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细菌脱色酶 !"#$的酶学特性研究

任随周，郭 俊，王亚丽，岑英华，孙国萍"

（广东省微生物研究所 广东省菌种保藏与应用重点实验室 广州 #&%%2%）

摘 要：从嗜水气单胞菌 HI($$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高
效脱色的脱色酶，命名为 4E;H。在测定 4E;H分子量、等电点及对不同三苯基甲烷染料脱色的动力学参数、脱色过
程对分子氧及 I1HJKI1HLJ具有依赖性的基础上，又进一步从黄素 71H M 7NI对酶活力的影响、酶抑制剂、酶蛋白
I6末端测序及酶溶液的特征吸收光谱等方面对 4E;H的酶学本质进行了分析。结果表明，4E;H不含核黄素，其脱
色活性也不因加入 71H或 7NI而提高。4E;H的 I6末端氨基酸序列与多种氧化还原酶具有同源性。甲吡酮及维
生素 O（P+）对 4E;H的脱色活性具有明显的抑制作用。4E;H酶蛋白的溶液在 !%’C;处有一特征吸收峰，但在连
二亚硫酸钠的还原条件下通入 O*气体后，该酶却不具有 L!#%酶在 !#%C;处的特征吸收峰。上述结果显示脱色酶
4E;H是一种新的氧化酶。
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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、化装品及制革等工业及生物组

织染色中被广泛地应用［&］。三苯基甲烷染料对人和动物细

胞具有毒害及致突变作用，是对人类健康具有潜在危害的环

境污染物［$］。随着经济的快速发展，染料的使用范围及产量

日益扩大，人们对染料引发的人类及环境危害的警觉性也日

益提高。最近国内外关于食品中致癌物偶氮染料苏丹红及

水产品中三苯基甲烷染料孔雀绿等污染的报道，更加引起人

们对染料安全性的关注［(，!］。

生物方法是目前去除染料污染较为有效的方法。将固

定化脱色酶应用于含染料废水的脱色及循环利用时，无需添

加供菌体生长的底物，因而具有美好的应用潜力。目前已有

将固定化的偶氮还原酶应用于含偶氮染料的印染废水处理

的相关报道［#］。对于三苯基甲烷类染料，尽管已有文献报道

包括细菌、放线菌和真菌在内的多种微生物对这类染料具有

一定的脱色功能［" ) &’］，但目前对三苯基甲烷类染料的微生物

脱色 机 理 研 究 仍 然 很 少［&］。真 菌 中 的 !"#$%&’("#%)%
("&*+’+,’&-./ 能够利用其木素过氧化物酶以逐步去甲基化的
方式对三苯基甲烷染料结晶紫进行脱色与降解［"］；

0.$$-$1"#/%22# %2%1#$+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 L!#%系统的参
与［2］。而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［&］。研究细菌中三苯基甲烷类染料

脱色酶并探讨其脱色的酶学特性和机制，不仅可以为利用固

定化脱色酶处理工业废水的工艺设计提供科学参考，也有望

在解决当前水产品孔雀绿污染问题上发挥作用。

前文我们报道了从一株嗜水气单胞菌中分离纯化得到

一种三苯基甲烷类染料脱色酶 4E;H，测定了该酶的分子量、
等电点及对不同染料的动力学参数，并证实该酶催化的脱色

过程依赖于分子氧及 I1HJKI1HLJ的存在［&］。本文在以上
研究的基础上，又进一步从酶抑制剂、酶蛋白 I6端测序及酶
蛋白溶液的特征吸收光谱等方面对 4E;H的酶学本质进行
了分析。结果显示该脱色酶 4E;H是一种新的氧化酶。

% 材料和方法

%&% 材料
%&%&% 菌种：嗜水气单胞菌（ 3%&’/’$#+ "*4&’,"-2# AD.AER）菌
株 HI($$，见参考文献［&3］。
%&%&’ 主要试剂和仪器：结晶紫、碱性品红、灿烂绿、孔雀绿
及甲吡酮为 S<?;8产品，P+为国产分析纯。紫外6可见分光
光度计（T:OUN1I HP"!%），J-/V/0 ;<C<P: 垂直板电泳仪
（J-/V/0 L=80;8+<8 T<-,/+= WCA,0D;/C,A），超声波破碎仪（S*IWOS
PO6#%#，XS1），蛋白质测序仪（1TW 1EE5</@ T<-AYA,/;A !3$ +ZO
L0-,/<C S/[D/C+/0）。
%&’ 酶的纯化及对三苯基甲烷类染料的脱色特性
三苯基甲烷类染料脱色酶 4E;H的分离纯化及基本酶

学性质见参考文献［&3］。



!"# 酶活力的测定及活力单位定义
酶活测定在 !"#条件下进行，反应总体积为 $""!%。

&&!%的 ’"("))*+,%磷酸缓冲溶液（-. &(’）与 $’!%的酶混合
后，加入 ’!% ’("))*+,%的染料（终浓度为 "(/’))*+,%）。加
入 !!% /’("))*+,%的 012.（终浓度 "(&’))*+,%）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 ’3"4)、’5’4)、6!"4)和 6$&4)。以加
入灭活（$""#，!")74）酶液的反应混合液为对照，!"#每分钟
催化 $4)*+染料所需要的酶量为 $个酶活单位（8）。
!"$ 蛋白质浓度的测定
参照 9:;<=*:<［/"］的方法。

!"% 黄素 &’(或 &)*对 +,-(活力影响的测定
在上述测酶活的反应体系中分别加入 >12或 >?0，使

其终浓度依次为 /("，’("，@("，$"("))*+,%。以未加 >12 或
>?0的反应混合液为对照，分别测定不同浓度的 >12 或
>?0对脱色酶活力的影响。
!". 不同抑制剂对脱色酶活性的影响
在上述 $""!%测酶活的反应体系中分别加入不同的抑

制剂鱼藤酮、抗霉素 1、0;0!、AB及甲吡酮，使其在反应体系

中分别达到一定的终浓度。以未加抑制剂的反应混合液为

对照，分别测定不同浓度的抑制剂鱼藤酮、抗霉素 1、0;0!、

AB及甲吡酮对脱色酶活力的影响。
!"/ 酶蛋白的 *0端测序
将纯化后的浓度为 "(&!)C,)%的脱色酶 D-)2 $"!%，点

样于经过 /E预电泳的 $/F G2GHI1JK上，经 $!"A /E的电泳
后，取出凝胶，于 L**);MM7N OH/’" 染色 !")74，然后在振荡器
上用脱色缓冲溶液脱色过夜。小心用刀片从脱色完全的凝

胶上将目标条带切下，溶于 &F乙酸中，由上海基康生物技
术公司电转移至 IA2>膜后在蛋白质测序仪上测定酶蛋白
的 0H末端部分序列。
!"1 酶蛋白的特征光谱迁移情况测定
操作方法参照文献［/$］，取含量为 5(’&)C,)%的纯化酶

蛋白待测液 6""!%，向其中加入 @(")C连二亚硫酸钠后，分成
两份。静置 ’)74后，向其中一份通入 LP气体（时间 $)74）至
饱和，记录基线后，在 /""4) Q @""4)波长范围内对通 LP气
体后的样品进行光谱扫描。未通气的另一管直接在上述波

长范围内进行光谱扫描。

为验证测定方法的可靠性，按照文献［/$］的方法从小白
鼠的肝脏中抽提微粒体后，按照上述方法同时进行测定。

2 结果和分析

2"! 黄素 &’(或 &)*对对脱色酶活性的影响
在前文测得 D-)2是 012.,012I.依赖性的氧化酶的

基础上［$3］，又进一步测定了 >12或 >?0对脱色酶活性的影
响情况，结果显示与未加 >12 或 >?0 的对照相比，/(" Q
$"("))*+,%的 >12或 >?0对 D-)2的活力无明显促进作用。

2"2 不同抑制剂对脱色酶活性的影响
2"2"! 鱼藤酮、抗霉素 1及 0;0! 对脱色酶活性的影响：分

别测定了 /(" Q $"("))*+,% 的抑制剂鱼藤酮、抗霉素 1 及
0;0! 对 D-)2活力的影响情况，结果显示与未加抑制剂的对

照相比，这 !种抑制剂对 D-)2的脱色活力没有明显的抑制
作用。

2"2"2 AB对脱色酶活性的影响：测定不同浓度自由基消除
剂 AB对 D-)2脱色酶活力影响，结果如图 $所示。从测定结
果可以看出，’("))*+,%以下的 AB对 D-)2脱色活性的抑制
作用相对较弱，超过 &(’))*+,%后 AB对 D-)2的抑制作用明
显。当 AB的浓度达到 $’("))*+,%时 D-)2的脱色活性几乎
被完全抑制。作为一种有效的抗氧化剂，AB的作用机理是
清除自由基。AB对 D-)2脱色活性抑制作用十分明显，表明
该酶催化的脱色过程可能有自由基的参与。

图 ! 不同浓度的 34对 +,-(脱色活性的影响
>7CR$ DEN N==NBS *= <7==N:N4S B*4BN4S:;S7*4 *= AB *4 SEN ;BS7T7SU *=

D-)2R

2"2"# 甲吡酮对脱色酶活性的影响：甲吡酮对脱色酶活力
的影响测定结果如图 / 所示。从图中可以看出，/("))*+,%
的甲吡酮即显示出对 D-)2的抑制作用。并且随着甲吡酮
浓度的升高其抑制作用逐渐加强。当甲吡酮浓度达到

$"("))*+,%时抑制作用已十分明显。甲吡酮是一种细胞色
素 I5’"的特异性抑制剂，D-)2对甲吡酮的抑制作用敏感，
显示该酶可能属于与细胞色素 I5’"相关的氧化酶类。

图 2 不同浓度的甲吡酮对 +,-(脱色活性的影响
>7CR/ DEN N==NBS *= <7==N:N4S B*4BN4S:;S7*4 *= )NSU:;-*4N *4 SEN ;BS7T7SU

*= D-)2R
2"# 酶蛋白的吸收光谱测定与分析
在测得 D-)2对甲吡酮的抑制作用敏感之后，为进一步
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研究该酶是否属细胞色素 !"#$单加氧酶家簇中的一员，又
测定了该酶在被连二亚硫酸钠还原条件下通 %&气体后吸
收光谱的迁移特征，结果如图 ’所示。由图可以看出，连二
亚硫酸钠还原后该酶蛋白在 "$()* 处的特征吸收峰迁至
"+()*。通入 %& 气体后 "+()* 处的特征吸收峰没有向
"#$)*处迁移，而是发生蓝移，即向左迁移至 "+’)*处。同
时另外两处 #,,)*及 ###)*的吸收峰变弱。还原条件下的
酶蛋白通入 %&气体后在 "#$)*处并无细胞色素 !"#$氧化
酶特征吸收峰出现。这一结果表明该酶是一种与典型细胞

色素 !"#$氧化酶不同的氧化酶。

图 ! "#$%的特征吸收峰及在还原条件下的酶蛋白通
入 &’气体后的迁移情况
-./0’ 123 4536789 :; 15*< 3)=>*3 58:73.) 4:?@7.:)0（9）723 453678@*

:; 15*< .) A.72.:).73（<1B）C83A@63A 3)=>*3 4:?@7.:)（D）723 453678@*

42.;7 .)A@63A :) 723 D.)A.)/ :; %& .) 4:A.@* A.72.:).73（<1B）C 83A@63A

3)=>*3 4:?@7.:)0 123 .)4387 ;./@83 E94 723 4536789 9*5?.;.3A D37E33)

""$)* F G"$)*0

()* "#$%的 +,末端部分氨基酸序列及其对蛋白质序列数
据库的相似性检索

纯化后的 15*<酶蛋白经 H<HC!IJK 检测为一条带，在
测序仪上从 BC端测几个循环后，未出现多头现象，说明蛋白
纯度已达要求。为了结果更加精确，仍然采用 !L<- 印迹膜
测序技术，成功地测定了 BC末端的 +#个氨基酸序列为：H38C
M?3CI?9CL9?C128CJ?>CJ?>C128CJ?>C!8:CN3@CJ?>CJ?>CN3@CL9?。
测得 15*< 的 BC末端部分氨基酸序列后，为判定

!"#$%$&’( )*+#$,)-.’ <B’,,产生的 15*<蛋白是否是一种新
蛋白，以 BC末端 +#个氨基酸的序列片段为靶序列，在 B%OM
上采用 O?947! 程序进行序列对蛋白质序列数据库（B:)C
83A@)A9)7 J3)O9)P %<H 789)4?97.:)4 Q !<O Q HE.44!8:7 Q
H5@5A973 Q !MR）的相似性检索，从中共检索出 #条有同源性
的序列（图略）。这些序列分别是来源于 /"($#)-0$1-2% .$3-
SI--’$’$TT 的短链脱氢酶、来源于 4"#(-&-’ ,"(3-( UMS的氧化
还原酶、来源于 5).’%*+$,)-.’ ’1$#32(的 BI<!C依赖的苹果酸
脱氢酶、来源于 6$7’#+-’ 8’#7-&-7’ 与 5).’%*+-’ 3#’7)$%’3-( 的
苹果酸脱氢酶、来源于 9)$+$7$772( $,’72( 的 BI<!VC依赖的
-",$ 氧化还原酶等。15*<的 BC末端部分氨基酸序列相似
性检索结果进一步证明该酶是一种氧化酶。

! 讨论

环境中残余染料污染的日益严重，使得人们不断寻找更

为有效的染料降解方法。利用固定化脱色酶对污染环境中

的染料残余进行生物整治是一条低能耗、高效率的新方

法［G］。而利用类似的固定化酶技术处理使用量仅次于偶氮

染料的三苯基甲烷类染料，目前在工程化应用上还是空白。

其中一个主要原因是关于三苯基甲烷类染料脱色酶的研究

目前为止仍然不够深入。因此开展相关脱色酶的研究显得

十分迫切。

甲吡酮是一种细胞色素 !"#$氧化酶的特异性抑制剂，

W:)3及 %29在分别用 /*7$1’73"#-’ 与 52&&-&:)’%"..’ ".":’&(的
细胞对孔雀绿进行脱色研究时，发现两种菌的脱色活性受甲

吡酮抑制，故此推测这两种菌的脱色过程可能有细胞色素

!"#$的参与［X，T］。本研究中我们用纯化的脱色酶 15*<对孔
雀绿、结晶紫等四种三苯基甲烷染料进行脱色时，也同样发

现了类似的甲吡酮抑制现象。因此初步推测 15*<是一种
与细胞色素 !"#$相关的氧化酶。而在被连二亚硫酸钠还原
的条件通入 %& 后，该酶在 "+()*处的特征吸收峰没有向

"#$)*处迁移却向相反的方向迁移至 "+’)*，在 "#$)*处无
细胞色素 !"#$氧化酶的特征吸收峰出现。就光谱吸收特征
而言，该酶与典型的 !"#$氧化酶存在着明显差异。巴西的
学者 12:*9= 在研究来自啮齿类动物老鼠、巴西鱼 O8>6:)
63529?@4及蟾蜍的肝脏微粒体细胞色素 !"#$时，也观察到了
类似的特征光谱迁移情况（由 ",+)*迁移至 "+T)*）。作者
进一步研究发现这是一类新的含血红素的蛋白（)3E
23*:58:73.)，BV!），在一定条件下这些蛋白能够完全代替微
粒体中细胞色素 !"#$的功能，而吸收光谱却与典型 !"#$存
在明显差异［,,］。这些结果显示 15*<是一种新的氧化酶。
有关该酶催化三苯基甲烷类染料脱色的酶学机理及编码酶

蛋白的基因克隆尚在研究之中。
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