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木蹄层孔菌产锰过氧化物酶的碳氮源优化及酶学性质
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　　摘要：锰过氧化物酶是环境工程研究领域广泛关注的酶之一，它能够促进生物燃料合成，促使木质素和污染物降
解等工业生物过程更好进行。研究木蹄层孔菌产锰过氧化酶的最适碳源和氮源，揭示锰过氧化物酶的培养方式、最适

ｐＨ值和ｐＨ耐受性、最适温度和温度耐受性、金属离子对其影响等特征。木蹄层孔菌在静置培养时产锰过氧化物酶
显著高于振荡培养。小麦麸皮２３ｇ／Ｌ和蛋白胨２ｇ／Ｌ是最佳组合的碳源和氮源。锰过氧化物酶在ｐＨ值为４．５或温
度为５０℃时酶活力最高。酶在ｐＨ值４．０～４．５或温度３０℃以下处理２４ｈ后，仍可保持８０％以上的酶活力。底物为
愈创木酚时，锰过氧化物酶的Ｋｍ值为０．３４ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｖｍａｘ为０．１２ｍｍｏｌ／Ｌ·ｍｉｎ。当添加的金属离子浓度为１ｍｍｏｌ／Ｌ，

与对照相比，Ｋ＋、Ｃａ２＋、Ｂａ２＋、Ｃｏ２＋和Ｎａ＋可极显著抑制 ＭｎＰ活力。当添加的金属离子浓度为１０ｍｍｏｌ／Ｌ，与对照相
比，除Ｍｇ２＋外，其他金属离子均能极显著抑制酶的活力。Ｍｇ２＋１、１０ｍｍｏｌ／Ｌ对酶的活力没有影响。木蹄层孔菌适合
在静置培养时产锰过氧化物酶，最适碳源和氮源分别为小麦麦麸和蛋白胨，酶在室温和偏酸性环境中耐受性较好，并

对Ｍｇ２＋有较好耐受性。
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　　木质素是自然界中在数量上仅次于纤维素的第二大生物
高分子材料，在能源和日用化工品应用方面具有巨大的潜在

价值。锰过氧化物酶（ＭｎＰ，Ｅ．Ｃ．１．１１．１．１３）是一种含有血
红素和Ｍｎ２＋结合部位的过氧化物酶，它在木质素降解过程中
发挥着重要的作用。ＭｎＰ通过氧化Ｍｎ２＋为Ｍｎ３＋直接氧化木
质素，并将Ｍｎ３＋分泌到胞外。除了解聚天然和合成木质素，
ＭｎＰ还具有修复工业废料的巨大潜能，如降解难处理的工业
污染物。ＭｎＰ能够有效地进行合成染料的脱色，如甲基橙［１］

和三苯甲烷类染料［２］，这种潜在的能力已经引起了广泛的关

注。除了染料脱色，白腐真菌分泌的ＭｎＰ还可以用于降解持
久性有机污染物，如多环芳烃［３］、２，４，６－三硝基甲苯［４］和联

苯中间代谢物［５］。如何提高白腐真菌ＭｎＰ产量，提高酶的活
性成为人们日益关心的问题。因此，产酶条件的优化和酶学

特性的研究，将有助于 ＭｎＰ的产量增加，酶活力的提高，使
ＭｎＰ能够在未来更好地应用于各个领域。木蹄层孔菌
（Ｆｏｍｅｓｆｏｍｅｎｔａｒｉｕｓ）是担子菌门的一种白腐真菌，常见于桦树
和杨树，广泛存在于非洲、亚洲、欧洲和北美洲，在我国主要分

布于东北地区、西北地区和西南地区。前期研究发现，木蹄层

孔菌能够有效降解白桦中的木质素，保留较高含量的纤维素

和较低含量的１％ ＮａＯＨ和苯醇抽出物［６］，在白桦生物转化

中具有潜在的应用价值。本研究进行了木蹄层孔菌产 ＭｎＰ
的碳氮源优化及酶学性质研究，旨在为今后ＭｎＰ的利用提供
相关理论依据。
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１　材料与方法

１．１　材料
试验于２０１３年９月至２０１４年３月在宁夏回族自治区北

方民族大学进行。木蹄层孔菌为北方民族大学生物化学实验

室保存，４℃生长于木屑麦麸培养基（７８％白桦木屑、２０％麦
麸、１％ ＣａＳＯ４·Ｈ２Ｏ、１％蔗糖）。马铃薯葡萄糖琼脂（ＰＤＡ）
培养基（１Ｌ）：马铃薯２００ｇ、葡萄糖２０ｇ、琼脂２０ｇ、ｐＨ值自
然。基础培养基［７］（１Ｌ）：葡萄糖 １０．０ｇ、酒石酸胺 ０．２ｇ、
ＫＨ２ＰＯ４２．０ｇ、ＭｇＳＯ４０．５ｇ、ＣａＣｌ２０．１ｇ、琥珀酸（二）甲酯
１．３ｍＬ、微量元素７０．０ｍＬ、硫胺素（维生素 Ｂ１）１．０ｍｇ。其
中微量元素１Ｌ：ＭｇＳＯ４３．０ｇ、ＭｎＳＯ４０．５ｇ、ＮａＣｌ１ｇ、ＦｅＳＯ４·
７Ｈ２Ｏ０．１ｇ、ＣａＣｌ２０．１ｇ、ＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．１ｇ、ＣｕＳＯ４０．１ｇ、
ＫＡｌ（ＳＯ４）２·１２Ｈ２Ｏ１０．０ｍｇ、ＮａＭｏＯ４·２Ｈ２Ｏ１０．０ｍｇ、次氮
基三乙酸酯（ＮＴＡ）１．５ｇ。
１．２　方法
１．２．１　粗酶液的制备　将木蹄层孔菌接种到ＰＤＡ固体培养
基上，２８℃避光培养约７ｄ待菌丝长满培养皿。取２个直径
６ｍｍ的菌饼接入装有１５ｍＬ液体培养基的三角瓶（１００ｍＬ）
中，２８℃避光静置培养。另取６个直径为６ｍｍ的菌饼接入
装有 ４５ｍＬ液体培养基的三角瓶（１００ｍＬ）中，２８℃
１８０ｒ／ｍｉｎ避光振荡培养。取液体培养基，４℃ １００００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ，取上清液即为粗酶液。
１．２．２　ＭｎＰ活力测定　ＭｎＰ酶活定义为１ｍｉｎ内催化氧化
１μｍｏｌ／Ｌ愈创木酚所需的酶量为１个酶活力单位（Ｕ）。酶
活测定体系包括５００μＬ的粗酶液，３００μＬ的４ｍｍｏｌ／Ｌ的愈
创木酚溶液，１５００μＬ的酒石酸钠缓冲溶液（０．１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ
值５），６０μＬ的１０ｍｍｏｌ／Ｌ的ＭｎＳＯ４溶液，６０μＬ的５ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｈ２Ｏ２，５８０μＬ的 Ｈ２Ｏ。测定温度为 ３０℃时，４６５ｎｍ［ε＝
１．２１×１０４Ｌ／（ｍｏｌ·ｃｍ）］波长处２ｍｉｎ内吸光度的变化。
１．２．３　碳源和氮源的优化　试验采用单因素试验，考察不同
碳源和氮源对木蹄层孔菌产 ＭｎＰ的影响。根据单因素试验
结果，对最佳碳源和氮源进行２个因素４个水平正交试验，以
获得碳源和氮源的最佳浓度。正交试验因素水平见表１。

表１　木蹄层孔菌产ＭｎＰ碳氮源正交试验因素水平设计

水平
因素

Ａ：碳源（ｇ／Ｌ） Ｂ：氮源（ｇ／Ｌ）
１ ２０ １．５
２ ２３ ２．０
３ ２６ ２．５
４ ２９ ３．０

１．２．４　酶反应的最适 ｐＨ值和 ｐＨ值耐受性　分别在温度
４℃，ｐＨ值为３．５、４．０、４．５、５．０、５．５、６．０的缓冲液中测定粗
酶液中ＭｎＰ活力。同时，将粗酶液和ｐＨ值为３．０、３．５、４．０、
４５、５．０、５．５、６．０的缓冲液混合温度为在 ４℃保持 １ｈ和
２４ｈ，测定粗酶液中 ＭｎＰ活力。试验中的最高酶活定义
为１００％。
１．２．５　酶反应的最适温度和热耐受性　在最适 ｐＨ值，温度
为２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０℃条件下分别测定粗酶液中 ＭｎＰ
活力。同时，分别在温度为２０、３０、４０、５０、６０℃条件下将粗酶

液保温１ｈ和２４ｈ，测定粗酶液中ＭｎＰ活力。试验中的最高
酶活力定义为１００％。
１．２．６　金属离子对酶反应的影响　在粗酶液中分别添加终
浓度为１ｍｍｏｌ／Ｌ和 １０ｍｍｏｌ／Ｌ的钙（Ｃａ２＋）、铁（Ｆｅ２＋）、镁
（Ｍｇ２＋）、铜（Ｃｕ２＋）、钡（Ｂａ２＋）、锰（Ｍｎ２＋）、锌（Ｚｎ２＋）、钠
（Ｎａ＋）、钴（Ｃｏ２＋）、钾（Ｋ＋）。最适 ｐＨ值条件下，温度为
３０℃ 保温１ｈ后测定粗酶液中ＭｎＰ活力。试验中未添加金
属离子的酶活定义为１００％。
１．２．７　ＭｎＰ的动力学研究　当愈创木酚浓度为０．０１、０．０２、
０．０３、０．０４、０．０５、０．０６、０．０７、０．０８、０．０９、０．１０ｍｍｏｌ／Ｌ时，测
定粗酶液中的ＭｎＰ活力。
１．２．８　统计分析　本试验中所有数据均平行重复３次，结果
为“平均值±标准差”。结果使用统计分析软件ＳＰＳＳ进行邓
肯多重比较。

２　结果与分析

２．１　培养方式对木蹄层孔菌产ＭｎＰ的影响
振荡培养和静置培养对木蹄层孔菌 ＭｎＰ活力的影响，结

果见图１。将木蹄层孔菌在液体培养基中分别培养６、９、１２ｄ
后，静置培养产生的 ＭｎＰ活力均显著高于振荡培养。其中，
静置培养９ｄ产生的ＭｎＰ活力最大，达到８９．１６Ｕ／Ｌ，相同条
件下静置培养是振荡培养（２１．０４Ｕ／Ｌ）的４．２倍。同时研究
发现，静置培养９ｄ与静置培养１２ｄ的酶活力差异不显著。
２．２　碳源和氮源的选择
２．２．１　不同碳源的选择　在培养基中分别添加１０ｇ／Ｌ的可
溶性淀粉、麦芽糖、玉米粉、白桦木屑、麦麸作为碳源，研究不同

碳源对木蹄层孔菌ＭｎＰ活力的影响。试验结果见图２，以麦麸
作为碳源时，在１０、１２、１４ｄ产生的ＭｎＰ活力均显著高于以玉
米粉、白桦木屑作为碳源产生的酶活力。以麦麸作为碳源时，

在１２、１４ｄ所产生的ＭｎＰ活力无显著差异。以可溶性淀粉、麦
芽糖作为碳源时，在整个培养期间，均未测得酶活。结果表明，

以麦麸作为碳源，可以有效促进木蹄层孔菌ＭｎＰ的产生，而可
溶性淀粉和麦芽糖作为碳源不利于ＭｎＰ的分泌。
２．２．２　不同氮源的选择　在培养基中添加１０ｇ／Ｌ麦麸为碳
源，分别添加０．２ｇ／Ｌ的酵母浸膏、酒石酸铵、牛肉膏、蛋白胨
作为氮源，研究对木蹄层孔菌ＭｎＰ活力的影响。试验结果见
图３，４种不同的氮源处理所产ＭｎＰ的活力，均在１０～１４ｄ内
达到最大值，其中以蛋白胨作为氮源时，在１０、１２ｄ测得的
ＭｎＰ活力最高，均显著高于其他氮源测得的酶活。研究发现
以蛋白胨为氮源时，１０、１２ｄ所产 ＭｎＰ活力并无显著差异。
结果表明，蛋白质可以作为木蹄层孔菌产 ＭｎＰ的有效氮源，
培养１０ｄ即可获得理想的 ＭｎＰ产量，延长培养时间不利于
ＭｎＰ的有效积累。
２．３　碳源和氮源正交试验

基于上述碳源和氮源不同浓度的影响结果，设计２个因
素４个水平正交表优化木蹄层孔菌产 ＭｎＰ的碳源和氮源浓
度（表２）。正交试验结果显示，碳源对木蹄层孔菌ＭｎＰ活力
的影响最明显，氮源其次。本试验以培养１０ｄ的ＭｎＰ活力为
主要指标，确定最佳 ＭｎＰ活力条件为麦麸 ２３ｇ／Ｌ，蛋白胨
２ｇ／Ｌ。在此条件下 ＭｎＰ活力可达 １２３．５１Ｕ／Ｌ，比优化前
ＭｎＰ活力提高了３８．５２％。
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表２　基于最佳碳源和氮源不同浓度的正交优化结果

试验号 Ａ：碳源 Ｂ：氮源 ＭｎＰ活力
（Ｕ／Ｌ）

１ １ １ ６８．５０±１．４６
２ １ ２ ５５．０６±３．５６
３ １ ３ ９４．５４±６．３７
４ １ ４ １０２．５７±６．０２
５ ２ １ １００．６９±６．５７
６ ２ ２ １２３．５１±１８．７０
７ ２ ３ １１４．６５±２１．６２
８ ２ ４ ９３．０７±４．４６
９ ３ １ ５９．７５±４．９６
１０ ３ ２ ８５．１２±３．７４
１１ ３ ３ １０７．５５±２．９９
１２ ３ ４ ７８．２０±５．８５
１３ ４ １ ５５．８３±３．９２
１４ ４ ２ ６３．０３±２．９３
１５ ４ ３ ８７．１７±１．８８
１６ ４ ４ ９８．７０±７．４１
ｋ１ ８０．１７ ７１．２０
ｋ２ １０７．９５ ８１．６５
ｋ３ ８２．６６ １００．９８
ｋ４ ７６．１８ ８９．５４
Ｒ′ ３１．７７ ２９．７８

２．４　酶反应的最适ｐＨ值和ｐＨ耐受性
取静置培养１０ｄ的粗酶液，以愈创木酚作为底物，在ｐＨ

值３．５～６．０范围内，测定木蹄层孔菌ＭｎＰ的最适ｐＨ值。结
果显示，随着ｐＨ值的增加，ＭｎＰ的活力逐渐增加，在 ｐＨ值

４．５时达到最大值，之后随着 ｐＨ值的进一步升高，酶活力逐
渐降低。其中，在 ｐＨ值为４～５之间时，ＭｎＰ均具有较高的
酶活力，相对酶活均大于８０％。在ｐＨ值４．５时 ＭｎＰ酶活力
与ｐＨ值４和ｐＨ值５时相比差异显著，结果表明，木蹄层孔
菌ＭｎＰ的最适ｐＨ值为４．５（图４－Ａ）。

在温度为４℃时，分别将粗酶液置于ｐＨ值为３～６的缓
冲液中处理１ｈ和２４ｈ，研究木蹄层孔菌ｐＨ值耐受性。结果
显示，在ｐＨ值４．５和ｐＨ值５．０条件下分别处理 １ｈ和２４ｈ
后，木蹄层孔菌 ＭｎＰ相对酶活力均能保持在８９％以上，２种
条件下测得的酶活力差异不显著。结果表明，木蹄层孔菌

ＭｎＰ在ｐＨ值４．５～５．０之间具有较好的耐受性（图４－Ｂ）。
２．５　酶反应的最适温度和温度耐受性

取粗酶液在温度为 ２０～８０℃条件下测定木蹄层孔菌
ＭｎＰ活力，研究其最适温度，结果见图５－Ａ。随着温度的升
高，ＭｎＰ活力逐渐增加，当温度达到５０℃时ＭｎＰ活力达到最
大，随着温度的进一步升高，ＭｎＰ活力逐渐降低。其中，在温
度为５０、６０℃条件下测得的 ＭｎＰ活力差异不显著，因此，确
定木蹄层孔菌ＭｎＰ的最适反应温度在５０～６０℃之间。

取粗酶液分别在温度为 ２０～６０℃条件下保温 １ｈ和
２４ｈ，研究木蹄层孔菌ＭｎＰ的温度耐受性。结果见图５－Ｂ，当
温度超过３０℃时，粗酶液在保温１ｈ和２４ｈ以后，酶活均开始
降低。同一温度下ＭｎＰ保温时间越长，酶活丧失越多。保温
１ｈ时，温度为３０、４０℃的相对酶活几乎都保持在９０％以上，
并且２个温度的酶活变化差异不显著。保温２４ｈ时，温度为
２０、３０℃的酶活都保持在８７％以上，但是温度超过 ３０℃ 时，
酶活急剧丧失，当温度达４０℃时，相对酶活只有６３．９２％。
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２．６　金属离子对酶活力的影响
选取１０种金属离子，研究１、１０ｍｍｏｌ／Ｌ金属离子对木蹄

层孔菌ＭｎＰ活力的影响，结果见图 ６。当金属离子浓度为
１ｍｍｏｌ／Ｌ时，与对照相比，粗酶液中添加 Ｂａ２＋、Ｋ＋、Ｃａ２＋、
Ｃｏ２＋和Ｎａ＋对木蹄层孔菌ＭｎＰ活力具有显著抑制作用；而添
加Ｚｎ２＋、Ｃｕ２＋和Ｆｅ２＋对 ＭｎＰ活力无显著影响。当金属离子

浓度为１０ｍｍｏｌ／Ｌ时，除了 Ｍｇ２＋与对照无显著差异外，其他
金属离子均表现出对ＭｎＰ活力具有极显著的抑制作用，其中
Ｍｎ２＋和Ｃｏ２＋对酶活的抑制作用最大，相对酶活分别降低至
２０．９２％和２９．９３％。在反应液中 Ｍｇ２＋浓度为 １ｍｍｏｌ／Ｌ和
１０ｍｍｏｌ／Ｌ时，ＭｎＰ相对酶活分别为９３．７６％和９７．７２％，表
明Ｍｇ２＋对ＭｎＰ酶活几乎没有影响，差异不显著。

２．７　ＭｎＰ的酶动力学研究
以愈创木酚作为底物的Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ－Ｂｕｒｋ见图７，木蹄层

孔菌ＭｎＰ的米氏常数（Ｋｍ）是０．３４ｍｍｏｌ／Ｌ，最大速度（ｖｍａｘ）
是０．１２ｍｍｏｌ／（Ｌ·ｍｉｎ）。Ｋｍ值的大小一般能够体现酶对底
物的亲和力大小。以愈创木酚作为底物，木蹄层孔菌ＭｎＰ测
得的Ｋｍ较小，说明木蹄层孔菌ＭｎＰ对愈创木酚亲和力较大。

３　讨论与结论

已有相关文献报道，白腐真菌产木质素酶的培养方式多

选择振荡培养［８－９］，可能因为振动培养可以增加细胞和培养

基之间氧的传递，同时增加生物量以及酶的产量。但是在木

蹄层孔菌中发现，振荡培养测得的ＭｎＰ酶活力远远低于静置
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培养时，可能因为振荡培养会使木蹄层孔菌形成菌丝球，不利

于分泌ＭｎＰ，也可能振荡培养会使部分ＭｎＰ因机械损伤失去
活力。在对 Ｐｌｅｕｒｏｔｕｓｏｓｔｒｅａｔｕｓ的研究中也发现，其产生的木
质素酶漆酶在静置培养时产量明显高于振荡培养［１０］。

木蹄层孔菌 ＭｎＰ活力的最适 ｐＨ值是 ４．５，在 ｐＨ值
４．５～５．０之间时的耐受性最好，这与大多数研究报道的真
菌［８，１１－１３］ＭｎＰ相同，也介于４．０～５．５之间。木蹄层孔菌ＭｎＰ
的最适反应温度是５０℃，温度为２０～３０℃时ＭｎＰ的稳定性
较好，在木质层孔菌和 Ｅｃｈｉｎｏｄｏｎｔｉｕｍｔａｘｏｄｉｉ２５３８中发现的
ＭｎＰ的最适温度分别为５２、５５℃［９］。

Ｍｇ２＋（１、１０ｍｍｏｌ／Ｌ）对木蹄层孔菌 ＭｎＰ活力没有影响，
本结果与对木质层孔菌ＭｎＰ酶的研究结果［１３］相同。数据显

示，１ｍｍｏｌ／Ｌ的Ｍｎ２＋对木蹄层孔菌ＭｎＰ活力没有显著影响，
１０ｍｍｏｌ／ＬＭｎ２＋显著抑制ＭｎＰ活力。尽管已有研究表明，金
属离子Ｍｎ２＋在很多白腐真菌中被认为是一种强有力的产酶
诱导剂［１４－１５］，但是在木蹄层孔菌中却表现了对锰过氧化物酶

产生抑制作用，具体原因还有待于进一步研究阐明。

本研究获得了木蹄层孔菌产 ＭｎＰ的最适培养方式为静
止浅层培养，最佳碳源和氮源组合为小麦麸皮２３ｇ／Ｌ、蛋白胨
２ｇ／Ｌ。同时发现含木质纤维素的碳源有利于 ＭｎＰ的合成。
木蹄层孔菌 ＭｎＰ的 ｐＨ值耐受范围位于酸性区域，室温条件
下稳定性较好，对Ｍｇ２＋具有较好的耐受性。
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的优化及酶学性质研究［Ｊ］．饲料工业，２０１２，３３（１２）：５５－５９．

［１４］ＢｏｅｒＣＧ，ＯｂｉｃｉＬ，ｄｅＳｏｕｚａＣＧ，ｅｔａｌ．Ｄｅｃｏｌｏｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｓｙｎｔｈｅｔｉｃ
ｄｙｅｓｂｙｓｏｌｉｄｓｔａｔｅｃｕｌｔｕｒｅｓｏｆＬｅｎｔｉｎｕｌａ（Ｌｅｎｔｉｎｕｓ） ｅｄｏｄｅｓ
ｐｒｏｄｕｃｉｎｇｍａｎｇａｎｅｓｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅａｓｔｈｅｍａｉｎｌｉｇｎｉｎｏｌｙｔｉｃｅｎｚｙｍｅ
［Ｊ］．ＢｉｏｒｅｓｏｕｒｃｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２００４，９４（２）：１０７－１１２．

［１５］ＡｓｇｈｅｒＭ，ＲａｍｚａｎＭ，ＢｉｌａｌＭ．Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆ
ｍａｎｇａｎｅｓｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅｓｆｒｏｍｎａｔｉｖｅａｎｄｍｕｔａｎｔＴｒａｍｅｔｅｓｖｅｒｓｉｃｏｌｏｒ
ＩＢＬ－０４［Ｊ］．ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＣａｔａｌｙｓｉｓ，２０１６，３７（４）：５６１－
５７０．　
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