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榆黄蘑菌渣中漆酶的提取、酶学性质及应用
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摘要：［目的］探索一种低成本的可以用于果汁澄清的漆酶制备方法。［方法］对榆黄蘑菌渣漆酶提取方法、最适反应条

件以及酶粉制备条件进行优化，并将制备的榆黄蘑菌渣漆酶粉应用于蓝莓果汁澄清。［结果］榆黄蘑菌渣漆酶最适提取

条件为：采用 pH 4.8 柠檬酸缓冲液，料液比 1∶5 （g/mL），提取温度 50 ℃，提取时间 4 h。漆酶反应最适条件为：反应温度

30 ℃，pH 4.8，Cu2+浓度 10 mmol/L，Mn2+浓度 5 mmol/L。酶粉制备最适条件为：麦芽糊精和脱脂奶粉按质量比 1∶1 混

合作为助干剂，进风口温度 140 ℃，进料流量 160 mL/h。对制备的酶粉进行蓝莓果汁澄清应用试验，在漆酶使用量

6 U/10 mL、酶解温度 55 ℃、酶解时间 120 min 的条件下，蓝莓总酚降解率高达 63.5%。［结论］采用最适工艺从榆黄蘑菌

渣中提取的漆酶可以应用于蓝莓果汁的澄清。
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Abstract: ［［Objective］］ Explore a low-cost laccase preparation method that can be used for juice clarification. ［［Methods］］ The extraction 

method, optimal reaction conditions and preparation conditions of enzyme powder were optimized, and the prepared laccase powder was 

applied to blueberry juice clarification. ［［Results］］ The optimal extraction conditions for laccase were as follows: citric acid buffer with 

pH 4.8, solid-liquid ratio of 1∶5 (g/mL), extraction temperature of 50 ℃ , and extraction time of 4 h. The optimal conditions for laccase 

reaction were as follows: reaction temperature 30 ℃ , pH 4.8, Cu2+ concentration 10 mmol/L, Mn2+ concentration 5 mmol/L. The optimal 

conditions for the preparation of enzyme powder were as follows: maltodextrin and skimmed milk powder were mixed as drying aids 

according to the mass ratio of 1∶1, the air inlet temperature was 140 ℃ , and the feed flow rate was 160 mL/h. The degradation rate of total 

phenols of blueberry was as high as 63.5% under the conditions of laccase dosage of 6 U/10 mL, enzymatic hydrolysis temperature of 55 ℃ 

and enzymatic hydrolysis time of 120 min. ［［Conclusion］］ Laccase extracted from the residue of Ulmus lum mushroom using an optimal 

process can be used for the clarification of blueberry juice.
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中国食用菌总产量已超 4 000 万 t，占世界总产量 70%

以上 [1]。随着食用菌产业快速发展，工厂化栽培食用菌采

收鲜菇后产生了大量的食用菌菌渣。根据中国食用菌协

会统计，2021 年仅山东省菌类加工业产生的榆黄蘑菌渣

就超过了 12 万 t[2]。菌渣中含有丰富的木质纤维素降解

酶，包括漆酶、木质素过氧化酶、纤维素酶和木聚糖酶

等 [3]。目前，研究人员 [4-5]从杏鲍菇、白灵菇等食用菌菌渣

中发现了丰富的漆酶，并对其进行了提取和应用。漆酶
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是一种多酚氧化酶，属于铜蓝氧化酶，以单体糖蛋白的形

式存在，在食品行业中具有巨大的应用价值 [6]。在葡萄酒

生产初期添加漆酶可有针对性地分解氧化酚类物质，使

葡萄酒长时间保持清澈透明 [7]。魏胜华等 [8]采用转谷氨酰

胺酶作为交联剂，将漆酶固定化处理苹果汁，成功保持了

果汁的透明度，避免了多酚类物质在贮藏过程中导致的

混浊问题，从而保证了产品品质。目前，用商品化的漆酶

来澄清果汁成本较高，如果能从食用菌菌渣中提取漆酶，

降低漆酶生产成本，不仅能促进食用菌菌渣综合利用，还

能促进果汁产业的持续发展。

喷雾干燥是一种集成工业系统化技术用于物料干燥

的工艺。其主要优势在于干燥速度快，水分蒸发时间短，

得到的粉末粒度细致且均匀，产品展现出优良的分散性

和溶解性 [9]。将菌渣中的漆酶制成酶粉可提高漆酶的稳

定性，而且便于贮藏和运输 [10]。目前已有利用喷雾干燥

法制备植酸酶 [11]、卡拉胶酶 [12]、琼脂硫酸酯酶 [13]等固体酶

制剂的研究报道。

研究拟对榆黄蘑菌渣漆酶提取方法、最适反应条件

以及酶粉制备条件进行优化，并将其应用于蓝莓果汁澄

清，以期为菌渣的资源化利用提供理论依据。

1　材料和方法

1.1　材料与仪器

榆黄蘑菌渣：山西农业大学食用菌栽培基地；

柠檬酸、无水醋酸钠、丙二酸、酒石酸、2,2⁃联氨⁃双(3⁃

乙基苯并噻唑啉 ⁃6⁃磺酸)二胺盐：分析纯，国药集团化学

试剂有限公司；

冷冻离心机：3⁃15 型，西格玛奥德里奇（上海）贸易有

限公司；

移液枪：P50/P100/P200 型，吉尔森实验仪器（上海）有

限公司；

电子天平：AL104 型，梅特勒—托利多国际贸易（上

海）有限公司；

恒温培养箱：SPX⁃250B 型，上海知楚仪器有限公司；

高压蒸汽灭菌锅：XFH⁃200CA 型，浙江新丰医疗器械

有限公司；

超纯水仪：RO⁃200 型，艾柯医疗器械（北京）股份有限

公司；

冷冻干燥机：FD80AD 型，上海比朗仪器制造有限

公司。

1.2　菌渣提取液制备

1.2.1　单因素试验　

（1） 提取缓冲液：固定料液比为 1∶5 (g/mL)，提取温

度为 50 ℃，提取时间为 4 h，考察提取缓冲液（水、pH 4.8

醋酸钠缓冲液、pH 4.8 丙二酸缓冲液、pH 4.8 酒石酸缓冲

液以及 pH 4.8 柠檬酸缓冲液）对提取榆黄蘑菌渣中漆酶

粗酶液酶活的影响。

（2） 料液比：固定提取缓冲液为 pH 4.8 柠檬酸缓冲

液，提取温度为 50 ℃，提取时间为 4 h，考察料液比 [1∶2，

1∶5，1∶10，1∶15，1∶20 （g/mL）]对提取榆黄蘑菌渣中漆酶

粗酶液酶活的影响。

（3） 提取温度：固定提取缓冲液为 pH 4.8 柠檬酸缓冲

液，料液比为 1∶5 （g/mL），提取时间为 4 h，考察提取温度

（20，30，40，50，60 ℃）对提取榆黄蘑菌渣中漆酶粗酶液酶

活的影响。

（4） 提取时间：固定提取缓冲液为 pH 4.8 柠檬酸缓冲

液，料液比为 1∶5 （g/mL），提取温度为 50 ℃，考察提取时

间（0，1，2，3，4，5 h）对提取榆黄蘑菌渣中漆酶粗酶液酶活

的影响。

1.2.2　正交试验　在单因素试验结果的基础上，以料液

比、提取温度和提取时间 3 个主要因素作为自变量，以漆

酶活性为因变量，设计三水平三因素的正交试验，以筛选

菌渣提取液制备的最佳工艺条件。

1.3　菌渣漆酶活力测定

取 1 mL 酶液用 pH 4.5 的醋酸缓冲液稀释 10 倍，加入

1 mL 0.5 mmol/L 的 ABTS 溶液，在 30 ℃下反应 5 min，反

应结束后，吸取 200 μL 待测液于 96 孔酶标板中，测定其在

420 nm 下 吸 光 值 随 时 间 的 变 化 [14-16]。 以 每 分 钟 消 耗

1 μmol ABTS 所需要的酶量为一个酶活力单位（U）。按

式（1）计算漆酶酶活力。

B=
106 × V总 × ∆A
V酶 × ε× ∆t ， （1）

式中：

B——漆酶酶活力，U /mL；

∆A——吸光度的增加量；

∆t——反应时间的变化量，s；

V总——总反应体积，mL；

V酶——酶液体积，mL；

ε——消光系数，36 000 L/(mol·cm)。

1.4　菌渣漆酶最适反应条件优化

（1） 反应温度对漆酶活性的影响：将榆黄蘑菌渣粗酶

液于 30，40，50，60，70 ℃的水浴锅中保温 5 min，进行酶活

力的测定，将测得的最高酶活力设定为 100%，计算其他

温度下的相对酶活力。

（2） pH 对漆酶活性的影响：将榆黄蘑菌渣用 pH 为

2.5，4.0，4.8，6.0 的柠檬酸缓冲液分别进行提取，料液比为

1∶5 (g/mL)，随后进行酶活力的测定。

（3） 金属离子对漆酶活性的影响：将榆黄蘑菌渣粗酶

液分别加入 1，5，10，20，100 mmol/L 的 Cu2+和 Mn2+后测

定漆酶活力。
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1.5　菌渣漆酶动力学常数测定

根据文献 [17]。配制 0.6 mmol/L 的 ABTS 母液，加入

一定量的 0.2 mol/L 的丙二酸缓冲液，使二者总体积为

2 mL，混匀，配制浓度分别为 0.033，0.040，0.050，0.067，

0.100 mmol/L 的 ABTS 底物。每孔准确加入 10 μL 的待测

榆黄蘑菌渣提取液和不同浓度的 ABTS 底物，30 ℃下反应

5 min 后，每间隔 5 min，吸取 200 μL 待测液于 96 孔酶标板

中，测定其在 420 nm 处的吸光值，测定 3 次平行计算吸光

值的平均值；折算成每分钟的吸光度变化值，采用米氏方

程双倒数作图法 [18]，横坐标为不同浓度的 ABTS 的倒数

1/S，纵坐标为酶活力的倒数 1/V，以此绘制漆酶的动力学

曲线，求出 Km值。

1.6　漆酶酶粉制备条件优化

前期预试验结果表明，酶粉制备过程中对酶活性影

响最大的因素是助干剂和进风口温度。因此，重点对助

干剂和进风口温度进行优化。对麦芽糊精、可溶性淀粉、

β⁃环糊精和脱脂奶粉作为助干剂进行了试验，筛选出最适

助干剂。筛选出最适助干剂后，将麦芽糊精和脱脂奶粉

按质量比 1∶1，1∶2 和 2∶1 的比例混合，筛选出最佳比例。

进风口温度优化方面，取 0.5 L 榆黄蘑菌渣提取液加入

50 g 脱脂奶粉和 50 g 麦芽糊精，将进风口温度分别设定为

150，140，130，120 ℃，蠕动泵转速 20 r/min 条件下制备漆

酶酶粉。对以上样品中漆酶活力进行测定，筛选出最佳

助干剂和进风口温度。在此基础上对进料流量进行优

化，分别设定为 100，120，140，160，180，200 mL/h，考察其

对喷制酶粉活性的影响。

1.7　漆酶在蓝莓汁澄清中的应用

取 10 mL 蓝莓果汁分别添加 1.67，3.34，5.00，6.67，

8.34，10.00，11.67 mg 喷雾干燥所制酶粉，使 10 mL 蓝莓果

汁中漆酶酶活力单位分别为 1，2，3，4，5，6，7 U，在振荡水

浴锅中以 150 r/min、55 ℃ 孵育 120 min。完成孵育后，

8 000 r/min 离心 10 min 取上清，对处理前后蓝莓果汁样本

中总酚含量进行测定，以此研究漆酶用量对蓝莓果汁澄

清效果的影响。

总酚测定：取 15 mL Ep 管加入 100 μL 样品和 900 μL

水再加 1.5 mL 福林酚于室温下反应 5 min，加 1 mL 20%

碳酸钠和 6.5 mL 水在室温下反应 1 h。用移液枪吸取

200 μL 进 行 点 样 。 在 760 nm 下 检 测 OD 值 。 用 0~

1 mg/mL 没食子酸作为标准多酚化合物，绘制没食子酸的

标准曲线。

1.8　数据处理

所有试验数据结果均为 3 个独立的重复试验的平均

值。采用 Graphpad Prism 9.4 软件包对数据进行统计学分

析。采用多重范围试验或独立样本 T 检验对数据进行显

著性差异分析。

2　结果与分析

2.1　菌渣提取液中漆酶提取条件优化

2.1.1　单因素试验　图 1（a）结果表明，采用不同提取缓

冲液提取对漆酶酶活的影响较小，采用 pH 4.8 柠檬酸缓

冲液提取时酶活最高，为 17.42 U/mL。图 1（b）结果表明，

当料液比为 1∶5 （g/mL）时酶活最高为 17.05 U/mL，随着

液料比的增大或减小，酶活都降低。图 1（c）结果表明，榆

黄蘑菌渣漆酶催化最适反应温度为 50 ℃ ，酶活达到

16.09 U/mL。图 1（d）结果表明，提取时间为 1~4 h 时漆酶

酶活升高，在 4 h 时达到峰值（为 17.32 U/mL），超过 4 h 以

后，酶活逐渐下降。因此，榆黄蘑菌渣提取最佳条件为：

采用 pH 4.8 柠檬酸缓冲液，料液比 1∶5 (g/mL)，提取温度

50 ℃，提取时间 4 h。

2.1.2　正交试验　菌渣提取液制备工艺最佳正交试验的

具体因素和水平设计见表 1，试验结果与分析见表 2。由

表 2 可以看出，各因素对菌渣提取液制备的影响程度为

A>B>C，最 佳 提 取 条 件 为 A2B2C3，即 料 液 比 1∶

5 （g/mL），提取温度 50 ℃，提取时间 5 h。

2.1.3　验证实验　以料液比 1∶5 （g/mL），提取温度 50 ℃，

提取时间 5 h 进行 3 次平行验证实验，所得菌渣提取液中

漆酶活分别为 17.38，17.51，17.49 U/mL。说明该工艺条

件稳定、重复性好。

2.2　菌渣漆酶最适反应条件优化

如图 2（a）所示，催化温度在 30~70 ℃范围内，酶活随

温度増高逐渐减弱，温度为 70 ℃时，漆酶接近失活。如

图 2（b）所示，在 pH 2.5~4.8 范围内，酶活随 pH 值增加而增

强，在 pH 4.8~6.0 范围内，酶活随 pH 值增加而减弱，说明

榆黄蘑菌渣漆酶的最适反应 pH 值为 4.8。这与曹玉莹

等 [19]对漆酶酶学性质的研究结果一致。漆酶是一类含铜

的多酚氧化酶。Cu2+和 Mn2+是漆酶良好的诱导剂 [14]，两

种离子对榆黄蘑菌渣漆酶活性的影响如图 2（c）和图 2（d）

所示，Cu2+浓度为 10 mmol/L、Mn2+浓度为 5 mmol/L 时榆

黄蘑菌渣漆酶活性最高。综上，榆黄蘑菌渣粗酶液中漆

酶 最 适 反 应 温 度 为 30 ℃ ，pH 值 为 4.8，Cu2+ 浓 度 为

10 mmol/L，Mn2+浓度为 5 mmol/L。相比于细菌漆酶，大

多数来源于真菌的漆酶活性易受外部环境的影响，适应

偏酸性环境，最适温度为 25~50 ℃，温度较低或过高常常

会抑制酶活 [20]。榆黄蘑作为一种担子真菌，其菌渣漆酶

亦符合真菌漆酶特性。此外，不同的真菌漆酶对温度的

敏感程度有差异，筛选温度适应范围广及对高温适应能

力强的漆酶具有更为广泛的应用前景 [21]。

2.3　榆黄蘑菌渣漆酶动力学常数测定

为了测定榆黄蘑菌渣漆酶动力学常数，在 30 ℃ ，

pH 4.8 条件下，测定不同浓度 ABTS（S）下漆酶的反应速
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率。图 3 为不同浓度的 ABTS 的倒数 1/S 与酶活力的倒数

1/V 的关系曲线，可以看出，该曲线线性关系较好，由米氏

方程可以得出榆黄蘑菌渣漆酶催化 ABTS 的米氏常数

（Km）为 0.624 1 mmol/L。米氏常数反映了酶促反应达最

大速度（Vm）的 50% 时的底物浓度，是衡量酶对底物亲和

力的重要参数，试验表明榆黄蘑菌渣漆酶和 ABTS 具有较

高的亲和力。

2.4　漆酶酶粉制备条件优化

2.4.1　助干剂的选择　图 4 结果表明 ,麦芽糊精和脱脂奶

粉作为助干剂时酶活和粉末状态良好，以质量比 1∶1 混合

的麦芽糊精和脱脂奶粉作为助干剂时效果最好。这可能

是因为麦芽糊精和脱脂奶粉以质量比 1∶1 混合时，可能产

生协同作用，使得助干剂在溶液中的溶解性和分散性达

到最佳状态，有助于在干燥过程中均匀地包裹酶分子，保

护酶的活性结构，从而提高酶活。

2.4.2　进风口温度优化　由表 3 可知，在进风口温度为

140 ℃时所得酶粉的酶活回收率和酶制剂活力均最高，且

其干燥状况很好、粉末均匀。

字母不同代表具有显著性差异（P<0.05）

图 1　提取液、料液比、提取温度和提取时间对榆黄蘑菌渣中漆酶活性的影响

Figure 1　Effects of extraction solution， solid-liquid ratio， extraction temperature， and extraction time on the laccase 

activity of P.  citrinopileatus residue.

表 1　正交试验因素与水平设计

Table 1　Orthogonal test factors and horizontal design

水平

1

2

3

A 料液比(g/mL)

1∶2

1∶5

1∶10

B 提取温度/℃
40

50

60

C 提取时间/h

3

4

5

表 2　正交试验结果与分析

Table 2　Orthogonal test results and analysis

试验号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

K1

K2

K3

R

A

1

1

1

2

2

2

3

3

3

16.500

17.140

8.747

8.393

B

1

2

3

1

2

3

1

2

3

14.163

14.487

13.737

0.750

C

1

2

3

2

3

1

3

1

2

14.003

14.153

14.230

0.227

酶活/(U·mL-1)

16.27±0.21

16.98±0.16

16.25±0.24

17.24±0.47

17.46±0.39

16.72±0.25

8.98±0.19

9.02±0.22

8.24±0.16
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2.4.3　进料流量优化　由表 4 可知，进料流量对漆酶的酶

活回收率有显著影响。当进料流量从 100 mL/h 增加至

160 mL/h 时，漆酶的酶活回收率逐渐升高；而后随着进料

流量进一步增加，漆酶的回收率开始下降，酶活性降低。

因此，选取 160 mL/h 为最佳进料流量。

2.5　漆酶在蓝莓果汁澄清过程中的应用

果汁中残留的多酚类物质会导致果汁混浊，从而影响

产品品质。漆酶对果汁多酚有独特分解能力，能够通过氧

化各种底物使多酚降解，达到果汁澄清效果[9]。取 10 mL

蓝 莓 果 汁 分 别 添 加 1.67，3.34，5.00，6.67，8.34，10.00，

11.67 mg 喷雾干燥所制酶粉，使 10 mL 蓝莓果汁中漆酶酶

活分别为 1，2，3，4，5，6，7 U，在振荡水浴锅中以 150 r/min，

55 ℃条件下对蓝莓果汁酶解处理 120 min，对处理前后蓝

莓果汁样本中总酚含量进行测定，计算其多酚降解率。如

图 5所示，随着酶添加量的增加，蓝莓果汁中多酚降解率呈

增加趋势。当酶添加量为 6 U 时，多酚降解率达到最大值

63.5%，继续增加酶量后，多酚降解率未发生明显变化，确

定漆酶的最佳添加量为 6 U。试验证明，制备的酶粉能够

很好地使蓝莓果汁保持澄清，具有实际应用价值。

图 2　反应温度、pH 值、Cu2+浓度和 Mn2+浓度对榆黄蘑菌渣漆酶活性的影响

Figure 2　Effect of reaction temperature， pH and metal ion concentration （Cu2+ and Mn2+ ）on laccase activity of P.  

citrinopileatus residue

图 3　榆黄蘑菇菌渣漆酶的 Linewear-Bu 曲线

Figure 3　The Linewear-Bu curve of Laccase from P.  

citrinopileatus residue

表 3　进风口温度对喷制酶粉活性的影响

Table 3　Effect of different air inlet temperature on the activity of spraying enzyme powder

进风口温度/℃
120

130

140

150

酶活回收率/%

63

68

74

66

酶制剂活力/(U·g-1)

469

575

754

652

粉末状态

干燥不彻底、酶粉结块

干燥状况良好、粉末均匀

干燥状况很好、粉末均匀

干燥不彻底、酶粉结块

酶制剂水溶性

可溶性好、均一溶液

可溶性好、均一溶液

可溶性不好、乳浊液

可溶性好、均一溶液
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3　结论

榆黄蘑菌渣中漆酶最适提取条件为：采用 pH 4.8 柠

檬酸缓冲液，料液比 1∶5 （g/mL），提取温度 50 ℃，提取时

间 4 h。漆酶反应最适条件为：反应温度 30 ℃，pH 4.8，

Cu2+浓度 10 mmol/L，Mn2+浓度 5 mmol/L。酶粉制备最适

条件为：麦芽糊精和脱脂奶粉按质量比 1∶1 混合作为助干

剂，进风口温度 140 ℃，进料流量 160 mL/h。对制备的酶

粉 进 行 蓝 莓 果 汁 澄 清 应 用 试 验 ，在 漆 酶 使 用 量

6 U/10 mL、酶解温度 55 ℃、酶解时间 120 min 的条件下，

蓝莓总酚降解率高达 63.5%。

研究通过优化提取和反应条件，成功制备出了高活

性的漆酶粉，并在蓝莓果汁澄清中展现了良好的应用效

果。但对漆酶在其他领域应用的探索尚显不足，未来可

进一步研究漆酶在印染废水脱色处理及其他生物修复中

的应用潜力。此外，优化酶粉的贮藏和稳定性，以及探索

其在更广泛条件下的应用，都是未来的关键研究方向。
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