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摘要 : 实验研究了一株黄杆菌 FCN2对芘降解的动力学特性 ,以及该菌株对芘的好氧氧化具有催化作用的酶的分布特征、芘在胞内酶存在下酶

促降解的动力学特征.研究结果表明 ,本实验室经驯化、筛选、分离所得的 FCN2菌株对芘有良好的降解性能 ;反应后 10 h内 ,降解反应近似表

现为一级动力学特性 ,且随着芘初始浓度的增加 ,反应速度加快 ;当芘的初始浓度达到 200 mg·L - 1时 ,菌体的降解活性被抑制 ;菌体的初始浓

度越大 ,芘的降解转化速率越快 ;当菌量达到 3. 0 ×108 CFU s·mL - 1 (CFU s colony - form ing units)时 ,芘的降解转化速度不再随着起始菌量的增

加而增加.在本实验的好氧条件下 ,最适初始菌量为 1. 0 ×108～ 2. 0 ×108 CFU s·mL - 1范围内. FCN2菌株对芘好氧降解起催化作用的活性酶为

胞内酶 ,它对芘降解的催化作用迅速、有效 ,短时间内即达到分解平衡 ;胞内酶最适 pH值为 5,在 pH 5. 0～6. 0之间均有较高的催化活性 ;胞内

酶最适温度为 32℃,在 30～50℃之间能保持较高的催化活性 ;粗提胞内酶催化芘的好氧降解过程中 ,米氏常数较小 ,为 1 ×10 - 4 mol·L - 1 ,最大

反应速率为 2 ×10 - 6 mol·L - 1·m in - 1 ,说明酶与芘的亲和力大.
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Abstract: The kinetic p roperties of biodegradation of pyrene by a flavobacterium strain and its coarse endoenzyme were studied, and the distribution of the

enzyme which p lays main rule in degradable and transform ing pyrene was investigated. A s a result, the flavobacterium strain FCN2 isolated was found to

be an effective strain for degrading pyrene. The degradable p rocess behaved as a p seudo - first - order reaction within a period of 10h reaction time, and

the reaction rate increased with the original concentrations of pyrene and biomass. However, the reaction was almost comp letely restrained as the original

concentration of pyrene reached 200 mg·L - 1. A s original biomass was higher than 2. 0 ×108 CFU s·mL - 1 , there was no longer any increase of reaction

rate under an aerobic condition and the suitable biomass was from 1. 0 ×108 to 2. 0 108 CFU s·mL - 1. The active enzyme which p layed the main rule in

degradable pyrene was the endoenzyme of the f lavobacterium strain FCN2. The catalysis action of the endoenzyme was highly effective, so that the reaction

reached equilibrium state quickly. The suitable pH was 5. 0 and the suitable temperature was 32℃ though the endoenzyme was still active within pH 510

～6. 0 and 30～50℃. The M ichaelis constant Km was found to be 1 ×10 - 4mol·L - 1 , and the maximum degradation rate of pyrene under the catalysis of

the endoenzyme was 2 ×10 - 6mol·L - 1·m in - 1. This indicated that the affinity of the endoenzyme to pyrene was great.

Keywords: flavobacterium sp. FCN2; biodegradation; pyrene; endoenzyme; M ichaelis constant

　　多环芳烃 ( PAH s)是普遍存在于环境中具有致

癌、致畸、致突变的一类有机污染物.人类生产活动

中对石化产品的大量开发利用及其它有机物的不

完全燃烧产生了大量的 PAH s,由于其在自然环境中
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降解转化速度非常缓慢 ,因此 ,在环境系统中被大

量积累.由于多环芳烃的环状共轭π键使其具有特

殊的稳定性 ,且对普通的微生物表现出一定的毒

性 ,使 PAH s的降解研究成为目前的研究热点.有关

多环芳烃生物降解的研究报道主要集中在两个方

面 ,其一 ,从污染环境中分离优良的降解菌 ,并研究

其降解特性 ( Geiselbrecht el a l. , 1996,聂麦茜等 ,

2002) ;其二 ,利用分离得到的优良菌对环境中多环

芳烃进行生物修复研究 ( Thibault el a l. , 1996,王新

等 , 2000).已有研究报道的优良菌确实能够加快多

环芳烃的分解 ,其分解过程主要依靠微生物产生的

酶的催化作用.但有关能够降解多环芳烃的优良菌

及其酶对多环芳烃生物降解的动力学特性研究报

道较少.白腐菌是研究较深入的对 PAH s具有普遍

降解能力的真菌类微生物 ,这类微生物产生的漆酶

和过氧化物酶能够有效地催化多环芳烃的好氧氧

化过程 (B ill el a l. , 1996, Field et a l. , 1992).细菌

也是降解多环芳烃的主要微生物 ,可关于活体细菌

及其酶对 PAH s降解动力学特性的研究未见报道.

在前期研究工作中 ,分离出一株黄杆菌 FCN2,并已

经获得了大量的相关生物降解信息 (聂麦茜等 ,

2001) ,研究中发现 FCN2活菌体对分子结构不同的

蒽 (三环、线性 )、菲 (三环、非线性 )、芘 (四环、非线

性 )均能快速的降解转化.在此基础上 ,本文拟深入

研究 FCN2对多环芳烃的生物降解机理 ,了解 FCN2

降解体系中酶的分布特征、酶促降解的动力学特性

及粗提酶液与活菌体降解多环芳烃最适反应条件

的差异 ,以期为生物修复多环芳烃污染提供理论

参考.

1　材料和方法 (Materials and methods)

1. 1　材料

磷酸盐缓冲液 : K2 HPO4·H2 O 21. 75 g,

Na2 HPO4·12H2O 33. 4 g, KH2 PO4 8. 7g, NH4 Cl 5. 0 g,

蒸馏水 1000mL.

优良黄杆菌属 FCN2菌株 :本实验室以焦化厂

废水排水沟底泥为优良菌源 ,通过驯化筛选获得

(聂麦茜等 , 2001).

1. 2 降解体系中芘浓度的测定方法

将水样用环己烷萃取 3次 ,合并萃取液 ,脱水

后 ,定容至 10. 0 mL,在 242 nm处用紫外光度法测

定芘的浓度.

1. 3　菌悬液制备及胞内 、胞外粗酶的提取方法

菌悬液的制备 :将保存在斜面上的 FCN2菌株

接种于经高压水蒸汽灭菌的普通液体牛肉汁培养

基上 , 32℃下好氧振荡培养 48 h,室温下 6000

r·m in
- 1离心分离 30m in,再以磷酸盐缓冲液洗涤菌

体 3次 ,收获菌体 ;用同一缓冲液制成菌悬液 ,并调

至菌体浓度约为 6 ×109 CFU s·mL - 1 ,备用.

将 30 mL的 FCN2菌悬液 ,置于 0℃的冰 -水混

合水浴中 ,用 JY88 - II型超声波细胞粉碎机处理 8

次 ,每次 1 m in.粉碎功率为 450 W. 8000 r·m in
- 1离

心分离 30m in,除去细胞壁碎片 ,上清液即为胞内酶

粗酶液.在菌悬液的制备过程中 ,收集菌体后的培

养液 ,边搅拌边加入 (NH4 ) 2 SO4至饱和度为 100% ,

4℃盐析过夜 ,离心收集蛋白沉淀作为胞外粗酶液.

1. 4 降解反应体系描述

1. 4. 1 活菌株对芘的降解实验

同一芘初始浓度时 ,同时取 5个反应瓶 ,向每个

反应瓶中平行加入 18 mL蒸馏水 ,一定体积的 5. 0

g·L - 1芘的丙酮溶液 ,使各反应瓶中芘的起始浓度相

同.曝气 20 m in去除丙酮后 ,向每个瓶中平行加入菌

悬液 ,使菌体达到 1. 0 ×10
8

CFU s·mL
- 1

,在 32℃条件

下 ,生物摇床约 140 r·m in
- 1好氧反应 2 h后开始测定

芘的浓度 ,并每隔 2 h采样测定芘的浓度.同时设不

加菌悬液的对照组.在不同的芘初始浓度 (24、50、

120、200 mg·L - 1 )和不同菌悬液浓度 ( 110 ×10
8、

210×10
8、310×10

8
CFU s·mL

- 1 )下重复上述试验.

1. 4. 2 芘的酶促降解实验

胞内酶及胞外酶对芘降解的催化反应 :取 4个

反应瓶 ,向每个反应瓶中平行加入 18 mL蒸馏水 , 5.

0 g·L - 1芘的丙酮溶液 0. 10 mL,使各反应瓶中芘的

起始浓度为 25. 0 mg·L - 1.曝气 20 m in去除丙酮后 ,

向每个瓶中平行加入 2 mL胞内酶粗提液 ,在 32℃

条件下静态反应一段时间后 ,测定芘的浓度变化.

相同条件下 ,同时做胞外酶对芘的降解实验 ,同时

设不加酶的对照组.

pH值对芘的酶促降解的影响实验 :取 8个反应

瓶 ,向每个瓶中各加入 18 mL蒸馏水 , 5. 0 g·L - 1芘

的丙酮溶液 0. 10 mL,曝气 20 m in后 , 用 NaOH和

H3 PO4依次调节溶液的 pH值分别为 410、510、5. 5、

610、6. 5、710、810、910.向每个瓶中各加入 1. 0mL

胞内酶液 ,反应 10m in后取出 ,测定芘的浓度变化.

同时设不加酶的对照组.

温度对芘的酶促降解的影响实验 :在 pH为 5

的条件下 ,向反应瓶各加入 18 mL蒸馏水 , 5. 0

g·L - 1芘的丙酮液 0. 10 mL和 1. 0 mL胞内酶 ,使反

281
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应瓶中芘的初始浓度为 25. 0 mg·L - 1
,反应 10 m in

后 ,分别测定不同温度 ( 25、27、30、32、35、50℃)下

芘的浓度变化 ,同时设不加酶的对照组.

胞内粗提酶米氏常数和最大反应速率的测定 :

分别取 0. 10、0. 25、0. 50、1. 00、1. 50、2. 00、2. 50 mL

(100 mg·L - 1 )芘的丙酮溶液于 10 mL比色管中 ,各

管中分别加入 1. 0 mL胞内酶液 ,用水稀释至 10. 0

mL;在 pH为 5、温度 32℃的条件下 ,水浴中好氧反

应 10 m in,测定反应瓶中芘的浓度 ,同时设不加酶的

对照组.根据测定结果计算米氏常数和最大反应

速率.

1. 5　计算方法与统计方法

黄杆菌活体 FCN2对芘降解的动力学特征实验

数据处理方法 :利用微分法计算反应级数 (许越 ,

2005).

米氏常数的测定采用 Eadie2Hofstee法 (施巧

琴 , 2005).

图 1　不同芘初始浓度对其生物降解的影响

Fig. 1　The effects of original concentrations of pyrene on

its biodegradation

2. 结果 (Results)

2. 1　黄杆菌活体 FCN2对芘降解的动力学特征

首先考察芘浓度对其生物降解转化动力学特

征的影响.根据前期研究结果 ,在活菌量为 110 ×108

CFU s·mL - 1、32℃和 pH = 7. 0的条件下 ,进行生物

降解试验 ,研究 FCN2菌株对芘降解的动力学特性 ,

结果如图 1所示.从图中可看出 ,当芘的初始浓度分

别为 24、50、120mg·L - 1时 ,反应开始后 10 h内 ,芘

的浓度随着时间的变化呈降低趋势 ,母体芘环被降

解转化的平均速率分别为 0. 4810、0. 7596 、215013

mg·L - 1·h - 1
.显然 ,随着芘初始浓度的增加 ,反应速

度加快. 图中所示回归方程的可决系数分别为

01972、0. 997、0. 988,所以 ,芘的浓度随时间呈近似

线性变化.但同样反应条件下 ,当芘初始浓度为 200

mg·L - 1时 ,反应开始后 10 h内 ,芘的浓度几乎不随

着时间的变化而变化 ,芘的降解速率仅为 011957

mg·L
- 1·h

- 1
,远小于 120 mg·L

- 1时的 2. 5013

mg·L - 1·h - 1
;说明该浓度下 , FCN2菌株对芘降解转

化受到了明显的抑制作用.

活菌体初始加入量对芘降解转化作用的影响

如图 2所示.从图 2可以看出 ,芘初始浓度为 120

mg·L - 1
,初始活菌量分别为 110 ×10

8、210 ×10
8、

310 ×10
8
CFU s·mL

- 1时 ,反应后 10h内 ,芘的浓度随

时间的降低趋势近似为线性关系 ,降解转化速率分

别为 2. 4889 mg·L - 1·h - 1、3. 334 mg·L - 1·h - 1、3. 387

mg·L - 1·h - 1.初始菌量为 110 ×108 CFU s·mL - 1时 ,

在反应 10 h内 ,体系中芘浓度的累计降低值小于初

始菌量为 210 ×10
8

CFU s·mL
- 1和 310 ×10

8

CFU s·mL
- 1时的值 ,这说明在本实验条件下 ,初始菌

量 110 ×10
8

CFU s·mL
- 1并没有达到菌体的饱和量.

所以 ,不会出现因供氧不足而影响代谢效率的问

题.而初始菌量为 110 ×10
8

CFU s·mL
- 1和 110 ×10

8

CFU s·mL
- 1时 ,芘的降解转化速率已经非常接近.按

照前期的研究结果 (聂麦茜 , 2002) , FCN2菌株在反

应初期 (24 h内 ) ,生长繁殖量比较少 ,因此 ,利用实

验结果 ,计算一定菌量下芘的降解转化速率时可以

不予考虑菌体的生长繁殖量.计算单位量的菌体对

芘的降解速率 ,发现初始菌量为 110 ×10
8

CFU s·

mL
- 1的反应体系中芘的比降解速率最大.

图 2 菌量对芘降解作用的影响

Fig. 2　The effect of biomass on biodegradation

2. 2 芘的酶促降解特性

2. 2. 1　FCN2菌株降解酶的分布特征

分别将胞外酶和胞内酶粗提液加入含

25. 0 mg·L - 1芘的水溶液中 ,每隔一定时间测定芘的

浓度变化 ,实验结果见表 1.表 1结果表明 ,胞内酶

粗提液对芘的催化分解迅速而有效 ,短时间内即达

到分解平衡.胞外酶液在 48 h内未显示降解活性或

381
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活性很低 ,其所显示出的微弱降解活性 ,可能是由

于收获菌体时 ,离心转速不够 ,使得上清液中留有

少量菌体造成的.故认为 FCN2菌株对芘的降解中 ,

起催化作用的酶为胞内酶.

表 1　胞内酶及胞外酶对芘的去除情况

Table 1　 the remove of pyrene by endoenzyme and exoenzyme

t / h 胞内酶对芘的去除率 胞外酶对芘的去除率

0 0 0

2 42. 28% 1. 20%

4 38. 84% 0. 88%

24 40. 04% 0

48 41. 80% 1. 00%

2. 2. 2 FCN2菌株胞内酶对芘的降解特性

pH值对芘的酶促降解结果如图 3所示.胞内酶

降解芘的最适 pH值为 5. 0,在 pH 4. 0～9. 0之间均

有降解活性.在弱酸性条件 (pH 4. 0～6. 0)下 ,胞内

酶对芘降解的催化活性较大 ,这与 FCN2活菌体降

解芘的最适 pH值范围 (5. 0～7. 0)相近.

图 3　pH值对芘的酶促降解的影响

Fig. 3　The effect of pH on enzyme degradation

温度对芘的酶促降解结果如图 4所示.从图中

可知 ,对芘的降解反应的最适温度为 32℃;在 30℃

～50℃之间胞内酶能保持较好的降解活性.

图 4 温度对酶促降解的影响

Fig. 4　The effect of temperature on enzyme degradation

按照 1. 4. 2中的方法 ,测得芘的浓度及其生物

降解反应速率 ,做 Eadie2Hoffstee图 ,结果如图 5所

示.求得粗提酶的米氏常数为 1 ×10 - 4 mol·L - 1 ,最

大反应速率为 2 ×10
- 6

mol·L - 1·m in
- 1

.

图 5 粗酶液的 Ead ie2Hoffstee图

Fig. 5　Eadie2Hoffstee chart of coarse enzyme

3　讨论 (D iscussion)

微生物对有机污染物的降解主要是依靠其产

生酶的催化作用.目前文献报道的有关 PAH s酶促

降解的研究主要集中在真菌类微生物白腐菌的活

性酶方面 ,其产生的能够催化多环芳烃降解的活性

酶是胞外酶 (B ill el a l. , 1996, Field el a l. , 1992).

文献中 (虞云龙等 , 1997)曾报道 ,生物降解农药杀

灭菊酯起降解作用的是胞内酶 ,但该文献中并未对

菌种进行鉴定. 本论文使用的 FCN2是一株细菌 ,

根据前期已得到的大量的生物降解信息推测 (聂麦

茜 , 2002) ,在降解 PAH s时 ,多环芳烃需进入细胞内

部才能被降解 ,也就是说 ,它们在对 PAH s生物降解

过程中起主要催化作用的酶应该是胞内酶.本论文

的实验结果验证了前期的推测 ,即黄杆菌 FCN2降

解 PAH s的活性酶分布在细胞内部.

由于 FCN2菌体的活性酶是在胞内 ,反应涉及

到水溶性差的芘向细胞内的传质 ,活性酶进而与芘

亲合形成过渡态 ,芘分子被氧化等一系列过程 ,因

此 ,微生物活菌体对芘降解的动力学特性是复杂

的.在废水有机物微生物处理过程及其它有关活菌

体对有机物的降解过程中 ,由于体系复杂 ,一般都

粗略按照一级反应来处理.而本论文为单一菌株 ,

并且反应中加入的有机底物是单一的芘 ,所以 ,这

种体系相对简单 ,可以计算反应 10h内的有机物生

物降解动力学级数.参考物理化学对复杂反应级数

的计算方法 (许越 , 2005) ,本论文中芘的初始浓度

为 24、50、120 mg·L - 1时 (不讨论初始浓度为 200

mg·L - 1
,因为该反应明显被抑制 ) 10 h内的平均反

应级数为 0. 9995,因此 , FCN2活菌体对芘降解时 ,

在反应后 10h内可近似看作一级反应.

米氏常数 Km反映酶和底物的结合程度、酶 -底

物复合物的稳定性 ;米氏常数的大小能够反映酶与

底物之间亲和力的大小 ,其值越小 ,则酶与底物的
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亲和力越大.大多数酶的 Km在 10
- 1～10

- 6
mol·L - 1

之间.本论文用 Eadie - Hofstee法测定了米氏常数

Km与最大反应速率 Vm ,在 pH值为 5,温度为 32℃

条件下测得粗提胞内酶米氏常数值为 1 ×10
- 4

mol

·L - 1 ,最大反应速率为 2 ×10 - 6 mol·L - 1. m in - 1 ,说明

酶与芘的亲和力较大.因此 , FCN2胞内酶对芘降解

的催化作用迅速而有效 ,短时间内即达到分解平

衡.从本研究的结果看 , FCN2菌在处理多环芳烃污

染中是有发展潜力的.
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