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摘要：通过云芝菌发酵得到的漆酶粗酶液经超滤浓缩后，以硫酸铵为盐析剂进行分级盐析沉淀，利用

ＤＥＡＥ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ－Ｆ．Ｆ．柱层析对漆酶的发酵液进行分离纯化．ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳分析证明获得了电
泳纯漆酶，其分子量约为６４．４ｋＤ．分离纯化过程中酶被纯化了２２．８０倍，酶活的回收率为３６．３２％，
表明云芝菌产漆酶得到了很好的分离纯化．将漆酶液用于烟梗木质素的降解，实验结果表明，经此降
解处理过的烟梗其内在品质得到了一定的提高：杂气和刺激性明显降低，木质气明显减弱，香气和余

味均有改善．
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０　引言

烟梗的主要成分是细胞壁物质，如纤维素、半

纤维素、木质素以及多糖等．烟梗中的木质素对烟
草内在品质及风味有不利影响，抽吸时会产生多种

有害成分，故烟梗在卷烟产品中的应用受到了很大

的限制．从烟梗中分离木质素，运用漆酶对其进行
降解，可改善烟梗的品质．

漆酶是一种含铜离子的多酚氧化酶，与植物抗

坏血酸氧化酶和哺乳动物血浆铜蓝蛋白同属于铜

蓝蛋白家族［１］．它最早在日本紫胶漆树的渗出液中
被发现［２］，后在真菌中被发现［３－４］，在白腐菌中普遍

存在，少数低等真菌和植物中也产生漆酶［５］．目前，
使用较广泛的产漆酶菌株有杂色云芝菌（Ｃｏｒｉｏｌｕｓ
ｖｅｒｓｉｃｏｌｏｒ）、彩绒革盖菌（Ｔｒａｍｅｔｅｓｖｅｒｓｉｃｏｌｏｒ）等．在纯
系培养中漆酶能有效地将木质素分解为 ＣＯ２和
Ｈ２Ｏ，但由于漆酶发酵周期长、原料成本高、酶活力
较低，因而此种分解方法还未能实现大规模的工业

化生产．为了更好地利用云芝菌产漆酶，本文拟通
过研究漆酶粗酶液经过分离纯化后的酶活力变化

情况，将纯化的漆酶应用于烟梗木质素的降解，从

而改善烟梗品质，提高烟梗在卷烟中的使用价值．

１　材料和方法

１．１　实验仪器和材料
菌种：云芝菌由郑州轻工业学院生物实验室保

存，菌丝体于４℃保存在ＰＤＡ斜面培养基上．
材料：牛肉膏、蛋白胨、琼脂等（生化试剂），北

京奥博星生物技术有限责任公司产；氯化钙、硫酸

亚铁、氯化钠、磷酸二氢钾、磷酸氢二钠、硫酸镁、硫

酸铵等（ＡＲ级），天津大茂化学试剂厂产；葡萄糖，
广东汕头市西陇化工厂产．

ＰＤＡ固体培养基：马铃薯提取液２０％，葡萄糖
２０．０ｇ／Ｌ，蛋白胨 ４．０ｇ／Ｌ，ＫＨ２ＰＯ４ ３．０ｇ／Ｌ，
ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ１．５ｇ／Ｌ，ＭｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ５００ｍｇ／Ｌ，
ＺｎＳＯ４５００ｍｇ／Ｌ，琼脂 ２０．０ｇ／Ｌ．

ＰＤＡ液体产酶优化培养基：马铃薯提取液
２０％，葡萄糖 ２０．０ｇ／Ｌ，蛋白胨 ５．０ｇ／Ｌ，ＫＨ２ＰＯ４
３．０ｇ／Ｌ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ１．５ｇ／Ｌ，ＭｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ
５００ｍｇ／Ｌ，ＺｎＳＯ４５００ｍｇ／Ｌ，ＣｕＳＯ４１．０ｍｍｏｌ／Ｌ，维
生素Ｂ１微量．

测酶活试剂：０．５ｍｍｏｌ／Ｌ的 ２，２－连氮－二
（３－乙基苯并噻唑 －６－磺酸）（ＡＢＴＳ）溶液；醋

酸－醋酸钠酸缓冲溶液（ｐＨ＝４．５）．
实验仪器见表１．

表１　实验仪器

仪器 型号 生产厂家

双人单面超净工作台 ＪＪ－ＣＪ－１Ｄ 苏州金净设备有限公司

立式圆形压力蒸汽灭菌器 ＬＤＺＸ－３０ＫＢＳ 上海申安医疗器械厂

离子交换柱 ＤＥＡＥ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ－Ｆ．Ｆ． 美国ＧＥ公司
紫外可见分光光度计 ＴＵ－１８００ＰＣ 北京普析通用仪器有限公司

高速离心机 ＭｉｃｒｏＣＬ１７ 美国热电

电热恒温培养箱 ＤＨＰ－６００ 北京永光明医疗仪器厂

全温振荡培养箱 ＨＺＱ－Ｆ１６０ 太仓市实验设备厂

凝胶成像仪 ＭｉｎｉＢＩＳＰｒｏ 以色列ＤＮＲ成像系统有限公司

１．２　实验方法
１．２．１　漆酶粗酶提取液的制备　将保藏的云芝菌
种转接于固体的 ＰＤＡ培养基上，于 ３０℃下培养
６ｄ．将生长得到的菌丝平面制成直径约为１０ｍｍ的
菌片，然后在无菌条件下将３块菌片接入发酵培养
基．在云芝菌液体发酵产漆酶的最适发酵条件下（摇
床转速１５０ｒ／ｍｉｎ，初始ｐＨ＝５．０，发酵温度２８℃）培
养７ｄ，取发酵液于离心管中，在１２０００ｒ／ｍｉｎ下离心
１０ｍｉｎ，得到上清液，即为粗酶液．
１．２．２　漆酶酶活力和蛋白质含量的测定　在一定
条件下，１ｍｉｎ氧化１．０μｍｏｌ的底物所需要的酶量
定义为 １个酶活力单位 （Ｕ）．实验以 ＡＢＴＳ
（０．５ｍｍｏｌ／Ｌ）为底物，于２５℃，在２．５ｍＬ缓冲液
（０．１ｍｏｌ／Ｌ醋酸 －醋酸钠，ｐＨ＝４．５）中加入
０．４ｍＬＡＢＴＳ，然后加入０．１ｍＬ的粗漆酶液体启动
反应，在 ４２０ｎｍ下测定３ｍｉｎ内吸光值的变化，以
按照同样方法处理加热失活的酶液作空白对照．

蛋白质含量的测定采用考马斯亮蓝 Ｒ－２５０比
色法［６］．
１．２．３　漆酶粗酶液的超滤浓缩　在最佳的发酵条
件下制得３００ｍＬ粗酶液，并在４℃，１００００ｒ／ｍｉｎ
的条件下离心１５ｍｉｎ，取上清液用０．２２μｍ的滤膜
过滤，然后在 ４℃下进行超滤浓缩，直至体积为
１５０ｍＬ左右．
１．２．４　硫酸铵分级沉淀　准确量取１００ｍＬ漆酶粗
酶液，缓慢加入研磨的硫酸铵粉末，缓慢搅拌至其

完全溶解，取少量上清液和沉淀，测定酶活和蛋白

质含量．每隔１０％为１个硫酸铵饱和样点，确定沉
淀所用的最佳饱和浓度．在粗酶液中加入硫酸铵饱
和溶液至饱和度为４０％，缓慢搅拌至混合均匀，然
后在４℃下静置４ｈ，使蛋白质充分沉淀．在４℃，
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１８０００ｒ／ｍｉｎ的条件下离心２０ｍｉｎ，取上清液．在上
清液中继续加入硫酸铵粉末至二级饱和度，缓慢搅

拌至均匀，４℃静置过夜，离心后收集沉淀溶于
２０ｍＬ乙酸钠缓冲液（１０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ＝４．５）中，在
４℃ 环境下保存备用．
１．２．５　透析　将透析袋（透析膜截留相对分子质
量为１．５×１０３）剪成１５ｃｍ长的片断放入盛有２％
碳酸氢钠和１ｍｍｏｌ乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）溶液的
烧杯中煮沸１０ｍｉｎ．然后用蒸馏水洗涤后再煮沸
１０ｍｉｎ，将冷却后的透析袋浸入蒸馏水中，在４℃下
存放于９５％乙醇中备用．将适量的酶液装入透析
袋，放入蒸馏水中透析２４ｈ，每隔６ｈ更换１次缓
冲液．
１．２．６　酶液浓缩　在透析袋外涂布聚乙二醇粉末，
放置冰箱内片刻后取出，然后更换干燥的聚乙二醇

粉末继续浓缩，直至酶样品体积浓缩到５ｍＬ左右．
１．２．７　酶液ＤＥＡＥ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ－Ｆ．Ｆ．离子交换层
析及分子量的测定　将经过透析、浓缩后的酶液上
样于预装好的ＤＥＡＥ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ－Ｆ．Ｆ．离子交换柱
（３．０ｃｍ×２０ｃｍ），然后用０．１～０．５ｍｏｌ／Ｌ的 ＮａＣｌ
溶液进行梯度洗脱，洗脱流速为２．０ｍＬ／ｍｉｎ．用自
动分步收集器收集洗脱液，每管收集４ｍＬ，检测每
管洗脱液的蛋白质含量及酶活力，收集具有酶活力

的组分洗脱液并将收集的酶液透析、浓缩后，在

４℃ 条件下保存备用．
采用 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳检测漆酶的纯度及分子

量［６］．分离胶浓度为１０％，浓缩胶浓度为４％．电泳条
件为恒压，浓缩胶８０Ｖ，分离胶１２０Ｖ．电泳后用考马
斯亮蓝 Ｒ－２５０进行染色．根据标准蛋白 Ｍａｒｋｅｒ在
ＳＤＳＰＡＧＥ中的相对迁移率对相对分子质量作图，求
出该漆酶的相对分子质量，测定样品和标准蛋白的相

对迁移率Ｒｆ值，求得其纯酶的相对分子质量．
１．２．８　漆酶降解烟梗中的木质素　准确称取２ｇ
烟梗粉末置于三角瓶中，加入酶解液（酶液、缓冲溶

液和水）１００ｍＬ，每组重复３个平行样，置于恒温振
荡培养箱中进行酶解，使烟梗末与酶液充分混合．
到达规定时间后取出，过滤处理液并洗净样品，用

灭活后的酶解液作为对照，其他处理条件同上．然
后用Ｋｌａｓｏｎ法［７］测定经过酶液处理前后烟梗中木

质素含量，并将降解前后的烟梗制成梗丝进行感官

评吸鉴定．其中木质素的降解率计算公式为
木质素的降解率／％＝

酶解前烟梗中木质素含量－酶解后烟梗中木质素含量
酶解前烟梗中木质素含量

×１００％

２　结果与讨论
２．１　硫酸铵分级沉淀

硫酸铵分级沉淀过程中上清液漆酶活力及蛋

白质含量的变化情况如图１所示．

图１　硫酸铵沉淀上清液漆酶活力及
蛋白质含量变化曲线

从图１可以看出，当硫酸铵饱和度＜３０％时，上
清液中漆酶活力变化不明显，约４４％的蛋白质沉淀
下来；当硫酸铵饱和度在４０％ ～６０％之间时，上清
液漆酶活力迅速下降；当硫酸铵饱和度继续增加

时，上清液中漆酶活力变化不大，此时上清液中的

漆酶活力已经很低，而在此过程中，上清液中蛋白

质含量的变化呈现缓慢下降的趋势．综合硫酸铵分
级沉淀过程中漆酶活力和蛋白质含量的变化情况，

选取饱和度为４０％的硫酸铵为其分级沉淀的一级
饱和度．
２．２　离子交换柱层析

将硫酸铵分级沉淀后的酶液，经过透析和聚乙

二醇粉末浓缩至５ｍＬ后，利用 ＤＥＡＥ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ－
Ｆ．Ｆ．层析柱，对漆酶液进行提纯，然后用 ０．１～
０．５ｍｏｌ／Ｌ的ＮａＣｌ溶液进行梯度洗脱，结果如图２
所示．

由于蛋白质在２８０ｎｍ处有光谱吸收，故利用紫
外可见分光光度计在２８０ｎｍ（Ａ２８０）处测量酶液的
吸光值（Ａｂｓ）．由图２可以看出，在整个洗脱阶段出
现了两个大小不等的蛋白质峰．检测洗脱液各管的
漆酶活力后，结果显示第２８＃—４０＃管的蛋白质峰较
高，与漆酶酶活峰相一致，表示该蛋白质即为漆酶

酶蛋白．
２．３　漆酶纯化过程中酶活力及总蛋白的变化情况

漆酶纯化过程中酶活力及总蛋白变化结果见

表２．由表２可知，在漆酶纯化过程中，经过超滤浓
缩、硫酸铵分级沉淀，以及ＤＥＡＥ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ－Ｆ．Ｆ．
柱层析的逐级分离后，漆酶粗酶液得到了纯化，且

效果较好．在分离纯化过程中漆酶被纯化了
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图２　云芝菌漆酶的ＤＥＡＥ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ－Ｆ．Ｆ．层析图

２２．８０倍，酶活的回收率为３６．３２％．
２．４　漆酶纯度及分子量测定

云芝菌漆酶ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳图见图３．经过盐
析和 ＤＥＡＥ－Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ－Ｆ．Ｆ．柱层析纯化后所得的
漆酶为单一区带，说明样品达到电泳纯．根据标准
蛋白的相对迁移率对相对分子质量作图，求出该酶

的分子量为 ６４．４ｋＤ．

表２　漆酶纯化过程中酶活力及总蛋白变化结果

纯化
步骤

体积
／ｍＬ

酶活力／
（Ｕ·ｍＬ－１）

总蛋白
／ｍｇ

比活力／
（Ｕ·ｍｇ－１）

回收率
／％

纯化
倍数

粗酶液 ３００ ７８．２０ ３９７．６０ ５９．００ １００．００１．００
超滤液 １５０ ７４．９５ １６９．０３ ６６．５１ ９５．８４ １．９１

硫酸铵分级沉淀 ２０ ５１．７８ １４．７６ ７０．１６ ６６．２１ ２．９０
柱层析 ５２ ２８．４１ ６．３４ ２３３．０２ ３６．３２２２．８０

图３　云芝菌漆酶ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳图

２．５　木质素的降解对烟梗内在品质的影响
用酶液对烟梗中的木质素进行降解，结果见表

３．将降解前后的烟丝进行感官评吸，结果见表４．

表３　烟梗中木质素降解结果 ％

样品
酶解前

木质素含量
酶解后

木质素含量
木质素
降解率

烟梗－１ ４．８５ ４．０３ １６．９
烟梗－２ ４．７８ ３．９９ １６．５
烟梗－３ ４．７３ ３．９４ １６．７

表４　木质素降解对烟梗内在品质的影响
梗丝 香气 杂气 刺激性 余味 劲头

对照 尚充实，略粗糙 较重 较大 不干净，不舒适 小

处理 充实，略粗糙 稍重 有 欠干净，略舒适 小

由表３可知，在漆酶的作用下，烟梗中木质素的
降解率最高可达１６．９％．从表４明显看出，木质素
降解后烟梗的内在品质均得到了一定的提高，杂气

和刺激性明显降低，木质气明显减弱，香气和余味

略有改善．

３　结论
本文通过超滤浓缩、硫酸铵盐析、透析、ＤＥＡＥ－

Ｓｅｐｈａｏｒｓｅ－Ｆ．Ｆ．柱层析、ＮａＣｌ梯度洗脱等一系列的
纯化步骤，对云芝菌产漆酶的分离纯化进行了研

究，在分离纯化过程中漆酶被纯化了２２．８０倍，酶活
的回收率为３６．３２％．ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳分析证明，获
得了电泳纯漆酶，确定了漆酶的分子量约为 ６４．４ｋＤ，

（下转第１２页）
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时需频繁更换色谱柱带来的仪器损耗，提高了检测

效率．同时日常检测结果表明，水基胶中苯系物（在
１２０℃之前苯系物从色谱柱中全部流出）并不会对
邻苯二甲酸酯含量的测试结果带来较大的影响．
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实验结果显示，云芝菌产漆酶得到了很好的分离纯

化．将纯化的漆酶应用于烟梗木质素的降解中，可
提高烟梗的可用性，将处理后的烟梗应用到卷烟的

生产中，可以在很大程度上提高卷烟制品的品质．
本文为烟梗在卷烟制品中的应用提供了较好的理

论基础．
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