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黄孢原毛平革菌合成锰过氧化物酶的工艺
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摘 要：研究了多种营养条件及培养条件对黄孢原毛平革菌（!"#$%&’("#%)% ("&*+’+,’&-./）40!". 合
成锰过氧化物酶的影响 ’当培养基中葡萄糖质量浓度为 "# 5 6 7，酒石酸铵质量浓度为# ’! 5 6 7，吐温
/# 质量浓度为 " 5 6 7，8+9:1·;!:为 # ’"1 5 6 7，采用苯二甲酸缓冲液，最终<; 1’2，!2# =7的三角瓶
装液量 ,# =7，接种量为 " ’! > "#3 =7- "时所获酶活较高 ’经条件优化后锰过氧化物酶的活力达到
22, ? 6 7，比未优化前提高了 .3@ ’加入染料培养，发现该酶对所选用的偶氮染料、三苯甲烷类染
料、杂环类染料均有较好的脱色效果 ’
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黄孢原毛平革菌（!"#$%&’("#%)% ("&*+’+,’&-./）是
一类奇特的腐生真菌，该菌在一些主要营养物（碳

源、氮源等）受到限制时形成的木质素降解酶系对

各种异生物质具有独特的降解能力［"，!］，在环境保

护领域显示出强大的作用潜力 ’ !# 世纪 /# 年代初

人们开始对其在染料降解方面的作用进行研究 ’
降解过程中起主要作用的有 !个酶：木质素过

氧化物酶（7O5+O+ ]LT%[OV*WL，7O]）和锰过氧化物酶
（8*+5*+LWL ]LT%[OV*WL，8+]）’它们合成后被分泌到
胞外，经 ;!:!启动一系列自由基链反应，依靠氧化
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还原反应降解各种结构的染料 !关于 !"#$%&’("#%)%
("&*+’+,’&-./合成 0-!的条件及在染料降解中的作
用，前人已作了大量的研究［"，#］，而 $%&的相关报道
较少 !和 ’(&相比，$%&合成具有对氧分压要求低，
氮源浓度范围宽等优势［)］，并且 $%&单独作用同样
可以降解多种不同结构的染料［*］!
作者对 !"#$%&’("#%)% ("&*+’+,’&-./ 合成 $%&的

摇瓶培养条件进行了优化实验，在此基础上，初步

研究该酶在染料脱色中的性能 !

! 材料与方法

! "! 菌种及培养条件
! ! ! ! ! 菌种 黄孢原毛平革菌（ !"#$%&’("#%)%
("&*+’+,’&-./）+,-."，江南大学生物工程学院微生物
实验室提供 !
! !! !# 基本培养基! 葡萄糖 ./ 0 1 ’，酒石酸铵 / ! -
0 1 ’，吐温 2/ . 0 1 ’，苯甲醇 / !)# 0 1 ’，34-&5#- !)*
0 1 ’，$065# / ! 7. 0 1 ’，89./ !//. 0 1 ’，邻苯二甲酸缓
冲液 ./ ::;< 1 ’，微量元素液 7/ :’ 1 ’；最终 =4 #!) !
微量元素液（0 1 ’）：氨基乙酸 / ! *，$%65#·4-5

/!)，>?@< .，AB65#·74-5 /! .，@;65#·74-5 /! --，@?C
@<-·-4-5 .! )*，D%65#·74-5 /! .，@E65#·)4-5 /! .，

F<3（65#）-·.-4-5 /! /.，495" / ! /. ，>?-$;5#·-4-5
/!/. !
! !! !$ 培养条件! -)/ :’的三角瓶装液量 G/ :’，
接种量（以孢子计）. H ./* :’I .，培养温度 "7 J，转
速 .)/ K 1 :(%，培养时间 ) L!
! !! !% 同步产酶染料脱色! 培养到第 )天，当 $%&
酶活最大时在培养液中加入一定质量浓度的纯染

料，放入摇床继续培养，每隔一定时间取样在分光

光度计上分析染料特征吸光度的变化 !
! "# 分析方法
! !# !! $%&活性的测定

" :’反应液中，含 )/ ::;< 1 ’琥珀酸钠（=4 #!
)），)/ ::;< 1 ’乳酸钠（=4 #! )），/ ! . ::;< 1 ’酚红，
/ !. ::;< 1 ’ $%65#，" :0 1 :’明胶；还有 / !- :’发酵
液或其稀释液；)/!:;< 1 ’ 4-5-启动反应，"/ J下反
应 - :(% 后加入 .//!’、) ::;< 1 ’ 的 >?54终止反
应，测 *./ %:处的吸光度变化［7］!
一个酶活单位（M）定义为：每分钟氧化酚红产

生 .!:;<产物所需的酶量
［2］!

! !# !# 菌体干重的测定 用滤纸过滤发酵液，纯水
洗涤菌体 "遍，菌体在 2/ J下烘干 " N，称重 !
! !# !$ 脱色率测定及计算 染料加入后，每隔一定
时间从未加染料的对照样及样品中取出一定量的

培养液，7 /// 1 离心 ./ :(%使菌体及胶状物沉淀 !
于染料最大吸收波长处测定上清液吸光度，根据标

准曲线，计算出培养液中剩余染料浓度 (.，原染料
浓度 ( 与 (.之差占 ( 的百分比即为染料脱色率：

染料脱色率 O
( I (.

( !

# 结果与讨论

# " ! !"#$%&’("#%)% ("&*+’+,’&-./ &’#!$ 合成
()*的条件考察
# !! !! 氮源的选择及氮源浓度对合成 $%&的影响
实验证明，本实验所用菌种在限碳培养条件下

不能合成木质素降解酶系，故采用限氮培养条件 !
在限氮培养中，氮源是控制产酶的关键因素 !

考察各种氮源对产酶的影响，结果见表 . !可以发现
以酒石酸铵作为氮源时，对 $%& 的合成较为有利，
因此选择酒石酸铵为氮源作进一步的研究 !其中酒
石酸铵、硫酸铵、尿素：. !- ::;< 1 ’；氯化铵、硝酸铵、
’C谷氨酸：- !# ::;< 1 ’；蛋白胨质量浓度：/ !-- 0 1 ’!

表 ! 不同氮源对合成()*的影响
+,-"! .//012 3/ 45//060)2 )526370) 839610 3) (

!
!!!!

)* :63491253)

氮源
$%&
含量 1
（M1 ’）

菌体
干重 1
（0 1 ’）

氮源
$%&
含量 1
（M1 ’）

菌体
干重 1
（0 1 ’

!
!!

）

酒石酸铵 #/- .!*/ 尿素

!
!!

/ .!)"

硫酸铵 "// .!*) ’C谷氨酸

!
!!

/ .!).

氯化铵 -2. .!*/ 蛋白胨

!
!!

/ .!..

硝酸铵 ")) .!"*

在碳源不变的情况下，氮源浓度是关系到菌体

生长和菌球形态的关键因素 !保持其它条件不变，
考察酒石酸铵浓度在 / ! # P - ! / ::;< 1 ’之间菌体生
长和产酶的变化 !
由图 .发现，酒石酸铵浓度在 / !# P - !/ ::;< 1 ’

之间菌体都能合成 $%&，且在此范围内氮源浓度的
变化对酶活的影响不大，$%& 的活性基本保持在
#// M 1 ’左右，酒石酸铵浓度为 . ! - ::;< 1 ’时酶活
相对较高 !当酒石酸铵浓度大于 . ! 2 ::;< 1 ’时，酶
活迅速下降至零，说明此条件已达不到限氮的要

求 !
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图 ! 酒石酸铵浓度对合成"#$的影响
%&’(! )**+,- .* -/+ ,.#,+#-01-&.# .* 122.#&32 -10-01-+

.# "#$ 40.53,-&.#

菌球形态是影响产酶的重要因素［!］，限氮培养

条件下氮源浓度对菌球形态有很大的影响，随着氮

源浓度的上升菌球逐渐变大 "菌球太大，不利于传
质、传氧 "酒石酸铵浓度为 # " $%%&’ ( )左右时，菌体
已得到充分生长，且形成的菌球大小合适，故酶活

较高 "
6 "! "6 碳源的选择及碳源浓度对合成 *+,的影响
从表 $ 中可以发现，果糖、糊精、麦芽糖、葡萄

糖都是菌体生长的良好碳源，其中以糊精最好，而

以木糖、糊精、麦芽糖、葡萄糖为碳源时都能得到较

高的酶活 "当葡萄糖作为碳源时，不但菌体生长较
好，且所获酶活最高 "故以葡萄糖为碳源，考察不同
葡萄糖浓度对 *+,合成的影响 "

表 6 不同碳源对"#$合成的影响
718( 6 )**+,- .* 5&**+0+#- ,108.# 9.30,+ .# "#$

!
!!!!

40.53,-&.#

碳源
（#- . ( )）

*+,
含量 (
（/( )）

菌体
干重 (
（. ( )）

碳源
（#- . ( )）

*+,
含量 (
（/( )）

菌体
干重 (
（. ( )

!
!!

）

蔗糖 - #"0! 糊精

!
!!

0#1 #"1$

果糖 $2$ #"3! 麦芽糖

!
!!

0$$ #"31

木糖 $!3 #"$0 葡萄糖 2-3 #"34

从图 $ 中可以看出，葡萄糖质量浓度在较低
（ 5 #- . ( )）的情况下，随着葡萄糖质量浓度的升高，
菌体量和 *+,的活性都逐步增加，而当葡萄糖质量
浓度大于 #- . ( ) 时，菌体量和 *+, 的活力趋于恒
定 "限氮条件下，是氮源的耗尽启动菌体进入次级
代谢，进而诱导木质素降解酶系的合成，而与碳源

无关 "当葡萄糖质量浓度小于 #- . ( )时，菌体合成
量少，影响到了 *+,的合成量 "而当葡萄糖质量浓
度超过 #- . ( )时，菌体生长受到氮源的限制，再增
加碳源对菌体生长和 *+,的合成影响不大 "

图 6 葡萄糖质量浓度对产"#$的影响
%&’( 6 )**+,- .* -/+ ,.#,+#-01-&.# .* ’:3,.9+ .# "#$

40.53,-&.#

6 "! "; 装液量、接种量对合成 *+,的影响
考察 $3- %)的三角瓶中装液量对 *+,合成的

影响，结果见表 0，装液量在 !- 6 ##- %) (瓶左右酶
活较高 "装液量太低，培养 3 7后观察到所有的菌球
都聚集在瓶底，无法自由悬浮在培养液中，培养液

浑浊，可看到很多游离的菌丝碎片，由此认为培养

过程中菌体相互摩擦，对菌体造成了损伤，使酶活

较低，装液量太高，溶氧达不到要求，对酶活和菌体

生长都不利 "
表 ; 装液量对合成"#$的影响

718(; )**+,- .* 2+5&32 <.:32+ .# "#$ 40.53,-&.#

装液量 (
（%) (瓶）

*+,含量 (
（/( )）

菌体干重 (
（. ( )）

3- $-# #"81

1- 083 #"38

!- 2#2 #"81

##- 2#4 #"20

#0- 000 #"$1

考察接种量对 *+,合成的影响，结果见表 2 "接
种量在 # "$ 9 #-8 %): #时，*+,酶活最高 "观察菌体
形态可以发现：接种量小，菌球少且松大；接种量

大，菌球多且紧密 "以上两种形态的菌球对于传质
传氧都十分不利 "只有大小适中的菌球才能保证传
质、传氧，才有利于 *+,的合成 "
6 "! "= 缓冲溶液及 ;<对合成 *+,的影响
考察 0 种缓冲液对 *+, 合成的影响 "结果表

明，邻苯二甲酸缓冲液是合成 *+, 的最佳缓冲液
（2#- / ( )），醋酸缓冲液次之（0#1 / ( )），使用酒石酸
缓冲液则不能产酶，且菌体生长差 " 0 种缓冲液中，
以邻苯二甲酸的缓冲能力最强，醋酸次之，而酒石

酸则能被菌体利用，导致培养基 ;<值变化，故不能
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产酶 !实验数据见表 "、表 # !
表 ! 接种量对合成"#$的影响

%&’(! )**+,- .* /#.,0102 ,.#,+#-3&-/.# .# "#$ 43.50,-/.#

接种量

（$ % $&#个 ’ ()）
*+,含量 ’
（-’ )）

菌体干重 ’
（. ’ )）

&!/ 0/$ $!/0

&!1 /$& $!""

$!2 /2/ $!#3

$!# 03" $!//

2!& 0"0 $!0#

表 6 缓冲液对合成"#$的影响
%&’(6 )**+,- .* ’0**+3 .# "#$ 43.50,-/.#

缓冲液 *+,含量 ’（-’ )） 菌体干重 ’（. ’ )）

酒石酸 & $!22

醋酸 0$3 $!"1

邻苯二甲酸 /$& $!#"

表 7 48值对合成"#$的影响
%&’(7 )**+,- .* 48 .# "#$ 43.50,-/.#

45值 *+,含量 ’（-’ )） 菌体干重 ’（. ’ )）

/!2 & $!0#

/!" /$# $!#2

/!1 $16 $!#1

"!$ & $!32

采用邻苯二甲酸缓冲液，调节不同 45值，考察
45对产酶的影响，发现该菌对 45 的要求较为严
格，只有当 45值在 / !"附近时才能产酶，且菌体生
长较好，故产酶的最佳 45值为 / !" !
9 !: !6 $ 苯甲醇、吐温 1&对合成 *+,的影响
前人的大量研究都以藜芦醇作为合成 )74的诱

导物，后经研究发现，价格便宜的苯甲醇可以取代

昂贵的藜芦醇起到诱导作用［$&］，实验中发现苯甲醇

对 *+,的合成也有一定的促进作用 !以苯甲醇为诱
导物，考察不同浓度对产酶的影响，如表 3所示 !可
知，苯甲醇对菌体生长有一定的抑制作用，但能明

显提高酶活，最佳添加量为 " ((89 ’ )!
由表 1可知，吐温 1& 能显著提高 *+,的活力，

最佳添加量为 $ . ’ )，吐温 1&在低质量浓度时对菌
体生长有促进作用，能够提高细胞膜通透性，解除

已合成的 *+,在细胞内对酶基因转录或 (:;<翻
译的阻碍，从而有利于酶的分泌［$$］!

表 ; 苯甲醇浓度对合成"#$的影响
%&’(; )**+,- .* ’+#<=1 &1,.>.1 ,.#,+#-3&-/.# .# "#$ 43.50,?

-/.#

苯甲醇浓度 ’
（((89 ’ )）

*+,含量 ’
（-’ )）

菌体干重 ’
（. ’ )）

& 212 $!1$

0!/ 0#0 $!"1

" /$& $!#"

#!3 0"2 $!#2

表 @ 吐温 @A质量浓度对合成"#$的影响
%&’(@ )**+,- .* -B++#@A ,.#,+#-3&-/.# .# "#$ 43.50,-/.#

吐温 1&
质量浓度 ’（. ’ )）

*+,含量 ’
（-’ )）

菌体干重 ’
（. ’ )）

& /& $!/3

&!" 06& $!1#

$ /21 $!#/

$!" /&3 $!#&

2 & $!/"

0 & $!0"

9 !: !7 *+9 C浓度对合成 *+,的影响
考察培养基中添加不同浓度的 *+2 =（以*+>?/

形式）对 *+,活力的影响 !从图 0看出，培养基中不
添加 *+2 = 将不能合成 *+,，但只要添加微量的
*+2 =，即能合成较高活力的 *+,，直至 *+2 =达到很
高的浓度（0 ! 0# ((89 ’ )）才会表现出明显的抑制作
用 !*+2 =对菌体生长有一定的影响，在缺乏 *+2 =和
*+2 =浓度过高的情况下，菌体生长较差 ! *+2 =浓度
在 & !1/ ((89 ’ )时菌体生长和产酶情况都最好 !

图 D "#9C浓度对合成"#$的影响
E/F(D )**+,- .* "#（!）,.#,+#-3&-/.# .# "#$ 43.50,?

-/.#

锰离子对合成 *+,是必不可少的 ! @A+ )7［$2］等
发现 *+,的合成是由锰离子（包括 *+2 =和 *+0 =）
诱导的，锰离子的存在增加了 (+4 (:;< 的合成
量，提高了 *+, 基因的转译，所以培养基中缺乏
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!"# $时就不能合成 !"%&
! &" &# 优化结果 根据以上实验，得到优化的培养
基为：葡萄糖 ’( ) * +，酒石酸铵 ( &# ) * +，吐温 ,( ’ ) *
+，苯甲醇 ( & -. ) * +，/0#%1. # & -2 ) * +，!)31. ( & 4’
) * +，56’( &((’ ) * +；邻苯二甲酸缓冲液 ’( 7789，微
量元素液 4( 7+（其中 !"31.·0#1为( &,. 7789 * +）；
最终 :0值为 . & - &培养条件为：#-( 7+的摇瓶装液
量 ;( 7+，接种量 ’ &# < ’(2 7+= ’（以孢子计），培养温

度>4 ?，转速 ’-( @ * 7A"&在此 条件下，!"%酶活达
到 --; B * +，比未优化前提高了 >2C &
! $! 染料脱色
目前印染工业常用染料为偶氮类染料，其次为

三苯甲烷类等染料 &选取 2种具代表性的染料在酶
活达到最大时加入培养基并继续培养，染料初始质

量浓度为.( 7) * +&
由图 .可以看出，!"%对各种结构的染料都有

较好的脱色效果 &加入染料的菌体培养 #. D后，偶
氮类染料甲基橙、橙!、刚果红、直接湖蓝 26的脱
色率分别为;# & (C、;> & ’C、,’ & (C、4, & .C；三苯

甲烷类染料结晶紫、杂环类染料次甲基蓝的脱色率

分别 22 &,C和 ,# &(C &

图 % &’(对几种染料的脱色情况
)*+$% ,-./0/123*/’ /4 5-6-120 78-5 98 &’(

: 结 论

’）经条件优化后锰过氧化物酶的活力达到 --;
B * +，比未优化前提高了 >2C &

#）经优化后加入染料进行同步产酶染料脱色，
发现该酶对所选用的偶氮染料、三苯甲烷类染料、

杂环类染料均有较好的脱色效果 &
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