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　　摘要：对白腐菌（Ｔｒａｍｅｔｅｓｓｐ．）菌株Ｂ１的固体发酵粗酶液进行活性电泳后发现含有５种漆酶同工酶。硫酸铵沉
淀、离子交换柱层析和ＳｅｐｈａｄｅｘＧ１００柱层析的收集液中包含有２种带电荷和分子量接近的漆酶同工酶，进一步利用
活性电泳切胶法纯化出这２种同工酶，用 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ证明为单一漆酶，它们的分子量分别为６４ｋｕ（Ｌａｃ１）和６２ｋｕ
（Ｌａｃ２），并对其理化性质进行了研究。Ｌａｃ１漆酶反应的最适ｐＨ值为２．２，最适温度为５０℃，氧化ＡＢＴＳ的Ｋｍ值为１．

９５２ｍｍｏｌ／Ｌ；Ｌａｃ２漆酶反应的最适ｐＨ值为２．２，最适温度为４０℃，氧化ＡＢＴＳ的Ｋｍ值为０．２５５ｍｍｏｌ／Ｌ。
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　　漆酶（ｌａｃｃａｓｅ，Ｅ．Ｃ．１．１０．３．２）是一种多酚氧化还原酶，
属于铜离子氧化酶家族，该家族还包含抗坏血酸氧化酶、血浆

铜蓝蛋白等，这类酶都含有多个铜离子且在结构和功能上存

在许多相似之处［１－３］。漆酶以分子氧作为电子受体，能催化

多种底物发生氧化反应，氧分子在反应中被还原成水。漆酶

蛋白通常以单体形式存在，很少以聚合体形式存在，其分子量

一般在５２～１１０ｋｕ之间，目前还没有发现分子量低于５０ｋｕ
的，但已发现分子量大于１１０ｋｕ的漆酶蛋白［２－４］。在漆酶分

子中，由于光谱和磁性特征的不同，可将４个铜离子分成３
类：Ⅰ型Ｃｕ２＋（１个）、Ⅱ型 Ｃｕ２＋（１个）、Ⅲ型 Ｃｕ４＋２ （２个）。
利用顺磁共振检测，发现前２种铜离子是单电子受体，呈顺磁
性，而Ⅲ型铜离子是反磁性的双电子受体［４］。漆酶催化底物

范围广，已报道有２００种以上，包括酚类和非酚类，而且其催
化性能也很特殊，对环境友好，因此在多个领域具有潜在的应

用价值。近年来，漆酶已经成为环境保护、药物合成、生物传

感器等多个领域的研究热点［５－６］。

漆酶最先在漆树这种植物中被发现，后来研究表明在昆

虫、细菌和高等真菌中也广泛存在，甚至有一些漆酶被发现存

在于动物的器官和血清中［４］。由于真菌漆酶的催化性能独

特，在过去几十年，对其漆酶进行了广泛的研究，而其中作为

真菌漆酶的代表，担子菌亚门的白腐真菌漆酶研究报道最

多［１－６］。来自于不同真菌的漆酶，生化特性具有很大的不同，

甚至在同一种真菌中也可以产生多种不同的同工酶，这些漆

酶同工酶的生化特性也会有很大的差异。目前，这些同工酶

之间的作用和意义还知之甚少。对于漆酶同工酶特性的研

究，有利于了解漆酶在真菌生理活动中的作用，同时为进一步

应用漆酶打下基础。蛋白质分离纯化主要采取柱层析法，该

法适合于较大样品量的蛋白分离，且需要多步设计和条件优

化，操作也较复杂。对于一些漆酶同工酶通过柱层析法，并不

能很好地将它们分离开，需要结合其他方法进行分离。本试

验对１株白腐真菌（Ｔｒａｍｅｔｅｓｓｐ．Ｂ１）的２种漆酶同工酶通过
柱层析后，进一步通过活性电泳切胶纯化法将它们分离，并研

究了它们的部分生化特性。

１　材料与方法

１．１　供试菌株
白腐菌Ｔｒａｍｅｔｅｓｓｐ．Ｂ１（简称 Ｂ１菌株）由笔者所在实验

室筛选和鉴定。

１．２　试剂和仪器
１．２．１　试剂　２，２′－联氮 －双 －（３－乙基苯并噻吡咯啉 －
６－磺酸）（ＡＢＴＳ），Ｓｉｇｍａ公司，美国；ＤＥＡＥ－ＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔ
Ｆｌｏｗ和 Ｓｅｐｈａｄｅｘ－Ｇ１００填料，ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ，美
国；牛血清蛋白，北京鼎国产品；低分子量蛋白质 ｍａｒｋｅｒ为北
京康为世纪生物科技产品，其他试剂均为国产分析纯。

１．２．２　主要仪器　核酸蛋白检测仪为江苏省兴化市分析仪
器厂产品，冷冻干燥机为上海比朗仪器有限公司产品。

１．３　产酶培养基
２１ｇ稻草粉、３ｇ麸皮、０．１２ｇＣａＣｌ２、０．３６ｇＭｎＳＯ４和

６０ｍＬ蒸馏水混匀装入５００ｍＬ摇瓶中。
１．４　漆酶活力测定［７］

３ｍＬ反应混合液中，含５ｍｍｏｌ／ＬＡＢＴＳ０．２ｍＬ，醋酸缓
冲液（ｐＨ值４．０）２．７ｍＬ，粗酶液０．１ｍＬ，以１ｍｉｎ内催化氧
化１μｍｏｌ／ＬＡＢＴＳ的酶量为１个酶活单位（Ｕ），已知４２０ｎｍ
处ＡＢＴＳ的摩尔消光系数为３．６×１０４ｍｏｌ／（Ｌ·ｃｍ）。
１．５　蛋白浓度的测定

参照文献［８］进行蛋白浓度测定，以牛血清蛋白作为标
准蛋白质。

１．６　电泳
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ参照文献［９］进行，分离胶浓度均为１０％，
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ＳＤＳ－ＰＡＧＥ用考马斯亮蓝Ｒ２５０摇床染色２ｈ；ＰＡＧＥ活性染色
参照文献［１０］略加修改，使用底物分别为ＡＢＴＳ和愈创木酚。
１．７　酶的分离与纯化
１．７．１　粗酶液的制备　收集培养１５ｄ的固体培养物，在固
体培养物中加入蒸馏水，每 ５００ｍＬ摇瓶中加 ２００ｍＬ，浸泡
２４ｈ后用双层滤纸过滤，收集滤液，４℃ １００００ｇ离心
３０ｍｉｎ，收集上清液即粗酶液备用。
１．７．２　硫酸铵盐析、透析　８０％饱和度硫酸铵沉淀，４℃静
置过夜。１００００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，弃去上清，沉淀溶解于蒸
馏水中，透析过夜。

１．７．３　ＤＥＡＥ－ＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔＦｌｏｗ柱层析　将上述所得酶
液加到已用０．０１ｍｏｌ／Ｌ磷酸钠缓冲液（ＰＢＳ７．０）平衡过的
ＤＥＡＥ－ＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔＦｌｏｗ柱（１．８ｃｍ×２０ｃｍ），先用ＰＢＳ洗
柱，后改用含０～０．５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ的ＰＢＳ梯度洗脱，合并有酶
活组分，将所得溶液冷冻干燥成粉。

１．７．４　ＳｅｐｈａｄｅｘＧ－１００柱层析　将上述所得活力组分的冻
干粉溶解于３ｍｌ蒸馏水中，所得酶液加到平衡好的层析柱
（２．０ｃｍ×８０ｃｍ）上，用上述缓冲液洗脱。将在２８０ｎｍ处有
吸收峰的管子收集起来，用ＡＢＴＳ法测量其酶活，将有漆酶活
性部分分步收集起来，超滤浓缩至５ｍＬ。
１．７．５　活性电泳切胶［１０－１２］　在凝胶两侧中部各切出１ｃｍ×
６ｃｍ规格的凝胶条，在漆酶活性染色液（愈创木酚）中进行显
色，出现清晰的显色带时立即将其放回原凝胶上所在位置。

以两侧凝胶条上对应的显色带为标记，用锋利的刀片切下凝

胶上相应的漆酶电泳区带。将切下的凝胶条放入１．５ｍＬＥＰ
管中，用玻璃棒碾碎后加入１ｍＬ去离子水，４℃静置浸提过
夜，１３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，收集上清液。
１．８　酶学性质
１．８．１　表观分子量测定　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ法测定漆酶的分子
量，根据已知分子量的标准蛋白在 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ中的相对迁
移率Ｒｆ，作Ｒｆ－ｌｇＭｒ图，求得其分子量。
１．８．２　ｐＨ值对漆酶活性的影响　在 ｐＨ值 ２．２～５．０的
Ｎａ２ＨＰＯ４－柠檬酸缓冲液中加入ＡＢＴＳ来测定酶活力。
１．８．３　温度对漆酶活性的影响　在不同温度（２５～６０℃）范
围下测定漆酶活力。

１．８．４　动力学常数测定　在 ｐＨ值４．０缓冲液中，加不同浓
度的ＡＢＴＳ进行反应，以计算酶反应的初速度，作出Ｌｉｎｅｗｅａｖ
ｅｒ－Ｂｕｒｋ双倒数图。

２　结果与分析

２．１　Ｂ１菌株漆酶同工酶
白腐菌Ｂ１菌株固体培养１５ｄ后，将其培养物用蒸馏水

浸泡，然后过滤收集粗酶液，进行Ｎａｔｉｖｅ－ＰＡＧＥ，然后通过底

物ＡＢＴＳ进行活性染色，获得漆酶同工酶酶谱（图 １）。在
ＰＡＧＥ胶上，Ｂ１菌株产生的漆酶同工酶和 ＡＢＴＳ发生反应而
显现出绿色条带，根据谱带显色速度和条带绿色深浅，可看出

条带ａ的漆酶含量最多（显色速度快，绿色深），而条带 ｄ的
漆酶含量最少（显色速度慢，绿色浅）；图中有５条清晰的同
工酶条带，表明该菌株能合成至少５种不同分子量大小的漆
酶同工酶，也可能还有其他同工酶由于表达量较少而用ＡＢＴＳ
方法不能显现出来。

２．２　漆酶的分离纯化
２．２．１　离子交换柱层析和凝胶过滤　粗酶液经硫酸铵沉淀、
透析、ＤＥＡＥ－ＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔＦｌｏｗ离子交换柱层析后所得样
品比活力为８７９６２．１７Ｕ／ｍｇ，纯化倍数为１０．３５倍，活力回收
率为１２．９０％（表１）。将所得的活性最大的５８号、５９号和６０
号收集管中的酶液合并进行回收（图２），经ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳
检测（图３－ａ）显示，发现有２条靠得很近的蛋白带，但未见
到其他的蛋白条带，表明绝大部分杂质已被除去。将所得样

品进行活性电泳显示，这２条蛋白条带分别是Ｂ１漆酶的２种
同工酶，为获得单一条带，须进一步进行分离。这２种同工酶
在同一个峰值收到，且该峰值活力最大，表明这２种同工酶所
带的电荷量比较接近。而其他漆酶同工酶由于电荷量不一

样，已经被分离开了，但在收集管中酶含量低，故对其他几种

漆酶同工酶没有进一步分离纯化。

　　将粗酶液过离子交换柱后酶活性峰值收集液进行冻干，
再进行ＳｅｐｈａｄｅｘＧ－１００凝胶过滤，酶活性峰值出现在第２３
个收集管中，将其峰值酶液收集，然后用 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检测收
集液中漆酶的纯度，Ｎａｔｉｖｅ－ＰＡＧＥ检测蛋白活性，电泳结果
（图３－ｂ）显示，峰值收集液仍然存在有２条蛋白条带，且这
２条带都显示漆酶的活性，和离子交换柱层析后酶活性峰值
收集液的电泳结果一样，这表明该步骤中凝胶过滤的分子筛

作用并没有将２种同工酶完全分开，说明Ｂ１漆酶的这２种同
工酶分子量相差很小。

表１　漆酶分离纯化结果

纯化步骤
总体积

（ｍＬ）
蛋白含量

（μｇ／ｍＬ）
总蛋白

（ｍｇ）
总活力

（Ｕ）
比活力

（Ｕ／ｍｇ） 纯化倍数
回收率

（％）

粗酶 ４６５．００ ３９．２１ １８．２３ １５４．９８ ８５００．２７ １００．００
７５％ （ＮＨ４）２ＳＯ４ ７５．００ １６４．４７ １２．３４ １４５．００ １１７５４．４６ １．３８ ９３．５６
透析 ９２．５０ １１７．８９ １０．９１ １２９．５０ １１８７５．００ １．４０ ８３．５６
ＤＥＡＥ－ＳｅｐｈａｒｏｓｅＦＦ过柱后浓缩 ６．００ ３７．８９ ０．２３ ２０．００ ８７９６２．１７ １０．３５ １２．９０
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２．２．２　活性电泳切胶　为了进一步将这２种同工酶分离开，
本研究应用了活性电泳切胶法。将经过 ＳｅｐｈａｄｅｘＧ－１００凝
胶过滤后峰值收集液冻干后进行活性电泳，用底物（愈创木

酚）活性显色后显示出漆酶的同工酶条带，然后用切割凝胶

的方法得到漆酶的 ２个同工酶：Ｌａｃ１和 Ｌａｃ２。通过 ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ检测切胶回收后的蛋白，能够检测到单一蛋白条带，表
明２种漆酶同工酶已被分离开（图４－Ａ）。其中Ｌａｃ１的分子
量大约为６４ｋｕ，而 Ｌａｃ２分子量大约为６２ｋｕ，这一结果证明
了这２种同工酶的分子量比较接近。活性电泳进一步显示
出，２条分离条带都显示出漆酶的活性。从条带的颜色深浅
可以看出，Ｌａｃ１的蛋白浓度比Ｌａｃ２的高，酶活性要比Ｌａｃ２高
（图４－Ｂ和Ｃ）。本试验证明通过活性电泳切胶法能将这２
种同工酶分离。

２．３　漆酶Ｌａｃ１和Ｌａｃ２的酶学性质
２．３．１　最适ｐＨ值　以 ＡＢＴＳ作底物，在 Ｎａ２ＨＰＯ４－柠檬酸
作缓冲液的反应体系下，分别检测不同ｐＨ值下的酶活性，得
到２种同工酶Ｌａｃ１和 Ｌａｃ２的最适 ｐＨ值均为２．２左右（图
５），由于Ｎａ２ＨＰＯ４－柠檬酸缓冲液的最小 ｐＨ值为２．２，因此
未能比较ｐＨ值小于２．２的情况。
２．３．２　最适温度　由图６可见，Ｌａｃ１在温度为５０℃时酶活
最高，而Ｌａｃ２在温度为４０℃时酶活最高，在２０～６０℃范围
内均显示较高的酶活，大于６０℃时，酶活力下降很快。

２．３．３　动力学常数测定　采用 ＡＢＴＳ作为漆酶反应底物，在
３０℃、ｐＨ值４．０条件下取不同浓度的 ＡＢＴＳ，测定其反应速
度（ｖ），用Ｌｉｎｅｗｅａｒ－Ｂｕｒｋ作图法，得到１／ｖ与１／［Ｓ］的关系
曲线 见 图 ７，Ｌａｃ１的 Ｋｍ 值 为 １．９５２ｍｍｏｌ／Ｌ，ｖｍａｘ为
３．０３５ｍｍｏｌ／（Ｌ·ｍｉｎ），Ｌａｃ２的Ｋｍ值为０．２５５ｍｍｏｌ／Ｌ，ｖｍａｘ为
０．８５６ｍｍｏｌ／（Ｌ·ｍｉｎ），Ｌａｃ２的 Ｋｍ值要小于 Ｌａｃ１的 Ｋｍ值，
表明Ｌａｃ２对ＡＢＴＳ底物的亲和力比Ｌａｃ１高。

３　结论与讨论

漆酶是一类多酚氧化酶，也是一种含有铜原子的糖蛋白，

漆酶广泛分布于以担子菌为主的白腐真菌中，参与木质素的

生物降解。多数白腐菌具有２种以上的漆酶同工酶，其同工
酶的产生与真菌的遗传因素以及生理发育状况有关，不同的

白腐菌产生的同工酶数量会不一样。本试验中的白腐菌

Ｔｒａｍｅｔｅｓｓｐ．Ｂ１在固体培养条件中能产生５条明显的同工酶
条带。刘尚旭等报道了糙皮侧耳属不同菌株能产生４～９条
同工酶［１３］；杨建明等发现毛木耳 ＡＰ菌株至少产生３种漆酶
同工酶［１４］；郭伟云等发现云芝菌能产生２种同工酶［１５］；同一

种属不同菌株中漆酶同工酶谱的变化可以为分类学提供一定
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的借鉴，方自若等深入研究了侧耳种群不同菌株的漆酶同工

酶谱特征，发现这些菌株之间的差异，对于种的分类是很有价

值的［１６］。漆酶同工酶出现在次生代谢阶段，属于一类诱导

酶，在培养条件和营养成分发生变化时，也会影响到同工酶数

量的变化。本试验中发现在木质素类固体培养条件下，该菌

能产生５条同工酶，而在液体合成培养基中只产生２种同工
酶，可能是木质素类对酶的诱导作用而产生的。另外，刘尚旭

等认为漆酶活性的高低可能和漆酶同工酶之间存在密切的联

系，同时漆酶活性高的条带也许是这个基因易于表达［１３］。

很多文献已经报道了多种真菌的漆酶分离纯化，利用蛋

白分子量和所带电荷的差异，主要采用２～３步柱层析的方式
分离得到。郭伟云等采用 ＤＥＡＥ－ＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔＦｌｏｗ和
ＳｅｐｈａｄｅｘＧ－１００凝胶过滤两步柱层析，从云芝菌中得到２种
漆酶同工酶，分子量分别是６４ｋｕ和６０ｋｕ［１５］；杨建明等利用
硫酸铵分级沉淀和离子交换柱层析，对毛木耳 ＡＰ菌株的漆
酶粗酶液进行纯化，获得了３种分子量不同的漆酶［１４］；王方

忠从香菇所发酵的粗酶液中，经过丙酮分级沉淀、ＤＥＡＥ－纤
维素离子柱层析和 ＳｅｐｈａｄｅｘＧ－１００柱层析，获得了２种漆
酶同工酶［１７］。这些能分离开的漆酶同工酶，彼此间的蛋白分

子量和所带电荷有明显的差异，而在本试验中采用 ＤＥＡＥ－
ＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔＦｌｏｗ和 ＳｅｐｈａｄｅｘＧ－１００凝胶过滤方式并未能
将漆酶的２种同工酶分开，这一结果表明 Ｔｒａｍｅｔｅｓｓｐ．Ｂ１产
生的这２种同工酶蛋白分子量和所带电荷差异很小。

切胶纯化法是利用各种蛋白组分在凝胶电泳中由于迁移

率不同而彼此分开，然后染色后使目标蛋白在凝胶上显示出

来，再将其所处位置的蛋白条带切割下来，并回收凝胶中的目

标蛋白，从而达到纯化分离的目的［１０］。本研究采用简单的活

性电泳切胶法，进一步将这２种同工酶分开，从而避免了复杂
的柱层析分离，既快速有效又节省时间。将割下来的胶带用

超纯水浸泡，回收的２种浸泡液在ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳图中都只
显示１条条带，这说明采用此法分离这２种同工酶切实可行。
这种方法已经有了很多成功的应用，陈敏等报道了切胶纯化

法分离了木质素降解酶［１０］。当然这种方法的使用具有一定

的局限性，首先需要样品中大量的杂蛋白已被去掉，否则在切

胶纯化时得到的蛋白不纯；其次切胶纯化法分离出来的蛋白

量较少，回收率不高。本研究中 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ染色显示出分
离的２条蛋白条带的颜色都比较浅，这表明从凝胶内溶解到
水里的只是其中的一部分酶蛋白，有很大部分仍留在原来的

凝胶内。检测 ２种同工酶的回收率，分别为 １．８２％和 ２．
２８％，证明样品回收率较低。如果在以后的研究中能找到一
种办法增大凝胶中酶的浸出率，那将对漆酶同工酶的分离纯

化带来极大的意义。

多数真菌漆酶最适ｐＨ值在３～５之间，而细菌漆酶最适
ｐＨ值会高一些，甚至可以在 ｐＨ值５以上，王方忠等分离的
漆酶同工酶最适ｐＨ值为４左右［１７］。本研究分离的２种漆酶
同工酶在以ＡＢＴＳ为底物时，最适ｐＨ值都在２．２，表明这２种
漆酶同工酶可以在偏酸的体系下应用。这２种同工酶最适
ｐＨ值差异较小，表明在同一种缓冲体系中所带电荷量相似，
并且分离的 ２种漆酶同工酶分子量分别是 ６４ｋｕ左右和
６２ｋｕ左右，也比较接近，这一结果也进一步解释了为什么采

用ＤＥＡＥ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅｆａｓｔｆｌｏｗ和ＳｅｐｈａｄｅｘＧ－１００凝胶过滤方
式并不能将其分开。尽管这２种同工酶在最适 ｐＨ值和分子
量上差异较小，但其最适温度和 Ｋｍ值不同，表明２种同工酶
本质上有一定的差异。漆酶同工酶的差异主要由２种原因造
成，一方面是编码漆酶的基因差异，另一方面是由于基因表达

翻译后的糖蛋白修饰。漆酶同工酶在不同的物种和同一种内

之间的差异性，表明了漆酶的多样性，这有利于漆酶应用范围

的扩大。
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