菌株的培养条件可以有效提高

菌株产酶活性，促进秸秆堆肥效率。【本研究切入

点】目前，微生物菌剂已广泛应用于青海地区各种

纤维素类物质的堆肥过程中，但绝大部分微生物

菌剂为购买的商业菌剂。由于地域差异性和气候因

素影响，使得商业菌剂中所包含微生物的功能活性

受到抑制 [17]。且现有的市售微生物菌剂中，能适应

青海地区高寒环境的菌剂较少 [18]。因此，只有从青

海地区原地微生物群落中筛选纤维素降解菌，制

备适宜在青海地区使用的微生物菌剂，才能达到高

效降解纤维素类物质的目的。青海地处青藏高原

东北部，低温、干旱、高海拔、高辐射等独特的自

然环境和气候特征孕育出独特的微生物群落 [19]，

这为筛选高效纤维素降解菌提供了丰富的菌种资

源，分离菌株能在高寒条件下具有稳定产酶活力，

可提高纤维素资源的堆肥效率，还可应用于土壤肥

力的调节和生态系统的修复。【拟解决的关键问

题】从青海森林土样中筛选具备产纤维素酶能力的

菌株，优化菌株产羧甲基纤维素酶的培养条件，并

测定菌株堆肥腐熟效果，以期为开发优质纤维素降

解菌的菌株资源奠定基础，同时也为高寒地区纤维

素类物质合理资源化利用提供实践参考。 

1    材料与方法
 

1.1    试验材料 

1.1.1   样品采集

2021年 6月，采集于青海省海北州门源县仙米

农场（37°15′35″N， 102°58′13″E，海拔 2 730 m）森

林表层土样，过 40目筛，于 4 ℃ 冰箱保存，备用。 

1.1.2   培养基

富 集 培 养 基 ： 牛 肉 膏 3.0  g， 蛋 白 胨 8.0  g，

KH2PO4 2.0 g，NaCl 5.0 g，MgSO4 0.5 g，FeSO4·7H2O

0.01 g，pH 7.0，蒸馏水 1 000 mL。

CMC功能培养基：羧甲基纤维素钠（CMC-Na）

10.0 g，  NaNO3 1.0 g，蛋白胨 1.5 g，K2HPO4 1.0 g，

KCl 0.5 g，MgSO4·7H2O 0.01 g，FeSO4·7H2O 0.01 g，

琼脂 20.0 g，蒸馏水 1 000 mL。

产纤维素酶培养液：CMC-Na 20.0 g，(NH4)2SO4

5.0 g，KH2PO4 2.0 g，FeSO4·7H2O 0.01 g，CaCl2 0.5 g，

NaCl 5.0 g，蒸馏水 1 000 mL。

各培养基 121 ℃、101 kPa灭菌 30 min，备用。 

1.1.3   堆肥原料

堆肥主要原料猪粪和秸秆分别由青海泰和苑生

物有限公司和互助昱青投资开发公司提供，混合均

匀 后 添 加 2%麻 渣 和 0.1%麸 皮 。 普 通 复 合 菌 剂

D50购自金远洋生物科技有限公司，是一种兼具好

氧和厌氧微生物群落的复合菌剂，有效菌种包括巨

大芽孢杆菌、嗜酸乳杆菌、嗜冷杆菌、黄杆菌，产

品形态为粉剂，有效活菌数 2.0亿·g−1，是一类主要

应用于秸秆有机堆肥的复合微生物菌剂[20]。 

1.2    纤维素降解菌的分离与初筛

称取混合均匀土样 10 g，装入含 90 mL无菌水的

三角瓶中，180 r·min−1 振荡 2 h，进行梯度稀释，吸
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取不同梯度稀释液 100 μL涂布至 LB固体培养基，

每一梯度设置 3个重复，25 ℃ 培养 4 d。挑取单菌落

进行纯化，保存于−80 ℃ 冰箱备用。

将分离菌株接种于 CMC-Na培养基中央，25 ℃
恒温培养 4 d。使用 0.2 mg·mL−1 的刚果红溶液染色

20 min，再用无菌水脱色 15 min[10]。分别测量透明圈

直径（D，mm）与菌落直径（d，mm），通过降解

指数（D/d值）大小比较菌株降解纤维素能力的强

弱，比值越大说明降解纤维素能力越强。 

1.3    纤维素降解菌的复筛

初筛分离降解菌接种至富集培养液中，25 ℃、

180 r·min−1 振荡培养 2 d。取 10%富集培养液转接至

产酶培养基中，25 ℃、180 r·min−1 培养 4 d，12 000×g
离心后取上清液作为粗酶液，采用 3,5-二硝基水杨

酸（3,5-Dinitrosalicylic  acid,  DNS）法 [14] 分别测定菌

株产羧甲基纤维素酶、滤纸酶和外切 -β-葡聚糖酶

活力。

羧甲基纤维素酶（Carboxymethyl  Cellulosease）
的测定：取 1 mL粗酶液，加入 1 mL含 1% CMC-
Na的无菌水中（pH 4.5），于 50 ℃ 水浴锅中反应

60 min，加入 1 mL DNS试剂终止反应，沸水浴 10
min，冷却至室温后，定容至 10 mL，测定 540 nm处

的光度值，以灭活粗酶液作为空白对照，计算羧甲

基纤维素酶活力。以 1 min催化底物生成 1 µmol的
葡萄糖为一个酶活力（U），以 U·mL−1 表示。

滤纸酶活性（Filter  Paper  Activity）的测定：取

1 mL粗酶液和 0.1 g经打孔准备好的滤纸片，加至含

1 mL无菌水的试管中，于 50 ℃ 水浴锅反应 60 min，
最后加入 1 mL DNS试剂，终止反应后的处理与羧甲

基纤维素酶测定方式相同。

外切 -β-葡聚糖酶（Exoglucanase）的测定：取

1 mL粗酶液至装有 1 mL 微晶纤维素溶液的试管

中，于 50 ℃ 水浴锅反应 60 min，加入 1 mL DNS试

剂，终止反应后的处理与羧甲基纤维素酶测定方式

相同。 

1.4    菌种鉴定

菌株生理生化鉴定：将分离纯化后菌株接种至

LB培养基，25 ℃ 恒温培养 72 h后，观察菌体形态

特征。采用生化反应试管进行生理生化测定，测试

项目包括革兰氏染色、过氧化氢酶、葡萄糖分解、

甲基红试验、V-P试验、明胶液化、H2S试验、柠檬

酸盐试验和淀粉水解试验等 8项指标[21]。

分子生物学鉴定：采用天根生化科技（北京）

有限公司细菌基因组 DNA抽提试剂盒，按试剂盒使

用说明书，提取菌株 MX-1-1基因组 16S rDNA，利

用细菌通用引物 27F （5′-AGAGTTTGATCCTGGCTC
AG-3′）和 1492R （5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′）
对其进行扩增。扩增体系：DNA模板 1 μL，10 mol·L−1

上下游引物各 0.5 μL，Mix酶 12.5 μL，ddH2O补足

至 25 μL。反应程序：95 ℃ 预变性 4 min，95 ℃ 变

性 1 min，55 ℃ 退火 40 s，72 ℃ 延伸 2 min，循环

25次，72 ℃ 后延伸 7 min，4 ℃ 保存。扩增得到的

PCR产物用 1% 琼脂糖凝胶电泳检测主条带位置和浓

度，利用 GeneTools Analysis Software version 4.03.05.0
（SynGene公司）对 PCR产物进行浓度对比后，使

用 E.Z.N.A.®  Gel  Extraction  Kit（Omega  Bio-Tek公

司）凝胶回收试剂盒回收 PCR产物，TE缓冲液洗脱

回收目标 DNA片段。并送往生工生物工程（上海）

股份有限公司进行测序。将测得的序列在 NCBI上进

行比对，使用 MEGA 7.0软件基于邻接法（neighbor
joining method）进行系统发育分析，构建系统发育

树，以获得菌株的分类信息。 

1.5    菌株产酶条件优化

羧甲基纤维素酶作用于纤维素类生物质的 β-1,4-
糖苷键，将长链纤维素分解为较小的纤维素，在水

解纤维素的过程中有着重要作用，是目前被研究的

最多的纤维素酶之一 [22]。因此本研究选用羧甲基纤

维素酶活进行发酵产酶条件优化。在产酶培养基

[CMC-Na  20.0  g， (NH4)2SO4  5.0  g， KH2PO4  2.0  g，
FeSO4·7H2O 0.01 g，CaCl2 0.5 g，NaCl 5.0 g]的基础

上做以下优化。

（1）碳氮源对纤维素酶活的影响。选取 4种不

同碳源（CMC-Na、可溶性淀粉、油菜秸秆和蔗糖）

和 4种不同氮源 [NH4Cl、 (NH4)2SO4、牛肉膏和蛋白

胨 ]。将种子液以 4%（m/V）的接种量接至含 150 mL
不同碳（氮）源的液体培养基中，25 ℃、180 r·min−1

培养 4 d，确定菌株产羧甲基纤维素酶的最佳碳氮

源，同时测定不同处理的菌株浓度。每个处理设置

3个重复。

（2）培养温度对纤维素酶活的影响。将种子液

以 4%（m/V）的接种量接种至最适碳氮源培养基中，

分别在 15、20、25、30、35 ℃ 温度下，180 r·min−1

培养 4 d，确定最适产羧甲基纤维素酶温度，同时测

定不同处理的菌株浓度。每个处理 3个重复。

（3）初始 pH对纤维素酶活的影响。调节产酶

培养基初始 pH为 3、4、5、6、7和 8，将种子液以

4%（m/V）的接种量接种至最适碳氮源培养基中，最

适培养温度下，180 r·min−1 培养 4 d，测定羧甲基纤

维素酶活力，同时测定不同处理的菌株浓度。每个

处理设置 3个重复。
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（4）发酵时间对纤维素酶活的影响。将种子液

以 4%（m/V）的接种量接种至最适碳氮源培养基

中，25 ℃，180 r·min−1 培养，每隔 1 d测定羧甲基纤

维素酶活力，同时测定不同处理的菌株浓度。每个

处理设置 3个重复。 

1.6    堆肥试验 

1.6.1   试验设计

MX-1-1菌剂：将高效纤维素降解菌 MX-1-1接

种于优化后的产酶培养基，25 ℃、180 r·min−1 培养

4 d，调整菌液浓度至 1×108 CFU·mL−1；D50菌剂：

按照产品说明对 D50商业菌剂稀释 70倍；对照：不

添加菌剂。

堆肥试验：MX-1-1菌剂堆体（1%的 MX-1-1菌

液）、D50菌剂堆体（1%的稀释商业菌液）和对照

堆体（无菌水）3个处理，每个处理 3个重复。堆肥

选用猪粪和秸秆混合，调节 C/N= 23∶1，含水量控制

在 60%左右，建成长、宽、高分别为 1.8 m、1.5 m、

0.6 m的堆体，各处理堆体均用塑料覆盖保湿保温。 

1.6.2   取样及测定

采用五点取样法分别在堆体表面和内部取样，

每样点取 500 g样品，混合后−20 ℃ 保存。自制堆开

始，1、3、7、14、21、28、35、42 d分别取样。

测定指标：自制堆 24 h后每天测定堆体温度

2次（上午 10:00，下午 16:00）；称取 5  g保存样

品，采用 pH计（雷磁， PHSJ-4F）和电导仪（雷

磁 ， DDS-307A）测 定 样 品 pH和 电 导 率 （Electric
conductivity）；通过称重法测定样品含水量[23]；样品

总氮选用凯氏定氮法测定 [24]，有机质采用重铬酸钾

容量法测定 [25]；样品铵态氮和硝态氮使用流动分析

仪测定[26]。 

2    结果与分析
 

2.1    菌株初筛

从采集的森林土样中共分离纯化出 35株细菌，

通过刚果红染色法从中筛选出 4株出现水解圈的菌

株（表 1），菌株MX-1-1、H37-7-4、AH-3-1和GX-2-2
的水解圈 D/d值均大于 1。其中菌株 MX-1-1菌落直

径为（5.97±0.23）  mm，水解圈直径为（16.83±
0.27） mm，D/d值为 2.81（图 1），远高于其他菌

株，表明 MX-1-1菌株可能是 1株高产纤维素酶的降

解细菌。 

2.2    菌株复筛

4株初筛菌株的羧甲基纤维素酶活测定结果如

图 2A，菌株 MX-1-1和 GX-2-2的羧甲基酶活最高值

出现在 4 d，分别为 24.95 U·mL−1 和 22.09 U·mL−1，菌

株 H37-7-4和 AH-3-1在培养 5 d时达最大值，分别为

18.16、21.69 U·mL−1。菌株 MX-1-1、H37-7-4和 AH-
3-1的滤纸酶活最高值出现在 5 d（图 2B），分别为

11.38 、9.92 、14.16 U·mL−1，菌株 GX-2-2在 4 d时

滤纸酶活最高，为 8.82 U·mL−1。菌株 MX-1-1和 GX-
2-2的外切-β-葡聚糖酶活最高值出现在 4 d，分别为

16.15、14.12 U·mL−1，菌株 H37-7-4在 5 d外切 -β-葡
聚糖酶活达最高，为 14.03 U·mL−1，菌株 AH-3-1在

3  d外 切 -β-葡 聚 糖 酶 活 达 最 高 ， 为 15.63  U·mL−1

（图 2C）。综合比较，菌株 MX-1-1的 3类纤维素降

解酶活高效稳定，优于其他菌株，具有开发为微生

物菌剂的潜力。 

2.3    菌株MX-1-1的鉴定 

2.3.1   菌株MX-1-1生理生化特性

在 LB固体培养基上，观察菌株 MX-1-1菌落呈

乳白色杆状，不透明，表面不光滑，边缘不圆整，

且中部稍有隆起（图 3A）。革兰氏染色为紫色，说

明菌株 MX-1-1为一株阳性菌（图 3B）。生理生化

测定结果显示（表 2），MX-1-1菌株不能产生 H2S；
能分解葡萄糖和淀粉；加入甲基红试剂后溶液呈黄

色为阴性；VP试验溶液呈红色为阳性；明胶液化试

 

表 1    初筛菌株在刚果红培养基上透明圈大小

Table 1    Sizes  of  transparent  rings  formed  on  Congo  red
medium by preliminarily screened strains

菌株Strains 菌落直径d/mm 透明圈直径D/mm 降解指数D/d

MX-1-1 5.97±0.23 16.83±0.27 2.81

H37-7-4 8.67±0.20 14.54±0.20 1.68

AH-3-1 4.14±0.05 6.43±0.13 1.55

GX-2-2 11.67±0.03 23.51±0.18 2.01

 

MX-1-1

AH-3-1

H37-7-4

GX-2-2

 
图 1    初筛菌株在刚果红培养基上的透明圈

Fig. 1    Transparent  rings  formed  on  Congo  red  medium  by
preliminarily screened strains
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验为阳性；柠檬酸盐试验为阴性。 

2.3.2   菌株MX-1-1分子生物学鉴定

对 菌 株 MX-1-1进 行 PCR扩 增 ， 获 得 的 16S

rDNA片段长度为 1 486 bp，利用 BLAST进行序列比

对分析，结果表明，菌株 MX-1-1与蕈状芽胞杆菌

（Bacillus mycoides）的序列相似性在 99%以上。结

合系统发育进化树分析结果（图 4），将菌株 MX-1-1

鉴定为蕈状芽胞杆菌（B. mycoides）。 

2.4    菌株MX-1-1产酶条件优化

当碳源为 CMC和蔗糖时（图 5A），羧甲基纤维

素酶的活性较高，分别为 31.50、29.86 U·mL−1，显著

高于其他两种碳源的酶活。其中，以 CMC-Na作为

碳源时，菌株的 OD600 最高，达 0.396。因此，菌株

MX-1-1的最适碳源为 CMC-Na。

用牛肉膏作氮源时（图 5B），羧甲基纤维素酶

活 性 最 高 ， 为 27.50  U·mL−1， 且 菌 株 的 OD600 为

0.461，显著高于其他氮源的酶活。因此，菌株 MX-

1-1的最适氮源为牛肉膏。

菌株 MX-1-1的培养温度在 15～ 35 ℃ 时，羧

甲基纤维素酶均保持一定活力（图 5C），当温度为

20 ℃ 时，纤维素酶活力达最高，为 33.51 U·mL−1。

当 35 ℃ 时酶活力为 26.80 U·mL−1。表明 20 ℃ 为最

适产酶温度。且 20 ℃ 时，菌株 OD600 值保持在较高

活性，为 0.467。

菌株 MX-1-1在初始培养 pH为 3～8时，纤维素

酶活力随着 pH升高呈先升高后下降的趋势（图 5D）。

 

30
A

C

B
16

14

12

10

8

6

4

2

MX-1-1
H37-7-4
AH-3-1
GX-2-2

MX-1-1
H37-7-4
AH-3-1
GX-2-2

MX-1-1
H37-7-4
AH-3-1
GX-2-2

24

18

12

6

20

16

12

8

4

0 1 2 3 4 5 6 7 8

羧
甲
基
纤
维
素
酶

C
ar

b
o
x
y
m

et
h
y
l 

ce
ll

u
la

se
/(

U
·m

L
−1

)

外
切
-β
-葡
聚
糖

E
x
o
g
lu

ca
n
as

e/
(U

·m
L

−1
)

滤
纸
酶

F
il

te
r 

p
ap

er
 c

el
lo

b
ia

se
/(

U
·m

L
−1

)

时间 Time/d

0 1 2 3 4 5 6 7 8

时间 Time/d

0 1 2 3 4 5 6 7 8

时间 Time/d

 
（A）：羧甲基纤维素酶活测定；（B）：滤纸酶活测定；（C）：外切-β-葡聚糖酶活测定。

(A): Carboxymethyl cellulase activity; (B): filter paper enzyme activity; (C): exo-β-glucanase activity.

图 2    初筛纤维素降解菌株产酶活性比较

Fig. 2    Cellulolytic activities of preliminarily screened bacteria
 

A B

 
图 3    菌株 MX-1-1 菌落形态（A）和革兰氏染色（B）

Fig. 3    Colony morphology(A) and gram staining (B) of MX-1-1
 

表 2    菌株 MX-1-1 的生理生化特征分析

Table 2    Physiochemical characteristics of MX-1-1

测试项目

Test project
结果

Result
测试项目

Test project
结果

Result

过氧化氢酶

Catalase −
明胶液化

Gelatin liquefaction +

葡萄糖分解

Glucose decomposition +
H2S试验

H2S test
−

甲基红试验

Methyl red test −
柠檬酸盐试验

Citrate test −

VP试验

Voges-Proskauer test +
淀粉水解

Amylohydrolysis +

+：阳性；−：阴性。

+: Positive; −: Negative.
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当 pH为 5的时候，纤维素酶活力达最高，为 35.45
U·mL−1。当 pH值大于 5后，纤维素酶活力开始受到

抑制，不断下降。且 OD600 值在 pH 6时达最大值，

为 0.659。表明该菌株是 1株耐酸性的菌株，可用于

酸性环境下纤维素的降解。

菌株 MX-1-1在培养的 1～3 d，羧甲基纤维素酶

活性处于较高水平（图 5E）。在 3 d，菌株的纤维素

酶活性达最高，为 37.80 U·mL−1。3 d后，纤维素酶活

性逐渐降低，6 d时达最低值，为 13.44 U·mL−1。菌

株 MX-1-1的 OD600 变化趋势与酶活性一致，3 d时

OD600 达最高，为 0.566，之后随培养天数逐渐下降。 

2.5    堆体的理化指标变化 

2.5.1   添加菌剂后堆体温度的变化

MX-1-1菌 剂 堆 体 温 度 在 2  d时 达 55.61  ℃
（图 6A），提前进入高温期，高于 D50菌剂堆体温

度（51.22 ℃）和对照堆体温度（48.9 ℃）。对照、

MX-1-1菌剂和 D50菌剂堆体维持 50 ℃ 以上（高温

期）的时间段分别为 24、28、32 d。之后对照堆体

从 36 d开始降温到 50 ℃ 以下（降温期），MX-1-1
菌剂堆体和 D50菌剂堆体从 40 d开始降温。说明

MX-1-1菌剂堆体升温快，进入高温期时间早，且维

持时间久，加快了腐熟进程。 

2.5.2   pH的变化

在 整 个 堆 肥 过 程 中 ， 对 照 、MX-1-1菌 剂 和

D50菌剂堆体 pH维持在 7.0～8.0的微碱环境，是微

生物活动的适宜范围。MX-1-1菌剂堆体 pH波动幅

度较大，且升降时间早于对照和 D50菌剂堆体。说

明添加 MX-1-1菌剂能促进堆体微生物代谢活动，产

生大量次级产物，从而改变了堆体理化性质。 

2.5.3   电导率（EC）的变化

一般堆肥 EC值小于 4.0 ms·cm−1 时，对作物无毒

害作用。图 6C结果表明，3个处理堆体 EC值呈现

缓慢上升的趋势。直至堆肥结束，对照、MX-1-1菌

剂和 D50菌剂堆体的 EC最大值分别为 1.07、0.97、
0.96 ms·cm−1，远小于 4.0 ms·cm−1，说明腐熟堆肥对

作物安全。 

2.5.4   含水率的变化

3个处理堆体在升温阶段含水量快速下降，直到

降温腐熟阶段含水量趋于平缓（图 6D），前期由于

微生物代谢活动剧烈，温度升高导致水分散失较

快，到腐熟后期堆体内有机物氧化腐熟成稳定的腐

殖质，微生物代谢活动减少温度降低，水分保持稳

定。到 50 d时，对照组、MX-1-1菌剂和 D50菌剂堆

体含水量分别为 27.93%、22.68%和 24.79%，MX-1-1
菌剂堆体含水量最低，说明添加 MX-1-1菌剂能促进

堆体腐熟程度。 

2.5.5   铵态氮含量的变化

对照和 D50菌剂堆体铵态氮含量呈现逐渐降低

的趋势，而MX-1-1菌剂堆体先升高后降低（图 6E），

在堆肥初始阶段，添加 MX-1-1菌剂使堆体微生物

代谢活动增强，促进铵态氮的产生，此后随着铵

态氮的挥发和转化，含量逐渐减少。到堆体降温

阶段，试验菌剂堆体铵态氮含量为 41.40 mg·kg−1，
低于对照组（49.35 mg·kg−1）和 D50菌剂堆体（43.39
mg·kg−1）。表明添加 MX-1-1菌剂提高了铵态氮的降

解效率。 

2.5.6   硝态氮含量的变化

对照、MX-1-1菌剂和 D50菌剂堆体硝态氮含量

呈现先升后降再升高的变化趋势（图 6F）。堆肥初

期，由于堆体含水量高，温度低，通气状况差，抑

制了有机氮的硝化作用，所以硝态氮含量上升缓

慢。进入高温期，温度持续升高以及含水量降低，
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萎缩芽胞杆菌 Bacillus atrophaeus JCM-9070 (NR024689.1)
萎缩芽胞杆菌 Bacillus atrophaeus IM-5 (MH236803.1)

枯草芽孢杆菌 Bacillus subtilis BAB-1 (JQ916087.1)
枯草芽孢杆菌 Bacillus subtilis Mori2 (EU195329.1)

地衣芽孢杆菌 Bacillus licheniformis XJ-P95 (HM631844.1)
地衣芽孢杆菌 Bacillus licheniformis Lichen114 (MT279447.1)

嗜碳芽胞杆菌 Bacillus carboniphilus G1-2-20 (KC494304.1)
马里努斯咸海鲜芽孢杆菌 Jeotgalibacillus marinus ATCC-29841 (NR112057.1)
马里努斯咸海鲜芽孢杆菌 Jeotgalibacillus marinus 581 (NR025351.1)

蜡样芽孢杆菌 Bacillus cereus Jinshan 2010 (HQ717355.1)
蜡样芽孢杆菌 Bacillus cereus JB0013 (FJ982662.1)
蕈状芽胞杆菌 Bacillus mycoides DSM-11821 (NR024697.1)
蕈状芽胞杆菌 Bacillus mycoides 273 (NR036880.1)
●蕈状芽胞杆菌 Bacillus mycoides MX-1-1

 
图 4    菌株 MX-1-1 基于 16S rDNA 基因序列同源性构建系统发育树

Fig. 4    Phylogenetic tree of MX-1-1 based on 16S rDNA sequence homology
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硝化作用不断增强，硝态氮含量快速升高。到降温

期，硝化作用减弱，硝态氮含量也不断降低。降温

后期，大量铵态氮转化为硝态氮，硝态氮含量呈现

有略微上升趋势。添加 MX-1-1菌剂后，微生物代谢

活动旺盛，堆体升温快、失水明显，为硝化反应提

供良好环境条件，因此硝态氮含量升高明显，进而

提高了有机氮降解效率。 

2.5.7   堆肥养分含量的变化

对照、MX-1-1菌剂和 D50菌剂堆体的全氮含量

都有明显提升（表 3），其中 MX-1-1菌剂堆体全氮

含量的增加率为 8.06%，显著高于对照组（1.37%）

和 D50菌剂（3.08%），说明添加 MX-1-1菌剂，增

加堆体硝化作用，保证氮素的积累，提高了堆肥品质。

有机质测定结果（表 3）表明，堆肥过程中不同
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羧甲基纤维素酶 Carboxymethyl cellulase

OD600

羧甲基纤维素酶 Carboxymethyl cellulase

OD600

羧甲基纤维素酶 Carboxymethyl cellulase

羧甲基纤维素酶 Carboxymethyl cellulase

羧甲基纤维素酶 Carboxymethyl cellulase

油菜秸秆
Rape straw

可溶性淀粉
Soluble
starch

蔗糖
Cane sugar
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(NH4)2SO4

氯化铵
NH4Cl

蛋白胨
peptone

牛肉膏
Beef

extract

碳源 Carbon sources 氮源 Nitrogen sources

CMC-Na

温度 Temperature/℃

时间 Time/d 
（A）：不同碳源；（B）：不同氮源；（C）：不同温度；（D）：不同 pH；（E）：不同时间。不同小写字母代表各处理组间差异显著（P＜0.05），

下同。

(A):  different  carbon  sources;  (B):  different  nitrogen  sources;  (C):  different  temperatures;  (D):  different  pH;  (E):  different  time.  Data  with  different

lowercase letters represent significant differences between treatment groups (P＜0.05). Same for below.

图 5    菌株 MX-1-1 的产酶条件优化

Fig. 5    Optimized enzyme production by MX-1-1
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堆体的有机质含量均有不同程度的损失，但 MX-1-1
菌剂堆体的损失率（2.81%）显著低于对照堆体

（4.95%）和 D50菌剂堆体的损失率（9.98%）。 

3    讨论与结论

目前从青藏高原地区已分离到产纤维素酶的菌
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（A）：堆体温度的变化；（B）：堆体 pH的测定；（C）：堆体电导率的变化；（D）：堆体含水量的变化；（E）：堆体铵态氮含量的

测定；（F）：堆体硝态氮含量的测定。

(A): Changes in compost temperature; (B): compost pH; (C): variations in compost electrical conductivity; (D): fluctuations in water content of compost;

(E): ammonium nitrogen content in compost; (F): nitrate nitrogen content in compost.

图 6    堆体理化指标

Fig. 6    Physiochemical indexes of compost
 

表 3    堆肥养分含量

Table 3    Nutrients in compost

处理

Treatment

全氮 Total nitrogen 有机质 Organic matter

发酵前 Before
fermentation/%

发酵后 After
fermentation/%

增加率 Rate of
increase/%

发酵前 Before
fermentation/%

发酵后 After
fermentation/%

增加率 Rate of
increase/%

CK 1.46 ±0.05 b 1.48 ±0.10 b 1.37 ±0.08 c 43.30 ±0.01 b 38.98 ±0.15 b −9.98 ±0.06 c

MX-1-1菌剂

MX-1-1 bacteria agent
1.24 ±0.13 c 1.34 ±0.05 c 8.06 ±0.04 a 43.26 ±0.11 b 42.14 ±0.04 a −2.81 ±0.08 a

D50菌剂

D50 bacteria agent
1.95 ±0.06 a 2.01 ±0.11 a 3.08 ±0.02 b 45.28 ±0.06 a 43.04 ±0.08 a −4.95 ±0.02 b

表中数据为平均值±标准差；同列数据后不同的小写字母表示0.05水平上差异显著。

Data are mean±SD; those with different lowercase letters on same column indicate significant difference at 0.05 level.
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有耐冷菌或耐盐菌，如青霉菌、曲霉菌、芽胞杆

菌、枝孢菌、盐单胞菌等[27-29]。其中芽孢杆菌具备强

大的环境适应能力，生长 pH和温度范围广，能分解

多种底物且产酶活性高，是降解纤维素的优选菌

株。陈欢等 [30] 从牛瘤胃液和粪便，蝗虫肠道等不同

来源分离到 6株可降解纤维素的芽孢杆菌，其中菌

株 Bacillus altitudinis L7降解纤维素的能力最强，其

产羧甲基纤维素酶活、滤纸酶活和外切-β-葡聚糖酶

活分别为 5.57、2.48、2.30 U·mL−1。李婷等[31] 从园林

堆积废弃物残渣中分离筛选出的 6株纤维素降解

菌，其中有 4株为芽孢杆菌，产羧甲基纤维素酶活

在 16.45～ 22.45  U·mL−1，产外切 -β-葡聚糖酶活在

2.9～6.2 U·mL−1。本研究筛得的菌株 MX-1-1为 1株

蕈状芽胞杆菌（Bacillus mycoides），其羧甲基纤维

素酶活、滤纸酶活和外切 -β-葡聚糖酶活分别为

24.95、11.36、16.15 U·mL−1，产酶活性均优于上述两

个报道的菌株。

野生菌株在实际应用中，产纤维素水解酶的能

力通常都很低，通过优化培养条件可提高菌株产酶

活性[32]。本研究中菌株 MX-1-1经过优化后羧甲基纤

维素酶活提升了 51.5%，这一结果与张梦君等 [33] 报

道相近。微生物降解纤维素的过程中受多种培养条

件的影响，如碳氮源、酸碱度、温度和时间。碳源

的结构和性质对菌株产纤维素酶能力强弱有决定作

用，氮源的类型和浓度是促进菌株产酶的重要营养

物质。因此，优化培养基的碳氮源尤为重要。本研

究结果显示，最适碳氮源分别为羧甲基纤维素钠和

牛肉膏，且有机氮比无机氮更适合应用于培养纤维

素降解菌，这一结果与前人报道[34−35] 一致。李豪等[36]

优化了菌株 C-19产酶的最适培养温度和 pH，发现最

适温度为 40 ℃，最适 pH为 5.0，表明 C-19是 1株耐

酸耐高温的纤维素降解菌。本研究中 MX-1-1菌株在

15～35 ℃ 均具有较高酶活，说明该菌株能应用于昼

夜温差大的青海地区。

微生物参与堆肥过程中基质有机物的分解，加

快堆体的腐熟程度。堆肥高温期是有机物分解的关

键时期，可通过高温期时间的长短判断堆肥的腐熟

程度。本研究中，MX-1-1菌剂处理堆体的高温期持

续时间为 28 d，优于对照组（24 d），这与杨波等 [37]

研究结果相同，说明添加 MX-1-1菌剂能提升堆肥腐

熟程度。魏自民等 [38] 认为，大量小分子有机酸主要

存在于未腐熟的堆肥中，导致堆体酸度升高，可以

利用堆肥 pH变化判断堆肥的腐熟度。电导率（EC）
可以反映出堆肥中可溶性盐浓度的大小，堆肥中

EC值过高会抑制植物的生长。邵栓等 [39] 研究发现，

控制堆体初始含水率为 50%时，无害化效果最好，

当含水率过高时，堆肥将有有氧转变为厌氧发酵，

产生大量发臭中间产物（硫化氢、硫醇、氨等），

严重影响堆肥质量。在本研究整个堆肥过程中，不

同处理堆体 pH维持在 7.0～ 8.0的微碱环境，有利于

微生物代谢；电导率均远低于 4.0 ms·cm−1，达到了

有机肥生产及施用的标准；MX-1-1菌剂堆体最终含

水率最低，腐熟程度优于对照和 D50菌剂堆体。堆

肥过程中氮的形态包括总氮、有机氮、铵态氮和硝

态氮，添加微生物菌剂可有效减少堆肥肥料氮的损

失 [33]。MX-1-1菌剂堆体总氮含量显著高于对照和

D50菌剂堆体，说明添加 MX-1-1菌剂减少了有机氮

的损失，同时有机质的损失量也最低，保证了堆肥

的质量和品质。

本研究从森林土样中分离筛选得到的菌株MX-1-

1是 1株蕈状芽胞杆菌（B. mycoides），其产羧甲基

纤维素酶、滤纸酶和外切-β-葡聚糖酶的活力较高。

通过产酶条件优化，菌株 MX-1-1产羧甲基纤维素酶

的最适氮源为牛肉膏，最适碳源为 CMC-Na，最适培

养条件为 pH 5.0、温度 20 ℃，培养 3 d时产羧甲基

纤维素酶活力最高，比优化前提高了 51.5%。另外，

添加 MX-1-1菌剂后堆体腐熟程度高，堆肥质量和

品质显著优于对照和 D50菌剂。因此，菌株 MX-1-1

可作为青海地区秸秆堆肥的优良菌株。本研究可为

青海地区应用微生物降解秸秆提供菌种资源和理论

依据。
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