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胞内海藻糖在ＣＰ０２菌降解对苯二甲酸中的作用
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摘 要：采用室内培养测定方法，研究了对苯二甲酸降解菌 ＣａｎｄｉｄａＣＰ０２胞内海藻糖的抗渗透压冲击作用，同时分析了

ＣＰ０２在降解不同浓度对苯二甲酸时，胞内海藻糖含量的变化以及海藻糖酶和海藻糖－６－磷酸合成酶活性的差异。结
果表明，随着对苯二甲酸浓度的增加，海藻糖合成酶的酶活也相应升高，胞内海藻糖含量迅速提高，有利于细胞的存活

和对苯二甲酸的降解。
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海藻糖 （Ｔｒｅｈａｌｏｓｅ）是一种由两个葡萄糖分子通
过 α，α－半缩醛羟基结合而成的非还原性二糖，因
最初在海藻中发现而命名。大量研究表明海藻糖在酵

母等真菌中含量很高，某些物种对外界恶劣环境所表

现出的抗逆耐受力和它们体内的海藻糖含量相关。当

细胞处于饥饿、干燥、高温、高渗透压及有毒试剂等胁

迫环境时，胞内海藻糖含量迅速上升。海藻糖具有在

逆境条件下稳定细胞膜和蛋白质结构的功能 犤１、２犦，目

前对海藻糖的研究多集中在医药、食品、化妆品、发酵

等方面，主要是利用海藻糖在生物制品活性保存方面

的特性犤３犦。

本实验利用酵母ＣＰ０２降解对苯二甲酸废水，将
对海藻糖的研究应用到废水处理中，主要研究了酵母

细胞内海藻糖含量与ＴＡ降解的关系，特别研究了不
同ＴＡ浓度下海藻糖代谢酶活性的变化，以探索海藻
糖在对苯二甲酸降解中对酵母细胞的应激保护作

用。这对于研究细胞耐受不利环境的生理机制以及解

决工业废水处理中进水水质水量波动大对菌体的冲
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表１ 海藻糖对ＮａＣｌ的耐受作用

Ｔａｂｌｅ１ ＴｏｌｅｒａｎｃｅｅｎｄｕｒａｎｃｅｏｆｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｔｒｅｈａｌｏｓｅｏｎＮａＣｌ

注：１．在转移到含２０％ＮａＣｌ培养基前在含５％ ＮａＣｌ的培养基上

进行预培养。２．在转移到含２０％ＮａＣｌ培养基前在普通培养基上进行

预培养。

击问题有一定的启示。

１ 材料和方法

１．１菌株
本实验室分离保存的一株高效 ＴＡ降解菌 Ｃａｎ

ｄｉｄａＣＰ０２。
１．２培养条件

无机盐培养基牶ＫＨ２ＰＯ４０．１７％，Ｋ２ＨＰＯ４０．１％，
ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０５％，柠檬酸三钠０．０５％，加入对苯
二甲酸溶液至所需浓度，ＮａＣｌ含量由实验需要而
定。ＰＤＡ培养基见参考文献犤４犦。

采用二级培养法，培养８ｈ的种子液以７％接种
量接种于３０／１５０ｍＬ发酵瓶中，１５０ｒ·ｍｉｎ－１，３０℃
培养。定时取样分析。

１．３胞内海藻糖的提取及测定
取适量菌液离心处理，所得菌体用去离子水洗涤

３次，然后用１０％三氯乙酸常温抽提３次，合并３次
的抽提液，用硫酸蒽酮法测定其中的海藻糖量 犤５犦，海

藻糖的含量用所测海藻糖量与细胞干重的百分比表

示。

１．４细胞存活率的测定
细胞经适当稀释后，涂布在ＰＤＡ平板上，２８℃培

养４８ｈ后计数菌落数，计算细胞的存活率。
１．５细胞干重的测定

将样品放入已称重的离心管中，６０００ｒ·ｍｉｎ－１

离心１５ｍｉｎ，弃上清液，菌体用蒸馏水洗涤３次，６０℃
烘干至恒重，称量细胞干重。

１．６酶活力的测定
分别测定了不同浓度ＴＡ溶液中海藻糖分解酶和

海藻糖合成酶的酶活力大小。

１．６．１海藻糖分解酶 牗ｔｒｅｈａｌａｓｅ，ＥＣ．３．２．１．２８牘活力
测定

在２ｍＬ的２００ｍｍｏｌ·Ｌ－１海藻糖１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１

乙酸钠缓冲液（ｐＨ５．６）溶液中，加入０．５ｍＬＣＰ０２的
无细胞抽提液，３７℃温育３０ｍｉｎ。然后在１００℃加热
５ｍｉｎ使反应终止后，测定反应体系中葡萄糖的含
量 犤６犦。一个海藻糖酶活力单位表示为在１ｍｉｎ生成２
ｍｏｌ·Ｌ－１葡萄糖的酶量。
１．６．２海藻糖－６－磷酸合成酶活力的测定

海藻糖合成酶（ｔｒｅｈａｌｏｓｅ－６ｐｓｙｎｔｈａｓｅ）活力是通
过测定由海藻糖磷酸解后形成的葡萄糖和 α－葡萄
糖－６－磷酸来测定的。产生的α－葡萄糖－６－磷酸
的量通过６－磷酸葡萄糖脱氢酶 牗Ｇ６ＰＤＨ牘来检测。

Ｇ６ＰＤＨ从上海生工公司购得。海藻糖合成酶通过３４０
ｎｍ光吸收的变化来检测，产生的 ＮＡＤＰＨ的量与海
藻糖合成酶的酶活成正比。

反应体系为海藻糖２００ｍｍｏｌ·Ｌ－１、磷酸钾缓冲
液 （ｐＨ７．０）４０ｍｍｏｌ·Ｌ－１、谷胱甘肽１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１、
ＥＤＴＡ０．１６ｍｍｏｌ·Ｌ－１、ＮＡＤＰ＋１ｍｍｏｌ·Ｌ－１、ＭｇＣｌ２·
６Ｈ２Ｏ１．３ｍｍｏｌ·Ｌ－１、１，６二磷酸葡萄糖 ０．０６７
ｍｍｏｌ·Ｌ－１、１．７５Ｕ·ｍＬ－１葡萄糖－６－磷酸脱氢酶，
加入１ｍＬ－１ＣＰ０２的无细胞抽提液，总体积为４ｍＬ。
在温育过程中，记录３４０ｎｍ吸光值的变化犤７犦。在此反

应条件下，一个酶活力单位为每分钟催化形成１μｍｏｌ
α－葡萄糖－６－磷酸的酶量。

２ 结果和讨论

２．１胞内海藻糖对抗渗透压冲击的作用
海藻糖作为保护剂，可以起到保护细胞抗冲击的

作用。如表 １所示，在普通培养基中呈对数生长的
ＣａｎａｄｉａＣＰ０２转移到含２０％ＮａＣｌ的培养基后，细胞
存活率急剧下降，２０％ 的 ＮａＣｌ能够完全抑制其生
长。但将细胞在含有５％的 ＮａＣｌ的培养基中预培养
一定时间后再转入含２０％ＮａＣｌ的培养基中，能够耐
受高渗透压冲击的细胞数量有明显上升。

对细胞内的海藻糖分析发现，在普通培养基中，

酵母菌ＣＰ０２胞内的海藻糖含量较低，经过５％ＮａＣｌ
的预培养后，细胞内积累了大量的海藻糖，达到

５．６６％，含量提高了４１９．３％。海藻糖的含量越高，在
冲击中细胞存活率就越高，存活率的不同可以用胞内

海藻糖含量的不同来解释。该结论说明胞内海藻糖含

量与酵母在高渗条件下的抗逆耐受力呈正相关关系，

表明海藻糖可以在ＣＰ０２中作为抗冲击保护剂。

２．２在 ＴＡ培养基中胞内海藻糖含量对细胞生长和
ＴＡ去除率的影响

在研究ＴＡ降解的过程中，发现ＴＡ浓度变化对
降解率几乎没有影响，并且ＣＰ０２对高浓度的ＴＡ也
有很强的耐受性。为了考察海藻糖在ＴＡ降解中的作

培养条件 存活率 ／％ 海藻糖 ／％
１ １２ ５．６６
２ １ １．０９
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图１ 起始 ＴＡ浓度对降解率的影响

Ｆｉｇｕｒｅ１ ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｉｎｉｔｉａｌＴＡｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｎｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｒａｔｅｓ

图２ 酵母细胞生长曲线

Ｆｉｇｕｒｅ２ ＧｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｏｆｔｈｅｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈｏｆＣａｎｄｉｄａＣＰ０２

表２ ＴＡ浓度对酶活的影响

Ｔａｂｌｅ２ ＴｈｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆＴＡｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｔｏｅｎｚｙｍａｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙ

图３ 细胞内海藻糖的积累

Ｆｉｇｕｒｅ３ Ｔｈｅａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎｏｆｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｔｒｅｈａｌｏｓｅ

用，进行了在不同ＴＡ含量 牗０、５００、１０００ｍｇ·Ｌ－１牘的
无机盐培养基中细胞生长、ＴＡ降解和海藻糖含量关
系的试验（如图１～３所示）。

从图１可以看到，ＴＡ起始浓度对其降解率基本
没有影响，ＴＡ仅对降解起始时间稍有影响，在５００
ｍｇ·Ｌ－１ＴＡ的培养液中，２４ｈ后开始降解； 而在
１０００ｍｇ·Ｌ－１和１５００ｍｇ·Ｌ－１ＴＡ的培养液中，降解
从３６ｈ后才开始。但是，最终的降解率基本相同，没
有显著差异。图２为酵母细胞的生长曲线，ＴＡ浓度对
细胞的生长影响不大，培养４０ｈ后细胞进入对数生
长期，６０～８０ｈ是细胞生长稳定期，随后进入衰亡
期。

分析不同ＴＡ浓度时胞内的海藻糖含量 （图３），
在３６ｈ时，不含ＴＡ的培养基中，胞内的海藻糖浓度
接近２％；在含５００ｍｇ·Ｌ－１ＴＡ培养基中，海藻糖含
量在３６ｈ时达到２．５％；而在１０００ｍｇ·Ｌ－１ＴＡ的培
养基中，胞内海藻糖浓度在３６ｈ可以达到５％。当细
胞在不同浓度的ＴＡ培养基中生长时，虽然胞内海藻
糖含量在３６ｈ内都有升高，但升高的程度不同，胞内

海藻糖含量随起始ＴＡ浓度升高而增加。
从图３还可以看出，所有的海藻糖变化曲线都出

现了两个峰，第一个峰出现在刚接入新鲜培养基中后

（３６ｈ），随即有所下降（３６～６０ｈ），最终在９６ｈ时又达
到一个高峰。海藻糖浓度达到峰值时，细胞处于生长

初期和衰亡期，结合 ＴＡ去除率曲线，ＴＡ的降解在
２４～３６ｈ后才开始，在开始降解前，细胞可能处于适
应新环境和合成ＴＡ降解酶的阶段。此时，细胞内的
海藻糖含量也因环境条件的变化而不同。ＴＡ浓度越
高，相应海藻糖的含量也越高，３６ｈ时ＴＡ浓度从０
ｍｇ·Ｌ－１增加到５００ｍｇ·Ｌ－１以及５００ｍｇ·Ｌ－１增加
到 １０００ｍｇ·Ｌ－１，海藻糖含量的比增长率分别为
２６．５％和１０２．０％，ＴＡ浓度对海藻糖含量的影响是
成指数增长的。在高浓度的 ＴＡ中海藻糖含量较高，
可以对细胞活性和ＴＡ降解酶活性起到保护作用。在
随后ＴＡ的降解中，海藻糖可能被用于在降解过程中
提供能源。在６０ｈ后，又出现一个海藻糖含量的高
峰。由图１可以看到在６０ｈ后，ＴＡ的降解基本达到稳
定，海藻糖含量的升高可能是因为营养缺乏引起的。

同时从图３可以看出，在不含ＴＡ的培养基中，第二
个阶段的海藻糖含量最高，而在这种培养基中，碳源

的含量最低，这说明了营养物缺乏是促使海藻糖含量

第二个高峰产生的主要原因。

２．３酶活力分析
对海藻糖合成酶活力和海藻糖分解酶活力测定

结果（表２）表明，在１０００ｍｇ·Ｌ－１的ＴＡ中Ｔ－６ｐ合
成酶的酶活比空白对照 （０ｍｇ·Ｌ－１ＴＡ）中提高了接
近６倍，因而达到第一个高峰时（３６ｈ）１０００ｍｇ·Ｌ－１

ＴＡ中海藻糖含量要远远高于其它处理，这说明海藻
糖是一种典型的应激代谢物，高浓度的ＴＡ可以促进
它的合成。Ｊ．Ｃ．Ａｒｇｕｅｌｌｅｓ曾报道热冲击可以提高
Ｃａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓ胞内的海藻糖合成酶的酶活以适应
不利的环境 犤８犦。Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ可以通过海
藻糖合成酶和外源吸收海藻糖能力的调节来提高胞

内的海藻糖浓度犤９犦，当胞内海藻糖浓度达到１．５％时，
就可以起到对饥饿、热冲击等的保护作用。ＷｏｏＨｏｎｇ
Ｊｏｏ等人发现，Ｐｓｅｕｄｏｎｏｎａｓｓｐ．ＢＣＮＵ１７１在１０％（Ｖ／

项目 ＴＡ浓度 酶活

海藻糖合成酶 对照 ５．２
１０００ｍｇ·Ｌ－１ ３６

海藻糖 对照 １．５
１０００ｍｇ·Ｌ－１ １．２



９８０ ２００４年１０月陈 鹏等牶胞内海藻糖在ＣＰ０２菌降解对苯二甲酸中的作用

Ｖ）的甲苯中通过提高海藻糖合成酶活力迅速积累海
藻糖以提高菌体对甲苯的耐受力 犤１０犦。比较２０ｈ时对
照（０ｍｇ·Ｌ－１ＴＡ）和１０００ｍｇ·Ｌ－１ＴＡ中海藻糖分解
酶酶活，发现ＴＡ对海藻糖分解酶的激活作用并不显
著，有无ＴＡ压力的存在海藻糖分解酶酶活没有明显
差别。

本试验表明高浓度 ＴＡ也可以作为压力诱导海
藻糖－６－磷酸合成酶的表达或激活其活性，胞内的
海藻糖的含量在此情况下会迅速升高，对细胞和ＴＡ
降解酶系起到保护作用，以提高细胞对高浓度ＴＡ的
耐受力并保证降解的顺利进行。

３ 结论

细胞内高含量的海藻糖能保护生物分子抵御伤

害，增强生存能力，还能抵御冲击负荷，保护细胞活性

和降解酶活性。高浓度的 ＴＡ能提高海藻糖 －６－磷
酸合成酶活性，使细胞迅速积累海藻糖，提高菌体对

ＴＡ的耐受能力并保护ＴＡ降解酶的活性，保证ＴＡ降
解的进行。ＣＰ０２降解 ＴＡ过程中胞内海藻糖代谢与
ＴＡ的降解关系的研究对进一步提高降解率和缩短降
解时间有着重要意义。在工业废水处理中进水的水质

水量常波动较大，对菌体的耐冲击负荷性能要求较

高，菌体调节细胞中海藻糖的含量可以提高自身抗高

冲击负荷的能力，将有利于满足废水处理的技术要

求。
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