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摘要： 血红密孔菌 Pycnoporus sanguineus SYBC-L12 能以水稻秸秆作为底物和支撑物进行固态
发酵并且具有较高的产漆酶能力。以水稻秸秆为基本培养基，漆酶活力为指标，对产酶培养基和
培养条件进行了单因素优化，优化后的漆酶活力约为优化前的 10倍。所得漆酶在常温下对蒽醌
类染料、三苯甲烷类染料、亚胺醌类染料具有较强的脱色作用，其混合物也可被漆酶大部分脱
色，在较高温度下，漆酶可将偶氮类染料部分脱色。 此外，科学试验使用的工业废水样品中常见
金属离子大部分对脱色作用没有抑制。因此，漆酶作为一种环境友好型生物催化剂，对工业污水
的处理具有广阔的应用前景。
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and Its Decolorization of Synthetic Dyes

SUN Xiao， LIAO Xiang-ru*， LIU Jia-yang， YUAN Xiao-man， MA De-li， XI Yan-ru
（Key Laboratory of Industrial Biotechnology，Ministry of Education，School of Biotechnology，Jiangnan
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Abstract： Pycnoporus sanguineus SYBC-L12 has strong ability to produce high level of laccase
using rice straw as substrate and support materials under solid-state fermentation. We optimized the
condition for laccase production using one-factor-at-a-time method and the laccase activity of the
optimized condition was about 10 times higher than that of the original level. The obtained laccase
was used to decolorize anthraquinone dyes，triphenylmethane dyes and ethyleniminoquinone dyes
and their mixed one at room temperature，which showed desirable results. Under higher
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temperature，azo dyes were partly decolorized. Moreover，most mental ions of industrial effluent used
in the essay had no inhibitory effect on the decolorization except a few. Therefore，laccase as a kind
of environmentally friendly bio -catalyzer has a great potential in sewage disposal and effluent
treatment.
Keywords： laccase，rice straw，SSF，synthetic dyes，decolorization，Pycnoporus sanguineus

漆酶 （p-苯二醇：氧化还原酶，EC 1.10.3.2）是

一种含铜的多酚氧化酶， 为单电子氧化还原酶，具

有特殊的催化性能和广泛的作用底物[1]。 近年，漆酶

作为绿色生物催化剂，在环境保护与修复方面倍受

关注，尤其在 纸 浆 生 物 漂 白 [2]、废 纸 脱 墨 [3]、土 壤 修

复[4]、染料脱色[5-7]环境污染物质的去毒与降解 [8]等方

面显示出较大研究价值和应用潜力，成为环境保护

用酶研究的热点。
漆酶广泛存在于多种植物、真菌体内，以及少

数昆虫、细菌中。 目前的研究报道主要集中于分泌

漆酶能力较强的白腐真菌，如彩绒革盖菌 （Coriolus
hisutus），变色栓菌 （Trametes versicolor），糙皮侧耳

（ Pleurotus ostreatus）等。漆酶在自然界分布广泛，但

真正在自然条件下生长具有较强木质素降解能力

和较高漆酶生产的菌株并不多，因此筛选漆酶高产

菌株具有重要现实意义。
近年来，漆酶的发酵逐渐趋向于廉价易得的工

农业副产物或废弃物，如用栗子壳，用大麦麸 [9]，用

椰肉[10]，用葡萄籽[11]作为固态支撑物和底物对漆酶进

行发酵生产均被国外学者报道过。 可见利用一些来

源广泛、廉价的基质发酵漆酶具有较大的研究价值。
水稻秸秆作为重要的农业废弃物每年在全世

界范围内的产量相当可观。 传统的处理方法是掩埋

和焚烧，不仅浪费生物质的潜在应用价值，而且对

环境大气造成污染。 用水稻秸秆进行固态发酵产漆

酶不仅模拟了白腐菌生长的自然条件，使其更易生

长，而且相对于液态发酵具有耗能少、污染小、操作

方便等优点，发酵处理后的水稻秸秆由于其木质素

部分被降解以及附加营养物质亦可用做造纸原料、
燃料乙醇的生产原料和动物饲料等。 因此，作者考

虑应用水稻秸秆进行漆酶固态发酵，不仅可以对水

稻秸秆进行综合利用，而且还可以带来更高的经济

价值。
合成染料由于其具有制造成本低、 使用方便、

颜色多样性及稳定不易被分解而被广泛应用于纺

织、造纸、服装、医药以及食品工业等，其种类多达

10 000 多种， 并且全世界每年可生产 70 万吨的合

成染料[12]。在合成染料的使用过程中，多达 15%未被

充分使用而随着污水排放出来。 这些合成染料根据

其化学成分多分为蒽醌类、偶氮类、杂环类、三苯甲

烷类、酞菁类 [13]，对环境具有严重的污染，同时具有

毒性、诱变和致癌的作用，严重威胁人类健康、动植

物生长。 传统处理合成染料废水的方法多为凝固、
絮凝、吸附、膜过滤、光照射法等，尽管效率较高，但

处理成本高昂，且处理后的固型废弃物还要进行后

处理，比如填埋。 而漆酶作为一种天然的氧化还原催

化剂， 可将部分合成染料降解成小分子或合成更大

分子的化合物，从而消除或降低其毒性和污染程度。
作者从江苏无锡惠山的朽木上筛选出一株具

有 较 好 漆 酶 分 泌 能 力 的 菌 株 ———Pycnoporus
sanguineus SYBC -L12， 并 对 该 菌 株 进 行 了 18S
rRNA 基因序列分析， 同时初步研究了其利用水稻

秸秆固态发酵产漆酶的条件，以及对合成染料的降

解作用，以期为今后的研究和工业应用提供一定的

理论依据。

1.1 菌种

菌株 Pycnoporus sanguineus SYBC-L12，由本实

验室筛选自江苏无锡惠山，并于 4 ℃保藏。
1.2 主要材料及试剂

水稻秸秆取自无锡市郊，烘干后切碎；豆粕、玉

米浆、麸皮、花生饼粉、餐厨粉为市售；2，6-二甲氧

基酚 （DMP，2，6-Dimethoxyphenol）、愈创木酚、染料

Remazol Brilliant Blue R、Acid Blue 129、Reactive
Blue 4、Methyl Blue、Toluidine Blue、Acid Red 1、
Ractive Black 5，均购自 Sigma 公司；其它试剂均为

国产分析纯。
1.3 培养基

1.3.1 显色培养基 PDA 琼脂培养基，添加愈创木

材料与方法1
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酚，终浓度为 0.5 mmol /L。
1.3.2 种子培养基 PDA 液体培养基。
1.3.3 固态发酵基础培养基 水稻秸秆 （粒度 10~
15 mm）25 g/dL，含水量 75%，pH 自然。
1.4 菌株生长特性研究

菌株 SYBC-L12 点接于 PDA 显色培养基平板，
30 ℃恒温培养，观察菌落形态。

菌株 SYBC-L12 接 种 到 固 态 发 酵 基 础 培 养 基

中，30 ℃恒温培养，观察菌体生长状态。
1.5 菌株分子生物学鉴定

1.5.1 18S rRNA 序列测定 参 照 Lomascolo 等 的

酚-氯仿法提取 SYBC-L12 基因组总 RNA。 以基因

组 RNA 为模板 ， 利用真菌通用引物来扩增 18S r
RNA。 扩增程序：首先 94 ℃预变性 2 min，94 ℃ 变

性 1 min；54 ℃ 退火 45 s，72 ℃延伸 115 min，34 个

循环；最后 72 ℃充分延伸 10 min。 序列测定由上海

生工完成。
1.5.2 18S rRNA 基因进化树的构建 通过 BLAST
（http：//www.ncbi.n.m.nih.gov/BLAST） 对 菌 株 的 18S
r RNA 基因序列进行同源分析。 多序列比对采用

ClustalW 1183，用 BioEdit 7.01 进行序列调整。 利用

Mega3.1 软件采用邻位相连法（ neighbor-joining，N-
J ）构建进化树，进行 1 000 次 bootstrap 检验。
1.6 漆酶酶活的测定

反应体系 3 mL， 包括 0.5 mL DMP、2.4 mL 磷

酸-柠檬酸缓冲溶液 （20 mmol/L，pH=3）0.1 mL 酶

液，在 470 nm 处测定 OD 吸收值。 以 1 min 氧化 1
μmol 的 DMP 生 成 3，5，3’，5’2 四 甲 氧 基 二 苯 醌

（ε470 mm=49.6 L/（mmol·cm）） 所需要的酶量定义为 1
个酶活力单位 （U）。
1.7 水稻秸秆固态发酵产漆酶条件的优化

1.7.1 水稻秸秆固态发酵产漆酶曲线的测定及所
得漆酶的最适温度和 pH 从实验室筛选出一株利

用 水 稻 秸 秆 产 漆 酶 活 性 相 对 较 高 的 白 腐 菌

Pycnoporus sanguineus SYBC-L12，在固态发酵基础

培养基中培养 22 d，测定其发酵产酶曲线。 将所得

酶液在不同的反应温度（30~90 ℃）和反应 pH（2~7）
下测定其酶活力。
1.7.2 种龄及培养温度对 Pycnoporus sanguineus
SYBC-L12 产漆酶的影响 在培养 7 d 的菌落平板

上挑 5 片菌落（直径 0.8 cm）于 50 mL 的种子培养

基中，30 ℃，200 r/min，分别培养 1~5 d，接入固态发

酵培养基中，其它条件不变，培养一定时间，测定漆

酶活力。 将培养箱温度分别调整为 23、27、30、35、37
℃，其它条件不变，培养一定时间，测定漆酶活力。
1.7.3 秸 秆 粒 度 和 起 始 含 水 量 对 Pycnoporus
sanguineus SYBC-L12 产漆酶的影响 将秸秆分别

粉 碎 成 粒 度 为 （mm）0~5、5~10、10~15、15~20、20~
25，其它条件不变，培养一定时间，测定漆酶活力。 固

态培养基的含水量分别调整为料水比 1∶1、1∶2、1∶3、1∶
4、1∶5，其它条件不变，培养一定时间，测定漆酶活力。
1.7.4 碳源及氮源的种类及添加量对 Pycnoporus
sanguineus SYBC-L12 产漆酶的影响 在固态发酵

培养基中分别用不同的碳源 （葡萄糖、 柠檬酸、蔗

糖、麦芽糖、淀粉、果糖、乳糖），初始添加量为 20 g/
L，及氮源（豆粕，玉米浆，麸皮，花生饼粉，餐厨粉，
酵母膏，蛋白胨，牛肉膏，干酪素，尿素，硫酸铵，磷

酸二氢铵，酒石酸铵，硝酸钠，硝酸铵，乙酸铵），初

始添加量为 15 g/L，以及对照（不加碳氮源），其它条

件不变，30 ℃下静置培养一定时间，测定漆酶活力。
对其中能使酶活力或产量显著提高的因素在其对

应的不同的添加量下进行优化，选择最适添加量。
1.7.5 铜 离 子 浓 度 及 添 加 时 间 对 Pycnoporus
sanguineus SYBC-L12 产漆酶的影响 铜离子对白

腐菌产漆酶具有较强的诱导作用，不同的浓度及不

同的添加时间均对其影响不同。 本实验在固态发酵

培养基中分别添加不同浓度的 CuSO4·5H2O （0~5.0
mmol/L 水溶液）以及分别在发酵培养的第 1、4 天加

入 CuSO4·5H2O 水溶液，30 ℃静置培养一定时间，测

定漆酶活力。
1.8 粗酶液的制备

将发酵后的酶曲加入去离子水， 搅拌将其打

散，在 30 ℃，200 r/min 条件下摇床振荡 6 h，将混合

物用真空泵抽滤后用冷冻离心机以转速 10 000 r/
min 离心 10 min，得到的上清液即为粗酶液，测定漆

酶活力，进行后续工作。
1.9 漆酶对合成染料的脱色降解作用

1.9.1 合成染料脱色率的计算 使 用 Mapada TM
UV-1600 型可见光分光光度计，通过记录一定时间

内染料在最大吸收波长处的 OD 值变化， 根据公式

计算：脱色率=（（A0-A）/A0）×100%，式中，A0 为染料

的初始吸收 OD 值，A 为染料的终止吸收 OD 值。
1.9.2 漆酶常温下和 60 ℃下对蒽醌、偶氮、三苯甲
烷、 亚胺醌类染料的脱色作用 选取蒽醌类染料
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AB129（200 mg/L）、RBBR（150 mg/L）、RB4（200 mg/
L），偶 氮 类 染 料 AR1（20 mg/L）、RB5（50 mg/L），三

苯甲烷类染料 MB（20 mg/L），亚胺醌类染料 TB（10
mg/L）。 反应体系为 3 mL， 包括 0.5 mL 粗酶液、1.0
mL 合成染料，1.5 mL 的 20 mmol/L pH 3 的磷酸-柠

檬酸缓冲液。 在常温下反应 24 h，分时间段进行最

大吸收波长下的 OD 值测量， 根据公式计算得出脱

色率。 将反应体系置于 60 ℃水浴锅，重复以上步骤

得 出 60 ℃下 漆 酶 对 染 料 的 脱 色 作 用 。 将 染 料

AB129、RBBR、RB4、MB 和 TB 按一定比例混合，在

3 mL 体系下进行酶的脱色作用，反应 120 min，定时

全波长扫描。
1.9.3 金属离子对漆酶降解染料的作用 在实验

室 选 取 工 业 染 料 废 水 中 常 见 金 属 离 子 Zn2+、Cu2+、
Fe3+、Ca2+、Mn2+、Pb2+、Ba2+、Al3+和 Co2+， 分别配制成浓

度为 10 mmol/L 的盐溶液。 同样在以上 5 种染料脱

色反应体系中加入等体积的盐溶液和对照（不加）。
常温下反应 30 min，记录其 OD 值。

2.1 SYBC-L12 生长特性的研究

将选用的白 腐 菌 SYBC-L12 接 种 到 愈 创 木 酚

平板，结果如图 1（a）所示，SYBC-L12 菌丝为洁白绒

毛状，菌落四周及底部均有红色变色圈产生，表明

漆酶氧化特征底物，产生显色的氧化反应，从而可

以初步判断其在生长过程中分泌了胞外漆酶。

对 SYBC-L12 进行固态发酵，发酵 10 d，结 果

如图 1（b）所示，固态培养基上长满了 SYBC-L12 菌

丝，表明此菌株对秸秆具有良好的适应性。

图 1 SYBC-L12 平板生长特征和固态发酵生长特征

Fig. 1 Morphological character of SYBC -L12 on PDA
plate andunder solid-state fermentation of rice straw

2.2 SYBC-L12 的 18S rRNA 进化树分析

经扩增， 得全长为 639 bp 的 18S rRNA 序列，
提交 GenBank，其登录号为 HQ891296。 根据 BLAST
结果，取相似度较高的序列构建 N-J 树，如图 2 所

示 。 通 过 N -J 树 分 析 发 现 ，SYBC -L12 与

Pycnoporus sanguineus FCL229（JF308952）同源性较

高，为 99%，说明与其亲缘关系比较接近，二者可以

聚 为 一 枝 。 此 外 ， 该 枝 与 Pycnoporus sp. aff4
（EU863192.2）的相似度为 99%，三者均属于密孔菌

属 （genus Pycnoporus）。 该 菌 定 名 为 Pycnoporus
sanguineus SYBC-L12，属于担子菌亚门，多孔菌科，
密孔菌属。

结果与讨论2

图 2 Pycnoporus sanguineus SYBC-L12 N-J 树图

Fig. 2 N-J Evolution tree of Pycnoporus sanguineus SYBC-L12

2.3 水稻秸秆固态发酵产漆酶条件优化

2.3.1 Pycnoporus sanguineus SYBC-L12 的产酶曲
线及酶的最适温度和 pH 采用水稻秸秆固态发酵

基本培养基，30 ℃恒温静置培养， 测定漆酶产量随

时间的变化趋势。 如图 3（a）所示，随着培养时间的

延长，漆酶产量不断上升，第 6 天以后基本达到稳

定，第 8 天最高，20 d 后有所下降。从图中看出，第 8
天和第 16 天的酶活相对较高， 这两个相对较高的
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点很可能是漆酶的两个同工酶，它们在形成的时间

上 存 在 较 大 差 异。 作 者 选 取 8 d 作 为 Pycnoporus
sanguineus SYBC-L12 的固态发酵周期， 这样可以

缩短时间同时获得较高的漆酶产量，这个发酵周期

与相关文献 [14-16]所报道的漆酶发酵周期相比，所用

时间较短。
通过对漆酶催化条件的研究，得出漆酶催化的

最适温度为 60 ℃， 且在 60~80 ℃其催化能力较稳

定，因此属于偏高温酶，在较高温条件下具有较好

的催化能力。 漆酶催化的最适 pH 为 3，而且当反应

体系 pH 接近中性时，其催化能力大幅下降，pH 为 7
时降为最适的 10%，因此，此漆酶在酸性条件下具

有较好的催化能力。 见图 3（b），（c）。

图 3 Pycnoporus sanguineus SYBC-L12 发 酵 产 漆 酶 曲 线

及漆酶催化最适温度和 pH
Fig. 3 Curve of laccase production by Pycnoporus

sanguineus SYBC-L12 under fermentation and
the best suitable temperature and pH for laccase

catalysis

2.3.2 种龄及培养温度对 Pycnoporus sanguineus
SYBC-L12 产漆酶的影响 接种到固态发酵培养基

中的种子液的生长状态对固态发酵影响较大。 一般

认为处于对数生长期菌龄的种子具有较快的生长

速度，利于菌种在固态培养基上生长产酶。 因此对

不同生长期的种子进行接种，如图 4（a）所示，生长

2 d 的菌种能有效的提高产酶。
白腐菌因种类不同，生长温度对白腐菌产漆酶

也具有一定的影响。 因此调整温度（23、25、30、35、
37 ℃）找到其最适温度。 结果如图 4（b）所示，30 ℃
为 Pycnoporus sanguineus SYBC-L12 的最适产酶温

度，而且 30 ℃和 35 ℃对酶活没有大的改变。
2.3.3 秸 秆 粒 度 和 起 始 含 水 量 对 Pycnoporus
sanguineus SYBC-L12 产漆酶的影响 秸秆粒度在

固态发酵过程中对菌体的影响较大，在培养基量相

同的情况下，秸秆粒度的大小直接决定了白腐菌能

有效利用的秸秆表面积的大小。 粒度越小，表面积

越大，但同时秸秆之间的空隙变小，影响培养基的

透气性。 如图 4（c）所示，秸秆粒度在 5~10 mm 之间

漆酶产量最高。 固态发酵过程中需要适宜的水分含

量，但是含水量过高或过低都不能满足菌体的生长

代谢。 如图 4（d）所示，漆酶的产量随培养基含水量

的增加而提高，当含水量达到 50%时，漆酶活力达

到最大，进一步增加含水量，产酶反而下降。
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图 4 物理条件对漆酶活力的影响

Fig. 4 Effects of physical conditions on laccase activity

2.3.4 碳源、 氮源对 Pycnoporus sanguineus SYBC-
L12产漆酶的影响 对于产酶培养基， 碳源和氮源

为必不可少的组成部分。 本研究中，秸秆作为支撑

物同时也作为提供少量碳源的底物，在此基础上添

加其它碳源和氮源，考察其对漆酶产量的影响。 此

外，对廉价的工农业副产品对漆酶生产的影响也进

行了考察。 从图 5（a）中看出，除乳糖可以少量提高

漆酶的产量，额外添加的其它碳源在短时间内基本

不会增加漆酶的产量，因此表明碳源不是促进白腐

菌漆酶合成的主要因素。 工农业副产品因其成分复

杂、营养丰富，在作为产漆酶的培养基上具有优越

的应用前景。 因其氮源丰富，将其和有机氮源、无机

氮源一并对白腐菌 P. sanguineus SYBC-L12 进行研

究。 从图 5（b）、（c）、（d）中可以看出，工农业副产品

对 漆 酶 的 产 量 均 有 显 著 提 高 ， 豆 粕 使 其 提 高 了

70.8%， 水 稻 麸 皮 提 高 了 60.8%， 玉 米 浆 提 高 了

90.2%， 花生饼粉提高了 150.6%、 餐厨垃圾提高了

65.4%。 有机氮源和无机氮源除了尿素和乙酸铵对

漆酶的合成具有完全抑制作用外，对漆酶的产量也

均有促进提高，其中有机氮源蛋白胨提高了 128%，
干酪素提高了 297%，酵母膏提高了 108%，牛肉膏

提高了 109.8%， 无机氮源酒石酸铵提高了 77.8%，
磷酸二氢铵提高了 56.6%，硫酸铵提高了 55.4%，硝

酸铵提高了 210.6%，硝酸钠提高了 10.6%。 从而可

得出，氮源是促进漆酶合成的主要因素，且对漆酶

产量影响较大的依次是干酪素、 硝酸铵和花生饼

粉。
对干酪素、硝酸铵和花生饼粉的添加量进行优

化。 其添加量的选择为（g/L）：干酪素 5~40，硝酸铵

5~35，花生饼粉 5~75。 所得结果分别如表 1、2、3 所

示。 表 1 所示，干酪素的最适添加量为 25 g/L，其酶

活较原添加量提高了 12.08%；表 2 所示，硝酸铵的

最适添加量为 25 g/L， 其酶活较 原 添 加 量 提 高 了

45.37%；表 3 所示，花生饼粉的最适添加量为 45 g/
L，其酶活较原添加量提高了 35.7%。

图 5 碳 源 ， 农 业 废 弃 物 ， 无 机 氮 源 和 有 机 氮 源 对 P.
sanguineus SYBC-L12 漆酶活力的影响

Fig. 5 Impacts of carbon sources,agro residues, inorganic
nitrogen sources and organic nitrogen sources on
laccase activity of P. sanguineus SYBC-L12
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表 1 干酪素添加量对产漆酶的影响

Table 1 Effects of carbon sources on laccase activity

表 2 硝酸铵的添加量对漆酶活力的影响

Table 2 Effect of ammonium nitrate content on laccase
activity

表 3 花生饼粉的添加量对漆酶活力的影响

Table 3 Effect of peanut cake powder content on laccase
activity

2.3.5 铜 离 子 浓 度 及 添 加 时 间 对 Pycnoporus
sanguineus SYBC-L12 产漆酶的影响 铜离子是构

成漆酶活性中心的必要成分，因此为了提高漆酶的

产量，添加一定量的铜离子对漆酶的分泌具有一定

的刺激作用。 由于铜离子有可能会对白腐菌的生长

产生抑制作用，导致漆酶的产量减少，因此对不同

时间添加硫酸铜和添加硫酸铜的量进行研究。 由其

产酶曲线得出， 第 4 天开始出现漆酶分泌的对数

期，因此选取第 1 天和第 4 天分别添加铜离子。 得

出结果如图 6 所示，第 1 天添加硫酸铜的产酶最大

值出现在铜离子浓度为 4 mmol/L 的情况下，此时的

漆酶产量比未添加铜离子的提高了 26.3%。 而第 4
天添加硫酸铜的产酶最大值为浓度 2 mmol/L 时，此

时的漆酶产量比未添加铜离子的提高了 36.8%。 因

此在发酵第 4 天添加 2 mmol/L 的铜离子浓度可有

效地提高漆酶产量。
经过一系列优化得到漆酶的终产量约是优化

前的 10 倍。

图 6 Cu2+量及添加时间对漆酶酶活力的影响

Fig. 6 Effects of Cu2 + content and its adding time on
laccase activity

2.4 漆酶对合成染料的脱色降解作用

漆酶属于多酚氧化酶，其活性中心通过一系列

的电子传递将底物氧化成不稳定的中间体，从而自

行分解成更小的分子或聚合形成更大的分子，同时

将水中的 O2 还原成 H2O。其底物多为酚类、芳香类、
多环类化合物及其衍生物。 实验中所用的合成染料

（Remazol Brilliant Blue R，Acid Blue 129，Reactive
Blue 4，Methyl Blue，Toluidine Blue，Acid Red 1，
Ractive Black 5）都具有复杂的多环结构，且在工业

中应用广泛， 同时也是工业废水中的常见污染物。
用漆酶对其进行降解具有诱人的应用前景。 实验利

用 秸 秆 固 态 发 酵 所 得 的 漆 酶 分 别 在 常 温 和 60 ℃
下，对其进行了脱色降解。
2.4.1 漆酶对染料的脱色降解作用 利用漆酶在

干酪素质量浓度/（g/L） 漆酶活力/（U/g）

5 28.43±0.28

10 34.56±0.25

15 40.71±0.84

20 42.38±0.44

25 45.62±0.27

30 38.15±0.65

35 36.19±0.82

40 32.59±0.24

硝酸铵质量浓度/（g/L） 漆酶活力/（U/g）

5 9.20±0.24

10 22.48±0.86

15 30.02±0.99

20 39.70±2.77

25 43.64±1.64

30 34.29±1.03

35 18.33±0.18

花生饼粉质量浓度/（g/L） 漆酶活力/（U/g）

5 27.43±0.85

15 29.08±0.48

30 29.26±0.41

45 39.46±1.09

60 37.71±0.05

75 33.24±0.72
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常温下对蒽醌、偶氮、三苯甲烷、亚胺醌类染料进行

脱色，如图 7（a）所示，在 180 min 内可将 AB129 脱

去 83.6%、RBBR 脱去 72.2%、RB4 脱去 77.7%，在 6
h 内可将 MB 脱去 79.4%、TB 脱去 57.9%。 而对偶氮

类染料 RB5 和 AR1， 在 24 h 内只能将其分别脱去

12.6%和 8.9%。 在 60℃下对其进行脱色试验时，如

图 7 （b） 所 示 ， 在 360 min 内 可 将 AB129 脱 去

83.2%、RBBR 脱 去 67%、RB4 脱 去 71%、MB 脱 去

79.5%、TB 脱去 51.2%， 同时在 24 h 内可将常温下

不易脱色的偶氮染料 RB5 和 AR1 分别脱去43.1%
和 28.2%。因此可得此漆酶对蒽醌、三苯甲烷和亚胺

醌类的染料具有高效的脱色作用且在常温下就可

进行；而对偶氮类染料常温下脱色较困难，当温度

适当升高时，可部分脱色。

图 7 漆酶对合成染料的脱色降解作用

Fig. 7 Laccase-catalyzed decolorization of synthetic dyes

2.4.2 漆酶对混合染料的脱色降解作用 一种工

业废水中一般含多种染料，因此将蒽醌、三苯甲烷

和亚胺醌类染料混合， 考察漆酶对其的脱色作用。
混合染料的每个成分配制为适当的浓度使其总的

吸光值 OD 不超过 1.0，如图 8（a）。 在常温下加入酶

液进行反应， 通过定时全波长扫描得出结果如图 8
（b）所示，在 120 min 内，其总吸收峰逐渐降低。可观

察到在 120 min 内，所有的染料可以大部分被降解。
因此，能被漆酶脱色降解的不同结构的染料同时存

在时均可被漆酶脱色降解。

图 8 漆酶对混合染料的脱色作用

Fig. 8 Laccase-catalyzed decolorization of the mixed dyes

2.4.3 金属离子对漆酶催化染料降解的作用 因

工业染料废水中经常存在各种金属离子，且大多数

属于重金属离子，对生物酶等具有蛋白质结构的生

物大分子具有抑制作用。 重金属离子一般会通过化

学反应或交联反应不可逆地改变酶的活性中心结

构，从而导致酶的活性降低甚至失去活性。 因此要

使漆酶可以有效应用于工业废水中染料的脱色降

解，金属离子对其因没有抑制作用，否则漆酶无法

直接使用。本实验选取废水中常见的金属离子 Zn2+、
Cu2+、Fe3+、Ca2+、Mn2+、Pb2+、Ba2+、Al3+和 Co2+，考察其对

漆酶催化的染料脱色的影响。 染料选取较易被漆酶

脱色的 AB129，所得结果如表 4 所示，相对于没有

金 属 离 子 而 言，Ca2+对 其 脱 色 的 抑 制 作 用 较 强，30
min 内脱色率减少了 42.5%， 此外 Fe3+、Mn2+、Ba2+、
Co2+对其具有较弱的抑制作用， 其余的 Zn2+、Cu2+、
Pb2+、Al3+几乎没有抑制作用。
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表 4 金属离子对 AB129 脱色的影响

Table 4 Effects of metal ions on the laccase -catalyzed
decolorization of AB129 环境污染的生物治理已经成为人类治理环境

的主要手段和发展趋势。 利用自然界所产生的生物

大分子对环境的治理有着诱人的前景。

本实验通过在自然界筛选的白腐真菌，利用农

作物水稻秸秆固态发酵产漆酶，并对其条件进行优

化，所得漆酶对蒽醌、偶氮、三苯甲烷、亚胺醌类稳

定不易分解，但对环境和生物有害的染料进行脱色

降解效果良好。 一些工业废水常见的金属离子对脱

色没有影响或有微弱的抑制作用。

本研究旨在对之后的研究和应用奠定必要的

理论基础和作可行性探讨。

结 语3

金属离子

（10 mmol/L）
金属盐

脱色率/%

5 min 10 min 20 min 30 min

Control 17.8 37.0 53.8 66.8

Zn2+ 硫酸锌 17.5 33.2 52.1 64.6

Cu2+ 硫硫铜 15.9 33.5 52.4 65.7

Fe3+ 氯化铁 17.7 33.3 52.1 62.8

Ca2+ 氯化钙 7.88 17.4 31.3 38.4

Mn2+ 氯化锰 15.5 30.6 50.9 62.5

Pb2+ 醋酸铅 16.6 32.0 52.8 64.2

Ba2+ 氯化钡 16.4 31.7 51.5 61.9

Al3+ 硝酸铝 19.1 36.9 58.2 68.4

Co2+ 氯化钴 11.6 27.1 47.9 59.0
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