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摘要: 研究了肺炎克雷伯氏菌对三苯基锡 ( TPhT )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.研究证明, 菌体、分泌物和胞内降解酶均具有降解 TPhT的能力, 在 30e 转速为

130 r# m in- 1的摇床中避光处理 2 h后, 对 3 m g# L- 1TPhT的降解率分别为 1019%、513%和 4719% . 影响因素实验表明,降

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

8和 50e . M g2+、Mn2+、Fe2+和 Fe3+在合适的浓度范围内, 均会促进 TPhT的降解.当 Mg2+的浓度为 15 m g# L- 1时, 胞内酶对

TPhT的降解率高达 731 8% . 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 TPhT酶促降解等作用

有关. TPhT的降解速率与其浓度呈现理想的线性关系. 该反应的 V
m ax
和 K

m
分别为 01 15 m g# ( L# m in) - 1和 471 1 m g# L - 1.
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Characteristics of B iodegradation of Triphenyltin by Enzym e Obtained from
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Abstrac t: The ob jective o f this study is to illum ina te them echanism o f b iodeg radation o f tr ipheny ltin ( TPhT ). The remova l o fTPhT by

K lebsiella pneumoniae w as, there fore, investigated through character istics stud ies. The in fluences o f the va rious param ete rs w ere also

d iscussed. The results demonstra ted that the ce l,l ex tracellular secretion and intrace llu lar enzym ew ere the e ffectiv e b iom asses fo r the

b iodeg rada tion o f TPhT. A t in itia l concentration of 3 m g# L- 1, 101 9% , 513% and 4719% o f TPhT cou ld be deg raded by these

b iom asses respectively at 30e w ith in 2 hours unde r an rotary shaker at 120 r# m in- 1. The experim ental resu lts also show ed that the

enzyme ac tiv ity cou ld be a ffected by the buffers, pH, temperature, m e tals and the concentra tion of TPhT. The deg rada tion effic iency

w ou ld reach the h ighest po int at pH 8, and a t the optim a l temperature o f 50e . M eta ls inc luding M g2+ , Mn2+ , F e2+ and Fe3+

im proved the enzyme activ ity at ce rtain concentrations. In the presence o f 15 mg# L- 1 ofM g2+ , the rem oval pe rcentage of TPhT w as

up to 731 8% . It suggested that the m eta ls activated the enzym e and interacted w ith the TPhT enabling its remova l during the

b iodeg rada tion process. L inear p lo ts of remova l ra tios ve rsus concentrations o fTPhT m eant tha t the biodegradation fitted theM ichae lis-

M enten m ode.l The Vm ax and Km o f th is biodegradation we re 0115 m g# ( L# m in) - 1 and 471 1 m g# L- 1, respective ly.

K ey words: K lebsiella pneum oniae; triphenyltin; org anotin; degrad ing-enzym e; biodegradation

  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

[ 1~ 3]
, 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
[ 4~ 6]

. 三苯基锡 (TPhT)和三丁基锡 ( TBT )还是

目前已知内分泌干扰物中仅有的 2种有机金属化合

物
[ 7, 8]

,即使处于 ng /L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
[ 9, 10]

.

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. 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
[ 11~ 13]

. 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
[ 11, 14, 15]

, 有关有机锡微生物酶促降解方面的研究

则更加薄弱.本实验对前期筛选的肺炎克雷伯氏菌

(K lebsiella pneumoniae )进行了胞内降解酶的提取,
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开展了 TPhT的酶促降解研究, 分析了 pH、温度、

酶量、底物浓度和金属离子等对 TPhT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.

1 材料与方法

111 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 1 g# L
- 1
的储备液, 4e 保存待用;三苯基

氯化锡使用液:用储备液配制成 3 mg# L
- 1
的使用

液;实验菌种:三苯基锡降解菌肺炎克雷伯氏菌 (K.

pneumon iae )由本课题组筛选和保藏;牛肉膏蛋白胨

培养液: 牛肉膏 3 g, 蛋白胨 10 g, NaC l 5 g,蒸馏水

1 000 mL, pH调节至 712~ 714, 121e 灭菌 30 m in.

112 方法

11211 TPhT的酶促降解实验

K. pneumoniae于牛肉膏蛋白胨培养液中培养

36 h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 0122 Lm
滤膜抽滤后进行 TPhT降解实验, 考察菌体分泌物

对 TPhT的降解效果.

称取干重为 01015 g的湿菌体, 悬浮于 20 mL

蒸馏水中进行超声波破壁, 离心取上清液用 0122
Lm滤膜抽滤后,加入 TPhT并补充蒸馏水或缓冲液

至水样体积为 20 mL, 并使 TPhT的初始浓度为 3

mg# L
- 1
.在水浴 30e 、130 r# m in

- 1
条件下避光处

理一定的时间,取出样品萃取并检测 TPhT浓度,考

察菌体胞内酶对 TPhT的降解效果.

降解率 =

( TPhT初始浓度 - 降解后 TPhT浓度 )

TPhT初始浓度
@ 100%

11212 TPhT的萃取和检测

降解后, 在含有有机锡的样品中加入 100 mg

N aC l和 2mL 1 mol /L HC l溶液, 将样品的 pH 调至

酸性 ( pH约为 2), 再加入 10 mL乙酸乙酯, 剧烈振

荡使其充分混合,然后静置 30 m in使其分层,收集

乙酸乙酯有机相. 重复上述过程, 萃取 2次,合并 2

次所得有机相,并加入一定量的无水 Na2 SO4除去有

机相中的水分,在 40e 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 10 mL, 利用岛津高效液相色谱仪 ( Sh imadzu,

Japan)进行 TPhT检测.

检测条件:分离柱为 C18反相柱 ( 150 mm );使

用紫外检测器,检测波长 206 nm;流动相 V甲醇 BV水 B

V011%三氟乙酸溶液 = 50B45B5, 流速为 1 mL# m in
- 1
;分析

时间为 10 m in; 进样量 20 LL.

2 结果与讨论

211 K. pneumoniae菌体、分泌物和胞内降解酶对

TPhT的降解效果

图 1 K. pneumoniae菌体、分泌物和胞内

降解酶对 TPhT的降解

Fig. 1 Degradation ofTPhT by cel,l extracellu lar

secret ion and in tracellu lar en zym e ofK. pneum oniae

在水浴 30e 转速为 130 r# m in
- 1
的摇床中, 分

别避光处理 2 h和 24 h后, K. pneumoniae的菌体、

分泌物和胞内降解酶对 3 mg# L
- 1
TPhT的降解效

果如图 1所示.结果表明,胞内酶是 TPhT降解的主

力, 处理 2 h后, 对 TPhT的降解率达 4719% .菌体分

泌物也含有降解酶, 但是该酶对 TPhT的降解效果

不佳, 2 h对 TPhT的降解率仅为 513%。分泌物的
作用主要是对 TPhT 进行初步的降解, 从而降低

TPhT的毒性,并有利于 TPhT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 TPhT的降解效果, 劣于胞内降解酶单独

处理 TPhT的效果, 2 h对 TPhT的降解率为 1019%.

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 TPhT积累到细胞内, 该运输过程缓

慢
[ 13, 16]

,导致完整细胞内降解酶与 TPhT接触的机

会明显小于离体胞内酶. 菌体降解 TPhT的前 2 h,

TPhT的降解以胞外降解为主, 因此降解率较低; 24

h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 2 h和 24 h降解

TPhT的结果可知, TPhT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

TPhT的浓度较高, 因而反应速率较高 ; 与 2h的处

460



2期 叶锦韶等: 克雷伯氏菌对三苯基锡的酶促降解特性

理效果相比, 24 h对 TPhT 的降解率增幅不大. 因

此,以下实验主要研究了胞内酶在 2 h时对 TPhT的

降解性能.

212 降解介质对胞内酶降解 TPhT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、B&R缓冲液和

Tris缓冲液等 4种介质中,研究了胞内酶对 TPhT的

降解效果,结果如图 2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 pH发生明显变化.此外, 自然水

体的 pH较稳定, 一般为 6 ~ 8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 2 降解介质对酶促反应效果的影响

Fig. 2 E ffect of bu ffers on degradat ion ofTPhT by endoenzyme

213 pH对 TPhT酶促降解的影响

在 pH 为 410、 510、610、 710、 810、 910和
1010的去离子双蒸水中, 开展 TPhT的酶促降解性

能实验.图 3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 pH 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
[ 17, 18 ]

;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 pH的变化

没有导致降解 酶的构型发 生突变, 说明 K.

pneumon iae的胞内降解酶对 pH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.

214 温度对胞内酶降解 TPhT的影响

图 4显示,在实验设定的温度范围内, TPhT降

解的变化趋势呈倒 / U0形, 适宜温度在 40~ 50e 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 3 pH对胞内酶降解 TPhT的影响

F ig. 3 Degradat ion of TPhT in d if feren t pH by endoen zym e

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
[ 19 ]

.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 2 h时, 该 TPhT 降解酶的最适温度

为 50e .

图 4 温度对胞内酶降解 TPhT的影响

F ig. 4 D egradation ofTPhT in d ifferent tem peratu re

by endoenzym e

215 胞内酶对不同浓度 TPhT的降解效果

图 5显示,在底物浓度为 0~ 15 mg# L
- 1
的范

围内, TPhT的降解率随着其浓度的增加而增加; 当

底物浓度超过 15 mg# L
- 1
时, 降解率呈下降的趋

势. 但是, TPhT的降解速率在 TPhT浓度为 0~ 150

mg# L
- 1
的范围内,均呈线性上升的趋势. 该速率变

化结果反映了 TPhT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:

1
v
=

K m

Vmax
=

1
[ S ]

+
1
Vm ax

式中, [S ]为TPhT浓度, v为 TPhT降解速率, Vm ax为

461
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最大降解速率, Km 为米氏常数, 以
1

[S ]
为横坐标,

1

v
为纵坐标对 TPhT 的降解速率进行 Linew eaver-

Burk作图
[ 20]

, 结果如图 6所示. 结果表明, TPhT的

酶促降解速率的双倒数曲线具有非常理想的线性关

系, Vm ax 为 0115 mg# ( L# m in)
- 1
, Km 为 4711

mg# L
- 1
.该数值表明 TPhT 的降解是个缓慢的过

程. 因为, Km 是酶反应初速度为 Vmax一半时 TPhT

的浓度,因此, TPhT的酶促降解反应要接近 Vmax时,

所需 TPhT的浓度会很高
[ 21]

.

但是,环境中 TPhT的浓度通常较低, 一般不超

过 1 mg# L
- 1
.此外, 与本实验条件相比,环境中的

降解菌与 TPhT接触的机会较小. 而且,与菌体吸附

后, TPhT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. 上述各种因素决定了

TPhT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
[ 22, 23]

.

图 5 胞内酶对不同浓度 TPhT的降解效果

Fig. 5 Degradation of TPhT w ith d ifferen t

con cen tration by endoen zym e

图 6 TPhT降解速率的 Lineweaver-Burk图

F ig. 6 L inew eaver-B urk plot of d egradation ofTPhT

216 金属离子对 TPhT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
[ 24]

. 其中 Mg
2+
是 ATP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
[ 25]

. M n
2 +
是精

氨酸酶、脯氨酸肽酶、丙酮酸羧化酶、RNA多聚酶

和超氧化物歧化酶等酶的成分. 此外, M n
2+
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 Mg
2+
相互替代, 成为激活酶的激活

剂
[ 26]

. Fe
2 +
和 Fe

3+
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
[ 27]

, 是能量

代谢中不可缺少的物质, 已有文献指出细胞色素 P-

450与有机锡的生物代谢有关
[ 28 ]

. 因此, 本实验考

察了 Mg
2+
、Mn

2 +
、Fe

2+
和 Fe

3+
对该胞内酶降解活

性的影响.图 7显示,这 4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. 其中 Mg
2+

和 Fe
2+
的作用最明显, 能有效地提高 TPhT酶促降

解的效果; M n
2+
和 Fe

3 +
的促进作用则相对较小.

图 7 金属离子对 TPhT的降解效果

F ig. 7 Degrad at ion of TPhT w ith differen tm etal by endoen zym e

实验中, M g
2+
显著的促进作用与其对酶的激活

能力有关. Fe
3+
可以作为电子受体参与 TPhT的降

解反应.但是, 由于 Fe
3+
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.实验结果表明,当 Fe
3+
浓度为

5mg# L
- 1
时, Fe

3+
促进了 TPhT的降解.此时, Fe

3+
以

作为电子受体的促进作用为主. 随着浓度的增加,

Fe
3 +
对酶产生了氧化破坏

[ 27]
,因此,削弱了其促进作

用.由于氧化能力弱于 Fe
3 +
,因此, Fe

2+
的促进作用优

于 Fe
3+
. 由于 Mn

2+
的促进作用不明显,因此, M n

2+
可

能没有激活该降解酶的能力
[ 29, 30]

, 而仅仅是在很小

的程度上促进了 TPhT在反应中正确定向.
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3 结论

( 1) 肺炎克雷伯氏菌 (K lebsiella pneumoniae )的

菌体、分泌物和胞内降解酶均具有降解 TPhT的能

力,在 30e 转速为 130 r# m in
- 1
的摇床中避光处理

2 h后, 对 3mg# L
- 1
TPhT的降解率分别为 1019%、

513%和 4719%.

( 2) pH、温度、TPhT浓度和金属离子等环境

因素均会对胞内酶降解 TPhT 的效果产生影响.

TPhT的酶促降解速率与 TPhT浓度呈现理想的线性

关系, 酶 促 反 应 的 Vmax 和 K m 分 别 为 0115

mg# ( L# m in)
- 1
和 4711mg# L

- 1
,反映了提高降解

速率所需的底物浓度过高, 证明 TPhT的降解是个

缓慢的过程. M g
2+
、Mn

2+
、Fe

2+
和 Fe

3+
等金属离子

在合适的浓度范围内, 均会促进 TPhT的降解. 其中

M g
2 +
的作用最明显, 能有效地提高 TPhT酶促降解

的效果,当 Mg
2+
的添加浓度为 15 mg# L

- 1
时, 胞内

酶对 TPhT的降解率高达 7318%.
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