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摘 要：!"#$%&%’ @*( )I#/7# 在液体培养条件下经邻甲苯胺诱导能有效合成漆酶同工酶 )。

以壳聚糖为载体，戊二醛为交联剂进行了漆酶 ) 的固定化研究，确定酶固定化适宜条件为：

$J. K 壳聚糖与 .8 >L 8M戊二醛交联 / A 后，加入 "$J$ N 酶固定 .# A。在此条件下获得的固

定化漆酶催化能力为 .96J!NOK 载体，酶活回收率 8/J8M。与游离酶相比，固定化漆酶与作用

底物愈创木酚的亲和力降低，但固定化酶的稳定性有明显改善。固定化漆酶的最适温度为

88P，比游离酶提高 8P；9$P条件下保温 / A，固定化酶保留酶活 86J8M，而在相同条件下游

离酶酶活明显下降。使用固定化漆酶反应装置进行酚类化合物转化实验，连续进行 .# 批次

操作，固定化酶酶活仍保持 6$M以上，漆酶使用效率明显提高。
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漆酶（=(R(.J.$J"J#）是一类含铜的多酚氧化酶，它能催化许多酚类化合物发生氧化

反应，并使用分子氧作为电子受体将其还原成水［.］。漆酶作用的底物相当广泛，包括多

酚、甲基替代单酚、芳香胺、苯硫醇、聚甲氧基苯，以及其它容易氧化的化合物［#］。由于具

有相当宽泛的底物专一性和较好的稳定性，漆酶在废水处理、生物漂白、芳香化合物转化、

生物传感器构建等方面具有重要应用价值［"］。漆酶主要产生于真菌，在酚类污染物的处

理方面，真菌漆酶作为生物催化剂已经显示了良好的应用前景［!］。但是，因为环境条件变

化而导致漆酶在使用过程中变性失活，特别是游离酶与反应产物混合在一起，难以实现重

复利用等都限制了漆酶制剂的产业化应用。因此，改善漆酶稳定性，并使酶制剂重复连续

使用显得尤为重要。

酶固定化技术是实现酶重复连续使用和稳定性改善的有效手段。近年来，国际上对

真菌漆酶的固定化进行了较深入研究，使用的固定化载体包括特制的多空性玻璃（E&F7
D+&’’53 *&+&@,D? K’;@@），环氧乙烷丙烯酸颗粒（&<,+;F5 ;E+?’,E S5;3@）和亲水性微滤膜（A?3+&*A,7
’,E T%U: >,E+&V,D+;D,&F >5>S+;F5）等［8，6］，但以壳聚糖为载体固定化漆酶则鲜见报道。漆酶

)（简写 L;E )）是担子菌 !"#$%&%’ @*( )I#/7# 菌株经诱导产生的漆酶同工酶之一，分子量

约 6# WU，前期研究表明，该酶能有效转化氯酚和部分多环芳烃类化合物，在环境保护和酚



类污染物治理等方面有潜在应用价值。为了更好的利用 !"# $，我们使用壳聚糖对该酶进

行了固定化研究。本文报道对漆酶 !"# $ 固定化的影响因素和固定化酶性质研究结果。

! 材料和方法

!"! 材料

菌株 !"#$%&%’ %&’ $()*+)，本室保藏。壳聚糖（脱乙酰度 ,-. / 0-.），安徽大学化学

化工学院林宏云先生惠赠。)，,+二氯酚和 )，1，,+三氯酚，为美国 $#23% 324"56#% 产品，$#27+
8"96:; 为 <63+=": 产品，<6%"#278"96:; 系 >8?@" 公司出品，戊二醛（)A.）和其它试剂为国产

分析纯或色谱纯。

!"# 方法

!"#"! 真菌漆酶的合成及纯化：漆酶生产菌株 !"#$%&%’ %&’ $()*+) 经活化培养 0) B 后被

匀浆（C --- 2D965，C- %），按 A.接种量接入摇瓶，)*E通气培养 C :，加入诱导剂，定时检测

漆酶酶活，至峰值时停止发酵，离心收集发酵上清液。该上清液首先被超滤浓缩 A- 倍，经

透析、离心、过滤后上 FG$G+H;&B"23%; >> 阴离子交换柱（已被预平衡），通过 - / -IC 938D!
（J(1）) HK1+L- 9938D! #6M2"M;+ J")(NK1（&(,I-）缓冲液进行梯度洗脱，收集酶活性部分，超

滤浓缩后再进行凝胶过滤层析。凝胶过滤柱为 (683": ),D,- H?&;2:;O )-- &2;& 42":; #38?95
（$9;2%B"9 NB"29"#6" <63M;#B’ HP;:;5），上样前已预平衡。层析后酶活洗脱峰为单峰，经浓

缩、透析后，样品进行 HFH+N$QG 分析。

!"#"# 漆酶的固定化：称取一定量壳聚糖溶于 L.冰醋酸，用 ) 938D! J"K( 使壳聚糖沉

淀，水洗至中性，抽滤脱水制成湿状壳聚糖载体。使用两种方法进行酶固定化：（L）先加

入适量戊二醛，在室温下搅拌静置，洗去多余戊二醛，抽滤。再加入 A- 9938D! 琥珀酸缓

冲液（&(1IA）和一定量酶液，搅拌一定时间，静置、抽滤，得固定化漆酶。（)）先加入缓冲液

和酶样，再加入戊二醛进行处理，制备固定化酶。

!"#"$ 酶活测定：以愈创木酚为底物。游离酶测定：在 1 9! A- 9938D!（含 L 9938D! 愈创

木酚）琥珀酸缓冲液（&(1IA）中加入 L9! 适当稀释的酶液，混合均匀后置于 )AE水浴保温

反应 C- 965，于 1,A 59 处测光吸收值。愈创木酚消光系数为!R L)--- 938S L·!·#9S L，定

义在上述条件下，每分钟氧化 L"938 愈创木酚的酶量为一个酶活力单位。固定化酶酶活

测定反应体系同游离酶，取 L 9! 固定化酶悬浮液与底物混合，搅拌反应 C-965，离心后取

上清，于 1,A 59 处测光吸收值。固定化酶的催化能力（酶活）用每克载体被测试的酶活单

位（TD4）表示。

!"#"% 蛋白质浓度测定：使用 <U$ 试剂盒（(7U835;+NVG=UG，TH$），按厂商提供的测试程

序进行，以牛血清白蛋白作标准对照。

!"#"& HFH+N$QG：分离胶 L-.，积层胶 A.，电泳体系为甘氨酸+J"K(。

!"#"’ 酚类污染物的处理：将固定化漆酶装入 L #9 W L- #9 玻璃柱中，该反应柱通过硅胶

管与储液瓶和蠕动泵相连，构成固定化漆酶反应装置。底物溶液通过蠕动泵被输入反应

柱，经固定化漆酶作用后返回储液瓶，并在此系统中反复循环。酶催化 )，,+二氯酚和 )，

1，,+三氯酚反应的体系为：)--"938D! 底物，)-. 乙醇，A- 9938D! 的 J"$#+($# 缓冲液

（&(AI-），总体积 A- 9!。定时取样，检测底物残留量，至底物被完全氧化后去净反应混合
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物。用不含底物的上述缓冲液洗涤反应柱 ! 次，去净氧化反应混合物后，从柱中取出适量

固定化漆酶，测定残留酶活力，并重新装入新鲜底物溶液，进行氧化循环。系统对照使用

相同条件，但反应柱中的固定化酶在使用前已被失活。

!"#"$ "#$% 分析：使用 &’()*+ ,-. 型 "#$% 系统，分析柱为 %/0 反向柱（1233)(*2 !..45

%/0，-!3，!67 8 /-. 33，&’()*+）。氯酚分析条件：流动相为乙晴 9水 9乙酸（:- 9;- 9.6/;-），

等梯度洗脱，流速 .60 3$<3=>，柱温 ?.@，进样量 ;!$，检测波长 ;-? >3。

# 结 果

#"! 漆酶制备

制备的 $’A B 分子量约 ,; CD，1D1E#BFG 均一（图 /），酶液在 ,.. >3 有光吸收，呈兰

色，以愈创木酚为底物测得比活性为 ,-6: H<3I。将批量制备的该酶用于后续固定化研

究。

图 ! 漆酶 % 的 &’&(
)%*+ 分析

J=IK/ 1D1E#BFG LM (N)

OP*=M=)Q $’A B

/K1(’>Q’*Q 3LR)APR’* 3’++ 3’*C)*+；

; K 4N) OP*=M=)Q $’A BK
（#*L()=> S’+ +(’=>)Q S=(N %LL3’++=)

T*=RR=’>( TRP) UE;-.）

#"# 漆酶的固定化

#"#"! 酶固定化程序的选择：分别用先交联后吸附和先吸附后

交联两种不同方法对 $’A B 进行固定，测定固定化漆酶活性。

发现先用戊二醛交联，使壳聚糖载体功能化后再吸附固定酶蛋

白，能获得较高的酶活回收率（数据未显示）。若酶先被吸附固

定于载体后在行戊二醛交联，由于戊二醛的变性作用而使酶活

回收率降低。因此，以下实验均采用先交联后吸附法固定 $’A B。

#"#"# 戊二醛浓度的影响：分别取 .6/ I 壳聚糖与 /- 3$ 不同

浓度的戊二醛（/V W ,V）溶液混合，搅拌反应后静置过夜，抽

滤、洗干至中性，制成固定化载体。加入等量酶液，;-@搅拌 /
N，?@静置过夜，抽滤水洗得固定化漆酶。结果表明固定化漆酶

活力随戊二醛浓度增大而增加，当戊二醛浓度达到 -V，固定化

漆酶活力达最大值。

#"#", 戊二醛处理时间：将 .6/ I 壳聚糖加入 /- 3$ -V戊二醛

溶液中，搅拌后分别交联处理 ;、?、,、0 和 /; N，同上操作制备固

定化酶。实验表明，戊二醛与壳聚糖交联 0 N 时制备的载体固定

化漆酶效果最佳。

#"#"- 给酶量与固定化酶活力的关系：取等量处理好的载体分

别加入不同酶活单位的酶样品（/.6.、;.6.、!.6.、?.6.、-.6. H），其他条件不变，制备固定

化漆酶。结果表明，.6/ I 壳聚糖与 -V的戊二醛交联后，固定 !.6. H 的漆酶相对较好。

#"#". 固定化时间：当戊二醛浓度 -V，处理温度 ;-@，交联时间为 0 N 时，各加入 !.6. H
的酶样品，固定化时间分别取 0、/;、/, 和 ;. N。结果表明，延长固定时间，固定化漆酶活

力升高，但到一定时间后趋于稳定。当固定时间为 /, N 时，相对酶活达最大值，酶活回收

率也最高，为初始酶活的 -06-V。

#", 固定化漆酶性质

#","! 固定化漆酶的最适温度：在 !.@ W ,.@的范围内，测定不同温度下游离酶和固定
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化酶氧化愈创木酚的活性，结果表明游离酶的最适温度为 !"#左右，固定化漆酶的最适

温度为 !!#左右，固定化酶的热稳定性较好。

!"#"! 固定化漆酶的最适 $% 值：以柠檬酸&磷酸氢二钠为缓冲体系，在 $%’ ( ) 范围内测

定游离酶和固定化酶活力变化。结果显示固定化漆酶的最适 $% 值在 *+’ 左右，而游离酶

的最适 $% 值在 *+! 左右。因此，漆酶经固定化后其最适 $% 值比游离酶有所降低。

图 ! 固定化漆酶的热稳定性

,-./0 1234567 896:-7-9; <= -55<:-7->3? @6A B
—!—C55<:-7->3? 3D>;53；—"—,433 3D>;53/

图 # 固定化漆酶半连续反应装置

,-./’ E4<A388 8A2353 =<4 923 A<D9-DF<F8 <G-?69-<D <=

$23D<7-A 3==7F3D98 :; -55<:-7->3? @6A B

H/ I35-&:3? 436A9<4 J-92 -55<:-7->3? @6A B；

0/ I65$7-D. K67K3；’/ L38837；

*/ E34-89679-A $F5$；!/ M73D?34 /

!"#"# 固定化漆酶的热稳定性：分别将固定

化酶和游离酶置于 )"#水浴中保温，定时取

样检测其氧化愈创木酚的活性，结果见图 0。

游离酶在 )"#水浴中保温 H 2 后，酶活力明

显下降，* 2 后酶活损失达到 NNO 以上。而

固定化漆酶在相同条件下保温 * 2 酶活仅损

失 HNO，P 2 时仍保留酶活 !Q+!O，显示酶经

固定化后其热稳定性得到明显提高。

!"#"$ 固定化漆酶的 $% 稳定性：取适量的

固定化漆酶，分别悬浮于 $% 值不同的柠檬

酸&R60%ES* 缓冲液中，0!#保温，每隔一段时

间取出测定酶活性。结果表明，在 $%*+" (
)+" 范围内，固定化漆酶有较好的稳定性；当缓冲液 $% 低于 ’+" 时，固定化漆酶活性减少

较快，酶的稳定性较差。

!"#"% 固定化漆酶的贮存稳定性：将固定化漆酶在 *#保藏 H、0、’、* 和 Q 周后，测定酶活

未见明显下降，说明固定化漆酶有良好的贮存稳定性。

!"#"$ 固定化漆酶米氏常数：取固定化漆酶，

分别 与 含 有 不 同 浓 度 愈 创 木 酚（"+H ( "+)
55<7T@）的琥珀酸盐缓冲液（$%*+!），0!#搅拌

反应 ’" 5-D，测定酶活力。用双倒数作图法，

求得 !5 为 "+!!N 5<7T@，同样条件下测得游离

酶的 !5 为 "+*0" 5<7T@，这表明漆酶在固定化

后，表观米氏常数增大，与底物的亲和力有所

减小。

!"$ 固定化漆酶转化酚类污染物

将 0+! . 的固定化漆酶装入玻璃反应柱

中，构建的固定化酶反应装置如图 ’。使用该

装置在 0!#条件下半连续处理酚类污染物，氧

化 0，Q&二氯酚和 0，*，Q&三氯酚的反应动态如

图 *。当反应循环进行 H 2 后，有 )’+)O的 0，

*，Q&三氯酚和 *)+NO的 0，Q&二氯酚被氧化；0 2
后，NP+)O的 0，*，Q&三氯酚和 )H+QO的 0，Q&二
氯酚被去除。使用该固定化酶反应装置连续
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进行 !" 批次反应操作后，固定化漆酶酶活仍保持 #$%以上（图 &）。因此，漆酶使用效率

明显提高。

图 ! 固定化漆酶氧化酚类化合物反应动态

’()*+ ,-(./0(12 13 456217(8 81941:2.;

<= (991<(7(>6. ?/8 @
—!— "，+A.(8571B1456217；—"— "，+，#A0B(8571B1456217 *

图 " 固定化漆酶的操作稳定性

’()*& ,46B/0(12 ;0/<(7(0= 13 (991<(7(>6. ?/8 @

# 讨 论

壳聚糖是由来源于虾、蟹等甲壳类动物外壳的几丁质物质经脱乙酰化制备的氨基多

糖，其化学名称为（!，+）"A氨基A"A脱氧A!ACA葡萄糖，能溶解于稀酸，分子结构中含有丰富的

游离氨基。选用其作为漆酶固定化载体是基于它在自然界中资源丰富，价格低廉，化学性

质稳定，与其它天然材料相比更抗拒微生物分解，具有良好的热稳定性和机械操作性等优

点。壳聚糖作载体已成功应用于固定化阿拉伯呋喃糖苷酶、酪氨酸酶和葡萄糖苷酶等酶

制剂［D］。以壳聚糖为材料，通过戊二醛对其进行功能化处理后固定漆酶 @，确定的固定化

适宜条件为：$E! ) 壳聚糖与 !& 9? &%戊二醛交联 F 5 后，加入 G$E$ H 酶室温吸附固定

!" 5。在此条件下获得的固定化漆酶催化能力为 !D#E+ HI) 载体，酶活回收率达 &FE& %。

与游离酶相比，固定化漆酶与愈创木酚的亲和力降低，其 !9 值从 $E+"$ 增至 $E&&J 917I?，

但固定化漆酶的稳定性有明显改善，这与 K4/)2/ 等人报道的使用壳聚糖固定化"A?A阿拉

伯呋喃糖苷酶等结果相类似。由于固定化过程中酶与载体分子之间会形成静电或共价作

用，一定程度上能改变或影响酶活性中心区域空间结构，使得其与底物之间的结合变得困

难，实验上即表现为酶催化反应的 !9 值增加。固定化漆酶 @ 的最适温度为 &&L，比游离

酶提高了 &L；D$L条件下保温 F 5，固定化漆酶保留酶活 &#E&%，而在相同条件下游离酶

酶活明显下降。这可能是因为固定化后酶分子之间、以及酶与载体分子之间的相互作用

使得酶分子结构刚性增强，因而抗拒热变性作用能力增加所致［F］，游离酶由于缺乏这些作

用力，较容易因为去折叠而变性。

使用固定化漆酶反应装置进行酚类化合物转化实验，连续进行 !" 批次操作，固定化

酶酶活仍保持 #$%以上，漆酶的使用效率明显提高。
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