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摘 要：探索了不同的培养条件下毛云芝茵产漆酶的情况，发现该茵漆酶属于组成型漆酶，其酶活

力高，产酶周期短，酶的合成与茵体生长没有明显相关性；以漆酶的酶活为指标，采用正交试验设

计方法对毛云芝茵液体培养的摇瓶生长条件进行了优化研究。结果表明：优化培养基的组成(质

量分数)为麸皮3％，蛋白胨0．2％，牛肉膏o．3％，MgSO。·7H。O 0．05％，KH：PO。0．3％；TE

6％(体积分数)，VBl 20 mg／L；自来水，pH自然。该营养条件下的酶活为1 668 U／mL，约是优化

前培养基酶活的16倍，为工业化生产提供了一定的理论依据。
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Abstract：In this manuscript，the liquid culture conditions for laccase production by Coriolus

hirsutus were investigated．The fungi could constitutively produce laccase with high enzyme

activity during short fermentation time．There was no correlation between the laccase production

and mycelium growth．The submerged culture condition for laccase production by Coriolus

hirsutus was optimized by orthogonal test．The result showed that the optimal medium

composition was as follows：wheat bran 3％，peptone 0．2％，beef extract 0．3％，MgS04·7H20

0．05％，KH2P04 0．3％，TE 6％，VBI 20 mg／L，tap water，natural pH value．Enzyme activity

under the optimal culture conditions was 1668 U／mL which was 16 fold of that of the original

medium．
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漆酶是一种多酚氧化酶，在结构和功能上与属

铜蓝氧化酶家族中一小族的植物抗坏血酸氧化酶、

哺乳动物血浆铜蓝蛋白存在着许多相似之处Llj。

它最早是从漆树的分泌物中发现，随后人们发现一

些高等真菌也能分泌这种酶[1]。现在人们知道，漆

酶广泛存在于担子菌、半知菌和子囊菌中，但其中

最主要的生产者是担子菌中的白腐菌，也发现几种

昆虫、细菌及最近发现黄蜂的毒液均能分泌漆

酶[1]。漆酶是最简单的多铜氧化酶，一般含有4个

铜原子，分布于3个高度保守的不同结合位点，每

个铜原子在催化机制中都有很重要的作用[1]。该

酶具有广泛的底物专一性，不同漆酶之间的作用范

围也不尽相同，涉及的底物主要包括单酚，邻一苯二

酚，对一苯二酚，甲氧基酚，抗坏血酸，二胺化合物(如

苯二胺、多巴胺)等[2]。由于漆酶具有氧化与木质

素有关的酚类和非酚类化合物以及高度难降解环

境污染物的能力[3]，因此它们在生漆的干燥成膜和

毛发染色、纸浆生产中木质素的降解、废水处理、生

物传感器、酶法免疫分析、有机合成、土壤的修复、

食品工业等领域具有广泛的应用前景[4]。

由于漆酶在工业和生物技术领域具有广泛的

用途，因此有关漆酶的生产方面的研究正日益受到

人们的关注。国外对漆酶的发酵条件优化、分离纯

化、酶学性质，分子生物学以及应用等方面已经进

行了广泛而深入的研究，而且国外已经有工业漂白

用的商品漆酶出售[3]。但是长期以来，国内的研究

工作均围绕提高漆酶的产量而展开，采用的方法是

筛选及选育优良的菌种，探索最适宜的培养方式及

最佳生理培养条件，以使产漆酶菌株在工业中能得

到高效应用。在漆酶的分子生物学方面，尤其是漆

酶基因的克隆和异源表达方面，国内尚未见报

道[5]。因此，在漆酶基因的克隆和异源表达方面，

仍有许多工作要做[5]。

据国外文献报道，毛云芝菌是一种具有工业化

研究价值的产漆酶菌株，但是目前国内还未见有关

于该菌产酶情况的报道。为了更好地对毛云芝菌

产漆酶的情况进行了解，对该菌在不同培养条件下

的产酶规律进行了研究，并对其产酶发酵培养基进

行了优化，提高了其产酶能力。

1材料与方法

1．1菌株及培养方法

毛云芝菌：澳大利亚某研究室赠送，由作者所

在实验室保藏。

斜面菌种培养：将保存的菌种接种于斜面培养

基上，28℃恒温培养7～10 d，置于4℃冰箱中保存

备用。

液体种子培养：用灭菌竹签将每支PDA斜面

上的菌丝刮到含有玻璃珠的30 mL无菌水中，将其

打散，然后用无菌吸管取5 mL悬浮液，接入装有

100 mL种子培养基的250 mL的三角瓶中，150 r／

min，28℃振荡培养96 h。

液态发酵培养：将培养好的种子以10％接种量

(体积分数)接入到装有50 mL发酵培养基的250

mI。的三角瓶中，28℃，150 r／min振荡培养120 h

(测定产酶益线的实验除外)。每一培养条件至少

进行3个平行试验。

液体静止培养：将培养好的种子以10％接种量

接入到装有50 mL发酵培养基的250 mL的三角瓶

中，于28℃恒温培养箱中培养16 d。每一培养条

件至少进行3个平行试验。

1．2培养基

斜面种子培养基(质量分数)：土豆20％，葡萄

糖2％，酵母膏0．5％，MgSO。·7H：O 0．15％，

KH。PO。0．3％，VB。0．001％，琼脂2％。

液体种子培养基：斜面培养基配方中不加琼脂

即得。

基础产酶培养基嘲(质量分数)：葡萄糖2％，蛋

白胨0．2％，MgSO。·7H20 0．15％，KH2PO。

0．3％，CaCl2 0．001％，NaCl 0．01％，VBl 0．001％，

pH自然，自来水。

微量元素混合液[71(g／L)：氨基乙酸0．5，

MgS04·7H20 3，NaCl 1，FeS04·7H2 O 0．1，

CoS04 0．1，CaCl2·2H20 0．1，ZnS04·7H20 0．1，

CuS04·5H20 0．01，KAL(S04)2·12H20 0．01，

H3B()3 0．01，NazM004·2H20 0．01，MnS04·H20

0．1，用蒸馏水配制。

灭菌方法：121℃高压蒸汽灭菌20 min。

1．3酶液制备

取摇瓶发酵液50 mL经真空抽滤后，得到的清

液即为粗酶液。

1．4测定方法

还原糖的测定：DNS法[8]。

pH测定：用雷磁ZD-2型自动电位滴定仪检

测。

菌丝体生物量的测定：以菌丝体细胞干重

(DCW)表示，发酵液经真空抽滤后，将菌丝体于

60℃条件下干燥至恒重，称重。

漆酶活力测定方法[9]：3 mL反应总体积中，含

0．1 mL酶液，2．7 mL 0．1 mol／L的醋酸一醋酸钠缓
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冲液(pH 4．5)，加入0．2 mI。0．5 mmol／L的ABTS

(2，27一连氮一二(3一乙基苯并噻唑一6一磺酸))以启动反

应，25℃条件下，采用UV一1700型紫外可见分光光

度计测定ODtz‰下反应前3 rain内的吸光值变化。

酶的活力单位(U)定义为：在上述条件下(25℃，

pH 4．5)，1 mL酶液每分钟催化底物(ABTS)引起

吸光值增加0．001为一个酶活力单位。

1．5实验数据处理

采用软件DPS v3．01专业版进行计算分析。

2结果与讨论

2．1毛云芝菌在液体种子培养基中的生长曲线

以液体种子培养基对毛云芝菌进行培养，每Et

定时取3瓶样品，每瓶装有55 mI。发酵液，分析漆

酶活力、菌丝体生物量。结果如图1所示。

^
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培养时间，d

图1毛云芝菌在液体种子培养基中的生长曲线

Fig．1 Growth curve of Coriolus hirsutus in liquid seed

culture

可以看出，在该培养体系下，毛云芝菌生长状

况很好，培养1 d后菌丝体开始大量繁殖，进入指数

生长期，培养到第8天的时候进入稳定期，12 d后

菌丝体开始进入衰亡期。因此确定液体菌种培养

时间为4 d，此时菌体位于生长旺盛的指数生长期。

2．2毛云芝菌在不同培养条件下的产酶比较实验

在基础产酶培养基中，考察毛云芝菌在振荡培

养与静止培养条件下的产酶情况，实验结果如图2、

图3所示。

可以看出，振荡培养条件下的产酶情况与静态

培养条件下的产酶情况不同。在振荡培养情况下，

毛云芝菌在培养到第4天时，酶活达到最高水平为

582 U／mL，随着培养时间的延长其产酶水平迅速

降低，培养8 d后酶活降低的趋势逐渐变缓；而在静

止培养情况下，毛云芝菌在培养到第4天时达到的

酶活最高水平为231 U／mL，且随着培养时间的延

长，其酶活逐渐降低。在这两种培养情况下，培养

后期酶活的降低可能和该菌在该阶段发酵产生了

耄
藁
髓

+酶活／(U／mL)

培养时间／d

图2 毛云芝菌在振荡培养条件下的产酶历程

Fig．2 Laccase production course of Coriolus hirsutus in

shaking culture condition
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图4毛云芝菌在基础产酶培养基中的产酶历程

Fig．4 Laecase production course of Coriolus hirsutus in

basic culture medium

由图4可见，该菌在培养到第5天时，酶活力水

平最高，因此在以后的优化实验中均把第5天作为

发酵终点。从图4还可以看出，在整个培养过程

中，还原糖的含量、菌丝体干重以及酶活的变化趋

势与上述振荡培养实验中的变化趋势基本相似。

以后的优化，实验均在基础产酶培养基的基础上

进行。

2．4培养基的优化试验结果及其分析

将培养好的液体种子接入基础产酶培养基中，

接种量10％，每个250 mL的摇瓶装液量为50 mL，

依次优化碳源、氮源、碳氮质量比、矿质元素，每次

优化后的结果进行随后的条件优化实验。每一实

验重复3次。

2．4．1碳源对毛云芝茵产漆酶的影响 以蛋白胨

(0．2％)、MgS04·7H20(0．15％)、KH2PO。

(O．3％)、CaCl2(0．001％)、NaCI(O．01％)为基础培

养基，分别加入2％的葡萄糖、蔗糖、乳糖、麦芽糖、

可溶性淀粉、麸皮、桑叶粉、桑枝粉，其中麸皮、桑叶

粉、桑枝粉分别在沸水中煮沸40 min，过滤，取其水

解液，比较不同碳源对毛云芝菌产漆酶的影响。结

果见图5。

■酶活／(U／mL)

图5不同碳源对毛云芝菌产漆酶及其生物量的影响

Fig．5 Effects of different carbon sourc幅on laccase

production and biomass of Coriolus hirsutus

由图5可知，液体培养毛云芝菌对8种碳源的

利用能力依次为麸皮、桑叶粉、桑枝粉、麦芽糖、乳

糖、葡萄糖、蔗糖和可溶性淀粉，说明该菌利用天然

碳源的能力较强。且以麸皮做碳源时酶活最高，这

可能是因为麸皮不仅可以作为毛云芝菌的碳源物

质，而且还能为其生长提供其它生长因子。以可溶

性淀粉、蔗糖、葡萄糖等做碳源时，酶活很低。但其

菌丝体生物量却很高，说明该菌产酶与其菌丝体的

生长没有明显的正相关性。

2．4．2 氮源对毛云芝茵产漆酶的影响 以麸皮

(2％)、MgS04·7H20 (0．15％)、KH2PO。

(0．3％)、CaCI：(O．001％)、NaCI(0．01％)为基础培

养基，分别加入0．2％的酵母膏、蛋白胨、牛肉膏、花

生粉、黄豆粉、尿素、硫酸铵、硝酸铵、硝酸钾，比较

不同氮源对毛云芝菌产漆酶的影响。结果见图6。

一
∞
宕6000

祠5 000

H-4000
蛙
裁{3 000

植2000

：

| ]． 一]_ ]．一]．』。_]。I几．I]．一]．

如∞如∞如∞如∞如o

^1，8目

 万方数据



92 食品与 生 物技术 学报 第27卷

养基，以KH。PO。质量分数、MgSO。·7H：O质量分

数、微量元素溶液体积分数、VB。质量浓度，作为A、

B、C、D四个因素，按4因素4水平试验设计比较不

极差分析结果可以看出，矿质元素对毛云芝菌产漆

酶的影响由大到小的顺序是微量元素溶液、VB。、

KHz POt、MgSO。·7H。O，它们分别以体积分数

同矿质元素对毛云芝菌产漆酶的影响。由表2的 6％、20 mg／L，质量分数0．3％、0．05％为最优。

表1碳氮质量比对毛云芝菌产漆酶的影响正交试验结果

Tab．1 Orthogonal tests of the effect of C／N rations on the laccase production by Coriolus hirsutu$
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2．5优化培养基与原培养基的比较

将实验所得到的培养基的各组分的最佳条件

结合在一起配制成优化培养基(质量分数)：麸皮

3％，蛋白胨0．2 0A，牛肉膏0．3％，KH：PO。0．3％，

MgS04·7H2 O 0．05％，CaCl2 0．001％，NaCl

0．01％；微量元素溶液(体积分数)6％，VB，20 rag／

L，自来水，pH自然。与原培养基在同条件下培养，

比较优化培养基与原培养基酶活的高低。由表3

可知，培养基优化后的酶活约是优化前的16倍，酶

活达到1 686 U／mL。

表3优化培养基与原培养基的酶活比较

Tab．1 Comparison of enzyme activity of laccase produced by

Coriolus hirsutns cultured in original and optimized

mtmium
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