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芒草木质素含量对里氏木霉产木质纤维素酶的影响
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摘要: ［目的］研究芒草木质素含量对里氏木霉产木质纤维素酶的影响。［方法］选择了 2 组木质素含量差异显著 ( p ＜
0． 01，n = 3) 、纤维素和半纤维素含量相近的芒草材料作底物来培养 3 株里氏木霉( 野生型 QM6a、突变型 QM9414 和

ＲutC30) ，对诱导产生的木质纤维素酶的酶活和降解木质纤维素的效率进行分析。［结果］在第Ⅰ组中，Mfl40 木质素

含量比 Msa02 低 36% ( p ＜ 0． 01，n = 3) ，其诱导 3 株菌生产的木质纤维素酶体积比酶活高于 Msa02 组 1． 2 ～ 1． 8 倍( p ＜
0． 05 或者 p ＜ 0． 01，n = 3) ; 在第Ⅱ组中，Mfl37 木质素含量比 Mlu13 低 48% ( p ＜ 0． 01，n = 3) ，其生产的木质纤维素酶体

积比酶活高于 Mlu13 材料 1． 2 ～ 3． 3 倍( p ＜ 0． 05 或者 p ＜ 0． 01，n = 3) 。［结论］芒草细胞壁中木质素含量对里氏木霉

产木质纤维素酶量有显著负影响。
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Effects of lignin on Trichoderma reesei producing cellulase
and xylanase in Miscanthus substrates
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Abstract: ［Objective］The influence of lignin on Trichoderma reesei producing cellulase and xylanase in Miscanthus sub-
strates．［Methods］Two pairs of Miscanthus were selected with distinct lignin levels，and their biomass residues were incubated
with three Trichoderma reesei strains ( Wild type: QM6a; Mutants: QM9414 and ＲutC30) for cellulase and xylanase produc-
tion．［Ｒesults］The Mfl40 sample at Pair Ⅰ showed a lower lignin level than that of Msa02 by 36% at p ＜ 0． 01 level ( n = 3) ，

but it resulted in three Trichoderma reesei strains producing much higher holocellulase ( cellulase and xylanase) activities 1． 2 －
1． 8 at p ＜ 0． 05 and p ＜ 0． 01 levels( n = 3) respectively，compared with the Msa02． Meanwhile，the Mfl37 in the Pair Ⅱ，also
exhibited much higher holocellulase activities by 1． 2 － 3． 3 at p ＜ 0． 05 and p ＜ 0． 01 levels( n = 3 ) respectively than those of
Mlu13 sample，due to its relatively lower lignin level by 48% ．［Conclusion］The cellulase and xylanase productions released by
three Trichoderma reesei strains were negatively affected by lignin levels of Miscanthus．
Keywords: Trichoderma reesei，Miscanthus，lignin，lellulase，xylanase，enzymatic hydrolysis

0 引 言

芒草是芒属 ( Miscanthus spp． ) 植物的总称，其

抗逆性强，生物产量大，收割处理容易，可以种植于

各种边际土地和改良土壤。中国是芒草自然资源最

丰富的国家之一。芒草的纤维素与半纤维素含量可

达 60%以上［1］，是二代纤维素乙醇的优质原料来
源［2 － 3］。目前，对于芒草细胞壁组成与降解效率关

系的研究非常广泛，例如芒草木质素的含量和组成

与降解效率的关系［4 － 6］; 芒草木质素组成对酵母发
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酵的影响［6］等。但是纤维素酶是限制芒草高效降解

转化的主要因素。据报道，木质纤维素材料诱导软

腐菌产生的酶液最适合酶解与该材料具有相似组成

及结构的木质纤维素材料［7 － 8］。因此，作者选用芒

草材料作底物诱导软腐菌产生木质纤维素酶。
纤维素酶是水解植物细胞壁结构中纤维素 β －

1，4 糖苷键一类酶的总称。纤维素酶是世界第三大

工业酶［9］，约占全球酶市场的 20%［10］。不久的将

来，商业生物燃料的生产将会在很大程度上促进对

纤维素酶的需求量［9］。因此，研究如何提高纤维素

酶活性、产量以及降低生产成本很有意义。
用木质纤维素作诱导底物可以很大程度地提高

纤维素酶产量和活力［11 － 13］。已经有用各种木质纤

维素材料( 木材、甘蔗渣、小麦、水稻等) 作诱导底物

的研究［13 － 15］。由于不同木质纤维素材料的细胞壁

组成成分不同，不同木质纤维素作诱导物对真菌纤

维素酶生产的影响也不同［7，16］。目前木质素是如何

影响真菌纤维素酶的还不太清楚。虽然有实验通过

用碱预处理的木质纤维素材料作诱导物间接证明木

质素含量对真菌纤维素酶的产生有负影响［8，17 － 20］，

但是由于碱处理原材料后不仅仅是除去木质素，对

细胞壁的其他组成与结构也有影响，故论据不充分，

使用未经过预处理的原料才可以更充分说明木质素

对真菌产纤维素酶的影响。
因此，本文从大量芒草材料 ( 纤维素占干重 21

～ 43%，半纤维素占干重 15 ～ 29%，木质素占干重

19 ～ 32% ) 中选择两组纤维素、半纤维素含量相近，

木质素含量差异非常明显的原材料作诱导底物来研

究细胞 壁 中 木 质 素 含 量 如 何 影 响 真 菌 纤 维 素 酶

的产生。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 实验材料

芒草材料: 成熟芒草秸秆于 2010 年收获于湖南

农业大学芒草实验田。将收集的秸秆去掉叶和鞘，

仅保留茎秆部分。将茎秆材料在 50 ℃烘箱中干燥

6 ～ 8d，然后使用粉碎机粉碎，得到的粉末过 40 目筛

后，混合均匀。材料保存于 50 ℃烘箱内待用。其中

Mfl40 和 Msa02 的 芒 草 材 料 成 分 数 据 引 自 文 献

［21］。
菌种: T． reesei ＲutC30 ( CICC 40358 ) 、T． reesei

QM9414( CICC 40359 ) 购买于中国工业微生物菌种

保藏管理中心。T． reesei QM6a( ACCC30590) 购买于

中国农业微生物菌种保藏管理中心。将其活化保存

于甘油冷藏管中。
1． 1． 2 试剂

( NH4 ) 2SO4、NaCl、KH2 PO4、MgSO4·7H2 O、Fe-

SO4·7H2O、MnSO4·H2O、CaCl2·H2O、CoCl2、维生

素 B、470 Tween80、H2 SO4、HCl、苯酚、苔黑酚 ( 均为

国产化学纯) ; 蛋白胨、酵母膏 ( 均为北京双旋微生

物培养基制造厂) ; 羧甲基纤维素钠( CMC) 、微晶纤

维素 ( Avicel ) ( 国产分析纯) ; Whatman No． 1 滤纸

( 购买于武汉金长诚 /武汉金瑞成化玻仪器 /武汉阿

凡达生物化学经营部) ; 水杨苷、桦木木聚糖( Sigma
分析纯) ; 蒽酮( Sigma ACS 级) 。
1． 1． 3 仪器

电子 天 平 ( 岛 津 AOY120 ) ; 恒 温 摇 床 ( 中 科

HQL150B) ; 多管架自动平衡离心机 ( 湘仪 TDZ5 －
WS) ; 分光光度计( 中国上海 Mapada V －1100D) ; 循

环水真空泵( 上海东玺 SHZ － D 型) 。
1． 1． 4 培养基

①种子液培养基: 3． 1 g /L ( NH4 ) 2 SO4，1． 5 g /L

NaCl，1． 2 g /L KH2 PO4，0． 3 g /L MgSO4·7H2 O，

0． 005 g /L FeSO4·7H2O，0． 075 g /L MnSO4·H2O，

0． 03 g /L CaCl2·H2O，0． 002 g /L CoCl2，0． 1 g /L 维

生素 B，470 $l /L Tween80，0． 75 g /L 蛋白胨，0． 3 g /L
酵母膏，1． 5 g /L 羧甲基纤维素钠( CMC) 。

②发酵液培养基: 3． 1 g /L ( NH4 ) 2 SO4，1． 5 g /L
NaCl，1． 2 g /L KH2 PO4，0． 3 g /L MgSO4·7H2 O，

0． 005 g /L FeSO4·7H2O，0． 075 g /L MnSO4·H2O，

0． 03 g /L CaCl2·H2O，0． 002 g /L CoCl2，0． 1 g /L 维

生素 B，470 $l /L Tween80，0． 75 g /L 蛋白胨，0． 3 g /L
酵母膏。
1． 2 方法

1． 2． 1 细胞壁成分测测定

①纤维素、半纤维素含量测定: 按照 Peng L C
等［22］的细胞壁主要多糖成分提取方法提取纤维素、
半纤维素。样品用 0． 5 mol /L 磷酸缓冲液( pH 7) 碾

磨成匀浆状，然后用 0． 5 mol /L 磷酸缓冲液( pH 7) 、
氯仿 /甲 醇 ( 1 ∶ 1，V /V ) 、DMSO /H2 O ( 9 ∶ 1，V /V ) 、
0． 5%草酸铵冲液依次除去木质纤维素中的可溶性

糖、脂类、淀粉和果胶。剩余残渣用 4 mol /L KOH
( 含1 mg /mL NaHB4 ) ，在室温下 150 r /min 提取 1 h，

然后用蒸馏水洗残渣至不含可溶性糖，收集所有上

清即为 4 mol /L KOH 可提取的半纤维素，比色法测

定 C6 和 C5 即为半纤维素。残渣用蒸馏水洗至中性

后，加入 4mL 72% ( W/W) 硫酸水解 1 h，取出后用蒸
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馏水定容至 12 mL ，测定 C6 即为纤维素和少量 4
mol /L KOH 不可提取的半纤维素 ( C5 含量) ，测定

C6 和 C5。所有实验重复 3 次。
②木质素测定含量: 酸水解两歩法［23］，实验重

复 3 次。
1． 2． 2 测定六碳糖、五碳糖

用分光光度计测定总的六碳糖、五碳糖。硫酸

蒽酮法测定总的六碳糖［24］，盐酸苔黑酚法测定总的

五碳糖［25］，六碳糖标准曲线用葡萄糖制定，五碳糖

的标准曲线用木糖制定。所有实验重复 3 次。
1． 2． 3 菌种制备及纤维素酶生产

①把菌种从甘油冷藏管转接到 PDA 平板上，

28℃培养 5 &8 d。用 2 mL 无菌蒸馏水悬浮 PDA 平

板上的孢子，制备浓度为 108 /mL 的孢子悬液。将孢

子悬液按 2% ( V /V) 的接种量接种到种子液中，培养

4 d。
②将种子液按 10% ( V /V) 的接种量接种到发酵

液中( 0． 3 g 茎秆底物 + 30 mL 培养基) ，培养 7 d。
③将发酵液 4 000 r /min 离心 5 min，收集上清

用于酶活测定实验。实验重复 3 次。
1． 2． 4 酶活测定

1． 2． 4． 1 滤纸酶活测定: 参考 IUPAC 标准方法［26］，

称取 Whatman No． 1 滤纸 50 mg 于 15 mL 离心管中，

再分别加 3 mL 柠檬酸钠缓冲液 ( 0． 05 mol /L ，pH
4． 8) 和 1 mL 粗酶液，在 50℃摇床中，150 r /min 反应

6 h，然后沸水浴 10 min，最后 3 000 g 离心 10 min，

收集上清测还原糖。［pH 4． 8、温度 50 ℃ 条件下，

1 min水解底物产生 1 $mol 葡萄糖所需的酶量定义

为一个酶活力单位］。实验重复 3 次。
1． 2． 4． 2 外切葡聚糖酶酶活测定: 称取微晶纤维素

( Avicel ) 100 mg 于 15 mL 离心管中，再分别加 3． 5
mL 柠檬酸钠缓冲液 ( 0． 05 mol /L ，pH 4． 8 ) 和 0． 5
mL 粗酶液，在 50℃摇床中，150 r /min 反应 3 h，然后

沸水浴 10 min，最后 3 000 g 离心 10 min，收集上清

测还原糖。［pH 4． 8、温度 50 ℃条件下，1 min 水解

底物产生 1 $mol 葡萄糖所需的酶量定义为一个酶活

力单位］。实验重复 3 次。
1． 2． 4． 3 内切葡聚糖酶酶活测定: 取 2 mL 2% ( W/
V) 的 CMC 溶液( 溶于 0． 05 mol /L ，pH 4． 8 的柠檬

酸钠缓冲液中) 于 15 mL 离心管中，再加 1． 5 mL 柠

檬酸钠缓冲液( 0． 05 mol /L ，pH 4． 8 ) 和 0． 5 mL 粗

酶液，在 50 ℃摇床中，150 r /min 反应 3 h，然后沸水

浴 10 min，最后 3 000 g 离心 10 min，收集上清测还

原糖。［pH 4． 8、温度 50 ℃条件下，1 min 水解底物

产生 1 $mol 葡萄糖所需的酶量定义为 1 个酶活力单

位］。实验重复 3 次。
1． 2． 4． 4 β － 葡聚糖苷酶酶活测定: 取 2 mL 15
mmol /L 的水杨苷溶液( 溶于 0． 05 mol /L ，pH 4． 8 的

柠檬酸钠缓冲液中) 于 15 mL 离心管中，再加 1． 5
mL 柠檬酸钠缓冲液 ( 0． 05 mol /L ，pH 4． 8 ) 和 0． 5
mL 粗酶液，在 50 ℃ 摇床中，150 r /min 反应 3 h，然

后沸水浴 10 min，最后 3 000 g 离心 10 min，收集上

清测还原糖。［pH 4． 8、温度 50 ℃条件下，1 min 水

解底物产生 1 $mol 葡萄糖所需的酶量定义为一个酶

活力单位］。实验重复 3 次。
1． 2． 4． 5 木聚糖酶酶活测定: 取 3． 8 mL 0． 5% ( W/
V) 的桦木木聚糖溶液( 溶于 0． 05 mol /L ，pH 4． 8 的

柠檬酸钠缓冲液中) 于 15 mL 离心管中，再加 1． 5
mL 柠檬酸钠缓冲液 ( 0． 05 mol /L ，pH 4． 8 ) 和 0． 2
mL 粗酶液，在 50 ℃ 摇床中，150 r /min 反应 3 h，然

后沸水浴 10 min，最后 3 000 g 离心 10 min，收集上

清测还原糖。［pH 4． 8、温度 50 ℃条件下，1 min 水

解底物产生 1 $mol 木糖所需的酶量定义为 1 个酶活

力单位］。实验重复 3 次。
1． 2． 5 测定还原糖

用 DNS 法测定总的还原糖［27］，还原糖的标准曲

线用葡萄糖制定。实验重复 3 次。
1． 2． 6 蛋白质浓度测定

用分光光度计测定总的蛋白质浓度，采用考马

斯亮蓝法( Bradford 法) ，用纯的牛血清血蛋白制定

蛋白浓度标准曲线。实验重复 3 次。
1． 2． 7 芒草材料预处理

碱预处理: 将烘至恒重的茎秆 粉 末 按 固 液 比

1∶ 20加 4% ( W/V) NaOH 溶液，在 50℃ 摇床中，150
r /min 处理 2 h。3 000 g 离心 5 min，残渣用蒸馏水

洗至中性，然后置于 50 ℃烘箱中烘至恒重待用。
1． 2． 8 酶解实验

称取 0． 1 g 上述 4% ( W/V) NaOH 预处理的芒草

于 15 mL 离心管中，再分别加 5 mL 醋酸缓冲液( 0． 2
mol /L 醋酸缓冲液，pH 4． 8) 和 1 mL 粗酶液，在 50℃
摇床中，150 r /min 反应 48 h，酶解液 3 000 g 离心 10
min，收集上清测 C6 和 C5。实验重复 3 次。

2 结果与分析

2． 1 芒草细胞壁组成

选择 2 组细胞壁组成中木质素差异很大的芒草

( 见表 1) ，基于 t － test 分析，每组的木质素含量差异
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显著( p ＜ 0． 01，n = 3 ) ，而纤维素、半纤维素含量相

近。第Ⅰ组、第Ⅱ组中木质素含量差异分别达到

36%、48%，因此，选定这两组来研究木质素含量对

里氏木霉诱导产纤维素酶的影响。

表 1 芒草的细胞壁组成

Table 1 Cell wall composition in Miscanthus samples

Pair Sample
Cell wall composition ( % Dry matter)

Cellulose Hemicelluloses Lignin

Ⅰ
Mfl40 30． 66 ± 0． 55

Msa02 32． 96 ± 2． 52
－ 7% @

22． 31 ± 0． 16

19． 28 ± 0． 46
16%

21． 99 ± 0． 30＊＊

29． 95 ± 0． 63
－ 36%

Ⅱ
Mfl37 35． 99 ± 1． 00

Mlu13 39． 84 ± 1． 45
－ 11%

26． 12 ± 1． 58

28． 97 ± 1． 41
－ 11%

20． 62 ± 0． 35＊＊

30． 45 ± 0． 14
－ 48%

＊＊ A significant difference at pair by t － test at p ＜ 0． 01 ( n = 3 ) ; @ Percentage of the increased or decreased level at pair: subtraction of two

samples divided by low value．

2． 2 芒草诱导里氏木霉产木质纤维素酶活测定

两实验组诱导 3 株里氏木霉菌( 野生型 QM6a、
突变型 QM9414 和 ＲutC30) 产生的酶液中纤维素酶

体积比酶活测定结果见图 1。

图 1 芒草诱导里氏木霉( QM6a、QM9414、

ＲutC30) 产纤维素酶酶活

( A) 第Ⅰ组; ( B) 第Ⅱ组; E( Mfl40) : Mfl40 诱导里氏木霉产生的

酶液。

Figure 1 Cellulase activity of the enzyme solution by T． reesei

( QM6a，QM9414，ＲutC30) grown on two pairs of

Miscanthus samples

( A) PairⅠ; ( B) PairⅡ; E( Mfl40) : The enzyme solution by T． reesei

grown on Mfl40．

第Ⅰ组( 图 1A) 中，Mfl40 木质素含量比 Msa02
的低 36%，而诱导 3 株菌产生的纤维素酶酶活显著

比 Msa02 高( p ＜ 0． 01，n = 3) ，分别比 Msa02 高 1． 4、
1． 5、1． 8 倍。第Ⅱ组 ( 图 1B) 中，Mfl37 木质素含量

比 Mlu13 的低 48%，同样 3 株菌产生的纤维素酶酶

活显著比 Mlu13 高( p ＜ 0． 01，n = 3 ) ，分别比 Mlu13
高 1． 6、1． 7、3． 3 倍。可见，芒草的木质素含量对诱

导里氏木霉产生的纤维素酶活有负影响。
两实验组诱导 3 株里氏木霉( 野生型 QM6a、突

变型 QM9414 和 ＲutC30) 产生的半纤维素酶酶活测

定结果如图 2。第Ⅰ组( 图 2A) ，Mfl40 木质素含量

比 Msa02 的低 36%，而诱导 3 株菌产生的酶液半纤

维素酶酶活显著比 Msa02 高 ( p ＜ 0． 05 或 者 p ＜
0． 01，n = 3) ，分别高 1． 2、1． 3、1． 3 倍。第Ⅱ组 ( 图

2B) ，Mfl37 木质素含量比 Mlu13 的低 48%，同样 3
株菌产生的酶液半纤维素酶酶活显著比 Mlu13 高( p
＜ 0． 05 或者 p ＜ 0． 01，n = 3 ) ，分别高 1． 2、1． 2、1． 5

倍。由此，芒草木质素含量对诱导里氏木霉产生的

酶液半纤维素酶活有负影响。
2． 3 芒草诱导里氏木霉菌产酶液蛋白质浓度测定

两实 验 组 诱 导 3 株 里 氏 木 霉 菌 种 ( 野 生 型

QM6a、突变型 QM9414 和 ＲutC30 ) 产生的酶液蛋白

浓度测定结果见图 3。第Ⅰ组 ( 图 3A) ，Mfl40 木质

素含量比 Msa02 的低 36%，而诱导 3 株菌产生的酶

液蛋白浓度显著比 Msa02 高 1． 9、1． 6、1． 5 倍 ( p ＜
0． 01，n = 3) 。第Ⅱ组材料( 图 3B) ，Mfl37 木质素含

量比 Mlu13 的低 48%，同样 3 株菌产生的酶液蛋白

浓度显著比 Mlu13 高 2． 8、2． 0、1． 6 倍( p ＜ 0． 01，n =
3) 。由此，芒草的木质素含量对诱导里氏木霉产生

的酶液蛋白浓度有负影响。由此推断: 芒草细胞壁

中木质素含量对里氏木霉产生木质纤维素酶有显著
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负影响。为了验证，接下来对两组诱导 3 株里氏木

霉菌( 野生型 QM6a、突变型 QM9414 和 ＲutC30 ) 产

生酶液中的木质纤维素酶比活力进行测定。

图 2 芒草诱导里氏木霉( QM6a、QM9414、

ＲutC30) 产粗酶液的木聚糖酶酶活

( A) 第Ⅰ组; ( B) 第Ⅱ组; E( Mfl40) : Mfl40 诱导里氏木霉产生的

酶液。

Figure 2 Xylanase activity of the enzyme solution by T． reesei

( QM6a，QM9414，ＲutC30) grown on two pairs

of Miscanthus samples

( A) PairⅠ; ( B) PairⅡ; E( Mfl40) : The enzyme solution by T． reesei

grown on Mfl40．

2． 4 芒草诱导里氏木霉菌产木质纤维素酶比活力

测定

两组材料诱导 3 株里氏木霉( 野生型 QM6a、突
变型 QM9414 和 ＲutC30) 产生的酶液纤维素酶比活

力测定结果见图 4。第Ⅰ组( 图 4A) ，Mfl40 木质素

含量比 Msa02 的低 36%，而诱导 3 株菌产生的酶液

比活力无差异。第Ⅱ组( 图 4B) ，Mfl37 木质素含量

比 Mlu13 低 48%，同样 3 株菌产生的酶液比活力无

差异。由此，芒草细胞壁中木质素含量对里氏木霉

生产木质纤维素酶比活力无影响。综合分析，芒草

细胞壁中木质素含量对里氏木霉产木质纤维素酶有

显著负影响。

图 3 芒草诱导里氏木霉( QM6a、QM9414、

ＲutC30) 产生粗酶液的蛋白浓度

( A) 第Ⅰ组; ( B) 第Ⅱ组; E( Mfl40) : Mfl40 诱导里氏木霉产生的

酶液。

Figure 3 Protein content of the enzyme solution by T． reesei

( QM6a，QM9414，ＲutC30) grown on two pairs

of Miscanthus samples

( A) PairⅠ; ( B) PairⅡ; E( Mfl40) : The enzyme solution by T． ree-

sei grown on Mfl40．

然后，又对两实验组诱导 3 个里氏木霉菌种( 野

生型 QM6a、突变型 QM9414 和 ＲutC30) 产生的酶液

的纤维素外切酶、纤维素内切酶、β － 葡苷酶酶活三

大纤维素酶单酶酶活进行了测定 ( 如表 2 ) ，由表 2
得出: 第Ⅰ组中，Mfl40 诱导 3 株里氏木霉产生的酶

液中 3 种单酶酶活都显著比 Msa02 高 ( p ＜ 0． 05 或

者 p ＜ 0． 01，n = 3 ) ; 第Ⅱ组中，Mfl37 诱导 3 株里氏

木霉产生的酶液中 3 种单酶酶活都显著比 Mlu13 高

( p ＜ 0． 05 或者 p ＜ 0． 01，n = 3) 。证明了芒草的木质

素含量对诱导里氏木霉产纤维素酶有负影响。
2． 5 芒草诱导里氏木霉产酶用于酶解木质纤维素

为进一步确证芒草诱导里氏木霉产酶酶解木质

纤维素是否存在上述规律，利用这两组芒草诱导 3
株里 氏 木 霉 ( 野 生 型 QM6a、突 变 型 QM9414 和

ＲutC30) 所产生的酶液酶解 4 种经 4% NaOH 预处理

的材料，细胞壁组成如表 3，酶解产糖效率结果如图

3、图 4。
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图 4 两组芒草诱导里氏木霉( QM6a、QM9414、ＲutC30) 产粗酶液的比活力测定

( A) 第Ⅰ组; ( B) 第Ⅱ组; E( Mfl40) : Mfl40 诱导里氏木霉产生酶液。

Figure 4 Cellulase activity of the enzyme solution by T． reesei( QM6a，QM9414，ＲutC30) grown on two pairs of Miscanthus samples

( A) PairⅠ; ( B) PairⅡ; E( Mfl40) : The enzyme solution by T． reesei grown on Mfl40．

表 2 两组芒草诱导 3 株里氏木霉产生的酶液的外切酶、内切酶及 β － 葡苷酶酶活

Table 2 Holocellulase( CBH，EG and BG) activity of the enzyme solution by T． reesei( QM6a，QM9414，

ＲutC30) grown on two pairs of Miscanthus samples

Strain Pair Sample Avicelase( IU /ml) CMCase( IU /ml) Salicinase( IU /ml)

QM6a

Ⅰ

Ⅱ

Mfl40 0． 21 ± 0． 01＊＊

Msa02 0． 12 ± 0． 01

Mfl37 0． 25 ± 0． 01＊＊

Mlu13 0． 09 ± 0． 01

75% @

178%

0． 21 ± 0． 01*

0． 19 ± 0． 00

0． 24 ± 0． 01＊＊

0． 16 ± 0． 00

11%

50%

0． 11 ± 0． 00＊＊

0． 06 ± 0． 00

0． 14 ± 0． 00＊＊

0． 04 ± 0． 00

83%

250%

QM9414

Ⅰ

Ⅱ

Mfl40 0． 27 ± 0． 01*

Msa02 0． 19 ± 0． 01

Mfl37 0． 34 ± 0． 02*

Mlu13 0． 20 ± 0． 01

42%

70%

0． 27 ± 0． 01*

0． 24 ± 0． 00

0． 27 ± 0． 01*

0． 23 ± 0． 00

13%

17%

0． 13 ± 0． 00＊＊

0． 10 ± 0． 00

0． 16 ± 0． 00＊＊

0． 10 ± 0． 00

30%

60%

ＲutC30

Ⅰ

Ⅱ

Mfl40 0． 43 ± 0． 02＊＊

Msa02 0． 30 ± 0． 01

Mfl37 0． 51 ± 0． 02＊＊

Mlu13 0． 29 ± 0． 01

43%

76%

0． 31 ± 0． 00＊＊

0． 27 ± 0． 01

0． 27 ± 0． 01*

0． 23 ± 0． 00

15%

17%

0． 08 ± 0． 00*

0． 06 ± 0． 00

0． 10 ± 0． 00*

0． 07 ± 0． 00

33%

43%

* and ＊＊ A significant difference at pair by t － test at p ＜ 0． 05 and 0． 01 ( n = 3) ; @ Percentage of the increased or decreased level at pair: sub-

traction of two samples divided by low value．

表 3 经 4%NaOH 预处理后芒草的细胞壁组成

Table 3 Cell wall composition in Miscanthus samples after 4%NaOH pretreatment

Pair Sample
Cell wall composition ( % Dry matter)

Cellulose Hemicelluloses Lignin

Ⅰ
Mfl40 44． 21 ± 1． 37

Msa02 45． 91 ± 0． 56
－ 4% @

29． 37 ± 0． 23

26． 57 ± 0． 64
11%

11． 98 ± 0． 28

17． 08 ± 1． 63
－ 43%

Ⅱ
Mfl37 50． 85 ± 1． 75

Mlu13 51． 97 ± 2． 59
－ 2%

28． 76 ± 0． 18

27． 51 ± 0． 16
5%

12． 05 ± 0． 37

18． 10 ± 1． 02
－ 50%

@ Percentage of the increased or decreased level at pair: subtraction of two samples divided by low value．

第Ⅰ组诱导 3 株菌产生的酶液酶解 4 个木质纤

维素材料( 图 5) ，Mfl40 诱导产生的酶液酶解木质纤

维素的产糖效率均显著比 Msa02 的高 1． 4 ～ 2． 5 倍

( p ＜ 0． 05 或者 p ＜ 0． 01，n = 3 ) ，与体积比酶活结果
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一致。

图 5 第Ⅰ组芒草诱导里氏木霉( QM6a、QM9414、

ＲutC30) 产生的粗酶液酶解木质纤维素材料

( 芒草经 4%NaOH 预处理) 的酶解产糖效率

( A) QM6a 产酶液; ( B) QM9414 产酶液; ( C) ＲutC30 产酶液。

Ⅰ － QM6a: 酶液是由第Ⅰ组诱导 QM6a 产生的。

Figure 5 Biomass digestibility after pretreatment with 4%NaOH

of two pairs Miscanthus samples using the enzyme solution by

T． reesei( QM6a，QM9414，ＲutC30) grown on PairⅠ
Miscanthus samples

( A) The enzyme solution of T． reesei QM6a; ( B) The enzyme solu-

tion of T． reesei QM9414; ( C ) ． The enzyme solution of T． reesei

ＲutC30;Ⅰ － QM6a: The enzyme solution by T． reesei QM6a grown

on PairⅠ．

第Ⅱ组诱导 3 株菌产生的酶液酶解 4 种木质纤

维素材料( 图 6) ，Mfl37 诱导产生的酶液酶解木质纤

维素的产糖效率均显著比 Mlu13 高 1． 4 ～ 4． 7 倍( p
＜ 0． 01，n = 3) ，其结果与酶活结果一致。

图 6 第Ⅱ组芒草诱导里氏木霉( QM6a 、QM9414、

ＲutC30) 产生的粗酶液酶解木质纤维素

( 芒草经 4%NaOH 预处理) 的酶解产糖效率

( A) QM6a 产生的酶液; ( B) QM9414 产生的酶液; ( C) ＲutC30 产生的

酶液。Ⅱ－QM6a: 酶液是由第Ⅱ组诱导里氏木霉 QM6a 产生的。

Figure 6 Biomass digestibility after pretreatment with 4%NaOH

of two pairs Miscanthus samples using the enzyme solution by

T． reesei( QM6a ，QM9414，ＲutC30) grown on PairⅡ
Miscanthus samples

( A) The enzyme solution of T． reesei QM6a; ( B) The enzyme solution

of T． reesei QM9414( C) The enzyme solution of T． reesei ＲutC30; Ⅱ
－ QM6a: The enzyme solution by T． reesei QM6a grown on PairⅡ．
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3 讨论

用木质纤维素作诱导底物可以大幅提高纤维素

酶产量和活力［11 － 14］，而木质素如何影响真菌纤维素

酶产生的机制还不太清楚。虽有实验通过用碱预处

理的木质纤维素材料作诱导物间接证明木质素含量

对真菌纤维素酶的产生有负影响［8，17 － 20］，如:①对木

质纤维素材料进行酸碱预处理后作为底物诱导产

酶，发现稀碱预处理后的材料诱导产生的酶的总酶

活比稀酸处理的材料高［17 － 18］;②将油棕果渣的木质

素移除后诱导产生的酶液总酶活比木质素含量高的

材料高［19］。③碱预处理的甘蔗渣诱导产生的酶液

酶活比没有预处理的高［20］。但是由于碱处理原材

料后不仅仅是除去木质素，对细胞壁的其他组成与

结构也有影响，导致证据不够充分，因此，本研究选

用 2 组细胞壁组成中木质素含量差异很大 ( p ＜
0． 01，n = 3) 、而纤维素、半纤维素基本相同的芒草原

材料处理分别培养 3 株里氏木霉( 野生型 QM6a、突
变型 ＲutC30 和 QM9414; ) 产生木质纤维素酶，通过

对产生的酶液酶活分析及木质纤维素酶解实验，发

现 3 株里氏木霉产生的酶液酶活规律一致，即木质

素含量低的材料诱导产生的酶液质量比酶活与木质

素含量高的材料诱导产生的酶液质量比酶活相近，

木质素含量低的材料诱导产生的酶液体积比酶活显

著比木质素含量高的材料诱导产生的酶液体积比酶

活高( p ＜ 0． 05 或者 p ＜ 0． 01，n = 3) ，因此，芒草细胞

壁中木质素含量对里氏木霉产生木质纤维素酶量有

显著负影响，这与有关报道基本一致［8，17 － 20］。可能

原因: ①木 质 纤 维 素 对 木 质 纤 维 素 酶 的 吸 附 作

用［28 － 30］;②木质纤维素可以抑制里氏木霉生产木质

纤维素酶。这为用里氏木霉生产纤维素酶提供了底

物选择依据。
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