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Bacillus 细菌的分离及其芽孢漆酶对染料脱色的影响 
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摘 要：利用含铜离子的富集培养基，从东北林业大学实验林场蒙古栎林下的土壤中筛选出具有较高漆酶活性的

1株细菌，采用形态学、生理生化反应以及 16S rDNA序列同源性分析等方法，鉴定其为芽孢杆菌属细菌，命名

为 Bacillus sp. 5`MS。以丁香醛连氮为底物，以芽孢干重计算，其芽孢漆酶的活性高达 56.73 U/g。菌株 5`MS芽

孢漆酶的最适 pH值为 6.6，最适反应温度为 70 ℃。在 100 ℃条件下，该芽孢漆酶反应活性仍可达最适条件下的

34.61%。当染料脱色体系中添加介体乙酰丁香酮时，菌株 5`MS芽孢漆酶 1 h内对活性黑、靛红及结晶紫的脱色

率均达 92%以上，4 h内对活性蓝的脱色率达 82.8%。 
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Isolation of strain Bacillus and the effects of its spore laccase  
on dye decoloration and degradation 
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Abstract: Enrichment medium added with copper ions was used to screen and isolate bacteria with laccase activity from 
soil at Quercus mongolica forest in northeast forestry university. The strain was identified as Bacillus sp. 5`MS judged 
from morphological, physiological and biochemical characteristics as well as from 16S rDNA sequence analysis. Its spore 
laccase activity was 56.73 U/g calculated by dry weight in syringaldazine as substrate. The optimum pH for its activity 
was 6.6 and the optimum reaction temperature was 70 ℃. Even though the temperature was enhanced to 100 ℃, the 
spore laccase activity of strain 5`MS could remain 34.61% of that in the optimal condition. The spore laccase could 
decolorize more than 92% of reactive black 5(RB5), indigo carmine (IC) and crystal violet (CV) in 1 hour，and 82.8% of 
reactive brilliant blue R in 4 hours at the condition of acetosyringone as the mediator. 
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漆酶(benzenediol: oxygen oxidoreductases, EC1. 
10.3.2)是一类含铜的多酚氧化酶，能够利用分子氧
氧化各种芳香族和非芳香族化合物，并能同时完成

多种底物的单电子转移，分子氧被还原为水[1]。漆

酶广泛分布于真菌、植物和动物中[2]，近年来也发

现漆酶广泛存在于细菌中[3–4]。细菌漆酶具有独特的

性质，如在碱性条件下具有较好的活性及稳定性[4]。

细菌漆酶具有高耐热性[5]，而真菌漆酶在高温及高

pH值条件下通常会迅速地失去活性[6]。芽孢杆菌属

细菌漆酶比真菌漆酶更适合对其基因进行操作和

重组[7–8]。漆酶作用的底物范围广泛，在造纸、食

品、降解工业染料和生物检测等领域具有较好的应

用前景[9]。近年来，合成染料广泛应用于纺织工业、

医药、化妆品和食品等行业。全球每年生产 10 万
多种染料(质量超过 80万 t[10])。染料一般以显色基
团进行划分，目前被广泛使用的是偶氮、蒽醌、靛

蓝以及三苯甲烷这 4种染料[11]。传统上采用物理法

和化学法降解染料。近年来，生物治理法的安全性
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和高效性越来越受到人们的关注。生物处理法主要

是利用漆酶等微生物转化酶，通过吸附或降解去除

废水中的染料[12]。漆酶和漆酶–介体体系能广泛降
解芳香族化合物[13]，是治理染料废水最有潜力的物

质之一。虽然已有关于细菌菌株能使蒽醌[14]、偶氮[15]

和三苯甲烷[16]类染料脱色的报道，但关于能够同时

使 3种染料脱色的细菌菌株鲜见报道。笔者从东北
林业大学实验林场蒙古栎林下的土壤中筛选出具

有漆酶活性的菌株 5`MS，通过鉴定，确定其为芽
孢杆菌属新菌株，并就该菌株芽孢漆酶对常用染料

的脱色效果进行了研究，现将结果报道如下。 

1 材料与方法 

1.1 材料 

1.1.1 样品 

供试样品为东北林业大学实验林场蒙古栎林

下的土壤。 

1.1.2 主要试剂 

Taq DNA polymerase、RNase A、琼脂糖凝胶回
收试剂盒、溶菌酶、dNTP(2.5 mmol/L)为北京
TIANGEN 公司产品；pMD18–T Simple 载体为
TaKaRa公司产品；Tryptone、Yeast Extract为 Oxoid
公司产品；EDTA、IPTG 为 Amresco 公司产品；
X–Gal 2,2–连氮 –二 (3–乙基苯并噻唑 –6–磺
酸)(ABTS)、丁香醛连氮(Syringaldazine，SGZ)、活
性亮蓝(Remazol Brilliant Blue R，RBBR)、靛红
(Indigo Carmine, IC)和活性黑 (Reactive Black 5, 
RB5)为 Sigma公司产品；结晶紫(Crystal Violet, CV)
为国药集团化学试剂有限公司产品；其他试剂均为

国产，分析纯。 

1.1.3 主要培养基 

LB 固体培养基组成(w/v)：1% Tryptone，0.5% 
Yeast Extract，1% NaCl，1.5%琼脂。培养基 pH为 7.0。 

1.2 方法 

1.2.1 高产漆酶菌株的筛选及分离纯化 

称取东北林业大学实验林场蒙古栎林下的土

壤 10 g为样品。样品加入到 120 mL M9培养基[17]，

充分振荡混合，180 r/min、37 ℃下培养 2 d，连续
继代培养，将稀释后的培养液均匀涂布在 0.2 

mmol/L Cu2+的 LB固体培养基上，37 ℃下培养 3 d。
用 1 mmol/L 丁香醛连氮溶液对上述培养基上的菌
落进行鉴定。挑选对丁香醛连氮显现粉红色的单菌

落接种于含 0.4 mmol/L Cu2+的 LB培养基上，重复
操作 3次，得到具有高漆酶活性的菌株 5`MS。 

1.2.2 高产漆酶菌株的形态学及生理生化特性指

标测定 

对菌株 5`MS 进行革兰氏染色，并通过生理生
化反应试验观测氧化酶、过氧化氢酶和糖类发酵等

特性，试验方法参照文献[18]。 

1.2.3 产漆酶菌株 16S rDNA 序列的测定及系统发

育树构建 

参考文献 [19]的方法提取菌株 5`MS 的总
DNA。以此为模板，利用 16S rDNA的通用引物[20] 
27F和1492R对模板进行PCR扩增。反应体系为2 μL 
10×Taq Reaction Buffer，0.4 μL dNTP，27F和 1492R
各 0.3 μL，0.2 μL Taq DNA polymerase(3 U/μL)，1 μL 
DNA模板，8.4 μL ddH2O。反应条件：94 ℃预变性
5 min，94 ℃变性 30 s，58 ℃复性 45 s，72 ℃延伸
90 s，循环 30次，72 ℃延伸 10 min。PCR扩增产
物经 0.8%琼脂糖凝胶电泳分离，用 DNA琼脂糖凝
胶回收试剂盒回收目的片段。将回收的 PCR产物与
pMD18–T过夜连接，再转化到 E. coli JM109感受
态细胞中，将菌落 PCR鉴定到的阳性转化子送深圳
华大基因科技服务有限公司进行测序。 
将所得序列利用 NCBI(National Center for 

Biotechnology Information，http://www.ncbi.nlm.nih. 
gov)的 BLAST工具进行分析比对，利用 Clustal软
件进行多序列比对以及 Phylip–3.69 软件中的最大
简约法构建该菌株的系统发育树。 

1.2.4 菌株 5`MS 芽孢漆酶活性的测定 

由于该菌株的漆酶活性来源于其芽孢外壁蛋

白，所以其芽孢悬液即为芽孢漆酶液。在含有 0.2 
mmol/L Cu2+的固体 LB平板上接种菌株 5`MS，37 
℃恒温培养 4 d，参照文献[21]中的方法制备芽孢漆
酶粗酶液。 
以丁香醛连氮(syringaldazine，SGZ)作为底物，

检测菌株 5`MS 芽孢漆酶的活性。反应体系包括缓
冲液(0.2 mol/L磷酸氢二钠与 0.1 mol/L柠檬酸的混
合液，pH 6.0)，0.1 mol/L的丁香醛连氮以及一定体
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积的粗酶液。将反应混合液在 37 ℃水浴 3 min，测
定其在 525 nm处的吸光值。测定 3次。将每 1 min
氧化 1 μmol 底物为产物所需的漆酶量定义为一个
酶活力单位。 

1.2.5 pH 和温度对芽孢漆酶活性的影响试验 

采用 0.2 mol/L 磷酸氢二钠– 0.1 mol/L柠檬酸
缓冲液 (pH 3.0~8.1)，以 ABTS(2,2’–azino–bis– 
(3–ethylbenzothiazoline–6–sulfonic acid))和 SGZ 为
底物测定不同 pH条件下的漆酶活性。测定 3次。 
在最适 pH的磷酸氢二钠–柠檬酸缓冲液中，以

SGZ为底物，依次测量该芽孢漆酶在 30～100 ℃条
件下的酶活。测定 3次。 

1.2.6 菌株 5`MS芽孢漆酶对染料脱色影响的试验 

选取活性亮蓝、活性黑、靛红以及结晶紫 4种

染料，其最终质量浓度分别为 100、40、25、5 mg/L，

其最大吸收波长分别为 591、597、610、583 nm，

研究添加介体乙酰丁香酮(ACE)时该粗酶液对染料

脱色率的影响。芽孢粗酶液的浓度计算方法和脱色

体系参考文献[17]。40 ℃水浴锅中振荡，定时取样，

12 000 r/min 离心 3 min后测定不同染料最大吸收

波长下的 OD值。测定 3次。 

2 结果与分析 

2.1 菌株 5`MS 的筛选及分离纯化 

将土壤样品利用含铜离子的 LB 培养基培养，

以丁香醛连氮为底物对产漆酶的菌株进行筛选，并

在固体培养基上对菌种进行划线分离培养，选取 1

株对丁香醛连氮显现为较深红色的单克隆菌株为

研究对象，并将其编号为 5`MS。 

2.2 菌株 5`MS 的形态和生理生化特性 

菌株 5`MS呈杆状，菌体大小为(0.1～0.15) μm× 

(0.5～0.6) μm。革兰氏染色结果为蓝紫色，表明菌

株为革兰氏阳性细菌(图 1)。该菌株在 LB固体培养

基上 37 ℃培养 24 h，菌落为圆形，白色，半透明，

光滑湿润，稍隆起。菌株 5`MS 可以分解葡萄糖、

蔗糖、麦芽糖和甘露糖。菌株 5`MS 马尿酸盐、甲

基红、硝酸盐还原、丙二酸盐、明胶液化、西蒙氏

枸橼酸盐、氧化酶和硫化氢测定结果均为阴性。  

 
图 1 菌株 5`MS 革兰氏染色结果(×1 000) 
Fig.1 Gram staining micrograph of strain 5`MS  

2.3 菌株 5`MS 的 16S rDNA 序列分析 

图 2中目的条带清晰明亮。将 16S rDNA 的PCR
产物与 E.coli DH5α 感受态细胞连接培养后，挑取转
化成功的菌落进行 PCR，结果(图 3)表明，条带单一、
明亮，且无特异性条带，其长度约为 1.4 kb。 

 
1      2 

 
1，2 菌株的总 DNA。 

图 2 菌株 5`MS 的总 DNA 电泳结果 
Fig.2 Electrophoresis result from total DNA of strain 5`MS  

 

 
M Marker DL 2 000；1，2 菌株的 16S rDNA PCR产物。 

图 3 菌株 5`MS 的 16S rDNA PCR 电泳结果 
Fig.3 PCR result of 16S rDNA from strain 5`MS   

经测序分析，菌株 5`MS 的序列长度为 1 422 
bp。将其序列与 GenBank中细菌的 16S rDNA序列
进行比对，用 Lasergene 软件包中的 Editseq 和
Phylip–3.69构建的系统发育树见图 4。该序列与芽
孢杆菌属(Bacillus)的亲缘关系最为接近，保守区相
似性为 99%。结合菌体形态特征和生理生化特性，

M        1     2 

2 000 bp

1 000 bp
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500 bp

250 bp
100 bp

1.4 kb
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确定该菌株为芽孢杆菌属(Bacillus)的新菌株，并将 其命名为芽孢杆菌 5`MS (Bacillus sp. 5`MS)。 

 
图 4 根据 16S rDNA 序列构建的系统发育树 

Fig.4 Phylogenetic tree from 16S rDNA sequences  

2.4 pH 和温度对菌株 5`MS 芽孢漆酶活性的影响 

在 30 ℃条件下，通过调节 0.1 mol/L柠檬酸和
0.2 mol/L 磷酸氢二钠的比例来配置不同 pH 缓冲
液。如图 5所示，以 ABTS为底物时，pH 3.0条件
下芽孢漆酶的活性最强；pH 为 3.0～6.0 时芽孢漆
酶的活性呈下降趋势。以 SGZ为底物时，以 pH达
6.6时芽孢漆酶的活性最强，因此，菌株 5`MS芽孢
漆酶对 ABTS的最适反应 pH为 3.0，对 SGZ的最
适 pH为 6.6。在最适 pH条件下，由图 6可知，该
芽孢漆酶在 30～70 ℃均具有良好的活性，其中 70 
℃左右漆酶活性达最大值；当温度升高到 100 ℃时， 
该酶仍具有 34.61%的活性。可见，菌株 5`MS的芽
孢漆酶具有良好的耐热性。 
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图 5 不同 pH 下菌株 5`MS 芽孢漆酶的相对酶活性 
Fig.5 Relative enzyme activity of spore laccase in strain 5`MS 

under different pH 
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图 6 不同温度下菌株 5`MS 芽孢漆酶的相对酶活性 
Fig.6 Relative enzyme activity of spore laccase in strain 5`MS 

under different temperatures  

2.5 菌株 5`MS 芽孢漆酶对染料脱色的影响 

当不含介体 ACE时，菌株 5`MS芽孢漆酶仅对
结晶紫(CV)有脱色效果，1 h后脱色率为 63.06%，
对染料活性亮蓝(RBBR)、活性黑(RB5)和靛红(IC)
均无脱色作用。当在脱色体系中加入 0.1 mmol/L 介
体 ACE、pH为 6.0的情况下，菌株 5`MS的芽孢漆
酶对活性亮蓝、活性黑、靛红及结晶紫均有脱色作

用，在 1 h内对活性黑、靛红和结晶紫的脱色率达
92%以上(图 7)，而菌株 Bacillus sp.CLb在 4 h内对
靛红和活性黑的脱色率仅为 81%和 85.3%[17]。经过

4 h，菌株 5`MS芽孢漆酶对 RBBR的脱色率达 80%
以上(图 8)。 
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图 7 菌株 5`MS 对 3 种染料的脱色率 
Fig.7 Decolorization rate of three dyes by bacterial strain 5`MS  
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图 8 菌株 5`MS 对活性亮蓝的脱色率 
Fig.8 Decolorization rate of RBBR by bacterial strain 5`MS  

3 结论与讨论 

利用含铜离子的富集培养基筛选出漆酶活性

较高的细菌菌株，并测定了菌株的形态学及生理生

化特征，分析了菌株的 16S rDNA序列，初步确定
该株细菌在分类上属于芽孢杆菌属(Bacillus)。该菌
株的漆酶活性较高，并对蒽醌(活性亮蓝)、偶氮(活
性黑)、靛蓝(靛红)以及三氯甲烷(结晶紫)类染料具
有明显的脱色效果。 
细菌漆酶的耐热性比真菌漆酶强，能适应碱性

条件，稳定性好，而大多数真菌漆酶的最适 pH 为
酸性范围[22]，例如双孢蘑菇(Agarigusbisporus)漆酶
的最适反应 pH 值为 5.0，在碱性条件下漆酶迅速
失活 [23]。王祎宁 [24]发现丝孢菌 (Monodictys 
asperospera)漆酶的最适反应 pH 为 6.6，当 pH 8.0
时酶活下降 53.06%；当 pH 9.0 时几乎没有漆酶活
性。本研究中筛选的细菌 5`MS 芽孢漆酶可在碱性
条件下催化底物丁香醛连氮，在 pH 8.0时漆酶活性
仍保留 71.26%。大多数工业废水和染料废水的 pH
值一般在碱性范围内，菌株 5`MS 芽孢漆酶在碱性
环境以及高温环境下较为稳定，因此，该菌株在处

理碱性工业废水上具有较好的应用前景。将介体加

入漆酶脱色体系可以极大地扩大其作用的底物范

围，同时促进更多难氧化有机物的氧化分解，在环

境污染治理上具有重要用途[25]。解淀粉芽孢杆菌 
LC03 (Bacillus amyloliquefaciens LC03)在 pH为 6.8
的条件下，当脱色体系中含有乙酰丁香酮(ACE)时，
该漆酶对这 4种染料的脱色率为 60%以上[26–27]。本

研究中选取蒽醌(活性亮蓝)、偶氮(活性黑)、靛蓝(靛
红)以及三氯甲烷(结晶紫)等 4种类型染料，在介体
乙酰丁香酮(ACE)的参与下，菌株 5`MS 的芽孢漆
酶均对活性黑，靛红和结晶紫脱色有明显的效果，

在 1 h内的脱色率均高达 92%以上。可见，该芽孢漆
酶在工业染料废水的处理上具有较好的应用潜能。 
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