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摘 要

褐腐真菌(Brown—rot fungi)是降解木材能力极强的一类担子菌，可在木素

少量被修饰或降解的情况下彻底降解木材，造成纤维索和半纤维素迅速解聚。研

究发现此类菌在降解纤维素时有许多独特的地方。它是一种研究天然木质纤维素

降解的重要的生物种类，为人们研究新的纤维素降解机制、彻底了解纤维素的微

生物降解机制和最终开发纤维素资源提供了新的途径。

关于褐腐菌降解木质纤维素的研究大多是以一种菌为模型进行研究的，因此

大多数结论的得出也是基于一种菌的研究，未免存在片面性，研究结论是否适用

于其他褐腐菌未曾考证。本文的第二章对褐腐真菌降解纤维素的特性进行了普遍

研究，证明了褐腐真菌在木纤材料上生长时，普遍产生具有产H0’活性的低分

子量的物质。

另外。铁元素在褐腐菌的整个纤维素辅助降解体系中起着至关重要的作用。

这提示我们褐腐菌产生铁螯合组分的重要作用．为了更好的研究褐腐菌的氧化降

解体系，我们把研究的重点转向了这种螯合铁活性组分。本文第三章对褐腐菌产

生的这种铁螯合物进行了一系列分离纯化，获得的初步纯化的铁螯合物，并对其

结构性质进行生物化学性质分析。在第四章中，本文初步探讨了这种铁螯合物对

不同真菌、细菌的影响。

本文为研究纤维素的降解机制、开发和利用纤维素资源以及研究开发开发新

的微生物活性药物提供了重要的实验证据。

关键词：褐腐菌、纤维素、羟自由基、铁螯合物。
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Abstract

Brown-rot fungi is one of the three groups of wood-decaying fungi．They can

strongly decompose cellulose and lignin，and play an important role in carbon recycle

and formation of humus in nature．Bm the mechanism by which they degrade

lignocellulose is still not clear．White·rot fungi have lignin pcmxidasc and cellulase

system，can degrade lignocellulosc；Brown—rot fungi don’t have e'xo-gill蝴e and

lignin-degrading enzyme system，but they call greatly degrade cellulose and lignm．

Nowadays，biodegradation of lignocellulose by brown-rot fungi has received

increasing attention．Bm until now,most studies arc phenomena descriptions and

deductions ofthe mechanism。which are lack ofdirect evidence．

In the second part of this artile．I testify that a娃nd of low-molecular-weight

substance、^ritll HO‘·producing activity is generally produced when brown-rot fungi

grcw Oil lignocellulose material．This makes the mechanism ofcellulose degradation

In the third part，I partially purified a iron chelator from the extracellular substance

and did some research on the judgement of structural character．Furthermore，I also

primarily tested the biological effect of the iron chelator on other

microorganisms---typical genus ofbacteria and fungi．

Key words：Brown-rot fungi，Cellulose，Hydroxyl radical，Iron Chelator
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第一章绪论

1．1 纤维素降解的战略意义

1．1．1开发生物质资源的战略意义

生物质是地球上数量最丰富的可再生性资源。据报道，全球每年通过光合作

用产生的植物质高达l，500-2，000亿吨1，相当于目前世界能源消耗的8～10倍

2，是石油等无法比拟的可再生资源。其中80％以上为木质纤维索类物质(如各

种草类、树木等都是纤维素、半纤维素和木素等聚合物的复合物)30而纤维素

占植物总千重的30％～50％，是地球上分布最广、含量最丰富的碳水化合物。

我国的纤维素资源也很丰富，仅农作物秸杆一项，每年可达o lO亿吨。虽然纤

维索资源是巨大的．但人们对它的开发和利用却十分有限，除了纺织、造纸和木

材工业外，只有少量低值应用，相当大的部分自然腐烂或燃弃，仅我国每年的各

种农业废弃物就有近十亿吨，工业纤维性废渣数万吨，这无疑是对自然资源的极

大浪费。更重要的是，生物质资源的不充分利用还造成了严重的环境污染，威胁

着人类的生存和健康·。

当今世界存在“资源、能源、农业、人口和环境”五大危机，缓解乃至解决

这些危机在很大程度上倚赖于生物技术的发展。植物质资源的生物转化和利用是

其中的一个重点。由于纤维素在造纸、纺织、化工、医药、建筑等领域的广泛应

用及其在国民经济发展中占有的重要地位，使得纤维素资源的开发利用具有重要

的意义。但是五十年代至六十年代。由于合成高分子材料的兴起，纤维素资源的

开发研究受到极大的影响：七十年代初期，由于石油危机的出现，这种曾被忽视

的可再生性资源又再次被重视起来5，尤其是近年来，可持续性发展战略的提出

使这一问题提升到了前所未有的高度。据资料统计。日本政府每年对有数百名科

学工作者参与的植物质生物转化系列项目的专项资助已达数十亿日元。Biomass

一词原来中文注释普遍为“生物量”，现在己有新释“生物原料¨，这也从一个

侧面说明大力开发和利用可再生资源日益成为人们的共识，几十年来，关于木质

纤维素的研究一直较为活跃。
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1．1．2木质纤维素资源的利用

作为陆生植物的骨架材料，亿万年的长期历史进化使植物纤维素类物质具有

非常强的自我保护功能。其三类主要成分——纤维素、半纤维素和术素本身均为

具有复杂空间结构的高分子聚合物，它们相互结合形成为复杂的超分子复合物，

并进一步形成各种各样植物细胞壁结构。这些复杂的三维空间结构使植物体得以

避免微生物及各种物理化学因素的攻击。木质纤维素材料的这种难降解性是其未

得到有效利用的主要原因。纤维素是地球上数量最多的可再生性生物质能，微生

物对它的降解是自然界碳素循环的主要环节，利用这种转化作用．可望将其转化

为饲料、粮食和化工原料，同时在污染的防治中也可发挥重要作用。

因此，生物质资源充分利用的主要难题是如何克服木质纤维素材料的这种

难降解性。阻碍着由葡萄糖组成的纤维素有效利用的最大障碍，是它被难以降解

的木素所包围。目前在工农业生产中的纤维素利用所遇到的障碍多由此而来。例

如：未木质化的牧草中的纤维素80％可为牛羊体内的微生物分解消化，而木质

化的麦杆纤维素的可消化率仅为20％。已有各类提高其消化率的物理、化学预

处理方法，往往因为耗能大、成本高、污染环境等问题未能得以实用。而实现这

一目标是需要对相关酶类对木质纤维素材料的降解过程有非常深入的了解的．目

前国外在这方面的研究异常活跃，国内也已有了良好的开端。

妨碍木质纤维素资源生物转化技术实用化的另一个主要障碍，是自然界中

的主要纤维降解酶类的比活力通常都比较低，致使酶的生产成本较高，影响了酶

的广泛使用。随着人们对纤维降解酶的立体结构和作用机理认识的深入，以及基

因工程、蛋白质工程技术的迅速发展，改造酶结构、提高酶比活力也已成为可能。

国内外有不少研究工作，已有通过蛋白质工程使酶的使用性能得到改善的成功报

道。

总之，生物质资源有效转化的最佳途径是使用现代生物技术，而生物技术

成功的关键是提高生物转化的效率。组织生物、化学、轻工、化工等多学科、多

专业科技人员的大规模合作研究，努力搞清生物质自我保护功能的结构基础，深

入探讨生物质资源降解的机理，研究固体纤维素材料加工的生化工程基础问题，

探寻生物质资源转化和废弃物资源化的新技术．是解决上述资源环境问题的关

键。
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1．2降解木质纤维素的微生物类群

自然界中，伴随着亿万年的进化历程，出现了众多能降解纤维素的微生物，

包括细菌、放线菌和真菌7q。初步统计，已发现具有降解纤维素能力的微生物

有近200中。其中，丝状真菌是研究最多的纤维素降解类群。包括木霉属

(Trichoderma)、青霉属(Pemcillium)、曲霉属(Aspergillus)的丝状真菌和担子菌，

其中又以木霉属的瑞氏木霉(z reseesei)、康氏木霉(7=koningiO、绿色木霉(Tviride)

和拟康氏木霉(T妒seudokordngiO及青霉属的斜卧青霉①decumbens)、微紫青霉僻

janthinellum)研究较多10～14 p许多菌已应用到了工业生产中。它在降解纤维素底

物时，菌丝穿过次生壁进入胞腔，由内向外降解纤维素，使纤维素逐步被破坏；

而细菌则是粘附在纤维上，从纤维的表面向内生长，在接触点处纤维素被降解，

使纤维表面呈锯齿蚀痕。以纤维单胞菌属(cellulomonas)、噬纤维菌属

(cytophaga)、生孢噬纤维菌属(sporocytophaga)、假单胞菌属(pseudomonas)、梭菌

属(clostridium)和芽孢杆菌属(bacillus)中的菌研究的较多：放线菌中对高温放线

菌属(Thermoactinomyces)和小单胞菌属(Micromonospora)有所研究．表l是常

见的可降解纤维索的菌种。

插表l

基于木材腐朽类型，可把木腐微生物分为白腐菌(White-rot Fungi)、褐腐菌

(Brown-rot Fungi)和软腐菌(Soft-rot Fungi)三类，白腐菌是研究最多、最为深入的

一类降解木索的微生物，它具有完整的木素降解酶系，能将木素彻底分解为C02；

而褐腐菌分解木素的能力很差，普遍认为脱甲基是褐腐菌对木素的主要修饰反

应；软腐菌部分分解或修饰木素，其降解木素的能力介于白腐菌和褐腐菌之间。

放线菌降解木素研究以链霉菌(Streptomyces警)进行的较多．与大数白腐菌不同，

链霉菌降解术素活性是在初级代谢阶段．通过脱甲基、芳环断裂和侧链氧化降解

木素。其它细菌如假单孢杆菌(Pseudomonas sp．)、芽孢杆菌(Bacillus sp．)和梭菌

(Clostridium sp．1等也有降解木素能力，细菌降解术素以溶解木素作用为主，使木

素矿化成为C02的能力远低于自腐菌．
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1．3纤维索生物降解的机理

1．3．1纤维素酶解机制

自从1906年从蜗牛消化液中发现纤维素酶以来，人们对纤维素的酶解进行

了大量的研究。从化学反应看，纤维素的降解只涉及13．1,4-糖苷键的水解及氢键

的断裂，是一个简单的反应过程，但作为植物细胞结构材料的纤维索是由纤维二

糖单元组成的螺条形的糖链，借氢键或其他共价键相互作用定向平行排列和堆砌

而成的惰性高聚物。纤维索底物结构的高度复杂性以及酶组分的多样性为彻底了

解纤维素降解机制带来一定的困难。

1950年Reese等15提出了著名的C1．Cx假说，认为cl因子首先破坏纤维素

结晶区链间的氢键，然后在Cx和葡萄糖苷酶的作用下彻底水解。Cl因子好比氢

键酶的作用。1969年Erikssonl6提出了顺序作用的Cx．Cl假说。Cx酶随机水解

纤维素链的糖苷键，生成还原性和非还原性末端．紧接着CI酶从非还原性末端

水解产生纤维二糖。由于这一机制在当时较好地解释了Cl和Cx的协同作用且后

来得到了实验验证，逐渐发展成为现普遍认可的外切酶一内切酶的协同作用机制，

Cl被确定为外切纤维素酶17．

现普遍认为真菌降解纤维素酶系由以下三种酶组成，三种酶组分协同作用完

成对纤维素的彻底降解。

1．内切葡聚糖酶(Endo-glucanase)。随机水解纤维素链内的13．1。4．葡萄糖苷

键：

2．外切葡聚糖纤维二糖水解酶(外切酶，cellobiohydrolases．简称CBH)，从

纤维素的非还原性末端水解释放纤维二糖；

3．13·葡萄糖苷酶(13—1,4-glucosidase)，水解纤维二糖生成葡萄糖。

虽然上述机制基本可以解释外切酶．内切酶的协同作用，但仍存在一些难以

解释的问题如为什么酶组分之间存在协同作用的差异性?不同纤维素酶组分的

底物特异性如何解释?尤其是无法说明这种协同作用的起始反应是如何进行的，

特别是对天然纤维素结晶区的酶解机制没有搞清楚。自80年代末，随着分子生

物学和现代实验技术的发展和应用。对纤维素的酶解机制以及酶的结构和功能的

研究取得了突破性认识。1986年，nlb％rgh埔用木瓜蛋白酶水解T．reesei的CBH

l，得到了具有吸附结晶纤维素能力的吸附结构域(Cellulose Binding
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Domain，CBD)和具有催化(水解)能力核心蛋白区，即CD区(CatalyticDomain)。

研究发现CBH I失去CBD区后，对结晶纤维素的吸附和水解能力大部分丧失，

僵对菲结晶区的吸附和水解能力基本未变挎，对r reesei,Cfimi及Cellulomonas

的CBH I的CBD进行定点突变的研究结果也证实了这～点20引。Knowles等人

认为CBD具有“疏解”纤维素链的作用21。我实验室对拟康氏木霉z

pseudokoningii和徽紫青霉的CBH I的CBD的研究也获得类似结果。并进一步

观察到CBD吸附于纤维素后会导致纤维素超分子结构的破坏，但不伴有还原糖

的产生，即纤维索内的糖苷键未发生水解22、24=这一发现为彻底搞清结晶纤维素

的起始降解杌制提供了重要依据；同时也引发出一个问题．即纤维素超分子结构

的变化是否是降解的起始?

1．3．2氧化机制

虽然上述酶解机制已得到认可，但几十年来，人们利用纤维素降解酶系离体

降解纤维素的转化效率一直较低，这也成为纡维素酶应用中的一个障碍。是否除

了酶解机制外，还有其它的因子或机制参与纤维素的降解?最初发现氧化作用的

参与是1974年。Eriksson 25发现氧气可以提高白腐菌P chrysosporium对纤维素

的降解速度。于是猜测是否有氧化酶参与降解。周年，WestermAxk和Eriksson

从P chrysosporium中分到了纤维二糖脱氢酶(cDH严弱；1977年。Ander和

Eriksson27又从其他六株白腐菌中分到了CDH，到目前为止，已从多株木材降解

菌中发现了CDH的存在”，我室也撂到了类似的实验结果，发现在产生CDH

的微生物中可能存在着纤维素降解的氧化机制250 1992年，K．rcmor和W&xt29发

现CDH对纤维索的影响与氧气的消耗有着直接的联系，且发现CDH可以还原

Fe3+为Fe2+并以纤维二糖为电子供体还原。2产生竭02，以Fenton反应的形式

产生羟基自由基HO。，Henriksson更进～步提出了CDH以产生的HO‘氧化

解聚纤维素的观点30，此后又有一些研究表明CDH产生的HO‘能破坏结晶纤

维索的紧密结构，在降解中起着重要的作用3H3。

虽然CDH在纤维素降解中的氧化机制是近十年讨论的一个热点，但实际上

关于HO‘氧化作用纤维素的观点早在1965年就已提出，Halliwell¨发现Fenton

试剂H2Gb／F≯+产生的HO’具有极强的纤维素降解能力，H202+F≯+一HO
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‘+OH-+F矿，遴提出了HO。氧化降解纤维素的假说。木材降解菌的一大类群

一褐腐菌降解纤维索机制的研究更使研究者们认识到HO‘氧化机制在纤维索

降解中存在的可能性和重要性。褐腐菌不具有对于水解纤维素结晶区至关重要的

外切纤维索酶，却能完成对纤维索的彻底降解。迄今已从多株褐腐菌中分离到能

介导HO。生成的小分子物质，对纤维素的作用实验表明HO。确实在纤维素的

降解初期起着重要的作用35。

除上述之外．近来还有关于短纤维形成因子的报道。早在六、七十年代，

HalliweU就曾报道过短纤维形成现象M36，认为短纤维的形成是纤维素降解的起

始。1984年，Grifj曼n”从?=reesei菌的商品酶中分离得到一个能将滤纸裂解为短

纤维的非酶因予，与底物作用时体系中无可溶性还原糖的产生；此后对多株木材

降解菌的研究，更是证实了此种短纤维形成因子存在的可能性和与纤维素酶组分

的不同嚣。虽然短纤维形成因子的作用机制还未确证，但从其作用特点看，极有

可能是氧化机制在起作用．

1．4褐腐真菌降解木质纤维素的研究

1．4．1研究进展

长期以来，关于纤维素降解机制的研究主要集中在木霉等丝状真菌的内、外

纤维素酶怎样催化纤维素分子链B．葡萄糖苷键的水解作用方面，已深入到分子

水平。现已基本搞渍了它们水解结晶纤维素的机制，但研究大都是以不台木素的

纤维素材料进行的，仍未能阐明天然本质纤维素难以被降解的原因。在天然木质

纤维材料中，由于半纤维素和木紊与纤维索圊紧紧相连，特黜是木素包被着纤维，

纤维素酶无法与纤维接触，酶水解作用不能进行，这是木质纤维材料利用中的最

大障碍。虽然木素可被自腐蓖等微生物彻底降解，但降解机理没有摘清，依靠木

素降解途径来解决天然木纤材料中纤维利用的研究也受阻。为摆脱上述困境，研

究者们一直在探索新的降解途径。近年来，褐腐萄园其降解木材的强大能力、降

解方式的独特性而各受关注，其降解纤维素机制的研究成为国际上研究和争论的

一个热点。
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1．4．2褐腐菌降解木材纤维素的特点

褐腐菌是降解木材能力极强的一类担子菌，可在木素少量被修饰或降解的情

况下彻底降解木材，造成纤维素和半纤维素迅速解聚。研究发现此类菌在降解纤

维素时有许多独特的地方。

1． 褐腐菌虽然大量降解木材，但在生长前期，只造成纤维素聚合度大幅度降低，

却不引起失重39：

2． 其次．尽管褐腐菌降解纤维素能力极强，它的纤维素酶系却不完整39。真菌

纤维素降解酶系一般由外切葡聚糖酶、内切葡聚糖酶和B．葡萄糖苷酶组成，

三者互相协同完成对纤维素的降解．而褐腐菌不具有对水解结晶区至关重要

的外切葡聚糖酶：

3． 褐腐菌降解木材时，植物细胞壁的S2层先被降解，而紧贴菌丝的s3层却保

持完整40。

1．4．3 Ho‘氧化降解纤维索机制

鉴于上述降解天然纤维素的特点，研究者们推测褐腐菌可能存在一种独特的

木材降解体系。起初。研究思路集中在寻找一种未知的小分子的酶，预想此酶能

穿入木材细胞壁中，降低纤维素的聚合度。但在过去40年的研究中，对褐腐菌

的胞外物质进行了大量的分析，但未找到这样一种酶。对木材细胞壁的孔径大小

研究表明，酶分子不能穿过完整的木材细胞壁4l哪；另有免疫电子显微镜观察发

现褐腐菌的胞外降解酶类和代谢物．包括各种纤维素酶等在早期降解阶段，都不

能进入到木材细胞壁中“堋。1965年，Halliwell发现Fenton试剂H20卯e2+产

生的HO·具有极强的纤维索降解能力34。

H20：+Fee+一HO·+OH’+F矿

推测在天然纤维素的降解中可能存在非酶的氧化机制。 关于非酶机制的最有力

的证据是1981年Cobb所做的实验。他将纤维素底物进行同位素标记，将底物

与活菌体用能阻挡酶组分滤过的超滤膜分隔开，但还是检测到了带有同位素标记

的可溶性产物，表明褐腐菌有非酶的小分子组分参与了纤维素的降解。 Koenigs

等人也发现经Fenton试剂作用过的木材在物理化学性质上与褐腐的木材是相似

的掘47，后经红外光谱、GC／MS分析表明，纤维素经Fenton试剂H20,rFe2+作
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用和纤维素经褐腐菌作用的产物是一致的。并在一些褐腐菌如Gioeophyllum

trabeum中通过测定KTBA(2．keto-4-thiomethylbutyric acid)被HO·氧化产生

的乙烯间接检测到了HO·生成挑’49，褐腐菌以HO·氧化降解纤维素的假说

日渐形成。

此外，褐腐菌具有铁络合能力也是一个重要发现。木材中铁的含量通常是

很低的，为O～2u mol／L，而可溶性铁更低一些。Fenton反应需要RP的参与，

Fekete和Jellison等人利用CAS检测方法首次由褐腐菌中检测和分离得到了具有

铁络合能力的络合物50．51,这为褐腐菌的依赖于Fe2+的HO·氧化机制提供了证

据。

褐腐菌的氧化降解机制提出及发现其具有铁络合能力以后，研究工作集中在

寻找含小分子物质的胞外氧化降解体系，其中体系中参与单电子氧化还原反应、

具有铁络合能力的小分子物质的分离纯化及其在纤维素降解中的作用机制是研

究的焦点．由于密粘褶菌Gloeophyllum trabeum的纤维素降解能力很强，棠被作

为褐腐菌的代表菌株进行研究。但因寻找这样一种未知因子有一定的难度，且检

测其活性的方法与水解酶类也很不相同，因此研究工作一直未有大的突破，进展

较为缓慢。

1992年，Enoki等人引从G．trabeum以木质纤维素为底物的胞外培养液中分

离得到了一个部分纯化的组分，含Fc2+、蛋白质、和中性碳水化合物，凝胶过滤

层析测得其分子量在1000～5000，此组分可催化单电子供体如NADH与02形

成H202；而且此组分可将Fe3+还原为Fc2+，并具有铁络合能力，实验证明为含

糖的小肽。但此后十年再也没有关于糖肽研究的详尽的报道，已公开发表的研究

工作也只限于分离纯化方面，这种小分子物质在纤维紊氧化降解中的作用未有阐

述。

近来，关于褐腐真菌纤维素氧化降解体系中小分子物质为铁离子络合物的报

道较多。1989年，Fekete等人发现多种褐腐菌可产生高度络合铁的物质．．称为

siderophoreso，木材降解菌产生的siderophores一般是类酚结构的化合物。1991

年，Jellison首次从G．trabeum的培养液中用薄层层析的方法分离得到具有高度

络合铁离子能力的物质强，后经I-IPLC、GC-MS、红外光谱检测鉴定为酚类物质，

进一步研究发现酚类化合物可以还原Fe3+，产生HO·，对纤维紊底物具有一定
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的作用。Goodell等人将此类由G．trabeum产生的、经1000 Da的膜超滤过并

经乙酸乙酯抽提出的具有铁络合能力的酚类物质称为Gt factoP5．目前关于Q

factor的报道均来自于Goodell研究小组”。

Zohar钳也曾报道G．trabeum的胞外培养液经截留分予量<1000的膜超滤后

经船Lc分离，得到一纯化的小分子组分，鉴定为2，s．二甲氧基．1'4一苯醌，可将

Fe”还原为Fe”，且可自我氧化产生H202。能强烈断裂与纤维素一样由．C．C-构

成的聚乙烯乙二醇，推测G frabeum利用这种氢醌驱动的Fenton反应裂解纤维

素，氢醌在I-I：02和Fe2+的循环生成中起重要作用。Kenneth及Andrzej等人55两

也有类似的报道。

关于多株褐腐菌降解纤维索特性研究主要有Highley和Enoki等人的工作。

Highley通过对多株褐腐菌作用后的纤维索底物进行分析发现，在纤维素降解初

期，纤维素迅速解聚，解聚与底物大量失重是两个独立的过程；Enoki等人则发

现多株褐腐菌的粗酶液所具有的单电子氧化活性似乎与底物的降解有关系。但两

人的研究都没有分离纯化工作作基础，都是胞外粗酶液作用的结果分析。本实验

室的王蔚等人以褐腐菌的典型代表菌株一密粘褶菌Gloeophyllum trabeum为研究

对象，于其胞外酶液中首次分离纯化得到～低分子量的活性多肽组分(称作Q

因子)，研究了Gt因子介导的羟基自由基HO‘的形成机制及其在木质纤维素降

解中的作用。电子自旋共振①sR)、红外光谱(FT-IR)、X．光衍射等分析证实Q因

子可介导HO‘的生成．且以HO。破坏纤维素中的氢键连接并导致糟苷键的断

裂，使其暴露出更多的还原性和非还原性末端，为纤维素的迸一步降解提供条件。

为研究褐腐菌中HO’氧化降解纤维素机制的确立提供了直接的证据57堋。

1．4．4 目前研究中存在的问题

由近年来的研究进展可知，关于褐腐菌降解木质纤维素的研究已基本建立起

来的结论是：褐腐菌可能以一种非酶的、小分子物质参与的、涉及IIO·的氧

化机制来降解纤维素。虽然现普遍认为褐腐菌以HO·机制氧化降解纤维素，但

由于缺少诸多直接的、确凿的证据，HO·氧化降解机制的确立还需要进一步的

研究。
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Enoki的糖肽以及Goodell的Gt chelator都是由密粘褶菌分得的，是否存在

于其他褐腐菌未曾考证；此外，Gtchelator是从以葡萄糖为碳源的Gloeophyllum

trabeum的液体发酵液中分到的。许多研究已表明在自然环境中，真菌以木纤材

料为底物的固体发酵的降解酶系与以葡萄糖等为碳源的液体发酵的降解酶系是

根本不同的61’63|且酚、醌类物质为次级代谢产物，是木素降解的中间体。褐腐

菌在降解木质纤维素的初期基本不降解木素，所以醌类物质为降解初期的小分子

活性物质的可能性不大。

虽然关于揭腐菌的研究已有几十年，关于褐腐菌降解木质纤维素的研究大多

是以一种菌一密粘褶菌Gloeophyllum trabeum为模型进行研究的，因此大多数结

论的得出也是基于一种菌的研究，未免存在片面性，研究结论是否适用于其他褐

腐菌未曾考证，还未有人对多株褐腐菌进行系统的研究，这其中也包括分离纯化

工作的片面性。近来，关于褐腐菌胞外低分子量活性物质分离的研究较多，但此

类物质是否广泛产生。HO‘氧化降解纤维素的特点是否具有普适性，还需要多

株褐腐菌研究结果的支持。

本文在第二章中对褐腐真菌降解纤维素的特性进行了普遍研究，证明了褐腐

真菌在木纤材料上生长时，普遍产生具有HO。活性的低分子量的物质．

1-5褐腐真菌产生的铁螯合物在纤维素降解可能的机制分析

褐腐真菌降解纤维素机理的研究主要是建立在1965年Halliwcll提出的假

说，即由于Fenton试剂H202／Fe2+产生的HO·具有极强的纤维素降解能力”，

继而推测在天然纤维素的降解中可能存在羟自由基相关的非酶的氧化机制．到目

前为止，越来越多的研究证明了这种氧化机制的存在及其在羟自由基在纤维素降

解中的作用"’∞．值得注意的是，在褐腐菌的氧化降解纤维素的体系中，铁离子

在羟自由基产生体系和纤维紊降解过程中起着至关重要的作用，另外，它还是重

要的氧载体和电子传递体。影响着生物体的物质代谢和能量代谢。本实验室王蔚

等的研究表明，吼因子不但具有产羟自由基的活性，还具有螯合铁离子的活性。

随着研究的深入，我们发现凝胶过滤层析中。聱合铁活性组分与Gt因子话性部

分不是完全重合的，更重要的是．能产生羟自由基的物质非常多，而且目前羟自

由基常用的简便检测方法的特异性较差。为了更好的研究褐腐菌的氧化降解体
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系。我们把研究的重点转向了这种螯合铁活性组分。

环境科学的研究表明“。一些铁有机配体化合物具有光化学活性，如铁．草酸

配合物，铁．柠檬酸、甲酸、酒石酸配合物，铁．硬脂酸盐等。其中一些化合物的

光活性被利用来降解有机物。一些作者还报道了草酸铁与光-Fenton试剂结合降

解全氯烃及实际废水中的有机污染物。有报道说铁．硬脂酸盐可来降解大分子有

机聚合物，如塑料包装袋等。铁有机配合物为什么能降解有机化合物甚至是大分

子有机化合物呢?Zu065’67等人的研究表明，铁．草酸盐络合物的光解是大气水相

中H202的主要来源。大气水相中。铁．草酸盐络合物作为一种催化剂，在溶解氧

体系中，经紫外光或可见光的照射可以通过一系列的自由基反应发生光解反应，

产生H202．H202通过Fenton反应产生羟自由基，后者可以氧化多种天然或人工的

有机物或者无机物，具有相当重要的意义。这就为铁螯合物在纤维素降解机制中

的作用研究提供了崭新的思路。褐腐菌是否就是通过这种低分子量的铁螯合活性

物质和铁共同的催化作用．使水相中产生H202，继而产生一系列自由基反应来

达到其辅助降解纤维素的作用昵?本文的第三章就把研究重点放在褐腐菌产生

的铁螯合物上，进行了一系列研究。对褐腐菌产生的这种具有辅助降解纤维素作

用的铁螯合物进行了一系列分离纯化的尝试，对其结构特征进行了分析。

下面简要介绍一下铁螯合物相关的研究现状。

1．6铁螯合物的多样性

铁是一种地球上含量丰富的金属元素，主要以不溶性的Fe3+形式存在，pH7

时的溶解度仅为lff3moFL醴。一般生物利用铁都是通过一些螯合铁的组分把这种

低浓度的铁进行富集或者把不能利用的铁转化为可利用的形式．Hopping(1963)

研究认为铁是以螯合物的形式被吸收的。在动物的肠腔内，无论是Fe2+还是Fe3+，

都必须与内源或外源配位体结合形成络合物，再以此形式吸收并进一步转运．从

另外角度讲。细胞膜是由蛋白质和脂类组成的，它是细胞内外环境的天然屏障，

铁离子要穿过细胞膜。需要～种载体分子将之包被起来，形成一种有机的脂溶性

表面，才能穿过细胞膜。可见，铁螯合物在比较原始的微生物类群中起着重要的

作用，在高等动植物甚至是人的代谢中也起着非常重要的作用。
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下面首先介绍一下铁螯合物相关的概念和研究背景。

I．6．1铁螯合物相关概念

铁螯合物(iron chelator)是指生物为了利用铁元素或者其他代谢需要所产生

的一类重要的能够螯合铁的生物活性分子。能够对铁有螯合作用的物质很多，它

们是生物利用铁元素的一种重要的分子。其中，铁载体(siderophores；iron carriers)

是一种非常重要的铁螯合物。它是指细菌或真菌在缺铁压力下产生的一种分子量

相对比较低的铁离子的特异性螯合物的。本文研究的褐腐菌产生的铁整合物大致

可以归为铁载体这一类生物活性物质。

这些化合物对微生物的作用是在环境中获取铁或者使这些矿物质变得可用。

相关的研究已经有五十多年的历史。其中比较有趣的是大多数好氧和兼性好氧微

生物至少产生一种铁载体。铁载体与微生物对动物和植物的毒性有关，现在有较

好的I晦床应用的前景，并在农业中有起着很重要的作用∞。

1．6．2产生铁螯合物微生物的多样性

目前报道的能产生铁螯合物的微生物很多．在真菌和细菌中都有报道。

Milagres等用改良的络天青S(CAS)琼脂糖平板方法从多株真菌(担子菌、

半知菌．予囊菌、接合菌)和细菌(革兰氏阳性菌、革兰氏阴性菌)中检测到了

铁螯合物活性，证明了铁螫合物的广泛存在。特别地，一些具有木材降解功能的

担子菌和益霉的CAS反应最迅速∞。

荧光假单胞菌群(FluorescentPseudomonads)在LB培养基上可以产生一种

黄绿色色素，大量的研究已经确证这种色素就是一种铁载体．产生铁载体的菌株

表现为在菌苔周围形成橙红色晕瞬，检测结果十分直观71。

Macrellis等对海水里的铁螯合物进行了富集分离，63％的铁整合物分子量在

特定的分子量范围内(300．1000 Da)。而且．发现所有的整合物都具有儿茶酚和

氧肟酸基团．证明了海水中的铁载体与实验室分离到的铁载体类型是一致的，这

一结果的重要性在于对人们理解整个自然界中铁螯合物的性质有很大的帮助8。

Milagres等还从白腐菌中检测的明显的儿茶酚类、氧肟酸衍生物和草酸三种
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铁螯合活性。并认为在过氧化氢存在的条件下。这些螯合物就可能通过Fenton反

应产生自由基的方式对纤维素和半纤维素进行攻击而降解纤维素并得到和褐腐

菌降解显微素类似的结果。另外，他还研究了这种铁整合物在造纸制浆漂白中的

作用73。

促进植物生长的根际细菌(Plant Growth Promoting Rhizobact盯ia,PGPR)通

过多种直接或间接的代谢机帝j抑制病原菌的繁殖并促进植物的生长。在低铁的环

境中，PGPR主要的抑菌机制是分泌一类与铁高亲和(Kd=lo．20～lffs0)的铁载

体，分子量约为400～1000Da，并以特异的转运系统转移至体内．供微生物自身

生长的需要，同时，降低了环境中的铁浓度．使植物病原真菌生长受到抑制。在

土壤中。大多数植物根系与植物病原真菌相比，能在铁浓度低1000倍的条件下

正常生长。所以，PGPR引起的局部缺铁不会损害植物的正常生长秘。

1．6．3铁螯合物结构的多样性

早期的研究认为：铁载体型螯合物可以分为两大类：儿茶酚型衍生物和氧肟

酸型衍生物．随着研究的深入，越来越多结构类型的铁载体被发现．后来儿茶酚

型衍生物、氧肟酸型衍生物和二羟基苯甲酸盐型衍生物被认为是三种常见的铁载

体类型。螯合物分离过程中铁的存在使铁螫合物结构的确定变得困难，这是因为

一方面铁会使结构单元遭到氧化破坏．另一方面其顺磁性会干扰核磁共振对其结

构的测定明。然而，还是有很多新的结构类型的铁螯合物被发现：肽类、羟基喹

啉、有机酸、氨基酸等类型的铁载体类型化合物都有报道。

PauleRe等用乙醇和反相高效液相的方法从假单胞菌细胞膜上分离到了一种

铁螯合物，经核磁共振和质谱鉴定为一种新型的铁螯合物：4．羟基．2．非喹啉

(4-hydroxy-2-nonylquinoline)74。

Boopathi等用柱层析和RP．HPLC色谱从植物根际假单胞菌的发酵液中分离

到一种多肽类铁载体，并证明了该铁载体含有喹啉结构。另外，他通过CD谱的

方法证明了肽·铁-喹啉复合物存在一种新型独特的转角结构，继而推测其在铁载

体二级结构的形成中起重要作用75。

迄今为止，肽类铁载体的研究比较多。GregoIy等已经能够通过一系列分子
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生物学的方法和计算分析．对链霉菌的非核糖体合成的肽合成酶的基因簇进行了

研究，从而对其基因编码的一种肽类铁载体：Coelichelin进行结构预测。为研究

这类铁载体龟Ij造了新的途径76。

铁色素(ferrichrome)是人们研究较充分的一种铁载体，最早从真菌ustilago

sphaerogena中提取得到。为一种环肽结构，含有三个甘氨酸和三个修饰了的鸟氨

酸残基，通过六个氧原子螫合铁。后来研究发现。许多中细菌(包括大肠杆菌)

都能利用和它结构非常类似的铁载体。结构如下图：

图1。1．铁色素的化学结构

根据对细菌体内铁的运输的研究，发现细菌产生一种被称为铁传递色素

(Siderochromes)的特殊螯合剂(一种在配位结合时能形成多环的配体)，对Fe(D)

有商亲和力，能形成亲脂性整合物(多环络合物)并通过膜结合运送铁。然后在细

胞壁上释放Fe(O)单独通过或完全螯合进入细胞。这种特殊螯合剂是以羟肟酸或

邻苯二酚母体为配位单位的多肽化合物等大分子，它们与Fe(O)络合的通式为

，尊●■·---，Ih善lIl，
曙—■l奎州量—-■●

图1．2．铁传递色素与铁的络合方式

去铁敏B(Deferoxamine B)是典型的氧肟酸型铁载体，由三个氧肟酸结构单

元组成。现在已经广泛的应用于临床，作为一种常规的药物使用77。
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Rhizoferfin,--种从根际微生物分离到的一种在赖氨酸和鸟氨酸处有羟基聚羧

酸结构的铁螯合物，既不是儿茶酚型衍生物也不是氧肟酸型衍生物"。结构如下：

燃日～瞄职筠
图1．3 Rhizofcrrin的结构

1．6．4铁螯合物生物学功能的多样性

铁螯合物在自然界中存在非常广泛。对生命现象也起着非常重要的作用。例

如血红素就是一种含铁的螯合物．它在人体内起着送氧的作用。Goto F等研究表

明，铁结合蛋白能在过量的铁引起的自由基毒害中维持光合作用的功能，对病毒

引起的坏死和真菌的感染表现出耐性，蛋白质通过截获细胞间铁，从而阻止铁参

与Fenton反应产生具有强活性的羟自由基，而保护细胞免受各种环境胁迫而导

致的细胞氧化性损伤。Laulhere等的研究说明螯合形式的铁，而非F矿是铁还原

的底物，控制铁结合蛋白对铁的吸收，从而控制细胞中铁的含量和Fe(Ⅱ)／Fe

(III)比。而当铁的吸收和释放同时进行时，铁螯合力是影响整个铁交换的关键

因子79。

微生物分泌的铁螯合物质在研究初期得到关注在于它们能富集铁元素，提高

土壤难溶铁的溶解性从而提高铁的有效性。随后的研究发现，微生物产生的铁螯

合物的作用不仅限于此，目前，它已被人们广泛的用于医药、造纸印染工业，化

肥工业、农牧业等。

铁螯合物的抗癌、抗病毒、抗氧化作用

Fe2+对细胞凋亡呈双相作用，缺乏铁可以引起细胞凋亡的发生。如用铁螯合

剂DFO(deferoamine)作用后可以引起HL．60细胞凋亡，此作用可被FeCb所

阻断。但机体铁含量过多亦会引起细胞凋亡，Jocob等就发现以8．羟喹啉作为

FeCl3及柠檬酸铁胺的载体，作用HUVE细胞(human umbilical vein endothelial

cell)引起细胞发生凋亡，此作用可被铁螯合剂所拮抗。
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铁对于凋亡所呈现的双相调节作用可能是由于FP+所催化的氧化还原反应

是机体抗氧化机制的一个中间环节，通过此环节细胞将某些氧化还原活性物转变

为另外一类的氧化还原物，然后通过其他途径加以转换消除。因此，当铁催化的

环节发生变化时就会导致此环节的底物或产物(均为氧化还原活性物)含量的变

化，可能引起细胞凋亡。此外，由于不同细胞正常的铁含量不同以及所含的其他

转化酶系的不同，也使铁在不同细胞表现的作用不同∞。

博莱霉索A(bleomycin A，BLMA)是一种抗肿瘤抗生素，亦是一种金属螯

台剂，可以与Fe2+、c03+等过渡金属离子络合，激活02，造成DNA氧化损伤，

这也是其抗肿瘤的分子机制。

色霉素(Chromomycin A3)和光神霉素(Mithramycin、Plicamycin蕾)螯合

铁的二聚复合物，比原来单体更有较强的抗癌活性。且造成细胞进行有程序死

亡。而且该二聚复合物与常用的抗癌药物比较如cisplatin和doxorubicin更具

有抗癌活性，解决了常用抗癌药物的抗药性问题，且也具有与双股脱氧核醣核酸

链接合的能力，尤其在milhramycin螯台铁的二聚复合物更具有切割DNA的能

力．光神霉素目前临床已在使用中，此药物直接是以静脉注射使用中。本发明系

将Plicamycin与铁结合形成稳定，并具有高效能之复合物。

蕊霉索具有广谱抗癌活性，广泛用于临床，但其在机体内产生自由基杀伤癌

细胞的同时．心肌细胞线粒体膜也遭受严重损伤，从而引起心脏毒性。右雷佐生

为EDTA的环状衍生物，易扩散进入细胞，细胞内水解产物可与铁离子形成金属

螫合物。有效除去阿霉索．铁螯合物中的铁离子，从而阻断由阿霉索．铁螯合产生

的自由基。起到保护心脏作用。与常用化学保护剂去铁铵比，本品具有细胞跨膜

转运分布快。迅速除去铁蛋白中铁离子的特性，不存在去铁胺对眼视网膜、听力

及肺功能的副作用，且不影响阿霉素的疗效，本品在国外已上市，广泛用于临床，

因此开发该产品前景看好．

苯丙素甙(PPG)。一种分离自民间中药马先蒿(P删ads)的活性铁螯合物，具
有抗病毒、抗肿瘤、抗氧化、抗血小板凝集及抑制白三烯B4合成等作用。有研

究表明，苯丙素甙能够抑制鼠肝微粒体脂质过氧化、自由基引起的红细胞溶血和

肿瘤细胞生长，清除超氧阴离子自由基和羟自由基，使肿瘤细胞发生再分化以及

快速修复氧化胁迫引起的DNA损伤。
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另外，Laine等分析了CAS法测定的铁载体分泌量和抗病原菌能力的相关性，

发现假单胞菌的某些菌株分泌的铁载体具有种的选择性，对某些病原真菌具有很

强的抑菌作用，对另一些病菌可能没有拮抗作用．甚至会有相反的促进作用醯‘
8I

o

在治疗疟疾中起重要作用

疟原虫需要铁来合成具有重要生命功能的含铁蛋白，如核糖核酸还原酶

(Ribonucleotide reductase，RR)催化还原为脱氧核糖核酸，在DNA的合成中

起重要作用；疟原虫Fe．SOD是其抵抗氧化压力的重要防御机制：细胞色素则在

生物氧化与能量代谢在起作用。血红蛋白是红内期原虫获得所需营养的重要来

源，血红蛋白在食物泡内被降解成氨基酸和以铁原卟啉Ⅸ形式存在的血红素，后

者聚合成对疟原虫无毒的疟色素。因此．铁对原虫是非常重要的。

疟原虫在宿主体内的数量是以指数方式增长，铁的需求很高，铁螯合剂可造

成选择性的原虫“铁饥饿”(iron starvation)，而人体正常组织更能耐受暂时的

铁缺乏。DFO、羟胺-铁离子螫合剂(reversed siderophorcs，RSF)、异烟酰及苯

甲酰腙类等铁螯合剂也不断的被发现并应用于临床驼。

铁过量和缺乏病

铁：过量地中海贫血病患者是因为长期输血治疗导致体内铁离子沉淀而造成器

官损害。去铁胺B可与铁螯合，给患者服用去铁胺B后，可有效地与铁螯合经尿

捧出鼬。

铁缺乏铁缺乏是世界范围的最常见营养缺乏病。但目前使用的各种补铁剂，

从简单的硫酸亚铁到各种有机铁盐，结果并不理想，不但对胃有很大刺激性。而

且由于铁离子或简单铁复合物产生的*OH自由基可能存在对细胞损伤。此外，

作为补铁剂的Fe(1I)盐在制备和贮存过程中易受氧化，而Fe(Ⅲ)盐在生理pH下
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又易水解聚合、影响吸收。现在已经研制出一种多糖天然高分子铁络合物补铁剂

商品名NIFEREXR．150并用于临床。

在工业上的应用

螯合分散剂作为一种特殊的环保型高分子化合物，对Ca．2+、M矿、Fe2+等金

属离子具有很强的螯合作用，用于退浆、煮练、漂白和染色等工序中，消除水中

钙、镁、铁等金属离子对产品质量的影响，(如织物黄斑等)，清除悬浮污垢和

杂质，分解设备内存在的钙皂沉淀物，是H202的良好稳定剂，可显著提高白度，

消除黄斑现象，对纤维有保护作用。用于染料印花或染色后的净洗和皂洗工序，

防止染料的粘色，提高产品质量。

在农牧业中的应用

土壤有效铁浓度通常低于作物吸铁临界水平，作物难于吸收利用。施入土壤

的无机铁肥因氧化作用及土壤碱性作用最终会转化为氢氧化铁，因此，无机铁肥

在土壤中的效果很差。而有机螯合铁肥则是稳定性很高的含铁化合物，其稳定常

数多接近于氢氧化铁的稳定常数，而且有机螯台铁肥多为溶性的．其对植物的有

效性很高。而有机警合铁肥化合物的稳定性愈接近氢氧化铁者，其有效性就愈高。

Junko Ohra等研究发现，从真菌Colletotrichum gloeosporioides中分离出的

一种植物毒素具有除草活性，对7种不同杂草的杀草谱实验表明，jointvevch受

害最严重、pigweed和florida beggarweed遭受严重的灼伤。并被抑制生长，

Jolmsongrass虽未被杀死。但却被严重矮化。毒素提取纯化后经红外线光谱、核

磁共振等实验分析发现，该毒素为高铁藏红花素，是一种铁离子载体，其作用机

制可能与螯合物的形成有关辨。

另外，氨基酸是一种比较适合的配位体，是铁吸收的原始模式之一．目前，

氨基酸已经是一种常用的畜禽饲料的添加剂”。

综上所述，铁螯合物是一种重要的生物活性物质，在生命代谢中其中非常

重要的调节作用．对铁螯合物的研究有着重要的理论和应用指导意义。
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1．7本论文的研究内容和及意义

褐腐菌是降解木材能力极强的一类担子菌，可在木素少量被修饰或降解的情

况下彻底降解木材，造成纤维索和半纤维素迅速解聚。研究发现此类菌在降解纤

维素时有许多独特的地方。它是一种研究天然木质纤维素降解的重要的生物种

类，为人们研究新的纤维素降解机制、彻底了解纤维素的微生物降解机制和最终

开发纤维素资源提供了新的途径。

虽然关于褐腐菌的研究已有几十年，褐腐菌对木质纤维素的降解尚有大量关

键的问题等待去阐明和解释。关于褐腐菌降解木质纤维素的研究大多是以一种菌

为模型进行研究的，因此大多数结论的得出也是基于一种菌的研究。未免存在片

面性，研究结论是否适用于其他褐腐菌未曾考证。本文对褐腐真菌降解纤维素的

特性进行了普遍研究，证明了褐腐真菌在木纤材料上生长时，普遍产生具有HO

。活性的低分子量的物质。

随着对褐腐菌降解纤维素机理研究的深入，人们不断完善小分子物质参与的

辅助降解纤维素机制。本实验室王蔚等的研究提出了一系列Gt因子产生的羟自

由基辅助参与纤维素降解的理论，完善了褐腐菌独特的降解纤维素机制。王蔚等

提出了Gt因子的螯合铁组分，在褐腐菌降解纤维素的初期起了富集三价铁离子

的作用，继而通过一系列的氧化还原和自由基反应，最终生产羟自由基，后者通

过打断纤维素的氢键而为进一步的酶解创造条件。但是，Gt因子辅助降解纤维

素的理论还存在一些问题。羟自由基产生的过程还不清楚，凝胶过滤层析的结果

表明，螯合铁活性组分与吼因子活性部分不是完全重合的，更重要的是，能产

生羟自由基的物质非常多，而且目前羟自由基常用的简便检测方法的特异性较

差。为了更好的研究褐腐菌的氧化降解体系，我们把研究的重点转向了这种螯合

铁活性组分。我们对褐腐菌产生的这种铁螯合物进行了生物化学性质分析，并在

其对其他微生物的生理的影响方面进行了初步的探讨。

以上研究为研究纤维素的降解机制、开发和利用纤维素资源以及研究开发开

发新的微生物活性药物提供了一定的实验依据。
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第二章羟基自由基HO。的产生是褐腐真菌降解木质纤维素时的普

遍性现象

迄今为止，关于褐腐菌降解木质纤维素的研究大多是以一种菌一密粘褶菌

Gloeophyllum trabeum为模型进行的，因此大多数结论的得出也是基于一种菌的研究，未

免存在片面性。近来，关于褐腐菌胞外低分子量活性物质分离的研究较多，但此类物质

是否广泛产生，HO’氧化降解纤维素的特点是否具有普适性，还需要多株褐腐菌研究结

果的支持“。

关于多株褐腐菌降解纤维素特性研究主要有HigbJey47和Enoki等人的工作。Highley

通过对多株褐腐菌作用后的纤维素底物进行分析发现，在纤维素降解初期，纤维素迅速

解聚，解聚与底物大量失重是两个独立的过程：Enoki等人则发现多株褐腐菌的粗酶液所

具有的单电子氧化活性似乎与底物的降解有关系艚’5l。但两人的研究都没有分离纯化工

作作基础，都是胞外粗酶液作用的结果分析。如绪论所述，以纯化低分子量活性物质为

基础的褐腐菌的研究工作是阐明褐腐菌降解纤维素机制的关键，故本部分工作首先以分

离纯化工作作为出发点盯。

2．1实验设计

对我室常规的木材降解菌的培养方法及文献报道的培养基配方进行改进，11株褐腐

菌的培养尽可能模拟其自然生长条件，不添加任何成分复杂的天然物质如麸皮汁，故实

验中设计以术浆片为唯一碳源。在无机盐培养基上进行固体发酵。为了避免酶液中的其他

组分对研究纤维索降解的影响，对ll株褐腐菌的胞外抽提液均进行初步的分离纯化，然

后再对活性组分进行一系列的分析。

2．2材料与方法

2．2．1菌株

Gloeophyllum trabeum CFCC 7047

Poriaplaeura CFCC 7130

以上两株菌由中国林业科学院林业科研所提供

-2I-
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Gloeophyllum trabeum As j．98

Laetiporus sulphureusAs，．617

Laetiporus sulphureus As 5．622

Lentinus lepideus As 5．1 71

Poria COC03 As i55

Pork COCOSAs5．78

Lentinus edodes As i 708

Lentinus edodes As 5．714

Gano如rma lucidum As 5 65

由中科院微生物菌种保藏中心提供。

2．2．2培养基及培养方法

无机盐培养基(w／v)：含O．15％的KH2P04：O．05％的MgS04：O．05％的(NH4)2S04；

0．01％的CaCh；O．001％的MnS04；O．001％的FeS04．60 ml的无机盐培养基装入250 ml的

烧杯中，加1．5％的琼脂，5层纱布覆盖烧杯口，灭菌．待培养基凝固后，在其表面放置无

菌的木浆片(1．5x1．5 cm)，接种生长在土豆培养基上的茵丝块，28"(2恒温静置培养28天。

培养28天后，用醋酸缓冲液(O．02 mo帆，pH 4．8)浸泡培养基。抽提4 h，抽提的胞

外培养液经10000 r／min离心取上清液。

2．2．3纤维素酶活力及还原糖的测定

还原糖的测定采用3。5．二硝基水杨酸(DNS)法髓。

滤纸酶活(FPA)： 50 mg滤纸放入到1．0 ml醋酸缓冲液(0．05 M．pH 4．8)中，加

入0．5ml诲液，50℃保温50分钟，加入2mlDNS终止反应，煮沸10分钟，540m下

测定还原糖的生成。

外切葡聚糖酶(CBH)：p·对硝基酚·B-纤维二糖苷(pNPC，O．5％)溶于1．0 ml醋

酸缓冲液(O．05M，pH4-8)中，加入O．5Ⅱd酶液，50℃保温50分钟，加入2mlDNS终止

反应，煮沸10分钟，540 n／n下测定还原糖的生成。
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内切葡聚糖酶(CMCase)：羧甲基纤维索钠(CMC，O．5％)溶于1．0 ml醋酸缓冲液

(0．05M，pH4．8)中，加入0．5ml酶液。50℃保温30分钟，加入2mlDNS终止反应，煮

沸lO分钟。540 nm下测定还原糖的生成。

B-葡萄糖苷酶：水杨素(0．5％)溶于1．0ml醋酸缓冲液(O．05 M’pH4．8)中，加

入0．5烈酶液。50"C保温50分钟，加入2fnlDNS终止反应，煮沸10分钟，540nln下测

定还原糖的生成．

木聚糖酶：木聚糖(O．5％)溶于1．0ml醋酸缓冲液(O．05M，pH4．8)中，加入O．5Inl

酶液，50"C保温50分钟，加入2 ml DNS终止反应，煮沸lO分钟，540 rtm下测定还原糖

的生成．

在上述酶活力的测定中，每分钟酶水解产生l微摩尔的葡萄糖为一个酶活单位。

纤维二糖脱氢酶(CDH)89 lⅡll柠檬酸缓冲液(O．05 M，pH 5．O)中，细胞色素C 25 p

mol／L，纤维二糖500 it mol／L，加入0．5 ml酶液，550 nm下测定光吸收的变化。550越

下cyt c的消光系数为21 mM’‘cml．

术素过氧化物酶(LIP)：以藜芦醇为底物，3．0 mL pH 3．5的80 mmoFL酒石酸缓冲液

中含5 mmol／L藜芦醇．0．4 mmoFL H：仉，0．3 mL酶液．30"C下检测310衄处的光吸收变

化．消光系数e一95000 motlL cm．1，以每分钟转化l pmol底物定义为一个酶活力单位。

锰过氧化物re(MaP)： 以2，6-D枷’(2，6捌melh雠y灿1)为底物，3．0 mL pH 4．5的50

mmol／L醋酸缓冲液中含l mmol／L 2,6-DMP,0．3 mL酶液，12．5止10 mmol／L H2如．30"C下

检测470 nrn处的光吸收变化。以每分钟转化1 ttmol底物定义为一个酶活力单位。

漆酶(1accme)： 以2,6-DMP为底物，3．0 raLpH 4．5的50 mmol,tL醋酸缓冲液中含1

mmol／L 2,6-DMP 1 mL，酶液2 mL．30"0下检测470 nm处的光吸收变化。消光系数e=

49600 tool"1L cm．1，以每分钟转化l pmol底物定义为一个酶活力单位。
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2．2．4褐腐菌胞外培养液的初步分离与纯化

各株褐腐菌的胞外抽提液分别经截留分子量5 k Da的膜(Amicon)超滤，滤过液冷

冻干燥浓缩约50倍后上Scphadex G一10柱(枣1．6×100 cm)进行初步分离，醋酸缓冲

液洗脱(0．05mol／L，pH4．5)，流速9 rnl，h．

2．2．5 TBA法测定Ho’的生成”

1 mI含2一D一脱氧核糖14 mMol／L)、纤维二糖(O．8 retool／L)、FeCl3(O．1 retool／L)

的柠檬酸缓冲液(O．05 mol／L pH 5．5)中，加入一定量的样品，30"C振荡反应lh，加入1

Inl硫代巴比妥酸(TBA，1％，用O．05tool／LNaOH溶液配制)和1 lnl三氯乙酸(2．8％)，

100℃加热反应15 rain，冷却后于532 nnl测光吸收。532 am下的吸收表明有HO‘的生

成．

2．2．6 Ve3+的还原9‘

利用ferrozine作为Fd+还原为Fe2+的指示剂，2 ml样品溶液与0．5 ml fermzine(15

mmol／L)和0．5 ml FeCb(1．2 mmol／L)混合，测定不同时间后562 nln处的吸光度值，以不

含FeCl3的样品作对照．0D。：随时间不断增加表明有Fe3+逐渐被还原为R芦．

2．2．7 CMC．Na粘度实验

将样品溶液与等体积的4％的CMC-Na溶液混合，50℃保温一定时间后通过测定溶

液流经奥氏粘度计的时间的变化来相对地测定CMC-Na溶液粘度的变化和表征其解聚的

发生。

2．2．8铁氰化钾法对纤维素底物还原力的检测”

向20 mg棉花纤维素粉中加入3 ml蒸馏水，再加1 ml氰化物一碳酸盐溶液(O．064

％氰化钾与O．52％碳酸钠)和lIIll0．05％铁氰化钾溶液．沸水浴15rain，冷却5rain。

加入2 ml铁铝一磷酸试剂显色，600rim下测定光吸收。舍样品棉粉的溶液与对照棉粉的

溶液在600 nln下吸收的差值可代表样品棉纤维还原末端的增加．

2．3结果与讨论

2．3．1褐腐菌胞外培养液的各种酶活力测定

1 1株褐腐菌的胞外培养液中各种纤维素酶及半纤维素酶活力如表2．1所示。
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由上表可以看出，1l株褐腐菌均具有内切纤维素酶及0．葡萄糖苷酶活力，却不具有

外切葡聚糖酶活性：由表征纤维素降解的综合活力的滤纸酶活的数据可知，这些褐腐菌

却都具有降解纤维素的能力，培养中发现，20多天后木片上长满了菌丝，木片变得十分

松软，失重可达50％，随着培养时间的延长，木片失重仍继续增加。众所周知，外切纤

维素酶对于水解结晶纤维索是至关重要的，褐腐菌在不具有外切纤维索酶的情况下，仍

然可完成对纤维素的降解，必然有其他的组分在褐腐菌降解纤维素中起着重要的作用．

2．3．2褐腐菌中产生HO。的普遍性

各株褐腐菌的胞外培养液经截留分子量为5k Da的膜(Amicon)超滤后，滤过液中

经TBA实验测定发现均具有产生HO‘的活性，推测可能有分子量较小的活性物质存在

于<5k Da的各菌株的滤过液中，遂将滤过液浓缩后上Scphadcx G．10柱进行初步分离，

结果发现可能由于各褐腐菌的胞外培养液所含组分大体相同，(5k Da的滤过液在

Scphadcx(3-10柱上的分离图谱大致相似，见图2．1，且都在第三个洗脱峰IⅡ中检测

到了产生HO。的活性，TBA反应是常用的HO。的测定方法．2一脱氧一核糖被HO。氧

化生成丙二醛，丙二醛与TBA反应生成的产物在532 nm处有特征吸收。光吸收值与羟

基自由基HO‘的量在一定范围内有线形关系，该反应具有很强的专一性”．各菌株的峰

Ⅲ组分产HO’的活性如表2．2所示。

Fraction mlfllber

Fig 2．1 Chromatography ofextracellular culture(MW<5k IDa ofbrown-rot fungi 011 Sephadex G—10

column eluted with O．05 moVL pH 4．5 acetam buffer



山东丈学确士学位论文 第二章

Strains TBA activity Strains

(ODin)

TBA activity

(ODs茹

各菌株的峰lII组分取tml进行测试

由表2．2的结果看，具有HO。产生活性的低分子量物质广泛存在于褐腐菌的胞外培

养液中。褐腐菌不具有外切纤维素酶，推测此类产HO’的物质的普遍存在可能具有一定

的意义，故下文对ⅡI组分进行了研究。

2,3．3 HI组分还原n，为F矿的实验

fcrrozi地是Fe2+的指示剂，可与Fe2+形成稳定的红色化合物，在562 nm处有特征吸

收引，此反应非常灵敏，痕量F∥即可反应．实验中当反应体系中分别加入2 lnl各株褐

腐菌的III组分后。溶液迅速变为红色，562 nrrt处的吸收值逐渐增高，如图2．2，表明III

组分能将Fe3+逐步还原为Fe2+．实验中在反应的前10 rain内吸光值的变化是很快的，可

见III组分还原Fe3+的能力是很强的。Fe2*是Fcnton's反应的重要成分。是HO。产生的

充分条件，HO’循环不断的产生必须要有Fe3+不断地被还原为Fe2+。以上结果表明，IⅡ

组分普遍具有还原F矿的能力，这为HO’的循环产生提供了条件。

．1 O 0 1 O 20 aa 40 60 ●0 7口 ●a

MIn●te

Fig．2．2 Reduction of Fe3+by Fraction 111 from 1 1 sti'ains ofbrown-rot fungi

7
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图中各数字从小到大分别代裹矗押如埘7017，G．tmbeum j．姐-P．．olaeum”如，L触脚时i6，7，L5H枷Ⅺ加
j 622，L卸胁埘．只c∞甜&55，P∞c甜j翘、Ledode$j．708，工．cdodesAsi 714一G,luc幽nj．酗-conU-ol

2j．4 HI组分对羧甲基纤维素钠(CMC．Na)溶液的粘度影响实验

e．1,4．葡萄糖苷键的随机断裂可造成纤维素底物聚合度的降低，但是由于棉纤维、

滤纸等底物的不溶性，纤维素链中糖苷键的断裂很难简便而准确地测定，且只有在高温

水解、酸水解或完整的纤维素酶系水解等较强的条件下，才能造成较大幅度的B-1,4-葡

萄糖苷键的断裂，从而才能表现出较为明显的聚合度的变化。所以，可以采用水溶性的

羧甲基纤维素CMC作为底物，通过测定其粘度的变化来表征纤维素聚合度的变化，CMC

溶液粘度的交化以溶液通过奥氏粘度计的时间的变化来表征。这个方法是十分灵敏的，

因为少数几个口．1,4-葡萄糖苷键的断裂就可造成CMC溶液明显的粘度的降低。实验中分

别取1ml各菌株的lII组分与l m14％的CMC溶液混合，50℃保温30rain后测定CMC

溶液粘度的变化。结果发现各菌株的III组分均能使CMC溶液流经粘度计的时间降低，

如表2．3所示，这表明各菌株的III组分能普遍降低底物CMC的聚合度。但反应体系中

未能检测到还原糖的产生，说明III组分对CIVIC的作用是不同于内切纤维素酶对CIviC

的水解机制的，这可能与其产生的HO‘的强氧化性有关，HO’氧化断裂CMC，造成其

溶液粘度的下降。

1jble 2．3 Effects ofFraction Ill On CMC viscosity

尘!!!璺翌竺竺!业型!型堕!墅翌塑!!竖篓!!!竺!熊!!垒!
Control** 102 0
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L．1epideusAs 5．171

PCOCOS As 5．55

P COCOSAs，．78

L．e西甜∞As 5．708

上．edodesAs j．714
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’tn：CMC溶液流经粘度计的时间
·‘I ml 0．05M，pH4．5 HAC-NaAC缓冲液+1 m14％CIVIC

2．3．5各菌株的m组分对纤维素底物还原力的影响

取20 mg的脱脂棉粉，分别用2 ml各菌株的Ⅲ组分浸泡，45"C作用5天后，取出

棉粉烘干、称重，结果发现经各菌株的III组分作用过的脱脂棉粉均未发生失重，且反应

体系中也未检测到还原糖的产生。运用非常灵敏的铁氰化钾法对棉纤维的还原末端进行

测定，发现经各菌株的Ⅲ组分作用5天后。棉纤维的还原力均有不同程度的升高，如表

2．4所示测试溶液的on。均有增加：若反应体系中加入HO’特异性的抑制剂硫脲，则反

应溶液的∞}枷值明显下降，此实验证实是uI组分产生的HO’导致棉纤维还原力的增加。

棉纤维还原性的增加可能来自于纤维素链中葡萄糖环上羟基被氧化为醛基以及由此导致

的氢键的破坏和糖苷键的断裂”。 III组分产生的HO‘可能先破坏纤维素链内或链问的

氢键，使其暴露出更多的还原性末端或非还原性末端，为纤维素酶的进一步降解提供条

件。

Table 2．4 Changes ofreducing ends ofcotton fibre after treated with Fraction Ill of 11 straim ofbrown-tot

fung．

2．4结论

(1) 在以木浆片为唯一碳源进行培养时，揭腐菌胞外产生HO。的低分子量活性物质广

泛存在，且HO‘的产生与纤维素底物的降解有相关性．已知CBH对于水解纤维素的结

晶区是至关重要的，褐腐菌在不具有CBH的情况下，低分子量的产生HO’的活性物质

广泛存在，推测有其存在的必要性，且可能在纤维索的降解中尤其是起始阶段起着重要

的作用。
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(2)具有氧化还原性质的Fraction III组分是明显不同于已知的纤维素酶组分的物质，

对其进一步的分离纯化将是搞清低分子量活性物质在纤维素降解中作用机制的关键所

在。

30
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第三章密粘褶菌G]oeophyllum trabeue产生的螯合三价铁活性

组分的初步分离纯化摸索及性质的研究

3．1导言

本文的第二章对褐腐真菌降解纤维素的特性进行了普遍研究。证明了褐腐真

菌在木纤材料上生长时，普遍产生具有产H0‘活性的低分子量的物质。

然而，铁元素在褐腐菌的整个纤维素辅助降解体系中起着至关重要的作用，

铁螯合物在自然界中存在的比较广泛。并且对生命现象有着重要的作用。Milagr瞄

等还从褐腐菌和白腐菌中检测的明显的儿茶酚类、氧肟酸衍生物和草酸三种铁螯

合活性。并认为在过氧化氢存在的条件下，这些螯合物就可能通过Fenton反应

产生自由基的方式对纤维素和半纤维素进行攻击而降解纤维素而对纤维索物质

进行氧化降解73．这提示我们褐腐菌产生铁螯台组分的重要作用。为了更好的研

究褐腐菌的氧化降解体系，我们把研究的重点转向了这种螯合铁活性组分。本章

对褐腐菌产生的这种铁螯合物进行了一系列分离纯化，获得的初步纯化的铁螯合

物，并对其结构及其生物化学性质进行了分析．

由于铁螯合物在结构多样性，螯合物分离纯化的方法也相应的具有．有报道

说，首先通过纸电泳的方法对铁螯合物进行初步的分离纯化，研究pH对其电荷

的影响，再通过离子交换树脂进一步分离∞．马向东等通过聚酰胺柱层析和有机

溶剂沉淀法从嗜水气单胞菌中分离得到了含2，3-二羟基苯甲酸(2，3·D船)基团
的酚盐类铁载体舛。更多的分离纯化工作是基于凝胶过滤层析和RP-HPLC的工

作。

本文通过凝胶过滤层析、离子交换层析、金属离子整合层析、薄层层析、

吸附层析、电泳等法对褐腐菌产生的胞外螯合铁物质进行了分离纯化尝试．

3．2材料与方法

3．2．1主要材料、试剂与药品

3．2．1．1超滤

杯式超滤器 062mm，由Amico Incorporation公司生产(Beverty，美国)。
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超滤材料 5，000NMWL聚醚砜超滤膜(62m)由Millipore公司生产(Bedford，

美国)．

3．2．1．2层析

(1)层析系统：

紫外检测仪、记录仪、分步收集器、蠕动泵、梯度洗脱仪等。

(2)分离介质：

凝胶过滤层析：葡聚糖凝胶Sephadex LH-20。离子交换层析：琼脂糖凝胶

DEAE-Sepharose(fast flow)，CM-Sepharose(fast flow)为Phannacia产品(瑞典)。

金属离子螯合色谱：3．氯．1．2．环氧丙烷，硼氢化钠上海生物工程中心生产；IDA

为Sigma公司的产品。硅胶G板：青岛产。

3．2．1．3电泳

(1)电泳设备

垂直电泳系统，北京六一仪器厂生产。

(2)试剂

丙烯酰胺和甲叉丙烯酰胺为Bio．Rad Lab．生产。TEMED和过硫酸胺由

Bio-Rad公司生产。SDS．PAGE变性电泳用标准分子量蛋白．Sigma公司生产．

内含六种标准蛋白，分别为

Triosephosphate Isomerase OVIW=26，600)； ．

Myoglobin 0侧=17，000)；

n-Lactalbumin(MW=14，200)；

Aprotinin(MW=6，500)；

I地ulin Chain B(MW=3，496)；

Bradykinin O以W=l，060)。

其他化学药品均采用国产分析纯试剂。

3．2．．2菌种、培养基及培养条件
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(1)菌种：密粘褶菌G trabeum CFCC 7047由中国林业科学院林业科研所提供。

(2)无机盐培养基(、v～)：含O．15％的KHzP04；0．05％的MgS04；O．05％的(N地)

2S04；O．01％的CaCl2；0．001％的MnS04；0．001％的FeS04．60 ml的无机盐培养基

装入250ml的烧杯中，加1．5％的琼脂，5层纱布覆盖烧杯口，121℃灭菌30min。

(3)培养条件：待培养基凝固后，在其表面放置无菌的木浆片(1．5×1．5 cm)，

接种生长在土豆培养基上的菌丝块，28℃恒温静置培养28天．

3．2．3实验方法

3．2．3．1发酵液预处理t

浸提：固体发酵培养28天后，用醋酸缓冲液(O．02 mol／L。pH 4．8)浸泡培

养基，低温抽提4 h，用滤纸过滤后，胞外培养液经8000 r／rain离心取上清液．

超滤：采用截留分子量为5kDa的聚醚砜超滤膜进行超滤．取透过液。

3．2．3．2凝胶过滤层析：

将超滤透过液冷冻干燥约50倍后上Sephadex LH．20柱进行初步分离．凝胶

充分溶胀后，装柱(巾1．6×100 cm)，用醋酸缓冲液(0．02mol／L，pa4．5)充分平

衡后上样，上样量为3．Oml，，流速为9ml，h。检测器灵敏度根据蛋白含量不同。

分别采取0．2～O．5A，分步收集器每20分钟收集一管，将获得的组分进行铁螯

合物的活性测定。

3．2．3．3离子交换色谱

将弱阴离子琼脂糖凝胶DEAE-Sephorose Fast Flow和弱阳离子琼脂糖凝胶

CM-Sephorose Fast Flow装柱(由1．0X 10 cm)，依据实验要求用不同pH的缓冲

液(O．02M)充分平衡后(大约平衡10个柱体积)上样。若样品为分子筛收集

液，不经浓缩，上样量可达10ml。灵敏度采用0．2A或0．5A。洗脱方法采用NaCl

梯度洗脱和pH梯度洗脱方法．NaCl盐离子梯度洗脱是在120分钟内使pH从

0-0．8 mol／L。pH梯度洗脱是依照离子交换树脂的不同使pH从4．8～2．0、pH从

8．O～10。
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3．2．3．4金属离子整合色谱

Sephadex G．25的活化”一3-氯．1．2．环氧丙烷法2009 Sephadex(3-25干胶加入

到含有100m]2M NaOH，20ml 3-氯．1．2．环氧丙烷，375mg硼氢化钠的溶液中。反

应溶液在室温下搅拌两个小时，并在这一过程中再加入100m]2MNaOH和50ml

3．氯．1．2．环氧丙烷。此反应允许过夜。

与IDA直接交联 29 IDA溶于50m12M pH 8一12．5 Na2C03／NaHC03溶液t zog

活化的Sephadex G．25放入含有39 IDA的20ml 2M Na2C03／NaHC03 buffer中，

调至合适的pH(8．0)。60．65。C搅拌24hr。反应产物分别用2000 ml水，500ml

10％醋酸，2000 ml水淋洗。

金属离子的固定用O．05mol／L的FeCl3溶液使胶饱和后装柱(1*10cm)，用蒸馏

水和0．02mol／L pH6．0的磷酸盐缓冲液充分洗去未结合的离子，流速为O．5mFmin。

上样50m]浓缩样品：

洗脱使用pH梯度洗脱和盐离子梯度洗脱方法。pH梯度洗脱：通过混和不同

pH值的NaAc-Hac buffer，使NaAc．Hac buffer pH从6．5～3．5。盐离子梯度：分

剐尝试了pH5．3和pH8．9的NH4Ac盐离子梯度和NaC[盐离子梯度洗_匾；}方法。

使盐离子浓度从O～0．5mol／L。

3．2．3．5聚酰胺吸附层析蛄～卵

聚酰胺：80．100目，购自爱博生物公司；层析柱：04．6'100 cm：用蒸馏水

溶解聚酰胺后，分别用甲醇、丙酮洗去有机组分，再用蒸馏水充分洗去有机溶剂

后．用双蒸水平衡，上样后再用双蒸水洗柱，直到基线变得平直；洗脱条件：乙

醇，0．2N醋酸=3：1

3．2．3．6低分子置SDS-】PAGE电泳

SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳(简称SDS-PAGE)瑚。本实验采用垂直板电泳方

式。目前用电泳的方法分离低分子量多肢的技术还不是缀成熟，报道的有不连续

电泳和不连续电泳两种。不连续电泳是一种经典的三层胶的电泳方法，操作复杂

％，而连续电泳是一种新报道的一种操作简单方法孵。两种方法报道的分离的最

低分子量为2，056Da。
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(1)Tricine．SDS-PAGE不连续电泳体系：凝胶的pH为8．45，l％(w／v)SDS：

浓缩胶浓度：4％T，3％C；间隙胶浓度：10％T’3％C1分离胶浓度：16．5％T，6％

c，其中含有6moFL的尿素：阳极缓冲液为pH8．9 O．2moFLTris．HCl buffer；阴极

缓冲液为pH8．25 0．2moI／LTris-HCl buffer，含0．1mol／L的Tficmc，0．1％(wlv)SDS。

浓缩胶部分采用30V恒压电泳，待样品进入间隔胶后，调90V恒压电泳，直到

溴酚蓝前沿跑至距胶边缘O．5cm。

(2)连续电泳体系：凝胶pH：勾7．4 0．12mol／L的Tris-HCl buffer：浓度为17％T。

胶中含有0．05mol／L的Tricine、0．5％(w／v)甘油、0．Imol／L的Ser,Gly，Ass|上样

缓冲液：60 rnM TrisHCl，pH 6．8，2％(w／v)SDS，10％(w／v)甘油，O．1M巯基乙醇，

and 0．01％(w／v)溴酚蓝：电泳缓冲液：O．025 mol／L Tris．HCI buffer，0．192 mol／L

甘氨酸，O．1％(w／v)SDS。90V恒压电泳直到溴酚蓝前沿跑至距胶边缘O．5cm。

考马斯亮蓝染色法：固定液为45*／0甲醇、10％乙酸；染色液为45 oA甲醇、

lO％乙酸的l％考马斯亮蓝R250溶液：脱色液为10％乙酸。

银染法详见‘蛋白质电泳》101

3．2．4螯合物物理化学性质的测定

3．2A．1蛋白含量的初步测定

采用考马斯亮蓝法测定蛋白浓度102．

3．2．4．2非特异性铁螯合物的分析方法50

采用国际上普遍使用的CAS法。1．5 mIlmMFeCL3·6H20与7．5“2mM

的无水铬天青(CAS)溶液混合，在搅动下慢慢加入6 ml 10mM的十六烷基三

甲基溴化铵(HDTMA)，溶有4．307 g无水哌嗪的溶液与上述溶液混合后加入6．25

nll 12M的HCL定容至100ml。1．5ml上述CAS溶液与1．5Ⅱll样品混合，测

定不同时间后630 nm处的吸光值，吸光值的下降表明样品对Fc3+的络合。以不

加样品的CAS溶液为对照。

3．2A．3特异性铁螯合物的分析方法103“04
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3．2。43，1儿茶酚型整合物

取1．0ml样品，依次加入1．0mlO．5mol／L的盐酸，1．0 ml亚硝酸．铝酸试剂

(109亚硝酸钠、109钼酸钠定容至100m1)，I．Oml 1．0 moFL氢氧化钠，1．0 ml双

蒸水，混匀。儿茶酚同亚硝酸反应呈黄色，而调pill0时呈红色。

3．2．4．3．2 2》=羟基苯甲酸(2'3-DHB)盐型螯合物

测定样品在318rim处的紫外吸收，二羟基苯甲酸盐型螯合物在319rim处有

特征吸收。

3．2．4．3．3氧肟酸型螯合物。05

(1)各浓度的羟胺标准物、样品和空白对照物水，lml分剐加3 mol／L的也S瓴，

密封后于120 oC水解4小时。

(2)待冷却后，将水解液倾入25Inl容量瓶中，分别加入3．5ml 2mol／LNaAc、

1 ml 1％(w／v)的磺胺(30％(v／v)／,酸溶液)、l lnl 0．65％w／v的碘液(1％w／v

Ⅺ溶液)、1 ml 0．05 mol／L pH 3．1邻苯二甲酸氢钾缓冲液(510 mg邻苯二甲酸氢

钾加20 IIll水溶解后加lO ml 0．1 mol／L盐酸、再加水定容至50 m1)。混匀后反应

五分钟。

(3)加入Imll．5％亚砷酸钠

(4)加入l蹦O．05％w～N．(1-苯)．乙二胺水溶液，反应30分钟后，稀释到

25 nfl，543 nrn测O．D值。

此反应也可用来定性测定氧肟酸型螯合物，羟胺标准品显紫色。由于此方法

的检测限较高，不适用于微量螯合物的定量测定，本实验中仅用定性方法测定样

品中是否含有氧肟酸型螯合物。

3．2．4．3．4荧光法鉴定喹啉结构符

荧光分光光度仪Shimadzu RF4500，Icm厚的石英四面比色杯。激发光为

260rim，测460nm发射光。喹啉结构衍生物的铁螯合物在260hm的激发光的激

发下可在460hm产生最大发射光。加入铁离子后，该发射光消失。本实验就是

通过荧光法测螯合物是否含有喹啉结构。

3⋯24 4UV—VIS光谱

紫外-可见分光光度仪：UV．3100： 两次空白标定后进行连续扫描， 扫描

波长为190—800锄，狭缝l r曲。
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3．2．4．5温度和pH对螯合作用的影响

将分离得到的铁螯合物分别置于室温、SO。C、75。C、900C、100。C 3hr，

待样品全部冷却后加入CAS试剂，迅速测630hm吸收值的变化。630hm吸收值

下降的越快表明铁整合活性越强。

0．5ml铁螯合物样品和2．5ml不同pH值的缓冲液混匀后。取lOOul置于96

孔扳内，加入等体积的CAS试剂，观察不同pH值颜色的变化。另外，测不同

pH值的混和液紫外吸收光谱，观察吸收峰的变化。．

3．3实验结果与讨论

3．3．1凝胶过滤层析及分子量的分子筛层析法测定

Fig．3．1 Scphadex LH‘20 Chromatography

图3．1 Sephadex LH一20柱层析

图中，光滑曲线为280 laln的层析图，一为有铁整合话性组分，▲为产弪自

由基活性组分。其中．产羟自由基活性的组分被命名为Gt因子(又名活性组分

m，觅第二章)；由该图可见，整合铁活性组分和产羟自由基组分是部分重舍的，

螯合铁组分是产羟自由基组分的一部分。另外，柱层析分子量测定结果表明·铁

餮合物的分子量大约在2000左右。

．37，
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3．3．2其他层析

离子交换层析：盐离子梯度和pH梯度洗脱得到了一定的洗脱峰，但是没有

检测到活性组分。经过多次重复结果亦是如此。可能该螯合物的带电情况受pH

影响不大。

金属离子螯合色谱：盐离子梯度和pH梯度洗脱经过重复都没有检测到明显

的螯合铁活性。可能该物质与铁离子的结合能力较强，盐离子和pH梯度洗脱不

易洗脱。

聚酰胺吸附柱层析：有洗脱峰出现，但把洗脱峰浓缩后测活性，没有检测到

活性洗脱组分。

薄层层析：样品与茚三酮显色颜色比较弱；用有机溶剂(甲醇、丙酮、氯仿、

醋酸)展层的时候，跑不出理想的斑点；用不同的溶剂试点时，所得的展圈没有

明显的同心圆。另外，我还尝试了用CAS作为显色剂也没有得到好的分离效果。

综合以上结果，各种层析方法都没有得到进一步纯化的组分，这可能是跟螯

合物分子量比较低、结构性质不明确有关。离子交换层析、金属离子螯合色谱都

比较适合分子量比较大的物质，如蛋白质的分离，而该螯合物的分子量远不在这

种分离方法的分离范文内。而聚酰胺吸附柱层析和薄层层析是适合酚类铁载体的

一种分离方法，而褐腐菌产生的这种铁螯合物的结构不是酚类结构，该方法没有

分到活性组分与该铁螯合物的结构有关，为了进一步明确分离方法，本文进行了

3．3．5的一系列铁螯合物性质测定的生物化学相关实验。

进一步的分离纯化应考虑高效液相法。由于当前仪器条件的限制，本文没有

开展相关的工作。

另外，为了更好更准确的确定其分子量，本文对其进行了下面3．3．3的

SDS-PAGE分离分析。
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3．3．3低分子量SDS-PAGE

Fig．3．2 Low molecular weight SDS-PAGE electrophoresis

图3．2低分子量SDS-PAGE

本文尝试了现有报道的新的和经典的低分子电泳方法以及两种染色方法，都

没有分离到低于两千的分子量Marker,而样品也没有明显显带。考马斯亮蓝和银

染法的结果一致，都不能得到2000以下的带，即分子量标准中的1．060带在两

种方法中都没有明显显带。我用分子筛层析测得的分子量在2000左右．电泳的

方法分离不到，我认为可能是这种低分子方法本身不成熟的原因：目前的报道分

离的多肽最低分子量在2500左右，而且分辨率不高。不连续电泳基本和连续电

泳分辨率相似，但不连续电泳样品扩散略大。

3．3．4蛋白含量的测定

考马斯亮蓝法测蛋白含量时，样品的显色与空白值非常接近，所以可以认为

蛋白含量<10 ugtml(考马斯亮蓝法的最低检出线)。

3．3．5螯合物类型的测定

铁螯合物结构类型非常多，儿茶酚型衍生物、氧肟酸型衍生物和二羟基苯甲

酸盐型衍生物是三种常见的铁载体类型。迄今为止，许多新的结构类型的铁螯合
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物被发现：肽类、羟基喹啉、有机酸、氨基酸等类型的铁载体都有报道。

3．3．5．1儿茶酚型螯合物结构测定

Table．3．1 Catechol type iron chelator

表3．1儿茶酚型螯合物

3,3．5．2二羟基苯甲酸盐型螯合物结构测定

Table 3．2 2,3-DHB 3．2 type iron chelator

表3．2 2，3．二羟基苯甲酸盐型螯台物

2，3-二羟基苯甲酸(2，3-DHB)盐型螯合物319rim处紫外吸收

2，3-DHB 有

Sample 无

3,3．5．3氧肟酸型螯合物结构测定

Table 3．3 hyduoxamate type iron chelator

表3．3氧肟酸型螯台物

氧肟酸型螯合物 颜色

hyduoxamate 紫色

Sample 无色

从以上三组数据看出，该铁螯合物不是三种典型的结构类型中的一种。
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3．3．5．4荧光法鉴定喹啉结构

J■∞暑誓，D
啪v●HHMIth协喇，

Figt 3．3 Emission spectra ofquinoline

图3．3喹啉结构化合物的荧光发射光谱

byelen91：h臼矗)

Fi93鼻ElnI蜮∞s瞍掘ofjmchel曲簖jnGloeophyllumtrabeum．

图褐腐菌产生的铁整合物的荧光发射光谱

图中，1．2，3，4分别是样品和样品加入10"．mol／L、104nol／L、104mol／L

FeCI。后的荧光发射光谱，含喹啦结构的铁整合物在加了三价铁离子以后，其

450 am的最大发射峰消失；该螯合物450响处的最大发射峰在加入不同浓

度的铁离予后仍然存在，此结果不能说明活性组分中含有喹啉结构．

-4I-

茎毒嚣蓦叠
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3．3．6紫外．可见光谱

1．七铁离f 2．☆铁离f

Flg 3．5 Iron oll the UV·Vl$印lect哪orthe咖chelator
图3．5，铁离子对螯台物紫外一可见光谱的影响

由该图可见，铁螫合物在270 lira左矗有明显紫外吸收。

Fig．3 6IroninitselfontheLW-VIS spectrum

图铁离子奉身刘紫外一可见光谱的影响

铁离子的存在使其在270 nin的吸收增强，后来的铁离子空白实验表明，这

是凶为高浓度的铁离子造成的。
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3．3．7温度和pH对螯合作用的影响

3．3．7．1温度对螯合作用的影响

Fig．3．7 Temperature Oil the chelate activity

图3．7温度对铁螯合物活性的影响

从该图可以看出，曲线的变化率从大到小依次为：1000C、900C、750C、

50。C、室温。也就是说铁螯合物越是经过高的温度处理，它的螯合铁的能力就

越强。

3．3．70 pH对整合作用的影响

CAS颜色反应：

Table 3．4 pH on the chelate mivity

表3．4 pH对整合物活性的影响

pH值2．5 3．0 3．5 4．0 4．5 5．0 5．5 6．0 6．5 7．0 7．5 8．0

颜色 ⋯ 一 ⋯ +十 + + ． x x xx

表3．4中，一为蓝色，即样品显色为蓝色，和对照颜色一致，没有螯合铁作

用：一为红色，即样品显色为红色，对照为蓝色，样品有明显的铁螯合作用：X

为绿色，即对照和样品都显色为绿色，不能判断螯合作用的有无。从上表可见，

该铁整合物在pH5．O～6，5合作用较强，其中pH5．0螯合作用最强。pH高于6．5

时，O}r的作用干扰螯合作用的测定。pH在2．5～4．5时螯合作用的测定不受pH

影响。
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3．3．8 pH对UV-VIS光谱的影响：

Fis 3．8 pH on the UV-VIS specmnn

图3．8 pH对uv-vIs影响

可见，pH不能明显改变螯合物的最大紫外波长。另外，从图3．8可见，270

nm螫合物最大紫外吸收值有所变化，空I刍实验证明在270nm处螯台物最大紫外

吸收值的变化是出缓冲液本身造成的。

3．4结论

l。分离纯化工作。

木章通过凝胶过滤层析、离子交换层析、金属离子螯合层静亍、薄层层析、吸

附层析、电泳等法对褐腐菌产尘的胞外整合铁物质进行了分离纯化尝试。通过超

滤承f凝胶过滤层析得到了粗分离的铁整合物组分。由于仪器条件雨；时间的限制，

没有得至4进一步纯化的螯合物组分，更高纯度的铁螯合物有望通过RP-HPLC得

到分离。另外，可以考虑有机相的分离方法，如葶取、自机相层析等”。

常规的水相分离方法没有得到进一步纯化的组分，这是和褐腐菌本身产生的

铁登台物的性质相关的。首先，它的分子量很低，低于一般纯化手段的检测秘分

离范围，为纯化工作造成了困难。其次，铁螫合物的结构具有多样性，褐腐菌产
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生的铁螯合物不是常见的三种铁螯合物种类中的一种，尚未确定其基本结构单

元，分离纯化条件不成熟，常用的水相纯化方法的应用收到限制。

2．铁螯合物结构测定。

考马斯亮蓝法测蛋白含量时，浓缩后的螯合组分样品所得的吸收值仍然低于

考马斯亮蓝法的检测限，该实验结果不能说明该整合物结构为多肤类。

该螯合物的结构类型不属于儿茶酚型螯合物、二羟基苯甲酸盐型螯合物、氧

肟酸型螯合物、喹啉型铁螯合物．它在270衄有最大紫外吸收，推测其分子可

能含有共轭结构，但目前还没有得到该物质的纯组分，进一步确定其结构特征还

需要更深入的分离纯化工作傲基础。它不但对高温有耐受性，而且温度越高，其

螯合活性越强．该铁整合物在pH5．0～6．5合作用较强，其中pll5．0整合作用最

强。pH高于6．5时，OH"的作用干扰整合作用的测定．pH在2．5～4．5时螯合作用

的测定不受pH影响。pH不能造成该螯合物最大紫外吸收波长的改变．
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4．1导言

第四章螯合铁活性组分的生物学效应

Fe”对细胞凋亡呈双相作用，缺乏铁可以引起细胞凋亡的发生，但机体铁含

量过多亦会引起细胞凋亡。即铁对于细胞凋亡呈现一种双相调节作用。Fe”所催

化的氧化还愿反应是机体抗氧化机制的一个中间环节．通过此环节细胞将菜些氧

化还原活性物转变为另外一类的氧化还原物，然后通过其他途径加以转换消除。

I霾此，当铁催化的环节发生变化时就会导致此环节的底物或产物含量的变化，可

能弓l起缅胞凋亡。不同细胞正常的铁含量不同讲及所含的其他转化酶系的不同。

也使铁在不同细胞表现的作用不同。所以，研究铁螯合物的作用就是了解生物体

铁代谢、继而使之造福于人类的很重要的一部分。博莱霉素A、色霉素、光神霉

素、阿霉素等都是很重要的铁蝥合物，在生物体中起着抗病毒、抗肿瘤等重要的

作用，很多已经被应用于临床。但是。这些螯合物在应用于临床时还存在不同程

度的副作用，螯合物在机体中的作用以及发现新的结构类型的铁螯合物是目前迫

切存在的问题．

铁载体是铁螯合物中很重要的一种。它是指细菌或真菌在铁缺乏条件下产生

的低分子量的铰的特异性螯合物。大多数好氯和兼性好氧微生物合成至少一种铁

载体。。它是自然晃中存在的一类天然的铁蟹合物，有着巨大的应用潜能．目前

研究普遍认为，它是微生物产生的多种致病因子之一1””．现在，越来越多的

人们在微生物中发现新的有用的铁螯合物。所以，徽生物产生的铁整合物豹研究

无论在研究领域还是在应用方面都有着重要的意义．Kanninen和Laine认为铁

载体对病原菌的抑制作用在种的水平上具有选择性，除了用CAS法测定铁载体的

分泌量井，还必及采用生物测定的方法，才眩判斯这些铰载体对某种瘸原菌是否

有拮抗作用llO'tila本文就是对褐腐真菌产生的铁螯合物的生物学效应进行了初步

的尝试，针对它对微生物生长的影响设计了一系列实验。

由于铁螯合物对细胞代谢起着重要的作用，本文以第二部分所得的部分纯化

的密粘褶菌所产生的铁螯合物作为样品．以几株典型的细菌和真菌作用实验对

象，通过一系列的微生物学实验，验证了它对细菌和真菌的影响。本文通过多种
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方法，从多个角度观察了螯合物对微生物的生长情况的影响。同时还观察了三价

铁离子对微生物生长的效应以及铁离子存在下螯合物对铁离子所产生效应的影

响。

4．2材料与方法

4．2．1菌种

生物活性实验中使用的细菌为革蓝氏阳性菌枯草杆菌&bacillus和革

蓝氏阴性菌大肠杆菌E．coil 31343：其他细菌还有金黄色葡萄球菌、变形杆菌、

恶臭、葱头假单孢菌：真菌为本实验室保藏的苹果轮纹大茎点菌Macrophoma

kawatsukat Hara和拟康氏木霉岛38。

4．2．2培养基

4．2．2．1细菌培养基(LB培养基)：

：暗养基组成(w～)：牛肉膏O．5％；蛋白胨l％；氯化钠0．5％，pH 7．2，

固体培养基加琼脂2％。半固体培养基加琼脂O．5％。

4．2．2．2真菌培养基(麸皮培养基)：

培养基配方(w，v)：取lO％麸皮于蒸馏水中。煮沸30分钟，过滤后定容，

加琼脂2％后灭菌倒平板。

4．2．3铁螯合物样品的制备

详见3．2．3．2。多次凝胶过滤层析得到的铁螯合活性样品经浓缩后，用该

Sephadex LH-20柱进行二次层柝，最终得到的浓度较高的螯合活性物质作为样品

(Ironchelator)，进行下面的一系列生物学实验．样品的终浓度大约为500u咖l，
按需要稀释后使用。

4．2．4活性组分对细菌的作用

4．2．4．1平板涂布法

斜面挑取一环E．coli菌体接种于LB液体培养基中，37℃下160 rpm摇床培

养12 h，1％转接后37℃下160 rpm摇床培养2～3h。取O．1 ml菌液加入到

0．9 ml LB液体培养基中，并逐级稀释，从lo-‘到l旷，取10d稀释度的细菌进
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行实验(预实验证明该浓度比较适合)。取0．2ml各稀释度的E．coli菌液与O．2“

(500 ug／m1)混合，37℃摇床160 rpm振荡3小时后涂固体LB平板。37℃倒置培

养过夜，对平板菌落进行计数，取平均值作图。以无菌醋酸缓j中液作为空白对照，

每组样品设5个平行样。

4．2。4．2牛津杯法

斜面挑取一环E．coli菌体按种于LB液体培养基中，37℃下160 rpm摇床培

养12 h，1％转接后37℃下160 rpm摇床培养2～3h。取100ul和半固体培养

基混匀后倒双层平扳，安放牛津杯，每皿4个，等间隔捧开，将制备好的不同浓

度的螯合物样品过滤除菌后注入牛津杯，加入量为O．2 Inl。每个牛津杯设一个用

O．02 mol／L的醋酸缓冲液作为空白的对照样。37℃培养24 h，观察牛津杯周围

是否有明显透明区域。

4．2．5活性组分对真菌的作用

4．2．5．1平板孢子涂布法

用无菌蒸馏水制备浓孢子悬液并进行系列稀释，取lo_s孢子悬液进行试验。

取0．2 ml孢子悬液和0．2 ml样品(200 ugn。)用漩涡混合器混匀．28℃保温作用

一定时间后，再用用漩涡混合器混匀后，涂布固体培养基，28℃培养2～3天，

观察孢子的生长情况，对平板上的孢子形成的菌苔进行计数，取平均值作图。以

无菌O．02 moFL的醋酸缓冲液作为空白对照，每组样品设5个平行样．

4．3结果与讨论
‘

4．3．1活性组分对细菌的作用

4．3．1．1平板涂布法

用平板涂布法测得的铁螯合物对大肠杆菌和枯草芽孢杆菌作用结果见图

4．1。
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Fi94 I Iron chelator Oll bacteria

圈4．1铁螫台物对细菌的作用

图4．1中，斜线柱代表空白(缓冲液处理后)蔺落的数量，点状柱代表样品

作用后的菌落数。对太肠杆菌而言，从甲均的菌落数束看，样品处理过的菌落略

多于对照{对枯草芽孢杆菌丽言，从平均的菌落数来看，样品处理过的菌落略少

于对照。铁螯合物对两株细菌特别没有明显的抑制作用。

4．3．1．2牛津杯法

下图是钦螯合物对大肠杆菌的作用。其他细菌的作用结果和该图基奉一致，

本文就以大j扬杆菌的照片为例说明铁蟹合物对细菌的作州。

Fi94 2 Iron chelator on E．coli

蚓4．2铁螯合物对大肠杆菌的作用
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图4．2中，Control是无菌醋酸缓冲液，SampleI、2、3分别是50 u咖l、100
ug／ml、200吲rnl的铁整合物样品。从图4．2可见，铁螯合物对细菌没有明显的

抑制作用。金黄色葡萄球菌、变形杆菌、恶臭、葱头假单孢菌的结果也表明，褐

腐菌产生的铁螯合物对细菌没有明显的抑制作用。

4．3．2活性组分对真菌的作用

4．3，2，1同体平板涂布法

Fig 4．3 Iron chelator on,k／K

蚓4．3铁整合物对苹果轮纹真菌的作用

Fig 4．4 Iron che】协on S38

幽4．4铁螯合物对拟康氏木霉的作用
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图4．3、图4．4是铁螯合物作用后的真菌涂固体平板的照片，其中左边的是

空白对照，右边是螯合物作用后的真菌生长情况。对其菌苔进行计数，多次结果

求平均值后的结果如下图：

MK+Fe

圈control

S一38 S一38+Fe !

匝sample ：

Fig．4．5 Iron cllelator Oil fungi

图4．5铁螯合物对真菌的作用

图4．5中，斜线柱代表空白(缓冲液处理后)菌落的数量，竖线柱代表样品

作用后的菌落数。两种真菌样品处理过的菌落相对对照都有一定程度的减少；从

图4．5可见，铁蟹合物本身对真菌有一定程度的抑制作用，』幽【的抑制率比较的

大，在40％左右，对S-38的抑制率较低。而且，104 moFL的铁离子的存在对

真菌的生长有明显的抑制作用。由于铁本身对细菌的抑制作用，铁螯合物的抑制

作用表现的就不明显甚至是没有抑制作用。

4．4结论

1．铁螯合物对细菌的作用。

牛津杯法和平扳涂布法的结果共同表明，褐腐菌产生的具有辅助降解纤维素

功能的铁螯合物对两株代表细菌：革蓝氏阳性的枯草芽孢杆菌和革蓝氏阴性的大

肠杆菌没有明显的杀伤作用。牛津杯实验进一步验证了上述结论，并证明了该铁

螫合物对其他细菌也没有明显的抑制作用。本文初步证明了褐腐菌产生的铁螯合

活性物质对细菌没有明显的抑制作用。



山东大学硕士学位论文 第四章

2．铁螯合物对真菌的作用。

铁螯合物的对两株真菌呈现一定程度的抑制作用。这与Boopathi等人的结

果有相似处，他们的结果表明了真菌产生的铁整合物对部分病原真菌表现出一定

的抑制作用”。但是，也有报道说这类铁螯合物质对其他真菌的生长有促进作用。

可见，真菌的生长是一个很复杂的过程，测定药物对真菌生物量的影响也是一个

多因素控制的过程，简单生物量的测定不能真正反应药物对真菌的实际作用。另

一方面，药物对于真菌的作用又很可能是一个多因素共同的结果，所以，生物量

的工作有待于进一步深入的研究。

综合以上结果，褐腐真菌产生的铁螯合活性物质对细菌没有明显的抑制作

用，对真菌却呈现一定的抑制效应。这在一定程度上验证了Neilands对于微生物

产生的一类铁螯合物的定义，即它与微生物对植物或动物的毒性有关臼。
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