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摘要 　　实验表明真菌产生的低分子量短肽对纯纤维素材料能起氧化降解作用. 文中证实此类短

肽对天然纤维材料也具有同样的降解作用. 还观察到分属于白腐菌、褐腐菌和软腐菌等 3 大类 34

种共 57 株纤维分解真菌的胞外培养液都能够产生分子量低于 5000 且能形成羟基自由基的短肽.

扫描电子显微镜和红外光谱检测表明 , 来自拟康氏木霉的短肽能破坏棉纤维氢键网络 , 解聚、分

离出单根微纤维. 它们和纤维素酶协同作用时可明显提高对秸秆、木材等天然纤维材料还原糖的

产率. 微热量法研究表明该类短肽对纤维素的作用是吸热反应. 研究工作表明微生物对纤维素的

降解是一受热力学控制的动力学过程 , 仅用糖苷键的水解作用不能全面阐明其降解作用机理.

关键词　　真菌 　纤维素 　氧化降解 　羟基自由基 HO·

　　纤维素是植物细胞壁的主要组成部分 , 主要存

在于次生壁内 , 与半纤维素、木素组成木质纤维.

长期以来 , 研究纤维素的酶降解作用时都以滤纸、

微晶纤维素等纯纤维为材料 , 它们都是植物纤维经

强碱/ 酸处理 , 溶解木素、半纤维素后又经挤压、

粉碎等机械处理后得到的 , 其结构已发生了变化.

广为认可的纤维素酶解机理假说也都是以纤维素酶

作用于滤纸、微晶纤维素等材料的研究结果为依据

而提出的[1 ,2 ] . 此类纤维素酶虽能有效降解滤纸等

纤维制品 , 却都不能有效降解天然植物纤维. 它们

的产生菌如木霉类 , 对秸秆、木材等纤维材料的降

解率也比较低[3 ] . 通常把此类现象归结为木素的包

被作用 , 致使纤维素酶分子不能与纤维素接触. 目

前只能借助于物理、化学处理方法去除或溶解木

素 , 以提高酶解效率 , 这是可再生性纤维材料利用

中的主要困难. 但是 , 自然界中的秸秆、木材等纤

维材料却能被微生物彻底降解 , 可见 , 此过程中还

有未被认识的环节 , 这很可能是天然纤维材料降解

过程中的限速步骤. 褐腐真菌在木素未发生显著降

解的情况下 , 能使木材纤维素聚合度大幅度降低 ,

这为纤维素降解机理的研究和应用提供了新线

索[4～6 ] .

本实验室 1996 年发现木霉等纤维降解真菌产

生的低分子量短肽 (称其为短纤维形成因子 , short

fiber generating factor , SF GF) , 可使纤维素发生氧

化降解形成短纤维 , 有利于纤维素酶的水解作

用[5 ,6 ] , 并证实其作用机理为 : SF GF 能与 Fe3 + 螯

合并将其还原为 Fe2 + , 继而通过 Fenton 反应形成

羟基自由基 , 氧化纤维素分子中的羟基 , 导致纤维

素链内氢键断裂 , 破坏纤维素的超分子结构[7 ] . 此

后 , 我们又在密粘褶菌 Gloeophyll um t rabeum 中纯

化得到了此类短肽. 电子自旋共振、X 光衍射分析

进一步证实了羟基自由基是通过超氧阴离子自由基

途径形成的[8 ,9 ] . 此类短肽对纯纤维素材料的氧化

降解机理已基本阐明 , 它们是否能在天然纤维材料

降解中发挥同样作用以及是否在真菌中普遍存在 ,

已成为确定其作用的关键[4 ,10 ] .

本文报道 SF GF 类短肽在纤维分解真菌中存在

的普适性研究结果及其在秸秆、木材等天然纤维材

料酶解过程中的作用.
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1 　材料与方法

1. 1 　供试菌株

分属于白腐菌 (white2rot) 、褐腐菌 (brown2rot )

和软腐菌 (soft2rot)等 3 大类[11 ]34 种共 57 株具纤维

分解能力的真菌.

1. 2 　方法

1. 2. 1 　真菌的培养及 SFGF 的获得 　麸皮/ 玉米秸

粉 (质量比 2/ 8 ) 培养基 , 加 3 倍水混匀 , 装入

250 mL三角瓶 , 每瓶装干料 10 g. 灭菌后接入孢子

悬浮液 , 30 ℃静止培养 7 d. 用醋酸2醋酸钠缓冲液

(p H 4. 8 , 0. 05 mol/ L)浸泡抽提上述培养物 4 h , 纱

布过滤后 12000 r/ min 离心 20 min , 经截留分子量

5000 的膜 (Amicon) 超滤一次 , 滤过液即为含 SF GF

的粗样品. 来自 T richoderm a pseudokoningii S38 的

粗样品经分子筛层析、高效液相分离得到纯化的

SF GF[5～7 ] .

1. 2. 2 　TBA( thiobarburic acid , 硫代巴比妥酸) 法

测 HO·的生成[ 12] 　用 TBA 法检测各菌株胞外培养

液产生羟基自由基的能力. 经 TBA 反应后测量在

532 nm 处光吸收值的增加以表征产羟基自由基的活

力.

1. 2. 3 　扫描隧道显微镜研究[ 13] 　在磷酸缓冲体系

(p H 6. 0 , 0. 05 mol/ L) 中 , 用 SF GF 处理天然纤维

素 (粉碎、过筛分选的脱脂棉粉) . 取适量稀释后的

悬浮液滴于新揭开的高定向石墨表面 , 静止 5 min ,

旋转除去多余液体. 滴加一滴重蒸水 , 静止 5 min ,

旋转除去多余液体. 此步骤反复操作多次 , 以除去

反应液中的盐 , 防止干扰. 室温下自然风干. 用扫

描隧道显微镜 CSPM2930a (中国科学院化学研究所

制造) 在室温、大气下进行观察. 采用恒流模式 ,

探针为用化学腐蚀法自制的钨针尖. 隧道电流和偏

压及扫描范围参见相应图片说明. 所有 STM 图像

均为原始图像 , 未经滤波和平滑处理.

1. 2. 4 　红外光谱分析 　利用 710 FT2IR 红外光谱

仪 (Nicolet 产品) , 以 KBr 压片法对经 SF GF 作用过

的棉纤维进行检测.

1. 2. 5 　SFGF 与纤维素酶的协同作用 　T . pseu2
dokoningii S38 等菌的胞外培养液离心后均分为两

份 , 一份经 5000 Amicon 膜超滤两次以除去 SF GF ,

然后用同样缓冲液补足原体积 , 另一份不超滤. 超

滤液和未超滤液经内切葡聚糖酶活测定和滤纸酶活

测定 , 在结果统计时除去差异. 取打麦场堆积的新

鲜麦秸和玉米秸 , 剪成 2 cm 段 , 烘干后装 50 mL 三

角瓶 , 每瓶 1 g , 加入 30 mL 酶液 , 1 %甲苯 , 50 ℃

反应 5 d ; 过 28 目筛的杨木木屑 0. 5 g 置于 20 mL 试

管中 , 加入 10 mL 酶液 , 1 %甲苯 , 50 ℃反应 5 d.

取反应后的液体及充分洗涤并烘至恒重的秸秆和木

屑进行检测.

1. 2. 6 　微热量法研究纤维素降解过程中的热活性

变化 　以脱脂棉粉为底物 , 适量的 SF GF 与底物混

合于磷酸缓冲液中 (p H 6. 0 , 0. 02 mol/ L) , 反应总

体积均为 1 mL . 在恒温 45 ℃下用瑞典 Thermo Met2
ric AB 公司生产的微量量热活性检测系统 (2277 ,

Thermal Activity Monitor)进行测定.

2 　结果

2. 1 　真菌中 HO·产生的普遍性

由表 1 可见 , 57 株纤维分解真菌在纤维性材料

上生长得到的培养滤液中 , 分子量小于 5000 的组

分均具有 TBA 反应 , 表明纤维分解真菌产生分子

量低于 5000 并具有形成羟基自由基能力的短肽 ,

为一普适特性.

2. 2 　拟康氏木霉 S38 菌株产生的 SFGF对棉纤维的

作用

2. 2. 1 　扫描隧道显微镜观察 　棉纤维是天然纯纤

维素材料 , 纤维素含量高达 95 %～97 %. 经过脱

脂 , 是研究纤维素结构及其生物降解的合适底物.

图 12(a)显示在未加 SF GF 的磷酸缓冲体系中做

同样处理后棉花纤维的结构. 为一根直径为 100 nm

的纤丝 , 由 10～20 nm 的微纤丝组成 , 结构紧密 ,

表面光滑 , 无裂解痕迹. 与报道过的未经任何处理

的结晶纤维素结构类似[13 ] .

经 SF GF 处理后 , 纤维素各个层次的结构均发

生了变化 :

1321　第 14 卷 　第 11 期 　2004 年 11 月

© 1995-2005 Tsinghua Tongfang Optical Disc Co., Ltd.   All rights reserved.

Administrator
线条

Administrator
线条

Administrator
线条



www.sp
m.co

m.cn

表 1 　57 株纤维素降解真菌的短肽形成羟基自由基的相对活力

Strains TBA activity Strains TBA activity

白
　
腐
　
菌

L accaria sp . 1) 0. 200 Pleurot us sp . 1) 0. 294

Herici um eri naceus ACCC2) 50011 0. 182 Polystict us versicolor As3) 5. 48 0. 126

Flam m uli na rel utipes1) 0. 143 Polystict us sp. 1) 0. 261

A garicus bisporus si nger1) 0. 298 Schizophyll um com m une As5. 53 0. 298

A uricularia polyt richa ACCC50142 0. 029 Pleurot us ost reat us CFCC4) 7112 0. 117

Phanerochate chrysospori um 0. 015

ME446 ATCC5) 34541

褐
　
腐
　
菌

Gloeophyll um t rabeum CFCC7047 0. 580 Poria cocos As5. 78 0. 212

Gloeophyll um t rabeum As5. 98 0. 400 Poria cocos As5. 55 0. 312

L aetiporus sulphureus As 5. 622 0. 404 Poria plaeuraCFCC7130 0. 385

L aetiporus sulphureus As5. 617 0. 134 Poria corticola CFCC7129 0. 172

Lenti nus lepi deus As5. 171 0. 300 Aspergill us niger An761) 0. 189

Lenti nus edodes As5. 171 0. 096 Aspergill us niger L221) 0. 122

Lenti nus edodes As5. 708 0. 295 Trichoderma pseudokoni ngii S381) 0. 581

Lenti nus edodes As 5. 714 0. 240 Trichoderma reesei RU T C30 ATCC56765 0. 150

Ganoderma l uci dum As5. 65 0. 177 Trichoderma reesei QM9414 ATCC 26921 0. 189

Ganoderma applanat um As5. 249 0. 112 Penicilli um decumbens J u2A101) 0. 149

Ganoderma gibbasum As5. 151 0. 298 Penicilli um cit ri num Thom As 3. 690 0. 181

Ganoderma capense As5. 71 0. 092 Penicilli um janthi nell um 1) 0. 429

Neurospora crassa 3402 As3. 1598 0. 112

软
　
腐
　
菌

S tem phyli um sp . 0 . 180 Rhizopus1) 0 . 011

S tem phyli um sp . 0 . 056 Hel monthospori um 0 . 111

S tem phyli um sp . 0 . 568 Exserohil um sp. 0 . 022

Drechslera sp . 0 . 093 Colletot richum phomoi des1) 0 . 258

Drechslera sp . 0 . 161 Fusicladi um pi ri na 0 . 177

Bipolaris sp. 0 . 204 Rhizoctonia solani 0 . 025

A lternaria altenata 0 . 371 Ophiobol us grami nis1) 0 . 214

A lternaria mali 0 . 217 Ceratocystis f i mbriata1) 0 . 051

A lternaria ameniacae 0 . 224 Curularia sp . 0 . 161

Bot ryosphaeria pi ricola 0 . 194 Glomerella ci ngulata 0 . 259

Phytophthora sp . 0 . 145

　　1) 本实验室分离保存 ;2) ACCC ,中国农业科学研究院菌种保藏中心 ;3) As ,中国科学院北京微生物研究所菌种保藏中心 ;4) CFCC ,中国林

业科学研究院菌种保藏中心 ;5) ATCC ,美国菌种保藏中心 ;其余为山东农业大学植物病理系提供

　　 (1) SF GF 破坏纤丝的结构 : 图 1 (b) 中 , 直径

约为 120 nm 的纤丝沿纵轴被破坏 , 中间的微纤丝脱

离其他微纤丝翻翘起来 , 并且左端呈参差不齐的断

口 ; 另有两根微纤丝发生横向分离 , 呈叉状结构.

(2) SF GF 破坏微纤丝的结构 : 见图 12(c) , 直

径为 18 nm 的微纤丝被分成粗细基本相同的两根.

棉纤维的右端 , 基元纤丝的结构显得松散 , 并露出

游离的末端.

(3) SF GF 造成纤维横向断裂 : 见图 12(d) , 经

SF GF 长时间处理 , 纤维被“切”断 , 变成短纤维

碎片 , 每个碎片由多个细纤维组成 , 结构松散. 这

种结构显著增加了酶与底物的接触面积 , 解除了天

然纤维素中紧密结构造成的空间障碍 , 有利于纤维

素酶的吸附和水解作用.

横向断裂产生的微纤丝碎片的长度远远小于纤

维素分子的长度 , 在这个过程中有糖苷键的断裂.

根据我们以往的结果 , SF GF 能够对纤维素进行氧

化降解 , 尽管检测不到可溶性还原糖的产生 , 但是

不溶性产物的还原性末端有所增加[7 ] . 一方面 ,

SF GF 通过破坏氢键在纵轴方向破坏纤维素结构 ,

使更多的末端游离出来 ; 另一方面 , SF GF 氧化纤

维素分子上的羟基 , 进而作用于糖苷键 , 导致纤维

素分子链间氢键的断裂 , 但不导致还原糖的产

生[7 ] .
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图 1 　SFGF作用之后棉纤维的 STM图像

(a) 对照 I ref = - 0. 13 nA , V bias = 575 mV , 标尺 : 10 nm ; ( b)

SFGF 破坏纤丝的结构图 I ref = - 0. 23 nA , V bias = 491 mV , 标

尺 : 20 nm ; (c) 经 SFGF 处理后微纤丝的结构变化图 I ref =

- 0. 08 nA , V bias = 6 8 mV ,标尺 : 2 0 nm ; ( d) SFGF造成纤维横

向断裂 I ref = - 0. 12 nA , V bias = 541 mV , 标尺 : 40 nm

2. 2. 2 　SFGF作用后棉纤维的红外光谱 　从图 2 中

可以看出 , 经 SF GF 处理后 , 纤维素在 3600 ～

3000 cm - 1的吸收强度明显减少 , 这恰恰与分子内和

分子间的氢键有关 , 说明 SF GF 对纤维素的作用涉

及氢键的变化.

2. 3 　SFGF在天然纤维材料降解中的作用

由图 3 可知 , SF GF 和纤维素降解酶共同作用

于麦秸、玉米秸和杨木木屑后提高了还原糖产率.

来自拟康氏木霉 S38 的纤维素酶和 SF GF 协同作用

于天然纤维素后 , 还原糖的生成量明显高于纤维素

酶单独作用 , 以杨木木屑为底物时还原糖产率提高

尤为明显. 其他几种菌的情况也与 S38 一致. 疫霉

不是典型的纤维素降解菌 , 不含 SF GF 的胞外酶液

不能使木屑产生还原糖 , 但加入 SF GF 后 , 相同条

件下明显可见还原糖的产生. 小麦全蚀病菌只能入

侵正在生长中的未木素化的植物细胞壁 , 它产生

HO·的能力非常微弱 , 正如图中显示 , 它的纤维素

酶和 SF GF 共同作用后 , 并没有明显提高还原糖产

率. 这从多方面证实了 SF GF 在天然纤维材料降解

中的作用.

但在测定降解后纤维材料失重率的变化时 , 出

现了协同效应并不明显的复杂情况 , 见图 4. 而这

与我们早已观察到的 G. t rabeum 和 T . pseu2
dokoningii S38 等产生的纤维素酶系能有效把滤纸等

纤维降解 , 但这两株菌在培养过程中并未使秸秆显

著失重的结果相一致[3 ] . 推测这可能是由羟基自由

基在活菌体内的多方面作用造成的. 本实验室另一

项研究工作1)证实此类短肽产生的羟基自由基还具

有氧化降解木素以及提高木素降解酶类 (Lip , Mnp

等)催化能力的作用.

图 2 　SFGF作用于棉纤维之后红外光谱的比较

A 　未经处理的棉纤维 ; B 　SFGF 处理后的棉纤维

1) 王　蔚. 褐腐真菌降解木质纤维素机制的研究. 山东大学博士学位论文 , 济南 , 2002
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图 3 　纤维素降解过程中还原糖的产率

□纤维素酶单独作用 ; ■纤维素酶和 SFGF 共同作用

图 4 　纤维素降解过程中底物的失重率

□纤维素酶单独作用 ; ■纤维素酶和 SFGF 共同作用

　　羟基自由基是寿命短 , 有效位移小的不稳定分

子 , 直接检测它在生物体内的作用甚为困难 , 我们

改为通过测定作用过程中的热活性变化对其作用机

理做进一步研究.

2. 4 　SFGF作用过程中的热活力变化

由图 5 可见 , SF GF 与纤维素作用为一纯吸热

反应 , 加入羟基抑制剂 D2甘露醇后 , 可抑制此反应

的进行 , 热谱曲线可拟合双曲线单点吸附方程. 吸

热量与 SF GF 用量成正相关 (图 6) . 这与本实验室

曾观察到的内、外切纤维素酶与纤维素作用时为放

热反应不同[14 ] . 这表明 SF GF 氧化纤维素分子链上

的羟基导致氢键断裂为一吸热过程. Enoki 也曾提

出在菌体内羟基自由基持续形成需要 NADH 提供能

量[4 ] .

无机酸催化水解纤维素时 , 是在高温下进行 ,

纤维素分子链间氢键的断开和糖苷键的水解是同时

发生的 , 研究工作主要涉及直接影响得糖率的水解

作用而未考虑氢键的作用 , 也很少考虑热力学因素

的影响[15 ] . 但酶催化是在中温下进行的 , 红外光谱

分析和微量热活性测定都表明降解过程中由氢键断

裂决定的分子键的解聚需要能量供应. 这表明微生

物对纤维素的降解过程是一由热力学控制的动力学

过程 , 要求能量供应才能断裂氢键 , 进而导致纤维

素分子链断裂 ,在此基础上 ,纤维素酶类催化的糖
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图 5 　SFGF与纤维素作用过程中的热谱图

—SFGF 作用于棉纤维 P1 = 343. 2/ (1 + 17. 75e - 0. 094 t) ;

⋯⋯体系中加入 D2甘露醇 P2 = 330/ (1 + 22. 2e - 0. 091 t)

图 6 　不同剂量的 SFGF与纤维素作用过程中

微量热活力的测定

□52. 8μg SFGF , ▲26. 4μg SFGF ,

×21. 12μg SFGF , ■10. 56μg SFGF

苷键水解作用才得以有效进行. 我们从对纤维素酶

合成过程中 A TP 和 cAMP 调控机理的研究中观察

到 , 纤维素酶的合成也需要外源 cAMP 供应[16 ] .

所以 , 仅从水解作用过程研究纤维素降解机理显然

不全面 , 也难以解决分子转换率低等应用中的难

题. 纤维素分子链解聚在纤维素降解过程中为需要

供给能量的限速步骤 , 深入研究此过程应是实现纤

维素材料经济有效利用的有效途径[3 ,8 ,10 ] .
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