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1株真菌漆酶高产菌株的筛选及其漆酶的纯化和性质研究4
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摘要使用愈创木酚筛选平板筛选分离获得1株真菌漆酶高产菌株，通过形态学观察和5．8S rDNA—ITS序列

分析，将该菌株鉴定为栓菌属真菌。初步摇瓶发酵研究结果表明该菌株发酵至第10天时，漆酶活力达到20．3

U／mL。发酵液经硫酸铵盐析和DEAE FF柱层析方法纯化后，该酶蛋白分子质量约为65 kDa。性质研究表明，

该酶在60℃以下及pH 3．5～5．0较为稳定，其y⋯和Km分别为31．06 mmol／(L·min)和152斗moWL。筛选得

到的栓菌菌株具有产酶速率快、发酵周期短等特点。
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漆酶(EC 1．10．3．2)是木质素代谢过程中的一

种主要酶，属于蓝多铜氧化酶(blue muhicopper oxida-

ses，MCOs)家族的一种，能够在氧气作为电子受体的

条件下氧化芳香族化合物且底物作用特异性低。漆

酶最早发现于日本紫胶漆树Rhus vernicifera的浸出

液中，随后在几乎所有已研究的木腐真菌中均有发

现，同时也存在于部分植物、细菌和昆虫之中’1。j。

随着小分子介体的发现以及漆酶／介体系统(LMS)作

用机理的深入研究和应用，漆酶逐渐在食品、造纸、印

染、生物能源和医药等行业中表现出良好的应用前

景‘4。7 3。

目前具有工业生产应用潜力的漆酶生产方式是

微生物发酵法，尤其是高等真菌中自腐真菌(white．

rot fungi)的漆酶分泌量较高¨“⋯。但是研究中发

现，白腐真菌往往需要较长的发酵周期来获得较高的

漆酶产量，使漆酶的工业化生产成本过高并在一定程

度上限制了漆酶的广泛应用。例如，Galhaup等”1利

用Trametes pubescens制备漆酶发酵周期为16—40 d，

发酵活力为319～743 U／mL(底物为ABTS)；Rosales

等‘8。利用r hirsuta制备漆酶发酵周期为23 d，发酵

活力为12．26 U／mL(底物为ABTS)。江南大学廖祥
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儒教授研究室陆续报道了可以利用Trametes sp．和

r hirsuta在8 d的发酵周期内实现漆酶的最高发酵

活力，分别达到65．13 U／mL¨11和35 U／mL¨21(均以

DMP为底物)，大幅度缩减了白腐真菌产漆酶的发酵

周期，显示白腐真菌可以在较短发酵期间内实现漆酶

的高产。另一方面，预示着在白腐真菌漆酶生产菌种

的选育和开发方面仍具有很大的挖掘潜力。

本文采用愈创木酚显色法对多个自然样本进行

筛选并获得1株漆酶高效产生菌株，对该菌株的发酵

产酶特性及其漆酶酶学性质进行了初步研究，以期为

优良的漆酶生产菌株的选育工作打下基础。

l 材料与方法

1．1 材料

1．1．1 筛选样本

分离样本采集于芜湖神山公园、赭山公园和清水

苗圃园等富含腐烂植物茎叶组织的土壤。

1．1．2培养基

PDA培养基(g／L)：葡萄糖20，土豆(浸出汁)

200，琼脂粉15，pH值自然；筛选培养基：PDA培养基

添加愈创木酚(0．04％)和卡那霉素(20 mg／L)；种子

培养基(g／L)：葡萄糖20，蛋白胨5，酵母粉3，pH值

自然；发酵培养基(g／L)：乳糖10，蛋白胨5，酵母粉

3，酒石酸铵10，CuSO。0．25，NaCl 1，pH值自然。

1．1．3主要试剂

PCR产物回收、纯化、质粒的提取等DNA操作试

剂盒，购自大连生物工程(大连)有限公司；抗生素和
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愈创木酚(1，2一甲氧基苯酚)等，购自上海生工生物工

程技术服务有限公司；ABTS[2，2．联氮基．双一(3．乙

基苯并噻唑啉-6．磺酸)二氨盐]和DMP(邻苯二甲酸

二甲酯)购自Sigma公司；其他分析纯或化学纯生化

试剂，购自国药集团化学试剂有限公司。

1．2实验方法

1．2．1 产漆酶真菌的筛选

将采集的样本在无菌环境中打碎并稀释至1×

10～、1×10。和1×10。等系列浓度。分别取200

斗L各样本梯度稀释液涂布于筛选平板，在30 qC下恒

温培养3～4 d后挑取具有红褐色氧化圈的菌落进行

分离和纯化。在完全相同的培养条件下，挑取在一定

时间内产生红褐色氧化圈较大的菌株进行后续实验。

1．2．2 漆酶产生菌株的显微形态观察

将在平板上表现最好的漆酶产生菌株在30℃下

恒温培养4 d形成巨大菌落并取菌丝制片，分别进行

光学显微镜和扫描电镜观察以研究菌丝形态特征。

1．2．3漆酶产生菌株的分子生物学鉴定

分离菌株染色体DNA的提取、质粒DNA的小量

制备及DNA的酶切、连接、转化等分子操作参见文

献。1引进行。其中，以CTAB抽提法获得的该菌株染

色体DNA为模板，以5．8S rDNA—ITS区域通用引物

为扩增引物，使用PCR方法获得该菌株5．8S rDNA．

ITS片段并测序。序列测定委托生工生物工程(上

海)股份有限公司完成。通过在线数据库Blast／

blastp(http：／／www．ncbi．nlm．nih．gov／Blast)对测定

序列进行比对并使用MEGA 5．0软件通过Neighbor—

Joining(NJ)法构建系统发育树。

1．2．4摇瓶发酵及酶活力测定

用无菌水洗下PDA培养基中培养4 d的菌丝并

接人种子培养基30 mL／250 mL，在30℃、180 r／min

条件下培养48 h后按10％比例接入发酵培养基50

mL／250 mL并在30℃、180 r／rain条件下进行发酵。

期间每隔24 h取样1 mL并于10 000 r／min离心5

min，取上清液并使用醋酸／醋酸钠缓冲液稀释一定比

例后进行漆酶活力测定以了解该菌株发酵产漆酶过

程并判断发酵终点。漆酶活力的测定：(1)以ABTS

为底物，使用等体积的0．5 mmol／L ABTS底物溶液与

适当稀释的酶液在40℃进行反应，测定反应前3 min

内反应体系在420 nm处吸光值的变化并定义1 min

内氧化1 i山mol ABTS所需要的酶量为1个漆酶活力

单位(U)；(2)以DMP为底物，使用等体积的1．0

mmol／L DMP溶液和适当稀释的粗酶液40℃反应并
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测定反应前3 min内反应体系在420 nm处吸光值的

变化并定义每分钟氧化1 p。mol DMP所需的酶量为1

个漆酶活力单位(U)；(3)以愈创木酚为底物，使用

等体积的0．8 mmol／L愈创木酚溶液和适当稀释的粗

酶液在40℃反应10 min后冰浴终止反应并立即在

465 nm处测定吸光值并定义每分钟氧化1 I-zmol愈

创木酚所需的酶量为1个漆酶活力单位(U)。其中，

所有底物或酶液均使用醋酸／醋酸钠缓冲液(0．1

mol／L，pH4．0)配制或稀释并以煮沸灭活的酶液作为

对照。如无特殊说明，文中所述漆酶活力的测定均以

DMP为底物。

1．2．5漆酶蛋白纯化

(1)粗酶液的制备：10 L全自动通风发酵罐中装

7 L发酵培养基，种子培养基和发酵培养基与摇瓶发

酵相同，接种量为10％。通过调节转速、罐压和通气

量将溶氧控制在30％左右。整个发酵过程不控制

pH并在发酵10 d后结束。发酵结束后使用4层纱

布过滤去除发酵液中的菌丝体等大型固形物，过滤液

在4℃、5 000 r／min条件下离心30 min，收集上清即

制得漆酶粗酶液。(2)粗酶液的纯化粗酶液经饱和

(NH。)：SO。(80％)盐析后使用20 mmol／L Tris-HCl

缓冲液(pH 7．5)溶解沉淀并经透析过夜后于4 cC、

10 000 r／rain高速离心10 min，取上清液并使用微孔

滤膜(0．22斗m)过滤。使用)iLKTA prime plus纯化系

统对滤过液进行纯化。使用Hitrap删desahing(GE)

柱脱盐和真空冷冻干燥，使用缓冲液溶解酶粉并上样

于Hitrap⋯DEAE FF(GE)柱，使用20 mmol／L Tris-

HCl缓冲液(0～0．5 mol／L NaCl，pH 7．5)进行梯度

洗脱，收集洗脱峰并进行酶活力测定和SDS-PAGE。

同时对纯化酶液进行再脱盐和真空冷冻干燥以制备

酶粉备用。

1．2．6蛋白质浓度测定方法

以牛血清蛋白为标准蛋白做标准曲线，采用

Bradford¨4。所述方法进行测定。

1．2．7 SDS—PAGE

具体实验方法参见文献¨纠进行。其中，本研究

中使用的分离胶浓度为12％，浓缩胶浓度为5％，上

样量为20仙L。

1．2．8一般性质研究

在上述标准的漆酶反应条件下变换不同温度和

pH值，测定酶活力并计算相对酶活以研究温度和pH

对该酶催化活力的影响；将酶液使用pH 4．0缓冲液

稀释并在不同温度下保温0．5 h后使用冰水将酶液

 



快速冷却并分别测定残留酶活力，计算相对酶活力以

考察该酶的热稳定性；使用不同pH值的缓冲液溶解

酶粉并适当稀释，于40℃条件下保温0．5 h后迅速

冷却并使用醋酸／醋酸钠缓冲液(0．1 mol／L，pH 4．0)

作10倍梯度稀释，分别测定稀释酶液残留酶活力，计

算相对酶活力以考察该酶的pH稳定性。以不同浓

度的ABTS为底物在最适的反应温度和pH条件下测

定底物的氧化速率，按照Lineweaver．Burk双倒数作

图法计算该酶的米氏动力学常数y。。。和Km。

2 结果与讨论

2．1 漆酶产生菌株筛选及形态学观察

从27个自然样本中共筛选得到4株产漆酶真

菌，其中从第lo号样本(神山公园腐烂树叶)分离得

到的1株真菌产漆酶活力最强(红褐色氧化圈直径

最大)并初步命名为LS一10C，其巨大菌落及显微形态

如图1所示。该菌株在PDA平板上生长菌落呈白

色，基内菌丝不发达，气生菌丝细而致密。

2．2 LS-10C分子生物学鉴定

经测序表明，研究中获得5．8S rDNA-ITS部分片

段大小为570 bp。通过Blast同源序列比对表明该基

因与r hirsuta(GenBank：KC848298．1)同源性最高。

A

C D

隧浮驽∥习
憋嘛雾j

图1 LS．10C巨大菌落形态(A)、筛选平板中红褐色

氧化带(B)、400倍光学显微镜观察菌丝形态(C)

和SEM 600倍视野下菌丝形态(D)

Fig．1 The large colony(A)，red brown oxidation

zone(B)，morphology(magnification：X 400)under

optical microscope(C)and morphology(magnification：

X 600)under SEM microscope(D)of LS·IOC

利用N—J法构建系统进化树，如图2所示。结构形态

学特征和进化树聚类分析，该菌株LS一10C被鉴定为

栓菌(Trametes sp．)。

y hirsuta voucher(JN048768

uta voucher(KC848298．I)

S sp．(AY96808I．1)

(KJl40608．I)

罔2 菌株LS一10C系统发育树

Fig．2 Phylogenetic tree based on 5．8S rDNA—ITS sequences and Neighbor—Joining analysm

2．3漆酶活力测定方法比较

目前测定漆酶活力普遍使用的底物为ABTS、

DMP和愈创木酚，但由于漆酶对3种不同底物的氧

化速率的不同而呈现多种漆酶活力的表述方式，使得

各研究中漆酶的活力不易做横向比较。因此本研究

中使用3种底物对5种具有不同活力的酶液进行了

测定和比较。结果表明该漆酶对3种底物的平均氧

化速率(以平均酶活力计)约为ABTS：DMP：愈创木

酚=10：3：3，即该漆酶对ABTS的氧化速率最快，对

DMP和愈创木酚的氧化速率相当，结果如表1所示。

表1 使用3种底物测定的漆酶活力 单位：u／mL

Table 1 Determined laccase activities on 3 substrates
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M一蛋白质标准分子质量样品；1一漆酶样品

图4漆酶发酵液上清总蛋白(A)和纯化后蛋白

(B)的SDS—PAGE分析

Fig．4 SDS—PAGE analysis of laccase protein from fermentation

supematant(A)and purified sample(B)

化活力较弱，如图5(A)所示；作用pH研究表明该酶

最适反应pH范围较窄，在pH 3．5—4．5可发挥最大

催化效率，但当pH降至3．0或升至5．0以后其催化

活力急剧下降，如图5(B)所示；热稳定性研究表明该

酶在60℃以下相对比较稳定，在60℃以上保温30

min后尚有60％左右残留酶活，但在80℃保温

30 min后酶活全部损失，如图5(C)所示；pH稳定性

研究结果显示该酶在pH 4．5条件下最为稳定，当pH

高于6．0之后酶活力损失严重，表明该酶在弱酸

(pH 3．5～5．0)环境中相对比较稳定，如图5(D)所
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图5 温度对酶催化活性的影响(A)、pH值对酶催化

活性的影响(B)、温度对酶稳定性的影响(C)以及

pH值对酶稳定性的影响(D)

Fig．5 The effects of temperature(A)and pH(B)on the

catalytic activity of laccase，and the effects of temperature(C)

and pH(D)on the stability of laccase

示。研究中依据Lineweaver．Burk双倒数作图法计算

得到该漆酶的 k。， 和 K。 分别为

31．06 mmol／(L·min)和152 Ixmol／L。报道中，不同

来源漆酶的米氏常数差异较大，如以ABTS为底物测

得的K。多数在10～100 I山mol之间，如r terrestris漆

酶的K。为16斗mol／L¨⋯，而Lentinula edodes漆酶

Lccl的K。为108 I上mol／L
i
20l。相比较而言，本研究

中TlsL的K。值相对较高，表明该酶对底物的亲和力

较小。

3 结论

(1)通过愈创木酚显色法快速从自然界中筛选

得到1株漆酶高产菌株并在发酵至10 d时漆酶活力

可达到最高的20．3 U／mL，具有产酶速率快、发酵周

期短等特点，为漆酶生产菌种的选育和优化提供了1

株良好的出发菌种。

(2)通过5．8S rDNA．ITS同源比对构建系统发育

树并结合显微观察将筛选菌株鉴定为栓菌属

(Trametes sp．)，丰富了白腐真菌漆酶产生菌种资源。

(3)利用硫酸铵盐析和DEAE株层析法快速对

该漆酶进行了分离和纯化，结合发酵上清液以及纯化

后蛋白质的SDS—PAGE分析表明该菌株发酵液中的

蛋白质主要以漆酶为主，这为漆酶纯蛋白的制备和应

用提供了极大的便利。

(4)测定并比较了该漆酶对ABTS、DMP和愈创

木酚3种底物氧化速率的差别和比例关系，对漆酶酶

活力定义及其表述方式的横向比较具有借鉴价值。

(5)该漆酶最适作用温度和pH分别为40℃和

4．5，在60℃以下及pH 3．5～5．0具有较好的稳定

性，为该漆酶的应用研究提供了基本条件。
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Isolation of a high-level laccase-producing fungus strain，and

purification and characterization of laccase

LI Son91，LIU Yul，TANG Wen．Jinl，CHEN A．nal，TANG Binl，

CUI Feng—jie2，ZHAO Peng—xian95
1(School of Biological and Chemical Engineering，Anhui Polytechnic University，Wuhu 241000，China)

2(School of Food and Biological Engineering，Jiangsu University，Zhenjiang 212013，China)

3(Beijing Biomass Energy Technology Center，State Grid Energy Conservation Service Ltd．，Beijing 100053，China)

ABSTRACT This study aimed to select high—level laccase—producing fungus strain from natural samples．The lacca-

se producing ability of the selected strain and the properties of produced laccase were further studied．The target strain

was selected and purified by guaiacol—containing selecting medium and the isolated strain was identified as Trametes

sp．by morphology observation and 5．8 S rDNA—ITS sequence analysis method．In shaking flask fermentation，a high

laccase producing level of 20．3 u／mL was observed in the supernatant on 1 0‘d．The produced laccase protein was

salted out by ammonium sulfate fraction and further purified by DEAE FF chromatographic column．The molecular

mass of the purified laccase was around 65 kDa，and the laccase was stable under 60 oC and pH 3．5～5．0．The Vm。。

and K。of the laccase were 3 1．06 mmol／(L。min)and 1 52斗mol／L，respectively．The isolated fungus strain

Trametes sp．has an ability to produce high—level laccase in a short period，which could make it a good candidate for

breeding and optimization of industrial laccase producing strain．

Key words fungal laccace；isolation；fermentation；purification；enzyme properties
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