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摘 要：运用平板筛选法从$"株不同来源的菌株中得到一株产组成型漆酶的担子菌（!"#$%
&$’()*+,+:;)）。它在自制*<培养基上产酶能力达到"=>5?@／-A；振荡培养的产酶效果约是
静置培养的!倍。漆酶的产生与生物量在培养5B内呈现平行关系，但随后酶量并不随之而
继续上升。!C／A的酪氨酸和胰蛋白胨有利于酶的产生，分别可使酶活力最高增加到

$=!4?@／-A和$="?@／-A。某些化学试剂对酶的产量尚未达到诱导效果，但丁香醛连氮和邻
联甲苯胺对酶产量有一定的促进作用。!"D下刺激%E后，可使酶活力提高%=7倍。
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漆酶是一种发现较早的含铜酚氧化酶。近年来研究表明，它具有广泛的底物作用范围，

可以氧化降解单酚、邻苯二酚和对苯二酚在内的多种酚类化合物及其衍生物［%］，也可以氧化

降解一些不含酚羟基的酚类类似物［$］，近来有人报道它还可以氧化降解一些有机磷毒物［7］。

因此，它在许多方面有较大的应用价值，比如它可以用于改善油漆的性能［!］，处理含有酚类

物质的多种污水，改进造纸工艺，进行环境监测，酶法合成有用的化合物等等［>!8］。

漆酶最初发现于一种漆树的汁液中，但更广泛存在于真菌特别是担子菌中，它在真菌

的发育和形态发生中起作用［5］。目前对糙皮侧耳、栓菌、立枯丝核菌和多孔菌等属种漆

酶的生化和分子生物学研究较多［4!%"］。这些漆酶的产生有一个共同特点，即都需要加入

特定的诱导剂，如抑制蛋白合成的抗生素类物质、酚类化合物等，才能有效促进该酶的产

生，而对其组成型的研究则鲜有报道，这可能是因为许多菌株在一般培养条件下漆酶表达

量极低甚至不表达之故。H(CI等人发现担子菌（-./$0#1,1#）产生相当量的组成型漆酶，
并且化学试剂丁香醛连氮对其有显著的诱导作用［］%%。本文研究了另一属种的担子菌

（!"#$&$’()*+,+:;)）的漆酶产生情况，发现它在菌丝生长过程中可以较大量的产生该酶，
且不需额外添加诱导剂，这对进一步研究该酶的分子生物学特性及其应用有重要意义。

! 材料和方法

!)! 菌株来源
一部分菌株源自云南省土样，分别编号为：J"，J，G"，G9!；一部分来源于菌种保藏中



心，分别编号为!"!!#；$%&"、$%&’、$%&(，$%&)、$%&*、$%&+、$%&,、$%&#为本实验室
保存丝状真菌。

!-" 仪器和试剂

,*+.!紫外可见分光光度计，低温水浴锅；’，’/&01234&526（(&789:;5731&892014;237&+&
6<;=432>0>2?）（@ABC）、丁香醛连氮（6:D23E0;?01237）、麦芽糖、$7F0;AD2;;2038A;<7$（$A&
A$）染料购自C2EF0公司；其它试剂均为国产分析纯或生化试剂。

!-# 实验方法

!-#-! 培养基：麦芽糖培养基（.G.）、麦芽汁培养基（.H）、合成培养基（C.）和土豆综
合培养基（IJ）参阅文献［"’］；洋葱培养基（K!）参见文献［"(］；J!培养基自制。

!-#-" 平板培养：平板培养参照文献［")］，.G.培养基和IJ@培养基中分别加入$A&
A$（终浓度LM"E／G），高压灭菌后将不同来源的菌株接种于该两种平板培养基中，’#N培
养，每天观察菌落周围的透明圈大小。分别在培养,?、")?、’"?的菌苔上滴加溶于O*P
乙醇的萘酚和丁香醛连氮，分别放置"9和*F23观察颜色变化。

!-#-# 营养因子试验：以J!培养基为基础（每’*LFG实验瓶中培养基体积皆为

*LFG），根据不同实验要求进行配制。在营养因子试验中，酵母膏、牛肉膏、胰蛋白胨、葡
萄糖、木糖、蔗糖、山梨醇、硫酸铵和淀粉终浓度分别为"LE／G，JG&蛋氨酸，G&门冬氨酸、天
冬酰胺和GQ谷氨酸终浓度分别为’E／G，以不加任何营养因子的基础培养液作对照；在
胰蛋白胨梯度试验中，每瓶基础液中分别含有下列终浓度（E／G）：LM*、"ML、’ML、)ML、+ML、

#ML、"LML、"’ML；酪氨酸浓度梯度试验以酪氨酸代替胰蛋白胨，梯度不变。接种后’#N振
荡培养,?，测定培养上清中的酶活力。

!-#-$ 漆酶的诱导试验：在J!培养基中，分别加入下列化学物质：丁香醛连氮、邻联甲
苯胺、对苯二酚、间苯二酚，终浓度达LML+E／G，培养条件同前，测定上清液中的漆酶活力。

!-#-% 温度对漆酶产生的刺激作用：在J!培养基中培养担子菌)?，分别在(+N、)LN、

)*N、**N和+*N水浴保温"9／"M*9，再转入’#N继续培养，每隔’?取样测定上清中的
漆酶活力。

!-#-& 生物量的测定：收集培养物，抽滤除去上清液，用蒸馏水洗涤三次残留固体物，置
平皿中(,N烘干。

!-#-’ 漆酶活力的测定：参阅文献［"*］进行。(FG反应总体积中，含有LM"*FF4;／G底
物@ABC，LMLOF4;／GR0@>&%@>缓冲液，S%)M*，适量的酶液，’LN保温*F23，测定!)’L
值。酶活力单位定义为"F23内产生""F4;产物所需的酶量。

" 实验结果

"-! 平板筛选结果
将各种来源的菌种分别在.G.培养基和IJ@培养基上培养后，大部分菌株生长情

况良好，但是颜色反应却大相径庭。其中!#菌株最为突出，三种颜色反应过程中均表现
出强烈的正反应：平板培养时菌落中及菌落附近的$AA$染料的兰色褪去，并且菌丝几
乎无有吸附现象发生，说明$AA$都被菌丝产生的酶降解；丁香醛连氮反应呈现明显的
粉红色；萘酚反应为深紫色。别的菌株虽然在培养过程中周围也出现不同程度的透明圈，
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但是菌丝也因为吸附而变黑，并且随着培养时间的推移不褪色，说明他们在该培养条件下

并不能真正降解!""!。据报道本试验中所用有些菌株在诱导剂存在下可以产生漆酶，
但是在#$#和%&丰富培养基上却没有任何反应，这表明’(是以组成型产生该酶的。

!"! #$在不同培养基上的产生漆酶能力
比较了该菌在土豆培养基、麦芽汁培

养基、合成培养基、麦芽糖培养基、洋葱培

养基和&’培养基上培养过程中的产酶
能力（表)）。结果表明，在不同培养基中
其酶活力有较大的差异。比较培养*+之
内培养时的产酶情况，以&’培养基为
好。虽然合成培养基在),+时其酶反应
的!-,.达到./0)，但培养时间较长。

表% 产酶培养基的选择

12345) 6789:;::5+9;:<=>8?57>=+;@89=A=<42@@2B5

’;489C289AD89:5／+
$2@@2B57>=+;@89=A=A+9<<5>5A8:5+92／!-,.A:
#$# #E %& F# &’ G’

0 .H.. .H., .H., .H.I .H), .H.-
I .H.( .H.J .H.. .H)) .H,* .H)(
K .H.. .H,) .H.I .H)( .H)* .H.,
), .H.. .H.K .H.( .H0) .H.) .H..
)- .H.. .H.. .H)) .H,I .H., .H..

!H& 营养因子对酶产量的影响
营养因子对该菌株产生漆酶的作用如表,所示。各种碳源对漆酶的产生都有不同程

度的抑制作用。氮源中酪氨酸的作用最明显，培养液中的漆酶活力达到了,/.LM／:$；胰
蛋白胨也对酶产生有一定的好处。进一步的最佳浓度选择实验表明，培养基中含有-D／$
酪氨酸或胰蛋白胨时，分别可使酶活力最高达到,/-KLM／:$和,/..LM／:$。这暗示了
该菌在碳源相对贫乏的状况下有利于酶的产生，而这正是导致真菌由营养生长转向子实

体发育过程的诱因之一，说明它可能在形态发生中产生并起相应的生理功能。

表! 营养因子在产酶中的作用

12345, E<<5@8B=<B=:5A;8>95A8B=A8?55ANO:57!! >=+;@89=A

P;8>95A8<2@8=>B EANO:52@89C9895B／（LM／:$） P;8>95A8<2@8=>B EANO:52@89C9895B／（LM／:$!! ）

!!"42AQ )H-( R4;@=B5 .H))
F;@>=B5 .H*I &STO!! 4=B5 .HI0

!!G52B85T8>2@8 .H)I F82>@? .H),
%=4O757 !!8=A5 )H*( &SB=>398=4 )H)0
"55<5T8>2@8 .HK( 1O!! >=B9A5 ,H..

!!&$S:58?9=A9A5 )HJ. U::9A;:B;4<285 .H.*
$S2B72>8285 )H.K $SD!! 4;82:285 )H.*
2B72>2D9A285 .H)-

!H’ 生物量与产酶的关系
在培养过程中，测定担子菌十天内的生物量和产酶量的变化情况，发现二者遵循不同

的规律（图)）。生物量呈现持续上升的趋势，而产酶量则在第七天达到高峰后略微下降。

!H( 培养条件对产酶量的影响
静置和振荡培养条件下担子菌的产酶能力显著不同（图,），振荡培养效果要远优于

静置培养。但是对它们的产酶趋势却并无改变。

!H) 化学试剂对产酶的影响
不同化合物对漆酶产生的影响差异较大。间苯二酚和对苯二酚对酶产量有抑制作

用，对苯二酚还抑制菌丝生长；丁香醛连氮和邻联甲苯胺对产酶量和生物量都有促进作

用。
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图! 生物量与产酶的关系

"#$%! &#’()*+,-(*.’/)(#)01$,*234

056(57/’(8,*6+)3#*5*.34(-3,0#5

图9 培养条件对产酶量的影响

"#$%9 :..()3-*.)+13#;03#5$)*56#3#*5-

*534((57/’(8,*6+)3#*5

!%" 温度刺激对产酶的影响
不同温度条件下刺激菌丝体后，继续培养，测定酶活力的变化（表<）。结果发现，在

=>?处理!4后的样品产酶量有显著的增加，培养!>6后产酶量达到!@=ABC／’D，是对照
的9@<倍。另外，EE?处理!@E4的样品也有较明显的变化。说明一定的温度刺激可能促
进担子菌的形态发生，从而提高了产酶量。

表# 温度刺激对产酶的影响

&0F1(< B5.1+(5)(*.4(03-4*)G*534((57/’(8,*6+)3#*5

H0/- I*53,*1
<J? =>? =E? EE? JE?

!4 !%E4 !4 !%E4 !4 !%E4 !4 !%E4 !4 !%E4
J >%9K >%!A >%!9 >%AL >%!= >%!9 >%!A >%99 >%EJ >%9= >%9K
L >%E9 >%<K >%== !%<A >%!9 >%!A >%JE >%!9 !%>J >%<> >%!K
!> >%J= >%== >%A! !%=A >%99 >%<K >%JE >%!9 >%K= >%!A >%>AJ
!9 >%=E >%!9 >%=L !%<L >%!9 >%>KA >%=< >%!= >%J >%>=L >%>K<

# 讨论
一般认为，营养碳和氮的限制有利于漆酶的产生；本文结果表明，碳源的补加都不同

程度上抑制漆酶的产生，而氮源中的酪氨酸和胰蛋白胨能明显促进漆酶的产生，说明限氮

对漆酶产生不是一个好方法［K，!J，!A］。另外，本研究发现，该菌株在用固体培养的种子效

果远远好于液体菌丝体接种。

漆酶产生与菌丝的形态发生有关［E］，而恶劣环境如某些营养的限制、外界环境条件

的变异等都有可能促进真菌的发育分化。因此，适当控制外界条件，可能有利于进一步提

高漆酶的产量。
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