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摘要：【目的】以生物质炭和米糠为载体，将木质素降解菌 No.11 通过固定化的方式制备促进园林废弃物堆肥腐熟的固

体菌剂。【方法】通过单因素试验探究接菌量 (5%、10%、15%、20%、25%)、保护剂体积分数 (0、4%、8%、12%、16%、

20%)、含水率 (5%、10%、15%、20%、25%) 的优化范围，再通过正交试验在该范围内寻找固体菌剂的最佳制备条件。

以市售常见有效微生物复合菌 (EM 菌) 菌剂为对比，将制得的菌剂添加到园林废弃物堆肥中，探究其对木质素、纤维素

降解和相关酶活力的影响。【结果】木质素降解菌 No.11 的最佳固定化条件为：接菌量 10%、保护剂体积分数 8%、含

水率 15%，制得的菌剂中有效活菌数达 1.26×1011 CFU·g−1。园林废弃物堆肥中添加自制菌剂后木质素降解相关酶 (漆

酶、锰过氧化物酶、木质素过氧化物酶) 的活力均得到提高。与添加 EM 菌相比，木质素降解率提高 8.69%；与不添加菌

剂相比，木质素降解率提高 23.91%，纤维素降解率提高 8.34%，堆肥产品达到腐熟标准。【结论】通过固定化木质素降

解菌制备的固体菌剂，其有效活菌数符合 GB 20287−2006《农用微生物菌剂》的相关要求，将菌剂添加到园林废弃物堆肥

中可提高木质素和纤维素降解率，促进堆肥产品腐熟。图 3 表 3 参 36
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Abstract: [Objective] The purpose of this research is to prepare a kind of solid microbial inoculant to promote
green waste composting by immobilizing lignin-degrading bacteria No.11,  with biochar-rice bran as a carrier.
[Method] Through single factor  experiment,  the optimal  range of  inoculation amount (5%,  10%,  15%,  20%,
25%),  volume  fraction  of  protective  agent  (0,  4%,  8%,  12%,  16%,  20%)  and  water  content  (5%,  10%,  15%,
20%,  25%)  were  explored,  and  the  best  preparation  conditions  of  solid  microbial  inoculant  were  found  by
orthogonal  test.  Taking  a  common  commercially  available  microbial  inoculant  (EM)  as  an  example,  the
microbial  agent  was  added  to  the  composting  process  of  green  waste  to  explore  its  effects  on  lignin  and
cellulose degradation and related enzyme activities. [Result] The optimal immobilization conditions of lignin-
degrading  bacteria  No.11  were  as  follows:  10%  inoculation  amount,  8%  protectant  volume fraction  and  15%
water content. The amount of the effective living bacteria in the prepared fungus reached 1.26×1011 CFU·g−1.
Enzyme  activities  related  to  lignin  degradation(laccase,  manganese  peroxidase,  and  lignin  peroxidase)  were
promoted  after  adding  self-made  microbial  inoculant.  Lignin  degradation  rate  increased  by  8.69%  compared 
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with the addition of EM bacteria. Compared with the control (without inoculant), the degradation rate of lignin
and  cellulose  increased  by  23.91%  and  8.34%,  respectively,  and  the  compost  products  reached  the  maturity
standard. [Conclusion] The  number  of  effective  viable  bacteria  of  the  solid  microbial  inoculant  prepared  by
immobilizing lignin-degrading bacteria complies with the requirements in Microbial Inoculants in Agriculture
(GB 20287−2006). Adding the inoculant to green waste compost can improve the degradation rate of lignin and
cellulose and promote the maturity of compost products. [Ch, 3 fig. 3 tab. 36 ref.]
Key words: green waste; compost; immobilized bacteria; lignin; enzyme activity

城市园林绿化事业的快速发展导致园林废弃物的数量日益增多[1]。堆肥已成为园林废弃物资源化利

用的主要方式之一 [2−5]。园林废弃物中的木本植物残体存在大量难降解的木质素。这些木质素溶解性

差，没有任何易被水解的键，分子结构复杂且不规则，含有各种稳定的复杂键型，微生物及其分泌的酶

不易与之结合[6]。这些木质素还包裹着纤维素，即使微生物可分解单独存在的纤维素，但细胞壁中木质

素对纤维素起到保护作用，纤维素的降解仍受到限制[7−8]，严重影响堆肥进程，因此促进木质素降解是

加快堆肥进程和提高堆肥产品品质的重要环节[9]。自然界中的真菌、细菌及相应微生物群落可通过产生

分解木质素的酶系统 (漆酶、锰过氧化物酶和木质素过氧化物酶)将木质素完全降解，且大多数真菌降解

效果强于细菌[6, 10]。堆肥中添加微生物菌剂可显著提高木质素降解率，加快堆肥进程[8, 11]。YU等[12] 通过

二次回归正交设计研制出了一种园林废弃物专用复合菌剂，其木质素降解能力强于有效微生物复合菌

(EM菌)。何慧中等[13] 开发出一种复合功能菌剂，添加到桉树 Eucalyptus 皮堆肥中，木质素降解效果显

著，与对照相比木质素含量下降了 78.78%。目前，有关木质素降解的菌剂研究多集中在液体菌剂，但液

体菌剂存在生产工序复杂，易污染，易失活，不便于保存等缺点。因此，有必要将木质素降解菌制成固

体菌剂，弥补液体菌剂的不足。微生物固定化技术是指通过物理或化学的手段将游离的微生物限定在一

定的空间区域，保持其生物活性并能反复利用的方法[14]。将菌株运用固定化方式制成的固体菌剂，具有

生产成本低，耐储存，不易失活，便于运输等优点，有利于菌剂在更大范围内推广和应用[15]。然而，固

体菌剂的产品质量受多种因素影响，如接菌量、保护剂浓度和含水率可直接影响菌剂产品的稳定性和应

用效果，而且国内外关于木质素降解菌固定化的研究尚不充分，有关园林废弃物堆肥的报道更为鲜见。

鉴于此，本研究将 1株木质素降解菌通过固定化的方式制成固体菌剂，以有效活菌数为评价指标，对菌

剂制作过程中的主要影响因素进行优化，再通过正交试验获得最佳固体菌剂的制备条件，将其应用到园

林废弃物堆肥中进行效果检验，以期为该类菌剂的研制与应用提供理论依据。

1    材料和方法

1.1    材料

菌种为曲霉属 Aspergillus sp.真菌 No.11[1]，目前保存于北京林业大学林学院土壤生物学实验室。堆

肥原料来源于北京植物园，主要为花草树木的人工修剪物和自然生长产生的枯枝落叶，粉碎成 1~2 cm
粒径。培养基：马铃薯葡萄糖肉汤 (PDB)培养基和马铃薯葡萄糖琼脂 (PDA)培养基。载体与保护剂：通

过预实验确定生物质炭和米糠为固定化载体，海藻糖为保护剂，载体混合质量比为 1∶1。
1.2    方法

1.2.1    种子液的制备    将 4 ℃ 保存的菌株 No.11接种到 PDA培养基上，28 ℃ 下培养 3 d完成活化。将

活化后的菌株 No.11挑取至装有 100 mL PDB培养基的摇瓶中，置于 28 ℃、200 r·min−1 的摇床中培养

48 h(对数生长期末)获得种子液备用。

1.2.2    单因素优化试验    接菌量试验：按照载体质量的 5%、10%、15%、20% 和 25% 接种种子液，调

节料水质量比为 1.0∶0.8，搅拌均匀，28 ℃ 培养 48 h。培养完成后放在 40 ℃ 烘箱中完全烘干，在室温

下干燥密封保存 30 d后，测定有效活菌数。

保护剂体积分数试验：种子液中分别添加体积分数为 0、4%、8%、12%、16% 和 20% 的保护剂，

按载体质量的 10% 接种到载体中，调节料水质量比为 1.0∶0.8，混匀后，28 ℃ 培养 48 h。培养完成后放
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在 40 ℃ 烘箱中完全烘干，在室温下干燥密封保存 30 d后，测定有效活菌数。

含水率试验：向载体中接种质量分数为 10% 的种子液，调节料水质量比为 1.0∶0.8，混合均匀，28 ℃
培养 48 h之后，放在 40 ℃ 烘箱中烘至含水率为 5%、10%、15%、20% 和 25%，在室温下干燥密封保

存 30 d后，测定有效活菌数。

1.2.3    正交试验设计    根据 1.2.2节试验结果确定优化范围，其中接菌量为 5%、10%、15%，保护剂体

积分数为 0、4%、8%，含水率为 10%、15%、20%，

进行 3因素 3水平正交试验设计。具体方案见

表 1。根据表 1，向载体中接种相应水平的种子液

和保护剂，调节料水质量比为 1.0∶0.8，混合均

匀，28 ℃ 培养 48 h，之后放在 40 ℃ 烘箱中烘至

该处理对应的含水率。将制备好的固体菌剂在室

温环境下干燥密封保存 30 d，测定有效活菌数，

确定最佳菌剂的制备条件。

1.2.4    固体菌剂堆肥效果验证    堆肥模拟试验。将粉碎后的园林废弃物分别装入 500 mL锥形瓶，装 80
g·瓶−1，调节含水率达 60%，共 4组处理，分别为不添加菌剂 (ck)、添加质量分数为 0.5% 市售 EM菌剂

(T1)、添加质量分数为 0.5% 自制固体菌剂 (T2)、添加质量分数为 1.0% 自制固体菌剂 (T3)。各组处理

3次重复。搅拌均匀后用 8层纱布封好瓶口，置于恒温培养箱中避光培养。为模拟堆肥过程中的升温、

高温和降温阶段，弥补堆肥模拟试验中因堆体较小，无法自主升温的缺陷，人工进行培养箱温度的调

节：温度从 25 ℃ 逐渐上升至 50 ℃，再逐渐降至 30 ℃。各阶段经历时间分别为 5、30、5 d。
样品采集。采集第 1、8、16、24、32、40 天的堆肥样品鲜样 1 g，测定木质素降解相关酶的酶活力；

采集第 1 天和第 40 天堆肥样品测定 pH、电导率 (EC)、D(465)/D(665)[样品滤液在 465 nm处吸光度 D(465)
和 665 nm处吸光度 D(665)的比值 ]、种子发芽指数 (IG)、木质素质量分数和纤维素质量分数等指标。

木质素降解相关酶活力测定。漆酶、锰过氧化物酶和木素过氧化物酶活力测定参照田林双[16] 的木质

素降解相关酶类测定标准方法。

堆肥腐熟指标测定。pH和 EC 测定：称取待测样品 5 g，置于 100 mL塑料瓶中，加入 50 mL蒸馏

水，200 r·min−1 振荡 1 h，过滤其上清液，用 pH 400防水型笔式 pH计和 EC 400防水型笔式电导率/
TDS/盐度计分别测定各样品的 pH和 EC；样品滤液在 465 nm处吸光度 D(465)和 665 nm处吸光度

D(665)测定：用 UV-6 100紫外可见分光光度计 (上海元析仪器有限公司)测定样品滤液在 465 nm处吸光

度 D(465)和 665 nm处吸光度 D(665)；IG 测定：取 5 g鲜样置于 100 mL塑料瓶中，加入 50 mL蒸馏

水，振荡 1 h后获取上清液，将 2张滤纸平铺到直径为 9 cm的培养皿中，滤纸上加入 5 mL上清液，以

蒸馏水为空白对照，播撒白菜 Brassica chinensis 种子 20粒·皿−1，置于 25 ℃ 培养箱中培养 48 h后记录

发芽率和根长。计算 IG，IG=(上清液处理的发芽率×根长)/(空白组的发芽率×根长)×100%。木质素、纤维

素降解率测定：木质素、纤维素质量分数分别用硝酸-乙醇法和 72% 硫酸法进行测定[17]。

1.2.5    数据分析    采用 Excel 2010 和 SPSS 22.0 软件对数据进行分析处理。

2    结果与讨论

2.1    单因素优化试验结果

接菌量可直接影响固体菌剂的质量。接菌量过少会延长菌株的生长停滞期，过大会增加生产成本，

也会增强微生物之间的竞争作用[18]。由图 1A可知：固体菌剂中的有效活菌数随接菌量的增加呈先增加

后减少的趋势，接菌量为 10% 时有效活菌数最高，达 3.73×1010 CFU·g−1；其次是接菌量为 5% 和

15% 时，有效活菌数达 2.50×1010 CFU·g−1 以上；当接菌量超过 15% 时，菌剂中的有效活菌数逐渐降

低，低于 2.50×1010 CFU·g−1。因此，选用接菌量 5%、10% 和 15% 作为正交试验的 3个水平。

微生物菌剂中添加一定量的保护剂可以增强其耐储藏性和稳定性，能直接影响菌剂的产品质量与应

用效果[19]。由图 1B可看出：当保护剂体积分数为 8% 时，活菌数最高达 7.10×1010 CFU·g−1，保护剂体积

 

表 1    正交试验设计
Table 1    Design of the orthogonal experiment

水平
因素

接菌量/% 保护剂/% 含水率/%

1   5 0 10
2 10 4 15

3 15 8 20

40 浙  江  农  林  大  学  学  报 2021年 2月 20日



分数＜8% 时，有效活菌数随保护剂体积分数升高而增多；当保护剂体积分数＞8% 后，随着保护剂体积

分数的升高，有效活菌数显著 (P＜0.05)降低，低于 4.00×1010 CFU·g−1。因此，选用 0、4% 和 8% 作为

正交试验的 3个水平。

含水率对固体菌剂的储存有很大影响。含水率过高容易滋生杂菌，使固体菌剂受到污染影响应用效

果，含水率过低不利于菌株的生存，一段时间后有效活菌数会大幅度降低[20]。由图 1C可知：随着含水

率的提高，固体菌剂中有效活菌数呈先升高后降低的趋势，含水率为 15% 时有效活菌数最高，可达

5.17×1010 CFU·g−1；含水率为 10% 和 20% 时，固体菌剂中有效活菌数可达 4.00×1010 CFU·g−1 以上；含

水率为 5% 和 25% 时，固体菌剂的储存效果最差，有效活菌数仅为 2.00×1010 CFU·g−1 左右。综上可知，

当固体菌剂含水率为 10%~20% 时，有效活菌数较高，因此，选用 10%、15%、20% 作为正交试验中的

3个水平。

2.2    正交设计试验结果

由表 2可知：在接菌量、保护剂体积分数和含水率等 3种因素中，影响程度最大的是接菌量，其次

是含水率，影响程度最小的是保护剂体积分数。

固体菌剂制备的最佳配方为 A2B3C2，即：接菌

量 10%、保护剂体积分数 8%、含水率 15%。该条

件下，菌剂中有效活菌数达 1.26×1011 CFU·g−1，
符合 GB 20287−2006《农用微生物菌剂》的标准

(＞0.50×108 CFU·g−1)。
2.3    堆肥试验结果

2.3.1    堆肥腐熟指标    pH是评价堆肥腐熟程度的

指标之一。堆肥腐熟后，pH一般为 7.0~8.5[21]。由

表 3可知：堆肥结束时各处理 pH均在 8.0左右，

符合 NY 525−2002《有机肥料》标准。

EC 可以表示堆肥中可溶性总盐的含量，其大

小能影响植物的生长，EC 过高的堆肥产品可以影

响土壤理化性质，使植物生长受到毒害。EC 小于

4.00 mS·cm−1，表明堆肥已达到腐熟，对植物生长

无毒害[22]。由表3可知：ck处理EC 为0.35 mS·cm−1，

各处理的 EC 相近，均小于 4.00 mS· cm−1，在腐熟

标准之内。

D(465)/D(665)能反映出胡敏酸分子的稳定程

度，D(465)/D(665)较大说明胡敏酸相对稳定，较

 

表 2    正交试验的极差分析
Table 2    Range analysis of orthogonal test

处理
接菌量

(A)/%
保护剂

(B)/%
含水率

(C)/%
有效活菌数/

(×1010 CFU·g−1)

1   5   0 10   5.87±0.17 b
2   5   4 15   1.03±0.09 d

3   5   8 20   2.23±0.12 c

4 10   0 20   0.53±0.05 e

5 10   4 10   6.23±0.17 b

6 10   8 15 12.57±0.05 a

7 15   0 15   2.30±0.36 c

8 15   4 20   0.50±0.08 e

9 15   8 10   1.17±0.31 d

K1       9.13       8.70      13.27

K2     19.33       7.76      15.90

K3       3.97     15.97       3.26

平均K1       3.04       2.90       4.42

平均K2       6.44       2.59       5.30

平均K3       1.32       5.32       1.09

极差R       5.12       2.74       4.21

　　说明：不同小写字母表示不同处理间差异显著(P＜0.05)
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图 1    接菌量、保护剂体积分数和含水率对有效活菌数的影响
Figure 1    Effect of inoculation amount, protective agent concentration and water content on living bacteria count
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小说明胡敏酸结构简单，因此可用来分析评价堆肥的腐殖化作用大小[9]。由表 3可知：堆肥结束时，各

处理的 D(465)/D(665)均为 6.0左右。

IG 是判断堆肥产品是否腐熟的生物学指标。堆肥产品未腐熟时会产生对植物生长有毒有害的物质，

抑制植物的生长。一般情况下，当 IG 大于 80% 就可认为产品已达到腐熟 [23]。由表 3可知：各处理的

IG 均超过 80%，堆肥产品对植物无毒。

综上可知，堆肥进行 40 d后，各处理的 pH和 EC 均达到腐熟标准且无显著差异，但添加菌剂后可

以缩短堆肥腐熟的时间[24]。各处理的 D(465)/D(665)均为 6.0左右，说明其缩合度和芳构化仍很低，这也

从另一方面表明腐殖质活性较强[9]。各处理的 IG 均超过 80%，这与 ZHANG等[25] 测定的园林废弃物堆肥

产品 IG 一致。

2.3.2    木质素酶活力测定结果    堆肥过程中微生物会分泌各种酶，从而将木质素类大分子物质转化成腐

殖质等促进植物生长的物质[26]。与木质素降解相关的生物酶主要包括漆酶、锰过氧化物酶和木质素过氧

化物酶[27]。

在堆肥过程中，漆酶对木质素的降解起着非常重要的作用，研究漆酶活力的变化对评价堆肥进程及

微生物活动强度至关重要[28]。由图 2A可看出：除 T3 外，其余处理漆酶活力在初始阶段相差不大，呈现

先降后升趋势，与陈建军等[29] 研究结果一致。可能是堆肥材料中某些小分子物质先降解，之后微生物再

降解木质素类难降解的大分子物质。T3 酶活力先升后降，可能与其开始微生物数量较多，分解速率较高

有关。堆肥进行到 24 d时，T1、T2 和 T3 漆酶活力远超过 ck，说明添加自制菌剂与市售菌剂都可大大增

强堆肥中微生物的活动强度，随着微生物菌落增多，产酶能力也增加。第 24 天之后，T3 酶活力下降，

ck酶活力上升，T1 与 T2 酶活力变化不大，且大小相当，均达 80 U·L−1(1 U=16.67 nkat)左右。菌株

No.11的研究结果也显示：与可高效降解木质素的黄孢原毛平革菌 Phanerochaete chrysosporium 相比，此

菌株有更强的产酶能力，也进一步说明自制固体菌剂有更大的应用潜力。

锰过氧化物酶是一种酚氧化物酶，可与其他酶共同作用提高对木质素的降解作用[10]。由图 2B可看

出：添加菌剂的处理组锰过氧化物酶活力均高于 ck，说明添加菌剂可以提高堆肥中锰过氧化物酶的酶活

力。堆肥初始阶段，所有处理组的锰过氧化物酶活力均出现先降后升趋势，可能与堆肥中的氮素含量有

关，氮素含量会影响微生物分泌锰过氧化物酶[27]。第 8 天后所有处理组酶活力又出现了上升趋势，说明

表 3    堆肥腐熟指标测定结果
Table 3    Determination results of composting maturity index

处理 pH EC/(mS·cm−1) D(465)/D(665) IG/%

ck 7.89±0.04 a 0.35±0.00 a 5.85±0.53 a 106.00±15.31 a
T1 8.01±0.13 a 0.34±0.02 a 6.22±0.06 a 114.00±21.44 a

T2 8.01±0.03 a 0.34±0.01 a 6.26±0.11 a 118.00±3.55 a  

T3 7.97±0.06 a 0.32±0.01 a 6.46±0.09 a 112.00±10.93 a

　　说明：相同小写字母表示不同处理间差异不显著(P＞0.05)
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图 2    堆肥过程中漆酶、锰过氧化物酶和木质素过氧化物酶酶活力变化
Figure 2    Changes of laccase, manganese peroxidase and lignin peroxidase activity during composting
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微生物代谢活动增强，开始分泌锰过氧化物酶，T2 与 T3 在第 16天时达到峰值，T1 的峰值出现在第 24
天左右。这表明添加自制固体菌剂后菌株可较快适应环境分泌锰过氧化物酶。有研究表明：锰过氧化物酶

在限氮高锰培养基中产量较高[10]，因此制备此类菌剂时，可通过优化含氮量提高产锰过氧化物酶的能力。

木质素过氧化物酶是一种含亚铁血红素的过氧化物酶，可直接与芳香底物发生反应，也可通过氧化

低分子量的中介体而间接地发挥作用[30]。由图 2C可看出：所有处理组木质素过氧化物酶活力均呈现先

升后降趋势，添加菌剂的处理组酶活力的峰值出现时间均早于 ck，且峰值高于 ck，表明加入菌剂后可

明显提高微生物分泌木质素过氧化酶的速率[31]。堆肥的后期，木质素过氧化酶显著降低，分析原因可能

与此时碳氮比的变化有关。

2.3.3    木质素和纤维素降解率测定结果    木质素是一种在自然界中广泛存在的有机高分子化合物，多存

在于植物的细胞壁中[32]。木质素的完全降解由细菌、放线菌和真菌共同参与，其中真菌起重要作用[33]。

由图 3可看出：添加菌剂的处理木质素与纤维素降解率均高于 ck，T3 木质素降解率达 46.65%，其次是

T2，木质素降解率为 30.43%，而 T1 的木质素降解率仅为 21.74%。

纤维素是植物细胞壁的主要结构成分，通常与半纤维素和木质素结合在一起[34]。自然界中有许多微

生物可以通过酶的作用分解植物残体中的纤维素，但细胞壁中木质素对纤维素起到保护作用，所以木质

素和纤维素的分解都受到限制[6]。由图 3可知：添加菌剂后可提高园林废弃物堆肥中纤维素降解率，其

中 T1 降解率为 18.33%，T2 降解率为 16.67%，T3 纤维素降解率最高，达 30.00%。

综上可知，T2 木质素降解率高于 T1，说明自制固体菌剂对园林废弃物中木质素的降解效果较好。

纤维素降解率结果显示：T1 略强于 T2，这可能是因为市售菌剂中的菌株对纤维素降解能力较好，而自

制固体菌剂中的菌株主要产生木质素降解相关酶，对木质素的降解效果较好。T3 的木质素降解率与纤维

素降解率均高于 T2，说明在考虑成本的前提下，

需进一步研究自制固体菌剂的添加量，以获得最

大经济效益。与王顺利等[35] 制备出堆肥菌剂 CC-
1相比，接菌量相当的情况下添加自制固体菌剂

可使纤维素降解率提高 11.68%，木质素降解率提

高 46.65%。这可能与菌株 No.11的特殊菌丝结构

有关，同时说明自制固体菌剂可高效降解木质素

和纤维素。与尹爽等[36] 研制的复合菌剂相比，添

加自制固体菌剂木质素降解率较高，可能是因为

自制固体菌剂更易于微生物在堆肥中均匀生长，

能极大程度地发挥降解作用。自制固体菌剂可以

较好地分解园林废弃物中的木质素，并能提高纤

维素降解率。

3    结论

木质素降解菌 No.11的最佳固定化条件为：接菌量 10%、保护剂体积分数 8%、含水率 15%。在此

条件下，获得的固体菌剂成品保存 30 d后，其有效活菌数达 1.26×1011 CFU·g−1，符合 GB 20287−
2006《农用微生物菌剂》的要求。

添加自制固体菌剂的堆肥产品 pH为 8.01，达到 NY 525−2002《有机肥料》标准，EC 为 0.34 mS·cm−1，

D(465)/D(665)为 6.26，IG 达 118%，对植物无毒。

堆肥中添加自制木质素降解固体菌剂有利于木质素降解酶系的产生，漆酶、锰过氧化物酶和木质素

过氧化物酶的酶活力均得到提升。与不添加菌剂相比，木质素降解率提高 23.91%，纤维素降解率提高

8.34%；0.5% 接种比例下，与 EM菌相比，纤维素降解率未提高，木质素降解率提高 8.69%。
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