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摘  要：在造纸工业中，漆酶作为一种生物催化剂，已经被广泛研究和应用。然而，天然漆酶在工

业应用中存在着催化效率低、稳定性差等问题，限制了其在制浆工艺中的应用。为了进一步开发出

酶活性高，耐受性强的漆酶，本研究对短小芽孢杆菌属来源漆酶进行定向进化改造，利用高通量筛

选方法从随机突变体文库中筛选得到突变体 F282L/F306L、Q275P，其比酶活分别为 280.87 U/mg、
453.94 U/mg，是野生型漆酶的 1.42 倍、2.30 倍；突变体 Q275P 的温度稳定性有明显提升，其在

40、50、70 ℃孵育 4 h 后的剩余酶活与野生型漆酶相比均提高了 20%以上；突变体 F282L/F306L
和 Q275P 相较野生型漆酶对多种金属离子和有机溶剂的耐受性增强。野生型漆酶的 Km 值为

374.97 μmol/L，突变体 F282L/F306L 和 Q275P 的 Km 值分别减小至 318.96 μmo/L 和 360.71 μmo/L，
底物亲和性有所提高；F282L/F306L 和 Q275P 对底物 2,2′-联氨-双(3-乙基苯并噻唑啉-6-磺酸)二胺

盐[2,2′-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid), ABTS]的 kcat 值分别为 574.00 s–1、898.03 s–1，

分别是野生型漆酶的 1.1 倍和 1.7 倍，催化效率较高。在处理纸浆应用中，突变体 Q275P 处理纸浆

效果最好，相比于野生型漆酶，卡伯值降低了 0.82，白度提高了 2.00% ISO，抗张指数和裂断长

分别提高 7.8%和 7.2%。本研究为漆酶更好地适应造纸工业环境奠定了基础。 
关键词：漆酶；生物漂白；定向进化；酶学特性；纸浆 
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Abstract: As a biocatalyst, laccase has been widely studied and applied in the papermaking 
industry. However, the low catalytic efficiency and poor stability of natural laccase limit its 
application in the pulping process. To develop the laccase with high activity and strong 
tolerance, we carried out directed evolution for modification of the laccase derived from 
Bacillus pumilus and screened out the mutants F282L/F306L and Q275P from the random 
mutant library by high-throughput screening. The specific activities of F282L/F306L and 
Q275P were 280.87 U/mg and 453.94 U/mg, respectively, which were 1.42 times and 2.30 times 
that of the wild-type laccase. Q275P demonstrated significantly improved thermal stability, with 
the relative activity 20% higher than that of the wild-type laccase after incubation at 40 ℃, 
50 ℃, and 70 ℃ for 4 h. F282L/F306L and Q275P showed greater tolerance to metal ions 
and organic solvents than the wild-type laccase. The Km value of the wild-type laccase was 
374.97 μmo/L, and those of F282L/F306L and Q275P were reduced to 318.96 μmo/L and 
360.71 μmo/L, respectively, which suggested that the substrate affinity of laccase was improved 
after mutation. The kcat values of F282L/F306L and Q275P for the substrate ABTS were 
574.00 s–1 and 898.03 s–1, respectively, which were 1.1 times and 1.7 times that of the wild-type 
laccase, indicating the improved catalytic efficiency. Q275P demonstrated better performance 
than the wild-type laccase in pulping, as manifested by the reduction of 0.82 in the Kappa 
number and the increases of 2.00% ISO, 7.8%, and 7.2% in whiteness, tensile index, and 
breaking length, respectively. This work lays a foundation for improving the adaptation of 
laccase to the environment of the papermaking industry. 
Keywords: laccase; biobleaching; directed evolution; enzymatic characteristics; paper pulp 

 
在造纸应用研究中，漆酶单独或与其他酶

联合作用能将木质素碎裂成较小分子量的可溶

性化合物和亚基，因此被广泛地应用于制浆和

造纸工业[1]。传统的制浆工艺有机械法和化学

法，前者耗能较高且不能去除木质素；后者虽

耗能减少、纤维量降低，但对环境不友好。相

较之下，生物制浆具有清洁、温和的特性[2]。

漆酶催化不同类型底物的氧化反应机理主要表

现为底物自由基中间体的生成，分子氧在漆酶

对底物进行催化作用的同时，又被还原为水。

在这个过程中，漆酶会从被氧化的底物分子中

提取 1 个电子，在聚合和解聚之前产生一种不

稳定的自由基[3]。当有氧时，氧被漆酶还原成

水。这一催化氧化过程只需要空气中的氧气，
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反应副产物只有水，对纤维没有损伤，同时对

环境也不会产生二次污染[4]。因此，漆酶在制

浆[5]、漂白[6]、脱墨[7]、废水处理、纤维改性[8]

等方面的应用越来越多，在造纸业具有很好的

发展前景[9]。 
现有的天然漆酶普遍存在催化效率低、稳

定性差等问题，限制了其在制浆工艺中的应用。

通过酶分子的定向进化技术可以较好地解决这

一问题，酶分子的定向进化属于蛋白质的非理

性设计[10]，不需要了解酶蛋白的结构、活性位

点和催化机制等信息[11]，而是通过在体外模拟

自然进化机制(随机突变、基因重组、自然选择)，
使基因发生突变，并通过特异的方法筛选得到具

有某些预期特征的突变酶。2009年，Koschorreck
等[12]为了提高地衣芽孢杆菌(Bacillus licheniformis) 
CotA 漆酶在大肠杆菌中的活性表达水平，对其采

用了随机和定点突变相结合的改造方法，利用易

错 PCR 技术构建突变体文库并筛选了 6 000 个

突变体，发现突变体 K316N 和 D500N 相较于

野生型，对 2,2′-联氨-双二胺盐[2,2′-azino-bis(3- 
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid), ABTS]的
催化活性均提高了 2 倍以上；构建的突变体

D500G 相较于野生型对底物 ABTS 的催化活性

提高了 5.4 倍；随后将 K316N 和 D500G 组合形

成双突变体 K316N/D500G，发现双突变体

K316N/D500G 的表达水平比野生型高 11.4 倍，

显著提高了其在阿魏酸的转换和工业染料的脱

色方面的效率。2010 年，Gupta 等[13]采用定向

进化的方法提高枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis) 
CotA 漆酶对底物 ABTS 的专一性，最终获得的

突变体 CotA-ABTS-SD1对 ABTS的专一性是野

生型的 120 倍。 
本研究通过易错 PCR 方法构建了短小芽孢

杆菌属来源漆酶的突变体文库，筛选得到突变

体 F282L/F306L 和 Q275P，与野生型漆酶相比，

其催化活性、底物亲和性和温度稳定性更好，对

多种金属离子和有机溶剂的耐受性更高，对纸

浆处理后其脱木素能力更强，在制浆工艺应用

方面具有很好的应用前景。 

1  材料与方法 
1.1  菌株、质粒和试剂 

短小芽孢杆菌属来源漆酶的表达载体重组

质粒 pET28a(+)-lac 为本实验室构建并保存[14] 
(GenBank 登录号：MW373470)、毕赤酵母表达

菌株 X33 为本实验室保存。无缝克隆试剂盒和

DNA 聚合酶 Phanta Max Super-Fidelity DNA 
Polymerase 购自南京诺唯赞生物科技股份有限

公司。SteadyPure 质粒提取试剂盒购自湖南艾

科瑞生物工程有限公司。GeneMorph II Random 
Mutagenesis Kit 购自安捷伦科技有限公司。酵母

浸出粉胨葡萄糖培养基 (yeast extract peptone 
dextrose medium, YPD)、LB 培养基、复合诱导培

养基(buffered methanol-complex medium, BMMY)
参照宝生物工程(大连)有限公司操作手册配制。

本研究所用的化学试剂均购自国药集团化学试

剂有限公司。 
底物筛选平板(100 mL)：1 g 酵母提取物，

2 g 蛋白胨，1.34 g YNB，1.5 g 琼脂，ABTS 终

浓度为 1 mmol/L。 

1.2  易错 PCR 
以重组质粒 pET28a(+)-lac 为模板，设计 N 端

含有 EcoR I 酶切位点的上游引物 Lac-F (5′→3′): 
GCTGAATTCATGAACCTAGAAAAATTTG；设

计 C 端带有 Xba I 酶切位点的下游引物 Lac-R 
(5′→3′): GTTCTAGAGAAATAATATCCATCGGCCG。

易错 PCR 反应体系(50 μL)：41.5 μL 双蒸水，

5 μL 10×Mutazyme II Reaction Buffer，1 μL   
40 mmol/L dNTP Mix，0.25 μL 上游引物和 0.25 μL
下游引物(浓度均为 250 ng/μL)，1 μL 模板 DNA 
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(浓度为 172 ng/μL)，1 μL Mutazyme II DNA 
polymerase。易错 PCR 反应条件：95 ℃ 2 min；
95 ℃ 30 s，55 ℃ 30 s，72 ℃ 1 min，30 个循环；

72 ℃ 10 min。 

1.3  突变体文库构建与筛选 
易错 PCR 结束后，取 3 μL 的 PCR 产物于

0.7%琼脂糖凝胶进行电泳验证，将条带大小正

确的样品进行 1%琼脂糖凝胶电泳，使用 DNA
胶回收试剂盒回收目的 DNA 片段。使用限制性

内切酶 EcoR I 和 Xba I 对空载质粒 pPICZαA 在

37 ℃条件下进行双酶切 3 h，并进行目的条带

回收，使用 ClonExpress II 试剂盒将易错 PCR
产物与空载 pPICZαA 双酶切产物进行连接。将

连接产物通过热激法转入大肠杆菌 DH5α 感受

态细胞，涂布于含博来霉素抗性(25 μg/mL)的
LB 平板，37 ℃培养过夜至单菌落长出。挑选

平板上长出的所有单菌落于 LB 液体培养基中，

37 ℃、200 r/min 摇床培养 12 h 后提取质粒，

使用 Sac I 线性化后进行胶回收，取 5 μL 回收

产物电转至 100 μL 毕赤酵母 X33 感受态中，涂

布于含博来霉素抗性的 YPD 平板，可以重复电

转，平板上长出的菌落即为突变菌株文库。使

用灭菌后的牙签将电转后平板上长出的单菌落

挑至 YPD 平板保菌，同时将牙签上剩余的菌落

挑至底物筛选平板，加 20 μL 甲醇于倒置后平

板的底部，置于 28 ℃培养 48 h，在每个筛选平

板上加上野生型漆酶菌落。在漆酶的作用下，

ABTS 会被氧化生成 ABTS 自由基阳离子，在

碱性环境下，颜色为紫色，根据平板上菌落显

色情况挑选出阳性菌落。将初筛结果中的阳性

转化子继续挑至底物筛选平板，复筛后显色的

突变体接至 YPD 液体培养基，然后在 28 ℃、

200 r/min 条件下培养 12 h 左右，测 OD600 数值，

用无菌水调至相同的 OD600 数值，吸取 2 μL 菌

液于底物筛选平板，倒置后加 20 μL 甲醇于平

板的底部，于 28 ℃培养 1 d 左右，用尺子测量

显色圈直径的大小，挑选出比野生型漆酶显色

圈大的转化子进行小体系培养，0.5%甲醇诱导

5 d 后，取上清进行蛋白纯化，检测其酶活性，

选择活性高于野生型漆酶的转化子提取酵母基

因组 DNA 并测序。 

1.4  目的蛋白的纯化 
将诱导表达后的菌液离心收集上清即为粗

酶液，用镍离子亲和层柱得到纯酶，纯化后的

目的蛋白用 SDS-PAGE 进行蛋白纯度的检测。 

1.5  漆酶活性和蛋白含量测定 
25 ℃条件下，反应体系为 1 mL，pH 5.0，

0.2 mol/L 醋酸-醋酸钠缓冲液，加入终浓度为

0.5 mmol/L底物浓度的ABTS [ε=36 000 L/(mol·cm)]，
稀释后的纯化蛋白酶液 5 μL，通过 OD420 处的

吸光度数值变化判断其漆酶活性，每组重复

3 次。 
酶活力单位定义：在相同条件下，每分钟

氧化 1 μmol ABTS 所需要的酶量。 
蛋白含量测定：以牛血清白蛋白为标准蛋

白，使用 Braford 方法测定目的蛋白的浓度。 

1.6  漆酶性质测定 
酶动力学参数：在 25 ℃、pH 5.0，0.2 mol/L

醋酸-醋酸钠缓冲液条件下，以不同浓度梯度的

ABTS 作为反应底物，得到其不同底物浓度下

酶的反应速率，酶的反应动力学参数通过作双

倒数 Lineweaver-Burk 图计算，得出 Km 和 kcat

值，计算野生型漆酶和突变体的 kcat/Km。  
最适温度：在 30–90 ℃温度范围内，每

10 ℃为一个梯度设 3 个平行，将野生型漆酶和

突变体与 0.5 mmol/L ABTS 反应，测定其不同

温度下的酶活，以最高的酶活力为 100%，从而

确定野生型漆酶和突变体的最适温度。 
温度稳定性：分别将野生型漆酶和突变体

在 50 mmol/L 磷酸二氢钠-磷酸氢二钠缓冲液
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(pH 8.0)，30–80 ℃范围下进行孵育，孵育 2 h、
4 h 后分别取样测酶活，将未孵育时 0 h 的酶活

力定义为 100%，计算在 30–80 ℃范围内漆酶孵

育后的相对剩余活性，绘制曲线。 
最适 pH：在 25 ℃条件下使用不同的 pH

梯度，将野生型漆酶和突变体与 0.5 mmol/L 
ABTS 反应，测定其不同 pH 下的酶活，以最高

的酶活力为 100%，从而确定野生型漆酶和突变

体的最适 pH。 
pH 稳定性：分别将野生型漆酶和突变体在

25 ℃、pH 3.0–10.0 的缓冲液中进行孵育，孵育

2 h、4 h 后分别取样在最适 pH 条件下测酶活，

将未孵育时 0 h 的酶活力定义为 100%，计算在

pH 3.0–10.0 范围内漆酶孵育后的相对剩余活性，

绘制曲线。 
金属离子对漆酶活性的影响：共选择了 12 种

金属离子，分别为 Na+、Mg2+、Cd2+、Co2+、Zn2+、

Mn2+、Ca2+、Fe2+、Fe3+、Ni2+、Cu2+和 Pb2+；在

pH 5.0 条件下，以 ABTS 为底物，分别测定终

浓度为 10 mmol/L和 25 mmol/L金属离子对野生

型漆酶和突变体催化活性的影响，以没有添加任

何金属离子的条件下漆酶的相对活性为 100%。 
有机溶剂对漆酶活性的影响：在 pH 5.0 条

件下，以 ABTS 为底物，分别测定二甲基亚砜

(dimethyl sulfoxide, DMSO)、丁醇、异丙醇、乙

腈和 N,N-二甲基甲酰胺(N,N-dimethylformamid, 
DMF)共 5 种有机试剂在 20%和 40%两种浓度下

对野生型漆酶和突变体催化活性的影响，以没

有添加任何有机溶剂处理的条件下漆酶的相对

活性为 100%。 

1.7  纸浆处理流程 
将杨木纸浆加入纯水后用手分散浆料，混

合均匀，置于 55 ℃烘箱烘干水分，称量 3 g 的

浆料放入 500 mL 摇瓶中，加入 100 mL pH 7.0
的缓冲液，60 μg 酶用量，酶液与浆料在摇瓶

中混匀，放入 50 ℃摇床中反应 12 h。到达反

应时间后立即放入 80 ℃水浴锅中灭活 5 min，
然后用自来水对处理好的浆料进行充分冲洗，

放入 55 ℃烘箱烘干水分。称取酶处理好的浆料

2.88 g，加入纯水后用纤维标准解离器进行纸浆

梳理，达到 20 000 r/min 后取出用于后续实验。利

用凯塞快速纸页成型器抄造定量为 80 g/m2 的手

抄纸，取出后在 105 ℃下高温高压下烘干 10 min，
抄好的纸样可用于后续测定。 

1.8  纸浆性能测定 
将 手 抄 纸 放 入 恒 温 恒 湿 实 验 室 [ 温 度

(23±1) ℃，相对湿度(50±2)%] 24 h 后，在实验

室中按标准方法测定纸张的各项物理强度。纸浆

卡伯值按照国标 GB/T 1546—2018 法测定；撕裂

指数测定依据标准 GB/T 455—2002 测定；抗张

指数和裂断长测定依据标准 GB/T 453—2002 测

定。纸浆白度用白度分析仪(YQ-Z-48A)测定。 

1.9  同源建模与分子对接 
利 用 在 线 网 站 SWISS-MODEL 

(https://swissmodel.expasy.org/)对野生型漆酶、

突变体 F282L/F306L 和 Q275P 进行同源建模，

利用软件 AutoDock 分别将野性型漆酶、突变体

F282L/F306L 和 Q275P 与底物 ABTS 对接，利

用 PyMOL 辅助查看并分析蛋白结构。 

1.10  数据分析 
利用 SPSS 19.0 软件对数据开展统计分析，

图表中数据显示为 mean±SD，每个实验重复  
3 次，并使用 Origin 8.0 软件进行作图。 

2  结果与分析 
2.1  漆酶突变体的筛选 

以含有短小芽孢杆菌属来源漆酶基因的质

粒 pPICZαA-lac 为模板进行易错 PCR，将 PCR
扩增产物和质粒 pPICZαA 酶切产物连接后，转

入毕赤酵母 X33 中。获得随机突变基因表达文
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库后，将得到的突变体库接种至底物显色筛选

平板，以野生型漆酶作为对照，经过初筛和复

筛共得到 184 个显色突变体，将复筛的阳性转

化子接至 YPD 培养基摇好后，调至相同的

OD600，吸取 2 μL 菌液于底物筛选平板，测量

显色圈直径的大小并挑选出显色圈直径大于野

生型漆酶的，得到 47 个显色突变体，部分筛选

结果如图 1 所示。 
 

 

 
图 1  底物平板筛选图   A：底物平板初步筛选

突变体；B：底物平板最后一轮筛选突变体。WT
表示野生型漆酶。 
Figure 1  Substrate plate screening diagram. A: 
Substrate plate preliminary screening of mutants; B: 
Substrate plate final screening of mutants. WT 
stands for wild-type laccase. 

2.2  突变体的序列分析和酶活比较 
对底物筛选平板中显色圈较大的 47 个突

变体，进一步进行小体系培养和诱导表达，收

集粗酶液后利用镍柱分别对其进行纯化，对纯

化后的野生型漆酶和突变体进行酶活力的测

定，其中有 2 个漆酶突变体的酶活力要比野生

型漆酶高，其纯化后样品的 SDS-PAGE 结果如

图 2 所示，目的条带分子质量大小为 70 kDa 左

右，与理论大小一致。 
为了测定酶活力较高的两个突变体的蛋白

序列，对其基因进行 PCR 扩增测序。利用

ESPript 3.0 对突变体与野生型漆酶进行氨基酸

序列比对，结果如图 3 所示，其中突变菌株 1
在第 282 位和第 306 位均由苯丙氨酸(F)变为亮

氨酸(L)，该突变体命名为 F282L/F306L；突变

体 2 在第 275 位由谷氨酰胺(Q)变成脯氨酸(P)，
该突变体命名为 Q275P。 

 

 
 
图 2  突变体在毕赤酵母 X33 中的纯化结果   泳
道 M：蛋白质分子量标准；泳道 1：纯化后的漆酶

突变体 1；泳道 2：纯化后的漆酶突变体 2。 
Figure 2  Purification results of laccase mutants in 
Pichia pastoris X33. Lane M: Protein molecular 
weight standard; Lane 1: Purified laccase mutant 1; 
Lane 2: Purified laccase mutant 2. 
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图 3  野生型漆酶和突变体的氨基酸序列比对 
Figure 3  Amino acid sequences comparison between wild-type laccase and mutants. 
 

根据 Braford 方法测定纯化后野生型漆酶和

突变体的蛋白浓度，并检测其酶活。野生型漆酶

和突变体的蛋白浓度和酶活如表 1 所示，野生型

漆酶的比酶活为 197.58 U/mg，而突变体 F282L/ 
F306L 和 Q275P 的比酶活分别为 280.87 U/mg
和 453.94 U/mg，结果显示突变体 F282L/F306L、

Q275P 的比酶活分别是野生型漆酶的 1.42 倍、

2.30 倍。 

2.3  最适反应温度及温度稳定性分析 
如图 4 所示，在 30−70 ℃温度范围内，野

生型漆酶和突变体都是随着温度升高，相对酶

活也不断升高；野生型漆酶和突变体 Q275P 的

最适温度为 80 ℃，突变体 F282L/F306L 的最适

温度为 70 ℃。漆酶的温度稳定性结果如图 5 所

示，野生型漆酶和突变体对高温并不耐受，在中

低温条件下有较好的温度稳定性，在 30–60 ℃
范围内孵育 4 h 后剩余酶活仍在 60%以上。在

40–60 ℃，突变体 Q275P 孵育 2 h 和 4 h 后的剩 
 
表 1  野生型漆酶和突变体纯化后酶活比较 
Table 1  Comparison of enzyme activity between 
wild-type laccase and mutants after purification 
Protein Enzyme 

activity 
(U/mL) 

Protein 
content 
(mg/mL) 

Specific 
activity 
(U/mg) 

Wild-type 50.42±1.20 0.25±0.01 197.58±9.78 
F282L/F306L  68.64±1.43 0.24±0.01 280.87±12.52 
Q275P 97.13±1.62 0.21±0.01 453.94±13.31 

 
 
图 4  突变体和野生型漆酶最适温度 
Figure 4  The optimum temperature for wild-type 
laccase and mutants. 
 
余酶活均比野生型漆酶有一定的提高，突变体

Q275P 在 40 ℃、50 ℃、70 ℃孵育 4 h 后的剩余

酶活均比野生型漆酶提高了 20%以上。 

2.4  最适反应 pH 及 pH 稳定性 
如图 6 所示，野生型漆酶的最适 pH 为 4.0，

突变体 Q275P 的最适 pH 为 4.0，突变体 F282L/ 
F306L 的最适 pH 为 5.0。野生型漆酶和突变体

在碱性环境下的酶活较低。漆酶的 pH 稳定性

结果如图 7 所示，野生型漆酶和突变体在碱性

环境下比在酸性环境下更稳定，野生型漆酶和

突变体在中性到碱性的 pH 值条件下均有较好的

耐受力；在 pH 值 7.0–10.0 范围内孵育 2 h，其

剩余酶活均在 60%以上；在 pH 值 7.0–10.0 范围 
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图 5  突变体和野生型漆酶的温度稳定性   A：孵

育 2 h 后温度稳定性；B：孵育 4 h 后温度稳定性。 
Figure 5  Temperature stability of wild-type laccase and 
mutants. A: Temperature stability after 2 h incubation; 
B: Temperature stability after incubation for 4 h. 
 

 
 
图 6  突变体和野生型漆酶的最适 pH 
Figure 6  The optimum pH for wild-type laccase and 
mutants. 

 
 
图 7  突变体和野生型漆酶的 pH 稳定性   A：孵

育 2 h 后 pH 稳定性；B：孵育 4 h 后 pH 稳定性。 
Figure 7  The pH stability of wild-type laccase and 
mutants. A: The pH stability after 2 h incubation; B: 
The pH stability after incubation for 4 h. 
 
内孵育 4 h，其剩余酶活均在 40%以上。野生型

漆酶和突变体在不同 pH 条件下的稳定性没有明

显差异。 

2.5  金属离子对酶活性的影响 
不同金属离子对漆酶活性的影响结果如图 8

所示，加入 10 mmol/L Na+、Mg2+、Cd2+、Co2+、

Zn2+、Mn2+、Ca2+、Fe3+、Li+后，突变体 F282L/F306L
和 Q275P 的相对酶活均高于野生型漆酶；加入

25 mmol/L Na+、Mg2+、Cd2+、Co2+、Zn2+、Mn2+、

Ca2+、Cu2+、Fe3+、Li+后，突变体 Q275P 的相对酶

活均高于野生型漆酶，野生型漆酶在 25 mmol/L 
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Fe3+失去活性，突变体 F282L/F306L 和 Q275P
在 25 mmol/L Fe3+中的相对酶活为 20%左右。说

明突变体相较于野生型漆酶，对许多金属离子

的耐受性有所提高。但突变体和野生型漆酶在

10 mmol/L 和 25 mmol/L Fe2+的环境下均没有活

性，这可能是因为 Fe2+占据了底物与酶结合的

位点，改变了酶的构象。 

2.6  有机溶剂对酶活性的影响 
不同有机溶剂对漆酶活性的影响结果如图 9

所示，分别添加 DMSO、丁醇、异丙醇、乙腈 
 

 
 

图 8  不同金属离子对野生型漆酶和突变体催化活力的影响   A：10 mmol/L 金属离子的影响；B：25 mmol/L
金属离子的影响。 
Figure 8  Effects of different metal ions on the catalytic activity of wild-type laccase and mutants. A: The 
effect of 10 mmol/L metal ions; B: The effect of 25 mmol/L metal ions. 
 

 
 

图 9  不同有机溶剂对野生型漆酶和突变体催化活力的影响   A：20%不同有机溶剂的影响；B：40%
不同有机溶剂的影响。 
Figure 9  Effects of different organic solvents on catalytic activity of wild-type laccase and mutants. A: 
Effects of 20% different organic solvents; B: Effects of 40% different organic solvents. 
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和 DMF 等有机溶剂后，野生型漆酶和突变体酶

活均随着有机溶剂浓度的升高而下降，这表明这

5 种有机溶剂对于野生型漆酶和突变体的酶活有

明显的抑制作用。在有机溶剂存在的条件下，突

变体酶活基本都高于野生型漆酶酶活，突变体

Q275P 在 40% DMSO、丁醇存在条件下，相对酶

活分别比野生型漆酶酶活高 16%、23%；突变体

F282L/F306L 在 40%DMF 存在下，相对酶活比野

生型漆酶酶活高 25%。 

2.7  漆酶动力学参数 
突变体和野生型漆酶的酶动力学参数结果

如表 2 所示，突变体 F282L/F306L 和 Q275P 的

Km 值相较于野生型漆酶小，表明这两种突变体

与 ABTS 底物的亲和性更好。突变体 F282L/F306L
和 Q275P 的 kcat 值相较于野生型漆酶增大，表

明突变体 F282L/F306L 和 Q275P 对 ABTS 底物

的催化效率相较于野生型漆酶均有所提高，突变

体漆酶 F282L/F306L 和 Q275P 对于底物 ABTS
的催化效率分别是野生型的 1.1 倍和 1.7 倍；突

变体 F282L/F306L 和 Q275P 的 kcat/Km 值相较于

野生型漆酶增大，表明突变体 F282L/F306L 和

Q275P 较野生型漆酶对底物 ABTS 的专一性增

强，突变体 F282L/F306L 和 Q275P 对于底物

ABTS的专一性分别是野生型的 1.3倍和 1.8倍。 

2.8  漆酶突变体的结构模拟分析 
为了进一步分析突变体 F282L/F306L 和

Q275P 与野生型漆酶的活性差异，对野生型漆

酶、突变体 F282L/F306L 和 Q275P 进行同源建 
 
表 2  以 ABTS 为底物的漆酶动力学参数的比较 

Table 2  Comparison of kinetic parameters of laccase 
using ABTS as substrate 
Protein Km (μmol/L) kcat (s–1) kcat/Km 

(μmol/(L·s)) 
Wild-type 374.97 519.03 1.38 
F282L/F306L 318.96 574.00 1.80 
Q275P 360.71 898.03 2.49 

模，并与底物 ABTS 对接，结果如图 10 所示，

突变体 Q275P 将第 275 位的谷氨酰胺替换为脯

氨酸，氨基酸替换前后该处的分子量变小，在

一定程度上减少了空间位阻，加速电子转移来

提高酶的催化效率，同时增加该区域的可变化

程度，促进酶与底物两者之间的结合；突变体

F282L/F306L 的第 282 位和第 306 位带有苯环

结构的苯丙氨酸变为无苯环结构的亮氨酸，苯

环结构的去除使得侧链变短，使得酶与底物接

触的阻碍作用减少，因此底物易于进入活性口

袋内。突变体 F282L/F306L、Q275P、野生型漆

酶与底物 ABTS 的结合能分别为–6.24、–6.10
和 –5.72 kcal/mol ，突变体 F282L/F306L 和

Q275P 的 结 合 能 比 野 生 型 漆 酶 低 ， 表 明

F282L/F306L 和 Q275P 与底物 ABTS 的结合比

野生型漆酶的稳定，而 Q275P 结合能的最低，

表 明 它 与 ABTS 的 结 合 最 稳 定 。 突 变 体

F282L/F306L、Q275P 和野生型漆酶的氢键的数

量分别为 3、3、2，而氨基酸残基的数量为 3、
3、2。突变体 F282L/F306L 和 Q275P 的氢键的

数量以及氨基酸残基的数量比野生型漆酶多，

表明突变体 F282L/F306L 和 Q275P 与 ABTS 结

合能力比野生型漆酶更稳定，这些结果可以解

释前期研究中突变体相较于野生型漆酶有更强

的底物亲和力和更高的催化活性的原因。 

2.9  漆酶突变体在纸浆工艺中的应用

效果 
不同漆酶处理纸浆效果如表 3 所示，相较

于野生型漆酶，突变体 F282L/F306L 和 Q275P
单独处理纸浆后，卡伯值分别降低了 0.75、0.82，
说明突变体 F282L/F306L 和 Q275P 比野生型漆

酶具有更好的降解杨木纸浆木质素效果；白度

分别提高了 1.49% ISO、2.00% ISO，突变体

F282L/F306L 和 Q275P 表现出比野生型漆酶更

好的漂白效果。综上所述，突变体 F282L/F306L 
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图 10  野生型漆酶和突变体与底物对接的三维结构模拟   A：野生型漆酶的分子对接分析；B：突变

体 Q275P 的分子对接分析；C：突变体 F282L/F306L 的分子对接分析。 
Figure 10  Three-dimensional structure simulation of wild-type laccase and mutants docking with substrate. 
A: Molecular docking analysis of wild-type laccase; B: Molecular docking analysis of Q275P; C: Molecular 
docking analysis of F282L/F306L. 
 
和 Q275P 比野生型漆酶具有更强的脱木质素能

力和更好的纸浆漂白效果可能是由于突变体

F282L/F306L和Q275P的比酶活比野生型漆酶高。 
同时检测了不同漆酶处理对纸浆物理性质

的影响，结果如表 4 所示，相较于野生型漆酶

作用于杨木纸浆，突变体 F282L/F306L 处理纸

浆后其撕裂指数、抗张指数和裂断长分别提高

1.5%、3.0%、3.1%，突变体 Q275P 处理纸浆后

其抗张指数和裂断长分别提高 7.8%和 7.2%，表

明与野生型漆酶相比，突变体 F282L/F306L 和 
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表 3  不同漆酶处理纸浆的效果 

Table 3  Effect of different laccase treatment on 
pulp 
Enzymes 
(systems) 

Reducing sugar 
content (mg/mL) 

Kappa 
number 

Whiteness 
(% ISO) 

Blank 0.010±0.016 9.57±0.48 35.24±0.36 
Wild-type 0.037±0.005 8.16±0.35 37.73±0.05 
F282L/F306L 0.025±0.012 7.41±0.27 39.22±0.20 
Q275P 0.025±0.028 7.34±0.22 39.73±0.04 
 

表 4  不同漆酶处理对纸浆物理性质的影响 
Table 4  Effect of different laccase treatments on 
physical properties of pulp 
Enzymes 
(systems) 

Tear index 
(mN/(m2·g)) 

Tensile index 
(N/(m·g)) 

Breaking 
length (km) 

Blank 4.17±0.19 13.21±0.27 0.88±0.01 
Wild-type 5.13±0.18 14.58±0.61 0.97±0.04 
F282L/F306L 5.21±0.21 15.02±0.34 1.00±0.02 
Q275P 4.94±0.24 15.72±0.35 1.04±0.02 
 
Q275P 处理杨木纸浆后可以提高纸浆纤维的物

理强度，可能是由于突变体作用下使更多的微细

纤维暴露出来，纤维之间的结合力进一步加强。 

3  讨论与结论 
造纸工业作为全球范围内面临严峻环境挑

战的行业之一，其生产过程中产生的污染物对

环境造成了严重影响。漆酶作为一种环境友好

型的生物催化剂[15]，其在制浆造纸中的应用不

仅可以提高造纸过程的生产效率，同时也减少

了能源消耗和环境污染[16]，为实现可持续发展

和绿色生产提供了可行方案。但是现有漆酶在

实际应用中存在一些缺陷：首先，漆酶的降解

效率有限，仍有待提高；其次，漆酶的稳定性

不足，在高温和酸碱等极端条件下的稳定性较

差[17]，容易受到外界环境的影响而失去活性；

这些因素限制了漆酶在造纸工业生产中的应

用。通过定向进化技术对天然漆酶进行改造，

使其具有优良的催化活性[18]、温度耐受性和酸

碱耐受性[19]，可以提高漆酶在纸浆应用方面的

优势[3,10,20]。目前，关于通过定向进化手段改造

天然漆酶以适应其在制浆造纸工业中的应用研

究较少，具有较好的研究价值和应用意义。 
本研究通过对短小芽孢杆菌属来源的漆酶

进行定向进化改造，利用高通量筛选方法从随

机突变体文库中成功筛选得到 2 个催化活性更

高的漆酶突变体 F282L/F306L、Q275P。突变体

F282L/F306L、Q275P 的酶学性能有所提高，具

有更好的温度稳定性和底物亲和力，对多种金属

离子和有机溶剂的耐受性更大；并通过结构模拟

和分子对接在结构上分析了突变体 F282L/F306L
和 Q275P 比野生型漆酶具有更好活性和耐受性

的原因；同时在纸浆处理应用中，突变体

F282L/F306L、Q275P 较野生型漆酶具有更好的

脱木质素能力和更好的漂白效果，并提高了纸

张的物理性质，表现出很好的应用潜力。 
综上，相较于天然漆酶，漆酶突变体

F282L/F306L、Q275P 的酶活力、温度稳定性、

底物亲和力等酶学性质以及纸浆处理的效果均

有所提高，为漆酶更好地适应工业环境奠定了

基础。 
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