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　　摘要：以降解率和选择系数为主要指标，采用单因素优化、均匀设计及正交设计试验，对白腐真菌组合（ＨＹ－
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　　我国竹质资源丰富，竹纤维具有绿色环保、吸湿透气、天
然抗菌和抗紫外线等特性，具有极大的市场潜力和附加值。

竹纤维中的木质素严重影响了竹纤维产业化开发进程，而微

生物降解木质素是解决这一问题的有效途径之一。因此，本

研究以木质素降解率和选择系数为主要指标，采用单因素优

化、均匀设计及正交试验，对白腐真菌组合（ＨＹ－ＹＹ－ＺＹＳ）
固体发酵降解木质素条件进行优化，从而提高木质素的降解

率和选择专一性，为实现微生物固体发酵降解竹材木质素产

业化打下基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　菌株来源　白腐真菌组合（ＨＹ－ＹＹ－ＺＹＳ）由中南
林业科技大学微生物学实验室分离、筛选并保藏。

１．１．２　试剂与培养基　固体平板培养基：马铃薯２００ｇ、葡萄
糖２０ｇ、琼脂２０ｇ、ｐＨ值６、ＫＨ２ＰＯ４３ｇ、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ１．５ｇ、
维生素 Ｂ１８ｍｇ、蒸馏水 １Ｌ，于 １２１℃，０．１ＭＰａ湿热灭
菌３０ｍｉｎ。

液体发酵培养基：马铃薯２００ｇ、葡萄糖２０ｇ、ＫＨ２ＰＯ４３ｇ、
ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ１．５ｇ、维生素 Ｂ１８ｍｇ、蒸馏水１Ｌ，于１２１℃，
０１ＭＰａ湿热灭菌３０ｍｉｎ。

固体发酵培养基：竹粉（４０目）１５．０ｇ、料液比１ｇ∶３ｍＬ，
合成培养液［１］，拌匀，于１２１℃，０．１ＭＰａ湿热灭菌３０ｍｉｎ。
１．１．３　仪器　ＨＺＱ－Ｃ型恒温振荡器、ＨＰＳ－２８０型生化培
养箱，哈尔滨市东联电子技术开发有限公司；ＡＲ２１４０型电子
天平，奥豪斯国际贸易（上海）有限公司；ＵＶ－１６００紫外／可
见分光光度计、北京瑞利分析仪器公司。

１．２　方法

１．２．１　制备种子液　用打孔器取直径为８ｍｍ的白腐菌菌
落１块于液体发酵培养基中，２８℃、装液量为 ４００ｍＬ／Ｌ、
１５０ｒ／ｍｉｎ摇床培养３ｄ。
１．２．２　固态发酵培养　将种子液按１０％接种量（菌悬液浓
度０．１亿ＣＦＵ／ｍＬ）接种至已灭菌的固体发酵培养基中，在温
度２８℃、湿度８０％的恒温箱中静置培养３０ｄ。
１．２．３　样品木质素含量的测定　采用 Ｋｌａｓｏｎ法［２－３］测定木

质素含量。

１．２．４　样品纤维素含量的测定　参考董荣莹等的方法［４］测

定纤维素含量。

１．２．５　木质素降解选择性系数　木质素降解选择性系数 ＝
木质素降解率／纤维素降解率。
１．２．６　固体发酵降解木质素培养基组分的确定　保持固体
培养基其他组分不变，依次改变培基的氮源、碳源和金属离子

种类，等量接种白腐真菌组合（ＨＹ－ＹＹ－ＺＹＳ）菌悬液进行
固体发酵。

确定最佳氮源、碳源和金属离子后，利用 ＤＰＳ９．５０软件
进行均匀试验设计［５］。根据预试验结果及试验可行性确定

考察因素范围，对筛选出的培养基组分进行优化，然后通过二

次多项式逐步回归分析试验数据，建立回归方程，通过指标最

大预测值确定发酵培养基各组分的适合配比，并进行试验

验证。

１．２．７　确定固体发酵降解木质素的培养条件　采用优化后
的固体培养基，以接种量、含水量、初始 ｐＨ值、培养温度、培
养时间等因素为对象，通过正交试验来确定最佳的固体发酵

培养条件，如表１所示。

表１　木质素降解条件正交试验的因素水平

水平
Ａ：接种量
（％）

Ｂ：含水量
（％）

Ｃ：温度
（℃） Ｄ：ｐＨ值 Ｅ：时间

（ｄ）

１ ４ ３０ ２４ ３ ２０
２ ６ ４０ ２８ ４ ２５
３ ８ ５０ ３２ ５ ３０
４ １０ ６０ ３６ ６ ３５

１．２．８　最佳发酵条件的验证　将白腐真菌组合（ＨＹ－ＹＹ－
ＺＹＳ）分别按照优化前后的降解条件进行固体发酵，分别测定
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竹材木质素的降解率及选择系数。

２　结果与分析

２．１　固体发酵降解木质素的培养基
２．１．１　碳源　分别在基础培养基中添加浓度为１．０％的不
同碳源，以葡萄糖为碳源时，白腐真菌组合（ＨＹ－ＹＹ－ＺＹＳ）
的降解能力明显优于蔗糖、乳糖、麦芽糖、可溶性淀粉，对木质

素的降解率达到了４０．２１％，选择性系数为５．２６；以竹粉为碳
源时，木质素降解率最低，为２０．６９％（表２），这可能是因为
木质素本身并不能充当碳源［６］，自身的降解更依赖于培养基

中新增加的底物碳源。因葡萄糖易于利用，既能提供菌株生

长发育所需的碳源，又能提供促进菌株生长发育和降解竹材

木质素所需的能量，因此选择葡萄糖为碳源。

表２　不同碳源对木质素降解率和选择系数的影响

碳源 降解率（％） 选择系数

蔗糖 ３３．５３ ３．９９
葡萄糖 ４０．２１ ５．２６
乳糖 ２４．５４ ３．１３
可溶性淀粉 ２５．３９ ３．２７
麦芽糖 ２９．１９ ３．５９
竹粉 ２０．６９ ２．２１

２．１．２　氮源　分别在基础培养基中添加浓度为０．５ｇ／Ｌ的
不同氮源。由表３可见，以酒石酸铵为氮源时，发酵后木质素
降解能力最高，降解率为４１．９１％，选择系数为６．１６。这说明
添加酒石酸铵时，复合菌（ＨＹ－ＹＹ－ＺＹＳ）的降解能力优于
添加其他几种氮源。其中以酵母膏作氮源时，木质素降解率

为３８３１％，略低于酒石酸铵，但明显高于其他３种氮源，且
选择系数为４．３６。由于酒石酸铵是木质素降解菌发酵工业
中最常用的无机氮源，价格便宜，而且是合成木质素降解酶系

中的重要氮源，能诱导该白腐菌种产木质素降解酶系，综合考

虑效果与原料成本，因此选择酒石酸铵为氮源。

表３　不同氮源对木质素降解率和选择系数的影响

氮源 降解率（％） 选择系数

蛋白胨 ３４．５７ ４．１８
酵母膏 ３８．３１ ４．３６
酒石酸铵 ４１．９１ ６．１６
（ＮＨ４）２ＳＯ４ ２２．３９ ２．１２
ＮＨ４Ｃｌ ２５．９８ ２．９６

２．１．３　金属离子　分别在基础培养基中添加浓度为
０．５ｍｍｏｌ／Ｌ的金属离子Ｆｅ３＋、Ｍｎ２＋、Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋、Ｃｕ２＋、Ｚｎ２＋。
由表４可见，Ｍｎ２＋和Ｃａ２＋有利于菌种生长，对产酶有一定的
促进作用，木质素降解率分别为４３．５８％、４２．１９％，大于其他
金属离子，选择系数分别为 ７．２６、６．７８，均高于其他金属离
子。可能由于金属离子中 Ｍｎ２＋是酶的辅酶或激活剂［７－８］；

Ｃａ２＋能影响细胞膜的通透性，既能促进菌体的基础代谢，又能
影响许多代谢产物的生物合成，因此选用 Ｍｎ２＋和 Ｃａ２＋作为
金属离子组合，添加到培养基中进行下一步优化试验。

２．１．４　均匀设计法优化培养基　培养基中各组分之间有一
定的内在联系，在单因素试验基础上，考察培养基中碳源、氮

源及金属离子的含量对木质素降解率及选择系数的影响，以

寻求培养基中各组分的最佳配比。采用４因素１５水平，对筛
选出的碳源、氮源及金属离子组分进行优化（表５）。

表４　不同金属离子对降解率和选择系数的影响

金属离子 降解率（％） 选择系数

Ｆｅ３＋ ３９．６８ ５．０３
Ｍｎ２＋ ４３．５８ ７．２６
Ｃａ２＋ ４２．１９ ６．７８
Ｍｇ２＋ ３６．９９ ４．８２
Ｃｕ２＋ ２９．２１ ３．３２
Ｚｎ２＋ ３３．５９ ４．２５

表５　固体发酵降解木质素培养基的均匀设计试验与结果

水平
ｘ１：酒石酸
铵（ｇ／Ｌ）

ｘ２：葡萄
糖（ｇ／Ｌ）

ｘ３：Ｃａ２＋

（ｍｍｏｌ／Ｌ）
ｘ４：Ｍｎ２＋

（ｍｍｏｌ／Ｌ）
降解率

（％）
选择

系数

１ ０．１ ７ ０．４０ １．８０ ３５．５８ ４．９６
２ ０．４ １５ １．００ １．００ ４２．８９ ６．３６
３ ０．６ ９ ２．８０ ２．００ ３９．１４ ５．４８
４ ０．９ ２ ２．６０ ０．６０ ３０．９６ ３．５７
５ １．３ １０ ０．６０ ０．２０ ２４．６８ ３．２０
６ ０．７ ６ １．６０ ０ ２６．１６ ２．９１
７ ０．２ １２ ０．８０ ０．４０ ４４．５８ ８．９６
８ １．５ ８ ２．００ １．２０ ３２．８７ ４．１９
９ １．４ ３ １．２０ ２．２０ ２２．１６ ２．５１
１０ １．２ １４ ２．４０ １．６０ ３７．５８ ５．１３
１１ ０．８ １３ ０．２０ ２．４０ ２６．５６ ３．２１
１２ １．０ １１ １．４０ ２．８０ ３４．１２ ４．５６
１３ １．１ ５ ０ ０．８０ ２５．５９ ３．０１
１４ ０．５ １ １．８０ １．４０ ２０．１４ ２．６２
１５ ０．３ ４ ２．２０ ２．６０ ２８．６８ ３．２７

　　采用ＤＰＳ９．５０软件，对各因素水平对木质素降解率的影
响结果，进行二次多项式逐步回归分析，得到方程：ｙ＝１５０８
－２．６８ｘ１＋３．８５ｘ２＋２５．０１ｘ３＋２１．９２ｘ４＋０．４０ｘ１

２－０１１ｘ２
２－

４．５９ｘ３
２－８５．９６ｘ４

２。

　　相关系数ｒ＝０．９２８９，Ｆ＝４．８６１３，Ｐ＝０．０３５１，剩余标准
差ｓ＝２．０９６２，调整后的相关系数为０．８７６４，查表 Ｆ０．０５（４，
１０）＝３．２４，Ｆ＞Ｆ０．０５（４，１０），回归方程显著。
　　根据回归方程求 ｙｍａｘ，当 ｘ１＝０．２ｇ／Ｌ、ｘ２＝１４ｇ／Ｌ、ｘ３＝
０８ｍｍｏｌ／Ｌ、ｘ４＝０．６ｍｍｏｌ／Ｌ时，ｙｍａｘ＝４６．１８，预测区间为
［４３．５０，５１．６８］。根据优化条件，进行３次固体发酵降解竹
材木质素试验验证，最终平均结果为 ４６．２９，选择系数为
１０７２，试验结果均在预测范围内，且有明显提高。
２．２　固体发酵降解木质素的培养条件

根据表１设计正交表，考察５个因素４个水平，找出木质
素最佳降解条件（表６）。按照优化后的培养条件，将白腐真
菌组合（ＨＹ－ＹＹ－ＺＹＳ）按正交表所列的试验需要接种到竹
材固体培养基上，然后测定木质素降解率（表７）。
　　由表７可见，因素Ｃ（温度）有显著性差异，５个因素对降
解率的影响由大到小依次为 Ｃ＞Ｄ＞Ｂ＞Ｅ＞Ａ；由表６可见，
因素Ｃ的关系为Ｃ３＞Ｃ２＞Ｃ１＞Ｃ４，因此当温度为３２℃时，
复合菌可以达到降解木质素的最适合状态；因素 Ｄ（ｐＨ值）
的关系为Ｄ３＞Ｄ２＞Ｄ４＞Ｄ１，当固体发酵初始 ｐＨ值为５时，
木质素降解的效果最适合；因素 Ｂ（含水量）的关系为 Ｂ３＞
Ｂ２＞Ｂ４＞Ｂ１，当含水量为５０％时，复合菌可以达到降解木质
素的最适合状态；因素Ｅ（时间）的关系为 Ｅ４＞Ｅ３＞Ｅ２＞Ｅ１，
当固体发酵时间在３５ｄ时，木质素降解率最大，由于在固体
发酵３０ｄ之后木质素降解率变化不明显，因此为了节约时
间，选择了Ｅ２，即当发酵２５ｄ时，木质素降解率为最适合固
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表６　复合菌固体发酵降解木质素优化条件的Ｌ１６（５４）正交试验结果

试验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｅ 降解率

（％）
１ １ １ １ １ １ １８．６５
２ １ ２ ２ ２ ２ ３７．４６
３ １ ３ ３ ３ ３ ４９．１１
４ １ ４ ４ ４ ４ １６．６９
５ ２ １ ２ ３ ４ ４２．５９
６ ２ ２ １ ４ ３ ３５．８６
７ ２ ３ ４ １ ２ １８．９５
８ ２ ４ ３ ２ １ ３９．６７
９ ３ １ ３ ４ ２ ３２．９６
１０ ３ ２ ４ ３ １ ２５．６９
１１ ３ ３ １ ２ ４ ４３．４２
１２ ３ ４ ２ １ ３ ３２．４８
１３ ４ １ ４ ２ ３ １８．６７
１４ ４ ２ ３ １ ４ ３３．５９
１５ ４ ３ ２ ４ １ ２９．２７
１６ ４ ４ １ ３ ２ ４１．９７
ｋ１ ３０．４７７ ２８．２１８ ３４．９７５ ２５．９１７ ２８．３２０
ｋ２ ３４．２６７ ３３．１５０ ３５．４５０ ３４．８０５ ３２．８３５
ｋ３ ３３．６３８ ３５．１８８ ３８．８３３ ３９．８４０ ３４．０３０
ｋ４ ３０．８７５ ３２．７０３ ２０．０００ ２８．６９５ ３４．０７３
Ｒ ３．７９０ ６．９７０ １８．８３３ １３．９２３ ５．７５３

表７　复合菌固体发酵降解木质素优化条件的正交试验方差分析

变异来源 偏差平方和 自由度 Ｆ值 Ｆ０．０５
Ａ ４４．０４５ ３ ０．１４２ ２．４９０
Ｂ １０３．５５３ ３ ０．３３４ ２．４９０
Ｃ ８４４．１６３ ３ ２．７２６ ２．４９０
Ｄ ４６７．４３３ ３ １．５１０ ２．４９０
Ｅ ８９．０４２ ３ ０．２８８ ２．４９０
误差 １５４８．２４０

　　注：表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。

体发酵时间；而因素Ａ（接种量）的关系为Ａ２＞Ａ３＞Ａ４＞Ａ１，
即当接种量为６％时，木质素降解率最适合。

综合分析，选择的最优组合为 Ａ２Ｂ３Ｃ３Ｄ３Ｅ２，即当复合菌
（ＨＹ－ＹＹ－ＺＹＳ）在固体发酵条件为接种量 ６％、含水量
５０％、温度３２℃、ｐＨ值５、固体发酵时间２５ｄ时，木质素降解
效率最好。

２．３　最佳降解条件的验证
将复合菌（ＨＹ－ＹＹ－ＺＹＳ）按照优化前后的降解条件固

体发酵，分别测定竹材木质素降解率及选择系数。结果表明，

在原始条件下，白腐真菌组合（ＨＹ－ＹＹ－ＺＹＳ）竹材木质素
降解率为３８．５４％，选择系数为３．６４；经过降解条件优化后，
白腐真菌组合（ＨＹ－ＹＹ－ＺＹＳ）竹材木质素降解率为
６０２９％，选择系数为１２．７９，降解率增加了２１．７５百分点，选
择系数增加了９．１５，降解时间缩短５ｄ，竹材木质素降解率、
选择系数，生产效率明显提高，且降低了生产成本。

３　结论与讨论

白腐菌降解木质素主要是在次生代谢期间产木质素降解

酶，从而达到降解木质素的作用。影响木质素降解酶生物合

成的培养基成分主要因素有碳源、氮源、金属离子、初始 ｐＨ

值、诱导剂和表面活性剂等，为菌株营造一个有利于木质素降

解酶系形成和运行的发酵环境，是生物降解木质素研究的重

要内容［９－１２］。本研究以降解率和选择系数为主要指标，采用

单因素优化方法结合均匀设计试验，对白腐真菌组合（ＨＹ－
ＹＹ－ＺＹＳ）固体发酵降解竹材木质素培养基条件进行了优
化：酒石酸铵０．２ｇ／Ｌ、葡萄糖１４ｇ／Ｌ、Ｃａ２＋０．８ｍｍｏｌ／Ｌ、Ｍｎ２＋

０．６ｍｍｏｌ／Ｌ时，降解率为４６．２９％，选择系数为１０．７２。
白腐菌固体发酵降解木质素培养条件主要因素有接种

量、氧气浓度、温度、含水量等［１３］。本研究以降解率和选择系

数为主要指标，采用正交设计试验，对白腐真菌组合（ＨＹ－
ＹＹ－ＺＹＳ）固体发酵降解竹材木质素培养条件进行优化，得
到最优组合为Ａ２Ｂ３Ｃ３Ｄ３Ｅ２，即当复合菌（ＨＹ－ＹＹ－ＺＹＳ）的
固体发酵条件为接种量 ６％、含水量 ５０％、温度 ３２℃、ｐＨ
值＝５，固体发酵时间２５ｄ时，木质素降解率最高。将复合菌
（ＨＹ－ＹＹ－ＺＹＳ）分别按照优化前后的降解条件固体发酵，
分别测定竹材木质素降解率及选择系数，进行最佳降解条件

的验证。结果表明，在原始条件下，白腐真菌组合（ＨＹ－
ＹＹ－ＺＹＳ）竹材木质素降解率为３８．５４％，选择系数为３．６４；
经过降解条件优化后，白腐真菌组合（ＨＹ－ＹＹ－ＺＹＳ）竹材
木质素降解率为６０．２９％，选择系数为１２．７９，降解率增加了
２１．７５百分点，选择系数增加了９．１５，降解时间缩短５ｄ，竹材
木质素降解率、选择系数、生产效率均得到了明显提高，且降

低了生产成本。
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