
一株高效木质素降解菌的筛选、鉴定及降解效果评价

李文才 1，战 利 2，韩月颖 3，张喜庆 3，高云航 1*
（1. 德惠市畜牧总站，吉林 德惠 130300；2. 长春职业技术学院现代农学院，长春 130033；3. 吉林农业大学动物科学技

术学院，长春 130118）

摘 要：为筛选高效木质素降解菌，有效提高农业秸秆降解效率，本试验从长白山阔叶林土壤采样，通过苯胺蓝-鉴别培

养基初筛、酶活性复筛的方法进行菌株分离筛选，对筛得的高效目的菌株进行 16S rRNA菌种鉴定。为提高菌株产酶性

能，选择碳源、氮源及初始 pH值、培养温度、接种量和时间等因素，采用正交试验进行产酶条件优化，后进行秸秆固态发

酵试验，验证其降解能力。结果表明，复筛所得菌株 DT-2具有较高酶活性，可作为目的菌株进行下一步试验，经鉴定其

属于枯草芽孢杆菌。产酶优化试验结果显示，菌株 DT-2在以木质素为唯一碳源、尿素为唯一氮源、初始 pH值 6、培养温

度 37 ℃、接种量 5%、培养时间 30 h时，其产酶效果最佳，其中 Lip酶活为 38.44 U/mL，Lac酶活为 26.78 U/mL，Mnp酶活为

35.56 U/mL。固态发酵试验结果显示，对照组秸秆失重率为 2.1%，试验组秸秆失重率为 13.5%，降解效率提高 20倍以上。

综上所述，本研究分离得到的菌株 DT-2具有较高木质素降解酶活性，可有效提高秸秆降解效率，在农业秸秆无害化处理

方面具有良好的应用前景。
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Abstract：In order to screen high-efficiency lignin-degrading bacteria, effectively improve the degradation effi⁃
ciency of agricultural straw. In this experiment, samples were collected from the broad-leaved forest soil in Chang⁃
bai Mountain, and strains were isolated and screened through the method of aniline blue-differentiation medium pri⁃
mary screening and enzyme activity re-screening. The screened high-efficiency target strains were identified for
16S rRNA strains. In order to improve the enzyme production of the strains Performance, select carbon source, nitro⁃
gen source and initial pH, culture temperature, inoculation amount and time, etc. We use orthogonal test to optimize
enzyme production conditions, and then conduct straw solid state fermentation test to verify its degradation ability.
The results show that the strain DT-2 obtained by the re-screening has high enzyme activity and can be used as the
target strain for the next test, it was identified as Bacillus subtilis. The results of the enzyme production optimization
test showed that when the strain DT-2 uses lignin as the only carbon source and urea as the only nitrogen source,
the initial pH value is 6, the cultivation temperature is 37 °C, the inoculum amount is 5%, and the cultivation time
is 30 h. The activity has the optimal value, in which Lip enzyme activity is 38.44 U/mL, Lac enzyme activity is 26.78
U/mL, Mnp enzyme activity is 35.56 U/mL. The results of the solid-state fermentation test showed that the straw
weight loss rate in the control group was 2.1%, and the straw weight loss rate in the test group was 13.5%, and the
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degradation efficiency was increased by more than 20 times. In summary, the strain DT-2 isolated in this study has
high lignin-degrading enzyme activity, can effectively improve the efficiency of straw degradation, and has a good
application prospect in the harmless treatment of agricultural straw.
Key words：Lignin; Degrading bacteria; Enzyme production optimization; Orthogonal test; Straw degradation

木质素作为生态系统中第二位丰富的有机物

来源广泛，能够满足可再生能源要求 [1]，是打造生

态经济的一种可持续性资源。作为农业和工业生

产过程中的废弃物，木质素造成环境污染和资源

浪费。农业方面，我国为农作物生产大国，秸秆

产量约占世界总产量的 1/3[2]，大部分秸秆无法得

到有效处理，其主要原因是作为植物细胞壁主要

组成成分的木质素难以自然高效降解 [3]。工业方

面，在木材生产和造纸产业中，木质素作为副产

物造成水资源环境的高污染且处理成本较高 [4]。

因此，研究高效且环保的木质素降解方法具有重

要意义。

木质素虽难降解，但仍可被某些微生物分解，

其中真菌、细菌和放线菌占主导作用 [5-6]。微生物

降解木质素是在木质素过氧化物酶、锰过氧化物

酶和漆酶的协同作用下完成的 [7]。Kirk等 [8]1983年
首次从真菌胞外液中发现参与木质素降解的木质

素过氧化物酶和锰过氧化物酶。自此，微生物分

泌木质素降解酶的相关研究逐渐成为热点。为提

高微生物的产酶性能，研究人员进行大量产酶优

化试验。大量研究表明，影响木质素降解酶活性

的因素主要有碳氮源、温度、时间、pH值及接种量

等。以酶活性为评价指标，对一株白腐真菌的产

酶条件进行优化，包括碳氮源、pH值、时间和底物

浓度等，优化后的酶活性较之前提高 6~8倍 [9]。对

一株白腐真菌所产锰过氧化物酶的条件进行优

化，使得酶活性提高 3.59倍 [10]。由此可见，产酶优

化可以提高木质素降解酶活性，酶活性的高低与

微生物对木质素降解率密切相关。目前，在筛选

具有木质素降解功能的微生物研究中，细菌由于

生长繁殖速度快、结构简单以及生物多功能性和

强大的环境适应性等特点，逐渐成为近年来木质

素降解的主要研究方向。本试验从长白山阔叶林

长期自然腐烂树叶下土壤中分离获得一株具有高

效木质素降解能力的菌株 DT-2，通过单因素试验

和正交试验对其进行产酶条件优化，通过方差分

析研究各因素对不同降解酶的影响差异性，通过

固态发酵试验研究其对秸秆的降解效率，以期为

木质素高效降解及农业秸秆无害化处理方面提供

优质微生物菌种资源和一定理论依据。

1 材料与方法

1.1 试验材料

1.1.1 样品来源

样本采自长白山阔叶林自然腐烂树叶下的土

壤；玉米秸秆购自吉林省五禾源科技有限公司。

1.1.2 培养基

木质素培养基：蛋白胨 0.2 g，木质素 0.6 g，
NaCl 1 g，琼脂粉 3 g，蒸馏水 200 mL，pH值自然，

121 ℃高压灭菌。

苯胺蓝培养基：将 1%的苯胺蓝母液按 1%体

积比加入 LB培养基中，121 ℃高压灭菌。

发酵培养基：木质素 1 g，牛肉膏 1 g，NaCl 1
g，蛋白胨 2 g，蒸馏水 200 mL，pH值自然，121 ℃高

压灭菌。

1.2 试验方法

1.2.1 菌株筛选

富集：将 5 g土壤样品装入 200 mL生理盐水

中，在 37 ℃，120 r/min的恒温摇床中振荡混匀 3
h。静置 1 h后稀释涂板。

初筛：采用苯胺蓝脱色法 [11]初步筛选出具有

产木质素降解酶能力的菌株，测量透明圈直径。

复筛：将初筛得到的菌株培养至浓度为 1.0×108
CFU/mL。菌液以1%接种量接种至50 mL发酵培养基

中，37 ℃，120 r/min培养 30 h。4 ℃，8 000 r/min离心

10 min，取上清作为粗酶液进行酶活性测定。

1.2.2 酶活性测定

木质素过氧化物酶（Lip）和锰过氧化物酶

（Mnp）酶活性测定参照 Chen 等 [12]方法。漆酶

（Lac）酶活性测定参照Nakagawa等 [13]方法。

1.2.3 菌株鉴定

将复筛出的菌株进行菌落形态观察和革兰氏

染色，根据《常见细菌系统鉴定手册》[14]进行生理

生化试验鉴定。

细菌 DNA的提取按照基因组提取试剂盒进

行。以菌株 DNA为模板，使用 16S rRNA通用引物

进行 PCR扩增，PCR产物经纯化、连接、转化，提

取质粒送至上海生工生物工程有限公司进行测序

分析，测序结果在 GenBank数据库中进行 Blast比
对分析，利用MEGA 7.0软件构建系统发育树。
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1.2.4 培养基组分优化

分别选取木质素、葡萄糖、蔗糖、秸秆粉、麸皮

和淀粉作为唯一碳源，进行菌株产酶的碳源单因

素优化。选取蛋白胨、酵母粉、酒石酸钠、尿素、

硫酸铵和氯化铵作为唯一氮源，进行菌株产酶的

氮源单因素优化。

1.2.5 培养条件优化

在优化好培养基碳氮源的基础上，对培养条

件进行单因素优化，包括 pH值、培养温度、菌液

接种量和培养时间。pH值选取 4、5、6、7、8、9，温
度选取 27、32、37、42、47 ℃，接种量选取 1%、3%、
5%、7%、9%，时间选取 25、30、35、40、45 h。
1.2.6 培养条件正交优化试验设计

以单因素试验结果为基础，对温度、pH值、接

种量和时间四个因素进行 L9（34）的正交试验，试

验因素与水平设计见表 1。
表 1 菌株正交试验因素水平设计

水平

1
2
3

A. pH
5
6
7

B.温度（℃）
32
37
42

C.接种量（%）
1
3
5

D.时间（h）
30
35
40

1.2.7 固态发酵测定秸秆木质素降解率

玉米秸秆粉碎至 1~2 cm，高压灭菌，105 ℃烘

干。将秸秆与菌液按 1∶1的体积比接种至 200 mL
优化后的产酶培养基中进行固态发酵，对照组接

种生理盐水。3 d后取发酵秸秆烘干至恒重，测定

秸秆失重率，采用 Van soest酸性洗涤法 [15]测定木

质素含量，计算木质素降解率。
失重率（%）=
发酵前秸秆干重 - 发酵后秸秆干重

发酵前秸秆干重
× 100

木质素降解率（%）=
100 - 100 ×（1 - 失重率）× 降解前木质素含量

降解后木质素含量

1.3 数据分析

采用 Excel 2019 进行试验数据计算，Graph

Prism 7.0进行绘图，SPSS 24.0进行统计分析。

2 结果与分析

2.1 降解菌株的筛选

经苯胺蓝初筛共获得 4株产生透明圈的菌

株。对 4株菌进行酶活性测定复筛（表 2），结果发

现菌株 DT-2产酶效果最佳，故将其作为目标菌株

进行后续研究。

2.2 菌株鉴定

菌株 DT-2在 LB培养基上培养 12 h后菌落呈

现灰白色或淡黄色，表面粗糙且形态不规则，如

图 1（a）所示。染色镜检可见菌体呈蓝紫色，短杆

状，如图 1（b）所示。生化试验结果见表 3。

菌株 DT-2 PCR扩增产物核苷酸序列长度为

1 456 bp，将序列在 GenBank数据库中进行 Blast比
对，利用 MEGA 7.0软件构建系统发育树，结果见

图 2。结果显示菌株 DT-2与枯草芽孢杆菌在同

一个分支上，综合形态学特征及生理生化试验结

果，确定DT-2为枯草芽孢杆菌。

 

 

 
pH

图1 菌株DT-2的菌落形态（a）和革兰氏染色（b）

表 2 菌株酶活性测定结果 U/mL
菌株

DT-1
DT-2
DT-3
DT-5

Lip
13.22
24.66
17.44
-

Lac
5.01
2.34
-
2.56

Mnp
21.43
30.31
20.16
6.28

 

 

 
pH

图2 菌株DT-2的16S rRNA系统发育树
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2.3 最佳碳源的确定

碳源作为细菌生长的主要能源，对其产酶能力

影响较大。本试验探索了不同碳源条件下菌株的产

酶能力情况。如图 3所示，当以木质素为唯一碳源

时，Lip和Mnp酶活性均显著高于其他碳源条件下的

酶活性（P<0.05），分别为 24.66、37.37 U/mL，麸皮条

件下的 Lac酶活性最高，综合三种酶共同作用的情

况，最终选择木质素作为最优的唯一碳源。

2.4 最佳氮源的确定

氮源主要提供细菌生长过程中氨基酸、蛋白

质、核酸等合成所需的氮元素。本试验中不同氮

源条件下菌株的产酶情况如图 4所示。当以尿素

作为氮源时，Mnp和 Lac酶活性均高于其他氮源

下酶活性，Lip、Lac 和 Mnp 三种酶活性分别为

12.33、12.00、35.99 U/mL，最终确定尿素为最优唯

一氮源。

2.5 单因素优化试验

2.5.1 不同起始 pH 值对酶活性的影响

由图 5可知，三种木质素降解酶酶活性随 pH
值升高呈先升高后下降的趋势，在 pH值为 6时，

三种酶活性最高，与其他 pH值条件下的酶活性差

异显著（P<0.05）。

2.5.2 不同温度对酶活性的影响

由图 6可知，三种降解酶对温度选择敏感，过

低或过高的温度均能显著抑制酶活性，当温度由

27 ℃升至 37 ℃时，三种酶酶活性呈现明显的上升

趋势，随后急剧下降。在 37 ℃条件下时，三种酶

活性均显著高于其他温度下的酶活性（P<0.05），
因此确定 37 ℃为最佳培养温度。

2.5.3 不同接种量对酶活性的影响

由图 7可知，当接种量为 1%时，菌液浓度过

低，木质素降解酶的生产与积累过少。当接种量

为 5%~9%时，菌液浓度过高，产酶培养基的溶氧

量减少，酶活性降低。当接种量为 3%时，Lip和
Mnp酶活性最高（P<0.05），Lac酶活性相比 9%接

 

 

 
pH

注：小写字母不同表示差异显著（P<0.05），下同

图3 碳源对于菌株DT-2酶活性的影响

表 3 DT-2菌株生理生化试验结果

项目

甘露醇

甲基红

吲哚试验

蔗糖

V-P试验

葡萄糖

乳糖

半乳糖

注：“+”代表阳性反应，“-”代表阴性反应

结果

+
+
-
+
+
+
-
-

项目

淀粉水解

明胶液化

尿酶反应

溶菌酶

硝酸盐还原

木糖

酪素

柠檬酸盐

结果

+
+
+
-
-
+
+
+

 

 

 
pH

图4 氮源对于菌株DT-2酶活性的影响

 

 

 
pH

图5 pH对于菌株DT-2酶活性的影响

 

 

 

 

图6 温度对于菌株DT-2酶活性的影响
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种量条件下差异显著（P<0.05），相比于 1%和 5%
接种量差异不显著（P>0.05）。综合可知，最佳接

种量为 3%。
2.5.4 不同培养时间对酶活性的影响

由图 8可知，Lip和Mnp在培养 35 h后酶活性

达到最高，显著高于其他培养时间（P<0.05）；Lac
在培养 30 h和 35 h后均与其他时间差异显著（P<
0.05）。因此，35 h为最佳培养时间，Lip、Lac和
Mnp三种酶活性分别为 42.44、27.68、32.00 U/mL。

2.6 正交试验结果

对初始 pH值、发酵温度、菌液接种量、培养时

间四个因素进行的 L9（34）正交试验结果与分析见

表 4，方差分析结果见表 5。
通过表 4比较 R值可知，四种因素对 Lip和

Lac酶活性影响大小为 B（温度）>A（pH值）>C（接

种量）>D（时间），对Mnp酶活性影响大小为 B（温

度）>A（pH值）>D（时间）>C（接种量）。极差结果

显示，Lip和 Lac产酶条件最优组合为 A2B2C3D1，
表 4 影响三种酶活性正交试验结果

Lip

Lac

Mnp

水平

1
2
3
4
5
6
7
8
9
K1
K2
K3
R
K1
K2
K3
R
K1
K2
K3
R

A. pH
5
5
5
6
6
6
7
7
7

44.02
74.45
41.01
33.44
30.68
52.90
41.90
22.22
50.03
67.86
60.28
17.83

B.温度（℃）
32
37
42
32
37
42
32
37
42
53.17
84.47
21.84
62.63
43.25
61.70
20.53
41.17
62.78
83.23
32.16
51.07

C.接种量（%）
1
3
5
3
5
1
5
1
3

42.06
68.09
49.33
18.76
39.57
38.62
47.29
8.67
55.84
60.7
61.13
5.79

D.时间（h）
30
35
40
40
30
35
35
40
30
57.55
47.32
54.61
2.94
43.93
38.76
42.79
5.17
60.13
53.99
64.05
10.06

Lip（U/mL）
12.44
28.14
3.44
30.28
35.44
8.73
10.45
20.89
9.67

Lac（U/mL）
10.65
14.76
5.27
17.36
26.78
8.76
15.24
20.16
6.50

Mnp（U/mL）
16.87
23.26
9.90
25.74
31.56
10.56
20.17
28.41
11.70

 

 

 

 

图7 接种量对于菌株DT-2酶活性的影响

 

 

 

 

图8 接种量对于菌株DT-2酶活性的影响
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表 5 正交试验方差分析结果

变异来源

A

B

C

D

误差

总计

注：P>0.05表示差异不显著，P<0.05表示差异显著，P<0.01表示差异极显著

Lip
Lac
Mnp
Lip
Lac
Mnp
Lip
Lac
Mnp
Lip
Lac
Mnp
Lip
Lac
Mnp
Lip
Lac
Mnp

DF
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
10
10
10

SS
247.320
92.808
75.979
703.600
314.535
466.375
140.610
14.499
8.825
23.150
5.475
20.609
0.820
0.605
1.494

1 143.970
395.130
541.960

MS
123.658
46.404
37.989
351.801
157.268
233.187
70.305
7.250
4.413
11.573
2.738
10.304
0.411
0.302
0.747

F值
300.85
153.44
50.85
855.91
520.02
312.15
171.05
23.97
5.91
28.16
9.05
13.79

P值

0.003
0.006
0.019
0.001
0.002
0.003
0.006
0.04
0.145
0.034
0.099
0.068

Mnp的最优组合为 A2B2C3D3，A2B2C3D3组合未出现

在正交表中，需要对该组合条件下的酶活性进行测

定与A2B2C3D1组合进行对比。结果显示A2B2C3D3条
件下Mnp酶活性为 32.34 U/mL，这与正交表中最优

组合差距较小，因此三种降解酶的优化组合确定为

A2B2C3D1。由表 5方差分析结果可知，温度和 pH值
相对于接种量和时间对三种酶的酶活性有着更大

的影响，这与表 4的极差分析结果一致。

为对试验结果进行验证，采用优化后的培养

基和培养条件进行三次平行试验，所测得 Lip、Lac
和Mnp酶活性分别为 38.44、26.78、35.56 U/mL。
2.7 固态发酵试验结果

经过 3 d固态发酵后，木质素含量及降解率结

果如图 9所示。与对照组相比，试验组中木质素

含量显著降低（P<0.05）。试验组秸秆降解率为

47.5%，与对照组 2.1%的降解率相比提高约 20倍
以上，说明菌株 DT-2对秸秆中的木质素有显著降

解效果。

3 讨 论

木质素作为结构复杂的第二大有机物，探索

高效且环保的降解方法逐渐成为国内外研究热

点。传统的物理化学方法在处理过程中易造成二

次污染，因此微生物方法逐渐成为主流趋势。目前

对于微生物降解木质素的研究多为真菌，细菌则较

少。本试验通过苯胺蓝初筛法从长白山阔叶林长期

自然腐烂树叶下的土壤中分离出四株具有产酶效果

的细菌，通过酶活性测定复筛确定菌株DT-2相比

于其他菌株产酶能力更强，选择菌株 DT-2进行后

续产酶条件优化和秸秆降解试验研究。

依靠酶作用 [16]进行降解是微生物降解木质素

的主要机制，所以高效产酶能力的微生物在木质

素降解方面效果更佳。如将 Lip、Lac、Mnp三种酶

共培养进行碱木质素降解，去除率达到 28.98%[17]。

为提高烟秆木质素降解率，对一株粗毛栓菌进行

发酵条件优化 [17]。本研究中，为提高菌株 DT-2产
酶效果及秸秆降解率，通过单因素和正交试验对

其进行产酶条件优化。培养基组成成分优化结果

 

 

 

 
图9 秸秆木质素含量及降解率的测定
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表明，当产酶培养基在以木质素和尿素作为碳源

和氮源时，菌株 DT-2产酶效果最佳 [18]。除培养基

的组成会对酶活性有影响外，培养条件也会对菌

株酶活性有所影响。对一株木质素的产酶条件进

行正交试验优化，结果使得木质素降解率达

40.39%[19]。李丹等 [20]分离到一株高产漆酶的烟管

菌，发酵 15 d后木质素降解率达 66.13%。对菌株

DT-2的培养条件优化结果表明，当 pH值 6，温度

37 ℃，时间 30 h，接种量 5%时，产酶效果最佳，

Lip、Lac和 Mnp酶活性分别为 38.44、26.78、35.56
U/mL，分别为优化前的 1.6、11.4、1.2倍。秸秆降

解试验中，菌株 DT-2仅发酵 3 d，秸秆失重率达

13.5%,木质素降解率达 47.5%，木质素去除率显著

提高。由此可见，同样在条件优化的基础上，本

试验所筛选到的菌株 DT-2在产酶性能和秸秆降

解方面都远远超过 Verma等 [19]和李丹等 [20]所筛选

到的菌株。此外，与尚洁等 [10]筛选到的白腐真菌

相比，菌株 DT-2不仅所产Mnp活力较高，而且还

具有同时产 Lip和 Lac的能力。说明该菌株在木

质素降解方面具有良好的应用前景。

研究表明，外源化合物的添加同样可以提高

微生物的产酶能力。Nayana等 [21]在对一株降解功

能菌优化的基础上添加 0.5 g/L的 Mn2+和 1.5%的

吐温 80，结果 Lip活力高达 345.26 U/mL，这也为后

续试验研究提供了方向。本研究筛选到的菌株

DT-2无论在产酶方面还是木质素降解方面效果

都非常显著，为木质素的降解研究提供了良好的

试验依据。
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