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铜锰离子添加下奶油栓孔菌的木质素降解酶
活性、耐受性及移除能力

刘海宇  申 露  梁胜焕  程 飞

广西大学林学院  南宁  530004

摘  要  漆酶（Lac）和锰过氧化物酶（MnP）是木质素降解酶系主要成员，不同浓度Cu2+和Mn2+下特定真菌菌株的Lac和
MnP活性、金属耐受性与移除能力有待深入探索. 以奶油栓孔菌（Trametes lactinea）为材料，通过控制液体培养基初

始Cu2+和Mn2+浓度，观测不同浓度铜锰离子对Lac和MnP活性、菌丝体生长、黑色素产量及最终离子浓度的影响. 结果显

示，Lac活性含Cu2+各处理均优于对照，后20 d高于前20 d. 前20 d，0.5和1.0 mmol/L Cu2+诱导效果较好；后20 d，10.0 
mmol/L的Lac活性最高. 2.0、3.0和10.0 mmol/L Cu2+诱导Lac活性，也抑制菌丝体生长，不过该菌株能降低Cu2+浓度. 
0.5、0.7和1.0 mmol/L Mn2+的Lac活性诱导效果相对稳定，2.0、5.0和10.0 mmol/L的波动较大，仅10.0 mmol/L对菌丝

体生长有微弱抑制. Cu2+和Mn2+均诱导MnP活性，但MnP活性低. 该菌Cu2+胁迫下产生更多黑色素，对Mn2+耐受性较强. 
0.5-10.0 mmol/L范围内该菌株Cu2+移除能力随初始浓度增加而增强. 本研究表明Cu2+和Mn2+都能诱导该菌株产生更强

的Lac和MnP活性；该菌株有较好的Cu2+移除能力，对Mn2+耐受性强于Cu2+；结果可为木质素降解酶活性诱导、高产漆

酶菌株发掘和重金属污染生物修复等提供参考. （图10 表4 参56）
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Lignin-degrading enzymatic activities, tolerance, and removal ability of 
Trametes lactinea under the addition of Cu2+ and Mn2+
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Abstract   Laccase (Lac) and manganese peroxidase (MnP) are the two major lignin-degrading enzymes. Under 
different concentrations of Cu2+ and Mn2+, the Lac and MnP activities, metal tolerance, and removal capability 
of specific fungal strains need further exploration. In this study, a strain of Trametes lactinea was used as a 
research model to observe the effects of Cu2+ and Mn2+ on Lac and MnP activity, mycelial growth, melanin 
production, and final ion concentration by controlling the initial concentrations of Cu2+ and Mn2+ in the liquid 
culture medium. The results showed that the Lac activity of each treatment supplemented with Cu2+ was greater 
than that of the control and was higher in the last 20 days than in the first 20 days. In the first 20 days, 0.5 and 1.0 
mmol/L Cu2+ had better induction effects. Lac activity at 10.0 mmol/L was the highest during the last 20 days. 
Cu2+ (2.0, 3.0, and 10.0 mmol/L) induced Lac activity and inhibited mycelia growth; however, the strain reduced 
the Cu2+ concentration. For Mn2+, the induction effects of 0.5, 0.7, and 1.0 mmol/L on Lac activity were relatively 
stable. However, the activities of 2.0, 5.0, and 10.0 mmol/L showed evident fluctuations, and only 10.0 mmol/
L weakly inhibited the mycelia growth. Both Cu2+ and Mn2+ induced MnP activity; however, the MnP activity was 
low. This strain produced more melanin under Cu2+ stress and exhibited strong tolerance to Mn2+. The Cu2+ 
removal capacity of the strain increased as the concentration increased from 0.5 to 10.0 mmol/L. In summary, 
both Cu2+ and Mn2+ were powerful inducers of Lac and MnP activities in the strain, which could remove Cu2+ 
and was more tolerant to Mn2+ than to Cu2+. This study provides a reference for the induction of lignin-degrading 
enzyme activity, the identification of laccase-producing strains, and the bioremediation of heavy metal pollution.
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漆酶（laccase，Lac）是一类含铜多酚氧化酶，催化许多

有机和无机底物，尤其是酚类的单电子氧化，在介质存在下能

降解非酚类物质，水通常是除氧化产物外的唯一产物 [1-2]，已

在生物制浆、染料脱色、环境修复和工业废水处理 [3-5]等领域

得到一定应用. 相比其他来源Lac，一些真菌Lac氧化还原电位

更高，参与木质纤维素降解，催化能力更强 [6]. 锰过氧化物酶

（manganese peroxidase，MnP）是含血红素的糖蛋白，能氧

化众多酚类物质，在介质协助下可降解非酚类物质，和Lac同
为木质素降解酶系主要成员[7-8]. 

铜是Lac结构和功能基本单元的组分，Lac结构上大多

含4个铜 [9-10]. Cu2+显著诱导毛头鬼伞（Coprinus comatus）、

云芝栓孔菌（Trametes versicolor）、硬毛栓孔菌（Trametes 
trogii）、毛栓孔菌（Trametes hirsuta）Lac活性，抑制革耳

（Panus rudi）Lac活性 [11-15]. MnP晶体结构含Mn2+结合位点，

偏好Mn2+作其单电子供体 [7, 16]. Mn2+显著诱导毛头鬼伞、黄孢

原毛平革菌（Phanerochaete chrysosporium）Lac活性 [11, 17]. 
0.5 mmol/L Mn2+促进烟管孔菌（Bjerkandera adusta）MnP
活性，而0.5 mmol/L Cu2+则有抑制作用[18]. 铜和锰是真菌生

长发育和功能运转必需的微量元素，同时是重金属，过量会

毒害真菌 [19-20]，但不少微生物对它们有一定的耐受性或移除

能力[21-22].  CuSO4和MnSO4是许多真菌常用的Lac和MnP活

性诱导剂，诱导剂及其浓度是影响酶活性的最关键因素，然

而它们具体的诱导能力、最适诱导浓度以及菌丝体对Cu2+、

Mn2+耐受性和移除能力，不同真菌物种乃至菌株可能差异甚

大 [6, 11-15, 17-18]，因此有必要就特定菌株开展相关探究. 
栓孔菌是出色的Lac生产者，在我国种类多分布广[23-26]. 

奶油栓孔菌（Trametes lactinea）是热带和亚热带地区栓孔菌

属常见的一种白腐菌[26]，所产栓孔菌酸、多糖等被认为是潜在

的新药来源 [27-28]. 相同培养条件下，该菌的Lac活性高于红栓

孔菌（Trametes coccinea）不亚于云芝栓孔菌[29]. 该菌产黑色

素，对胁迫的忍耐力较强 [22, 29]. 然而，有关Cu2+和Mn2+对奶油

栓孔菌Lac和MnP活性的诱导效果以及该菌对它们的耐受性

和移除能力的研究尚无. 该菌是桉树人工林较常见的木材腐

朽菌，本研究以从桉树伐桩分离纯化得到奶油栓孔菌菌株为

研究材料，研究不同浓度外源Cu2+和Mn2+添加对Lac和MnP活
性、菌丝体生长、黑色素产量及最终离子浓度的影响，讨论液

体培养过程中菌丝体对Cu2+和Mn2+的耐受性和移除能力，以

期为木质纤维素降解酶活性诱导、高产菌株发掘和重金属污

染生物修复等提供参考. 

1  材料与方法

1.1  材料来源
2021年4月奶油栓孔菌子实体采自广西国有七坡林场桉树

二代林皆伐后的伐桩，经分离纯化获得纯培养物. 菌种用PDA
活化，之后转接至新的PDA上，待菌丝体铺满后开展后续实

验. 
1.2  外源Cu2+和Mn2+添加下漆酶和锰过氧化物酶活性
1.2.1  菌丝体液体培养    金属离子添加实验用PDJ液体培

养基.  与PDA相比，PDJ不加琼脂，但加入2.0 g酵母膏，其

余成分与PDA相同. 向PDJ液体培养基中分别只加CuSO4或

MnSO4. Cu2+浓度梯度为0（CK，未添加）、0.5、1.0、2.0、3.0
和10.0 mmol/L，Mn2+浓度梯度为0（CK，未添加）、0.5、0.7、
1.0、2.0、5.0和10.0 mmol/L. 无菌条件下，各瓶接入4个直径

0.5 cm的菌块，各浓度设3个重复. 接种后透气封口膜封口，再

裹上无菌保鲜袋，30 ℃下振荡（130 r/min）发酵. 接种后每隔

5 d在无菌条件，从各处理的3个重复内分别先吸取2.0 mL菌
液移至对应的3个离心管，再从这3个重复内分别吸取0.7 mL
菌液都累加到同1个离心管作为该处理酶活测定时的空白对

照，空白对照高温灭活. 所有离心管4 ℃、13 000 r/min离心25 
min，上清液为粗酶液. 
1.2.2  酶活性测定    Lac活性测定采用ABTS法 [30]. 由酶液10 
μL、0.08 mol/L pH 5.0的醋酸钠缓冲液95 μL和底物10 mmol/
L的ABTS 95 μL混匀成200 μL的反应体系，于30 ℃测定3 min
内反应体系在420 nm处的吸光度. MnP活性测定采用2, 6-二
甲苯酚（2,6-dimethylphenol，2,6-DMP）法 [31]. 300 μL反应体

系中含0.05 mol/L醋酸钠缓冲液（pH 4.5） 60 μL、1 mmol/
L 2,6-DMP溶液60 μL、1 mmol/L MnSO4溶液60 μL、粗酶液

100 μL和2.0 mmol/L H2O2 20 μL，于30 ℃测定3 min内反应

体系在469 nm处的吸光值.  1 U酶活的定义为每分钟转化1 
μmol底物或生成1 μmol产物所需的酶量. 各处理空白对照使

用上述对应的灭活菌液替换活性菌液进行. 
1.3  液体培养下Cu2+和Mn2+终浓度、菌丝体生物量和

黑色素含量
1.3.1  Cu2+和Mn2+最终浓度测定     培养结束时，培养液中

Cu2+浓度用乙胺基二硫代甲酸分光光度法 [32]测定，Mn2+浓度

用电感耦合等离子体原子发射光谱法 [33]测定. 
1.3.2  菌丝体生物量测定    滤纸60 ℃下烘干至恒重并称重，

过滤法分离菌丝体和菌液，菌丝体连同滤纸烘干至恒重，以过

滤后烘干滤纸和菌丝体总干重与过滤前烘干滤纸干重的差值

为菌丝体生物量. 
1.3.3  黑色素粗品含量测定和表征    参照Dullah等的方法 [29]

并稍做改动.  以1 mol/L NaOH将过滤后的菌液pH调至约

10.0，高压灭菌30 min，6 000 r/min离心10 min去除杂质，上

清液以1 mol/L HCL将pH调至约2.0，4 ℃静置过夜，7 500 r/
min离心10 min，60 ℃烘干，称重. 将各处理的黑色素粗品充

分混匀，用紫外可见光分光光度计和傅里叶红外光谱仪对混

样进行定性分析[29]. 
1.4  数据分析

用IBM SPSS Statistics 25.0进行单因素差异分析，先检

验组间数据的方差齐性，若Levene检验P > 0.05，则进行单

因素方差分析和Waller-Duncan多重比较，否则进行Kruskal-
Wallis秩和非参数检验 .  双因素非参数检验使用R4.1.1的
ARTool包的art和anova函数进行 [34].  对于差异分析，若P < 
0.05则认为处理间差异显著，P < 0.01则认为处理间差异极

显著. Pearson相关性分析用于探讨酶活性、菌丝体生物量与

Cu2+和Mn2+浓度间的关系. R4.1.1等软件绘制图表. 

2  结果与分析

2.1  Cu2+浓度对奶油栓孔菌酶活的影响
2.1.1  Lac活性    培养天数相同Cu2+浓度不同Lac活性差异

显著（图1，P < 0.05）. 酶活随培养天数增加呈明显波动，但

总体上，第25-40天（d 25-40）的酶活性高于d 5-20，从d 5
的0-27.8 U/L上升至d 40的64.0-920.0 U/L. 对比无Cu2+的空

白对照，d 5，各处理与对照均无显著差异；d 10，1.0 mmol/
L Cu2+处理显著促进酶活；d 15，0.5 mmol/L显著促进酶活；

d 20，0.5和10.0 mmol/L显著促进酶活；d 25，0.5、2.0和10.0 
mmol/L显著促进酶活；d 30，1.0和10.0 mmol/L显著促进酶

活；d 35-40，5个浓度处理均显著促进酶活. 从整体看，Cu2+
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浓度、培养天数以及两者的交互作用都极显著影响Lac活性

（表1，P < 0.01）. 

表1  Cu2+浓度和培养天数对奶油栓孔菌漆酶活性影响的双因素非参数检验

Table 1  Two-factor nonparametric test for the effects of Cu2+ 
concentration and culture days on laccase activity of Trametes lactinea

因素
Factor

自由度
Degree of freedom

F值
F value

显著性
Significance

浓度 Concentration   5 121.513 **
天数 Days   7  98.155 **
浓度×天数
Concentration × days 35   14.441 **

“**”表示差异极显著（P < 0.01）. 
“**” represents extremely significant differences (P < 0.01).

2.1.2  MnP活性    培养天数相同Cu2+浓度不同MnP活性差异

显著（图2，P < 0.05）. 培养天数增加，酶活性明显波动，但总

体上，d 25-40的活性高于d 5-20，从d 5的0.6-1.5 U/L上升至

d 40的1.5-12.0 U/L. 与对照相比，d 5，3.0 mmol/L Cu2+处理

显著促进酶活；d 10，各处理与对照无显著差异；d 15，0.5和
3.0 mmol/L显著促进酶活；d 20，10.0 mmol/L显著促进酶活；

d 25，各处理与对照无显著差异；d 30，10.0 mmol/L显著促

进酶活；d 35，0.5和10.0 mmol/L显著促进酶活；d 40，0.5和
10.0 mmol/L显著促进酶活. 从整体看，Cu2+浓度、培养天数和

它们的交互作用都极显著影响MnP活性（表2，P < 0.01）. 

表2  Cu2+浓度和培养天数对奶油栓孔菌锰过氧化物酶活性影响的双因素

非参数检验

Table 2  Two-factor nonparametric test for the effects of Cu2+ 

concentration and culture days on manganese peroxidase 
activity of Trametes lactinea

因素
Factor

自由度
Degree of freedom

F值
F value

显著性
Significance

浓度 Concentrations   5 32.242 **
天数 Days   7 20.234 **
浓度×天数
Concentrations × days 35   7.316 **

“**”表示差异极显著（P < 0.01）. 
“**” represents extremely significant differences (P < 0.01).

图1  不同浓度Cu2+处理下奶油栓孔菌液体培养过程中漆酶活性变化. 数据以平均值±标准误差（N = 3）形式表示；不同小写字母表示同一天数不同浓

度Cu2+处理间差异显著（P < 0.05）；下同. 
Fig. 1  Variations in laccase activities of Trametes lactinea in liquid culture treated with different concentrations of Cu2+. Data are 
expressed as means ± standard error (N = 3). Different lowercase letters indicate that significant differences exist between treatments with different 
concentrations of Cu2+ on the same day (P < 0.05). The same as below.

图2  不同浓度Cu2+处理下奶油栓孔菌液体培养过程中锰过氧化物酶活性变化.
Fig. 2  Variations in manganese peroxidase activities of Trametes lactinea in liquid culture treated with different concentrations of Cu2+.
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2.2  Cu2+浓度对奶油栓孔菌酶活的影响
2.2.1  Lac活性    培养天数相同Mn2+浓度不同Lac活性差异

显著（图3，P < 0.05）. 菌液中Lac活性大体呈d 10明显上升d 
15回落，之后相对平稳或逐渐回升的趋势. 对比无Mn2+空白处

理，d 5，各处理均显著促进酶活；d 10，除5.0 mmol/L，其余

处理均显著促进酶活；d 15，0.5和1.0 mmol/L显著促进酶活；

d 20，除2.0 mmol/L，其余处理均显著促进酶活；d 25，0.5、
0.7、1.0和5.0 mmol/L显著促进酶活；d 30，0.5和5.0 mmol/L
显著促进酶活；d 35，0.5、0.7和5.0 mmol/L显著促进酶活；

d 40，0.5，0.7、2.0和5.0 mmol/L显著促进酶活. 从整体看，

Mn2+浓度、培养天数和它们的交互作用都极显著影响Lac活性

（表3，P < 0.01）. 
2.2.2  MnP活性    培养天数相同Mn2+浓度不同MnP活性差

异显著（图4，P < 0.05）. 菌液中MnP活性大体呈d 10明显上

升，d 15大幅回落，之后相对平稳或逐渐回升的趋势. 对比无

Mn2+空白处理，d 5，2.0和5.0 mmol/L显著促进酶活；d 10，
0.5、0.7、1.0和10.0 mmol/L显著促进酶活；d 15，1.0 mmol/L

显著促进酶活；d 20，1.0 mmol/L显著促进酶活；d 25、35和
40，各处理与对照无显著差异；d 30，0.5、0.7和1.0 mmol/L显
著促进酶活. 从整体看，Mn2+浓度、培养天数和它们的交互作

用都极显著影响MnP活性（表4，P < 0.01）. 
2.3  菌液颜色

相比无Cu2+对照，5个Cu2+浓度处理的菌液呈现明显发

黑，且黑色程度随Cu2+浓度增加而明显变深（图5A）. 然而，6
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图3  不同浓度Mn2+处理下奶油栓孔菌液体培养过程中漆酶活性变化. 数据以平均值±标准误差（N = 3）形式表示；不同小写字母表示同一天数不同浓

度Mn2+处理间差异显著（P < 0.05）；下同. 
Fig. 3  Variations in laccase activities of Trametes lactinea in liquid culture treated with different concentrations of Mn2+. Data are 
expressed as means ± standard error (N = 3). Different lowercase letters indicate that significant differences exist between treatments with 
different concentrations of Mn2+ on the same day (P < 0.05). The same as below.
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图4  不同浓度Mn2+处理下奶油栓孔菌液体培养过程中锰过氧化物酶活性变化.
Fig. 4  Variations in manganese peroxidase activities in liquid culture of Trametes lactinea treated with different concentrations of Mn2+.

表3  Mn2+浓度和培养天数对奶油栓孔菌漆酶活性影响的双因素非参数

检验

Table 3  Two-factor nonparametric test for the effects of Mn2+ 
concentration and culture days on laccase activity of Trametes lactinea

因素
Factor

自由度
Degree of freedom

F值
F value

显著性
Significance

浓度 Concentration   6 25.245 **
天数 Days   7 26.858 **
浓度×天数
Concentration × days 42   3.003

**

“**”表示差异极显著（P < 0.01）. 
“**” represents extremely significant differences (P < 0.01).
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个Mn2+浓度处理的菌液颜色与无Mn2+对照相比无明显差异，

颜色未明显发黑（图5B）. 

  0.0 mmol/L     0.5 mmol/L    1.0 mmol/L 2.0 mmol/L   3.0 mmol/L   10.0 mmol/L

   0.0 mmol/L   0.5 mmol/L  0.7 mmol/L 1.0 mmol/L  2.0 mmol/L  5.0 mmol/L   10.0 mmol/L 

A

B

图5  培养40天后菌液颜色. A，B：Cu2+处理和Mn2+处理.
Fig. 5  Colour of liquid medium with mycelia after 40 d culture. A, B: 
Cu2 + treatment and Mn2 + treatment.

2.4  黑色素粗品含量及其定性表征
菌丝体培养40 d后，不同Cu2+浓度处理的黑色素粗品含

量差异显著（图6，P < 0.05）. 黑色素粗品含量大体随Cu2+浓

度增加而显著增加. 与Cu2+不同，相比对照，仅10.0 mmol/L 
Mn2+处理的黑色素粗品含量明显较高. 
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图6  不同浓度Cu2+和Mn2+处理下奶油栓孔菌菌丝体产黑色素粗品含量. 
数据以平均值±标准误差（N = 3）形式表示；不同小写字母表示不同处理

差异显著（P < 0.05）.
Fig. 6  Amount of coarse melanin produced by Trametes lactinea 
treated with different concentrations of Cu2+ or Mn2+. Data are 
expressed as means ± standard error (N = 3). Different lowercase 
letters indicate that significant differences exist between different 
treatments (P < 0.05).

如图7A，黑色素粗品在230 nm处有最大吸收峰，之后快

速下降，为典型的黑色素吸收轮廓[35-36]. 
如图7B，该菌株的黑色素粗品在3 403、3 284处的特征

吸收峰和在3 300-3 500范围的宽吸收与O—H和N—H的伸

缩振动有关，2 922处的特征吸收峰则与C—H的振动有关，1 

649处的特征峰与C=C、COO—、C=O的振动有关，1 077
处的吸收峰与酚类的C—O或羧基振动有关 [35-36]. 该菌株黑色

素粗品的红外光谱特征与木耳（Auricularia auricula）的较为

相似 [36]. 
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图7  奶油栓孔菌黑色素粗品光谱特征. A：紫外-可见光谱；B：傅里叶变

换红外光谱.
Fig. 7  Spectroscopic characterization of coarse melanin of 
Trametes lactinea. A: Ultraviolet-visible spectrum; B: Fourier-
transform infrared spectroscopy spectrum.

2.5  菌丝体最终生物量
菌丝体培养40 d后，不同浓度Cu2+处理的生物量差异显著

（图8，P < 0.05）. 0.5 mmol/L生物量最大，显著高于2.0、3.0
和10.0 mmol/L，而3.0 mmol/L生物量最小. 大体上，低浓度

Cu2+处理的生物量较高，说明Cu2+浓度过高抑制奶油栓孔菌

菌丝体生长. 与Cu2+不同，40 d后，相比对照，仅10.0 mmol/L 
Mn2+处理的生物量显著较低（图8，P < 0.05），其他的均与对

照无显著差异. 
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图8  不同浓度Cu2+和Mn2+处理下奶油栓孔菌菌丝体生物量. 数据以平均

值±标准误差（N = 3）形式表示；不同小写字母表示不同处理差异显著

（P < 0.05）.
Fig. 8  Mycelial biomass of Trametes lactinea treated with 
different concentrations of Cu2+ or Mn2+. Data are expressed as 
means ± standard error (N = 3). Different lowercase letters indicate that 
significant differences exist between different treatments (P < 0.05).

2.6  最终离子浓度与初始浓度的比值
各处理的Cu2+最终浓度较初始浓度均呈下降趋势，最

终浓度为初始浓度的84.58%、69.69%、56.29%、51.66%、

44.99%，10.0 mmol/L降幅最大，0.5 mmol/L降幅最小，降幅

大体随浓度增加而增加（图9）. 与Cu2+不同，各Mn2+处理的最

终浓度与其最初浓度相比变化很小，仅微弱下降（图9）. 
2.7  酶活性、菌丝体生物量和离子浓度之间的关系

各浓度Cu2+处理下，Lac与MnP活性呈极显著正相关，2
种酶活性均与初始和最终Cu2+浓度极显著正相关（图10，P < 
0.01）. 生物量与Cu2+浓度负相关但不显著，与Lac和MnP活性

均无显著相关性. 
各浓度Mn2+处理下，Lac与MnP活性呈极显著正相关（图

表4  Mn2+浓度和培养天数对奶油栓孔菌锰过氧化物酶活性影响的双因

素非参数检验

Table 4  Two-factor nonparametric test for the effects of Mn2+ 

concentration and culture days on manganese peroxidase 
activity of Trametes lactinea

因素
Factor

自由度
Degree of freedom

F值
F value

显著性
Significance

浓度 Concentration   6   7.225 **
天数 Days   7 19.365 **
浓度×天数
Concentration × days 42   3.612 **

“**”表示差异极显著（P < 0.01）. 
“**” represents extremely significant differences (P < 0.01).
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10，P < 0.01），2种酶活性与初始和最终Mn2+浓度均无显著相

关性. 生物量与Mn2+浓度极显著正相关（图10，P < 0.01），与
Lac和MnP活性均无显著相关性. 

3  讨 论

3.1	 培养体系添加Cu2+和Mn2+对奶油栓孔菌Lac和
MnP活性的影响
Lac活性与酶产量（表达量）、同工酶组成、酶活性本身

及酶稳定性有关，而它们皆受Cu2+影响 [11-12].  本研究各处理

Lac活性均高于对照，可见培养体系添加Cu2+促进Lac活性. 物
种乃至菌株不同，Lac活性诱导的最适Cu2+浓度不同[6, 11-15, 17]. 
本研究，0.5和1.0 mmol/L Cu2+自d 10表现出持续的酶活促

进作用；而10.0 mmol/L d 20开始明显促进酶活，d 35-40效
果最强，且显著高于0.5和1.0 mmol/L. 因此，该菌培养短于

20 d，0.5和1.0 mmol/L Cu2+的Lac活性促进效果较好，否则

10.0 mmol/L效果更佳. 前人发现，真菌Lac对Cu2+的稳定性

强，一定浓度的Cu2+对Lac活性本身有一定促进作用 [12, 37-39]. 
反应体系100 mmol/L Cu2+仅略微抑制大白口蘑（Tricholoma 
giganteum）Lac活性 [37]，800 mmol/L Cu2+仅略微抑制灵芝

（Ganoderma lucidum）Lac活性 [38]. 本研究2.0、3.0、10.0 

mmol/L Cu2+均抑制菌丝体生长，但其Lac活性却显著高于对

照，可知0.5-10.0 mmol/L Cu2+对该菌Lac的稳定性无明显影

响. Cu2+对平菇（Pleurotus ostreatus）Lac活性本身的促进作

用为阈值激活型，反应体系添加0.25-1.0 mmol/L Cu2+，Lac
活性本身均提升约1.75倍 [12]. 类似地，将云芝栓孔菌Lac与纳

米铜一起包埋固定，Lac活性提高1.7倍 [39]. 而本研究，相比对

照Cu2+对Lac活性的促进效果远超2倍，说明除对Lac活性的

直接促进作用外，Cu2+也可能还诱导Lac产量增加或同工酶表

达. Cu2+过量会毒害真菌[19-20]. 10.0 mmol/L Cu2+处理的Lac
活性前15 d很低，而之后显著高于对照. 观察发现该处理菌丝

体生长受到严重抑制，生物量15 d后才开始明显积累，故推测

前15 d其Lac活性低是菌丝体生物量少Lac产量低所致. 2.0、
3.0、10.0 mmol/L Cu2+均造成胁迫，但仅10.0 mmol/L Lac活
性在后期高于1.0 mmol/L. 这可能与Lac参与重金属等胁迫

应激反应有关 [29, 40-41]，10 mmol/L造成的胁迫更强，引发的应

激机制和反应也更强，当生物量积累到一定程度需要产生更

多Lac应对胁迫. 相似地，奶油栓孔菌与云芝栓孔菌共培养时

Lac活性升高被认为是2种真菌相互竞争导致活性氧胁迫增

强所致 [29]. Lac活性时间变化为前20 d有一个活性峰值，之后

下降，d 35-40活性高于之前的峰值. 该结果与Pillet等用不同

浓度Cu2+连续40 d诱导云芝栓孔菌Lac活性以及An等用2.0 
mmol/L Cu2+连续20 d诱导平菇Lac活性的结果相似，都观察

到多个活性峰值，最大峰值在培养后期 [12, 42]. 碳氮营养限制诱

导许多真菌Lac活性 [6]，Lac活性有多个峰值，最大峰值在培养

后期，可能是因为培养时间较长导致营养限制. 类似地，d 40 
2.0 mmol/L Mn2+处理的Lac活性显著高于d 35. 

Mn2+也是奶油栓孔菌Lac活性的强力诱导剂，物种乃至菌

株不同，适宜的Mn2+诱导浓度也差异明显 [11, 17, 42]. 本研究，各

Mn2+处理的Lac活性均在d 10出现一个峰值，其中0.7 mmol/
L处理的Lac活性最高. 之后Lac活性明显下降，0.5、0.7和1.0 
mmol/L处理的Lac活性下降到一定程度后在d 15-40保持相

对稳定，而较高浓度处理的Lac活性在d 15触底后明显回升，

d 40天2.0和5.0 mmol/L处理的Lac活性甚至高于第一个峰值. 
0.5、0.7和1.0 mmol/L Mn2+的酶活性诱导效果较为稳定，而

2.0、5.0和10.0 mmol/L则波动较大. 因此，综合考虑最大Lac
活性和酶活波动情况，以Mn2+作诱导剂，0.7 mmol/L是合适的

Lac诱导浓度. 本研究10.0 mmol/L的Mn2+对该菌株造成的胁
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图9  液体培养基中Cu2+和Mn2+最终浓度与初始浓度的比值. F/I表示最终

离子浓度与初始离子浓度的比值；数据以平均值±标准误差（N = 3）形式

表示.
Fig. 9  Ratio of final Cu2+ and Mn2+concentrations to the initial 
ones of the liquid medium. F/I is the ratio of final ion concentrations 
to initial ones. Data are expressed as means ± standard error (N = 3).
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图10  Lac活性、MnP活性、菌丝体生物量及Cu2+或Mn2+浓度的皮尔逊相关. IC、FC分别表示初始与最终离子浓度.
Fig. 10  Pearson correlation among laccase activity, manganese peroxidase activity, mycelium biomass and Cu2+ or Mn2+ concentration. 
IC and FC represent initial and final ion concentrations respectively.
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迫很小，强度远比不上相同浓度的Cu2+，这可能是未观察到胁

迫下有更高Lac活性现象的原因. 
本研究发现，Cu2+和Mn2+均显著促进MnP活性，能诱导

MnP产生，但MnP活性很低. 真菌物种间或种内的产酶特性

可能存在明显差异 [6, 43]. Dullah等发现相同条件下奶油栓孔菌

产Lac活性高于红栓孔菌，不亚于云芝栓孔菌 [29]. 本研究Lac
活性远高于MnP活性，未检测到木质素过氧化物酶（lignin 
peroxidase，LiP）活性. Naidu等发现奶油栓孔菌可以产3种
木质素降解酶，但MnP和LiP活性远低于Lac [44]. 因此，可能

是产酶特性导致奶油栓孔菌产Lac活性较高，MnP较低. 编码

LiP的基因多为诱导型，受碳氮营养限制的调控 [45-46]. 此外，液

体培养会显著抑制LiP和MnP的活性 [47-48]. 本研究所用培养基

氮素较为充足，采用液体培养，可能是MnP活性低，未检测到

LiP活性的另一原因. 
3.2  Cu2+和Mn2+毒害与奶油栓孔菌的耐受性

铜锰是重金属元素，过量会毒害生物体，甚至造成污染. 
本研究，2.0、3.0、10.0 mmol/L Cu2+和10.0 mmol/L Mn2+处

理的生物量显著小于对照，说明Cu2+和Mn2+过量会毒害奶油

栓孔菌菌丝体. 重金属胁迫下，微生物通过多种途径譬如酶、

金属结合蛋白、色素、特殊转录因子、外排系统、有机酸以及

胞外聚合物等方式应对，其中色素会引起菌丝体或菌液的颜

色明显改变 [21-22].  奶油栓孔菌能产生更多的黑色素抵御环境

胁迫 [29, 49]. 类似地，Portis等发现Cu2+胁迫下柳氏副球孢子菌

（Paracoccidioides lutzii）产生更多的黑色素以对抗Cu2+胁

迫 [50]. 本研究，相比对照含Cu2+菌液发黑且黑色随浓度增加而

加深，黑色素生成是菌液发黑的原因，且Cu2+浓度越高黑色素

含量越高，可见菌株与Cu2+胁迫对抗强烈. 与Cu2+不同，奶油

栓孔菌对Mn2+的敏感性较低，仅10.0 mmol/L下受到较弱的抑

制，菌液中Mn2+浓度下降幅度小，菌液未明显发黑，黑色素含

量也低，可见应激反应不强. Lac与黑色素合成有关 [41]，本研究

Mn2+显著促进Lac活性，也促进黑色素生成，但相比Cu2+处理

其产量明显更少. 总之，同等浓度下Cu2+导致的胁迫更强，菌

丝体产生更多黑色素，而Mn2+造成的胁迫较小，黑色素产量也

少，该菌株对Mn2+的耐受性强于Cu2+. 
3.3	 奶油栓孔菌对Cu2+和Mn2+的移除与重金属污染

的生物修复潜力
通过生物吸附、微沉淀、胞内积累、生物氧化和还原

等，不少微生物具有移除受污染土壤、水体中过量重金属

离子的能力 [22].  本研究中，40 d后，5个处理的Cu2+浓度由

初始的0.5、1.0、2.0、3.0和10.0 mmol/L分别降至原来的

84.58%、69.69%、56.29%、51.66%和44.99%，移除效率随

初始浓度增加而增强. 该菌株Cu2+移除能力不亚于塔宾曲霉

（Aspergillus tubingensis）菌株AF3 [21]. 该菌移除Cu2+的能

力随胁迫强度增加而上升，可能是其应激反应和机制随所受

胁迫度增加而增强的结果.  黑色素能吸附污水中的铜、铅等

重金属离子，与Cu2+亲和力最强 [51-52]. 前人通过傅里叶红外光

谱、电子顺磁共振等技术证明黑色素具有羧基、氨基、羟基等

官能团，可以通过离子交换、络合作用、螯合作用等方式吸附

金属离子 [52-54]. 真菌黑色素是一类由吲哚或酚类单体形成的非

均相多聚物组成的复杂次生代谢物，对黑色素的核磁共振、2
维核磁共振结果表明色素具有脂肪族和芳香族结构 [55]. Sun
等借助核磁共振光谱在木耳（Auricularia auricular）黑色素

中检测到明显的脂肪族和芳香族信号，并结合黑色素样品的元

素分析、高效液相色谱和傅里叶红外光谱等结果，综合分析认

为木耳黑色素的缩合分子式为[C18(OR)3H7O4N2]n [36]. 此外，

黑色素具有耐热、微溶于水和不溶于一般有机溶剂等理化性

质[52]. 因此，黑色素的官能团组成、结构和理化特性等一起使

其具有吸附并移除铜等金属离子的能力. Oh等在实验室水平

将真菌黑色素与污水混匀振荡，等吸附至平衡后再离心将黑色

素和水分离开，实现将Cu2+等重金属从水中移除的目的[52]. 本
研究发现奶油栓孔菌黑色素与木耳的相似都具有羧基、氨基、

羟基等官能团[36]. 因此，黑色素可能参与奶油栓孔菌对Cu2+的

移除. 该菌对Mn2+的移除效果一般，这可能与其对Mn2+的耐受

性更强有关. 本研究所用浓度对其造成的胁迫较小，引发应激

反应和机制较弱，Mn2+浓度的略微下降可能是该菌为满足菌

丝体正常生长吸收所致. 我国部分地区存在不同程度的铜、铅

等重金属离子污染 [56]. 总之，奶油栓孔菌可以移除Cu2+，具有

一定生物修复重金属污染的应用潜力. 

4  结 论

Lac活性含Cu2+各处理均优于对照，后20 d高于前20 d. 
前20 d，0.5和1.0 mmol/L Cu2+诱导效果较好；后20 d，10.0 
mmol/L的Lac活性最高. 2.0、3.0和10.0 mmol/L Cu2+既诱导

Lac活性，也抑制菌丝体生长，但该菌能降低Cu2+浓度. 0.5、
0.7和1.0 mmol/L Mn2+的Lac活性诱导效果相对稳定，2.0、5.0
和10.0 mmol/L的波动较大. Cu2+和Mn2+均诱导MnP活性，但

MnP活性低. 该菌Cu2+胁迫下产生更多黑色素，对Mn2+耐受性

较强. 0.5-10.0 mmol/L范围内该菌的Cu2+移除能力随初始浓

度升高而增强. 综上，Cu2+和Mn2+都是该菌Lac和MnP活性的

强力诱导剂，高浓度的Cu2+和Mn2+虽然会抑制菌丝体生长但

也能诱导Lac和MnP活性，而且该菌能降低培养液的Cu2+浓

度，随着培养时间增长胁迫减轻至一定程度后高浓度Cu2+的

诱导效果更强. 该菌株主产Lac，产黑色素，对Mn2+耐受性强，

有生物修复铜等重金属污染的潜力. 本研究就Cu2+和Mn2+对

Lac和MnP活性的诱导提出了新见解，可为木质素降解酶活性

诱导、高产漆酶菌株发掘和重金属污染生物修复等提供参考. 
Cu2+和Mn2+诱导Lac和MnP活性的过程相当复杂，不同浓度下

Lac和MnP同工酶组成、各自的表达情况、Cu2+和Mn2+的共同

作用有待探究. 
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