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细菌脱色酶 !"#$ 对三苯基甲烷类染料脱色的酶学特性研究
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摘 要：从嗜水气单胞菌 IJ#$$ 中分离纯化出能够对三苯基甲烷类染料结晶紫、碱性品红、灿烂绿及孔雀绿进行有

效脱色的脱色酶，命名为 1D8I。该酶的亚基分子量为 $)E!KI5，等电点为 ’E"。该酶催化上述 ! 种三苯基甲烷类染

料脱色反应的适合温度为 !% ( "%L，适合 DM 范围为 ’E’ ( )E%。动力学参数测定结果显示 1D8I 对结晶紫、碱性品

红、灿烂绿及孔雀绿的 !8 值分别为 $!E#、!%E"、’!E$、"&E’!8;2
F /·NF /，"856值分别为 /)E"、0!E/、&$E&、//’E"!8;2·NF /

·BF / 。结晶紫为该酶的最适反应底物。1D8I 催化的脱色反应依懒于 J.IMOJ.IPM 及分子氧的存在，显示该酶属

于 J.IMOJ.IPM 依赖型的氧化酶类。这是国内外首次关于细菌中三苯基甲烷类染料脱色酶酶学性质的描述。
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据调查，目前全世界染料年产量约为 & ( ) R /%’

吨，染料种类多达 /%%%%% 多种，在染料的使用过程

中大约有 /%S ( $%S被直接排放到污水处理系统

或环境中，造成环境污染［/］。三苯基甲烷染料是仅

次于偶氮染料的一大类染料，在纺织印染、食品、医

药、造纸、化装品、制革等工业及生物组织染色中被

广泛地应用。三苯基甲烷类染料具有毒害和致突变

作用，是对人类健康具有潜在危害的环境污染物［$］。

生物方法是目前去除染料污染较为有效的方法，因

此印染废水的处理绝大多数采用生物法。尽管已经

发现包括细菌、放线菌和真菌在内的多种微生物都

能够对三苯基甲烷类染料进行脱色［# ( /"］，但目前对

三苯基甲烷类染料的微生物脱色与降解机理研究仍

然很少［#］。真菌中的 #$%&’()*$%’+’ *$(,-)-.)(/01 能

够利用其木素过氧化物酶以逐步去甲基化的方式对

结晶紫进行脱色与降解［!］；20&&/&3$%1’44% ’4’3%&- 通

过细胞中某种未知酶的作用以去甲基化的方式对孔

雀绿进行脱色与降解，且有 P!’% 系统的参与［’］。细

菌中催化三苯基甲烷类染料脱色的关键酶（或酶系）

到目前为止仍不清楚［#］。研究细菌脱色酶并探讨其

对染料脱色的酶学特性和机制，可以为工业废水的

生物处理工艺提供科学参考。同时将固定化脱色酶

应用于废水的染料脱色及循环利用时，无需添加供

菌体生长的底物，因而具有很好的应用潜力［/0］。

我们在用序批式厌氧折流板反应器（.TU）对印

染废水进行处理的过程中，从厌氧 .TU 活性污泥中

分离得到一株对三苯基甲烷类染料具有较高脱色活

性的细菌，经鉴定为嗜水气单胞菌。并首次从该菌

株中分离纯化出能够对三苯基甲烷类染料结晶紫进

行脱色的脱色酶 1D8I。本文将对该脱色酶在结晶

紫、孔雀绿、灿烂绿及碱性品红等多种三苯基甲烷类

染料脱色中的酶学特性进行研究。

% 材料和方法

%&% 材料

%&%&% 菌种：嗜水气单胞菌（ 5’()1)&%- $,6().$/4%
B+:BDC）菌株 IJ#$$，本实验室分离鉴定。保藏于中

国典型培养物保藏中心（V>9,5 V-,<-G W;G 1XD- V+2<+G-
V;22-=<9;,，简称 VV1VV）（.T$%’%%/1）及英国国家典

型菌种保藏中心（J5<9;,52 V;22-=<9;, ;W 1XD- V+2<+G-，
JV1V，N;,A;,，Y,9<-A Z9,@A;8）（/##’&）。

%&%&’ 主要试剂和仪器：结晶紫、孔雀绿、灿烂绿及



碱性品红染料均为 !"#$% 产品，低分子量标准蛋白

（&’( )"* +,-*."/0，华美生物工程公司），122344435
电泳仪（6-.7., +8%,$%9"% :"-*.98 4/0*,;$./*0），等电聚

焦 电 泳 仪（ ’-<.= >>> ’"/" 4?@ A.== %BB%,%*;0，
:"-C%<），宽范围等电点标准（B6 D E >F G$.,08%$
+8%,$%9"% :"-*.98 ），紫 外、可 见 分 光 光 度 计

（:?A)’GH 1IJKF），超声波破碎仪（!LH4A! IA35F5，

M!G）。溶氧电极（1"00-=N.< LOP#./ +,-Q. A.==-O DR5，

(S(，T.,$%/P）。

!"# 酶的纯化

酶的纯化采用 U3!.B8%,-0. @%0* @=-V 离子交换

层析、超滤和 6"S,%B :=;. 6+ 亲和层析等分步分离、

纯化步骤，得到具有脱色活性的一种酶蛋白 SB$1，

该脱色酶的亚基分子量为 RWXKY1%，等电点 B4 为

5XJ。

!"$ 酶活力的测定及活力单位定义

酶活测定在 DFZ 条件下进行，反应总体积为

>FF!&。[[!& 的 5F$$-=\& 磷酸缓冲溶液（B6 [X5）与

>5!& 的酶混合后，加入 5!& 5$$-=\& 的染料（终浓度

为 FXR5$$-=\&）。加入 D!& R5$$-=\& 的 HG16（终浓

度 FX[5$$-=\&）混匀后，立即于分光光度计上连续测

定染料在最大吸收波长处 !" 值的减少，同时用秒

表计时。结晶紫、碱性品红、灿烂绿及孔雀绿的最大

吸收波长分别为 5WF/$、5K5/$、JDF/$ 和 J>[/$。以

加入灭活（>FFZ，DF$"/）酶液的反应混合液为对照，

以 DFZ条件下每分钟催化 >/$-= 染料所需要的酶量

为 > 个酶活单位（M）。

!"% 蛋白质浓度的测定

参照 :,%<7-,<［>]］的方法。

!"& 脱色酶谱带检测

聚丙烯酰胺凝胶电泳完毕后，取下凝胶，用刀片

沿泳道切取五部分：一部分用 A--$%00". Q,"=="%/* Q=;.
C3R5F 蛋白染色剂染色，检测蛋白质谱带。另外四

部分先用蒸馏水冲洗，然后分别在 R$$-=\& 的结晶

紫、孔雀绿、灿烂绿及碱性品红溶液中放置 >F$"/，

随后转入含 R$$-=\& HG16 的磷酸缓冲液（B6 [XF）

中，室温放置 >F$"/。反应结束后将几部分进行对

照比较，凝胶背景中深颜色的染料被脱色的蛋白质

带即为染料脱色酶带。

!"’ 酶学性质研究

!"’"! 温度对酶活的影响和酶的热稳定性试验：

>FF!& 反应液中含 5F$$-=\& 的磷酸缓冲溶液（B6
[X5）[[!&，酶液 >5!&，分别用 5$$-=\& 结晶紫、碱性

品红、灿烂绿及孔雀绿作为反应底物，各染料溶液的

用量均为 5!&，加入 R5$$-=\& 的 HG16 D!& 后，按

>XD 的方法分别在 >F E [FZ水浴条件下测定酶活。

酶的热稳定性测定时，首先将脱色酶分别在 >F E
[FZ水浴中放置 D8，冷却至 DFZ后加入底物，测定

脱色酶活力，以不保温的酶活力作为对照，计算剩余

酶活力。

!"’"# B6 对酶活的影响和酶的 B6 值稳定性试验：

DFZ条件下，在不同 B6 的 5F$$-=\& 磷酸缓冲溶液

及 5F$$-=\& 的碳酸缓冲溶液中，分别用结晶紫、碱

性品红、灿烂绿及孔雀绿作为底物测定脱色酶活力。

用上述不同 B6 缓冲液，在不同 B6 条件下 DFZ水浴

保温 K8，测定剩余酶活力。

!"( 脱色酶的底物特异性试验

!"("! 脱色酶对不同三苯基甲烷类染料的动力学

参数测定：用 5F$$-=\& B6 [X5 的磷酸缓冲溶液分别

配制不同浓度的结晶紫、碱性品红、灿烂绿及孔雀绿

FXR，FXK，FXJ，FX]，>XF，>XR，>XK，>XJ$$-=\&，按

>XD 的 方 法 测 定 酶 活，计 算 反 应 速 率，采 用

&"/.V.%N.,3:;,Y 双倒数法求得米氏常数 #$ 和最大

反应速率 $$%O
［>W］。

!"("# 脱色酶对 HG16 及 HG1+6 的依赖性试验：

分别以结晶紫、碱性品红、灿烂绿及孔雀绿为反应底

物，改 变 >XD 中 酶 活 测 定 反 应 体 系 中 HG16 或

HG1+6 浓度依次为 FXFF，FX>R5，FXR5，FX[5，>XR5，

RX5，DX[5$$-=\&，测定不同浓度的 HG16 或 HG1+6
对 K 种不同染料脱色的影响。

!"("$ 脱色酶对氧的依赖性试验：脱色反应总体积

为 DF$&，反 应 体 系 组 成 参 照 >XD，将 染 料 溶 于

5F$$-=\& 的磷酸缓冲溶液（B6 [XF）中，终 浓 度 为

FXR5$$-=\&，酶的用量根据其他底物的量做相应调

整。在 DFZ条件下加入 HG16 后开始反应。随即

用秒表记录脱色时间，用溶氧电极测定反应体系中

溶解氧的浓度。为测定无氧气条件下的脱色情况，

从容器的底部吹入氮气 >5$"/，以赶出溶解氧。

# 结果和分析

#"! 脱色酶酶谱检测

用粗酶液电泳后分别用 A--$%00". Q,"=="%/* Q=;.
C3R5F 和 K 种染料染色（图 >）。由图可见 > 号胶用

C3R5F 染色后有多条蛋白质带出现，R，D，K，5 号胶分

别经孔雀绿、碱性品红、灿烂绿及结晶紫溶液染色后

均可观察到明显的酶谱，且酶谱在胶中的位置相同，

表明在菌株 1HDRR 发酵粗酶液中仅存在一种脱色

酶，该脱色酶负责对结晶紫、孔雀绿、灿烂绿及碱性

J]D C?H !;"3^8-; %& ’( _ \)*&’ +,*-./,.(.0,*’ 1,2,*’（RFFJ）KJ（D）



品红脱色。

图 ! 脱色酶酶谱检测图

!"#$ % &’() *+ ,-. /01,02. +"1,23,. *+ !"#$%$&’( )*+#$,)-.’ 4,23"5

67899$%:&2*,."54 4,3"5.; <",- =**>344". ?2"11"35, ?10. @A9BC；9 D B:

EF>*#23> *+ ;./*1*2"G3,"*5 .5GF>. 4,3"5.; <",- >313/-",. #2..5；?34"/

+0/-4"5；?2"11"35, #2..5 35; /2F4,31 H"*1.,，2.4I./,"H.1F$

"#" 脱色酶的酶学特性

"#"#! 温度对酶活的影响：JI>6 对结晶紫、碱性

品红、灿烂绿及孔雀绿的最适反应温度非常接近，在

BCK D BBK之间。温度在 LCK D MCK时，JI>6 对 L
种染料均有较高的酶活力，当温度大于 M9K时，酶

活力降低 NCO 以上。JI>6 在 8BK条件下相对稳

定，剩余酶活在 PCO以上，至 MCK时剩余酶活力为

NL:9O，当温度超过 MCK时，JI>6 的活性迅速下

降，MBK时酶活力损失达 NCO以上。若以 8- 内剩余

酶活力 BCO时的温度作为半失活温度，则 JI>6 的

半失活温度为 M9K。

"#"#" IQ 对酶活的影响：JI>6 对结晶紫、碱性品

红、灿烂绿及孔雀绿的最适 IQ 值在 N:L D R:C 之间。

适合的 IQ 在 B:B D P:C 之间，在此范围内，JI>6 相

对酶活稳定在 NCO 以上，低于 IQ B:C 或高于 IQ
%C:B 时脱色酶活力损失 RCO以上。酶的 IQ 稳定性

测定结果表明，JI>6 在 IQM:C D P:C 范围内比较稳

定，8CK水浴保温 L- 后残余酶活保持在 RBO以上，

IQ 值高于 %C:C 或低于 B:C 酶活损失较大。由此表

明 JI>6 是在中性条件相对稳定的酶。

"#"#$ 脱色酶对 L 种三苯基甲烷类染料的动力学

参数：S"5.<.3H.2AT02U 作图结果（图 9）表明，JI>6 对

结晶紫、碱性品红、灿烂绿及孔雀绿的 /> 值分别为

9L:8、LC:M、BL:9、MR:B!>*1
V %·SV %；0>3W 值 分 别 为

%P:M、NL:%、R9:R、%%B:M!>*1·SV %·4V %。由 此 可 见

JI>6 与结晶紫的结合能力较强，结晶紫是该酶的

最适反应底物。

"#"#% 脱色酶对 7’6Q 及 7’6&Q 的依赖性：不同

7’6Q 浓 度 下 结 晶 紫 的 脱 色 情 况 显 示（图 8），当

7’6Q 浓 度 低 于 9:B>>*1XS 时，JI>6 的 活 性 与

7’6Q 的浓度呈线性依赖关系，当高于这一浓度时，

进一步增加 7’6Q 的浓度将不能明显增加 JI>6 脱

色 反 应 的 速 率。 当 反 应 体 系 中 不 加 入 7’6Q
（C:CC>>*1XS）时，JI>6 则不显示脱色活性。当用

7’6&Q 代替 7’6Q 进行脱色试验时，得出相似的结

果，显示 JI>6 是 7’6Q 或 7’6&Q 依赖型的酶类。

用碱 性 品 红、灿 烂 绿 及 孔 雀 绿 进 行 脱 色 实 验 时，

JI>6 同样显示出对 7’6Q 或 7’6&Q 的依赖性。

图 " 脱色酶对结晶紫、碱性品红、灿烂绿及孔雀绿的动

力学曲线

!"#$9 J-. S"5.<.3H.2AT02U ;F53>"/4 /02H.4 *+ JI>6 +*2 /2F4,31 H"*1.,
（!），?34"/ +0/-4"5（"），?2"11"35, #2..5（#）35; >313/-",. #2..5（$）$

图 $ 不同浓度的 &’() 对结晶紫脱色的影响

!"#$8 6./*1*2"G3,"*5 *+ ,-. I02"+".; /2F4,31 H"*1., ;./*1*2"G3,"*5 .5GF>.

3, ;"++.2.5, /*5/.5,23,"*54 *+ 7’6Q$

"#"#* 脱色酶对氧的依赖性：用 JI>6 对结晶紫进

行脱色时，反应体系中溶解氧的浓度随着结晶紫的

脱色而迅速降低（图 L），显示在脱色反应过程中有

氧分子的消耗。当向脱色反应体系中吹入氮气排除

其中的溶解氧后，JI>6 对结晶紫的脱色反应将不

能发生。进一步证实分子氧在 JI>6 催化的结晶紫

脱色反应中是必需的。用碱性品红、灿烂绿及孔雀

NR8任随周等：细菌脱色酶 JI>6 对三苯基甲烷类染料脱色的酶学特性研究 $ X微生物学报（9CCM）LM（8）



绿进行脱色实验时，!"#$ 同样显示出对分子氧的

依赖性。

图 ! 脱色酶对氧的依赖性

%&’() *+,’-. /-"-./-.0- 12 /-01314&567&1. 8, 79- ":4&2&-/ /-01314&567&1.

-.5,#-(

" 讨论

嗜水气单胞菌 $;<== 脱色酶 !"#$ 负责三苯基

甲烷类染料结晶紫、孔雀绿、灿烂绿及碱性品红的脱

色，酶谱显示在菌株 $;<== 细胞裂解液中仅存在一

种类型的 !"#$。该脱色酶的亚基分子量（>4）为

=?@)A$6，等电点（"B）为 C@D，适合作用温度是 )EF G
DEF，适合 "H 值为 C@C G ?@E。在 "H C@E G ?@E 及温

度 <IF 条件下，!"#$ 能稳定存在。!"#$ 对结晶

紫、碱性品红、灿烂绿及孔雀绿等 ) 种三苯基甲烷类

染料都具有较强的脱色能力，结晶紫是该酶的最适

反应底物。!"#$ 所催化的脱色反应依赖于 ;J$H
或 ;J$KH 的存在，且在反应过程中有氧的消耗，说

明 !"#$ 是一种 ;$JH 或 ;J$KH 依赖型的氧化酶。

有关 !"#$ 的催化反应机制尚在研究之中。
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#&&%

《微生物学报》开通“稿件远程处理系统”

#&&( 年起，《微生物学报》将采用“稿件远程处理系统”，全面试行网上投稿、网上审稿、网上查询等方式进行工作。所有作

者和审稿人可以通过登录《微生物学报》网站 6778：00999+ :1+ ;<+ <=0>2?@=;3A 进入“稿件远程处理系统”进行投稿和审稿。以下是

几点说明："#&&% 年 "# 月 $" 日中午 "#：&& 之前已经投稿的作者，不会自动成为该系统的用户，投稿以后的操作仍然按照原有

的方式进行。#在运行初期，不通畅的情况可能会时有发生，敬请大家谅解！在使用“远程”的同时，本刊编辑部还将采用原

有的操作方式，以确保与作者和专家沟通顺利。$如果出现问题，请作者和审稿人及时与《微生物学报》编辑部电话或 B!1;:3
联系。

作者投稿：如果您是第一次给本刊投稿，请先登录本刊网站进入“作者投稿”，进行注册，并记住您的用户名和口令。如果

曾在本刊网站投过稿，则直接输入用户名和密码即可登录。如果忘了用户名和密码，请联系本刊编辑部，可以找回登录口令。

作者查询稿件处理情况：如果您曾在本刊网站投过稿，请登录本刊网站进入“作者查稿”，直接输入您的用户名和口令，或

输入由编辑部通过电子邮件为您提供的用户名和口令，登录即可。如您的用户是由编辑部代为注册的，也可以登录后自己修

改口令。如果您忘了用户名和口令，请咨询编辑部找回登录口令。编辑部给作者“退修稿件”或者“退稿”，作者都可以从“作

者查稿”中获得信息并收到一封 B!1;:3。作者获得退修信息和审稿意见后，按照审稿意见修改稿件并对审稿意见逐条回答，连

同修改稿一起再上传回来。

审稿人审稿：《微生物学报》在请审稿专家审稿时，通过“稿件远程处理系统”将稿件信息及内容上传给专家，同时会给专

家发送一封 B!1;:3 告知登录名和口令。请各位审稿专家登录本刊网站进入“专家审稿”，按照专家登录说明进行操作。您如

果忘了登录名和口令，请与编辑部联系。

欢迎向《微生物学报》投送优质稿件！欢迎提出宝贵意见！

*/$任随周等：细菌脱色酶 C81D 对三苯基甲烷类染料脱色的酶学特性研究 + 0微生物学报（#&&(）)(（$）




