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金针菇液体发酵产漆酶培养条件的研究
刘 苹，李 刚，温少红*

(烟台大学生命科学学院，山东 烟台 264005)

摘 要：在液体培养条件下，考察碳源、氮源、Cu2+以及培养条件等因素对金针菇LP03产漆酶的影响。采用ABTS
法测定金针菇LP03产漆酶酶活力。结果表明：以3g/100mL玉米粉为碳源，1g/100mL蛋白胨为氮源，添加1mmol/L的
Cu2+，初始pH6.0、200mL/500mL三角瓶的装液量、培养温度28℃、摇床转速160r/min条件下培养，金针菇LP03的漆酶

产量最高，菌株产酶活力为(1813.52±5.59)U/L，是优化前(479.87U/L)的3.78倍，且金针菇LP03菌体生长状况良好。
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Abstract：The effect of carbon resource, nitrogen source, Cu2+ and other factors on laccase secretion by and cell growth of 
Flammulina velutipes LP03 were investigated. The optimum conditions were 3 g/100 mL corn fl our, 1 g/100 mL peptone，
0.5 g/100 mL glucose，1 mmol/L copper sulfate, initial pH 6.0, 200 mL/500 mL liquid medium, 28 ℃ and 160 r/min. The 
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漆酶是一种含Cu2+的多酚氧化酶[1]，能催化酚类等6大类

约250多种不同类型底物的氧化反应[1]。研究证明Cu2+处于漆

酶的活性中心，在漆酶的催化氧化中起决定性作用。由于漆

酶具有特殊的催化性能和广泛的作用底物，所以其在木质素

降解[2]、染料脱色[3]、绿色有机物质的合成[4]、纸浆漂白[5]、

含酚废水检测及处理[6]等方面具有广泛的应用潜力。

按来源漆酶主要可以分为漆树漆酶和真菌漆酶

两类，在真菌中，漆酶广泛存在于担子菌 ( B a i d i m 
ycetes)、多孔菌(Polyporus)、子囊菌(Asom ycetes)、
脉孢菌(Neurospora)、柄孢壳菌(Podospora)和曲霉菌 
(Aspergillus)等[7]，其中最重要的生产者是担子菌中的白

腐菌。本实验以研究室筛选到的一株漆酶产量较高的金

针菇LP03作为研究对象，考察碳源、氮源、Cu2+以及培

养条件等因素对金针菇漆酶分泌的影响，寻找适宜的营

养及培养条件，以提高金针菇LP03分泌漆酶的能力，为

以后的工业应用提供参考。

1 材料与方法 材料与方法

1.1 材料与培养基

金针菇LP03(Flammulina velutipes LP03)为烟台大学

微生物实验室保存菌种。

固体培养基：马铃薯200g/L、葡萄糖20g/L、KH2PO4 
3g/L、1000mL蒸馏水，pH值自然。

液体发酵培养基：碳源3g/100mL、氮源1g/100mL、
葡萄糖0.5g/100mL、MgSO4•7H2O 0.05g/100mL、KH2PO4 
0.1g/100mL、VB1 10μg/100mL培养基，微量元素10mL/L
培养基 。
1.2 方法

1.2.1 粗酶液的制备

每隔1d定时无菌操作取5mL样品4000r/min离心

5min，上清液即为粗酶液。

1.2.2 酶活力的测定

采用ABTS法，在文献[9]基础上进行了调整。移取

1mL粗酶液于两试管中，其中一支试管煮沸5min作对照，

向两只试管中分别加2mL ABTS缓冲溶液，反应3min后放

于40℃中进行水浴，取出后在410nm波长处测吸光度。一

个酶活力单位用每分钟吸光度增加0.1为一个酶活力单位。 

漆酶酶活力/(U/L)=
106×ΔA×V1×N

V2×Δt×ε
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式中：ΔA为吸光度的增量；Δt为反应时间的变化

量；V1为反应总体积/mL；V2为测定酶活力时所取的酶

液体积/mL；ε 为3.6×104/(mol/(L• cm))；N为酶液稀释

倍数。

1.2.3 培养基的优化

以8%接种量接种，在28℃、160r/min的恒温摇床上

培养5d后，隔天取样测酶活力。培养19d后，过滤菌体，

干燥后测其干质量。每个实验点均设3个平行。

分别以玉米粉、淀粉、葡萄糖、麦芽糖、蔗糖、羧

甲基纤维素钠(CMC-Na)作为发酵培养基中的碳源，蛋白

胨作氮源，比较碳源的影响；分别以蛋白胨、牛肉膏、

硝酸铵、硫酸铵、酒石酸铵作为发酵培养基中的氮源，

比较氮源的影响；分别添加不同浓度(分别为0.5、1.0、
1.5、2.0、2.5、3.0mmol/L)的CuSO4至碳氮源优化后的培

养基，以不添加CuSO4的培养基作对照，比较Cu2+浓度的

影响。

1.2.4 培养条件的优化

分别以筛选出的碳源、氮源和Cu2+浓度制备培养基。

将发酵培养基的初始pH值分别调整到4.0、4.5、
5.0、5.5、6.0、6.5、7.0、8.0，在装液量220mL/500mL、
摇床转速150r/min、培养温度28℃条件下培养，筛选

初始pH值；采用500mL三角瓶，分别加入100、150、
200、250、300mL液体发酵培养基，在筛选出pH值、

摇床转速150r/min、培养温度28℃条件下培养，筛选装

液量；分别在25、28、31、35、40℃，筛选出pH值、

装液量及摇床转速150r/min条件下培养，筛选培养温

度；分别在以上筛选条件下、不同摇床转速120、160、
180、210r/min条件下进行液体培养，筛选摇床转速。

2 结果与分析 结果与分析

2.1 培养基的优化

2.1.1 不同碳源对金针菇LP03产漆酶的影响
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图 1 碳源对金针菇LP03漆酶分泌的影响图 1 碳源对金针菇LP03漆酶分泌的影响

Fig.1  Effects of carbon sources on the secretion of laccase by Fig.1  Effects of carbon sources on the secretion of laccase by 

Flammulina velutipesFlammulina velutipes LP03 LP03

由图1可知，不同碳源对金针菇LP03产漆酶的影响

显著(P＜0.05)，其中以玉米粉为碳源对漆酶发酵最有

利，不仅酶活力明显高于其他碳源，而且产酶高峰出现

最早，培养至11d时酶活力达到最高，以其他物质为碳

源，酶活高峰滞后2～4d。玉米粉中含有丰富的营养成

分(谷固醇、卵磷脂、亚麻油、蛋白质、脂肪、谷胱甘

肽、淀粉、VB1、VB2、VB6、VA、VE、胡萝卜素、纤

维素以及钙、磷、铁等)，促进菌体生长 [11]，同时促进

了金针菇漆酶的合成。其中玉米粉中的纤维素含量在

4%～10%，可能是纤维素类物质协同其他营养物质共

同促进了漆酶的分泌。单独以CMC-Na作为碳源并不利

于产酶。可见，以玉米粉为碳源可以提高金针菇LP03
产酶。
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图 2 不同碳源对金针菇LP03菌体生长的影响图 2 不同碳源对金针菇LP03菌体生长的影响

Fig.2 Effects of carbon sources on cell growth of Fig.2 Effects of carbon sources on cell growth of Flammulina velutipesFlammulina velutipes LP03 LP03

菌体干质量反映了菌体的生长状态。由图2可知，以

玉米粉、葡萄糖作为碳源时，对菌体生长有利，获得的生

物量最高。从培养过程中可以看到，这两种情况下菌体长

势最好，菌丝球大小均一。而在分别以麦芽糖、淀粉、蔗

糖和CMC-Na为碳源的培养基中，菌体生长较慢。

以葡萄糖作碳源时，由于葡萄糖是小分子糖类，

可以被菌体优先吸收利用，从而促进其快速生长，故菌

体长势很好。但是漆酶的分泌量却较少。以淀粉为碳源

时，较之以葡萄糖为碳源，其菌体干质量低62.5%，但是

最高酶活力却高65.1%。说明菌体生长与漆酶的分泌量并

非成正比，即菌体长势好，分泌漆酶不一定多，二者是

部分相关关系。而以玉米粉为碳源时，菌体生长状态较

好，菌丝球呈刺状[12]，同时产酶量又高、产酶高峰出现

得早。可见，玉米粉为金针菇LP03液体发酵产漆酶的最

佳碳源。

2.1.2 不同氮源对金针菇产漆酶的影响

由图3、4可知，以蛋白胨为氮源最有利于漆酶的分

泌，漆酶酶活力最高。按酶活力由高到低依次为蛋白胨＞

牛肉膏＞酒石酸铵＞硫酸铵＞硝酸铵。以酒石酸铵、硝酸

铵和硫酸铵作氮源时，漆酶分泌量比较相近。从生长状

况看，生物量由高到低依次为酒石酸铵＞蛋白胨＞牛肉

膏＞硝酸铵＞硫酸铵。以蛋白胨作氮源，既有利于菌

体生长，同时又有利于漆酶分泌。可见，蛋白胨为金

针菇LP03液体发酵产漆酶的最佳氮源。从酒石酸铵对

生长和产酶的影响来看，它对生长有利但是却不利于

产酶，说明菌体生长与漆酶分泌量存在部分相关关系。
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图 3 不同氮源对金针菇LP03漆酶分泌的影响图 3 不同氮源对金针菇LP03漆酶分泌的影响

Fig.3 Effects of nitrogen source on the secretion of laccase by Fig.3 Effects of nitrogen source on the secretion of laccase by 

Flammulina velutipesFlammulina velutipes LP03 LP03
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图 4 不同氮源对金针菇LP03菌体生长的影响图 4 不同氮源对金针菇LP03菌体生长的影响

Fig.4 Effects of nitrogen source on cell growth of Fig.4 Effects of nitrogen source on cell growth of Flammulina velutipes Flammulina velutipes 
LP03LP03

2.1.3 Cu2+对金针菇LP03产漆酶的影响
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图 5 不同浓度Cu图 5 不同浓度Cu2+2+对金针菇LP03产漆酶的影响对金针菇LP03产漆酶的影响

Fig.5 Effects of CuFig.5 Effects of Cu2+2+ concentrations on the secretion of laccase by  concentrations on the secretion of laccase by 

Flammulina velutipes Flammulina velutipes LP03LP03

漆酶为一种胞外诱导酶，Cu2+作为漆酶的组成成分及

活性中心，在培养基中加入少量的Cu2+对于漆酶的分泌有

一定的诱导作用。由图5可见，添加Cu2+对漆酶分泌影响显

著，适宜的添加浓度为1.0mmol/L。Fonseca等[13]对Cu2+影

响真菌漆酶的分泌进行了研究，在菌体生长至第7天添加

0.5mmol/L CuSO4，漆酶酶活力比不添加CuSO4的培养基

中提高49.2倍。欧阳翔等[14]对灵芝漆酶进行了研究，结果

表明Cu2+能够有效地诱导漆酶基因的表达，Cu2+存在与否

及其浓度是影响漆酶合成的重要因素之一。实验结果表

明，Cu2+浓度为0～1.0mmol/L时，漆酶酶活力随着Cu2+浓

度的增加逐渐升高，当Cu2+浓度大于1.0mmo/L时，酶活

力随着Cu2+浓度的增加又逐渐降低。对于不同的菌种生

长状况以及代谢类型存在一定的差异，并且各菌种所分

泌的漆酶在结构和组成上同样存在差异[15]，从而导致其

性质可能不尽相同，使Cu2+对不同菌株产漆酶的最佳诱

导浓度不同。
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 图 6 不同浓度Cu 图 6 不同浓度Cu2+2+对金针菇LP03菌体生长的影响对金针菇LP03菌体生长的影响

Fig.6 Effects of CuFig.6 Effects of Cu2+2+ concentration on cell growth of concentration on cell growth of Flammulina  Flammulina 
velutipesvelutipes LP03 LP03

Cu2+作为一种重金属离子，一般会对菌体生长产生

一定的毒害作用，但是在培养基中添加少量CuSO4可以促

进菌体生长。由图6可知，添加 0.5mmol/L和1mmol/L的
Cu2+都有利于菌体菌体生长，当培养基中的Cu2+浓度超过

1mmol/L时，细胞生长受到抑制。培养基中添加1mmol/L
的Cu2+，既有利于金针菇LP03菌体生长又有利于其产酶。

2.2 培养条件的优化

2.2.1 初始pH值对金针菇LP03产漆酶的影响
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图 7 不同初始pH值对金针菇LP03产漆酶的影响图 7 不同初始pH值对金针菇LP03产漆酶的影响

Fig.7 Effects of initial pH on the secretion of laccase by Fig.7 Effects of initial pH on the secretion of laccase by Flammulina Flammulina 
velutipes velutipes LP03LP03
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图 8 初始pH值对金针菇LP03菌体生长的影响图 8 初始pH值对金针菇LP03菌体生长的影响

Fig.8 Effects of initial pH on cell growth of Fig.8 Effects of initial pH on cell growth of Flammulina velutipesFlammulina velutipes LP03 LP03

由图7、8可知，初始pH值为6.0时漆酶酶活力最高，

其次是pH 6.5，之后依次为pH 5.0、4.5、4.0、5.5、7.0、
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8.0。可见，初始pH值在6.0～6.5时有利于金针菇分泌漆

酶。在偏酸性环境下细胞通透性较好，有利于漆酶的分

泌，而在碱性条件下漆酶分泌明显减少。从pH值对菌体

生长的影响来看，初始pH 6.0时，菌体生长代谢旺盛，菌

体长势最好。可见，初始pH 6.0为金针菇漆酶发酵的最佳

pH值。

2.2.2 装液量对金针菇LP03产漆酶的影响
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图 9 不同装液量对金针菇LP03产漆酶的影响图 9 不同装液量对金针菇LP03产漆酶的影响

Fi.9 Effects of liquid volume on the secretion of laccase by Fi.9 Effects of liquid volume on the secretion of laccase by Flammulina Flammulina 
velutipesvelutipes LP03 LP03

100 150 200 250 3000
2
4
6
8

10
12
14
16
18

/mL

/ (g
/ L

)

图 10 不同装液量对金针菇LP03菌体生长的影响图 10 不同装液量对金针菇LP03菌体生长的影响

Fig.10 Effects of liquid volume on cell growth of Fig.10 Effects of liquid volume on cell growth of Flammulina velutipesFlammulina velutipes 

LP03LP03

装液量与发酵时氧气的传递有直接关系。由图9、10可
知，在500mL锥形瓶中加入200mL培养基时，金针菇LP03分
泌的漆酶酶活力最高，同时也最有利于菌体的生长。

2.2.3 培养温度对金针菇LP03产漆酶的影响
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图 11 不同培养温度对金针菇LP03产漆酶的影响图 11 不同培养温度对金针菇LP03产漆酶的影响

Fig.11 Effects of culture temperature on the secretion of laccase by Fig.11 Effects of culture temperature on the secretion of laccase by 

Flammulina velutipes Flammulina velutipes LP03LP03

由图11可知，在实验温度范围内，28℃培养时漆酶

产量最高，酶活力最高达1807.38U/L，而随着温度的上

升漆酶产量逐渐下降。在25～35℃范围内酶活峰值均在

摇瓶培养至第13天时达到，而在40℃条件下培养时酶活

力高峰值达到的时间有所延迟2d，延长了发酵周期。

由图12可知，在25～35℃范围内温度升高有利于金

针菇LP03菌体生长，并且菌体生长状况良好，菌丝球

大小均一。温度升高到40℃就会影响菌体的正常生长代

谢，导致菌体生长缓慢。因此，综合考虑漆酶产量和菌

体生长情况，选择28℃为最适培养温度。
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图 12 不同培养温度对金针菇LP03菌体生长的影响图 12 不同培养温度对金针菇LP03菌体生长的影响

Fig.12 Effects of culture temperature on cell growth of Fig.12 Effects of culture temperature on cell growth of Flammulina Flammulina 
velutipesvelutipes LP03 LP03

2.2.4 摇床转速对金针菇LP03产漆酶的影响
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图 13 摇床转速对金针菇LP03产漆酶的影响图 13 摇床转速对金针菇LP03产漆酶的影响

Fig.13 Effects of rotation speed on the secretion of laccase by Fig.13 Effects of rotation speed on the secretion of laccase by 

Flammulina velutipesFlammulina velutipes LP03 LP03
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图 14 摇床转速对金针菇LP03菌体生长的影响图 14 摇床转速对金针菇LP03菌体生长的影响

Fig.14 Effects of rotation speed on cell growth of Fig.14 Effects of rotation speed on cell growth of Flammulina velutipes Flammulina velutipes 
LP03LP03

金针菇LP03属于严格的好氧型白腐菌，溶氧量的增

加可以加速其产酶。液体培养时随着摇床转速的增大，

摇瓶内发酵液的传质状况得到了改善，不仅营养物质的

传递速率加快，而且能够增加氧气的传递速率，使溶氧
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升高。因此在一定范围内提高摇床转速有利于漆酶的分

泌。由图13、14可知，当摇床转速为160r/min时，漆酶酶

活力达最高，为(1813.52±5.59)U/L，菌丝球密度较大。

但是随着摇床转速的进一步提高，漆酶酶活力下降，可

能是因为摇床转速过高，产生的剪切力太大反而不利于

菌丝的生长以及产酶。

3 结 论 结 论

在金针菇LP03液体培养过程中，考察了培养基组成

以及培养条件对漆酶分泌的影响。结果表明，最佳培养条

件为：3g/100mL玉米粉、1g/100mL蛋白胨、1.0mmol/L的
Cu2+、初始pH6.0、三角瓶的装液量200mL/500mL、摇

床转速160r/min、培养温度28℃，在此条件下培养的金针

菇LP03，漆酶酶活力高，而且达到酶活力高峰的时间短，

菌体生长较快。菌株产酶活力为(1813.52±5.59)U/L，是优

化前(479.87U/L)的3.78倍。
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