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壳聚糖对金针菇发酵液中三种胞外酶活性的影响
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　　摘　要：研究了在金针菇液体培养基中添加０．０１２５、０．００８３、０．００６３、０．００５ｍｇ／ｍＬ的壳聚糖
对金针菇菌丝体发酵液中羧甲基纤维素酶、漆酶和蛋白酶３种胞外酶的影响。结果表明：４种浓
度的壳聚糖对金针菇菌丝体中的羧甲基纤维素酶、漆酶和蛋白酶都有明显的促进作用。其中壳
聚糖稀释浓度为０．００８３ｍｇ／ｍＬ的促进作用最明显。
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　　近年来，有关壳聚糖作为植物生长调节剂应用于
食用菌生长发育方面的研究已有报道，但壳聚糖对金
针菇液体发酵中胞外酶影响的相关研究报道很少。鉴
于此，现就不同浓度的壳聚糖对金针菇发酵液中３种
胞外酶的影响进行研究，目的在于寻找一种可提高金
针菇品质的生长调节剂，为工厂化生产提供技术参数。

１　材料与方法
１．１　试验材料
供试菌种：白雪金针由中国农业大学食用菌研究

室提供；供试壳聚糖：壳聚糖（８０目 ＤＡＣ≥８５％）由济
南海得贝海洋生物工程有限公司生产。供试培养基：
斜面培养基：ＰＤＡ 培养基［１］。液体培养基：葡萄糖
３％，蛋白胨０．３％，ＫＨ２ＰＯ４０．１％，ＭｇＳＯ４０．１５％，ＶＢ１
０．０１％，ｐＨ自然。
１．２　试验方法
１．２．１　壳聚糖溶液的制备　取０．５ｇ的壳聚糖，用
０．５ｍｏｌ／Ｌ　ＨＣｌ进行溶解，并不断搅拌，直到壳聚糖完
全溶解，再用１ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＯＨ调ｐＨ至５．５～６．０，最后
定容至１００ｍＬ，得到０．５％的壳聚糖溶液。
１．２．２　液体摇瓶的制备　分别取一定体积的壳聚糖
溶液，加入到２５０ｍＬ三角瓶装有１００ｍＬ液体发酵培
养基中，使三角瓶中壳聚糖的浓度分别为０．０１２５、
０．００８３、０．００６３、０．００５ｍｇ／ｍＬ，以不添加壳聚糖的液
体培养基作为对照组，每个试验组设４次重复，共做３
次。然后取平板活化菌种，分别定量接种到上述液体
培养基中，接种量为１０％，于（２４±１）℃，１５０ｒ／ｍｉｎ培
养１０ｄ。
１．２．３　指标测定　发酵液中羧甲基纤维素（ＣＭＣ）酶
活性测定：取２．０ｍＬ　１０ｍｇ／ｍＬ的羧甲基纤维素钠溶
液为底物，在５０℃水浴锅中加热２～３ｍｉｎ，再加入

０．１ｍＬ发酵液，在５０℃下保温３０ｍｉｎ，取出用３，５－二
硝基水杨酸法测定羧甲基纤维素（ＣＭＣ）酶的活性［２］，
在５５０ｎｍ处测ＯＤ值。同时以０．１ｍＬ煮沸的发酵液
作空白对照。发酵液中羧甲基纤维素酶活性单位定义
为１Ｕ＝１ｍｇ葡萄糖·（３０ｍｉｎ）－１·ｍＬ－１。发酵液
中漆酶活性测定［３］：取０．５ｍＬ、１３．３６ｍＭ的联苯胺作
为底物，加入３．４ｍＬ、０．１Ｍ、ｐＨ　４．６的 ＨＡＣ缓冲
液［４］，加入０．１ｍＬ发酵液，于２８℃下反应３０ｍｉｎ，在
６００ｎｍ处测ＯＤ值。同时以０．１ｍＬ煮沸的发酵液作
空白对照。发酵液中漆酶活性单位定义为１Ｕ＝
ΔＯＤ·ｍｉｎ－１·ｍＬ－１［５］。发酵液中蛋白酶活性测定：
用 Ｗｏｒｔｈｉｎｇｔｏｎ法测定蛋白酶活性［５］。称取５０．０ｍｇ
底物放入试管，用移液管添加４．９ｍＬ　Ｔｒｉｓ缓冲液，混
合，置于水浴中调温至３７℃。添加０．１ｍＬ稀释过的
发酵液，摇动，并按动秒表。在２０ｍｉｎ保温过程中定
时摇动试管。添加０．５ｍＬ三氯醋酸溶液后使反应终
止，过滤此混合液。用分光光度计于２８０ｎｍ处以空白
值为参比测定吸光度，（１ｃｍ比色皿）。空白值方面的
试液包括：４．９ｍＬ　Ｔｒｉｓ缓冲液，０．１ｍＬ稀释过的发酵
液和０．５０ｍＬ三氯醋酸溶液。发酵液中蛋白酶活性单
位定义为１Ｕ＝１ｍｇ酪蛋白·（１５ｍｉｎ）－１·ｍＬ－１。

２　结果与分析
２．１　不同浓度的壳聚糖培养液中羧甲基纤维素酶活
性的变化

由图１可知，不同浓度的壳聚糖对羧甲基纤维素
酶活性的变化有明显的促进作用。培养初期，培养液
中的羧甲基纤维素酶活性都较低，第４天后，相比较可
得，壳聚糖浓度为０．００８３ｍｇ／ｍＬ的培养液中羧甲基
纤维素酶活力增加得最快，到第６天，其羧甲基纤维素
酶活力达到峰值，随后其酶活力逐渐下降。当培养液
中的还原糖被消耗尽时，金针菇必须分解、利用其它的
碳源来提供能量［６］。金针菇能利用其自身分泌的羧甲
基纤维素酶来分解纤维素成可利用的还原糖，纤维素
是一种多糖，植物体中多含有这种物质。可见，羧甲基
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图１　不同浓度的壳聚糖培养液中竣甲基纤维素酶活力变化

纤维素酶活性的强弱可反映菌株生长的快慢［７］。
２．２　不同浓度的壳聚糖培养液中漆酶活性的变化
由图２可以看出，不同浓度的壳聚糖对漆酶活性的

变化有明显的影响。培养初期，漆酶活性比较低，且增
长缓慢，几乎没有变化，壳聚糖浓度为０．００８３ｍｇ／ｍＬ的
培养液中漆酶活力增加的较快，到第８天，其漆酶活力
达到峰值，随后其酶活力缓慢下降。漆酶是一类含铜的
多酚氧化酶，能够催化氧化木质素，木质素是一种高度
复杂的由苯丙烷为基本结构单元构成的芳香族高分子

化合物，其降解的产物可为金针菇菌丝体的生长提供所
需的营养［４］。发酵液中漆酶活性越高，表明菌株的分解
能力越强，菌丝体的生长越旺盛。因此漆酶活性可作为
反映金针菇菌丝体细胞活性的指标［６］。此外漆酶代谢
产生的醌类物质的积累，还可增强菌种的抗病能力，抑
制杂菌的生长［７］。由于该试验所制培养基中未加入木
质素类物质，故漆酶活性变化不明显。

图２　不同浓度的壳聚糖培养液中漆酶活力的变化

２．３　不同浓度的壳聚糖培养液中蛋白酶活性的变化
由图３可知，不同浓度的壳聚糖对蛋白酶活性的

变化有明显的影响。在培养过程中，蛋白酶的活性变
化很小，增长趋势平缓。这说明金针菇菌丝体生长过

程中对氮源的需求量较低。但不同浓度的壳聚糖对蛋
白酶活性的影响较明显。其中壳聚糖浓度为０．００８３
ｍｇ／ｍＬ的培养液中蛋白酶活性的增长趋势比其它浓
度壳聚糖培养液中的蛋白酶活性明显。蛋白酶是菌丝
体在缺乏可利用氮源的条件下自身合成和分泌的一种

酶类，可把大分子的蛋白质分解成小分子的多肽或游
离的氨基酸，为菌丝体的生长提供可利用的氮源［５］。

图３　不同壳聚糖浓度的培养液中蛋白酶活力的变化

３　结论
该试验表明，壳聚糖可提高金针菇的品质。４种

浓度的壳聚糖对金针菇菌丝体中的羧甲基纤维素酶、
漆酶和蛋白酶都有明显的促进作用。其中壳聚糖稀释
浓度为０．００８３ｍｇ／ｍＬ的促进作用最明显。通过对金
针菇液体培养过程中的３种胞外酶的测定，可为金针
菇高品质工业化生产提供比较可靠的技术参数。
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