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棘孢木霉高产漆酶诱变菌株选育及
发酵条件优化
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(周口师范学院生命科学与农学学院ꎬ河南 周口 ４６６００１)
摘要:以棘孢木霉为出发菌株ꎬ利用微波和盐酸羟胺诱变ꎬ采用愈创木酚法筛选高产漆酶突变株ꎮ 采用单因素试验和正交

试验确定最佳发酵条件ꎬ借助模拟培养试验验证诱变菌株的漆酶活力ꎮ 结果表明ꎬ微波诱变 １５ ｓꎬ盐酸羟胺 ０􀆰 ９ ｇ / Ｌ 时致死率为
９０％ꎬ此条件下得到一株高产菌株 ＭＰ１－１ꎬ其漆酶活力提高 ７０􀆰 ８％ꎮ 菌株最佳发酵条件为:葡萄糖为碳源(１％)、硝酸铵为氮源
(１％)、ｐＨ ６􀆰 ０、Ｃｕ２＋浓度 ０􀆰 ０９ ｍｍｏｌ / Ｌ、接种量 １ ｍＬ、培养温度 ２８℃ꎬ此时菌株 ＭＰ１－１ 漆酶活力达 ５４􀆰 ５１ Ｕ / Ｌꎮ 以 ＭＰ１－１ 处理
聚乙烯 １４ ｄꎬ失重率达 ０􀆰 ７７％ꎬ聚乙烯表面有明显凹痕与坑洞ꎬ并且引入了活性官能团羰基与醚键ꎮ 微波－盐酸羟胺复合诱变
结合发酵条件的优化能提高棘孢木霉产漆酶的能力ꎬ为棘孢木霉的工业化应用奠定了良好的基础ꎮ

关键词:棘孢木霉ꎻ漆酶ꎻ诱变ꎻ发酵条件优化
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　 　 聚乙烯价格低廉、热力学性能优越、稳定性好ꎬ
被广泛应用于各行各业中ꎬ这也使其因不易降解而

对环境造成极大的威胁[１]ꎮ 部分真菌能够将聚乙

烯作为碳源ꎬ进而将聚乙烯彻底降解为二氧化碳和

水ꎬ漆酶则是聚乙烯降解过程的关键酶ꎮ 漆酶是一

类含铜氧化酶ꎬ可以催化氧化酚类、羟基吲哚类的酚

羟基化合物形成苯氧基自由基ꎬ再通过氧化偶联、化
学结构重排、键的断裂与生成等形成最终的聚合产

物[２]ꎮ 漆酶还可以催化氧分子产生唯一副产物—

水ꎬ是一种天然环保的绿色催化剂[３]ꎮ 真菌漆酶通

常为胞外酶ꎬ有较好的热稳定性、金属耐受性和底物

催化性ꎬ被广泛应用于食品、制浆造纸、纺织工业及

环保等领域[４]ꎮ 然而ꎬ菌株产漆酶能力普遍偏低ꎬ
紫外、微波等物理方法或亚硝基胍等化学物质诱变

手段常被用于选育高产漆酶菌株ꎮ 易小畅等[５] 以

红芝菌株为出发菌株ꎬ经过紫外－亚硝基胍诱变后菌

株的漆酶活性较出发菌株提高 １８７％且产酶稳定ꎮ 杨

创明等[３]对紫芝菌株 Ｇｓ－１ 液体产酶培养基进行优

􀅰４３１􀅰
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化ꎬ优化后菌株漆酶活力为优化前的 ２６􀆰 ４６ 倍ꎮ
鉴于此ꎬ为获得高产漆酶菌株ꎬ本研究以实验室

保藏的产漆酶菌株棘孢木霉 ＭＰ１ 为出发菌株ꎬ通过

微波－盐酸羟胺诱变ꎬ筛选出一株漆酶活力较高的

菌株ꎬ利用单因素实验和正交实验进行突变株发酵

条件的优化ꎬ并利用高产漆酶菌株开展模拟发酵池

降解聚乙烯试验ꎬ以期为漆酶的应用提供基础数据ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １　 材料、试剂与仪器

菌株:实验室保藏的产漆酶菌株棘孢木霉

ＭＰ１ꎮ
葡萄糖、愈创木酚、琼脂粉、磷酸氢二钾、磷酸二

氢钾、七水合硫酸镁、硝酸铵、氯化钠、七水合硫酸

亚铁、七水合硫酸锌、一水合硫酸锰、硫酸铜均为

分析纯ꎮ
ＨＷＳ２５０ 型恒温恒湿培养箱ꎻＬＤＺＸ５０ＫＢＳ 型高

压灭菌锅ꎻＳＷＣＪ２ＦＤ 型洁净工作台ꎻＨ１８５０ 型台式

冷冻高速离心机ꎻＴｅｓｃａｎ Ｍｉｒａ ３ 型原位拉伸扫描电

子显微镜ꎻＮｉｃｏｌｅｔ ｉＳ５０ 型光谱仪ꎻＵＶ－２６００ 型紫外－
可见分光光度计ꎮ
１􀆰 ２　 培养基制备

马铃薯葡萄糖固体培养基(ＰＤＡ)ꎮ 马铃薯(去
皮)２００ ｇ、葡萄糖 ２０ ｇ、琼脂 ２０ ｇ、蒸馏水 １ ０００ ｍＬ、
ｐＨ 自然ꎬ１２１℃灭菌 ２０ ｍｉｎꎮ

马铃薯葡萄糖液体培养基(ＰＤＢ)ꎮ 马铃薯(去
皮)２００ ｇ、葡萄糖 ２０ ｇ、蒸馏水 １ ０００ ｍＬ、ｐＨ 自然ꎬ
分装锥形瓶后 １２１℃灭菌 ２０ ｍｉｎꎮ

无机盐液体培养基ꎮ Ｋ２ＨＰＯ４ ０􀆰 ７ ｇ、ＫＨ２ＰＯ４ ０􀆰 ７
ｇ、ＭｇＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ ０􀆰 ７ ｇ、ＮＨ４ＮＯ３ １ ｇ、ＮａＣｌ ０􀆰 ００５ ｇ、
ＦｅＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ ０􀆰 ００２ ｇ、ＺｎＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ ０􀆰 ００２ ｇ、ＭｎＳＯ４􀅰
Ｈ２Ｏ ０􀆰 ００１ ｇ、蒸馏水 １ ０００ ｍＬꎬ１２１℃灭菌 ２０ ｍｉｎꎮ

愈创木酚—马铃薯葡萄糖固体培养基ꎮ 马铃薯

(去皮)２００ ｇ、葡萄糖 ２０ ｇ、愈创木酚 ０􀆰 ４ ｍＬ、琼脂

２０ ｇ、蒸馏水 １ ０００ ｍＬ、ｐＨ 自然ꎬ１２１℃灭菌 ２０ ｍｉｎ
漆酶选择发酵培养基ꎮ 葡萄糖 １０ ｇ、ＮＨ４ＮＯ３

０􀆰 ２５ ｇ、ＭｇＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ ０􀆰 ５ ｇ、ＫＨ２ＰＯ４ ２ ｇ、ＭｎＳＯ４􀅰
Ｈ２Ｏ ０􀆰 ０４ ｇ、ＣｕＳＯ４ ０􀆰 ０１６ ｇ、蒸馏水 １ ０００ ｍＬꎬ分装

锥形瓶后 １２１℃灭菌 ２０ ｍｉｎꎮ
１􀆰 ３　 培养方法

１􀆰 ３􀆰 １　 菌株活化

制备萌动孢子ꎮ 将棘孢木霉 ＭＰ１ 接种于 ＰＤＡ
上ꎬ于 ２８℃培养箱中培养 ３ ｄ 后ꎬ以蒸馏水冲洗培养

基表面使孢子从培养基表面脱落ꎬ获得孢子悬液ꎮ

调节孢子浓度为 １０６ 个 / ｍＬꎮ 按 １ ∶２０ 的比例将孢子

悬液 ２􀆰 ５ ｍＬ 接入 ５０ ｍＬ 的限量培养液ꎬ３０℃、１５０
ｒ / ｍｉｎ 培养数小时ꎬ使孢子萌动而尚未生长ꎮ

每隔 ２ ｈ 吸取孢子悬液 １０ μＬ 于载玻片上观察

孢子的萌动情况(每个视野内 １０~２０ 个孢子)ꎬ计算

萌动孢子数与原孢子数的比值ꎬ计算孢子萌动率并

记录萌动时间ꎮ 萌动率在 ２０％~３０％较好ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 诱变处理

微波诱变ꎮ 将上述孢子悬液以 １ ∶５０(体积比)
接种于 ＰＤＢ 中ꎬ置于微波炉(７００ Ｗꎬ２ ４５０ ＭＨｚ)中
分别辐照处理 ０(对照)、５、１０、１５、２０ ｓꎮ 处理后于

２８℃、１５０ ｒ / ｍｉｎ 下培养 ４８ ｈꎮ 观察孢子萌发情况ꎬ
根据致死率确定最佳微波诱变时间ꎮ

盐酸羟胺诱变ꎮ 取 １ ｍＬ 上述孢子悬液分别接

入盐酸羟胺浓度为 ０、０􀆰 １、０􀆰 ３、０􀆰 ５、０􀆰 ７、０􀆰 ９ ｇ / Ｌ 的

ＰＤＢ 中ꎬ在 ２８℃、１５０ ｒ / ｍｉｎ 条件下培养 ４８ ｈꎮ 以盐

酸羟胺浓度为 ０ ｇ / Ｌ 的孢子萌发情况为对照ꎬ计算

致死率确定最佳诱变浓度ꎮ
复合诱变ꎮ 取 １ ｍＬ 经微波辐照过的孢子悬液ꎬ

接种到不同盐酸羟胺浓度的 ＰＤＢ 中ꎬ２８℃、１５０ ｒ / ｍｉｎ
条件下培养 ４８ ｈꎬ以未进行诱变处理的孢子悬液为

对照ꎬ计算致死率ꎮ
诱变致死率(％) ＝ [(未经处理孢子萌发数 －

处理后孢子萌发数) / 未经处理孢子萌发数] × １００％

１􀆰 ３􀆰 ３　 优势菌株的筛选

将诱变菌株接种至 ＰＤＢ 中ꎬ在 ２８℃、１５０ ｒ / ｍｉｎ
条件下培养 ５ ｄꎬ测定菌株漆酶活力ꎮ 将筛选得到的

优势菌株连续传代培养 ５ 次ꎬ每代分别接种至产酶

培养基中ꎬ培养 ５ ｄ 后测定漆酶活力ꎮ
１􀆰 ４　 发酵条件优化

１􀆰 ４􀆰 １　 单因素实验

采用单因素法依次探究 １％(质量比)碳源(乳
糖、蔗糖、可溶性淀粉、葡萄糖)、１％(质量比)氮源

(硝酸铵、硫酸铵、蛋白胨、酵母膏和牛肉膏)、Ｃｕ２＋浓

度( ０、 ０􀆰 ０３、 ０􀆰 ０６、 ０􀆰 ０９、 ０􀆰 １０、 ０􀆰 １２ ｍｍｏｌ / Ｌ)、 ｐＨ
(４􀆰 ５、５􀆰 ０、５􀆰 ５、６􀆰 ０、７􀆰 ０)、温度(２０℃、２５℃、２８℃、
３５℃、４０℃)、接种量(０􀆰 ５、１、２、２􀆰 ５、３ ｍＬ / ５０ ｍＬ)对
突变菌株漆酶活力的影响ꎮ
１􀆰 ４􀆰 ２　 正交实验

在单因素实验的基础上ꎬ确定合适的碳源和氮

源ꎬ并选取对产漆酶有影响的其余 ４ 个关键因子即

Ｃｕ２＋浓度、接种量、初始 ｐＨ 值、培养温度为自变量ꎬ
进行 Ｌ９(３４)实验设计ꎮ 根据因素设计表配制发酵

培养基ꎬ将活化的菌种接种于发酵培养基中培养 ５ ｄ
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后测定漆酶活力ꎬ优化菌株产漆酶条件ꎮ
１􀆰 ５　 模拟发酵池验证试验

采用模拟发酵池探究扩繁工艺优化前与扩繁工

艺优化后诱变菌株对聚乙烯的降解效能ꎬ同时设置

接种出发菌株的对照组和不接种菌株的空白处理

组ꎬ每个重复处理 ３ 次ꎮ 根据聚乙烯塑料的失重

率、微观形态变化和官能团变化判断菌株的产漆

酶能力ꎮ
１􀆰 ６　 漆酶活力测定

采用愈创木酚法测定漆酶活力[７]ꎮ 将 １ ｍＬ 漆

酶粗酶液与 ３ ｍＬ 醋酸－醋酸钠缓冲液、１ ｍｏＬ 愈创

木酚混合后在 ２５℃下孵育 ３０ ｍｉｎꎬ测定反应体系在

波长 ４６５ ｎｍ 处的吸光度ꎮ 酶活力定义为每分钟内

水解 １ ｍｍｏｌ 愈创木酚的量定义为一个酶活力单位

(Ｕ)ꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 产漆酶菌株的筛选

根据漆酶与愈创木酚反应产生棕红色物质这一

原理ꎬ结合变色圈直径和漆酶活力大小确定产漆酶

能力较高的菌株ꎮ 固体发酵体系中菌株的变色圈直

径达到(４􀆰 ５±０􀆰 １) ｃｍꎬ液体发酵体系中漆酶活力为

５􀆰 ８３ Ｕ / Ｌꎮ 因此ꎬ可以以 ＭＰ１ 为出发菌株ꎬ进行后

续诱变处理ꎮ
２􀆰 ２　 菌株诱变及遗传稳定性分析

２􀆰 ２􀆰 １　 菌株诱变

一般而言ꎬ致死率在 ８５％ ~ ９０％之间时正突变

率较高[８]ꎮ 微波诱变时间和盐酸羟胺浓度对菌株

ＭＰ１ 致死率的影响见图 １ꎮ 由图 １(ａ)可知ꎬ随微波

处理时间的延长ꎬ菌株致死率增加ꎮ 微波诱变 ５ ｓ
时致死率为 ６０􀆰 ０％ꎬ１０ ｓ 时致死率为 ７３􀆰 ３％ꎬ１５ ｓ 时
致死率为 ８６􀆰 ７％ꎬ２０ ｓ 时致死率为 ９３􀆰 ３％ꎮ 如图 １
(ｂ)所示ꎬ随着盐酸羟胺浓度的升高ꎬ菌株 ＭＰ１ 的

孢子萌发量逐渐减少ꎮ 当盐酸羟胺浓度为 ０􀆰 ９ ｇ / Ｌ
时ꎬ致死率达到 ８５％ꎮ 因此ꎬ选择微波诱变 １５ ｓ、
０􀆰 ９ ｇ / Ｌ 的盐酸羟胺为菌株 ＭＰ１ 的最佳诱变条件ꎮ

(ａ)微波诱变

(ｂ)盐酸羟胺诱变

图 １　 微波诱变时间和盐酸羟胺浓度对

菌株 ＭＰ１ 致死率的影响

以微波突变株为出发菌株ꎬ将微波辐照处理后

得到的最优性状突变株制成菌悬液ꎬ准备盐酸羟胺

诱变ꎬ观察菌丝生长量并计算致死率ꎬ经计算致死率

为 ９０％ꎬ复合诱变比单一诱变的效果好ꎮ 经过复合

诱变筛选共得到 ２０ 株高产漆酶的菌株ꎬ根据菌落周

围变色圈的大小挑选出 １０ 株菌发酵培养ꎬ其中 ４ 株

菌的漆酶活力高于初始菌株(５􀆰 ８３ Ｕ / Ｌ)ꎬ这 ４ 株诱

变菌株中又以 ＭＰ１－１ 菌株的漆酶活力最高ꎮ
以 ＭＰ１ 为对照ꎬ对 ＭＰ１－１ 进行摇瓶发酵培养ꎬ

测得发酵液漆酶活力ꎬ如图 ２ 所示ꎮ 第 ５ ｄ 时菌株

ＭＰ１－１ 漆酶活力最大(８􀆰 ５４ Ｕ / Ｌ)ꎬ比出发菌株ＭＰ１
提高 ７０􀆰 ８％ꎬ证实了ＭＰ１－１ 为优势菌株ꎮ 然而超过

５ ｄ 后菌株漆酶活力降低ꎬ这可能是由于随培养时

间的延长ꎬ菌丝出现老化且培养基中营养成分逐渐

耗尽[６－７]ꎮ 李阳等[９]发现云芝 Ｔｖ－１ 漆酶活性在第

８ 天时最高ꎬ为 ２３５􀆰 ２０ Ｕ / Ｌꎬ高于本研究菌株漆酶活

性ꎬ且与本研究培养时间不同ꎬ可能是由于不同菌株

之间的差异导致的ꎮ

１—出发菌株 ＭＰ１ꎻ２—优势菌株 ＭＰ１－１

图 ２　 高产漆酶菌株 ＭＰ１－１ 的产酶动态

２􀆰 ２􀆰 ２　 优势菌株 ＭＰ１－１ 的遗传稳定性

菌株遗传稳定性是工业化应用的前提ꎬ连续传

代培养可能会导致高产突变菌株性能降低[１０]ꎮ 为

评估优势突变株的遗传稳定性ꎬ将菌株 ＭＰ１－１ 连续

培养 ５ 代后ꎬ每代进行摇瓶发酵 ５ ｄ 后测定漆酶活

力ꎮ 由图 ３ 可知ꎬ菌株 ＭＰ１－１ 漆酶活力介于 ８􀆰 ５４~
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８􀆰 ９６ Ｕ / Ｌꎬ产酶特性稳定ꎬ因此ꎬ复合诱变产生的菌

株 ＭＰ１－１ 遗传稳定性好ꎮ

１—出发菌株 ＭＰ１ꎻ２—优势菌株 ＭＰ１－１

图 ３　 菌株 ＭＰ１－１ 的遗传稳定性

２􀆰 ３　 单因素试验

对于异养微生物木霉菌而言ꎬ碳源即能源ꎬ对其

生长代谢有重要作用ꎮ 不同碳源培养条件下ꎬ菌株

漆酶活力有明显差异ꎬ如图 ４ 所示ꎮ 以乳糖、葡萄

糖、蔗糖、可溶性淀粉为碳源时菌株均可产漆酶ꎬ其
中葡萄糖为碳源时菌株产酶水平最高ꎬ漆酶活力可

达 ８􀆰 ３３ Ｕ / Ｌꎬ葡萄糖为单糖ꎬ更利于菌株利用ꎬ因此

葡萄糖作为碳源最利于漆酶合成ꎮ 王慧冬等[１１]发现

蔗糖对于枯草芽孢杆菌的促生作用最为明显ꎬ然而毛

栓孔菌以可溶性淀粉为碳源时对漆酶活力的促进最

为显著[１２]ꎬ这可能是由于不同菌株的最适碳源不同ꎮ

(ａ)碳源 (ｂ)氮源 (ｃ)Ｃｕ２＋

(ｄ)初始 ｐＨ (ｅ)温度 (ｆ)接种量

图 ４　 不同因素对 ＭＰ１－１ 漆酶活力的影响

　 　 以酵母膏和蛋白胨为氮源时ꎬ培养基颜色明显

变深ꎬ测定漆酶活力发现ꎬ以酵母膏为唯一氮源时菌

株产酶水平最高ꎬ漆酶活力可达 １８４􀆰 ０３ Ｕ / Ｌꎻ以蛋

白胨为氮源时ꎬ测得的菌株漆酶活力为 ８１􀆰 ９４ Ｕ / Ｌꎬ
这与二者作为氮源时培养基颜色明显变深的现象一

致ꎬ这种高酶活力可能是由于培养基本身的颜色对

愈创木酚显色的掩盖ꎬ不能真实地反映这两种培养

基中漆酶活力水平ꎮ 以硝酸铵为氮源时ꎬ菌株漆酶

活力为 ２２􀆰 ２２ Ｕ / Ｌꎮ 因此ꎬ该菌株可以硝酸铵为最

佳产漆酶的氮源ꎮ 徐春燕等[１３] 发现以硝酸铵为氮

源时ꎬ端梗霉 Ｚ４５ 漆酶活力最高ꎬ这与本研究结果一

致ꎬ表明该菌株更倾向于利用无机氮源ꎮ 这可能是

由于无机氮源更利于菌株生长利用ꎬ而牛肉膏提供

的氮源属于有机氮源ꎬ不能快速被微生物转化利用ꎮ
漆酶属于多铜蛋白家族ꎬ其活力和产量受 Ｃｕ２＋

影响[１４]ꎮ 铜离子浓度为 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ 培养时菌株产酶

水平最低ꎬ印证了铜离子对漆酶的诱导作用[１]ꎻＣｕ２＋

浓度为 ０􀆰 １ ｍｍｏｌ / Ｌ 时菌株漆酶活力为 ６􀆰 ９４ Ｕ / Ｌꎮ
Ｃｕ２＋为 ０􀆰 ０６ ｍｍｏｌ / Ｌ 时菌株酶活力最高(９􀆰 ７２ Ｕ / Ｌ)ꎬ
该浓度最利于漆酶合成ꎮ 由此ꎬ过量的 Ｃｕ２＋可能对

木霉菌的生长和漆酶的合成产生抑制作用[１５]ꎮ
微生物的生长、繁殖需要合适的酸碱度ꎬｐＨ 对

菌株生长代谢和产酶量有重要作用[１６]ꎮ 由于发酵

过程中培养基 ｐＨ 会随时间的延长而改变ꎬ因此ꎬ本
实验研究的是菌体发酵时初始 ｐＨ 对菌株产酶量的

影响ꎮ 菌株 ｐＨ 升高至 ７􀆰 ０ 时ꎬ培养基颜色出现质

的变化由无颜色跃变为黄褐色ꎬ这时葡萄糖可能发

生了氧化反应ꎬ也可能是构象上发生了变化[１７]ꎮ 黄

褐色的出现会直接影响酶活性的测定ꎬ导致漆酶活

力的高估ꎮ 此外ꎬｐＨ 为 ７􀆰 ０ 时ꎬ菌株生长状况不佳ꎬ
这可能与葡萄糖发生变化活性降低ꎬ菌株难以吸收

利用有关[１７]ꎮ 因此ꎬ在后续测定菌株漆酶活性时ꎬ
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舍弃 ｐＨ 为 ７􀆰 ０ 时酶活性的测定ꎮ 当 ｐＨ 为 ５􀆰 ５ 时

菌株产酶水平最高ꎬ其漆酶活力可达 ２６􀆰 ３９ Ｕ / Ｌꎬ发
酵培养基初始 ｐＨ 为 ５􀆰 ５ 时最利于漆酶合成ꎮ

适宜的温度能够促进菌株生长和产酶ꎬ该菌株

漆酶活力随温度的增加先增加后降低ꎬ以培养温度

为 ２８℃时其产酶水平最高ꎬ酶活力可达 １９􀆰 ４４ Ｕ / Ｌꎻ
培养温度为 ４０℃时产酶水平最低ꎮ 可知ꎬ培养温度

为 ２８℃时最利于漆酶合成ꎮ 这与 Ｏｔｈｍａｎ 等[１８] 的

研究结果一致ꎬ高温会抑制木质素降解酶的产生ꎬ其
主要是由于高温会破坏细胞膜的结构ꎬ改变蛋白质

的代谢过程[１９]ꎮ
接种量的多少也直接影响菌株漆酶活力[２０]ꎮ

随接种量的增加ꎬ菌株漆酶活力先增加后降低ꎮ 接

种量过少时菌体浓度过低ꎬ发酵产酶周期延长ꎬ进而

单位时间内酶的产量减少ꎻ接种量过大时ꎬ菌株的大

量繁殖导致培养基消耗过快ꎬ正常的代谢受到阻碍ꎬ
从而也使得酶的产量减少ꎮ 当接种量为 ２􀆰 ０ ｍＬ 时

菌株产酶水平最高ꎬ其漆酶活力可达 １１􀆰 １１ Ｕ / Ｌꎬ因
此ꎬ接种量为 ２􀆰 ０ ｍＬ 时最利于漆酶合成ꎮ
２􀆰 ４　 发酵条件验证

２􀆰 ４􀆰 １　 正交试验结果分析

各因素间的交互作用对棘孢木霉诱变菌株

ＭＰ１－１ 的影响见表 １ꎬ按照极差 Ｒ 值确定各因素对

菌株漆酶活力的影响大小顺序为 Ｃ(温度) >Ａ(Ｃｕ２＋

浓度)>Ｂ(ｐＨ)>Ｄ(接种量)ꎬ菌株 ＭＰ１－１ 产漆酶的

最优组合为 Ａ３Ｂ３Ｃ２Ｄ１ꎬ各因素最佳值分别为 Ｃｕ２＋浓

度 ０􀆰 ０９ ｍｍｏｌ / Ｌ、ｐＨ ６􀆰 ０、温度 ２８℃、接种量 １ ｍＬꎮ
优化条件下菌株 ＭＰ１－１ 漆酶活力显著高于其他条

件ꎬ漆酶活性为 ５４􀆰 ５１ Ｕ / Ｌꎮ 陈守菊等[２１] 发现棘孢

木霉漆酶活力最高达到 ５７１􀆰 ３２ Ｕ / Ｌꎬ远高于本研究

结果ꎬ这可能是不同地区同一菌株间出现了变异ꎮ
相比之下ꎬ本研究中的菌株产漆酶能力还有待提高ꎬ
可以考虑通过定点饱和突变的方法提高酶的活性ꎻ
或者通过基因改造ꎬ在不影响漆酶作用机制的前提

下ꎬ提高菌株产酶稳定性ꎮ
表 １　 正交试验结果

编号
Ａ(Ｃｕ２＋浓度) /

(ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１)
Ｂ(ｐＨ)

Ｃ(温度) /
℃

Ｄ(接种

量) / ｍＬ

漆酶活力 /

(Ｕ􀅰Ｌ－１)

１ ０􀆰 ０３ ５􀆰 ０ ２５ １􀆰 ０ ９􀆰 ０３±０􀆰 ９８ｇ

２ ０􀆰 ０３ ５􀆰 ５ ２８ ２􀆰 ０ ３５􀆰 ４２±０􀆰 ９８ｂ

３ ０􀆰 ０３ ６􀆰 ０ ３５ ２􀆰 ５ １９􀆰 ４４±０􀆰 ００ｄ

４ ０􀆰 ０６ ５􀆰 ０ ２８ ２􀆰 ５ １５􀆰 ６３±０􀆰 ４９ｆ

５ ０􀆰 ０６ ５􀆰 ５ ３５ １􀆰 ０ １４􀆰 ５８±０􀆰 ００ｆ

６ ０􀆰 ０６ ６􀆰 ０ ２５ ２􀆰 ０ １８􀆰 ４±０􀆰 ４９ｄｅ

７ ０􀆰 ０９ ５􀆰 ０ ３５ ２􀆰 ０ １７􀆰 ３６±０􀆰 ００ｅ

８ ０􀆰 ０９ ５􀆰 ５ ２５ ２􀆰 ５ ３０􀆰 ５６±０􀆰 ００ｃ

９ ０􀆰 ０９ ６􀆰 ０ ２８ １􀆰 ０ ５４􀆰 ５１±０􀆰 ４９ａ

Ｋ１ ６３􀆰 ８９ ４２􀆰 ０１ ５７􀆰 ９９ ７８􀆰 １３ 　

Ｋ２ ４８􀆰 ６１ ８０􀆰 ５６ １０５􀆰 ５６ ７１􀆰 １８ 　

Ｋ３ １０２􀆰 ４３ ９２􀆰 ３６ ５１􀆰 ３９ ６５􀆰 ６３ 　

ｋ１ ２１􀆰 ３０ １４􀆰 ００ １９􀆰 ３３ ２６􀆰 ０４ 　

ｋ２ １６􀆰 ２０ ２６􀆰 ８５ ３５􀆰 １９ ２３􀆰 ７３ 　

ｋ３ ３４􀆰 １４ ３０􀆰 ７９ １７􀆰 １３ ２１􀆰 ８８ 　

Ｒ １２􀆰 ８５ ３􀆰 ９４ １８􀆰 ０６ ２􀆰 ３１ 　

　 　 注:表中酶活性为 ３ 次测定的均值±标准差ꎬ不同小写字母表示

不同处理间的显著差异性(ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ

２􀆰 ４􀆰 ２　 回归模型方差分析

回归模型方差分析结果如表 ２ 所示ꎬ模型 Ｆ 值

为 ４ ０２９􀆰 ７１４、Ｐ<０􀆰 ００１ꎬ说明该模型设置合理ꎬ可以

预测 Ｃｕ２＋浓度、温度、ｐＨ 和接种量对漆酶活力的影

响ꎮ 模型决定系数 Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９９(调整后 Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９９)ꎬ
说明模型预测值与试验值相关性较好ꎮ 通过比较

Ｃｕ２＋浓度、温度、ｐＨ 和接种量的 Ｆ 值可知ꎬ各因素对

漆酶活力的影响有显著性差异ꎬ并且 ４ 个因素对漆

酶活力的影响主次顺序为 Ｃ(温度)>Ａ(Ｃｕ２＋浓度)>
Ｂ(ｐＨ)>Ｄ(接种量)ꎬ此结果与正交试验计算结果

一致ꎮ
表 ２　 正交试验结果方差分析

来源 平方和 自由度 均方 Ｆ 值 Ｐ 值

模型 ４ ７５０􀆰 ２８１ ８ ５９３􀆰 ７８５ ４ ０２９􀆰 ７１４ ０􀆰 ０００

Ａ １ ５３８􀆰 ４７２ ２ ７６９􀆰 ２３６ ５ ２２０􀆰 ４０８ ０􀆰 ０００

Ｂ １ ３８６􀆰 ５５９ ２ ６９３􀆰 ２８０ ４ ７０４􀆰 ９３１ ０􀆰 ０００

Ｃ １ ７４６􀆰 ８０４ ２ ８７３􀆰 ４０２ ５ ９２７􀆰 ３２９ ０􀆰 ０００

Ｄ ７８􀆰 ４４６ ２ ３９􀆰 ２２３ ２６６􀆰 １８７ ０􀆰 ０００

２􀆰 ５　 模拟发酵池验证试验

２􀆰 ５􀆰 １　 聚乙烯失重率

由于漆酶是一种聚乙烯降解过程中的关键酶ꎬ
采用聚乙烯失重率评估各处理中菌株漆酶活力ꎮ 在

培养 １４ ｄ 时取样清洗并烘干后测定聚乙烯的失重

率ꎬ结果如表 ３ꎮ 测得扩繁工艺优化后诱变菌株

ＭＰ１－１ 处理的聚乙烯膜片失重率高达 ０􀆰 ７７％ꎬ是未

接种菌株处理的 １０􀆰 ８ 倍ꎬ是出发菌株 ＭＰ１ 处理的

２􀆰 ８９ 倍ꎬ是扩繁工艺优化前诱变菌株 ＭＰ１－１ 处理
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的 １􀆰 ９８ 倍ꎮ 这也说明了菌株 ＭＰ１－１ 具有较高的漆

酶活力ꎮ
表 ３　 不同菌株处理下聚乙烯失重率的变化

接种菌株 失重率 / ％

未接种菌株 ０􀆰 ０７±０􀆰 ００２ｄ

出发菌株 ＭＰ１ ０􀆰 ２７±０􀆰 ００３ｃ

扩繁工艺优化前诱变菌株 ＭＰ１－１ ０􀆰 ３９±０􀆰 ００２ｂ

扩繁工艺优化后诱变菌株 ＭＰ１－１ ０􀆰 ７７±０􀆰 ００２ａ

　 　 注:失重率为 ３ 次重复的平均值±标准差ꎬ同列不同字母表示差

异达到显著性水平(ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ

２􀆰 ５􀆰 ２　 聚乙烯表面微观特征变化

如图 ５ 所示ꎬ未接种菌株处理的聚乙烯膜片表

面光滑平整ꎬ而出发菌株处理与扩繁工艺优化后的

诱变菌株 ＭＰ１－１ 处理的聚乙烯膜片表面都有明显

凹痕与坑洞ꎬ且扩繁工艺优化后的诱变菌株 ＭＰ１－１
处理的聚乙烯表面比出发菌株 ＭＰ１ 处理的膜片表

面更为粗糙ꎮ 该结果印证了菌株 ＭＰ１－１ 漆酶活力

高于其他菌株ꎮ

(ａ)未接菌 (ｂ)接种出发菌株 ＭＰ１

(ｃ)接种诱变菌株 ＭＰ１－１

图 ５　 聚乙烯膜片的表面微观特征

如图 ６ 所示ꎬ与未接种菌株处理的聚乙烯方片

相比ꎬ出发菌株 ＭＰ１ 处理的聚乙烯方片在 １ ０２０ ~
１ ２７５ ｃｍ－１范围出现的吸收峰对应醚键 Ｃ—Ｏ—Ｃꎬ
１ ５５０~１ ６１０ ｃｍ－１处羧基振动有明显吸收ꎬ ~ １ ７１６
ｃｍ－１处羰基振动也有明显吸收ꎬ诱变菌株 ＭＰ１－１ 处

理后聚乙烯方片的吸收峰则在出发菌株 ＭＰ１ 处理

后聚乙烯方片吸收峰的基础上发生偏移ꎮ 这表明在

菌株作用下ꎬ聚乙烯引入了新的极性官能团羰基

(—Ｃ􀪅􀪅Ｏ)与醚键(Ｃ—Ｏ—Ｃ)ꎮ

１—对照(未接菌)ꎻ２—接种出发菌株 ＭＰ１ꎻ
３—接种诱变菌株 ＭＰ１－１

图 ６　 聚乙烯膜片表面的官能团变化

３　 结论

以棘孢木霉 ＭＰ１ 为出发菌株ꎬ采用微波－盐酸

羟胺诱变ꎬ筛选得到遗传稳定性好的突变株 ＭＰ１－
１ꎬ其漆酶活性较出发菌株提高 ７０􀆰 ８％ꎮ

通过单因素和正交设计试验ꎬ确定菌株 ＭＰ１－１
的最佳发酵条件为葡萄糖 １％、硝酸铵 １％、Ｃｕ２＋浓度

０􀆰 ０９ ｍｍｏｌ / Ｌ、 ｐＨ ６􀆰 ０、 温度 ２８℃、 接种量 １ ｍＬ
(２％)ꎮ 在此条件下ꎬ菌株漆酶活力达到 ５４􀆰 ５１ Ｕ / Ｌꎮ

该菌株能够以聚乙烯为唯一碳源进行生长ꎬ
１４ ｄ 后可使聚乙烯失重率为 ０􀆰 ７７％ꎬ膜片表面有明

显坑洞和裂痕ꎬ并向聚乙烯中引入活性官能团羰基

(—Ｃ􀪅􀪅Ｏ)与醚键(Ｃ—Ｏ—Ｃ)ꎬ证实诱变菌株 ＭＰ１－
１ 能够产漆酶并可用于聚乙烯的降解ꎮ
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