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摘 　要 　木素过氧化物酶是降解木素类物质的主要酶类。使用硫酸铵盐析、DEAE2纤维素和 CM2纤维素离子交换

层析、Sephadex G2100 凝胶过滤等分离与纯化技术 ,从斜卧青霉菌 P6 ( Penicillium documbens P6)发酵培养 7 d 的液

体培养液中分离纯化得到电泳纯的木素过氧化物酶 ,经 SDS2PAGE鉴定为单一条带 ,表观相对分子质量为4613 ×103 。

以藜芦醇为底物测定了该酶的 Km , vmax ,作用的 p H 和温度范围 ,结果为 Km 01565 mmol·L - 1 , vmax 01088 mmol·

(L·min) - 1 ,p H 4～9 ,温度 25～55 ℃。N 末端序列为 VLL PADEKNA ,与真菌 LiP 无同源性。此结果拓宽了木素过

氧化物酶的微生物来源。
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Purification and identification of lignin peroxida se from

Pencillium documbens P6
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Abstract 　Lignin p eroxidas e was s ep arated and purified from a liquid 72day2culture filtrate of Pencillium documbens P6

by ammonium s ulfate precipitation , DEAE2cellulos e and CM2cellulos e ion2exchanger resin chromatography , Sephadex G2
100 gel2filtration chromatography. There was a single band in SDS2PAGE and molecular weight was es timated to be

4613 ×103 by SDS2PAGE. Km is 01565 mmol·L - 1 , vmax is 01088 mmol·(L·min) - 1 . The effect of pH and temp erature

on enzyme activity using veretryl alcohol as s ubstrate were determined. The pH range is 4 —9 and the temp erature

range is 25 ℃—55 ℃The N2terminal amino acid residue was VLLPADEKNA , there was no homologous with other fungal

LiP.
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　　木素是仅次于纤维素的第二大类天然芳香聚合

物 ,作为一种资源 ,在造纸、食品、化工、燃料等领域

具有重要用途及应用潜力 ,但由于其疏水性和立体

结构的复杂性 ,故降解性很低。

1983 年 , Glenn 等首先在黄孢原毛平革菌

( Phanerochaete chrysospori um ) 中发现木素过氧化

物酶 (LiP) [1 ] ,以后在其他担子菌中和 1 株子囊菌
( Chrysonilia sitophila ) 中也发现了 LiP[2 ] 。1999

年 ,Laborda 等[3 ]在一株降解褐煤的青霉菌中检测

到锰过氧化物酶 (MnP) 活性 ,但未有 LiP 和漆酶活

性。LiP 是以血红素为辅基的糖蛋白 ,催化反应需

要 H2O2 参与。其催化反应底物范围较广 ,酚类或

非酚类的芳香族化合物均可作为底物。LiP 广泛应

用于生物制浆、纸浆的酶法漂白、有机污染物的降解

和环境的生物修复等方面[4 ,5 ] 。白腐真菌的 LiP 可

氧化高氧化还原电势的芳香族化合物 ,相对分子质

量为 38 ×103～47 ×103 ,p H 210～510。由于其广泛

的应用潜力 ,目前已得到了详尽的研究[6 ] 。生物化

学和分子生物学的研究表明 ,在白腐真菌 ( Phane2
rochaete chrysospori um )中 ,至少有 10 个结构上相关
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联的 LiP 蛋白编码基因 ———l i pA 到 l ipJ 。LiP 基因

具有较高的保守性 ,其氨基酸序列有 5310 %～

9819 %的相似性[7 ,8 ] , 编码 10 个同工酶 ,分别命名

为 H1 到 H10。其中 H3 (p I419) , H4 (p I415) 和 H5

(p I412)为 MnP 同工酶 ,其余的具有 LiP 典型的藜

芦醇氧化活性[9 ] 。斜卧青霉菌 ( Penicilli um sp . ) P6

是本实验室从降解褐煤的菌株中选育得到并命名的

一株具有高降解活性的菌株 ,该菌降解内蒙古褐煤

能明显提高其黄腐酸的含量 ,且降解产物的生物活

性明显提高[10 ,11 ] 。对该菌降解褐煤机制的研究发

现 ,该菌具有较高的 LiP 活性。关于青霉菌产生降

解木素的胞外过氧化物酶的研究国外只有零星报

道 ,且未见对其结构和特性的详细研究 ,国内尚无相

关报道。此外 ,由于青霉菌本身的易培养性和生长

优势 ,对其 LiP 的研究将具有重要的理论意义和实

际应用潜力。本研究拟分离、纯化 P6 的 LiP ,并对

其相对分子质量、N 末端氨基酸序列等进行测定 ,为

初步搞清青霉菌 LiP 的特点 ,克隆其功能基因 ,构建

高效表达体系 ,开发新的木素过氧化物酶奠定基础。

1 　试验材料与试剂

1) 材料。斜卧青霉菌 P6 菌株 (下简称 P6) 为

本实验室分离并保存的 ,已申请保藏在中国微生物

菌种保藏管理委员会普通微生物中心 (CGMCCNO.

0866) 。

2) 化学试剂。DEAE2纤维素、CM2纤维素、

Sephadex G2100、丙 烯 酰 胺、四 甲 基 己 二 胺

( TEMED)和标准蛋白质均为 Sigma 公司产品 ; N ,

N2甲叉双丙烯酰胺为 Fluka 公司产品 ;藜芦醇 (VA)

为 Aldrich 公司产品 ;三羟甲基氨基甲烷 ( Tris) 为

Promega 公司产品。其他化学试剂均为分析纯

试剂。

2 　试验方法

1) 粗酶制剂的制备。培养基 (各种成分均为质

量浓度 ,g·L - 1 ) :葡萄糖 10 ,麦芽抽提物 3 ,酵母抽

提物 3 , KH2 PO4 2 ,MgSO4·7H2O 015 , FeSO4·7H2O

012。p H 610 ,115 ℃灭菌 30 min。

将 28 ℃,150 r·min - 1条件下培养 7 d 的 P6 发

酵液真空抽滤 ,离心 ,滤液即为粗酶液。

2) 酶的分离纯化。冰浴条件下 ,在粗酶液中添

加固体 (N H4) 2SO4 至 80 % (质量分数) ,冷冻离心弃

去上清液 ,用 p H712 ,01005 mol·L - 1的磷酸缓冲液

溶解沉淀 ,透析除盐 ,依次应用 DEAE2纤维素 ,CM2
纤维素 Sephadex G2100 凝胶过滤进行逐级纯化。

a. 聚丙烯酰胺凝胶电泳 ( PA GE) 和胶上活性染

色。收集凝胶过滤洗脱液中具有 LiP 活性的部分 ,

进行非变性的不连续 PA GE 分析 ,电泳后进行活性

染色[12 ] ,切割相应具有活性的蛋白带进行洗脱 (1 %

(质量分数) Triton X2100 , Tris2HCl 50 mmol·L - 1 ,

p H915) ,然后进行 SDS2PA GE 分析。

b. SDS2聚丙烯酰胺凝胶电泳 ( SDS2PA GE) 。

分离胶质量分数为 12 % ,缓冲液为 Tris2甘氨酸溶

液 ,p H818。

3) 酶学特性测定。

a. 木素过氧化物酶的酶活性分析。取一定量

酶液 ,加底物溶液 (藜芦醇 4 mmol·L - 1 , H2O2 014

mmol·L - 1 ,琥珀酸缓冲液 (p H310) 40 mmol·L - 1) ,

总体积 1 mL ,25 ℃反应 3 min ,在 310 nm 波长下测

定 LiP 的酶活性。将 1 min 内生成 1μmol 底物的量

定义为 1 个酶活性单位[13 ] ,相对酶活性以 409 nm

的吸光度为依据[14 ] 。

b. 温度和 p H 的稳定性。分别测定 P6 的 LiP

在 p H 为 3 ,4 和 5 的 011 mol·L - 1 N H4OAc 缓冲液

中的活性 ,在 p H 6 和 7 的 011 mol·L - 1磷酸缓冲液

及 p H 8 和 9 的 Tris2HCl 缓冲液中的活性 ;温度梯

度为 25 ,35 ,45 ,55 和 65 ℃。

c. 动力学常数测定。在不同底物 (VA) 浓度的

反应体系中 ,25 ℃反应3 min ,测定 A 310以计算反应

的初速度 ,做 Lineweaver2Burk 双倒数图。计算 Km

和 v max。

d. 蛋白质含量测定。按 Bradford 方法 ,并以牛

血清白蛋白作为标准蛋白质。

4) N 末端氨基酸测序与序列比较。由北京大

学生命科学中心采用 491 Protein Sequencer 仪器协

助测定。测定结果与 Genbank 中的同源蛋白质进

行氨基酸序列比较。

3 　结果与分析

311 　酶的分离纯化

1) DEAE2纤维素阴离子交换层析。采用

p H712 ,01005 mol·L - 1的磷酸缓冲液作为起始缓冲

液 ,该木素过氧化物酶能很好地吸附到离子交换剂

上。用 NaCl 离子梯度分段洗脱 ,盐离子梯度依次

为 0 ,0105 ,0115 ,0130 和 0150 mol·L - 1 。由图 1 可

以看出 ,在这 5 种离子强度下 ,共出现 5 个洗脱峰 ,
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D2～D5 洗脱峰在 409 nm 处都有吸收峰出现。对

其分别进行藜芦醇活性检测 ,结果表明 ,D3 和 D4

两峰为活性洗脱峰 ,其余为杂蛋白质。D3 洗脱峰的

藜芦醇氧化活性为 2114 U/ mg ,D4 洗脱峰为 1188

U/ mg ,D3 洗脱峰的藜芦醇氧化活性明显高于 D4

洗脱峰。

图 1 　P6 LiP的 DEAE2纤维素洗脱曲线
Fig. 1 　DEAE2cellulose column chromatography of

P6 lignin peroidase

2) CM2纤维素阳离子交换层析。分别收集 D3

与 D4 两峰 ,用相对截留分子质量为 1 ×103 的 Ul2
t racel Amicon YM 超滤膜超滤浓缩。对浓缩酶液透

析后冷冻干燥。将冷冻干燥得到的 D3 洗脱峰的酶

粉用 p H 415 ,01005 mol·L - 1的 HAc2N H4Ac 缓冲液

溶解 ,上 CM2纤维素阳离子交换层析柱分离 ,采用

NaCl 梯度线性洗脱 ,01005 mol·L - 1的 HAc2N H4Ac

缓冲液为起始洗脱缓冲液 ,NaCl 梯度为 0～1 mol·

L - 1 ,图 2 为 D3 的 CM2纤维素阳离子交换层析图。

图 2 　P6 LiP的 CM2纤维素洗脱曲线
Fig. 2 　CM2cellulose column chromatography of

P6 lignin peroidase

D3 洗脱峰经 CM2纤维素阳离子交换色谱分离

后 ,得到很好的分离效果 ,被分成 2 个组分 ,即 C1

和 C2 洗脱峰 ,其中 C1 不具有藜芦醇氧化活性 ,C2

具有高的藜芦醇氧化活性 ;因此只对 C2 进行进一

步的分离纯化。

3) Sephadex G2100 凝胶过滤分析。将收集到

的 C2 洗脱峰用相对截留分子质量为 1 ×103 的超滤

膜超滤浓缩 ,上 Sephadex G2100 柱进一步分离纯

化 ,分离结果见图 3。可以看出 ,C2 经凝胶过滤后 ,

得到 2 个主要的洗脱峰 S1 和 S2。其中只有 S1 具

有较高的藜芦醇氧化活性 ,但 S2 峰与其部分重叠 ,

说明此杂质峰的相对分子质量与目标蛋白质相似 ;

故收集 S1 组分时尽量少收集混有 S2 的部分。

图 3 　P6 LiP的 Sephadex G2100 凝胶过滤洗脱曲线
Fig. 3 　Sephadex G2100 column chromatography of

P6 lignin peroidase
　

对上述各步纯化得到的洗脱峰 D3 ,C2 ,S1 浓缩

后进行 SDS2PA GE 分析 ,电泳图谱见图 4。可以看

出 ,经过上述 3 步纯化后 ,S1 的电泳结果为一条主

要的蛋白质带和一条弱蛋白质带。

1 —相对分子质量标准 ;2 —粗酶 ;3 —D3 (DEAE) ;

4 —C2 (CM) ;5 —S1 (sephadex G2100)

图 4 　P6 Lip不同纯化阶段的电泳图谱
Fig. 4 　Purity of the P6 proteins at different stages of

purification shown by SDS2PA GE

4) P6 LiP 纯度与相对分子质量的测定。收集

S1 ,进行 PA GE 分析 ,电泳结束后 ,进行胶上活性染

色 ,结果如图 5 所示 ,仅有一条活性带 P1。

从胶上割下 P1 条带 (未染色的 P1) 并进行洗

脱 ,收集后进行 SDS2PA GE 分析 ,结果见图 6。可以

看出 ,P6 的 LiP 经 SDS2PA GE 检测只显示一条蛋白

3
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图 5 　P6 LiP的 PAGE分析结果

Fig. 5 　PA GE analysis of P6 LiP

质带 ,表明纯化后的 LiP 为单一组分 ,已达到电泳

纯 ,亚基的相对分子质量为 4613 ×103 。

1 —相对分子质量标准 ;2 —纯化的 LiP

图 6 　纯化 P6 LiP的 SDS2PAGE电泳图谱

Fig. 6 　SDS2PA GE pattern of purified P6 LiP

312 　酶学特性测定

纯化的 P6 LiP 在 25 ℃时以藜芦醇为底物的

Km 为 01565 mmol·L - 1 , v max为 01088 mmol·(L ·

min) - 1 。

P6 的 LiP 氧化藜芦醇最适 p H 测定结果表明 ,

25 ℃时 ,其最适 p H 为 410 ,在此条件下测定了温度

对其酶活性的影响。P6 LiP 的最适温度为 45 ℃,随

着温度的升高 ,其酶活性迅速下降 ,结果见图 7

和 8。

图 7 　pH对 P6 LiP酶活性的影响

Fig. 7 　Effect of p H on P6 LiP activity

313 　P6 LiP 的 N末端氨基酸序列

测定了纯化后 P6 LiP N 末端的 10 个氨基酸残

基 ,并与 Genbank 中其他真菌的过氧化物酶进行同

源性比较 ,结果见表 1。可以看出 ,P6 的 LiP 具有真

菌 MnP 和其他过氧化物酶的保守序列 VLL ,但是

与真菌的 LiP 无同源性。

图 8 　温度对 P6 LiP酶活性的影响

Fig. 8 　Effect of temperature on P6 LiP activity
　

表 1 　斜卧青霉菌 P6 LiP N末端氨基酸序列与 Genbank
中相关序列的比较

Table 1 　Comparison of N2terminal amino acid sequences of
Penicillium documbens P6 and other fungal peroxi2

dase sequences

测试菌株 序 　列

P. documbens P6 LiP V L L P A D E K N A

P. chrysosporium MnP 1 Q V F L E V L L K G

P. chrysosporium MnP H3 V L L K G V G F P G

P. chrysosporium MnP H4 V L L K G T G F P G

C. subvermispora MnP 1 D T Q I F L E V L L

A . rusticana Peroxidase N V L L D G T N S E K

A . thaliana Peroxidase 43 D L V L L S A A H T

4 　讨 　论

通过 DEAE 洗脱峰在 409 nm 处的特征峰检测

以及藜芦醇氧化活性测定 ,发现斜卧青霉菌 P6 可

分泌 2 种 LiP 组分 (D3 洗脱峰和 D4 洗脱峰) ,且这

2 种组分的藜芦醇氧化活性大小不同。这 2 种组分

与已报道的 LiP 同工酶的亲缘关系有待进一步

研究。

虽然 P6 LiP 的最适 p H 为 410 ,但其具有较广

泛的 p H 范围 ,在 p H 910 时 ,其相对酶活性仍有

7016 % ,这与褐煤降解后期 p H 升高的现象吻合。

P6 的 LiP 具有相对高的温度稳定性 ,其最适温度为

45 ℃,但在 55 ℃时 ,其相对稳定性仍有 6215 %。与

已报道的 LiP 相比 ,P6 的 LiP 在工业污染物的降解

过程中具有更为广泛的实际应用潜力。SDS2PA GE

表观相对分子质量测定结果表明 , P6 LiP 的相对分

4
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子质量较大 ,为 4613 ×103 。

N 末端序列测定有助于斜卧青霉菌 P6 中 LiP

基因的克隆 ,已测得其 N 末端序列为 VLL PADEK2
NA ,具有过氧化物酶的保守序列 V2L2L 。通过与已

报道的真菌过氧化物酶相比较发现 , P6 LiP 与其他

多种菌株产生的过氧化物酶具有较高的同源性 ,如

A rabi dopsis thaliana 的过氧化物酶 43 , A rmoracia

rusticana 的过氧化物酶 N , Ceriporiopsis subverm is2
pora 的 MnP , Phanerochaete chrysospori um 的 MnP

Ⅰ及同工酶 H3 等 ;但与已报道的 LiP 的氨基酸序

列无同源性。结合 p H 的适用范围及相对分子质量

检测结果 ,初步判定该青霉菌 P6 分泌的 LiP 可能为

一具有藜芦醇氧化活性的新型 LiP 和新基因。

5 　结 　论

1) 使用硫酸铵盐析、DEAE2纤维素和 CM2纤维

素离子交换层析、Sephadex G2100 凝胶过滤等分离

与纯化技术 ,从斜卧青霉菌 P6 的液体培养物中分

离纯化得到 LiP ,SDS2PA GE 分析结果表明 ,其表观

相对分子质量为 4613 ×103 。

2) 酶学特性研究结果表明 ,以藜芦醇为底物的

P6 LiP 的 Km 为 01565 mmol·L - 1 , v max为 01088

mmol·(L·min) - 1 ,最适 p H 为 410 ,最适温度为 45

℃,其 N 末端氨基酸序列为 VLL PADEKNA ,具有

过氧化物酶的保守序列 V2L2L ,与已报道的 LiP 的

氨基酸序列无同源性。
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