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摘要 以生物质的转化率(TR)、糖化率(sR)为评价标准，在竹粉、稻草和玉米秸秆3种生物质上筛选了33株

采自神农架自然保护区的白腐菌菌株，发现针对不同生物质，适用于生物预处理的菌株不同：竹粉基质为杂色云

芝，稻草基质为侧耳属菌株，玉米秸秆基质为乳白耙茵。所筛出白腐菌预处理时间显著缩短。以相应菌株处理竹

粉、稻草和玉米秸秆15d。其生物质TR分别提高25．8％、47．0％和136．3％，SR依次达到14．1％、39．4％和

37．5％。3种生物质中木质素含量与其糖化率关系密切。
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预处理技术是影响生物质酶解效率和控制纤维

质乙醇成本的关键环节，受到国内外学者关注，为生

物质乙醇研究热点之一[1矗]。预处理技术分为化学

法、物理法、物理化学法和生物法等[1’2]，其中生物预

处理被认为比较有发展前景[1-3]。生物预处理所采

用的菌种主要有白腐菌、褐腐菌和软腐菌[1~3]，白腐

菌因其降解木质素能力强而受到研究者的重视。

现有有关预处理的研究报道中采用白腐菌种类

较少，对于菌株筛选未展开系统研究。已有研究表

明，并非所有白腐菌都能够有效改性生物质提高糖化

率。Taniguchi等人[4]在稻草基质上筛选了4株白腐

菌，发现糙皮侧耳通过选择性降解稻草中木质素，增

加了稻草对纤维素酶的可及性，使糖化率提高到

33．0％，提高效果显著；Lee等人[s]在软木上对比了3

株白腐菌的预处理效果，发现S．hirsutum的处理效

果最好，能够选择性降解软木中木质素，使糖产量提

高21．0％。针对不同生物质，适合用于生物预处理

的白腐菌可能来源于不同种属。为寻找合适的生物

预处理菌种，笔者在竹粉、稻草和玉米秸秆3种生物

质上系统地进行了菌种筛选工作。

1 材料与方法

1．1实验材料

1．1．1 生物质

玉米秸秆和稻草分别来自湖北恩施和红安，收割

于2006年10月和5月。竹粉来自湖北咸宁，采集于
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2006年4月。3种生物质采集后晒干粉碎，过20目

和40目筛网，收集20～40目样品用于后续研究。

1．1．2担子菌菌株

菌株采集于湖北省神农架自然保护区，均为华中

科技大学生命科学与技术学院分子生物物理教育部

重点实验室分离和鉴定，共33株，相应编号与种属见

表1，其中6号杂色云芝和22号乳白耙菌为分子生

物学鉴定；28～33号菌株未鉴定，种属未知；其它菌

株为子实体鉴定。

1．1．3 纤维素酶

纤维素酶由河南天冠集团有限公司提供，具纤维

素酶和半纤维素酶活性，FPU酶96．9[U／g，EG酶1

367．7 IU／g，CBH酶20．7 IU／g邝一葡萄糖苷酶77．0

IU／g，木聚糖酶5840．7 IU／g，果胶酶421．7 IU／g，甘

露聚糖酶804．2 IU／g。

1．1．4 培养基

(1)活化培养基：PDA(potato dextrose agar)培

养基。

(2)筛选培养基：竹粉培养基按照竹粉：自来水

(g：mL)一1：1．25配制，稻草(玉米秸秆)培养基按

照稻草粉(玉米秸秆粉)：自来水(g：mL)=1：2．5

配制。各培养基于121℃蒸汽灭菌30 rain。

1．2实验方法

1．2．1 生物预处理

从斜面上挑取1块菌丝体到PDA平板上活化菌

株，活化后打孔接种菌株到秸秆平板上28℃静置培

养。接种体为圆形，直径0．5 cm，秸秆平板培养基厚

度为0．5～o．6 cm。培养期间，每天测量菌苔直径，

计算菌丝生长速度(cm／d)。15 d后将各样品于

105"C烘至恒重，称重、粉碎。以培养前后绝干质量差
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计算失重率。每个样品做3个平行，采用统计学方法 计算其均值与方差。

表1三十三菌株的种一

1．2．2酶解糖化

取0．160 g预处理前后的生物质粉末，按每克生

物质20 FPU加入纤维素酶酶液，于48℃酶解48 h，

转速200 r／min。酶解后用DNS法测定滤液中还原

糖含量。以酶解转化出的还原糖质量占酶解前生物

质质量百分比表示各样品转化率(transformation

rate，TR)，公式为：TR／％--嚣簇篙孺舢。
糖化率(saccharification rate，SR)为各菌株处理

后生物质糖化的还原糖量占菌株处理前生物质中能

源底物的比例，能源底物指能被转化为单糖的综纤维

素(纤维素和半纤维素)。SR考虑了预处理造成的质

量损失，公式为：SR／％--箍襞瓣篙瓣舢o
1．2．3木质纤维素测定

纤维素和半纤维素含量参考Goering和Van

Soest的方法[6]，纤维素为72％H：SO。消化的部分，

半纤维素为中性洗涤纤维与酸性洗涤纤维含量之差；

酸不溶木质素(All。)和酸溶木质素(ASI。)含量采用

美国可再生能源实验室方法[7]，木质素含量为AIL

与ASL之和。

2 结果与分析

2．1 生物质主要组分含量

竹粉、稻草和玉米秸秆为木质纤维素类生物质，

主要成分为纤维素、半纤维素和木质素【8]。3种生物

质主要组分含量规律相同，即纤维素>半纤维素>

AIL)-ASL；稻草AII。最低，为11．3％；竹粉AlL最

高，达到23．9％；玉米秸秆纤维素最高，达36．7％；稻
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草与玉米秸秆中ASL含量相当，高于竹粉；玉米秸秆

与竹粉中半纤维素含量相当(图1)。纤维素与半纤

维素同属多糖类物质，纤维素是由D一葡萄糖基构成

的直连高分子化合物，为植物细胞壁中骨架物质[81 5

半纤维素是由2种或2种以上糖基构成甙键连接的

杂聚糖，糖基分布因植物种类差别显著，主要有木糖、

甘露糖、葡萄糖、半乳糖、阿拉伯糖等，在细胞壁中为

粘结物质E8,93；木质素是由苯丙烷单元以非线性随机

方式连接成的一类复杂芳香聚合物，为细胞壁中结壳

物质[8]。纤维素和半纤维素合称综纤维素，能被水解

为单糖，是乙醇发酵的能源底物，其在3种生物质中

的含量为竹粉61．2％、稻草53．3％、玉米秸秆

63．4％。

图1三种生物质中木质纤维素含量

2．2竹基质上的生长速度、失重及TR

竹基质上，23、24、29和30号4株菌生长速度较

快，在1．0 em／d以上；13、14、17～20、26、28和32号

等菌株生长较慢，培养15 d菌苔才铺满或未铺满平

板，生长慢导致质量损失较少，不足4％(表2)。菌株

生长状况直接影响其处理效果，某些菌株生长缓慢可

能是培养基中成分不适合菌株萌发与生长，例如，26

号食药用茵灰树花(又名贝叶多孔菌)属木质腐生菌，

其栽培时一般需添加麸皮、玉米粉等营养物质口叩；它

  



在竹粉上生长很缓慢可能是因为竹粉中可溶性碳源

含量较低。

裹2竹基质上的生长速度、失重及TR

菌株 生长速度／咖·d-I 失重率／％TR／％

编号 均值 方差 均值 方差 均值 方差

1 0．65 0．07 6．5 0．4 6．9 0．8

2 0．61 0．03 1．9 0．1 6．8 0．1

3 0．60 0．04 5．5 0．0 6．8 0．5

4 0．53 0．07 4．3 0．1 7．4 0．6

5 0．69 0．04 6．4 0．0 7．3 0．3

6 0．89 0．00 12．3 0．1 9．8 0．8

7 0．80 0．00 10．4 0．0 7．7 1．1

8 O．61 O．01 7．5 0．1 6．1 0．4

9 0．90 0．04 10．4 0．1 6．5 0．1

10 0．96 0．03 8．4 0．1 8．0 0．7

11 0．51 0．01 4．6 0．3 6．5 0．1

12 0．93 0．01 11．3 0．0 8．0 0．9

13 0．46 0．05 1．4 0．1 6．2 0．3

14 0．49 0．02 1．9 0．0 6．0 0．3

15 0．66 0．02 5．0 0．0 3．8 0．1

16 0．66 O．05 8．6 O．2 6．1 0．2

17 0．36 0．01 1．0 0．0 8．0 0．2

18 0．40 0．02 2．9 0．0 6．7 0．3

19 0．40 0．03 4．1 0．0 5．9 0．5

20 0．35 0．02 0．6 0．0 8．6 0．9

21 0．68 O．01 7．6 0．0 6．1 0．3

22 0．96 0．12 6．4 0．0 6．4 0．3

23 1．19 0．04 7．4 0．1 7．1 0．4

24 1．26 0．04 4．7 0．0 4．7 0．4

25 0．76 0．02 8．9 0．0 7．7 0．1

26 0．31 0．04 1．5 0．0 6．8 1．0

27 0．75 0．02 9．6 0．2 5．7 0．2

28 0．44 0．00 3．9 0．0 5．6 0．4

29 1．29 0．01 6．6 0．0 2．5 0．1

30 1．19 0．10 9．9 0．1 8．1 0．5

31 0．69 0．04 8．6 0．1 4．3 0．0

32 0．24 0．00 1．8 0．0 6．7 0．2

33 0．81 0．02 9．5 0．1 6．0 0．1

竹粉原料 一 一 一 一 7．8 0．2

6 17 20 30

菌株编号

图2四菌株处理前后竹粉TR与SR

各菌株对竹粉改性程度不佳，仅4菌株处理后能

改性竹粉，提高TR(图2)。这4株菌株处理后TR

虽有提高，但考虑质量损失后，只有6号与20号SR

显著高于原料。20号改性竹粉程度弱且生长缓慢，

若用于后续研究则需进一步研究其培养基；6号使竹

粉改性程度及糖化达到最好，TR和SR分别提高

25．8％和10．5％。竹粉SR较低，最高仅为14．1％，

仍需深入探索提高竹粉SR的策略。

2．3稻草基质上的生长、失重及TR

裹3稻草基质上的生长遽度、失重及TR

稻草培养基上，19、23和30号菌株生长最快；约

1／4菌株生长缓慢，培养15 d茵苔仍未铺满平板；其

余菌株生长速度相当(表3)。使稻草TR提高的占

菌株总数50％，其中12株TR提高量超过10％(图

3)。1～5号均为侧耳属白腐菌，其中4株均可显著

提高TR，说明侧耳属白腐菌比较适合处理稻草基质

提高其糖化能力，因此针对稻草可着重从侧耳属菌株

筛选。
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CK l 3 4 5 10 12 18 20 2223 30 32

菌株编号

图3十二株菌株处理前后稻草TR与SR

1号和4号菌SR提高最多，从29．1％分别提高

到37．8％和39．4％，分别提高30．1％和35．4％(图

3)。Taniguchi等H3采用Phanerochaete chrysospo—

rium、Trametes versicolor、Ceriporiopsis subvermis—

pora和Pleurotus ostreatus等4株白腐菌处理稻草，

Pleurotus ostreatus因选择性去除稻草中的木质素从

而显著提高SR，处理稻草60 dSR达33％。对比发

现，1号和4号处理后SR显著高于Taniguchi等报

道的结果，且处理时间大大缩短。这说明，对于预处

理菌株的全面筛选与评价能够找到显著提高SR的

菌株，亦可发现处理时间短的优势菌株。对某生物质

来说，提高其SR的菌株与菌株种属紧密相关，即使

同一属内，不同种之间也可能存在较大差别。例如，2

号和4号均为侧耳属白腐菌，它们处理后稻草SR分

别为28．0％和39．4％，二者不但差异显著，而且2号

菌株处理15 d后使稻草SR降低。

2．4玉米秸秆基质上的生长、失重及TR

表4菌株在玉米秸秆基质上的生长速度、失重及TR

20 2009 Vol 35 NO 2(Total 254)

续表4

菌株

编号

生长速度／cm·d-1 失重率／％TR／％

均值 方差 均值 方差 均值 方差

在玉米秸秆上，仅8、17～19和32号生长速度较

慢，其它菌株生长良好，其中24、29与30号菌株生长

最快，约6 d即可铺满平板(表4)。超过半数的菌株

使玉米秸秆失重率在10％以上。另一方面，能使玉

米秸秆TR提高的菌株约占总菌数的70 oA；有12株

菌对玉米秸秆TR的提高量大于30％，其中22号菌

株乳白耙菌效果最显著，使玉米秸秆TR提高

136．3％。

CK l 2 3 4 5 7 10 20 22 23 25 30

菌株编号

图4 十二株菌株处理前后玉米秸秆TR与SR

22号处理玉米秸秆后TR和SR提高最多，分别

从11．9％和18．7％提高到28．1％和37．5％。其次，

30号和1号菌株处理后SR也较高，分别达32．7％

和32．4％，比原料提高74．7％和73．0％。因此，22

号菌株乳白耙菌是试验菌株中最适用于处理玉米秸

秆提高其SR的1株白腐菌；侧耳属白腐菌易于栽

培，因此1号糙皮侧耳开放预处理玉米秸秆值得深入

研究；30号不但处理效果好且生长快，亦是1株有潜

力的白腐菌。

2．5木质素与SR的关系
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对比3种原料SR与木质素含量发现：SR稻草

最高，竹粉最低；木质素竹粉最高，稻草最低(图5)。

推测木质素含量越低越有利于酶解时能源底物释放。

木质素在木质纤维素网络结构中不但由于空间位阻

作用阻碍纤维素酶和半纤维素酶对能源底物的靠近，

而且对纤维素酶形成非有效吸附导致纤维素酶失

活[1川。自腐菌对生物质中木质素的降解可能在生物

预处理中起了关键作用，适合3种生物质预处理的菌

株分别归属于不同种属，推测白腐菌在不同生物质上

具有不同的降解特性，针对相应生物质的菌种筛选至

关重要。

3 结论

木质素

图5三种生物质的木质素与SR

在竹粉、稻草和玉米秸秆3种生物质上分别筛选

到适用于相应生物质预处理的白腐菌菌株：竹粉为6

号菌株杂色云芝，稻草为4号侧耳属菌株，玉米秸秆

为22号菌株乳白耙菌。这几株白腐菌能显著提高相

应生物质的TR和SR，处理15 d后，6号使竹粉TR

和SR提高25．8％和10．5％；4号使稻草TR和SR

提高47．0％和35．4％；22号使玉米秸秆TR和sR

提高136．3％和100．4％，且生物预处理时间显著缩

短。不同类型生物质中木质素含量与生物质糖化率

关系密切。
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Screening of White Rot Fungi for Biological Pretreatment
of LignOcellulosic Biomass

Xu Chunyan，Yang Xuewei，Ma Fuying，Yu Hongbo，Zhang Xiaoyu
(College of Life Science and Technology。Huazhong University of Science and Technology，Wuhan 430074。China)

ABSTRACT 33 strains of white rot fungi，isolated from Shennongjia Nature Reserve of Hubei Province。

were evaluated to screen the strain suitable for biological pretreatment of bamboo．rice straw and corn sto—

ver．Transformation rate(TR)and saccharification rate(SR)of biomass were used as the standard of strain

screening．The result indicated that different white rot fungus should be used to treat different biomass，CD—

riolus versicolor for bamboo，Pleurotus sp．for rice straw and Irpex lacteus for corn stover．Furthermore，

the time of biological pretreatment in this work was significantly shortened．The transformation rates of

bamboo，rice straw and corn stover were respectively enhanced by 25．8％，47．0％，136．3％and the corre—

sponding saecharification rates reached 14．1％，39．4％，37．5％，after pretreatment with strains for 15 days．

Comparing the lignocellulosic biomass of bamboo，rice straw and corn stover，it was found that the sacchari—

fication rate was negatively correlative with lignin content．

Key words biological pretreatment，white rot fungi，bamboo，rice straw。corn stover
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