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摘  要: 【目的】增强真菌预处理的效率和降低热水预处理对反应条件的要求。【方法】综

合利用白腐菌和热水预处理毛白杨, 分析此方法对毛白杨化学组分和酶水解效果的影响。

【结果】白腐菌 Lenzites betulinus C5617 协同热水处理, 损失率最高达 70.70%。纤维素

在 2 个预处理阶段都有损失, 其中 L. betulinus C5617 达到 29.62%。木质素的降解主要集

中在白腐菌预处理阶段, 其中 L. betulinus C5617 降解的酸不溶木素较多, 达到了 16.98%。

综合预处理显著改善了毛白杨的酶水解效果。与只经热水预处理的样品相比较 , L. 

betulinus C5617和 P. sanguineus D9497协同热水处理分别引起还原糖得率上升了 20.60%和

12.23%。【结论】综合预处理降低了热水解对反应条件的要求, 节约了预处理成本。 
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liquid hot water pretreatment on chemical components and 
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Abstract: [Objective] Enhance the efficiency of fungal pretreatment and lower the severity of 
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liquid hot water (LHW) pretreatment. [Methods] Combinations of white rot fungi and LHW 
were employed to pretreat Populus tomentosa, the influences of this combined pretreatments 
on the chemical components and enzymatic hydrolysis of P. tomentosa were studied. [Results] 
The highest hemicellulose removal of 70.70% was observed by combination of Lenzites 
betulinus C5617 with LHW pretreatment. Celluloses were degraded in both step of the com-
bined pretreatments, combination of L. betulinus C5617 with LHW caused the highest cellu-
lose loss of 29.62%. Lignin loss happened mostly in the step of fungal pretreatment, and L. 
betulinus C5617 caused a higher degradation (16.98%) of acid insoluble lignin among the two 
fungi. The combined pretreatments improved the enzymatic hydrolysis of P. tomentosa sig-
nificantly. Compared with sole LHW treatment, combination of L. betulinus C5617 with LHW 
pretreatment resulted in an increase by 20.60%, and an increase (12.23%) of reducing sugar 
yield were obtained by combination of P. sanguineus D9497 with LHW treatment. [Conclu-
sion] This combined pretreatment can lower the severity of LHW pretreatment and was 
cost-effective. 

Keywords: White rot fungi, Liquid hot water pretreatment, Enzymatic hydrolysis, Populus to-
mentosa 

近年来, 由于化石能源的日益短缺及其引起

的环境问题, 如大气污染、温室效应等, 利用木

质纤维素制备清洁能源生物乙醇已得到人们广

泛的关注。制备生物乙醇包括 3 个步骤: (1) 通

过预处理降解木质素和打破纤维素的结晶结构; 

(2) 利用商业酶水解纤维素为葡萄糖; (3) 发酵葡

萄糖为乙醇[1]。在上述过程中, 预处理占整个生

产流程 1/3 的成本, 是生物质转化乙醇至为关键

的一步 [2]。典型的物理化学预处理方式如蒸汽

爆破、有机溶剂、硫酸和热碱等对反应设备要

求严格且需耗费大量能源 [1,3−4], 并且产生了对

后续酶水解有抑制作用的物质, 造成成本高昂

且污染环境。 

生物预处理作为一种环境友好和低成本的预

处理方式, 近年来越发引起人们的关注[5−9], 利用

不同的白腐菌预处理生物质已有很多报道。4 株

白腐菌预处理白松和鹅掌楸 30 d, 酶水解后葡萄

糖得率最高为 450 mg 葡萄糖/g 样品[6]。Yu 等[10]

研究了 Echinodontium taxodii 预处理柳树和冷杉

120 d 后对酶水解的影响, 发现柳树和冷杉的糖

化 率 分 别 提 高 了 4.7 倍 和 6.3 倍 。 利 用

Ceriporiopsis subvermispora 预处理玉米秸秆来增

强酶水解效果也得到研究, 玉米秸秆被真菌处理

31 d 后葡萄糖得率达到 66.61%[11]。我国木材腐朽

真菌资源丰富, 仅东北地区就发现 504 种[12], 另

外我国报道的 605 种多孔菌中有 500 多种均为白

色腐朽菌[13], 因此利用白色腐朽真菌生物预处理

在转化生物质为乙醇方面存在巨大的潜力。但是, 

生物预处理也存在着效率低, 碳水化合物的大量

损失及作用周期长等缺陷, 必须结合新的措施来

克服上述缺陷。 

热水预处理是通过高温高压来预处理木质纤

维素, 能水解半纤维素和破坏木质素及纤维素的

结构, 因此能增加纤维素酶水解的表面积[14]。热

水解的优点包括: 防止腐蚀问题的发生, 没有沉

淀产生, 操作成本低和纤维素损失极少[15]。 

本文选取阔叶树上 2 种常见的白色腐朽菌桦

褶孔菌 Lenzites betulina (L.) Fr.和血红密孔菌
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Pycnoporus sanguineus (L.) Murrill [16−18]作为预处

理菌株。为了增强真菌预处理的效率和降低热水

预处理反应条件的严格性, 本文采取了一种两步

预处理方法: 毛白杨粉末首先经过白腐菌 Lenzites 

betulinus C5617 和 Pycnoporus sanguineus D9497

预处理 30 d, 再经热水作用 1 h。通过分析木材化

学组分的变化和酶水解情况来研究该综合预处

理方法的预处理效果。 

1  材料与方法 

1.1  菌种及木材来源 
2 株白腐菌菌株 Lenzites betulinus C5617 和

Pycnoporus sanguineus 分别采自辽宁省和海南省, 

菌株现保藏于北京林业大学微生物研究所。8 年

生的毛白杨购自北京郊区。 

1.2  白腐菌预处理毛白杨 
新鲜的毛白杨木片(约 2 cm×1 cm×0.3 cm)风

干后取出 5 g 在水中浸泡 5 min, 水分流干后在

1×105 Pa 灭菌 20 min 后备用。向装有 2%麦芽琼

脂培养基的的三角瓶(250 mL)中接入所选菌种的

一个直径为 1 cm 的菌饼, 待菌丝生长铺满表面

后, 加入 5 g 的灭菌木片, 均匀铺满, 28 °C 静置培

养 30 d。每个菌种 2 个重复, 未接种的两组木片

作为空白对照。30 d 后取出样品, 洗去木片表面

的菌丝, 105 °C 风干至恒重称量。木片粉碎过

1 mm 筛, 以备化学组分的测定和酶水解用。 

1.3  热水预处理(LHW) 
热水反应釜由不锈钢铸造, 总容积为 50 mL, 

购自浙江鑫盛机械有限公司。反应釜中填入 2.5 g

的 原 料 或经 白 腐 菌预 处 理 过的 样 品 , 再 加 入

25 mL 去离子水以达到 10%的固液比, 然后将反

应釜放进烘箱中, 140 °C 的条件下反应 1 h 后, 取

出反应釜, 在室温下冷却至常温。反应后的水不

溶残渣用去离子水清洗过滤, 直至呈中性, 然后

在 70 °C 烘 12 h 以备后续测定使用。 

1.4  木材化学组分的测定 
酸溶木素和酸不溶木素的测定依据美国可再

生能源实验室“测定生物质中的多糖和木质素”中

所描述的步骤[19]。95%乙醇抽提过的 0.3 g 木粉中

加人 72%硫酸 3 mL, 30 °C 水浴 1 h, 然后加入

84 mL 去离子水将上述物质稀释到 4%的浓度。

放进灭菌锅 121 °C 加热 1 h 后, 室温下静置冷却, 

待酸不溶木素沉积下来, 收集 10 mL 滤液以备酸

溶木素的测定。用预先恒重过的 G3 玻璃滤器过

滤上述酸不溶木素, 用热去离子水洗涤残渣, 直

至洗液加数滴 10%氯化钡溶液不再混浊。将滤器

及残渣置入烘箱, 在 105 °C 下烘至恒重。称重后

减去 G3 玻璃滤器的重量即为酸不溶木素的重

量。上述滤液在 240 nm 处测定吸光值并以

25 L/(g·cm)作为吸光系数求得酸溶木素的含量。 

纤 维 素 和 半 纤 维 素 的 含 量 测 定 参 照 Van 

Soest [20], 半纤维素的含量为中性洗涤纤维和酸

性洗涤纤维的差值, 纤维素的含量则为酸性洗涤

纤维和酸性洗涤木素的差值。 

失重率(%)=(原样品重−降解后样品重)/原样

品重×100% 

“X”物质的降解率(%)={[处理前“X”物质的

含量−处理后“X”物质的含量×(l−质量损失率)]/处

理前“X”物质的含量}×100% 

1.5  纤维素酶水解毛白杨 
0.4 g 预处理后的木粉 , 20 mg 纤维素酶

(1.47 U/mg, 购自 Sigma)与 20 mL 乙酸钠缓冲液

(50 mmol/L, pH 4.8)混合后, 再滴加 40 μL 的抗生

素[以 1% (W/V)的比例溶于 70%的乙醇]和 20 μL

的放线菌酮溶液[1% (W/V)的比例溶于蒸馏水]。

上述混合物放置在 37 °C、150 r/min 的摇床中反

应, 分别在 6、12、24、48、72、96 h 取出样品, 立

即加热到 100 °C 使酶失活, 待样品冷却后, 以

8 000 r/min 的转速离心 10 min, 提取上清液以 DNS

试剂(3,5-二硝基水杨酸)分析还原糖的含量[21]。 
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还原糖得率(%)=提取液中还原糖量/样品重

量×100% 

2  结果与讨论 

2.1  预处理对毛白杨化学组分的影响 
失重率能初步指示预处理的效率。毛白杨经

预处理后的失重率表明(图 1, 单独白腐菌或单独

热水预处理都能引起毛白杨重量损失, 但真菌协

同热水预处理引起的失重率普遍高于单独预处

理。其中, 白腐菌 L. betulinus C5617 处理后的毛

白杨再经热水预处理, 失重率高达 25.32%。比较

L. betulinus C5617 和 P. sanguineus D9497 可发现, 

在热水处理前后, L. betulinus C5617 处理后样品

的失重率始终高于 P. sanguineus D9497 预处理的

样品, 这表明 L. betulinus C5617 的降解木材的能

力高于 P. sanguineus D9497。 

白腐菌和热水预处理对毛白杨的半纤维素含

量影响都很显著(P＜0.05, 图 2)。在第一步生物预

处理阶段, 2 株菌中 P. sanguineus D9497 降解半纤

维素能力较强, 损失率达到 38.04% (损失率均为

结合失重率计算得到, 下同)。经第二步热水预处 

 
图 1  各种预处理后毛白杨的失重率 
Fig. 1  The weight loss of P. tomentosa after various 
pretreatments 
注: *: P＜0.05; **: P＜0.01, 与未处理组相比. 
Note: *: P<0.05; **: P<0.01 vs. untreated group. 

 
图 2  各种预处理后毛白杨中半纤维素的含量 
Fig. 2  The hemicellulose content of P. tomentosa after 
various pretreatments  
注: *: P＜0.05; **: P＜0.01, 与未处理组相比. 
Note: *: P<0.05; **: P<0.01 vs. untreated group. 
 
理后, 与只经热水处理后的对照相比, 白腐菌处

理后的毛白杨经热水处理后, 半纤维素损失更为

显著(P＜0.01)。毛白杨经 L. betulinus C5617 和

P. sanguineus D9497 结合热水处理后, 半纤维素

损失率分别高达 70.70%和 45.23%。白腐菌既降解

木质素, 又能改变木质纤维素的结构特征[22−23], 

而热水预处理能将生物质中的大部分半纤维素

水解为单糖 [14,24], 所以毛白杨经综合预处理后, 

其中的半纤维素含量极少。 

与半纤维素相比较, 纤维素在预处理前后变

化并不显著(P＞0.05), 且在 2 个预处理阶段皆有

损失(图 3)。L. betulinus C5617 和 P. sanguineus 

D9497 预处理毛白杨 30 d 后, 纤维素损失率分别

为 27.61%和 17.37%。这是由于真菌预处理过程

中未添加培养基, 所以真菌的生长需要靠分解

一部分纤维素来获取碳源。热水预处理后, 只经

热 水处理的样品纤维素损失率为 19.62%, 而

L. betulinus C5617 和 P. sanguineus D9497 处理后

的毛白杨再热水处理, 纤维素损失率分别达到

29.62%和 26.36%, 可见毛白杨经白腐菌预处理

后, 其中的纤维素同半纤维素相似, 也更容易被
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热水水解, 只是水解程度非常微弱。 

木质素在自然状态下极其难降解, 阻碍着木

质纤维素资源的利用, 而白腐菌是自然界中能降

解木质素的一类微生物[25−26]。在本试验中, 毛白

杨中的木质素只在白腐菌预处理阶段得到了降

解, 在后续的热水处理阶段几乎没有发生降解

(图 4)。2 种白腐菌中, L. betulinus C5617 降解的

酸不溶木素较多, 达到了 16.98%。值得注意的是, 

毛白杨经白腐菌 L. betulinus C5617 和 P. san-

guineus D9497 处理后, 酸溶木素含量分别上升了

23.86%和 20.95%, 这说明生物预处理改变了木

质素的结构, 例如引起木质素分子链的断裂和木

质素的解聚[22,27]。这种现象同时说明木质素在被

深度降解之前, 其结构已经发生了改变, Yu 等[28]

在研究 Irpex lacteus 预处理玉米秸秆时同样发现

了这种情况。 

2.2  预处理对毛白杨酶水解效果的影响 
预处理的目的是脱除木质纤维素中的木质素

和半纤维素, 降低纤维素的结晶度, 增加生物质

的孔隙度。预处理必须满足下列要求: (1) 提升后

续酶水解的效率; (2) 避免碳水化合物的降解或 

 
图 3  各种预处理后毛白杨中纤维素的含量 
Fig. 3  The cellulose content of P. tomentosa after vari-
ous pretreatments  
注: *: P＜0.05; **: P＜0.01, 与未处理组相比. 
Note: *: P<0.05; **: P<0.01 vs. untreated group. 

 
图 4  各种预处理后毛白杨中酸不溶木质素和酸溶木

质素的含量 
Fig. 4  The acid insoluble lignin content and acid solu-
ble lignin content of P. tomentosa after various pre-
treatments  
注: *: P＜0.05; **: P＜0.01, 与未处理组相比. 
Note: *: P<0.05; **: P<0.01 vs. untreated group. 
 
损失; (3) 避免对糖化发酵有抑制作用的副产物

产生; (4) 成本低廉[1]。如图 5 所示, 毛白杨只经

白腐菌作用 , 酶水解后的还原糖得率并不高 , 

与未经任何处理的对照相比较, 差异并不显著

(P＞0.05)。这是由于白腐菌作用周期较短, 对木

质素和半纤维的降解较少, 所以对后续酶水解的

效果影响也较弱。 

在第二步热水预处理后, 毛白杨的的还原糖

得率有了显著的提高。与未经任何处理的对照相

比较, L. betulinus C5617 和 P. sanguineus D9497

协同热水处理后的样品还原糖得率分别上升了

60.38%和 56.20%。另外, 白腐菌协同热水预处理

的样品酶水解的效果不仅远远高于只经白腐菌

预处理的样品, 也高于只经热水处理后的样品。

与只经热水处理的样品比较, L. betulinus C5617

和 P. sanguineus D9497 协同热水处理后的样品的

还原糖得率分别提高了 20.60%和 12.23%。综

上可知, 综合预处理对酶水解的影响非常显著

(P＜0.01)。 
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图 5  各种预处理后的毛白杨经纤维素酶水解后的还原糖得率 

Fig. 5  The reducing sugar yield of enzymatic hydrolysis of P. tomentosa after various pretreatments  
注: *: P＜0.05; **: P＜0.01, 与未处理组相比. 
Note: *: P<0.05; **: P<0.01 vs. untreated group. 

 
结合上述半纤维素和木质素含量的变化可发

现, 菌株 L. betulinus C5617 协同热水预处理后样

品 的 半 纤维 素 和 木质 素 降 解量 最 大 , 其 次 是

P. sanguineus D9497 协同热水处理后的样品和只

经热水处理的样品, 而还原糖的得率也呈现着同

样的大小顺序, 这种现象说明半纤维素和木质素

的降解或解聚有效地降低了它们对纤维素的束缚, 

增强了纤维素的可及面积和渗透性。另外, 木质素

的减少可以降低纤维素酶在水解过程中的不可逆

吸附, 提升了酶对纤维素的水解效率[1,10,29−30]。 

以往的研究表明, 热水预处理对生物质酶水

解发生显著影响时温度多在 160 °C−220 °C 之

间[31−34]。Xiao 等[34]在研究热水解对多枝怪柳酶水

解的影响时发现, 热水处理在温度 140 °C 以下

时, 对酶水解几乎没有影响, 当温度在 160 °C 以

上时, 糖得率才随着温度的增加而增加。本试验

中 , 毛白杨先经白腐菌 L. betulinus C5617 和

P. sanguineus D9497 处理, 再经 140 °C 的热水处

理 1 h 后, 酶水解的糖得率与 Xiao 等[34]试验中

160 °C 反应 3 h 后的数据很相近, 这说明白腐菌

协同热水预处理这种综合方法能有效地降低反

应所需的温度和时间, 节省了预处理成本。 

3  结论 

利用白腐菌结合热水预处理毛白杨, 能大量

脱除毛白杨中的半纤维素和木质素, 改善了毛白

杨的酶水解效果, 使糖得率有了显著的提升, 说

明这种综合预处理法能降低热水解对反应条件

的要求, 节约预处理成本, 在生产生物乙醇方面

有较大的应用潜力。 
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