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2345 对木质素过氧化物酶在染料脱色中的影响

鲁时瑛， 李华钟， 陈 坚
（江南大学 工业生物技术教育部重点实验室，江苏 无锡 !"#$/6）

摘 要：在反应液中含 ! 77’( 8 9 2345 时，!# : 后染料甲基橙的脱色率比未加 2345 的下降约

%$; )添加 ! 77’( 8 9 2345 明显地抑制了木质素过氧化物酶（9<=）对多种染料的脱色 )酶动力学

研究表明：2345 对 9<= 的抑制属非竞争性抑制 ) 添加比 2345 稍大量的 >?! @ 能解除 2345 对

9<= 的抑制，其他多种金属离子也能减轻 2345 的抑制作用 )
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木质素过氧化物酶是黄孢原毛平革菌（!"#$%.
&’("#%)% ("&*+’+,’&-/0）在一些主要营养物（碳源、氮

源等）受到限制时形成的，它对各种异生物质具有

独特的降解能力［"，!］)大量研究表明，该菌可以降解

多种染料［/］，包括偶氮类、三苯甲烷类、杂环类、聚

合染料等，对底物的氧化表现出高度非特异性的特

点，在染料废水处理方面具有广泛的应用前景［#］)
降解过程中起主要作用的有两种酶：木质素过氧化

物酶（ 9<F?<? =LO’Z<RISL，9<=）和 锰 过 氧 化 物 酶

（VI?FI?LSL =LO’Z<RISL，V?=），它们合成后分泌到

胞外，经 H!]! 启动一系列自由基链反应，依靠氧化

还原反应降解各种结构的染料 )
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目前关于黄孢原毛平革菌降解染料的大量研

究主要采用共培养的方式［!，"］，在培养开始时或至

#$% 的酶活达到最大时，将染料加入培养体系共同

培养，考察染料的降解脱色情况 &研究发现，木质素

过氧化物酶对多种染料具有脱色作用［’］，但在印染

工业中，除染料外，往往要添加染料助剂，有些染料

助剂抑制酶对染料的脱色［(］& )*+, 是染料助剂的

一种，为了确证 )*+, 对 #$% 的抑制作用，作者以

甲基橙为代表，研究了 )*+, 对染料脱色效果的影

响及其作用机理 &

! 材料与方法

! " ! 菌种及培养条件

! &! & ! 菌种 黄孢原毛平革菌（ ! " #$%&’(’)(%*+
,-）-./01，由江南大学生物工程学院微生物实验

室提供 &
! &! &# 培养基制备

基本培养基：参照文献［2］，葡萄糖 03 4 5 #，酒

石酸铵 3 & / 4 5 #，苯甲醇 3 & !6 4 5 #，74896 3 & ’0
4 5 #，吐温 (3 0 4 5 #，:;/%96 / & !" 4 5 #，<=0 3 & 330
4 5 #，邻苯二甲酸缓冲液 03 >>?@，微量元素液 ’3
>#，A; 6 & ! &

微量元素液：氨基乙酸 3 & " 4 5 #，BCD@ 0 4 5 #，

EF896·’;/9 3 & 0 4 5 #，D?896·’;/9 3 & // 4 5 #，

DCD@/·/;/9 0 & !" 4 5 #， GH896·’;/9 3 & 0 4 5 #，

DI896·!;/9 3 & 0 4 5 #，,@:（ 896）/·0/;/9 3 & 30

4 5 #，;=91 3 & 30 4 5 #，BC/7?96·/;/9 3 & 30 4 5 # &
无 #$% 的培养物：在以上的培养基中添加终质

量浓度 3 & 6 4 5 # 的酒石酸铵 &
! &! &$ 培养条件0 /!3 ># 三角瓶装液量 23 >#，

接种量为 0 J 03" 个孢子 5 >#，培养温度 1’ K，转速

0!3 L 5 >$H，培养 ! M " N&
! &! &% 染料的脱色

0）)*+, 对甲基橙脱色的影响：在 0 & 0 & 1 条件

下，培养 " N 后在培养物中加入一定量的 )*+,，使

)*+, 终浓度分别为 3，0，/，( >>?@ 5 #，染料终质量

浓度为 63 >4 5 #，继续培养 0 N&
/）)*+, 对其他染料脱色的影响：在 0 & 0 & 1 条

件下，培养 " N 后，在无 #$% 的培养物中加入终质量

浓 度 为 63 >4 5 # 的 各 种 染 料 和 / >>?@ 5 # 的

)*+,，在有 #$% 的培养物中加入终质量浓度为 63
>4 5 # 的各 种 染 料 和 终 质 量 浓 度 为 / >>?@ 5 # 的

)*+,&
! " # 分析方法

! &# &! 酶活力的测定0 见文献［2］&

! &# &# 脱色率的测定0 加入染料后混匀，在染料的

最大吸收波长（103 H>）下测定初始吸光值 .，;/9/

启动反应一段时间后测定吸光值 . 0，根据标准曲

线，将 . 和 . 0 转化为染料浓度 #、#0，计算该段时

间的脱色率［03］&
脱色率 5 O P（ #+#0）/ #

! &# &$ )*+, 对 #$% 酶活的抑制0 在 #$% 酶活测

定体 系［2］中，藜 芦 醇 的 浓 度 分 别 为 6，/，0，3 & "’
>>?@5 #，每 一 浓 度 分 别 添 加 终 浓 度 为 3，0，/，(
>>?@ 5 # 的 )*+,，13 K下反应 / >$H，测 103 H> 下

的吸光度变化 &
! &# &% GH# & 解除 )*+, 对 #$% 酶活抑制作用 在

#$% 酶活测定体系［2］中，分别添加不同量的 )*+,
和 GH/ Q ，13 K反应 / >$H，测 103 H> 下的吸光度变

化 &
! &# &’ 金属离子减轻 )*+, 对 #$% 酶活抑制作用

在 #$% 酶活测定体系［2］中，添加终浓度为 6 >>?@ 5 #
的不同金属离子，13 K反应 / >$H，测 103 H> 波长

下的吸光度变化 &

# 结果与讨论

# " ! ()*+ 对甲基橙脱色的影响

由图 0 可以看出，)*+, 的加入明显地影响了

染料的脱色效果 &在未加 )*+, 时，/6 R 后脱色率

已达到 20 & "’O，而相同条件下加入 / >>?@ 5 # 的

)*+, 时，脱色率下降约 ’3O；加入 ( >>?@ 5 # 的

)*+,，脱色率下降约 (1O &以前的实验证实，起脱

色作用的主要是 #$% 和菌球，很有可能是 )*+, 螯

合了 #$% 上的某些活性位点，影响了 #$% 的氧化能

力［00］&

图 ! ()*+ 对甲基橙脱色的影响

,-." ! (//012 3/ 240 ()*+ 35 602478-1 39:5.0 ;0138<
39:2-35

# " # ()*+ 对各种染料脱色的影响

目前印染工业中偶氮类染料使用较为普遍，其

次为三苯甲烷类等染料 & 选取 ! 种具代表性的染
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料，测定 !"#$ 对脱色的影响，见表 % &
表 ! "#$% 对染料脱色的影响

$&’(! "))*+, -) ,.* "#$% -/ 0*+-1-2&,3-/ -) 03))*2*/, 04*5
’4 637

项 目
脱色率 ’ (

甲基橙 橙! 直接湖蓝 结晶紫 次甲基蓝

无 )*+ 培养物 ,- & - .. & / .0 & - 12 & % ,1 & 1

无 )*+ 培养物 3
, 4456 ’ ) !"#$ ,. & 7 ., & , .0 & 2 1% & , ,- & 2

)*+ 培养物 00 & 1 08 & / /. & - -. & 8 0/ & -

)*+ 培养物 3
, 4456 ’ ) !"#$ 12 & / 12 & 0 .8 & - 1- & . 1. & .

由表 % 可知，有 )*+ 存在时，染料的脱色率远大

于无酶存在的情况 &该酶对 - 种染料均有显著的脱

色效果，其中甲基橙、橙!以及次甲基蓝脱色情况

最好，脱色率接近 72(，直接湖蓝次之，较难降解的

是结晶紫，脱色率只能达到 -2(左右 & 无 )*+ 酶活

情况下染料也有明显的脱色，,1 9 后脱色率至少在

,2(以上，此时观察到原本白色的菌球因吸附染料

分子而呈现出染料的颜色，说明菌球吸附也是染料

脱 色 的 一 个 重 要 原 因 & :;*<<=［%,］指 出，在 ! "
#$%&’(’)(%*+, 除去染料的过程中，生物降解和吸附

都起到了重要作用 & 在无 )*+ 的培养物中加入 ,
4456 ’ ) !"#$ 对脱色基本无影响，而在产 )*+ 的

培养物中加入 !"#$ 后各染料的脱色率有不同程

度的下降，很有可能 !"#$ 抑制了酶活，或者 !">
#$ 与反应体系中的某些物质结合后抑制了酶活，

进而影响脱色 &
8 ( 9 "#$% 抑制 637 反应体系的酶动力学

不同浓度的 !"#$ 在不同浓度藜芦醇条件下

对酶活的抑制情况见图 , & 以底物藜芦醇浓度的倒

数（% ’［ ’］）为横坐标，反应速率的例数（% ’ -］为纵坐

标，进行线性回归，得出不同 !"#$ 添加量下酶反

应动力学中的米氏常数 ., 值 &

图 8 有 "#$% 抑制时的 63/*:*&;*2<=>2? 图（! @ ! 对

! @［ "］曲线）

A3B( 8 63/*:*&*2<=>2? C1-, -) 63C &/0 3,5 3/.3’3,3-/ ’4
"#$%

由表 , 得，添加不同量的 !"#$，., 值基本不

变，表明 !"#$ 对 )*+ 的抑制属非竞争性抑制 & !">
#$ 的结合位点可能是底物的首要结合位点（血红

素的集中区），而不是次要结合位点，不会因底物浓

度的升高而解除［%.］&
表 8 不同 "#$% 添加量下的 #$ 值

$&’(8 #$ >/0*2 03))*2*/, +-/+*/,2&,3-/ -) "#$% &00*0

!"#$ 添加量 ’（4456 ’ )） 米氏常数 ., ’（4456 ’ )）

2 2 & %.

% 2 & %.

, 2 & %1

0 2 & %/

8 ( D 金属离子减轻 "#$% 对 637 的抑制作用

8 &D &! 不同金属离子减轻 !"#$ 对 )*+ 抑制作用

在加有 , 4456 ’ ) !"#$ 的体系中通过添加 1
4456 ’ ) 不同的金属离子，考察不同金属离子减轻

!"#$ 对 )*+ 活 性 的 抑 制 作 用 & 由 表 . 可 知，1
4456 ’ ) 的 ?@, 3 ，:A, 3 ，:5, 3 ，$6. 3 和 BC3 能不同程

度解除 !"#$ 对 )*+ 的抑制作用，这与 #A*=D6 等的

结果基本相符合［%1］，而 EF, 3 ，)*3 ，:C, 3 和 E@, 3 则

对 !"#$ 的抑制作用无解除作用，甚至还不同程度

地增强了抑制作用 & 该现象说明，不同类型的金属

离子减轻 !"#$ 抑制的能力是不同的，它们的作用

方式可能存在微妙的差别 &
表 9 金属离子减轻 "#$% 对 637 的抑制

$&’(9 E*0>+3/B -) ,.* 3/.3’3,3-/ -) "#$% -/ 637 :3,. 03)<

!
!!

)*2*/, F*,&1 3-/5

样品 残余酶活 ’ ( 样品 残余酶活

!
!!

’ (

对照 %22 BC3

!
!!

.2 & ,

!"#$ ,. & 2 EF, 3

!
!!

%2 & 7

?@, 3 %%% & , :C, 3

!
!!

- & 7

:A, 3 80 & 0 )*3

!
!!

/ & 0

E@, 3 2 $6. 3

!
!!

1% & /

:5, 3 /1 & 2

8 &D &8 ?@8 G 解除 !"#$ 对 )*+ 的抑制作用

表 1 的结果表明，单独添加 ?@, 3 对酶活基本没

有影响，但添加比 !"#$ 稍大量的 ?@, 3 能较为有

效地 部 分 解 除 !"#$ 的 抑 制 作 用 & 说 明 并 不 是

?@, 3 促进了酶活，很有可能是 ?@, 3 与 !"#$ 螯合，

使 !"#$ 脱离酶的活性位点，恢复酶的活性［%%］&在
染料脱色时，考察不加任何物质、只添加 ?@, 3 ，同时

添加 !"#$ 和 ?@, 3 三种情况，发现三者的脱色率
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相当 !
表 ! "#$ % 解除 &’() 对 *+, 的抑制

(-./! 012+13 43 561 +#6+.+5+4# 43 &’() 54 *+, 7+56 "#$ %

项 目 残余酶活 " #

对照 $%%
& ’’() " * +,& - $%$ ! .
$ ’’() " * /012 &$ ! %
$ ’’() " * /012 - & ’’() " * +,& - 3$ ! %
& ! 4 ’’() " * +,& - $%$ ! 4
& ’’() " * /012 &5 ! %
& ’’’() " * /012 - & ! 4 ’’() " * +,& - 63 ! 3
. ’’() " * +,& - $%& ! $
& ’’() " * /012 - . ’’() " * +,& - $$$ ! 5

8 结 论

$）/012 影响染料甲基橙的脱色率，当 /012
浓度为 & ’’() " * 时，&. 7 后染料的脱色率比未加

/012 时下降约 6%# ! /012 影响 *89 对多种染料

的脱色，极有可能是 /012 抑制了 *89 的酶活 !
&）/012 对 *89 的抑制属非竞争性抑制，它的

存在影响了 *89 对底物藜芦醇的氧化 !
5）添加多种金属离子能减轻 /012 对 *89 的

抑制 作 用，其 中 +,& - 的 效 果 较 好，. ’’() " * 的

+,& - 可完全解除 & ’’() " * /012 的抑制作用 !
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