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摘　要：采用以羧甲基纤维素（ＣＭＣ）为唯一碳源的选择性培养基，通过直接筛选和富集分离纯化再筛选的初
筛方法，透明圈法和摇瓶发酵的复筛方法，从团头鲂和草鱼肠道中，筛选到２株具有较高纤维素酶活性的纤维
素酶产生菌ＭＡ３５和ＭＣ。１６ＳｒＤＮＡ／ＩＴＳ分子鉴定和形态学观察分析表明：来源于团头鲂的真菌 ＭＡ３５鉴定
为雪白曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｖｅｕｓ），来源于团头鲂的细菌ＭＡ１和来源于草鱼的细菌ＣＩ１０为同一种细菌ＭＣ，鉴定
为维氏气单胞菌（Ａｅｒｏｍｏｎａｓｖｅｒｏｎｉｉ）。发酵趋势的研究表明：在发酵过程中，与ＭＣ相比，ＭＡ３５具有更高的胞
外和胞内纤维素酶活力。本研究不仅从草鱼肠道内筛选到了纤维素酶产生菌，而且从我国特有的水生生物团

头鲂肠道内分离到了一株新的纤维素酶产生菌，为草食性鱼的合理性养殖和鱼类饲料的膳食性配比提供了

科学的研究基础。
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　　纤维素酶（ｃｅｌｌｕｌａｓｅ）是一类专门催化纤维素
链中 β１，４糖苷键水解，使纤维素转化成葡萄
糖、纤维二糖、纤维低聚糖的酶，可被广泛应用于

食品、饲料、纺织、环保、医药、生物质能源等领

域［１３］。自然界中许多细菌、真菌、昆虫、动物都

能产生纤维素酶［４］，尤其是草食性的动物与昆

虫，它们的消化道里面存在协助消化的纤维素酶

产生菌［５］。研究表明：多数纤维素酶的来源是微

生物，尤其是细菌和真菌［６］。

团头鲂（Ｍｅｇａｌｏｂｒａｍａａｍｂｌｙｃｅｐｈａｌａ）和草鱼
（Ｃｔｅｎｏｐｈａｒｙｎｇｏｄｏｎｉｄｅｌｌｕｓ）为典型的草食性鱼类，
两者均能以水草为生，在我国淡水养殖中占据重

要的地位，并对维持淡水养殖系统的生态平衡具

有显著的作用［７８］。目前，水产养殖中面临的最

大问题是饲料的利用率不高，废物的排放高等问

题［９］，然而纤维素酶可以改变饲料的品质，补充

动物的消化酶，促进营养物质的吸收，消除抗营

养因子，某些纤维素酶产生菌的单细胞蛋白可以

作为饲料来源，改善动物的饲料品质［１０］。已有的

全基因组测序结果表明草鱼和团头鲂的基因组

内并无编码纤维素酶的基因存在［１１１２］，这点也佐

证了草食性鱼类分解利用纤维素所需的纤维素

酶是由其自身消化道内微生物分泌产生［１３］，然而

草食性鱼类肠道纤维素酶产生菌的组成及活力

等关键问题仍尚待揭晓。本研究以黑麦草投喂

辅以饲料养殖的团头鲂和草鱼为研究对象，分离

和筛选到了几株主要的纤维素酶产生菌，对其进

行菌种鉴定及发酵趋势的初步研究，旨在为草食

性鱼肠道纤维素酶的应用提供科学依据，为草食

性鱼类膳食性饲料的配比提供基础性研究。

１　材料与方法

１．１　样品采集
实验鱼为二龄草鱼（～１ｋｇ）和团头鲂（～

０．８ｋｇ）各３尾，取自农业部团头鲂遗传育种中
心。养殖池塘面积约１ｈｍ２，实验鱼投喂复合饲
料和种植黑麦草，比例约为１∶２。
１．２　培养基［５，１４］

ＬＢ培养基（ｇ／Ｌ）：胰蛋白胨１０；酵母提取物
５；ＮａＣｌ１０（ｐＨ自然）。
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ＰＤＡ培养基（ｇ／Ｌ）：葡萄糖２０；马铃薯粉６；
琼脂２０（ｐＨ５．６±０．２）。

羧甲基纤维素培养基（ｇ／Ｌ）：ＣＭＣ（羧甲基
纤维素）１０；ＫＨ２ＰＯ４４；Ｎａ２ＨＰＯ４４；ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ
０．２；ＣａＣｌ２０．００１；ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．００１；蛋白胨２；
琼脂粉１５。

滤纸培养液（ｇ／Ｌ）：ＮａＮＯ３２．５；ＫＨ２ＰＯ４２；
ＭｇＳＯ４０．２；ＣａＣｌ２·６Ｈ２Ｏ０．１；ＮａＣｌ０．２；１×６ｃｍ
滤纸条。

种子培养液（ｇ／Ｌ）：葡萄糖 ２；ＫＨ２ＰＯ４４；
Ｎａ２ＨＰＯ４４；ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．２；ＣａＣｌ２０．００１；
ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．００４；蛋白胨２（ｐＨ７）。

发酵培养液（ｇ／Ｌ）：ＣＭＣ１０；ＫＨ２ＰＯ４ ４；
Ｎａ２ＨＰＯ４４；ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．２；ＣａＣｌ２０．００１；
ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．００４；蛋白胨２。
１．３　实验方法
１．３．１　样品的制备

解剖团头鲂和草鱼，取肠道的前后两端结

扎，剪下结扎好的整个肠道，放进灭菌烧杯内。

在净化工作台下解剖肠道，收集肠道内容物，并

刮取肠道黏膜，黏膜和内容物混匀后作为样品，

置于４℃冰箱备用［４５］。

１．３．２　纤维素酶产生菌的初筛
称取１ｇ样品，用０．９％的生理盐水稀释到合

适的浓度备用。

１）直接初筛方案
移取２０μＬ稀释液直接涂布于羧甲基纤维

素选择培养基上，２８℃培养数天；另外，移取１００
μＬ稀释液于１０ｍＬ滤纸培养液中，到滤纸溃烂
时，稀释涂布于羧甲基纤维素培养基上筛选，２８
℃培养数天。
２）富集分离纯化再筛选方案
移取２０μＬ稀释液分别涂布于ＬＢ或ＰＤＡ平

板上，２８℃培养４８ｈ后，挑选大而饱满的菌落，
接种到羧甲基纤维素培养基上筛选，２８℃培养数
天。

１．３．３　纤维素酶产生菌的复筛
１）透明圈法
在初筛平板上挑选生长良好的菌落平板划

线分离得单菌落。纯化的菌株，点种在直径为６
ｃｍ的羧甲基纤维素培养基平板上，先后采用革兰
氏碘液染色法和刚果红染色法染色［１５１６］，观察透

明圈直径和菌落大小情况。

２）摇瓶发酵法
选取透明圈大且菌落饱满的菌株，接入１００

ｍＬ种子培养液中，２８℃、１５０ｒ／ｍｉｎ培养 ３６ｈ。
将种子液以３％接种量接入１００ｍＬ发酵培养液
中，２８℃、１５０ｒ／ｍｉｎ培养４８ｈ得到发酵液，测定
纤维素酶活。

１．３．４　纤维素酶的酶活测定
１）粗酶液的制备
发酵液经过１２０００ｒ／ｍｉｎ、４℃离心１５ｍｉｎ，

取上清液作为胞外酶粗酶液；发酵液抽滤后所得

菌体中加入１５ｍＬ、０．０５ｍｏｌ／ＬｐＨ４．８柠檬酸缓
冲液，超声波细胞破碎（６００Ｗ）３０ｍｉｎ后，１２０００
ｒ／ｍｉｎ、４℃离心１５ｍｉｎ，离心所得溶液即为胞内
酶粗酶液。

２）纤维素酶活
１ｍＬ酶反应体系为：含１％羧甲基纤维素的

０．０５ｍｏｌ／ＬｐＨ４．８柠檬酸缓冲液０．５ｍＬ，粗酶
液０．５ｍＬ。混合液在５０℃水浴反应３０ｍｉｎ后，
立即加入ＤＮＳ溶液并煮沸５ｍｉｎ以停止反应，冷
却后测定ＯＤ５４０

［１７］。上述反应以煮沸的粗酶液作

为对照，每组３个平行重复实验。一个酶活力单
位（Ｕ）定义为每分钟释放１μｇ葡萄糖所需要的
酶量［１４，１７］。

１．３．５　菌株鉴定
１）１６ＳｒＤＮＡ／ＩＴＳ序列分析
用细菌基因组提取试剂盒［天根生化科技

（北京）有限公司］和真菌基因组提取试剂盒［生

工生物工程（上海）股份有限公司］提取出菌体总

ＤＮＡ。细菌 １６ＳｒＤＮＡ序列引物为 ２７Ｆ：５′
ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＭＴＧＧＣＴＣＡＧ３′， １４９２Ｒ： ５′
ＴＡＣＧＧＹＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ３′［１８］。真菌 ＩＴＳ
序列引物为 ＩＴＳＦ：５′ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ
３′，ＩＴＳＲ：５′ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ３′［１９］。
ＰＣＲ反应体系为２５μＬ：模板 ＤＮＡ１μＬ，上下游
引物各１μＬ，ＭＩＸ１０μＬ，ｄｄＨ２Ｏ１２μＬ。ＰＣＲ反
应过程：９５℃预变性３ｍｉｎ，９５℃变性１ｍｉｎ，５２
℃复性１ｍｉｎ，７２℃延伸２ｍｉｎ，３０个循环，７２℃
延伸１０ｍｉｎ［２０］。ＰＣＲ扩增产物送往生工生物工
程（上海）股份有限公司测序。测序结果与

ＧｅｎＢａｎｋ数据库中的序列进行 ＢＬＡＳＴ检索比对，
选取相似性高的微生物序列，利用 ＣｌｕｓｔｅｒＷ 软
件进行多重序列比对，在 ＭＥＧＡ７．０软件中，根
据Ｋｉｍｕｒａ２ｐａｒａｍｅｔｅｒｍｏｄｅｌ遗传距离模型，使用
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邻接法（ｎｅｉｇｈｂｏｕｒｊｏｉｎｉｎｇ，ＮＪ）构建系统发育
树［２１］。

２）菌落形态学特征
为了充分地观察菌落的形态学特征，将菌株

点种在 ＬＢ／ＰＤＡ培养基上，培养数天，不断地观
察菌株的培养特征，细菌进行革兰氏染色，普通

光学显微镜观察，真菌取生长良好的菌苔制片，

进行扫描电子显微镜（日本日立，Ｓ３４００Ｎ）１５ｋＶ
高真空模式观察。参照《伯杰氏系统细菌学手

册》［２２］、《中国真菌志》［２３］分析菌株。

２　结果

２．１　纤维素酶产生菌的初筛
利用以羧甲基纤维素为碳源的选择性培养

基，一共从团头鲂和草鱼肠道初筛到１０８株单菌
落菌株，其中直接以羧甲基纤维素培养基进行筛

选的方案得到２０株，滤纸溃烂后再筛选得到２１
株，ＰＤＡ富集分离后再筛选得到２３株，ＬＢ富集
分离后再筛选得到４４株。分离纯化的典型单菌
落形态如图１ａ，ｂ所示。

图１　纤维素酶产生菌株的筛选
Ｆｉｇ．１　Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇｏｆｃｅｌｌｕｌｏｓｅｐｒｏｄｕｃｉｎｇｓｔｒａｉｎｓ

（ａ）分离的单菌落；（ｂ）分离的单菌落；（ｃ）革兰氏碘液染色；（ｄ）刚果红染色

（ａ）Ｓｔｒｅａｋｅｄｓｉｎｇｌｅｃｏｌｏｎｙ；（ｂ）Ｓｔｒｅａｋｅｄｓｉｎｇｌｅｃｏｌｏｎｙ；（ｃ）Ｇｒａｍ′ｓｉｏｄｉｎｅｓｔａｉｎｉｎｇ；（ｄ）Ｃｏｎｇｏｒｅｄｓｔａｉｎｉｎｇ

２．２　纤维素酶产生菌的复筛
２．２．１　透明圈法复筛

对初步分离得到的１０８株单菌落菌株进行
革兰氏碘液染色，３５株呈现较大的透明圈（＞０．８
ｃｍ，如图１ｃ所示），其水解圈直径Ｄ及菌落直径

ｄ如表１所示。另外，对这３５株菌株的单菌落进
行刚果红染色，发现２２株菌株分别出现了明显
的透明圈（如图１ｄ所示），其水解圈直径Ｄ、菌落
直径ｄ以及水解圈与菌落直径的比值 Ｄ／ｄ，如表
１所示。

６２６
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表１　菌株的透明圈与纤维素酶活性
Ｔａｂ．１　Ｔｒａｎｓｐａｒｅｎｔｃｉｒｃｌｅｏｆｓｔｒａｉｎｓａｎｄｔｈｅｉｒｃｅｌｌｕｌａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ

来源

Ｓｏｕｒｃｅ
编号

Ｎｕｍｂｅｒ

革兰氏碘液染色

Ｇｒａｍ′ｓｉｏｄｉｎｅ
ｓｔａｉｎｉｎｇ

刚果红染色

Ｃｏｎｇｏｒｅｄ
ｓｔａｉｎｉｎｇ

Ｄ（ｃｍ）／ｄ（ｃｍ） Ｄ（ｃｍ）／ｄ（ｃｍ）

摇瓶发酵酶活

Ｓｈａｋｅｆｌａｓｋｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ
ｃｅｌｌｕｌａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ
（Ｕ／ｍＬ）

草鱼

Ｃｔｅｎｏｐｈａｒｙｎｇｏｄｏｎ
ｉｄｅｌｌｕｓ

３ １．２０／０．３８＝３．１６ １．７５／０．５０＝３．５０ ＮＤ
４ １．９０／０．４０＝４．７５ １．８８／０．６８＝２．７６ ＮＤ
５ １．７５／０．４３＝４．０７ ０．８３／０．６３＝１．３２ ＮＤ
１０ １．８０／０．４０＝４．５０ ２．８５／０．６８＝４．１９ １．１４±０．１６
１７ １．３０／０．４０＝３．２５  ＮＤ
１８ １．５０／０．４５＝３．３３ １．６３／０．５３＝３．０８ ＮＤ
１９ １．８０／０．４０＝４．５０ １．１０／０．５０＝２．２０ ＮＤ
２１ ０．８８／０．３３＝２．６７ ０．８０／０．５０＝１．６０ ＮＤ
２２ ２．４５／０．５０＝４．９０  ＮＤ
２３ ２．４７／０．４２＝５．９０  ＮＤ
２５ ２．５０／０．３５＝７．１４  ＮＤ
２６ ２．７５／０．３８＝７．２４ １．８０／０．５３＝３．４０ ０．６７±０．３４
２７ ２．５０／０．３３＝７．５８ １．４５／０．５０＝２．９０ ０．５３±０．２５
２８ ２．４７／０．４２＝５．９０  ＮＤ
２９ ２．４８／０．４０＝６．２０  ＮＤ
３０ １．８５／０．２８＝６．６１ １．３０／０．４８＝２．７１ ＮＤ
３１ １．９０／０．３５＝５．４３ ０．６３／０．５０＝１．２６ ＮＤ
３２ ２．００／０．３８＝５．２６ ０．９０／０．５５＝１．６４ ＮＤ
３３ １．８０／０．３５＝５．１４ １．３０／０．６５＝２．００ ＮＤ
３４ ０．８０／０．４０＝２．００  ＮＤ

团头鲂

Ｍｅｇａｌｏｂｒａｍａ
ａｍｂｌｙｃｅｐｈａｌａ

１ １．６８／０．４２＝４．００ ２．７５／０．５５＝５．００ １．３９±０．１９
２ １．００／０．４３＝２．３３  ＮＤ
６ ２．４５／０．４５＝５．４４  ＮＤ
７ ２．００／０．３８＝５．２６  ＮＤ
８ ０．８０／０．４０＝２．００ １．１０／０．８０＝１．３８ ＮＤ
９ １．６０／０．３８＝４．２１ １．７３／０．４８＝３．６０ ＮＤ
１１ ２．４２／０．４５＝５．３８  ＮＤ
１２ ０．８０／０．３５＝２．２８  ＮＤ
１３ １．７０／０．４５＝３．７８ １．４５／０．４５＝３．２２ ＮＤ
１４ １．６０／０．４０＝４．００ １．９０／０．４８＝３．９６ ＮＤ
１５ ２．４８／０．４５＝５．５１ １．８０／０．４５＝４．００ ＮＤ
１６ ２．００／０．３８＝５．２６ １．００／０．５０＝２．００ ＮＤ
２０ １．１０／０．３２＝３．４４ １．４８／０．４３＝３．４４ ＮＤ
２４ ２．４８／０．４５＝５．５１  ＮＤ
３５ ２．５０／０．３３＝７．６１ ４．１０／３．６０＝１．１４ ４．４３±０．７１

注：表示透明圈不显著（Ｄ／ｄ约为１）；ＮＤ表示未检测
Ｎｏｔｅｓ：ｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈａｔｔｈｅｔｒａｎｓｐａｒｅｎｔｃｉｒｃｌｅｉｓｎｏｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（Ｄ／ｄｉｓａｂｏｕｔ１）；ＮＤｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈａｔｉｔｉｓｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ

２．２．２　摇瓶发酵复筛
选取革兰氏碘液法和刚果红染色法中透明

圈均较显著的５株菌株（ＭＡ１、ＣＩ１０、ＣＩ２６、ＣＩ２７、
ＭＡ３５），进行摇瓶发酵复筛，结果显示各菌株都
具有一定的纤维素分解能力，其中 ＭＡ１、ＣＩ１０、
ＭＡ３５的发酵液具有较显著的纤维素酶活力，分
别为 １．３９Ｕ／ｍＬ、１．１４Ｕ／ｍＬ、４．４３Ｕ／ｍＬ，ＭＡ３５
的纤维素酶活最大（表１）。因此，为了进一步地
研究，选取菌株 ＭＡ１、ＣＩ１０、ＭＡ３５作为待鉴定菌
株。

２．３　纤维素酶产生菌的鉴定
２．３．１　菌株ＭＡ３５的鉴定

以ＭＡ３５基因组 ＤＮＡ为模板，扩增菌株 ＩＴＳ
序列，序列测定后进行 ＢＬＡＳＴ搜索比对，结果显
示ＭＡ３５与ＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｖｅｕｓＳＲＲＣ３３３相似度达
到９９％，选取相似度高的菌株序列，利用 Ｃｌｕｓｔａｌ
Ｘ对菌株序列进行多重序列比对分析，通过
ＭＥＧＡ７．０中的邻接法构建出 ＭＡ３５的系统发育
树（图 ２），系统发育分析表明 ＭＡ３５属于
Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｖｅｕｓ。

７２６
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图２　基于ＩＴＳ基因序列对ＭＡ３５构建的系统发育树
Ｆｉｇ．２　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆＭＡ３５ｂａｓｅｄ

ｏｎＩＴＳｓｅｑｕｅｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓ

　　对菌株 ＭＡ３５的培养特征持续性观察，菌株
表面呈白色，具有辐射状沟纹和同心环纹，不透

明，圆形，边缘整齐，无渗出液，凸起，无光泽，不光

滑，不湿润，质地致密絮状，菌落反面淡黄色；随

着菌落的老去，菌落会逐渐变黄（图３ａ，ｃ）。扫
描电子显微镜观察显示，菌株有透明的有隔菌

丝，胞壁平行、光滑，分生孢子头大小不一；孢梗

茎壁光滑；顶囊呈半球形（图３ｂ，ｄ）。ＭＡ３５的形
态学特征与《中国真菌志》中雪白曲霉的描述一

致。分子生物学鉴定和形态学特征观察的结果

表明，ＭＡ３５属于真菌界、半知菌亚门、半知菌纲、
壳霉目、杯霉科、曲霉属、雪白曲霉种。

２．３．２　菌株ＭＡ１和ＣＩ１０的鉴定
分别提取ＭＡ１、ＣＩ１０菌株的基因组 ＤＮＡ，利

用ＰＣＲ扩增出相应的１６ＳｒＤＮＡ序列，进行测定
分析，序列测定结果显示两者序列一致，再与

ＧｅｎＢａｎｋ数据库的序列进行ＢＬＡＳＴ搜索比对，结

图３　菌株ＭＡ３５的形态学特性
Ｆｉｇ．３　ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆｓｔｒａｉｎＭＡ３５

（ａ）菌落表面；（ｂ）菌丝；（ｃ）菌落反面；（ｄ）顶囊孢子

（ａ）Ｃｏｌｏｎｙｓｕｒｆａｃｅ；（ｂ）Ｍｙｃｅｌｉｕｍ；（ｃ）Ｃｏｌｏｎｙｒｅｖｅｒｓｅ；（ｄ）Ｓｐｏｒａｎｇｉｏｓｐｏｒｅ

８２６
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果显示 ＭＡ１、ＣＩ１０与 ＡｅｒｏｍｏｎａｓｖｅｒｏｎｉｉＶＭ２５相
似度达到９９％，ＭＡ１、ＣＩ１０的系统发育树如图４
所示，系统发育分析表明 ＭＡ１、ＣＩ１０属于
Ａｅｒｏｍｏｎａｓｖｅｒｏｎｉｉ。根据系统发育分析结果，将
ＭＡ１、ＣＩ１０统一命名为ＭＣ。
　　菌株ＭＣ表面白色，不透明，圆形，边缘整齐，
中央微凸起，无光泽，光滑，湿润，奶油状（图 ５
ａ）。ＭＣ为革兰氏阴性短杆菌（图 ５ｂ）。参照
《伯杰名细菌鉴定手册》，鉴定结果表明，ＭＣ属于
细菌界、变形菌门、γ变形菌纲、弧菌目、弧菌科、
气单胞菌属、维氏气单胞菌种。

图４　基于１６ＳｒＤＮＡ基因序列对
ＭＡ１、ＣＩ１０构建的系统发育树

Ｆｉｇ．４　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆＭＡ１ａｎｄＣＩ１０
ｂａｓｅｄｏｎ１６ＳｒＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓ

图５　菌株ＭＣ的形态学特性
Ｆｉｇ．５　ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆｓｔｒａｉｎＭＣ

（ａ）菌落表面；（ｂ）革兰氏染色

（ａ）Ｃｏｌｏｎｙｓｕｒｆａｃｅ；（ｂ）Ｇｒａｍ＇ｓｓｔａｉｎｉｎｇ

２．４　纤维素酶产生菌ＭＣ和ＭＡ３５的发酵趋势
比较

以羧甲基纤维素为唯一碳源，摇瓶培养细菌

ＭＣ和真菌 ＭＡ３５（１００ｍＬ），在发酵２４、４８、７２ｈ
时分别测定菌株的发酵液（胞外）和菌体（胞内）

纤维素酶活力，结果如图６所示。
　　由图６可知，细菌 ＭＣ和真菌 ＭＡ３５均能产
生胞内和胞外纤维素酶，在不同的发酵时期（２４
ｈ、４８ｈ、７２ｈ），胞内纤维素酶的活性均高于胞外
纤维素酶的活性，而且在发酵过程中，ＭＡ３５比
ＭＣ具有更高的胞外和胞内纤维素酶活。

３　讨论

本研究以羧甲基纤维素为唯一碳源的选择

性培养基，通过定性初筛及定量复筛的方案，从

团头鲂和草鱼肠道获得了２株具有较高纤维素酶

图６　纤维素酶产生菌ＭＣ和
ＭＡ３５的发酵趋势

Ｆｉｇ．６　Ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｔｒｅｎｄｏｆｃｅｌｌｕｌａｓｅｐｒｏｄｕｃｉｎｇ
ｓｔｒａｉｎｓＭＣａｎｄＭＡ３５

９２６
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活性的菌株。经过分子鉴定及形态学观察的分

析表明，来源于团头鲂的１株真菌 ＭＡ３５为雪白
曲霉；来源于团头鲂的 ＭＡ１和来源于草鱼的
ＣＩ１０实为同一种细菌 ＭＣ，是维氏气单胞菌。进
一步的摇瓶发酵趋势研究表明，雪白曲霉 ＭＡ３５，
较维氏气单胞菌 ＭＣ，在发酵过程具有更高的胞
外和胞内纤维素酶活力。本实验采用了直接筛

选和富集分离纯化再筛选的方案，为了避免菌群

数量不够或者菌株调整期差异过大带来的影响。

对于初筛的菌株进了革兰氏碘液染色和刚果红

染色的透明圈法筛选，避免了两种筛选机制差异

带来的少筛或者误筛的情况［２４］。关于草鱼肠道

纤维素酶产生菌的研究已有报道，如 ２００６年
ＳＡＨＡ从草鱼肠道筛选到了 Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｉｒｃｕｌａｎｓ和
Ｂａｃｉｌｌｕｓｍｅｇａｔｅｒｉｕｍ［５］，２０１１年ＪＩＡＮＧ等分离出了
Ａｅｒｏｍｏｎａｓｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ和 Ａｅｒｏｍｏｎａｓｖｅｒｏｎｉ，并指出
Ａｅｒｏｍｏｎａｓ是草鱼肠道的主要菌群［２５］，２０１４年水
生生物研究所的王微微从草鱼肠道分离出

Ａｅｒｏｍｏｎａｓｖｅｒｏｎｉｉ、Ａｅｒｏｍｏｎａｓｊａｎｄａｅｉ、Ｐｌｅｓｉｏｍｏｎａｓ
ｓｈｉｇｅｌｌｏｉｄｅｓ、 Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ ｃｌｏａｃａｅ、 Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ
ａｅｒｏｇｅｎｅｓ、Ａｅｒｏｍｏｎａｓｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ［４］。本实验也从草
鱼肠道分离出了Ａｅｒｏｍｏｎａｓｖｅｒｏｎｉｉ，与ＪＩＡＮＧ等的
研究结果一致。关于团头鲂肠道纤维素酶产生

菌的研究，本研究是首创，并且分离出了

Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｖｅｕｓ和 Ａｅｒｏｍｏｎａｓｖｅｒｏｎｉｉ。团头鲂和
草鱼肠道都出现了维氏气单胞菌，进一步验证

了，维氏气单胞菌是草食性鱼肠道的主要纤维素

酶产生菌。对两种菌株进行了发酵趋势的研究，

发现两种菌株在４８ｈ左右时均达到最大纤维素
酶活，说明两种菌株都具有水解纤维素的能力，

只是雪白曲霉的纤维素酶活更高。伴随着水产

动物病害发生及抗生素滥用的问题，研究水产动

物肠道内存在何种菌，是益生菌还是有害菌，具

有何种消化酶能力，是否能减少抗生素使用、提

高水产养殖水平的科学研究，越来越受到关注。

因为益生菌作为饲料添加剂，能够控制疾病、提

高免疫力、提供营养、促进消化能力和控制水质，

在水产养殖业中广泛使用［２６］。本研究从草鱼和

团头鲂肠道筛选出来的雪白曲霉和维氏气单胞

菌，都是纤维素酶产生菌，然而，有研究表明雪白

曲霉和维氏气单胞菌都是致病菌［２７２８］，那么，对

于依赖肠道纤维素酶产生菌消化纤维素的草食

性鱼，这两种菌是益生菌还是有害菌，如何利用

纤维素酶或者纤维素酶产生菌合理地养殖草食

性鱼的问题，就成了一个值得研究的课题。本研

究从团头鲂和草鱼肠道筛选到的纤维素酶产生

菌，为后续研究草食性鱼的合理性养殖与膳食性

饲料配比，提供了研究素材和科学基础。
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