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摘 要： 研究了影响粗糙脉孢菌突变菌株合成漆酶的一些摇瓶发酵条件，包括通气量、培养温

度、甲醇浓度、,-!.浓度等。结果表明，在 #"" /0 三角瓶中装入含 &#" !/12 3 0 ,-!.浓度的发酵培养

基 4556 #" /0，接种后于 +" 7，!"" 8 3 /9: 培养 % ;，用 ")# <甲醇诱导，在第 # 天时漆酶酶活最

高可达 +)== - 3 /0。
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53/"*,1"： The fermentation conditions influencing laccase synthesis in shake flask by !"#$%&’%$( )$(&&( mutant strain in-

cluding ventilatory capacity，culture temperature，methanol concentration and Cu2+ concentration etc. were studied. And

the results indicated that the detailed operations were as follows：50 mL BMMY with Cu2+ concentration as 150 !/12 3 0
Ailled in 500 mL Erlenmeyer flask，then 7 d culture at 30 7 and 200 r/min after inoculation，and then 0.5 % methanol used

as inducer，and 5 d later，the enzyme activity of laccase reached the highest as 3.88 u/mL. （Tran. by YUE Yang）

6)% 7&*$/：!"#$%&’%$( )$(&&(；mutant strain；laccase；fermentation conditions

漆 酶 （2BCCBDE） 又 称 苯 二 醇 、 氧 化 还 原 酶

（F,&)&")+)!），是一类含铜的多酚氧化酶，具有广泛的底

物作用范围，可以氧化降解单酚、邻苯二酚和对苯二酚

等多种酚类化合物及其衍生物，也可以氧化降解一些不

含酚羟基的酚类类似物G&H!I。因此在许多方面有较大的应

用价值，除了在环保、废水处理、纸浆漂白、生物免疫检

测等方面应用外，还可应用在食品相关领域上，比如用

漆酶预处理麦芽汁，使其中的酚类物质氧化，可提高啤

酒的质量和透明度；经过固定化漆酶处理的葡萄汁和葡

萄酒，去除其中的酚类物质后，能长期贮存，且保持澄清

状态。在发酵工业，漆酶能减少酵母酒精发酵材料中的

酚类抑制物，提高酒精产量G+I。

粗糙脉孢菌（!"#$%&’%$( )$(&&(）是一种很重要的研

究微生物遗传学的模式子囊菌 G*I，是少数能产生漆酶的

子囊菌。粗糙脉孢菌漆酶是一种诱导型漆酶，其合成易

受环境条件（特别是诱导物）的影响，在无诱导剂存在的

条件下，它几乎不产漆酶，在有诱导剂存在的条件下，它

可以产生一定量的漆酶G#H%I。我们尝试进行粗糙脉孢菌漆

酶合成的诱导研究，虽然经过 (H% ; 诱导培养后可得到

*H# - 3 /0 的漆酶产量，但这一过程太长，培养时易被污

染，很难工业化生产，而利用基因工程技术则有可能获

得漆酶的高产菌株。为此，我们利用了基因工程技术及

定点突变技术成功构建粗糙脉孢菌产生漆酶的突变菌

株，突变酶的最适作用 JK 比亲本酶提高了 ! 个单位，

突变酶的 JK 稳定性范围也比亲本酶有所扩大，而其他

的酶学性质则没有变化，为了进一步开发应用这种突变

酶，还对突变菌的发酵条件进行了研究。

& 材料与方法

&)& 菌株
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图 $ 不同装液量对产酶的影响

粗糙脉孢菌漆酶合成的突变菌株：重组毕赤氏酵母

（!"#$"% &%’()*"’）。

$)! 培养基

./ 平板培养基：$)%0 1 2’3 （/456( 酵母氮基 78
9，不含 :4;，+<=，.>?），0@$"A# 1的生物素，! 1的葡萄

糖，$)# 1的琼脂。

.B2 培养基：$)%0 12’3，$ 1甘油，0@$"A# 1生物

素。用作种子培养基。

3..2 培 养 基 ：$"" CC(, 8 D，=:&)" 的 磷 酸 钾 缓 冲

溶液，$)%0 12’3，$ 1酵母膏，! 1蛋白胨，")# 1甲醇，

0@$"A# 1生物素，含有不同浓度的 EFG90。用作摇瓶发酵

培养基。以上培养基均按 HIJ4?<(K>I 公司的推荐使用。

$)% 主要仪器和试剂

回转式恒温调速摇瓶柜，上海欣蕊自动化设备有限

公司生产；7L+M!"" 型可见分光光度计，尤尼柯上海有

限公司生产。

试剂均为国产分析纯或生化试剂。

$)0 漆酶活性测定

以愈创木酚为底物，取 0 CD 含 $ CC(, 8 D 愈创木酚

的 #" CC(, 8 D 琥珀酸A氢氧化钠缓冲液（=: 0)#）和 $ CD
酶样液，混匀后于 !# N水浴反应 %" C4I，测 9/0&# 值。对

照管中加 0 CD 不含底物的上述缓冲液和 $ CD 酶样液。

愈创木酚的消光系数 !O$!""" C(,A$·6CA$。定义 $ C4I 氧

化 $ "C(, 底物所需的酶量为一个酶活力单位（F）。

$)# 摇瓶发酵方法

将粗糙脉孢菌漆酶合成的突变菌株先接种到 .B2
培养基中，%" N，!"" < 8 C4I 培养至 9/&""O! 左右，然后转

入液体培养基 3..2 中，%" N，!"" < 8 C4I 振荡培养，每

天补加一定量的甲醇进行诱导并测定发酵液中漆酶的

酶活。

! 结果与讨论

!)$ 通气量对突变菌株产酶活力的影响

通气量对粗糙脉孢菌漆酶合成的突变菌株产酶活

力的影响见图 $。

图 $ 表明，在 #"" CD 三角瓶中分别装发酵培养基

3..2 %" CD，#" CD，P" CD，$!" CD 和 $#" CD，接种后

于 %" N，!"" < 8 C4I 培养 M Q，用 ")# 1甲醇诱导。图 $ 结

果表明，以 #" CD 的摇瓶装液量最佳，其发酵酶活最高

可达 %)&! F 8 CD，而装液量为 $#" CD 时，其最高酶活仅

$)RP F 8 CD，说明突变菌漆酶合成需要较高的溶氧。

!)! 培养温度对产酶活力的影响

对突变菌株的培养温度进行了研究，结果见图 !。

图 ! 表明，不同温度培养，突变菌株达到最高产酶

活力的时间是一致的，均在第 # 天达到最高；但最高产

酶活力则不一样，%" N培养的突变菌最高产酶活力为

%)#! F 8 CD，高于 %# N，!# N和 !" N时培养的产酶活力。

温度对不同蛋白异源表达的影响是不同的，通常情况

下，毕赤酵母培养温度为 !RS%" N，大多数漆酶蛋白在

毕赤酵母中表达的培养温度也为 %" N。不过也有报道

称 $& N，!" N低温培养的毕赤氏酵母工程菌产漆酶活

力高于在 !# N和 %" N时培养的产酶活力，这可能是由

于培养温度影响了酵母菌合成蛋白的速率，或影响蛋白

酶对外源蛋白的降解活性，或影响表达产物的正确折叠

和修饰（如糖基化，二硫键形成），以及影响表达产物的

有效分泌等情况而造成的TRSPU。

!)% 甲醇浓度对产酶活力的影响

在培养过程中用不同浓度的甲醇诱导，突变菌产酶

活力见图 %。

图 % 表明，在一定的甲醇浓度范围内，随着甲醇浓

度的增加酶活也增加。")# 1的甲醇浓度是最佳的诱导

浓度，其产酶活力最高，最高时达到 %)&$ F 8 CD；当甲醇

浓度高于 ")# 1时，随着甲醇浓度的升高酶活反而降低，

图 ! 不同培养温度对产酶的影响

图 % 不同甲醇浓度对产酶的影响
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当用 !"# $的甲醇诱导时，产酶活力仅为用 %"# $的甲醇

诱导时的 &’"( $。

甲醇营养型毕赤酵母的主要特征之一是以甲醇作

为唯一碳源和能源，其中醇氧化酶启动子 )*+, 在转录水

平上受到严格的双重调控，在碳源饥饿状态下，只有甲

醇才能诱导 *+, 合成后启动 )*+, 进行转录和翻译。甲

醇过量时将对菌体代谢产生严重干涉，即中毒现象，严

重时，转录和翻译中止。所以甲醇浓度高于 %"# $时，酶

活表达受到影响，酶活降低。

-"& ./-0浓度对产酶活力的影响

将 重 组 工 程 菌 接 种 到 含 不 同 浓 度 ./-0的 1223
中，于 ’% 4，-%% 5 6 789 培养 ( :，用 %"# $的甲醇诱导，

第 # 天取样测定培养液中 ./-0浓度对酶活力的影响，结

果见图 &。

由图 & 可知，当溶液中不加入 ./-0时，培养液中酶

活力不高，随着加入的 ./-0浓度增加，酶活力也有所增

加。当培养液中加入的 ./-0浓度达到 !#% !7;< 6 = 时，培

养液中漆酶活力达到最高（’">> / 6 7=）。由于漆酶是含

铜的金属蛋白，所以培养基中添加一定浓度的外源铜可

增加漆酶的活性表达。

’ 结论

由实验初步得到粗糙脉孢菌突变菌株漆酶合成的

摇瓶发酵的适宜条件：在 #%% 7= 三角瓶中装入含 !#%
!7;< 6 = ./-0浓度的发酵培养基 1223 #% 7=，接种后于

’% 4，-%% 5 6 789 培养 ( :，用 %"# $甲醇诱导，在第 # 天

时漆酶酶活最高可达 ’">> / 6 7=。
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茅台的竞争优势
本刊讯：贵州茅台酒股份有限公司总经理乔洪认为茅台的竞争优势体现在以下几方面：

首先，公司董事会正确决策，把发展作为兴企、强企的第一要务，坚定不移地树立和落实科学发展观。

其次，公司积极发挥在白酒行业技术上的领先和质量管理的优势，巩固和发展贵州茅台酒作为“国酒”所独有的

由著名的品牌、卓越的品质、悠久的文化、独有的环境、特殊的工艺等五大优势所组成核心竞争力。

公司产品是国内白酒市场上唯一获“绿色食品”、“有机食品”称号并受原产地域保护的天然优质白酒产品，拥有

悠久的历史，深受消费者喜爱和信赖。

再者，公司坚持以顾客和市场为中心，制定了一套适合茅台发展的市场战略。主要有以下几方面：

!"根据市场需求，公司对消费群体进行细分，针对性地调整和丰富产品结构，大力开展个性化营销，产品销售量

逐年提高；

-"公司大力建设和发展营销网络，加强市场营销管理，不断推进市场信息化的进程。

’"在“酿造高品位生活”经营理念的指导下，公司以挖掘和宣传国酒文化为主线，加大了对长期适量饮用贵州茅

台酒有利健康的宣传，倡导绿色、健康、文明的生活方式，强化了公司经营理念和企业文化在广大消费者中的认知

度。

&"不断改革和完善市场服务质量和水平，建立和健全了市场服务质量体系。E江源F
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