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大球盖菇液体发酵产漆酶条件的优化
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　　摘要：拟探讨培养条件对大球盖菇液体发酵产漆酶的影响，为大球盖菇漆酶的应用提供理论依据和技术指导。以
ＡＢＴＳ［２，２－连氮基－双－（３－乙基苯并二氢噻唑啉－６－磺酸）］为底物，用分光光度法测定漆酶活性。采用单因素
试验研究培养条件对漆酶活性的影响，采用正交试验对各影响因素进行优化。结果表明，大球盖菇液体发酵产漆酶的

培养基最佳配方为２５ｇ／Ｌ可溶性淀粉、２．５ｇ／Ｌ蛋白胨、１．５ｇ／ＬＭｇＳＯ４，其中可溶性淀粉和蛋白胨用量为显著影响因

素。最佳发酵条件为ｐＨ值５．５、２５０ｍＬ三角瓶装液量６０ｍＬ、接种量５％、温度２８℃、转速１４０ｒ／ｍｉｎ。在最佳发酵条
件下，发酵培养７ｄ后酶活性可达１８．１０３Ｕ／ｍＬ。由结果可知，大球盖菇在发酵条件优化后具有较高的产漆酶能力。
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　　漆酶（ｌａｃｃａｓｅ，ＥＣ１．１０．３．２）是一类含铜的多酚氧化酶，
属于蓝色多铜氧化酶家族［１］。该酶具有特殊的催化性能和

广泛的作用底物，能够降解酚类、芳胺类、羧酸、金属有机化合

物等底物，生成醌类化合物、羰基化合物和水［２］，在生物制

浆［３－４］、生物漂白［５－６］、降解毒素［７－８］、食用菌栽培［９－１０］、食品

加工［１１－１２］等方面具有广泛的研究价值和应用潜力，目前已成

为食品科学、生物学、化学、环境科学等领域的研究热点。

漆酶已被证实广泛地分布于多种植物和真菌中，在少数

细菌及昆虫体内也发现有漆酶［１３－１４］。分泌漆酶的真菌主要

集中于担子菌、子囊菌及半知菌等高等真菌。近年来，来源于

食用菌的漆酶倍受关注，已有几十种漆酶从不同食用菌中被

分离纯化出来，如灰树花［１５－１６］、黑木耳［１７－１８］、白灵菇［１９－２０］、

云芝［２１－２２］、平菇［２３－２４］等。

大球盖菇（Ｓｔｒｏｐｈａｒｉａｒｕｇｏｓｏａｎｎｕｌａｔａ）别称皱环球盖菇、
皱球盖菇、酒红色球盖菇，属于担子菌门层菌纲伞菌目球盖菇

科球盖菇属［２５］。大球盖菇含有对人体健康有益的蛋白质、糖

类、矿物质、维生素等物质，氨基酸种类达１７种，人体必需氨
基酸齐全，作为一种无污染的安全食品，不仅是国际菇类交易

市场的十大菇类之一，也是联合国粮食及农业组织向发展中

国家推荐栽培的珍稀食用菌之一［２５］。

大球盖菇由于菌种引进较晚，国内的研究也较少，已有研

究主要集中在其生物学特性及人工栽培方面，对于其重要生

理活性物质的液体培养条件的研究较少。王红等研究发现，

大球盖菇在液体培养条件下漆酶生产的最适 ｐＨ值为
３．８［２６－２７］；许峰等以胞外多糖含量为指标，对大球盖菇产胞外
多糖液体培养基组成和发酵条件进行了优化［２８］；庞振凌等研

究了大球盖菇多糖发酵过程中碳源、氮源、ｐＨ值对多糖积累
的影响［２９］。本研究对大球盖菇漆酶的液体发酵条件进行了

初步探索，旨在为其进一步研究和开发利用提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　菌株　大球盖菇 Ｓｒ－０１菌株，由天津市林业果树研
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究所食用菌研究室保藏。

１．１．２　培养基　固体培养基配方：２００ｇ／Ｌ马铃薯、２０ｇ／Ｌ葡
萄糖、１５ｇ／Ｌ琼脂、ｐＨ值自然。液体培养基配方：２０ｇ／Ｌ葡萄
糖、３ｇ／Ｌ蛋白胨、１ｇ／ＬＭｇＳＯ４、２ｇ／ＬＫＨ２ＰＯ４，ｐＨ值为５．０。
１．１．３　试剂　ＡＢＴＳ［２，２－连氮基－双－（３－乙基苯并二氢
噻唑啉－６－磺酸），美国 Ｓｉｇｍａ公司生产］；其他试剂均为国
产分析纯。

１．１．４　仪器与设备　电子天平（ＢＳ２２４Ｓ型，北京赛多利斯仪
器系统有限公司生产）；酸度计（ＰＨＳ－３Ｃ型，上海精密科学
仪器有限公司生产）；卧式恒温摇床（ＨＮＹ－２１１Ｃ型，天津欧
诺仪器股份有限公司生产）；紫外 －可见分光光度计（ＴＵ－
１８１０型，北京普析通用仪器有限责任公司生产）；高速冷冻离
心机（ＧＬ－２０Ｃ型，上海安亭科学仪器厂生产）；电热恒温水
浴锅（ＤＫ－３２０Ｓ型，上海精宏实验设备有限公司生产）；恒温
培养箱（ＧＨＰ－９２７０型，上海一恒科技有限公司生产）。
１．２　试验方法
１．２．１　培养方法　菌株活化：将供试菌株从试管保藏斜面上
转接种于固体平板上，置于恒温培养箱中，于２８℃培养至菌
丝长满平板。

种子培养：取活化好的菌株，用打孔器切取直径为１ｃｍ
的菌饼，取３片，接入装有５０ｍＬ液体培养基的２５０ｍＬ三角
瓶中，置于恒温摇床中，于 ２８℃、１５０ｒ／ｍｉｎ振荡培养
５ｄ［３０－３１］。

发酵培养：将种子液按５％接种量接入装有５０ｍＬ液体
培养基的 ２５０ｍＬ三角瓶中，置于恒温摇床中，于 ２８℃、
１５０ｒ／ｍｉｎ条件下培养１０ｄ。发酵液经纱布过滤，于４℃条件
下１００００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，取上清，即为粗酶液。
１．２．２　酶活性的测定　采用 ＡＢＴＳ法测定酶活性［２，３２］。

２ｍＬ反应体系含１．９ｍＬ０．５ｍｍｏｌ／ＬＡＢＴＳ溶液（ｐＨ值为
５．０，用０．１ｍｍｏｌ／ＬＨＡｃ－ＮａＡｃ缓冲液配制）、０．１ｍＬ粗酶
液，以去离子水作为空白对照，于３０℃反应５ｍｉｎ，在４２０ｎｍ
处测定吸光度。１个酶活性单位（Ｕ）定义为 １ｍｉｎ内氧化
１μｍｏｌ／Ｌ底物ＡＢＴＳ所需的酶量。
１．２．３　培养基优化试验　碳源筛选试验：分别以２０ｇ／Ｌ果
糖、可溶性淀粉、麦芽糖、葡萄糖、乳糖、玉米淀粉、蔗糖为碳

源，以３ｇ／Ｌ蛋白胨为氮源，按照“１．２．１”节中的方法培养
７ｄ，研究不同碳源对漆酶活性的影响。

氮源筛选试验：分别以３ｇ／Ｌ豆饼粉、蛋白胨、酵母膏、牛
肉膏、氯化铵、硝酸铵、硝酸钠为氮源，以２５ｇ／Ｌ可溶性淀粉
为碳源，按照“１．２．１”节中的方法培养７ｄ，研究不同氮源对
漆酶活性的影响。

无机盐筛选试验：以 ２５ｇ／Ｌ可溶性淀粉为碳源，以
２．５ｇ／Ｌ蛋白胨为氮源，分别以１ｇ／ＬＮａＣｌ、ＫＨ２ＰＯ４、ＭｇＳＯ４、
ＣａＣｌ２、ＭｎＳＯ４、ＦｅＳＯ４、ＣｕＣｌ２、ＺｎＣｌ２为无机盐，按照“１．２．１”节
中的方法培养７ｄ，研究不同无机盐对漆酶活性的影响。
１．２．４　正交试验　根据培养基优化试验结果，选择可溶性淀
粉、蛋白胨、ＭｇＳＯ４为影响因素，以漆酶活性为评价指标，采用

无交互作用的Ｌ９（４
３）正交试验设计，研究各因素对漆酶活性

的影响，每组试验重复３次，结果取平均值。试验因素及水平
见表１。

表１　正交试验因素水平

水平

因素

Ａ：可溶性淀粉浓度
（ｇ／Ｌ）

Ｂ：蛋白胨浓度
（ｇ／Ｌ）

Ｃ：ＭｇＳＯ４浓度
（ｇ／Ｌ）

１ ２０ ２．０ １．０
２ ２５ ２．５ １．５
３ ３０ ３．０ ２．０

１．２．５　培养条件优化试验　（１）ｐＨ值的影响：将优化后的
液体培养基ｐＨ值分别调至２．０～８．０，按照“１．２．１”节的培养
方法，在接种量为５％、２５０ｍＬ三角瓶装液量为５０ｍＬ的条件
下，于２８℃、１５０ｒ／ｍｉｎ培养７ｄ，研究不同 ｐＨ值对漆酶活性
的影响。（２）装液量的影响：在 ２５０ｍＬ三角瓶中分别装入
２０～１００ｍＬ优化后的液体培养基，按照“１．２．１”节的培养方
法，在 ｐＨ值为 ５．５、接种量为 ５％的条件下，于 ２８℃、
１５０ｒ／ｍｉｎ培养７ｄ，研究不同装液量对漆酶活性的影响。
（３）接种量的影响：按照“１．２．１”节的培养方法，在 ｐＨ值为
５．５、２５０ｍＬ三角瓶装液量为６０ｍＬ的条件下，分别以２％ ～
１０％的接种量接种，于２８℃、１５０ｒ／ｍｉｎ培养７ｄ，研究不同接
种量对漆酶活性的影响。（４）温度的影响：按照“１．２．１”节的
培养方法，在ｐＨ值为５．５、２５０ｍＬ三角瓶装液量为６０ｍＬ、接
种量为５％的条件下，分别在２０～４０℃、１５０ｒ／ｍｉｎ条件下培
养７ｄ，研究不同温度对漆酶活性的影响。（５）转速的影响：按
照“１．２．１”节培养方法，在ｐＨ值为５．５、２５０ｍＬ三角瓶装液量
为６０ｍＬ、接种量为５％的条件下，分别在８０～２００ｒ／ｍｉｎ转速
条件下，于２８℃培养７ｄ，研究不同转速对漆酶活性的影响。
１．２．６　数据处理　所有试验均设３个重复，试验数据以“平
均值±标准偏差”表示，采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行数据分析。

２　结果与分析

２．１　大球盖菇产酶曲线
由图１可知，随着培养时间的延长，大球盖菇漆酶活性表

现为先升高后降低的趋势。酶活性在１～４ｄ增长缓慢，４～
７ｄ呈线性增长趋势，７ｄ时达到最大值，为６．７２１Ｕ／ｍＬ，之后
逐渐降低。因此，确定大球盖菇产漆酶的最适发酵时间为

７ｄ。

２．２　培养基成分对产酶的影响
２．２．１　碳源的影响　以３ｇ／Ｌ蛋白胨为氮源，研究不同碳源
对产酶的影响。由图２可知，菌丝体对于不同碳源（单糖、双
糖、多糖等）均可利用，其中多糖类碳源（可溶性淀粉、玉米淀

粉）对产酶有明显促进作用。以可溶性淀粉作为碳源时，菌
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丝体产漆酶活性最高，当可溶性淀粉浓度为２５ｇ／Ｌ时，酶活
性可达１１．５７３Ｕ／ｍＬ（图３）。因此，选择可溶性淀粉作为最
适碳源。

２．２．２　氮源的影响　以２５ｇ／Ｌ可溶性淀粉作为碳源，研究
不同氮源对产酶的影响。由图 ４可知，菌丝体对有机氮源
（豆饼粉、蛋白胨、酵母膏、牛肉膏）的利用明显优于无机氮

源。以蛋白胨作为氮源时，菌丝体产漆酶活性最高（图４），当
蛋白胨浓度为２．５ｇ／Ｌ时，酶活性可达１１．７３１Ｕ／ｍＬ（图５）。
因此，选择蛋白胨作为最适氮源。

２．２．３　无机盐的影响　以 ２５ｇ／Ｌ可溶性淀粉作为碳源、
２．５ｇ／Ｌ蛋白胨作为氮源，研究不同无机盐对产酶的影响。由
图６可知，与对照相比，Ｍｇ２＋、Ｃａ２＋、Ｍｎ２＋、Ｃｕ２＋对产酶有促进
作用，而 Ｎａ＋、Ｋ＋、Ｆｅ２＋、Ｚｎ２＋对产酶有抑制作用，其中 Ｍｇ２＋

对酶活性的影响最明显，表明Ｍｇ２＋对菌丝体生长过程中漆酶
的分泌起关键作用，当其浓度为１．５ｇ／Ｌ时，酶活性达到最大
值，为１４．５２９Ｕ／ｍＬ（图７）。
２．３　正交试验研究漆酶活性影响因素

利用无交互作用的Ｌ９（４
３）正交试验设计，研究可溶性淀

粉、蛋白胨、ＭｇＳＯ４３个因素对漆酶活性的影响。从直观分析
结果可知，培养基最佳工艺组合为 Ａ２Ｂ２Ｃ２，即可溶性淀粉浓
度为２５ｇ／Ｌ、蛋白胨浓度为２．５ｇ／Ｌ、ＭｇＳＯ４浓度为１．５ｇ／Ｌ
（表２）。从方差分析结果可知，影响酶活性的各因素显著性
排序为可溶性淀粉 ＞蛋白胨 ＞ＭｇＳＯ４，其中可溶性淀粉和蛋
白胨均有显著影响（表３）。
　　通过正交试验，确定培养基的最优配方为 Ａ２Ｂ２Ｃ２，但在
正交设计表中并没有该组合的试验，为此补充试验，在此条件

下，酶活性可达１６．１０３Ｕ／ｍＬ。综合以上试验结果，确定培养
基的最佳配方为２５ｇ／Ｌ可溶性淀粉、２．５ｇ／Ｌ蛋白胨、１．５ｇ／Ｌ
ＭｇＳＯ４。
２．４　培养条件对产酶的影响
２．４．１　ｐＨ值的影响　由图８可知，ｐＨ值对大球盖菇漆酶活
性的 影 响 较 大，ｐＨ 值 为 ５．５时 酶 活 性 最 大，可 达
１６．３２９Ｕ／ｍＬ，在ｐＨ值为４．５～６．０范围内漆酶表现出较高
活性，相对酶活性保持在８５％以上，过酸或过碱均会使酶活
性降低。因此可见，大球盖菇产漆酶的最适ｐＨ值为５．５。
２．４．２　装液量的影响　由图９可知，当装液量为６０ｍＬ时，
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表２　正交试验结果与分析

试验号
因素

Ａ Ｂ Ｃ 空白

酶活性

（Ｕ／ｍＬ）

１ １ １ １ １ １４．８６８
２ １ ２ ２ ２ １５．３１１
３ １ ３ ３ ３ １４．７０５
４ ２ １ ２ ３ １５．６０３
５ ２ ２ ３ １ １５．８０８
６ ２ ３ １ ２ １５．５０１
７ ３ １ ３ ２ １５．１０３
８ ３ ２ １ ３ １５．４６２
９ ３ ３ ２ １ １５．３２８
ｋ１ １４．９６１ １５．１９１ １５．２７７ １５．３３５
ｋ２ １５．６３７ １５．５２７ １５．４１４ １５．３０５
ｋ３ １５．２９８ １５．１７８ １５．２０５ １５．２５７
Ｒ ０．６７６ ０．３４９ ０．２０９ ０．０７８

表３　正交试验方差分析

因素 偏差平方和 自由度 Ｆ值 Ｆ临界值 显著性

Ａ ０．６８５ ２ ７６．１１１ １９．０００ 
Ｂ ０．２３５ ２ ２６．１１１ １９．０００ 
Ｃ ０．０６７ ２ ７．４４４ １９．０００
误差 ０．００１ ２

　　注：表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。

酶活性最高，可达到１６．７０９Ｕ／ｍＬ。装液量过多或过少均会
使酶活性降低，这可能是因为装液量过少，营养不充分，不利

于菌丝体正常生长，使酶活性较低；而装液量过多时，氧气不

能满足菌丝体生长需要，使菌丝体生长受到抑制，导致酶活性

下降。因此，大球盖菇产漆酶的装液量以６０ｍＬ为宜。
２．４．３　接种量的影响　由图１０可知，当接种量为５％时，酶
活性最高，可达１７．１７５Ｕ／ｍＬ。而接种量过多或过少均会使

酶活性降低，这可能是因为接种量过少时，菌丝体生长缓慢，

产漆酶能力较差；接种量过多时，培养液黏度增加，容易造成

溶氧量不足，菌丝体营养不足，导致酶活性下降。因此可见，

大球盖菇产漆酶的接种量以５％为宜。

２．４．４　温度的影响　由图１１可知，当温度为２８℃时，酶活
性最高，可达１７．３０９Ｕ／ｍＬ。温度过高或过低均会降低酶活
性，温度较低时，菌丝体生长较慢，使酶活性较低；温度较高

时，菌丝体过早老化而停止生长，使产酶能力下降。由此可

见，大球盖菇产漆酶的最适温度为２８℃。

２．４．５　转速的影响　由图１２可知，当转速为１４０ｒ／ｍｉｎ时，
酶活性最高，可达１７．５０９Ｕ／ｍＬ。转速太快或太慢均会降低
酶活性，这可能是因为转速过低时，供氧量不足，菌丝体生长

缓慢，使得酶活性较低；转速过高时，不利于耗氧，从而影响菌

丝体生长，导致酶活性下降。

２．５　优化培养后的酶活性
采用优化后的液体培养基，在最佳发酵条件下对大球盖

菇进行摇瓶发酵培养，结果显示，粗酶液的最终酶活性可达

１８．１０３Ｕ／ｍＬ，高于单一因素最佳条件下的发酵培养。
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３　结论

通过培养基优化试验确定了大球盖菇液体发酵产漆酶培

养基的最适氮源、碳源、无机盐分别为可溶性淀粉、蛋白胨、

ＭｇＳＯ４。在此基础上，经正交试验优化获得了摇瓶发酵培养
基的最佳配方为 ２５ｇ／Ｌ可溶性淀粉、２．５ｇ／Ｌ蛋白胨、
１．５ｇ／ＬＭｇＳＯ４。发酵条件优化试验确定了大球盖菇产漆酶
的最佳发酵条件为 ｐＨ值５．５，２５０ｍＬ三角瓶装液量６０ｍＬ，
接种量５％，培养温度２８℃，转速１４０ｒ／ｍｉｎ，在此条件下，培
养７ｄ后漆酶活性可达１８．１０３Ｕ／ｍＬ。
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业科学，２００７（１）：１５７－１５８．

［３０］赵世光，钱森和，张　焱，等．响应面法优化 Ｇａｎｏｄｅｒｍａｌｕｃｉｄｕｍ
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