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  苯砜基化合物因其具有独特的生物活性

被广泛应用于制造杀虫剂杀菌剂和药物它对

环境的影响已日益受到重视Λ 有关这类化合物

的生物活性≈环境参数≈的研究已有很多报

道但很少涉及微生物降解机制的研究Λ

本文在研究对硝基苯砜基乙酸异丁酯的微

生物降解性时对假单胞杆菌中降解酶的定域

以及发生在细胞内的降解反应进行了初步探

索通过对产物的鉴定推测可能存在的降解途

径Λ

1 实验部分

111 材料和设备

仪器∂   型高效液相色谱仪

 °≤ 配有长 内径 1 的  °2

色谱柱粒径 Λ ≤ 2≤ 冷冻高速离心机

∏∂ 傅立叶红外光谱仪Λ

试剂被试化合物对硝基苯砜基乙酸异丁

酯2 2°2≥ 2≤  2≤  2 ≤  2甲醇色

谱纯× 2 ≤缓冲液°≥ 缓冲液 蔗

糖溶液≤  ≤分析纯Λ



降解菌种假单胞杆菌 Πσευδοµ ονασ

经本实验室驯化Λ

基础培养基与代谢培养基的组成和配制参

见文献≈Λ

112 菌种的活化和培养

从斜面挑取降解菌的单菌落加入到 个

装有 代谢培养基的三角瓶中被试化合

物的浓度约为 在最适降解菌生长的

温度 ε 下以 恒温振荡培养至对数

生长期Λ

113 降解酶的分步提取≈

应用静息细胞技术分步提取降解酶先取

菌液离心分离取上清液

≥ 冷冻保存Λ 沉淀°用冷双蒸水洗涤 次

再用  的 × 2 ≤  1

重悬离心分离上清液 ≥

冷冻保存Λ 沉淀°以  蔗糖溶液重

悬于 ε 振荡 离心分离

上清液 ≥冷冻保存Λ 沉淀°用冷双

蒸水洗涤 次加 冷双蒸水重悬在冰水

浴中振荡 离心分离 

上清液 ≥ 均匀分装在若干试管中冻

存Λ沉淀°重悬于 × 2 ≤

  1中冰浴超声破壁每次  共 

次每次间隔 离心分离 

上清液 ≥ 均匀分装冷冻保存沉淀

°弃去Λ 合并 ≥≥ 和 ≥ 为胞外提取液≥

为膜周提取液≥为膜内提取液Λ

114 测定酶提取液的降解能力≈

分别取 胞外膜周膜内提取液与

含 被试化合物的 °≥ 缓冲液

  1混合以不加酶提取液的被试化合

物的 °≥ 缓冲液为对照于 ε  恒

温振荡培养Λ 每隔一定时间取样样品经

1Λ 微孔滤膜过滤用  °≤ 测定滤液中

被试化合物含量随时间的变化比较胞外膜

周膜内提取液的降解能力Λ

115 降解产物的  °≤ 分析

分别取 膜周和膜内提取液与 含

被试化合物的 °≥ 缓冲液混匀后立

即取样 Λ 样品用 ≤ ≤萃取 离

心分层Λ 水相和 ≤  ≤相分别用  °≤ 分析Λ

为了确定是否有酸性物质≤ ≤ 萃取后的水

相用 1 ≤调至  用  ≤ ≤ 

萃取离心分层取 ≤  ≤相进行  °≤ 分析Λ

萃取后的水相再用   调回至  用

 °≤ 分析以确定是否有在  条件下不能

被 ≤  ≤萃取的强酸性物质Λ 以上所有  °≤

谱图反映了降解反应的零时状态Λ 零时取样后

的混合液于 ε 以 恒温振荡培养

待反应完全后按以上相同步骤取样分析其谱

图与被试化合物降解零时状态谱图作对照确

定降解产物Λ 色谱条件为柱温ε 流动相

甲醇水 ςς流速1

116 酸性降解产物的分离与红外分析

对膜周提取液的降解反应进行放大试验

以获取足够量的酸性产物进行红外分析Λ 用

≤  ≤萃取分离膜周提取液降解反应中可能存

在的中性物质然后用 1  ≤调至

 再用 ≤  ≤萃取酸性产物萃取过程中的

每一步用  °≤ 进行监测以观察产物是否分

离完全Λ≤  ≤萃取的酸性产物用无水≥ 

干燥将干燥后的 ≤  ≤ 萃取液旋转蒸发得

到粘稠的油状物质经 压片进行红外分

析Λ

2 结果与讨论

211 降解酶的定域

1试验结果表明被试化合物在胞外提

取液中 未有任何变化在膜周提取液中 

内降解率达到  见图 而在膜内提取液

中 内降解率就达到了  见图 Λ 由此

可见不同部位的酶对化合物的降解能力不同Λ

研究表明胞外提取液对被试化合物无降解作

用假单胞杆菌降解酶主要定域于膜周和膜内

属于胞内酶Λ

212 主要降解产物的分析

根据 1的试验结果在膜内酶的作用下

只在水相中检出一个在  °≤ 有响应并且出

峰很早的主产物  该产物在中性及酸性条件

期                 环  境  科  学                   



图  膜周酶降解被试化合物的能力

图  膜内酶降解被试化合物的能力

下均不被 ≤  ≤ 所萃取表明该产物是一个强

酸性物质Λ 根据对假单胞杆菌降解该化合物的

细胞外产物鉴定的另一项研究3 产物  与已

通过色谱保留!红外分析和核磁共振等综合手

段鉴定的细胞外主产物的保留时间完全一致

并经添加标样验证产物  就是对硝基苯磺

酸Λ 由此推测被试化合物在膜内酶的作用下发

生了碳硫键断裂Λ在膜周酶的作用下化合物有

个降解产物一个是产物  另一个是在  

的条件下可用 ≤  ≤  萃取的酸性产物 该产

物在  °≤ 上的出峰时间晚于产物  Λ

3  张爱茜 1 含硫芳香族化合物定量结构2生物降解性关系研究

 南京大学博士学位论文Λ

213 产物 的结构鉴定

图 是 ≤  ≤ 萃取的酸性产物  的红外

光谱图Λ由于培养液成分复杂红外光谱图上杂

峰较多但仍能获得有用的信息Λ

在 ∗ 
 处有缔合羧酸和芳

香 羧酸中    伸缩振动谱带 在  ∗

图  酸性产物 的红外光谱图


 处是羧酸二聚体    面外变形振动

谱带在 
 处有 ≤   伸缩振动故可

认为产物中有羧基 ≤   存在Λ

在 !  附近有砜基的≥ 

两个对称伸缩振动带在 
 附近有

≥ 的不对称伸缩振动Λ 在 
 处有亚

甲基的 ≤   对称伸缩振动说明分子中亚甲

基 ≤  仍与硫原子相连没有发生碳硫键

的断裂Λ

在 
 附近有苯环上  的不

对称伸缩振动在 
 附近有苯环上

  的对称伸缩振动∗ 
 之间有苯

环≤   面外变形振动表明苯环的结构未变

化Λ

由此可以推出可被 ≤  ≤ 萃取的酸性物

质为对硝基苯砜基乙酸2 2°2≥ 2≤  2

≤    断裂发生在酯的羰基与烷氧基处Λ

 环  境  科  学 卷
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据文献报道≈较大分子的酯类化合物进入

微生物细胞时一般会先由水解酶催化水解转变

为比较小的分子再进入细胞膜内进一步代谢Λ

结合所确定的主产物  和 推测假单胞杆菌

对被试化合物的可能降解途径如图 所示Λ

图  推测的降解途径

3 结论

降解苯砜基乙酸异丁酯的酶主要定域

在假单胞杆菌的膜周及膜内属于胞内酶Λ

膜内酶作用产物为对硝基苯磺酸盐

膜周酶作用产物为对硝基苯磺酸盐和对硝基

苯砜基乙酸盐Λ

  结合对细胞外产物的鉴定推测被试化

合物在膜周酶作用下发生碳硫键和烷氧键断

裂Λ后者产生的羧酸盐未被释放出胞外而是

输送至胞内进一步降解为苯磺酸盐后再释

放出胞外Λ

致谢 南京大学张正教授和马文漪副教授

为本研究提供了被试化合物和假单胞杆菌菌

种在此一并感谢Λ
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