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摘  要：【背景】利用微生物处理秸秆引起研究者的广泛关注。【目的】筛选生长速度快、木质纤

维素降解酶活性强的真菌菌株，用于植物秸秆降解和高效利用。【方法】从自然界采集的样品中分

离纯化真菌菌株，利用 PDA-愈创木酚和 PDA-羧甲基纤维素钠平板初筛，再经过液体发酵检测漆

酶酶活、羧甲基纤维素酶酶活及菌丝生长速率复筛目的菌株，通过内转录间隔区(internal transcribed 
spacer, ITS)测序法对目的菌株进行鉴定，对目的菌株产漆酶和羧甲基纤维素酶活力进行测定及酶

学性质研究。【结果】从样品中分离纯化到 18 株真菌，通过初筛筛选出 9 株产木质纤维素降解酶真

菌菌株，再经过复筛，筛选出一株产漆酶、羧甲基纤维素酶活力高、菌丝生长快的菌株 M1，经过

分子生物学鉴定 M1 为糙皮侧耳(Pleurotus ostreatus)，其漆酶酶活为(243.59±1.11) U/mL，羧甲基纤

维素酶酶活为(36.03±0.63) U/mL。在 5 d 的培养期内，菌丝生长速率为(9.43±0.32) mm/d。对菌株

M1 的发酵粗酶液的酶学性质进行了检测分析，结果表明，所产的漆酶在 pH 5.0−6.5 相对酶活为

90%以上，在 pH 5.5 的介质中最为稳定，在低于 55 ℃环境稳定性较高，相对酶活 90%以上；该菌

所产羧甲基纤维素酶在 pH 5.5−6.5 相对酶活为 90%以上，在 pH 6.0的介质中最为稳定，在低于 60 ℃
环境相对稳定性较高，相对酶活 90%以上。【结论】本研究筛选到的菌株 M1 具有较高的漆酶和羧

甲基纤维素酶活性，具有降解木质素和纤维素的潜力，为植物秸秆的生物降解提供了有效的菌种

资源。 
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Abstract: [Background] Microbial degradation of straw has attracted increasing attention of 
researchers. [Objective] To screen out the fungal strains with fast growth and strong activities 
of degrading lignin and cellulose for the efficient utilization of straw. [Methods] The fungal 
strains were isolated from the samples collected in the natural environments. PDA-guaiacol and 
PDA-carboxymethylcellulose were used for preliminary screening and then the activities of 
laccase and carboxymethyl cellulose (CMCase) of the selected strains were determined by 
liquid fermentation. The target strain was obtained by re-screening based on mycelial growth 
rate and identified by sequencing of internal transcribed spacer (ITS). Furthermore, the laccase 
and CMCase activites of the target strain was determined and the enzymatic properties were 
studied. [Results] A total of 18 strains of fungi were isolated from the samples, among which  
9 strains producing lignocellulose-degrading enzymes were selected through preliminary 
screening. After re-screening, strain M1 with high activities of laccase and CMCase and fast 
mycelial growth was screened out as the target strain and identified as Pleurotus ostreatus. The 
strain had the laccase and CMCase activities of (243.59±1.11) U/mL and (36.03±0.63) U/mL, 
respectively, as well as the mycelial growth rate of (9.43±0.32) mm/d during the 5 days of 
culture. The relative activity of laccase produced by strain M1 was the most stable at pH 5.5 and 
over 90% in a pH range of 5.0 to 6.5 and below 55 ℃. The relative activity of CMCase 
produced by strain M1 was the most stable at pH 6.0 and over 90% in a pH range of 5.5 to 6.5 
and below 60 ℃. [Conclusion] P. ostreatus M1 had high laccase and CMCase activities and the 
potential of degrading lignin and cellulose. This study provides a promising fungal strain for the 
biodegradation of straw. 
Keywords: lignocellulose-degrading enzyme; fungi; screening; identification 
 

白腐菌(white rot fungi)是能够引起木质纤

维素白色腐烂的一类丝状真菌的总称，其中，

平菇、香菇、猴头菇、灵芝等药食同源型真菌

均是属于木腐生菌类的白腐菌[1-2]。平菇、榛蘑

等药食同源型真菌具有良好的产酶能力，产生

的酶系包括纤维素酶、木质素酶、蛋白酶、淀

粉酶等多种酶类，其中尤以产纤维素酶、木质

素酶为优势[3]。在白腐真菌的生长过程中，真

菌菌丝能够侵入宿主植物的细胞内，产生木质

素酶、纤维素酶和半纤维素酶等多种酶类，并

且通过这些酶对植物纤维的降解转化而获取养

分，因此，平菇等药食同源型真菌生长所需的
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营养主要是通过自身分泌酶的降解作用，将植

物细胞壁中的纤维素、木质素和半纤维素转变

成可以利用的碳素营养源和多糖能源，为自身

生长提供所需营养[4-5]。 
玉米、水稻、中草药等植物秸秆主要是由

纤维素、半纤维素和木质素等纤维成分组成的。

在植物细胞壁中，木质素与半纤维素以共价键

的形式紧密结合一起，并将纤维素包裹其中，

形成一层致密的高分子聚合物屏障，致使植物

秸秆不易被降解[6-7]，因此，在利用生物酶降解

植物秸秆时，往往需要纤维素酶、半纤维素酶

和木质素酶等多种生物酶的协同作用才能实现

植物秸秆的有效降解 [8]。在牛、羊等反刍动物

中，由于降解木质素的酶类贫乏，难以将秸秆

饲料进行高效利用，因此，分离筛选高产木质

素酶的微生物可为秸秆资源的高效饲料化利

用、降低家畜养殖成本提供技术支持。 
平菇、香菇等食用真菌是一类常见的产木

质素降解酶的优势白腐真菌，具有良好的产木

质素降解酶能力，能够实现对植物秸秆的高效

降解[9]。黄茜等研究证实，利用平菇处理小麦

秸秆可明显降低秸秆中的木质素含量，有助于

在瘤胃内进行纤维降解和丙酸生成[10]。本研究

旨在从自然界中分离筛选高产木质素酶和纤维

素酶的食用真菌，以期为产酶真菌在农作物秸

秆还田、秸秆资源饲料化利用、食用真菌种植、

中药生物发酵等领域的应用奠定基础。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  样品 

在内蒙古自治区、黑龙江省等地林区采集

榛蘑、草蘑等野生食用真菌，以及真菌生长地

的腐叶、朽木等样品 30 份，冷藏保存，用于产

酶菌的分离。 

1.1.2  主要试剂和仪器 
DNS 试剂：按技术规范 NY/T 912—2020 配

制 DNS 试剂[11]。 
愈创木酚、刚果红、羧甲基纤维素钠

(CMC-Na)、2,2ʹ-联氮-双-3-乙基苯并噻唑-6-磺
酸 [2,2ʹ-azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic 
acid ammonium salt), ABTS]、碱木素均为分析

纯，上海源叶生物科技有限公司；3,5-二硝基水

杨酸(DNS)、四水酒石酸钾钠、苯酚、无水亚硫

酸钠、无水葡萄糖等试剂均为分析纯，国药集

团化学试剂有限公司；Ezup 柱式真菌基因组

DNA 抽提试剂盒、引物、DNA 聚合酶等，生

工生物工程(上海)股份有限公司。 
可见分光光度计，上海精密科学仪器有限

公司；pH 计和电子天平，梅特勒-托利多仪器(上
海)有限公司；电热恒温水浴锅和电热恒温培养

箱，上海一恒科学仪器有限公司；显微镜，

Olympus 公司；PCR 仪，东胜创新生物科技有

限公司。 
1.1.3  培养基 

PDA 培养基：葡萄糖 20.0 g，琼脂 20.0 g，

土豆浸液 1 000.0 mL，pH 自然。 

PDA-愈创木酚培养基：在 PDA 培养基中

添加愈创木酚 0.4 g/L，用于产漆酶真菌的初筛。 
PDA-CMC 培养基：在 PDA 培养基中添加

CMC-Na 2.0 g/L，用于产纤维素酶真菌的初筛。 

产漆酶液体发酵培养基(g/L)：NaNO3 2.5，
KH2PO4 1.0，MgSO4·7H2O 1.0，NaCl 1.0，CaCl2·2H2O 
0.5，酵母膏 0.1，碱木素 3.0，pH 自然。 

产纤维素酶液体发酵培养基(g/L)：CMC-Na 
5.0，蛋白胨 3.0，MgSO4·7H2O 0.3，酵母膏 0.5，
CaCl2·2H2O 0.3，KH2PO4 1.5，pH 7.0−7.3。 

1.2  方法 
1.2.1  真菌分离与纯化 

取采集的蘑菇子实体、腐叶或朽木样品，
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用无菌剪刀剪成 1 cm 左右的小块，用无菌纯水

振荡漂洗 3 次，每次漂洗 3−5 min，用无菌滤纸

吸干。取漂洗样品接种至 PDA 培养基，置 28 ℃
培养箱培养 4−5 d。取生长的真菌菌落，用接种

针挑取菌丝接种 PDA 培养基，反复接种培养进

行纯化。将纯化菌株转接 PDA 斜面培养基，于

28 ℃培养箱培养 4 d，然后置 4 ℃保存备用。 
1.2.2  产酶真菌初选 

1) 产漆酶真菌初选 
参照孙思琦等[12]的方法，取纯化的真菌菌

种分别接种至 PDA 平板，置 28 ℃培养箱恒温

培养 7 d，然后用直径 9 mm 的无菌打孔器在菌

落边缘制取菌饼。取菌饼接种 PDA-愈创木酚平

板中央，每个平板接种一块菌饼，每个菌株作

3 个平行，接种平板置 28 ℃培养箱恒温培养，

每天观察记录菌落周围红棕色显色圈的产生情

况。培养至第 7 天，用游标卡尺分别测量产生

显色圈菌株的菌落直径(R)及显色圈直径(r)，并

计算菌落直径与显色圈直径的比值(R/r)[13]，初

步判定筛选菌株产漆酶的能力。 
2) 产纤维素酶真菌的初选 
采用刚果红染色法测定筛选菌株产纤维素

酶能力。取纯化真菌菌株分别接种至 PDA 平

板，置 28 ℃培养箱培养 7 d，在菌落边缘用直

径 9 mm 的无菌打孔器制取菌饼。取菌饼接种

至 PDA-CMC 平板中央，每个平板接种一块菌

饼，每个菌株作 3 个平行，接种平板置 28 ℃
培养箱培养。培养至第 7 天，在平板中加入      
1 mg/mL 的刚果红溶液并覆盖整个平板表面，

染色 15−20 min 后倾去刚果红染色液，加入    
1 mol/L 氯化钠溶液冲洗，出现脱色圈的菌株

用游标卡尺分别测量菌落直径(R)及透明水解

圈直径 (r)，并计算菌落直径与透明水解圈直

径的比值 (R/r)[14]，初步判定菌株产纤维素酶

的能力。 

1.2.3  产酶真菌复选 
1) 粗酶液制备 
取初选真菌分别接种 PDA 平板，置 28 ℃

培养箱培养 7 d，然后用直径 9 mm 的无菌打孔

器在菌落边缘制取菌饼。每个菌株分别接种产

漆酶液体发酵培养基和产纤维素酶液体发酵培

养基各 3 瓶，250 mL 三角瓶中装液量为 50 mL，

每个三角瓶接种一块菌饼，于 28 ℃、180 r/min
摇床振荡培养 7 d。培养液在室温 6 000 r/min 离

心 15 min，上清液即为粗酶液，置 4 ℃保存[15]。 
2) 漆酶酶活测定 
参照赵翠敏等 [16]和王福玲 [17]的方法测定

筛选菌株的漆酶酶活。取粗酶液 0.1 mL，加至

1.7 mL pH 5.0 的 0.1 mmol/L 醋酸-醋酸钠缓冲

液中，混匀，再加入 0.5 mmol/L ABTS 底物溶

液 0.2 mL，混匀，在 25 ℃反应 6 min，加入    
0.4 mol/L 的三氯乙酸溶液 0.5 mL 终止反应；以

蒸馏水代替粗酶液为对照，在波长 420 nm 处测

定吸光度。在 25 ℃、pH 5.0 条件下，以每分钟

氧化 1 μmol ABTS 所需的酶量为 1 个酶活力

单位(U)。 
3) 纤维素酶酶活测定 
参照技术规范 NY/T 912—2020 采用 DNS 定

糖法测定纤维素酶酶活[11]，取 pH 5.5 的 0.1 mol/L
醋酸 -醋酸钠缓冲液，加入羧甲基纤维素钠

(CMC-N)充分溶解，配制成浓度为 15.0 g/L 的

CMC-Na 溶液作为底物溶液。取粗酶液 2 mL，

加入 2 mL 底物溶液，在 37 ℃保温反应 30 min，
加入 5 mL DNS 溶液终止反应，沸水浴 5 min，
冷却至室温，加水定容至 25 mL。缓冲液 2 mL，

加入 2 mL 底物溶液和 5.0 mL DNS 试剂，沸水

浴 5 min，定容至 25.0 mL，作为标准空白样，

测定波长 540 nm 处的吸光度。在 37 ℃、pH 5.5
条件下，每分钟水解羧甲基纤维素钠释放出相

当于 1.0 μmol 葡萄糖含量时所需的酶量为 1 个
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酶活力单位(U)。 
4) 菌株生长特性测定 
取复选的真菌菌株接种 PDA 平板，置 28 ℃

培养箱培养 7 d，然后用直径 9 mm 的无菌打孔

器在菌落边缘制取菌饼。取菌饼接种 PDA 平

板中央，每个平板接种一块菌饼，每个菌株做

3 个平行，接种平板置 28 ℃培养箱培养，每天

观察记录菌丝生长情况。培养至第 5 天，按

十字交叉法用游标卡尺分别测量菌株的菌落

直径，按公式计算菌丝生长速率(mm/d)和总生

长量(mm)[18]。 
1.2.4  目的菌株鉴定 

1) 形态学观察 
取目的菌株接种 PDA 培养基，置 28 ℃培

养箱培养 5 d，观察记录菌落形态、颜色及透明

度等生物学特征。用透明胶带黏取真菌菌落，

然后从一侧轻轻黏贴在滴有美蓝染色液的载玻

片上，排出空气，避免产生气泡，在光学显微

镜下观察真菌菌丝大小、形态、表面特征及孢

子大小、形状及类型等。 
2) 分子生物学鉴定 
采用 Ezup 柱式真菌基因组 DNA 抽提试剂

盒提取分离真菌菌株的基因组 DNA，具体步骤

参照说明书操作。采用真菌通用引物 ITS1 
(5′-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3′) 和 ITS4 
(5′-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3′)进行 PCR
扩增内转录间隔区(internal transcribed spacer, 
ITS)全序列[19]。预扩增片段长度为 500−750 bp。
PCR 反应体系(25 μL)：模板 DNA (5 μg/mL)  
0.5 μL，10×PCR buffer (含 Mg2+) 2.5 μL，dNTPs 
(2.5 mmol/L) 1 μL，Taq DNA 聚合酶(5 U/μL)  
0.2 μL，上、下游引物(20 μmol/L)各 0.5 μL，

sterilized ddH2O 19.8 μL。PCR 反应条件：95 ℃ 
5 min；95 ℃ 1 min，56 ℃ 1 min，72 ℃ 1 min，
35 个循环；72 ℃ 10 min；4 ℃保存。PCR 产物

由生工生物工程(上海)股份有限公司纯化后测

序。将测序结果提交到 NCBI 数据库，利用

BLAST 进行同源性比较，采用 MEGA 11.0 中

的 MUSCLE 多序列比对算法，以近邻结合法

(neighbour-joining method)构建系统发育树，检

验方法为 bootstrap 法，检验次数为 500 次，选

择 Kimura-2 替换模型，构建目标菌株的系统发

育树， 终确定目标菌株的分类。 
1.2.5  菌株产酶规律测定 

取目的菌株分别接种产漆酶液体发酵培养

基和产纤维素酶液体发酵培养基各 3 瓶，250 mL
三角瓶中装液量为 50 mL，每个三角瓶接种   
一块菌饼，于 28 ℃、180 r/min 摇床振荡培养   
30 d，从第 2 天开始隔天采取样品一次。样品

于 6 000 r/min 离心 15 min，取上清液置 4 ℃
冰箱保存，待测酶活；收集菌丝体，蒸馏水清

洗过滤 3 遍，60 ℃烘干至恒重，称重，计算生

物量[20]。 
1.2.6  酶活稳定性测定 

1) 热稳定性测定 
取粗酶液样品分别置 20、30、40、50、60、

70、80 ℃环境作用 1 h，以未进行处理的粗酶

液作为对照，每组设 3 个平行，测定漆酶和纤

维素酶的酶活性，计算相对酶活力。相对酶活

力为存余酶活力与对照酶活力的百分比[21-22]。 
2) 酸碱稳定性测定 
用 pH 值分别为 3.0、4.0、5.0、6.0、7.0、

8.0 的磷酸氢二钠 -柠檬酸缓冲液分别配制含

1.0%粗酶溶液，室温作用 1 h 后，以用蒸馏水

配制的 1.0%粗酶溶液作为对照，每组设 3 个平

行，测定漆酶和纤维素酶的酶活性，计算相对

酶活力。相对酶活力为存余酶活力与对照酶活

力的百分比[21-22]。 

1.3  数据统计 
试验数据采用 Excel 2007 处理并作图，应



 
白长胜等: 产木质纤维素降解酶真菌的筛选及产酶特性 1103 

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

用 SPSS 26.0 进行单因素方差分析 (one-way 
ANOVA)，P<0.05 为差异显著，P<0.01 为差异

极显著，试验数据用(平均值±标准差)表示。 

2  结果与分析 
2.1  真菌菌株分离结果 

从采集的试验材料中共计分离真菌 18 株，

其中采用组织分离法分离到食用菌 8 株，分别

命名为菌株 M1、M2、M3、M4、M5、M6、
M7 和 M8；采用菌丝顶端纯化法分离到真菌  
10 株，分别命名为菌株 F1、F2、F3、F4、F5、
F6、F7、F8、F9 和 F10。 

2.2  产漆酶真菌初选结果 
采用 PDA-愈创木酚平板显色法对分离的

18 株真菌进行木质素降解菌初步筛选，结果表

明，在培养至第 5 天时，有 7 株真菌在 PDA-愈
创木酚平板上产生红棕色显色圈，说明这 7 株

真菌能够产生漆酶，其余 11 株真菌未产生显色

圈。在 7 株产漆酶真菌中，菌株 M4 的 R/r 值

小，为 0.64±0.01；次之为菌株 M5，R/r 值为

0.68±0.01；其次分别为菌株 M1、M2、F2、M3、
F3，试验说明菌株 M4 的产漆酶能力 强，结

果见表 1、图 1。 

2.3  产纤维素酶真菌初选结果 
采用 PDA-CMC 平板脱色法对分离的 18 株

真菌进行产纤维素降解菌初步筛选，结果有   
8 株真菌在 PDA-CMC 平板产生透明水解圈，

说明这 8 株真菌能够产生纤维素酶，其余 10 株

真菌未产生透明水解圈。在产生透明水解圈的

真菌中，菌株 M3 的 R/r 值 小，为 0.71±0.02；
次之为菌株 M5，R/r 值为 0.78±0.01；其次分别

为菌株 M4、M1、M6、F2、M2、F1，试验表

明菌株 M3 产纤维素酶能力 强，结果见表 2、
图 2。 

表 1  产漆酶真菌初选结果 
Table 1  Preliminary screening results of laccase 
producing fungi 
菌株 
Strain 

菌落直径 
Colony 
diameter  
(R, mm) 

显色圈直径 
Coloration circle 
diameter  
(r, mm) 

菌落直径与显色 
圈直径的比值 
Ratio of colony 
diameter to 
coloration circle 
diameter (R/r) 

M1 37.30±0.57A 47.61±0.44A 0.78±0.02C 
M2 20.99±0.31C 26.51±0.19B 0.79±0.01C 
M3 21.25±0.17C 21.25±0.17D 1.00±0.00B 
M4 17.24±0.43D 27.05±0.32B 0.64±0.01Db 
M5 15.22±0.17E 22.39±0.15Ca 0.68±0.01Da 
F2 20.72±0.53C 21.59±0.24CDb 0.96±0.02B 
F3 26.28±0.14B 19.43±0.77E 1.35±0.05A 
同列数据不同小写字母表示差异显著(P<0.05)，不同大写

字母表示差异极显著(P<0.01). 下同 
In the same column, values with different lowercase letters 
mean significant difference (P<0.05), and with different 
capital letters mean extremely significant difference 
(P<0.01). The same below. 
 

 
 
图1  菌株M1在PDA-愈创木酚培养基上的显色圈 
Figure 1  Coloration circle formed of strain M1 on 
PDA-guaiacol medium. 
 
2.4  真菌生长特性 

菌株生长情况测定结果表明，在 5 d 的培

养期间，菌株的菌丝生长速度与菌丝生长量呈

正相关，其中，菌株 M1 的生长速率 快，生 



 
1104 微生物学通报 Microbiol. China 

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

表 2  产纤维素酶真菌初选结果 
Table 2  Preliminary screening results of cellulase 
producing fungi 
菌株 
Strain 

菌落直径 
Colony diameter 
(R, mm) 

透明水解圈 
直径 
Hydrolytic circle 
diameter 
(r, mm) 

菌落圈与透明水解

圈直径的比值 
Ratio of colony 
diameter to  
hydrolytic circle 
diameter (R/r) 

M1 34.96±0.13B 40.96±0.44B 0.85±0.01Ca 
M2 20.78±0.41Ca 22.70±0.30D 0.92±0.01B 
M3 19.42±0.36Db 27.46±0.19C 0.71±0.02F 
M4 11.12±0.35G 13.68±0.21G 0.81±0.04CEb 
M5 13.48±0.35F 17.39±0.28F 0.78±0.01DEb 
M6 16.41±0.43E 19.22±0.15E 0.85±0.02Ca 
F1 41.33±0.59A 42.31±0.53A 0.98±0.00A 
F2 20.30±0.60CDa 22.49±0.49D 0.90±0.01B 

 
长 量 大 ， 分 别 为 (9.43±0.32) mm/d 和

(47.14±1.59) mm；其次是菌株 F1，生长速率与生

长量分别为(8.47±0.21) mm/d 和(42.39±1.03) mm；

菌株 M5 生长 慢，其生长速率与生长量分别

为(3.52±0.04) mm/d 和(17.62±0.20) mm，结果见

表 3。 

2.5  菌株产酶活性复选结果 
产酶能力测定结果表明，在产漆酶真菌中，菌

株 M1 产漆酶量 大，为(241.17±1.97) U/mL；其 

 
 
图 2  菌株 M1 在 PDA-CMC 培养基上的透明水

解圈 
Figure 2  Hydrolytic circle formed of strain M1 on 
PDA-carboxymethylcellulose sodium medium. 
 
次是菌株 M4，产漆酶量为(194.38±0.69) U/mL；
菌株 M6 产漆酶量 小，为(0.89±0.04) U/mL。

在产纤维素酶真菌中，菌株 M3 产纤维素酶量

大，为(39.49±1.05) U/mL；其次是菌株 M1，
产纤维素酶量为(35.17±0.79) U/mL；菌株 F3 产

纤维素酶量 小，为(0.23±0.03) U/mL，结果见

表 4。综合分析各菌株的产酶能力及生长特性，

确定真菌 M1 株为产酶优选菌株。 

 
表 3  筛选菌株在 PDA 平板上的生长情况 
Table 3  The growth of the selected fungi on PDA plate 
菌株 
Strain 

菌丝生长量 
Mycelium growth mass (mm) 

菌丝生长速率 
Mycelium growth rate (mm/d) 

菌丝密度 
Mycelium density 

菌丝均匀度 
Mycelium uniformity 

M1 47.14±1.59A 9.43±0.32A Dense Uniform 
M2 31.23±0.75C 6.25±0.15C Relatively dense Uniform 
M3 21.98±0.25EFa 4.40±0.05Ea Relatively sparse Uniform 
M4 22.76±0.46Ea 4.55±0.09Ea Relatively sparse Uniform 
M5 17.62±0.20H 3.52±0.04F Sparse Relatively uniform 
M6 20.09±0.87FGb 4.02±0.17Eb Sparse Uniform 
F1 42.39±1.03B 8.48±0.21B Dense Relatively uniform 
F2 21.56±0.71EGa 4.31±0.14Ea Relatively sparse Uniform 
F3 27.87±0.94D 5.57±0.19D Relatively dense Uniform 
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表 4  真菌菌株液体培养产酶活性测定 
Table 4  The results of enzyme activities of different 
fungi in liquid culture 
菌株 
Strain 

漆酶酶活 
Laccase enzyme activity 
(U/mL) 

纤维素酶酶活 
Cellulase enzyme 
activity (U/mL) 

M1 241.17±1.97A 35.17±0.79B 
M2 155.78±1.37D 10.84±0.35F 
M3 87.06±1.16E 39.49±1.05A 
M4 194.38±0.69B 15.86±0.49E 
M5 167.26±0.86C 19.09±0.62C 
M6 0.89±0.04H 17.56±0.50D 
F1 1.60±0.08H 7.56±0.26G 
F2 48.61±0.74F 11.17±0.22F 
F3 25.61±0.39G 0.23±0.03H 

 
2.6  菌株 M1 形态及菌落特征 

在培养至第 7 天，菌株 M1 菌落正面呈白

色，圆形，菌丝密集，绒毛状(图 3A)；延长培

养时间菌落变为致密毡状，部分菌丝逐渐变为

橙色，并产生橙色小液滴(图 3B)；基质为白色

(图 3C)；显微镜观察发现菌丝较细长，有分枝，

无孢子，菌丝可观察到隔膜和锁状联合(图 3D)。 

2.7  菌株 M1 分子学鉴定结果 
菌株 M1 在国家微生物科学数据中心

(National Microbiology Data Center, NMDC)登
录号为 NMDCN00011VH，分子生物学鉴定结

果表明，菌株 M1 与糙皮侧耳菌株(登录号为

KY951482.1)的 ITS 序列相似性达到 100%，确

定菌株 M1 为糙皮侧耳菌(Pleurotus ostreatus)，
菌株 M1 的系统发育树构建结果见图 4。 

2.8  目的菌株产酶规律 
在菌株 M1 液态发酵过程中，从发酵第 12 天

开始产漆酶量迅速增大，至发酵第 18 天达到较

高值，并持续至发酵第 30 天，其中，在发酵第

22 天达到高峰，峰值为(243.59±1.11) U/mL；

从发酵第 6 天开始产纤维素酶量快速增大，至

发酵第 16 天达到较高值，并持续至发酵第     
30 天，其中，在发酵第 24 天达到高峰，峰值

为(36.03±0.63) U/mL。在发酵的第 8 天，菌丝

体生物量开始增加，随后急剧增加，至发酵第

18 天，增速变缓，在发酵第 20 天，菌丝体生

物量达到 大，随后开始下降，可能是菌丝体

老化自溶(图 5)。 
发酵结果表明菌株 M1 的产酶量和菌丝体

生长快慢具有较强的关联性，菌丝体生长越快，

漆酶和纤维素酶的产量相对也就越大。 

2.9  酶活稳定性 
2.9.1  酶的热稳定性 

实验结果表明，糙皮侧耳粗酶液中漆酶在

低于 50 ℃环境中相对稳定性较高；在温度高

于 55 ℃环境中稳定性下降，相对酶活降至

92.77%；在高于 60 ℃环境中漆酶明显失活，漆 
 

 
 
图 3  菌株 M1 菌落和菌丝形态   A：培养 7 d 菌落形态. B：培养 15 d 菌落形态. C：菌落背面. D：菌

丝形态 
Figure 3  Colony and mycelium morphology of strain M1. A: Colony morphology after culture7 days. B: 
Colony morphology after culture 15 days. C: Back of colony. D: Mycelium. 
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图 4  基于 ITS 序列构建的菌株 M1 系统发育树   参与比对序列的 GenBank 登录号列于括号中；分支

处的数字表示自展值；标尺所示长度为 0.050 核苷酸置换率 
Figure 4  Phylogenetic tree of strain M1 constructed based on ITS sequence. GenBank accession numbers of 
aligned sequences are shown in the brackets; The bootstrap values are shown at the node; Bar 0.050 means 
the nucleotide substitution rate of 0.050. 
 

 
 
图 5  菌株 M1 液态发酵过程中酶活及生物量变化规律 
Figure 5  Changes of enzyme activities and biomass during liquid fermentation of strain M1. 
 
酶在低于 55 ℃环境相对稳定性较高。粗酶液

中的纤维素酶在低于 55 ℃环境中相对稳定性

较高；在温度高于 60 ℃环境中稳定性下降，相

对酶活降至 91.05%；在高于 65 ℃环境中漆酶

失活明显；在温度升至 75 ℃时其酶活仍为

67.99%；纤维素酶在低于 60 ℃环境相对稳定性

较高(图 6)。 
2.9.2  酶的 pH 稳定性 

实验结果表明，糙皮侧耳粗酶液中漆酶在

pH 5.0−6.5 范围的介质中能够保持较好的酶活

性，相对酶活为 90.99%以上，其中在 pH 5.5 的

介质中 为稳定，相对酶活为 99.12%；粗酶液
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中的纤维素酶在 pH 5.5−6.5 范围的介质中能够

保持较好的酶活性，相对酶活为 90.14%以上，

其中在 pH 6.0 的介质中 为稳定，相对酶活为

99.82% (图 7)。 

3  讨论与结论 
本研究采用 PDA-愈创木酚平板显色法、刚

果红染色法分别定性测定了分离真菌产漆酶、

纤维素酶的活性，结果表明，产酶菌株产生的

显色圈和透明水解圈均较为清晰，R/r 值定性结

果与产酶定量测定结果基本相符，两种方法对

于定性评价菌株的产酶活性简便易行。在应用 
 

 
 
图 6  不同温度对菌株 M1 粗酶液中漆酶和纤维

素酶酶活稳定性的影响 
Figure 6  Effects of different temperature on laccase 
and cellulase stability of strain M1. 

 

 
 
图 7  不同 pH 对菌株 M1 粗酶液中漆酶和纤维素

酶酶活稳定性的影响 
Figure 7  Effects of different pH onlaccase and 
cellulase stability of strain M1. 

PDA-愈创木酚平板显色法测定菌株产酶特性

时，依据 PDA-愈创木酚琼脂平板菌落圈直径与

显色圈直径比值可评价菌株降解木质素的能

力，比值<1 的菌株能优先降解木质素，比值>1
的菌株能优先降解纤维素[23]。据此判定，在本

研究筛选的菌株中，菌株 M3 和菌株 F3 的比值

均>1，为优先降解纤维素菌，M1 等其他菌株的

比值均<1，为优先降解木质素菌。 
木质素降解酶包括锰依赖过氧化物酶、木

质素过氧化物酶和漆酶。要实现植物纤维的有

效降解，首先要利用木质素酶降解木质素，然

后才能暴露其包裹的纤维素，裸露的纤维素在

纤维素酶的作用下得以降解，因此，木质素酶

在植物秸秆的降解中发挥着关键作用[8]。许多

学者开展了产木质素酶微生物的分离与筛选研

究，并从土壤等样品中分离出真菌、细菌等多

种产酶微生物。李红亚等分离获得一株降解木

质素的解淀粉芽孢杆菌，该菌株能够产生木质

素过氧化物酶、锰过氧化物酶、纤维素酶和半

纤维素酶等，在发酵 10−16 d 陆续达到酶活峰

值， 高酶活力分别为 55.0、16.7、45.4 和   
60.5 U/g[24]。李灵灵等从森林地表土壤中分离筛

选出一株产漆酶的真菌变色栓菌，在优化产酶

条件下培养至第 6 天，产漆酶活性达到峰值，

产酶量达到 120.0 U/L[25]。韩月颖等从土壤样品

筛选到一株产木质素酶的嗜麦芽窄食单胞菌，

用于产酶活性测定结果表明，产漆酶酶活为

9.37 U/mL[26]。王强测定了 7 个侧耳属菌株的漆酶

酶活，糙皮侧耳的漆酶酶活 高，为 189.11 U/mL[27]。

本研究从野生食用菌中分离筛选出产酶活性良

好的糙皮侧耳菌 M1，经测定该菌粗酶液中漆酶

活性高达(241.17±1.97) U/mL，明显高于已报道

分离菌株，究其原因，除了菌株自身产酶特性

外，也与菌属特性有关。 
在降解植物纤维的相关研究中，筛选产纤
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维素酶微生物的研究较多，其中分离的产纤

维素酶微生物多为产纤维素酶的细菌，而产

纤维素酶真菌分离较少。李明华等从富含腐

叶的土壤中筛选出一株康氏木霉(Trichoderma 
koningii)，培养 72 h 时纤维素酶酶活 高，达

到(19.18±0.68) U/mL[28]。张冬雪等从稻田土壤中

筛选到一株草酸青霉 (Penicillium oxalicum) 
WAF6，培养 5 d 时纤维素酶酶活 高，达到

29.35 U/mL[29]。孟建宇等从大兴安岭森林土壤

中分离出 2 株纤维素降解真菌，在适宜培养条件

下，草酸青霉(Penicillium oxalicum)与树粉孢属

(Oidiodendron tenuissimum)菌株的产 CMC 酶活

性 高，分别达 103.89 U/mL 和 158.36 U/mL[30]。

张梦君等从西藏高海拔的植物根际土壤中分离

筛选到一株高效产纤维素酶的低温真菌为青霉

菌属(Penicillium)，在低温 15 ℃和产纤维素酶

的 佳培养条件下，其纤维素酶活力可达

72.07 U/mL[31]。本研究分离筛选的糙皮侧耳菌

M1 粗酶液中纤维素酶活性为(35.17±0.79) U/mL，
其纤维素酶活性高于已报道的糙皮侧耳菌。 

综上所述，本研究分离筛选到的菌株 M1
经鉴定为糙皮侧耳，具有较强的降解木质素和

纤维素能力，为植物秸秆生物降解提供了有效

的菌种资源。 
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