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摘   要：【背景】酚类化合物是环境中主要的水体污染物之一。多功能过氧化物酶(versatile peroxidase, 

VP)介导的 Mn(III)-有机酸络合体系具有较高的氧化还原电势，在酚类有机污染物降解方面具有巨大潜

力。【目的】探究 VP 介导的 Mn(III)-有机酸络合体系降解酚类化合物的能力，为酚类化合物的降解提

供新的思路和方法。【方法】研究选取了糙皮侧耳(Pleurotus eryngii)来源的多功能过氧化物酶(PeVP)，
采用包涵体复性的方法获得了 PeVP 活性蛋白，并对重组 PeVP 进行酶学性质研究及 Mn(III)络合体系

反应条件优化，进而探究 Mn(III)络合体系对酚类污染物的氧化降解能力。【结果】确定了 PeVP 包涵

体复性最佳条件为：pH 9.5、10%甘油、0.5 mol/L 尿素、0.5 mmol/L 氧化型谷胱甘肽(glutathione oxidized，
GSSG)、0.1 mmol/L 二硫苏糖醇(dithiothreitol，DTT)、0.1 mmol/L 乙二胺四乙酸(ethylenediamine 
tetraacetic acid，EDTA)、5 mmol/L CaCl2、5 µmol/L 羟高铁血红素(hematin)，4 ℃静置透析 24 h，最

后 5 µmol/L hematin 孵育 12 h。通过对 PeVP 介导的 Mn(III)-有机酸络合体系优化，确定了最优反应条件

为：75 mmol/L 苹果酸缓冲液(pH 4.5)、6 mmol/L Mn2+和 0.2 mmol/L H2O2。在上述条件下，探究了络

合体系对 2,2-丁香醛连氮 -双 -3-乙基苯并噻唑啉 -6-磺酸 [2,2ʹ-azinobis-(3-ethylbenzthiazoline-6- 
sulphonate)，ABTS]、2,6-二甲氧基苯酚(2,6-dimethoxyphenol，DMP)、愈创木酚和丁香醛连氮 4 种酚

类模式底物的催化活性，发现在 pH 4.5 条件下，络合体系对酚类模式底物的氧化活性可达到 PeVP 直

接氧化活性的 1.5−7.5 倍，并且在 16 h 的酶解过程中，苯酚、对苯二酚、间苯二酚和对硝基苯酚的平

均降解速率分别为 10.91、10.69、6.50 和 5.71 mg/(L·h)，推测 Mn(III)-有机酸络合物对酚类底物的氧化
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降解是通过夺取酚类底物的电子形成酚类自由基中间体，自由基中间体经过电子重排和 C−C 键的断

裂，最终导致酚类物质的氧化降解。【结论】在弱酸(pH 4.5)条件下 PeVP 介导的 Mn(III)-苹果酸络合体

系对酚类污染物具备较强的氧化能力，这为酚类有机污染物提供了新的生物解决方案。 

关键词：多功能过氧化物酶；包涵体复性；Mn(III)-苹果酸络合物；酚类污染物；氧化降解  
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Abstract: [Background] Phenolic compounds are among the main water pollutants in the environment. 
The Mn(III) -organic acid chelate mediated by versatile peroxidase (VP) is considered to have great potential 
in the degradation of phenolic organic pollutants owing to the high redox potential. [Objective] To explore 
the degradation of phenolic compounds by VP-mediated Mn(III)-organic acid chelate and thereby to provide 
a new mindset and method for the biodegradation of phenolic compounds. [Methods] The active VP from 
Pleurotus eryngii (PeVP) was obtained by renaturation of inclusion body in vitro. We characterized the 
enzymatic properties of PeVP and optimized the reaction conditions of Mn(III) chelate to explore the ability 
of the complex system to degrade the phenolic compounds. [Results] The optimum conditions for 
renaturation of PeVP were as follows: The inclusion body was refolded in pH 9.5 solution containing     
0.5 mol/L urea, 0.5 mmol/L oxidized glutathione (GSSG), 0.1 mmol/L dithiothreitol (DTT), 0.1 mmol/L 
ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA), 5 mmol/L CaCl2, 10% glycerol, and 5 µmmol/L hematin at 4 ℃ 
for 24 h, and then incubated with 5 µmol/L hematin for 12 h. The optimal reaction conditions of 
PeVP-mediated Mn(III)-organic acid chelate were 75 mmol/L malic acid buffer (pH 4.5), 6 mmol/L Mn2+, 
and 0.2 mmol/L H2O2. Under the above conditions, the catalytic activity of the chelate system on phenolic 
compounds 2,2ʹ-azinobis-(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonate) (ABTS), 2,6-dimethoxyphenol (DMP), 
guaiacol, and syringaldazine was detected, and it was found that the oxidation activity of Mn(III) chelate 
system at pH 4.5 was 1.5–7.5 times that of PeVP alone. Moreover, the average degradation rates of phenol, 
hydroquinone, resorcinol, and p-nitrophenol by Mn(III)-malic acid chelate system were 10.91, 10.69, 6.50, 
5.71 mg/(L·h), respectively. Therefore, the Mn(III)-organic acid complex might capture the electrons of 
phenolic substrate to form phenolic free radicals and lead to the fracture of benzene ring with the decrease of 
bond energy, thus achieving the oxidative degradation of phenolic compounds. [Conclusion] At pH 4.5, 
Mn(III)-malic acid chelate system mediated by PeVP shows strong ability to oxidize phenolic substrates, 
which is a promising solution for the biodegradation of phenolic organic pollutants. 

Keywords: versatile peroxidase; inclusion body renaturation; Mn(III)-malic acid chelate; phenolic 
pollutants; oxidative degradation 
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作为有机化学工业的基本原料，酚类化合

物在高分子材料、染料、合成纤维、药物等方

面应用广泛[1]。地表水中酚类化合物主要来自

炼油、造纸、木材防腐和化工等工业废水，而

且大多数酚类化合物在水中具有相当高的溶解

度，使其成为主要的水体污染物之一[2-3]。含有

酚类有机污染物的生活及工业废水若不经过处

理直接排放，将严重危害生态环境和人民生命

安全[4]。 
酚类污染物的催化降解是环境化学领域的

热点问题。酚类的生物降解无二次污染，去除

率较高，安全可靠，是国内外研究的热点[5]。

一些菌株已被鉴定为酚类物质的降解菌株，如

红球菌属、丝袍酵母菌属、克雷伯氏菌和柠檬

酸杆菌等[6]。报道称，红球菌 B403 在苯酚降解

途径中的粘酸环异构酶、乙酰辅酶 A 酰基转移

酶和邻苯二酚 1,2-双加氧酶表现出上调趋势[7]。

漆酶和辣根过氧化物酶等相关酶类在酚类降解

方面也取得了明显的效果，用磁性石墨烯固定

化漆酶，催化氧化水中的双酚 A，去除率可达

到 82.14%[8]；此外，参与木质素降解的木质素

过氧化物酶(lignin peroxidase，LiP)、锰过氧化

物酶(manganese peroxidase，MnP)和多功能过氧

化物酶(versatile peroxidase，VP)具有较强的催

化氧化能力，对木质素中的芳香族化合物具有

一定的降解作用[9-10]。由于酚类物质与木质素芳

香族化合物具有结构上的相似性，上述木质素

过氧化物酶被推测具有引发酚类污染物中 C−C
键断裂的潜能，与特异性强的酚类降解酶相比，

过氧化物酶具有较强的底物广谱性，在众多污

染物的降解方面展现出一定的潜能[11]。 
Mn(III)作为一种单电子转移反应的强氧化

剂，在有机污染物的废水处理和生物地球化学

氧化还原转化过程中发挥着重要作用，如反应

式所示：2Mn3++2H2O=MnO2(s)+Mn2++4H+，自

由态 Mn(III)极易发生歧化反应而失去氧化能

力，而有机酸络合剂可以通过与 Mn(III)的络合

作用有效防止自由态 Mn(III)的歧化[12]。自然界

中能够催化 Mn(III)生成的酶有 MnP 和 VP，其

中 VP 是一种发现较晚的亚铁血红素过氧化物

酶，是 MnP 和 LiP 的综合体，具有 MnP 特有

的 Mn2+结合位点及 LiP 特有的色氨酸催化位

点，还有主要亚铁血红素通道中作用于低氧化

还原电势底物的位点[13-17]。在 H2O2 的存在下

VP 可以将结合在锰离子位点的 Mn2+氧化为

Mn3+ ， 产 物 Mn3+ 与 有 机 酸 络 合 剂 形 成   
Mn(III)-有机酸络合物，从活性位点释放下来，

Mn(III)-有机酸络合物具有较高的氧化还原电

位和稳定性，可作为酚类底物的扩散氧化剂[18]。 
糙皮侧耳(Pleurotus eryngii)是自然界中有

效降解木质素的白腐真菌之一，在环境污染物

的生物修复方面具有较大的应用潜力，其分泌

的 VP 能够高效氧化 Mn2+、酚类和非酚类化合

物，具有较强的底物广谱性[18-19]。因此，本研

究利用包涵体蛋白体外复性的方式获得了

Pleurotus eryngii 来源的多功能过氧化物酶

(PeVP) 的活性蛋白，优化确定 PeVP 介导

Mn(III)-有机酸络合体系的最优反应条件，进一

步探究了 Mn(III)-有机酸络合体系对酚类污染

物的氧化能力，以期为酶催化 Mn(III)-有机酸络

合体系广泛应用于酚类污染物降解方面提供参

考意义。 

1  材料与方法  
1.1  材料 
1.1.1  菌株和质粒 

研究所用克隆菌株为大肠杆菌(Escherichia 
coli) JM109，表达菌株为 E. coli BL21(DE3)，均

为实验室保藏菌株。P. eryngii 来源的多功能过

氧化物酶(PeVP，NCBI 登录号为 O94753.1)，编
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码基因核苷酸序列根据大肠杆菌表达系统偏好

性进行密码子优化后，由中国江苏天霖生物工

程有限公司化学合成，以 pET-24a(+)作为表达

载体进行重组表达。  
1.1.2  培养基 

LB 培养基(g/L)：蛋白胨 10.0，酵母提取物

5.0，NaCl 10.0。 
TB 培养基(g/L)：蛋白胨 12.0，酵母粉 24.0，

甘油 5.0，KH2PO4 2.3，K2HPO4·3H2O 16.4。 
1.1.3  主要试剂和仪器 

苹果酸、苹果酸钠、尿素、甘油、MnSO4、

CaCl2、30% H2O2 水溶液、愈创木酚、藜芦醇、

丁香醛连氮、乙二胺四乙酸 (ethylenediamine 
tetraacetic acid ， EDTA) 、 二 硫 苏 糖 醇

(dithiothreitol，DTT)、2,2-丁香醛连氮-双-3-乙
基 苯 并 噻 唑 啉 -6- 磺 酸 [2,2ʹ-azinobis-(3- 
ethylbenzthiazoline-6-sulphonate)，ABTS]、2,6-
二甲氧基苯酚(2,6-dimethoxyphenol，DMP)、苯

酚(phenol)、对苯二酚(hydroquinone)、间苯二酚

(resorcinol)和对硝基苯酚(p-nitrophenol)，中国

医药集团有限公司；氧化型谷胱甘肽(GSSG)，
西安雅图生物科技有限公司；羟高铁血红素

(hematin)，生工生物工程(上海)股份有限公司。 
紫外可见分光光度计，Shimadzu 公司；高

压匀浆破碎机和超声破碎仪，宁波新芝生物科

技股份有限公司；蛋白电泳仪，Bio-Rad 公司。 

1.2  方法 
1.2.1  重组 E. coli BL21(DE3)-pET-24a(+)- 
PeVP 构建及诱导表达 

将 pET-24a(+)-PeVP 重组质粒转化到 E. 
coli BL21(DE3)，选取阳性转化子接种至 LB 液

体培养基中，37 °C、200 r/min 培养过夜，按照

5%的接种量转接至 50 mL TB 培养基中。待

OD600 达到 0.6 时，分别加入 0、0.2、0.4 mmol/L
的 IPTG，在 25 °C、200 r/min 培养 24 h，测定

菌体 OD600 并做 SDS-PAGE 鉴定，观察不同

IPTG 浓度下的蛋白表达情况。在发酵培养过程

中，控制卡那霉素的工作浓度为 100 μg/mL。 
1.2.2  重组酶 PeVP 包涵体变性 

于 7 104×g 离心 10 min 收集菌体，利用高压匀

浆破碎机对菌体进行破壁处理并离心(8 000 r/min，

10 min)收集包涵体沉淀。将 PeVP 包涵体沉淀

溶于 10 mL pH 8.5 的 50 mmol/L Tris-HCl 缓冲

液中，并加入 8 mol/L 尿素、1 mmol/L EDTA、

5 mmol/L DTT 和 10% (质量体积分数)甘油，

4 ℃静置 4−5 h。利用 Bradford 蛋白浓度测定试

剂盒检测 PeVP 包涵体溶液的蛋白浓度，适当稀

释控制包涵体最终蛋白浓度在 0.3−0.4 mg/mL。 
1.2.3  重组酶 PeVP 包涵体复性 

如表 1 所示，在 50 mmol/L Tris-HCl 缓冲液中

加入 0.5 mol/L 尿素、0.5 mmol/L GSSG、0.1 mmol/L 
DTT、0.1 mmol/L EDTA、5 mmol/L CaCl2、 

 
表 1  PeVP 体外复性条件优化 
Table 1  Optimization of refolding conditions of PeVP in vitro 
No. pH Glycerol (%) Hematin (µmol/L) Urea (mol/L) GSSG (mmol/L) DTT (mmol/L) CaCl2 (mmol/L) EDTA (mmol/L) 
1 8.5 0.0 10.0 0.5 0.5 0.1 5.0 0.1 
2 8.5 0.0 5.0 0.5 0.5 0.1 5.0 0.1 
3 8.5 10.0 10.0 0.5 0.5 0.1 5.0 0.1 
4 8.5 10.0 5.0 0.5 0.5 0.1 5.0 0.1 
5 9.5 0.0 10.0 0.5 0.5 0.1 5.0 0.1 
6 9.5 0.0 5.0 0.5 0.5 0.1 5.0 0.1 
7 9.5 10.0 10.0 0.5 0.5 0.1 5.0 0.1 
8 9.5 10.0 5.0 0.5 0.5 0.1 5.0 0.1 
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5−10 µmol/L 的 hematin 和 0−10% (质量体积分

数)的甘油。设置正交试验优化复性体系，探

究 Tris-HCl 缓冲液 pH、甘油浓度和 hematin 浓

度对复性效果的影响 [20]。取 3 mL 稀释后的

PeVP 包涵体变性溶液装入 14 kDa 的透析袋

中，按体积比 1:20 放入 60 mL 复性液中，4 ℃
静置透析 24 h。在透析后的 PeVP 酶液中加入 
5 µmol/L hematin 于 4 ℃孵育 12 h，7 104×g 离

心 10 min，取上清即可获得复性 PeVP 酶液。 
1.2.4  体外复性重组酶 PeVP 酶学性质分析 

以苹果酸-苹果酸钠为缓冲液(pH 2.0−8.0)，
以 1 mmol/L Mn2+、1 mmol/L ABTS、10 mmol/L 
DMP、10 mmol/L 愈创木酚、10 mmol/L 丁香醛

连氮和 20 mmol/L 藜芦醇为底物，反应总体积

为 1 mL。在 25 ℃下，添加 0.1 mmol/L H2O2 启

动反应，利用紫外分光光度计动力学方法测定

线性范围内(3−5 min) PeVP 作用于不同底物的

ΔOD，Mn2+、ABTS、DMP、愈创木酚、丁香

醛连氮和藜芦醇的检测波长分别为 240、420、
468、465、525 和 310 nm[21]。在不同温度

(20−80 ℃)和 pH 值(2.0−8.0)条件下进行酶活测

定，确定 PeVP 作用于不同底物的最佳温度和

pH 值。取 PeVP 原酶液分别在不同温度

(30−70 ℃)培养 12、24、36、48、60 h，研究

PeVP 在不同温度下的热稳定性；取 PeVP 原酶

液加入到不同 pH (2.0−7.0)的苹果酸-苹果酸钠

缓冲液中，30 ℃条件下分别培养 24 h 和 48 h，
研究 PeVP 的 pH 值稳定性。PeVP 的温度和 pH
稳定性探究测定的均是 PeVP 的 Mn2+活性。 

PeVP 的 Mn2+活性测定方法：总反应体系

为 1 mL，包含 50 mmol/L (pH 4.5)的苹果酸缓

冲液、1.0 mmol/L MnSO2 溶液和 PeVP 酶液   
50 µL。在 25 ℃条件下，加入 0.1 mmol/L 的 H2O2

溶液启动反应，连续观察反应最初3 min内240 nm
处吸光度的变化 [EM240=6 500 L/(mol∙cm)]，

PeVP 的 Mn2+酶活力定义为：每分钟使 1 µmo1
的 Mn2+转化为 Mn3+所需的酶量为 1个酶活力单

位(U)。 
1.2.5  重组酶 PeVP 介导的 Mn(III)-有机酸络

合体系优化 
Mn(III)-有机酸络合体系的优化对于其氧化

能力的提升及酚类污染物的持续降解意义重大。

通过对有机酸种类(苹果酸、柠檬酸、琥珀酸、草

酸、酒石酸、乙酸)、有机酸浓度(10−100 mmol/L)、
Mn2+浓度(0−6 mmol/L)和 H2O2浓度(0−0.6 mmol/L)
进行优化，探究了 PeVP 介导的 Mn(III)-有机酸

最优络合体系。 
1.2.6  重组酶 PeVP 介导的 Mn(III)-有机酸络

合体系催化酚类模式底物氧化 
为了比较不同 pH 条件下 PeVP 重组酶本身

的低氧化还原位点及其介导的 Mn(III)-有机酸

络合体系对酚类底物的氧化降解能力，选取

ABTS、DMP、愈创木酚和丁香醛连氮作为酚类

污染物的模式底物，探究不同条件下(pH 3.0、
pH 4.5；添加 Mn2+、未添加 Mn2+) PeVP 对酚类

模式底物的氧化性能。在未添加 Mn2+条件下[未
形成 Mn(III)-有机酸络合体系]，分别测定 pH 
3.0 和 pH 4.5 条件下 PeVP 本身的低氧化还原电

势位点对 4 种酚类模式底物的直接氧化活性；

同时在添加 Mn2+条件下[形成 Mn(III)-有机酸络

合体系]，分别测定 pH 3.0 和 pH 4.5 PeVP 介导

的 Mn(III)-有机酸络合体系对 4 种酚类模式底

物的催化活性。检测方法同 1.2.4。 
1.2.7  重组酶 PeVP 介导的 Mn(III)-有机酸络

合体系催化常见酚类污染物氧化降解 
选择苯酚、对苯二酚、间苯二酚和对硝基

苯酚 4 种常见的酚类污染物作为 PeVP 介导的

Mn(III)-有机酸络合体系的降解底物。取 50 mL
锥形瓶，加入 10 mL PeVP 介导的 Mn(III)-有机

酸的最优络合体系，初始底物浓度为 500 mg/L，

VP 加酶量为 0.014 mg/mL，在 30 ℃、200 r/min
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的水浴摇床反应 16 h。分别在 5、8、12 和 16 h
取样 1 mL 反应液至 EP 管中，用甲醇等体积稀

释 2 倍，10 656×g 离心 2 min 后取上清液，经

0.22 μm 的有机相微孔滤膜过滤，高效液相色谱

法测定酚类含量[22]。 
4 种酚类底物含量的测定：C18-wp (100 A，

5 µm，4.6 mm×250 mm)色谱柱，体积分数为 50%
的甲醇溶液为流动相，流速为 0.5 mL/min，柱温

为 25 ℃，进样量为 10 μL，检测波长为 270 nm。 

2  结果与分析 
2.1  重组酶 PeVP 的异源表达结果 

重组酶 PeVP 摇瓶发酵 24 h 后，测得 OD600

为 10.5，不同 IPTG 诱导浓度下的蛋白表达情

况如图 1 所示，在破壁上清中(泳道 1、3 和 5)，
重组酶 PeVP 有微弱的可溶性条带出现，但未 

 

 
 
 

图 1  E. coli BL21(DE3)-PeVP 的 SDS-PAGE 图   
M：标准分子量标记；1、3、5：分别对应 IPTG
终浓度为 0、0.2、0.4 mmol/L 的 PeVP 细胞裂解

上清液；2、4、6：分别对应 IPTG 终浓度为 0、
0.2、0.4 mmol/L 的 PeVP 包涵体；7：PeVP 复性

溶液 
Figure 1  SDS-PAGE of E. coli BL21(DE3)-PeVP. 
Lanes: M: Standard molecular weight marker; 1, 3, 
5: Cell fragmentation supernatant of PeVP induced 
by 0, 0.2 and 0.4 mmol/L IPTG, respectively; 2, 4, 6: 
Inclusion body of PeVP induced by 0, 0.2 and    
0.4 mmol/L IPTG, respectively; 7: Renaturation 
solution of PeVP. 

检测到 Mn2+活性和 ABTS 活性。目标蛋白大部分

是以包涵体的形式存在于破壁沉淀中(泳道 2、4
和 6)，在 IPTG 浓度为 0.4 mmol/L 的诱导浓度下，

包涵体条带最粗(泳道 6)，目标蛋白表达量最高。

说明 PeVP 在 E. coli BL21(DE3)中未能正确折叠。 

2.2  重组酶 PeVP 的包涵体复性结果 
由于结构中多对二硫键的存在及蛋白折叠

的复杂性，目前 VP 的异源表达大多是以包涵

体为主，需经过包涵体变性溶解后，再经过体

外复性获得活性蛋白[23-24]。实验表明，重组酶

PeVP 包涵体复性的效果受 pH、甘油浓度和

hematin浓度影响较大。如图 2所示，8号为 PeVP
最佳复性条件： pH 9.5 Tris-HCl 缓冲液、     
0.5 mol/L 尿素、0.5 mmol/L GSSG、0.1 mmol/L 
DTT、0.1 mmol/L EDTA、5 mmol/L CaCl2、10%
甘油、5 µmol/L hematin，4 ℃静置透析 24 h，   
5 µmol/L hematin 孵育 12 h。复性 PeVP 出现了

清晰可见的蛋白条带(图 1 第 7 泳道)。复性 PeVP
的 Mn2+催化活性为 10.14 U/mL，蛋白浓度为

0.29 mg/mL，比活为 34.97 U/mg。 
 

 

 
图 2  PeVP 复性条件优化   1−8：表 1 中编号

1−8 复性体系对应的 PeVP Mn2+活性 
Figure 2  Optimization of PeVP refolding 
conditions. 1−8: Mn2+ activity of PeVP corresponding 
to the renaturation system numbered 1−8 in Table 1. 



 
窦明德等: 多功能过氧化物酶介导 Mn(III)络合体系对酚类化合物的氧化降解 3637 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

2.3  体外复性重组酶 PeVP 的酶学性质分

析结果 
图 3A 和 3B 均以 PeVP 对每种底物的最高

酶活定义为 100%相对酶活，图 3A 测定的是

PeVP 对不同底物的最适 pH，PeVP 以 Mn2+、

ABTS、DMP、syringaldazine 和 guaiacol 为底

物的最高酶活分别为 10.20、5.93、6.56、8.45
和 3.13 U/mL；图 3B 测定的是 PeVP 对不同底

物的最适温度，PeVP 以 Mn2+、ABTS、DMP、
syringaldazine 和 guaiacol 为底物的最高酶活分

别为 11.14、6.63、7.16、9.23 和 3.42 U/mL。图

3C 和图 3D 测定的是 PeVP 的 Mn2+活性，以初

始状态的酶活力定义为 100%相对酶活，初始酶

活均为 10.20 U/mL。 
PeVP 对 Mn2+的最适 pH值为 4.5，对 ABTS、

DMP、愈创木酚和丁香醛连氮的最适 pH 值均

为 3.0。在 5 种底物的最佳 pH 条件下，重组酶

PeVP 对 Mn2+的最适温度为 70 ℃，对 ABTS、
DMP、愈创木酚和丁香醛连氮的最适温度均为

50 ℃。PeVP 的 Mn2+结合位点决定了 Mn2+的催

化活性，由于 PeVP 中存在作用于低氧化还原

电位底物的主要亚铁血红素通道位点，因此对

ABTS、DMP、愈创木酚和丁香醛连氮等低氧化

还原电位底物具有一定的氧化作用。复性后的

PeVP 未检测到氧化藜芦醇的活性，怀疑复性后

的 PeVP 未形成正确折叠的色氨酸催化位点。 

 
 

图 3  PeVP 的酶学性质   A：pH 对 PeVP 活性的影响；B：温度对 PeVP 活性的影响；C：PeVP 热稳

定性；D：PeVP pH 稳定性 
Figure 3  Determination of enzymatic properties of PeVP. A: Effect of pH on the activity of PeVP; B: Effect 
of temperature on the activity of PeVP; C: Thermal stability of PeVP; D: pH stability of PeVP. 
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在 pH 4.5 条件下，PeVP 的热稳定性结果

显示，PeVP 在低温条件下相对稳定，温度越高

PeVP 的稳定性越差(图 3C)。30 ℃条件下，24 h 
PeVP 的残留 Mn2+活性为 71.47%，半衰期在

48−60 h 之间；30 ℃和 40 ℃条件下，重组酶

PeVP 6 h 的 Mn2+活性出现显著升高，说明 PeVP
的 Mn2+催化位点在 30 ℃和 40 ℃条件下存在一

定的热激活效应。在 30 ℃条件下，PeVP 的 pH
稳定性结果如图 3D 所示，在 pH 5.5 时 PeVP
的稳定性最好，相对酶活无明显下降；pH 低于

3.5 或 pH 高于 6.0 时 PeVP 的稳定性较差，48 h
后基本丧失 Mn2+活性。 

如图 4 所示，在 Tris-HCl 缓冲液体系中，

通过全波长扫描未检测到 Mn(III)及 Mn(III)-络
合物，生成的 Mn(III)因不能与盐酸发生络合作

用而迅速发生歧化反应；而在苹果酸缓冲液体

系中，发现波长 2 7 5  n m 处出现明显的  
Mn(III)-苹果酸络合物特征峰，说明苹果酸可以

与 PeVP 介导生成的 Mn(III)发生络合作用，形成

Mn(III)-苹果酸络合物，防止 Mn(III)的歧化并保 
 

 
 

图 4  Mn(III)-有机酸络合物紫外-可见吸收光谱

分析 
Figure 4  Mn(III)-organic acid chelate as analyzed 
by UV-visible spectroscopy at the spectrums 
ranging from 200 to 500 nm. 

留了 Mn(III)的高氧化还原电位。因此，苹果酸

对于 PeVP 介导生成的 Mn(III)具有重要的螯合

保护作用，有利于维持 Mn(III)的高氧化还原电

位，在后期酚类底物的氧化降解体系中发挥着

重要的作用。 

2.4  体 外 复 性 重 组 酶 PeVP 介 导 的

Mn(III)-有机酸络合体系优化结果 
Mn(III)-有机酸络合体系的氧化能力受缓

冲液、Mn2+浓度和 H2O2 浓度的影响。如图 5 所

示，以 PeVP 的 Mn2+最高酶活定义为 100%相对

酶活，图 5A−5D 中的最高绝对酶活分别为

10.29、11.18、13.98 和 17.04 U/mL。通过络合

体 系 优 化 ， 确 定 了 PeVP 介 导 的 最 优 的  
Mn(III)-有机酸络合体系：75 mmol/L 苹果酸缓冲

液(图 5A 和图 5B)、6 mmol/L Mn2+(图 5C)和    
0.2 mmol/L H2O2 (图 5D)。Mn(III)-有机酸络合体

系的催化活性随着 Mn2+浓度的增大而升高，并

逐步趋于平缓；在 H2O2 浓度为 0.2 mmol/L 时，

Mn(III)-有机酸络合体系的催化活性显示最高

水平，过高的 H2O2 浓度会抑制 Mn(III)-有机酸

络合体系的催化活性。 

2.5  体 外 复 性 重 组 酶 PeVP 介 导 的

Mn(III)-有机酸络合体系对酚类模式底物

的氧化结果 
研究选取 ABTS、DMP、愈创木酚和丁香

醛连氮作为酚类污染物的模式底物，比较了不

同 pH 条件下 PeVP 重组酶本身的低氧化还原位

点及其介导的 Mn(III)-有机酸络合体系对酚类

模式底物的催化能力。如图 6 所示，以 Mn(III)-
苹果酸络合体系对每种酚类底物的最高酶活定

义为 100%相对酶活，Mn(III)-苹果酸络合体系

对 ABTS、DMP、guaiacol 和 syringaldazine 的最

高酶活分别为 9.74、10.56、5.11 和 13.63 U/mL。

在 pH 3.0、添加 Mn2+条件下，PeVP 介导的  
Mn(III)-苹果酸络合体系的氧化能力略低于 
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图 5  PeVP 介导 Mn(III)-有机酸络合体系优化   A：有机酸缓冲液类型的优化；B：有机酸缓冲液浓

度的优化；C：Mn2+浓度优化；D：H2O2 浓度优化 
Figure 5  Optimization of Mn(III)-organic acid chelate system. A: Optimization of organic acid types; B: 
Optimization of malic acid concentration; C: Optimization of Mn2+ concentration; D: Optimization of H2O2 
concentration. 
 
 
PeVP 本身亚铁血红素通道对于酚类底物的氧化

能力，推测是 Mn2+的加入在一定程度上抑制了

PeVP 的亚铁血红素通道位点的活性；而在 pH 

4.5、添加 Mn2+条件下，Mn(III)-苹果酸络合体系

的氧化活性可提高至 PeVP对酚类底体系直接氧

化活性的 1.5−7.5 倍，说明弱酸环境(pH 4.5)对

Mn(III)-苹果酸络合体系氧化能力的重要性。未

添加 Mn2+时，PeVP 在强酸性条件(pH 3.0)对 4 种

酚类底物的直接氧化活性高于弱酸性条件，然而

PeVP 在强酸性条件下的稳定性较差(图 3D)，24 h

已经失去了全部的催化能力，相比之下酶在弱酸性

条件下稳定性较好，48 h 仍能保留 60%活力以上，

展现出较高的 Mn2+催化活性。而且在水体污染物

处理过程中，弱酸性条件相比强酸性条件更易实

现，酶催化氧化可行性更高。因此，在弱酸性条件

下(pH 4.5)，PeVP 介导的 Mn(III)-苹果酸络合体系

相比强酸条件下(pH 3.0) PeVP 本身的低氧化还原

位点对酚类污染物的降解具有更大的应用价值。 
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图 6  Mn(III)-苹果酸络合体系对酚类模式底物

的氧化 
Figure 6  Oxidation of phenolic model compounds 
by Mn(III)-malic acid chelate system under 
different pH conditions. 
 
2.6  体 外 复 性 重 组 酶 PeVP 介 导 的

Mn(III)-苹果酸络合体系对常见酚类污染

物的氧化降解结果 
通过酚类模式底物的氧化探究可知，在较

稳定的弱酸性环境中(pH 4.5)，PeVP 介导的

Mn(III)-有机酸络合体系对酚类污染物的降解

具有较大的潜能。为了进一步确定 PeVP 在较

稳定的弱酸性环境中(pH 4.5)对常规酚类污染

物的氧化降解能力，以 PeVP 介导的 Mn(III)-苹
果酸络合物为氧化介质，在 pH 4.5 的弱酸条  
件下对苯酚、对硝基苯酚、间苯二酚、对苯二酚

4 种酚类污染物进行催化氧化。如图 7 所示，苯

酚、对苯二酚、间苯二酚和对硝基苯酚的平均降

解速率分别为 10.91、10.69、6.50、5.71 mg/(L·h)。
0−4 h 内，酚类底物的降解速率较快，随着反应

时间的延长，5−16 h 酚类污染物的降解速率逐

渐变慢，16 h 之后已无明显降解现象。 

3  讨论与结论 
目前，酚类污染物的生物降解大部分属于 

 
 

图 7  Mn(III)-苹果酸络合体系对酚类污染物的

降解特性 
Figure 7  Phenolic pollutants degradation 
characteristics of Mn(III)-malic acid chelate system. 

 
微生物降解[25]。利用矿质盐培养基溶液并以壬

基酚为唯一碳源分离得到一株壬基酚高效降解

菌 NP-1，培养 10 d时对壬基酚的降解率是 65%，

10 d 以后基本不再降解[26]；从李村河口底泥样

品中分离出的两株真菌(W-1 和 W-2)培养 28 d
对壬基酚的降解率可达到 95%[27]。尽管微生物

对酚类物质的降解已取得明显效果，但微生物

降解系统仍存在降解反应复杂、降解时间长、

降解效率低等问题。辣根过氧化物酶和漆酶等相 
关酶类在酚类降解方面已取得了明显的效果[28-29]，

与其他酶类降解体系相比，本研究中 PeVP 介

导的 Mn(III)-苹果酸络合体系在降解率方面暂

未达到漆酶、辣根过氧化物酶的水平，但随着

降解体系的进一步优化(加酶量和 H2O2 补加

量)，降解率会有所提高。Sun 等近期的研究发

现，使用亚硫酸氢钠还原高锰酸钾可生成非络

合态的可溶性 Mn(III)，在处理有机污染物过程

中表现出较高的反应活性[30]，而本研究提供了

一种新的酚类污染物解决方案：由生物酶(PeVP)
介导的 Mn(III)-苹果酸络合体系对酚类污染物
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的降解。 
本研究成功实现了在较温和的弱酸性条件

(pH 4.5)下对酚类污染物的氧化降解。在酚类污

染物的降解过程中，Mn(III)-苹果酸络合物的形

成发挥着至关重要的作用，这一过程发生于

PeVP 的 Mn2+结合催化位点[18]，如图 8 所示，

PeVP、Mn2+、H2O2 和苹果酸缓冲液组成了 PeVP
的催化循环体系，H2O2 可以启动反应的发生，

在 PeVP 的催化循环过程中，二价锰离子可以

作为电子供体被氧化形成三价锰离子，三价锰

离子迅速与溶液中的苹果酸形成 Mn(III)-苹果

酸络合物，该 Mn(III)-苹果酸络合物具有较高

的氧化还原电位，以实现对酚类底物的氧化 
降解[15,18]。 

漆酶具有能传递电子的铜离子，能将酚类

化合物羟基上的电子脱去，使其形成酚氧自由

基致使酚类化合物降解，而本研究中 PeVP 介

导生成的 Mn(III)-苹果酸络合物具有更高的氧

化还原电位和更强的传递电子的能力，因此推

测 Mn(III)-苹果酸络合物同样可以夺取酚类污

染物上的电子，产生酚氧自由基和苯环碳自由

基中间体，一方面自由基中间体可以发生偶联

聚合反应，另一方面自由基中间体经过电子重

排和 C−C 键的断裂，可导致酚类物质的氧化降

解，产生短链的低分子化合物。主要预测产物

包括一些酚类聚合物和酮类、酸类、醛类等小

分子断裂产物，与酚类污染物相比，这些降解

产物生物毒性大大降低，对环境的污染较小。 
如上所述，0−16 h 内 PeVP 介导的 Mn(III)-有

机酸络合体系对苯酚、对苯二酚、间苯二酚和

对硝基苯酚这 4 种酚类污染物的平均降解速率

分别为 10.91、10.69、6.50、5.71 mg/(L·h)。本 
 

 
 
图 8  Mn(III)-有机酸络合体系酚类化合物氧化途径   P：卟啉环；L：酚类底物 
Figure 8  The oxidation pathway of phenols by Mn(III)-organic acid chelate system. P: Porphyrin ring group; 
L: Phenolic substrate. 
 
 



 
3642 微生物学通报 Microbiol. China 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 

文为酚类有机污染物提供了新的生物解决方案

及思路，为各种类型的 VP 和 MnP 应用于酚类

污染物降解研究及筛选具有较强酚类污染物降

解能力的 Mn(III)-有机酸络合体系奠定基础；同

时，PeVP 介导的 Mn(III)-苹果酸络合体系对酚

类污染物的氧化降解，是由生物酶(PeVP)介导

的一种催化剂 [Mn(III)-苹果酸络合物 ]所引发

的一种催化循环机制，是介于生物酶类降解和

化学催化降解之间的一种方法，综合了生物法

和化学法的优点，可实现酶的循环利用，同时

也避免了化学催化剂降解所造成的二次污染问

题。因此，在未来的酚类污染物的降解中，

Mn(III)-有机酸络合体系将具有很大的应用潜力。 
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