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黄瓜新杆菌漆酶的表征及在工业染料脱色中的应用

徐开凤，霍滢，郑穗平*

（华南理工大学生物科学与工程学院，广东广州 510006）

摘要：漆酶具有染料脱色、织物表面改性和纺织品漂白的能力，因此在纺织工业中有着广泛的用途。筛选一种

具有碱稳定性且适合纺织染料脱色应用的漆酶具有挑战性。该研究从黄瓜新杆菌（Neobacillus cucumis）中获得了一

种新型碱性漆酶 LacNC，并在大肠杆菌中进行了表达。LacNC 是一种单体蛋白，其分子量大小为 58 ku。LacNC 以

2,6- 二甲氧基苯酚、丁香醛连氮（SGZ）和愈创木酚分别作为底物，其最适 pH 值分别为 6.0、7.0 和 8.0。以愈创木

酚为底物，LacNC 最适温度为 55 ℃。LacNC 在 pH 值 5.0~11.0 范围内保持 85% 以上活性。在 40 ℃孵育 1 h 后，保

持 80% 以上活性。此外，LacNC 对靛蓝胭脂红和孔雀石绿处理 3 h，脱色率分别为 90% 和 80% 以上，对活性黑 B

的脱色率在 24 h 可达 85%。综上所述，该研究获得了一种新型碱性漆酶，在碱性条件下对合成染料展现出较高的脱

色效率，表明该漆酶是用于纺织工业废水处理的环保候选者。
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Characterization of Laccase from Neobacillus cucumis and Its Application in 

Industrial Dye Decolorization

XU Kaifeng, HUO Ying, ZHENG Suiping*

(School of Bioscience and Bioengineering, South China University of Technology, Guangzhou 510006, China)

Abstract: Laccase is widely used in the textile industry for dye decolorization, fabric surface modification, and 

textile bleaching. Screening for a laccase that is alkaline stable and suitable for textile dye decolorization is challenging. 

A novel alkaline laccase (LacNC) was obtained from Neobacillus cucumis and expressed in Escherichia coli. LacNC is 

a monomeric protein with a molecular weight of 58 ku. The optimum pH values for LacNC were 6.0, 7.0, and 8.0 when 

2,6-dimethoxyphenol, syringaldazine (SGZ), and guaiacol, respectively, were used as substrates. The optimal temperature for 

LacNC was 55 ℃ for the guaiacol substrate. The activity of LacNC remained more than 85% in the pH range of 5.0~11.0. 

After incubation at 40 ℃ for 1 h, the activity of LacNC was still higher than 80%. In addition, the decolorization rates of 

indigo carmine and malachite green by LacNC were more than 90% and 80% in 3 h, respectively, and the decolorization rate 

of reactive black B by LacNC reached 85% in 24 h. In this study, a new alkaline laccase demonstrating high decolorization 
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漆酶（EC 1.10.3.2）属于多铜氧化酶家族，通

常含有四个铜离子，四个铜离子形成三个结构域

T1、T2 和 T3 [1] 。漆酶因能够氧化多种酚类和非酚

类芳香族化合物，在反应过程中仅产生水作为唯一

副产物，这种特性使其被称为绿色催化剂 [2,3] 。

漆酶主要来源于真菌、细菌、植物和动物 [4-8] ，

来源于真菌的漆酶适用于酸性且低离子浓度的环

境，这限制了真菌漆酶的实际应用 [9] 。细菌漆酶能

够耐受碱性高温环境，耐受高浓度氯化物和金属离

子，这些特性利于细菌漆酶用于碱性、高温和高离

子浓度的工业应用 [10,11] ，且细菌漆酶更易于在大肠

杆菌中表达 [12] 。当前被报道的细菌漆酶主要来源于

嗜热细菌（Thermus thermophilus HB27）、芽孢杆

菌（Bacillus）、假单胞菌（Pseudomonas）和链霉菌

（Streptomyces） [13-15] 。

漆酶因具有广泛的底物范围，使其被广泛用于

各种工业和生物技术应用，例如在纺织工业中处

理废水染料脱色  [16] 、造纸工业中进行生物漂白、

作为检测酚类污染物的生物传感器、降解生物质

资源中的木质素等  [17] 。目前，偶氮染料、蒽醌染

料以及三苯甲烷等染料被广泛用于纺织、皮革、

塑料、化妆品和食品加工工业  [18,19] 。纺织染料废

水 pH 值为碱性，含有高浓度的金属离子和氯化

物  [20] 。由于这一特性，对具有良好碱稳定性的

漆酶提出了广泛的需求。因此，研究人员将目光

投向了获得能够适用于纺织废水染料脱色处理的

碱性漆酶。来源于 Thermus thermophilus 的漆酶

LacTT 最适 pH 值是 6.0，能够一定程度上降解合

成染料  [21] 。来源于地衣芽孢杆菌的漆酶 rLAC 在

添加介质的条件下对结构不同的染料进行脱色，

脱色率为 50%~100% 不等  [22] 。然而，目前能够

在碱性且高浓度金属离子等恶劣条件下具有高酶

活的漆酶数量有限，难以满足纺织工业对漆酶的

需求。因此，通过基因挖掘策略获得适用于碱性

条件的漆酶，并将其应用于纺织染料的脱色过程，

有望为解决这一问题提供有效途径。

该研究通过基因挖掘的的策略，从黄瓜新杆菌

（Neobacillus cucumis）中获得了一个碱性漆酶基因

LacNC，在大肠杆菌中克隆表达，对 LacNC 进行了

纯化和生化性质研究。此外还将 LacNC 对合成染料

的脱色降解进行了初步的探究，证明漆酶 LacNC 被

应用于纺织染料脱色的可行性。

1  材料与方法

1.1 菌株、质粒

大肠杆菌 Top10 用于基因克隆宿主菌株，大

肠 杆 菌 BL21（DE3） 用 于 蛋 白 表 达 菌 株。 以

pET-28a 为 载 体， 编 码 漆 酶 LacNC（GenBank ：

MBI0579807.1）的基因是从 NCBI 数据库中获取，

委托苏州金唯智科技有限公司合成。

1.2 化学品和试剂

愈创木酚，ABTS 购自美国 Sigma 公司；丁香

醛连氮（SGZ）、2,6-DMP、活性黑 B、靛蓝胭脂红、

孔雀石绿购自中国阿拉丁公司。该研究所用其它化

学试剂均为分析纯试剂。

1.3 试验方法

1.3.1 基因挖掘与序列分析

来自 Caldalkalibacillus thermarum TA2. A1 的

碱性漆酶 CtLac（AVD69558.1）为探针序列，在

NCBI 数据库中进行 blastp，保留氨基酸相似性为

45%~80% 的序列，用 MAFFT 对齐序列，根据最

大似然法用 Fasttree 软件构建系统发育树，用 CD-
search 工 具（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/
cdd/wrpsb.cgi）预测保守结构域，用 NovoPro （https: 
//www.novopro.cn/tools/signalp）预测信号肽。ExPASy
（http://web.Expasy.org/protparam/）预测蛋白分子质

量。 用 Espript 网 站（https://espript.ibcp.fr/ESPript/
cgi-bin/ESPript.cgi）进行序列比对。

1.3.2 漆酶的表达与纯化

将重组表达菌株接种到 10 mL 的 LB 液体培养

基中，37 ℃，200 r/min 震荡过夜培养。将过夜培

养菌液按 1:100 接种到 TB 液体培养基中，37 ℃，

220 r/min 震荡培养至 OD600 达到 0.6，加入终浓

efficiency for synthetic dyes under alkaline conditions was obtained. Hence, this laccase is an environmentally friendly 

candidate for treating wastewater in the textile industry.

Key words: gene mining; alkaline laccase; alkali stability; textile industry; dye decolorization
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度 0.1 mmol/L 的诱导剂 IPTG，16 ℃，180 r/min 过

夜诱导表达。发酵结束后将培养液离心收集菌体

（6 000 r/min，5 min），并用 50 mL 结合缓冲液重悬

菌体，同时加入终浓度为 0.4 mmol/L CuSO4。超声破

碎菌体（超声 3 s，间隔 3 s，40 min）。于 10 000 r/min
离心30 min。取上清液利用层析仪做亲和层析纯化。

用 pH 值 8.0 的结合缓冲液（500 mmol/L 的 NaCl，
20 mmol/L 的 Tris-HCl）进行纯化，用 pH 值 8.0 的

洗脱缓冲液（500 mmol/L 的 NaCl，20 mmol/L 的

Tris-HCl，300 mmol/L 的咪唑）进行梯度洗脱。

收集含有漆酶的馏分，并用 50 mmol/L 的磷酸钠

缓冲液进行脱盐去除酶组分中高浓度的咪唑和氯

化钠。

1.3.3 LacNC蛋白浓度和酶活测定

用十二烷基硫酸钠 - 聚丙烯酰胺凝胶电泳

（SDS-PAGE）对纯化的 LacNC 进行估计。纯化后

的蛋白浓度以牛血清白蛋白（BSA）为标准品，采

用 Bradford 法测定。在含有 50 mmol/L 的 Tris-HCl
缓冲液中，添加终浓度为 100 μmol/L 的 CuSO4 溶液，

以愈创木酚为底物测定漆酶活性。反应时间 5 min，
反应结束放置冰上 30 s 终止反应。漆酶酶活性的单

位定义为每分钟氧化 1 μmol 底物所需的酶量。愈创

木酚的氧化在465 nm（ε=12 100 M−1 cm−1）进行检测。

1.3.4 LacNC酶学性质测定

1.3.4.1 最适温度

在 pH 值 8.0 的条件下，测定 LacNC 在 30~70 ℃
范围内的活性，研究其最适温度。

1.3.4.2 最适pH值

在最适温度条件下，控制 pH 值 3.0~11.0 范围

内测定 LacNC 的活性，确定其最佳 pH 值。采用

50 mmol/L 柠檬酸缓冲液（pH 值 3.0~6.0）、50 mmol/L 
Tris-HCl 缓冲液（pH 值 6.0~9.0）和 50 mmol/L 甘

氨酸氢氧化钠缓冲液（pH 值 9.0~11.0）。
1.3.4.3 温度稳定性

为了确定 LacNC 的热稳定性，在最适 pH 值条

件下，酶在 40 ℃和 50 ℃下预孵育 10~60 min，然

后测定剩余酶的活性。

1.3.4.4 pH值稳定性

为了确定 LacNC 的 pH 值稳定性，将纯化的

酶在 4 ℃，pH 值 5.0~11.0 范围孵育 24 h，测定

LacNC 的残留活性。采用 50 mmol/L 柠檬酸缓冲液

（pH 值 5.0~6.0）、50 mmol/L Tris-HCl 缓冲液（pH

值 6.0~9.0）和 50 mmol/L 甘氨酸氢氧化钠缓冲液

（pH 值 9.0~11.0）。
1.3.4.5 金属离子和不同铜离子浓度对酶活的影响

在 Tris-HCl 缓冲液中加入 0.1 mmol/L 浓度的

不同氯化物金属离子（Li+、Mn2+、Co2+、K+、Ca2+、

Na+、Mg2+、Zn2+），以评估不同金属离子对 LacNC 酶

活的影响。在 Tris-HCl 缓冲液中加入 0~100 mmol/L
的硫酸铜，以评估 Cu2+ 对 LacNC 酶活性的影响。

1.3.5 LacNC降解不同合成染料

采用活性黑 B（RBB，λmax=595 nm）、靛蓝胭脂

红（λmax=612 nm）和孔雀石绿（λmax=620 nm）来验

证 LacNC 对合成染料的脱色效果。脱色体系 2 mL，
包括 100 μmol/L 的 CuSO4，50 mmol/L 的 Tris-HCl
缓冲液（pH 值 8.0）、50 mg/L 的染料和 40 U/L 纯

化的 LacNC，在 40 ℃下脱色反应 24 h。在每种染

料的最大吸收波长下测定其分光光度值。

1.3.6 数据分析

所有实验均设计三个平行，利用 Microsoft 
Excel 2010 处理实验数据，利用 Origin 计算平均值

和标准差并绘图，以误差线表示标准偏差。

2  结果与讨论

2.1 基因挖掘与序列分析

来自极端环境 Caldalkalibacillus thermarum TA2. A1
的碱性漆酶 CtLac 具有较强的碱稳定性，为了获得

一种新型碱性漆酶，选取 CtLac 为作为探针序列，

选取与探针酶氨基酸序列相似为 45%~80% 的 859
条序列，构建系统发育树。结果表明，这些序列可

分为不同的系统发育分支。探针酶 CtLac 位于红色

分支簇，选取了一个未被报道的候选序列命名为

LacNC（GenBank ：MBI0579807.1），LacNC 来自黄

瓜新杆菌（Neobacillus cucumis），并且位于红色分

支簇（图 1a），与 CtLac 同源性为 48.50%。LacNC
理论分子量为 56.7 ku，含有 479 个氨基酸，预测的

信号肽为 N 端 15 个氨基酸。通过与当前已被报道

的细菌漆酶进行序列比对，发现 LacNC 具有漆酶典

型的四个保守结构域 L1~L4（图 1b），说明 LacNC
理论上具有漆酶活性。

2.2 候选漆酶的表达与纯化

候选漆酶基因 LacNC 委托苏州金唯智生物科技

有限公司进行基因合成并连接到质粒 pET-28a。将
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重组质粒转入大肠杆菌 BL21（DE3），37 ℃培养

1.5~2 h，在 16 ℃诱导表达 12 h 后，对蛋白进行纯

化。LacNC 能够在大肠杆菌中异源表达并成功纯化，

SDS-PAGE 显示 LacNC 蛋白大小为 58 ku（图 2a），

比理论分子量稍大。实验结果表明，LacNC 能

将愈创木酚氧化为棕红色，具有明显的漆酶活性

（图 2b），最高酶活为 0.41 U/mg。因此，对 LacNC
做进一步酶学性质探究。

图 1 新型漆酶的基因挖掘

Fig.1 Genetic mining of novel laccase

注：（a）以 CtLac 为探针的漆酶系统进化分析；（b）LacNC 的序列比对分析。
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图 2 漆酶的纯化与酶活反应

Fig.2 Purification and enzyme activation reactions of laccase

注：（a）漆酶的 SDS-PAGE 分析，M 为蛋白 Marker，1

为纯化后的LacNC蛋白；（b）漆酶与愈创木酚反应前后对比。

2.3 LacNC的酶学性质

2.3.1 最适pH值

在 50 mmol/L 的 pH 值 3.0~11.0 缓冲液中，以

2,6-DMP、SGZ 和愈创木酚为底物，LacNC 的最适

pH值分别是 6.0、7.0和 8.0（图 3）。随着 pH值的升高，

LacNC 的相对酶活性呈现先上升后下降的趋势，这

种变化趋势突显了 LacNC 在不同 pH 条件下的酶活

性特点。据报道，来自链霉菌的漆酶通常表现为碱

性酶，其最适 pH 值介于 9.0~10.0 [23] ；相比之下，来

自卡式嗜热嗜碱杆菌的漆酶最适 pH 值为 8.0 [24] ，而

来自地衣芽孢杆菌的漆酶最适 pH 值为 7.0~8.0 [25] 。

与这些不同来源漆酶比较，LacNC 在 pH 值为 7.0~8.0
的范围内展现出较高的酶活性，这表明它是一种典

型的碱性漆酶。相比于其它漆酶，LacNC 似乎对氧

化酚类化合物的特异性更强，可能是由于酶的底物

结合位点的结构差异 [26] 。LacNC 不能氧化 ABTS，
可能是由于 ABTS 的非酚性质。此外，漆酶具有广

泛的底物特异性，并且氧化的目标底物根据漆酶的

来源和结构不同 [27] 。

图 3 pH 值对酶活性的影响

Fig.3 Effect of pH on enzyme activity

2.3.2 最适温度

在最适 pH 值条件下，以愈创木酚为底物，在

30~70 ℃温度范围内测定 LacNC 的最适温度，将最

高酶活定义为 100%，LacNC 的最适温度是 55 ℃
（图 4）。根据已有文献报道，目前已经有一些碱性

漆酶被发现，然而大多数碱性漆酶的最适工作温度

范围通常在 30~40 ℃ [8] 。与这些漆酶相比，LacNC
在 50~55 ℃范围内展现出超过 85% 的酶活性，这表

明 LacNC 在高温条件下仍然保持高活性。这一特性

使得 LacNC 在碱性中温环境中具有优越的应用潜

力，而这正是许多工业应用环境所需要的。

图 4 温度对酶活性的影响

Fig.4 Effect of temperature on enzyme activity

2.3.3 热稳定性

为了确定 LacNC 的热稳定性，分别在 40 ℃
和 50 ℃下孵育 10~60 min 后，在最佳条件下测定

LacNC 的残留酶活。以未孵育的酶活定义为 100%。

如图 5 所示，LacNC 在 40 ℃处理 1 h 后，保持 80%
以上活性；在 50 ℃处理 1 h 后，残留活性为 50% 以

上。说明 LacNC 在 40 ℃条件下具有较高的稳定性，

可以在 40 ℃条件下进行时间较长的催化反应，而

在 50 ℃条件下可用于时间相对较短的催化反应。

图 5 重组漆酶温度稳定性

Fig.5 The temperature stability of recombinant laccase
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2.3.4 pH值稳定性

为了确定 LacNC 的 pH 值稳定性，在 pH 值

5.0~11.0 下孵育 24 h 后，在最佳条件下测定 LacNC
的残留酶活。将最高的酶活定义为 100%。如图 6
所示，LacNC 在酸性条件下能维持超过 85% 以上

的相对活性。在 pH 值 8.0~11.0 能保留 90% 以上活

性，这意味着 LacNC 可以在较宽的 pH 值范围内保

持稳定，并且具有显著的碱稳定性。碱稳定性是漆

酶在工业应用中的重要考虑因素之一，Liu 等 [28] 通

过 MD 模拟解析了紫薇细菌漆酶的碱性稳定机理，

他们推测在酸性 pH 条件下形成的不规则的结构可

能有利于漆酶 BpLac 的催化活性，但同时对结构稳

定性不利。相反，在碱性 pH 条件下形成的刚性 α
螺旋和 β 片段可能有助于 BpLac 的碱稳定性，但可

能会阻碍底物的氧化反应。然而，与 BpLac 相比，

LacNC 在酸性和碱性条件下都表现出较好的稳定

性。尽管目前我们对 LacNC 这种良好的碱稳定性机

理尚不清楚，但这种双重稳定性使得 LacNC 能够在

不同环境条件下保持高效的酶活性，展现出了作为

一种优越酶类催化剂的独特优势，值得进一步深入

研究和工业应用。

图 6 重组漆酶 pH 值稳定性

Fig.6 The pH stability of recombinant laccase

2.3.5 金属离子及铜离子对酶活的影响

Cu2+ 是漆酶的重要辅助因子，研究了不同浓度

的 Cu2+（0~100 mmol/L）对漆酶酶活的影响。当添

加的 Cu2+ 终浓度为 10 mmol/L 时，LacNC 达到最高

酶活，Cu2+ 浓度超过 10 mmol/L 时，酶活开始下降

（见图 7a）。纺织废水中存在大量的氯化物金属离

子，将 50 μmol/L 浓度的不同氯化物金属离子（Li+、

Mn2+、Co2+、K+、Ca2+、Na+、Mg2+、Zn2+） 添 加 到

Tris-HCl 缓冲液中，评估金属离子对 LacNC 的酶活

性影响，结果表明，常见的金属离子对 LacNC 活

性的抑制作用不明显，K+、Ca2+、Mg2+ 离子抑制了

10% 的活性。在 Li+、Na+、Mn2+ 离子存在的条件下，

LacNC 残留 80% 以上活性。其中 Zn2+ 对 LacNC
酶活抑制作用最大，仅保留 10% 以下的活性

（图 7b）。因此，在应用 LacNC 时，应避免 Zn2+ 的

存在。

图 7 金属离子对酶活的影响

Fig.7 Effect of metal ions on enzyme activity

2.4 合成染料的脱色研究

为了研究 LacNC 对合成染料的脱色作用，在

40 ℃，pH 值 8.0 下评价 LacNC 对活性黑 B、靛蓝

胭脂红和孔雀石绿的脱色能力。LacNC 对三种染料

的脱色效果有所差异，对靛蓝胭脂红和孔雀石绿处

理 3 h 后，脱色率可分别达到 90%、80% 以上；对

于活性黑 B 的脱色率在处理 6 h 后，可达到 80%
（图 8）。根据文献报道，来自地衣芽孢杆菌的漆酶

（rLAC）对合成染料的脱色率低于 27%，添加乙酰

丁香酮、ABTS 和丁醛等介质时，其脱色率可提高

至 50%~100% [22] 。Zhang 等 [29]  仅使用来自 Bacillus 
vallismortis fmb-103 孢子漆酶脱色 24 h，对于孔雀

石绿的脱色效率不超过 15%，添加 ABTS 介质后其

脱色效率也仅能达到 77.84%。漆酶 silA 在室温下

对孔雀石绿脱色 3 h 后，脱色率可达到 80% [30] 。由

此可见，LacNC 在不添加任何介质的情况下，具有

较高的脱色效率，说明 LacNC 在纺织染料脱色方面

具有较大的应用潜力。
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图 8 LacNC 对合成染料的脱色作用

Fig.8 Decolorization of synthetic dyes by LacNC

3  结论

该研究在大肠杆菌中鉴定并异源表达了一种

来自黄瓜新杆菌（Neobacillus cucumi）的碱性漆酶

LacNC。LacNC 以愈创木酚为底物，在 55 ℃和 pH
值为 8.0 的条件下表现出最佳活性，并在 pH 值为

5.0~11.0 的范围内保持 85% 以上活性，具有较好的

碱稳定性。此外，LacNC 也具有较强的金属离子耐

受性。LacNC 在无需添加介质的条件下，对靛蓝胭

脂红和孔雀石绿处理 3 h 后，脱色率分别为 90%、

80% 以上，对活性黑 B 处理 6 h 后，脱色率可达到

80% 以上。总之，该研究介绍了一种适用于碱性中

温工业环境的新型漆酶 LacNC，在纺织废水脱色方

面展现出显著的应用潜力。
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