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产漆酶培养基的优化
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摘　要：为提高东北土著白腐真菌的产酶能力，采用摇瓶试验对采自东北林区的白腐真菌Ｐｌｅｕｒｏｔｕｓｏｓｔｒｅａｔｕｓ
的产漆酶培养基进行优化，并与目前普遍采用的ＴＫ培养基进行对比．结果表明：最佳碳源为玉米粉，质量浓
度为８ｇ／Ｌ；最佳氮源为氯化铵，质量浓度为０８８ｇ／Ｌ．在最佳培养基条件下，白腐真菌Ｐｌｅｕｒｏｔｕｓｏｓｔｒｅａｔｕｓ的
漆酶活力和生物量分别达１４９４５Ｕ／Ｌ和００４５２ｇ（干重）／Ｌ．对比优化后的培养基和目前普遍采用的 ＴＫ
培养基的产漆酶活性，结果表明优化的培养基产漆酶活性是 ＴＫ培养基的３倍．运用 ＳＰＳＳ统计软件对各影
响因素进行了差异显著性检验，发现白腐真菌Ｐｌｅｕｒｏｔｕｓｏｓｔｒｅａｔｕｓ产漆酶的主要影响因子为碳源类型．试验证
明优化后的培养基能明显促进白腐真菌产漆酶，而选取适合的碳源类型则是配制培养基的关键．
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　　白腐菌是一类具有引起木质白色腐烂功能的
丝状真菌的总称，白腐菌是目前己知能够将木质

素彻底降解为二氧化碳和水的唯一生物，因此，近



年来受到广泛关注，将其应用到解决环境中持久

性有机污染物的降解中［１－３］．白腐菌降解木质素
依赖于其分泌的木质素降解酶，主要包括木质素

过氧化物酶（ＬｉＰ）、锰过氧化物酶（ＭｎＰ）和漆酶
（Ｌａｃ）．漆酶是一类含铜的多酚氧化酶，于 １８８３
年由日本吉田首次从漆树中发现［４］．漆酶广泛存
在于真菌中，尤其是白腐真菌，是重要的产漆酶

菌［５］．由于漆酶能够催化许多芳香族化合物和其
他底物分解，很快成为环境保护研究领域的热

点［６］，如用于有毒有害物质的降解［７］、染料脱

色［８］及土壤中杂芬油类物质的去除［９］等．
本研究在前期工作的基础上［１０－１２］，为开发本

土白腐真菌资源，选用东北林区广泛分布的糙皮

侧耳菌（Ｐｌｅｕｒｏｔｕｓｏｓｔｒｅａｔｕｓ）为研究对象，采用正
交试验对此菌株的产漆酶培养基进行优化，进而

获得最佳的培养基组成，并与目前普遍采用的ＴＫ
培养基做对比，为更好地将此菌株应用于环境污

染治理奠定理论基础和提供技术支持．

１　试　验
１１　材料
１１．１　供试菌种

白 腐 真 菌 － 糙 皮 侧 耳 菌 （Ｐｌｅｕｒｏｔｕｓ
ｏｓｔｒｅａｔｕｓ）．
１１２　培养基

１）固体培养基：土豆液２０％，葡萄糖２０ｇ／Ｌ，
琼脂 ２０ｇ／Ｌ，ＫＨ２ＰＯ４３０ｇ／Ｌ，ＭｇＳＯ４１５ｇ／Ｌ，
ＶＢ１００１ｇ／Ｌ．
２）ＴＫ培养基：参照 Ｔｉｅｎ＆Ｋｉｒｋ培养基配

制［１３］．
３）试验用培养基：在ＴＫ培养基的基础上，选

择不同种类的碳源和氮源，选取不同的碳源和氮

源质量浓度，按照正交表配制．
１２　方法
１２１　菌株培养

糙皮侧耳菌 （Ｐｌｅｕｒｏｔｕｓｏｓｔｒｅａｔｕｓ）经培养箱
２５℃活化３ｄ，从斜面接种于固体培养基的平板
上，７ｄ左右待糙皮侧耳菌（Ｐｌｅｕｒｏｔｕｓｏｓｔｒｅａｔｕｓ）长
满整个平板后，用无菌打孔器打成直径为１０ｍｍ
的菌片，接种于含有５０ｍＬ液体培养基的１５０ｍＬ
三角瓶中，接种量为３片，在１２０ｒ／ｍｉｎ、２５℃的条
件下进行摇床培养，定时取样测定生物量和漆酶酶

活力．
１２２　正交试验

糙皮侧耳菌 （Ｐｌｅｕｒｏｔｕｓｏｓｔｒｅａｔｕｓ）产漆酶的
液体培养基采用四水平五因素正交试验，Ｌ１６（４

５）

正交表见表１．
表１　正交试验因素水平表

碳源

Ａ

氮源

Ｂ

ρ（碳源）／

（ｇ·Ｌ－１）

Ｃ

ρ（氮源）／

（ｇ·Ｌ－１）

Ｄ

ｐＨ

Ｅ

葡萄糖

蔗糖

麸皮
玉米粉

酒石酸铵

氯化铵

酵母粉

蛋白胨

８
１０
１２
１４

０１１
０４４
０８８
１３２

６
６
６
６

　麸皮和玉米粉选用其浸出液，即煮沸３０ｍｉｎ，过滤所得．ｐＨ固

定为６，以便在后期做方差分析．

１２３　粗酶液的制备、漆酶活力和生物量的测定
参见文献［１４］．

２　结果与分析
２１　糙皮侧耳菌（Ｐｌｅｕｒｏｔｕｓｏｓｔｒｅａｔｕｓ）产漆酶培

养基条件的优化

２１１　正交试验结果
按Ｌ１６（４

５）正交表进行正交试验，以漆酶为评

价指标，平均最高产酶结果见表２．
表２正交试验产漆酶（Ｌａｃ）结果

样号
因素

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｅ

平均最高酶活／

（Ｕ·Ｌ－１）

１ １ １ ４ ３ ２ ４７２２
２ １ ２ ３ ２ ３ ４１１１
３ １ ３ １ ４ ４ ５６６７
４ １ ４ ２ １ １ ８３３４
５ ２ １ １ １ ３ ５８８９
６ ２ ２ ２ ４ ２ ４０００
７ ２ ３ ４ ２ １ ４３８９
８ ２ ４ ３ ３ ４ ６２７８
９ ３ １ ３ ４ １ ５６１１
１０ ３ ２ ４ １ ４ ４８８９
１１ ３ ３ ２ ３ ３ ８０００
１２ ３ ４ １ ２ ２ ８１１１
１３ ４ １ ２ ２ ４ １１０５６
１４ ４ ２ １ ３ １ １４９４５
１５ ４ ３ ３ １ ２ １１３８９
１６ ４ ４ ４ ４ ３ １０２７８

　　试验结果表明，有机碳源类型培养基相对于
无机碳源类型培养基的平均最高酶活较高．初步
判断有机碳源利于产酶．１４号样产酶量相对于其
他１５个试验号样产酶量要高，平均最高酶活达到
１４９４５Ｕ／Ｌ．
２１２　结果分析

通过对正交试验数据进行直观分析得到最佳

产酶培养基的成分组成为：碳源为玉米粉，其质量

浓度为 ８ｇ／Ｌ，氮源为氯化铵，其质量浓度为
０８８ｇ／Ｌ，培养基中的其他成份为ＫＨ２ＰＯ４０２ｇ／
Ｌ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ００５ｇ／Ｌ，ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ００１ｇ／
Ｌ，维生素 ０５ｍＬ／Ｌ，Ｔｗｅｅｎ８００９ｍＬ／Ｌ，无机溶
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液１ｍＬ／Ｌ，ｐＨ＝６．
通过极差分析，可以排列出各因素对白腐真

菌分泌漆酶影响大小的顺序．图１为各因素的水
平－指标均值．可以看出，Ａ因素：在试验选取的
４种碳源中，玉米粉最有利于产漆酶，当其质量浓
度为８ｇ／Ｌ时对产酶的促进作用最大．玉米粉在
培养基成分中属于有机碳源，其浸出液能促进漆

酶的分泌［１５］．而无机碳源蔗糖能支持菌的生长，
不能促进漆酶的分泌．Ｂ因素：试验中选取的４种
氮源，氯化铵最利于产漆酶；说明白腐真菌

（Ｐｌｅｕｒｏｔｕｓｏｓｔｒｅａｔｕｓ）更易于利用无机氮源，而有

机氮需要分解成无机氮才被利用［１６］．Ｃ因素：试
验选取不同碳源质量浓度中，当质量浓度为８ｇ／Ｌ
时产漆酶最高．Ｄ因素：４种氮源质量浓度中，当
质量浓度为０１１ｇ／Ｌ时产漆酶最高；氮源是影响
漆酶分泌的一个重要因素，高碳氮质量浓度比有

利于漆酶的分泌［１７］．Ｅ因素看作空白列，有利于
后期做数据分析时进行方差分析，根据本试验室

的相关研究选取ｐＨ＝６．通过极差分析，得出各因
素对产漆酶影响依次为：碳源种类 ＞碳源质量浓
度＞氮源质量浓度＞氮源种类．
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图１　各因素的水平－指标均值

　　用ＳＰＳＳ软件对正交试验数据进行方差分析
得出碳源类型对漆酶影响显著．此外，ＦＸ检验可
知，因素水平的改变对指标的影响超过了试验误

差引起的影响，试验条件改变引起的以漆酶酶活

为试验指标的数据波动不是由试验误差引起的，

而是由试验所选的因素水平的不同所引起的，各

因素不同水平之间对试验结果有显著性的差异．
上述分析结果与直观分析和极差分析得出的

结果一致．从直观分析结果可以看出，正交试验得
出结果是１４号样产酶量最高，那么该试验条件下
各因素所在的水平应该优于其他试验条件下各因

素所在的水平，即各因素都存在一个最优水平，各

因素不同水平之间对试验结果也应该存在着差

异．上述方差分析的结果充分肯定了各因素不同
水平之间的这种差异，说明了这些差异是真实存

在的，而不是由试验误差引起的．
２２　优化后培养基产酶情况同 ＴＫ培养基产酶

比较

比较优化培养基和目前普遍采用的 ＴＫ培养
基在培养糙皮侧耳菌 （Ｐｌｅｕｒｏｔｕｓｏｓｔｒｅａｔｕｓ）的产
酶情况．从图２可以看出，优化的培养基产漆酶酶
活明显高于ＴＫ培养基，酶活峰值达１４９４５Ｕ／Ｌ，
而ＴＫ培养基的酶活峰值仅为５０００Ｕ／Ｌ，优化后
的培养基产漆酶酶活是ＴＫ培养基的３倍．
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　　根据以上分析，建议做更深入的碳源优化，
碳源类型是对糙皮侧耳菌（Ｐｌｅｕｒｏｔｕｓｏｓｔｒｅａｔｕｓ）产
漆酶影响最大的因子，找出合适的碳源种类是研

究此菌种分泌漆酶最佳培养基的关键．
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图２　不同培养基产漆酶情况

２３　白腐真菌生长与产酶的关系
白腐真菌的生长状态关系到其分泌漆酶酶活

的高低，只有当生物量达到一定程度时，白腐菌才

开始分泌漆酶．基于此，采用优化后的培养基对糙
皮侧耳菌的生长与产酶关系进行了研究，结果如

图３所示．
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图３　糙皮侧耳菌的生长和产酶关系

　　糙皮侧耳菌 （Ｐｌｅｕｒｏｔｕｓｏｓｔｒｅａｔｕｓ）在前期生
长过程中酶活和生物量均随时间增加而升高，第

６天时菌体生长达到最大值，第７天时漆酶酶活
达到最高值，两者在峰值出现的时间上并不一致，

该研究结果与前期研究的另一种白腐真菌———偏

肿拟栓菌的结果相同［１４］．由此可以说明漆酶的分
泌具有滞后性．因此，有关土著白腐真菌的酶学特
性仍需进一步研究．

３　结　论
１）有机碳源类型的培养基更利于糙皮侧耳

菌（Ｐｌｅｕｒｏｔｕｓｏｓｔｒｅａｔｕｓ）产漆酶，该菌株最佳产漆
酶培养基组成为：碳源为玉米粉，质量浓度为８ｇ／
Ｌ，氮源为氯化铵，质量浓度为０８８ｇ／Ｌ．通过极
差分析，得出各因素对产漆酶影响依次为：碳源种

类＞碳源质量浓度 ＞氮源质量浓度 ＞氮源种类．
同时方差分析的结果也进一步证明碳源种类对产

酶影响更显著．

２）糙皮侧耳菌 （Ｐｌｅｕｒｏｔｕｓｏｓｔｒｅａｔｕｓ）在经过
优化的培养基中产漆酶酶活最大值为１４９４５Ｕ／
Ｌ，而在文献中普遍采用的ＴＫ培养基中产漆酶酶
活最大值仅为５０００Ｕ／Ｌ，因此，优化后培养基提
高了糙皮侧耳菌 （Ｐｌｅｕｒｏｔｕｓｏｓｔｒｅａｔｕｓ）的产漆酶
能力近３倍．
３）糙皮侧耳菌（Ｐｌｅｕｒｏｔｕｓｏｓｔｒｅａｔｕｓ）的最大

生长量时间与其分泌漆酶的峰值时间并不一致，

表现为其分泌漆酶具有一定的滞后性，因此，有关

土著白腐真菌的酶学特性仍需进一步研究．
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