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生物脱毒真菌 Amorphotheca resinae ZN1 的生长特性及呋喃衍生物降解途

径确定的研究 

摘要 

木质纤维素在预处理过程产生的糠醛、羟甲基糠醛（5-HMF）等呋喃衍生物以及有

机酸（甲酸、乙酸、乙酰丙酸等），对后续的酶水解和生物的发酵会产生强烈的抑制。

因此，将这些抑制物脱除即所谓的“脱毒”对正常的发酵是非常重要的，而呋喃衍生物

对酿酒酵母的毒性最大，因此呋喃衍生物的脱除是各种抑制物中最受关注的一类。本实

验室自主筛选的的一株霉菌 Amorphetheca resinae ZN1 可以有效地代谢呋喃衍生物。本

文对该菌的生长特性以及其如何代谢呋喃衍生物做了相关研究。通过对 A. resinae ZN1

所能利用的碳源，各碳源对 A. resinae ZN1 生长的特性进行了详细的研究。发现，木质

纤维素在预处理过程中产生的几大类发酵抑制物（包括呋喃衍生物、有机酸以及一些芳

香族化合物）均可以作为真菌 A. resinae ZN1 的生长碳源，并对 A. resinae ZN1 降解糠醛

和 5-羟甲基糠醛的途径进行了分析。我们通过发酵罐在线监测、定时取样并通过高效液

相色谱定性定量对各代谢产物进行分析。本文提出的生物脱毒真菌 A. resinae ZN1 转化

糠醛和 5-羟甲基糠醛的降解代谢途径可以简述为：糠醛首先快速地转化为毒性较低的糠

醇；在有氧条件下，糠醇又再度生成不致对微生物产生危害的低浓度糠醛，糠醛继续氧

化为糠酸。与糠醛降解路径类似，5-羟甲基糠醛也是首先生成对微生物毒性较小的 2,5-

呋喃-二甲醇；2,5-呋喃-二糠醇在有氧条件下，再度生成不致对微生物产生危害的低浓度

5-羟甲基糠醛，然后继续氧化为 5-羟甲基糠酸。推测糠酸或 5-羟甲基糠酸可能继续进入

TCA 循环，进而完成糠醛和 5-羟甲基糠醛的完全降解。并且发现呋喃衍生物代谢转化

的速度跟通气量的大小呈正相关，而且在糠醇的转化中，氧气是必须的。本文结果对将

来加快生物脱毒真菌 A. resinae ZN1 生物脱毒速率、改善木质纤维素生物转化的限速步

骤提供了重要的实验依据。 

关键词：生物脱毒；Amorphetheca resinae ZN1；糠醛；羟甲基糠醛；代谢转化；溶氧水

平 
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Study of Growth Characteristics and Metabolic Mechanism of Furan 

Gegradation by the Biodetoxification Fungus Amorphotheca resinae ZN1 

Abstract 

The degradation products from lignocellulose pretreatment strongly inhibit the activities 

of cellulase enzymes and ethanol fermentation strains, thus the efficient removal of the 

inhibitor substances (“detoxification”) is the inevitable step for the biotransformation 

processes. Among the inhibitor substances, the furan derivatives including furfural and 

5-hydromethylfurfural (5-HMF) are the major inhibitors. In this study, the biological 

detoxification of furfural and 5-HMF by a newly isolated fungus, Amorphotheca resinae ZN1, 

was studied and the metabolic pathways of furfural and 5-HMF were analyzed experimentally. 

This paper reported that A. resinae ZN1 can use much carbon source, and studied each carbon 

source for the biological virus-free fungi A. resinae ZN1 growth stimulative effect. Research 

found that the degradation products(including furan derivatives, organic acid and some 

aromatic compounds) from lignocellulose pretreatment can be as carbon sources for the 

growth of A. resinae ZN1. The metabolic pathways of furfural and 5-hydromethylfurfural 

were analyzed by means of fermentation tank on-line monitoring, regular sampling and high 

performance liquid chromatography (HPLC) quantitatively. The metabolic pathway of 

furfural and 5-HMF degradation in A. resinae ZN1 was described as follows: first, furfural 

was quickly transformed into the low toxic furfuryl alcohol; then the furfuryl alcohol was 

gradually transformed into the furfural again but at the low concentration at aerobic condition, 

which was not lethal to the growth of the microorganisms; furfural continued to be oxidized to 

furoic acid by A. resinae ZN1. Similarly, 5-HMF was quickly transformed into the 

furan-2,5-dimethanol (HMF alcohol); then the HMF alcohol was transformed into 5-HMF but 

at a low concentration at aerobic condition; followed by the transformation of 5-HMF to 

5-hydroxylmethyl-furan-2-carboxylic acid. It is estimated that furoic acid and 

5-hydroxylmethyl-furan-2-carboxylic acid were further degraded in the TCA cycle to 

complete the biological degradation of furfural and 5-HMF. The degradation was found to be 

closely related to the oxygen dissolution level. The present study provided the important 

experimental basis for speeding up the biodetoxification of furfural and 5-HMF by A. resinae 

ZN1 and the rate-limiting step in the lignocellulose biotransformation to ethanol. 

Key Words:  Biodetoxification; Amorphetheca resinae ZN1; furfural; 

5-hydormethylfurfural (HMF); Metabolic mechanism; Dissolved oxygen level 
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前言 

随着世界经济的高速发展，各国对能源的依赖性也愈来愈强。现在，化石资源的枯

竭是人类所必须面对的一个发展障碍[1-2]。当前寻找新能源以替代化石燃料，已成为大家

的共识。用木质纤维素为原料去生产燃料乙醇、生物柴油、氢气、沼气等生物燃料已经

备受世界各国的广泛关注。这不仅是因为木质纤维素原料非常廉价、广泛且可再生，而

且相对化石燃料来说，生物燃料是一种清洁能源，燃烧后的产物不会对环境造成很大的

污染。 

目前，由木质纤维素制备燃料乙醇的研究十分活跃，这一领域也已取得很多新进展。

从木质纤维素制备生产生物乙醇的工艺主要包括：预处理、酶水解、微生物发酵、乙醇

蒸馏-精馏-脱水。虽然现在利用木质纤维素生产燃料乙醇已经颇具规模化，但离真正的

工业化生产尚有一段距离，这其中存在很多技术瓶颈。其中，木质纤维素的预处理技术

的完善，是生产燃料乙醇过程中最为关键的一步。不仅因为，该环节占生产成本的 20%

以上，木质纤维素预处理过程中还会形成各种副产物，这些副产物对木质纤维素后续的

酶水解、微生物生长以及代谢都有着至关重要的影响。因此，如何快速有效地去除这些

预处理副产物，使木质纤维素燃料乙醇的生产快速，高效地进行是亟须解决的难题。本

实验室已经成功筛选到一株，能有效地脱除木质纤维素预处理过程中产生的抑制物的霉

菌 Amorphetheca resinae ZN1，可以被有效的利用来进行预处理产物的生物脱毒。本文

生物脱毒真菌 A. resinae ZN1 的生长特性，以及其对木质纤维素发酵产乙醇中影响最大、

也最受关注的呋喃衍生物的代谢路径进行了详细的研究。本论文的研究目的在于，通过

对霉菌 A. resinae ZN1 生长特性及其代谢呋喃衍生物的路径研究，为将来加快生物脱毒

真菌 A. resinae ZN1 生物脱毒效率、改善木质纤维素生物转化的限速步骤提供重要的实

验依据。 
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第一章 文献综述 

1.1 木质纤维素生物发酵生产燃料乙醇 

纤维素是地球上数量最多的可再生资源, 全球每年通过生物合成可再生性纤维素可

以达到 1000 多亿 t, 它的主要存在形式是木材、农作物秸秆等[3]。纤维素的化学结构式

可写为[C6 H10O5 ]n，相应的分子量为 (162.4)n, 不同来源纤维素的聚合度差别很大，大

致来说，n 为 1000～15000
[4]。在生物量的结构中，半纤维素共价连接着纤维素和木质素，

形成一个严密的晶体结构[5]。纤维素生物质是一种潜在的低成本原料, 通常含有 38%～

50%的纤维素（一种线性大分子同聚物，由 D 型葡萄糖单元以 1，4 糖苷键连接起来的）、

23%～32%的半纤维素（是由戊糖（D-木糖，L-阿拉伯糖），己糖（D-葡萄糖，D-甘露糖

和 D-半乳糖）和糖醛酸等低分子量的多糖形成的不均匀聚合物组成的。半纤维素中最

为丰富的是木聚糖。木聚糖是由木糖由 1，4 糖苷连接起来的）和 15%～25%的木质素

（一种复杂的主要由酚类化合物-苯基丙烷结构单体通过 C-C 键构成的三维空间高分子

化合物，分子通式为(C6H11O2)n。木质素是异聚体，不能被水解成单糖，它在植物细胞

壁中的作用主要是提供支持、阻隔、抵抗微生物和一些化学物质破坏细胞壁[6-7]
, 而且会

在纤维素周围形成保护层，从而影响、阻碍纤维素酶以及一些化学品对纤维素的水解）。 

20 世纪 70 年代，在爆发第一次石油危机后世界能源专家提出了生物质燃料的概念，

目前很多国家都已经投入了大量的人力、物力资源对其进行研究。生物质是一种低碳燃

料, 它的含硫、含氮量都很低, 同时灰份份额也较小，燃烧后 SO2、NOx 等气体和灰尘

排放量比化石燃料要小得多, 因此总体来说，生物质能是一种清洁、且可再生的燃料。

并且它种类多样, 主要包括燃料乙醇、生物柴油、沼气和生物氢能等种类, 都属于可再

生能源[8]。燃料酒精主要通过植物发酵获得。目前可用来生产燃料酒精的原料种类很多,

除了谷类、薯类、甘蔗、甜菜以及藻类外, 还有生产乳酪和多种饮料后的废液、资源更

丰富的农作物秸秆、植物纤维、林业的废料以及城市的有选择的垃圾等[9]。木质纤维素

原料通过微生物发酵制取燃料乙醇，关键技术包括下面几个[10]：（1）预处理：分解木质

纤维素的晶体结构；（2）酶水解：通过各种纤维素酶将纤维素解聚为葡萄糖；（3）发酵：

微生物利用糖为能源发酵生产燃料乙醇。 

1.1.1 预处理 

植物由于木质纤维素的结构复杂，使其形成保护屏障从而阻止细菌以及真菌对木质

纤维素细胞的破坏。预处理木质纤维素生物质的目的在于，通过改变木质纤维素细胞壁

结构，从而使纤维素酶更容易地水解纤维素。在木质纤维素的生物转化过程中，预处理

是破坏木质纤维素致密结构、提高纤维素酶解效率的必须步骤[11]。 
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预处理方法主要有：气爆法、液化热水（LHW）法、氨纤维膨胀（AFEX）法、酸

煮法、石灰石法以及有机溶剂提取等[11]，其中研究得最为透彻且应用最广泛的是稀酸预

处理和蒸汽膨爆两种方式。 

稀酸预处理是木质纤维素预处理的传统方式，早在 1819 年 Bracconet 第一次用硫酸

处理木头并得到葡萄糖[12]。稀酸预处理一般先采用稀硫酸 (0.5%~3.0%) 预浸原料，然

后在在预处理反应器中 130~200℃条件下处理原料数分钟。稀酸预处理的优点：糖得率

高、催化剂成本低以及易于中和。缺点：由于此种预处理方法需要高压、酸性环境，因

此对设备要求比较高，此外副产物的形成也明显。 

蒸汽膨爆预处理是在 1925 年首先由 W. H. Mason 提出的[13]。蒸汽膨爆预处理，一

般是在高温（200-300℃）条件下的预处理反应器中，高压使水分很快渗透到木质纤维

素的内部，形成这种“湿”的生物质，然后通过蒸汽加热，以水分膨胀的剪切力快速爆

破木质纤维素，从而破坏木质纤维素的复杂结构。处理时的时间，根据温度不同，一般

是在 1-4 分钟。相对稀酸预处理，该工艺的优点是抑制物形成相对少，但也需要在高压

高温条件下，因此也有对设备要求高的缺点。 

木质纤维素是由半纤维素-纤维素-木质素共价连接形成一个晶体网格结构。纤维素

表面覆盖着半纤维素和木质素，从而阻碍纤维素酶和化学药品对其进行降解[5]。大多数

的预处理方法均是关注如何去除这些障碍，从而使生物量能够被酶降解。稀硫酸预处理

是最有前景的预处理方法。采用稀酸预处理时，一大部分的半纤维素被水解成水解液
[14-16]，而纤维素和大部分的木质素却不能被破坏。除了糖之外，水解液中还包含酚类、

有机酸类和醛类的降解产物。经稀酸预处理后，半纤维素可以被水解为己糖和戊糖，他

们能够被可以利用己糖和戊糖的微生物进行共发酵，并将之转化为乙醇[17-20]。 

1.1.2 水解 

经过预处理后，木质纤维素去除了木质素和一部分半纤维素，减少了纤维素的晶体

结构，增加了酶和纤维素之间的接触面积，但纤维素和半纤维素还不能被微生物利用，

必须进一步水解成相应的单体（糖）才能被利用。因此，酶水解的目标就是，将预处理

后仍然存在的水不溶性固体颗粒中的多聚糖解聚成能被微生物利用的单糖。大部分木质

纤维素预处理后，存在的这些多糖颗粒是纤维素。三种酶协同作用于纤维素的水解：1，

4-葡萄糖内切酶（EG, EC 3.1.2.4）作用位点在于纤维素长链中的内部；纤维二糖水解酶

（CBH, EC 3.2.1.91）作用位点是在聚合物的末端，并且酶解后的产物为纤维二糖，纤

维二糖并最终被葡萄糖苷酶（BG，EC 3.2.1.21）分解为两分子的葡萄糖分子[17]。预处理

后的木质纤维素水解过程需求的酶的使用量以及其较高的生产成本，已成为木质纤维素

乙醇商业化的主要瓶颈。 



第 4 页                                   华东理工大学硕士学位论文 

 

1.1.3 木质纤维素发酵 

纤维素经过预处理后发酵生产乙醇的方法主要有: 直接发酵法、间接发酵法、混合

菌种发酵法、同步糖化发酵法、非等温同时糖化发酵法(NSSF 法) 以及固定化细胞发酵

法等[21]。木质纤维素水解液发酵产燃料乙醇要求微生物在发酵体系中存在弱酸类、呋喃

类以及酚类等抑制物的条件下，还能够利用己糖，包括葡萄糖，甘露糖，半乳糖, 戊糖

包括木糖，阿拉伯糖等木质纤维素经过处理后解聚后形成的糖。因此糖和抑制物浓度是

影响发酵效果的两个重要因素。 

1.2 木质纤维素来源的抑制物 

目前，已经有采用各种各样的微生物对预处理后的水解液进行了很广泛的生物转化过程

的研究[5,22-30]。在现有的文献记载里，关于木质纤维素预处理后的水解液对酶水解的抑

制程度等相关信息很贫乏[31-33]。水解液中预处理后的降解产物的成分构成以及其浓度大

小因预处理原料、化学反应过程、预处理反应时间、温度、压强、pH、氧化还原剂以及

催化剂等预处理过程的相关参数的不同而不同[5,23]。图 1.2 展示了生物量经稀酸预处理

时形成降解产物的过程图解[23,31,34-36]。在低 pH 的预处理条件下，纤维素和半纤维素降

解为单糖，然后进一步降解为醛类和有机酸类物质。戊糖进一步降解形成糠醛，己糖进

一步降解形成羟甲基糠醛。乙酸是半纤维素水解的初步产物。羧酸是糠醛和羟甲基糠醛

进一步降解的产物。木质素降解产生很多种酚类物质，比如香兰素、丁香醛、水杨酸等
[23,25,33,34]。整个生物转化过程包括酶水解和生物转化过程。最常见的生化过程模式就是

同步糖化发酵或者可以同步利用己糖和戊糖的共发酵过程。无论在任何一种模式中，预

处理后的水解液或者固体基质都能被酶以及后续发酵的微生物利用，进行生物转化过

程。无论是在同步糖化发酵或者共发酵过程中，水解液中的抑制物对酶水解反应以及微

生物的活力都有很大的抑制作用。稀酸预处理的水解液对发酵过程的抑制作用在众多文

献中都有记载[22-24,27,35,36]。 
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寡聚糖 纤维二糖 葡萄糖 羟甲基糠醛

甲酸

乙酰丙酸

果糖

半纤维素 木聚糖 寡聚糖 木糖 糠醛

进一步降解

木质素

乙酸

香兰素，丁香醛，4-羟基苯甲醛

半乳糖，木糖，阿拉伯糖

进一步降解

纤维素

酚类降解产物

乙酸

甲酸

 

图 1.2 木质纤维素预处理后的降解产物。改编自参考文献
[23,31,34-36]。 

Fig 1.2 Degradation products and their origin. Adapted from references sources
[23, 31, 34-36]

. 

稀酸预处理后水解液的成分见表 1.2。水解液中糖的最主要的糖成分是木糖，它主

要来自于很容易在稀酸环境下被酶水解的半纤维素[5]。糠醛和羟甲基糠醛是水解液中释

放出来的糖的降解产物。在所有的有机酸种类中，乙酸是最主要的成分。据报道，木质

素降解产物香兰素和丁香醛是抑制酶水解反应和发酵微生物活力最强的抑制物 [22]。

Kothari 等[37]人的研究表明，水解液中的抑制物成分严重抑制木聚糖以及葡聚糖的解聚

反应过程。 
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表 1.2 水解液成分 

Table 1.2 Composition of pretreatment liquid 

成分                                            浓度（g/L） 

纤维二糖                                            2.45 

葡萄糖                                              21.80 

木糖                                                74.08 

半乳糖                                              12.35 

阿拉伯糖                                            11.48 

甘露糖                                              2.55 

寡聚糖 

木聚糖                                              17.39 

葡聚糖（寡聚度大于 2）                               2.82 

糖降解产物 

羟甲基糠醛                                           2.00 

糠醛                                                 1.14 

乙酸                                                 13.23 

甲酸                                                 3.73 

木质素降解产物                                       ug/L 

香兰素                                               22.65 

丁香                                                386.14 

1.2.1 呋喃衍生物 

戊糖在水解过程中分解形成了糠醛，它对细胞的作用取决于它在培养基中的浓度。

糠醛主要影响微生物细胞生长速率和每分子ATP可以生成的生物量[26]。Mohammad等对

有氧及厌氧情况下的驯化酿酒酵母CBS 8066降解糠醛进行了研究[28]，在有氧或者厌氧的

分批发酵中，糠醛主要代谢为糠醇（产率约为70%），而且在指数期生长期代谢能力最

强，稳定期较弱；糠醛使酵母的比生长速率和乙醇产率下降，而当糠醛完全代谢完后有

所回升，但也达不到最初的生长速率。不论是在有氧发酵还是厌氧发酵的情况下，添加

4g/L的糠醛后，二氧化碳的释放速率下降到原来的35%左右。由实验中的数据描述，二

氧化碳释放速率的下降速度是由快到慢的，即在添加糠醛后最初的一段时间内，二氧化

碳释放速率减少的很快，之后逐渐缓慢地下降。糠醛转化的主要产物是糠醇，产率约为

70%，酿酒酵母CBS 8066指数期生长时的转化速率最大，有氧发酵时，糠醛的转化速率

为0.6+0.03 g糠醛/g生物量/h。然而，稳定期的酵母细胞转化糠醛的能力却低的多，另外，

他们还报道，糠醛的转化实验中还产生了先前曾有报道但尚未定性的新物质，研究者们

通过质谱定性，得出了这些新物质是由糠醛和丙酮酸盐转化而来的。糠醛代谢转化除产
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生糠醇外，主要产物还有糠酸，其次也产生了少量的糠偶姻和联呋喃甲酰。Roberto等曾

经研究过，当糠醛的浓度低于0.5g/L的时候，对微生物细胞的生长表现为促进作用；而

当其浓度高于2g/L的时候，对细胞的生长则表现为完全抑制[38]。Delgenes等报道糠醛浓

度为0.5g/L、1.0g/L、2.0g/L的时候, 将分别降低P. stipitis细胞生长达25%、47%、99%
[22]。

Nigam发现当发酵培养基中糠醛浓度为0.25g/L时，并不会降低乙醇得率和产率；当浓度

为1.5g/L时，将影响微生物的生长，而且乙醇得率和产率分别被减少了90.4%和85.1%
[39]。

另外，糠醛还会抑制酶解速率。当糠醛浓度在10g/L左右时，木聚糖和葡聚糖的水解产

率均下降9%
[37]。 

己糖在水解过程中形成了产物羟甲基糠醛。 Palmqvist 和 Hahn-Heagerdal 报道它的

抑制作用和糠醛相似。羟甲基糠醛在纤维素水解液中的浓度一般比较低，主要是因为纤

维素中己糖的含量低，水解过程中且只有很少量的己糖被分解，此外，Palmqvist 等报道

5-羟甲基糠醛的活性比较高[38]。Delgenes 等发现，当 5-羟甲基糠醛在水解液中的浓度分

别达到 0.5g/L、0.75g/L、1.5g/L 时， P. stipitis 细胞量的减少将达到 43%，70%和 100%
[22]。

Martinez 等发现利用甘蔗渣水解液发酵产乙醇过程中，当呋喃（糠醛和羟甲基糠醛）化

合物浓度达 0.9g/L 时，E. coli 的生长和发酵都会受到影响[40]。呋喃（糠醛和 5-羟甲基糠

醛）抑制物对水解液毒性都有各自的作用，但是当这两种抑制物与其他几种抑制物，例

如木质素降解产物酚类、芳香族化合物以及几种有机酸（甲酸，乙酸和乙酰丙酸）共同

存在时，之间就会表现为协同毒性。Vogel-Lowmeier 等报道：在木糖发酵过程中，来自

于酸水解液中的糠醛，羟甲基糠醛和乙酸对 Pachysolen tannophilus 和 P. stipitis 的细胞

生长都有抑制作用，尤其对后者的影响更甚。他们还发现，这些抑制物对木糖发酵菌种

的抑制作用是极其复杂的，并证明表现出的发酵抑制主要是因为这些抑制物之间的协同

效应[41]。羟甲基糠醛也抑制酶的水解作用，当水解液中羟甲基糠醛的浓度在 5g/L 以上

时，木聚糖和葡聚糖的水解产率分别被降低 11%和 14%
[37]。 

1.2. 2 酚醛类抑制物 

大量的化合物 (多糖､有机酸､醛类､酚类以及芳香族等) 在木质纤维素水解过程中

从木质素中释放出来。酚类化合物对微生物在木质纤维素水解液中的发酵过程有明显抑

制效应，并且这类物质具有最高的毒性。酚类造成微生物生物膜完整性破坏和分解，因

此就大大影响了生物膜作为选择性屏障和酶作用载体的能力，结果就导致细胞生长和糖

代谢都被降低[38]｡ Parajo 等报道木质素的降解产物，即使在很低浓度下，对微生物的毒

害作用比糠醛和羟甲基糠醛大。他们也报道在木头水解液中，当香兰素浓度在 5 或 3.7g/L

时，S. cerevisiae 代谢木糖的能力则被完全抑制[42]。从木糖到木糖醇的生物转化过程中，

Villa 等发现酚类化合物浓度低到 0.1g/L 时，既不影响木糖的消耗也不影响细胞生长和

木糖醇的生成。但是当浓度高于这个值 (0.2 到 4g/L) 时，它将严重抑制这些过程[43]。



第 8 页                                   华东理工大学硕士学位论文 

 

另外，当丁香醛的浓度达到 5g/L 时，它可以使葡聚糖以及木聚糖的水解产率分别下降

9%和 19%。当香兰素的浓度达到 4g/L 时，葡聚糖和木聚糖的水解产率将分别下降 10%

和 9%。水解液中还含有多种酚类化合物，他们和水溶性的木质素均对酶水解反应和微

生物转化过程产生抑制作用。在预处理后的过滤渣中，木质素跟纤维素酶相结合，这种

现象被称为“非生产性相结合”（nonproductive binding），此时纤维素酶被不可逆地失活
[44,45]。这跟抑制作用不同，抑制对酶反应是非致死性地。据报道，木质素可以和纤维素

酶形成木质素-纤维素酶的复合体[44,46]。当水解液中水溶性的木质素浓度达到 5g/L 时，

可使纤维素酶的酶活下降 15%以上。为了解除这种抑制，一般会使用表面活性剂[37]。

Yang 等发现表面活性剂可以吸附在可溶性的木质素上，从而阻止木质素与纤维素酶产

生非生产性的结合[5]。Errikson 等推测表面活性剂可能使木质素与微生物菌丝体结构之

间产生疏水性相互作用，从而阻止木质素分子吸附到纤维素酶上[44]。 

1.2.3 有机酸类抑制物 

木质纤维素在水解过程中还释放出酸基､丹宁酸､萜烯酸以及存在于纤维素中的乙

酰基生成的乙酸，它们就构成了水解液中另一组抑制物形式。McMillan 发现相比木质素

衍生物来说，这些物质对微生物的生长抑制作用要弱些[47]。Lawford 等发现,当培养基中

的 pH 比较低时，乙酸 (pK=4.75) 是以未解离的形式存在，且溶于脂，并且能够穿透细

胞质膜。 在微生物细胞内部， pH 在 7.4 左右，乙酸则以解离的形式存在，并且在在细

胞质中积累，释放出质子 H。于是就导致细胞内部 pH 下降，且大大抑制了细胞活性,

甚至造成细胞死亡[48]。乙酸的毒性强弱主要取决于微生物的发酵条件。Van Zyl 等使用

P. stipitis 利用甘蔗渣半纤维素水解液来发酵生产乙醇，发现乙酸的抑制作用不仅跟其自

身的浓度有关，而且还受氧浓度和培养基 pH 的影响。在 pH 6.5 时，乙酸浓度 4.5g/L，

此时乙醇生成率开始降低。当乙酸浓度达 15g/L 时，乙醇的产率则减少到原来的 50%。

而在 pH 为 5.1 的条件下，当乙酸浓度仅仅为 1g/L 的时候，就会使乙醇的产量下降 50%。

当乙酸浓度达到 10g/L 时，乙醇的产量就下降到零[49]。Felipe 等研究发现, 当乙酸浓度

为 1g/L 时，将使木糖到木糖醇的生物转化率增加，但当乙酸浓度上升到 3g/L 时，对发

酵过程就会产生抑制作用[50]。 而若培养基中没有其它抑制物时，即使乙酸浓度达到

10g/L，依然会对乙醇的生成起促进作用[25]。 

有机酸对酶水解反应也有抑制作用。在稀酸预处理后的水解液中，乙酸是各种有机

酸中浓度最高的一种。乙酸是由包含乙酰基团的半纤维素-木质素结构成分中被水解后

形成的产物。另外，乙酸还可以由酸性环境中糠醛和羟甲基糠醛进一步降解形成[23,45,51]。

甲酸和乙酰丙酸也是糠醛和羟甲基糠醛的降解产物。研究发现，在甲酸、乙酸、乙酰丙

酸等三种有机酸中，乙酸的抑制作用是最强的，且他们的抑制效果排序为：乙酸>甲酸>

乙酰丙酸。当水解液中乙酸的浓度达到 5g/L 时，它对酶水解具有很强的抑制作用，此
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时葡聚糖的水解产率降低超过 50%以上。相比乙酸的抑制作用，甲酸的抑制效果相对弱

些，但当其浓度达到 5g/L 时，葡聚糖的水解产率约下降 20%。乙酰丙酸对酶水解反应

以及微生物转化过程均有抑制作用[23,31,32]，在水解液中，其浓度较其他两种酸低很多。

当水解液中乙酸浓度达 1g/L 以上时，葡聚糖和木聚糖的水解产率分别下降 10%和 12%。

当水解液中甲酸的浓度在 3.5g/L 左右时，葡聚糖和木聚糖的水解产率分别下降 10%和

11%
[37]。 

1.2.4 重金属离子 

在水解液腐蚀水解设备的过程中，形成了很多重金属离子，比如铁离子、铬离子、

镍离子以及铜离子等，并且这些金属离子对微生物代谢途径中的相关酶是有抑制作用

的。Watson 等分析金属阳离子对参与木糖代谢过程中酶的活性影响，以及他们对 P. 

tannophilus 细胞生长的影响。为了达到研究目的，他们使用含有与水解液中金属阳离子

的成分相同的合成培养基作为研究对象。当铜、镍、铬、铁离子在培养基中的浓度分别

为 4、5、100 和 150 mg/L 时，微生物细胞的活性稍微下降。另一方面，当镍离子浓度

为 100 mg/L 时，细胞活性降低了 60%
[52]。 

1.2.5 几种抑制物的生物毒性“协同效用” 

微生物能够耐受的每种抑制物的最大浓度无法检测，这是因为影响抑制作用的因子

有很多因素，主要包括包括微生物种类、发酵过程条件、出现在培养基中的抑制物种类

以及这些抑制物的毒性协同效应。Palmqvist 等发现，没有糠醛存在时，乙醇的生成会被

培养基中乙酸（10g/L 时)促进。同样，在没有乙酸浓度为零时，2g/L 的糠醛浓度会促进

乙醇的生成。然而，这两种抑制物同时存在时，则会严重影响微生物细胞生长速率、细

胞量，以及乙醇得率[25]。Zaldivar 等的研究证明，半纤维素水解液的毒性来至于各种抑

制物（醇，醛和酸）的协同作用，而不是某一种化合物[53]。Nigam 曾经以小麦纤维素水

解液发酵生产乙醇，也曾从模拟的具有相同浓度的乙酸、糠醛、木质素衍生物的合成培

养基中获取乙醇[39]。在合成培养基中，乙醇得率和产率分别比水解液中低 74.4%和 83%。 

Palmqvist 等研究者报道，对于已知的抑制剂的混合抑制作用，纤维素酶的活力将下

降 42%。全部的抑制剂对葡聚糖的水解抑制作用（高达 63%）比目前已知的所有抑制剂

的抑制效果的叠加还强很多。这暗示着木质素的降解产物中大多数的酚类化合物在酶水

解的过程中充当着主要的抑制剂角色[26]。所有抑制剂的抑制效果并不是每个抑制剂抑制

作用的直接叠加。抑制剂间的相互作用对纤维素酶水解过程的抑制效果并不是每一个抑

制剂抑制效果的相加。混合糖（葡萄糖、木糖。纤维二糖）分别使葡聚糖的水解产率和

木聚糖的水解产率下降 33%和 98%
[37]。 



第 10 页                                   华东理工大学硕士学位论文 

 

1.3 抑制物的脱除方法 

为了有效地利用半纤维素中的糖，在进行乙醇发酵生产前，将预处理后产生的发酵

抑制物脱除是必须步骤。脱除抑制物的方法有很多种，包括物理、化学和生物三个方面，

已经开始应用于脱除木质纤维素来源的抑制物。一种脱毒方法是否有效主要取决于木质

纤维素的水解程度，以及后续所使用的发酵微生物的种类。因为每种水解液含有不同的

抑制物成分，并且每种微生物对抑制物的耐受能力差别很大[11]。 

1.3.1 物理方法 

通过真空蒸发方法来降低水解液中挥发性抑制物（乙酸，糠醛，以及香兰素等）的

浓度是一种普遍使用的物理脱毒方法。不过这种方法也有缺点，就是在某种程度上增加

了非挥发性抑制物（木质素衍生物）的浓度，从而增加了发酵的抑制程度。Silva 等利

用真空蒸发的方法脱除水稻杆水解液中的抑制物，用木糖为底物发酵生产木糖醇，他们

发现木糖醇发酵过程会因非挥发性抑制物的浓度升高而受阻碍，因为这些非挥发性抑制

物对微生物的毒害非常强 [54]。 

1.3.2 化学方法 

化学方法就是在一定 pH 条件下，利用沉淀作用使抑制物浓度降低，然后再将 pH

调解到后续发酵需要的适宜范围。还有一种方法是用活性碳或者离子交换树脂来吸附抑

制物，使其浓度降低。Marthinez 等报道使用 Ca(OH)2 将甘蔗渣水解液 pH 调节到 9.0，

是一种非常有效的脱毒方法。在他们的试验中，将水解液从 25℃加热到 60℃后，更适

合这种脱毒。因为此法可以脱除 51%的呋喃类抑制物和 41%的苯酚类抑制物，与此同时

有 8.7%的糖损失[55]。在各种化学脱毒方法中，离子交换树脂的成本比较高，并不能应

用于工业化。不过活性炭的成本比较低廉，并且具有较高的抑制物吸附能力。 

1.3.3 物理化学联合方法 

目前，还有许多物理与化学连用的方法应用于木质纤维素水解液的脱毒。Converti

等在利用几种酵母来生产木糖醇。他们发现，木质素降解产物和乙酸的存在大大阻碍了

发酵过程的进行。为了纯化水解液以提高发酵效率，他们采用物理与化学方法的联合：

最初，用 Ca(OH)2 调节 pH 到 10.0，然后用 H2SO4 再将 pH 调解到 5.5。接着，将活性炭

加入到水解液中以吸附抑制物，最后再进行蒸发。他们联合了 pH 调节和活性炭吸附，

对脱除木质素衍生物非常有效。活性炭降低了木质素衍生物的 95.4%，而蒸发的过程将

使乙酸的浓度降低到 3g/l。乙酸的这种浓度范围，基本不会对微生物造成抑制。这个脱

毒过程能够使从木糖向木糖醇的转化过程正常进行，并获得 0.41g/h 的生成速率和 0.63 

g/g 的得率[56]。 



华东理工大学硕士学位论文                                          第 11 页 

 

1.4 木质纤维素来源抑制物的生物降解 

高温、强酸或强碱的预处理在破坏木质纤维素结构的同时，不可避免的生成了多种

对后续酶解和微生物发酵过程具有强烈抑制作用的降解产物，主要包括有机酸类化合

物、呋喃类化合物和酚类化合物[54]，尤其以呋喃类的糠醛（furfural）和 5-羟甲基糠醛

（5-hydroxymethylfurfural）对纤维素酶解和微生物发酵的抑制作用最强。因此，要实现

对木质纤维素的有效生物转化，必须对预处理后的原料进行脱毒处理。 

目前常用的脱毒方法有水洗法[42]、过碱化处理 (Overliming)[55]、活性炭或离子交换

树脂吸附[61]、真空蒸发[11]、以及生物降解[57]等。这些方法中具有实际应用价值的仅有水

洗法和过碱化方法，但都存在着大量耗水和大量废水产生、物料损失严重、处理后物料

高含水等严重问题[59]。与其它脱毒方法相比，生物脱毒法条件温和、抑制物转化彻底、

耗能低且废水少，而且脱毒后的物料可以直接进入乙醇发酵，但脱毒效率低[60]是制约生

物脱毒法广泛应用的核心问题。因此，得到一株能够高效降解各种抑制物的微生物是生

物脱毒法的关键[56]。 

生物法脱毒就是指脱毒过程中使用一种（或多种）专门的酶或一种（或几种）微生

物，使其作用于水解液中的抑制物。用 Trametes versicolor 产的漆酶和过氧化物酶共同

作用于木头水解液，能增加糖耗和乙醇得率，这主要是因为这两种酶对弱酸和苯酚类化

合物的降解[54]。这些酶的脱毒机理很可能是低分子量苯酚化合物的氧化聚合反应。使用

微生物来降解水解液中的抑制物是一种具有选择性的脱除抑制物的方法。Scheneider 报

道使用一种诱变的 S. cerevisiae.就可将水解液中的乙酸浓度从 6.8g/L 降低到 0.4g/L
[57]。

事实上，生物脱毒法相对化学或物理脱毒法，条件温和，对设备要求不高，而且不会使

其他物质损失或导致部分抑制物的浓度升高。并且采用生物脱毒法，可以使后续发酵连

续进行。 

糠醛及其衍生物由于含有呋喃环，不易受到代谢过程的破坏，表现出难以生物降解

性能。1983年, Gerhard等曾从含有亚硫酸盐的连续发酵罐中分离出了一株能够转化糠醛

的菌株Desulfovibrio sp. F-1[61]。该菌能够在限制无机盐、生长因子的含有糠醛的硫酸盐

培养基中，利用糠醛作为唯一碳源和能源进行生长并繁殖，且主要发酵产物为乙酸，该

菌还能将产物最终转化为甲烷和二氧化碳。Desulfovibrio sp. F-1还能够利用乙醇、乳酸

盐、丙酮酸盐、延胡索酸盐以及细胞色素C作为碳源。这株菌能够在无机盐和生长因子

受限制的硫酸盐培养基中，以糠醛作为唯一的碳源和能源生长，得率为1.6-1.8毫摩尔乙

酸/毫摩尔糠醛。 

Belay等对一株产甲烷球菌属的突变株Methanococcus deltae LH厌氧转化糠醛进行

了研究[62]，产甲烷球菌属Methanococcus deltae LH能够在充满H2-CO2（体积比80:20）的
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含有各种浓度糠醛的厌氧环境中生长。在含有5mM到10mM浓度的糠醛培养基中，产甲

烷球菌属Methanococcus deltae LH生长不受任何抑制，而在20mM到25mM的高浓度糠醛

培养基中，生长受到抑制。产甲烷球菌属Methanococcus deltae LH能在48小时内完全转

化糠醛，其主要产物是糠醇，另外还能生成甲烷和二氧化碳气体，这对厌氧发酵处理含

有糠醛的污染物的工业很有应用价值。不过，该微生物的一个特点就是，不能以糠醛为

唯一碳源及能源生长。然而，在所测试的其它产烷微生物中，其它产烷菌，如甲烷细菌

属Methanobacterium thermoautotrophicum Marburg，甲烷八叠球菌属Methanosarcina 

barkeri 227, 产甲烷球菌属Methanococcus thermolithotrophicus以及瘤胃甲烷短杆菌

Methanobrevibacter ruminantium 等众多微生物却不能转化糠醛。 

Nichols 等从被糠醛污染过的土壤中分离到了一种可以代谢呋喃衍生物、有机酸以

及酚类化合物的真菌 Coniochaeta ligniaria NRRL30616，可以把毒性强的糠醛以及 5-羟

甲基糠醛转化为若毒性的相应的醇的形式，即糠醇和 2,5-呋喃二甲醇，然后再氧化为相

应的酸，2,5-呋喃二羧酸最后也转化为糠酸，之后呋喃环裂解成可以进入 TCA 循环的物

质，从而使得酵母的后续发酵生产乙醇得以进行[63]。Joao 等发现呋喃衍生物的降解转化

不但跟糠醛还原酶 FRR 以及醇脱氢酶 ADH1、ADH6、ADH7 有关，还跟木糖还原酶

XYL1 以及葡萄糖-6-磷酸脱氢酶 ZWF1 显著相关[64]。Akıllıoglu 等发现酵母细胞发酵产

乙醇时，代谢转化发酵抑制物 5-羟甲基糠醛是最主要的代谢活动，其产物是 2,5-呋喃二

甲醇，而糖的存在，能够促进 5-羟甲基糠醛的转化；另外氧气的存在，也能促进发酵毒

物 5-羟甲基糠醛的转化速度[65]。他们的研究结果也表明，低浓度的呋喃衍生物能够促进

酵母细胞的生长，只有浓度过高时才会对细胞产生毒害作用。 

近两年，荷兰Delft University of Technology的一个研究组对糠醛和5-羟甲基糠醛的

代谢路径进行了较为深入的研究。Wierckx等从土壤中发现并利用5-羟甲基糠醛为唯一

碳源富集培养分离获得的Cupriavidus basilensis HMF14能够代谢转化5-羟甲基糠醛和糠

醛，但却不能利用葡萄糖、木糖、阿拉伯糖以及甘露糖[70]，这为利用木质纤维素中大量

糖类进行后续发酵既扫除了障碍，又保存了大量可利用的能源。Cupriavidus basilensis 

HMF14 除了能代谢转化5-羟甲基糠醛和糠醛外，还能利用葡萄糖酸盐、琥珀酸盐、柠

檬酸盐、乙酸盐、苯、甲苯以及苯酚，另外这株微生物还有一个众所周知的优势，就是

它能高效地生产聚羟基烷基酸酯。Cupriavidus basilensis HMF14 除了能够代谢5-羟甲基

糠醛和糠醛外，还能以其它呋喃衍生物为唯一碳源，如糠醇和糠酸。作者们以小麦秸秆

酸处理木质纤维素水解液做了研究，结果发现Cupriavidus basilensis HMF14 能完全转化

水解液中的呋喃衍生物，它们研究发现糠醛的转化产物分别是糠醇和糠酸，糠酸是其氧

化产物，也是最终进入细胞内部支持菌体生长的实体物质。Koopman等人发现，在这三

种呋喃衍生物中，糠醛对微生物的毒性最大，因此在微生物转化糠醛时，首先将它快速
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地转化为糠醇，从而使糠醛含量保持在一个低水平浓度范围内，然后再分批少量地通过

将其氧化为糠醛作为过渡阶段，最终将其氧化为糠酸，通过细胞摄入，将糠酸大量地运

输到细胞中，支持菌体生长，因此在这个过程中，糠醛、糠醇和糠酸是相互转化的，且

这个过程中只能看到少量的糠酸积累。Cupriavidus basilensis HMF14只有将糠醛先快速

地转化为糠醇，再进一步氧化为糠酸时，才进入菌体的指数生长阶段。 

Boopathy[68]九十年代时曾做过产烷微生物代谢含甲基的糠醛为糠醛的研究。他以产

甲烷球菌属Methanococcus sp. B为代表，做了产烷微生物将5-甲基糠醛以及2-甲基糠醛转

化为糠醛的研究工作。产甲烷球菌属Methanococcus sp. B以甲基糠醛作为主要的生长基

质，并将其转化为糠醛，每1摩尔的甲基糠醛均被转化为1摩尔的糠醛，且产生了0.7摩尔

的甲烷。Boopathy 研究发现，并不是所有的产烷微生物都能进行这样的反应。产烷微

生物能够转化甲基糠醛的现象在厌氧处理产生含有甲基糠醛废水的造纸业以及燕麦生

产加工业的废水污染上很有应用价值。然而，产烷微生物却不能进一步转化糠醛为小分

子物质，因此它们并不能将甲基糠醛完全代谢为可以进入三羧酸循环的小分子物质。 

在众多木质纤维素预处理后的抑制物中，呋喃衍生物的生物降解最受关注。目前关

于糠醛及其衍生物的生物降解途径的研究，多数还集中在好氧转化方面。醛基很活跃，

有氧条件下，糠醛及其衍生物可由醛还原为相应的醇，如糠醛被还原为糠醇，同样 5-

羟甲基糠醛被还原为 5-羟甲基糠醇；羟基也不稳定，在有氧气的环境中，也可由醇被氧

化为醛的形式，再由醛继续氧化为相应的酸的形式。Felipe 等的研究中，就报道了四氢

糠醇被氧化为四氢糠醛，继而再被氧化为四氢糠酸的系列反应[50]。 

呋喃衍生物是含有呋喃环的杂环化合物，在有氧条件下，环的裂解是杂环化合物整

个生化反应的限速步骤。厌氧菌与好氧菌在生理方面有很大的差异，前者比后者的酶系

统复杂很多。研究表明，相对于好氧微生物来说，厌氧微生物的代谢系统里有易于诱导、

且种类多样的健全开环酶体系[57]。因此，厌氧微生物基本上都拥有特殊的脱毒和利用难

降解有机物的性能，而且厌氧菌体内的代谢系统还能将那些在有氧条件下很难转化的有

机物进行生物化学反应。这些研究结果为糠醛及其衍生物等含呋喃环的化合物的厌氧降

解提供了可能性。 

Elaine 和 Knight
[57]从厌氧发酵的城市污水污泥中分离出了硝酸盐还原菌和产烷菌，

发现这些微生物可以利用糠醛为唯一碳源和能源生长，在还原硝酸盐的条件下，糠醛的

降解产物为 CO，在产甲烷的条件下，糠醛的降解产物为 CH4 和 CO2。厌氧发酵时，在

硫酸盐还原菌(Desulfovibrio sp.)的作用下，糠醛则被降解为乙酸[53]，该菌在连续发酵时，

能使糠醛浓度消耗到最低检出限 1 umo1/L 以下，当糠醛浓度高于 10 mmol/L 时，会抑

制该菌的生长和糠醛的降解。厌氧发酵的具体代谢途径还不清楚，但和有氧降解不同，
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Desulfovibrio sp．降解糠醛的产物中却没有相应的 CoA 酯[58]，而且产物为乙酸。该研究

除了应用于废水处理方面以外，对更深一步研究厌氧生物降解有毒化学物质方面的研究

还有帮助。 

Trudgill、Koenig 等人以 Pseudomonas putida(F2、Fu1)为代谢菌株进行了糠醇、糠

醛、糠酸代谢途径的相关研究[55,56]。有关糠酸降解的机理为：首先在糠酰-coA 合成酶作

用下形成 2-糠酰 CoA，然后是在脱氢酶催化下生成 5-羟基 2-糠酰 coA，其结合的氧来

源于水的水解，羟基化反应的催化酶多是以钼元素为辅因子的酶。P.putida (F2、Ful)还

可以糠醛、糠醇为反应底物，经由糠酸和 2-糠酰-coA 途径进行降解。 

Koopman
[67] 等人做了很多革兰氏阴性菌Cupriavidus basilensis HMF14关于呋喃衍生

物代谢途径的研究工作，他们通过建立筛选突变体转座子文库，鉴定出了Cupriavidus 

basilensis HMF14菌株关于呋喃衍生物代谢途径涉及的基因，并在假单胞菌Pseudomonas 

putida.体内重构了呋喃衍生物包括糠醛和5-羟甲基糠醛的代谢途径。在革兰氏阴性菌

Cupriavidus basilensis HMF14体内，糠醛和糠醇可以互相转化，在醇脱氢酶以及辅因子

NAD
+的作用下，糠醇可以氧化为2-糠醛；而在醛还原酶以及辅酶І NADH的作用下，糠

醛就可以还原为糠醇。在醛脱氢酶以及辅因子PMS/DCPIP (二氯酚靛酚)的作用下，糠醛

就会氧化为糠酸，在还原力ATP以及糠酰辅酶A合成酶的作用下，结合一分子的HSCoA，

糠酸就转化为2-糠酰辅酶A（2-Furoyl-CoA），在依赖钼元素的糠酰辅酶A脱氢酶的作用

下，结合一分子水后，2-糠酰辅酶A（2-Furoyl-CoA）就转化为5-羟基-2-糠酰-辅酶A，

再通过酮-醇互变异构化，以及自发的内酯水解或者在一般的内酯水解酶的作用下，5-

羟基-2-糠酰-辅酶A又转化为2-氧化戊二酸和辅酶A，2-氧化戊二酸最终进入TCA循环。

对于5-羟甲基糠醛而言，5-羟甲基糠醛和2,5-呋喃二甲醇也是可以互相转化的，而且转化

所需要的酶及辅因子同糠醛与糠醇的相互转化条件一样。5-羟甲基糠醛氧化为5-羟甲基

糠酸的条件也与糠醛的氧化为糠酸一致，在氧化还原酶的作用下，5-羟甲基糠酸氧化为

2,5-呋喃-二羧酸，然后又在 2,5-呋喃-二羧酸脱羧酶的作用下，2,5-呋喃-二羧酸脱去一个

羧基，转化为2-糠酸，之后的转化途径就与糠酸的一致了。 

1.4.1 呋喃衍生物的共代谢 

有些很难降解的化合物，不能直接作为碳源或能源物质被微生物利用，但当环境中

存在其它可被利用的碳源或能源时，这些化合物才能被利用，这样的代谢过程称为共代

谢作用。例如，Boopathy 等[68]发现肠道细菌 GeneraKlebsieua，Enterobacter，Escherichia，

Citrobacter，Edwardsiella、Proteus 等虽然不能利用糠醛等作为唯一的碳源和能源，但当

培养基中有葡萄糖、蛋白胨等作为主要底物时，能在短时间内(8 h)有氧或者无氧转化糠

醛为糠醇，5-羟甲基糠醛为 5-羟甲基糠醇。 Belay 等人[55]
 在研究 Methanococcus deltae 
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△LH 转化呋喃醛时发现，该菌并不能直接单独利用糠醛作为底物，即该菌不能利用糠

醛为唯一碳源进行生长繁殖，但与其他物质一起作为能源时，糠醛可以直接被转化且促

进该菌生长。 

目前关于共代谢的作用机理尚不是很清楚，一些研究者认为，有些杂环化合物表现

为难降解的特点，是因为微生物体内不存在可以直接降解它们的酶，但当微生物在利用

易降解的有机物时诱导产生了能够降解杂环化合物的酶，进而促进了这些难降解化合物

的生物代谢。微生物的共代谢作用能产生一些新的代谢途径[70]，从而对含有多种有机污

染物的共存体系就具有了较高的降解能力。共代谢作用在难降解的有毒有机污染物的脱

除和污水处理方面具有重要作用。 

在诸多的实验和生产实践中，人们多次发现单株微生物不能完成或只能微弱地进行

某些生物过程的代谢，而必须依靠两种或两种以上的微生物共同培养完成。工业污染物

大都含有多种复杂成分，利用混合菌代谢不仅可以同时消除几种污染物，而且对某些污

染化合物来说，单一菌种不能完全降解难降解的杂环化合物，必须依靠混合菌群的共代

谢来完成。例如，Boopathy 等人[71]把硫酸盐还原菌 (Desulfovibrio B)和产烷细菌 

(Methanosarcina barkeri 227)联合培养，以糠醛为底物生产甲烷。硫酸盐还原菌 

(Desulfovibrio B)可以以糠醛为能源进行生长，代谢转化产物为乙酸；产甲烷细菌 

(Methanosarcina barkeri 227)则能以乙酸为底物，将之进一步转化为甲烷气体。这样，利

用这种混合菌的联合培养，能以很难降解的杂环化合物糠醛为唯一碳源和能源，并最终

将之转化为甲烷和二氧化碳气体，这样既能除去了污染物，又生产了生物质能源甲烷气

体。在含有糠醛的污水中，虽然 Methanosarcina barkeri 227 的生长被抑制，但此时

Desulfovibrio B 能将糠醛转化为乙酸；当 Desulfovibrio B 被抑制时，糠醛就不能被降解，

这说明必须联合培养 Desulfovibrio B 和 Methanosarcinabarkeri 227 才能完成糠醛的完全

降解。 

1.5 本论文的研究内容与意义 

1.5.1 生物脱毒真菌 A. resinae ZN1 的生长特性研究 

    霉菌 A. resinae ZN1 是本实验室，从发霉的玉米秸秆中筛选出来的一株能降解木质

纤维素预处理后产生的，各种抑制物的生物脱毒真菌。本文通过对该菌株的培养，了解

其形态特征，加深了对该菌株的认识。通过水洗，除掉预处理后的玉米秸秆中各种能溶

于水的成分，然后分别单独添加各种糖、一系列不同浓度的发酵抑制物作为生物脱毒真

菌 A. resinae ZN1 的唯一碳源，研究了该菌的生长碳源谱。 

1.5.2 生物脱毒真菌 A. resinae ZN1 的呋喃降解途径的分析 
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Zhang 等从稀酸预处理后的玉米秸秆中筛选到了一株脱毒真菌 Amorphotheca 

resinae ZN1，并对其做了分子生物学和微生物学鉴定，而且在玉米秸秆发酵乙醇过程中

得到了有效利用[60]｡ 本文的主要工作是以糠醛和 5-羟甲基糠醛作为唯一碳源对这一生

物脱毒真菌 A. resinae ZN1 的抑制物代谢路径以及混合抑制物（糠醛、5-羟甲基糠醛以

及糠醛、5-羟甲基糠醛和乙酸）的生物毒性协同作用进行了研究。本文的结果对将来加

快生物脱毒真菌 A. resinae ZN1 生物脱毒速率、改善木质纤维素生物转化的限速步骤以

及基因改造工程菌、构建关键代谢酶等后续工作提供了重要的实验依据。 
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第二章 木质纤维素来源抑制物的生物降解 

2.1 前言 

经过各种理化或理化联合方式处理后的木质纤维素，通过纤维素酶的进一步水解，

使之成为能被酿酒酵母发酵利用的水解液。而其中的各种有机酸类，呋喃类，苯酚类以

及芳香族类抑制物对纤维素酶的活性、酿酒酵母菌株的生长以及代谢都有显著的抑制作

用。目前应用最广泛的抑制物脱除的方法有：活性炭或离子交换树脂吸附脱除抑制物、

强酸强碱调节 pH 并沉淀抑制物、真空蒸发易挥发抑制物，以及通过微生物生物转化抑

制物。在众多脱毒方法中，生物脱毒方法条件最温和，对设备要求不高，且不形成新的

抑制物，脱毒后即可直接进入乙醇发酵生产过程等优势。 

因此筛选出能够快速有效降解各种抑制物的生物脱毒菌株，是实现木质纤维素生物

质燃料生产经济性的关键步骤。本章内容为实现这一目标，针对能以糠醛、5-羟甲基糠

醛以及乙酸等抑制物作为唯一碳源的生物脱毒真菌 A. resinae ZN1，对这些抑制物的代

谢路径以及混合抑制物（糠醛、5-羟甲基糠醛以及糠醛、5-羟甲基糠醛和乙酸）的生物

毒性协同作用进行了研究，另外本文还单独做了以乙酸为碳源的抑制物降解研究。 

2.2 实验材料与仪器 

2.2.1 实验试剂 

     所有本部分实验使用的试剂如表 2.2.1 所示。 
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表 2.2.1  试剂 

Table 2.2.1  Reagents 

试剂名称 规格 生产厂家 

葡萄糖 

木糖 

蔗糖 

甘露糖 

果糖 

阿拉伯糖 

半乳糖 

乙酸 

甲酸 

乙酰丙酸 

糠醛 

5-羟甲基糠醛 

４-羟基苯甲醛 

水杨酸 

阿魏酸 

苯酚 

愈创木酚 

芝麻酚 

香兰素 

正十二烷 

煤油 

agar 

AR 

BR 

AR 

AR 

AR 

AR 

AR 

AR 

AR 

AR 

AR 

AR 

CP 

AR 

AR 

AR 

AR 

AR 

AR 

AR 

CP 

AR 

中国惠兴生化试剂有限公司 

中国惠兴生化试剂有限公司 

上海凌峰化学试剂有限公司 

中国惠兴生化试剂有限公司 

中国惠兴生化试剂有限公司 

中国惠兴生化试剂有限公司 

中国惠兴生化试剂有限公司 

上海润捷化学试剂有限公司 

上海凌峰化学试剂有限公司 

上海睿腾化工有限公司 

上海德默医药科技有限公司 

J&K CHEMICAL LTD. 

上海凌峰化学试剂有限公司 

上海润捷化学试剂有限公司 

上海润捷化学试剂有限公司 

上海菲达工贸有限公司 

国药集团化学试剂有限公司 

国药集团化学试剂有限公司 

国药集团化学试剂有限公司 

国药集团化学试剂有限公司 

上海菲达工贸有限公司 

国药集团化学试剂有限公司 

2.2.2 实验仪器 

      所有本部分实验使用的仪器如表 2.2.2 所示。 
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表 2.2.2 仪器 

Table 2.2.2   Experimental equipment 

仪器名称 规格 生产厂家 

大型气浴摇床 

电子天平 

显微镜 

真空干燥箱 

隔水式恒温培养箱 D 

电热鼓风干燥箱 A 

超净工作台 

冰箱（新飞） 

水浴恒温摇床 A 

水浴恒温摇床 B 

HZ-9310KB 

BS223S 

XSP-8C 

DZF-6050B 

 隔水式恒温培养箱 D 

DHG-9140A 

SW-CJ-1FD 

BCD-219D 

HZ-9212S 

HZ-9212S 

华利达 

梅特勒 

  上海精密仪器仪表有限公司 

上海一恒科学仪器 

上海一恒科学仪器 

上海一恒科学仪器 

苏州苏洁净化 

新飞 

华利达 

华利达 

2.2.3 原料 

高温稀酸预处理：用稀硫酸预浸粉碎后的秸秆，搅拌均匀放置过夜后放入反应器进

行反应，稀酸浓度 1～5%w/w，预处理时间 1～15min，预处理温度为 160～240℃，得

到预处理强度不同的各种秸秆；获得的秸秆放置于 4℃冰箱中保存以备后用。 

2.2.4 培养基 

PDA 培养基：取去皮马铃薯 200 g，切成小块，加水 1000 m1。煮沸 l h，用 8 层纱

布过滤，然后补足失水至 1000 ml，并添加葡萄糖 20 g, 琼脂粉 20 g。115 ℃灭菌 20 min。

贮存备用。该培养基用于分离各种微生物，以及目标菌株的保存。 

固体生物脱毒水洗物料：将预处理后的玉米秸秆充分水洗，水洗大致比例为初次水

洗自来水：预处理玉米秸秆=10:1，再次水洗为：自来水：预处理玉米秸秆=10:1，三次、

四次水洗比例为：自来水：预处理玉米秸秆=5:1。水洗过程中充分浸泡、搅拌、搓洗物

料，保证将预处理秸秆中所有可溶物都完全去除。物料洗净烘干后，备用。 

2.3 研究方法 

2.3.1 形态特征鉴定 

首先从低温冰箱里取出保存的菌种 PDA 平板，用新制作的 PDA 平板活化菌种，培

养 5 天后，用接种环从活化菌株的 PDA 平板上挑取少量新鲜的菌丝于干净的玻片上。

玻片上已经点有少量无菌水。风干后固定，用光学显微镜观察菌株的形态特征。 
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2.3.2 孢子悬液制备 

每次按照需要, 用无菌水洗下相应的孢子体积量。10 ml 孢子/支试管斜面，洗法是：

每次用 5 ml 移液枪移取 5 ml 无菌水到试管斜面中，沿斜面倾斜方向左右摇动试管，如

此摇动 80 次左右后，将孢子悬液倒入无菌小烧瓶中，依次方法，每支试管洗下孢子悬

液 10 ml。每次洗下每一批实验所需的孢子悬液到同一个无菌小瓶中备用。 

2.3.3 实验操作步骤 

每次按照所需实验组数，分别称取 3 g 洗净并完全烘干的秸秆于贴有相应标签纸编

号的 250 ml 三角烧瓶中，将相应量的碳源（各种单糖、糠醛、5-羟甲基糠醛、甲酸、乙

酸、乙酰丙酸、正十二烷烃、煤油、香兰素、阿魏酸、水杨酸、4-羟基苯甲醛、苯酚、

愈创木酚、芝麻酚）溶解到 10 ml 去离子水中（含水量约为 80%），然后分别加入到相

应编号的烧瓶中。然后每瓶分别均匀加入 2 ml 已制备好的孢子悬液，用四层纱布包好

瓶口后置于 25 ℃恒温培养箱中静止培养。  

2.4 实验结果与讨论 

2.4.1 形态特征鉴定结果 

在 PDA培养基中A. resinae ZN1的生长生长状态和光学显微镜下的细胞结构分别如

下图： 

 

A.  A. resinae ZN1 在 PDA 平板上的生长状态  B. 普通光学显微镜下的细胞结构 

（25℃静止培养 5 天）                     （10 倍物镜 X10 倍目镜） 

图 2.4.1  A. resinae ZN1 在 PDA 平板上的生长状态和显微镜下的细胞结构 

Figure 2.4.1  Growth performance of A. resinae ZN1on PDA plates and the microscopic cell 

structure 
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生物脱毒真菌 A. resinae ZN1 的形态特征：在 25℃恒温培养箱中培养一周，菌落直

径可达 1 cm 左右。正面呈现深土黄色，小绒毛状，边缘有绒毛，反面呈深蓝色。培养

基反面呈现深蓝色，当随着培养时间的延长，生物脱毒真菌 A. resinae ZN1 分泌到培养

基中的色素就越多，培养基背面所表现出来的颜色也越来越深，此时为蓝黑色。 

在显微镜下可以看到菌丝有隔，菌隔中有类似绿色荧光物质，产囊体呈现螺旋式卷

曲，产囊体下的菌丝包围形成子囊果，具有不整子囊菌纲真菌的形态特征，该菌所属子

囊菌门 Ascomycota 子囊菌亚门 Ascomycetes 暗膜菌科 Amorphothecaceae Amorphotheca

属 resinae 种。 

2.4.2  生物脱毒真菌 A. resinae ZN1 对各种抑制物的单独降解 

经过预处理后，玉米秸秆中抑制物主要有三种有机酸（甲酸、乙酸、乙酰丙酸）、

两种呋喃衍生物（糠醛、5-羟甲基糠醛）以及芳香族化合物（4-羟基苯甲醛、香兰素等）。

本论文的思路是采取固体脱毒的方法，即将生物脱毒真菌 A. resinae Z1 直接接入到经过

预处理后并完全水洗过的玉米秸秆中培养，然后再分别添加一系列不同浓度的单一抑制

物，并将他们放在 25 ℃恒温培养箱里统一培养，每天定时观察记录生物脱毒真菌 A. 

resinae Z1 的生长状况，并拍照。    

2.4.2.1 生物脱毒真菌 A. resinae 在完全洗净的秸秆中单独添加各种单糖的生长特性 

分别研究了葡萄糖、木糖、蔗糖、甘露糖、阿拉伯糖、果糖以及半乳糖等各种单糖

对生物脱毒真菌 A. resinae 生长的促进作用，浓度均为 160 mg 糖/g 干秸秆，秸秆含水量

调节到约为 80%，接入霉菌 A. resinae 的孢子悬液。 

在完全洗净并烘干的玉米秸秆中分别添加葡萄糖、木糖、蔗糖、甘露糖、阿拉伯糖、

果糖以及半乳糖等各种单糖作为霉菌 A. resinae 的碳源及能源，25 ℃恒温培养箱静止培

养 9 天。实验结果见表 2.4.2.1 和图 6。从实验结果中可以看出，这七种糖都可以作为生

物脱毒真菌 A. resinae 生长的碳源。不过总体来说，葡萄糖作为碳源时的生长效果最好，

接种后的第二天即开始出现少量微弱的菌丝，到第三天的时候霉菌菌丝 A. resinae 已比

较旺盛，菌丝密度也比较大，到第五天的时候菌丝达到最旺盛的状态，菌丝密度也最大，

菌丝已经布满整个培养基的表面，第十天的时候菌丝开始出现消融的迹象。培养霉菌

A. resinae 期间，玉米秸秆培养基的含水量逐渐下降，当培养到第十天时，培养基表面已

经变干。木糖作为碳源的效果仅次于葡萄糖，霉菌 A. resinae 也是第二天开始出现少量

微弱的菌丝，到第四天的时候霉菌菌丝 A. resinae 比较旺盛，菌丝密度也比较大，同葡

萄糖一样，也是在第五天的时候菌丝达到最旺盛的状态，密度也达到了最大值，菌丝开

始布满整个培养基的表面，第十天的时候菌丝开始消融。蔗糖、甘露糖、阿拉伯糖以及

http://flasher-contest.com/szh/w/index.php?title=%E7%9B%98%E8%8F%8C%E4%BA%9A%E9%97%A8&variant=zh-tw
http://flasher-contest.com/szh/w/index.php?title=%E7%9B%98%E8%8F%8C%E4%BA%9A%E9%97%A8&variant=zh-tw
http://zipcodezoo.com/Key/Fungi/Amorphothecaceae_Family.asp
http://zipcodezoo.com/Key/Fungi/Amorphotheca_Genus.asp
http://zipcodezoo.com/Key/Fungi/Amorphotheca_Genus.asp
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果糖作为霉菌 A. resinae 的碳源时，均是在第三天才开始少量微弱的菌丝，但甘露糖、

阿拉伯糖和果糖到第五天的时候菌丝已经比较旺盛，菌丝密度也比较大，菌丝分布已经

占了半个培养基表面。在这三种糖当中，甘露糖作为霉菌 A. resinae 碳源的效果更好一

点，在霉菌 A. resinae 培养到第六天的时候，菌丝已经达到最旺盛状态，菌丝遍布整个

培养及表面，菌丝密度达到最大值，同样在霉菌 A. resinae 培养到第十天的时候，菌丝

开始消融。以果糖作为碳源时，在培养霉菌 A. resinae 到第七天的时候，菌丝达到最旺

盛的状态，菌丝布满整个培养及表面，菌丝密度达到最大值。分别以蔗糖和阿拉伯糖作

为碳源时，霉菌 A. resinae 的菌丝一直都没有达到最旺盛的状态，但用阿拉伯糖作为碳

源培养 A. resinae 时，到第五天的时候菌丝达到比较旺盛的状态，菌丝的分布占了培养

基表面的一半以上，第十天的时候菌丝开始消融。而添加蔗糖的秸秆培养霉菌 A. resinae

时，培养到第七天的时候菌丝才达到比较旺盛的状态，菌丝密度比较大。当用半乳糖作

为碳源时，菌丝生长一直都很微弱，培养基表面也只有少量菌丝分布，到第十天的时候，

菌丝开始消融。总体来说，这七种糖中，葡萄糖作为碳源时，生物脱毒真菌 A. resinae

的生长效果最好，木糖仅次于葡萄糖，半乳糖最差。  

表 2.4.2.1  A. resinae ZN1 在完全洗净的秸秆中单独添加各种单糖的生长特性 

Table 2.4.2.1 The growth properties of A. resinae ZN1 in the fully clean straw with the separately 

additional of various monose 

含量 

(160mg/g) 

时间 

葡萄糖 

 

木糖 

 

蔗糖 

 

甘露糖 

 

阿拉伯糖 

 

果糖 

 

半乳糖 

 

第 1 天 - - - - - - - 

第 2 天 + + - - - - - 

第 3 天 ++ + + + + + - 

第 4 天 ++ ++ + + + + + 

第 5 天 +++ +++ + ++ ++ ++ + 

第 6 天 +++ +++ + +++ ++ ++ + 

第 7 天 +++ +++ ++ +++ ++ +++ + 

第 8 天 +++ +++ ++ +++ ++ +++ + 

第 9 天 +++ +++ ++ +++ ++ +++ + 

第 10 天 ++ ++ + ++ + ++ + 

注：- 无菌丝出现；+ 有少量微弱菌丝出现；++ 菌丝比较旺盛，菌丝密度比较大；+++ 菌丝最旺盛，

菌丝密度最大，菌丝布满整个培养基表面；孢子接种量 10%，25 ℃恒温静止培养 10 天。 
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A．葡萄糖                  B. 木糖                 C. 甘露糖 

    
D. 果糖                E. 蔗糖               F. 半乳糖           G. 阿拉伯糖 

图 2.4.2.1  A. resinae ZN1 在完全洗净的秸秆中单独添加各种单糖的生长特性（25 ℃恒温培

养箱培养 10 天；接种量 10%；所有的糖浓度都是 160 mg/g。） 

Fig 2.4.2.1 The growth properties of A. resinae ZN1 in the fully clean straw with the separately 

additional of various monose(Cultured at 25 °C for 10 days in the static incubator; Inoculation amount at 

10%; All the sugars were set at 160 mg/g） 

2.4.2.2  生物脱毒真菌 A. resinae 在完全洗净的秸秆中单独添加糠醛的生长特性 

木质纤维素预处理后产生的三大类抑制物中，呋喃衍生物（糠醛和 5-羟甲基糠醛）

是最受关注的。霉菌 A. resinae 能转化呋喃衍生物，就说明糠醛和 5-羟甲基糠醛可以作

为霉菌 A. resinae 生长的碳源。 

在完全洗净烘干的玉米秸秆中分别添加溶有 3.87 mg/g、7.73 mg/g、11.6 mg/g、15.5 

mg/g、19.3 mg/g、387 mg/g 等一系列不同浓度的糠醛溶液，调节秸秆含水量约为 80%，

接入霉菌 A. resinae 的孢子悬液，并将之培养在 25℃的恒温培养箱里。每天定时观察并

拍照，实验结果见表 2.4.2 和图 7。从表 2.4.2 可知，糠醛可以作为霉菌 A. resinae 的生长

碳源，糠醛浓度从3.87 mg/g干秸秆到19.3 mg/g干秸秆的范围内，生物脱毒真菌A. resinae

都能生长，当糠醛浓度较低时，在培养基表面第二天即有霉菌 A. resinae 菌丝出现，第

四天已经生长的比较旺盛，第五天时霉菌 A. resinae 生长的已经非常旺盛，菌丝布满整

个培养基表面，菌丝密度也达到最大值。但当生物脱毒真菌 A. resinae 培养到第十天以



第 24 页                                   华东理工大学硕士学位论文 

 

后，菌丝开始消融。培养霉菌 A. resinae 期间，培养基的含水量逐渐下降，培养霉菌 A. 

resinae 到第十天时，培养基表面已经变干。当糠醛浓度逐渐增大时，霉菌 A. resinae 的

长势就越来越弱，当糠醛浓度超过 15.5 mg/g 干秸秆时，生物脱毒真菌 A. resinae 的长势

只能达到比较旺盛的状态，菌丝分布约占整个培养基表面的一半，菌丝密度比较大。当

培养基中糠醛浓度为 19.3 mg/g干秸秆时，生物脱毒真菌A. resinae只能微弱地生长起来，

菌丝密度也比较小。当培养基中糠醛浓度增加到 387 mg/g 干秸秆时，霉菌 A. resinae 完

全不能生长起来，一直培养到第十天时，玉米秸秆培养基开始变干了，仍无霉菌 A. resinae

的菌丝出现。由此可见，低浓度的糠醛可以作为生物脱毒真菌 A. resinae 生长的碳源，

高浓度时则抑制菌丝生长。 

表 2.4.2.2 A. resinae ZN1 在完全洗净的秸秆中单独添加糠醛的生长特性 

Table 2.4.2.2 The growth properties of A. resinae ZN1 in the fully clean straw with the separately 

additional of furfural 

  糠醛（mg/g） 

时间 

3.87 7.73 11.6 15.5 19.3 387 

第 1 天 - - - - - - 

第 2 天 + - - - - - 

第 3 天 + + + - - - 

第 4 天 ++ ++ + + - - 

第 5 天 +++ +++ ++ + + - 

第 6 天 +++ +++ ++ ++ + - 

第 7 天 +++ +++ ++ ++ + - 

第 8 天 +++ +++ ++ ++ + - 

第 9 天 +++ +++ ++ ++ + - 

第 10 天 ++ ++ + + + - 

注：- 无菌丝出现；+ 有少量微弱菌丝出现；++ 菌丝比较旺盛，菌丝密度比较大；+++ 菌丝最旺盛，

菌丝密度最大，菌丝布满整个培养基表面。孢子接种量 10%，25 ℃恒温静止培养 10 天。 
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图 2.4.2.2 A. resinae ZN1 在完全洗净的秸秆中单独添加糠醛的生长特性（25 ℃恒温培养箱培养 10

天；孢子接种量 10%，糠醛浓度依次是：3.87 mg/g, 7.73 mg/g, 11.6 mg/g, 15.5 mg/g, 19.3 mg/g, 387 

mg/g） 

Fig 2.4.2.2 The growth properties of A. resinae ZN1 in the fully clean straw with the separately 

additional of  furfural (Cultured at 25 °C for 10 days in the static incubator; Inoculation amount at 10%; 

Concentration of furfural in turn 3.87 mg/g, 7.73 mg/g, 11.6 mg/g, 15.5 mg/g, 19.3 mg/g, 387 mg/g ) 

2.4.2.3  生物脱毒真菌 A. resinae 在完全洗净的秸秆中单独添加 5-羟甲基糠醛的生长特

性 

    在完全洗净烘干的玉米秸秆中分别添加溶有 16.7 mg/g、33.3 mg/g、66.7 mg/g、100 

mg/g、133 mg/g、166 mg/g 等一系列不同浓度的糠醛溶液，调节秸秆含水量约为 80%，

接入霉菌 A. resinae 的孢子悬液，并将之培养在 25℃的恒温培养箱里。每天定时观察并

拍照，实验结果见表 2.4.3 和图 8。从表 2.4.3 和图 8 中可以看出，5-羟甲基糠醛也可以

作为生物脱毒真菌 A. resinae 的碳源，当 5-羟甲基糠醛浓度从 16.7 mg/g 到 66.7 mg/g 干

秸秆时，霉菌 A. resinae 都能生长。当玉米秸秆中添加 5-羟甲基糠醛浓度为 16.7 mg/g 时，

培养生物脱毒真菌 A. resinae 到第三天的时候，培养基表面也开始出现霉菌 A. resinae 的

菌丝；培养到第五天的时候，菌丝长势比较旺盛，菌丝遍布整个培养基表面的一半左右，

菌丝密度比较大；当培养霉菌 A. resinae 到第六天时，菌丝长势很旺盛，菌丝几乎布满

整个培养基表面，菌丝密度达到最大值；当培养霉菌 A. resinae 到第十天时，霉菌 A. 

resinae 菌丝开始消融。同样，在培养霉菌 A. resinae 期间，玉米秸秆培养基的含水量逐
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渐下降，到第十天时，培养基表面已经变干。当培养基中 5-羟甲基糠醛浓度达到 33.3 mg/g

干秸秆时，到第四天时培养基表面开始出现霉菌 A. resinae 的菌丝，到第六天时霉菌 A. 

resinae 长势比较旺盛，菌丝遍布培养基表面的一半左右，菌丝密度比较大；到第十天时，

菌丝开始消融。当培养基中 5-羟甲基糠醛浓度为 33.3 mg/g 干秸秆时，整个培养过程，

霉菌 A. resinae 的长势一直都没有达到最旺盛状态。当培养基中 5-羟甲基糠醛浓度达到

66.7 mg/g 干秸秆时，培养霉菌 A. resinae 期间，菌丝长势一直都很微弱，菌丝稀少，一

直到第十天的时候，菌丝密度都很低。随着培养时间的延长，玉米秸秆培养基表面已开

始变干。当玉米秸秆中 5-羟甲基糠醛的浓度增大到 100 mg/g 干秸秆时，霉菌 A. resinae

一直都没有长起来，培养到第十天时，秸秆培养基表面变干。由此可见，低浓度的 5-

羟甲基糠醛可以作为生物脱毒真菌 A. resinae 生长的碳源，高浓度时则抑制菌丝生长。 

表 2.4.2.3  霉菌 A. resinae 在完全洗净的秸秆中单独添加 5-羟甲基糠醛的生长特性 

Table 2.4.2.3 The growth properties of A. resinae ZN1 in the fully clean straw with the separately 

additional of 5-hydormethylfurfural 

  5HMF( 

mg/g) 

时间 

16.7 33.3 66.7 100 133 166 

第 1 天 - - - - - - 

第 2 天 - - - - - - 

第 3 天 + - - - - - 

第 4 天 + + - - - - 

第 5 天 ++ + + - - - 

第 6 天 +++ ++ + - - - 

第 7 天 +++ ++ + - - - 

第 8 天 +++ ++ + - - - 

第 9 天 +++ ++ + - - - 

第 10 天 ++ + + - - - 

注：- 无菌丝出现；+ 有少量微弱菌丝出现；++ 菌丝比较旺盛，菌丝密度比较大；+++ 菌丝最旺盛，

菌丝密度最大，菌丝布满整个培养基表面。孢子接种量 10%，25 ℃恒温静止培养 10 天。 
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图 2.4.2.3 A. resinae ZN1 在完全洗净的秸秆中单独添加 5-羟甲基糠醛的生长特性（25 ℃恒温培养箱

培养 10 天；孢子接种量 10%，羟甲基糠醛浓度依次是：16.7 mg/g, 33.3 mg/g, 66.7 mg/g, 100 mg/g, 133 

mg/g, 166 mg/g） 

Fig 2.4.2.3 The growth properties of A. resinae ZN1 in the fully clean straw with the separately 

additional of 5-hydormethylfurfural (Cultured at 25 °C for 10 days in the static incubator; Inoculation 

amount at 10%; Concentration of 5-hydormethylfurfural in turn 16.7 mg/g, 33.3 mg/g, 66.7 mg/g, 100 mg/g, 

133 mg/g, 166 mg/g) 

2.4.2.4 生物脱毒真菌 A. resinae 在完全洗净的秸秆中单独添加有机酸的生长特性 

玉米秸秆预处理后产生的有机酸（甲酸、乙酸、乙酰丙酸等）对后续的酿酒酵母发

酵产乙醇的生产也有很大的抑制作用。在完全洗净烘干的玉米秸秆中分别添加溶有一系

列浓度分别为 36.3 mg/g、72.7 mg/g、109 mg/g 干秸秆的甲酸溶液，34.7 mg/g、52 mg/g、

69.3 mg/g、104 mg/g 干秸秆的乙酸溶液，283 mg/g 干秸秆的乙酰丙酸溶液，调节秸秆含

水量约为 80%，接入霉菌 A. resinae 的孢子悬液，并将之培养在 25℃的恒温培养箱里。

每天定时观察并拍照，实验结果见表 2.4.4 和图 2.4.2.4。 

从表 2.4.2.4 和图 2.4.2.4 可知，当培养基中乙酸浓度为 34.7 mg/g 干秸秆时，培养霉

菌 A. resinae 到第五天时，玉米秸秆培养基表面开始出现少量微弱的菌丝；培养到第六

天时，菌丝长势比较旺盛，菌丝密度比较大；培养霉菌 A. resinae 到第八天时，菌丝长

势达到最旺盛的状态，菌丝几乎遍布整个培养基的表面，菌丝密度达到最大值；当培养
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霉菌 A. resinae 到第十天时，菌丝开始消融。在培养霉菌 A. resinae 的期间，培养基的含

水量逐渐下降，玉米秸秆表面慢慢变干。当培养基中乙酸浓度达到 52 mg/g 干秸秆时，

一直到第六天，培养基表面才开始出现微弱的霉菌 A. resinae 的菌丝；当培养到第八天

时，菌丝长势比较旺盛，菌丝密度比较大，但一直没有达到最大值；培养霉菌 A. resinae

到第十天时，菌丝开始消融，培养基表面变干。当培养基中乙酸浓度增大到 69.3 mg/g

干秸秆时，霉菌 A. resinae 的长势一直都很弱，而且直到第七天时才开始出现少量且极

其微弱的菌丝。但随着培养时间的延长，玉米秸秆培养基中的含水量逐渐下降，到第十

天时培养基表面已经变干，菌丝也在消融。当培养基中乙酸浓度增大到 104 mg/g 干秸

秆时，霉菌 A. resinae 完全不能生长，此时的乙酸浓度就表现出了对霉菌 A. resinae 的生

长抑制作用。乙酸的浓度梯度实验结果表明，低浓度的乙酸能作为霉菌 A. resinae 的碳

源，促进其生长；高浓度的乙酸则抑制霉菌 A. resinae 的生长。 

从表 2.4.2.4 和图 2.4.2.4 可知，甲酸也可以作为生物脱毒真菌 A. resinae 生长的碳源。

当玉米秸秆培养基中添加甲酸的浓度为 36.3 mg/g 干秸秆时，培养霉菌 A. resinae 到第五

天的时候，培养基表面开始出现少量微弱的霉菌菌丝，菌丝密度比较小；当培养霉菌

A. resinae 到第七天时，菌丝长势比较旺盛，培养基表面的菌丝密度比较大；当培养霉菌

A. resinae 到第八天时，霉菌 A. resinae 的长势达到最旺盛的状态，玉米秸秆培养基表面

几乎遍布 A. resinae 的菌丝，霉菌 A. resinae 的菌丝密度达到最大值；培养 A. resinae 到

第十天时，菌丝开始消融。培养霉菌 A. resinae 期间，玉米秸秆培养基的含水量逐渐下

降，培养到第十天时，培养基表面已经变干。当培养基中甲酸浓度增大到 72.7 mg/g 干

秸秆时，培养霉菌 A. resinae 一直到第七天时，培养基表面才开始出现 A. resinae 的菌丝，

但培养期间，霉菌 A. resinae 的长势一直都很微弱，菌丝的量也很少，随着培养基的含

水量逐渐下降，培养霉菌 A. resinae 到第十天时，少量的菌丝也开始消融，十天后玉米

秸秆培养基表面已经变干。当培养基中甲酸的密度增大到 109 mg/g 干秸秆时，培养霉

菌 A. resinae 一直到第十天，玉米秸秆培养基表面一直都没有出现霉菌 A. resinae 的菌丝。

培养期间，玉米秸秆培养基的含水量逐渐降低，十天后，培养基表面变干。甲酸的浓度

梯度实验结果表明，低浓度的甲酸能作为霉菌 A. resinae 的碳源，促进其生长；高浓度

的甲酸则抑制霉菌 A. resinae 的生长。另外，本部分实验还尝试了以乙酰丙酸为碳源培

养霉菌 A. resinae。由于没有做浓度梯度试验，且加入到玉米秸秆培养基中的乙酰丙酸浓

度比较大（283 mg/g），培养霉菌 A. resinae 期间，培养基表面一直都没有 A. resinae 的

菌丝出现。这个实验结果说明，高浓度的乙酰丙酸也是抑制生物脱毒真菌 A. resinae 生

长的。 

表 2.4.2.4 A. resinae ZN1 在完全洗净的秸秆中单独添加有机酸的生长特性 

Table 2.4.2.4 The growth properties of A. resinae ZN1 in the fully clean straw with the separately 
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additional of organic acid 

含量  

(mg/g) 

时间 

甲酸 

(36.3) 

甲酸 

(72.7) 

甲酸 

(109) 

乙酸 

(34.7) 

乙酸 

(52) 

乙酸 

(69.3) 

乙酸 

(104) 

乙酰丙

酸 

(283) 

第 1 天 - - - - - - - - 

第 2 天 - - - - - - - - 

第 3 天 - - - - - - - - 

第 4 天 - - - - - - - - 

第 5 天 + - - + - - - - 

第 6 天 + - - ++ + - - - 

第 7 天 ++ + - ++ + + - - 

第 8 天 +++ + - +++ ++ + - - 

第 9 天 +++ + - +++ ++ + - - 

第 10 天 ++ + - ++ + + - - 

注：- 无菌丝出现；+ 有少量微弱菌丝出现；++ 菌丝比较旺盛，菌丝密度比较大；+++ 菌丝最旺盛，

菌丝密度最大，菌丝布满整个培养基表面。孢子接种量 10%，25 ℃恒温静止培养 10 天。 

 

图 2.4.2.4 霉菌 A. resinae 在完全洗净的秸秆中单独添加有机酸的生长特性（25 ℃恒温培养箱培养

10 天；孢子接种量 10%，甲酸浓度依次是：36.3 mg/g，72.7 mg/g，109 mg/g；乙酸浓度依次是：34.7 

mg/g，52 mg/g，69.3 mg/g，104 mg/g；乙酰丙酸浓度：283 mg/g） 

Fig 2.4.2.4 The growth properties of A. resinae ZN1 in the fully clean straw with the separately 
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additional of organic acid(Cultured at 25 °C for 10 days in the static incubator; Inoculation amount at 10%; 

Concentration of formic acid in turn 36.3 mg/g, 72.7 mg/g, 109 mg/g；acetic acid: 34.7 mg/g, 52 mg/g, 69.3 

mg/g, 104 mg/g；Levulinic acid: 283 mg/g) 

2.4.2.5 生物脱毒真菌 A. resinae 在完全洗净的秸秆中单独添加烃类有机物的生长特性 

曾有人在航空煤油里以及机场附近发现过生物脱毒真菌 A. resinae 的踪迹，这说明

煤油或者其中的某种烃类物质可以作为霉菌 A. resinae 的碳源。一般煤油和航空煤油的

分子式都是 CH3(CH2)nCH3(n 为 8～16)，只不过航空煤油更纯，杂质含量微乎其微。煤

油是由含有多种不同碳原子数的烃类组成的混合物。本文研究了煤油以及正十二烷烃对

霉菌 A. resinae 的生长促进作用。 

当玉米秸秆培养基中添加煤油的浓度为 267 mg/g 干秸秆时，培养霉菌 A. resinae 到

第六天时，培养基表面开始出现少量的 A. resinae 菌丝，菌丝长势微弱，菌丝密度也很

小；当培养 A. resinae 到第九天时，菌丝密度增大了很多，菌丝长势稍微旺盛了一些，

但没有达到最旺盛的状态；随着培养时间的延长，玉米秸秆培养基中的含水量逐渐降低，

培养十天后，培养基表面开始慢慢变干，培养环境不再利于霉菌 A. resinae 的生长。实

验结果表明，煤油可以作为生物脱毒真菌 A. resinae 的碳源，供其生长。 

以正十二烷烃为碳源培养霉菌 A. resinae，当玉米秸秆培养基中添加的正十二烷烃

的浓度为 247 mg/g 干秸秆时，培养霉菌 A. resinae 到第六天时，培养基表面出现了少量

的 A. resinae 菌丝，菌丝长势微弱，菌丝密度很小；当培养 A. resinae 直到第十天时，菌

丝 A. resinae 的长势一直都很弱，培养基表面菌丝也极其少量，整个培养基中菌丝密度

很低，且随着培养时间的延长，玉米秸秆培养基中含水量也在不断下降，十天后培养基

表面变干。随着培养基中正十二烷烃浓度的增加，霉菌 A. resinae 的长势越来越弱。当

十二烷烃的浓度增大到 988 mg/g 干秸秆时，生物脱毒真菌 A. resinae 的生长完全被抑制，

培养期间，玉米秸秆培养基表面一直都无霉菌 A. resinae 的菌丝出现。实验结果表明，

低浓度的正十二烷烃也可以作为 A. resinae 的碳源，高浓度时则抑制其生长。 

表 2.4.2.5 霉菌 A. resinae 在完全洗净的秸秆中单独添加煤油和正十二烷的生长特性 

Table 2.4.2.5 The growth properties of A. resinae ZN1 in the fully clean straw with the separately 

additional of Kerosene and Ndodecane 

含量        

(mg/g) 

时间 

煤油 

（267） 

十二烷 

（247） 

十二烷 

（494） 

十二烷 

（741） 

十二烷 

（988） 

十二烷 

（1235） 

十二烷 

（1482） 

第 1 天 - - - - - - - 

第 2 天 - - - - - - - 
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第 3 天 - - - - - - - 

第 4 天 - - - - - - - 

第 5 天 - - - - - - - 

第 6 天 + + - - - - - 

第 7 天 + + + - - - - 

第 8 天 + + + + - - - 

第 9 天 ++ + + + - - - 

第 10 天 ++ + + + - - - 

注：- 无菌丝出现；+ 有少量微弱菌丝出现；++ 菌丝比较旺盛，菌丝密度比较大；+++ 菌丝最旺盛，

菌丝密度最大，菌丝布满整个培养基表面。孢子接种量 10%，25 ℃恒温静止培养 10 天。 

 

 

 

图 2.4.2.5 A. resinae ZN1 在完全洗净的秸秆中单独添加煤油和正十二烷烃的生长特性(25 ℃恒温培

养箱培养 10 天；孢子接种量 10%，正十二烷浓度依次是：247 mg/g，494 mg/g，741 mg/g，988 mg/g，

1235 mg/g，1482 mg/g；煤油浓度：267 mg/g) 

Fig 2.4.2.5 The growth properties of A. resinae ZN1 in the fully clean straw with the separately 

additional of Kerosene and Ndodecane(Cultured at 25 °C for 10 days in the static incubator; Inoculation 

amount at 10%; Concentration of dodecane: 247 mg/g, 494 mg/g, 741 mg/g, 988 mg/g, 1235 mg/g,1482 

mg/g；karaffin oil：267 mg/g) 

2.4.2.6 生物脱毒真菌 A. resinae 在完全洗净的秸秆中单独添加其它有机物的生长特性 
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玉米秸秆预处理后产生的物质种类繁多，除了有机酸以及呋喃衍生物外，还产生了

其它一些浓度较低的酚类及芳香族类化合物。因此，本实验还分别做了香兰素、阿魏酸、

水杨酸、4-羟基苯甲醛、苯酚、愈创木酚以及芝麻酚等玉米秸秆预处理后可能含有的其

他少量有机物的浓度梯度实验。 

当玉米秸秆培养基中添加香兰素的浓度为 1.67 mg/g 时，培养生物脱毒真菌 A. 

resinae 到第三天时，培养基表面就开始出现少量 A. resinae 的菌丝了，此时菌丝密度比

较低；当培养霉菌 A. resinae 到第四天时，菌丝 A. resinae 的长势已经比较旺盛，菌丝约

遍布整个培养基表面的一半，菌丝密度比较大；当培养霉菌 A. resinae 到第六天时，菌

丝 A. resinae 的长势达到最旺盛的状态，菌丝几乎布满整个培养基表面，菌丝密度达到

最大值。但随着培养时间的延长，秸秆含水量一直都在下降，培养 A. resinae 到第十天

时，培养基表面开始变干。培养基中含水量的骤减，对霉菌 A. resinae 的生长很不利，

因此培养十天后，A. resinae 的菌丝开始逐渐消融。当增加培养基中香兰素的浓度为 3.33 

mg/g 干秸秆时，培养 A. resinae 到第三天时，培养基表面也出现了少量的霉菌 A. resinae

的菌丝，只是此时菌丝长势微弱；当培养霉菌 A. resinae 到第五天时，玉米秸秆培养基

表面霉菌 A. resinae 的菌丝已比较旺盛，菌丝约遍布整个培养基表面的一半左右，但直

到培养的第 9 天，菌丝 A. resinae 的密度也没有达到最大值，且随着培养时间的延长，

培养十天以后，培养基表面变干，菌丝开始消融。当增加香兰素的浓度到 5.0 mg/g 干秸

秆时，培养霉菌 A. resinae 到第三天时，玉米秸秆培养基表面开始出现 A. resinae 的菌丝，

长势跟前两组浓度的香兰素为碳源培养时相近，但在整个培养过程中，霉菌 A. resinae

的菌丝长势一直都很微弱，菌丝密度很低，培养十天后，培养基表面变干，菌丝开始消

融。香兰素的浓度梯度实验结果表明，一定浓度范围内，霉菌 A. resinae 都能以其为碳

源进行生长，且最初的长势相近，但高浓度的香兰素仍然表现出对生物脱毒真菌 A. 

resinae 的生长抑制作用。 

表 2.4.2.6  a. A. resinae ZN1 在完全洗净的秸秆中单独添加不同浓度的香兰素的生长特性 

Table 2.4.2.6  a. The growth properties of A. resinae ZN1 in the fully clean straw with the different 

concentration of vanillin  

香兰素(mg/g) 

时间 

1.67 3.33 5.0 

第 1 天 - - - 

第 2 天 - - - 

第 3 天 + + + 

第 4 天 ++ + + 

第 5 天 ++ ++ + 
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第 6 天 +++ ++ + 

第 7 天 +++ ++ + 

第 8 天 +++ ++ + 

第 9 天 +++ ++ + 

第 10 天 ++ + + 

注：- 无菌丝出现；+ 有少量微弱菌丝出现；++ 菌丝比较旺盛，菌丝密度比较大；+++ 菌丝最旺盛，

菌丝密度最大，菌丝布满整个培养基表面。孢子接种量 10%，25 ℃恒温静止培养 10 天。 

 

图 2.4.2.6  a.霉菌 A. resinae 在完全洗净的秸秆中单独添加不同浓度的香兰素的生长特性

(25 ℃恒温培养箱培养 10天；孢子接种量 10%，香兰素浓度：1.67 mg/g, 3.33 mg/g, 5.0 mg/g) 

Fig 2.4.2.6  a.The growth properties of A. resinae ZN1 in the fully clean straw with the different 

concentration of vanillin (Cultured at 25 °C for 10 days in the static incubator; Inoculation amount at 10%; 

Concentration of vanillin: 1.67 mg/g, 3.33 mg/g, 5.0 mg/g) 

以一系列不同浓度的阿魏酸作为碳源添加到玉米秸秆培养基中，当阿魏酸的浓度分

别为 0.833 mg/g 和 1.67 mg/g 干秸秆时，生物脱毒真菌 A. resinae 的长势完全相同，都

是在培养霉菌 A. resinae 到第二天时，玉米秸秆培养基表面开始出现少量的菌丝，此时

菌丝长势微弱，菌丝密度也较小；当培养到第七天时，霉菌 A. resinae 的菌丝达到比较

旺盛的状态，菌丝约遍布整个培养基表面的一半左右，菌丝密度比较大；但随着培养时

间的延长，培养基中的含水量逐渐下降，霉菌 A. resinae 的菌丝一直都没有达到最旺盛

的状态，培养到第十天的时候，菌丝开始消融。当增加玉米秸秆培养基中阿魏酸的浓度

到 3.33 mg/g 干秸秆时，培养生物脱毒真菌 A. resinae 到第三天时，培养基表面开始出现

少量 A. resinae 菌丝，但此时菌丝长势微弱，菌丝密度较小；同前两组一样，当培养 A. 

resinae 菌丝到第七天时，菌丝密度已经比较大，菌丝长势比较旺盛，菌丝的分布约占培

养基表面的一半左右；同样，随着培养时间的延长，玉米秸秆培养基中的含水量不断下

降，到第十天时，培养基表面变干，菌丝开始消融。当阿魏酸的浓度在 5.0 mg/g 到 10.0 

mg/g 干秸秆浓度之间，霉菌 A. resinae 的长势区别不大，当培养 A. resinae 到第八天时，

菌丝的密度比较大，但都没有达到最大值状态。当阿魏酸的浓度增大到 20.0 mg/g 到 40.0 



第 34 页                                   华东理工大学硕士学位论文 

 

mg/g 干秸秆时，菌丝的长势都很弱，整个培养期间，霉菌 A. resinae 的菌丝一直都没有

达到比较旺盛的状态，菌丝密度也很小。同样，培养 A. resinae 到第十天时，培养基表

面变干，A. resinae 的菌丝也开始消融。实验结果表明，阿魏酸也能作为生物脱毒真菌

A. resinae 的碳源，同样，低浓度的阿魏酸表现为促进作用，高浓度时则表现为抑制作用。 

表 2.4.2.6  b. A. resinae ZN1 在完全洗净的秸秆中单独添加不同浓度的阿魏酸的生长特性 

Table 2.4.2.6  b. The growth properties of A. resinae ZN1 in the fully clean straw with the different 

concentration of ferulic acid 

阿魏酸 

(mg/g) 

时间 

0.833 1.67 3.33 5.0 10.0 20.0 40.0 

第 1 天 - - - - - - - 

第 2 天 + + - - - - - 

第 3 天 + + + + - - - 

第 4 天 + + + + + + - 

第 5 天 + + + + + + - 

第 6 天 + + + + + + + 

第 7 天 ++ ++ ++ + + + + 

第 8 天 ++ ++ ++ ++ ++ + + 

第 9 天 ++ ++ ++ ++ ++ + + 

第 10 天 + + + + + + + 

注：- 无菌丝出现；+ 有少量微弱菌丝出现；++ 菌丝比较旺盛，菌丝密度比较大；+++ 菌丝最旺盛，

菌丝密度最大，菌丝布满整个培养基表面。孢子接种量 10%，25 ℃恒温静止培养 10 天。 
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图 2.4.2.6  b. A. resinae ZN1 在完全洗净的秸秆中单独添加不同浓度的阿魏酸的生长特性(25 ℃恒

温培养箱培养 10 天；孢子接种量 10%，阿魏酸浓度：0.833 mg/g, 1.67 mg/g, 3.33 mg/g, 5.0 mg/g, 10.0 

mg/g, 20.0 mg/g, 40.0 mg/g) 

Fig 2.4.2.6  b.The growth properties of A. resinae ZN1 in the fully clean straw with the different 

concentration of ferulic acid (Cultured at 25 °C for 10 days in the static incubator; Inoculation amount at 

10%; Concentration of ferulic acid: 0.833 mg/g, 1.67 mg/g, 3.33 mg/g, 5.0 mg/g, 10.0 mg/g, 20.0 mg/g, 

40.0 mg/g) 

当分别在玉米秸秆培养基中添加水杨酸、4-羟基苯甲醛以及苯酚作为碳源，分别添

加的浓度为 1.67 mg/g、3.33 mg/g 干秸秆，实验结果见下表和图。从下表和图中可以看

出，水杨酸、4-羟基苯甲醛以及苯酚都能作为生物脱毒真菌 A. resinae 的碳源，且这三

种物质对霉菌 A. resinae 的生长作用很相近。当分别添加水杨酸、4-羟基苯甲醛和苯酚

的浓度均为 1.67 mg/g 干秸秆时，培养 A. resinae 到第二天时，在玉米秸秆培养基表面

即发现了少量的 A. resinae 的菌丝，此时菌丝长势微弱，菌丝密度比较小；当培养 A. 

resinae 到第五天时，培养基表面即有大量 A. resinae 的菌丝，此时菌丝长势比较旺盛，

菌丝约占整个培养基表面的一半左右，菌丝密度比较大；当培养霉菌 A. resinae 到第六

天时，A. resinae 的菌丝长势达到最旺盛的状态，菌丝长且稠密，菌丝遍布整个培养基的

表面，在整个培养期间菌丝密度达到最大值。随着培养时间的延长，玉米秸秆培养基中

的含水量也在不断下降，培养 A. resinae 十天后，培养基表面变干，菌丝开始消融。实

验结果表明，水杨酸、4-羟基苯甲醛以及苯酚都能作为霉菌 A. resinae 的碳源，同样，

这些物质对 A. resinae 的生长具有两方面的作用，低浓度时表现为促进作用，高浓度时

则表现为抑制作用。 

表 2.4.2.6  c. 霉菌 A. resinae 在完全洗净的秸秆中单独添加不同浓度的水杨酸、4-羟基苯甲醛、苯

酚的生长特性 

Table 2.4.2.6  c.The growth properties of A. resinae ZN1 in the fully clean straw with the different 

concentration of salicylic acid, 4-hydroxyl benzaldehyde and phenol 

  含量

(mg/g) 

时间 

水杨酸 

（1.67） 

水杨酸 

（3.33） 

4-羟基苯甲醛

（1.67） 

4-羟基苯甲

醛（3.33） 

苯酚 

（1.67）  

苯酚 

（3.33） 

第 1 天 - - - - - - 

第 2 天 + - + - + - 

第 3 天 + + + + + + 

第 4 天 + + + + + + 

第 5 天 ++ + ++ + ++ + 
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第 6 天 +++ ++ +++ ++ +++ ++ 

第 7 天 +++ ++ +++ ++ +++ ++ 

第 8 天 +++ ++ +++ ++ +++ ++ 

第 9 天 +++ ++ +++ ++ +++ ++ 

第 10 天 ++ + ++ + ++ + 

注：- 无菌丝出现；+ 有少量微弱菌丝出现；++ 菌丝比较旺盛，菌丝密度比较大；+++ 菌丝最旺盛，

菌丝密度最大，菌丝布满整个培养基表面。孢子接种量 10%，25 ℃恒温静止培养 10 天。 

   

图 2.4.2.6  c.霉菌 A. resinae 在完全洗净的秸秆中单独添加不同浓度的水杨酸、4-羟基苯甲醛、苯酚

的生长特性(25 ℃恒温培养箱培养 10 天；孢子接种量 10%，水杨酸浓度：1.67 mg/g，3.33 mg/g；

4-羟基苯甲醛浓度：1.67 mg/g，3.33 mg/g；苯酚浓度：1.67 mg/g，3.33 mg/g) 

Fig 2.4.2.6  c.The growth properties of A. resinae ZN1 in the fully clean straw with the different 

concentration of salicylic acid, 4-hydroxyl benzaldehyde and phenol(Cultured at 25 °C for 10 days in the 

static incubator; Inoculation amount at 10%; Concentration of salicylic acid：1.67 mg/g, 3.33 mg/g；

4-hydroxyl benzaldehyde：1.67 mg/g, 3.33 mg/g；phenol：1.67 mg/g, 3.33 mg/g) 

在玉米秸秆培养基中添加芝麻酚为碳源，当添加的芝麻酚的浓度为 1.67 mg/g 干秸

秆时，培养霉菌 A. resinae 到第二天时，即在秸秆培养基表面发现少量的霉菌 A. resinae

的菌丝，此时菌丝长势微弱，菌丝短小，菌丝密度很低；当培养 A. resinae 到第五天时，

培养基表面即有大量 A. resinae 的菌丝，菌丝长势比较旺盛，菌丝变长，菌丝的分布约

占整个培养基表面的一半左右，菌丝密度比较大；当培养 A. resinae 到第六天时，培养

基表面长满了霉菌 A. resinae 的菌丝，菌丝长势旺盛，菌丝更长更稠密，菌丝密度达到

最大值。同样，随着培养时间的延长，玉米秸秆培养基中的含水量逐渐下降，培养 A. 
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resinae 到第十天时，培养基表面变干，菌丝开始消融。当增加芝麻酚的浓度到 3.33 mg/g 

干秸秆时，培养 A. resinae 到第三天时，在玉米秸秆培养基表面发现了少量霉菌 A. resinae

的菌丝，此时菌丝长势微弱，菌丝少且短小，菌丝密度低；当培养 A. resinae 到第六天

时，培养基表面的 A. resinae 菌丝较多，菌丝长势较旺盛，菌丝变长变稠密了一些，菌

丝分布约占整个培养基表面的一半左右，菌丝密度比较大；当培养 A. resinae 到第七天

时，培养基表面即有大量 A. resinae 的菌丝，菌丝长势最旺盛，菌丝更稠密，菌丝约遍

布整个培养基表面，菌丝密度达到最大值。随着培养时间的延长，玉米秸秆培养基中的

含水量一直在下降，当培养 A. resinae 到第十天时，培养基表面的秸秆变干，菌丝开始

消融。实验结果表明，芝麻酚也可以作为生物脱毒真菌 A. resinae 的碳源，且对霉菌生

长的作用有双向性，即低浓度时表现为促进生长，高浓度时抑制其生长，但只要在霉菌

A. resinae 的生长耐受范围内，待高浓度的芝麻酚浓度降低后，依然可以很好地促进 A. 

resinae 的生长。 

在玉米秸秆培养基中添加愈创木酚为碳源，当添加的愈创木酚的浓度为 1.85 mg/g 

干秸秆时，培养霉菌 A. resinae 到第二天时，即在秸秆培养基表面发现少量的霉菌 A. 

resinae 的菌丝，此时菌丝长势微弱，菌丝短小，菌丝密度很低；当培养霉菌 A. resinae

到第五天时，培养基表面的 A. resinae 的菌丝长势比较旺盛，菌丝变的比较长比较稠密，

菌丝的分布约占整个培养基表面的一半左右，此时菌丝密度比较大；当培养霉菌 A. 

resinae 到第六天时，玉米秸秆培养基表面的菌丝长的更长更稠密，菌丝约占满整个培养

基表面，菌丝的密度达到最大值。随着培养时间的延长，玉米秸秆培养基中的含水量逐

渐下降，当培养霉菌 A. resinae 到第十天时，培养基表面的玉米架杆已经变干，菌丝开

始消融。当增加愈创木酚的浓度到 3.70 mg/g 干秸秆时，培养霉菌 A. resinae 到第二天

时，培养基表面即发现少量 A. resinae 的菌丝生长，此时菌丝比较短小且稀少，菌丝密

度比较小；当培养霉菌 A. resinae 到第六天时，培养基表面的 A. resinae 的菌丝比较旺盛，

菌丝长的比较长且比较稠密，菌丝的分布约占整个培养基表面的一半左右，菌丝密度比

较大；当培养霉菌 A. resinae 到第七天时，培养基表面 A. resinae 的菌丝长势达到最旺盛

的状态，菌丝变的更长更稠密，菌丝几乎遍布整个培养基表面，菌丝密度达到培养期间

的最大值。随着培养时间的延长，玉米秸秆培养基中的含水量不断地在下降，当培养霉

菌 A. resinae 到第十天时，培养基表面的玉米秸秆已经变干，培养基含水量的大幅度下

降不再利于 A. resinae 菌丝的生长，菌丝开始消融。实验结果表明，愈创木酚也可以作

为霉菌 A. resinae 的碳源，且低浓度时表现为促进作用，高浓度时表现为抑制作用。当

高浓度的愈创木酚的浓度降低时，依然可以很好地促进霉菌 A. resinae 的生长。且与芝

麻酚相比，愈创木酚对霉菌 A. resinae 的生长作用更明显一点，生物脱毒真菌 A. resinae

对愈创木酚的耐受性更好一些。 
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表 2.4.2.6  d. A. resinae ZN1 在完全洗净的秸秆中单独添加不同浓度的芝麻酚、愈创木酚的生长特

性 

Table 2.4.2.6  d.The growth properties of A. resinae ZN1 in the fully clean straw with the different 

concentration of sesame phenol and guaiac-based phenol 

    含量（mg/g） 

时间 

芝麻酚 

（1.67） 

芝麻酚 

（3.33） 

愈创木酚 

（1.85） 

愈创木酚 

（3.70） 

第 1 天 - - - - 

第 2 天 + - + + 

第 3 天 + + + + 

第 4 天 + + + + 

第 5 天 ++ + ++ + 

第 6 天 +++ ++ +++ ++ 

第 7 天 +++ +++ +++ +++ 

第 8 天 +++ +++ +++ +++ 

第 9 天 +++ +++ +++ +++ 

第 10 天 ++ ++ ++ ++ 

注：- 无菌丝出现；+ 有少量微弱菌丝出现；++ 菌丝比较旺盛，菌丝密度比较大；+++ 菌丝最旺盛，

菌丝密度最大，菌丝布满整个培养基表面。孢子接种量 10%，25 ℃恒温静止培养 10 天。 

 

图 2.4.2.6  d. 霉菌 A. resinae 在完全洗净的秸秆中单独添加不同浓度的芝麻酚、愈创木酚的生长特

性(25 ℃恒温培养箱培养 10 天；孢子接种量 10%，芝麻酚浓度：1.67 mg/g，3.33 mg/g；愈创木酚

浓度：1.85 mg/g, 3.70 mg/g) 

Fig 2.4.2.6  d.The growth properties of A. resinae ZN1 in the fully clean straw with the different 

concentration of sesame phenol and guaiac-based phenol(Cultured at 25 °C for 10 days in the static 

incubator; Inoculation amount at 10%; Concentration of sesame phenol: 1.67 mg/g，3.33 mg/g；

guaiac-based phenol: 1.85 mg/g, 3.70 mg/g) 
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第三章  A. resinae ZN1 的糠醛和 5-羟甲基糠醛代谢途径的研究 

3.1 前言 

在生物转化木质纤维素原料的过程中，首先要通过高温、高压或强酸的预处理过程

来打破木质纤维素原料自身的致密结构，增加纤维素的可酶解性，提高木质纤维素的酶

解得率[1]。但是在剧烈的预处理过程中，不可避免的生成了多种对后续生物转化具有抑

制作用的木质纤维素降解产物，主要包括有机酸类化合物，呋喃类化合物和酚类化合物
[2]
。在这些木质素的降解产物中，尤其以糠醛和 5-羟甲基糠醛对后续酶解和发酵微生物

的抑制作用最强。因此，要实现对木质纤维素的有效生物转化，必须对预处理后的原料

进行脱毒处理。 

目前常用于抑制物脱除的方法有活性炭或离子交换树脂吸附脱除，强碱调节 pH 并

沉淀抑制物，真空蒸发，以及生物降解。与其他脱毒方法相比，生物脱毒方法条件温和，

不形成新的抑制物，脱毒后可以直接进入乙醇发酵过程等优势。因此筛选出一种能够快

速有效降解各种抑制物的微生物并利用其进行生物脱毒，是木质纤维素原料生物炼制产

业中至关重要的一环。本实验室从自然界筛选得到一株能够在固态发酵的条件下快速降

解木质纤维素降解产物（包括甲酸、乙酸、糠醛、5-羟甲基糠醛等）的煤油霉菌，并命

名为 Amorphotheca resinae ZN1。为了更好地了解菌株生长特性以及其利用秸秆中各种

物质生长情况，我曾经系统地研究过煤油霉菌 A. resinae ZN1 菌株单独利用呋喃衍生物、

各种有机酸、酚类化合物以及各种单糖等作为碳源时的利用情况[64]。但是对于煤油霉菌

A. resinae ZN1 代谢木质纤维素降解产物的机理并不清楚。本文通过唯一碳源实验，并

检测相应代谢产物的方法初步确定了 A. resinae ZN1 对糠醛的代谢机理，绘制出了 A. 

resinae ZN1 对糠醛的代谢路径。  

3.2 实验材料和仪器  

3.2.1 试剂和仪器 

                                     表 3.1  试剂 

Table 3.1  Reagents 

试剂名称 规格 生产厂家 

98%浓硫酸 CR 上海菲达工贸有限公司 

NaOH AR 上海振兴化工厂 

葡萄糖 AR 中国惠兴生化试剂有限公司 

YEAST EXTRACT AR OXOIDLID BASINGSTOKE HAMPSHIRE ENGLAND 
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葡萄糖 AR 中国惠兴生化试剂有限公司 

琼脂粉 AR 中国惠兴生化试剂有限公司 

糠醛 AR 上海德默医药科技有限公司 

乙酸 AR 上海润捷化学试剂有限公司生产 

糠酸 CP 国药集团化学试剂有限公司 

2,5-呋喃-二甲醇 AR 上海德默医药科技有限公司 

糠醇 CP 国药集团化学试剂有限公司 

5-羟甲基糠醛 AR J&K CHEMICAL LTD. 

硫酸铵 AR 上海凌峰化学试剂有限公司 

磷酸二氢钾 AR 上海凌峰化学试剂有限公司 

硫酸镁 AR 上海凌峰化学试剂有限公司 

氯化钙 AR 上海凌峰化学试剂有限公司 

 

表 3.2 仪器 

Table 3.2  Equipment 

仪器名称 规格 生产厂家 

电子天平 BS423S 北京赛多利斯 

立式压力蒸气灭菌器 YXQ-LS-75SⅡ 上海博迅实业有限公司医疗设备厂 

台式低速冷冻离心机 5415R Eppendorf 公司 

隔水式恒温培养箱 GHP-9160 上海一恒科技 

冰箱 BCD-215KA 海尔公司 

容声冰箱 SC-329GA 海尔公司 

旋涡混合仪 XW-80A 江苏海门市其林贝尔公司 

洁净工作台 SW-CJ-1FD 上海博迅公司 

高效液相色谱 LC-20AD 岛津 

反相高效液相色谱 LC-20AT 岛津 

气相色谱 Agilent6820 安捷伦 

超纯水纯化系统 Milli-Q Millipore 公司 

四联发酵罐 Biotech-4BG 上海保兴生物设备工程有限公司 

3.2.2 培养基与菌种 

3.2.2.1 脱毒菌株及培养 

http://www.google.com.hk/url?q=http://www.0356.com/company.asp%3Fid%3D221389&sa=U&ei=BFjtTqu3IM21twfXgKX5Cg&ved=0CCEQFjAE&usg=AFQjCNEBnmB1jxLTmaP5y7yFVMzCjistDA
http://www.google.com.hk/url?q=http://www.0356.com/company.asp%3Fid%3D221389&sa=U&ei=BFjtTqu3IM21twfXgKX5Cg&ved=0CCEQFjAE&usg=AFQjCNEBnmB1jxLTmaP5y7yFVMzCjistDA
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脱毒菌种为本实验室筛选和保存的 A. resinae ZN1，该菌的分子生物学和微生物学

鉴定见文献[60]。A. resinae ZN1 菌株在 PDA 试管斜面保存和传代。PDA 培养基的制备简

述：取去皮马铃薯 200 g，切成小块，加水 1000 mL。煮沸 l h，用 8 层纱布过滤，然后

补足水至 1 L，并添加葡萄糖 20 g, 琼脂粉 20 g，121 
o
C 灭菌 20 min，贮存备用。该培

养基为菌株的传代保存培养基。 

发酵菌种的培养：用无菌水从培养好的 PDA 斜面试管洗下孢子悬液，然后按照 10%

（v/v）的接种量接入含有种子培养基的三角瓶中，置于 28
 o
C 的恒温培养箱里静止培养

3 天。 

3.2.2.2 培养基 

种子培养基：KH2PO4 2 g/L，(NH4)2SO4 1 g/L, MgSO4·7H2O 1 g/L, CaCl2 0.5 g/L, Yeast 

Extract 1 g/L, glucose 40 g/L。 

发酵培养基：KH2PO4 2 g/L, (NH4)2SO4 1 g/L, MgSO4·7H2O 1 g/L, CaCl2 0.5 g/L, Yeast 

Extract 1 g/L, glucose 20 g/L。灭菌后分别添加过滤除菌的糠醛（约 0.6 g/L）和 5-羟甲基

糠醛（约 0.07 g/L）。 

无机盐培养基：KH2PO4 2 g/L, (NH4)2SO4 1 g/L, MgSO4·7H2O 1 g/L, CaCl2 0.5 g/L。

灭菌后加入过滤除菌的糠醛（约 0.6 g/L）或者 5-羟甲基糠醛（约 0.07 g/L）。 

3.3 实验方法 

3.3.1 孢子悬液的制备 

每次按照需要,用无菌水洗下相应的孢子体积量。试管斜面是培养 5 天的 PDA 斜面

菌种，10 mL 孢子/支试管斜面，洗法是：每次移取 5 mL 无菌水到试管斜面中，沿斜面

倾斜方向左右摇动试管，如此摇动 80 次左右后，将孢子悬液倒入无菌小烧瓶中，依次

方法，每支试管洗下孢子悬液 10 mL。每次洗下每一批实验所需的孢子悬液到同一个无

菌小瓶中备用。 

3.3.2 实验方法 

实验用培养基为上述发酵培养基，装液量为 1 L，温度 26 
o
C，分别用 2 mol/L的H2SO4

和 NaOH 溶液控制 PH 为 5.5，转速 100 rpm/min，通气量分别为 0、0.46 vvm/min、0.93 

vvm/min、1.85 vvm/min 等一系列通气量。定时取样并立即采用装有 0.2 um 的过滤装置

处理样品，保存在 4 
o
C 备用。 

3.3.3 分析方法 
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呋喃衍生物（包括糠醛、糠醇、糠酸、5-羟甲基糠醛以及 2,5-呋喃二甲醇）通过

RP-HPLC (Reversed-phase HPLC, LC-20AT, UV/VIS detector SPD-20A; Shimadzu, Kyoto, 

Japan)和 GC-MS (QP5000, Shimadzu, Agilent 19091S-433)进行定性分析，并用 RP-HPLC

进行定量分析。 

RP-HPLC 的配置和工作条件为：YMC-Pack ODS-A 柱 (LC-20AT, UV/VIS detector 

SPD-20A; Shimadzu, Toyoto, Japan)，流动相流速 1 mL/min；进样量 20 µL；柱温 35 
o
C，

流动相为乙腈:超纯水=50:50；检测波长为：糠醛、糠醇和糠酸为 220 nm；5-羟甲基糠

醛 284 nm；2,5-呋喃二甲醇 223 nm。 

葡萄糖和乙酸是通过 HPLC (LC-20AD, refractive index detector RID-10A; Shimadzu, 

Toyoto, Japan)测定的。HPLC 的配置和工作条件为：Bio-Rad HPX-87H 柱，流动相为 5 

mmol/L 硫酸，柱温为 65 °C 流速为 0.6 mL/min。所有从发酵罐中取的样品，进样前均

在 14,000 rpm/min 的条件下离心 7 min，并通过 0.22 μm 的滤膜过滤。以上所有糠醛代

谢过程均有两个重复实验。 

3.4 结果与讨论 

3.4.1 A. resinae ZN1 的糠醛代谢分析 

为了更清楚地了解 A. resinae ZN1 生物脱除糠醛的代谢路径，也为了验证糠醛能否

作为生物脱毒真菌 A. resinae ZN1 的唯一碳源，本研究采用了含糠醛的无糖无机盐离子

培养基。种子扩培后用 500 ml 的无菌水洗菌膜两次，将洗去残糖的菌膜接种到含糠醛

的无糖无机盐离子培养基中进行发酵，实验结果见图 3.4.1。从图 3.4.1 可以看出，糠醛

可以作为 A. resinae ZN1 的唯一碳源及能源进行生长和发酵，在通气量为 0.91vvm 的供

氧条件下，初始浓度约为 0.55 g/L 这的糠醛大约在 44 小时内被完全转化了。同时生成

了糠醇和糠酸。 

首先，糠醛快速地向糠醇转化，随后进一步转化为糠酸。对于微生物而言，糠醛对

其生长的抑制作用最大，而糠醇的毒性稍弱，因此为了快速地“解毒”，A. resinae ZN1

首先快速地还原糠醛为低毒性的糠醇，然后再将之进一步氧化为糠酸。由于糠酸可以顺

利进入后续的代谢步骤，糠酸积累不显著，并最终被完全代谢，在有氧状态下，A. resinae 

ZN1 不需要特殊的营养因子可以很好地降解糠醛。A. resinae ZN1 可以以少数几种无机

盐作为营养代谢糠醛，表现出了与以往研究中脱毒菌种所不具有的独特性质[51,71]。 
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图 3.4.1  A. resinae ZN1 以糠醛为唯一碳源的代谢转化。条件：20%接种量，26
 o
C，pH 5.5, 100 转

/分钟，通气量为 0.91 vvm。 

Fig. 3.4.1  Metabolism of furfural as the sole carbon source by A. resinae ZN1. Conditions: 20% incaution, 

26 
o
C，pH 5.5, 100 rpm/min, ventilation of 0.91 vvm. 

溶氧水平对真菌的液体培养非常重要。本研究对不同溶氧水平的 A. resinae ZN1 代

谢糠醛的情况进行了考察，结果见图 3.4.2。 

分析图 3.4.2(a)可知，厌氧状态下的糠醛转化和糠醇生成速率较慢，而且生成的糠

醇几乎不向糠酸转化，也检测不到糠酸的积累。表明溶氧在糠醇向糠酸转化过程中起着

至关重要的作用。图 3.4.2(a)还表明，在糠醛代谢完全之前葡萄糖几乎不消耗，而在糠

醛被完全代谢后，葡萄糖的消耗速度大大加快，表明与葡萄糖相比，糠醛是 A. resinae ZN1

的优先碳源。 

分析图 3.4.2(b)可知，在较低的溶氧状态下（0.45 vvm），糠醛转化和糠醇生成速率

显著增加，并出现有糠酸积累的阶段。这表明，糠醛可以首先快速转为毒性较低的糠醇，

然后再氧化成为糠酸，而氧的存在是糠醇进一步快速氧化为糠酸的必要条件。在糠醛被

完全转化前，葡糖糖有所消耗；当糠醛被完全转化为糠醇后，葡萄糖的消耗速度大大增

加。 

分析图 3.4.2(c)可知，在较高的溶氧水平下（1.88 vvm），糠醛的转化非常迅速，而

由于高溶氧的存在，糠醇向糠酸的转化也更为快速；而且糠醇和糠酸积累的阶段持续时
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间很短。高溶氧条件下的葡萄糖利用情况与低溶氧状态时相近。 

上述实验结果表明，较高的溶氧不仅可以促进糠醇向糠酸的转化，而且有利于糠酸

在胞内被彻底代谢为终产物。溶氧虽然不是 A. resinae ZN1 进行糠醛降解的限制因素，

但却是糠醇进一步向糠酸氧化的重要条件；溶氧可以显著影响糠醛降解的速率，尤其是

糠醇向糠酸氧化以及糠酸后续代谢的速率。提高溶氧水平可以大大加快 A. resinae ZN1

进行糠醛脱除的速率。 
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图 3.4.2  不同溶氧水平下 A. resinae ZN1 对糠醛的代谢状况。条件：20%接种量，26 
o
C，pH 5.5, 100

转/分钟。 

Fig. 3.4.2  Influence of metabolic mechanism of furfural degradation by the kerosene fungus strain, A. 

resinae ZN1 at different oxygen dissolved levels. Conditions: 20% incaution, 26 
o
C，PH 5.5, 100 rpm/min. 

为了进一步确定溶氧在糠醛转化过程中的作用，本研究设计了一个两阶段通气法来

研究溶氧对糠醛转化的影响，所用培养基为发酵培养基，成分如下：KH2PO4 2 g/L, 

(NH4)2SO4 1 g/L, MgSO4·7H2O 1 g/L, CaCl2 0.5 g/L, Yeast Extract 1 g/L, glucose 20 g/L。灭

菌后添加过滤除菌的糠醛（约 0.6 g/L）。两阶段通气法是指在糠醛的转化过程中，以糠

醛完全转化为界限，在此之前进行不通气的厌氧培养，之后则以 0.91 vvm 的通气量通入

空气进行有氧培养（结果见图 3.4.3）。分析图 3.4.3 可知，厌氧培养时糠醛缓慢地向糠醇

转化，在糠醛完全转化为糠醇并开始有氧培养时，糠醇开始向糠酸氧化。与图 3.4.2 不

同的是，两阶段通气时糠酸的积累一直很少。原因可能是由于 A. resinae ZN1 在长时间

的厌氧生长状态下，细胞活力大大下降，即使重新开始通气进行有氧培养，糠醇的氧化

速度依然很慢，糠酸的利用速度也很慢。该实验充分表明，有氧培养是提高细胞活力进

而提高生物脱毒速率的有效途径。 
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图 3.4.3  两阶段通气法对 A. resinae ZN1 代谢糠醛的影响。条件：20%接种量，26 
o
C，pH 5.5, 100

转/分钟。 

Fig. 3.4.3  Influence of metabolic mechanism of furfural degradation by A. resinae ZN1 with the control 

method of the second stage. Conditions: 20% incaution, 26 
o
C，PH 5.5, 100 rpm/min. 

3.4.2  A. resinae ZN1 的 5-羟甲基糠醛代谢分析 

5-羟甲基糠醛是另一个很重要的呋喃衍生物，其结构跟糠醛类似，对微生物的生长

也有很强的抑制作用。这里采用与糠醛代谢相同的研究方法，在不同的溶氧水平下对 5-

羟甲基糠醛的降解代谢途径进行研究，结果见图 3.4.4。 

分析图 3.4.4(a)可知，在厌氧条件下，5-羟甲基糠醛能被 A. resinae ZN1 代谢，并伴

随着代谢产物 2,5-呋喃-二甲醇（5-羟甲基糠醇）的快速积累，直至 5-羟甲基糠醛被完全

转化，之后 2,5-呋喃-二甲醇的浓度基本上不再变化。这说明厌氧条件下，A. resinae ZN1

能够降解 5-羟甲基糠醛，并且生成对其生长几乎无抑制作用的呋喃衍生物 2,5-呋喃-二甲

醇。与糠醛降解类似，在 5-羟甲基糠醛转化完全前，葡萄糖的浓度基本上保持不变。当

5-羟甲基糠醛被完全消耗后，葡萄糖的浓度开始下降，这说明在 5-羟甲基糠醛和葡萄糖

共存时，A. resinae ZN1 优先利用 5-羟甲基糠醛；而消除抑制物 5-羟甲基糠醛的毒性后，

葡萄糖才被作为碳源。 

分析图 3.4.4(b)可知，在低溶氧条件下（0.35 vvm），5-羟甲基糠醛的降解速率和代

谢产物 2,5-呋喃-二甲醇的生成速率明显提高，且当 5-羟甲基糠醛被完全转化后，2,5-呋

喃-二甲醇浓度也基本上不再变化。葡萄糖的代谢状况与厌氧状态类似，在 5-羟甲基糠
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醛完全代谢之前，葡萄糖基本没有消耗，表明在低溶氧条件下，A. resinae ZN1 优先利

用 5-羟甲基糠醛作为碳源和能源。 

分析图 3.4.4(c)可知，在高溶氧条件下（1.25 vvm），5-羟甲基糠醛的降解速率和 2,5-

呋喃-二甲醇的生成速率与低溶氧条件下的降解近似，即当抑制物 5-羟甲基糠醛被完全

转化前，葡萄糖基本不消耗，当 5-羟甲基糠醛转化完全后，葡萄糖开始快速消耗，且随

着溶解氧水平的升高，葡萄糖的浓度下降的更快。 

综上所述，在不同的溶氧水平下，A. resinae ZN1 均能够有效降解抑制物 5-羟甲基

糠醛，生成对其生长无明显抑制作用的产物 2,5-呋喃-二甲醇，且随着溶氧水平的提高，

生物降解的速度越快；在抑制物与葡萄糖同时存在的情况下，A. resinae ZN1 优先利用

5-羟甲基糠醛，保留充足的碳源葡萄糖可以进行后续的发酵。 
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图 3.4.4  不同溶氧水平下 A. resinae ZN1 对 5-羟甲基糠醛的代谢。条件：20%接种量，26 
o
C，pH 5.5, 

100 转/分钟。 

Fig. 3.4.4 Influence of metabolic mechanism of HMF degradation by the kerosene fungus strain, A. resinae 

ZN1 at different oxyen dissolved levels. Conditions: 20% incaution, 26 
o
C，pH 5.5, 100 rpm/min. 
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3.4.3  A. resinae ZN1 的糠醛、5-羟甲基糠醛和乙酸混合抑制物的生物降解 

图 3.4.5 描述了 A. resinae ZN1 对糠醛和 5-羟甲基糠醛混合物的生物降解情况。从

图 3.4.5 可以看出，在较高溶氧水平（1.88 vvm）下，相比单一抑制物降解的情况，糠醛

和 5-羟甲基糠醛的转化速度均有所下降；在糠醛和 5-羟甲基糠醛同时存在的情况下，

糠醛降解的初始速率快于 5-羟甲基糠醛，但在短时间之后（约 12 小时）后者降解速率

加快，两者降解速率趋于接近，直至完全降解。结果还表明，糠醛的降解产物糠醇浓度

很低，但进一步的降解产物糠酸浓度却比单一的糠醛降解时高，原因可能是 2,5-呋喃-

二甲醇被 A. resinae ZN1 快速转化转化为糠酸。葡萄糖的消耗也与单一抑制物时不同，

葡萄糖在糠醛完全转化前基本没有消耗，但却与 5-羟甲基糠醛的降解同时开始消耗。 

两种呋喃类抑制物的混合物的降解情况与单一抑制物降解不同的原因可能是它们

之间存在着协同效应，从而增加了对微生物的毒性。酿酒酵母可以在含有单一的糠醛或

者 5-羟甲基糠醛的培养基上生长，但却不能在同时含有糠醛与 5-羟甲基糠醛两种混合

抑制物的培养基上生长[73]；Zaldivar
[74]等也报道过诱变的大肠杆菌也有类似的生物毒性

协同效应。这或许是 A. resinae ZN1 降解糠醛和 5-羟甲基糠醛的混合抑制物时速度较慢

的原因。 
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图 3.4.5  A. resinae ZN1 对糠醛和 5-羟甲基糠醛混合物的生物降解。条件：20%接种量，26 
o
C, pH 5.5, 

100 转/分钟，通气量 1.88 vvm。 

Fig. 3.4.5 Influence of metabolic mechanism of furfural and 5-hydroxylmethylfurfural degradation by A. 

resinae ZN1. Conditions: 20% incaution, 26 
o
C, pH 5.5, 100 rpm/min, ventilation of 1.88 vvm. 
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 图 3.4.6 描述了 A. resinae ZN1 对糠醛、5-羟甲基糠醛以及乙酸混合物的生物降解情

况。从图 3.4.6 可以看出，在较高溶氧水平（1.88 vvm）下，相比单一抑制物降解的情况，

糠醛和 5-羟甲基糠醛的转化速度均有所下降；在糠醛和 5-羟甲基糠醛同时存在的情况

下，糠醛降解的初始速率快于 5-羟甲基糠醛，但在短时间之后（约 12 小时）后者降解

速率加快，两者降解速率趋于接近，直至完全降解。而乙酸的降解速度似乎还加快了，

这或许是混合抑制物降解的生物协同效应吧。结果还表明，糠醛的降解产物糠醇浓度很

低，但进一步的降解产物糠酸浓度却比单一的糠醛降解时高，原因可能是 2,5-呋喃-二

甲醇被 A. resinae ZN1 快速转化转化为糠酸。葡萄糖的消耗也与单一抑制物时不同，葡

萄糖在糠醛完全转化前基本没有消耗，但却与 5-羟甲基糠醛的降解同时开始消耗。 

两种呋喃类抑制物和乙酸的混合物的降解情况与单一抑制物降解不同的原因可能

是它们之间存在着协同效应，从而增加了对微生物的毒性。酿酒酵母可以在含有单一的

糠醛或者 5-羟甲基糠醛的培养基上生长，但却不能在同时含有糠醛与 5-羟甲基糠醛两

种混合抑制物的培养基上生长[72]；Zaldivar
[74]等也报道过诱变的大肠杆菌也有类似的生

物毒性协同效应。这或许是 A. resinae ZN1 降解糠醛和 5-羟甲基糠醛的混合抑制物时速

度较慢的原因。 

 

图 3.4.6  A. resinae ZN1 对糠醛、5-羟甲基糠醛和乙酸混合物的生物降解。条件：20%接种量，26
 o
C, 

pH 5.5, 100 转/分钟，通气量 1.88 vvm。 



华东理工大学硕士学位论文                                          第 51 页 

 

Fig. 3.4.6  Influence of metabolic mechanism of furfural、5-hydroxylmethylfurfural and acetic acid 

degradation by A. resinae ZN1. Conditions: 20% incaution, 26 
o
C, pH 5.5, 100 rpm/min, ventilation of 1.88 

vvm. 

3.4.4  A. resinae ZN1 降解糠醛和 5-羟甲基糠醛代谢路径的初步解析 

综合上述实验结果，本文对生物脱毒真菌 A. resinae ZN1 转化糠醛和 5-羟甲基糠醛

的降解代谢途径进行了分析，结果见图 3.4.7。 

糠醛首先在醛还原酶作用下快速地转化为毒性较低的糠醇；然后糠醇在醇脱氢酶作

用下，再度生成不致对微生物产生危害的低浓度糠醛；然后，糠醛在醛脱氢酶作用下，

继续氧化为糠酸。推测糠酸的进一步降解路径可能与 Koopman 等[67]提出的 Cupriavidus 

basilensis HMF14 代谢路径，通过进入 TCA 循环完成糠醛和 5-羟甲基糠醛的完全降解，

即糠酸在糠酰辅酶 A 合成酶的作用下，结合一分子的 HSCoA 转化为 2-糠酰辅酶 A

（2-Furoyl-CoA）；在钼依赖糠酰辅酶 A 脱氢酶的作用下，结合一分子水后转化为 5-羟

基-2-糠酰-辅酶 A；通过酮-醇互变异构化，以及自发的内酯水解或者在一般的内酯水

解酶的作用下转化为 2-氧化戊二酸和辅酶 A，2-氧化戊二酸最终进入 TCA 循环。 

5-羟甲基糠醛与糠醛的结构非常相似，其降解也与糠醛降解类似，即 5-羟甲基糠醛

也是首先在醛还原酶作用下生成对微生物毒性较小的 2,5-呋喃-二甲醇（HMF alcohol），

5-羟甲基糠醇在醇脱氢酶作用下，再度生成不致对微生物产生危害的低浓度 5-羟甲基糠

醛；然后，5-羟甲基糠醛在醛脱氢酶作用下，继续氧化为 5-羟甲基糠酸（HMF acid）。

推测从 5-羟甲基糠酸至 TCA 循环的步骤也可能与 Koopman F
[67]等提出的 Cupriavidus 

basilensis HMF14 代谢路径相似，即 5-羟甲基糠酸在氧化酶作用下继续氧化为 2,5-呋喃

-二羧酸，2,5-呋喃-二羧酸在脱羧酶作用下生成糠酸。糠酸再沿与糠醛同样的路径，最

终进入 TCA 循环。 
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图 3.4.7 A. resinae ZN1 的糠醛和 5-羟甲基糠醛生物降解路径 

Fig 3.4.7  Biodegradation pathway of furfural and HMF by A. resinae ZN1 

本研究发现，A. resinae ZN1 的糠醛和 5-羟甲基糠醛生物降解路径与前人提出的细

菌中的代谢途径基本一致[67,75]。在本文的研究中，无论是厌氧状态还是有氧发酵，均发

现糠醛和 5-羟甲基糠醛也是被 A. resinae ZN1 的细胞摄取并且进行转化的，其转化产物

分别是糠醇、糠酸以及 2,5-呋喃-二甲醇。考虑到糠醛和 5-羟甲基糠醛的高生物毒性，

A. resinae ZN1 首先是将其进行快速地还原为较弱生物毒性的糠醇和 2,5-呋喃-二甲醇，

然后再进行氧化反应，将高毒性抑制物的浓度维持在不影响 A. resinae ZN1 细胞正常生

长的水平，这种脱毒方式被认为是经典的-非特异性的呋喃醛脱毒机制[66]。中间产物糠

醇的大量积累充当无毒性的底物泵，以供糠酸的氧化生成，糠酸是 A. resinae ZN1 细胞

进行生长的实际底物。在本文的各项实验中，糠酸的浓度一直都不高，说明糠酸被 A. 

resinae ZN1 的细胞作为碳源以供生长繁殖所需。 

3.4.5 乙酸的降解 

众所周知，木质纤维素预处理后产生的抑制物中还有有机酸，乙酸是其中的代表。

本文初步研究了生物脱毒真菌 A. resinae ZN1 降解乙酸的路径，控制的条件跟糠醛转化

时一致，结果见下图。由下图可知，在前 12h 内，乙酸和葡萄糖的浓度都有一个短暂升

高的时间段（0-12h），尤其是乙酸浓度的升高更明显（重复实验中结果与此一致），12h

后乙酸浓度的下降速度更快，24h 后乙酸几乎完全被转化。这可能是在接种后的前 12h
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内，霉菌 A. resinae ZN1 代谢葡萄糖进行生长时产生了乙酸，同时还可能产生了一些可

以转化乙酸的酶，之后霉菌 A. resinae ZN1 就开始优先利用乙酸，直至将乙酸完全消耗

掉。乙酸被完全转化后，葡萄糖的浓度才开始大幅度下降。在前 24h 内，即乙酸大量存

在的情况下，葡萄糖的浓度变化并不大，这就说明，在抑制物乙酸和葡糖糖同时存在的

情况下，生物脱毒真菌 A. resinae ZN1 是优先利用抑制物乙酸的，这样既完全转化了抑

制物乙酸，同时又保留了大量的酿酒酵母发酵产乙醇时可以利用的碳源葡萄糖。 

 

图 3.4.8 溶氧条件下 A. resinae ZN1 对乙酸的代谢状况。条件：20%接种量，26 
o
C, pH 5.5, 100 转/

分钟。 

Fig. 3.4.8  Influence of metabolic mechanism of acetic acid degradation by A. resinae ZN1. Conditions: 

20% incaution, 26 
o
C, pH 5.5, 100 rpm/min. 
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第四章 结论与展望 

4.1 总结 

1 通过在完全水洗的玉米秸秆中单独添加唯一碳源的实验，可以确定生物脱毒真菌

A. resinae ZN1 可以利用的碳源有葡萄糖、木糖、蔗糖、甘露糖、阿拉伯糖、果糖、半

乳糖等单糖；还可以利用木质纤维素预处理后可能产生的各种抑制物（糠醛、5-羟甲基

糠醛、甲酸、乙酸、乙酰丙酸、正十二烷烃、煤油、香兰素、阿魏酸、水杨酸、4-羟基

苯甲醛、苯酚、愈创木酚、芝麻酚），并且研究了霉菌 A. resinae ZN1 能够利用这些抑

制物作为碳源进行生长的大致浓度范围。研究结果表明，在 PDA 平板上、25℃培养箱

里培养一周的 A. resinae ZN1 菌落，直径在 1 cm 左右。真菌 A. resinae ZN1 的形态特征

为：正面是泥土色、微弱的绒毛状，平板背面是深蓝色，认为是霉菌 A. resinae ZN1 分

泌到培养基中的黑色素。随着培养时间的延长，霉菌 A. resinae ZN1 分泌到培养基中的

黑色素就越多，背面表现为蓝黑色。另外，在普通光学显微镜下可观察到菌丝有隔，呈

现蓝绿色，这或许是有色素的原因。产囊体为螺旋式卷曲，产囊体下的菌丝包裹形成子

囊果，显示该菌具有不整子囊菌纲真菌的形态特征。碳源生长谱实验表明，该菌可以利

用多种糖（葡萄糖、木糖、蔗糖、甘露糖、阿拉伯糖、果糖以及半乳糖）、呋喃衍生物

（糠醛、5-羟甲基糠醛）、各种有机酸（甲酸、乙酸、乙酰丙酸、水杨酸以及阿魏酸等）、

各种酚类（苯酚、愈创木酚以及芝麻酚）、多种芳香族化合物以及正十二烷、煤油等作

为唯一碳源进行生长繁殖。该部分的实验结果基本展示了生物脱毒真菌 A. resinae ZN1

的生长特性，并大致了解了霉菌 A. resinae ZN1 对各种抑制物的耐受值，这对后续研究

以抑制物作为唯一碳源进行代谢途径的探索工作做了铺垫。 

2 本文还初步研究了生物脱毒真菌 A. resinae ZN1 对呋喃衍生物（糠醛和 5-羟甲基

糠醛）以及乙酸的降解路径。霉菌 A. resinae ZN1 在厌氧或者有氧状态下均可以很好地

降解木质纤维素预处理后产生的呋喃抑制物糠醛和 5-羟甲基糠醛。 本文提出的生物脱

毒真菌 A. resinae ZN1 转化糠醛和 5-羟甲基糠醛的降解代谢途径跟前人提出的细菌中的

代谢途径基本一致：糠醛首先快速地转化为毒性较低的糠醇，糠醇则再度生成不致对微

生物产生危害的低浓度糠醛，糠醛继续氧化为糠酸。与糠醛降解类似，5-羟甲基糠醛也

是首先生成对微生物毒性较小的 2,5-呋喃-二甲醇（HMF alcohol），5-羟甲基糠醇再度

生成不致对微生物产生危害的低浓度 5-羟甲基糠醛；然后继续氧化为 5-羟甲基糠酸

（HMF acid）。推测糠酸或 5-羟甲基糠酸可能继续进入 TCA 循环，进而完成糠醛和 5-

羟甲基糠醛的完全降解。另外，本文还初步研究了生物脱毒真菌 A. resinae ZN1 对乙酸

的代谢路径，乙酸代谢转化过程中浓度先升高再下降，推测可能是葡萄糖转化过程中产

生了乙酸，同时产生快速代谢乙酸的酶，之后乙酸就优先葡萄糖被很快地利用，从而节
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省后续发酵碳源葡萄糖。本文结果对将来加快生物脱毒真菌 A. resinae ZN1 生物脱毒速

率、改善限速步骤提供了重要的实验依据。 

4.2 展望 

以木质纤维素为原料的生物燃料研究，尤其是生物乙醇和生物柴油，具有十分广阔

的发展空间。因此，生物脱毒法更应该扩大应用范围，并将这种脱毒方法成功应用于不

同种类的木质纤维素脱毒。深入研究生物脱毒真菌 A. resinae ZN1 对每种抑制物的降解

机理，本文中 A. resinae ZN1 对糠醛和羟甲基糠醛的降解代谢分析的结论只是初步的研

究，深入的研究工作正在开展中，后续的工作不仅包括以玉米秸秆水解液为体系和玉米

秸秆固体发酵验证本文结论，还将从分子生物学及酶学角度阐述 A. resinae ZN1 对糠醛

和羟甲基糠醛的代谢路径。另外，后续工作还将研究木质纤维素预处理后发酵产乙醇的

其它种类抑制物，包括有机酸、酚类以及一些芳香族类化合物。研究各种发酵抑制物的

脱毒机理，从而提高生物脱毒法降解抑制物的速度，这样才具有工业生产应用的广适性。 
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