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摘要!研究了不同金属离子及其添加形式对肺炎克雷伯氏菌胞内酶和胞外酶降解三苯基锡的影响$以期为阐明有机锡的酶促

降解机制提供实验依据B结果表明$菌体对^c(1U’c(6>’ c(6C’c(=@)c具有良好的耐受能力$高浓度的[8’ c(=@’c可能对菌体

产生一定的毒害作用$从而影响其生长B适当浓度范围的 ^c(1U’c([8’ c(6>’ c(=@’c加入均能促进三苯基锡的酶促降解$其

中 )( GUO41U’c的促进作用最明显$降解率为 $$‘’’mB一定浓度范围内的 =@)c对酶促降解具有适当的抑制作用B^c(
1U’c([8’ c(6>’ c加入培养基中$均可以促进其产酶效果$其中1U’c加入后降解效果最好$降解率达到 &*‘%%m$说明部分金属

离子在适当的浓度范围内可以作为酶的激活剂促进三苯基锡的酶促降解B此外$金属离子对菌体生长量的影响和产酶效果没

有相关的联系B某些金属离子只能作为胞内酶的激活剂而对胞外酶不能表现出相同作用B
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!!有机锡类化合物"7DUC8AL9A8 L7GN7>8?M026#$
作为聚合物的稳定剂和农业杀菌剂一直大量使用$
同时也作为海洋船舶防污涂料广泛用于工业中B虽

然部分026已被许多国际规范禁止使用$但是仍然

能在水体环境中检测到该类化合物B目前$生产量(
使用量和在环境中的残留量最大的 026是三丁基

锡"2T2#和三苯基锡"2V:2#B这类化合物导致的环

境污染和职业性接触已使其成为了一个严重的问

题)"*B026对于原核和真核生物具有较高毒性$并

且能够影响人类的免疫和内分泌系统)’*B目前$关

于 026的研究主要侧重于检测方法))$F* (区域分

布)** 及其生物毒理)%* 等方面$而对026的微生物降

解方面研究较少$降解该类化合物的微生物种类及

其微生物适应机制尚未明确)$*B许多金属离子是微

生物生长的必需元素$可参与细胞结构的组成$并有

能量转移(细胞渗透调节等功能$有利于菌株的生

长$但是当重金属含量超过一定浓度时$会对微生物

产生 毒 性 作 用$ 影 响 微 生 物 的 生 长 以 及 酶 的 分

泌)&*B因此研究金属离子对 026酶促降解的影响

具有重要意义B
本课题组在前期研究工作中$已经分离筛选出

可 降 解 2V:2的 肺 炎 克 雷 伯 氏 菌 " G$!>2*!$$#
;.!E40.*#!#$并对其生物降解特性进行了深入的研

究)#*B研究发现$在菌体降解 2V:2的过程中$起主

要作用的是胞内酶$并得到了酶促反应的最佳条

件)"($""*B本研究在此基础上$研究了不同金属离子

及不同添加形式对 2V:2的酶促降解的影响作用$
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以期为阐明有机锡污染物的生物降解机制及指导其

生物修复提供实验依据B

<Q材料与方法

<R<!材料

三苯基氯化锡储备液!用甲醇溶解三苯基氯化

锡$配制成 " UO4的储备液$Fo保存待用’三苯基氯

化锡使用液!用储备液配制成 ) GUO4的使用液’实

验菌 种! 三 苯 基 锡 降 解 菌 肺 炎 克 雷 伯 氏 菌 "G%
;.!E40.*#!#由本课题组筛选和保藏’牛肉膏蛋白胨

培养基!牛肉膏 ) U$蛋白胨 "( U$,C6;* U$蒸馏水

" ((( G4$N\调节至 $‘’ a$‘F$"’"o灭菌 )( GA8’
金属 离 子! 将 ^c(1U’c([8’ c(6>’ c(6C’c(=@’c(
=@)c分别配制成 " UO4和 (‘" UO4的母液$Fo冰箱

保存B
<R:!方法

<R:R<Q金属离子对菌体生长的影响

将一 定 浓 度 的 ^c(1U’c([8’ c(6>’ c(6C’c(
=@’c(=@)c离子分别加入培养基中$按 "m的接种量

接种 G%;.!E40.*#!$培养 )% : 后$稀释 * 倍测定其

生长量"V# )"’ a"F*B
<R:R:Q酶溶液的制备

G%;.!E40.*#!于牛肉膏蛋白胨培养液中培养

)% : 后于 &o下 % ((( DOGA8 离心 "( GA8$分别得到

上清液和菌体细胞B将上清液用 (‘’’ "G滤膜抽滤

除去残留的菌体细胞即得胞外酶液’菌体用去离子

双蒸水充分洗涤 ’ 次$洗涤后的菌体用超声波破碎

"工作 * M$间隔 "( M$超声 *( 次$功率 F*( e#后于

&o下 % ((( DOGA8 离心 "( GA8$分离得到上清液即

为胞内酶液$胞内酶液用 (‘’’ "G滤膜抽滤B
<R:RSQ2V:2的酶促降解实验

称取干重为 (‘("* U的湿菌体制备成胞内酶

液$加入 2V:2并补充蒸馏水至处理体系总体积为

’( G4$并使 2V:2的初始浓度为 ) GUO4B在水浴

)((")( DOGA8 条件下避光处理 F :$取出样品萃取后

分析检测2V:2浓度$考察菌体产生的酶对 2V:2的

降解效果B

降解率 62V:2初始浓度 b降解后2V:2浓度
2V:2初始浓度

H"((I

<R:RUQ2V:2的萃取和检测

降解后$在 含 有 2V:2的 样 品 中 加 入 "(( GU
,C6;和 ’ G4" G7;O4\6;溶液$将样品的 N\调至

酸性"N\约为 ’#$再加入 "( G4乙酸乙酯$剧烈振

荡使其充分混合$然后静置 )( GA8 使其分层$收集

乙酸乙酯有机相B重复上述过程$萃取 ’ 次$合并 ’
次所得有机相$并加入一定量的无水,C’50F 除去有

机相中的水分$在 F(o恒温水浴下进行旋转蒸发$
将有机相蒸干$最后用流动相将样品从瓶中洗出$定

容至 "( G4$利用高效液相色谱仪"46E’(32$5:AGE
NCLI$]CNC8#进行2V:2检测B

检测条件!分离柱为 6"& 反相柱""*( GG#’使

用紫外检测器$检测波长 ’(% 8G’流动相 M甲醇pM水p
M(‘"m三氟乙酸溶液 k*(pF*p*$流速为 " G4OGA8’分析时

间为 "( GA8’进样量 ’( "4B

:Q结果与讨论

:R<!金属离子对菌体生长的影响

图 <Q金属离子对/012-3452*"-生长的影响

=AUB"!+RR@L9M7RSCDA7>MG@9C;M78 UD7P9: 7RG%;.!E40.*#!

金属离子对微生物具有多方面的影响$其中 (̂
,C(1U(=@等元素是微生物生长过程中所需要的重

要元素$维持微生物的正常生长发育B此外$微生物

生长代谢过程中某些重金属起重要作用$如 6D(6>(
,A([8 等是微生物的必需元素$在微生物生化反应

中起催化剂的作用$能稳定蛋白质结构(细胞壁及维

持渗透压平衡B此外$它们更是许多酶催化的活性

中心的重要成分B这些重金属元素如果在微生物细

胞中过量存在$可能造成很多不良影响$对微生物产

生毒害 作 用)"**B因 此$本 研 究 考 察 了 ^c(1U’c(
[8’ c(6>’ c(6C’c(=@’c(=@)c 等 金 属 离 子 对 G%
;.!E40.*#!生长的影响B每种金属选择 ) 个不同浓

度!"((’(()( GUO4B实验结果如图 " 所示$培养基

中添加 ^c(1U’c(=@)c可以促进菌体的生长$其生

长量明显高于未添加金属离子的情况’6>’ c(6C’c

对菌体生长没有明显的促进或者抑制的作用’即使

上述 ) 种离子 ^c(1U’c(=@)c在浓度高达 ’(()(
GUO4时$菌体仍然生长良好$说明该菌体对 ^c(
1U’c(6>’ c(6C’c(=@)c具有良好的耐受能力’随着

[8’ c(=@’c浓度的升高菌体的生长量略有降低$并表

(&$
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现出一定的抑制作用$说明当浓度达 )( GUO4时$
[8’ c(=@’c对菌体产生一定的毒害作用$从而影响其

生长B
:R:!金属离子加入降解体系对 2V:2酶促降解的

影响

金属离子是微生物生长的重要辅助因子$是许

多胞内酶的构成成分$并协助催化代谢途径中的氧

化等反应B除了 (̂,C(6C(1U外$微生物在生长代

谢过程中$还需要有一些具有特殊生物学功能的微

量金属元素B=@元素是细胞中过氧化氢酶(细胞色

素氧化酶的组成成分$化能自养菌则依赖铁的氧化

获得生长代谢所需的能量’6> 元素是多酚氧化酶的

组分并为羧化酶作用所必需’[8 是乙醇脱氢酶(
/,3和 W,3聚合酶的组分’1U’c是 32V酶等多种

酶的金属辅基$还可作为变构激活剂$激活数百种

酶$参与糖代谢(脂肪酸代谢(蛋白质合成和信号转

导)"%* ’此外$微生物蛋白质 合 成 的 启 动 阶 段 需 要

1U’c的参与$在重金属污染的情况下$镁离子与重

金属发生交换$使蛋白质合成无法启动$蛋白质合成

受阻)"$*B因此本实验选择 ^c(1U’c([8’ c(6>’ c(
6C’c(=@’c(=@)c作为金属离子代表物$分别将 "((
’(()( GUO4和 "(’() GUO4的金属离子 ^c(1U’c(
[8’ c(6>’ c(6C’c(=@’c(=@)c直接加入双蒸水降解

体系利用 G%;.!E40.*#!的胞内酶液考察不同金属

离子对 2V:2酶促降解影响B
高浓度金属离子对 2V:2酶促降解影响实验结

果如图 ’"C#所示$^c(1U’c([8’ c(6>’ c均对酶促降

解有促 进 作 用$其 中 ^c的 最 佳 浓 度 为 "(GUO4$
1U’c([8’ c(6>’ c的最佳浓度均 )( GUO4B在上述最

佳 浓 度 下$ 其 降 解 率 分 别 为 $%‘%%m( $$‘’’m(
%’‘##m(%(‘"’m$相应的无金属离子存在的实验

组$ 降 解 率 分 别 为 *F‘*"m( F"‘)"m( *)‘F"m(
*)‘*)mB即在最佳浓度的 ^c(1U’c([8’ c(6>’ cF
种金属离子存在的情况下$2V:2的降解率是对照实

验的 "‘F"("‘&$("‘"&("‘"’ 倍B6C’c(=@’c则对酶

促降解影响不大B=@)c对酶促降解产生了一定的抑

制作用$这与本课题组前期研究)""* 的结果一致B说

明高浓度的 1U’c([8’ c(6>’ c均可作为该菌体的胞

内酶激 活 剂$促 进 其 对 2V:2的 酶 促 降 解’6C’c(
=@’c对胞内酶没有明显的激活或抑制作用’=@)c由

于其浓度较高$对酶产生破坏作用$其较强的氧化能

力会催化生物分子中巯基的自氧化并产生自由基

从而对降解酶产生负面影响)""*B
低浓度金属离子对 2V:2酶促降解影响实验结

果如图 ’"Q#所示$^c(1U’c(=@’c在较低浓度时可

以适当地促进酶促降解作用$其最佳浓度分别为

" GUO4() GUO4() GUO4B在最佳浓度下$其降解率

分别为 %$‘&(m(%%‘%Fm(%(‘’#mB在最佳浓度下

的 ^c(1U’c(=@’c这 ) 种金属离子存在下$2V:2的

降解率是对照实验的 "‘’F("‘F&("‘’" 倍B6C’c随

着加入浓度的增加对酶促降解有先抑制后激活的作

用B[8’ c(6>’ c(=@)c对酶促降解有适当的抑制作

用B说明低浓度的 [8’ c(6>’ c(6C’c(=@)c均不能对

酶促降解起到促进作用B

图 :Q不同浓度金属离子对G20G酶促降解的影响

=AUB’!+RR@L9M7RSCDA7>MG@9C;L78L@89DC9A78M78

@8g<GC9AL?@UDC?C9A78 7R2V:2

!!上述 ’ 组实验结果表明$不同金属离子对酶的

活性有不同影响$即使是同一种金属离子在不同浓

度范围所起的作用也存在差异B只有适当浓度范围

的金属离子才能作为胞内酶的激活剂$对酶活性中

心产生影响$刺激酶的活性$对酶降解产生促进作

用$而超过或者未达到该浓度范围时$激活剂不能发

挥作用甚至起到抑制的作用B
:RS!金属离子加入培养基中对产酶效果的影响

细胞的生长和发育是构成生命的基础$金属离

子在其生长过程中主要起促进调节作用B例如!钙

活 化 中 性 蛋 白 酶 " LC;LA>GECL9ASC9@? 8@>9DC;
ND79@A8CM@$63,V#中 6C在细胞功能的调节中起着

关键性的作用$促进细胞生长(分泌)"&*B此外$金属

离子是微生物生长过程中的重要辅助因子$是许多

胞内酶的重要组成成分$并协助催化代谢途径中的

"&$
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氧化等反应)"#$’(*B因此$本实验选择加入后使菌体

具有良好降解效果的 )( GUO4金属离子 ^c(1U’c(
[8’ c(6>’ c(6C’c(=@’c(=@)c加入培养基中利用培

养后的菌体产生的胞内酶降解 2V:2$考察金属离子

对降解酶活性的影响B结果如图 ) 所示$1U’c加入

后降解效果最好$降解率达到 &*‘%%m$是对照实验

的 "‘&) 倍’其 次 是 [8’ c(6>’ c(^c$ 降 解 率 分 别

$)‘("m($(‘$"m( $(‘")m$ 分 别 为 对 照 实 验 的

"‘*%("‘*"("‘*( 倍B6C’c与 =@’c加入后对产酶效

果的影响基本不明显$=@)c加入培养基中对产酶具

有一定的抑制作用B该实验结果与直接将金属离子

加入酶促降解体系中的实验结果基本一致B说明金

属离子加入培养基对微生物生长过程中酶的合成具

有一定的影响作用$能够不同程度地促进或者抑制

酶的合成B
比较图 " 和图 ) 的实验结果可以发现$尽管

[8’ c(6>’ c在 )( GUO4时$菌体生长量较低$但是在

加入 该 浓 度 [8’ c(6>’ c至 培 养 基 中 产 生 的 酶 对

2V:2仍然具有较好的降解效果’而 =@)c加入培养

基中$该菌体的生长量较高$但其产生的酶对 2V:2
降解具有一定的抑制作用B说明降解菌的生长量高

低与该菌体的产酶效果并不是完全一致B

图 SQ金属离子对产酶效果的影响

=AUB)!+RR@L9M7RSCDA7>MG@9C;M78 ND7?>L9A78 7R@8g<G@

:RU!金 属 离 子 加 入 2V:2粗 酶 液 对 酶 促 降 解 的

影响

将 )( GUO4金属离子 ^c(1U’c([8’ c(6>’ c(
6C’c(=@’c(=@)c分别加入胞内酶液和胞外酶液中$
考察此时金属离子对胞内酶和胞外酶促降解的影

响$结果如图 F 所示B观察 图 F "C#$6>’ c(6C’c(
=@’c加入胞内酶液后$酶促降解率均高于未添加金

属 离 子 的$ 降 解 率 分 别 为 *"‘**m( F%‘##m(
F"‘$%m$是未添加金属离子的 "‘)F("‘’’("‘(# 倍’
^c(1U’c([8’ c加入胞内酶后对酶促降解效果无明

显的促进或抑制作用’=@)c加入胞内酶后对酶促降

解效果具有一定的抑制作用B观察图 F"Q#$无论添

加金属离子与否$与胞内酶降解相比$胞外物质对

2V:2的去除能力均比较差"基本在 "(m左右#$说

明胞外酶没有明显的 2V:2降解能力B胞内物质具

有较高的降解能力B而添加金属离子$对胞外酶降

解影响较小$基本表现出一定的抑制作用B说明某

些金属离子只能作为胞内酶的激活剂而对胞外酶不

能表现出相同作用B这一结果同时说明$该菌体之

所以具有能够分解 2V:2的能力$主要是由于其分

泌的一种或几种胞内酶表现出 2V:2降解能力B胞

外物质也含有降解酶$但是该酶对 2V:2的降解效

果不佳)"($""*B

图 UQ金属离子对酶降解能力的影响

=AUBF!+RR@L9M7RSCDA7>MG@9C;M78 ?@UDC?C9A78 CQA;A9<7RA9M@8g<G@

SQ结论

""# 菌 体 G%;.!E40.*#!对 ^c(1U’c(6>’ c(
6C’c(=@)c具有良好的耐受能力$高浓度的 [8’ c(
=@’c对菌体产生一定的毒害作用$从而影响其生长B
适当浓度范围内的 ^c(1U’c([8’ c(6>’ c(=@’c均对

酶促降解有促进作用$其中 1U’c的促进作用最明

显$其 最 佳 浓 度 为 )( GUO4B一 定 浓 度 范 围 内 的

=@)c对酶促降解具有适当的抑制作用B不同金属离

子对酶的活性有不同影响$同一种金属离子在不同

浓度范围所起的作用也存在差异B只有适当浓度范

围的金属离子才能作为胞内酶的激活剂$刺激酶的

活性$对酶降解产生促进作用$超过或者未达到该浓

度范围时$激活剂不能发挥作用甚至起到抑制的作

’&$



) 期 佟瑶等!金属离子对三苯基锡酶促降解的影响

用B金属离子对菌体生长量的影响和产酶效果没有

相关的联系B
"’#金属离子加入培养基中利用菌体产生的胞

内酶降解 2V:2$^c(1U’c([8’ c(6>’ c均能不同程度

对微生物生长过程中酶的合成起到一定的促进作

用$从而提高了降解率’6C’c与 =@’c加入后对产酶

效果的影响不明显’=@)c加入培养基中对产酶具有

一定 的 抑 制 作 用B该 菌 体 之 所 以 具 有 能 够 分 解

2V:2的能力$主要是由于其分泌的胞内酶表现出

2V:2降解能力B某些金属离子只能作为胞内酶的

激活剂而对胞外酶不能表现出相同作用B
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