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摘  要: 该研究以在樟子松凋落物层中高频出现的 3 株丝状真菌 Alternaria sp.、Penicillium sp.和
Pestalotiopsis sp.为供试菌株, 以樟子松新鲜落叶为作用底物, 通过发酵纯培养的方法, 测定了底

物有机物质质量损失及发酵过程中产生的漆酶(Laccase)、锰过氧化物酶(MnP)、羧甲基纤维素酶

(CMCase)和滤纸酶(FPA)酶活性变化, 并验证了酶活性与底物降解的关系。结果表明, Alternaria sp. 
引起底物总有机物质质量损失最大, 且产生的漆酶、羧甲基纤维素酶和滤纸酶活性都较高; Peni-
cillium sp. 产生的锰过氧化物酶活性最高。3 株丝状真菌同属于真菌功能群中的木质纤维素分解者。 
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Activies of Enzymes During the Litter of Pinus sylvestris var. 
mongolica Degradation by Three Strains of Mycelial Fungi 
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Abstract: Three strains of mycelial fungi, Alternaria sp., Penicillium sp. and Pestalotiopsis sp., high- fre-
quently isolated from litter of Pinus sylvestris var. mongolica were as the research strain,, the current de-
ciduous needles were as the active zymolyte, the method of fermentation was used to assay the mass defect 
of zymolyte and the activies of enzymes including laccase, manganese peroxidase (MnP), carboxymethyl 
cellulase (CMCase) and filter paper activity (FPA) in fermenting process, and try to comfirm the relationship 
between the activities of enzymes and the mass defect of zymolyte. The results show that the mass defect of 
zymolyte caused by Alternaria sp. is the highest. Alternaria sp. can produce highest activity of Laccase, 
CMCase and FPA. Penicillium sp. can produce highest activity of MnP. The three strains of mycelial fungi 
are all belong to lignocellulose-decomposing fungi of the group of functional fungi. 
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森林生态系统的稳定依赖于植物生长和凋落物

分解之间长时期的平衡[1]。凋落物的主要成分是木

质纤维素。真菌由于能够分解其它微生物所不能分

解的木质纤维素基质[2,3], 而成为森林凋落物的主要
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分解者, 并在森林生态系统养分循环中起着重要的
作用[4]。目前, 国内外关于分解菌在凋落物降解过程
中释放出起关键作用的木质纤维素酶的报道很少。 

樟子松 (Pinus sylvestris var. mongolica) 具有
耐瘠薄、抗寒、速生、树干通直等特性, 已经成为
东北重要针叶造林树种之一。通常东北地区樟子松

林内凋落层都比较厚, 且蕴含着丰富的真菌资源[5], 
而关于这些分解真菌对樟子松凋落物降解过程的研

究还未见报道。 
本研究采用发酵纯培养方法 [6-15], 测定了樟子

松凋落物中出现频率较高的 3株丝状真菌 Alternaria 
sp.、Penicillium sp.和 Pestalotiopsis sp.在对樟子松新
鲜落叶分解过程中羧甲基纤维素酶(Carboxymethyl 
cellulase, CMCase)、滤纸酶 (Filter paper activity, 
FPA)、漆酶 (Laccase)、锰过氧化物酶 (Manganese 
peroxidase, MnP)活性变化趋势曲线和有机物质质量
损失的变化, 探讨了 3 株丝状真菌在该生物降解过
程中, 所产生木质纤维素酶机制以及与底物降解速
率的相互关系, 试图从酶学水平上进一步了解森林
生态系统中凋落物的分解机制; 同时, 也希望筛选
出分泌木质纤维素酶较高的菌株应用于生产。 

1  材料与方法 

1.1  供试菌株与凋落物来源 
在黑龙江省帽儿山林场樟子松人工林 (林龄

10~12 年)设立标准地, 按照“之”字形路线多点采集

凋落物。采用剖面取样法, 根据凋落物的颜色、结

构、分解程度等自上而下逐层采样, 装入聚乙烯袋

中并编号,  放置在 4°C冰箱中保存。采用稀释平板

方法分离真菌, 选取在凋落物未分解层(Litter layer)

和发酵层(Fermentative layer)出现频率较高的 3株丝

状真菌 Alternaria sp.、Penicillium sp.和 Pestalo- 

tiopsis sp.作为研究菌株。各菌株在 PDA斜面培养基

扩繁, 4°C冰箱保存。使用前制成菌悬液。 

采集新鲜的樟子松落叶作为丝状真菌的分解底

物。落叶在 40°C 烘箱中烘干 7 d, 然后置于聚乙烯

袋保存[16]。 

1.2  针叶分解试验 
将烘干的针叶用机械捣碎器捣碎。称取 0.5 g针

叶碎屑置于 60°C环氧乙烷气中灭菌 3 h后[17], 加到

装有无菌的 8.0 mL、0.5%麦芽浸汁培养基的锥形瓶
(50 mL)中, 并接种 2.0 mL菌悬液, 在湿度 90%、温
度 28°C 黑暗条件下培养, 以接种 2.0 mL 无菌水作
为对照处理, 每个处理接种 36个锥形瓶。自接种后
的第 2天开始取样, 每次取 3个锥形瓶, 每隔 2 d取
1次样直至第 30天, 第 45天取最后一次[18]。 

1.3  质量损失计算及酶活力测定 
往取样的锥形瓶中加入 10 mL提前预冷的醋酸

钠缓冲溶液 (50 mmol, pH 6.0), 置于 25°C 旋转摇
床、180 r/min 振荡 20 min。将混合液经烘干至恒重
的定性滤纸过滤, 滤液置于 4°C冷冻离心机 10000 g
离心 10 min。取上清液作为粗酶液测定酶活性, 离
心管底的沉淀物与第一次的过滤残渣一同烘干至恒

重(72°C)。 
样品质量损失率(%)=[(样品的初始干重− 

样品处理后的干重)/样品初始的干重]×100% 
平均降解速率(%)=[总有机质质量损失率/ 

培养天数]×100% 
MnP(EC 1.11.1.13)酶的测定采用酚红法[19], 一

个单位的酶活性定义每分钟每毫升反应液的吸光度

值上升 0.1个单位。漆酶(EC 1.10.3.2)的测定采用愈
创木酚为底物[20], 定义每分钟氧化 1 μmol愈创木酚
所需的酶量为 1个酶活力单位。 

CMCase(EC 3.2.1.4)和 FPA(EC 3.2.1.91)的测定

依据 Rodriguez 的方法[21], 测定羧甲基纤维素钠和

滤纸条(Whatman No.1)释放的还原糖。还原糖的测

定采用 3,5-二硝基水杨酸的方法[22], 然后根据绘制的

葡萄糖溶液的标准曲线计算还原糖量。酶活力计为： 

酶活力 (U/mL)=葡萄糖含量 (mg)×酶液总体积 (mL) 

×5.56/反应液中酶液加入量(mL)×时间(h) 

2  结果与分析 

2.1  总有机质(total organic material, TOM)的质

量损失 
在整个发酵过程中, TOM质量损失率随着时间

延长而不断增加(图 1)。在开始 11 d内, 3株丝状真

菌都表现出较高的日平均降解率, 而在 11 d至 45 d

间 , 各菌株的日平均降解率显示出差异 , 因此 , 将

发酵过程人为的分为前期(第 1 天~第 11 天)和后期

(第 11 天~第 45 天)两个阶段, 以便对研究结果进行

分析讨论。 



宋福强等: 三株丝状真菌分解樟子松凋落物酶活性  637 

 

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 
 
图 1  三株丝状真菌引起的 TOM 质量损失率的变化 
Fig. 1  Loss of TOM during the degradation by three fila-
mentous fungi  
 

从图 1可知, 在前期 Penicillium sp.引起凋落物
TOM质量损失率最高, 为 7.48%; 其次是 Pestalotia 
sp.引起凋落物 TOM质量损失率为 6.20%, Alternaria 
sp.引起 TOM质量损失相对较低, 为 3.96%。但是到
后期, Alternaria sp.引起 TOM 质量损失率却最高, 
为 17.03%。Alternaria sp. 在整个分解过程中后期分
解速率要比其前期明显快得多。由于森林凋落物的

降解与微生物产生的木质素酶和纤维素酶有密切的

关系, 因此可以从 CMCase、FPA、Laccase 和 MnP
这 4 种酶的酶活性来揭示不同真菌对樟子松凋落物
具有不同的分解速率。 

2.2  木质素酶的变化 
在整个发酵过程中漆酶的活性整体一直保持在

较低的水平内。在第 8天时, 3株真菌的漆酶活性都
达到最高峰值：Alternaria sp.产生漆酶的最高活性为
0.086 U/mL, 而 Penicillium sp.和 Pestalotia sp. 的酶
活性最高分别为 0.047 U/mL 和 0.045 U/mL。
Alternaria sp.在分解过程中分泌的漆酶活性总体上
显著高于其它两株真菌(如图 2)。 

三株真菌分泌的 MnP 酶活性在第 14 天都达到
最大值, Pestalotia sp.和 Alternaria sp.的MnP酶活性
分别为 0.046 U/mL 和 0.036 U/mL。Penicillium sp. 
的酶活性较其它两株菌高, 为 0.064 U/mL。在整个
发酵过程中, 3 株真菌分泌的 MnP 酶都有比较明显
的两次峰值, 第 1 个峰值同时出现在第 14 天, 第 2
个峰值出现在第 25 d与第 30 d之间(如图 3)。 

2.3  纤维素酶的变化 
三株丝状真菌分泌的 CMCase和 FPA的酶活性

变化趋势相似。从图 4和图 5可知, Pestalotia sp.和 

 
 

图 2  三株真菌在降解过程中分泌漆酶活性的变化  
Fig. 2  The changes of laccase activities during the degra-
dation  
 

 
 
图 3  三株真菌在降解过程中分泌 MnP 酶活性的变化 
Fig. 3  The changes of MnP activities during the degrada-
tion  
 

 
 

图 4  三株真菌在降解过程中分泌 CMCase 活性的变化 
Fig. 4 The changes of CMCase activities during the deg-
radation  
 
Penicillium sp.在开始 14 d内分泌的 CMCase和 FPA
酶活性比 Alternaria sp.高。在凋落物分解前期, 真菌
主要消耗利用针叶中已经存在的非木质化的纤维素

和可直接利用的可溶性碳水化合物等物质, 所以纤 
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图 5  三株真菌在降解过程中分泌 FPA 活性的变化 
Fig. 5 The changes of FPA activities during the degrada-
tion 

 
维素酶活性的高低决定了前期的分解速率。这可能

是 Pestalotia sp.和 Penicillium sp.前期平均分解速

率较高的原因。Alternaria sp.在第 17天出现峰值, 为

0.46 U/mL。 

三株真菌产生的 FPA的酶活性均较 CMCase的

酶活性低。Alternaria sp.在第 17天分泌的 FPA酶活

性最高, 为 0.042 U/mL; Pestalotia sp.和 Penicillium 

s p .产生的酶活性最大值较前者低 ,  都分别在第 

11天和第 29天出现 2次峰值。 

3  结果与讨论 

在凋落物降解过程中, 真菌对针叶中可直接利

用的成分(如一些简单的碳水化合物)是有限的, 这

些可直接利用的成分随着真菌菌丝的生长而逐渐地

被消耗掉。所以在降解后期, 针叶中坚韧的木质素

以及木质化的纤维素由于很难被降解而不断地积

累。由于 Alternaria sp.分泌的漆酶活性最高, 所以该

菌株能够更有效地进行脱木质化作用后, 纤维素才

能被纤维素酶降解, 转化为可被微生物直接吸收利

用的成分, 从而降解作用才能继续进行下去。所以

Alternaria sp.在后期的降解速率明显地高于其它两

个菌株。同时根据试验结果 , Alternaria sp.的

CMCase 和 FPA 在第 17 天才达到最高, 而且高于

Pestalotia sp.和 Penicillium sp.。从而推测, 由于木

质素酶和纤维素酶的协同作用, 致使 Alternaria sp.

后期对针叶的分解速率显著高于前期, 且高于其它

两个菌株的后期分解速率。Pestalotia sp.和  Peni-

cillium sp. 两个菌株后期的降解速率下降可能是因

为它们分泌的漆酶活性低, 使得积累下来的较难降

解的木质素物质限制了菌丝的生长, 这可能也成为

在后期致使 FPA酶活性下降的原因。 

第 2 次峰值的出现可能是因为菌丝自溶而致使
原来束缚在细胞膜上相应的胞内酶被释放出来的缘

故。这 3 株丝状真菌引起樟子松落叶的 TOM 质量
损失都在第 45 天达到最大值 , 而它们的 MnP、
Laccase、CMCase和 FPA酶活性的最高值都出现在
此之前, 表明落叶的降解是多种酶相互协同作用的
过程。Alternaria sp.产生漆酶的酶活性最高, 而且试
验中并未添加一些诸如土温 80、阿魏酸、Cu2+或者

二甲代苯胺等诱导因子[23]。这表明 Alternaria sp.是
一株比较有效的生产漆酶的丝状真菌。 

Takashi Osono等[17]根据对底物的选择利用, 将
真菌分为 3 个功能群：木质纤维素分解者, 其同时
降解不同比例的木质素和糖类而使凋落物质量显著

损失; 纤维素分解者, 其优先分解糖类而使木质素
的质量损失较少以至可以忽略; 只能依靠可溶性糖
生长的真菌, 其不能分解高分子结构。据图 4、图 5
数据显示, CMCase和 FPA尤其是 CMCase明显高于
木质素酶活性, 因此 TOM 质量损失大部分可能为

糖类损失, 同时, 推断 Alternaria sp.、Penicillium sp. 
及 Pestalotiopsis sp.同属于木质纤维素分解者。本试
验中应用森林针叶作为发酵底物, 为工业上利用廉
价的营养底物生产漆酶以及将木质纤维素底物转化

为有用的产物提供理论依据, 同时也希望为我国森
林凋落物分解动态的研究提供一些新的思路。 
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内容要求新颖丰富, 观点明确, 论述恰当, 应包含作者自己的工作内容和见解。因此, 作者在动笔之前必须
明确选题, 一般原则上应选择在理论和实践中具有重要意义的学科专题进行论述。围绕专题所涉及的各个方
面, 在综合分析和评价已有资料基础上提出其演变规律和趋势, 即掌握其内在的精髓, 深入到专题研究的本
质, 论述其发展前景。作者通过回顾、观察和展望, 提出合乎逻辑并具有启迪性的看法和建议。另外, 作者
也可以采用以汇集文献资料为主的写作方法, 辅以注释, 客观而有少量评述, 使读者对该专题的过去、现在
和将来有一个全面、足够的认识。 

需要特别说明的是：在专论与综述中引用的文献应该主要是近 5年国内外正式发表的研究论文, 引用文
献数量不限。 


	三株丝状真菌分解樟子松凋落物酶活性 
	宋福强1  范晓旭1  张星星1  宋瑞清2* 
	Activies of Enzymes During the Litter of Pinus sylvestris var. mongolica Degradation by Three Strains of Mycelial Fungi 
	SONG Fu-Qiang1  FAN Xiao-Xu1  ZHANG Xing-Xing1  SONG Rui-Qing2* 

	1  材料与方法 
	1.1  供试菌株与凋落物来源 
	1.2  针叶分解试验 
	1.3  质量损失计算及酶活力测定 

	2  结果与分析 
	2.1  总有机质(total organic material, TOM)的质量损失 
	2.2  木质素酶的变化 
	2.3  纤维素酶的变化 

	3  结果与讨论 
	参 考 文 献 



