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摘要：【目的】制作应用于园林绿化废弃物的以木质素降解菌为原材料的高效液体菌剂。【方法】通过苯胺蓝平板褪色

圈法和愈创木酚平板变色圈法从分离纯化得到的 22 株菌中筛选目标菌株，并用内转录间隔区 (ITS) 测序法对目标菌株进

行鉴定，然后通过单因素试验对目标菌株的培养时间、接种量和培养基配方 (碳源和氮源) 进行优化，最后根据单因素试

验结果，采用均匀实验结合人工神经网络算法寻找目标菌株的最佳发酵条件。【结果】根据平板褪色和显色结果，选定

菌株 Q01 为目标菌株。经鉴定，菌株 Q01 为栓菌属 Trametes 真菌。根据单因素试验和均匀试验结果，确定菌株 Q01 的

最优发酵条件为培养时间 5 d，接种菌液体积分数为 12.5%；培养基配方为木质素磺酸钠 14.00 g·L−1、蛋白胨 12.30 g·L−1、

酵母粉 5.00 g·L−1、豆饼粉 3.00 g·L−1、五水合硫酸铜 0.12 g·L−1、氯化钠 0.53 g·L−1、pH 自然。优化条件后菌株 Q01 的

生物量提高 1.27 倍，锰过氧化物酶活性提高 31.71 倍，木质素过氧化物酶活性提高 19.12 倍，漆酶活性略有降低，但

3 种木质素酶的总酶活性提高了 4.38 倍。【结论】菌株 Q01 在优化后的发酵条件下制得的液体菌剂具有高酶活性和高生

物量的特点，在降解园林绿化废弃物木质素方面具有一定应用潜力。图 6 表 3 参 29
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Screening and identification of a lignin degrading strain and its
optimized liquid fermentation conditions

LI Yalin，LI Suyan，SUN Xiangyang，HAO Dan，CAI Linlin，CHANG Xiaotong

（College of Forestry, Beijing Forestry University, Beijing 100083, China）

Abstract: [Objective]  The  purpose  is  to  produce  a  high  efficient  liquid  inoculum  with  lignin-degrading

bacteria  as  raw materials  for  garden  waste. [Method] The  target  strains  were  screened  from 22  isolated  and

purified strains by the aniline blue plate fading circle method and the guaiacol plate fading circle method, and

were  identified  by  Internal  Transcribed  Spacer  (ITS)  sequencing,  and  then  the  single  factor  test  was  used  to

optimize  the  culture  time,  inoculum  amount  and  medium  formula  (carbon  and  nitrogen  source)  of  the  target

strains.  Finally,  according to the results  of  single factor  test,  the optimal fermentation conditions of  the target

strains  were  found  by  uniform  experiment  combined  with  artificial  neural  network  algorithm.  [Result]

According to the results of plate fading and color development, strain Q01 was selected as the target strain and

was  identified  as  Trametes.  According  to  the  results  of  single  factor  test  and  uniform  test,  the  optimal

fermentation  conditions  for  strain  Q01  were  determined  as  the  culture  time  of  5  days,  inoculation  amount

12.5%. The medium formula was composed of sodium lignosulfonate 14.00 g·L−1, peptone 12.30 g·L−1, yeast

powder 5.00 g·L−1, soybean cake powder 3.00 g·L−1, copper sulfate pentahydrate 0.12 g·L−1, sodium chloride 
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0.53  g·L−1,  and  natural  pH.  Under  the  optimized  conditions,  the  biomass,  manganese  peroxidase  activity  and
lignin  peroxidase  activity  of  strain  Q01  increased  by  1.27  times,  31.71  times  and  19.12  times  respectively.
Laccase activity decreased slightly, but the total enzyme activities of three kinds of lignin enzymes increased by
4.38 times. [Conclusion] The liquid inoculum prepared by strain Q01 under optimized fermentation conditions
has  the  characteristics  of  high  enzyme  activity  and  high  biomass,  which  has  certain  application  potential  in
degrading lignin in garden waste. [Ch, 6 fig. 3 tab. 29 ref.]
Key  words: lignin  degrading  bacteria;  screening;  laccase;  manganese  peroxidase;  lignin  peroxidase;
fermentation conditions
 

园林绿化废弃物包括树木、花草等植物在生长过程中的自然凋落物或者人为修剪的植物残体[1]，主

要成分有木质素、纤维素和多糖等[2]。其中，木质素由于组分种类多样，结构复杂且无规则，降解比较

困难[3−5]。堆肥是一种较好的降解园林绿化废弃物的方式[6]，堆肥过程中多个微生物群体共同作用，分泌

木质素降解相关酶系而使园林绿化废弃物中的木质素降解[7]。因此，通过研制微生物菌剂，使分泌木质

素降解酶酶系的菌株迅速构建优势群落，能有针对性地加快园林绿化废弃物中木质素的降解，提高堆肥

效率和质量[8−9]。但是，新菌剂的制备需要在选定目标菌株的条件下，对菌剂制作涉及的培养基配方和

发酵条件进行优化。优化过程主要包括试验设计、数学建模和优化设计 3个部分[10]。合理的试验设计能

用较少的试验数据进行建模，从而获取各因素范围内的最优解。用于发酵条件优化的方法多为响应面

法[11−12]，但胡欣颖等[13] 研究发现：人工神经网络算法比响应面法在预测实验结果方面更准确，误差更

小。目前，运用人工神经网络算法对木质素降解菌发酵条件进行优化的研究鲜有报道。因此，本研究拟

从北京市植物园的腐叶土和朽木中筛选木质素降解菌，对其进行鉴定，并通过单因素试验对菌株的培养

时间、接种量和培养基配方 (碳源和氮源)进行优化；采用均匀试验结合 Python实现人工神经网络建模

与优化，寻找菌株最佳发酵条件，为园林绿化废弃物中木质素的降解提供高效菌剂。 

1    材料与方法
 

1.1    材料

腐叶土和朽木采集于北京市植物园。PDA培养基：称取 200.00 g土豆，去皮去芽切成小块后加蒸馏

水微沸 30 min，保留滤液并用蒸馏水补足 1 L，制成马铃薯浸汁；葡萄糖 20.00 g，蛋白胨 15.00 g，琼脂

20.00 g，pH自然[14]。PDA-苯胺蓝培养基：称取 0.10 g苯胺蓝溶于 1 L PDA培养基中，pH自然。PDA-
愈创木酚培养基：量取 0.1 mL愈创木酚溶于 1 L PDA培养基中，pH自然。PDB液体培养基：马铃薯浸

汁 (同 PDA培养基)，葡萄糖 20.00 g，蛋白胨 15.00 g，pH自然。基本发酵培养基：葡萄糖 10.00 g·L−1、

蛋白胨 5.00 g·L−1，酵母粉 3.00 g·L−1、酒石酸铵 10.00 g·L−1、五水合硫酸铜 0.25 g·L−1、氯化钠 1.00 g·L−1、

pH自然[15]。所有培养基均 121 ℃ 高压蒸汽灭菌 20 min。 

1.2    方法 

1.2.1    菌株的分离与筛选    将采集的样品捣碎[16]，称取 10.00 g加入装有 90 mL无菌水的三角瓶中，在

28 ℃、200 r·min−1 下震荡摇匀后静置 1 h。取上清液 1.0 mL稀释成不同质量浓度梯度 (10−3~10−7 g·L−1)
的溶液，取不同质量浓度稀释液 0.1 mL，加入 PDA培养基中涂布均匀，28 ℃ 下培养 5~7 d，观察菌落

形态，用平板划线分离法纯化菌株。将得到的纯菌株以点接法接到 PDA-苯胺蓝平板和 PDA-愈创木酚平

板中，用苯胺蓝平板褪色圈法和愈创木酚平板变色圈法确定该菌株是否具有降解木质素的能力。 

1.2.2    菌株的鉴定    观察 PDA-苯胺蓝平板上菌体形态特征，并挑取少量菌丝于显微镜下拍照记录。菌

株送往北京睿博兴科生物技术有限公司进行内转录间隔区 (ITS)测序，测序结果与 Genebank数据库中已

知的真菌序列 BLAST检索对比，采用 Mega 5.0 软件与相近种菌株构建系统发育树[17]。 

1.2.3    种子液的制备    将菌株接种至装有 100.0 mL PDB液体培养基的三角瓶中，在 IS-RDD3台式恒温

振荡器中以 30 ℃、200 r·min−1 培养 3 d，制得种子液。 

1.2.4    测定指标    木质素过氧化物酶、锰过氧化物酶和漆酶活性的测定参照田林双[18] 的方法。3种木质
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素降解相关酶酶活性总和标记为总酶活。生物量的测定用称干质量法[19]。 

1.2.5    数据统计与分析    试验数据采用 Excel 2007和 SPSS 22.0进行处理。发酵条件优化用单因素方差

分析法，平均值多重比较用 LSD最小显著性差异法 (P＜0.05)。均匀试验利用人工神经网络[20] 建模与优

化 (基于深度学习框架 Pytorch[21])。将本实验目标建模为回归任务，并采用 SmoothL1 损失函数[22] 以平滑

训练过程。训练过程中，采用 k-折交叉验证 (k-fold cross-validation)和自适应矩估计 (Adam)算法[23] 优化

神经网络。 

2    结果与讨论
 

2.1    木质素降解菌的筛选

PDA-苯胺蓝平板上褪色圈的出现表示该菌株具

有分泌锰过氧化物酶和木质素过氧化物酶的能力，

PDA-愈创木酚平板上显色圈的出现表示该菌株具有

分泌漆酶的能力[24]。由表 1可知：筛选得到的 22株

菌 (分别命名为 Q01~Q22)中，共有 10株菌出现褪

色圈或 /和显色圈。其中：Q01、Q02、Q09和 Q11
既能出现褪色圈又能出现显色圈，说明这些菌株具

备分泌 3种木质素降解酶的能力。根据褪色圈和显

色圈的出现时间及直径可知 (表 1)，Q01于 48 h时

在 PDA-苯胺蓝平板上出现褪色圈，12 h时在 PDA-
愈创木酚培养基上出现显色圈，在 72 h时显色圈最

大，因此，选定菌株 Q01为目标菌株。 

2.2    菌株的鉴定 

2.2.1    菌 株 Q01 的 形 态 特 征 及 显 微 观 察     菌株

Q01在 PDA-苯胺蓝平板上的菌落形态为白色圆形，

菌丝为致密的短绒状，向四周扩展，紧贴平板生长

(图 1A、图 1B)；前期生长较慢，1~2 d有菌丝长出，此后生长较快，3~5 d铺满整个平板。显微形态可

见，菌丝较细长，有分支 (图 1C)，孢子呈球状或柱状(图 1D)，菌丝可观察到隔膜和锁状联合 (图 1E，如

箭头所示)。 

2.2.2    菌株 Q01 的 ITS 序列分析及系统发育树    构建菌株 Q01系统发育树 (图 2)可知：菌株 Q01与栓

菌属 Trametes 真菌的同源性相似度最高，达到 100%。结合形态特征可确定菌株 Q01为栓菌属真菌。 

2.3    液态发酵条件的优化 

2.3.1    培养时间的优化    分别在 12瓶 100 mL基本发酵培养基中接种体积分数为 12.5% 的菌株 Q01种子

液，于 30 ℃、200 r·min−1 下培养，每 24 h取出 1瓶，测量菌株木质素降解相关酶活性和 1 mL菌液中生

物量的干质量。由图 3可知：3种木质素降解相关酶的酶活性达到最高值时间不同，其中漆酶活性在培

 

表 1    不同菌株选择培养基的显色和褪色结果
Table 1    Coloring and decoloring results of different strains on selective

mediums

菌株
苯胺蓝褪色结果 愈创木酚显色结果

12 24 36 48 72 12 24 36 48 72 h

Q01 − − − + ++ + ++ +++ ++++ ++++
Q02 − − − − + − − − + ++

Q06 − − − − − − − − − +

Q09 − − − − + − − − − +

Q11 − + + ++ +++ − − − + +

Q12 − + ++ +++ +++ − − − − −

Q14 − + + ++ ++ − − − − −

Q17 − + + + + − − − − −

Q19 − + + + + − − − − −

Q22 − + + ++ ++ − − − − −

　　说明：−表示不褪色(或不显色)；+、+ +、+ + +、+ + + +表示

　　　　　褪色(或显色)圈逐渐增大

 

A B C D E

A. 菌株Q01在PDA-苯胺蓝培养基中的褪色圈；B. 菌株Q01在PDA-愈创木酚培养基中的显色圈；C. 菌丝显微
照片 (10×100倍)；D. 孢子显微照片 (10×100倍)；E.菌丝隔膜和锁状联合显微照片 (10×100倍)

图 1    菌株 Q01 在选择培养基中显色和褪色表现及显微镜观察
Figure 1    Color development and fading performance of strain Q01 in selective medium and microscopic observation
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养 5 d时达最高 (3 835.25×16.67 nkat·L−1)，锰过氧化物酶活性在培养 2 d时达最高 (1 690.60×16.67 nkat·L−1)，
木质素过氧化物酶活性在培养 8 d时达到最高 (1 096.88×16.67 nkat·L−1)。3种木质素降解相关酶在木质素

降解中具有同样重要的作用[25]，但不同木质素降解酶活性最高值时间不同，因此以 3种木质素降解相关

酶的总酶活性作为确定培养时间的依据。随着木质素降解，真菌生物量逐渐增多[26]。图 3可知：菌株

Q01的总酶活性与生物量均在培养 5 d时最高，因此选择培养时间为 5 d进行后续研究。 

2.3.2    接种量的优化    分别在 100 mL 基本发酵培养基中接种体积分数为 5.0%、7.5%、10.0%、12.5% 和

15.0% 的种子液，于 30 ℃、200 r·min−1 下培养 5 d，测定菌株木质素降解相关酶活性和菌株生物量。由

图 4可知：总酶活性在菌液体积分数为 12.5% 时最高，达到 5 129.80×16.67 nkat·L−1。随菌液体积分数增

加，菌株生物量呈先上升后下降趋势，体积分数为 12.5% 时达到最高。与缪晓磊 [19] 对竹林毛栓菌

Trametes sp. 接种量优化的结果一致。可见菌株的繁殖速度受接种量影响，当接种量较少时，菌株需要

更多时间适应环境后繁殖生长；而接种量较多时，大量菌株接触新环境，迅速繁殖，使液体培养基黏稠

不透气，溶解氧下降，影响菌株的后续生长[19]。因此，综合总酶活性和生物量的变化，选取体积分数

12.5% 为最适接种量。 

2.3.3    培养基碳源的优化    以基本发酵培养基为对照，分别用 10.00 g·L−1 蔗糖、麦芽糖、木质素磺酸钠

和可溶性淀粉替代对照中 10.00 g·L−1 的葡萄糖，接种体积分数为 12.5%，于 30 ℃、200 r·min−1 下培养

5 d。由图 5可知：以葡萄糖为碳源时，菌株 Q01漆酶活性达 3 675.23×16.67 nkat·L−1，显著高于其他碳

 

盘栓孔菌Trametes conchifer voucher KUC20121123-36

栓菌属Trametes subectypa CBS 154.40

绒毛栓孔菌Trametes pubescens voucher LE 254528

毛栓孔菌Trametes hirsuta HH1

毛栓孔菌Trametes hirsuta CBS 282.73

毛栓孔菌Trametes hirsuta CBS 248.30

褐带栓菌Trametes meyenii CBS 453.76

多带栓孔菌Trametes polyzona CBS 319.36

血红色陀螺孔菌Trametes sanguinea CBS 614.73

黄贝栓孔菌Trametes membranacea voucher CRM125

多年卧孔菌属Perenniporia djaensis CBS 125865
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图 2    基于 ITS 序列构建的菌株 Q01 系统发育树
Figure 2    Phylogenetic tree of strain Q01 constructed based on ITS sequence
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源 (P＜0.05)；认为简单的糖有利于菌体生长[27]，可以缩短漆酶的生产时间，与刘宇等[15] 结果相似。但

就总酶活性和生物量而言，以木质素磺酸钠为碳源对菌株 Q01生长和木质素降解相关酶分泌效果最好，

最显著 (P＜0.05)，其中总酶活性为 6 474.16×16.67 nkat·L−1，总生物量为 0.065 g。可能原因是来源于木

质素的木质素磺酸钠能刺激菌株 Q01分泌木质素过氧化物酶和锰过氧化物酶，并促进细胞快速生长，使

生物量最高，与熊乙[28] 研究结果相似。综合考虑各碳源生产成本及对菌株 Q01生长的促进效果，选择

木质素磺酸钠为菌株 Q01的液体培养基碳源。 

2.3.4    培养基氮源的优化    以基本发酵培养基为对照，有效含氮量按 1.52 g·L−1 进行换算，分别用 7.00 g·L−1

的豆饼粉、6.50 g·L−1 尿素、14.30 g·L−1 硫酸铵、11.00 g·L−1 硝酸钾替代对照组中的酒石酸铵，发酵培

养条件为 30 ℃、200 r·min−1，培养 5 d。由图 6可知：以豆饼粉为有机氮源发酵时，菌株 Q01总酶活性

最高、生物量最大，与其他无机氮源差异显著 (P＜0.05)。豆饼粉营养丰富，含大量碳水化合物、蛋白质

及少量异黄酮类物质和可溶性多糖，可作为发酵氮源及生长因子。有研究表明[29]：在培养某些真菌时，

培养基中添加豆饼粉有利于生物量的积累。综合考虑各氮源生产成本及对菌株 Q01生长的促进效果，选

择豆饼粉作为菌株 Q01的液体培养基氮源。 

2.3.5    均匀试验结合 Python 实现人工神经网络建模与优化    均匀试验设计 6因素 5水平的 10组试验，

获取实测值，再通过基于 SmoothL1 损失函数的人工神经网络模型的训练及自适应矩估计 (Adam)算法寻

优，得到仿真值。对比实测值和仿真值 (表 2)可知：3种酶活性误差均小于 10.0%，生物量的仿真值基

本与观察值相同，可知该模型预测值可信赖。 

2.3.6    优化后菌株木质素降解相关酶活性及生物量    根据模型预测得到最优发酵培养基组成并进行实验

验证。由表 3可知：优化后的发酵培养基酶活性和生物量，实测值与预测值误差约为 3.0%；结合图 3可

知：优化前锰过氧化物酶活性为 357.29×16.67 nkat·L−1、木质素过氧化物酶活性为 445.27×16.67 nkat·L−1、

总酶活性为 4 637.81×16.67 nkat·L−1、生物量为 0.071 g；即在优化培养基上生长的菌株 Q01，其生物量比

优化前提高 1.27倍，锰过氧化物酶活性提高 31.71倍，木质素过氧化物酶活性提高 19.12倍，总木质素

酶酶活性提高 4.38倍。 

3    结论

通过苯胺蓝平板褪色圈法和愈创木酚平板变色圈法筛选出目标菌株 Q01。经鉴定，菌株 Q01为栓菌

属 Trametes 真菌。实验证明人工神经网络模型预测结果可值得信赖。根据单因素试验和人工神经网络算

法结果，确定菌株 Q01的最优发酵条件：培养时间 5 d，温度 30 ℃，转速 200 r·min−1，接种菌液体积分
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数为 12.5%，培养基配方为木质素磺酸钠 14.00 g·L−1、蛋白胨12.30 g·L−1、酵母粉 5.00 g·L−1、豆饼粉

3.00 g·L−1、五水合硫酸铜 0.12 g·L−1、氯化钠 0.53 g·L−1、pH自然。

菌株 Q01在优化后的发酵条件下制得的液体菌剂具有高酶活性和高生物量的特点，可促进园林绿化

废弃物堆体初始微生物的数量增长，提高木质素降解相关酶的酶活性，加快木质素的降解。
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