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改良壳聚糖固定化真菌漆酶的研究
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　　摘　要:以改良壳聚糖-壳聚糖铜为载体 ,戊二醛为交联剂对真菌漆酶进行了固定化研究 ,探

讨了其固定化条件及固定化酶的部分性质。结果表明:戊二醛最适浓度为 0.5%,交联最佳时间

14 h ,最佳给酶量约1.3 mg ,固定时间 12 h或0.5 h。在此条件下获得的固定化漆酶酶活回收率分

别为56.4%与 51.2%。与游离酶相比 ,固定化漆酶与作用底物邻联甲苯胺的亲和力降低 ,但固定化

漆酶的稳定性有明显改善。最适温度分别为 40℃和80℃,分别比游离酶提高10℃和50℃;90℃条件

下保温5 h后固定化酶活保留率分别为57.4%和 40%,而相同条件下游离酶酶活明显下降。
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　　漆酶(Laccase ,p-diphenoloxidase ,E.C.1.10.3.2)是

一类含 4个铜离子的多酚氧化酶 ,1883年由 Yoshida在

漆树生漆中发现[ 1] 。它广泛存在于自然界的多种植物

和菌类分泌物中 ,可分为真菌漆酶和漆树漆酶两大

类[ 2] 。真菌漆酶是在 19世纪 90年代被发现的 ,其重要

的生产者是担子菌中的白腐菌(White rot fungi)。

漆酶可以催化空气中的氧气 ,直接氧化分解各种酚

类染料 、取代酚 、氯酚 、硫酚、双酚 A 、芳香胺等。由于漆

酶具有较好的底物专一性和稳定性 ,在废水处理 、造纸 、

芳香化合物转化 、环境监测 、生物传感器构建等方面具

有重要应用价值[ 3] 。但游离酶在使用过程中易随环境

的变化而变性失活 ,且不易从反应体系中分离达到重复

使用的目的 ,在一定程度上限制了漆酶的工业化应用。

酶固定化技术是实现酶重复连续使用和改善酶稳定性

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;国内这方面的研究是近几年才开始

的
[ 4]
。使用的固定化载体包括特制的多孔性玻璃(con-

t rolled porosity glass),环氧乙烷丙烯酸颗粒(oxirane a-

crylic beads)和亲水性滤膜(hydrophilic PVDF microfitra-

tion membrane)等
[ 5]
。

以壳聚糖铜和壳聚糖戊二醛为载体固定化真菌漆

酶已见报道 ,然而以改良壳聚糖为载体 、戊二醛为交联

剂固定真菌漆酶却鲜见报道。该试验以改良壳聚糖-壳

聚糖铜为载体 ,戊二醛为交联剂来固定真菌漆酶 ,探讨

其固定化条件 ,为固定化漆酶的应用提供理论依据。

1　材料和方法
1.1　材料

1.1.1　菌种　菌株采自威海市玛珈山 ,并经分离纯化而

得 ,经培养初步鉴定为白毒鹅膏菌(Amanita verna),测

定发现具有较高漆酶活性。

1.1.2　主要仪器及试剂　邻联甲苯胺 ,考马斯亮蓝 ,氯

化钠 ,磷酸二氢钠 ,磷酸氢二钾 ,醋酸 ,醋酸钠 ,硫酸铜 ,壳

聚糖 ,戊二醛 ,琼脂 ,硫酸镁 ,酵母膏 ,麸皮 ,维生素B。所

用试剂均为分析纯。紫外分光光度计 ,灭菌锅 ,超净工

作台 ,离心机 ,抽滤机 ,pH计 ,摇床 ,恒温培养箱等。

1.2　方法

1.2.1　培养基　综合马铃薯固体培养基:马铃薯 200

g/L ,葡萄糖20 g/ L ,KH2PO43 g/L ,MgSO41.5 g/L ,VB1

0.01 g/L ,琼脂 20 g/L。液体培养基:固体培养基中去

掉琼脂 ,加入0.5%的酵母膏。

1.2.2　培养方法　250 mL 三角瓶中装液体培养基

50 mL ,接入7～ 8日龄平板菌种4片(10 mm)130 r/min ,

27℃,恒温震荡培养。
1.2.3　粗酶液制备　培养 7 ～ 8 d的液体培养基 ,4 000

r/min离心15 min ,上清液即为粗酶液 ,冰箱保存备用。
1.2.4　载体的制备　改良壳聚糖的制备:将壳聚糖用

2%的醋酸水溶液配成溶液 ,取适量 5H2O·CuSO4 ,加一

定量蒸馏水溶解 ,将两溶液混合 ,置于摇床上络合 12 h ,

静置 0.5 h ,加入 95%的乙醇沉淀 ,然后抽滤 ,用蒸馏水

反复洗涤沉淀 ,直至用 Na2S溶液检测抽滤液中没有铜

离子 ,制得浅绿色壳聚糖铜。将所制载体置于冰箱中冷

藏备用。载体的制备:取 1 g 壳聚糖铜与 15 mL 一定浓
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度的戊二醛混合搅拌均匀 ,静置 16 h后抽滤 ,用蒸馏水

反复洗涤沉淀 ,至抽滤液为中性 ,得载体。

1.2.5　漆酶的固定化　取 0.6 g 载体 ,加入 6 mL pH

5.0的磷酸缓冲液 ,搅拌均匀后与一定量的粗酶液混合 ,

震荡放置过夜后抽滤。反复洗涤沉淀 ,至用邻联甲苯胺

溶液检测抽滤液中没有游离酶。制得固定化漆酶。

1.2.6　酶活的测定　游离酶酶活测定[ 6] :取 3.5 mL 0.2

mol/L 、pH 4.6的醋酸缓冲液和 0.5 mL 3.36 mmol/ L

邻联甲苯胺溶液与0.5 mL的粗酶液混合 ,于室温下反

应5 min后 ,于 595 nm 处比色。以 1 min使 OD595增加

0.01为1个酶活力单位。固定化漆酶酶活测定:取0.3 g

固定化酶 ,与5 mL pH 4.6的醋酸缓冲液混合均匀后 ,

加入1 mL 3.36 mol/L 邻联甲苯胺溶液 ,于室温下反应

5 min后 ,以 5 000 r/min离心 ,取上清液在 595 nm处比

色。固定化酶酶活保持率=固定化后酶的活力/固定化

时加入的酶的活力×100%,固定化酶比活力(U/mg)=

固定化酶活力/固定化酶干重
[ 7]
。

1.2.7　蛋白质浓度测定　考马斯亮蓝法[ 6] -牛血清蛋

白做标准曲线。

2　结果与分析
2.1　固定化条件对固定化酶活性的影响

2.1.1　戊二醛浓度　分别取 8份 1.0 g 的壳聚糖铜与

15 mL浓度分别为 0.3%、0.5%、0.8%、1.0%、1.5%、

2.0%、2.5%、3.0%的戊二醛溶液混合 ,搅拌均匀后静置

过夜。抽滤 、洗涤至中性 ,制成固定化载体。加入 6 mL

1/15 mol/ L pH 5.0的磷酸缓冲液和等量酶液 ,震荡过

夜后 ,静置0.5 h ,抽滤水洗得固定化漆酶。分别测固定

化漆酶活性 ,戊二醛浓度与固定化酶活性关系见图 1。

由图 1可看出 ,随戊二醛浓度的增加 ,改良壳聚糖上交

联的戊二醛的量也不断增加 ,固定的酶量也在增加 ,固

定化酶比活力呈现明显增大的趋势。当戊二醛浓度达

到 0.5%时 ,固定化酶比活达到最大。之后 ,随着戊二醛

浓度的再增加 ,由于戊二醛的变性作用而使固定化酶活

降低。

　图 1　戊二醛浓度对固定化酶活的影响 图 2　戊二醛交联时间对固定化酶活的影响 图 3　Cu+浓度对固定化酶活的影响

　Fig.1　The ef fect of the density of glutar-adehyde Fig.2　The ef fect of the crosstime on the Fig.3　The effect of the density of Cu+

on the activity of laccase activity of the laccase on the activity of the laccase

2.1.2　戊二醛交联时间　取 7份 1.0 g的壳聚糖铜 ,与

15 mL 0.5%的戊二醛溶液混合 ,搅拌均匀后 ,分别静置

4、6 、8 、10 、12 、14 、16 h。抽滤 ,洗至中性。按上述方法制

备固定化酶并测其活性。戊二醛交联时间与固定化酶

活力的关系见图2。由图2可看出 ,随交联时间的加长 ,

固定化酶比活变化不太规则。这是由于改良壳聚糖上

交联的戊二醛的量的增加与其对酶的变性作用综合的

结果。当交联时间为 14 h时 ,固定化酶比活达到最大 ,

表明戊二醛对酶的两种相反作用达到平衡。

2.1.3　Cu+浓度　称6份 0.3 g 的壳聚糖 ,用 2%的醋

酸水溶液配成 1.25%的溶液 ,分别与用 3 mL 蒸馏水溶

解的 0.24 、0.30 、0.36、0.42、0.48、0.54 g CuSO4 ·5H2O

络合 12 h。静置0.5 h ,抽滤 、洗涤 ,制得改良壳聚糖铜。

各取 1 g 上述壳聚糖铜 ,分别与15 mL 0.5%的戊二醛交

联14 h ,抽滤、洗涤 ,得载体。按上述方法制备固定化酶

并测酶活。Cu
+
浓度与固定化酶活的关系见图 3。随

Cu
+
浓度增加 ,壳聚糖上络合的铜量不断增加 ,固定化酶

活逐渐升高。当Cu
+
浓度为 2.9 mg/mL时 ,酶活最大 ,

壳聚糖上的铜量达到饱和。随后 ,Cu+浓度虽然增加 ,但

酶活在逐渐下降 ,这可能是因为 ,再增加的 Cu+增加了

固定化酶分子之间的拥挤度 ,使之与底物结合的空间阻

碍增大。

2.1.4　给酶量对酶活的影响　称 6份 0.6 g的载体 ,各

加入 6 mL pH 5.0的磷酸缓冲液搅拌均匀后 ,分别与体

积为3.7、4.4 、5.1 、5.8、6.5 、7.2 mL ,蛋白质浓度为201.8

μg/mL的粗酶液混合 ,震荡过夜。抽滤 、洗涤 ,得固定化

酶并测酶活。给酶量与固定化酶活的关系见图4。随给

酶量增加 ,固定化酶活不断上升 ,在 0.75～ 1.31 mg 内增

加较明显。给酶量为1.31 mg时 ,固定化酶活最大。

2.1.5　固定化时间　分别取8份 0.6 g的载体 ,各加入

6 mL pH 5.0的磷酸缓冲液 ,搅拌均匀后分别与 6.5 mL

的粗酶液混合 ,震荡 2、4 、6 、8、10、12、14、16 h。静置0.5 h
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后 ,抽滤 、洗涤 ,得固定化酶 ,并测酶活。固定化时间对

酶活影响见图 5。由图5可看出 ,0.5 h时固定化酶活最

大。随着固定化时间的增加 ,固定化酶活先是逐渐下

降 ,后又上升 ,在12 h时 ,又出现一略小于0.5 h时的峰。

这可能是因为在短时间内载体即可吸附较多的酶 ,且所

吸附的酶在短时间内基本不受外界环境(氧气 、pH 等)

的影响 ,故0.5 h时固定化酶活较高。随固定化时间增

加 ,虽然酶吸附量也增加 ,但受外界的影响也越来越大 ,

故酶活逐渐降低 ,直至 6 h时达到最低。随后 ,随固定化

时间增加 ,酶吸附量的影响超过环境对酶活的影响 ,故

固定化酶活又逐渐回升 ,在12 h时 ,出现一高峰。之后 ,

环境的影响又进一步占优势 ,酶活降低。

　图 4　给酶量对固定化酶活的影响 图 5　固定化时间对固定化酶活影响 图 6　游离酶与固定化酶的最适温度

　　　　Fig.4 The effect of the quantities of the laccase Fig.5 Theeffect of the immobilization time Fig.6 The opptinal temperatures of free enzyme and immobilized enzyme

2.2　固定化漆酶性质

在研究固定化时间对固定化酶活的影响时 ,由图 5 、

6可以看到 ,0.5 h和 12 h分别有一高峰。考虑到在工

业生产时 ,不同的生产流程对固定化酶的要求也不同 ,

有时对固定化酶的制备时间有严格要求 ,有时对固定化

酶的稳定性有严格要求。基于此 ,同时研究了固定化时

间分别为 0.5 h和 12 h的固定化酶。为方便叙述 ,分别

把这 2种固定化时间不同的酶叫做固定化酶A和酶 B。

2.2.1　固定化漆酶的最适温度　在 10 ～ 90℃范围内 ,

分别测定不同温度下游离酶 、固定化酶A和酶 B的活性

(见图6)。由图6知 ,游离酶最适温度为 30℃,固定化酶

A的最适温度有 2个 ,分别为 40℃和 60℃,固定化酶 B

的最适温度最高 ,为 80℃。这是因为固定化酶比起游离

酶 ,稳定性增加 ,尤其是固定化酶 B ,耐热性大幅提高[ 9] 。

2.2.2　固定化漆酶的热稳定性　分别将游离酶 、固定化

酶 A和固定化酶 B置于 90℃水浴中保温 ,定时取样检

测其酶活(见图 7)。由图 7知 ,游离酶在 90℃水浴中保

温 1 h后 ,酶活明显下降;保温5 h后 ,酶活损失 99%以

上。固定化酶稳定性较好 ,尤其是固定化酶 B ,保温5 h

后 ,酶活仍保持为原来的 57.4%。

　　　　　　　　　　　　图 7　热稳定性 图 8　游离酶和固定化酶的最适 pH

Fig.7　Hot stability Fig.8　The optinal pH of free enzyme and the immobilized enzyme

2.2.3　最适 pH 　以 HAc-NaAC 为缓冲体系 ,在 pH

1.5 ～ 6.3范围内 ,分别测定游离酶和固定化漆酶的酶活

变化(见图 8)。由图 8可知 ,游离酶最适 pH 在 4.6左

右 ,固定化酶A 最适 pH 在 4.0左右 ,固定化酶 B的最

适pH 大约为2.5。经固定的酶的最适pH明显向酸性

偏移 ,耐酸性明显增强
[ 10]
。

2.2.4　米氏常数　取固定化漆酶 ,分别与含有不同浓度

(0.05 ～ 0.3)的邻联甲苯胺的醋酸缓冲液(pH 4.6),搅拌

反应 5 min ,离心后测吸光值。用双倒数法作图 9。由图

9求得游离酶的 Km为 0.359 mmol/ L ,固定化酶 A和固

定化酶 B 的 Km 分别为 0.443 mmol/L 和 0.540

mmol/ L。固定化酶对底物的亲和力都降低了
[ 11]
。
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图9　游离酶和固定化酶的 K m

Fig.9　Kmof free enzyme and the im-mobilized enzyme

2.2.5　贮存稳定性　固定化酶和游离酶在 4℃分别保

存6周后 ,酶活测定见表 1。保存 1个月后 ,游离酶仅保

留25%,而固定化酶均保留80%以上。固定化酶具有较

好的贮存稳定性。

　　表 1 固定化酶的贮存稳定性 %

1周 2周 3周 4周 5周 6周

游离酶 95 92 58 25

固定化酶 A 96 93 87 83 75 73

固定化酶B 97 93 89 86 80 72

3　讨论
壳聚糖化学名称为(1 ,4)2-氨基-2-脱氧-β-D-葡萄糖 ,

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。由于其在自然界中资源丰富 ,

价格低廉 ,化学性质稳定[ 8] ,故被广泛应用。以改良壳

聚糖为材料 ,戊二醛为交联剂来对真菌漆酶进行固定

化 ,确定最适固定化条件为:1 g壳聚糖铜(0.3 g 壳聚糖

用 2%的醋酸缓冲液配成 1.25%的壳聚糖溶液 ,与用 3

mL 的水溶解的 5H2O ·CuSO4络合 12 h ,抽滤 、洗涤)与

15 mL 0.5%的戊二醛溶液搅拌均匀后交联14 h ,加入约

1.31 mg 的粗酶液震荡放置固定0.5 h或 12 h。得到的

固定化酶酶活回收率分别为 56.4%与 51.2%,但与底物

的亲和力都有所降低 ,Km从游离酶的 0.359 mmol/ L分

别增至 0.443 mmol/ L和 0.540 mmol/ L ,但稳定性比游

离酶均有很大提高 ,尤其是固定12 h的漆酶。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 、酸变性

作用能力增强所致[ 8] ,游离酶由于缺乏这些作用力 ,较

易因去折叠而变性 、失活。
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Studies on Fungal Laccase Immobilized by Improved Chitosan

GAO Qian-qian , ZHU Qi-zhong , YANG Zhi-guo , YANG Lie-jian , BAI Zhao-yang , DENG Li-li , ZHANG Le-tong

(Shandong University at Weihai ,Weihai ,Shandong 264209 ,China)

Abstract:Laccase f rom Amanita verng was immobilized on chitosan complexed by Cu+by means of covalent coupling to a

glutaradehyde-pretreated support.The condition for immobilizing and part of the qualities of the immobilized enzyme was

studied.The optital conditions of immobilization could be specified as:0.5% glutaradehyde crosslinked for 14 h , added

about 1.3 mg free enzyme to immobilized for 12 h or 0.5 h , the recovery of which were 56.4% and 51.2%.Compared

with the f ree enzyme , the affinity of immobilized enzymes decreased to otoluidine while the stability of them was g reatly

improved.The optital temperature were 40℃and 80℃, semperately improving 10℃and 50℃;placed in 90℃for 5 h , the

remaining activity of the immobilized enzyme were 57.4% and 40%,while that of the free enzyme obviously decreased.

Keywords:Improved chitosan;Immobilization;Fungal laccase
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