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象白蚁肠道中一个纤维素降解菌群的分离和特性研究
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摘要：利用滤纸培养基从象白蚁（Ｎａｓｕｔｉｔｅｒｍｅｓ　ｓｐ．）肠道中分离出一个具有纤维素降解能力，能够降解滤纸的混合菌群。

在起始ｐＨ　６．５，３７℃培养条件下培养６ｄ可得到最高的纤维素酶（ＣＭＣａｓｅ和ＦＰａｓｅ）活性。在优化条件下，混合菌群的滤纸

降解率在第１５ｄ达到最大值６６．３％，显示出较高的滤纸降解效率。酶谱活性染色分析显示，混合菌群在以滤纸为唯一碳源的

生长过程中至少表达了８种内切葡聚糖酶和４种木聚糖酶。扫描电镜观察到该混合菌群包含短杆状和球形两种形态的细菌。

基于１６ＳｒＲＮＡ基因的系统发育分析表明，该混合菌群中至少存在两种细菌，分别属于沙雷氏菌属（Ｓｅｒｒａｔｉａ）和类芽胞杆菌属

（Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ）。这两种细菌协同降解纤维素的机制值得进一步深入研究。
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０　引　言

纤维素是地球上最丰富的可再生生物质资源，
是由Ｄ－吡喃葡萄糖基单元通过β－１，４糖苷键连接而

成的天然链状高分子化合物，是植物细胞壁最主要的
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成分（２８％～５０％）［１］。纤维素的彻底降解需要三种不

同催化机制的纤维素酶：内切葡聚糖酶 （ＥＣ　３．２．１．４，

ｅｎｄｏ－β－１，４－ｇｌｕｃａｎａｓｅ）、外切葡聚糖酶 （ＥＣ　３．２．１．７４，

ＥＣ　３．２．１．９１，ｅｘｏ－β－１，４－ｇｌｕｃａｎａｓｅ，包 括 纤 维 糊 精 酶

（ＥＣ　３．２．１．７４）或纤维二糖水解酶（ＥＣ　３．２．１．９１））和

β－葡萄 糖 苷 酶（ＥＣ　３．２．１．２１，β－Ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅｓ）
［２］。

半纤维素是地球上第二大丰富的生物聚合物，其主

要组分木聚糖是由β－木吡喃糖基单元通过β－１，４－糖

苷 键 连 接 而 成 的 线 性 聚 合 物，可 以 被 木 聚 糖 酶

（ＥＣ　３．２．１．８）和β－木糖苷酶（Ｅ．Ｃ．３．２．１．３７）切 割

以释放木糖［３］。
白蚁属于 蜚 蠊 目（Ｂｌａｔｔａｒｉａ）昆 虫，是 自 然 界 少

数能够高效降解木质纤维素的昆虫之一，这种高效

降解与其肠道共生微生物（包括细菌、古菌和真核生

物鞭毛虫）的活动密不可分［２，４］。研究表明，鞭毛虫

在低等木食性白蚁的纤维素降解过程中发挥了重要

作用；而共生细菌则在丢失了鞭毛虫的高等木食性

白蚁的纤 维 素 降 解 过 程 中 发 挥 关 键 作 用。象 白 蚁

（Ｎａｓｕｔｉｔｅｒｍｅｓ　ｓｐ．）是广 泛 分 布 于 热 带 和 亚 热 带 地

区的一种高等木食性白蚁，象白蚁对木质纤维素的

降解除了利用自身分泌的内源性纤维素酶和半纤维

素酶以外，更为复杂的降解过程由其肠道共生微生

物（以细菌为主）来完成［５］。象白蚁肠道Ｐ３区的共

生细菌主要包括螺旋体、ＴＧ３、厚壁菌、纤维杆菌、拟
杆菌、放线 菌 等［６］。对 象 白 蚁 肠 道Ｐ３区 细 菌 的 元

基因组研究表明，来源于肠道共生细菌的大量纤维

素酶和木聚糖酶基因绝大多数与螺旋体和纤维杆菌

相关［７］。据推测，象白蚁肠道中存在许多与 木 质 纤

维素降解相关的共生细菌，但迄今为止，从象白蚁等

高等木食性白蚁中分离得到纤维素或半纤维素降解

细菌却鲜见报道［８］。本研究成功地从象白蚁肠道中

分离得到一个能够降解纤维素的混合菌群，并对该

混合菌群降解纤维素的能力进行了初步分析，为进

一步阐明高等木食性白蚁降解纤维素的机制、将白

蚁共生微生物资源用于生物质能源产业的开发奠定

了基础。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　实验材料

高等木食性白蚁象白蚁采自海南省五指山自然

保护区。

１．１．２　培养基

筛选培 养 基：酵 母 提 取 物０．０４ｇ／Ｌ，麦 芽 提 取

物０．１ｇ／Ｌ，ＣａＣＯ３２ｇ／Ｌ，Ｗｈａｔｍａｎ　ＮＯ．１滤纸条

５ｇ／Ｌ。
发酵培养基：酵母提取物０．５ｇ／Ｌ，麦芽提取物

０．５ｇ／Ｌ，蛋白胨０．５ｇ／Ｌ，ＮａＣｌ　０．５ｇ／Ｌ，ＫＨ２ＰＯ４
０．２ｇ／Ｌ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ　０．１３ｇ／Ｌ，ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ
０．５ｇ／Ｌ，Ｗｈａｔｍａｎ　ＮＯ．１滤纸条５ｇ／Ｌ。

分离培养基：酵母抽提物５ｇ／Ｌ，葡萄糖７ｇ／Ｌ，
琼脂粉１５ｇ／Ｌ。

１．２　方法

１．２．１　纤维素降解混合菌群的富集和筛选

选取１０只象白蚁工蚁，用７５％酒精、无菌水依

次清洗体表。用尖头镊子拉出整个肠道，置于１ｍＬ
无菌ＰＢＳ缓冲液中，用无菌匀浆棒充分匀浆后得到

白蚁肠道菌悬液。取１００μＬ白蚁肠道菌悬液接种

于筛选培养基中，以不接菌悬液的培养基作为对照，
好氧条件下３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ震荡培养两周，观察滤

纸的崩解情况。将有滤纸崩解的试管中的培养物按

１０％的接种量转接到发酵培养基中，好氧条件下３７
℃、２００ｒ／ｍｉｎ震荡培养至滤纸完全崩解后，以同样

的方式将培养物连续多次转接至发酵培养基中，观

察并记录滤纸从开始出现崩解到完全崩解的过程，
直至该混合菌群具有稳定的纤维素降解能力。

１．２．２　酶活性测定

粗酶液制备：本研究中，所有酶活性检测利用的

粗酶液均为混合菌群培养物中的上清液。将５０ｍＬ
具有稳定滤纸降解能力的混合菌群接种到２５０ｍＬ
发酵培 养 基 中，定 时 收 集 培 养 基 发 酵 液，在４℃以

１０　０００ｒ／ｍｉｎ离 心１０ｍｉｎ，得 到 的 上 清 液 经０．２２

μｍ滤膜过滤后，即得到用于酶活性测定的粗酶液。
滤纸酶（ＦＰａｓｅ）活性测定：检测滤纸酶活性时，

以５ｍｇ（１ｍｍ×６ｍｍ）滤纸（Ｗｈａｔｍａｎ　ＮＯ．１）作为

底物，反 应 体 系 为１００μＬ　ｐＨ　７．０的 ＰＣ缓 冲 液

（０．４１％ Ｎａ２ＨＰＯ４，０．２５％ ＮａＨ２ＰＯ４，０．０１８％
Ｃｉｔｒａｔｅ·Ｈ２Ｏ，０．３３％Ｃｉｔｒａｔｅ·Ｎａ３·２Ｈ２Ｏ）和５０

μＬ适当稀 释 的 上 清 粗 酶 液，对 照 组 包 括 空 白 对 照

组、样品对照组和底物对照组，对照组反应６０ｍｉｎ，
取出 后 加 入２００μＬ　ＤＮＳ溶 液，混 匀 后 沸 水 浴１０
ｍｉｎ，取出迅速冷却，再补加１ｍＬ　ｄｄＨ２Ｏ，摇匀，短

暂离心滤纸 沉 降 后，短 暂 离 心 取２００μＬ于 酶 标 板

中，酶标仪 测 其 在５４０ｎｍ波 长 下 的 吸 光 值。实 验

重复３次。根据葡萄糖标准曲线计算释放的还原糖

（葡萄糖）的量。
内切葡 聚 糖 酶（ＣＭＣａｓｅ）活 性 测 定：检 测 内 切

葡聚糖酶活性时以１％羧甲基纤维素钠（ＣＭＣ－Ｎａ）
溶液（ｐＨ　７．０的ＰＣ缓冲液配制）为底物，反应体系

为１００μＬ　ＣＭＣ－Ｎａ溶液和５０μＬ适当稀释的上清
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粗酶液，对照组包括空白对照组、样品对照组和底物

对照 组，对 照 组 反 应３０ｍｉｎ，取 出 后 加 入２００μＬ
ＤＮＳ溶液，混匀后沸水浴１０ｍｉｎ，取出迅速冷却，再
补加１ｍＬ　ｄｄＨ２Ｏ，摇 匀，短 暂 离 心 后 取２００μＬ于

酶标板中，酶标仪测其在５４０ｎｍ波长下的吸光值。
实验重复３次。根据葡萄糖标准曲线计算释放的还

原糖（葡萄糖）的量。
酶活单 位（Ｕ）定 义：每 分 钟 分 解 底 物 释 放１

μｍｏｌ还原糖（葡萄糖）所需的酶量。

１．２．３　培养条件对混合菌群产酶的影响

接种时间、培 养 温 度 和 培 养 基 初 始ｐＨ 都 对 混

合菌群发酵产酶具有一定的影响。为探究混合菌群

在不 同 时 间 的 酶 产 量，将 混 合 菌 群 在３７ ℃、２００
ｒ／ｍｉｎ条件下发酵培养８ｄ，每天定时（间隔２４ｈ）取

样，按１．２．２的方法制备粗酶液并进行酶活性测定。
测定培养基初始ｐＨ和培养温度对混合菌群发酵产

酶的影响时，分别选择发酵培养基初始ｐＨ为５．０、

５．５、６．０、６．５、７．０，培养温度为２５、３０、３５、３７、４０、４５
℃，对混合菌群发酵培养６ｄ后，取上清液测定不同

条件下内 切 葡 聚 糖 酶（ＣＭＣａｓｅ）和 滤 纸 酶（ＦＰａｓｅ）
的活性。

１．２．４　混合菌群滤纸降解率分析

为分析混合菌群的滤纸降解情况，将混合菌群

接种到含有１％（ｍ／Ｖ）滤 纸 的 发 酵 培 养 基 中，在 优

化条件下发酵培 养１５ｄ，每 隔３ｄ取 样，参 照Ｔａｉｌ－
ｌｉｓｚ等［９］的方法测定发酵培养基中滤纸残留量。

１．２．５　混合菌群发酵液的酶谱分析

将混合菌 群 接 种 到 发 酵 培 养 基 中，３７℃、２００
ｒ／ｍｉｎ恒温摇床震荡培养。取培养６ｄ后的上清液，
经过０．２２μｍ滤膜过滤后，用离心浓缩仪将上清液

浓缩５倍，得 到 粗 酶 液，再 进 行 Ｎａｔｉｖｅ－ＰＡＧＥ电

泳［１０］。电泳 完 成 后，取 出 凝 胶 用 蒸 馏 水 清 洗 干 净

后，置于预先配制好的１％ ＣＭＣ或１％木聚糖溶液

中，在５０℃反应３０ｍｉｎ。底物反应结束后，倒掉底

物溶液并用蒸 馏 水 清 洗 几 次，加 入０．１％刚 果 红 染

液染色３０ｍｉｎ。染色完 成 后 倒 掉 染 色 液，加 入１％
氯化钠溶液进 行 脱 色 至 显 现 出 条 带，再 用５％的 醋

酸（ｖ／ｖ）或１％ ＮａＯＨ冲洗终止反应。最后将凝胶

置于扫描仪上，凝胶成像。

１．２．６　混合菌群细菌形态的扫描电镜观察

用扫描电 子 显 微 镜（ＳＥＭ）观 察 在 发 酵 培 养 基

中的混合菌群形态。将混合菌群接种于发酵培养基

中，３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ震荡培养７２ｈ后，待滤纸部分

降解时将滤纸 取 出，２．５％戊 二 醛 固 定２ｈ，乙 醇 梯

度脱水，经真空干燥器干燥后，喷金观察［１１］。

１．２．７　混合菌群细菌多样性分析

以天根细菌基因组ＤＮＡ提取试剂盒提取混合

菌群的总ＤＮＡ，使用细菌通用的１６ＳｒＲＮＡ基因引

物２７Ｆ（５’－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－３’）和

１４９２Ｒ（５’－ＴＡＣＧＧＹＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３’）扩

增１６ＳｒＲＮＡ基因片 段。将 经 过 纯 化 的ＰＣＲ产 物

连接到ｐＧＥＭ－Ｔ　ｅａｓｙ载体，４℃过夜。转化到大肠

杆菌ＤＨ５α感受态细胞中，挑取阳性克隆，以载体特

有序列Ｍ１３Ｆ（５’－ＧＴＡＡＡＡＣＧＡＣＧＧＣＣＡＧ－３’）和

Ｍ１３Ｒ（５’－ＣＡＧＧＡＡＡＣＡＧＣＴＡＴＧＡＣ－３’）为 引 物

进行菌落ＰＣＲ扩增。将扩增正确的ＰＣＲ产物分别

用两种 限 制 性 内 切 酶 ＭｓｐＩ和ＡｆａＩ进 行 酶 切。

３７℃酶切４ｈ后取３μＬ酶切产物用１．５％琼脂糖

进行电泳检测。比对这两种酶切图谱，选取不同核

糖型的ＰＣＲ产物送上海桑尼公司测序。将 所 得 序

列用ＳｅｑＭａｎ软件处理后，在ＮＣＢＩ中利用Ｂｌａｓｔ进

行同源性比对，确定细菌的种属分类。

２　结果

２．１　纤维素降解菌群的富集和筛选

取１００μＬ象白蚁肠道菌悬液接种于初筛培养

基中，好氧条件下３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ震荡培养，第７ｄ
开始液体培养基中的滤纸条慢慢变软，１５ｄ左右滤

纸条完全崩解。对比空白对照，推测该培养物中已

富集到了具有纤维素降解能力的微生物（图１）。然

后将该管（图１右侧试管）培养物转接到发酵培养基

中，３ｄ后滤纸明显变软，６ｄ左右滤纸完全崩解，经

多次转接培养后该混合菌群培养物均在６ｄ左右使

滤纸完全崩解，说明该混合菌群具有稳定的纤维素

降解能力。

２．２　培养条件对混合菌群产酶的影响

２．２．１　培养时间

混合菌群发酵时间持续８ｄ，前６ｄ随着接种时

间的 延 长，混 合 菌 群 产 生 的 内 切 葡 聚 糖 酶（ＣＭ－
Ｃａｓｅ）活性和滤纸酶（ＦＰａｓｅ）活性不断提高，在第６ｄ
时达到 最 高（ＣＭＣａｓｅ活 性 和 ＦＰａｓｅ活 性 分 别 为

０．５００Ｕ／ｍＬ和０．０９９Ｕ／ｍＬ）。随后两种酶活性开

始逐渐降低（图２）。

２．２．２　培养温度

培养温度对混合菌群分泌的胞外纤维素酶的影

响如图３所 示。在３７℃培 养 时，混 合 菌 群 分 泌 的

ＣＭＣａｓｅ和 ＦＰａｓｅ 活 性 最 高，分 别 达 到 ０．４９１
Ｕ／ｍＬ和０．１０１Ｕ／ｍＬ。在较高温度下，一方面由于

混合菌群的生长开始受到抑制，另一方面推测是由

于酶存在热变性，因此混合菌群产生的胞外酶活性
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图１　从象白蚁Ｎａｓｕｔｉｔｅｒｍｅｓ　ｓｐ．肠液中筛选的

纤维素降解菌群

Ｆｉｇ．１　Ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ－ｄｅｇｒａｄｉｎｇ　ｂａｃｔｅｒｉａｌ　ｃｏｎｓｏｒｔｉｕｍ

ｉｓｏｌａｔｅｄ　ｆｒｏｍ　ｔｈｅ　ｇｕｔ　ｏｆ　Ｎａｓｕｔｉｔｅｒｍｅｓ　ｓｐ．
１：未 加 象 白 蚁 肠 液 的 对 照；２：加 有１００μＬ象 白 蚁 肠 液 的 样

品，滤纸崩解沉于试管底部

１：ｃｏｎｔｒｏｌ　ｗｉｔｈｏｕｔ　ａｄｄｉｎｇ　ｇｕｔ　ｆｌｕｉｄ　ｏｆ　Ｎａｓｕｔｉｔｅｒｍｅｓ　ｓｐ．；２：

ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ　ｃｕｌｔｕｒｅ　ｉｎｃｕｂａｔｅｄ　ｗｉｔｈ　１００μＬ　ｇｕｔ　ｆｌｕｉｄ　ｏｆ　Ｎａｓｕｔｉ－

ｔｅｒｍｅｓ　ｓｐ．，ｔｈｅ　ｆｉｌｔｅｒ　ｐａｐｅｒ　ｄｅｂｒｉｓ　ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｅｄ　ａｔ　ｔｈｅ　ｂｏｔｔｏｍ　ｏｆ

ｔｈｅ　ｔｕｂｅ

图２　培养时间对酶活性的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ　ｔｉｍｅ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｅｎｚｙｍｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ

快速下降。

２．２．３　起始ｐＨ
起始ｐＨ对混合菌群产生的纤维素酶的影响如

图４所 示。当 起 始ｐＨ 值 从５．０增 加 到６．５时，

ＣＭＣａｓｅ和ＦＰａｓｅ活性不断升高，最佳产酶起始ｐＨ
值为６．５，ＣＭＣａｓｅ和 ＦＰａｓｅ活 性 分 别 为０．４９９
Ｕ／ｍＬ和０．１０３Ｕ／ｍＬ。这表明中性和偏酸性环境

有利于混合菌群的生长及纤维素酶的分泌。通常情

况下，培养基的ｐＨ 值可以影 响 细 菌 细 胞 膜 的 通 透

性和某些离子的利用，从而影响细菌的细胞生长和

产酶活性。

图３　培养温度对酶活性的影响

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｅｎｚｙｍｅ

ａｃｔｉｖｉｔｙ

图４　起始ｐＨ对酶活性的影响

Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｉｎｉｔｉａｌ　ｐＨ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｅｎｚｙｍｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ

２．３　混合菌群对滤纸的降解效率

参照Ｔａｉｌｌｉｓｚ等［９］的方法计算混合菌群对滤纸

的降解率。在优化条件下每３ｄ对混合菌群培养物

进行取样，检测残 留 滤 纸 量。尽 管 接 种６ｄ后 滤 纸

已全部崩解，但彻底降解的比率较低。第９ｄ时，滤

纸降解率为４９．１％，在第１５ｄ时，滤纸降解率达到

６６．３％，说 明 该 混 合 菌 群 具 有 较 强 的 纤 维 素 降 解

能力。

２．４　混合菌群发酵液的酶谱分析

混合菌群发酵产生的胞外蛋白酶的ＣＭＣａｓｅ酶

谱和木聚糖酶酶谱分析结果如图５所示。ＣＭＣａｓｅ
酶谱显示至少有８条条带，木聚糖酶酶谱显示至少

有４条条带，说明混合菌群能产生至少８种内切葡

聚糖酶和４种木聚糖酶。

２．５　混合菌群细菌形态的扫描电镜观察

为探究混合菌群的细菌形态和组成，取发酵培

养基中的滤纸进行扫描电镜观察，结果如图６所示。
培养物中大量生长的细胞倾向于吸附在沉淀于培养

瓶底部及悬浮着的滤纸上，且能观察到滤纸裂解现

象（图６Ａ，图６Ｂ）。由此可见，混合菌群中的细菌在
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图５　ＣＭＣａｓｅ酶谱（左）和木聚糖酶酶谱（右）分析

Ｆｉｇ．５　ＣＭＣａｓｅ－ｚｙｍｏｇｒａｍ（ｌｅｆｔ）ａｎｄ　ｘｙｌａｎａｓｅ－ｚｙｍｏｇｒａｍ
（ｒｉｇｈｔ）ａｎａｌｙｓｉｓ

培养过程中能大量吸附在滤纸上生长，而这种对滤

纸的强吸附性是其对滤纸进行降解的先决条件。从

形态上观察，混合菌群中的细菌形态主要为杆状和

球状（图６Ｃ，图６Ｄ）。

２．６　混合菌群中细菌的多样性分析

为 进 一 步 了 解 该 混 合 菌 群 对 纤 维 素 的 降 解 机

制，本文对该混合菌群中细菌的组成结构进行了分

析。利用细菌１６ＳｒＲＮＡ基因通用引物，以 混 合 菌

群的总ＤＮＡ 为 模 板 进 行ＰＣＲ扩 增，构 建 了 细 菌

１６ＳｒＲＮＡ基因文 库。从 文 库 中 随 机 挑 取 了４８个

克隆进行限制性片段长度多态性分析，结果表明该

混合菌 群 中 仅 有 两 种 不 同 类 型 的 细 菌。对１６Ｓ
ｒＲＮＡ基 因 的 分 析 显 示 一 种 细 菌 与 粘 质 沙 雷 氏 菌

图６　混合菌群中细菌形态的扫描电镜观察

Ｆｉｇ．６　Ｓｃａｎｎｉｎｇ　ｅｌｅｃｔｒｏｎ　ｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｂａｃｔｅｒｉａｌ　ｃｏｎｓｏｒｔｉｕｍ
Ａ，Ｂ，Ｃ：沉淀于培养瓶底部的滤纸样品；Ｄ：悬浮在培养基中的滤纸样品

Ａ，Ｂ，Ｃ：ＳＥＭ　ｉｍａｇｅｓ　ｏｆ　ｆｉｌｔｅｒ　ｐａｐｅｒ　ｒｅｓｉｄｕｅ　ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｅｄ　ｏｎ　ｔｈｅ　ｂｏｔｔｏｍ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｆｌａｓｋ；Ｄ：ＳＥＭ　ｉｍａｇｅ　ｏｆ　ｆｉｌｔｅｒ　ｐａｐｅｒ　ｓｕｓｐｅｎｄｅｄ　ｉｎ　ｔｈｅ

ｃｕｌｔｕｒｅ　ｍｅｄｉｕｍ
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（Ｓｅｒｒａｔｉａ　ｍａｒｃｅｓｃｅｎｓ）菌株ＲＪＴ的１６ＳｒＲＮＡ基因

序列（ＥＵ２３３２７５．１）具 有９９％的 相 似 性，另 一 种 细

菌与哥本类芽胞杆菌（Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ　ｋｏｂｅｎｓｉｓ）菌 株

ＤＳＭ　１０２４９的１６ＳｒＲＮＡ基 因 序 列（ＮＲ＿０４０８９４．
１）具有９７％的相似性。

３　结论与讨论

迄今为止，人们已经从白蚁肠道中分离出一些

纤维素 和 半 纤 维 素 降 解 菌。Ｏｈｋｕｍａ等［１２］从 一 种

土食性白蚁肠道中分离出一株嗜碱性的能降解木聚

糖 的 类 芽 胞 杆 菌 （Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｐ．）。Ｄｈｅｅｒａｎ
等［１３］从高等木 食 性 白 蚁 中 也 分 离 到 一 株 能 够 降 解

木聚 糖 的 类 芽 胞 杆 菌（Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ　ｍａｃｅｒａｎｓ）。

Ｔａｒａｙｒｅ等［１４］从 桑 特 散 白 蚁（Ｒｅｔｉｃｕｌｉｔｅｒｍｅｓ　ｓａｎ－
ｔｏｎｅｎｓｉｓ）分离 到 一 株 假 单 胞 菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｓｐ．）

和一株枯草芽胞杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ），这 两 株 菌

分别 能 够 产 生 纤 维 素 酶 和 半 纤 维 素 酶。Ｍａｔｈｅｗ
等［１５］从 黑 翅 土 白 蚁（Ｏｄｏｎｔｏｔｅｒｍｅｓ　ｆｏｒｍｏｓａｎｕｓ）分

离出一株能降解纤维素的芽胞杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）和一

株梭菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａ），这两株菌能够协同作用促进木

质纤维素的降解并产生氢气。本研究首次从象白蚁

肠道中分离 到 一 个 能 够 稳 定 降 解 纤 维 素 的 混 合 菌

群，并对其发酵条件进行了优化。在优化条件下混

合菌群具有较高的滤纸降解率。在起始ｐＨ　６．５及

３７℃培养条件下 培 养 第６ｄ时，ＣＭＣａｓｅ和 ＦＰａｓｅ
显示出最大酶活性，推测该条件与白蚁肠道的温度、
酸碱度等理化条件相适应。对混合菌群发酵液中蛋

白酶谱的分析显示该体系至少表达了８种内切葡聚

糖酶和４种木聚糖酶，说明该菌群也具有半纤维素

降解活性。扫描电镜观察和系统发育分析表明，该

混合 菌 群 中 至 少 存 在 两 种 细 菌，这 两 种 细 菌１６Ｓ
ｒＲＮＡ基因序列 分 别 与 粘 质 沙 雷 氏 菌 菌 株 ＲＪＴ和

哥本类芽胞杆菌菌株ＤＳＭ　１０２４９具有９９％和９７％
的相似性。

有文 献 报 道 从 散 白 蚁（Ｒｅｔｉｃｕｌｉｔｅｒｍｅｓ　ｈｅｓｐｅｒ－
ｕｓ）中分离出的粘质沙雷氏菌具有内切葡 聚 糖 酶 活

性，但不具 有 滤 纸 降 解 能 力［１６，１７］，而 从 白 蚁 肠 道 分

离出的一些类芽胞杆菌能够降解木聚糖［１２，１３，１８］。本

研究表明，不同的共生细菌可能协同作用降解木质

纤维素。而在象白蚁肠道中，参与木质纤维素降解

过程的微生物远不止这些细菌。象白蚁肠道结构比

较复杂，其 前 肠、中 肠 和 后 肠 不 同 腔 室 中ｐＨ、氧 化

还原电位等理化条件均有差异，其中纤维素降解主

要发生在后肠的Ｐ３区，该区氧化还原电位为负值，
共生细菌多样性很高，绝大多数为厌氧细菌，包括能

够降解纤维素的纤维杆菌（Ｆｉｂｒｏｂａｃｔｅｒ）［６］。本研究

在好氧条件下从象白蚁肠道中分离到一个能够降解

纤维素的混合菌群，初步研究显示菌群中的细菌并

不是该白 蚁 肠 道 内 的 优 势 共 生 细 菌。在 后 续 研 究

中，可模拟白蚁肠道的微好氧或厌氧环境，尝试设计

不同的培养基，分离筛选白蚁肠道中能够高效降解

木质纤维素的优势共生细菌或菌群，并对其协同降

解机制进行研究，为实现白蚁肠道来源的微生物资

源的工业化应用奠定基础。本研究得到的混合菌群

中两种细菌在纤维素降解过程中是否协同发挥作用

及其协同机制有待进一步探讨。
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