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Abstract 
In order to understand the distribution of cellulose decomposing fungus resources in alpine grass-
land soil, explore the best screening method suitable for alpine regions, and provide a scientific 
basis for the screening of soil cellulose decomposing fungi in the study area. The dilution plate 
method was used to select the sodium carboxymethylcellulose medium as the sole carbon source for 
the screening of cellulose decomposing fungi in the alpine grassland. The single nitrogen source and 
the compound nitrogen source were changed, and the culturable fungi are counted and separated on 
the medium, using species richness, dominance, Shannon-Wiener diversity index, uniformity and 
species similarity to analyze the structural characteristics of culturable cellulose-decomposing fun-
gal communities in soil under different nitrogen sources. The results showed that under the con-
dition of a single nitrogen source, the optimal nitrogen source medium for screening cellulose de-
composing fungi in alpine grassland was peptone medium, and the order of species and number 
was: Alpine meadow > Shrub > Tibet Kobresia meadow > Alpine steppe; under the condition of 
compound nitrogen source, the optimal medium for screening cellulose decomposing fungi in the 
alpine grassland is N7 medium (sodium nitrate 1 g, ammonium sulfate 1 g, peptone 5 g), and the 
order of species and quantity is as follows: : Alpine meadow > Shrubs > Tibet Kobresia meadow > 
Alpine grassland. N6 and N7 composite nitrogen sources have certain similarities for the separa-
tion and screening of cellulose decomposing fungi. The similarity coefficient of N4 and N6 and N4 
and N7 is at least 0.5. Obviously, the species composition under the conditions of the two compo-
site nitrogen sources is not different. The dissimilarity is due to the different environmental con-
ditions between the two. 
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摘  要 

为了解高寒草地土壤纤维素分解真菌资源的分布状况，探索适合高寒地区最佳的筛选方法，为研究地区

土壤纤维素分解真菌的筛选提供科学依据，采用稀释平板法以羧甲基纤维素钠选择性培养基作为高寒草

地土壤纤维素分解真菌筛选的唯一碳源，进行单一氮源和复合氮源的变换，在培养基上进行可培养真菌

的计数和分离，利用物种丰富度、优势度、Shannon-Wiener多样性指数、均匀度以及物种相似度等指

标，对不同氮源条件下土壤中可培养纤维素分解真菌群落结构特征进行了分析。结果表明，在单一氮源

条件下，高寒草地土壤纤维素分解真菌筛选的最适氮源培养基为蛋白胨培养基，物种和数量的多少排序

依次为：高寒草甸 > 灌丛 > 藏嵩草草甸 > 高寒草原；在复合氮源条件下，高寒草地土壤纤维素分解

真菌筛选的最适培养基为N7培养基(硝酸钠1 g，硫酸铵1 g，蛋白胨5 g)，物种和数量的多少排序依次为：

高寒草甸 > 灌丛 > 藏嵩草草甸 > 高寒草原。N6和N7两种复合氮源对分离筛选纤维素分解真菌有一定

的相似性，N4和N6以及N4和N7的相似性系数最小为0.5，显然，两种复合氮源条件下种类组成上的不相

似是由于二者之间环境条件的不同所致。 
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1. 引言 

在草地生态系统中，土壤中微生物的分布与种类，既反映了土壤因素对微生物的影响，同时由于微

生物的生物化学活性，也影响着土壤肥力、草地植物生长发育[1] [2]。青藏高原高寒草地土壤环境因其独

特的环境特征，如持续寒冷、季节性低温和昼夜温差大等，对草地纤维素分解真菌的分布和数量产生了

重要影响。 
纤维素分解菌是近年来的研究热点，目前国内已经对农作物秸秆、家畜瘤胃、堆肥、动物肠道、城

市垃圾等环境中的纤维素分解菌的筛选做了比较全面的研究，取得丰硕的成果[3] [4]，但缺乏对高寒草地

纤维素分解菌的研究。高寒草地土壤纤维素分解菌作为草地生态系统的重要组成部分，具有独特的生存
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方式和生态适应性[5]，查明其数量及其组成情况，无疑是十分必要[6]。 
氮源是微生物生长必需的营养物质，也是影响微生物产纤维素酶活性的重要因素[7]，因此，本论文

试图探索在不同氮源条件下，进行分离和筛选纤维素分解真菌，并对筛选出的纤维素分解真菌的群落结

构进行分析[8]，为了解高寒草地土壤纤维素分解真菌资源的分布状况，探索适合高寒地区最佳的筛选方

法，研究地区土壤纤维素分解真菌的筛选提供科学依据。 

2. 材料与方法 

2.1. 样点选择和样品采集 

研究区域主要在青藏高原高寒草地进行，样品主要采自青海省囊谦县地区和西藏藏北地区。2011 年

7~8 月根据地形、地貌、海拔、植被等生境特征，选取有代表性的 4 类草地确定采样点。4 类草地分别为：

禾草草地(Grass grassland)、沼泽草地(Swamp grassland)、灌丛草地(Shrub grassland)和嵩草草地(Kobresia 
grassland)。野外用 GPS 定位，土壤样品的采集采用土壤剖面法和混合多点取样法[9]采取 0~15 cm 土层，

样品用灭菌自封聚乙烯袋收集，运输过程中采用便携式冰箱低温条件下带回实验室分析。 

2.2. 土壤纤维素分解真菌的分离和纯化 

分离采用稀释平板法[10]。灭菌的含不同氮源的羧甲基纤维素钠选择性培养基冷却至 45℃左右时，

加入链霉素达到终浓度 30 μg/ml，倒入培养皿凝固。每皿加入 100 μL稀释 100 倍并充分摇匀的土壤悬浮

液，涂抹均匀，每个土样重复 3 皿。25℃生化培养箱培养 3~5 d，肉眼观察，根据真菌菌落形态，统计各

真菌(属级)在培养皿中的菌落数目。并挑取单孢至 PDA 培养基上进行分离与纯化，进行拍照、形态描和

初步鉴定。 

2.3. 实验设计和处理 

在羧甲基纤维素钠平板培养基(CMC-Na)的基础上，分别选用硝酸钠、硫酸铵及蛋白胨作为不同的氮

源改进培养基配方，进行单一无机氮源、单一有机氮源和组合氮源的实验处理，筛选高寒草地土壤中的

纤维素分解真菌。 
操作过程：称取 1 g 土样(精确到 0.001 g)，置于盛有 99 ml 无菌水(加玻璃珠 20 颗)的三角瓶中，在摇

床上以 150 rpm 振荡 30 分钟，制成菌悬液，在静止 10 min 后吸取上清夜 1 ml 加入含 9 ml 无菌水的试管

中，按照稀释分离程序制成不同浓度梯度的菌悬液 10−1 和 10−2；取 0.2 ml 悬液于灭菌的培养皿中，再倒

入培养基轻轻摇晃，每稀释度设 3 个重复，在 25℃温箱中培养(一般为 72 h)，待菌落长成后，在平板内

进行计数，并按菌落的不同特征归类，编号，然后将菌落特征不同的真菌转入至 PDA 斜面培养基进行培

养，分离、纯化后保存备用。 

2.3.1. 平板培养基 
1. 单一氮源培养基 
① 平板培养基一：NaNO3 2.5 g (无机单一氮源培养基) (编号为 N1) 
羧甲基纤维素钠(CMC-Na) 10 g；MgSO4 0.5 g；K2HPO4 1 g；NaCl 0.5 g；琼脂 15 g；FeSO4 0.01 g；

CaCl2 0.1 g；蒸馏水 1000 ml；pH 值用稀盐酸调至 6.0~7.0 [11]。 
② 平板培养基二：(NH4)SO4 2.5 g (无机单一氮源培养基) (编号为 N2) 
羧甲基纤维素钠(CMC-Na) 10 g；MgSO4 0.5 g；K2HPO4 1 g；NaCl 0.5 g；琼脂 15 g；FeSO4 0.01 g；

CaCl2 0.1 g；蒸馏水 1000 ml；pH 值用稀盐酸调至 6.0~7.0 [11]。 
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③ 平板培养基三：蛋白胨 2.5 g (有机单一氮源培养基) (编号为 N3) 
羧甲基纤维素钠(CMC-Na) 10 g；MgSO4 0.5 g；K2HPO4 1 g；NaCl 0.5 g；琼脂 15 g；FeSO4 0.01 g；

CaCl2 0.1 g；蒸馏水 1000 ml；pH 值用稀盐酸调至 6.0~7.0 [11]。 
2. 单一氮源培养基 
① 氮源变化组合： 
将蛋白胨、硫酸胺和硝酸钠分别组合成不同比例的培养基(见表 1)，进行纤维素分解真菌的筛选。 

 
Table 1. Nitrogen source change combination 
表 1. 氮源变化组合 

培养基四 
编号为 N4 

培养基五 
编号为 N5 

培养基六 
编号为 N6 

培养基七 
编号为 N7 

蛋白胨 0 g 蛋白胨 1 g 蛋白胨 3 g 蛋白胨 5 g 

硫酸胺 1 g 硫酸胺 1 g 硫酸胺 1 g 硫酸胺 1 g 

硝酸钠 1 g 硝酸钠 1 g 硝酸钠 1 g 硝酸钠 1 g 

 
② 常量营养物质： 
羧甲基纤维素钠(CMC-Na) 10 g；MgSO4 0.5 g；K2HPO4 1 g；NaCl 0.5 g；琼脂 15 g；FeSO4 0.01 g；

CaCl2 0.1 g；蒸馏水 1000 ml；pH 值用稀盐酸调至 6.0~7.0 [11]。 

2.3.2. 马铃薯葡萄糖(PDA)培养基 
马铃薯 200 g，葡萄糖 20 g，琼脂 20 g，蒸馏水 1000 ml (分装到试管，每管约 20 ml，在 121℃下灭

菌 30 min 备用)。在实验中，主要用于真菌菌株的转接、分离和纯化。 

2.4. 群落结构特征分析 

2.4.1. 物种丰富度(Species Richness) 
即群落中的物种数，在此指各生境采集的土壤样品中分离得到的纤维素分解真菌的属级物种数，以

S 表示[12]。 

2.4.2. 种群优势度(Dominance) 
以 Berger-Parker 优势度指数(di) [12]计算：di = Ni/N；式中：N 为物种总数，Ni 为第 i 物种个体总数(本

文中以属为单位统计菌落数)。 

2.4.3. 物种多样性 
以 Shannon-Wiener [12]计算 
多样性指数公式表示：

1
lni i

i
H P P

=

′ = −∑  

式中：H ′为物种的多样性指数，S 为物种(本文中为属级分类单位，下同)总数，Pi 为第 i 种物种个体

数占群落总个体数的比例。 

2.4.4. 物种均匀度采用 Pielou 指数(Pielou 1966) [13] 
测定公式： lnJ H S′= ；式中：J 为均匀度， H ′为 Shannon-Wiener 多样性指数，S 为物种总数。 

2.4.5. 相似性分析采用 Jaccard (1901)系数公式 

( )Cj J a b J= + − ；式中：J 为群落 A 与群落 B 共有的物种数，a 为群落 A 含有的全部物种数，b 为
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群落 B 含有的全部物种数。 

2.4.6. 数据统计分析方法 
统计分析用 EXCEL 2003 和 DPS 3.01 统计分析软件进行。 

3. 结果与分析 

3.1. 不同氮源条件下纤维素分解真菌的物种数和菌落数量 

3.1.1. 单一氮源条件下纤维素分解真菌的物种数和菌落数量 
通过图 1 可以看出，不同氮源条件下平板培养基上分离的菌落数和物种数均不同，其中以硝酸钠为

无机单一氮源的培养基，分离出的纤维素分解真菌的物种数和菌落数最少，而采用蛋白胨为有机单一氮

源的培养基，分离出的纤维素分解真菌的物种数和菌落数最多，采用硫酸铵的培养基却能够使菌落在培

养皿内的形态更加清晰。由此说明高寒草地不同生境的土壤中纤维素分解真菌对有机氮源蛋白胨的利用

能力优于无机氮源硝酸钠和硫酸铵，对硝酸钠的利用能力最弱。在单一氮源条件下，筛选到的高寒草地

土壤中纤维素分解真菌中以高寒草甸中的物种数和菌落数最多，在整个草地系统中占优势。总体，物种

和数量的多少排序依次为：高寒草甸 > 灌丛 > 藏嵩草草甸 > 高寒草原。 
 

 
Figure 1. The number of species and colonies of cellulose decomposing fungi 
under a single nitrogen source 
图 1. 单一氮源条件下纤维素分解真菌的物种数和菌落数量 

3.1.2. 复合氮源条件下纤维素分解真菌的物种数和菌落数量 
通过图 2 可以看出，在复合氮源条件下平板培养基上分离的菌落数和物种数亦不同，以硝酸钠 1 g，

硫酸铵 1 g，蛋白胨 5 g，为氮源的第 7 种组合培养基上，分离出的纤维素分解真菌的物种数和菌落数最

丰富，在复合氮源条件下，筛选到的高寒草地土壤中纤维素分解真菌以高寒草甸中物种数和菌落数量最

多，在整个草地系统中占优势。总之，物种和数量的多少排序依次为：高寒草甸 > 灌丛 > 藏嵩草草甸 > 
高寒草原。 

3.2. 不同氮源条件下纤维素分解真菌的分离频率和相对多度 

从表 2 中可以看出，在复合氮源条件下平板培养基上纤维素分解真菌物种数较多，其中以 a 和 b 菌

株为优势属，h 为最常见属，e、d 和 z 作为常见属在筛选过程中出现的频率较高，其他菌种均为高寒草

地土壤中的稀有属。总而言之，高寒草地土壤中纤维素分解真菌物种和数量比较多，因而使真菌群落多

样性与草地植被群落构成之间的关系问题相对较复杂，具有较大的研究空间。 
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Figure 2. The number of species and colonies of cellulose decomposing fungi 
under the condition of compound nitrogen source 
图 2. 复合氮源条件下纤维素分解真菌的物种数和菌落数量 

 
Table 2. Frequency and abundance of cellulose decomposing fungi under different nitrogen sources 
表 2. 不同氮源条件下纤维素分解真菌的频率和多度 

氮源种类 物种 分离频率(%) 相对多度(%) 重要值 

N1 
a 235.71 91.67 118.31 

b 21.42 8.33 14.86 

N2 

a 378.57 70.67 224.62 

b 14.29 2.67 8.48 

c 35.71 6.67 21.19 

e 14.29 17.33 15.81 

h 92.86 2.67 47.77 

N3 

a 392.85 27.5 210.18 

b 607.14 42.5 324.82 

A 14.28 1 7.64 

e 185.71 13 99.36 

h 207.14 14.5 110.82 

d 14.28 1 7.64 

N4 

a 414.28 28.29 221.29 

b 735.71 50.24 392.98 

e 35.71 2.44 19.08 

A 50 3.41 26.705 

h 228.57 15.61 122.09 

N5 

a 242.86 18.78 130.82 

b 635.71 49.17 342.44 

e 85.71 6.63 46.17 

A 21.43 1.66 11.55 

h 257.14 19.89 138.52 

G 50 3.87 26.94 
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Continued 

N6 

a 28.57 2.09 15.33 

b 857.14 62.83 459.99 

e 21.43 1.57 11.5 

h 314.29 23.04 168.67 

d 7.14 0.52 3.83 

F 100 7.33 53.67 

G 35.71 2.62 19.17 

N7 

a 214.28 15.87 115.08 

b 778.57 57.67 418.12 

c 35.71 2.65 19.18 

d 28.57 2.12 15.35 

e 57.14 4.23 30.69 

h 228.57 16.93 122.75 

G 7.14 0.53 3.835 

3.3. 不同氮源条件下纤维素分解真菌群落多样性 

根据表 3 可以看出，在不同氮源条件下，采用蛋白胨为有机单一氮源的培养基(N3)培养纤维素分解

真菌群落的多样性指数、物种均匀度指数最大，指数均匀且差异显著(P < 0.01)，采用 NaNO3 为有机单一

氮源的培养基(N1)培养纤维素分解真菌群落的物种丰富度、物种个体总数、多样性指数和物种均匀度指

数最小，由此可见，在不同氮源条件下，物种多样性不同。 
 

Table 3. Community diversity of cellulose decomposing fungi under different nitrogen sources 
表 3. 不同氮源条件下纤维素分解真菌群落多样性 

氮源类型 物种丰富度 
Species richness 

物种个体总数 
Total number of species 

多样性指数 
Shannon (H) Index 

物种均匀度 
Species evenness 

N1 2 36 0.2841 1.0181 

N2 5 75 0.9919 4.2825 

N3 6 200 1.3377 7.0875 

N4 5 215 1.2067 6.4807 

N5 6 177 1.3463 6.9686 

N6 7 207 1.0817 5.7684 

N7 7 192 1.2438 6.5393 

Sig,   <0.01 <0.01 

3.4. 不同氮源条件下纤维素分解真菌群落相似性分析 

根据 Jaccard 相似性系数原理，当 Cj 值为 0.00~0.25 时，为极不相似；当 Cj 值为 0.25~0.75 时，为中

等相似；当 Cj 值为 0.75~1.00 时，为极相似[14]。 
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由表 4 可以看出，不同氮源水平下筛选出的真菌种类不同。N3 和 N4 条件下分离出的纤维素分解真

菌的群落相似性系数最大，N6 和 N7 两种复合氮源的条件下分离出的纤维素分解真菌的群落相似性系数

最大，为 0.75，达到了极相似的水平，这说明这两种复合氮源条件下纤维素分解真菌种类组成的相似性

最大，具有更多的共同物种，从而可以推知 N6 和 N7 两种复合氮源对分离筛选纤维素分解真菌有一定的

相似性。这可能与培养基的营养有关。N4 和 N6，以及 N4 和 N7 的相似性系数最小，为 0.5，显然两种

复合氮源条件下的种类组成上的不相似是由于二者之间环境条件的不同所致。 
 
Table 4. Similarity analysis of cellulose decomposing fungal community under different nitrogen sources 
表 4. 不同氮源条件下纤维素分解真菌群落相似性分析 

 N1 N2 N3 N4 N5 N6 N7 

N1 1 0.4 0.33 0.4 0.33 0.29 0.29 

N2  1 0.57 0.67 0.67 0.5 0.5 

N3   1 0.83 0.71 0.44 0.63 

N4    1 0.63 0.5 0.5 

N5     1 0.63 0.63 

N6      1 0.75 

N7       1 

4. 结论与讨论 

当在其他培养条件一致时，不同氮源组合培养基培养的样品同单一氮源培养基培养的样品相比，筛

选出的纤维素分解真菌的多样性指数、物种均匀度指数不同；有机氮源表现的更为明显，筛选出的物种

数和菌落数较多，其菌群结构和组成有很大的差异，这可能也是由于两种培养基营养成分的差异而引起

的，因为氮源组合培养基相对单一氮源培养基营养要丰富的多，目前大多数分离培养纤维素分解菌常常

会用到 CMC 的不同氮源培养基，而 CMC 的单一氮源培养基营养成分少且单一，它所培养的菌一直会处

在低营养状态。因此，在分离培养纤维素分解真菌的时候，采用复合氮源培养基对样品进行培养，应该

是一个比较好的选择。但是，对于存在于土壤环境中的纤维素分解真菌而言，土壤环境是个复杂的大环

境，基本不会对土壤纤维素分解真菌的生长、发育和繁殖产生局限，在土壤环境中可肆意获取自身生长、

发育和繁殖所必须的营养物质[14]；而在实验条件下，给予土壤纤维素分解真菌的只是固定的营养物质，

与土壤环境存在较大的差异，因此在未来的研究中，应尽可能地模拟微生物生存的真实环境，以筛选更

多具有较高酶活的优良纤维素分解真菌的菌株[15]。 
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