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中药药渣发酵生产毛云芝菌漆酶培养基的工艺研究
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摘要：为充分利用中药药渣，该研究探索不同中药药渣对毛

云芝菌漆酶产酶效果的影响。结果表明：大黄、麻黄和芍药

药渣可有效促进毛云芝菌漆酶的产量。在选择大黄药渣的

基础上，优化药渣培养基的组成为麸皮３％，蛋白胨０．２％，

大黄药渣１２％，ＭｇＳＯ４３ｇ／Ｌ，ＫＨ２ＰＯ４３ｇ／Ｌ，ｐＨ 值５．０，

该培养基产酶酶活可达到４８２８．２Ｕ／ｍＬ，约是优化前培养

基产酶酶活的１．４倍。
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　　漆酶（ｌａｃｃａｓｅ，ＥＣ１．１０．３．２）是一类含铜多酚氧化酶，真

菌漆酶因其来源广泛、催化活性强而具有广泛应用前景和价

值［１，２］，但真菌漆酶通常为次级代谢酶，产酶周期长且产酶量

低，严重限制了漆酶的工业化生产［３，４］。

　　中国是中药资源消耗大国，中成药生产、中药饮片炮制、

含中药成分轻化工产品生产过程中均有大量药渣产生。中

药药渣种类多样、湿度高、处理难度大，目前大部分均采用焚

烧或填埋方式进行处理，既造成了中药资源的浪费，又造成

了水体、大气的污染。由于中药药渣中含有较丰富的营养成

分，如多糖、木质素、氨基酸及微量元素等，部分研究［５，６］表明

一些中药药渣可显著促进真菌生长及次级代谢酶的产生，目

前仅有利用白芍药药渣固体发酵亮菌产漆酶的研究［７］，未见

利用药渣进行液体发酵的相关研究报道。本试验拟以常见

中药药渣为研究对象，筛选获得合适中药药渣诱导漆酶产量

提高的同时，发挥真菌生物降解作用，充分利用中药渣的生

物质资源，使其变废为宝。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器

１．１．１　材料与试剂

　　毛云芝菌（犆狅狉犻狅犾狌狊犺犻狉狊狌狋狌狊）：由安徽大学生命科学学院

提供，４℃下保存于ＰＤＡ斜面培养基中；

　　葡萄糖、蔗糖、麦芽糖、溶性淀粉、酵母膏、蛋白胨、牛肉

浸膏：生化试剂，天津市化学试剂一厂；

　　五水合硫酸铜、硫酸镁、磷酸二氢钾：分析纯，国药集团

化学试剂北京有限公司；

　　２，２’联氮二（３乙基苯并噻唑６磺酸盐）（ＡＢＴＳ）：分析

纯，ＡｌａｄｄｉｎＣｈｅｍｉｓｔｒｙＣｏ．Ｌｔｄ。

１．１．２　主要仪器设备

　　立式压力蒸汽灭菌器：ＬＤＺＸ７５ＫＢＳ型，上海申安医疗

器械厂；

　　恒温培养振荡器：ＺＷＹＲ２１０２Ｃ型，上海智诚分析仪器

制造有限公司；

　　紫外可见分光光度计：Ｔ６系列，北京普析通用仪器有限

责任公司；

　　洁净工作台 ：ＨＣＢ１８００Ｈ型，海尔集团；

　　电子天平：ＭＥ１０４Ｅ型，梅特勒—托利多国际贸易有限

公司。
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１．２　方法

１．２．１　培养基组成及培养条件

　　（１）液体种子培养基：马铃薯汁３０％（犿／犞），葡萄糖

２０ｇ／Ｌ，蛋白胨１ｇ／Ｌ，ＭｇＳＯ４３ｇ／Ｌ，ＫＨ２ＰＯ４３ｇ／Ｌ，ｐＨ

自然。

　　（２）摇瓶培养基：小麦麸皮３％（犿／犞），蛋白胨０．２％

（犿／犞），ＭｇＳＯ４３ｇ／Ｌ，ＫＨ２ＰＯ４３ｇ／Ｌ，ｐＨ自然。

　　（３）基础培养条件：在２５０ｍＬ三角瓶中，装液量５０ｍＬ，

接种量１０ｍＬ，培养温度３０℃，转速２００ｒ／ｍｉｎ，振荡培养

１２ｄ
［８］。

１．２．２　培养时间对毛云芝菌生长及产酶酶活的影响　采用

摇瓶培养基，在接种量２０％，培养温度３０℃，转速２００ｒ／ｍｉｎ

的条件下对毛云芝菌进行培养，每２４ｈ取５０ｍＬ发酵液，分

析毛云芝菌生长及产酶酶活随培养时间的变化情况。

１．２．３　中药药渣对产酶的影响　 采用基础培养条件，以摇

瓶培养基为基础，在摇瓶培养基中分别加入１０％（犿／犞）防

风、川芎、当归、芍药、大黄、麻黄、连翘及苍术８种中药渣，比

较不同类型中药药渣对毛云芝菌生长及其产酶酶活的影响。

１．２．４　碳源对产酶的影响　采用基础培养条件，以摇瓶培

养基为 基 础，在 蛋 白 胨 ０．２％ （犿／犞），ＭｇＳＯ４ ３ｇ／Ｌ，

ＫＨ２ＰＯ４３ｇ／Ｌ，ｐＨ自然的条件下，分别以３％（犿／犞）的葡萄

糖、蔗糖、乳糖、麦芽糖、可溶性淀粉及麸皮为碳源，比较不同

碳源对毛云芝菌生长及其产酶酶活的影响。

１．２．５　氮源对产酶的影响　采用基础培养条件，以摇瓶培

养基为基础，在小麦麸皮３％（犿／犞），ＭｇＳＯ４３ｇ／Ｌ，ＫＨ２ＰＯ４

３ｇ／Ｌ，ｐＨ自然的条件下，分别以０．２％（犿／犞）的酵母膏、蛋

白胨、牛肉膏、花生粉、黄豆粉和尿素为氮源，比较不同氮源

对毛云芝菌生长及其产酶酶活的影响。

１．２．６　中药药渣添加量对产酶的影响　采用基础培养条

件，以摇瓶培养基为基础，在摇瓶培养基中分别加入６％，

８％，１０％，１２％，１４％，１６％，１８％（犿／犞）大黄药渣，比较不同

药渣添加量对毛云芝菌生长及其产酶酶活的影响。

１．２．７　碳氮比对产酶的影响　采用基础培养条件，以摇瓶

培养基为基础，在小麦麸皮 ３％（犿／犞），ＭｇＳＯ４ ３ｇ／Ｌ，

ＫＨ２ＰＯ４３ｇ／Ｌ，ｐＨ 自 然 的 条 件 下，分 别 加 入 ０．１６％，

０．１８％，０．２０％，０．２２％，０．２４％，０．２６％，０．２８％（犿／犞）蛋白

胨，考察不同Ｃ／Ｎ比对毛云芝菌生长及其产酶酶活的影响。

１．２．８　ｐＨ值对毛云芝菌产酶的影响　采用基础培养条件，

以摇瓶培养基为基础，在蛋白胨０．２％（犿／犞），小麦麸皮３％

（犿／犞），ＭｇＳＯ４３ｇ／Ｌ，ＫＨ２ＰＯ４３ｇ／Ｌ的条件下，分别在ｐＨ

为３．０，３．５，４．０，４．５，５．０，５．５，６．０下进行培养，比较不同

ｐＨ值对毛云芝菌生长及其产酶酶活的影响。

１．２．９　理化分析方法

　　（１）菌丝干重的测定：采用干燥称重法
［９］。

　　（２）漆酶活力的测定：采用分光光度法
［１０］。

２　结果与分析
２．１　培养时间对毛云芝菌生长及产酶酶活的影响

　　由图１可知，在初始无药渣添加的摇瓶培养基中，１～３ｄ

时毛云芝菌处于调整期，此阶段毛云芝菌产酶能力较弱；３～

９ｄ时毛云芝菌进入指数生长期，伴随着毛云芝菌的快速生

长，其产酶能力也迅速增强；９～１２ｄ时毛云芝菌生长逐步进

入稳定期，此阶段毛云芝菌产酶能力及酶活逐步达到峰值；

培养１２ｄ后，毛云芝菌产酶能力随着菌丝体进入衰亡期而

逐步降低。因此，根据培养变化曲线确定菌种培养时间为

１２ｄ。

图１　培养时间对毛云芝菌生物量及其产酶酶活的影响
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２．２　毛云芝菌药渣培养基的优化

２．２．１　中药药渣对产酶的影响　由图２可知，８种中药药渣

对毛云芝菌培养影响效果存在明显差异。毛云芝菌漆酶是

一种诱导酶，研究［１１］表明，漆酶的合成与菌丝体的生长没有

明显的相关性，在毛云芝菌生产过程中通常需要添加诱导剂

促进漆酶的分泌。常见的诱导剂有小分子芳香化合物、木质

素、糖苷类物质及酚类物质等［１２］。试验［１３］表明，大黄药渣中

的土大黄甙、麻黄药渣中的鼠李糖甙及芍药药渣中的芍药甙

均能有限促进漆酶的分泌；防风、连翘及苍术药渣中富含的

色酮、内酯类物质对漆酶分泌影响不明显；当归、川芎药渣对

漆酶的分泌存在明显的抑制作用，这可能是由于当归、川芎

药渣中富含的藁本内酯、川芎酽内酯等挥发性油性成分具有

明显的抑制真菌活性作用造成的。综合考虑，试验选择大黄

药渣作为添加中药药渣。

２．２．２　碳源对产酶的影响　由图３可知，毛云芝菌利用天

然碳源的能力较强，能够生长的基质广泛。从毛云芝菌菌丝

体生长情况上看，可溶性淀粉、葡萄糖及蔗糖等作为碳源时，

虽促进了毛云芝菌菌丝体生物量的提高，但产酶酶活却很低，

图２　中药药渣对毛云芝菌生物量及其产酶酶活的影响
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图３　碳源对毛云芝菌生物量及其产酶酶活的影响
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这表明毛云芝菌产酶与其菌丝体的生长没有明显的正相关

性，选择合适的诱导剂及其用量是漆酶优化工艺中非常重要

的步骤。从产酶酶活上比较，麸皮作为碳源的效果明显优于

其他碳源，这可能是由于麸皮中富含的木质素类似物、维生

素（尤其是Ｂ族维生素）均是毛云芝菌漆酶分泌的诱导剂，有

效促进了毛云芝菌产酶能力的提高［１４］。综合考虑，选择麸

皮作为培养基中的碳源。

２．２．３　氮源对产酶的影响　由图４可知，生长在不同氮源

培养基上的毛云芝菌菌丝体具有一定差异，毛云芝菌对黄豆

粉、蛋白胨及酵母膏的利用能力要优于尿素、牛肉膏和花生

粉，这可能是因为蛋白胨、黄豆粉中的部分营养物质可作为

碳源被利用，促进了营养平衡和物质转化。

图４　氮源对毛云芝菌生物量及其产酶酶活的影响
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　　但从产酶酶活上比较，蛋白胨、酵母膏及牛肉膏３种氮

源的效果要优于其他３种氮源，这主要是由于花生粉、黄豆

粉作为慢速氮源，使用时毛云芝菌前期生长速度受到了明显

的影响，菌体积累不足，抑制了漆酶的产生。因此，快速氮

源———蛋白胨作为培养基的氮源更为合适。

２．２．４　中药药渣添加量对产酶的影响　由图５可知，毛云芝

菌生长受大黄药渣添加量的影响不显著；但产酶酶活受到大

黄药渣添加量的影响，呈现先增大后减小的趋势，造成这种现

象是大黄药渣除了含有诱导漆酶分泌的糖苷类物质，同时还

含有一定量的抑制真菌活性的有机酸（酯）类挥发油性成分，

当大黄药渣添加量不断增大时，糖苷类物质的诱导作用逐步

达到峰值，继续增加药渣添加量，其中挥发油性成分抑制真菌

活性的作用逐渐显现，漆酶产量又逐渐下降［１５］。因此，综合考

虑产酶酶活和药渣添加量，大黄药渣的添加量选择为１２％。

图５　药渣添加量对毛云芝菌生物量及其产酶酶活的影响
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２．２．５　碳氮比对产酶的影响　由图６可知，培养基的Ｃ／Ｎ

是毛云芝菌产酶的重要影响因素。漆酶作为一种代谢产物，

一般在培养基中氮源物质耗尽时才开始分泌；当Ｃ／Ｎ较小

时，毛云芝菌生长过于旺盛，培养基中氮源充足，抑制了漆酶

的分泌；当Ｃ／Ｎ较大时，培养基中氮源不足，毛云芝菌生长

不良，不利于漆酶的发酵生产；当Ｃ／Ｎ为２０时，漆酶活力达

到最高值。因此，本试验Ｃ／Ｎ比选择为２０。

图６　碳氮比对毛云芝菌生物量及其产酶酶活的影响
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２．２．６　ｐＨ值对产酶的影响　由图７可知，当底物的初始

ｐＨ值为４．５时，漆酶活力达到最高；继续升高初始ｐＨ 值，

漆酶活力也逐渐降低，这主要是由于当ｐＨ 值小于４．０时，

毛云芝菌生长困难，产酶能力也相应降低；ｐＨ值超过５．０也

出现降低趋势，其原因主要是酸性条件可以抑制细菌的生

长，有益于真菌的生长，促进真菌漆酶的分泌。考虑到底物

在略偏酸条件下可以抑制细菌的污染，因此云芝菌液体发酵

产酶的初始ｐＨ值以４．５～５．０为宜。

２．３　优化培养基与原培养基的比较试验

　　将上述试验优化所得的结果进行组合，初步得到的毛云

芝菌药渣培养基的组成为：碳源麸皮３％（犿／犞），氮源蛋白胨

０．２％（犿／犞），大黄药渣１２％（犿／犞），ＭｇＳＯ４３ｇ／Ｌ，ＫＨ２ＰＯ４

３ｇ／Ｌ，ｐＨ５．０。利用此培养基与初始摇瓶培养基，在相同培

养条件下同时培养１２ｄ，比较添加药渣前后毛云芝菌的生长

及产酶酶活的差异。

　　由表１可知，添加了大黄药渣的培养基与初始摇瓶培养

基相比，毛云芝菌的生物生长量及产酶酶活均有显著的提

高，大黄药渣对毛云芝菌发酵产漆酶存在明显的促进作用。
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图７　ｐＨ值对毛云芝菌生物量及其产酶酶活的影响
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表１　优化培养基与原培养基的酶活比较

Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｌａｃｃａｓｅｃｕｌｔｕｒｅｄ

ｉｎｏｒｉｇｉｎａｌａｎｄｏｐｔｉｍｉｚｅｄｍｅｄｉｕｍ

试验组 菌丝体干重／（ｍｇ·Ｌ－１）酶活／（Ｕ·ｍＬ－１）

优化前培养基 ３１０４．２ ３４４６．１

优化后培养基 ４２５４．５ ４８２８．２

３　结论
　　本试验开展了利用中药药渣促进毛云芝菌漆酶产酶效

果的影响研究，通过比较多种常见中药药渣，发现大黄药渣

促进毛云芝菌产酶能力及产酶酶活的提高效果最为明显。

试验结果表明，毛云芝菌在初步优化的大黄药渣培养基中的

产酶酶活较原培养基产酶酶活提高了１．４倍。

　　中药药渣是中药提取生产过程中的废弃物，处置不当易

造成污染环境。然而，中药药渣尤其是根茎类中药药渣中含

有大量的木质素、纤维素和功能性成分，具有较大的开发利

用价值。目前，中药药渣用于固体发酵技术的研究相对较

多，本试验结果表明中药药渣用于液态发酵也同样能取得较

好的效果，为中药药渣的综合应用探索了新途径。

　　本试验目前只初步对各种常见中药药渣进行了筛选，并

针对大黄药渣培养基进行了初步优化，后续还将对微量元素、

维生素对毛云芝漆酶药渣培养条件的影响进行深入的研究，

以期获得更高的产酶酶活。
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