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摘要： 目的　 优化灵芝固态发酵三七渣产漆酶工艺。 方法　 在单因素试验基础上， 以发酵时间、 发酵温度、 接种量为

影响因素， 漆酶活性为评价指标， Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法优化发酵工艺。 结果　 最佳条件为发酵时间 １４ ｄ， 发酵温度

２８􀆰 ０９ ℃， 接种量 ２６􀆰 ６５％ ， 漆酶活性为 ３􀆰 ６１２ Ｕ ／ ｇ。 结论　 该方法稳定可靠， 可为灵芝固态发酵三七渣产漆酶后期开

发和应用提供依据。
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　 　 漆酶是一种多功能的含铜氧化还原酶［１⁃２］ ， 在自然界中

分布于多种植物［３］ 、 真菌［４⁃５］ 、 细菌［６⁃７］ 和少数昆虫中， 它

能催化多种芳香族化合物发生氧化反应， 在反应中分子氧

作为电子受体被还原成水。 目前， 漆酶可分为真菌漆酶、
细菌漆酶和植物漆酶。 其中， 真菌漆酶具有更好的热稳定

性、 金属离子耐受性和更高的底物催化氧化性， 在食品、
制浆造纸、 纺织工业以及环境保护领域有着广泛的

应用［８⁃１１］ 。
三七渣是三七经乙醇提取有效成分三七皂苷后产生的

残渣， 其中含有大量的粗纤维、 粗多糖、 淀粉、 粗蛋白、
粗脂肪等有机物和磷、 钙、 镁等矿质元素以及一些微量元

素［１２］ ， 可作为原料发酵用于生产蛋白饲料、 生防制剂、 红

色素、 灵芝菌质等产品［１３⁃１６］ 。 为了降低漆酶的生产成本，
本研究以三七渣为基质， 以金地灵芝为菌种固态发酵产漆

酶， 并通过响应面分析法优化发酵工艺条件， 提高产酶效

率， 以期为其深入研究提供参考。
１　 材料

１􀆰 １　 药材　 三七渣购自成都市某中成药厂， 经过晾晒、 粉

碎、 过筛等工艺后置于干燥器中保存， 其主要成分为总糖

４８􀆰 ８７％ 、 淀粉 ３０􀆰 ３５％ 、 粗纤维 ２７􀆰 ４５％ 、 粗蛋白 １２􀆰 ２８％ 、
真蛋白 ９􀆰 ９７％ 、 还原糖 ２􀆰 １９％ ［１７］ 。 金地灵芝 （审定编号川

审菌 ２００３００８） 由四川省农业科学院土壤肥料研究所微生

物室提供。
１􀆰 ２　 试剂　 酵母浸出粉、 葡萄糖、 蛋白胨、 硫酸铜、 硫酸

镁、 吐温 ８０、 藜芦醇、 磷酸二氢钠均为分析纯， 购自成都

市科龙化工试剂厂； ＡＢＴＳ 为分析纯， 购自阿拉丁试剂

（上海） 有限公司。
１􀆰 ３　 仪器　 ＰＹＸ⁃２５０Ｈ⁃Ｃ 恒温恒湿培养箱购自韶关市科力

实验仪器有限公司； ＴＨＺ⁃９２Ａ 气浴恒温振荡器购自上海博

迅医疗生物仪器股份有限公司； ＢＳＡ２２４Ｓ 电子分析天平购

自赛多利斯科学仪器 （北京） 有限公司； ＷＦＪ７２００ 分光光

度计购自尤尼柯 （上海） 仪器有限公司； ＬＤＺＸ⁃５０ＫＢ 高压

灭菌锅购自上海申安医疗器械厂。
２　 方法

２􀆰 １　 培养基培养

２􀆰 １􀆰 １　 马铃薯葡萄糖琼脂 （ ＰＤＡ） 培养基 　 取马铃薯

２０􀆰 ００ ｇ、 葡萄糖 ２􀆰 ００ ｇ、 酵母粉 ０􀆰 ３０ ｇ、 蛋白胨 ０􀆰 ２０ ｇ、
磷酸二氢钾 ０􀆰 １０ ｇ、 硫酸镁 ０􀆰 ０６ ｇ、 琼脂粉 ２􀆰 ０ ｇ， 置于

１００ ｍＬ 蒸馏水中混匀， １２１ ℃灭菌 ３０ ｍｉｎ， 即得。
２􀆰 １􀆰 ２　 种子液培养基　 取马铃薯 ２０􀆰 ００ ｇ、 葡萄糖 ２􀆰 ００ ｇ、
酵母粉 ０􀆰 ３０ ｇ、 蛋白胨 ０􀆰 ２０ ｇ、 磷酸二氢钾 ０􀆰 １０ ｇ、 硫酸镁

０􀆰 ０６ ｇ， 置于 １００ ｍＬ 蒸馏水中混匀， 即得。
２􀆰 １􀆰 ３　 三七渣固体培养基　 取三七渣 １０􀆰 ０ ｇ， 过 ６０ 目筛，
加入酵母浸出粉 ８％ 、 硫酸铜 ０􀆰 ０７％ 、 磷酸二氢钠 ０􀆰 ４％ 、
硫酸镁 ０􀆰 ４％ 、 吐温 ８０ ０􀆰 ０５％ 、 藜芦醇 ０􀆰 ０２５％ 、 水 ６０％ ，
１２１ ℃灭菌 ３０ ｍｉｎ， 即得。
２􀆰 ２　 种子液制备 　 将金地灵芝菌种接入 ＰＤＡ 培养基中，
于 ２８ ℃下恒温培养 ５～６ ｄ， 用打孔器在培养菌种的培养皿

边缘打取 ０􀆰 ２５ ｃｍ２ 菌丝块， 接入装有 １５０ ｍＬ 种子液培养

基的锥形瓶中， 置于气浴恒温振荡器上， 在 １８０ ｒ ／ ｍｉｎ、
２８ ℃下培养 ６ ｄ。
２􀆰 ３　 漆酶粗酶液制备　 待培养结束后将发酵物剪碎， 向锥

形瓶中加入 １５０ ｍＬ 乙酸⁃乙酸钠缓冲溶液， 在 ４０ ℃下水浴

振荡 １ ｈ， 结束后用纱布过滤， 滤液置于高速离心机中，
５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ， 离心后取上清液， 即得。
２􀆰 ４　 漆酶活性测定　 参照文献 ［１８⁃１９］ 报道， 采用 ＡＢＴＳ
法。 将 ０􀆰 ０５ ｍＬ 漆酶粗酶液与 １ ｍＬ １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＡＢＴＳ、 ２􀆰 ９５
ｍＬ 缓冲液混合后加入试管中， ３５ ℃水浴 ３ ｍｉｎ， 在 ４２０ ｎｍ
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波长处测定吸光度， 平行 ３ 次， 取平均值。
２􀆰 ５　 单因素试验

２􀆰 ５􀆰 １　 发酵温度　 将金地灵芝种子液接入三七渣固体培养

基的锥形瓶中进行恒温培养， 接种量 ２０％ ， 发酵时间 １３ ｄ，
装样量 １０􀆰 ０ ｇ， 发酵温度分别为 ２４、 ２６、 ２８、 ３０、 ３２ ℃，
按 “２􀆰 ４” 项下方法测定漆酶活性。 由图 １ 可知， 发酵温度

为 ２８ ℃时漆酶活性最高； 低于 ２８ ℃时金地灵芝生长缓慢，
产漆酶效果较差； 高于 ２８ ℃时漆酶活性降低， 这主要是因

为固体发酵过程中的聚热现象容易引起菌体死亡。 Ｐａｂｌｏ
等［２０］研究发现， 在 ２８ ℃时以稻谷和农业残余物固态发酵

灵芝菌产漆酶酶活最高。

图 １　 发酵温度对漆酶活性的影响

２􀆰 ５􀆰 ２　 接种量　 将金地灵芝种子液接入三七渣固体培养基

的锥形瓶中进行恒温培养， 发酵温度 ２８ ℃， 发酵时间

１３ ｄ， 装样量 １０􀆰 ０ ｇ， 接种量分别为 １０％ 、 １５％ 、 ２０％ 、
２５％ 、 ３０％ 、 ３５％ ， 按 “２􀆰 ４” 项下方法测定漆酶活性。 接

种量大小会直接影响菌种在培养基中的发酵速度和产酶效

率［２１］ 。 由图 ２ 可知， 接种量为 ２５％ 时漆酶活性最高； 为

１０％ 时漆酶活性较低， 这可能是因为接种量偏小致使菌丝

量较少， 漆酶的合成减少； 大于 ２５％ 时漆酶活性随接种量

的增大而降低， 说明过高的接种量不利于分泌漆酶， 可能

是接种量过大使培养基中生物量大， 致使营养物质消耗过

快， 灵芝代谢提前进入衰亡期， 漆酶活性随之降低。

图 ２　 接种量对漆酶活性的影响

２􀆰 ５􀆰 ３　 发酵时间　 将金地灵芝种子液接入三七渣固体培养

基的锥形瓶中进行恒温培养， 发酵温度 ２８ ℃， 接种量

２０％ ， 装样量 １０􀆰 ０ ｇ， 发酵时间分别为 ６、 ８、 １０、 １２、 １４、
１６、 １８、 ２０ ｄ， 按 “２􀆰 ４” 项下方法测定漆酶活性。 由图 ３
可知， 发酵时间为 １２ ｄ 时漆酶活性最高； 随着发酵时间延

长， 发酵体系中的微生物逐渐由适应期、 对数生长期、 稳

定期步入衰亡期， 所以其代谢产物漆酶的酶活也随之呈现

先逐渐升高， 而后又降低的趋势， 这是由于随着发酵时间

的增加， 灵芝代谢产物在培养基中不断积累， 产生抑制作

用， 影响了漆酶的分泌［２１］ 。

图 ３　 发酵时间对漆酶活性的影响

２􀆰 ６　 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法　 在单因素试验基础上， 以发

酵温度 （Ａ）、 接种量 （Ｂ）、 发酵时间 （Ｃ） 为影响因素，

漆酶活性 （Ｙ） 为评价指标， 采用 Ｄｅｓｉｇｎ⁃Ｅｘｐｅｒｔ ８􀆰 ０􀆰 ６ 软件

建立三因素三水平试验， 因素水平见表 １， 结果见表 ２。
表 １　 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法因素水平

因素
水平

－１ ０ １
Ａ 发酵温度 ／ ℃ ２６ ２８ ３０
Ｂ 接种量 ／ ％ ２０ ２５ ３０
Ｃ 发酵时间 ／ ｄ １０ １２ １４

表 ２　 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法设计与结果

试验号 Ａ Ｂ Ｃ
Ｙ 漆酶活性 ／ （Ｕ·ｇ－１）

实验值 预测值

１ －１ －１ ０ ２􀆰 ３８ ２􀆰 ３９
２ １ －１ ０ ２􀆰 ５６ ２􀆰 ５９
３ －１ １ ０ ２􀆰 ８７ ２􀆰 ８４
４ １ １ ０ ２􀆰 ５９ ２􀆰 ５８
５ －１ ０ －１ ２􀆰 ５２ ２􀆰 ５２
６ １ ０ －１ ２􀆰 ３２ ２􀆰 ３０
７ －１ ０ １ ３􀆰 ０４ ３􀆰 ０６
８ １ ０ １ ３􀆰 ２２ ３􀆰 ２２
９ ０ －１ －１ ２􀆰 ５８ ２􀆰 ５７
１０ ０ １ －１ ２􀆰 ６０ ２􀆰 ６３
１１ ０ －１ １ ３􀆰 １６ ３􀆰 １４
１２ ０ １ １ ３􀆰 ５１ ３􀆰 ５２
１３ ０ ０ ０ ３􀆰 ３６ ３􀆰 ３５
１４ ０ ０ ０ ３􀆰 ３５ ３􀆰 ３５
１５ ０ ０ ０ ３􀆰 ３１ ３􀆰 ３５
１６ ０ ０ ０ ３􀆰 ３８ ３􀆰 ３５
１７ ０ ０ ０ ３􀆰 ３６ ３􀆰 ３５
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　 　 将表 ２ 数据导入 Ｄｅｓｉｇｎ⁃Ｅｘｐｅｒｔ ８􀆰 ０􀆰 ６ 软件进行多元二

次回归拟合， 得方程为 Ｙ ＝ ３􀆰 ３５－ ０􀆰 ０１６Ａ＋０􀆰 １１Ｂ＋０􀆰 ３６Ｃ－
０􀆰 １１ＡＢ＋０􀆰 ０９５ＡＣ＋０􀆰 ０８１ＢＣ－０􀆰 ４７Ａ２－０􀆰 ２８Ｂ２－０􀆰 １１Ｃ２， 方差

分析见表 ３。 由此可知， 接种量和发酵时间对漆酶活性的

影响极显著 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 发酵温度不显著 （Ｐ＞０􀆰 ０５）； Ｆ 值

越大， 对响应值的影响越大［２２⁃２３］， 各因素影响程度依次为发

酵时间 （Ｃ） ＞接种量 （Ｂ） ＞发酵温度 （Ａ）； 模型 Ｐ＜０􀆰 ０００
１， 具有高度显著性； 失拟项 Ｐ ＝ ０􀆰 ２２８ ６， 表明模型拟合度

较高， 误差较小， 可用于预测分析； 因素 ＡＢ、 ＡＣ、 ＢＣ、 Ａ２、
Ｂ２、 Ｃ２ 对漆酶活性影响呈极显著程度 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。

表 ３　 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法方差分析结果

来源 离均差平方和 自由度 均方 Ｆ 值 Ｐ 值

模型 ２􀆰 ６９０ ０ ９ ０􀆰 ３００ ０ ３２０􀆰 ５３ ＜０􀆰 ０００ １

Ａ ０􀆰 ００２ ０ １ ０􀆰 ００２ ０ ２􀆰 １３ ０􀆰 １８８ ２

Ｂ ０􀆰 ０９６ ０ １ ０􀆰 ０９６ ０ １０２􀆰 ５０ ＜０􀆰 ０００ １

Ｃ １􀆰 ０６０ ０ １ １􀆰 ０６０ ０ １ １３９􀆰 ２０ ＜０􀆰 ０００ １

ＡＢ ０􀆰 ０５１ ０ １ ０􀆰 ０５１ ０ ５４􀆰 ７１ ０􀆰 ０００ １

ＡＣ ０􀆰 ０３６ ０ １ ０􀆰 ０３６ ０ ３８􀆰 ２６ ０􀆰 ０００ ５

ＢＣ ０􀆰 ０２６ ０ １ ０􀆰 ０２６ ０ ２８􀆰 ２８ ０􀆰 ００１ １

Ａ２ ０􀆰 ９３０ ０ １ ０􀆰 ９３０ ０ ９９３􀆰 １３ ＜０􀆰 ０００ １

Ｂ２ ０􀆰 ３４０ ０ １ ０􀆰 ３４０ ０ ３５９􀆰 ９７ ＜０􀆰 ０００ １

Ｃ２ ０􀆰 ０４８ ０ １ ０􀆰 ０４８ ０ ５１􀆰 １７ ０􀆰 ０００ ２

残差 ０􀆰 ００６ ５ ７ ０􀆰 ０００ ９ — —

失拟项 ０􀆰 ００４ １ ３ ０􀆰 ００１ ４ ２􀆰 ２２ ０􀆰 ２２８ ６

纯误差 ０􀆰 ００２ ５ ４ ０􀆰 ０００ ６ — —

总误差 ２􀆰 ７００ ０ １６ — — —

　 　 响应面分析见图 ４。 参考文献 ［２４⁃２６］ 报道， 当发酵

时间固定时， 随着接种量的增加和发酵温度的升高， 漆酶

活性呈现先升高后降低的趋势， 等高线图呈椭圆形且响应

面呈凸形， 表明发酵温度和接种量有较显著的交互作用；
当接种量固定时随着发酵时间的延长， 漆酶活性呈现逐渐

升高的趋势， 而随着发酵温度的升高， 漆酶活性呈现先升

高后降低的趋势； 当发酵温度固定时， 接种量和发酵时间

存在极显著的交互作用， 而随着发酵时间和接种量的增加，
漆酶活性呈现逐渐升高的趋势。

注： 上方 ３ 张图为三维曲面图， 下方 ３ 张图为等高线图。

图 ４　 各因素响应面图

３　 结论

最佳条件为发酵时间 １４ ｄ， 发酵温度 ２８􀆰 ０９ ℃， 接种

量 ２６􀆰 ６５％ ， 在此条件下进行发酵培养时漆酶活性为 ３􀆰 ６４４
Ｕ ／ ｇ。 因此表明， 利用响应面法优化灵芝固态发酵三七渣非

常有效， 可为后续三七渣固态发酵的工业化提供基础依据。
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