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愈创木酚与复合碳源共降解对黄孢原毛平革菌产酶的影响

冯冲凌，曾光明，黄丹莲，胡霜，苏峰峰，赵美花，赖萃

(湖南大学 环境科学与工程学院，湖南 长沙，410082)

摘 要：通过正交实验法，研究愈创木酚与复合碳源共降解对黄孢原毛平革菌产酶的影响，同时探讨不同分子结

构对酶催化机制的影响。实验结果表明：同时添加愈创木酚及不同结构的碳源对该菌产酶有显著影响，高浓度的

愈创木酚对产酶有明显的促进作用；在培养基中添加愈创木酚 2 mmol/L、葡萄糖 2.5 g/L和糊精 5 g/L，可以显

著提高黄孢原毛平革菌的综合产酶能力；黄孢原毛平革菌可以分泌纤维素酶和木聚糖酶，而且二者之间有较好的

线性正相关关系。
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Influence of guaiacol and compounded carbon sources on enzymes
of Phanerochaete chrysosporium
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Abstract: The influence of guaiacol and compounded carbons sources co-degradation on enzymes of white-rot fungi was

studied through the orthogonal experiment. The results show that carbons with different structures and guaiacol have

remarkable effects on enzymes secreting by Phanerochaete chrysosporium. High concentration of guaiacol can enhance

enzymes production. After optimumization of various factors, the addition of guaiacol 2 mmol/L, glucose 2.5 g/L,

dextrine 5 g/L in culture medium can significantly promote enzymes production. CMCase and xylanase produced by

Phanerochaete chrysosporium are little affected by exterior environment. According to the correlativity between the

CMCase and the xylanase analyzed using linear regression, a positive correlation the CMCase and the xylanase is found.
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生物制浆是一种环境友好型技术，其实质是利用

木素腐朽菌来分解植物组织中的大部分木素和部分半

纤维素，使它们与植物组织中的纤维素彼此分离而形

成纸浆的过程[1]。利用木素腐朽菌可以减少造纸废液

中木质素及半纤维素含量，从而降低造纸废液的处理

难度。木质素是被公认的难降解的高分子化合物，通

常自然界中的木质素与纤维素、半纤维素相伴生，因

此，在处理木质素过程中需要一个综合的产酶体系对

其进行有效作用。Viilari等[2−3]在研究中指出，在生物

制浆过程中，半纤维素酶可以除去纸浆在蒸煮过程中

再次沉淀在纤维素表面的短链木聚糖，增加纤维的

可渗透性而将木素从纤维中提出；同时，半纤维素酶
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的酶解作用可以使木素−碳水合物复合体(LCC)在一
定程度上水解，从而起到辅助脱除木素的作用。因此，

为了高效高质量的制浆并缓解制浆的二次污染，在采

用生物技术制浆时应尽可能选择木质素、半纤维素降

解酶产率高而纤维素降解酶产率低的微生物。白腐菌

可以选择性降解木质素，这种选择性真菌使木质素、

纤维素和半纤维素腐烂的速度存在巨大的差异。正是

由于该菌具有这样的特性，使得它在处理含木质素废

液和废料中有广阔的应用前景[4−6]。将在液态培养条件

下的白腐菌培养液作为粗酶液应用到处理含木质素废

液或含木质素固体废料中既可以有效提高物料中生物

酶的浓度，又可以避免菌体生长所带来的大量不确定

因素。为此，本文作者在借鉴已有的液态培养产酶条

件的基础上，进一步研究在液态培养条件下愈创木酚

与复合碳源共降解对该菌产酶的影响，以期得到在此

试验条件下的最优产酶条件。为了能在较少的实验次

数内得到较多的信息，采用 L8(4×24)的混合水平正交
实验，通过对数据进行合理的统计分析，并结合各种

新的添加物的自身特性，对其酶作用机理进行探讨和

推断。

1 材料与方法

1.1 菌种来源

实验选用的菌种为白腐菌的典型种黄孢原毛平革

菌(BKMF-1767)，购于武汉大学中国典型培养物中心
(CCTCC)。
1.2 菌种驯化

菌种接种在马铃薯培养基(PDA)上，于生化温度
为 35 ℃的培养箱中培养 5 d用于后续实验。
1.3 培养基

培养基基础溶液成分为： KH2PO4 2.0 g/L,
MgSO4·7H2O 0.5 g/L, 微量元素液 70 mL。pH为自然
值。微量元素成分为：NaCl 1.0 g/L，CoCl2·6H2O
0.18 g/L，Na2MoO4·2H2O 0.01 g/L，ZnSO4·7H2O 0.1
g/L，CaCl2 0.1 g/L，CuSO4·5H2O 0.01 g/L，MnSO4·H2O
0.5 g/L，FeSO4·7H2O 0.1 g/L，AlK(SO4)2·12H2O 0.01
g/L，MgSO4·7H2O 3.0 g/L，HBO3 0.01 g/L，NTA 1.5
g/L。在此基础上，添加愈创木酚的浓度为 0~2.0
mmol/L，葡萄糖的质量浓度为 2.5和 5.0 g/L，糊精的
质量浓度为 2.5和 5.0 g/L，酒石酸氨的质量浓度为 15.4
和 30.8 mg/L。
1.4 产酶研究

按 L8(4×24)的正交表分配法进行实验。选择有利

于黄孢原毛平革菌产酶的结构简单和结构较为复杂的

营养源，以质量浓度为 2.5和 5.0 g/L的葡萄糖和糊精
进行任意组合，得到 3种不同复合碳源的质量浓度梯
度分别为 5.0，7.5和 10.0 g/L；愈创木酚的添加主要
是针 LiP酶和MnP酶自身特性来选择的。尽管酚类物
质对这 2种酶有独特的作用，但人们对此方面系统的
研究报道很少。本实验针对此问题，选择了 0.2，1.0
和 2.0 mmol/L这 3种不同的浓度梯度，并以不添加愈
创木酚的实验样做空白样。采用 500 mL锥形瓶，分
别装入 200 mL培养基，灭菌后，每瓶接种约 8.0×106

个孢子悬液，于 32 ℃暗箱震荡培养，每 2 d取样测酶
活。做 3组平行样，酶活取平行样的平均值。
1.4.1 粗酶液的制备

在无菌条件下，取样 4 mL，以 6 000 r/min离心
15 min，上清液即为粗酶液。
1.4.2 木素过氧化物酶(LiP)测定
取 0.2 mL 藜芦醇溶液(10 mmol/L)、0.4 mL 酒石

酸缓冲液(250 mmol/L，pH=3.0)与 0.4 mL 粗酶液混
匀，即得 1 mL 反应液。在 30 ℃下，于反应液中加
20 µL H2O2溶液(20 mmol/L)启动酶促反应，以未加
H2O2启动因子的反应液为参比，用紫外分光光度计
(UV−2550)测定 310 nm处 2 min前后反应液吸光度的
变化[7]。1个酶活力单位(U)定义为每分钟转化 1 µmol
底物所需的酶量。

1.4.3 锰过氧化物酶(MnP)测定
将 0.211 3 g MnSO4溶解于 1 L酒石酸缓冲液(50

mmol/L，pH=4.5)中，取 0.8 mL该溶液与 0.2 mL 粗
酶液混匀，即得 1 mL 反应液。在 30 ℃，于反应液
中加 20 µL H2O2溶液(20 mmol/L)启动酶促反应，以未
加 H2O2启动因子的反应液为参比，用紫外分光光度计
(UV−2550)测定 290 nm处 2 min前后反应液吸光度的
变化[8]。

1.4.4 木聚糖酶(xylanase)和纤维素酶(CMCase)测定
用木聚糖和 pH=4.8的醋酸缓冲液配成 1%的木聚

糖溶液。用羟甲基纤维素钠和 pH=4.8的醋酸缓冲液配
成 1%的羟甲基纤维素纳溶液。按文献[9−10]中的测定
方法测定木聚糖酶和纤维素酶。

2 结果

2.1 4种因素的最佳正交综合培养条件
实验方案及实验结果见表 1。从表 1可以看出：

在以愈创木酚与复合碳源共降解的条件下，该菌种的

优化培养条件是：愈创木酚浓度为 2 mmol/L，葡萄糖
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表 1 正交试验各因素水平及试验结果

Table 1 Design and results of orthogonal test

试验

组号

愈创木酚

浓度/
(mmol·L−1)

葡萄糖

质量浓度/
(g·L−1)

糊精

质量浓度/
(g·L−1)

酒石酸氨

质量浓度/
(mg·L−1)

LiP
酶活/
(U·L−1)

MnP
酶活/
(U·L−1)

CMC
酶活*/
(U·L−1)

木聚糖

酶活/
(U·L−1)

1 0 5.0 5.0 30.8 55.80(1.530) 5.460(0.862) 0.421 4 1.414(0.227)

2 0 2.5 2.5 15.4 44.09(0.877) 5.058(0.791) 0.302 5 1.184(0.136)

3 0.2 5.0 2.5 30.8 113.50(3.550) 7.627(0.571) 0.228 4 1.128(0.097)

4 0.2 2.5 5.0 15.4 26.26(0.472) 13.730(1.080) 0.305 2 1.256(0.194)

5 1.0 5.0 5.0 15.4 71.02(2.230) 10.990(0.936) 0.208 8 1.253(0.241)

6 1.0 2.5 2.5 30.8 71.58(2.940) 17.160(1.110) 0.203 7 1.178(0.103)

7 2.0 5.0 2.5 15.4 142.00(3.550) 11.860(0.427) 0.329 5 1.248(0.134)

8 2.0 2.5 5.0 30.8 135.40(2.920) 15.770(0.691) 0.472 7 1.428(0.921)

*: CMC酶活的标准差低于 0.5%；括号中数据为标准偏差。

质量浓度为 2.5 g/L，糊精质量浓度为 5 g/L。
2.2 复合碳源对产酶的影响

复合碳源对该菌产的 4种酶的影响各不相同，对
LiP酶，高浓度的葡萄糖和低浓度的糊精更有利于酶
活的提高，此时，该酶最高活性可达到 142.0 U/L；而
对MnP酶、CMC酶及木聚糖酶，低浓度的葡萄糖和
高浓度的糊精则更有利于相应各酶酶活的提高，最高

酶活分别为 13.73，0.472 4和 1.428 U/L(表 1)。
2.3 愈创木酚对产酶的影响

有研究表明：芳香化合物藜芦醇的存在可以有效

提高白腐菌产酶[11]，但藜芦醇价格昂贵，不宜大规模

使用。故本实验以具有木素结构基本单元的愈创木酚

作为诱导剂，结果如表 2所示。可见：愈创木酚对该
菌的产酶有着显著的影响，尤其对木素降解酶的产量

影响最大。以未添加愈创木酚的实验组与添加过愈创

木酚的实验组(表 1)相对比发现：未添加实验组 LiP酶
与MnP酶的最高酶活分别为 55.800 U/L和 5.460 U/L，
而添加了愈创木酚的实验组最高酶活分别可达到

表 2 各因素影响酶活的极差分析

Table 2 Range analysis of activities of enzymes with

various factors

参数 愈创木酚 葡萄糖 糊精 酒石酸氨

LiP酶活极差 125.200 0 26.260 0 23.230 0 20.690 0

MnP酶活极差 8.814 0 3.946 0 1.625 0 1.097 0

CMC酶活极差 0.194 8 0.194 8 0.045 0 0.082 9

木聚糖酶活极差 0.145 8 0.000 7 0.052 5 0.153 3

142.000 U/L和 17.160 U/L，分别提高了 1.54倍和 3.13
倍。

2.4 CMC酶与木聚糖酶的相互影响
黄孢原毛平革菌在其代谢过程中，不仅可以分泌

有效降解木质素的氧化酶，同时也可以分泌可降解纤

维素与半纤维素的 CMC酶与木聚糖酶，但国内外关
于这方面的研究报道很少。从表 1可看出：与木素降
解酶相比，愈创木酚及碳源浓度的变化对这 2种酶的
影响不是很明显，且这 2种酶随愈创木酚及碳源浓度
的变化也是有升有降，所表现出的规律性不强。对其

进行极差分析(表 2)可知，愈创木酚依然是对这 2种酶
影响最大的因素；同时，仅针对这 2种酶而言，CMC
酶的含量始终随木聚糖酶含量的改变而呈现近似线性

改变。对实验结果进行回归分析(图 1)，发现 2种水解
酶呈较好的线性关系，得到木聚糖酶与 CMC酶线性

图 1 木聚糖酶线性回归分析图

Fig.1 Regression analysis of aylanase and CMCase
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关系为：y=0.041 7x+1.073 6(相关系数 R2=0.888 4)。

3 讨论

以复合碳源作为该菌的营养源，在实验范围内，

并非复合碳源浓度越高就越有利于产酶。单独针对糊

精而言，LiP，MnP，CMC和木聚糖这 4种酶均是在

高浓度的糊精条件下活性较强，这可能与糊精的特殊

结构有关，这与李越中等 [12]在研究中得到的结论相

似。β-糊精是由 7个 D-吡喃葡萄糖单元通过α-1和 4-

糖苷键连接形成富电性“锥筒”状空腔，它与客体分

子复合时能改变客体分子的电性环境[13]。大量的研究

表明[14]：环状糊精可以结合金属离子形成桥联环糊

精，这 2个相邻的环糊精空腔有可能协同参与对形状

和尺寸适合的客体分子的包结配位作用，从而可以扩

展分子键合能力，进而提高反应过程中的酶活性。LiP

酶与MnP酶是典型的以金属离子为辅酶的氧化酶，因

此，可能是由于部分酶分子中的辅酶与β-糊精形成桥

联糊精后，酶分子在 2个环糊精空腔中包结配位形成

稳定性强的超分子配合物，由此导致酶分子与底物的

结合活性和催化活性发生改变，进而提高酶的活性。

此外，糊精可水解产生葡萄糖，而水解后所产生的葡

萄糖又可以作为新的简单碳源被该菌有效利用，这可

能是MnP酶、CMC酶及木聚糖酶即使在低浓度葡萄

糖条件下也有较高酶活性的原因。故该菌可能利用低

浓度的葡萄糖作为该菌产酶的启动碳源，此后葡萄糖

与糊精可同时被利用，以此促进产酶。

木质素是由类苯丙烷单元结构组成的具有三维空

间结构的芳香类化合物，它包围着纤维素，十分稳定，

不易降解。因此，木质素降解既是地球上碳素循环的

限速过程，也是植物纤维素材料被有效利用的关

键[14]。有研究指出[15−16]：对于一些难生物降解的芳香

化合物，可以通过建立适当的代谢系统对其降解。加

入与降解底物相似结构的化合物，这些化合物可以作

为诱导底物，代谢底物之间可能发生相互作用，如电

子传递等，从而促进底物的降解。Young等[17]指出：

LiP酶在 H2O2作用下被氧化成失去双电子的化合物，

这种化合物可以通过酚型或其他培养基的 2个单电子

氧化作用回到原始状态。在培养基中添加芳香结构化

合物愈创木酚，由于其具有酚型结构，可以作为 LiP

酶的电子授体，为 LiP酶的酶促反应提供了很好的条

件，这可能是添加愈创木酚可以提高该菌产酶的原因。

添加愈创木酚同时对MnP酶也有很大的促进作用，这

可能是因为MnP酶可以将酚环氧化成苯氧基自由基，

这种化合物是很强的氧化剂，它还可以氧化非酚型芳

香族化合物[18−19]。因此，当在培养基中添加愈创木酚

时，增大了 MnP酶将酚环氧化成苯氧基自由基的概

率，也使得该酶的活性增强。在本实验中，除了实验

组 3和 4外，愈创木酚对 LiP酶与MnP酶的影响基本

同步，都是随着愈创木酚浓度的增加，2种酶的活性

也随之增加。对于实验组 3和 4出现的与其他实验组

有很大差别的实验现象，这可能是因为愈创木酚的添

加量为 0.2 mmol/L是影响 LiP酶与 MnP酶分子的状

态发生改变的阀值，在此条件下酶分子处于极不稳定

的状态，因此，所测得的酶活性与其他情况下所测得

的酶活性有显著差异，出现较大的波动。

在很多工业生产应用尤其是生物制浆过程中，最

敏感的问题就是在脱木素工艺中伴随出现的纤维素降

解现象[20]。此外，造纸工业中产生的造纸黑液常常因

为含有大量的半纤维素使得废液黏度大，这也是造纸

工业长期需要解决的难题之一[21]。

由表 1和图 1可以看出：黄孢原毛平革菌产半纤

维素酶的能力远强于其产纤维素的能力，且二者之间

存在着近似线性的关系。该结果若用于生物制浆的工

艺控制，则可以通过控制纤维素酶的量得到一个既可

以合理、有效地保存原料中纤维素的含量，又可以有

效降解半纤维素的最优值。同时，由于黄孢原毛平革

菌自身对木质素具有独特的强降解能力，因此，它在

工业应用方面更具优势。

4 结论

(1) 实验选取的多种影响因素均对黄孢原毛平革

菌产酶有不同影响。在实验所研究的因素范围内，愈

创木酚与糊精浓度越高越有利于产酶。高浓度葡萄糖

有利于 LiP酶的酶活的提高，而低浓度葡萄糖有利于

其他 3种酶的酶活的提高。考虑到综合产酶能力及经

济效应，选择低浓度的葡萄糖较佳。

(2) β-糊精与愈创木酚的特殊结构是影响黄孢原

毛平革菌产酶的重要因素。

(3) 综合考虑实验因素得到最佳产酶条件为：愈

创木酚 2 mmol/L，葡萄糖 2.5 g/L，糊精 5 g/L。
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(4) 黄孢原毛平革菌所产 CMC酶与木聚糖酶受

外界条件变化的影响不大，并且二者之间存在较好的

线性关系。
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