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摘  要: 采用灵芝菌株发酵所得的漆酶, 对酞菁类染料直接耐晒翠蓝 GL 进行了催化脱色实验, 

确定了脱色反应的最适条件。结果表明: 单独使用灵芝漆酶粗酶液对直接耐晒翠蓝 GL 具有很好

的脱色效果。其最适脱色 pH 为 3.0, 最适脱色温度为 40°C, 最适漆酶用量是 40 U/mL, 最适染料

浓度为 60 mg/L。以上述最适脱色条件对直接耐晒翠蓝 GL 进行脱色实验, 反应 70 min, 脱色率可

达 94.3%。研究结果显示, 所试灵芝漆酶在印染废水治理方面具有良好的应用前景。 
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Abstract: The decolorization experiments of direct fast turquoise blue GL were conducted with the crude 
laccase from Ganoderma lucidum in submerged fermentation. The optimum decolorization conditions were 
determined. The results showed that the crude laccase from Ganoderma lucidum had distinct decolorization 
efficiency on direct fast turquoise blue GL. The optimum pH was 3.0, The optimum temperature was 40°C, 
The optimum enzyme dosage was 40 U/mL, the optimum dye concentrations was 60 mg/L. Under the best 
conditions optimized above, the decolorization rate of direct fast turquoise blue GL was 94.3% after 70 min 
catalyzation with the laccase from G. lucidum. Our results suggested that the laccase from Ganoderma lu-
cidum could be very useful in the textile-dye decolorization and waste-water purification. 

Keywords: Laccase, Direct fast turquoise blue GL, Decolorization, Ganoderma lucidum 



陈琼华等: 灵芝漆酶催化直接耐晒翠蓝 GL脱色条件的优化  1813 

 

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

漆酶是一类含铜的多酚氧化酶 , 能催化多种

芳香族化合物的降解 , 在染料脱色、印染废水处

理、环境污染物脱毒与降解等方面具有巨大的应用

潜力[1−5]。近年来, 越来越多的学者开始把研究的焦

点集中在采用漆酶催化染料脱色[6−11]和处理印染废

水[12]等领域。本研究组前期筛选获得一个高产漆酶

的灵芝菌株, 并利用所优化的培养基发酵, 得到活

性高达 107 U/L(ABTS 法)的漆酶。同时, 酶学性质

研究表明, 该漆酶能在较广的温度和 pH 值范围内

保持较高的活性。由于不同来源的漆酶具有不同的

性质和不同的底物专一性[13], 所以探究该漆酶在染

料脱色及废水处理等方面的应用潜力十分必要。直

接耐晒翠蓝 GL 属于酞菁类染料, 由于具有稳定的

分子结构, 降解比较困难。目前仅见王成国等[14]采

用悬浮态纳米级 TiO2 通过光催化氧化法对该染料

进行过脱色处理, 未见采用漆酶催化直接耐晒翠蓝

GL脱色的研究报道。因此, 本研究通过单因子实验

方法, 探讨上述灵芝漆酶对直接耐晒翠蓝 GL 脱色

的影响因素及效果, 确定包括 pH、温度、漆酶用量

和染料浓度在内的主要脱色条件, 为该漆酶在印染

废水脱色净化方面的大规模应用奠定基础。  

1  材料与方法 

1.1  菌种 
灵芝(Ganoderma lucidum)菌株 QMC-01, 由本

实验室采自广东花都芙蓉彰后经分离纯化所得。依

据《中国真菌志·第十八卷·灵芝科》(2000)、《中国
药用真菌图鉴》(1987)和《中国灵芝图鉴》(2005)
对该菌株进行形态学检验, 其宏观和显微特征符合
灵芝种(Ganoderma lucidum)的特征范围。 

1.2  染料 
直接耐晒翠蓝 GL(Direct fast turquoise blue GL), 

是一种酞菁类染料 , 由广州市华年染料化工有限
公司提供。  

1.3  化学试剂 
ABTS[2,2′-连氮-二(3-乙基苯并噻唑-6-磺酸)]为

Sigma 公司分析纯产品; 其它试剂均为国产分析纯
产品。 

1.4  实验仪器 
低温高速离心机 , Beckam coulter allegraTM 

X-22R; 常温高速离心机, Beckam coulter microfuge® 

18; 核酸蛋白分析仪, Beckam coulter DU® 800; 电子
天平, Precisa XS 365M和XT 120A; 酸度计, 上海宇
隆 PHS-3C; 电热恒温水槽, 上海森信 DKB-600A。 

1.5  灵芝漆酶粗酶液的制备 
取产酶高峰期适量的发酵液, 在 12000 r/min、

常温条件下离心 10 min, 上清液即为漆酶粗酶液。 

1.6  漆酶酶活的测定 
采用 ABTS 法 : 反应体系总体积 3 mL, 包括

1.5 mL 0.2 mol/L pH 5.0醋酸-醋酸钠缓冲液、0.5 mL 
0.5 mmol/L ABTS及 1 mL适当稀释的酶液 (以缓冲
液稀释), 测定反应前 3 min内反应液在 420 nm处吸
光度(A)的增加量, 每 15 s记录数据, 以灭活酶液为
空白对照。定义每分钟转化 1 μmol底物所需的酶量
为一个酶活力单位(U)。其计算公式:  

漆酶活力(U)= 酶液稀释倍数×
×Δ××

Δ×
−6

4202

1

10tV
AV

ε
 

其中 , ε420=3.6 × 104 L/mol·cm; Δt: 3 min; ΔA: 
3 min内吸光度(A)的变化值; V1: 酶反应中, 反应液

的总体积; V2: 酶反应中, 酶液的体积。试验重复 3
次, 取平均值。 

1.7  直接耐晒翠蓝 GL 吸收光谱的测定 
用 0.2 mol/L pH 5.0 醋酸-醋酸钠缓冲液配制

100 mg/L 直接耐晒翠蓝 GL 母液。测定时, 稀释到
线性范围内, 以醋酸-醋酸钠缓冲液为参比, 进行波
长扫描, 如图 1所示, 直接耐晒翠蓝 GL的最大吸收
峰在 612 nm处。因此, 本研究中所有脱色率均以在
612 nm处所测的吸光度(A)值来计算。 

1.8  脱色处理及染料脱色率的计算 
参照漆酶酶活检测体系设置 3 mL 脱色反应体 

 

 

图 1  直接耐晒翠蓝 GL 的吸收光谱 
Fig. 1  The absorption spectrogram of direct fast turquoise 
blue GL 
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系。脱色体系中以 0.2 mol/L 醋酸-醋酸钠缓冲液配
制直接耐晒翠蓝 GL染料(0~300 mg/L), 最后加入灵
芝漆酶粗酶液(0~70 U/mL)启动反应 , 在所需温度
(20°C~70°C)和 pH(2.5~7)条件下, 静置反应一段时
间(0~96 h)后, 测定脱色反应后的溶液在 612 nm处
的吸光度(A1), 相同实验条件下, 加入等量 100°C灭
活 10 min 的酶液作为空白对照, 测其吸光度(A0), 
按以下公式计算不同脱色条件下的脱色率:  

100)(
0

10 ×
−

A
AA

＝％脱色率  

实验重复 3次, 取平均值。 

2  结果与分析 

2.1  ABTS 对灵芝漆酶粗酶液催化直接耐晒翠蓝

GL 脱色的影响 
在漆酶催化染料脱色的反应中, 往往需要有毒

的介体(如 ABTS)参与[6,12]。为确定 ABTS 对灵芝漆

酶粗酶液催化直接耐晒翠蓝 GL脱色的影响, 比较了

粗漆酶、粗漆酶/ABTS介体系统两种反应体系对直接

耐晒翠蓝 GL的脱色效果。实验所用的脱色反应体系

为: 总体积 3 mL, 包括 0.2 mol/L pH 5.0的醋酸-醋酸

钠缓冲液, 30 U/mL的灵芝漆酶粗酶液和 100 mg/L的

直接耐晒翠蓝 GL, 不添加或添加终浓度为 10 μmol/L

的 ABTS, 30°C进行脱色反应, 结果如图 2。 

从图 2 可见, 两种反应体系均在反应初期脱色 

 

图 2  ABTS 对灵芝漆酶催化直接耐晒翠蓝 GL 脱色的 
影响 
Fig. 2  Effects of ABTS on decolorization of direct fast 
turquoise blue GL catalyzed by laccase from Ganoderma 
lucidum 

 
速率较快, 但脱色 24 h后脱色速率减慢, 96 h后粗漆
酶、粗漆酶/ABTS 介体系统脱色率分别达 86.9%和 
86.6%。上述结果表明, 添加 ABTS与不添加 ABTS
对直接耐晒翠蓝 GL 的脱色效果没有明显差异, 灵
芝发酵所得的漆酶粗酶液可直接用于直接耐晒翠蓝

GL 染料的脱色。因此, 在后续的优化实验中, 均不
再添加 ABTS。 

为进一步证明脱色处理过程中漆酶对染料分子

是否真正起到了降解作用, 每隔一定时间用核酸蛋
白分析仪对两种反应体系脱色前后的反应液进行波

长扫描, 观察染料特征峰的变化, 结果见图 3。 
 

 
图 3  直接耐筛翠蓝 GL 脱色前后吸收光谱图 

Fig. 3  The absorption spectra of direct fast turquoise blue GL before and after decolorization 
注: 1: 对照; 2: ABTS+粗酶液; 3: 粗酶液. 
Note: 1: CK; 2: ABTS + Crude laccase; 3: Crude laccase. 
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由图 3 可见, 脱色处理前, 染料溶液在 612 nm

处有一个明显的吸收峰。而随着脱色时间的延长 , 

其在 612 nm 处的吸光度逐渐下降, 吸收峰越变越

小。这说明漆酶对染料确实起到了降解作用。比较

粗漆酶及粗漆酶/ABTS 两个反应体系不同时间的吸

收峰, 发现在脱色 24 h内粗漆酶较粗漆酶/ABTS介

体系统具有稍强的脱色能力。但 48 h后脱色效果基

本一样。 

2.2  pH 值对灵芝漆酶粗酶液催化直接耐晒翠蓝

GL 脱色的影响 
在脱色反应体系中, 分别用 pH为 2.5、3.0、3.5、

4.0、4.5、5.0、5.5、6.0、6.5和 7.0的 0.2 mol/L醋
酸-醋酸钠为缓冲液, 保持其它条件不变, 对直接耐
晒翠蓝 GL进行脱色降解 2 h, 结果见图 4。  
 

 
图 4  pH 值对直接耐晒翠蓝 GL 脱色的影响 
Fig. 4  Effects of pH on decolorization of direct fast tur-
quoise blue GL 
 

由图 4可见, pH 在 2.5~4.5之间脱色效果较好, 
脱色率达到 60%以上。当 pH值为 3.0时, 脱色率最
高可达 79.2%。因此确定其脱色最适 pH值为 3.0。 
2.3  温度对灵芝漆酶粗酶液催化直接耐晒翠蓝

GL 脱色的影响 
采用上述最适 pH 3.0 的醋酸-醋酸钠为缓冲液, 

保持其它条件不变, 分别在 20°C、25°C、30°C、35°C、
40°C、45°C、50°C、55°C、60°C、65°C、70°C不同
温度条件下对直接耐晒翠蓝GL进行脱色降解 2 h, 结
果见图 5。 

由图 5 可知, 在 20°C~50°C 之间, 该漆酶对直
接耐晒翠蓝 GL 有较好的催化脱色效果, 脱色率均
保持在 70%以上; 40°C条件下脱色率最高, 达 86.6%; 
即使在 60°C脱色率也能维持在 58.4%。以后随温度
的进一步升高, 脱色率迅速下降, 在 70°C 时, 粗酶
液对直接耐晒翠蓝 GL染料的脱色率仅为 6%。 

2.4  灵芝漆酶用量对直接耐晒翠蓝GL脱色的影响 
采用上述最适 pH 3.0的醋酸-醋酸钠为缓冲液、

温度 40°C、分别用 5 U/mL~70 U/mL的灵芝漆酶处
理 100 mg/L的直接耐晒翠蓝 GL 2 h, 结果见图 6。 
 

 

图 5  温度对直接耐晒翠蓝 GL 脱色的影响 
Fig. 5  Effects of temperature on decolorization of direct 
fast turquoise blue GL 
 

 

图 6  漆酶用量对直接耐晒翠蓝 GL 脱色的影响 
Fig. 6  Effects of laccase dosage on decolorization of direct 
fast turquoise blue GL 
 

由图 6 看出, 随酶用量的增加, 直接耐晒翠蓝
GL的脱色率提高。当酶用量在 5 U/mL~25 U/mL时, 
脱色率增加显著 , 随后缓慢上升并逐渐趋于平稳 ; 
当酶用量为 40 U/mL 时, 脱色率最高达 92.6%。以
后再继续增加酶用量时脱色率不再继续增加。因此, 
选取 40 U/mL 作为漆酶粗酶液催化直接耐晒翠蓝
GL降解的最适酶用量。 

2.5  染料浓度对灵芝漆酶粗酶液催化直接耐晒翠

蓝 GL 脱色的影响 
采用上述最适 pH、温度和漆酶用量, 保持其他条

件不变, 分别对浓度为 20 mg/L、40 mg/L、60 mg/L、
80 mg/L、100 mg/L、120 mg/L、140 mg/L、160 mg/L、
180 mg/L、200 mg/L、250 mg/L和 300 mg/L的直接
耐晒翠蓝 GL进行脱色处理 2 h, 结果见图 7。 
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图 7  染料浓度对直接耐晒翠蓝 GL 脱色的影响 
Fig. 7  Effects of dye concentration on decolorization of 
direct fast turquoise blue GL 
 

由图 7可见, 当染料浓度较低(20 mg/L~60 mg/L)
时 , 随着染料浓度的增加 , 脱色率逐渐上升 , 其中
浓度为 60 mg/L时脱色率最高, 达 94.8%; 当浓度超
过 100 mg/L时, 随着浓度的增大, 脱色率逐渐降低, 
浓度为 300 mg/L时, 脱色率仅为 57.4%。说明高浓
度的染料对灵芝漆酶催化脱色的能力有一定的抑制

作用。图 7还显示, 浓度在 40 mg/L以下时, 降低染
料的初始浓度, 并不能提高染料的脱色率, 只有当
初始浓度超过一定值时, 脱色效果才显著。因此, 要
达到较好的脱色效果, 底物的浓度应控制在最佳的
范围内。 

2.6  最优反应条件下灵芝漆酶催化直接耐晒翠蓝

GL 脱色的效果 
在 pH 3.0、40°C、40 U/mL灵芝漆酶、60 mg/L

染料浓度的条件下, 即在系统优化的最适脱色条件下, 
对直接耐晒翠蓝 GL 进行催化脱色实验, 每隔一段时
间测定脱色液在 612 nm处的吸光度, 结果见图 8。 
 

 
图 8  最优反应条件下灵芝漆酶催化直接耐晒翠蓝 GL 的

脱色效果 
Fig. 8  Decolorization of direct fast turquoise blue GL cata-
lyzed by laccase from Ganoderma lucidum under the best 
reaction condition 

由图 8可知, 在优化条件下, 反应前 30 min, 脱
色率增加很快, 随后缓慢增加。当脱色 70 min后, 脱
色率高达 94.3%, 以后随时间延长脱色率未见明显
增加。与优化前处理 24 h后的 76.6%的脱色率相比, 
优化后的脱色率得到很大的提高, 脱色时间也大大
缩短。可见, 优化的脱色反应条件能够大幅度提高
灵芝漆酶对直接耐晒翠蓝 GL 的脱色率, 以及大大
缩短脱色时间。 

3  讨论 

酞菁类染料由于具有稳定的分子结构, 降解比

较困难, 目前未见采用漆酶对酞菁类染料进行处理

的研究报道。故本研究选取酞菁类染料直接耐晒翠

蓝 GL 作为漆酶脱色处理对象, 研究得到两个有实

际参考价值的结论: 1) 灵芝菌株发酵所得的漆酶粗

酶液可直接用于直接耐晒翠蓝 GL 染料的脱色。分

析其原因可能是漆酶粗酶液中存在某种小分子介体

介导了直接耐晒翠蓝 GL 的氧化脱色; 或者直接耐

晒翠蓝 GL 染料为该漆酶的直接底物因而不需要小

分子介体介导。2) 在本研究优化的脱色条件下, 利

用漆酶粗酶液催化直接耐晒翠蓝 GL 脱色的脱色率

高达 94.3%。在国内有关的研究中, 除了 Pleurotus 

ostreatus漆酶催化蒽醌染料 SN4R[8]、彩绒革盖菌漆

酶催化酸性橙[9]、云芝菌漆酶催化靛蓝[10]、Coriolus 

versicolor 漆酶催化酸性紫 43[11]以及 Trametes ver-

sicolor 1126催化靛蓝[12]的脱色率在 90%以上外, 其

它脱色率均在 90%以下, 且这些漆酶往往还需要添

加有毒或昂贵的小分子介体如 ABTS、HBT 才能显

著的提高脱色率[12]。本研究采用灵芝菌株发酵所产

的粗漆酶直接对耐晒翠蓝 GL 进行脱色实验, 不需

要小分子介体的介导, 且脱色效果好。同时, 采用价

格相对低廉的灵芝粗漆酶直接降解染料也为最终解

决酶制剂处理染料废水成本高及介体有毒昂贵的难

题提供一种选择。 
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