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 前  言  
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1.范围 

本文件规定了低温条件下腐解功能性菌的评价原则、指标体系与评价框架、评估方法、

实验流程及综合评价标准。 

本文件适用于低温条件（10 ℃～20 ℃）下，具有木质纤维素降解能力的真菌、细菌等

微生物菌株的功能评价。 

本文件重点适用于农作物秸秆低温腐解功能性菌株的初筛、复筛和降解验证。 

2.规范性引用文件 

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期

的引用文件，仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括

所有的修改单）适用于本文件。 

GB/T 32725—2016/ISO 10381-6:2009 实验室测定微生物过程、生物量与多样性用土壤

的好氧采集、处理及贮存指南 

GB/T 1.1—2020 标准化工作导则 第 1 部分：标准化文件的结构和起草规则 

NY/T 2722-2015 秸秆腐熟菌剂腐解效果评价技术规程 

GB/T 38488-2021 微生物快速测定方法 

GB/T 34224-2017 生物产品中功能性微生物检测 

3 术语和定义 

下列术语和定义适用于本文件。 

3.1 低温腐解功能性菌  

能够在规定低温条件下保持生长，并通过分泌木质纤维素降解相关酶促进参考玉米秸秆

结构或质量损失的微生物。 

3.2 腐解功能酶系  

参与秸秆木质纤维素解聚的多酶组合，包括漆酶、纤维素酶、半纤维素酶和过氧化物酶。 

3.3 漆酶  

以氧为电子受体、以 ABTS 为显色底物测定的多铜氧化酶活性，缩写为 Lac。 

3.4 纤维素酶  

以羧甲基纤维素钠为底物、以还原糖生成量测定的羧甲基纤维素酶活性，缩写为 

CMCase。 

3.5 半纤维素酶 
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以木聚糖为底物、以木糖生成量表征的木聚糖水解相关活性，缩写为 Hemi。 

3.6 过氧化物酶 

以愈创木酚和过氧化氢为底物、以 470 nm 吸光度变化测定的过氧化物酶总活性，缩

写为 POD。 

3.7 滤纸崩解率 

以定性滤纸为唯一碳源，通过观察滤纸在微生物作用下的崩解、碎裂程度，快速评估菌

株纤维素降解能力的定性或半定量实验方法。 

3.8 秸秆干重降解率  

秸秆试样经培养后，扣除无接种全流程空白本底损失和匹配灭活接种对照残留偏差的干

质量损失百分比。 

3.9 秸秆组分降解率 

秸秆中纤维素、半纤维素或木质素的初始质量经培养后减少，并扣除组分特异空白损失

和灭活接种残留偏差的百分比。 

4 评价原则 

4.1 科学性原则 

采用统一、标准化的评价方法，确保评价结果具有代表性、准确性和可重复性。 

4.2 多指标综合评价原则 

不以单一酶活指标作为评价依据，应综合漆酶、纤维素酶、半纤维素酶和过氧化物酶的

多酶系协同活性，结合滤纸崩解能力和秸秆实际降解率进行综合评价。 

4.3 低温适应性原则 

所有评价实验应在低温条件（15 ℃±1 ℃）下进行，以准确反映菌株在低温环境下的实

际降解能力。 

4.4 分层评价原则 

按“平板初筛（EI 值）→ 液体发酵酶活动定量测定 → 滤纸崩解半定量 → 秸秆实际降

解验证”的层级流程逐级筛选验证。 

4.5 可操作性原则 

评价方法应兼顾实验室常规条件和实际应用场景，采用常规设备与试剂，确保评价工作

切实可行、便于推广。 
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5 指标体系与评价框架 

5.1 指标体系构成 

低温腐解功能性菌的评价指标体系是基于漆酶—纤维素酶—半纤维素酶—过氧化物酶

的多酶系协同评价方法。测定指标共 4 项：①平板初筛 EI 值（快速初筛指标）；②液体发酵

酶活（低温定量测定指标）；③滤纸崩解实验等级（纤维素快速降解半定量指标）；④秸秆实

际降解率（实际降解能力核心指标）。 

5.2 评价框架 

低温腐解功能性菌的综合评价框架如图 1 所示，平皿初筛（EI 值）快速判定菌株产酶能

力强弱，液体发酵酶活进一步定量表征产酶活性，滤纸崩解对纤维素降解能力快速定级，秸

秆实际降解实验验证真实降解效果，层层筛选，对腐解菌的酶活特性以及腐解能力进行全面

评价。 

 

图一、低温腐解功能性菌的综合评价框架 

6 评估方法 

6.1 平板初筛 EI 值计算 

EI = D / d，式中：D：菌株水解（变色/褪色/透明）圈直径，单位为毫米（mm）；d：菌

落直径，单位为毫米（mm）。 

EI≥1.0 判为阳性。各酶所用筛选平板及显色方式见表 1。 
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表 1 平皿酶活快速筛选关键参数 

产酶类型 筛选平板 显色/观察方式 

漆酶 愈创木酚平板 菌落周围橙红/红褐色变色圈 

纤维素酶 CMC-Na 平板 0.1% 刚果红染色后 NaCl 脱色，透明水解圈 

半纤维素酶 木聚糖平板 刚果红染色后 NaCl 脱色，透明水解圈 

过氧化物酶 苯胺蓝平板 菌落周围褪色（透明）圈 

6.2 液体发酵酶活计算 

6.2.1 酶活单位。在规定的测定条件下，每分钟催化转化 1 μmol 底物所需的酶量定义

为 1 个酶活单位（U），以每毫升粗酶液的酶活 U/mL 表示。 

6.2.2 分类等吸收测定的直接计算式（漆酶、过氧化物酶）为： 

酶活（U/mL）=（ΔA × V × 10⁶）÷（ε × t × v），式中： 

ΔA：反应时间内吸光度变化值（ΔA＝A 终－A 始）； 

V：反应总体积，单位为毫升（mL）；ε：摩尔消光系数，单位为 L·mol⁻¹·cm⁻¹； 

t：反应时间，单位为分钟（min）；v：粗酶液体积，单位为毫升（mL）。 

6.2.3 还原糖显色法（纤维素酶、半纤维素酶）的酶活按 DNS 法标准曲线换算。先建

立底物水解产生的还原糖（葡萄糖/木糖）含量与吸光度的标准曲线（附录 A），再按下列式

换算： 

酶活（U/mL）=（n × 1000）÷（M × t × v），式中： 

N：由标准曲线查得的反应液中还原糖质量，单位为毫克（mg）； 

M：还原糖（葡萄糖/木糖）摩尔质量，单位为 g/mol； 

t：酶促反应时间，单位为分钟（min）；v：粗酶液体积，单位为毫升（mL）。 

四种酶具体测定条件（底物、缓冲液、反应温度、测定波长、消光系数等）见表 2。 

表 2 酶活测定关键参数 

酶 底物/试剂 缓冲液 反应条件 测定波长 

漆酶 ABTS (0.5mmol/L) 乙酸-乙酸钠缓冲液 pH 5.0 30 ℃, 3 min 420 nm  

纤维素酶 1% CMC-Na 柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液 pH 4.8 50 ℃, 30 min 540 nm 

半纤维素酶 1% 木聚糖 柠檬酸-柠檬酸钠缓冲液 pH 5.0 50 ℃, 30 min 540 nm 

过氧化物酶 MnSO₄+DMP+H₂O₂ 乳酸-乳酸钠缓冲液 pH 4.5 30 ℃, 3 min 468 nm  

注：标准曲线相关系数 R² 应≥0.99，每批新配试剂需重绘曲线。 
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6.3 滤纸崩解实验等级评定 

以定性滤纸为唯一碳源，记录培养第 7 d、14 d、21 d、28 d 的滤纸崩解程度，按表 3

评定级别。 

表 3 滤纸崩解率等级 

等级 崩解程度描述 

Ⅰ级（强崩解） 滤纸完全崩解为碎片或糊状，培养基浑浊 

Ⅱ级（中崩解） 滤纸明显断裂、变薄，部分区域透明化 

Ⅲ级（弱崩解） 滤纸部分变薄，边缘碎裂，整体结构保持 

Ⅳ级（无崩解） 培养 28 d 后滤纸形态无明显变化 

6.4 秸秆实际降解率计算 

6.4.1 干重降解率按下式计算： 

干重降解率（%）=（W₀－Wt）÷ W₀ × 100% 

式中：W₀：初始（接菌前）秸秆干重，单位为克（g）；Wt：降解后剩余秸秆干重，单

位为克（g），均以 65 ℃ 烘干至恒重计。 

6.4.2 纤维素、半纤维素、木质素组分降解率按下式计算： 

某组分降解率（%）=（C₀×W₀－Ct×Wt）÷（C₀×W₀）× 100% 

式中：C₀：初始秸秆该组分含量（质量分数，%），由范式（Van Soest）洗涤纤维分析法

测得；Ct：降解后秸秆该组分含量（%）；W₀、Wt 含义同 6.4.1。 

6.4.3 推荐以玉米秸秆为底物，也可按实际需要选择水稻、小麦等其他农作物秸秆，但

须在报告中注明底物种类及初始组分含量。 

7 实验流程（各实验操作规程） 

7.1 实验准备 

7.1.1 菌株活化：在无菌条件下挑取斜面或甘油管保藏菌落，接种于 PDA 平板，于 26 ℃ 

培养 4 d～6 d，再转入 15 ± 1 ℃ 培养箱适应培养，以 1 cm 直径打孔器制取菌块备用。 

7.1.2 培养基与试剂：按本文件附录及第 6 章要求配制各类筛选平板、发酵培养基、显

色剂与缓冲液，121 ℃ 灭菌 20 min。 

7.1.3 低温工作条件：所有评价实验均在同一低温培养箱中于 15 ℃±1 ℃ 进行；设置

常规对照温度 20 ± 1 ℃ 和 26 ± 1 ℃。 

7.1.4 平行与对照：每个处理设 ≥3 个平行重复，酶活测定设置空白对照与阳性对照，
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每批实验设置标准菌株对照。 

7.2 平板初筛实验流程 

（1）把 1 cm 菌块接种于愈创木酚 PDA 平板中央，15 ± 1 ℃ 培养 5 d～10 d，观察

橙红/红褐色变色圈，测量变色圈直径 D 与菌落直径 d，按 6.1 计算 EI 值。 

（2）把 1 cm 菌块接种于 CMC-Na 平板中央，15 ± 1 ℃ 培养 5 d～10 d；倾入 0.1% 

刚果红染色 30 min，弃去染液，用 1 mol/L NaCl 脱色 15 min，观察透明水解圈，测量并

计算 EI 值。 

（3）把 1 cm 菌块接种于木聚糖平板中央，15 ± 1 ℃ 培养 5 d～10 d；刚果红染色、

NaCl 脱色后观察透明水解圈，计算 EI 值。 

（4）把 1 cm 菌块接种于苯胺蓝平板中央，15 ± 1 ℃ 培养 5 d～10 d，观察褪色（透

明）圈，计算 EI 值。 

（5）凡至少 1 种酶 EI≥1.0 的菌株判为初筛阳性，进入液体发酵复筛；EI<1.0 的菌株

不进入后续评价。 

7.3 液体发酵与酶活测定实验流程 

（1）种子液制备：挑取活化菌丝块接种于 PDA 液体培养基，15 ± 1 ℃、150 r/min 振

荡培养 5 d～7 d。 

（2）发酵培养基：玉米秸秆粉 10 g/L、葡萄糖 2 g/L、蛋白胨 2 g/L、KH₂PO₄ 1 g/L、

MgSO₄·7H₂O 0.5 g/L，pH 自然，121 ℃ 灭菌 20 min。 

（3）液体发酵：按 10%（体积分数）接种量接入种子液，15 ± 1 ℃、150 r/min 振荡

培养 7 d～14 d；于第 7 d、10 d、14 d 定时取样。 

（4）粗酶液制备：取发酵液 4 mL，8000 r/min 离心 15 min，取上清即粗酶液，4 ℃ 

保存，当日测定。 

（5）酶活测定：按 6.2 规定分别测定漆酶（ABTS 法）、纤维素酶（CMC-Na-DNS 法）、

半纤维素酶（木聚糖-DNS 法）、过氧化物酶（DMP 法）活性；DNS 法需先按附录 A 绘制

标准曲线。 

7.4 滤纸崩解实验流程 

（1）培养基：采用 Mandels 无机盐培养基，pH 5.0～5.5，以 Whatman No.1 定性滤

纸条（1 cm×6 cm）为唯一碳源。 

（2）接种与培养：无菌条件下将菌块（或种子液）接种于滤纸培养基，15 ± 1 ℃ 静置
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培养。 

（3）观察记录：分别于培养第 7 d、14 d、21 d、28 d 观察滤纸崩解、碎裂、变薄、

透明化程度并拍照记录，按 6.3 表 3 评定等级。 

7.5 秸秆实际降解实验流程 

（1）秸秆处理：玉米秸秆于 65 ℃ 烘干至恒重，粉碎至粒径 2 mm～5 mm，备用。 

（2）称量与灭菌：称取秸秆粉 20 g，加入 Mandels 无机盐营养液 50 mL，121 ℃ 灭

菌 30 min；以不接菌的灭菌秸秆为空白对照。 

（3）接种与培养：按 10%（W/V）接种量接入种子液并搅拌均匀，15 ± 1 ℃ 静置培养 

30 d～50 d，每 10 d 取样一次；分别设 20 ± 1 ℃、26 ± 1 ℃ 对照组。 

（4）干重降解测定：培养结束，发酵物于 65 ℃ 烘干至恒重，称重，按 6.4.1 计算干

重降解率。 

（5）组分含量测定：采用范式洗涤纤维分析法测定降解前后纤维素、半纤维素、木质

素含量，按 6.4.2 计算各组分降解率。 

（6）微观结构观察（可选）：选取代表性样品，经固定、脱水、干燥、喷金后，于扫描

电镜下观察秸秆表面微观结构变化，辅助评判降解效果。 

8 质量控制和安全管理 

8.1 所有评价实验应设置至少 3 个平行重复，结果以平均值±标准差表示。 

8.2 酶活测定需设置空白对照和阳性对照，确保实验结果的可靠性。 

8.3 每批实验应设置标准菌株作为对照，以保证批次间结果的可比性。 

8.4 实验记录应完整、规范，原始数据及整理过程需建档保存并电子化备份。 

8.5 实验操作人员应经过微生物实验操作培训，掌握无菌操作技术。 

8.6 涉及真菌孢子操作应在生物安全柜中进行，防止孢子扩散。 

8.7 实验废弃物应经 121 ℃ 高压灭菌处理后方可排放。 

8.8 化学试剂（苯胺蓝、ABTS、DNS 等）应按化学品安全管理规范使用和保存，涉及强

酸（72%硫酸等）操作须做好防护。 

 

9 评价报告编制 

评价报告应包括以下内容： 

1. 菌株信息：菌株名称、来源、保藏编号及分子鉴定结果； 
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2. 实验方法：平板初筛、液体发酵条件、酶活测定、滤纸崩解、秸秆降解实验方法； 

3. 实验结果：平板初筛 EI 值、各酶活测定数据、滤纸崩解等级、秸秆干重降解率及各

组分变化； 

4. 结论与建议：对菌株低温腐解功能作出评价结论，并提出应用建议。 

 

附 录 A 

A.1.1 准确称取干燥至恒重的葡萄糖标准品，配制成 1 mg/mL 葡萄糖标准溶液。 

A.1.2 分别取 0、0.2、0.4、0.6、0.8、1.0 mL 标准溶液，加蒸馏水补至 1 mL，加入 1 

mL DNS 试剂，沸水浴 5 min，冷却后定容至 10 mL，于 540 nm 处测定吸光度。 

A.1.3 以葡萄糖含量（mg）为横坐标、吸光度为纵坐标绘制标准曲线，R² 应≥0.99。 

A.2.1 准确称取干燥至恒重的木糖标准品，配制成 1 mg/mL 木糖标准溶液。 

A.2.2 分别取 0、0.2、0.4、0.6、0.8、1.0 mL 标准溶液，加蒸馏水补至 1 mL，加入 1 

mL DNS 试剂，沸水浴 5 min，冷却后定容至 10 mL，于 540 nm 处测定吸光度。 

A.2.3 以木糖含量（mg）为横坐标、吸光度为纵坐标绘制标准曲线，R² 应≥0.99。 

A.3.1 标准曲线相关系数 R² 应≥0.99。 

A.3.2 每批新配 DNS 试剂与底物后需重新绘制标准曲线。 

 

 


