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研究报告 

木质素降解菌 BYL-7 的筛选及降解条件优化 
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摘  要：【背景】微生物降解木质素因其具有降解效率高和环保等特点而备受关注。【目的】筛选

高效木质素降解真菌，并对其降解条件进行优化。【方法】通过愈创木酚-马铃薯葡萄糖琼脂(potato 

dextrose agar，PDA)和苯胺蓝平板法筛选高效木质素降解菌株，利用单因素筛选及响应面试验对培

养条件进行优化。【结果】筛选到一株高效木质素降解菌 BYL-7，经形态和多序列分析初步确定为

Trametes versicolor。单因素试验证明初始 pH、温度和接种量为降解木质素显著影响因子，响应面试

验确定降解木质素最优条件为：初始 pH 6.7，温度 25 °C，接种量 8%。在此条件下，碱性木质素降

解率为 36.5%，比未优化前提高 54.0%；水稻秸秆木质素、半纤维素和纤维素降解率分别为 32.8%、

21.5%、13.2%，其中木质素降解率比未优化前提高 36.1%；漆酶活性在第 6 天达到峰值 120.0 U/L，

比未优化前提高 25.0%；木质素过氧化物酶活性在第 6 天达到峰值 1 343.8 U/L，比未优化前提高

36.0%；锰过氧化物酶活性在第 5 天达到峰值 463.8 U/L，比未优化前提高 31.7%。【结论】研究结

果为木质素的降解提供了良好的菌种资源，同时也为后续木质素的研究积累了相关数据。 
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Screening of lignin degrading strain BYL-7 and optimization of 
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Abstract: [Background] Microbial degradation lignin has attracted more attention due to its 
characteristics of high degradation efficiency and environmental protection. [Objective] Screening highly 
efficient lignin degradation fungi and optimizing their degradation conditions. [Methods] High efficiency 
lignin degradation strains were screened by guaiacol-PDA and aniline blue plate methods, and the culture 
conditions were optimized by single-factor screening and response surface experiment. [Results] An 
efficient lignin degradation strain BYL-7 was screened and initially identified as Trametes versicolor by 
morphological and multi-sequence analysis. The single factor test proved that the initial pH, temperature 
and inoculum amount were the significant influencing factors for lignin degradation, and the response 
surface test determined that the optimal conditions for degradation lignin were initial pH 6.7, temperature 
25 °C, and inoculum amount 8%. Under these conditions, the alkaline lignin degradation rate was 36.5%, 
which was 54.0% higher than before; the degradation rates of rice straw lignin, hemicellulose, and 
cellulose were 32.8%, 21.5%, and 13.2%, respectively. Among them, the lignin degradation rate was 
enhanced by 36.1% compared with before. Laccase activity peaked at 120.0 U/L in the 6th day, which was 
25.0% higher than before; the lignin peroxidase activity reached a peak of 1 343.8 U/L in the 6th day, 
which was 36.0% higher than before; the manganese peroxidase activity peaked at 463.8 U/L in the 5th 
day, which was 31.7% higher than before. [Conclusion] The experimental results provided a useful fugus 
resource for lignin degradation, but also accumulated relevant data for subsequent research on lignin. 

Keywords: Trametes versicolor, Lignin, Screening, Degradation condition optimization 
 

木质素是由苯丙烷基团组成的酚醛复合物，具

有非常稳定的各类化学键，是目前公认的难降解复

杂化合物之一[1-2]。木质素是农作物秸秆的主要成

分之一，与纤维素和半纤维素等物质紧密结合形成

木 质 纤 维 素 结 构 [3-6] ， 约 占 总 生 物 质 干 重 的

15%−30%[7]。我国每年秸秆产量超过 8 亿 t，其中

30%左右被焚烧或直接被丢弃，既浪费了资源，又

造成严重的环境污染[7]。但是，如果把木质素降解

成低聚体或者单体化合物，然后再通过生物工程技

术把木质素转化为生物质产品，可实现废弃物的资

源化利用[8]。因此，木质素的微生物转化对木质纤

维素类废弃物资源化利用和环境保护意义重大。 

生物法降解木质素由于具有低能耗和环境友

好等优点而备受关注，其降解原理是微生物产生多

种木质素降解酶系，通过酶系之间的协同作用降解

木质素，将大分子的木质素聚合物降解为小分子化

合物或者单体化合物，彻底降解的产物主要为 CO2

和 H2O
[9-10]。大多数具有木质素降解功能的菌株均

能产生漆酶和锰过氧化物酶，极少数菌株能产生木

质素过氧化物酶[11-12]。焦有宙等[13]通过比较细菌、

放线菌和真菌对木质素的降解效果发现，真菌尤其

是白腐真菌的木质素降解能力最强。已知白腐真菌

可将木质素彻底分解成 CO2 和 H2O，被认为是最

有效的木质素降解微生物[14]。变色栓菌是白腐菌
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的一类，具有较强的木质素降解能力[15-18]，研究表

明变色栓菌降解木质素主要是因为其能够产生漆

酶和锰过氧化物酶[18-20]。Zhu 等[18]通过优化变色栓

菌产漆酶条件，优化后漆酶活性提高 20 倍，木质

素降解率达到 34.8%。Erden 等[19]通过优化变色栓

菌的发酵时间、pH、转速等条件，漆酶和锰过氧化

物酶活性均明显提高，同时木质素降解率也显著提

高。已有变色栓菌降解木质素的研究主要是优化菌

株产漆酶和锰过氧化物酶的条件来提高酶活[18,20]，

但是关于产木质素过氧化物酶的报道特别是对于

液相体系中木质素降解的研究报道较少[21]。 

本研究筛选分离高效降解木质素的变色栓菌

菌株，通过分子生物学和形态学方法确定其分类地

位，并通过单因素和响应面试验结合的方法优化菌

株的培养条件，以提高其木质素降解率，从而为后

续的应用研究奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  样品来源 

使用无菌取样铲采集黑龙江省伊春市新青区

林场(48.32°N，129.29°E)森林地表下 2−5 cm 处土

壤，用无菌袋包装，冰袋保存带回实验室，4 °C

冰箱保存备用。 

1.1.2  培养基 

PDA 培养基(g/L)：去皮马铃薯 200.0，葡萄糖

20.0，KH2PO4 3.0，MgSO4·7H2O 1.5，琼脂 15.0；

PDA 液体培养基：PDA 培养基不添加琼脂；愈创

木酚-PDA 培养基：PDA 培养基中加入 0.4%的愈

创木酚；苯胺蓝培养基(g/L)：去皮马铃薯 200.0，

酵母粉 15.0，蛋白胨 5.0，葡萄糖 10.0，氯化钠 5.0，

苯胺蓝 0.1，琼脂 15.0；木质素降解培养基(g/L)：

碱性木质素 2.0，KH2PO4 1.0，MgSO4·7H2O 1.0，

蛋白胨 1.0；固态发酵培养基：取成熟后的水稻

秸秆去皮留茎，剪成 1.0−2.0 cm 的小段，80 °C 烘

干，将处理过的水稻秸秆 6.0 g 装入 250 mL 的锥

形瓶中，以 1:10 的料液比加入营养液摇匀。营养

液(g/L)：KH2PO4 1.0，MgSO4·7H2O 1.0，蛋白胨

1.0。以上所有培养基均需 1×105 Pa 灭菌 30 min 后

冷却待用。 

1.1.3  主要试剂和仪器 

葡萄糖、酵母粉、蛋白胨，天津市祥瑞鑫化工

科技有限公司；愈创木酚、碱性木质素，上海麦克

林生化科技有限公司；苯胺蓝，天津市鲁鑫化工科

技有限公司。 

微型 pH 计，Horiba 公司；超净工作台，北京

东联哈尔仪器制造有限公司；紫外分光光度计，中

国北京普析通用仪器有限公司；超高速离心机，

Eppendorf 公司；恒温振荡器、生化培养箱，哈尔

滨市东联电子技术开发有限公司；纤维素测定仪，

Velp 公司；扫描电镜，日立公司。 

1.2  方法 

1.2.1  木质素降解菌株的筛选 

取混合土样 1.0 g，置于含 100 mL 灭菌蒸馏水

的锥形瓶中，30 °C、200 r/min 摇床复苏 1 h，静置

30 min，吸取上清液后采用稀释涂布平板法[22]，取

梯度稀释液 1 mL 均匀涂布于愈创木酚-PDA 培养

基上，30 °C 恒温培养 3 d，挑取周边有暗红色显

色圈(产漆酶)的菌落，反复划线分离。将获得的

各个纯培养菌株采用点种法分别点种在愈创木 

酚-PDA 和苯胺蓝培养基中心，待菌株生长 5 d 后，

用直尺测量出愈创木酚-PDA 培养基上菌落及菌株

显色圈直径，苯胺蓝培养基上菌落及菌株脱色圈

(产过氧化物酶)直径，3 次重复取平均值，筛选显

色圈大、脱色圈明显的菌株保藏备用。 

1.2.2  菌株鉴定 

(1) 显微形态特征 

采用扫描电镜观察所筛菌株 BYL-7 的显微形

态。样品预处理参照韩燕燕等[23]的方法，取 PDA

培养基上 30 °C 培养 5 d 的菌丝，置于 2.5%的戊二

醛固定液中 4 °C 过夜；用 0.2 mol/L 的磷酸缓冲液

(pH 7.2)漂洗 3 次，10 min/次；用 30%、50%、70%、

90%、100%的乙醇进行梯度脱水，每个梯度脱水  

2 次，每次 15 min；最后将处理样品转移至装有
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100%乙醇的 2 mL 无菌 EP 管，3 次重复，送至沈

阳高科材料分析检测服务有限公司进行电镜扫描。 

(2) 分子鉴定 

参照 Zhu 等[24]的方法提取菌株 BYL-7 的基因

组 DNA，经 NanoDrop 检测，选择浓度大于 10 ng/μL、

总量大于 500 ng、OD260/230 大于 1、OD260/280 在

1.8−2.2 间 的 DNA 。 采 用 真 菌 通 用 引 物 ITS1 

(5′-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3′)和 ITS4 (5′-TC 

CTCCGCTTATTGATATGC-3′)进行 PCR 扩增[25]。

PCR 扩增产物经 1.0%琼脂糖电泳检测和纯化后，

由上海派森诺基因科技有限公司完成测序。测序结

果在 NCBI 中进行 BLAST 比对，然后通过 MEGA 

6.0 软件构建系统发育树，分析分离菌的分类地位。 

1.2.3  制备菌悬液 

将菌株 BYL-7 在 PDA 培养基上 30 °C 培养   

5 d，用打孔器取直径 8 mm 的 BYL-7 菌落 3 块置

于含 100 mL PDA 液体培养基的 250 mL 锥形瓶中，

30 °C、120 r/min 摇床培养 3 d 后，采用平板计数

法记录菌落数，当菌液浓度达到 1×107 CFU/mL 时

菌悬液配制完成。以下实验不作特殊说明，接种量

的菌悬液浓度均为 1×107 CFU/mL，所用锥形瓶均

为 250 mL，装液量均为 100 mL，接菌量为 3%。 

1.2.4  木质素降解率测定 

配制不同浓度碱性木质素水溶液，测定 OD280

值，并制作木质素标准吸收曲线[2]，得回归方程：

Y=7.272 2X+0.019 4，R2=0.999 2。 

将菌悬液按 3%接种量接入含 100 mL 木质素

降解培养基的锥形瓶中，30 °C、120 r/min 培养，

每隔 24 h 取样一次，准备 3 个 2 mL 无菌 EP 管，

摇匀培养基后，分别吸取 1 mL 液体于 2 mL 无菌

EP 管，12 000 r/min 离心 10 min，取上清，将上清

液用滤膜过滤，滤液用不含碱性木质素成分的木质

素降解培养基(对照)稀释 30 倍，测定 OD280 值，   

3 次重复，将 OD280 值代入回归方程用于计算碱性

木质素降解率(以下实验中木质素降解率不做特殊

说明均指碱性木质素降解率)。 

木质素降解率(%)= 1 2

1

30
100

C C

C

 
  

其中，C1 表示原始木质素降解培养基中碱性木质

素的浓度(对照)；C2 (即上述回归方程中的自变  

量 X)表示待测样品中碱性木质素的浓度。 

1.2.5  菌株 BYL-7 降解木质素条件的单因素试验 

(1) 最适初始 pH 

将菌悬液按 3%接种量接入含有木质素降解培

养基的锥形瓶中，调节初始 pH 分别为 4.0、5.0、

6.0、7.0、8.0、9.0，在 30 °C、120 r/min 条件下

培养 5 d 后测定木质素降解率，3 次重复，确定最

适 pH。 

(2) 最适培养温度 

将菌悬液按 3%接种量接入含有木质素降解培

养基的锥形瓶中，调节初始 pH 为 7.0，设置培养

温度分别为 10、20、30、40、50、60 °C，在 120 r/min

条件下培养 5 d 后测定木质素降解率，3 次重复，

确定最适培养温度。 

(3) 最适转速 

将菌悬液按 3%接种量接入含有木质素降解培

养基的锥形瓶中，调节初始 pH 为 7.0，在 30 °C

和转速分别为 100、120、140、160、180、200 r/min

条件下培养 5 d，测定木质素降解率，3 次重复，

确定最适转速。 

(4) 最适接种量 

将菌悬液分别按 3%、6%、9%、12%、15%、

18%接种量接入含有木质素降解培养基的锥形瓶

中，调节初始 pH 为 7.0，在 30 °C、120 r/min 条件

下培养 5 d 后测定木质素降解率，3 次重复，确定

最适接种量。 

(5) 最适碱性木质素浓度 

调整木质素降解培养基碱性木质素浓度分别

为 1、2、3、4、5、6 g/L，将菌悬液按 3%接种量

接入含有该培养基的锥形瓶中，调节初始 pH 为

7.0，在 30 °C、120 r/min 条件下培养 5 d 后测定

木质素降解率，3 次重复，确定最适碱性木质素

浓度。 
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1.2.6  菌株 BYL-7 发酵条件的优化 

(1) Plackett-Burman 试验设计 

在单因素试验的基础上，利用 Plackett-Burman

试验可以快速地从初始 pH (6.0、8.0)、温度(20、

30 °C)、转速(120、160 r/min)、接种量(6%、9%)

和碱性木质素浓度(2、4 g/L) 5 个因素中筛选出对

菌株 BYL-7 降解木质素影响最重要的几个因素。 

(2) Box-Behnken 试验设计 

以 Plackett-Burman 试验筛选对木质素降解影

响显著的因素：初始 pH (A)、培养温度(B)、接种

量(C)为设计因素，采用 Design-Expert 8.0 设计试

验进行 3 因素 3 水平，N=17 次试验，以木质素降

解率为响应值对培养条件进行优化，确定最佳培养

条件并验证。 

1.2.7  秸秆固态发酵试验 

(1) 木质纤维素的测定 

采用固态发酵培养基，分别将菌株 BYL-7 在

优化前(接种量 3%，pH 7.0，30 °C)和碱性木质素

降解优化后条件下于恒温保湿箱中静置培养 10 d。

每隔 2 d 取样一次(0.5 g/次)，参照范氏纤维素测定

法[1]，利用 FIWE 3/6 纤维素测定仪测定水稻秸秆

中木质纤维素的降解率，试验重复 3 次。 

(2) 木质素降解酶活性测定 

发酵培养方式同上述 1.2.7(1)步骤，每隔 1 d

取样一次(0.5 g/次)，加入无菌水，12 000 r/min 离

心 10 min 取上清，上清液即酶液[26]。采用 ABTS

法[27]测定漆酶活性；参照池玉杰等[12]的方法测定

木质素过氧化物酶活性；参照 Kuwahara 等[28]的方

法测定锰过氧化物酶活性。设置 3 个平行样品，最

后取平均值。 

2  结果与分析 

2.1  木质素降解菌的筛选 

由表 1 可知，所筛选的 8 株木质素降解菌均能

产生漆酶和过氧化物酶。其中，菌株 BYL-7 在愈

创木酚-PDA 培养基上显色圈最大为 2.00 cm，同

时在苯胺蓝培养基上褪色圈最大为 2.10 cm，相比

其他菌株差异显著，证明其产漆酶和过氧化物酶能

力较强，可作为后续试验菌株。 

2.2  菌株 BYL-7 鉴定结果 

2.2.1  菌株 BYL-7 形态观察 

菌株 BYL-7 的菌丝生长迅速，菌管长度均大

于 50 μm，菌丝细长、无隔中空且多有分枝，孢子

是由菌丝逐渐断裂形成的节孢子，孢子呈长方形， 

 
表 1  各菌株在愈创木酚-PDA 培养基上形成的显色圈和在苯胺蓝培养基上形成的脱色圈 
Table 1  Coloration circle formed on guaiacol-PDA medium and decolorization circle formed on aniline blue medium by 
each strain 
菌株 

Strain 

显色圈直径 

Coloration circle 
diameter 
(d1, cm) 

菌落直径 

Colony 
diameter 
(d2, cm) 

显色圈实际直径 

Coloration circle actual 
diameter 
(d1–d2, cm) 

脱色圈直径 

Decolorization circle 
diameter 
(d3, cm) 

菌落直径 

Colony 
diameter 
(d4, cm) 

脱色圈实际直径 

Decolorization circle 
actual diameter 
(d3–d4, cm) 

BYL-1 5.00 4.80 0.20 7.00 6.80 0.20 

BYL-2 4.70 4.50 0.20 6.70 6.50 0.20 

BYL-3 4.80 4.20 0.60 6.70 6.20 0.50 

BYL-4 4.50 4.50 0.00 6.50 6.40 0.10 

BYL-5 4.10 4.10 0.00 6.10 6.00 0.10 

BYL-6 4.90 4.50 0.40 6.90 6.50 0.40 

BYL-7 5.10 3.10 2.00 7.10 5.00 2.10 

BYL-8 4.50 3.40 1.10 6.40 5.30 1.10 

注：d1：愈创木酚-PDA 培养基上菌株显色圈直径；d2：愈创木酚-PDA 培养基上菌落直径；d3：苯胺蓝培养基上菌株脱色圈直径；

d4：苯胺蓝培养基上菌落直径. 

Note: d1: Diameter of strain coloration circle on guaiacol-PDA medium; d2: Diameter of colony on guaiacol-PDA medium; d3: Diameter 
of strain decolorization circle on aniline blue medium; d4: Diameter of colony on aniline blue medium. 
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大小为(2−3)×(3−5) μm (图 1)。据魏景超《真菌鉴

定手册》[29]描述，菌丝断裂产生节孢子是栓菌属

的典型特征。 

2.2.2  菌株 BYL-7 系统发育树的构建 

经测序得知菌株 BYL-7 的 ITS 序列为 580 bp，

在 NCBI 中 的 GenBank 数 据 库 登 录 号 为

MN947224。在 NCBI 上进行 BLAST 比对，所获

得相似性很高的序列均属于变色栓菌 (Trametes 

versicolor)，且一致性均大于 96%，结合形态学特

征，初步确定菌株 BYL-7 为变色栓菌(Trametes 

versicolor)，命名为 Trametes versicolor BYL-7。使

用软件 MEGA 6.0 将 BYL-7 与 16 株菌进行

Neighbor-Joining 系统发育树的构建，见图 2。 

2.3  木质素降解条件的单因素试验结果 

当 pH 处于 4.0−9.0 范围内时，菌株 BYL-7 都

能够正常生长并保持降解木质素的能力；当 pH 在 

 

 
 
图 1  菌株 BYL-7 在扫描电镜下的菌丝和孢子形态 
Figure 1  Mycelium and spore morphology of strain BYL-7 under SEM 
注：A：正在断裂的菌丝；B：孢子；C：菌丝. 标尺=10 μm. 

Note: A: The mycelium being broken; B: Spore; C: Mycelium. Bar=10 μm. 

 

 
 
图 2  基于菌株 BYL-7 及相关菌株 rDNA ITS 序列通过邻接法构建的系统发育树 
Figure 2  The phylogenetic tree based on rDNA ITS sequences of strain BYL-7 and other related strains, constructed by 
neighbor-joining method  
注：参与比对序列的 GenBank 登录号列于括号中；分支位置中的数字表示 Bootstrap 支持率；标尺所示长度为 0.5 核苷酸置换率. 

Note: The GenBank accession numbers of aligned sequences are shown in the brackets; The numbers in each branch points denote the 
percentages supported by bootstrap; Bar 0.5 means the nucleotide substitution rate of 0.5. 
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6.0−8.0 之间时，木质素降解率均较高，pH 为 7.0

时木质素降解率最大，为 22.6% (图 3A)。因此，

选择 pH 为 6.0−8.0 这一区间进行后续试验。 

培养温度在 10−60 °C 之间时菌株 BYL-7 对木

质素的降解情况差别很大。在 20−40 °C 之间，木

质素降解率较高，尤其是在 30 °C 时降解率最高 

(图 3B)。因此，选择温度为 20−30 °C 这一区间进

行后续试验。 

转速对菌株 BYL-7 降解木质素也有较大影响

(图 3C)。随着转速的增加，木质素降解率呈现先

增加后减少的趋势。转速为 120−160 r/min 时，木

质素降解率较高。因此，选择转速 120−160 r/min

这一区间进行后续试验。 

接种量对菌株 BYL-7 降解木质素的影响见 

图 3D。当接种量为 6%时，木质素降解率最大，

为 26.9%。之后随着接种量的增加，木质素降解率 

 

 
 
图 3  初始 pH (A)、温度(B)、转速(C)、接种量(D)和碱性木质素浓度(E)对木质素降解率的影响 
Figure 3  Effect of initial pH (A), temperature (B), rotating speed (C), inoculum amount (D) and alkaline lignin 
concentration (E) on lignin degradation rate 
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反而有所下降。当接种量为 6%−9%时，木质素降

解率相对较高且并无明显差异。因此，选择接种量

6%−9%这一区间进行后续试验。 

底物碱性木质素浓度对菌株 BYL-7 降解木质

素也存在较大影响(图 3E)。在一定范围内(1−3 g/L)，

菌株对底物碱性木质素的降解率随着底物浓度的

增加而升高；但当底物浓度超过 3 g/L 时，菌株

对木质素的降解能力有所下降。当碱性木质素浓

度为 3 g/L 时，木质素降解率最大，为 25.2%；碱

性木质素浓度在 2−4 g/L 时，木质素降解率较高且

差异不显著。因此，选择碱性木质素浓度 2−4 g/L

这一区间进行后续试验。 

2.4  Plackett-Burman 筛选单因素试验 

由表 2 可知，R2 为 97.88%，说明初始 pH、温

度、转速、接种量、碱性木质素浓度对菌株 BYL-7

降解木质素影响显著，彼此之间关联性强，根据影

响大小依次排序为：初始 pH=温度>接种量>转速>

碱性木质素浓度。从 P 值看，初始 pH、温度、接

种量为极显著影响因素(P<0.01)。 

2.5  响应面优化试验 

2.5.1  Box-Behnken 试验结果 

根据 Plackett-Burman 试验设计结果，选择对

菌株 BYL-7 降解木质素影响较大的 3 个重要因素：

初始 pH (6.0、7.0、8.0) (A)、温度(20、25、30 °C) 

(B)、接种量(6%、7.5%、9%) (C)为自变量，采用

Box-Behnken 试验设计对降解木质素的发酵培养

基进行优化，设计 17 个试验组，各因素水平选择

结果与分析见表 3。利用 Design Expert 8.0 软件进

行回归拟合，得木质素降解回归方程：木质素降解

率(%)=35.43–3.06A–1.73B+0.73C–1.22AB+0.69AC– 

0.81BC–5.14A2–8.07B2–6.01C2。 

由 模 型 回 归 方 程 方 差 分 析 可 知 ， 该 模 型

P<0.001，表明该回归方程达到极显著，模型的失

拟项 F 值为 6.45 (F>0.05)，表明该方程失拟不显

著，说明所选的模型拟合程度好。确定系数 R2

为 0.987 2 和调整确定系数 R2
Adj 为 0.970 6 基本接

近，表明模型的回归方程和相关性都很好。因此， 

表 2  Plackett-Burman 试验设计与结果 
Table 2  Design and results of Plackett-Burman 
experiment 
序号 

No. 

因素水平 

Factor level 

木质素降解率

Lignin 
degradation 
rate (%) 

X1 X2 X3 X4 X5 

1 −1 1 1 1 −1 26.4 
2 1 1 1 −1 −1 28.0 
3 −1 −1 −1 −1 −1 23.6 
4 1 1 −1 1 1 28.8 
5 1 1 −1 −1 −1 26.7 
6 −1 −1 −1 1 −1 24.8 
7 −1 −1 1 −1 1 24.7 
8 1 −1 1 1 1 27.9 
9 −1 1 1 −1 1 26.2 
10 1 −1 1 1 −1 27.1 
11 1 −1 −1 −1 1 26.0 
12 −1 1 −1 1 1 26.1 

效应 

Effect

2.096 7 1.366 7 0.763 3 0.990 0 0.513 3 
 

系数 

Coef 

1.048 3 0.683 3 0.381 7 0.495 0 0.256 7 
 

T 12.28 8.01 4.47 5.80 3.01  
P 0.000 0.000 0.004 0.001 0.024  
R2 0.978 8      

注：X1 (−1、1)：初始 pH (6.0、8.0)；X2 (−1、1)：温度(20、30 °C)；

X3 (−1、1)：转速(120、160 r/min)；X4 (−1、1)：接种量(6%、

9%)；X5 (−1，1)：碱性木质素浓度(2、4 g/L). 

Note: X1 (−1, 1): Initial pH (6.0, 8.0); X2 (−1, 1): Temperature (20, 
30 °C); X3 (−1, 1): Rotating speed (120, 160 r/min); X4 (−1, 1): 
Inoculum amount (6%, 9%); X5 (−1, 1): Alkaline lignin 
concentration (2, 4 g/L). 

 

Box-Behnken 设计是可靠的，该模型可更好地应用

于 BYL-7 降解木质素的理论预测。模型一次项 A、

B 对响应值木质素降解率的影响达到极显著水平

(P<0.01)，一次项 C 对响应值木质素降解率影响不

显著(P>0.05)；交互项 AB、AC、BC 对响应值木质

素降解率影响不显著(P>0.05)；平方项 A2、B2、C2

对 响 应 值 木 质 素 降 解 率 影 响 达 到 极 显 著 水 平

(P<0.01)；3 个因素对木质素降解率的影响大小依

次为：A>B>C，即 pH>温度>接种量。 

2.5.2  响应面分析 

采用 Design-Expert 8.0 软件对试验结果进行响

应面图绘制，通过响应面可直观地分析各因素及因

素相互之间的交互作用对响应值的影响。图 4 是由响

应值和试验因素构成的等高线图和三维响应面图。 
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表 3  Box-Behnken 试验设计结果与分析 
Table 3  Design results and analysis of Box-Behnken experiment 
序号 

No. 

因素水平 

Factor level 

木质素降解率 方差来源 平方和 自由度 均方差 F value Pr>F 显著性

Lignin degradation 
rate (%) 

Source Sum of 
mean square 

Free degree Mean 
square 

 Significant 

A B C 

1 −1 0 1 26.3 A 74.97 1 74.97 56.72 0.000 1 

2 −1 −1 0 27.1 B 24.05 1 24.05 18.19 0.003 7 

3 0 1 1 20.1 C 4.29 1 4.29 3.25 0.114 5 

4 0 0 0 34.5 AB 5.95 1 5.95 4.50 0.071 5 

5 1 0 1 23.3 AC 1.89 1 1.89 1.43 0.270 6 

6 −1 1 0 25.3 BC 2.64 1 2.64 2.00 0.200 4 

7 0 −1 1 24.4 A2 111.05 1 111.05 84.01 <0.000 1 

8 0 1 −1 19.9 B2 274.24 1 274.24 207.47 <0.000 1 

9 0 0 0 35.6 C2 151.98 1 151.98 114.98 <0.000 1 

10 0 0 0 36.2 模型 Model 711.07 9 79.01 59.77 <0.000 1 

11 0 −1 −1 20.9 误差 Residual 9.25 7 1.32   

12 1 −1 0 21.6 失拟项 Lack of fit 7.67 3 2.56 6.45 0.051 7 

13 1 1 0 14.9 纯误差 Pure error 1.58 4 0.40   

14 0 0 0 35.2 总和 Total 720.32 16    

15 0 0 0 35.7 R2 0.987 2     

16 −1 0 −1 26.6 R2
Adj 0.970 6     

17 1 0 −1 20.9        

 
由图 4A、B 可知，当接种量控制在 0 水平时，

pH 和温度的等高线近似圆形，表明 pH 和温度的

交互作用对木质素降解率的影响不显著；固定 pH

为定值，木质素降解率随着温度的升高先增大后减

小，温度在 22−24 °C 之间时木质素降解率最大。 

由图 4C、D 可知，当温度控制在 0 水平时，pH

和接种量的等高线近似圆形，表明 pH 和接种量的

交互作用对木质素降解率的影响不显著；固定接种

量为定值，木质素降解率随着 pH 的升高先增大后

减小，pH 在 6.5−7.0 之间时木质素降解率最大。 

由图 4E、F 可知，当 pH 控制在 0 水平时，温

度和接种量的等高线近似圆形，表明温度和接种量

的交互作用对木质素降解率的影响不显著；固定温

度为定值，木质素降解率随着接种量的升高先增大

后减小，接种量在 7.2%−7.8%之间时木质素降解率

最大。 

2.6  发酵条件的优化及验证结果 

应用 Design-Expert 8.0 软件对所建立的数学

模 型 进 行 最 优 化 分 析 ， 得 出 pH 6.72 、 温 度

24.56 °C、接种量 7.58%为最佳条件，此时模型预

测的菌株 BYL-7 对木质素的降解率为 36.0%。在

最优条件下进行验证试验，试验重复 3 次，因考虑

试验中现实操作情况，将优化条件修正为：pH 6.7、

温度 25 °C、接种量 8%，木质素降解率为 36.5%，

比未优化前(23.7%)提高 54.0%，与预测值相比相

对误差较小，说明响应面法优化的木质素降解条件

具有真实性，在一定程度上存在实际应用价值。 

2.7  秸秆固态发酵试验验证结果 

利用已优化的碱性木质素降解的最佳条件进

行水稻秸秆发酵，结果见表 4。条件优化后，菌株

BYL-7 对水稻秸秆木质素、纤维素、半纤维素降

解率分别为 32.8%、21.5%、13.2%，其中木质素降

解率比未优化前(24.1%)提高 36.1%；秸秆失重率

为 47.0%，比未优化前(30.8%)提高 52.6%。菌株

BYL-7 对木质素、纤维素和半纤维素降解率均比

优化前有所提高，其中木质素降解率提高比率最 



4068 微生物学通报 Microbiol. China 

  

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 
 

图 4  pH、温度和接种量对木质素降解率的影响 
Figure 4  Effects of pH, temperature and inoculum amount on lignin degradation rate 
注：A 和 B、C 和 D、E 和 F 分别表示 pH 和温度、pH 和接种量、温度和接种量对木质素降解率的影响. 

Note: A and B, C and D, and E and F respectively indicate the effect of pH and temperature, pH and inoculum amount, and temperature 
and inoculum amount on lignin degradation rate. 
 

大，纤维素降解率提高比率最小。白腐菌降解木质

素主要是产生木质素降解酶发挥作用，通过酶活性

的变化可以反映出木质素降解率的变化情况。由 

图 5 可知，优化后漆酶、木质素过氧化物酶和锰过

氧化物酶酶活均相对提高，而且锰过氧化物酶酶活

峰值较优化前提前 1 d；优化后漆酶活性在第 6 天

达到峰值 120.0 U/L，比未优化前(96.0 U/L)提高了

25.0%；优化后木质素过氧化物酶活性也在第 6 天

达到峰值 1 343.8 U/L，比未优化前(988.3 U/L)提高

了 36.0%；锰过氧化物酶活性在第 5 天达到峰值

463.8 U/L，比未优化前(352.1 U/L)提高了 31.7%；

说明此时间段内木质素降解速度最快。 
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表 4  优化前后秸秆固态发酵结果 
Table 4  Results of straw solid state fermentation before and after optimization 
菌株 

Strain 

未优化 

Unoptimized 

优化 

Optimized 

木质素降解率 

Lignin 
degradation  
rate (%) 

纤维素降解率 

Cellulose 
degradation  
rate (%) 

半纤维素降解率

Hemicellulose 
degradation rate 
(%) 

秸秆失重率

Straw 
weight loss 
rate (%) 

木质素降解率

Lignin 
degradation 
rate (%) 

纤维素降解率 

Cellulose 
degradation 
rate (%) 

半纤维素降解率

Hemicellulose 
degradation rate 
(%) 

秸秆失重率

Straw 
weight loss 
rate (%) 

BYL-7 24.1±2.1 12.0±1.9 17.9±2.2 30.8±1.3 32.8±2.1 13.2±1.9 21.5±2.2 47.0±1.6 

注：数据为 3 次重复的平均值±标准差.  

Note: The data is the mean ± standard deviation of 3 replicates.  

 

 
 

图 5  优化前、后木质素降解酶活性变化 
Figure 5  Changes of lignin degradation enzyme activity 
before and after optimization 

 

3  讨论与结论 

吴薇等[30]将变色栓菌 Sp1 在 28 °C 下静置培

养，其在第 12 天漆酶和锰过氧化物酶酶活最高分

别约为 520 U/L 和 500 U/L，在第 6 天木质素过氧

化物酶酶活最高约为 40 U/L。董旭杰等[31]将变色

栓菌在 30 °C、160 r/min 条件下培养，其在第 8 天

漆酶酶活最高为 136.5 U/L，在第 10 天锰过氧化物

酶酶活最高为 781.6 U/L。本研究分离筛选的菌株

BYL-7 不仅能产生漆酶和锰过氧化物酶，还能产

生高活性的木质素过氧化物酶，其在 25 °C 下静置

培养，漆酶和木质素过氧化物酶酶活均在第 6 天达

到峰值，分别为 120.0 U/L 和 1 343.8 U/L，锰过氧

化物酶活性在第 5 天达到峰值为 463.8 U/L。与吴

薇等的研究结果相比，菌株 BYL-7 的漆酶和锰过

氧化物酶酶活达到峰值所用时间明显缩短，虽漆酶

和锰过氧化物酶酶活比其低，但木质素过氧化物酶

酶活是其 33 倍；与董旭杰等[31]的研究结果相比，

菌株 BYL-7 漆酶和锰过氧化物酶酶活达到峰值所

用时间也明显缩短，虽漆酶和锰过氧化物酶酶活比

其低，但其与大多数变色栓菌一样没有菌株 BYL-7

所特有的高活性木质素过氧化物酶。 

本实验所采用的木质素降解真菌 BYL-7 对水

溶性碱性木质素和天然木质素(水稻秸秆)均具有

较强的降解能力。李超[32]筛选的木霉 F2 和恶尖镰

孢 F10 发酵 7 d 对水溶性木质素的降解率分别为

32.3%和 29.5%，而菌株 BYL-7 发酵 5 d 对碱性木

质素降解率为 36.5%，比其分别提高 13.0%和

23.7%。Zhu 等[18]以变色栓菌为木质素降解实验菌

株，优化后培养 21 d，秸秆木质素降解率为 34.8%，

而菌株 BYL-7 培养 8 d 对秸秆木质素降解率为

32.8%，虽秸秆木质素降解率比其低 6.0%，但发酵

周期明显缩短。 

此外，菌株 BYL-7 与前人筛选的其他菌株相

比，在短时间、低能耗的条件下能高效降解秸秆木

质素。杜海萍[33]采用糙皮侧耳、白色韧革菌、松

木层孔菌、稀硬木层孔菌降解稻草秸秆，15 d 秸秆

失重率分别为 18.65%、17.83%、17.03%、27.71%，

木质素降解率分别为 16.42%、4.41%、9.63%、

2.09%。刘爽[34]采用草酸青霉 QSH3-3 和毛壳霉

YSH3-3 降解玉米秸秆，15 d 秸秆失重率分别为

58%、52%，木质素降解率分别为 16%、26%。菌

株 BYL-7 降解水稻秸秆，8 d 秸秆失重率和木质素
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降解率分别为 47%、32.8%，与杜海萍研究结果相

比，秸秆失重率和木质素降解率显著高于其研究所

用菌株。与刘爽研究结果相比，菌株 BYL-7 秸秆失

重率虽低于草酸青霉 QSH3-3 和毛壳霉 YSH3-3，

但木质素降解率却明显高于二者。 

综上所述，本研究分离筛选的菌株 BYL-7 具

有较强的木质素降解能力，对其进行发酵条件优

化，初始 pH 6.7、温度 25 °C、接种量 8%可明显

提高其木质素降解率，在一定程度上为降解木质

素提供了新的微生物资源。 
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