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  摘 要:
 

白腐真菌代谢过程中产生的漆酶(EC
 

1.10.3.2)能够降解染料、酚类、木质素等大分子物质,挖掘高漆

酶活性的白腐真菌菌株,对清除环境残留大分子污染物及防止环境污染具有重要意义。以一株分离自温州市郊的

白腐真菌BZ103为材料,通过ITS序列与18S
 

rDNA序列系统发育分析确定其分类归属,并采用单因素实验与响应

面法优化其产漆酶培养条件。结果表明:菌株BZ103与黄孢原毛平革菌(Phanerochaete
 

chrysosporium)亲缘关系最

近,为黄孢原毛平革菌的一株新菌株;初始pH值、碳源、氮源、Mn2+浓度、Cu2+浓度、碳氮比及接种量对漆酶产量均

具有显著影响,当初始pH值在3.5~4.5,碳源为葡萄糖、氮源为蛋白胨,Mn2+浓度为0.6~1.2
 

mmol/L、Cu2+浓度

在0.1~0.2
 

mmol/L、碳氮比在60~120、接种量体积分数为6%~10%时均可提高漆酶产量;经Box-Behnken设计

的响应面法优化,最优产酶培养基配方为葡萄糖20
 

g/L、蛋白胨5
 

g/L、初始pH值4.0、Mn2+浓度0.54
 

mmol/L、Cu2+

浓度0.11
 

mmol/L、碳氮比91.6和接种量体积分数8.4%,在该条件下漆酶活性最高达到644.3
 

U/L,较优化前提高

14.98倍。该研究可为漆酶的高效生产与环境污染的生物修复提供优良菌种资源,也为相关微生物的发酵工艺优化

与应用开发提供了重要的理论依据。
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Abstract:
  

Laccase
 

(EC
 

1.10.3.2),
 

produced
 

during
 

the
 

metabolic
 

processes
 

of
 

white-rot
 

fungi,
 

is
 

capable
 

of
 

degrading
 

macromolecular
 

substances
 

such
 

as
 

dyes,
 

phenols,
 

and
 

lignin.
 

Therefore,
 

exploring
 

white-rot
 

fungal
 

strains
 

with
 

high
 

laccase
 

activity
 

is
 

of
 

significant
 

importance
 

for
 

removing
 

persistent
 

macromolecular
 

environmental
 

pollutants
 

and
 

preventing
 

environmental
 

contamination.
 

Using
 

a
 

white-rot
 

fungal
 

strain,
 

BZ103,
 

isolated
 

from
 

the
 

suburbs
 

of
 

Wenzhou,
 

this
 

study
 

determined
 

its
 

taxonomic
 

status
 

through
 

phylogenetic
 

analysis
 

of
 

ITS
 

and
 

18S
 

rDNA
 

sequences
 

and
 

optimized
 

its
 

laccase
 

production
 



conditions
 

via
 

single-factor
 

experiments
 

and
 

response
 

surface
 

methodology.
 

The
 

results
 

showed
 

that
 

strain
 

BZ103
 

is
 

most
 

closely
 

related
 

to
 

Phanerochaete
 

chrysosporium
 

and
 

was
 

identified
 

as
 

a
 

novel
 

strain
 

of
 

this
 

species.
 

Factors
 

including
 

initial
 

pH,
 

carbon
 

source,
 

nitrogen
 

source,
 

Mn2+
 

concentration,
 

Cu2+
 

concentration,
 

carbon-to-nitrogen
 

(C/N)
 

ratio,
 

and
 

inoculum
 

size
 

were
 

all
 

found
 

to
 

significantly
 

influence
 

laccase
 

yield.
 

Laccase
 

production
 

was
 

enhanced
 

when
 

the
 

initial
 

pH
 

was
 

3.5-4.5,
 

glucose
 

was
 

used
 

as
 

the
 

carbon
 

source
 

and
 

peptone
 

as
 

the
 

nitrogen
 

source,
 

Mn2+
 

concentration
 

was
 

0.6-1.2
 

mmol/L,
 

Cu2+
 

concentration
 

was
 

0.1-0.2
 

mmol/L,
 

C/N
 

ratio
 

was
 

60-120,
 

and
 

inoculum
 

size
 

was
 

6%-10%.
 

Optimization
 

using
 

a
 

Box-Behnken
 

design-based
 

response
 

surface
 

methodology
 

yielded
 

the
 

optimal
 

medium
 

composition:
 

glucose
 

of
 

20
 

g/L,
 

peptone
 

of
 

5
 

g/L,
 

an
 

initial
 

pH
 

of
 

4.0,
 

Mn2+
 

of
 

0.54
 

mmol/L,
 

Cu2+
 

of
 

0.11
 

mmol/L,
 

a
 

C/N
 

ratio
 

91.6,
 

and
 

an
 

inoculum
 

size
 

of
 

8.4%.
 

Under
 

these
 

optimized
 

conditions,
 

the
 

highest
 

laccase
 

activity
 

reached
 

644.3
 

U/L,
 

representing
 

a
 

14.98-fold
 

increase
 

compared
 

to
 

the
 

pre-optimization
 

level.
 

This
 

study
 

provides
 

a
 

valuable
 

microbial
 

resource
 

for
 

efficient
 

laccase
 

production
 

and
 

the
 

bioremediation
 

of
 

environmental
 

pollution,
 

while
 

also
 

offering
 

important
 

theoretical
 

insights
 

for
 

the
 

optimization
 

of
 

fermentation
 

processes
 

and
 

the
 

development
 

of
 

applications
 

for
 

related
 

microorganisms.
Key
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0 引 言

  随着现代工业化的发展,难降解有机污染物(如
多氯联苯、多环芳烃、合成染料等)大量释放到环境

中,对生态系统和人类健康构成严重威胁。据世界

卫生组织(World
 

health
 

organization,WHO)报告,
全球每年约900万人死于与环境污染相关的疾

病[1],因此,环境污染物的清除已成为亟待解决的全

球性问题。物理化学修复为传统有效的环境污染修

复手段,但存在成本较高、能耗大、易产生二次污染

等弊端[2]。因反应条件温和、环境友好、高效且可持

续的特点,通过微生物的代谢活动降解污染物以实

现环境净化的生物修复(Bioremediation)技术备受

研究者关注[3]。白腐真菌(White-rot
 

fungi)产生的

漆酶能够高效降解多种环境污染物,在生物修复领

域被公认为极具潜力的“自然清道夫”[4]。
白腐真菌是隶属于担子菌亚门(Basidiomycotina)

的一类丝状木腐菌,通过担孢子进行有性生殖,也通

过分生孢子等进行无性生殖[5];该类真菌主要定殖

于腐木与森林凋落物等富含木质纤维素的环境,其
木质素分解酶系统以漆酶(Lac,EC

 

1.10.3.2)、木
质素过氧化物酶(LiP,EC

 

1.11.1.14)和锰过氧化

物酶(MnP,EC
 

1.11.1.13)为核心,协同多种辅助

酶(如芳基醇氧化酶、乙二醛氧化酶等),形成高效降

解木质素、废水中异生物质的代谢网络[6-8]。白腐真

菌分泌的胞外酶能降解多种有毒化合物,如氯酚、多
氯联苯、双酚A、有机磷农药和多环芳烃及合成染料

等[9-12],并将成分复杂的工业环境污染物降解、矿化

为低毒或无毒的化合物[13-15]。基于上述特性,白腐

真菌在化工有害产物降解、环境污染修复领域具有

广阔的应用前景。
漆酶(Laccase)属于铜蓝氧化酶家族,是一类含

4个铜离子的多酚氧化酶(EC
 

1.10.3.2)[16],广泛

分布于植物和真菌中,不同来源的漆酶活性与功能

上存在明显差异[17]。植物漆酶能够催化木质素异

位聚合,使植物组织木质化[18];真菌漆酶具有降解

木质素、解毒、介导植物病原体与宿主相互作用、胁
迫防御和色素产生等活性[19-24]。作为白腐真菌分泌

的主要降解活性酶之一,漆酶能通过夺取底物电子

形成自由基,氧化邻苯酚、对苯酚、氨基酚、多酚、脂
肪族及芳香族胺类化合物、降解木质素[25-28],是环境

污染生物修复领域中一类极具应用价值的生物酶。
因此,挖掘高漆酶活性的白腐真菌一直是研究者关

注的重点。
课题组从温州市郊的一株枯树上,采集到白腐

真菌样品,由北京市农林科学院植物保护研究所分

离纯化,命名为BZ103。本文通过系统发育分析鉴

定菌株BZ103的分类学归属,采用单因素实验探究

碳源、氮源、初始pH值、接种量和金属离子诱导剂

等对漆酶活性的影响及其适宜水平范围;采用响应

面法(Response
 

surface
 

methodology,RSM)对显著

影响因子进行优化,构建发酵产漆酶二次回归数学

模型,筛选最佳发酵条件并通过实验验证,旨在为白

腐真菌BZ103的开发应用提供重要的理论支撑,并
为漆酶的高效生产以及高效产漆酶菌株的选育提供

新的种质资源。
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1 材料与方法

1.1 菌株来源

  白腐真菌从温州市郊的一株枯树上采集,由北

京市农林科学院植物保护研究所分离纯化,命名为

BZ103。
1.2 培养基

  马铃薯葡萄糖液体(PDB)培养基:葡萄糖

20.00
 

g/L,KH2PO4 3.00
 

g/L,MgSO4·7H2O
 

1.50
 

g/L,维生素B1
 

0.01
 

g/L,马铃薯200.00
 

g/L。
马铃薯葡萄糖琼脂(PDA)培养基:在PDB培养

基基础上,加入琼脂20.00
 

g/L。
基础培养基:葡萄糖10.00

 

g/L,酒石酸铵
 

0.21
 

g/L,KH2PO4 2.00
 

g/L,MgSO4·7H2O
 

0.50
 

g/L,
FeSO4·7H2O

 

0.12
 

g/L,CaCl2 0.10
 

g/L,ZnSO4·
7H2O

 

0.09
 

g/L。上述成分用20
 

mmol/L酒石酸

钠缓冲液溶解,调节pH值至4.5。
1.3 方 法

1.3.1 菌株形态观察

  用100
 

mL的PDB培养基活化BZ103菌株,
30

 

℃、200
 

r/min条件下培养4
 

d;取少量菌丝体,转
接到PDA培养基平板,30

 

℃培养7
 

d;收集平板上

BZ103菌丝,用2.5%戊二醛(pH 值为7.2,0.1
 

mol/L磷酸缓冲液)25
 

℃固定1.5
 

h,并用磷酸缓冲

液(PBS)漂洗3次(10
 

min/次);采用质量分数为

1%的锇酸溶液固定菌丝1
 

h,再用PBS漂洗3次

(10
 

min/次),依次用体积分数50%、70%、80%和

90%乙醇溶液脱水菌丝,每个浓度处理2次,每次

10
 

min;最后采用体积分数50%、70%、80%和90%
叔丁醇溶液依次脱水菌丝,每个浓度处理2次,每次

10
 

min;脱水后菌丝真空冷冻干燥,置于扫描电子显

微镜SU8010型(日本日立公司)观察菌丝形态。
1.3.2 菌株分子鉴定

  采用柱式真菌基因组DNA抽提试剂盒(生工

生物工程(上海)股份有限公司),提取BZ103基因

组DNA,具体操作按照试剂盒说明书进行。以

BZ103基因组DNA为模板,采用通用引物ITS1/
ITS4(5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3'/5'-TCC
TCCGCTTATTGATATGC-3')和 NS1/NS6(5'-
GTAGTCATATGCTTGTCTC-3'/5'-GGTTACCT
TGTTACGACTT-3'),分 别 对ITS 序 列 及 18S

 

rDNA片段进行PCR扩增。PCR扩增条件为:预变

性94
 

℃
 

3
 

min;34个循环(变性94
 

℃
 

30
 

s,退火温

度ITS引物55℃、18S
 

rDNA引物58
 

℃
 

30
 

s,延伸

72
 

℃
 

1
 

min);终延伸72
 

℃
 

5
 

min。PCR产物经

1%琼脂糖凝胶电泳检测后用SanPrep
 

柱式PCR产

物纯化试剂盒(生工生物工程(上海)股份有限公司)
回收PCR产物,PCR回收产物双向测序;测序结

果提 交 至 National
 

Center
 

for
 

Biotechnology
 

Information(NCBI)数据库,进行同源性比对,采用

MEGA
 

6.0的邻接法(Neighbor-Joining,
 

NJ)构建

系统发育树。
1.3.3 漆酶活性测定

  漆酶活性测定方法参考文献[29],具体如下:
a)粗酶液制备:制备浓度106

 

个/mL的BZ103
孢子悬液,按体积比10∶1接种于含100

 

mL的
 

PDB
培养基三角瓶中,200

 

r/min、30
 

℃,培养6
 

d;将培

养物4500
 

r/min,4
 

℃离心5
 

min,取上清液,8000
 

r/min,4
 

℃离心10
 

min,获得的上清液即为BZ103
发酵漆酶粗酶液。
b)漆酶活性测定:依次加入0.5

 

mmol/L的

2,2'-联氨-双(3-乙基苯并噻唑啉-6-磺酸)二胺盐

(ABTS)0.1
 

mL、0.1
 

mmol/L
 

醋酸-醋酸钠缓冲液

(pH值5)2.7
 

mL、0.1
 

mL粗酶液和0.1
 

mL浓度

为20
 

mmol/L的H2O2,在30
 

℃反应3
 

min,反应

结束后,用紫外分光光度计测定吸光值,测定波长为

420
 

nm。酶活力Y 定义为每分钟催化1
 

μmol
 

ABTS所需的酶量,单位U/L,计算公式可用式(1)
表示:

Y=
ΔOD420×V总 ×n
Δt×V酶 ×ε×10-6

(1)

其中:ΔOD420为420
 

nm处吸光度变化值;V总 为反

应体系总体积,mL;n为稀释倍数;Δt为反应时间,
min;V酶 为反应体系内稀释的酶液体积,mL;ε为消

光系数,L/(mol·cm)。
1.3.4 漆酶酶活曲线测定

  取2
 

mL孢子悬液(浓度106 个/mL)转接至

100
 

mL的PDB培养基中,30
 

℃,200
 

r/min培养

4
 

d作为种子液;取5
 

mL种子液,接种至100
 

mL
基础培养基中,30

 

℃,200
 

r/min培养9
 

d,测定漆酶

酶活,绘制BZ103产漆酶曲线,每个时间点设定3
 

个独立生物学重复,最终酶活数据取3个样品的平

均值。
1.3.5 单因素培养基优化

  在基础培养基的基础上,单因素试验分别选取

pH值(初始pH值为3.0、3.5、4.0、4.5、5.0、5.5、
6.0)、碳源(葡萄糖、可溶性淀粉、蔗糖、甘油、麦芽

糖、乳糖)、氮源(酵母浸膏、蛋白胨、牛肉膏、氯化铵、
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尿素、硫酸铵、硝酸钾)、Mn2+浓度(0、0.6、1.2、2.0、
6.0

 

mmol/L和8.0
 

mmol/L)、Cu2+浓度(0、0.1、
0.2、0.8、1.5

 

mmol/L和3.0
 

mmol/L)、碳氮比(C/
N比,10、30、60、90、120)和接种量(体积分数4%、
6%、8%、10%、12%)。除单因素为接种量外,每个

处理接种体积分数5%种子液,并在最佳产酶时间

下测定不同培养条件对漆酶活性的影响。
1.3.6 响应面法优化产漆酶培养基

  采用
 

Box-Behnken
 

实验设计,探究Cu2+浓度、
Mn2+浓度、碳氮比及接种量4个因素对菌株BZ103
漆酶产量的影响,每个因素设置3个水平,采用

Design-Expert软件进行响应面分析,构建二次回归

预测模型以筛选最佳发酵条件,同时通过方差分析

(ANOVA)验证模型可靠性,采用3次平行验证实

验验证模型有效性,确定最优发酵条件下的最高漆

酶活性。
1.3.7 数据统计分析

  每次实验均为3个生物学重复组,取各重复组

测定数据的平均值作为实验值,采用SPSS
 

26.0软

件进行单因素方差分析(one-way
 

ANOVA),以P<
0.05为差异具有统计学显著性。

2 实验结果与分析

2.1 菌株的菌丝特征

  菌落表面整体平坦,菌丝向培养基基内延伸,并
在表层琼脂区域形成致密的菌丝层;随着培养时间

的延长,菌丝逐渐向气相空间伸展,同时伴随大量孢

子生成,菌落呈乳白色,质地为丝绒状,整个培养过

程中未观察到渗出液及色素产生。为进一步明确其

微观形态特征,对BZ103菌株的菌丝及孢子进行扫

描电镜观察,扫描结果如图1所示。图1显示:
BZ103

 

菌株菌丝整体错综盘绕,表面粗糙或具不规

则褶皱;菌丝分枝丰富、角度多样,相邻菌丝密集交

织形成网状菌丝体;部分菌丝体可分化并有序聚集,
形成球形菌核;菌丝顶端及侧枝上着生大量孢子,孢
子呈卵圆形或椭圆形米粒状。

图1 菌株BZ103菌丝形态的扫描电子显微镜照片

2.2 菌株的分子鉴定

  将BZ103菌株的ITS与18S
 

rDNA的测序结

果输入NCBI数据库进行BLAST比对,并选取与

BZ103相似度较高的10~14个相关菌株序列,连同

其近缘物种,共同构建系统发育树,结果如图2所

示。图2显示:ITS与18S
 

rDNA的核酸序列与原

毛平革菌属(Phanerochaete
 

sp.)的菌株同源性最

高,达98%~99%;黄孢原毛平革菌(Phanerochaete
 

chrysosporium)与BZ103为单系群,遗传距离显著

小于原毛平革菌属其他物种(如P.
 

australis、P.
 

sordida 等),该 分 支 节 点 Bootstrap 支 持 率 达

100%;BZ103菌株与P.chrysosporium 聚为一个

分支,该分支与原毛平革菌属的其他菌株聚类。综

上所述,ITS与18S
 

rDNA序列的同源性比对及系

统发育树分析结果,可确定BZ103为黄孢原毛平革

菌的一株新菌株。

2.3 菌株产漆酶过程

  产酶曲线是菌株重要特征,也是评估其应用潜

力的重要依据。图3(a)显示:在基础培养基中,菌
株BZ103培养前6

 

d,漆酶活性随菌丝生物量的积

累而显著升高,并于第6
 

d达到峰值43.7
 

U/L,酶
活开始缓慢下降,6

 

d为菌株最佳产漆酶发酵周期。
2.4 单因素对菌株生长的影响

  菌株产漆酶能力受多种因素如pH值、碳源、氮
源、金属离子(Cu2+、Mn2+)、碳氮比及接种量等因

素调控,通过测定上述单因素变量下的漆酶活性,探
究各因素对产酶的影响规律并确定适宜水平范围,
为后续发酵条件优化奠定基础。
2.4.1 pH值

  培养基初始pH对BZ103菌株的漆酶活性有显

著影响。图3(b)表明:菌株在发酵过程中表现出较

强的酸性适应性,pH值在3.0~6.0范围均可检测
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到酶活,pH值3.5~4.5区间内漆酶活性随pH值

的升高显著增加,pH值为4.0时达到峰值,酶活可

达50.0
 

U/L,较基础培养基初始pH值4.5时,酶

活提升16.3%;pH值>4.5后,酶活性随着培养基

pH的升高开始显著下降。综上所述,pH值4.0为

菌株BZ103发酵产漆酶的最优pH值。

图2 菌株BZ103的系统发育树

2.4.2 碳 源

  碳源作为菌体代谢的碳骨架与能量供给源,直
接影响产酶效率。从图3(c)可以看出:葡萄糖、可
溶性淀粉、麦芽糖为碳源时酶活显著高于其他组

(P<0.05),葡萄糖(51.3
 

U/L)与可溶性淀粉

(48.6
 

U/L)酶活差异无统计学意义(P>0.05);蔗
糖、甘油、乳糖组酶活均低于30.3

 

U/L。综合酶的

活性与碳源成本,选定葡萄糖为最优碳源,保障产酶

效率,又符合实际生产成本。
2.4.3 氮 源

  氮源是菌株生长时合成蛋白质、氨基酸等含氮化

合物所需的关键营养元素之一,是菌株代谢活动的基

础。图3(d)表明:有机氮(酵母浸膏、蛋白胨、牛肉膏)
和无机氮(氯化铵、尿素、硫酸铵、硝酸钾)对菌株

BZ103漆酶活性影响不同,有机氮源对漆酶合成的促

进作用远远优于无机氮源,蛋白胨为氮源时漆酶活性

最高,达到346.0
 

U/L,是无机氮源酒石酸铵(46.3
 

U/L)的7.5倍,其原因可能是无机氮源成分单一,不
利于菌体产酶,或者是有机氮源成分较复杂,含有氨

基酸、多肽等易被微生物利用氮源。综合考虑,选择

蛋白胨作为菌株BZ103后续漆酶发酵的最优氮源。
2.4.4 金属离子Mn2+和Cu2+

  不同金属离子对真菌胞外漆酶合成的调控作用

存在显著差异。从图3(e)—(f)可以看出:Mn2+浓

度在0~0.6
 

mmol/L区间时,漆酶活性随浓度升高

呈剂量依赖性显著提升,于0.6
 

mmol/L时达峰值

(酶活500.0
 

U/L);0.6~1.2
 

mmol/L
 

区间酶活维

持稳定;浓度>1.2
 

mmol/L时,酶活性显著下降;

Cu2+对酶活调控更敏感,0.1
 

mmol/L时酶活达峰

值(422.2
 

U/L),0.1~0.8
 

mmol/L区间酶活逐渐

回落,浓度>0.8
 

mmol/L时抑制效应显著增强。
结合漆酶作为含4个铜离子的多酚氧化酶属性,
Cu2+浓度异常会影响酶的空间结构与活性,后续发

酵将外源添加0.6
 

mmol/L
 

Mn2+和0.1
 

mmol/L
 

Cu2+,作为基础条件。
2.4.5 碳氮比

  图3(g)显示:C/N在10~90区间时,酶活性随

C/N升高显著上升,于C/N
 

90时达峰值(522.3
 

U/
L);C/N>90后,酶活性逐渐回落;C/N

 

60~120区间

内,酶活性均维持在较高水平。较高的C/N会限制

氮源供应,促使菌体从营养生长转向次级代谢(漆酶

为次级代谢产物),有利于产酶,鉴于C/N
 

90时酶活最

高且能平衡碳氮代谢效率,后续发酵固定C/N为90。
2.4.6 接种量

  接种量(种子液与发酵液的体积比)是发酵过

程的核心控制参数,直接影响菌体生长与代谢物

合成。从图3(h)显示:当接种量为体积分数8%,
菌株产漆酶活性最高,达到500.0

 

U/L,较体积分

数为4%(酶活202.0
 

U/L)提升了147.5%;接种

量超过体积分数10%,酶活性显著下降,体积分数

12%接种量下酶活仅为344.0
 

U/L。这可能是因

为低接种量下,菌体增殖慢、群体感应信号分子积

累不足,导致漆酶合成相关基因的表达延迟,营养

物质转化为漆酶的效率低;高接种量会出现菌体

团聚现象,细胞间营养传质性缓慢和溶解氧竞争,
造成酶活下降。
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图3 单因素对BZ103菌株产漆酶影响的柱状图

注:数据为平均值±标准差(n=3),不同小写字母表示漆酶活性有显著性差异(P<0.05)。
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2.5 响应面分析

2.5.1 Box-Behnken试验设计

  基于单因素对BZ103菌株产漆酶影响的结果,选
择4个对漆酶活性有显著性影响的单因素:Mn2+浓

度、Cu2+浓度、碳氮比和接种量,并采用Box-Behnken
设计4因素3水平响应面分析试验,优化BZ103菌株

产漆酶的最适培养基条件,设计包含29组实验(24个

析因点+5个中心点重复),因素水平编码见表1,分
析结果如表2,A为Mn2+、B为Cu2+、C为碳氮比、D
为接种量体积分数和Y为漆酶活性。

表1 Box-Behnken设计因素水平

编码 A:Mn2+/
(mmol·L-1)

B:Cu2+/
(mmol·L-1)

C:碳氮比 D:接种量
体积分数/%

-1 0 0 60 6
0 0.6 0.1 90 8
1 1.2 0.2 120 10

表2 响应面试验设计及结果

序
号

A:Mn2+/
(mmol·L-1)

B:Cu2+/
(mmol·L-1)

C:
碳氮比

D:接种量
体积

分数/%

Y:漆酶
活性/
(U·L-1)

1 0 1 1 0 510.798
2 0 0 0 0 641.639
3 -1 0 -1 0 560.358
4 0 0 -1 1 505.512
5 0 0 0 0 621.152
6 1 0 -1 0 493.618
7 -1 1 0 0 525.336
8 1 0 0 -1 470.490
9 0 -1 1 0 473.133
10 -1 -1 0 0 461.899
11 0 0 -1 -1 508.155
12 0 0 1 -1 461.238
13 1 0 0 1 545.821
14 0 0 1 1 563.002
15 -1 0 0 -1 531.283
16 -1 0 1 0 539.874
17 0 -1 0 -1 441.414
18 0 0 0 0 629.742
19 0 1 -1 0 496.922
20 0 1 0 -1 479.080
21 0 1 0 1 516.746
22 0 -1 0 1 522.693
23 0 -1 -1 0 490.314
24 0 0 0 0 624.456
25 -1 0 0 1 533.926
26 1 1 0 0 473.133
27 0 0 0 0 624.456
28 1 0 1 0 519.389
29 1 -1 0 0 481.723

2.5.2 响应面试验结果方差分析

  将表2中Box-Behnken设计实验数据,输入

Design-Expert
 

10.0.3软件,进行回归拟合,得到二

次多 项 回 归 方 程:漆 酶 活 性 Y =628.289-
14.042xA+10.9032xB+1.04627xC+24.6699xD-
18.0068xAxB +

 

11.564xAxC + 18.172xAxD +
7.7644xBxC - 10.9032xBxD + 26.1016xCxD -
51.4488xA

2-84.4062xB2-53.266xC2-58.635xD
2,

模型决定系数R2=0.9824,根据表2设计的可视化

曲面最优参数组合模型具有较好的拟合度,R2
adj=

0.9648,能够解释实验96.48%的响应值变异,失拟

项P>0.05,表明误差较小;从回归方程进行方差分

析可以看出,4种因素对漆酶活性的影响大小顺序

为:接种量(D)、Mn2+浓度(A)、Cu2+浓度(B)和碳

氮比(C)(见表3)。
2.5.3 响应面分析及验证

  图4—图9是Mn2+浓度、Cu2+浓度、碳氮比及

接种量4个因素两两交互作用对BZ103菌株漆酶

活性影响的响应曲面及等高线图。4个因素两两交

互作用对菌株BZ103产漆酶的酶活性影响趋势呈

抛物曲面分布,曲面整体纵向跨度较大且等高线呈

现明显椭圆形,各因素两两交互作用对漆酶活性影

响显著。
当碳氮比固定为90、接种量体积分数为8%,

Mn2+与Cu2+浓度对漆酶活性的交互影响效应结果

如图4所示。图4(a)响应面斜率较大,表明Mn2+与

Cu2+浓度变化对漆酶活性的影响较显著,酶活随两因

素浓度升高先上升后下降;图4(b)等高线呈倾斜椭

圆形,提示 Mn2+与Cu2+对漆酶活性的交互作用显

著,二者对酶活的影响并非独立,存在协同调控效应。
当Cu2+浓度固定为0.1

 

mmol/L、接种量为体

积分数8%,Mn2+浓度与碳氮比的交互影响如图5
所示。图5(a)响应面呈拱形,说明

 

Mn2+浓度、碳氮

比与漆酶活性存在非线性关系,存在漆酶活性最优

的组合区间。曲面有明显最高点,对应碳氮比、
Mn2+浓度的最优组合,此时漆酶活性最大;Mn2+浓

度与碳氮比对漆酶活性的交互作用接近椭圆形(见
图5(b)),说明两因素对漆酶活性的交互作用显著,
中心(616

 

U/L等高线)是酶活性峰值区,向外围

(536
 

U/L等高线)酶活逐渐降低。
当Cu2+浓度固定为0.1

 

mmol/L,碳氮比固定

为90,Mn2+浓度与接种量的交互影响效应见图6。
图6(a)中响应面同样呈拱形,说明 Mn2+浓度与接

种量对漆酶活性的影响有明显非线性关系,存在活
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  表3 回归方程进行方差分析的结果

方差来源 平方和 自由度 方差 F 值 P 值 显著性

回归模型 86810.98 14 6200.78 55.75 <0.0001 **
A 2366.13 1 2366.13 21.27 0.0004 **
B 1426.56 1 1426.56 12.83 0.0030 **
C 13.14 1 13.14 0.12 0.7362
D 7303.23 1 7303.23 65.66 <0.0001 **
AB 1296.98 1 1296.98 11.66 0.0042 **
AC 534.90 1 534.90 4.81 0.0457 *
AD 1320.89 1 1320.89 11.88 0.0039 **
BC 241.14 1 241.14 2.17 0.1630
BD 475.52 1 475.52 4.28 0.0577
CD 2725.17 1 2725.17 24.50 0.0002 **
A2 17169.58 1 17169.58 154.36 <0.0001 **
B2 46212.35 1 46212.35 415.47 <0.0001 **
C2 18403.88 1 18403.88 165.46 <0.0001 **
D2 22300.94 1 22300.94 200.49 <0.0001 **
残差 1557.21 14 111.23

失拟项 1296.92 10 129.66 1.99 0.2646
纯误差 260.60 4 65.15
合计 88368.19 28

图4 Mn2+浓度与Cu2+浓度对酶活性的响应面与等高线

图5 Mn2+浓度与碳氮比对酶活性的响应面与等高线
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性峰值区间(拱顶区);图6(b)中等高线呈现椭圆状

等高线,中心(614
 

U/L圈)是活性最高点,向外圈

(529
 

U/L圈)活性递减。当 Mn2+浓度固定为0.6
 

mmol/L,接种量为体积分数8%,Cu2+浓度与碳氮

比的交互影响效应如图7所示。图7(a)中响应面

“拱顶”特征明显,表明Cu2+浓度与碳氮比协同影响

活性,超过最优区间后,任一因素过高或过低都会导

致酶活下降;图7(b)中等高线接近圆形等高线(中
心613

 

U/L圈),说明两因素交互作用均衡,活性随

因素组合向中心靠拢而提升。

图6 Mn2+浓度与接种量对酶活性的响应面与等高线

图7 Cu2+浓度与碳氮比对酶活性的响应面与等高线

图8 Cu2+浓度与接种量对酶活性的响应面与等高线
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图9 接种量与碳氮比对酶活性的响应面与等高线

  当Mn2+浓度固定为0.6
 

mmol/L,碳氮比固定

为90,Cu2+浓度与接种量对的交互影响效应如图8
所示。图8(a)中响应面的拱起幅度适中,表明

Cu2+浓度与接种量对漆酶活性的增益存在上限,并
非越高越好;图8(b)等高线呈椭圆形且长轴沿接种

量方向分布,说明接种量对活性的调控作用更强,中
心613

 

U/L是酶活峰值区。当 Mn2+浓度固定为

0.6
 

mmol/L,Cu2+浓度固定为0.1
 

mmol/L,接种

量与碳氮比对漆酶活性的交互影响效应如图9所

示。图9(a)中响应面拱顶清晰,说明接种量与碳氮

比匹配度关键,偏离最优组合会快速降低活性;图9
(b)中等高线呈椭圆形且长轴沿碳氮比方向分布,
表示碳氮比对酶活的影响幅度大于接种量,中心

615
 

U/L为活性最优区。
通过二次回归模型预测,4个因素协同作用下

的最优产酶工艺条件为:Mn2+浓度0.536
 

mmol/
L、Cu2+浓度0.107

 

mmol/L、碳氮比91.551、接种

量体积分数8.40%,在该条件下模型预测的漆酶活

性为631.881
 

U/L。考虑到实际操作可行性,最优

产酶工艺参数调整为:Mn2+浓度0.540
 

mmol/L、
铜离子浓度0.110

 

mmol/L、碳氮比91.6以及接种

量体积分数8.40%。基于响应面优参数组合得出

的最优产酶条件,采用3组生物学重复试验,测得平

均漆酶活性为644.32
 

U/L,与模型预测结果接近,
证明基于该响应面模型分析优化漆酶活性最佳处理

工艺设计合理,可信度较高具有实践意义。

3 结 论

  本文以温州市郊自然腐木表面分离得到的白腐

真菌BZ103为研究对象,通过分子鉴定确定其分类

归属,以碳源、氮源、初始pH值及金属离子等为产

漆酶影响条件,探究单因素对菌株产漆酶的影响,并
采用4因素3水平响应面法优化产漆酶条件,主要

结论如下:
a)

 

根据菌丝的形态学特征、ITS序列和18S
 

rDNA序列系统发育树聚类分析,菌株BZ103为原

毛平革菌属(Phanerochaete)黄孢原毛平革菌的一

株新菌株,命名为P.
 

chrysosporium
 

BZ103。
b)

 

单因素优化菌株BZ103产酶条件表明,当以

葡萄糖为碳源、蛋白胨为氮源、初始pH值为4.0、
Mn2+

 

浓度为0.6
 

mmol/L、Cu2+浓度为0.1
 

mmol/L、
C/N比为90和接种量体积分数为8%时,菌株

BZ103的漆酶活性达到最高500.0
 

U/L。
c)

 

响应面法优化得到菌株BZ103最佳产漆酶

培养基条件为:葡萄糖20
 

g/L、蛋白胨5
 

g/L、初始

pH值4.0、Mn2+
 

浓度0.54
 

mmol/L、Cu2+ 浓度

0.11
 

mmol/L,C/N 比91.6和接种量体积分数

8.4%,在此条件下,漆酶活性最高可达644.3
 

U/L,
较优化前(43.7

 

U/L)提高14.98倍。
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