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摘要:以 CO结合差光谱为基本检测法, 研究了白腐真菌黄孢原毛平革菌中细胞色素P450 的诱导和适宜的分离检测方法. 结果

表明,正己烷对该真菌 P450 有显著的诱导作用, P450诱导量受正己烷浓度和诱导时间的影响, 每小时投加正己烷 2LLPmL、诱

导6 h可使该真菌微粒体P450 比浓度高达 140~ 160 pmolPmg .在此基础上, 本研究优化了分离 P450时破碎细胞的方法以及光

谱法检测P450 的条件.破碎细胞时 ,采用高速分散结合玻璃研磨, 比采用玻璃研磨、超声破碎和珠磨等方法分离的微粒体P450

含量高 1~ 5 倍, 是更为适宜的破碎方法.检测 CO结合差光谱时, 通气和还原条件对 P450 检测值有显著影响, 较适宜的条件

为:样品池和对照池分别通入等量的 CO 和N2 ,通气流量为 3 mLPmin( 300 LL 样本) , 通气时间40 s;通气后投加还原剂低亚硫酸

钠,投加浓度为 014 molPL.
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Abstract: The induction and measurement of cytochrome P450 in white rot fungus Phanerochaete chrysosporium were studied in this work.The

spectrophotometric results demonstrated that n-hexane was able to induce the fungal P450 to high level, which facilitated isolation and

measurement of microsomal P4501The highest concentration of microsomal P450 could reach 140~ 160 pmolPmg after 6-h- induction by addition

of 2LLPmL hexane each hour, and the concentration of hexane and incubation time had significant effect on the induction of P450s. After

effective induction, the method for isolation and measurement of microsomal P450 with CO difference spectrum was studied and the optimized

method was obtained as followed. High-speed disperser and glass homogenizer were used to disrupt cells, which obtained higher amount of

microsomal P450 than those from cells disrupted by glass homogenizer, ultrasonicator and bead-beater respectively. To record CO difference

spectrum, the sample was bubbled with CO for 40 s at a rate of 3 mLPmin ( 300 LL sample) , and the reference cuvette was bubbled with N2 to

the same extent. Then, the reducer sodium dithionite was added to a concentration 01 4 molPL.
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  白腐真菌是一类可降解木质素、营腐生生活的

白色丝状真菌, 多数属于担子菌纲.白腐真菌的模式

菌种黄孢原毛平革菌( Phanerochaete chrysosporium)对

多环芳烃、多氯联苯、二 英等许多有机污染物都有

明显的降解功能
[ 1]
, 其降解酶系和作用机制是环境

微生物领域的热点问题. 细胞色素 P450(简称 P450)

是一类含有高铁血红素 Ù的多功能氧化酶, 普遍存

在于各类生物中,参与代谢各种外源污染物、药物以

及激素等物质
[ 2, 3]

.黄孢原毛平革菌拥有 150多个功

能未知的 P450 基因
[ 4]
, 是迄今所知的 P450 基因最

丰富的真菌.基因水平的研究和P450抑制剂试验的

结果表明, 该真菌的 P450很可能参与降解多环芳

烃、农药等许多有机污染物
[ 5~ 11]

,具有突出的研究价

值.但是,目前对其降解功能的明确结论却很少, 直

接分离该真菌 P450酶液的研究仅鉴定了苯并( a)芘

羟化功能
[ 12]

. 限制着白腐真菌 P450 研究的重要原

因是真菌P450分离检测困难.

P450含量检测既是环境毒理学分析的重要手

段,也是 P450降解功能、酶学性质等蛋白质层次研

究的基础
[ 3]
.在动物 P450的研究中, 最常用的检测

方法是 CO结合差光谱法, 检测时对还原剂浓度和

通气量等条件不需要非常严格地限定也能有较稳定

的结果. 检测前的分离过程一般采用玻璃研磨等较

温和的细胞破碎方法, 能够控制住 P450的失活. 但

是对于白腐真菌, 由于细胞不易破碎、P450相对含

量较低而且分离到胞外后很容易失活
[ 12]

, 其 P450

含量分析难以采用通常的破碎方法和检测条件, 而

各种破碎方法和不同检测条件对白腐真菌 P450的
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影响还缺乏系统的研究, 适宜的方法尚未见详细的

报道,这使分离检测成为白腐真菌 P450研究的瓶颈

问题.

本研究的目的就是突破这一瓶颈, 在有效提高

P450含量的基础上明确适合于白腐真菌 P450的分

离检测方法.因为正己烷对多种微生物的 P450都有

明显的诱导作用,而且诱导产生的 P450具有多样的

功能, 被称作P450的多功能诱导剂
[ 13]

,所以本研究

采用正己烷诱导白腐真菌 P450,并在优化的诱导条

件下获得了较高 P450 含量的菌体; 在此基础上, 首

次较系统地研究了不同分离方法和各个检测条件对

白腐真菌 P450检测结果的影响, 明确了白腐真菌

P450适宜的分离检测方法.

1  材料与方法

111  材料与仪器

白腐真菌采用黄孢原毛平革菌 BKM-F-1767

(ATCC 24725)菌株;土豆葡萄糖固体培养基(每 L 培

养基含200~ 300 g 土豆的浸出液、20 g 葡萄糖、20

g 琼脂粉) ; 土豆葡萄糖液体培养基( PDB, 每 L 培养

基含 200~ 300 g土豆的浸出液、20 g 葡萄糖) ; 磷酸

盐缓冲溶液 A ( Na2HPO4 30108 gPL, NaH2PO4 2150

gPL, EDTA-Na2 3172 gPL; pH 715) ;磷酸盐缓冲溶液 B

(Na2HPO4 30108 gPL, NaH2PO4 2150 gPL, EDTA-Na2
37212 mgPL, DTT 1 mmolPL, PMSF 015 mmolPL, 甘油
20% ; pH 715) .

超声波细胞粉碎机(宁波新芝, JY92-2D) ; 高速

分散 器 ( Fluko, FA25 ) ; 珠 磨 破 碎 仪 ( Thermo,

FastPrep120) ;高速冷冻离心机(日本日立, CR22G) ;

超速冷冻离心机(日本日立, CP100MX) ; 可见P紫外
分光光度仪(日本岛津, UV-2401PC) .

112  白腐真菌培养与P450诱导

冷藏的菌种接种到固体培养基置于37 e 恒温活

化培养 6~ 8 d使用.经过活化培养的孢子接种到液

体培养基(孢子最终浓度约为 10
7PL) ,置于37 e 、130

rPmin培养. 真菌培养 60 h后, 按一定投量(若无特殊

说明每次 2 LLPmL)每小时投加一次正己烷, 经过一

定诱导时间(若无特殊说明采用6 h)后收集菌体, 提

取微粒体酶液, 检测 P450含量.

113  白腐真菌细胞破碎与微粒体分离
菌体用缓冲溶液A清洗2遍,离心( 5 000 rPmin,

15 min, 4 e ) 2次, 获得菌丝体细胞. 采用除珠磨外其

它方法破碎前, 将菌丝体细胞悬浮于缓冲溶液 B

中,最终以湿重计算的菌体浓度为 015 gPmL, 随后

破碎.

超声破碎法: 在冰盐浴中用超声破碎仪破碎(每

超声 4 s暂停 20 s, 保持低温状态, 功率与时间如文

中说明) ;高速分散:在冰浴中用高速分散器破碎 40

s( 22 000 rPmin,每次匀浆 20 s暂停 30 s, 2次) ;玻璃

研磨:在冰浴中缓缓研磨,上下反复 3次;珠磨: 采用

0145 mm粒径的锆珠( 1 g锆珠P1 g 菌体P1 mL 缓冲溶

液 B) , 破碎 1 min或 2 min(每振荡 20 s, 冰浴冷却

20 s) .

破碎后得到的细胞匀浆经高速离心 ( 15 000

rPmin, 15 min, 4 e , 2 次)后,上清液即细胞粗提酶液

经超速离心( 23 800 rPmin, 90 min, 4 e , 1次) , 沉淀物

经缓冲溶液 B清洗2次后重悬于缓冲溶液B中获得

微粒体酶液,蛋白浓度控制在5~ 7mgPmL, - 80 e 保

存待测.

114  还原态 CO结合差光谱检测 P450

参考文献[ 14, 15]的方法, 采用还原态 CO结合

差光谱检测 P450及 P420( P450部分失活形态) . 采

用 Bradford法检测微粒体酶液蛋白含量,用缓冲液B

稀释使蛋白浓度在 1 mgPmL左右. 在样品池和对照

池中等量加入2份待测微粒体酶液,记录基线. 向样

品池和对照样中分别通入一氧化碳和氮气,随后加

入还原剂低亚硫酸钠, 扫描样品在 400~ 500 nm 处

吸收光谱,所得谱线扣除基线即为还原态 CO结合

差光谱.

P450 的浓 度 根 据吸 光 系 数 E450-490 为 91

LP( mmol#cm) [ 2] 计算, P420 的浓度根据吸光系数

E420-490为 110 LP( mmol#cm)
[ 14, 16]

计算, P450和 P420含

量均用比浓度(酶液中的P450浓度与总蛋白浓度之

比)表示.

115  微粒体的氧化还原差光谱
参考 Kitts等

[ 17]
的方法,采用 Bradford 法检测微

粒体酶液蛋白含量, 用缓冲液 B稀释使蛋白浓度在

1 mgPmL左右.在样品池和对照池中等量加入 2份待

测微粒体酶液,记录基线. 向样品池中加入 1 mg 低

亚硫酸钠,向对照池中加入 1 mg 过硫酸铵, 扫描样

品在 400~ 750 nm吸收光谱, 所得谱线扣除基线即

为氧化还原差光谱.

2  结果与讨论

211  正己烷对白腐真菌 P450的诱导及诱导条件的

优化

若未经诱导, 黄孢原毛平革菌P450含量低于检

测限.经正己烷诱导后,微粒体 P450-CO结合差光谱
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在453 nm有明显吸收峰(如图 1) ,微粒体 P450比浓

度平均 148 pmolPmg ( 活性最 高样本达到 168

pmolPmg) , 说明正己烷对黄孢原毛平革菌微粒体
P450有显著的诱导作用. 同时, CO 结合差光谱在

420 nm 出现明显的吸收峰, 这是由 P450失活形态

P420与 CO结合引起的, 检测到的 P420 比浓度达

365 pmolPmg(活性最高样本达到 420 pmolPmg) , 这说
明有相当数量的 P450 在分离过程中或者在细胞内

失去了活性, 转化为 P420, 这在其它真菌及细菌中

也有发现
[ 13,16, 18]

, 因此P450与 P420比浓度之和对明

确P450的表达量有一定参考价值.

图 1  经正己烷诱导和未经诱导的黄孢原毛平革菌

微粒体 CO结合差光谱

Fig. 1  CO difference spectra of microsomes from n-hexane-

induced and no- induced Phanerochaete chrysosporium

与文献报道的黄孢原毛平革菌(未经诱导)检测

结果
[12]
相比, 本研究中正己烷诱导后微粒体 P450

的含量是此前报道的 4~ 5 倍, P450与 P420的含量

之和约为此前报道的 12~ 19倍(如图 2) , 说明正己

烷对黄孢原毛平革菌 P450也是很有效的诱导剂. 对

黄孢原毛平革菌 P450采用先诱导后分析的策略, 能

够有效克服真菌 P450含量较低造成的困难,所获得

的高 P450含量菌体能够用作检测方法、降解功能等

蛋白质层次的研究.

与其他经有机污染物诱导后的真菌微粒体

P450
[12, 18~ 21]

相比,黄孢原毛平革菌微粒体 P450经诱

导后的比浓度较高,若比较 P450与 P420比浓度之

和,黄孢原毛平革菌更为突出(如图 2) . 这说明黄孢

原毛平革菌P450较易受诱导,该真菌适合用作研究

P450的模式菌种.

正己烷的投加量和诱导时间均对黄孢原毛平革

A1 黄孢原毛平革菌,未加诱导剂[12] ; B1 高山被孢霉,投加正己

烷[ 18] ; C1 镰刀霉,投加菲[ 19] ; D1 球孢枝孢菌,投加甲苯[ 20] ; E1

黑曲霉,投加苯甲酸[ 21] ; F1 黄孢原毛平革菌, 投加正己烷 (本

     研究)

图 2  有机污染物诱导的真菌微粒体 P450比浓度

Fig. 2  Specific concentrations of microsomal P450s in fungi

induced by organic pollutants

菌 P450的诱导活性有明显的影响(如表 1) . 当正己

烷投加浓度为2 LLP( mL#h)、诱导时间为6h时, 微粒

体 P450比浓度较高; 正己烷投量过多或诱导时间过

长会显著降低黄孢原毛平革菌微粒体中 P450的含

量;但是正己烷投加浓度减小为 1 LLP( mL#h) ,或诱
导时间增至 9 h, 黄孢原毛平革菌微粒体 P450比浓

度仍然较高.以上结果显示,诱导条件只有在一定范

围内, P450含量才能够显著增强, 若诱导条件选择

不当,诱导产生的 P450可能过低,因此诱导条件的

优化对获取高 P450含量的菌体是非常必要而有效

果的; P450活性与正己烷浓度之间并没有剂量效应

关系, 反映了黄孢原毛平革菌 P450 调控机制的复

杂性.

表 1  正己烷投加浓度和诱导时间对黄孢原毛平革菌 P450

含量的影响

Table 1  Effect of the amount of inducer ( n-hexane) and incubation

time in the presence of inducer on the specific concentrat ion of

microsomal P450 in Phanerochaete chrysosporium

正己烷投加浓度

PLL#( mL#h)- 1

诱导时间

Ph
微粒体中比浓度检测值Ppmol#mg- 1

P450 P450+ P420

1 6 89 ? 14 305 ? 35

2 6 128 ? 3 394 ? 9

4 6 16 ? 0 83 ? 015

2 9 110 ? 10 315 ? 43

2 12 17 ? 4 76 ? 7

  利用上述最佳诱导条件下获得的高 P450含量

菌体,分离检测条件的优化研究已经可以开展. 而对
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白腐真菌 P450诱导规律的揭示, 还有待于对各种的

影响因素(包括诱导剂浓度、诱导时间、温度、pH、营

养条件、溶解氧含量、生长阶段等)进一步开展更为

细致的研究.

212  白腐真菌 P450的分离方法及条件

真菌 P450的分离主要包括细胞破碎与差速离

心,在文献中,差速离心的条件已经比较明确了, 但

破碎细胞的方法各异,对 P450的分离效果未有过比

较.在各类细胞破碎方法中, 玻璃研磨是动物
[14]
、昆

虫
[ 22]
细胞 P450 分离最常用的方法之一, 超声破

碎
[ 23]
、高速分散结合玻璃研磨

[ 19]
、珠磨破碎

[ 12]
都曾

成功运用于真菌 P450的分离,因此本研究比较了这

4种破碎方法对白腐真菌 P450的分离效果.其中超

声破碎和珠磨破碎对不同的参数设置作了比较, 各

种方法的其他参数选取均参考相关文献设置. 采用

微粒体 P450 比浓度及 P450与 P420的比浓度之和

综合分析 P450的分离效果; 采用单位菌体的粗提酶

液蛋白浓度评价细胞破碎的效果.

结果如图 3, 采用高速分散结合玻璃研磨破碎

细胞(MG法) , 对白腐真菌P450的分离效果最好, 对

真菌细胞的破碎效果也较好, 在本研究考察的各类

方法中最适于分离白腐真菌 P450.

对于超声破碎, 输出功率是关键参数,若功率较

低( 250 W) ,则破碎效果不好, 无法成功分离出活性

P450;功率达到 480 W 时, 破碎和分离效果较好, 超

声时间即使缩短 1P2, 对分离效果的影响也不大. 操

作条件优化后, 超声破碎对真菌细胞的破碎效果明

显高于其它方法 (可达 MG 法的 115 倍) , 微粒体

P450与 P420比浓度之和也与高速分散结合玻璃研

磨几乎相同,但微粒体P450比浓度不足高速分散结

合玻璃研磨的一半, 说明真菌 P450在超声破碎过程

中会大量失活, 其中不少转化为P420.

玻璃研磨与高速分散结合后对真菌细胞的破碎

效果是单采用高速分散的 213 倍, 并获得较好的

P450分离效果; 但是, 单纯的玻璃研磨对真菌细胞

的破碎效果与单采用高速分散相似,对真菌 P450的

分离效果仅为MG法的 42% .

从以上现象来看,与动物相比,真菌细胞具有更

坚固的细胞壁, 若采用通常的温和的破碎方法,难以

达到足够的细胞破碎效率; 与动物相比, 真菌中

P450含量通常较低而且分离到细胞外后容易失活,

若采用较为剧烈的破碎方法, 虽然细胞破碎效果较

好,但往往造成 P450大量失活, 而采用过于温和的

破碎方法, 真菌 P450又会因为浓度过低、操作时间

G1 玻璃研磨; B-11 珠磨 1 min; B-21 珠磨 2 min; U-11 超声破碎,

250 W, 2 min; U-21 超声破碎, 480 W, 1 min; U-31 超声破碎, 480

W, 2min; MG1 高速分散结合玻璃研磨; 各种方法与 MG 方法所

   获微粒体中比浓度的比值作为相对分离效果

图 3  不同破碎方法对黄孢原毛平革菌微粒体 P450和

P420分离效果的影响

Fig. 3 Effect of the methods for cell disruption on relative proportion of

isolated P450 and P420 from Phanerochaete chrysosporium

偏长而失去活性. 可见,真菌细胞及其P450的特性

使得破碎方法的选择和破碎条件的优化成为 P450

分离的关键问题.

213  白腐真菌P450的检测条件

在不同文献报道的 P450-CO结合差光谱检测方

法中,通气条件、还原条件及检测操作流程不尽相

同,为明确适于白腐真菌 P450的检测条件, 本研究

较为系统地考察了还原剂浓度、样品池与对照池的

还原剂投加差异、通气流量、通气时间、对照池通气、

还原与通气的操作先后等条件对检测结果的影响.

21311  还原条件
研究表明,还原剂低亚硫酸钠的浓度是 P450检

测结果的主要影响因素之一.白腐真菌 P450在不同

还原剂浓度下检测结果如表 21 在本研究考察的浓
度范围内, 低亚硫酸钠投加浓度较高( 6617 mgPmL)
时, P450特征峰最明显,检测结果最稳定. 若低亚硫

酸钠投加量明显减小, 真菌 P450 和 P420比浓度的

检测值随之降低, 很可能是 P450未被充分还原导致

的.可见, 还原剂投加浓度应足够高, 但考虑到还原

剂投量过大会使酶液中盐度过高,引起蛋白质变性,

本研究建议还原剂投量控制在 6617 mgPmL即 014
molPL.此外, 检测时样品池和对照池样本的还原剂

投量差异如果超过 10%, CO结合差光谱出现异常

变化, P450、P420检测值会显著偏低(如表 2) .
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表 2  还原条件与检测操作流程对黄孢原毛平革菌 P450检测结果的影响

Table 2  Effect of concent rat ion of sodium dithionite, diff ering addition of sodium dithionite in the two cuvettes and sequence of bubbling and reduct ion

on the specific concentrat ion of Phanerochaete chrysosporium P450 determined by CO difference spectra

培养批次
还原剂浓度

Pmg#mL- 1

样品池对照池还原

剂浓度差异P%
检测操作流程

比浓度检测值Ppmol#mg- 1

P450 P450+ P420

1 510 < 2 先通气 38 ? 29 132 ? 71

1 1617 < 2 先通气 75 ? 12 320 ? 35

1 6617 < 2 先通气 156 ? 11 556 ? 32

1 6617 > 10 先通气 未检出 106

2 6617 < 2 先通气 98 ? 7 387 ? 15

2 6617 < 2 先还原 55 ? 1 250 ? 4

  本研究检测了未经诱导的黄孢原毛平革菌微粒
体的氧化还原差光谱如图 4,在 560 nm和 530 nm 附

近有波峰, 说明该真菌微粒体酶液中还含有其它 b

类细胞色素,若还原剂浓度较低会被这些 b 类细胞

色素消耗使 P450无法充分还原.而且 b类细胞色素

的还原态光谱在 420~ 430 nm 附近有较明显吸收

峰,若样品池、对照池还原剂浓度明显差异时这些细

胞色素就会使差光谱中 420 nm 吸收值异常增大或

减小.

图 4  黄孢原毛平革菌微粒体氧化还原差光谱

Fig. 4  Reduced-minus- oxidized difference spectrum of microsomal

fract ion from no-induced cells of Phanerochaete chrysosporium

21312  通气条件

对通气条件的研究结果显示, 样本单位体积通

气流量在 2~ 10 mLP( min#mL)范围内对检测结果影
响不大,流量为 10 mLP( min#mL)的检测结果精确度
略高、更为稳定, 对于常用的 300 LL 微量比色皿可

采用 3 mLPmin通气量;在这一流量下,通气时间 40 s

时P450检测值更高也更稳定, 更短时间 CO传质效

果不好,更长时间则会造成P450的失活.

在哺乳动物肝细胞微粒体 P450检测中, 对照池

并不需要通入 N2 , 但是本研究结果显示, 若白腐真

菌 P450检测时对照池不通 N2 ,会引起 CO差光谱的

异常变化,明显降低检测的精确度.这是因为样品池

通 CO不仅会与还原态的血红素蛋白结合表现出特

征光谱,还会有一些/负面影响0,例如大幅减小酶液

中溶解的氧气浓度、通过气泡的扰动造成蛋白质的

变性等,真菌微粒体 P450含量远远低于动物肝细胞

的微粒体,这些负面影响的干扰与检测结果在同一

数量级, 只有在对照池中通入适量的 N2 , 才能够有

效控制通气的负面影响,使检测结果更接近真实值.

21313  检测操作流程

已报道的CO 结合差光谱检测操作流程有/先

还原0 [ 24]
和/先通气0 [14]

2种. 前者先在酶液中加入

适量的还原剂再等量分装到样品池和对照池中扫描

基线,能够很方便地保证样品池和对照池酶液投加

了等量还原剂,而且 CO的利用效率会更高, 所需的

通气量会更少,而后者则需要谨慎地控制还原剂投

量和通气量.但是,本研究结果采用 2种方法检测同

一微粒体样本,结果显示虽然/先还原0操作简便也

更好控制,但是 P450和 P420比浓度的检测值分别

是/先通气0检测值的 56%和 67% (如表 2) ,说明先

还原容易引起P450变性
[ 15]

,使检测结果偏低.

另外, 在未经诱导的黄孢原毛平革菌微粒体氧

化还原差光谱(如图 4)中发现有 605nm 波峰, 说明

存在少量细胞色素 aa3 ,该细胞色素的 CO结合差光

谱会在 444 nm出现波谷
[ 25]

,在未经诱导的真菌微粒

体CO结合差光谱(如图 1)中较为明显, 因此会使

P450的特征峰发生红移(波长> 450 nm) , 并使检测

结果略低于真实值.经过诱导后微粒体中 P450活性

显著增大,少量细胞色素 aa3 对 P450含量的相互比

较并不会造成太大干扰,但若需要准确定量,还是需

要通过投加适量 KCN消除细胞色素 aa3的干扰.
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3  结论

( 1)正己烷对黄孢原毛平革菌微粒体 P450有显

著的诱导作用; P450的诱导量受正己烷的投加量和

诱导时间的影响,本研究条件下,正己烷投加浓度为

2 LLP( mL#h)、诱导时间为 6 h时, 微粒体 P450比浓

度最高,达 140~ 160 pmolPmg.
( 2)分离该真菌 P450适宜采用高速分散结合玻

璃研磨法破碎细胞. 采用玻璃研磨、超声破碎和珠磨

等其它方法会使细胞破碎率更低或更多 P450失活.

采用 CO结合差光谱法检测该真菌 P450时, 通气与

还原条件对结果有显著影响, 必须谨慎控制才能获

得可靠的检测结果;而且该真菌微粒体酶液中会有

少量细胞色素 aa3 , 准确定量需要在通气前投加

KCN.
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