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漆酶多样性及其在生物修复中的应用研究现状

生物技术（食用菌) 张文龙

指导老师 于浩

摘要：降解难降解多酚类物质残留木质素是陆地生态系统元素转化的瓶颈。因此，考虑到土壤作为

二氧化碳地下来源的生态作用，人们对理解其潜在机制和动力学有很大兴趣。本文综述了在不同环

境条件下漆酶产生的土壤微生物和漆酶活性对难降解残基降解的生态重要性。我们综合并讨论了以

往经典的生态学、酶生态学和分子生态学研究的结果，指出基因检测、酶活性和底物降解性之间的

差异。我们指出了当前研究的主要障碍，并概述了在土壤生态系统中真菌漆酶活性的研究进展。

关键词：木质素；漆酶；土壤微生物；难降解物质
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Laccases diversity and its application in bioremediation

Student majoring in Biotechnology (edible fungi) Zhang Wen Long

Tutor Yu Hao

Abstract: The degradation of Lignin, which is difficult to degrade, is the bottleneck of element

transformation in terrestrial ecosystem. Therefore, there is considerable interest in understanding the

potential mechanisms and dynamics of soil as a sink or source of carbon dioxide, taking into account its

possible ecological role. In this paper, the ecological importance of soil microorganism and laccase activity

to degradation of refractory residues under different environmental conditions was reviewed. We synthesize

and discuss the results of past classical ecology, enzyme ecology, and Molecular Ecology Studies, pointing

out the differences between gene detection, enzyme activity, and substrate degradation. We point out the

major barriers to current research and outline the advances in understanding the laccase activity of fungi in

soil ecosystems.

Key words: lignin; laccase; soil microorganism; refractory substance
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前 言

土壤植物生态学的一个重要中心研究问题也就是将土壤生物资源多样性与研究控

制土壤生态系统基本功能的土壤生物学和地球化学研究过程紧密联系在一起来。植物源

性质和有机化合物的化学分解过程是一个真正并且具有它的全球性和重要性的化学过

程[1]。异养是指土壤中的微生物对有机营养物质中所有富含营养元素的生态循环作用是

地球陆地土壤生态系统中的养分能量转化和生物能量转移的重要结构组成的一部分。这

也直接性地关系着受到大气土壤和上层大气之间的气体二氧化碳（CO2）相互交换和大

气土壤中的腐殖质主要组分的组合形成。最初的分子生物学和地球化学降解研究主要侧

重于特定降解步骤，如发现白腐真菌可以降解种植木材,主要领域研究的是可用于培养各

种微生物的各种相关降解酶。生物化学、生理学、尤其在像是生物分子和微生物学等的

技术现在已经能够在生物原位上的评估和深度比较诸如森林等复杂的生态系统内部和

之间分析土壤中的微生物体和群落的物种多样性、组成、功能、生态和对环境干扰的化

学反应[2]。

难降解的落叶植物有机化合物例如有机芳香烃家族和类聚合物等也是导致枯枝叶

和落叶植物分解的主要瓶颈。在难以被降解的天然有机聚合物中，木质素含量是人类植

物细胞凋落物中元素含量第二丰富的重要成分[3]。在这些种类植物残体的再生降解代谢

过程中都会涉及使用到大量的胞外酶,其中包括木质素除了分解外还有酶，即分解木质素

和磷酸锰过程的氧化物分解酶以及磷酸漆质素酶，到目前为止都一直是主要的科学研究

工作对象。由于产生木质素活性分解转渡过氧化物降解酶本身具有相当高的分子氧化率

和还原优先电位，可直接主动攻击产生木质素活性分子的多个芳香(其中优先电位是酚)

分子结构，因此木质锰过渡二氧化物降解酶被广泛认为可以是几乎所有产生木质素的定

植和树木凋落物改性降解担子菌都能产生的最常见木生物质素分子改性降解酶[4]。相比

之下，漆酸溶酶虽然具有较低的通过氧化介质还原反应潜能和低的直接通过木质素氧化

分解反应效率，但它们的氧化潜能仍然可以直接通过氧化介质不断增加，漆酸溶酶主要

是由多种溶于土壤中的微生物,特别多的是它和真菌结合产生的[5]。

在所有木质素分解外酶中，漆酶是最适合进行深远的土壤分子生态学研究的酶。除

了在土微生物中频繁出现外，漆酶编码基因序列能够设计出与广泛类群相兼容的引物。

因此,近年来,漆酶编码基因被用作分子标记用于在研究在生态或环境变量的影响下，土

壤真菌的结构和功能多样性与凋落物降解和土壤有机质(SOM)循环的关系。本文回顾了

这些研究，以找出遇到的困难并概述一些观点。本文的总体思路是，土壤中真菌漆酶基
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因和转录本的多样性在空间和时间上具有高度的变异性，很难与外酶活性和植物凋落物

分解有关。分子生物学工具朝着更彻底的方向发展，只能部分地帮助克服困难。适当的

策略,尤其是在试图扩大和连接微生物过程到景观和区域层面上时，是谨慎地选择正确的

微生物指标，即使它们只代表整个群落的一部分。
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一、土壤分解的生态学意义

结合机械矿化和植物土壤细胞有机质结构形成的具体过程，Satchell将“分解”

明确定义矿化为将各种植物土壤细胞膜的结构经过分解转化为各种构成酶的元

素，并机械矿化分解后成为植物腐殖质素的阶段。因此，分解过程是构成一组复

杂的固体生物和非生物结合过程，构成生物养分也是返回水和土壤的主要转化途

径。这对促进植物的持续生产力发展是至关重要的，引物每年能够进入植物生态

系统的各种必需品和营养素质的数量通常来说是有限的。植物营养物质的氧化降

解过程受多种化学因素的直接影响，包括主要的物理化学因素土壤条件（例如确

定土壤质地、pH氧化值或土壤氧化率的还原率和电位）、气候（土壤温度、降水

量和土壤湿度）、进入土壤凋落物的细胞数量和生化反应性质以及生物群落酶和

土壤外复合酶的化学组成、相互作用和氧化产生[6]。

植物生物量结构是复杂的，通常被人们认为它是由不稳定（例如葡萄糖、淀

粉、半活性纤维素和弹性纤维素）和难以被降解（例如草酸木质素、亚木酸角质

素和植物角质）的多种混合物共同组成的[7]。死亡后，植物营养物质为异常培养

基和微生物生长提供初级营养能源，为一个 SOM的细胞形成过程提供初级营养

基质。植物合成材料的主要化学成分以及不稳定和难快速降解有机化合物的相对

含量比例在快速分解植物过程中发生变化（见图 1），这与一系列中性微生物中

的群落变化有关：r-战略家（其他同义词：具有机会或非致病性，发酵性，或共

结合营养的中性微生物）在早期研究占据了主导地位，后来被 K-战略科学家（其

他同义词：持久性、本土性或寡头共营养的中性微生物）逐渐取代[8]。在早期生

长阶段，容易人体获得的各种代谢物（即例如葡萄糖、淀粉、蛋白质、脂质和植

物纤维素）被迅速分解,木质素的被分解会使微生物的正常生长功能受到很大限

制。因此，剩余材料中的难降解化合物（如木质素）的比例增加，这往往会限制

分解速度[9]。虽然已经证明某些真菌比其他凋落物更快地攻击木质素，但这种方

案在野外最为常见。在第一个微生物分解阶段和土壤大和中型动物对植物材料的

机械破碎（导致接触面增加）之后，第二类土壤微生物（指具有广泛生理特性的

土壤真菌和细菌）有可能攻击顽固的残留物。
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图 1有机物的降解，基本机制包括在转化过程中的化学变化，特别强调难降解的植物化合物的分解是与所涉及的有机体

有关的瓶颈，以及作为二氧化碳汇或源的土壤对平衡的影响。

二、土壤中的主要难降解聚合物木质素

木质素是它是人类自然界中各种芳香和油族烃类聚合物的主要化学来源。它

在水生维管花科植物、蕨类植物和水生球茎蕨类苔藓的基质细胞壁中快速聚合，

与半导体纤维素紧密地结合散布在一起，从而直接形成一个包围着半纤维素微粒

半纤维的细胞基质[10]。在分子生物化学上，木质素分子是一种具有高分子量的三

维大晶体分子，主要由丁香芳基醚和甘油-β-芳香苯基醚在双键之间连接的四个

苯基丙烷合成单元(主要成分是苯基香兰醇、丁香基和苯基肉桂醇)直接合成。三

个甲基苯丙烷合成单元之间的质量比例在木质裸子藻类植物和木质被子藻类植

物的酸性木质和非酸性木质（叶和两个针）的线组织以及非木质维管藻类植物的

针组织之间发生变化[11]。

木质素矿化涉及两个连续过程：(a)芳香族聚合物的主要侵蚀和分解为低聚

物或单体；(b)这些产物完全降解为二氧化碳、水和矿物[12]。由于其复杂的交联

结构，木质素具有很高的难降解性和抗化学和生物降解性。在初次攻击后，它会

逐渐氧化降解或在腐殖质化合物中重新聚合。特别是在土壤真菌中，担子菌参与

木质素分解，因为它们具有酶降解或修饰木质素的能力。虽然褐腐菌和软腐菌通



5

常被认为只是修饰木质素聚合物（褐腐菌除外），但木质素分解菌能够将木质素

完全分解为二氧化碳[13]，因为它们是木质素分解酶尤其是漆酶的高效生产者。

三、漆酶的酶学特性及难降解化合物的生物降解

真菌体的基因组通常包含可以编码几种胞外酶的分子基因，这些胞外酶可以

通过氧化破坏苯基乙醚内酯交联酶的氧化酶而裂解生成苯基丙烷分子单元。因此,

甲氧基被迅速脱甲基成酚,醛被迅速氧化甲基成酸，木质素酚在结构过程中的芳

香烃循环被迅速裂解[14]。木质素进行降解/再生改性的主要四种酶分别是磷酸木

质素过渡二氧化物酶（LiP；EC 1.11.1.14）、锰过渡二氧化物酶（MnP；EC 1.11.1.13）、

多功能树木过氧化物酶（VP；EC 1.11.1.16）和木油漆酶（EC 1.10.3.2）。木质素

电位分解酶的过氧化物还原酶的电位催化化学性能主要表现形式为分解过氧化

氢（H2O2）电位活化天然还原酶和电位氧化高的过氧化氢的还原酶和电位低的芳

香族化合物。LiP可以降解非酚类(高达 90%的酚类聚合物)，而它的MnP可以作

用于各种苯多酚类或非苯多酚木蛋白质素合成单元及其生成物如Mn3+。第三类

木聚过氧化物酶 VP结合了 LiP和MnP的催化性能。它能够将氧化Mn2+为Mn3+

以及酚类和非酚类化合物[15]。

除了三种作为木质素酶分解有机过氧化物时的酶外，漆质素酶也是目前研究

最多的用于分解难植物降解酶和植物有机化合物的一种酶。漆酶最早是被发现于

日本漆树[16]，不久之后在许多真菌中又被发现，同时在大多数的微生物（包括植

物、真菌、细菌和其他昆虫）中也已经发现了抑制漆菌的酶，漆酶在其中发挥着

各种功能。许多作者报道真菌是漆酶产生菌中最重要的一类，并强调真菌漆酶对

植物木质素的改性能力。除了对脱木素的影响外，真菌漆酶还参与了各种过程，

包括竞争性相互作用、发病机制、子实体形成、无性发育过程中色素形成，其他

SOM化合物的降解以及腐殖质部分的形成[17]。

生物化学上,漆二酚酶（苯二醇/2环氧二酚氧化还原酶）严格学术意义上说

是属于直接作用于二苯多酚和相关化学物质的二酚氧化还原酶（根据

NC-IUBMB;根据国际分子生物化学和分子生物学联合会命名委员会）。由于它们

的循环催化反应性能与四个环的铜（镍或铜）金属原子相互结合而得到活性剂的

位点时间有关,漆酶属于多酶的铜甲基氧化酶羧酸家族[18]。它们通过催化剂将分

子中的氧（O2）通过还原氧化为分子水（H2O），同时生成氧化底物（即例如单、

二、多酚类化学物质、氨基酚、甲氧基酚或其他芳香胺），从而反应形成二甲苯



6

氧自由基，并通过自由基偶联、芳香烃在环上的裂解或聚合破坏环和 C-C在双

键上的聚合进一步生成反应。考虑作用到它的漆酸酯酶与在酚木质素中被分解生

成过氧化物的漆酶之间相比较它具有较低的分子氧化速度还原率和电位，它们可

以作用于完成酚木和树质素合成单元的初始物质氧化/活性裂解，酚木质素单元

通常不到总聚合物的 10%[19]。

四、漆酶在难降解植物化合物分解中的作用

对漆酶功能的初步研究是在白腐真菌及其木材腐朽能力的研究框架内进行

的，证明漆酶的参与是严格的。在过去的几年里，研究的重点转移到了漆酶在土

壤生态系统不同区域的发生和功能，如植物凋落物、森林地面和矿物土壤。一些

研究集中在使用垃圾袋法降解单个或混合植物凋落物上，这有助于更好地了解影

响植物凋落物腐烂的机理和因素。一般来说,在分解后期，酚氧化酶(漆酶)活性增

加,表现为 SOM中顽固性化合物的富集和真菌生物量的增加[20]。然而，针叶和落

叶凋落物类型分解能力的比较不仅揭示了木质素含量与分解速率之间的负相关

关系，而且还揭示了植物材料中氮浓度的影响。例如,樟子松（Pinus sylvestris）

的针叶和颤杨（Populus tremuloides）或开花山茱萸（Cornus florida）的叶子具

有木质素和氮含量低的特点，它们构成了快速降解的凋落物类型,质量损失率高，

所需的酶活性低，尤其是酚氧化酶的分解活性低于具有较高木质素和 N含量的

银冷杉针（Abies alba）和普通山毛榉（Fagus sylvatica）、红枫（Acer rubrum）

或红橡（Quercus borealis）叶。

在不同森林类型的森林地面(有机层)和矿质土壤中进行的研究中也进行了

类似的观察，与枫椴树林（Acer saccharum and Tilia americana）相比，橡树林

（Quercus velutina and Quercus rubra）的酚氧化酶活性明显更高。这表明有机物

的种类影响土壤微生物降解木质素和酚类化合物的酶活性，进而影响凋落物碳(C)

的储存、SOM的形成和养分的释放。

一些近期研究结果表明，无论土壤凋落物质的类型如何其在土壤有机物质层

(例如森林中或地面)土壤中的氨基酚氧化酶活性显著性远高于富含矿物质的土

壤[21]。酶活性的时间深度变化梯度与体内微生物(包括真菌)及其群落的生物量、

丰度、组成和细胞分布的时间变化程度有关。从生态学的角度来看,这强调了将

生态系统过程与生物特别是微生物多样性及其酶活性联系起来的重要性。



7

五、土壤真菌漆酶基因在生态学研究和初步调查中的应用

主要由真菌产生的漆酶在改良土壤中植物源性难降解物质中的作用，在土壤

碳循环的分子生态学研究中越来越重要。迄今为止，担子菌和子囊菌的许多基因

和蛋白质序列已被鉴定，显示真菌漆酶编码基因经常作为多个拷贝出现在基因组

中。例如,腐生真菌 Coprinus cinereus总共含有 17种漆酶基因以及外生菌根真菌

Laccaria bicolor含有 11漆种酶基因。

保守的研究铜分子结合物和氨基酸分子序列(1个含铜半胱氨酸和 10个半胱

组氨酸残基)及其在人类蛋白质核酸序列分布中的变化分布,使得能够设计退化寡

核苷酸引物，通过聚合酶链反应(PCR)研究环境样品中含漆酶的真菌。

通过测定了栎山毛榉混交林土壤剖面中腐生和菌根担子菌的多样性和空间

分布。一般来说,发现产漆酶的真菌优先在有大量的 SOM上层土壤中定植，还发

现在深层土壤中腐生真菌的分布不如菌根真菌。证实，在松林中，根据其营养途

径，腐生真菌仅限于新鲜和部分分解的地表凋落物，而菌根真菌则主要存在于降

解良好的凋落物和腐殖质层。菌根真菌更广泛的垂直发生依赖于它们不仅能利用

寄主植物的光同化物，而且能通过产生胞外酶从 SOM中获得能量和营养，从而

促进土壤碳循环的不同部分，尤其是菌根真菌对环境中土壤碳输入和流失的影响

[22]。尽管对菌根真菌的腐解能力存在一些疑问，但人们认为它们在从有机质中动

员氮化合物方面发挥了重要作用，特别是在土壤剖面的更深部分。

六、土壤真菌漆酶基因的空间分布和转录谱

一般来说，真菌漆酶基因的多样性（丰富度、均匀度和组成）随着土壤深度

的变化而显著变化。沿着土壤剖面，均匀度（单个基因序列对检测基因总数的相

对贡献）与 SOM数量（含量）和质量（化学成分）的相关性最好。由于这些变

异也与漆酶的活性同时发生，因此人们倾向于将基因垂直分布的变化解释为有机

能源相对可用性的功能指标。然而，由于真菌漆酶基因的空间分布研究强调了土

壤生态系统的复杂性，这一解释的系统有效性受到了挑战。在栎山毛榉林分中，

沿三向样带研究担子菌漆酶编码基因，结果表明，在 30厘米的距离上采集的土

壤核心之间差异很大（67%），而且土壤核心可以被视为其基因群体的独立样本，

其核心距离可达几米。这种基因分布的多尺度异质性反映了真菌菌丝体的分形生

长模式与物理化学性质和生物土壤特性（如微生物群落组成）的高度小尺度异质
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性的结合。

在基因水平上工作并不足以分析空间变异，因为基因在给定时间的存在并不

能提供相关的活动。为了避免这种偏见，用半定量 RT-PCR方法研究了森林土壤

Oh层不同样品中漆酶基因表达的差异。与漆酶基因水平相比，发现漆酶转录物

的多样性较低，其中与菌根真菌有关的比例较高。此外，在具有表明根际土壤分

区的树根的样本中发现了明显的高多样性转录物[23]。

七、土壤真菌漆酶基因的时间分布及表达谱

气候（如温度和湿度）和资源可利用性（凋落物输入制度）的季节变化预计

会影响温带森林土壤中的微生物群落及其酶活性。分析山毛榉林有机土层（包括

凋落物层）中真菌漆酶基因的存在、表达和酚氧化酶（漆酶）活性。发现在基因

和转录多样性方面存在明显的差异，并且新鲜凋落物的季节性输入（子囊菌的早

期定殖，随后是腐生菌和菌根真菌）的影响很大，这与植物凋落物降解过程中微

生物演替的研究相一致[24]。

真菌基因组通常包含漆酶基因的多个拷贝，其数量因物种而异，所以真菌群

落的变化并不是由漆酶基因序列类型多样性的比例变化反映出来的。此外，一些

漆酶基因不编码与凋落物分解有关的氧化外酶，但可能与其他功能有关，如组织

相互作用和发育过程。例如，在不同的环境条件下，Trametes sp.C30菌株漆酶同

工酶的生化特性（氧化还原电位）或 Trametes villosa菌株漆酶同工酶的酶特性（pI

值和 pH值）的差异表明了生理作用或催化活性的差异。此外，由于漆酶基因在

不同生长水平上的诱导或抑制，有迹象表明漆酶同功酶在真菌有机体（例如，朱

砂绿脓杆菌和 Trametes sp.I-62（CECT 20197）生命周期中起到各种作用。来自

占据不同生态位的真菌的漆酶序列相似性可能基于独立于生态相关性的共享功

能（例如，发育过程）（枯枝落叶分解菌：双孢蘑菇和灰霉病；木材分解菌：平

菇和白灵菇；植物病原菌：丝核菌）。进一步指出，环境样品中的酶分析可能反

映的是潜在的而不是实际的原位活性。最后，在田间检测到的总酚氧化酶（漆酶）

活性可能部分是由于土壤中存在真菌以外的微生物群。

八、非真菌微生物对土壤漆酶活性的影响

在原核生物中也有漆酶或漆酶样多铜氧化酶（LMCOs）。它们有氧化天然漆
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酶底物 2,6-二甲氧基苯酚的潜力[25]，调查了两种不同生态系统（森林和草地）中

细菌 LMCO编码基因的多样性和分布。在森林生态系统中，细菌 LMCO基因的

多样性远远高于同一地区担子菌的基因多样性。检测草地土壤高酚氧化酶活性，

没有发现真菌漆酶编码基因，进一步证实了原核 LMCOs在 SOM循环中的作用。

这些结果表明，土壤中的代谢过程可以由几个微生物群进行，表明微生物的作用

是互补的。只有对整个土壤微生物群落的全面调查才有可能解释生态系统的功能

性。

九、环境对土壤漆酶活性及相关微生物的影响

工业化、化石燃料燃烧、森林砍伐、城市化和农业促进了大气中二氧化碳的

浓度和氮的沉积，进而提高了陆地生态系统的生产力、土壤有机质的转化率和土

壤养分的输送速率。这些环境变化可能会影响森林土壤作为二氧化碳地下来源的

功能。

在研究过去的十年中，分析了美国森林土壤中的易溶氮分解修正对难溶氮降

解物和植物有机化合物的氮分解、微生物个体群落和氧化酶活性的重要影响。土

壤科学理化技术条件、养分供应、微生物群落组成以及凋落物和土壤中难降解物

质的含量等因素都会产生不同的反应[26]。一般来说,与凋落物(山毛榉和橡树)较难

分解的生态系统相比，凋落物分解速度相对较快的生态系统(山茱萸、枫树和椴

树)对氮沉积量增加的反应是氮沉积量增加，腐烂速度加快,酶活性增加。然而,

最近的一项研究表明,在植被和凋落物化学相似的遥远地点之间比在不同植被覆

盖的邻近地点之间，酶活性对氮添加的响应不同，这表明土壤生态环境的显著影

响。研究还发现凋落物分解与酶活性之间缺乏普遍的相关性。这些发现表明，土

壤条件和/或土壤栖息群落似乎有足够的差异，导致在酶活性方面对氮添加产生

相反的反应[27]。在这种情况下,将含有特定产酶基因(如漆酶)的微生物群落的组成

与其酶活性(如酚氧化酶活性)联系起来的相关性很小。在有机土壤层(Oi、Oe和

Oa)中,生态系统类型和基质顽拗性水平、氮沉积增加、或生态系统林分与人工氮

沉积之间的相互作用都会显著影响漆酶编码基因的丰度[28]。研究还表明，漆酶编

码基因的丰度及其与生态系统类型的相互作用显著影响实际的酚氧化酶活性，酚

氧化酶活性又会受到氮沉积相互作用的生态系统的影响。在凋落物木质素含量较

高的生态系统中，酚氧化酶活性随着氮沉积量的增加而降低。微生物介导的土壤

过程对氮修正的反应似乎导致了不一致的模式。这可能可以通过凋落物化学和微



10

生物之间的相互作用来解释，因为物种有能力开发不同的资源生态位。根本机制

仍然没有得到充分理解，也没有得到充分解决。在系统对氮变化反应的背景下进

行进一步的研究，对于在具有木质素分解(漆酶)基因的生物体的丰度、相关酶活

性和分解过程本身之间建立联系至关重要。

结论和观点

通过对介导养分循环的异养微生物群落的生物多样性进行调查，可以建立与

陆地生态系统功能性相关的基于过程的联系（见图 2）。利用功能标记基因（如

漆酶）鉴定土壤微生物，充其量只能提供间接的功能指示，但不能得出生态系统

中实际活性功能的结论。

图 2 有机物分解作为生态系统生物多样性和生态系统功能之间基于过程的联系，强调了漆酶方法的重要性。常用分子生

物学和酶学技术追踪微生物多样性（遗传潜能和功能）和自然环境中活性的适用性

一些研究描述了含有漆酶或 LMCO 基因的土壤微生物群落的多样性、分布

和组成，并将它们与生态功能和环境因素的层次效应联系起来。在一些出版物中，

对一般方法的局限性，包括核酸提取的质量和数量以及 PCR效率的波动进行了

全面的讨论。然而，关于漆酶的两个主要的障碍可能阻碍了最近的研究：首先，

很难为定义的分类群设计有效的引物，特别是对于包含内含子的真核蛋白质编码

序列，所以可能不会检测到所有漆酶。此外，真菌漆酶缺乏完整的 ORF序列，

使检测能分泌细胞外木质素分解酶序列的引物设计更加复杂。将一个序列放大得

太短最终可能会导致错误的结论，也许是由于基于不可靠的特征同源性数据集的

系统发育推断的局限性。漆酶或 LMCOs与许多细胞内和细胞外功能有关，我们
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可能不确定所有检测到的序列是否真的编码细胞外木质素分解酶。

目前的挑战是怎样通过多种方法扩大检测到可证实的正确的胞外漆酶的比

例，以便追踪和量化陆地生态系统中特别是真菌的活动。因此，在未来，必须考

虑两点：（1）真菌基因组的完整序列有望成为筛选所有潜在漆酶的生态相关真菌

的基础（2）迫切需要将产生细胞外酶的遗传潜能联系起来，并在（a）实验室和

（b）自然条件下研究它们的表达。这些研究有望导致设计额外的引物从凋落物

和土壤微生物联合体中收集更大的漆酶片段。此外在真菌实际面对木质素模型基

质或在实验室和环境条件下，需要验证外酶本身。因此，需要一个非常全面反复

过程。当然，这也会提高我们对其他真菌酶的理解，这些酶也可能存在于这些培

养实验中。最后，我们可能会发现，到目前为止的研究中，我们可能已经收集到

了自然条件下漆酶活动的有价值的信息，而且考虑到“组学”方法的迅速改进，我

们有希望可以减轻一些疑虑并且扩展我们的知识。直接存在于亚基因组文库中的

漆酶基因仍然要提高我们正确地处理它们作为细胞外活跃的木质素分解漆酶的

能力。在这些情况下，我们能够做的越多，我们就越能最终提取出真正相关的基

因，并估计它们对环境条件的反应，例如，通过使用专门设计的微阵列，这应该

是走向高通量的最终踏脚石，跨景观分析相关的理解元素循环。
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一个科研工作者应有的态度，使我受益匪浅。在今后的学习研究工作中努力做到

像于老师一样态度严谨，认真踏实，追求客观真实。
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选题来源
□结合科研课题 课题名称：

□生产实际或社会实际☑其他

选题性质 □基础研究□应用研究☑其他

主要内容和要求（明确设计具体任务、主要技术指标；明确对学生试验数据、试验手段和技术

水平等的要求）

资料、数据、技术水平等方面的要求：

本次实验是研究在不同环境条件下漆酶产生的土壤微生物和漆酶活性对难降解残基降解

的生态重要性，漆酶具有较低的氧化还原潜能和低的直接木质素分解效率，但它们的潜能可以

通过介质增加，在所有木质素分解外酶中，漆酶是最适合进行深远的土壤分子生态学研究的酶，

真菌基因组包含编码几种胞外酶的基因，这些酶通过破坏乙醚交联氧化裂解苯基丙烷单元。因

此，甲氧基被脱甲基成酚，醛被氧化成酸，木质素结构中的芳香环被裂解。木质素降解/改性

的主要酶是木质素过氧化物酶（LiP；EC 1.11.1.14）、锰过氧化物酶（MnP；EC 1.11.1.13）、多

功能过氧化物酶（VP；EC 1.11.1.16）和漆酶（EC 1.10.3.2）。

资料、数据、技术水平等方面的要求：

1、能够开展一般微生物学研究，具有一定的分析问题、解决问题能力。对得到的数据能

够进行科学的统计，正确分析实验结果。

2、能够利用中国知网、万方、维普等资源，并能够进行熟练操作，对数据库的报纸期刊、

学术论文、中文文献、外文文献等加以检索和利用。

3、检索并阅读相关文献 15篇以上，其中外文文献 5篇以上；

4、独立完成实验设计、开题报告；

5、论文的撰写应符合学院要求，数据真实可靠，层次清楚，结构合理，条理清晰，文字

通顺；并能够进行深入分析。论文字数不少于 4000字。
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应给学生提供一些相关资料和相关信息，或划定参考资料的范围，指导学生收集反映当前研

究进展的近 1－3年参考资料和文献。外文资料是指导老师根据选题情况明确学生需要阅读或

翻译成中文的外文文献。）

[1] Mushroom as a product and their role in mycoremediation Shweta Kulshreshtha1*, Nupur
Mathur2 and Pradeep Bhatnagar

[2] Mushrooms: from nutrition to mycoremediation Soumya Chatterjee1 & Mukul K. Sarma1 &
Utsab Deb1 & Georg Steinhauser 2 & Clemens Walther2 & Dharmendra K. Gupta2

[3]食用菌漆酶及其对农药残留降解作用的研究进展 刘绍雄,李建英,刘春丽,王明月,罗孝坤,张
微思 食药用菌,2018,26(04):218-221.

[4]Adler T (1977) Lignin chemistry–past, present and future. Wood Sci Technol 11:169–218.
doi:10.1007/BF00365615

[5]Allison SD, Gartner T, Holland K, Weintraub M, Sinsabaugh RL(2007) Soil enzymes: linking

proteomics and ecosystem process.In: Hurst CJ, Crawfors RL, Garland JL, Lipson DA, Mills

AL,Stetzenbach LD (eds) Manual of environmental microbiology,3rd edn. ASM, Washington, pp

704–711

[6] Allison SD, LeBauer DS, Rosario Ofrecio M, Reyes R, Ta A-M, Tran TM(2009) Low levels of

nitrogen addition stimulate decomposition byboreal forest fungi. Soil Biol Biochem 41:293–302.

doi:10.1016/j.soilbio.2008.10.032

[7] Anderson IC, Cairney JWG (2004) Diversity and ecology of soilfungal communities: increased

understanding through the application of molecular techniques. Environ Microbiol

6:769–779.doi:10.1111/j.1462-2920.2004.00675.x
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文献综述（选题研究意义、国内外研究现状、主要参考文献等，不少于 1000字）

真菌基因组包含编码几种胞外酶的基因，这些酶通过破坏乙醚交联氧化裂解苯基丙烷单

元。因此，甲氧基被脱甲基成酚，醛被氧化成酸，木质素结构中的芳香环被裂解。木质素降

解/改性的主要酶是木质素过氧化物酶（LiP；EC 1.11.1.14）、锰过氧化物酶（MnP；EC

1.11.1.13）、多功能过氧化物酶（VP；EC 1.11.1.16）和漆酶（EC 1.10.3.2）。木质素分解过氧

化物酶的催化性能表现为过氧化氢（H2O2）活化天然酶和氧化高氧化还原电位芳香族化合

物。LiP降解非酚类（高达 90%的聚合物），而MnP 作用于各种酚类或非酚木质素单元生成

Mn3+，。第三类木聚过氧化物酶 VP结合了 LiP和MnP的催化性能。它能够将氧化Mn2+为

Mn3+以及酚类和非酚类化合物。除了三种木质素分解过氧化物酶外，漆酶是研究最多的分

解难降解植物化合物的酶。漆酶最早发现于日本漆树漆树，不久之后在真菌中发现，同时在

大多数生物（植物、真菌、细菌和昆虫）中也发现了漆酶，漆酶在其中发挥着各种功能。许

多作者报道真菌是漆酶产生菌中最重要的一类，并强调真菌漆酶对植物木质素的改性能力。

除了对脱木素的影响外，真菌漆酶还参与了各种过程，包括竞争性相互作用、发病机制、子

实体形成、无性发育过程中色素形成，其他 SOM化合物的降解以及腐殖质部分的形成。生

物化学上，漆酶（苯二醇/氧氧化还原酶）严格意义上属于作用于二酚和相关物质的氧化还

原酶（根据 NC-IUBMB；国际生物化学和分子生物学联合会命名委员会）。由于它们的催化

性能与四个铜（铜）原子结合到活性位点有关，漆酶属于多铜氧化酶家族。它们催化分子氧

（O2）还原为水（H2O），同时氧化底物（如单、二、多酚类物质、氨基酚、甲氧基酚或芳

香胺），从而形成苯氧自由基，并通过自由基偶联、芳香环裂解或破坏 C-C键聚合进一步反

应。考虑到漆酶与木质素分解过氧化物酶相比具有较低的氧化还原电位，它们作用于酚木质

素单元的初始氧化/裂解，酚木质素单元通常不到总聚合物的 10%。漆酶必须与底物分子直

接接触才能发挥作用，而木质素的植物细胞壁的紧密结构和酶的大小会阻碍漆酶的活性。然



而，大量的低分子量化合物被漆酶氧化为稳定的自由基，而稳定的自由基又是底物氧化的氧

化还原介质。这些介体可以来自氧化木质素单元（外部）或直接来自真菌代谢（内部），并

且能够从真菌菌丝体迁移到漆酶本身无法接近的紧密木质纤维素复合物中。
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研究方案（研究目的、内容、方法、预期成果、条件保障等）

1.研究内容

综述了在不同环境条件下漆酶产生的土壤微生物和漆酶活性对难降解残基降解的生态重

要性。难降解的植物化合物如芳香族聚合物是枯枝落叶分解的瓶颈。在难降解的天然聚合物

中，木质素是植物凋落物中含量第二丰富的成分。在这些植物残体的降解过程中涉及到大量

的胞外酶，其中木质素分解外酶，即木质素和锰过氧化物酶以及漆酶，到目前为止都是主要

的研究对象。在所有木质素分解外酶中，漆酶是最适合进行深远的土壤分子生态学研究的酶。

除了在土壤微生物中频繁出现外，漆酶编码基因序列能够设计出与广泛类群相兼容的引物。

2.研究方法：

利用知网、万方等数据库平台下载相关文献仔细阅读并进行总结

3.预期成果

完成毕业设计（论文）

4.条件保障

能够利用中国知网、万方、维普等资源，并能够进行熟练操作，对数据库的报纸期刊、

学术论文、中文文献、外文文献等加以检索和利用。检索并阅读相关文献 15篇以上，其中外

文文献 5篇以上；

进程计划（各研究环节的时间安排、实施进度、完成程度等）

2020.3.11-5.15：查阅并阅读相关文献

2020.5.16-5.25：撰写毕业论文

2020.5.26-6.2：准备 PPT、准备答辩

指导教师意见

指导教师签字：

毕业论文（设计）工作组意见

毕业论文（设计）工作组

成员签名

论证地点:生科院资料室 C305 论证日期:2020 年 3 月 20 日
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毕业论文（设计）摘要：降解难降解多酚类物质残留木质素是陆地生态系统元素转化的瓶颈。因

此，考虑到土壤作为二氧化碳地下来源的生态作用，人们对理解其潜在机制和动力学有很大兴趣。

本文综述了在不同环境条件下漆酶产生的土壤微生物和漆酶活性对难降解残基降解的生态重要

性。我们综合并讨论了以往经典的生态学、酶生态学和分子生态学研究的结果，指出基因检测、

酶活性和底物降解性之间的差异。我们指出了当前研究的主要障碍，并概述了在土壤生态系统中

真菌漆酶活性的研究进展。

关键词：木质素 漆酶 土壤微生物 难降解物质

成 绩
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（ ）
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