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　　漆酶（ｌａｃｃａｓｅ）（ＥＣ１．１０．３．２）是一类含铜的多
酚氧化酶（ｃｏｐｐｅｒｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｏｘｉｄａｓｅ），属
于蓝色多铜氧化酶 （ｂｌｕｅｍｕｌｔｉｃｏｐｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，
ＭＣＯ）家族，能催化多种酚类、芳胺类化合物的氧
化，同时将分子氧还原成水．漆酶突出的催化特性
是它的底物具有广泛性、催化反应具有复杂性，生

成的产物具有环境友好性．漆酶以其分子中的金属
离子作为辅助因子行使其催化功能，依据催化条件

的不同，漆酶既可以催化天然大分子如木质素、腐

殖酸的氧化降解，也可以催化小分子酚类、芳胺类

化合物的氧化转化或氧化聚合，产生的副产物只有

水，是“环境友好”（ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｆｒｉｅｎｄｌｙ）的酶．因
此，漆酶具有广阔的应用潜力，近些年来备受关

注．对漆酶的研究不仅能为人类了解天然物质、探
索生命现象提供信息，而且对生物资源的开发和利

用都有着重要的意义，因此漆酶从发现至今一直是

人们关注和研究的热点．
漆酶在自然界中广泛存在，迄今已在细菌、真

菌、昆虫和高等植物中鉴定出了漆酶．不同来源的
漆酶，因分子结构和酶学性质的差异，其催化功能

也明显不同，显示出不同的工业应用价值．漆酶最
早是在１８８３年从植物漆液中发现的，虽然至今已
有１００多年的历史了，但是人们认识细菌漆酶只是
近２０年的事．过去１０年间，随着微生物基因组数
据库的不断完善以及电脑模拟（ｉｎｓｉｌｉｃｏ）生物学的
快速发展，人们对细菌漆酶的认识才迅速提高．

第一个报道的细菌漆酶是 １９９３年 Ｇｉｖａｕｄａｎ
等［１］从根际细菌生脂固氮螺菌（Ａｚｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍ ｌｉ
ｐｏｆｅｒｕｍ）中发现的漆酶，作者发现该酶可以多种形

式存在，参与细胞的色素沉着和酚类化合物的利

用．２０００年，Ａｌｅｘａｎｄｒｅ等［２］基于已知的植物和真

菌漆酶保守氨基酸序列比对以及二级结构预测结

果，第一次比较明确地指出了漆酶在细菌中广泛存

在．由于细菌的基因工程和蛋白质工程操作简单、
快速，成本低，所以虽然细菌漆酶发现较晚，但却

显示出特有的应用优势，预示着其具有独特的、不

可替代的工业应用价值［３］．我国对漆酶的研究还十
分有限，并主要集中在真菌漆酶上，对细菌漆酶的

研究就更少．随着国际上对漆酶研究的不断深入，
产漆酶或拟漆酶的细菌被陆续发现［４］，包括来自常

见的大肠杆菌和枯草杆菌，同时其相应的编码基因

也被陆续克隆［５－６］．我们综述了近年来关于细菌漆
酶在催化特性和工业应用优势等方面的研究进展，

旨在为更好地将细菌漆酶应用于多个工业领域中提

供必要的依据和指导．

１　细菌漆酶的分子组成与结构特性
在分子组成上，细菌漆酶较单一，没有糖基化

的修饰，这与其它漆酶截然不同，如真菌漆酶中糖

组分约占分子质量的１０％～４９％甚至更高［５，７］．在
分子构成上，绝大多数细菌漆酶为单体酶，分子由

一条肽链构成，大约含有５００～６００个氨基酸残基，
只有个别的细菌漆酶为寡聚酶，如来自Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ
ｇｒｉｓｅｕｓ和来自Ａｚｏｓｐｉｒｉｌｌｕｍｌｉｐｏｆｅｒｕｍ的漆酶，分别为
均一三聚体和非均一的三聚体［１，５，８－９］．所以，总体
上细菌漆酶较其它来源的漆酶组成简单，分子量相

对小．
　　大多数细菌漆酶分子含有４个铜离子，少数细
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菌漆酶分子中的部分铜离子被锌离子或铁离子取

代．与其它来源的漆酶相似，根据磁学和光谱学特
征，细菌漆酶分子中的 ４个铜离子可以被分为 ３
类：即１个Ⅰ型铜离子（Ｔ１Ｃｕ２＋）、１个Ⅱ型铜离子
（Ｔ２Ｃｕ２＋）和 ２个Ⅲ型铜离子（Ｔ３Ｃｕ２

４＋或 Ｔ３Ｃｕ２＋
!

Ｃｕ２＋Ｔ３）．虽然细菌漆酶的铜离子配位特性具有漆
酶家族的共性，但其铜离子的结合位点与分布却与

其它漆酶有所不同．Ｔ１Ｃｕ２＋与２个Ｈｉｓ，１个Ｃｙｓ和
１个Ｍｅｔ形成配位键，其中 ＣｙｓＨｉｓ２连接位点是必
需的，而Ｍｅｔ只在个别的细菌漆酶中被其它氨基酸
如Ｐｈｅ、Ｌｅｕ或Ｇｌｕ取代，但该位点在真菌和植物漆
酶中较多见的却是 Ｐｈｅ或 Ｌｅｕ［１０］．Ｔ１Ｃｕ２＋与 Ｃｙｓ形
成配位键（ＣｙｓＳ

"

Ｃｕ２＋）后，强烈的电子吸收表现在

大约６１０ｎｍ处有特征吸收峰，使漆酶分子呈蓝色．
凡是缺少Ｔ１Ｃｕ２＋的漆酶，酶蛋白不显蓝色．

一种来自枯草芽孢杆菌的漆酶１ＧＳＫ是细菌漆
酶的代表［１１］，也是目前研究得最详细的细菌漆酶，

其分子中４个铜离子的结合位点和光谱学特征如表
１所示．通过序列对比我们发现，在１ＧＳＫ及大多
数细菌漆酶分子中，与４个铜离子配位的１２个氨
基酸残基［１个Ｃｙｓ、１个Ｍｅｔ和１０个Ｈｉｓ］所在的氨
基酸序列是相对保守的，形成细菌漆酶分子中特定

的４个氨基酸序列保守区（Ｃ１～Ｃ４），它们的分布
与序列特性与真菌和植物漆酶的保守序列有所不

同［３，５］．我们通过综合分析归纳出细菌漆酶分子４
个高度保守序列区如表２所示，所有与４个铜离子

表１１ＧＳＫ中铜离子结合位点与谱学性质
Ｔａｂｌｅ１Ｔｈｅｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅｓａｎｄｔｈｅｓｐｅｃｔｒａｌｆｅａｔｕｒｅｓｏｆｃｏｐｐｅｒｉｏｎｓｉｎ１ＧＳＫ

Ｔｙｐｅ Ⅰ Ⅱ Ⅲａ Ⅲｂ

Ｌｉｇａｎｄ

① Ｃｙｓ４９２
② Ｈｉｓ４１９
③ Ｈｉｓ４９７
④ Ｍｅｔ５０２

① Ｈｉｓ１０５
② Ｈｉｓ４２２
③ Ｈ２Ｏ　

④ －　　

① Ｈｉｓ１５５
② Ｈｉｓ４２４
③ Ｈｉｓ４９３
④ —Ｏ—
　 Ｈ

① Ｈｉｓ１０７
② Ｈｉｓ１５３
③ Ｈｉｓ４９１
④ —Ｏ—
　 Ｈ

Ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｐｅａｋ（ｎｍ） ～６１０（ｂｌｕｅ） ｎｏ 　３３０ 　３３０

表２细菌漆酶中四个高度保守的序列
Ｔａｂｌｅ２Ｆｏｕｒｈｉｇｈｌｙｃｏｎｓｅｒｖｅｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｉｎｂａｃｔｅｒｉａｌｌａｃｃａｓｅｓ

Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄｓｉｇｎａｔｕｒｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｉｎｂａｃｔｅｒｉａｌｌａｃｃａｓｅｓ

Ｃ１ １０４ Ｖ Ｈ Ｗ Ｈ Ｇ （Ｘ）７ Ｇ Ｄ １１７

（Ｌ） （Ｌ）

（Ｉ） （Ｉ）

＃ Ⅱ Ⅲｂ

Ｃ２ １５１ Ｗ Ｙ Ｈ Ｄ Ｈ （Ｘ）１１ Ｇ Ｌ Ｘ Ｇ １７０

（Ｐ）

＃ Ⅲｂ Ⅲａ

Ｃ３ ４１９ Ｈ Ｐ Ｉ Ｈ Ｌ Ｈ ４２４

（Ｆ） （Ｉ）

（Ｖ）

＃ Ⅰ Ⅱ Ⅲａ

Ｃ４ ４８９ Ｖ Ｗ Ｈ Ｃ Ｈ Ｉ Ｌ Ｅ Ｈ Ｅ Ｄ Ｘ Ｘ Ｍ Ｍ ５０３

（Ｍ）（Ｆ） （Ｌ） （Ｖ） （Ｆ）

（Ｙ） （Ｌ）

＃ Ⅲｂ Ⅰ Ⅲａ Ⅰ Ⅰ

　　＃：Ｔｙｐｅｏｆｃｏｐｐｅｒｉｏｎｂｏｎｄｅｄｗｉｔｈｔｈｅｓｈａｄｅｄｒｅｓｉｄｕｅ
　　　：Ｒｅｓｉｄｕｅｂｏｎｄｅｄｗｉｔｈｃｏｐｐｅｒｉｏｎ
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相配位的氨基酸残基全都包含在这４个保守序列中
（带阴影氨基酸残基），每个保守序列中至少有２个
残基与铜离子相配位．我们在从土壤中筛选的芽孢
杆菌ＺＷ２５３１．１（１６ＳＲＮＡ登录号ＥＦ５６７３９５．１）中
克隆到 １种漆酶基因（ＺＧＬ３，ＧｅｎＢａｎｋ登录号
ＥＵ３６８５７９．１），其与１ＧＳＫ高度同源，而且分子中４
个铜离子的结合位点与１ＧＳＫ完全相同［１２］．
　　由于细菌漆酶不存在糖基化修饰，较容易获得
天然酶的单晶，因此关于细菌漆酶三维结构的研究

进展比较迅速．目前来自枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｓｕｂｔｉｌｉｓ）（ＰＤＢＩＤ：１ＧＳＫ、３ＺＤＷ）［１１，１３］、大肠杆菌
（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）（ＰＤＢＩＤ：１ＫＶ７、３ＯＤ３）［１４－１５］、脱
硫 弧 菌 （Ｄｅｓｕｌｆｏｖｉｂｒｉｏｄｅｓｕｌｆｕｒｉｃａｎｓ） （ＰＤＢ ＩＤ：
１ＯＦＹ）［１６］、空肠弯曲杆菌（Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒｊｅｊｕｎｉ）
（ＰＤＢＩＤ：３ＺＸ１）［１７］、抗生链霉菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓａｎｔｉ
ｂｉｏｔｉｃｕｓ）（ＰＤＢＩＤ：３ＣＧ８）［１８］、欧洲亚硝化单胞菌
（Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓｅｕｒｏｐａｅａ）（ＰＤＢＩＤ：３Ｇ５Ｗ）［１９］和嗜热
栖热菌（Ｔｈｅｒｍｕｓｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ）（ＰＤＢＩＤ：２ＸＵ９）的漆
酶的晶体结构解析已陆续见报道，相应漆酶的空间

结构也已明确．
在一级结构上，不同来源的细菌漆酶，其氨基

酸序列相似性并不高，甚至低于３０％，但通过构象

的对比分析发现，细菌漆酶的空间结构具有高度的

相似性，以枯草芽孢杆菌漆酶和大肠杆菌漆酶的

３Ｄ结构（ＰＤＢＩＤ：１ＧＳＫ、ＰＤＢＩＤ：３ＯＤ３）为例，如图
１所示．首先，细菌漆酶均具有漆酶家族共有的拓
扑学构象特征，即由３个杯状（ｃｕｐｒｅｄｏｘｉｎｌｉｋｅ）结
构域（Ｄ１、Ｄ２、Ｄ３）组成，３者紧密结合形成漆酶的
球状构象（图１Ｄ１、Ｄ２、Ｄ３）．其次，细菌漆酶中的４
个铜离子形成了两个氧化还原中心（图１，圆圈部
分）：Ｔ１Ｃｕ２＋位于Ｄ３中，并处于靠近分子表面较大
的凹槽内，形成１个单核的氧化还原中心，简称单
核中心（ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｎｔｒｅ，ＭＮＣ），底物分子在此
结合并被氧化；２个Ｔ３Ｃｕ２＋（Ｃｕ２

４＋）由１个羟基桥偶
联形成一个双核结构，再与１个Ｔ２Ｃｕ２＋形成１个三
核铜簇的氧化还原中心，简称三核中心（ｔｒｉｎｕｃｌｅａｒ
ｃｅｎｔｒｅ，ＴＮＣ），位于Ｄ１与 Ｄ３之间，并处于酶蛋白
中央空穴内，氧分子在此接受电子并形成了水分

子．漆酶的这两个氧化还原中心有各自的底物通道
与分子表面相通（图１，曲箭头所示），各自的底物
和产物由此进入和离开氧化还原中心．显然，漆酶
的两个氧化还原中心主要与 Ｄ１和 Ｄ３有关，而 Ｄ２
主要是起到连接Ｄ１和Ｄ３，并限定两个反方向的底
物通道的作用．

图１枯草芽孢杆菌漆酶（ａ，ｂ）（引自ＰＤＢＩＤ：１ＧＳＫ并标注）与大肠杆菌漆酶（ｃ）
（引自ＰＤＢＩＤ：３ＯＤ３并标注）的３Ｄ结构

Ｆｉｇ．１　３ＤｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆｌａｃｃａｓｅｓｆｒｏｍＢａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ（ａ，ｂ）（ｃｉｔｅｄｆｒｏｍＰＤＢＩＤ：１ＧＳＫａｎｄｍａｒｋｅｄ）
ａｎｄｆｒｏｍＥ．ｃｏｌｉ（ｃ）（ｃｉｔｅｄｆｒｏｍＰＤＢＩＤ：３ＯＤ３ａｎｄｍａｒｋｅｄ）

　　细菌漆酶与其它漆酶在构象上的差异主要体现
在ＭＮＣ部位，包括底物结合部位的大小、取向以及
周围肽段的密度与电荷分布．早在２０００年 Ｇｌａｄｙｓ
Ａｌｅｘａｎｄｒｅ就根据细菌漆酶可能的三维结构模式提

出，细菌漆酶的底物结合口袋要比真菌和植物漆酶

的略大［２］（图２）．２０１１年 Ｄｗｉｖｅｄｉ等通过精确测定
后证实了细菌漆酶的底物结合腔要明显比真菌漆酶

和植物漆酶的大［２０］，这也提示了细菌漆酶较真菌
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或植物漆酶更能催化大分子底物的氧化．

图２真菌漆酶与大肠杆菌同源漆酶ＰｃｏＡ的３Ｄ结构比较
Ｆｉｇ．２３Ｄｓｔｒｕｃｔｕｒｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｆｕｎｇａｌｌａｃｃａｓｅａｎｄａｌａｃｃａｓｅ
ｈｏｍｏｌｏｇ，ＰｃｏＡ，ｆｒｏｍＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ．（ｃｉｔｅｄｆｒｏｍｒｅｆ．２）

　　细菌漆酶的另一个结构特征是，除了少数细菌
漆酶中存在二硫键外，多数细菌漆酶中不存在二硫

键，而真菌和植物漆酶中却普遍存在二硫键．如上
述提到的已获得晶体结构的多种细菌漆酶中，只有

来自枯草芽孢杆菌的漆酶（ＰＤＢＩＤ：１ＧＳＫ、３ＺＤＷ）
分子中存在１个二硫键（Ｃ３２２－Ｃ２２９），其余漆酶分
子中均不存在二硫键．虽然如此，但对比分析已报
道的漆酶构象发现，细菌漆酶的 ３个杯状结构域
（Ｄ１、Ｄ２、Ｄ３）较真菌和植物漆酶的相应部分折叠得
更紧密，这也许与细菌漆酶不存在糖基化修饰有

关，同时也反映出细菌漆酶分子中普遍存在较多的

盐键和离子键，由此推测细菌漆酶的构象更稳定．
此外，在有些革兰氏阴性菌（如大肠杆菌）的漆

酶中，还存在着富含 Ｍｅｔ的肽段（Ｍｅｔｒｉｃｈｒｅｇｉｏｎ），
该肽段在空间上形成了１个位于分子表面并临近
ＭＮＣ的螺旋区，而该肽段在大多数革兰氏阳性菌
（如枯草杆菌）的漆酶中是不存在的．图１Ｃ为大肠
杆菌漆酶的三维结构［１５］，图中箭头所示螺旋区即

为富含Ｍｅｔ的肽段（３５５－３９６），而该段螺旋在图１Ａ
中不存在．革兰氏阴性菌漆酶中这种富含Ｍｅｔ的肽
段使该漆酶对铜离子有较高的亲和性，被认为与转

运和耐受铜离子有关［２１－２４］．
细菌漆酶分子中的两个氧化还原中心（ＭＮＣ、

ＴＮＣ）形成了相对保守的三维结构部分，其结构特
性，尤其是ＭＮＣ的结构特性决定了细菌漆酶的氧
化还原电位的高低，而后者又与这些漆酶的催化活

性成正相关［２５］．多数细菌漆酶属于低氧化还原电
位漆酶［２６］，这在一定程度上限制了天然细菌漆酶

的应用．

２细菌漆酶的功能与催化特性
与其它来源的漆酶不同，多数细菌漆酶属于胞

内酶，但也有个别的细菌漆酶以周质酶（如ＣｕｅＯ）、
分泌酶［２７－２８］或芽孢酶（如ＣｏｔＡ）的形式存在，这主
要与细菌漆酶的生物功能有关．细菌漆酶主要参与
芽胞色素的形成和抵御紫外线及过氧化氢等的损

伤［２９］、铜离子的运转和耐受［３０］，并可能与细菌的

抗药性有关［２，４］，而植物漆酶主要参与木质素的生

物合成、创伤愈合和铁离子的氧化，真菌漆酶主要

参与木质素的降解、色素沉着和子实体的形成．
漆酶的催化过程是单电子氧化过程，如图３所

示．单核中心的Ｔ１Ｃｕ２＋是初始电子捕获位点，它的
还原是漆酶催化过程的限速步骤．还原性底物的４
个电子被Ｔ１Ｃｕ２＋捕获后形成半醌类产物，电子通过
与Ｔ１Ｃｕ２＋相配位的 ＨｉｓＣｙｓＨｉｓ路径又被三核中心
的Ｔ２Ｃｕ２＋和 Ｔ３Ｃｕ２

４＋捕获，最后被氧分子获得，氧

分子被还原为水．所形成的半醌类产物离开酶分子
后可继续进行其它非酶促的分解、转化或聚合反应．

图３漆酶中两个氧化还原中心的功能示意图
Ｆｉｇ．３Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｔｗｏｒｅｄｏｘｃｅｎｔｒｅｓｉｎｌａｃｃａｓｅ

　　虽然细菌漆酶的催化过程与其它漆酶相似（图
３），但细菌漆酶属于简单酶，无糖基化修饰，因此
它的反应动力学与真菌和植物漆酶是不同的．细菌
漆酶催化反应的速率主要取决于两方面的因素：

（１）底物与单核中心的空间排布，即底物是否容易
进入酶分子表面较大的凹槽内并与Ｔ１Ｃｕ２＋靠近．细
菌漆酶的单核中心凹槽空间较大，能容纳体积较大

的底物，所以从分子量方面考虑，细菌漆酶的底物

范围相对较宽．（２）底物与 Ｔ１Ｃｕ２＋的氧化还原电位
之差（ΔＥ０），即漆酶能够催化氧化还原电位比
Ｔ１Ｃｕ２＋低的底物发生氧化反应，而且两者的氧化还
原电位差越大，在动力学上越利于漆酶的催化．基
本上，ΔＥ０决定电子转移的速率．目前发现漆酶的
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氧化还原电位均在０．４～０．８Ｖ范围，国际上将其
分为两类：高氧化还原电位的漆酶（０．６～０．８Ｖ）和
低氧化还原电位的漆酶（０．４～０．６Ｖ）．天然细菌漆
酶通常为低氧化还原电位的漆酶．而由于细菌漆酶
的氧化还原电位通常较低，Ｔ１Ｃｕ２＋的 Ｅ０基本上在
０．４５～０．５４Ｖ范围，所以从氧化还原电位方面考
虑，细菌漆酶的底物范围又相对较窄，通常它只能

直接作用氧化还原电位更低的底物的氧化．然而，
不论哪种漆酶，其氧化还原电位通常高于其它的多

铜氧化酶．
漆酶真正的底物是酚类、芳香族或脂肪族的胺

类和它们的大分子复合多聚物，如木质素和腐殖

酸，以及大分子的非酚型复合多聚物，如非酚型木

质素，因此漆酶的底物专一性都不是很高，可催化

的底物种类均较广泛，这也是漆酶在生物技术应用

中引起广泛关注的主要原因．依据 ２００６年 Ｒｉｖａ
等［３１］提出的漆酶的反应模式，细菌漆酶主要以下

列两种模式实现对底物的催化氧化（图４）．

图４　细菌漆酶在（中）介体存在下催化底物氧化
的氧化还原循环示意图（参考文献３１）

Ｆｉｇ．４Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎｏｆｌａｃｃａｓｅｃａｔａｌｙｚｅｄｒｅｄｏｘ
ｃｙｃｌｅｓｆｏｒｓｕｂｓｔｒａｔｅｓｏｘｉｄａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆ

ｃｈｅｍｉｃａｌｍｅｄｉａｔｏｒｓ（ｒｅｆｅｒｔｏｒｅｆ．３１）．

　　在上述两种模式中，细菌漆酶直接催化氧化的
物质不是其真正的底物分子，而是（中）介体（ｍｅｄｉ
ａｔｏｒ，Ｍｅｄ），它在漆酶的催化下可形成稳定而更高
电位的氧化态自由基，后者离开酶后能够自发氧化

真正的底物，并实现自身复原（还原态）．在第２种
模式中，除了需要中介分子参与外，还需要有以黄

素为辅基的脱氢酶介导电子的传递，才能实现真正

底物的氧化．
不论哪种模式，在有氧分子存在的条件下，漆

酶和介体构成了强氧化势能的“漆酶／介体”体系，
能够氧化漆酶自身不能氧化的高氧化还原电位的底

物，如非酚型木素化合物的氧化［３２－３３］，形成稳定而

更高电位的氧化态介体．稳定的氧化态介体离开酶

的活性中心后，便可与底物分子发生自动氧化还原

交换（在两者氧化还原电位差的驱动下），最终底物

被氧化，中介分子被还原．在这里小分子的介体不
但在漆酶与底物之间充当了电子穿梭体（ｅｌｅｃｔｒｏｎ
ｓｈｕｔｔｌｅ）．实际上，介体或还有黄素酶的参与扩大了
细菌漆酶的底物范围，也拓宽了细菌漆酶的应用领

域［３４－３５］．合适的介体是细菌漆酶发挥催化功能的
有力保障．

细菌漆酶较适宜的作用温度普遍比较宽，在

４０～７０℃范围内均具有良好的催化活性，而来自
耐热菌（Ｔｈｅｒｍｏｔｏｌｅｒａｎｔｂａｃｔｅｒｉａ）、嗜热菌（Ｔｈｅｒｍｏｐｈ
ｉｌｉｃｂａｃｔｅｒｉａ）或极端嗜热菌（Ｔｈｅｒｍｕｓｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ）
的漆酶可耐受高达 ９０℃甚至更高的温度［３６－３９］．
从早期 Ｍａｒｔｉｎｓ等［４０］报道的枯草芽孢杆菌漆酶

ＣｏｔＡ到我们获得的芽孢杆菌漆酶 ＺＧＬ３［１２］，几乎
所有来自芽孢杆菌和非芽孢嗜热菌的漆酶最适催化

温度都在６０～７５℃范围，而在８０℃时它们的半衰
期可达２～１４ｈ，这说明来自芽孢杆菌或非芽孢嗜
热菌的细菌漆酶普遍具有较高的热稳定性，而且远

比大多数真菌漆酶的热稳定性要高［４１－４３］，但其余

的细菌漆酶在热稳定性上差别较大，有的细菌漆酶

在８０℃时半衰期只有几分钟［４３］．显然，细菌漆酶
普遍较真菌漆酶的热稳定性要高，后者的作用温度

一般在２５～５０℃之间，通常不超过 ４０℃，而在
６０℃以上便完全失活了，只有少数真菌漆酶较耐
热，甚至达到芽孢杆菌漆酶的耐热程度．细菌漆酶
的耐热特性可能与其分子网络中普遍形成了相对较

多的盐键和离子键有关，而似乎与二硫键关系不

大，因为多数细菌漆酶中不存在二硫键．２０１１年
Ｆｅｒｎａｎｄｅｓ等［４４］采用常规点突变的方法分析了枯草

芽胞杆菌漆酶 （ＣｏｔＡ）分子中二硫键的作用
（Ｃ３２２Ａ），发现二硫键的存在对其分子的整体构象
和热稳定性没有影响，但却对Ｔ１Ｃｕ２＋的掺入速率有
影响．

细菌漆酶适宜催化的 ｐＨ范围也较宽，一般可
在ｐＨ４．０～９．０范围起作用，有些细菌漆酶还可在
更极端的ｐＨ条件下起作用，这主要取决于酶的来
源和底物的类别，如来自嗜碱或耐碱细菌（Ａｌｋａｌｏ
ｐｈｉｌｉｃ／ａｌｋａｌｏｔｏｌｅｒａｎｔｂａｃｔｅｒｉａ）的漆酶在ｐＨ１０．０或更
极端的条件下仍能保持较好的活性［３６］，我们获得

的细菌漆酶ＺＧＬ３催化ＡＢＴＳ（Ｄｉａｍｍｏｎｉｕｍ２，２＇ａｚｉ
ｎｏｂｉｓ（３ｅｔｈｙｌｂｅｎｚｏｔｈｉａｚｏｌｉｎｅ６ｓｕｌｆｏｎａｔｅ）、ＤＭＰ（２，６
Ｄｉｍｅｔｈｏｘｙｐｈｅｎｏｌ）的最适ｐＨ值分别为４．０、７．５［１２］，
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而多数来自真菌或植物的漆酶却适宜在 ｐＨ４．０～
６．０环境下起作用．２００３年 Ｂａｉｎｓ等曾从工厂的排
污中分离出一种耐碱细菌，在 ｐＨ６～１０的范围内
都可以较好的生长，并且在ｐＨ１０的条件下漆酶产
量最高［４５］．近年来，越来越多的耐碱细菌漆酶被
发掘，并显示了它们纺织和造纸工业中的应用价

值［４６－４８］．
多数细菌漆酶还能耐受较高的盐浓度，有的甚

至在高达１ｍｏｌＮａＣｌ的环境中仍能保持良好的活
性［４９］，这一特性也使细菌漆酶的应用价值明显增

大．不同的细菌漆酶，所耐受的盐离子种类是不同
的，有的是针对阳离子，有的是针对阴离子，但细

菌漆酶普遍具有良好的卤族离子耐受性［３６，４８－４９］．
揭示这些酶的酶学特性，才能在相应的领域中有针

对性地对其加以应用．研究者们在如何更好地应用
细菌漆酶方面进行了许多探索，为这些漆酶的工业

应用提供了理论指导和基础［３６］．

３细菌漆酶的工业应用优势
虽然漆酶总体上可广泛应用于许多领域，包括

农业、工业、环保、医药、卫生等［２６］，但细菌漆酶在

适宜或可耐受的催化条件方面普遍具有耐温、耐碱

和耐盐的催化特性，这使得细菌漆酶更适用于生态

环境保护与修复、纸浆脱色与纺织染料处理等［３６］．
此外，目前已发现有百余种化合物可用作为细菌漆

酶的介体，这在一定程度上拓宽了细菌漆酶的应用

范围，提高了细菌漆酶的应用价值［３４，５０］．细菌漆
酶主要适合应用于以下领域：

（１）环保———环境污染物的降解
工业三废、化学农药分解时往往产生有毒的酚

类或芳胺类物质．近几年来细菌漆酶越来越多地被
用来降解这些对自然环境造成严重污染的污染物、

有毒物以及环境激素类物质．由于工业废水的酸碱
度多在ｐＨ６．０～９．０范围，而且含有高浓度的卤族
离子或其它盐离子，多数真菌漆酶不适用，但细菌

漆酶却适用，尤其是针对含有酚类物质的污染物，

细菌漆酶要比真菌漆酶更有效［５０］．在治疗这些工
业污染的过程中，细菌漆酶的耐热、耐碱、耐盐或耐

卤族离子的特性得到了很好的发挥．
（２）造纸———纸浆的生产［５１］

造纸工业中制浆是除去木材中的木质素，降低

纤维间的结合力使之离解成浆．应用漆酶等选择性
地降解木质素生产纸浆，对纸浆进行生物漂白，可

以使生产在较温和的条件下进行，同时不会产生有

毒物质给环境带来污染，比传统工艺节能、环保，

并且不会损伤纸浆中的纤维素和半纤维素组分，还

可提高纸浆质量．目前漆酶在这一领域有着重要的
应用．与此同时，造纸业产生的有色污水的处理也
离不开细菌漆酶，尤其是针对还有酚类组分的废水

的处理，通常需要耐热、耐碱、耐盐的漆酶［５２］，显

然细菌漆酶较其它漆酶更有优势．
（３）纺织工业———织品的脱色
合成染料在设计时都要求具有较强的耐受性、

防水、抗光、抗氧化性，因此使用常规的物理、化学

方法脱色很难达到脱色效果．漆酶对蒽醌类染料具
有选择性，可直接催化其氧化脱色，而且其脱色和

降解程度与漆酶活性呈正比．例如我们获得的漆酶
ＺＧＬ３在无介体时，就能有效使 ＲＢＢＲ（Ｒｅｍａｚｏｌ
ＢｒｉｌｌｉａｎｔＢｌｕｅＲ）、刚果红和靛蓝胭脂红脱色，而当
存在介体时，它还能使难脱色的甲基红和结晶紫脱

色，显示出该漆酶在染料的脱色和处理中绿色应用

价值［１２］．由于纺织工业中染料的脱色通常需要在
ｐＨ９．０，６０℃以上进行，显然多数细菌漆酶较真菌
漆酶更适用［５２］．

研究还发现，若将细菌漆酶如 ＣｏｔＡ与其他相
关酶如偶氮还原酶协同作用，可极大地提高其脱色

和解毒的效果［５３］．
此外，细菌漆酶作为一种工业用酶制剂在应用

上的另一个优势是容易制备，不需要糖基化修饰的

特点使得细菌漆酶可利用原核表达系统如大肠杆菌

或枯草杆菌表达系统实现高水平的活性表达，不论

是胞内表达还是分泌表达，均有较高的表达效率．
不仅如此，大量的研究还显示，细菌漆酶的定向分

子是一种有效的功能优化途径［５，３７，４８，５４－５５］，甚至

还可同时提高其表达水平［５６］，显然细菌漆酶的这

种分子改造和工程化制备的优势是其它漆酶难以具

备或实现的．鉴于细菌漆酶的强实用性和具有原核
高水平表达的优势，不论是来自陆地的还是海洋的

细菌漆酶，探索其规模化制备已成为人们关注的

热点．

４展望
漆酶是土壤中最丰富的木质素酶，在生态系统

中发挥着重要作用．事实上，漆酶的底物中有许多
也能被过氧化物酶催化氧化，但与过氧化物酶不同

的是，漆酶催化的反应过程中并不产生有害的过氧
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化氢和活性氧（ＲＯＳ），而是产生醌或半醌等强抗氧
化剂，是非常绿色的反应．因此漆酶有“蓝色的酶
催化绿色的反应”之美誉［３６］．这也是当今漆酶被
认为是最有应用前景的木素酶的主要原因．细菌漆
酶以其特有的环境耐受和工程化制备简单的突出特

性必将在人类社会的许多领域中发挥出明显“绿

色”功效和“蓝色”优势．
总之，关于细菌漆酶的理论与应用研究还有待

进一步深入．虽然发现的天然细菌漆酶资源很
多［４，５７］，但与真菌漆酶相比，迄今克隆的细菌漆酶

基因还很有限，而在已发现的漆酶中，细菌漆酶目

前仅约占９％，而系统研究的细菌漆酶就更少．在
细菌漆酶中，迄今研究比较深入的是枯草芽孢杆菌

（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）的芽孢漆酶 ＣｏｔＡ、大肠杆菌（Ｅ．
ｃｏｌｉ）的漆酶 ＣｕｅＯ、超嗜热菌（Ａｑｕｉｆｅｘａｅｏｌｉｃｕｓ）和嗜
热栖热菌（Ｔｈｅｒｍｕｓｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ）中的漆酶．尽管有
些细菌漆酶已实现工程化制备和工业应用［５８］，但

筛选或创建高氧化还原电位的优良细菌漆酶，并构

建遗传稳定的高效工程菌株，以提高细菌漆酶在工

业上的广泛应用仍然是今后努力的方向．
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