
第 27卷第 2期

2007年 2月

环 � 境 � 科 � 学 � 学 � 报

�Acta Scientiae C ircumstantiae

Vo .l 27, No. 2

Feb. , 2007

基金项目: 教育部科学技术研究重点资助项目 ( No. 104250)

Supported by th e key project ofM in istry of Educat ion of Ch ina ( No. 104250 )

作者简介: 任大军 ( 1978� ) ,男,博士研究生; * 通讯作者 (责任作者 ) , E�m ai,l lxh@ hust�esr.i com

Biography: REN Dajun ( 1978� ) , m ale, Ph. D. cand id ate; * Corresponding autho r, E�m ai,l lxh@ hust�esr.i com

任大军,颜克亮,刘飞虎,等. 2007.不同共代谢基质对白腐菌降解吲哚的作用研究 [ J] .环境科学学报, 27( 2) : 206- 212

Ren D J, Y anK L, L iu F H, et al. 2007. The study on effects of co�m etabolism sub strates on the b iodegradat ion of indole by wh ite rot fungu s[ J] . Acta

Scient iae C ircum stan tiae, 27( 2) : 206- 212

不同共代谢基质对白腐菌降解吲哚的作用研究
任大军

1
,颜克亮

2
,刘飞虎

1
,张晓昱

2
,陆晓华

1, *

1. 华中科技大学环境科学研究所,武汉 430074

2. 华中科技大学生命科学与技术学院,武汉 430074

收稿日期: 2006�03�09� � � 修回日期: 2006�11�30� � � 录用日期: 2006�12�21

摘要:选用氨氮、苯酚和喹啉作为吲哚的共代谢基质,通过白腐菌 BP对共基质体系的降解研究了白腐菌在秸秆滤出液培养基中对不同共基质

体系的代谢过程,并进行了动力学分析,考察了不同共代谢基质物质对白腐菌漆酶分泌和吲哚降解的影响.结果显示,不同降解体系中的白腐

菌都可去除 99%以上的吲哚.充分的氮源可提高白腐菌的活性和漆酶酶活的峰值; 共基质苯酚和喹啉可以增加白腐菌漆酶产量,为吲哚的降

解提供较多的电子,同时苯酚和喹啉也能得到较高的去除.在秸秆滤出液中,白腐菌在 pH为 6~ 8之间对吲哚都具有较强的降解能力.吲哚在

白腐菌的代谢过程中,可能首先在吡啶环的 2和 3位发生一步羰基化.
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Abs tract: Th e NH +
4
�N, phen o,l and qu inoline w ere selected as co�m etabolism sub strates of indole. The m etabol ism process and kinetic analys is of th e

d ifferent co�substrate system s degraded byw h ite rot fung i in the culturem ed ium of straw leach ing l iqu idw ere inves tigated by th ew h ite rot fungu s ( BP) on

the degradation of the co�sub strate system s. The effects of the d if feren t co�substrates on the p roduction of laccase and th e degradat ion process of indole

w ere also researched. Th e resu lts show ed thatm ore th an 99% of indolew as rem oved by w h ite rot fungi in th e d ifferent degradat ion system s. The act ivity

ofw h ite rot fung i and the peak value of laccase activity cou ld be im proved by the amp le n itrogen sources. S in ce ph enol and qu inol ine w ere added in to th e

indole degradat ion p rocess, more laccase of w h ite rot fung i w as produced. Therefore, m ore electrons w ere provided for th e degradat ion of indole.

M eanwh ile, phenol and qu inoline cou ld be degraded efficien tly by w h ite rot fung.i Th e opt im ized pH w as 6~ 8 for the degradat ion of indo le w ithw h ite rot

fungu s ( BP) in the cu ltu re m ed ium of straw leach ing liqu id. A one�step of hydroxy lation cou ld m ost poss ib ly occu r at 2 and 3 pos ition of the N�

heterocyclic ( pyrrole) ring in the in itia l degradat ion process of indo le.

Keywords: w h ite rot fungu s; indole; co�substrate; the activity of laccase

1 引言 ( Introduction)

随着工业的快速发展,产生了大量的有毒有害

难降解有机污染物. 利用高效的生物技术来降解这

些污染物, 正日益引起人们的关注. 由于实际废水

来源不同,往往出现多种有机污染物和无机污染物

共存的情况. 在共基质条件下, 研究微生物对某些

特定有机污染物的降解行为, 可为实际工业废水的

处理技术提供理论依据 (全向春等, 2001). 吲哚是

焦化废水中一种常见和典型的难降解有机污染物,
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它同时与焦化废水中酚类物质、氨氮、芳香族有机

物、杂环及多环化合物共存 (杨云龙等, 2001), 这大

大增加了吲哚生物降解难度,利用普通生物处理方

法难以达到有效去除.

目前,吲哚的生物降解研究主要集中在细菌和

真菌类 (主要是黑曲霉 )微生物 ( C laus et al. , 1983;

M adson et al. , 1989; Gu et al. , 1991; K am ath

et al. , 1990) ,但它们对吲哚的降解具有很强的专

一性,不适合复杂的实际废水环境, 因此, 筛选和研

究对底物具有广谱性、对环境具有极强适应性的降

解菌, 已经成为急待解决的课题之一. 王业耀等

( 2004)对白腐菌生化降解焦化废水进行了初步探

讨,结果表明, 白腐菌可以有效降解焦化废水中的

COD物质.这得益于白腐菌不需经过特定污染物的

预条件化、较细菌有动力学优势、对其它微生物具

拮抗作用、降解作用发生在细胞外、降解底物具有

非专一性等特点, 这些优势使白腐菌对各种有毒

害、难降解、在环境中宿存的抑生物质具有广谱、高

效、低耗、适用性强的生物降解能力. 在前期研究工

作中, 我们已经获得了白腐菌对单基质吲哚的降解

特点 (任大军等, 2006a) , 结果表明,白腐菌可高效

的去除吲哚,而有关共基质物质对吲哚降解过程和

白腐菌漆酶分泌的影响的研究未见文献报道.本研

究利用模拟焦化废水,研究一株白腐菌 BP对吲哚

分别与氨氮、喹啉、苯酚共基质的降解, 以期为白腐

菌处理焦化废水提供理论参考.

2� 材料与方法 (M aterials and methods)

2. 1� 白腐菌的培养

菌株: 侧耳属 (P leuro tus ostreatus )菌株, 编号

BP,由华中科技大学环境资源微生物技术研究室筛

选、保存.将活化后的菌株接入 250mL三角锥形瓶

( 100mL 土豆蔗糖液体培养基 )、于 25�C、150

r�m in
- 1
摇床上培养 4d; 再将该菌液转接至 250mL

三角锥形瓶,在同样条件下扩大培养 4d,即可作为

备用菌液.

2. 2� 培养基

土豆蔗糖液体培养基 ( PDY ) :水 ( 1000mL)、土

豆 ( 20%质量分数 )、蔗糖 ( 2%质量分数 )

秸秆滤出液培养基: 水 ( 1000mL )、玉米杆粉

( 3%质量分数 )、麸皮 ( 0. 8% 质量分数 )、棉粕

( 0�12%质量分数 ) .

2. 3� 白腐菌对吲哚的降解试验

将 10mL菌液 (菌液浓度为 2g� L- 1
左右 )接种

到装有 100mL培养基的 250mL三角烧瓶,再分别取

一定量吲哚、喹啉、苯酚和氨氮 (用酒石酸铵配制 )

备用溶液,使吲哚与喹啉、吲哚与苯酚、吲哚与氨氮

3个共代谢体系中吲哚、喹啉、苯酚和氨氮的初始降

解浓度分别为 80mg� L- 1
、80 mg� L- 1

、150 mg�L- 1
和

340 mg� L- 1
,将已接种菌液和底物的三角烧瓶放入

摇床 ( 150 r�m in
- 1

) ,在 25�C下进行降解试验.

2. 4� 检测项目及方法
吲哚、喹啉、苯酚浓度采用 H itachi公司的 HPLC

(高效液相色谱 )测定, 配置 H itach i泵 L�7100和
H itach i动态混合器, 并配以 UV�vis L�7420型检测
器和 H ypersil C� 18反相柱 ( 250mm � 4. 6mm �

5�m), 根据有机物特征吸收波峰的标准曲线测定

(M ohan et al. , 2003) . 吲哚和苯酚浓度的测定条

件: 流动相为甲醇和水 (含 1% 醋酸 )体积比为

80�20,流速为 0. 6mL�m in
- 1
, 检测波长为 270nm, 进

样量为 20�L;喹啉浓度的测定条件: 流动相为甲醇

和水 (含 1% 醋酸 )体积比为 50�50, 流速为 0. 6

mL�m in
- 1
,检测波长为 313nm, 进样量为 20�L.

LC /M S:采用 Ag ilent1100LC /MS系统鉴定吲哚

的降解中间产物. LC 配置二极管阵列检测器和

Zorbax SB�C18快速分析柱 ( 2. 1 � 30 mm, 3. 5�M icron,

Ag ilen t) .流动相包括甲醇 ( A )和水 ( B ) (含 1% 醋

酸 ). 吲哚测定条件:采用梯度进样, 0~ 1m in 50% B;

1~ 5m in 5% B; 5 ~ 6m in 50% B; 流速为 0�2mL�

m in
- 1
;进样量为 2. 0�L, 检测波长为 270nm. M S配

置离子阱和 APC I源, 采用正离子检测模式,雾化氮

气 ( 99. 99% )温度为 400�C、流量 7mL�m in
- 1
, 质量

扫描范围 50~ 500m /z.

漆酶活力的测定采用 UV�754紫外分光光度
计,按 Go ld等人 ( 1992)的方法进行测定. 以每 mL

降解液每 m in吸光度值增加 0. 001为一个酶活单

位 U.

3 结果 (R esults)

3. 1� 白腐菌对不同降解体系中吲哚的去除效果及

反应动力学分析

白腐菌对不同降解体系中吲哚的去除效果见

图 1.共基质体系在 5d内可去除 99%以上的吲哚;

而单基质吲哚降解体系在 9d内可基本去除吲哚. 共

基质物质的加入为白腐菌提供更多用于吲哚降解

的电子,使得吲哚得到了更快的降解; 而降解环境

的改变则可诱导白腐菌酶系的快速启动 (邓耀杰
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等, 1999).

图 1 吲哚浓度随反应时间的变化

F ig. 1� Changes of indole concentrat ion s versus reaction t im e

� � 将吲哚在不同降解体系中的降解数据, 按一级

反应动力学方程进行线性拟合 (见表 1), 由表 1可

知,共基质降解体系中白腐菌对吲哚的反应速率常

数大于 1,其中 K (喹啉与吲哚 ) > K (苯酚与吲哚 ) > K (氨氮与吲哚 ) ;

而单基质降解体系的吲哚反应速率常数小于 1, 为

0. 686mg� L- 1� d- 1
.对于传统的焦化废水生物处理方

法,喹啉、苯酚、氨氮的存在会在一定程度上抑制微

生物对吲哚的降解 (何苗等, 1997) ,而白腐菌能充

分利用这几种共基质物质的协同作用,吲哚不仅得

到了更快的降解,同时共基质物质也都有不同程度

的去除.

表 1 不同吲哚降解体系反应动力学结果

Tab le 1 K in et ic resu lts of d ifferent indole b iodegradat ion system s

吲哚降解体系 反应动力学方程 反应速率常数 K / (m g� L- 1� d- 1 ) 可决系数 R 2

吲哚 C = - 0. 686t+ 0. 774 0. 686 0. 985

氨氮与吲哚共基质 C = - 1. 323t+ 1. 617 1. 323 0. 942

苯酚与吲哚共基质 C = - 1. 518t+ 2. 035 1. 518 0. 941

喹啉与吲哚共基质 C = - 2. 235t+ 2. 826 2. 235 0. 944

3. 2� 共基质物质对白腐菌漆酶分泌和吲哚降解的
影响

白腐菌主要分泌 3种降解酶, 即木质素过氧化

物酶、锰过氧化物酶和漆酶. 有些白腐菌能同时分

泌 3种酶,但有些白腐菌只分泌其中 1种或 2种酶.

白腐菌 P leurotus ostreatus ( BP) 以产漆酶为主,漆酶

是 1种含铜的多酚氧化酶 ( p�diphenol ox idase, EC

1. 10. 3. 2) , 它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, 导致酚类及木素

类化合物裂解, 同时分子氧被还原为水 ( Johannes,

1998) .漆酶在吲哚的降解过程中起着重要作用,漆

酶活力与吲哚的降解过程有着较好的相关性 (任大

军等, 2006a) .

由图 2可知,吲哚共基质体系的漆酶酶活峰值

高于吲哚单基质体系, 且可较快达到酶活峰值. 氨

氮与吲哚共基质体系中, 氨氮的引入可为白腐菌提

供充分的氮源, 在此条件下白腐菌具有更强的活

性,漆酶酶活能达到更高的峰值 (喻国策等, 2003) .

目前已发现, 数量众多的酚类都可被白腐菌降解

(周贤淘等, 2002), 酚类物质可以增加白腐菌的漆

酶产量;漆酶在没有 H 2O2和其它次级代谢产物存在

下,只要存在溶解氧就可直接氧化酚类底物 (韩晓

磊等, 2005) ,而苯酚与吲哚共基质体系中,酚类物

质 � � � 苯酚为白腐菌分泌漆酶提供了优越的条件.

对于喹啉与吲哚共基质体系, 喹啉的引入促进了白

腐菌漆酶的分泌, 这主要是喹啉的代谢中间产

物 � � � 羟基喹啉类物质可作为白腐菌漆酶分泌的

诱导剂 (任大军等, 2006b).

图 2� 不同降解体系中白腐菌漆酶酶活随反应时间的变化

F ig. 2 � Changes of laccase activity of wh ite rot fungi versus

reaction tim e in d ifferent degradat ion system s

由图 3知, 氨氮与吲哚共基质体系中,前 3d氨

氮与吲哚保持同步去除; 氨氮在达到最低值后开始

增加,这可能是由于吲哚结构中的 N转化为了游离

态氨氮.由图 4知,共代谢基质苯酚和底物吲哚的浓

度随实验的进行不断下降, 并在第 5d趋于零, 实验

开始阶段苯酚和吲哚浓度下降都较快,说明白腐菌

能利用苯酚作为共代谢基质, 为吲哚的降解提供较

多的电子.由图 5可知, 在喹啉与吲哚共基质体系
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中,吲哚降解非常迅速,在第 2d就有 99%以上的吲

哚被去除; 同时喹啉经过 15d, 也得到了较高的去

除,对比其它 2个共基质体系,喹啉的存在并没有抑

制白腐菌对吲哚的降解, 喹啉促进了白腐菌对吲哚

的代谢,使得吲哚的反应速率常数大于 2(见表 1).

图 3 氨氮与吲哚共基质体系中各物质浓度随反应时间的

变化

Fig. 3 � C hanges of d ifferen t substrate concentrat ion s in the

NH +
4 �N and indo le co�substrate system versus react ion

tim e

图 4 苯酚与吲哚共基质体系中各物质浓度随反应时间的

变化

Fig. 4� Changes of d ifferen t substrate con cen trations in the phenol

and indole co�sub strate system versus reaction t im e

图 5� 喹啉与吲哚共基质体系中各物质浓度随反应时间的

变化

Fig. 5� Changes of different substrate concen trat ions in the quinolin e

and indole co�substrate system versus react ion tmi e

3. 3� 降解体系 pH值变化

降解体系的初始 pH值是由培养基和各降解体

系决定的, 由图 6可知, 单基质吲哚降解体系的 pH

值始终保持在 7以下 ( 6. 15~ 6. 80), 而共基质降解

体系的 pH值分别保持在 6. 45 ~ 7. 76(氨氮与吲

哚 )、5. 50~ 7. 94 (苯酚与吲哚 )、5. 78~ 7. 72 (喹啉

与吲哚 )范围内.喹啉与吲哚共基质 (苯酚与吲哚共

基质 )降解体系中,第 4d pH值突然下降,这与吲哚

和苯酚的完全降解及它们的中间产物有关, 同时秸

秆滤出液培养基中的纤维素类物质的降解产物芳

香酸类物质的累积也起着重要作用 (付时雨等,

1998) ;氨氮与吲哚共基质降解体系中, 在第 3d氨

氮浓度趋于稳定后,它与芳香酸类物质结合形成比

较稳定的缓冲体系. 白腐菌在降解过程中, 有调节

pH值的能力 ( Sw amy et al. , 1999; Tekere et al. ,

2001) ,从图中可以看出, 在秸秆滤出液中, 白腐菌

在 6~ 8之间都具有较强的降解能力.

图 6 pH值随反应时间的变化

F ig. 6 � C hanges of pH in th e b iodegradation p rocess versus

react ion tim e

3. 4� 吲哚降解途径分析
白腐菌对共基质降解体系的紫外扫描图谱见

图 7.在 260~ 280nm处的紫外吸收峰值不断下降显

示在整个白腐菌降解过程中吲哚浓度持续降低, 同

时在 230~ 245nm和 300nm处有新峰出现, 表明有

吲哚的中间降解产物产生, 也可能是吲哚的聚合物

( Ra jendra et al. , 1998).

为了确定吲哚的降解途径,采用 LC /M S联用技

术鉴定吲哚的中间产物 (见图 8) . 通过 HPLC分析

可知, 在吲哚降解过程中, 吲哚的出峰时间为

6�5m in(图 8a). 图 8b显示,氨氮与吲哚共基质体系

中吲哚经白腐菌处理 5d后吲哚峰消失, 在 4. 4m in

和 5. 2m in处有 2个明显的新峰出现.

在 MS分析中,有 2个明显的离子峰 (质荷 m /z

为 165和 146). m /z为 165处的物质可能是化合物

Ⅱ (见图 8b ), 而 m /z为 146处的物质可能是Ⅰ靛

红.根据以上分析可知, 吲哚在白腐菌的氧化作用
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图 7� 不同共基质体系的 UV扫描图 ( a. 氨氮与吲哚共基质体

系; b. 苯酚与吲哚共基质体系; c. 喹啉与吲哚共基质体

系, 313nm处的谱峰为喹啉 )

Fig. 7� UV spectra of d if ferent co�substrate system s ( a. the NH+
4 �

N and indole co�sub strate sys tem; b. the phenol and indole

co�subs trate system; c. the qu inoline and indole co�

substrate system, th e peak of qu inol ine is at 313 nm )

下的初始降解途径见图 9,可能首先在吡啶环的 2

和 3位发生一步羰基化,然后在 2和 3位之间断裂

开环.

4� 讨论 (D iscussion)

共基质氨氮、苯酚和喹啉的存在都对吲哚的降

解起到一定的促进作用. 王佳玲等 ( 1997)研究认

为,在富氮培养基中菌体分泌胞外蛋白旺盛, 其中

漆酶表现出较高的活力; 菌株 BP以产漆酶为主,高

浓度氨氮共基质的引入为白腐菌提供了富氮环境,

从而激发了白腐菌漆酶的分泌和活性, 使吲哚的生

物降解速率提高.而共基质苯酚在整个降解过程中

所充当的作用是白腐菌漆酶分泌的诱导剂. 研究表

明,结构和木素有关的低分子芳香化合物或木素降

解的碎片化合物, 可作为漆酶的诱导剂提高酶活,

图 8� 吲哚的 HPLC谱图 ( a. 吲哚空白样; b. 氨氮与吲哚共基

质体系中吲哚经白腐菌处理 5d)

F ig. 8� HPLC spectra of indole ( a. the b lank samp le of indole; b.

indole degraded by wh ite rot fungi in the N�NH 3 and indole

co� substrate system after 5 d)

图 9� 白腐菌对吲哚的初始降解途径

F ig. 9� In itial degradat ion pathway of indole by w h ite rot fungi

这些物质如香豆酸、香草酸、藜芦醇、愈疮木酚、紫

丁香醛、苄醇、甲苯胺、二甲苯胺, 其结构上的共同

特征是芳核上连有 � OH 或 � NH2基团 ( M unoz

et al. , 1997),而苯酚结构上也连有 � OH.此外, 苯

酚的引入诱发了白腐菌对吲哚的共代谢降解方式,

使吲哚的生化降解速度得到有效提高.喹啉是一种

毒性较大的物质, 它与吲哚的结构、性质相类似, 都

属于难降解有机物,它的引入并没有抑制白腐菌对

吲哚的降解,这是因为白腐菌对有机污染物进行的

是细胞外代谢, 白腐菌不易受到有毒物质的侵害,

它对毒性较大的污染物有强的耐受力,喹啉在白腐

菌培养过程中也得到了降解, 通常它的初步降解产

物是 2-羟基喹啉 (W ang et al. , 2002) , � OH的出

现也提高了白腐菌的漆酶酶活, 并与吲哚产生共代

谢,白腐菌对吲哚的降解速度得到显著提高.

C laus等 ( 1983)指出, 在好氧条件下, 吲哚的降

解过程通常分二步羰基化反应, 分别发生在 2和 3

位上,形成氧化吲哚和靛红,而后在 2和 3位之间发
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生断裂,直至矿化. K ama th等 ( 1990)的研究显示,黑

曲酶 (Aspargillus niger )的降解是一步羰基化然后芳

环断裂,生成 N� 羰基 � 氨基苯甲酸. 这些结果表

明,细菌和真菌的吲哚降解途径有明显的差异. 在

本研究中,吲哚的白腐菌生物代谢过程与黑曲酶类

似,可能在吡啶环的 2和 3位发生一步羰基化.

5� 结论 ( Conclusions)

1) 白腐菌在不同降解体系中对吲哚的去除率

为 99%以上;氨氮、苯酚和喹啉共基质的加入可促

进吲哚的降解和白腐菌漆酶的分泌, 吲哚降解速率

常数 K (喹啉与吲哚 ) > K (苯酚与吲哚 ) > K (氨氮与吲哚 ) > K (吲哚 ) .

2) 充分的氮源可提高白腐菌的活性和酶活的

峰值; 苯酚和喹啉可以增加白腐菌漆酶产量, 为吲

哚的降解提供较多的电子,同时苯酚和喹啉也能得

到较高的去除.

3) 降解体系 pH值的变化是与降解产物的出

现和白腐菌的调节有关的; 在秸秆滤出液中, 白腐

菌在 pH = 6 ~ 8之间对吲哚都具有较强的降解

能力.

4) 吲哚在白腐菌的代谢过程中,可能首先在吡

啶环的 2和 3位发生一步羰基化, 然后在 2和 3位

之间断裂开环.
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