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摘 要：白腐真菌所具有的降解木质素能力源于其所产生的酶系统，碳源和氮源是其降解木质素和产酶的一个极为重要的影响因

素。通过室内小麦秸秆固态发酵试验，研究了不同的碳、氮源对两株侧耳属真菌 Tf1（P. pulmonarius）和 JG1（P. cornucopiae）产酶活

力、木质素降解和粗蛋白含量的影响。结果表明，Lip 和 MnP 是参与复合木质素降解菌 Tf1+JG1 降解小麦秸秆重要的木质素降解

酶。以葡萄糖为碳源，酒石酸铵为氮源能显著提高复合木质素降解菌对木质素的降解能力，发酵 9 d 后小麦秸秆的失重率为

14.87%，木质素含量为 8.68%，木质素降解率为 22.95%；粗蛋白含量为 7.28%，比未发酵麦秸提高了 36.84%（P<0.05）；Lip 和 MnP 活

力分别为 629.11 U·g-1 和 622.22 U·g-1。
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碳氮源对复合木质素降解菌木质素
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Abstract：White- rot fungi are characterized by their lignin-degrading capability derived from their ligninolytic enzyme system. Carbon and
nitrogen sources are important factors for the lignin degradation rate and enzyme activity of these fungi. The present study was conducted to
investigate the effect of selected carbon and nitrogen sources on lignin degradation ability, ligninolytic enzyme activity and crude protein con－
tents by dual culture of two Pleurotus strains（P. pulmonarius Tf1 and P. cornucopiae JG1）on wheat straw substrates. Lignin peroxidase（Lip）
and manganese-dependent peroxidase（MnP）were the major lignin-degrading enzymes for the dual-cultured fungi Tf1+JG1. Carbon source

（glucose, cane sugar, maizena, maltose and starch）and nitrogen source（ammonium tartrate, ammonium sulfate, peptone, wheat bran, soybean
meal）were tested in these experiments. The greatest lignin degradation ability of Tf1+JG1 was found using glucose as carbon source and am－
monium tartrate as a nitrogen source. After fermentation for 9 days, weight loss for wheat straw was 14.87%, lignin content was 8.68% and
lignin degradation was 22.95%. The crude protein content was 7.28%, which is 36.84% greater than non-fermented wheat straw. The Lip and
MnP activities were 629.11 U·g-1and 622.22 U·g-1, respectively.
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饲料中的粗纤维主要包括纤维素、半纤维素和木

质素，很难被动物消化道产生的酶所消化吸收，其中

反刍动物瘤胃微生物可以部分降解纤维素、半纤维

素，对于木质素很难降解，而单胃动物对于粗纤维各

种成分的消化利用更为有限。研究表明，木质素可以

通过各种化学键与纤维素，半纤维素相连，形成更加

复杂的物质———木质纤维素。木质素的存在，导致粗

纤维系统中纤维素、半纤维素的降解率降低，因此木

质素是影响饲料粗纤维消化率的限制因子[1]。白腐真

菌以其独特的生理生化机制和强大的降解代谢能力
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而成为木质素降解研究的模式菌株，是已知的唯一能

在纯系培养中有效地将木质素降解为 CO2 和 H2O 的

一类微生物[2]。
白腐真菌所具有的降解木质素能力源于其所产

生的一个复杂的胞外过氧化物酶系统，这一系统主要

由 3 种酶构成：木质素过氧化物酶（Lip）、锰过氧化物

酶（MnP）、漆酶（Lac），另外还有其他几种酶的综合作

用[3]。有研究表明，碳源和氮源是微生物降解木质素和

产酶的一个极为主要的影响因素，可通过改变培养条

件大大提高菌株木质素降解酶的产量[4-5]。
在本实验室前期研究中筛选出 4 株侧耳属白腐

菌菌株，其中复合菌株 Tf1+JG1 固态发酵 21 d 对小

麦秸秆木质素的降解率为 38.41%[6]。但目前对于该复

合菌株生长的不同阶段所产生的木质素降解酶及其

活性并不十分清楚，如何通过营养调控提高产酶能

力，进一步提高木质素降解率，仍需进行深入研究。目

前国内外还较少见有关固体发酵条件下白腐真菌复

合菌株产酶规律的研究报道。

1 材料与方法

1.1 供试菌株

Tf1（P. pulmonarius）、JG1（P. cornucopiae），购自天

津食用菌研究中心，经本实验室定向筛选并保藏的木

质素选择性降解菌株。
1.2 培养基

1.2.1 CPDA 培养基

马铃薯 200 g，葡萄糖 20 g，KH2PO4 3 g，MgSO4·
7H2O 1.5 g，VB1 100 mg，琼脂 18 g，自来水 1 000 mL，

121℃下湿热灭菌 30 min。
1.2.2 固态发酵培养基

取粉碎后过 40 目的小麦秸秆 15.00 g 装入三角

烧瓶中，碳源 5%，氮源 1%，以 1∶3 的料液比加入营养

液[7]，拌匀，于 121℃湿热灭菌30 min。
1.3 菌塞的制作

将斜面菌株接入灭菌后的 CPDA 平板上，放入培

养箱中 28℃恒温培养，待菌丝布满整个平皿后用直

径为 10 mm 无菌打孔器打出均一菌塞，在灭菌后的固

体发酵培养基中分别接入 Tf1 和 JG1 菌塞各 10 块。
1.4 固态发酵

小麦秸秆 15.00 g，碳源 0.75 g，氮源 0.15 g，微量

元素溶液 45 mL，放入三角瓶中，用 6 层纱布封口，121
℃灭菌 30 min。分别接入 Tf1 和 JG1 菌塞各 10 块，不

同处理各设 3 个重复，28 ℃恒温培养 9 d。考察的碳

源分别为葡萄糖、蔗糖、麦芽糖、可溶性淀粉和玉米

粉，氮源分别为酒石酸铵、硫酸铵、蛋白胨、豆粕和麸

皮。玉米粉、豆粕和麸皮为饲料原料，其他为分析纯。
1.5 粗酶液的提取方法

将培养 9 d 的样品用无菌竹签搅拌均匀后，称取

5.00 g 样品加入 pH 为 4.5、0.2 mol·L-1 醋酸-醋酸钠

缓冲溶液 30.00 mL，4 ℃、200 r·min-1 浸提 4 h 后经 4
层纱布过滤，4℃、3 500 r·min-1 离心 10 min，取上清液

即为粗酶液。
1.6 酶活的检测方法[8]

1.6.1 漆酶（Lac）活力测定

室温下 0.5 mmol·L-1 的 ABTS 溶液 2mL，加入 2mL
酶液启动反应，测定波长在 420 nm 处最初 3 min 内

吸光值的增加。每克样品中每分钟引起 0.001 个吸光

度增加所需酶量定义为 1 个活力单位（U）。
1.6.2 木质素过氧化物酶（LiP）活力测定

反应体系中含 0.125 mol·L-1、pH 3.0 酒石酸钠缓

冲溶液 3.2 mL，10 mmol·L-1 藜芦醇 0.1 mL 和 0.6 mL
酶液，加入 10 mmol·L-1 的 H2O2 0.1 mL，启动反应，室

温下进行反应，测定波长在 310 nm 处吸光值在最初

3 min 内的增加。每克样品中每分钟引起 0.001 个吸

光度增加所需酶量定义为 1 个活力单位（U）。
1.6.3 锰过氧化物酶（MnP）活力测定

室温下反应体系中含 50 mmol·L-1、pH4.5 乳酸钠

缓冲溶液 3.4 mL，1.6 mmol·L-1 的 MnSO4 水溶液 0.1
mL 和酶液 0.4 mL，加入 1.6 mmol·L-1 的 H2O2 0.1 mL，

启动反应，测定反应最初 3 min 内波长在 240 nm 处

吸光值的增加。每克样品中每分钟引起 0.001 个吸光

度增加所需酶量定义为 1 个活力单位（U）。
1.7 干物质失重率的测定方法[9]

采用恒重差减法。将发酵前后秸秆物料置于 65℃
烘箱中烘至恒重。称量后粉碎过 40 目筛，作为分析测

试样品。样品失重（％）=（发酵前物料干重-发酵后物

料干重）/发酵前物料干重×100
1.8 木质素含量的测定方法

参见杨胜主编《饲料分析及饲料质量检测技术》
（第 1 版）第四章 纤维素的分析测定。

木质素降解率计算按 Tsang 等[10]的方法：木质素

降解率 （％）＝100％-[（100％-干物质失重率）×发酵后

木质素含量]/发酵前木质素含量。
1.9 粗蛋白的测定方法

参见中华人民共和国国家标准：饲料中粗蛋白测

定方法（GB/ T 6432—1994）。
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表 3 不同碳源对小麦秸秆的失重率、木质素含量和木质素降解率的影响（%）

Table 3 Effects of different carbon sources on weight loss rate，lignin content，lignin degradation rate of wheat straw（%）

项目 CK 葡萄糖 蔗糖 玉米粉 麦芽糖 淀粉

失重率 - 14.87±0.58a 6.37±0.63b 4.73±0.58c 7.12±0.36b 4.26±0.68c

木质素含量 9.59±0.46a 8.68±0.52bc 8.31±0.26c 8.58±0.59bc 9.44±0.58ab 9.37±0.14ab

木质素降解率 - 22.95±0.52a 18.83±0.41b 14.57±0.97c 8.70±0.94d 6.47±0.77e

表 1 不同碳源对复合木质素降解菌 Lip、MnP、Lac 活力的影响（U·g-1）
Table 1 Effect of different carbon sources on Lip, MnP, Lac activity of combined lignin-degrading fungus（U·g-1）

注：同一行数值标注不同字母（a，b，c，d）表示差异显著 P<0.05。下同。
Note：Values in a row with different superscript letters（a，b，c，d）differ at P<0.05. The same below.

项目 葡萄糖 蔗糖 玉米粉 麦芽糖 淀粉

Lip

MnP

Lac

629.11±50.40b

622.22±57.11bc

11.83±0.65c

384.23±35.32c

297.22±26.36d

143.26±21.00a

575.22±21.37b

761.44±82.64a

34.45±3.80b

399.22±8.34c

580.52±51.75c

39.40±4.58b

691.08±26.21a

697.80±45.36ab

30.13±3.81b

表 2 不同氮源对复合木质素降解菌 Lip、MnP、Lac 活力的影响（U·g-1）
Table 2 Effect of different nitrogen sources on Lip, MnP, Lac activity of combined lignin-degrading fungus（U·g-1）

项目 酒石酸铵 豆粕 硫酸铵 蛋白胨 麸皮

Lip

MnP

Lac

629.11±50.40b

622.22±57.11a

11.83±0.65d

527.70±28.94c

616.94±51.23a

27.73±1.54c

401.32±65.38d

309.91±37.64b

59.76±2.80a

485.29±37.47c

321.75±36.28b

50.76±4.74b

1 026.44±14.62a

572.99±41.65a

27.21±1.79c

1.10 数据统计处理与分析

试验数据用 SAS 软件进行单因素方差分析。

2 结果与分析

2.1 碳源对木质素降解酶系活力的影响

本试验在含有 1%酒石酸铵的基础培养基中添加

不同碳源（葡萄糖、蔗糖、玉米粉、麦芽糖、淀粉），考察

不同碳源对木质素降解酶系合成的影响。分析结果表

明（表 1），不同的碳源影响复合白腐真菌 Tf1+JG1 的

Lip、MnP、Lac 酶的产量，其中 Lip 的活性以淀粉为最

高，葡萄糖次之，蔗糖为最低，分别为 691.08、629.11
U·g-1 和 384.23 U·g-1（P<0.05）；MnP 的酶活在以玉米

粉为碳源时最高，淀粉次之，蔗糖为最低，分别是

761.44、697.80 U·g-1 和 297.22 U·g-1（P<0.05）；Lac 的

酶活在以蔗糖为碳源时最高，麦芽糖次之，葡萄糖

为最低，分别为 143.26、39.40 U·g-1 和 11.83 U·g-1

（P<0.05）。本研究表明 Lip 和 MnP 是参与复合木质素

降解菌 Tf1+JG1 降解小麦秸秆重要的酶系。
2.2 氮源对木质素降解酶系活力的影响

在自然条件下，大多数白腐真菌合成的酶量很

低。国内外曾利用多种不同有机、无机或复合碳、氮源

来研究它们对白腐真菌产酶能力、关键酶系构成及酶

活性的影响。结果表明，碳源和氮源是微生物降解木

质素和产酶的一个极为重要的影响因素。在采用含有

5%葡萄糖的基础培养基中添加不同的氮源 （酒石酸

铵、豆粕、硫酸铵、蛋白胨、麸皮），试验发现不同的氮

源对复合木质素降解菌产木质素降解酶系的活性高

低是有差异的（结果见表 2）。
麸皮为 Lip 活力产生的最佳氮源，酒石酸铵是

MnP 活力产生的最佳氮源。除酒石酸铵以外，无机类

氮源培养 Tf1+JG1 所得的木质素降解酶系活力普遍

较低，这与某些白腐真菌的产酶特征相符 [11]。其中

硫酸铵的产酶效果最差，Lip 和 MnP 酶活力分别仅

为401.32 U·g-1 和 309.91 U·g-1。采用有机类氮源所

得的酶活性均较高，其中麸皮的 Lip 酶活力最高可

达1 026.44 U·g-1。MnP 中麸皮和豆粕的酶活力分别为

572.99 U·g-1 和616.94 U·g-1，均可达到酒石酸铵的产

酶水平的 92%以上。总的来说，有机氮源优于无机氮

源。
2.3 不同的碳、氮源对小麦秸秆的失重率、木质素含

量和木质素降解率的影响

对复合白腐真菌 Tf1+JG1 在不同碳、氮源培养基

中 28 ℃，培养 9 d 的小麦秸的失重率、木质素含量和

木质素降解率进行了测定（表 3、表 4）。经过 9 d 的培

范 寰等：碳氮源对复合木质素降解菌木质素降解能力及相关酶活的影响1396
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表 6 不同氮源对小麦秸秆粗蛋白含量的影响

Table 6 Effects of different nitrogen sources on crude protein content of wheat straw

氮源 CK 酒石酸铵 豆粕 硫酸铵 蛋白胨 麸皮

粗蛋白含量/% 5.32±0.69b 7.28±1.04a 6.51±0.30a 7.09±0.38a 6.29±0.30ab 6.44±0.39a

养，复合木质素降解菌 JG1+Tf1 在不同的碳、氮源条

件下失重率都有不同程度的变化，碳源以葡萄糖为最

高 14.87%，淀粉为最低 4.26%（P<0.05）。氮源以酒石

酸铵为最高14.87%，豆粕为最低 0.75%（P<0.05）。
同时，木质素也均有大幅度降解，碳源以葡萄

糖 为 最 高 ， 由 接 种 前 小 麦 秸 秆 中 木 质 素 含 量 为

9.59%，发酵 9 d 后降解到 8.68%，木质素降解率为

22.95%；氮源以酒石酸铵为最高，表明以葡萄糖为

碳源，酒石酸铵为氮源能提高 JG1+Tf1 对木质素的

降解能力。
2.4 不同的碳、氮源对小麦秸秆粗蛋白含量的影响

研究不同的碳、氮源对复合白腐真菌 Tf1+JG1 粗

蛋白含量的影响（表 5-6），发现培养前小麦秸秆的粗

蛋白含量为 5.32%，经过 9 d 的培养后，碳源以玉米粉

为最高，达 7.62%，提高了 43.23%（P<0.05）；麦芽糖最

低，为 6.46%，提高了 21.43%（P<0.05）。统计学分析显

示，不同碳源之间发酵物料的粗蛋白含量基本相当，

不存在显著差异，说明复合木质素降解菌可以利用培

养基中不同的碳源供自身的菌体蛋白的合成。氮源研

究结果以酒石酸铵为最高，达 7.28%，提高了 36.84%
（P<0.05）；蛋白胨最低，为 6.29%，提高了 18.23%（P<
0.05）。但不同的氮源之间 9 d 发酵后物料粗蛋白含量

差异也不显著。

3 讨论

由表 1~表 2 可知，同一种酶在不同的碳、氮源作

用下，木质素降解酶系的活力也是不同的，而且同一

菌株不同酶表达所需的营养条件也是各不相同的。国

外学者的研究表明微生物对木质素的降解是依靠其

分泌的木质素降解酶系，由于白腐真菌不同菌种的生

理差异，不同的菌种可能具有不同的降解酶系统[12-13]。
有研究证实，营养条件是真菌生长代谢的物质基础，

白腐真菌不能利用木质素作为唯一碳源提供自身生

长所需的碳源和能源，所以合理配比的营养条件对白

腐真菌生长和木质素降解酶系的分泌有决定的影响[14]。
研究还表明这些损失的木质素有的变成小分子的木

质素碎片，有的将可能进一步通过芳香环的断裂生成

脂肪酸，随后进一步完全代谢为二氧化碳和水[2]。
由表 5~6 可以看出，不同的碳、氮源对在复合白

腐真菌发酵 9 d 麦秸的粗蛋白含量影响差异不显著，

可能与发酵时间短有关。但 Hadar 等[15]研究表明侧耳

属白腐菌能够利用秸秆中的非蛋白氮，合成菌体蛋

白，使得发酵物料中的蛋白含量得到提高。因此，利用

侧耳属白腐菌发酵是提高小麦秸秆蛋白质含量的有

效途径。

4 结论

白腐真菌产酶活力的高低决定了降解能力的大

小，本试验以检测 Lip，MnP 及 Lac 的酶活性大小为参

考，比较不同碳氮源对复合木质素降解菌 Tf1+JG1 降

解小麦秸秆能力的影响。结果表明不同碳、氮源对产

木质素过氧化物酶（LiP）、锰过氧化物酶（MnP）和漆

酶（Lac）的效果各异，同一碳、氮源对 LiP、MnP 和 Lac
的作用效果也不同。Lip 和 MnP 是参与复合木质素降

表 4 不同氮源对小麦秸秆的失重率、木质素含量和木质素降解率的影响（%）

Table 4 Effects of different nitrogen sources on weight loss rate，lignin content，lignin degradation rate of wheat straw（%）

项目 CK 酒石酸铵 豆粕 硫酸铵 蛋白胨 麸皮

失重率 - 14.87±0.58a 0.75±0.01c 3.33±0.39b 3.61±0.85b 2.52±0.78b

木质素含量 9.59±0.46a 8.68±0.52b 8.33±0.05bc 8.98±0.33ab 7.74±0.33c 7.88±0.47c

木质素降解率 - 22.95±0.52a 13.79±1.04c 9.49±0.98d 22.23±0.63a 19.99±0.82b

表 5 不同碳源对小麦秸秆粗蛋白含量的影响

Table 5 Effects of different carbon sources on crude protein content of wheat straw

碳源 CK 葡萄糖 蔗糖 玉米粉 麦芽糖 淀粉

粗蛋白含量/% 5.32±0.69b 7.28±1.04a 8.15±0.43a 7.62±1.67a 6.46±0.40ab 7.50±0.88a
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解菌 Tf1+JG1 降解小麦秸秆重要的酶系。以葡萄糖为

碳源，酒石酸铵为氮源能显著提高复合木质素降解

菌对木质素的降解能力，发酵 9 d 后小麦秸秆的失

重率为 14.87%，木质素含量为 8.68%，木质素降解率

为22.95%；粗蛋白含量为 7.28%，比未发酵麦秸提

高了36.84%（P<0.05）；Lip 和 MnP 活力分别为 629.11
U·g-1 和 622.22 U·g-1。
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