
木质素是一种结构复杂、无规则的高分子聚

合物，是仅次于纤维素的第二大碳素资源和再生

有机资源。随着人口的不断膨胀，农业废弃物增

多，包括谷物秸秆、稻草、甘蔗渣、动物粪便以及日

常生活中废纸等纤维产品，这些废弃物中含有大

量的纤维素和木质素，可作为一种潜在的可再生

资源，但由于木质素结构复杂并且无规则性，使得

很难被降解，因此关于木质素生物降解的研究成

为当今世界生物物质利用和环境治理的研究热
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点。白腐菌是一种腐朽木材能力很强的真菌，其产

生的漆酶具有很强的催化降解木质素的能力。漆酶

(Leccase EC1.10.3.2) 是一种含铜的多酚氧化物 [1]。
1983 年日本人 Yoshida [2]首次从漆树分泌物中发

现，因而得名。现知其广泛存在于真菌特别是担子

菌亚门层菌纲非褶菌目 [3]。近些年来研究表明，它

的底物作用广泛，可以氧化降解包括单酚、邻苯二

酚、对苯二酚等多种酚类氧化物，也有报道说其还

可氧化一些含磷的有毒物质[4-5]，因此它具有较大

的应用价值，如造纸[6-7]、纺织业[8-9]、食品业[10-11]等

方面，所以越来越受到人们的重视。目前，关于漆

酶高活菌株筛选的报道比较集中于彩绒革盖菌，

相当多的研究集中漆酶的微生物学、生物化学、酶
学、分子生物学、遗传学等多个领域，包括菌株生

长特征、漆酶的合成调控、酶蛋白的分离纯化、晶

体结构和催化机制、相应基因的克隆、测序及异源
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摘 要：主要对 21 个隶属于担子菌门的菌株进行了漆酶活性的比较。通过平板培养进行初步筛选，液体

发酵的方法进行复筛，培养 15 d 后得到高酶活的菌株(酶活达到 300U/mL 以上)3 株，依次是一色齿毛菌(Cerre－
na unicolor)；薄皮干酪菌(Tyromyces chioneus)和烟管菌(Bjerkandera adusta)。研究 3 种菌株对秸秆纤维素、半纤维

素和木质素降解的能力，实验结果表明：B. adusta 和 T. chioneus 是较好的秸秆木质素降解菌株，对木质素降解

率依次为 66.13%，61.92%。
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表达等[12-15]。目前测定漆酶酶活的方法有测 O2 法[16]、
分光光度法 [17]、极谱法 [18]、高效液相色谱法 [19]、微

量热法[20]、脉冲激光光声分析法[21]等，其中被广泛

使用的是分光光度法[22-26]。本文就液体培养方法下

自选白腐真菌菌株筛选漆酶高活菌株进行了初步

探索，以便为漆酶的工业应用提供一定参考。

1 材料和方法
1.1 菌种、培养基

1.1.1 菌种
菌种购自中科院微生物研究所，4℃保藏于

PDA 斜面。
1.1.2 培养基

复壮培养基：葡萄糖 20 g，MgSO4·7H2O 1.5 g，

KH2PO4 3 g，VB1 2 mg，琼脂粉 15 g，20%土豆汁 1 000

mL，pH 自然。
初筛培养基：葡萄糖 20 g，MgSO4·7H2O 1.5 g，

KH2PO4 3 g，VB1 2 mg，琼脂粉 15 g，20%土豆汁 1 000
mL，检测物质 0.05 mol/L，pH 自然。

液体发酵培养基：葡萄糖 20 g，NaH2PO4 3.5 g，

K2HPO4 5.0 g，NH4Cl 2.0 g，MgSO4 0.2 g，NaCl 0.1
g，定容至 1 L，pH6.0～7.0。
1.2 方法

1.2.1 产漆酶菌株的筛选
将 21 个菌种转到复壮培养基上进行活化，活

化后转到初筛培养基上，25℃培养 3 d 后，观察菌

落周围颜色的变化情况[27]。将有颜色变化的菌株

接种到复壮培养基培养，待长满平皿后用打孔器

取 5 块接种到液体发酵培养基 (150 mL 三角瓶中

内装 50 mL 液体培养基)，于 25℃，150 r/min 振荡

培养 7 d 后，测定各菌种培养液中漆酶的活性。
1.2.2 漆酶活性测定

漆酶活性的定义：在一定条件下，每分钟氧化

1μmol 的底物所需要的酶量为一个酶活单位(U)。
本文以 2，2′连氮-二(3-乙基苯并噻唑-6-磺酸)简
称 ABTS 为底物，反应总体积为 4 mL，反应温度

25℃。取 50 mL 0.2 mol/L 的醋酸缓冲液 (pH 为

4.5)，加入 0.027 5 g ABTS 混合液 2 mL，再加入 2
mL 适当稀释的酶液，测定 OD420 值[22]。

酶活力(U/mL)= 106

ε × V 总

V 酶
×ΔOD
Δt

V 总和 V 酶 分别代表漆酶酶活测定反应体系

的总体积及反应添加酶液体积，ε 为吸光系数。
1.2.3 秸秆降解

秸秆的处理：将秸秆剪成 1.0 cm 小段，在烘

箱中 80℃烘至恒重，称取 5.0 g，用无菌水浸泡 20

min 后，在高压锅中 121℃灭菌 20 min，待用。
降解瓶的制备：用打孔器分别取直径 5 mm

的菌块，接种于复壮培养基中，25℃培养 5 d 后，

将灭菌后的秸秆无菌条件下放置到培养基上，继

续于培养箱中 25℃培养。每个样品 3 个重复。
降解后的秸秆处理：培养适当的时间后，将秸

秆取出，用毛刷将秸秆表面的菌丝刷掉，于烘箱中

60℃烘干至恒重，用电子天平称取重量，记录后用

粉碎机 150 r/min 粉碎，待用。
1.2.4 木糖标准曲线的绘制

分别取 1 mg/mL 木糖标准浓度 0 mL，0.2 mL，

0.3 mL，0.4 mL，0.5 mL，0.6 mL，0.7 mL 和 0.8

mL。依次加入到 8 支试管中，以蒸馏水补到 1 mL，

再加入 4 mL 地衣酚试剂，于沸水浴中 20 min，在

660 nm 测量 OD 值，用空白管溶液 CK 作为对照，

记录光密度值后作标准曲线(图 1)。

1.2.5 葡萄糖标准曲线的绘制
分别 取 1 mg/mL 葡 萄 糖 标 准 浓 度 0 mL，0.2

mL，0.3 mL，0.4 mL，0.5mL，0.6mL 和 0.7 mL。依次

加入到 7 支试管中，以蒸馏水补到 1 mL，再加入

4 mL 蒽酮试剂，放入冰水中冷却，而后置于沸水

浴中 10 min，取出用流水冷却，在 620 nm 测量 OD

值，用空白管溶液 CK 作为对照，记录光密度值后

作标准曲线(图 2)。

1.2.6 降解秸秆中纤维素、半纤维素和木质素含

图 1 木糖的标准曲线

图 2 葡萄糖标准曲线

6 期 91李 丹等：高产漆酶菌株的筛选及其对秸秆降解初探

���������	
�����
��������


	


�




�

�

�

�

�

�

� ��
 ��� ��� ��� ���
���

�
�
��

��
��

���������	
�����
���������


�

�

�

�

�

�

�

�

�

� ��� � ��� �
���

�
�
��

��
��



表 2 3 种菌株对秸秆中半纤维素降解

菌种 OD 值 糖的浓度(μg/L) 半纤维素的含量(%) 半纤维素降解率(%)

Cerrena unicolor 2.635 10.222 15 87.93% 12.07%

Bjerkandera adusta 2.451 9.133 16 78.56% 21.44%

Tyromyces chioneus 2.533 9.618 47 82.74% 17.26%

CK 2.872 11.624 82 100% 0%

注：CK 为未处理的秸秆。

图 3 酶活测定

量的测定[28]

样品纤维素含量(%)=

OD660×稀释倍数×0.5×0.9
空白对照纤维素浓度

×100%

菌株纤维素降解率(%)=

空白对照纤维素含量 - 样品中纤维素含量
空白对照纤维素浓度

×

100%

样品半纤维素含量(%)=

OD660×稀释倍数×0.5×0.9
空白对照半纤维素浓度

×100%

菌株半纤维素降解率(%)=

空白对照半纤维素含量 - 样品半纤维素含量
空白对照半纤维素浓度

×

100%

样品木质素含量(%)=

残渣衡重(W：g)- 漏斗重加灰分(W1：g)
空白对照木质素含量

×100%

木质素降解率(%)=1－样品木质素含量(%)

2 结果与分析
2.1 菌株的筛选

2.1.1 初筛
将活化所得的 21 个菌株分别用打孔器取若干

块接种到初筛培养基上，25℃培养，记录观察结果。
结果显示培养基有颜色变化的，证明有漆酶产生(表

1)。从 21 株菌株初筛得到 19 株产漆酶的菌株。
2.1.2 复筛

将 19 株有颜色变化的菌株转接到液体培养

基中，在摇床中 25℃，150 r/min 培养 7 d 后取样，

测 粗 酶 活 性。结 果 筛 选 得 到 C. unicolor，T.
chioneus，B. adusta 3 株酶活达到 300 U/mL 以上的

菌株(图 3)。
2.2 对纤维素、半纤维素和木质素降解

2.2.1 对秸秆中半纤维素降解
从表 2 可以看到 B. adusta 降解秸秆中半纤维

素达到 21.44%，而 T. chioneus，C. unicolor 降解秸

表 1 显色结果

菌种 颜色变化 颜色变化时间
Stereum fasciatum (S1) 变紫色 30 min
Stereum insigne (S2) 不变色
Hericium erinaceus (H1) 变紫色 18 h
Cerrena unicolor (C1) 变紫色 12 h
Grifola frondosa (G1) 变紫色 2.6 d
Laetiporus sulphureus (L1) 变紫色 3 d
Trametes palisoti (T1) 变深紫色 3 d
Irpex lacteus (I1) 变紫色 2 d
Tyromyces chioneus (T2) 变紫色 16 h
Ganoderma capense (G2) 变紫色 16 h
Ganoderma applanatum (G3) 变紫色 14 h
Ganoderma formosanum (G4) 变紫色 20 min
Bjerkandera adusta (B1) 变紫色 6 h
Ganoderma applanatum var. gibbosum (G5) 变紫色 1 d
Ganoderma lucidum (G6) 变紫色 15 min
Ganoderma neo-japonicum (G7) 变紫色 3 d
Ganoderma valesiacum (G8) 变紫色 1 d
Ganoderma resinaceum (G9) 变紫色 16 h
Microporus xanthopus (M1) 变蓝色 3 d
Phellinus igniarius (P1) 变紫色 3 d
Phellinus pomaceus (P2) 不变色 -
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表 3 3 种菌株对秸秆中纤维素降解

菌种 OD 值 糖的浓度(μg/L) 纤维素的含量(%) 纤维素降解率(%)

Cerrena unicolor 0.562 9.482 16 72.25 27.75

Bjerkandera adusta 0.563 9.502 55 72.27 27.73

Tyromyces chioneus 0.652 11.317 55 86.05 13.95

CK 0.742 13.152 95 100 0

表 4 3 种菌株对秸秆中木质素降解

菌种 残渣衡重 W(g) 漏斗重加灰分 W1(g) 木质素含量(%) 木质素降解率(%)

Cerrena unicolor 37.3959 36.9013 89.88 10.12

Bjerkandera adusta 35.8079 35.6215 33.87 66.13

Tyromyces chioneus 32.8108 32.6013 38.07 61.92

CK 33.5689 33.6186 100 0

秆中的半纤维素分别为 17.26%，12.07%。其能力

的 强 弱 与 菌 株 的 半 纤 维 素 酶 的 活 性 有 关 ，B.
adusta 含有的半纤维素酶活性略高于其他 2 个菌

株所含有的半纤维素酶活性。
2.2.2 对秸秆中纤维素降解

从表 3 可以看到 C. unicolor，B. adusta 降解秸

秆中纤维素分别为 27.75%，27.73%，降解纤维素

的能力相差不大。而 T. chioneus 降解秸秆中的纤

维素 13.95%，稍低于 C. unicolor，B. adusta。其能

力的强弱与其纤维素酶的活性有关，C. unicolor，
B. adusta 含有的纤维素酶活性略高。
2.2.3 对秸秆中木质素降解

从 表 4 可 以 看 到 B. adusta，T. chioneus 降 解

秸秆中木质素达到 66.13%，61.92%。而 C. unicolor
对木质素降解率只有 10.12%。可见 B. adusta，T.
chioneus 含有的木质素酶的活性较高。

3 讨 论

从 21 株菌株中筛选得到 19 株产漆酶的菌

株，进一步发酵培养得到 3 株产漆酶酶活较高的

菌株，漆酶酶活力 C. unicolor>T. chioneus>B. adus－
ta。通过秸秆降解的实验，得到 3 株菌株对秸秆的

纤维素、半纤维素和木质素都有一定的降解能力，

其中 B. adusta 对秸秆中半纤维素降解能力略高

于 T. chioneus 和 C. unicolor，降解率为 21.44%，对

纤 维 素 降 解 能 力 C. unicolor>B. adusta>T.
chioneus； 而 对 木 质 素 的 降 解 能 力 B. adusta，T.
chioneus 较高，降解率分别为 66.13%，61.92%，可

见 B. adusta，T. chioneus 是较好的木质素降解菌。
测定漆酶酶活力采用液体发酵的方法，所得到的

漆酶活力较高，而降解秸秆的实验环节使用复壮

培养基，处于固体环境，所以得到的漆酶活力及秸

秆中木质素的降解率与液态下稍有不同。
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3.3 西门塔尔杂种牛架子牛比小公牛集中育肥

可产生更高的经济效益。
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