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摘 要：利用微生物产生的活性酶系来降解纤维素、木质素等多聚物是资源绿色节能利用的主要趋势。该研究以在锡林

郭勒地区分离的两株木霉菌 XLGL201709099和 XLGL201709112为研究对象，通过 ITS序列分析对其进行鉴定，采用四种

不同固体培养基，以菌丝的生长能力和最终生物量为评价指标，进行最优固体培养基的筛选；分别测定两株木霉菌株的

总抗氧化能力（ABTS 法）、滤纸酶活（FPA 法）来评价其产漆酶和产纤维素酶的能力。结果表明，木霉菌株

XLGL201709099为黄绿木霉（Trichoderma aureoviride），木生菌标准培养基（GPY）为其最优固体培养基，该木霉菌株产漆酶

酶活为 6.319 U/L，总纤维素酶活为 0.538 U/g。木霉菌株 XLGL201709112为康氏木霉（Trichoderma koningii），GPY培养基为

其最优固体培养基，该木霉菌株产漆酶酶活为 6.138 U/L，总纤维素酶活为 0.888 U/g。通过对两株木霉的产漆酶和纤维素

酶能力的研究，以期为利用木霉来降解本地区的纤维素、木质素等资源提供有益借鉴。

关键词：木霉；鉴定；固体培养基；漆酶；纤维素酶

中图分类号：Q93-331 文献标识码：A 文章编号：2096-5877（2022）05-0067-05

Identification of Two Wild Trichoderma Strains and Study on Laccase and Cel⁃
lulase Production
LI Chundong1,2, XU Weiliang1,2, Duolana1,2, LU Tie3, GUO Liang1,2*
(1. Institute of Bioengineering, Xilingol Vocational College, Xilinhot 026000; 2. Xilingol Food Science and Testing
Experimental Center/Xilingol Agricultural and Animal Products Testing Center, Xilinhot 026000; 3.School of Life Sci⁃
ence and Bioengineering, Henan University of Urban Construction, Pingdingshan 467036, China)
Abstract：It is the main trend of green and energy saving utilization of resources to degrade cellulose, lignin and
other polymers by using active enzyme system produced by microorganisms. In this study, XLGL201709099 and
XLGL201709112 were isolated from Xilingol area and identified by ITS sequence analysis. Four different solid me‐
dia were used, and the growth capacity and final biomass of mycelia were used as evaluation indexes to screen the
optimal solid media. The total antioxidant capacity (ABTS) and filter paper enzyme activity (FPA) of two strains of
trichoderma were determined respectively to evaluate the laccase and cellulase production capacity. The results
showed that XLGL201709099 was the Trichoderma aureoviride strain, and GPY was the optimal solid medium. The
laccase production activity of the strain was 6.319 U/L, and the total cellulase activity was 0.538 U/g.
XLGL201709112 was the Trichoderma koningii strain, and GPY medium was the optimal solid medium. The laccase
production activity of the strain was 6.138 U/L, and the total cellulase activity was 0.888 U/g. The laccase and cellu‐
lase production capacity of two strains of trichoderma were studied in order to provide useful reference for the degra‐
dation of cellulose and lignin in this area.
Key words：Trichoderma; Identification; Solid media; Laccase; Cellulase
收稿日期：2019-11-23
基金项目：锡林郭勒盟科技计划项目（BG202101、BG202103）；锡

林郭勒职业学院科研课题（ZD-2021-01、ZD-2021-04）
作者简介：李春冬（1997-），男，研究实习员，研究方向为微生物

资源研究与开发。

通讯作者：郭 梁，男，博士，副研究员，E-mail: herdman86@163.
com

木霉（Trichoderma）属于半知菌亚门、丝孢纲、

丛梗孢目、丛梗孢科的真菌，广泛存在于自然界

空气、土壤和腐烂植物体表面等多种基质中，种

类繁多，且功能各异 [1]。木霉不仅可以分解和利

用纤维素、半纤维素、几丁质等多聚物作为其生

长的碳源物质，还能产生如漆酶、纤维素酶、木聚
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糖酶等多种具有生物活性的酶系，在农业、造纸、

化工等产业中有广泛的应用 [2-3]。

漆酶（Laccase）是一种以单体糖蛋白的形式

存在且含铜的多酚氧化酶 [4]。漆酶的来源十分广

泛，不但分布于植物中，还广泛分布于真菌和细

菌中 [5]。在锡林郭勒盟正蓝旗分离纯化得到一株

野生多孔菌，其漆酶比活力达 907.34 U/L[6]；在堆

积腐木和堆积秸秆等木质素含量丰富的地方筛选

出一株黄孢原毛平革菌，具有良好的木质素降解

能力，其漆酶活力最高可达到 233.33 U/L[7]。
纤维素酶（cellulase）是由多种功能不同的酶

共同组成的，且不同功能各自独立可互相协作 [8]。

目前，木霉属真菌是公认产纤维素酶最高的菌种

之一 [9-10]。以白桦木木屑为固体产酶基质，测得哈

茨木霉纤维素酶活为 1.043 U/g[11]；采用单因子和

复合因子诱变方法选育的绿色木霉菌株纤维素酶

活力可达 48.42 U/mL[12]。
本研究以锡林郭勒盟野生白桦林中采集得到

的两株木霉菌种为研究对象，以 ITS序列测序分

析和构建系统发育树对其进行鉴定，利用 4种不

同固体培养基对两株木霉菌株进行最佳培养基筛

选；并通过 ABTS法测定两株木霉的漆酶活性，通

过滤纸酶活法测定两株木霉菌的纤维素酶活性，

以期为更好地开发和利用本地区的木质素、纤维

素等资源提供借鉴。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 培养基

马铃薯综合培养基（PDA）：切片马铃薯 200
g，葡萄糖 20 g，琼脂 20 g，蒸馏水 1 L，pH自然 [13]。

改良麦粒煮汁培养基：煮汁麦粒 100 g，葡萄糖 15
g，胰蛋白胨 5 g，琼脂 20 g，蒸馏水 1 L，pH自然 [14]。

木生菌标准培养基（GPY）：葡萄糖 20 g，胰蛋白胨

10 g，酵母浸膏 20 g，KH2PO4 1 g，MgSO4 0.5 g，琼脂

20 g，蒸馏水 1 L，pH自然 [15]。改良木生菌 GPY培
养基：葡萄糖 20 g，胰蛋白胨 5 g，酵母浸膏 10 g，
KH2PO4 2 g，MgSO4 1 g，琼脂 20 g，蒸馏水 1 L，pH
自然 [16]。PDB液体培养基（g/L）：马铃薯切片 200
g，葡萄糖 20 g，pH自然。固体产酶培养基：以原

基桦木屑为发酵培养基原料，将干燥无腐败的白

桦木，粉碎过 40目筛，准确称量 10.0 g木屑加入两

倍质量的营养液混匀，诱导木霉菌株产纤维素

酶。营养液成分为：（NH4）2SO4 20 g、KH2PO4 0.8
g、MgSO4 0.4 g，溶于 1 L水中，pH自然。上述培养

基均在 121 ℃灭菌 30 min后使用。

1.1.2 主要试剂

0.1 mol/L乙酸-乙酸钠缓冲液（pH 4.8）：0.1
mol/L乙酸溶液（5.73 mL冰醋酸/L）205 mL与 0.1
mol/L乙酸钠溶液（8.204 g无水乙酸钠/L）295 mL
混合。3,5-二硝基水杨酸（DNS）试剂：称取 6.3 g
3,5-二硝基水杨酸用水溶解，加入 21.0 g NaOH，
182 g酒石酸钾钠后加 500 mL水，加热溶解，再依次

加入 5.0 g苯酚和 5.0 g亚硫酸钠，搅拌溶解，冷却后

定容至1 000 mL，存于棕色瓶中，放置7 d后使用。

1.2 方法

1.2.1 野生木霉菌种的分离培养

将从锡林郭勒盟野生白桦林采集的木霉菌种

从基物上分离，接种到 PDA 固体培养基上，于

25 ℃恒温培养，经多次连续传代，进行菌丝纯化。

1.2.2 野生木霉菌种的分子鉴定

使用生工真菌 DNA快速抽提试剂盒对菌株

进行基因组提取，提取按照试剂盒步骤。使用

Nanodrop 2000c核酸蛋白分析仪测量 DNA浓度，

并将样品 DNA母液稀释至 300 ng/µL备用，保存

于-20 ℃。
以提取的基因组DNA为模板，选用引物 ITS1和

ITS4进行扩增。PCR反应体系（20 µL）：模板 1 µL、
正向和反向引物各 1 µL、EasyTaq PCR Super Mix 10
µL、ddH2O 7 µL。PCR反应程序参照文献[11]，PCR
扩增产物用 1.2%琼脂糖凝胶电泳检测。将 PCR
扩增后的产物送至北京睿博兴科生物科技有限公

司进行测序。测序结果经拼接后在 NCBI数据库

中进行同源性比对。

1.2.3 木霉菌种最优固体培养基的筛选

将纯化后的木霉菌丝接种到 4种固体培养基

上，于 25 ℃恒温培养箱培养。每天观察菌丝生长

状态并测量菌丝长度，直至菌丝长满培养皿，将

最终培养的 4种固体培养基于电磁炉上煮沸，使

琼脂溶解，经 40目滤网过滤得到菌丝。将菌丝放

入预先称重的培养皿中，80 ℃烘干至恒重，称取

菌丝干重。通过测量木霉菌丝在 4种固体培养基

上的生长速度和菌丝干重，评价 4种固体培养基。

1.2.4 漆酶活性测定

取液体摇瓶培养的木霉菌液，使用 8层无菌纱

布对发酵菌液进行过滤，将滤液于室温 8 000 r/min
离心 10 min，取上清，即为粗酶液。总反应体系为

3 mL∶2 700 µL 的 HAc-NaAc（pH 4.0）与 200 µL
ABTS，30 ℃恒温水浴 10 min后，加入 100 µL酶
液。将比色皿于 420 nm紫外光下每隔 30 s测量
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样品 OD值，共测量 3 min[17-20]。以沸水浴 15 min后
去除酶活性的粗酶液作为空白对照。酶活力定

义：1 min内使 l µmol ABTS氧化所需的酶量为 1
个酶活力单位（U），计算公式为：

酶活力（U/L）=N×△OD420×106/（36 000×3）
式中：N为稀释倍数；△OD420为 420 nm下吸光

度的变化值；36 000为 ABTS氧化态的摩尔吸光系

数[L/（mol·cm）]。
1.2.5 原基诱导产纤维素酶发酵培养

将木霉菌丝接种到 100 mL PDB液体培养基

中，放入 25 ℃恒温培养摇床中 150 r/min培养 3 d，
将液体菌丝放入 40目灭菌滤筛中，滤出 PDB液体

培养基，用灭菌水去除菌丝上面残留单糖，再用

灭菌接种铲将菌丝刮取到无菌三角瓶中，加入 50
mL营养液，摇匀后吸取 5 mL至以原基桦木屑为

发酵原料的固体培养基中，在 25 ℃恒温培养箱中

培养 7 d，进行产纤维素酶发酵。

1.2.6 总纤维素酶活力测定

产纤维素酶发酵结束后均匀称取 5.0 g质量

的酶曲，每个样品三个平行，按缓冲液体积（mL）∶
干曲质量（g）=10∶1加入 0.1 mol/L乙酸-乙酸钠缓

冲液（pH 4.8），于 40 ℃ 80 r/min振荡浸提 1.5 h后，

室温 8 000 r/min离心 10 min所得上清液为待测酶

液。将 0.5 mL稀释酶液加入含 0.5 mL乙酸-乙酸

钠缓冲液的具塞试管中，并放入一张 1 cm×6 cm
定性滤纸，50 ℃水浴中保温 1 h 后加入 1.0 mL
DNS显色液，煮沸 5 min，迅速冷水冷却，各加蒸馏

水 8 mL摇匀，于 520 nm处比色。以沸水浴 15 min
的 0.5 mL粗酶液作为空白对照。通过标准曲线回

归方程求得作用 l h后产生的葡萄糖毫克数 [21-22]，

根据公式计算滤纸酶活（Filter Paper Activity,

FPA）。FPA酶活单位定义 [22]：50 ℃ pH 4.8条件下

每分钟产生 1 µmol的葡萄糖所需的酶量为一个

酶活力单位。

FPA酶活（U/g）=（A×n×m）/（v×h×180）
式中：A为由吸光度从标准曲线上查得的葡

萄糖微克数（µg）；n为稀释倍数；m为浸提得到 1
g干酶曲所使用缓冲液的体积（mL/g干曲）；v为参

与定糖的反应液体积（即实际参与反应的酶液体

积）（mL）；h为反应时间（min）；180为葡萄糖的摩

尔质量（µg/µmol）。
2 结果与分析

2.1 木霉菌种鉴定结果

将采集分离的木霉菌丝体以真菌 ITS1/ITS4
为引物，设置 3个平行实验，进行 PCR反应，并将

扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳，经序列测序后的

ITS序列，在 NCBI数据库中进行 BLAST同源比对，

并利用 MEGA 5.0的 Neighbor-Joining构建系统发

育树。

由图 1A可知，菌株 XLGL201709099的 DNA在
600~700 bp 处有 ITS 序列片段。该木霉菌株与

Trichoderma aureoviride（AF194007.1）和 Trichoderma
aureoviride（MF871550.1）序列比对相似度均为

100%，系统同源性最高（图 1C），最终确认此木霉

菌株为黄绿木霉（Trichoderma aureoviride）。
由图 1B可知，菌株 XLGL201709112的 DNA在

600~700 bp 处有 ITS 序列片段。该木霉菌株与

Trichoderma koningii（KJ589627.1）和 Trichoderma
koningii（MF871564.1）序列比对相似度为 100%，系
统同源性最高（图 1C），最终确认该木霉菌株为康氏

木霉（Trichoderma koningii）。

 

注：M为marker、（A）和（B）为 PCR扩增产物的琼脂糖凝胶电泳结果；（C）为菌株 XLGL201709099和菌株 XLGL201709112的系统发育树

图 1 木霉的分子鉴定结果

700 bp
600 bp

700 bp
600 bp
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2.2 木霉菌种固体培养基的筛选

用 4种固体培养基培养两株木霉菌种，观察

并记录菌丝在固体培养基上的生长速度和菌丝最

终干重，结果见表 1。
表 1 菌丝生长状况分析

培养基种类

黄绿木霉（XLGL201709099）
PDA培养基

改良麦粒煮汁培养基

GPY培养基

改良GPY培养基

康氏木霉（XLGL201709112）
PDA培养基

改良麦粒煮汁培养基

GPY培养基

改良GPY培养基

注：“+++”：菌丝粗壮，密，长势良好；“++”：菌丝粗壮，较密，长势较好；“+”：菌丝细，疏散，长势一般

菌丝层状态

薄

薄

厚

厚

薄

薄

厚

厚

产孢区形状

环状

环状

同心轮纹

同心轮纹

环状

环状

同心轮纹

同心轮纹

菌丝长势（最终）

++
+
+++
+++

++
+
+++
+++

菌丝生长速度（mm/d）

27.3
27.3
16.4
16.4

16.4
20.5
16.4
13.6

最终菌丝干重（g）

0.079 7
0.049 2
0.106 3
0.090 7

0.054 0
0.045 1
0.114 9
0.108 7

黄绿木霉（XLGL201709099）在 PDA培养基和

改良麦粒煮汁培养基上的生长速度最快，培养至

1.5 d时，皿内菌丝已全部长满，其生长速度均为

27.3 mm/d。木生菌GPY培养基和改良GPY培养基

上的菌丝生长略慢，其生长速度均为 16.4 mm/d。从

菌丝长势来看，GPY培养基和改良 GPY培养基长

势较好，菌丝层厚，呈密集的蛛网状，产孢区形成

同心轮纹。PDA培养基和改良麦粒煮汁培养基长

势略差，菌丝生长呈放射性，中间最先出现环状产

孢区，菌丝层薄而疏。通过菌丝生物量的试验数据

比对表明，GPY培养基的菌丝干重最多为 0.106 3
g，改良麦粒煮汁培养基菌丝干重最少为 0.049 2 g。
通过以上统计分析最终确定，木生菌 GPY培养基

为黄绿木霉菌种的最佳固体培养基配方。

康氏木霉（XLGL201709112）在改良麦粒煮汁培

养基上生长速度最快，培养至 2 d，皿内菌丝已全部

长满，其生长速度为 20.5 mm/d。PDA培养基、木生

菌GPY培养基和改良木生菌GPY培养基上的菌丝

生长略慢，其生长速度分别为 16.4、16.4、13.6 mm/d。
从菌丝长势来看，GPY培养基和改良GPY培养基长

势较好，菌丝层厚，呈密集的蛛网状，产孢区形成同

心轮纹。PDA培养基和改良麦粒煮汁培养基长势

略差，菌丝生长呈放射性，中间最先出现环状产孢

区，菌丝层薄而疏。通过菌丝生物量的试验数据比

对表明，GPY培养基的菌丝干重最多为 0.114 9 g，改
良麦粒煮汁培养基菌丝干重最少为 0.045 1 g。通过

以上统计分析最终确定，木生菌GPY培养基为该木

霉菌株的最佳固体培养基配方。

2.3 漆酶酶活力测定

试验以 PDB液体发酵液离心上清液为粗酶

液，通过 ABTS法测定木霉菌株的漆酶活性，最终

测得黄绿木霉（XLGL201709099）漆酶活性为

（6.319±0.49）U/L；康氏木霉（XLGL201709112）漆
酶活性为（6.138±0.24）U/L。
2.4 纤维素酶活力测定

试验以菌株原基桦木屑为发酵培养基原料，

对滤除单糖的木霉菌种进行固态发酵培养诱导其

产纤维素酶。并通过滤纸酶活法测定该木霉的总

纤维素酶活。将测得的样品吸光度值代入葡萄糖

标准曲线回归方程求得作用 1 h后产生的葡萄糖

毫 克 数 ，通 过 公 式 最 终 测 得 黄 绿 木 霉

（XLGL201709099）的 总 纤 维 素 酶 活 为（0.538±
0.050）U/g；康氏木霉（XLGL201709112）总纤维素

酶活为（0.888±0.044）U/g。
3 讨 论

目前，木霉菌培养优化的研究主要集中在固

态发酵培养方面，对固体培养基的培养优化未见

报道。固体培养基在木霉菌种的观察、鉴定和保

藏等方面研究具有重要意义。本试验采用 4种常

见固体培养基对分离的两株木霉菌种进行培养，

以菌丝体长势、生物量的积累及菌丝的生长速度

为评价指标，筛选出最佳固体培养配方。试验结

果显示，两株木霉菌种在改良木生菌GPY培养基长

势比GPY培养基略差；而在GPY培养基上，除菌丝

生长速度略慢于 PDA培养基和改良麦粒煮汁培养

基外，其菌丝长势和生物量积累均优于其他 3种培

养基。因此确定木生菌GPY培养基为两株木霉菌

种的最佳固体培养基配方。

真菌在培养过程中会向外界分泌多种胞外
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酶，用来分解外界复杂的营养物质，以供自身生

长所需。纤维素酶是一种诱导酶，在发酵过程中

必须有诱导物的作用才会大量分泌。因此，在发

酵过程中加入含纤维素的碳源，更容易诱导产生

纤维素酶。本试验采用原基桦木屑为发酵培养基

原料，能更好地进行产纤维素酶的诱导。利用小

麦秸秆和麸皮作为固体产酶培养基的碳源，通过

不同培养基配比，确定绿色木霉产纤维素酶的最

佳培养基碳源为麦秆∶麸皮为 4∶1[10]。利用新鲜稻

草粉和豆粕粉作为绿色木霉产纤维素酶的发酵固

料，通过对发酵工艺的营养条件和培养条件的优

化，确立一套较优的固态发酵工艺 [23]。对绒毛栓

孔菌（Trametes pubescens）的培养研究发现，液体

培养基中最先利用的碳源为木质素，其次利用淀

粉和纤维素 [24]。

本研究以菌株原基桦木屑为发酵培养基原

料，通过更适合该木霉生长的木屑为诱导因子，

诱导其产纤维素酶。由于对酶活力单位的定义不

尽相同，因此，通过滤纸酶活法，以测定总纤维素

酶活为评价指标，确定适用于本木霉菌株产生的

纤维素酶活性测定的一种较优方案。

4 结 论

本研究结果表明，XLGL201709099 菌株与

Trichoderma aureoviride（AF194007.1）和 Tricho⁃
derma aureoviride（MF871550.1）序列一致性均为

100%，确认该木霉菌株为黄绿木霉（Trichoderma
aureoviride）；XLGL201709112 菌株与 Trichoderma
koningii （KJ589627.1） 和 Trichoderma koningii
（MF871564.1）序列一致性均为 100%，系统同源性

最高，最终确认该木霉菌株为康氏木霉（Tricho⁃
derma koningii）。通过固体培养基的筛选，最终

确定木生菌 GPY培养基为两株木霉的最佳固体

培养基配方。利用 ABTS法对两株木霉的漆酶酶

活进行评价，最终测得黄绿木霉漆酶酶活为

（6.319±0.49）U/L；康氏木霉漆酶酶活为（6.138±
0.24）U/L。以菌株原基桦木屑为发酵培养基原

料，诱导其产纤维素酶，利用滤纸酶活法对两株

木霉的总纤维素酶活进行评价，测得黄绿木霉总

纤维素酶活为（0.538±0.050）U/g；康氏木霉总纤维

素酶活为（0.888±0.044）U/g。
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