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“

分解纤维素的微生物的分离
”

疑点探讨

月
２
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；
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摘 要 本文针对
“

分解纤维素的微生物的分离
”

实验中常见的四点疑问进行探讨
，
为该实验教学的顺利开展提供参考 。

关键词 纤维 素分解菌 培养基 分离 实验教学

“

分解纤维素 的微生物的分离
”

是人教版高 中生

物学教材选修 １
《生物技术实践》 中 的

一个课题
，
主要

目 的是使学生了解微生物分离 的基本原理 ， 掌握从土

壤中筛选纤维素分解菌的技术 ，培养学生基于生物学

知识进行工程学思维 、参与动手实践的能力 。 在实际

教学中
，
师生对教材中的部分内容存在种种疑问 ，本文

梳理并分析了常见的 四点疑惑 ，
以期广大一线教师更

好地开展本课题的教学 。

１ 培养基中为何要添加非纤维素类碳源

教材中分别给 出 了纤维素分解菌的选择培养基与

鉴别培养基的配方 ，两种培养基中都出现了非纤维素类

的其他碳源 ，
疑问 ： 如此一来 ，是否培养与分离的就不是

单纯的纤维素分解菌 ，
为什么要配制这样的培养基呢 ？

针对为什么在选择性培养基中添加酵母膏和水解

酪素的疑问 ，在教学时 ，首先应引导学生关注选择培养

基的 目 的是为 了创造适宜环境使某种微生物迅速繁

殖 ，而其他微生物受抑制 ；其次 ，分析纤维素分解菌的

选择培养基中 的碳源含量 ： 纤维素粉为 ５
ｇ ，酵母膏和

水解酪素均分别为 〇 ．５
ｇ ；
再者教材

“

微生物的实验室

培养
”

中关于培养基成分的要求 ： 除 了需要碳源 、 氮

源 、水 、无机盐等营养物质外 ，还需要满足微生物生长

对 ｐＨ 、特殊营养物质以及氧气的要求 。 由此 ，
学生理

解了在以纤维素粉为主要碳源 、并添加少量酵母青与

水解酪素作为生长因子的环境中 ，该选择培养基才可

以更好起到富集培养的作用 。

针对鉴别纤维素分解菌的培养基添加含有淀粉的

土豆汁可能引起假阳性的疑问
，
要明确

： ①刚果红可

以与纤维素之外的其他多糖 （如淀粉 ）发生显色反应 ；

②用稀释涂布平板法对微生物进行鉴定要求平板上至

少可 以形成单个菌落 ；③由 于微生物本身酶系统的影

响
， 不同微生物对碳源的利用是有选择性和顺序性的 。

一般情况下 ，
微生物会优先利用淀粉 ，淀粉耗尽才会利

用纤维素 。 在 ＣＭＣ －Ｎａ （ 竣甲 基纤维素钠 ） 为唯一碳源

的固体培养基上 ，
微生物繁殖的速度很慢 。 在涂布后 ，

为使单个微生物存活并发展为菌落 ，
可以在鉴别培养

基中加人适量土豆汁满足纤维素分解菌株早期快速生

长代谢的需求 ，
效果 比仅以 ＣＭ Ｃ －Ｎａ 为 唯一碳源 的培

养基更明显 。 这是 由于土豆汁 中除了含有淀粉外 ，还

含有丰富的钙 、磷 、铁 、钾等矿物质 ，
以及维生素 Ａ

、维

生素 Ｃ 和 Ｂ 族类维生素 ， 营养丰富 ，
有利于微生物的繁

殖 。 不过土豆汁的浓度不宜过大
，

一开始分解淀粉的

微生物也会繁殖 ，但由 于加入的淀粉量较少 ，
随着淀粉

的消耗 ，这些微生物的生命活动会逐渐受到抑制 ，最后

只剩下纤维素作为唯
一碳源

， 此时纤维素分解菌则能

继续利用纤维素繁殖并形成菌落 ，这也是为什么刚果

红染色法中产淀粉酶的微生物周 围形成的透明圈较为

模糊的原因 。

２ 是否可以用纤维素粉代替 ＣＭＣ －Ｎａ

针对是否可用纤维素粉替代的疑问 ， 通过查阅文

献可知 ： ①在纤维素刚果红培养基中 ，使用 ＣＭＣ－Ｎａ作

为唯一的碳源
，
可 以保证获得的菌株具有分解纤维素

的高效性
；②ＣＭＣ －Ｎａ 并非碳源的唯一选择 ，也可以利

用结晶纤维素为唯一碳源并结合刚果红染色法来筛选

菌株 ；③普通的纤维素粉也可以成为唯一碳源 ， 只不过

在配制前 ，
应对纤维素粉和琼脂进行预处理 （纤维素粉

加 １ｍｏｌ／Ｌ ＨＣ ｌ 溶液浸泡 １ ２ｈ
，然后蒸馏水洗多次至

ｐ
Ｈ 达中性 ，再过滤 、烘干 ） ，

以除去药 品 中可能存在的

其他碳源
；
④有研究发现 ，鉴别培养基中不设置唯

一碳

源会达到更理想的效果
［

１

］

。 所以
，
教材中纤维素分解

菌的选择和鉴别培养基配方仅仅是
一种参考 ， 可 以进

行适当变动或改进 。

３ 为何 透 明 圈 中 的纤维素分解菌菌 落本身会呈现

红色

针对教材中 图 ２
－

１ ３ 中透明圈中 的纤维素分解菌

菌落本身为何会呈现红色的疑问 ，
分析实验可知

，
在刚

果红一纤维素 固体培养基上 ，纤维素被水解后 ，
菌落周

围颜色变浅形成透明 圈 ，
颜色浓郁的红色物质主要集

中在菌落生长区域
；
透明圈 中红色物质主要集 中在菌

丝中 ，菌丝周围 的红色显著变浅甚至无色 。

研究表明 ，纤维素类物质被微生物分泌的酶水解

后形成大量含有 Ｐ

＿

１
，
４

－

Ｄ

－

吡喃型葡萄糖与 ｐ

－

１
，

３
－

Ｄ

＿

葡聚糖及乳糖
－

葡甘露糖聚合糖等结构的物质 ，

与刚果红染料结合形成大量的红色多聚糖
－刚果红复

合物 ，菌丝吸收多聚糖－刚果红复合物 ，使刚果红也伴

随着多聚糖进入了菌丝体 ，
所以菌丝周 围培养基的颜

色变浅甚至无色
［

２
］

。 而进人菌丝 中 的多 聚糖
－

刚果红

复合物进
一

步被真菌分解为可 以利用的小分子多糖加

以吸收 ，无法被利用的刚果红染料则沉积在菌丝中 ，或

wei
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非洲猪瘟简介

裴庭 苇 于志军
‘

刘敬泽 （河北师范大学生赖学学院 石家庄 ＿２４
）

摘 要 非洲猪瘟是由非洲猪瘟病毒引起的高致病性传染病 ，
２０ １ ８ 年 ８ 月首次传人我国 ， 目前已在国内 ２５ 个省区蔓延 ， 防控形势

严峻 。 本文对非洲猪疽的病原体 、传播途径及防控策略进行概述 。

关键词 非洲猪瘟 病原体 传播途径 防控策略

非洲猪瘟是 由非洲猪瘟病毒引起的高致病性传染

病
，

２０ １８ 年 ８ 月首次传人我国 ， 目前已发现在国 内 ２５ 个

省区蔓延 ，
对我国的生猪养殖产业造成了 比较严重的威

胁 。 非洲猪瘟属于世界动物卫生组织 （
ＯＩＥ

）的法定报告

动物疫病 ，
中国农业部将其列为

一类动物疫病 ，
是《 国家

中长期动物疫病防治规划 （
２０１ ２—２０２０ 年 ） 》中明确规定

须重点防控的外来动物疫病之
一

。 非洲猪瘟引起的临

床症状特征包括发热 、皮肤发紫 、淋巴结 、肾脏和 胃肠黏

膜明显 出血 ，并伴有呼吸和神经系统症状 ，
致死率可达

１ ００％ 。 目前我国对非洲猪瘟的感染机制 尚不清晰 ， 也无

相应的疫苗用于防治 。 面对疫病的流入和传播 ，做好疫

病防制计划 ，
严格防制疫情扩散显得十分迫切。

１ 非洲猪瘇病毒简介

非洲猪瘟 （
Ａｆｒｉｃ ａｎｓｗｉｎｅｆｅｖｅｒ

，ＡＳＦ ）
，
又称非洲猪

进人菌丝与真菌细胞中 的葡聚糖成分再次结合 ， 形成

多聚糖
－

刚果红复合物 ，使刚果红固定在细胞内 ，
最终

使菌丝呈现红色 。

４ 以透明圈大小作为菌株产纤维素酶活 力大小的定

置指标是否可ｆｔ

刚果红染色法是 目前公认的
一种有效分离纤维素

分解菌方法 。 实验发现 ， 即使是低活菌株也能形成清

晰的水解圈 ，具有明显的可识别性 。 这是 由 于纤维素

酶是一种复合酶 ， 由 Ｃ １ 酶 （ 内 切葡聚糖酶 ： 这类酶作

用于纤维素分子 内部 的非结晶 区 ， 随机水解 Ｐ
－

１
，４

糖苷键 ，将长链纤维分子截断 ，产生大量非还原性末端

的小分子纤维素 ） 、
Ｃｘ 酶 （ 外切葡聚糖酶 ： 作用于纤维

素分子的非还原端 ，依次水解 Ｐ
－

１
，
４ 糖苷键 ， 每次切

下一个纤维二糖分子 ） 和 葡萄糖苷酶 （水解纤维二糖

和短链的纤维寡糖生成葡萄糖 ，对纤维二糖和纤维三

糖的水解很快 ，
随着葡萄糖聚合度 的增加水解速度下

降 ）组成 。 它们一起组成复合酶系 ， 实际的降解过程是

多种组分共同催化水解的结果 。 但在实践中 ，
测定 这

三种组分酶酶活力所用底物 分别是脱脂棉 、
ＣＭＣ－Ｎａ

和对硝基酚
－

Ｐ
－

葡萄糖苷 ， 所 以在降解梭 甲基纤维素

（ ＣＭＣ ）时 ，菌落透明圈大小 只能表征 Ｃｘ 酶活力 髙低 ，

并不能反映微生物分解纤维素的真实能力 。

另外
，
虽然可根据透明 圈 的大小 以及 出 现的迟早

癌疫 ， 是 由非 洲猪瘟病毒 （ Ａｆｒｉｃ ａｎｓｗｉｎｅｆｅｖｅｒｖｉ ｒｕｓ
，

ＡＳＦＶ
）引起的烈性传染病 。 ＡＳＦＶ 是非洲猪瘟病毒属

中唯
一

的 ＤＮＡ 病毒
［

｜
］

， 由囊膜包裹 ，
呈二十面体立体

对称
， 平均直径 ２００ ｎｍ

，病毒基因组为
一

条线性的双链

ＤＮＡ 分子 基因组长度约为 １ ７０ ￣ １ ９０ ｋｂ
，
末端含有

共价键
，
含有 １ ５ １ 个开放阅读框 ，编码 ２００ 多种蛋 白

质
［
３

］

。 基 因组 中 央保守 区长度 为 １２５ｋｂ
， 该 区 域 中

Ｂ６４６Ｌ 基因 （编码 Ｐ７２ 蛋白 ）常作为非洲猪瘟病毒分型

依据 。 ＡＳＦＶ 分离株的基因组特异性和长度在不同区

域存在差异 ，该区域特征为 ＡＳＦ 的传播和跟踪奠定了

基础 。 目前 ，

ＡＳＦＶ 有且 只有一个血清型 ， 根据 Ｂ６４６Ｌ

基因进行分类 ，分为 ２３ 种基因型
［
４

］

。

非洲猪瘟病毒在不同的环境或污染物中的存活能

力各不相同 。 ＡＳＦＶ在外界环境中抵抗能力很强 。 在

粗略估计菌株产酶情况 ， 却不能真正代表菌株的产酶

能力 ，仅以水解 圈大小作为菌株产纤维素酶活力大小

的唯一定量指标是不太可靠的 。 因为发酵生产中体积

生产率 （ ｖｏ ｌｕｍｅｐｒｏｄｕｃｔｉ ｖｉ ｔ
ｙ ） 即单位质量菌体 ，单位时

间 内 合成 目 标产物的数量是生产成本的决定性因素 。

但在菌种选育和条件优化试验中 ，都 习惯以单位体积

的产物量为依据 ，
忽略了 时间和菌体量这两个制约因

素 ，其结果往往使发酵周期长 、生产效率低 的菌株被作

为 目标菌株投人大生产 。

综上 ，
为确定得到 的是纤维素分解菌 ，

进行发酵产

纤维素酶的复筛实验必不可少 。 实验室一般用滤纸作

为底物 ， 因为滤纸是聚合度和结晶度都居中等的纤维

性材料 ，结构较为松散 ， 非还原性末端也较多 ，容易 同

时被内切酶和外切酶降解 ，
再由 葡萄糖苷酶分解成葡

萄糖等还原糖 ， 此时用 比色法定量测定还原糖的生成

量 ，才可反映纤维素酶的总酶活力 。
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