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黄孢原毛平革菌在多种氨氮浓度下木质素降解
酶的产生

喻国策 ,文湘华 ,李东锋 ,李　锐 ,钱　易　(清华大学环境科学与工程系 环境模拟与污染控

制国家重点联合实验室 ,北京　100084)

摘要 :在氨氮浓度 010308—01924 gΠL下对黄孢原毛平革菌 ( Phanerochaete chrysosporium)在空气环境中进行自由悬浮振荡培养.

在氨氮浓度 010308—01308 gΠL下可检测到木质素过氧化物酶活性 ,最高酶活为 4218 UΠL ;在氨氮浓度 010308 gΠL和 01154 gΠL

下可检测到漆酶活性 ,最高酶活为 3510 UΠL.在氨氮浓度不低于 01154 gΠL时 ,葡萄糖消耗速率大致相当 ,明显高于在氨氮浓

度 010308 gΠL下的葡萄糖消耗速率 ;氨氮在葡萄糖耗尽时达到最低值 ,然后开始增大 ;木质素过氧化物酶和漆酶的活性峰与

葡萄糖和氨氮的最大消耗基本对应.实验结果对木质素降解酶发酵和白腐真菌在环境工程中的直接应用具有启发意义.
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Formation of the ligninolytic enzymes by Phanerochaete chrysosporium

under various ammonium nitrogen concentrations
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Joint Laboratory , Department of Environmental Science and Engineering , Tsinghua University , Beijing　100084)

Abstract :Agitated submerged culture of Phanerochaete chrysosporium was carried out in air at ammonium nitrogen concentrations ranging from

0. 0308 to 0. 924 gΠL. Lignin peroxidase was detected within a range of nitrogen concentration from 0. 0308 to 01308 gΠL with the highest peak

activity of 4218 UΠL , and laccase between 0. 0308 gΠL and 01154 gΠL with the highest activity of 3510 UΠL. At nitrogen concentrations of

01154 gΠL and above , glucose consumption rates were comparable and evidently higher than that at 010308 gΠL , and ammonium nitrogen

reached minimums when glucose was depleted and thereafter began to increase. Activity peaks of lignin peroxidase and laccase coincided with

the maximum or nearly maximum consumption of glucose and nitrogen at nitrogen concentrations of 01154 gΠL and above. The results would be

of importance in the fermentation of the ligninolytic enzymes and the direct application of white rot fungi in environmental engineering.
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白腐真菌能够产生和分泌木质素降解酶 ,降解木质素以及许多持久性和有毒有机污染

物[1—3 ]
,白腐真菌及其木质素降解酶在造纸工业的生物制浆和纸浆的生物漂白、水污染控制和

土壤修复等方面具有重要的应用价值.黄孢原毛平革菌 ( Phanerochaete chrysosporium )是白腐真

菌产酶和降解研究的模式菌种 ,深入认识其产酶和表达调控机制对白腐真菌及其木质素降解

酶的应用具有基础意义.

一般认为黄孢原毛平革菌木质素降解酶系统主要包括木质素过氧化物酶 ( EC111111114) 、

锰过氧化物酶和产 H2O2 酶 ,木质素降解酶受氮、碳或硫营养限制激发产生[4 ,5 ]
,在高氧条件下

表现活跃[6 ,7 ] .一般认为 P. chrysosporium 不产生漆酶 ( EC 11101312) [8 ] .然而 ,木质素降解酶的
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表达调控机制至今尚未彻底了解清楚. Chen 等[9 ]报道 ,用聚氨酯海绵或泡沫固定化培养

P1 chrysosporium ,可以在氮充分条件下 (22 mmolΠL)产生木质素过氧化物酶. Dosoretz 等[10 ]对

P1 chrysosporium进行非浸没式固定化培养 ,发现即使在氮过量条件下 (45 mmolΠL ,60 mmolΠL)也

可以产生木质素过氧化物酶 ,且其酶活峰值高于氮限制和氮充分条件下的酶活峰值. Rothchild

等[11 ]报道 P1 chrysosporium 在用聚氨酯泡沫固定、低 CΠN比 (7147)和空气条件下培养可以产生

木质素过氧化物酶. 另外 , Srinivasan 等 [12 ] 在用纤维素而不是通常的葡萄糖作碳源培养

P1 chrysosporium时检测到漆酶的存在. Rodriguez等[13 ]发现 P1 chrysosporium 可以在半固态培养

条件下产生漆酶 ,并受二氧化锰的明显促进.已知木质素降解酶的产生受培养基组成、培养方

式和培养条件的影响极为显著[1 ,14 ,15 ]
.

我们在考察碳源和氮源对包括 P1 chrysosporium 在内的数株白腐真菌生长和产酶的影响

时发现 , P1 chrysosporium 在空气中自由悬浮振荡培养时在 22 mmolΠL氨氮浓度下可以产生少量
的木质素过氧化物酶 ,在 212 mmolΠL氨氮浓度下可以产生少量的漆酶 ,而这样的培养条件往往

被认为不宜于木质素降解酶的产生.我们因此进一步考察 P1 chrysosporium 在多种氨氮浓度下

培养时产生木质素降解酶的情况 ,以期增进对白腐真菌产酶生理的了解 ,促进木质素降解酶生

产和白腐真菌在环境治理中的直接应用.

1　材料和方法

111　菌种

Phanerochaete chrysosporium BKM2F21767 (ATCC 24725)由本实验室保存.

112　培养基

11211　固体培养基　采用 PDA培养基 ,即土豆汁 200 gΠL ,葡萄糖 20 gΠL ,琼脂 20 gΠL.

11212　液体培养基 　基于 Tien 和 Kirk
[16 ] 培养基配制 ,其中葡萄糖浓度为 10 gΠL ,采用

0102 molΠL乙酸缓冲液 (pH 414)代替丁二酸二甲酯缓冲液.不同氮源浓度下 (以酒石酸氨为氮

源)氨氮浓度分别为 010308 gΠL (212 mmolΠL) 、01154 gΠL (11 mmolΠL) 、01308 gΠL (22 mmolΠL) 、

01462 gΠL (33 mmolΠL) 、01616 gΠL (44 mmolΠL)和 01924 gΠL (66 mmolΠL) . VB1 为 1 mgΠL ,接种前无菌

过滤加入.不加入藜芦醇和表面活性剂.

113　培养过程

从在 30 ℃下培养 15 d的 PDA平板上剥取适量的孢子 ,在无菌水中混匀得到孢子悬浮液 ,

等量接入含 100 mL培养基的一系列 250 mL锥形瓶中 ,每瓶中相当于接入平板面积为 1 cm
2 的

孢子.置于旋转式摇床在空气条件下培养 ,温度为 35 ℃,转速为 160 rΠmin.培养过程中每天定

时取样.对于所要考察的每 1种情况同时进行 3组平行实验 ,实验结果取其平均数值.

114　分析方法

11411　主要仪器和试剂　可见光分光光度计 (UV21200V ,SHIMADZU) ,可见紫外光分光光度计

(UV22401PC ,SHIMADZU) ;藜芦醇、2 ,2’2连氮2二2(32乙基苯并噻唑262磺酸) (2 ,2’2azino2bis (32
ethylbenzthiazoline262sulfonate) ,ABTS)和次氮基三乙酸盐均为 Fluka公司产品 ,葡萄糖测定试剂

盒为上海生物制品研究所上海申索试剂有限公司产品 ,其余药品均为分析纯试剂.

11412　粗酶液制备　样品经离心 (9000 rΠmin ,10 min)得到上清液 ,用于酶活等检测.

11413　木质素过氧化物酶　采用 Tien和 Kirk
[16 ]方法 ,定义每 1 min氧化 1μmol藜芦醇成藜芦

醛所需的酶量为 1个酶活力单位.
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11414　漆酶　采用Bourbonnais和 Paice[17 ]方法 ,定义每 1 min氧化 1μmol ABTS所需的酶量为 1

个酶活力单位.

11415　葡萄糖　采用葡萄糖测定试剂盒测定.

11416　氨氮　采用纳氏试剂比色法测定[18 ]
.

2　结果和讨论

211　木质素降解酶的产生

图 1　P1 chrysosporium木质素降解酶的产生

( ( a)木质素过氧化物酶　( b)漆酶)

Fig. 1　Formation of the ligninolytic enzymes

by P1 chrysosporium in agitated

submerged culture in air ( (a) lignin

peroxidase　(b) laccase)

图 2　木质素降解酶活力峰值

随氨氮浓度的变化

Fig. 2　Changes in peak activities of the

ligninolytic enzymes with increas2

ing ammonium nitrogen concentrations

P1 chrysosporium 振荡培养时木质素过氧化物酶的产

生情况如图 1 (a)所示. 在较低的氨氮浓度 010308 gΠL、
01154 gΠL和 01308 gΠL 下 ,可以比较明显地检测到木质素

过氧化物酶的产生 ,酶活在 5 d 左右出现 ,在 7 d 产生峰

值 ,在氨氮浓度 01154 gΠL 下有最大酶活性表现 ( 4218

UΠL) .值得注意的是 ,在氨氮浓度 01154 gΠL 和 01308 gΠL
下 ,酶活峰值出现的时间与葡萄糖消耗尽或接近于消耗尽

的时刻以及氨氮消耗至最低值的时刻相对应 (参见图 3) .

在较高的氨氮浓度 (01462 gΠL—01924 gΠL)下木质素过氧

化物酶的产生很不明显.

漆酶的产生情况如图 1 (b)所示.在较低的氨氮浓度

010308 gΠL 和 01154 gΠL 下 ,可以检测到漆酶的产生 ,酶活

峰值分别出现在 9 d和 8 d ,在氨氮浓度 010308 gΠL下表现
出最大酶活 3510 UΠL.在氨氮浓度 01154 gΠL下酶活峰值出
现的时间也对应着葡萄糖完全耗尽以及氨氮处于最低值

的时刻 (参见图 3) .在较高的氨氮浓度 (01308 gΠL—01924

gΠL)下很难检测到漆酶活性.

木质素过氧化物酶和漆酶活力峰值随初始氨氮浓度

的变化如图 2所示.从中可以明显看出 ,木质素降解酶的

产生受氮浓度条件影响 ,低氮浓度有利于酶的产生 ,高氮浓度则抑制酶的产生.氮浓度条件对

木质素过氧化物酶和漆酶产生的影响又有所不同 ,木质素

过氧化物酶在氮浓度低于 01462 gΠL 时有酶活表现 ,在

01154 gΠL时获得最大值 ;漆酶在氮浓度低于 01308 gΠL 时有
酶活表现 ,酶活随氮浓度的减小而增大.

一般认为 P1 chrysosporium 在非氮限制和空气条件下培

养不利于木质素过氧化物酶的产生[4 ,6 ,7 ]
.本文不但在氮限

制条件下 (010308 gΠL)而且在更高的浓度 (01154 gΠL)甚至氮

充分条件下 (01308 gΠL)检测到少量木质素过氧化物酶活性.

P1 chrysosporium 一般在麦芽汁琼脂平板上保存 ,将孢子萌

发成的菌丝混匀后用于接种[16 ] ,本实验菌种在 PDA平板上

保存 ,接种物为培养较长时间的孢子 ,种液制备过程的差异

可能会引起菌丝后续生长和代谢的变化 ,从而引起木质素
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过氧化物酶在培养过程受到调节而得到表达.在氨氮浓度 01154 gΠL 和 01308 gΠL 下酶活峰值
与葡萄糖消耗尽或接近于消耗尽相对应 ,因此木质素过氧化物酶的产生可能与碳营养的限制

有关.在 P1 chrysosporium 振荡培养时经常向其中加入某些诱导物质如藜芦醇以及表面活性

剂 ,我们在实验中曾检测到一定浓度 (40 mmolΠL)的藜芦醇对细胞生长和木质素过氧化物酶的

产生有明显的抑制作用 ,木质素降解酶表达对培养条件如培养基成分和温度 (实验控制在

35 ℃)等的敏感可能也会对酶的合成有所影响.张朝晖等[19 ]也曾在空气环境下自由悬浮振荡

培养 P1 chrysosporium SHL21获得约 110 UΠL木质素过氧化物酶酶活. P1 chrysosporium 漆酶的表

达和调控机制至今尚不清楚 ,漆酶活性的出现也应与种子的状态和营养供应等有关.液体振荡

培养时木质素过氧化物酶和漆酶活力比较小 ,并且酶活因 H2O2 和蛋白酶的存在等而很不稳

定[20 ,21 ]
,这可能是酶活不易检测到的一个原因.

虽然本文在一定的较高氮源浓度下检测到木质素过氧化物酶和漆酶的存在 ,但酶的产生

在更高的氮源浓度下仍受到抑制 ,因此木质素降解酶表达的氮调节模式可能并未改变 ,只是抑

制酶产生的氮浓度的阈值有所增大.这同时说明培养过程中木质素降解酶产生所受氮浓度的

调节可能不是固定不变的 ,而会受到某些因素的影响而在一定程度上发生变化.另外 ,虽然在

较高氮源浓度下检测到木质素降解酶的存在 ,但其同功酶组成与在氮限制条件下比较 ,可能会

发生改变[10 ]
.

图 3　P1 chrysosporium对碳氮营养的利用

( a)葡萄糖 ;( b)氨氮

Fig. 3　Nutrient consumption by P1 chrysosporium

in agitated submerged culture in air

(a) glucose1 (b) ammonium nitrogen

212　P1 chrysosporium 对碳氮营养的利用

P1 chrysosporium 在不同氨氮浓度下生长时形成均匀

的菌球 ,经观察在氨氮浓度 01308 gΠL和 01462 gΠL下菌球
稍大 ,图 3表示 P1 chrysosporium 在培养过程对碳源和氮

源的利用情况.在氮限制条件下 (氨氮 010308 gΠL)葡萄糖

消耗速率较低 ,在培养结束时仍有相当量的葡萄糖残留.

在氮浓度不低于 01154 gΠL 时葡萄糖消耗速率大致相当 ,

都明显高于氮限制条件下的葡萄糖消耗速率 ,此时葡萄

糖消耗大致存在 3个阶段 ,在培养前期 (0—4 d)葡萄糖消

耗速率较低 ,接着葡萄糖进入一个快速消耗期 ,并在 7 d

或 8 d完全耗尽 ,然后培养过程处于无碳状态 (图 3 (a) ) .

氨氮的消耗除在氮限制条件下不够明显外大致呈现

相同的规律 ,在培养前期 (0—3 d)均不够明显 ,这与葡萄

糖在培养前期消耗的低速率相一致.此后氨氮进入一个

较快的消耗期 ,这大致对应着葡萄糖的快速消耗期.氨氮

浓度在 7 d或 8 d达到一个最低值 ,这恰好与葡萄糖完全

耗尽相对应.有趣的是 ,同 Dosoretz等[10 ]报道的情况相似 ,

氨氮在达到最低值后开始逐渐增加 ,直至培养结束 ,这对应着培养液的无碳状态 (图 3 (b) ) .

在不同氨氮浓度下 P1 chrysosporium 对碳源和氮源的利用有着较好的对应关系 ,碳氮利用

和木质素降解酶的产生也有着一定的对应关系.氨氮浓度在培养液中无碳时从最低值开始增

大 ,这可能是由于这时细胞自溶的结果 ,这其中包括细胞蛋白质的水解[10 ]
.
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3　结论

P1 chrysosporium 在空气中振荡培养时可以在一定的高于氮限制的氮源浓度下产生少量

木质素过氧化物酶 ,在氮限制浓度下产生少量漆酶.木质素降解酶表达所受的氮调节情况可能

不是固定不变的 ,而会在一定程度上受到某些培养因素的影响.这些结果进一步表明了木质素

降解酶表达调控机制的复杂 ,并对木质素降解酶发酵和白腐真菌在环境工程中的直接应用具

有启发意义.进一步工作将包括考察接种物状态等对木质素降解酶产生的影响.
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