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摘 要：对白腐真菌（!"#$"%&’ ()#$*"%"#）产生漆酶进行了研究。发现该菌产漆酶的最适初始 56
值为 !78。提高微量元素浓度或添加藜芦醇都可使 ! ) ()#’$*"%"# 的产酶能力增加，添加 9:--,1$
会有一定的抑制作用。采用 ! ) ()#’$*"%"# 菌丝球进行重复分批产酶试验，结果表明菌丝球的稳

定性很好，同一批菌丝球可连续利用 2! 次，平均每批酶活力可保持在 %70";<=>，产酶能力优于

聚氨酯泡沫固定化菌丝。将粗酶液用于染料的脱色降解试验，在酶活力为 #7#?;<=>，酸性橙浓

度为 8$$=@<> 条件下，经过 "!A 反应，脱色率达到 /178B；对含弱酸大红和卡布龙红的印染废

水进行脱色试验，脱色率也达到了 /#B。
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本质素是地球上含量最丰富的可再生资源，它的降解是地球上碳素循环的关键之一。

木质素是主要由三种芳香醇杂合而成的高分子化合物，它在自然界中的降解主要依赖于

白腐真菌产生的酶系。目前发现主要有三种酶与木质素的降解有关，其中漆酶（>EFFEG-）
的降解作用由于不需要有过氧化氢参与，因而引起了人们的高度重视［2］。

由于许多芳香族染料的分子结构与木质素有某些相似性，漆酶可以通过对染料分子

中的偶氮键的作用而降解这些染料［"，#］，因此利用白腐真菌产生的漆酶处理印染废水，降

解染料化合物的研究在环境保护中具有十分重要意义。本文对白腐真菌（!"#$"%&’ ()#’$*"4
%"#）产生漆酶的培养条件及利用粗酶液脱色染料进行了系统研究。

! 材料和方法

! "! 菌种

彩绒革盖菌（!"#$"%&’ ()#’$*"%#），来自新西兰木材防腐研究中心，该菌又名杂色云芝，是

一种著名的白腐真菌。菌丝体于 !H下保存于 IJK 斜面上。

! "# 培养基（$%&）

葡萄糖 "$@，麦芽汁 "$@，蛋白胨 2@，琼脂 "$@（用于液体菌种培养时不加琼脂），用水定

容到 2>，56!78。

! "’ 产酶培养基（L’MG’, 培养基）

葡萄糖 "7"@，酒石酸铵 $7/!@，.E6"NO! $7"@，J@KO!·06"O $78@，微量元素 2=>，用水定



容到 !"，#$%&’。微量元素溶液组成（"( ! ）：维生素 )! !**+,，-.-/0 !**+,，1234%·5$04
!**+,，6734%·5$04 ’+,，8734%·5$04 !*+,，-934%·5$04 0*+,。

! "# 菌丝球的制备

在 ’**+" 摇瓶中加入 0**+" :63 液体培养基，接入液体菌种 ’+"，!;*<=+>7，?*@，培

养 ’ A BC。利用 !"#$"%&’ ()#’$*"%"# 自凝絮特性制成直径为 0 A ?++ 的菌丝球。菌丝球用生

理盐水清洗后，置于 %@冰箱中保存备用。

! "$ 固定化菌丝的制备

将 0&’, 左右的多孔聚酯载体（大小为 *&’D+ E *&’D+ E *&%D+）加入到 ’**+" 三角瓶

中，再加入 0**+" :63 液体培养基，!;*<=+>7，?*@，培养 ’ A BC。菌丝固定完全后，用生理

盐水清洗，置于 %@冰箱中保存备用。

! "% 自凝絮菌丝球产酶试验

!&%&! 分批培养：在 ’**+" 摇瓶中加入 !**+" 的产酶培养基和 0*,（湿重）的菌丝球，

!;* <=+>7，?*@，震荡培养。

!&%&’ 重复分批培养：在 ’**+" 摇瓶中加入 !**+" 的产酶培养基和 0*,（湿重）的菌丝球，

!;*<=+>7，?*@，震荡培养。每当漆酶的活力达到顶峰时，移去培养液，加入新的产酶培养

基 !**+"，进行重复产酶试验。

! "( 固定化菌丝产酶

在 ’**+" 摇瓶中加放 !**+" 的产酶培养基和 0?,（湿重）的已固定了菌丝的多孔聚酯

载体，!;*<=+>7，?*@，震荡培养。

! ") 染料和印染废水的脱色

染料和印染废水的脱色在 ’**+" 三角瓶中进行，将待脱色液和粗酶液在掏瓶中混

合，置于恒温的水浴摇床中，摇床转速为 !0*<=+>7，温度为 B*@。

! "* 分析测定方法

!&*&! 还原糖：采用 FG3 法［%］。

!&*&’ 漆酶活力［’］：将样品稀释 !* 倍，稀释液和 H)I3 溶液（*&*05’, H)I3［0，0JK.L>7MN>O
（?K2PQR/N27LPQ>.LM/>72KBKO9/#QM7.P2）］溶解在 ’*+" #$%&’ 的 *&0++M/=" 柠酸酸钠缓冲液中，

现配现用）首先分别在 ?*@水浴中预热 ’+>7。在 !D+ 的比色皿中先加 !+" 稀释液，再加

!+" H)I3 溶液启动反应。反应 ’+>7 后，测定在 %0*7+ 下的吸光值变化。取线性部分，每

分钟吸光值变化 ! 个单位即为 ! 个酶活单位。由于样品稀释了 !* 倍，所以酶活力应该乘

以 !*。

!&*&+ 菌丝重量：用三层纱布过滤待测三角瓶内的所有菌球，放置于 ;’@烘箱中，烘干至

恒温，用分析天平称量。

!&*&# 理论吸光值：将染料溶液或印染废水稀释到吸光值同溶液浓度成线性的范围内。

在可见光区内用分光光度计测量最大的吸收峰的吸光值，再乘以稀释倍数，成为该样品的

理论吸光值。

!&*&$ 脱色率：（! ( +前 =+后 ）E !**S
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! 结果和讨论

! "# 分批培养的产酶进程

图 ! 是一个比较典型的菌丝球分批培养产酶过程。从图 ! 中可以看到，糖在 "# 后基

本耗光，由于采用营养限制性培养基，菌球重量变化不大，培养液内漆酶酶活在 $# 达到高

峰，随后开始下降。

图 # 一个典型的间歇培养产生漆酶的过程
%&’(! )&*+,-./01+ .2 34--41+ 50.#/-6&.7 8&69 :46-9 -/36/0+

! ;! <4--41+ 4-6&=&6>；" ;"?3/-.1+；

# ;#5@；$ ;$A0> 8+&’96 .2 *>-+3&43 5+33+61(

在培养过程中，5@ 值基本稳定在 BC" 左右，

培养液始终保持清澈。通过显微镜观察，菌丝

球在外观上也没有散落、自溶现象，这说明重复

利用菌丝球是完全可行的。葡萄糖的耗尽与漆

酶活力迅速增大的时间相近。

据张朝晖等报道［$］，对剪切力敏感的另一种

白腐真菌—黄孢原毛平革菌（!"#$%&’("#%)% ("&*+
,’,-’&./0），采用固定化方法培养对产酶有较明

显的提高。因此，本工作对采用多孔聚酯载体

固定化菌丝产酶与自絮凝菌丝球产酶情况进行

了比较，结果见图 D。

图 ! 多孔载体固定菌丝与菌丝球产酶的对比

（初始菌量均为 !"’E< 左右）
%&’(D F.*540&1.7 .2 34--41+ 50.#/-6&.7 /1&7’ 5.0./1 1/55.06

8&69 /1&7’ 1+32,23.--/3+76 *>-+3&43 5+33+61
# ;#G>-+3&43 5+33+61；

! ;!H**.:&3&I+# *>-+3&4(

从图 D 中可以看出，泡沫固定化菌丝产酶的

效果不及自絮凝菌丝球。固定化细胞在许多菌

种的发酵过程中占有很大优势，如可以增加菌

体密度、延长细胞寿命以及重复利用菌体等。

1 ( 2%&,.(’3’& 本身在摇瓶震荡培养中会形成菌丝

球，菌丝球同样具有固定化细胞的特征。采用

菌丝球生产漆酶对 1 ( 2%&,.(’3’& 是较为经济、方

便的培养方式。

! "! 影响产酶的主要因子

!$!$# 5@ 对产酶的影响：图 J 是不同初始 5@
对漆酶产生的影响。从图中可以发现，初始 5@
为 BC" 时产酶效果最好。

!$!$! 微量元素对于产酶的影响：实验中发现

微量元素浓度提高到 !K 倍以后，对酶活力提高

有比较明显的作用，而微量元素浓度提高到 JK
倍和 "K 倍时，与加入 ! 倍浓度微量元素产酶结果相差不大。

!$!$% 添加藜芦醇对产酶的影响：在培养液中添加了 KC"**.3E< 的藜芦醇，L# 以后取样，

发现添加了藜芦醇的培养液呈浅黄色，而且藜芦醇浓度越高，颜色也越深。添加藜芦醇对

于 1 ( 2%&,.(’3’& 产漆酶有一定的促进作用。当藜芦醇的浓度达到 "**.3E< 时，漆酶产量可

提高 JKCLM，这与 N484& 等人［O］的结果不同，而与丁少军等人［L］的研究结果相一致。
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图 ! 初始 "# 对产酶的影响

!"#$% &’’()* +’ ","*"-. /0 +, .-))-1( /2+34)*"+,

$%$%& 56((, 78 对产酶的影响：56((, 78 作为

一种常用的表面活性剂，可以促进许多胞外酶

的产量。但本研究的结果表明，56((, 78 对 ! $
"#$%&’()($ 产漆酶并无明显的促进作用，反而产生

了一定的抑制作用。

$%$%’ 不同菌球量的影响：从图 9 可以看出，菌

球的接入量有一最佳范围，即 :;<=#>?（干重）左

右。菌球量再提高，可能由于受到摇瓶内氧供

应的限制，漆酶活力反而有所下降。

图 & 菌球量对产酶的影响

!"#$9 &’’()* +’ /(..(* -@+4,* +, .-))-1( /2+34)*"+,

! A!=#>?；" A"B<=#>?；# A#:8#>?；

$ A$:;<=#>?；% A%:=#>?

$ (! 重复分批培养

表 ) 重复分批培养试验结果

5-C.( : 5D( 2(14.*1 +’ 2(/(-*(3 C-*)D /2+)(11(1 41",# ! $ "#$%&’()($ /(..(*1

E-*)D
?-))-1(

>（FG>@?）

?-))-1( /2+34)*"H"*I

>（FG>?·3）

&,3 /0 +’ (-)D

C-*)D

5"@(J)+421( +’ .-))-1(

/2+34)*"+,>3
: =<%K 8<K7 =<9 K
; 9<7; 8<KK =<% K
% 9<%= 8<=K =<% K
9 ;<L7 8<=8 =<= =
= 9<=; 8<=B =<= K
K %<L: 8<K8 =<K =
B K<7L :<8; =<7 =
7 =<98 8<7: =<K =
L K<8; 8<L; =<9 =
:8 =<8= 8<BK =<K =
:: ::<KB ;<:: K<7 9
:; :;<;= ;<B9 B<; %
:% :;<KB %<8: B<= %
:9 7<;: ;<79 B<7 ;

表 : 是摇瓶中的重复分批培养产酶的结果。

! $ "#$%&’()($ 菌丝球的重复利用率很高，在重复

间歇培养产酶过程中，漆酶活力保持相对稳定，

自凝絮细胞性能稳定，可重复利用 :9 批。这种

方法不但省去了接种、菌丝球形成所需的时间，

产酶时间明显缩短，而且不易染菌，充分显示了

经济、高效的优越性。

采用间歇培养来获得漆酶在实际应用中存

在着周期长、成本高等问题。利用已形成的菌

丝球进行重复分批式产酶试验可以省去液体菌

种的培养时间和消耗，对于简化产酶工艺，提高

生产效率等均具有重要的指导意义。

$(& 粗酶液对染料的脱色研究

$%&%) 酸性橙溶液的脱色试

验：采用菌丝球培养得到的粗

酶液对酸性橙进行了降解研

究。图 = 是一个典型的酸性橙

降解从紫外至可见光范围内的

吸收光谱图，在可见光范围内，

酸性橙在 979,@ 处有一最大吸

收峰，也就是其中偶氮键的吸

收峰。反应的 /0 为 =<8，温度

为 K8M，初始酶活力为 %<%FG>
@?，酸 性 橙 浓 度 为 =88@#>?。

随着反应的进行，该峰越变越
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小，直至基本消失。按照理论吸光值计算，经过 !"# 左右的降解，脱色率达到 $%&’(。

!"#"! 印染废水的脱色：本试验所用的印染废水取处杭州丝绸印染厂染色车间，主要含

两种染料：卡布龙红 )*+,-. 和弱酸大红 !/+,-.，另外还含有较高浓度的无机盐离子。

酶液的初始活力为 !&012-+.，脱色结果见图 0。! 3 "#$%&’()($ 所产的漆酶粗酶液对印

染废水具有较好的脱色效果，经过 "# 的降解脱色率就达到 0/&%(，经过 !"# 左右的反应，

脱色率达到 $)(，印染废水在 ’!04+ 处的偶氮健的吸收峰，已基本消失。另外，紫外区内

的几处峰形、峰值也有明显变化。这都表明印染废水中的染料被降解了。

图 $ 酸性橙降解过程的吸收光谱图

56,3’ 789:;<=+ >? @:6A ><@4,9 B>C=;6>4 A9,<@A@;6>4

;6+9D:>=<B9
—/#；E E D"#；⋯⋯%#；E D E !"#3

图 % 漆酶酶液脱色印染废水的进程

56,30 F6+9D:>=<B9 >? AG64, H@B;9 H@;9< A9:>C><6I@;6>4

在工业废水中，印染废水由于其水量大，色度深，污染物不易降解等问题，在净化处理上难

度很大，目前也没有很好的工业化处理方法。本研究的结果表明，由 ! 3 "#$%&’()($ 产生的

漆酶制剂在印染工业废水治理中具有巨大的应用潜力。
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