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摘 要：以菲、芘作为多环芳烃代表污染物，采用室内培养方法，研究了４种真菌细胞色素 Ｐ４５０含量与多环芳烃（ＰＡＨｓ）

浓度及降解率的相互关系。结果表明，在一定的浓度范围内（菲０～２００ｍｇ·Ｌ－１、芘０～１００ｍｇ·Ｌ－１），菲、芘浓度与真菌

Ｐ４５０含量呈明显正相关，菲、芘浓度与真菌Ｐ４５０含量之间表现出明显的剂量－效应关系。在上述浓度内牞真菌降解多
环芳烃的能力与真菌Ｐ４５０含量之间也表现出明显的剂量－效应关系。在选用的４株真菌中，Ｚｊ１（镰刀菌）降解菲和芘的
能力最强，Ｚｊ３（小克银汉）次之，Ｚｊ２（毛霉）和 Ｚｊ４（青霉）降解能力较弱。
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石油化工原料和产品的开采、生产及应用，使大

量有毒有害的化学物质释放到环境中，造成环境污染

日益加重。一些自然降解缓慢的有机化合物如烷烃、

多环芳烃、多氯联苯、杂环化合物等，对环境的危害尤

其严重。某些微生物可以在逆境中生存，并对上述污染

物进行分解代谢，因而成为环境生物修复的主力军犤１犦。

石油污染土壤中存在的许多真菌，如微紫青霉

（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｊａｎｔｈｉｎｅｌｌｕｍ）具有很高的降解芘的能力犤２犦，

美丽小克银汉 （Ｃｕｎｎｉｎｇｈａｍｅｌｌａｅｌｅｇａｎｓ），班尼小克银
汉（Ｃｕｎｎｉｎｇｈａｍｅｌｌａｂａｉｎｉｅｒｉ），深黄被孢霉（Ｍｏｒｔｉｅｒｅｌｌａ
ｉｓａｂｅｌｌｉｎａ）等 犤３犦牞具有使一种或多种多环芳烃羟基化
的能力。

研究表明牞真菌是通过产生于细胞外和细胞内的
有关解毒酶来降解复杂的有机污染物，其中单加氧酶

（ｍｏｎｏｏｘｙｅｎａｓｅ）的作用最为重要 犤４犦。单加氧酶也称

Ｐ４５０酶系（简称Ｐ４５０）牞普遍存在于微生物中，其机制
是通过Ｐ４５０的作用在碳链上加上氧原子，再经一系
列反应使碳链断开，进而完成降解。多环芳烃苯环的

断裂也主要靠Ｐ４５０的作用犤５犦。微生物Ｐ４５０的一个重
要特征是其活性或含量可因为污染物的胁迫而发生

改变 犤６犦，尝试以这些Ｐ４５０酶系的变化作为有机污染
胁迫的生物标记物的研究正在成为生态毒理学领域

中新的热点，近年来国外已将它应用于评价和监测有

机污染物对水生生物的毒性效应 犤７犦，而我国有关微生

物Ｐ４５０及其功能的研究甚少。
本实验以石油污染物中分布较广的菲和芘为多

环芳烃的代表，利用从石油污染地区分离筛选出的真

菌进行了降解代谢实验，试图通过不同菲、芘浓度及

真菌Ｐ４５０含量的变化，探讨污染物浓度与真菌Ｐ４５０
含量之间表现出的剂量－效应关系，为将真菌加氧酶
成为指示环境污染程度的指标提供理论依据。

１ 材料与方法

１．１菌种
Ｚｊ１镰刀菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｓｐ．），Ｚｊ２毛霉（Ｍｕｃｏｒｓｐ．），

Ｚｊ３小 克 银 汉 （Ｃｕｎｎｉｎｇｈａｍｅｌｌａｓｐ．）牞 Ｚｊ４青 霉
（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｓｐ．）。供试菌株由本实验室从辽河油田污
染土壤中分离而得，均对菲和芘有较好的降解能力。

１．２培养基
斜面培养基为马铃薯琼脂培养基。降解培养基为

液体马铃薯培养基，将葡萄糖的含量减半，加入菲、芘

（使液体培养基的菲、芘浓度分别为０、２５、５０、１００、
２００、３００ｍｇ·Ｌ－１）调节ｐＨ为６．０，用５００ｍＬ三角瓶

分装１００ｍＬ，０．０６ＭＰａ灭菌３０ｍｉｎ。
１．３主要化学试剂与药品

菲和芘均为德国 Ｆｌｕｋａ公司产品，菲纯度为
９０．６％，芘纯度为９７．０％。二氯甲烷为分析纯，甲醇
为色谱纯，是山东禹王实业公司化工厂产品。其它药

品均为市售分析纯。

１．４仪器
ＨＺＱ－ＱＸ全温振荡器，惠普７５５０分光光度计，

ＸＨＦ－１控时调速式高速分散器，ＨＩＴＡＣＨＩ（日立）
８５Ｐ－７２型自动超速冷冻离心机，ＵＶ－２４０ＩＰＣ（岛津）
双光束紫外分光光度计。惠普 １０９１－ＩＩ高效液相色
谱仪，配有二级管阵列检测器（ＤＡＤ）跟踪测定犤８犦。

１．５菲、芘降解试验
将４℃保存的菌种接种于斜面培养基上，置２８

℃恒温培养７ｄ，得到菌丝生长旺盛、孢子丰富的培养
物，用接种环将培养物接入盛有不同浓度菲和芘１００
ｍＬ培养液的三角瓶中，置２８℃，转速为２００ｒ·ｍｉｎ－１

振荡器培养。７２ｈ取样，对不同处理进行菲和芘含量
测定。

１．６蛋白质含量测定
采用Ｂｒａｄｆｏｒｄ的考马斯亮蓝Ｇ２５０法犤９犦。

１．７酶制备
将降解菲、芘振荡培养７２ｈ的菌体用０．９％的氯

化钠溶液多次洗净纱布过滤，称取菌体４０ｇ（湿重）加
入二倍体积的制备缓冲液 （０．２５ｍｏｌ·Ｌ－１蔗糖、１００
ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｔｒｉｓ、１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＥＤＴＡ、５ｍｍｏｌ·Ｌ－１

ＤＴＴ、１０％甘油、ｐＨ７．４），置高速分散器内进行分散，
分散后的菌丝体用玻璃匀浆器进行匀浆。然后将匀浆

液置高速冷冻离心机１６０００ｒ·ｍｉｎ－１（约２００００ｇ）离
心６０ｍｉｎ，上清液过滤后为酶源牞将酶源置超速冷冻
离心机３８０００ｒ·ｍｉｎ－１（约１０１７９７ｇ）离心９０ｍｉｎ，弃
去上清液，将沉淀悬浮于保存缓冲液 （将制备缓冲液

中的甘油增至２０％）中制成酶液，放入－５０℃的低温
冰箱内备用。以上所有操作均在４℃中进行。
１．８细胞色素Ｐ４５０含量测定

Ｐ４５０含量按Ｏｍｕｒａ和Ｓａｔｏ的分光光度法测定犤１０犦。

即将酶液稀释成蛋白质含量为０．５～１．０ｍｇ·ｍＬ－１，
加入数毫克连二亚硫酸钠混匀，１ｍｉｎ后等分倒入对
照池和样品池中，在ＵＶ－２４０ＩＰＣ分光光度计上用单
波长双光束扫描基线，然后向样品池通入ＣＯ约３０ｓ，
静置４ｍｉｎ后在４００～５００ｎｍ扫描，得还原型细胞色
素Ｐ４５０－ＣＯ复合物的吸收光谱曲线，记录４５０～４９０
ｎｍ处的吸收度（Ａ），根据下式计算Ｐ４５０含量。
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Ｐ４５０牗ｎｍｏｌ·ｍｇ－１牘＝ Ａ（４５０～４９０ｎｍ）×１０００（μｍ）×１
９１ｍＭ－１（克分子消光系数）×蛋白终浓度（ｍｇ·ｍＬ－１）

图２ Ｚｊ１镰刀菌Ｐ４５０的ＣＯ差光谱扫描图谱

Ｆｉｇｕｒｅ２ Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆｃａｒｂｏｎｍｏｎｏｘｉｄｅ－ｒｅｄｕｃｅｄ
Ｐ４５０ｉｎＺｊ１

图４ 不同浓度芘对真菌Ｐ４５０含量的影响

Ｆｉｇｕｒｅ４ Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｐｙｒｅｎｅ
ｏｎＰ４５０Ｃｏｎｔｅｎｔｉｎｆｕｎｇｉ

式中Ａ为波长从４９０～４５０ｎｍ的ＯＤ值差。

２ 结果与讨论

２．１真菌生长的特点
用液体马铃薯培养基，对Ｚｊ１（镰刀菌）和Ｚｊ３（小

克银汉）进行了生长特点试验，结果见图１。在培养约
３０ｈ两株菌均开始进入对数生长期，６０ｈ达到平衡
期，直到１００ｈ后才转向衰亡期，根据真菌生长特点，
选择 ７２ｈ为取样测定 Ｐ４５０含量及菲和芘含量测定
的时间。

２．２菲和芘浓度对真菌Ｐ４５０含量的影响
图２为１００ｍｇ·Ｌ－１菲对真菌ｚｊ１Ｐ４５０含量的影

响的差光谱扫描图谱，还原态细胞色素 Ｐ４５０的 ＣＯ
差光谱在４５０ｎｍ处出现最大吸收峰。类似的结果在
其它不同浓度菲及芘对真菌 Ｐ４５０图谱中也得到证
实。以上图谱与 Ｈｕｄｎｉｋ－Ｐｌｅｖｎｉｋ等研究黑根霉
（Ｒｈｉｚｏｐｕｓｎｉｇｒｉｃａｎｓ）微粒体Ｐ４５０图谱相一致犤１１犦。

图３、图４的试验结果表明，菲、芘浓度对四株真
菌的Ｐ４５０含量均有明显的影响。

当菲浓度在２００ｍｇ·Ｌ－１以下时，菲浓度与Ｐ４５０
含量呈正相关，随着菲浓度的增加，Ｐ４５０含量也增
加。而菲浓度增至３００ｍｇ·Ｌ－１时，Ｐ４５０含量出现无
规律变化，并有两株菌的Ｐ４５０含量呈下降趋势 （图

３）。

１００ｍｇ·Ｌ－１和２００ｍｇ·Ｌ－１菲处理真菌７２ｈ，其
Ｐ４５０含量明显增加，Ｚｊ１处理组分别为对照的１１．８
和１６．５倍（Ｐ＜０．０５），Ｚｊ２处理组分别为对照的６．２
和７．９倍 （Ｐ＜０．０５），Ｚｊ３处理组分别为对照的９．１
和１３．９倍（Ｐ＜０．０５），Ｚｊ４处理组分别为对照的５．２
和６．３倍（Ｐ＜０．０５），表现出显著的诱导作用。菲浓
度增加至３００ｍｇ·Ｌ－１，处理组Ｐ４５０含量均不同程度
的降低，表现出抑制作用。真菌Ｚｊ３Ｐ４５０含量对菲污
染胁迫的反应较为敏感。实验中低剂量菲对真菌

Ｐ４５０的诱导作用，是生物对污染物的适应性反应，以
增强生物体消除有毒污染物的能力；高剂量菲对

Ｐ４５０的抑制作用，说明污染物对生物体的作用已超
过生物体的适应能力，可认为是生物体产生中毒反应

的前兆。污染物对Ｐ４５０的抑制作用有多种方式，一
般认为是生物在代谢污染物的过程中，形成活跃的中

间产物，能攻击ＣＹＰ血红素，或能攻击ＣＹＰ蛋白，或
两者兼而有之，使其失去活性犤１１犦。

芘对Ｐ４５０影响与菲相似，但芘浓度为２００ｍｇ·
Ｌ－１时 Ｐ４５０含量就出现下降，说明芘对微生物的毒
性比菲强 （图４）。细胞色素Ｐ４５０的诱导是由于化学
污染物质刺激基因转录的速率，使Ｐ４５０的ｍＲＮＡ、新
合成的酶蛋白以及具催化活性的酶水平增加。这些化

合物包括亲脂性的药物、杀虫剂、多环芳烃、有机氯

图１ 真菌生长曲线

Ｆｉｇｕｒｅ１ Ｔｈｅｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｏｆｔｈｅｆｕｎｇｉｔｅｓｔｅｄｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｕｄｙ

图３不同浓度菲对真菌 Ｐ４５０含量的影响

Ｆｉｇｕｒｅ３ Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｐｈｅｎａｎｔｈｙｅｎｅ
ｏｎＰ４５０Ｃｏｎｔｅｎｔｉｎｆｕｎｇｉ
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图５ 不同真菌对菲降解能力的比较

Ｆｉｇｕｒｅ５ Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｐｈｅｎａｎｔｈｒｅｎｅ－ｄｅｇｒａｄｉｎｇａｂｉｌｉｔｙ
ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｕｎｇｉ

等，它们具有较长的半衰期。污染物诱导微生物Ｐ４５０
酶系已得到许多实验的证实，如在苯乙酸、萘、芘胁迫

下，发现某些真菌和细菌的细胞色素Ｐ４５０含量或其
活性明显升高犤１２、１３、６犦，在Ｎ－烷基－甲酰醛、除草剂、烷
烃和Ｔｒｙｐｔａｎｔｈｒｉｎｓ条件下亦发现有同样的现象犤１４～１６犦。

在本实验中，当暴露于１００～２００ｍｇ·Ｌ－１菲胁迫中
７２ｈ牞真菌Ｚｊ１Ｐ４５０的含量被显著诱导，因此其Ｐ４５０
含量的改变可以反映环境中有毒有害物质的存在，是

分子水平上预报有机毒物对生态系统危害的敏感生

物标记物 犤１５犦，可用于监测污染物对生态系统的早期

影响。与Ｆｅｒｒｙ认为加氧酶活性监测有机污染的观点
相一致犤７犦。

２．３不同真菌的降解能力比较
不同真菌对菲和芘的降解能力有所不同，几种真

菌对菲的降解能力依次为Ｚｊ１＞Ｚｊ３＞Ｚｊ２＞Ｚｊ４（图５）。
当菲浓度为１００ｍｇ·Ｌ－１时，降解能力最强的是Ｚｊ１，
降解率为９３．３２％，Ｚｊ３次之为９０．８３％，Ｚｊ２和Ｚｊ４分
别为８４．２２％及７５．０１％。当菲浓度为５０ｍｇ·Ｌ－１、２００
ｍｇ·Ｌ－１时，Ｚｊ１降解率分别为７８．１２％、９８．２０％，
Ｚｊ３分别为７８．０２％、９５．９０％，Ｚｊ２和Ｚｊ４降解率分别
为７４．２０％、８５．６０％和７２．３０％、８０．１０％。其降解率
的排序规律仍与菲浓度为１００ｍｇ·Ｌ－１时相同。

真菌对芘的降解能力排序为 Ｚｊ１＞Ｚｊ３＞Ｚｊ４＞
Ｚｊ２（图６），降解芘能力最强的真菌仍是Ｚｊ１。当芘浓度
为１００ｍｇ·Ｌ－１时，降解率为９６．２９％，Ｚｊ３次之，为

８６．１２％，Ｚｊ４、Ｚｊ２仅为３４．６０％、２２．３１％；芘浓度为
２５ｍｇ·Ｌ－１、５０ｍｇ·Ｌ－１时，Ｚｊ１降解率分别为７３．８４
％、９０．１３％，Ｚｊ３分别为６９．０４％、９０．２９％，Ｚｊ２和Ｚｊ４
降解率分别为 １８．２３％、２０．８６％和 １７．１１％、
２５．８３％，其降解率的排序规律仍与芘浓度为 １００
ｍｇ·Ｌ－１时相同。

２．４菲和芘的降解率与Ｐ４５０含量的关系
在一定浓度范围内 （菲≤２００ｍｇ·Ｌ－１牞芘≤１００

ｍｇ·Ｌ－１）牞真菌对菲、芘的降解率与Ｐ４５０含量呈明
显的正相关 （表１、表２）。当菲浓度为２００ｍｇ·Ｌ－１

时，Ｐ４５０含量和降解率都为最高值。Ｚｊ１Ｐ４５０含量为
０．１１７７ｎｍｏｌ·ｍｇ－１时，降解率为９８．２０％。Ｚｊ２Ｐ４５０
含量为０．０７３３ｎｍｏｌ·ｍｇ－１时，降解率为８５．６０％。
Ｚｊ３Ｐ４５０含量为 ０．１１３７ｎｍｏｌ·ｍｇ－１时，降解率为
９５．９０％。Ｚｊ４Ｐ４５０含量为０．０５８９ｎｍｏｌ·ｍｇ－１，降解
率为８０．１０％。芘的降解率与Ｐ４５０的含量相关情况
和菲的相似，当芘浓度为１００ｍｇ·Ｌ－１时，Ｐ４５０含量
和降解率都为最高值。

实验结果表明，环境中的多环芳烃在一定浓度

范围内，真菌对菲、芘的降解能力与真菌Ｐ４５０的含
量呈明显正相关，真菌Ｐ４５０含量可以反映出降解多
环芳烃的能力。

３ 结论

牗１牘在一定的浓度范围内（菲０～２００ｍｇ·Ｌ－１、芘

表１ 不同真菌降解菲的能力与 Ｐ４５０含量的关系

Ｔａｂｌｅ１ Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｐｈｅｎａｎｔｈｒｅｎｅ－ｄｅｇｒａｄｉｎｇａｂｉｌｉｔｙａｎｄＰ４５０ｃｏｎｔｅｎｔｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｕｎｇｉ

菲浓度 Ｚｊ１ Ｚｊ２ Ｚｊ３ Ｚｊ４
５０／ｍｇ·Ｌ－１ Ｐ４５０含量 ／ｎｍｏｌ·ｍｇ－１ ０．０４５０ ０．０３６０ ０．０４２０ ０．０３１０

降解率 ／％ ７８．１２ ７４．２０ ７８．０２ ７２．３０
１００／ｍｇ·Ｌ－１ Ｐ４５０含量 ／ｎｍｏｌ·ｍｇ－１ ０．０８４０ ０．０５７８ ０．０７４９ ０．０４８８

降解率 ／％ ９３．３２ ８４．２２ ９０．８３ ７５．０１
２００／ｍｇ·Ｌ－１ Ｐ４５０含量 ／ｎｍｏｌ·ｍｇ－１ ０．１１７７ ０．０７３３ ０．１１３７ ０．０５８９

降解率 ／％ ９８．２０ ８５．６０ ９５．９０ ８０．１０
相关系数 ｒ２＝０．９４０５ ｒ２＝０．９０３９ ｒ２＝０．９１６９ ｒ２＝０．８９３５

图６ 不同真菌对芘降解能力的比较

Ｆｉｇｕｒｅ６ Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｐｙｒｅｎｅ－ｄｅｇｒａｄｉｎｇａｂｉｌｉｔｙ
ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｒｅｎｔｆｕｎｇｉ
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表２ 不同真菌降解芘的能力与Ｐ４５０含量的关系

Ｔａｂｌｅ２ Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｐｙｒｅｎｅ－ｄｅｇｒａｄｉｎｇａｂｉｌｉｔｙａｎｄＰ４５０ｃｏｎｔｅｎｔｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｕｎｇｉ

芘浓度 Ｚｊ１ Ｚｊ２ Ｚｊ３ Ｚｊ４
２５／ｍｇ·Ｌ－１ Ｐ４５０含量 ／ｎｍｏｌ·ｍｇ－１ ０．０２７０ ０．０１５５ ０．０２６５ ０．０２２１

降解率 ／％ ７３．８４ １８．２３ ６９．０４ １７．１１
５０／ｍｇ·Ｌ－１ Ｐ４５０含量 ／ｎｍｏｌ·ｍｇ－１ ０．０４９９ ０．０２１５ ０．０４６８ ０．０３０５

降解率 ／％ ９０．１３ ２０．８６ ８０．２９ ２５．８３
１００／ｍｇ·Ｌ－１ Ｐ４５０含量 ／ｎｍｏｌ·ｍｇ－１ ０．０７６７ ０．０３２３ ０．０７３３ ０．０６６６

降解率 ／％ ９６．２９ ２２．３１ ８６．１２ ３４．６０
相关系数 ｒ２＝０．９１２６ ｒ２＝０．８９５６ ｒ２＝０．９３５１ ｒ２＝０．８８６７

０～１００ｍｇ·Ｌ－１）牞菲、芘浓度与真菌Ｐ４５０的含量呈
明显的正相关。它们之间表现出明显的剂量－效应关
系。

牗２牘在一定浓度范围内（菲≤２００ｍｇ·Ｌ－１牞芘≤
１００ｍｇ·Ｌ－１）牞真菌对菲、芘的降解能力与真菌Ｐ４５０
的含量呈明显的正相关，真菌Ｐ４５０的含量可以反映
出降解多环芳烃的能力。

牗３牘在选用的４株真菌中，Ｚｊ１（镰刀菌）降解菲和
芘的能力最强，Ｚｊ３（小克银汉）次之，Ｚｊ２（毛霉）和Ｚｊ４
（青霉）降解能力较差。
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