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一种 pH 稳定的黄色漆酶的快速纯化和性质特征 
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摘  要: 通过丙酮沉淀和 DEAE- cellulose DE52 柱层析, 快速、有效地从一株白腐菌 Trametes sp. 
SQ01 的发酵液中纯化了漆酶。纯化的漆酶并非传统漆酶那样呈现蓝色, 而是一种黄色蛋白。以 
ABTS 为底物时, 该酶的最适 pH 和温度分别是 pH 4.5 和 70°C, Km 为 0.029 mmol/L。T. SQ01 
漆酶在 pH 3.0~11.0时, 酶活相对稳定, 在 pH 5.0 时最为稳定, 是目前报道的 pH 稳定性最好的

漆酶。低浓度的金属离子(1 mmol/L) Cu2+、Mg2+ 、Ca2+ 和Co2+ 对漆酶有促进作用, 而高浓度 
(5 mmol/L)的Co2+、Zn2+、 Mn2+、Mg2+ 却抑制漆酶酶活。SDS 对该酶有激活作用, 当其浓度为 1 
mmol/L时, 漆酶相对酶活达到 128%。DTT对漆酶强烈抑制, 即使是浓度为 1 mmol/L, 亦可完全抑

制漆酶酶活。纯化后的漆酶对亮蓝(RBBR) (100 mg/L)的脱色能力显著, 0.5 U/mL 的漆酶在 10 min
内即可达到 80%的脱色率。T. sp. SQ01 漆酶的快速纯化以及高效脱色的能力表明该酶在染料脱

色降解方面有着广阔的应用前景。 
关键词: 漆酶, 纯化, pH 稳定性, 底物特异性, 染料脱色 

A pH-stable Yellow Laccase from White Rot Fungus Trametes 
sp. SQ01: Rapid Purification and Characterization 
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Abstract: The white rot fungus Trametes sp. SQ01 secretes a high level of laccase in the basal liquid me-
dium without induction. The laccase has been purified to homogeneity through acetate acetone precipitation 
and DEAE-cellulose 52 anion-exchange chromatography with a final purification fold of 15.4 and an overall 
yield of 43.6%. The purified enzyme was identified with a molecular mass of 62 kD by SDS gel electropho-
resis. The purified enzyme was not blue like the typical laccase but yellow, and had not the basic spectro-
scopic features of a typical blue laccase. The enzyme oxidized a series of diphenol, creosol and non-phenol, 
including 2,2′-azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonate) (ABTS), catechols, hydropuinone, 
2,6-dimethoxyphenol (DMP), and guaiacol. With ABTS as a substrate, the optimum pH and temperature for 
the purified laccase were 4.5 and 70°C, respectively. The enzyme was highly stable in the pH range 3~11, 
and the most stable under the pH 5.0. The enzyme was stable up to 50°C, and had half-life of 30 min at 60°C. 
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The susceptibility of laccase towards several surfactants, inhibitors and metal cations was also assessed. The 
enzyme activity was completely inhibited by DTT at the concentration of 1 mmol/L, but 1 mmol/L of SDS 
activated the laccase activity by 128%. Laccase activity was also inhibited by several metal cations at a  
5 mmol/L of concentration, especially Mn2+. The purified enzyme efficiently decolorized Remazol Brilliant 
Blue R (RBBR) in the absence of added redox mediators. The high production of Trametes. sp. SQ01 lac-
case as well as its decolorization ability demonstrated its potential application on dye decolorization.  

Keywords: Laccase, Purification, pH stability, Substrate specificity, Dye decolorization 

漆酶 (p-diphenol: oxygen oxidoreductase, EC 
1.10.3.2)是一种含铜的多酚氧化酶。该酶与植物的抗
坏血酸氧化酶和哺乳动物的血浆铜蓝蛋白同属于铜

蓝蛋白家族。1883 年, 日本学者吉田首次从日本紫
胶漆树(Rhus vernicifera)的渗出液中发现该酶[1], 随
后人们发现某些高等真菌也能分泌这种酶, 其中最
重要的是担子菌中的白腐真菌(white rot fungi)。漆
酶一直是生物学、化学和环境科学等领域十分活跃

的研究热点, 尤其在生物制浆、生物漂白、脱色以
及有毒化合物的降解等方面具有潜在的应用价值 , 
并已取得某些突破性成果和显著成就。 

典型的漆酶含有 4 个 Cu 原子, 根据它们的
特征可分为 3 类：Ⅰ型或蓝型, Ⅱ型或通常型, Ⅲ
型或偶联的双核同型。其中, Ⅰ型在 610 nm 处有
特征吸收, Ⅱ型无特征吸收峰, Ⅲ型除 610 nm 外, 
在 330 nm 处有特征吸收。到目前为止, 纯化的漆
酶大多为蓝色漆酶, 即Ⅰ型或是Ⅲ型漆酶, 也有少
数为无色漆酶, 即Ⅱ型漆酶。但是, 1997 年俄罗斯
的科学家在几株白腐菌的固态发酵提取物中纯化出

的漆酶却呈现黄色, 而且该酶也没有典型漆酶所具
有的特征吸收峰和电子顺磁共振谱, 然而, 同样的
菌株在液体发酵液中分泌的漆酶却是典型的蓝色漆

酶[2]。此后, 又有一些科学家从固态发酵物中分离出
了黄色漆酶, 并进行一些酶学性质的研究[3]。本实验

室选用栓菌 Trametes sp. SQ01 进行液体发酵产漆
酶时 , 却意外地发现 , 该菌产生的漆酶也为黄色 , 
为了进一步分析该酶的性质及动力学特征, 我们对
该漆酶进行了分离纯化, 同时对其底物特异性及染
料脱色的性能进行了研究。 

1  材料与方法 

1.1  菌种 
栓菌  Trametes sp. SQ01 由本实验室筛选并 

保存。 

1.2  主要试剂与仪器 
DMP (2,6-dimethoxyphenol), ABTS [2,2′-azino- 

bis-(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonate)], Catechol, 
Hydropuinone, 3-methylcatechol, 4-methylcatechol, 
4-chlorocatechol, guaiacol, 牛血清白蛋白(BSA), 丙
烯酰胺 (Sigma), DEAE-cellulose DE52 (Whatman), 
分子量蛋白  Marker(北京天为时代科技有限公司), 
其余试剂均为分析纯。 

日立 UV-2010 分光光度计, pH 计, 梯度混合
器, 电泳仪。 

1.3  培养基及培养条件 
1.3.1  种子培养基：土豆葡萄糖琼脂培养基(PDA)：
马铃薯提取液 1.0 L, 葡萄糖 20.0 g, KH2PO4 3.0 g, 
MgSO4·7H2O 1.5 g, VB1 1 mg, 琼脂 20.0 g。 
1.3.2  基础产酶培养基：每升含葡萄糖  10.0 g, 
KH2PO4 2.0 g, MgSO4·7H2O 0.5 g, CaCl2·2H2O 0.1g, 
琥珀酸钠 1.18 g, 酒石酸铵 1.84 g, VB B1 (100 mg/L) 
10 mL, 微量元素溶液 70 mL, 吐温-80 0.5 mL; 微
量 元素 混 合 液 : 每 升 含  MgSO4·7H2O 3.0 g, 
MnSO4·H2O 0.5 g, NaCl 1.0 g, FeSO4·7H2O 0.1 g, 
CoCl2 0.1 g, ZnSO4·7H2O 0.1 g, CuSO4·5H2O 0.1 g, 
KAl(SO4)2·12H2O 10 mg, H3BO3 10 mg, Na2MoO4· 2H2O 
10 mg。 

1.4  粗酶液的制备 
将待试菌株接种于 PDA 固体培养基上, 30°C 

活化培养 7 d, 用打孔器制成直径 8 mm 的菌塞, 
接种 5 个菌塞到含有 50 mL 产酶培养液的 250 mL 
三角瓶中, 于 30°C 振荡培养 7 d, 过滤收集培养
液, 8000 r/min 离心 10 min, 取上清液即得粗酶液。
实验结果以平均值±标准偏差计。 

1.5  漆酶活性的测定 
以 0.5 mmol/L ABTS作为反应底物, 在pH 4.5 

酒石酸-酒石酸钠缓冲体系中,加入适量酶液, 25°C 
进行反应, 于紫外可见分光光度计 420 nm 处测定
反应吸光值的变化(εmax =3.6 × 104 L/(mol·cm)[4]。每

分钟转化 1 μmol 底物所需的酶量定义为一个酶活
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力单位。 

1.6  蛋白浓度的测定 
按  Bradford[5] 法测定蛋白浓度 , 以牛血清白

蛋白为标准, 绘制标准曲线。 

1.7  糖含量的测定 
采用硫酸-酚法测定糖含量 , 以葡萄糖作为标 

准[6]。 

1.8  漆酶的分离纯化 
将 − 2 0 ° C  的丙酮缓慢加入粗酶液中达 

25%(V/V), 12000 r/min 离心 20 min, 弃去不溶性黏
状物。向上清中继续加丙酮到浓度为  66%(V/V),  
−20°C 静置 2 h~3 h 沉淀蛋白。12 000 r/min 离心 
20  min ,  沉淀溶解于  2 0  mmo l /L  pH 8 .0  的 
Tris-HCl 缓冲液(缓冲液 A)中。将待纯化的蛋白上
样于已用缓冲液 A 平衡过的 DEAE-cellulose 52  
层析柱(ф2.6 cm×10 cm)。以 0 mol/L~0.6 mol/L 
NaCl·Tris-HCl 线性梯度洗脱并分步收集洗脱液 , 
每管收集 3 mL。测定各管洗脱液的漆酶活性, 收集
酶活性峰, 4°C保存备用。 

1.9  一般性质 
1.9.1  漆酶的表观分子量测定：纯化后的漆酶样品

和已知分子量的标准蛋白进行  SDS-PAGE 分析 , 
分离胶的浓度为 12%, 浓缩胶的浓度为 4%; 然后
根据标准蛋白在  SDS-PAGE中的相对迁移率  Rf, 
绘制 logWm – Rf 图, 求得漆酶分子量。 
1.9.2  漆酶的紫外可见吸收光谱：将纯化后的漆酶

液于UV-2010紫外可见分光光度计250 nm~700 nm范
围内进行扫描 ,  以获得漆酶的紫外可见特征吸收 
光谱。 
1.9.3  漆酶 N-端氨基酸序列：漆酶 N-氨基酸序列分
析由上海基康生物技术公司进行。 
1.9.4  漆酶的最适温度和热稳定性：将漆酶酶液置

于 25°C~80°C 的水浴中, 测定漆酶酶活, 以最高的
酶活为 100%, 相对酶活(%)=(各温度条件下的酶活/
最高酶活)×100%。 

将酶液置于 25°C、30°C、40°C、50°C、60°C、
70°C和 80°C的水浴中保温 30 min, 冷却至室温测
残余酶活力 , 以未处理酶液的酶活力为  100%, 剩
余酶活(%)=(各温度条件下的剩余酶活/最初酶活)×
100%。 
1.9.5  漆酶的最适pH值和pH稳定性：等量的酶液

置于不同的 pH (2.2、3、4、4. 5、5、6、7、8)缓冲

液中测定其活性。pH 2.2~pH 5, Na2HPO4-Citric acid; 
pH 4.5, Sodium tartrate-tartaric acid; pH 6, 
Na2HP04-NaH2PO4; pH 7~pH 8, Tris-HCl; pH 9~10, 
Glycin-NaOH; pH 11, Na2HPO4-NaOH。以最高的酶

活 100%, 相对酶活(%)=(各pH条件下的酶活/最高酶

活)×100%。 

在酶对 pH 值的稳定性实验中, 将 pH 8.0 的
漆酶储液置于不同  pH  值的溶液中 ,  分别测定  
12 h 后漆酶的残余活力。以未处理酶液酶活为
100%, 剩余酶活(%)=(各 pH 条件下的剩余酶活/最
初酶活)×100%。 
1.9.6  金属离子、表面活性剂和抑制剂对漆酶活性

的影响：用 0.1 mol/L 酒石酸钠缓冲液(pH 4.5) 配
成含不同浓度金属离子、表面活性剂或抑制剂的缓

冲液, 与一定量漆酶液 25°C 保温 30 min 后测定
漆酶活力, 以不含金属离子、表面活性剂、抑制剂
的漆酶反应液为对照, 金属离子、表面活性剂、抑
制剂的终浓度为 1 mmol/L 和 5 mmol/L。每种金属
离子的两个剂量都设 3 个平行, 结果以平均值±标
准偏差计。 

1.10  动力学参数的测定 

配制一系列不同浓度底物  ABTS、DMP、
Hydropuinone 、 Catechol 、 3-methylcatechol 、 4- 
methylcatechol、 4-chlorocatechol 和  guaiacol, 在 
pH 4.5, 30°C 的条件下反应, 测定漆酶反应的初速度, 
求出二者的倒数, 按照双倒数法(Lineweave-Burk法)
作图 , 得到斜率为  Km/V 的直线 , 由此得到  Km 
值。重复 3 次测定底物动力学参数, 结果以平均值
±标准偏差计。 

1.11  纯酶对亮蓝(RBBR)脱色 
在  RBBR 溶液中加入一定量的纯酶液 , 在不

同实验条件下(RBBR的不同浓度、不同酶量、不同

脱色溶液 pH 和温度)作用一段时间后, 于染料的最

大吸光处测定反应体系的吸光值(RBBR最大吸收波

长 595 nm), 并计算脱色率。相同实验条件下, 加入

等量 100°C灭活 5 min的酶液作为对照。 

将染料溶液稀释到吸光值与染料浓度成线性的

范围内, 用分光光度计测定染料最大吸光处的吸光

值, 再乘以稀释倍数, 即为该样品的理论吸光值 A。 

脱色率= (A0−A1/A0) × 100% 

A0 —脱色反应前溶液的吸光值, A1 —脱色反应后
溶液的吸光值。 
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实验设 3 个平行样品, 结果以平均值±标准偏
差计。 

2  结果与讨论 

2.1  T. sp. SQ01 漆酶的生产 
2.1.1  产酶：图 1 所示, 白腐菌 T. sp. SQ01 在基
础培养基的培养过程中, 从第 2 天开始分泌漆酶, 
酶活性在第 7天达到最大值 4538.7 U/L, 此后略有
下降。培养基中葡萄糖在第 6 天耗尽。不同菌株漆
酶的生产有所差异, T. harzianum 漆酶酶活第 4天最
大 , 此后漆酶生产率逐渐减小 [7]。白腐菌  Phlebia 
oridensis[8] 和  Pleurotus ostreatus[9]则分别在第 
20、14天产漆酶最大。 
 

 
 

图 1  T. sp. SQ01 漆酶的生产和葡萄糖的消耗 
Fig. 1  T. sp. SQ01 laccase production and consumption of 
glucose 
 
2.1.2  铜离子浓度对漆酶生产的影响：图 2表明, 当
培养基中不含Cu2+时, T. sp. SQ01几乎不产漆酶; 当
培养基中Cu2+终浓度为 0.028 mmol/L 时 , T. sp. 
SQ01 漆酶的酶活力最高, 且此时的生物量(干重)也
最大。随着Cu2+浓度的进一步增加, 漆酶活力逐渐降
低, 生物量也降低。当Cu2+浓度达到 0.5 mmol/L 时,
漆酶的活力与不加Cu2+的空白相当。已报道的木霉 
LaTr01 的培养基中不含Cu2+时酶活 107.03 U/L, 当
Cu2+浓度达到 0.5 mmol/L时产漆酶活性最大 252.35 
U/L[10]。而杂色云芝漆酶则在Cu2+浓度为  0.05 
mmol/L时分泌量最大, 酶活性最高[11]。可见不同菌

株漆酶的生产依赖的Cu2+浓度也不尽相同。 

2.2  漆酶的分离纯化 
经过丙酮分级沉淀得到比活为 36.3 U/.mg, 纯

化倍数为  5.5 的漆酶 , 接着将活性部分上样于 
DEAE-cellulose 52 层析柱, 分管收集洗脱液并测定

各管酶活性, 最后得到比活 101.7 U/mg, 纯化倍数
为  15.4 的漆酶 (表 1)。漆酶的纯化方法有多种 , 
Pycnoporus sanguineus 粗 酶 液 经 超 滤 浓 缩 、
DEAE-Sepharose Fast Flow、Sephadex G-75 三步纯
化, 最终得到纯化倍数为 36.53 的漆酶[12]。T. har-
zianum 的漆酶发酵液经丙酮沉淀、Sephadex G-100
凝胶柱、Concanavalin-A 亲和层析后, 纯化了 151.7 
倍[7]。本文选择丙酮沉淀结合离子柱进行分离纯化

步骤简单、操作简便, 大大减少酶的损失, 而且离子
柱比凝胶柱上样量大, 回收率高, 有利于漆酶的进
一步应用。 
 

 
 
图 2  不同 Cu2+浓度对T. sp. SQ01 产漆酶活性和干重的

影响 
Fig. 2  Effects of Cu2+ concentration on T. sp. SQ01 laccase 
production and dry weight 
 

表 1  漆酶的纯化 
Table 1  Purification of laccase from T. sp. SQ01 

纯化步骤 
Purification step 

Super- 
natants 

Acetone  
precipitation 

DEAE- 
cellulose 52

酶活  
Activity (IU) 

1400 1088 610 

总蛋白 
Total protein (mg) 

213 30 6 

比活 
Specific activity (U/.mg)

6.6 36.3 101.7 

纯化倍数 
Purification (fold) 

1 5.5 15.4 

回收率 
Yield (%) 

100 77.7 43.6 

 
2.3  一般性质 
2.3.1  漆酶表观分子量的确定：纯化后的T .  sp. 
SQ01 漆酶经 SDS-PAGE 分析为一条带(图 3), 表
明该酶已达到电泳纯。由logWm–R f图计算得T. sp. 
SQ01 漆酶的表观分子量约为 62 kD。不同来源漆
酶的表观分子量差异较大 ,  大多介于  5 0  k D ~ 
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90 kD 之间,少数大于 90 kD, 而特征性真菌漆酶表
观分子量则以 60 kD~70 kD 居多[13]。本研究分离纯

化的  T .  sp.  SQ01 漆酶的分子量与报道的  Al-
batrella dispansus (62 kD)[14]、Trametes ochracea  
(64 kD±2 kD)[15]漆酶分子量相近。 

 

 
 
图 3  漆酶的 SDS-PAGE 分析 
Fig. 3  SDS-PAGE analysis of laccase 
Mr: Molecular weight markers ; 1: Purified Lac. 

 
2.3.2  漆酶的紫外可见吸收光谱：如图  4 所示 , 
1.25 mg/mL 的漆酶的紫外可见光谱在 280 nm 有
最大吸收峰, 610 nm 处没有明显的吸收, 在 330 nm
处有一肩峰。纯化后的漆酶显黄色 , 这与  Leonti-
evsky 报道的固体发酵物中的漆酶特征相同 [2], 所
不同的是, 我们采用的是液态而非固态发酵。这可
能是第一次报道从液体发酵液中分离出黄色漆酶。

究其呈现黄色的原因, Leontievsky 认为是固体发酵
时, 一些木质的芳香化合物结合到酶分子上面, 使
得漆酶呈现出黄色[2]。然而, 我们在发酵过程中并没
有添加木质素类物质, 因此, T. sp. SQ01漆酶显黄色
的原因还有待进一步研究。 
2.3.3  漆酶N-端氨基酸序列：由表 2 可知, T. sp. 
SQ01 漆酶N-端氨基酸序列与Pycnoporus cinnabar- 
rinus漆酶的N-端氨基酸序列最为接近, 有 80%的氨
基酸相同[16], 而与其余真菌漆酶的N-端氨基酸序列
有 60%~70%的同源性[17−20]。可见T. sp. SQ01漆酶是
一种比较新的漆酶。 
2.3.4  漆酶的最适反应温度和热稳定性：T .  sp. 

 
 
图 4  T. sp. SQ01 漆酶的紫外可见吸收光谱 
Fig. 4  UV–Vis spectrum of the purified laccase in T. sp. 
SQ01 

 
表 2  T. sp. SQ01 漆酶与其它真菌漆酶 

N-端氨基酸序列的比较 
Table 2  Comparison of N-terminal amino acid  

sequence of laccase from Trametes sp. SQ01  
and other fungal laccases 

Microorganism N-terminal aa sequence Reference

Pycnoporus cinnabarinus AIGPVADLTL 16 

Coriolus hirsutus AIGPTADLTI 17 

Trametes versicolor GIGPVADLTI 18 

Trichophyton rubrum AIGPVADLHI 19 

Lentinula edodes AIGPVTDLHI 20 

Trametes sp. SQ01 AIGPVASLVL This study

 
SQ01 漆酶的最适反应温度是 70°C (图 5a)。T. sp. 

SQ01 漆酶在  25°C~40°C 保温  30 min 剩余酶活

在 85% 以上, 80°C 保温 10 min, 酶活力即全部损

失(图 5b)。若以保温 30 min 后剩余酶活力 50% 时

的温度作为半失活温度 , 则它的半失活温度为

60°C。大多数真菌漆酶的最适反应温度在 30°C~ 

60°C, 少数漆酶最适反应温度在 30°C 之下。灵芝

(G. lucidum)漆酶的最适反应温度为 25°C[21], 担子

菌漆酶的最适反应温度为 65°C [22]。不同来源的漆

酶的温度稳定性也有所差异, 典型真菌漆酶的半衰

期在 70°C 时低于 60 min, 80°C 时低于 10 min[23]。 

2.3.5  漆酶的最适pH和pH稳定性：与大多数真菌

漆酶一样, T. sp. SQ01 漆酶最适pH为 4.5(图 6), 但

也有部分真菌漆酶最适pH小于 4.5, 如 Trichophy-

ton rubrum LKY-7 的漆酶最适 pH为 3~4[24], 刘淑

珍报道的担子菌漆酶的最适 pH为 2.2~2.8[22]。 
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图 5  T. sp. SQ01 漆酶的最适反应温度(a)和热稳定性(b)
曲线 
Fig. 5  Optimum reaction temperature and thermostability 
curve of T. sp. SQ01 laccase 

 
图 7 表明, pH 8.0 的T. sp. SQ01 漆酶溶液在 

pH 3.0~11.0 条件下 25°C 保温 12 h 酶活比较稳定, 

在pH 3.0~4.0酶活大于 78%; 在 pH 5.0时, 该漆酶

最为稳定, 酶活比处理前漆酶酶活提高约 20%; 在 

pH 6.0, pH 7.0 和 pH 9.0 时, 相对酶活为 100%; 

pH 10.0和pH 11.0酶活大于 81%。但是, 大部分漆

酶的 pH 稳定范围较窄, 稳定性较差, 如灵芝TR6

号漆酶在 pH 6.0~8.0 比较稳定 [24], 杂色云芝漆酶

LacA 在 pH 5.0 以下 30°C 水浴 4 h 残余酶活保

持在 70% 以上, pH 高于 6.0 酶活损失严重[10]。毛

木耳漆酶  LacB 在不同  pH 条件下于  4°C 保存 

24 h 后测活 , 结果表明在  pH 3.6~7.0 比较稳定 , 

残余酶活保持在  60% 以上, 尤其 pH 为 6.0 时,

残余酶活  85% 以上 [25]。担子菌漆酶在  pH 3.0~ 

8.0、25°C 保温 1 h 酶活力损失 14%, 在 pH 5.0~ 

9.5、25°C 保温 16 h 酶活力损失 12%[22]。就我们

所知, T. sp. SQ01 漆酶是目前报道的 pH 稳定性最

好的漆酶。 

 
 
图 6  T. sp. SQ01 漆酶的最适 pH 
Fig. 6  The optimum pH of T. sp. SQ01 laccases 
 

 
 
图 7  T. sp. SQ01 漆酶的 pH 稳定性 
Fig. 7  pH stability of T. sp. SQ01 laccases 
 
2.3.6  金属离子、表面活性剂和抑制剂对酶活性的

影响：一般认为漆酶为含有铜的酶, Cu2+对漆酶有较

明显的促进作用, 我们的实验结果(见表 3)也表明 
1 mmol/L 和 5 mmol/L Cu2+ 对 T. sp. SQ01 漆酶有
微弱的促进作用。比较而言 ,  其他金属离子中 ,  
1 mmol/L 的 Co2+ 对该漆酶有明显促进作用, 其相
对酶活性可达 112%; 而 5 mmol/L 的 Co2+、Zn2+、 
Mn2+、Mg2+ 对漆酶表现为抑制作用 ; SDS、 
Tween-80 在所试浓度下对漆酶有激活作用 , 特别
是 1 mmol/L SDS 可以使漆酶酶活提高到 128%。
EDTA 在 1 mmol/L 时对漆酶有微弱的促进作用, 
但当浓度提高到 5 mmol/L 时, 则表现为强烈抑制
作用。DTT 的抑制作用最强, 表现为完全抑制。与
我们的研究结果不同的是, 无论 1 mmol/L EDTA 
还是 1 mmol/L SDS 对 Trametes gallica SAH-12 
漆酶都表现为抑制作用 , 剩余酶活分别为  57.4% 
和 71%[26]。1 mmol/L SDS 对灵芝 TR6 号漆酶也
起抑制作用, 其相对酶活为 92%[24]。 
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表 3  金属离子、表面活性剂和抑制剂对漆酶活性影响(n=3, ±s) 
Table 3  Effects of some metal ions、surfactants and inhibitors on laccase activity (n=3, ±s) 

相对活性 
Relative activities 

相对活性 
Relative activities 金属离子 

Metal ions 
1 mmol/L 5 mmol/L 

活性剂/抑制剂 
Surfactants/ inhibitors

1 mmol/L 5 mmol/L 

Control 100 100 SDS 128±7.8 114±5.3 

Cu2+ 108±5.0 108±6.1 Tween-80 117±6.5 108±5.4 

Zn2+ 99±3.5 777.1 EDTA 104±2.1 15±3.6 

Mn2+ 99±1.2 69±6.5 DTT 0 0 

Mg2+ 106±4.6 79±6.8    

Ca2+ 105±3.1 99±1.5    

Co2+ 112±4.5 78±6.5    

Ag+ 92±3.8 94±3.6    

 
2.4  动力学参数的测定 

漆酶的底物专一性不强, 能催化许多化合物的
氧化反应 , 包括许多与对二酚结构类似的化合物 , 
如氨基苯酚, 邻、对苯二酚、多酚、多胺、木质素
和芳基二胺等。一些漆酶能高效地氧化抗坏血酸 , 
另外一些真菌漆酶还能催化木质素和甲氧基酚酸的

脱甲基反应。如表 4所示, T. sp. SQ01漆酶能够氧化
诸如ABTS等一系列非酚类、多酚类及甲氧酚类化合
物。这些底物中, ABTS是该漆酶的最适底物, 而且
也是转化效率最高的底物, 其次是多酚类特别是双
酚类底物, 无论是对漆酶的亲和力还是转化效率都
比甲氧酚类物质好的多。Catechol和Hydropuinone 
的转化效率是 2,6-DMP 和Guaiacol的 10~30倍, 即
使是甲基化和氯化的双酚类物质(如 3-methyl- cate-
chol、4-methylcatechol、4-chlorocatechol), 其转化效
率基本上和 2,6-DMP 一样, 而比 Guaiaacol 高。
T. sp. SQ01 漆酶对 ABTS 的转化效率比文献报道

的高(P. sanguineus 漆酶对 ABTS 的转化效率为 
1.0×106, T. rubrum LKY-7漆酶对 ABTS 的转化效
率为 1.4×107)[12,23]。以前的研究结果认为漆酶对甲

氧酚类物质的催化效果比双酚类物质高, 而且底物
专一性实验亦表明 Catechol 不是漆酶的良好底物
[23], 但是我们的实验表明 Catechlol 是漆酶的一个
比较好的底物 ,  这可能是该黄色漆酶的一个 
特征。 

2.5  漆酶对 RBBR 的脱色 
RBBR 是一种很重要的工业用蒽醌染料, 经常

用作许多染料合成的前体物质 , 由于  RBBR 的多
环结构具有一定的代表性, 再加上其性质相对稳定, 
因此选择 RBBR 做为漆酶脱色的染料具有一定的
意义。 
2.5.1  漆酶添加量对 RBBR 脱色的影响：采用不同

的酶量(0.25 U/mL~1.5 U/mL)对 100 mg/L RBBR 
溶液进行脱色降解试验(图 8)。随着作用时间的延 

 
表 4  T. sp. SQ01 漆酶的动力学参数 (n=3, ±s) 

Table 4  Kinetic parameters for laccase from T. sp. SQ01 (n=3, ±s) 

底物 
Substrate 

底物浓度 
Concentration (mmol/L) 

最大波长 
Wave length (nm )

米氏常数Km 

(mmol/L) 
转换数kcat

(min−1) 
转化效率kcat/Km

(mol/L⋅min) 

ABTS 0.5 420 0.029±0.004 1422.5±235 4.9×107

2,6-DMP 0.5 469 0.230±0.003 435±57 1.9×106

Catechol 0.5 387 0.062±0.008 1052±175 1.7×107

3-methylcatechol 0.5 423 0.056±0.006 102.6±20 1.8×106

4-methylcatechol 0.5 399 0.050±0.006 801±1 1.6×106

4-chlorocatechol 0.5 394 0.053±0.007 151.3±17 2.9×106

Hydropuinone 0.5 265 0.047±0.005 1506.5±210 3.2×107

Guaiacol 0.5 470 0.568±0.078 532.8±68 9.4×105
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图 8  漆酶添加量对亮蓝脱色的影响 
Fig. 8  Effects of laccase dosage on decolorization of RBBR 
 
长, 脱色率均上升并逐渐趋于平稳。随着酶量的加
大, 脱色率也相应增大, 当酶活超过 1 U/mL 后,进
一步提高酶量对脱色率基本无影响。据报道 5 U/mL 
L. edodes 漆酶对 100 mg/L RBBR 脱色 90 min 后
脱色率为 90%[27]。 5 U/mL P. sanguineus 漆酶脱色 
90% RBBR(100 mg/L)需 10 min[12]。而 1 U/mL 的 
T. sp. SQ01 漆酶脱色相同浓度 RBBR 10 min 就能
达到  90% 以上。由此可见T. sp. SQ01 漆酶对 
RBBR 有很强的脱色能力。 
2.5.2  染料浓度对脱色的影响：采用 0.6 U/mL 纯
化漆酶对不同浓度的亮蓝溶液进行脱色, 结果见图 
9。脱色率随着作用时间的延长而上升。亮蓝质量浓
度 100 mg/L 时脱色率最大, 随着亮蓝浓度的进一
步提高脱色率开始下降。而当浓度达到 1 g/L 作用 
40 min 后, 脱色率为 50%。P. sanguineus 漆酶对 
RBBR 的脱色率同样随着 RBBR 浓度的增大而降
低, 其染料脱色的最佳浓度为 50 mg/L[12]。 
2.5.3  pH对脱色的影响：当脱色体系 pH 为 3.0~ 6.0, 
在 25°C 条件下 , 以 0.6 U/mL 漆酶对 100 mg/L 
RBBR进行脱色, 此时脱色率与体系 pH 值的关系
如图 10 所示。RBBR 在 pH 4~4.5 时脱色率较高, 
最适脱色 pH 为 4.5, 这和该漆酶的最适反应 pH 
为  4.5 一致。报道的  P. sanguineus 漆酶在  pH 
3.0~5.0 对 RBBR 脱色 2 h 效果较好 , 脱色率大
于 94% [12]。 
2.5.4  温度对脱色的影响：当RBBR浓度为 100 mg/L, 
漆酶浓度为 0.6 U/mL, pH 值为 4.5 时, 将脱色体
系置于 25°C~70°C条件下, 结果如图 11 所示。在
25°C~50°C范围内, 脱色率随温度的升高逐渐增大; 

50°C~60°C脱色最佳。这表明 T. sp. SQ01 漆酶足以
在  40°C~60°C 的相对低温范围内高效的脱色 
RBBR。同样的结果也可见于 Murugesan[28] 和 Lu 
Lei[12]的报道。 
 

 
 
图 9  亮蓝浓度对脱色的影响 
Fig. 9  Effects of concentration of RBBR on decolorization 
of RBBR 

 

 
 
图 10  溶液 pH 对 RBBR 脱色的影响  
Fig. 10  Effects of pH on the decolorization of RBBR 

 

 
 
图 11  温度对脱色的影响 
Fig. 11  Effects of temperature on the decolorization of 
RBBR 
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3  结论 

1) 在基础培养基中 , 白腐菌  Trametes sp. 

SQ01 产漆酶约 4538.7 U/L, 是一株产漆酶效率较

高的菌株。 

2) 采用丙酮沉淀与  DEAE-cellulose 52 阴离

子层析柱即可有效地分离纯化 T. sp. SQ01漆酶, 该

纯化步骤简单、操作简便, 大大减少酶的损失, 回收

率高。 

3) 纯化的漆酶是一种少见的黄色漆酶, 不具有

典型漆酶的特征, 该漆酶是第一例从液体发酵液中

提取的黄色漆酶。  

4) T. sp. SQ01 漆酶溶液在所试验的 pH 范围
(pH 3.0~11.0)内 25°C 保温 12 h, 酶活相对稳定(大
于 78%), 在 pH 5.0 时最为稳定, 比处理前酶活提
高约 20%。这是目前报道的一种 pH 稳定性最好的
漆酶。 

5) 本文选用蒽醌类染料中常见的 RBBR 作为
实验用染料, 结果表明脱色体系中不加任何氧化还
原媒介的情况下, T. sp. SQ01 漆酶对亮蓝表现出高
效的脱色能力。其脱色最适酶液量是 1 U/mL, 最适 
pH 4.5, 最适温度是 50°C 和 60°C。该酶对 RBBR 
的显著脱色能力有利于对其他蒽醌类染料的高效脱

色降解, 也为 T. sp. SQ01 漆酶在染料废水方面的
应用奠定了一定的基础。 
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