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摘要:将灵芝 (Ganoderma lucidum )漆酶经过 Sephadex G-75和 DEAE-Sepha rose Fast Flow两步纯化 ,获得具

有 3个同工酶的组分 ,并且纯度提高了 81倍 ,酶活回收率高达 83. 9%。 以 ABTS为底物 ,漆酶最适 pH值是

2. 2～ 2. 6,在 pH值 4. 6～ 7. 8范围内稳定 ;最适温度 45℃ ,在低于 45℃时较稳定。大部分金属离子、酸根离子

对灵芝漆酶普遍有抑制作用 ,除盐可以提高漆酶活力。
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Abstract: Af ter the crude laccase from Ganoderma lucidum was purified by Sephadex G-75 gel

filtration and DEAE-Sepharose Fast Flow ion exchange column chromatog raphy , a final yield of

83. 9% and a specific activity of 81-fold w ere achiev ed. The results of native polyacrylamide gel

electrophoresis( PAGE) wi th active staining show ed that there w ere three kinds of isoenzymes.

The optimum pH value of purified laccase w as between 2. 2～ 2. 6 with ABTS as subst rate and

the optimum temperature w as 45℃ . When the temperature w as below 45℃ and the pH value

was in the range of 4. 6～ 7. 8, the laccases exhibi ted maximal stability. Laccases from Ganoderma

lucidum were univ ersally inhibited by metal and acid ions, and desalting facili tated the activity.
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　　漆酶 ( p-diphenol: ox ygen oxidoreductase; EC

1. 10. 3. 2)是一种含铜离子的多酚氧化酶 ,其催化的

底物广泛 ,包括有酚类及其衍生物、芳胺及其衍生

物、羧酸及其衍生物、甾体激素和生物色素、氨基的

吲哚衍生物等 ,并且在介体 N-hydroxybenz-o triazole

( HBT )、 [ 2, 2-azinobis ( 3-ethylbenzthiazoline-6-

sulfonate ] ( ABTS)等存在的情况下还可以氧化非酚

型底物。由于这些特性 ,漆酶在纸浆漂白、纺织印染

染料脱色、果汁饮料澄清、工业废水处理以及生物修

复等行业具有广泛的应用前景
[ 1]
。尤其在制浆造纸

方面 ,漆酶可以直接氧化纸浆的生色物质木质素 ,被

认为是最有可能取代纯化学漂白剂 ,解决含氯、硫化

合物的污染 ,最终实现造纸业的清洁性生产一个有

效途径 ,因而漆酶的研究成为该行业的一个世界性

研究热点。

　　目前限制漆酶广泛应用的一个重要原因是难以

获得优良高产菌株。灵芝 (Ganoderma lucidum )作为

一种重要的产漆酶微生物 [2 ] ,在工业染料行业已显

示出色的脱色能力 [3 ]。 我们采用 Sephadex G-75和

DEAE-Sepharose Fast Flow两步纯化方法研究灵芝

漆酶的纯化及其酶学性质 ,为进一步利用和评价灵

芝漆酶提供依据。
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1. 1　菌种

　　灵芝 (G. lucidum )购于广西轻工业研究院。

1. 2　仪器

　　 T6新世纪分紫外可见光光度计 ,北京普析通用

仪器有限公司出品。 HH-S恒温水浴锅 ,江苏省金坛

市正基仪器有限公司出品。 DYY-6C型电泳仪 ,

DYC
Z
P-28A型电泳槽 ,北京市六一仪器厂生产。冷冻

干燥机 100200型 ,德国出品。

1. 3　试剂

　　 2, 2-连氮 -双 ( 3-乙基 苯 并噻 唑 -6-磺酸 )

( ABTS) ,标准蛋白 ,牛血清白蛋白 ,均购自 Sigma

公司 ;考马斯亮蓝 R-250,丙烯酰胺 , NN-甲叉双丙

烯酰胺 ,均为 Amresco公司进口分装 ; Sephadex G-

75凝胶 , DEAE-Sepharose Fast Flow离子交换剂 ,

购自 Phamacia公司 ;其它生化试剂均为国产分析纯

试剂。

1. 4　漆酶活力测定 [ 4]

　　 反应 总体积 3ml中 , 含 0. 1ml酶 , 1. 9ml

0. 1mol /L柠檬酸 -柠檬酸钠缓冲液 ( pH值 4. 5) ,加

入 1. 0m l 0. 5mmol /L ABTS以启动反应 , 30℃水浴

保温 4min,后沸水浴灭酶 1min,测 420nm吸光值。 1

个酶活力单位 ( IU)是指在上述条件下 ,反应体系中

每分钟催化 1μmol ABTS氧化所需的酶量。 ( 420nm

处 ABTS的摩尔吸光系数ε4 20= 3. 6× 104cm
-1
· L·

mol
-1 )。

1. 5　蛋白质含量测定

　　 280 nm ( A280 )光吸收法
[5 ]
,以牛血清白蛋白作

标准曲线对照。

1. 6　聚丙烯酰胺 ( PAGE)

　　 PAGE按文献 [5 ]。分离胶浓度为 10% ,浓缩胶

浓度为 4% 。用考马斯亮蓝 R-250染色 30min。脱色

液由 10%的甲醇和 10%的醋酸组成 ,脱色 12h,每

两个小时换 1次脱色液 ; PAGE活性染色按文献

[3 ] ,用 1mmol /L的愈创木酚 ( 0. 02mol /L, pH值

4. 5的柠檬酸钠缓冲液 )进行活性染色。

1. 7　漆酶的制备、分离与纯化

1. 7. 1　培养基

　　灵芝固体发酵 ,蔗渣 (W )∶麦麸 ( W)= 1∶ 1,盐

液组成:磷酸二氢钾 5g /L、硫酸镁 0. 5g /L、硫酸铵

5g /L;培养基固液比= 1∶ 3. 5。

1. 7. 2　培养方法

　　将 90g湿培养基混匀装于 500m l三角瓶 ,棉塞

封口 , 121℃灭菌 30min,自然冷却至室温后 ,接入一

块斜面培养物 , 28℃恒温培养 13d。

1. 7. 3　粗酶液制备

　　灵芝培养 13d后 ,培养基加入一定体积的去离

子水室温浸提 1h,滤除残渣 ,滤液离心除悬浮颗粒 ,

所得上清液再经 0. 45微米的微孔滤膜抽滤 ,滤液真

空冷冻浓缩至一定体积即得粗酶液。

1. 7. 4　 Sephadex G-75凝胶色谱

　　取粗酶液 2ml,经 Sephadex G-75进行色谱分

离。 流动相为 0. 02mol /L pH6. 9磷酸盐缓冲液 ,凝

胶柱体积 2. 5cm× 46cm,流速 0. 5ml /min,每管收集

3ml。检测每管蛋白质以及漆酶活力 ,分别合并有活

力的漆酶峰 ,经透析袋用聚乙二醇 20000浓缩备用。

1. 7. 5　 DEAE-Sepharose Fast Flow离子交换色谱

　　将经过 Sephadex G-75凝胶色谱收集的活力

峰 ,再经 DEAE-Sepharose F. F.离子交换色谱。柱体

积 1. 5cm× 17cm,初始缓冲液为 0. 02mol /L pH值

6. 9的磷酸盐缓冲液 ,依次用含 0～ 0. 9mol /L

Na2 SO4的上述磷酸盐缓冲液梯度洗脱 ,每一梯度洗

脱两个柱床体积 ,合并有漆酶活力的组分 ,进行

PAGE检测。

1. 8　漆酶酶学性质

1. 8. 1　最适反应 pH值及 pH值稳定性

　　在 pH值 2. 2～ 9. 0的 0. 02mol /L柠檬酸-磷酸

氢二钠缓冲液和甘氨酸 -氢氧化钠缓冲液中 ,测纯化

的漆酶活力 ,以酶活最高者为 100% ,绘曲线比较出

最适 pH值。

将酶液分别用 pH值 2. 2～ 9. 0缓冲液稀释 ,

25℃保温 2h、 4h后 ,测残余酶活力 ,以原酶活力为

100% ,比较 pH值稳定性。

1. 8. 2　最适反应温度及热稳定性

　　在最适 pH值条件下 ,分别在不同温度条件下

反应 4min,沸水浴灭活 1min,以酶活最高者为

100% ,比较出最适温度。

将酶液于不同温度下保温 1h,迅速冷却 ,在最

适 pH值和最适温度下检测活力 ,比较热稳定性。

1. 8. 3　离子对漆酶酶活力的影响

　　经过纯化的酶液中加入不同浓度的金属离子或

酸根离子 ,测定漆酶活力 ,以原酶活力为对照 ,计算

经过上述处理的酶液的相对活力。

2　结果与分析

2. 1　漆酶的分离与纯化

　　通过对灵芝漆酶粗酶液进行 Sephadex G-75凝

胶色谱分离 ,结果显示如图 1,只有一个色谱峰有漆

酶活力 ,将此色谱峰收集液进行电泳 ,分别用愈创木
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酚底物活性染色和考马斯亮蓝染色 ,染色结果表明

这一个活性峰包含有 3个迁移率很接近的同工酶

(图 2-A)。但相应的考马斯亮蓝染色的结果显示的

蛋白条带并不止 3条 (图 2-D) ,说明了这一步纯化

虽然去除了大量的杂蛋白 ,但仍有少量杂质存在 ,通

过分子筛色谱不能去除。

　　因此我们继续对 Sephadex G-75凝胶色谱分离

所获得的活性峰进行第 2步的 DEAE-Sepharose

F. F. 离子交换色谱分离 (分离图未显示 ) ,收集活性

峰进行电泳 ,活性染色表明仍然具有 3个同工酶 ,且

考马斯亮蓝染色亦只有 3条迁移率非常接近的蛋白

质带 ,说明经过了离子交换色谱 ,杂质已经完全去

除 ,同时也说明这 3个同工酶不仅分子量相近 ,在带

电性质和分子形状上亦非常接近。两步分离没有获

得电泳纯的单一条带 ,但活性染色表明均属于具有

活性的漆酶 ,因此 ,我们将此纯化出的酶作为下一步

酶学性质分析使用。

　　经过两步的纯化后 ,酶活收率如表 1所示 ,第 1

步纯化了 25倍 (表 1) ,第 2步后纯化了 81倍 ,总酶

活收率是 83. 9% 。 Younes
[ 6]
纯化来自 Perenniporia

tephropora的单一漆酶 ,经过 5个步骤 ,纯化了 4. 17

倍。 Li tthauer
[ 7]
纯化 Pycnoporus Sanguineus漆酶、

Wang
[8 ]纯化的 Pleurotus eryngii漆酶 ,所用的纯化

步骤都超过 4步 ,回收率分别只有 38%和 15%。 它

们都远低于本研究对灵芝漆酶的纯化效果。
表 1　灵芝漆酶的纯化效果

Table 1　 The ef f ects of purif ication of laccase f rom

G . lucidum

纯化步骤
Pu rifi cation
proced ure

总活力
Total
activi ty
( IU)

总蛋白
Total
protein
( mg)

回收率
Activity
recov ery
(% )

比活力
Speci fic
activity
( IU /mg)

纯化倍
数 Puri-
fication
fold

粗酶
Crude enzyme

1160 154. 25 100 7. 52 1

Sephad ex
G-75

1599. 6 8. 48 137 188. 58 25

DEAE-
Sepharose
F. F.

973. 2 1. 58 83. 9 615. 97 81. 9

　　值得注意的是 ,灵芝漆酶的粗酶经 Sephadex G-

75凝胶色谱之后 ,相对酶活达到 137% ,最有可能的

解释是纯化去除了抑制物 ,尤其是离子的抑制作用。

Lit thauer
[7 ]也发现通过透析脱盐 P. sanguineus漆酶

相对酶活提高了 13%。 此外 ,凝胶柱层析后的漆酶

外观无色 ,说明此过程能同时去除粗酶液中的各种

色素。

2. 2　灵芝漆酶部分酶学性质

2. 2. 1　灵芝漆酶最适 pH值以及其 pH值稳定性

　　以 ABTS为底物 ,在柠檬酸 -磷酸氢二钠缓冲液

中 ,灵芝漆酶的最适 pH值是 2. 2～ 2. 6(图 3) ,在此

范围以外酶活均迅速下降 ,说明漆酶具有较窄的最

适反应 pH值。 然而 , pH稳定性曲线却显示漆酶在

最适 pH值下的稳定性却很低 (图 4)。其 pH值稳定

范围是 4. 6～ 7. 8,高于其最适 pH值范围。 Han
[ 9]和

Hela
[10 ]
均报道过类似的最适 pH值不在稳定范围内

的情况 ,在应用和储存的时候应该注意。

2. 2. 2　灵芝漆酶的最适温度及其对温度的稳定性

　　和很多真菌漆酶一样
[8 ]

,灵芝漆酶最适温度范

围很窄。 以 ABTS为底物 ,其最适温度范围为 40～

50℃ ,当反应温度为 45℃时表现出最大酶活 (图 5)。

保温 1h后的活力表明在低于 45℃时稳定性较高 ,

高于 50℃后活力迅速下降 , 60℃保温 1h,仅残存酶

活 38% ,与 Han
[ 9 ]研究的 Trametes versicolor漆酶接

近。 而 Murugesan
[3 ]
所报导的耐热型灵芝漆酶 60℃
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的半衰期为 2h,与之相比 ,本研究的灵芝漆酶热稳

定性较低。

2. 2. 3　离子对漆酶酶活力的影响

　　在测试的浓度范围内 ,所有的离子都对漆酶有

不同程度的抑制作用 (表 2) ,这再次印证了经过

Sephadex G-75凝胶色谱除去盐类时活力升高的现

象。在金属离子中 ,除 K
+以外 ,其它金属离子均对

漆酶活性表现抑制作用 ,以 Fe
2+ 的抑制作用最强 ,

在 0. 005mol /L的条件下 ,漆酶的活性保留不足

10% ;当离子浓度上升到 0. 1mol /L时 ,除了 Al
3+ 离

子和 Na
+ 离子 ,其它金属离子对漆酶活性的抑制作

用都明显增强。特别指出的是 ,虽然漆酶是含铜离子

的氧化酶 , Cu
2+ 没有促进灵芝漆酶的酶活 , 0. 1mol /

L时对漆酶有 27%抑制率 ,在同类研究中 , Cu
2+ 离

子对不同漆酶的影响不同 ,比如 , Lorenzo
[11 ]报道 ,

0. 02m l/L Cu
2+
对 T . versicolor漆酶有 40%的抑制

率 ,而据 Baldrian
[12 ]报道 , 0. 05mol /L Cu

2+ 能促进

Pleurotus ostreatus漆酶活力且酶活能保持。阴离子

中 , Cl
-和 CO

2-
3抑制作用最强烈 , SO

2-
4最低。 Federico

等 [13 ]报导过卤化物对漆酶的抑制 ,他们认为 I
-、 Br

-、

Cl
-
、 F

-
对漆酶的抑制依次增强 ,抑制的程度取决于其

对酶活中心铜原子的可接近性。在储存、纯化和酶促

反应时应力求避免接触 Fe
2+ 、 Mn

2+ 和 CO
2-
3、 NO

-
3以

及卤化物。
表 2　离子对漆酶酶活力的影响

Table 2　 The ef f ect of ions on purified laccase activity

化学物质
Chemical reagent

保留活力 Remain activity(% )

c1= 0. 005mol /L c2= 0. 1mol /L

NaCl 37. 21 8. 29

Na2CO3 86. 78 2. 70

NaNO3 77. 89 30. 93

Na2 SO4 96. 85 96. 09

ZnSO4 74. 21 18. 42

CuSO4· 5H2O 93. 82 72. 91

FeSO4· 7H2O 8. 29 4. 01

Al2( SO4) 3· 18H2O 92. 90 91. 72

MnSO4 80. 82 10. 62

K2 SO4 99. 40 86. 19

MgSO4· 7H2O 90. 90 56. 07

3　结论

　　灵芝漆酶经过两步色谱纯化后可以全部去除杂

质 ,获得 3个分子量及带电性质相近的同工酶 ,两步

纯化后的酶活收率可达 83. 9% ,比活提高了 81倍。

并且证明了大部分离子对其活性有抑制作用 ,脱除

离子有助于提高活性。

灵芝漆酶具有偏向酸性的最适反应 pH值 2. 2

～ 2. 6,但是 pH值稳定性却为 4. 6～ 7. 8,其储存的

稳定 pH值远离最适的 pH值。

灵芝漆酶最适反应温度在 45℃ ,在低于 45℃时

较稳定。
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