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摘 要：变色栓菌（!"#$%&%’ (%"’)*+,+"）胞外产酶培养液经硫酸铵沉淀、J<4<:+.((D(’A. J<"# 离子交换柱层析后，获得

两个活性组分 J% 和 J#，其中活性组分 J# 经 KG.@L( M.NG8/’A.5O 2 78A, 7(’P 疏水层析后，所得样品 O@K% 经 MJM:K4Q<
检测已达到电泳纯。活性组分 J% 经 KG.@L( M.NG8/’A.5O 2 78A, 7(’P 疏水层析、M.NG8+/L( M:#$$RS 凝胶过滤层析后，所

得样品 O@K# 经 MJM:K4Q< 检测已达到电泳纯。两种同工酶 O@K% 及 O@K#，各自的比活力为 "E;I$;、!#"I$$T6=U；纯

化倍数为 %EI"%、%#I1"；活力回收率为 2I%EV、#I!EV。由 MJM:K4Q< 法测得 O@K% 及 O@K# 的表观分子量分别为

!2I3WJ、!3I$WJ。两种同工酶催化 JOK（#，2:二甲氧基酚）氧化反应的最适 NR 值及最适反应温度有所不同，最适 NR
值分别为 NR"I1、NR2I#，最适反应温度分别为 2$X、2"X。在 !"X以下，NR!I$ Y EI$ 之间，O@K% 及 O@K# 的稳定性

好。JOK 为最佳酶促反应底物，以 JOK 为底物的 -= 分别为 %3I!3!=’(6Z、%#I!"!=’(6Z。在无 O@# [ 存在的条件下，

酶促反应几乎不发生。<J54 在较高浓度时抑制酶的活性，J55 在所试浓度下都完全抑制酶的活性。
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木质素是由天然芳香族化合物前体通过自由基

缩合反应形成的以苯丙烷结构为单元、高度分枝的

高分子无定形聚合物。木质素主要存在于细胞壁

中，占植物细胞化学组成的 %"V Y 3$V，可有效阻

止微生物对植物的攻击，因此木质素属于自然界中

较难生物降解的物质。但木质素是自然界中仅次于

纤维素的最为丰富的有机物，所以其生物降解在自

然界的碳循环中起着十分重要的作用，成为自然界

碳素循 环 的 限 制 步 骤。研 究 发 现 锰 过 氧 化 物 酶

（O8@U8@.A. N./’9>]8A.，O@K；<) ^ %I%%I%I%3）对木质

素的降解起着关键性作用［%］。木材的衍生物———褐

煤是一种应用价值低的劣质煤，工业应用价值不高。

但利用微生物转化技术生产腐殖酸，尤其是低分子

量、高生物活性的黄腐酸正成为国际研究的热点，

O@K 在褐煤的生物转化过程中起重要作用。O@K 在

生物制浆、纸浆的酶法漂白、有机污染物的降解和环

境的生物修复领域也有重要用途。

目前，国内对 O@K 的研究报道较少［#，3］，还没有

关于 O@K 的纯化及性质研究报道。本实验室已筛

选到 一 株 产 O@K 的 菌 株———变 色 栓 菌（ !"#$%&%’
(%"’)*+,+"），对该菌产 O@K 的培养条件已进行了优

化，本文对 O@K 的分离纯化及性质进行了研究，为

该酶的应用打下一定基础。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌种和培养基：变色拴菌（ !"#$%&%’ (%"’)*+,+"）

由本实验室筛选并保存。培养基：（%）综合 KJ4 培

养基［!］；（#）产酶基础培养基：每升含葡萄糖 %$I$U，
_R#K*! #I$U，OUM*!·ER#* $I"U，̂8^(#·#R#* $I%U，琥

珀酸 %I%1U，酒石酸铵 %I1!U，&‘%（%$$=U6Z）%$=Z，微

量元素溶液 E$=Z，吐温 1$ $I"=Z，NR 值为 "I$；微量

元素混合液：每升含 OUM*!·ER#* 3I$U，O@M*!·R#*
$I"U，08^( %I$U，7.M*!·ER#* $I%U，̂’^(# $I%U，a@M*!

·ER#* $I%U，̂ DM*!·"R#* $I%U，_4(（M*! ）#·%#R#*
%$=U，R3‘*3%$=U，08#O’*!·#R#* %$=U。

!"!"# 主 要 试 剂 和 仪 器： JOK ［ #， 2:
]>=.,G’9LNG.@’( ］、 4‘5M ［ #， #b:8c>@’->A:（ 3:.,GL(
-.@c,G>8c’(>@.:2:AD(NG’@8,.）］、牛 血 清 白 蛋 白（‘M4）、

丙 烯 酰 胺（ M>U=8 公 司 ）；J<4<:+.((D(’A. J<"#
（dG8,=8@ 公 司 ）；KG.@L( M.NG8/’A.5O 2 78A, 7(’P、

M.NG8+/L( M:#$$RS（KG8/=8+>8 进口分装）；甲叉双丙



烯酰 胺（!"#$%&’($) 公 司）；*+*（十 二 烷 基 硫 酸 钠）

（*,-./ 公司）；低分子量蛋白 0/-1,-（北京天为时代

科技有限公司）；其余常用试剂均为市售国产试剂。

234 分光光度计（上海第三分析仪器厂）；冷冻离心

机（5678956）；:5 计（9"&, ;/-<,-）；:"&, 浓缩仪（颇尔

过滤器北京有限公司）；层析柜、梯度混合器（=!> 公

司）；?5;%@A 小型浓缩仪（;$/-</#’/ 公司）；电泳仪

（北京六一仪器厂）；7*%3BBB 脱色摇床（北京新技术

应用研究所）。

!"# 培养方法

CBB<= 三角瓶中装液体培养基 4BB<=，接入 2
日龄平板菌种 4B 片（ D E<<），3EB-F<’G 于 ABH恒温

振荡培养。

!"$ 酶活力的测定方法

!"$"! 粗酶液的制备：经检测确定锰过氧化物酶为

胞外酶，所以取上述培养液 4BBBB-F<’G 离心 4B<’G，

上清液即为粗酶液。

!"$"# 测定方法：参照文献［C］。

!"% 蛋白含量的测定

按 >-/IJ"-I 法［K］测定蛋白浓度，以牛血清白蛋

白为标准，绘制标准曲线。

!"& ’(’)*+,- 分析

具体步骤参照文献［2］，分离胶浓度为 4BL，浓

缩胶浓度为 CL。

!". 酶的分离和纯化

!"."! 粗酶液的浓缩：在冰浴条件下将粗酶液经

;"&, 浓缩仪浓缩，所用的滤膜是 4B1+ 孔径的膜。

!"."# 硫酸铵沉淀：在 @H条件下，将硫酸铵粉末边

搅拌边缓慢加入到上述经浓缩的粗酶液中，收集

@BL至 MCL饱和度的沉淀部分，沉淀溶解于 :52N3、

3B<<"&F= 磷酸盐缓冲液，用最小体积溶解沉淀。

!"."$ 透析：将上述溶液对 :52N3、3B<<"&F= 磷酸

盐缓冲液透析。将透析后的溶液 4BBBB-F<’G 冷冻离

心机离心 AB<’G，将上清液收集。

!"."% +O8O%#,&&P&"Q, +OC3 柱层析：在 @H条件下，

将上述收集的上清液加至已用 :52N3、3B<<"&F= 磷

酸盐缓冲液平衡好的 +O8O%#,&&P&"Q, +OC3 层析柱

（ D 3NK#< R AB#<）上。继续用 :52N3、3B<<"&F= 磷酸

盐缓冲液洗柱，然后改用含 B S 4NB<"&F= T/9& 的

:52N3、3B<<"&F= 磷酸盐缓冲液梯度洗脱，洗脱完毕

后进 行 蛋 白 含 量、0G; 活 力 的 测 定，并 结 合 *+*%
;8UO 检测蛋白区带情况，合并蛋白条带相似并具

活性的组分。

!"."& ;$,GV& *,:$/-"Q,70 K W/Q) W&"X 疏水柱层析：上

述所得的活性组分经浓缩、硫酸铵浓度调节后加到

已用含 4NB<"&F= 硫酸铵的 :52N3、3B<<"&F= 磷酸盐

缓冲液平衡好的 ;$,GV& *,:$/-"Q,70 K W/Q) W&"X 疏水

层析柱（ D 4NB#< R 3B#<），继续用含 4NB<"&F= 硫酸

铵的 :52N3、3B<<"&F= 磷酸盐缓冲液洗柱，然后改用

含 4NB S B<"&F= 硫酸铵的 :52N3、3B<<"&F= 磷酸盐缓

冲液逆梯度洗脱。活性组分处理方法同上。

!".". *,:$/#-V& *%3BB5Y 凝胶过滤层析：上述所得

的活性组分经浓缩后用 :52N3、3B<<"&F= 磷酸盐缓

冲液平衡好的 *,:$/#-V& *%3BB5Y 层析柱（ D 4NK#< R
MB#<），然后用同样的缓冲液洗脱。活性组分处理

方法同上。

!"/ 酶学性质

!"/"! 表观分子量的测定：采用 *+*%;8UO 方法，根

据已知分子量（0-）的标准蛋白在 *+*%;8UO 中的相

对迁移率 YJ，作 YJ%="(0- 图，求得 0G; 分子量。

!"/"# 最适反应温度和热稳定性：在不同温度下按

照标准方法测定酶活力，以酶活力最高者为 4BBL。

酶液在 ABH、@CH、CCH、KCH下分别保温 BNC$、4$、

4NC$、3$、3NC$、A$、ANC$、43$、3@$，迅速冷却至室温，

按上述方法测残余酶活力，以未保温的酶液的酶活

力为 4BBL。

!"/"$ 酶的最适反应 :5 和 :5 稳定性：将酶液分

别加在不同 :5（:53N3 S 2NB）的缓冲液中，按标准方

法测酶活力，以酶活力最高者为 4BBL。将酶液用

不同 :5（:53N3 S MNC）的缓冲液稀释，3CH保温 4$，

4K$ 后，测残余酶活力，以未保温的酶液的酶活力为

4BBL。

!"/"% 动力学常数的测定：在不同底物（+0;）浓

度的反应体系中，ABH反应 C<’G，测定 !"@KM，以计算

酶反应的初速度，作 =’G,X,/.,-%>P-1 双倒数图。

!"/"& 底物特性的测定：分别以 +0;、8>7*、愈创

木酚、邻苯二胺为底物（各底物的摩尔浓度相同）的

反应体系中加入一定量的酶液，ABH水浴 4B<’G，测

定它们的吸光值（!值分别为 @KMG<，@AKG<，@CBG<，

@@BG<）在 4B<’G 内的变化。

!"/". 糖含量测定（硫酸%酚法）：参照文献［E］进

行，以葡萄糖为标准。

!"/"/ 金属离子对 0G; 活力的影响：在酶反应体系

内加入不同的金属离子，ABH下保温 C<’G，测 #@KM，

各种金属离子的终浓度分别为 BN4<<"&F=，4<<"&F=。

以不含金属离子的反应液为对照。

!"/"0 0G3Z 浓度对 0G; 活力的影响：在反应体系内
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加入不同浓度的 !"#$ 离子，%&’保温 ()*"，测 !+,-。

!"#"$ .//、0./1 等物质对 !"2 活力的影响：在酶

反应体系内加入 .//、0./1 等物 质，%&’ 下 保 温

()*"，测 !+,-，各物质的终浓度分别为 &3())4567，

#))4567。以不加入这些物质的反应液为对照。

表 ! %&’ 的纯化总表

/895: ; 1 <=))8>? 4@ !"2 A=>*@*B8C*4"

2=>*@*B8C*4" <C:A< /4C85
8BC*D*C?6E

/4C85
A>4C:*"6)F

GA:B*@*B
8BC*D*C?6（E6)F）

2=>*@*B8C*4"
@45H

I*:5H
6J

K>=H: :"L?): (;,&3&& ;(,3&& %%3&M ;3&& ;&&
K4"B:"C>8C*4" +M+;3#& ;;;3;( +%3(, ;3%# -%3M#

1))4"*=) <=5@8C: 2>:B*A*C8C*4" #M%#3&& ,;3#& +,3#N ;3+& (+3MM
.010OB:55=54<:（.;） NN#3&& ,3#& ;#+3(# %3N, ;+3-,
.010OB:55=54<:（.#） ;&;(3&& +3,& ##M3#, ,3-& #&3%(

2P:"?5 G:AP8>4<:/! , Q8<C Q54R（2） ;-#3+M &3M, ###3NM ,3N+ %3N%
2P:"?5 G:AP8>4<:/! , Q8<C Q54R（!"2;） %;M3(& &3(( (N-3&- ;N3(; ,3;N

G:AP8B>?5GO#&&ST（!"2#） ;#N3(& &3%& +#(3&& ;#3M( #3+N

( 结果和分析

("! 锰过氧化物酶的纯化

经 .010OB:55=54<: .0(# 离子交换柱层析后，获

得两个活性组分 .; 和 .#，洗脱曲线见图 ;，其中活

性组分 .# 经 2P:"?5 G:AP8>4<:/! , Q8<C Q54R 疏水层析

后，所得样品 !"2; 比活力为 (N-3&-E6)F，纯化倍数

图 ! )*+*,-.//0/12. )*3( 柱层析

Q*FU; .010OK:55=54<: .0(# B45=)" BP>4)8C4F>8AP?

图 ( 纯化后的 %&’! 和 %&’( 的 4)4,’+5* 图谱

Q*FU# G.GO21V0 A8CC:>" 4@ A=>*@*:H !"2;，!"2#

!U!45:B=58> R:*FPC )8>W:><；;3 2=>*@*:H !"2;；#3 2=>*@*:H !"2#3

;N3(;，活力回收率为 ,3;NJ，该样品经 G.GO21V0
检测只显示一条蛋白带（图 #），表明纯化后的 !"2;
为单一组分，已达到电泳纯。

活性组分 .; 经 2P:"?5 G:AP8>4<:/! , Q8<C Q54R 疏

水层析后，所得组分（命名为 2）经 G.GO21V0 检测显

示两条蛋白带。组分 2 经 G:AP8B>?5 GO#&&ST 凝胶过

滤层析后，所得样品 !"2# 比活力为 +#(3&& E6)F，纯

化倍数 ;#3M(，活力回收率为 #3+NJ，该样品经 G.GO
21V0检测只显示一条蛋白带（图 #）。表明纯化后

的 !"2# 为单一组分，已达到电泳纯（表 ;）。根据上

述纯化结果初步推测 !"2;、!"2# 是两种 !"2 的同

工酶，其中 !"2; 是主要的同工酶。

("( 锰过氧化物酶的部分酶学性质

("("! 分 子 量：采 用 G.GO21V0 法 测 定 !"2; 及

!"2# 的分子量。以标准蛋白分子量的对数对其迁

移率作图，求得 !"2; 及 !"2# 的表观分子量分别为

+,3%W.，+%3&W.（图 #）。

("("( 最适反应温度和热稳定性：从图 % 可看出

!"2; 及 !"2# 的最适反应温度有所不同，分别为

,&’，,(’。!"2; 在 %&’保温 #+P，残留 -#3%J 活

力，+(’保温 #+P 残留 (;3+J活力，((’保温 %3(P
残留 %N3#J活力，保温 ;#P，酶活力全部消失，,(’

图 6 温度对 %&’!，%&’( 活力的影响

Q*FU% 0@@:BC 4@ C:)A:>8C=>: 4" !"2;，!"2# 8BC*D*C?
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保温 !"#$，酶活力就全部消失。%&’( 的热稳定性较

%&’) 稍好。所以从整体情况来看，变色栓菌锰过氧

化物酶的热稳定性较好。

!"!"# 酶的最适反应 *+ 及 *+ 稳定性：%&’) 及

%&’( 的最适反应 *+ 值也略有差异，%&’) 的最适反

应 *+ 值为 ,"(；%&’( 的最适反应 *+ 值为 #"-（图

.）。%&’) 在 *+."! / 0"!，(#1保温 )$ 酶活力损失

(!2左右，(#1保温 ),$ 酶活力损失 3!2左右。说

明 %&’) 在 *+."! / 0"! 范围内比较稳定，%&’( 的

*+ 稳定性与 %&’) 基本相似。

图 $ %& 对 ’()*，’()! 活力的影响

4567. 899:;< =9 *+ =& %&’)，%&’( >;<5?5<@

!"!"$ 动力学常数的测定：%&’) 和 %&’( 在 3!1
下 以 A%’ 为 底 物 的 !B 分 别 为 )3".3!B=CDE，

)(".#!B=CDE。

!"!"+ 底物特性的测定：吸光值的变化表明 %&’)
及 %&’( 均可与 A%’、FGHI、愈 创 木 酚、邻 苯 二 胺

. 种底物作用，但在 )!B5& 内 A%’ 显色反应最为灵

敏且明显，FGHI 颜色变化也较明显，%&’( 分别以

A%’、FGHI 为底物，吸光值差别不大。愈创木酚、邻

苯二胺较 A%’、FGHI 颜色变化较慢。所以 A%’ 为

较理想的底物。

!"!", 糖含量测定（硫酸J酚法）：本实验检测 %&’)
及 %&’( 的含糖量分别为 3"-K2，3"3.2。

!"!"- 金属离子对 %&’ 活力的影响：4:( L ，4:3 L 在

较高浓度（)"!BB=CDE）下对 %&’) 及 %&’( 活力有明

显的抑制作用，4:( L 的抑制作用明显。实验浓度下

M&( L 对 %&’) 及 %&’( 活力均表现出促进作用，而

%6( L 则在较高的浓度（)"!BB=CDE）下才对 %&’) 及

%&’( 活 力 表 现 出 促 进 作 用。在 较 低 的 浓 度 下

（!")BB=CDE），大部分金属离子对 %&’) 及 %&’( 活

力的影响不大。

!"!". %&( L 对 %&’ 活力的影响：从图 # 可看出，在

无 %&( L 存在的条件下，酶促反应几乎不发生，而加

入 %&( L 反应才得以进行，%&( L 浓度在 -BB=CDE 左

右，相对酶活力较高，而继续增加 %&( L 浓度，%&( L

的促进作用不明显。

图 + ’(!/ 对酶活力的影响

4567# 899:;< =9 %& 5=&N =& %&’)，%&’( >;<5?5<@

!"!"0 AHH、8AHF 对 %&’ 活力的影响：AHH 作为一

种还原剂在所试浓度下都完全抑制酶的活性，初步

分析是 AHH 打开了酶分子中胱氨酸内的二硫键，使

酶钝化失活。而 8AHF 只有在较高浓度时抑制酶的

活性，低浓度时影响不大。

# 讨论

锰过氧化物酶多数是以同工酶的形式分泌到胞

外的，如白腐真菌（"#$%&’$%’&(%( ()*+#$,%(&’$-）同时分

泌 )) 种 同 工 酶 到 胞 外［K］。 本 文 的 研 究 是 在 对

.$-,#/#( +#$(%0’1’$ 进行优化培养的基础上完成的。

由于 %&’ 是一种胞外酶，粗酶液中其浓度相对较

低。因此需要粗酶液量较大，浓缩及硫酸铵沉淀时

间较长，又受操作环境温度的影响，酶活力损失较

大，酶活力回收较低。

经纯化得到锰过氧化物酶的两种同工酶 %&’)
和 %&’(，两 种 同 工 酶 分 子 量 差 别 不 大（.,"3OA，

.3"!OA），目前纯化出的 %&’ 分子量多数在 .#OA 左

右［)!，))］。两种同工酶都表现很好的热稳定性，锰过

氧化物酶的易生产性及对温度、*+ 值的稳定性已得

到证实［)(，)3］。从本文对酶的性质研究来看，两种同

工酶的各种性质差别不大。

锰过氧化物酶可以以酚类物质为底物，如 A%’
和愈创木酚等。目前研究发现，锰过氧化物酶也可

以作用于非酚类物质［). / ),］，这依赖于菌种及培养条

件的不同。需要说明的是上面提到的酶促反应均是

在 %&( L 存在的条件下发生的，无 %&( L 存在的条件

下，酶促反应几乎不发生。%&( L 是木材中天然存在

的金 属 离 子，并 参 与 白 腐 菌 的 木 质 素 降 解 过 程。

%&( L 不仅可以作为 %&’ 的反应底物及催化过程的

传播中介，同时还可以在 %&’ 生产过程中通过诱导

基因转录来调整 %&’ 生产。在酶促反应过程中起

着致关重要的作用。
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也有实验结果证明 !"# 能够在无 !"$ % 存在的

条件下氧化酚类底物，目前已报道的白腐真菌有

!"#$%&’("#%)% ’*)&%#)+*， !,%+&’)+* -+,.’$#&/+*，
!,%+&’)+* %$&0$1// #$2 34%&5#$2%&#。但若在 !"$ % 存在

的条件下，氧化反应的速度会大大加快［&’］。
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