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摘要：纤维素类生物质是地球上分布最为广泛的可再生资源，筛选高效的纤维素降解菌对于纤维素生物质

资源的开发和利用具有重要的意义。采用刚果红染色法，从双叉犀金龟 Allomyrina dichotoma3龄幼虫肠道

筛选到 58株纤维素降解菌，选择透明圈直径与菌株直径比值较大的菌株进行酶活力测定，综合刚果红染色

法与酶活力测定结果，菌株M24产纤维素酶能力最强，其滤纸酶、内切葡聚糖苷酶、外切葡聚糖苷酶和β-

葡萄糖苷酶，活力大小分别为 13.14 U/mL、45.67 U/mL、18.29 U/mL、36.30 U/mL；通过 16S rDNA序列比

对分析，鉴定其为贝莱斯芽孢杆菌；通过基因组 ONT测序技术获取该菌的全基因组序列，该菌株基因组全

长 4 290 258 bp，共注释到 15个纤维素酶相关基因，其中包括 4个内切-β-1,4葡聚糖酶基因（EC 3.2.1.4），

9个β-葡萄糖苷酶（EC 3.2.1.91）相关基因，2个外切β-1,4葡聚糖酶（EC 3.2.1.91）相关基因。结果为构建

纤维素降解工程菌提供了重要的理论依据和供试材料。
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Abstract: Cellulosic biomass is the most widely distributed renewable resource on earth, and the

screening of efficient cellulose-degrading bacterial strains is of great significance for the

development and utilization of cellulosic biomass resources. We screened 58 cellulose-degrading

bacteria from the 3rd instar larvae of Allomyrina dichotoma by Congo red staining method, and

selected the strain with larger ratio of transparent circle diameter to strain diameter for enzyme

activity determination, and obtained the strongest cellulase-producing strain M24 by combining

the results of Congo red staining method and enzyme activity determination, which was identified

as Bacillus velezensis through comparison and analysis of 16S rDNA sequence. The crude enzyme

solution of this strain was determined to contain filter paper enzyme, endoglucosidase,

exoglucosidase and β-glucosidase with high activities of 13.14 U/mL, 45.67 U/mL, 18.29 U/mL

and 36.30 U/mL, respectively. The whole genome sequence of the strain was obtained by genome

ONT sequencing technology, and the genome of the strain was 4 290 258 bp in length, and a total

of 15 cellulase-related genes were annotated, including 4 endo-β-1,4 glucanase genes (EC 3.2.1.4),

9 β-glucosidase (EC 3.2.1.91)-related genes, and 2 exo β-1,4 glucanase (EC 3.2.1.91)-related

genes, thus providing an important theoretical basis and test material for constructing cellulose

degradation engineering bacteria.
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木质纤维素作为一种生物质资源，主要由纤维素、木质素和半纤维素组成，经降解和加

工处理可产生一系列烷烃类物质、生物油等高品燃料和高附加值的化学品（Serrano-Ruiz et

al.，2010；Zhou et al.，2011）。利用微生物对纤维素进行生物降解具有转化率高、副产物少、

反应条件温和、能耗低等优点（张爽，2019），其中，外切β-1,4-葡聚糖苷酶、内切β-1,4-葡

聚糖苷酶和β-葡萄糖苷酶是参与其降解的主要功能酶（Chandel et al.，2012）。在目前的生产

应用中微生物所产生的纤维素酶大部分还存在活性不高、酶作用条件苛刻等问题（王丰园等，

2022），因此选育和改良酶活性高、酶系多样均衡的高产纤维素酶菌株仍然是当前生物质降

解木质纤维素研究的重点方向（王丰园等，2022）。

在自然界中，许多昆虫具有完整、复杂的纤维素消化降解系统，被看作是高效的生物能

源转化器（孙建中和陈春润，2010），其中白蚁是进化最成功的高效木质纤维素降解者之一

（蒋宇彤等，2020），肠道可产生大量纤维素酶类物质（外切β-1,4-葡聚糖酶、内切β-1,4-葡

聚糖酶），对纤维素降解率可达到 74%~99%（Brune，2014）。除白蚁之外其它昆虫肠道纤维



素降解酶类物质也含量丰富，如竹虫幼虫 Omphisa fuscidentalis、松墨天牛 Monnochamus

alternatus等昆虫肠道微生物可产生外切β-1,4-葡聚糖酶、内切β-1,4-葡聚糖酶和β-葡萄糖苷酶

（刘松，2017；罗巧玉，2018）；栎黄掌舟蛾 Phalera assimilis、东亚飞蝗 Locusta migratoria

等昆虫肠道内可产生大量内切β-1,4-葡聚糖酶（文竹等，2015；徐冲等，2016）。也有研究发

现同种昆虫不同地区间肠道微生物存在显著差异，如采自湖南省邵阳市新宁县和云南省普洱

市江城县的黄脊竹蝗 Ceracris kiangsu肠道微生物多样性差异显著（杨丽君，2022）；浙江嘉

兴、河南郑州和湖北武汉3个地理种群的赤拟谷盗Tribolium castaneum肠道细菌的组成在“门”

和“属”的水平上均存在显著差异（黄争艳等，2020）；云南省普洱市澜沧、保山市隆阳、

昆明市石林、红河州开远 4个地区草地贪夜蛾 Spodoptera frugiperda肠道可培养细菌的相对

丰度也差异显著（李永萍等，2022）。由此可见，昆虫种类、地理种群不同，肠道内微生物

多样性及产纤维素酶的种类也不同（马玲等，2023）。

双叉犀金龟 Allomyrina dichotoma属鞘翅目 Coleoptera 双叉犀金龟属 Allomyrina，在中

国、韩国、日本等东亚国家广泛分布（王成斌，2010）。幼虫以朽木、发酵木屑等为食，常

见于森林、木材厂木屑堆、废弃的菌糠堆中，1年发生 1代（赵光杰等，2012；王道泽等，

2014），3龄幼虫重量一般可达到 24.08 g~34.52 g（陈杨博，2020），是一类具有观赏、环保、

食用、药用及科学试验等用途的资源昆虫（Bae et al.，2020；Park et al.，2020；Zhou et al.，

2021）。双叉犀金龟作为一种以纤维素原料为食物的昆虫，其肠道具有发达的纤维素酶系，

黄俊浩等已从取食竹子的双叉犀金龟幼虫（浙江省磐安）体内分离得到 31株具有纤维素酶

活性的可培养共生菌，37℃培养 15 d后，竹子纤维的降解率最高可达到 34%。

吉林省双叉犀金龟资源丰富，近年来被广泛用于生物转化木耳菌糠，约 9~10头幼虫 70

d可转化菌糠 1 kg。昆虫肠道微生物种群的构成受昆虫种类、饲养条件、地理种群等因素影

响较大（张振宇等，2017），目前关于吉林省取食菌糠的双叉犀金龟肠道纤维素降解菌尚无

报道。基于此，本研究以吉林省取食木耳菌糠的双叉犀金龟为研究对象，期望得到高效的纤

维素降解菌，为构建纤维素降解工程菌提供了重要的理论依据。

1 材料与方法

1.1 试验材料

供试昆虫：双叉犀金龟 3 龄幼虫于 2020年 5 月 10-15 日采自吉林省蛟河市黄松甸镇，

在 26~28℃，RH 60%~70%的饲养室内，用木耳菌糠饲养。

主要试剂：1 mg/mL刚果红溶液、1 mol/L NaCl溶液、DNS试剂、1 mg/mL葡萄糖溶液、



0.1 mol/L pH 5.5乙酸-乙酸钠缓冲溶液、1%羧甲基纤维素（CMC-Na）溶液、1%水杨苷溶液、

1%微晶纤维素溶液、细菌 16S rDNA通用引物 27 F（5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'）

和 1492 R（5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3'）与 PCR mix购于生工生物工程（上海）股份

有限公司。

主要培养基：LB培养基：蛋白胨 10 g，酵母提取物 5 g，NaCl 5 g，蒸馏水 1 000 mL，

pH7.0；羧甲基纤维素钠培养基：羧甲基纤维素钠（CMC-Na）5 g，(NH4)2SO4 2 g，K2HPO4

1 g，MgSO4·7H2O 0.5 g，NaCl 0.5 g，FeSO4·7H2O 0.1 g，蒸馏水 1 000 mL，琼脂粉 20 g，pH7.0；

液体产酶培养基：CMC-Na 10 g，NaCl 10 g，蛋白胨 5 g，酵母粉 10 g，蒸馏水 1 000 mL。

主要仪器：培养箱、凝胶成像仪、核酸蛋白检测仪、PCR 仪、电泳仪、冷冻离心机、

分析天平等。

1.2 试验方法

1.2.1 菌株分离

幼虫处理：取 3龄幼虫 10头，饥饿处理 48 h后，用无菌水冲洗 5次后，用 75%酒精浸

泡 2 min进行体表消毒，再用无菌水漂洗 2次。

解剖肠道：在超净工作台中，解剖每只完整肠道后，分离前中肠和后肠，将 10只幼虫

前中肠和后肠样品研磨混匀置于 50 mL离心管备用；

分离菌株：分别取 1 g前中肠、后肠样品进行稀释，共设置 8个梯度 10-1~10-8，选取每

个梯度的稀释液各 100 µL涂布于 LB培养基，每个梯度重复 3次，倒置于 30℃恒温培养箱

培养，设无菌水对照，根据菌落形态大小及颜色的不同挑取单菌落至新的 LB平板上，并对

挑取出的菌落进行连续划线直到分离出纯菌落，每个重复 3次，倒置于 30℃恒温培养箱中。

1.2.2 羧甲基纤维素钠琼脂平板筛选

挑取单菌落在羧甲基纤维素钠培养基划线，倒置于 30℃恒温培养箱培养，选择能够快

速生长的菌株，用灭菌后的牙签蘸取待测菌株，然后将含菌的牙签在羧甲基纤维素钠培养基

上点接 1次，设 3个重复，然后放入 30℃培养箱中培养 24 h，取 5 mL刚果红溶液对平板染

色 15 min，后倒去刚果红染色液，再加入 15 mL NaCl溶液脱色，15 min后倒去 NaCl溶液，

洗脱 3次，观察菌落周围有无透明水解圈，用游标卡尺测量菌落周围水解圈直径（D）和菌

落直径（d），计算每株菌的 D/d比值（Hc），使用 DPS中的 Ducan进行显著性差异分析（P

＜0.05，P＜0.01），初步筛选出 D/d 较大的菌株。

1.2.3 菌株酶活力样品制备

将初筛得到的纤维素降解菌用 30 mL LB培养基活化培养 12 h，后取 1 mL菌液接种于



50 mL液体产酶发酵培养基中，置于 30℃，180 r/min的恒温摇床中培养 24 h后 4℃，8 000

rpm离心 15 min，取上清液作为待测样品，4℃保存备用。

1.2.4 菌株酶活力测定

1.2.4.1 绘制葡萄糖标准曲线与建立回归方程

（1）取 1 g无水葡萄糖（105℃烘干 2 h）加蒸馏水溶解，定容至 100 mL容量瓶，配置

成 10 mg/mL葡萄糖标准溶液，2~8℃保存。

（2）将标准液用蒸馏水稀释至 1、0.8、0.6、0.4、0.2、0.1、0 mg/mL。

（3）每个浓度各取 50 µL 再加入 150 µL DNS 试剂至离心管中，每个浓度 3 个重复；

混匀，沸水浴煮沸 15 min显色，冷却后加入 1 050 µL双蒸水。

（4）混匀，540 nm处测定吸光值，以葡萄糖浓度（y）为纵坐标，吸光度 A（x）为横

坐标建立标准曲线。

1.2.4.2 滤纸酶（FPA）活力测定

选择 Hc 值>5 的 16株菌进行酶活力测定，取 3 mL 初筛菌株粗酶液于 15 mL试管中，

加入Whatman 1号滤纸条 1×6 cm（50 mg）和 0.1 mol/L 的乙酸-乙酸钠缓冲溶液 3 mL，50℃

恒温水浴 60 min，沸水浴 5 min，加入 DNS 显色剂 3 mL，沸水浴反应 5 min，冰水冷却至

室温，以无菌水作为对照，测量 OD540，试验设 3次重复。

1.2.4.3 内切葡聚糖酶活力测定

测定方法同 1.2.4.2，将上述滤纸条 50 mg 和 0.1 mol/L的乙酸-乙酸钠缓冲溶液 3 mL换

为 1％羧甲基纤维素（CMC-Na）溶液 3 mL，50℃恒温水浴 30 min，其他条件不变，测定菌

株的内切葡聚糖酶活力，试验设 3次重复。

1.2.4.4 外切葡聚糖酶活力测定

测定方法同 1.2.4.2，将上述滤纸条 50 mg 和 0.1 mol/L的乙酸-乙酸钠缓冲溶液 3 mL换

为 1%微晶纤维素溶液 3 mL，其他条件不变，测定菌株的外切葡聚糖酶活力，试验设 3次重

复。

1.2.4.5 β-葡萄糖苷酶活力测定

测定方法同 1.2.4.2，将上述滤纸条 50 mg 和 0.1 mol/L的乙酸-乙酸钠缓冲溶液 3 mL换

为 1%水杨苷溶液 3 mL，其他条件不变，测定菌株的β-葡聚糖苷酶活力，试验设 3次重复。

1.2.4.6 酶活力计算

酶活力单位：50℃、pH5.5条件下，每分钟水解产生 1 μg还原糖所需要的酶量为 1个酶

活力单位（U）。



酶活力（U/mL）=（葡萄糖含量×反应总体积×1 000）/（加入酶液体积×t）

式中：1 000：mg转换为µg的放大倍数；t：酶和底物反应时间（min）

1.2.5 菌株M24鉴定

提取每株细菌菌株的基因组 DNA 为模板，选用细菌 16S rDNA 通用引物 27 F

（5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'）和 1492 R（5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3'）进行

16S rDNA扩增。

PCR反应（体系 50 μL）：PCR mix 25 μL，正向引物 2 μL，反向引物 2 μL，模板 DNA 2

μL，dd H2O 19 μL。

反应条件：95℃预变性 5 min；94℃变性 30 s，55℃退火 30 s，72℃延伸 1 min 30s，共

30个循环；然后 72℃延伸 10 min，4℃终止反应。

反应结束后通过 1%琼脂糖凝胶电泳来检测 PCR 产物。PCR 产物送生工生物工程（上

海）股份有限公司测序。测序结果通过 NCBI（https://blast.ncbi.nlm.nih.gov）进行 BLAST

比对分析。以筛选出的优势菌株 16S rDNA基因序列及比对结果中相似度较高的 16S rDNA

基因序列为材料，使用MEGA 11.0生物信息学软件构建系统进化树，确定菌株所属类别。

1.2.6 菌株全基因组测序

测序样品准备：将M24单菌落接种至液体 LB培养基中，置于 30℃恒温摇床中，180 rpm

震荡培养，至对数生长期，将菌液 14 000 rpm离心，取 1 g菌体，于液氮中保存，送百迈客

生物科技有限公司进行全基因组测序。基于组装结果进行编码基因预测、非编码 RNA等预

测，然后对预测出的基因进行 eggNOG、CAZy 等数据库的功能注释分析。

1.2.7 数据分析

所有的结果数据均表示为平均值±标准误，试验数据利用 DPS数据处理系统及Microsoft

Excel 2010软件进行处理、分析。

2 结果与分析

2.1 菌株筛选

初步从双叉犀金龟肠道分离纯化得到 144株细菌，利用 CMC-Na 培养基和刚果红染色

法初步筛选得到 58株纤维素降解菌，其中后肠 36株、前中肠 22株；分别计算 58株细菌的

Hc 值（D/d 比值）（表 1），其 Hc 值在 1.78~8.42 之间。透明圈大小一定程度上反应了降解

纤维素能力的高低，但不能作为菌株纤维素酶活性的唯一定量指标，本研究后续试验选择

Hc＞5的 16株菌，测定其产纤维素酶能力。



表 1 透明圈直径、菌落直径及二者比值

Tabe 1 Transparent cicle diameter, colony diameter and their ratio

菌种编号

Strain

number

菌落直径 d

（mm）

Colony

diameter

透明圈直径 D

（mm）

Transparent cicle

diameter

Hc=

D/d

菌种编号

Strain

number

菌落直径 d

（mm）

Colony

diameter

透明圈直径 D

（mm）

Transparent cicle

diameter

Hc=

D/d

H1 3.39 ± 0.09 14.63 ± 0.96 4.31 H58 5.45 ± 0.74 14.37 ± 0.38 2.64

H2 3.63 ± 0.23 16.83 ± 0.96 4.64 H60 4.48 ± 0.19 21.77 ± 0.99 4.86

H4 3.49 ± 0.20 18.48 ± 0.36 5.28 H68 3.92 ± 0.06 7.43 ± 0.86 1.90

H5 3.81 ± 0.37 14.24 ± 0.30 3.74 H69 4.24 ± 0.08 12.97 ± 0.20 3.06

H7 3.05 ± 0.07 13.53 ± 0.28 4.44 H70 4.14 ± 0.15 14.87 ± 0.33 3.59

H8 3.56 ± 0.23 13.77 ± 0.31 3.87 H73 4.37 ± 0.39 9.20 ± 0.63 2.11

H9 3.77 ± 0.08 15.03 ± 0.46 3.99 H78 3.85 ± 0.18 10.50 ± 0.79 2.73

H10 3.75 ± 0.24 19.60 ± 2.74 5.22 M1 4.35 ± 0.07 17.33 ± 0.37 3.99

H11 3.70 ± 0.17 21.9 ± 0.69 5.93 M4 3.77 ± 0.24 18.43 ± 0.94 4.89

H12 3.22 ± 0.04 18.08 ± 0.55 5.62 M7 3.92 ± 0.24 16.66 ± 0.56 4.25

H13 6.11 ± 0.42 18.84 ± 0.64 3.08 M11 3.77 ± 0.12 16.91 ± 0.89 4.48

H14 3.49 ± 0.14 12.70 ± 0.42 3.75 M12 5.86 ± 0.21 17.43 ± 0.82 2.97

H16 2.97 ± 0.10 18.65 ± 0.05 6.28 M16 10.56 ± 0.93 24.88 ± 0.47 2.35

H17 3.46 ± 0.17 15.18 ± 0.50 4.38 M17 3.74 ± 0.14 18.96 ± 0.14 5.08

H21 3.76 ± 0.19 18.13 ± 0.47 4.82 M23 6.96 ± 0.80 29.10 ± 0.10 4.18

H24 3.46 ± 0.11 15.26 ± 0.35 4.29 M24 4.25 ± 0.21 35.75 ± 1.21 8.42

H26 6.25 ± 0.75 17.35 ± 1.06 2.78 M25 5.12 ± 0.72 27.47 ± 1.37 5.36

H27 7.49 ± 0.26 13.30 ± 0.36 1.78 M32 6.30 ± 0.62 36.52 ± 1.94 5.79

H28 4.29 ± 0.33 16.85 ± 0.59 3.93 M33 4.21 ± 0.23 34.09 ± 0.34 8.09

H31 5.18 ± 0.42 15.33 ± 0.59 2.96 M34 3.79 ± 0.28 31.37 ± 1.33 8.28

H32 3.46 ± 0.06 16.18 ± 1.21 4.68 M39 4.27 ± 0.03 30.60 ± 0.58 7.16

H33 6.22 ± 0.70 16.54 ± 0.55 2.66 M41 7.68 ± 0.18 34.03 ± 0.50 4.43

H35 5.67 ± 0.08 17.65 ± 0.99 3.11 M44 7.01 ± 0.08 31.67 ± 0.23 4.52

H38 3.98 ± 0.40 17.93 ± 0.23 4.51 M46 7.39 ± 0.31 31.32 ± 0.39 4.23

H40 3.55 ± 0.33 21.21 ± 1.25 5.97 M47 4.34 ± 0.22 32.23 ± 0.41 7.43

H41 3.91 ± 0.20 17.29 ± 0.81 4.43 M49 5.97 ± 0.24 27.94 ± 0.21 4.68

H42 7.30 ± 0.73 15.91 ± 1.51 2.40 M52 4.95 ± 0.16 32.90 ± 1.24 6.65

H48 3.96 ± 0.02 16.82 ± 0.36 4.25 M53 10.54 ± 0.59 34.12 ± 0.65 3.24

H51 4.77 ± 0.38 17.07 ± 0.96 3.58 M54 4.33 ± 0.20 34.52 ± 0.84 7.98

注：表中数据为平均值±标准误。Note：Data in the table were average ± standard error.

2.2 菌株酶活力测定



2.2.1 绘制葡萄糖标准曲线与建立回归方程

以葡萄糖含量为横坐标、OD540为纵坐标，绘制葡萄糖标准曲线（图 1），标准曲线方

程为：y=0.5255x-0.0191，相关系数 R2=0.9901。

图 1 葡萄糖标准曲线

Fig. 1 Glucose standard curve

2.2.2 菌株纤维素酶活力测定

酶活反应中不同底物可以反应不同的酶活力的高低，供试 16株菌的 4种纤维素酶活力

均有显著差异（表 2）。滤纸酶活力代表总酶活力在 5.00~13.14 U/mL 之间，其中M24 显著

最高，为 13.14 U/mL，其次为 H11（11.22 U/mL）、H16（11.05 U/mL）、H12（11.05 U/mL）、

M34（10.97 U/mL）；内切葡聚糖苷酶活力在 8.39~45.67 U/mL之间，其中M24 显著最高，

为 45.67 U/mL，其次为 H12（43.21 U/mL）、H11（39.11 U/mL）；外切葡聚糖苷酶活力在

10.53~20.42 U/mL之间，其中M25显著最高，为 20.42 U/mL，其次为M34（19.36 U/mL）、

M32（19.10 U/mL）、M24（18.29 U/mL）；β-葡萄糖苷酶活力 16.72~36.30 U/mL 之间，其中

M24显著最高，为 36.30 U/mL，其次为 H12（27.03 U/mL）、H4（27.37 U/mL）、M34（27.53

U/mL）。综合刚果红染色法与酶活力试验结果，M24 产纤维素酶能力最强。

表 2 16株产纤维素酶菌株的纤维素酶活力测定结果

Table 2 Cellulase activity assay results of 16 cellulase-producing strains

菌株号

Strain

number

滤纸酶活力

（U/mL）

Filter paper enzyme

activity

内切葡聚糖苷酶活力

（U/mL）

Endoglucosidase enzyme

activity

外切葡聚糖苷酶活力

（U/mL）

Exoglucosidase enzyme

activity

β-葡聚糖苷酶活力

（U/mL）

β-glucosidase enzyme

activity

M33 6.87 ± 0.10 g 28.78 ± 0.39 f 14.88 ± 0.26 e 20.39 ± 0.32 e

M24 13.14 ± 0.13 a 45.67 ± 0.29 a 18.29 ± 0.18 c 36.30 ± 0.03 a

M32 10.30 ± 0.17 cd 32.84 ± 0.30 e 19.10 ± 0.30 b 24.21 ± 0.17 c

M47 5.75 ± 0.12 i 16.00 ± 0.51 i 12.06 ± 0.15 hi 16.72 ± 0.11 f

M52 6.31 ± 0.02 h 13.58 ± 0.37 j 16.09 ± 0.39 d 20.77 ± 0.32 e



H12 11.05 ± 0.03 b 43.21 ± 0.08 b 15.58 ± 0.11 de 27.03 ± 0.35 b

H16 11.05 ± 0.03 b 28.50 ± 0.26 f 13.47 ± 0.03 fg 25.05 ± 0.34 c

H40 7.08 ± 0.07 g 15.38 ± 0.08 i 10.54 ± 0.16 j 20.10 ± 0.26 e

H10 7.43 ± 0.10 f 11.93 ± 0.23 k 11.58 ± 0.6 1i 22.23 ± 0.36 d

M54 9.98 ± 0.12 de 21.58 ± 0.14 h 12.86 ± 0.07 g 24.67 ± 0.25 c

H11 11.22 ± 0.08 b 39.11 ± 0.25 c 14.06 ± 0.22 f 24.14 ± 0.45 c

M39 5.00 ± 0.12 j 8.39 ± 0.43 l 10.74 ± 0.2 1j 20.00 ± 0.50 e

M17 9.82 ± 0.11 e 16.08 ± 0.56 i 12.73 ± 0.12 gh 19.84 ± 0.38 e

H4 9.84 ± 0.07 e 34.56 ± 0.42 d 17.72 ± 0.35 c 27.37 ± 0.55 b

M34 10.97 ± 0.21 b 13.63 ± 0.28 j 19.36 ± 0.14 b 27.53 ± 0.64 b

M25 10.41 ± 0.17 c 22.79 ± 0.61 g 20.42 ± 0.28 a 22.16 ± 0.24 d

P＜0.05

F15,32=432.703

P＜0.05

F15,32=1 085.312

P＜0.05

F15,32=150.615

P＜0.05

F15,32=159.92

注：小写字母表示处理间方差比较结果（P＜0.05）。Note：Lowercase letters indicated the results of the inter-processing variance

comparison (P＜0.05).

2.3 菌株M24 分子生物学鉴定

利用引物 27 F和 1492 R扩增 16S rDNA基因序列用于M24的鉴定，将菌株的 16S rDNA

基因序列在 NCBI 上使用 BLASTn 进行序列比对分析，选取结果中相似度最高的菌属作为

材料，利用MEGA 11.0构建系统发育树。菌株M24在芽孢杆菌属内贝莱斯芽孢杆菌 Bacillus

velezensis的亲缘关系较近，在进化树内聚为一类，且同源性高达 99.86%（图 2）

图 2 菌株M24系统进化树

Fig. 2 Phylogenetic tree of strain M24

2.4 全基因组测序及基因注释

为了解菌株M24 的纤维素降解相关基因，对菌株的基因组进行了测序，组装后得到该

菌株的基因组，全长 4 290 258 bp，GC含量为 46.01%，编码基因 4 186个，平均长度 908 bp，

rRNA 27个，tRNA 87个。



M24基因组的基因与 eggNOG数据库比对，将编码基因进行功能分类，结果发现有 3 197

个蛋白编码基因被注释，可分为 A~Z共 24类，维持生命基本功能的相关基因在功能基因中

占比较大，其中转录相关基因（K）241个（7.54%），碳水化合物运输和代谢（G）功能的

基因 226个（7.07%），次生代谢产物生物合成、运输和分解代谢（Q）功能的基因共有 77

个（2.41%），细胞内物质转运、分泌和膜泡运输（U）功能的基因有 32个（1.00%），氨基

酸转运与代谢的基因 286个（8.95%）（图 3）。

图 3 M24 eggNOG功能分类

Fig. 3 eggNOG function classification from M24 strain

2.5 纤维素降解相关基因分析

根据 CAZy 数据库分析，首先注释糖脂代谢相关的基因，包括糖苷水解酶（Glycoside

Hydrolases，GHs）51个（33.55%），糖基转移酶（Glycosyl Transferases，GTs）39个（25.65%），

多糖裂解酶（Polysaccharide Lyases，PLs）3 个（1.97%），碳水化合物酯酶（Carbohydrate

Esterases，CEs）32个（21.05%），辅助氧化还原酶（Auxiliary Activities，AAs）6个（3.94%）

和非催化的结合碳水化合物的功能域（Carbohydrate-binding modules，CBMs）21个（13.81%）

（图 4）。其次，重点进行了纤维素降解相关基因的注释分析，从中分析预测出内切-β-1,4葡

聚糖酶（EC 3.2.1.4）的相关基因有 4个，β-葡萄糖苷酶（EC 3.2.1.91）的相关基因有 9个，

外切β-1,4葡聚糖酶（EC 3.2.1.91）的相关基因有 2个，内切-β-1,4葡聚糖酶基因编码的蛋白

质属于 GH5和 GH51家族；β-葡萄糖苷酶基因编码的蛋白质属于 GH1、GH30、GH5、GH3

家族；外切β-1,4葡聚糖酶内切-β-1,4葡聚糖酶基因编码的蛋白质属于 GH5家族（表 3）。



图 4 菌株M24 CAZy family分布

Fig. 4 CAZy family distribution of strain M24 genome

表 3 菌株M24基因组中纤维素酶相关酶家族

Table 3 Cellulase-related enzyme families in the M24 genome

基因编号

Gene_ID

CAZy 家族

CAZy_family

预测的特性活性

Predicted characteristic activity

EC#（预测）

EC#（Predict）

GE000282 GH5

endo-β-1,4-glucanase EC 3.2.1.4
GE001151 GH51

GE001172 GH51

GE002362 GH5

GE002149 GH1

β-glucosidase EC 3.2.1.21

GE000286 GH30

GE000456 GH30

GE000457 GH1

GE002362 GH5

GE002558 GH3

GE002703 GH1

GE003525 GH1

GE000282 GH5

GE000282 GH5
cellulose β-1,4-cellobiosidase EC 3.2.1.91

GE002362 GH5

3 结论与讨论

初步从吉林地区取食木耳菌糠的双叉犀金龟幼虫肠道中分离得到 58株能够产生纤维素

酶的细菌，其中后肠 36株，前中肠 22株，后肠中纤维素降解菌数量大于前中肠，通过刚果

红染色初步筛选出 16株菌进行酶活力测定，结果表明这 16株菌均具有完整的纤维素酶系，

其中M24纤维素酶活力最高，滤纸酶活力为 13.14 U/mL，内切葡聚糖苷酶活力为 45.67 U/mL，

外切葡聚糖苷酶活力为 18.29 U/mL，β-葡萄糖苷酶活力为 36.30 U/mL。与同类研究进行对

比分析，发现吉林地区与浙江地区双叉犀金龟肠道可分离纤维素降解菌的种类和数量均不同

（Huang et al.，2022）。酶活力测定结果表明双叉犀金龟肠道纤维素降解菌M24酶活力高于



白星花金龟肠道筛选的纤维单胞菌属 Cellulomonas sp. h9内切葡聚糖苷酶活力（0.19 U/mL），

低于台湾乳白蚁 Coptotrmes formosanus肠道筛选的约氏不动杆菌 Acinetobacter johnsonii内

切葡聚糖苷酶活力（93.73 U/mL）。与不同环境中分离的菌株相比，高于玉米青贮饲料中分

离的解淀粉芽孢杆菌 Bacillus amyloliquefaciens内切葡聚糖苷酶活力（6.40 U/mL），但低于

土壤中分离的土曲霉 Aspergillus terreus β-葡萄糖苷酶活力（167.70 U/mL）（许婧，2014；刘

宇等，2017；陈志超等，2019；黄婉秋，2020；尹守亮等，2022）。

经分子生物学鉴定，确定菌株M24为贝莱斯芽孢杆菌，贝莱斯芽孢杆菌广泛分布于自

然界，能促进植物生长、分泌次级代谢产物，对水稻稻瘟病菌 Magnaporthe oryzae、烟草赤

星病菌 Alternaria alternata、高粱炭疽病菌 Colletotrichum graminicola等植物病原真菌有明显

抑制效果（张晨芳，2020；朱峰等，2020）。除生防作用以外，贝莱斯芽孢杆菌还具有良好

的纤维素降解能力（尉婧等，2022），如从土壤、杜仲树皮内、台湾乳白蚁、暗黑鳃金龟

Holotrichia parallela肠道内等均可获得具有该菌株，其内切葡聚糖苷酶活力在 0.61～54.39

U/mL之间（Zhang et al，2018; 陈龙等，2019；陈杰茹等，2022）；本试验分离得到的贝莱

斯芽孢杆菌 Bacillus velezensis（M24）内切葡聚糖苷酶活力为 45.67 U/mL，在现有报道的贝

莱斯芽孢杆菌中其纤维素酶活较高。

同种菌株之间也可能存在较大的表型差异（Van et al，2020），本试验分离得到的贝莱斯

芽孢杆菌全基因组数据显示，其参与内切-β-1,4葡聚糖酶（EC 3.2.1.4）的相关基因有 4个，

β-葡萄糖苷酶（EC 3.2.1.91）的相关基因有 9个，外切β-1,4葡聚糖酶（EC 3.2.1.91）的相关

基因有 2个；已发表的贝莱斯芽孢杆菌的纤维素降解关键基因数量在 7~26个之间（Zhang et

al，2017；Chen et al，2018；Zhang et al，2023；Zhang et al，2023），形成这种同种菌株纤

维素相关基因差异的原因极有可能是菌株的来源、地域以及昆虫取食的不同而产生的（安晓

娜等，2020）。

综上所述，从双叉犀金龟幼虫肠道中分离得到的 Bacillus velezensisM24 纤维素酶活力

较高，且有一定量的基因参与纤维素的降解。但纤维素生物降解需要活力强、产酶量大的菌

株，因此还需对菌株产酶条件进行优化以提高其产酶量，可也尝试利用基因工程技术将纤维

素降解微生物的酶基因在大肠杆菌及酿酒酵母上表达以获取活性更高、产率更大的纤维素酶，

通过基因组、转录组深入研究相关纤维素酶的作用机制，调整不同组分比例以适应不同农业、

工业应用需求，以期为高效开发利用为木质纤维素类生物质资源的转化提供菌株资源。
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