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摘要：应用均匀设计、二次多项式逐步回归分析对烟管菌（!"#$%&’(#$& &()*+&）’())*’+,!! 产漆酶液态发酵培养基

进行优化。结果表明，培养基组成为麸皮水解液 !-、淀粉 "$.% /01、葡萄糖 "$.% /01、豆饼粉 $.2 /01、34$56 #."/01、

74"89$ #." /01、:/;9$·&4"9 %." /01、5<;9$·=4"9 %.%%> /01，起始 ?4>.=，在 "2@、!=%A0BCD、"=%B1 的摇瓶培养条件

下可以稳定地获得 E>&"F01 的漆酶活力。
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漆酶（]5.!.!%.#."）与木素过氧化物酶、锰过氧

化物酶同属于木质素降解酶类［!］，能催化 > 大类

"=% 多种物质发生自由基介导的羟化、歧化、聚合等

反应，同时分子氧被还原为水［"］；特别是能有效降

解环境污染物如 __Y、林丹、二恶英、多氯联苯、苯

并芘、菲、杂酚油等［#，$］。在生物制浆、生物漂白、环

境修复、绿色有机合成、食品加工等领域，漆酶以具

有广泛的应用价值而日益受到重视。

实验菌株 ’())* ’+,!! 是从野外采集分离筛

到的 一 株 漆 酶 高 产 菌 株，其 产 酶 优 于 杂 色 云 芝

（6/$1/2)* =#$*1:/2/$）、粗毛栓菌（ 9$&.#+#* 3&221:）等常

见菌种［=］，经鉴定属于烟管菌（!"#$%&’(#$& &()*+&），

在国内外极少见到烟管菌产漆酶的研究报道。在

液体培养条件下，烟管菌 ’())*’+,!! 的漆酶合成

与分泌受到多种营养因子的显著影响［>］，只有综合

考察各影响因素才能充分发挥其产酶性能；方开

泰、王元首创的均匀设计相比于正交设计，在处理

多因子、多水平的实验设计问题时，具有试验次数

少、布点更均匀等特点，能够快速有效地实现寻优，

该法已在工业生产和科研中得到了大量而有效的

应用［&］。文中用 _8; 数据处理软件统计分析，采用

均匀设计法对影响烟管菌漆酶发酵的 > 个因素进行

了多水平实验，结合二次多项式逐步回归分析对烟

管菌产漆酶液体发酵培养基进行了优化研究。

> 材料与方法

>?> 菌种

烟管菌（!"#$%&’(#$& &()*+&）’())* ’+,!!，分离

自杨树枯木。

>?@ 培养基

菌种保藏培养基：8_H 培养基

种子培养基：玉米粉 !=.% /、葡萄糖 "%.% /、豆
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饼 粉 !"# $、%&!’()*"#$、+$,()·-&!( #".$、水

*###/0，1& 自然。

产酶培养基：葡萄糖 2 淀粉（*3*）、氯化铵 2 豆

饼粉（!34）、%&!’()、+$,()·-&!(、56,() 的质量浓度

（$30）和 1& 按照均匀设计实验安排表添加，麸皮水

解液 *7（以干麸皮质量计）。

!"# 菌体培养

取约 4// 8 4// 8 4// 的 斜 面 菌 种 接 入 有

*##/0 种 子 培 养 基 的 !.#/0 三 角 瓶 中，!9:、*.#
;3/<=培养 )>。在 .#/0 产酶培养基的 !.#/0 三角瓶

内接入种子液 . /0，!9:、*.# ;3/<= 培养 .>，取样测

发酵液漆酶活力。每种培养条件进行 ) 个平行试

验。

!"$ 漆酶活力测定

取发酵液 *#/0 在低温 4###;3/<= 离心 *#/<=，

上清液为粗酶液；活力测定方法根据 5?@@ 等人［9］进

行改进，主要操作如下：在含有 *"#//?@30 愈创木酚

的 )/0、.#//?@30 琥珀酸缓冲液（1&)".）中加入 */0
经适当稀释的粗酶液，混匀，置 4#:反应 4#/<=，然

后立即在波长 )A.=/ 处比色，以煮沸热灭活粗酶液

加入上述含愈创木酚的琥珀酸缓冲液作为空白对

照；一个酶活单位（B）定义为 */<= 内氧化 *!/?@ 愈

创木酚所需要的酶量，已知 )A.=/ 处愈创木酚的摩

尔消光系数!)A. C *"!* 8 *#)0·/?@2 *·D/2 *［E］。

!"% 实验设计与数据分析

利用软件 F’, G4"#* 专业版的试验设计功能，

以中心化偏差为均匀性度量指标，经过计算机多次

运行寻优确定多因素多（水平）处理的均匀设计方

案；利用软件的多元分析功能进行实验数据分析。

& 结果与分析

&"! 菌株 ’())*’+,!! 的子实体形态特征与分

类鉴定

子实体无柄、背着生平伏生长，多个生长在一

起呈覆瓦状；鲜时伸展扁平，边缘渐薄近白色，反卷

呈贝壳状，横径 .9//，纵径 !E//，厚 !//；菌盖正

面灰白色，被细绒毛不消失，有细微皱缩，同心环纹

较明显；菌肉白色软革质，遇氢氧化钾溶液变为褐

色，干后白色硬而韧，厚 * H !//；菌盖反面（菌管

面）灰褐色，菌管一层，近边缘极短，至边缘无，中心

渐长至 *//，与菌肉界线清晰，管口多角形、灰褐

色、不破裂且 ) 个3*//。菌丝系统一体型，生殖菌

丝细胞壁较厚而透明，分枝少，直径 4 H )!/，具有锁

状联合。孢子印形状不规则，白色渐淡黄色，孢子

（图 *）椭圆形，基部有锐突、无色光滑，.!/ 8 4!/。

图 * 菌株 IJKKLIMN** 的孢子（)# 8 *#）

根据上述菌体子实体和孢子形态结构的观察

结果，检索《中国真菌志》（第三卷多孔菌科）［*#］分类

检索表、对比属种描述及相关模式菌株图样，结果

显示：菌株 IJKKL IMN** 为烟管菌（也称黑管菌属

的烟管菌（也称黑管菌）!"#$%&’(#$& &()*+&。

&"& 发酵产酶培养基优化

&"&"! 第一次均匀设计试验：综合考虑制约烟管菌

漆酶发酵的各影响因子［A］，以葡萄糖 2 淀粉、氯化铵

2 豆饼粉、%&!’()、+$,()、56,() 的浓度和起始 1&
为重点考察对象，在 .#/03!.#/0、!9:、*.#;3/<= 的

培养条件下，采用计算机多次运行寻优获得的 A 因

素 *9（水平）处理的均匀设计方案进行实验。结果

（表 *）表明，在各因素的不同水平组合中 O*A 的产

酶活力最高达到 A!-4B30，O) 的产酶活力居中为

!9.4B30，O*4 的产酶活力最低只有 E*B30。

&"&"& 试验数据的回归分析和回归方程的验证与

优化：各因素的水平值为自变量、发酵活力为响应

值，利用 F’, 数据处理系统对表 * 试验数据进行二

次多项式逐步回归分析，建立回归方程并进行了显

著性检验和极大值求解（表 !）。结果显示，不同相

关系数对应不同回归方程，各方程都很好地拟和已

有试验数据，方程的显著性水平均小于 #"#*。

不同相关系数的回归方程对最高酶活的预测

值相差很大。为建立真实可靠的回归方程，获得有

效的优化培养基，依据求解各方程得出的最高酶活

时各因素的组合以及表 * 中显示高酶活水平的组合

O*4、O*A 和 O) 进行了验证试验。通过对其产酶活

力进行 +M检验分析（ & C #"#.），发现同种组合的漆

酶发酵活力在不同批次间不存在显著性差异，说明
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表 ! 产酶发酵培养基的均匀设计试验方案及实验结果

因素

水平

!"

碳源

（#$%）

!&

氮源

（#$%）

!’

()&*+,

（#$%）

!,

-#.+,·

/)&+
（#$%）

!0

12.+,

（#$%）

!3

4)

5
酶活

（6$%）

7" &089 "89 "89 "83 9899" ,89 &,&"

7& ’989 "89 98, "8& 9899: 080 &:’0

7’ &989 "80 &8: "8: 98993 389 ,00,

7, &989 &89 "8’ 98& 9899; 089 &:’0

70 ,989 "80 "8; 98, 9899& 389 ’,::

73 ’089 &80 &8: 98, 9899, ,89 ’///

7/ ,089 ’80 "89 98& 98993 389 09’’

7: 0989 ’80 &80 "8, 9899& 089 &:&3

7; ’089 ,80 "8’ "8: 98990 080 ,,;3

7"9 ,989 ’89 &8& "83 9899; ,80 ’33;

7"" "989 980 &8& 983 98990 089 &,:

7"& 0989 &89 98/ 98: 9899/ ,80 &/3;

7"’ ,089 980 "83 "89 9899, 380 ;"

7", "989 &80 98/ "8, 9899’ 380 "99:

7"0 "089 ’89 "8; "89 9899" 080 ///

7"3 ’989 ,80 &80 98: 9899: 380 3&/’

7"/ "089 ,89 "83 "8& 9899/ ,89 "9;"

7": &089 ,89 98, 983 9899’ ,80 ":9&

了该均匀试验设计方法的有效性。因此利用该方

法，应用验证试验中各组合发酵酶活的实测值对各

组合的发酵活力进行了区间预测估计：!! < "#$，! =
98"9，置信度 ;9>，结果如图 & 所示：回归方程相关

系数取 98;’":3 时，方程对漆酶活力的预测值高于

相关系数分别为 98:;9/0、98;9;,& 和 98;";"" 时的，

并且相应的回归方程对最高酶活的预测值都没有

超出实测区间，说明这些回归方程不仅能够很好地

拟和实验数据，而且具有可靠的预测能力。而当回

归方程的相关系数大于 98;’":3 时，随其增大，虽然

方程的表观预测值有所增加，但却逐渐远离实测区

间，可见随着回归方程的过度拟和，方程的预测能

力会下降。综合考虑拟和、预测和产酶最优 ’ 个方

面，相关系数为 98;’":3 的回归方程为优化的回归

模型（数据经过标准化处理）：

图 & 均匀设计回归方程预测能力的实验检验

表 " 均匀设计回归方程的统计检验和极大值

回归方程
相关系数

%

显著水平

&

最高酶活时各个因素的组合 预测值

’" ’& ’’ ’, ’0 ’3 (

" 98:;9/0 98999; ,989 ,80 &8" "8: 9899; 380 /&/’

& 98;9;,& 9899’/ &:89 ,80 "8: 98& 9899; 380 "9;;"

’ 98;";"" 98999/ ,389 ,80 98: 98& 9899: 089 /’00

, 98;’":3 98999’ ,089 ,80 &8: 98& 9899; 380 :0"&

0 98;0"0: 98999& 0989 ,80 98, 98& 9899/ 389 :"’3

3 98;/&&/ 9899"3 &38/ &8" 98, "8: 9899; 380 ",&"0

/ 98;/’9" 989903 ’989 ,80 98, 98; 9899; 38& "30&;

( = 98900; ? "89"33’" @ 98;/":’&
" ? 9833&0’" ’& @

98";""’" ’, @ 98’9’’’& ’3 ? 98&,,’’’ ’0

其中，) = "&89;’"，& = 98999’，*（剩余标准差）=
989;3,9。

该方程显示，在烟管菌漆酶发酵过程中各影响

因子间存在着复杂的相互作用；在正相关因子中碳

源量的影响作用最大，其次为碳源和氮源的互作

项，而碳源量的平方项为最大的负相关因子。因此

适当增加氮源的量可能会提高漆酶的合成量。

由该模型得到的最适产酶培养基组成是：淀粉

&&80#$%、葡 萄 糖 &&80#$%、豆 饼 粉 &8/#$%、7),1A "8:
#$%、()&*+, &8:#$%、-#.+,·/)&+ 98&#$%、12.+,·0)&+
9899;#$%、麸皮水解液 ">，4)380。

经实验验证，在 &:B、"09C$DEF、09D%$&09D% 的

摇瓶培养条件下可获得 :’996$%（G.H = 98"’’）的酶

活力，实测值与预测值之间无显著性差异。
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!"!"# 第二次均匀设计试验：考察第一次优化结果

中各影响因素的最佳水平值，发现除碳源量接近考

察范围的边界值外，其余 ! 个影响因素的最佳水平

值均为考察范围的边界值，因此，进一步扩大了各

因素的取值范围，对产酶发酵培养基进行了 " 因素

#$ 水平的均匀设计优化（表 $）。

表 # 产酶发酵培养基的第二次均匀设计

试验方案及实验结果

因素

水平

%#

碳源

（&’(）

%)

氮源

（&’(）

%$

*+),-.

（&’(）

%.

/&0-.·

1+)-

（&’(）

%!

230-.

（&’(）

%"

4+

5

酶活

（6’(）

7# )89: .9: )9. :98 :9::1 "9: "#;8

7) ):9: 19: : #98 :9:#: 19: );;"

7$ ).9: #:9: .9: :9" :9:#" "9: .)$"

7. $"9: $9: .9. )9: :9:## 19! :

7! !"9: #$9: .98 #9) :9::; 19! !#:$

7" .89: 89: $9) :9) :9::" "9! #:888

71 .:9: #)9: :98 : :9:#) "9! ;#!$

78 "89: )9: #9" :9. :9:#$ "9! 81.:

7; $)9: #.9: )9: #9. :9:#. "9: "";.

7#: ":9: "9: $9" #9" :9:#! 19: ;1##

7## !)9: !9: :9. #9: :9:#1 19: ;!#;

7#) ..9: ;9: )98 )9. :9:#8 89: 181)

7#$ ".9: ##9: #9) )9) :9::8 89: 1#)8

结果显示，7" 组合最有利于烟管菌 <=>>? <@
5## 发酵产酶。对 7" 组合经过 " 个批次的发酵实

验验证，在该培养条件下烟管菌发酵产酶活力达到

了 ;"1) A ;!.6’(（ ! A "#$，! B :9#:），比初次优化提

高了 #$1:6’(。与第一次优化得到的产酶培养基相

比较，在 7" 组合中除氮源量增加到 8&’( 外，其余组

分的量接近或等于初次优化培养基中各组分的含

量，说明高 7’2 比值的富氮培养基有利于烟管菌漆

酶的合成，这与多数菌株需要富氮培养才能获得较

高的漆酶活力的结论一致［##，#)］，也与优化的回归方

程的预期相符。

综上所述，烟管菌产漆酶的最适培养基组成

是：淀粉 ).9:&’(、葡萄糖 ).9:&’(、豆饼粉 .98&’(、

7+.2C $9)&’(、*+),-. $9)&’(、/&0-.·1+)- :9) &’(、

230-.·!+)- :9::" &’(、麸 皮 水 解 液 #D，起 始

4+"9!；发酵产酶活力可以达到 ; "1) A ;!.6’(（ ! A
"#$，!B :9#:）。

# 结论

对均匀设计的实验数据进行二次多项式逐步

回归分析时，回归模型的预测能力并不随着方程相

关系数的增大而提高，只有选择合适的相关系数，

才能得到真实可靠的回归模型；经过两次均匀设计

优化，烟管菌产漆酶的最适发酵培养基组成是：淀

粉 ).9:&’(、葡萄糖 ).9:&’(、豆饼 粉 .98&’(、7+.2C
$9)&’(、*+),-. $9)&’(、/&0-.·1+)- :9) &’(、230-.·

!+)- :9::" &’(、麸 皮 水 解 液 #D，起 始 4+"9!，在

)8E、#!:F’GHI、)!:G( 的摇瓶培养条件下培养 !J 可

稳定获得 ;"1) A ;!.6’(（! A "#$，!B :9#:）的漆酶活

力；同时，培养基中 7’2 的提高有利于烟管菌漆酶

的合成。
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