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摘 要：采用硫酸铵盐析、D545 纤维素柱层析、EF+:0( G+HF/-’;+IJ 3 */;K *(’L 疏水柱层析等方

法，得到电泳纯的漆酶同工酶 M/>#，纯化倍数为 "#2) !，活力回收率为 #2) 3N。用 GDG6E4O5
测得该酶分子量为 3%)"PD，而经质谱分析为 CC)?!PD。最适反应温度为 3CQ，最适反应 HR 值

为 $)$ S $)2，酶的等电点 HT（室温）为 !)%$，其 1 末端序列为 4TOE&IDM，用硫酸6酚法测得其含

糖量为 !?)$N。$CQ条件下，以 4UIG（$，$’6/B8:’,8;6（"6+KF0(,+:BKF8/B’(8:+636;.(HF’:/K+）为底物的

V7 为 #@)C!7’(WM。该酶在 !CQ，HR")% S ?)C 较稳定。X.$ Y 对酶活有明显的促进作用，*+$ Y 完

全抑制酶的活性，J:$ Y 和 4ZY 对酶活无明显影响。DII（D8KF8’KF-+8K’(，二硫苏糖醇）和 1/1" 完

全抑制酶的活性。V’;F(/:[ 试剂对漆酶的活力影响比较大，色氨酸可能是酶活力的必需基

团。
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漆酶（H6[8HF+:’(：’]0Z+: ’]8[’-+[.>K/;+；5X #)#% )" )$ )）是一种含铜离子的多酚氧化酶，

与植物抗坏血酸氧化酶和哺乳动物血浆铜蓝蛋白同属于铜蓝蛋白家族。它最早在日本紫

胶漆树（!"#$ %&’()*)+&’,）的渗出液中发现［#］，后在真菌中发现［$，"］，在白腐菌中普遍存在，少

数低等真菌和植物中也产生，目前只在细菌 -./$0)’)11#2 1)0/+&’#2 中发现了漆酶的存在［!］。

漆酶多为分泌型糖蛋白，含糖 #%N S 2%N不等。一部分菌株的漆酶是由数种同工酶组

成，多为单体酶。只在 3/4/$0/’, 中发现漆酶由 ! 个亚单位组成［C］。漆酶的作用底物比较

广泛，不同漆酶的作用范围也不尽相同，涉及的底物主要包括单酚、邻6苯二酚、对6苯二

酚、甲氧基酚、抗坏血酸、二胺化合物（如苯二胺，多巴胺）等。

近年来，约有 $% 种不同来源的漆酶得到纯化，并对其性质作了进一步研究，越来越多

的漆酶基因被克隆和表达，漆酶的应用也已取得一些突破性成果和显著的成就。由于漆

酶能降解多种有毒化合物，如氯代酚、多氯联酚、二氧六环、二氯苯胺、杀虫剂、炸药、染料

等，所以颇具环保意义。又由于漆酶能降解木质素，必将使它在造纸废水的处理和纸浆的

生物漂白方面发挥着重要作用。对真菌培养液的漆酶研究以往多用合成培养基，且需加



入特定的诱导剂，如抑制蛋白合成的抗生素类物质、酚类化合物等。本文所用的漆酶产生

菌是运用平板筛选法得到的 ! 株担子菌［"］，是在天然培养基上培养，无需额外添加诱导

剂，产酶可达 #$%&’。我们首先对它进行了纯化，并对其同工酶 ’()! 的一些理化性质、生

物学性质进行了研究，为今后的基础研究和工业应用提供有价值的参考数据。

! 材料和方法

! "! 菌种

本实验室筛选所得［"］。

! "# 主要生化试剂

*+,-［.，.’/(0123415/（#/6789:4620781(03:126/"/5;:<832(76）］、=358:(2> 试剂（./羟基/?/硝基

溴苯）：-1@&( 公 司；AB*B/)6::;:356（AB!!）：C8(7&(2 公 司；D8629: -6<8(E356,F " G(57 G:3H
（81@8 5;4）、等电点标准蛋白：D8(E&()1( 公司；DIF+（对氯汞苯甲酸）：J3<K12LC1::1(&5 公

司；M/*N（M/乙酰咪唑）：-6EO( 公司；M+-G（对硝基苯基磺酰氟）：D16E)6 公司。其它生化试剂

均为国产试剂。

! "$ 培养基

见参考文献［"］

! "% 漆酶活力的测定

按参考文献［P］略作改动。#&’ 反应总体积中，含 Q R !&’ 酶液，. R P&’ QR !&3:%’ 醋酸/
醋酸钠缓冲液（<JSR?），加入 Q R .&’ QR ?&&3:%’ *+,- 以启动反应，.?T水浴保温 ?&12，测

!"S.Q。! 个酶活力单位（$）是指在上述条件下，反应体系中每分钟催化 !!&3: *+,- 氧化

所需的酶量。

! "& 蛋白质含量测定

按 ’3HE9 法［U］测定，以牛血清白蛋白作标准。

! "’ 电泳

-A-/D*VB 见参考文献［W］、D*VB 见参考文献［!Q］。分离胶浓度均为 !QX，-A-/
D*VB 用考马斯亮蓝 Y/.?Q 摇床染色 .8；D*VB 活性染色按参考文献［!!］略加修改。

! "( 酶的分离与纯化

! "( "! 硫酸铵盐析：菌种在自制液体培养基中培养 P> 后，经 S 层纱布过滤，" QQQE%&12
.Q&12 离心，所得上清液即为粗酶液。P?X饱和度硫酸铵沉淀，ST静置过夜。!Q QQQ E%&12
离心 .Q&12，弃去上清，沉淀溶解于 Q R Q!&3:%’ 磷酸钠缓冲液（D+- <J"R ?）中，继续对其彻

底透析。

! "( "# AB*B/纤维素（AB!!）柱层析：将上述所得酶液加到已用 D+- 平衡过 AB*B/纤维素

柱（!Z?)& [ ?!)&），先用 D+- 洗柱，后改用含 Q \ QZ? &3:%’ M(I: 的 D+- 梯度洗脱，合并有活

力组分。

! "( "$ D8629: -6<8(E356,F " G(57 G:3H 疏水柱层析：将上述所得活力组分经硫酸铵沉淀处理

后，溶解于蒸馏水中，继续对水透析除盐，后改用对含 Q R W&3:%’ 硫酸铵的 D+- 透析，所得

酶液加到平衡好的层析柱（! R Q)& [ .Q)&）上，先用上述缓冲液洗柱，后改用 Q R W \ Q &3:%’
硫酸铵的 D+- 梯度洗脱，合并 ’()! 活力组分。
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! "# 酶学性质

! "# "! 表观分子量测定：!"!#$%&’ 法测定漆酶的亚基分子量，根据已知分子量的标准蛋

白在 !"!#$%&’ 中的相对迁移率 ()，作 ()#*+,-. 图，求得其分子量；-%*"/#012 质谱法测

定酶分子量，由北京质谱中心采用 3/2*’4 !仪器协助测定。

! "# "$ 最适反应温度及热稳定性：在不同温度下按照标准方法测定酶活，以酶活最高者

为 5667。酶液在 89:、99:、;9:、<9:下分别保温 6 =9>、5>、5 =9>、?>、? =9>、<>，迅速冷却

至室温，按标准方法，测残余酶相对活力，以未保温的酶液的酶活为 5667。

! "# "% 酶的最适反应 @A 及 @A 稳定性：将酶液分别加在 @A?= ? B 9 = 6 的缓冲液中，按标

准方法测酶活力，以酶活最高者为 5667。将酶液用不同 @A?=? B C =9 的缓冲液稀释，?9:
保温 5>、58> 后，测残余酶活力，以未保温的酶液的酶活为 5667。

! "# "& 等电点测定：见参考文献［5?］。以 $>D.EDFGD 公司的等电点标准蛋白为标准。

! "# "’ 动力学常数测定：在不同底物（%30!）浓度的反应体系中，?9:反应 9EGH，测定

!";?6以计算酶反应的初速度，作 *GHIJIDKI.#3L.M 双倒数图。

! "# "( 糖含量测定（硫酸#酚法）：按参考文献［56］进行，以葡萄糖为标准。

! "# ") N#末端测定：由北京大学生命科学中心采用 ;C5$.+OIGH PIQLIHFI. 仪器协助测定。

! "# "# 金属离子对酶活力影响：用 6 =5E+RS* 乙酸钠缓冲液（@A;= 9）配成含不同浓度金属

离子的缓冲液，与一定量酶液 ?9:保温 9EGH 后，加 %30! 至终浓度为 6 =9EE+RS*，?9:反应

9EGH，测漆酶活力，以不含金属离子反应液为对照，金属离子终浓度为 6T5 B ?EE+RS*。

! "# "* 抑制剂对酶活力的影响：加入不同浓度的可能抑制剂于酶液中，并使其终浓度为

6 =5 B ? =6 EE+RS*，然后按标准方法测定其酶活力。

! "# "!+ 修饰剂对酶活力的影响：见参考文献［5<］，不同浓度的不同修饰剂与酶液保温一

段时间后稀释，按标准方法测酶活，以不含修饰剂的酶液为对照。

$ 结果

$ "! 漆酶的分离与纯化

漆酶的分离与纯化结果见表 5。粗酶液经硫酸铵盐析、"’%’#纤维素（"’55）柱层析和

疏水柱层析后所得样品 *DF5 比活力为 59C = ?，纯化倍数为 <5U = ;，活力回收率为 5U = 87。

该酶样品经 !"!#$%&’ 检测只显示一条蛋白带（图 5）。表明纯化后的漆酶 *DF5 为单一组

分，已达到电泳纯。

表 ! 漆酶的纯化总表

0DVRI 5 % PLEED.W +) RDFFDPI @L.G)GFDOG+H

$L.G)GFDOG+H POI@
0+ODR DFOGKGOW

SX
0+ODR @.+OIGH

SE,
!@IFG)GF DFOGKGOW

S（XSE,）
$L.G)GFDOG+H

S)+RY
ZGIRY
S7

[.LYI IH\WEI C;5=? ?65] =8 6 =9 5 566

%EE+HGLE PLR)DOI @.IFG@GODOG+H 88] =; 59; =] ; =< U =8 ]6 =C

"’%’#FIRRLR+PI F>.+EDO+,.D@>W 9?C =? 5C =< ?] =; 9; =U 98 =?

$>IHWR !I@>D.+PI0- 8 A/[（*DF5） 5]9=5 5 =5 59C =? <5U =; 5U =8
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图 ! 纯化后漆酶的 "#"$ %&’(
电泳图

!"#$% &’&()*+, -.//012 34 -51"4"06 7.88.90

% $ )51"4"06 :.88.90；;$ <3:085:.1 =0"#>/ ?.1@(

019$

) *) 漆酶的部分酶学性质

) *) *! 分子量：由 &’&()*+, 法测得，漆酶亚基分子量

为 AB $C@’。由质谱法测得该酶的分子量为 DD $ EF@’。

表明该酶为单体酶。

) *) *) 最适反应温度及热稳定性：实验结果表明，酶

的最适反应温度为 ADG；酶在 CDG保温 ;> 残留 EBH
活力，FDG保温 % $D> 残留 IBH活力，DDG保温 %> 残留

FBH活力。

) *) *+ 最适反应 -J 及 -J 稳定性：实验结果可知，该

酶的最适反应 -J 为 ; $ ; K ; $ L；该酶在 -JC$ B K L $ B，

;DG保温 %> 酶活力损失 %FH，在 -JD$ B K E $ D，;DG保

温 %A> 酶活力损失 %;H，说明该酶在 -JC$B K E $D 之间

比较稳定。

) *) *, 等电点测定：漆酶的等电点 -M 为 F $B;（室温）。

) *) *- 动力学常数测定：该酶在 ;DG下以 *NO& 为底

物的 P? 为 %I $D!?3:Q7。

) *) *. 含糖量测定：该酶的含糖量为 FE $ ;H。其含糖

量较高，是一种典型的糖蛋白。

) *) */ R(末端氨基酸序列测定：纯化后漆酶的 R(末端氨基酸序列为 *:.(M:0(+:S()13(T.:(
O>1(*9-(705。

图 ) 01234567 试剂对漆酶活力的影响

!"#$; O>0 04408/ 34 P39>:.26 10.#02/ 32 :.88.90

) *) *8 金属离子对漆酶活性的影响：铜离子

对漆酶活性有明显的促进作用，这与 P51/U 和

V>.?-0 的结果相一致［%F］。而锰离子和银离子

对酶活无明显影响，亚铁离子完全抑制漆酶的

活性。

) *) * 9 抑 制 剂 对 漆 酶 活 力 的 影 响：’OO 和

R.RC 在所试浓度下都完全抑制漆酶的活性，

而 ,’O* 只在高浓度（%BB??3:Q7）完全抑制酶

活性，低浓度时对酶活影响不大。

) *) *!: 漆酶的选择性化学修饰：RN&!、R(*M
、’,)V、)V<N 和双氧水在所试的浓度下，对漆

酶的活力没有影响。说明酪氨酸、组氨酸、巯

基都不是酶活力的必需基团，’,)V 在修饰过

程中引起的酶的部分钝化，可能是修饰了必需基团以外的组氨酸残基而间接地引起酶分

子构象改变之故。P39>:.26 试剂对漆酶的活力影响比较大（见图 ;），色氨酸可能是酶活力

的必需基团。
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! 讨论

漆酶多数是以同工酶形式分泌到细胞外的［!"，!#］，本实验所研究的菌株产生两种同工

酶 $%&! 和 $%&’，这可由 ()*+ 活性染色图证实（文中未标出）。我们发现这两种同工酶的

相对含量受培养时间和培养基成分的影响较大。本文报道的漆酶的粗酶液中含有 $%&!
和 $%&’ 两种组分，所以纯化后的 $%&! 活力回收率相对较低。关于 $%&’ 的纯化、性质及其

与 $%&! 的性质比较研究正在开展之中。

多数真菌胞外漆酶是糖蛋白［!,，!-］。本文报道的漆酶同样是糖蛋白，含糖量达 ./ 0
’1。由于其含糖量较高，相对较少的 +2+ 分子结合在蛋白质分子上，降低了荷质比，从而

影响了其在 +2+34(56 中的迁移率，因而测出的分子量（#7 0 892）高于 :($2;3*<= 质谱法

所测的分子量（"" 0/.92）。

>3末端序列的测定有助于漆酶基因的克隆，现已测得漆酶 $%&! 的 >3末端氨基酸序列

是 (;54?*2$。它具有担子菌的保守序列 ;3534。通过与已报道的多种真菌漆酶相比较，

我们发现，它与其它多种菌株产生的漆酶有较高的同源性，如与 !"#$%&#$&%’$’ ’()*"#+$’%&#,
同源性为 !771，与 -./0&%&#(’ /$00,),#$0(’ 和1$/2&+$3(’ ’4(,5"0’ 5/!6 5/’ 同源性为 -, 0"1，

与 !&#$&5(’ 2$#’(3(’ 和 7#,+"3"’ *"#’$/&5&# ; 同源性为 ,"1，而与 8$9$:&%&#(’ 5$90&’(’（2）完全没

有同源性。尽管与 !"#$%&#$&%’$’ ’()*"#+$’%&#, 的同源性为 !771，但两者的氨基酸组成以及

许多性质（如分子量、等电点、最适温度、最适 @A、含糖量等）都存在明显差异，说明 $%&!
可能是新酶、新基因。

该酶最适反应 @A 在 ’ 0’ B ’ 0-，这可能依赖于专一性底物的使用［!/］。其它多数真菌

漆酶最适反应 @A 在 . B # 之间，最适反应温度在 87C B #7C，而本漆酶最适反应温度在

#"C，这些特点表明该酶可在较酸和较高温度的环境中发挥作用。
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新 书 简 介

由中国科学院田波院士作序，浙江大学洪 健、李德葆、周雪平教授主编的《植物病毒分类图谱》一

书由科学出版社出版。全书以国际病毒分类委员会（P*N_）的病毒分类第七次报告为依据，充分吸收国

内外大量植物病毒文献资料，结合作者多年的研究成果编写而成。系统描述了植物病毒 !A 科、J> 属及

植物病毒卫星和类病毒的形态结构、基因组特征、抗原特性、细胞病理、生物学特性等。全书共 "K 余万

字，!?I 版电镜照片，文字精炼，内容丰富，图文并茂，是病毒学、植物病理学、生物学、农学、植物检疫、电

镜专业工作者以及大专院校师生和农业科技人员的重要参考书。

精装本定价 !!K元，欲购书者可与浙江大学生物技术研究所洪健联系，款到即寄书和发票。联系地址：杭

州市凯旋路 >I=号浙江大学华家池校区，邮编：?!KK><，电话：KAJ!b =I<J!!J< RF-,39：X+67Bc’X$2/8$257
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