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摘要:从膨润土中分离出一株对酸性蓝 B具有降解效果的镰刀菌( Fusarium sp. ) HJ01,研究了其生长特征和动力学模型模拟、降解酶的性质以

及对酸性蓝 B的脱色效果.结果表明:菌株生长的适宜条件为: pH 范围为 6~ 7,蔗糖为碳源, NH4Cl为氮源.菌体生长符合改进的 logistic law 模

型. SDS PAGE分析HJ01菌株所产漆酶的相对分子量约为 66 103 ,在低氮条件下漆酶活性高达 431~ 812 U mg- 1 s- 1.菌体培养 96 h后加入到

含100 mg L- 1酸性蓝 B的培养基中,再培养 96h,酸性蓝 B的脱色率达 100% .紫外光谱分析表明,酸性蓝 B的发色基团蒽醌环被漆酶破坏.
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Abstract: An acid blue B degrading strain ( Fusarium sp. ) HJ01 was isolated from bentonite. The growing characteristics and kinetics, the characterist ics of

enzymatic biodegradation of Fusarium sp. HJ01 were analyzed. And the effects of biomass on decolorization of acid blue B in aqueous sampleswere reported. The

results showed that the pH range between 6 and 7 for growth of Fusarium sp. HJ01was feasible, and the sucrose and NH4Cl, is also feasible for carbon source and

nitrogen source respectively. The growth kinetics of Fusarium sp. HJ01 was f itted by the modif ied logistic law model. The molecular weight of laccase from

Fusarium sp. HJ01 was approximately 66kD analyzed by SDS PAGE, and laccase activity was up to from 431U mg- 1 s- 1 to 812U mg- 1 s- 1 at the condit ion

of low nitrogen source. The Fusarium sp. HJ01 incubated for 96h at 25 ! were added to the liquid medium containing acid blue B ( 100 mg L- 1) . And when

cultured cont inuously for another 96 h, the decolorizat ion rate of acid blue B was up to 100% . The ultraviolet visible spectrum showed that the chromophore

anthraquinone ring of acid blue B was broken down by laccase.
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大多数染料是芳香类化合物,结构复杂且大都

耐光解、耐氧化、难生物降解, 尤其是含磺酸基的蒽

醌染料,色度大,常规废水处理技术难以去除( Shaul

et al . , 1991) .厌氧微生物能降解部分染料, 但难以

实现其彻底的矿化(Yesilada et al . , 2002) ,白腐菌虽

然可在好氧条件下降解染料, 却需要的时间较长

(Walker et al . , 2000) . 镰刀菌( Fusarium )是真菌的一

个重要属,在环境中分布极为广泛.一些研究者利用

镰刀菌固定化细胞降解氰化物、土壤中的菲与芘等,

取得了良好的效果 ( 周相林等, 1986; 王新等. ,

2002) .Alain等( 1997)研究了 Fusarium solani 降解氰

化物的酶解机理. Anthony 等 ( 2004; 2005) 研究了

Fusarium solani 胞内脂肪泡对多环芳烃蓄积行为和

降解效果.这些研究结果表明,镰刀菌在污染治理与

环境修复中具有较大的应用潜力, 但应用镰刀菌降

解染料还未见文献报道. 本文从膨润土中分离得到

一株高效脱色降解酸性蓝 B 的 Fusarium sp. HJ01,

研究了该菌株的生长条件、动力学及所产酶的性质,
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以及对酸性蓝 B的脱色效果.

1 材料与方法(Materials and methods)

1. 1 培养基和培养条件

液体培养基: 葡萄糖 10 g L
- 1

,NH4Cl 1 g L
- 1

,

K2HPO40. 3 g L- 1
, FeSO4 7H2O 0. 1 mg L

- 1
, ZnSO4

0. 1 mg L- 1
, CuSO4  5H2O 0. 2 mg L- 1

, MgSO4

0. 15 g L- 1
, MnSO4 H2O 0. 2 mg L- 1

, pH值调至 6 0.

PDA固体琼脂培养基: 在上述的液体培养基中

加土豆浸出液(煮沸过滤) 200 g L- 1
, 琼脂20 g L- 1

.

酸性蓝 B染料由某公司提供, 其结构式如图 1.

图 1 酸性蓝 B结构式

Fig. 1 The formula of Acid Blue B

1. 2 染料脱色优势菌的筛选与分离

取10 g 膨润土,放入含 90 mL 无菌水的三角瓶

中,摇匀, 制得质量分数为 10
- 1
的稀释液. 用无菌吸

管取 1 mL 该稀释液到含 9 mL 无菌水的试管中,摇

匀,制得 10
- 2
浓度的稀释液, 依法制备 10

- 3
、10

- 4
、

10
- 5
、10

- 6
浓度的稀释液(金朝晖等, 2004) ,用3支无

菌吸管各吸 1 mL 浓度为 10
- 4
、10

- 5
、10

- 6
的稀释液,

分别接入含50 mg L- 1
、100 mg L- 1

、200 mg L- 1
酸性

蓝 B的PDA培养基中,在 25 ! 下培养 4~ 5 d. 挑取

菌落周围出现脱色区的菌株, 平板划线分离, 直至获

得单菌落特征的菌株.

富集培养 5次后, 在 PDA固体琼脂平板上划线

分离得到脱色降解优势菌的单菌落.

1. 3 菌株的生长曲线测定及培养条件的优化

取4 ! 保存的 HJ01 孢子, 在 25 ! 下活化 24 h,

用灭菌的去离子水配成孢子浓度为10
4
个 mL

- 1

( 600 nm 处吸光度为0. 150)的孢子悬浊液, 取 1 mL

孢子悬浊液接种到 20 mL 灭菌的液体培养基中,在

25 ! 、50 r min
- 1
条件下培养, 间隔 48h 取样测菌体

干重(张书军等, 2004) ,以培养时间为横坐标, 菌体

干重为纵坐标, 作图得菌株的生长曲线.

将培养基中的葡萄糖换成等量的蔗糖和可溶性

淀粉, 考察碳源对菌株生长的影响.

将培养基中的 NH4Cl 换成等量的 NaNO3 和

NaNO2 , 考察氮源对菌株生长的影响.

每隔 12 h用0. 1 mol L
- 1
的 NaOH或0. 1 mol L- 1

的HCl调节培养液的 pH 到设定的 pH ( 2、4、6、7、

10) , 研究 pH 对菌株生长的影响. 以上实验重复 3

次, 取其平均值.

采用改进的Logistic law模型描述菌体的生长情

况(李群等, 2001) ,方程为:

dX dt = KX (1- X ) + K 0#
t

0
X ( t )dt (X ( 0) = X 0)

式中, X 为菌体干重( g L- 1
) ; X0 为初始菌体干重

( g L- 1
) ; K 为生长速率常数; 为衰减速率常数; K 0

为死亡速率常数, 且为负值. 经 Matlab 模拟以确定

HJ01的生长规律是否符合该模型.

1. 4 菌株所产降解酶的特性分析

1. 4. 1 SDS PAGE 电泳 分别以蔗糖、蔗糖和酸性

蓝 B为碳源,菌株培养 96 h后,过滤收集菌体, 水洗

3次, 用含0. 01 mmol L- 1
二硫苏糖醇、0. 1 mmol L- 1

乙二胺四乙酸的0. 1 mol L- 1
磷酸盐缓冲液 ( pH =

7 4) 10 mL 作为酶提取液,在冰水浴中用研钵将菌体

研磨细碎, 约 3 min, 确保释放胞内酶. 该粗均浆在

4 ! 、12000 r min
- 1
下离心15 min,上清液即酶提取物

(Anthony et al . , 2004) .按 Kwon et al . ( 2001)的方法

以 9%的丙烯胺凝胶浓度做 SDS PAGE电泳,以确定

该降解酶的分子量.

1. 4. 2 不同培养条件对菌株产酶的影响 高碳和

高氮液体培养基: 蔗糖10 g L
- 1

, NH4Cl 1. 5 g L- 1
;

低氮培养基: NH4Cl 0. 2 g L- 1
; 低碳培养基: 蔗糖

1 g L
- 1

, 其它成分与 1 1 节同. 在 25 ! 、50 r min
- 1

下培养, 间隔 48 h, 按 1 4 1节从菌体中提取酶.

酶活性分析: 以2, 2连氮 ∀ 二( 3 乙基苯并噻唑

∀ 6 磺酸) (ABTS)做为该酶的底物,其阳离子 ABTS

azine 的 436 nm为29300 mol
- 1 cm

- 1
. 1 mL 反应液含 5

mmol L
- 1

ABTS, 12 mmol L- 1
琥珀酸盐缓冲液( pH =

4 5) , 200 L 酶提取液. 在 30 ! 下, 反应 30 min, 用

UV 2450紫外分光光度计测定反应液在 436 nm处的

吸光度. 定义该酶的活力单位是 s 转化 1 mol 的

ABTS 到 ABTS azine 所用的酶量 ( Anthony et al . ,

2004; Kwon et al . , 2001) . 用考马斯亮蓝法测定反应

液中蛋白质含量(陆建良, 2002) . 以上实验重复 3

次, 取其平均值.

1. 5 脱色效果与产物光谱分析

按 1. 3节的接种培养方法,培养 96、120、144 h,

以获得不同的菌体生物量, 分别加到 25 mL 酸性蓝

B ( 100 mg L- 1
培养基中, 继续培养, 间隔 12 h 取样
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10 mL, 离心, 用UV 2450紫外分光光度计在 556 nm

处测定酸性蓝 B的浓度, 计算脱色率.

HJ01菌株脱色后, 离心取清液, 用 UV 2540紫

外扫描对其降解产物进行光谱分析.

2 结果(Results)

2. 1 HJ01菌株的分离与鉴定

借助形态观察确定的单菌落菌株, 经复旦大学

鉴定为镰刀菌( Fusarium sp. ) , 并命名为HJ01. 该菌

的形态学特征如下: 在 PDA 平板上气生菌丝棉絮

状,白色,蔓延, 高 0 2~ 0 4 cm, 菌落中有一定程度

的绳状趋势,菌落背面紫红色, 老后呈近蓝色. 如图

2所示,小型分生孢子为椭圆形、柱形或稍微弯曲,

单细胞或有1~ 2个隔, ( 3~ 10) ( 1 5~ 3)  m,且

数量多.大型分生孢子为近镰刀形、棍棒形、近柱形

或稍弯曲等,一般有 3~ 5个隔,且数量很少,大小为

15~ 27 5  m.

图 2 HJ01菌株的大、小型分生孢子

Fig. 2 The big or small size conidiophores of the HJ01

2. 2 HJ01菌株的生长曲线测定及培养条件的优化

2. 2. 1 HJ01菌株生长曲线及菌体生长动力学

HJ01菌株的生长曲线及 Logistic law 模型模拟结果

如图 3 所示. 菌株的生长大致分为 3 个阶段: 延迟

期、对数生长期和平稳期. 培养至 96~ 120 h的菌株

处于对数生长期,菌体生长迅速, 菌体活力大, 对数

生长期内菌株生长速率(以干重计)为

63. 13 mg L
- 1 h

- 1
. 而培养至 144 h 时的菌株处于

对数生长后期,虽生物量大, 但代谢活力降低.

根据 HJ01 菌株生长曲线的实验数据, 采用

Matlab提供的 3次样条插值、自适应递推牛顿 柯西

法、三阶 Runge Kutta 算法等数值积分、求导方法, 建

立并求解线性方程组, 确定的模型参数如下: K 为

0 71, 为 2 3, K 0 为- 0 035.

根据模型参数, 使用 3次样条插值及数值积分

计算模型数据,与实验值比较结果如图 3所示,模型

值与实验值拟合的精度较高. 利用Origin Pro 7 5对

实验值与模拟值进行 t 检验(显著水平 0. 01) , 结果

无显著差异, 说明该动力学模型能反映 HJ01菌株的

生长情况.

图 3 HJ01菌株生长曲线及实验值和模拟值的比较

Fig. 3 The growing curves of HJ01 strain and comparison between

experiment values and numerical simulation values

2. 2. 2 培养条件对 HJ01菌株生长的影响 碳源对

菌株 HJ01 生长影响如图 4a, 结果表明各碳源的菌

体转化率依次是蔗糖> 葡萄糖> 可溶性淀粉. 氮源

对菌株 HJ01生长的影响如图 4b,结果说明氨态氮

最适合菌株的生长, 硝态氮次之,亚硝态氮最差. pH

对菌株HJ01生长影响如图 4c, 从图中可知HJ01菌

株在 pH= 2~ 10范围内都可生长, 在 pH 值为 6~ 7

时菌株产量最高. pH 过低或过高菌体成絮状, 细碎,

沉降性差. pH 值为 6~ 7 时形成菌体团块大, 易沉

降. 因此, HJ01 菌株适宜的培养条件为: 蔗糖为碳

源, NH4Cl为氮源, pH 值范围为 6~ 7.

图 4 培养条件对 HJ01菌株生长的影响( a.碳源, b.氮源, c. pH)

Fig. 4 The effects of the culture conditions on HJ01 growth( a. carbon sources, b. nitrogen sources, c. pH)
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2. 3 HJ01菌株降解酶的性质

2. 3. 1 SDS PAGE 电泳 HJ01 菌株降解酶的 SDS

PAGE 分析结果如图 5所示. 在泳道 2、3中各有一条

清晰的漆酶条带, 相对分子量大约 66 10
3
, 与

Anthony et al ( 2004)的研究结果一致. 说明 HJ01菌

株无论在有无酸性蓝 B 的共代谢中均有漆酶的

产生.

图 5 不同碳源下HJ01菌株的漆酶电泳结果( 1.蛋白分子量标准

2.蔗糖为碳源 3.蔗糖与酸性蓝 B为碳源)

Fig. 5 SDS PAGE result of HJ01 with different carbon sources ( 1. The

standard of protein molecular weight . 2. sucrose. 3. sucrose and

Acid Blue B)

2. 3. 2 不同液体培养基下 HJ01菌株的漆酶活性

不同的液体培养基对菌株 HJ01产漆酶的影响如图

6所示.从图中可知,高碳高氮( HH )条件下 HJ01分

泌的漆酶量少,且活性低, 菌体干重在培养 144 h后

达到 5 98 g L- 1
, 随时间的推移基本不变;低碳(LC)

条件下培养至 96 h, 菌体干重达到最大, 为 2 43

g L- 1
,其活性也达到 778 U mg

- 1 s
- 1

, 但之后活性

降低, 菌体干重基本不变;在低氮( LN)条件下, 培养

至48 h, 菌体干重为 1 57 g L
- 1

, 其活性便可达到

431 U mg
- 1 s

- 1
,且活性相对稳定; 培养至 240 h,菌

体干重为 5 63 g L- 1
, 其活性达 812U mg

- 1 s
- 1

.

图 6 不同液体基质下 HJ01菌体提取的漆酶活性

Fig. 6 Laccase act ivities in extracts from HJ01 strain mycelium grown in

different liquid media

2 4 HJ01菌株生物量对脱色效果的影响

不同菌体生物量对脱色效果的影响如图 7 所

示, 对培养至 96 h与 120 h的菌体在染料溶液中再

培养 72 h后其脱色率可达 90%以上, 96 h后脱色率

达 100% ;而培养至 144 h 的菌体,对染料的脱色率

增加缓慢,培养96 h后才达 74 61% .由图 7还可看

出,染料在 0~ 40 h的脱色率随菌体生物量的增大

而增大,这可能与菌体的吸附有关; 40 h以后脱色率

的增加, 则主要是由于染料的降解,降解过程中以培

养至 96 h与 120 h 的菌体脱色快, 这可能与菌体活

力和漆酶的活性有关.

图 7 HJ01菌体生物量对脱色效果的影响

Fig. 7 The effects of HJ01 biomass on removal

2. 5 染料脱色降解的光谱分析

酸性蓝 B降解产物的紫外可见光谱如图 8 所

示,其中位于可见光区 != 556 nm 处和位于紫外光

区处的吸收带是酸性蓝 B的特征吸收峰.从图中可

看出, 随培养时间的增加, 酸性蓝 B 在可见光区的

最大特征吸收峰逐渐减弱,至 5d后完全消失, 而位

于紫外光区 220~ 350 nm 处的吸收峰也近乎消失,

位于 190~ 220 nm处,吸光度值并没有增加,说明酸

性蓝 B的发色基团蒽醌环已经被破坏, 共轭体系被

打破,这主要与漆酶活性有关.

图 8 酸性蓝 B降解的紫外可见光谱

Fig. 8 Ultraviolet visible spectrum of Acid Blue B degradation
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3 讨论(Discussion)

3. 1 培养条件对HJ01菌株生物量及其漆酶活性的

影响

从实验结果看, 碳源浓度影响菌体生物量的大

小,氮源浓度影响漆酶的产生量和活性的高低.如在

低碳条件下形成的生物量小, 初始酶活性较大.这可

能是由于氮源浓度相对较低, 菌体处于对数生长期

所致.随着时间的推移酶活性下降,这可能与菌体过

早进入平稳期, 漆酶产生量下降所致.在高碳高氮条

件下, 菌体干重虽大, 但漆酶活性一直较低, 高氮浓

度可能抑制了漆酶的产生和活性的提高. 在低氮条

件下, 漆酶活性稳定,菌体生物量大,如培养 96 h,菌

体生物量达到了 5~ 6 g L- 1
(以干重计) ,液体培养

基中可能形成了低氮条件诱导了漆酶的增加和活性

的提高,这与 Kwon 等( 2001)的研究结果一致. 侯红

漫等( 2003)也认为,在低氮条件下有利于漆酶产生

量的增加和活性的提高.

3. 2 Logistic law 模型与其他生长模型的比较

Logistic law 模型能较为精确地描述 HJ01菌株

生长的整个过程,为深入研究该菌株的生长规律、培

养条件的优化和控制提供一种理论预测模型, 为染

料废水降解动力学提供了理论支持. 传统的菌体生

长动力学模型如Monod模型或其修改型, 仅能较好

地描述菌体的对数生长期,却对延迟期、稳定期及衰

退期则不太理想(傅旭庆等, 1996) . Verlhurst 提出的

逻辑定律虽能较好地描述菌体生长的动态过程,但

未能反映菌体生长的死亡期. 而 Volterra 改进的

Logistic law 模型, 能较好地描述了菌体生长的整个

过程(李群等, 2001) .

3. 3 HJ01 菌株所产漆酶与酸性蓝 B 降解之间的

关系

漆酶( E. C. 1. 10. 3. 2)是含铜离子的多酚氧化

酶,可以催化氧化酚类化合物,脱去羟基上的电子或

质子,形成自由基, 导致酚类化合物的裂解( Ana R

et al . , 2000) . Et ienne V et al . ( 2004)也认为是漆酶

催化作用下形成的自由基, 导致了芳香类物质的降

解.染料芳香环上取代基对其降解性也有着重要的

影响(杜晓明等, 1991) , 如 ∀ OH、∀ NH2 等官能团的

存在使得染料的生物降解性增强; 而 ∀ SO3
-
、∀ NO2

等官能团的存在使得染料的生物降解性变差. 如果

染料分子结构上 ∀ NH2 , ∀ OH 的数目越多, 染料越

容易被降解; 而 ∀ SO3
-
数目越多时, 染料越难被降

解. 酸性蓝 B 的分子结构带有等量的 ∀ NH2 和

∀ SO3
-

,并有 2个 ∀ OH 可以抵消 ∀ SO3
-
的抑制作

用, 同时酸性蓝 B 分子结构呈现镜像对映体, 空间

阻碍小,这有利于在漆酶的催化作用下形成羟基自

由基,使染料易于生物降解.

4 结论(Conclusions)

1) 从膨润土中分离出的一株酸性蓝 B 高效降

解真菌属镰刀菌( Fusarium sp. ) .该菌株在 25 ! 下生

长良好,适宜的 pH 值为 6~ 7, 适宜的碳源为蔗糖,

适宜的氮源为 NH4Cl. SDS PAGE分析 HJ01菌株所

产漆酶的相对分子量约 66 10
3
,在低氮条件下漆酶

活性高达 431~ 812 U mg
- 1 s

- 1
. 菌体培养 96 h 后,

加入到含100 mg L
- 1
酸性蓝 B的液体培养基中继续

培养 96 h后, 酸性蓝 B的脱色率达 100% .

2) HJ01 菌株的生长符合 Volterra 改进的

Logistic law动力学模型参数方程.

3) 酸性蓝 B降解的紫外可见光谱分析表明, 经

镰刀菌HJ01菌株脱色后染料分子的吸收峰消失, 发

色基团蒽醌环被漆酶破坏,共轭体系被打破.
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