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摘　要　本研究选取 3-OH-BDE-7为典型的羟基化多溴联苯醚 (OH-PBDEs)，系统探究了 3-OH-BDE-7在

基于二 (3-乙基-苯并噻唑-6-磺酸)二铵盐 (ABTS)的漆酶介体系统中的转化动力学过程，考察了 ABTS投

加量、漆酶投加量、pH值和温度以及天然有机质对酶介体系统介导 3-OH-BDE-7转化过程的影响. 结果

表明，3-OH-BDE-7在单一漆酶体系下去除率较低，加入 2.0 μmol·L−1ABTS后，3-OH-BDE-7去除率提高

了约 20倍. 3-OH-BDE-7在漆酶介体系统的转化过程符合假一级动力学过程，其假一级动力学常数分别

与 ABTS投加量和漆酶投加量呈正相关. 漆酶介体系统催化氧化 3-OH-BDE-7的适宜 pH值范围为 3—8，
适宜的温度范围为 25—35 ℃. 此外，天然有机质能够抑制 3-OH-BDE-7在漆酶介体系统中的转化过程，

主要原因归结于天然有机质能够与底物有机自由基发生反应，使得底物有机自由基重新回到初始状态.
本研究不仅对认识羟基化多溴联苯醚在自然环境中的转化过程具有重要意义，而且为合理设计基于漆酶

介体系统的废水处理工艺具有重要参考价值.
关键词　羟基化多溴联苯醚，漆酶，介体，动力学，环境因子.
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Abstract　In this study, the transformation kinetics of 3-OH-BDE-7, a typical kind of hydroxylation
polybrominateddiphenyl ethers (OH-PBDEs), in laccase-mediator-system (LMS) based on 2,2'-azino-
bis  [3-ethyl-benzothiazoline-6-sulfonic  acid]  diammonium  salt  (ABTS)  was  systematically  investi-
gated. The influence of ABTS dosage, laccase dosage, solution pH, temperature and natural organism
matter (NOM) on the transformation of 3-OH-BDE-7 was studied. The results showed the removal of
3-OH-BDE-7 in the system containing only laccase was very low, while with the presence of ABTS,
the  removal  of  3-OH-BDE-7  increased  about  20  times.  Moreover,  the  removal  of  3-OH-BDE-7
followed pseudo-first-order kinetics, and the first-order rate constant was proportional to the dosage
of  ABTS  and  laccase,  respectively.  The  optimal  pH  was  between  3  and  8,  and  the  optimal
temperature was  between  25  ℃ and 35  ℃． In  addition,  the  presence  of  natural  organic  matter
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significantly  inhibited  the  removal  of  3-OH-BDE-7.  This  was  mainly  because  NOM  acted  as  the
quenching  agent  of  the  radical  intermediates  and  converted  the  intermediates  back  to  their  original
forms. Taken together, this study is not only of key importance in understanding the significance of
LMS catalyzed oxidation in the conversion of phenolic compounds in natural environment, but also
of great value in the design of treatment processes based on LMS.
Keywords　OH-PBDEs，laccase，mediator，kinetics，environmental factors.

  

羟基化多溴联苯醚（OH-PBDEs）是一类与母体多溴联苯醚（PBDEs）结构类似的化合物，由于其具

有较强的内分泌干扰效应，因而受到了广泛的关注[1 − 3]. 研究表明，OH-PBDEs 能够通过酶或者金属氧

化物介导的氧化耦合反应发生转化[4 − 7]. 其中，由于酶介导氧化耦合反应能够生成土壤有机质等，因此

在自然腐殖化过程中扮演者重要的角色[6, 8]. 在众多氧化酶中，漆酶是一组结合了多个铜原子的内源性

多酚氧化酶，由多种真菌以及高等植物以胞外分泌物的形式产出，广泛存在于自然界中，因此漆酶介导

的氧化耦合反应过程对有机污染物在环境中的迁移、转化过程起着重要的作用[6, 9].
漆酶作为氧化还原酶，可以直接氧化酚类污染物 . 但是由于自身氧化还原电位较低（通常在

0.5—0.8 V），导致其对于氧化还原电位高的物质氧化效果不够理想[10]. 例如，仅仅依靠反应体系中单一

的漆酶无法完成木质素、多环芳烃等大分子的转化过程 [11]. 研究发现一些小分子化合物可以充当介

体，使得漆酶在介体的辅助作用下，通过介导电子的转移过程，生成具有较高氧化还原电位的活性物

种，进而实现对其他非酚类物质的高效催化氧化[11 − 12]. 目前，常用的介体主要是人工合成介体，如 2, 2-
联氮-二（3-乙基-苯并噻唑-6-磺酸）二铵盐（ABTS）、1-羟基苯并三唑（HBT）、紫尿酸（VIO）、N-羟基-N-
乙酰基-苯胺（NHA）等，其中 ABTS 是目前应用最广泛的介体[13 − 14]. 而漆酶与这些介体构成的系统成为

漆酶-介体系统（laccase-mediator-system, LMS ），能够实现高效、快速的降解高氧化还原电位或不能进

入漆酶活性中心的底物分子[11].
尽管对漆酶催化转化酚类化合物的动力学过程已经有了较好认识，但是这些认识主要集中在单一

酶催化体系[9, 15]. 例如，已有研究报道了四溴双酚 A、三氯生、对氨基苯酚、雌激素等微污染物在单一漆

酶作用体系下的转化动力学过程[9, 15 − 17]. 然而，在实际环境中，无论是人工合成的介体还是天然的介体

都将与漆酶形成 LMS[11]. 此外，其他共存物质，如天然有机质，也将不可避免参与这些污染物的转化过

程[18 − 19]. 因此，探究污染物在 LMS 中的动力学过程对认识其在真实自然环境下的转化过程十分重要.
然而，目前关于这一方面的仍然较为缺乏.

本研究选取 3-OH-BDE-7 为典型的 OH-PBDEs，系统探究了 3-OH-BDE-7 在基于 ABTS 的 LMS 中

的转化动力学过程，考察了 ABTS 投加量、漆酶投加量、pH 值和温度对 LMS 介导 3-OH-BDE-7 转化过

程的影响. 此外，还探究了天然有机质（natural organic matter, NOM）对 LMS 介导 3-OH-BDE-7 转化动力

学过程的影响，并揭示了 NOM 抑制 LMS 转化 3-OH-BDE-7 的内在机制. 研究结果不仅对认识羟基化

多溴联苯醚在自然环境中的转化过程具有重要意义，而且为合理设计基于 LMS 的废水处理工艺具有

重要参考价值.

 1    实验部分（Experimental section）

 1.1    材料与试剂

漆酶（Laccase，分离自 Trametes versicolor）、2, 2-联氮-二（3-乙基-苯并噻唑-6-磺酸）二铵盐（ABTS，

纯度＞98%）、3-OH-BDE-7（纯度＞97%）购自美国 Sigma-Aldrich 公司 . Suwannee 天然有机质（natural
organic matter，NOM 购自国际腐殖质协会（IHSS）. 磷酸氢二钠、磷酸二氢钠购自南京化学试剂有限公

司. 有机试剂（甲醇、乙酸）均为色谱纯，购自 Tedia 公司. 其他实验室常用试剂为分析纯. 实验所用水均

来自 Milli-Q 纯化系统的去离子水（18.25 MΩ·cm）.
 1.2    漆酶活性的测定

漆酶的酶活性通过 ABTS 法测定 [9]. 其中 1 个漆酶酶活性单位（U）定义为每分钟催化氧化 1 μmol
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ABTS 所需要的漆酶酶量 . 具体测定反应体系如下：2.8 mL 醋酸钠缓冲溶液（10 mmol·L−1，pH = 5.0） .
1 mL ABTS （20 mmol·L−1）溶液，以及 0.1 mL 稀释的漆酶储备溶液，反应启动后，通过紫外分光光度计

（Cary 100，Varian，USA）监测溶液在 420 nm 的吸光度在 3 min 内随时间的变化，重复 3 次，取其斜率

k 的平均值. 酶活性通过公式（1）计算可得[20].

漆酶酶活性(U ·mL−1) = k(cm−1 ·min−1)×30/36((mmol ·L−1)−1 ·min−1) （1）

 1.3    LMS 系统对 3-OH-BDE-7 的降解实验

LMS 系统催化氧化 3-OH-BDE-7 的反应在 8 mL 玻璃反应管中进行. 反应体系设置如下：反应体系

总体积为 2.0 mL，其中 3-OH-BDE-7 的浓度为 2.0 μmol·L−1，初始漆酶活性设置为 0.02、0.04、0.08、0.1、

0.2、0.3、0.4、0.5 U·mL−1，ABTS 的浓度分别设定为 0、1.0、1.5、2.0、4.0 μmol·L−1. 反应溶液为 10 mmol·L−1

的磷酸钠缓冲溶液（pH=6.0）. 反应管置于恒温振荡培养箱中（转速为 150 r·min−1），在不同的反应时间

点（0、1、5、10、20、30、60 min）下将反应管从培养箱中取出，并向其中加入 2 mL 的甲醇终止反应. 取
1 mL 的反应液置于离心机进行离心，离心条件设置为：转速 20000 r·min−1，离心时间 10 min. 离心后，取

上清液置于棕色液相小瓶中，用高效液相色谱分析测定上清液中剩余的 3-OH-BDE-7 浓度. 每个实验

样品至少设置 3 个重复.
为探究溶液 pH 值和温度对 LMS 系统催化氧化 3-OH-BDE-7 的影响，使用同样的反应装置进行实

验. 实验条件设置为：反应体系总体积为 2 mL，其中 3-OH-BDE-7 的浓度为 2.0 μmol·L−1，初始漆酶活性

为 0.1 U·mL−1，ABTS 的浓度为 2.0 μmol·L−1. 溶液 pH 设置为 3.0、4.0、5.0、6.0、7.0、8.0、9.0 和 10.0. 反
应温度控制在 25 ℃，反应时间为 60 min. 对于温度的影响，实验条件设置为：反应体系总体积为 2 mL，

其中 3-OH-BDE-7 的浓度为 2 μmol·L−1，初始漆酶活性为 0.1 U·mL−1，ABTS 的浓度为 2.0 μmol·L−1，溶液

pH 控制在 6.0，反应温度控制在 4、10、25、35、45、55、65 ℃，反应时间为 60 min. 反应结束后，按照以

上步骤取样，并用高效液相色谱分析测定测定溶液中剩余的 3-OH-BDE-7 浓度. 每个实验样品至少设

置 3 个重复.
为探究 NOM 对 LMS 系统催化氧化 3-OH-BDE-7 的影响，使用同样的反应装置进行实验. 实验条

件设置为：反应体系总体积为 2 mL，其中 3-OH-BDE-7 的浓度为 2.0 μmol·L−1，初始漆酶活性为 0.1 U·mL−1，

ABTS 的浓度为 2.0 μmol·L−1，NOM 的浓度为 2.0、4.0、6.0、8.0、10.0 mg·L−1，溶液 pH 设置为 6.0，温度

控制在 25 ℃. 在不同的反应时间点（0、1、5、10、20、30、60 min）下将反应管从培养箱中取出，按照以

上步骤取样，并用高效液相色谱分析测定溶液中剩余 3-OH-BDE-7 的浓度 . 每个实验样品至少设置

3 个重复.
 1.4    分析方法

安捷伦高效液相色谱仪（HPLC，Agilent 1200）用以分离及定量检测溶液中 3-OH-BDE-7 的浓度. 具
体分析测定条件如下：流动相为甲醇-水（85∶15，V∶V），流速设定为 1 mL·min−1；Eclipse XDB-C18 柱
（250 mm×4 mm, 5 μm） （安捷伦，美国）；检测器为可变波长扫描紫外检测器（VWD），检测波长为 230 nm，

进样量设置为 20 μL，柱温为 25 ℃. 降解产物的液相色谱-质谱联用（liquid chromatograph mass spectrometer，
LC/MS）分析条件：采用 Thermo LCQ 质谱检测器（Quest LCQ Duo, USA），通过 XDB C18 色谱柱（150 mm×
4.6 mm, 5 µm）进行分离. 流动相组成为甲醇和水（85∶15，V∶V），流速设置为 0.2 mL·min−1，进样量为

10 µL. ESI 源参数设置为：毛细管和锥管电压分别设置为 4.5 kV 和 25 V，去溶剂和离子源温度设置为

300 ℃ 和 120 ℃. N2 作为雾化气和辅助气，流速分别为 350 L·h−1 和 50 L·h−1.

 2    结果与讨论 （Results and discussion）

 2.1    ABTS 促进漆酶催化氧化 3-OH-BDE-7
首先探究 3-OH-BDE-7 在只有漆酶存在下的降解过程，结果如图 1A 所示. 从图 1 可以看出，漆酶

能够转化 3-OH-BDE-7，且随着漆酶投加量的增加，3-OH-BDE-7 的去除率也不断增加. 但是，即使当漆

酶浓度增加到 0.5 U·mL−1 时，去除率依然只有~40%. 此外，当漆酶含量从 0.4 U·mL−1 增加到 0.5 U·mL−1

时，反应 60 min 后，3-OH-BDE-7 的去除率只增加了 2% 左右. 这可能是由于漆酶自身氧化还原电位较
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低（通常在 0.5—0.8V），导致其对于 3-OH-BDE-7 氧化效果较差 [10]. 3-OH-BDE-7 在介体 ABTS 存在下

的降解动力学如图 1A 所示，在只有漆酶（0.1 U·mL−1）的反应体系中，反应 60 min 后，只有 8.5% 的 3-
OH-BDE-7 被去除. 而加入介体 ABTS （2 μmol·L−1）后，3-OH-BDE-7 的去除速率显著提高. 例如，反应

30 min 后，62.5% 的 3-OH-BDE-7 被去除，而反应 60 min 后，3-OH-BDE-7 去除率高达 84.7%. 值得注意

的是，在只含有介体 ABTS 的条件下，3-OH-BDE-7 几乎不会被去除. 以上研究结果表明介体 ABTS 能

够显著促进漆酶催化氧化 3-OH-BDE-7.
 
 

图 1    （A）3-OH-BDE-7 在不同浓度漆酶（无 ABTS) 下的去除率；（B）3-OH-BDE-7 在不同反应条件下（只有 ABTS、只

有漆酶和漆酶+ABTS) 的去除率；（C）漆酶在有无 ABTS 介体条件下催化氧化 3-OH-BDE-7 的假一级动力学拟合曲线

实验条件：[Laccase]0=0.1 U·mL−1、[ABTS]=2.0 μmol·L−1

Fig.1    （A）The removal of 3-OH-BDE-7 mediated by Laccase with different dosage； （B）3-OH-BDE-7 removal efficiencies
at various reaction conditions （only ABTS, only Laccase and Laccase-ABTS)； （C）Pseudo first-order rate plots for 3-OH-

BDE-7 removal mediated by Laccase with and without the presence of ABTS
Experimental condition: [Laccase]0=0.1 U·mL−1, [ABTS]=2.0 μmol·L−1

 

 

此外，从图 1A 发现，随着反应的进行，溶液中的 3-OH-BDE-7 的浓度持续降低. 根据公式（2），以

ln（C0/Ct）对反应时间作图，如图 1B 所示. 结果发现，无论是否存在 ABTS，都呈线性关系，这说明 3-OH-
BDE-7 的去除过程符合假一级反应动力学规律，之前的研究也发现了类似的酶催化反应的特征[9].

ln
C0

Ct
= kobst （2）

式中，kobs 为表观一级反应动力学常数，C0 为底物起始浓度，Ct 为反应 t 时刻后溶液中剩余的底物浓

度， t 为反应时间 . 通过计算可知，只有漆酶存在的条件下，假一级动力学常数为 0.0016 min−1；加入

ABTS 后，假一级动力学常数为 0.0318 min−1. 因此，加入 ABTS 的漆酶体系催化氧化 3-OH-BDE-7 的速

率约是单纯漆酶体系下的 20 倍.
ABTS 促进漆酶催化氧化 3-OH-BDE-7 的作用机理如图 2 所示. 在只有漆酶的反应体系下，漆酶与

氧气反应后形成氧化态漆酶，然后氧化态漆酶再对底物进行氧化. 而在介体存在情况下，介体首先被漆

酶氧化形成活性高且具有一定稳定性的氧化态介体，氧化态介体再作为氧化剂去氧化底物. 因此，在本

研究中，漆酶-ABTS 介体系统催化氧化 3-OH-BDE-7 的机制为：ABTS 优先于 3-OH-BDE-7 迅速与漆酶

发生反应，产生 ABTS+和 ABTS++，然后 ABTS+和 ABTS++再高效催化氧化 3-OH-BDE-7，与此同时自身

被还原为 ABTS[14].
 2.2    ABTS 浓度对 LMS 系统催化氧化 3-OH-BDE-7 的影响

为进一步明确 ABTS 在反应体系中的作用，本文探究了不同浓度 ABTS 对漆酶催化氧化 3OH-
BDE-7 的影响 . 如图 3A 所示，随着 ABTS 投加量的增加，3-OH-BDE-7 的去除率不断增加 . 例如，当

ABTS 投加量为 1 μmol·L−1 时，反应 60 min 后，3-OH-BDE-7 的去除率为 46%；而当 ABTS 投加量增加

到 4 μmol·L−1 时，反应 60 min 后，3-OH-BDE-7 的去除率为高达 97%. 尽管研究结果已经证明了 ABTS
能够显著促进漆酶催化氧化 3-OH-BDE-7，但是仍然有必要定量评估 3-OH-BDE-7 在漆酶-ATBS 介体

系统下的去除动力学过程. 从图 3B 可以看出，3-OH-BDE-7 的去除过程在不同 ABTS 投加量的条件下

依然符合假一级动力学规律 . 通常情况下，根据假一级动力学规律，在酶浓度一定的情况下，3-OH-
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BDE-7 的反应速率仅和其自身浓度相关，而与溶液中的酶浓度无关，这符合酶作为催化剂的规律，同时

也证明了酶活性在反应过程中保持稳定[15]. 但是在漆酶-介体系统下，3-OH-BDE-7 的降解过程依然符

合这一规律，这说明 ABTS 的加入并不改变酶催化氧化 3-OH-BDE-7 的特征规律. 此外，本文进一步分

析了 kobs 与 ABTS 浓度之间的相关关系，结果如图 2C 所示. 在漆酶浓度固定的条件下，kobs 与 ABTS 浓

度之间具有较好的正相关关系. 考虑到漆酶-ABTS 介体系统介导 3-OH-BDE-7 氧化的速率远远高于漆

酶单独氧化 3-OH-BDE-7 的速率（图 1）， 因此推测在 ABTS 存在下，漆酶-ABTS 组成了新的催化活性

中 心 ， 即 ABTS 将 优 先 与 漆 酶 发 生 反 应 产 生 ABTS+和 ABTS++， 然 后 ABTS+和 ABTS++再 介 导 3-OH-
BDE-7 的转化过程.
 
 

图 2    漆酶直接（A）和间接（B）催化氧化反应示意图

Fig.2    Schematic diagram of direct and indirect catalytic oxidation reaction by laccase 

 
 

图 3    （A）ABTS 投加浓度对 LMS 系统催化氧化 3-OH-BDE-7 的影响. （B）LMS 在不同 ABTS 投加量条件下催化氧

化 3-OH-BDE-7 的假一级动力学拟合曲线. （C）假一级动力学常数与 ABTS 投加量之间的关系

Fig.3    （A）Influence of ABTS dosage on the removal of 3-OH-BDE-7. （B）Pseudo first-order rate plots for 3-OH-BDE-7
removal at different ABTS dosages. （C）Relationship between pseudo first-order rate constants and ABTS dosage 

 

 2.3    漆酶投加量对 LMS 系统催化氧化 3-OH-BDE-7 的影响

为了验证以上推测，本文进一步探究了在 ABTS 投加量固定的情况下，漆酶投加量对 LMS 系统催

化氧化 3-OH-BDE-7 的影响. 从图 4A 可以看出，在 ABTS 固定的情况下，随着漆酶投加量的增加，3-
OH-BDE-7 的去除率逐渐增加. 例如，当漆酶浓度为 0.02 U·mL−1 时，kobs 为 0.006 min−1；而当漆酶浓度增

加到 0.5 U·mL−1 时，kobs 增加到 0.040 min−1. 此外，3-OH-BDE-7 的去除过程仍然符合假一级动力学规

律，这也验证了之前的推测.
本文进一步分析了 kobs 与酶活性之间的相关关系 . 如图 4B 所示，在整个漆酶投加量范围内

（0.02—0.5 U·mL−1），kobs 与酶活性之间并不存在正相关关系，这明显不符合酶催化反应的特征. 基于

对 LMS 系统的作用机理的分析，本文推测漆酶与介体 ABTS 之间存在一个最佳配比. 由于 ABTS 也是

漆酶的一个潜在反应底物，因此 ABTS 的投加量并不是越多越好，这是因为过多的 ABTS 会跟底物形

成竞争关系，从而导致底物的去除率降低. 本文进一步对实验数据进行了分段拟合，结果如图 4B 所示.
漆酶投加量在 0—0.1 U·mL−1 和 0.1—0.5 U·mL−1 范围内时，kobs 分别与漆酶的活性均呈现出了较好的

线性关系. 在第一阶段，即漆酶投加量在 0—0.1 U·mL−1 范围内时，漆酶含量是 3-OH-BDE-7 降解的主
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要限速因素，由于 ABTS 本身不与底物发生反应，因此随着酶浓度的增加 3-OH-BDE-7 的去除率快速

增加. 而当漆酶投加量在 0.1—0.5 U·mL−1 范围内时，ABTS 的含量是 3-OH-BDE-7 降解的主要限速因

素，因为此时漆酶含量足够多，但是由于漆酶自身的氧化还原电位较低，导致其直接与 3-OH-BDE-7 反

应的速率低，所以即使再增大漆酶投加量，3-OH-BDE-7 的降解速率也不会增加太多. 综上所述，这些结

果进一步证明了本文前面的假设，即 ABTS 优先于 3-OH-BDE-7 迅速与漆酶发生反应，产生 ABTS+和

ABTS++，形成新的催化活性物种去介导底物的去除过程.
 
 

图 4    （A）LMS 在不同漆酶投加量条件下催化氧化 3-OH-BDE-7 的假一级动力学拟合曲线；（B）假一级动力学常数与

漆酶投加量之间的关系

Fig.4    （A）Pseudo first-order rate plots for 3-OH-BDE-7 removal at different Laccase dosages； （B）Relationship between
pseudo first-order rate constants and ABTS dosage 

 

 2.4    pH 和温度对 LMS 系统催化氧化 3-OH-BDE-7 的影响

由图 5A 可以看出，在 pH 为 4—7 范围内，LMS 体系对 3-OH-BDE-7 的去除率均可达 80% 以上，保

持了较高水平. 当 pH 值增大或者减小时，3-OH-BDE-7 的去除率都有所降低. 例如在 pH 为 3 和 10 的

条件下，反应 60 min 后，3-OH-BDE-7 的去除率分别只有 63% 和 35%. pH 会影响漆酶的活性是因为反

应介质的 pH 值影响漆酶表面的电化学特性或反应中心，不同的 pH 值能够影响漆酶的稳定性，从而进

一步影响漆酶的活性. 通常情况下，每种漆酶都有自身适宜的 pH 值范围. 从图 5B 可以看出，本实验所

用的漆酶活性的最佳 pH 值是 5.0. 当溶液 pH 值高于或低于 5.0 时，漆酶的活性都显著降低. 例如当溶

液 pH 值为 3 时，漆酶的活性相比于 pH 等于 5.0 时降低了 36%. 然而从图 5A 的去除率上来看，3-OH-
BDE-7 的去除率在 pH 为 3 时只降低了约 20%, 类似的现象在之前的研究中也有被发现[21]. 有研究表明

在漆酶-ABTS 介体系统下，起主要作用是 ABTS++[14]，而 ABTS++在酸性环境下更容易保持其稳定性. 这
也就解释了为什么在 pH 为 3 时，酶活性降低了 36%，而 3-OH-BDE-7 的去除率只降低了约 20%. 此外，

对比图 5A 和 5B，可以发现 ABTS 介体的加入，可以缓解 pH 改变致酶失活而对降低对底物去除率的

趋势. 因此，ABTS 的加入扩大了漆酶催化氧化底物的 pH 适用范围.
温度也是影响酶活性的关键因素之一. 从图 5C 可以看出，本研究中 LMS 的反应最佳温度范围在

25—35 ℃. 而当温度升高或者降低时，LMS 对 3-OH-BDE-7 的去除率都显著降低. 例如，在温度为 4 ℃
时，3-OH-BDE-7 去除率只有约 20%. 通过对不同温度下酶活性的测定，可以发现本实验中所用的漆酶

的最佳温度范围也在 25—35 ℃. 此外，通过对比图 5C 和 5D，可以发现不同温度下 LMS 对 3-OH-BDE-
7 的去除率变化趋势与温度对酶活性的影响趋势基本一致，这说明 ABTS 的加入并不会改变漆酶催化

氧化底物的温度适用范围.
 2.5    NOM 对 LMS 系统催化氧化 3-OH-BDE-7 的影响

NOM 的主要成分是溶解性的腐殖质，广泛存在于多个环境介质中，例如自然水体和土壤中. 因此，

酶催化氧化污染的动力学过程不可避免的受到 NOM 的影响[9, 18]. 本文进一步探究了不同浓度的 NOM
对漆酶-ABTS 介体系统催化氧化 3-OH-BDE-7 的影响. 从图 6A 可以看出，NOM 的存在对 LMS 催化氧

化 3-OH-BDE-7 具有一定的抑制作用，并且随着 NOM 浓度的增加，抑制程度越来越大. 木质素过氧化

物酶（Lip）以及漆酶在催化去除雌激素和四溴双酚 A 的反应过程中也发现了类似的现象[9, 22]. 此外，3-
OH-BDE-7 的降解过程在 NOM 存在的情况下，同样呈现出假一级动力学规律，结果如图 6B 所示. 通过
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公式（2）计算可知，当 NOM 浓度为 2.0、4.0、6.0、8.0、10.0 mg·L−1 时，其 kobs 分别为 0.0122、0.0082、

0.0058、0.0047、0.0038 min−1.

 
 

图 5    （A）溶液 pH 对 LMS 系统催化氧化 3-OH-BDE-7 的影响， （B）溶液 pH 对漆酶活性的影响，（C）温度对 LMS 系

统催化氧化 3-OH-BDE-7 的影响， （D）温度对漆酶活性的影响

Fig.5    （A）Influence of solution pH on the removal of 3-OH-BDE-7， （B）Influence of solution pH on the activity of Laccase ，
（C）Influence of temperature on the removal of 3-OH-BDE-7， （D）Influence of temperature on the activity of Laccase 

 
 

图 6    （A）不同浓度 NOM 对 LMS 催化氧化 3-OH-BDE-7 的影响； （B）LMS 在不同 NOM 投加量条件下催化氧化 3-
OH-BDE-7 的假一级动力学拟合曲线； （C）NOM 对漆酶活性的影响； （D）不同浓度 NOM 分别 LMS 下随时间的吸光

度变化； （E）NOM 的吸附作用对 3-OH-BDE-7 去除率的影响； （F）假一级动力学常数与 NOM 投加量之间的关系

Fig.6    （A）Influence of NOM dosage on the removal of 3-OH-BDE-7；（B）Pseudo first-order rate plots for 3-OH-BDE-7
removal at different NOM dosages； （C）Influence of NOM on the activity of laccase；（D）Time based UV absorbance of NOM

treated by LMS；（E）The effect of NOM adsorption on the removal of 3-OH-BDE-7 mediated by LMS；（F）Relationship
between pseudo first-order rate constants and NOM dosage 
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有研究发现 NOM 中的羟基和羧基能和漆酶活性中心的铜离子发生配位反应，从而使得漆酶的活

性降低[23]. 但是，本研究中 NOM 的存在对漆酶的活性并没有影响，如图 6C 所示，这与 Xia 等的研究结

果一致，他们也发现腐殖酸并不会影响漆酶的活性[24]. 因此本实验中 NOM 对酶活性的影响不是其抑

制作用的主要原因.
其次，NOM 也可以作为底物，与酶发生反应，这主要是因为 NOM 分子结构中有许多酚类官能团[18].

由于 NOM 对漆酶催化反应的影响主要取决于酚类官能团的含量及其周围的电子或空间微环境[24]. 因
此，不同来源的 NOM 可能对酶催化反应表现出不同的影响. 例如，从泥炭中提取的 NOM 组分对漆酶

反应具有一定的抑制作用，而来源于 IHSS 的 NOM 则对漆酶反应具有一定的促进作用[18]. 为探究本实

验中 NOM 的 LMS 的影响，本文进一步利用紫外分光光度计表征了 NOM 在 LMS 下的吸光度变化. 如
图 6D 所示，NOM 的吸光度值并没有发生显著的变化，这表明 NOM 与 LMS 之间不发生反应，类似的

现象在 Lu 等 [25] 的研究中也观测到. 此外，NOM 也可能吸附 3-OH-BDE-7，进而抑制其在 LMS 下的去

除. 为探究 NOM 对 3-OH-BDE-7 的吸附作用对其去除率的影响，本文将 NOM 与 3-OH-BDE-7 先共同

孵育 24 h 后，再进行降解实验，结果如图 6E 所示. 从图 6E 可以看出，共同孵育条件下 3-OH-BDE-7 的

去除率与同时投加条件下的去除率并没有显著性差异，这说明 NOM 对 3-OH-BDE-7 的吸附作用并不

是 NOM 抑制作用的主要原因.
有研究报道，腐殖质能够逆转漆酶介导的底物氧化过程[25]. 在漆酶催化氧化底物的过程中，分为两

个阶段. 第一个阶段是底物（S）首先被酶氧化成活性自由基中间体（S*），第二个阶段是活性自由基中间

体（S*）发生耦合进而生成耦合产物（P）. 这两个阶段很大程度上是不可逆的，然而在 NOM 存在的情

况，生成的活性自由基中间体（S*）可能与 NOM 发生反应重新转化成底物（S）.

S+LMS
k1−−→ S∗ （3）

S∗
k2−−→ P （4）

S∗+NOM
k3−−→ S （5）

d[S]
dt
= −k1 [S]+ k−1 [S∗]CNOM （6）

d[S∗]
dt
= k1 [S]− k−1[S∗]CNOM− k2[S∗] （7）

d[P]
dt
= k2[S∗] （8）

假设 S*达到相对稳态，即 ds/dt≈0，则根据公式，可知：

[S∗] =
k1 [S]

k−1CNOM+ k2
（9）

代入公式（8），可知
d[P]

dt
=

k2k1 [S]
k−1CNOM+ k2

（10）

假设 S*的浓度非常小，并且变化慢，则产物的生成速率与反应物的消失速率近似相等. 则
d[S]

dt
= −d[P]

dt
= − k1k2 [S]

k−1CNOM+ k2
（11）

因此，

kobs =
k1k2

k−1CNOM+ k2
（12）

公式变换后，
1

kobs
=

k−1

k1k2
CNOM+

1
k1

（13）

因此，1/kobs 应该与 NOM 的浓度呈正相关,结果如图 6E 所示. 1/kobs 与 NOM 的浓度之间具有较好
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的线性关系（R2=0.9990），这说明 NOM 可以与 LMS 中形成的底物有机自由基发生反应，使其返回到初

始状态，所以 NOM 才表现出对 3-OH-BDE-7 转化的抑制作用.
 2.6    3-OH-BDE-7 的降解产物及降解路径

最后，利用 LC-MS 对 3-OH-BDE-7 在 LMS 下的中间产物进行了鉴定. 通过分析 LC-MS 信息，并结

合溴代待物的特征质谱图，识别出了 3 种降解产物，结果如图 7A 所示. 根据鉴定到的中间产物，对 3-
OH-BDE-7 的降解路径进行了推测，结果如图 7B 所示. 在 LMS 作用下，3-OH-BDE-7 失去一个电子生

成 3-OH-BDE-7 自由基（R1） . 3-OH-BDE-7 自由基经过电荷重排后依次形成自由基 R2 和 R3，R3 中

C—O 断裂后生成自由基 R4. 路径 1 是自由基 R4 与水反应生成 2,4-二溴酚（产物 1）；路径 2 是自由基

R1 与自由基 R2 发生耦合反应 1-（2,4-二苯氧基）-2,4-二溴苯甲醚（产物 2）；路径 3 是两个自由基 R4 发

生耦合反应生成 1,3-二（2,4-二苯氧基）苯醚（产物 3）. 这与本课题组之前的研究结果类似，即漆酶催化

反应过程中，生成的有机自由基容易发生耦合反应生成二聚物或者三聚物[9].
 
 

图 7    （A）3-OH-BDE-7 及其转化产物的 LC-MS 分析结果. （B）3-OH-BDE-7 在漆酶/ABTS 反应体系下可能的转化路径

Fig.7    （A）Mass spectra of 3-OH-BDE-7 and its products resulting from LC-MS analysis. （B）Possible reaction pathways of
3-OH-BDE-7 in laccase/ABTS mediated reaction system 
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 3    结论（Conclusion）

（1） ABTS 能够显著促进漆酶催化氧化去除 3-OH-BDE-7 的速率. 加入 ABTS （2 μmol·L−1）的漆酶

体系催化氧化 3-OH-BDE-7 的速率约是单纯漆酶体系下的 20 倍.
（2） 当漆酶投加量固定时，随着 ABTS 浓度的增加，3-OH-BDE-7 的去除率也不断提高，并且假一

级动力学常数与 ABTS 的浓度呈正相关.
（3） 当 ABTS 投加量固定时，随着漆酶浓度的增加，尽管 3-OH-BDE-7 的去除率也不断提高，但是

增加的程度在不断降低.
（4） ABTS 的加入扩大了漆酶催化氧化 3-OH-BDE-7 的 pH 适用范围, 但是并不会改变漆酶催化氧

化 3-OH-BDE-7 的温度适用范围.
（5） NOM 能够抑制 3-OH-BDE-7 在 LMS 系统的降解，并且随着 NOM 浓度的增加，抑制作用逐渐

增强. NOM 抑制 3-OH-BDE-7 降解的主要原因是 NOM 能够淬灭催化反应过程中的底物有机自由基.
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