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摘要：研究了肺炎克雷伯氏菌对三苯基锡（-<=-）的酶促降解性能，并对酶促反应影响因素的作用机制 进 行 了 探 讨，以 期 为 阐

明有机锡的微生物降解机制提供实验依据 4 研 究 证 明，菌 体、分 泌 物 和 胞 内 降 解 酶 均 具 有 降 解 -<=- 的 能 力，在 !$> 转 速 为

"!$ ?·@AB C " 的摇床中避光处理 # = 后，对 ! @D·/ C " -<=- 的降解率分别为 "$8 EF 、98 !F 和 ;G8 EF 4 影响因素 实 验 表 明，降

解介质、HI、温度、-<=- 浓度和金属离子均会对 -<=- 的酶促降解效果产生影响，其中 -<=- 酶促反应的最适 HI 和温度分别为

J 和 9$> 4 ,D# K 、,B# K 、56# K 和 56! K 在合适的浓度范围内，均会促进 -<=- 的降解 4 当 ,D# K 的浓度为 "9 @D·/ C " 时，胞内酶对

-<=- 的降解率高达 G!8 JF 4 金属离子的促进效果主要与其对酶的激活、作为电子受体或电子供体参与 -<=- 酶促降解等作用

有关 4 -<=- 的降解速率与其浓度呈现理想的线性关系 4 该反应的 !@LM和 "@ 分别为 $8 "9 @D·（/·@AB）C " 和 ;G8 " @D·/ C " 4
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% % 有机锡化合物是应用最广泛和排放量最大的有

机金属之一［" P !］，具 有 高 毒 性、持 久 性 和 生 物 富 集

性，可导致包括 软 体 动 物、鱼 类 和 哺 乳 动 物 在 内 的

物种发生性畸变，并会通过食物链的富集影响生态

系统［; P :］4 三苯基锡（-<=-）和三丁基锡（-\-）还是

目前已知内分泌干扰物中仅有的 # 种有机金属化合

物［G，J］，即使处 于 BD g / 的 极 低 浓 度 水 平，也 会 对 海

洋浮 游 生 物 和 软 体 动 物 等 敏 感 的 水 生 生 物 产 生

毒性［E，"$］4
某些微生物因对有机锡具有抗性或可以把有机

锡作为碳源加以利用，从而成了水体有机锡降解的

主力 4 现有的研究报道主要侧重于降解菌的菌种筛

选和有机锡微生物降解影响 因 素 探 讨［"" P "!］4 但 是，

水体有机锡微生物降解的研究仍处于缓慢渐进的状

态，其 微 生 物 降 解 性 能 研 究 还 鲜 见 系 统 报

道［""，";，"9］，有关有机锡微生物酶促降解方面的研究

则更加薄弱 4 本实验对前期筛选的肺炎克雷伯氏菌

（"#$%&’$##( )*$+,-*’($）进 行 了 胞 内 降 解 酶 的 提 取，
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开展了 $%&$ 的 酶 促 降 解 研 究，分 析 了 ’(、温 度、

酶量、底物浓度和金属离子等对 $%&$ 酶 促 降 解 的

影响，以期探明有机锡污染物酶促反应的主要影响

因素及其作用机制 ) 研究成果对阐明有机锡的生物

降解机制及指导其生物修复具有重要的环境意义 )

!" 材料与方法

!# ! ! 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 # *·+ , # 的储备液，-. 保存待用；三苯基

氯化锡使用液：用 储 备 液 配 制 成 " /*·+ , # 的 使 用

液；实验菌种：三苯基锡降解菌肺炎克雷伯氏菌（!"
#$%&’($)*%）由本课题组筛选和保藏；牛肉膏蛋白胨

培养液：牛 肉 膏 " *，蛋 白 胨 #0 *，1234 5 *，蒸 馏 水

# 000 /+，’( 调节至 67 8 9 67 -，#8#. 灭菌 "0 /:;)
!# $" 方法

!# $# !" $%&$ 的酶促降解实验

!" #$%&’($)*% 于牛 肉 膏 蛋 白 胨 培 养 液 中 培 养

"< & 后，离心得到上清液和菌体细胞 ) 用去离子双

蒸水洗涤菌体，收集洗涤液合并上清液，用 07 88 !/
滤膜抽 滤 后 进 行 $%&$ 降 解 实 验，考 察 菌 体 分 泌 物

对 $%&$ 的降解效果 )
称取干 重 为 07 0#5 * 的 湿 菌 体，悬 浮 于 80 /+

蒸馏水中 进 行 超 声 波 破 壁，离 心 取 上 清 液 用 07 88
!/ 滤膜抽滤后，加入 $%&$ 并补充蒸馏水或缓冲液

至水样 体 积 为 80 /+，并 使 $%&$ 的 初 始 浓 度 为 "
/*·+ , # ) 在水浴 "0. 、#"0 =·/:; , # 条件下避光处

理一定的时间，取出样品萃取并检测 $%&$ 浓度，考

察菌体胞内酶对 $%&$ 的降解效果 )
降解率 +

（$%&$ 初始浓度 , 降解后 $%&$ 浓度）

$%&$ 初始浓度
> #00?

!# $# $ ! $%&$ 的萃取和检测

降解后，在 含 有 有 机 锡 的 样 品 中 加 入 #00 /*
1234 和 8 /+ # /@4 A + (34 溶液，将样品的 ’( 调至

酸性（’( 约为 8），再加入 #0 /+ 乙酸乙酯，剧烈振

荡使其充分混合，然后静置 "0 /:; 使其分 层，收 集

乙酸乙酯有机相 ) 重复上述过程，萃取 8 次，合并 8
次所得有机相，并加入一定量的无水 128 BC- 除去有

机相中的水分，在 -0. 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 #0 /+，利 用 岛 津 高 效 液 相 色 谱 仪（ B&:/2DEF，

G2’2;）进行 $%&$ 检测 )
检测条件：分离柱为 3#H 反相柱（#50 //）；使

用紫外检测器，检测波长 80< ;/；流动相 ,甲 醇 I ,水 I

,07 #? 三 氟 乙 酸 溶 液 J 50I -5 I 5，流速为 # /+·/:; , # ；分析

时间为 #0 /:;；进样量 80 !+)

$" 结果与讨论

$# ! ! !" #$%&’($)*% 菌 体、分 泌 物 和 胞 内 降 解 酶 对

$%&$ 的降解效果

图 !" !" #$%&’($)*% 菌体、分泌物和胞内

降解酶对 %&’% 的降解

K:*) #! LM*=2D2N:@; @O $%&$ PQ RM44，MSN=2RM44F42=

TMR=MN:@; 2;D :;N=2RM44F42= M;EQ/M @O !" #$%&’($)*%

在水浴 "0. 转速为 #"0 =·/:; , # 的摇床中，分

别避光处理 8 & 和 8- & 后，!" #$%&’($)*% 的 菌 体、

分泌物和 胞 内 降 解 酶 对 " /*·+ , # $%&$ 的 降 解 效

果如图 # 所示 ) 结果表明，胞内酶是 $%&$ 降解的主

力，处理 8 & 后，对 $%&$ 的降解率达 -67 U? ) 菌体分

泌物也 含 有 降 解 酶，但 是 该 酶 对 $%&$ 的 降 解 效 果

不佳，8 & 对 $%&$ 的 降 解 率 仅 为 57 "? 。分 泌 物 的

作用主 要 是 对 $%&$ 进 行 初 步 的 降 解，从 而 降 低

$%&$ 的毒性，并有利于 $%&$ 及其中间产物在菌体

细胞内的进一步降解 ) 具备胞外和胞内降解酶的完

整菌体 对 $%&$ 的 降 解 效 果，劣 于 胞 内 降 解 酶 单 独

处理 $%&$ 的效果，8 & 对 $%&$ 的降解率为 #07 U? )
这主要是由于菌体要通过细胞壁的吸附、跨膜运输

等作用 才 能 把 $%&$ 积 累 到 细 胞 内，该 运 输 过 程 缓

慢［#"，#<］，导致完整 细 胞 内 降 解 酶 与 $%&$ 接 触 的 机

会明显小于离 体 胞 内 酶 ) 菌 体 降 解 $%&$ 的 前 8 &，

$%&$ 的降解以胞 外 降 解 为 主，因 此 降 解 率 较 低；8-
& 时，降解率显著提高，说明胞内酶在该阶段起了主

要作用 ) 对 比 分 泌 物 和 胞 内 酶 在 8 & 和 8- & 降 解

$%&$ 的结果可 知，$%&$ 的 酶 促 降 解 分 快 速 反 应 期

和缓慢期 ) 快速期发生于降解初期，这主要是因为此

阶段 酶 的 活 性 和 稳 定 性 优 于 后 期，此 外，该 阶 段

$%&$的 浓 度 较 高 ，因 而 反 应 速 率 较 高 ；与8 &的 处

0<-
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理效果 相 比，!" # 对 $%#$ 的 降 解 率 增 幅 不 大 & 因

此，以下实验主要研究了胞内酶在 ! # 时对 $%#$ 的

降解性能 &
!" ! ’ 降解介质对胞内酶降解 $%#$ 的影响

为研究反应体系对该酶促反应的影响情况，本

实验在去离子蒸馏水、磷酸缓冲液、()* 缓冲液和

$+,- 缓冲液等 " 种介质中，研究了胞内酶对 $%#$ 的

降解效果，结 果 如 图 ! 所 示 & 磷 酸 缓 冲 液 的 效 果 最

好，蒸馏水的效果与之相差不大，这说明该酶促反应

前后没有引起体系 ./ 发生明显变化 & 此外，自然水

体的 ./ 较稳定，一 般 为 0 1 2 之 间，蒸 馏 水 的 性 质

比磷酸缓冲液更接近自然水体 & 综合上述原因，在以

下的实验中 采 用 去 离 子 蒸 馏 水 作 为 胞 内 酶 促 降 解

介质 &

图 !# 降解介质对酶促反应效果的影响

3,4& !’ 566789 :6 ;<667+- := >74+?>?9,:= :6 $%#$ ;@ 7=>:7=A@B7

!" $ ’ ./ 对 $%#$ 酶促降解的影响

在 ./ 为 "C D、EC D、0C D、FC D、2C D、GC D 和

HDC D 的去离子双蒸水中，开展 $%#$ 的酶促 降 解 性

能实验 & 图 I 的变化曲线基本呈对称状，总体趋势较

平缓，没有出现陡峭的升降 & 由于 ./ 可影响酶活性

中心必需基团的解离程度和催化基团中质子供体或

受体所需的离子化状态［HF，H2］；也可影响有机锡和辅

酶的解离程度，从而影响酶与有机锡的结合 & 因此，

该降解曲线相对平缓的变化趋势反映了 ./ 的变化

没 有 导 致 降 解 酶 的 构 型 发 生 突 变，说 明 !"
#$%&’($)*% 的胞内降解酶对 ./ 的适应性较理想，该

特性有利于降解酶对有机锡的生物降解 &
!" % ’ 温度对胞内酶降解 $%#$ 的影响

图 " 显示，在实验设定的温度范 围 内，$%#$ 降

解的变化趋势呈倒“J”形，适宜温度在 "D 1 EDK 之

间 & 与化学反 应 相 似，升 温 会 增 加 分 子 间 的 接 触 机

会，因而该酶促反应的速率也会随温度的升高而加

快 & 但是，作为生物催化剂，酶分子的化学结构决定

图 $# &’ 对胞内酶降解 ()*( 的影响

3,4& I’ L74+?>?9,:= :6 $%#$ ,= >,667+7=9 ./ ;@ 7=>:7=A@B7

了其活性，温度过高会导致酶构象的破坏，从而丧失

其原有的生物活性［HG］& 在反应体系的温度低于最适

温度时，升温的作用以加快酶促反应为主；温度高于

最适温度后，则酶因升温变性造成的活性降低起主

导作用，从而导致酶促反应速度随温度升高而降低 &
最适温度是上述变化的综合结果 & 此外，最适温度不

是酶本身的固有值，而与酶促降解时间的长短有关，

当 时 间 为 ! # 时，该 $%#$ 降 解 酶 的 最 适 温 度

为 EDK &

图 %# 温度对胞内酶降解 ()*( 的影响

3,4& "’ L74+?>?9,:= :6 $%#$ ,= >,667+7=9 97B.7+?9<+7

;@ 7=>:7=A@B7

!" + ’ 胞内酶对不同浓度 $%#$ 的降解效果

图 E 显示，在底 物 浓 度 为 D 1 HE B4·M N H 的 范

围内，$%#$ 的降解 率 随 着 其 浓 度 的 增 加 而 增 加；当

底物浓 度 超 过 HE B4·M N H 时，降 解 率 呈 下 降 的 趋

势 & 但是，$%#$ 的 降 解 速 率 在 $%#$ 浓 度 为 D 1 HED
B4·M N H 的范围内，均呈线性上升的趋势 & 该速率变

化结果反映了 $%#$ 浓度的增加并没有对离体胞内

外产生可影响反应活性的毒性 & 将米氏方程转变为：

H
+

,
!B

-B?O

, H
［.］

/ H
-B?O

式中，［.］为$%#$ 浓度，+ 为 $%#$ 降解速率，-B?O 为

H0"
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最大降解速 率，!$ 为 米 氏 常 数，以
#

［"］
为 横 坐 标，

#
#

为 纵 坐 标 对 %&’% 的 降 解 速 率 进 行 ()*+,+-.+/0

12/3 作图［45］，结果如图 6 所示 7 结 果 表 明，%&’% 的

酶促降解速率的双倒数曲线具有非常理想的线性关

系，$$-8 为 59 #: $;·（(·$)*）< # ，!$ 为 =>9 #

$;·( < # 7 该数 值 表 明 %&’% 的 降 解 是 个 缓 慢 的 过

程 7 因为，!$ 是 酶 反 应 初 速 度 为 $$-8 一 半 时 %&’%
的浓度，因此，%&’% 的酶促降解反应要接近 $$-8 时，

所需 %&’% 的浓度会很高［4#］7
但是，环境中 %&’% 的浓度通常较低，一般不超

过 # $;·( < # 7 此外，与本实验 条 件 相 比，环 境 中 的

降解菌与 %&’% 接触的机会较小 7 而且，与菌体吸附

后，%&’% 还要 通 过 缓 慢 的 跨 膜 运 输 才 能 进 入 细 胞

内，被胞内酶 进 一 步 地 降 解 7 上 述 各 种 因 素 决 定 了

%&’% 的降解周期很长，现有的现场监测结果也表明

有机锡的半衰期长达数月，在沉积物中的半衰期则

更长，可达数年至数十年［44，4"］7

图 !" 胞内酶对不同浓度 #$%# 的降解效果

?);7 :! @+;/-A-B)C* CD %&’% ,)B’ A)DD+/+*B

EC*E+*B/-B)C* FG +*AC+*HG$+

图 &" #$%# 降解速率的 ’()*+*,-*./01.2 图

?);7 6! ()*+,+-.+/012/3 IJCB CD A+;/-A-B)C* CD %&’%

34 & ! 金属离子对 %&’% 的降解效果的影响

金属离子可以作为酶的辅助因子，使酶呈现出

活性；或作为酶的激活剂，提高酶的稳定性和反应活

性［4=］7 其中 K;4 L 是 M%& 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［4:］7 K*4 L 是 精

氨酸酶、脯氨酸肽酶、丙酮酸羧化酶、NOM 多聚酶

和超氧化物歧化酶等酶的成分 7 此外，K*4 L 还有激

活水解酶、脱羧酶、磷酸化酶和羧化酶等多种酶的

作用，并可能与 K;4 L 相互替代，成 为 激 活 酶 的 激 活

剂［46］7 ?+4 L 和 ?+" L 作为微生物细胞 色 素 组 成 部 分，

是生物氧化还原反应中的主要电子载体［4>］，是能量

代谢中不可缺少的物质，已有文献指出细胞色素 &0
=:5 与有机 锡 的 生 物 代 谢 有 关［4P］7 因 此，本 实 验 考

察了 K;4 L 、K*4 L 、?+4 L 和 ?+" L 对该胞内酶降解活

性的影响 7 图 > 显示，这 = 种金属离子在合适的浓度

范围内，均会对酶促反应产 生 促 进 作 用 7 其 中 K;4 L

和 ?+4 L 的作用最明显，能有效地提高 %&’% 酶 促 降

解的效果；K*4 L 和 ?+" L 的促进作用则相对较小 7

图 5" 金属离子对 #$%# 的降解效果

?);7 >! @+;/-A-B)C* CD %&’% ,)B’ A)DD+/+*B $+B-J FG +*AC+*HG$+

实验中，K;4 L 显著的促进作用与其对酶的激活

能力有关 7 ?+" L 可 以 作 为 电 子 受 体 参 与 %&’% 的 降

解反应 7 但是，由于 ?+" L 具有很强的氧化能力，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 7 实验结果表明，当 ?+" L 浓度为

: $;·( < # 时，?+" L 促进了 %&’% 的降解7 此时，?+" L 以

作为电 子 受 体 的 促 进 作 用 为 主7 随 着 浓 度 的 增 加，

?+" L 对酶产生了氧化破坏［4>］，因此，削弱了其促进作

用7 由于氧化能力弱于 ?+" L ，因此，?+4 L 的促进作用优

于 ?+" L 7 由于 K*4 L 的促进作用不明显，因此，K*4 L 可

能没有激活该降解酶的能力［4Q，"5］，而仅仅是在很小

的程度上促进了 %&’% 在反应中正确定向7

46=



! 期 叶锦韶等：克雷伯氏菌对三苯基锡的酶促降解特性

!" 结论

（"）肺炎克雷伯氏菌（!"#$%&#""’ ()#*+,)&’#）的

菌体、分泌物和胞内降解酶均具有降 解 #$%# 的 能

力，在 &’( 转速为 "&’ )·*+, - " 的摇床中避光处理

! % 后，对 & *.·/ - " #$%# 的降解率分别为 "’0 12 、

30 &2 和 450 12 6
（!）78、温 度、#$%# 浓 度 和 金 属 离 子 等 环 境

因素均 会 对 胞 内 酶 降 解 #$%# 的 效 果 产 生 影 响 6
#$%# 的酶促降解速率与 #$%# 浓度呈现理想的线性

关 系，酶 促 反 应 的 -*9: 和 !* 分 别 为 ’0 "3

*.·（/·*+,）- " 和 450 " *.·/ - " ，反映了提高降解

速率所 需 的 底 物 浓 度 过 高，证 明 #$%# 的 降 解 是 个

缓慢的过程 6 ;.! < 、;,! < 、=>! < 和 =>& < 等金属离子

在合适的浓度范围内，均会促进 #$%# 的降解 6 其中

;.! < 的作用最 明 显，能 有 效 地 提 高 #$%# 酶 促 降 解

的效果，当 ;.! < 的添加浓度为 "3 *.·/ - " 时，胞内

酶对 #$%# 的降解率高达 5&0 ?2 6
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