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影响青霉产聚乙烯醇降解酶营养因素的研究

张 颖 李 寅 陈 坚"

（江南大学工业生物技术教育部重点实验室 江南大学生物工程学院环境生物技术研究室 无锡 #%!$32）

摘 要：在培养基中没有聚乙烯醇（J&4）及有 J&4存在的情况下，考察了酵母粉、#$种氨基酸和部分维生素对一株
青霉 KLM$#6#%产 J&4降解酶的影响。当培养基中无 J&4时，以酵母粉为氮源时，该菌株可产生 31N8 OPQ的 J&4
降解酶；加入 J&4后，酶活提高了 3N3倍，表明该菌株所产的 J&4降解酶是可诱导的。进一步研究发现，不管培养
基中是否存在 J&4，若没有苏氨酸存在，该菌株正常生长，但不能产生 J&4降解酶，表明苏氨酸是该菌株产生 J&4
降解酶所必需的，而非生长所必需。在苏氨酸添加浓度为 %$=IPQ到 #$=IPQ的范围内，该菌株所产 J&4降解酶的酶
活随着培养基中苏氨酸浓度的增大而呈现上升趋势。
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聚乙烯醇（J&4）是一种人工合成的水溶性高分
子化合物，在纺织、造纸、化工等行业有广泛的用途，

但是在自然环境中它很难被降解，是水体中的主要

污染物之一，特别是在纺织工业废水中。J&4降解
酶对 J&4有良好的生物降解性，可以应用于纺织工
业中的 J&4退浆工艺，实现在织物表面直接对 J&4
的降解从而减少 J&4废水的排放。从上个世纪 7$
年代开始，国内外学者就致力于筛选出可以产生

J&4降解酶的微生物；研究 J&4降解酶的性质和它
们降解 J&4的机理。到目前为止，研究所涉及的微
生物均为细菌，并且所有研究都是在以 J&4为唯一
碳源兼诱导物的情况下进行的［% S 8］，至于不加 J&4
时微生物是否产酶，迄今为止未有报道。

在前期研究中本研究室筛选到一株能产生 J&4
降解酶的青霉，这是由真菌产生 J&4降解酶的首次
报道［%$］。进一步研究发现，当培养基中没有 J&4
时，以酵母粉为氮源时这株青霉也可以产生 J&4降
解酶。而以其它有机或无机氮化合物为氮源时，或

根本不产酶；或酶活远低于以酵母粉为氮源时的情

况。以酵母粉为氮源，外加 J&4为唯一碳源兼诱导
物后，该菌株产生的 J&4降解酶酶活有了大幅度提
高。而只供给无机氮源 0M!T(时，细胞生长不好并
且没有 J&4降解酶的产生。由于酵母粉中维生素
和氨基酸含量较高，为研究酵母粉对 J&4降解酶产
生的影响，作者进一步考察了 #$种氨基酸及部分维

生素对该菌株产 J&4降解酶的影响。结果发现，无
论 J&4存在与否，苏氨酸均是影响该菌株产 J&4降
解酶的关键氨基酸。本文研究结果对进一步比较青

霉和细菌产生的 J&4 降解酶的异同、阐明青霉产
J&4降解酶及降解 J&4的机理奠定了基础。

! 材料和方法

!"! 菌种和培养基
!"!"! 菌种：青霉菌（!"#$%$&&$’( CU)），前期工作中
筛选得到［%$］，实验室编号 KLM$#6#%。
!"!"# 培养基：斜面培养基：每升含马铃薯 #$$I，葡
萄糖 #$I，琼脂 %2I，自然 UM。种子培养基：每升含
可溶性淀粉 #$I，0M!T( 1I，V#MJ*! %N2I，VM#J*!

$N#I，WIL*!·7M#* $N$"I，9.L*!·7M#* $N$#I，无水

T:T(# $N%I，0:T( $N$#I，UM2N$。发酵基本培养基：每

升含 VM#J*! %I，WIL*!·7M#* $N"I，9.L*!·7M#*

$N$#I，无水 T:T(# $N%I，0:T( $N$#I，UM2N!。
培养基中无 J&4 时，以 %IPQ 可溶性淀粉为碳

源；培养基中有 J&4时，J&4浓度为 "IPQ。氮源根
据实验需要添加。氨基酸单独添加时，浓度均为

#$=IPQ［%%］。
氨基酸混合液［%#］：每升含丙氨酸 %$=I，精氨酸

"N8=I，天门冬氨酸 %3N#=I，胱氨酸 %N3=I，甘氨酸
2N1=I，谷氨酸 %8N7=I，组氨酸 3N"=I，异亮氨酸



!"#$%，亮氨酸 &"&$%，赖氨酸 ’(")$%，蛋氨酸 *"’$%，
苯丙氨酸 +"($%，脯氨酸 +"($%，丝氨酸 !"&$%，色氨
酸 ’"+$%，酪氨酸 ,"#$%，缬氨酸 #",$%。氨基酸混
合液中若包括苏氨酸时，其浓度为 *($%-.。
维生素混合液：每升含生物素 (",$%，硫胺素

("((’+$%，烟酸 &"($%，吡哆醇 (",$%。
氨基酸混合液和维生素混合液浓度均为使用时

终浓度。

!"!"# 试剂：酵母粉购自英国 /0/12 公司，含
34"&5（6-6）（含 3 量由凯氏定氮法测定，以下
同）。玉米浆由无锡第二制药厂提供，含 3!"(5。
豆饼粉购自丹阳市榨油厂，含 3!"(5。蛋白胨购自
中国医药集团上海化学试剂公司，含 3’,"(5。牛
肉膏购自中国医药集团上海化学试剂公司，含

3#"45。棉籽粉购自北京中棉紫光生物有限公司，
含 3+"45。789’#44 由江南大学纺织学院提供。
除特别提及外，实验中所用试剂均为分析纯。

!"$ 培养方法
!"$"! 种子培养：用无菌水将斜面上的孢子洗下制
成孢悬液，接至装有 ’+($.种子培养基的 +(($.三
角瓶中，)(:，*((;-$<=振荡培养 *,>。
!"$"$ 摇瓶培养：按 ’(5（8-8）接种量，将培养 *,>
的种子接入装有 )($.发酵培养基的 *+($.三角瓶
中，)(:，*((;-$<= 振荡培养 #*>。每个条件设 ) 个
平行样，实验结果以平均值 ?方差表示。
!"# 测定方法
!"#"! 789含量测定：@<=ABC法［’)］。
!"#"$ 789降解酶酶活测定方法：将发酵液过滤，
收集滤液。在 + D ’+ 试管中加入 ("+$. 发酵液和
("+$.底物（’%-. 789溶液，EF&"(），将此混合体系
于 )+:反应 !>，分别测定反应前后反应混合液所对
应 789含量的吸光度。每分钟吸光度下降 ("((’定
义为一个酶活单位［&］。

!"#"# 细胞干重测定方法：将每个三角瓶中的发酵
液过滤，收集菌体于滤纸上，在 ’(+:烘箱中烘至恒
重，称重即为菌体干重。

$ 结果

$"! 培养基中无 %&’时，不同氮源对青霉()*+$,
$!产 %&’降解酶的影响
在研究中发现，以单、双糖（葡萄糖、蔗糖等）为

碳源时，青霉 6GF(*H*’不产生 789降解酶；以多糖
（可溶性淀粉、糊精）为碳源时，该菌株能产生 789

降解酶，但碳源浓度超过一定范围后产酶受到抑制。

经实验确定发酵培养基中碳源为可溶性淀粉 ’%-.，
此浓度下 789降解酶的产生不会受到抑制。在此
条件下考察了不同氮源对青霉 6GF(*H*’产 789降
解酶的影响（表 ’）。表 ’显示，培养基中无 789时，
青霉 6GF(*H*’ 不能利用无机氮源产生 789 降解
酶，但可以利用一些有机氮源产生 789降解酶，其
中以酵母粉为氮源时酶活最高，选择酵母粉继续进

行研究。

表 ! 培养基中没有 %&’时不同氮源对于产酶的影响
IJKAB ’ LMMBNO PM Q<MMB;B=O =<O;P%B= RPS;NBR P= O>B E;PQSNO<P= PM 789 QBH

%;JQ<=% B=TC$B <= $BQ<J M;BB PM 789

3<O;P%B= RPS;NB’ 2U6-（%-.） L=TC$B JNO<V<OC
-（W-.）

GEBN<M<N B=TC$B JNO<V<OC
-（W-%）

3P=B（NP=O;PA） ’"( ? ("() 32* 32
（3F,）*G/, ’"’ ? ("(+ 32 32

3F,3/) ’"* ? ("() 32 32
（3F,）*F7/, ’"( ? ("(! 32 32

3F,UA ’") ? ("(& 32 32
W;BJ ’"* ? ("(* 32 32

7BEOP=B *"* ? ("(* +"! ? ("(( *"!
UP;= ROBBE A<XSP; *", ? ("’+ 32 32
YBJ= NJZB EP[QB; ,"! ? ("(# +"! ? ("(( ’"*
UPOOP= RBBQ EP[QB; *"* ? ("* 32 32

YBBM B\O;JNO *"* ? ("* +"! ? ("(( *"#
]BJRO B\O;JNO *"’ ? ("’) )&"4 ? *"#& ’#"4

’ 3<O;P%B= NP=OB=O ("*4, %-.； * 32：3P=B QBOBNO<P=^

$"$ 培养基中无 %&’ 及有 %&’ 存在时，不同氮
源、氨基酸、维生素对 %&’降解酶产生的影响
酵母粉中含有许多氨基酸、嘌呤、Y 族维生

素［’*］。要分析酵母粉中到底是哪种物质促进了

789降解酶的产生，需要在一个合成培养基中进行
研究。由表 ’可知，青霉6GF(*H*’利用 3F,UA进行
生长的情况稍强于其它无机氮源，并且不产生 789
降解酶，故在研究中选择 3F,UA作为氮源，与可溶性
淀粉或 789等物质共同组成全合成培养基，研究 *(
种氨基酸和部分维生素对 789降解酶产生的影响
（表 *）。由表 * 可看出苏氨酸的添加对于青霉
6GF(*H*’的菌体生长并无明显促进作用。但是不
论是以可溶性淀粉还是以 789为碳源，在以 3F,UA
为氮源的全合成培养基中只有加入苏氨酸时青霉

6GF(*H*’才产生少量 789 降解酶；以氨基酸混合
物为氮源时也必须有苏氨酸的存在，青霉 6GF(*H*’
才会产 789降解酶。在有苏氨酸存在的情况下，维
生素对 789降解酶的产生也具有一定的促进作用。
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表 ! 不同氮源、氨基酸、维生素对于产酶的影响
!"#$% & ’((%)* +( ,-((%.%/* /-*.+0%/ 1+2.)%1，"3-/+ ")-,1 "/, 4-*"3-/1 +/ *5% 6.+,2)*-+/ +( 789 ,%0.",-/0 %/:;3%

<".#+/
1+2.)% =-*.+0%/ 1+2.)% 99> -36.+4%1

%/:;3% ")*-4-*;
?<@
A（0AB）

’/:;3% ")*-4-*;
A（CAB）

D6%)-(-) %/:;3%
")*-4-*;
A（CA0）

D+$2#$% 1*".)5& <+/*.+$（=+/%） >EF G FEFH =? =?
I%"1* %J*.")*H &E> G FE>H HKEL G &EMK >MEL

=NO<$O >EH G FEFK =? =?
D-/0$% 99P Q =NO<$ !5. >EO G FEFM >>E> G FEFF KE>

99 3-J*2.%R >EK G FEF& &&E& G &EMK >&EP
99 3-J*2.%（!5. S）M >EM G FEFF =? =?

99 3-J*2.% Q =NO<$ Q 4-*"3-/1K >EM G FEFM &&EP G &EMK >>EK
789L <+/*.+$（=+/%） >E& G FEF& =? =?

I%"1* %J*.")* OEF G FE>R >RR G &EMK O>EP
=NO<$ >EO G FEF& =? =?

D-/0$% 99 Q =NO<$ !5. >ER G FE> &MEK G FEFF >MEO
99 3-J*2.% &EM G FE>H KKEL G &EMK H&ER

99 3-J*2.%（!5. S） &EL G FEFK =? =?
99 3-J*2.% Q =NO<$ Q 4-*"3-/1 &EL G FE> LOEO G &EMK H&EL

> 99："3-/+ ")-,；& D+$2#$% 1*".)5 >0AB；H I%"1* %J*.")* H0AB；O =NO<$ >E>0AB；P &F "3-/+ ")-,1 T%.% *%1*%, -/,-4-,2"$$;；R 93-/+ ")-,1 3-J*2.% )+/*"-/1 &F
"3-/+ ")-,1 -/)$2,-/0 !5.；M 93-/+ ")-,1 3-J*2.% )+/*"-/1 >L "3-/+ ")-,1，(.%% +( !5.；K 3-J*2.% +( 4-*"3-/1 >H3BAB；L 789 PEF0ABU

!"# 苏氨酸浓度对于青霉 $%&’!(!)产 *+,降解
酶的影响

培养基中外加 789作为唯一碳源兼诱导物，在
F30AB到 >FF30AB之间考察苏氨酸添加浓度对于青
霉@DNF&V&>产 789降解酶的影响（图 >）。图 >显
示，苏氨酸对于青霉 @DNF&V&> 在生长方面没有明
显促进作用，但对该菌株产 789降解酶确实有促进
作用，在 >F30AB到 &F30AB之间随着苏氨酸浓度的
增加，酶活呈现上升趋势。

图 ) 苏氨酸浓度对产酶的影响
W-0U> ’((%)* +( !5. )+/)%/*."*-+/ +/ %/:;3% 6.+,2)*-+/

# 讨论
在培养基中没有 789存在、以 >0AB可溶性淀粉

为碳源时，以酵母粉作为氮源，青霉 @DNF&V&>可以
产生少量 789降解酶；在将碳源换作 789后，青霉
@DNF&V&>产 789降解酶酶活及单位细胞产酶水平
有了明显的提高（表 &），说明该菌株产生的 789降
解酶是可诱导的。

为了研究酵母粉对青霉 @DNF&V&>产生 789降

解酶的影响，选择 =NO<$作为全合成培养基的氮源，

进一步研究了 &F 种氨基酸和部分维生素对青霉
@DNF&V&>产 789 降解酶的影响。结果发现，不管
培养基中是否存在 789，苏氨酸均能明显促进 789
降解酶的产生（表 &）。但是苏氨酸对青霉 @DNF&V
&>的生长促进不大，说明苏氨酸是该菌株产生 789
降解酶的必需氨基酸而不是生长必需氨基酸。在产

789降解酶的细菌中也存在类似情况，N"15-3+*+［>>］

等发现：以 789为唯一碳源时，只有添加酵母膏时
!"#$%&’&()" *#"+,$-).+" 4". U /&*)-&-01+,$"7N才会降解
789，并找出了苯丙氨酸、异亮氨酸、胱氨酸是
! U *#"+,$-).+" 4". U /&*)-&-01+,$"7N 产生 789 降解酶
的必需氨基酸。相同的培养基用于本研究中没有得

到同样的实验结果。

以可溶性淀粉为碳源时且总氮含量一致的情况

下，青霉 @DNF&V&>利用玉米浆、蛋白胨等物质产生
的 789降解酶酶活远小于利用酵母粉时的酶活（表
>）。在后面的研究中发现，不管培养基中是否存在
789，青霉 @DNF&V&>利用氨基酸混合物（包括苏氨
酸）产生的 789降解酶活也小于利用酵母粉时的酶
活（表 &）。可能在青霉 @DNF&V&>产酶过程中，除了
要有必需的氨基酸外，还需要一些别的物质作为辅

助因子（酵母粉能够提供），它们和苏氨酸的协同效

应促进了青霉 @DNF&V&>产生 789降解酶。但是实
验考察范围内的维生素没有显示出明显的菌体生长

及酶活促进作用，因此需要对维生素种类及浓度的

影响进行更深入的研究。
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目前有关青霉 !"#$%&%’产生的 ()*降解酶的
纯化工作正在进行中。对纯化后的酶进行酶学性质

研究，会有利于阐明酵母粉中各物质对于青霉

!"#$%&%’产 ()*降解酶的促进作用。
致谢 研究过程中得到本实验室 $’级硕士研究生
钱鼎、$%级硕士研究生宋朝霞的帮助，特此致谢。
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