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摘要：［目的］为获得能够高效降解园林废弃物的真菌并研究其降解能力，从经过堆肥处理的园林废弃物中分离

和筛选出１株木质素降解能力较强的真菌。［方法］经过形态分析、ＩＴＳ分子序列分析，构建系统发育树，鉴定出
该株木质素降解真菌种属，并利用该菌株进行固态发酵实验，研究其在固态发酵过程中漆酶、锰过氧化物酶的酶

活力变化及其对不同园林废弃物中木质素的降解能力。［结果］从经过堆肥处理的园林废弃物中共挑选出真菌

１８株，筛选出１株高效的木质素降解真菌，编号为菌株 Ｎｏ．１１，经鉴定该菌株为构巢曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｄｕｌａｎｓ
（Ｅｉｄａｍ）Ｇ．Ｗｉｎｔｅｒ）。以冬青卫矛叶、冬青卫矛枝、圆柏叶、圆柏枝、连翘枝叶为底物的模拟固态发酵的漆酶酶活

力峰值分别为３８８．７、３２６．３、４６１．４、３４２．７、５８８．５Ｕ·Ｌ－１，锰过氧化物酶酶活力峰值分别为１３８．３、１２１．１、１０４．６、

１２８．６、７３．３Ｕ·Ｌ－１。添加菌株Ｎｏ．１１使冬青卫矛叶、冬青卫矛枝、圆柏叶、圆柏枝、连翘枝叶４０ｄ后木质素降解
率分别提高了２０．４０％、２２．４４％、２９．９０％、２５．２８％、１５．７７％。［结论］筛选出的构巢曲霉对北京地区常见园林废
弃物冬青卫矛、圆柏和连翘枝叶中的木质素具有较好的降解能力，在降解园林废弃物方面可能更具有优势。
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　　园林废弃物主要包括人工修剪的枝叶和草坪
草、自然生长的杂草、自然掉落的枯枝落叶［１］，其主

要有机成分包括木质素、纤维素、半纤维素等［２］。随

着生态文明建设的开展和城市绿化覆盖率的提高，

城市中待处理的园林废弃物数量猛增，已成为城市

第二大固体废弃物［３］，２０１７年北京市年产园林废弃
物已经达到６００万吨［４］。堆肥处理等园林废弃物资

源化利用是解决该问题的重要途径，堆肥处理可以

将园林废弃物转化为有机肥料、栽培基质等产品，同

时这些产品对提高土壤肥力、改善土壤物理结构［５］、

促进植物生长［６］以及延缓土壤重金属污染等方面有

重要作用［７］。有关堆肥的研究集中在调节 Ｃ／Ｎ［８］、
堆肥过程控制［９］及外源添加物改良园林废弃物堆肥

品质［１０］等方面；但园林废弃物堆肥木质素降解周期

长、木质素降解率不高等问题依旧存在，如何加快木

质素降解成为关键问题。木质素、纤维素及其二者

的复合体是限制堆肥快速腐熟的关键因素，其中，木

质素的影响作用尤甚［１１］。漆酶、锰过氧化物酶［１２］

和木素过氧化物酶［１３］是主要的降解酶类型，酶系对

木质素降解的机理已有报道［１４］。有研究表明，细

菌、真菌对木质素的降解［１５］及加速堆肥达到腐

熟［１６］都具有重要影响。木质素降解细菌的菌种筛

选研究较多，然而，目前对木质素降解真菌的研究主

要集中在白腐菌类，其他种属真菌的研究相对较

少［１７］，菌种资源库亟待扩充。

本研究以北京地区收集的经过堆肥处理的园林

废弃物为材料，从中筛选高效的木质素降解菌，对其

进行分子生物学鉴定，并对其降解不同种类的园林

废弃物效果进行研究，以期为提高园林废弃物利用

率提供优质的菌株资源。

１　试验材料
１．１　园林绿化废弃物材料

前期筛选目标菌株所用堆肥材料和后期模拟固
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态发酵材料均取自北京林业大学，包括冬青卫矛

（ＥｕｏｎｙｍｕｓｊａｐｏｎｉｃａｓＴｈｕｎｂ．）枝和叶、圆柏（Ｓａｂｉｎａ
ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ（Ｌ．）Ａｎｔ．）枝和叶及连翘（Ｆｏｒｓｙｔｈｉａｓｕｓｐｅｎ
ｓａ（Ｔｈｕｎｂ．）Ｖａｈｌ）枝叶。
１．２　培养基

马丁氏培养基、ＰＤＡ固体培养基、ＰＤＡ液体培
养基［１８］。

１．２．１　ＰＤＡ苯胺蓝培养基　马铃薯浸提液１Ｌ（取
去皮马铃薯２００ｇ，切成小块，加水１Ｌ煮沸３０ｍｉｎ，
滤去马铃薯块，加蒸馏水将滤液补足至１Ｌ），葡萄糖
２０ｇ，琼脂１５ｇ，苯胺蓝０．１ｇ，自然ｐＨ。
１．２．２　ＰＤＡ愈创木酚培养基　马铃薯浸提液１Ｌ
（同１．２．１节）、葡萄糖２０ｇ、琼脂１５ｇ、愈创木酚０．１
ｍＬ，自然ｐＨ。
１．２．３　液体培养基　ＫＨ２ＰＯ４１ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０５
ｇ，蛋白胨５ｇ，葡萄糖１０ｇ，水１０００ｍＬ，自然 ｐＨ。

２　试验方法

２．１　菌株的富集纯培养
取１．０ｇ前期用于筛选菌株的园林废弃物堆肥

材料，置于装有９９ｍＬ无菌水的２５０ｍＬ三角瓶中，
在１８０ｒ·ｍｉｎ－１，２８℃的条件下振荡３０ｍｉｎ，使样品
分散成均匀的悬液，悬液浓度为１０－２ｇ·ｍＬ－１。取１
ｍＬ悬液进行梯度稀释，得到浓度分别为１０－３、１０－４、
１０－５、１０－６ｇ·ｍＬ－１的稀释液，分别取每个浓度稀释
液１ｍＬ在马丁氏培养基上进行涂布培养，于恒温培
养箱２８℃培养 ３ｄ，根据菌落的形态指标（包括颜
色、大小、边缘规整程度、表面纹饰）挑取不同的菌

落，用接种针挑取后划线培养于 ＰＤＡ培养基中，经
多次平板划线分离后，获得某一菌株的纯培养菌株。

２．２　木质素降解菌株的筛选
分离得到的纯培养菌株以点接法分别接种到

ＰＤＡ愈创木酚和ＰＤＡ苯胺蓝平板，设置３个重复，
在３５℃恒温培养箱中避光培养５ｄ，观察记录有无
显色圈和褪色圈产生及其产生时间和直径大小，推

断漆酶、锰过氧化物酶的产生情况，以此判断菌株是

否具有木质素降解能力。

２．３　木质素降解菌的种属鉴定
从上述具有木质素降解能力的菌株中选择一株

单位时间内显色圈和褪色圈直径最大的菌株，进行

ＩＴＳ序列测序，将所得的ＩＴＳ序列与Ｇｅｎｂａｎｋ中的核
酸数据库序列进行Ｂｌａｓｔ比对，采用 ＭＥＧＡ５．０软件

包使用ＮｅｉｇｈｂｏｒＪｏｉｎｉｎｇ法构建系统发育树［１９］。

２．４　配制菌液
５００ｍＬ三角瓶中装入２５０ｍＬ的ＰＤＡ液体培养

基，１２１℃下灭菌３０ｍｉｎ，用接种针将纯培养的微生
物从ＰＤＡ固体培养基中转移至ＰＤＡ液体培养基中，
在１８０ｒ·ｍｉｎ－１，２８℃的条件下摇瓶培养，培养３ｄ
后使用平板计数法记录真菌的群落数，当菌液浓度

达到１０８ｃｆｕ·ｍＬ－１，则菌液配制完成。
２．５　固态发酵实验

为了更好模拟自然条件下堆肥过程，固态发酵

试验中园林废弃物没有进行完全灭菌处理，即将用

于固态发酵的园林废弃物仅于７５℃连续烘干４８ｈ。
实际生产中由于连翘枝叶分离成本较高，一般不分

开处理。因此，本研究中连翘枝叶未分开处理。圆

柏与冬青卫矛的枝、叶分开粉碎，过２０目筛。５个
２５０ｍＬ锥形瓶中分别装入过筛的５种园林废弃物
物料（冬青卫矛枝、冬青卫矛叶、圆柏叶、圆柏枝、连

翘枝叶）８０ｇ，加入含０．６％硫酸铵的无菌水，使含水
量达到６０％，随后每组加入配置菌液１０ｍＬ，充分混
匀后密封瓶口，置于２５ ３０℃的培养箱中避光培
养。固态发酵共４０ｄ，于第１、３、５、７、９、１１、１３、１５、
１８、２１、２５、３０天取样１ｇ，加入无菌水以８０００ｒ·
ｍｉｎ－１，离心１０ｍｉｎ，上清液即为粗酶液，用于测定漆
酶、锰过氧化物酶酶活力。于第１、４０天取样，用以
测定木质素降解率，另以不加菌处理为对照。５个
处理组和相对应的对照组实验均重复３次。
２．５．１　木质素降解酶活性测定　锰过氧化物酶采
用 Ｗａｒｉｉｓｈｉ法进行活性测定，漆酶采用愈创木酚法
进行活性测定［２０］。

２．５．２　木质素测定方法　使用浓硫酸法测定木质
素。离心管中放入待测样品，不加样品的空白处理

为对照组，随后加入醋酸、乙醇乙醚混合液浸泡９ｈ，
吸取上清液后水浴蒸干，加入浓硫酸静置１６ｈ。加
入氯化钡溶液处理，随后加入 １０％硫酸和重铬酸
钾，沸水浴１５ｍｉｎ，待冷却后加入碘化钾溶液、淀粉
溶液，使用硫代硫酸钠滴定［２１］。

２．６　数据处理方法
使用ＥＸＣＥＬ２０１６和ＳＰＳＳ１６软件对处理前后木

质素含量进行独立样本 ｔ检验，多重比较采用 Ｄｕｎ
ｃａｎ法（Ｐ＜０．０５）对不同处理组的降解率提高值进
行显著性分析。木质素降解率计算公式如下：

木质素绝对降解率提高值 ＝（堆肥后对照组木
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质素含量－堆肥后处理组木质素含量）×１００％
木质素相对降解率 ＝（堆肥前木质素含量 －堆

肥后木质素含量）／堆肥前木质素含量×１００％
相对降解率提高值 ＝（处理 Ｔ的相对降解率 －

对照ＣＫ的相对降解率）×１００％

３　结果与分析
３．１　木质素降解菌的筛选

从经过堆肥处理的园林废弃物材料中共筛选出

真菌１８株，分别命名为菌株１ １８。采用 ＰＤＡ苯
胺蓝平板显色法和 ＰＤＡ愈创木酚平板褪色法筛选
其中具有产生降解木质素相关降解酶能力的菌株。

由表１可看出：有４种真菌在愈创木酚培养基中产
生了变色圈，８种真菌在苯胺蓝培养基中产生褪色
圈，其中，２种真菌在 ２种平板中出现显色和褪色
圈。愈创木酚培养基中产生变色圈说明真菌具有分

泌锰过氧化物酶的能力，苯胺蓝培养基中产生褪色

圈说明真菌具有产生漆酶的能力，菌株 Ｎｏ．１１和
Ｎｏ．１２可以同时分泌漆酶和锰过氧化物酶。图１可
见：菌株Ｎｏ．１１在７２ｈ内于苯胺蓝培养基中出现了
褪色圈，且在愈创木酚培养基中出现了最大变色圈，

因此，选取菌株Ｎｏ．１１进行种属鉴定及后续研究。

表１　不同菌株在选择培养基中的显色和褪色结果
Ｔａｂｌｅ１　Ｔｈｅｃｏｌｏｒｉｎｇａｎｄｄｅｃｏｌｏｒｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔｒａｉｎｓｏｎｓｅｌｅｃｔｉｖｅｍｅｄｉｕｍｓ

菌株

ｓｔｒａｉｎｓ

愈创木酚显色时间

Ｃｕｌｔｕｒｅｔｉｍｅ／ｈ
２４ ４８ ７２

苯胺蓝褪色时间

Ｃｕｌｔｕｒｅｔｉｍｅ／ｈ
２４ ４８ ７２

菌株Ｎｏ．１ － － － ＋ ＋ ＋
菌株Ｎｏ．２ － － － ＋ ＋＋ ＋＋
菌株Ｎｏ．３ － ＋ ＋ － － －
菌株Ｎｏ．５ － － － ＋ ＋ ＋
菌株Ｎｏ．７ － － － ＋ ＋ ＋
菌株Ｎｏ．８ － ＋ ＋＋ － － －
菌株Ｎｏ．９ － － － － － ＋
菌株Ｎｏ．１０ － － － － － ＋
菌株Ｎｏ．１１ ＋ ＋＋ ＋＋＋ ＋ ＋ ＋
菌株Ｎｏ．１２ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

　　注：－表示不显色（或不褪色）；＋、＋ ＋、＋ ＋ ＋、＋ ＋ ＋ ＋
表示显色（或褪色）圈逐渐增大。

Ｎｏｔｅ：“－”ｍｅａｎｓｎｏｃｏｌｏｒｉｎｇ（ｏｒｎｏｄｅｃｏｌｏｒｉｎｇ）ｚｏｎｅ；“＋”，“＋
＋”，“＋ ＋ ＋”，“＋ ＋ ＋ ＋”ｍｅａｎｓｂｉｇｇｅｒｃｏｌｏｒｉｎｇ（ｏｒｂｉｇｇｅｒｄｅ
ｃｏｌｏｒｉｎｇ）ｚｏｎｅｇｒａｄｕａｌｌｙ．

３．２　菌株Ｎｏ．１１的菌种鉴定结果
３．２．１　菌株 Ｎｏ．１１的形态特征　菌株 Ｎｏ．１１在
ＰＤＡ培养基培养２４ｈ的菌落为翠绿色（图２），培养

图１　菌株Ｎｏ．１１在苯胺蓝培养基中褪色圈（右下）
Ｆｉｇ．１　ＦａｄｉｎｇｃｉｒｃｌｅｏｆＳｔｒａｉｎＮｏ．１１ｉｎ
ａｎｉｌｉｎｅｂｌｕｅｍｅｄｉｕｍ（ｂｏｔｔｏｍｒｉｇｈｔ）

４８ｈ后出现黄褐色，质地丝柔状，表面有黄褐色絮状
颗粒结构。平、薄或具不明显的放射状沟纹。菌落

反面近于无色或黄褐色。

图２　菌株Ｎｏ．１１的形态特征
Ｆｉｇ．２　ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆＳｔｒａｉｎＮｏ．１１

３．２．２　菌株 Ｎｏ．１１的 ＩＴＳ序列分析及系统发育树
的构建　对菌株 Ｎｏ．１１进行 ＩＴＳ序列测序，测得菌
株Ｎｏ．１１的 ＩＴＳ序列与 Ｇｅｎｅｂａｎｋ数据库中已注册
的相应序列使用 ＢＬＡＳＴ程序进行序列相似性比较
分析，从比较结果中选取相似性为９９％的已注册菌
株，采用Ｍｅｇａ５．０软件构建系统进化树图３。

图３显示：与菌株 Ｎｏ．１１同源性相似度较高的
菌株属于曲霉属（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｓｐ．）和裸胞壳属（Ｅｍｅｒ
ｉｃｅｌｌａｓｐ．），其中，同源性最高的为构巢曲霉（Ａｓｐｅｒ
ｇｉｌｌｕｓｎｉｄｕｌａｎｓ（Ｅｉｄａｍ）Ｇ．Ｗｉｎｔｅｒ），其次为 Ｅｍｅｒｉｃｅｌ
ｌａｏｍａｎｅｎｓｉｓＹ．Ｈｏｒｉｅ＆Ｕｄａｇａｗａ。结合系统发育树
及形态特征，最终确定菌株Ｎｏ．１１为构巢曲霉。
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图３　依据ＩＴＳ序列构建的菌株Ｎｏ．１１系统发育树
Ｆｉｇ．３　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆｓｔｒａｉｎ１１ｂａｓｅｄｏｎ

ＩＴＳｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

３．３　菌株Ｎｏ．１１对５种底物中木质素的降解作用
３．３．１　木质素降解酶酶活力的变化
３．３．１．１　漆酶酶活力变化　图４ ６表明：在固态
发酵过程中，接菌处理的漆酶酶活力均高于对照，在

固态发酵第３天，除连翘枝叶组外，其余４个接菌处
理的漆酶酶活力仍处在较低水平。固态发酵第９天
后，圆柏枝、冬青卫矛叶和连翘枝叶组漆酶酶活力开

始逐渐升高。圆柏枝组在第１３天漆酶酶活力到达
峰值，为３４２．７Ｕ·Ｌ－１。冬青卫矛叶和连翘枝叶组
在第１５天酶活力达到峰值，分别为３８８．７和５８８．５
Ｕ·Ｌ－１。冬青卫矛枝组和圆柏叶组在第１８天酶活
力达到峰值，分别为３２６．３和４６１．４Ｕ·Ｌ－１。酶活
性在一定程度上可以反应真菌对木质素的降解能

力。分析原因在于，微生物从繁殖到代谢产酶需要

图４　固态发酵中冬青卫矛枝、叶的漆酶酶活力变化
Ｆｉｇ．４　ＣｈａｎｇｅｓｉｎｌａｃｃａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＥｕｏｎｙｍｕｓ
ｊａｐｏｎｉｃｕｓｂｒａｎｃｈｅｓａｎｄｌｅａｖｅｓｄｕｒｉｎｇｃｏｍｐｏｓｔｉｎｇ

一段时间，在固态发酵初始阶段漆酶酶活力较低，随

着菌体生长及代谢旺盛，漆酶酶活力也逐渐达到高

峰期。总体来看，以叶片为底物的固态发酵中的漆

酶酶活力峰值高于以树枝为底物的接菌处理。可能

的原因在于树枝中的木质素与纤维素、半纤维素相

互结合形成木质纤维素，阻碍了微生物与木质素的

接触，不利于木质素降解菌的利用［２２］。

图５　固态发酵中圆柏枝、叶的漆酶酶活力变化
Ｆｉｇ．５　ＣｈａｎｇｅｓｉｎｌａｃｃａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＳａｂｉｎａｃｈｉｎｅｎｓｉｓ

ｂｒａｎｃｈｅｓａｎｄｌｅａｖｅｓｄｕｒｉｎｇｃｏｍｐｏｓｔｉｎｇ

图６　固态发酵中连翘枝叶的漆酶酶活力变化
Ｆｉｇ．６　ＣｈａｎｇｅｓｉｎｌａｃｃａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＦｏｒｓｙｔｈｉａｓｕｓｐｅｎｓａ

ｂｒａｎｃｈｅｓａｎｄｌｅａｖｅｓｄｕｒｉｎｇｃｏｍｐｏｓｔｉｎｇ

３．３．１．２　锰过氧化物酶酶活力变化　图７ ９表
明：在固态发酵中，接菌处理组锰过氧化物酶酶活力

均高于对照组，说明添加外源菌株在固态发酵中能

够提高锰过氧化物酶的酶活力。固态发酵第５天，
除圆柏枝接菌组锰过氧化物酶酶活力较之前有较高

提升外，其他各组的酶活力仍处于较低水平。冬青

卫矛叶组、连翘枝叶组第５天后酶活力开始逐渐升
高，第１５天酶活力达到峰值，分别为１３８．３、７３．３Ｕ
·Ｌ－１。圆柏枝组在第１５天酶活力达到峰值１２８．６
Ｕ·Ｌ－１。冬青卫矛枝组和圆柏叶组在第２１天酶活
力达到峰值，分别为１２１．１、１０４．６Ｕ·Ｌ－１。接菌处
理组锰过氧化物酶酶活力随时间的变化趋势和漆酶

酶活力的变化趋势基本相近，说明二者的产酶期基

本一致，但是从峰值与平均值看，各个接菌处理的锰
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过氧化物酶酶活力均低于漆酶酶活力，说明菌株主

要通过分泌漆酶降解木质素，这与先前平板显色褪

色实验得到结果吻合。

图７　固态发酵中冬青卫矛枝、叶的锰过氧化物
酶酶活力变化

Ｆｉｇ．７　ＣｈａｎｇｅｓｉｎＭａｎｇａｎｅｓｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆ
Ｅｕｏｎｙｍｕｓｊａｐｏｎｉｃｕｓｂｒａｎｃｈｅｓａｎｄｌｅａｖｅｓ

ｄｕｒｉｎｇｃｏｍｐｏｓｔｉｎｇ

３．３．２　木质素含量变化　在以不同园林废弃物为
底物的固态发酵实验中，接种菌株 Ｎｏ．１１４０ｄ后各
个接菌处理与对照组木质素降解率的测定结果见表

２。使用ＳＰＳＳ软件独立样本 ｔ检验分析得出：接种
菌株Ｎｏ．１１后，５种底物处理组与其对照组的木质
素含量差异显著，菌株 Ｎｏ．１１显著降低了园林废弃
物中木质素含量，降解木质素作用明显。以冬青卫

图８　固态发酵中圆柏枝、叶的锰过氧化物酶酶活力变化
Ｆｉｇ．８　ＣｈａｎｇｅｓｉｎＭａｎｇａｎｅｓｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆ
Ｓａｂｉｎａｃｈｉｎｅｎｓｉｓｂｒａｎｃｈｅｓａｎｄｌｅａｖｅｓｄｕｒｉｎｇｃｏｍｐｏｓｔｉｎｇ

图９　固态发酵中连翘枝叶的锰过氧化物酶酶活力变化
Ｆｉｇ．９　ＣｈａｎｇｅｓｉｎＭａｎｇａｎｅｓｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆ

Ｆｏｒｓｙｔｈｉａｓｕｓｐｅｎｓａｂｒａｎｃｈｅｓａｎｄｌｅａｖｅｓ
ｄｕｒｉｎｇｃｏｍｐｏｓｔｉｎｇ

表２　不同底物的木质素含量及其降解率变化
Ｔａｂｌｅ２　Ｖａｒｉａｔｉｏｎｏｆｌｉｇｎｉｎｃｏｎｔｅｎｔａｎｄｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｒａｔｅｄｕｒｉｎｇｓｉｍｕｌａｔｅｄｃｏｍｐｏｓｔｉｎｇｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ

试验材料

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｍａｔｅｒｉａｌ
处理

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

木质素含量

Ｌｉｇｎｉｎｃｏｎｔｅｎｔ／％

堆肥处理前

Ｂｅｆｏｒｅ
ｃｏｍｐｏｓｔｉｎｇ

堆肥处理后

Ａｆｔｅｒ
ｃｏｍｐｏｓｔｉｎｇ

绝对降解率

提高值

Ｉｎｃｒｅｍｅｎｔｏｆ
ａｂｓｏｌｕｔｅ

ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｒａｔｅ／％

相对降解率

Ｒｅｌａｔｉｖｅ
ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ
ｒａｔｅ／％

相对降解率

提高值

Ｉｎｃｒｅｍｅｎｔｏｆ
ｒｅｌａｔｉｖｅ

ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｒａｔｅ／％

冬青卫矛叶 Ｅｕｏｎｙｍｕｓｊａｐｏｎｉｃｕｓｌｅａｖｅｓ

冬青卫矛枝 Ｅｕｏｎｙｍｕｓｊａｐｏｎｉｃａｓｂｒａｎｃｈｅｓ

圆柏叶 Ｓａｂｉｎａｃｈｉｎｅｎｓｉｓｌｅａｖｅｓ

圆柏枝 Ｓａｂｉｎａｃｈｉｎｅｎｓｉｓｂｒａｎｃｈｅｓ

连翘枝叶 Ｆｏｒｓｙｔｈｉａｓｕｓｐｅｎｓａｂｒａｎｃｈｅｓａｎｄｌｅａｖｅｓ

处理Ｔ
对照ＣＫ
处理Ｔ
对照ＣＫ
处理Ｔ
对照ＣＫ
处理Ｔ
对照ＣＫ
处理Ｔ
对照ＣＫ

１７．０８±０．７９

２１．６７±０．８７

１２．９２±１．００

３２．５０±０．３３

２４．１７±０．８１

１０．６９±０．４８Ａ
１４．１７±０．５１Ｂ
１２．２２±０．８７Ａ
１７．１２±０．９３Ｂ
８．０１±０．１３Ａ
１１．８８±０．６１Ｂ
１６．８１±１．２７Ａ
２５．０３±０．６６Ｂ
１１．６０±０．４９Ａ
１５．４２±０．３８Ｂ

３．４７±０．６９ａ

４．９０±１．６２ａ

３．８７±０．５６ａ

８．２２±１．３２ｂ

３．８２±０．４５ａ

３７．４０±６．５１
１６．７４±４．７７
４３．５９±２．８７
２０．７４±６．１８
３８．３９±４．１２
８．１２±５．１９
４８．２９±２．２６
２３．０３±４．４３
５２．１７±２．８１
３５．２１±３．６４

２０．４０±４．５６ａｂ

２２．４４±６．６７ａｂｃ

２９．９０±２．２３ｃ

２５．２８±３．８４ｂｃ

１５．７７±１．３９ａ

　　注：同列不同大写字母表示同一试验材料内处理与对照组间差异显著，同列不同小写字母表示材料间差异显著（Ｐ＜０．０５）。
Ｎｏｔｅ：Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｐｉｔａｌｌｅｔｔｅｒｓｉｎｓａｍｅｃｏｌｕｍｎｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｒｅａｔｍｅｎｔａｎｄｃｏｎｔｒｏｌａｍｏｎｇｓａｍｅｍａｔｅｒｉａｌ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔ

ｔｅｒｓｉｎｓａｍｅｃｏｌｕｍｎｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｍｏｎｇｔｈｏｓｅｍａｔｅｒｉａｌｓ（Ｐ＜０．０５）．
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矛叶为底物的固态发酵实验中，木质素相对降解率

从模拟自然状态下的 １６．７４％提高到了 ３７．４０％。
冬青卫矛枝与圆柏枝对照组的模拟自然状态下的相

对降解率分别为２０．７４％和２３．０３％，接菌处理的木
质素相对降解率分别提升到 ４３．５９％和 ４８．２９％。
在圆柏叶为底物的处理中，添加菌液对其木质素相

对降解率提升效果最好，相对降解率提高值达到了

２９．９０％。在连翘枝叶为底物的固态发酵中，木质素
相对降解率从对照组的 ３５．２１％提高到 ５２．１７％。
与冬青卫矛和圆柏的叶、枝对照、连翘枝叶对照相

比，堆肥接菌处理的木质素含量分别减少了

３４７％、４．９０％、３．８７％、８．２２％、３．８２％。多重比较
结果表明，添加构巢曲霉对圆柏枝的处理效果与其

他处理间差异显著，接菌处理对圆柏枝木质素绝对

降解率有更明显的提升效果。对比添加菌液后各个

处理组的木质素相对降解率提高值发现：添加菌液

对圆柏枝与叶中木质素降解率的提升效果优于连翘

枝叶，与冬青卫矛枝叶差异不显著。冬青卫矛枝叶

和连翘枝叶的相对木质素降解率提高值间差异不显

著，说明添加菌液对二者木质素的降解率提高效果

相似。

４　讨论
固体发酵堆肥是农林牧业废弃物资源化利用的

重要方式，除了调控堆体温度、Ｃ／Ｎ等技术参数外，
外加微生物也是调控堆肥化过程的措施之一。园林

废弃物与农业废弃物（如畜禽粪便、农作物废弃物）

相比，园林废弃物拥有更高的木质素含量，更难降

解。目前，市场现有菌剂中所利用的微生物多为从

农业堆肥体系中筛选，缺乏来自园林废弃物堆肥体

系针对高木质素废弃物的微生物菌种。前人进行了

大量筛选木质素降解微生物的研究，筛选出的菌种

除细菌外［２３］，真菌研究集中于担子菌纲中的白腐

菌，如尹立伟等［２４］研究了属于白腐菌类的药用菌灰

树花对木质素的降解能力，但对子囊菌纲中曲霉属

真菌在木质素降解方面的研究有限。习兴梅等［２５］

利用选择平板筛选法从农业废弃物稻草堆肥中筛选

出曲霉属真菌黑曲霉（ＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒＴｉｅｇｈ），结果
表明，黑曲霉具有木质素降解能力，且主要依靠漆

酶、过氧化物酶、锰过氧化物酶、木聚糖酶降解木质

素。本研究利用相同方法从园林废弃物处理物中筛

选出多株分泌漆酶或锰过氧化物酶的真菌，显色褪

色结果显示菌株 Ｎｏ．１１的产酶效率更高，使用 ＩＴＳ

测序构建系统发育树，鉴定菌株 Ｎｏ．１１为曲霉属构
巢曲霉。

在固态发酵前期，漆酶和锰过氧化物酶酶活力

较低；随着微生物菌落增多，代谢开始旺盛，漆酶与

锰过氧化物酶酶活力也逐渐上升。在堆肥第１５
１８天酶活力到达峰值。陈建军等［２６］从秸秆及造纸

厂废水中筛选出黄孢原毛平革菌，其漆酶活性最高

值仅为２３３．３Ｕ·Ｌ－１，而本研究筛选的菌株漆酶酶
活力峰值为５８８．５Ｕ·Ｌ－１，有更强的产酶能力。张
年磊［２７］从造纸废水污泥中筛选出同为曲霉属的真

菌Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｓｐ．Ｆ１，应用于造纸废水因高木质素
所导致高色度及高ＣＯＤ等问题的处理，木质素降解
率提高了２０％ ４０％，与本研究结果相近，即构巢
曲霉使堆肥中圆柏枝叶等园林废弃物的木质素降解

率提高了１５％ ３０％，筛选出的曲霉属真菌对于木
质素降解率有较好的提升效果。

在实际处理中，园林废弃物的枝与叶通常分开

处理，为了更好模拟自然条件下的堆肥过程，固态发

酵中园林废弃物没有进行彻底的灭菌处理（仅为

７５℃连续烘干４８ｈ），同时明确了发酵底物的组成成
分。结果表明，构巢曲霉对园林废弃物中的木质素

表现出了较强的降解能力。圆柏及冬青卫矛枝与叶

间的木质素降解率提高值差异不显著，该种曲霉对

提高植物枝、叶的木质素降解率效果相似。绝对降

解率提高值表明接菌处理对于圆柏枝的提升效果最

明显，可能是因为圆柏枝初始的木质素含量较高，反

应底物充足有利于微生物繁殖。从木质素相对降解

率提高值看，构巢曲霉提高乔木枝叶木质素降解的

能力可能优于灌木，但这仍需进一步研究验证。综

合绝对、相对降解率提高值，构巢曲霉对圆柏枝和叶

的木质素降解率提高效果更明显。

目前，堆肥中微生物添加剂的研制还处于实验

室阶段，距离真正用于生产实践还存在一定的差距。

主要问题在于实际生产的环境条件更加复杂［２８］，堆

体中的微生物类群十分庞大［２９］，菌剂中的微生物很

难占据良好的生态位，形成优势群落。曲霉的优势

在于繁殖迅速，可以在一定程度上解决这个问题。

通过初步考察该菌降解木质素的能力，为后续研究

复合菌剂的制备及大规模工厂化生产奠定基础。

５　结论
从经过堆肥处理的园林废弃物中筛选出１株高

效木质素降解菌株 Ｎｏ．１１。通过形态观察和 ＩＴＳ序

５８
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列分析，菌株Ｎｏ．１１鉴定为构巢曲霉，可用于探究真
菌降解木质素原理和生产木质素降解菌剂。

构巢曲霉对于北京常见绿化园林树种所产生的

园林废弃物中木质素降解效果较好，以冬青卫矛叶、

冬青卫矛枝、圆柏叶、圆柏枝、连翘枝叶为底物的固态

发酵中漆酶酶活力峰值分别为３８８．７、３２６．３、４６１４、
３４２．７、５８８．５Ｕ·Ｌ－１，锰过氧化物酶的酶活力峰值分
别为１３８．３、１２１．１、１０４．６、１２８．６、７３．３Ｕ·Ｌ－１。添加
构巢曲霉使冬青卫矛叶、冬青卫矛枝、圆柏叶、圆柏

枝、连翘枝叶 ４０ｄ后木质素降解率分别提高了
２０４０％、２２．４４％、２９．９０％、２５．２８％、１５．７７％。
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