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摘 要: 分离筛选到一株产漆酶的竹黄菌,采用单因子相互比较法,研究了该菌株的最适发酵产酶

条件。确定了最适的碳源为 2 g / dL 可溶性淀粉、最适的氮源为 0 8 g/ dL 的酵母膏,以及最适铜离

子浓度为 2 4 mmo l/ L ,在自然 pH 5 0,装液量为 50 mL, 30 、200 r/ m in摇瓶振荡培养 64 h下,

产漆酶酶活水平达 120 000 U/ L ,比优化前提高近 17倍。该竹黄菌株与已报道的白腐真菌相比,

具有发酵周期短且产漆酶酶活较高的优点。

关键词: 竹黄菌; 漆酶;发酵

中图分类号: Q 55 文献标识码: A
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Abstract:A new laccase producing st rain, Shir aia bambusicola, was iso lated f rom the natural

screening . In this study , the opt imum nutrit io n and env ir onmental condit ions w ere investig ated

and listed as follow s: f soluble starch 2% , yeast ex tract 0 8% , and copper ion 2 4 mmol/ L, pH

5 0, liquid volume 50/ 250 mL, 30 , 200 r/ m in. With the opt imum condit ions, the act ivity o f

laccase w as achieved at 120 000 U / L after 64 h, w as higher 17 times than that of the control.

Compared w ith the repo rted w hite-r ot, Shiraia bambusicola has the advantages of shor t

fermentation period and higher laccase activity.
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漆酶( Laccase, EC 1. 10. 3. 2)是一种含铜的多 酚氧化酶 [ 1] , 该酶最早是在漆树的汁液中发现的,



故将其命名为漆酶; 此后在多种植物、真菌 [ 2]、少数

细菌和昆虫体内均有发现 [ 3]。

漆酶属于蓝-铜族氧化酶,其活性中心由 4个铜

原子组成,在氧化还原反应中起着决定作用。漆酶

的 型铜原子和氨基酸残基结合成为单核中心, 使

酶表现为明显的蓝色。另外, 它还包含 型和 型

铜原子,构成三核中心。 型铜原子作为初级电子

的接受者,参与分子内的电子传递, 把电子从底物

传递到其他铜原子上, 然后电子结合于三核位点。

该位点进一步把电子传递给结合活性中心的第二

底物氧分子,使之还原为水, 而铜的存在是形成复

合体所必需的
[ 4]
。它们催化的反应是利用分子氧,

产生的副产物只有水, 所以又称漆酶为 生态友善

酶 。

由于漆酶具有特殊的催化性能和宽泛的作用

底物,在生物制浆、生物漂白、以及有毒化合物的降

解等方面具有潜在应用价值,因而引起人们越来越

多的研究兴趣, 成为环境保护用酶研究的热点 [ 5]。

近年来, 人们对漆酶的研究越来越深入, 其应用的

泛围也越来越广泛。

尽管漆酶在自然界中广泛分布,但真正具有较

高漆酶产量的菌株并不多,分泌漆酶的真菌主要分

布于担子菌 ( Basid iomycotina )、多孔菌 ( P ol-

yporus)、子囊菌 ( A seomycot ina)、脉孢菌( N euros-

p ra)、柄孢壳菌 ( Podosp or a)和曲霉菌 ( Asp erg il-

lus)等属种, 其中最主要的是担子菌亚门的白腐真

菌,研究也较多
[ 6-8]
。但是大部分真菌发酵周期较

长,使得工业化生产具有一定的局限性。

本研究室前期分离筛选得到的一株竹黄菌 [ 9] ,

目前还未见关于竹黄菌产漆酶的相关报道。通过

对其产酶培养条件的初步探究, 我们发现培养基组

分对其产漆酶能力具有较大的影响,在优化后的培

养基组分下发酵,漆酶酶活由优化前的 7 000 U/ L

提高到 120 000 U / L ,提高了近 17 倍, 且发酵周期

短( 64 h) ,具有工业化生产的潜力。

1 材料与方法

1 1 菌种

竹黄菌种 ( S hir aia bambusicola ) : 作者所在实

验室保藏。

1 2 培养基

1 2 1 斜面 PDA 培养基 (组分 g/ L ) 马铃薯

200, 葡萄糖 10,琼脂 20; pH 值自然, 120 灭菌 20

min。

1 2 2 种子培养基 即为 PDA 液态培养基。

1 2 3 发酵培养基(组分 g / L ) 马铃薯 200,葡萄

糖 20; pH 值自然, 120 灭菌 20 m in。

1 3 方法

1 3 1 种子制备 将菌株接种到斜面 PDA 培养

基上, 30 恒温培养 5~ 7 d后, 观察试管壁上有黑

色孢子生成。取 10 mL 无菌水冲洗种子试管壁上

的孢子,取 1 mL 孢子菌悬液接种到种子培养基 50

mL( 250 mL 三角瓶) , 30 、200 r/ m in摇床恒温培

养 16 h。

1 3 2 液态发酵 取菌悬液接入液态发酵培养基

50 mL ( 250 mL 三角瓶) , 接种体积分数 10% , 30

、200 r/ m in 摇床恒温培养 64 h。培养条件的优

化按单因子顺次进行, 每次优化结果用于后续实

验。

1 3 3 粗酶液的制备 发酵液经 10 000 r/ min、4

离心 15 min,取得的上清液即为粗酶液, 适当稀

释后用于酶活测定。

1 4 漆酶酶活的测定

漆酶酶活测定以 DMP 为底物, 参考 Lit thauer

等人的测定方法稍做调整
[ 10]
。每 3 mL 反应体系

含: 0 1 mol/ L 柠檬酸-磷酸氢二钠缓冲液( pH 3 5)

2 4 mL, 0 01 mol/ L DMP 0 5 mL, 60 保温 10

min后加入 0 1 mL 酶液, 在 470 nm 处测吸光值。

以每分钟氧化 1 mo l DMP 所需要的酶量定义为 1

个酶活力单位( = 49 6 L/ ( mmo l cm) ,酶活以 U/

L 表示)。

1 5 生物量测定

发酵培养物经过滤脱水后, 用蒸馏水洗涤 2

次, 于干燥箱中 80 恒温干燥 48 h,用分析天平测

定菌丝体干重。

1 6 pH值测定

使用精密酸度计( SARTORIU S A G PB-10)测

定。

2 结果与讨论

2 1 优化前产漆酶情况

将培养 7 d的孢子接种至液态发酵培养基中,

200 r/ min、30 恒温培养,每 8 小时取样测定漆酶

活力,结果见图 1。菌株在液态发酵条件下,第 1天

之后开始慢慢产酶,同时观察到发酵液的颜色逐渐

变红,在第48小时漆酶酶活有很大的提高,第 64小

时漆酶活力达到最高,因此选择 64 h作为后续发酵

研究的培养时间。

2 2 碳源对产漆酶的影响

碳氮源的种类和浓度不仅是菌体生长的必要
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因素,而且对产酶也有重要的影响。分别用等质量

的乳糖、麦芽糖、果糖、可溶性淀粉、柠檬酸、甘露醇

和蔗糖替代基础液态发酵培养基中的葡萄糖, 30

、200 r / min摇床恒温培养64 h 后,测定不同碳源

对漆酶产量的影响, 结果见图 2。以可溶性淀粉促

进发酵产酶效果最好, 柠檬酸严重抑制了漆酶的产

生。因此确定可溶性淀粉为液态发酵产漆酶培养

基的碳源。

图 1 优化前产漆酶曲线

Fig. 1 Curves of the laccase production before optimiza-

tion

图 2 碳源对产漆酶的影响

Fig. 2 Eff ect of carbon sources on laccase production

2 3 可溶性淀粉质量浓度对产漆酶的影响

将发酵培养基中的可溶性淀粉分别调至不同

的浓度, 200 r/ min、30 恒温培养 64 h 后, 测定可

溶性淀粉质量浓度对产漆酶的影响, 结果见图 3。

在可溶性淀粉质量浓度达到20 g/ L 之前,漆酶活力

随着质量浓度的增加而升高,说明培养基中添加一

定量的可溶性淀粉有利于菌体生长,对漆酶的产生

有促进作用,但可溶性淀粉超过 20 g / L 时, 可溶性

淀粉溶解性能不佳, 漆酶活力则开始下降。所以,

确定产漆酶的最佳可溶性淀粉质量浓度为 20 g/ L。

图 3 可溶性淀粉浓度对产漆酶的影响

Fig. 3 Effect of concentration of soluble starch on lacca-

se production

2 4 氮源对产漆酶的影响

氮源主要用于构成菌体细胞物质(氨基酸、蛋

白质、核酸等)和含氮代谢物。分别用等摩尔量 ( 2

mmol)的豆粕,玉米浆, 酵母膏, 牛肉膏, 蛋白胨, 尿

素, 硝酸铵, 硫酸铵, 酒石酸铵, 氯化铵, L-天冬氨

酸, 硝酸钠作为氮源进行初步培养, 发现与有机氮

源相比,无机氮源均不利于菌体产酶,尤其是尿素,

硫酸铵和氯化铵明显抑制了酶的产生。然后从中

选取产漆酶较高的 6种氮源(豆粕,酵母膏,酒石酸

铵, 牛肉膏,硝酸铵,玉米浆)重新发酵培养,结果见

图 4。可以看出: 酵母膏的作用最为显著, 豆粕次

之。

图 4 氮源对产漆酶的影响

Fig. 4 Effect of nitrogen sources on laccase production

2 5 酵母膏质量浓度对产漆酶的影响

在液态发酵培养基中加入不同质量浓度的酵

母膏, 200 r/ min、30 恒温培养 64 h后,测定酵母

膏质量浓度对产漆酶的影响,结果见图 5。加入酵

母膏可以明显促进漆酶的产生, 当质量浓度为 10

g/ L 时, 漆酶酶活达到最高, 之后随着酵母膏质量浓

度的增大,培养基溶氧下降, 漆酶酶活开始降低, 说
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明酵母膏过量对漆酶的产生有一定的抑制作用。

图 5 酵母膏质量浓度对产漆酶的影响

Fig. 5 Eff ect of concentration of yeast extract on laccase

production

2 6 不同离子对产漆酶的影响

在液态发酵培养基中添加相同浓度的金属离

子, 200 r/ min、30 恒温培养 64 h 后,测定不同的

金属离子对产漆酶的影响, 结果见图 6。可以观察

到, Cu2+ 可显著促进漆酶的增加; A l3+ 、Fe2+ 、

Mg 2+ 、K + 、N a+ 也能微弱地促进漆酶的产生, 但促

进程度依次递减; Mn
2+
效果不明显; Zn

2+
具有明显

的抑制作用。

图 6 不同金属离子对产漆酶的影响

Fig. 6 Ef fect of metal ions on laccase production

2 7 Cu
2+ 浓度对产漆酶的影响

铜是生物体所必需的微量元素之一, 同时在基

因转录水平中作为辅助因子及调节物参与漆酶的

生物合成, 这在糙皮侧耳 ( P ostr eatus) , 毛栓菌

( T p ubescens)和密孔菌( P coccineus) 等菌株的

漆酶转录上已经得到印证 [ 11- 12]。因此,铜离子作为

漆酶合成中一种不可缺少的物质, 被认为是漆酶发

酵的有效诱导剂。

在本研究中,在液态发酵培养基中添加不同浓

度的 Cu2+ , 200 r/ min、30 恒温培养 64 h后,测定

铜离子浓度对产漆酶的影响, 结果见图 7。添加不

同浓度的 Cu2+ 对漆酶酶活有一定的影响, 不添加

Cu2+ 时漆酶酶活较低, 浓度为 2 4 mmol/ L 时漆酶

酶活达到最高,之后随着铜离子浓度的升高酶活开

始下降,可以看出高浓度的铜离子对漆酶的产生有

一定的抑制作用。

图 7 Cu2+ 浓度对产漆酶的影响

Fig. 7 Eff ect of concentration of copper ion on laccase

production

2 8 正交试验

采用 L9( 33)正交试验因素水平表进行正交试

验。根据实验设计表 1进行 9组实验, 正交试验结

果方差分析见表 2。

表 1 正交试验设计

Tab. 1 Analysis of the L9 ( 33) orthogonal array design

水平

因素

A 淀粉/

( g/ L )

B 酵母膏/

( g / L )

C Cu2+ /

( mmol/ L )

1 15 8 2 0

2 20 10 2 4

3 25 12 2 8

表 2 正交实验结果

Tab. 2 Result of the L9 ( 33) orthogonal array design

实验号/
因素

A B C
酶活/

( 104U/ L)

1 1 1 1 9 09

2 1 2 2 10 94

3 1 3 3 8 93

4 2 1 2 12 05

5 2 2 3 11 08

6 2 3 1 10 26

7 3 1 3 10 01

8 3 2 1 9 96

9 3 3 2 9 87

K 1 9 653 10 383 9 770

K 2 11 130 10 660 10 953

K 3 9 947 9 687 10 007

R 1 477 0 973 1 183
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设计 3 个因素, 3个水平, 9 组实验对发酵培养

基进一步优化。A 2B1C2 为最优水平组合, 即可溶

性淀粉质量浓度为 20 g/ L, 酵母膏质量浓度为 8 g/

L, Cu
2+
浓度为 2 4 mmol/ L。极差分析比较 RA >

RC> RB ,即可溶性淀粉质量浓度对产漆酶的影响最

大,其次为 Cu2+ 浓度,酵母膏质量浓度对其影响最

小。

2 9 优化条件下漆酶发酵动态

优化后的发酵培养基为:马铃薯 200 g / L ,可溶

性淀粉 20 g / L , 酵母膏 8 g / L , Cu2+ 2 4 mmol/ L ,

在自然 pH 5 0。装液量为 50 mL/ 250 mL, 30 、

200 r/ m in 摇瓶振荡培养 3 d。

优化后的产酶曲线见图 8。第 1 天菌体处于延

滞期,细胞处于适应环境状态, 菌体生长缓慢, 基本

不产漆酶, pH 值变化不大; 第 2天菌体的生长进入

对数生长期,第 32天菌体的干重开始明显增加, 说

明 32 ~ 40 h 是菌体的快速生长繁殖阶段, 此时 pH

值也快速增加到 6 5左右,随后 pH 值开始下降, 漆

酶酶活开始增加, 说明菌体开始进入产酶阶段。48

h以后细胞生长处于平稳期,漆酶酶活呈现指数增

长阶段, pH 值缓慢降低, 并呈现波动现象。第 64

小时产酶达到最大值, pH 在 5 5左右; 之后产酶开

始衰减,由于进入发酵的后期, 菌体自溶, pH 又开

始缓慢回升,影响了漆酶的产生以及漆酶的活性。

图 8 优化后的发酵产漆酶过程曲线

Fig. 8 Curves of the laccase production af ter optimization

和优化前的产酶曲线相比, 两者有着相同的走

势。1) 40~ 48 h 是菌体生长和发酵产酶的转折

点, 之前主要是菌体的生长和繁殖, 之后主要是发

酵产漆酶; 2) 都在 64 h达到产漆酶的最大值,发酵

周期短。

由图 8还可以看出, 菌体生长的最适 pH 值在

6 5左右;发酵产漆酶的最适 pH 值在 5 5左右, 可

以尝试在发酵过程中通过分阶段控制 pH 值和补料

的办法来进一步提高漆酶的产量。

3 结 语

人们对于漆酶的认识已有 100多年了, 随着研

究的不断深入, 对于漆酶的活性中心及其催化机

理
[ 13]
, 漆酶基因的克隆、异源表达, 以及漆酶的产业

化应用等方面都有了很好的了解, 但仍然存在着不

少问题。如菌株合成漆酶水平偏低、发酵周期长、

不适于工业化生产等。所以,近年来有关漆酶生产

方面的研究工作, 均围绕提高漆酶的产量而展开,

选育漆酶高产菌株和构建产漆酶的工程菌株已成

为研究热点。

与所报道的诸多产漆酶菌株相比, 本竹黄菌株

具有以下优点:产酶发酵培养基配方简单经济, 发

酵条件温和,且发酵周期短(发酵 64 h 左右漆酶活

力即可达到 120 000 U / L) ,符合工业化生产酶制剂

的要求,为进一步研究漆酶的性质以及其在工业上

的应用提供了一定的理论依据。
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