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一色齿毛菌漆酶--介体系统在染料脱色中的应用
赵丽艳 赵 敏 卢 磊 王天女

(东北林业大学生命科学学院)

摘要:本文通过一色齿毛菌 LS0547 漆酶粗酶液与紫脲酸( VA) 或乙酰丁香酮( Ace) 组成的漆酶--介体系统对

结晶紫、靛红、活性黑 KN--B 染料进行脱色试验，探索 pH、温度、染料浓度和漆酶浓度等条件对其脱色效果的

影响。结果表明:在介体乙酰丁香酮 ( Ace) 作用下，漆酶脱色靛红和活性黑 KN--B 效率高;在介体紫脲酸
( VA)作用下结晶紫脱色效果好。pH 4. 0、50 ℃结晶紫的脱色率为 95. 42% ，40 ℃靛红脱色率为 99. 86% ，且

基本不受 pH 限制;pH 6. 0、40 ℃活性黑 KN--B 脱色率达 92. 38% ，表明一色齿毛菌漆酶在介体参与下可有效

用于工业染料废水的处理。
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In this study，we investigated the decolorization of the crystal violet，indigo carmine and reactive
black KN-B by a laccase-mediator system． The mediator system was composed of laccase from Cerrena
unicolor LS0547 and the mediator of violuric acid (VA) or acetosyringone (Ace) ． The effects of initial
pH，temperature，dye concentration and the dosage of laccase on the decolorization of dyes were tested．
The results showed that the decolorization of indigo carmine and reactive black KN-B was remarkably
improved in the presence of Ace，while crystal violet was more efficiently decolorized with the addition of
VA． The decolorization rate of crystal violet reached 95. 42% at pH 4. 0 and 50 ℃ ． Indigo carmine could
be decolorized with a rate of 99. 86% at 40 ℃，which was not affected by pH． And 92. 38% of reactive
black KN-B was decolorized at pH 6. 0 and 40 ℃ ． Therefore，the C． unicolor laccase-mediator system
has a potential application in the treatment of industrial dye wastewater．
Key words Cerrena unicolor; laccase; mediator; dyes; decolorization

在染料的生产和使用中，约有 10% ～ 15%的染
料随废水排入环境中，对水体的生态环境造成严重

破坏
［1］。染料废水的处理方法包括物理法、化学法

和生物法等，相对传统的物理化学方法来说，生物法

在经济、环保等方面更具优势。白腐菌是一类对染
料具有较强脱色能力的微生物，它通过分泌胞外降

解酶系及其他机制能将多种人工合成染料彻底降解

为 CO2 和 H2O
［2］。漆酶是白腐菌胞外木质素氧化

酶系的一种，底物作用范围广泛，可以氧化降解多种

芳香类有机化合物
［3］，在染料脱色上具有较好的应

用前景。
近年来，人们对漆酶脱色染料的研究主要集中

在栓菌属(Trametes)、侧耳属(Pleurotus)和密孔菌属
(Pycnoporus)等少数几个属的漆酶［2，4--5］。一色齿毛
菌(Cerrena unicolor) 是一种漆酶产量较高的白腐
菌
［6］，其漆酶对蒽醌染料显示出较好的脱色效

果
［7］。目前关于 C． unicolor 漆酶--介体系统脱色染
料的研究未见报道，本文考察了该漆酶在介体存在

条件下对不同结构染料的脱色能力，并对其脱色染

料条件做了优化。
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1 材料与方法
1. 1 材 料
1. 1. 1 菌 种
一色齿毛菌 LS0547 采自黑龙江省凉水国家自然

保护区(128°53'E，47°53'N)，采用 PDA 斜面 4 ℃保存
于东北林业大学微生物实验室。
1. 1. 2 试 剂

活性黑、靛红、2，2--连氮--双 ( 3--乙基苯并噻

唑--6--磺酸) ( ABTS)、紫脲酸 ( VA)、乙酰丁香酮

(Ace)、香兰素( Van)、4--羟基苯甲酸(HBA) 购自

Sigma 公司，1--羟基苯并三唑(HBT)购自上海共价
化学科技有限公司，其他试剂为国产分析纯。
1. 1. 3 培养基
1. 1. 3. 1 PDA 培养基
葡萄糖 20 g，KH2PO4 3 g，MgSO4·7H2O 1. 5 g，马

铃薯 200 g，琼脂 15 g，VB1 微量，定容至 1 L，pH自然。
1. 1. 3. 2 发酵培养基
葡萄糖 20 g，KH2PO43 g，MgSO4·7H2O 1. 5 g，

马铃薯 200 g，VB1 微量，定容至 1 L，pH 自然。
1. 2 方 法
1. 2. 1 粗酶液的制备
从 PDA 斜面上挑取少量 C． unicolor 菌丝接至

PDA 平板中活化，28 ℃培养 7 d 后，用打孔器将其
转接到液体发酵培养基于 28 ℃、160 r /min 培养 9 ～
10 d，将得到的发酵液 4 ℃、8 000 r /min 离心 20
min，上清液即为试验所用粗酶液。
1. 2. 2 漆酶活性测定方法
取 1 mmol /L ABTS 溶液 1 mL，pH 3. 0 的 0. 2

mol /L 柠檬酸--Na2 HPO4 缓冲液 3. 95 mL，加入
50 μL 稀释的粗酶液启动反应，25 ℃反应 3 min，
测定 420 nm 处吸光度的变化。以 1 min 氧化 1
μmol ABTS 所需要的酶量为 1 个酶活力单位
( U)［8］。

1. 2. 3 漆酶--介体系统优化染料脱色条件
在 200 ～ 800 nm 分别对结晶紫、靛红、活性黑

KN--B 3 种染料进行吸收光谱扫描，确定它们的最
大吸收波长分别为 583、610、597 nm。在 5 mL 0. 2

mol /L 柠檬酸--Na2HPO4 缓冲液反应体系中加入 3
U /mL 漆酶、介体、染料 (介体、染料终浓度见表
1)，于 30 ℃、100 r /min 的恒温摇床进行染料脱色
反应，每隔一定时间测定反应体系的吸光度 A。相
同试验条件下，加入等量 100 ℃灭活 5 min 的酶液
作为对照，测其吸光度 A0。每次试验重复 3 次取
平均值。脱色率的计算式为:脱色率 = ( A0 － A) /
A0 × 100%。

表 1 染料及介体的终浓度
Tab． 1 Concentration of dyes and the dosage of mediator

染料
染料 /
(mg·L － 1 )

介体 HBA /
(mmol·L － 1 )

介体 HBT /
(mmol·L － 1 )

介体 Van /
(mmol·L － 1 )

介体 VA /
(mmol·L － 1 )

介体 Ace /
(mmol·L － 1 )

介体 ABTS /
(μmol·L － 1 )

靛红 25 0. 1 0. 1 0. 1 0. 1 0. 1 1

结晶紫 5 0. 1 0. 1 0. 1 0. 1 0. 1 1

活性黑 40 0. 1 0. 1 0. 1 0. 1 0. 1 1

1. 2. 3. 1 pH 对染料脱色影响的测定
为考察 pH 对染料脱色的影响，调节缓冲液的

pH 分别为 2. 0 ～ 8. 0，加入终浓度为 3 U /mL 的漆酶、
染料及介体(表 1)，置于 30 ℃、100 r /min 的恒温摇床
进行脱色反应，定时取样检测脱色率。选择脱色染料
效果较好的介体作为后续试验的主要介体。
1. 2. 3. 2 温度对染料脱色影响的测定
不同来源的漆酶最适作用温度不同，选择 20 ～

60 ℃考察温度对漆酶--介体系统脱色染料的影响。
在其他条件均相同条件下，根据优化结果调节反应

体系中缓冲液 pH，除漆酶--Ace 介体系统脱色结晶

紫、活性黑 KN--B 的最适 pH 为 6. 0 外，其他漆酶--

介体系统脱色染料的最适 pH 均为 4. 0，定时取样检
测脱色率。
1. 2. 3. 3 染料浓度对染料脱色影响的测定
为考察染料浓度对脱色的影响，将结晶紫终浓度

调节为 5、6、7、8 mg /L，靛红终浓度调节为 25、50、75、

100 mg /L，活性黑 KN--B 终浓度调节为 40、60、80、100
mg /L。据温度优化结果，将 VA 介导漆酶脱色靛红、

结晶紫、活性黑 KN--B 的反应温度分别调节为 50、
50、60 ℃ ;将 Ace 介导漆酶脱色靛红、结晶紫、活性黑
KN--B 的反应温度分别调节为 40、50、40 ℃。
1. 2. 3. 4 漆酶浓度对染料脱色影响的测定
调节漆酶终浓度分别为 0. 5、1、2、3 U /mL，考察

漆酶浓度对染料脱色的影响。在其他条件不变的情
况下，靛红、结晶紫溶液终浓度分别为 75、7 mg /L，

而漆酶--VA、漆酶--Ace 2 个介体系统脱色活性黑
KN--B 的终浓度分别为 40、100 mg /L。

2 结果与分析

2. 1 漆酶以及漆酶--介体系统对染料脱色的比较
随脱色时间的增加，染料脱色逐渐稳定，1 h 后
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脱色结果见图 1。未加介体时漆酶对 3 种染料的脱
色效率很低(脱色率均在 15%以下)，而在不同介体
的作用下，漆酶对染料脱色效果也有所不同。介体
HBA 对漆酶脱色靛红基本没有影响，介体 HBT、Van
只能将靛红脱色率提高 5% 左右，但介体 VA、
ABTS、Ace 对靛红脱色效果显著，脱色率可达到
90%以上。介体 HBA 对结晶紫的脱色无促进作用，
而 HBT、Van 能将结晶紫脱色率提高 1 倍左右，VA、

ABTS、Ace 对结晶紫脱色效果显著。漆酶--ABTS 介

图 1 漆酶和漆酶--介体系统对染料的脱色率

Fig． 1 Decolorization of dyes by laccase with or without mediator

体系统脱色活性黑 KN--B，脱色能力基本不受 ABTS

的影响;在 HBA、Van 介导下，漆酶对活性黑 KN--B
的脱色率能提高 1 倍;HBT 可使脱色率约提高 3. 6

倍;虽然 VA、Ace 介导漆酶脱色活性黑 KN--B 的效
率为 56. 53%、70. 03%，但与单独使用漆酶相比，脱
色率分别为原来的 11 倍、14 倍。所测试的 6 种介
体中，VA 和 Ace 对几种染料的脱色都表现出较好
的促进作用，因此后续脱色试验选用 VA、Ace 作为
主要的介体。

2. 2 漆酶--介体系统对染料脱色条件的优化
2. 2. 1 pH 对染料脱色的影响

漆酶--介体系统与染料反应 0. 5 h，染料脱色达
到稳定状态，Ace 对漆酶脱色靛红促进作用明显，且
基本不受 pH 限制，10 min 脱色率已达 90%以上，染

料溶液几近无色。其他漆酶--介体系统脱色染料均

会受 pH 影响:VA 介导的漆酶脱色活性黑 KN--B、

靛红、结晶紫的最适 pH 为 4. 0;在 pH 6. 0 时，Ace

介导的漆酶脱色活性黑 KN--B、结晶紫效率高，过酸
或过碱环境中，漆酶脱色染料能力迅速下降(图 2)。

图 2 pH 对漆酶--介体脱色染料的影响

Fig． 2 Effects of pH on the decolorization with laccase-mediator system

2. 2. 2 温度对染料脱色的影响
由图 3 可以看出:较低温度下，结晶紫脱色率随

温度升高而增大，在 50 ℃时达到最大值，超过 50 ℃

脱色率随温度上升而下降;VA 介导漆酶脱色活性

黑 KN--B 在 20 ～ 60 ℃的脱色率一直呈上升趋势;而

漆酶脱色靛红、Ace 介导漆酶脱色活性黑 KN--B 脱
色率稳定，漆酶适宜的脱色温度范围较宽，在 20 ～
60 ℃的脱色率均在 90%以上。
2. 2. 3 染料浓度对染料脱色的影响
由图 4 可以看出:结晶紫浓度较低时，漆酶对其

脱色率几乎相同，但大于 7 mg /L 时，脱色率降低，
Ace 作用下，漆酶对结晶紫脱色率约 90%，VA 作用
下的脱色率约 95% ;漆酶脱色靛红的最大浓度为 75

mg /L，脱色率达 99%以上，最终反应液几近透明;活

性黑 KN--B 浓度由 40 mg /L 增加到 100 mg /L 时，
Ace 作用下的漆酶对其脱色率保持在 90%，而 VA

作用下的漆酶对活性黑 KN--B 的脱色率却随浓度
的增加而降低。
2. 2. 4 漆酶浓度对染料脱色的影响
由图 5 可以看出，在 VA 作用下，随着漆酶浓度

的增加，靛红脱色率呈上升趋势，当漆酶浓度大于 2
U /mL 时，靛红脱色率不再增加，维持在稳定状态，
即 2 U /mL 为脱色靛红时加入漆酶的最佳浓度。而

漆酶--Ace 介体系统脱色结晶紫、靛红、活性黑 KN--

B 和漆酶--VA 脱色结晶紫、活性黑 KN--B 的试验结
果显示，漆酶最佳浓度为 0. 5 U /mL。
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图 3 温度对漆酶--介体脱色染料的影响

Fig． 3 Effects of temperature on the decolorization with laccase-mediator system

图 4 染料浓度对漆酶--介体脱色染料的影响

Fig． 4 Effects of dye concentration on the decolorization with laccase-mediator system

图 5 漆酶浓度对漆酶--介体脱色染料的影响

Fig． 5 Effects of the dosage of laccase on the decolorization with laccase-mediator system
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3 结论与讨论

3. 1 漆酶及漆酶--介体系统脱色染料的比较分析
C． unicolor 是一种白腐真菌，其胞外的木素氧

化酶系对染料脱色起主要作用，其中锰过氧化物酶

和木素过氧化物酶的催化反应分别需要 H2O2
［9］
和

Mn2 +［10］
存在时才能发挥作用。本试验结果显示，未

加介体时粗酶液对染料的脱色效果有限，而加入漆

酶介体后脱色率才有较高的提升。此外，本实验室
前期研究结果

［7］
表明，试验所采用的 C． unicolor 的

胞外漆酶经纯化后对不同结构的染料仍具有较好的

脱色能力。本试验研究的主要是漆酶--介体系统对
染料的脱色。
介体是一类低氧化还原电势的化合物，漆酶在

传递电子的介体帮助下能够氧化非酚型的木素结构

单元
［11］。Reyes 等［12］加入介体 HBT 扩大漆酶处理

印染料废水范围，侯红漫等
［13］
采用白腐菌漆酶对工

业染料 SN4R 脱色研究，李剑凤等［14］使用重组漆酶
脱色三甲基类染料和偶氮类染料均发现小分子介体

能够显著提高漆酶对一些染料的脱色率。 C．
unicolor 可直接脱色蒽醌染料 RBBR，但很难脱色结
晶紫等非酶底物染料

［7］。为考察 C． unicolor 漆酶
在介体作用下脱色染料的能力，选用终浓度均为

0. 1 mmol /L(介体 ABTS 终浓度为 1 μmol /L)，与对
照组相比，Ace、VA 对漆酶脱色染料促进作用显著，
这可能是漆酶脱色染料和在介体作用下漆酶脱色染

料机制不同所致。
漆酶脱色染料是酶与底物的反应，结晶紫、活性

黑 KN--B 和靛红不属于漆酶底物染料，单独使用漆
酶脱色染料效率低。介体可在酶的作用下会形成阳
离子自由基，这些自由基不稳定，自动分解为酶氧化

反应产物或者氧化非酶底物染料，从而使染料脱

色
［15］，可见，小分子的还原介体可介导漆酶与非酶

底物染料之间的氧化作用。
3. 2 染料脱色条件优化的分析
漆酶处理染料废水时，会受到环境中各种因子

的影响，pH 在很大程度上能影响漆酶活力，从而影
响漆酶对整个反应体系的催化作用。过酸或过碱的
缓冲环境对漆酶脱色染料都有抑制作用，pH 的改变
可能破坏了漆酶的空间结构，引起酶构象的改变，使

酶活性降低甚至丧失。而在最适 pH 附近，pH 改变
不剧烈时，脱色效果受到影响可能是 pH 影响了染
料的解离状态，使染料不能和介体作用下的漆酶结

合;也可能是 pH 影响了介体作用下漆酶分子活性
部位上有关基团的解离，影响其与染料的结合。但

漆酶--Ace 系统处理靛红时脱色效果基本不受 pH

影响，可能是 Ace 作为 C． unicolor 漆酶的一种高效
介体(图 2)，其催化氧化过程受 pH 影响较小，即使
在较低的漆酶活性下(过酸或过碱环境中漆酶活性

下降)，也可迅速被氧化成自由基，而该漆酶对其他

介体如 VA 的催化则受 pH 影响较大(图 2)。另外，
Ace 被氧化后的自由基对靛红的催化作用具有较高
的特异性，少量的活性自由基在短时间内便可使其

迅速脱色(加入介体后几乎立刻变成无色)，而对其

他不同结构的染料如结晶紫和活性黑 KN--B 的催
化特异性稍差，脱色过程相对缓慢(图 2)。因为过
酸或过碱环境导致漆酶活性下降，从而使反应体系

中 Ace 自由基的数量下降，结晶紫和活性黑 KN--B
只有在较多的 Ace 自由基存在下才能达到相对较高
的脱色率。
温度的升高能促进酶分子运动，酶的活性增强，

从而使漆酶脱色染料能力增强，当达到酶的最适温

度后，染料脱色率呈下降趋势，可能是酶的变性逐渐

突出，酶的失活速率高于染料的脱色率所致;温度的

升高还导致染料自身稳定性的下降。
染料浓度过高或过低都将给染料处理效率和处

理效果带来影响，当染料浓度较小，漆酶用量一定

时，脱色率几乎相同，当达到最佳染料浓度后，脱色

率随染料浓度升高而降低，这可能是反应体系中存

有的漆酶--介体系统被染料饱和，不能生成中间复
合物所致。

结晶紫、靛红、活性黑 KN--B 不是 C． unicolor 漆
酶的底物，它们的脱色率与漆酶酶活不成正比。当
反应体系中酶活由 0. 5 U /mL 增加到 3 U /mL 时，染
料脱色率无明显变化(VA 作用下的漆酶脱色靛红
除外);在 VA 作用下的漆酶随浓度增加，靛红脱色
率增加，当漆酶浓度大于 2 U /mL 时，靛红脱色率无
明显变化。脱色率增加可能是因为反应中存有的漆

酶--介体系统未达到饱和，在漆酶--介体达到饱和
时，增大漆酶浓度对染料脱色也无促进作用。可见，

在漆酶--介体系统中，协调好二者的比例关系，有利
于提高染料的脱色率。

C． unicolor 漆酶在介体的协助下具有较强的催

化氧化能力，能快速有效脱色靛红、活性黑 KN--B、
结晶紫，3 种染料分别属于靛族类、偶氮类和三苯甲
烷类染料，均属于非酶底物染料。在 Ace 作用下，靛

红(pH 4. 0、40 ℃ )和活性黑 KN--B( pH 6. 0、40 ℃ )
的脱色效果好，脱色率分别为 99. 86% 和 92. 38% ;
在 VA 作用下结晶紫脱色率为 95. 42% (脱色条件
为 pH 4. 0、50 ℃ )。张玉等［16］曾用彩绒革盖菌漆酶
粗酶液在 pH 5. 0、40 ℃条件下脱色活性黑 BES 达
96 h，脱色率才达 33. 5%，而本试验中的活性黑
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KN--B 在 Ace 作用下，在 pH 6. 0、40 ℃条件下，4 h
脱色率即可达 92. 38%。朱海潇等［17］用凤尾菇漆酶
脱色三苯甲烷类染料孔雀绿和结晶紫，5 d 后才基
本脱色，且在加入介体 ABTS 的情况下，脱色率才达

50%，与 C． unicolor 漆酶--介体系统相比，不仅脱色
时间长，而且脱色效率低。本试验仅用终浓度 0. 5
U /mL 漆酶就可使 3 种不同类型染料的脱色率达到

90%以上。因此，C． unicolor 漆酶--介体系统在印染
废水处理中具有很大的潜在应用价值。
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