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摘 要：从作者所在实验室保存的3株白腐真茵中筛选到一株液态发酵产漆酶的密孔茵Pycnop—

OYUS sp．SYBC—L1，以漆酶活力为指标，采用正交试验法，优化了Pycnoporus sp．SYBC—L1分泌漆

酶的培养基：麸皮水煮液60 g／L，葡萄糖60 g／L，豆粕粉15 g／L，CuSO。·5HzO 1．0 mmol／L；培

养条件：初始pH 3．0，装液量50 mL／250 mL，30℃、200 r／rain培养13 d，漆酶活力达24．95 U／

mL，为优化前的36．16倍。
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Abstract：In this study，the nutritional and environmental conditions of a laccase produce strain，

Pycnoporus sp．SYBC—L1，were investigated and optimized though single factor experiments and

orthogonal experiments．The optimum conditions described as follows：wheat bran cooking

liquor 60 g／L，glucose 60 g／L，soybean powder 15 g／l。and CuS04·5H20 1．0 mmol／L，pH

3．0，temperature 30℃，and culture volumn 50 mL／250 mL，respectively．With those optimum

conditions，the laccase activity reached at 24．95 U／mL after 13 days culture．
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漆酶 (Laccase， p-diphenoloxidase， EC

1．10．3．2)是一种含铜的多酚氧化酶，能够催化多

酚、多氨基苯等物质的氧化，使之生成相应的苯醌

和水，是一组有广阔应用领域的酶类。漆酶最早发
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现于日本漆树中，此后研究发现，漆酶广泛分布于

多种植物、真菌以及少数昆虫和细菌中，但在自然

界中，主要生产者还是白腐真菌11]。

漆酶具有特殊的催化性能和广泛的作用底物，

因此，在木质素降解、纸浆漂白、染料废水脱色以及

环境污染物的降解等领域有着广阔的应用前景，成

为环境保护用酶研究的热点[2_4]。此外，漆酶在食

品方面的应用，也越来越多的引起研究者的兴趣。

有研究报道，利用漆酶特异降解木质素的性质，用

漆酶的生产菌株处理工农业废弃物，获得了一种功

能性食品添加剂——膳食纤维[5叫J。

漆酶可广泛应用于啤酒、饮料加工以及焙烤食

品中，如可用于提高啤酒和果汁等饮料的稳定性，

延长货架期；在面包加工方面，漆酶的使用可以增

加面包体积，改善面包结构和柔软性，同时提高面

团的机械强度和稳定性；此外，还可以处理食品工

业中的废水等。漆酶的使用可以提高食品生产的

质量和产量，但并不明显增加生产成本，也不会产

生有毒物质。可见，漆酶在食品工业中同样存在巨

大的应用潜力。

因此，筛选漆酶高产菌株是一项具有现实意义

的工作。白腐菌由于其分泌漆酶的能力强而引起

了广泛关注，因此国内外对漆酶的研究主要集中于

白腐真菌，如糙皮侧耳(Pleurotus ostreatus)、灵芝

(Ganoderma lucidum)、杂色云芝(Coriolus versico-

lor)、变色栓菌(Trametes versicolor)等都有关于漆

酶的报道[7_8]。作者从实验室现有的特色菌株中筛

选出一株具有较好漆酶分泌能力的菌株——密孑L

菌Pycnoporus sp．SYBC—L1，以Pycnoporus sp．

SYBE—L1为研究对象，着重研究了液态培养对漆酶

分泌的影响，以期为今后的研究和工业应用提供一

定的理论依据。

1材料与方法

1．1 菌种

密孔菌Pycnoporus sp．SYBC—L1，层孔菌

Phellinus sp．SYBC-L2，丝核菌Rhizoctonia sp．

SYBC—M3：作者所在实验室筛选并保藏。

1．2主要试剂

DMP(2，6-Dimethoxyphen01)、藜芦醇(veratryl

alcoh01)购自Sigma公司，麸皮和豆粕为市售，其他

试剂均为国产分析纯。

1．3培养基

筛选培养基：PDA培养基添加愈创木酚，终浓

度为0．5 mmol／L。

种子培养基：PDA培养基，不加琼脂，pH值自

然。

产酶基础培养基(g／dL)：葡萄糖2，酒石酸铵1，

KH2P04 0．2，MgS04·7H20 0．05，CaCl20．007 5，微

量元素7 mL／L，按文献[9]培养基配制。

1．4漆酶菌株的筛选

1．4．1 漆酶产生茵的初筛 取保存的3株菌，分

别挑取部分菌丝接种于PDA筛选平板，30℃培养，

观察菌落周围颜色的变化状况，根据菌落周围变色

圈大小及颜色深浅进行初筛。

1．4．2漆酶产生菌的复筛 种子培养24 h，按体

积分数2％的接种量接入50 mL／250 mL产酶基础

培养基，分别静置于培养箱或摇床(200 r／min)中培

养。

1．5漆酶分泌条件的优化

1．5．1碳氮源对漆酶分泌的影响 分别以不同的

碳源和氮源代替产酶基础培养基中的葡萄糖和酒

石酸铵，其它条件不变，30℃培养13 d后，测定漆

酶活力。

1．5．2铜离子浓度对漆酶分泌的影响 在产酶培

养基中分别添加不同浓度的CuSO。·5H：O(0～

3．5 mmol／L)，30℃培养13 d后，测定漆酶活力。

1．5．3 正交试验设计 采用L，。(45)，以碳源、氮

源、铜离子几个主要影响因素做正交试验，优化

Pycnoporus sp．SYBC—L1漆酶分泌的培养基。

1．5．4发酵条件对漆酶分泌的影响 在优化培养

基基础上，分别考察温度(25～35℃)、培养基初始

pH(2．0～6．O)和装液量(25～125 mL／250 mL)对

漆酶分泌的影响。

1．6酶活测定方法

1．6．1 漆酶酶活的测定(Lac) 按文献[10]方法

进行，以每分钟氧化1弘mol的DMP生成3，5，3 7，

5’一四甲氧基二苯醌(￡=49．6 L／(mmol·cm))所需

要的酶量定义为1个酶活力单位(U)。

1．6．2 锰过氧化物酶活的测定(MnP) 按文献

[11]方法稍加改进，一个酶活单位(U)定义为在30

℃条件下每分钟转化1 ftmol底物所需的酶量(￡=

11．59 L／(mmol·cm))。

1。6．3木质素过氧化物酶酶活的测定(LiP)按文

献[12]方法稍加改进，以每分钟氧化1 t．tmol藜芦醇生

成藜芦醛所需的酶量定义为1个酶活力单位(U)。

1．7还原糖质量分数测定

采用3，5-_二--硝基水杨酸比色法[13]。

1．8生物量测定

以菌丝体细胞干重表示n引，发酵液经过离心、
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洗涤后收集菌体，置110℃烘箱，烘至恒重。

2结果与讨论

2．1漆酶产生菌的筛选

2．1．1 漆酶产生菌的初筛 所选3株白腐菌经愈

创木酚平板显色，结果见图l。Pycnoporus sp．

SYBC—L1和Phellinus sp．SYBC—L2菌落四周及

底部均有红色变色圈产生，而Rhizoctonia sp．

SYBC—M3没有变色，可以初步判断前两株菌在生

长过程中分泌了胞外漆酶，使得培养基内漆酶的特

征底物被氧化分解，从而产生显色的氧化产物。

2．1．2漆酶产生茵的复筛 为进一步验证Pycno-

poruS sp．SYBC—L1和Phellinus sp．SYBC-L2两

株菌产漆酶的能力，对其进行了复筛培养，采用静

置和摇床两种发酵方式培养，产酶情况见表1。

Pycnoporus sp．S YBC-L I Phellinus sp．SYBC·L2 Rhizoctonia sp．SYBC—M3

图1愈创木酚筛选平板图

Fig．1 Primary screening picture of guaiacoi as indicator

表1培养方式对漆酶分泌的影响

Tab．1 Effect of culture mode on laccase production

注：平均数4-_S．D，n=3

由表1可知，这两株菌分泌漆酶的方式是不同

的，Pycnoporus sp．SYBC—L1为好氧菌，摇床培养

时漆酶的分泌明显高于静置状态，静置培养时，Py—

cnoporus sp．SYBC—L1在培养基表面形成一层菌

膜，妨碍了氧气的传递，致使漆酶的产量很低。而

Phellinus sp．SYBC-L2则相反，摇床培养过程中

没有漆酶的分泌。

培养方式对漆酶的分泌有一定影响，与静置培

养相比，摇床培养能够提高培养基的溶氧量，更适

于菌体的快速生长和漆酶的分泌，作者确定以密孑L

菌Pycnoporus sp．SYBC—L1作为研究菌株。

2．2 Pycnoporus sp．SYBC-LI的生长曲线和产酶

曲线

采用产酶基础培养基，测定菌丝体生物量、还

原糖质量浓度以及3种木质素降解酶的活力随培

养时间的变化，见图2。

图2显示，Pycnoporus sp．SYBC-L1培养至第

5天，发酵液中的还原糖开始迅速下降，至第9天大

约下降至原来的1／3，此时生物量达到最高，可见菌

体的生长伴随着培养基的消耗。之后，随着培养时

间的延长，还原糖质量浓度和生物量均开始缓慢下

降。

对木质素降解酶分泌的研究发现，Pycnoporus

sp．SYBC—L1在生长过程中只分泌漆酶，而没有锰

过氧化物酶和木质素过氧化物酶的产生，酶系比较

单一，这有利于后续的纯化操作。由图2可知，培

养到第9天出现一个小的漆酶活力峰，第13天达到

峰值，随着时间的延长，漆酶活力逐渐下降。这两

个酶活峰可能是漆酶的两个同功酶，它们在分泌时

间和分泌量上存在很大差异。由产酶曲线可得

Pycnoporus sp．SYBC—I。1的发酵周期应控制在13

d左右。
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2．3碳源对Pycnoporus sp．SYBC—L1漆酶分泌的

影响

2．3．1碳源种类对漆酶分泌的影响 在以酒石酸

铵为氮源的产酶基础培养基中添加2 g／dL的不同

碳源，结果见表2。

从表2可以看出，碳源对Pycnoporus sp．
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SYBC—L1漆酶分泌的影响比较显著。在以麸皮水

煮液为碳源时产酶最高，其次为麸皮和滤纸；单独

以小分子糖类为碳源时菌体生长良好，但产酶较

低；而以稻草、米糠、锯末为碳源时由于营养成分缺

乏，菌体生长不良，产酶较低。
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图2 Pycnoporus sp．SYBC--L1生长曲线和产酶曲线

Fig．2 Growth and laccase production curv幅of Pycnoporus sp．SYBC。L1

表2碳源对Pycnoporus sp．SYBC—L1漆酶分泌的影响

Tab．2 Effect of carbon source on laccase production of Pyc—

noporus sp．SYBC-L1

碳源 相对酶活／％

葡萄糖

蔗糖

果糖

可溶性淀粉

麸皮

麸皮水煮液

滤纸

稻草

米糠

锯末

26．08

21．62

15．35

31．76

94．34

100

86．36

27．14

3．95

0

2．3．2大分子碳源与小分子碳源的协同作用对漆

酶分泌的影响

为进一步筛选有利于Pycnoporus sp．SYBC-

L1漆酶分泌的碳源，进一步考察了大分子和小分子

复合碳源对漆酶分泌的影响。图3表明，麸皮水煮

液和葡萄糖按质量比1：1配合组成复合碳源时有

利于产酶，且比单独以麸皮水煮液或葡萄糖为碳源
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疑
删
10越
糖
隧

5艘

O

时活力高。

作者选用麸皮水煮液和葡萄糖的复合碳源作为

Pycnoporus sp．SYBC-L1分泌漆酶的最佳碳源。
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麸皮液：葡萄糖(质量比)

图3麸皮水煮液和葡萄糖质量比对漆酶分泌的影响

Fig．3 Effect of the ratio of wheat bran water boiling

liquid and glucose on laccase production

2．4氦源对Pycnoporus sp．SYBC—LI漆酶分泌的

影响

2．4．1 氮源种类对漆酶分泌的影响 在以葡萄糖

为碳源的产酶基础培养基中，添加1 g／dL的不同氮

源，结果见表3。

表3表明，在Pycnoporus sp．SYBC—L1漆酶

分泌时有机氮源明显高于无机氮源，其中以豆粕为

氮源时的产酶最高，其次为酵母膏、牛肉膏、蛋白
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胨；与有机氮源相比，无机氮源都不利于菌体产酶。

因此，作者选用豆粕作为漆酶分泌的最佳氮源。

表3氮源对Pycnoporus sp．SYBC-LI漆酶分泌的影响

Tab．3 Effect of nitrogen source on laccase production of Py。

enoporus sp．SYBC-LI

氮源 相对酶活／％

牛肉膏

蛋白胨

酵母膏

豆粕

酒石酸铵

氯化铵

硫酸铵

磷酸二氢铵

56．32

43．84

73．10

100

1．65

14．15

15．75

17．96

2．4．2豆粕粒度对漆酶分泌的影响 豆粕的粒度

大小对漆酶的分泌也存在一定的影响，分别以10、

20、30、40、50目筛子对豆粕进行粒度分级，然后以

不同粒度的豆粕为氮源进行发酵，见图4。

摹

R
!ig
茁
霹

图4豆粕粒度对漆酶分泌的影响

Fig．4 Effect of soybean powder size OR laccase prodnc—

tion

图4显示，豆粕粒度越小，越利于菌体利用，漆

酶产量也越高。因此作者以粉状豆粕作为Pycno—

porus sp．SYBC—L1分泌漆酶的最佳氮源。

2．S铜离子浓度对Pycnoporus sp．SYBC—L1漆酶

分泌的影响

漆酶作为一种含铜的多酚氧化酶，它的活性位

点主要由4个3种不同类型的铜离子组成，因此铜

离子是漆酶分泌的一个重要影响因素[1 5|。在液体

培养基中添加硫酸铜使Cu2十终浓度分别为O～3．5

mmol／L，考察Cu2+对Pycnoporus sp．SYBC-L1

分泌漆酶的影响，结果见图5。

图5说明，Cu2十的存在对Pycnoporus sp．

SYBC—L1漆酶的合成具有一定促进作用，但浓度过

高反而对菌体具有一定的毒害作用，从而不利于产

酶。图5显示，Cu2+浓度处于0．5～2．0 mmol／L

时利于漆酶的分泌，其中以1．5 mmol／L时的活力

最高，是不添加的3．46倍。

更

R
烘
靛
翼

图5铜离子浓度对漆酶分泌的影响

Fig．5 Effect of copper concentration on laccase produc—

tion

2．6正交试验

通过正交实验进一步研究发酵培养基的最优

组合，采用L。。(45)正交表，以麸皮水煮液、葡萄糖、

豆粕粉和铜离子作为研究因素，试验结果与分析见

表4。

表4 L“(45)正交试验结果与分析

Tab．4 Result and analysis of Ll‘(45)orthogonal design

试验号
A麸皮水煮液／

(g／dL)

B葡镯谯f

(g／dI。)

C豆粕粉／

(g／dI。)

D铜离子浓度／

(retool／L)

漆酶活力／

(U／mL)

1(4．5)

1

1

1

2(5．5)

2

’

1(5．0)

2(4．5)

3(6．0)

4(5．5)

1

2

3

1(2．5)

2(2．O)

3(1．5)

4(3．O)

2

1

4

1(1．0)

2(1．5)

3(0．5)

4(2．O)

3

4

1

19．52±0．61

0．10士0．02

12．98±0．94

5．08±0．58

1．76±0．18

5．35土0．57

7．55±0．66

1

2

3。4

5

6

7
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8

9

10

11

12

13

14

15

16

均值1

均值2

均值3

均值4

极差R

2

3(6．0)

3

3

3

4(5．0)

4

4

4

9．422

8．345

17．525

15．730

9．180

4

1

2

3

4

1

9

3

4

11．942

8．675

15．460

14．945

6．785

3

3

4

1

2

4

3

2

1

14．658

11．345

14．835

10．185

4．650

9

4

3

2

1

2

1

4

3

16．043

13．140

10．720

11．120

5．323

18．72±0．87

12．94±0．52

14．56士0．89

20．19±1．28

22．41士1．94

13．55士0．81

14．69士0．64

21．11士0．28

13．57士O．91

注：mean±S．D，n一3

由表4的极差分析结果可见，碳源对漆酶分泌

的影响最大，氮源最小。各因素的影响程度为：A>

B>D>C，培养基的最佳配方为A。B。C。D。，即麸皮

水煮液60 g／L，葡萄糖60 g／L，豆粕粉15 g／L，

CuSO。·5H：O 1．0 mmol／L。可见该菌在高碳低

氮条件下培养有利于产酶，与文献[16]的结果一

致。

2．7优化培养基与基础培养基的比较

通过正交试验得到培养基的最佳组合为A。B。

C。D，，但这个组合是正交试验中没有的，需要进一

步验证。表5结果表明，采用优化的培养基发酵，

漆酶活力比试验号12活力高，因此确定培养基的

最佳配方为A；B。C3D。。

以麸皮水煮液60 g／L，葡萄糖60 g／L，豆粕粉

15 g／L，CuSO。·5H2 O 1．0 mmol／L最佳组合进

行发酵试验，并与优化前的培养基进行比较，结果

见表5。由表5可知，培养基优化后的酶活力达到

(23．42±1．89)U／mL，为优化前的33．94倍。

表5优化培养基与基础培养基比较

Tab．5 Comparison of optimal medium and basal medium

项目 酶活力／(U／mL)

正交试验号12

培养基优化前

培养基优化后

21．92±1．63

0．69±0．06

23．42±1．89

注：mean士S．D，n=3

2．8培养温度对Pycnoporus sp．SYBC-L1漆酶分

泌的影响

采用上述优化培养基，在不同温度下发酵Pyc—

noporus sp．SYBC—L1。图6表明，最佳培养温度为

30℃，35℃次之，比文献报道的最适温度25℃或

28℃略高。图6显示，温度低于28℃或大于35℃

漆酶分泌量降低，25℃培养时相对活力只有

22．65％，可见培养温度过高或过低都会影响漆酶

的分泌。

摹

R
妲
霞
罂

图6培养温度对漆酶分泌的影响

Fig．6 Effect of temperature 011 laccase production

2．9初始pH值对Pycnoporus sp．SYBC—L1漆酶

分泌的影响

培养基的初始pH值直接影响菌株的生长和代

谢活动，一般白腐菌在酸性条件下生长较好且有较

高的漆酶分泌能力【l川，因此作者调整培养基的初始
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pH值为2．0～6．0，考察其对Pycnoporus sp．

SYBC—I。1产酶的影响，结果见图7。

摹

穴
烬
靛
罂

图7培养基pH值对漆酶分泌的影响

Fig．7 Effect of pH value ON laccase production

图7显示，pH值为3．0时产酶最好，可见偏酸

条件利于Pycnoporus sp．SYBC—I。1漆酶的分泌。

当pH值小于3．0或大于4．5时，酶活下降，可能是

由于初始pH值的变化使菌体生长受到了影响，从

而影响到漆酶的分泌。

2．10 装液量对Pycnoporus sp．SYBC—L1漆酶分

泌的影响

装液量是发酵液溶氧的一个间接指标。在30

℃，200 r／min培养条件下，采用不同的装液量，250

mL三角瓶中分别装25、50、75、100、125 mL优化

培养基，结果见图8。

更

R
烬
霞
罂

图8装液量对漆酶分泌的影响

Fig．8 Effect of medial volume on laccase production

由图8可知，50 mL／250 mL的摇瓶装液量最佳。

装液量为25 mL／250 mL时，相对活力为61．29％；

而75 mL／250 mL的装液量，其相对活力仅为

22．73％。装液量过高或过低均不利于Pycnoporus

sp．SYBC—L1分泌漆酶，说明该菌株在漆酶合成中

需要一定量的氧，但过高的溶氧对产酶反而不利。

因此，确定50 mL／250 mL三角瓶装液量为漆酶分

泌的最适条件。

Pycnoporus sp．SYBC—L1在最佳培养基(麸皮

水煮液60 g／L，葡萄糖60 g／L，豆粕粉15 g／L，Cu-

SO。·5H。O 1．0 mmol／L)及最佳培养条件(培养

温度30℃，初始pH 3．0，装液量为50 mL／250

mL)下，200 r／rain培养13 d，漆酶活力可达24．95

U／ml。，为优化前的36．16倍。

3 结 语

从实验室保存的3株特色菌株中筛选到一株

产漆酶的密孔菌Pycnoporus sp．SYBC—L1，该菌株

适于摇床培养，且在生长过程中仅分泌漆酶，而不

产生木质素降解的其它两类酶(MnP和LiP)。在

培养初期，Pycnoporus sp．SYBC—L1以菌体生长为

主，并未大量分泌漆酶。从第5天开始还原糖下降

比较明显，至第9天降至原来的1／3，此时菌体生物

量达到最高，并且开始大量分泌漆酶，于第13天达

到产酶高峰。

Pycnoporus sp．SYBC—L1分泌漆酶的最佳培

养基为：麸皮水煮液60 g／L，葡萄糖60 g／L，豆粕

粉15 g／L，CuSO。·5H20 1．0 mmol／L，该菌在高

碳低氮的条件下培养产酶较高；最佳培养条件为：

培养温度30℃，初始pH值3．0，250 mL三角瓶装

50 mL培养基，于200 r／min振荡培养13 d，漆酶活

力达到24．95 U／mI。，为优化前的36．16倍。

Pycnoporus sp．SYBC-L1漆酶发酵所用的碳

氮源均为工农业废弃物，来源广泛且价格低廉，工

业生产时可以大大节约成本，因此利用该菌株发酵

漆酶具有很大的应用前景。
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