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摘 � 要: 作者对毛云芝菌利用桑叶和麸皮固体发酵所产漆酶进行了分离纯化,并研究了纯化后漆

酶的酶学性质。将毛云芝菌固体发酵漆酶粗提液通过离心、过滤、大孔树脂脱色、硫酸铵分级盐

析、DEAE�Sepharose fast flow 层析、Sephadex G�100凝胶过滤层析,结果得到电泳纯的漆酶,纯化

倍数 15. 53,酶活回收率 51. 21%。用 SDS�PAGE 测得该酶相对分子质量 62 600;该酶反应的最适

温度为 50 � , 在柠檬酸- 柠檬酸钠缓冲液中最适 pH 值为 4� 0, 在醋酸缓冲液中最适 pH 值 3� 0;
氧化 ABT S的 K m 为 0� 093 mmol/ L ,对邻苯二酚的 K m 为 3� 71 mmol/ L。
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Abstract: In this paper , pur if icat ion and propert ies o f laccase produced by Cor iolus hir sutus in

so lid state fermentat ion w ere studied. Crude ext ract of laccase from Coriolus hir sutus was

co llected af ter so lid state fermentat ion. T he laccase w as purified to elect ropho ret ic homogeneity

by the serials of steps of centrifugat ion, filt rat ion, ammonium sulfate pr ecipitat ion, ion�exchange
chromato graphy on DEAE�Sepharose fast flow and gel f ilt ration on sephadex G�100. Purif icat ion

of 15� 53 fo ld w as achieved w ith an overall yield of 51� 21%. Its molecular w eight w as est imated

to be about 62 600 by SDS�PAGE. Studies on the propert ies of the laccase show ed that the

optimum temperature w as 50 � and the optimum pH wer e 4� 0 in cit rate buffer and 3� 0 in sodium

acetate buffer. The laccase cataly zed the ox idat ion o f ABTS and catechol w ith a m ichaelis

constant of 0� 093 mmol/ L and 3� 71 mmo l/ L, respect ively.
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� � 漆酶( Laccase, EC1� 10� 3� 2)是一种含铜的多
酚氧化酶, 多为分泌型糖蛋白, 含糖 10% ~ 80%不

等。漆酶能氧化酚类和芳香族化合物,同时伴随 4

个电子的转移, 将分子氧还原成水[ 1]。漆酶最早发

现于日本漆树的汁液中, 后来证实, 漆酶除了存在

于植物中, 还广泛地存在于真菌(尤其是白腐菌)

中[ 2]。最近,也有报道称漆酶存在于细菌中 [ 3]。漆

酶具有广泛的底物专一性, 用于多种加工行业, 如

纺织染料脱色、纸浆漂白、废水处理、生物传感器及

生物修复等
[ 4]
, 因而成为生物学、化学和环境科学

等领域的一个研究热点[ 5] 。

毛云芝菌是一种具有较高产酶能力的白腐真

菌,漆酶在白腐真菌降解体系中起着非常重要的作

用。作者对毛云芝菌固体发酵产生的漆酶进行了

分离纯化,并对其酶学性质进行了初步研究, 为克

隆此酶的基因或应用研究奠定了基础。

1 � 材料与方法

1� 1 � 菌种
毛云芝菌( Cor iolus hir sutus ) : 澳大利亚联邦科

学工业研究组织食品科学研究所 ( Food Science

Aust ralia, CSIRO)赠送,作者所在试验室保藏。

1� 2 � 主要试剂和仪器
1� 2� 1 � 试剂 � ABT S [ 2, 2'�azinobis�( 3�ethylbenz�
thiazoline�6�sulphonate) ]和小牛血清白蛋白: 购自

Sigma公司; DEAE�Sepharose fast f low :购自 Phar�
macia公司;低相对分子质量标准蛋白质(相对分子

质量范围 144 000~ 97 400) : 国产; Sephadex G�
100: 购自Whatman 公司; 其他试剂均为国产分析

纯。

1� 2� 2 � 仪器 � GL�20G�II 冷冻离心机, EDWARD

冷冻干燥机, DYCE 垂直电泳槽,核酸蛋白检测仪,

LM 17型纪录仪, SBS 数控计滴部分收集器, 恒流

泵, U V1700分光光度计,层析柱( 1� 6 cm  20 cm ,

1� 6 cm  50 cm) ,冷冻层析柜。

1� 3 � 培养基
1. 3. 1 � PDA 斜面培养基 � 马铃薯 20 g/ dL , 葡萄

糖 2 g/ dL, 琼脂 2 g/ dL。

1. 3. 2 � 液体菌种培养基 � 马铃薯 20 g/ dL ,葡萄糖

2 g/ dL, 酵母膏 0� 5 g/ dL, M gSO 4 ! 7H 2 O 0� 15
g/ dL, KH 2PO 4 0� 3 g/ dL , VB10� 001 g/ dL , 121 � 、

30 min灭菌。

1. 3. 3 � 固体发酵培养基 � 桑叶 48� 15 g / dL, 麸皮

48� 15 g/ dL, 葡萄糖 1� 05 g/ dL ,草酸铵 1� 4 g / dL,

KH 2PO 4 0� 75 g / dL, MgSO 4 ! 7H 2O 0� 5 g/ dL , Cu�
SO 4 0� 03% ,充分混匀后按湿物料( g) ∀水( mL)为

1∀ 3向培养料中加水, 121 � 灭菌 35 m in。

1� 4 � 测定方法
1� 4� 1 � 蛋白质质量浓度测定 � 考马斯亮蓝法[ 6]

,

牛血清白蛋白作为标准蛋白质。

1� 4� 2 � 漆酶活力测定 � 3 mL 反应总体积中, 含

0� 1 mL 适当稀释的粗酶液, 2� 7 mL、0� 1 mol/ L 醋

酸�醋酸钠缓冲液 ( pH 4� 5) , 加入 0� 2 mL、0� 5
mmol/ L 的 2, 2 �́连氮�双 ( 3�乙基苯并噻唑�6�磺
酸) [ 2, 2 �́azinobis�( 3�ethylbenzthiazoline�6�sul�
phonate)简称 ABT S] , 室温条件下, 采用 UV�1700
紫外可见分光光度计测定 420 nm 下反应前 3分钟

内的吸光值变化[ 7]。

1� 4� 3 � 脱色率的测定
脱色率( % ) = ( OD前- OD后 )  100/ OD前

� � 式中: OD前、OD后 分别为脱色前后粗酶液在

510 nm 处测得的吸光度值。

1� 5 � 粗酶液制备
毛云芝菌固体发酵 10 d后, 按湿物料( g) ∀水

( mL)为 1 ∀3加入蒸馏水, 40 � 浸提 4 h,挤出浸提

液, 以手握无水滴滴出为度, 3 000 r/ min转速离心

10 min,上清液即为漆酶粗提液。

1� 6 � 漆酶的分离与纯化
1� 6� 1 � 粗酶液脱色 � 取离心后的粗酶液10 mL,按

3%的加入量分别加入活性炭、硅胶、硅藻土和高岭

土, 另外取 10 mL 粗酶液分别加入 2 g 处理过的不

同树脂, 放入恒温摇床中, 28 � 、150 r/ min 处理

3 h, 4 000 r/ min离心 10 m in,过滤后观察并测定色

素的去除情况,计算脱色前后的脱色率及酶活回收

率。

1� 6� 2 � 硫酸铵分级沉淀漆酶蛋白样品的制备 � 向
粗酶液中分别加入 0、40、50、60、70、80、90 g / dL 饱

和度的硫酸铵进行盐析沉淀, 于 4 � 、10 000 g 离

心 10 min后,然后分别测定上清液中的酶活, 确定

一级和二级盐析浓度。首先将脱色后的粗酶液进

行分级盐析沉淀,于 4 � 静止过夜后, 10 000 g 离心

30 min,取其沉淀重新溶于 dd H 2O中, 然后将所得
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酶液置于处理好的透析袋中于 0� 01 mol/ L 的磷酸

钠缓冲液( PBS pH 7� 8)中进行透析除盐, 于 4 � 、

10 000 g 离心 30 m in, 取上清液在- 20 � 冷冻过

夜,冷冻干燥 96 h,获得样品冻干粉于- 20 � 保存

备用。

1� 6� 3 � DEAE�Sephar ose fast f low 柱层析 � 将上
述所得冷冻干燥粉末重溶后加到已用 PBS( 0� 01
mol/ L、pH 7� 8) 平衡过的 DEAE� Sepharo se fast

flow 柱( 1� 6 cm  20 cm)上,先用PBS 洗柱, 后改用

含 0~ 0� 5 mol/ L 氯化钠的磷酸盐缓冲液进行梯度

洗脱,洗脱流速 20 mL/ h, 按 3 mL/管收集洗脱峰,

用核酸蛋白监测仪检测 280 nm 处的光吸收值, 并

逐管测定 280 nm 处的光吸收值和漆酶活力, 合并

有酶活力组分。

1� 6� 4 � Sephadex G�100凝胶过滤柱层析 � 将上述

所得活力经冷冻干燥浓缩后, 溶解于初始缓冲液

PBS中, 所得酶液加到平衡好的层析柱( 1� 6 cm  

50 cm)上,用洗脱液( pH 7� 8的 PBS缓冲液)以0� 2
mL/ min的流速洗柱并收集洗脱液, 每 10 m in 收集

一管。分别测定各管洗脱液在 280 nm 处的吸光度

和漆酶活性, 收集合并酶活性峰值组份于透析袋

内,真空冷冻干燥后, - 20 � 保存备用。

1� 7 � 酶学性质
1� 7� 1 � 纯度及表观相对分子质量测定 � SDS�
PAGE分析漆酶纯度和亚基大小。浓缩胶质量浓

度5 g/ dL ,分离胶质量浓度 10 g / dL ,垂直平板不连

续电泳,考马斯亮蓝 R250 染色。根据标准蛋白质

的相对迁移率 R f 对相对分子质量作 R f�LgM r 图,

求出该酶的相对分子质量。

1� 7� 2 � 酶的最适反应 pH 值及 pH 值稳定性 � 分
别在不同 pH 值条件下( pH 2� 5~ 6� 0柠檬酸�柠檬
酸钠缓冲液; pH 3� 0~ 6� 2乙酸�乙酸钠缓冲液)测

定酶液的相对酶活(酶活力最高者为 100%)。为考

察酶的酸碱稳定性, 分别测定不同 pH 2� 8~ 7� 2的
醋酸缓冲液下 28 � 保温 1、5、20 h后酶液的残余相

对酶活 (以储存于 4 � 未保温酶液的酶活为

100% )。

1� 7� 3 � 酶的最适反应温度及热稳定性 � 分别在不

同温度下测定酶液的相对酶活 (以酶活最高者为

100% )。为考察酶的热稳定性, 将酶液分别在不同

温度下保温 20、40、60、80、100 min, 迅速冷却至室

温,按标准方法测残余酶相对活力(以贮存于 4 �

未保温酶液的酶活 100%)。

1� 7� 4 � 动力学常数测定 � 在不同底物( ABT S、儿

茶酚)质量浓度的反应体系中, 在 30 � 、pH 4� 5 的

醋酸缓冲液中,反应 3 m in, 测定 OD420以计算酶反

应的初速度,做 Linew eaver�Bur ks双倒数图。

2 � 结果与分析

2� 1 � 粗酶液的脱色
毛云芝菌固体发酵漆酶的粗提液中颜色较深,

呈深棕色,这些色素物质成分复杂, 在酶的分离提

纯中会污染色谱分离填料, 给漆酶的分离纯化带来

困难。因此选用活性炭、硅胶、硅藻土和高岭土对

粗酶液进行脱色,离心去除活性炭、硅胶、硅藻土和高

岭土后,发酵液颜色仍然很深,脱色效果不好, 且酶活

都有较大的损失,不同树脂的脱色效果见表 1。

表 1 � 漆酶提取液的树脂脱色效果

Tab. 1 � Decolorization of laccase extract with resins

树脂类型 脱色率/ % 酶活保留率/ %

D291 10. 5 6. 5

D293 27. 1 13. 3

D303 81. 3 49. 5

H Z�816 62. 2 97. 3

H Z�818 87. 7 37. 6

X�5 43. 3 16. 3

AB�8 85. 0 4. 8

NKA 82. 1 2. 7

NAK�9 77. 1 1. 6

H D�1 80. 9 66. 5

� � 筛选树脂时应该综合考虑脱色率和酶活保留
率两个因素。比较以上脱色效果较好树脂的酶活

保留率, HZ�816的脱色效果虽然不是最佳的, 但是

它对酶的吸附较少, 酶活保留率最高。因此, 选择

HZ�816作为粗酶液的脱色树脂。
采用 HZ�816 树脂, 在 pH 值自然(约为 6 左

右)、温度 30 � ,以 1 BV/ h的流速脱色条件下对粗

酶液进行脱色时, 脱色率可达到 64� 2% , 酶活保留

率为 96� 6% ,并且在脱色的过程中能除去一部分杂

蛋白质,经过该树脂脱色后, 酶的比活力有一定提

高。

2� 2 � 漆酶的纯化
2� 2� 1 � 硫酸铵饱和度对盐析沉淀漆酶的影响 � 向

脱色后的粗酶液中分别加入不同饱和度的硫酸铵

进行盐析沉淀后, 分别测定上清液残留酶活, 以未

加硫酸铵的酶液的酶活为 100% ,结果见图 1。

� � 用 40%饱和度的硫酸铵进行盐析沉淀时,其上

清液中保留了大部分的酶活力, 而 70%饱和度的硫

酸铵盐析上清液中剩余的酶活仅为粗酶液的

3� 49%, 因此确定 40%和70%饱和度为一级和二级
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盐析浓度。发酵液经( NH 4 ) 2 SO4分级沉淀,不仅去

除发酵液中杂质,同时浓缩酶液。

图 1� 硫酸铵盐析曲线

Fig. 1� Curve of ammonium sulphate fractionation

2� 2� 2 � DEAE�Sepharose fast f low 柱层析纯化漆

酶效果 � 将上述所得酶液加到DEAE�Sepharose

fast f low 柱子上, 其层析流出图谱见图 2。收集合

并漆酶活性高的峰。

2� 2� 3 � Sephadex G�100凝胶过滤柱层析纯化漆酶
效果 � 经 DEAE�Sepharo se fast f low 柱层析后得到

的样品上 Sephadex G�100 凝胶过滤柱层析后, 用

pH 7� 8 的 PBS 缓冲液洗脱, 相对分子质量较大的

蛋白质先被洗脱下来, 相对分子质量较小的蛋白质

后被洗脱下来, 结果见图 3。出现一个比较明显的

蛋白质峰和单一的酶活性峰,且该酶活峰集中在该

蛋白质峰中,收集合并漆酶活性高的峰。

2� 2� 4 � 纯化结果 � 分别测定以上各步骤的酶活力
和蛋白质含量,求出各步骤纯化后的比活力、产率

以及纯化倍数, 各步纯化结果见表 2。可见毛云芝

菌漆酶经过脱色、盐析、DEAE� Sepharo se fast flow

和 Sephadex G�100分子筛柱层析后, 得到了较纯的

漆酶,纯化倍数为 15� 53倍, 产率为 51� 21%。

图 2 � 漆酶的 DEAE�Sepharose fast f low 柱层析流出图谱

Fig. 2� Elution curve of laccase on a DEAE� Sepharose fast f low column

图 3 � 漆酶的 Sephadex G�100 柱层析流出图谱

Fig. 3� Elution curve of laccase on a Sephadex�G75 column
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表 2 � 毛云芝漆酶的纯化结果

Tab. 2� The purification results of laccase produced by Coriolus hirsutus

纯化

步骤

总酶

活力/ U

总蛋白质

质量/ mg

比酶活力/

( U / mg )

产率/

%

纯化

倍数

粗酶液 520 111 470. 65 1 105. 09 100 1

脱色液 502 421 250. 19 2 008. 16 96. 60 1. 82

40~ 90 g/ dL( NH4 ) 2 SO 4 413 700 164. 75 2 511. 08 82. 30 2. 27

DEAE�Sepharose fast flow 376 336 49. 62 7 584. 36 72. 36 6. 86

Sephadex G�100 266 352 15. 52 1 7161. 86 51. 21 15. 53

2� 3 � 漆酶的酶学性质
2� 3� 1 � 纯度及表观相对分子质量的测定 � SDA�
PAGE(图 4)图谱表明,该样品为单一组分, 得到相

对分子质量与相对迁移率的关系, 从中得到漆酶的

相对分子质量大约为62 600, 这与 Bonomo[ 8] 等人

报道的漆酶同工酶 D相对分子质量和康从宝
[ 9]
等

人报道的漆酶相对分子质量相似。

图 4 � 纯化漆酶的 SDS�PAGE图谱

Fig. 4 � SDS�PAGE of laccase at purification stages

2� 3� 2 � pH 值对酶活的影响及酶的酸碱稳定性 �

选用不同组分的缓冲液往往对酶活性有不同的影

响。采用不同 pH 值的不同缓冲液,按常规的方法

测酶活力, 结果见图 5。漆酶在柠檬酸- 柠檬酸钠

缓冲液中最适 pH 值为 4� 0, 在醋酸缓冲液中最适
pH 值为 3� 0。

图 5 � 柠檬酸缓冲液和醋酸缓冲液对酶活力的影响

Fig. 5 � Effect of citrate buffer and sodium acetate buffer

on laccase activity

图 6结果表明,该酶在 pH 7� 0左右比较稳定,

保温 20 h 后残余酶活力仍保持 61� 48%, pH 值低

于 6� 0时酶活损失较大。

图 6� 漆酶的 pH值稳定性

Fig. 6 � pH stability of laccase

2� 3� 3 � 温度对酶活力的影响及酶的热稳定性 � 在
不同温度下测定漆酶活力,结果见图 7。该漆酶的

最适温度为 50 � ,在 35~ 60 � 范围内均显示较高

的酶活。大于 65 � 时,酶活力下降较快。由图8可

看出,处理温度低于 60 � 时, 漆酶比较稳定, 当在

30 � 保温100 m in后,其残余酶活为 94� 57%, 而当

温度提高到 60 � 时,漆酶酶活明显失活, 70 � 保温

100 min后,漆酶基本完全失活。由此可见,漆酶在

30 � 条件下其酶活下降缓慢, 随着温度的升高, 其

酶活下降速度加快,但当温度升至 60 � 时,其在 60

min后残留漆酶的活力仍有 61� 01%, 表明该酶对

温度的变化并不是很敏感, 属于热稳定性较好的

漆酶。

2� 3� 4 � 动力学 K m 值测定 � 分别采用 ABTS 和儿

茶酚(邻苯二酚)作为漆酶反应底物, 在 30 � 、pH
值为 4� 5的条件下,取不同质量浓度的 ABT S和邻

苯二酚, 测定其反应速度( �) , 得到 1/ �与 1/ [ S]的

关系曲线, 见图 9、10, 从而得到该漆酶对 ABTS 的

K m 为 0� 093 mmol/ L, 对邻苯二酚的 K m 为 3� 71

752 食 � 品 � 与 � 生 � 物 � 技 � 术 � 学 � 报 � � � � � � � � � � � � 第 29卷 �



mmo l/ L。由此可见, 该漆酶与 ABT S 的结合力比

漆酶与儿茶酚的结合力强。

图 7 � 温度对漆酶活性的影响

Fig. 7 � Ef fect of temperature on laccase activity

图 8� 漆酶热稳定性的动态曲线

Fig. 8� Dynamic curve of temperature stability of laccase

图 9 � 漆酶以 ABTS为底物的动力学曲线

Fig. 9 � Curve of Linewear�Burk of laccase using ABTSas

substrate

图 10� 漆酶以儿茶酚为底物的动力学曲线

Fig. 10 � Curve of Linewear�Burk of laccase using cate�

chol as substrate

3 � 结 � 语

由于漆酶有很宽的底物特异性, 能催化许多芳

香类化合物的氧化,在芳香族电子传递体存在的条

件下, 漆酶作用范围可以扩大[ 10- 12] , 所以 ABT S、

HBT、3�羟基(邻)氨基苯甲酸等氧化还原介质存在

时[ 13- 14] , 漆酶能够氧化非酚类芬芳化合物, 这使得

漆酶广泛用于多种加工行业, 具有很好的应用价

值。许多文献都已经报道了对不同来源漆酶的分

离纯化及性质研究。毛云芝菌利用桑叶和麸皮固

体发酵所产生的漆酶最适反应 pH 值, 最适温度及

其动力学常数与已有的报道相比有所不同,这可能

因为不同的菌株所产漆酶性质不同, 培养基、培养

条件对于不同的同工酶分泌可能有一定影响。该

酶的最适反应 pH 值在不同的缓冲体系中有差别,

这可能依赖于专一性底物的使用 [ 15]。在酶的最适

反应温度和耐热性方面, 大多数漆酶的最适反应温

度在 50 � 左右。耐热性方面, 虽然不同文献采用

的衡量方法不一样, 但大多数漆酶保温时间 50~

100 min的 t1/ 2在 60~ 80 � 之间[ 1] ,本研究漆酶的

最适反应温度在 50 � , 并且具有较好的热稳定性,

这个特点表明该酶可在较高温度的环境中发挥作

用。

本研究中由于所采用的培养基较为特别, 毛云

芝菌利用桑叶和麸皮固体发酵提取漆酶时,含有许

多色素物质, 这些色素物质成分复杂, 在酶的分离

提纯中会污染色谱分离填料,给漆酶的分离纯化带

来困难,大孔树脂具有吸附容量大、吸附速度快、易

解析、易再生、物理与化学性能高、流体阻力较小等

优点
[ 16]

,越来越受到重视。作者采用筛选出的大孔

树脂 HZ�816脱色, 达到了较佳的脱色效果, 酶活损

失较小,减轻了粗酶液对色谱柱的污染, 且可以除

去一些杂蛋白质。而采用传统的活性炭等吸附脱
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色方法, 基本不能去除粗提液中的色素物质, 酶活 损失较大。
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