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蜜环菌胞外漆酶的合成、纯化及性质研究
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摘 要 研究了蜜环菌胞外漆酶合成条件和酶学性质。实验表明，培养基初始 CD5* 5、培养温度 $5E有利于菌株
产酶；与麦芽糖、山梨糖和半乳糖相比，纤维二糖和棉子糖作为碳源时漆酶产量更高；有机氮源比无机氮源有利于

漆酶合成。泥炭提取液可显著诱导漆酶生成，当其含量为 5%F时，菌株漆酶最高产量是对照组的 &倍。在蜜环菌
发酵上清液中检测到 0个漆酶同功酶组分，其主要活性（约占 &5F）组份漆酶 G经（+D#）$ HI# 沉淀、制备级 JGK9
电泳和阴离子交换柱层析被分离纯化至电泳均一，HLH/JGK9法测得酶亚基分子量 51ML，凝胶过滤色谱法测定活性
酶分子量 5"ML。纯化的漆酶 G等电点 CN为 #*%，氧化愈创木酚的最适反应 CD为 5O4，最适温度为 4%E，在 4%E和
45E时半衰期分别为 #5:;B和 04O":;B，在 CD5O$ P &O$范围内稳定性较好。!%%::()QR S)T 对该酶有显著抑制作用，
!::()QR HI$ T

# 对漆酶有激活作用，!::()QR +7+0 可完全抑制酶活性，!% ::()QR 9L2G对漆酶活没有明显影响，!::()Q

R S-$ U对漆酶有激活作用。以愈创木酚为底物时，测得酶的 3: V !O%$4::()QR，4:78 V 5!:()Q（:;B·:W）；以 GX2H为底

物时，测得其 3: V %O$$::()QR，4:78 V 41!:()Q（:;B·:W）。
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蜜环菌（5*6#,,+*#+ 6%,,%+）分类上属于担子菌纲
伞菌目白蘑科，是名贵中药材天麻的共生菌［!］，经人

工发酵蜜环菌制备的蜜环菌片和蜜环菌多糖等具有

较广泛的医药应用价值［$，0］。蜜环菌也是一种木腐

菌，有较强的木素分解能力，它能分解木材以提供其

自身生长所需养分，引起多种树木患根腐病，是一种

林木病害真菌。

蜜环菌的木素分解能力与其代谢过程中合成的

木素分解酶有关。漆酶（R7@@7<3 9S!O!%O0O$）是目
前公认的木素分解酶之一，它能在 I$ 存在的条件下

脱去羟基上的电子或质子形成自由基，导致酚型木

质素侧链脱羧或脱氢，造成 S—S键断裂，从而降解
高分子木质素，也能在多电子介体存在的条件下，氧

化转化非酚型木质素类化合物，在制浆造纸、生物漂

白和多种有毒芳香化合物脱毒转化等方面有广泛应

用价值［# P 4］。对蜜环菌的前期研究表明，该菌株在

次级生长代谢阶段能合成一定量的胞外漆酶，且该

胞外漆酶有较好的热稳定性，其产量明显受泥炭抽

提物添加量影响。为寻找新酶源，推进漆酶产业化，

我们研究了蜜环菌胞外漆酶合成影响条件和该酶酶

学性质，本文报道研究结果。

! 材料方法

!"! 菌种
蜜环菌（5*6#,,+*#+ 6%,,%+）系本室保存，#E保藏

于 SJLG斜面。
!"# 试剂

L9G9 T H3C=7Z(<3 66填料、H-ZC3ZA38 $%% D[!%Q
0%预装柱和两性电解质为 J=7Z:7@;7公司产品，$，$\/
7];B(/^;< （ 0/3?=.)^3B]?=;7]();B3/4/<-)_(B;@ 7@;A ）
（GX2H）和蛋白质分子量标准为 H;W:7产品，G@Z.)7:/
;A3为 X;(/[7A产品，X;<7@Z.)7:;A3购自 6)-M7公司，泥
炭提取液（J37? 98?Z7@?，J9）由本实验室自行制备［&］，
泥炭采自于安徽省繁昌县。



!"# 培养基
!"#"! 菌种保藏培养基：综合马铃薯培养基（!"#
$%）（ &’(）：葡萄糖 )*，+&,-. /01，23)"-. 4，56/

*0**)，琼脂粉 /1，)*7土豆汁 /***8(，调 93至 10:。
!"#"$ 液体发酵培养基（&’(）：葡萄糖 /1，蛋白胨
4，酵母提取物 4，2)3"-. 4，+&,-. *0/;，麦芽糖 /，

56/ *0**)，蒸馏水 /***8(，调 93至 10:。
!"% 培养方法
从 !"$%斜面挑取蜜环菌菌素（剔除琼脂块），

置匀浆器中，加适量无菌水电动匀浆。取适量匀浆

液接入发酵瓶中，每样品至少做 4个重复，于 ):<，
/** = //*>’8?@振荡培养。
!"& 分析方法
!"&"! 酶液制备：将发酵液于 .<，/)***>’8?@下离
心 4*8?@，弃沉淀，取上清经适当稀释后用于酶活测
定，或置于 .<短期保存。
!"&"$ 漆酶酶活测定［:］：以愈创木酚为底物。.8(
1* 88AB’(（含 /88AB’( 愈创木酚）琥珀酸缓冲液
（93.01），加入 /8(酶样液，混合均匀后置于 )1<水
浴保温反应 4*8?@，于 .C1@8处测光吸收值。定义
每分钟氧化 /!8AB愈创木酚的酶量为一个酶活力单
位。

!"&"# 总糖测定：采用蒽酮硫酸法，用葡萄糖作对
照。

!"&"% 蛋白质含量测定［D］：按照福林#酚法，以 6,%
作标准品。

!"&"& 生物量测定：取发酵混合物，过滤收集菌丝
体，用蒸馏水洗涤 4次，置 /*1<烘箱，干燥至恒重。
!"&"’ 蜜环菌胞外漆酶的分离纯化：在蜜环菌培养
的最高漆酶合成期收获培养物，制备发酵上清液，用

D*7饱和度的（E3.）) ,-. 沉淀蛋白质，将所获蛋白

用 )*8( /* 88AB’(磷酸盐缓冲液（93C0*）溶解，适当
透析后进行制备级聚丙烯酰胺凝胶电泳。从凝胶中

回收漆酶活性组分，并将此组分对 /* 88AB’( 磷酸
盐缓冲液充分透析后，上 $F%F#,G9HI>AJG KK 阴离子
交换柱，用 *0*/ = /0* 8AB’(（E3.）) ,-. 的磷酸盐缓

冲液（93C0*）进行线性梯度洗脱，收集漆酶活性组
分，透析至 /* 88AB’( 的柠檬酸#磷酸盐缓冲液中。
测定酶纯度和蛋白含量，用于后续研究或置 L )*<
以下冻藏保存备用。

!"&"( 漆酶分子量测定：酶亚基分子量采用不连续
,$,#"%MF法，分离胶浓度为 /)7。活性酶分子量
测定采用 K"(!法，"HI>8I>N?I预装柱（,O>9G>PGQ )**

3R/*’4*），洗脱缓冲液为 1* 88AB’( "6,（93;0*，含
/** 88AB’( EI!B）。
!"&") 漆酶等电点测定：超薄层等电聚焦电泳法，
凝胶浓度 17，两性电解质 93401 = /*0*，聚焦结束
后沿电场方向切胶，并将胶条等距离切块浸泡于饱

和 2!B溶液中，分别测定其 93，绘制 93 L 长度图，
对照计算聚焦蛋白的 9S值。
!"&"* 漆酶最适温度及最适 93测定：各取等量漆
酶溶液分别在不同温度和 93条件下测定酶活性，
计算相对酶活。

!"&"!+ 漆酶热稳定性测定：将漆酶溶液置恒温水
浴中保温，间隔不同时间取样测定其残余活力，以残

余活性百分数的对数值对保温时间作图，求出其半

衰期。

!"&"!! 不同离子和化合物对漆酶活力影响：在含
有不同被测试离子或化合物的测活体系中测定漆酶

活性，计算残余酶活性。

!"&"!$ 漆酶 93稳定性试验：将漆酶用不同 93的
缓冲液做同等倍数稀释，并置于 .<保存。间隔不
同时间取样测定酶活性。

!"&"!# 漆酶的动力学参数测定：分别以愈创木酚
和 %6T,为底物，用 (?@GUGIVG>#6O>W作图法计算漆酶
的 !8，"8IQ值。

$ 结 果

$"! 蜜环菌的生长及其胞外漆酶的合成
$"!"! 蜜环菌生长和胞外漆酶合成动态：在接种后
的前 1天，蜜环菌菌丝体处于高速生长期，表现为生
物量迅速增加（图 /），同时，培养基中的糖含量下
降，93也有所降低，但此阶段并没有胞外漆酶产生。
当菌丝体到达高速生长期末时，可检测到培养上清

中有漆酶活性存在。在接种后第 /.天，胞外漆酶的
含量迅速升高，此时培养基中的糖基本耗完，而 93
在经历了培养初期的下降后，又开始增高。第 /:天
时，漆酶产量达到高峰，与此相应，93也达到整个培
养过程中的最高值。在经历短暂下降后，第 )/天漆
酶含量又有所增加，此后酶活便迅速下降至消失。

$"!"$ 培养温度对漆酶产量的影响：分别采用 ))<、
)1<、):<、4)<和 4C<温度对蜜环菌进行发酵培养，
比较不同温度条件对菌株漆酶合成的影响，结果表明

)1<条件下比其它温度条件更适合蜜环菌产漆酶。
实验中还观察到，当培养温度达到 4C<以上时，菌丝
体的生长受到显著抑制，不易获得漆酶。

$"!"# 初始 93对漆酶产量的影响：真菌最适生长
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!"通常为弱酸性。实验考查了培养液初始 !"（#$%
& ’$%）对菌株生长和合成漆酶影响。当培养基初始
!"为 ($(时，漆酶酶活达到最高值，菌丝生长良好，
而当 !"值小于 #$(或大于 )$(时，菌株产酶量都将
显著下降。

图 * 蜜环菌生长及其胞外漆酶的发酵合成动态曲线
+,-.* /,01 234561 37 891 24:8451 ;<= !53=428,3< 37

1>85;21::4:;5 :;22;61 ?@ !"#$%%$"$& #’%%’&
!A28,B,8@；"!"；#C4-;5；$D,30;66

!"#"$ 不同碳源对漆酶产量的影响：将发酵培养基
中的葡萄糖用其它糖类取代，终浓度均为 E%-FG，结
果见表 *。由表可知，纤维二糖、蔗糖和棉子糖等对
产酶比较有利，而麦芽糖、山梨糖和半乳糖作为碳源

时，蜜环菌胞外漆酶的产量相对较低。

表 # 不同碳源对蜜环菌漆酶合成的影响

%&’() # *++),-. /+ 01++)2)3- ,&2’/4502&-). /3

(&,,&.) )6-2&,)((7(&2 82/07,-1/3

H;5?3< 6345216（E%-FG） I<J@01 ;28,B,8@F（4FG）

K:42361 *%)L$(

M;:8361 ’#N$N

C3:4?:1 68;529 *%#O$O

C425361 *%)L$(

G;28361 *%*#$%

C35?361 )’N$O

H1::4?,361 **(L$(

GP;5;?,<361 LO)$N

Q9;0<361 *%N#$O

RP-;:;28361 ((($(

RP0;<<361 *%*#$%

S@:361 L’L$N

+5428361 *%N’$(

Q;77,<361 *%L%$E

!"#"9 氮源对漆酶合成的影响：发酵培养基中分别
加入 () 003:FG的胰蛋白胨或（T"#）E"UV#，测试其

对漆酶产量影响。实验结果表明，添加蛋白胨的发

酵瓶酶活为 *N’’$(4FG，而添加（T"#）E"UV# 的发酵

瓶酶活仅为 E)$(4FG，两者相差达 (%倍，胰蛋白胨有
利于菌株合成漆酶。

!"#": 泥炭提取物（UI）对漆酶合成的影响：将泥炭
抽提液按不同比例加入发酵培养基中，并保持其它

成分含量不变，相同条件下培养（结果见图 E）。从
图中明显看出，UI 对蜜环菌漆酶的合成有诱导作
用。当培养基中 UI含量为 (%W时，漆酶的最高产
量比对照组提高 ’倍。

图 E 泥炭抽提物添加量对漆酶合成的影响
+,-.E I77128 37 !1;8 1>85;28 3< 1>85;21::4;5 :;22;61 !53=428,3<
% . H3<853:；*$ (W UI；E . *%W UI；N. *(W UI；#. E%W UI；(. E(W

UI；). N%W UI；’. #%W UI；O. (%W UI

! ;! 蜜环菌胞外漆酶的分离纯化及其性质分析
!"!"# 漆酶的分离纯化：使用活性 UAKI法在添加
泥炭抽提液的蜜环菌发酵上清中检测到 N个漆酶同
工酶，按迁移率从大到小依次命名为 A，D和 H，其中
漆酶 A约占总酶活的 ’(W以上，为主要组分。由于
发酵上清中含有大量褐色色素物质，常规蛋白质分

离纯化方法难以实现均一漆酶组分制备。在进行蛋

白质层析分离之前，先行制备级 UAKI，将其与色素
和其它杂蛋白分开，排除干扰，因此仅需要 N个步骤
即可得到 CRCPUAKI 均一的漆酶 A，其纯化过程及
得率列于表 E。漆酶 D和 H纯化研究将另文报道。
!"!"! 漆酶 A 表观分子量和等电点：根据 CRCP
UAKI的实验结果，计算得到蜜环菌胞外漆酶 A的
亚基分子量为 (LXR，通过 +UGH法测得酶的活性酶
分子量为 (OXR，YI+显示此酶的 !Y Z #$%。
!"!"< 最适温度和最适 !"：在 E( & ’([范围内测
试纯化的蜜环菌漆酶 A氧化愈创木酚活性，显示随
温度升高酶活增加，至 )%[时达最大值，高于 )([
时，酶活快速降低。因此，酶的最适作用温度为

)%[。在 !"E$O#、N$N)、#$E(、#$)N、($%N、($(’、)$%%、
)$)%、’$%%、’$#) 和 O$%’ 时测定酶活性作图为典型
的钟型曲线，!"($) 时测定酶活最高，!"N$N) 和
’$#)时的酶活分别为 !"($) 时的 EEW和 E’W。酶
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的最适作用 !"为 #$%。
表 ! 蜜环菌胞外漆酶 "的分离纯化

#$%&’ ! ()*+,+-$.+/0 /, ’1.*$-’&&)&$* &$--$2’ " ,*/3 !"#$%%$"$& #’%%’&

&’()*)+,-)./ 0-1! 2.-,3 ,+-)4)-56’ 2.-,3 !(.-1)/678 9!1+)*)+ ,+-)4)-56（’678） :1+.41(56; &’()-56*.3<

=’3-’(1 *)3-(,-1 >>?@$A ?##$B >$C@ >DD; >$D

（E"A）F9GA（@D;） >D#>$@ %BA$C >$#% ??$#; >$>

&(1!,(,-)41 &HIJ >F>$C @$A >F$@D >D$F; @$C

KJHJL91!M,(.01 NN >>C$D F$F #>$C? @$#; C%$@

图 C 蜜环菌胞外漆酶 H的 9K9L&HIJ图谱
N)8$C 9K9L&HIJ .* !’()*)1< 1O-(,+133’3,(

3,++,01 H .* !"#$%%$"$& #’%%’&
P$&(.-1)/ 7,(Q1(；HR &’()*)1< 3,++,01 H

图 A 蜜环菌胞外漆酶 H的 SJN图谱
N)8RA SJN .* !’()*)1< 1O-(,+133’3,(

3,++,01 H .* !"#$%%$"$& #’%%’&
HR&’()*)1< 3,++,01 H

!4!45 酶的热稳定性和 !" 稳定性：分别测定了
%DT和 %#T时漆酶 H的稳定性。在 %DT时，其半衰
期为 A#7)/，而在 %#T时，半衰期为 C%$?7)/。!"稳
定性实验表明（图 #），蜜环菌漆酶 H在 !"#$F U B$F
条件下稳定性较好，而在酸性和偏碱性条件下活性

较低，较不稳定。

! 6! 67 金属离子及化合物对酶活的影响：测试了不
同离子和化合物对蜜环菌胞外漆酶 H 活性影响

图 # 蜜环菌漆酶 H的 !"稳定性
N)8R# 9-,V)3)-5 .* 1O-(,+133’3,( 3,++,01 H ,8,)/0- !"

! !"FRF；" !"CRF；# !"ARF；$ !"#RF；

W !"%RF；X !"BRF；% !"?RF

（表 C）。结果表明：>77.36Y =’F W和 9GF Z
A 对漆酶 H有

激活作用，>D77.36Y JK2H对漆酶 H活力没有影响，
>DD77.36Y =’F W和 =3Z对漆酶 H活性有显著抑制作
用，而 E,EC 在 >77.36Y时可完全抑制漆酶 H活力。
表 8 不同离子和化合物对蜜环菌胞外漆酶 "活性的影响
#$%&’ 8 9,,’-. /, :+,,’*’0. +/02 $0: -/3;/)0:2 /0 &$--$2’ "

S./06+.7!.’/<0 =./+1/-(,-)./6（77.36Y） :13,-)41 ,+-)4)-56;

=./-(.3 D >DD

E,EC > D

JK2H > >DD

>D @?

=3 Z > @#

>DD F

9GF Z
A > >AD

>DD >D#

=’F W > >C#

>DD #

! 6!4< 蜜环菌胞外漆酶 H动力学常数：分别以愈创
木酚和 H[29为底物，测定了蜜环菌胞外漆酶 H动
力学常数。以愈创木酚为底物时，测得 (7 \
>$DF%77.36Y，)7,O \ #!7.36（7)/·78）；以 H[29 为底
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物时，测得：

!! " #$%%!!&’()，"!*+ " ,-!!&’(（!./·!0）。

! 讨 论
漆酶是一类含铜的多酚氧化酶，1223年首先由

日本学者在漆树分泌物中发现（4567 ’*88*79），之后
又在许多物种被检测到，尤其在某些高等丝状真菌

中分布最为广泛。对真菌漆酶（:6/0*’ ’*88*79）的研
究是因其在环境保护和生物修复中具有重要应用价

值而激发的。已有结果表明，真菌漆酶能氧化降解

广范围有机芳香污染物和某些非芳香有毒化合物，

如单酚、二酚，芳胺、芳香酸、木素及其衍生物

等［1# ; 13］，真菌漆酶正在成为国际上处理有机芳香污

染物最重要的环保用酶之一。蜜环菌胞外漆酶是蜜

环菌次级生长代谢阶段产生的主要酶类，在蜜环菌

发酵过程中，当菌丝体处于快速生长末期，且培养基

中可利用碳源含量较低时才有漆酶产生（如图 1），
这一定程度上反映了木素分解真菌在无适合利用碳

源的情况下改变代谢途经，合成木素分解酶（如漆

酶）进而分解木素进行碳源代谢的生理机制；另一方

面，多数漆酶产生菌的漆酶合成量受木素及其结构

类似化合物诱导调控，虽然相关研究近年来有所进

展，但确切机制还不清楚，也反映了真菌合成漆酶及

其代谢木素类似化合物的复杂性。为提高蜜环菌胞

外漆酶的合成量，研究中使用了泥炭抽提液添加于

发酵培养基，该抽提液含有组分复杂的木质纤维转

化物［<］，特别是大量的芳香族化合物，这些化合物能

诱导漆酶合成，显著提高蜜环菌胞外漆酶产率。同

时，泥炭提取液中存在的有机氮类物质也能刺激漆

酶合成。另外，在实验范围内培养基初始 =>的改
变对蜜环菌菌丝体生长并没有明显影响，但不同 =>
条件下漆酶的产量却相差很大，这可能与漆酶在过

酸或过碱的环境条件下不稳定有关。有报道有机氮

源比无机氮有利于漆酶合成，本研究也显示有机氮

有利于蜜环菌漆酶合成。

通过制备级活性 ?@AB电泳和阴离子交换柱层
析，将蜜环菌漆酶同工酶 @分离纯化至电泳均一。
已经报道的真菌漆酶大多为含多铜的酸性蛋白质，

分子量在 ,# C 2#DE左右。研究表明，蜜环菌胞外漆
酶 @为单肽链蛋白，分子量 F-DE，等电点 =G H$#，原
子吸收分光光度法测试的纯化酶蛋白中含有铜元素

（数据未显示）。因此该酶是较典型的漆酶蛋白。漆

酶氧化转化底物是靠电子转移实现的，I*I3 是电子

传递抑制剂，在 1!!&’()时就能完全抑制蜜环菌胞

外漆酶 @活性；低浓度 J6% K 对漆酶有激活作用，可
能是因为纯化制备过程中造成酶拥有的部分 J6% K

丢失，当微量 J6% K 重新进入活性中心，增加了有效
酶量，或 J6% K 的加入起到了稳定酶空间结构作用，
提高了酶催化效率，而当 J6% K浓度较高（1##!!&’()）
时，可能因高浓度重金属离子对蛋白质具有变性作

用，导致漆酶失活。低浓度的金属离子螯合剂 BEL
M@对漆酶酶活没有影响，与 #$%&’()* +’(,&,)* 漆酶相
似［13］，高浓度的 J’; 对该酶活性有抑制作用。酶氧
化 @NMO的 !! 值比氧化愈创木酚的 !! 值小，显示

@NMO是蜜环菌胞外漆酶 @更适合的作用底物。与
-.,)&$/)* $*/&,0/)* 和 -10(,&$+10,/, 2.03’4$L0.50 漆酶相
比［1H，1F］，蜜环菌胞外漆酶 @ 的最适反应温度为
,#P，在 ,#P和 ,FP时的半衰期分别为 HF!./ 和
3,$2!./，有较好的热稳定性，显示该酶在多酚类化
合物脱毒转化和环境保护中有潜在应用价值。
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