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环境生物技术                                                               

百草枯对木质素降解菌产酶及其生物化学变化的影响 
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摘  要: 为研究外源活性氧对木质素降解菌的影响, 本实验对外源百草枯诱导下的杂色云芝(Coriolus versicolor)产酶及

其生物化学过程进行了研究。将一定浓度的百草枯加入培养 7 d 的杂色云芝菌培养液中, 连续培养 148 h, 测定其胞外

木质素降解酶、胞内抗氧化酶的活性及生物化学参数的变化。与对照相比, 30 μmol/L 的百草枯能够显著促进杂色云芝

锰依赖过氧化物酶(MnP)、木质素过氧化物酶(LiP)和漆酶(Lac)的活性, 3 种酶活性分别提高了 1.3、7 和 2.5 倍; 在连续

培养的前 48 h, 30 μmol/L 的百草枯促进了胞内超氧化物歧化酶(SOD)、过氧化氢酶(CAT)的活性。百草枯对于胞外木质

素降解酶活性的促进作用比对胞内抗氧化酶活性的促进作用明显。百草枯的加入促进了胞外酚类化合物与甲醛的浓度

的增加, 而丙二醛的浓度在培养的前 24 h 内增加, 随后下降。结果表明, 百草枯的加入对白腐菌产生了氧化胁迫, 但菌

株的抗氧化系统能够有效地进行氧化剂的清除, 从而阻止氧化剂对机体的氧化伤害。百草枯作为外源氧化胁迫剂, 可以

增加木质素降解酶活性, 有利于木质素的降解。 
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Abstract: To study the effect of exogenous oxygen, we added water solution of paraquat to 7 d cultures of Coriolus versicolor for 
the next 148 h. Enzyme exudation and biochemiscal process were investigated on the addition of paraquat. We found that compared 
with the control (without paraquat), the addition of 30 μmol/L paraquat stimulated the activity of manganese dependent peroxidase 
(MnP), lignin peroxidase(LiP), and laccases (Lac) 7, 2.5 and 1.3 times, respectively. Also, addition of paraquat enhanced activity of 
superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) in the first 48 h. Impact of paraquat on ligninolytic enzymes was significant than 
that on antioxidant enzyme. Addition of paraquat enhanced phenolic compounds and formaldehyde of cultures too. And concentration 
of malondialdehyde was increased in the first 24 h. The results showed that addition of paraquat promoted oxidative stress, but the 
antioxidant systems of the fungal strain are sufficient to prevent mycelia from oxidative stress. As exogenous oxygen, paraquat might 
be a useful substrate in degradation of lignocellulose. 
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木质纤维类物质被充分利用生产生物燃料的过

程中必须先降解或分离木质素。木质素的降解包括

化学、生物、物理或综合处理方式。其中生物预处

理具有耗能少、环境条件温和的优点。微生物降解

木质素的原理是利用其代谢产生的酶, 在常温常压

下把复杂的木质素转化为小分子。在木质素的降解

菌中, 白腐菌是使用最广泛的木质素降解菌。白腐

菌能产生完全的木质素降解酶体系, 从而解聚和彻

底降解木质素[1]。但自然条件下白腐菌产酶量有限, 

限制了降解的完全程度。因此提高白腐菌分泌木质

素降解酶能力, 从而更有效地降解木质素对提高木

质纤维类物质的利用具有重要的意义。 

活性氧是好氧微生物进行氧代谢时产生的一类

化学性质非常活泼的物质, 主要包括超氧阴离子自

由基、过氧化氢和羟自由基等。白腐菌的木质素降

解过程与活性氧之间有很大的相关性, 活性氧是胞

外木质素降解系统中的一种有用的物质[2-3], 是木质

素降解的启动因子[4−5]。正常情况下细胞自身活性氧

的产生和清除代谢是平衡的, 但当活性氧的水平超

过细胞的抗氧化能力时, 对细胞产生氧化胁迫。活

性氧作为一种氧化胁迫因子, 同时又参与白腐菌对

木质素的降解, 因此研究活性氧存在时白腐菌的氧

化胁迫反应及相关的木质素降解过程具有非常重要

的意义。本实验以百草枯作为外源氧化胁迫剂, 以

期研究百草枯存在下白腐菌木质素降解酶的产生情

况及其生物化学反应, 为外源氧化剂与木质素降解

之间的相关性提供了一定的理论依据, 为木质素的

有效降解提供了新的途径。 

1  材料与方法 

1.1  实验菌种 
杂色云芝 009 (Coriolus versicolor), 购于南京林

业大学菌种保藏中心。 

1.2  培养基与培养条件 
PDA固体培养基: 马铃薯浸汁 1 L, 葡萄糖 20 g/L, 

琼脂 20 g/L, 120 oC灭菌 20 min。 

PDA液体培养基: 马铃薯浸汁 1 L, 葡萄糖 20 g/L, 

120 oC灭菌 20 min。 

发酵培养基: 10 mmol/L的醋酸缓冲液(pH 4.5), 

内含有葡萄糖 2 g/L, 酒石酸铵 12 mmol/L, KH2PO4 

1.47×10−2 mol/L, MgSO4·7H2O 2.03×10−3 mol/L, 
CaCl2·2H2O 6.8×10−4 mol/L, VB 12.97×10−6 mol/L, 1 g
吐温 80与 7 mL微量元素混合液[6], 120oC灭菌 30 min。 

培养方法: 将斜面菌种接种于PDA固体平板培养

基, 当菌体长满平板时用打孔器打下 3~4片 9 mm2大

小的菌片, 放入 PDA液体培养基, 于 28 oC、150 r/min

下培养至菌体长满培养基表面, 用匀浆器将菌体混

匀后以 2.5%的接种比例接种于发酵培养基, 28 oC、

150 r/min培养 7 d。 

氧化胁迫条件: 百草枯添加浓度通过实验由漆

酶活性大小进行确定。本实验所用百草枯的终浓度为

30 μmol/L, 于实验开始前准备百草枯水溶液, 直接

加入液体培养基, 继续培养 148 h, 培养条件同上。 

1.3  测定液的准备 
所有测定在加入百草枯 24、48、72、120、148 h

时进行。测定前取一定体积混匀的菌体培养物, 将

混匀物在 4000 r/min下离心 10 min, 上清液用于胞

外木质素降解酶(锰依赖过氧化物酶、木质素过氧

化物酶、漆酶), 以及低分子物质(甲醛、丙二醛、

超氧阴离子、酚类化合物)的测定。用蒸馏水清洗

离心后的菌体沉淀物, 再将菌体沉入冷(3 oC~4 oC)

磷酸缓冲液(50 mmol/L, pH 7.4)。再用匀浆器在冰

浴中保持 4 oC~6 oC将细胞打破, 破碎细胞于 4 oC 

10 000 r/min下离心 10 min, 收集上清液用于胞内

抗氧化酶的测定。 

1.4  酶活性测定方法 
1.4.1  木质素降解酶活性测定 

漆酶(Lac)活性测定采用 Arora法[7], 测定过程稍

有改动。反应液中包含 3.8 mL琥珀酸缓冲液、1 mL

愈创木酚、0.2 mL酶提取液, 反应完成后于 450 nm

处测定分光光度值的变化。木质素过氧化物酶活性

(LiP)的测定采用 Tien 法 [8], 也进行了一定的改进, 

反应液中加入 0.1 mL H2O2启动反应, 310 nm测定分

光光度值的改变量 ; 锰过氧化物酶(MnP)活性测定

采用 Wariishi 法[9], 反应用终浓度为 0.1 mmol/L 的



1146    ISSN1000-3061  CN11-1998/Q              Chin J Biotech               August 25, 2009  Vol.25  No.8 

  

Journals.im.ac.cn 

H2O2 启动。酶活性的表示方法采用比活力表示为

U/mg蛋白。 

1.4.2  抗氧化酶活性的测定 

超氧化物歧化酶(SOD)活性测定采用 Marklund

法[10], 测定结果以对焦酚自氧化抑制的百分率表示

(1 U=50%的抑制率)。过氧化氢酶(CAT)活性测定采

用 Aebi法[11], 酶活性的表示方法采用比活力表示为

U/mg蛋白。 

1.5  小分子代谢物质的测定 
甲醛浓度的测定: 采用钠氏试剂分光光度法在

410 nm下进行测定[12], 测定结果代入标准曲线计算

(y=0.0457x−0.0039, R2=0.999)。 

酚化合物的测定 : 采用磺铵 DASA 检测法 ,  

500 nm下测定吸光度的变化[13], 测定结果代入标准

曲线计算 (y=6.35x−0.0213, R2=0.997)。 

超氧阴离子的测定: 采用菌体超氧阴离子产生

的快速测定法, 560 nm下测定吸收值的变化(对照每

毫升中含有 40 μL/mg的商用 SOD酶)[14]。 

丙二醛含量的测定: 采用 TBA 法, 分光光度计

检测 TBA的产生量[15], 并消除影响因子值。 

1.6  蛋白质含量的测定 
蛋白质含量的测定采用考马斯亮蓝法, 以牛血

清为标准品[16]。 

2  结果 

2.1  百草枯对菌体蛋白含量的影响 
外源百草枯加入后, 随着培养时间的增加, 对

照的菌体蛋白先下降后上升, 而百草枯处理菌体蛋

白含量呈现先下降后上升又下降的趋势(表 1)。 

2.2  百草枯对木质素降解酶活性的影响 

外源百草枯的加入引起了胞外木质素降解酶

活性的显著变化。Lac 活性较对照显著增加, 最高

的漆酶活性出现在百草枯加入后 120 h, 为 7 U/mg

蛋白 (图 1), 除 Lac 活性增加外, MnP 与 LiP 的活

性也显著增加(图 2、图 3)。最高的 MnP 活性在百

草枯加入后 48 h(约 23 U/mg 蛋白), 为对照样品

MnP活性的 7倍左右。最高的 LiP活性出现于百草

枯加入后 48 h (约 51 U/mg蛋白), 为对照样品 LiP

活性的 2.5倍。 

表 1  不同处理时间菌体蛋白的含量 
Table 1  Protein of mycelia in different treatment time 

Protein of mycelia (mg/mL) 
t (h) 

0 24 48 72 120 148 

CK 17.86 17.52 17.34 17.56 17.71 17.75

PQ 17.78 16.32 16.69 18.84 18.52 18.27

Note: data was average of three replicate samples. PQ means 
paraquat, and CK means control. 

 

图 1  加入百草枯后漆酶活性的变化 
Fig. 1  Lac activity after PQ addition. PQ means paraquat, CK 
means control. 

 

图 2  加入百草枯后锰依赖过氧化物酶活性的变化 
Fig. 2  MnP activity after PQ addition. PQ means paraquat, CK 
means control. 
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2.3  百草枯对胞内抗氧化酶活性的影响 
百草枯加入后前 24 h, SOD 的活性呈现增加

趋势 , 24 h 后开始下降 , 72~120 h 内低于对照。最

高的 SOD 活性出现在百草枯加入 24 h, 为对照的

1.5 倍。百草枯的加入只引起适度的 CAT 活性的增

加 , CAT活性在加入后 48 h内呈现增加的趋势 , 最

高的 CAT活性出现在百草枯加入的 48 h, 48 h后持

续下降, 120 h降至低于对照。百草枯对于抗氧化酶

活性的促进程度小于对木质素降解酶活性的影响

(图 4、图 5)。 

 

图 3  加入百草枯后木质素过氧化物酶的活性 
Fig. 3  LiP activity after PQ addition. PQ means paraquat, CK 
means control. 

 

图 4  加入百草枯后超氧化物歧化酶的活性 
Fig. 4  SOD activity after PQ addition. PQ means paraquat, 
CK means control. 

2.4  百草枯对超氧阴离子、甲醛含量的影响 
为了确定木质素降解酶是否可以引起百草枯的

氧化, 试验对培养液中的超氧阴离子的水平进行了

测定。与对照相比, 百草枯的加入引起了超氧阴离

子水平的增加。超氧阴离子最明显的变化量出现于

百草枯加入后的 24 h与 120 h(图 6)。 

甲醛是需氧与厌氧生物在受到氧化胁迫的最初

阶段所产生的小分子标记物质, 甲醛的产生证明了

氧化胁迫的产生。相对于对照, 百草枯加入后甲醛

的浓度增加(表 2)。 

 

图 5  加入百草枯后过氧化氢酶的活性 
Fig. 5  CAT activity after PQ addition. PQ means paraquat, CK 
means control. 

 

图 6  超氧阴离子水平(与对照相比) 
Fig. 6  SOR level after PQ addition (Compared with CK). SOR 
means superoxide anion radical. 
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表 2  外源百草枯加入后胞外甲醛的浓度 
Table 2  Concentration of extracellular formaldehyde after paraquat addition 

Extracellular malondialdehyde concentration (μmol/mg protein) 
t (h) 

0 24 48 72 120 148 

CK 0.82±0.04 0.25±0.05 0.50±0.03 1.28±0.10 0.38±0.03 1.72±0.08 

PQ 0.74±0.06 1.12±0.08 1.50±0.07 1.76±0.09 0.89±0.04 2.48±0.14 

Note: data are means ± SD from at least three independent experiments performed in duplicate. PQ means paraquat, and CK means control. 

表 3  外源百草枯加入后胞外丙二醛的浓度 
Table 3  Concentration of extracellular malondialdehyde after paraquat addition 

Extracellular malondialdehyde concentration (μmol/mg protein) 
t (h) 

0 24 48 72 120 148 

CK 12.9±1.04 32.4±3.05 62.6±5.03 69.8±6.10 14.2±1.33 38.3±2.48 

PQ 12.4±1.06 51.1±4.08 39.3±4.07 8.5±0.49 9.61±0.74 10.3±1.14 

Note: data are means ± SD from at least three independent experiments performed in duplicate. PQ means paraquat, and CK means control. 

表 4  外源百草枯加入后酚化合物的浓度 
Table 4  Concentration of extracellular phenols after paraquat addition 

Extracellular phenols concentration (μg/mL) 
t (h) 

0 24 48 72 120 148 

 0.82±0.04 0.25±0.05 0.5±0.03 1.28±0.10 0.38±0.03 1.72±0.08 

PQ 0.74±0.06 1.12±0.08 1.5±0.07 1.76±0.09 0.89±0.04 2.48±0.14 

Note: data are means ± SD from at least three independent experiments performed in duplicate. PQ means paraquat, and CK means control. 
 

2.5  百草枯对丙二醛与酚化合物含量的影响 
丙二醛浓度的变化经常被用于指示细胞膜脂过

氧化的程度。为了检测百草枯的加入是否引起了菌

体的生物损伤, 本实验对丙二醛浓度的变化进行了

测定, 结果发现, 相对于对照, 前 24 h丙二醛的浓度

显著的增加, 24 h后, 丙二醛的浓度持续下降, 24 h后

丙二醛的浓度远远小于对照(表 3)。 

胞外酚化合物是次级代谢的产物, 具有较高的

抗氧化与防衰老的特性。在实验中发现, 百草枯的

加入引起了胞外酚化合物的增加(表 4)。 

3  讨论 

3.1  百草枯浓度的确定 
活性氧的存在具有双重的特性, 一方面自身是

氧化胁迫剂 , 另一方面作为启动子促进白腐菌降

解。因此氧化剂的剂量非常重要, 剂量不同, 细胞的

反应、信号的传递、细胞死亡诱导相应不同。为了

有效地进行本实验, 加入百草枯的浓度以能够使细胞

正常生长 , 而且产生较高的漆酶活性为依据 , 在  

10~60 μmol/L浓度范围内, 选定加入浓度为30 μmol/L。 

3.2  百草枯对白腐菌的影响 
3.2.1  百草枯对几种酶活性的影响 

由菌体蛋白含量的变化趋势可以看出, 百草枯

的存在对漆酶起到双重的效果, 酶蛋白含量的增加

引起漆酶活性的增加; 酶蛋白含量较低时, 百草枯

的存在诱导了漆酶的产生。而对于 MnP 与 LiP, 百

草枯的存在引起了这 2 种酶的产生, 继而表现酶活

性的增加。百草枯的存在对于 SOD 与 CAT 酶也存

在激活作用。在实验过程中, 可以看出 SOD、CAT

的活性在 148 h 出现了一定程度的增加, 这可能与

菌体在此时的生活状态有关, 培养观察发现, 此时

百草枯处理的菌体液呈现一定浑浊现象, 菌体生长

呈现停滞 , 菌体蛋白含量下降 , 产生一定的毒害 , 

因此抗氧化酶的活性应激增加。MnP 增加应该与比

活力的表示有关。 

3.2.2  百草枯的氧化胁迫作用  

杂色云芝在加入百草枯后受到的氧化胁迫增加, 

主要表现在以下 3 个方面: 一是百草枯的加入增加

了超氧阴离子的水平, 而超氧阴离子水平的提高证

明了活性氧离子的产生。百草枯是一种联吡定类广
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谱性除草剂, 它是超氧阴离子的特异产生剂 [17], 它

截获电子传递链中的电子被还原, 还原态的百草枯

在自动氧化过程中产生超氧阴离子, 并可通过多条

途径产生毒性更强的羟自由基。为了清除活性氧 , 

抗氧化酶的活性相应增加。研究表明抗氧化物酶

(SOD、CAT)是细胞抵抗活性氧胁迫最直接也最有效

的方式, 其活性的变化能够最直接反映微生物细胞

对氧化胁迫应答水平的高低[18-20]。二是木质素降解

酶活性的增加。有研究表明, 漆酶的产生是微生物

群体对氧化胁迫的应激反应。本实验中, 3种木质素

降解酶的活性都随百草枯的加入而显著增加, 说明

木质素氧化酶活性的增加是为适应外源氧化胁迫剂

而形成的一种策略。三是作为氧化胁迫反应的标记

产生物—甲醛的浓度在试验过程中显著增加。 

3.2.3  白腐菌的抗氧化系统 

实验证明, 白腐菌种的抗氧化酶系统能够使菌

体受到的活性氧胁迫保持在一个较低的水平, 使细

胞不受到进一步的氧化伤害。抗氧化酶产生的机制

是基于清除有毒活性氧而产生的, 微生物不能够长

久处于外源氧化胁迫中, 为避免长时间暴露于氧化

剂而导致的细胞伤害, 菌体必须进行快速脱毒反应, 

这表现在抗氧化酶与抗氧化物的产生, 而抗氧化酶

的过量产生需要能量。因此当外源氧化剂被清除后, 

抗氧化酶活性下降以降低能量消耗。SOD是专性清

除超氧阴离子而产生的, 在本实验中, 48 h后 SOD

的活性发生了很明显的下降, 说明超氧阴离子对细

胞的伤害水平下降。另外丙二醛浓度的下降也表明

细胞所受到的膜脂过氧化程度降低。因此在本实验

中, 菌种抗氧化物酶能够充分清除活性氧胁迫, 使

活性氧处于较低水平 , 从而免除细胞进一步的  

损伤。 

3.3  百草枯在木质纤维类物质降解中的作用 

由于木质素降解酶与木质素的降解有很大的相

关性, 因此木质素降解酶的增加, 都会引起较多的

木质素分解[21]。因此, 希望提高木质素降解酶的活

性, 增加木质素降解率。热激、化学试剂、过氧化

氢等对木质素降解酶的活性具有调节作用[22-23]。在

由 MnP与 LiP参与的反应中, H2O2参与木质素单元

的氧化反应并且在木质素的解聚过程中释放化合

物。超氧阴离子可以与 Mn2+反应产生 Mn3+, 还能与

由木质素氧化酶产生的分子进行反应, 从而产生解

环或脱木素反应。一方面, 在生物解聚与生物降解

中木腐菌需要活性氧来调节过氧化物酶的产生, 另

一方面 , 活性氧又会促进木质素降解酶活性的提

高。因此, 外源百草枯胁迫使菌体产生较高的木质

素降解酶活性的现象可以作为一种有效手段运用于

木质素的降解过程, 可以通过对活性氧的有效控制

来提高对木质素的降解效率。 

4  结论 

综上所述, 外源百草枯可以有效地调节杂色云

芝木质素降解酶与抗氧化酶的活性, 使木质素降解

酶的活性增加, 抗氧化酶的活性在加入百草枯后前

48 h 增加; 百草枯对木质素降解酶的影响大于对抗

氧化物酶的影响。菌体酚类化合物、丙二醛的浓度

也发生了相应的变化。菌株的抗氧化系统能够充分

的阻止外源氧化胁迫 , 因此 , 在本实验条件下 , 百

草枯是一种有效的氧化胁迫剂, 可以用来调控木质

素降解酶活性, 从而为有效进行木质素降解服务。 
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