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摘要：【目的】本文在利用毕赤酵母成功分泌表达高活性三苯基甲烷类染料降解酶 E)+O 的基础上，研究不同

有机溶剂和常见酶抑制剂对纯化后的重组脱色酶 E)+O 活性的影响。【方法】将毕赤酵母分泌表达的重组

酶 E)+O 经超滤浓缩及镍离子亲和层析柱纯化后得到纯化的重组 E)+O 酶。利用分光光度计法测定其对孔

雀石绿脱色活性，并研究了各种有机溶剂和抑制剂对 E)+O 酶脱色活性的影响。通过脱色过程溶氧测定和

全波长扫描分析反映了 OEE 与 0BOP 作为 E)+O 辅因子时对孔雀石绿脱色反应的表观区别。【结果】甲醇对

酶活性抑制作用较弱，重组酶在甲醇中能维持约 "$Q的活性，乙醇和丙酮则使重组酶活性则迅速丧失。低

浓度二甲基亚砜有利于重组酶活性的维持，@$Q的二甲基亚砜可抑制一半以上酶活性。RI半胱氨酸、叠氮化

钠及低浓度的 JOEB 对重组酶活性影响较小，较高浓度的 JOEB 才显示较强抑制作用；表面活性剂 ’O’ 有强

烈的抑制作用，极低的浓度也能完全抑制重组酶活性。抗氧化剂二硫苏糖醇（OEE）对重组脱色酶的作用十

分独特，它可替代 0BOP 辅助脱色反应并增加脱色速率，但在反应终点脱色总效率约为 0BOP 作为辅酶时的

".Q。OEE 辅助 E)+O 脱色孔雀石绿过程中的耗氧情况及脱色产物与 0BOP 作为辅酶时明显不相同。【结

论】发现不同有机溶剂和常见抑制剂对重组酶活性的影响存在较大差异，首次证实 OEE 能辅助 E)+O 脱色反

应，这一脱色反应过程的作用机理与 0BOP 为辅酶催化的反应原理完全不同。
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三苯基甲烷类染料被广泛地应用于纺织印染、

食品、医药、造纸、化妆品、制革等工业及生物组织染

色和水产养殖业中［#］。由于其具有毒害和致突变作

用，对人类健康具有潜在危害［.］，因此三苯基甲烷类

染料的脱色降解已引起人们的广泛关注。生物方法

因其成本低、无二次污染而成为染料脱色降解的研

究重点。 迄 今 为 止 已 发 现 多 种 细 菌、真 菌 和 放 线

菌［#，@ % A］等对三 苯 基 甲 烷 类 染 料 有 一 定 程 度 的 脱 色

能力，并 已 从 真 菌 和 细 菌 中 分 离 纯 化 出 木 质 素 酶

系［"］，还原酶 EST［#$］等多种可降解三苯基甲烷类染

料的脱色酶。

三苯 基 甲 烷 类 染 料 脱 色 酶 E)+O 是 由 任 随 周



等［!! " !#］从嗜水气单胞菌 $%&## 中分离纯化出的一

种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 高 效 脱 色 的 %’$()%’$*( 依 赖 型

氧化酶。由于该酶对三苯基甲烷类染料具有高效脱

色能力，可应用于染料污染环境的生物修复，但在印

染工业中往往要添加染料助剂，有些染料助剂会抑

制酶的脱色活性［!&］。研究有机溶剂对 +,-$ 酶活性

的影响可为进一步研究该酶对三苯基甲烷类染料的

脱色机 理 提 供 依 据。 本 文 在 前 期 克 隆 +,-$ 酶 基

因、并利用毕赤氏酵母成功异源表达 .,-$ 基因的基

础上，重点研究了有机溶剂和常见抑制剂对纯化的

重组脱色酶 +,-$ 活性的抑制情况。首次发现作为

抗氧化剂的二硫苏糖醇（$++）在 +,-$ 对孔 雀 绿 脱

色过程中 以 一 种 全 新 的 作 用 方 式 取 代 辅 酶 %’$(，

脱色过程溶氧监测及脱色产物的光谱扫描结果均显

示出与 %’$( 作为辅酶时的催化行为不同。

! 材料和方法

! "! 材料

! "! "! 菌种：重 组 毕 赤 酵 母 菌 株（含 三 苯 基 甲 烷 类

染料脱色酶 +,-$ 基因）由本实验室构建，保存于广

东省微生物研究所菌种保藏重点实验室。

! "! "# 主要试剂和仪器：试剂及耗材有：孔雀石绿

购自 广 州 市 威 佳 生 物 科 技 有 限 公 司，*/01234.5%+’
（! -6）纯化柱为上海纯泰 公 司 产 品，’-1789 :6.0;5!<

超滤离心管（截 留 != >$;）为 ?1661,803 公 司 产 品，其

它试剂均 为 分 析 纯。主 要 仪 器 有：:6.08@*37 紫 外 可

见分光光度 计（AB5=&C5+DEF=#）购 自 美 国 AB 公 司；

溶氧仪 GH1&&=1 购自德国 I+I 公司。

! "! "$ 培 养 基：D*$、J?AD 和 J??D 培 养 基 同 参

考文献［!C］。

! "# %&’( 酶活力测定

以孔雀石绿 为 底 物 测 定 K!L 9- 下 吸 光 值 的 降

低。!==!M 反 应 体 系 含 != 倍 稀 释 后 的 +,-$ 酶 溶

液 E=!M，#<--86)M %’$( < !M，<--86)M 孔 雀 石 绿

<!M。以 ! -19 内催化脱色 !!-86 孔 雀 石 绿 所 需 的

酶量为 ! 个酶活单位（:）。

! "$ 粗酶液的制备

将保存于斜面上的重组毕赤酵母菌落接种于含

< -M D*$ 培养基的试管中，&=N !F= 0)-19 过夜培养

活化；将菌液以 !O接种量接种于含 #< -M J?AD 培

养基的 #<= -M 三 角 瓶 中，&=N !F= 0)-19 培 养。 当

!"K==达到 # P= Q K P= 时，!<== R S 离 心 < -19 收 集 菌

体接入含 !== -M J??D 培养基中，使其 !"K== 为 ! P=

左右，&=N !F= 0)-19 培养，每隔 !# T 补加甲醇，使其

终 浓 度 为 = P<O（U)U），诱 导 L# T 后 将 发 酵 液

!<== R S离心 < -19 收集上清液，即为粗酶液。

! ") %&’( 的纯化

将粗 酶 液 用 ’-1789 :6.0;5!< 超 滤 离 心 管（截 留

!= >$;）超滤浓缩，然后将浓缩液调至 ,(F P= 后加样

到 平 衡 好 的 */01234.5%+’ （ !-M）纯 化 柱 上，用

#= --86)M及 #<= --86)M 咪唑缓冲液先后洗脱，收集

两次洗脱所得的液体再进行超滤浓缩。

! "* 孔雀石绿染料脱色

!==!M 反 应 体 系 中 含 纯 化 后 的 != 倍 稀 释 的

+,-$ 酶液 E=!M（= PF :)-6），孔雀石绿 <!M（终浓度

#<=!-86)M），#< --86)M %’$( <!M。反应在常温下

进行，在 :6.08@*37 紫外可见分光光度计中每隔 != 4
测定 K!L 9- 处吸光值的变化，所得 吸 光 值 为 ’；在

相同反应体系中以无菌水代替酶液所得的吸光值为

’= ，脱色率为（’= 5’）) ’= R !==O。

! "+ 有机溶剂对 %&’( 酶活性影响

在各个 !==!M 脱 色 反 应 体 系 中 含 有 纯 化 后 稀

释 != 倍的 +,-$ 酶液 K<!M，#<--86)M %’$( <!M，

分别加 入 !=!M，#=!M，&=!M 不 同 有 机 溶 剂，不 足

!==!M 者加无菌水补足，对照中仅加入 &=!M VV(#G

代替酶液，然后按照上述方法测定各处理的酶的脱

色活力变化。

! ", 抑制剂对 %&’( 酶活性影响

在各个 !==!M 脱 色 反 应 体 系 中 含 有 纯 化 后 稀

释 != 倍的 +,-$ 酶液 K<!M，#< --86)M %’$( <!M，

分别加入不同浓度的不同抑制剂，再加 VV(#G 补足

!==!M，然后按照上述方法测定酶活力变化。

! "- 不同浓度 (%% 作为辅酶对孔雀石绿的脱色

在 !==!M 反应体 系 中，加 入 L<!M 稀 释 !== 倍

的酶液（= P=F :)-M），< --86)M 孔雀石绿 <!M，加 入

不同 量 的 !== --86)M $++ 母 液 使 其 终 浓 度 分 别 为

= P! --86)M，= P# --86)M，= P< --86)M，! --86)M，

# P< --86)M，< --86)M，!= --86)M，#= --86)M，分 别 加

入 VV(#G 补足 !==!M 后，在 :6.08@*37 紫外可见分光

光度计中测定 K!L 9- 处 吸 光 度 的 变 化。脱 色 率 按

照 ! PK 方法计算。

! ". 溶氧浓度测定

在 <= -6 脱 色 体 系 中，包 含 重 组 +,-$ 纯 酶

（F :)-M）<== !M，$++ 或 %’$( 的 终 浓 度 均 为

! P#< --86)M，< --86)M 孔 雀 石 绿 染 料 # P< -M，其 余

用 VV(#G 补足。在反应过程中用溶氧仪 GH1&&=1 测

!E!!张培培等：有机溶剂和抑制剂对毕赤酵母表达 +,-$ 酶活性影响 W )微生物学报（#==E）CE（E）



定反应溶液中溶解氧的浓度（!"#$）。

! "!# 全波长扫描

将需要扫描的溶液稀释至适当浓度之后，置于

%&’()*+,- 紫外可见分光 光 度 计 中，设 置 扫 描 波 长 范

围（./0 1! 2 300 1!）进行自动扫描。

$ 结果

$ "! 重组酶 %&’( 的分离纯化

重组毕赤酵 母 经 甲 醇 诱 导 培 养 3. 4 后 的 粗 酶

液（500 !$）首 先 经 6!7-)1 %&’(895: 超 滤 离 心 管（截

留 50 ;<8）超滤，再通过 +=(7>,?’9@A6（5 !$）@7 B 纯

化柱纯化，得到纯 AC!< 酶溶液，经电泳后软件分析

可知其 纯 度 已 达 DD EDF。 酵 母 表 达 载 体 构 建 和 酶

的分离纯化过程及结果将另文报道。

$ "$ 纯化的 %&’( 酶对孔雀石绿的脱色

纯化后的 AC!< 酶在 @6<G 作为辅酶时可对三

苯基甲烷类染料孔雀石绿高效脱色，如图 5 所示，酶

液稀释 50 倍后（0 EH %#!$）在 50 ? 内脱色率即达到

DH EHF，在 5!71 内 最 高 脱 色 率 可 达 DD EIF，已 基 本

将孔雀石绿完全脱色。

图 ! 纯化 %&’( 酶对孔雀石绿的脱色

J7" K 5 <,-)&)(7L8’7)1 )M N8&8-47’, O(,,1 >P ’4, C=(7M7,Q AC!< K

$ ") 有机溶剂对 %&’( 酶活性的影响

有机溶剂对脱色酶 AC!< 的活性影响如表 5 所

示，不同有机 溶 剂 对 AC!< 酶 活 性 均 有 不 同 程 度 的

抑制作用，其中甲醇的抑制作用较弱，重组酶在甲醇

中能维持约 D0F的活性，乙醇和丙酮则使重组酶活

性则迅速损失。50F的二甲基亚砜对酶活的抑制程

度较小，当浓度增加至 /0F 时，酶活性只剩余 I0F
左右，但相对丙酮和乙醇的抑制程度稍小。

$ "* 常见抑制剂对 %&’( 酶活性的影响

几种常见的酶抑制剂对重组酶的活性影响如表

. 所示。$9半胱氨酸、叠氮化钠及低浓度的 R<A6 对

重组酶活性 影 响 较 小，较 高 浓 度 的 R<A6 则 显 示 较

强抑制作用；*<* 显示出强烈的抑制作用，极低的浓

度也能完全抑制重组酶的活性。二硫苏糖醇（<AA）

对重组酶的活性略有抑制，且高浓度的 <AA 对酶活

性的抑制程度反而减小。

表 ! 有机溶剂对 %&’( 酶活性影响

A8>&, 5 RMM,-’? )M )("817- ?)&S,1’? )1 AC!< ,1LP!, 8-’7S7’P

T("817- ?)&=’7)1? U)1-,1’(8’7)1#F V,!871 8-’7S7’P#F
U)1’()& — 500

50 DD E:D W 0E.
N,’481)& .0 D. ED3 W 0EH

/0 HH E:: W 5E:

50 30 E.X W 5E/
6-,’)1, .0 /3 E/H W 5E:

/0 0 EH: W 0E0/:

50 DI EX. W .E0
<7!,’4P&?=&M)Y7Q, .0 35 E.I W 5EH

/0 I0 E53 W .E5

50 33 E/5 W 5EI
R’481)& .0 IH E3I W .E0

/0 / E/. W 0E.

表 $ 抑制剂对 %&’( 酶活性影响

A8>&, . RMM,-’? )M 7147>7’)( )1 AC!< ,1LP!, 8-’7S7’P

Z147>7’)( U)1-,1’(8’7)1#（!!)&#$） V,!871 8-’7S7’P#F
U)1’()& — 500
R<A6 50 D:E5: W .E0

.: :I EHI W .EH

$9UP?’,71, 0 E5 D3 EXI W 5E5
5 D: E/: W 5EH

@8@/ 0 E5 D3 E:0 W 0E3
5 D. E/H W .E3

*<* /E: 0
/: 0

<AA 0E5 D0 E5I W 5E3
5 D. E/0 W 5E:

$ "+ (%% 辅助 %&’( 脱色的研究

$ "+ "! <AA 与 @6<G 辅助 AC!< 脱色的比较：进一步

研究发现，<AA 对重组酶的影响十分特殊。在将酶液

稀释 500 倍（0E0H %#!$）的 脱 色 体 系 中 不 加 辅 酶

@6<G，仅仅加入 5E.: !!)&#$ 的 <AA，使其终浓度与

@6<G 作辅酶时相同，AC!< 酶仍可以对孔雀石绿进

行高效的脱色，且脱色速率比仅加 @6<G 的反应体系

更快，只是最终的脱色总量略低，约为 @6<G 作辅酶

时的 D0F左右。反应体系中不加重组酶 AC!<，只加

@6<G 或 <AA 孔雀石绿都不会被脱色，表明 <AA 在很

大程度上能代替 @6<G 推动 AC!< 对孔雀石绿的脱

色，该过程不是 <AA 与染料间的简单化学反应，在此

.D55 +,7C,7 [481" ,’ 8& K # !"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$（.00D）ID（D）

Absent Image
File: 0



过程脱色酶 !"#$ 和 $!! 缺一不可（图 %）。

图 ! "## 与 $%"& 对孔雀石绿脱色的影响

&’( ) % *++,-./ 0+ $!! 123 45$6 02 #171-8’., (9,,2 3,-0709’:1.’02 )

! ’( ’! $!! 浓度对 !"#$ 酶脱色活性的影响：进一

步 研 究 了 不 同 浓 度 $!! 作 为 辅 酶 时 !"#$
（; <;= >?#@）对孔雀石绿的脱色情况（图 A），结果表

明随 着 $!! 浓 度 的 增 加，!"#$ 酶 对 孔 雀 石 绿 的 脱

色率也随之增大。在 $!! 浓度为 ; <B ##07?@ 时，最

大 脱 色 率 已 达 到 =BC 左 右；当 $!! 浓 度 高 于

% <B ##07?@时，%B;!#07?@ 的孔雀石绿在 A; / 之内脱

色率就可达 D;C以上。

图 ) 不同浓度的 "## 对孔雀石绿脱色的影响

&’( ) A *++,-./ 0+ 3’++,9,2. -02-,2.91.’02 0+ $!! 02 #171-8’., (9,,2

3,-0709’:1.’02 )

! ’( ’) 孔雀石绿脱色过程中溶氧浓度的测定：前期

研究表明，脱 色 酶 !"#$ 利 用 45$6 作 为 辅 酶 对 三

苯基甲烷染料进行脱色时，反应体系中的溶氧浓度

会迅速降 低［EE］。为 了 进 一 步 探 讨 $!! 和 45$6 分

别作为辅酶脱色孔雀石绿过程中溶氧浓度的变化趋

向是否一样，利用溶氧仪对整个脱色过程中氧的浓

度进行了监 测，在 B #’2 内 二 者 都 脱 色 完 全。结 果

发现，在 $!! 作 为 辅 酶 的 脱 色 反 应 过 程 中，溶 氧 浓

度一 直 维 持 在 F <%= G F <HD #(?@ 的 范 围 内，而 以

45$6 作 为 辅 酶 时 溶 氧 浓 度 从 F <HB #(?@ 降 至

H <D= #(?@（如图 H），说明 $!! 作为辅酶的脱色过程

并没有出现溶氧浓度的降低的现象，这与 45$6 作

为辅酶时依赖于氧的脱色过程存在明显不同。

图 * 孔雀石绿脱色过程中溶氧浓度的变化

&’( ) H !8, -812(, 0+ 3’//07I,3 0JK(,2 ’2 #171-8’., (9,,2 3,-0709’:1.’02 )

! ’( ’* $!! 辅 助 !"#$ 脱 色 产 物 的 全 波 长 扫 描 分

析：由于 $!! 可 代 替 辅 酶 45$6 使 !"#$ 显 示 高 效

脱色活性，为探讨二者的辅助催化机理是否相同，分

别对 以 $!! 和 45$6 作 为 辅 酶 时 对 染 料 孔 雀 石 绿

脱色反应的产物进行了 %A; G L;; 2# 全 波 长 扫 描，

结果如图 B 所示。以 45$6 作为辅酶的脱色产物在

%F; 2# 及 AH; 2# 附近出现吸收峰（图 B）；而以 $!!
作为辅酶的 脱 色 产 物 则 在 波 长 处（%=; 2# 附 近）出

现吸收峰，可能是脱色反应中形成新的物质，有待于

进一步鉴定。而染 料 孔 雀 石 绿 在 FEL 2# 处 的 吸 收

峰在两种脱色产物中均消失，说明两种脱色过程都

使孔雀石 绿 结 构 发 生 改 变。 以 45$6 和 $!! 分 别

作为辅酶的脱色产物扫描曲线完全不同，结合上述

脱色过程中溶解氧的测定结果，说明 $!! 作为辅酶

所催化的反应与 45$6 作为辅酶是完全不同的两个

降解过程，表观看来二者的脱色机理明显不同，有待

进行一步研究。

图 ( 脱色产物与孔雀石绿的全波长扫描（!)+ ,- . /++ ,-）

&’( ) B &M77 N1I,O/-12 0+ 3,-0709’:1.’02 "903M-./ 123 #171-8’., (9,,2

（%A; 2# G L;; 2#）
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! 讨论

本文在从染色体中整合有脱色酶 !"#$ 基因的

毕赤酵母基因工程菌发酵液中经亲和层析纯化得到

重组脱色酶 !"#$ 的 基 础 上，为 了 进 一 步 研 究 该 酶

对三苯基甲烷类染料的脱色机理及在染料污染环境

治理中进一步的应用，开展了包括亲水极性有机溶

剂的和常见酶抑制剂在内的不同种类物质对重组酶

!"#$ 活性的影响研究。

研究结果显示低浓度甲醇对脱色酶 !"#$ 酶活

性几乎无抑制效应，可以保证甲醇诱导发酵过程中

产生的酶活性不受影响。其它几种有机溶剂在浓度

较高时会对 !"#$ 的 酶 活 性 产 生 较 强 的 抑 制 作 用，

这结果与高浓度有机溶剂对其他脱色氧化酶如漆酶

的负面影响较为相似［%&］，可能同样是由于酶催化过

程中需要水分子，而高浓度的亲水极性有机溶剂大

大影响了的水分子的活化。

各种常见酶抑制剂对 !"#$ 酶活性的影响很不

一致。 低 浓 度 ’$!( 对 酶 活 几 乎 无 抑 制，高 浓 度

’$!( 则明显 抑 制 酶 活，说 明 该 酶 的 活 性 中 心 可 能

有金属离子存在。’$!( 对木质素过氧化物酶的脱

色活性也具有抑制作用，研究表明这种抑制为非竞

争性 抑 制，)*+ , 等 许 多 金 属 离 子 可 以 解 除 这 种 抑

制［%-］。叠氮化 钠 和 半 胱 氨 酸 对 酶 活 性 抑 制 程 度 较

弱，.$. 则完全抑制 !"#$ 酶活，这与曾报道的几种

抑 制 剂 对 漆 酶 活 性 的 影 响 几 乎 完 全 不 同。 /0*
123*04 . 等［%5］的研究表明浓度仅为 6 7% ##289: 的叠

氮化钠和 ’$!( 就 几 乎 完 全 抑 制 漆 酶 活 性；而 即 使

高达 %66 ##289: 的 .$. 对 漆 酶 活 性 仍 无 任 何 抑 制

作用。

作为一种 抗 氧 化 剂，二 硫 苏 糖 醇 $!! 对 !"#$
酶活性的 影 响 较 为 特 殊。本 文 发 现 $!! 可 以 取 代

辅酶 ;($< 并 加 快 !"#$ 对 染 料 的 脱 色 速 率，但 通

过对溶氧浓度的测定及对脱色产物的全波长光谱扫

描的结果说明二者辅助 !"#$ 脱色的机理完全不相

同。与 $!! 同样是抗氧化剂 的 => 对 !"#$ 酶 活 性

的影响则完全不同。浓度超过 5 7& ##289: 的 => 对

!"#$ 酶活就具有显著的抑制作用［%+］，而 $!! 作 为

辅助因子时，对染料的脱色率及脱色效率则随着浓

度的增大而增大。在浓度高达 +6 ##289: 时，$!! 对

!"#$ 酶活性仍具有促进作用而无抑制。就目前所

知，国 内 外 尚 无 报 道 依 赖 ;($< 的 酶 促 反 应 可 由

$!! 代替昂 贵 的 ;($<。关 于 !"#$ 脱 色 酶 可 以 利

用两种不同物质作为辅因子进行脱色反应，且由耗

氧行为与产物光谱的差异反映出此两种辅因子协助

的酶促反应机制迥异，很值得进一步探究。

由于三苯基甲烷类脱色酶 !"#$ 对染料脱色的

催化机理还未彻底阐明，因此通过酵母异源表达得

到大量的纯酶及研究有机溶剂和抑制剂对酶活性的

影响有利于更深入研究酶的催化反应机理，也为其

广泛应用提供理论依据。

参考文献

［ % ］ (?#@ A，.B*@ CD，/B*0EF0E GH I /@2J0KEBJBL@2* 2M
LE@"N0*O8#0LNB*0 JO04 I !"#$%& ’"( )*+,-.*’/ 0&+1"-/-2$，

%PPQ，++：%Q& R %P% I

［ + ］ (3 A，SBLNBT .，H288@0 HU，0L B8 I HOL2K0*@> L2V@>@LO 2M
K0*L@B* W@280L（>EO4LB8 W@280L）2* #B##B8@B* >0884 @* W@LE2 I
)34’4*-" 5&6&’,+1，%P5Q，&Q：+-P R +5- I

［ X ］ (; .1，Y@* .D，HNB U<，0L B8 I $0>282E@?BL@2* 2M
LE@"N0*O8#0LNB*0 B*J B?2 JO04 ZO 7*4,-.’+4&, 4" I I
8*-4&+1"-/-2$ 9&44&,6，+66+，+[：%6X5 R %6[6 I

［ [ ］ .NBE#B $D，.B@*@ <.，.@*KN Y，0L B8 I U428BL@2* B*J
>NBEB>L0E@?BL@2* 2M #@>E22EKB*@4#4 >B"BZ80 2M J0>282E@?@*K
WBE@234 LE@"N0*O8#0LNB*0 JO04 I :-3,"’/ -; 8’6*+
)*+,-.*-/-2$，+66[，[[（%）：&P R -& I

［ & ］ C0* .，\32 ]， )0*K \， 0L B8 I $0>282E@?BL@2* 2M
LE@"N0*O8#0LNB*0，B?2，B*J B*LNEB^3@*2*0 JO04 ZO B *0_8O
@428BL0J <&,-%-"’6 1$(,-=1*/’ 4LEB@* I <==/*&( )*+,-.*-/-2$
’"( 8*-4&+1"-/-2$，+66-，5+：%X%- R %X+% I

［ - ］ $0*K $，\32 ]，)0*K \，0L B8 I $0>282E@?BL@2* 2M
B*LNEB^3@*2*0，LE@"N0*O8#0LNB*0 B*J B?2 JO04 ZO B *0_
@428BL0J 8’+*//36 +&,&36 4LEB@* $H%% I >"4&,"’4*-"’/
8*-(&4&,*-,’4*-" ? 8*-(&2,’(’4*-"，+66Q，-+：+-X R +-P I

［ 5 ］ HN0* H<，HNB*K H‘，<2 H<，0L B8 I /@2J0KEBJBL@2* 2M >EO4LB8
W@280L ZO B @1&A’"&//’ 4" I ;!aG% I 71&%-6=1&,&，+66Q，

5+：%5%+ R %5+6 I

［ Q ］ ’@>N80E2WB U，<2#28TB :，;0E3J ‘ I .O*LN0L@> JO0
J0>282E@?BL@2* >B"B>@LO 2M _N@L0 E2L M3*K34 B*+1-%*436
6C3’/&"6 I 8*-,&6-3,+& 0&+1"-/-2$，+66-，P5：+%&X R +%&P I

［ P ］ :0W@* :， SB"@*3LL@ :， ‘2E>N@B44@* ‘ I ’WB83BL@2* 2M
(EK0*L@*0B* _N@L0 E2L M3*K@ M2E LN0@E BZ@8@LO L2 "E2J3>0 8@K*@*
#2J@MO@*K 0*?O#04 B*J J0>282E@?0 @*J34LE@B8 JO04 I
8*-,&6-3,+& 0&+1"-/-2$，+66[，P[：%-P R %5- I

［%6］ ]B*K Y.，:00 1Y，D@# H<，0L B8 I !E@"N0*O8#0LNB*0
E0J3>LB40 ME2# 7*4,-.’+4&, 4" I 4LEB@* DH!H %Q6-%S：

"3E@M@>BL@2*， >NBEB>L0E@?BL@2*， K0*0 >82*@*K， B*J
2W0E0V"E044@2* 2M B M3*>L@2*B8 "E2L0@* @* !6+1&,*+1*’ +-/* I
<==/*&( ’"( !"D*,-"%&"4’/ )*+,-.*-/-2$，+66&，5%（%+）：

5P&& R 5P-6 I

［%%］ 任随周，郭俊，王 亚 丽，等 I 细 菌 脱 色 酶 !"#$ 对 三 苯

基甲烷 类 染 料 脱 色 的 酶 学 特 性 研 究 I 微 生 物 学 报

（ <+4’ )*+,-.*-/-2*+’ @*"*+’），+66-，[-（X）：XQ& R XQP I

[P%% S0@"0@ )NB*K 0L B8 I 9 <+4’ )*+,-.*-/-2*+’ @*"*+’（+66P）[P（P）



［!"］ 任随周，郭俊，王亚丽，等 #细菌脱色酶 $%&’ 的酶学特

性研究 # 微生物学报（ !"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$），"(()，

*)（+）：,"- . ,") #
［!-］ /0123441 5，67481 9 # 5:;<&1=7> 2?>@4@A7;1=7@: @B =?C=74?

2<?7:D ?BB43?:=E［F］# ./0#&*/ 1/2/$’"3，"(((，G(（+）：*(H .
*!* #

［!*］ I1:D F，J1: K，I1:D ’，?= 14 # 5C%A?EE7@: 1:2 %3A7B7>1=7@:
@B 1>=78? A?>@&07:1:= L3&1: 07M3:7: 7: 4&"3&$ 5$2#(’&2 #
4’(#/&- 605’/22&(- $-7 48’&9&"$#&(-，"((,，)(：!"G . !-! #

［!+］ N@21M7?O7>;PQ@O1M F，R1E=3A? 6，’32?M S，?= 14 # 5BB?>= @B
81A7@3E O1=?AP&7E>704? E@48?:=E @: ?:;<&1=7> 1>=787=< @B

B3:D14 41>>1E?E # :(8’-$* (9 %(*/"8*$’ ;$#$*<2&2 =：

6-><?$#&"，"(((，!!：! . !! #
［!)］ 鲁时瑛，李华钟，陈坚 # 5’$/ 对 木 质 素 过 氧 化 物 酶 在

染料脱色中的 影 响，无 锡 轻 工 业 大 学 学 报（ :(8’-$* (9
@80& A-&B/’2&#< (9 C&+3# D-782#’<），"(("，""（*）：-H- . -H) #

［!G］ S?: J@3:?E 6，T?>L7>L7 $，61<127 6 # U3A7B7>1=7@: 1:2
>L1A1>=?A7;1=7@: @B =L? 41>>1E? E?>A?=?2 0< =L? OL7=? A@=
B3:D3E 4/’/--&5(’&$ #/53’(5(’$ 1:2 7=E A@4? 7: =L?
2?>@4@3A7;1=7@: @B E<:=L?=7> 2<?E # :(8’-$* (9 !55*&/7
%&"’()&(*(+<，"(()，!("（*）：!(-- . !(*" #

!""#$%& ’" ’()*+,$ &’-.#+%& *+/ ,+0,1,%’(& ’+ %0# /#$’-’(,2*%,’+ *$%,.,%3 ’" 4567
#85(#&&#/ ,+ !"#$"% !%&’()"&

U?7%?7 VL1:D!，"，-，* ，637;L@3 N?:!1，"，-!，T?7<7:D W3!1，"，- ，X3@%7:D 63:!1，"，-

（!1 X31:D2@:D Y:E=7=3=? @B T7>A@07@4@D<，X31:D;L@3，X31:D2@:D +!((G(，ZL7:1）
（!0 6@3=L ZL7:1 Y:E=7=3=? @B [>?1:@4@D<，ZL7:?E? />12?&< @B 6>7?:>?E，X31:D;L@3，X31:D2@:D +!(-(!，ZL7:1）
（" X31:D2@:D UA@87:>714 R?< 910@A1=@A< @B T7>A@0714 Z34=3A? Z@44?>=7@: 1:2 /%%47>1=7@:，X31:D;L@3 +!((G(，ZL7:1）
（- X31:D2@:D [%?: 910@A1=@A< @B /%%47?2 T7>A@07@4@D<，X31:D;L@3 +!((G(，ZL7:1）
（* XA1231=? \:78?AE7=< @B ZL7:?E? />12?&< @B 6>7?:>?E，S?7]7:D !(((*H，ZL7:1）

91&%(*$%：［:1;#$%,.#］I? E=327?2 =L? ?BB?>=E @B 27BB?A?:= @AD1:7> E@48?:=E 1:2 7:L707=@AE @: =L? 2?>@4@A7;1=7@: @B A?>@&07:1:=
=A7%L?:<4&?=L1:? 2<?E 2?>@4@A7;1=7@: ?:;<&?（ $%&’），?C%A?EE?2 ?C=A1>?44341A4< BA@& 4&"3&$ 5$2#(’&2 # ［ <#%0’/&］ $L?
A?>@&07:1:= $%&’ O1E %3A7B7?2 0< 34=A1B74=A1=7@: 1:2 Q7" ^ 1BB7:7=< >LA@&1=@DA1%L< # $L? 2?>@4@A7;1=7@: 1>=787=< B@A &141>L7=? DA??:
O1E 2?=?A&7:?2 0< \_P87E704? E%?>=A@%L@=@&?=?A # I? E=327?2 =L? ?BB?>=E @B E@&? @AD1:7> E@48?:=E 1:2 7:L707=@AE @: $%&’ 1>=787=<
=LA@3DL =L? A1=? @B 2?>@4@A7;1=7@: 2?>A?1E?2 3E7:D &141>L7=? DA??: 1E =L? E30E=1:>? # I? 14E@ >@&%1A?2 =L? 27BB?A?:>? 0?=O??:
27=L7>=LA?7=@4（’$$）1:2 Q/’‘ 1E =L? >@B1>=@A 7: 1EE7E=7:D =L? 2?>@4@A7;1=7@: 0< &@:7=@A7:D =L? 27EE@48?2 @C<D?: >@:E3&%=7@: 1:2
=L? ?:2 %A@23>=E #［=#&>-%&］$L? ?BB?>= @B &?=L1:@4 @: =L? ?:;<&1=7> 1>=787=< O1E O?1M E7:>? $%&’ E=744 A?=17:?2 7=E L7DL 1>=787=<
7: =L? A?1>=7@: ?:87A@:&?:= >@:=17:7:D !(a b "(a &?=L1:@4E # $L? ?=L1:@4 1:2 1>?=@:? &12? =L? ?:;<&1=7> 1>=787=< B12? 1O1<
c37>M4<# ’7&?=L<4E34B@C72? 7: 4@O >@:>?:=A1=7@: O1E %A@%7=7@3E =@ M??% =L? $%&’ 1>=787=<，14=L@3DL -(a 27&?=L<4E34B@C72?
7:L707=?2 =L? ?:;<&1=7> 1>=787=< 4@E= 7: 1 L14B # 5=L<4?:?271&7:?=?=A11>?=7> 1>72（5’$/）@B 4@O >@:>?:=A1=7@:，9P><E=?7:? 1:2
Q1Q- 144 ?CL707=?2 @:4< O?1M4< 7:L707=@A< ?BB?>=E；L7DL?A >@:>?:=A1=?2（"+ &&@4d9）5’$/ >@342 E=A@:D4< 7:L707= ?:;<&1=7> 1>=787=<
1:2 E@273& 2@2?><4E34B@:1=?（6’6）7:L707=?2 =L? 1>=787=< >@&%4?=?4< # $L? ?BB?>= @B ’$$ @: $%&’ 1>=787=< O1E 0?<@:2 =L?
?C%?>=1=7@: # Y= >@342 E30E=7=3=? @B >@?:;<&? Q/’‘ =@ 1EE7E= 1:2 1>>?4?A1=? =L? ?:;<&? 7: 2?>@4@A7;7:D A?1>=7@: # I? B@3:2 =L1=
=L? 27EE@48?2 @C<D?: >@:E3&%=7@: 0?L187@AE 1:2 A?1>=7@: ?:2 %A@23>=E &?1E3A7:D 0< \_P_7E704? B344 O18?PE>1: O?A? >@&%4?=?4<
27BB?A?:= 0?=O??: =L? A?1>=7@:E 1EE7E=?2 O7=L ’$$ @A Q/’‘# $L7E 7E =L? B7AE= A?%@A= 10@3= ’$$ OL7>L >1: 1>= 1E 1 >@B1>=@A B@A 1
2?>@4@A7;1=7@: ?:;<&? #［?’+$->&,’+］$L? ?BB?>=E @B 27BB?A?:= @AD1:7> E@48?:=E 1:2 7:L707=@AE @: =L? ?:;<&1=7> 1>=787=< @B $%&’
1A? 8?A< 27BB?A?:= # S< =L? 27EE@48?2 @C<D?: 1EE1< 1:2 =L? ?:2 %A@23>=E 1:14<E7E，O? >@:>432?2 =L1= =L? 2?>@4@A7;7:D A?1>=7@:
1EE7E=?2 O7=L ’$$ O1E 1 :@8?4 A?1>=7@: %A@>?EE # $L? &?>L1:7E& @B A?1>=7@: O7=L ’$$ 1E >@B1>=@A 7E >@&%4?=?4< 27BB?A?:= BA@& =L1=
O7=L Q/’‘ 1E >@?:;<&? #
@#3A’(/&： =A7%L?:<4&?=L1:? 2<?E； =A7%L?:<4&?=L1:? 2<?E 2?>@4@A7;1=7@: ?:;<&?（ $%&’）； @AD1:7> E@48?:=E； 7:L707=@AE；
27=L7>=LA?7=@4（’$$）

（本文责编：王晋芳）

63%%@A=?2 0< =L? Q1=7@:14 Q1=3A14 6>7?:>? K3:21=7@: @B ZL7:1（-(,(((-!），=L? Q1=7@:14 UA@DA1&E B@A ‘7DL $?>L:@4@D< N?E?1A>L 1:2 ’?8?4@%&?:= @B ZL7:1
（"(()//()V-""），=L? UA@87:>714 Q1=3A14 6>7?:>? K3:21=7@: @B X31:D2@:D（"((G/("(H(-((!）， =L? X31:D2@:D UA@87:>714 Q1=3A14 6>7?:>? K3:21=7@:
（H-+!((G(("(((((!，H"+!((G(("(((((-）1:2 =L? 6>7?:>? K3:21=7@: @B X31:D2@:D />12?&< @B 6>7?:>?E UA@87:>714 B@A K@E=?A7:D $14?:=E（"(()(!）

! Z@AA?E%@:27:D 13=L@A # $?4dK1C：̂ ,)P"(P,G),**G!；5P&174：AE;e !)- # >@&
N?>?78?2：H T1A>L "((Hd N?87E?2："* /%A74 "((H

+H!!张培培等：有机溶剂和抑制剂对毕赤酵母表达 $%&’ 酶活性影响 # d微生物学报（"((H）*H（H）




