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桑黄菌发酵过程中酶活性的变化 

祝子坪*，李  娜 
台州学院生命科学学院，浙江 台州  318000 

摘  要：目的  研究桑黄菌发酵过程中酶活性的变化及其和胞外多糖量的关系。方法  在发酵过程中测定原始菌株和变异菌株

的羧甲基纤维素酶、滤纸酶、木质素过氧化物酶（LiP）、锰过氧化物酶（MnP）、漆酶（Lac）活性变化及培养基中胞外多糖量

变化。结果  2 菌株的羧甲基纤维素酶和滤纸酶的活性变化呈单峰曲线，分别在第 4 天和第 6 天达到峰值；原始菌株和变异菌

株的 LiP、锰过氧化物酶和漆酶活性的变化呈双峰曲线，且原始菌株和变异菌株 LiP 的酶促反应米氏常数（Km）分别为 25.96、
27.07 μg/mL；MnP 的 Km分别为 13.28、13.49 mmol/mL；Lac 的 Km分别为 0.12、0.21 mmol/mL；培养基中多糖量前期快速下

降，10 d 后趋于稳定。结论  桑黄菌发酵时能产生较全面的分解木质素和纤维素的酶系统，原始菌株和变异菌株产生的 LiP 和

MnP 为同种酶，Lac 为同功酶。桑黄菌胞外酶活性变化和培养基中胞外多糖量变化有一定关系。 
关键词：桑黄菌；发酵过程；酶活性；羧甲基纤维素酶；滤纸酶；木质素过氧化物酶；锰过氧化物酶；漆酶 
中图分类号：R282.15      文献标志码：A      文章编号：0253 - 2670(2014)03 - 0420 - 05 
DOI: 10.7501/j.issn.0253-2670.2014.03.022 

Changes of enzyme activity during fermentative process of Phellinus igniarius 

ZHU Zi-ping, LI Na 
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Abstract: Objective  To study the changes of enzyme activity and its relationship with the content of extracellular polysaccharide 
during the fermentative process of Phellinus igniarius. Methods  The enzyme activities of carboxymethyl cellulase (CMC), filter 
paper enzyme (FPE), lignin peroxidase (LiP), manganese peroxidase (MnP), laccase (Lac), and medium extracellular polysaccharide 
content during the fermentative process of the original strains and mutant strains were investigated. Results  The results showed that 
the changes of CMC and FPE activities of two strains showed a single-peak curve, peaks of which appeared in days 4 and 6, 
respectively, but the changes of LiP, MnP, and Lac activities showed a double-peak curve, and the Michaelis constant Km values of Lip 
in the original strains and mutant strains were 25.96 and 27.07 μg/mL. At the same time, the Km values of MnP were 13.28 and 13.49 
mmol/mL, and Km values of Lac were 0.12 and 0.21 mmol/mL, respectively. Medium extracellular polysaccharide content declined 
rapidly and then tended stable after 10 d. Conclusion  P. igniarius could produce a comprehensive enzyme system which could 
decompose lignin and cellulose during the fermentative process. LiP and MnP produced by the original strains and mutant strains are 
the same enzyme respectively, but Lac is isoenzyme. The activity changes of extracellular enzyme in P. igniarius have the relationship 
with the content of medium extracellular polysaccharide. 
Key words: Phellinus igniarius (L. ex Fr.) Quel; fermentation process; enzyme activity; carboxymethyl cellulase; filter paper enzyme;  
lignin peroxidase; manganese peroxidase; laccase 
 

桑黄菌 Phellinus igniarius (L. ex Fr.) Quel 为传

统药用真菌，多年生，在我国大部分地区均有分布[1]，

由于受生物特性和外部环境的制约，野生桑黄菌子

实体稀少，且栽培不易成功。研究发现，桑黄菌多糖

是桑黄菌主要药效成分，具有较好的抗肿瘤效果[2]；

发酵所得菌丝多糖与子实体多糖功效一致[3]。因发

酵培养周期短，不受季节和环境的限制，可以大幅

度降低桑黄作为新药开发的成本，所以现在桑黄菌

生产研究主要是发酵生产[4-6]。 
发酵工业就是利用生物的生命活动产生的酶，

对无机或有机原料进行酶加工，获得产品的工业[7-9]。

桑黄菌生长发育过程中向培养基中分泌多种胞外 
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酶，这些胞外酶可将培养基中的淀粉、纤维素、木

质素等大分子物质水解成小分子物质供菌丝吸收利

用，可见酶在发酵过程中起着重要作用。本实验研

究了在发酵过程中桑黄菌产纤维素酶和木质素酶活

性的变化，对于进一步研究桑黄菌的营养生理奠定

了基础。 
1  材料与仪器 
1.1  材料 

菌株：原始菌株（CK），购于中国普通微生物

菌种保藏管理中心，菌株编号为 5.95；变异菌株

（PV），原始菌株经激光-紫外线复合诱变后筛选的

菌株，经鉴定发生了变异。 
磷酸二氢钾、硫酸镁、硫酸锰、亚甲基蓝、酒

石酸钠、愈创木酚、琥珀酸钠、羧甲基纤维素钠

（CMC-Na）、醋酸钠、冰醋酸等均为国产分析纯。 
培养基：液体种子培养基，由葡萄糖 35 g、蛋

白胨 10 g、酵母粉 5 g、磷酸二氢钾 1 g、硫酸镁 0.5 
g 组成，加自来水配制至 1 000 mL。发酵培养基，

由小麦粉 51.6 g、米糠 13.8 g、磷酸二氢钾 0.94 g、
硫酸镁 0.54 g 组成，加自来水配制至 1 000 mL。 
1.2  仪器 

WFJ7200 型可见分光光度计，尤尼柯（上海）

仪器有限公司；LD5—2A 型离心机，北京医用离心

机厂；SPX—250B 生化培养箱，常州国华电器有限

公司；SHZ—88A 型恒温水浴振荡器，江苏太仓市

实验设备厂；PHS—2C 型精密酸度计，上海精密科

学仪器有限公司；YC—211 恒温培养摇床，上海福

玛实验设备有限公司。 
2  方法 
2.1  菌种的发酵 

发酵菌种培养，500 mL 三角瓶中装 200 mL 种

子培养基，接活化后的斜面菌种，于培养箱中 28 ℃
静止培养，早晚各摇动 1 次，待培养基中均匀布满

絮状洁白菌丝时停止培养，放在 4 ℃冰箱中备用。 
发酵条件为 250 mL三角瓶装 120 mL发酵培养

基，接液体菌种17 mL，在温度26 ℃、转速135 r/min
条件下发酵培养。发酵过程中每 2 天取样 1 次，取

样发酵液 4 ℃冷冻离心（8 000 r/min，15 min），上

清液为粗酶液，测酶活性和多糖量，连续测 10 次，

每次 3 次重复，取平均值。 
2.2  羧甲基纤维素酶（CMC）活性的测定   

取 0.2 mol/L 醋酸缓冲液（pH 4.8）配制的

CMC-Na 溶液 1 mL，加入 1 mL 适当稀释的酶液，

于 50 ℃反应 30 min，然后加入 2 mL DNS 试剂终

止反应，沸水浴 5 min，于 530 nm 比色[10]，测定吸

光度（A）值，以 A 值的变化来表示酶活性的变化。 
2.3  滤纸纤维素酶（FPE）活性的测定   

试管中加 50 mg 滤纸、1 mL 适当稀释的粗酶液

和 1 mL 0.2 mol/L 的醋酸缓冲液（pH 4.8），于 50 ℃
反应 60 min 后加入 2 mL DNS 试剂终止反应，沸水

浴 5 min，于 530 nm 比色[9]，测定 A 值，以 A 值的

变化来表示酶活性的变化。 
2.4  木质素过氧化物酶（LiP）活性的测定   

取 1.2 mmol/L 的亚甲基蓝（MB）0.1 mL、0.5 
mol/L 的酒石酸钠缓冲液（pH 4.0）0.6 mL、酶液

2.2 mL 混匀，加 2.7 mmol/L 的 H2O2 0.1 mL 混匀

启动反应。基本原理是在 LiP 的催化下，MB 发

生脱甲基反应，转化为天青，在 664 nm 处测定 A
值的减少[12]。酶活测定用何为等[13]提供的方法并

加以改进，启动反应后每分钟纪录 1 次 A 值，连

续纪录 6 min，作 A 值随时间变化的曲线，用曲线

最初部分的斜率求酶活力，1 个酶活力单位（U）

是指在上述条件下，每分钟催化 1 mmol MB 氧化

所需的酶量。 
2.5  锰过氧化物酶（MnP）活性的测定   

在 0.1 mol/L 的酒石酸钠缓冲液（pH 4.5）内加

入 0.1 mmol/L H2O2 和 1 mmol/L MnSO4，以愈创木

酚（DMP）为底物，加入酶液后于 469 nm，30 ℃
条件下测定其 A 值在单位时间内的变化，上述各试

剂浓度均为终浓度[14]。酶活性测定方法与“2.4”项

相同，1 U 是指在上述条件下，每分钟催化 DMP 氧

化生产 1 mmol 产物所需的酶量。 
2.6  漆酶（Lac）活性的测定   

10 mL 反应液中含 5 mmol/L 琥珀酸钠缓冲液

（pH 4.5）1 mL，4 mmol/L DMP 1 mL 和 0.5 mL
粗酶液。于 469 nm，30 ℃条件下测定 A 值在单

位时间内的变化[15]。酶活测定方法与“2.4”项相

同，1 U 是指在上述条件下，每分钟催化 DMP 氧

化生产 1 mmol 产物所需的酶量。 
2.7  胞外多糖的测定 

发酵液取样后离心，取上清液，按文献方法[16]

测定发酵液中多糖量。 
3  结果与分析 
3.1  CMC 活性的变化 

从图 1 可知，桑黄菌在发酵培养初期便能检测

到 CMC 的活性，此后酶活性迅速升高，第 4 天达 
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图 1  发酵过程中 CMC 的活性变化 
Fig. 1  Changes of CMC activity in fermentation process 

到峰值，此后酶活性降低，到第 12 天时基本降到最

低值，以后酶活性很弱。这可能是因为，一方面发

酵 4 d 后，菌丝逐渐衰老，向胞外分泌酶的能力减

弱；另一方面纤维素酶催化分解培养基中的纤维素

在持续进行，导致酶活性不断降低。两菌株比较，

CK 菌株产酶活性高于 PV。 
3.2  FPE 活性的变化 

从图 2 可知，发酵过程中 CK 产 FPE 的活性达

到峰值时间是在第 6 天，PV 是在第 4 天。第 6 天

以后两菌株的酶活性迅速下降，PV 下降的较快，

到第 10 天酶活性基本降到最低值，而 CK 酶活性下

降较慢，到第 16 天时降到最低值，这可能是因为

CK 衰老较慢的原因。 
 

 

图 2  发酵过程中 FPE 活性的变化 
Fig. 2  Changes of FPE activity in fermentation process 

3.3  LiP 活性的变化及动力学参数测定 
从图 3 可知，在发酵过程中 CK 的 LiP 活性在第

8 天时达到最大值，以后呈总体下降趋势；PV 在第

4 天时达到最大值，以后酶活性降低，但保持了一段

平稳期，到第 14 天后酶活性才明显下降。LiP 最初

是从黄孢原毛平革菌中发现，但黄孢原毛平革菌产

酶是在主要营养物质（如氮、碳、硫）受限制时产

生[17]，对于别的白腐菌产 LiP 的报道较少，本实验 

 

图 3  发酵过程中 LiP 活性的变化 
Fig. 3  Changes of LiP activity in fermentation process 

在正常发酵条件首次检测到 LiP 活性。发酵 8 d 时

用双倒数做图法对 CK 和 PV 产生的 LiP 测动力学，

计算酶促反应米氏常数（Km）分别为 25.96、27.07 
μg/mL，可见两菌株产生的 LiP 的 Km基本一致，因

此可以推测两菌株产生 LiP 是同种酶。 
3.4  MnP 活性的变化及动力学参数测定 

从图 4 可知，在发酵过程中两菌株产生的 MnP
活性变化趋势基本相同。PV 在第 4 天时达到峰值，

以后酶活性处于动态变化之中，总的来说呈下降趋

势；CK 在第 2 天到第 4 天时酶活性增加较快，第 4
天到第 8 天酶活性增加缓慢，第 8 天时达到峰值，

此后酶活性降低，两菌株在 14 d 时都有酶活性增高

现象，以后又迅速降低。发酵 4 d 时对两菌株的 MnP
动力学研究，PV 与 CK 产生的 MnP 的 Km 分别为

13.49、13.28 mmol/mL，两值基本一致，可以推测为

同种酶。 
3.5  Lac 活性变化及动力学参数测定 

Lac 是一类可降解木质素的多酚氧化酶，存在

于担子菌、半知菌和子囊菌中，但其中最主要的生

产者是担子菌中的白腐菌[18]，所以桑黄菌也是生产

Lac 的主要菌种。从图 5 可知，在发酵过程中，PV
从第 2 天到第 4 天 Lac 活性迅速升高，第 4 天时即

达到峰值，此后酶活性降低，到 14 d 后突然升高，

第 18 天时已检测不到酶活性；CK 的 Lac 活性在 8 d
时达到峰值，变化趋势和 PV 基本一致。对两菌株 

 
图 4  发酵过程中 MnP 活性的变化 

Fig. 4  Changes of MnP activity in fermentation process 
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图 5  发酵过程中 Lac 活性的变化 

Fig. 5  Change of Lac activity in fermentation process 

Lac 动力学研究，PV 与 CK 发酵 4 d 时该酶的 Km

分别为 0.21、0.12 mmol/mL，两值略有差异，可能

是同功酶。 
3.6  多糖量变化 

从图 6 可知，在发酵过程中，发酵液中多糖量

呈下降趋势。这可能是因为开始时培养基中米糠和

小麦粉溶在发酵液中多糖较多，随着发酵进行，发

酵液中的培养基多糖作为碳源被消耗，同时菌丝也

向发酵液释放桑黄菌多糖，但量较少，所以总多糖

量呈下降趋势。PV 到第 8 天、CK 到第 10 天后发

酵液中多糖量趋于稳定，这可能是因为这时菌丝生

物产量基本达到最大值，对培养基中碳源消耗减少，

部分菌丝开始衰老溶解，往发酵液释放多糖较多，

致使培养基中多糖量趋于稳定。 

 

图 6  发酵过程中发酵液多糖量的变化 
Fig. 6  Changes of polysaccharides content in fermentation  

liquid in fermentation process 

4  讨论 
从实验可知，桑黄菌具有较全面的分解木质素

和纤维素的酶系统，尤其是分解木质素的 3 种酶，

桑黄菌在正常发酵过程中都能够产生，这可能和桑

黄菌具有忍耐和抵抗能力生长策略，能在野外广泛

分布，普遍生长在许多种阔叶树上的原因有关。 
在摇瓶发酵过程中，LiP、MnP、Lac 及纤维素

酶均能检测到活性且活性处于动态变化之中。PV 

和 CK 菌株的这几种酶活性基本上都在第 4 天或第

8 天达到峰值，且 PV 达到峰值的时间与 CK 菌株相

比一般较短。对 LiP、MnP、Lac 的酶动力学参数进

行了测定，PV 产酶能力和 CK 相比虽然发生了变化

但米氏常数基本一致，可见 PV 这 3 种酶的特性基

本没有产生明显变化。 
发酵培养基中的多糖量变化反映了桑黄菌碳代

谢情况，同时和胞外酶活性也有密切关系。胞外酶

活性较高的时期是桑黄菌自身多糖合成旺盛时期，

此时培养基多糖作为碳源被快速消耗。比较各图可

知，发酵时间 4～8 d 是桑黄菌各胞外酶活性比较高

的时期，同时也是培养基中多糖量下降较快的时期，

此时培养基多糖向桑黄菌多糖快速转化。10 d 后桑

黄菌各胞外酶活性总体呈下降趋势，同化能力降低，

桑黄菌自身菌体多糖的合成与释放达到平衡，培养

基中总多糖量虽然趋于稳定，但培养基中多糖成分

发生了很大变化，培养基中原多糖大都转化为桑黄

菌多糖。 
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