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简    报 

丝孢菌 Monodictys asperospera (Cooke & Massee) 
Ellis 漆酶的分离纯化及其酶学性质 

王祎宁  赵国柱*  赵悦茗  邸晓亮  谢响明* 
(北京林业大学生物科学与技术学院  北京 100083) 

 
 

摘  要: 本研究首次发现 Monodictys asperospera(Cooke & Massee) Ellis 具有较好的产漆酶能力。

粗酶液经硫酸铵盐析、DEAE-纤维素层析及丙烯葡聚糖凝胶 S-300 层析纯化, 纯化倍数为 8.1, 回
收率为 5.7%。漆酶分子量约为 77 kD, 最适反应温度为 55°C, 最适反应 pH 6.0, 以丁香醛连氮为

底物时 Km 为 0.163 mmol/L, Vmax 为 0.194 mmol/(L·min), 含糖量为 18.14%, Cu2+对漆酶有明显抑制

作用。 
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Purification and Characterization of Laccase from 
Monodictys asperospera (Cooke & Massee) Ellis 

WANG Yi-Ning  ZHAO Guo-Zhu*  ZHAO Yue-Ming  DI Xiao-Liang  XIE Xiang-Ming* 
(College of Biological Sciences and Biotechnology, Beijing Forestry University, Beijing 100083, China) 

Abstract: A new wood-degrading fungus Monodictys asperospera (Cooke & Massee) Ellis with a high level 
of laccase production was chosen to study. This laccase was purified by ammonium sulfate precipitation, 
DEAE-cellulose and sephacryl S-300. Purification of about 8.1 fold was achieved with an overall yield of 
5.7%. Its molecular weight was estimated to be about 77 kD. The optimum temperature and pH of the lac-
case activity were 55°C and 6.0, respectively. Kinetic studies of the laccase showed that the Km and the Vmax 
for using syringaldazine as substrate was 0.163 mmol/L and 0.194 mmol/(L·min), respectively. The carbo-
hydrate content was 18.14%. In addition, it was found that laccase activity was significantly inhibited by 
Cu2+. 
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丝孢菌(Hyphomycetes)为无性型的真菌 , 广泛
分布于自然界。在腐生条件下分布的丝孢菌, 能够
产生多种酶类 , 具有较强的降解木质纤维的能力 , 
对维持自然界生态平衡和物质能量交换有重要意

义。漆酶(Laccase)是一种多酚氧化酶, 属于蓝色氧
化酶家族 , 是重要的木质纤维(Lignocellulose)降解
酶之一, 最初发现在漆树漆液中, 随后发现某些高
等真菌也能分泌该酶[1]。漆酶能催化降解多种芳香
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族化合物特别是酚类 , 是一种天然环保型酵素 [2], 
已被广泛应用于各种领域, 如纸浆漂白 [3]﹑生物燃

料[4]﹑绿色有机物质的合成[5]﹑酶标签[6]等。利用漆

酶对木质纤维的降解作用, 进行合理的开发利用[7], 
对减少化学药品的使用量、降低生产成本和保护环

境能起到重要的作用。目前, 研究最多的产漆酶微
生物大多局限于白腐真菌 , 主要有黄孢原毛平革
菌、彩绒革盖菌、变色栓菌、射脉菌、凤尾菇等等, 
这些真菌都属于担子菌门[8,9], 而产漆酶的丝孢菌在
国内外鲜有报道。本文筛选确定 Monodictys as-
perospera (Cooke & Massee) Ellis为漆酶高产菌株, 
对该菌株漆酶部分酶学性质进行初步研究, 在国内
外尚属首次。 

1  材料和方法 

1.1  实验材料 
1.1.1  菌种: 丝孢菌 M. asperospera(由本实验室筛
选)。 
1.1.2  主要试剂: 丁香醛连氮(Syringaldazine sigma 
No.S-7896); 丙烯葡聚糖凝胶(Sephacryl S-300 high 
resolution GE healthcare No.17-0599); 低分子量标
准蛋白(PageRuler prestained protein ladder fermentas 
No. SM0671); 其他试剂均为国产分析纯。 
1.1.3  培养基及培养条件: 采用 Kirk[10]基本培养基

并改进包含 2.5 g/L葡萄糖, 1.1 g/L酒石酸铵, 1 g/L
吐温 80, pH 5.5, 28°C, 150 mL三角瓶装液 75 mL, 
120 r/min振荡发酵 264 h。  

1.2  实验方法 
1.2.1  漆酶的制备: 将漆酶发酵液 4 层纱布过滤, 
滤液于 8000 r/min离心 10 min, 上清液即为粗酶液。 
1.2.2  漆酶的硫酸铵分级沉淀 : 上述粗酶液中加
入硫酸铵使其达到 15%饱和度 , 4°C 静置过夜。
12000 r/min离心 20 min, 弃去沉淀, 上清液继续补
加硫酸铵至 80%饱和度, 4°C静置过夜。12000 r/min
离心 20 min, 弃上清液, 沉淀溶于 pH 6.0的 0.1 mol/L
磷酸缓冲液中, 并用该缓冲液于 4°C透析。 
1.2.3  漆酶活性测定: 按照 Ride 方法[11]略有改进, 
将 0.5 mmol/L 丁香醛连氮 100 µL和 0.1 mol/L 的磷
酸盐缓冲液混合制成反应体系, 在预定温度水浴中
预热 5 min, 加入 0.1 mL的酶液并振荡以启动反应, 
反应一定时间后, 在 525 nm 处测定吸光度的增量, 
以反应体系中加入灭活的酶为空白对照。漆酶活力

单位(U)定义: 以 55°C、pH 6.0 时 3 mL 反应体系
在 525 nm波长时吸光值每分钟增加 0.001为 1 U。 
1.2.4  漆酶的纯化: 1) DEAE-纤维素离子交换层析: 

将漆酶上样于 pH 6.0的 0.1 mol/L磷酸缓冲液平衡

过的 DEAE-纤维素层析柱上, 先用该缓冲液洗柱, 

待出现第一峰时换用含 0.1 mol/L~1 mol/L NaCl的

该缓冲液梯度洗脱, 流速为 0.4 mL/min, 收集合并

漆酶活性组分。2) 丙烯葡聚糖凝胶层析进一步纯化: 

将上述漆酶浓缩后上样于 pH 6.0的 0.1 mol/L磷酸

缓冲液平衡过的丙烯葡聚糖凝胶柱, 并用该缓冲液

继续洗脱, 流速为 0.4 mL/min, 收集含漆酶活性的

洗脱峰。蛋白质含量测定参照 Bradford方法[12]。 

1.2.5  SDS-PAGE: 参照汪家政和范明方法 [13], 用

浓度为 10%的聚丙烯酰胺凝胶检测漆酶纯化效果, 

并估算分子量。 

1.2.6  漆酶的酶学性质分析: 1) 温度对漆酶活性的

影响: 选择 pH 6.0的磷酸盐缓冲液与丁香醛连氮为

反应体系, 设 25°C~90°C, 每增加 5°C 为 1 个处理, 

分别加入漆酶测量酶活。2) 漆酶的热稳定性分析: 

将样品于 25°C~80°C下, 每增加 5°C为 1个处理, 水

浴 1 h, 分别测量酶活。3) pH对漆酶活性的影响: 分

别配制 pH 4.5~9.0, 每增加 0.5为一个处理的磷酸缓

冲液, 在 55°C 条件下与丁香醛连氮构成反应体系, 

加入漆酶, 测量酶活。4) 漆酶的 pH稳定性: pH 处

理同 3), 于室温条件下将漆酶与缓冲液充分混合后

静置 1 h, 于 55°C测量酶活。5) 漆酶的动力学参数

测定: 分别以不同浓度的丁香醛连氮为底物与漆酶

反应 , 用 Lineweaver-Burk 做图法计算 Michaelis- 

Menten常数 Km和最大反应速率 Vmax。6) 含糖量测

定方法 : 参照文献[14], 用蒽酮比色法测定纯酶的

总糖含量, 并计算蛋白含糖量。7) 金属离子对酶活

的影响: 将不同金属离子分别配制成 pH 6.0、终浓

度为 5 mmol/L 的缓冲液体系, 加入漆酶, 室温静置

30 min, 测量酶活。 

2  结果与分析 

2.1  漆酶的硫酸铵分级沉淀 
根据 1.1.3 条件发酵测得粗酶液酶活为

618.67 U/mL, 对其进行分离纯化。分别于漆酶粗
酶液中加入硫酸铵 , 每 5%为一个处理使其饱和度
达到 5%~85%, 4°C 静置过夜后 , 12000 r/min 离心
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20 min, 沉淀溶于 pH 6.0的 0.1 mol/L磷酸缓冲液中
并透析, 检测漆酶活性, 在硫酸铵终浓度为 20%的
沉淀中测得漆酶活性, 而在低于该浓度时没有漆酶
活性, 故选择 15%饱和度定为初级沉淀浓度。将上
清液透析后检测漆酶活性 , 发现硫酸铵终浓度为
75%的上清液中没有漆酶活性, 为保证漆酶完全沉
淀, 选择饱和度 80%为二级沉淀浓度。 

2.2  漆酶的纯化 
经硫酸铵分级沉淀 , 重溶透析后的粗酶液上

DEAE-纤维素柱层析, 随峰值检测漆酶活性并收集
层析产物。将上述酶液透析, 浓缩后上丙烯葡聚糖
凝胶 S-300柱层析, 合并峰值组分。经上述步骤纯化
后漆酶比活力为 36513 U/mg较粗酶液纯化了 8.1倍, 
回收率为 5.7%(表 1)。 

 
表 1  漆酶纯化总表 

Table 1  Purification result of laccase 

纯化步骤 
Purification step 

总蛋白 
Total protein 

(mg) 

总活力 
Total activity 

(U) 

比活力 
Specific activity

(U/mg) 

纯化倍数 
Purification 

(Fold) 

回收率 
Yield 
(%) 

Crude enzyme 41.31 185601 4493 1.0 100.0 

15% ammonium sulfate precipitation 9.45 121899 12899 2.9 65.7 

80% ammonium sulfate precipitation 2.36 42660 18076 4.0 23.0 

DEAE-cellulose 1.36 29164 21444 4.8 15.7 

Sephacryl S-300 0.29 10589 36514 8.1 5.7 

 
2.3  SDS-PAGE 

通过 SDS-PAGE 检测(图 1)表明通过上述步骤
已经获得电泳级纯酶, 该漆酶分子量约为 77 kD。 

2.4  漆酶酶学性质分析 
2.4.1  温度对漆酶活性的影响: 分别将反应体系置
于各温度水浴中, 测定温度对漆酶活性的影响。由
图 2 可以看出, 45°C~60°C 时漆酶具有很高的活性, 
 

 
图 1  纯化的漆酶 SDS-PAGE 结果 
Fig. 1  SDS-PAGE of purified laccase 
Note: 1: Standard protein markers; 2: Purified laccase. 

 

图 2  温度对漆酶活力的影响 
Fig. 2  Effect of temperature on laccase activity 
 
55°C时活性最高, 高于 60°C时酶活显著下降, 当温
度达到 80°C时几乎检测不到酶活, 85°C时漆酶完全
失活。 
2.4.2  漆酶热稳定性分析: 分别对各温度下样品水
浴处理 1 h, 测量酶活。结果如图 3所示, 55°C以下
漆酶相对稳定, 酶活在 90%以上, 60°C 时酶活损失
较大, 仅剩 59.11% ± 0.89%; 以酶活为 50%时的温度
作为半失活温度(t1/2), 则漆酶的 t1/2为 64°C ± 1°C。 
2.4.3  pH 对漆酶活性的影响: 分别将各 pH反应体
系置于 55°C水浴中测定对漆酶活性的影响。结果如
图 4所示, 最适反应 pH为 6.0时, 酶活最高; pH为 
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图 3  漆酶的热稳定性 
Fig. 3  Heat stability of laccase 
 

 

图 4  pH 对漆酶活力的影响 
Fig. 4  Effect of pH on laccase activity 

 
8.0时酶活剩余 53.06% ± 0.06%, 当 pH为 9.0时检
测不到酶活。 

2.4.4  漆酶的 pH 稳定性: 将漆酶与缓冲液充分混
合后于室温条件下静置 1 h, 置于 55°C 测量酶活。
结果如图 5 所示, 当 pH 为 6.0 时漆酶稳定, 酶活为
99.46% ± 0.28%, pH 8.0时下降到 50.11% ± 0.95%。 
2.4.5  漆酶的动力学参数测定: 由 1.2.6(5)方法测
得漆酶与底物丁香醛连氮反应的 Km = 0.163 mmol/L, 
Vmax = 0.194 mmol/(L·min)(图 6)。 

2.4.6  含糖量测定: 利用蒽酮比色法测定纯酶的含
糖量为 18.14% ± 0.85%。 
2.4.7  金属离子对酶活的影响: 将 pH 6.0, 终浓度
为 5 mmol/L 的各种金属离子缓冲液体系中分别加
入漆酶, 反应 30 min测量酶活。结果如表 2所示, 其
中 K+、Na+对酶活影响最小, 仅有少部分酶活损失; 
Mg2+、Li+对酶活影响较小, 剩余酶活在 70%以上; 

 

图 5  漆酶的 pH 稳定性 
Fig. 5  pH stability of laccase 
 

 

图 6  漆酶的动力学曲线 
Fig. 6  The curve of Lineweaver-Burk 
 

表 2  不同金属离子对酶活的影响 
Table 2  Effect of metal ions on activity of laccase 

金属离子 
Metal ions (5 mmol/L) 

相对酶活 
Relative activity (%) 

Na+ 99.10 ± 0.07 

K+ 97.29 ± 0.88 

Li+ 73.20 ± 2.82 

Mg2+ 88.00 ± 1.00 

Ca2+ 61.32 ± 3.39 

Ba2+ 34.20 ± 0.04 

Hg2+ 0.00 ± 0.00 

Fe3+ 0.00 ± 0.00 

Ag+ 0.00 ± 0.00 

Cu2+ 11.70 ± 1.64 
 

Hg2+、Fe3+、Ag+对酶活影响最大, 实验中检测不到
酶活; 另外, Cu2+对酶活影响也很大, 剩余酶活仅为
11.70% ± 1.64%。 
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3  讨论 

国内外对于木质纤维降解菌及其产生的相关酶

类的研究大都集中于白腐真菌上[15−17], 鲜有丝孢菌
的报道。我们的研究发现在自然界植物残体上同样

腐生大量丝孢菌[18−20], 它们对木质纤维素的降解也
起着非常重要的作用, 极有可能具有完善的降解酶
体系。从该类群真菌入手筛选高效降解菌, 研究其
产酶及酶学性质, 无疑为该领域提供新的亮点。 

本研究筛选的高产漆酶丝孢菌 M. asperospera, 
为国内外首次报道。根据 1.1.3 条件发酵测得 M. 
asperospera漆酶酶活为 618.67 U/mL, 由于此前报
道的测量温度不同 ,  会使酶活数值相差较大 ,  我
们利用 2.4.1 的结果计算 M. asperospera 漆酶在不
同温度时的酶活 ,  与一些漆酶高产白腐菌对比 ,  
如林丽萍等在 30 °C 测得三色革裥菌漆酶酶活 
为 267.87 U/mL[21], M. asperospera 漆酶酶活为 
363.16 U/mL; 赵敏等在 25°C测得环带干酪菌漆酶酶
活为 336 U/mL, 白囊耙齿菌漆酶酶活为 340 U/mL[22], 
M. asperospera漆酶酶活为 350.11 U/mL; 同时我们
利用赵林果等的方法[23]对彩绒革盖菌进行发酵, 结
果表明 M. asperospera 酶活略低于彩绒革盖菌漆酶
(633.33 U/mL)。通过改进培养基配方及培养条件有
望进一步增加 M. asperospera 漆酶产量, 为大规模
发酵生产奠定基础, 具有很好的开发应用前景。 

M. asperospera漆酶最适反应温度为 55°C相对
较高且较稳定, 水浴处理 1 h 酶活仍保持在 90%以
上。据报道彩绒革盖菌漆酶最适反应温度为 25°C[24], 
毛栓菌漆酶最适反应温度为 30°C[25], 红栓菌最适反
应温度为 30°C[26], 均低于 M. asperospera漆酶最适
反应温度。 

漆酶的最适 pH 多见于酸性环境下, 如毛栓菌
漆酶最适 pH 值为 4.0, 彩绒革盖菌漆酶最适 pH 值
为 4.5[27], 糙皮侧耳菌最适 pH 值为 5.0[28], 而 M. 
asperospera漆酶最适 pH为 6.0偏中性。 

Km 代表着一种酶的特性, 以丁香醛连氮为底物, 
M. asperospera漆酶Km = 0.163 mmol/L, 亲和能力与
糙皮侧耳菌 Km = 0.14 mmol/L相近[29], 相比三色革
裥菌的 Km = 0.043 mmol/L高, 说明 M. asperospera
漆酶与丁香醛连氮的亲和能力比三色革裥菌弱, 但
与红栓菌[25]漆酶(Km = 0.833 mmol/L)比亲和力高。 

漆酶是一种含铜的多酚氧化酶, 大多数研究表

明, 添加 Cu2+可以显著激活并提高漆酶活性[30−32]。

本研究发现添加 Cu2+能抑制漆酶活性, 当有 Cu2+存

在时漆酶活性仅为 11.7%。王剑锋等人对烟管菌的
研究有相似报道[33], 但抑制效果并没有本研究中明
显, 剩余酶活仍有 85%。烟管菌漆酶可受 Ag+激活, 
而 M. asperospera 漆酶在 Ag+存在的条件下检测不

到活性。综上所述, M. asperospera分泌的漆酶很可
能是一种新的漆酶同工酶。因此有必要对该菌株漆

酶进行蛋白质测序、基因克隆、蛋白质表达、蛋白

质结构测定等, 这些有助于阐明漆酶作用机理, 为
该菌株及漆酶的应用奠定基础。本研究后续工作正

在进行中。 
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