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摘  要：【背景】柑橘修剪枝是一种丰富可再生的生物质资源，但枝条中木质纤维素结构稳定且

复杂，限制了其资源化利用。【目的】从柑橘废弃物堆肥中筛选和鉴定高效木质素降解菌，优化

菌株降解木质素的条件，为柑橘枝类废弃物的资源化利用提供菌种资源。【方法】以苯胺蓝褪色

法筛选菌株，对比不同菌株的漆酶、锰过氧化物酶和木质素过氧化物酶酶活，通过单因素试验、正

交试验和响应面试验优化目的菌株 LDB1 的木质素降解条件，利用室内试验验证菌株 LDB1 对 3 种

植物源木质素的降解效果。【结果】从柑橘枝废弃物堆肥中筛选出 8 株木质素降解细菌，其中菌

株 LDB1 产酶能力最强，该菌被鉴定为解淀粉芽孢杆菌(Bacillus amyloliquefaciens)。pH、接种量和

C/N 是影响菌株 LDB1 降解木质素的显著影响因子，当三者分别为 6.9、2.9%和 29.0 时，木质素降

解率最大，4 d 后达到(14.9±0.9)%，较正交试验结果提升 2.0%。经菌株 LDB1 降解 30 d 后，柑橘

枝、玉米秸秆和水稻秸秆的木质素降解率分别为 12.0%、36.8%和 30.6%。【结论】本研究筛选的

解淀粉芽孢杆菌 LDB1 能同时分泌 3 种木质素降解酶，能够有效破坏木质纤维素结构，具备较强

的木质纤维素降解能力。 
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Screening of efficient lignin-degrading bacteria in citrus waste 
compost 
LI Jinye, CHENG Hao, XU Qingyun, LIU Xiaoman, WU Songwei, HU Chengxiao* 
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Abstract: [Background] Pruned branches of citrus are rich and renewable biomass resources, 
in which the stable and complex lignocellulose structure limits the utilization of the resources. 
[Objective] To screening and identify efficient lignin-degrading bacteria from citrus waste 
compost and optimize the lignin-degrading conditions of strains, thus providing strain resources 
for the utilization of citrus waste. [Methods] We isolated lignin-degrading strains from citrus 
waste compost by the aniline blue method and compared the laccase, manganese peroxidase, 
and lignin peroxidase activities between different strains. Then, we optimized the lignin 
degradation conditions of the target strain (LDB1) by single factor tests, orthogonal test, and 
response surface methodology. Finally, we verified the degradation effect of LDB1 on the lignin 
derived from three plant species by laboratory experiments. [Results] We isolated eight 
lignin-degrading bacterial strains from the citrus waste compost. Among them, strain LDB1 had 
the strongest enzyme activity and was identified as Bacillus amyloliquefaciens (GenBank No. 
OR244332). The lignin degradation by LDB1 was affected by pH, inoculum amount, and C/N 
ratio. The fermentation with LDB1 at pH 6.9, inoculum amount of 2.9%, and C/N ratio of 29.0 
achieved the lignin degradation rate of (14.9±0.9)% after 4 days, which increased by 2.0% 
compared with the orthogonal test result. After 30 days, the lignin degradation rates of LDB1 
for citrus branches, maize straw, and rice straw were 12.0%, 36.8%, and 30.6%, respectively. 
[Conclusion] B. amyloliquefaciens LDB1 can simultaneously secrete three lignin-degrading 
enzymes to destroy the lignocellulose structure, demonstrating strong lignocellulose-degrading 
ability. 
Keywords: citrus waste; lignin-degrading; enzyme activity; Bacillus amyloliquefaciens; condition 
optimization 
 
 

柑橘是世界上种植面积最广的水果之一，

柑橘剪枝、疏果等措施产生了大量的有机废弃

物，其中柑橘枝年均修剪量达 15−18 t/ha[1]，其

处置方式通常为堆置、焚烧或填埋，造成环境污

染和资源浪费[2]。堆肥是一种通过微生物作用

将废弃物资源化利用的传统技术，但由于柑橘

枝木质化程度高、木质素单体间碳碳键和醚键

连接的多样性及木质素对水解酶的抗性阻碍了

微生物对木质素的有效利用[3-4]。研究表明接种

高效木质素降解菌是促进木质素降解的有效措

施之一[5-8]。 
真菌是研究最广泛的木质素降解菌，一般分

为白腐真菌、褐腐真菌和软腐真菌[9]，其中白

腐 真 菌 如 黄 孢 原 毛 平 革 菌 (Phanerochaete 
chrysosporium) 、 虫 拟 蜡 菌 (Ceriporiopsis 
subvermispora)等降解木质素的能力较强[10]，它

们分泌的胞外氧化酶如漆酶(laccase, Lac)、锰过

氧化物酶(manganese peroxidase, MnP)和木质素
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过氧化物酶(lignin peroxidase, LiP)，可作用于木

质素，断裂木质素内部醚键和碳碳键并去除

侧链[11]。除了真菌外，一些细菌也可以高效降

解木质素，而且比真菌更具特异性[12]。有研究

人员从土壤、海洋、堆肥、腐烂木材、污泥和

动物肠道等生态系统中分离出多种木质素降解

细菌 [9,13]，包括变形菌少动鞘氨醇单胞菌

(Sphingomonas paucimobilis) SYK-6、嗜热脂肪

芽孢杆菌(Bacillus stearothermophilus) L-12[14]、解

淀粉芽孢杆菌 (B. amyloliquefaciens) SL-7 和

HZ11[15-16] 、 嗜 热 短 芽 芽 孢 杆 菌 (Bacillus 
thermoruber) GX5[17]、绿孢链霉菌(Streptomyces 
viridosporus) T7A 和白色链霉菌(Streptomyces 
albogriseolus)[9]、恶臭假单胞菌 (Pseudomonas 
putida) mt-2[18]和 KT2440[19]，以及浑浊红球菌

(Rhodococcus opacus) PD630 和约氏红球菌

(Rhodococcus jostii)[20]等。其中，关于链霉菌和

芽孢杆菌的研究相对较多，不同菌株对木质素

的降解能力存在显著差异[15,21-23]，与菌株生长

条件也密切相关。李锋[4]从白蚁肠道中筛选出

一株解鸟氨酸拉乌尔菌(Raoultella ornithinolytica) 
MP-132，发现该菌在偏碱环境中的木质素降解

能力较强，pH 8.0 时降解率最高(25.3%)；牛佳

钰[17]从污泥和玉米秸秆堆肥中筛选出一株嗜热

短芽芽孢杆菌 GX5，55 ℃时菌株对木质素的降

解率达到 81.9%；李彩联等[24]通过优化真菌灵

芝(Ganoderma lucidum) GI-16 的发酵条件，使

其 Lac 酶活性提高了 2.06 倍；韩宇杰等[25]从腐

木土壤中筛选出一株变栖克雷伯氏菌(Klebsiella 
variicola) BJ5，通过优化培养条件显著提升了

Lac、LiP 和 MnP 的酶活性，木质素降解率达到

21.6%。由此可知，优化菌株的生长条件如 pH、

温度、接种量和通氧量等可以有效提高菌株对

木质素的降解能力。 
相较于外源微生物，土著微生物通常具备

较强的环境适应性和竞争力，堆肥中接种土著

微生物可以更快地促进堆体升温[17]。因此，为

加强柑橘废弃物(修剪枝、废弃果)的资源化利

用，本研究拟从柑橘废弃物堆肥中筛选木质素

降解细菌，对比不同细菌降解木质素的能力确

定目的菌株，通过单因素试验、正交试验和响

应面试验优化和验证目的菌株降解木质素的最

佳条件，进一步评估目的菌株对不同底物木质

素的降解能力和应用潜力。本研究旨在为柑橘

废弃物高效堆肥提供菌株资源和参考。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

菌株筛选样本来自华中农业大学柑橘园的

柑橘废弃物堆肥。采用露天堆肥方式，将柑橘

枝、树叶和废弃果按比例(7:1:2)混合，柑橘枝

粉碎粒径为 0.5−2.0 cm，添加 5%尿素调整初始

碳氮比(C/N)。堆肥前 7 天每天翻堆 1 次，当堆

肥温度达到 50 ℃时(第 5 天)，从堆肥不同方位

采集 4 份样品混合保存于 4 ℃泡沫箱。各物料

的基本理化参数见表 1。 
 
表 1  堆肥物料的基本性质 
Table 1  Basic properties of compost materials 
原料 
Material 

pH 含水量 
Moisture content (%) 

有机碳 
Organic carbon (%) 

总氮 
Total nitrogen (%) 

碳氮比 
C/N 

柑橘枝 Citrus branch 5.69±0.01 59.6±0.6 59.2±1.5 1.3±0.2 55.8±3.1 
柑橘树叶 Citrus leaf 5.54±0.04 65.0±0.6 40.7±1.3 1.9±0.5 21.4±1.0 
残次果 Inferior fruit 4.41±0.10 88.5±0.8 47.2±0.5 1.3±0.1 36.9±1.5 
混合原料 Mixed material 5.41±0.12 65.3±4.1 55.0±3.7 1.7±0.3 32.3±2.2 
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1.2  培养基 
碱木质素液体培养基(g/L)：碱木质素 5.2，

Na2HPO4 2.8，KH2PO4 1.0，(NH4)2SO4 0.5，
MgCl2·6H2O 0.053，Ca(NO3)2·4H2O 0.05，微量

元素 1.0 mL[4]，pH 6.8−7.2。 
碱木质素固体培养基：碱木质素液体培养

基中添加 35.0 g/L 琼脂。 
LB 琼脂-苯胺蓝培养基(g/L)：胰蛋白胨 10.0，

酵母浸粉 5.0，氯化钠 5.0，琼脂 15.0，苯胺蓝

0.1，pH 6.8−7.2。 
柑橘枝/水稻/玉米降解培养基：5.0 g 柑橘

枝、水稻或玉米(40 目)分别代替碱木质素液体培

养基中的碱木质素，柑橘枝、水稻和玉米秸秆

取自华中农业大学试验田。 
培养基均 121 ℃灭菌 30 min。 

1.3  培养基和主要试剂、仪器 
LB 琼脂、琼脂粉、LB 肉汤，海博生物技

术有限公司。碱木质素、苯胺蓝，源叶生物科

技有限公司；藜芦醇、2,6-二甲基苯酚、ABTS，
上海麦克林生化科技股份有限公司；氯化锰、

酒石酸钠、柠檬酸钠、醋酸钠、醋酸、酒石酸、

柠檬酸，国药集团化学试剂有限公司。 
超净工作台，北京东联哈尔仪器制造有限

公司；恒温水浴锅，天津泰斯特仪器有限公司；

紫外可见分光光度计，上海元析仪器有限公司；

恒温摇床，上海南荣实验室设备有限公司；高

压灭菌锅，上海申安医疗器械有限公司；高速

离心机，Eppendorf 公司；生化培养箱，北京市

永光明医疗仪器有限公司；扫描电镜(scanning 
electron microscope, SEM)，NTC 公司；傅里叶

变 换 红 外 光 谱 仪 (Fourier transform infrared 
spectrometer, FTIR)，布鲁克公司；纤维素分析

仪，北京莱阔生物科技有限公司。 

1.4  木质素降解菌的筛选、鉴定 
取 10 g 堆肥嗜热期样品加入 90 mL 无菌水

后振荡 1 h，静置 15 min。将上清液按 10−3−10−6

梯度稀释，吸取不同梯度稀释液至碱木质素

固体培养基，涂布均匀后放入 35 ℃培养箱中

倒置培养。当培养基长出清晰的菌落后挑取

形态不同的单个菌落，在相同条件下划线培

养，直至获得纯化菌株。将纯化菌株接种于 LB

琼脂-苯胺蓝培养基进行复筛，挑选使培养基褪

色的细菌，观察记录菌落形态。将复筛菌株添

加到含有 50%甘油的冻存管中，保存于−80 ℃

冰箱。委托上海派森诺生物工程公司鉴定菌株

的 16S rRNA 基因序列(图 1) (部分插图来自

https://bioicons.com)。 
用 NCBI BLAST 程序将序列进行比对，得

到与待测物种序列相似性最大的物种信息，将

测序结果上传到GenBank数据库，获得菌株 16S 

rRNA 基因序列的登录号，用 MEGA 11.0 构建

目的菌株的系统发育树。 

1.5  菌株性能研究 
1.5.1  菌株产酶能力对比 

菌株在 LB 液体培养基中培养 24 h 作为种

子液，在锥形瓶中加入 40 mL LB 液体和 1%的

种子液，35 ℃、180 r/min 培养 4 d，在相同条

件下以灭活后的种子液培养作为空白，实验重

复 3 次。每隔 24 h 取样 1 次，4 ℃、50 000 r/min

离心 10 min 后取上清液为粗酶液，检测菌株酶

活，酶活测定具体步骤如下。 

LiP 酶活测定[26]：在 3.0 mL 反应体系中加

入 1.6 mL 酒石酸钠缓冲液(pH 3.0)、0.3 mL 藜

芦醇和 1 mL 酶液，30 ℃水浴锅中预热 3 min，

加入 0.1 mL H2O2，于 310 nm 测定 1 min 内的

吸光度变化。 

MnP 酶活测定[27]：在 3.0 mL 反应体系中加

入 2.4 mL 醋酸-醋酸钠缓冲液(pH 4.5)、0.1 mL 

2,6-DMP 和 0.4 mL 酶液，30 ℃水浴锅中预热 
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图 1  木质素降解菌筛选流程 
Figure 1  Screening process of lignin degrading bacteria. 
 
3 min，加入 0.1 mL H2O2，于 469 nm 测定 1 min
内的吸光度变化。 

Lac 酶活测定[15]：在 3 mL 反应体系中加入

0.2 mL ABTS 溶液和 2.7 mL 柠檬酸-柠檬酸钠

缓冲液(pH 4.5)，30 ℃水浴锅中预热 3 min，加

入 0.1 mL 酶液，于 420 nm 测定 1 min 内的吸

光度变化。 
以上实验均以灭活(121 ℃，20 min)的酶液

为对照，重复 3 次。单位时间内 1 mL 酶液使

反应体系吸光度增加 0.01 定义为 1 个酶活力单

位(U)，酶活计算公式为： 

C (U/L)=
6

total

sample

10 Δ× ×
Δ

V OD
V tε

            (1) 

式(1)中：ε为消光系数，mol/(L·cm)；Lac、MnP
和 LiP 的 ε 值分别为 3.6×104、4.96×104 和

9.3×103；Vtotal 为测定样品总体积，mL；Vsample

为木质素上清液体积，mL；ΔOD：吸光度变化

值；∆t 为测定间隔时间，min。 

1.5.2  菌株形态和生化特性 
将目的菌株 LDB1 在 LB 培养基中 27 ℃、

180 r/min 培养 7 d，每天测定菌株的吸光度

(OD600)以检测菌株的生长状况。取部分菌液进

行革兰氏染色，置于光学显微镜下观察菌体形

态。同时，采用扫描电镜观察菌体细胞图像。

按照参考文献[28-29]分别对菌株进行耐热性、

耐盐性、淀粉水解、硝酸盐还原、明胶液化、

纤维素分解和脂肪降解等生理生化试验，试验

设置 3 组重复。 

1.6  降解条件对菌株的影响 
以木质素液体培养基作为优化实验的培养

基，温度、接种量、转速、初始 pH 和 C/N 作

为优化变量，探究菌株的木质素降解能力。 
制备浓度为 10、20、40、60、80 和 100 mg/L

的木质素标准溶液，先用 NaOH 溶液将木质素

溶液 pH 值调节为 12.0 以溶解木质素，然后用

HCl 将溶液 pH 调节为中性。通过紫外可见分光

光度计测定上清液的 OD280 值。实验组接种菌株

LDB1，对照组接种灭活菌株，以对照调零分光

光度计，每天测量实验组和对照组上清液的

OD280 值，求得培养液中的木质素含量。木质素
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降解率计算公式如下： 
降解率(%)=(C1−C2)/C1×100           (2) 

式(2)中：C1 为对照组中木质素的浓度(mg/L)，
C2 为实验组中木质素的浓度(mg/L)。 

1.6.1  单因素试验 
以木质素降解率为指标，分析温度(30、35、

40、45、50、55 ℃)、接种量(0.1%、0.5%、2.0%、

4.0%、10.0%)、转速(120、160、200、240、
280 r/min)、初始 pH 值(4.0、5.5、7.0、8.5、10.0)
和 C/N (15、20、25、30、35、40)对菌株 LDB1
降解木质素的影响，试验在 38 ℃的条件下培养

9 d，重复 3 次。用 0.5 mol/L 氢氧化钠和 1%盐

酸调节 pH，用尿素和葡萄糖调节 C/N。 

1.6.2  正交试验 
单因素试验确定了 5 个变量(温度、pH、

C/N、转速和接种量)影响菌株降解木质素的最

佳范围。由于在 35 ℃和 40 ℃时，菌株的木质

素降解率基本一致，为减少工作量，本试验选

择 38 ℃为后续试验温度，通过正交试验(表 2)进
一步确定其余变量对木质素降解率的影响。菌

株 LDB1 在第 88 h 的酶活性最高，所以正交试

验选择在 38 ℃条件下培养 4 d，重复 3 次。 
 
表 2  正交试验设计及结果 
Table 2  Orthogonal experimental design and result 
No. pH 转速  

Rotational 
speed 
(r/min) 

接种量 
Inoculum 
amount  
(%) 

碳氮比 
C/N 

木质素降

解率 
Lignin 
degradation 
rate (%) 

1 5.5 160 0.5 25 12.1  
2 5.5 200 2.0 30 12.9  
3 5.5 240 4.0 35 10.4 
4 7.0 160 2.0 35 11.2  
5 7.0 200 4.0 25 11.9  
6 7.0 240 0.5 30 12.5  
7 8.5 160 4.0 30 9.9  
8 8.5 200 0.5 35 9.3  
9 8.5 240 2.0 25 9.5 

1.6.3  响应面试验 
单因素试验和正交试验确定了菌株降解木

质素的最佳条件范围和关键影响因子，通过三因

素三水平的响应面试验确定准确培养条件。

Box-Behnken design (BBD)试验设计与本试验的

三因素三水平要求最匹配，所以选择 BBD 方法

并建立模型，分别以 A、B、C 代表 pH (5.5、7.0、
8.5)、接种量(1.0%、2.5%、4.0%)、C/N (25、30、
35)，−1、0、1 代表各水平的最低值、平均值、最

大值，试验在 38 ℃的条件下培养 4 d，重复 3 次。 

1.7  柑橘枝降解试验 
在柑橘枝降解培养基中接种 2.9%的菌液，

pH 值和 C/N 分别调节为 6.9 和 29，于 38 ℃、

200 r/min 培养 30 d，每 10 d 取样 1 次，样品真

空冷冻干燥后保存。一部分样品用 Van Soest
法[30]和纤维素分析仪测定枝条半纤维素、纤维

素和木质素含量；一部分样品经临界点干燥法

进行干燥，然后将干燥样品均匀粘在导电胶带

上制作 SEM 样本，喷金处理后置于 SEM 样品

仓内观测柑橘枝条降解后的微观形貌变化；一

部分样品与干燥溴化钾粉末(1:200)混合研磨至

2 μm 左右，用压片机将 1−2 mg 混合样制成厚

度约为 1 mm 的薄片，放入傅里叶变换红外光

谱仪，扫描范围为 500−4 000 cm−1，分析柑橘

枝条降解后的结构和官能团变化。试验均以灭

活菌株为对照。 

1.8  作物秸秆降解试验 
在水稻和玉米秸秆培养基中接种 2.9%的菌

液，以添加灭活菌株的培养基为对照，培养 30 d
后测定秸秆的半纤维素、纤维素和木质素含量，

培养和分析方式同 1.7。 

1.9  数据分析 
使用 Excel 2016 软件整理数据，SPSS 计算

实验结果的平均值和标准误。使用单因素方差

分析(one-way ANOVA)确认数据的变异性和结
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果的有效性，正交试验由 SPSS 18 分析，响应

面试验由 Design Expert 12 建模分析。所有数据

由 Excel 2016、Origin 2017 和 Design Expert 12
进行绘图。 

2  结果与分析 
2.1  堆肥中的木质素降解菌 

经初筛和复筛后，从柑橘废弃物堆肥样品

中获得了 8 株具有木质素降解能力的细菌，它

们在 LB 琼脂-苯胺蓝培养基中的褪色反应如图 2
所示，菌株分别编号为 LDB1、LDB2、LDB3、
LDB4、LDB5、LDB6、LDB7 和 LDB8。 

2.2  菌株的产酶能力 
Lac、LiP 和 MnP 是公认的降解木质素最重

要的三类酶，得到上述 8 株具有木质素降解能

力的菌株后，进一步检测其酶活，选出产酶能

力强、生长活性高的菌株用于后续菌株的研究

和堆肥应用。 
由图 3A−3H 可知，在 8 株细菌中，菌株

LDB1、LDB2、LDB4、LDB6 和 LDB7 能同时

产生 LiP、MnP 和 Lac，它们可能具备较强的木

质素降解能力。培养 64 h 后，菌株 LDB1 产生这

3 种酶的能力最强，分别达到了(175.62±27.09)、
(1.59±0.11)和(5.83±0.39) U/mL (图 3A)。菌株

LDB1 停滞期较短，0−36 h 处于生长指数期，

48−84 h 处于生长稳定期，培养 84 h 后进入生长

衰亡期(图 3I)。为确保菌株稳定进入平台期，选

取 0−88 h 作为实验周期进行后续实验。 

2.3  菌株 LDB1 的生化性能和鉴定 
菌株 LDB1 在显微镜油镜和扫描电镜下的

形态如图 4 所示，革兰氏染色阳性，菌体较小，

呈椭圆短链杆状排列。菌株的生理生化特性结

果见表 3。 
将菌株 LDB1 测序结果在 NCBI 上进行

BLAST 同源性分析，发现菌株 LDB1 与解淀粉

芽孢杆菌(Bacillus amyloliquefaciens)的亲缘关

系最近，相似性为 99.7%，可以确定菌株 LDB1
为解淀粉芽孢杆菌。基于 BLAST 相似性比对结

果，菌株 LDB1 的系统发育树见图 5。将菌株

LDB1 测序结果上传到 GenBank 数据库，获得

菌株的登录号为 OR244332，菌株 LDB1 在

CCTCC 的保藏号为 M20231897。 
 

 
 
图 2  细菌在 LB 琼脂-苯胺蓝培养基中的褪色反应   CK：对照；A−H 分别为菌株 LDB1−LDB8。 
Figure 2  Fading reaction of bacteria in LB agar aniline blue medium. CK: The control; A−H: Strains 
LDB1−LDB8. 
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图 3  八株细菌的产酶能力和菌株 LDB1 的生长曲线   A−H：菌株 LDB1−LDB8 的酶活性；I：LDB1
的生长曲线。 
Figure 3  Enzyme-producing capacity of bacteria and growth curve of strain LDB1. A−H: Enzyme activity 
of strains LDB1−LDB8; I: Growth curve of strain LDB1.  
 

 
 
图 4  菌株 LDB1 的革兰氏染色图(A)和扫描电镜图(B) 
Figure 4  Gram staining (A) and scanning electron microscopy (B) of strain LDB1. 
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表 3  菌株 LDB1 的生理生化特征 
Table 3  Physiological and biochemical characteristics 
of strain LDB1 
实验 
Experiment 

结果 
Result 

明胶液化 Gelatin liquefaction − 
纤维素降解 Cellulose decomposition + 
淀粉水解 Starch hydrolysis + 
脂肪降解 Fat degradation + 
硝酸盐还原 Nitrate reduction + 
吲哚生成 Indole production − 
脲酶 Urease + 
40 ℃耐热性 40 ℃ hot tolerant +++ 
50 ℃耐热性 50 ℃ hot tolerant ++ 
60 ℃耐热性 60 ℃ hot tolerant + 
2%耐盐性 2% salt tolerant +++ 
4%耐盐性 4% salt tolerant ++ 
6%耐盐性 6% salt tolerant + 
8%耐盐性 8% salt tolerant + 
+：阳性，越多表明生长越好；–：阴性。 
+: Positive, the more, the better the growth; –: Negative. 

2.4  菌株 LDB1 降解木质素的条件优化 
2.4.1  单因素试验结果 

温度和 pH 与微生物生理生化特性密切相

关，它们过高/过低都会降低微生物代谢活性。

温度为 35 ℃和 40 ℃时(图 6A)，木质素降解率

基本相同，分别为(59.5±2.7)%和(59.5±1.2)%，可

知菌株的适宜培养温度范围应在 35−40 ℃之

间。由图 6B 可知，当 pH 7.0 时，木质素降解

率达到最大，为(45.8±2.2)%，所以该菌产生的

酶综合效应的最适产酶 pH 值为 7.0。 
如图 6C 所示，随着菌株接种量增加，木质

素降解率先上升后下降，说明在一定范围内增

加接种量能够加快微生物繁殖，提高木质素降

解率。接种量达到 2.0%时，木质素降解率达到

最大值，为(45.9±5.6)%，而进一步提升接种量

导致木质素降解率降低，可能是过高的接种量 
 

 
 
图 5  基于 16S rRNA 基因序列构建的菌株 LDB1 系统发育树   分支点上的数字为自展值，代表进化

树分支可信度的百分比；标尺 0.01 表示 1%的序列分歧；括号内为相应的 GenBank 登录号。 
Figure 5  Phylogenetic tree of strain LDB1 constructed based on 16S rRNA gene sequence. The numbers at 
the branch points are the self-spread values representing the percentage of the evolutionary tree branch 
confidence; The scale 0.01 indicates 1% of sequence divergence; The corresponding GenBank serial number 
is in parentheses. 
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加剧了菌株对碳源和氮源的种内竞争，导致

繁殖速率下降。因此最适合菌株产酶的接种量

为 2.0%。 
由图 6D 可知，C/N 显著影响菌株对木质素

的降解率。C/N 过高会因氮源不足而减缓微生物

代谢活动，C/N 过低会因碳源不足而缺少能量，

导致微生物对木质素分解缓慢。本研究中 C/N
为 30 时，木质素降解率达到最高，为(58.4±1.2)%。

因此该菌产酶的最适 C/N 宜为 30。 
转速与培养液中的溶解氧含量正相关。由

图 6E 可知，转速增加为 200 r/min 时，菌株的

木质素降解率达到最大，为(39.1±1.3)%，此时

培养瓶中的溶解氧含量已满足菌株正常生命活

动，进一步提升转速可能会导致剪切力增加，

对菌株产生压迫，降低木质素降解率。由此可

知菌株产酶的最适摇瓶转速为 200 r/min。 
根据单因素试验结果，可确定菌株降解木

质素的最适温度、pH、接种量、转速和 C/N 范

围分别为 35−40 ℃、5.5−8.0、0.5%−4.0%、

160−200 r/min 和 25−35，当温度、pH、接种

量、转速和 C/N 分别为 35 或 40 ℃、7.0、2.0%、

200 r/min 和 30 时，木质素降解率最高。 

2.4.2  正交试验结果 
在单因素试验基础上进一步开展正交试

验，分析 4 个因子对菌株降解木质素的影响，结

果分析见表 4。 
 

 
 

图 6  不同条件下菌株 LDB1 的木质素降解率   不同小写字母表示不同条件间差异显著(P<0.05)。下同。 
Figure 6  Lignin degradation rate of strain LDB1 under different conditions. Different lowercase letters on the 
bar chart at the same time indicate significant differences among different conditions (P<0.05). The same below. 
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表 4  正交试验木质素降解率极差分析 
Table 4  Range analysis of lignin degradation rate by orthogonal test 
来源 
Source 

水平 
Level 

pH 转速 
Rotational speed  

接种量 
Inoculum amount 

碳氮比 
C/N 

K 值 
K value 

1 35.43 34.34  33.90  32.54  
2 35.74 33.20  34.71  35.32  
3 28.74  32.38  31.30  32.05 

K 均值 
K avg 

1 11.81  11.45  11.30  10.85  
2 11.92  11.07  11.57 11.77  
3 9.58 10.79 10.43  10.68 

R   2.34  0.65 1.14  1.09  

最适水平 Optimum level  2 1  2 2  
顺序 Order  pH>Inoculum amount>C/N>Rotational speed 
重复 Replicates  3 3 3 3 

 
R 表示不同因子对结果的影响幅度，影响

菌株降解木质素最显著的是 pH，其次是接种量

和 C/N，转速影响最小，转速 200 r/min 是最佳

水平。因此，选定影响最大的因子(pH、接种量

和 C/N)作为响应面试验的研究对象，转速确定

为 200 r/min。 

2.4.3  响应面试验结果 
响应面试验设计结果见表 5。通过多元拟合

化分析得出降解率(Y)与自变量 A、B、C 的多元

二次回归方程为：Y=13.66−0.502 3A+0.961 4B− 
0.351 4C+0.396 9AB+1.58AC+1.58BC+10.29A2+ 
13.61B2+6.01C2。根据表 6 多元回归方程方差和

显 著 性 分 析 结 果 可 知 ， 回 归 模 型 极 显 著

(P<0.000 1<0.01)，模型响应值拟合良好。一次

项(A、B 和 C)、二次项(A2、B2 和 C2)和交互项

(AC、BC)都达到显著水平 (P<0.05)，但 AB 
(P>0.05)对木质素的影响不显著。试验失拟项

(0.17)大于 0.05，表明模型与试验拟合程度高，

试验结果可靠。模型决定系数 R2=0.997 1，模型

相关性良好，可以较好地进行响应值变化分析，

同时预测 Rpred
2=0.933 7，校正 Radj

2=0.952 8，二

者差值小于 0.2，表示菌株 LDB1 降解木质素的

二次回归拟合度良好，自变量与响应值之间存

在显著的线性关系。信噪比为 17.754 2>4，说

明模型试验设计可靠，可用该模型方程预测最

佳木质素降解条件。 
 
表 5  响应面设计及实验结果 
Table 5  Response surface design and experimental 
results 
No. pH 接种量 

Inoculum 
amount  

碳氮比 
C/N 

降解率 
Degradation 
rate (%) 

1 0 0 0 13.4 
2 0 1 1 10.7 
3 0 −1 −1 9.3 
4 0 0 0 13.9 
5 −1 −1 0 10.3 
6 0 0 0 14.4 
7 −1 1 0 11.5 
8 0 −1 1 10.1 
9 1 −1 0 8.4 
10 1 0 1 9.4 
11 1 1 0 11.0 
12 1 0 −1 11.5 
13 0 0 0 13.2 
14 −1 0 1 11.5 
15 0 0 0 13.4 
16 −1 0 −1 11.1 
17 0 1 −1 12.5 
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表 6  响应面回归方程分析 
Table 6  Analysis of response surface regression 
equation 
来源 
Source 

F 值 
F value 

P 值 
P value 

显著性 
Significance 

模型 Model 36.85 <0.000 1 ** 
A 14.15 0.007 1 ** 
B 51.86 0.000 2 ** 
C 6.93 0.033 8 * 
AB 2.78 0.139 2 ns 
AC 11.10 0.012 6 * 
BC 11.09 0.012 6 * 
A2 72.16 <0.000 1 ** 
B2 95.67 <0.000 1 ** 
C2 42.16 0.000 3 ** 
失拟项 Missing fit 0.17 0.910 3 / 

*: P<0.05; **: P<0.01; ns: P>0.05; /: Not exist. 
 
2.4.4  各因素的响应曲面及等高线分析 

模型的等高线图和三维响应面立体图结果

如图 7−9 所示。立体图的陡峭程度和等高线的

形状反映变量对木质素降解率的影响，曲面越

陡、等高线形状越接近椭圆表示两因素交互作

用显著，反之则不显著。 
由图 7 可以看出等高线近似为圆形，表示

pH 与接种量的交互作用没有显著影响木质素

降解，随着 pH 与接种量增加，木质素降解率

呈现出先增大后减小的趋势；图 8 中等高线为

椭圆，响应面呈现明显凸形，表示 pH 与 C/N
的交互作用显著影响木质素降解，随着 pH 与

C/N 增加，木质素降解率呈现出先增大后减小

的趋势；图 9 中等高线明显为椭圆，响应面呈

凸形，表示接种量与 C/N 的交互作用对木质素

降解影响显著，随着接种量与 C/N 增加，木质

素降解率呈现出先增大后减小的趋势。以此可

知，在 pH 为 7.0、接种量为 3%、C/N 为 30 条

件下，菌株 LDB1 的木质素降解率高于 13%。 

2.4.5  工艺条件验证 
根据正交试验、响应面模型分析和响应值预

测结果，可以确定菌株 LDB1 降解木质素的最佳

工艺条件为温度 38 ℃、转速 200 r/min、pH 6.86，

接种量 2.94%，C/N 29.0，此条件下降解率达到 

 

 
 
图 7  pH 和接种量对菌株降解木质素的响应面和等高线图 
Figure 7  Response surface and contour map of pH and inoculum amount to lignin degradation by strains. 
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图 8  pH 和 C/N 对菌株降解木质素的响应面和等高线图 
Figure 8  Response surfaces and contours of pH and C/N to lignin degradation by strains. 
 

 
 
图 9  接种量和 C/N 对菌株降解木质素的响应面和等高线图 
Figure 9  Response surface and contour map of inoculum amount and C/N to lignin degradation by strains. 
 
(14.2±1.1)%。为验证结果的可靠性，采用上述

条件结合实际情况，将最佳降解条件调整为 pH 
6.9、接种量 2.9%，C/N 29.0，进行 5 组平行试

验。4 d 后菌株的 LiP、MnP 和 Lac 酶活分别为

(214.5±22.41)、(2.03±0.15)和(7.88±0.22) U/mL，

木质素降解率达到(14.9±0.9)%，与响应面模型
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预测的结果相差较小，比正交试验中的最大木

质素降解率提升了 2.0%，说明利用响应面法有

效提高了菌株的木质素降解率。 

2.5  菌株 LDB1 的降解效果 
2.5.1  菌株 LDB1 的木质纤维素降解能力 

菌株 LDB1 对不同植物源木质纤维素的降

解效果如图 10 所示。柑橘枝的初始半纤维素、

纤维素和木质素含量为 34.9%、29.9%和 19.6%，

在 30 d 降解过程中，木质纤维素含量逐渐下降，

其中菌株LDB1对半纤维素的降解率最高，为27.4%，

其次是木质素(12.0%)、纤维素(7.1%) (图 10A)，
3 种成分的降解率在第 10、20 和 30 天的降解

率都存在显著差异(P<0.05) (图 10B)。在玉米和

水稻秸秆降解过程中，玉米和水稻的干物质损

失量分别增加了 21.6%和 21.0% (图 10C)，玉米

和水稻秸秆的半纤维素、纤维素、木质素降解

率分别为 16.9%、35.9%、36.8%和 19.8%、29.0%、

30.6% (图 10D)。由此可知，菌株 LDB1 对作物

秸秆木质纤维素的降解能力比对柑橘枝的降解

能力强。 
 

 
 
图 10  菌株 LDB1 的木质纤维素降解能力   A、B 分别为柑橘枝的木质纤维素含量和降解率变化；C、

D 分别为水稻和玉米秸秆的木质纤维素含量和降解率变化。 
Figure 10  Lignocellulosic degradation capacity of strain LDB1. A: Change of citrus branches’ 
lignocellulose content; B: Change of citrus branches’ lignocellulose rate; C: Lignocellulosic content of rice 
and corn straws; D: Lignocellulosic degradation rate of rice and corn straws. *: P<0.05; **: P<0.01.
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2.5.2  柑橘枝形貌变化 
利用 SEM 观察降解前后柑橘枝的微观结构

变化。如图 11 所示，图 11A 为未处理柑橘枝呈

现的原始结构状态，表面相对光滑，纹理结构

清晰，内部存在许多孔隙；细菌降解 10 d (图 11B)
后，细菌大量附着在表面和内部空隙中，表面

变得粗糙，孔隙数量相对减少；降解 20 和 30 d 
(图 11C、11D)后，柑橘枝被菌株 LDB1 进一步降

解，结构发生明显变化，出现许多不规则的细小

碎片。对比柑橘枝降解前后的微观结构变化，证

实菌株LDB1可以有效破坏柑橘的木质纤维结构。 

2.5.3  傅里叶红外光谱(FTIR)分析 
如图 12 所示，经过菌株 LDB1 降解后，柑

橘枝中一些谱带的吸收率发生显著变化，其变化

主要集中于 800−1 800 cm−1。与 CK 相比，菌株

LDB1处理之后的1 606 cm−1和1 596 cm−1峰强明

显降低，同时 1 600−1 750 cm−1 之间出现了 2 个

新峰，表明柑橘枝中降解后的木质素可能发生了侧

链氧化、去甲基以及芳香环断裂。1 269−1 374 cm−1

之间的峰强发生变化，1 374 cm−1 代表甲基中

C−H 伸缩，1 269 cm−1 代表愈创木酰基环振动与

C−O 的拉伸振动，经菌株 LDB1 降解后，1 374 cm−1

处的吸收峰消失，1 269 cm−1 处的吸收峰降低。

此外，854 cm−1 吸收峰属于 G 单体中 2、5、6
位置的 C−H 面外弯曲振动，菌株 LDB1 处理后

吸收峰相对吸收强度减小。这些吸收峰强度与

柑橘枝中木质素、纤维素和半纤维素等物质的

官能团和化学结构有关。 
 

 
 
图 11  菌株 LDB1 降解前后柑橘枝的变化   A−D 分别是降解 0、10、20 和 30 d。 
Figure 11  The changes of strain LDB1 degradation of citrus branch. A−D are degraded for 0, 10, 20 and 30 d, 
respectively. 
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图 12  菌株 LDB1 降解柑橘枝红外光谱图 
Figure 12  FTIR of strain LDB1 degradation of 
citrus branches. 
 

3  讨论 
本研究从柑橘枝废弃物堆肥样品中分离出

具有木质素降解能力的细菌 8 株，鉴定后均属

于芽孢杆菌属，其中产酶能力最强的是解淀粉

芽孢杆菌 LDB1，表明在以柑橘废弃物为碳源

的堆肥中，芽孢杆菌是可培养的降解木质素的

优势物种，这是首次在柑橘废弃物堆肥中筛选

到木质素降解菌。木质素降解微生物产生并分

泌的非特异性氧化酶系统(主要是 LiP、Lac 和

MnP)是降解木质素的关键，通常被用于验证微

生物降解木质素的能力[9,31]。根据以往的报道，

大多数木质素降解菌只能产生 LiP、Lac 和 MnP
中的 1 种或 2 种 [32]，同时产生上述 3 种酶的

微生物往往具备较强的木质素降解能力。Mei
等[15]从烟草秸秆中筛出了一株分泌 LiP、Lac 和

MnP 的解淀粉芽孢杆菌 SL-7，40 d 后烟草秸秆

木质素的降解率达到 63.8%。Niu 等[23]从污泥和

秸秆堆肥中筛出一株嗜热短芽芽孢杆菌 GX5，
其 LiP、Lac 和 MnP 酶活达到 662.40、57.53 和

78.82 U/L，使堆肥中木质素降解率增加了约

25%。余克非[33]从园林废弃物堆肥中筛选出了 
2 株具有木质纤维素降解能力的芽孢杆菌，它

们显著提升了堆肥腐熟期的 LiP (22.36 U/mL)、
Lac (21.46 U/mL)和 MnP (15.03 U/mL)活力，提

高了木质素降解率。本研究中筛选出的菌株

LDB1 能分泌 3 种木质素降解酶，同时具备耐

高温性能和降解纤维素、半纤维素的能力。试

验中 LDB1 对柑橘枝木质素的降解率略低，但

对玉米和水稻秸秆木质素的降解能力较强，这

可能是因为不同基质和培养条件影响了同一菌

株的产酶能力和降解能力[34]，而且柑橘枝木质

素含量和紫丁香基比例高[35]，导致柑橘枝比秸

秆等禾本科作物难降解。 
不同菌株对最佳培养条件的要求不同，通

常需要优化其培养条件，响应面法优化被广泛

应用于优化微生物培养条件[36-37]。本研究选择

温度、C/N、pH、转速和接种量作为影响因子，

以木质素降解率作为因变量，通过单因素试验

和正交试验确定响应面试验的中心点和关键影

响因子，然后用 BBD 试验确定最优降解条件，

在减少工作量的同时实现条件优化。最终，本

试验确定的最佳产酶条件为 pH 6.9、接种量

2.9%，C/N 29.0。与优化前相比，菌株的 LiP、
MnP 和 Lac 最大酶活性分别提升了 21.84%、

27.67%和 35.13%，而且 4 d 后木质素降解率达

到(14.9±0.9)%，比正交试验中的最大降解率高

2.0%。优化过程及结果对 LDB1 降解木质素的

实际应用奠定了实验基础。 
芽孢杆菌属是降解木质素的常见功能菌

属，广泛存在于畜禽粪便、农作物秸秆、污泥、

园林废弃物等堆肥体系中[17,33,38-41]，但目前关于

芽孢杆菌降解硬木木质素的报道不多。本研究

分析了菌株 LDB1 对柑橘枝的降解效果，菌株

LDB1 能分泌 3 种木质素降解酶，酶活最强的

是 LiP [(175.62±27.09) U/mL]，高于多数已报道
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的 LiP 酶活[33]。酶的作用是启动一系列自由基

链反应，形成高活性的中间体(如 O·、H2O·)氧
化木质素，破坏木质素结构中的化学键[42]。Lac
的作用在于氧化不同的芳香化合物(如酚类和

一系列酚类衍生物)，破坏芳香环中的碳碳键和

β-芳基键的稳定性[43]，Lip 可以氧化酚类和非酚

类化合物，MnP 利用底物 Mn(II)、H+和 H2O2 生

成 Mn(III)螯合物降解木质素的酚类部分[44]。通过

FTIR 分析降解前后柑橘枝官能团的变化情况，

我们发现木质纤维素结构中的 C=O (1 654 cm−1)、
芳香环骨架(1 596 cm−1)、脂肪族甲基的 C−H
和酚羟基的 O−H (1 374 cm−1)、愈创木酚基结构

和 β-O-4 (1 270 cm−1 和 854 cm−1)等键位发生变

化[45-47]。由此可推断菌株 LDB1 主要破坏了柑

橘枝木质素的芳香环结构，促进甲基或亚甲基

C−H 键、C=O 键及愈创木基甲氧基 C−O 等化

学键断裂，使木质素解聚或结构重排。此外，

SEM 中观察到柑橘枝形态结构的明显变化，可

见菌株 LDB1 有效破坏了柑橘枝的理化结构。

但本研究仅是室内降解试验，后续应通过室外

堆肥进一步验证菌株 LDB1 对柑橘枝类高木质

纤维素废弃物的降解效果，解析菌株降解木质

素的产物和途径，为农林废弃物的高效利用提

供菌种资源和依据。 

4  结论 
本研究从柑橘枝堆肥获得的解淀粉芽孢杆

菌 LDB1 能够分泌 3 种木质素降解酶，并且能

在 50−60 ℃的环境中生存。通过单因素试验、

正交试验和响应面试验确定菌株 LDB1 降解木质

素的最佳培养条件为温度 38 ℃、转速 200 r/min、
pH 6.9、接种量 2.9%和 C/N 29.0，4 d 后菌株

LDB1 对碱木质素的降解率达到 14.9%。在室内

降解试验中，菌株 LDB1 对不同底物木质素均

具有较强的降解能力，能够显著破坏木质纤维

素结构，促进木质纤维素降解。本研究为菌株

LDB1 的扩大培养和堆肥应用提供了理论指导

和依据。 
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