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随着人口增长和人们生活水平的不断提高，能源危机、

食物短缺和环境污染等问题日益严重，寻找开发新能源、节

省粮食、减少环境污染的有效途径，显得越来越重要. 纤维

素是植物细胞壁的主要组成成分，是自然界最丰富的碳水化

合物和可再生资源，在一定条件下可以被水解成单糖，而单

糖可转化成多种可利用的产品，如燃料、化工原料、饲料、食

品和药品等 [1]. 目前，纤维素资源除少量作为建材、织物、纸

张和饲料外，绝大部分作为废物未被利用，究其原因，在于

纤维素的水解通常需要强酸，反应要在高温、高压下进行，

成本较高，技术上也较复杂，因此，如何降低成本，将纤维素

转化为人类可利用的能源或物质，一直为中外学者所关注. 

自从1906年在蜗牛消化道中发现纤维素酶 [2]以来，纤维

素的微生物降解得到了足够的关注，并从产生菌、酶结构和

应用上开展了相关的研究. 草食性动物依靠其体内大量的共

生菌和原生动物来消化纤维素，这一理论最初由Cleveland于
1924年提出，现已在白蚁、船蛆、海龟、部分反刍动物和爬行

动物的研究中得到证实[3, 4].  

通常认为，草鱼是典型的植食性鱼类，仅能利用被咽喉

齿等磨研破裂的细胞内的原生质，然而，从草鱼的粪便颗粒

形态来分析，草鱼肠道应具有一定的纤维素分解能力. 一般

认为鱼类肠道本身没有纤维素酶的分泌功能 [5]，以此推断，

草鱼的这种分解能力应该来自于肠道微生物. 本实验研究的

目的是从草鱼中筛选出具较高活性的纤维素酶产生菌，来证

实上述推断，并为进一步获得能适应水生变温动物的纤维素

酶，利用自然界纤维素能源或物质从事渔 业生产作前期研

究，通过对相应菌株进行种类鉴定，以丰富纤维素酶产生菌

的资源名录库. 

1  材料与方法
1.1  菌株培养和筛选
1.1.1  鱼体采集   在武汉市江夏区梁子湖采集草鱼10尾活体，

均重3.5 kg. 
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1.1.2  鱼体处理  将草鱼在水簇池内空腹暂养48 h；用1%碘溶
液擦拭鱼体后，以无菌手术刀剖开腹部，取出肠道；剥除肠

道外壁脂肪，将肠道分成约10 cm的小段作为样品，于0 ℃保

存. 

1.1.3  菌株初筛   以无菌方法称取1 g样品，置于灭菌后的研钵

中剪碎研磨，加入少量无菌水，使其充分溶解. 按照10倍递增

稀释法稀释肠液，取0.1 mL最终稀释液于羧甲基纤维素钠选

择培养基平板上，置于37 ℃，恒温培养72 h. 

1.1.4  菌株复筛   三点接种法将初选菌落在纤维素刚果红培

养基平板上划线，于37 ℃恒温培养72 h [6]. 

用游标卡尺测量平板上菌落水解圈(D)与菌落直径(d)，

挑取单株D/d大的菌落，利用显微镜镜检，得到纯化的菌株，

接种至斜面菌种培养基，于4 ℃保存. 

1.2 纤维素酶的活力测定
1.2.1  粗酶液制备   取各菌种分别接种于含羧甲基纤维素钠、

脱脂棉和滤纸的发酵培养基三角瓶中，于37 ℃、180 r/min恒

温摇床震荡培养. 分别取d 5、d 6、d 7的发酵液在8 000 r/min

条件下离心5 min，去除菌体，取上清液，得粗酶液 [7]. 

1.2.2  葡萄糖标准曲线绘制   取10 mL试管，按表1配制溶液. 每

管加入2 mL DNS显色液，摇匀后，置于沸水浴中加热，5 min

后流水冷却，蒸馏水定溶至10 mL[8]，在490 nm波长处测定各

管的吸光度(A)值，以葡萄糖的μg mL-1值与A值，绘制葡萄糖

标准曲线. 

1.2.3 酶活力测定   以灭活粗酶液作对照，采用DNS法分别检

测内切葡聚糖酶(CMCase)、滤纸酶(FPase)及葡聚糖外切酶活

力. 以50 ℃、pH 4.8条件下1 min使底物生成1 μmol葡萄糖所

需的酶量定义为一个酶活单位，以U/mL表示[9]. 

1.3 产酶菌株的种类鉴定
1.3.1　菌株形态学特征   在显微镜下观察菌株的运动性；菌

株涂片，革兰氏染色，观察染色特性；取菌株培养物划线接

种于牛肉膏蛋白胨培养基中，于37 ℃培养24 h，观察菌落的

形态、大小和颜色 [10]. 

1.3.2  生理生化实验    参见文献[11]. 

1.3.2  16S rRNA基因鉴定   DNA的提取参照Marmur的方法
[12]. 应用标准的双链PCR反应扩增菌株的16S rRNA全基因片

段，采用的引物为16(+)：5’GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG 

3’和16(－)：5’CGGCTACCTTGTTACGAC 3’，两引物间的

距离约1 500碱基对(上海生工技术有限公司合成). 20 µL反

应液中含有：10 x PCR缓冲液10％，MgCI
2
 1.5 mmol/L，dNTP 

200 µmmol/L，引物各1.2 μg，1 DNA聚合酶1单位. ���PCR扩增条

件：94 ℃ 预变性4 min后，接着以94 ℃ l min，50 ℃ 1 min，
72 ℃ 2 min，循环30次，最后在72 ℃保温10 min. 扩增得到的

产物经DNA纯化系统纯化. ���PCR产物经末端补平磷酸化并与

载体pTJ19连接后转化到E．coli TG1菌株中，培养至对数生长

期，用QLAprep spin Miniprep Kit(50))提取并纯化质粒DNA，

该 DNA直接用作 测序的 模 板 . 测序：采用ABI PRISMTM 

377DNA sequencer进行序列测定(由中国科学院水生生物研

究所完成). 将序列数据与GenBank中已存在的细菌16S rRNA

基因序列应用BLAST程序进行相似性比较. 

2  结果与分析
2.1  产酶菌株的筛选

根据菌落形态和生长状况，获得8个能在羧甲基纤维素

选择培养基 平板上生长良好的菌株，分别以X1、X2、X3、
X4、X5、X6、X7、X8表示. 将菌株进一步划线分离，经分离

纯化稀释后，涂布于纤维素刚果红培养基平板上，测量水解

圈(D)与菌落直径(d)，计算其比值，结果见表2. 

2.2  还原糖与DNS反应产物的最大吸收波长 
波长不同所测的A值也不相同，据此计算出的酶活力也

差别较大. 对DNS与还原糖反应产物的光吸收特性进行了分

析，其470~550 nm光吸收曲线如图1所示. 从图1曲线可知，反

应产物在470~550 nm之间都有较大的光吸收值，其最大吸收

峰为480 nm处，通常比色定糖法采用520 nm波长 [13]，这与本

实验最大吸收峰偏差较大，相对灵敏度较低，但如果在480 

nm处测A值，其数值波动较大，重复性差，且DNS显色液在此

处也有较大吸收值，故选取490 nm作为测定波长较为合适. 

表1  葡萄糖标准曲线溶液配制
Table 1   Solution preparation for standard curve of glucose 

detection

试管号
Test tube 

No.

标准葡萄
糖溶液
Glucose
(V/mL)

蒸馏水 
Distilled 

water
(V/mL)

醋酸钠缓冲液 
Buffer solution of 

sodium acetate
(c/0.2 mol L-1, pH 4.8)

A
490 nm

1 0 8 2.0 0

2 1.0 7 2.0 0.072

3 2.0 6 2.0 0.148

4 3.0 5 2.0 0.225

5 4.0 4 2.0 0.297

6 5.0 3 2.0 0.367

表2  刚果红复筛菌株水解圈与菌落直径比较
Table 2   Diameter comparison of hydrolyzing zones and colonies 

of repeated screening 

菌株编号
Strain

水解圈直径(D/mm)
Hydrolyzing zones 

菌落直径(d/mm)
Diameter of colonies

D/d

X1 1.92±0.02 1.53±0.05 1.26±0.14
X2 1.24±0.05 0.79±0.10 1.57±0.19
X3 2.04±0.05 1.54±0.08 1.33±0.11
X4 0.94±0.01 0.31±0.06 3.00±0.06
X5 1.56±0.03 0.63±0.05 2.48±0.05
X6 1.11±0.01 0.89±0.04 1.24±0.14
X7 1.63±0.03 0.96±0.08 1.70±0.12
X8 1.23±0.05 0.83±0.04 1.48±0.02

图1  DNS与还原糖反应产物的光吸收曲线图
Fig. 1   Spectra of the reaction of DNS with glucose
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2.3  酶活性的测定
将筛选得到的菌株接种到液体发酵培养基，测定羧甲基

纤维素酶(CMCase)、滤纸酶(FPase)和棉花酶（Cotton lyase）

活力，根据总体酶活性大小，进一步筛选. 结果（图2）表明，

草鱼肠道中存在产纤维素酶的分解菌；同一菌株底物不同，

各种酶活力的大小不同；不同菌株间各种酶活力大小也存在

明显差异. 在8种菌株中，X7的CMCase酶活最高，达0.83 U/

mL，说明该菌株对水溶性纤维素底物有较高的活力；FPase

活性高的是X7、X8，分别达到0.49 U/mL和0.54 U/mL，说明这

些菌株纤维素酶系的协同作用较强，对多组分的纤维素底物

作用能力高；X5的棉花酶活最高，达到0.87 U/mL，说明该菌

株对含结晶区域较多的纤维素底物分解能力强. 综合考虑酶

的协同作用和D/d值，选择X5、X6、X7、X8号菌株进行鉴定

实验. 

2.2  菌株的鉴定
2.2.1  形态学特征    经观察，菌落的外形特征见表3. 

2.2.2  生化实验鉴定�   X5、X6和X7在厌氧条件不生长，木质

素分解试验阴性，硫胺素分解试验阴性，硝酸盐还原试验阳

性，葡萄糖培养能产酸不产气，水解淀粉和酪素. ��X8在厌氧

条件能生长，葡萄糖培养能产酸产气，氧化酶试验阴性，苯

丙氨酸脱氢酶试验阴性，硫化氢试验阴性. 
2.2.3  细菌16S rRNA基因序列扩增   以细菌16S rRNA基因通用

引物P1和P2对所提取的4个细菌株的DNA进行PCR扩增，得

到16S rDNA序列，长度约为1 500 bp (图3). 为了减少PCR反应

中的随机性偏差，每个模板进行了5个平行的PCR反应. � 

2.2.4  细菌pMD18-T-16SrRNA克隆载体的鉴定     pMD18-T-16S 

rRNA-1-4用EcoRⅠ和Hind Ⅲ双酶切的产物，经1%琼脂糖电

泳，能切出大小相符的条带(图4). 测序结果显示，X5、X6和
X7株细菌所测序列输入GENBANK，以BLAST程序进行比

较分析，它与芽孢杆菌属很自然地组成一群，自由选择26条
16S rRNA，利用MEGA4.0软件进行多重序列比对绘制进化

树，表明与芽孢杆菌属中枯草芽孢杆菌种(Bacillus subtilis)
的16S rRNA序列的相似性达到99％  (图5)，确定3株细菌为

枯草芽 孢杆菌；X8菌株细菌所测序列经同样过程分析，发

现它与肠杆菌属很自然地组成一群，与肠杆菌中阿氏肠杆菌

种(Enterobacter asburiae)的16S rRNA序列的相似性达到99％ 

(图6)，确定这株细菌为阿氏肠杆菌. � 

3  讨 论
自然界中，草鱼是一种以植物为主要食物来源的植食性

鱼类，在其消化系统中，应该存在某种机制使其能够适应食

物. 由于草鱼本身无法产生纤维素酶，从理论上讲，草鱼肠

道内必然有纤维素产生菌的存在. 本试验结果证实了这一推

断，在草鱼肠道筛选出了纤维素产生菌. 说明草鱼对植性食

图2  不同菌株的液体发酵实验结果
Fig. 2   Liquid-state fermentation with different strains

表3  菌株的形态特征
Table 3   Morphological characteristic of 4 strains

菌株
Strain

革兰氏染色
Gram reaction

芽胞
Bacterial 

spore

运动型
Motile

细胞形态
Cellular shape

菌落形态
Colonial configuration

菌落边缘
Margin

菌落颜色
Colonial color

X5 + + + 杆状 Bacillus  不规则形 Irregular shape 啮蚀状 Praerose brim  白色 White
X6 + + + 杆状 Bacillus  圆形 Round 裂片状 Shaped like a lobe  白色 White
X7 + + + 杆状 Bacillus  不规则形 Irregular shape 丝状 Filamentous brim  白色 White

X8 － － － 杆状 Bacillus
 标点状 
  Shaped like punctuation

完整  Intactness  污白色 Offwhite

图3  细菌16S rRNA基因的PCR产物
Fig. 3   PCR amplification of 16S rRNA gene

1, 2, 3, 4: 细菌的PCR产物；5��: 对照 1, 2, 3, 4: PCR products by strains; ����� ; 5: CK

图4  克隆质粒酶切鉴定
Fig. 4   Digestion analysis of cloning vector
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物的消化，除了咽喉齿切割碾磨的机械作用外，细菌产生的

外源性纤维素酶也起到重要的作用，这既为鱼类消化生理学

补充了实验证据，也为纤维素酶在水产中的应用开辟了一条

研究方向. 
本试验结果表明，分离的8株菌株纤维素酶的分解能力

不同. 有的菌株具有较高的羧甲基纤维素酶活性，而另外一

些则显示高滤纸酶或高棉花酶活性. 可以推断，草鱼肠道是

多种菌株产生纤维素酶，相互协作，共同完成对纤维素的降

解. 
多年来，科研人员广泛研究了产纤维素酶的微生物，以

真菌为多. 在细菌方面主要有：假单胞菌属(Pseudomonas)、
弧 菌 属 (V i b r i o)、微 球 菌 属 (M i c r o c o c c u s)、链 球 菌 属

(Streptococcus)和杆菌属(Bacillus)等属中的种类 [14]. 本试验分

离的具有纤维素分解能力的4株菌中，有3株为芽胞杆菌属的

枯草芽胞杆菌，另一株为肠杆菌属的阿氏肠杆菌. 枯草芽胞

杆菌是目前水产养殖的微生物制品中最常用的菌种，用于去

除有机物和转化无机氮 [15]，也是鱼类肠道中的正常菌群，能

促进蛋白质、淀粉和脂肪的消化 [16, 17]，尚未见到具有纤维素

分解酶活性的相关研究. 阿氏肠杆菌则隶属于肠杆菌属，肠

杆菌属细菌在人和动物的肠道中常可见，是肠道中的正常菌

群，能引起条件致病性感染，但对阿氏肠杆菌的报道并不多

见，且大都是从人的粪便或血液等标本中分离，在鱼类中分

离阿氏肠杆菌的报道基本上没有见到 [18]，实验证明其具有较

强的纤维素分解能力，说明肠道内的致病细菌，在一定的条

件下可能是鱼类肠道的益生菌. 
高纤维素含量的水产饲料和水产动物内源性纤维素酶

的严重缺乏，导致日粮中占相当比例营养物质随纤维素作为

粪便排入水体，使水环境恶化，浪费饲料，增加成本，添加纤

维素酶可补充水产动物内源酶组成不足，可提高营养物质和

纤维素的消化能力[19]. 鱼类为变温动物，体温随水温而改变，

其消化生理特点与畜禽类等陆生动物有明显的差异, 对饲料

酶制剂等会有其特定的要求. 本试验筛选的产纤维素酶菌株

来源于鱼体内，其环境要求符合鱼类的生理特点，其中X7为

环境益生菌，在所选菌株中，其纤维素酶活性较高，如进一

步研究，将所产生的纤维素酶应用于水生动物饲料中，提高

纤维素的利用率，可能会有较广阔的应用前景.
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