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应体系
。

研究各种因子对产锰过氧化物酶的影响
。

研究表明
� � � � � 十 是产锰过氧化物酶必不可兰内勺因子

� � 在所有体系中 � �

� �
�

� ��  � �� � �
、

� � � � � � � � �
�

�� � 和草酸 � � � � � �� � � 都能促进产酶 � � 对 �� � �  � � � �� � �� ‘� � 夕占。‘� � � �� � 而言
,

高 � 抑制产

酶 � 对 � �� � �� � � � 钻�� � “ 而言
, � 源多少对产酶没有影响 � � �一 苯丙氨酸 � �� � � � � � �

、

� 一苯丙氨酸 �� 。 � � � � � � 和二疏

基苏糖醇 � �
�

�� � 均抑制 � � � � � � � �入� � �。 � �即� � �� � � ￡� � 产酶 � � � �� 二 � � � � � � � �� � �� � 产 酶能力 比 � � � � � �� �丙� � �。 。� � � �� � � � � � � �

大的多
,

且 � �� � ��
� 、 �� �� 乞�� ��� 产酶时间长

。
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利用白腐真菌技术处理有机废水 中的有机物是

废水生化处理技术的热门之一[l:
。

白腐真菌之所以

能降解有机物
,

关键在于其分泌的胞外降解酶
,

主

要 有 木 质 素 过 氧 化 物 酶 (L ign in P ero xidase

L IP )
、

漆 酶 (L aeese
,

( M

a n
g

a n e s e
P

e r o x
i d

a s e

L ac ) 和 锰 过 氧 化 物 酶

M n P )
,

形成 降解酶 系
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统
。

木质素是一种高度复杂的
、

不定形的芳香环聚

合物
,

是木质植物的主要组成成分
,

是仅次于纤维

素的第二再生有机资源[2:
。

降解木质素的微生物及

其产生的酶在制浆工业及转化木质素和纤维材料方

面都具有巨大的工业潜力
。

生物分解木质素的研究

已经取得许多进展 [3, 叼
。

由于黄抱原毛平革菌具有

十分强烈的降解木质素的能力
,

因此有关降解木质

素的研究主要都集中在这一菌种上圈
。

为了进一步发挥白腐真菌 的降解有机物的能

力
,

笔者对 白腐真菌分泌胞外降解酶 (LI P
、

L
ac

和 M n P ) 的影响因子进 行了系统的研究
。

本文主

要研究各种因子对菌产 M
nP 的影响

。

笔者研究了 M
n Z+ 、

L 一苯丙氨酸
、

D 一苯丙氨

酸
、

二琉基苏糖醇
、

T w ee

n

80

、

V A 等因子以及氮

源对 Pc合成 M
nP 的影响

,

确定 了它产 M nP 的最

佳条件
,

并且确定各活性因子间的相互影响
。

彩绒

革 盖 菌 (T ra m etes versicolor
,

T
v

)

、

多 毛 栓 菌

( T ra m etes h isP ida
,

T h p )

、

T
r a

m
e t

e s
h i

r s u t e

( T h
u) 等菌为近年来 白腐真 菌研究 的热点 菌种

。

因此本文还研究了各种因子对 T v
、

T h p

、

T h
u

等

菌产 M n P 的影响
。

1

.

4
M

n
P 活性的测定

Z m L 反应 液 中
,

含 有终浓 度为 0
.
s m m ol /L

愈 创 木 酚
,

0

.

2 5 m m
o

l / L H

Z

O

: ,

0

.

2 5 m m
o

l / L

M

n
s

q 及 3 m m ol /L 乙酸和 1
.
5 m m ol /L 乙酸钠组

成的缓冲体系调节至 p H 4
.
5 ,

加人 H ZO :启动反

应
,

30
℃反应 5 m in

。

测定反应液在 久一 46 5 n m 处

单位时间吸光度 的增加值
。

一个酶活单位定义为每

m in 引起 久一 4 65
nm 处吸光度一个 0

.
01 单位变化

所需要的酶液量 [8j
。

2 结果与分析

2
.
1 PC菌产 M n P 体系

2.1.1 M nZ+ 的浓度对 Pe 菌产 M nP 的影响

5 份液体营养限制培养基 中分别加人 M nS 0
4

M n
, + 浓度分别达到 0

、

5

、

5 0

、

2 0 0

、

2 5 0 拼m o l/使Lo

M n
Z+ 浓度对 P 。菌产 M

nP 的影响见图 1
。
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2 培养基

固体生长培养基用于菌的扩增
,

液体营养限制

培养基用于建立菌的产酶体系
,

见文献 仁6]
。

1

.

3 建立产酶体系

用 10 0 m L 锥形瓶
,

加人 10 m L 液体培养基
。

液 体培 养 基 为 液 体 营 养 限 制 培 养 基 分 别 加 人

M n2+
、

L 一苯丙氨酸
、

D 一苯丙氨酸
、

二琉基苏糖

醇
、

T w
ee ns

o

、

V A 等活性 因子 以及加人氮源构成

的
。

按每 10 m L 培养液 中加人 l m L 浓度 为 1
.
25

x 10
7
抱 子/m L 的抱 子 悬 浮 液 的 量 接种川

。

在

39 ℃恒温培养箱静置培养
。

c
h
r y s o s P o r

i
u
m

由图 1可知
,

当培养基中不含 M
nZ十 时

,

P
c 菌

不产 M n P
,

因为 M n
Z十 产生 M n P 的最基本 的要素

之一 ; 当培养基 中 M n
Z十 的浓 度较小 时

,

微量 的

M n
Z+ (5 拼m o l/ L ) 也不能诱导 P

e 菌产 M nP ; 随

着 M 扩十 的浓度的不断增加
,

P
。
菌产 M nP 的能力

也不断增加
,

当 M
nZ十 的浓度达到 200 拼m ol / L 时

,

产酶达到能力最 大
,

M

n Z + 浓度再增加时
,

产 酶能

力基本不再 增加
。

因此
,

在 以后 P c
、

T h p

、

T h
u

菌体系中均使 M
nZ+ 的浓度为 20 0 拼m ol / L

。
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.

2 草酸及氮且对 Pc菌产 M
nP 的影响

液体营养限制 培养基 为低 氮培养基
,

记作

L N
,

把营养限制培养基 中酒石酸按的量改为 S X

1
.
2 m m ol /L

,

称之 为高氮培养基
,

记作 SN
。

在

LN
、

S N 中分别加人草酸
,

使草酸浓度分别为 O
、
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200 拜m o l/ L
、

5 m m
o

l / L

。

草酸及氮量对 P
c
菌产 M

nP 的影响见图 2
。
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1
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、

二 琉基苏糖醇 (0
.
1% )

,

分别记作 L
、

7 0 0 0 二琉基苏糖醇对 P
C
菌产 M

nP 的影
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图 2 草酸及氮t 对 P c菌产 M nP 的影响
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由图 2可知
,

高氮培养基中 P
。 菌生长受到抑

制
,

从而导致 P 。菌至始至终都没有产酶
; L N 一及

LN (5 m m ol /L ) 的产酶高峰出现在第 4 d
,

而 L N

(200 拜m o l/ L ) 的产酶高峰出现在第 7 d
。
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3 V A

、

T w
e e n

8 0 对 Pc 菌产 M nP 的影响

共配制 4份培养液
,

其中 1 份为液体营养限制

培养基记作空 白
,

其余 3 份分别在液体营养限制培

养基中加人黎芦醇 (V A )
、

T w
e e n

8 0

、

T w
e e n

8 0

,

使得 V A 的浓度为 0
.
4 m m ol /L

,

T w
ee

n

80 的质量

分数分别为 0
.
1%

、

0

.

2
%

。

V A

、

T w
e e n

8 0 对 Pc 菌产 M nP 的影响见图 3
。
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图 4 苯丙氮酸
、

二斑签苏旅醉对 P。 菌产 M nP 的影响

F ig
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a n d D ithi o th re ito l o n M 叨
ofPhan汁-

oe
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ete ehrysosP orium

由图 4 可知
,

空白体系中产出 M
nP 的量较大

,

第 gd 达到产酶高峰
,

其活性为 14 400 U /L ; D 一

苯丙氨酸及 L 一苯丙氨酸都抑制 P 。 菌产 M nP
,

D

一苯丙氨酸体系 中 P
。 菌于第 6 d 才开始产 M

nP ,

L 一苯丙氨酸体系中 P
c 菌于第 g d 才开始产 M

nP ,

而且产酶量都较小
; 二琉基苏糖醇体系不产 M

n P ,

说明该物质对 P
c 菌产 M

nP 有完全抑制作用
。
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Fig
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由图 3 可知
,

表 面活性 剂 V A 促进 Pc 菌产

M nP
,

且促进作用 十分明显
,

第 s d 出现产 M nP

的高峰
,

其活性为 2 400 U /L
; T w ee ns o 也能促进

产酶
,

其中质量分数为 0
.
1% 比 0

.
2 % 的产酶效果

更佳
。

另外
,

T w
e e n

8 0 与 V A 相 比
,

T w
e e n

s o 产

酶效果较好
。

2

.

1

.

4 苯丙氮酸等物质对 P
c
菌产 M

n P 的影响

共配制 4 份培养液
,

其中 1份为液体营养限制

培养基记作空白
,

其余 3 份分别在液体营养限制培

养基中加人 D 一苯丙氨酸 (0
.
1写)

、

L 一 苯丙氨酸

2
.
2 T h p 菌产 M nP 体系

液体营养限制培养基为低氮培养基
,

记作 N
,

把营养 限制 培 养 基 中酒 石 酸 按 的量 改 为 5 火

1
.
2 m m ol / L

,

称之为高氮培养基
,

记作 SN
。

氮量对 T hp 菌产 M
nP 的影响见图 5

。

由图 5 可知
,

培养基中氮量的多少对 T hp 菌

产 M
nP 的影响不大

; 无论是高氮 (5 N ) 培养基 中

还是在低氮 (N ) 培养基中
,

产酶均呈现出先增大

后下降然后再增大的趋势
,

而且后一个高峰比前一

个高峰大
; 在第 g d 时

,
S N 中 M n P 活性达到 10

72 O U /L
,

I N 中 M n P 活性则为 9 20 O U / La
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注0 0 0

圈
O‘一 - - ~ - - ‘- ‘二二- 一一‘

0 2 4 6 8 1 0

D
a y l d
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2

.

3 T h
u 菌产 M nP 体系

共配制 4 份培养液
,

其中 1份为液体营养限制

培养基记作空 白
,

其余 3 份分别在液体营养限制培

养基 中加人 草酸 (s m m o l/ L )
、

V A ( 0

.

4 m m
o
l /

L )

、

T w
e e n

s o
(
0

.

1
%

)

,

分 别 记 作 草 酸
、

V A

、

由图 7可知
,

T
v 菌抱子接种后的第 3d 就出现

较高的 M
nP 活性

。

高 氮
,

在第 4 d 时就出现产酶

高峰
,

而低氮在第 g d 才出现
,

且低氮较高氮产酶

时间长
。

T w
e e n

8 0

草酸

影响见图

8000

、

V A

、

T w
e e n

8 O 对 T h u 菌的产 M nP 的

6。

冬 6000

三。0 0 0

.
二 2 0 0 0

妄
O

...
一令一. 空自自

一一月.-
VAAA

...
一奋-

~ Tweens〔---

---
洲卜- 草酸酸

0 2 住 6 8 1 0 1 2 1性

D a y /d

图 6 草酸
、

V A

、

T w
e e n

s o 对 T hu 菌的产 M
nP 的影响

Fig
.
6 E ffec

t of
Ox
alie aeid . V A and T w ee nso on M np or l争a m etes

h 左rSU ta

由图 6 可知
,

草酸
、

V A

、

T w ee

n

80 均在不同

程度上促进 了 T h u 菌的产酶
。

V A 在加人后 的前

4 d
,

表现对 T h u 菌 的很小程度 上 的抑 制
,

从第

4 d 开始抑制作用逐渐消失
,

转而表现为对产酶的

促进作用
。

3 结 论

¹ M n2+ 是 PC 菌产 M n P 的必不可少 的因子
,

M

n , + 的浓度为 200 扛m o l/ L 时
,

P
e 菌产酶能 力达

到最大
; V A

、

T w
ee

n

80 等诱导因子均是 Pc 菌产

酶的活化剂
,

T w ee

n

80 可以延迟产酶高峰的出现
;

草酸作为 M n 的赘合剂
,

能够 刺激 M nP 的 活性
,

这与 G ol d 和 G len n 等人的研究是一致的[8j
;
高氮

抑制 Pc 菌产酶
,

这种现象被称之为
“

氨代谢物抑

制
” 。

º 氮源的丰富与否对 T hp 菌产 M
n P 没有影

响
。

说明 T h p 菌不一定存在
“

氨代谢物抑制
” 。

»

在 T h u 菌的体系 中
,

发现 草酸
、

V A

、

T w
ee

n

80

等诱导因子也能促进 T h u 菌产 M nP
。

加人 草酸
、

V A

、

T w
ee n8

O 使产酶高峰提前
。

¼
T

v 菌产 M nP

体系中
,

高氮产酶时间短
,

而低氮使得产酶时间延

长
,

其原因有待于进一步研究
。

初步研究
,

得 出了各影响 因子对 白腐真菌产

M n P 的影响
,

这些结论对 白腐真菌 的降解有机物

的工程实践应用有较高的价值
。
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