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摘  要  白腐真菌是一类降解木质素使木材形成白色腐朽的担子菌，往往具有高产胞外漆酶的活性. 从北京农学院校

园内分离到一株高温型、高产漆酶白腐真菌菌株，编号为BUA-01. 结合形态学特征与ITS序列分析，确定其分类学地

位；进一步研究其菌丝生长的最适碳源、氮源、碳氮比（C/N）、生长因子、最适温度和最适pH值；利用不同浓度Cu2+

（CuSO4）的诱导，探讨液体发酵条件下对胞外漆酶产量的影响；通过向发酵液中加入3种偶氮染料（依文思蓝、甲基

橙和铬黑T），研究菌株对染料的降解效果. 结果表明，该菌株与毛栓菌（Trametes hirsuta）的同源性最高，为100%，

遗传距离为0，确定BUA-01菌株为栓菌属（Trametes）真菌. 菌丝体生长的最适碳源为淀粉，最适氮源为黄豆粉、酵母

浸粉，最适C/N值为40/1和10/1，最适温度为37 ℃，最适pH为6.0-7.0，供试生长因子对菌丝生长无显著促进作用. 0.25 
mmol/L的Cu2+对胞外漆酶产量有极显著的促进作用，在96 h时，发酵液的活性达到最高，为1081.33 ± 6.3 U/mL，是

对照组的26倍. BUA-01菌株对偶氮染料降解效果显著，12 h对依文思蓝、甲基橙和铬黑T的脱色率分别为93.31% ± 
0.16%、92.37% ± 0.42%和79.25% ± 0.64%. 本研究表明菌株BUA-01在产胞外漆酶和染料降解方面具有潜在应用价

值. （图3 表7 参42）

关键词   栓菌；鉴定；培养条件；漆酶；染料降解

CLC  Q939.99 : X172

Isolation, identification, culture conditions, and laccase production of white rot 
fungus*

HU Boyang1, WANG Shounan1, CHEN Qingjun2, ZHANG Guoqing1**, YANG Jiayue1, XU Xin1, HAN Peng1, 
ZHANG Yuxuan1 & LI Bing1

1 College of Biological Science and Engineering, Beijing University of Agriculture, Key Laboratory of Urban Agriculture (North China) of Ministry of 
Agriculture, Beijing 102206, China

2 Plant Science and Technology College, Beijing University of Agriculture, Beijing 102206, China

Abstract   The white rot fungi are members of Basidiomycota, which can degrade lignin and form white rot. They are high 
producers of extracellular laccases. In the present study, pure culture strain of high-temperature and high-laccase production 
types (numbered as BUA-01) was isolated from the fruiting bodies of a white rot fungus collected in the campus of Beijing 
University of Agriculture. The taxonomic characteristic was determined based on morphological and ITS sequence analysis. 
Furthermore, the optimal culture conditions for the mycelia were determined, including carbon source, nitrogen source, C/
N ratio, growth factors, temperature, and pH. Extracellular laccase production was investigated in liquid fermentation with 
different concentrations of Cu2+ (CuSO4) as inducer. Decolorizing activity of the fermentation broth was assayed using 
three azo dyes: Evans blue, methyl orange, and eriochrome black T. The results showed that the strain possessed the highest 
homology toward Trametes hirsuta, with the homology ratio of 100% and the genetic distance of 0, suggesting that the strain 
BUA-01 belonged to the genus Trametes. The culture condition investigated revealed that the optimal condition for mycelia 
growth included the following: carbon source, starch; nitrogen source, soybean powder and yeast extract; C/N ratio, 40/1 
and 10/1; temperature, 37 °C; and pH, 6.0-7.0. The assayed growth factors had no significant effect on mycelial growth. It 
demonstrated high laccase activity in liquid fermentation. The highest extracellular laccase activity of 1 081.33 ± 6.3 U/mL 
was observed in the broth with a Cu2+ adjunction concentration of 0.25 mmol/L after a 96-h culture period. It was about 26-fold 
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白腐真菌（White rot fungi）是生长在多种阔叶树的倒

木、腐朽木和树 桩 上，主要降 解木质素从而形成木 材白色

纤维状腐朽的一类高等担子菌[1-2]. 常见的白腐真菌有栓菌属

（Trametes）、纤孔菌属（Inonotus）、层孔菌属（Phellinus）、

木 耳属（Aur icular ia）、侧 耳属（Pleurotus）、革盖 菌 属

（Coriolus）和卧孔菌属（Poria）等 [3]. 白腐真菌通过分泌胞外

水解酶来实现对木质素的生物降解，是自然界生态系统碳素

循环的关键步骤 [4].  另一方面，木质素是重要的可再生生物

质资源，仅我国每年林木生物质（地上部分）产量超过14亿

t，但由于木质素是结构复杂的芳香族天然高分子聚合物，一

直以来没有得到有效的利用 [5].  在化石能源日渐匮乏和全球

暖化背景下，生物质资源的高效利用，已成为当前国际的研

究热点之一. 

参 与 白 腐 真 菌 木 质 素 分 解 的 胞 外 酶 主 要 包 括 漆 酶

（Laccase, p-benzenediol : oxygen oxidoreductase, Lac, 苯二

酚：氧氧化还原酶 , EC l.10.3.2）、木素过氧化物酶（Lignin 
peroxidase，LiP）和锰过氧化物酶（Manganese peroxidase，

MnP），其中又以漆酶研究最为深入 [6]. 漆酶是一类含铜的多

酚氧化酶，与植物的抗坏血酸氧化酶、哺乳动物的血浆铜蓝

蛋白一样，属蓝色多铜氧化酶家族 [7]. 漆酶最早是在1883年从

日本漆树（Rhus vernicifera）的分泌物中发现，后来研究表明

漆酶广泛存在于自然界中，包括真菌、细菌、植物及昆虫等，

其中以真菌漆酶研究最为深入，具有良好的应用价值 [8-9]. 自

然界中，真菌是漆酶的主要产生菌，其中包括担子菌、子囊

菌及半知菌等，其中以是担子菌门的白腐真菌为主 [10]. 漆酶对

不同类型的底物进行单电子氧化，同时传递电子，最终将作

为第二底物的氧气还原成水，因而被认为是一种“绿色催化

剂”[11]. 漆酶催化底物广泛，除木质素之外还包括酚类、芳香

类化合物等，如化工染料、农药残留等，因而漆酶在造纸、

皮革、环境污染治理等方面具有巨大的应用潜力和广阔的市

场前景[12]. 

偶氮染料是一类在偶氮基两端连接芳基的有机化合物，

广泛用于服装印染、油漆着色等，在一定条件下能分解产生

多种致癌芳香胺类，如未经处理即而排放到环境中，会导致

严重的环境问题. 目前，微生物降解法被认为是最为有效且

对环境无害的方法，其中白腐真菌及其漆酶生物降解被认为

是最为降解方式之一 [13-14]. 本研究前期以实验自主分离的26
种野生真菌为材料，筛选出高产漆酶和高效降解偶氮染料的

BUA-01菌株，进一步利用形态学鉴定与ITS鉴定的手段确定

其分类学地位，从碳源、氮源、碳氮比（C/N）、温度、pH值和

生长因子方面研究菌丝体最适培养条件，利用Cu2+诱导研究

液体发酵最佳产漆酶条件以及发酵液染料降解特性，为其开

发利用奠定理论和实验基础. 

1  材料与方法

1.1  材 料
BUA-01菌株子实体采集自北京农学院毛白杨（Populus 

tomentosa）腐木树桩上，由北京农学院生物科学与工程学院

分离与保藏. 

1.2  培养基
PDA培养基：主要用于菌株分离与保藏. 配方：马铃薯

200 g，葡萄糖20 g，琼脂20 g，pH 7.0-7.2，蒸馏水定容至1 L. 

液体发酵培养基：主要用于液体发酵培养. 配方：马铃薯

200 g，蔗糖20 g，pH 7.0-7.2，蒸馏水定容至1 L. 

基础培养基：用于最适培养条件实验. 配方：葡萄糖20 
g，硫酸镁0.5 g，磷酸二氢钾1 g，胰蛋白胨2 g，维生素B1 10 
mg，琼脂20 g，pH 7.0-7.2，蒸馏水定容至1 L. 

1.3  菌株的分离、培养与保存
菌株纯培养的获得采用组织分离法 [15]. 分离的菌株于25 

℃避光培养，于4 ℃保藏. 
1.4  菌株的形态鉴定

菌丝纯培养经PDA平板活化后以直径5 mm的菌饼转接

到新鲜的PDA平板中央，并在距离菌饼1.5cm左右的四周以

30°左右斜插入灭菌的盖玻片，置于25 ℃恒温培养箱中避光

培养，待菌丝体边缘刚刚蔓延至盖玻片时，取出盖玻片进行

光学显微镜观察并拍照. 
1.5  ITS鉴定

菌 株 分 子 鉴 定 采 用 I T S（ I n t e r n a l  T r a n s c r i b e d 
S p a c e r）鉴 定 法 .  利 用 新 型 植 物 D N A 提 取 试 剂 盒（天

根）提 取 新 鲜 菌 丝 体 总 D N A .  引 物 采 用 真 菌 I T S 通 用

引物 ITS1（5′TCCGTAGGTGA ACCTGCGG 3′）和 ITS4 
（5′TCCTCCGCTTATTGATATGC 3′），引物及序列均由上海

生工生物工程有限公司合成并检测[16]. 目标序列经用NCBI在
线BLAST比对分析（http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi），

并利用MEGA 7.0进行Clustal X多序列比对、Neighbor-Joining 
(NJ)构建系统发育树，分析同源关系，确立分类学地位 [17]. 

1.6  不同碳源的利用
以相同含碳量的不同碳源替代基础培养基中20 g葡萄

糖，测定BUA-01菌株对不同碳源的利用情况 [17]. 在各平板中

央接种直径为5 mm的新鲜菌饼一块，25 ℃恒温培养箱中避

光培养，待任一处理中菌丝体最先长满或培养14 d后，停止培

养. 观测菌落形态，测量菌落直径，计算菌丝体日均生长速

度（菌丝生长速度=菌落半径增长度 /培养天数）（单位：mm/
d）. 供试碳源分别为葡萄糖、蔗糖、麦芽糖、乳糖、淀粉、山

梨醇和羧甲基纤维素钠，对照为基础培养基不加碳源，每个

处理设3次重复. 下同. 

1.7  不同氮源培养基的利用情况
以相同含氮量的不同氮源替代基础培养基中2 g胰蛋白

higher than that of the control group. The isolated strain exhibited significant decolorizing activity toward the azo dyes Evans 
blue, methyl orange, and eriochrome black T, with the decolorization rate at 12 h of 93.31% ± 0.16%, 92.37% ± 0.42%, 79.25% 
± 0.64%, respectively. This suggests that the strain possesses potential applications in laccase production and dye degradation.

Keywords  Trametes; identification; culture condition; laccase; dye degradation
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胨，氮源分别为胰蛋白胨、酵母浸粉、黄豆粉、牛肉浸膏、硫

酸铵、尿素的培养基，对照为基础培养基中不加氮源. 

1.8  不同C/N培养基的利用情况
以供试基础培养基为基础，通过添加不同质量的大豆蛋

白胨，配制成C/N值分别为10/1、20/1、30/1、40/1、50/1和60/1
的不同培养基 [18]. 

1.9  不同生长因子培养基的利用情况
以不同的生长因子替代基础培养基中10 mg维生素B1，生

长因子分别为维生素B1、维生素B2、维生素B6、维生素C、肌

醇的培养基，对照为基础培养基中无生长因子. 

1.10  不同pH值下的菌丝体生长情况
配制PDA培养基，灭菌后调pH值分别为5.0、5.5、6.0、

6.5、7.0、7.5、8.0、8.5和9.0. 

1.11  不同温度下的菌丝体生长情况
配制PDA培养基. 接种后分别在20、24、26、28、30、32和

37 ℃恒温培养箱中避光培养. 

1.12  Cu2+对液体发酵漆酶产量的影响
以新鲜BUA-01菌饼接种于PDA平皿（9 cm）上，28 ℃避

光培养至刚刚长满（约5 d）. 无菌条件下将整皿菌落取出，置

于无菌组织匀浆器中，加无菌水适量，充分匀浆，并补入无菌

水（最终量为50 mL/皿）制备成种子液. 按5%（V/V）接种量

将种子液添加在含有0、0.25、0.50、1.00和2.00 mmol/L CuSO4

的发酵培养基中，28 ℃、180 r/min振荡培养，分别在接种的

第24、48、72、96、120、144和168 h时收集发酵液，测定其漆

酶活性. 漆酶活性测定采用ABTS法 [19].  将5 μL漆酶样品与

195 μL ABTS溶液混合，37 ℃水浴反应5 min后，以200 μL 5% 
TCA终止反应，在波长420 nm处测定吸光值，以蒸馏水代替

酶液进行反应作为对照. 酶活单位（U）定义：每分钟内催化1 
μmol ABTS生成产物所需的酶量（A420 nm处ABTS的摩尔吸光

系数为3.6 × 104 L mol-1 cm-1）[20]. 

1.13  BUA-01菌株对偶氮染料的降解作用
以5%（V/V）接种量接种上述种子液于液体发酵培养基

中，28 ℃、180 r/min振荡培养3 d后，分别向培养基中加入过

滤除菌的终浓度为400 mg/L、28 mg/L和20 mg/L的铬黑T、依

文思蓝和甲基橙3种偶氮染料，以不加入染料为空白对照. 在
0 h、12 h和24h分别取样，且分别在波长为540 nm、610 nm和
460 nm处测量吸光值，并计算脱色率. 

1.14 统计学分析
所有数据采用SPSS18.0统计软件进行处理和分析. 

2  结果与分析

2.1  形态鉴定
BUA-01菌株子实体形态见图1A. 子实体具有典型栓菌属

真菌特征，菌盖无柄，覆瓦状叠生，硬革质. 菌盖扁平，半圆

形，菌盖半径达10 cm左右，菌盖表面浅棕黄色，被长硬毛和

细微绒毛，具有明显的同心环纹和环沟，与《中国真菌志》中

毛栓菌[Trametes hirsuta (Wulf. : Fr.) Pilat]子实体描述特征一

致 [21]. PDA平板培养条件下菌落形态见图1B. 菌丝稠密浓白，

菌落会形成明显的辐射状同心纹. 菌丝显微形态见图1C，生

殖菌丝透明，壁薄，有大量锁状联合. 

图1  BUA-01菌株形态特征. （A）子实体；（B）菌落；（C）菌丝体.
Fig. 1  Morphological characteristics of the strain BUA-01. (A) Fruiting 
bodies; (B) Colony; (C) Mycelia.

2.2  基于ITS序列的系统发育分析
经PCR扩增和序列测定，获得BUA-01菌株ITS序列片段，

长度为605 bp，GenBank登录号为KX056103.  经Blast在线比

对，与相近种菌株构建系统发育树（图2）. 聚类分析结果表

BUA-01 (KX056103) 

 Trametes hirsuta (AY972129.1) 

 Trametes gibbosa (KC589144.1) 

 Trametes junipericola (KC017758.1) 

 Trametes ochracea (EU162063.1)

 Trametes elegans (JN164986.1) 

 Trametes polyzona (KC589125.1) 

 Trametes sanguinea (FJ478098.1) 

 Trametes cingulata (KC589133.1) 

 Trametes ljubarskii (JQ806418.1)

 Trametes olivaceopora (KC017754.1) 

 Trametes africana (KC017757.1) 

 Trametes suaveolens (FJ478094.1) 

 Trametes trogii (EU918696.1) 

 Trametes cystidiata (KC017759.1)

Trametes globospora (KC017760.1)100

100 
99 

96 

99 

100 

67 

44 

61 

46 

100 

36 

45 

0.02
图2  基于ITS序列的BUA-01菌株与其他栓菌属真菌的系统发育分析. 
Fig. 2  Polymeric analysis of strain BUA-01 and other Trametes strains based on ITS sequences.
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明，BUA-01菌株与毛栓菌（AY972129.1）的相似性最高，为

100%，遗传距离为0，确定该菌株为栓菌属Trametes. 
2.3  不同碳源培养基的利用情况

在最适碳源实验中，菌落均出现明显的辐射状同心圆，

生长过程中无色素产生. 菌丝在以淀粉为碳源的培养基上生

长速率最快（8.32 ± 0.35 mm/d）、长势最佳、菌丝稠密浓白，

蔗糖、葡萄糖和麦芽糖次之. 在以乳糖为碳源的培养基上生

长速率最慢（3.43 ± 0.63 mm/d）、长势最弱（表1）. 综合菌丝
生长速率及菌丝长势，BUA-01菌丝体最适碳源为淀粉. 

表1  碳源 对BUA-01菌株菌丝体生长的影响
Table 1  Effect of the carbon sources on mycelial growth of strain BUA-01

碳源
Carbon source

菌丝生长速率
Mycelial growth rate

(v/mm d-1)

菌丝长势
Mycelial 
growth

淀粉 Starch 8.32 ± 0.35 a + + +
蔗糖 Sucrose 7.61 ± 0.12 b + + +
葡萄糖 Glucose 7.53 ± 0.93 b + + +
麦芽糖 Maltose 7.36 ± 1.15 b + + +
山梨醇 Sorbitol 5.78 ± 1.22 c + + 
羧甲基纤维素钠 
Carboxymethylcellulose sodium 5.95 ± 1.13 cd + + 

对照 CK 5.58 ± 0.16 d + 
乳糖 Lactose 3.43 ± 0.63 e + 
+：生长稀疏；+ +：生长较致密；+ + +：生长旺盛. 不同小写字母表示差
异显著（P < 0.05）. 
+: Mycelial growth weak; + +: Mycelial growth ordinary; + + +: Mycelial 
growth strong. Different small letters indicate significant difference (P < 0.05).

2.4  不同氮源培养基的利用情况
在最适氮源实验中，菌落均出现明显的辐射状同心圆，

生长过程中无色素产生. 菌丝在以黄豆粉（7.41 ± 0.09 mm/
d）、酵母浸粉（7.2 ± 0.45 mm/d）为氮源的培养基上生长速率

最快、长势最佳，菌丝稠密浓白. 在无氮源的培养基上生长

速率最慢（5.44 ± 0.3 mm/d）、长势最弱（表2）. 综合菌丝生

长速率及菌丝长势，BUA-01菌丝体最适氮源为黄豆粉和酵母

浸粉. 

表 2  氮源 对BUA-01菌株菌丝体生长的影响
Table 2  Effect of the nitrogen sources on mycelial growth of stain BUA-01

氮源
Nitrogen source

菌丝生长速率
Mycelial growth rate

(v/mm d-1)
菌丝长势

Mycelial growth

黄豆粉 Soybean meal 7.41 ± 0.09 a + + +
酵母浸粉 Yeast extract 7.20 ± 0.45 ab + + +
胰蛋白胨 Casein tryptone 6.94 ± 0.24 bc + + +
牛肉膏 Beef extract 6.87 ± 0.20 c + + 
尿素 Urea 6.34 ± 0.24 d + + 
(NH4)2SO4 5.57 ± 0.47 e + 
对照 CK 5.44 ± 0.30 e + 
-：不生长；+：生长稀疏；+ +：生长较致密；+ + +：生长旺盛. 不同小写字
母表示差异显著（P < 0.05）. 
-: No mycelia growth; +: Mycelial growth weak; + +: Mycelial growth 
ordinary; + + +: Mycelial growth strong. Different small letters indicate 
significant difference (P < 0.05).

2.5  不同C/N培养基的利用情况
在最适C/N实验中，菌落在不同C/N的培养基中均可生

长. 菌落均出现明显的辐射状同心圆，生长过程中无色素产

生. 菌丝在C/N比为40/1（8.53 ± 0.16 mm/d）、10/1（8.5 ± 0 mm/
d）的培养基中生长速率最快、长势最佳，菌丝稠密浓白. 在
C/N比为20/1的培养基上生长速率最慢（6.67 ± 0.3 mm/d）、长

势最弱（表3）. 综合菌丝生长速率及菌丝长势，BUA-01菌丝

体最适C/N为40/1和10/1. 

表3  C/N比对BUA-01菌株菌丝体生长的影响
Table 3  Effect of the C/N ratios on mycelial growth of strain BUA-01

C/N比
C/N ratio

菌丝生长速率
Mycelial growth rate (v/mm d-1)

菌丝长势
Mycelial growth

40/1 8.53 ± 0.16 a + + +
10/1 8.50 ± 0.00 a + + +
50/1 8.12 ± 0.22 b + +
60/1 8.12 ± 0.22 b + + 
30/1 8.08 ± 0.37 b + + 
20/1 6.67 ± 0.30 c +

+：生长稀疏；+ +：生长较致密；+ + +：生长旺盛. 不同小写字母表示差
异显著（P < 0.05）. 
+: Mycelial growth weak; + +: Mycelial growth ordinary; + + +: Mycelial 
growth strong. Different small letters indicate significant difference (P < 0.05).

2.6  不同生长因子培养基的利用情况
在最适生长因子实验中，菌落在不同生长因子培养基上

均可生长. 菌落均出现明显的辐射状同心圆，生长过程中无

色素产生. 菌丝在CK、VB1、VB2和肌醇的培养基上生长速率

较快、长势最佳，菌丝稠密浓白. 在VC的培养基上生长速率

最慢（4.97 ± 0.82 mm/d）、长势最弱（表4）. 综合菌丝生长速

率及菌丝长势，VB1、VB2和肌醇对BUA-01菌丝体生长无显著

影响，而VB6和VC对其生长有显著抑制作用. 

表4  生长因子对BUA-01菌株菌丝体生长的影响
Table 4  Effect of growth factors on mycelial growth of strain BUA-01

生长因子
Growth factor

菌丝生长速率
Mycelial growth rate (v/mm d-1)

菌丝长势
Mycelial growth

对照 CK 7.17 ± 0.31 a + + +
VB2 6.90 ± 0.38 a + + +
VB1 6.60 ± 0.33 a + + +
肌醇 Inositol 6.33 ± 0.11 a + ++
VB6 5.33 ± 0.39 b + +
Vc 4.97 ± 0.82 c +

+：生长稀疏；+ +：生长较致密；+ + +：生长旺盛. 不同小写字母表示差
异显著（P < 0.05）. 
+: Mycelial growth weak; + +: Mycelial growth ordinary; + + +: Mycelial 
growth strong. Different small letters indicate significant difference (P < 0.05).

2.7  不同pH值下的菌丝体生长情况
在最适pH值实验中，菌落在pH 5.0-9.0的条件下均可生

长. 菌落均出现明显的辐射状同心圆，生长过程中无色素产

生. 菌丝在pH 6.0-7.0的培养基上生长速率最快、长势最佳，

菌丝稠密浓白. 在pH 9.0的培养基上生长速率最慢（4.83 ± 
0.17 mm/d）、长势最弱（表5）. 综合菌丝生长速率及菌丝长

势，BUA-01菌丝体最适pH值在6.0-7.0之间. 

2.8  不同温度下的菌丝体生长情况
在最适温度实验中，菌落在20-37 ℃下均能生长. 菌落均

出现明显的辐射状同心圆，生长过程中无色素产生. 菌丝在

以温度为37 ℃的培养基上生长速率最快（7.8 ± 0.14 mm/d）、

长势最佳，菌丝稠密浓白. 在温度为20 ℃的培养基上生长速
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率最慢（3 ± 0.13 mm/d）、长势最弱（表6）. 综合菌丝生长速

率及菌丝长势，BUA-01菌丝体最适温度是37 ℃. 

表6  温度对BUA-01菌株菌丝生长的影响
Table 6  Effect of temperature on mycelial growth of strain BUA-01

温度
Temperature (θ/℃)

菌丝生长速率
Mycelial growth rate (v/mm d-1)

菌丝长势
Mycelial growth

37 7.80 ± 0.14 a + + +
30 7.00 ± 0.21 b + + +
32 6.60 ± 0.54 b + + +
28 6.50 ± 0.27 c + + +
24 5.17 ± 0.28 d + +
26 4.83 ± 0.30 d + +
20 3.00 ± 0.13 e + 

+：生长稀疏；+ +：生长较致密；+ + +：生长旺盛. 不同小写字母表示差
异显著（P < 0.05）. 
+: Mycelial growth weak; + +: Mycelial growth ordinary; + + +: Mycelial 
growth strong. Different small letters indicate significant difference (P < 0.05).

2.9  Cu2+对BUA-01发酵液产漆酶量的影响
不同剂量的Cu2+实验 结果如图3所 示. 3种 浓度的Cu2+

对BUA-01漆酶都具有促进作用，其中，0.25 mmol/L Cu2+对
BUA-01产胞外漆酶具有明显的促进作用，在96 h时，发酵液

的活性达到最高，为1081.33 ± 6.30 U/mL，是对照组的26倍. 

实验表明，0.25 mmol/L Cu2+对BUA-01液体发酵漆酶具有显

著的促进作用，而添加2.00 mmol/L Cu2+的发酵液对菌丝体有

明显的抑制作用. 

图3  Cu2+浓度对BUA-01发酵液产漆酶量的影响.
Fig. 3  Effect of Cu2+ concentrations on laccase production in BUA-01 
fermentation broth.

2.10  BUA-01对偶氮染料的降解
BUA-01发酵液对偶氮染料的降解效果见表7. BUA-01菌

株发酵液对3种偶氮染料降 解效 果显著，12 h时，对依文思

蓝、甲基橙和铬黑T的脱色率分别为93.31% ± 0.16%、92.37% 
± 0.42%和79.25% ± 0.64%；24 h 时，脱色率分别为98.64% ± 
0.28%、93.36% ± 0.15%和90.25% ± 0.47%. 

表7  BUA-01对偶氮染料的降解效果
Table 7  Decolorization activity of BUA-01 towards azo dyes.

染料
Dyes

λmax
/nm

浓度
Concentration

(ρ/mg L-1)

脱色率 
Decolorization rate (r/%)

12 h 24 h
依文思蓝 Evans blue 610   28 93.31 ± 0.16 98.64 ± 0.28
甲基橙 Methyl orange 460   20 92.37 ± 0.42 93.36 ± 0.15
铬黑T  Eriochrome black T 540 400 79.25 ± 0.64 90.25 ± 0.47

3  讨论与结论

据报道，毛栓菌又称毛栓孔菌，多生于槭、榆、杨、柳、

柞、桦、胡桃等阔叶树的倒木、枯立木、原木、伐桩及活立木

上，广泛分布于中国各地 [22]. BUA-01菌株子实体分离自杨柳

科杨属植物毛白杨，其子实体为无柄盖形，覆瓦状叠生，硬

革质，菌盖表面浅棕黄色，被硬毛和细微绒毛，具 有明显的

同心环纹和环沟，与《中国真菌志》[21]描述一致. 目前关于毛

栓菌对应的拉丁文名称比较混乱，往往将毛栓菌（T. hirsuta）
和硬毛栓菌（T. trogii）的中文和拉丁文相互混用的现象，如

卯晓岚先生《中国大型真菌》中称T. trogii为毛栓菌 [22]，杨

柳等称T. hirsuta为粗毛栓菌 [23]. 根据赵继鼎先生《中国真菌

志》，T. hirsuta子实体具有明显同心环纹结果，而T. trogii则
不具有相应结构[21]. 另外，基于ITS的系统发育树表明，BUA-
01菌株与T. hirsuta（AY972129.1）的相似性为100%，遗传距离

为0，而与T. trogii遗传距离较远，为0.143. 本文根据赵继鼎先

生《中国真菌志》并结合ITS鉴定和形态特征，确定BUA-01菌

株为毛栓菌（T. hirsuta）. 

毛栓菌是一种常见白腐真菌，前人对不同毛栓菌菌株培

养条件进行了广泛研究，主要围绕其胞外产漆酶条件及其对

染料和农药等降解研究 [24-27]. 本研究前期筛选出高产胞外漆

酶的BUA-01菌株，开展了菌丝最适培养条件研究. 该菌株菌

丝生长的最适条件分别为最适碳源淀粉、最适氮源为黄豆粉

和酵母浸粉、最适C/N值40/1和10/1，最适温度37 ℃，最适pH 
6.0-7.0.  关于毛栓菌菌丝体培养条件研究较少，已有文献主

要以开展T. trogii研究[28-29]. 前人报道主要围绕T. trogii培养的

最适碳源和氮源. 其最适碳源主要有蔗糖、淀粉和壳聚糖，

其中尤以蔗糖为最适碳源较多；最适氮源有酵母膏、黄豆粉

等；与本文结果基本一致 [29-30].  一般真菌最 适温度在25-28 
℃，BUA-01菌株最适培养温度达到37 ℃，属于高温型真菌，

更有利于发酵条件下的菌丝培养与开发利用. 

毛栓菌是重要的产漆酶菌株，而不同产地、不同时期采

集的菌株，往往在胞外产酶方面表现出不同的特性. BUA菌

株在前期筛选过程中表现出优越的产酶活性. 液体发酵研究

显示，72 h、以ABTS为底物，胞外漆酶活性即达到最高，为
185.78 U/mL，并且在0.25 mmol/L Cu2+诱导条件下，胞外漆酶

在96 h时达到最高，为1081.33 U/mL，是同时刻空白对照组的

表5  pH值对BUA-01菌株菌丝体生长的影响
Table 5  Effect of pH values on mycelial growth of strain BUA-01

pH 菌丝生长速率
Mycelial growth rate (v/mm d-1)

菌丝长势
Mycelial growth

7.0 7.18 ± 0.28 a + + +
6.0 7.14 ± 0.19 a + + +
6.5 7.01 ± 0.51 a + + +
7.5 6.72 ± 0.21 b + +
8.0  6.54 ± 0.44 bc + +
5.5  6.54 ± 0.17 bc + +
5.0  6.51 ± 0.12 bc + 
8.5 6.29 ± 0.33 c + 
9.0 4.83 ± 0.17 d + 

-：不生长；+：生长稀疏；+ +：生长较致密；+ + +：生长旺盛. 不同小写字
母表示差异显著（P < 0.05）. 
-: No mycelia growth; +: Mycelial growth weak; + +: Mycelial growth 
ordinary; + + +: Mycelial growth strong. Different small letters indicate 
significant difference (P < 0.05).
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26倍，是无诱导条件下最高酶活的5.8倍，显著高于前人报道. 
Dhakar和Pandey报道，T. hirsuta（MTCC 11397）培养12d、以
ABTS为底物，最高酶活394.5 U/L [24]. Rodriguez等报道毛栓

菌发酵液漆酶活性在第26天达到最高，以ABTS为底物酶活

为19.4 U/mL [31]. Liu等报道，毛栓菌液体发酵8 d胞外漆酶活

性达到最高，以2,6-二甲氧基苯酚（DMP）为底物，酶活为11 
U/mL [24]. BUA-01菌丝是一个最适培养温度37 ℃的高温型菌

株，可能为其提供了更高效的木质纤维素降解酶系，从而表

现出更高的胞外漆酶活性. 

结果还发现，Cu2+诱导条件下，胞外活性最大值出现延

后，从对照组的72 h延后至0.25 mmol/L Cu2+处理的96 h. 同

时随着Cu2+浓度的升高促进效果逐渐减低，并且Cu2+浓度达

到2.00 mmol/L 时，发酵液中菌丝体基本不再生长，漆酶活性

几乎为0. 结果表明，Cu2+虽然能够显著诱导BUA-01菌株胞外

漆酶的分泌，但同时高浓度时显著抑制菌丝生长. 漆酶是含

铜的多酚氧化酶，Cu2+对胞外漆酶诱导作用有大量的报道. 
Dhakar和Pandey报道，T. hirsuta MTCC 11397菌株在添加0.4 
mmo/L Cu2+时漆酶活性达到最高（394.5 U/L），约为对照组酶

活的两倍 [24]. Ling等报道2.0 mmol/L Cu2+对Trametes sanguinea
胞外漆酶发酵有显著促进作用，在72 h达到243.7 U/mL，并

且在96-144 h维持在 250 U/mL以上，较之空白对照组192 h最

高活性122.8 U/mL，时间缩短62.5%、活性提高了98.5% [32]. 司

静等报道，向Trametes orientalis培养基中添加终浓度为2.0 
mmol/L Cu2+且接种后第3天时，漆酶诱导酶活最高，为17.628 
U/mL [33]. 1.0-2.0 mmol/L的Cu2+对Lepista nuda胞外漆酶分泌

有显著的促进作用，其活性达到对照组的149.2%-196.4% [18]. 

漆酶结构中一般有4个铜离子结合位点，因此Cu2+往往对漆

酶诱导表达有促进作用. 但另一方面，铜作为重金属元素，

对真菌菌丝生长有抑制作用. 本研究中BUA-01菌株需要低

浓度Cu2+（0.25 mmol/L）即达到高的产酶活性，既降低了发

酵成本，同时避免了重金属元素对环境的污染. 另外，Tapia-
Tussell等报道，分离自墨西哥的毛栓菌Bm-2菌株在以10%（V/
V）酒糟诱导下，胞外漆酶活性达到2 543.7 U/mL [34]. 结果表

明，不同菌株、不同产酶条件，真菌漆酶产量存在极大差异. 

因此，不断分离筛选高产菌株具有极其重要的意义. 

前人报道表明，真菌漆酶对化 工染料特别是 偶氮类染

料具有良好的降解效果 [35]. 本研究中，BUA-01菌株对依文思

蓝、甲基橙和铬黑T的降解效果显著，脱色率分别为98.64%、
93.36%和90.25%. Couto等人报道，T. hirsuta在24 h时对偶氮

染料（SSB 4GL和DC NBS）的脱色率在80%以下，第72 h时对

偶氮染料（Methyl Orange）的脱色率为81.4% [26, 36]. Levin等报

道，T. trogii漆酶在24 h对偶氮染料Methyl Orange和Xylidine
的降解率分别为75%和96% [37]. 另外，Pleurotus sajor-caju漆

酶对偶氮染料Reactive Black 5在36 h时的脱色率为84.4% [38]. 

本研究验中，BUA-01菌株胞外漆酶发酵液具有良好的染料

脱色效果，其纯化的漆酶或者直接利用发酵液，对环境染料

污染降解，具有良好现实意义和应用价值. 

综上，本研究筛选高产漆酶的高温型栓菌，经鉴定为毛

栓菌（T. hirsuta），并进行了培养条件、Cu2+对胞外产漆酶的

影响，以及发酵液对偶氮染料降解效果研究，为BUA-01菌株

的开发与利用奠定了基础. 
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