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真菌漆酶及其生产、固定化与应用 
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北京林业大学生态与自然保护学院 微生物研究所，北京 100083 

 

摘  要：漆酶能够作用的底物非常广泛，包括木质纤维素等大分子聚合物，且在催化反应时可

将该类物质还原成水和其他小分子物质，不会造成二次污染，因此，漆酶素有“绿色催化剂”

之称，具有被广泛运用于工业生产中的广阔前景。对游离漆酶进行固定化处理能够使其进一步

适应工业生产中的恶劣环境，提高稳定性、可循环利用率，扩大耐受 pH 和温度范围。真菌漆酶

作为漆酶的重要来源，本文对其性质、生产，以及新型的固定化方法和各个领域的应用进行了

概述。 
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Fungal laccase and its production, immobilization, and 
application: a review 
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China 
 
Abstract: Laccases are so called as green catalysts since they can reduce a vast of substrates 
including lignocellulose and other macromolecular polymers into water and low-molecular weight 
by-products, without formation of secondary pollutants. Therefore, laccases have huge potentials 
in various industrial applications. For free laccases, immobilization treatment is capable of 
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enhancing their capacities to adapt harsh conditions for industrial utilization, thermostability, 
reusability, and expanding the tolerant ranges of pH and temperature. As fungal laccases are 
important origins of laccases, their properties, production, current immobilization strategies, and 
potential applications in various fields were summarized in this review. 
Keywords: laccase; white rot fungi; immobilization; industrial application 

 
漆酶(EC 1.10.3.2)又称对二酚-二氧化还原

酶(Rivera-Hoyos et al. 2013)，是一种含铜的多酚

氧化酶，属于蓝色多铜氧化酶家族 (司静等

2011b；Si et al. 2013)，最早由日本学者 Yoshida 
(1883)在紫胶漆树 Rhus vernicifera 中发现。19 世

纪末，Bertrand (1896)首次分离、纯化并命名

漆酶。 
除高等植物外，漆酶或漆酶类似物也广泛存

在于动物和微生物中，动物漆酶则主要发现于昆

虫或一些原核生物中，有学者认为动物体内产生

的只是具有类似性质的多酚氧化酶，并非准确意

义上的漆酶(邓寒梅等 2017)；微生物漆酶根据其

来源可分为细菌漆酶和真菌漆酶，其中，真菌是

主要的漆酶生产者，广泛分布在担子菌门和子囊

菌门(靳蓉和张飞龙 2012)，尤其以白腐真菌分泌

的漆酶降解木质素效果最好(魏玉莲和戴玉成

2004)，因此真菌漆酶的研究主要集中于木材腐

朽菌的白色腐朽菌类群，如栓孔菌属 Trametes、
多孔菌属 Polyporus、灵芝属 Ganoderma 和层孔

菌属 Fomes 等(Dai 2012)。 

1  漆酶的结构和特性 
1.1  结构特征 

漆酶是由细胞产生的一种酸性等电点单体

蛋白(陈明雨等 2021)，分布于胞外或胞内，由

500–550 个氨基酸组成，并伴随不同程度的糖基

化，分子量变化范围为 50–70 kDa。漆酶分子主

要由折叠结构、无规则卷曲和螺旋结构组成，包

含 3 杯状结构域，并以二硫键相连(刘忠川和王

刚刚 2013)，其催化活性核心是 4 铜原子和 3 类

铜原子结合位点。4 铜原子是漆酶结构的重要组

成部分，同时也作为辅因子在底物的催化过程中

起电子传递的作用(张泽雄等 2017)。这些铜原子

分布在 3 类结合位点中，其中，T1 和 T2 各分布

1 铜原子，T3 分布有 2 铜原子。静息状态下，

铜原子以 Cu2+的形式存在，T1 位点的 Cu2+是顺

磁性Ⅰ型铜(“蓝色”铜)，吸光度为 610 nm；在

T2 位点的 Cu2+是顺磁性Ⅱ型铜 (“非蓝色”铜)，
在可见光区的吸收峰较弱；T3 位点的 2 个 Cu2+

构成反磁性自旋耦合铜-铜离子对，吸光度为

330 nm。 

1.2  理化性质 
1.2.1  催化作用 

漆酶的底物范围较为广泛，可催化芳香族化

合物、金属离子及有机金属化合物等的氧化反

应。此外，漆酶还可以依靠天然或合成的氧化还

原介质，形成漆酶 -介质系统 (laccase-mediator 
system, LMS)，氧化一些很难被氧化的非酚类物

质，如多环芳烃、多氯联苯、偶氮染料或有机磷

农药等(Mate & Alcalde 2015)。并且，漆酶的氧

化还原电势越高，其催化氧化活性越强、范围越

广。多数真菌漆酶尤其是以白腐真菌分泌的漆酶

氧化还原电势明显高于植物漆酶和细菌漆酶

(Rodgers et al. 2010)。漆酶反应的机制主要是通

过底物在 T1 处进行 4 次一价氧化，脱去 4 个电

子，从还原底物中提取的电子转移至 T2/T3 三核

中心，将分子氧还原为水(Wong 2009)。 
1.2.2  最适反应条件 

通常来说，真菌漆酶在偏酸性环境下具有更

强的催化活性，一般 pH 4.0–6.0 时为较合适的酸

碱度范围。但也有例外，如蝶形斑褶菇 Panaeolus 

papilionaceus 漆酶以二甲基苯酚 (2,6-dimethyl 
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phenol, DMP) 为 底 物 时 的 最 适 pH 为 8.0 
(Heinzkill et al. 1998)。漆酶的最适反应条件具

有极强的底物特异性，例如漆酶对底物 2,2′-
连氮-双(3-乙基苯并噻唑-6-磺酸) [2,2′-azino-bis 
(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid), ABTS]的
最适 pH 一般较低，对酚类化合物如 DMP、愈创

木酚和丁香醛连氮的最适 pH 相对较高(Baldrian 
2006)。大多数真菌漆酶的最适温度为 25–50 ℃，

温度较低或过高常常会抑制酶活。杨建明等

(2005)发现毛木耳 Auricularia polytricha 所产漆

酶 B (分子量为 84 kDa)在 30 ℃时活性最高，在

25–60 ℃活性普遍较高，而温度高于 60 ℃时，

酶活性显著下降。不同漆酶对温度的敏感程度不

同，因此选择温度适应范围广或者对高低温适应

能力强的漆酶对其工业化应用具有重要意义。 
1.2.3  其他影响因素 

金属离子：研究表明，Cu2+、Mn2+、Ag+、

Al3+、Fe2+、Mg2+和 K+等金属离子都能够对漆酶

活性产生影响。同一金属离子对同一菌株的漆酶

活性影响具有浓度依赖性，不同浓度下对漆酶活

性的影响效果显著不同，且对不同菌株来源的漆

酶同样表现出活性的差异性，促进还是抑制酶活

需要根据漆酶来源的真菌种类、菌株和离子浓度

进行具体分析(胡艳等 2011；Piscitelli et al. 2011；
陈带娣等 2013)。 

盐浓度：盐浓度过高，卤化物结合到铜原子

结合位点会抑制电子转移；盐浓度太低，酶表面

的正电荷阻碍酶与底物的相互作用；在合适浓度

下，卤化物与酶表面的正电荷结合，促进催化活

性(Li et al. 2020)。 
抑制剂：漆酶活性可被叠氮化物、氰化物、

硫氰化物、巯基乙酸及卤化物等阴离子化合物抑

制，这些化合物通过与 T2 和 T3 铜原子结合，

中断内部电子转移过程来抑制酶的活性(Jaiswal 
et al. 2016)；另外，如金属离子、脂肪酸、羟基

甘氨酸和曲酸等也可通过修饰氨基酸残基、改变

漆酶构象、螯合铜原子或引起蛋白质变性影响漆

酶活性(Gianfreda et al. 1999)。 

1.3  活性测定方法 
目前测定漆酶活性时常使用的底物主要有

3 种：ABTS、DMP 和愈创木酚。李松等(2015)
就以上 3种底物对 5种具有不同活性的酶液进行

了测定和比较，得出结论：3 种底物中，ABTS
作为底物时的反应时间短且检测灵敏，漆酶对

ABTS 的氧化速率最快，约为其他 2 种底物的

3 倍，是较优良的酶活测定底物。 
在测定漆酶活性时，常用分光光度法，通过

测定在给定波长的光下、处于最大吸光系数时，

底物在漆酶作用下形成离子自由基的吸光度变

化，继而根据吸光度与相应时间之间的关系计算

酶活性。当以 ABTS 为底物时，其离子自由基在

420 nm 处存在最大吸光系数，定义酶活单位(U)
为每分钟氧化 1 μmol ABTS 的酶量(Niladevi 
et al. 2009；韩月颖等 2021)。 

2  漆酶的生产 
2.1  产漆酶真菌的筛选 

真菌漆酶的筛选首先需要进行平板法初筛，

即添加有 ABTS、α-萘酚、愈创木酚和雷玛唑亮

蓝 R 等显色底物的平板显色法。其中，愈创木

酚法反应灵敏、显色稳定，运用最为广泛，通过

观察红褐色显色反应的颜色深浅以及愈创木酚

形成的显色圈大小等指标以判断真菌产漆酶的

能力(Yuan et al. 2012；娄海伟等 2023)。由于不

同漆酶对不同底物的催化能力不同，平板法只能

初步、不能准确定量判断漆酶活性大小，因此，

多用液体发酵法进行复筛。针对初筛中显色效果

较好的真菌，挑选并经斜面活化后，转接至平板

上培养合适时间，将其定量接入摇瓶种子培养基

振荡培养，再将摇瓶种子装入液体产酶培养基中

恒温振荡培养，并定时取发酵液测定漆酶活性，

进一步筛选漆酶高产菌株(陈琼华等 2009)。 
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2.2  漆酶发酵效果的影响因素 
发酵过程中，温度、pH、转速、碳源、氮

源、碳氮比和诱导剂等因素均会影响真菌的产酶

能力，具体而言，每个因素对发酵效果的影响具

有酶来源真菌种类、菌株等的差异性(郑飞等

2017)。因此，在进行漆酶发酵时，往往会针对

目的菌株通过单因子试验、正交试验或响应面分

析等方法对培养基成分、用量配比和条件等进行

逐级优化。 
2.2.1  碳源、氮源和碳氮比 

碳源和氮源种类影响真菌代谢 (安琪等

2015)，也对漆酶产量具有显著影响。孙荣等(2020)
选取5种碳源和5种氮源对血红密孔菌Pycnoporus 
sanguineus 发酵产漆酶条件进行了优化，发现以

甘油为碳源、豆粕为氮源时，酶活性最高，分

别可达 30 U/mL 和 32 U/mL。除种类外，碳源

和氮源的浓度配比也会影响漆酶的发酵效果

(陈带娣等 2013)。徐春燕等(2021)对端梗霉属

Acrophialophora 菌株 Z45 进行培养基优化时，发

现其在碳氮比为 10:1 时发酵效果最好，随着碳

氮比的升高，产酶量反而减少。 
2.2.2  诱导剂 

在真菌漆酶的诱导培养中，常用诱导剂主要

有以木质纤维素为主要成分的木屑、棉籽壳、麦

麸等生物诱导剂(安琪等 2018)；愈创木酚、金属

离子、芳香族化合物和酚类化合物等化学诱导剂

(Wang et al. 2022)；另外，通过紫外线、超高压

等物理诱导处理方法(吴怡等 2019)，也可以达到

提高漆酶产量的效果。联合诱导的效果往往会比

单一诱导剂的诱导效果更佳，例如，Zhuo et al. 
(2017)发现组合使用金属离子(Fe2+或 Cu2+)和芳

香族化合物(香草酸、肉桂酸或阿魏酸)能够协同

提高糙皮侧耳 Pleurotus ostreatus 漆酶活性，进

一步验证证实其主要通过刺激多条漆酶编码基

因转录水平上调。 
2.2.3  温度、pH 和转速 

一般情况下，真菌漆酶发酵的最适温度为

25–35 ℃，偏酸性发酵环境，转速 140–200 r/min。
司静等(2011a)综合考虑产酶量和工艺简单经济等

因素发现，微酸多年卧孔菌 Perenniporia subacida
的最适产漆酶初始 pH 为 5.6，温度为 24 ℃，转

速为 160 r/min，当温度、pH 过高或过低时，菌

丝生长、酶活性都会受到影响，而转速通过影响

溶氧量从而影响发酵效果。 

2.3  漆酶的分离提纯 
漆酶的分离提纯是准确测定其活性和深入

研究其理化性质的关键基础，对其进一步地修饰

改造并应用于工业化生产具有重要意义。对于胞

外分布漆酶，操作步骤主要包括对发酵液进行抽

滤和离心，提取上清液，根据酶的溶解度、分子

大小及电荷等的差异采取盐析、层析、等电点沉

淀、电泳、超滤和透析等方法，通常需要联合多

种方法进行分离提纯才能达到较好的纯化效果；

对于胞内分布漆酶，除需上述步骤外，起始需利

用超声波等技术破坏细胞壁，使胞内漆酶释放

(Zheng et al. 2017；吴怡等 2019；Si et al. 2021a)。
纯化方法的选择会影响到酶活性，个别分离提纯

方法如高速离心可能会造成酶的天然构象发生

改变从而降低活性(Alver & Metin 2017)。 

2.4  漆酶-介质系统 
LMS 是由漆酶和介质组成的反应体系，可

以氧化木质素中的非酚结构，扩大漆酶底物的

作用范围。迄今为止发现的 LMS 氧化机理是氢

原子的转移、电子转移和化学离子转移。其介

质主要分为 3 类：合成介质、酚酸天然介质和

多金属氧酸盐介质等，其中，天然介质可以从

植物材料、制浆工业副产品及废水中获得，更

经济、响应效果好、可回收利用，是理想的介

质选择(罗爽等 2015)。汤星阳等(2020)利用丁香

醛和香草醛构建的双天然介质系统提高了漆酶

对土霉素的降解效率，优化后的降解率高达

95.14%，优于漆酶-ABTS 系统，将更加环保和

实惠。 
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3  漆酶的固定化 
3.1  固定化酶 

固定化是指通过物理或化学方法将游离酶

固定在一定空间范围内或者其他物质所构成的

载体中，使所形成的固定化酶仍具有游离酶状态

下的催化性质，是一种主流的酶工程技术。在将

游离酶进行适当的固定化后，相比之下固定化酶

的适应性增强，对环境的 pH、温度耐受范围变

宽，能够多次被循环利用，从而降低成本，此外

可能还会赋予其特定的性能(Wang et al. 2008；
Lin et al. 2017)。随着材料科学和工程技术的发

展，探寻合适的固定化载体和高效的固定化技术

有助于推动固定化漆酶的研究不断向着绿色环

保、便捷高效、经济实惠的工业化生产方向发展。 

3.2  漆酶固定化载体 
固定化载体要求孔隙率高，酶载量大；表面

积大，使酶能与底物充分接触；具有惰性，载体

与底物或是实际工业应用中的物质如废水等不

发生反应；物理硬度高，不易发生形变；另外，

还应具有可再生、无毒性、耐微生物攻击等特点

(Aggarwal et al. 2021)。当前，已有凝胶、微球、

膜及粒子等多种形式的载体被运用到固定化漆

酶的研究中，载体材料也是多种多样，如天然或

合成的有机或无机化合物、复合物和农工业废料

等，随着科学技术的不断发展进步，载体材料的

体系更加庞大，性能更加优良。 
3.2.1  传统高分子材料固定化载体 

壳聚糖、海藻酸钠、淀粉、明胶、琼脂、硅

藻土、陶瓷和 TiO2 等传统高分子材料都可以作

为固定化载体参与漆酶的固定化(曹文娟和袁海

生 2016；Zheng et al. 2016；Nguyen & Kim 2017；
王豪等 2021)。此类材料虽然能达到固定化并参

与催化反应的目的，却也在使用过程中存在诸多

问题，如酶载量低、热稳定性差、酶的泄漏率高、

相对活性低及可循环性差等。因此，寻找更多新

型的固定化材料、探求载体功能化和改性技术等

在研究中迅速兴起。 
3.2.2  基于新型材料的固定化载体——磁性

载体 
磁性载体是能对磁场作出某种反应的材料，

通常由 Fe、Mn、Co 及其氧化物所制备。因其本

身具有磁性，能在外加磁场的作用下实现与底物

和转化产物的分离，可大大简化固定化酶的回收

工艺、降低成本、提高回收率。但磁性材料存在

容易聚集、稳定性差和酶载量低等问题，通常与

其他材料复合作为固定化载体材料，以此降低其

聚集能力，提高悬浮稳定性，并且能够避免磁性

金属物质的泄漏而对实际生产造成影响(韩林等

2021)。 
磁性载体的制备方式多样，包括共沉淀

(coprecipitation)法、高温分解法、溶剂热合成和

溶胶-凝胶法等。化学沉淀法具有实验操作简单、

反应温和、时间短、以水为溶剂等优点(Arévalo 
et al. 2017；Si et al. 2021b；汤宇峰等 2022)，且

已被广泛运用，Zdarta et al. (2020)以一定比例的

Fe3+和 Fe2+作为前驱物，采取共沉淀法制备了

磁性纳米粒子，对于提高游离漆酶的稳定性效

果显著。 
磁性材料的复合方式也较为丰富，可与多种

无机或有机材料复合。SiO2 能够防止 Fe3O4 磁性

纳米粒子在空气中被氧化，并且提高其在酸性条

件下的稳定性，加上易于修饰等特点，有众多学

者开展研究与应用。Zhu et al. (2022)用戊二醛

(glutaraldehyde)将漆酶固定在氨基功能化的

Fe3O4@SiO2 磁性纳米颗粒上，热稳定性和 pH 稳

定性，及对某些有机化合物、抑制剂和金属离子

的耐受性均显著上升，并且具有良好的重复使用

性，最大酶载量达 10.5 mg/g，活性回收率达

109.7%。Zhang et al. (2017)和 Arévalo-Cid et al. 
(2022)以壳聚糖高密度涂层为壳、磁性材料为

核、戊二醛为交联剂所制备的高分子微球用于固

定漆酶，使其悬浮稳定性升高、聚集能力下降、

还具有亲水性。据马宁和谢文磊(2007)介绍，除
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最常用的核壳结构外，中间夹层具磁性的三层式

结构和外层具磁性的壳核式结构也被运用到了

磁性高分子微球制备中。另外，将磁性材料与交

联酶聚体组合使用也可以减少交联不充分导致

的酶泄漏，避免因离心等实验操作导致的对漆酶

结构的影响(Talekar et al. 2012)。Primožič et al. 
(2020)和 Sadeghzadeh et al. (2020)将修饰的磁性

粒子氨基端与传统酶聚体结合组成磁性交联酶

聚体，大大提升了热稳定性和重复利用性，降低

了工艺成本。 
3.2.3  基于新型材料的固定化载体——纳米

载体 
纳米载体指至少有一种是纳米级尺寸构成

的载体材料(刘茹等 2021)。由于其比表面积大、

孔隙结构丰富、热稳定性优异且形态柔韧，是良

好的固定化载体，具有酶载量高和可重复利用等

优势(Ansari & Husain 2012)。同样，单一的纳米

载体材料存在一些缺陷，如因其纳米级的尺寸，

很难简单快速地从催化反应体系中分离出来，或

者因为表面极性等问题无法实现固定化(Liu & 
Dong 2020；Lu et al. 2022)，由此应运而生的复

合纳米材料可以在最大程度上保留原始材料的

特征，同时也赋予载体新的性能以满足实际运用

的需要(dos Santos et al. 2015)。 
纳米材料的制备方法也多种多样，常采用共

沉淀法、溶胶-凝胶法、固相煅烧法、溶剂蒸发法，

以及一些新颖的技术如静电纺丝(electrospinning)
和电喷雾(electrospray)等，这些方法的选择需

考虑气、液、固相方法本身的差异，因此所制

得的纳米材料大小也各有不同(张万忠和李万雄

2003；Alvarado-Ramírez et al. 2021)。常见的纳

米材料可根据组成基物分为金属纳米材料、碳基

纳米材料及其他纳米材料，也可根据构型分为纳

米粒子、纳米纤维、纳米薄膜和纳米管等。其中，

金属纳米材料包含了前述磁性 Fe3O4 纳米粒子，

同样也有一些非磁性金属粒子常被用作固定化

纳米载体，如运用较多的 Au、Cu、Zn 及 Ti 等。

Mohtar et al. (2019)将漆酶固定在 Au 纳米粒子

后，再通过电沉积方法在网印刷碳电极上制成生

物传感器用于测定蜂胶中的多酚。静电纺丝纳

米纤维膜(electrospinning nanofiber membrane)
本身就具有良好的吸附性，能去除水中的部分金

属离子，将其作为固定化载体固定化漆酶后，可

扩大酶对污染物的去除范围，简化处理步骤(李
佳欣等 2022)。Xu et al. (2017)的研究中将纳米

Cu 加入聚丙烯腈/聚偏氟乙烯(polyacrylonitrile/ 
polyvinylidene fluoride, PAN/PVdF)静电纺丝纳

米纤维膜，随后对漆酶固定化，实现了去除水中

的 2,4,6-三氯苯酚等污染物。 
石墨烯(graphene)是一种单层碳原子构成的

二维蜂窝状结构材料，具有高比表面积和机械强

度以及出色的电学、热学和光学特性，因此该类

化合物及其衍生物的潜在应用价值已被广泛挖

掘(Smith et al. 2019)。Zhou et al. (2022)研究发现

将漆酶固定在石墨烯氧化物上能够增强净水功

效，一方面，石墨烯为漆酶提供良好的固定化条

件，进而使酶的稳定性和活性提高；另一方面，

漆酶对水体污染物的降解可以迅速释放石墨烯

表面的吸附位点，继而增加石墨烯吸附量并加快

吸附速率。 
3.2.4  基于新型材料的新型固定化载体——介

孔材料 
介孔材料指孔径介于 2–50 nm 的一类多孔

材料，其孔隙结构良好、比表面积高、吸附和渗

透能力较强，便于负载酶分子(Aggarwal et al. 
2021)。 

介孔材料种类多样，目前研究较多的主要包

括以下几种类型。SiO2 骨架介孔材料，包括分子

筛、SiO2 和陶瓷等介孔材料。李群艳等(2022)利
用十六烷基三甲基溴化铵 (hexadecyl trimethyl 
ammonium bromide, CATB)调整磁性介孔 SiO2

复合材料的介孔大小，当介孔孔径为 4.3 nm 时，

酶载量最高达 234 mg/g，且固定化漆酶的 pH 和

热稳定性显著提高。粘土矿物是具有纳米级间隙
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层状结构的材料，表面带正电荷或负电荷，具有

良好的机械强度、生物相容性、亲水性、吸附能

力和溶胀能力，在生物分子负载领域展现出良好

的应用前景(Ma et al. 2018b；Mulinari et al. 
2020)。Wen et al. (2019)利用膨润土(bentonite)
蚀刻所制得的介孔材料固定化漆酶以降解四环

素，制备过程便捷高效，且制得的固定化酶热稳

定性显著增强，降解四环素的能力也有所提高。

金属有机框架(metal-organic framework, MOF)也
是一类介孔材料，由金属离子和有机连接剂构

成，具有丰富的孔隙结构、可调节的孔径、极高

的比表面积和热稳定性，并且其本身就具有一定

的催化作用，如 Molina et al. (2022)制备的无酶

MOF 型载体[NH2-MIL-53(Al)]在 30 min 内能去

除水溶液中 90%以上的双酚 A (bisphenol A, 
BPA)，以此为载体固定化漆酶后，生物催化剂

Lac@NH2-MIL-53(Al)在 3 min 内能完全去除

BPA，且在连续反应 5 次后 BPA 的去除率也高

于 85%。MOF 载体的可调节孔径还可提供筛选

作用，抑制有害物质接近酶的活性位点，提高酶

的催化选择性(Li et al. 2022)。 
3.2.5  固定化载体改性方法 

载体制备过程中，往往针对不同来源的酶及

其性质和固定化酶的实际应用途径，需要对载体

材料进行改性，从而构建出具有更加优良性能、

适宜某种或某类酶的新型固定化载体，目前常使

用的改性方法主要有接枝和金属螯合等。 
接枝：指在大分子链上通过形成化学键结合

适当的支链或功能性侧基，又称功能化。表面引

发原子转移自由基聚合法(surface initiated atomic 
transfer radical polymerization, SI-ATRP)是一种

活性自由基聚合方法，允许在具有不同官能团的

各种材料上进行接枝共聚反应，接枝的纤维聚合

物具有较高的表面积(Arica et al. 2017)，运用到

固定化酶中，利于催化反应的发生。D’Annibale 
et al. (2000)用环氧乙烷作为载体固定化香菇

Lentinula edodes 漆酶，提高了漆酶的 pH、热稳

定性和蛋白水解稳定性。另外，载体的功能化还

能为酶提供更多的结合位点。 
金属螯合：即通过螯合作用将金属离子结合

到官能团上形成杂环结构。上述已提到，某些金

属离子可提高漆酶活性，因此将该类金属离子通

过螯合作用结合到固定化载体上，可使固定化载

体对漆酶活性具有激发作用。如 Alver & Metin 
(2017)将 Cu2+螯合到纳米颗粒上以增强漆酶对

底物的亲和力。 

3.3  固定化技术 
3.3.1  传统固定化技术 

吸附法：通过氢键、静电作用和范德华力等

弱相互作用将酶固定在载体上，不改变酶的固有

结构，不对其活性位点造成干扰，并使酶保持其

活性。该方法工艺简单、条件温和且适用范围广

泛，但固定强度弱，酶易从载体上脱离和泄漏

(Jesionowski et al. 2014)。 
包埋法：不经过化学修饰仅通过物理方法

将酶限制在载体的通道、孔隙或膜上不易脱离。

该方法不改变酶的理化结构，对酶活影响也较

小，但连续使用会导致酶的泄漏率升高，酶与

底物的接触不充分，加上物质扩散受到影响可

能会限制酶的动力学参数等(Sheldon & van Pelt 
2013)。 

共价法：酶与载体之间通过活性基团反应形

成共价键达到连接的目的。这种方法结合能力相

对较强，固定化酶具有较好的热稳定性和重复利

用性，并且不易发生酶的脱落，但可能导致酶构

象发生改变从而影响酶活 (Garcia-Galan et al. 
2011)。 

交联法：利用交联剂对酶蛋白交联，进行自

固定化过程，通常使用的交联剂有戊二醛、双偶

氮苯及双醛淀粉等。此方法的特点是无需额外载

体、酶活较高、生产成本低，但也存在机械性能

差、交联剂污染环境等问题(Rodríguez-Restrepo 
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& Orrego 2020)，因此开发新的天然可降解、无

污染的绿色交联剂如京尼平(genipin)等也成为

该种方法进一步实现广泛应用的重要策略(Ma 
et al. 2018a)。 
3.3.2  新型固定化技术 

单酶纳米颗粒固定化酶技术：单酶纳米颗粒

指单个酶分子被纳米级材料包被所形成的纳米

颗粒，其具有良好的孔隙结构，并赋予固定化酶

优越的稳定性，且能均匀分布在溶液中，由于个

体微小，极易吸附于其他材料中，如介孔材料等。

Hong et al. (2017)将硅酸盐在酶分子表面进行水

解和缩合形成薄硅酸盐网络，保留了酶的高活

性，提高了稳定性，使之不受底物扩散的影响均

匀分布在底物溶液中。 
纳米花型杂交晶体固定化酶技术：纳米花型

杂交晶体又称杂交纳米花 (hybrid nanoflower, 
HNF)，是指将酶与无机盐杂交形成的复合晶

体，其状如盛开的花(Ge et al. 2012)，结构具较

高的比表面积，可维持稳定的酶构象、灵敏性

和选择性及与底物之间的传质效率(Altinkaynak 
et al. 2016)。Kiani et al. (2022)制成的 Lac@Zn3 

(PO4)2⋅HNFs保存有游离酶 84.6%的活性，在 4 ℃
下保存 30 d 后仍保存有游离酶 60%的活性。

Zhang et al. (2016)构建了酶/Zn3(PO4)2 HNFs，相

对于游离酶，其活性增加了 147%，贮藏稳定性

也有显著提升。 
无载体固定化酶技术：即不借助其他材料构

成固定化载体却可进行酶固定化的技术。交联酶

聚合体(cross-linked enzyme aggregates, CLEAs)
就是借助交联剂将酶分子聚合在一起形成不溶

于水的聚集物以达到固定化的目的，其操作简

单，无需专门仪器和支撑结构，避免了载体对酶

活的影响，成本低廉，有很大的应用潜力(柯彩霞

等 2018)。Bilal et al. (2021)将云芝栓孔菌Trametes 

versicolor IBL-04 胞外漆酶通过戊二醛进行交联

形成 CLEAs，其 pH 范围扩大，贮藏稳定性和热

稳定性得到提升。Yang et al. (2017)将氨基功能

化磁性纳米粒子与漆酶按一定比例以戊二醛作

为交联剂相交联，形成磁性 CLEAs，使之在降

解四环素后更易回收。 
3D 打印固定化酶技术：3D 打印技术因使用

材料的多样性，加上简单、快速的设计程序，可

高效、精准、低成本地生产各种形状复杂的生物

催化反应器，易调节理化性质和表面性状等，使

其在生物催化领域显示出了巨大的应用潜力，而

3D 打印固定化酶技术则是通过酶与打印材料相

结合，满足生产所需形状的同时还简化了固定化

步骤(Pose-Boirazian et al. 2022)。水凝胶是一种

柔软、高度水合的网络结构聚合物，是组织工程、

药物传递和酶固定化中作为支架的理想材料之

一(Wang et al. 2019)。Xu et al. (2022)通过 3D 打

印技术将漆酶固定在聚乙二醇二丙烯酸酯水

凝胶做成的设备上用于去除水体中的药物，制

作过程条件温和，该系统在 18 次分离使用后

仍具有较高活性，并且能够成功降低双氯芬酸

(diclofenac)和炔雌醇(ethinyloestradiol)在水溶液

中的浓度。为了解决吸附和包埋固定化酶力学性

能弱和扩散阻碍的问题，Liu et al. (2020)通过结

合有机无机材料，优化了海藻酸钠、丙烯酰胺和

羟磷灰石的比例，然后通过 3D 打印技术将漆酶

固定化，提供了一种简单高效、成本低及力学性

能强的固定化方法。 
定向或多点固定化酶技术：定向固定化酶技

术是指按既定方向将酶固定在载体上。通常酶与

载体的连接是随机的，但在这种情况下有些酶的

活性中心难免被传质效率较差的载体隐藏或阻

碍，通过定向固定，可以使酶活中心远离固定化

位点，保证与底物充分接触，从而提高催化效率；

另外，由于载体与酶的活性位点数量上存在差

异，固定化过程中形成的化学键或物理键数量也

会直接影响固定化酶的空间摆动灵活性和催化

活性(Hooks et al. 2014)。多点固定化酶技术是指
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由 2个或 2个以上的键将载体和酶连接的固定化

技术，所制得的固定化酶具有更好的刚性、热稳

定性、pH 稳定性和可重复使用性(Bernal et al. 
2014)。但是由于多点固定化酶的摆动角度较小，

活性中心与底物接触的机会较小，固定化酶的传

质效率可能会受到影响(Weltz et al. 2020)，因此，

设计时必须考虑固定时的键位数量。 
当前，各种新型固定化载体和技术还在不断

涌现更新，每种材料和技术都有各自的优点和局

限性，单一技术可能难以满足工业规模化应用的

需求，将合适的载体与技术灵活组合应用才能取

长补短(Cao et al. 2016；Zhong et al. 2017；Wang 
et al. 2020)。 

3.4  固定化漆酶结构表征及性能评价 
3.4.1  固定化漆酶结构表征 

目前研究中所用到的固定化载体相对复杂，

多涉及纳米结构，观测其形貌特征时通常需使用

透射电镜(transmission electron microscopy, TEM)。
另外，扫描电镜 (scanning electron microscopy, 
SEM)也是观察固定化载体或固定化酶形貌特征

的重要手段，但多用于微米或亚微米级的结构。

除了表面形貌特征外，对固定化载体和固定化酶

内部空间结构和原子分布情况的表征常借助 X
射线衍射仪(X-ray diffraction, XRD)。傅里叶变换

红外光谱(Fourier transform-infrared spectroscopy, 
FT-IR)则能对其分子表面官能团进行表征，也被

用来证实酶固定化的完成 (郭荣贵等 2018；
Arévalo-Cid et al. 2022)。 
3.4.2  固定化漆酶性能及其评价 

酶载量：在完成漆酶固定化后，通常会对固

定化载体的酶载量进行测定，并探讨过程工艺最

佳条件。考马斯蓝染色法(Bradford 法)常用来测

定酶载量。初始酶浓度对酶载量有一定影响，

Alver & Metin (2017)研究发现初始酶浓度越大，

固定化载体对酶的负载能力越强。 
固定化酶活性：与游离漆酶的活性测定相

近，对固定化酶酶活性的测定通常使用紫外-可
见光分光光度法。除了对表观活性即其催化活性

的测定之外，常常探讨其活性恢复能力，设定不

同时间长度的间歇期，测定其间歇期后的催化

活性，从而确定其活性恢复到一定程度所需要

的时间。 
循环利用能力：固定化酶的循环利用能力也

是探讨的热点，通过对其循环使用次数及每次

使用的催化活性进行测定，从而分析其循环利

用能力。 

稳定性：对于固定化漆酶的稳定性，通常具

体讨论其热稳定性、贮藏稳定性和操作稳定性。

热稳定性的评价通过热重分析(thermal gravimetric 

analysis, TGA)获得，分析随温度升高的失重情

况探讨其稳定性。贮藏和操作稳定性则分析贮藏

和催化过程中酶活性的变化。 

产物的鉴定：在实际工业化应用中，通常涉

及对固定化漆酶转化的产物进行鉴定，如利用飞

行时间质谱 (time of flight-mass spectrometry, 

TOF-MS)等可实现对其产物进行鉴定。 

另外，固定化酶的动力学参数、最适 pH 和

温度范围、磁性材料的磁性行为等也是性能评价

的重要指标。 

4  漆酶在现代工业中的应用研

究进展 
4.1  食品工业 

漆酶在食品工业中运用广泛，如：在果汁、

葡萄酒和啤酒等饮料的生产中可降解其中的酚

类物质，使饮料澄清，以保证饮品品质的稳定(胡
周月等 2019；魏胜华等 2021)；在食品烘焙时加

入漆酶，可使食品风味好，更筋道(彭滟钞等

2013)；加入到酱油中可增加风味、改善牛奶口

感、作为食品添加剂等；在食用菌的培养过程中

加入漆酶可提高食用菌产量。 



 

唐禄鑫 等 /真菌漆酶及其生产、固定化与应用 综述 
 

菌物学报 1830 

4.2  工业染料脱色 
漆酶在纺织品染色、纺织纤维改良、织物漂

白和废弃染料的处理方面都有一定作用(袁海生

等 2010；李建康等 2021)。Zhang et al. (2022)运
用漆酶对锰过氧化酶主导的牛仔布漂白进行辅

助催化，降解靛蓝；陈中维等(2021)利用黄孢原

毛平革菌 Phanerochaete chrysosporium产漆酶并

对刚果红染料进行降解；另外，氨基黑、甲基绿

和甲基紫等多种染料也均可由漆酶进行降解从

而达到脱色作用。 

4.3  造纸制浆工业 
在造纸制浆工业中，往往会需要漆酶对木质

纤维素的降解作用来处理纸浆；纸浆的无氯漂

白也需要漆酶的参与；制浆废水中染料的降解

也离不开漆酶(Rodríguez Couto & Toca Herrera 
2006)。 

4.4  生物检测 
漆酶运用到生物检测中主要是进行生物传

感器的制作和用于免疫检测。将漆酶固定在电极

上，通过催化反应时需氧这一原理极易产生电信

号，从而能够用于检测化合物和代谢物，如

Mohtar et al. (2019)将漆酶固定在 Au 纳米粒子

后，再由电沉积方法在网印刷碳电极上制成生物

传感器，用于蜂胶中多酚的测定。另外，漆酶有

望代替辣根过氧化物酶作为免疫检测中的标记

酶(钞亚鹏和钱世钧 2001)。 

4.5  高分子化合物有机合成 
漆酶能够参与一些高分子化合物的有机合

成，如，刘家扬等(2015)研究了漆酶催化儿茶素

及儿茶酚合成黑色素，并对该过程的影响因素进

行了探讨。漆酶在真菌色素合成和菌丝的附着及

固定中也扮演重要角色(钞亚鹏和钱世钧 2001)。 

4.6  化妆品工业 
运用漆酶的催化性能，在具有美白、保湿功

效的化妆品中得以应用。如，Shin et al. (2019)
运用漆酶和其他过氧化物酶制成的复合酶能够

成功降解黑色素，且复合酶的活性极高，有望

制成对人体无害的新型美白产品；卜鑫(2018)
借助漆酶 /2,2,6,6-四甲基哌啶氧化物 (2,2,6,6- 
tetramethylpiperidoxyl, TEMPO)体系改性壳聚糖

制得羧基化壳寡糖，其保湿、抗氧化效果优于改

性前的壳聚糖，有良好的应用前景。 

4.7  生物燃料电池 
酶生物燃料电池是一种绿色燃料电池，在可

穿戴电子设备电源、植入器件电源和废水处理等

领域发挥作用，其中，漆酶的生物燃料电池广泛

运用于废水处理并取得了不错的成效，但其稳定

性还需改进(苗昆鹏等 2021)。 

4.8  医药产业 
漆酶基于其绿色合成技术，在抗癌、抗氧化、

抗菌和抗糖尿病等新型药物的合成中发挥着重

要作用(刘庆竹等 2021)。漆酶的表达也是部分致

病真菌毒力表达的主要方式，抑制致病真菌漆酶

的表达是治疗此类疾病的重要突破点，Azam 
et al. (2022)揭示了新型耐药隐球菌漆酶与鞣花

酸相互作用的分子基础，为抗隐球菌药物的设计

研究提供了新的思路。 

4.9  污染物降解 
漆酶由于其高效、环保的催化特性，在环境

污染物日益激增的今天受到的关注迅速提升。例

如，针对上述的各种染料，以及酚类污染物苯酚、

邻苯二酚(Mohammadi et al. 2018)、BPA (Fu et al. 
2019)和对氯苯酚(Liu et al. 2020)等，抗生素类污

染物如四环素(Yang et al. 2017)、金霉素(Taheran 
et al. 2017)和双氯芬酸(Primožič et al. 2020)等，

固定化漆酶的污染物降解能力对维持生物体健

康和生态系统平衡至关重要。 
除上述外，漆酶也常用于土壤、河流等各种

污染环境的生物修复中，还在油漆制造业、家具

和建筑业等行业甚至在文物修复上都有一定的

应用前景(Mate & Alcalde 2015)。总的来说，漆

酶的工业应用主要是基于其绿色催化性能和催
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化底物的广泛性所展开，后续研究也应围绕着优

化其工业应用性能所进行。 

5  展望 
漆酶已然成为工业生产中不可或缺的绿色

生物催化剂，真菌漆酶作为漆酶的主要来源，受

到大量关注。游离真菌漆酶运用到工业生产中往

往会存在不可重复利用、对催化环境要求高等问

题，于是，固定化漆酶成为研究热点。将漆酶进

行固定化后，其回收利用更加便捷，对催化环境

的要求降低，更适宜应用到工业生产中。如今，

除了传统的固定化酶技术，依赖于新型材料和技

术的新型固定化酶技术也得到了广泛关注。另

外，LMS 的建立也能扩大漆酶的应用范围，该

领域研究工作也在逐步推进。 
就漆酶的固定化而言，固定化技术和固定化

载体的不断推陈出新使得固定化酶的应用也变

得更加繁杂，因此固定化酶技术数据库的建立迫

在眉睫；鉴于技术和设备条件限制，许多新型固

定化载体较难制备，因此，对于传统高分子材料

在热稳定性、重复利用率等影响其应用到工业生

产中的性能的优化还需继续深入探究；另外，对

漆酶分子本身进行基因、化学水平的修饰从而提

升其工业应用价值也是一种理想途径。 
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