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　　农作物秸秆是一种来源广泛、成本低廉的饲料原料，但其
中难以降解的木质素降低了其作为饲料的饲喂价值。因此在

处理秸秆使其饲料化过程中，降解木质素成为了极为关键的

一点。白腐真菌是一种能够释放木质素和其他木质组分的降

解酶［１］。目前，关于白腐真菌所产生的木质素降解酶研究最

多的主要有锰过氧化物酶（ｍａｎｇａｎｅｄｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＭｎＰ）、木质
素过氧化物酶（ｌｉｇｎｉｎｐｅｒｏｘｉｄｓｅ，ＬｉＰ）和漆酶（ｌａｃｃａｓｅ）［２－３］３
种。漆酶是一类多酚氧化酶，产生于白腐菌的次生代谢阶段，

是木质素降解过程中的关键酶，难以获得较高的产量，这也是

限制漆酶广泛应用的主要原因。本研究选取对秸秆降解效果

较好的黄孢原毛平革菌（Ｐｈａｎｅｒｏｃｈａｅｔｅｃｈｒｙｓｏｓｐｏｒｉｕｍ），在５Ｌ
的机械搅拌式发酵罐中进行白腐真菌产漆酶试验，探究搅拌

转速、通气量、温度、ｐＨ值等主要因素对２种黄孢原毛平革菌
的产漆酶影响，为工业化生产以及农作物秸秆的有效利用提

供依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　试验菌株　黄孢原毛平革菌株由江苏农牧科技职业
学院微生物实验室保存。

１．１．２　试验培养基　ＰＤＡ培养基：马铃薯 ２００ｇ，葡萄糖
２０ｇ，琼脂２０ｇ，蒸馏水 １Ｌ，自然 ｐＨ值。液体发酵培养基
（１Ｌ）：去皮马铃薯２００ｇ，煮沸３０ｍｉｎ，纱布过滤，加入２０ｇ
蔗糖，融化后补水至１０００ｍＬ，自然ｐＨ值，加入１０ｇ葡萄糖，
１００ｍＬ分装２５０ｍＬ三角瓶，１２１℃间歇灭菌。
１．１．３　试验主要仪器和设备　高压灭菌器（上海博迅实业
有限公司，ＹＸＱ－ＬＳ－５０ＳⅡ）；生化培养箱（上海三发科学仪
器有限公司，ＳＨＰ－１６０）；数显恒温振荡器（上海梅香仪器有
限公司，ＴＨＺ－８２Ａ）；发酵罐（江苏省镇江东方生物工程设备
技术有限责任公司，ＧＢＪＴ－７Ｃ）；无油空气压缩机（ＺＷ－

００５／７－Ｘ）；储气罐（浙江省台州市富芳压缩机有限公司）。
１．２　试验方法
１．２．１　菌种活化　取４株斜面种子管分别接种于ＰＤＡ培养
基上，２８℃倒置培养５ｄ。
１．２．２　种子液制备　选取菌丝长势旺盛的平板，取菌苔前端
接种于液体种子培养基上，２８℃恒温摇床（１６０ｒ／ｍｉｎ）培养
３～５ｄ，至长出可见的白色菌丝球，即可作为种子液使用。
１．２．３　接种及发酵罐产酶培养　待液体培养基冷却后，在火
焰保护下打开接种口，将培养好的种子液按比例投放入发酵

罐内。按照试验设计条件，在发酵罐控制器触控板上设定搅

拌转速、通气量、温度、ｐＨ值等参数进行发酵培养。
１．２．４　漆酶活性的测定　每隔 ２４ｈ取培养液，纱布过滤，
４０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心得粗酶液［４］，用紫外可见分光光度计

测定酶活性［５］，观察各因素对漆酶分泌的影响。

１．２．５　多因素正交试验设计　在单因素试验的基础上，选取
其中对黄孢原毛平革菌发酵罐中产漆酶活性影响较大的因素

进行正交试验，分别测定不同因素水平组合条件下的酶活性，

进行多因素共同作用下的优化组合。

２　结果与分析

２．１　单因素试验结果
２．１．１　发酵罐转速对漆酶分泌的影响结果　其他条件不变，
测定发酵罐转速分别为２００、２５０、３００、３５０、４００ｒ／ｍｉｎ条件下
的漆酶活性，结果见表１。由表１可知，发酵罐中液体发酵过
程中，搅拌速度以３００ｒ／ｍｉｎ较适合黄孢原毛平革菌进行漆
酶的分泌，从发酵第１天起各因素间逐渐出现差异，第４天起
其产酶活性相对其他水平有显著升高，最高在发酵的第７天
出现，平均为９．７８３Ｕ／ｍＬ，并且较其他转速酶活性水平差异
显著。试验分析发现，发酵罐在转速过低时，发酵过程中搅拌

的剪切力较弱，导致菌丝体生长过度，菌液黏稠，影响发酵液

内小环境，氧分和营养物质分布不均，从而影响菌体细胞正常

的代谢分泌产酶；发酵罐转速过高时，发酵过程中产生的剪切

力过强，会影响菌丝体的生长，甚至导致菌丝体细胞的破裂，

不能正常进行酶的分泌，产酶水平下降，同时过高的搅拌转

速，对于设备的要求高，且对于能源有过多的消耗，生产过程
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表１　不同转速下漆酶分泌的变化

发酵罐转速

（ｒ／ｍｉｎ）
不同发酵时间下的漆酶活性（Ｕ／ｍＬ）

第１天 第２天 第３天 第４天 第５天 第６天 第７天 第８天
２００ １．２３０±０．０４７ｂｃ２．２８０±０．６５６ａｂ３．５６０±０．６２５ａ ４．９３０±０．０５０ａ ５．８１３±０．１０５ａ ６．３５０±０．７５５ａ ７．１３０±０．０５６ａ ５．９５３±０．１０６ａ
２５０ １．２５３±０．０６０ｂｃ２．３６０±０．０９５ｂｃ３．７３３±０．０８０ｂ ５．５２３±０．１０１ｃ ６．２２３±０．０９６ｂ ７．１６３±０．０７５ｃ ８．０６７±０．０７４ｄ ７．５４０±０．０８５ｄ
３００ １．３１７±０．４５１ｃ ２．８６３±０．７５１ｄ ４．２５７±０．１０８ｄ ６．１７７±０．０８１ｄ ８．３４３±０．７５１ｄ ９．６１３±０．０３８ｄ ９．７８３±０．０７０ｅ ８．６６７±０．０７５ｅ
３５０ １．１３３±０．０９１ｂ ２．１５０±０．０８０ａ ３．６８０±０．０９５ａｂ５．０４７±０．０６７ａ ６．１２０±０．１０５ｂ ６．５４３±０．１１７ｂ ７．８４０±０．０８０ｃ ７．０１３±０．０６５ｃ
４００ ０．９３７±０．７５１ａ ２．４５０±０．０７０ｃ ４．０３０±０．０５０ｃ ５．３４０±０．８８９ｂ ６．８４０±０．０９０ｃ ７．２６３±０．０８０ｃ ７．４４０±０．０７６ｂ ６．５００±０．１３９ｂ

　　注：同列数据后不同字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５），相同字母表示差异不显著（Ｐ＞０．０５）。下表同。

中成本过高，不利于规模化发酵工业生产。

２．１．２　通气量对发酵罐中漆酶分泌的影响结果　其他条件
不变，分别在通气量为３、４、５、６、７Ｌ／ｍｉｎ条件下进行发酵试
验，观察通气量对漆酶分泌的影响，结果见表２。从表２可以
看出，通气量相对转速对于产酶水平的影响略低，在发酵后第

４天开始不同通气量间大部分表现出显著差异，其中发酵后
第５、第６天在通气量为６、７Ｌ／ｍｉｎ时产酶水平差异不显著。
在通气量为５Ｌ／ｍｉｎ时，漆酶活性最高，第７天出现最高活性
９．１８０Ｕ／ｍＬ，远高于在其他条件下的漆酶活性。不同通气量

的产酶水平在前４ｄ差异均不明显，证明通气量对产酶水平
的影响小于转速对产酶水平的影响，其产酶的前低后高的特

点也符合白腐真菌生产漆酶的时间顺序。黄孢原毛平革菌发

酵过程是一个好氧发酵过程，因此当通气量过低时，会影响菌

丝体在前期的生长，从而影响后期的产酶水平；当通气量过高

时，会有大量泡沫产生，影响菌丝体后期安静产酶，同时通气

装置的连续高强度运转，增加了整个发酵过程的能耗，对设备

也提出了更高的要求，因此最适通气量为５Ｌ／ｍｉｎ，转换为通
气比为１．０ｖｖｍ。

表２　不同通气量漆酶分泌的变化

通气量

（Ｌ／ｍｉｎ）
不同发酵时间下的漆酶活性（Ｕ／ｍＬ）

第１天 第２天 第３天 第４天 第５天 第６天 第７天 第８天
３ １．０４３±０．０７８ａ ２．５５３±０．０９３ａ ４．１８７±０．０６７ａ ５．６７０±０．０７６ａ ６．８２３±０．０６１ａ ７．１９３±０．０６１ａ ７．５３３±０．０６０ａ ６．９６３±０．１１６ａ
４ １．１３３±０．０７５ａ ２．６７３±０．０８５ａｂ ４．２３０±０．０８０ａ ５．７５７±０．０６５ａｂ ７．０８７±０．０８６ｂ ７．９１７±０．０７５ｃ ８．６３７±０．０６７ｃ ８．０２７±０．０８５ｃ
５ １．４３７±０．０７１ｂ ２．９１０±０．０６１ｄ ４．５５０±０．０８０ｃ ６．０４７±０．０７０ｃ ７．６５０±０．０９８ｄ ８．３７０±０．０７２ｅ ９．１８０±０．０７６ｅ ８．６６７±０．１０５ｄ
６ １．３５７±０．０６５ｂ ２．７４３±０．０７０ｂｃ ４．５００±０．０８０ａｂ ５．８５７±０．０６５ｂ ７．３５３±０．０８０ｃ ８．０８７±０．０７５ｄ ８．８５０±０．０９５ｄ ７．６３０±０．０９５ｂ
７ １．３３７±０．１１２ｂ ２．８４７±０．０９０ｃｄ ４．４０３±０．１０１ｂｃ ５．８４３±０．０８５ｂ ７．３６３±０．１１７ｃ ７．５４３±０．０７５ｂ ８．０１７±０．０９５ｂ ６．９０６±０．７５１ａ

２．１．３　温度对发酵罐中漆酶分泌的影响结果　其他条件不
变，分别在温度为２６、２８、３０、３２、３４℃条件下进行发酵试验，
观察温度对漆酶分泌的影响，结果见表３。从表３可以看出，
与转速和通气量相比，温度对于产酶的影响相对较小，不同温

度下的产酶水平始终有不显著差异存在。当温度为２８℃时，
发酵的第 ７天漆酶活性达到最高，为 ８．８８０Ｕ／ｍＬ；其次为
３０℃，达到 ８．７７０Ｕ／ｍＬ；３４℃条件下产酶水平最低，为

７．６４０Ｕ／ｍＬ，说明２８℃为黄孢原毛平革菌的最适发酵温度。
但有研究报道，在南方地区夏季比较炎热，当设定发酵温度为

２８℃时，发酵设备须要供应冷水进行发酵液的降温处理，增
加生产成本，同时对设备也提出了更高的要求，因此在实际生

产过程中应从适合于大规模工业化生产水平的效率上综合

考虑。

表３　不同温度下漆酶分泌的变化

发酵温度

（℃）
不同发酵时间下的漆酶活性（Ｕ／ｍＬ）

第１天 第２天 第３天 第４天 第５天 第６天 第７天 第８天
２６ １．０３０±０．０７６ａ ２．６５３±０．１００ｃ ４．０４７±０．０７５ｂ ５．７１７±０．０８０ｃ ６．４７０±０．０７６ｂ ７．６４０±０．０６６ｂ ８．５１７±０．０７０ｃ ７．３３７±０．１０６ｂ
２８ １．２３７±０．０４９ｂｃ ２．８６７±０．０９３ｄ ４．２５３±０．０６７ｅ ５．９３０±０．０８５ｄ ６．７３０±０．０９５ｃ ７．８５３±０．１０１ｃ ８．８８０±０．０４６ｄ ８．０３７±０．０８３ｄ
３０ １．３１３±０．０７６ｃ ２．８６３±０．０７０ｄ ４．１８７±０．０６７ｄｅ ５．８８７±０．０８６ｄ ６．５５３±０．１１６ｂ ７．９１７±０．０８１ｃ ８．７７０±０．０５３ｃ ７．９８３±０．０７５ｄ
３２ １．１５０±０．１０５ａｂ ２．３５３±０．０８３ｂ ４．０７０±０．０８５ｂｃ ５．３９０±０．０６２ａｂ ６．４３３±０．０９７ｂ ７．６８０±０．１１５ｂ ８．０４０±０．１０５ｂ ７．３６３±０．０８７ｂ
３４ １．１１０±０．０９０ａｂ ２．１４０±０．０９５ａ ３．８４３±０．０６５ａ ５．０６０±０．０７０ａ ６．１６３±０．０７０ａ ７．１８７±０．０６５ａ ７．６４０±０．０６６ａ ６．９１３±０．０７５ａ

２．１．４　ｐＨ值对发酵罐中漆酶分泌的影响结果　其他条件不
变，分别在培养基初始ｐＨ值为４．０、４．５、５．０、５．５、６．０条件下
进行发酵试验，观察培养基ｐＨ值对漆酶分泌的影响，结果见
表４。表４表明，培养基的初始ｐＨ值对于漆酶的分泌影响并
不大，不同水平间产生的差距不明显。当培养基初始 ｐＨ值
为５．０时，黄孢原毛平革菌活性在发酵后第７天达到最高水
平，为９．２５３Ｕ／ｍＬ，较其他产酶水平差异显著，ｐＨ值过高或
过低均会使产酶水平降低。培养基ｐＨ值过小时，酸度过大，
菌体生长困难，影响产酶水平；当培养基的初始ｐＨ值为弱酸

性时，菌体生长不受影响。

２．１．５　接种量对发酵罐中漆酶分泌的影响　其他条件不变，
分别在接种量为５％、１０％、１５％、２０％、２５％条件下进行发酵
试验，观察黄孢原毛平革菌接种量对漆酶分泌的影响，结果见

表５。由表５得知，当接种量为１５％时，发酵后第７天产酶水
平达到了最高，为９．６５７Ｕ／ｍＬ，较其他产酶水平差异显著。
在发酵的第５天，各水平间开始出现相互的显著性差异。试
验分析发现，菌种接种量过低，不能充分利用培养基中的养

分，无法达到最高产酶水平；接种量过高，空间和营养的匮乏
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表４　不同ｐＨ值下漆酶分泌的变化

ｐＨ值
不同发酵时间下的漆酶活性（Ｕ／ｍＬ）

第１天 第２天 第３天 第４天 第５天 第６天 第７天 第８天
４．０ ０．８０７±０．０７５ａ２．１２７±０．０８５ｂ３．４５７±０．０６５ａ５．１３３±０．０７１ａ６．０１３±０．０７５ａ６．９４３±０．０７０ａ８．１３０±０．０８０ａ７．２８０±０．０６６ａ
４．５ １．０６７±０．０６０ｂ２．５３０±０．０８２ｃ４．０１７±０．０７０ｃ５．６４０±０．０６６ｂ６．４１７±０．０７５ｃ７．５１７±０．０７０ｃ８．３４３±０．０９６ｂ８．０３０±０．０７２ｂ
５．０ １．３４７±０．０７５ｃ２．７５０±０．０６６ｄ４．２７７±０．０６５ｄ５．９５７±０．０８０ｃ６．６８３±０．０７０ｄ８．０９０±０．０８０ｅ９．２５３±０．０９１ｄ８．４６０±０．０８０ｃ
５．５ １．２３７±０．０７０ｃ２．６５０±０．０７２ｃｄ４．１２０±０．０７６ｃ５．７５３±０．０７１ｂ６．５１７±０．０８０ｃ７．６７３±０．０８０ｄ８．８１３±０．０７５ｃ８．０３７±０．０７０ｂ
６．０ ０．９５３±０．０８０ｂ１．９８７±０．０６５ａ３．８４３±０．０６５ｂ５．２３７±０．０８７ａ６．２４０±０．１０５ｂ７．３０７±０．０３５ｂ８．０２７±０．０７６ａ７．３５７±０．０７０ａ

表５　不同接种量漆酶分泌的变化

接种量

（％）
不同发酵时间下的漆酶活性（Ｕ／ｍＬ）

第１天 第２天 第３天 第４天 第５天 第６天 第７天 第８天
５ １．０４０±０．０７６ａ２．１３０±０．０８５ａ３．６７０±０．０７６ａ５．０７３±０．０９３ａ６．２６７±０．０７１ａ６．８８７±０．０７５ａ８．８２７±０．０６７ｂ７．９８０±０．０５６ｂ
１０ １．３６０±０．０７０ｃ２．６４０±０．０７０ｂ４．１５０±０．０７２ｂ５．５５３±０．０７１ｂ６．６６０±０．０８２ｂ７．８２７±０．０８０ｂ９．１３０±０．０５７ｃ８．３４０±０．０７０ｃ
１５ １．５３３±０．０７１ｄ２．９５７±０．０７５ｃ４．５３３±０．０７１ｃ６．０３０±０．０９０ｃ７．１５７±０．０７０ｄ８．８４３±０．０６５ｅ９．６５７±０．０８３ｅ８．９７０±０．０６６ｅ
２０ １．２３７±０．０７０ｂｃ２．５８３±０．２３２ｂ４．２６３±０．０６１ｂ５．６６７±０．０７１ｂ６．８９０±０．０７６ｃ８．２２７±０．０６７ｄ９．３２７±０．０６７ｄ８．５３０±０．０６２ｄ
２５ １．１７３±０．０５５ｂ２．５３７±０．０８３ｂ４．２２７±０．０６７ｂ５．５２０±０．０６６ｂ６．７４０±０．０７０ｂ８．０３７±０．０７０ｃ８．６４３±０．０６１ａ７．５５０±０．０７６ａ

反而影响了菌丝体的生长，从而使产酶水平降低。

２．２　多因素正交试验结果
结合单因素影响的试验结果，选取搅拌转速、通气量、ｐＨ

值、接种量作为影响白腐真菌发酵罐中产漆酶活性的主要因

素，进行Ｌ９（３
４）正交试验，因素水平见表６，试验结果见表７。

表６　发酵罐中产漆酶活性优化条件Ｌ９（３４）正交试验因素水平

水平
因素

Ａ：转速（ｒ／ｍｉｎ）Ｂ：通气量（Ｌ／ｍｉｎ）Ｃ：ｐＨ值 Ｄ：接种量（％）
１ ２５０ ４ ４ １０
２ ３００ ５ ５ １５
３ ３５０ ６ ６ ２０

表７　发酵罐中产漆酶活性优化条件Ｌ９（３４）正交试验结果

水平
因素

Ａ：转速 Ｂ：通气量 Ｃ：ｐＨ值 Ｄ：接种量
漆酶活性

（Ｕ／ｍＬ）

１ １ １ １ １ １０．３６
２ １ ２ ２ ２ １２．５７
３ １ ３ ３ ３ １１．６９
４ ２ １ ２ ３ １２．６９
５ ２ ２ ３ １ １２．８９
６ ２ ３ １ ２ １３．６４
７ ３ １ ３ ２ １０．６７
８ ３ ２ １ ３ １１．２４
９ ３ ３ ２ １ １０．８１
ｋ１ １１．５４ １１．２４ １１．７５ １１．３５
ｋ２ １３．０７ １２．２３ １２．０２ １２．２９
ｋ３ １０．９１ １２．０５ １１．７５ １１．８７
Ｒ ２．１６ ０．９９ ０．２７ ０．９４

　　从表 ７可以看出，多因素正交优化试验最优组合为
Ａ２Ｂ２Ｃ２Ｄ２，即转速为 ３００ｒ／ｍｉｎ、通气量为 ５Ｌ／ｍｉｎ（通气比
１．０ｖｖｍ）、ｐＨ值为５、接种量为１５％，此结果与单因素结果相
符合。从极差分析来看，影响最大的因素为转速，其次为通气

量，ｐＨ值对产酶水平的影响相对最小，该结果符合单因素试
验结果。

３　讨论与结论

本研究通过单因素和多因素正交试验对黄孢原毛平革菌

在发酵罐中液体发酵生产漆酶的条件进行优化，综合考虑产

酶水平与大规模生产的实际条件和成本，得出黄孢原毛平革

菌最佳发酵生产漆酶条件：温度３０℃、转速３２０ｒ／ｍｉｎ、通气
量５Ｌ／ｍｉｎ（通气比１．０ｖｖｍ）、ｐＨ值５、接种量１５％。由试验
结果分析发现，发酵罐的旋转搅拌和通气改善了摇瓶发酵氧

气量少和菌液不均匀的缺点，使培养基得到充分的养分，白腐

真菌液体发酵前期主要是菌丝体生长，产酶水平较低，后期为

产酶时期，产酶水平上升且不同条件下差异显著。这与近年

来研究报道相符合，通过最优条件进行发酵罐发酵培养，最终

得到黄孢原毛平革菌最高产漆酶水平，为１４．８６Ｕ／ｍＬ，与前
期韦丽敏等摇瓶优化试验结果［６］相比提高３２．０％。

目前漆酶的产量及生产成本在实际生产中还不容乐观，

绝大多数都是在摇瓶中或规模很小的反应器中利用微生物生

产漆酶，难以大规模地生产，因此发酵罐试验条件的好坏决定

了规模生产的成败。
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