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研究报告 

一株低温木质素降解菌的筛选、产酶优化及酶学性质 

韩月颖 1  张喜庆 1  曲云鹏 2  高云航*1 
1 吉林农业大学动物科学技术学院  吉林 长春  130118 

2 吉林市船营区林业和畜牧业管理局  吉林 吉林  132000 

摘  要：【背景】我国北方地区秋冬两季平均气温较低，低温环境使得秸秆更难自然降解。【目的】

筛选高效低温木质素降解菌，探索其酶学特性并提高其产酶性能和秸秆降解效率。【方法】通过苯

胺蓝法和酶活测定对菌株进行筛选，以 Lip、Lac、Mnp 酶活力为评价指标，采用单因素和响应面法

进行产酶条件优化及酶学性质研究，通过固态发酵试验研究其对秸秆的降解效率。【结果】筛选到

一株高效菌 LS-1，经形态学和分子生物学鉴定其为嗜麦芽窄食单胞菌。菌株 LS-1 在木质素为碳源、

蛋白胨为氮源、pH 8.0、培养温度 15 °C、培养时间 3 d时产酶效果最佳，其中 Lip酶活力为 23.34 U/mL、

Lac 酶活力为 9.37 U/mL、Mnp 酶活力为 50.89 U/mL。Lip 和 Lac 最适作用温度为 30 °C 且热稳定性

良好，Mnp 最适作用温度为 50 °C 但热稳定性较差。Lac 最适作用 pH 4.0 且耐酸性较好，Lip 和 Mnp

最适作用 pH 5.0；0.75 mmol/L Mg2+和 0.5%吐温-20 对 Lip 有促进作用，1 mmol/L Cu2+和丁香酸对

Lac 有促进作用，0.1%−0.5%吐温-20 均对 Mnp 有促进作用。15 °C 固态发酵后，秸秆失重率达 18.85%，

木质素降解率达 36.14%，比对照组提高约 6 倍以上。【结论】本研究为低温木质素高效降解提供了

优质菌种资源，在秸秆降解方面具有良好的应用前景。 

关键词：低温木质素降解菌，产酶优化，酶学性质，秸秆降解 

Screening, enzyme-production optimization and enzymatic 
properties of a low-temperature lignin-degrading bacteria 
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Abstract: [Background] In northern China, the average temperature in autumn and winter is low, which 
makes straw more difficult to degrade naturally. [Objective] Screening high efficiency lignin-degrading 
bacteria of low-temperature, explore enzymatic properties and improve enzyme-producing performance and 
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straw degradation efficiency. [Methods] High efficiency lignin degradation strains were screened by aniline 
blue method and enzyme activity determination, and the enzymatic production conditions were optimized by 
single-factor screening and response surface experiment, and the degradation efficiency of straw was 
determined through solid-state fermentation experiments. [Results] An efficient lignin-degradation strain LS-1 
was screened and identified as Stenotrophomonas maltophilia. When the carbon and nitrogen sources of LS-1 
were lignin and pepone, pH 8.0, temperature 15 °C, time 3 days, the activities of Lip, Lac and Mnp were  
23.34 U/mL, 9.37 U/mL and 50.89 U/mL, respectively. The optimal temperature of Lip and Lac was 30 °C and 
the thermal stability was well, while the optimal temperature of Mnp was 50 °C and the thermal stability was 
poor, the optimum action environment of the three enzymes was acidic. 0.75 mmol/L Mg2+ and 0.5% 
Tween-20 can promote Lip activity, 1 mmol/L Cu2+ and syringic acid can promote Lac activity, and 
0.1%−0.5% Tween-20 can promote Mnp activity. After low-temperature solid-state fermentation, the weight 
loss rate of straw was 18.85%, and the lignin degradation rate was 36.14%, which was about 6 times higher 
than that of the control group. [Conclusion] This experimental provides high-quality bacterial resources for 
the efficient degradation of low-temperature lignin and has a well application prospect in straw degradation. 

Keywords: low-temperature lignin-degrading bacteria, enzyme production optimization, enzymology 
properties, straw degradation 

我国作为农业生产大国，秸秆所造成的资源浪

费和环境污染已经成为全球亟待解决的问题[1-2]，而

造成秸秆难自然降解的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]。木

质素资源丰富，是打造生态经济的一种可持续性资

源[4-5]。 

我国北方地区由于秋冬两季平均气温较低，低

温条件下酶活性容易降低或失活，极大地限制了常

温菌对秸秆的降解效率。康志超[6]在森林表层土壤

中筛选出低温木质纤维素降解菌群，木质素降解率

最高达 35.8%。张洪源等[7]发现，当土壤温度低于

16 °C 时微生物对秸秆的降解效果很差。由此可见，

低温菌的筛选具有良好的应用前景。 

目前，关于低温纤维素降解菌已有大量研究，

而低温木质素降解微生物的研究则较少[8]。关于微

生物降解木质素，主要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[9]。早在 1983 年，

Tien 等[10]首次从真菌胞外液中发现了参与木质素

降解的木质素过氧化物酶和锰过氧化物酶。此后国

内外学者开展了微生物分泌木质素降解酶的相关

研究[11-12]。为提高微生物产酶性能，研究人员进行

了大量关于木质素降解菌的筛选及产酶条件优化

研究，然而关于低温木质素降解菌的研究却相对较

少。影响酶活力因素主要有碳源、氮源、温度、时

间、pH 值及诱导剂等[13]。尚洁等[14]对一株白腐真

菌所产锰过氧化物酶的条件进行优化，酶活力提高

约 3.59 倍。Nayana 等[15]对一株优化后的木质素降

解功能菌添加了 0.5 g/L Mn2+和 1.5%吐温-80，结果

Lip 酶活力高达 345.26 U/mL。由此可见，产酶条

件优化对于提高木质素降解酶活性具有重要意义
[16]。此外，由于酶结构的复杂性及特异性，使得酶

学性质的研究对于酶的生产应用具有重要意义。 

本实验分离获得一株具有木质素降解能力的

菌株 LS-1，通过单因素和响应面法对其进行产酶条

件优化及酶学性质研究，通过固态发酵试验研究其

秸秆降解功能，以期为木质素高效降解及秸秆资源

利用提供优质微生物菌种资源和理论依据。 

1  材料 

1.1  样品来源 

冻土土壤样品采自长白山南坡麓下阔叶林中

腐烂树叶下(采样深度 10−20 cm)。 

1.2  培养基 

LB 液体培养基：蛋白胨 2.0 g，NaCl 2.0 g，酵

母浸粉 1.0 g，蒸馏水 200 mL，pH 自然，1×105 Pa

灭菌 20 min。 

木质素选择培养基：蛋白胨 0.2 g，碱性木质素

0.6 g，NaCl 1.0 g，琼脂粉 3.0 g，蒸馏水 200 mL，
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pH 自然，1×105 Pa 灭菌 20 min。 

苯胺蓝培养基：将 1%的苯胺蓝母液按 1%的体

积分数加入 LB 培养基中，1×105 Pa 灭菌 20 min。 

发酵培养基：碱性木质素 1.0 g，牛肉膏 1.0 g，

NaCl 1.0 g，蛋白胨 2.0 g，蒸馏水 200 mL，pH 自

然，1×105 Pa 灭菌 20 min。 

1.3  主要试剂和仪器 

碱性木质素、葡萄糖、蔗糖、麸皮、淀粉、蛋白

胨、酵母粉、酒石酸钠、尿素、硫酸铵、藜芦醇(VA)、

丁香酸、2,2-联氮-二(3-乙基-苯并噻唑-6-磺酸)二铵盐

(ABTS)，索莱宝生物技术有限公司；细菌基因组提取

试剂盒，生工生物工程(上海)股份有限公司；CuSO4、

FeSO4、MnSO4、ZnSO4、MgSO4、吐温-20 等其他

试剂均为国产或进口分析纯。振荡培养箱，上海博

讯实业有限公司医疗设备厂；紫外-可见分光光度

计，岛津公司；恒温水浴锅，上海精宏实验设备有

限公司；高速冷冻离心机，Sigma 公司。 

2  方法 

2.1  菌株筛选 

将 5.0 g 土壤样品加入 200 mL 生理盐水中，

15 °C、120 r/min 振荡混匀 3 h。静置 1 h 后取上清液

稀释到 10−1−10−9，分别在木质素选择培养基上进行涂

布。挑取不同形态菌落进行划线分离。采用苯胺蓝脱

色法[17]，根据脱色圈直径初步筛选出具有产木质素降

解酶能力的菌株，将脱色圈直径较大的菌株保存备用。 

2.2  菌株鉴定 

将筛选出的菌株 LS-1 进行菌株形态学观察和

革兰氏染色，并进行分子学鉴定。细菌 DNA 的提

取按照细菌基因组提取试剂盒进行。以菌株 DNA

为 模 板 ， 使 用 16S rRNA 基 因 通 用 引 物 27F 

(5ʹ-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3ʹ) 和 1492R 

(5ʹ-GGTTACCTTGTTACGACTT-3ʹ)进行 PCR 扩增。

PCR 反应体系：模板 1 μL，上、下游引物(10 μmol/L)

各 1 μL，Master Mix 12.5 μL，ddH2O 9.5 μL。PCR

反应条件：94 °C 5 min；94 °C 2 min，55 °C 50 s，

72 °C 1 min，30 个循环；72 °C 10 min。扩增产物

在进行琼脂糖凝胶电泳检测之后送至生工生物工

程(上海)股份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。 

2.3  菌株生长情况测定 

菌株用木质素选择培养基 15 °C 活化后接种至

LB 液体培养基，15 °C、120 r/min 培养 48 h。按 1% 

(体积分数)接种至 LB 液体培养基中，同样条件培

养。每隔 12 h 取菌液 3 mL，12 000 r/min 离心 3 min，

弃上清，将菌体沉淀用生理盐水悬浮。用紫外-可见

分光光度计在波长 600 nm 处测定菌悬液的吸光度

值，以生理盐水调零。 

2.4  粗酶液的制备 

将培养至第 72 h 的菌液作为种子液接种至液

体发酵培养基中，15 °C、120 r/min 培养 3 d。4 °C、

8 000 r/min 离心 10 min，上清液即为粗酶液。 

2.5  酶活力测定 

木质素过氧化物酶(Lip)酶活力测定参照 Tien 

等 [10]方法，锰过氧化物酶(Mnp)酶活力测定参照

Wariishi 等 [18] 方法，漆酶 (Lac)酶活力测定参照

Wolfenden 等[19]方法。 

2.6  产酶条件优化 

2.6.1  碳氮源优化 

分别选取木质素、葡萄糖、蔗糖、麸皮和淀粉

作为碳源，选取蛋白胨、酵母粉、酒石酸钠、尿素

和硫酸铵作为氮源。将种子液按1%接种量接种至不

同碳氮源的发酵培养基中，15 °C、120 r/min 培养   

3 d。4 °C、8 000 r/min 离心 10 min，取上清液，分

别测定 Lip、Lac 和 Mnp 酶活力。 

2.6.2  培养条件优化 

采用最优碳氮源，pH 分别选取 5.0、6.0、7.0、

8.0、9.0，发酵温度分别选取 5、10、15、20、25 °C，

发酵时间选取 1、2、3、4、5、6 d，进行单因素优化。 

2.6.3  培养条件响应面优化设计 

以单因素试验结果为基础，对发酵培养基 pH

值(A)、温度(B)、时间(C)这 3 个因素进行 3 因素    

3 水平的 Box-Behnken 设计，试验因素水平及编码

如表 1 所示。 
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表 1  Box-Behnken 试验因素水平及编码 
Table 1  Box-Behnken test factor level and coding 

水平 

Level 

A pH 值 

pH 

B 温度 

Temperature (°C) 

C 时间  

Time (d) 
−1 7.0 10 2 

0 8.0 15 3 

1 9.0 20 4 

 

2.7  酶学性质的研究 

2.7.1  温度对酶活力的影响 

利用优化后的培养条件制备粗酶液，分别在

10、20、30、40、50、60 °C 测定 Lip、Lac、Mnp

酶活力，以最高酶活力为 100%计算相对酶活力，

确定 3 种酶最适反应温度。在最适反应温度下分别

将粗酶液保温 20、40、60、80、100 min 测定酶活

力，以未保温粗酶液酶活力为 100%计算相对酶活

力，确定 3 种酶的热稳定性。 

2.7.2  pH 值对酶活力的影响 

最适反应温度下，将粗酶液分别在 pH 4.0、5.0、

6.0、7.0、8.0、9.0 的反应条件下测定 Lip、Lac、

Mnp 酶活力，以最高酶活力为 100%计算相对酶活

力，确定 3 种酶的最适 pH 值。将粗酶液与最适 pH

值的缓冲液共同作用 20、40、60、80、100 min 测

定酶活力，以未作用的粗酶液酶活力为 100%计算

相对酶活力，确定 3 种酶的 pH 值稳定性。 

2.7.3  诱导剂对酶活力的影响 

选择 1 mmol/L 的 Cu2+、Fe2+、Mn2+、Zn2+、

Mg2+、丁香酸和 3%吐温-20 这 7 种诱导剂添加至发

酵培养基中。以不添加诱导剂的发酵培养基作为对

照，酶活力记为 100%。计算添加诱导剂后的相对

酶活力。 

筛选出对酶活力有促进作用的诱导剂，测定不

同浓度诱导剂对酶活力的影响。Cu2+、Fe2+、Mn2+、

丁香酸浓度分别为0.75、1.00、1.25、1.50、1.75 mmol/L，

吐温-20 分别为 0.1%、0.2%、0.3%、0.4%、0.5%。

以未添加诱导剂的对照组酶活力为 100%计算相对

酶活力。 

2.8  秸秆降解试验研究 

玉米秸秆粉碎后过 60 目筛，1×105 Pa 灭菌   

20 min，105 °C 烘干。试验组将 3.0 g 秸秆与 1 mL

菌液接种至 100 mL 产酶培养基中，15 °C、120 r/min

培养，对照组接种生理盐水，每组设置 3 个平行样。

固态发酵 20 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[20]测定木质素

含量，计算木质素降解率。分别取对照组和试验组

秸秆干燥后进行扫描电镜观察。 

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)×空白组

木质素含量/降解后木质素含量。 

3  结果与分析 

3.1  菌株筛选 

经苯胺蓝初筛后发现一株产脱色圈直径较大

的菌株 LS-1，结果如图 1 所示。对 LS-1 进行酶活

力测定，Lip 酶活力为 20.01 U/mL，Lac 酶活力为

9.78 U/mL，Mnp 酶活力为 31.29 U/mL。 

3.2  菌株鉴定 

菌株 LS-1 的形态学鉴定结果如图 2 所示。菌

株在 LB 培养基上呈现较小的圆形菌落，乳白色，

表面边缘光滑。染色镜检可见菌体呈短杆状，革兰

氏阴性菌。 

菌株 LS-1 的 PCR 扩增产物长度为 1 442 bp，

将该产物序列在 GenBank 数据库中进行 BLAST 比

对，利用 MEGA 7.0 软件构建系统发育树，如 
 

 
 

图 1  菌株 LS-1 所产脱色圈 
Figure 1  Decolorization ring produced by strain LS-1 
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图 2  菌株 LS-1 菌落形态(A)和革兰氏染色结果(B) 
Figure 2  Colony morphology (A) and Gram staining (B) 
of strain LS-1 
 

图 3 所示。结果显示菌株 LS-1 与嗜麦芽窄食单胞

菌在同一个分支上，综合形态学特征及《常见细菌

系统鉴定手册》[21]描述，确定 LS-1 为嗜麦芽窄食

单胞菌(Stenotrophomonas maltophilia)。 

3.3  菌株生长情况的测定 

如图 4 所示，菌株在 72 h 内呈现对数生长，第

72 h 菌液 OD600 值达到最高，随后进入稳定期，并

在 108 h 后呈缓慢的下降趋势。 

3.4  产酶条件优化 

3.4.1  最佳碳氮源确定 

如图 5A 所示，以木质素为碳源时 Lip 和 Lac

酶活力均最高，分别为 20.11 U/mL 和 9.78 U/mL；

以葡萄糖为碳源时 Mnp 酶活力最高，木质素与其相

比略低；结合碳源来源及性能，最终确定木质素为

最优碳源。 

如图 5B 所示，以蛋白胨为氮源时 Lip 和 Lac

酶活力均最高，分别为 20.11 U/mL 和 9.86 U/mL，

最终确定蛋白胨为最优氮源。 

3.4.2  最佳培养条件确定 

如图 6A 所示，Lip、Lac、Mnp 酶活力均随着 pH

值增加而呈现上升趋势，pH 8.0 时达到最大值，随后

呈下降趋势，因此确定发酵最佳 pH 值为 8.0。如图

6B 所示，培养温度为 15 °C 时 Lip 和 Lac 酶活力最高，

而 Mnp 在 20 °C 时酶活力最高，15 °C 其次。结合试

验要求，选择 15 °C 作为最佳培养温度。如图 6C 所

示，第 3 天时 3 种酶的酶活力达到最高，随后呈下降

趋势，其中 Lac 和 Mnp 酶活力下降较为缓慢，而 Lip

酶活力急剧下降。因此，确定 3 d 为最佳培养时间。 

3.4.3  培养条件的响应面优化 

根据 Box-Behnken 中心复合设计原理，以 pH 

 

 
 

图 3  菌株 LS-1 基于 16S rRNA 基因序列的系统发育树 
Figure 3  Phylogenetic of strain LS-1 based on 16S rRNA gene sequence 

注：括号中序号为相关菌株的登录号；分支处数字为 Bootstrap 支持率；标尺刻度为序列差异的分支长度 
Note: The numbers in parentheses are accession numbers of related strains; The numbers in each branch points are percentages supported by 
bootstrap; Bar is nucleotide divergence 
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图 4  培养时间对菌株 LS-1 生长情况的影响 
Figure 4  Effect of culture time on the growth of strain LS-1 

 
值(A)、温度(B)和时间(C)为 3 个自变量，以 Lip 酶

活力(Y1)、Lac 酶活力(Y2)和 Mnp 酶活力(Y3)为因变

量设计了 3 因素 3 水平的响应面分析试验，具体结

果如表 2 所示。 

(1) 模型建立及方差分析 

采用 Design Expert 软件分别对 Lip (Y1)、Lac (Y2)

和 Mnp (Y3)酶活力优化试验结果进行多元回归拟合

分析，得到回归模型：  

Y1=22.95+1.79A−2.92B+0.76C−0.50AB+ 

0.40AC+0.51BC−6.36A2−4.13B2−4.03C2； 

Y2=9.22+1.56A+0.68B+0.69C+0.21AB−0.15AC−

0.24BC−2.70A2−2.32B2−2.06C2； 

Y3=50.60+3.34A+3.77B+0.88C+0.48AB+ 

0.30AC+0.85BC−8.55A2−13.18B2−7.74C2。 

对二次模型进行方差和显著性分析，结果分别见

表 3–5。由表 3–5 可知，3 种酶试验结果所选模型 P

值均小于 0.001，说明显著性极高。失拟检测 P 值均

大于 0.05，模型决定系数 R2 值均在 0.9 以上，说明模 
 
 
 
 
 

 
 

图 5  碳源(A)和氮源(B)对菌株 LS-1 酶活力的影响 
Figure 5  Effect of carbon source (A) and nitrogen source (B) on enzyme activity of strain LS-1 
 

 
 

图 6  pH 值(A)、温度(B)和时间(C)对菌株 LS-1 酶活力的影响 
Figure 6  Effect of pH (A), temperature (B) and time (C) on enzyme activity of strain LS-1 
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表 2  响应面法设计的 17 组试验方案及结果 
Table 2  The response surface method was used to design 17 experimental schemes and results 

试验号 

No. 

A pH 值 

pH 

B 温度 

Temperature (°C) 

C 时间 

Time (d)

Y1 Lip 酶活力  

Lip activity (U/mL)

Y2 Lac 酶活力   

Lac activity (U/mL) 

Y3 Mnp 酶活力 

 Mnp activity (U/mL)
1 0 0 0 24.32 9.64 49.69 

2 1 1 0 11.75 6.69 37.73 

3 0 0 0 22.56 9.03 50.06 

4 0 1 −1 9.67 5.28 30.00 

5 −1 0 1 11.12 4.00 31.11 

6 −1 0 −1 10.90 1.82 30.56 

7 1 0 1 15.00 6.81 38.65 

8 −1 −1 0 12.16 2.12 20.96 

9 1 −1 0 17.24 4.83 26.40 

10 0 0 0 21.99 8.94 49.97 

11 0 −1 −1 17.90 3.53 26.99 

12 0 1 1 12.70 5.67 34.05 

13 1 0 −1 13.19 5.21 36.91 

14 −1 1 0 8.68 3.14 30.37 

15 0 0 0 23.77 8.11 50.62 

16 0 0 0 22.10 10.39 52.64 

17 0 −1 1 18.89 4.89 27.65 

 
表 3  Lip 模型回归分析 
Table 3  Model regression analysis of Lip 

误差来源 

Source 

平方和 

Sum of mean square 

自由度 

Free degree 

均方 

Mean square 

F 值 

F value 

P 值 

P value 

模型 Model 446.02 9 49.56 38.36 <0.000 1 

A 25.63 1 25.63 19.84 0.003 0 

B 68.39 1 68.39 52.93 0.000 2 

C 4.58 1 4.58 3.54 0.101 9 

AB 1.01 1 1.01 0.78 0.405 9 

AC 0.63 1 0.63 0.49 0.506 8 

BC 1.04 1 1.04 0.81 0.399 3 

A2 170.53 1 170.53 132.00 <0.000 1 

B2 71.70 1 71.70 55.50 0.000 1 

C2 68.43 1 68.43 52.97 0.000 2 

残差 Residual 9.04 7 9.04   

失拟 Lack of fit 4.70 3 4.70 1.44 0.355 7 

纯误 Pure error 4.35 4 4.35   
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表 4  Lac 模型回归分析 
Table 4  Model regression analysis of Lac 

误差来源 

Source 

平方和 

Sum of mean square 

自由度 

Free degree 

均方 

Mean square 

F 值 

F value 

P 值 

P value 

模型 Model 106.96 9 11.88 24.30 0.000 2 

A 19.41 1 19.41 39.69 0.000 4 

B 3.66 1 3.66 7.48 0.029 1 

C 3.82 1 3.82 7.82 0.026 7 

AB 0.18 1 0.18 0.36 0.567 0 

AC 0.084 1 0.084 0.17 0.690 8 

BC 0.24 1 0.24 0.48 0.510 3 

A2 30.80 1 30.80 63.00 <0.000 1 

B2 22.71 1 22.71 46.44 0.000 2 

C2 17.82 1 17.82 36.44 0.000 5 

残差 Residual 3.42 7 3.42   

失拟 Lack of fit 0.53 3 0.53 0.24 0.861 5 

纯误 Pure error 2.89 4 2.89   

 
表 5  Mnp 模型回归分析 
Table 5  Model regression analysis of Mnp 

误差来源 

Source 

平方和 

Sum of mean square 

自由度 

Free degree 

均方 

Mean square 

F 值 

F value 

P 值 

P value 

模型 Model 1 644.42 9 182.71 56.58 <0.000 1 

A 89.04 1 89.04 27.57 0.001 2 

B 113.63 1 113.63 35.19 0.000 6 

C 6.13 1 6.13 1.90 0.210 9 

AB 0.92 1 0.92 0.29 0.609 7 

AC 0.35 1 0.35 0.11 0.750 3 

BC 2.87 1 2.87 0.89 0.377 0 

A2 307.66 1 307.66 95.27 <0.000 1 

B2 731.75 1 731.75 226.60 <0.000 1 

C2 252.28 1 252.28 78.12 <0.000 1 

残差 Residual 22.61 7 22.61   

失拟 Lack of fit 16.93 3 16.93 3.97 0.107 9 

纯误 Pure error 5.68 4 5.68   

 
型与试验情况拟合良好，可以用来分析和预测最佳产

酶条件。方差分析结果表明，pH 和温度因素对 3 种

酶的酶活力影响 P 值均小于 0.05，说明 pH 和温度对

3 种酶活力影响均显著；而时间因素仅对 Mnp 结果

影响显著，对其余 2 种酶影响不显著。 

(2) 响应面分析 

为考察各因素交互作用对 3 种酶活力的影响，对

试验结果进行二次响应面立体分析，其中部分等高线

和响应面图如图 7−9 所示，pH 和温度因素交互作用对

3 种酶活力影响等高线图均趋近于圆形，说明两者交互

作用对 3 种酶活力影响均不显著。同样地，pH 与时间

及温度与时间的交互作用对3种酶活力影响均不显著。

在培养时间为 3 d 时，pH 7.0 增加至 pH 9.0，温度 10 °C

增加至 20 °C，3 种酶活力均呈先升高后下降趋势，

凸起顶点处即为响应优化最大值。同样，pH 与时间

及温度与时间的交互作用对 3 种酶的影响趋势相同。 
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图 7  因素交互作用对 Lip 酶活力影响的部分等高线(A)和响应面图(B) 
Figure 7   Partial contour lines (A) and response surface diagrams (B) of the influence of factor interaction on Lip activity 

 

 

 
图 8  因素交互作用对 Lac 酶活力影响的部分等高线(A)和响应面图(B) 
Figure 8   Partial contour lines (A) and response surface diagrams (B) of the influence of factor interaction on Lac activity 

 

 

 
图 9  因素交互作用对 Mnp 酶活力影响的部分等高线(A)和响应面图(B) 
Figure 9   Partial contour lines (A) and response surface diagrams (B) of the influence of factor interaction on Mnp enzyme 
activity 
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图 10  3 种酶的最适温度(A)及热稳定性(B) 
Figure 10   Optimum temperature (A) and thermal stability (B) of the three enzymes 

 

3.5  酶学性质的研究 

3.5.1  3 种酶的最适温度及热稳定性 

由图 10A 可知，3 种酶在 10−60 °C 之间均具有

酶活性，Lip 和 Lac 最适作用温度为 30 °C，而 Mnp

最适作用温度为 50 °C。 

由图 10B 可知，Lip 和 Lac 具有良好热稳定性，

在 30 °C 保温 100 min 后保持约 70%和 40%活性。

Mnp 热稳定性较差，50 °C 保温 20 min 后仅保持约

35%活性。 

3.5.2  3 种酶的最适 pH 值及 pH 值稳定性 

由图 11A 可知，Lac 最适作用 pH 值为 4.0，Lip

和 Mnp 最适作用 pH 值为 5.0，说明 3 种酶在酸性

环境条件下均能发挥最大酶活性。 

由图 11B 可知，Lip 和 Mnp 在 pH 5.0 的缓冲液

中作用 20 min 后均保持着约 60%的活性，随着时间

的延长酶活性逐渐下降，100 min 后酶活力仅剩约

20%。然而 Lac 在 pH 4.0 环境条件下作用 20 min

可保持约 70%的酶活性，100 min 后酶活力剩余

约 40%。由此可见，Lac 对于酸性环境的适应能

力更强。 

3.5.3  最佳诱导剂的选择 

由图 12 可知，金属离子中，Mg2+对 Lip 酶活

力有一定促进作用，Cu2+对 Lac 酶活力有一定促进

作用，而 Fe2+、Mn2+、Zn2+对 3 种酶均有不同程度

的抑制作用。此外，吐温-20 对 Lip、Mnp 酶活力

有一定促进作用，丁香酸对 Lac 酶活力有一定促进

作用。 

3.5.4  不同诱导剂浓度对酶活性的影响 

由图 13A 和 13B 可知，Mg2+对 Lip 的促进作用

随着浓度增加呈下降趋势，0.75 mmol/L 为最佳浓

度，吐温-20 对 Lip 的促进作用随着浓度增加呈上

升趋势，0.5%为最佳添加量。由图 13C 可知，Cu2+ 
 

 
 

图 11  3 种酶的最适 pH (A)及 pH 稳定性(B) 
Figure 11   Optimal pH (A) and pH stability (B) of the three enzymes 
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图 12  不同诱导剂对菌株 LS-1 产 Lip (A)、Lac (B)和 Mnp (C)的影响 
Figure 12  The effect of different inducers on Lip (A), Lac (B) and Mnp (C) produced by strain LS-1 

 
 

图 13   诱导剂不同浓度对菌株 LS-1 产 Lip (A)、Lac (B)和 Mnp (C)的影响 
Figure 13   Effect of different concentration of inducer on Lip (A), Lac (B) and Mnp (C) produced by strain LS-1 

和丁香酸均在 1.00 mmol/L 时对 Lac 酶活力具有最

大促进作用，其他浓度的 Cu2+对于 Lac 的促进作用

不显著。当丁香酸浓度高于 1.00 mmol/L 时，其对

Lac 有显著抑制作用。由图 13D 可知，0.1%−0.5%

吐温-20 对 Mnp 酶活力均有促进作用，其中 0.3%为

最佳浓度。 

3.6  秸秆降解试验 

经过 20 d 的低温固态发酵，对照组秸秆失重率

为 6.51%、木质素含量为 21.83%；试验组秸秆失重

率为 18.85%、木质素含量为 16.73%。菌株 LS-1 对

秸秆中木质素降解率达 36.14%，与对照组相比提高

约 6 倍以上。通过扫描电镜观察秸秆表面形态变化，

结果如图 14 所示，对照组秸秆(图 14A 和 14B)表面

结构紧密，未见组织壁变薄情况，试验组秸秆(图

14C 和 14D)经菌株发酵处理后可见组织壁变薄、结

构疏松、表面出现清晰可见的蜂窝状降解孔洞。 
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图 14  菌株 LS-1 固态发酵 20 d 后秸秆扫描电镜观察 
Figure 14  Scanning electron microscope observation of the straw after 20 days of solid-state fermentation of strain LS-1 

注：A：未接菌处理秸秆，放大倍数为 2 000×；B：未接菌处理秸秆，放大倍数为 1 000×；C：LS-1 处理秸秆，放大倍数为 2 000×；

D：LS-1 处理秸秆，放大倍数为 1 000× 
Note: A: Uninoculated treated straw, magnification is 2 000×; B: Uninoculated treated straw, magnification is 1 000×; C: LS-1 treatment of 
straw, magnification is 2 000×; D: LS-1 treatment of straw, magnification is 1 000× 
 

4  讨论与结论 

木质素、纤维素和半纤维素是木质纤维素三大

主要组成物质，其中木质素来源广泛、资源丰富，

是打造生态经济的一种可持续性资源。生态循环系

统中，大部分地区常年气温较低，造成木质素和纤

维素资源未能得到有效处理与利用[22]。目前对于低

温木质素降解的研究相对较少。本实验分离得到一

株高效低温木质素降解菌，经鉴定为嗜麦芽窄食单

胞菌。通过单因素和响应面法对其进行产酶条件优

化，探究其酶学性质和秸秆降解功能。 

产酶优化结果显示，菌株 LS-1 在以木质素和

蛋白胨作为碳氮源、pH 8.0、培养温度 15 °C、培养

时间 3 d 时产酶效果最佳。张淑红等[23]从青藏高原

冰山雪样中筛选到的低温纤维素降解菌最适产酶

温度为 30 °C。罗立津等[24]所筛选到的一组低温木

质纤维素降解菌群最适发酵时间为 120 h。与 

上述研究相比，菌株 LS-1 对低温环境的适应性更

强、发酵时间更快。尹静等[25]分离出一株同时产   

3 种降解酶的真菌，其中所产锰过氧化物酶活性最

强但仅为 16.4 U/mL。本研究中，菌株 LS-1 不仅

具有同时产 3 种降解酶的能力，而且产酶效果远远

高于上述研究。 

酶学性质的研究对于木质素降解和酶的生产

应用意义重大。大多研究[26-27]发现 Lac 最适反应温

度在 20−60 °C 之间，最佳 pH 值为 4.0−5.5 之间。

孔令营等[28]发现 Lip 最适反应温度为 35 °C、最适

pH 2.5−7.0。程晓滨[29]发现 Mnp 最适反应温度为

35−55 °C，最适 pH 3.0−7.0。本研究中，Lip 和 Lac

最适作用温度为 30 °C 且热稳定性良好，Mnp 最适

作用温度为 50 °C，热稳定性较差。这 3 种酶最适

作用环境均为酸性条件，其中 Lac 耐酸性相对较好。

这与上述研究结果基本一致。关于诱导元素对酶活
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性的影响，Baldrian[30]和 Qin 等[31]研究表明一定浓

度的金属离子对 Lip、Lac 和 Mnp 酶活力有一定促

进作用，而表面活性剂对酶活力的影响早有研究[32]，

表面活性剂能够降低液体表面张力，提高酶的稳定

性。本研究中，0.75 mmol/L Mg2+和 1 mmol/L Cu2+

分别对 Lip 和 Lac 有显著的促进作用，0.5%和 0.3%

的吐温-20 对于 Lip 和 Mnp 有显著的促进作用。 

关于木质素降解菌对秸秆的降解研究，Zheng

等 [8] 筛 选 到 一 组 低 温 木 质 纤 维 素 降 解 复 合 菌

LTF-27，15 °C 条件下培养 20 d，其木质素降解率

达 12.5%。萨如拉等[33]筛选到 2 组玉米秸秆降解复

合菌系 1 号和 8 号，15 °C 培养 15 d，秸秆分解率

分别达到 30.21%和 32.21%。本实验中，菌株 LS-1

与秸秆 15 °C 固态发酵 20 d 后，秸秆失重率达

18.85%，木质素的降解率达 36.14%，与对照组相比

提高约 6 倍以上。由此可见，同等温度范围内，LS-1

在单一菌株作用情况下降解率较高，说明该菌株在

低温降解木质素方面具有良好的应用前景。 

综上所述，本研究筛选到的菌株 LS-1 无论在

产酶方面还是秸秆降解方面效果均非常显著，而且

酶学性质较为稳定，为木质素高效降解及秸秆资源

利用提供了优质的微生物菌种资源和理论依据。 
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