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藜芦醇和吐温 !" 对白腐菌产木质素降解酶的影响

及在偶氮染料脱色中的作用

荚 荣" 汤必奎 张晓宾 何月梅
（安徽大学生命科学学院生物技术系，合肥 !$""$7）

摘 要 担子菌 D*! 在限氮液体培养下，分泌木质素过氧化物酶和锰过氧化物酶；藜芦醇、吐温 0" 的补充，提高了

该菌锰过氧化物酶的产生，获得的最大锰过氧化物酶 *AE 酶活为 !:#4!FGH、27"4! FGH，分别是对照的 $4# 倍和 !4:
倍。选择三种偶氮染料，在染料体系下，进一步分析藜芦醇、吐温 0" 对担子菌 D*! 产过氧化物酶及染料脱色的影

响。结果表明，担子菌 D*! 分泌的锰过氧化物酶 *AE 与染料脱色有关，脱色程度受其分子结构特征影响；吐温 0"
的补充，更有利于染料的脱色降解，#0. 后三种染料均可达到 0"I以上的脱色率。
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白腐菌是一类丝状真菌，它对难降解的污染物具有广谱

降解作用，尤其是能降解多环芳香烃类和毒性较大的有机污

染物，包括不同结构的多种染料［2，!，$］。白腐菌在一些主要营

养物（碳、氮、硫）受到限制时产生木质素降解酶系，包括木质

素过氧化物酶（H?BA?A E9,&<?L+M9，H?E）、锰过氧化物酶（*A/L9/
E9AL9AN E9,&<?L+M9，*AE）和漆酶（H+--+M9）。H?E 和 *AE 是木素

降解酶系中起主要作用的两种过氧化物酶，它们是在白腐菌

次生代谢过程中合成且被分泌到胞外，经 O!P! 引发一系列

自由基链反应，依靠氧化还原反应对染料进行脱色、降解和

矿化［#，:］。

担子菌 D*! 是一种具有木质素降解能力的白腐菌，在

限氮液体培养下，分泌 H?E 和 *AE。本研究通过藜芦醇、吐温

0" 的补充，提高其过氧化物酶的产生；并在含染料体系下，

进一步考察藜芦醇、吐温 0" 对担子菌 D*! 产木质素降解酶

及染料脱色的影响，旨在分析与确定染料脱色的关键因子，

使其能在染料废水治理的实际应用中更好地发挥作用。由

于释放到环境中的 0"I是偶氮染料［2，#］，且色多、结构复杂，

因而以其为例进行研究。

# 材料与方法

#$# 菌种

担子菌 D*!（多孔菌科 D&’QE&,+-9+9）由本室分离、保存。

#$% 培养基

斜面培养基（GH）：葡萄糖 !"B，5O!DP# $B，*BRP#·1O!P

24:B，%S2 ! T 2">B，马铃薯 !"B，琼脂 !"B，EO 自然。

限氮培养基（GH）：葡萄糖 2"4"B，酒石酸铵 "4!B，5O!DP#

!4"B，U+U’! "42B，*BRP#·1O!P "4:B，S!微量元素溶液 1">H，

"42BGH %S22">H，"42>&’GH 乳酸缓冲液（EO#4!）2"">H。

S!微 量 元 素 溶 液（GH）：*BRP#·1O!P $B，*ARP#·O!P

"4:B，)+U’ 24"B，;9RP#·1O!P "42B，U&U’!·3O!P "420:B，U+U’!
"4"0B，VARP#·1O!P "420B，UFRP#·:O!P "42B，K’5（RP#）·2!O!P

"4"2B，O$SP$ "4"2B，)+*&P#·!O!P "4"2!B，氨基乙酸 24:B。

#$& 菌体培养

担子菌 D*! 接种于斜面培养基上，!0W、培养 $ T #L，用

无菌水洗入三角烧瓶中，匀浆器打匀成碎菌丝片段，分别吸

取 :>H 等分到装有 7:>H 的限氮培养液、补充藜芦醇（终浓

度为 24:>>&’GH）和补充吐温 0"（2I 3G3）的限氮培养液烧瓶

中，!0W、2:",G>?A 摇床振荡培养，形成大小一致的菌丝球。

#$’ 染料及脱色率的测定

刚果红、金橙 X 和橙黄"（购自上海试剂三厂），见表 2，

分别用蒸馏水配成 "4:BGH 的染料溶液。在菌丝摇床培养

1!. 时的摇瓶中取出部分上清液，然后分别加入 $ 种偶氮染

料（每瓶 $ 个重复），使染料终浓度为 :">BGH，取出上清液离

心，测 H?E 和 *AE 酶活。每隔 !#. 后，再次取培养液上清离

心，测 H?E 和 *AE 酶活，并分别在第 #、:、3 天测定脱色率。脱

色率（I）Y（4" Z 4）[ 2""G4"

（注：4" 不接菌的染料培养液的吸收值，4 样品吸收值。）



表 ! 实验中的偶氮染料
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!45 木质素降解酶活力的测定

木质素过氧化物酶 K0L 测定［@］：EB?-,*8K 酒石酸缓冲液

（L><BE）MBD-K，MD--,*8K 藜 芦 醇 MBE-K，粗 酶 液 EBG-K，

MD--,*8K >?;? EBM-K 启动反应，?DN水浴 <-06，于 <ME6- 测

其光密度，以 MBE-K 缓冲液代替藜芦醇作空白对照，定义每

分钟使 M!-,* 的藜芦醇氧化成藜芦醛所需的酶量为一个酶

活力单位（’）。

锰过 氧 化 物 酶 .6L 测 定［C］：EBMM-,*8K 乳 酸 钠 缓 冲 液

（L>GBD）<BG-K，GE--,*8K .6$;G EBM-K，粗酶液 EBG-K，MB@--,*8

K >?;? EBM-K 启动反应，?DN水浴 D-06，于 ?GE6- 测其光密度，

以 EBM -K 缓冲液代替 .6$;G 作空白对照，定义每分钟氧化

M!-,* .6
? O 成为 .6<O 所需的酶量为一个酶活力单位（’）。

6 结果

64! 藜芦醇、吐温 78 对过氧化物酶产生的影响

64!4! 不加染料：以限氮液体培养基作对照，补加藜芦醇或

吐温 JE 对担子菌 P.? 产过氧化物酶的影响见表 ?。表 ? 可

看出，在培养时间内，担子菌 P.? 分泌的木质素过氧化物酶

K0L 酶活很低；藜芦醇或吐温 JE 的补充，对 K0L 酶活大小几乎

无影响，酶活值仍很低。锰过氧化物酶 .6L 变化明显，在对

照即限氮液体培养基中，.6L 酶活第 D 天达到最大值 CDBJ
’8K；藜芦醇的加入，使 .6L 酶活明显增大，且高酶活状态延

长，第 @ 天达到高峰 ?DGB?’8K；吐温 JE 也明显提高 .6L 酶

活，第 @ 天达到最高值 MAEB? ’8K。因此，藜芦醇和吐温 JE 的

补充，对担子菌 P.? 产生 .6L 能力有明显促进作用，获得的

最大 .6L 酶活分别是对照的 <BG 倍和 ?BD 倍。

64!46 染料体系下：菌体培养 C?2，加入刚果红染料。酶活

结果显示，担子菌 P.? 分泌的 K0L 酶活很低；藜芦醇或吐温

JE 的补充，K0L 酶活值仍然很低，在 M?BA’8K 左右。.6L 酶活

的结果见图 M（3），藜芦醇的加入，诱导了高 .6L 酶活的产

生，第 @ 天达到最大值 MGDBD’8K，高于对照即限氮液体培养

基中的最大值 GGB<’8K，但是远低于无染料体系（表 ?）的 .6L
酶活 ?DGB? ’8K，可能是染料的加入，抑制了部分 .6L 酶的合

成与分泌；吐温 JE 的补充，也极大地提高了 .6L 酶活，第 @

天为 MAJBJ’8K，与无染料体系（表 ?）的最大 .6L 酶活 MAEB? ’8
K相近，说明吐温 JE 的补充对 .6L 酶活产生的促进作用不

受染料加入的影响。

表 6 担子菌 9:6 在不同的条件下所产的 ;-0 和 :.0 酶活力（<=;）

"#$%& 6 ;-0 #.* :.0 #>3-?-3+（<=;）)@ $#,-*-)2+>&3& 9:6 <.*&1

*-@@&1&.3 ><%3<1& >).*-3-).,

9’*%’&# %0-#8:
9,6%&,*

K0L .6L

I#&)%&"*

K0L .6L

Q/##6 JE

K0L .6L

< JB@ <BG MGB@ CMBM @BC< MEBD

G CB< ?CBC CBD MGABD CBA @CBM

D DBA CDBJ DBE ?E?BD MEBJ JJBG

@ GB@ M?B< GB< ?DGB? DBC MAEB?

C EB< DB< <BD JGBA E AGB?

菌体培养 C?2，分别加入金橙 F 和橙黄"染料。结果表

明，与刚果红同样，藜芦醇或吐温 JE 的补充，K0L 酶活值变化

不大（MMBE’8K 左右）。但 .6L 酶活变化明显。金橙 F 染料体

系下，见图 M（R），藜芦醇的补充提高了 .6L 酶活，第 D 天达

到最大值 M?EB@’8K；补充吐温 JE，第 G 天即升到 M?JBE’8K，然

继续延升，第 @ 天达到最大值 ?<DBE ’8K。橙黄"染料体系

下，补 充 藜 芦 醇 或 吐 温 JE，获 得 的 最 大 .6L 酶 活 分 别 为

M@MBA’8K 和 MJCBM’8K，见图 M（9）。

646 藜芦醇、吐温 78 对染料脱色的影响

藜芦醇、吐温 JE 的补充提高了担子菌 P.? 对刚果红染

料的脱色率，见图 ?（3）。在限氮培养基中，刚果红染料 ?G2
脱色率为 @EB@S，GJ2 脱色率为 @DBDS；藜芦醇补充后，刚果

红染料 ?G2 脱色率达到 CEBMS，GJ2 脱色率为 JGBCS；吐温 JE
的增加，染料脱色率大为提高，?G2 脱色率即达到 ADBGS。

图 ?（R）、（9）分别为金橙 F、橙黄"染料的脱色结果。

金橙 F 染料脱色率较高，限氮培养基中，?G2 的脱色率为

JEBES；藜芦醇补充后，?G2 达到 A?BGS；吐温 JE 的补充，?G2
提高为 AJBDS。橙黄"脱色率较低，在限氮培养基中，?G2
为 <ES，GJ2 为 <EBJS；藜芦醇补充后，?G2 达到 GEBES，GJ2
达到 D?BMS；吐温 JE 的补充，GJ2 为 J?BGS。
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图 ! 染料体系下，补充藜芦醇或 "#$$% &’ 对担子菌 ()* 分泌 )%+ 酶活的影响
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图 * 补充藜芦醇或 "#$$% &’ 对担子菌 ()* 的染料脱色能力的影响
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! 讨论

"5%5% 0%8 G8-$;［&］和 ,0-45% !" #$［H］研究表明，藜芦醇可提

高木质素降解酶活力。@;5;0 0%8 B-==［!’］指出藜芦醇对木质素

过氧化物酶产生的影响随真菌种类和培养条件的不同而异。

本实验表明，无论是否在染料体系下，限氮液体培养基中补

充藜芦醇，可促进担子菌 ()* 的 )%+ 产生，尤其是在无染料

体系，)%+ 酶活增加明显。实验中，木质素过氧化物酶 I-+ 活

力（!*>JI 左右）一直很低，可能是担子菌 ()* 在此培养条件

下产生某种物质或蛋白酶使 I-+ 抑制或失活。

吐温 &’ 是非离子型表面活性剂，表面活性剂的使用，明

显提高担子菌 ()* 的 )%+ 产生。尤其是在染料体系中的使

用，不仅使 )%+ 酶活很快上升，且长时间稳定维持高酶活性

状态。其机理可能是吐温 &’ 提高了细胞膜的渗透性［!!］，使

细胞内的酶容易透过细胞膜分泌出来，而且膜渗透性的提高

也促进了化学底物进出细胞，加强对染料的生物氧化能力；

另外，吐温 &’ 的补充，染料的溶解与吸收性能增强［!*］，促进

了染料的脱色降解。本实验发现，在限氮培养液中补充吐温

&’，增大刚果红浓度到 !K’9.JI，L& 至 M*? 内，脱色率仍然可

达到 HKN。因而，吐温 &’ 更有利于染料的脱色降解。

藜芦醇、吐温 &’ 的补充，增强了担子菌 ()* 对染料的脱

色能力。脱色率的曲线与 )%+ 酶活一致，而 I-+ 酶活很低，

检测未发现有漆酶，因此推测，担子菌 ()* 分泌的锰过氧化

物酶 )%+ 与染料脱色有关。然而，结果显示，染料脱色率的

高低并不完全取决于酶活的大小。较低的 )%+ 酶活可促发

染料脱色的进行，高 )%+ 酶活不一定能提高某种染料的脱

色水平［!O，!L］。如图 *（A），金橙 B 脱色率较高，*L? 即达到

&’P’N，但体系中 )%+ 酶活较低；而橙黄!的脱色率较低，见

图 !（C）和图 *（C），藜芦醇的补加提高了 )%+ 酶活，第 L 天

)%+ 酶活达到 !OHP!>JI，第 K 天达 !Q!PH>JI，但 *L? 橙黄!的

脱色率只有 L’P’N，L&? 为 K*P!N，这种脱色程度的差异可

能与染料的分子结构特征［!K，!Q］有关。染料的分子结构特征

包括：染料芳环上取代基的种类、数量和位置等，表 ! 可知，

刚果红是双偶氮，金橙 B 和橙黄!是单偶氮，都带有磺酸基

团，磺酸基团对染料的脱色降解起抑制作用，属于难降解化

合物。含萘环的染料比含苯环的染料易脱色，金橙 B 和刚

果红偶氮双键连接着一苯环和一萘环，而橙黄!偶氮双键上

连有两苯环，一苯环上又连有一苯氨基团，因此，决定了橙黄

!的脱色难度加大；金橙 B 的萘磺酸基团上连有羟基 F GR，

羟基是染料脱色促进基团，相比之下，可能造成金橙 B 脱色

最易，脱色率最大；刚果红的萘磺酸上也连有脱色促进基团

氨基 F SR*，但与金橙 B 相比，它的双偶氮结构造成的多数

目取代基，决定了它脱色相对的难度。

另外，实验发现，在限氮培养液中同时补充 !PK995=JI
藜芦醇和 !N吐温 &’ 两种因子，)%+ 酶活低于任一单因子的

诱导，尤其是在无染料体系下，)%+ 酶活远低于藜芦醇单因

子的诱导；但染料脱色率接近于 !N吐温 &’ 的补充，较藜芦

醇高，说明吐温 &’ 是促进染料脱色降解的主要影响因素。
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