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摘 要：在培养黄孢原毛平革菌产生木质素过氧化物酶（345）和锰过氧化物酶（675）过程中产生

的胞外蛋白酶与345和675的快速失活有关)该蛋白酶在89%的条件下酶活很高，其主要作用是

促进345和675的分解，而不是抑制它们的产生)9:;(!是蛋白酶的抑制剂，其抑制机理类似于

9:;(!对蛋白酶<（5<）的抑制)添加9:;(!的发酵液能提高过氧化物酶的酶活和稳定性，最佳添

加量为-!=’(／3，最佳添加时间在接种后第>天)
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黄 孢 原 毛 平 革 菌（!"#$%&’("#%)%("&*+’+,’&-0
./）是一类腐生真菌，该菌在一些主要营养物（如

氮、碳、硫）受到限制时形成的木质素降解酶系对各

种异生物质具有独特的降解能力［-，!］)大量研究表

明，该菌可以降解多种染料［$］，包括偶氮类 、三苯甲

烷类，杂环类，聚合染料等，对底物的氧化表现出高

度非特异性的特点，在染料废水处理方面具有广泛

的应用前景［"］)
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黄孢原毛平革菌合成的木质素降解酶系中起

主要作用的有两个酶：木质素过氧化物酶（!"#$"$
%&’()"*+,&，!"%）和锰过氧化物酶（-+$#+$&,&%&’().
"*+,&，-$%）/它们合成后被分泌到胞外，经0121启

动一系列自由基链反应，依靠氧化还原反应降解结

构各异的有机物/但研究中发现，在!"%和-$%酶

活达到最高后很快就下降，难以长时间起到很好的

氧化作用，限制了它们在工业生产中的应用/有报

道［3，4］称过氧化物酶稳定性的下降与细胞产生的蛋

白酶有关/作者研究了蛋白酶与!"%和-$%之间的

关系，并对该蛋白酶的一些性质做了初步研究/

! 材料与方法

!"! 菌种及培养条件

菌种：黄孢原毛平革菌 56178：由作者所在微

生物实验室提供；基本培养基（#／!）［9］：葡萄糖7:，

酒石酸铵:/1，苯甲醇:/3;，-#<2;:/97，吐温=:
7，>01%2;1/34，?@7:/::7，邻苯二甲酸缓冲液7:
AA(B，微量元素液9:A!，调C0;/3/

微量元素液（#／!）：氨基乙酸:/4，-$<2;·012
:/3，D+EB7，F&<2;·9012:/7，E(<2;·9012:/11，

E+EB1·10127/34，G$<2;·9012:/7，EH<2;·3012
:/7， IB>（<2;）1·71012 :/:7， 0@28 :/:7，

D+1-(2;·1012:/:7/
培养条件：13:A!的摇瓶装液量J:A!，接种

量7K7:4 个孢子／A!，培养温度89L，转速73:
’／A"$，培养3!4*［=］/
!"# 分析方法

!"%活力的测定：见参考文献［9］/
-$%活力的测定：见参考文献［J］/
蛋白酶活力的测定：将发酵液离心取上清液，;

L透析1;M，然后用血红蛋白法测定［7:］/

# 结果与讨论

#"! 胞外蛋白酶的确证

#/!/! 菌球对酶活的影响 在酶活达到最高后，

将同一体系的发酵液均分成两份，一份是离心去除

菌体的上清液，另一份是带菌球的发酵菌悬液，将

此上清液与发酵液;L冰箱贮藏，每隔7*测定!"%
和-$%的酶活见图7/结果显示两者在持酶性上相

差不大，如果!"%和-$%酶活的下降主要是由蛋白

酶引起的，那该蛋白酶主要是胞外酶，而不是胞内

酶，与菌球的存在与否关系不大，不会随贮存时间

的延长而缓慢释放出来/这与文献报道不相符［3］/

I/-$%

I/!"C
图! 菌球对酶活的影响

$%&"! ’(()*+,(-)..)+/,0)0123)/
#/!/# 胞外蛋白酶的确证7 取同一发酵产物，分别

在8种情况下测定蛋白酶酶活：离心滤除菌球后的

上清液、经超声波破碎的菌球悬浮液、发酵原液/结
果见表7，表明上清液与发酵液中蛋白酶酶活相差

不大，而菌球中蛋白酶活性很小，说明蛋白酶基本

上都在胞外，该蛋白酶是胞外酶/
表! 不同处理条件下蛋白酶的酶活

456"! 78,+)5/)5*+%9%+2:0;)8;%(()8)0++8)5+3)0+

样品 蛋白酶酶活／（N／A!）

上清液 71/4=
超声波破碎后的菌球悬浮液 7/7J

发酵原液 71/93

#"# 蛋白酶与<%7和=07的关系

接种 后 每 天 取 样 测 定 蛋 白 酶 酶 活 及!"%和

-$%酶活，结果见图1/

图# 各酶活变化曲线图

$%&"# 78,;:*+%,0,(<%7，=0750;-8,+)5/)
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由图!知，蛋白酶酶活在第"天达到最高，在第

#天也有一个小高峰$蛋白酶酶活高低与%&’和

()’酶活高低基本呈负对应关系，尤其是与木质素

过氧化物酶$锰过氧化物酶（()’）在第*天酶活最

高，木质素过氧化物酶第+天酶活最高，而到第#天

两者的酶活都迅速下降，而此时蛋白酶活力较高$
!"# 蛋白酶对过氧化物酶作用机制的初探

!$#$$ ,-对蛋白酶的影响. 分别取第"天（第一

个蛋白酶酶活高峰）和第#天（第!个蛋白酶酶活高

峰）的培养液，在不同,-条件下测定蛋白酶的酶活

（见图"），结果发现蛋白酶在,-/$0时酶活最高，

,-!1时酶活较低，第"天的酶活高于第#天的酶

活，主要是由于发酵液中前者的酶量大于后者$实

验发现酶活达到最高后，适当调高,-值，有利于保

持%&’和()’的酶活，这进一步证实%&’和 ()’
的稳定性与蛋白酶酶活高低有一定关系$

图# %&对蛋白酶酶活的影响

’()"# *++,-./+%&/0%1/.,23,2-.(4(.5

!$#$! 蛋白酶作用方式的初探. 实验中发现-23
45!能抑制蛋白酶的酶活，在蛋白酶产酶的!个高

峰期（第"天和第#天）分 别 加 入 终 浓 度 为0$*

!675／%的-245!，以不加-245!的发酵液做对照见

图!，观察蛋白酶、%&’和()’的变化情况见图8$

图6 添加&)78!后各酶活变化曲线图

’()"6 91/:;-.(/0/+<(9，=0920:%1/.,23,>(.?&)@

78!2::(.(/0
图8可知，添加-245!抑制了蛋白酶的酶活，但

发酵前期，%&’和 ()’的产生时间及产量与未加

-245!（见图!）的发酵过程相比较无明显变化，说明

蛋白酶对菌体生长及%&’和()’的产生无明显的

影响$到达%&’和()’产酶高峰后，添加-245!的

样品中，%&’和 ()’的下降趋势变缓，尤其是%&’
效果明显，未添加-245!的样品中，两者酶活都迅

速降低$该现象说明蛋白酶的作用方式主要是促进

%&’和()’的分解，而不是抑制它们的产生$
!"6 添加&)78!对蛋白酶的抑制

!$6$$ 添加时间对酶活的影响. 在接种后第.或

!天添加-245!，发现菌球不再长大，可能是因为

-245!抑制了蛋白酶，菌球缺少生长所需的氨基酸，

无法进入次级代谢，从而使菌球产酶受到抑制$
第"天添加-245!，如!$"$!所述，对%&’和

()’的产酶时间和酶产量都没什么影响，故考虑在

产酶高峰期前后添加-245!$分别在接种后第8，*，+
天添加-245!，()’和%&’的产酶情况见图*$对于

()’，第8天添加-245!酶活无显著提高，第*，+天

添加，()’下降趋势减缓，但第+天不及第*天$对
于%&’，添加-245!能较明显的减缓酶活的下降，第

8，*天添加的效果略好于第+天$综合这两种酶考

虑，第*天添加-245!能较好的起到抑制蛋白酶的

作用，有利于()’和%&’酶活的保持$

9$()’

:$%&’
图A 添加时间对酶活的影响

’()"A *++,-./+&)78!2::(0).(B,/0,0C5B,3
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!!"!! 添加量对酶活的影响 在第#天"#$酶活

达到最高时加入不同浓度的%&’()，观察"#$（见图

*）和+,$（见图-）酶活变化情况!添加.!/!01(／+
和/.!01(／+%&’()对"#$的作用效果差不多，与

对照比较，酶活及稳定性都无多大提高，添加.!2

!01(／+和2!01(／+的效果相近，比.!/!01(／+、

/.!01(／+和对照的稍好，下降趋势也比对照缓慢!
添加/!01(／+效果最好，酶活比对照及其他添加量

的稍有提高，而且"#$酶活下降趋势相对较缓!

图$ 不同浓度%&’(!)*+),+-./-0*+对1+2的影响

30&4$ 566,)-*6%&’(!*+1+2

图7 不同浓度%&’(!对802的影响

30&47 566,)-*6%&’(!)*+),+-./-0*+*+802
图-反映了%&’()作用于+,$的情况!添加2

!01(／+和/.!01(／+%&’()，反而抑制了+,$，添加

.!/!01(／+和.!2!01(／+%&’()时+,$酶活有一

定提高，但稳定性无显著提高，/!01(／+为最适添

加量，既提高了酶活，又提高了稳定性!
!!"!9/ 添加%&’()条件下蛋白酶与过氧化物酶的

产生情况 根据)!3!/和)!3!)所确定的条件，在

接种后第2天向培养基中添加/!01(／+的%&’()，

在培养过程中蛋白酶和两种过氧化物酶的变化情

况见图4，比较图4和图)可以发现，在第2天添加

/!01(／+%&’()，蛋白酶活性明显降低，+,$酶活得

以保持不变，"#$酶活虽然仍在逐渐降低，但降低

的程度受到一定的遏制，说明%&’()是该蛋白酶的

抑制剂，它的存在提高了过氧化物酶的稳定性!

图: 添加;!<*(／8%&’(!时蛋白酶与过氧化物酶关

系图

30&4: 2.*=>)-0*+*6802，1+2/+=?.*-,/@,A0-B/==0C
-0*+*6;!<*(／8%&’(!

!!"!" %&’(!对蛋白酶抑制机理的初探/ 在蛋白

酶第一个产酶高峰期，加入不同浓度的%&’()，反

应相同时间后测定蛋白酶的酶活!如图5所示，%&6
’()浓度低于/!01(／+时，随%&’()浓度的升高，蛋

白酶酶活降低!当%&’()的添加量超过/!01(／+时

蛋白酶的酶活并没有再继续降低!这与%&’()对蛋

白酶7（$7）的抑制机理很相近!%&’()是蛋白酶7
（$7）的抑制剂［//］，%&’()浓度低时，首先占据的是

$7上的共价结合位点，产生不可逆抑制，随浓度的

升高抑制效果增加；超过一定浓度后，占据的是非

共价结合位点，这种可逆抑制会因底物浓度的升高

而解除!

图D 蛋白酶酶活与%&’(!浓度的关系

30&4D E,(/-0*+@B0?*6?.*-,/@,/)-0F0-G/+=%&’(!)*+C

),+-./-0*+

9 结 论

/）在培养黄孢原毛平革菌产生+,$和"#$过

程中产生的蛋白酶能使+,$和"#$快速失活，该蛋

白酶系胞外酶!
)）蛋白酶在8%-!.的酸性条件下酶活很高，

其主要作用是促进+,$和"#$的分解，而不是抑制

它们的产生!
（下转第9/页）
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’）0123&能抑制蛋白酶，抑制机理类似于0123&
对蛋白酶4的抑制"添加0123&能提高过氧化物酶

尤其是567的酶活和稳定性，在实验条件下，接种

后第/天添加!"+!893／5的0123&时567酶活最

高"
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