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摘 要：建立了一种新的简单的分离秸秆降解丝状真菌的方法，用此方法从东北寒地黑土中分离出真菌 56株，其中丝状真菌 46株。
这种分离方法简述为：先用土壤或者堆肥浸渍秸秆至接近腐烂，再用酒精对接近腐烂秸秆进行表面灭菌，最后用土豆葡萄糖琼脂培

养基培养并分离秸秆中微生物，这样分离的微生物大多为产丝真菌。用添加或者不添加硝酸铵、酵母粉和黑土浸液等辅助物的秸秆
粉制成不同培养基，这些培养基用来比较其对分离的微生物的生长的影响。结果表明，同一微生物在不同培养基中生长区别很小，同
一培养基不同微生物生长区别较大。选择了只含秸秆粉而不添加辅助物的培养基作为微生物是否降解秸秆的定性培养基，对分离的
56株真菌以水稻、大豆和玉米 3种秸秆进行降解定性鉴定，结果显示：该方法筛选的 46株丝状真菌都能降解 3种供试秸秆。
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Abstract：A new simple method to isolate filamentous fungi that could degrade stalks were built. Fifty-six strains of fungi include 46 strains
of filamentous fungi were isolated from the black soil in the northeast frigid zone in China by the method. The isolation method could be sum－
marized as：Stalks were nearly rotten after being covered with soil or compost suspension for a few days, ethanol were used to disinfect the sur－
face of the stalks, the culture medium（Potato Dextrose Agar,PDA）were used to isolate the microorganisms in the stalks, most of the microor－
ganisms isolated by the method are filamentous fungi. Three dry stalks include straw, soybean stalk and corn stalk are collected to be pulver－
ized to made stalk powder. Stalk powder added with different matter（NH4NO3, yeast abstract, black soil solution）or not were recruited to made
solid culture media to compare the growth of the microorganisms isolated. Results showed that there are little differences between the growth
of the same strain on different media but varified differences between the growth of the different strains on the same medium. The simple
medium made by stalk powder without any of the adding matters were chosen to determine whether the three stalks were degraded by the 56
strains of fungi. Results showed that all of the 46 strains of filamentous fungi isolated by the method could degrade the three stalks.
Keywords：stalk degradation; filamentous fungi; method of isolation; method of determination

秸秆具有资源丰富，来源广泛，资源化利用率

低，研究开发潜力大等特点而成为科研热点之一[1-15]。
我国秸秆资源约占世界秸秆的 30%左右，每年约产秸
秆近 6亿 t，45%～47%作为农村燃料，15%以烧荒形式
烧掉，只有很少一部分过腹还田或直接还田[1-3]。黑龙

江省是农业大省，耕地面积 1 177.30万 hm2，占全国

耕地总面积的 9.05%，主要种植作物有水稻、大豆、玉
米等，但长期密集耕作导致寒地黑土退化的同时，每

年产生大量秸秆被以烧荒等形式浪费。利用微生物降
解秸秆，从而促进秸秆还田，修复退化黑土是保护性

耕作寒地黑土的主要途径之一[8-10]。秸秆主要是由木
质素、纤维素、半纤维素等聚结的致密的碳水化合物
结晶结构以及少量蛋白质、脂肪、木质素、醇类、醛、酮
和有机酸等组成[7，12]。纤维素降解菌的筛选方法主要
有：纤维素选择培养基法、纤维素刚果红培养基法
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等[6，13，15]。传统的木质纤维素降解菌的筛选方法都需经
过初筛、复筛等步骤[6-7，11，14]。本文介绍了新建立的一种
分离秸秆降解丝状真菌的方法，摸索了一种新的鉴定

真菌降解秸秆的定性方法。

1 材料与方法

1.1 材料
1.1.1 供试黑土土样
取自黑龙江省哈尔滨市东北农业大学香坊农场

（典型寒地黑土地），水稻、大豆和玉米 3种秸秆受赠
于黑龙江哈尔滨靠河寨养牛场。
1.1.2 真菌分离、保藏培养基

PDA（土豆葡萄糖琼脂培养基）成品 32 g，琼脂粉
（Agar）8 g；对真菌进行降解秸秆定性试验的系列培养
基组分有：粉碎秸秆 10 g，NH4NO3 1 g，酵母粉 1 g，黑
土土壤浸液 10 mL，琼脂粉 20 g。以上培养基成分均
为定容至 1 000 mL的量，实际配制时根据需要换算
成需要的量，称完药品后用双蒸水定容，摇匀，121 ℃
湿热灭菌 30 min。粉碎秸秆分别为水稻、大豆和玉米
秸秆粉碎后各称取 10 g，混合秸秆为 3种粉碎秸秆各
3.33 g混合。
1.1.3 塑料盆规格

24 cm×18 cm×6 cm。微型高速万能试样粉碎机由
北京市永光明医疗仪器厂生产。
1.2 方法
1.2.1 黑土土壤浸液配制法

10 g黑土置于 250 mL三角瓶中，注入 100 mL水
振荡（100 r·min-1）20 min，过滤后分装灭菌密封待用。
1.2.2 粉碎秸秆方法
将水稻、大豆和玉米剪成 2～5 cm长的小片段后

用微型高速万能试样粉碎机粉碎，过 10 目（孔径 1
mm）筛子待用。
1.2.3 秸秆黑土腐熟培育方法
大豆、水稻、玉米秸秆剪成 10～20 cm长若干，各
取 100 g左右分别铺满 3个塑料盆底部，装入黑土，
使秸秆表面 2/3面积覆盖黑土，其余 1/3面积不被黑
土覆盖，浇自来水使黑土及秸秆渍水，在培育的时间

内，观察露出 1/3面积秸秆颜色及腐熟情况，适当浇
水保持黑土及秸秆的渍水湿度。
1.2.4 丝状真菌分离方法

95%乙醇 25 mL左右倒入灭菌空白平皿，自来水
清洗已经变为黑褐色或者其他颜色的半腐熟秸秆，剪

成 1～3 cm长小片段，将半腐熟秸秆小片段用灭菌金

属镊子转入装有酒精的平板中，使之浸入乙醇中。水
稻秸秆浸 30 s，大豆秸秆浸 60 s，玉米秸秆浸 90 s后
取出转入新的灭菌平皿内侧，待表面酒精晾干（5～10
min）后用灭菌金属镊子转入 PDA固体培养基平皿
中，用塑料薄膜密封平皿，将平皿顺置培养 8 d后倒
置培养 5～10 d，在生长真菌菌落边缘挑取小块菌落，
转入 PDA固体培养基平皿中培养，若发现生长有杂
菌，挑取菌落边缘转入新的装有 PDA固体培养基的
平皿中继续纯化。
1.2.5 分离的真菌编号
依据分离真菌的秸秆以及分离的顺序对真菌进

行编号。从水稻秸秆上分离的真菌分别编号为 R01，
R02，… Rn；从大豆秸秆上分离的真菌分别编号为
S01，S02，… Sn；从玉米秸秆上分离的真菌分别编号
为 M01，M02，… Mn。
1.2.6 降解秸秆定性试验培养基组分组合方法
分别用 3种秸秆按照表格差异设计的配方配制
培养基（表 1～3），将培养基和平皿灭菌后倒皿，每个
皿倒入培养基 18 mL左右，待平皿内的培养基冷却
后，接种所选菌株于装有相应培养基的平皿中心，用

塑料薄膜密封，28 ℃培养，观察真菌生长情况。本试
验重复 2次。
1.2.7 接种培养方法
用 PDA固体平板活化菌种，挑取相应平板上的
带菌种的小块培养基（1～3 mm2）接种于相应的平板培

养基上，用塑料薄膜密封，28 ℃培养，观测相应的真
菌生长情况，接种后 10 d左右，对于在相应培养基上
能生长的菌种，测其直径和估算厚度。
1.2.8 真菌厚度估算方法
设 3个对照（CK），CK1为仅由琼脂粉配制，CK2
为琼脂粉+土液+硝酸铵+酵母粉，CK3 为琼脂粉+
PDA。CK1培养基中各菌都不生长（对依靠接种带入
的少量培养基生长蔓延的少量菌丝标记为“不生
长”），用“-”表示，在 CK3上生长良好菌落厚度最大
的记为“+++++”，处于中间情况的分 4个等级分别记
为：“+”表示“隐约可见生长”；“++”表示“可见稀薄
生长”；“+++”表示“菌落明显可见且菌落较密”；
“++++”表示“菌落盖满生长区且菌落较厚”。

2 结果与讨论

2.1 真菌的分离
用黑土培育的秸秆在 15 d时已经呈现半腐烂状
态，表面黑褐色，有的秸秆表面长出白色的毛，用本文

刘保平等：一种降解秸秆的丝状真菌的分离和定性方法560



第 28卷第 3期 农 业 环 境 科 学 学 报

表 1 8株真菌在含有大豆秸秆的不同营养成分组合的培养基上的生长情况
Table 1 Growth status of the eight stains of fungi on the media of different combination of nutrient components include soybean stalks

菌株代号 S01 S03 S04 R01 R02 R03 R04 R07

琼脂粉（CK1） 0* 0 0 0 0 0 0 0

琼脂粉+大豆秸秆 3.7++** 7.0++ 4.2++ 7.5++ 1.0++ 5.5+ 6.2++ 1.0+++

琼脂粉+大豆秸秆+土液 3.7++ 7.0++ 4.2++ 7.5++ 1.0++ 7+ 7++ 1.8+++

琼脂粉+大豆秸秆+土液+硝酸铵 3.8++ 8.0++ 4.0++ 7.5+++ 2.5+++ 6.6++ 7.2+++ 2.3+++

琼脂粉+大豆秸秆+土液+硝酸铵+酵母粉 3.7++ 8.0++ 4.5++ 7.5+++ 2.5++ 8++ 7.5+++ 2.4+++

琼脂粉+土液+硝酸铵+酵母粉（CK2） 3.7++ 5.5+ 5.0+ 7.5+ 2.0+ 7.5+ 6.0++ 1.8+

琼脂粉+PDA（CK3） 4.0+++ 8.0+++ 6.2+++ 8.5++++ 2.8++++ 8.2++ 7.2++++ 2.5++++

注：*，菌落生长直径为 0 cm，厚度为 0 cm；**，菌落直径 3.7 cm，菌落厚度为“可见稀薄生长”；下同。
Note：*，Diameter of the colony is 0 cm，thickness is 0 cm；**，Diameter of the colony is 3.7 cm，thickness is“only visible”；so as the following。

表 2 8株真菌在含有玉米或水稻秸秆的不同组合营养成分的培养基上的生长情况
Table 2 Growth status of the eight stains of fungi on the media of different combination of nutrient components include maize stalks or straw

菌株代号 S01 S03 S04 R01 R02 R03 R04 R07

琼脂粉（CK1） 0 0 0 0 0 0 0 0

琼脂粉+玉米秸秆 3.8++ 8.0+ 3.0+ 8.5+ 1.0++ 6.0+ 5.0+ 1.5+++

琼脂粉+玉米秸秆+土液 4.0++ 8.0+ 3.5++ 8.5+ 1.0++ 6.0+ 5.0+ 1.5+++

琼脂粉+玉米秸秆+土液+硝酸铵 4.0++ 8.0+ 4.5++ 8.5+++ 2.5+++ 8.5+ 5.8+++ 1.5+++

琼脂粉+玉米秸秆+土液+硝酸铵+酵母粉 4.0++ 8.0++ 5.3++ 8.5+++ 2.5++ 8.0+ 6.6+++ 2.0+++

琼脂粉+水稻秸秆 4.5+++ 8.0+ 5.5++ 8.5+++ 2.2++ 8.0+ 5.5++ 2.0+++

琼脂粉+水稻秸秆+土液 4.5+++ 8.0+ 5.5++ 8.5++ 2.2++ 7.0+ 5.2++ 2.5+++

琼脂粉+水稻秸秆+土液+硝酸铵 4.8+++ 8.0+ 5.0+++ 8.5+++ 2.2++ 8.0++ 6.0++ 3.5+++

琼脂粉+水稻秸秆+土液+硝酸铵+酵母粉 5.0+++ 8.0+ 5.0+++ 8.5++++ 2.2+++ 8.5++ 8.5+++ 3.5+++

琼脂粉+土液+硝酸铵+酵母粉（CK2） 3.8++ 5.0++ 5.2+ 8.5++ 2.5+ 7.0+ 6.0++ 2.0+

琼脂粉+PDA（CK3） 4.0+++ 8.0+++ 6.0+++ 8.5++++ 3.0++++ 8.5++ 7.0++++ 2.0++++

前面描述的方法，每种秸秆接种 5个 PDA平皿，每个
平皿中接入 3个秸秆小片段，接入的秸秆小片段在
PDA平板中培养的前 5 d内见不到微生物菌落生长
或者生长不明显，5～8 d后陆续可见真菌菌落。根据菌
落形态差异，用 PDA培养基分离出真菌 56株，分别
为：R01～19，S01～13，M01～24，其中丝状真菌 46株，其
他 10株分别为 M03，M09，M10，M11，M12，R10，R12，
R17，R18，R19。
2.2 降解秸秆定性培养基选择与比较
从分离的 56株菌种中选出 8株形态差异较大、

生长较快的菌株，试验其在不同营养成分组合的培养

基上的生长情况（表 1）。
结果表明，各个菌株均不能在仅有琼脂粉的培

养基上生长，但是能在含有秸秆粉的培养基上较好

生长而无论是否含有硝酸铵、酵母粉、土液等，在没有
秸秆粉但有酵母粉的培养基上也能生长，只是生长相

对较慢。

同时分别用水稻和玉米两种秸秆代替大豆秸秆

作平行试验（表 2）。
结果表明，同一菌株分别在含有 3种秸秆的培养
基中生长的差异较小，不同菌株在同一培养基上的生

长存在较大差异，表现出一定的多样性。
2.3 降解秸秆定性试验
选取秸秆粉+琼脂粉的培养基对分离的 56株菌中除
上述 8株菌株外的其他 48株菌也进行了秸秆降解定
性试验（表 3）。结果表明，除 M03和 R10在玉米秸秆
培养基上没有发现生长外，所有供试菌株在分别含

有 3种秸秆之一的培养基上都可见生长现象，38株
丝状真菌在 3种秸秆的培养基上都具有明显生长；
10株非丝状菌株在含 3种秸秆的培养基上生长时直
径增长较慢（不超过 1 cm），从不同秸秆上分离的菌
株对 3种秸秆都具有降解作用，各菌株在含 3 种秸
秆的培养基上生长的差异较小，菌株之间的生长差

异较大，具有一定多样性。
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表 3 48株菌分别在含有 3种秸秆之一的培养基上的生长情况
Table 3 Growth status of the forty-eight stains of fungi on the media which components include one of the three stalks

菌株代号 M09 M10 M11 M12 M13 R05 R06 R08

琼脂粉+大豆秸秆 0.5+ 0.5+++ 0.5++++ 0.5++ 3.5++ 7.5+ 3.0+++++ 3.5+++++

琼脂粉+玉米秸秆 0.5+++ 0.5+++ 1.0++++ 0.5++ 3.5+++ 7.5++ 2.5+++++ 3.5+++++

琼脂粉+水稻秸秆 1.0+ 0.5+++ 0.5++++ 0.5++ 4.0++ 7.0+ 3.5+++++ 3.5+++++

菌株代号 R09 R10 R11 R12 R13 R14 R15 R16

琼脂粉+大豆秸秆 8.0+ 0.5++ 8.5++++ 0.5++++ 6.0+++ 6.5+++ 5.0+ 8.0+++

琼脂粉+玉米秸秆 6.0+ 0 8.5++ 0.5++++ 7.0+++ 6.0+++ 5.0+ 8.0+++

琼脂粉+水稻秸秆 8.0+ 1.5++ 8.5++++ 0.5++++ 5.5+++ 5.0+++ 5.0+ 8.5+++

菌株代号 M01 M02 M03 M04 M05 M06 M07 M08

琼脂粉+大豆秸秆 7.5+ 7.0++ 0.5+++ 6.5+ 8.5++ 7.0++ 5.5++ 8.0++

琼脂粉+玉米秸秆 5.5+ 7.0+++ 0 7.0+ 6.0++ 8.0++ 5.0++ 8.0++

琼脂粉+水稻秸秆 5.5+ 8.0++ 0.5+++ 8.0+ 8.5++ 8.0+++ 8.0+ 8.0++

菌株代号 R17 R18 R19 S02 S05 S06 S07 S08

琼脂粉+大豆秸秆 0.5++ 0.5++++ 0.5+ 8.0+++ 8.5+++ 8.0+ 5.0+ 6.0+

琼脂粉+玉米秸秆 1.0++ 0.5++++ 0.5+ 8.0+++ 6.0+++ 3.0+++ 3.5+++ 5.0+

琼脂粉+水稻秸秆 0.5++ 0.5++++ 0.5+ 7.5++ 8.0++ 8.0+ 6.0+ 8.0+

菌株代号 S09 S10 S11 S12 S13 S14 S15 S16

琼脂粉+大豆秸秆 5.0+++ 4.5++ 6.0++ 2.5+++++ 4.5++ 7.5++ 5.5++ 5.5++

琼脂粉+玉米秸秆 5.0++++ 8.5++ 4.0+++ 2.5+++++ 6.0++ 8.0+ 6.0+++ 6.0+++

琼脂粉+水稻秸秆 6.0++++ 7.0++ 6.0+ 2.5+++++ 4.0++ 8.0++ 5.5+++ 5.0+++

菌株代号 S17 S18 S19 S20 S21 S22 S23 S24

琼脂粉+大豆秸秆 5.5++ 5.5+ 5.0+++ 5.5+++ 5.5++ 6.0++ 5.0++ 5.5+++

琼脂粉+玉米秸秆 5.0++ 6.5+ 5.0+++ 5.0++++ 6.0++ 7.0++ 5.0++ 5.5+++

琼脂粉+水稻秸秆 5.5++ 6.0+ 5.0+++ 5.0++++ 6.0++ 5.0+ 5.0++ 6.0+++

3 结论

本文所建立的分离秸秆降解相关菌株的方法简

单适用，用此法分离的 56株真菌中，46株丝状真菌
全部可以在只含秸秆一种碳源的培养基上良好生长，

其他 10株非丝状真菌生长较慢。选取形态差异较大
的 8株菌，以玉米秸秆以及几种添加物组合配制成系
列培养基，以只含琼脂粉和水分配制成的“培养基”
（CK1）以及土豆葡萄糖琼脂培养基（PDA）（CK3）为两
个对照，28℃培养，观测菌株的生长情况。结果表明，
在 CK1上供试 8株菌不生长，在 CK3（PDA）上都生
长非常好，含有秸秆以及其他添加成分的培养基上生

长情况介于上述两个对照之间。添加的几种辅助物都
不能明显提高供试菌株的长势（表 1）。以稻草和大豆
秸秆取代玉米秸秆作相似试验，结果表明，供试 8株
菌在稻草和大豆秸秆上的长势类似于在玉米秸秆系

列培养基上，添加的几种辅助物同样不能明显提高供

试菌株的长势（表 2）。上述试验中，供试 8株菌菌株

间的长势差别较大，具有一定多样性。供试 8株菌在
只用琼脂粉配制的培养基上不能生长，说明这 8株菌
不能利用琼脂粉或者平皿中的二氧化碳生长。这也说
明在只含琼脂粉和秸秆的培养基上能生长的主要是

在利用秸秆生长。
微生物生长需要碳源、氮源、生长因子、微量元素等，
由于本文的后续研究的最终目的是通过微生物降解

秸秆来修复退化黑土提高黑土地力，因此本试验所采

用的用来组合培养基的成分尽量使用天然的或者农

业经常使用的物质。所用培养基组分的选取以及组合
的思路如下：用黑土浸液来作为微生物生长可能需要

的微量元素，用硝酸铵作为氮源来补充仅用秸秆作培

养基时氮源不足，降低因缺氮导致的过高碳氮比[3]。对
于培养基的 pH，由于田间实际生产中调节 pH难以
推广，用硝酸铵是因为其本身就是氮肥，虽然硝酸铵

溶液呈略酸性，配置的培养基可能呈弱酸性，但真菌

在中性偏酸的培养基上能较好生长。对于碳源，用秸
秆直接代替传统方法经常用到的纤维素钠 [11，14-15]，这
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样既贴近生产实际，又能少走弯路。
对微生物是否降解秸秆的定性鉴别方法是：试验

待测菌株在用秸秆+双蒸水+琼脂粉配制的培养基上
是否生长，生长的快慢即可反映菌株降解秸秆的速率

大小。对其他 48株菌进行秸秆降解定性鉴别，结果表
明，38株丝状真菌在 3种秸秆的培养基上都具有明
显生长；10株非丝状菌株在含 3种秸秆的培养基上
生长时直径增长较慢（不超过 1 cm）。本试验所用秸
秆粉经过灭菌处理，秸秆粉的制作过程遭到的机械破

坏作用以及灭菌过程的高温高压作用，可能有利于微

生物对秸秆的吸收利用，对农作物秸秆的直接降解将

可能面临着秸秆表面的蜡质层阻挠，以及秸秆表面其

他菌的抑制、拮抗以及竞争作用。本文建立的分离秸
秆降解丝状菌的这种方法定名为秸秆钓取分离法，秸

秆降解定性的这种方法定名为秸秆粉培养基定性鉴

别法。此两种方法为国内首次公开报道。
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