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摘要#对 " 株分离自锰矿矿石具有高效氧化锰活性的节杆菌$!"#$"%&’(#)")($*+%,),-*-%1,"E() 氧化锰机制进行研究B结果表

明&!/)($*+%,),-*-1,"E() 在其生长过程中产生锰氧化活性因子和碱性物质&活性因子在细胞内合成&并分泌至菌体表面和胞

外培养液中B1,"E() 对18’ b的氧化作用是通过升高环境 O]值和产生锰氧化活性因子共同作用的结果B虽然该菌产生锰氧

化活性因子不需要 18’ b的诱导&但在培养基中加入 18’ b可以提高活性因子的产生量B1,"E() 产生的锰氧化活性因子对

5X5(,G,* 等多种酶抑制剂不敏感&而且具有较高的耐热性能B_W5 和 =2./分析 1,"E() 介导 18’ b氧化形成的生物锰氧化

物&确定成分为 1800]’ 5+1显示生物氧化锰的形态为絮状B
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!!锰氧化细菌广泛分布于土壤(淡水(海洋沉积物

等环境&介导着锰的氧化作用B有研究认为当环境中

仅有0’ 而没有锰氧化细菌存在时&18’ b在数年内

都难以氧化&微生物可强烈催化 18’ b氧化形成生物

氧化锰
,"-B近年来&某些种类的锰氧化细菌已被应

用于地下水生物除锰(含重金属离子工业废水的处

理(探讨氧化锰矿物的成因(研究海洋沉积物中铁锰

结核形成过程
,’ a%-B随着人们对生存环境和洋底锰

结核资源的认识与关注&使得生物氧化锰形成的分

子机制已成为当前研究的热点之一B研究人员根据

对 * 类锰氧化细菌模式菌株&即 H)2#%#$"*-6*-(%2$%"’
55D"( 5WD%&0-)36%<%,’-23#*6’ 18 U"([UD" 及

:’(*..3-NOB的研究结果&初步认为细菌是通过分泌

多铜氧化酶$1065%来氧化 18’ b,$ a#- &不过这一理

论还需要寻找更多的证据B不同细菌氧化锰的机制

是不同的&包括直接氧化和间接氧化B间接氧化是通

过改变环境的 +: 和 O]或者产生 18’ b螯合剂&促

进18’ b的氧化’ 直接氧化是通过产生锰氧化酶或

者锰的粘合物成分&催化18’ b的氧化
,"(-B

本研究对 " 株 !"#$"%&’(#)")($*+%,),-*-氧化锰

的生化机制进行了初步探讨&包括18’ b对氧化活性

因子的诱导作用(活性因子定位(O]值对 18’ b氧化

的影响(锰氧化物的化学成分分析等方面&以期为该

菌今后应用于富铁锰水质的净化提供参考&同时也
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可以充实生物氧化锰机制的基础理论研究B

QR材料与方法

QSQ!菌种

!"#$"%&’(#)")($*+%,),-*-1,"E()$[@8UG8I 登录

号为#[Y*’%*&*%&由本课题组分离自福建省龙岩市

连城锰矿矿石
,""-B

QSE!培养基

无 锰 培 养 基# 葡 萄 糖 (‘* V& 牛 肉 膏 (‘" V&

’̂]W0E (‘) V&1V50E)$]’0(‘) V&,G,0* (‘)V&
,]E,0* (‘) V&6G6;’ (‘) V&柠檬酸 "‘* V&柠檬酸铁

铵 (‘E) V&柠檬酸三钠 E V&蒸馏水 " 4&O]值 %‘& a
$‘(&"’"p灭菌 ") FA8B

有锰培养基#在无锰培养基中的基础上添加

1850E)]’0(‘(* VP4B
QSG!方法

QSGSQ!培养物的制备

将!/)($*+%,),-*-1,"E() 接种于有锰和无锰的

培养基中&于 ’)p&"’( LPFA8振荡培养 ’ ?&获得培

养液B将培养液分别制备上清液(菌体和细胞裂解

液B"上清液#将培养液于 Ep&E ((( LPFA8离心 "(
FA8&弃沉淀物&获得上清液B#菌体#将培养液于

Ep&’ )(( LPFA8离心 ’ FA8&取上清液B上清液再于

Ep&E ((( LPFA8离心 "( FA8&收集菌体沉淀B菌体用

O]$‘( 的 2LAND]6;缓冲液洗涤 ’ 次&除去菌体表面

粘附的氧化物B再用 O]$‘( 的2LAND]6;缓冲液重新

悬浮制成菌悬液B+细胞裂解液#取少量上述菌悬

液&用超声波处理使细胞破裂&% ((( LPFA8离心 "(
FA8&弃沉淀&获得细胞裂解液B采用有锰培养基培养

获得的培养液(上清液和菌体在结果中分别称为有

锰培养液(有锰上清液和有锰菌体’ 而采用无锰培

养基培养获得的培养液(上清液和菌体在结果中分

别称为无锰培养液(无锰上清液和无锰菌体B
QSGSE!培养物锰氧化活性的测定

吸取培养物$培养液(上清液或菌体%) F4于试

管中&加入 1850E 溶液使 18’ b浓度为 "( FVP4&于

’)p&"’( LPFA8条件下反应 " : 后&E ((( LPFA8离心

"( FA8&除去沉淀物&然后取上清液测定 18’ b浓度&
计算锰氧化率B
QSGSG!菌体活性与18’ b氧化的关系

将1,"E() 接种于有锰培养基中&于 ’)p&"’(
LPFA8振荡培养 & :&分别加入抑菌剂 ]V6;’ 和 6?6;’
溶液

,"’- &使其浓度为 )( $F7;P4&继续培养 E( :&获

得培养液B将培养液于E ((( LPFA8离心 "( FA8&除去

菌体及沉淀物&然后取上清液测定培养液剩余 18’ b

浓度&计算锰氧化率B以不加抑菌剂的培养液做为对

照&同时以不接种的培养基于相同条件下培养做为

空白对照B
QSGST!酶抑制剂对培养物锰氧化率的影响

将1,"E() 接种于有锰培养基培养 ’ ? 后&得

到培养液B在试管中加入 ) F4的培养液&然后加入

适量酶抑制剂溶液&混 匀 后&加 入 1850E 溶 液 使

18’ b浓度为 "( FVP4&反应 ":&离心&取上清液测定

剩余的18’ b浓度&计算锰氧化率B
QSGSU!锰离子测定方法

锰离子的测定采用甲醛肟分光光度法
,"*-B

锰氧化率的计算公式#
锰氧化率 m,$初始 18’ b浓度 c剩余 18’ b浓

度%P初始18’ b浓度- l"((i
数据处理#数据为 * 个平行样的平均值&采用

+JM@;’((* 和 5W55$-"*‘(%分析软件对数据进行统

计学分析及作图B
QSGS!!菌体表面生物锰氧化物 5+1观察

将1,"E() 接种于有锰培养基中&于 ’)p&"’(
LPFA8振荡培养 ’ ? 后&于’ )(( LPFA8离心 ’ FA8&除

去培养过程中产生的沉淀物B上清液于E ((( LPFA8
离心 "( FA8 收集菌体B菌体用蒸馏水洗涤后&冷冻

干燥&用于扫描电镜$5+1%观察B
QSGSI!生物锰氧化物 _射线光电子能谱$_W5%和

傅里叶远红外光谱$=2./%分析

将1,"E() 分别接种于添加 "‘’ FF7;P4焦磷酸

钠$用于固定18’ b氧化过程中可能形成的 18* b中

间体%和不加焦磷酸钠的有锰培养基中$用于分析

氧化终产物% ,"E-B培养 ’ ? 后&将 ’ 种培养液混合&
于’ )(( LPFA8低速离心 ’ FA8&弃去含有菌体的上清

液&收集培养过程中产生的生物氧化锰沉淀物B沉淀

物加入适量蒸馏水&洗涤 ’ 次后&冷冻干燥成粉末

状&将粉末压片后分别用 _射线光电子能谱$_W5%
和傅里叶远红外光谱仪$=2./%分析锰氧化物中锰

的价态和成分B

ER结果与分析

ESQ!1,"E() 锰氧化活性因子定位

1,"E() 在生长过程中能够使培养基中的可溶

性18’ b转化为不溶性的锰化合物&从而将 18’ b从

水中除去
,""-B分别测定了上清液(菌体和细胞裂解

液的锰氧化活性&对锰氧化活性因子的分布进行定

位&结果见图 "B由图 " 可知&1,"E() 培养物的上清

*$$"
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液(菌体和细胞裂解液 * 个部分都具有介导 18’ b氧

化的活性&其中菌体的活性最高&锰氧化率可达到

#&‘"i&上清液次之&细胞裂解液活性最小&三者之

间存在极显著差异B由此可以推测 1,"E() 产生的

锰氧化活性因子是分泌型的产物&在细胞内合成后&
分泌至菌体表面及细胞外环境中发生作用B

不同小写字母表示差异显著$2n(‘()%’ 不同大写

字母表示差异极显著$2n(‘("%&下同

图 QRM=QTFU 锰氧化活性因子定位

=AVB"!47MG9A78 7S9:@FG8VG8@N@7JA?G9A78 SGM97L

A8 N9LGA8 1,"E()

图 ER抑菌剂对 M(Ec氧化的影响

=AVB’!+SS@M97SA8:ARA97L78 FG8VG8@N@7JA?G9A78

ESE!菌体活性与 18’ b氧化的关系

比较加抑菌剂和不加抑菌剂培养液的锰氧化活

性&结果见图 ’B由图 ’ 可知&接种但不加抑菌剂的

培养液锰氧化率为 "((i&而加入抑菌剂 ]V6;’ 和

6?6;’ 的实验组锰氧化率仅为 "’‘$i和 "’‘"i&与

不加抑菌剂的锰氧化率差异极显著B当 1,"E() 处

于对数生长期时&加入抑菌剂 ]V6;’ 和 6?6;’&不仅

抑制了菌体的生长繁殖&而且可能抑制了锰氧化活

性因子的生成&所以 18’ b的氧化能力显著下降B说

明菌体活性与 18’ b氧化有密切关系B
ESG!不同培养时间培养物的锰氧化活性

将!/)($*+%,),-*-1,"E() 接种于有锰培养基

中&按照 "‘*‘" 节的方法进行培养&每天取样测定培

养物的锰氧化活性&结果见图 *B

图 GR不同培养时间的培养液(上清液和菌体的锰氧化率

=AVB*!1G8VG8@N@7JA?G9A78 LG9@7S9:@M>;9>L@;Ag>A?&N>O@L8G9G89

G8? M@;;N>NO@8NA78NR<?ASS@L@89M>;9>L@9AF@OL@OGLG9A78

图 TR有锰培养物与无锰培养物锰氧化率比较

=AVBE!67FOGLAN78 FG8VG8@N@7JA?G9A78 LG9@7S9:@M>;9>L@

QA9: 18’ b979:@M>;9>L@GRN@8M@18’ b

由图 * 可知&锰氧化活性因子确实是 1,"E()
在其生长过程中合成的&随着培养时间的延长&培养

物的锰氧化活性逐渐增大&而且锰氧化活性因子首

先出现在菌体上&随后分泌到胞外培养液中B培养 "
? 时培养液和上清液的锰氧化率较低&分别为 %‘’i
和 )‘’i&与菌体的锰氧化率$))‘*i%差异极显著’
培养 * aE ?&培 养 液 和 菌 体 的 锰 氧 化 率 都 大 于

#)i&二者之间没有差异&但与上清液的锰氧化率

$&*‘&i a&)‘%i%差异极显著B
EST!18’ b对锰氧化活性的诱导作用

将!/)($*+%,),-*-1,"E() 分别接种于有锰培养

基和无锰培养基中&按照 "‘*‘" 节的方法进行培养

获得培养物&测定培养物的锰氧化活性&结果见图

EB图 E 显示用有锰培养基培养 1,"E() 所得到的培

养物与无锰培养基培养所得到的培养物都具有氧化

E$$"
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锰的活性&两者的锰氧化率没有差异&说明锰氧化活

性因子的产生不需要 18’ b的诱导B
ESU!O]值对锰氧化活性的影响

ESUSQ!1,"E() 生长过程中培养物的 O]值变化

将1,"E() 接种于培养基中&每天取样测定培

养液的 O]值&做 * 个平行样&结果取平均值B图 )
显示接种 1,"E() 后培养 ’ ?&有锰和无锰的培养

液(上清液和菌体的 O]值都由初始的 %‘& 提高到

#‘* 以上B说明 1,"E() 在其生长代谢过程中产生

了某种碱性物质&使微环境的 O]值升高&从而促进

18’ b的氧化作用B

图 UR培养过程中的 $:值变化

=AVB)!6:G8V@7S9:@O]TG;>@A8 9:@M>;9ATG9A8VOL7M@NN

ESUSE!不同 O]值的培养物锰氧化率比较

1,"E() 在生长时&会使培养基的 O]值升高至

碱性范围&为了分析 1,"E() 的培养物催化 18’ b氧

化是单纯由 O]值升高所致&还是存在其它因素&进

一步做了以下实验&即将培养物的 O]值分别调节

为 E a"( 后& 测定各自的锰氧化活性&结果见表 "B
表 " 显示&O]值对锰氧化率的影响较大B当将培养

物$培养液(上清液和菌体%的 O]值从原来的 #‘*
以上调节为 E a"( 后&随着 O]值的下降&锰氧化活

性逐渐下降&锰氧化率减小BO]值为 # 和 "( 时锰氧

化率明显大于其余 O]值的锰氧化率B但是&即使是

在酸性范围$O]E a%%&仍有一定的锰氧化活性&说

明1,"E() 对 18’ b的氧化作用是通过升高环境 O]
值和产生锰氧化活性因子共同作用的结果&因为

18’ b的化学氧化只能发生在 O]&‘) 以上
,")-B当将

培养液的 O]值调整为 E a% 时&无锰培养物$培养

液(上清 液 和 菌 体% 的 锰 氧 化 率 显 著 减 小& 仅 为

*‘’i a*%‘(i&而有锰培养物$培养液(上清液和菌

体%的锰氧化率为 ’&‘$i a%E‘*iB显然&在培养基

中加入 18’ b可使 1,"E() 产生更多的锰氧化活性

因子B而未接种的空白培养基&分别调节 O]值为 E

a"( 后&测定其锰氧化率仅为 ’‘(i aE‘&i&说明

如果培养基中没有 1,"E() 菌体及其代谢产物存

在&即使在 O]"( 的条件下&18’ b的氧化率很小B
表 QR不同 $:值的培养物锰氧化率比较

2GR;@"!67FOGLAN78 7SFG8VG8@N@7JA?G9A78 LG9@7S
9:@M>;9>L@QA9: ?ASS@L@89O]

O]值

锰氧化率Pi
无锰培养基 有锰培养基

空白 培养液 上清液 菌体 空白 培养液 上清液 菌体

E ’‘* E‘* *‘’ ""‘# ’‘( ’&‘$ *E‘( *&‘&
) ’‘E )‘" ’‘" *‘" *‘% *E‘" ’%‘" E)‘)
% ’‘& "#‘" "%‘) *%‘( *‘& )#‘) %(‘) %E‘*
$ ’‘# ’*‘* "’‘% )#‘% E‘" %E‘( )%‘& )#‘’
& *‘E *&‘* ’*‘* ))‘$ E‘’ %’‘) )&‘( $(‘(
# *‘& &&‘E $%‘$ #*‘) E‘% &&‘" &%‘E "((
"( E‘" #(‘’ &E‘( "(( E‘& #$‘’ #’‘$ #$‘&

ES!!酶抑制剂对培养物锰氧化活性的影响

为了了解 1,"E() 产生的锰氧化活性因子的性

质&本实验选择了几种酶抑制剂进行研究&结果见表

’B表 ’ 显示#上清液中的锰氧化活性因子对 ]V6;’(
,G,* 等多种酶抑制剂不敏感&而且具有较高的耐热

性&随着抑制剂浓度的增大&加热时间的延长&锰氧

化率增大B菌体除了对 ,G6;和蛋白酶 ^敏感外&对

其它几种处理都不敏感B初步推测 1,"E() 催化锰

氧化的活性因子不是酶类物质&可能是糖蛋白或糖

类物质B有关 ,G6;和蛋白酶 ^抑制菌体锰氧化活

性的原因还有待于进一步研究B
ESI!菌体表面生物锰氧化物 5+1观察

扫描电镜$5+1%图片显示#用有锰培养基培养

所得到的 1,"E() 菌体虽然经过多次洗涤&但表面

仍可见沉积着大量的锰氧化物$图 %%&表明培养基

中的18’ b被菌体吸附并氧化为不溶性高价锰氧化

物&这种生物氧化锰与菌体结合紧密&呈絮状结构B
ESV!锰氧化物的价态及成分分析

关于生物氧化锰中锰的价态&在以往的研究中

有很多猜测及不同的研究结果BC7:8N78 等
,"%-

在对 "
株海洋锰氧化菌 I"1#$"%&’(#)"NOB5X’" 研究时发现

18$*%是酶促反应的初级产物B然而&UGLVGL等
,"$-

却发现:’(*..3-NOB5[D" 菌株氧化18$&%所形成的

初级产物是 18$1%&并未形成 18$*%中间产物B
本实验分别采用 _W5 和 =2./分析 1,"E() 氧化

18’ b所产生的生物锰氧化物&结果见图 $ 和图 &B图

$ 显 示 18’2的 结 合 能 有 ’ 个 主 峰 18’2*P’ 和

18 ’2"P’B18’2*P’ 的 结 合 能 I为 %E"‘)) @-& 是

18$*%的特征吸收峰
,"&- &未见 18$1%的吸收峰B

说明1,"E() 将18’ b氧化为 18$*%&这在锰氧化

)$$"
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!!!!!表 ER不同酶抑制剂对 M($$%氧化活性物质的影响

2GR;@’!+SS@M97S9:@@8e<F@A8:ARA97LNA8 9:@M>;9>L@

78 FG8VG8@N@7JA?G9A78 LG9@

抑制剂 浓度
锰氧化率Pi

有锰上清液 有锰菌体

( &(‘( &&‘(

]V6;’ P$F7;)4c"
"( &’‘E #’‘*
’( &*‘$ #)‘$
)( &)‘$ #%‘(

( %$‘) $&‘’

,G,* PFF7;)4c"
(‘" $’‘* &E‘(
(‘’ &E‘* &#‘%
"‘( &E‘( &&‘*

( &’‘( &)‘#

,G6;PF7;)4c"
(‘" &’‘% $’‘%
(‘) "(( %"‘*
"‘( #)‘* )’‘&

( &E‘) #$‘’

5X5Pi
(‘(" &&‘% #&‘(
(‘" #E‘E ##‘E
"‘( #%‘) ##‘E

( %’‘& #)‘#

蛋白酶 P̂$V)F4c"
"( &(‘( #)‘E
’( &%‘) &#‘(
E( #%‘E &#‘E

( &&‘( #E‘&

沸水浴处理PFA8
"( #&‘$ ##‘%
’( "(( ##‘#
)( "(( "((

图 !RM=QTFU 菌体表面生物氧化锰在 "/M下

的形态特征

=AVB%!5MG88A8V@;@M9L78 FAML7VLGO:N7S1,"E() M@;;N

QA9: 9:@ALRA7V@8AM18 7JA?@N

细菌 中 较 为 少 见B图 & 显 示 锰 氧 化 物 在* E*)‘$(
MFc"

和 " %E)‘$) MFc"
处分别出现了 0]的伸缩振

动吸收峰和变形振动吸收峰’ &$#‘#* MFc"
处出现

了)D=@00]的特征吸收峰’ )))‘(% MFc"
处出现了

18D0的特征吸收峰&结合_W5 的图谱可知这种生物

锰氧 化 物 与 六 方 水 锰 矿 $1800]% 的 组 成 相

同
,"#&’(-B

图 IR锰氧化物的 B2"图谱

=AVB$!_W5 G8G;<NAN7SRA7V@8AMFG8VG8@N@7JA?@N

图 VR锰氧化物的红外光谱图

=AVB&!.8SLGL@? NO@M9LGG8G;<NAN7SFG8VG8@N@7JA?@N

GR结论

$"%!/)($*+%,),-*-1,"E() 在其生长过程中合

成锰氧化活性因子&活性因子首先分泌至菌体细胞

表面&随后分泌到培养液中B上清液(菌体和细胞裂

解液 * 个部分都具有氧化 18’ b活性&其活性表现为

菌体t上清液 t细胞裂解液B
$’%!/)($*+%,),-*-1,"E() 产生锰氧化活性因

子不需要 18’ b的诱导&但是 18’ b的存在可以提高

活性因子的产生量B
$*% !/)($*+%,),-*-1,"E() 对 18’ b的氧化机

制主要是通过提高微环境中的 O]值和产生锰氧化

活性因子 ’ 种方式共同作用的结果B
$E% !/)($*+%,),-*-1,"E() 产生的锰氧化活性

因子对多种酶抑制剂不敏感&而且具有较高的耐热

性能B
$)% !/)($*+%,),-*-1,"E() 将 18’ b氧 化 为

1800]&这种生物氧化锰呈絮状结构B

%$$"
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