
前　 　 言

水是生命之源ꎬ 也是维持生态系统健康与人类社会可持续发展的关键环境要

素ꎮ 随着全球工业化和城市化进程加快ꎬ 大量复杂有机污染物通过各种途径进入

水体ꎬ 对生态环境和人类健康构成严重威胁ꎮ 近年来ꎬ 氯酚、 双酚、 染料以及药

品和个人护理品等新型难降解污染物在环境中不断被检出ꎮ 这类污染物具有持久

性、 毒性ꎬ 并易于迁移和富集ꎮ 然而ꎬ 传统物理化学处理方法在应对复杂污染体

系时常面临能耗高、 速度慢、 易产生二次污染等问题ꎮ 因此ꎬ 开发绿色、 高效且

低成本的水处理技术显得尤为迫切ꎮ
生物酶催化降解技术ꎬ 特别是利用氧化还原酶直接作用于污染物的生化反

应ꎬ 因其条件温和、 专一性强、 环境友好且无二次污染等优势ꎬ 成为一种极具潜

力的绿色处理途径ꎮ 漆酶作为含铜的多功能酚氧化酶ꎬ 属于蓝多铜氧化酶家族ꎬ
能高效催化酚类和非酚类等多种底物的氧化ꎬ 并同步将分子氧还原为水ꎬ 过程清

洁高效ꎮ 自 １９ 世纪末被发现以来ꎬ 漆酶以其广泛的底物适应性、 强氧化能力以

及易于从真菌、 细菌中获取等优点ꎬ 在生物制浆、 食品加工、 生物传感、 废物处

理与生态修复等领域展现出广阔应用前景ꎮ 尤其在废水处理中ꎬ 漆酶可有效降解

多种难降解有机物ꎬ 如染料、 双酚 Ａ、 抗生素、 多环芳烃和农药等ꎬ 应用价值持

续拓展ꎮ
本书聚焦于水体中典型新污染物 (如双酚类、 四环素、 布洛芬等)ꎬ 系统阐

述漆酶在废水处理中的理论与实践ꎬ 内容包括漆酶概况、 漆酶去除废水中污染

物、 漆酶透析膜反应器去除废水中污染物、 柔性固定化漆酶去除废水中污染物、
微气泡协同漆酶去除废水中污染物ꎬ 以及微塑料存在下漆酶去除废水中污染物ꎮ
从理论层面揭示多相环境中漆酶的催化机理与协同作用ꎬ 填补降解路径与过程调

控方面的认知空白ꎻ 在实践层面探索可回收、 连续化的漆酶处理工艺ꎬ 旨在提高

酶稳定性与处理效率ꎬ 降低成本ꎬ 推动废水处理向低碳化与资源化转型ꎬ 助力环

保产业绿色升级与水环境质量改善ꎮ
本书面向环境科学与工程、 化学工程、 生物技术等领域的研究人员、 工程技

术人员及高校师生ꎬ 旨在提供一套系统、 深入且反映最新研究进展的漆酶水处理

技术参考资料ꎮ 通过全面介绍漆酶去除污染物的原理、 方法、 应用与前沿动态ꎬ
期望推动该技术的研究与实践转化ꎮ

全书编写分工如下: 第 １ 章ꎬ 张杰、 苟珍琼ꎻ 第 ２ 章ꎬ 孙洪飞、 张杰ꎻ 第 ３
章ꎬ 张杰、 孙洪飞ꎻ 第 ４ 章ꎬ 苟珍琼、 白小霞ꎻ 第 ５ 章ꎬ 胥腾屯、 孙洪飞ꎻ 第 ６
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章ꎬ 白小霞、 胥腾屯ꎮ 张马银、 刘炯娜、 刘心怡、 谭丽蓉、 蔡琼、 张佳颖、 吴姗

姗、 黄劲僖、 杜莲、 王涛、 彭铮鑫、 钦梽鹏等参与了实验研究、 资料整理与文字

处理ꎮ 全书由张杰、 孙洪飞统稿ꎬ 苟珍琼、 胥腾屯、 白小霞负责校对ꎮ
本研究及成书过程获得了国家自然科学基金委员会、 重庆市科学技术局、 重

庆市教育委员会、 重庆市人力资源和社会保障局、 重庆工商大学、 催化理论与应

用技术重庆高校市级重点实验室、 环境催化重庆市重点实验室等机构的项目与经

费支持ꎮ 同时ꎬ 本书参考并引用了大量国内外同行研究成果与数据ꎬ 在此一并

致谢ꎮ
尽管本书历经多年撰写ꎬ 实验成果力求严谨ꎬ 但因涉及领域广泛ꎬ 部分结论

仍需实践进一步验证ꎬ 加之作者水平有限ꎬ 疏漏与不足之处在所难免ꎬ 恳请专家

与广大读者批评指正ꎮ

作　 者
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第 １ 章　 漆 酶 概 况

１􀆰 １　 漆 酶 简 介

１􀆰 １􀆰 １　 漆酶的定义

漆 酶ꎬ 即 对 苯 二 酚 双 氧 氧 化 还 原 酶 ( ｌａｃｃａｓｅꎬ ｐ￣ｄｉｐｈｅｎｏｌ: ｄｉｏｘｙｇｅｎ
ｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅꎬ ＥＣ １􀆰 １０􀆰 ３􀆰 ２)ꎬ 是一种含铜的多酚类氧化还原蛋白ꎮ 漆酶因其活

性中心含有四个铜离子ꎬ 这些铜离子在催化反应中起至关重要的作用ꎬ 因此与细

胞色素 Ｃ 氧化酶 ( ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｃ ｏｘｉｄａｓｅ)、 Ｌ￣ 抗坏血酸氧化酶 ( Ｌ￣ ａｓｃｏｒｂａｔｅ
ｏｘｉｄａｓｅ)、 血浆铜蓝蛋白 ( ｃｅｒｕｌｏｐｌａｓｍｉｎ)、 胆红素氧化酶 (ｂｉｌｉｒｕｂｉｎ ｏｘｉｄａｓｅ) 和

吩嗯嗪酮合成酶 (ｐｈｅｎｏｘａｚｉｎｏｎｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ) 一起被归为蓝多铜氧化酶 (ｂｌｕｅ ｍｕｌｔｉ￣
ｃｏｐｐｅｒ ｏｘｉｄａｓｅｓꎬ ＢＭＣＯｓ) 家族[１]ꎮ 漆酶具有较强的底物专一性ꎬ 能够氧化多种

酚类和非酚类化合物ꎬ 包括单酚、 二酚、 多酚、 氨基酚、 甲氧基酚、 芳香胺和抗

坏血酸等ꎬ 并将分子氧四电子还原为水[２]ꎬ 其反应通式如下:
４ＲＯ(还原态底物)＋Ｏ２ →４Ｒ􀅰(氧化态自由基)＋２Ｈ２Ｏ

这个反应过程不产生有害的过氧化物 (如 Ｈ２Ｏ２)ꎬ 是一种非常 “清洁” 的

氧化反应ꎮ 因其强大的氧化能力ꎬ 目前漆酶已在环境修复、 污染物降解、 食品工

业、 纺织印染、 生物传感器、 生物精炼等领域得到广泛应用ꎮ

１􀆰 １􀆰 ２　 漆酶的来源

漆酶由日本学者 Ｙｏｓｈｉｄａ Ｈｉｋｏｒｏｋｕｒｏ 于 １８８３ 年首次在紫胶漆树 ( Ｒｈｕｓ
ｖｅｒｎｉｃｉｆｅｒａ) 的浸出液中发现ꎬ 后来被发现广泛存在于自然界的多种生物体中ꎬ 包

括动物、 植物、 细菌和真菌等ꎬ 图 １􀆰 １ 所示为其提取生产流程[３]ꎬ 研究后发现其

具有多种生理及生态学功能ꎮ

１􀆰 微生物漆酶

漆酶最初在真菌和植物中被发现ꎬ 但随着生物信息学分析和实验数据的积



图 １􀆰 １　 漆酶的来源及生产流程

累ꎬ 越来越多的证据表明原核生物中也广泛分布着漆酶ꎮ
真菌是漆酶最主要、 研究最充分、 目前工业应用最广泛的来源ꎬ 主要产生菌

属为担子菌门和子囊菌门ꎮ 担子菌门是真菌漆酶的最核心来源ꎬ 其中ꎬ 白腐真菌

因其卓越的木质素降解能力而被誉为 “漆酶的生产之王”ꎬ 代表性菌株包括:
①云芝 (Ｔｒａｍｅｔｅｓ ｖｅｒｓｉｃｏｌｏｒ)ꎬ 是研究最多的漆酶生产菌ꎬ 其漆酶产量高、 稳定性

好ꎬ 是酶学性质和应用研究的模式菌种ꎻ ②平菇 (Ｐｌｅｕｒｏｔｕｓ ｏｓｔｒｅａｔｕｓ) 和香菇

(Ｌｅｎｔｉｎｕｌａ ｅｄｏｄｅｓ)ꎬ 这些食用菌不仅能产生漆酶ꎬ 且其菌丝体生长旺盛ꎬ 易于大

规模培养ꎬ 具有重要的商业化潜力ꎻ ③灵芝 (Ｇａｎｏｄｅｒｍａ ｌｕｃｉｄｕｍ) 和黄孢原毛平

革菌 (Ｐｈａｎｅｒｏｃｈａｅｔｅ ｃｈｒｙｓｏｓｐｏｒｉｕｍ)ꎬ 同样是重要的木质素降解菌ꎬ 是研究漆酶在

生物质转化中作用的典型模型ꎮ 子囊菌门中一些霉菌也能产生漆酶ꎬ 但通常产量

和活性低于担子菌ꎬ 如曲霉属 (Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ)、 青霉属 (Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ) 和粗糙脉孢

菌 (Ｎｅｕｒｏｓｐｏｒａ ｃｒａｓｓａ) 等ꎬ 它们的漆酶更多参与色素形成和孢子发育等过程ꎮ
相较于真菌ꎬ 细菌漆酶的发现和研究历史较短ꎬ 但近年来因其独特的优势已

成为研究热点ꎮ 例如ꎬ 细菌漆酶通常具有更高的热稳定性和 ｐＨ 稳定性ꎬ 这使得

它们在极端工业条件下更具应用前景ꎮ 细菌漆酶的来源更为多样ꎬ 广泛分布于各

种环境中ꎬ 其中芽孢杆菌属是研究最深入的细菌漆酶来源之一ꎬ 包括枯草芽孢杆

菌 (Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ): 其产生的 ＣｏｔＡ 蛋白是一种存在于孢子外衣的多铜氧化酶ꎬ
具有典型的漆酶活性ꎬ ＣｏｔＡ 漆酶以其卓越的耐热性和耐碱性而闻名ꎻ 其他如地

衣芽孢杆菌 (Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ)、 耐盐芽孢杆菌 (Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｈａｌｏｔｏｌｅｒａｎｓ) 也能

产生性质相似的漆酶ꎮ 链霉菌属如链霉菌 (Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｓｐｐ􀆰 ) 能够产生漆酶ꎬ 这
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些酶常参与次级代谢、 色素形成或木质素衍生物的降解ꎮ 此外ꎬ 在一些假单胞

菌、 水生细菌、 嗜热细菌甚至土壤微生物中也发现了漆酶活性ꎬ 这表明漆酶在细

菌界的分布比人们之前认为的要广泛得多ꎮ
原核生物漆酶与真菌漆酶在结构和生化特性上存在差异ꎬ 这些差异赋予了原

核生物漆酶独特的优势ꎬ 与真菌漆酶相比ꎬ 细菌漆酶通常体积更小ꎬ 且不易糖基

化ꎬ 这有利于异源表达和工业化生产ꎮ 尽管 １９９３ 年才首次报道细菌漆酶ꎬ 但随

着生物信息学分析和实验技术的进步ꎬ 越来越多的证据表明漆酶在原核生物中广

泛存在ꎬ 对超过 ２２００ 个细菌基因组的生物信息学分析揭示了细菌漆酶基因的高

度多样性[４]ꎮ 例如ꎬ 研究人员已从多种细菌中分离出漆酶ꎬ 包括铜绿假单胞菌

(Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ)、 嗜麦芽寡养单胞菌 (Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ ｍａｌｔｏｐｈｉｌｉａ)、 芽

孢杆菌属 (Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ􀆰 ) 等ꎮ
目前研究最为深入的细菌类漆酶是枯草芽孢杆菌的芽孢外衣 ( ｅｎｄｏｓｐｏｒｅ

ｃｏａｔ) ＣｏｔＡ 蛋白ꎬ 其由 ＣｏｔＡ 基因编码ꎬ 分子质量约为 ６５ ｋＤａꎮ ＣｏｔＡ 蛋白参与棕

色芽孢色素的生物合成ꎬ 并且赋予细菌特殊的紫外抗性、 过氧化物抗性及耐热

性ꎮ Ｅｎｇｕｉｔａ 等成功地解析了 ＣｏｔＡ 蛋白的晶体结构ꎮ 目前ꎬ 研究者已经开始了

ＣｏｔＡ 蛋白在染料降解及生物燃料电池制备等领域的应用研究ꎮ

２􀆰 植物漆酶

植物漆酶是一种蓝铜氧化酶ꎬ 在植物基因组中以多基因家族的形式广泛分

布ꎬ 它能催化单木酚氧化生成木质素ꎬ 这对于植物的生长和胁迫响应至关重要ꎮ
研究者在咖啡 (Ｃｏｆｆｅａ ｃａｎｅｐｈｏｒａ)、 玉米 (Ｚｅａ ｍａｙｓ)、 蓖麻 (Ｒｉｃｉｎｕｓ ｃｏｍｍｕｎｉｓ)、
葡萄 (Ｖｉｔｉｓ ｖｉｎｉｆｅｒａ)、 小麦 ( Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ)、 大豆 (Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ)、 拟南芥

(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ)、 茶叶 (Ｃａｍｅｌｌｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ)、 毛竹 (Ｐｈｙｌｌｏｓｔａｃｈｙｓ ｅｄｕｌｉｓ)、 核

桃 (Ｊｕｇｌａｎｓ ｒｅｇｉａ) 以及大麦 (ｂａｒｌｅｙ) 等植物中也发现了漆酶ꎮ 通过生物信息学

方法ꎬ 研究人员在多种植物基因组中识别和鉴定了大量的漆酶基因家族成员ꎮ 例

如ꎬ 在毛竹中鉴定了 ２３ 个 ＰｅＬＡＣ 基因ꎮ 在小立碗藓、 互叶梅、 玉米、 蓖麻、 葡

萄、 小麦和大豆中ꎬ 分别新鉴定了 ４、 １２、 ２２、 ２６、 ２７、 ２８ 和 ４９ 个漆酶基因ꎮ
系统发育分析揭示了植物漆酶基因的进化分歧ꎬ 如毛竹中的漆酶基因被分为Ⅰ、
Ⅱ、 Ⅲ、 Ⅳ和Ⅴ五个组ꎬ 这有助于理解它们的功能多样性ꎮ 如图 １􀆰 ２ 所示[５]ꎬ 展

示了不同植物物种中漆酶 (ＬＡＣ) 蛋白的进化关系ꎬ 分为五个不同的组 (Ⅰ ~ Ⅴ
组)ꎬ 有助于理解漆酶蛋白的进化历史和功能预测ꎮ
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图 １􀆰 ２　 植物漆酶系统发育树图 (分为Ⅰ ~Ⅴ组)

３􀆰 动物漆酶

漆酶在生命界的分布广泛ꎬ 除微生物和植物外ꎬ 动物体内也被发现存在漆

酶ꎮ 与植物和微生物漆酶相比ꎬ 动物漆酶的研究相对较少ꎬ 但其生物学功能和潜

在应用正逐步被揭示ꎮ

海绵中的漆酶: ２０１５ 年ꎬ Ｌｉ 等[６] 首次从海洋海绵 (Ｓｕｂｅｒｉｔｅｓ ｄｏｍｕｎｃｕｌａ) 研

究中发现了一种漆酶ꎮ 免疫组织化学研究表明ꎬ 这种漆酶在动物的表面区域表达

最高ꎬ 并且在暴露于细菌后ꎬ 漆酶基因的表达水平显著上调ꎮ 这揭示其可能作为

宿主防御系统的一部分ꎬ 参与抵御病原体入侵ꎮ 漆酶通过氧化酚类化合物ꎬ 产生

抗菌活性物质ꎬ 或参与形成物理屏障ꎮ

虾类中的漆酶: Ｌｉｍａ 等[７] 对亚马孙河流对虾 (Ｍａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍ ａｍａｚｏｎｉｃｕｍ)

的转录组研究也识别出了漆酶编码基因ꎮ 这种对虾是机会主义的杂食性动物ꎬ 主
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要以植物材料为食ꎮ 在能够降解原始植物材料的生物体中ꎬ 漆酶在氧化木质素中

的酚类化合物、 导致木质素解聚方面发挥着重要作用ꎬ 其协助降解植物细胞壁中

的木质素等复杂多酚化合物ꎬ 从而促进营养物质的吸收和利用ꎬ 这对于动物从植

物性食物中获取能量和营养至关重要ꎮ
昆虫中的漆酶: 如家蚕蛾 (Ｈｙａｌｏｐｈｏｒａ ｃｅｃｒｏｐｉａ) 的茧中ꎬ 通过转录组和蛋白

质组分析ꎬ 识别出多种与丝茧相关的蛋白质ꎬ 其中可能包含漆酶及其相关酶[８]ꎮ
在昆虫中ꎬ 漆酶可能参与生物材料的形成ꎬ 如昆虫外骨骼的硬化、 丝蛋白的交联

等ꎮ 这些过程通常涉及酚类化合物的氧化和聚合ꎬ 漆酶在此过程中扮演关键

角色ꎮ
除此以外ꎬ 寄生虫感染宿主可能引起宿主表型发生显著变化ꎬ 这与基因及其

表达密切相关ꎮ 漆酶作为一种参与氧化还原反应的酶ꎬ 其表达变化可能在宿主对

寄生虫的响应中起调节作用ꎬ 但具体机制尚待深入研究ꎮ

１􀆰 ２　 漆酶的性质

１􀆰 ２􀆰 １　 漆酶的分子质量

漆酶的分子质量不是一个固定的值ꎬ 它会因其来源 (真菌、 细菌、 植物等)
的不同而有显著差异ꎬ 总的来说ꎬ 大多数漆酶的分子质量范围在 ５０ ~ １３０ ｋＤａ 之

间ꎮ 植物漆酶分子质量通常为 ６０ ~ １１０ ｋＤａꎬ 甚至更高ꎬ 糖基化程度也更高ꎬ 约

占其分子质量的 ５５％ ꎬ 主要成分为甘露糖、 Ｎ￣乙酰葡萄糖胺和半乳糖ꎬ 蛋白组

分约占 ４５％ ꎮ 大部分真菌和细菌漆酶分子质量较低ꎬ 为 ５０ ~ ７０ ｋＤａꎬ 糖基含量

较低ꎬ 仅为 １０％ ~２０％ ꎮ 灰霉菌 (Ｂｏｔｒｙｔｉｓ ｃｉｎｅｒｅａ) 漆酶糖基含量高达 ４９％ ꎮ 去

糖基化研究表明ꎬ 糖基组分有助于维持蛋白质球状结构的稳定性ꎬ 同时保护漆酶

分子免受蛋白水解剂的侵害以及自由基的失活ꎮ 当培养条件发生变化或在培养基

中添加诱导物时ꎬ 某些真菌能够产生分子质量不等的同工酶ꎮ 大部分真菌漆酶是

单体蛋白ꎬ 并含有数量不等的蛋白亚基[１]ꎮ

１􀆰 ２􀆰 ２　 漆酶的等电点、 最适反应温度与 ｐＨ

漆酶的等电点是指在电场中不发生迁移的 ｐＨꎬ 此时酶分子的净电荷为零ꎬ
且溶解度通常最低ꎮ 不同来源的漆酶具有不同的等电点ꎬ 这反映了它们氨基酸组
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成和结构的差异ꎮ 例如ꎬ 真菌漆酶的等电点 (ｐＩ) 范围通常在 ３􀆰 ０ ~ ４􀆰 ５ꎬ 来自

土壤的 Ｃｈａｅｔｏｍｉａｃｅａｅ 家族真菌分泌的胞外漆酶ꎬ 其等电点为 ３􀆰 ５[９]ꎬ 其低 ｐＩ 与

它们在酸性 ｐＨ 下发挥功能相适应ꎬ 在纯化过程中ꎬ 常利用其低 ｐＩ 特性在高于其

ｐＩ 的缓冲液 (如中性 ｐＨ 缓冲液) 中进行阴离子交换层析ꎮ 细菌漆酶的等电点

(ｐＩ) 范围通常在 ５􀆰 ０ ~ ７􀆰 ５ꎬ 如枯草芽孢杆菌 ＣｏｔＡ 漆酶的 ｐＩ 为 ５􀆰 ７ ~ ６􀆰 ５ꎬ 这使

得它们的纯化策略可能与真菌漆酶相反 (如使用阳离子交换层析)ꎮ 植物漆酶的

ｐＩ 分布较广ꎬ 既有酸性的也有偏中性的ꎮ
与等电点类似ꎬ 真菌漆酶的最适 ｐＨ 通常为 ３􀆰 ０ ~ ６􀆰 ０ꎬ 绝大多数真菌漆酶的

最适 ｐＨ 在 ４􀆰 ０ ~ ５􀆰 ０ 之间ꎬ 这是因为其天然底物木质素在腐烂的木材环境中通常

呈酸性ꎮ 例如ꎬ 来自 Ｔｒａｍｅｔｅｓ ｖｅｒｓｉｃｏｌｏｒ (云芝) 的漆酶最适 ｐＨ 约为 ４􀆰 ５ꎮ 然而ꎬ
细菌漆酶的最适 ｐＨ 通常为 ６􀆰 ０ ~ １０􀆰 ０ꎬ 这是细菌漆酶最突出的优势之一ꎬ 许多

细菌漆酶在碱性条件下表现出最高活性ꎮ 例如ꎬ 枯草芽孢杆菌的 ＣｏｔＡ 漆酶最适

ｐＨ 通常在 ７􀆰 ０ ~ ８􀆰 ０ 之间ꎬ 有些甚至更高ꎬ 这使其非常适合处理碱性废水ꎬ 如纺

织印染废水ꎮ 植物漆酶的 ｐＨ 曲线多变ꎬ 但许多也倾向于中性或弱酸性条件ꎮ
最适温度是指漆酶催化活性达到最高时的环境温度ꎮ 真菌漆酶最适温度范围

通常为 ５０ ~ ６５℃ꎬ 它们在常温下有良好的活性ꎬ 但高温下容易失活ꎮ 然而ꎬ 细菌

漆酶的最适温度一般在 ７０℃及以上ꎬ 卓越的热稳定性是细菌漆酶的标志性特征ꎮ
许多来源于芽孢杆菌 (如 ＣｏｔＡ 漆酶) 或嗜热菌的漆酶ꎬ 最适温度非常高ꎬ 甚至

在 ８０℃以上仍能保持高活性ꎮ 这使得它们在需要高温反应的工业流程中具有不

可替代的优势ꎮ 植物漆酶的最适反应温度通常较低ꎬ 在 ３０ ~ ５０℃之间ꎬ 更接近环

境温度ꎮ 高温意味着更快的反应速率和更低的微生物污染风险ꎬ 因此细菌漆酶的

耐热性使其在生物炼制、 高温生物传感等领域潜力巨大ꎮ
综上所述ꎬ 不存在统一的漆酶最适 ｐＨ、 温度或等电点ꎮ 这些参数强烈依赖

于其生物来源ꎬ 如果需要一种在酸性、 中温条件下工作的漆酶ꎬ 应首选真菌来源

的漆酶ꎬ 若需要一种在碱性、 高温条件下仍然稳定高效的漆酶ꎬ 则细菌来源的漆

酶是更为理想的选择ꎮ

１􀆰 ２􀆰 ３　 漆酶活性的影响因素

金属离子对漆酶活性的影响复杂多样ꎬ 这取决于离子的种类和浓度ꎮ 例如ꎬ

漆酶的活性中心含有铜离子ꎬ 外源性的 Ｃｕ２＋常在发酵过程中被用作强效诱导剂ꎬ

能显著提升菌株产漆酶的能力ꎬ 在反应体系中ꎬ 适量 Ｃｕ２＋有助于维持活性中心的
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结构完整性[１０]ꎮ 与之类似ꎬ Ｍｇ２＋、 Ｍｎ２＋、 Ｋ＋、 Ｎａ＋通常在中低浓度下ꎬ 这些二价

和一价阳离子对漆酶活性有轻微的激活或稳定作用ꎬ 它们可通过稳定酶蛋白的三

维结构或优化酶与底物的静电相互作用起作用ꎮ 与之相反ꎬ Ｈｇ＋、 Ａｇ＋、 Ｃｄ２＋、

Ｐｂ２＋是强效抑制剂ꎬ 它们对硫醇基 (—ＳＨ) 有极高的亲和力ꎬ 能与漆酶分子中

的半胱氨酸残基结合ꎬ 破坏其结构ꎬ 更重要的是ꎬ 它们对铜的亲和力远高于酶本

身ꎬ 可以竞争性地置换活性中心的铜离子ꎬ 导致酶完全失活[１１]ꎮ 此外ꎬ Ｆｅ２＋ / Ｆｅ３＋、

Ｚｎ２＋通常在较高浓度下也会表现出抑制作用ꎮ
离子液体 (ｉｏｎｉｃ ｌｉｑｕｉｄꎬ ＩＬ) 作为一种新型溶剂ꎬ 对漆酶活性具有显著影响ꎮ

吡咯烷酮甲酸盐 ( [ｐｙｒｒ] [Ｆｏ]) 和吗啉甲酸盐 ( [ｍｏｒｐｈ] [Ｆｏ]) 等离子液体

能够影响漆酶的电导率ꎬ 进而可能影响其活性ꎮ 这些影响取决于离子液体的种

类、 浓度以及温度范围ꎮ 离子液体能够改变酶周围的微环境ꎬ 影响酶分子的构象

和底物可及性ꎬ 从而调节其催化效率和稳定性[１０]ꎮ
为了提高漆酶的活性和稳定性ꎬ 研究人员探索了通过辅因子 ( ｃｏｆａｃｔｏｒ) 和

封装技术来优化酶性能ꎮ 例如ꎬ 通过将漆酶与辅因子一同封装在金属有机骨架

(ｍｅｔａｌ￣ ｏｒｇａｎｉｃ ｆｒａｍｅｗｏｒｋｓꎬ ＭＯＦｓ) 材料 ＨＫＵＳＴ￣１ 中ꎬ 可以显著增强其催化活性

和稳定性ꎬ 并成功应用于双酚 Ａ (ＢＰＡ) 的降解[１２]ꎮ 这种策略通过提供一个有

利的微环境ꎬ 保护酶免受不利条件的影响ꎬ 并可能促进底物与活性位点的有效

结合ꎮ

１􀆰 ３　 漆酶的结构与催化机理

１􀆰 ３􀆰 １　 漆酶的活性中心

漆酶的结构是其催化活性的基础ꎮ 典型的漆酶包含至少四种铜中心ꎬ 这些铜

中心根据其光谱特性被区分为 Ｔｙｐｅ １ (Ｔ１)、 Ｔｙｐｅ ２ (Ｔ２) 和双核 Ｔｙｐｅ ３ (Ｔ３)
铜位点[１３ꎬ１４]ꎮ Ｔ１ 铜位点 (Ｔｙｐｅ １ ｃｏｐｐｅｒ ｓｉｔｅ): Ｔ１ 铜位点是漆酶中底物氧化的主

要场所ꎬ 强吸收峰在 ６１０ ｎｍꎬ 因其配位环境 (通常是两个组氨酸和一个半胱氨

酸残基) 而呈现强烈的蓝色ꎮ 因此漆酶也被称为 “蓝色多铜氧化酶” [１３ꎬ１５]ꎬ 该位

点负责从底物中获取电子ꎮ Ｔ２ / Ｔ３ 三核铜簇 ( Ｔｙｐｅ ２ / Ｔｙｐｅ ３ ｔｒｉｎｕｃｌｅａｒ ｃｏｐｐｅｒ
ｃｌｕｓｔｅｒꎬ ＴＮＣ): Ｔ２Ｃｕ 和 Ｔ３Ｃｕ 共同组成一个三核铜簇ꎬ 该簇位于蛋白质内部ꎬ 距

离 Ｔ１ 铜位点约 １３ Å[１３]ꎮ ＴＮＣ 的主要功能是将从 Ｔ１ 铜位点接收的电子传递给氧
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气ꎬ 并将其还原为水ꎮ Ｔ２Ｃｕ 是单核的ꎬ 与 Ｔ３ 铜对共同活化氧气ꎬ “正常” 或

“非蓝色” 铜在可见光区无特征吸收ꎬ 可通过 ＥＰＲ 光谱检测ꎻ Ｔ３Ｃｕ 是双核的ꎬ

Ｔ３ 铜对通过一个羟基桥连ꎬ 是 Ｏ２结合和还原的位点ꎬ 因双核铜之间的抗磁性耦

合ꎬ ＥＰＲ 沉默ꎬ 在 ３３０ ｎｍ 处有特征吸收ꎮ 这三个位点 (Ｔ１、 Ｔ２、 Ｔ３) 构成了一

个完整的催化单位ꎮ Ｔ１Ｃｕ 是 “电子接收站”ꎬ 而 Ｔ２ / Ｔ３ 共同构成一个 “三核铜

簇”ꎬ 是 “氧气处理厂”ꎮ

某些漆酶活性中心含有铜离子以外的其他金属ꎬ 由于不含蓝色 Ｔ１Ｃｕꎬ 因此

被称为白色漆酶 (ｗｈｉｔｅ ｌａｃｃａｓｅ)ꎬ 如平菇 (Ｐｌｅｕｒｏｔｕｓ ｏｓｔｒｅａｔｕｓ) 同工酶 ＰＯＸＡ１ｗ
活性中心含有 １ 个铜离子、 １ 个铁离子和 ２ 个锌离子ꎻ 茶藨子木层孔菌

(Ｐｈｅｌｌｉｎｕｓ ｒｉｂｉｓ) 漆酶含有 １ 个铜离子、 １ 个锰离子和 ２ 个锌离子ꎮ 糙皮侧耳

(Ｐｌｅｕｒｏｔｕｓ ｏｓｔｒｅａｔｕｓ) 漆酶虽然含有 Ｔ１Ｃｕꎬ 但在 ６１０ ｎｍ 处无蓝色特征吸收峰ꎬ 因

此定义为黄色漆酶 (ｙｅｌｌｏｗ ｌａｃｃａｓｅ)ꎮ 射脉菌 (Ｐｈｌｅｂｉａ ｒａｄｉａｔｅ) 只含有 Ｔ１Ｃｕ 和

Ｔ２Ｃｕꎬ 辅助基团吡咯并喹啉醌 (ｐｙｒｒｏｌｏｑｕｉｎｏｌｉｎｅ ｑｕｉｎｏｎｅꎬ ＰＱＱ) 取代了 Ｔ３Ｃｕ[２]ꎮ

１􀆰 ３􀆰 ２　 漆酶的高级结构

漆酶作为一种多铜氧化酶ꎬ 因其在生物技术应用中的巨大潜力而受到广泛关

注ꎬ 其高级结构 (包括二级、 三级和四级结构) 的研究对于理解其催化机制、
提高其稳定性和优化其应用至关重要ꎮ

许多漆酶由多个杯状蓝蛋白结构域组成ꎮ 例如ꎬ 链霉菌 ( Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ
ｃｏｅｌｉｃｏｌｏｒ) 中的小漆酶 (ＳＬＡＣ) 结构独特ꎬ 仅包含两个杯状蓝蛋白结构域ꎬ 这与

大多数具有三个结构域的铜氧化酶不同[１６]ꎮ 来自热白丝菌 (Ｍｅｌａｎｏｃａｒｐｕｓ

ａｌｂｏｍｙｃｅｓ) 的漆酶 (ＭａＬ) 的三维结构已被解析ꎬ 其成熟蛋白的 Ｃ 端四个氨基酸

深入通向三核位点的通道中ꎬ Ｃ 端羧基与酪氨酸侧链形成氢键ꎬ 这对于酶的生

产、 催化特性和结构稳定性具有重要作用[１７]ꎮ 图 １􀆰 ３[１８] 介绍的是细菌漆酶用于

底物氧化的活性位点结构和反应机理: (ａ) 是枯草芽孢杆菌的 ＣｏｔＡ 漆酶的铜位

点和中心示意ꎬ (ｂ) 是漆酶参与氧还原反应的底物氧化的一般表示ꎮ 四级结构

指的是多肽链 (亚基) 通过非共价相互作用形成的蛋白质复合体[１９]ꎮ 尽管许多

漆酶以单体形式存在ꎬ 但一些研究也探讨了漆酶的低聚态ꎮ 例如ꎬ 对漆酶的组合

诱变和选择性研究揭示了其四级结构在决定酶活性中的作用ꎬ 甚至通过基因选择

获得了具有显著催化活性的单体和六聚体酶[２０]ꎮ
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图 １􀆰 ３　 细菌漆酶的活性位点和反应机理

１􀆰 ３􀆰 ３　 漆酶的催化机理

漆酶参与的催化反应可通过两种方式实现: 一是无介体催化 (直接氧化)ꎬ
漆酶直接将底物分子氧化为带有自由基的分子ꎬ 这是漆酶最天然的催化形式ꎻ 二

是有介体催化 (间接氧化)ꎬ 当底物分子过大或氧化还原电势较高时ꎬ 漆酶先与

介体分子反应生成含有自由基的分子ꎬ 进而氧化底物分子ꎮ

１􀆰 无介体催化

漆酶的独特之处在于其能够直接将分子氧还原为水ꎬ 而不是分步生成活性氧

中间体ꎬ 这需要连续的四电子转移过程ꎬ 由其多铜活性位点协同完成[２１]ꎮ 在无

介体的情况下ꎬ 漆酶可以直接氧化天然酚类底物ꎬ 通过其 Ｔ１ 铜位点直接与酚类

底物反应ꎬ 氧化底物形成自由基ꎬ 同时 Ｔ１ 铜被还原ꎮ 随后ꎬ 电子从 Ｔ１ 铜通过内

部电子传递路径转移到三核铜簇 (Ｔ２ / Ｔ３)ꎮ 三核铜簇结合分子氧ꎬ 并在接收到

来自 Ｔ１ 铜的四个电子后ꎬ 将氧完全还原为水[２２]ꎮ
Ｌｅｅ 等根据 Ｈｇ 取代 Ｔ１Ｃｕ 的漆酶催化反应中间体的结果ꎬ 提出了漆酶催化氧

􀅰９􀅰第 １ 章　 漆 酶 概 况



分子还原成水的反应机理ꎬ 如图 １􀆰 ４ 所示ꎮ 漆酶分子的催化反应包括过氧化物中

间体 (ｐｅｒｏｘｙ ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅꎬ ＰＩ) 和天然中间体 (ｎａｔｉｖｅ ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅꎬ ＮＩ) 两种形

式的转变ꎮ 完全还原态的三核铜簇与氧分子反应生成 ＰＩꎮ 在天然酶中ꎬ ＰＩ 仅在

ＮＩ 的形成过程中短暂存在ꎮ ＰＩ 通过 ＮＩ 向静息氧化态 ( ｒｅｓｔｉｎｇ ｏｘｉｄｉｚｅｄ ｓｔａｔｅꎬ
ＲＯＳ) 形式衰减ꎮ ＮＩ 桥连了三核铜簇中的 Ｔ２Ｃｕ 和 Ｔ３Ｃｕꎮ 在 ＮＩ 状态下 Ｔ１Ｃｕ 已

被氧化ꎬ 因此氧分子被进一步还原了 １ 个电子ꎮ 漆酶通过一个两步二电子反应将

氧分子还原ꎮ 第一步是限速步骤ꎬ 第二步是快速步骤ꎮ 还原需要断裂过氧化物的

Ｏ—Ｏ 键 (尤其是氢过氧化物的强 Ｏ—Ｏ 键)ꎬ 要克服巨大的弗兰克－康登障碍

(Ｆｒａｎｃｋ￣Ｃｏｎｄｏｎ ｂａｒｒｉｅｒ)ꎬ 体系中更倾向于发生二电子还原而非单电子还原ꎬ 进

而产生强烈的热力学驱动力ꎬ 实现高速电子传递[１]ꎮ

图 １􀆰 ４　 漆酶催化氧分子还原成水的反应机理

２􀆰 有介体催化

尽管漆酶对多种酚类化合物具有直接催化能力ꎬ 但其对非酚类或大分子底物的

氧化能力有限ꎮ 为了拓宽漆酶的应用范围ꎬ 通常会引入小分子介体 (ｍｅｄｉａｔｏｒｓ) 协
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