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34/ 菌株邻苯二酚 !，.5双加氧酶纯化及性质

刘 涛， 张长铠， 薛 勇， 刘正学
（山东大学 微生物技术国家重点实验室，山东 济南 !1#"##）

摘 要：34/ 菌株中的邻苯二酚 !，.5双加氧酶经硫酸铵分级沉淀、678759:;<*=%>: ?*>@ ?&%A 柱层

析、BCD=%EC*;*@F@: 柱层析、9:;<*D:E5G"1# 凝胶过滤分离，并经 9695聚丙烯酰胺凝胶电泳检测，达到

了电泳纯 ’提纯倍数为 !.H ’" 倍，收率为 !# ’!I ’酶相对分子质量为（".! J "#）K6*，由 H 个相对分子

质量相同的亚基组成 ’最适反应温度 .1 L，且酶活力在 "1 M 41 L比较稳定；最适 ;B 为 / ’ #，在 ;B
2’# M "# ’1 酶活力较高且比较稳定 ’某些金属离子尤其是 ?:. N 对酶活力有强烈的抑制作用 ’以邻苯

二酚为底物，!" 为 !# ’4.!O%& P 3，#"$%为 ! ’/!!O%& P（OF+·OQ）’
关键词：邻苯二酚 !，.5双加氧酶；假单胞菌；纯化及性质
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日益发展的工业化使芳香族化合物污染加剧，

利用微生物降解法处理这些物质是消除其危害的

重要途径 ’ 自然界中，许多微生物可将芳香族化合

物转化为邻苯二酚这一中间产物，继而通过间位或

者邻位裂解的三氧己二酸途径等生化过程将其彻

底降解 ’邻苯二酚 !，.5双加氧酶（W*@:^<%& !，.56F%EC5
Q:+*>:，W!.6，7W "’ ". ’ "" ’ !）是芳香族化合物代谢

途径中的关键酶 ’ W!.6 可将邻苯二酚间位裂解为 !5
羟 粘 糠 酸 半 醛（"5<CD=%ECOY^%+F^ >:OF*&D:<CD:，
B]9）［"，!］’ 34/ 菌株是从济南炼油厂废水中分离到

的一株苯酚降解菌，经初步鉴定为假单胞菌 ’ 在苯

酚质量浓度为 # ’1 Q P 3 的培养液中接种一定量的该

菌，培养 !H <，用 H5氨基安替比啉法不能检测到酚 ’
对该菌株产生的 W!.6 的纯化及性质研究，可为进
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一步基因克隆及环保工程菌的构建奠定基础，具有

较好的应用前景和研究价值 !

! 材料和方法

! "! 菌种来源

假单胞菌 "#$ 菌株，山东大学生命科学学院保

藏 !
! "# 培养基的配制

（%&’）()*’ + ,，-&(.*’ / ! 0 ,，%1(&.*’ / ! 0 ,，
2,)*’·3&(* /!+ ,，酵母粉 / ! 0 ,，&(* 4 "，5& 3! 0，

4(4 6灭菌 40 789，待冷却后加入过滤除菌的 4/:
苯酚溶液 0 7"! 配制固体培养基时，加入 (:的琼

脂 !
! "$ 缓冲液的配制

见文献［+，’］!
! "% 菌种扩大培养

保藏菌种转接试管斜面，+3 6活化 (’ ;，然后

转接至 0// 7" 的三角瓶（液体培养基装量 4// 7"），

+3 6、40/ < = 789 摇床培养 ’$ ;!备用 !
! "& 细胞抽提液的制备

培养液 44 /// < = 789 离心 4/ 789，收集菌体 !用
4/ 77>? = " 5& 3! 0 的丙酮磷酸钾缓冲液洗涤 ( 次，

然后用同样缓冲液悬浮 !细菌悬浮液于 / @ 40 6用

超声波破碎仪（)>98ABC21BDE<81AB，F9A !）破碎细胞，其

最小功率 4 GH，探头振幅 ’/: !44 /// < = 789离心 4/
789 得上清液，即细胞抽提液 ! I (/ 6保存备用 !
! "’ 酶活力测定

采用分光光度法［0］!测定系统总体积 + 7"，内

含 4!7>? 邻苯二酚、4+/!7>? 5& 3!0 磷酸钾缓冲液

和 / !( 7" 酶液 ! +/ 6反应 4 789，在 +30 97 处测定

光吸收的增加值 ! 一个酶单位（J）定义为在该反应

条件下，4 789 内催化产生 4!7>? (K羟粘糠酸半醛

（&2)）所需要的酶量 !
! "( 蛋白质浓度测定

按 ">L<M 法［#］进行测定 !
! ") 酶的分离纯化

酶的纯化操作均在 ’ 6下进行，所得酶液均在

I (/ 6保存 !
! !) !! 硫酸铵的分级沉淀4 细胞抽提液加固体硫

酸铵至饱和度 ’/:，’ 6静置过夜，44 /// < = 789 离

心 4/ 789!取上清液加硫酸铵至饱和度 00:，’ 6静

置过夜，44 /// < = 789 离心 4/ 789!取沉淀溶于少量

的 / !/4 7>? = " 5& 3!0 丙酮磷酸钾缓冲液，在相同缓

冲液中透析过夜，得粗酶液 N!
! !) !# OPNPK)E5;1<>BE Q1BD Q?>L（.;1<71A81）柱层析

4 粗酶液 N 经 OPNP )E5;1<>BE Q1BD Q?>L，用 / @ #//
77>? = " %1R? 的缓冲液梯度洗脱 ! 合并具有酶活的

洗脱液，用 4 77>? = " 5& 3!0 的丙酮磷酸钾缓冲液透

析过夜，得粗酶液 S!
! !) ! $ &MT<>UM151D8DE（)8,71）柱层析4 粗酶液 S 经

&MT<>UM151D8DE，以 / @ #// 77>? = "、5& 3! 0 的丙酮磷

酸钾缓冲液梯度洗脱 ! 合并具有酶活的洗脱液，用

$/:饱和度的硫酸铵盐析，沉淀溶于少量含有 / ! 4
7>? = " %1R?、4 77>? = " 5& 3! 0 的丙酮磷酸钾缓冲液

中，用相同缓冲液透析过夜，得粗酶液 R!详见文献

［3］!
! !) ! % 4 )E5;1TEU VK40/（.;1<71A81）柱层析4 粗酶液

R经 )E5;1TEU VK40/ 柱，以含有 / ! 4 7>? = " %1R?，4
77>? = " 5& 3!0 的丙酮磷酸钾缓冲液洗脱 ! 合并具

有酶活的洗脱液，用 RE9D<85?WB RE9D<8XW,1? Q8?DE< OEK
Y8AEB Z2K4/（2F"F.*[P）浓缩并除盐，得纯酶液 ! 以

)O) 聚丙烯酰胺凝胶电泳检测纯度 !
! "* 酶的性质的测定

! !* ! ! 相对分子质量 全酶的相对分子质量用

%>9TE91DW<ET .<>DE89 2>?EAW?1< HE8,;D 21<GE< -8D（)8,K
71）测定 !亚基相对分子质量用 )O)K.NVP 检测 !
! !* !# 最适温度4 在 4/ @ #/ 6范围内，每隔 0 6，

分别测定酶活力 ! 以 +/ 6条件下酶活力为 4//:，

计算相对酶活力 !
! !* !$ 最适 5& 4 在不同的 5& 条件下分别测定酶

活力 !以 5& 3!0 条件下酶活力为 4//:，计算相对酶

活力 ! 5& 用 *<8>9 $#$ 5& 计（*<8>9 [EBE1<A;，F9A !）测

定 !
! !* !% 热稳定性4 在 40 @ 30 6范围内，每隔 0 6，

分别保温 +/ 789，测定酶活力 !以未经保温的酶活力

为 4//:，计算相对酶活力 !
! !* !& 5& 稳定性4 纯酶液浓缩，分别用 / !/0 7>? = "
的不同缓冲液稀释 ! ’ 6静置过夜，分别测定酶活

力 !以 5& 3!0 条件下酶活力为 4//:，计算相对酶活

力 !所用缓冲液有 %1&.*’K柠檬酸缓冲液（5& (!# @
3 !#）、硼砂K硼酸缓冲液（5& 3! ’ @ $ ! /）和甘氨酸K氢
氧化钠缓冲液（5& $!# @ 4/ !#）!
! !* !’ 金属离子对酶活力的影响4 配成一定浓度

的各种金属离子溶液，分别与酶在 +/ 6 保温 +/
789，按常规方法测定酶活力 !以未添加金属离子的

酶活力为 4//:，计算相对酶活力 !金属离子的终浓

度均为 0 77>? = "!
! !* ! ( 米氏常数 !" 及最大反应速度 #"$%的测定

4 以邻苯二酚为底物，按 "89ELE1YE<KSW<G 作图法［$］计

算 !" 及 #"$% &
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! 结果与分析

! "# 酶的分离纯化

! !# !# "#$#%&’()*+,-’ .*-/ .0,1 柱层析2 洗脱结果

（图 2）显示有 3 个蛋白质峰，只有峰!有酶活性，

&"&%4$5# 显示有较多杂蛋白质 !

图 # $%&%’()*+,-./) 0,/1 02.3 层析

456" # 7+-.8,1.6-,*+9 .0 7!:$ .; $%&%’()*+,-./)
0,/1 02.3

! !# !! 678+,97*(*/:/’ 柱层析2 共分离到 ; 个蛋白质

峰（图 <），只有峰"有酶活性，电泳检测有少量杂蛋

白质 !

图 ! <9=-.>9,*,151) 层析

456"! 7+-.8,1.6-,*+9 .0 7!:$ .; <9=-.>9,*,151)

! !# !: 2 &’()*8’9 5%2=> 柱层析2 洗脱结果（图 ?）表

明，在 ? 个蛋白质峰中，只有峰#有酶活性，&"&%
4$5# 检测（图 3）为单一条带，达到了电泳纯 ! 各步

纯化 结 果 见 表 2，提 纯 倍 数 为 <?3 ! 2 倍，收 率 为

<> !<@ !

图 : ()*+,=)> ?’#@A 层析

456": 7+-.8,1.6-,*+9 .0 7!:$ .; ()*+,=)> ?’#@A

图 B ($(’聚丙烯酰胺凝胶电泳

456"B ($(’C&?% .0 *D-505)= 7!:$
表 # 邻苯二酚 !，:’双加氧酶的纯化结果

E,F"# CD-505G,15.; .0 7,1)G+.2 !，:’$5.>9);,/)

步骤
总蛋白
质 A BC

比活力 A
（DA BC）

总酶活
力 A D

回收率 A
@

提纯
倍数

粗酶液 ?<3!< 2E2 ?=<!= 2>>E> 2E>

（F63）<&G3
分级沉淀

2?H!; <!? ?<=!; I<!3 <!<

"#$#
&’()*+,-’ .*-/
.0,1 层析

3<!3 ;!3 ?23!2 HI!> J!H

678+,97*(*/:/’
层析

J!?3 2=!H 2>>!> <H!3 23!=

&’()*8’9
5%2=> 层析

>!<H <=3!= ;2!<J <>!< <?3!2

! "! 酶的性质

! !! !# 相对分子质量2 测得全酶相对分子质量为

（2?< K 2>）L"*，亚基相对分子质量（图 3）为（?3 K 2）

L"*!同时表明，该酶由 3 个相对分子质量相同的亚

基组成 !
! !! !! 温度对酶活力及热稳定性的影响2 结果（图

=、图 J）表明，酶的最适反应温度为 ?= M左右，酶活

==第 2 期 刘 涛等：NJH 菌株邻苯二酚 <，?%双加氧酶纯化及性质
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力在 !" # $" %比较稳定，$" %以上急剧下降 &

图 ! 温度对酶活力的影响

"#$%! &’’()* +’ *(,-(./*0.( +1 (123,( /)*#4#*3

图 5 温度对酶稳定性的影响

"#$%5 &’’()* +’ *(,-(./*0.( +1 (123,( 6*/7#8#*3

9 &9 & : ’( 对酶活力及稳定性的影响! 酶的最适

’(为 ) & * 左右（图 +）& ’( 对酶稳定性的实验结果

（图 )）显示，酶活力在 ’( +& * # !* & " 比较稳定 & ’(
低于 + & * 曲线急剧下降，至 ’( $& * 酶活力几乎为

零；’( ,&* # !* & " 曲线下降平缓，酶活力仍较高 &提
示：酶在碱性条件下有较高的稳定性，而在酸性条

件下不稳定 &

图 ; -< 对酶活力的影响

"#$%; &’’()* +’ -< +1 (123,( /)*#4#*3

图 = -< 对酶稳定性的影响

"#$%= &’’()* +’ -< +1 (123,( 6*/7#8#*3

9 &9 & > 金属离子对酶活力的影响! 从表 - 可以看

出，./- 0 、.1- 0 、23 0 对酶有激活作用，41- 0 、56- 0 、

78- 0 、59- 0 有一定的抑制作用，而 (/0 、:/0 、;<- 0 、

5=> 0 、:?> 0 、78> 0 有强烈的抑制作用 &
表 9 金属离子对酶活力的影响

!
!!!

?/7%9 &’’()* +’ #.+16 +1 (123,( /)*#4#*3

@=A1B C8?9D3E8
:FD3E3DG H I @=A1B C8?9D3E8

!
!!

:FD3E3DG H I

5=A1D=A? !** 78> 0

!
!!

*

59- 0 )J 23 0

!
!!

!J-

41- 0 !* 5=> 0

!
!!

*

:?> 0 * ./- 0

!
!!

!+-

.1- 0 !!, (/0

!
!!

*&-

56- 0 !$ :/0

!
!!

*

78- 0 !" ;<- 0 *

9 &9 & ! !" 及 #K9L
! 测得酶的 !" 为-* &$>!KA? H 2，

#K9L为 - &)-!KA? H（K31·K/），见图 , &

图 @ 酶的 A#1(B(/4(.CD0.E 作图

"#$%@ A#1(B(/4(.CD0.E -8+* +’ F9:G

: 讨 论

从菌株 2$) 中分离纯化的 5->M，相对分子质量

为（!>- N !*）OM9，由 J 个相对分子质量相同的亚基

$" 食 品 与 生 物 技 术 第 -! 卷
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组成，与 !"#" 等［$，%，&］的报道一致，但其它性质表现

出一定的差异 ’主要表现在：

$）()* +,%- 适应温度和 ./ 范围更广 ’最适反

应温度 %0 1，且酶活力在 $0 2 )0 1比较稳定；最适

./ 为 * ’3，在 ./ 4’ 3 2 $3 ’ 0 酶活力较高且比较稳

定 ’
,）某些金属离子尤其是 56% 7 对 ()* +,%- 酶活

力有强烈的抑制作用 ’这些差别可能与该酶的来源

不同、分离纯化方法不同有关，其具体原因尚需进

一步研究 ’
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（责任编辑：秦和平）

（上接第 %4 页）

8 结 论

$）* 种鱼糜基本上都在 &3 1加热表现出具有

较强的凝胶特性，)3 2 43 1为凝胶劣化温度段，*3
2 :3 1加热可使凝胶快速通过凝胶劣化温度段而

提高凝胶的硬度、弹性和凝胶强度 ’
,）二段加热的凝胶强度优于一段加热，宜采用

&3 1加热 ,3 OIJ 和 :3 1加热 &3 OIJ 的加热方式 ’
%）马鲛鱼、竹荚鱼和花鲷具有较强的抗蛋白质

冷冻变性的能力和较高的凝胶强度 ’ 其中，马鲛鱼

和花鲷的色泽较白，是加工鱼糜制品的理想原料 ’
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