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白腐真菌组合培养提高漆酶酶活的作用机制研究
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摘要: 采用白腐真菌组合培养的方式提高漆酶酶活, 并对组合后菌株相互作用机制进行了研究. 菌株 55( T ram etes trogii)和菌

株 m-6(T ram etes versico lor)组合后漆酶酶活较菌株 55和 m-6分别提高了 241 13倍和 4107倍;组合后菌株间不存在抑制作用;

平板培养时, 两菌株菌丝生长止于菌丝交界处, 该处漆酶酶活最高并分泌褐色色素;液体培养时, 菌株 m-6对组合后漆酶酶活

的提高起着更为重要的作用:向菌株 55的培养物中添加菌块 m-6, 其酶活比向菌株 m-6培养物中添加菌块 55时的酶活高

71 03倍,并且菌株 m-6胞外物对菌株 55的漆酶分泌也有明显的刺激作用,其中加入 20 mL过滤灭菌胞外物可使菌株 55漆酶

酶活提高 61 79倍, 而且胞外物高温灭菌后仍能刺激菌株 55的漆酶分泌, 加入 20mL后酶活比对照高 4160倍; N a tive-PAGE活

性染色结果表明组合后同工酶种类未发生变化,但有 3种同工酶的浓度升高.
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Abstrac t: The m ethod o f com bin ing wh ite rot fungal stra ins w as used to enhance laccase activ ity, and the inte raction m echanism

betw een strains was also stud ied. The laccase activity o f com bined fung i o f stra in 55 ( T ram etes trogii) and stra in m-6 ( T ram etes

versico lor ) w ere 24113 and 41 07-fo ld h igher than that o f stra in 55 and stra in m-6, respectively. No inh ibito ry effectw as observed when

the tw o stra ins w ere co-cultivated. On p la te cu ltivation, the re w as hyphal interference in the contact area, where laccase activ ity w as

the h ighest follow ed by brow n p igmentation. In liqu id cu ltivation, strain m-6 played much mo re im po rtant ro le on enhancem ent of

laccase activ ity, and the laccase ac tiv ity o f stra in 55 by adding strain m-6 w as 7103-fo ld h igher than tha t o f stra in m-6 by adding strain

55, furtherm o re, filte r ster ilized- and high tem perature autoc laved-ex tracellular substances o f stra in m-6 cou ld a lso stimu la te stra in 55

to excretem ore laccase, wh ich led to 6179- fo ld and 41 60-fo ld increase in laccase activity by adding 20mL, respectively. The nativ e

sta in ing results of Na tive-PAGE showed tha t the types o f laccase isozym es w ere no t changed when stra ins were co-cu ltured, but the

concentration o f three types increased.

K ey words: laccase; com b ined white ro t fung;i extrace llu la r substances; isozym es

  漆酶 ( laccase, EC1. 10. 3. 2)是一种含铜的酚氧

化酶,能降解各种酚类化合物
[ 1~ 3]

, 在适宜的介质存

在时亦能催化非酚类物质
[ 4, 5 ]

, 因此被广泛应用于

污染物降解、生物制浆、印染脱色等领域.自然界

中白腐真菌是漆酶的主要生产者, 并且大部分白腐

真菌都能分泌漆酶, 酶活较高的种属有 T ram etes

versicolor、 Coriolus versicolor、 L entinus edodes、

Pycnoporus等.

正是由于漆酶有着如此广泛的用途, 于是大幅

提高漆酶酶活成为目前研究的一个重要方向. 许多

学者在提高漆酶酶活方面做了不少研究, 如采用紫

外诱变
[ 6]
,添加金属诱导剂 CuSO

[ 7]
4 , 添加芳香族或

酚类化合物 2, 2c-连氮基-双-( 3-乙基苯并二氢噻唑

啉-6-磺酸 )二铵盐 ( ABTS )
[ 8]
、 2, 5-二甲基苯胺

( DMA )
[ 9]
等. 但是由于紫外诱变其操作较为繁琐,

而漆酶诱导物往往是些重金属或有毒有机物, 会对

环境造成污染,有学者将白腐真菌和真菌或细菌进

行组合,通过菌株之间的相互作用来提高漆酶酶活,

相比而言,这种方法更为简便,同时安全环保. 目前

研究主要集中在白腐真菌与褐腐真菌、霉菌、土壤

微生物组合
[ 10~ 15]

,但是将白腐真菌和白腐真菌进行

组合研究则较少.

本实验采用将白腐真菌进行组合的方式提高漆

酶酶活,并分别从平板培养、液体培养以及组合前

后漆酶同工酶的变化情况等方面着手对组合后菌株

相互作用机制进行研究, 以期为白腐真菌组合提高
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漆酶的方法提供理论依据.

1 材料与方法

111 菌种来源

实验室分离得到的 3株分泌漆酶的白腐真菌,

编号分别为 55、m-6、m-8,其中菌株 55属于毛栓菌

属 ( Trametes trog ii ) , 菌株 m-6属于杂色栓菌属

(Trametes versicolor) .

112 培养基

11211 PDA培养基
[ 16]

去皮马铃薯 200 g, 葡萄糖 20 g, KH2 PO4 3 g,

M gSO4 # 7H 2O 115 g, 补水至 1 000 mL, pH 自然,

115e 灭菌 30m in.

11212 液体产酶培养基
[ 17]

葡萄糖 20 g, 酒石酸铵 012 g, KH2 PO4 2 g,

M nSO4 015 g, C aC l2 011 g, 微量元素液 70 mL, 补水

至 1 000mL, pH 510, 115e 灭菌 30 m in.其中微量元

素液: M gSO 4 310 g, M nSO4 015 g, NaC l 110 g, FeSO4

# 7H2 SO4 011 g, CoC l2 011 g, CuSO4 011 g, H 3BO3

0101 g, ZnSO4 # 7H2O 011 g, A lK ( SO4 ) 2 # 12H2O

0101 g, N a2MoO 4# 2H 2O 0101 g, 氨三乙酸 115 g,补

水至1 000 mL.

113 漆酶酶活测定方法 [ 18]

酶活定义为每 m in氧化 1 Lmo l ABTS所需

的酶量.

114 试验方法

11411 组合白腐真菌的筛选

将菌株 55、m-6、m-8分别按单株菌、2株菌组

合及 3株菌组合, 各接种 1块直径 10 mm的菌块至

液体产酶培养基, 32e 130 r/m in振荡培养, 从第 5d

开始隔天取样, 将样品经 4 800 r/m in离心 10 m in后

取上清液进行漆酶酶活测定,每组各设 3个平行.

11412 组合菌平板培养相互作用研究

将菌株 55、m-6各接种 1块菌块 ( < = 10 mm)

至同一 PDA平板, 两菌块间隔 4 cm, 32e 下静置培
养;为了进行对照, 另外还接种 2块菌株 55至同一

PDA平板以及 2块菌株 m-6至同一 PDA平板中进

行培养,观察菌丝的生长变化情况,并对平板中漆酶

酶活进行测定.其中采用愈创木酚显色法对漆酶酶

活进行定性检测: 在两菌菌丝交界处、接种菌块两

旁分别滴入 1%愈创木酚醇溶液, 观察显色时间及

颜色深浅,以颜色深浅定性判断漆酶酶活的高低;进

行漆酶定量检测的具体方法为:用无菌小刀分别在

菌丝交界处、接种菌块两旁取样 5mm @ 20mm菌块

条至无菌离心管中,加入 2mL pH 510HAc-NaA c缓

冲液, 200r /m in振荡 1h提取酶液,进行酶活测定.

11413 组合菌液体培养相互作用研究
( 1) 一菌株对另一菌株漆酶酶活的影响

向菌株 55培养至第 11d的液体产酶培养基中

加入 1块菌株 m-6菌块 ( < = 10 mm ), 相反向菌株

m-6培养至第 13 d的液体产酶培养基中加入 1块菌

株 55菌块,继续在 32e 130 r/m in摇床中振荡培养

17 d,同时设对照组 ( CK) ,即不加菌块的产酶组, 每

组各设 3个平行, 从第 3 d开始隔天取样测定漆酶

酶活.

( 2) 一菌株胞外物对另一菌株漆酶酶活的影响

¹ 菌株胞外物的制取方法

将菌株 55、m-6分别在液体产酶培养基中培养

11 d和 13 d, 经滤纸过滤去除菌丝后, 再经 0145 Lm
滤膜过滤,所得滤液转入 M illipore超滤管 ( 10 @ 10

3

u) 5 000 r/m in超滤 40m in, 得到的下层滤液即为菌

株胞外物.

º 过滤灭菌胞外物对菌株漆酶酶活的影响

将菌株 55胞外物经 0125 Lm滤膜过滤灭菌后
加入到菌株 m-6的液体产酶培养基中, 反之,将菌株

m-6过滤灭菌胞外物加入到菌株 55的液体产酶培

养基中, 32e 130 r /m in下振荡培养 10 d, 其中胞外

物的加入量分别为 5、10、15、20 mL, 并同时设对

照组 ( CK ) ,即不加过滤灭菌胞外物的产酶组, 每组

各设 3个平行,取样测定漆酶酶活.

» 高温灭菌胞外物对菌株漆酶酶活的影响

将一菌株胞外物在 115e 下灭菌 30 m in, 冷却

后加入至另一菌株的液体产酶培养基中,胞外物的

加入量及培养方法同 º , 过滤灭菌胞外物对漆酶酶

活的影响.

11414 拮抗试验
采用牛津杯法研究菌株 55和 m-6之间的相互

关系.具体方法为: 在一菌株的培养平板中放置 2个

牛津杯,每杯中加入 200 LL另一菌株的液体培养上

清液, 32e 静置培养,同时设置对照组 ( CK ), 即添加

无菌水,每组各设 3个平行, 观察是否出现抑菌圈,

并测量抑菌圈直径.

11415 漆酶同工酶研究
首先将菌株 55、m-6及组合菌 55+ m-6分别在

液体产酶培养基中培养 11、13、13 d后的粗酶液,

依次经 90%硫酸铵沉淀、超滤进行浓缩.再将浓缩

后的粗酶液进行非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳分析

( N ative-PAGE) ,其中分离胶浓度 10%, 浓缩胶浓度

466
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4% ,电泳完毕后采用 015mM ABTS染色剂对胶体进

行活性染色,考察组合前后菌株漆酶中同工酶的变

化情况.

2 结果与分析

211 组合白腐菌的筛选

图 1为在液体产酶培养基中组合白腐真菌的筛

选结果.从图 1中各条产酶曲线的产酶峰值来看,以

漆酶酶活高低顺序排序依次为 55+ m-6> 55+ m-6

+ m-8> 55+ m-8> m-6> m-6+ m-8> 55> m-8, 除了

组合菌 m-6+ m-8的产酶高峰低于单菌 m-6外, 其

他组合菌酶活均高于 3株单菌.其中组合菌 55+ m-6

在第 13 d的酶活最高,为1 838188U /L,分别比单菌

株 55、m-6高 24113倍和 4107倍, 且进一步对该组

合进行产酶条件优化, 其产酶峰值可达 9 395185
U /L,酶活较未优化前提高了 4111倍 (具体产酶条

件优化步骤未列出 ) , 说明将白腐真菌进行组合是

一种提高漆酶酶活的有效方法;而在单菌株中,菌株

m-6在第 13 d时的漆酶酶活最高,比第 11 d的菌株

55酶活高 3196倍, 比菌株 m-8第 15 d酶活高

11127倍.

图 1 组合白腐真菌的筛选

F ig. 1 Screen ing of comb ined wh ite-rot fung i for

h igh laccase activity

212 组合菌 55+ m-6平板培养相互作用研究

21211 组合菌 55+ m-6在 PDA平板上菌丝分布

关系

从图 2中可以看出,各菌株在 PDA平板上组合

培养的菌丝生长情况不尽相同:同菌株进行组合后,

菌丝在平板上均匀生长, 且可以相互渗透不产生界

线 (图 2中 a1、a2、b1、b2所示 ) ;然而将菌株 55和菌

株 m-6接种至同一平板上培养,两菌株的菌丝不能

相互渗透生长,第 3d时在菌丝接触处形成一条白色

界线,两菌株菌丝生长相止于此界线, 并且从第 4 d

起白色界线开始分泌浅褐色色素, 随后形成一条褐

色界线,且培养时间越长颜色越深;图 2中 c1、c2所

示即是组合菌 55 + m-6培养 5 d时的情况, 其中可

以清楚地看到在平板中央靠菌株 m-6侧有一条界

线,这是由于菌株 55菌丝在平板上的生长速度 ( v =

2108 cm /d)快于菌株 m-6( v = 1148 cm /d ), 而且从

平板背面可以看见一条褐色界线.继续培养,在菌丝

界线处形成较厚的菌丝结, 而在该菌丝结上菌株 55

占明显优势 (图 2 d), 但是培养至第 30 d, 菌株 55

的菌丝并没有跨越界线 (图 2e),说明两菌株菌丝的

竞争能力相当.

a1、a2分别为组合菌 55+ 55培养 7d正面、背面图;

b1、 b2分别为组合菌 m-6+ m-6培养 7 d正面、背面图;

c1、c2分别为组合菌 55+ m-6培养 5 d正面、背面图;

d、e分别为组合菌 55+ m-6培养 10 d、30 d正面图;

其中 c1、c2、d、 e图中左侧菌块为菌株 55,右侧为菌株 m-6

图 2 PDA平板上组合菌菌丝生长情况

F ig. 2 Fungal hyph ae of comb ined fung i cu ltivated on PDA agar

21212 组合菌 55+ m-6在 PDA平板上的漆酶分布

在培养平板上滴入愈创木酚醇溶液对漆酶酶活

进行定性测定, 如图 3所示. 从图 3a和 3b可以看

出, 组合菌 55+ 55和组合菌 m-6+ m-6平板中各处

颜色深浅相近,表明各处漆酶酶活相同,这说明同种

菌株进行共同培养对菌株漆酶的分泌无影响. 然而

菌株 55和 m-6共同培养后, 平板各处的显色情况有

所不同,从图 3c可见,菌丝交界处的颜色最深,其次

为 55侧, 而 m-6侧颜色最浅,并且交界处 55侧的颜

色也明显深于 m-6侧,说明交界处的漆酶酶活最高,

其次为 55侧和 m-6侧. 于是进一步对组合菌 55 +

m-6进行漆酶酶活定量分析, 由图 4所示的漆酶分

泌规律可见,两菌交界处的酶活明显高于单菌两侧,

并且随着培养时间的推进,酶活增加速率越快,至第

8 d,交界处漆酶酶活比 55侧和 m-6侧分别高 20130
倍和 19101倍;但是 55侧和 m-6侧的漆酶酶活差异

不明显.综合对组合菌 55+ m-6的漆酶定性和定量
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分析结果可以得出,菌株 55和 m-6组合后能促进漆

酶分泌.

a组合菌 55+ 55显色 60 m in; b组合菌 m-6+ m-6显色 30m in;

c组合菌 55+ m-6显色 30m in,左侧为菌株 55,右侧为菌株 m-6

图 3 PDA平板上组合菌愈创木酚显色图

Fig. 3 C olou r developm en t of guaiacol on PDA agar

图 4 组合菌 55+ m-6平板漆酶分泌规律

Fig. 4 Laccase act ivity of comb in ed fung i55+ m-6

cu ltivated on PDA agar

213 组合菌 55+ m-6液体培养相互作用研究

21311 一菌株对另一菌株漆酶的影响

图 5 一菌株对另一菌株漆酶酶活的影响

F ig. 5 E ffects of one fungus on laccase act ivity

of the other fungus

向培养至第 11 d的菌株 55液体培养物中加入

菌块 m-6,反之,向培养至第 13 d的菌株 m-6液体培

养物中加入菌块 55, 继续培养 17 d,结果如图 5所

示.由图 5可见, 加入菌块后的漆酶酶活均高于对

照,其中加入菌块 m-6的漆酶酶活最高,继续培养至

第 17 d时,漆酶酶活为 1 829116 U /L, 比单菌株 55

的漆酶峰值酶活高出 22123倍, 同时也比加入菌块

55的漆酶酶活高 7103倍.

21312 过滤灭菌胞外物对漆酶酶活的影响

一菌株过滤灭菌胞外物添加至另一菌株液体培

养基中, 培养至第 10 d, 不同加入量对漆酶酶活的影

响如图 6所示. 可以看出,菌株 m-6胞外物能明显刺

激菌株 55的漆酶分泌, 且随着加入量的增加, 刺激

效果越好,当加入量为 20mL时, 漆酶酶活比对照高

6179倍. 而菌株 55胞外物对菌株 m-6的漆酶分泌

无明显刺激作用, 加入量为 20mL时,漆酶酶活仅比

对照高 9161% ,并且当加入量低于 20 mL时, 漆酶

酶活反而不及对照高.

图 6 过滤灭菌胞外物对漆酶酶活的影响

F ig. 6 E ffects of filter steril ized extracellular subs tan ces

on laccase act ivity

21313 高温灭菌胞外物对漆酶酶活的影响
一菌株高温灭菌胞外物添加至另一菌株液体培

养基中, 培养至第 10 d, 不同加入量对漆酶酶活的影

响如图 7所示. 可以看出,菌株 m-6胞外物高温灭菌

过后仍能刺激菌株 55的漆酶的分泌,且随加入量增

加而漆酶酶活增加,当加入量为 20mL时,漆酶酶活

比对照高 4160倍.相反,菌株 55的高温灭菌胞外物

对菌株 m-6漆酶分泌无刺激效果, 且酶活随着加入

量的增加而降低.

图 7 高温灭菌胞外物对菌株漆酶酶活的影响

F ig. 7 E ffects of h igh tem perature autoclaved extracel lu lar

subs tan ces on laccase act ivity

213 拮抗试验

结合图 8及表 1结果可见, 菌株 55和 m-6在

PDA平板中的菌丝生长均不受另一菌株的液体培

养物的影响,牛津杯试验中均不产生抑菌圈,说明两

菌株间不存在抑制作用.

214 漆酶同工酶研究
对组合菌 55+ m-6、菌株 m-6、55浓缩后粗酶
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图 8 菌株液体培养物对另一菌株在 PDA

平板上菌丝生长的影响

F ig. 8 H yph ae grow th on PDA agar w ith add it ion

of th e other fungal liqu id cu lture

表 1 菌株液体培养物对另一菌株的抑制效果 /mm

T ab le 1 Inh ib iting effect of fungal liqu id cu ltu re

on th e other fungus /mm

抑菌圈直径 菌株 55 菌株 m-6

对照 0 0

菌株 55 ) 0

菌株 m-6 0 )

其中 1、2、3泳道分别代表组合菌 55+ m-6、菌株 m-6、菌株 55

所含的同工酶,箭头 a、 b、 c、 d、 e分别代表不同种类的同工酶

图 9 N ative-PAGE图

Fig. 9 Laccase isozym es of Native-PAGE

液进行 Nat ive-PAGE分析, ABTS活性染色后结果

如图 9所示.从图中可见, 菌株 m-6(泳道 2)可分泌

3种同工酶 (同工酶 a、b、 c) ,菌株 55(泳道 3)分泌

2种同工酶 (同工酶 d、 e) , 且两菌所分泌的同工酶

种类不相同; 而组合菌 55 + m-6 (泳道 1)同工酶是

菌株 55和 m-6同工酶的总和 (同工酶 a、b、 c、d、

e), 说明将两菌进行组合同工酶的种类并未发生增

减,但是组合菌的同工酶 a、b、 c、d、e颜色均比菌

株 55的漆酶同工酶 d、 e和菌株 m-6的同工酶 a、

b、 c颜色深, 这表明组合后漆酶同工酶浓度提

高了.

3 讨论

将菌株 55和 m-6在 PDA平板上进行组合培养

时, 两菌株在菌丝接触处互相争夺营养物质,并且两

者竞争能力相当, 从而使得两菌株菌丝生长止于接

触处,同时为了更好地进行空间及营养物质的竞争,

各菌株在菌丝接触处分泌更多的漆酶进行代谢
[ 19]

,

随着竞争的日趋剧烈,最终导致接触处的漆酶酶活

明显高于单菌一侧的酶活, 另外由于菌株代谢能产

生一些酚类物质, 而这些酚类物质在一定程度上也

可以提高漆酶酶活.接下来随着营养物质的消耗或

者其他相关因素,造成接触处菌丝的生长受阻,并促

使接触处分泌的漆酶参与二次代谢活动
[ 20]

, 催化酚

类物质进一步形成酚自由基, 这些自由基作用菌丝

表面,与一些多肽物质反应生成疏水性物质,从而改

变菌丝的疏水性质,使菌株免受亲水性酶的侵害,并

且生成的疏水性物质在两菌株菌丝接触的地方聚集

形成菌丝结
[ 21, 22 ]

. 另外, 漆酶催化真菌二次代谢形

成的醌类物质可以进一步聚合形 成黑色素

( me lanin)或者类似黑色素的物质
[ 23]

, 这也是菌株

55和 m-6在 PDA平板中组合培养时在菌丝交界处

分泌褐色色素的原因所在.

液体培养时,菌株 55和 m-6组合的漆酶酶活明

显高于各菌株单独培养的酶活.向菌株 55的培养物

中添加菌块 m-6, 其酶活高于向菌株 m-6培养物中

添加菌块 55时的酶活,这说明菌株 m-6对两菌株组

合培养漆酶酶活的提高起着更为重要的作用. 进一

步对菌株胞外物进行研究, 发现菌株 m-6过滤灭菌

后的胞外物对菌株 55的漆酶分泌有着明显的刺激

作用, 这与有些研究者的研究结果相似, Savoie

等
[ 10]
发现 Trichod erma sp. 的胞外物能有效诱导 L.

edod es的漆酶产生; Zhang等
[ 13 ]
也发现 Trichoderma

sp. ZH1的胞外物刺激 Trametes sp. 的漆酶分泌. 并

且, 菌株 m-6胞外物高温灭菌后仍可提高菌株 55的

漆酶酶活,但是高温灭菌后的刺激效果不及过滤灭

菌时好,这说明菌株 m-6胞外物中能有效刺激菌株

55漆酶分泌的物质大部分具有热稳定性, 但是高温

仍会破坏一部分刺激物质,从而影响整体刺激效果.

相反,菌株 55胞外物对菌株m-6的刺激作用较小,只

有当加入量较大时 ( 20 mL ), 胞外物的刺激作用才

可以掩盖反应体积增大造成的稀释作用,表现出一

定的刺激作用,但高温灭菌后菌株 55胞外物则不能

提高菌株 m-6的漆酶酶活.但是, 对于存在菌株胞外

物中的这些刺激物质的特性仍不明确,需进一步试
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验进行确定并对其刺激漆酶分泌的途径进行研究.

虽然两菌株菌丝关系在 PDA平板上为接触处

相互阻止
[ 24]

, 但是从牛津杯试验中发现,两菌株之

间并不存在抑制作用.

进一步对组合前后菌株的漆酶同工酶进行分

析,发现组合后同工酶种类未发生变化,组合菌的同

工酶数量上是单菌株的同工酶之和, 但是其中 3种

同工酶的浓度高于单菌株, 这与组合后漆酶酶活提

高的现象相符. V el�zquez-C edeÌo 等 [ 25]
也发现,

Trichoderma long ibrach ia tum 刺激 P leurotus ostreatus

漆酶的分泌,但是两者共培养后,漆酶的同工酶种类

未发生变化,只是组合后同工酶浓度发生变化,并且

他们从基因水平上对该现象做出了解释, 这是由于

Trichoderma long ibrachiatum 的 分 泌 物 影 响 了

P leurotus ostreatu s中有关基因的表达调控, 造成

poxalb /pox l的相对表达量随培养时间的变化, 从而

影响了同工酶在不同时间下的浓度.

4 结论

( 1) 采用液体产酶的筛选方法, 筛选得到一组

漆酶酶活较高的组合菌 55 + m-6, 其酶活较单菌株

分别提高 24113倍和 4107倍.

( 2) 组合菌 55+ m-6菌株之间不存在抑制作

用;在平板上培养时, 两菌株菌丝生长止于菌丝交界

处,该处漆酶酶活最高并分泌褐色色素;在液体培养

时,菌株 m-6对组合后漆酶酶活的提高起着更为重

要的作用:菌株 m-6的菌块、过滤灭菌胞外物以及

高温灭菌胞外物均能明显刺激菌株 55的漆酶产生,

而菌株 55胞外物对菌株 m-6漆酶的刺激作用不

明显.

( 3) N ative-PAGE活性染色结果表明,菌株 55、

m-6进行组合后,同工酶种类未发生增减,但有 3种

漆酶同工酶浓度有所提高.
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