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假单胞菌降解微囊藻毒素的效能及酶作用机理
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摘要 :以从福州市某富营养化水库底泥中筛选出的假单胞菌 M 26为研究对象 ,分别考察接种量、温度、供氧量 (转

速 )、pH值、微囊藻毒素 MCLR初始浓度等条件因素对假单胞菌 M 26降解 MCLR的影响 ,并探讨假单胞菌 M 26降

解 MCLR的分子生物学机理。结果表明 ,当接种量为 10%时 ,菌体的降解效果较好 , 6d的降解率可达 90% ;降解反

应的最适 pH为 710,最佳温度为 30℃,摇床转速控制在 150 r/m in;MCLR初始浓度过高都将影响假单胞菌 M 26对

碳源和氮源的吸收和利用 ,最佳浓度为 1517 mg/L。SDS2PAGE电泳分析表明 ,假单胞菌 M 26降解藻毒素过程中 ,

主要有 3种酶参与反应 ,且这 3种酶都是细胞内本身所含有的组织酶。
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　　随着水体富营养化程度的加剧和范围的扩大 ,

淡水蓝藻水华暴发的频率和强度日趋严重。当蓝藻

水华严重时 ,水面形成厚厚的蓝绿色湖靛 ,散发出难

闻的气味 ,不仅影响水环境景观 ,而且释放出多种藻

毒素 [ 1 ]。在已发现的各种藻毒素中 ,微囊藻毒素

(M icrocystins,MCs)是在蓝藻水华中出现频率最高、

产量最大、危害最严重的藻毒素 ,至今已发现 80余

种亚型 (其中以 MCLR最常见 ) [ 2 ]。已有许多研究

表明微囊藻毒素对动物和人类都具有明显的毒性效

应 [ 3, 4 ]。据调查 ,饮用水中痕量 MCs的存在与人群中

原发性肝癌和大肠癌的发病率有明显的相关性 [ 5 ]
,从

而 MCs对人和动物的饮用水安全以及水生态系统的

稳定均已构成严重的威胁。世界卫生组织 (WHO )推

荐饮用水中的 MCs浓度标准仅为 1μg/L
[ 6 ]。

高效的生物降解是治理藻毒素污染的有效途

径 ,目前国内外广大学者多致力于从环境中寻求生

物降解菌 [ 7—11 ]。本课题组的前期研究表明 ,福州市

某富营养化水库水常年存在微囊藻毒素污染问题 ,

进而以污染底泥为菌株来源 ,筛选出了 2株高效降

解藻毒素的假单胞菌 M 26和 M 27,并对它们的生理

生化特性作了初步研究 [ 12, 13 ]。在此基础上 ,本文以

假单胞菌 M 26为研究对象 ,深入研究接种量、温度、

供氧量 (转速 )、pH值、MCLR初始浓度等因素对假

单胞菌 M 26降解 MCLR的影响 ,探讨假单胞菌 M 26

降解 MCLR的分子反应途径 ,为治理富营养化水体

的藻毒素污染提供重要的理论依据。

1　材料与方法

111　试剂　丙烯酰胺、N, N2亚甲双丙稀酰胺 (美国

Acros公司 ) ; Tris碱、N, N, N’, N’2四甲基乙二胺
( TEMED)、甘氨酸 (美国 Novon公司 ) ;十二烷基硫

酸钠 ( SDS) (厦门泰京生物技术有限公司 ) ;过硫酸

铵 (汕头市西陇化工厂 ) ;甘油、考马斯亮蓝 R2250、

甲醇、冰乙酸、NaCl(天津市福晨化学试剂厂 ) ;藻毒

素 MCLR标准品 (分子量 99413,纯度 96% , A lix公

司 ) ;试验藻毒素 MCLR (实验室自提取 [ 14 ] )。

112　仪器　HZQ2F160全温振荡培养箱 (哈尔滨市

东联电子技术开发有限公司 )、SW 2CJ21FD型单人单

面净化工作台 (苏州净化设备有限公司 )、HW S12型

电热恒温水浴锅 (上海一恒科学仪器有限公司 )、32
18K型冷冻高速离心机 ( SIGMA公司 )、TS21型脱色摇
床 (江苏海门市其林贝尔仪器制造有限公司 )、DYCZR2
24D垂直板电泳槽 (北京市六一仪器厂 )、EPS601型电

泳电源 (Amersham Pharmacia B iotech公司 )。
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113　培养基　 (NH4 ) 2 SO4∶012%; NaH2 PO4∶0105% ;

MgSO4·7H2 O∶0102%; CaCl2∶0101%; K2 HPO4∶0105%;

MCLR从微囊藻 (M icrocystis aerug inosa )藻种中提

取 [ 7 ]
,微囊藻购买于中国科学院水生生物研究所。

藻毒素 MCLR标准品 (分子量 99413,纯度 96% ,

A lix公司 )

114　假单胞菌降解效能研究 　在以一定量的

MCLR为唯一碳源的培养基中 ,接入 10%驯化后的

菌株 ,培养基 pH为 7,在 30℃,摇床转速 150 r/m in

条件下培养 ,测定不同作用时间下培养液中 MCLR

的含量 ,研究假单胞菌 M 26对 MCLR的降解。分别

考察不同的接种量 ,培养基 (MCLR为唯一营养源 )

的初始 pH值、温度、通气量 (摇床转速 ) ,不同浓度

的 MCLR对假单胞菌 M 26降解 MCLR的影响。

115　假单胞菌降解途径解析

11511　假单胞菌胞内外物质提取液的制备　将假单

胞菌 M26接种于含 1510 mg/L MCLR的无机盐培养

液中 , 30℃, 150 r/m in下培养 3d。菌液 8000 r/m in离

心 10m in,收集假单胞菌 ,上清液为胞外物质 ,设为

A1。用 2mL 0105 mol/L磷酸盐缓冲溶液清洗菌体

细胞 3次 ,配制成细胞悬浊液 ,超声波破碎 15m in。

破碎液 8000 r/m in离心 20m in取上清 ,即为胞内物

质 ,设为 A2。将 A1和 A2分别加入 1510 mg/L

MCLR溶液中 ,置于 30℃, 150 r/m in摇床上培养 ,并

设对照样 ,测定各溶液中 MCLR的残留量 ,以判断

降解 MCLR的细胞物质来源。

11512　假单胞菌胞内降解物性质的识别　将制得

的胞内物质提取液进行沸水浴加热 30m in后 ,加入

MCLR溶液中 ,置于 30℃, 150 r/m in摇床上培养 ,并

设对照样 ,每日测定各溶液中 MCLR的残留量。

11513　藻毒素诱导培养前后假单胞菌 M 26的全细

胞蛋白组电泳　在胞内物质提取液中加入适量的上

样缓冲液配置成上样样品 , 100℃沸水浴 3m in,使蛋

白变性 ,进行 SDS2PAGE电泳。

116　M CL R的测定 　MCLR 由高效液相色谱

(HPLC)法测定 , HPLC分析条件如下 :固定相 ∶C18

反相硅胶柱 ;流动相∶乙腈∶水 (含 011%三氟乙酸 )

= 60∶40;流速 : 110 mL /m in;检测波长 :紫外 238

nm;进样量 : 10μL。

2　结　果

211　菌株接种量对假单胞菌 M 26降解 M CL R效

能的影响

在以 MCLR (1510 mg/L )为唯一碳源的培养基

中 ,分别考察了假单胞菌 M 26接菌量为 1%、10%和

15%时对 MCLR降解效能的影响 (图 1)。从图 1可

以看出 :当接种量为 1%时 ,菌株降解率较低。这说

明当接菌量小时 ,菌体的生长较为缓慢 ,迟缓期长 ,

所需降解时间长 ;随着接菌量的增加 ,菌体生长会有

所加快 ,MCLR降解效率也相应增加 ,当接菌量增加

到 10%时 , 6d的降解率可达 90% ,再增加接种量到

15% ,降解速率有所降低 , 6d降解率低于相同条件下

10%接菌量的降解率。这是由于接菌浓度太高 ,增加

了菌体之间对营养的竞争 ,也不利于菌株的生长代

谢 ,由于营养的不足 ,导致菌株加速死亡。总体来说

接种 10%的假单胞菌 M26,MCLR的降解效果较好。
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212　pH值对假单胞菌 M 26降解 M CL R的影响

为了考察 pH值对假单胞菌 M 26降解效能的影

响 ,在以 MCLR ( 1510 mg/L )为唯一碳源的培养基

中 ,用 0105%的 KH2 PO4和 Na2 HPO4不同比例来调

节培养基的 pH值 ,分别考察 pH值为 610、710、810

和 910条件下 ,假单胞菌 M 26对 MCLR降解效能的

影响 (图 2)。由图 2可以看出 ,环境的 pH值对该菌

的降解能力影响较大 ,该菌株降解反应的最适 pH

为 710,在 pH小于 610或大于 810的条件下 ,MCLR

的降解效果都不理想 ,说明该菌在对降解 MCLR的

过程中对环境的酸碱度有一定的要求。

213　温度对假单胞菌 M 26降解 M CL R的影响

在以 MCLR (1510 mg/L )为唯一碳源的培养基

中 ,分别考察温度分别为 15℃、30℃、35℃的条件下 ,

假单胞菌 M26对 MCLR降解效能的影响 (图 3)。由

图可以看出 ,温度对假单胞菌降解 MCLR有较大的影

响。随着温度升高 ,假单胞菌 M26的降解效率逐步

提高 ,在 30℃时达到最高 , 6d降解率达 90%。但是温

度过高也会抑制菌的生长和酶的生成 ,从而导致降解

效能下降。这是由于细胞增殖要在一定温度下进行 ,

适宜的温度有利于细胞的增长和酶的合成 ,因此确定

30℃为该菌株降解 MCLR的最佳温度。

图 3　温度对菌株降解 MCLR的影响

Fig13　Effect of temperature on MCLR degradation

214　供氧量对假单胞菌 M 26降解 M CL R的影响

在以 MCLR (1510 mg/L )为唯一碳源的培养基

中 ,调节摇床转速分别为 120、130、140、150、160 r/

m in,考察不同的通气量对假单胞菌 M 26降解 MCLR

的影响。从图 4中可以看出 ,不同的转速下 MCLR

均有不同程度的降解 ,转速增高时 ,降解速度有所加

快。这是因为随着转速的提高 ,增加了氧气在培养

基中的传质 ,菌的降解速率明显提高 ,即氧传递速度

的加快能促进菌株的生长 ,从而加快对 MCLR的消

耗降解。当转速增加到 150 r/m in时 ,氧气在培养

基中的溶解度达到最大值 , MCLR的降解率达到最

大 ,再增加转速 ,MCLR降解率不再增加 ,因此 ,在实

验中选择摇床转速为 150 r/m in。

图 4　供氧量对菌株降解 MCLR影响

Fig14　Effect of aeration on MCLR degradation

215　假单胞菌 M 26对不同起始浓度 M CL R的

降解

在以 MCLR 为唯一碳源的培养基中 ,调节

MCLR的初始浓度 (mg/L )分别为 318、716、1512、

1816及 3712,考察假单胞菌 M 26对不同初始浓度

MCLR的降解 (图 5)。实验结果表明 :该菌经驯化

后对 MCLR都有很好的降解性能。在 MCLR的初

始浓度为 716—3712 mg/L范围内其降解效率都可

达到 70%左右 ,而且随着浓度的升高该菌株对

MCLR的降解速率也有所升高。但是并非浓度越高

降解效能就越好 ,该菌降解 MCLR的能力有一个限

值 ,当水体中的 MCLR的浓度达到 1512 mg/L时 ,降

解效能最好 ,降解率可达到 95%。对于初始浓度不

同导致该菌对 MCLR降解效率不同的原因 ,猜测是

由于 MCLR作为该菌的碳氮来源 (培养基中的 N源

可忽略不计 )直接影响了细菌的生长繁殖及其生命

活动。当 MCLR浓度低时 ,细胞处于贫营养状态 ,

大部分细菌进入停滞期 ,生命活动不活跃 ,对 MCLR

的降解缓慢 ;当 MCLR浓度增高 ,碳氮营养元素满
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足细菌生长需要 ,细菌大量繁殖且消耗 MCLR。

MCLR的浓度达到 1512 mg/L时 ,降解效能最好 ,但

是再继续增大浓度反而最终降解效果有所下降 ,说

明高浓度的 MCLR对菌体活性可能存在一定的抑

制作用 ,从而影响对其本身的降解。

图 5　不同 MCLR浓度对菌种降解效率的影响

Fig15　The efficiency of MCLR degradation at the

different initial concentration of MCLR

216　假单胞菌 M 26降解 M CL R活性物质的定位

细菌分泌的物质一般分为胞内物质和胞外物质 ,

如果起降解作用的物质为胞外物质 ,则除去菌体的培

养液可以表现出一定的降解能力 ;如果起降解作用的

物质为胞内物质 ,则培养液对 MCLR没有降解能力 ,

只有菌体表现出一定的降解能力。基于此 ,本文对假

单胞菌 M26降解 MCLR的活性物质进行定位研究。

表 1　胞外物质 A1和胞内物质 A2对 M CL R的降解率

Tab11　Degradation rate of MCLR by extracellular and

intracellular extracts

处理

Treatment

初始浓度

Initial

concentration

(mg/L)

处理后浓度

Final

concentration

(mg/L)

降解率
Degradation rate

( % )

A1 (胞外物质 )

A1 ( extracellular

extract)

1510 14198 < 1

A2 (胞内物质 )

A2 ( Intracellular

extract)

1510 1120 92

CK 1510 14197 < 1

　　胞外物质 A1和胞内物质 A2对 MCLR的降解

试验结果 (表 1)。结果证明 A1没有明显的降低

MCLR的含量 ,而 A2则很快降低了 MCLR的含量 ,

5m in内 MCLR几乎全部降解。由此可以看出 ,对

MCLR产生降解作用的物质为假单胞菌 M 26的胞内

物 ,当细胞内的降解酶与 MCLR直接接触时 ,降解

反应在瞬间即可完成。其胞外代谢物基本上不会降

解 MCLR的含量。

217　假单胞菌胞内降解物的性质识别

判断出降解 MCLR的活性物质是假单胞菌 M 26

的胞内物质之后 ,将胞内物质提取出来 ,进行物质性

质分析。首先将胞内物质加热后用于降解藻毒素 ,

然后通过 HPLC检测后发现 ,藻毒素基本没有被降

解。这说明菌株产生的具有降解活性的物质不耐

热。又由于菌体可产生的活性物质中 ,不耐热的物

质通常有维生素、DNA以及绝大多数的蛋白 (包括

酶 ) ,而前二者一般不具有催化降解的能力 ,因此可

以初步判断假单胞菌 M 26所产生的降解活性物质

很有可能是酶类 ,进而对其进行蛋白质电泳分析 ,以

得到详细的酶信息。

218　假单胞菌 M 26胞内降解活性物质的 SD S2
PAGE分析

以假单胞菌 M 26为研究对象 ,同时以另一株前

期研究筛选出的菌株 M 27 (亦为假单胞菌 )作为对照

样 ,研究其在添加藻毒素 (浓度 1510mg/L )诱导培

养前后 ,无细胞提取液的全蛋白电泳 (图 6)。

图 6　诱导前后两株菌株细胞全蛋白 SDS2PAGE

电泳分析结果

Fig16　SDS2PAGE analysis of the fungi before and after induction

诱导前 :M2621和 M2721;诱导后 :M2622和 M2722

Before induction: M2621 and M2721; After induction:M2622 and M2722
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从图中可以看出 ,菌株假单胞菌 M 26在诱导前

后的全蛋白电泳结果不尽相同。诱导前假单胞菌

M 2621与在培养基中添加藻毒素诱导培养一段时间
后的菌株假单胞菌 M 2622相比 ,所含蛋白条带总数

量相同 ,这说明没有新的蛋白被诱导产生。但却有

一种低分子量蛋白 (A )及两种中等分子量蛋白 (B、

C)的表达量增加 ,尤其是蛋白 A和蛋白 B表达量的

增加极为明显。菌株 M 27也出现了同样的情况 ,并

且两菌株的蛋白表达量增加的条带位置也相同 ,由

此可见 , A、B、C这三个条带所代表的蛋白对藻毒素

MCLR的降解起着很重要的作用。因此可以推测这

三种蛋白即是与藻毒素降解有关的酶类 ,而且诱导

前后蛋白条带数量不变 ,仅仅是蛋白表达量的增加

说明这些酶是细胞内本身所含有的组织酶 ,而不是

诱导酶 ,当外界环境中底物 MCLR的浓度升高时 ,

这些酶的表达量也随之提高。更为详细的酶定性和

定量分析还有待于进一步研究。

3　讨　论

菌株的接种量、pH值、温度、溶解氧对假单胞菌

M 26降解藻毒素 MCLR的效能都有一定的影响。当

接种量为 10%时 ,菌体的降解效果相对较好 ;其降

解反应的最适 pH为 710,此时 6d内降解率可达

90%以上 ;该菌株降解 MCLR的最佳温度为 30℃;

随着通气量的提高 ,菌的降解速率有明显的提高。

假单胞菌 M 26对不同起始浓度 MCLR的降解效率

不同 ,当初始浓度为 1512 mg/L时 ,菌株的降解效率

最高 ,可达 95% ,MCLR浓度过高和过低都将影响假

单胞菌 M 26对碳源和氮源的吸收和利用。假单胞

菌 M 26降解藻毒素的酶都属于胞内酶 ,同时 SDS2
PAGE全蛋白电泳结果表明 ,该菌在降解藻毒素过

程中主要有 3种酶参与反应 ,且菌株诱导实验证明

这 3种酶都是细胞内本身所含有的组织酶。
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Abstract: The high2efficiency m icrocystin2LR2degrading strain Pseudom onadaceae M26, which isolated from the sediment

of eutrophic reservoir in Fuzhou, China, for the biodegradation ofMCLR was investigated1 W e studied the influence of in2
oculum concentration, temperature, aeration, pH and initial concentration of MCLR on MCLR degradation by Pseudo2
m onadaceae M261 It was shown that the biodegradation rates could be reached to 90% at 10% inoculum concentration,

pH 710, 30℃, and aeration speed of 150 r/m in after 6 days1 The MCLR degradation rates were also affected by the initial

concentrations of MCLR owing to the effect of the absorp tion of nitrogen and carbon sources by Pseudom onadaceae M261
The 62day biodegradation rate was more than 95% when the initialMCLR concentration was 1512 mg/L1 From SDS elec2
trophoresis, it can be concluded that the MCLR biodegradation was mainly due to the three kinds of enzymes which were

all intracellular enzymes1

Key words: Pseudom onadaceae; M icrocystins LR (MCLR) ; B iological degradation; Enzyme


