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摘   要：【背景】高温引起的微生物活性降低是限制园林绿化废弃物堆肥过程中木质素降解的主

要因素。【目的】驯化一株木质素降解菌芽孢杆菌 NO.2，提高其在高温下的微生物活性，探究其

生长情况及酶学特性。【方法】采用温度梯度方法驯化菌株，以菌株生长曲线、酶活力、木质素降

解率为评价指标，探究驯化前后菌株间差异，以及驯化后菌株所产木质素降解酶的酶促反应温度

和 pH 范围。【结果】与原菌株相比，驯化后菌株在 60 ℃培养时最大生物量间差异不显著；漆酶

(laccase, Lac)、锰过氧化物酶(manganese peroxidase, MnP)和木质素过氧化物酶(lignin peroxidase, 
LiP)酶活力得到进一步提高，分别提高了 30.75%、35.98%和 29.62%，木质素降解率提高 60.52%。

酶学性质研究表明，驯化后菌株所产 Lac、MnP 和 LiP 在 20−60 ℃、pH 3.0−9.0 范围内酶活力均较

高，而且具有较好的稳定性，稳定性依次为 Lac>LiP>MnP。【结论】温度梯度驯化方法可有效提高

微生物对高温环境的适应性，扩大木质素降解酶的酶促反应温度和 pH 范围，在进一步自主研制专

用降解园林废弃物微生物菌剂中具有应用潜能。 
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degradation in garden waste composting. [Objective] To acclimatize a lignin-degrading 
strain—Bacillus sp. NO.2, improve its activity at high temperature, and observe its growth 
status and enzymatic properties. [Methods] The temperature gradient method was used to 
domesticate the strain, and the growth curve, enzyme activity, and lignin degradation rate were 
compared before and after the domestication. Moreover, the temperature range and pH range for 
the enzymatic reaction of lignin-degrading enzymes generated by the strain were determined. 
[Results] The maximum biomass was insignificantly different between the original strain and 
the domesticated strain at 60 ℃. However, the activity of laccase (Lac), manganese peroxidase 
(MnP), and lignin peroxidase (LiP) was 30.75%, 35.98%, and 29.62% higher, and the lignin 
degradation rate was 60.52% higher than those of the original strain, respectively. The Lac, 
MnP and LiP produced by the domesticated strain showed high activity at 20–60 ℃ and pH 
3.0–9.0, and were stable, with the stability following the order of Lac>LiP>MnP. [Conclusion] 
The temperature gradient method can improve the activity of Bacillus at high temperature and 
widen the temperature and pH ranges for enzymatic reaction of lignin-degrading enzymes. 
Furthermore, it has potential for developing a special microbial agent for degrading garden waste. 
Keywords: Bacillus sp. NO.2; acclimation by temperature gradient; enzymatic properties 

目前，由园林植物自然凋落或人工修剪过程

中产生的枯枝落叶、草屑花败、树木与灌木剪枝

及其他植物残体等[1]组成的园林绿化废弃物已成

为当下城市固废中除污泥外的又一大污染源[2]，

是继生活垃圾之后的第二大城市固体废弃物[3]。

高温好氧堆肥是现阶段被广泛认可的减量化、无

害化、资源化处理园林绿化废弃物的常用方式之

一，而在植物组分中，木质素占 30%[4]，包围纤

维素和半纤维素一起填充于细胞壁的间隙，提高

植物机械强度，是阻碍废弃物堆肥腐熟的主要因

素。相较于其他物理、化学方法，利用微生物的

生物学功能分泌木质素降解相关酶系来促进木

质素降解和堆肥腐熟[5]是较理想的方法。 
另外，高温好氧堆肥是一个动态变化过程，

温度变化能有效反映堆肥过程中有机质的转化

效率，是指示堆肥腐熟的重要指标[6]，也是影

响木质素降解的关键因素[7-10]。有报道称，在堆

肥过程中控制堆体在 50 ℃发酵 35 d，木质素降

解率可高达 70%，当不再控制温度后木质素降

解减慢[10]。与此同时，当堆体温度超过 50 ℃时，

高温胁迫使微生物的生命活动速率降低甚至死

亡，进而影响木质素降解效率。为解决以上问

题，学者们从堆肥[11]、马粪[12]和土壤[13]等环境

中定性筛选可降解木质素的高温菌株，发现在

堆肥高温期有木质素降解能力的微生物，87%
属于杆菌属[14]。其中芽孢杆菌属细菌具有特殊

保护机制，抗逆性强，在高温期可增强对难降

解木质纤维素的分解，提高堆肥效率[15]，从而

备受关注。武肖莎等[16]将高温降解菌株枯草芽

孢杆菌应用于牛粪秸秆混合堆肥，结果表明，

接种菌株的处理发酵启动快、升温迅速、高温

持续时间长、木质纤维素降解充分，有效提高

了堆肥发酵效率。张鹏飞等[17]将嗜热嗜脂肪地

芽孢杆菌应用于园林绿化废弃物堆肥，28 d 后

木质素降解率为 20.10%，比链霉菌降解率更高、

所需周期更短。但堆肥进入高温期时，芽孢杆

菌产生芽孢进入休眠状态，微生物活性和产酶

能力均降低，其降解木质素的效率也随之减小。

余克非[18]将 2 株从堆肥高温期筛选的芽孢杆菌

按优化比例复合后加入高温期堆肥，结果高温
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抑制微生物活性及酶活性，复合菌剂未产生显

著影响。因此，芽孢杆菌作为堆肥过程中的优

势菌，对难降解木质素的分解能力强弱，关键

在于其微生物活性的高低，后续提高芽孢杆菌

的活性对适应高温环境极为重要。 
温度梯度驯化是一种具有方向性好和菌株

遗传性状稳定等优点的有效方法[19]。本研究采

用此方法驯化一株芽孢杆菌，以提高菌株对高

温环境的适应性，并且通过单因素试验探讨其

酶促反应温度和 pH 范围，确保微生物应用于

高温堆肥的效果，以期为园林废弃物降解菌剂

的制备提供新思路。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株 

芽孢杆菌属(Bacillus sp.) NO.2 和 NO.5，课

题组前期从园林绿化废弃物堆肥中筛选保存。 
1.1.2  培养基 

种子液培养基：牛肉膏蛋白胨培养基[18]。 
驯化培养基(g/L)：牛肉膏蛋白胨液体培养

基中蛋白胨替换为胰蛋白胨，固体培养基中加

入琼脂 20.0。 
发酵培养基(g/L)：木质素磺酸钠 5.0，牛肉

膏 5.0，氯化钠 5.0，蛋白胨 10.0，蒸馏水 1.0，
pH 6.5−7.0[20]。 

木质素降解培养基 (g/L)：木质素磺酸钠

2.0，磷酸二氢钾 1.0，七水合硫酸镁 1.0，蛋白

胨 1.0，蒸馏水 1.0。 
以上培养基中含木质素磺酸钠的培养基，

防止其变性需在 0.7×105 Pa 下灭菌 20 min，其

余均在 1×105 Pa 灭菌 30 min。 
1.1.3  主要试剂和仪器 

木质素磺酸钠，上海麦克林生化科技有限

公司；2,2-联氮-二(3-乙基-苯并噻唑-6-磺酸)二铵盐

[2,2′-azinobis-(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonate), 

ABTS]，北京博奥拓达科技有限公司。 
丙二酸-丙二酸钠缓冲液，分别配制 100 mmol/L

丙二酸和丙二酸钠溶液，按比例混合，调节 pH
值(3.0−9.0)，用于 Lac 和 MnP 酶测定；酒石酸

缓冲液，分别配制 200 mmol/L 酒石酸和酒石酸

钠溶液，按比例混合，调节 pH 值(3.0−9.0)，用

于 LiP 酶测定。 
台式恒温振荡器，精骐有限公司；紫外可

见分光光度计，上海元析仪器有限公司；高速

冷冻离心机，北京吉奥森科技有限公司。 
1.2  方法 
1.2.1  菌株活化与种子液制备 

将 4 ℃斜面保存的菌株 NO.2 和 NO.5 分别

划线接种到固体培养基上，30 ℃培养 2−4 d 完

成活化。活化后挑取各活化菌株分别接入装有

100 mL 种子液培养基的 250 mL 锥形瓶中，置于

恒温振荡器中 30 ℃、180 r/min 振荡培养 2 d，
获得种子液备用。 
1.2.2  菌株筛选 

菌株种子液用无菌水按 1:9 稀释浓度至

10−8，再吸取 0.1 mL 稀释菌悬液转移至固体培

养基上，涂布均匀后分别在 30、40、45、50、
55、60 ℃倒置培养，观察并记录菌落出现时间

及其生长情况。 
1.2.3  温度梯度驯化过程 

根据 1.2.2 菌株生长情况选择用于高温驯

化的菌株。其驯化过程分为两个阶段。 
第一阶段：将菌株 No.2 的种子液按 1%接

种量接入驯化培养基中，40 ℃、180 r/min 培养

24 h 后，再次转移到新的培养液中于 40 ℃继续

驯化，传代驯化 3 次。以 5 ℃为温度梯度间隔，

重复上述操作驯化至 50 ℃[21-22]。 
第二阶段参考赖水明等[23]极限温度液体培

养与固体平板菌落筛选的驯化方法：第一阶段

驯化后的菌液涂布平板于 50 ℃培养，挑选长势

优良的菌落接入新的液体培养基中，55 ℃、 
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180 r/min 液体培养 24 h 后将培养液涂布于固体

培养基上，45 ℃培养 24 h 后挑选优势菌落接种

于新鲜液体驯化培养基中，55 ℃、180 r/min 培

养 24 h。55 ℃液体培养与 45 ℃的平板培养菌落

筛选相结合重复传代驯化 3 次后，继续按此方法

提高驯化温度至 60 ℃液体培养与 50 ℃固体培

养。驯化完成后，将驯化后的菌液涂布挑选菌落

至斜面培养基继续高温培养，传 3 代以验证耐高

温的稳定性，选取传代稳定的菌株保存。 
1.2.4  菌株生长情况测定 

驯化后菌株与原始菌株分别接种于种子液

培养基中，先后置于 60 ℃和 40 ℃，于 180 r/min

振荡培养，每隔 3 h 测定菌液 OD600 值，分别绘

制生长曲线。 
1.2.5  粗酶液的制备及酶活力测定 

接种 5%驯化前后菌株的菌液于发酵培养基

中，60 ℃、180 r/min 培养 3 d，将发酵液于 4 ℃、

12 000 r/min 离心 10 min，上清液即为粗酶液。

木质素过氧化物酶活力的测定参照田林双[24]和

Tien 等[25]的方法，锰过氧化物酶活力测定参照

田林双[24]和 Wariishi 等[26]的方法，漆酶活力测定

参照田林双[24]和 Wolfenden 等[27]的方法。 
1.2.6  木质素降解率测定 

分别配制一组浓度为 10、20、30、40、     
50 mg/L 的木质素磺酸钠标准溶液，以蒸馏水为

对照在 280 nm 处用石英比色皿分别测出各浓

度相对应的吸光度值[28]，以木质素磺酸钠浓度

为纵坐标、吸光度值为横坐标绘制标准曲线，

得回归直线方程 y=133.28x−1.054，R2=0.998 3。 
将驯化前后菌株菌液按 3%接种量接入 100 mL

木质素降解培养基中，60 ℃、180 r/min培养 5 d，
吸取培养液于离心管中，12 000 r/min 离心   
10 min，0.22 μm 滤膜过滤上清液，滤液用蒸馏

水稀释 30 倍后测定 OD280 值，重复 3 次。将

OD280值代入回归方程计算木质素降解率，计算公

式[29]为： 

木质素降解率(%)= 1 2

1

30 100C C
C

− × ×  

式中 C1为初始培养基中木质素的浓度，C2为待测

样品中剩余木质素的浓度。 
1.2.7  酶学性质研究 

(1) 温度对酶活力的影响 
驯化前后菌株按照上述 1.2.5 方法进行产

酶培养，获得粗酶液并保存备用。参考文献[20]
的方法，将酶液在 20−60 ℃反应 5 min 后测定

Lac、MnP、LiP 酶活力，确定 3 种酶的最适反

应温度。在最适反应温度将粗酶液保温处理

20−100 min，每隔 20 min 测一次酶活，与未保

温粗酶液酶活力对比，计算相对酶活力，确定

酶的热稳定性。 
(2) pH 对酶活力的影响 
配制不同 pH 值(3.0−9.0)的丙二酸和酒石

酸缓冲液，根据韩月颖等[20]的方法，在最适反

应温度下，将粗酶液分别与不同 pH 值的缓冲

液反应 5 min 后测定 Lac、MnP、LiP 酶活力，

确定酶最适反应 pH。粗酶液在最适反应 pH 值

的缓冲液中反应 20−100 min，每隔 20 min 测一

次酶活，与未作用时酶活对比，计算相对酶活

力，确定酶的 pH 稳定性。 
1.2.8  数据统计与分析 

所有试验重复 3 次，试验数据采用 Excel 
2007 和 SPSS 22.0 进行处理。驯化前后菌株酶

学性质的研究采用单因素方差分析法，平均值

多重比较用最小显著性差异法(least-significant 
difference, LSD) (P<0.05)，运用 Origin 2021 进

行数据作图处理。 

2  结果与分析 
2.1  菌株在不同温度下的生长适应性 

由表 1 可知，在 30−55 ℃时菌株均能生长， 
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表 1  不同温度下菌株生长情况 
Table 1  Growth condition of stains at different temperatures 
菌株 
Strain 

观察项目 
Observation items 

培养温度 Temperature (℃) 
30 40 45 50 55 60 

NO.2 菌落数 
Number of bacteria colonies 

154 307 288 227 8 0 

出菌时间 
Outbacterial time (h) 

23 18 18 10 9  

NO.5 菌落数 
Number of bacteria colonies 

138 280 225 208 7 0 

出菌时间 
Outbacterial time (h) 

18 18 18 10 20  

 
高温 60 ℃无菌落出现，相对最适生长温度为

40 ℃。通过观察，菌株 NO.2 随温度升高菌落

出现时间缩短，在 50 ℃培养 10 h 出现菌落且

生长较好，升温至 55 ℃时仍有少许菌落生长。

菌株 NO.5 在培养温度超过 40 ℃后，菌落数随

温度的升高而逐渐减少，在 55 ℃培养 20 h 后

才出现菌落，与菌株 NO.2 相比对高温响应缓

慢，适应时间延长。因此，菌株 NO.2 耐热能力

较强，比菌株 NO.5 更能适应高温环境，选择

NO.2 为目标菌株进行温度梯度驯化，进一步提

高其对高温的耐受性，使其更加适应温度动态

变化的堆肥过程。 
2.2  驯化前后菌株的生长曲线 

由图 1 可知，驯化后菌株 TANO.2 与原始

菌株 NO.2 在最适温度 40 ℃培养相比较，对数

期持续时间更长，进入稳定期后最大生物量显

著高于驯化前。在 60 ℃条件下培养，驯化前后

菌株的生长趋势较为接近，培养 30 h 后进入对

数生长期，最大生物量之间无显著差异，但驯

化株较原始菌株在对数期生物量上升速度快，

提前 3 h 进入稳定期。综上所述，对菌株 NO.2
进行温度驯化可以提高菌株对高温胁迫的适应

性及微生物活性。 
2.3  驯化前后菌株产酶能力、木质素降解

率的比较 
原始菌株 NO.2和驯化后菌株 TANO.2于高

温 60 ℃培养所测酶活和木质素降解率如表 2 所

示。驯化后菌株的 Lac、MnP 和 LiP 酶活力较

原菌株分别提高 30.75%、35.98%和 29.62%，

木质素降解率提高 60.52%。综合考虑，菌株驯

化后明显提高了其在高温下的产酶能力和木质

素降解效果，后续进一步考察其驯化前后酶促

反应温度和 pH 范围。 

 

 
 

图 1  驯化后菌株和原始菌株的生长曲线   不
同小写字母表示最大生物量间差异显著(P<0.05) 
Figure 1  The growth curves of the domesticated 
and original strains. Different lowercase letters 
indicate significant differences between maximum 
biomass (P<0.05) 
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表 2  驯化前后菌株酶活性与木质素降解率(平均值±标准差) 
Table 2  Enzyme activity and lignin degradation rate of strains before and after domestication (mean±SD) 
菌株 
Strain 

漆酶 
Lac (U/L) 

锰过氧化物酶 
MnP (U/L) 

木质素过氧化物酶 
LiP (U/L) 

木质素降解率 
Lignin degradation rate (%) 

NO.2 37.92±4.98 21.79±3.69 13.03±3.07 15.07±2.94 
TANO.2 49.58±4.12 29.63±2.46 16.89±2.76 24.19±3.30 

 
2.4  驯化前后菌株的酶学性质研究 
2.4.1  最适反应温度及热稳定性 

由表 3 可知，驯化前后菌株所产 3 种酶在

20−60 ℃之间均有酶活，随着温度的升高，底物

分子与酶有效碰撞率越大，酶活就越高，但在最

适反应温度酶活才最高，进一步提高反应温度

则酶活下降[30]。驯化前 Lac 和 LiP 最适反应温

度均为 30 ℃，酶活最高分别为(37.92±4.98) U/L
和 (13.03±3.07) U/L； MnP 最适反应温度为

50 ℃，酶活达(23.33±1.06) U/L。而驯化后 Lac
和 LiP 最适反应温度均为 50 ℃，酶活分别为

(50.90±3.50) U/L 和(24.13±2.76) U/L；MnP 在反

应温度为 60 ℃时，酶活最高为(31.37±1.97) U/L，
为该种酶的最适反应温度。综上所述，与驯化

前相比，Lac、LiP 和 MnP 这 3 种酶的最适反应

温度均有所提高，而且最高酶活力分别提高了

34.23%、85.19%和 60.18%。 
在最适反应温度下，将 3 种酶与缓冲液共

同作用 20−100 min，以未保温的粗酶液酶活力

为 100%，计算相对酶活力。如图 2 所示，在最

适反应温度下保温处理 20 min 后，3 种酶的酶

活性仍较高，随着反应时间的延长，则逐渐下

降。保温 100 min 后，驯化后菌株所产 Lac 仍

保持 60%以上的活性，具有良好的热稳定性且

高于驯化前；MnP 和 LiP 活性均低于 40%，稳

定性较差，但优于驯化前，随着反应时间的延

长，LiP 酶活性下降趋势较缓慢，100 min 后相

对酶活力高于 MnP。综上所述，驯化后菌株所

产 3 种酶在各自最适反应温度下保温处理  
100 min 后，按剩余相对酶活力大小，热稳定性

依次为 Lac>LiP>MnP，且相较于驯化前，驯化

后酶活热稳定性更高。 
 
表 3  驯化前后 3 种酶的最适反应温度比较(平均值±标准差) 
Table 3  Optimal reaction temperature of the enzyme (mean±SD) 
培养温度 
Temperature 
(℃) 

漆酶 Lac (U/L)  锰过氧化物酶 MnP (U/L)  木质素过氧化物酶 LiP (U/L) 

原始菌株 
The original 
strain 

驯化后菌株 
The domesticated 
strain 

原始菌株 
The original 
strain 

驯化后菌株 
The 
domesticated 
strain 

原始菌株 
The original 
strain 

驯化后菌株 
The 
domesticated 
strain 

20 25.27±1.51Aa 9.26±1.17Aa  15.75±1.65Aa 8.71±2.46Aa  9.77±1.54Aa 19.91±1.47Aa 
30 37.92±4.98Ba 49.58±4.12Bb  21.79±3.69Aa 29.63±2.46Ba  13.03±3.07Ba 16.89±2.76Aa 
40 18.59±1.00Ca 37.63±2.06Ab  21.00±1.17Aa 22.66±3.75Ba  11.95±1.35Aa 22.63±3.83Ba 
50 13.07±1.23Da 50.90±3.50Bb  23.33±1.06Ba 20.91±1.48Ba  5.43±0.54Ca 24.13±2.76Bb 
60 8.28±3.08Ea 21.73±2.20Aa  20.71±4.53Aa 31.37±1.97Ba  5.43±0.36Ca 10.86±1.81Cb 

不同大写字母表示同一菌株在不同培养温度的酶活间差异显著；不同小写字母表示同一培养温度下不同菌株间酶活差

异显著，P<0.05 
Different capital letters indicate significant differences in enzyme activity of the same strain at different culture temperatures; 
Different lowercase letters indicate significant differences in enzyme activities among different strains at the same culture 
temperature, P<0.05. 
、  
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图 2  酶的热稳定性   不同大写字母表示同一

酶在不同时间的相对酶活力间差异显著；不同小

写字母表示同一酶在驯化前后的相对酶活力间差

异显著(P<0.05) 
Figure 2  Thermal stability of the three enzymes. 
Different capital letters indicate significant 
differences between the relative enzyme activities 
of the same enzyme at different times; Different 
lowercase letters indicate significant differences 
between the relative enzyme activities of the same 
enzyme before and after domestication (P<0.05). 

2.4.2  最适反应 pH 及 pH 稳定性 
pH 会影响到酶蛋白结构及与底物的结合

能力，从而改变酶活力[30]。由表 4 可知，在 pH 
4.5−9.0 之间 3 种酶均有较高的酶活，但不同的

pH 条件下酶活以不同的解离态存在，只有一种

状态最适合。与驯化前相比，驯化后 Lac 活性

随着 pH 的升高而升高，在 pH 值为 9.0 时产酶

能力最好，此时酶活为(85.75±7.66) U/L，驯化

后显著提高了最适反应 pH 范围；MnP 和 LiP 最

适作用 pH 值均为 6.0，这 2 种酶在酸性条件下

以 最 适 解 离 状 态 存 在 ， 酶 活 分 别 最 高 达  
(24.40± 2.46) U/L 和(16.89±1.17) U/L，最适反应

pH 未得到明显提高，但酶活力高于驯化前，分

别提高了 23.23%和 139.24%。 
在最适反应 pH 条件下，将 3 种酶与缓冲

液作用 20−100 min，以未作用的粗酶液酶活力

为 100%，计算相对酶活力。由图 3 可知，3 种

酶与缓冲液作用 20 min 后活性仍较高，均保持在

60%以上，与缓冲液作用时间越长，酶活性呈下

降趋势。作用 100 min 后，驯化后菌株所产 Lac
在 pH 9.0 的碱性环境中酶活力仍保持 64.76%， 

 
 
表 4  驯化前后 3 种酶的最适反应 pH (平均值±标准差) 
Table 4  Optimal reaction pH of the three enzymes (mean±SD) 
pH 漆酶 Lac (U/L)  锰过氧化物酶 MnP (U/L)  木质素过氧化物酶 LiP (U/L) 

原始菌株 
The original 
strain 

驯化后菌株 
The domesticated 
strain 

原始菌株 
the original 
strain 

驯化后菌株 
The domesticated 
strain 

原始菌株 
the original 
strain 

驯化后菌株 
The domesticated 
strain 

3.0 18.67±0.82Aa 19.83±6.60Aa  16.13±1.47Aa 21.48±0.80Aa  2.72±0.77Aa 4.53± 2.39Aa 

4.5 31.21 ±1.12Ba 53.67±1.87Bb  12.47±1.27Aa 22.35±0.43Ab  3.26±0.10Aa 15.98±1.16Bb 

6.0 15.17±1.75Ca 62.64±1.76Bb  19.80±1.24Aa 24.40±2.46Ba  3.80±0.76Aa 16.89±1.17Bb 

7.5 21.58±0.85Da 65.24±1.69Bb  7.26± 0.53Ba 14.81±3.70Ca  7.06±2.30Ba 14.48±1.36Ba 

9.0 4.47 ±0.89Ea 85.75 ±7.66Cb  5.23±1.74Ba 7.19± 0.03Da  3.80±0.77Aa 16.29±0.88Bb 

不同大写字母表示同一菌株在不同 pH 值的酶活间差异显著；不同小写字母表示同一 pH 值不同菌株间酶活差异显著

(P<0.05) 
Different capital letters indicate significant differences in enzyme activity of the same strain at different pH values; Different 
lowercase letters indicate significant differences in enzyme activities between different strains at the same pH value (P<0.05). 
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远高于驯化前(19.44%)，说明 Lac 对于碱性环

境有较强的适应能力，属于碱性酶；MnP 和

LiP 酶活力分别还剩 45.6%和 48.9%，比驯化前

分别提高 113.78%和 217.95%，在酸性环境中具

有较好的稳定性。综上所述，相较于驯化前，

驯化后 3 种酶的酶活力下降缓慢，在最适反应

pH下与缓冲液作用100 min后，根据所剩相对酶

活力大小，pH 稳定性依次为 Lac>LiP>MnP。 

3  讨论与结论 
目前，针对园林绿化废弃物高温好氧堆肥

存在的木质纤维素结构复杂难降解和高温胁迫

问题，从特定高温环境中定性筛选可分泌木质 

 

 
 
图 3  酶 pH 稳定性   不同大写字母表示同一酶

在不同时间下的相对酶活力间差异显著；不同小

写字母表示同一酶在驯化前后的相对酶活力间差

异显著(P<0.05) 
Figure 3  pH stability of the three enzymes. 
Different capital letters indicate significant 
differences between the relative enzyme activities 
of the same enzyme at different times; Different 
lowercase letters indicate significant differences 
between the relative enzyme activities of the same 
enzyme before and after domestication (P<0.05) 

素降解相关酶系的高温菌已成为趋势。已有研

究发现，芽孢杆菌类细菌因具备特殊耐热机制

使其可以安全度过堆肥高温期，是堆肥过程中

常见的优势菌，而且对木质素降解有较大的应

用潜力[31]。但在高温环境下微生物产生芽孢进

入休眠状态，微生物活性降低，代谢缓慢，分

泌酶减少，影响微生物降解木质素的效果。本

实验将一株筛选自堆肥且具有木质素降解能力

的芽孢杆菌通过温度梯度方法驯化后，在高温

环境下考察其生长情况、产酶能力和木质素降解

率，以及探究温度和 pH 对其酶促反应的影响。 
有报道称，盐类的存在对微生物受热力损

伤具有保护作用，其作用效果随盐的种类、浓

度及菌种等因素的变化而有相当大的差异[32]。

一般认为，低浓度的 NaCl 主要通过调节细胞内

外的渗透压进而对细胞起到保护作用，高浓度

则具有破坏作用。本实验所采用的驯化培养基

和发酵培养基中均添加了适宜浓度的 NaCl，可

有效降低高温胁迫损伤微生物细胞。另外，在

温度梯度驯化锻炼过程中，可能由于菌株细胞

质膜随培养温度的升高，类脂总含量和高熔点

饱和脂肪酸增加，提高了菌株的耐热性[33]，从

而提高微生物在高温环境下的生命活动速率，

缩短芽孢杆菌类细菌的休眠时间，减少抵抗不

利条件的芽孢形成。因此，与原菌株比较，驯

化后生物量和次级代谢产物胞外酶显著增加。

在高温(60 ℃)培养 3 d 后，驯化后菌株所产漆

酶 (Lac)达 49.58 U/L，锰过氧化物酶 (MnP) 
29.63 U/L，木质素过氧化物酶(LiP) 16.89 U/L，

较 原 始 菌 分 别 提 高 了 30.75% 、 35.98% 和

29.62%。王敬红[34]从腐木不同部位的土壤样品

中驯化得到一组具有高效木质素降解能力的细

菌复合菌系 LDH，在 50 ℃培养，所产 Lac、
MnP 和 LiP 的酶活力分别最高为 41.11、16.05
和 15.41 U/L。与前人研究结果相比，进一步表
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明驯化后可提高菌株微生物活性及产酶能力，

使菌株对高温环境的适应性更强。 
堆肥过程中微生物通过分泌木质素降解相

关酶系来实现降解作用，木质素降解酶的产量

高低直接决定木质素降解速度及程度，但高温

影响酶活性，使木质素降解缓慢。目前，关于定

性筛选高温木质素降解菌的研究较少，An 等[35]

发现了一株嗜热嗜碱细菌 Serratia sp. AXJ-M，

该菌能在极端环境下降解木质素，降解率达

52.5%。贺鹏亮[36]通过限制性培养从菌渣堆高温

部位材料中驯化得到一组高效木质素降解菌系

SD，共获得 7 株可培养菌株，单一菌株在高温

(50 ℃)培养 5 d 的木质素降解率为 8.50%−33.75%，

复合菌系 SD 对木质素的降解率达 41.60%。王

敬红[34]驯化得到的复合降解菌系 LDH 在 50 ℃
培养 10 d，木质素降解率达 32.4%。刘心吾等[13]

在林区温泉采集土壤样品中筛选出 2 株耐高温

的产芽孢细菌，双菌降解 20 d 后木质素的降解

率为 24.51%。而此实验中，驯化后单菌株液态

发酵 5 d 后木质素降解率达 24.19%，与原始菌

株相比提高了 60.52%。与上述研究结果相比，

同等高温环境条件下，驯化后菌株在单一菌株

作用情况下降解率较高，进一步佐证了驯化后

提高菌株分泌木质素降解相关酶系的能力。 
酶学性质的研究对于木质素降解和酶的

生产应用意义不可忽视。据报道，细菌漆酶(Lac)
耐受 pH 值为 1.0−7.2，温度为 30−85 ℃[37]；锰

过氧化物酶 (MnP)在 35−55 ℃温度范围内产 
酶效果最佳，耐受 pH 3.0−7.0[38]；木质素过氧

化物酶(LiP)最佳反应温度为 35 ℃，耐受 pH 
2.5−7.0[39]。本研究中，与驯化前相比，菌株驯

化后提高了所产 3 种酶的最适反应温度和 pH
范围，Lac、MnP 和 LiP 最适反应温度分别为

50、60 和 50 ℃，最适作用 pH 值分别为 9.0、
6.0 和 6.0，而且在最佳酶促反应条件下具有较

好的热稳定性和 pH 稳定性，其中 Lac 的稳定

性相对最高，属于高温碱性酶。此实验结果在

上述报道范围内，并且随着培养温度的逐渐提

高，可能引起酶的一级结构中某些关键区域个

别氨基酸的改变，从而引起高级结构的变化，

使酶蛋白结构中的氢键、离子键或疏水键增加，

提高了酶分子的热稳定性[40]，但对于相关氨基

酸是如何变化和影响菌株稳定性的认识有待进

一步研究。 
综上所述，温度梯度驯化方法有效提高了

该菌株对高温的适应性。本研究驯化后得到的

菌株在高温环境的产酶能力与木质素降解能力

均显著高于原始菌株，木质素降解酶的酶促反

应温度和 pH 耐受范围更宽，能够更加适应温

度和 pH 动态变化的堆肥过程。下一步研究可

采用数学统计方法优化微生物发酵培养基组分

和发酵条件，最大化提高驯化后菌株的酶活力，

为研制高效降解园林绿化废弃物微生物菌剂提

供菌种资源。 
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