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华侨大学化工学院简介

华侨大学创办于１９６０年，是中央统战部直属高校，中央统战部、教育部与福

建省人民政府共同建设的综合性大学，中共中央确定的“国家重点扶植大学”，福

建省“双一流”建设Ａ类高校、福建省重点建设的高水平大学。

华侨大学化工学院是基于１９６４年成立的化工系，在１９９８年７月３日由化工

与生化工程系、应用化学系和材料物理化学研究所合并成立化工学院，２０００年９

月８日原化工学院更名为材料科学与工程学院，２００８年６月１６日由化工与制药

工程系、生物工程与技术系和环境科学与工程系成立新的化工学院，迄今已有６０

年的办学历史。现下设化工与制药工程系、生物工程与技术系、环境科学与工程

系和园艺系。

目前学院拥有一个国家一级学科博士授权点：化学工程与技术（下设生物化

工、生物材料化工、化学工程与工艺及环境化工四个博士研究方向，以及化学工

程、化学工艺、生物化工、应用化学、工业催化、制药工程六个硕士研究方向）；一个

一级学科博士后流动站：化学工程与技术；两个一级硕士授权点：环境科学与工程

（下设环境监测与评价、水处理工程、大气污染控制工程三个研究方向），生物学

（下设微生物学、生物化学与分子生物学、酶学与绿色制造三个研究方向）；一个国

务院侨办重点学科：生物化工；两个专业学位授权点：材料与化工（化学工程领

域），资源与环境（环境工程领域）。一个福建省特色重点学科和福建省重点学科：

化学工程与技术。５个本科专业：化学工程与工艺、制药工程、生物工程、环境工

程、环境生态工程。环境工程、化学工程与工艺、制药工程等三个专业入选国家级

“双万计划”一流专业建设点，且均通过教育部工程教育专业认证，实现《华盛顿协

议》的“国际实质等效”。环境工程专业为福建省高等学校服务产业特色专业。

学院拥有福建省生物化工技术重点实验室、福建省生物医用材料闽台科技合

作基地、化学生物学与分子工程福建省高校重点实验室、福建省工业废水生化处

理工程技术研究中心、厦门市海洋生物资源综合利用工程技术研究中心以及省级

实验教学示范中心“基础化学化工实验中心”等多个省、市级教学科研平台，以及

“新一代物质转化研究所”等１０个校、院级研究机构。

学院汇聚了一批学缘结构合理、教学经验丰富、具有科研潜力的教学科研人

员，现有教职工１５３人，其中专任教师１１４人，教授３５人，副教授５１人，博士生导

师２１人。拥有一批具有较高学术声誉的领军人才，其中院士１人、双聘院士１人、

国家百千万人才工程入选者１人、国家有突出贡献中青年专家１人、国家优秀青

年科学基金项目入选者２人、教育部“新世纪优秀人才支持计划”１人、福建省百千

万人才工程入选者１人、福建省“百人计划”２人、福建省“外专百人计划”２人、国

家高端外国专家２人、闽江学者特聘教授３人、福建省自然科学基金杰青项目入

选者２人，厦门市双百计划４人。多人入选国家级、省部级人才项目。



学院面向全国和境外招生。面向境内通过全国高考本科一批或提前批招生，

面向境外通过两校（与暨南大学）联招、参加教育部的全国联招或单独招生。目前

全日制在校生约２０６９人，其中本科生约１６４５人，硕士生约３６４人，博士生６０人。

学院紧密结合国家和海峡西岸经济区经济社会发展的重大需求开展创新研

究，成果显著。５年来共承担了国家自然科学基金区域联合基金重点项目、优青项

目、面上项目以及国家重点研发计划一级课题等国家级项目５０余项；高校博士点

基金博导项目，福建省重大、重点和自然科学基金等省部级课题４９项；服务地方

企事业合作横向课题２４１项；厅级、校级及其他各类科研项目１５８项；累计科研经

费１亿余元；发表的论文被ＳＣＩ，ＥＩ收录５００余篇；申请中国发明专利获授权１４２

项；获福建省、厦门市及泉州市科学技术奖等近１０项。

学院的国际交流不仅包括与国（境）外高校合作办学、互派交换生，邀请专家

来访交流合作，派出教师参加学科主流国际会议、到国外名校访学进修等，目前学

院还致力于组建中外联合实验室、申报中外合作项目等工作。２０１３年，学院与瑞

典乌普萨拉大学签署合作交流协议，开展生物教育合作；泰国农业大学、台湾联合

大学、中原大学来访开展教学与科研合作交流。连续两年邀请美国三院院士哈佛

大学ＤａｖｉｄＷｅｉｔｚ教授来访讲学并颁发荣誉教授证书，近五年来累计邀请美国科

学院、工程院、艺术与科学学院院士，澳大利亚工程院院士，法国国家药学科学院

院士，捷克科学院院士，华盛顿大学波音教授等２０余名国（境）外专家来访讲学交

流。近五年来派出学院骨干教师连续参加美国化学工程师协会（ＡＩＣｈＥ）年会、国

际化工与过程工程大会（ＣＨＩＳＡ）、美国化学学会（ＡＣＳ）年会、世界生物材料大会

（ＷＢＣ）等国际主流会议并做口头报告或邀请报告等２０余人次，与美国哈佛大学、

麻省理工学院、密西根大学、伊利诺伊大学香槟分校、佐治亚理工学院、ＭＤ安德森

癌症中心，加拿大滑铁卢大学、拉瓦尔大学，瑞典于默奥大学及瑞士农科院等成功

建立了良好的国际合作交流关系。

华侨大学化工学院的办学定位是扎根厦门，立足福建，同时面向海内外，打造

为省内一流，国内外有一定影响力，具有本、硕、博三个层次的人才培养以及博士

后研究的教学研究型学院。在新的发展时期，学院将秉承和实践“科学，民主，拼

搏，创新”的理念，励精图治，团结奋斗，不断提高教学、科研、管理水平和人才培养

水平，实现“科学建院，民主治院，拼搏兴院，创新强院”，为国家的繁荣昌盛做出更

大的贡献。

地址：福建省厦门市集美区集美大道６６８号Ｅ区

邮编：３６１０２１

电话（传真）：０５９２６１６２３００

工作邮箱：７１１０８５８８＠ｑｑ．ｃｏｍ

学院网站：ｈｔｔｐｓ：／／ｈｇｘｙ．ｈｑｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

微信公众号：ＨＱＵ化时代
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　　外场强化作用下分子筛合成的研究进展

许浪１，王银亮２，齐婷婷１，初广文１，邹海魁１，孙宝昌１
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摘要：　综述了各种外场作用（包括微重力技术、超重力技术、旋转液膜技术、超声波技术、微波技术、紫外和电

场）对分子筛合成过程、结构特性和催化／吸附应用性能影响，以及作用机制等方面的研究进展。结果表明：外

场作用下有利于合成小粒径、大比表面积、高孔隙率和多活性位点的分子筛吸附／催化材料，结合自身应用前

景，超重力技术、微波技术和旋转液膜技术为高效绿色合成高性能分子筛提供了新的技术支持。

关键词：　分子筛；外场强化；超重力技术；微波技术；旋转液膜技术
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分子筛是一类具有催化、吸附和离子交换功能的多孔晶体材料，广泛应用于石油化工、煤化工、精细

化工、环境保护等国家重大支柱产业和新兴产业［１］。分子筛的合成方法主要包括水热法、溶剂热法、离

子热法、无溶剂法和干凝胶转换法等［２］。其中，水热法是主要合成方法，包括预混和晶化两个关键步骤。
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　通信作者：　孙宝昌（１９８４），男，教授，博士，博士生导师，主要从事超重力强化技术与高效催化剂制备的研究。Ｅ
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在预混和晶化过程中，硅源和铝源等围绕水合阳离子快速缩聚成无定形凝胶，凝胶在碱性环境下解聚和

溶解，进一步在水合阳离子周围缩合成核和生长晶体［３］。预混过程中的凝胶相粘度高，与水相易分层，

使得硅源、铝源和结构导向剂等物质之间的混合效果差。同时，高温晶化涉及到气液固三相，其内部受

热复杂，均会影响成核和晶体生长过程。

针对分子筛合成过程中的传质、传热和反应过程存在的问题，许多研究者从引入外场强化技术方面

进行了改善。本文综述了近些年来微重力、超重力、旋转液膜、超声波、微波、紫外和电场这几类外场强

化技术在分子筛合成领域的研究进展。

１　外场强化技术

１．１　微重力技术

微重力环境是指在重力的作用下，系统的表观质量远小于其实际质量的环境（１０－３犵～１０
－６
犵）。除

了在太空外，地面模拟获得微重力环境的技术主要包括落塔法、抛物飞行法、水浮法、悬吊法、气浮法

等［４］。基于在空间实验室的研究成本过高，Ｎｏｅｍí等
［５］利用定制的微流体装置模拟空间微重力环境，合

成了高度可控的二维多孔晶体分子框架材料，证明了微重力环境对二维功能材料的晶体取向、致密性、

形态和无裂纹生成的控制作用。

对于分子筛的合成，Ｗａｒｚｙｗｏｄａ等
［６］报道了在ＳＴＳ４０航天任务中进行的Ａ分子筛和Ｘ分子筛的

合成结果，相比于地面环境，在微重力环境下合成的 Ａ分子筛和 Ｘ分子筛晶粒尺寸增大了２５％～

７０％。Ａｋｐｏｒｉａｙｅ等
［７］报道的在ＥＵＲＥＣＡ１任务中合成的分子筛晶粒尺寸也得到了显著的增长。在

微重力环境中可以阻止密度驱动的自然对流和沉降过程发生，并使晶核和晶体长时间停留在反应溶液

中，抑制二次成核，从而获得粒径更大且无缺陷的分子筛［８９］。

然而，微重力环境下进行晶化合成的分子筛尺寸更大，并不是对所有体系均成立，有些分子筛尺寸

的增长几乎可以忽略，甚至出现了减小［７］。同时，微重力环境下很难对物料进行混合，若想获得结晶度

高的分子筛，需要在地面环境下对前驱体凝胶进行充分混合。尽管如此，微重力环境下静水压力的降低

和表面张力的突出会阻止所有固体表面的成核，相对于地面环境，其合成分子筛将需要更长的时

间［６，１０］。因此，在微重力反应装置中晶化合成分子筛具有两面性。

１．２　超重力技术

与微重力相反，超重力是指在高于地球重力加速度环境下物质所受到的力（包括引力和排斥

力）［１１］。１９７９年，Ｃｏｌｉｎ等
［１２］提出的“Ｈｉｇｅｅ”标志了超重力技术的诞生。超重力技术作为一种典型的过

程强化技术，通常利用旋转填充床（ｒｏｔａｔｉｎｇｐａｃｋｅｄｂｅｄ，ＲＰＢ）转子旋转产生的离心加速度来模拟超重

图１　旋转填充床装置示意图
［１４］

Ｆｉｇ．１　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆ

ｒｏｔａｔｉｎｇｐａｃｋｅｄｂｅｄｄｅｖｉｃｅ
［１４］

力环境，如图１所示
［１３］。

超重力技术广泛用于吸收、精馏、萃取、纳米材

料制备等领域，在脱硫脱硝、甲醇／乙醇回收、二氧化

碳捕集和纳米碳酸钙合成等应用上已实现工业

化［１３，１５］。与传统技术相比，超重力技术具有以下特

点：１）传质效率高，其相间传质系数和微观混合效果

可提高１～３个数量级；２）物料在设备内停留时间极

短；３）设备尺寸小，占地面积小
［１６１７］。

目前，超重力技术多用于分子筛合成预混阶段。

相比 于 传 统 搅 拌 反 应 釜 （ｓｔｉｒｒｉｎｇｔａｎｋｒｅａｃｔｏｒ，

ＳＴＲ），Ｑｉ等
［１８］采用“ＲＰＢ预混＋ＳＴＲ晶化”合成的

ＺＳＭ５分子筛具有更高结晶度、更小平均粒径、更窄

粒径分布、更大比表面积和更高酸量等优点，且增加

了介孔体积，其在Ｃ４烯烃催化裂解（ｏｌｅｆｉｎｓｃａｔａｌｙｔｉｃｃｒａｃｋｉｎｇ，ＯＣＣ）反应中获得了更高的转化率和丙

烯收率。何万仁等［１９］利用ＲＰＢ预混合成的片状ＺＳＭ５分子筛也在ＯＣＣ反应中表现出了更高的转化
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率和稳定性。同时，超重力技术在Ｙ型、Ａ型等分子筛合成上也具有正面影响
［２０２１］。

此外，采用ＲＰＢ进行分子筛高温晶化也得到了研究。侯文慧
［２２］利用ＲＰＢ进行预混和晶化，原位

合成了稀土Ｙ分子筛。相较于在ＳＴＲ中预混和晶化，该工艺合成周期短，稀土利用率更高。进一步

地，超重力技术与微波和超声等技术耦合形成的反应系统在分子筛合成中也展示出了应用潜力［２３２４］。

因此，超重力技术用于合成分子筛的优势包括：１）显著缩短晶化时间；２）大幅改善分子筛的物理化学

性能，包括粒径、酸量、孔结构、比表面积和催化／吸附性能等；３）提高结构导向剂利用率，节约了成本。

针对超重力技术在合成分子筛方面的促进作用，Ｑｉ等
［２５］提出了凝胶分散强化机制和气泡诱导成

核机制。在混合过程中，硅源和铝源同时加入ＲＰＢ，受到转子旋转产生的巨大剪切力而被分散或撕裂

成细小的液滴、液膜或液丝，从而实现前驱体中的水相和凝胶相的分散，这将有利于硅源、铝源、助剂和

结构导向剂等物质之间充分接触反应［１４，２６］。同时，在液体的分散和聚并过程中可以产生大量纳微气

泡，气泡的存在可以降低成核势垒，这均有利于分子筛的成核生长［２５］。但是针对分子筛合成高黏体系，

仍需通过进一步改进ＲＰＢ结构来解决内部堵塞问题。结合工业化应用优势，超重力技术在分子筛领域

上的高效合成和性能优化仍展示出了良好的发展前景。

１．３　旋转液膜技术

作为改进后的胶体磨反应器，旋转液膜反应器（ｒｏｔａｔｉｎｇｌｉｑｕｉｄｆｉｌｍｒｅａｃｔｏｒ，ＲＬＦＲ）主要由加料漏

图２　旋转液膜反应器装置示意图
［２７］

Ｆｉｇ．２　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆ

ｒｏｔａｔｉｎｇｌｉｑｕｉｄｆｉｌｍｒｅａｃｔｏｒ
［２７］

斗、转子、定子和回流装置组成（图２），物料在转子和定

子间的狭缝空间内混合，混合空间宽度通常在几十微米

至几毫米的范围内，相较于传统反应器具有更小的反应

空间［２７２８］。在电机带动下，转子旋转可与定子之间产生

高剪切力和离心力，从而强化传质、传热和动量传递以

及反应过程［２９］。旋转液膜反应器已广泛用于水滑石及

其衍生物、硫酸钡、电池级碳酸锂等无机材料的合

成［２９３２］。Ｚｈａｏ等
［３３］利用旋转反应器进行快速的混合和

成核过程，合成了晶体粒径更小、尺寸分布更窄的类水

滑石层状双氢氧化物（ＬＤＨｓ）。

进一步地，Ｆｅｎｇ等
［３４］将研究工作扩展到了体系更

为复杂的 ＣｕＮｉＡｌＣＯ３ ＬＤＨｓ和 ＣｕＮｉＭｇＡｌＣＯ３

ＬＤＨｓ的合成，也取得了相同的效果。同时，段雪等
［２８］

还成功将旋转液膜反应器扩大到工业规模，建立了示范工厂。目前，旋转液膜反应器在分子筛合成领域

上未曾报道过。但ＬＤＨｓ的共沉淀合成方法中的沉淀过程和高温老化与分子筛的预混和晶化过程具

有高度的相似性，分别涉及成核和晶体生长两个阶段，这对旋转液膜反应器强化分子筛的合成仍具有指

导意义。

１．４　超声波技术

超声波是频率为２０～１０６ｋＨｚ的机械波，其波长（１０～０．０１ｃｍ）远大于分子尺寸，无法对分子本身

产生作用，而是通过物理作用或者化学效应来改变周围环境，从而影响某一过程［３５］。由于单一的超声

波不具备强烈的剪切作用，无法实现物质之间的充分混合，且单一使用超声波作用于分子筛合成过程，

反而由于过热温升会导致颗粒碰撞团聚［３６］。因此，超声主要是作为一种辅助手段来参与到分子筛的合

成过程中。

郭红等［３７］将超声震荡结合磁力搅拌合成了结晶度更高的Ｘ分子筛，且有效地降低了晶化温度。贺

勇等［３７］将超声联合机械搅拌引入到ＮａＹ分子筛的合成预混过程中，并探究了超声波作用时间和作用

功率的影响，获得了较之常规水热合成或者单一超声波法性能更佳的分子筛。Ｈａｎ等
［３８］使用超声辅助

预处理得到了选择性催化还原（ｓｅｌｅｃｔｉｖｅｃａｔａｌｙｔｉｃｒｅｄｕｃｔｉｏｎ，ＳＣＲ）活性大于９５％的ＳＳＺ１３分子筛，与

常规水热合成相比，缩短了１２ｈ晶化时间。Ｃｈｅｎ等
［３９］采用微波耦合超声技术，以粉煤灰为原料，合成

了高纯度和高结晶度的Ｙ分子筛。孙宝昌等
［２４］提出了一种超重力耦合超声的反应装置，能够强化分子

筛前驱体液固两相体系均匀分散混合，从而促进成核结晶反应过程发生。因此，与传统工艺相比，超声
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法合成分子筛的优点主要体现在缩短了合成周期和降低了晶化温度。

超声波在合成分子筛中的有利影响是基于其自身的空化作用引起的物理和化学效应获得的。在超

声波的作用下，振动的液体中产生大量的纳微空气泡，随着空气泡的膨胀收缩破裂，周围极小空间内会

出现高温高压现象（＞５０００Ｋ，＞５０ＭＰａ），并伴随着震荡波
［４０］。这种高温高压作用能够加快前驱体溶

解，并通过分解气泡内水蒸气和不凝性气体产生羟基自由基，共同促进晶核形成［４１４２］；而高速的震荡波

作用对于物质混合和分子扩散也起到了一定的作用［４３］。因此，超声波也主要作用于分子筛的预混或老

化过程。分子筛合成体系是一个多物质多相复杂体系，引入超声波产生的变化也很复杂，在合成过程中

往往需要仔细考察超声条件才能获得性能良好的目标产物，否则会带来消极影响，例如生成杂晶、结晶

度下降等。

１．５　微波技术

微波是一种介于红外波和无线电波之间的电磁波，频率位于０．３～３００ＧＨｚ之间，工业上常用的频

率为（９１５±１５），（２４５０±５０）ＭＨｚ
［４４］。微波作为一种光，可以被物质传递、吸收或者反射，由此可将材

料分为反射微波材料、透波材料和吸波材料（表１）
［４５］。在微波提供的高频变换的能量场作用下，分子运

动从杂乱无章的状态被迫变为有序的高频振动，这种变化导致的有级分子的转向极化和无极分子的位

移极化会使得分子之间不停地碰撞、摩擦，从而将电磁能转为热能［４６］。因此，利用微波加热的特点有：

１）直接对物料加热，无需热传导，可瞬时升温；２）微波具有穿透性，可实现内外同时加热，温度均匀分

布；３）根据介质对微波吸收能力的不同，选择性加热物质。

表１　常见材料与微波的不同作用分类及其应用

Ｔａｂ．１　Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｆｆｅｃｔｓｏｆｃｏｍｍｏｎｍａｔｅｒｉａｌｓａｎｄｍｉｃｒｏｗａｖｅｓ

类型 材料 作用 应用

反射微波 大块金属、合金
传播微波能量，有效利用微波能
量并使其均匀分布

波导管、食品包装材料、金属
箔、金属格栅等

穿透微波
石英、陶瓷、玻璃、塑料、聚四氟乙
烯等

分子结构稳定或低损耗，能够允
许微波能量穿透而不被大量吸收

容器材料（腔体、传输管道
等）、天线／雷达罩、微波仪探
头等

吸收微波
水、离子液体、超微金属粉及金属
纤维、碳化硅、铁氧体粉、碳纤维、
碳纳米管、活性炭等

用作被加工物料，吸收微波能量
将其转为其他能量

雷达隐身材料、电磁屏蔽材
料、防护服、隔热膜等

图３　微波加热原理示意图
［４６］

Ｆｉｇ．３　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｍｉｃｒｏｗａｖｅｈｅａｔｉｎｇｐｒｉｎｃｉｐｌｅ
［４６］

　　微波加热需要利用介质对于微波

的吸收来获得热能，如图３所示。水作

为典型的极性分子，具有较大的介电常

数，对微波具有强吸收能力，因而在分

子筛合成领域，微波技术最开始与传统

水热合成工艺结合。微波加热用于合

成分子筛最早可追溯到１９８８年，Ｍｏｂｉｌ

公司将微波用于ＺＳＭ５和 ＮａＡ 的合

成，与传统水热晶化相比显著缩短了晶

化时间［４７］。微波加热用于缩短晶化时

间后续得到了广泛的研究。Ｃｈｅｎｇ等
［４８］利用微波技术（１００Ｗ）在２０ｍｉｎ即可得到Ａ分子筛；Ｌｅ等

［４７］

进一步将４Ａ分子筛的晶化时间在商用微波炉（８００Ｗ）下缩短到了６ｍｉｎ。

除了合成时间外，微波加热对于分子筛的影响也体现在了多个方面。Ｆｕｋａｓａｗａ等
［４８］在微波下合

成了孔直径约为２０ｎｍ的介孔ＺＳＭ５分子筛，其对结晶紫染料的最大吸附量是传统水热合成分子筛的

２倍以上。Ｋｈａｎ等
［４９］利用微波将ＳＳＺ１３分子筛的粒径从６００ｎｍ降至５０ｎｍ以下，并在酸催化乙烯

制丙烯（ＥＴＰ）反应中获得了更高的乙烯转化率和丙烯收率。

近年来，微波技术在分子筛膜的合成上也取得了不错的进展。李砚硕等［５０］结合微波合成技术和装

备将分子筛膜的构成晶体从微米级缩小至纳米级，并利用分子筛膜快速在线监测方法，首次突破了高品

质和强稳定的零缺陷分子筛膜材料的连续化生产。分子筛膜表现出世界领先的分离选择性，在超深度
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脱水应用领域上展现出了优越的效果。除了水体系外，微波技术结合离子热合成和无溶剂合成路线也

得到了研究。离子液体在合成过程中发挥着溶剂和结构导向剂的作用，且其本身作为一种优良的微波

反应介质，与微波耦合能够实现在低温低压下合成分子筛，解决微波晶化过程中的耐压问题［５１］。但离

子液体的引入导致成本的增加仍是需要关注的重点问题。同时，微波无溶剂合成路线则需另添加微波

吸收介质，才能发挥微波加热的作用。因此，微波水热合成是目前更具优势的微波合成分子筛技术。

微波加热用于合成分子筛表现出来的积极作用已经得到了广泛的研究，其优势包括：１）可极大缩

短合成时间，降低能耗；２）能够明显改善分子筛的物化性能，包括粒径、纯度、酸强度和水热稳定性等；

３）提高分子筛的吸附／催化应用性能
［４６］。目前，微波水热合成的作用机制主要包括凝胶溶解机制和动

力学控制机制。一方面，微波加热作用能够提高前驱体凝胶的溶解性，促进Ｔ－Ｏ－Ｔ键或Ｔ－Ｏ－Ｔ’

键的形成；另一方面，微波加热均匀性和瞬时性能够使得溶液在短时间内各处形成大量晶核，且微波能

量对晶体成核及生长速度的促进作用持续表现在整个合成过程中［５１５４］。但微波自身的特点意味着它主

要充当加热源，不具备传质作用，无法独自用于分子筛合成的整个过程中。

１．６　紫外

光是由携带着能量的光子组成，这种能量在传播过程中表现为光的辐射，可以实现传递热量、引发

化学反应和促进光合作用等多种物理和化学过程。尤其是对于２００～４００ｎｍ波长的紫外光，当照射在

某种物质上时，紫外所具有的能量被许多物质吸收能够引发光化学效应［５５］。目前，很多研究者基于紫

外的光化学效应，将其用于促进合成分子筛中。紫外线照射在溶液中可以生成羟基自由基（·ＯＨ），从

而加速分子筛结晶过程［５６］。在碱性环境中，氢氧根离子（ＯＨ－）通过破坏Ｓｉ－Ｏ、Ａｌ－Ｏ和Ｓｉ－Ｏ－Ａｌ

键等来促进硅铝酸盐凝胶的解聚和再聚合，而·ＯＨ作为比ＯＨ－反应活性更高的物质，更有利于分子

筛的合成［３，４５］。Ｆｅｎｇ
［３］等在水热条件下利用紫外照射产生·ＯＨ，证实了·ＯＨ对ＮａＡ，ＮａＸ，ＮａＺ２１

和Ｓｉｌｉｃａｌｉｔｅ１分子筛的合成促进作用，且·ＯＨ主要作用于成核阶段，提高了凝胶中的Ｓｉ－Ｏ－Ｓｉ键断

裂和解聚速度，并促进新Ｓｉ－Ｏ－Ｓｉ键的形成，而·ＯＨ对晶体生长速率影响不大。·ＯＨ除了影响结

晶速率，对形貌、酸量和催化性能等均有积极作用［５７５８］。

１．７　电场

作为热点领域，电场在材料合成中的应用一直被广泛研究，例如石墨烯、各种碳化物和无机纳米粒

子的合成等［５４］。目前，外加电场对反应的作用机制主要集中在电学和热学等方面。然而，值得注意的

是，Ｇｈａａｎｉ等
［５９］发现通过在水中外加电场能够显著促进纳米气泡的形成。而除了超声作用形成的空化

气泡会产生自由基外，Ｔａｋａｈａｓｈｉ等
［６０］证明了水中微纳米气泡（＜５０μｍ）在没有强烈的动态刺激情况

下，其自行崩塌和坍缩也会产生·ＯＨ，该自由基在分子筛合成领域的促进作用已得到证实。尽管目前

没有直接将外加电场用于合成分子筛领域的研究，但Ｇｈａａｎｉ等
［５９］和Ｔａｋａｈａｓｈｉ等

［６０］的研究结果为电

场用于合成分子筛提供了一种可能性。

２　结论和展望

将不同强化技术引入分子筛合成过程中，对其粒径、比表面积、孔结构、活性位点及吸附催化等物理

化学性能进行了优化。然而，目前外场强化技术在分子筛合成应用上仍存在一些困难，主要表现在：

１）尽管有大量实验和模拟证明了外场强化技术在分子筛合成领域上的优势，但对于分子筛合成机

制和外场强化机制的研究尚待深入挖掘；

２）基于外场强化下合成分子筛的场景复杂性，目前仍缺乏先进的原位表征技术；

３）一些外场强化技术仅具备单一强化功能，无法独自应用在分子筛合成上，例如微重力、微波、超

声波、紫外和电场；

４）目前，分子筛的合成仍使用间歇生产工艺，无法连续化生产。

因此，未来可从以下几个方面开展研究工作：

１）探究分子筛合成过程中的原位表征技术，例如原位同步辐射技术和电子顺磁共振在线检测等，

进一步揭示在外场强化下的分子筛合成机制；

２）进一步创新改性超重力、微波、旋转液膜以及多技术耦合合成工艺，推动分子筛连续化生产。
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［２０］　ＸＵＹｏｎｇｑｕａｎ，ＣＡＩＬｉａｎｇｕｏ，ＬＥＩＳｈａｏ，犲狋犪犾．ＰｒｅｐａｒａｔｉｏｎａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆＮａＹｚｅｏｌｉｔｅｉｎａｒｏｔａｔｉｎｇｐａｃｋｅｄ

ｂｅｄ［Ｊ］．ＰｅｔｒｏｌｅｕｍＳｃｉｅｎｃｅ，２０１２，９：１０６１０９．ＤＯＩ：１０．１００７／ｓ１２１８２０１２０１９００．

［２１］　齐婷婷．超重力强化硅铝分子筛制备及应用研究［Ｄ］．北京：北京化工大学，２０２３．

［２２］　侯文慧．超重力强化稀土分子筛原位合成研究［Ｄ］．北京：北京化工大学，２０２３．

［２３］　孙宝昌，齐婷婷，罗勇，等．多孔材料连续化生产的微波耦合超重力反应系统：１１０６５２９５０Ａ［Ｐ］．２０２００１０７．

［２４］　孙宝昌，刘良印，初广文，等．一种适用于液固非均相反应体系的超重力耦合超声反应装置：１１６７２６８２２Ａ［Ｐ］．

２０２３０９１２．

［２５］　ＱＩＴｉｎｇｔｉｎｇ，ＫＡＮＧＹｉｎｇｙｉｎｇ，ＡＲＯＷＯＭ，犲狋犪犾．ＰｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆＺＳＭ５ｚｅｏｌｉｔｅｓｕｓｉｎｇｒｏｔａｔｉｎｇｐａｃｋｅｄｂｅｄ：Ｉｍｐａｃｔ

８４５ 华 侨 大 学 学 报 （自 然 科 学 版）　　　　　　　　　　　　　　２０２４年
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ｍｅｃｈａｎｉｓｍａｎｄｐｒｏｃｅｓｓｓｙｎｔｈｅｓｉｓｓｔｕｄｉｅｓ［Ｊ］．ＣｈｅｍｉｃａｌＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇＳｃｉｅｎｃｅ，２０２１，２４４：１１６７９４１１６８０４．ＤＯＩ：１０．

１０１６／ｊ．ｃｅｓ．２０２１．１１６７９４．

［２６］　ＣＨＥＮＪｉａｎｆｅｎｇ，ＷＡＮＧＹｕｈｏｎｇ，ＧＵＯＦｅｎ，犲狋犪犾．Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｗｉｔｈｎｏｖｅｌｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ：Ｈｉｇｈｇｒａｖｉｔｙ

ｒｅａｃｔｉｖｅｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｉｎｄｕｓｔｒｉａｌ＆ ＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇＣｈｅｍｉｓｔｒｙＲｅｓｅａｒｃｈ，２０００，３９（４）：９４８９５４．ＤＯＩ：１０．１０２１／

ｉｅ９９０５４９ａ．

［２７］　韦礼顺，许兰喜，李殿卿．旋转液膜反应器间隙对晶体粒径影响的研究［Ｊ］．北京化工大学学报（自然科学版），

２０１８，４５（１）：８１２．ＤＯＩ：１０．１３５４３／ｊ．ｂｈｘｂｚｒ．２０１８．０１．００２．

［２８］　卢昌盛．基于微液膜反应器的反应结晶过程及可控制备铋基光催化材料的研究［Ｄ］．北京：北京化工大学，２０２２．

［２９］　ＧＵＯＳｈｅｎｇｃｈａｎｇ，ＥＶＡＮＳＤＧ，ＬＩＤｉａｎｑｉｎｇ，犲狋犪犾．Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌａｎｄｎｕｍｅｒｉｃａｌｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎｏｆ

ｂａｒｉｕｍｓｕｌｆａｔｅｉｎａｒｏｔａｔｉｎｇｌｉｑｕｉｄｆｉｌｍｒｅａｃｔｏｒ［Ｊ］．ＡＩＣｈＥＪｏｕｒｎａｌ，２００９，５５（８）：２０２４２０３４．ＤＯＩ：１０．１００２／ａｉｃ．

１１８１８．

［３０］　林彦军，万家豪，李凯涛．一种多流体并流旋转液膜反应器及其在制备层状复合金属氢氧化物中的应用：

１１６５８６００１Ａ［Ｐ］．２０２３０８１５．

［３１］　乔瑞平，耿翠玉，张伦梁，等．一种负载型层状双金属复合氧化物催化剂的制备方法：１０５１９５１４８Ａ［Ｐ］．２０１５１２３０．

［３２］　ＴＡＮＪｉａｎｇｈａｏ，ＷＡＮＧＱｉ，ＬＩＮＹａｎｊｕｎ，犲狋犪犾．Ｄｉｒｅｃｔｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆｂａｔｔｅｒｙｇｒａｄｅｌｉｔｈｉｕｍｃａｒｂｏｎａｔｅ狏犻犪ａｎｕｃｌｅａ

ｔｉｏｎｃｒｙｓｔａｌｌｉｚａｔｉｏｎｉｓｏｌａｔｉｎｇｐｒｏｃｅｓｓｉｎｔｅｎｓｉｆｉｅｄｂｙａｍｉｃｒｏｌｉｑｕｉｄｆｉｌｍｒｅａｃｔｏｒ［Ｊ］．ＴｈｅＣａｎａｄｉａｎＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｈｅｍｉｃａｌ

Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，２０２３，１０１（２）：８７０８８２．ＤＯＩ：１０．１００２／ｃｊｃｅ．２４４３６．

［３３］　ＺＨＡＯＹｕｎ，ＬＩＦｅｎｇ，ＺＨＡＮＧＲｕｉ，犲狋犪犾．Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆｌａｙｅｒｅｄｄｏｕｂｌｅｈｙｄｒｏｘｉｄｅｎａｎｏｍａｔｅｒｉａｌｓｗｉｔｈａｕｎｉｆｏｒｍ

ｃｒｙｓｔａｌｌｉｔｅｓｉｚｅｕｓｉｎｇａｎｅｗｍｅｔｈｏｄｉｎｖｏｌｖｉｎｇｓｅｐａｒａｔｅｎｕｃｌｅａｔｉｏｎａｎｄａｇｉｎｇｓｔｅｐｓ［Ｊ］．ＣｈｅｍｉｓｔｒｙｏｆＭａｔｅｒｉａｌｓ，２００２，

１４（１０）：４２８６４２９１．ＤＯＩ：１０．１０２１／ｃｍ０２０３７０ｈ．

［３４］　ＦＥＮＧＹｏｎｇｊｕｎ，ＬＩＤｉａｎｑｉｎｇ，ＬＩＣｈｕｎｘｉ，犲狋犪犾．ＳｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆＣｕｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｌａｙｅｒｅｄｄｏｕｂｌｅｈｙｄｒｏｘｉｄｅｓｗｉｔｈａｎａｒｒｏｗ

ｃｒｙｓｔａｌｌｉｔｅｓｉｚｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ［Ｊ］．ＣｌａｙｓａｎｄＣｌａｙ Ｍｉｎｅｒａｌｓ，２００３，５１（５）：５６６５６９．ＤＯＩ：１０．１３４６／ＣＣＭＮ．２００３．

０５１０５１０．

［３５］　冒爱琴，宋洪昌，李凤生，等．不同分散设备对超细 ＴｉＯ２ 水分散性影响的研究［Ｊ］．精细与专用化学品，２００３，１１

（２２）：１８２０．ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００８１１００．２００３．２２．００８．

［３６］　贺勇，杨柳，王聪慧，等．超声波机械搅拌联合作用下 ＮａＹ分子筛的合成及影响因素［Ｊ］．工业催化，２０２３，２３（１１）：

８９２８９６．ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００８１１４３．２０１５．１１．００８．

［３７］　郭红，杨先海，盛文斌，等．超声震荡低温水热合成纳米Ｘ型沸石分子筛［Ｊ］．当代化工研究，２０２０（１５）：３６３８．ＤＯＩ：

１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７２８１１４．２０２０．１５．０１６．

［３８］　ＨＡＮＪｉｎｆｅｎｇ，ＨＡＹｉｎｇ，ＧＵＯＭｉｎｇｙｕ，犲狋犪犾．ＳｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｚｅｏｌｉｔｅＳＳＺ１３ｆｒｏｍｃｏａｌｇａｎｇｕｅ狏犻犪ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｐｒｅｔｒｅａｔ

ｍｅｎｔｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｈｙｄｒｏｔｈｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｍｅｔｈｏｄ［Ｊ］．ＵｌｔｒａｓｏｎｉｃｓＳｏｎｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０１９，５９：１０４７０３１１４７１３．ＤＯＩ：

１０．１０１６／ｊ．ｕｌｔｓｏｎｃｈ．２０１９．１０４７０３．

［３９］　ＣＨＥＮＺｏｎｇｒｏｎｇ，ＳＯＮＧＧｕｏｑｉａｎｇ，ＬＩＣ，犲狋犪犾．ＣｏａｌｆｌｙａｓｈｔｏＹｚｅｏｌｉｔｅｏｆｇｒｅａｔｐｕｒｉｔｙａｎｄｃｒｙｓｔａｌｌｉｎｉｔｙ：Ａｎｅｗａｎｄ

ｇｒｅｅｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｏｆｃｏｍｂｉｎｅｄ犻狀狊犻狋狌ｍｉｃｒｏｗａｖｅａｎｄｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ［Ｊ］．ＳｏｌｉｄＳｔａｔｅＳｃｉｅｎｃｅｓ，２０２３，１３６：１０７１０２

１０７１１２．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｓｏｌｉｄｓｔａｔｅｓｃｉｅｎｃｅｓ．２０２２．１０７１０２．

［４０］　马芳，李发琪，王智彪．超声空化效应的研究进展［Ｊ］．临床超声医学杂志，２００３，５（５）：２９２２９４．ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．

ｉｓｓｎ．１００８６９７８．２００３．０５．０１４．

［４１］　ＢＥＬＶＩＳＯＣ，ＣＡＶＡＬＣＡＮＴＥＦ，ＦＩＯＲＥＳ．Ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｗａｖｅｓｉｎｄｕｃｅｒａｐｉｄｚｅｏｌｉｔｅｓｙｎｔｈｅｓｉｓｉｎａｓｅａｗａｔｅｒｓｏｌｕｔｉｏｎ

［Ｊ］．ＵｌｔｒａｓｏｎｉｃｓＳｏｎｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０１３，２０（１）：３２３６．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｕｌｔｓｏｎｃｈ．２０１２．０６．００４．

［４２］　ＭＯＫＵＤＡＩＴ，ＫＡＷＡＤＡ Ｍ，ＴＡＤＡＫＩＤ，犲狋犪犾．Ｒａｄｉｃａｌｇｅｎｅｒａｔｉｏｎａｎｄｂａｃｔｅｒｉｃｉｄａｌａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｎａｎｏｂｕｂｂｌｅｓｐｒｏ

ｄｕｃｅｄｂｙｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎｏｆｃａｒｂｏｎａｔｅｄｗａｔｅｒ［Ｊ］．ＵｌｔｒａｓｏｎｉｃｓＳｏｎｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０２４，１０３：１０６８０９１０６８１８．ＤＯＩ：

１０．１０１６／ｊ．ｕｌｔｓｏｎｃｈ．２０２４．１０６８０９．

［４３］　李明昊．超声技术在无机材料合成与制备中的应用分析［Ｊ］．信息记录材料，２０１８，１９（７）：２４２５．

［４４］　ＬＩＹａｎｓｈｕｏ，ＹＡＮＧＷｅｉｓｈｅｎ．Ｍｉｃｒｏｗａｖｅｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｚｅｏｌｉｔｅｍｅｍｂｒａｎｅｓ：Ａｒｅｖｉｅｗ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＭｅｍｂｒａｎｅＳｃｉ

ｅｎｃｅ，２００８，３１６（１／２）：３１７．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｍｅｍｓｃｉ．２００７．０８．０５４．

［４５］　ＣＵＮＤＹＣＳ，ＣＯＸＰＡ．Ｔｈｅｈｙｄｒｏｔｈｅｒｍａｌｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｚｅｏｌｉｔｅｓ：Ｐｒｅｃｕｒｓｏｒｓ，ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅｓａｎｄｒｅａｃｔｉｏｎｍｅｃｈａｎｉｓｍ

［Ｊ］．ＭｉｃｒｏｐｏｒｏｕｓａｎｄＭｅｓｏｐｏｒｏｕｓＭａｔｅｒｉａｌｓ，２００５，８２（１／２）：１７８．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｍｉｃｒｏｍｅｓｏ．２００５．０２．０１６．

［４６］　陈彦广，徐婷婷，韩洪晶，等．粉煤灰微波水热合成法制备分子筛的研究进展［Ｊ］．化工进展，２０１５，３４（８）：２９１６

２９２４．ＤＯＩ：１０．１６０８５／ｊ．ｉｓｓｎ．１０００６６１３．２０１５．０８．００２．

９４５第５期　　　　　　　　　　　　　许浪，等：外场强化作用下分子筛合成的研究进展
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［４７］　ＬＥＴＭ，ＮＧＵＹＥＮＧＴ，ＤＡＴＮＤ，犲狋犪犾．Ａｎｉｎｎｏｖａｔｉｖｅａｐｐｒｏａｃｈｂａｓｅｄｏｎｍｉｃｒｏｗａｖｅｒａｄｉａｔｉｏｎｆｏｒｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆ

ｚｅｏｌｉｔｅ４Ａａｎｄｐｏｒｏｓｉｔｙｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ［Ｊ］．ＲｅｓｕｌｔｓｉｎＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，２０２３，１９：１０１２３５１０１２４６．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｒｉｎｅｎｇ．

２０２３．１０１２３５．

［４８］　ＣＨＥＮＧＺｈｉｌｉｎ，ＷＡＮＨｈｕｉｌｉｎ，ＬＩＵＺａｎ．ＦａｂｒｉｃａｔｉｏｎｏｆｚｅｏｌｉｔｅＡｒｏｄｓｗｉｔｈｉｒｒｅｇｕｌａｒｍａｃｒｏｐｏｒｅｓｂｙｓｅｌｆａｓｓｅｍｂｌｙ
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　　　超临界犆犗２流体技术制备脱细胞外

基质材料及其生物医学应用

吴冰，段又愈，陈爱政

（华侨大学 化工学院，福建 厦门３６１０２１）

摘要：　脱细胞外基质（ｄｅｃｅｌｌｕｌａｒｉｚｅｄｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ｄＥＣＭ）材料在组织工程和再生医学中具有重要应

用，超临界ＣＯ２ 流体（ｓｕｐｅｒｃｒｉｔｉｃａｌＣＯ２ｆｌｕｉｄ，ＳＣＦＣＯ２）技术已被证明可用于ｄＥＣＭ 材料的制备。文中综述

了ＳＣＦＣＯ２ 的基本原理、ＳＣＦＣＯ２ 脱细胞及其灭菌机制，介绍了辅助溶剂的使用与预处理技术对ＳＣＦＣＯ２

脱细胞的影响，以及ｄＥＣＭ材料的生物医学应用。结果表明：与常规方法相比，具有高渗透性、高扩散性的

ＳＣＦＣＯ２ 能更有效地保持细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）的结构完整性和生物活性，同时展现出高效

灭菌的优势，且制备的ｄＥＣＭ材料在组织修复和再生医学领域具有显著应用潜力。

关键词：　超临界ＣＯ２ 流体；脱细胞外基质；超临界灭菌；组织工程
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　　生物材料在组织工程与再生医学领域发挥着重要作用，具有巨大的临床应用前景。随着生物医学

工程技术的快速发展，脱细胞外基质（ｄｅｃｅｌｌｕｌａｒｉｚｅｄｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ｄＥＣＭ）材料因其独特的生物

相容性、低免疫原性和生物活性，在再生医学、组织工程和药物递送等领域展现出巨大的应用潜力。

ｄＥＣＭ材料通过去除具有免疫原性的细胞成分、同时保留天然细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）

成分和结构以兼具生物相容性和生物活性。然而，传统的脱细胞方法，如使用极性洗涤剂或强酸强碱溶

液，可能会导致多糖的损失和蛋白质结构的改变；使用生物酶会因浓度过高或作用时间过长破坏生物活

性物质且成本高昂。

超临界ＣＯ２ 流体（ｓｕｐｅｒｃｒｉｔｉｃａｌＣＯ２ｆｌｕｉｄ，ＳＣＦＣＯ２）技术利用ＣＯ２ 在超临界状态下的高渗透性、

高扩散性和对极性组分（如蛋白质和多糖）的低反应性，有效地防止了在组织提取过程中生物分子的变

性，从而最大限度地保留了ＥＣＭ的天然成分和结构，因此成为一种可能的脱细胞方法
［１］。此外，温和、

绿色的ＳＣＦＣＯ２ 在ｄＥＣＭ材料的灭菌中也展现出了独特的优势。本文综述了ＳＣＦＣＯ２ 的基本原理、

ＳＣＦＣＯ２ 脱细胞及其灭菌机制，介绍了辅助溶剂的使用与预处理技术对ＳＣＦＣＯ２ 脱细胞的影响，以及

ｄＥＣＭ材料的生物医学应用。

１　犛犆犉犆犗２概述

超临界流体技术是一种利用物质在超临界状态下的特殊性质进行材料加工和化学合成的技术。当

一种特定物质的温度和压力达到其临界点之上时，如果对该气体状态的物质施加压力，它不会转变为液

态，只是密度会增加，展现出类似液体的特性，同时仍然保持气体的一些性质，这种介于两者之间的一种

特殊流体状态被称为超临界流体状态［２］。超临界流体技术可以使用多种不同的流体作为溶剂，如水、甲

醇、乙醇、丙烷和二氧化碳等，每种流体都有其独特的物理和化学性质，适用于不同的应用。其中，二氧

化碳是最常用的超临界流体，因为它达到超临界状态的条件相对温和（临界温度约为３１．３℃，临界压力

约为７．３８ＭＰａ），且对环境友好，具有较低的粘度、较高的扩散性以及很好的溶解能力。

ＳＣＦＣＯ２ 因其独特的物理和化学特性，在材料加工领域有着广泛的应用，主要包括ＳＣＦＣＯ２ 萃

取、ＳＣＦＣＯ２ 造粒、ＳＣＦＣＯ２ 发泡三个方面。ＳＣＦＣＯ２ 萃取技术是一种利用ＳＣＦＣＯ２ 为萃取剂，从液

体或固体中萃取出特定成分的技术［３］。ＳＣＦＣＯ２ 萃取在接近室温的条件下操作，可以最大限度地保留

食品的原有风味和营养成分，因此被广泛应用于在食品工业提取香料、油脂和色素等成分［４］。在医药与

化妆品工业中，ＳＣＦＣＯ２ 萃取技术被用于提取药物有效成分，可以保证产品的纯天然性和无化学污染。

ＳＣＦＣＯ２ 造粒技术是将溶质溶解于超临界流体中，通过特制的喷嘴进行快速降压膨胀，使溶质瞬间形

成大量的晶核并生长成微粒，从而制备出粒度均匀、分布狭窄的超细微粒［５］，广泛应用于材料科学和生

物医药领域制备高性能超细微粒材料和药物微纳米颗粒。ＳＣＦＣＯ２ 发泡技术利用超临界流体的溶解

和膨胀性质，在材料内部形成均匀分布的气泡结构，以制备出轻质、高强度的发泡材料［６］，适宜于建筑材

料和汽车工业领域制备轻质、隔热、隔音的发泡板材，轻量化、高性能的发泡零部件等，以及在生物医药

领域制备具有良好生物相容性的多孔支架，可用于组织工程和再生医学［７］。

近年来，在生物医学领域，ＳＣＦＣＯ２ 因其低粘度和高扩散性被广泛地用于ｄＥＣＭ材料的制备，可以

有效去除具有免疫原性的细胞成分并最大限度保留其生物活性成分。与传统的化学洗涤剂相比，

ＳＣＦＣＯ２的使用能够减少对ＥＣＭ 成分的损害，并且有效避免因洗涤剂残留引起的细胞毒性。此外，

ＳＣＦＣＯ２ 也因其独特的物理和化学性质，在ｄＥＣＭ材料的灭菌中也展现出了显著优势
［８］。

２　犛犆犉犆犗２在犱犈犆犕材料中的应用

ＳＣＦＣＯ２ 制备ｄＥＣＭ材料及其生物医学应用，如图１所示。

２．１　犛犆犉犆犗２ 用于脱细胞

ｄＥＣＭ作为一种新兴的生物材料，近年来在组织工程和再生医学领域受到了广泛关注。ｄＥＣＭ 是

通过去除组织或器官中的细胞成分，保留其ＥＣＭ的结构和成分得到的。ｄＥＣＭ 材料的来源广泛，包括

皮肤、心脏、血管、骨骼、软骨等多种组织和器官。这些组织和器官经过脱细胞处理后，可得到富含胶原

２５５ 华 侨 大 学 学 报 （自 然 科 学 版）　　　　　　　　　　　　　　２０２４年
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图１　ＳＣＦＣＯ２ 制备ｄＥＣＭ材料及其生物医学应用

Ｆｉｇ．１　ＳＣＦＣＯ２ａｓｓｉｓｔｅｄｆａｂｒｉｃａｔｉｏｎｏｆ

ｄＥＣＭｍａｔｅｒｉａｌｓａｎｄｂｉｏｍｅｄｉｃａｌａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ

蛋 白、 糖 胺 聚 糖

（ｇｌｙｃｏｓａｍｉｎｏｇｌｙｃａｎｓ，ＧＡＧｓ）、生长

因子等生物活性物质的ｄＥＣＭ
［９］，对

于细胞的增殖、迁移、黏附和分化具

有重要影响，为组织工程和再生医学

提供了理想的生物材料。

传统上，动物组织的脱细胞过程

涉及物理、化学和生物方法的多种组

合，如使用酸碱溶剂、洗涤剂、生物酶

处理或通过反复冻融来实现［１０］。然

而，在这些脱细胞方法中，为防止因

化学试剂引起 ＥＣＭ 成分的损失降

解是一个挑战。ＥＣＭ中的一些关键

物质，例如糖蛋白和生长因子，对于

组织再生至关重要，但它们可能会因

洗涤剂的表面活性作用而变性或被

移除。ＳＣＦＣＯ２ 作为一种温和的处

理方法，可以在较低的温度和压力下

有效地去除细胞成分，同时避免对

ＥＣＭ结构的破坏。如图２所示，ＳＣＦＣＯ２ 渗透扩散至原始组织细胞内，将细胞胀大破裂使细胞内容物

流出，留下ＥＣＭ成分与结构。

图２　ＳＣＦＣＯ２ 脱细胞示意图

Ｆｉｇ．２　ＳｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆＳＣＦＣＯ２ｄｅｃｅｌｌｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ

基于ＳＣＦＣＯ２ 制备的ｄＥＣＭ材料具有优异的生物相容性、低免疫原性和生物活性，在组织工程、

再生医学和药物递送等领域具有广泛的应用前景［１１］。ＣＯ２ 分子是非极性的，但在超临界状态下，其溶

剂特性可以发生变化，如ＳＣＦＣＯ２ 能够溶解一些通常难溶于非极性溶剂的极性物质
［１２］。ＳＣＦＣＯ２ 通

过渗透进入组织，利用其溶解能力将细胞内的部分成分溶解，从而实现细胞内容物的去除。此外，

ＳＣＦＣＯ２可以增加细胞膜的流动性，加速细胞膜破裂，释放细胞内容物，进一步促进脱细胞过程。

由于不涉及化学试剂的使用，ＳＣＦＣＯ２ 脱细胞在去除ＤＮＡ的同时可以较大程度地保留ＥＣＭ，相

较于传统的脱细胞方法展现出了明显的优势。ＳＣＦＣＯ２ 脱细胞技术是一种绿色高效的脱细胞方法，然

而，ＳＣＦＣＯ２ 本身可能不足以完全去除组织中的所有细胞成分，特别是当组织结构复杂或细胞间连接

紧密时［１３］。因此，研究通过引入辅助溶剂和优化预处理步骤等方法，可以进一步提升ＳＣＦＣＯ２ 脱细胞

的效率。

２００８年，Ｓａｗａｄａ等
［１４］首次尝试使用ＳＣＦＣＯ２ 进行猪主动脉的脱细胞。但是单独使用ＳＣＦＣＯ２

３５５第５期　　　　　　　吴冰，等：超临界ＣＯ２ 流体技术制备脱细胞外基质材料及其生物医学应用
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不能完全去除细胞核，而添加乙醇作为辅助溶剂后可以成功地从主动脉彻底去除细胞核。辅助溶剂的

作用机制是通过与ＳＣＦＣＯ２ 混合，降低其表面张力，增加其溶解极性分子的能力。这些溶剂可以是极

性小分子、表面活性剂或酶，它们能够与细胞膜相互作用，削弱细胞间的连接，从而促进细胞的分离和去

除。例如，表面活性剂可以降低细胞膜的稳定性，使得ＳＣＦＣＯ２ 更容易渗透进入细胞并去除细胞成分。

在一项软骨组织的脱细胞研究中［１５］，以乙醇为助溶剂使用ＳＣＦＣＯ２ 进行脱细胞处理，不仅成功去

除了ＤＮＡ，而且在ｄＥＣＭ中培养的软骨细胞，其ＣＯＬⅡ和聚集蛋白的基因表达水平有所增加，表明细

胞在培养过程中保持了较高的活性。此外，将上述软骨ｄＥＣＭ 材料应用于软骨缺损的体内实验，观察

到植入的ｄＥＣＭ材料与周围的天然组织实现了良好的整合。在Ａｎｔｏｎ团队的研究中，通过使用亲ＣＯ２

洗涤剂（Ｌｓ５４）与ＳＣＦＣＯ２ 共溶剂成功进行了软骨、肌腱和皮肤的脱细胞
［１６］。

另外，使用辅助溶剂的另一个重要考虑是它们的生物相容性和环境影响。理想的辅助溶剂应该具

有良好的生物相容性，不会对后续的细胞培养或组织工程应用产生负面影响。此外，考虑到成本和环境

可持续性，辅助溶剂的回收和再利用也是重要的考量因素。尽管使用辅助溶剂可以显著提高ＳＣＦＣＯ２

脱细胞的效率，但仍存在一些问题和限制，如当组织结构致密时，即使使用辅助溶剂也需要较长的处理

时间，且某些辅助溶剂可能难以从最终产品中完全去除。因此，研究人员需要不断探索优化脱细胞过

程，以实现更高效、经济的脱细胞技术。

为了使ＳＣＦＣＯ２ 和辅助溶剂能够更好地通过渗透和溶解作用将细胞成分从ＥＣＭ 中分离出来，选

择合适的预处理方法是关键的一步［１３］。预处理的目的是使组织更易于ＳＣＦＣＯ２ 处理，从而提高脱细

胞效率并减少对ＥＣＭ成分的损害。常见的预处理方法主要包括物理处理和化学处理两种方式。

物理预处理技术包括冻融循环、机械搅拌或压力处理。冻融循环通过冷冻和融化的过程破坏细胞

膜，释放细胞内容物，为ＳＣＦＣＯ２ 的渗透创造通道；机械搅拌通过物理方式促进ＳＣＦＣＯ２ 与组织接触，

加速细胞成分的去除；压力处理通过改变细胞的结构完整性，帮助ＳＣＦＣＯ２ 更深入地渗透到组织内部。

化学预处理通常涉及使用低浓度的表面活性剂或酶，低浓度的非离子表面活性剂 （如

ＴｒｉｔｏｎＸ１００）可以轻微破坏细胞膜，有助于ＳＣＦＣＯ２ 的渗透和细胞内容物的去除；特定的酶，如胶原

酶或透明质酸酶，可以特异性地分解ＥＣＭ 中的某些成分，促进细胞内容物的分离和去除。要注意的

是，酶处理需要精确控制用量，以避免过度破坏ＥＣＭ。

联合预处理方法结合了物理和化学处理的优势，通过相互补充提高脱细胞效率，同时减少对ＥＣＭ

的损害。例如，可以先使用冻融循环或机械搅拌破坏细胞结构，再使用低浓度的化学试剂进一步促进细

胞的去除。预处理条件的优化同样重要，需要根据具体的组织类型和所需的ＥＣＭ 特性进行调整。这

包括确定最佳的冻融循环次数，机械搅拌的强度、时间和压力处理的参数，以及化学试剂的浓度和处理

时间等。ＳＣＦＣＯ２ 应用于脱细胞的研究结果，如表１所示。

表１　ＳＣＦＣＯ２ 用于脱细胞

Ｔａｂ．１　ＳＣＦＣＯ２ａｓｓｉｓｔｅｄｄｅｃｅｌｌｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎ

组织来源 溶剂组成 处理时间／ｈ 压力／ＭＰａ 温度／℃ 预处理
参考
文献

软骨（猪） ７５％乙醇，ＣＯ２ ０．６ １０．００～３５．００ ３０～５０ － ［１５］

神经（猪） 无水乙醇，ＣＯ２ ３．０ ２０．００～４０．００ ３７ － ［１６］

肌腱（马） ＣＯ２，Ｌｓ５４ １．０ ２５．００ ３７ － ［１７］

皮肤（人） ＣＯ２，Ｌｓ５４ １．０ ２５．００ ３７ １ｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＣｌ ［１７］

软骨（牛） ＣＯ２，Ｌｓ５４ １．０ ２５．００ ３７ 冻融循环，高渗溶液，０．０５％胰蛋白酶 ［１７］

心肌（牛） ７０％乙醇，ＣＯ２ １．０ １７．２４ ３７ ５次冻融循环，１．５ｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＣｌ ［１８］

视神经（牛） ７０％乙醇，ＣＯ２ ４．０ ７．３９ ３７ １次冻融循环，０．５％ ＥＤＴＡ ［１８］

角膜（牛） ７０％乙醇，ＣＯ２ １．０ １７．２５，３１．０３ ３７ 生理盐水 ［１９］

主动脉（羊） ９５％乙醇，ＣＯ２ １．０
１０．００，１５．００，
２５．００

３７
１ｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＯＨ，

０．８ｍｏｌ·Ｌ－１Ｎａ２ＳＯ４，０．５％ＳＤＳ
［２０］

脂肪组织（猪） ＣＯ２ ０．５ １０．００～３０．００ ３０～４０
０．０５％胰蛋白酶ＥＤＴＡ，
０．０３２ｍｏｌ·Ｌ－１脱氧胆酸钠

［２１］

主动脉（猪） ＣＯ２，Ｌｓ５４，
水，无水乙醇 １．０ １０．３０，２７．６０ １０～３７

０．１％ＳＤＳ，０．２ｍｇ·ｍＬ
－１ＤＮａｓｅ，

０．０２ｍｇ·ｍＬ
－１ＲＮａｓｅ

［２２］
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２．２　犛犆犉犆犗２ 用于灭菌

对于ｄＥＣＭ材料的临床转化和实施，除了成功制备以外，还必须包括有效的灭菌方法。在材料植

入体内之前，最关键的步骤是确保其经过彻底的灭菌处理，以避免因植入物引起的感染和免疫反应，从

而提高植入的成功率及安全性。选择灭菌技术必须综合考虑脱细胞组织移植物的大小、复杂性，以及对

结构完整性和ＥＣＭ的影响。

常用的灭菌技术包括γ辐照、电子辐照及环氧乙烷（ＥＴＯ）处理。γ辐照是一种冷过程，使用放射性

同位素钴６０作为辐射源，可以在无需额外处理的情况下对湿物料进行灭菌，适合于热敏感的生物材料。

然而，辐照过程可能会对ＥＣＭ的胶原蛋白网络造成一定程度的损害
［２３］。电子辐照也是一种冷杀菌工

艺，使用电子加速器作为辐射源，与伽马辐照相似，能够有效破坏微生物ＤＮＡ，但同样也可能对ＥＣＭ

造成损伤。ＥＴＯ是一种烷基化剂，将材料暴露于ＥＴＯ气体中能够通过破坏ＤＮＡ来阻止微生物的复

制，但由于其在材料中的渗透性有限，仅能作用于材料表面，可能需要额外的步骤以确保完全灭菌［２４］。

１９５１年，Ｆｒａｓｅｒ首次报告ＳＣＦＣＯ２ 作为一种灭菌方法
［２５］。在后来研究中，ＳＣＦＣＯ２ 杀菌作用被

大量的文献证明，并广泛应用于食品、医疗等领域中。ＳＣＦＣＯ２ 是一种具有化学惰性、易获得、溶解能

力高、粘度低以及高扩散系数等物理化学性质的物质，能够不受多孔隙及结构较复杂材料的影响，穿透

材料后可作用在病原微生物上，对细菌、酵母菌、霉菌、病毒等微生物具有很好的杀灭能力［２６］。

多年来，一些研究人员一直致力于了解ＳＣＦＣＯ２ 灭菌作用背后的机制。根据 ＧａｒｃｉａＧｏｎｚａｌｅｚ

等［２７］的假设，ＳＣＦＣＯ２ 灭菌涉及 Ｈ２ＣＯ３ 的形成和解离，扩散进细胞膜内后会增加膜的流动性与通透

性；同时，也会使细胞内的ｐＨ值降低，导致关键酶的失活、细胞代谢受抑制，最终导致细胞平衡紊乱、细

胞成分流失，实现灭菌效果。ＳＣＦＣＯ２ 灭菌过程，如图３所示

图３　ＳＣＦＣＯ２ 灭菌示意图

Ｆｉｇ．３　ＳｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆＳＣＦＣＯ２ｓｔｅｒｉｌｉｚａｔｉｏｎ

因此，ＳＣＦＣＯ２ 为脱细胞外基质材料的灭菌提供了一种非热、非化学的方法。但在大部分情况下，

ＳＣＦＣＯ２ 本身不足以使全部的病原体灭活，所以ＳＣＦＣＯ２ 可以与抗菌剂、氧化剂等辅助剂结合使用，

进一步提高灭菌效果和效率［２８］。有研究显示，添加低剂量过氧乙酸的ＳＣＦＣＯ２ 处理可有效灭活细菌，

同时保持生物力学性能，这创造了在一个步骤过程中整合脱细胞和灭菌的可能性，从而提高了效率。

ｄｅＷｉｔ等
［８］采取三种方法对使用ＳＣＦＣＯ２ 制备的猪气管脱细胞支架材料进行灭菌，分别是ＮａＯＨ

清洗后γ射线照射灭菌、仅有γ射线照射灭菌，以及ＳＣＦＣＯ２ 配合低剂量过氧乙酸灭菌。研究结果显

示，与γ射线灭菌相比，用ＳＣＦＣＯ２ 灭菌后支架材料的功能结果更接近于原始气管。

在Ｒｙａｎ等
［２９］的研究中比较了ＳＣＦＣＯ２、电解水、γ射线、乙醇过氧乙酸和过氧化氢方法对脱细胞

猪心脏主动脉瓣无菌性和机械完整性的影响。通过组织学、微生物培养和电子显微镜分析，发现乙醇

过乙酸和ＳＣＦＣＯ２ 处理的瓣膜是无菌的，而且ＳＣＦＣＯ２ 处理的瓣膜尖端拉伸性能高于其他技术处理

的瓣膜，且在用ＳＣＦＣＯ２ 灭菌处理的脱细胞瓣膜中发现了优异的无菌性和完整性。

综上所述，ＳＣＦＣＯ２ 为ｄＥＣＭ材料提供了一种理想的灭菌方法。

３　犱犈犆犕材料的生物医学应用

３．１　３犇打印

在３Ｄ生物打印领域，ｄＥＣＭ溶液可以通过改变温度和离子浓度形成固态作为生物墨水，为细胞生

长、迁移和分化提供理想的支持环境，为构建具有生物活性的组织或器官提供了可能［３０］。通过将

５５５第５期　　　　　　　吴冰，等：超临界ＣＯ２ 流体技术制备脱细胞外基质材料及其生物医学应用
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ｄＥＣＭ与其他生物材料或细胞结合，可以打印出与原生组织相似的结构，为组织工程和再生医学提供了

新的解决方案。Ｄａｎｉｅｌ等
［３１］的工作中突出了基于ＳＣＦＣＯ２ 来提取由不同细胞类型（人真皮成纤维细

胞、脂肪干细胞）组成的细胞片的ＥＣＭ 成分，用于制备ｄＥＣＭ 生物墨水的优势，并开拓了ｄＥＣＭ 生物

墨水在打印组织样结构开发中的前景。

３．２　水凝胶

ｄＥＣＭ水凝胶的形成是一种基于胶原蛋白的自组装过程，同时受到其他的蛋白成分、ＧＡＧｓ以及蛋

白多糖的影响。ｄＥＣＭ干燥粉末经胃蛋白酶消化后，通过调节ｐＨ值、盐离子浓度与温度以诱导形成凝

胶。ｄＥＣＭ水凝胶结合了ｄＥＣＭ的生物活性和水凝胶的吸水性，具有模拟生理基质环境，促进细胞粘

附、浸润和增殖的能力［３２］。在皮肤创面修复、软骨再生等领域，ｄＥＣＭ 水凝胶能够作为伤口敷料或细胞

载体，加速组织的修复和再生，从而促进细胞的增殖和分化。Ｓｅｏ等
［１］开发了一种使用ＳＣＦＣＯ２乙醇

共溶剂系统代替洗涤剂处理方法的心脏组织脱细胞方法，所制备的心脏ｄＥＣＭ 水凝胶有效促进了血管

生成。

３．３　组织工程支架

ｄＥＣＭ材料还可作为组织工程支架，能够支持细胞的粘附和增殖，为细胞的生长和组织的形成提供

模板［３３］。在骨缺损修复、神经修复再生等领域中，ｄＥＣＭ 生物支架已被广泛应用。超临界脱细胞过程

可以能够保持动物组织原有的三维结构，有效去除组织内的抗原性细胞和遗传物质。因此，采用

ＳＣＦＣＯ２进行脱细胞的多种组织已被广泛应用于组织工程支架，以促进受损部位的修复再生。

Ｗａｎｇ等
［３４］报道了一种用ＳＣＦＣＯ２ 技术从猪皮中制备脱细胞真皮基质的方法，实验结果显示

４ｃｍ×３ｃｍ的全层创面经ｄＥＣＭ处理后，创面缺损未出现组织学类型的异常纤维化或细胞团簇。有研

究表示，ＳＣＦＣＯ２ 处理后的脱细胞组织也可用于角膜移植实验。即使在猪与兔的异种移植实验中，移

植的ＳＣＦＣＯ２ 脱细胞组织也没有表现出任何细胞毒性或炎症反应。经过板层角膜移植术，将眼睛的基

质部位移除并用植入物代替，观察到脱细胞组织和原生眼组织完全融合，脱细胞组织被角质形成细胞浸

润，未观察到免疫细胞识别和分化［３５］。此外，使用ＳＣＦＣＯ２ 对神经组织进行脱细胞，能更有效地保留

神经组织中的ＥＣＭ成分，植入后能够为轴突提供物理引导和化学信号，促进受损神经的再生和修复。

Ｋｉｍ等
［２１］的研究表明，基于ＳＣＦＣＯ２ 的方法比传统的化学脱细胞能够更好地保存ＥＣＭ成分和机械性

能，以及更好地促进细胞反应。

４　结论与展望

综上所述，ＳＣＦＣＯ２ 因其独特的物理和化学性质，如高渗透性、高扩散性以及绿色高效等特点，在

ｄＥＣＭ材料的制备过程中发挥了至关重要的作用。深入了解ＳＣＦＣＯ２ 脱细胞和灭菌原理，不仅能够更

好地掌握其在ｄＥＣＭ材料制备中的核心作用机制，还有助于进一步优化ＳＣＦＣＯ２ 的应用工艺，这对于

对提高ｄＥＣＭ材料的制备效率、降低生产成本，以及促进ｄＥＣＭ材料的产品开发、临床应用与产业化具

有重要意义。
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　　　微生物电极修饰及影响电合成

转化犆犗２过程的研究进展

解一诺１，李逸鑫１，２，王远鹏１

（１．厦门大学 化学化工学院，福建 厦门３６１００５；

２．华侨大学 化工学院，福建 厦门３６１０２１）

摘要：　微生物电合成（ｍｉｃｒｏｂｉａｌｅｌｅｃｔｒｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，ＭＥＳ）是一种利用电活性微生物摄取胞外电子，将ＣＯ２ 或

有机废料转化为可再生化学品的技术。首先，文中阐述了电极的改性方式，碳基材料以其多样的形态、优异的

化学稳定性和高比表面积等优点，在电极改性中发挥着重要作用，其主要是通过提供更多的微生物附着点和

增强电子传递效率改善 ＭＥＳ；而非碳基材料如金属材料等，因其优异的导电性和催化活性，则被广泛用于提

升电极性能，其作用机制在于加速电极上的催化反应和促进特定产品的生成。其次，从电活性微生物角度入

手，揭示了在电极材料修饰和微生物细胞修饰上的共同点都是能够提高微生物的电子传递能力，不同点在于

微生物细胞修饰可以直接作用于微生物的生理和遗传特性，以增强其电子传递能力和底物转化效率。此外，

分析了纳米材料与高附加值产品之间的关系，认为合理选择和制备电极材料及微生物细胞修饰策略，对于提

高 ＭＥＳ系统的效率和产物选择性至关重要。最后，对 ＭＥＳ技术面临的挑战和未来的研究方向进行了展望。

关键词：　微生物电合成（ＭＥＳ）；ＣＯ２ 转化；电极修饰；电活性微生物；胞外电子传递；纳米材料
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二氧化碳（ＣＯ２）是导致全球气候变化的主要温室气体之一。为应对大量ＣＯ２ 排放造成的气候问

题，２０１５年１２月，联合国在法国巴黎召开第２１届联合国气候变化大会并凝聚共识达成《巴黎协定》，要

求缔约方尽快达到温室气体排放的全球峰值，并在本世纪下半叶实现温室气体源净零排放［１］。然而，

２０２３年，ＣＯ２ 的排放总量还是增长了１．１％，非但没有迅速下降，反而达到了创纪录的３．７４×１０
１０ｔ

［２］。

因此，如何有效解决ＣＯ２ 排放已成为研究热点。

在成熟的ＣＯ２ 利用技术中，存在着包括反应空间要求高、能耗巨大、催化剂昂贵、产物多为一碳化

合物等缺点［３］。微生物电合成（ｍｉｃｒｏｂｉａｌｅｌｅｃｔｒｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，ＭＥＳ）可以利用具有细胞外电子传递（ｅｘｔｒａ

ｃｅｌｌｕｌａｒｅｌｅｃｔｒｏｎｔｒａｎｓｆｅｒ，ＥＥＴ）能力的电活性微生物作为生物催化剂
［４］，通过在电极上的直接（ｄｉｒｅｃｔ

ｅｌｅｃｔｒｏｎｔｒａｎｓｆｅｒ，ＤＥＴ）或间接电子传递（ｍｅｄｉａｔｅｄｅｌｅｃｔｒｏｎｔｒａｎｓｆｅｒ，ＭＥＴ）摄取胞外电子，同时将有机

或无机物质转化为能量密度更高的产物［５］。ＭＥＳ是一个复杂的过程，从细胞内到细胞外有多次氧化还

原反应，这一过程的效率受多种因素影响，包括微生物代谢、物质传递、胞外聚合物、界面上的电子传递

阻力等［６］。近年来，为了消除微生物和电极之间的界面效应，提高 ＭＥＳ的效率，国内外广泛关注了利

用纳米材料对参与 ＭＥＳ的电极、微生物进行修饰，使电子有效地从电极转移到微生物
［７］。

基于此，本文对近几年微生物电合成（ＭＥＳ）的发展进行了总结。首先从电极材料和电活性微生物

的修饰两个方面阐述了提高 ＭＥＳ系统的效率和产物选择性的方法，分析过程作用机制；其次，详细阐

述了通过各种纳米修饰策略在 ＭＥＳ生产Ｃ１，Ｃ２，Ｃ３，Ｃ４ 等高附加值化学品的进展，解释不同纳米材料

修饰对于产物选择性的作用机制；最后，根据目前存在的问题对未来 ＭＥＳ的研究方向进行了展望。

１　微生物电合成还原犆犗２过程中微生物电极的修饰策略

微生物电合成（ＭＥＳ）可以对ＣＯ２ 进行转化，生产高附加值化学品，如甲烷、乙酸、乙醇、丁酸、丁醇

和己酸等［８］。然而，ＭＥＳ也有存在一些局限性，主要包括：１）有机物合成需要大量的电子消耗；２）需要

外部的能量供应来激活生物膜的自养生长；３）从阴极到微生物较低的电子转移速率，减缓了ＣＯ２ 的还

　（ａ）形成多孔结构　　　（ｂ）提高电子传递效率

　提高生物膜厚度　　　　　和降低界面效应

图１　电极材料的修饰方法

Ｆｉｇ．１　Ｓｕｍｍａｒｙｄｉａｇｒａｍｏｆｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｍｅｔｈｏｄｓｆｏｒｅｌｅｃｔｒｏｄｅｍａｔｅｒｉａｌ

原过程［９１０］。这些问题的根本在于微生物外膜与

阴极之间存在界面，两者之间无法实现快速的电

子交互。为了解决这些问题，探索 ＭＥＳ的可行

性，国内外研究人员从电极材料的改造和电活性

微生物的修饰两个方面入手。

１．１　电极材料修饰

电极材料的主要修饰方法，如图１所示。

１．１．１　碳基材料　碳基材料由于其多样的形态、

优异的化学稳定性和高比表面积等优点，在电极

材料应用方面独具优势，受到极大的青睐［１１］。此

外，碳基材料出色的生物相容性和导电性也可有

效促进电活性细菌的增殖，提高 ＭＥＳ效率
［１２］。

Ｎｅｖｉｎ等
［１３］利用带负电的固态石墨块阴极作

为电子供体源，首次证明了阴极材料改性后通过微生物在 ＭＥＳ中还原ＣＯ２ 的原理。不同形状和类型
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图２　石墨毡和不锈钢组件

用于 ＭＥＳ阴极的ＣＯ２ 还原
［１４］

Ｆｉｇ．２　Ｇｒａｐｈｉｔｅｆｅｌｔａｎｄｓｔａｉｎｌｅｓｓ

ｓｔｅｅｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｆｏｒＣＯ２

ｒｅｄｕｃｔｉｏｎｉｎＭＥＳｃａｔｈｏｄｅｓ
［１４］

的碳电极，如碳棒碳布、碳毡、活性炭、气体扩散活性炭、颗粒、纤

维棒和网状玻璃等，已被普遍用作 ＭＥＳ系统的阴极。如碳毡

（ｃａｒｂｏｎｆｅｌｔ，ＣＦ）具有高孔隙率、高表面积，以及能进一步表面改

性的柔韧性优点，可作为阴极优化乙酸的生产。Ｂａｊｒａｃｈａｒｙａ

等［１４］使用石墨毡和不锈钢组件作为 ＭＥＳ系统的阴极，在析氢电

位下，分别通过混合培养物和 犆犾狅狊狋狉犻犱犻狌犿犾犼狌狀犵犱犪犺犾犻犻 研究

ＭＥＳ的ＣＯ２ 还原
［１４］，如图２所示。但碳基电极也存在一些缺

点，如其孔隙率较差、生物电化学活性表面积有限、内阻高、还原

当量供应不足和高活化电位而无法实现高生产率［１５］。

近年来，一些研究人员提出对碳基材料进行改进，如通过高

孔隙率、高表面积与体积比，以及在电极表面诱导电荷和／或官能

团来改善生物相容、增加电导率、诱导催化活性，并降低阈值活化

能，以促进电极和微生物之间的电子转移。其中用碳基纳米材料

改性的阴极获得了较好的结果，其产量和电流密度高出未改性的

数倍［１６１７］。例如，Ｊｉａｎｇ等
［１８］构建了一个配备浆液电极的新型双室 ＭＥＭＥＳ集成系统，通过添加粉末

活性炭（ａｃｔｉｖａｔｅｄｃａｒｂｏｎ，ＡＣ）对ＣＦ改性，并评估电解液中粉末活性炭（ＡＣ）浓度对化学品生产的影响。

结果发现，５ｇ·Ｌ
－１的ＡＣ可产生高达１３．４ｇ·Ｌ

－１的乙酸，与没有ＡＣ的对照组相比增加了１７９％。

在过去的十年中，氧化石墨烯（ｇｒａｐｈｅｎｅｏｘｉｄｅ，ＧＯ）在 ＭＥＳ中得到了深入研究
［１９］。ＧＯ不仅可以

图３　ＧＯ／ＰＥＤＯＴ用于 ＭＥＳ合成ＣＨ４
［２０］

Ｆｉｇ．３　ＧＯ／ＰＥＤＯＴｆｏｒＭＥＳｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆＣＨ４
［２０］

促进细菌增殖、细胞粘附及细胞代谢，还具

有出色的导电性、高载流子迁移率，以及出

色的固有机械强度、化学稳定性和较大的

比表面积。Ｌｉ等
［２０］将ＧＯ／ＰＥＤＯＴ改性电

极应用于将ＣＯ２ 还原成ＣＨ４ 的 ＭＥＳ中，

在ＣＨ４ 的最大生产率为３１５．３ｍｍｏｌ·

（ｍ２·ｄ）－１，法拉第效率大于９２％，与裸碳

布相比提高了３．９倍，如图３所示。

其次，ＭＸｅｎｅｓ作为一类二维（２Ｄ）电

极材料，由于其优越的性能，包括出色的导

电性、离子嵌入行为和亲水性，受到广泛关

图４　ＭＸｅｎｅ＠生物炭基板电极制备和 ＭＥＳ操作
［２２］

Ｆｉｇ．４　ＳｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆＭＸｅｎｅ＠Ｂｉｏｃｈａｒ

ｅｌｅｃｔｒｏｄｅｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎａｎｄＭＥＳｏｐｅｒａｔｉｏｎ
［２２］

注［２１］。Ｋｈｕｒｒａｍ等
［２２］将 ＭＸｅｎｅ结构涂覆在

生物炭基板上，结果表明，与未涂层的生物炭

相比，该涂层具有改进的导电性，更高的电荷

转移效率和选择性微生物富集特性，导致阴极

电流产生增加２．３倍，如图４所示。

Ｈａｎ等
［２３］将一维碳纳米管与二维石墨烯

纳米片（ＧＮＣＮＴｓ）相结合，描述了一种新的

３Ｄ材料微生物电极。结果表明，３Ｄ ＧＮ

ＣＮＴｓ电极在其多孔结构内实现了较强的细

菌附着和增殖，其宏观结构和纳米结构的结合

可以有效地在阴极表面提供正电荷，提高电流

消耗和微生物电化学合成速率，如图５所示。

在 ＭＥＳ中，利用碳基材料对阴极电极改

性能够提高系统的整体性能和效率。改性后的碳质碳基电极能够增强微生物与电极的相互作用，提升

电子传递速率，从而促进更多的底物转化为目标产物。此外，碳材料的高比表面积和良好的化学稳定性

有助于微生物的附着和生物膜的形成，且碳材料的导电性能有助于提高电极的生物相容性和电子传输

１６５第５期　　　　　　　　　　解一诺，等：微生物电极修饰及影响电合成转化ＣＯ２ 过程的研究进展
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图５　犆犾狅狊狋狉犻犱犻狌犿犾犼狌狀犵犱犪犺犾犻犻和电极之间的

阴极构型和电子消耗示意图［２３］

Ｆｉｇ．５　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｏｆｃａｔｈｏｄｅｃｏｎｆｉｇｕｒａｔｉｏｎ

ａｎｄｅｌｅｃｔｒｏｎｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎ

犆犾狅狊狋狉犻犱犻狌犿犾犼狌狀犵犱犪犺犾犻犻ａｎｄｅｌｅｃｔｒｏｄｅ
［２３］

效率，对于实现 ＭＥＳ系统的高效运行和可再生能源的

生产至关重要。

１．１．２　非碳基材料　金属材料以其优异的导电性、稳

定性和优异的催化活性，被广泛认为是 ＭＥＳ中有效的

电极修饰材料［２４］。单金属催化剂具有良好的可控性且

相对容易制备，使其成为极具吸引力的催化剂和阴极改

性材料。Ｚｈｕ等
［２５］制备铟（Ｉｎ）、锌（Ｚｎ）、钛（Ｔｉ）和铜

（Ｃｕ）四种不同金属基的电催化剂箔。通过恒流电化学

实验表明，四种金属电极都表现出高并联性，最大乙酸

产率出现在Ｚｎ电极，为１．２３ｇ·（Ｌ·ｄ）
－１，如图６所

示。虽然贵金属，如铱（Ｉｒ）、铂（Ｐｔ）和钯（Ｐｄ）等，已经显

示出优异的电催化活性，但也存在高成本和低丰度等缺

点［２６］。因此，寻找实际可行的高效非贵金属催化剂至

关重要。

与纯金属催化剂相比，合金和复合材料具有性能优

越、成本低等优势，近年来日益受到重视［２７］。复合材料的掺入，将非金属材料的大比表面积和亲水性性

能与金属材料的高导电性和催化活性相结合，为 ＭＥＳ阴极的性能提升和应用范围拓宽提供了有效途

径［２８２９］。Ｃｕｉ等
［３０］使用 ＣＦ作为微波吸收剂对二茂铁进行微波热解，从而在 ＣＦ电极上生长出

氧化铁（Ⅲ）石墨化碳。这种复合材料呈现出多长尺度的多孔结构，具有高比表面积，优异的导电性和稳

定性。乙酸产率超过１４．９ｋｇ·（ｍ
３·ｄ）－１，电子回收率为（８６±９）％，如图７所示。

图６　不同金属基团的电催化生物杂化阴极
［２５］
　　　　图７　分层金属氧化物碳结构的形成示意图

［３０］

Ｆｉｇ．６　Ｅｌｅｃｔｒｏｃａｔａｌｙｔｉｃｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｈｙｂｒｉｄｃａｔｈｏｄｅ　　　　Ｆｉｇ．７　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｏｆｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｈｉｅｒａｒｃｈｉｃａｌ　

ｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｅｔａｌｇｒｏｕｐｓ
［２５］
　　　　　　　　　　　　ｍｅｔａｌｏｘｉｄｅｃａｒｂｏｎｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

［３０］

图８　带有ｒＧＯＣｕＦ阴极的 ＭＥＳ反应器
［３１］

Ｆｉｇ．８　ＭＥＳｒｅａｃｔｏｒｗｉｔｈｒＧＯＣｕＦｃａｔｈｏｄｅ
［３１］

对于某些金属，如Ｃｕ，Ａｇ等，由于其抗菌性能而在生

物电化学系统中受到限制的问题，可以通过复合材料的制

备解决。例如，Ｎａｂｉｎ等
［３１］通过引入具有高生物相容性的

还原氧化石墨烯（ｒＧＯ），提高了生物相容性，促进了细菌在

电极表面形成致密且具有电活性的生物膜，同时实现了

１６９７．６ｍｍｏｌ·（ｍ２·ｄ）－１的高乙酸产出率，如图８所示。

通过调整金属氧化物的元素组成和纳米形态，可以制

备出更多的纳米杂化催化剂。Ｄａｙａｋａｒ等
［３２］开发了一种由

纳米线与装饰在ＧＯ上的 ＭｎＯ２ 结合，以花状形态相互连

接而成的阴极，用于 ＭＥＳ生产乙酸和异丁酸，这增加了

ＣＯ２ 吸收能力，降低了电子转移阻力。一些金属氧化物的加入给 ＭＥＳ阴极带来了更多的功能，如磁铁

矿（Ｆｅ３Ｏ４）作为天然的末端电子受体，具有良好的生物相容性和低毒性，有助于改善ＥＥＴ
［３３］。Ｈｅ等

［３４］

通过将Ｆｅ３Ｏ４ＮＰｓ掺入ＧＯ溶液中，并将磁体包裹在碳布中，使生物复合物与电极之间形成磁性吸引，

形成更厚的杂交生物膜。结果表明，ＣＨ４ 生成率与碳布生物阴极相比增加了１４．５倍，如图９所示。

总而言之，金属、合金和复合材料通常具有良好的导电性和催化活性。通过三者对阴极材料进行修
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图９　ＧＯ／Ｆｅ３Ｏ４ 生物阴极的制造原理
［３４］

Ｆｉｇ．９　ＭａｎｕｆａｃｔｕｒｉｎｇｐｒｉｎｃｉｐｌｅｏｆＧＯ／Ｆｅ３Ｏ４ｂｉｏｃａｔｈｏｄｅ
［３４］

饰，能够更有效地促进 ＭＥＳ中的阴极反应，如ＣＯ２ 还原反应（ＣＯ２ＲＲ）；同时也可以有效提高 ＭＥＳ的

电子传递效率，提升了整个系统在高电流密度下的稳定性和性能，从而推动这一技术在高效能源转换和

环境治理中的应用。

１．２　微生物细胞修饰

与对电极材料进行修饰相比，对微生物进行修饰可以直接作用于 ＭＥＳ中的生物活性中心，提高微

生物的内在活性和ＥＥＴ效率，减少对外部电子介体的依赖，从而降低系统成本；同时，也可能促进具有

特定催化功能的微生物种群的富集，实现更高效和特异的电化学转化［３５３６］。此外，通过合成生物学手段

对微生物进行基因层面的改造，可以精确调控其代谢途径，实现对微生物功能的定制化设计，为微生物

电合成技术的发展提供了更广阔的应用前景和更高的灵活性［３７］。在 ＭＥＳ中对微生物进行修饰主要分

为三种方法，如图１０所示。

（ａ）基因工程对微生物　　　　（ｂ）导电纳米颗粒或纳米材料　　　　（ｃ）将纳米材嵌入或

　　细胞进行修饰　　　　　　　　　涂覆微生物细胞　　　　　　　附着微生物细胞体内

图１０　微生物细胞的修饰方法

Ｆｉｇ．１０　Ｓｕｍｍａｒｙｄｉａｇｒａｍｏｆｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｓｆｏｒｍｉｃｒｏｂｉａｌｃｅｌｌ

第一种方法是通过基因工程对微生物细胞进行修饰和改造，以提高其胞外电子的传递效率。例如，

通过筛选模式产电微生物希瓦氏菌（犛．狅狀犲犻犱犲狀狊犻狊ＭＲ１）基因组上有利于囊泡分泌的相关基因，然后对

图１１　电子转移链重定向模块化工程改造
［３７］

Ｆｉｇ．１１　Ｍｏｄｕｌａｒｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇｏｆ

ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃｔｒａｎｓｆｅｒｃｈａｉｎｒｅｄｉｒｅｃｔｉｏｎ
［３７］

基因工程进行改造，可以提高胞外电子传递效

率［３８］。Ｄｉｎｇ等
［３７］基于生物电子生成代谢途径

的结构，通过一种模块化工程策略，拓宽胞内电

子池的来源，促进胞内烟酰胺腺嘌呤二核苷酸

（ＮＡＤＨ）再生，促进电子池的电子释放，成功提

高了犛．狅狀犲犻犱犲狀狊犻狊ＭＲ１的ＥＥＴ效率，如图１１

所示。利用分子生物学及合成生物学手段，可以

通过调控细胞电子传递路径、胞内还原力水平和

胞内信号分子的表达，从而增强微生物的电子传

递能力［３９４０］。

第二种微生物细胞修饰的方法是用导电纳

米颗粒、导电纳米材料修饰或涂覆微生物细胞。Ｊｉａｎｇ等
［４１］通过在犛犺犲狑犪狀犲犾犾犪ＰＶ４的细胞表面均匀

聚集ＦｅＳ纳米颗，进而改善了电极的ＥＥＴ，如图１２所示。此外，导电聚合物具有可调节的导电性、电化

学稳定性，以及优异的亲水性和高生物相容性等优势，更符合 ＭＥＳ系统中构建阴极的要求
［４２］。通过在
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微生物细胞表面涂覆一层聚合物可以提高导电性和亲水性，从而使细菌粘附性强，提高ＥＥＴ效率和运

行稳定性［３６］。Ｓｏｎｇ等
［４３］通过将聚吡咯（ｐｏｌｙｐｙｒｒｏｌｅ，ＰＰｙ）涂覆在犛．狅狀犲犻犱犲狀狊犻狊ＭＲ１，犗犮犺狉狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿

犪狀狋犺狉狅狆犻犮，犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻，犛狋狉犲狆狋狅犮狅犮犮狌狊狋犺犲狉犿狅狆犺犻犾狌狊四种细菌上来改善微生物电极相互作用，发现

ＰＰｙ不仅提高了直接接触ＥＥＴ效率，而且提高了细菌活力。在这项研究中，观察到犛．狅狀犲犻犱犲狀狊犻狊ＭＲ

１在功率输出方面的ＥＥＴ增强了约１４倍，如图１３所示。

　　图１２　细胞／ＦｅＳ纳米颗粒杂化体　　　　　　图１３　ＰＰｙ涂层犛．狅狀犲犻犱犲狀狊犻狊ＭＲ１／ＣＣ阳极

　　的结构和元素分析图
［４１］
　　　　　　　　　　的直接接触ＥＥＴ机理示意图

［４３］

　　Ｆｉｇ．１２　Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌａｎｄｅｌｅｍｅｎｔａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆ　　　Ｆｉｇ．１３　ＳｃｈｅｍａｔｉｃｄｅｐｉｃｔｉｎｇｄｉｒｅｃｔｃｏｎｔａｃｔｂａｓｅｄＥＥＴ

　　　ｃｅｌｌ／ＦｅＳｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｈｙｂｒｉｄｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ
［４１］
　　ｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆＰＰｙｃｏａｔｅｄ犛．狅狀犲犻犱犲狀狊犻狊ＭＲ１／ＣＣａｎｏｄｅ

［４３］

第三种微生物修饰方法是通过嵌入或者附着的方式，将纳米材料与微生物的活性位点直接接触，进

一步提高其胞外电子转移速率［４４］。例如，Ｈｅ等
［４５］将ＣｄＳ与犛．狅狏犪狋犪一起共培养形成复合体并用于光

催化（原理与微生物燃料电池类似），成功将ＣＯ２ 转化为乙酸。结果发现，电子传递相关蛋白（黄素蛋

白、铁氧还原蛋白）、甲酸转化途径相关蛋白（ＦＴＬ）等被激活，说明纳米材料修饰后提高电子传递基因的

表达，如图１４所示。

除此以外，碳点（ｃａｒｂｏｎｄｏｔｓ，ＣＤｓ）作为一种高导电性和低生物毒性的碳基纳米材料，已有研究者

将其应用于 ＭＥＳ，增强细菌的跨膜和胞外电子转移速率，提高微生物自身产电能力
［４６４８］。Ｙａｎｇ等

［４９］

进一步分析ＣＤｓ与犛．狅狀犲犻犱犲狀狊犻狊ＭＲ１形成的复合体的代谢过程。结果发现，复合体的犛．狅狀犲犻犱犲狀狊犻狊

ＭＲ１的代谢速率会加快，细胞内电荷增加，三磷酸腺苷水平更高，底物消耗更快，细胞外分泌更丰富，

因此ＣＤｓ能够促进犛．狅狀犲犻犱犲狀狊犻狊ＭＲ１的能量代谢，如图１５所示。

图１４　犛．狅狏犪狋犪ＣｄＳ的形成及光照下犛．狅狏犪狋犪ＣｄＳ　　　图１５　用于增强生物发电的ＣＤｓ和ＣＤｓ　　

生物杂交系统对ＣＯ２ 的还原示意图
［４５］
　　　　　　修饰的犛．狅狀犲犻犱犲狀狊犻狊ＭＲ１的合成图

［４９］

Ｆｉｇ．１４　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎｏｆｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆ　　　　　Ｆｉｇ．１５　ＩｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎｏｆｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆＣＤｓ

犛．狅狏犪狋犪ＣｄＳ，ａｎｄＣＯ２ｒｅｄｕｃｔｉｏｎｂｙ　　　　　　　ａｎｄＣＤｓｆｅｄ犛．狅狀犲犻犱犲狀狊犻狊ＭＲ１ｆｏｒ

　犛．狅狏犪狋犪ＣｄＳｂｉｏｈｙｂｒｉｄｓｙｓｔｅｍｕｎｄｅｒｌｉｇｈｔｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ
［４５］
　　　ｅｎｈａｎｃｅｄｂｉｏｅｌｅｃｔｒｉｃｉｔｙｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

［４９］
　　　　

在 ＭＥＳ中，电极材料修饰主要是通过在电极表面修饰碳基材料或者金属提高其电极电导率，以及

制造多孔结构提高微生物负载量来加强ＥＥＴ效率。细胞修饰主要在细胞外膜至细胞膜上修饰纳米材

料，降低阴极和细胞表面电子传递之间的界面影响，甚至影响细胞内部代谢来强化 ＭＥＳ效率。相较而

言，微生物改性的优势在于能够精确调控生物催化剂的内在特性，提高微生物对底物的转化率和选择

性，增强其在电极表面的附着能力和生物膜的形成，以及优化微生物的代谢途径以生产特定的高价值化

合物，为 ＭＥＳ的发展提供了更广阔的应用前景和更高的灵活性。
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２　犕犈犛还原犆犗２生成的高附加值产品

到目前为止，通过各种纳米修饰策略在 ＭＥＳ生产高附加值化学品中的潜力已经被广泛探索。这

些化学品根据碳链的长度，可以分为Ｃ１，Ｃ２，Ｃ３，Ｃ４ 产物等，它们在能源、化工和材料科学领域具有广泛

的应用前景，如表１所示。

表１　ＭＥＳ产生的高附加值产品

Ｔａｂ．１　ＨｉｇｈｖａｌｕｅａｄｄｅｄｐｒｏｄｕｃｔｓｇｅｎｅｒａｔｅｄｂｙＭＥＳ

碳链长 产物 阴极材料 微生物 库仑效率／％ 产量
参考
文献

Ｃ１

甲烷

甲酸

甲醇

ｒＧＯ／碳毡 混菌 － － ［５２］

碳毡复合电极板 厌氧污泥 ３０２．５１ｍＬ
（沼气产量）

［５３］

碳毡 混菌 ６４．３０±４．８３ － ［５４］

石墨毡 混菌 － ２４．５２ｍＬ·（Ｌ·ｄ）－１ ［５５］

ＧＯＰＥＤＯＴ改性碳布 厌氧污泥 ＞９２
３１５．３±１３．２

ｍｍｏｌ·（ｍ２·ｄ）－１
［２０］

镀镍石墨 犕．犿犪狉犻狆犪犾狌犱犻狊 ９０ － ［５６］

碳刷和碳毡 混菌 － －

含有可溶性铁的活性炭阳极 犕．狋犺犲狉犿犪狌狋狅狋狉狅狆犺犻犮狌狊 ９９．４ ２７．３Ｌ·（ｍ２·ｄ）－１ ［５８］

磁铁矿 厌氧污泥 － （０．３７±０．００９）Ｌ·ｇ
－１ ［５９］

铜板 犛犺犲狑犪狀犲犾犾犪狅狀犲犻犱犲狀狊犻狊
ＭＲ１

－ ０．５９ｍｍｏｌ·ｈ－１ ［５７］

活性炭纤维负载的

ｇＣ３Ｎ４ＮｉＣｏＷＯ４
犈．犮狅犾犻 ８１ １２．８ｍｍｏｌ·Ｌ－１ｄ－１ ［６１］

碳纳米颗粒 Ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｉｃ犕狅狅狉犲犾犾犪
狋犺犲狉犿狅犪狌狋狅狋狉狅狆犺犻犮犪

６５ ６３．２ｍｍｏｌ·（ｍ２·ｄ）－１ ［６２］

Ｓｎ修饰碳毡 混菌 － （０．８１±０．０６）ｇ·Ｌ
－１ ［６３］

－ 多酶催化 － － ［６４］

－ 多酶催化 － － ［６５］

混菌 ３５ ０．７８ｇ·（Ｌ·ｈ）
－１ ［９９］

碳布 犕狅狅狉犲犾犾犪
狋犺犲狉犿狅犪狌狋狅狋狉狅狆犺犻犮犪

６５ ５８．２ｍｍｏｌ·（ｍ２·ｄ）－１ ［６２］

Ｃ２

乙酸

未抛光的石墨棒 犛．狅狏犪狋犪 ［１３］

石墨棒 犛．犪犮犻犱狅狏狅狉犪狀狊，
犛．狅狏犪狋犪

－ － ［６８］

用粉末活性炭 混菌 １３．４ｇ·Ｌ
－１ ［１８］

３ＤＭＷＣＮＴｓ涂层
网状玻璃碳

产乙酸菌群 －
（６８５±３０）

ｇ·（ｍ
２·ｄ）－１

［６９］

碳布接枝－ＣＯＯＨ 产乙酸菌群 －
（４．２９±０．２３）
ｍｍｏｌ·Ｌ－１

［７０］

碳布＋Ｎｉ，碳布＋Ａｕ，
碳布＋Ｐｄ

混菌 ８０，８３，７９
０．６４，０．８５，０．６６
ｍｍｏｌ·（Ｌ·ｄ）－１

［７１］

石墨棒电极掺杂
磁铁矿纳米颗粒

厌氧污泥 － － ［６３］

Ｆｅ３Ｏ４ 修饰的
多孔活性炭

混菌 － ０．１７１ｇ·（Ｌ·ｄ）
－１ ［３３］

碳纳米管
中空纤维膜

犕犪犮犲犾犾犻犫犪犮狋犲狉狅犻犱犲狊，
犌犲狅犫犪犮狋犲狉，

犆犾狅犪犮犻犫犪狓狋犲狉犻狌犿
－ ７．０５ｍｇ·Ｌ

－１ ［１００］

气体扩散电极 混菌 ４９ ８．４６ｇｍ
－２ｄ－１ ［１０１］

碳毡
犆犾狅狊狋狉犻犱犻狌犿
狊犮犪狋狅犾狅犵犲狀犲狊
ＡＴＣＣ２５７７５Ｔ

８４ ０．０１５ｇＬ
－１ ［１０２］

Ｃ３

异丙醇 碳毡 产乙酸菌群 ３４±１９
（１．１７±０．３４）

ｇ·（ｍ
２·ｄ）－１

［７３］

乳酸 － 工程大肠杆菌 －
（５０．１０±０．２０）
ｍｍｏｌ·Ｌ－１

［８１］
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续表

Ｃｏｎｔｉｎｕｅｔａｂｌｅ

碳链长 产物 阴极材料 微生物 库仑效率／％ 产量
参考
文献

Ｃ４

丁酸

异丁酸

丁醇

碳毡
富集羧基营养
混合培养物 ３２ １．８２ｍｍｏｌ·（Ｌ·ｄ）－１ ［７３］

石墨颗粒 混菌 － ４．０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ ［８４］

碳布
富集羧基营养
混合培养物 － ７．２ｍｍｏｌ·（Ｌ·ｄ）－１ ［８５］

碳毡 混菌 －
（３．３±０．２）

ｇ·（Ｌ·ｄ）
－１ ［８６］

ＮｉＦｅ２Ｏ４ 负载碳毡 混菌 － － ［８９］

铁氧体铜／
ｒＧＯ负载碳毡

混菌 －
（１１．４±０．５７）
ｍｍｏｌ·Ｌ－１

［９０］

装有碳粉的
普通石墨板

混菌 ８４．８７ ２ｇ·（Ｌ·ｄ）
－１ ［９１］

＞Ｃ４

戊酸

己酸

辛酸

异戊醇

碳布 废活性污泥 ３２４ｍｇＬ
－１ ［９３］

碳毡 混菌 － （２．０±０．１）ｇ·（Ｌ·ｄ）
－１ ［８６］

碳毡 预富集乙酰菌 － （０．３７±０．０７）ｇ·Ｌ
－１ ［９４］

碳毡 混菌 － ３６ｍｇ·Ｌ
－１ ［９５］

碳毡 代谢工程酿酒酵母 － ２．１ｍｇ·Ｌ
－１ ［９６］

　　注：“－”代表文献未涉及。

２．１　犆１ 产物

在 ＭＥＳ实验中，通过纳米材料修饰可以得到各种Ｃ１ 化学品，包括甲烷（ＣＨ４）、甲酸（ＨＣＯＯＨ）和

甲醇（ＣＨ３ＯＨ）。甲烷是生物电化学研究中报道最广泛的产物之一，同时甲烷也是最简单的有机化合

物，是天然气和沼气的主要成分，不仅可以用作燃料，还可以用作生产氢气的原料。在 ＭＥＳ中，产甲烷

菌能够在外部电源的帮助下，通过直接种间电子传递（ｄｉｒｅｃｔｉｎｔｅｒｓｐｅｃｉｅｓｅｌｅｃｔｒｏｎｔｒａｎｓｆｅｒ，ＤＩＥＴ）和间

接种间电子传递（ｍｅｄｉａｔｅｄｉｎｔｅｒｓｐｅｃｉｅｓｅｌｅｃｔｒｏｎｔｒａｎｓｆｅｒ，ＭＩＥＴ）两个重要的途径生成甲烷
［５０］，ＤＩＥＴ过

程的强化，可以进一步提升ＣＨ４ 的产生效率。近年来研究表明，导电材料可以通过加强ＤＩＥＴ促进功

能微生物富集或者增强电子传递效率，提高ＣＨ４ 产生率
［５１］。例如，碳毡［５２５４］、石墨毡［５５］、碳布［２０］、石墨

棒［５６］、碳刷［５７］、金属铁［５８］和磁铁矿［５９］等。

甲酸作为一种重要的有机化工原料，可用于合成多种化学品和材料。在 ＭＥＳ中，可以通过代谢工

程改造电活性微生物，优化微生物的代谢途径提高甲酸产量。例如犛．狅狀犲犻犱犲狀狊犻狊ＭＲ１，可以过表达关

键基因，如犮犮狋犃，犳犱犺犃１和狀犪犱犞，将甲酸产率提高到了野生型的５．５９倍
［６０］。此外，也可以通过纳米材

料对电极的改性修饰提高电子传递效率，实现高效的甲酸生产［５７，６１６２］。如Ｑｉｕ等
［６３］制备Ｓｎ改性碳毡，

Ｓｎ的存在有利于阴极生物膜的生长，增加了微生物的积累。结果表明，ＳｎＣＦ 组甲酸产量为

（０．８１±０．０６）ｇ·Ｌ
－１，而在ＣＦ中几乎没有检测到甲酸的生产。Ｓｎ的存在显著提高了甲酸的生成，并

通过甲酸相关的代谢途径显著增强了电子转移，从而提高了ＣＯ２ 在 ＭＥＳ中的转化。甲醇作为一种多

功能的化学中间体，在制药、农药和燃料等领域有着广泛的应用。对于目前在 ＭＥＳ中的甲醇生产，关

键在于优化微生物的代谢途径［６４６５］。

２．２　犆２ 产物

用于 ＭＥＳ的主要Ｃ２ 生物产品包括乙酸（ＣＨ３ＣＯＯＨ）、乙醇（ＣＨ３ＣＨ２ＯＨ）、乙烯（Ｃ２Ｈ４）等。乙酸

是 ＭＥＳ过程中的一个关键Ｃ２ 化学品，本身作为有价值的化学品同时，也可以作为进一步产品生成的

中间产物及许多工业生物过程（如废水处理厂的脱氮）的碳底物［６６］，具有许多潜在的可行用途。迄今为

止，７５％的 ＭＥＳ研究报告了乙酸盐的生产
［６７］。乙酸是产乙酸菌通过还原乙酰辅酶 Ａ 途径（又称

ＷｏｏｄＬｊｕｎｇｄａｈｌ途径）还原ＣＯ２ 的产物
［６８］。在所有产乙酸微生物中，犛．狅狏犪狋犪是第一株用于 ＭＥＳ生

产乙酸的菌株，其乙酸产量较高［１３］。此后，采用不同的纳米材料对阴极改性用于增强乙酸的生成，例如

碳基、金属基纳米材料等。

Ｊｉａｎｇ等
［１８］将 ＭＥＳ与膜电解相结合，在采用粉末活性炭作为阴极的情况下，乙酸的产量提高了
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１７９％。这一结果也表明了 ＭＥＳ与其他系统相结合，得以提高产量的可能性和可行性。二维结构的碳

基材料虽然可以显著提升单位面积电流密度，但对于单位体积产物的积累作用并不明显。因此开发了

许多３Ｄ碳基电极，使用三维大孔阴极，乙酸最高产量为（６８５±３０）ｇ·（ｍ
２·ｄ）－１，远超未改性碳基电

极的产量［６９］。此外可以通过化学官能团对碳基材料进行修饰，改性阴极通过在碳布电极表面接枝特定

的官能团－ＣＯＯＨ，可以显著改善乙酸累积浓度
［７０］。

除碳基纳米材料外，金属纳米颗粒（ＮＰｓ）也可以显著增强乙酸生成。例如，Ｎｉ，Ａｕ和Ｐｄ三种金属

纳米颗粒涂覆在碳布上，与未处理的碳布相比，加强了乙酸的生产［７１］。此外研究发现，含有磁铁矿纳米

颗粒的生物阴极可以催化微生物产氢，同时具有更高的氢演化性能。Ｃｒｕｚ等
［７２］在石墨棒电极中添加了

磁铁矿纳米颗粒，将乙酸盐产量提高了８．５倍。乙烯是一种简单的烯烃，是石油化工行业中非常重要的

基础化学品，工业上主要用于生产聚乙烯（ＰＥ）、聚氯乙烯（ＰＶＣ）等塑料和合成材料。虽然目前尚未有

相关文献报道 ＭＥＳ中生产乙烯，但目前已有研究讨论了乙烯的生物合成途径，例如在植物、藻类或微

生物中，通过使用廉价和可再生的基质直接合成乙烯［７３］。

２．３　犆３ 产物

目前，通过纳米材料改性促进Ｃ３ 化学品生产方面的研究并不多，是一种具有潜力的研究方向。已

有研究表明，通过合成生物学手段优化或外源引入电子传递元件的生物合成路径，能够直接调控细胞电

子传递路径，提高产电微生物的胞外电子传递效率，并得到较好的产量。在 ＭＥＳ中可生成的Ｃ３ 化学

品，包括但不限于丙酮酸（ＣＨ３ＣＯＣＯＯＨ）、丙酸（ＣＨ３ＣＨ２ＣＯＯＨ）、异丙醇（（ＣＨ３）２ＣＨＯＨ）和乳酸

（ＣＨ３ＣＨ（ＯＨ）ＣＯＯＨ）。其中丙酮酸广泛应用于食品、化妆品、制药、农业和化工等行业，丙酮酸在糖酵

解途径中起关键作用，其衍生化学物质主要含有乙酸、丙酸、丙烯酸、３羟基丙酸、乳酸和聚乳酸
［７４］。

近年来，包括大肠杆菌［７５］、酿酒酵母［７６］、光滑念珠菌［７７］等菌株已成功设计用于生产丙酮酸［７４］，基

于原有ＣＯ２ 固定反应的新型代谢途径改造，也非常具有科学研究和实用价值。Ｂｏｕｚｏｎ等
［７８７９］向高丝

氨酸代谢途径引入了外源的转氨酶和醛缩酶，使之可以裂解成丙酮酸和甲醛，实现ＣＯ２ 固定的一种新

的一碳代谢循环。

在 ＭＥＳ中以ＣＯ２ 为底物可生产的Ｃ３ 化学品的相关报道并不多，目前已经有关于异丙醇、乳酸的

相关报道。异丙醇是一种无色、易挥发的液体，具有类似乙醇的气味，常用作溶剂、消毒剂以及化学合成

的原料。Ａｒｅｎｄｓ等
［７３］首次报道异丙醇的生产，产量可以达到１．１７ｇ·（ｍ

２·ｄ）－１，同时异丙醇地稳定

生产，为在 ＭＥＳ中生产仲醇提供了可能性。乳酸作为一种重要的有机酸，在工业和日常生活中有着广

泛的应用。它是另一种可以通过 ＭＥＳ生成的Ｃ３ 有机化合物，由ＣＯ２ 通过三羧酸循环还原的中间产物

生成［８０］。研究人员通过改造大肠杆菌的黄素腺嘌呤二核苷酸（ＦＡＤ）合成途径，提高了胞内ＦＡＤ的水

平，从而增加了大肠杆菌的电活性，把高电活性大肠杆菌运用到 ＭＥＳ，发现有利于乳酸、乙醇等还原性

产物的生成［８１］。

２．４　犆４ 及以上产物

迄今为止，乙酸一直是通过生物电化学系统转化ＣＯ２ 的大部分产物。然而，由于市场价格低廉，从

经济角度来看，乙酸的生产并不是很有吸引力。鉴于此，研究人员逐渐尝试通过微生物催化短链脂肪酸

伸长为中链脂肪酸［８２］。目前，ＭＥＳ在生产Ｃ４ 化合物方面已经取得了一些进展。根据已有的研究报

道，可以生产丁酸（ＣＨ３（ＣＨ２）２ＣＯＯＨ）、异丁酸（（ＣＨ３）２ＣＨＣＯＯＨ）、丁烷（ＣＨ３（ＣＨ２）２ＣＨ３）和丁醇

（ＣＨ３（ＣＨ２）３ＯＨ）等。丁酸是一种工业原料，在制药和化学工业中具有许多应用，可以通过酯化进一步

转化为燃料。Ｓｈａｒｍａ等
［８３］通过－０．６５Ｖ的直接电子转移，将乙酸和丁酸生物催化还原为生物醇和中

链脂肪酸，生产的产品包括０．８ｍｍｏｌ·Ｌ－１甲醇，０．２ｍｍｏｌ·Ｌ－１乙醇，０．４ｍｍｏｌ·Ｌ－１丙醇，０．６

ｍｍｏｌ·Ｌ－１丁醇和０．２ｍｍｏｌ·Ｌ－１丙酮，以及较低量的丙酸和己酸。Ｇａｎｉｇｕｅ等
［８２］首次实现以ＣＯ２ 为

唯一的碳源，通过 ＭＥＳ生产丁酸，证明ＣＯ２ 还原为丁酸是由氢驱动的。此后大量研究证明，通过 ＭＥＳ

生产丁酸是可行的［８４８６］。

通过研究发现，脂肪链的延伸与相关微生物的生长呈正相关，微生物生长条件也会影响微生物富集

和最终产品［８７］。因此，需要对阴极进行改性，以改善电极微生物的电子传递，从而提高 ＭＥＳ的生产率

和选择性。近年来，ＣｏＰ，ＭｏＳ２ 和镍钼合金改性阴极被用于选择性生产Ｃ２ 和Ｃ４ 化合物
［８８］。Ｋｈｕｒｒａｍ
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等［８９］用廉价的镍铁氧体（ＮｉＦｅ２Ｏ４＠ＣＦ）提高导电性、电荷转移效率，以及与选择性微生物富集的微生

物电极相互作用等优点，实现丁酸盐产量高于碳毡１．２倍。异丁酸是丁酸的异构体，Ｄａｙａｋａｒ等
［９０］在

石墨毡上引入创新的电极材料，铁氧体铜负载ＧＯ，实现了异丁酸的生产率。丁烷、丁醇广泛用于化学

生产，时常作为次要产品伴随乙酸、乙醇、丁酸等的生成［９１］。

Ｃ４ 以上的中链脂肪酸在各个行业都有广泛的应用，但传统的生产方法成本高昂且不可持续。ＭＥＳ

为链伸长提供了一个更具可扩展性、经济性和环保性的平台。该过程利用了 ＷｏｏｄＬｊｕｎｇｄａｈｌ途径，这

是乙酰细菌采用的代谢途径。其中ＣＯ２ 转化为乙酰辅酶Ａ，然后，乙酰辅酶Ａ可以转化为乙酸。作为

合成长链脂肪酸的中间体，它可以合成高达 Ｃ４ 的产品
［９２］。如戊酸（ＣＨ３（ＣＨ２）３ＣＯＯＨ）

［９３］、己酸

（ＣＨ３（ＣＨ２）４ＣＯＯＨ）
［８６，９４］、辛酸（ＣＨ３（ＣＨ２）６ＣＯＯＨ）

［９５］，以及异戊醇（（ＣＨ３）２ＣＨＣＨ２ＣＨ２ＯＨ）
［９６］。

这些中链脂肪酸中的大多数不是直接由ＣＯ２ 还原得到，而是来自一些简单的ＣＯ２ 衍生产品
［８３，９４９５］，如

Ｗａｎｇ等
［９５］在 ＭＥＳ中以乙酸为碳源，无需添加外部介质即可产生包括己酸、丁酸和较小部分的辛酸的

中链脂肪酸。Ｍｏｈｉｔａ等
［８３］开发硫酸盐还原菌（ＳＲＢ）的生物阴极可通过直接电子传递将乙酸和丁酸还

原成醇类、丙酮和己酸。除了微生物链伸长外，通过工程技术编辑特定的代谢途径在生成长链产物形成

中发挥着重要作用，这是 ＭＥＳ中的一个新兴研究领域。

２．５　犆狀 化学品生成和微生物电极修饰的未来发展趋势

通过深入总结现有文献和研究进展，可以发现尽管纳米材料在 ＭＥＳ中的应用展现出巨大潜力，尤

其是在提高电子传递效率和增强微生物代谢活性方面。但目前直接利用纳米材料改性修饰微生物电合

成系统以生产特定化合物，尤其是高附加值的Ｃ３ 和Ｃ４ 产物，如丙酸、丁酸等的研究报道并不多。关于

这类产物的合成，现阶段研究人员通常需要通过合成生物学手段对微生物进行基因改造，包括增强关键

代谢酶的活性、引入新的代谢途径，或者通过基因编辑技术敲除或抑制某些基因的表达，从而改变微生

物的代谢流向，增加目标产物选择性。

然而，已有研究发现纳米材料不仅可以充当电子穿梭体、改善电极或微生物的导电性提高ＥＥＴ的

效率，纳米材料还能影响ＥＥＴ中功能基因的表达水平。Ｊｉａ等
［９７］首次研究了纳米粒子（ＮＰｓ）在有氧反

硝化过程中介导的胞内／胞外电子传递（ＩＥＴ／ＥＥＴ）的机制。实验证明，纳米粒子可以通过提高ＦｅＳ中

心活性以及促进细胞色素的形成，加速电子传递。Ｊｉｎｇ等
［９８］在全细胞水平上阐明了ＯｍｃＡ和 ＭｔｒＣ在

犛．狅狀犲犻犱犲狀狊犻狊ＭＲ１与石墨烯上，通过不同作用促进界面反应。此外，研究还表明，石墨烯复合材料可

提高ＥＥＴ相关基因的表达水平。Ｙａｎｇ等
［４９］研究发现碳点（ＣＤｓ）可以被犛．狅狀犲犻犱犲狀狊犻狊ＭＲ１有效吸

收，增加细胞内电荷和三磷酸腺苷（ａｄｅｎｏｓｉｎｅｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＡＴＰ）水平、底物消耗，以及跨膜和细胞外电

子转移能力，从而加速细菌代谢，促进生物产电。

此外在 ＭＥＳ中，中链脂肪酸常作为短链脂肪酸的副产物出现。但纳米材料的选择与产物碳链的

长短有着密切的关系。特定的纳米材料由于其独特的物理化学特性，能够针对性地影响微生物的代谢

途径和电子传递效率，从而促进特定长度碳链化合物的合成。在金属和金属氧化物纳米材料中，如铁氧

化物（Ｆｅ３Ｏ４）纳米粒子可能因其催化特性而更倾向于促进长链脂肪酸的生成
［３４］。纳米材料的特定形貌

和尺寸可以影响微生物的代谢途径，从而影响碳链产物的合成。例如，纳米线和纳米花状结构的 ＭｎＯ２

可以促进ＣＯ２ 还原为乙酸和异丁酸
［３２］。这些研究表明，纳米材料的引入为微生物电合成过程中的基因

表达调控，以及实现对目标碳链长度产物的合成提供了新的策略。通过合成生物学手段对微生物进行

基因改造，结合纳米材料的独特物理化学特性，可以更精确地调节微生物的代谢途径，实现对目标碳链

长度产物的合成，优化目标化合物的生产效率。这种策略不仅有助于提高 ＭＥＳ系统的生产力，还为开

发新的生物制造过程和环境修复技术提供了新的思路。

未来的研究需要进一步探索纳米材料与微生物相互作用的分子机制，优化纳米材料的生物相容性

和功能性，并通过合成生物学进一步改造微生物，以实现更高效、更经济、更绿色的 ＭＥＳ过程。

３　总结与展望

文中首先对近几年 ＭＥＳ发展进行了总结，从电极材料和电活性微生物的修饰两个方面阐述了提
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高 ＭＥＳ系统的效率和产物选择性的方法，并分析过程作用机制。其次，详细阐述了通过各种纳米修饰

策略在 ＭＥＳ生产Ｃ１，Ｃ２，Ｃ３ 和Ｃ４ 等高附加值化学品的进展，解释了不同纳米材料修饰对于产物选择

性的作用机制。

随着 ＭＥＳ不断地发展和创新，其已成为应对气候变化、加强清洁能源生产，以及推进生物技术和

环境科学应用不可或缺的解决方案。然而，目前在微生物培养物、电极材料和生物产品的多样化等方面

仍有很大的上升空间，在提高产品产量和将ＣＯ２ 转化为高价值产品的商业可行性方面也存在难题；其

次，在生产中链脂肪酸方面仍存在一定的局限，在提高产品选择性，以及寻找决定链伸长途径的关键因

素上还需要进一步探索。随着新技术和新理念的发展，应用于ＣＯ２ 捕获和转化的 ＭＥＳ应该变得更加

完善和灵活。

因此，后续研究可以主要集中在以下几个方面。

１）开发新型纳米材料，不仅可以提高电子传递效率、增强微生物与电极的附着力，还可以提高

ＥＥＴ中功能基因的表达水平。

２）深入研究微生物与电极材料之间的相互作用机制，以实现更高效的电子传递和更稳定的微生物

电极界面。

３）通过合成生物学手段，对微生物进行基因层面的改造，以增强其电子传递能力和代谢途径的调

控，从而提高 ＭＥＳ系统的整体性能。

４）探索出决定增长碳链途径的关键因素，寻找更高效的增长碳链菌株的调控方法。

５）随着 ＭＥＳ技术的成熟，未来的工作也需考虑开发适合工业化应用的放大策略，包括生物反应器

设计、过程控制等方面。
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３１１３１８．ＤＯＩ：１０．１０２１／ａｃｓｓｕｓｃｈｅｍｅｎｇ．９ｂ０５４２０．

［２０］　ＬＩＱｉｎｇ，ＦＵＱｉａｎ，ＫＯＢＡＹＡＳＨＩＨ，犲狋犪犾．ＧＯ／ＰＥＤＯＴｍｏｄｉｆｉｅｄｂｉｏｃａｔｈｏｄｅｓｐｒｏｍｏｔｉｎｇＣＯ２ｒｅｄｕｃｔｉｏｎｔｏＣＨ４ｉｎ

ｍｉｃｒｏｂｉａｌｅｌｅｃｔｒｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ［Ｊ］．ＳｕｓｔａｉｎａｂｌｅＥｎｅｒｇｙ＆Ｆｕｅｌｓ，２０２０，４（６）：２９８７２９９７．ＤＯＩ：１０．１０３９／ｄ０ｓｅ００３２１ｂ．

［２１］　ＨＡＲＴＪＬ，ＨＡＮＴＡＮＡＳＩＲＩＳＡＫＵＬＫ，ＬＡＮＧＡＣ，犲狋犪犾．ＣｏｎｔｒｏｌｏｆＭＸｅｎｅｓ′ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｔｈｒｏｕｇｈｔｅｒ

ｍｉｎａｔｉｏｎａｎｄｉｎｔｅｒｃａｌａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＮａｔｕｒｅＣｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓ，２０１９，１０（１）：５２２．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｓ４１４６７０１８０８１６９８．

［２２］　ＴＡＨＩＲＫ，ＭＩＲＡＮＷ，ＪＡＮＧＪ，犲狋犪犾．ＭＸｅｎｅｃｏａｔｅｄｂｉｏｃｈａｒａｓｐｏｔｅｎｔｉａｌｂｉｏｃａｔｈｏｄｅｆｏｒｉｍｐｒｏｖｅｄｍｉｃｒｏｂｉａｌｅｌｅｃ

ｔｒｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｓｙｓｔｅｍ［Ｊ］．ＳｃｉｅｎｃｅｏｆＴｈｅＴｏｔａｌＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ，２０２１，７７３：１４５６７７．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｓｃｉｔｏｔｅｎｖ．２０２１．

１４５６７７．

［２３］　ＨＡＮＳｈｕｏ，ＬＩＵ Ｈｏｎｇ，ＺＨＯＵＣ，犲狋犪犾．Ｇｒｏｗｔｈｏｆｃａｒｂｏｎｎａｎｏｔｕｂｅｓｏｎｇｒａｐｈｅｎｅａｓ３ＤｂｉｏｃａｔｈｏｄｅｆｏｒＮＡＤ
＋／

ＮＡＤＨｂａｌａｎｃｅｍｏｄｅｌａｎｄｈｉｇｈｒａｔｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｉｎｍｉｃｒｏｂｉａｌｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｙｎｔｈｅｓｉｓｆｒｏｍＣＯ２［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＭａ

ｔｅｒｉａｌｓＣｈｅｍｉｓｔｒｙＡ，２０１９，７（３）：１１１５１１２３．ＤＯＩ：１０．１０３９／ｃ８ｔａ１０４６５ｄ．

［２４］　ＺＨＡＯＣｕｉｅ，ＧＡＩＰａｎｐａｎ，ＳＯＮＧＲｏｎｇｂｉｎ，犲狋犪犾．Ｎａｎｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅｄｍａｔｅｒｉａｌｂａｓｅｄｂｉｏｆｕｅｌｃｅｌｌｓ：ｒｅｃｅｎｔａｄｖａｎｃｅｓａｎｄ

ｆｕｔｕｒｅｐｒｏｓｐｅｃｔｓ［Ｊ］．ＣｈｅｍｉｃａｌＳｏｃｉｅｔｙＲｅｖｉｅｗｓ，２０１７，４６（５）：１５４５１５６４．ＤＯＩ：１０．１０３９／ｃ６ｃｓ０００４４ｄ．

［２５］　ＪＩＡＮＧＹｏｎｇ，ＣＨＵＮａ，ＺＨＡＮＧＷｅｉ，犲狋犪犾．Ｚｉｎｃ：Ａｐｒｏｍｉｓｉｎｇｍａｔｅｒｉａｌｆｏｒｅｌｅｃｔｒｏｃａｔａｌｙｓｔａｓｓｉｓｔｅｄｍｉｃｒｏｂｉａｌｅｌｅｃ

ｔｒｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｃａｒｂｏｘｙｌｉｃａｃｉｄｓｆｒｏｍｃａｒｂｏｎｄｉｏｘｉｄｅ［Ｊ］．ＷａｔｅｒＲｅｓｅａｒｃｈ，２０１９，１５９：８７９４．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｗａｔｒｅｓ．

２０１９．０４．０５３．

［２６］　ＺＨＵＹａｎｓｏｎｇ，ＺＨＡＮＧＢｉｎｇｓｅｎ．Ｎａｎｏｃａｒｂｏｎｂａｓｅｄｍｅｔａｌｆｒｅｅａｎｄｎｏｎｐｒｅｃｉｏｕｓｍｅｔａｌｂｉｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｅｌｅｃｔｒｏｃａｔａｌｙｓｔｓ

ｆｏｒｏｘｙｇｅｎｒｅｄｕｃｔｉｏｎａｎｄｏｘｙｇｅｎｅｖｏｌｕｔｉｏｎｒｅａｃｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＥｎｅｒｇｙＣｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０２１，５８（７）：６１０６２８．ＤＯＩ：

１０．１０１６／ｊ．ｊｅｃｈｅｍ．２０２０．１０．０３４．

［２７］　ＹＡＮＧＹｉ，ＮＩＵＳｈｕｗｅｎ，ＨＡＮＤｏｎｇｄｏｎｇ，犲狋犪犾．Ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｎｄｅｖｅｌｏｐｉｎｇｍｅｔａｌｏｘｉｄｅｎａｎｏｍａｔｅｒｉａｌｓｆｏｒｐｈｏｔｏｅｌｅｃｔｒｏ

ｃｈｅｍｉｃａｌｗａｔｅｒｓｐｌｉｔｔｉｎｇ［Ｊ］．ＡｄｖａｎｃｅｄＥｎｅｒｇｙ Ｍａｔｅｒｉａｌｓ，２０１７，７（１９）：１７００５５５（１２６）．ＤＯＩ：１０．１００２／ａｅｎｍ．

２０１７００５５５．

［２８］　ＲＡＭＫＵＭＡＲＲ，ＭＩＮＡＫＳＨＩＭ．ＦａｂｒｉｃａｔｉｏｎｏｆｕｌｔｒａｔｈｉｎＣｏＭｏＯ４ｎａｎｏｓｈｅｅｔｓｍｏｄｉｆｉｅｄｗｉｔｈｃｈｉｔｏｓａｎａｎｄｔｈｅｉｒ

ｉｍｐｒｏｖｅｄｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｉｎｅｎｅｒｇｙｓｔｏｒａｇｅｄｅｖｉｃｅ［Ｊ］．ＤａｌｔｏｎＴｒａｎｓａｃｔｉｏｎｓ，２０１５，４４（１３）：６１５８６１６８．ＤＯＩ：１０．１０３９／

ｃ５ｄｔ００６２２ｈ．

［２９］　ＨＩＮＤＡＴＵＹ，ＡＮＮＵＡＲＭＳＭ，ＧＵＭＥＬＡ Ｍ．Ｍｉｎｉｒｅｖｉｅｗ：Ａｎｏｄｅｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｆｏｒｉｍｐｒｏｖｅｄｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｏｆ

ｍｉｃｒｏｂｉａｌｆｕｅｌｃｅｌｌ［Ｊ］．ＲｅｎｅｗａｂｌｅａｎｄＳｕｓｔａｉｎａｂｌｅＥｎｅｒｇｙＲｅｖｉｅｗｓ，２０１７，７３（Ｃ）：２３６２４８．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｒｓｅｒ．

２０１７．０１．１３８．

０７５ 华 侨 大 学 学 报 （自 然 科 学 版）　　　　　　　　　　　　　　２０２４年
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［３０］　ＣＵＩＭｅｎｇｍｅｎｇ，ＮＩＥＨｕａｒｏｎｇ，ＺＨＡＮＧＴｉａｎ，犲狋犪犾．Ｔｈｒｅｅｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｈｉｅｒａｒｃｈｉｃａｌｍｅｔａｌｏｘｉｄｅｃａｒｂｏｎｅｌｅｃｔｒｏｄｅ

ｍａｔｅｒｉａｌｓｆｏｒｈｉｇｈｌｙｅｆｆｉｃｉｅｎｔｍｉｃｒｏｂｉａｌｅｌｅｃｔｒｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ［Ｊ］．ＳｕｓｔａｉｎａｂｌｅＥｎｅｒｇｙ＆ Ｆｕｅｌｓ，２０１７，１（５）：１１７１１１７６．

ＤＯＩ：１０．１０３９／ｃ７ｓｅ０００７３ａ．

［３１］　ＡＲＹＡＬＮ，ＷＡＮＬ，ＯＶＥＲＧＡＡＲＤＭ Ｈ，犲狋犪犾．Ｉｎｃｒｅａｓｅｄｃａｒｂｏｎｄｉｏｘｉｄｅｒｅｄｕｃｔｉｏｎｔｏａｃｅｔａｔｅｉｎａｍｉｃｒｏｂｉａｌｅｌｅｃ

ｔｒｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｒｅａｃｔｏｒｗｉｔｈａｒｅｄｕｃｅｄｇｒａｐｈｅｎｅｏｘｉｄｅｃｏａｔｅｄｃｏｐｐｅｒｆｏａｍｃｏｍｐｏｓｉｔｅｃａｔｈｏｄｅ［Ｊ］．Ｂｉｏｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，

２０１９，１２８：８３９３．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｂｉｏｅｌｅｃｈｅｍ．２０１９．０３．０１１．

［３２］　ＴＨＡＴＩＫＡＹＡＬＡＤ，ＰＡＮＴＤ，ＭＩＮＢ．ＭｎＯ２／ｒｅｄｕｃｅｄｇｒａｐｈｅｎｅｏｘｉｄｅｎａｎｏｈｙｂｒｉｄｓａｓａｃａｔｈｏｄｅｃａｔａｌｙｓｔｆｏｒｔｈｅ

ｍｉｃｒｏｂｉａｌｒｅｄｕｃｔｉｏｎｏｆＣＯ２ｔｏａｃｅｔａｔｅａｎｄｉｓｏｂｕｔｙｒｉｃａｃｉｄ［Ｊ］．ＳｕｓｔａｉｎａｂｌｅＥｎｅｒｇｙＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓａｎｄＡｓｓｅｓｓｍｅｎｔｓ，

２０２１，４５：１０１１１４（１９）．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｓｅｔａ．２０２１．１０１１１４．

［３３］　ＺＨＵＨａｏ，ＤＯＮＧＺｈｉｗｅｉ，ＨＵＡＮＧＱｉｏｎｇ，犲狋犪犾．Ｆｅ３Ｏ４／ｇｒａｎｕｌａｒａｃｔｉｖａｔｅｄｃａｒｂｏｎａｓａｎｅｆｆｉｃｉｅｎｔｔｈｒｅｅｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ

ｅｌｅｃｔｒｏｄｅｔｏｅｎｈａｎｃｅｔｈｅｍｉｃｒｏｂｉａｌｅｌｅｃｔｒｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆａｃｅｔａｔｅｆｒｏｍＣＯ２［Ｊ］．ＲＳＣＡｄｖａｎｃｅｓ，２０１９，９（５９）：３４０９５

３４１０１．ＤＯＩ：１０．１０３９／Ｃ９ＲＡ０６２５５Ｆ．

［３４］　ＨＥＹｕｔｉｎｇ，ＬＩＱｉｎｇ，ＬＩＪｕｎ，犲狋犪犾．ＭａｇｎｅｔｉｃａｓｓｅｍｂｌｉｎｇＧＯ／Ｆｅ３Ｏ４／ｍｉｃｒｏｂｅｓａｓｈｙｂｒｉｄｉｚｅｄｂｉｏｆｉｌｍｓｆｏｒｅｎｈａｎｃｅｄ

ｍｅｔｈａｎｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｉｎｍｉｃｒｏｂｉａｌｅｌｅｃｔｒｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ［Ｊ］．ＲｅｎｅｗａｂｌｅＥｎｅｒｇｙ，２０２２，１８５：８６２８７０．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．

ｒｅｎｅｎｅ．２０２１．１２．１１７．

［３５］　ＷＵＸｉａｏｓｈｕａｉ，ＱＩＡＯＹａｎ，ＳＨＩＺｈｕａｎｚｈｕａｎ，犲狋犪犾．Ｈｉｅｒａｒｃｈｉｃａｌｌｙｐｏｒｏｕｓ犖ｄｏｐｅｄｃａｒｂｏｎｎａｎｏｔｕｂｅｓ／ｒｅｄｕｃｅｄｇｒａ

ｐｈｅｎｅｏｘｉｄｅｃｏｍｐｏｓｉｔｅｆｏｒｐｒｏｍｏｔｉｎｇｆｌａｖｉｎｂａｓｅｄｉｎｔｅｒｆａｃｉａｌｅｌｅｃｔｒｏｎｔｒａｎｓｆｅｒｉｎｍｉｃｒｏｂｉａｌｆｕｅｌｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＡＣＳＡｐ

ｐｌｉｅｄＭａｔｅｒｉａｌｓ＆Ｉｎｔｅｒｆａｃｅｓ，２０１８，１０（１４）：１１６７１１１６７７．ＤＯＩ：１０．１０２１／ａｃｓａｍｉ．７ｂ１９８２６．

［３６］　ＪＩＡＮＧＹｕｊｉｎｇ，ＨＵＩＳｕ，ＪＩＡＮＧＬｉｐｉｎｇ，犲狋犪犾．Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｎａｎｏｍａｔｅｒｉａｌｍｏｄｉｆｉｅｄａｎｏｄｅｓｉｎｍｉｃｒｏｂｉａｌｆｕｅｌｃｅｌｌｓ：Ａｄ

ｖａｎｃｅｓａｎｄｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅｓ［Ｊ］．Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０２３，２９（１）：ｅ２０２２０２００２．ＤＯＩ：１０．１００２／ｃｈｅｍ．２０２２０２００２．

［３７］　ＤＩＮＧＱｉｎｒａｎ，ＬＩＵＱｉｊｉｎｇ，ＺＨＡＮＧＹａｎ，犲狋犪犾．Ｍｏｄｕｌａｒｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇｓｔｒａｔｅｇｙｔｏｒｅｄｉｒｅｃｔｅｌｅｃｔｒｏｎｆｌｕｘｉｎｔｏｔｈｅｅｌｅｃ

ｔｒｏｎｔｒａｎｓｆｅｒｃｈａｉｎｆｏｒｅｎｈａｎｃｉｎｇｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｅｌｅｃｔｒｏｎｔｒａｎｓｆｅｒｉｎ犛犺犲狑犪狀犲犾犾犪狅狀犲犻犱犲狀狊犻狊［Ｊ］．ＡＣＳＳｙｎｔｈｅｔｉｃＢｉｏｌｏ

ｇｙ，２０２３，１２（２）：４７１４８１．ＤＯＩ：１０．１０２１／ａｃｓｓｙｎｂｉｏ．２ｃ００４０８．

［３８］　宋浩，卢昱君，蔚欢，等．一种工程改造希瓦氏菌囊泡提高胞外电子传递的方法：１１６００４６９０Ａ［Ｐ］．２０２３０４２５．

［３９］　邵映芝，车鉴，程驰，等．分子生物学方法提高电活性微生物胞外电子传递效率的研究进展［Ｊ］．中国生物工程杂

志，２０２１，４１（６）：５０５９．ＤＯＩ：１０．１３５２３／ｊ．ｃｂ．２１０２０２０．
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［８３］　ＳＨＡＲＭＡＭ，ＡＲＹＡＬＮ，ＳＡＲＭＡＰＭ，犲狋犪犾．Ｂｉｏｅｌｅｃｔｒｏｃａｔａｌｙｚｅｄｒｅｄｕｃｔｉｏｎｏｆａｃｅｔｉｃａｎｄｂｕｔｙｒｉｃａｃｉｄｓ狏犻犪ｄｉｒｅｃｔｅ

ｌｅｃｔｒｏｎｔｒａｎｓｆｅｒｕｓｉｎｇａｍｉｘｅｄｃｕｌｔｕｒｅｏｆｓｕｌｆａｔｅｒｅｄｕｃｅｒｓｄｒｉｖｅｓｅｌｅｃｔｒｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆａｌｃｏｈｏｌｓａｎｄａｃｅｔｏｎｅ［Ｊ］．Ｃｈｅｍｉ

ｃａｌＣｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓ，２０１３，４９（５８）：６４９５６４９７．ＤＯＩ：１０．１０３９／ｃ３ｃｃ４２５７０ｃ．

［８４］　ＶＡＳＳＩＬＥＶＩ，ＨＥＲＮＡＮＤＥＺＰＡ，ＢＡＴＬＬＥＶＩＬＡＮＯＶＡＰ，犲狋犪犾．Ｍｉｃｒｏｂｉａｌｅｌｅｃｔｒｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｉｓｏｂｕｔｙｒｉｃ，ｂｕｔｙｒ

ｉｃ，ｃａｐｒｏｉｃａｃｉｄｓ，ａｎｄｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｌｃｏｈｏｌｓｆｒｏｍｃａｒｂｏｎｄｉｏｘｉｄｅ［Ｊ］．ＡＣＳＳｕｓｔａｉｎａｂｌｅＣｈｅｍｉｓｔｒｙ＆Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，

２０１８，６（７）：８４８５８４９３．ＤＯＩ：１０．１０２１／ａｃｓｓｕｓｃｈｅｍｅｎｇ．８ｂ００７３９．

［８５］　ＢＡＴＬＬＥＶＩＬＡＮＯＶＡＰ，ＧＡＮＩＧＵ?Ｒ，ＲＡＭＩＰＵＪＯＬＳ，犲狋犪犾．Ｍｉｃｒｏｂｉａｌｅｌｅｃｔｒｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｂｕｔｙｒａｔｅｆｒｏｍｃａｒ

ｂｏｎｄｉｏｘｉｄｅ：Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎａｎｄｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｂｉｏｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０１７，１１７：５７６４．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｂｉｏｅｌｅｃｈｅｍ．

２０１７．０６．００４．

［８６］　ＪＯＵＲＤＩＮＬ，ＷＩＮＫＥＬＨＯＲＳＴＭ，ＲＡＷＬＳＢ，犲狋犪犾．Ｅｎｈａｎｃｅｄｓｅｌｅｃｔｉｖｉｔｙｔｏｂｕｔｙｒａｔｅａｎｄｃａｐｒｏａｔｅａｂｏｖｅａｃｅｔａｔｅｉｎ

ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓｂｉｏｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌｃｈａｉｎｅｌｏｎｇａｔｉｏｎｆｒｏｍＣＯ２：ＳｔｅｅｒｉｎｇｗｉｔｈＣＯ２ｌｏａｄｉｎｇｒａｔｅａｎｄｈｙｄｒａｕｌｉｃｒｅｔｅｎｔｉｏｎ

ｔｉｍｅ［Ｊ］．ＢｉｏｒｅｓｏｕｒｃｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＲｅｐｏｒｔｓ，２０１９，７：１００２８４．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｂｉｔｅｂ．２０１９．１００２８４．

［８７］　ＲＯＧＨＡＩＲＭ，ＨＯＯＧＳＴＡＤＴ，ＳＴＥＩＫＤＰＢＴＢ，犲狋犪犾．ＣｏｎｔｒｏｌｌｉｎｇｅｔｈａｎｏｌｕｓｅｉｎｃｈａｉｎｅｌｏｎｇａｔｉｏｎｂｙＣＯ２ｌｏａｄ

ｉｎｇｒａｔｅ［Ｊ］．ＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌＳｃｉｅｎｃｅ＆Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０１８，５２（３）：１４９６１５０５．ＤＯＩ：１０．１０２１／ａｃｓ．ｅｓｔ．７ｂ０４９０４．

［８８］　ＫＲＡＣＫＥＦ，ＷＯＮＧＡＢ，ＭＡＥＧＡＡＲＤＫ，犲狋犪犾．Ｒｏｂｕｓｔａｎｄｂｉｏｃｏｍｐａｔｉｂｌｅｃａｔａｌｙｓｔｓｆｏｒｅｆｆｉｃｉｅｎｔｈｙｄｒｏｇｅｎｄｒｉｖｅｎ

３７５第５期　　　　　　　　　　解一诺，等：微生物电极修饰及影响电合成转化ＣＯ２ 过程的研究进展
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ｍｉｃｒｏｂｉａｌｅｌｅｃｔｒｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ［Ｊ］．ＣｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓＣｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０１９，２（１）：４５（１９）．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｓ４２００４０１９０１４５０．

［８９］　ＴＡＨＩＲＫ，ＭＩＲＡＮＷ，ＪＡＮＧＪ，犲狋犪犾．Ｅｎｈａｎｃｅｄｐｒｏｄｕｃｔｓｅｌｅｃｔｉｖｉｔｙｉｎｔｈｅｍｉｃｒｏｂｉａｌｅｌｅｃｔｒｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｂｕｔｙｒａｔｅｕ

ｓｉｎｇａｎｉｃｋｅｌｆｅｒｒｉｔｅｃｏａｔｅｄｂｉｏｃａｔｈｏｄｅ［Ｊ］．ＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌＲｅｓｅａｒｃｈ，２０２１，１９６：１１０９０７．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｅｎｖｒｅｓ．

２０２１．１１０９０７．

［９０］　ＴＨＡＴＩＫＡＹＡＬＡＤ，ＭＩＮＢ．Ｃｏｐｐｅｒｆｅｒｒｉｔｅｓｕｐｐｏｒｔｅｄｒｅｄｕｃｅｄｇｒａｐｈｅｎｅｏｘｉｄｅａｓｃａｔｈｏｄｅｍａｔｅｒｉａｌｓｔｏｅｎｈａｎｃｅｍｉ

ｃｒｏｂｉａｌｅｌｅｃｔｒｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｖｏｌａｔｉｌｅｆａｔｔｙａｃｉｄｓｆｒｏｍＣＯ２［Ｊ］．ＳｃｉｅｎｃｅｏｆＴｈｅＴｏｔａｌＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ，２０２１，７６８：１４４４７７

（１１１）．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｓｃｉｔｏｔｅｎｖ．２０２０．１４４４７７．

［９１］　ＳＲＩＫＡＮＴＨＳ，ＫＵＭＡＲＭ，ＳＩＮＧＨＤ，犲狋犪犾．Ｌｏｎｇｔｅｒｍｏｐｅｒａｔｉｏｎｏｆｅｌｅｃｔｒｏｂｉｏｃａｔａｌｙｔｉｃｒｅａｃｔｏｒｆｏｒｃａｒｂｏｎｄｉｏｘｉｄｅ

ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｉｎｔｏｏｒｇａｎｉｃｍｏｌｅｃｕｌｅｓ［Ｊ］．ＢｉｏｒｅｓｏｕｒｃｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０１８，２６５：６６７４．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｂｉｏｒｔｅｃｈ．

２０１７．１２．０７５．

［９２］　ＭＡＹＨＤ，ＥＶＡＮＳＰＪ，ＬＡＢＥＬＬＥＥＶ．Ｔｈｅｂｉｏｅｌｅｃｔｒｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆａｃｅｔａｔｅ［Ｊ］．ＣｕｒｒｅｎｔＯｐｉｎｉｏｎｉｎＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，

２０１６，４２：２２５２３３．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｃｏｐｂｉｏ．２０１６．０９．００４．

［９３］　ＬＩＵ Ｗｅｎｚｏｎｇ，ＨＵＡＮＧＳｈｉｈｃｈｉｎｇ，ＺＨＯＵＡｉｊｕａｎ，犲狋犪犾．Ｈｙｄｒｏｇｅｎｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｉｎｍｉｃｒｏｂｉａｌｅｌｅｃｔｒｏｌｙｓｉｓｃｅｌｌｆｅｅｄｉｎｇ

ｗｉｔｈｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｌｉｑｕｉｄｏｆｗａｓｔｅａｃｔｉｖａｔｅｄｓｌｕｄｇｅ［Ｊ］．ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＪｏｕｒｎａｌｏｆＨｙｄｒｏｇｅｎＥｎｅｒｇｙ，２０１２，３７（１８）：

１３８５９１３８６４．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｉｊｈｙｄｅｎｅ．２０１２．０４．０９０．

［９４］　ＷＡＮＧＤｏｎｇｌｉｎ，ＬＩＡＮＧＱｉｎｊｕｎ，ＣＨＵＮａ，犲狋犪犾．Ｄｅｃｉｐｈｅｒｉｎｇｍｉｘｏｔｒｏｐｈｉｃｍｉｃｒｏｂｉａｌｅｌｅｃｔｒｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｗｉｔｈｓｈｉｆｔｉｎｇ

ｐｒｏｄｕｃｔｓｐｅｃｔｒｕｍｂｙｇｅｎｏｍｅｃｅｎｔｒｉｃｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃｓ［Ｊ］．ＣｈｅｍｉｃａｌＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇＪｏｕｒｎａｌ，２０２３，４５１：１３９０１０（１９）．

ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｃｅｊ．２０２２．１３９０１０．

［９５］　ＶＡＮＥＥＲＴＥＮＪＡＮＳＥＮＭＣＡＡ，ＴＥＲＨＥＩＪＮＥＡ，ＧＲＯＯＴＳＣＨＯＬＴＥＮＴＩＭ，犲狋犪犾．Ｂｉｏｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌｐｒｏ

ｄｕｃｔｉｏｎｏｆｃａｐｒｏａｔｅａｎｄｃａｐｒｙｌａｔｅｆｒｏｍａｃｅｔａｔｅｂｙｍｉｘｅｄｃｕｌｔｕｒｅｓ［Ｊ］．ＡＣＳＳｕｓｔａｉｎａｂｌｅＣｈｅｍｉｓｔｒｙ＆Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，

２０１３，１（５）：５１３５１８．ＤＯＩ：１０．１０２１／ｓｃ３００１６８ｚ．

［９６］　ＴＥＯＷｅｉｓｕｏｎｇ，ＬＩＮＧＨｕａ，ＹＵＡｉｑｕｎ，犲狋犪犾．Ｍｅｔａｂｏｌｉｃｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇｏｆ犛犪犮犮犺犪狉狅犿狔犮犲狊犮犲狉犲狏犻狊犻犪犲ｆｏｒｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆ

ｆａｔｔｙａｃｉｄｓｈｏｒｔａｎｄｂｒａｎｃｈｅｄｃｈａｉｎａｌｋｙｌｅｓｔｅｒｓｂｉｏｄｉｅｓｅｌ［Ｊ］．ＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙｆｏｒＢｉｏｆｕｅｌｓ，２０１５，８（１）：１９．ＤＯＩ：１０．

１１８６／ｓ１３０６８０１５０３６１５．

［９７］　ＪＩＡＹａｔｉｎｇ，ＱＩＡＮＤａｎｓｈｉ，ＣＨＥＮＹｕａｎｃａｉ，犲狋犪犾．Ｉｎｔｒａ／ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｅｌｅｃｔｒｏｎｔｒａｎｓｆｅｒｆｏｒａｅｒｏｂｉｃｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｍｅ

ｄｉａｔｅｄｂｙｉｎｓｉｔｕｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｐａｌｌａｄｉｕｍｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ［Ｊ］．ＷａｔｅｒＲｅｓｅａｒｃｈ，２０２１，１８９：１１６６１２（１１２）．ＤＯＩ：１０．１０１６／

ｊ．ｗａｔｒｅｓ．２０２０．１１６６１２．

［９８］　ＪＩＮＧＸｉｎｘｉｎ，ＷＵＹｉｃｈａｏ，ＳＨＩＬｉａｎｇ，犲狋犪犾．ＯｕｔｅｒｍｅｍｂｒａｎｅｃｔｙｐｅｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｓＯｍｃＡａｎｄＭｔｒＣｐｌａｙｄｉｓｔｉｎｃｔ

ｒｏｌｅｓｉｎｅｎｈａｎｃｉｎｇｔｈｅａｔｔａｃｈｍｅｎｔｏｆ犛犺犲狑犪狀犲犾犾犪狅狀犲犻犱犲狀狊犻狊ＭＲ１ｃｅｌｌｓｔｏｇｏｅｔｈｉｔｅ［Ｊ］．ＡｐｐｌｉｅｄａｎｄＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ

Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２０２０，８６（２３）：ｅ０１９４１２０．ＤＯＩ：１０．１１２８／ＡＥＭ．０１９４１２０．

［９９］　ＬＡＢＥＬＬＥＥ，ＭＡＹＨ．Ｅｎｅｒｇｙｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙａｎｄｐｒｏｄｕｃｔｉｖｉｔｙｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔｏｆｍｉｃｒｏｂｉａｌｅｌｅｃｔｒｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆａｃｅｔａｔｅ［Ｊ］．

ＦｒｏｎｔｉｅｒｓｉｎＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２０１７，８：７５６（１９）．ＤＯＩ：１０．３３８９／ｆｍｉｃｂ．２０１７．００７５６．

［１００］　ＹＡＮＧＹ，ＪＩＺ，ＺＨＯＵＪ，犲狋犪犾．ＰｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆＣ２＋ ｐｒｏｄｕｃｔｓｉｎｎｏｖｅｌｍｉｃｒｏｂｉａｌｅｌｅｃｔｒｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｃｏｕｐｌｅｄｗｉｔｈａｎａｅ

ｒｏｂｉｃｍｅｍｂｒａｎｅｂｉｏｒｅａｃｔｏｒ［Ｊ］．ＣｈｅｍｉｃａｌＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇＪｏｕｒｎａｌ，２０２３，４７６：１４６３２８．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｃｅｊ．２０２３．

１４６３２８．

［１０１］　ＳＲＩＫＡＮＴＨＳ，ＳＩＮＧＨＤ，ＶＡＮＢＲＯＥＫＨＯＶＥＮＫ，犲狋犪犾．Ｅｌｅｃｔｒｏｂｉｏｃａｔａｌｙｔｉｃｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎｏｆｃａｒｂｏｎｄｉｏｘｉｄｅｔｏａｌ
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　　　纳米结构石墨相氮化碳用于犆犗２
催化转化的研究进展

王文栋，王轶楠，饶海彬，郭芳松，詹国武

（华侨大学 先进碳转化技术研究院，福建 厦门３６２０２１）

摘要：　系统性地梳理了石墨相氮化碳（ｇＣ３Ｎ４）在光／电催化二氧化碳还原反应（ＣＯ２ＲＲ）的最新研究进展，

深入探讨了通过精细调控其局域电子结构、表面化学配位、电荷传输机制及光学特性等关键参数所实现的催

化性能提升。具体策略涵盖了结构优化设计、缺陷工程引入、元素／分子掺杂策略以及异质结构构建等前沿技

术，这些创新方法为ｇＣ３Ｎ４ 催化剂的定制化设计提供了丰富的工具箱。最后，对面临的挑战和前景进行了

简要的总结和展望，以期为进一步合理设计ｇＣ３Ｎ４ 作为选择性高效的ＣＯ２ＲＲ催化剂。

关键词：　石墨相氮化碳（ｇＣ３Ｎ４）；二氧化碳还原反应（ＣＯ２ＲＲ）；催化性能；光催化；电催化；纳米结构
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随着社会迅猛发展和能源需求的爆炸增长，传统能源如石油、化石燃料及煤炭等正面临枯竭的严峻

挑战［１２］。同时，这些碳密集型燃料的广泛使用已导致全球温室气体排放量激增，特别是二氧化碳浓度

较工业革命初期飙升约５０％，对全球气候系统及生态平衡构成了深远威胁
［３４］。因此，ＣＯ２ 捕集与转化
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技术作为应对之策，不仅旨在遏制全球ＣＯ２ 排放量的攀升，还致力于将ＣＯ２ 转化为高附加值化学品和

燃料，为实现循环经济愿景铺平道路。在这一领域，电催化、光催化和光电催化驱动的二氧化碳还原反

应（ＣＯ２ＲＲ）因其可行性、经济性及环境友好性而备受瞩目
［５６］。

当前，ＣＯ２ＲＲ催化剂的研发呈现多元化趋势，涵盖了金属、金属氧化物、硫属化物及碳基材料等广

泛范畴［７１０］。其中，石墨相氮化碳（ｇＣ３Ｎ４）作为一种地球储量丰富的无金属聚合物半导体光催化剂，凭

借其卓越的化学与热稳定性、低毒性和良好的生物兼容性，正逐渐成为绿色、可持续、高效且经济适用的

新型聚合物催化剂［１１１３］。自石墨相氮化碳（ｇＣ３Ｎ４）被发现以来，在催化水分解
［１３］、ＣＯ２ 还原

［１４］、氮气

固定［１５］及选择性有机合成［１６］等领域展现出巨大潜力。

本文聚焦于ｇＣ３Ｎ４ 在ＣＯ２ＲＲ中的改性策略，深入剖析了结构工程、缺陷调控、元素／分子掺杂及

异质结构建等前沿技术如何精准调控ｇＣ３Ｎ４ 的催化性能；以及探讨了ＣＯ２ 的来源与减排策略，并展望

了ｇＣ３Ｎ４在ＣＯ２ＲＲ领域面临的挑战与未来发展方向。

１　二氧化碳的来源和排放

空气中的二氧化碳主要来自于人类活动和自然原因。人类活动包括各种工业活动（即水泥、石油／

天然气工业、化学、冶金、燃料开采和矿物提炼转化）、运输（即公路、铁路、空气和海洋）、建筑（即能源生

产、烹饪和供暖）、农业（即林业、农作物种植、畜牧业和砍伐森林）和新陈代谢；而自然原因包括有机物分

解、海洋释放、动植物呼吸、森林火灾和火山喷发等。

美国环境保护局的数据显示，８７％的二氧化碳来自于化石燃料（即煤炭、天然气和石油）的燃烧，其

余的来自砍伐森林和其他土地利用变化（大约９％）和水泥工业（大约４％）。有趣的是，４０％的二氧化碳

来自电力和热力生产部门，因此找到一种不使用化石燃料的有效发电方式来减少二氧化碳排放至关重

要。２０２３年全球大气二氧化碳的质量分数达到４１９．３×１０－６，而２０１９年仅为（４０９．８±０．１）×１０－６，年

均增长约为２．５×１０－６。２０２３年，全球与能源相关的二氧化碳排放量增长了１．１％，增加了４．１亿ｔ，达

到３７４亿ｔ的历史新高。

得益于清洁能源（太阳能光伏、风能、核能、热泵和电动汽车）部署的不断增长，排放量呈现结构性放

缓态势，从２０１９年到２０２３年与能源相关的排放总量仅增加了约９亿ｔ。在截至２０２３年的１０ａ间，全

球排放量的年增长率略高于０．５％，这是自经济大萧条以来最慢的速度。但是２０２３年，中国的排放量

增长约５．６５亿ｔ，是迄今为止全球增幅最大的国家，也是新冠疫情后中国排放密集型经济增长的延续。

目前，中国的人均排放量比发达经济体高出１５％
［１７］。

２　二氧化碳资源化利用

作为减缓气候变化的初步策略，ＣＯ２ 捕获在２０世纪中叶已成功实现商业化，但其后续处理，尤其是

长期封存技术（如地下深层注入与海洋深层溶解），正面临潜在泄漏风险、高昂能耗及可持续性挑战等多

重考验［１８１９］。鉴于此，作为替代方案，将ＣＯ２ 催化转化为高附加值化学品，自１９世纪起就展现出其独

特的吸引力与潜力。历经岁月洗礼，ＣＯ２ 转化技术已发展成为一门涵盖化学重整、光化学、生物转化、

矿化及直接化学转化等多元路径的学科体系［２０２１］。

然而，ＣＯ２ 分子的高度稳定性（Δ犌＝－３９４．３９ｋＪ·ｍｏｌ
－１）及其Ｃ＝Ｏ键断裂所需的高能量壁垒

（７５０ｋＪ·ｍｏｌ－１），构成了ＣＯ２ 还原反应（ＣＯ２ＲＲ）难以逾越的障碍
［２２］。传统热催化方法虽能促进Ｃ－Ｏ

键断裂，但往往伴随着高温高压条件，导致能耗显著增加［２３］。相比之下，生物催化ＣＯ２ＲＲ，如自然光合

作用、酶催化及微生物代谢等，以其绿色、可持续及高效等特点而备受瞩目。但是，生物催化亦非尽善尽

美，其气候依赖性、酶稳定性问题及微生物选择性的局限，仍是亟待克服的难题。

模拟自然界光合作用过程，利用太阳能驱动ＣＯ２ 转化，或将成为破解上述困境的关键。具体而言，

此领域探索主要包括三大方向：一是直接光催化ＣＯ２ 还原，将太阳能直接转化为化学能；二是电催化路

径，利用光伏电池产生的电力驱动ＣＯ２ 转化；三是光电催化技术，通过光电化学电池实现光能向化学能

的直接转换［２４］。这些创新策略不仅为ＣＯ２ 的循环利用开辟了新途径，也为实现碳中和目标提供了强有
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图１　氮化碳改性技术对增强

ＣＯ２ＲＲ催化性能的影响

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｃａｒｂｏｎｎｉｔｒｉｄｅｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙｏｎｅｎｈａｎｃｉｎｇｃａｔａｌｙｔｉｃ

ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｏｆＣＯ２ＲＲ

力的科技支撑。

３　用于催化转化犆犗２犚犚的石墨相氮化碳

３．１　概述

ｇＣ３Ｎ４ 在ＣＯ２ＲＲ中的改性策略，包括结构工程、缺陷调

控、元素／分子掺杂及异质结构建等前沿技术精准调控ｇＣ３Ｎ４

的催化性能，如图１所示。这些先进技术通过增加有效催化

位点、优化局部化学／电子结构、调节带隙位置及设计界面等

机制，显著提升了光能的利用效率、催化剂的稳定性、产物的

选择性及ＣＯ２ 还原的整体效能
［２５２７］。

ｇＣ３Ｎ４ 自１８３４年起便吸引了众多科学家的目光，其独特

的π 共轭特性使之成为 ＣＯ２ＲＲ 催化研究的热点之一。

ｇＣ３Ｎ４是基于三嗪基或庚嗪基（三ｓ三嗪）前体缩合构建而成

的分子骨架，这一结构不仅赋予了其卓越的化学与热稳定性，

在宽广的ｐＨ值范围（０～１４）内均能稳定存在且耐高温
［２８］。此外，ｇＣ３Ｎ４ 还因其聚合特性可实现表面

性质与结构的精妙调控，为与其他无机纳米材料的复合提供了可能［２９］。

ｇＣ３Ｎ４ 的表面特性尤为丰富，包括丰富的碱性位点、缺陷结构、富电子环境，以及路易斯碱与布朗

斯特碱的双重作用，这些特性协同作用，显著促进了ＣＯ２ 分子的高效吸附与活化
［３０］。尤为重要的是，其

二维层状结构优化了电子传输路径，加速了电子向表面吸附位点的转移，为ＣＯ２ 还原反应注入了强劲

动力。此外，ｇＣ３Ｎ４ 的导带电位恰好满足了驱动ＣＯ２ 还原的能级需求。

尽管ｇＣ３Ｎ４ 在ＣＯ２ 催化转化领域展现出巨大潜力，但原始ｇＣ３Ｎ４ 具有光生载流子复合速率快、

表面积相对较小（约１０～１５ｍ
２·ｇ

－１）等固有缺点，限制了其催化效率与活性位点的充分利用［３１３３］。为

此，科研人员正积极探索通过结构精细调控、缺陷工程、元素掺杂策略及异质结构建等先进手段，以期进

一步扩大ｇＣ３Ｎ４ 的表面积，加速电荷传输效率，从而全面激发其催化潜能。

３．２　结构工程

催化剂的构效关系研究是提升ＣＯ２ 分子有效吸附和活化的关键。针对原始ｇＣ３Ｎ４ 比表面积受限

的问题，科研人员巧妙地通过厚度调控及低维结构设计策略，显著改善了其表面物理化学性质与电子传

输效率。特别是ｇＣ３Ｎ４ 的超薄纳米片（厚度＜１０ｎｍ），以其强大的表面性能脱颖而出，展现出卓越的

催化效能。在ｇＣ３Ｎ４ 的精细结构中，伯氨基（ＣＮＨ２）、仲氨基（Ｃ２ＮＨ）与叔氨基（Ｃ３Ｎ）各司其职，其中

ＣＮＨ２ 与Ｃ２ＮＨ因前体不完全缩合而主要分布于骨架边缘，而Ｃ３Ｎ则稳固镶嵌于庚嗪杂环之中。

超薄化纳米片的制备促使Ｃ３Ｎ基团浓度提升，这些基团中的ｓｐ
２ 杂化Ｎ原子携带着孤对电子，不

仅作为质子受体，还兼任路易斯碱位点与ＣＯ２ 分子的优选吸附中心
［３４３５］。在催化转化过程中，超薄结

构犹如一条快车道，极大地缩短了光生载流子向催化剂表面迁移的路径，促进了热电子在氧化还原反应

中的高效利用［３６］。尤为引人注目的是，超薄ｇＣ３Ｎ４ 能够在不触动原子本质结构的前提下，精确调控其

层数，利用量子限域效应，灵活调整其带隙宽度［３７］。Ｎｉｕ等
［３８］成功将带隙从２．７７ｅＶ拓宽至２．９７ｅＶ，

显著增强了其光催化性能。此外，ｇＣ３Ｎ４ 的二维纳米片结构还展现出优秀的界面结合能力，为与其他

半导体催化剂构建高效异质结提供了可能。这种超薄且功能丰富的结构，不仅极大提升了催化活性表

面积，还缩短了载流子至表面反应位点的传输距离，结合量子尺寸效应，共同推动了催化性能的全面升

级。因此，超薄ｇＣ３Ｎ４ 纳米片无疑是推动ＣＯ２ 催化转化领域向前迈进的重要里程碑。

孔结构工程已被认为是增加ｇＣ３Ｎ４ 比表面积以增强ＣＯ２ 吸附能力的高效策略。这可以通过硬模

板（纳米铸造）策略和软模板（自组装）策略来完成［３９］。硬模板法凭借其能精准控制基底材料尺寸，进而

诱导氮化碳结构有序合成，特别是形成具有优异光催化性能孔径的优势而备受瞩目。Ｆｕｋａｓａｗａ团队及

其合作者创新性地采用了二氧化硅纳米球（ＳＮＳ）作为硬模板，成功制备了复合ｇＣ３Ｎ４ 材料。他们先将

ＳＮＳ于氰胺溶液混合，然后在８２３Ｋ高温下使氰胺溶液发生聚合反应，从而构建ＳｉＯ２ｇＣ３Ｎ４ 复合材
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料；随后使用氟化氢进行蚀刻，精准移除ＳＮＳ模板，展现出高度有序的ｇＣ３Ｎ４ 结构。研究发现，ＳＮＳ直

径的精细调控显著影响了ｇＣ３Ｎ４ 的比表面积，尤以３０ｎｍ直径的ＳＮＳ为最佳，此时ｇＣ３Ｎ４ 的比表面

积达到了惊人的２３０ｍ２·ｇ
－１［４０］。

然而，硬模板法虽有效，却伴随着较高的能耗及有毒溶剂（如 ＨＦ，ＮＨ４ＨＦ２）使用的环保挑战。为

弥补硬模板法的不足，软模板策略应运而生，旨在实现更绿色、低能耗的合成过程。Ｓｕｎ等
［４１］提出了一

种创新方案，利用超稳定泡沫作为软模板来合成ｇＣ３Ｎ４ 泡沫。他们采用环氧胶（Ｍ０１Ａ／Ｂ及 Ｍ０４Ａ／

Ｂ类型）混合物作为交联剂核心，构建出极其稳定的泡沫结构，并以此作为模板指导ｇＣ３Ｎ４ 的合成。相

较于硬模板法，去除软模板需要在低温下冷冻干燥，然后在高温（１００℃）下固定ｇＣ３Ｎ４ 泡沫形状，软模

板法可以提高能源利用效率［４１］。尽管软模板策略在环保性上表现出色，但由于其对昂贵试剂的依赖及

可能产生的残留物等问题，在一定程度上限制了其催化效率的全面发挥。

ｇＣ３Ｎ４ 的制备路径主要是通过富氮前驱体（如尿素、硫脲、氰胺、双氰胺及三聚氰胺）的热解聚合而

成。然而，这些传统方法受限于本体缩合过程中的不完全聚合，导致产物中残留大量未缩合的氨基基

团，这不仅降低了载流子的迁移效率，还极大地限制了其光催化性能的发挥［４２］。为解决这一瓶颈问题，

科研人员致力于探索具有高聚合度的晶相氮化碳的合成路径，这类材料凭借扩展的π共轭体系和高度

离域的π电子，在面内方向展现出强大的电子传输能力，并有效减少了载流子复合中心的数量
［４３］。此

外，高结晶度能够有效扩展π共轭体系，进而缩小带隙，提升光捕获效率，促进光催化反应的进行。

然而，结晶度的提升往往伴随着ｇＣ３Ｎ４ 表面积的显著缩小，进而减少了表面活性位点的暴露，这

对质子吸附能力和界面反应速率产生了不利影响。为了解决这一问题，Ｌｉ等
［４４］巧妙地采用了熔盐辅助

结合有机溶剂的表面亲水改性策略，对ｇＣ３Ｎ４ 进行精准调控，成功引入了丰富的含氧基团，增强了晶

相氮化碳表面的亲水性。这一改性不仅保留了高结晶度带来的优势，还促进了异质结构的形成，为进一

步提升光催化性能开辟了新途径。例如，Ｗ１８Ｏ４９纳米带原位生长在晶相氮化碳表面时，相比其无定形

形态，其光催化活性实现了惊人的四倍提升。这一显著增强归因于晶相氮化碳为 ＷＯ狓 纳米带提供的

稳定且有利于缓慢生长的基底，促进了清晰界面的形成，从而优化了电荷转移过程，加速了光催化反应

的进行［４５］。

结构工程无疑为揭示半导体光催化剂的构效关系（即结构与其活性性能之间的联系）开辟了一条新

颖而富有前景的道路，为后续探索高效的改性策略奠定了坚实基础。通过精细调控ｇＣ３Ｎ４ 的结构形

貌，能够显著提升其表面积，进而增强光吸收与利用效率。然而，值得注意的是，实现这些结构改性

ｇＣ３Ｎ４的合成往往伴随着复杂的合成路线与形成机制，有时还需克服极为苛刻的实验条件。此外，

ｇＣ３Ｎ４目前仍难以满足高效二氧化碳还原反应的需求。这促使深入进行结构性能关系的基础研究，旨

在深刻理解结构改性碳氮化物在复杂混合体系中的具体作用机制与贡献，从而为设计并制备出具有更

高性能的光催化剂提供坚实的理论依据与实验指导。通过这样的综合研究，有望推动光／电催化技术在

二氧化碳还原反应中取得突破性进展。

３．３　缺陷工程

光催化剂结构中的缺陷一方面能够提供额外的活性位点，增加反应物的吸附能力，从而促进光催化

反应的进行；另一方面，当光催化剂中存在大量结构缺陷时，光生电子和空穴在迁移过程中很容易被缺

陷捕获而发生复合，以光或热的形式释放能量，最终导致光催化活性降低。近年来，通过精准调控

ｇＣ３Ｎ４的缺陷结构已被证明是一种有效提高催化性能的改性策略
［４６］。此策略能够有效调整氮化碳的

局域电子结构与光学属性，为其性能优化开辟新的路径。通过在Ａｒ或ＮＨ３ 气氛（碳缺陷）或 Ｈ２ 气氛

（氮缺陷）下进行简单处理，可实现去除碳或氮原子而产生的缺陷，从而扭曲π共轭ｇＣ３Ｎ４ 芳香结构并

重建带隙［４７］。诱导生成的缺陷作为中能隙态的“电子蓄水池”，能够高效捕获并存储热电子，显著抑制

电荷复合过程，进而延长了光生载流子的寿命［４８］。这一效应不仅减少了能量损失，还拓宽了材料对较

长波长光的吸收范围，为光催化反应提供了更为丰富的光谱资源，极大地提升了材料的实际应用潜力。

Ｎ缺陷更倾向于在ｇＣ３Ｎ４ 的双配位氮（Ｎ２Ｃ）位点形成，这归因于其相比三配位氮（Ｎ３Ｃ）或三嗪间

氮（Ｎ１）位点拥有更低的结构能，如图２（ａ）所示
［４９］。当氮缺陷形成时，它们会留下未成对的残余电子，

这一现象在Ｂａｄｅｒ有效电荷分析中得到了明确体现，具体表现为相邻碳（Ｃ）原子上的电荷密度相应减
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少。这些多余的电子在 Ｎ缺陷位点汇聚，形成了高效的电子陷阱中心，它们如同磁石一般，引导着

ｇＣ３Ｎ４骨架上的自由电子在其周围形成局域化的电子态。电子局域化不仅增强了材料内部的电子稳

定性，还促进了随机面内电子传输过程中的有效聚集，为氧化还原反应提供了丰富的电子源，如图２（ｂ）

所示［４９］。为了深入理解这一过程，借助态密度（ＤＯＳ）和电荷密度计算，系统研究了缺陷诱导下ｇＣ３Ｎ４

中的电子重新分布机制。离域氧化还原反应位点、跨庚嗪环的电荷迁移和中能隙态的协同效应通过空

间分离和改善的电子传输来降低电荷复合率［５０５１］。

　　（ａ）ｇＣ３Ｎ４　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｂ）原始和Ｎ缺陷ｇＣ３Ｎ４

图２　Ｂａｄｅｒ电荷分析
［４９］

Ｆｉｇ．２　Ｂａｄｅｒｃｈａｒｇｅａｎａｌｙｓｉｓ
［４９］

与Ｃ缺陷的形成相比，氮化碳骨架中 Ｎ原子的热力学稳定性较低，Ｎ原子的去除更容易
［５２］。因

此，关于Ｃ缺陷介导的Ｃ３Ｎ４ 结构的报道较少。Ｙｕ等
［５３］开发了一种以三聚氰胺和ＮＨ４Ｂｒ为前驱体的

共热解路线一步合成Ｃ缺陷ｇＣ３Ｎ４ 的方法。三聚氰胺与ＮＨ４Ｂｒ反应生成质子化低聚物网络，随着温

度升高，该网络进一步分层并聚合形成三ｓ三嗪结构。多孔骨架和碳缺陷随着ＮＨ３，ＨＢｒ和其他气体

的释放而形成的。此外，碳缺陷也可以作为掺杂剂或单原子催化剂的锚定位点［５４］。例如，与ｇＣ３Ｎ４ 框

架中与吡啶氮配位的单原子Ｐｄ催化剂相比，锚定在Ｃ缺陷位点上的Ｐｄ原子具有更低的形成能
［５５］。

总体而言，缺陷工程无疑是一项强大的改性策略，它不仅能够精细调控氮化碳的光学与电子特性，

还为其作为半导体、助催化剂及掺杂剂等多种化合物的锚定位点提供了无限可能。然而，深入探索这一

领域时，必须认识到缺陷的尺寸与分布对氮化碳物理化学性质的深远影响，这一认知是构建高效材料体

系的基础。适量的缺陷能够作为性能优化的关键“杠杆”，而过度引入则可能成为双刃剑，导致材料内部

形成过深的中带隙态，这些状态不幸地成为了电子与空穴复合的温床，从而削弱了材料的光电转换效

率。因此，掌握一套对缺陷形成进行精准控制的合成策略，成为了实现氮化碳性能最大化不可或缺的一

环。基于此，对缺陷可控合成的合成路线建立基本而深入的理解，不仅是化学研究者面临的紧迫任务，

也是推动材料科学进步、实现技术创新的关键所在。

３．４　元素和分子掺杂

除了缺陷工程之外，在氮化碳上掺入杂原子也被证明是调整表面化学、促进电子重新分布、改善反

应物分子吸附以及扩展可见光响应的有利策略［５６］。文中聚焦于这一前沿领域，深入探讨了非金属及金

属杂原子在氮化碳体系中的独特作用与潜力。

ｇＣ３Ｎ４ 以其独特的聚合性质脱颖而出，能够轻松将多样化的杂原子融入其主链骨架之中，进而精

确调控其电子结构。杂原子的引入可以通过共享空轨道或与额外电子占据的轨道来形成π共轭结

构［５７］。以非贵金属Ｐ原子为例，当其作为掺杂剂嵌入碳位点或间隙位置时，Ｐ原子以其独特的电子构

型，通过三个σ键中的ｓｐ
２ 轨道与周围三个Ｎ原子紧密相连，共享其五个价电子中的三个，同时，其剩余

的两个ｐｚｄｚ
２ 轨道则积极参与形成扩展的π共轭体系。这一过程不仅丰富了ｇＣ３Ｎ４ 的电子结构，还带

来了电导率和载流子迁移率的显著提升，优化了其光催化性能［５８］。此外，Ｐ，Ｎ，Ｃ原子间ｐ键的强烈杂

化作用也已被证明可以在ｇＣ３Ｎ４ 纳米片中诱导铁磁特性
［５９］。杂原子还可以充当ＣＯ２ 还原的活性位

点，能有效稳定所得关键中间体，促进了Ｃ２＋燃料的高效生成，为清洁能源的转化与储存提供了新途

径［６０］。另一方面，引入碱金属还可以增强氮化碳的光学性能。例如Ｋ掺杂剂的加入，可以微调材料的

电子能带结构，使得带隙从原始的２．７９ｅＶ收窄至２．７２ｅＶ，拓宽了材料对光的吸收范围
［６１］；而Ｓ和Ｐ
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原子的掺杂更是将ｇＣ３Ｎ４ 的光学吸收边分别推向了６３０和６２０ｎｍ，这一显著变化归因于带隙内杂质

能级所引发的光学跃迁［６２］。

Ｃｌ和Ｓ等非金属掺杂剂已被证明能有效改变氮化碳的物理化学性质，从而增强其光催化性能。例

如，Ｃｌ离子掺杂剂的存在有助于ｇＣ３Ｎ４ 对ＣＯ２ 的吸附和活化。傅里叶变换（ＤＦＴ）模拟显示，Ｃｌ离子

的引入使得ｇＣ３Ｎ４ 对ＣＯ２ 的吸附能从微不足道的０．０２ｅＶ跃升至显著的０．３６ｅＶ
［６３］。这些非金属掺

杂剂不仅增强了材料的吸附性能，还直接成为了ＣＯ２ 分子光还原过程中的活性中心，促进了关键步骤

中的电子转移，为反应的顺利进行铺设了道路。值得注意的是，催化剂的产物选择性并非孤立存在，而

是与催化剂表面中间体的解吸能紧密相关，这一复杂而精细的调控机制，正是掺杂改性策略所展现的深

刻智慧。掺杂改性技术能有效优化氮化碳在的ＣＯ２ＲＲ反应动力学。从初始的反应物吸附到还原途径

和产物的解吸，同时保持载流子的空间分离［６４］。

在ｇＣ３Ｎ４ 的改性探索中，杂原子的引入与缺陷工程等策略能有效地相互协同，共同促进ｇＣ３Ｎ４

催化性能的提升。值得注意的是，这些策略对ｇＣ３Ｎ４ 物理化学性质的调控需相互兼容，方能实现最佳

效果。例如，将氧原子嵌入ｇＣ３Ｎ４ 框架中会打破π共轭结构的价态平衡，同时形成Ｃ－Ｃ和Ｃ－Ｏ键，

从而获得比Ｃ和Ｎ原子更高的价电子密度，从而激活了其潜在的催化活性。在选择氧原子作为掺杂剂

时，将其与Ｎ缺陷修饰的ｇＣ３Ｎ４ 相匹配，是因为它们具有相似的原子半径和更强的Ｎ原子电负性。因

此，氧掺杂剂取代Ｎ２Ｃ缺陷位点，导致光谱响应从４２０ｎｍ上升至６５０ｎｍ
［６５］。Ｃｈｅｎ等

［５４］开发出一种具

有氮缺陷和多孔结构的富碳ｇＣ３Ｎ４。其内部富碳的ｇＣ３Ｎ４ 的Ｃ／Ｎ比约为０．５２，次外层由碳掺杂的带

有氮空位的ｇＣ３Ｎ４ 组成，最外表面主要由碳组成。由于这些具有不同碳成分的层连续接触，费米能级

上的电子流入内层，直到能级达到平衡。总体而言，不同修饰途径的协同效应可以共同作用，以进一步

增强光催化性能。

近年来，单原子催化剂以其无与伦比的原子利用效率，在催化领域崭露头角，其显著减少催化剂用

量的能力，尤为引人瞩目。值得一提的是，氮化碳单元中丰富的Ｎ原子孤对电子，仿佛天然的牢笼，有

效地束缚了单原子，避免了因高表面能诱发的团聚现象，确保了催化剂的稳定性和持久性［６６］。更进一

步地，单原子催化剂的微小尺寸，为我们提供了一个独特的视角去深入探究ＣＯ２ 还原反应（ＣＯ２ＲＲ）的

催化机理。它们如同精密的探针，能够精准地揭示反应过程中的电子转移、化学键断裂与形成等微观细

节，为设计更高效、更有选择性的催化剂提供了坚实的理论基础和实验依据。因此，单原子催化剂与氮

化碳的结合，不仅是催化科学领域的一次创新尝试，更是推动ＣＯ２ＲＲ技术向实用化、规模化迈进的关

键一步。

综上所述，元素掺杂策略以其独特优势，通过显著提升氮化碳的电子传导性，引入丰富的表面活性

中心，并有效抑制载流子的复合过程，成功克服了氮化碳材料在光催化领域中的固有局限性。但不容忽

视的是，当前广泛采用的合成方法往往伴随着晶格结构的扭曲与结晶度的下降，这些不利因素可能催生

电荷复合中心，进而削弱催化性能。因此，当务之急在于掌握并优化那些能够实现对氮化碳元素掺杂进

行精确调控的合成技术。此外，鉴于单原子催化剂（ＳＡＣｓ）独特的原子级尺寸特性，其催化活性中心上

的动态变化过程变得尤为微妙且难以捉摸。传统的非原位表征技术受限于其时间分辨率与空间精度的

局限，往往难以捕捉这些关键瞬间的变化信息。这对于深入理解ＳＡＣｓ的催化机制、发现并设计具备更

高活性和稳定性的单原子催化剂而言，无疑构成了巨大的挑战。因此，开发新型的原位表征技术，以实

现对ＳＡＣｓ催化过程中动态变化的实时、精准监测，将是未来催化科学研究中亟待攻克的重要课题。

３．５　异质结

在探索高效ＣＯ２ 还原反应（ＣＯ２ＲＲ）催化剂的过程中，除了聚焦于ｇＣ３Ｎ４ 的结构调控、缺陷工程及

元素掺杂外，将助催化剂与之巧妙偶联构建异质结，已成为一种强有力的策略。其增强机制主要基于两

点：（ⅰ）助催化剂可以捕获光生电子空穴对并延长载流子的寿命；（ⅱ）助催化剂可以通过活化ＣＯ２ 分

子或提供活性中间体来降低反应能垒［６７］。ｇＣ３Ｎ４ 以其独特的电子结构，展现出与多种半导体（例如金

属氧化物、金属磷化物和金属氢氧化物）及碳材料等构建复合异质结的广阔潜力［６８］。这些异质结结构

不仅实现了电子空穴对的空间高效分离，还通过协同效应，赋予了复合材料独特的光化学性能［６７］。具

体而言，异质结系统可按其内在机制细分为四类：基于半导体能带和费米能级排列的Ⅱ型异质结、ｐｎ
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结、Ｚ型异质结以及新兴的Ｓ型异质结
［６９７０］。如图３所示，每一类异质结都以其独特的电子传输路径与

能级匹配方式，为设计高效、稳定的ＣＯ２ＲＲ催化剂提供了丰富的思路与选择。

　（ａ）Ⅱ型异质结　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｂ）ｐｎ结

　（ｃ）Ｚ型异质结　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｄ）Ｓ型异质结

图３　异质结系统的电荷转移机制
［７０］

Ｆｉｇ．３　Ｃｈａｒｇｅｔｒａｎｓｆｅｒｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｈｅｔｅｒｏｊｕｎｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍｓ
［７０］

对于Ⅱ型异质结，一个半导体（半导体１）的价带（ＶＢ）和导带（ＣＢ）位置将高于另一个半导体（半导

体２）的价带（ＶＢ）和导带（ＣＢ）位置。因此，电子最终将在半导体２的ＣＢ上参与还原反应，而氧化反应

发生在半导体１的ＶＢ上。例如，ｇＣ３Ｎ４ 和ＮｉＦｅ层状双氢氧化物（ＮｉＦｅＬＤＨ）异质结系统
［７１］。与原

始ｇＣ３Ｎ４ 相比，ｇＣ３Ｎ４／ＮｉＦｅＬＤＨ的光生载流子寿命更长，为５．１８ｎｓ，这直接表明复合率较低。这使

得载流子更好地参与ＣＯ２ 转化为ＣＯ的过程，分别是原始ｇＣ３Ｎ４ 和 ＮｉＦｅＬＤＨ 的４．８倍和７．２倍。

刘雪美等［７２］将ＢｉＯＢｒ与ＣＮ复合制备出了Ⅱ型异质结，促进了光生载流子的分离和迁移，使更多光生

电子达到催化剂表面参与ＣＯ２ 还原反应，进而让光催化还原ＣＯ２ 性能显著提高（机理见图４）。

图４　ＢｉＯＢｒ／ＣＮ样品的光催化机理图
［７２］

Ｆｉｇ．４　ＰｈｏｔｏｃａｔａｌｙｔｉｃｍｅｃｈａｎｉｓｍｄｉａｇｒａｍｏｆＢｉＯＢｒ／ＣＮｓａｍｐｌｅ
［７２］

另一方面，ｐｎ异质结系统利用ｐ型和ｎ型半导体之间的内置电场。在理想状态下，两者的导带
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（ＣＢ）与价带（ＶＢ）边缘相对齐，但在接触界面处，由于费米能级的不连续，会引发电子与空穴的重新分

布。这一过程导致在ｐｎ结边界形成空间电荷区，即耗尽层，该区域通过产生内置电场来平衡载流子的

扩散，从而有效阻止了光生电子与空穴的复合［７３］。这一机制极大地促进了光生电荷载流子在界面上的

快速分离与转移，显著降低了复合概率。值得注意的是，ｐ型与ｎ型半导体之间的化学势差异还会引发

能带的弯曲现象，进一步强化了内置电场对光生电子与空穴的驱动作用，使它们沿相反方向迁移［７４］。

Ｌü等
［７５］通过实验成功合成了ＺｎＣｏＭＯＦ／ｇＣ３Ｎ４ｐｎ异质结催化剂，并发现其载流子寿命（τ）相较于原

始ｇＣ３Ｎ４（３．６１ｎｓ）有显著延长，达到了３．７８ｎｓ。这一显著提升归因于ｐｎ异质结的形成，其中ｐ型

ＺｎＣｏＭＯＦ的能级上移，而ｎ型ｇＣ３Ｎ４ 的能级则因费米能级平衡而相应下移。ｐｎ结的存在不仅通过

实验现象得以证实，还可通过莫特肖特基图等先进表征手段进行验证，进一步加深了对该异质结催化

机制的理解。

Ⅱ型与ｐｎ光催化系统凭借其交错的带隙结构，成功实现了光生载流子的有效空间分离，从而延长

了载流子的寿命。然而，这一优势也伴随着显著的缺点：由于电子倾向于流向具有较低负电势的导带

（ＣＢ），而空穴则向具有较小正电势的价带（ＶＢ）迁移，导致光生载流子的氧化还原电势普遍降低。此

外，电子与电子之间、空穴与空穴之间的静电排斥作用进一步加剧了界面电子转移的难度，限制了催化

效率的提升［７６］。为克服上述难题，Ｚ型异质结系统应运而生，成为实现电荷高效空间分离同时保持高

氧化还原活性的创新途径［７７］。ＢｉＶＯ４／ｇＣ３Ｎ４ 复合体系便是这一策略的典型代表，其独特的２Ｄ／２Ｄ界

面设计提供了广阔的面对面接触面积，极大地缩短了电荷转移的路径，降低了传输阻力。尤为重要的

是，Ｚ型电荷转移机制巧妙地规避了传统系统中氧化还原电势降低的问题，通过ＢｉＶＯ４ 的更正价带最

大电势（ＶＢＭ）与ｇＣ３Ｎ４ 的更负导带最小电势（ＣＢＭ）的协同作用，确保了ＣＯ２ 还原与水氧化两个关键

步骤在热力学上的高度可行性，为高效光催化ＣＯ２ 还原反应的实现开辟了新的道路
［７８］。

相较于Ｚ型电荷转移模型，Ｓ型异质结系统展现了一种独特的电荷传输机制，其核心特征在于其内

部电场方向由还原型光催化剂（ＲＰ）指向氧化型光催化剂（ＯＰ）。当这两种半导体紧密接触并达到平衡

状态时，界面附近会自然形成电子消耗层与电子累积层，这是费米能级趋于一致过程中电子重新分布的

直接结果。具体而言，ＯＰ的费米能级向上移动，而ＲＰ的费米能级则向下移动，以适应这一平衡状态。

在此Ｓ型异质结体系中，空穴与电子之间的库仑引力成为驱动电荷复合的关键因素，它促进了ＯＰ导带

（ＣＢ）中的光生电子与ＲＰ价带（ＶＢ）中空穴的高效复合。这一机制不仅实现了电荷的空间分离，还保持

了较高的氧化还原电位，有利于后续的光催化反应。以Ｓ掺杂的ｇＣ３Ｎ４ 与ＢｉＯＢｒ构成的Ｓ型异质结

系统为例，Ｓ原子的引入通过其额外的价电子显著提升了复合材料的费米能级，进而影响了内建电场的

强度。实验与计算结果表明，掺杂后的混合材料相较于非掺杂材料，其内建电场强度从６．０４×１０８Ｖ·

ｍ－１提升至２．５６×１０９Ｖ·ｍ－１，这一显著提升可归因于掺杂引起的更大偶极矩和更强的电场效应
［７９］。

这一发现不仅深化了对Ｓ型异质结电荷传输机制的理解，也为设计高效光催化剂提供了新的思路与策

略。杨超等［８０］在疏水碳纤维纸上构建一个紧密的２Ｄ／２ＤｇＣ３Ｎ４＠ＢｉＯＩ（Ｓ型）异质结（图５），可以发现

图５　ＣＮ＠ＢｉＯＩ／ＣＦ的合成路线示意图
［８０］

Ｆｉｇ．５　ＳｃｈｅｍａｔｉｃｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎｏｆｓｙｎｔｈｅｔｉｃｒｏｕｔｅｏｆＣＮ＠ＢｉＯＩ／ＣＦ
［８０］
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其具有７７．８％的ＣＯ选择性和４５８．０μｍｏｌ·（ｈ·ｍ
２）－１活性。Ｓ型异质结结构可以提高电荷分离效

率，在催化过程中形成气液固三相界面，充分保证ＣＯ２ 和 Ｈ２Ｏ同时供给。

４　结论及展望

文中系统地总结了近年来ｇＣ３Ｎ４ 在ＣＯ２ＲＲ领域的最新研究进展，深入分析ｇＣ３Ｎ４ 的独特优势，

包括其简易的合成路径、卓越的热化学稳定性、固有的无金属特性以及高度可调的表面工程结构。文中

揭示了ｇＣ３Ｎ４ 作为绿色、经济高效催化剂在ＣＯ２ＲＲ中的巨大潜力。通过结构优化设计、缺陷工程引

入、元素／分子掺杂策略以及异质结构构建等前沿技术，科研人员成功增强了ｇＣ３Ｎ４ 催化剂的性能，提

高了产物的选择性和整体反应效率。这些先进方法为ｇＣ３Ｎ４ 催化剂的定制化设计提供了可能，为

ＣＯ２ＲＲ技术的进步注入了新的活力。

尽管ｇＣ３Ｎ４ 在ＣＯ２ＲＲ中展现出了强大的潜力，但其现在的研究仍面临着诸多挑战。首先，

ｇＣ３Ｎ４的带隙较宽，限制了其对可见光的吸收和利用效率，未来研究应聚焦于如何通过更精细的能带

调控策略来拓宽其光谱响应范围；其次，ｇＣ３Ｎ４ 的催化活性位点有限，且存在电荷传输效率不高的问

题，这限制了其工业化。因此，需要进一步探索简洁高效的改性方法，如引入更高效的助催化剂、优化催

化剂的形貌与结构等，以提升其催化性能。

此外，随着对ＣＯ２ＲＲ机制理解的深入，未来研究还应关注多相催化体系中各组分之间的协同作用

机制，以及如何通过精准调控催化剂的局域电子结构和表面化学环境来优化催化性能。同时，通过不断

优化催化剂设计，促进跨学科、跨领域的合作研究，有望将ｇＣ３Ｎ４ 催化剂应用于更广泛的领域，为实现

全球碳中和目标和循环经济发展做出重要贡献。
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ｔｉｏｎａｌＣＯ狓ｈｙｄｒｏｇｅｎａｔｉｏｎ？［Ｊ］．ＣｈｅｍｉｃａｌＳｏｃｉｅｔｙＲｅｖｉｅｗｓ，２０２０，４９（１８）：６５７９６５９１．ＤＯＩ：１０．１０３９／ｃ９ｃｓ００９２０ｅ．

［２４］　ＷＡＮＧＬｉｍｉｎｇ，ＣＨＥＮＷｅｎｌｏｎｇ，ＺＨＡＮＧＤｏｕｄｏｕ，犲狋犪犾．ＳｕｒｆａｃｅｓｔｒａｔｅｇｉｅｓｆｏｒｃａｔａｌｙｔｉｃＣＯ２ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ：Ｆｒｏｍｔｗｏ

ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｍａｔｅｒｉａｌｓｔｏｎａｎｏｃｌｕｓｔｅｒｓｔｏｓｉｎｇｌｅａｔｏｍｓ［Ｊ］．ＣｈｅｍｉｃａｌＳｏｃｉｅｔｙＲｅｖｉｅｗｓ，２０１９，４８（２１）：５３１０５３４９．ＤＯＩ：

１０．１０３９／ｃ９ｃｓ００１６３ｈ．

［２５］　李晨露，王亚男，徐松，犲狋犪犾．ＭｏＯ（３狓）负载蜂窝状氮化碳的制备及其光热协同催化ＣＯ２ 还原性能研究［Ｊ］．化学反

应工程与工艺，２０２４，４０（１）：１０１８．ＤＯＩ：１０．１１７３０／ｊ．ｉｓｓｎ．１００１７６３１．２０２４．０１．００１０．０９．

［２６］　徐杨，刘成宝，郑磊之，犲狋犪犾．高结晶度ｇＣ３Ｎ４ 在光催化领域的研究进展［Ｊ／ＯＬ］．材料导报，２０２３：１２０（２０２３１１

１３）［２０２４０７１６］．ｈｔｔｐ：∥ｋｎｓ．ｃｎｋｉ．ｎｅｔ／ｋｃｍｓ／ｄｅｔａｉｌ／５０．１０７８．ｔｂ．２０２３１１１０．１０１７．００６．ｈｔｍｌ．

［２７］　孙满营．硼、磷修饰促进ｇＣ３Ｎ４ 光催化ＣＯ２ 还原的研究［Ｄ］．南宁：广西大学，２０２３．ＤＯＩ：１０．２７０３４／ｄ．ｃｎｋｉ．ｇｇｘ

ｉｕ．２０２３．００３０６９．

［２８］　ＭＩＬＬＥＲＴＳ，ＪＯＲＧＥＡＢ，ＳＵＴＥＲＴＭ，犲狋犪犾．Ｃａｒｂｏｎｎｉｔｒｉｄｅｓ：Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆａｎｅｗｃｌａｓｓｏｆ

ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｍａｔｅｒｉａｌｓ［Ｊ］．ＰｈｙｓｉｃａｌＣｈｅｍｉｓｔｒｙＣｈｅｍｉｃａｌＰｈｙｓｉｃｓ，２０１７，１９（２４）：１５６１３１５６３８．ＤＯＩ：１０．１０３９／

ｃ７ｃｐ０２７１１ｇ．

［２９］　ＺＨＵＹｕｘｉａｎｇ，ＦＥＮＧＹｉ，ＣＨＥＮＳｈｕａｎｇｌｉｎｇ，犲狋犪犾．Ｃａｒｂｏｎｎｉｔｒｉｄｅｎａｎｏｔｕｂｅｂａｓｅｄｍａｔｅｒｉａｌｓｆｏｒｅｎｅｒｇｙａｎｄｅｎｖｉ

ｒｏｎｍｅｎｔａｌａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ：Ａｒｅｖｉｅｗｏｆｒｅｃｅｎｔｐｒｏｇｒｅｓｓｅｓ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＭａｔｅｒｉａｌｓＣｈｅｍｉｓｔｒｙＡ：ＭａｔｅｒｉａｌｓｆｏｒＥｎｅｒｇｙ

ａｎｄＳｕｓｔａｉｎａｂｉｌｉｔｙ，２０２０，８（４８）：２５６２６２５６４８．ＤＯＩ：１０．１０３９／ｄ０ｔａ０８８９２ｇ．

［３０］　ＳＵＮＺｈｕｘｉｎｇ，ＷＡＮＧＨａｉｑｉａｎｇ，ＷＵＺｈｏｎｇｂｉａｏ，犲狋犪犾．ｇＣ３Ｎ４ｂａｓｅｄｃｏｍｐｏｓｉｔｅｐｈｏｔｏｃａｔａｌｙｓｔｓｆｏｒｐｈｏｔｏｃａｔａｌｙｔｉｃ

ＣＯ２ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＣａｔａｌｙｓｉｓＴｏｄａｙ，２０１８，３００：１６０１７２．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｃａｔｔｏｄ．２０１７．０５．０３３．

［３１］　ＭＡＨｕｉｑｉａｎｇ，ＬＩＹａｎｇ，ＬＩＳｈｕａｎｇ，犲狋犪犾．ＮｏｖｅｌＰＯｃｏｄｏｐｅｄｇＣ３Ｎ４ｗｉｔｈｌａｒｇｅｓｐｅｃｉｆｉｃｓｕｒｆａｃｅａｒｅａ：Ｈｙｄｒｏｔｈｅｒｍａｌ

ｓｙｎｔｈｅｓｉｓａｓｓｉｓｔｅｄｂｙｄｉｓｓｏｌｕｔｉｏｎｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓａｎｄｔｈｅｉｒｖｉｓｉｂｌｅｌｉｇｈｔａｃｔｉｖｉｔｙｕｎｄｅｒａｎｏｘｉｃｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ［Ｊ］．

ＡｐｐｌｉｅｄＳｕｒｆａｃｅＳｃｉｅｎｃｅ，２０１５，３５７：１３１１３８．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ａｐｓｕｓｃ．２０１５．０９．００９．

４８５ 华 侨 大 学 学 报 （自 然 科 学 版）　　　　　　　　　　　　　　２０２４年



犺狋狋狆狊：／／犺犱狓犫．犺狇狌．犲犱狌．犮狀／

［３２］　唐浩宇，刘成宝，陈丰，犲狋犪犾．模板法合成ｇＣ３Ｎ４ 基复合材料及其光催化性能的研究进展［Ｊ］．功能材料，２０２４，５５

（４）：４０６２４０７１．ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００１９７３１．２０２４．０４．００８．

［３３］　张子琪，孙彦东，张雪，犲狋犪犾．非金属掺杂的ｇＣ３Ｎ４ 光催化材料制备及应用研究进展［Ｊ］．材料工程，２０２３，５１（１２）：

４７５８．ＤＯＩ：１０．１１８６８／ｊ．ｉｓｓｎ．１００１４３８１．２０２３．０００２９３．

［３４］　ＸＩＡＰｅｎｇｆｅｉ，ＺＨＵＢｉｃｈｅｎｇ，ＹＵＪｉａｇｕｏ，犲狋犪犾．Ｕｌｔｒａｔｈｉｎｎａｎｏｓｈｅｅｔａｓｓｅｍｂｌｉｅｓｏｆｇｒａｐｈｉｔｉｃｃａｒｂｏｎｎｉｔｒｉｄｅｆｏｒｅｎ

ｈａｎｃｅｄｐｈｏｔｏｃａｔａｌｙｔｉｃＣＯ２ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＭａｔｅｒｉａｌｓＣｈｅｍｉｓｔｒｙＡ，２０１７，５（７）：３２３０３２３８．ＤＯＩ：１０．１０３９／

Ｃ６ＴＡ０８３１０Ｂ．

［３５］　ＷＡＮＧＫｅ，ＦＵＪｉｌｅ，ＺＨＥＮＧＹｉｎｇ．ＩｎｓｉｇｈｔｓｉｎｔｏｐｈｏｔｏｃａｔａｌｙｔｉｃＣＯ２ｒｅｄｕｃｔｉｏｎｏｎＣ３Ｎ４：Ｓｔｒａｔｅｇｙｏｆｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ

Ｂ，ＫｃｏｄｏｐｉｎｇａｎｄｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔｂｙＮｖａｃａｎｃｉｅｓ［Ｊ］．ＡｐｐｌｉｅｄＣａｔａｌｙｓｉｓＢ：Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ，２０１９，２５４：２７０２８２．ＤＯＩ：

１０．１０１６／ｊ．ａｐｃａｔｂ．２０１９．０５．００２．

［３６］　ＺＨＡＮＧＳｈｕｍｉｎ，ＸＵＤｉｆａ，ＣＨＥＮＸｉａｏｈｕａ，犲狋犪犾．Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｕｌｔｒａｔｈｉｎ２Ｄ／２ＤｇＣ３Ｎ４／Ｉｎ２Ｓｅ３ｈｅｔｅｒｏｊｕｎｃｔｉｏｎｓ

ｗｉｔｈｈｉｇｈｓｐｅｅｄｃｈａｒｇｅｔｒａｎｓｆｅｒｎａｎｏｃｈａｎｎｅｌｓｆｏｒｐｒｏｍｏｔｉｎｇｐｈｏｔｏｃａｔａｌｙｔｉｃｈｙｄｒｏｇｅｎｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＡｐｐｌｉｅｄＳｕｒ

ｆａｃｅＳｃｉｅｎｃｅ，２０２０，５２８：１４６８５８（１９）．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ａｐｓｕｓｃ．２０２０．１４６８５８．

［３７］　ＬＵＺｈｉｙｕａｎ，ＬＩＣｈｕｎｍｅｉ，ＨＡＮＪｕａｎ，犲狋犪犾．ＣｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎＯＤ／２ＤｈｅｔｅｒｏｊｕｎｃｔｉｏｎｂｙｈｉｇｈｌｙｄｉｓｐｅｒｓｅｄＮｉ２ＰＱＤｓ

ｌｏａｄｅｄｏｎｔｈｅｕｌｔｒａｔｈｉｎｇＣ３Ｎ４ｓｕｒｆａｃｅｔｏｗａｒｄｓｓｕｐｅｒｈｉｇｈｐｈｏｔｏｃａｔａｌｙｔｉｃａｎｄｐｈｏｔｏｅｌｅｃｔｒｉｃｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ［Ｊ］．Ａｐｐｌｉｅｄ

ＣａｔａｌｙｓｉｓＢ：Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ，２０１８，２３７：９１９９２６．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ａｐｃａｔｂ．２０１８．０６．０６２．

［３８］　ＮＩＵＰｉｎｇ，ＹＡＮＧＹｏｎｇｑｉａｎｇ，ＹＵＪＣ，犲狋犪犾．Ｓｗｉｔｃｈｉｎｇｔｈｅｓｅｌｅｃｔｉｖｉｔｙｏｆｔｈｅｐｈｏｔｏｒｅｄｕｃｔｉｏｎｒｅａｃｔｉｏｎｏｆｃａｒｂｏｎｄｉｏｘ

ｉｄｅｂｙｃｏｎｔｒｏｌｌｉｎｇｔｈｅｂａｎｄｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆａｇＣ３Ｎ４ｐｈｏｔｏｃａｔａｌｙｓｔ［Ｊ］．ＣｈｅｍｉｃａｌＣｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓ，２０１４，５０（７４）：１０８３７

１０８４０．ＤＯＩ：１０．１０３９／ｃ４ｃｃ０３０６０ｅ．

［３９］　ＬＩＨｏｎｇ，ＷＡＮＧＬｉｎｇｚｈｉ，ＬＩＵＹｏｎｇｄｉ，犲狋犪犾．Ｍｅｓｏｐｏｒｏｕｓｇｒａｐｈｉｔｉｃｃａｒｂｏｎｎｉｔｒｉｄｅｍａｔｅｒｉａｌｓ：Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓａｎｄｍｏｄｉｆｉ

ｃａｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＲｅｓｅａｒｃｈｏｎＣｈｅｍｉｃａｌＩｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅｓ，２０１６，４２：３９７９３９９８．ＤＯＩ：１０．１００７／ｓ１１１６４０１５２２９４９．

［４０］　ＦＵＫＡＳＡＷＡＹ，ＴＡＫＡＮＡＢＥＫ，ＳＨＩＭＯＪＩＭＡＡ，犲狋犪犾．ＳｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｏｒｄｅｒｅｄｐｏｒｏｕｓｇｒａｐｈｉｔｉｃＣ３Ｎ４ａｎｄｒｅｇｕｌａｒｌｙ

ａｒｒａｎｇｅｄＴａ３Ｎ５ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｂｙｕｓｉｎｇｓｅｌｆａｓｓｅｍｂｌｅｄｓｉｌｉｃａｎａｎｏｓｐｈｅｒｅｓａｓａｐｒｉｍａｒｙｔｅｍｐｌａｔｅ［Ｊ］．Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ：Ａｎ

ＡｓｉａｎＪｏｕｒｎａｌ，２０１１，６（１）：１０３１０９．ＤＯＩ：１０．１００２／ａｓｉａ．２０１０００５２３．

［４１］　ＳＵＮＺｈｉｍｉｎ，ＦＡＮＧ Ｗｅｉ，ＺＨＡＯＬｅｉ，犲狋犪犾．３ＤｐｏｒｏｕｓＣｕＮＰｓ／ｇＣ３Ｎ４ｆｏａｍｗｉｔｈｅｘｃｅｌｌｅｎｔＣＯ２ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎａｎｄ

ＳｃｈｏｔｔｋｙｊｕｎｃｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔｆｏｒｐｈｏｔｏｃａｔａｌｙｔｉｃＣＯ２ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＡｐｐｌｉｅｄＳｕｒｆａｃｅＳｃｉｅｎｃｅ，２０２０，５０４：１４４３４７（１１０）．

ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ａｐｓｕｓｃ．２０１９．１４４３４７．

［４２］　ＬＩＮＬｉｈｕａ，ＹＵＺｈｉｙａｎｇ，ＷＡＮＧＸｉｎｃｈｅｎ．Ｃｒｙｓｔａｌｌｉｎｅｃａｒｂｏｎｎｉｔｒｉｄｅｓｅｍｉｃｏｎｄｕｃｔｏｒｓｆｏｒｐｈｏｔｏｃａｔａｌｙｔｉｃｗａｔｅｒｓｐｌｉｔ

ｔｉｎｇ［Ｊ］．ＡｎｇｅｗａｎｄｔｅＣｈｅｍｉｅ，２０１９，１３１（１９）：６２２５６２３６．ＤＯＩ：１０．１００２／ａｎｉｅ．２０１８０９８９７．

［４３］　ＬＩＨａｎ，ＺＨＵＢｉｃｈｅｎｇ，ＣＡＯＳｈａｏｗｅｎ，犲狋犪犾．Ｃｏｎｔｒｏｌｌｉｎｇｄｅｆｅｃｔｓｉｎｃｒｙｓｔａｌｌｉｎｅｃａｒｂｏｎｎｉｔｒｉｄｅｔｏｏｐｔｉｍｉｚｅｐｈｏｔｏｃａｔａ

ｌｙｔｉｃＣＯ２ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＣｈｅｍｉｃａｌＣｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓ，２０２０，５６（４２）：５６４１５６４４．ＤＯＩ：１０．１０３９／ｄ０ｃｃ０１３３８ｂ．

［４４］　ＬＩＹｕｐｅｉ，ＨＥＪｉａｎｇｙａｎ，ＷＡＮＧＸｉａｏｊｉｎｇ，犲狋犪犾．ＩｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｃｒｙｓｔａｌｌｉｎｅｈｅｘａｇｏｎａｌＣ３Ｎ４ｉｎｔｏｇＣ３Ｎ４ ｗｉｔｈｅｎ
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　　　维生素犅６的合成代谢及其生产应用

李丹妮，郑忠亮

（武汉大学 生命科学学院，湖北 武汉４３００７２）

摘要：　为了得到环保、便捷且效率更高的维生素Ｂ６ 代谢生产途径，综述了维生素Ｂ６ 作为重要的生物活性小

分子在不同生物体中参与的天然合成代谢途径及目前研究发现的偶然代谢途径；同时，总结了利用生物酶法

与代谢工程生产维生素Ｂ６ 的生物合成法。结果表明：通过生物合成维生素Ｂ６ 可以代替化学合成法，但未来

仍需要研究者对代谢途径进行不断优化、筛选，以得到更高产量的维生素Ｂ６。

关键词：　维生素Ｂ６；系统代谢工程；偶然途径；酶催化
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ＬＩＤａｎｎｉ，ＺＨＥＮＧＺｈｏｎｇｌｉａｎｇ

（ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅｓ，ＷｕｈａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｗｕｈａｎ４３００７２，Ｃｈｉｎａ）

犃犫狊狋狉犪犮狋：　Ｉｎｏｒｄｅｒｔｏａｃｈｉｅｖｅａｎｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｌｙｆｒｉｅｎｄｌｙ，ｃｏｎｖｅｎｉｅｎｔ，ａｎｄｍｏｒｅｅｆｆｉｃｉｅｎｔｍｅｔａｂｏｌｉｃｐｒｏｄｕｃ

ｔｉｏｎｐａｔｈｗａｙｆｏｒｖｉｔａｍｉｎＢ６，ｔｈｅｎａｔｕｒａｌｍｅｔａｂｏｌｉｃａｎｄｓｅｒｅｎｄｉｐｉｔｏｕｓｐａｔｈｗａｙｓｏｆｖｉｔａｍｉｎＢ６ａｓａｎｉｍｐｏｒｔａｎｔ

ｂｉｏａｃｔｉｖｅｓｍａｌｌｍｏｌｅｃｕｌｅｉｎｖａｒｉｏｕｓｏｒｇａｎｉｓｍｓａｒｅｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅｌｙｒｅｖｉｅｗｅｄ．Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙ，ｔｈｅｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

ｍｅｔｈｏｄｏｆｖｉｔａｍｉｎＢ６ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｂｙｅｎｚｙｍｅａｎｄｍｅｔａｂｏｌｉｃｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓｉｓｓｕｍｍａｒｉｚｅｄ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓ

ｉｎｄｉｃａｔｅｔｈａｔｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｃａｎｓｅｒｖｅａｓａｎａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅｍｅｔｈｏｄｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｙｎｔｈｅｓｉｓｆｏｒｐｒｏｄｕｃｉｎｇｖｉｔａｍｉｎＢ６．

Ｈｏｗｅｖｅｒ，ｆｕｒｔｈｅｒｒｅｓｅａｒｃｈｉｓｎｅｅｄｅｄｔｏｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓｌｙｏｐｔｉｍｉｚｅａｎｄｓｃｒｅｅｎｔｈｅｍｅｔａｂｏｌｉｃｐａｔｈｗａｙｔｏｏｂｔａｉｎｈｉｇｈ

ｅｒｙｉｅｌｄｓｏｆｖｉｔａｍｉｎＢ６．

犓犲狔狑狅狉犱狊：　ｖｉｔａｍｉｎＢ６；ｓｙｓｔｅｍｍｅｔａｂｏｌｉｃｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ；ｓｅｒｅｎｄｉｐｉｔｏｕｓｐａｔｈｗａｙ；ｅｎｚｙｍｅｃａｔａｌｙｓｉｓ

维生素Ｂ６（ｖｉｔａｍｉｎＢ６，ＶＢ６）是一种重要的水溶性Ｂ族维生素，由吡哆醇、吡哆醛、吡哆胺、磷酸吡

哆醇、磷酸吡哆醛、磷酸吡哆胺６种形式组成，其中，磷酸吡哆醛（ｐｙｒｉｄｏｘａｌ５ｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＰＬＰ）具有生物

活性，磷酸吡哆胺（ｐｙｒｉｄｏｘａｍｉｎｅ５ｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＰＭＰ）只在较小程度上具有活性。ＰＬＰ作为生物体内的

活性小分子，以辅酶的形式参与各种代谢过程，至今为止在生物体中发现了１６０多种利用ＰＬＰ作为辅

因子的酶，这些ＰＬＰ依赖性酶涵盖了多种反应类型，如外消旋、脱羧、β／γ消除和取代反应
［１３］。最近有

研究发现，在自然界早期进化过程中，ＰＬＰ和金属的结合可以替代酶促转氨基反应，这些研究结果证明

了ＰＬＰ作为常见的辅酶即使在没有酶的情况下也可以充当代谢反应的催化剂
［４］。

在人体的肠道中，只有非磷酸化的ＶＢ６ 形式才可以进入肠细胞，从肠细胞出去以后在肝脏中被磷

酸化，ＶＢ６ 的６种形式在不同的细胞中有不同的运输形式。同时，ＰＬＰ作为人体中的活性小分子，以辅

　收稿日期：　２０２４?０１?１８

　通信作者：　郑忠亮（１９７６），男，副教授，博士，主要从事酶工程、应用生物化学的研究。Ｅｍａｉｌ：ｂｉｏｃｈｅｍ＠ｗｈｕ．ｅｄｕ．

ｃｎ。

　基金项目：　国家自然科学基金资助项目（３０８００１９０，８１３７２４４１）
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酶的形式协助酶参与神经递质合成、叶酸合成、血红素生物合成、单碳单元转移，从而促进核酸生物合

成、鞘磷脂合成和碳水化合物的代谢。维生素Ｂ６ 还与糖尿病、心脏病、癌症、心血管等多种疾病有

关［５６］。除了与上述疾病的发生机制相关，ＶＢ６ 还可以应用到临床治疗中。新冠肺炎患者通常产生过度

的Ｔ细胞反应和过量的促炎细胞因子来应对病毒，ＰＬＰ有助于抑制部分患者的细胞因子风暴与炎症的

发生［７８］。Ｐ５７是一种细胞周期蛋白依赖性激酶抑制剂
［９］，它通过调节ＶＢ６ 代谢，在低温治疗中有潜在

的应用价值。磷酸吡哆醛激酶（ｐｙｒｉｄｏｘａｌｋｉｎａｓｅ，ＰｄｘＫ）是Ｐ５７在体温调节中的一个未知的靶点，在临

床治疗环境中通过降低体温保护人体组织在神经血管、心血管缺血性疾病中避免造成细胞死亡［１０］。

基于此，本文综述了维生素Ｂ６ 的合成代谢及其生产应用。

１　维生素犅６的合成代谢通路

生物体存在２种不同的 ＶＢ６ 从头合成途径，即５磷酸脱氧木酮糖（ｄｅｏｘｙｘｙｌｕｌｏｓｅ５ｐｈｏｓｐｈａｔｅ，

ＤＸＰ）依赖性途径和非依赖性途径。ＤＸＰ依赖性途径主要存在于α和γ蛋白细菌中，如革兰氏阴性模

式菌大肠杆菌，并且在大肠杆菌的这一途径中，磷酸吡哆醇磷酸酶尚未被鉴定，可能使用具有非特异性

底物的磷酸酶［１］。ＤＸＰ非依赖性生物合成途径仅涉及ＰＬＰ合成酶复合体（ＰＬＰｓｙｎｔｈａｓｅｃｏｍｐｌｅｘ，

ＰｄｘＳＴ），在革兰氏阳性模式菌枯草芽孢杆菌、真菌、原生动物、古菌、植物和后生动物中发现。至今为止

还没有发现同时具有２种ＶＢ６ 从头合成途径的生物体，包括人类和其他哺乳动物在内的许多生物体只

存在ＶＢ６ 相互转化的补救途径
［１１］。

１．１　犇犡犘依赖性途径

ＤＸＰ依赖性途径含有来自２个分支途径的７种酶，均起始于丙三醇的磷酸化途径，如图１所示。

图１　维生素Ｂ６ 相关的代谢合成途径

Ｆｉｇ．１　ＭｅｔａｂｏｌｉｃｓｙｎｔｈｅｓｉｓｐａｔｈｗａｙｓｒｅｌａｔｅｄｔｏｖｉｔａｍｉｎＢ６

４磷酸赤藓糖（ｅｒｙｔｈｒｏｓｅ４ｐｈｏｓｐｈａｔｅ，Ｅ４Ｐ）在４磷酸赤藓糖脱氢酶（ｅｒｙｔｈｒｏｓｅ４ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙ

ｄｒｏｇｅｎａｓｅ，Ｅｐｄ）及辅酶ＮＡＤ
＋的催化下脱氢生成４磷酸赤酮酸（４ｐｈｏｓｐｈｏｅｒｙｔｈｒｏｎａｔｅ，４ＰＥ），接着在

４磷酸赤酮酸脱氢酶（４ｐｈｏｓｐｈｏｅｒｙｔｈｒｏｎａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＰｄｘＢ）及辅酶ＮＡＤ
＋的催化下脱氢生成２

氧代３羟基４磷酸丁酸（２ｏｘｏ３ｈｙｄｒｏｘｙ４ｐｈｏｓｐｈｏｂｕｔａｎｏａｔｅ，ＯＨＰＢ），ＰｄｘＢ在一些生物体中被同源

酶ＰｄｘＲ取代，如在犛犻狀狅狉犺犻狕狅犫犻狌犿犿犲犾犻犾狅狋犻中
［１２］。ＯＨＰＢ与谷氨酸（ｇｌｕｔａｍａｔｅ，Ｇｌｕ）在３磷酸丝氨酸

氨基转移酶（３ｐｈｏｓｐｈｏｓｅｒｉｎｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＳｅｒＣ）的催化作用下生成α酮戊二酸（αｋｅｔｏｇｌｕｔａｒａｔｅ，

αＫＧ）与４磷酸羟基犔苏氨酸（４ｐｈｏｓｐｈｏｈｙｄｒｏｘｙ犔ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ，４ＨＴＰ），αＫＧ可以作为ＰｄｘＢ的生理

再氧化剂。４ＨＴＰ作为底物在４磷酸羟基犔苏氨酸脱氢酶（４ｐｈｏｓｐｈｏｈｙｄｒｏｘｙ犔ｔｈｒｅｏｎｉｎｅｄｅｈｙｄｒｏ

ｇｅｎａｓｅ，ＰｄｘＡ）及辅酶 ＮＡＤ
＋的催化下生成３磷酸羟基１氨基丙酮（３ｐｈｏｓｐｈｏｈｙｄｒｏｘｙ１ａｍｉｎｏａｃｅ
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犺狋狋狆狊：／／犺犱狓犫．犺狇狌．犲犱狌．犮狀／

ｔｏｎｅ，ＰＨＡ），３磷酸甘油醛（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅ，Ｇ３Ｐ）与丙酮酸（ｐｙｒｕｖａｔｅ，Ｐｙｒ）在１脱氧木酮

糖５磷酸合成酶（１ｄｅｏｘｙｘｙｌｕｌｏｓｅ５ｐｈｏｓｐｈａｔｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ＤＸＳ）作用下生成ＤＸＰ，其与ＰＨＡ在磷酸吡

哆醇合成酶（ＰＮＰｓｙｎｔｈａｓｅ，ＰｄｘＪ）催化下生成磷酸吡哆醇（ｐｙｒｉｄｏｘｉｎｅ５ｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＰＮＰ），ＰＮＰ在ＰＮＰ

氧化酶（ＰＮＰｏｘｉｄａｓｅ，ＰｄｘＨ）氧化下生成终产物ＰＬＰ。

１．２　非犇犡犘依赖性途径

非ＤＸＰ依赖性途径由ＰｄｘＳＴ合酶组成，其中ＰｄｘＴ部分亚基通过序列比较预测是Ⅰ类谷氨酰胺

酶家族的成员，特征是半胱氨酸组氨酸谷氨酸催化三联体。谷氨酰胺氨基转移酶通常由２个结构域

组成，即合酶和谷氨酰胺酶结构域。在谷氨酰胺酶结构域中，谷氨酰胺被水解产生谷氨酸和氨，然后被

转移到合酶结构域，并用于合成相应的含氮化合物ＰＬＰ。谷氨酰胺酰胺转移酶复合物由２４个蛋白质

单元组成，这些蛋白质单元像齿轮一样组装，是１个与１２个ＰｄｘＴ亚基相连的１２元体ＰｄｘＳ。在ＰｄｘＳ

的Ｎ末端有１个独特的α螺旋，命名为αＮ，催化与ＰｄｘＴ亚基的相互作用
［１１，１３］。在模式菌枯草芽孢杆

菌的ＰｄｘＴ中，β３折叠和螺旋α３区域之间Ｇｌｙ
４７与Ａｌａ８０的肽氮形成氧阴离子孔，其被发现与ＰｄｘＳ、谷

氨酰胺形成三元复合物以进行正确的催化［１４］。该三元结构表明ＰｄｘＴ内部的氧阴离子构象通过与

ＰｄｘＳ的αＮ相互作用而稳定，也因此证明了二者之间的依赖性。此外，ＰｄｘＳＴ合酶复合物的结构表明，

氨在谷氨酰胺酶和合酶活性位点之间的远程转移通过ＰｄｘＳβ桶内富含甲硫氨酸的隧道。谷氨酰胺酰

胺转移酶复合体结构复杂、催化效率低，不利于通过改造手段提高酶的催化活性，因此，在ＶＢ６ 发酵生

产的改良过程中很少选择这条代谢途径［１，１４］。

１．３　维生素犅６ 补救途径

在生物体中，无论是否含有维生素Ｂ６ 的从头合成途径，它都存在补救途径。不含从头合成途径的

有机体可以通过从外界吸收吡哆醇（ｐｙｒｉｄｏｘｉｎｅ，ＰＮ）、吡哆醛（ｐｙｒｉｄｏｘａｌ，ＰＬ）和吡哆胺（ｐｙｒｉｄｏｘａｍｉｎｅ，

ＰＭ）在体内相互转化为维生素Ｂ６ 的６种形式。

补救途径主要含有２种酶：ＰｄｘＫ和ＰｄｘＨ，ＰＮ／ＰＬ／ＰＭ 均可以在前者的作用下生成ＰＮＰ／ＰＬＰ／

ＰＭＰ。在大肠杆菌和其他原核生物中发现含有由基因狆犱狓犢 编码的同源ＰＬ激酶ＰｄｘＹ，ＰｄｘＹ 与

ＰｄｘＫ激酶具有非常低的序列同一性（约３０％），该蛋白也在补救途径中发挥作用，但与ＰｄｘＫ相比，催

化活性非常低。ＰＮＰ与ＰＭＰ均可以在ＰｄｘＨ的催化下生成ＰＬＰ，３种磷酸化的ＶＢ６ 分子在磷酸酶的

作用下去磷酸化。研究者发现，狔犫犺犃基因编码一种ＰＬＰ磷酸酶，该酶属于卤酸脱卤酶（ＨＡＤ）超家族。

在大肠杆菌体内发现１种ＰｄｘＩ酶，在辅酶ＮＡＰＤ＋的协助下，将ＰＬ还原成ＰＮ。ＰＬＰ和ＰＭＰ的互转

在转氨酶的作用下进行。据研究，在枯草芽孢杆菌中可能不存在ＰｄｘＨ酶，枯草芽孢杆菌中的狆犱狓犛犜

敲除突变体对ＰＬ是营养缺陷型，而ＰＮ与突变体的互补性非常弱。枯草芽孢杆菌可以吸收并磷酸化

ＰＬ，但很难（或不能）为其生长需求募集ＰＮ，这很可能是由于缺乏专用的ＰＮＰ氧化酶，并且在枯草芽孢

杆菌基因组中缺失了编码大肠杆菌ＰＮＰ氧化酶的狆犱狓犎 同源物
［１５１６］。

２　维生素犅６的生产应用

２．１　维生素犅６ 的生物合成

纵观维生素Ｂ６ 的生产过程，从化学合成法到采用绿色、环保的微生物发酵，展现了现代生物基因改

造手段的不断进化。化学合成大多围绕唑法不断改良，产率提高的同时也引发了环保的问题，化学过

程使用了过多的溶剂，如苯和甲苯，且工业副产品处理困难、成本高昂，如大量的磷酸盐［１７］。此外，高温

和氯化反应增加了安全风险，国内多家工厂曾出现因生产带来污染而停工的现象，通过微生物生产维生

素也因此快速发展。

虽然ＰＬＰ是在生物体内起作用的维生素Ｂ６ 形式，由于人体肠道无法吸收磷酸化的ＶＢ６，因此，商

业化的维生素Ｂ６ 大多为ＰＮ
［６］。ＶＢ６ 合成的研究集中在ＤＸＰ依赖途径，所用的工程菌主要有大肠杆菌

（犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻，犈．犮狅犾犻）、枯草芽孢杆菌（犅犪犮犻犾犾狌狊狊狌犫狋犻犾犻狊，犅．狊狌犫狋犻犾犻狊）、苜蓿中华根瘤菌（犛犻狀狅狉犺犻

狕狅犫犻狌犿犿犲犾犻犾狅狋犻，犛．犿犲犾犻犾狅狋犻）等。早在２０世纪７０年代，人们就将目光投入到原核生物上，最早基因工

程还没有达到现在的水平，只通过表达野生型菌株得到维生素Ｂ６。随着对微生物体内代谢途径研究的
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深入，研究者开始对上述模式菌株进行简单改造，通过过表达ＶＢ６ 合成途径中的一种或多种天然或异

源的酶来达到提高ＶＢ６ 的产量的目的
［１８２０］。工程菌生产维生素Ｂ６ 的优化方式，如表１所示。表１中：狋

为时间；ρ为产量；Ｅｃ为犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻；Ｓｍ为犛犻狀狅狉犺犻狕狅犫犻狌犿犿犲犾犻犾狅狋犻；Ｅｍｅ为犈狀狊犻犳犲狉犿犲犾犻犾狅狋犻；Ｇｎｉ

为犌犾犪犮犻犲犮狅犾犪狀犻狋狉犪狋犻狉犲犱狌犮犲狀狊；ＭＭ为基本培养基。

表１　工程菌生产维生素Ｂ６ 的优化方式

Ｔａｂ．１　ＯｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｆｏｒｐｒｏｄｕｃｉｎｇｖｉｔａｍｉｎＢ６ｂｙｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇｂａｃｔｅｒｉａ

菌株 培养基 优化策略 产物 ρ／ｍｇ·Ｌ
－１ 狋／ｈ 文献

犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻 ＭＭ＋酵母提取物 犲狆犱Ｅｃ，狆犱狓犑Ｅｃ，犱狓狊Ｅｃ ＶＢ６ ＞７８ ３１ ［１８］

犛犻狀狅狉犺犻狕狅犫犻狌犿犿犲犾犻犾狅狋犻
ＩＦＯ１４７８２

ＭＭ＋酵母提取物 － ＰＮ １０３ １６８ ［１０］

犛犻狀狅狉犺犻狕狅犫犻狌犿犿犲犾犻犾狅狋犻
ＩＦＯ１４７８２

ＭＭ＋酵母提取物 狆犱狓犘Ｓｍ，狆犱狓犑Ｅｃ ＰＮ １４９ ２１６ ［１０］

犛犻狀狅狉犺犻狕狅犫犻狌犿犿犲犾犻犾狅狋犻
ＩＦＯ１４７８２

ＭＭ＋酵母提取物 狆犱狓犑Ｓｍ ＰＮ ３６２ １６８ ［１０］

犛犻狀狅狉犺犻狕狅犫犻狌犿犿犲犾犻犾狅狋犻
ＩＦＯ１４７８２

ＭＭ＋酵母提取物 犲狆犱Ｅｃ，狆犱狓犑Ｓｍ ＰＮ １３００ １６８ ［１０］

犅犪犮犻犾犾狌狊狊狌犫狋犻犾犻狊
ＭＭ＋酵母提取物＋

４ＨＴ＋ＤＸ

Δ狆犱狓犛犜，犲狆犱Ｅｃ，狆犱狓犚 和狊犲狉犆
一个表达盒，狆犱狓犃Ｓｍ与狆犱狓犑
Ｓｍ一个表达盒

ＰＮ ５４ ７２ ［１４］

犅犪犮犻犾犾狌狊狊狌犫狋犻犾犻狊
ＭＭ＋氨基酸
混合物＋４ＨＴ

Δ狆犱狓犛犜，狆犱狓犃Ｅｃ与狆犱狓犑Ｓｍ
一 个 表 达 盒，犫犮犪犘 （Δ１０９４～
１１５９ ）， Ｐｓｐａｃ ｄｘｓ ｅｒｍ，

ΔｔｒｐＥＤＦＣＡＢ：ｔｅｔＰｈｏｍ（Ｔ６３Ｃ）

ＰＮ ７２ ７２ ［１５］

犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻 ＦＭ１．４培养基

Δ狆犱狓犎：：狆犱狓犛犜，Δ狆狋犪：：Ｐｔａｃ
狆犱狓犘（Ｅｍｅ），ｐ１５ＡＳＩＰｔａｃ犲狆犱
（Ｇｎｉ）狆犱狓犅（Ｅｃ）犱狓狊（Ｅｍｅ）
ＰＪ２３１１１９狊犲狉犆 （Ｅｃ），ｐＲＳＦＤｕｅｔ１＿
Ｐ３狆犱狓犃 （ Ｈ１３６Ｎ ）狆犱狓犑
（Ｅ１０４Ｔ／Ｉ２１８Ｌ／Ｇ１９４Ｃ）突变体

ＰＮ １４００ ４８ ［１］

　　Ｃｏｍｍｉｃｈａｕ等
［１５］通过在枯草芽孢杆菌中过表达ＤＸＰ依赖性合成维生素Ｂ６ 途径的５个基因生成

ＰＮ生产菌株，将来源于大肠杆菌和苜蓿中华根瘤菌的基因狆犱狓犃，狆犱狓犑，犲狆犱，狊犲狉犆与狆犱狓犚 组装到２

个表达盒中，并插入到敲除了狆犱狓犛犜的枯草芽孢杆菌染色体。通过优化生长条件并共同加入４羟基

苏氨酸（４ｈｙｄｒｏｘｙ犔ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ，４ＨＴ）和脱氧木酮糖（ｄｅｏｘｙｘｙｌｕｌｏｓｅ，ＤＸ）来提高产率。尽管通过在培

养基中加入特定被４ＨＴ抑制合成的氨基酸可以优化生长条件，但是氨基酸的存在仍会产生反馈抑制，

改造后的菌株对引入的异源维生素Ｂ６ 途径的一种或多种酶存在强烈的选择压力，暴露了异源表达生产

ＰＮ技术的局限性。

前人的研究成果显示，仅利用过表达某种或某几种基因可能会暂时提高维生素Ｂ６ 的产量，但是得

到的工程菌不稳定、遗传性差，远不如通过适应性突变得到的菌株性状稳定，推测原因有以下３点。

１）参与ＤＸＰ代谢途径的７种酶的动力学性质不同，其中，ＰｄｘＡ与ＰｄｘＪ属于限速酶，在代谢通路

中催化速率较慢，而Ｅｐｄ，ＰｄｘＢ与ＳｅｒＣ反应速率快，如果不控制酶的表达量很容易造成毒性中间产物

４ＨＴＰ过度积累，最终使菌株死亡，４ＨＴＰ合成的过程使同型丝氨酸激酶（ｈｏｍｏｓｅｒｉｎｅｋｉｎａｓｅ，ＴｈｒＢ）酶

促反应功能单一化，抑制了多种氨基酸的合成（图１）。

２）生物体内内环境的调控作用会维持ＰＬＰ的稳定，据显示，ＰＬＰ仅以非常小的催化量被需要，并

且一些酶储存ＰＬＰ，其可以被转移到依赖于ＰＬＰ的载酶。再加上低效的酶通过维生素Ｂ６ 生物合成途

径的代谢通量非常低，因此，实际生产中应减弱终产物ＰＬＰ对ＶＢ６ 合成途径的抑制。

３）模式菌株被动地转入基因后进行发酵并不稳定，几代以后容易造成基因丢失，而通过改变培养

环境得到的适应性突变菌株却可以得到稳定的遗传。

有了以上研究经验，为了提高生产菌的遗传稳定性，Ｃｏｍｍｉｃｈａｕ等
［１６］运用适应性突变的策略，在添

加了４ＨＴ的培养基中获得了耐受型枯草芽孢杆菌突变菌，并发现犫犮犪犘 基因的１０９４～１１５９碱基缺

失，由于该基因编码犅．狊狌犫狋犻犾犻狊和犔犪犮狋狅犮狅犮犮狌狊犾犪犮狋犻狊中的支链氨基酸渗透酶，推测犫犮犪犘的缺失减慢了
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４ＨＴ的吸收速度，并解除了对氨基酸合成的竞争性抑制。犺狅犿狋犺狉犆狋犺狉犅 操纵子编码参与苏氨酸生物

合成转化的酶，通过适应性突变所得到的耐受型菌株的启动子发生变异，命名该突变为Ｐｈｏｍ（Ｔ６３Ｃ）。

Ｐｈｏｍ（Ｔ６３Ｃ）启动子突变导致对苏氨酸抑制的解除，增强了对干扰苏氨酸生物合成的４ＨＯＴｈｒ的抗

性。芳香族化合物的积累表明，新的维生素Ｂ６ 代谢途径与色氨酸生物合成途径之间存在相互干扰。为

了防止菌株产生副产物，研究者构建了删除色氨酸操纵子的菌株ΔｔｒｐＥＤＦＣＡＢ，发现此时维生素Ｂ６ 途

径和Ｔｒｐ生物合成途径之间的干扰解除。为了提高突变株的产率，在添加了ＤＸ的培养基中获得了适

应性突变，在枯草芽孢杆菌中组成型表达生成ＤＸＰ的同源酶（基因型Ｐｓｐａｃｄｘｓｅｒｍ），至此，在宿主菌体

内产生了非天然ＤＸＰ依赖性ＶＢ６ 合成途径
［１１，１６］。

近期，Ｌｉｕ等
［１］通过迭代多模块优化策略做出了以下改进。

１）在大肠杆菌系统中解耦连ＰＮ和ＰＬＰ的生产途径，有机体不会因为ＰＬＰ含量过高而抑制ＤＸＰ

依赖途径的发生。在敲除狆犱狓犎 基因的位点插入狆犱狓犛犎，并通过调节核糖体结合位点（ｒｉｂｏｓｏｍｅｂｉｎｄ

ｉｎｇｓｉｔｅ，ＲＢＳ）强度提高翻译强度。同时，将ＰＮＰ磷酸酶（犘犖犘狆犺狅狊狆犺犪狋犪狊犲，狆犱狓犘）基因插入大肠杆菌

的磷酸乙酰转移酶（狆犺狅狊狆犺犪狋犲犪犮犲狋狔犾狋狉犪狀狊犳犲狉犪狊犲，狆狋犪）基因座中，从而避免了ＰＮＰ积累对氨基酸代谢

的抑制。

２）对关键酶ＰｄｘＡ和ＰｄｘＪ进行理性设计，通过将ＰｄｘＡ的 Ｈｉｓ１３６位点突变为Ａｓｎ氨基酸，发现

可以使酶与底物产生直接相互作用，有利于 ＰｄｘＡ 的稳定催化，从而提高收率。ＰｄｘＪ的突变体

（Ｅ１０４Ｔ／Ｉ２１８Ｌ／Ｇ１９４Ｃ）也被证明可以提高酶的催化能力。

３）敲除３磷酸甘油酸脱氢酶基因（３狆犺狅狊狆犺狅犇犵犾狔犮犲狉犪狋犲犱犲犺狔犱狉狅犵犲狀犪狊犲，狊犲狉犃）补充甘氨酸、

αＫＧ，促进ＳｅｒＣ从主要合成丝氨酸转向对 ＶＢ６ 的合成，以甘氨酸（ｇｌｙｃｉｎｅ，Ｇｌｙ）替代丝氨酸（ｓｅｒｉｎｅ，

Ｓｅｒ），以防止丝氨酸的浓度过高而对菌株造成的生长抑制。αＫＧ作为ＰｄｘＢ的生理再氧化剂促进了代

谢的进行。

４）把维生素Ｂ６ 合成途径划分为上游推动部分和下游拉动部分，在４ＨＴＰ处分离。上游部分由低

拷贝质粒表达Ｅｐｄ，Ｄｘｓ，ＰｄｘＢ和ＳｅｒＣ组成，通过提供足够的ＤＸＰ和中间４ＨＴＰ来增强推动驱动力，

下游通路由高拷贝质粒表达关键酶ＰｄｘＡ和ＰｄｘＪ组成以增加拉力。

２．２　维生素犅６ 的偶然途径合成

研究者对模式菌株大肠杆菌与枯草芽孢杆菌突变体进行抑制因子筛选，使其携带天然途径或异源

基因的突变，从而揭示了ＰＬＰ生物合成的新途径。这些途径由具有多种底物的非特异性酶和已经参与

维生素Ｂ６ 生物合成的酶组成。因此，犈．犮狅犾犻与犅．狊狌犫狋犻犾犻狊含有多种混杂的酶，导致所谓的偶然途径

（ｓｅｒｅｎｄｉｐｉｔｏｕｓｐａｔｈｗａｙ，ＳＰ），使细菌绕过被破坏的维生素Ｂ６ 生物合成途径。

以大肠杆菌为例，截止目前，研究者已发现至少４条偶然途径可以在敲除了ＶＢ６ 合成途径中的酶

时提供临时的补充合成途径（图１）。他们通过将含有３２７６个来自大肠杆菌的ＯＲＦ引入质粒中，并在

敲除狆犱狓犅基因的大肠杆菌中过表达，发现其中有７种不同基因的过表达恢复了Δ狆犱狓犅菌株的生长。

通路１的具体途径已经被研究者诠释，这条途径是通过ＹｅａＢ（未知具体功能）、犔丙氨酸醛缩酶（犔

ａｌｌｏｔｈｒｅｏｎｉｎｅａｌｄｏｌａｓｅ，ＬｔａＥ）和ＴｈｒＢ将３磷酸羟基丙酮酸盐（３ｐｈｏｓｐｈｏｈｙｄｒｏｘｙｐｙｒｕｖａｔｅ，３ＰＨＰ）从

丝氨酸合成途径拉向合成维生素Ｂ６。这种新型代谢途径所产生的中间产物可能含有对宿主生长不利

的物质，如４ＨＴ与３羟基丙酮酸（３ｈｙｄｒｏｘｙｐｙｒｕｖａｔｅ，３ＨＰ），３ＨＰ抑制丝氨酸和支链氨基酸的产生，

而４ＨＴ干扰苏氨酸的生物合成。正常代谢网络的成分以３种方式干扰新的ＰＬＰ合成途径：丝氨酸通

过负反馈机制抑制ＳｅｒＡ作用，并阻止新途径中第１个中间体３ＰＨＰ的形成；同型丝氨酸（Ｈｏｍｏｓｅｒ

ｉｎｅ，ＨｏｍｏＳｅｒ）在新的合成途径中抑制４ＨＴ向４ＨＴＰ的转化，因为ＴｈｒＢ可以非特异性的磷酸化４ＨＴ

与同型丝氨酸；乙酰羟基酸合成酶的同工酶将３ＨＰ从新的途径中转移出来，形成１个代谢产物。

通路２由咪唑焦磷酸脱水酶和组氨酸磷酸酶（ｉｍｉｄａｚｏｌｅｇｌｙｃｅｒｏｌｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒａｔａｓｅａｎｄｈｉｓｔｉｄｉ

ｎｏｌｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＨｉｓＢ）、Ｐｈｐ（未知具体功能）和ＹｊｂＱ（未知具体功能）３种酶构成，通过生成ＯＨＰＢ进

入代谢途径。

通路３目前只发现了３脱氢奎尼酸合成酶（３犱犲犺狔犱狉狅狇狌犻狀犪狋犲狊狔狀狋犺犪狊犲，犪狉狅犅）基因，由于ＡｒｏＢ没

有可检测的４ＨＴＰ脱氢酶活性，推测其可能通过生成ＰＨＡ替代原有代谢途径，目前还没有研究对通路
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２和通路３进行详细的解释。

近些年，研究者利用Δ狆犱狓犅菌株在含有葡萄糖作为唯一碳源的培养基中进化上百代，得到了在葡

萄糖中生长旺盛并可以合成ＰＬＰ的菌株发现了第４条偶然途径。这条途径由已经参与 ＶＢ６ 合成的

ＳｅｒＡ，ＳｅｒＣ和ＴｈｒＢ组成，起始于ＳｅｒＡ对赤藓糖（Ｅｒｙｔｈｒｏｎａｔｅ）的氧化，除此以外还发现了这些酶以外

的基因突变［２１２４］。

除了在大肠杆菌中，在枯草芽孢杆菌也发现了非天然代谢途径，通过对敲除了狆犱狓犛犜基因并插入

狆犱狓犎 与狆犱狓犑基因的菌株进行适应性实验室进化得到了含有Δ犫狊犺犆缺陷基因的菌株，再次进行适应

性突变得到了狔狋狅犙（未知具体功能）基因表达增强，使得突变株的ＰＬＰ生成速度达到了与野生型一致

的水平［２５２６］。

研究表明，偶然代谢途径的出现并不一定需要该途径中编码酶的基因发生突变，也可能是由于人为

突变改变了代谢产物中其他蛋白质和代谢产物的水平，在进化过程中由选择压力形成的新代谢路径中

起作用的酶开始对原本结合能力较弱的非天然底物产生作用。偶然途径的出现提示，在模式菌株中合

成维生素Ｂ６ 不仅依赖于天然代谢，还可采用由于酶底物的非特异性而产生的偶然代谢途径，这些途径

可以在一定程度上减少合成ＶＢ６ 所需的步骤。想要利用偶然合成途径需要解决宿主的天然途径对非

天然代谢的影响，可以改造偶然途径的非特异性代谢中间酶，将氨基酸合成途径与ＶＢ６ 代谢途径分开，

同时由于丝氨酸的多效性，如果想要提高通路１的流通量，可以增加其他中间产物的量，而不应通过在

培养基中添加丝氨酸补充物获得。

３　总结与展望

鉴于维生素Ｂ６ 对疾病治疗、保健品、科研材料、工业生产的重要性，高效、绿色环保、简单快捷地生

产ＶＢ６ 对化学及生物领域仍是不断发展的方向。近年来，随着系统代谢工程的提出，系统生物学、合成

生物学、进化工程与传统的代谢工程结合在了一起，从而促进高性能菌株的发展，这些领域的出现也为

生物合成ＶＢ６ 提供了更多的思路。在后续对ＶＢ６ 合成的研究中，科研工作者不仅要考虑产物的产率，

还要从实验菌株的稳定性入手。

从微观角度看，研究可以从 ＤＮＡ 水平、转录水平、蛋白质翻译水平进行，ＤＮＡ 水平可以通过

ＣＲＩＳＰＲＣａｓ进行基因编辑、适应性实验室进化（ａｄａｐｔｉｖｅｌａｂｏｒａｔｏｒｙｅｖｏｌｕｔｉｏｎ，ＡＬＥ）等技术，从而避免

质粒转化造成的基因丢失、菌株性状不稳定；转录水平可以从更换启动子、核糖开关、不同拷贝水平载体

入手，也可以通过ＣＲＩＳＰＲｉ，ＣＲＩＳＰＲａ对转录进行抑制或激活、随机突变等方式改变启动子强度，或者

采用动态方式使用可以响应代谢环境变化的启动子；翻译水平可以通过使用稳定性不同的核糖体结合

位点实现［２７３０］。

从宏观角度看，可以从已经明晰的主要代谢途径入手，提高碳利用效率，增加主要途径的代谢流量，

减少并分离旁支的分流，解除限速步骤，防止中间有毒代谢产物的积累。同时，也需要考虑还原力

（ＮＡＤ＋／ＮＡＤＰ＋）与能量（ＡＴＰ）产生与消耗的平衡。有研究者在优化生产犔赖氨酸时就提出碳通量

的可用性对产物的生物合成至关重要，增加前体的供应、增强核心代谢途径、削弱竞争代谢途径是将碳

通量引导到产物合成的有效途径。除此以外，还需要考虑产物对代谢调控的抑制，可以通过在宿主体内

增强转运蛋白的表达来减弱反馈抑制［３１］。除了主要代谢途径，也可以利用较短的偶然代谢途径，但是

需要分开偶然代谢与这些酶参与的其他代谢途径之间的相互作用。

随着计算手段的进步，机器学习在代谢设计的基因注释、途径设计与构建、代谢流量优化等方面均

有应用，可以利用Ｒｏｓｅｔｔａ，ＦｏｌｄＸ，ＤｉｓｃｏｖｅｒｙＳｔｕｄｉｏ等软件对酶的结构进行理性设计与改造。酶的设

计可以从对酶的底物通道、表面、环（ｌｏｏｐ）区改造入手，改变酶分子中的通道结构影响底物、产物和反应

中间体在酶分子内部的转移。改变酶分子表面的氨基酸可以改变酶与底物、辅酶、反应中间体的相互作

用，引入新的相互作用并消除局部的不良效应。Ｌｏｏｐ区远离活性位点氨基酸的改造可以通过构象变化

影响底物的识别和催化，提高对存在对映体底物的立体选择性［３２３４］。酶的突变可以增强酶的热稳定性

或与底物结合能力，使得酶促反应的专一性增强，加快其在代谢通路中的反应进程。

３９５第５期　　　　　　　　　　　　 李丹妮，等：维生素Ｂ６ 的合成代谢及其生产应用
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无论是以上哪一种方法都需要不断尝试，目前生物学方法生产维生素Ｂ６ 因产量低而没有替代化学

法，未来仍需要在前人研究的基础上完善、更新传统的方法体系，从而得到可以大规模生产的发酵策略。

参考文献：

［１］　ＬＩＵＬｉｎｘｉａ，ＬＩＪｉｎｌｏｎｇ，ＧＡＩＹｕａｎｍｉｎｇ，犲狋犪犾．Ｐｒｏｔｅｉｎｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇａｎｄｉｔｅｒａｔｉｖｅｍｕｌｔｉｍｏｄｕｌｅｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｆｏｒｖｉｔａｍｉｎ

Ｂ６ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｉｎ犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻［Ｊ］．ＮａｔｕｒｅＣｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓ，２０２３，１４（１）：５３０４．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｓ４１４６７０２３４０９２８

０．

［２］　ＤＵＹｉｌｉｎｇ，ＲＹＡＮＫ．Ｐｙｒｉｄｏｘａｌｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｒｅａｃｔｉｏｎｓｉｎｔｈｅｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｎａｔｕｒａｌｐｒｏｄｕｃｔｓ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒａｌ

ＰｒｏｄｕｃｔＲｅｐｏｒｔｓ，２０１９，３６（３）：４３０４５７．ＤＯＩ：１０．１０３９／ｃ８ｎｐ０００４９ｂ．

［３］　ＬＩＡＮＧＪｉｎｇ，ＨＡＮＱｉａｎ，ＴＡＮＹａｎｇ，犲狋犪犾．Ｃｕｒｒｅｎｔａｄｖａｎｃｅｓｏｎｓｔｒｕｃｔｕｒｅｆｕｎｃｔｉｏｎｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓｏｆｐｙｒｉｄｏｘａｌ５′

ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｅｎｚｙｍｅｓ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔｉｅｒｓｉｎＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，２０１９，６：４．ＤＯＩ：１０．３３８９／ｆｍｏｌｂ．２０１９．００００４．

［４］　ＤＨＥＲＢＡＳＳＹＱ，ＭＡＹＥＲＲ，ＭＵＣＨＯＷＳＫＡＫ，犲狋犪犾．Ｍｅｔａｌｐｙｒｉｄｏｘａｌｃｏｏｐｅｒａｔｉｖｉｔｙｉｎｎｏｎｅｎｚｙｍａｔｉｃｔｒａｎｓａｍｉｎａ

ｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆｔｈｅＡｍｅｒｉｃａｎＣｈｅｍｉｃａｌＳｏｃｉｅｔｙ，２０２３，１４５（２４）：１３３５７１３３７０．ＤＯＩ：１０．１０２１／ｊａｃｓ．３ｃ０３５４２．

［５］　ＳＴＡＣＨＫ，ＳＴＡＣＨ Ｗ，ＡＵＧＯＦＦＫ．ＶｉｔａｍｉｎＢ６ｉｎｈｅａｌｔｈａｎｄｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．Ｎｕｔｒｉｅｎｔｓ，２０２１，１３（９）：３２２９．ＤＯＩ：１０．

３３９０／ｎｕ１３０９３２２９．

［６］　ＷＩＬＳＯＮＭ，ＰＬＥＣＫＯＢ，ＭＩＬＬＳＰ，犲狋犪犾．ＤｉｓｏｒｄｅｒｓａｆｆｅｃｔｉｎｇｖｉｔａｍｉｎＢ６ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＩｎｈｅｒｉｔｅｄＭｅｔａ

ｂｏｌｉｃＤｉｓｅａｓｅ，２０１９，４２（４）：６２９６４６．ＤＯＩ：１０．１００２／ｊｉｍｄ．１２０６０．

［７］　ＫＵＭＲＵＮＧＳＥＥＴ，ＺＨＡＮＧＰｅｉｐｅｉ，ＣＨＡＲＴＫＵＬＭ，犲狋犪犾．ＰｏｔｅｎｔｉａｌｒｏｌｅｏｆｖｉｔａｍｉｎＢ６ｉｎａｍｅｌｉｏｒａｔｉｎｇｔｈｅｓｅｖｅｒｉｔｙ

ｏｆＣＯＶＩＤ１９ａｎｄｉｔｓｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔｉｅｒｓｉｎＮｕｔｒｉｔｉｏｎ，２０２０，７：５６２０５１．ＤＯＩ：１０．３３８９／ｆｎｕｔ．２０２０．５６２０５１．

［８］　ＩＴＯＴ．Ｒｏｌｅｏｆｔｈｅｃｏｎｓｅｒｖｅｄｐｙｒｉｄｏｘａｌ５′ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎＹｇｇＳ／ＰＬＰＢＰｉｎｖｉｔａｍｉｎＢ６ａｎｄａｍｉｎｏａｃｉｄｈｏ

ｍｅｏｓｔａｓｉｓ［Ｊ］．Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ，ＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｐｇｙａｎｄＢｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０２２，８６（９）：１１８３１１９１．ＤＯＩ：１０．１０９３／ｂｂｂ／ｚｂａｃ１１３．

［９］　ＧＵＯＨｕｉ，ＴＩＡＮＴａｏ，ＮＡＮＫｅｊｕｎ，犲狋犪犾．Ｐ５７：Ａｍｕｌｔｉｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｐｒｏｔｅｉｎｉｎｃａｎｃｅｒ（ｒｅｖｉｅｗ）［Ｊ］．ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＪｏｕｒ

ｎａｌｏｆＯｎｃｏｌｏｇｙ，２０１０，３６（６）：１３２１１３２９．ＤＯＩ：１０．３８９２／ｉｊｏ＿０００００６１７．

［１０］　ＷＡＮＧＲｕｉｎａ，ＸＩＡＯＬｅｉ，ＰＡＮＪｉａｎｂｏ，犲狋犪犾．ＮａｔｕｒａｌｐｒｏｄｕｃｔＰ５７ｉｎｄｕｃｅｓｈｙｐｏｔｈｅｒｍｉａｔｈｒｏｕｇｈｔａｒｇｅｔｉｎｇｐｙｒｉｄｏｘａｌ

ｋｉｎａｓｅ［Ｊ］．ＮａｔｕｒｅＣｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｓ，２０２３，１４（１）：５９８４．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｓ４１４６７０２３４１４３５ｙ．

［１１］　ＲＯＳＥＮＢＥＲＧＪ，ＩＳＣＨＥＢＥＣＫＴ，ＣＯＭＭＩＣＨＡＵＦ．ＶｉｔａｍｉｎＢ６ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｉｎｍｉｃｒｏｂｅｓａｎｄａｐｐｒｏａｃｈｅｓｆｏｒｆｅｒ

ｍｅｎｔａｔｉｖｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＡｄｖａｎｃｅｓ，２０１７，３５（１）：３１４０．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｂｉｏｔｅｃｈａｄｖ．２０１６．１１．００４．

［１２］　ＴＡＺＯＥＭ，ＩＣＨＩＫＡＷＡＫ，ＨＯＳＨＩＮＯＴ．Ｆｌａｖｉｎａｄｅｎｉｎｅｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔ４ｐｈｏｓｐｈｏ犇ｅｒｙｔｈｒｏｎａｔｅｄｅｈｙ

ｄｒｏｇｅｎａｓｅｉｓｒｅｓｐｏｎｓｉｂｌｅｆｏｒｔｈｅ４ｐｈｏｓｐｈｏｈｙｄｒｏｘｙ犔ｔｈｒｅｏｎｉｎｅｐａｔｈｗａｙｉｎｖｉｔａｍｉｎＢ６ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｉｎ犛犻狀狅狉犺犻狕狅犫犻

狌犿犿犲犾犻犾狅狋犻［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＢａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙ，２００６，１８８（１３）：４６３５４６４５．ＤＯＩ：１０．１１２８／ＪＢ．０１９９９０５．

［１３］　ＲＩＣＨＴＳＢ，ＲＯＳＥＮＢＥＲＧＪ，ＣＯＭＭＩＣＨＡＵＦ．Ａｓｕｒｖｅｙｏｆｐｙｒｉｄｏｘａｌ５′ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｔｈｅ

ｇｒａｍｐｏｓｉｔｉｖｅｍｏｄｅｌｂａｃｔｅｒｉｕｍ犅犪犮犻犾犾狌狊狊狌犫狋犻犾犻狊［Ｊ］．ＦｒｏｎｔｉｅｒｓｉｎＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，２０１９，６：３２．ＤＯＩ：１０．３３８９／

ｆｍｏｌｂ．２０１９．０００３２．

［１４］　ＦＩＴＺＰＡＴＲＩＣＫＴ，ＡＭＲＨＥＩＮＮ，ＫＡＰＰＥＳＢ，犲狋犪犾．ＴｗｏｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｒｏｕｔｅｓｏｆｄｅｎｏｖｏｖｉｔａｍｉｎＢ６ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ：

Ｎｏｔｔｈａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｆｔｅｒａｌｌ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｅｍｉｃａｌＪｏｕｒｎａｌ，２００７，４０７（１）：１１３．ＤＯＩ：１０．１０４２／ＢＪ２００７０７６５．

［１５］　ＣＯＭＭＩＣＨＡＵＦ，ＡＬＺＩＮＧＥＲＡ，ＳＡＮＤＥＲ，犲狋犪犾．Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｎｏｎｎａｔｉｖｅｄｅｏｘｙｘｙｌｕｌｏｓｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｖｉｔａ

ｍｉｎＢ６ｐａｔｈｗａｙｉｎ犅犪犮犻犾犾狌狊狊狌犫狋犻犾犻狊ｆｏｒｔｈｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｐｙｒｉｄｏｘｉｎｅ［Ｊ］．ＭｅｔａｂｏｌｉｃＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，２０１４，２５：３８４９．

ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｙｍｂｅｎ．２０１４．０６．００７．

［１６］　ＣＯＭＭＩＣＨＡＵＦ，ＡＬＺＩＮＧＥＲＡ，ＳＡＮＤＥＲ，犲狋犪犾．Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ犅犪犮犻犾犾狌狊狊狌犫狋犻犾犻狊ｆｏｒｔｈｅｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎｏｆｔｈｅａｎｔｉｍｅ

ｔａｂｏｌｉｔｅ４ｈｙｄｒｏｘｙ犔ｔｈｒｅｏｎｉｎｅｔｏｐｙｒｉｄｏｘｉｎｅ［Ｊ］．ＭｅｔａｂｏｌｉｃＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，２０１５，２９：１９６２０７．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｙｍ

ｂｅｎ．２０１５．０３．００７．

［１７］　徐勇智，范卫东，党登峰，等．维生素Ｂ６ 的合成研究进展［Ｊ］．广州化工，２０１２，４０（１２）：５０５１．ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．

１００１９６７７．２０１２．１２．０１９．

［１８］　ＴＡＺＯＥＭ，ＩＣＨＩＫＡＷＡＫ，ＨＯＳＨＩＮＯＴ．ＢｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｖｉｔａｍｉｎＢ６ｉｎ犚犺犻狕狅犫犻狌犿：犐狀狏犻狋狉狅ｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｐｙｒｉｄｏｘ

ｉｎｅｆｒｏｍ１ｄｅｏｘｙ犇ｘｙｌｕｌｏｓｅａｎｄ４ｈｙｄｒｏｘｙ犔ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ［Ｊ］．Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ，ＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙａｎｄＢｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２００２，６６

（４）：９３４９３６．ＤＯＩ：１０．１２７１／ｂｂｂ．６６．９３４．

［１９］　ＨＯＳＨＩＮＯＴ，ＩＣＨＩＫＡＷＡＫ，ＴＡＺＯＥＭ．ＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｆｏｒｔｈｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｖｉｔａｍｉｎＢ６：ＵＳ２００６／

０２２８７８５Ａ１［Ｐ］．２００６０６１５［２０２４０１０１］．

［２０］　ＡＣＥＶＥＤＯＲＯＣＨＡＣ，ＧＲＯＮＥＮＢＥＲＧＬ，ＭＡＣＫ Ｍ，犲狋犪犾．Ｍｉｃｒｏｂｉａｌｃｅｌｌｆａｃｔｏｒｉｅｓｆｏｒｔｈｅｓｕｓｔａｉｎａｂｌｅｍａｎｕｆａｃ

４９５ 华 侨 大 学 学 报 （自 然 科 学 版）　　　　　　　　　　　　　　２０２４年



犺狋狋狆狊：／／犺犱狓犫．犺狇狌．犲犱狌．犮狀／

ｔｕｒｉｎｇｏｆＢｖｉｔａｍｉｎｓ［Ｊ］．ＣｕｒｒｅｎｔＯｐｉｎｉｏｎｉｎＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０１９，５６：１８２９．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｃｏｐｂｉｏ．２０１８．０７．００６．

［２１］　ＫＩＭＪ，ＦＬＯＯＤＪ，ＫＲＩＳＴＯＦＩＣＨ Ｍ，犲狋犪犾．Ｈｉｄｄｅｎｒｅｓｏｕｒｃｅｓｉｎｔｈｅ犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻ｇｅｎｏｍｅｒｅｓｔｏｒｅＰＬＰｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

ａｎｄｒｏｂｕｓｔｇｒｏｗｔｈａｆｔｅｒｄｅｌｅｔｉｏｎｏｆｔｈｅｅｓｓｅｎｔｉａｌｇｅｎｅ狆犱狓犅［Ｊ］．ＴｈｅＰｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓｏｆｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＡｃａｄｅｍｙｏｆＳｃｉ

ｅｎｃｅｓ，２０１９，１１６（４８）：２４１６４２４１７３．ＤＯＩ：１０．１０７３／ｐｎａｓ．１９１５５６９１１６．

［２２］　ＫＩＭＪ，ＫＥＲＳＨＮＥＲＪ，ＮＯＶＩＫＯＶＹ，犲狋犪犾．Ｔｈｒｅｅｓｅｒｅｎｄｉｐｉｔｏｕｓｐａｔｈｗａｙｓｉｎ犈．犮狅犾犻ｃａｎｂｙｐａｓｓａｂｌｏｃｋｉｎｐｙｒｉ

ｄｏｘａｌ５′ｐｈｏｓｐｈａｔｅｓｙｎｔｈｅｓｉｓ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＳｙｓｔｅｍｓＢｉｏｌｏｇｙ，２０１０，６：４３６．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｍｓｂ．２０１０．８８．

［２３］　ＫＩＭＪ，ＣＯＰＬＥＹＳ．Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｒｏｓｓｔａｌｋｕｐｏｎｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆａｎｅｗｍｅｔａｂｏｌｉｃｐａｔｈｗａｙｉｎｔｏａｎｅｘｉｓｔｉｎｇｍｅｔａｂｏｌｉｃ

ｎｅｔｗｏｒｋ［Ｊ］．ＴｈｅＰｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓｏｆｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＡｃａｄｅｍｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅｓ，２０１２，１０９（４２）：Ｅ２８５６Ｅ２８６４．ＤＯＩ：１０．１０７３／

ｐｎａｓ．１２０８５０９１０９．

［２４］　ＲＯＳＥＮＢＥＲＧＪ，ＭＵＬＬＥＲＰ，ＬＥＮＴＥＳＳ，犲狋犪犾．ＴｈｒＲ，ａＤＮＡｂｉｎｄｉｎｇｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｃｏｎｔｒｏｌｌｉｎｇ

ｔｈｒｅｏｎｉｎｅｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｉｎ犅犪犮犻犾犾狌狊狊狌犫狋犻犾犻狊［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２０１６，１０１（５）：８７９８９３．ＤＯＩ：１０．１１１１／ｍｍｉ．

１３４２９．

［２５］　ＲＯＳＥＮＢＥＲＧＪ，ＹＥＡＫＫ，ＣＯＭＭＩＣＨＡＵＦ．ＡｔｗｏｓｔｅｐｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙｐｒｏｃｅｓｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｓａｎｏｎｎａｔｉｖｅｖｉｔａｍｉｎＢ６

ｐａｔｈｗａｙｉｎ犅犪犮犻犾犾狌狊狊狌犫狋犻犾犻狊［Ｊ］．ＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２０１８，２０（１）：１５６１６８．ＤＯＩ：１０．１１１１／１４６２２９２０．

１３９５０．

［２６］　ＲＩＣＨＴＳＢ，ＣＯＭＭＩＣＨＡＵＦ．ＵｎｄｅｒｇｒｏｕｎｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｆａｃｉｌｉｔａｔｅｓｔｈｅｅｖｏｌｕｔｉｏｎｏｆｎｏｖｅｌｐａｔｈｗａｙｓｆｏｒｖｉｔａｍｉｎＢ６

ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ［Ｊ］．ＡｐｐｌｉｅｄＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙａｎｄＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０２１，１０５（６）：２２９７２３０５．ＤＯＩ：１０．１００７／ｓ００２５３０２１

１１１９９ｗ．

［２７］　ＣＨＯＩＫ，ＪＡＮＧ Ｗ，ＹＡＮＧＤ，犲狋犪犾．Ｓｙｓｔｅｍｓｍｅｔａｂｏｌｉｃｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ：Ｉｎｔｅｇｒａｔｉｎｇｓｙｓｔｅｍｓａｎｄｓｙｎｔｈｅｔｉｃ

ｂｉｏｌｏｇｙｗｉｔｈｍｅｔａｂｏｌｉｃｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ［Ｊ］．ＴｒｅｎｄｓｉｎＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０１９，３７（８）：８１７８３７．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｔｉｂｔｅｃｈ．

２０１９．０１．００３．

［２８］　ＺＨＡＮＹａｎｇｙａｎｇ，ＸＵＹｏｎｇ，ＺＨＥＮＧＰｅｎｇｌｉｎｇ，犲狋犪犾．ＥｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔａｎｄａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆｍｕｌｔｉｐｌｅｘｅｄＣＲＩＳＰＲｉｎｔｅｒ

ｆｅｒｅｎｃｅｓｙｓｔｅｍｉｎ犅犪犮犻犾犾狌狊犾犻犮犺犲狀犻犳狅狉犿犻狊［Ｊ］．ＡｐｐｌｉｅｄＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙａｎｄＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０２０，１０４（１）：３９１４０３．

ＤＯＩ：１０．１００７／ｓ００２５３０１９１０２３０５．

［２９］　朱欣娜，戴住波，樊飞宇，等．微生物细胞工厂［Ｊ］．科学通报，２０２３，６８（１３）：１６２６１６３６．

［３０］　刘洋，牟庆璇，石雅南，等．微生物细胞工厂的代谢调控［Ｊ］．生物工程学报，２０２１，３７（５）：１５４１１５６３．ＤＯＩ：１０．

１３３４５／ｊ．ｃｊｂ．２００６８８．

［３１］　ＬＩＵＪｉｅ，ＯＵＹｉｎｇ，ＸＵＪｉａｎｚｈｏｎｇ，犲狋犪犾．犔ｌｙｓｉｎｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｂｙｓｙｓｔｅｍｓｍｅｔａｂｏｌｉｃｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇｏｆａｎＮＡＤＰＨａｕｔｏ

ｒｅｇｕｌａｔｅｄ犆狅狉狔狀犲犫犪犮狋犲狉犻狌犿犵犾狌狋犪犿犻犮狌犿［Ｊ］．ＢｉｏｒｅｓｏｕｒｃｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０２３，３８７：１２９７０１．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｂｉｏｒｔｅｃｈ．

２０２３．１２９７０１．

［３２］　ＱＵＧｅ，ＢＩＹｕｅｘｉｎ，ＬＩＵＢｅｉｂｅｉ，犲狋犪犾．Ｕｎｌｏｃｋｉｎｇｔｈｅｓｔｅｒｅｏｓｅｌｅｃｔｉｖｉｔｙａｎｄｓｕｂｓｔｒａｔｅａｃｃｅｐｔａｎｃｅｏｆｅｎｚｙｍｅｓ：Ｐｒｏｌｉｎｅ

ｉｎｄｕｃｅｄｌｏｏｐｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇｔｅｓｔ［Ｊ］．ＡｎｇｅｗａｎｄｔｅＣｈｅｍｉｅＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＥｄｉｔｉｏｎ，２０２２，６１（１）：ｅ２０２１１０７９３．ＤＯＩ：１０．

１００２／ａｎｉｅ．２０２１１０７９３．

［３３］　ＰＲＡＶＤＡＬ，ＢＥＲＫＡＫ，ＶＡＲＥＫＯＶＡＲ，犲狋犪犾．Ａｎａｔｏｍｙｏｆｅｎｚｙｍｅｃｈａｎｎｅｌｓ［Ｊ］．ＢＭＣＢｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ，２０１４，１５

（１）：３７９．ＤＯＩ：１０．１１８６／ｓ１２８５９０１４０３７９ｘ．

［３４］　ＸＩＡＯＳｈｉｆｅｎｇ，ＰＡＴＳＡＬＯＶ，ＳＨＡＮＢｉｎｇ，犲狋犪犾．Ｒａｔｉｏｎａｌｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐｒｏｔｅｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙｂｙｔａｒｇｅｔｉｎｇｓｕｒｆａｃｅｓｉｔｅｓ

ｌｅａｄｓｔｏｃｏｍｐｌｉｃａｔｅｄｒｅｓｕｌｔｓ［Ｊ］．ＴｈｅＰｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓｏｆｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＡｃａｄｅｍｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅｓ，２０１３，１１０（２８）：１１３３７

１１３４２．ＤＯＩ：１０．１０７３／ｐｎａｓ．１２２２２４５１１０．

（责任编辑：黄晓楠　　英文审校：刘源岗）

５９５第５期　　　　　　　　　　　　 李丹妮，等：维生素Ｂ６ 的合成代谢及其生产应用
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　２０２４年９月 ＪｏｕｒｎａｌｏｆＨｕａｑｉａｏＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（ＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅ） Ｓｅｐ．　２０２４　

　　犇犗犐：１０．１１８３０／ＩＳＳＮ．１０００?５０１３．２０２４０７０１１　

　　　马来松香聚乙二醇酯表面活性剂的

制备及性能分析

王翰文１，２，３，杨斌４，苏江波４，饶小平１，２，３

（１．华侨大学 化工学院，福建 厦门３６１０２１；

２．华侨大学 先进碳转化技术研究院，福建 厦门３６１０２１；

３．华侨大学 生物质低碳转化福建省高校重点实验室，福建 厦门３６１０２１；

４．福建南平青松化工有限公司 福建省松节油加工重点实验室，福建 南平３５４２９９）

摘要：　为了解决农用乳化剂对石油依存度大、环境友好性差等问题，以可再生资源松香为原料，经异构化及

ＤｉｅｌｓＡｌｄｅｒ加成反应合成了马来松香，然后与聚乙二醇６００反应，合成马来松香聚乙二醇酯表面活性剂

（ＳＭ６００）；用傅里叶红外光谱仪（ＦＴＩＲ）和凝胶色谱仪（ＧＰＣ）对产物的结构进行表征，并对其外观颜色、酸值、

水溶液的ｐＨ值、粘度、浊点、聚合度（ＤＰ）进行检测，以及对表面张力（γ）、临界胶束质量分数（狑ＣＭＣ）、泡沫性

能（ＦＰ）、乳化性能（ＥＰ）和亲水亲油平衡值（ＨＬＢ）等表面活性性能进行研究。结果表明：ＳＭ６００在室温下呈

棕红色液体单相透明，具有酸值低、粘度低及浊点高等特点，其水溶液呈中性，聚合度为１．８１，表面张力和临

界胶束质量分数分别为３６．１３９ｍＮ·ｍ－１和０．０６３％，表现出良好的泡沫性能、乳化性能和亲水性。原料天然

可再生，合成工艺简单，产品性能良好，可用于替代烷基酚聚氧乙烯醚乳化剂。

关键词：　马来松香聚乙二醇酯表面活性剂；ＤｉｅｌｓＡｌｄｅｒ加成反应；松香；马来松香；聚乙二醇
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ＷＡＮＧＨａｎｗｅｎ１
，２，３，ＹＡＮＧＢｉｎ４，ＳＵＪｉａｎｇｂｏ４，ＲＡＯＸｉａｏｐｉｎｇ１

，２，３

（１．ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＣｈｅｍｉｃａｌＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，ＨｕａｑｉａｏＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｘｉａｍｅｎ３６１０２１，Ｃｈｉｎａ；

２．ＡｃａｄｅｍｙｏｆＡｄｖａｎｃｅｄＣａｒｂｏｎＣｏｎｖｅｒｓｉｏｎＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ＨｕａｑｉａｏＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｘｉａｍｅｎ３６１０２１，Ｃｈｉｎａ；

３．ＦｕｊｉａｎＰｒｏｖｉｎｃｉａｌＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＢｉｏｍａｓｓＬｏｗＣａｒｂｏｎＣｏｎｖｅｒｓｉｏｎ，ＨｕａｑｉａｏＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｘｉａｍｅｎ３６１０２１，Ｃｈｉｎａ；

４．ＦｕｊｉａｎＰｒｏｖｉｎｃｉａｌＴｕｒｐｅｎｔｉｎｅＰｒｏｃｅｓｓｉｎｇＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙ，

ＦｕｊｉａｎＮａｎｐｉｎｇＱｉｎｇｓｏｎｇＣｈｅｍｉｃａｌＣｏｍｐａｎｙＬｉｍｉｔｅｄ，Ｎａｎｐｉｎｇ３５４２９９，Ｃｈｉｎａ）

犃犫狊狋狉犪犮狋：　Ｉｎｏｒｄｅｒｔｏｓｏｌｖｅｔｈｅｐｒｏｂｌｅｍｓｏｆｈｉｇｈｄｅｐｅｎｄｅｎｃｅｏｎｐｅｔｒｏｌｅｕｍａｎｄｐｏｏｒｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｆｒｉｅｎｄｌｉｎｅｓｓ

ｏｆａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌｅｍｕｌｓｉｆｉｅｒｓ，ｒｏｓｉｎ，ａｒｅｎｅｗａｂｌｅｒｅｓｏｕｒｃｅ，ｗａｓｕｔｉｌｉｚｅｄａｓｔｈｅｒａｗｍａｔｅｒｉａｌｔｏｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｍａｌｅｉｃ

ｒｏｓｉｎｔｈｒｏｕｇｈｉｓｏｍｅｒｉｚａｔｉｏｎａｎｄＤｉｅｌｓ?Ａｌｄｅｒａｄｄｉｔｉｏｎｒｅａｃｔｉｏｎｓ．Ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｌｙ，ｍａｌｅｉｃｒｏｓｉｎｗａｓｒｅａｃｔｅｄｗｉｔｈ

ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ６００ｔｏｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅａｍａｌａｙｒｏｓｉｎｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌｅｓｔｅｒｓｕｒｆａｃｔａｎｔ（ＳＭ６００）．Ｔｈｅｓｔｒｕｃ

ｔｕｒａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｐｒｏｄｕｃｔｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｕｓｉｎｇＦｏｕｒｉｅｒ?ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｆｒａｒｅｄｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ（ＦＴ?ＩＲ）ａｎｄ

ｇｅｌｐｅｒｍｅａｔｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ（ＧＰＣ）．Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙ，ｔｈｅａｐｐｅａｒａｎｃｅｃｏｌｏｒ，ａｃｉｄｖａｌｕｅ，ｐＨｖａｌｕｅｏｆｔｈｅａｑｕｅ?

　收稿日期：　２０２４?０７?１１

　通信作者：　饶小平（１９７８?），男，教授，博士，博士生导师，主要从事松香化学品高值化利用的研究。Ｅ?ｍａｉｌ：ｒａｏｘｐ＠

ｈｑｕ．ｅｄｕ．ｃｎ。

　基金项目：　福建省南平市科技计划项目（Ｎ２０２２Ｂ００５）
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ｏｕｓｓｏｌｕｔｉｏｎ，ｖｉｓｃｏｓｉｔｙ，ｃｌｏｕｄｐｏｉｎｔａｎｄｄｅｇｒｅｅｏｆｐｏｌｙｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ（ＤＰ）ｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄ．Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅ，ｓｕｒｆａｃｅ

ｔｅｎｓｉｏｎ（γ），ｃｒｉｔｉｃａｌｍｉｃｅｌｌｅｍａｓｓｆｒａｃｔｉｏｎ（狑ＣＭＣ），ｆｏａｍｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ（ＦＰ），ｅｍｕｌｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ（ＥＰ），

ａｎｄｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ?ｌｉｐｏｐｈｉｌｉｃｂａｌａｎｃｅ（ＨＬＢ）ｗｅｒｅｓｔｕｄｉｅｄｔｏｅｖａｌｕａｔｅｔｈｅｓｕｒｆａｃｅａｃｔｉｖｉｔｙｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ．Ｔｈｅｒｅ

ｓｕｌｔｓｉｎｄｉｃａｔｅｔｈａｔＳＭ６００ａｐｐｅａｒｓａｓａｒｅｄｄｉｓｈ?ｂｒｏｗｎｌｉｑｕｉｄａｔｒｏｏｍｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ，ｅｘｈｉｂｉｔｉｎｇｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ

ｓｕｃｈａｓｌｏｗａｃｉｄｖａｌｕｅ，ｌｏｗｖｉｓｃｏｓｉｔｙａｎｄｈｉｇｈｃｌｏｕｄｐｏｉｎｔ．Ｉｔｓａｑｕｅｏｕｓｓｏｌｕｔｉｏｎｉｓｎｅｕｔｒａｌｗｉｔｈａｐｏｌｙｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ

ｄｅｇｒｅｅｏｆ１．８１．Ｔｈｅｓｕｒｆａｃｅｔｅｎｓｉｏｎａｎｄｃｒｉｔｉｃａｌｍｉｃｅｌｌｅｍａｓｓｆｒａｃｔｉｏｎａｒｅ３６．１３９ｍＮ·ｍ
－１ａｎｄ０．０６３％，ｒｅ

ｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｉｎｇｅｘｃｅｌｌｅｎｔｆｏａｍｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ，ｅｍｕｌｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅａｎｄｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃｉｔｙ．Ｔｈｅｒａｗ

ｍａｔｅｒｉａｌｓａｒｅｎａｔｕｒａｌｌｙｒｅｎｅｗａｂｌｅ，ｔｈｅｓｙｎｔｈｅｓｉｓｐｒｏｃｅｓｓｉｓｓｉｍｐｌｅ，ａｎｄｔｈｅｐｒｏｄｕｃｔｅｘｈｉｂｉｔｓｅｘｃｅｌｌｅｎｔｐｅｒｆｏｒｍ

ａｎｃｅ，ｍａｋｉｎｇｉｔａｐｏｔｅｎｔｉａｌｓｕｂｓｔｉｔｕｔｅｆｏｒａｌｋｙｌｐｈｅｎｏｌｐｏｌｙｏｘｙｅｔｈｙｌｅｎｅｅｔｈｅｒｅｍｕｌｓｉｆｉｅｒｓ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：　Ｍａｌａｙｒｏｓｉｎｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌｅｓｔｅｒｓｕｒｆａｃｔａｎｔ（ＳＭ６００）；ＤｉｅｌｓＡｌｄｅｒａｄｄｉｔｉｏｎｒｅａｃｔｉｏｎ；ｒｏｓｉｎ；

ｍａｌｅｉｃｒｏｓｉｎ；ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ

表面活性剂是一类既含有亲油基团又含有亲水基团的双亲性物质，可显著降低表面或界面张力［１］。

由于其分子结构的特殊性，会自发地在油水界面吸附而形成不同类型的聚集体，这使得表面活性剂在日

化、涂料、造纸、农药等领域都有着广泛地应用［２３］。在农业领域，农用乳化剂由于具有特殊的分子结构

和一系列应用功能，被应用于农业工程、农药助剂及其他相关领域中［４５］，是配制乳油、微乳剂等农药剂

型所不可缺少的成分之一。尤其是国内目前广泛应用的乳油、可湿性粉剂、胶悬剂和水溶剂等用水稀释

的剂型，都必须依靠乳化剂对农药的有效组分起乳化、稳定、润湿、分散、展着及渗透等作用［４，６］。农用

乳化剂在农药剂型的配制和赋予有效成分最佳效力等方面起了重要的作用［５］。我国作为一个农业大

国，对农用乳化剂的需求量大，绝大部分农药乳化剂产品是以石化资源为原料的，存在对石油依存度大、

环境友好性差等问题［７］。常用的乳化剂已不能满足性能上的要求，需要制备低毒、安全、高效和环保及

功能型的乳化剂以满足农药中不同功能的需要，因而开发乳化能力强、分散性能好、吸附能力更强和安

全性好的功能性乳化剂成为主要研究方向［８９］。

２０世纪９０年代，国内外学者开始关注天然植物油、脂肪酸等天然资源作为农用乳化剂原料的可行

性［１０１１］。松香因其具有丰富、广泛分布和可再生等特点［１２１５］，且具有三环二萜刚性疏水结构，逐渐成为

了一种备受关注的乳化剂原料［１４，１６］。松香基农用乳化剂具有良好的乳化性能和分散性能［１７］，可以将水

溶性或油溶性农药、肥料等液态物质与水混合均匀，并提高其粘附性和渗透性，从而增强其在植物表面

的吸附和渗透能力，促进农药和肥料的吸收和利用效果［１８］。相比于传统的石油基农用乳化剂，松香基

农用乳化剂具有更好的环保性和生物降解性，对环境和人体健康的影响更小。松香三环二萜刚性结构

与烷基酚的刚性结构类似，有望替代毒性较强的烷基酚制备乳化剂，同时其三环二萜刚性结构对植物有

较好的附着力和润湿性，能够增加农药对植物的附着时间，从而增加药效。因此，本研究通过对天然松

香的结构进行改性，从而制备出性能较优良的农用乳化剂。

１　实验部分

１．１　原料、试剂和仪器

湿地松香，工业级（纯度），广东威斯达新材料有限公司；马来酸酐，分析纯，阿拉丁试剂有限公司；聚

乙二醇６００（相对分子质量为６００），分析纯，国药集团化学试剂有限公司；抗氧剂１０１０，分析纯，阿拉丁

试剂有限公司；烷基酚聚氧乙烯醚乳化剂（农乳６００＃），工业级，福建南平青松化工有限公司；无水乙

醇、氢氧化钾等试剂均为分析纯，厦门晨泓环保科技有限公司。

ＺＮＣＬＴ型智能磁力（电热套）搅拌器，巩义市宏华仪器设备工贸有限公司；Ｓｉｇｍａ７０１型表面张

力仪，瑞典百欧林科技有限公司；ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＮｉｃｏｌｅｔｉｓ１０型傅里叶变换红外光谱仪，美国赛默飞

公司；凝胶渗透色谱仪，美国沃特世公司。

１．２　合成方法

第一步，按照文献［１９］的方法制备马来松香。称取１５０ｇ的湿地松香加入四口烧瓶中，在电加热套

上加热到１２０℃，使其完全熔融，过程中通入氮气保护；然后，称取２７．５ｇ的马来酸酐加入四口瓶，开启

机械搅拌，缓慢升高温度到１９０℃，反应４ｈ。

７９５第５期　　　　　　　　　　王翰文，等：马来松香聚乙二醇酯表面活性剂的制备及性能分析
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第二步，称取６１５ｇ的聚乙二醇６００，缓慢加热到２７０℃，保温反应６～８ｈ，过程中进行酸值监控，直

至酸值小于２０ｍｇ·ｇ
－１；然后降温到１２０℃以下，称取１．５ｇ的抗氧剂１０１０加入四口烧瓶中，搅拌均匀

后出料，得到产品马来松香聚乙二醇酯（ＳＭ６００）。

１．３　合成路线

天然松香是松树类树木分泌的一种可再生树脂，其主要成分是松香树脂酸，质量分数达９０％
［１３］。

松香树脂酸含有独特的三环二帖刚性骨架结构，在一定条件下发生异构化，转化为以枞酸为主的含有共

轭双键结构的化合物［１３１４，１７］。该化合物能与马来酸酐发生ＤｉｅｌｓＡｌｄｅｒ加成反应生成马来松香，然后与

聚乙二醇６００进行酯化反应得到马来松香聚乙二醇酯（ＳＭ６００）。马来松香聚乙二醇酯表面活性剂的合

成线路，如图１所示。

图１　表面活性剂马来松香聚乙二醇酯的合成路线

Ｆｉｇ．１　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｍａｌａｙｒｏｓｉｎｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌｅｓｔｅｒ

１．４　结构表征和性能分析

１．４．１　红外光谱（ＦＴＩＲ）测试　采用ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＮｉｃｏｌｅｔＩＳ５０型傅里叶变换红外光谱仪对产

物进行表征，采用衰减全反射ＡＴＲ测试。

１．４．２　凝胶色谱（ＧＰＣ）测试　将产品溶解于四氢呋喃中，测试前样品通过孔径为０．４５μｍ的过滤器

过滤，以四氢呋喃为流动相，流速为１ｍＬ·ｍｉｎ－１，用凝胶渗透色谱仪测定样品的相对分子质量，检测

器为 Ｗａｔｅｒ２４８７型紫外检测仪和 Ｗａｔｅｒ２４１４型折光指数测定仪，色谱柱为ＳｔｙｒａｇｅＨＲ１和 ＨＲ２（３００

ｍｍ×７．８ｍｍ，两根串联）；采用单分散聚苯乙烯（相对分子质量为５８０～１９６０００，分散系数为１．０２～

１．１１）作为标准样品，计算聚合物的相对分子质量及其分布，相关数据由 ＷａｔｅｒＢｒｅｅｚｅＧＰＣＳｏｆｔｗａｒｅ

Ｖｅｒｓｏｎ５．３．１．４计算获得。

１．４．３　外观颜色分析 　采用国家标准ＧＢ／Ｔ３７７６．３－１９８３《农药乳化剂乳化性能测定方法》，通过目

测观察法来鉴定松香农用乳化剂的外观形貌。

１．４．２　酸值和ｐＨ值的测定　采用国家标准ＧＢ／Ｔ８１４６－２００３《松香试验方法》的滴定法测试松香农

用乳化剂的酸值。预先配制好一定浓度的用邻苯二甲酸氢钾溶液标定的氢氧化钾标准溶液和１０ｇ·

Ｌ－１的酚酞指示剂，称取试样２ｇ（精确至０．００１ｇ），放置于２５０ｍＬ锥形瓶中；加入５０ｍＬ中性乙醇溶

解，超声辅助溶解，待试样完全溶解，加入１０ｇ·Ｌ
－１的酚酞指示剂３～５滴，然后用０．５ｍｏｌ·Ｌ

－１的氢

氧化钾标准溶液滴定至微红色，并保持３０ｓ不褪色。根据酸值计算公式得出酸值，在同等条件下进行

两次平行试验，按下式计算试样的酸值（单位：ｍｇ·ｇ
－１）。即

酸值 ＝ （犞－犞１）犮·５６．１／犿。

式中：犿为试样质量，ｇ；犞，犞１ 分别为滴定试样和滴定空白消耗氢氧化钾标准溶液的体积，ｍＬ；犮为氢氧

化钾标准溶液的浓度，ｍｏｌ·Ｌ－１。

采用国家标准ＧＢ／Ｔ１６０１－１９９３《农药ｐＨ值的测定方法》的测定方法，测试松香农用乳化剂的ｐＨ
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值。称取１ｇ试样于１００ｍＬ烧杯中，加入１００ｍＬ水，剧烈搅拌１ｍｉｎ，并静置１ｍｉｎ；用校正好的ｐＨ

计测其ｐＨ值，至少平行测定三次，测定结果误差的绝对值小于０．２，取平均值即为该试样的ｐＨ值。

１．４．４　粘度的测定　采用ＮＤＪ８Ｓ型数字式粘度计测试松香农用乳化剂的粘度。当转子在液体中旋

转时，液体会产生作用在转子上的粘度力矩，液体的粘度越大，粘性力矩也越大；反之，液体的粘度越小，

粘性力矩也越小。作用在转子上的粘性力矩由传感器检测出来，经计算机处理后得出被测液体的粘度。

每个样品测试３次，取其平均值。

１．４．５　浊点的测定　浊点通常使用１％的表面活性剂水溶液测量。浊点范围是０～１００℃，受水的冰

点和沸点限制。随着温度的升高会出现浑浊现象，表面活性剂由完全溶解转变为部分溶解，其转变时的

温度即为浊点温度。配制１％的乳化剂水溶液于烧杯中，温度计探头置于烧杯液面以下，将烧杯置于水

浴锅中，缓慢升高温度，直至溶液变浑浊，记录此时温度计读数，即为该乳化剂浊点。

１．４．６　聚合度（ＤＰ）的测定　马来松香聚乙二醇酯是马来松香与聚乙二醇发生酯化反应脱水生成的，

马来松香相对分子质量为４００，聚乙二醇相对分子质量为６００，所以单体相对分子质量为９８２。因此，通

过ＳＭ６００的重均相对分子质量可以计算聚合度。即

聚合度（ＤＰ）＝ 重均相对分子质量／单体相对分子质量。

１．４．７　表面张力和临界胶束质量分数（狑ＣＭＣ）的测定　配制不同质量分数的松香农用乳化剂水溶液，

通过吊环法，采用Ｓｉｇｍａ７０１型表面张力仪测试其表面张力（γ）并得出临界胶束质量分数（狑ＣＭＣ）。将样

品配置成一系列不同质量分数的水溶液，测定该样品的表面张力值，每个质量分数平行测试三次，取其

平均值，测试温度为（２５±０．５）℃，实验所用水为超纯水 （１８．２ＭΩ·ｃｍ）。

１．４．８　泡沫性能（ＦＰ）的测定　在２５℃条件下，配制质量分数为０．１％的待测样品水溶液，移液器移取

２０ｍＬ待测样品水溶液置于５０ｍＬ具塞量筒中，盖紧塞子，以２次·ｓ－１的速率上下剧烈振荡３０次，立

即记录此时泡沫的发泡高度；然后，水平放置５ｍｉｎ后，记录此时泡沫剩余高度
［２０］。重复操作三次，计

算求取其平均值。

１．４．９　乳化性能（ＥＰ）的测定　配制质量分数为０．１％的待测样品水溶液，并取两份４０ｍＬ的待测样

品溶液于１００ｍＬ的具塞量筒中，再分别加入４０ｍＬ重油，上下剧烈震荡５０次，静置；记录分出１０ｍＬ

水相所需时间，即为目标产物的相对乳化力。该过程重复３次，取其平均值
［２０］。

１．４．１０　亲水亲油平衡值（ＨＬＢ）的测定　称取０．２ｇ的待测样品，溶于２０ｍＬ的１，４二氧六环苯中

（体积比为９０∶４）；然后用蒸馏水滴定至溶液出现明显浑浊，记录蒸馏水所用量Ｖ。所有 ＨＬＢ值均在

２５℃下测量，ＨＬＢ值计算式为

ＨＬＢ＝２３．６４ｌｇ犞－１０．１６。

图２　原料及产物的红外光谱图

Ｆｉｇ．２　ＦＴＩＲｓｐｅｃｔｒａｏｆｒａｗｍａｔｅｒｉａｌｓａｎｄｐｒｏｄｕｃｔｓ

２　实验结果与讨论

２．１　犉犜犐犚分析

原料及产物的红外光谱图，如图２所示。图

２中：犜为透过率；σ为波数。

从图２可知：波数在３４６９．５１ｃｍ－１处为羟基

的伸缩振动特征峰，在９４５．６９，８４６．７０ｃｍ－１处为

不饱和和双键中 Ｃ－Ｈ 的弯曲振动特征峰，在

２８６５．１６ｃｍ－１处为亚甲基－ＣＨ２－的吸收峰，在

１７２０．７５ｃｍ－１处为酯基中Ｃ＝Ｏ的特征吸收峰，

在１６８６．４８ｃｍ－１处为羧基中Ｃ＝Ｏ的伸缩振动

峰，在１３８６．２ｃｍ－１处为环的特征吸收峰，而在

１０９６．９７ｃｍ－１处为醇醚键－Ｃ－Ｏ－Ｃ－的吸收峰。

将马来松香聚乙二醇酯与马来松香进行比较，在１８４０．３０，１７７１．１６ｃｍ－１处的酸酐特征吸收峰和

在１６８６．４８ｃｍ－１处的羧基特征吸收峰均消失，出现了１７２０．７５ｃｍ－１处酯的特征吸收峰，以及１０９６．９７
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犺狋狋狆狊：／／犺犱狓犫．犺狇狌．犲犱狌．犮狀／

ｃｍ－１处醇醚键－Ｃ－Ｏ－Ｃ－的吸收峰。以上分析说明已经合成马来松香聚乙二醇酯，产物结构正确。

２．２　相对分子质量和聚合度

根据凝胶色谱仪（ＧＰＣ）测试得到，表面活性剂ＳＭ６００的数均相对分子质量（犕ｎ）为８０７，重均相对

分子质量（犕ｗ）为１４６３，聚合度（ＤＰ）为１．８。

犕ｎ往往体现小分子物质在材料中的情况，因为分子量越小会导致分子数据越多；而犕ｗ 更多是体

现大分子物质在材料中的情况，因为分子量越大则单个分子会更重；聚合度（ＤＰ）则体现了大分子与小

分子的分布情况，系数越接近１，就代表着聚合物聚合程度越低，分子量分布越小，分子量越集中，所有

的分子分子量都在一个比较窄的范围内［９］。

２．２　基本物理性质分析

２．３．１　外观颜色　在室温下，松香农用乳化剂为棕红色液体，用水稀释２倍后，期外观形貌呈浅棕红色

单相透明，说明样品不是浑浊的，只是颜色偏深。在农业应用领域中，产品具有颜色会给农户更加直观

的感受。

２．３．２　酸值和ｐＨ值　天然的松香树脂酸结构中含有羧基基团具有一定的酸值
［１３，１７］，其与马来酸酐发

生加成反应生成马来松香后，酸值增大，而聚乙二醇结构中含有羟基基团可与马来松香发生酯化反应，

使其酸值显著降低。因此，可通过酸值滴定的方式初步判定反应进行的程度。所测得松香农用乳化剂

的酸值为１３．８３ｍｇ·ｇ
－１，低于２０ｍｇ·ｇ

－１，其ｐＨ值为７．０，呈中性。将其应用于农业领域中，由于低

酸值且中性的乳化剂不易水解，对与其复配的农药副作用小，对农作物不会造成伤害，使农业生产的安

全性得到保证。

２．３．３　粘度和浊点　根据测试得到松香农乳ＳＭ６００和市售农乳６００＃的粘度和浊点，如表１所示。

表１　两种表面活性剂的粘度和浊点

Ｔａｂ．１　Ｖｉｓｃｏｓｉｔｙａｎｄｃｌｏｕｄｐｏｉｎｔｏｆｔｗｏｓｕｒｆａｃｔａｎｔｓ

表面活性剂 粘度／ｍＰａ·Ｓ 浊点／℃

松香农乳ＳＭ６００
（马来松香聚乙二醇酯） ６４６．９ ７３

市售农乳６００＃
（烷基酚聚氧乙烯醚） ７３６３ ６６

　　由表１可以知道：室温下松香农乳ＳＭ６００的粘度较小且远低于市售农乳６００＃，表明松香农乳

ＳＭ６００的流动性很好，更容易均匀分散于溶剂当中；而松香农乳ＳＭ６００的浊点高于市售农乳６００＃，说

明自制的松香农用乳化剂使用条件较市售农乳更耐高温。

２．４　表面活性性能分析

２．４．１　表面张力及临界胶束质量分数　将松香农乳ＳＭ６００配制成不同质量分数的水溶液，使用

图３　松香农乳ＳＭ６００的γ狑 曲线图

Ｆｉｇ．３　γ狑ｃｕｒｖｅｓｏｆｒｏｓｉｎａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌｍｉｌｋＳＭ６００

Ｓｉｇｍａ７０１型全自动表面张力仪，通过吊环法逐

个测试表面张力，并作出表面张力（γ）溶液质量

分数（狑）的曲线，如图３所示。

由图３可见，室温下松香农乳ＳＭ６００的表面

张力（γ）随着溶液质量分数的增大而减小。当溶

液的质量分数达到一定值时，即使再增加，溶液的

表面张力也几乎不再降低，此时即为松香农乳

ＳＭ６００的表面张力值，对应的质量分数即为其临

界胶束质量分数（狑ＣＭＣ）。

由图３还可知，松香农乳ＳＭ６００的临界胶束

质量分数（狑ＣＭＣ）为０．０６３％，对应的表面张力（γ）

为３６．１３９ｍＮ·ｍ－１。这表明松香农用乳化剂有

显著降低液体表面张力的能力［１２］，可以增加农作

物与复配液之间的附着力，在农药喷洒作业中具有积极作用，并且较低的临界胶束质量分数（狑ＣＭＣ）表
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明低剂量的松香农乳ＳＭ６００即可起作用，可降低经济成本。

２．４．２　乳化性能、泡沫性能和亲水亲油平衡值　松香农乳ＳＭ６００和市售农乳６００＃的乳化性能（ＥＰ）、

泡沫性能（ＦＰ）、亲水亲油平衡值（ＨＬＢ），如表２所示。

表２　两种表面活性剂的表面活性

Ｔａｂ．２　Ｓｕｒｆａｃｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｔｗｏｓｕｒｆａｃｔａｎｔｓ

表面活性剂 狑ＣＭＣ／％ γ／ｍＮ·ｍ－１ ＥＰ值／ｓ
ＦＰ值／ｍｍ

０ｍｉｎ ５ｍｉｎ
ＨＬＢ值

松香农乳ＳＭ６００
（马来松香聚乙二醇酯） ０．０６３ ３６．１３９ ２２５ ３５ ２５ １６．７１

市售农乳６００＃
（烷基酚聚氧乙烯醚） ０．０３２ ４２．５００ １６５ ３２ １８ １５．６１

　　表面活性剂能够降低液体之间的界面张力，使得油滴或水滴能够更容易地分散在另一种液体中，从

而形成稳定的乳液。由于表面活性剂在界面吸附形成界面膜，使得界面膜强度越大，乳状液越稳定，分

水时间越长，乳化能力越强［２１］。由表２可知：松香农乳ＳＭ６００的乳化性能相比于市售农乳６００＃更好，

可以达到２２５ｓ。

表面活性剂之所以具有泡沫性能，是因为它们能够降低液体表面的张力，并在液体表面形成一层薄

膜，当形成这样的表面膜时，表面活性剂分子能够将液体表面张力降低到足以容纳气泡形成的程度，并

保持泡沫的稳定性［２１］。松香农乳ＳＭ６００的泡沫性能略好于市售农乳６００＃，起泡高度达到３５ｍｍ，在

５ｍｉｎ后，其对应的泡沫高度为２５ｍｍ。

ＨＬＢ值是来定量描述表面活性剂的亲水亲油性。ＨＬＢ值越大，亲水性越强，ＨＬＢ值越小，亲油性

越强［２２］。由表２可知：松香农乳ＳＭ６００和市售农乳６００＃的亲水亲油平衡值（ＨＬＢ）分别为１６．７１和

１５．６１，两者的亲水性相当。

３　结论

１）以天然松香为原料，先合成马来松香，再与聚乙二醇６００反应，合成了马来松香聚乙二醇酯表面

活性剂（ＳＭ６００），并用红外光谱仪和凝胶色谱仪对结构进行了确证。

２）室温下，松香农乳ＳＭ６００为红棕色液体单相透明，具有较低酸值且水溶液呈中性，粘度低流动

性好，浊点为７３℃，较市售农乳６００＃更耐高温。

３）松香农乳ＳＭ６００具有很好的表面活性性能，其狑ＣＭＣ和γ值分别为０．０６３％和３６．１３９ｍＮ·

ｍ－１，相对乳化力达到２２５ｓ，起泡高度达到３５ｍｍ，５ｍｉｎ后泡沫高度为２５ｍｍ，且其ＨＬＢ值为１６．７１，

具有较好的亲水性。
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　　　 一例钙金属有机骨架的合成

及其结构与性质分析

王伟娟１，黄丽丽２，林知秋２，卢冬飞２，史荣会２，刘耀３，洪俊明１

（１．华侨大学 化工学院，福建 厦门３６１０２１；

２．福建理工大学 生态环境与城市建设学院，福建 福州３５０１１８；

３．福建省恒申化工科技有限公司，福建 福州３５０５００）

摘要：　通过溶剂热合成法，获得一例钙金属有机骨架［Ｃａ２（ＣＨ３ＣＯＯ）３（ＨＣＯＯ）］，其中，甲酸配体由溶剂

犖，犖二甲基甲酰胺原位分解生成。利用Ｘ射线单晶衍射、傅里叶变换红外光谱、热重分析和荧光分光光度

法，对［Ｃａ２（ＣＨ３ＣＯＯ）３（ＨＣＯＯ）］晶体结构和性质进行分析与表征。结果表明：该化合物属于三斜晶系，狆１

空间群，晶胞参数为犪＝０．６７１８６（６）ｎｍ，犫＝０．９７５７９（７）ｎｍ，犮＝０．９８４６０（９）ｎｍ，犞＝０．５６３０５（９）ｎｍ３，犣＝

１；Ｃａ（Ⅱ）离子（８配位）之间通过共用乙酸上的羧基氧形成一维链，链的两侧由羧基氧与Ｃａ（Ⅱ）离子（７配位）

配位形成三明治的夹层，每个夹层不断重复与乙酸配体配位形成二维层，层与层之间通过甲酸配体的两个羧

基氧分别与层中两种配位模式的Ｃａ（Ⅱ）离子连接形成三维有机骨架；该化合物具有良好的稳定性，在紫外光

下可观察到绿光。

关键词：　钙金属有机骨架；溶剂热合成法；晶体结构；荧光性质
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验教学改革与管理课题（ＳＹ２０２３Ｊ０８）
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０．９８４６０（９）ｎｍ，犞＝０．５６３０５（９）ｎｍ３，ａｎｄ犣＝１．Ｃａ（Ⅱ）ｉｏｎｓ（ｏｃｔａｃｏｏｒｄｉｎａｔｅ）ｆｏｒｍｏｎｅ?ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｃｈａｉｎｓ

ｂｙｓｈａｒｉｎｇｃａｒｂｏｘｙｌｏｘｙｇｅｎｏｎａｃｅｔｉｃａｃｉｄ，ａｎｄｔｈｅｔｗｏｓｉｄｅｓｏｆｔｈｅｃｈａｉｎａｒｅｓａｎｄｗｉｃｈｅｄｂｙｃａｒｂｏｘｙｌｏｘｙｇｅｎ

ｃｏｏｒｄｉｎａｔｉｎｇｗｉｔｈＣａ（Ⅱ）ｉｏｎｓ（ｈｅｐｔａｃｏｏｒｄｉｎａｔｅ）ｔｏｆｏｒｍｓａｎｄｗｉｃｈｌａｙｅｒｓ．Ｅａｃｈｓａｎｄｗｉｃｈｌａｙｅｒｒｅｐｅａｔｅｄｌｙｃｏ

ｏｒｄｉｎａｔｅｓｗｉｔｈａｃｅｔｉｃａｃｉｄｌｉｇａｎｄｓｔｏｆｏｒｍｔｗｏ?ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｌａｙｅｒｓ，ａｎｄｔｈｅｔｗｏｃａｒｂｏｘｙｌｏｘｙｇｅｎｇｒｏｕｐｓｏｆｆｏｒ

ｍｉｃａｃｉｄｌｉｇａｎｄｓａｒｅｃｏｎｎｅｃｔｅｄｔｏＣａ（Ⅱ）ｉｏｎｓｉｎｔｈｅｔｗｏｃｏｏｒｄｉｎａｔｉｏｎｍｏｄｅｓｏｆｔｈｅｌａｙｅｒｓｔｏｆｏｒｍａｔｈｒｅｅ?ｄｉ

ｍｅｎｓｉｏｎａｌｏｒｇａｎｉｃｓｋｅｌｅｔｏｎ．Ｔｈｉｓｃｏｍｐｏｕｎｄｈａｓｇｏｏｄｓｔａｂｉｌｉｔｙａｎｄｇｒｅｅｎｌｉｇｈｔｃａｎｂｅｏｂｓｅｒｖｅｄｕｎｄｅｒｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ

ｌｉｇｈｔ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：　Ｃａｍｅｔａｌｏｒｇａｎｉｃｆｒａｍｅｗｏｒｋｓ；ｓｏｌｖｏｔｈｅｒｍａｌｓｙｎｔｈｅｓｉｓｍｅｔｈｏｄ；ｃｒｙｓｔａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅ；ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

金属有机骨架（ＭＯＦｓ）又称多孔配位聚合物，由金属离子／簇与有机配体通过配位作用自组装构

建形成，是一种新兴的无机有机杂化多孔材料，因其具有高比表面积和孔隙率、结构可调控、高化学稳

定性等优点，在吸附、分离、气体存储、荧光传感、药物输送等领域得到了广泛的应用［１２］。钙金属有机

骨架（ＣａＭＯＦｓ）除了具有 ＭＯＦｓ的上述优点，还因钙离子独特的物理化学性质具有稳定性高、生物相

容性高、毒性低、价格低的优点，作为荧光传感器可以有效避免重金属离子的二次污染，在生物医药等领

域也具有良好应用价值［３５］。目前，与过渡金属类和稀土金属类的 ＭＯＦｓ相比较，被合成的ＣａＭＯＦｓ

仍然很少。原因主要有以下３个方面
［６７］：１）钙元素的氧化态单一，大部分情况下钙离子仅作为平衡阳

离子；２）钙原子易失电子生成Ｃａ（Ⅱ）离子，其离子半径相比于同周期的过渡金属较大，这种小电荷、大

体积的特点使钙离子容易同时与多个供电子的原子／离子（如Ｏ，Ｎ和卤素离子，主要为Ｏ）进行配位，由

于离子键的无方向性，导致其配位数高且多变，配位构型多种多样，难以预测；３）钙离子的溶剂效应强，

易与溶剂配位，也会抑制其配位作用。

基于此，本文首次报道同时与乙酸、甲酸配位的三维金属有机骨架［Ｃａ２（ＣＨ３ＣＯＯ）３（ＨＣＯＯ）］，其

中，甲酸配体由溶剂犖，犖二甲基甲酰胺（ＤＭＦ）原位分解生成
［８］，并通过Ｘ射线单晶衍射、傅里叶变换

红外光谱、热重分析和荧光分光光度法对其进行分析与表征［９１０］。

１　实验部分

１．１　主要试剂与仪器

冰醋酸、无水氯化钙、犖，犖二甲基甲酰胺（ＤＭＦ）均为商购分析纯，使用前未进一步提纯。

ＭｅｒｃｕｒｙＣＣＤ型Ｘ射线单晶衍射仪（日本Ｒｉｇａｋｕ公司）；ＭｉｎｉＦｌｅｘⅡ型Ｘ射线粉末衍射仪（日本

Ｒｉｇａｋｕ公司，Ｃｕ靶，λ＝０．１５４０５６ｎｍ）；ＳＴＡ４４９Ｆ３型热重分析仪（德国ＮＥＴＺＳＣＨ公司）；ＬＳ５５型荧

光光谱仪（美国ＰｅｒｋｉｎＥｌｅｍｅｒ公司）；Ｍａｇｎａ７５０型傅里叶变换红外光谱仪（美国Ｎｉｃｏｌｅｔ公司）。

１．２　化合物［犆犪２（犆犎３犆犗犗）３（犎犆犗犗）］的合成

在一个含有３．０ｍＬＤＭＦ的２０ｍＬ玻璃瓶内加入６ｍｇ，０．０５４ｍｍｏｌ无水ＣａＣｌ２ 和２００μＬ冰醋

酸，通过搅拌使药品完全溶解，将该玻璃瓶置于１２０℃烘箱中反应７ｄ。反应结束后可得到大量薄片状

白色晶体化合物，用ＤＭＦ冲洗２次，乙醇冲洗１次，自然晾干，备用。

１．３　化合物的单晶结构测定

借助光学显微镜选择合适的白色片状晶体，在ＭｅｒｃｕｒｙＣＣＤ型Ｘ射线单晶衍射仪上进行衍射数据

收集，采用ＭｏＫα射线（λ＝０．０７１０７ｎｍ），在２９３Ｋ下通过窄边框方法收集强度数据。衍射收集到的数

据通过吸收因子、洛伦兹和极化因子校正，使用 Ｏｌｅｘ２中的 ＳＨＥＬＸＳ２０１５和 ＳＨＥＬＸＬ２０１５程

序［１１１２］，直接法解析、全矩阵最小二乘法精修晶体结构。化合物的晶体学及精修数据，如表１所示。表

１中：犪，犫，犮为棱长；α，β，γ为轴角；犕ｒ为相对分子质量；犞 为体积；犣为分子数；μ（ＭｏＫα）为周期性；犜为

温度；犉（０００）为结构因子。化合物的主要键长（犾）、键角（φ），如表２，３所示。表２中：
３ 表示精修操作码

为－１＋Ｘ，＋Ｙ，＋Ｚ；４ 表示精修操作码为１－Ｘ，－Ｙ，－Ｚ；５ 表示精修操作码为１－Ｘ，－Ｙ，１－Ｚ；６ 表示

精修操作码为１＋Ｘ，＋Ｙ，＋Ｚ。表３中：ａ 表示精修操作码为－Ｘ，－１－Ｙ，－Ｚ；ｃ 表示精修操作码为

１－Ｘ，－Ｙ，－Ｚ；ｄ表示精修操作码为－１＋Ｘ，＋Ｙ，＋Ｚ；ｅ表示精修操作码为１－Ｘ，－Ｙ，１－Ｚ；ｆ表示精

修操作码为１＋Ｘ，＋Ｙ，＋Ｚ。更多详细数据参见英国剑桥国际晶体学数据库中登记号为２３６６１２０的

４０６ 华 侨 大 学 学 报 （自 然 科 学 版）　　　　　　　　　　　　　　２０２４年
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ＣＩＦ格式晶体学文件，数据库官方网站为ｈｔｔｐｓ：∥ｗｗｗ．ｃｃｄｃ．ｃａｍ．ａｃ．ｕｋ。

表１　化合物的晶体学及精修数据

Ｔａｂ．１　Ｃｒｙｓｔａｌｌｏｇｒａｐｈｉｃａｎｄｒｅｆｉｎｅｍｅｎｔｄａｔａｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄ

参数 数据 参数 数据 参数 数据

分子式 Ｃ１３Ｈ１７Ｃａ４Ｏ１６ α／（°） １１０．８７５（８） μ（ＭｏＫα）／ｍｍ
－１ １．７４２

晶系 三斜晶系 β／（°） ９６．３３６（７） 犉（０００） ３０４．０

空间群 犘１ γ／（°） １０６．８９７（７） 犜／Ｋ ２９３（２）

犪／ｎｍ ０．６７１８６（６） 犕ｒ ５９０．５９ 优度因子 １．０６０

犫／ｎｍ ０．９７５７９（７） 犞／ｎｍ３ ０．５６３０５（９）

犮／ｎｍ ０．９８４６０（９） 犣 １

表２　化合物的主要键长 （单位：ｎｍ）　

Ｔａｂ．２　Ｍａｉｎｂｏｎｄｌｅｎｇｔｈｓｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄ （ｕｎｉｔ：ｎｍ）　

键 犾 键 犾 键 犾

Ｃａ１－Ｏ１ ０．２３３３７（１６） Ｃａ２－Ｏ１ ０．２６２４６（１７） Ｃａ２－Ｏ４ ０．２４２７０（１６）

Ｃａ１－Ｏ２３ ０．２３０３３（１６） Ｃａ２－Ｏ２ ０．２４６５７（１７） Ｃａ２－Ｏ４４ ０．２４６２６（１８）

Ｃａ１－Ｏ３ ０．２５２９９（１７） Ｃａ２－Ｏ３６ ０．２４８３２（１６） Ｃａ２－Ｏ５ ０．２３２９２（１６）

Ｃａ１－Ｏ５４ ０．２５１４５（１８） Ｃａ２－Ｏ３４ ０．２８６２４（１９） Ｃａ２－Ｏ７ ０．２２８１０（２）

Ｃａ１－Ｏ８５ ０．２２６００（２）

表３　化合物的主要键角 （单位：（°））　

Ｔａｂ．３　Ｍａｉｎｂｏｎｄａｎｇｌｅｓｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄ （ｕｎｉｔ：（°））　

键角 φ 键角 φ 键角 φ 键角 φ

Ｏ６－Ｃａ１－Ｏ６ａ ６５．４２（８） Ｏ４－Ｃａ２－Ｏ４ｃ ７４．８９（６） Ｏ５－Ｃａ２－Ｏ２ １５１．４４（６） Ｃａ２ｄ－Ｏ３－Ｃａ１ １０４．０５（６）

Ｏ６－Ｃａ１－Ｏ３ １６５．８０（７） Ｏ１－Ｃａ１－Ｏ３ ８９．４１（６） Ｏ７－Ｃａ２－Ｏ１ ８２．８２（７） Ｃａ２ｄ－Ｏ３－Ｃａ２ｃ １１０．６５（６）

Ｏ６－Ｃａ１－Ｏ５ｃ １１４．１９（７） Ｏ１－Ｃａ１－Ｏ５ｃ ８３．８７（６） Ｏ７－Ｃａ２－Ｏ２ ９１．２１（７） Ｃａ２－Ｏ４－Ｃａ２ｃ １０５．１１（６）

Ｏ４ｃ－Ｃａ２－Ｏ１ ７８．５８（６） Ｏ２ｄ－Ｃａ１－Ｏ６１ １０３．１８（７） Ｏ７－Ｃａ２－Ｏ３ｆ ９０．１６（７） Ｃａ２－Ｏ５－Ｃａ１ｃ １１３．５２（７）

Ｏ４－Ｃａ２－Ｏ１ ７５．５１（６） Ｏ２ｄ－Ｃａ１－Ｏ６ ９４．０７（７） Ｏ７－Ｃａ２－Ｏ３ｃ １５４．８４（７） Ｏ１－Ｃａ２－Ｏ３ｃ １１９．８１（５）

Ｏ４－Ｃａ２－Ｏ２ １２５．５４（６） Ｏ２ｄ－Ｃａ１－Ｏ１ １６２．３２（６） Ｏ７－Ｃａ２－Ｏ４ ８７．５１（７） Ｏ２－Ｃａ２－Ｏ１ ５０．４１（５）

Ｏ４ｃ－Ｃａ２－Ｏ２ ８７．２９（６） Ｏ２ｄ－Ｃａ１－Ｏ３ ７２．９４（６） Ｏ７－Ｃａ２－Ｏ４ｃ １５７．００（７） Ｏ２－Ｃａ２－Ｏ３ｃ ９５．５０（６）

Ｏ１－Ｃａ１－Ｏ６ａ １１０．３９３（１８）Ｏ２ｄ－Ｃａ１－Ｏ５ｃ ８９．７５（６） Ｏ７－Ｃａ２－Ｏ５ ９３．９７（７） Ｏ２－Ｃａ２－Ｏ３ｆ ７１．１３（６）

Ｏ１－Ｃａ１－Ｏ６ ６６．７０１（１３） Ｏ５－Ｃａ２－Ｏ１ １５８．１５（６） Ｏ８ｆ－Ｃａ１－Ｏ１ ８７．８２（８） Ｏ３ｆ－Ｃａ２－Ｏ１ １２０．７１（５）

Ｏ４ｃ－Ｃａ２－Ｏ３ｆ １１０．９３（６） Ｏ５－Ｃａ２－Ｏ３ｃ ６９．１３（６） Ｏ８ｆ－Ｃａ１－Ｏ２ｄ ９２．３５（８） Ｏ４ｃ－Ｃａ２－Ｏ３ｃ ４７．９０（５）

Ｏ４－Ｃａ２－Ｏ３ｆ １６３．１８（６） Ｏ５－Ｃａ２－Ｏ３ｆ ８０．７８（６） Ｏ８ｆ－Ｃａ１－Ｏ３ ８７．９９（８） Ｏ５－Ｃａ２－Ｏ４ ８２．７７（６）

Ｏ４－Ｃａ２－Ｏ３ｃ １０７．７８（５） Ｏ５－Ｃａ２－Ｏ４ｃ ９８．２７（６） Ｏ８ｆ－Ｃａ１－Ｏ５ｃ １５８．６８（８） Ｃａ１－Ｏ３－Ｃａ２ｃ ９７．２６（６）

２　晶体结构描述与讨论

通过溶剂热反应，以乙酸和无水氯化钙为原料，将犖，犖二甲基甲酰胺（ＤＭＦ）溶剂分解生成的甲酸

作为第２配体，合成金属有机骨架［Ｃａ２（ＣＨ３ＣＯＯ）３（ＨＣＯＯ）］（化合物）。根据表１可知，化合物空间

群为三斜犘１。化合物的晶体结构图，如图１所示。由图１可知：化合物的最小不对称单元是由２个

Ｃａ（Ⅱ）离子、３个乙酸离子与１个甲酸离子组成；Ｃａ（Ⅱ）离子（Ｃａ１）由５个乙酸配体的６个羧基氧配位

和１个甲酸上的羧基氧形成７配位环境；而Ｃａ（Ⅱ）离子（Ｃａ２）由５个乙酸配体的７个羧基氧配位和１

个甲酸上的羧基氧形成８配位环境；Ｃａ（Ⅱ）离子（Ｃａ１）与（Ｃａ２）通过共用２个乙酸配体上的羧基氧（Ｏ１，

Ｏ２，Ｏ１４）形成２核簇中心。Ｃａ－Ｏ键之间的距离分布在０．２２６００（２）～０．２８６２４（１９）ｎｍ，这与文献

［１３１４］报道的Ｃａ－Ｏ键键长相符合。

Ｃａ（Ⅱ）离子（Ｃａ２）之间通过共用２个乙酸上的羧基氧形成１条链，链的两侧是由Ｃａ（Ⅱ）离子（Ｃａ２）

配位的羧基氧与Ｃａ（Ⅱ）离子（Ｃａ１）配位形成三明治的夹层，每个三明治夹层通过乙酸配体不断重复配

位形成二维层，层与层之间通过乙酸配体的２个羧基氧分别与层中的每个Ｃａ（Ⅱ）离子（Ｃａ２）和（Ｃａ１）配

位形成三维有机骨架，如图２所示。

Ｈｉｒｓｈｆｅｌｄ表面分析是一种分析分子表面作用力常用的手段，基于 Ｈｉｒｓｈｆｅｌｄ表面到内部最近的原

５０６第５期　　　　　　　　　王伟娟，等：一例钙金属有机骨架的合成及其结构与性质分析
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　（ａ）配位模式　　　　　　　　（ｂ）多面体　　　　　　（ｃ）最小不对称单元　　　　（ｄ）配位环境

图１　化合物的晶体结构图

Ｆｉｇ．１　Ｃｒｙｓｔａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｄｉａｇｒａｍｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄ

（ａ）ｃ轴视角的二维离子键图 　　　（ｂ）ｂ轴视角的三维骨架　　　　　　（ｃ）ｃ轴视角的三维骨架　　

图２　化合物的二维与三维骨架

Ｆｉｇ．２　Ｔｗｏｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌａｎｄｔｈｒｅｅｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｓｋｅｌｅｔｏｎｓｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄ

子核的距离（犱ｉ）、Ｈｉｒｓｈｆｅｌｄ表面到表面外最近的原子核的距离（犱ｅ）和原子的范德华半径，根据计算出

的电子分布作为球形原子电子密度的总和进行识别［１５１６］。将配合物单晶结构数据中的ＣＩＦ文件导入

到ＣｒｙｓｔａｌＥｘｐｌｏｒｅｒ１７．５软件中，计算可得 Ｈｉｒｓｈｆｅｌｄ表面作用力的分布情况，并形象地将分子间的相

互作用力用三维模型展现出来，得到ｄｎｏｒｍ图。ｄｎｏｒｍ图用于表示分子间强烈的相互作用，如氢键和

范德华力作用，而分子间表面作用力类型的定量分析结果可通过２Ｄ指纹图谱展示。

选取化合物的最小不对称单元进行Ｈｉｒｓｈｆｅｌｄ分析，结果如图３所示。由图３可以看出，ｄｎｏｒｍ表

面范围为－０．０６９６８～０．１０２５４ｎｍ，其中，明亮的红色斑点代表在化合物分子表面占主导地位的是

Ｈ－Ｈ，Ｃ－Ｈ，Ｏ－Ｈ之间的相互作用力，颜色最深的红色斑点代表氢原子之间的范德华力，颜色稍浅

的是Ｏ－Ｈ…Ｏ氢键及Ｏ－Ｏ之间的弱相互作用力。

　 （ａ）Ｈｉｒｓｈｆｅｌｄ表面　　　（ｂ）Ｈｉｒｓｈｆｅｌｄ表面的环境　　 　（ｃ）Ｃａ…Ｏ２Ｄ指纹图　　　（ｄ）Ｏ…Ｈ２Ｄ指纹图

图３　化合物最小不对称单元的 Ｈｉｒｓｈｆｅｌｄ表面和２Ｄ指纹图

Ｆｉｇ．３　Ｈｉｒｓｈｆｅｌｄｓｕｒｆａｃｅａｎｄ２Ｄｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｏｆｓｍａｌｌｅｓｔａｓｙｍｍｅｔｒｉｃｕｎｉｔｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄ

化合物的２Ｄ指纹图，如图４所示。不同的分子间相互作用对应着不同的２Ｄ指纹区，其中一个分

子充当供体（犱ｅ＞犱ｉ）和另一个分子作为受体（犱ｅ＜犱ｉ），因此能够给出晶体内部各分子间相互作用及各

连接作用对整体的贡献程度，还可以分解、突出特定原子对之间的相互作用［１７］。这种分解能够从

Ｈｉｒｓｈｆｅｌｄ表面中分离出各种类型的分子作用力情况，并用明确的数值表示其对整个 Ｈｉｒｓｈｆｅｌｄ表面的

贡献作用。

由图３，４可知：化合物中的 Ｈ－Ｈ相互作用即氢原子之间范德华力作用占了整个 Ｈｉｒｓｈｆｅｌｄ表面

作用的３４．９％，起主导作用，蓝色区域代表作用力位置；Ｃ－Ｈ相互作用代表了碳原子与氢原子之间的

范德华力作用，占整个Ｈｉｒｓｈｆｅｌｄ表面作用的３．７％；Ｏ－Ｈ相互作用，在化合物中则代表了Ｃ－Ｈ…Ｏ

常规氢键和Ｏ－Ｈ…Ｏ非常规氢键作用，占整个 Ｈｉｒｓｈｆｅｌｄ表面作用的２０．１％；Ｏ－Ｏ和Ｃ－Ｏ在整个

表面作用中分别占１３．３％和１．３％，可以看出在整个配合物结构中氢键作用明显。
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（ａ）完整结构　　　　　　　　　　（ｂ）Ｃａ…Ｃ　　　　　 　　　　　　（ｃ）Ｃａ…Ｈ

　（ｄ）Ｃ…Ｈ　　　　　　　　　　　（ｅ）Ｃ…Ｏ　　　　　　　　　　　　（ｆ）Ｈ…Ｈ

　（ｇ）Ｏ…Ｏ　　　　　　 　　　　　（ｈ）Ｃ…Ｃ　　　　　　　 　　　　（ｉ）Ｃａ…Ｃａ

图４　化合物的２Ｄ指纹图

Ｆｉｇ．４　２Ｄｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｉｍａｇｅｓｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄ

３　表征与光谱性质

３．１　粉末衍射表征

为检测化合物样品的纯度，采用 ＭｉｎｉＦｌｅｘⅡ型Ｘ射线粉末衍射仪（Ｃｕ靶，λ＝０．１５４０５６ｎｍ）收集

化合物的粉末Ｘ射线衍射（ＰＸＲＤ）数据，扫描速率为２°·ｓ－１，扫描范围为５°～５０°。化合物的ＸＲＤ粉

末衍射结果，如图５（ａ）所示。由图５（ａ）可知：化合物的实验测试值与计算机模拟的衍射峰位置基本相

一致，说明化合物的样品为纯相。

３．２　红外光谱分析

对化合物采用ＫＢｒ压片法制样，通过傅里叶变换红外光谱仪测定其在波数（ν）为４００～４０００ｃｍ
－１

范围内的红外光谱，如图５（ｂ）所示。由图５（ｂ）可知：化合物分别在１５５０ｃｍ－１和１６１０ｃｍ－１左右有较

强的吸收峰，归属为化合物中ＣＯＯ官能团的对称伸缩振动峰和不对称伸缩振动峰，而原本甲酸和乙酸

配体中的羧酸Ｃ＝Ｏ双键在１７００ｃｍ－１左右伸缩振动吸收峰消失
［１８１９］。这表明化合物结构中来自甲酸

和乙酸配体上的羧基已经完全去质子化，且去质子化的羧基氧原子参与了与Ｃａ（Ⅱ）离子的配位
［２０２１］。

３．３　热稳定性分析

使用ＳＴＡ４４９Ｆ３型热重分析仪对化合物进行热稳定性测定。测试在氮气氛围下进行，升温速度为

１０℃·ｍｉｎ－１。化合物的热重曲线，如图５（ｃ）所示。图５（ｃ）中：狑 为质量分数；θＴＧ为温度。由图５（ｃ）

可知：化合物随着温度的升高开始失重，到２３２℃时，失重约１４．７１％，对应的理论值为１５．０３％，可归属

为化合物中的１个配位的甲酸基团的脱除；随后热重曲线趋于平稳，样品没有发生分解；从３４３℃起，化

合物整个框架结构发生热解，７３１℃时，配体全部失去，热重曲线趋于稳定，失重约５１．２１％，理论值为
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５１．２２％，可能归属为化合物中的２个配位的乙酸基团的脱除；自７３１～９００℃，热重曲线趋于平稳。

３．４　固体荧光性质分析

化合物的固体粉末样品在日光下为白色，在３６５ｎｍ紫外灯照射下发射黄绿光。基于此，在室温下

将激发光波长固定为３６５ｎｍ，对化合物进行固体荧光测试，得到化合物的激发光谱和荧光发射光谱，如

图５（ｄ）所示。图５（ｄ）中：λ为波长。由５（ｄ）可知：化合物的最大荧光发射峰波长为５２５ｎｍ，处于绿光

波长（４９０～５７０ｎｍ）范围内，因此，化合物发绿光，与观察到的现象相符。

室温下以３６５ｎｍ为激发波长，检测５２５ｎｍ信号峰随时间的衰减曲线，得到固态荧光寿命衰减曲

线，如图５（ｅ）所示。图５（ｅ）中：狋为时间。拟合计算可得常温下固体配合物的荧光寿命为５．９１ｎｓ。

（ａ）ＸＲＤ粉末衍射　　　　　　　　　　（ｂ）红外光谱　　　　　　　　　　　（ｃ）热重曲线　　

（ｄ）激发光谱和荧光发射光谱　　　　　　　　　　　　（ｅ）固态荧光寿命衰减曲线

图５　化合物的表征

Ｆｉｇ．５　Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄ

４　结束语

通过溶剂热法，将乙酸和无水氯化钙作为原料，犖，犖二甲基甲酰胺（ＤＭＦ）溶剂原位分解生成的甲

酸作为第二配体合成了具有三维结构的钙金属有机骨架［Ｃａ２（ＣＨ３ＣＯＯ）３（ＨＣＯＯ）］，丰富了 Ｃａ

ＭＯＦｓ的结构种类。羧酸配体的Ｏ原子同时含有孤对电子和成单电子，且原子半径小、极性大，是很好

的配位键电子给予体，能够形成丰富的氢键，更有利于形成超分子体系，改善荧光性能。该化合物中８

配位的Ｃａ（Ⅱ）离子之间通过共用乙酸上的羧基氧形成一维链，链的两侧由羧基氧与７配位的Ｃａ（Ⅱ）

离子桥连形成三明治的夹层，每个夹层不断重复与乙酸配体配位形成二维层，层与层之间通过甲酸配体

的２个羧基氧分别与层中的两类Ｃａ（Ⅱ）离子配位形成三维有机骨架。该例钙金属有机骨架结构稳

定，在紫外灯的激发下，于５２５ｎｍ处发出绿色荧光，在制备荧光传感器材料方面具有一定的应用前景。
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　　多拷贝狆狌犮犅犃基因在沼泽红假单胞菌

光合生长中的作用

林若欣，赵晓岚，赵春贵，杨素萍

（华侨大学 化工学院，福建 厦门３６１０２１）

摘要：　选择沼泽红假单胞菌ＣＧＡ００９菌株，采用基因敲除方法，依次对菌株中的５对狆狌犮犅犃基因进行敲除，

以探求不同狆狌犮犅犃基因对菌株光合生长、光谱表型和光合色素质量浓度的影响。结果表明：不同狆狌犮犅犃基

因的表达量与菌株光合生长速率和光合色素合成量呈正相关关系；高光下狆狌犮犅犃ｂ 和狆狌犮犅犃ａ 基因对菌株生

长发挥主要作用，低光下狆狌犮犅犃ｂ，狆狌犮犅犃ｄ和狆狌犮犅犃ａ基因对菌株生长起主要作用；敲除狆狌犮犅犃ｄ 基因可导致

狆狌犮犅犃ｂ基因高效表达，敲除狆狌犮犅犃ｃ基因可导致ＬＨ１ＲＣ合成量提高，表明某个狆狌犮犅犃基因的敲除对其他

光合基因表达具有补偿作用。

关键词：　紫细菌；沼泽红假单胞菌；外周捕光复合体（ＬＨ２）；基因敲除
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不产氧光合细菌（ＡＰＢ）因其光合单元简单，常作为光合作用机制研究的模型生物
［１２］。由于自然光

的不连续性，ＡＰＢ形成了２种机制应对光环境的变化。一种是调控光合单元中外周捕光复合体（ＬＨ２）

　收稿日期：　２０２４?０７?１５

　通信作者：　杨素萍（１９６６?），女，教授，博士，主要从事资源微生物的挖掘与利用的研究。Ｅｍａｉｌ：ｙａｎｇｓｕｐｉｎｇ＠ｈｑｕ．

ｅｄｕ．ｃｎ。
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和核心捕光复合体反应中心复合物（ＬＨ１ＲＣ）的数量以适应光变化，通常ＬＨ１与ＲＣ形成１∶１的复

合体［３４］，随着光照强度升高，ＬＨ２／ＬＨ１ＲＣ的比例降低
［５６］。另一种是随着光照强度变化，ＬＨ２光谱

类型也随之变化［５６］，高光时菌株形成典型光谱ＬＨ２（ＴＬＨ２），又称Ｂ８００８５０ＬＨ２，低光时形成异常光

谱ＬＨ２（ＵＬＨ２），主要包括ＬＨ３（Ｂ８００８２０ＬＨ２），ＬＨ４（Ｂ８００ｏｎｌｙ或Ｂ８００ｌｏｗ８５０ＬＨ２）和ＬＨ２′

（Ｂ８００８４０ＬＨ２）等
［７９］。

目前，研究已阐明了不同光谱类型ＬＨ２的形成机制及随光变化机制，其原因是菌株拥有多拷贝编

码ＬＨ２αβ肽的狆狌犮犅犃基因，在不同光环境中多拷贝狆狌犮犅犃的表达量不同，由于不同狆狌犮犅犃基因编码

的αβ肽氨基酸残基的差异，导致不同αβ肽与细菌叶绿素（ＢＣｈｌ）犪结合位点和配位方式不同，从而形成

不同的特征光谱ＬＨ２
［９１１］。基因组和系统发育分析显示，多拷贝狆狌犮犅犃基因在隶属于ＡＰＢ的紫细菌

中广泛存在，尤其在红假单胞菌属菌株中的拷贝数可高达５～７对
［５，９］。由于多拷贝狆狌犮犅犃基因同时表

达，导致菌株中不同的ＬＨ２难以彼此分离，即使是高度纯化的ＬＨ２，也是不同ＬＨ２的混合物
［１０１３］。针

对该问题，Ｓｏｕｔｈａｌｌ等
［２］和 Ｑｉａｎ等

［１］分别以沼泽红假单胞菌（犚犺狅犱狅狆狊犲狌犱狅狀狅狀犪狊狆犪犾狌狊狋狉犻狊，犚狆狊．

狆犪犾狌狊狋狉犻狊）ＣＧＡ００９和２．１．６为研究对象，采用基因敲除的方法得到仅剩１对狆狌犮犅犃基因的菌株，纯化

得到单一基因型的ＬＨ２，不仅证明ＬＨ４均为Ｂ８００ｎｏｌｙＬＨ２
［１２］，而且高分辨地解析了４种ＬＨ２的晶

体结构［１］，但并没有报道这４种单一基因型ＬＨ２的光能传递活性
［１］。

ＬＨ２功能活性评价通常采用Ｃｏｇｄｅｌｌ建立的检测光能传递效率的方法，目前研究仅在固氮红细菌

（犚犺狅犱狅犫犪犮狋犲狉犪狕狅狋狅犳狅狉犿犪狀狊）１３４Ｋ２０、嗜温紫色硫光养细菌 （犃犾犾狅犮犺狉狅犿犪狋犻狌犿狏犻狀狅狊狌犿）和 犚狆狊．

狆犪犾狌狊狋狉犻狊ＣＧＡ００９等极少数菌株中比较了高、低光下纯化ＬＨ２的光能传递效率
［５，１４］，但该法依赖于

ＬＨ２的分离纯化，而ＬＨ２彼此间难以纯化，所提供的数据往往是菌株同时表达不同ＬＨ２的综合结

果［５］。归根结底，ＬＨ２的作用主要是推动菌株进行光合作用、促进生长，但目前还没有足够的数据来评

估ＬＨ２在菌株光合作用代谢过程中的功能活性。Ｚｈａｏ等
［５］采用Ｃｏｇｄｅｌｌ法比较研究了犚狆狊．狆犪犾狌狊狋狉犻狊

ＣＧＡ００９菌株在高、低光下ＵＬＨ２（ＬＨ４）和ＴＬＨ２的能量传递活性，进一步敲除菌株中的狆狌犮犅犃ｄ 基

因（编码ＬＨ４的αβ肽），探求ＬＨ４在菌株光合生长中的作用。基于此，本文采用遗传解剖的策略，在前

期敲除狆狌犮犅犃ｄ基因基础上，依次敲除菌株的狆狌犮犅犃ａ，狆狌犮犅犃ｂ，狆狌犮犅犃ｅ和狆狌犮犅犃ｃ基因，分别在高、低

光下，考察基因缺失对菌株光合生长、光谱表型和光合色素质量浓度的影响。

１　材料与方法

１．１　菌株与质粒

犚狆狊．狆犪犾狌狊狋狉犻狊ＣＧＡ００９（野生株 ＷＴ），购自美国 ＡＴＣＣ公司。犚狆狊．狆犪犾狌狊狋狉犻狊ＣＧＡ００９狆狌犮犅犃ｄ

基因敲除株简称Δｄ，克隆菌株大肠杆菌（犈．犮狅犾犻）ＪＭ１０９，由实验室保存。二氨基庚二酸（ＤＡＰ）营养缺

陷型犈．犮狅犾犻ＷＭ３０６４，由中国科学院水生生物研究所邱东茹研究员馈赠。质粒ｐＪＱ２００ＳＫ（携带硫酸

庆大霉素抗性基因Ｇｍ和蔗糖筛选标记基因狊犪犮犅），购自武汉淼灵生物公司。

１．２　主要试剂

基因组ＤＮＡ提取试剂盒，购自北京全式金生物技术有限公司。质粒提取试剂盒和通用型ＤＮＡ纯

化回收试剂盒，购自天根生化科技（北京）有限公司。ＰｒｉｍｅｒＳＴＡＲ○Ｒ ＨＳＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ、限制性内切

酶（犘狊狋Ⅰ，犡犫犪Ⅰ和犡犺狅Ⅰ）和Ｔ４ＤＮＡ连接酶等，均购自日本Ｔａｋａｒａ公司。甲醇、丙酮、异丙醇等为

色谱纯试剂，其余试剂为分析纯试剂，购自国药集团化学试剂有限公司。

１．３　培养基和培养条件

采用改良Ｏｒｍｅｒｏｄ液体培养基和１８＃固体培养基
［５］。改良Ｏｒｍｅｒｏｄ液体培养基培养容器为螺口

蓝盖瓶，接种后用培养基充满１４０ｍＬ蓝盖瓶，在３０℃，白炽灯光源２０００ｌｘ（高光）和２００ｌｘ（低光）条

件下，厌氧培养犚狆狊．狆犪犾狌狊狋狉犻狊ＣＧＡ００９菌株的基因缺失菌株。犈．犮狅犾犻采用ＬＢ培养基，３７℃培养，根

据需要添加ＤＡＰ，Ｇｍ和蔗糖。

１．４　基因敲除和验证

在巢式聚合酶链式反应（ＰＣＲ）验证狆狌犮犅犃ｄ 敲除株（Δｄ）基因缺失正确的基础上，以Δｄ菌株作为

１１６第５期　　　　　　　　林若欣，等：多拷贝狆狌犮犅犃基因在沼泽红假单胞菌光合生长中的作用



犺狋狋狆狊：／／犺犱狓犫．犺狇狌．犲犱狌．犮狀／

出发株，依次敲除菌株中的狆狌犮犅犃ａ，狆狌犮犅犃ｂ，狆狌犮犅犃ｅ 和狆狌犮犅犃ｃ 基因，得到狆狌犮犅犃ｄａ，狆狌犮犅犃ｄａｂ，

狆狌犮犅犃ｄａｂｅ和狆狌犮犅犃ｄａｂｅｃ基因缺失突变株，分别简称为 Δｄａ，Δｄａｂ，Δｄａｂｅ和 Δｄａｂｅｃ菌株。狆狌犮犅犃ｄ，

狆狌犮犅犃ａ，狆狌犮犅犃ｂ，狆狌犮犅犃ｅ和狆狌犮犅犃ｃ基因敲除片段的长度分别为３８１，４０８，４１２，５８４和４０４ｂｐ。

采用环状质粒介导的双交换同源重组法进行基因敲除［５］。以ＣＧＡ００９基因组ＤＮＡ为模板，采用

ＰＣＲ法分别扩增敲除目的基因上游（Ｕ）和下游（Ｄ）ＤＮＡ片段，采用ＰＣＲ法拼接上、下游ＤＮＡ片段，构

建重组质粒ｐＪＱ２００ＳＫＵＤ，转化犈．犮狅犾犻ＤＨ５α，涂布ＬＢ抗性（Ｇｍ）平板，筛选重组子，并进行ＰＣＲ验

证。提取重组质粒ｐＪＱ２００ＳＫＵＤ，转化犈．犮狅犾犻ＷＭ３０６４，经Ｇｍ抗性筛选和ＰＣＲ验证，得到重组菌株

犈．犮狅犾犻ＷＭ３０６４（ｐＪＱ２００ＳＫＵＤ）。采用双亲交配的方法
［５］，通过犈．犮狅犾犻ＷＭ３０６４将质粒ｐＪＱ２００ＳＫ

ＵＤ接合转移至受体菌，将接合转移的菌悬液涂布在１８＃固体培养基（１００μｇ·ｍＬ
－１的 Ｇｍ，不含

ＤＡＰ）上，培养５～７ｄ，挑选菌落，在含体积分数为１０％蔗糖的１８＃固体培养基平板上划线，挑选菌落，

分别用不同引物，通过巢式ＰＣＲ筛选和验证目的基因缺失突变株。

使用的引物序列、酶切位点和扩增产物，如表１所示。表１中：Ｆ，Ｒ分别为狆狌犮犅犃基因的正向、反

向引物；ＵＦ，ＵＲ分别为狆狌犮犅犃基因上游片段的正向、反向引物；ＤＦ，ＤＲ分别为狆狌犮犅犃基因下游片段

的正向、反向引物；下标ａ，ｂ，ｃ，ｅ分别为狆狌犮犅犃基因编号；ＣＴＧＣＡＧ为犘狊狋Ⅰ酶切位点，ＣＴＣＧＡＧ为

犡犺狅Ⅰ酶切位点，ＴＣＴＡＧＡ为犡犫犪Ⅰ酶切位点；双下划线序列为ＰＣＲ拼接互补序列。

表１　引物序列、酶切位点和扩增产物

Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ，ｅｎｚｙｍｅｃｌｅａｖａｇｅｓｉｔｅｓａｎｄａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓ

名称 引物序列（５′３′） 扩增产物（片段大小）

ＵＦａ ＣＴＡＧＣＴＧＣＡＧＧＣＡＣＣＴＣＧＣＣＴＴＣＧＣＣＣＧＣＡ

ＵＲａ ＣＣＣＣＡＡＡＣＧＡＡＡＡＣＣＣＣＴＣＡＴＡＡＴＧＧＧＧＴＴＴＣＴ
狆狌犮犅犃ａＵ（９４７ｂｐ）

ＤＦａ ＡＡＣＣＣＣＡＴＴＡＴＧＡＧＧＧＧＴＴＴＴＣＧＴＴＴＧＧＧＧＧＣ

ＤＲａ ＣＴＡＧＣＴＣＧＡＧＧＧＴＴＴＧＧＣＴＣＧＴＴＧＡＴＧＧＣＧ
狆狌犮犅犃ａＤ（９３９ｂｐ）

Ｆａ，Ｒａ ＴＣＡＡＡＡＴＧＧＣＴＧＡＣＡＡＧ；ＡＧＡＡＧＡＧＣＡＧＴＡＴＴＧＡＴ 狆狌犮犅犃ａ（３７４ｂｐ）

ＵＦｂ ＣＴＡＧＣＴＧＣＡＧＣＣＣＡＧＣＣＧＡＴＴＣＣＴＴＧＡＴＴＧ

ＵＲｂ ＡＡＡＴＡＣＡＡＡＡＣＡＣＣＣＴＣＡＡＴＧＣＧＴＧＣＴＧＴＴＣＧ
狆狌犮犅犃ｂＵ（９０８ｂｐ）

ＤＦｂ ＡＡＣＡＧＣＡＣＧＣＡＴＴＧＡＧＣＧＧＧＴＧＴＴＴＴＧＴＡＴＴＴ

ＤＲｂ ＣＴＡＧＣＴＣＧＡＧＴＧＡＣＧＧＴＧＴＴＴＧＧＴＧＡＧＧＧＡ
狆狌犮犅犃ｂＤ（９２６ｂｐ）

Ｆｂ，Ｒｂ ＡＴＣＣＧＡＡＣＡＡＧＧＴＣＴＧＧ；ＣＧＧＧＧＣＧＧＣＧＡＣＧＧＴＧＧ 狆狌犮犅犃ｂ（３２２ｂｐ）

ＵＦｃ ＣＴＡＧＣＴＣＧＡＧＣＴＧＡＧＣＧＧＣＡＧＧＡＴＧＴＡ

ＵＲｃ ＧＧＡＧＧＡＣＡＧＡＧＧＣＧＴＴＡＧＡＴＧＡＣＣＣＴＣＴＴＧＴＴ
狆狌犮犅犃ｃＵ（９７８ｂｐ）

ＤＦｃ ＣＡＡＧＡＧＧＧＴＣＡＴＣＴＡＡＣＧＧＣＴＣＴＧＴＣＣＴＣＣＴＧ

ＤＲｃ ＣＴＡＧＴＣＴＡＧＡＣＧＡＧＧＴＧＧＴＧＣＴＧＴＴＧＣＧＡ
狆狌犮犅犃ｃＤ（９１８ｂｐ）

Ｆｃ，Ｒｃ ＣＡＣＡＣＡＧＣＣＣＣＧＴＡＡＧＣＣ；ＧＡＧＣＧＧＡＴＴＴＧＴＡＧＡＣＧＡ 狆狌犮犅犃ｃ（８１５ｂｐ）

ＵＦｅ ＣＴＡＧＴＣＴＡＧＡＣＡＧＣＣＴＧＴＧＴＴＣＧＧＧＧＧＡＧ

ＵＲｅ ＴＧＴＣＣＧＣＡＣＣＣＣＧＣＴＧＧＡＴＧＣＴＴＣＣＡＧＣＣＣＴＣ
狆狌犮犅犃ｅＵ（９６２ｂｐ）

ＤＦｅ ＧＧＧＣＴＧＧＡＡＧＣＡＴＣＣＡＧＣＧＧＧＧＴＧＣＧＧＡＣＡＴＴＴ

ＤＲｅ ＣＴＡＧＣＴＣＧＡＧＧＣＧＴＴＣＧＧＡＣＣＴＴＧＡＡＴＡＡＡ
狆狌犮犅犃ｅＤ（９１９ｂｐ）

Ｆｅ，Ｒｅ ＴＡＧＴＣＴＴＡＣＡＡＴＣＡＣＴＣＧＧＡ；ＡＧＧＡＣＣＡＧＡＣＴＴＴＣＡＴＣＡＴ 狆狌犮犅犃ｅ（８３３ｂｐ）

１．５　光合生长、吸收光谱和光合色素质量浓度的测定

离心收集低光培养３ｄ的狆狌犮犅犃基因缺失株菌体，调整菌悬液吸光度犇（６６０）为１．５０，按体积分数

为３％的接种量接种至改良Ｏｒｍｅｒｏｄ液体培养基中。分别设置光照强度为２０００ｌｘ和２００ｌｘ，以 ＷＴ

为对照，进行３组重复实验。培养过程中取样测定菌体生物量和吸收光谱。生物量以犇（６６０）表示，绘

制生长曲线。通过分析活细胞吸收光谱的特征峰的波长和吸光度的变化，表征狆狌犮犃犅基因敲除对菌株

ＬＨ２合成能力的影响。使用基准线法计算特征光谱的吸光度值（犇），其计算公式为

犇＝犇Ｔ－犇ＲＬ。

上式中：犇Ｔ 与犇ＲＬ分别为特征光谱的总吸光值和参考线（ＲＬ）的吸光值。

用犇ＷＴ表示野生型菌株的吸光度值，通过公式犚＝犇／犇ＷＴ×１００％计算敲除菌株和野生型菌株间的

相对生长速率。用Δ犚表示相对变化量，即狆狌犮犃犅基因敲除后与敲除前相对生长速率的差值。

２１６ 华 侨 大 学 学 报 （自 然 科 学 版）　　　　　　　　　　　　　　２０２４年
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采用超声法提取菌体光合色素。按质量体积比（ｇ∶ｍＬ）为１∶１２向菌体中加入色素提取液（丙酮

甲醇按照体积比７∶２配制而成）提取光合色素，将３次提取液合并定容至１０ｍＬ，取样测定其吸收光

谱。ＢＣｈｌ犪和Ｃａｒ的最大吸收波长分别为７７０，４７６ｎｍ，ＢＣｈｌ犪和Ｃａｒ的质量浓度（ρ）计算公式为

ρ＝犇犞犳／（犪犔）。

上式中：犪为摩尔消光系数，Ｃａｒ和ＢＣｈｌ犪摩尔消光系数分别为１６０，７６Ｌ·ｍｏｌ－１·ｃｍ－１
［１４１５］；犔为光

程；犇，犞 和犳分别表示样品的吸光度、体积和稀释因子。

２　实验结果与分析

２．１　基因敲除和突变株验证

以ＵＦ／ＤＲ为引物，基因敲除前、后菌株ＰＣＲ扩增的目标条带大小，如图１（ａ）所示。由图１（ａ）可

知：扩增条带与预期大小吻合；与基因敲除前菌株相比，狆狌犮犅犃基因缺失株未检测到相应大小的ＤＮＡ

条带，检测到相对分子质量较小的ＤＮＡ条带，与缺失基因片段基本吻合，表明基因敲除菌株靶基因片

段缺失。以Ｆ／Ｒ为引物，基因敲除前、后菌株ＰＣＲ扩增目标条带的大小，如图１（ｂ）所示。由图１（ｂ）可

知：扩增条带与预期片段大小相吻合，与敲除前相比，基因敲除后的菌株未检测到相应大小的ＤＮＡ条

带，表明基因敲除菌株靶基因被敲除。由此表明，ＷＴ（ＣＧＡ００９）敲除狆狌犮犅犃ｄ 基因菌株（Δｄ）的基因缺

失正确，以Δｄ菌株作为出发株，依次敲除菌株中的狆狌犮犅犃ａ，狆狌犮犅犃ｂ，狆狌犮犅犃ｅ和狆狌犮犅犃ｃ基因，相继获

得了Δｄａ，Δｄａｂ，Δｄａｂｅ和Δｄａｂｅｃ菌株。

（ａ）ＵＦ／ＤＲ为引物　　　　　　　　　　　　　　　　（ｂ）Ｆ／Ｒ为引物

图１　狆狌犮犅犃基因敲除株Δｄ，Δｄａ，Δｄａｂ，Δｄａｂｅ和Δｄａｂｅｃ的巢式ＰＣＲ检测结果

Ｆｉｇ．１　ＮｅｓｔｅｄＰＣＲｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆ狆狌犮犅犃ｇｅｎｅｋｎｏｃｋｏｕｔｓｔｒａｉｎｓｏｆΔｄ，Δｄａ，Δｄａｂ，ΔｄａｂｅａｎｄΔｄａｂｅｃ

２．２　基因缺失对菌株吸收光谱的影响

由于ＬＨ２具有特征近红外（ＮＩＲ）吸收光谱，常常用活细胞ＮＩＲ光谱反映ＬＨ２特征和表达量的变

化。狆狌犮犅犃基因敲除株在高光和低光下的 ＮＩＲ特征光谱，如图２所示。图２中：λ为波长。低光下

狆狌犮犅犃基因敲除对菌株ＮＩＲ特征光谱的影响，如表２所示。表２中：λＰ１，λＰ２分别为特征峰Ｐ１，Ｐ２对应

的波长；犇ｍａｘ为吸光度峰值。

（ａ）高光，３ｄ　　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｂ）低光，６ｄ

图２　狆狌犮犅犃基因敲除株在高光和低光下的ＮＩＲ特征光谱

Ｆｉｇ．２　ＮＩＲｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｐｅｃｔｒａｏｆ狆狌犮犅犃ｇｅｎｅｓｋｎｏｃｋｏｕｔｓｔｒａｉｎｕｎｄｅｒｈｉｇｈａｎｄｌｏｗｌｉｇｈｔｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

由图２（ｂ），表２可知：低光时，ＷＴ菌株呈现Ｐ１（８０５ｎｍ）和Ｐ２（８６４ｎｍ）２个ＮＩＲ特征峰，且特征峰

Ｐ１吸光度（犇Ｐ１）＞特征峰Ｐ２吸光度（犇Ｐ２）；随着５对狆狌犮犅犃 基因的依次敲除，缺失株的Ｐ１最大波长

（λｍａｘ）在８０３～８０５ｎｍ范围内变化，犇ｍａｘ呈逐渐降低（Δｄ，Δｄａ，Δｄａｂ和Δｄａｂｅ）、再升高（Δｄａｂｅｃ）现象；

Ｐ２峰的最大波长明显红移，从８６４～８６５ｎｍ（Δｄ，Δｄａ和Δｄａｂ）红移至８８１～８８３ｎｍ（Δｄａｂｅ，Δｄａｂｅｃ），

３１６第５期　　　　　　　　林若欣，等：多拷贝狆狌犮犅犃基因在沼泽红假单胞菌光合生长中的作用
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犇ｍａｘ呈现先升高（Δｄ）、后逐渐降低（Δｄａ，Δｄａｂ和Δｄａｂｅ）、再升高（Δｄａｂｅｃ）的现象。但不同敲除株的Ｐ１

和Ｐ２特征峰吸光度峰值（犇ｍａｘ）的降低或升高的幅度（Δ犚）不同。

表２　低光下狆狌犮犅犃基因敲除对菌株ＮＩＲ特征光谱的影响

Ｔａｂ．２　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆ狆狌犮犅犃ｇｅｎｅｋｎｏｃｋｏｕｔｕｎｄｅｒｌｏｗｌｉｇｈｔｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｎＮＩＲｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｐｅｃｔｒａｏｆｓｔｒａｉｎｓ

菌株
特征峰Ｐ１

λＰ１／ｎｍ 犇ｍａｘ 犚／％ Δ犚／％

特征峰Ｐ２

犇（８６６） λＰ２／ｎｍ 犇ｍａｘ 犚／％ Δ犚／％

ＷＴ ８０５ ０．８１７ １００．０ － ０．５２８ ８６４ ０．５２８ １００．０ －

Δｄ ８０５ ０．５３１ ６５．０ －３５．０ ０．７２１ ８６５ ０．７２０ １３５．９ ３５．９

Δｄａ ８０５ ０．４５５ ５５．７ －９．３ ０．６５３ ８６５ ０．６５２ １２２．７ －１３．２

Δｄａｂ ８０３ ０．１８０ ２２．０ －３３．７ ０．６０３ ８８１ ０．６０３ ７４．７ －４８．０

Δｄａｂｅ ８０３ ０．１４６ １７．９ －４．２ ０．５３３ ８８３ ０．５３３ ６４．９ －９．８

Δｄａｂｅｃ ８０５ ０．２６５ ３２．４ １４．６ ０．６３７ ８８１ ０．６３７ ９２．４ ２７．６

　　由于ＴＬＨ２，ＵＬＨ２（ＬＨ４）和ＬＨ１ＲＣ分别呈现Ｂ８００８５０，Ｂ８００ｏｎｌｙ和Ｂ８００８７５特征峰，它们

的光谱发生相互叠加，从而形成菌体的Ｐ１和Ｐ２特征峰，狆狌犮犅犃基因敲除前后特征峰变化可反映狆狌犮

犅犃 基因的表达情况。由表２可知：与相应基因缺失前的菌株相比，Δｄ，Δｄａ，Δｄａｂ，Δｄａｂｅ和Δｄａｂｅｃ缺

失株Ｐ１峰吸光度的相对变化（Δ犚）分别为－３５．０％，－９．３％，－３３．７％，－４．２％和１４．６％，Ｐ２峰吸光

度的Δ犚分别为３５．９％，－１３．２％，－４８．０％，－９．８％和２７．６％。

由此可知以下３点结论：１）在低光环境中，狆狌犮犅犃ｄ，狆狌犮犅犃ｂ和狆狌犮犅犃ａ是主要表达合成ＬＨ２的基

因，表达量高低顺序为狆狌犮犅犃ｂ＞狆狌犮犅犃ｄ＞狆狌犮犅犃ａ，狆狌犮犅犃ｅ和狆狌犮犅犃ｃ表达量则更低；２）由于Δｄａ敲

除株的Ｐ２峰吸光度高于 ＷＴ菌株，表明敲除狆狌犮犅犃ｄ 有利于狆狌犮犅犃ｂ 基因的高效表达，由于狆狌犮犅犃ｂ

表达ｂＬＨ２合成量升高，导致Ｐ１特征峰将升高，从而低估了Δｄ菌株Ｐ１特征峰降低的程度；３）与

Δｄａｂｅ菌株相比，由于Δｄａｂｅｃ菌株的犇（８０５）和犇（８８１）升高，由此说明尽管已有研究表明狆狌犮犅犃ｃ是

伪基因，不能合成ＬＨ２
［９］，但敲除该基因有利于菌株中ＬＨ１ＲＣ合成量升高，表明狆狌犮犅犃ｃ对ＬＨ１ＲＣ

基因的表达具有抑制作用。

由图２（ａ）和表３可知：高光时狆狌犮犅犃ｄ 基因表达ｄＬＨ２合成量很低
［５，９］，ＷＴ菌株呈现８０５ｎｍ

（Ｐ１）和８６６ｎｍ（Ｐ２）特征峰，且犇Ｐ２高于犇Ｐ１，与文献结果一致
［５］；随着狆狌犮犅犃基因的依次敲除，Ｐ１峰位

变化范围在８０４～８０５ｎｍ，Ｐ２峰则从８６６～８６７ｎｍ（Δｄ和Δｄａ）红移至８７６～８７８ｎｍ（Δｄａｂ，Δｄａｂｅ和

Δｄａｂｃ），其中，Δｄａｂ红移幅度最大，从８６７ｎｍ红移至８７６ｎｍ；与相应的未敲除株相比，Δｄ和Δｄａｂｅｃ敲

除株的犇Ｐ１，犇Ｐ２，犇（８６６）升高，而Δｄａ，Δｄａｂ和Δｄａｂｅ敲除株降低，降低幅度（Δ犚）为Δｄａｂ＞Δｄａ＞

Δｄａｂｅ。由此表明：在高光条件下，菌株主要表达的基因是狆狌犮犅犃ａ和狆狌犮犅犃ｂ，且狆狌犮犅犃ｂ表达量高，次

要表达基因是狆狌犮犅犃ｅ，未检测到狆狌犮犅犃ｄ和狆狌犮犅犃ｃ基因的表达。虽然狆狌犮犅犃ｄ基因表达量很低，但敲

除该基因促进了菌体中其他狆狌犮犅犃的ＬＨ２合成。敲除狆狌犮犅犃ｃ则有利于ＬＨ１ＲＣ表达。

表３　高光下狆狌犮犅犃基因敲除对菌株ＮＩＲ特征光谱的影响

Ｔａｂ．３　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆ狆狌犮犅犃ｇｅｎｅｋｎｏｃｋｏｕｔｕｎｄｅｒｈｉｇｈｌｉｇｈｔｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｎＮＩＲｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｐｅｃｔｒａｏｆｓｔｒａｉｎｓ

菌株
特征峰Ｐ１

λＰ１／ｎｍ 犇ｍａｘ 犚／％ Δ犚／％

特征峰Ｐ２

犇（８６６） λＰ２／ｎｍ 犇ｍａｘ 犚／％ Δ犚／％

ＷＴ ８０５ ０．５０８ １００．０ － ０．８０５ ８６６ ０．８０４ １００．０ －

Δｄ ８０５ ０．５８０ １１４．２ １４．２ ０．８７９ ８６６ ０．８７８ １０９．２ ９．２

Δｄａ ８０５ ０．４３４ ８５．４ －２８．７ ０．７５１ ８６７ ０．７５８ ９３．４ －１５．８

Δｄａｂ ８０４ ０．２８４ ５５．９ －２９．５ ０．６０１ ８７６ ０．６４４ ７４．６ －１８．７

Δｄａｂｅ ８０４ ０．２６４ ５２．０ －３．９ ０．５９１ ８７６ ０．６３４ ７３．４ －１．２

Δｄａｂｅｃ ８０４ ０．２６６ ５２．４ ０．４ ０．６０３ ８７８ ０．６８５ ７４．９ １．５

２．３　基因缺失对菌株光合生长的影响

狆狌犮犅犃敲除株在高光和低光下的生长曲线，如图３所示。由图３可知：高光条件下，随培养时间的

延长，各敲除株光合生长速率有所不同，但稳定期的生物量差异较小；与高光条件相比，低光下各敲除株

的光合生长速率和最大生物量都有所不同。

狆狌犮犅犃敲除株在高光和低光下的相对生长速率（犚），如图４所示。图４中：字母α，β，γ，δ，ε表示
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　（ａ）高光　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｂ）低光

图３　狆狌犮犅犃敲除株在高光和低光下的生长曲线

Ｆｉｇ．３　Ｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｓｏｆ狆狌犮犅犃ｋｎｏｃｋｏｕｔｓｔｒａｉｎｕｎｄｅｒｈｉｇｈａｎｄｌｏｗｌｉｇｈｔｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

显著性差异分析，不同字母间的差异具有统计学意义（犘＜０．０５）；“－”表示与未敲除株相比，敲除株生

长速率升高。由图４可知：高光和低光条件下，Δｄａｂｅｃ菌株的相对生长速率（犚）分别为２９．４％和

４１．０％，即５对狆狌犮犅犃完全敲除使生长速率降低了７０．６％和５９．０％，表明狆狌犮犅犃基因在菌株光合生

长过程中发挥重要的作用；随着５对狆狌犮犅犃 依次敲除，在高光条件下，与相应的未敲除株相比，Δｄ，

Δｄａ，Δｄａｂ，Δｄａｂｅ和 Δｄａｂｅｃ缺失株相对生长速率分别降低了２．１％（Δｄ），２２．９％（Δｄａ），４３．１％

（Δｄａｂ），－３．３％（Δｄａｂｅ），５．８％（Δｄａｂｅｃ），在低光条件下，分别降低了２０．１％，１１．３％，２４．１％，

－４．０％和７．５％。

由此可见，高光时狆狌犮犅犃ａ 和狆狌犮犅犃ｂ 对菌株的光合生长发挥主要作用，且狆狌犮犅犃ｂ＞狆狌犮犅犃ａ，而

狆狌犮犅犃ｄ，狆狌犮犅犃ｅ和狆狌犮犅犃ｃ的作用较小；低光时狆狌犮犅犃ｄ，狆狌犮犅犃ａ 和狆狌犮犅犃ｂ 对菌株生长发挥主要作

用，且狆狌犮犅犃ｂ＞狆狌犮犅犃ｄ＞狆狌犮犅犃ａ，狆狌犮犅犃ｅ和狆狌犮犅犃ｃ的作用较小。Δｄａｂｅ菌株在高光和低光下生长

速率反而有所升高，但差异无统计学意义（犘＞０．０５）；狆狌犮犅犃ｃ是伪基因
［９］，但敲除该基因对生长有明显

抑制作用。由此表明，敲除狆狌犮犅犃ｅ和狆狌犮犅犃ｃ仍影响菌株的生长和代谢，但总体上对生长影响较小。

与菌株特征光谱结果相比可知，敲除狆狌犮犅犃基因对菌株生长的抑制作用与特征光谱吸光度降低的程度

呈正相关关系，即敲除表达量高的狆狌犮犅犃 基因对生长的抑制作用大，反之则小；光谱分析表明，敲除

狆狌犮犅犃ｄ，Δｄ菌株ＬＨ２表达量升高，但高光时菌株的生长速率并没有升高，反而有降低的趋势，其原因

可能是高光时高表达量的ＬＨ２对菌株光损伤作用较大。

　（ａ）高光培养１．５ｄ　　　　　　　　　　　　　　　　（ｂ）低光培养４ｄ

图４　狆狌犮犅犃敲除株在高光和低光下的相对生长速率

Ｆｉｇ．４　Ｒｅｌａｔｉｖｅｇｒｏｗｔｈｒａｔｅｏｆ狆狌犮犅犃ｋｎｏｃｋｏｕｔｓｔｒａｉｎｕｎｄｅｒｈｉｇｈａｎｄｌｏｗｌｉｇｈｔｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

２．４　基因缺失对菌株光合色素的影响

敲除狆狌犮犅犃基因对菌体ＢＣｈｌ犪和Ｃａｒ质量浓度（ρ）的影响，如图５所示。由图５可知：与基因敲

除前菌株相比，高光下，Δｄａ，Δｄａｂ，Δｄａｂｅ菌株的ＢＣｈｌ犪和Ｃａｒ的质量浓度均显著降低（犘＜０．０５），降

低幅度为Δｄａｂ＞Δｄａ＞Δｄａｂｅ，Δｄ和Δｄａｂｅｃ菌株ＢＣｈｌ犪和Ｃａｒ的质量浓度虽然升高，但差异无统计学

意义；低光下，Δｄ，Δｄａ，Δｄａｂ菌株的ＢＣｈｌ犪和Ｃａｒ的质量浓度均显著降低（犘＜０．０５），降低幅度为

Δｄａｂ＞Δｄ＞Δａ，Δｄａｂｅ菌株的ＢＣｈｌ犪和Ｃａｒ质量浓度未显著降低，Δｄａｂｅｃ菌株ＢＣｈｌ犪的质量浓度有

所升高，但差异无统计学意义，而Ｃａｒ质量浓度显著升高。由此可见，敲除表达量高的狆狌犮犅犃基因，菌

株光合色素的质量浓度降低幅度大。这与敲除株光合生长和ＮＩＲ光谱测定的ＬＨ２表达量的结果基本

５１６第５期　　　　　　　　林若欣，等：多拷贝狆狌犮犅犃基因在沼泽红假单胞菌光合生长中的作用
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吻合，也与光合色素主要定位在ＬＨ２和ＬＨ１ＲＣ上的报道结果相吻合
［１６］。但敲除狆狌犮犅犃ｄ 和狆狌犮犅犃ｃ

基因，菌体积累的光合色素质量浓度升高，这与基因敲除导致菌株中其他狆狌犮犅犃或ＬＨ１ＲＣ表达量升

高的结果相吻合。

　（ａ）ＢＣｈｌ犪　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｂ）Ｃａｒ

图５　敲除狆狌犮犅犃基因对菌体ＢＣｈｌ犪和Ｃａｒ质量浓度的影响

Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｋｎｏｃｋｉｎｇｏｕｔ狆狌犮犅犃ｇｅｎｅｏｎｍａｓｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌＢＣｈｌ犪ａｎｄＣａｒ

３　结论

目前研究主要从转录水平上揭示高低光与菌株多拷贝狆狌犮犅犃基因表达的关系
［９］，尚缺乏转录表达

产物（ＬＨ２）合成和功能活性的证据。采用遗传解剖策略，依次敲除多拷贝狆狌犮犅犃基因，通过光合生长、

ＬＨ２特征光谱和光合色素合成量等指标综合评价，分析多拷贝狆狌犮犅犃基因对菌株生存的贡献。

研究结果显示：敲除不同的狆狌犮犅犃基因对菌株生长的影响程度不同，基因的表达量与菌株光合生

长和光合色素合成量呈正相关关系，即主要功能基因被敲除，严重制约菌株的生长、ＬＨ２合成和光合色

素积累，敲除次要功能基因则影响较小。高光时，狆狌犮犅犃ａ和狆狌犮犅犃ｂ基因是主要功能基因，对生长的贡

献率大小为狆狌犮犅犃ｂ＞狆狌犮犅犃ａ；低光时，狆狌犮犅犃ｄ，狆狌犮犅犃ａ 和狆狌犮犅犃ｂ 是主要功能基因，贡献率大小为

狆狌犮犅犃ｂ＞狆狌犮犅犃ｄ＞狆狌犮犅犃ａ；无论高光还是低光，狆狌犮犅犃ｂ 对菌株光合生长的贡献最大，文中结果与转

录组文献报道的结果相矛盾［９］。特征光谱显示，敲除狆狌犮犅犃ｄ 基因，ＬＨ２相对含量不但不降低，反而升

高，光合色素的质量浓度同样有升高趋势，由此表明，敲除该基因有利于菌株中其他狆狌犮犅犃 的高效表

达，对ＬＨ２合成具有补偿作用，这与本课题组前期研究结果一致
［５］。但研究结果进一步显示，在低光条

件下，敲除狆狌犮犅犃ｄ基因有利于狆狌犮犅犃ｂ基因高效表达。转录组文献结果显示，ＣＧＡ００９菌株在高光和

低光条件下狆狌犮犅犃ｂ基因为次要表达的功能基因
［９］，而文中结果显示，狆狌犮犅犃ｂ 基因对菌体光合生长贡

献最大，由此明确，无论高光和低光，敲除狆狌犮犅犃ｄ基因都能诱导狆狌犮犅犃ｂ基因高效表达，这也是文中结

果与转录组研究结果相矛盾的原因。另外，高光条件下狆狌犮犅犃ｄ 基因转录表达量极低
［９］，但敲除

狆狌犮犅犃ｄ基因，ＬＨ２合成量升高，菌株生长速率没有升高，反而有所降低的原因可能是高光下，ＬＨ２表

达量高，光能吸收和传递活性高，对菌株的光损伤也增大，从而导致菌株生长速率没有升高。敲除

狆狌犮犅犃ｃ基因促进ＬＨ１ＲＣ合成量升高，表明狆狌犮犅犃ｃ基因对ＬＨ１ＲＣ合成具有抑制，其抑制机制有待

深入研究。由此可见，多拷贝狆狌犮犅犃有利于菌株适应不同的光环境，不同光环境中不同的狆狌犮犅犃 表

达，其表达产物的功能势必与其环境相适应，因此，多拷贝狆狌犮犅犃表达调控的机制还有待深入研究。

通过遗传解剖策略，依次敲除ＣＧＡ００９菌株中的５对拷贝狆狌犮犃犅基因，阐明了多拷贝狆狌犮犅犃基因

的缺失与菌株光合生长、光谱表型和光合色素合成的关系和规律，评价了５对狆狌犮犅犃在ＣＧＡ００９菌株

中的功能和作用，即狆狌犮犅犃ａ，狆狌犮犅犃ｂ和狆狌犮犅犃ｄ对该菌株的光合生长发挥主要作用，其中，狆狌犮犅犃ｄ 主

要在低光时发挥作用。研究发现，敲除狆狌犮犅犃ｄ 诱导狆狌犮犅犃ｂ 的高效表达，敲除狆狌犮犅犃ｃ诱导ＬＨ１ＲＣ

合成量升高。研究为多拷贝狆狌犮犅犃功能和活性评价提供一种思路和方法。
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　　　沼泽红假单胞菌犆犌犃００９砷调控

蛋白（犃狉狊犚）的调控作用

金春英１，崔亮１，陈勇男２，杨素萍１，赵春贵１

（１．华侨大学 化工学院，福建 厦门３６１０２１；

２．北京农学院 国际学院，北京１０２２０６）

摘要：　采用改良的凝胶电泳迁移滞缓（ＥＭＳＡ）法和砷生物传感法研究沼泽红假单胞菌ＣＧＡ００９菌株６个高

度异质性ＡｒｓＲ相关蛋白的调控作用。研究结果表明：６个ＡｒｓＲ相关蛋白都具有Ａｓ（Ⅲ）依赖的调控活性，改

良的 ＥＭＳＡ图谱可用于系统评价ＡｒｓＲ的功能；６个相关蛋白对异种（犈．犮狅犾犻ｐＲ７３３ｏｒ犛狋犪狆狔犾狅犮狅犮犮狌狊犪狌狉犲狌狊

ｐⅠ２５８）的砷抗性操纵子的调控具有不同的选择性，氨基酸序列同源性（甚至低于３０％同源性）的 ＡｒｓＲ具有

砷依赖的调控作用。

关键词：　沼泽红假单胞菌；砷；砷调控蛋白；砷生物传感
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砷污染导致的环境和人类健康问题已成为全球关注焦点［１２］。在与砷的长期博弈中，微生物进化出

多种灵巧的抗砷手段，如氧化／还原、甲基化／去甲基化和外排［３４］等。细胞中的砷代谢相关蛋白／基因是

应对环境砷胁迫的关键角色，但其表达量的差异导致微生物对砷的抗性有较大差异。深入解析微生物
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砷代谢与调控机制，对于微生物修复与治理环境砷污染具有重要意义［５６］。砷调控蛋白（Ａｒｓｅｎｉｃｒｅｇｕ

ｌａｔｏｒｙｐｒｏｔｅｉｎ，ＡｒｓＲ）在砷代谢调控过程中发挥重要作用
［７］，对于仅有１个ＡｒｓＲ基因微生物的砷调控

机制已有较深入研究［８］，但很多微生物不只１个砷抗性操纵子（Ａｒｓｅｎｉｃｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｏｐｅｒｏｎｓ，犪狉狊）
［９１２］，不

同的砷代谢（如砷还原、外排、甲基化及甲基胂氧化等）基因位于不同的犪狉狊犚，其复杂的表达调控关系及

复杂环境中各基因发挥的作用难以预测和研究。

目前，关于多个犪狉狊的调控机制的研究仅在极少数菌株上，主要包括犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊狆狌狋犻犱犪ＫＴ２４４０

（２个犪狉狊犚）
［９］，犛犺犲狑犪狀犲犾犾犪ｓｐ．ＡＮＡ３（６个犪狉狊犚）

［１０］，犆狅狉狔狀犲犫犪犮狋犲狉犻狌犿犵犾狌狋犪犿犻犮狌犿 ＡＴＣＣ１３０３２（２个

犪狉狊犚）
［１１］和犃犵狉狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿狋狌犿犿犲犳犪犮犻犲狀狊（犃．狋狌犿犿犲犳犪犮犻犲狀狊）５Ａ（４个犪狉狊犚）

［１２］等。通过转录分析或

敲入报告基因方法，研究犪狉狊本身表达调控关系
［１３］；通过基因敲除和转录分析方法，研究敲除犪狉狊犚与特

定靶基因表达关系［１２］。犃．狋狌犿犿犲犳犪犮犻犲狀狊５Ａ砷代谢调控是最为复杂的菌株，４个ＡｒｓＲ都具有砷代谢

调控活性，同时，还参与其他非砷代谢基因（如狆狊狋犛１和狆犺狅犅１）调控。ＡｒｓＲ对特定的靶基因调控不但

具有高度特异性，也存在交叉调控和重叠调控的现象，甚至同源性较低的多个ＡｒｓＲ都参与同一个犪狉狊

操纵子调控，但这４个ＡｒｓＲ彼此之间的互作调控关系还不清楚
［１２］。此外，犛犺犲狑犪狀犲犾犾犪ｓｐ．ＡＮＡ３的６

个ＡｒｓＲ中，只有１个ＡｒｓＲ２ 同时参与２类不同操纵子（犪狉狊和犪狉狉）的调控，其他５个ＡｒｓＲ对这２个操

纵子没有调控作用［１０］，但尚不清楚这５个ＡｒｓＲ是否具有砷依赖的调控活性或参与其他基因调控。由

此可见，关于多个犪狉狊犚共存菌株的ＡｒｓＲ是否具有砷依赖的调控活性及调控选择性的研究尚待深入。

沼泽红假单胞菌（犚犺狅犱狅狆狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊狆犪犾狌狊狋狉犻狊，犚．狆犪犾狌狊狋狉犻狊）ＣＧＡ００９是首次证明细菌具有砷甲

基化机制的菌株［１４］，其基因组拥有Ａｓ（Ｖ）还原、Ａｓ（Ⅲ）外排、Ａｓ（Ⅲ）甲基化和 ＭＡｓ（Ⅲ）氧化等相关基

因。Ｚｈａｏ等
［１５］研究显示该菌株砷甲基化基因响应高质量浓度Ａｓ（Ⅲ）表达，但未检测到砷甲基化产物。

Ｙａｎｇ等
［１６］进一步揭示该菌株的２个砷外排蛋白（ＡｒｓＢ和Ａｃｒ３）抑制了砷甲基化。Ｋｅ等

［１７］研究表明

该菌株的４个ＡｒｓＲ与Ａｓ（Ⅲ）结合能力差异很大，ＡｒｓＲ２ 活性最高，但其是否具有调控活性尚不清楚。

在此基础上，本文对沼泽红假单胞菌ＣＧＡ００９砷调控蛋白（ＡｒｓＲ）的调控作用进行研究。

１　材料和方法

１．１　菌株和质粒

砷操纵子缺失突变株 犈．犮狅犾犻ＡＷ３１１０ （Δ犪狉狊ＲＢＣ）（北京市中科院朱永官研究员赠送）；犚．

狆犪犾狌狊狋狉犻狊ＣＧＡ００９（ＢＡＡ９８）（美国 ＡＴＣＣ）；犈．犮狅犾犻ＢＬ２１（ＤＥ３），ＢＬ２１（ｐＥＴ２８ａ，Ｋａｎ
ｒ）及 ＤＨ５α

（ｐＵＣ１９，Ａｍｐ
ｒ）保存于实验室；犈．犮狅犾犻ＡＷ３１１０（ｐＵＣ１９ＯＰ犵犳狆犪狉狊犚）设计构建于实验室，其中，犵犳狆

基因为报告基因，其登录号为ＢＡＧ１３００２．１。

１．２　主要试剂

细菌基因组ＤＮＡ提取试剂盒、离心柱型通用型ＤＮＡ纯化回收试剂盒及质粒小提试剂盒（北京市

天根生化科技有限公司）；ＴａｑＤＮＡ聚合酶、ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ、限制性内切酶犎犻狀犱Ⅲ，犡犺狅Ⅰ，犘狊狋Ⅰ，

犅犪犿犎 Ⅰ，犓狆狀Ⅰ，犡犫犪Ⅰ和Ｔ４ＤＮＡ连接酶（上海市百赛生物技术股份有限公司）；Ｔｒａｎｓ２ＫＤＮＡ

Ｍａｒｋｅｒ与ＤＮＡＭａｒｋｅｒＰ（北京市全式金生物技术有限公司）；蛋白胨与酵母抽提物（美国ＯＸＯＩＤ公

司）；琼脂糖（北京市索莱宝公司）；氨苄青霉素和卡那霉素（上海市生物工程股份有限公司）；ＮａＡｓＯ２

（Ａｓ（Ⅲ）），Ｍｅｒｃｋ（德国Ｄａｒｍｓｔａｄｔ）及其他分析纯试剂（北京市国药集团化学试剂有限公司）。

１．３　培养基和培养条件

在温度为３７℃，转速为２００ｒ·ｍｉｎ－１下，培养基为ＬｙｓｏｇｅｎｙＢｒｏｔｈ（ＬＢ）液体培养基和固体培养

基。ＣＧＡ００９菌株采用改良的Ｏｒｍｅｒｏｄ培养基，在温度为３０℃，光照度为３０００ｌｘ中静置培养
［１５］。

１．４　犃狉狊犚氨基酸序列聚类分析

从 ＮＣＢＩ（ｈｔｔｐｓ：∥ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）下载基因或氨基酸序列，采用 ＭＥＧＡ７．０软件

（ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｍｅｇａｓｏｆｔｗａｒｅ．ｎｅｔ／）邻接法（ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ）构建基于ＡｒｓＲ氨基酸序列系统发育树。

１．５　犃狉狊犚克隆表达纯化和调控活性的测定

以基因组ＤＮＡ为模板，ＰＣＲ扩增犪狉狊基因。经酶切（犖犮狅Ⅰ和犡犺狅Ⅰ）、连接（Ｔ４连接酶）、转化
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ＢＬ２１菌株、卡那霉素平板筛选和ＰＣＲ验证
［１７］，获得重组菌株ＢＬ２１（ｐＥＴ２８ａ犪狉狊犚）。将ＢＬ２１（ｐＥＴ

２８ａ犪狉狊犚）接种到３０μｇ·ｍＬ
－１卡那霉素ＬＢ培养基中，培养６ｈ，加入０．２ｍｍｏｌ·Ｌ－１的ＩＰＴＧ（ｉｓｏｐｒｏ

ｐｙｌβ犇ｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｓｉｄｅ），在１６℃下培养２０ｈ。超声波破碎细胞，收集蛋白提取液，通过ＮｉＮＴＡ柱层

析纯化ＡｒｓＲ，采用ＳＤＳＰＡＧＥ进行纯度检测。采用改良的凝胶电泳迁移滞缓（ＥＭＳＡ）法测定ＡｒｓＲ、

基因组ＤＮＡ与Ａｓ（Ⅲ）三者相互作用
［１８］。将纯化的ＡｒｓＲ，基因组ＤＮＡ与Ａｓ（Ⅲ）混合（３０μＬ），在４

图１　砷生物传感菌株的基因元件和酶切位点

Ｆｉｇ．１　Ｇｅｎｅｅｌｅｍｅｎｔｓａｎｄｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

ｓｉｔｅｓｏｆａｒｓｅｎｉｃｂｉｏｓｅｎｓｉｎｇｓｔｒａｉｎｓ

℃下反应２ｈ，采用琼脂糖凝胶进行电泳检测。

１．６　砷生物传感菌株的构建

１）砷生物传感系统的组成。由 ＯＰ，犪狉狊犚 和

犵犳狆三个基因元件组成砷生物传感系统，砷生物传

感菌株的基因元件和酶切位点，如图１所示。

２）基因元件设计和合成。从 ＮＣＢＩ数据库下载

基因元件序列，采用Ｓｎａｐｇｅｎｅ软件（６．０．２）对基因

元件进行分析，并按图１设计 ＯＰＥ１犪狉狊犚Ｅ１（６３０ｂｐ，犈．犮狅犾犻Ｊ６２．１ｐＲ７７３），ＯＰＳ犪狉狊犚Ｓ（４１７ｂｐ，犛．

犪狌狉犲狌狊ｐＩ２５８）序列和酶切位点，由苏州金唯智公司合成。

３）犵犳狆 扩 增 和 重 组。以 ５′ＣＡＴＧＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＴＧＡＧＣＡＡＧＧＧＣＧＡＧＧＡＧ３′和 ５′

ＣＣＧＧＧＴＡＣＣＴＴＡＣＴＴＧＴＡＣＡＧＣＴＣＧＴＣＣＡＴＧ３′为引物，以 ＡＷ３１１０（ｐＵＣ１９Ｐａｒｓ犵犳狆犪狉狊犚）质

粒为模板，ＰＣＲ扩增犵犳狆；通过犅犪犿犎 Ⅰ和犓狆狀Ⅰ双酶切和Ｔ４连接酶连接，转化ＡＷ３１１０菌株，筛选

验证得到重组质粒ｐＵＣ１９犵犳狆。

４）砷生物传感体系的构建。将合成的ＯＰ犪狉狊犚基团和重组质粒ｐＵＣ１９犵犳狆经双酶切（犎犻狀犱Ⅲ

和犡犺狅Ⅰ）、连接转化筛选、双酶切（犎犻狀犱Ⅲ和犡犺狅Ⅰ）验证和荧光活性验证，得到２个重组菌株，标记

为ＯＰＥ１犪狉狊犚Ｅ１和ＯＰＳ犪狉狊犚Ｓ。

５）不同ＡｒｓＲ与 ＯＰＥ１，ＯＰＳ 相互作用生物传感菌株的构建。用待测犪狉狊犚ｉ 基因替换重组菌株

ＯＰＥ１犪狉狊犚Ｅ１和ＯＰＳ犪狉狊犚Ｓ中的犪狉狊犚Ｅ１和犪狉狊犚Ｓ。引物序列，如表１所示。表１中：ＣＴＧＣＡＧ和ＣＴＣ

ＧＡＧ为犘狊狋Ⅰ和犡犺狅Ⅰ酶切位点，ＧＧＡＴＣＣ和ＧＧＴＡＣＣ为犅犪犿犎 Ⅰ和犓狆狀Ⅰ识别位点。不同的

犪狉狊犚的重组菌株分别标记为 ＯＰＥ１犪狉狊犚ｉ，ＯＰＳ犪狉狊犚ｉ，犪狉狊犚Ｅ１（犈．犮狅犾犻Ｊ６２．１ｐＲ７７３），犪狉狊犚Ｓ（犛．犪狌狉犲狌狊

ｐＩ２５８），犪狉狊犚Ｅ２（犈．犮狅犾犻ＢＬ２１）和犪狉狊犚１～犪狉狊犚６（犚．狆犪犾狌狊狋狉犻狊ＣＧＡ００９）。

表１　引物序列表

Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

基因 序列（正向）５′３′ 序列（反向）５′３′

犪狉狊犚１ ＴＧＣＡＣＴＧＣＡＧＡＴＧＧＡＴＡＡＣＧＡＴＴＣＧＧＣＣＡＴＣ ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＣＡＧＣＡＧＣＡＧＧＧＴＧＴＧＡＧＴＴＣ

犪狉狊犚２ ＴＧＣＡＣＴＧＣＡＧＡＴＧＧＡＡＧＣＡＡＧＴＧＴＡＧＣＣ ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＣＡＧＡＣＡＴＣＧＡＣＧＧＴＣＴＣ

犪狉狊犚３ ＴＧＣＡＣＴＧＣＡＧＡＴＧＧＡＣＡＣＴＧＡＡＧＣＡＣＴＣＴＧＴＴＡ ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＣＡＴＧＣＡＧＣＣＣＴＣＧＣＧ

犪狉狊犚４ ＴＧＣＡＣＴＧＣＡＧＡＴＧＡＣＣＧＡＣＡＣＣＧＣＣＧＡＴＡＴＣ ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＣＡＧＴＧＧＧＣＡＴＴＧＣＧＧＴＴＣＴＣ

犪狉狊犚５ ＴＧＣＡＣＴＧＣＡＧＡＴＧＧＡＴＧＡＧＧＴＣＴＴＣＡＡＡＧＣ ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＴＡＣＴＣＡＴＣＧＣＧＣＧＴＣＴＣ

犪狉狊犚６ ＴＧＣＡＣＴＧＣＡＧＡＴＧＧＴＧＣＡＧＴＴＣＧＴＴＣＡＴＣ ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＣＴＡＣＴＣＧＴＣＣＧＣＧＴＧＴＴＴＣ

犪狉狊犚Ｓ ＣＡＴＧＧＧＡＴＣＣＡＴＧＴＴＧＣＡＡＣＴＡＡＣＡＣＣＡＣＴ ＣＣＧＧＧＴＡＣＣＴＴＡＧＡＴＧＣＡＧＡＣＡＧＣＣＴＴＡＣ

犪狉狊犚Ｅ１ ＣＡＴＧＧＧＡＴＣＣＡＴＧＴＣＴＴＡＴＡＡＡＧＡＡＣＴＡＴＣ ＣＣＧＧＧＴＡＣＣＴＣＡＡＣＡＧＴＣＡＣＣＴＧＡＴＴＴＣＡ

犪狉狊犚Ｅ２ ＴＧＣＡＣＴＧＣＡＧＡＴＧＴＣＡＴＴＴＣＴＧＴＴＡＣＣＣ ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＴＡＡＣＴＧＣＡＡＡＴＧＴＴＣＴＴＡＣ

１．７　不同犃狉狊犚与犗犘犈１和犗犘犛相互作用选择性的测定

将构建的砷生物传感菌株接种到ＬＢ培养基中培养１０ｈ，离心收集菌体，重新悬浮菌体，将菌悬液

生物量调整至１．００，将体积分数为１％的接种量接种到不同质量浓度的Ａｓ（Ⅲ）的ＬＢ液体培养基中，在

温度为３７℃，离心率为２００ｒ·ｍｉｎ－１的摇床中进行培养，在不同时间取样，测定菌体生物量和荧光光

谱。以同样的方式培养，在优化测定时间（１０ｈ）取样，测定各重组菌株荧光强度，考察其对Ａｓ（Ⅲ）相应

的剂量和效应的关系。

在１ｃｍ荧光比色杯中，采用分光光度计测定菌悬液在波长６６０ｎｍ的菌悬液中菌体生物量（犇）。

将犇调整为０．１０，采用Ｆ９７ｐｒｏ型荧光分光光度计，激发波长设置为４７９ｎｍ，激发单元狭缝为１０．０
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ｎｍ，发射单元狭缝为５．０ｎｍ，光电管高压为７８０Ｖ，扫描速度为１０００ｎｍ·ｍｉｎ－１，在１ｃｍ荧光比色杯

中，扫描波长９４～６００ｎｍ的荧光光谱或记录波长为５１２ｎｍ的荧光强度（犉５１２）。

２　实验结果与分析

２．１　砷调控蛋白（犃狉狊犚）系统发育分析

基于ＡｒｓＲ氨基酸序列的系统发育分析，如图２所示。由图２可知：犈．犮狅犾犻菌株的３个ＡｒｓＲ具有

较高的同源性，紧密地聚类在一起；犚．狆犪犾狌狊狋狉犻狊ＣＧＡ００９的６个ＡｒｓＲ（ＡｒｓＲ１～ＡｒｓＲ６）聚类在３个大

的分支上，同源性差异较大。ＡｒｓＲ１，ＡｒｓＲ２，ＡｒｓＲ４ 和ＡｒｓＲ６ 聚类在一个分支上；ＣＧＡ００９的ＡｒｓＲ３ 与

犈．犮狅犾犻的３个ＡｒｓＲ聚在１个分支上，但与这３个ＡｒｓＲ同源性具有较大差异；ＡｒｓＲ５ 独立在１个大的

分支上。由此可见，同种不同菌株间的ＡｒｓＲ可以具有高度同源性，同一菌株不同的ＡｒｓＲ也可以具有

高度异质性。

图２　基于ＡｒｓＲ氨基酸序列的系统发育分析

Ｆｉｇ．２　ＳｙｓｔｅｍｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓｂａｓｅｄｏｎＡｒｓＲａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

２．２　犃狉狊犚依赖犃狊（Ⅲ）调控活性的测定

ＡｒｓＲ依赖Ａｓ（Ⅲ）调控活性的测定，如图３所示。图３中：１为蛋白质粗提液；２为纯化的蛋白质；

Ｍ为标准分子量蛋白。

（ａ）ＡｒｓＲ的纯化　　　　　　　　　　 　　　　　　　　　（ｂ）ＥＭＳＡ法

图３　ＡｒｓＲ依赖Ａｓ（Ⅲ）调控活性的测定

Ｆｉｇ．３　ＤｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆＡｒｓＲｄｅｐｅｎｄｅｎｔＡｓ（Ⅲ）ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙａｃｔｉｖｉｔｙ

由图３（ａ）可知：经过异源表达、纯化和电泳检测，获得ＣＧＡ００９菌株的６个ＡｒｓＲ。基因组ＤＮＡ，

ＡｒｓＲ和Ａｓ（Ⅲ）三者相互作用的检测结果，如图３（ｂ）所示。由图３（ｂ）可知：无砷时，ＡｒｓＲ可与识别的

基因组ＤＮＡ序列结合，使基因组ＤＮＡ电泳迁移率降低；有Ａｓ（Ⅲ）时，Ａｓ（Ⅲ）诱导ＡｒｓＲ构象变化，使
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其与结合的基因组ＤＮＡ分离，基因组ＤＮＡ电泳迁移率升高。由此可见，无砷时，基因组ＤＮＡ迁移率

较低，添加Ａｓ（Ⅲ）时迁移率升高，表明ＣＧＡ００９的６个ＡｒｓＲ均具有Ａｓ（Ⅲ）诱导基因“开关”的功能。

由于基因组ＤＮＡ上拥有不同ＡｒｓＲ的所有结合位点，基于基因组ＤＮＡ改良的ＥＭＳＡ法能够良好评价

ＡｒｓＲ的功能，图谱清楚，结果明确。

２．３　砷生物传感体系构建

以犵犳狆为报告基因，构建 ＯＰＥ１犪狉狊犚Ｅ１和 ＯＰＳ犪狉狊犚Ｓ 砷生物传感菌株。重组菌株 ＯＰＥ１犪狉狊犚Ｅ１和

ＯＰＳ犪狉狊ＲＳ双酶切验证和荧光光谱，如图４所示。图４中：犉为荧光强度；λ为波长。由图４可知：电泳

条带与预期ＯＰＥ１犪狉狊犚Ｅ１（６３０ｂｐ）和ＯＰＳ犪狉狊犚Ｓ（４１６ｂｐ）ＤＮＡ片段条带吻合（图４（ａ））；与无砷对照相

比，添加Ａｓ（Ⅲ）能够诱导菌株报告基因（犵犳狆）高效表达，荧光强度明显升高（图４（ｂ）），表明ＯＰＥ１犪狉

狊犚Ｅ１和ＯＰＳ犪狉狊ＲＳ菌株具有Ａｓ（Ⅲ）生物荧光传感活性。在此基础上，将这２个重组菌株中的犪狉狊犚Ｅ１和

犪狉狊ＲＳ替换成其他菌株的犪狉狊犚（检测结果未显示），用于研究异种间ＯＰ和ＡｒｓＲ相互作用。

　　　　（ａ）双酶切验证　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｂ）荧光光谱

图４　重组菌株ＯＰＥ１犪狉狊犚Ｅ１和ＯＰＳ犪狉狊犚Ｓ 双酶切验证和荧光光谱

Ｆｉｇ．４　ＶｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＯＰＥ１犪狉狊犚Ｅ１和ＯＰＳ犪狉狊犚Ｓｂｙｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎａｎｄ

ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒａｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｓｔｒａｉｎｓ

２．４　犃狉狊犚与犗犘相互作用条件的确定

Ａｓ（Ⅲ）对菌株的影响，如图５所示。图５中：ρ（Ａｓ（Ⅲ））为Ａｓ（Ⅲ）质量浓度。由图５可知：随着时

间延长，菌体Ｄ和犉５１２升高，８ｈ基本稳定；随着时间延长，线性关系的斜率升高，本底值也升高，但线性

关系范围减小，线性关系范围降至Ａｓ（Ⅲ）质量浓度为３０μｇ·Ｌ
－１，８～１０ｈ直线的斜率和本底值无明

显差异；随着Ａｓ（Ⅲ）质量浓度的升高，菌株生长速率降低，犉５１２升高。由此表明，砷生物传感菌株可用

于Ａｓ（Ⅲ）质量分数的测定，培养时间短，线性范围宽，本底值低，但灵敏度低。因此，研究不同ＡｒｓＲ与

ＯＰ的相互作用，选择Ａｓ（Ⅲ）质量浓度为０～５０μｇ·Ｌ
－１，培养时间为１０ｈ。

　　　　　　（ａ）生长影响　　　　　　　　　　　（ｂ）犉５１２　　　　　　　　（ｃ）Ａｓ（Ⅲ）质量浓度与犉５１２

图５　Ａｓ（Ⅲ）对ＯＰＥ１犪狉狊犚Ｅ１菌株生长和绿色荧光蛋白表达的影响

Ｆｉｇ．５　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＡｓ（Ⅲ）ｏｎｔｈｅｇｒｏｗｔｈａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｏｆＯＰＥ１犪狉狊犚Ｅ１ｓｔｒａｉｎ

２．５　荧光生物传感法检测犃狉狊犚与犗犘的相互作用

ＡｒｓＲ为转录抑制蛋白，若不与ＯＰ识别结合，基因表达将不受抑制，菌株产生ＧＦＰ的荧光；若能相

互作用，则抑制基因表达，菌株的荧光强度降低；Ａｓ（Ⅲ）诱导可解除ＡｒｓＲ的转录抑制，使基因表达、菌

体荧光强度升高。ＡｒｓＲ与ＯＰ的相互作用，如图６所示。由图６可知：除了ＡｒｓＲＥ１外，ＡｒｓＲＥ２和ＡｒｓＲ３
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也能与ＯＰＥ１相互作用，抑制菌株ＧＦＰ表达；随着 Ａｓ（Ⅲ）质量浓度升高，ＧＦＰ表达量升高，其余５个

ＡｒｓＲ均不能与ＯＰＥ１相互作用（图６（ａ））；除了ＡｒｓＲＳ外，ＡｒｓＲ１ 和ＡｒｓＲ５ 也能与ＯＰＳ相互作用，其余６

个ＡｒｓＲ均不能与ＯＰＳ相互作用（图６（ｂ））。由此表明，ＡｒｓＲ具有高度特异性调控作用，但也具有交叉

反应的现象，除了菌株自身ＡｒｓＲ外，其他不同菌株甚至异种的外源ＡｒｓＲ也能发挥调控作用。

　　　　（ａ）ＡｒｓＲ与ＯＰＥ１　　　　　　　　　　　　　　　　（ｂ）ＡｒｓＲ与ＯＰＳ

图６　 ＡｒｓＲ与ＯＰ的相互作用

Ｆｉｇ．６　ＩｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｒｏｌｅｂｅｔｗｅｅｎＡｒｓＲａｎｄＯＰ

将图６的Ａｓ（Ⅲ）和ＧＦＰ荧光（犉５１２）的剂量效应关系进行线性拟合，从定量水平分析ＡｒｓＲ，ＯＰ和

Ａｓ（Ⅲ）三者之间的相互作用。不同重组菌株的犉５１２对Ａｓ（Ⅲ）浓度响应的线性拟合方程，如表２所示。

表２中：犽为斜率，反映砷解除ＡｒｓＲ对基因表达的抑制的能力，斜率越大，ＧＦＰ表达越高，说明ＡｒｓＲ对

砷响应活性高，反之则低；犫为截距，反映ＡｒｓＲ与ＯＰ结合能力的大小，截距大，说明ＡｒｓＲ与ＯＰ结合

能力弱，反之则强；上标ａ，ｂ，ｃ，ｄ，ｅ表示显著性差异分析，不同字母间具有显著性差异（犘＜０．０５）。

表２　不同重组菌株的线性拟合方程

Ｔａｂ．２　Ｌｉｎｅａｒｆｉｔｔｉｎｇｅｑｕａｔｉｏｎｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｓｔｒａｉｎｓ

菌株 犫 犽 犚２

ＯＰＥ１ＡｒｓＲＥ１ ３２２．９±１５．８ａ ８４．４９±１．０６ａ ０．９９８７

ＯＰＥ１ＡｒｓＲＥ２ ２９５．５±１４．５ａ ９６．０３±０．９５ｂ ０．９９６１

ＯＰＥ１ＡｒｓＲ３ １５２９．０±２２．５ｂ ５７．５８±１．０３ｃ ０．９９８６

ＯＰＳＡｒｓＲＳ １０８４．１±２７．９ｃ ８４．５３±１．３３ａ ０．９７６１

ＯＰＳＡｒｓＲ１ １４９５．１±２７．０ｄ ７４．９３±１．４３ｄ ０．９９６６

ＯＰＳＡｒｓＲ５ １２５８．９±１４．８ｅ ７９．１８±１．２６ｅ ０．９９８９

　　由表２可知：与ＯＰＥ１ＡｒｓＲＥ１相比，ＯＰＥ１ＡｒｓＲＥ２亲和力相近，但对砷响应活性更高，ＯＰＥ１ＡｒｓＲ３ 亲

和力和对砷响应活性则显著降低；与ＯＰＳＡｒｓＲＳ 相比，ＯＰＳＡｒｓＲ１ 与ＯＰＳＡｒｓＲ５ 对砷响应线性方程的

斜率显著降低，ＯＰＥ１ＡｒｓＲＥ１的亲和力更高，无砷环境中调控系统更有效，基因本底表达量更低。

３　结论

３．１　犃狉狊犚调控活性

ＡｒｓＲ在微生物砷代谢调控及砷代谢转化过程中具有重要的作用。对于只有１个犪狉狊犚菌株而言，

犪狉狊犚通常位于１个犪狉狊操纵子上，在无砷的环境中，犪狉狊操纵子基因表达产生ＡｒｓＲ，ＡｒｓＲ与操纵子的

操纵区结合抑制基因表达。当Ａｓ（Ⅲ）存在时，可诱导犪狉狊操纵子基因的表达
［１８］。在已报道的多个犪狉狊犚

菌株中，犛犺犲狑犪狀犲犾犾犪ｓｐ．ＡＮＡ３拥有６个犪狉狊犚，但调控方式则相对简单，只有ＡｒｓＲ２ 发挥调控作用，可

同时调控２种类型操纵子（犪狉狊和犪狉狉）靶基因的表达，其余５个犪狉狊犚却未呈现明确的调控作用
［１０］，但这

５个犪狉狊犚是否具有Ａｓ（Ⅲ）依赖的调控活性或参与其他基因调控尚不明确。

ＥＭＳＡ法和ＤＮＡ足迹法是２种经典的定性的研究蛋白质与ＤＮＡ相互作用的方法
［１９］。ＤＮＡ足

迹法能全面地解决ＡｒｓＲ功能评价的问题，但需要高灵敏的放射性核素（３２Ｐ）标记基因组ＤＮＡ，常规使

用受限。ＥＭＳＡ法简单，主要用于评价ＡｒｓＲ对特定的基因组ＤＮＡ片段是否具有识别作用，但菌株中

不同的ＡｒｓＲ识别的基因组ＤＮＡ片段并不清楚，即使ＡｒｓＲ对特定基因组ＤＮＡ片段不识别，也不能证

３２６第５期　　　　　　　　金春英，等：沼泽红假单胞菌ＣＧＡ００９砷调控蛋白（ＡｒｓＲ）的调控作用
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明ＡｒｓＲ没有调控活性，ＡｒｓＲ可能对基因组ＤＮＡ其他区域具有识别作用。在４个犪狉狊犚相关基因
［１７］

的基础上，ＣＧＡ００９菌株又预测了２个新型的犪狉狊犚，但这６个ＡｒｓＲ识别的基因组ＤＮＡ序列并不清楚。

鉴于此，以ＣＧＡ００９菌株的６个ＡｒｓＲ为对象，通过ＥＭＳＡ法研究ＡｒｓＲ、基因组ＤＮＡ和Ａｓ（Ⅲ）三者

之间的相互作用。结果表明，基于基因组ＤＮＡ改良的ＥＭＳＡ法能够全面地评价ＡｒｓＲ的功能，且图谱

清楚，结果明确；ＣＧＡ００９菌株的６个ＡｒｓＲ都具有Ａｓ（Ⅲ）依赖的调控活性，但这６个ＡｒｓＲ的作用位

点及其在菌株中调控机制尚不清楚，还有待于进一步的分析。

３．２　犃狉狊犚与基因组犇犖犃的识别

ＡｒｓＲ与ＯＰ的选择性识别是 ＡｒｓＲ调控的基础。ＡｒｓＲ系统发育表明，同种（犈．犮狅犾犻）不同菌株

（ＢＬ２１，ｐＲ７３３和Ｒ４６）的ＡｒｓＲ的同源性也较高，但同一菌株（如ＣＧＡ００９或ＡＮＡ３）的不同犪狉狊犚同源

性差异很大（图２），这与文献［１２］在其他菌种（株）中分析结果基本一致。在生物进化过程中犪狉狊犚可能

存在横向转移现象［１２］，从理论上分析ＡｒｓＲ在异种间应该具有调控作用，但尚未见报道。因此，利用２

个ＯＰ序列，构建可替换基因元件的砷生物传感菌株，探讨异种菌株ＡｒｓＲ，基因组ＤＮＡ和Ａｓ（Ⅲ）三者

之间的相互作用的可行性。结果发现，外源ＡｒｓＲ能在同种不同菌株及异种菌株中发挥调控作用。

犃．狋狌犿犿犲犳犪犮犻犲狀狊５Ａ拥有４个ＡｒｓＲ，高度同源性（９３％）的ＡｒｓＲ１ 和ＡｒｓＲ４ 具有高度的调控特异

性，二者不能等效替代；而同源性只有４４％的ＡｒｓＲ１ 和ＡｒｓＲ３，却能发生交叉反应
［１２］。ＡｒｓＲ与ＯＰＥ１相

关作用表明：与ＡｒｓＲＥ１同源性为７７％的ＡｒｓＲＥ２对ＯＰＥ１识别作用与ＡｒｓＲＥ１一致，且砷诱导表达活性更

高，即ＡｒｓＲＥ２可替代ＡｒｓＲＥ１的作用，这与高度同源的ＡｒｓＲ“不能相互替代”的结果不同
［１２］；与ＡｒｓＲＥ１同

源性为４２．４％的ＡｒｓＲ３，也能识别ＯＰＥ１发挥调控作用，这与同源性较低的ＡｒｓＲ之间能发生交叉反应

的结果基本一致［１２］；其他６个ＡｒｓＲ虽然都具有砷依赖的调控活性，但均不能识别ＯＰＥ１，表明ＡｒｓＲ对

ＤＮＡ识别又具有高度特异性。

与菌株自身ＡｒｓＲＳ相比，同源性低于３０％的ＡｒｓＲ５（２８．６％）和毫无同源性的ＡｒｓＲ１，却能识别异

源的ＯＰＳ发挥调控作用，但同源性相对较高的ＡｒｓＲ３（４１％）却不能识别ＯＰＳ发挥调控作用。这与文献

报道的ＡｒｓＲ的特异性调控和交叉调控结果
［１２］是一致的，只是显示亲缘关系差别更大、甚至毫无亲缘关

系的ＡｒｓＲ也具有相互识别调控的作用。

高度同源的ＡｒｓＲ彼此之间却没有等效调控作用，表明ＡｒｓＲ对基因组ＤＮＡ识别序列具有高度特

异性，可能是因为ＡｒｓＲ与基因组ＤＮＡ结合域的个别氨基酸差异
［１２］。由此可知，同源性很高的ＡｒｓＲ

由于基因组ＤＮＡ结合域的关键氨基酸不同，ＡｒｓＲ与基因组ＤＮＡ识别序列特异性也不同；同源性很低

甚至毫无同源性的ＡｒｓＲ却能识别相同的基因组ＤＮＡ片段，原因可能是ＡｒｓＲ与基因组ＤＮＡ结合域

的某些氨基酸相似度较高，也可能是识别的基因组ＤＮＡ片段的位点不同。由此可知，ＡｒｓＲ对基因组

ＤＮＡ的识别序列具有丰富的多样性，目前难以准确预测。这可能也是多个ＡｒｓＲ菌株的砷代谢调控机

制难以分清ＡｒｓＲ识别基因组ＤＮＡ位点的原因之一。根据异种已知的基因组ＤＮＡ序列，推测研究菌

株中未知的ＡｒｓＲ作用位点，还有待进一步研究。

通过改良的ＥＭＳＡ 法研究 ＡｒｓＲ、基因组 ＤＮＡ 和 Ａｓ（Ⅲ）三者之间的相互作用。结果表明，

ＣＧＡ００９菌株的６个ＡｒｓＲ（包括预测的２个ＡｒｓＲ相关基因）都具有Ａｓ（Ⅲ）依赖的调控活性；由于基因

组ＤＮＡ上具有相关ＡｒｓＲ全部的识别位点，基于基因组ＤＮＡ改良的ＥＭＳＡ法能够良好地评价ＡｒｓＲ

的功能，图谱清楚，结果明确。采用砷生物传感法研究了异种间ＡｒｓＲ、基因组ＤＮＡ和Ａｓ（Ⅲ）三者之

间的相互作用。结果显示，同种不同菌株（亲缘关系相对较近，ＡｒｓＲＥ２与ＯＰＥ１），甚至异种间（亲缘关系

很远ＡｒｓＲ１ 和ＡｒｓＲ５ 与ＯＰＳ）的外源ＡｒｓＲ，也具有相互识别作用，反而一些亲缘关系相对较近ＡｒｓＲ

（ＡｒｓＲ３ 与ＯＰＳ）却不能相互作用，表明ＡｒｓＲ调控选择性并不是由氨基酸序列的同源性高低决定的，可

能与ＡｒｓＲ识别基因组ＤＮＡ结构域的关键氨基酸有关，这为深入研究微生物复杂调控机制提供了思路

和研究方法。
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（责任编辑：陈志贤　　英文审校：刘源岗）

５２６第５期　　　　　　　　金春英，等：沼泽红假单胞菌ＣＧＡ００９砷调控蛋白（ＡｒｓＲ）的调控作用



　第４５卷　第５期 华 侨 大 学 学 报 （自 然 科 学 版 ） Ｖｏｌ．４５　Ｎｏ．５　

　２０２４年９月 ＪｏｕｒｎａｌｏｆＨｕａｑｉａｏＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（ＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅ） Ｓｅｐ．　２０２４　

　　犇犗犐：１０．１１８３０／ＩＳＳＮ．１０００?５０１３．２０２３１１０３２　

　　　产灵菌红素沙雷氏菌犚１８的

鉴定及基因组特性

陈明霞１，邢元军１，李和阳２，３，施俊豪１

（１．华侨大学 化工学院，福建 厦门３６１０２１；

２．自然资源部 第三海洋研究所，福建 厦门３６１００５；

３．第三海洋研究所 福建省海洋生态保护与修复重点实验室，福建 厦门３６１００５）

摘要：　采用形态学、生理生化和分子生物学方法对菌株Ｒ１８进行菌种鉴定。通过基因组测序和生物信息学

比较，进一步分析其分类地位和生物学特性，并在基因组水平上探讨该菌株红色素的合成基因簇和代谢路径。

结果表明：菌株Ｒ１８最佳生长条件为温度３０～３７℃，ｐＨ值６～８，ＮａＣｌ质量浓度０～１０ｇ·Ｌ
－１；菌株Ｒ１８与

粘质沙雷氏菌模式菌株 ＡＴＣＣ１３８８０的１６ＳｒＤＮＡ相似度为９９．８６％，基因组平均核苷酸均一性和数字

ＤＮＡＤＮＡ杂交值分别为９８．７３％，８９．５％，均高于物种界定阈值，属于同一个物种；菌株Ｒ１８灵菌红素合成

基因簇全长３５０２１ｂｐ，包含２９个基因，其中，４个核心合成基因、１０个补充的合成基因、１个调控基因、１个转

运基因及１３个其他基因，具有完整的灵菌红素合成代谢途径。

关键词：　粘质沙雷氏菌；灵菌红素；菌种鉴定；基因组特性
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ｈａｄａｃｏｍｐｌｅｔｅｐｒｏｄｉｇｉｏｓｉｎｓｙｎｔｈｅｓｉｓｍｅｔａｂｏｌｉｃｐａｔｈｗａｙ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：　犛犲狉狉犪狋犻犪犿犪狉犮犲狊犮犲狀狊；ｐｒｏｄｉｇｉｏｓｉｎ；ｂａｃｔｅｒｉａｌｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ；ｇｅｎｏｍｉｃｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ

沙雷氏菌属于细菌界、变形菌门、γ变形菌纲、肠杆菌目、肠杆菌科，该属包含粘质沙雷氏菌

（犛犲狉狉犪狋犻犪犿犪狉犮犲狊犮犲狀狊）、嗜 线 虫 沙 雷 氏 菌 （犛犲狉狉犪狋犻犪 狀犲犿犪狋狅犱犻狆犺犻犾犪）、嗜 昆 虫 沙 雷 氏 菌

（犛犲狉狉犪狋犻犪犲狀狋狅犿狅狆犺犻犾犪）和泉居沙雷氏菌（犛犲狉狉犪狋犻犪犳狅狀狋犻犮狅犾犪）等２３个物种（ｈｔｔｐｓ：∥ｌｐｓｎ．ｄｓｍｚ．ｄｅ／ｇｅ

ｎｕｓ／ｓｅｒｒａｔｉａ），其中，粘质沙雷氏菌是模式种，包含产灵菌红素的Ａ１，Ａ２／Ａ６生物型和不产灵菌红素的

Ａ３，Ａ４，Ａ５／Ａ８及ＴＣＴ等生物型。Ａ３和Ａ４生物型无处不在，Ａ５／Ａ８及ＴＣＴ生物型主要来源于医院

病人临床样品，Ａ１，Ａ２／Ａ６生物型主要分布于自然环境中
［１］。粘质沙雷氏菌也是一类生防菌，可生产多

种具抗生性代谢产物，如灵菌红素、脂肽、碳青霉烯、细菌素等，具有抗菌、杀虫、杀藻、抗疟疾、抗肿瘤、免

疫抑制、促进植物生长等作用［２５］。产灵菌红素的粘质沙雷氏菌菌落呈红色、酒红色或粉红色，无明显扩

散性，菌种资源容易从普通环境样品中获取，生物安全性较高，因此，近年来其成为高校“细菌画”创作中

使用频率最高的菌种之一，第７届全国微生物培养皿艺术大赛１５３幅作品中，有６２幅作品将粘质沙雷

氏菌作为“红色颜料”进行作品创作，深受广大师生好评［６］。

在筹办华侨大学微生物培养皿艺术比赛时，从健康人体皮肤表面分离到一株产红色素菌株Ｒ１８，其

菌落颜色鲜红靓丽，是“细菌画”创作的绝佳“颜料”。为了更安全且有针对性地将该菌株应用于微生物

学实验教学和学生科创活动中，本文采用形态学、生理生化和分子生物学方法对菌株Ｒ１８进行菌种鉴

定，通过基因组测序和生物信息学分析，进一步分析其分类地位和生物学特性。

１　材料与方法

１．１　实验材料

１．１．１　菌株　沙雷氏菌株Ｒ１８来源于健康人类皮肤表面，保藏于中国海洋微生物菌种保藏管理中心，

保藏号为 ＭＣＣＣ１Ｋ０８６４３，生物危害等级为４类。

１．１．２　主要仪器和试剂　ＭｕｌｔｉｓｋａｎＦＣ型酶标仪（美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司）；Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ５４１７Ｒ型低

温高速离心机（德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）；１１４型高速离心机（德国Ｓｉｇｍａ公司）；ＧＥ９６１２ＴＳ型基因扩增

仪（浙江省杭州市柏恒科技有限公司）；ＤＴ９３３型微量振荡器（江苏省大唐医疗器械有限公司）。

胰蛋白胨（英国ＯＸＯＩＤ公司）；酵母提取物（英国ＯＸＯＩＤ公司）；２×ｐｒｅｍｉｘ犜犪狇（日本ＴａＫａＲａ公

司）；λ犎犻狀ｄⅢｄｉｇｅｓｔＤＮＡｍａｒｋｅｒ（日本ＴａＫａＲａ公司）；ＤＬ２０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ（日本ＴａＫａＲａ公司）；

细菌基因组ＤＮＡ快速抽提试剂盒（北京市百泰克生物技术有限公司）；其他试剂为国产分析纯。

１．１．３　培养基　１）ＬＢ培养基：蛋白胨１ｇ，酵母提取物０．５ｇ，ＮａＣｌ１ｇ，ｄＨ２Ｏ１００ｍＬ，ｐＨ值为７．２～

７．８；２）牛奶琼脂平板：蛋白胨０．１ｇ，酵母提取物０．０２ｇ，ＮａＣｌ１ｇ，琼脂２ｇ，市售脱脂牛奶５０ｍＬ，

ｄＨ２Ｏ５０ｍＬ；３）淀粉／吐温８０琼脂平板：蛋白胨０．１ｇ，酵母提取物０．０２ｇ，ＮａＣｌ１ｇ，琼脂２ｇ，淀粉／吐

温８００．２ｇ，ｄＨ２Ｏ１００ｍＬ。

１．２　实验方法

１．２．１　菌株鉴定　参照《常见细菌系统鉴定手册》
［７］进行菌落形态、菌体形态、生长温度范围等生理生

化特征测定。使用细菌１６ＳｒＤＮＡ 通用引物（２７Ｆ：５′ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡ３′；１４９２Ｒ：５′

ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ３′）
［８］进行聚合酶链式反应（ＰＣＲ）扩增，ＰＣＲ产物使用１０ｇ·Ｌ

－１的琼

脂糖凝胶电泳检测，并委托擎科科技有限公司进行ＤＮＡ序列测定。所得序列校正后，在ＥｚＢｉｏＣｌｏｕｄ

数据库（ｈｔｔｐ：∥ｅｚｔａｘｏｎｅ．ｅｚｂｉｏｃｌｏｕｄ．ｎｅｔ）进行同源性分析
［９］，从数据库下载相近菌种的１６ＳｒＤＮＡ序

列。使用ＤＮＡＭＡＮ５．１软件和 ＭＥＧＡ７软件，采用邻近连接法构建系统进化树
［１０］。

１．２．２　基因组测序和拼装　采用细菌基因组ＤＮＡ快速抽提试剂盒提取细菌基因组ＤＮＡ，使用１０

ｇ·Ｌ
－１琼脂糖凝胶电泳、ＮａｎｏＤｒｏｐｏｎｅ型分光光度计和Ｑｕｂｉｔ３．０型荧光光度计检测ＤＮＡ样品的质

量浓度、纯度和降解程度。委托广东省美格基因科技有限公司进行基因组测序分析。采用ＮＥＢＮｅｘｔ

注册商标 Ｒｅｃａｌｂｏｎ
○Ｃ
ＵｌｔｒａＤＮＡＬｉｂｒａｒｙＰｒｅｐＫｉｔ试剂盒（美国ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄＢｉｏｌａｂｓ公司）构建测序

７２６第５期　　　　　　　　　　　陈明霞，等：产灵菌红素沙雷氏菌Ｒ１８的鉴定及基因组特性
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文库，使用ＩｌｌｕｍｉｎａＮｏｖａｓｅｑ６０００测序平台（美国ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄＢｉｏｌａｂ公司）进行高通量测序，测序原

始数据通过ＦａｓｔＱＣｖ０．１１．９软件
［１１］和Ｔｒｉｍｍｏｍａｔｉｃｖ０．３６软件

［１２］进行质控，并去除低质量数据，采

用ＳＰＡｄｅｓｖ３．９．０软件
［１３］拼接构建ｃｏｎｔｉｇｓ／ｓｃａｆｆｏｌｄｓ（＞５００ｎｔ），并用ＱＵＡＳＴｖ５．０．２软件

［１４］评估拼

接质量。

１．２．３　基因预测和功能注释　采用 ＧｅｎｅＭａｒｋＳｖ４．１７软件（ｈｔｔｐ：∥ｔｏｐａｚ．ｇａｔｅｃｈ．ｅｄｕ／Ｇｅｎｅ

Ｍａｒｋ／）
［１５］进行编码基因预测。采用ｔＲＮＡｓｃａｎＳＥｖ１．３．１软件

［１６］预测ｔＲＮＡ基因，采用ＲＮＡｍｍｅｒ

ｖ１．２软件
［１７］预测ｒＲＮＡ基因，采用Ｒｆａｍ数据库Ｂｌａｓｔ程序（ｈｔｔｐｓ：∥ｒｆａｍ．ｏｒｇ／）

［１８］预测ｓｎＲＮＡ基因。

采用ＢＬＡＳＴｖ２．１４．１软件（ｈｔｔｐｓ：∥ｆｔｐ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｂｌａｓｔ／ｅｘｅｃｕｔａｂｌｅｓ／ＬＡＴＥＳＴ／）将编码基因

与ＧｅｎｅＯｎｔｏｌｏｇｙ（ＧＯ）
［１９］，ＫｙｏｔｏＥｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆＧｅｎｅｓａｎｄＧｅｎｏｍｅｓ（ＫＥＧＧ）

［２０２１］，ＣｌｕｓｔｅｒｏｆＯｒ

ｔｈｏｌｏｇｏｕｓＧｒｏｕｐｓｏｆＰｒｏｔｅｉｎｓ（ＣＯＧ）
［２２］，ＮｏｎＲｅｄｕｎｄａｎｔＰｒｏｔｅｉｎＤａｔａｂａｓｅ（ＮＲ）

［２３］，ＣａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅＡｃ

ｔｉｖｅＥｎＺｙｍｅｓＤａｔａｂａｓｅ（ＣＡＺｙ）
［２４］数据库进行比对，获得基因功能注释信息。

１．２．４　比较基因组学分析　使用ＥｚＢｉｏＣｌｏｕｄ中的在线工具 ＡＮＩＣａｌｃｕｌａｔｏｒ（ｈｔｔｐｓ：∥ｗｗｗ．ｅｚｂｉｏ

ｃｌｏｕｄ．ｎｅｔ／ｔｏｏｌｓ／ａｎｉ）分析菌株Ｒ１８与近源物种的基因组平均核苷酸均一性（ｇＡＮＩ）
［２５］。使用Ｇｅｎｏｍｅ

ｔｏＧｅｎｏｍｅＤｉｓｔａｎｃｅＣａｌｃｕｌａｔｉｏｎ（ＧＧＤＣ）ｖｅｒｓｉｏｎ２．１ｆｏｒｍｕｌａ２（ｈｔｔｐｓ：∥ｇｇｄｃ．ｄｓｍｚ．ｄｅ／ｄｉｓｔｃａｌｃ２．ｐｈｐ）

分析菌株Ｒ１８与近源物种的基因组同源性，即数字ＤＮＡＤＮＡ杂交（ｄＤＤＨ）值
［２６］。

１．２．５　次级代谢产物合成基因簇分析　采用ａｎｔｉＳＭＡＳＨ７．０在线工具（ｈｔｔｐｓ：∥ａｎｔｉｓｍａｓｈ．ｓｅｃｏｎｄ

ａｒｙｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ．ｏｒｇ／）对菌株Ｒ１８中的次级代谢产物合成基因簇进行预测
［２７］。

１．２．６　ＧｅｎＢａｎｋ登录号　菌株Ｒ１８的１６ＳｒＤＮＡ和基因组序列已提交到ＧｅｎＢａｎｋ数据库，登录号分

别为ＯＲ０４３０２３，ＪＡＳＫＯＵ０００００００００．１。

２　实验结果与分析

２．１　菌株形态及生理生化特征

菌株Ｒ１８不同条件下的生长状况，如图１所示。图１中：狋为时间；犇（６２０）为吸光度；ρ（ＮａＣｌ）为

ＮａＣｌ的质量浓度；θ为温度。

　（ａ）菌落形态　　　　　　　　　　　　　　（ｂ）ｐＨ值　　　　　　　　

（ｃ）温度　　　　　　　　 　　　　　　　　　（ｄ）ＮａＣｌ质量浓度　

图１　沙雷氏菌Ｒ１８不同条件下的生长状况

Ｆｉｇ．１　Ｇｒｏｗｔｈｓｔａｔｕｓｏｆ犛犲狉狉犪狋犻犪ｓｐ．Ｒ１８ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

菌株Ｒ１８置于ＬＢ平板（ＬＢ平板直径＝８０ｍｍ），在３０℃条件下培养２４ｈ后，形成红色菌落，直
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径２～４ｍｍ，菌落表面光滑湿润、边缘整齐、突起且不透明（图１（ａ））。菌体为革兰氏染色阴性，形态近

球形或短棒状，宽０．４～０．５μｍ，长０．４～０．８μｍ；氧化酶和过氧化氢酶阳性，产胞外酯酶和蛋白酶，不

产淀粉酶。

菌株Ｒ１８在温度２０～３７℃，ｐＨ值６．０～９．０，ＮａＣｌ质量浓度０～９０ｇ·Ｌ
－１条件下均可生长，最佳

生长条件为温度３０～３７℃，ｐＨ值６．０～８．０，ＮａＣｌ质量浓度０～１０ｇ·Ｌ
－１（图１（ｂ）～（ｄ））。菌株Ｒ１８

的形态和各类生理生化特征与模式菌株犛．犿犪狉犮犲狊犮犲狀狊ＡＴＣＣ１３８８０一致
［１］。

２．２　１６犛狉犇犖犃系统发育分析

菌株Ｒ１８１６ＳｒＤＮＡ基因序列全长１５３０ｂｐ，在ＥｚＢｉｏＣｌｏｕｄ数据库中的比对结果表明，菌株Ｒ１８

属于犛犲狉狉犪狋犻犪属，与模式菌株犛．犿犪狉犮犲狊犮犲狀狊ＡＴＣＣ１３８８０和犛．狀犲犿犪狋狅犱犻狆犺犻犾ａＤＳＭ２１４２０相似度最

高，均为９９．８６％。系统发育分析也显示３个菌株亲缘关系最近，处于同一个进化分支。

采用邻近连接法构建系统进化树，沙雷氏菌Ｒ１８与其近源种的１６ＳｒＤＮＡ系统发育树，如图２所

示。图２中：节点数值为大于４０％的Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ值；括号内为ＧｅｎＢａｎｋ登录号；比例尺为进化距离。

图２　沙雷氏菌Ｒ１８与其近源种的１６ＳｒＤＮＡ系统发育树

Ｆｉｇ．２　１６ＳｒＤＮＡｂａｓｅｄｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆ犛犲狉狉犪狋犻犪ｓｐ．Ｒ１８ａｎｄｃｌｏｓｅｌｙｒｅｌａｔｅｄｓｐｅｃｉｅｓ

２．３　沙雷氏菌犚１８基因组比较分析

基因组测序获得８０３７１８６个测序片段（ｒｅａｄｓ）共１２０５５７７９００ｎｔ的原始数据，去除低质量片段

后，可得７４４６６０８个ｒｅａｄｓ（１０９８１２６２５２ｎｔ），序列片段拼装成２３个重叠群（ｃｏｎｔｉｇｓ），菌株Ｒ１８基因

序列总长度为５０４６９８５ｂｐ，ＧＣ含量（ＧＣ含量是指ＤＮＡ序列中鸟嘌呤（ｇｕａｎｉｎｅ）和胞嘧啶（ｃｙｔｏｓｉｎｅ）

两种碱基的总比例）为５９．７％，基因组测序深度为２１７×，预测有４８７２个编码基因、８５ｔＲＮＡ基因、１个

１６ＳｒＲＮＡ基因、６个５ＳｒＲＮＡ基因和４３个ｓＲＮＡ基因。菌株Ｒ１８与各近源物种基因组大小差异不

大（标准差σ＝０．１６），ＧＣ含量的比例也较为接近（σ＝０．５８），但编码的基因数量存在较大差异（σ＝１７５．

２５），可能与测序的完整度、质粒的存在状况有关。

沙雷氏菌Ｒ１８与其近源物种的基因组特征，如表１所示。表１中：１为菌株Ｒ１８；２为犛．犿犪狉犮犲狊犮犲狀狊

ＡＴＣＣ１３８８０（ＧＣＡ＿００６９７４２０５．１）；３为犛．狀犲犿犪狋狅犱犻狆犺犻犾犪ＤＳＭ２１４２０（ＧＣＡ＿０００７３８６７５．１）；４为

犛．犫狅犮犽犲犾犿犪狀狀犻犻Ｓ３（ＧＣＡ＿００８０１１８５５．１）；５为犛．狊狌狉犳犪犮狋犪狀狋犳犪犮犻犲狀狊ＹＤ２５（ＧＣＡ＿００１６４２８０５．２）；６为

犛．狌狉犲犻犾狔狋犻犮犪Ｃ７（ＧＣＡ＿００８１２２４４５．１）。

表１　沙雷氏菌Ｒ１８与其近源物种的基因组特征

Ｔａｂ．１　Ｇｅｎｏｍｉｃｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆ犛犲狉狉犪狋犻犪ｓｐ．Ｒ１８ａｎｄｃｌｏｓｅｌｙｒｅｌａｔｅｄｓｐｅｃｉｅｓ

类别 １ ２ ３ ４ ５ ６

基因组大小／Ｍｂｐ ５．０５ ５．１６ ５．２２ ５．２９ ５．１２ ５．５４

ＧＣ含量／％ ５９．７０ ５９．８０ ５９．５０ ５９．０４ ５９．６０ ５８．１０

编码基因数量 ４８７２ ５２８３ ４８０７ ４９０７ ４７２７ ４９２１

ｔＲＮＡ基因数量 ８５ ９１ ９１ ７８ ８３ ８１

Ｃｏｎｔｉｇｓ数量 ２３ ２ ２ ３３ １ １３０６

Ｎ５０长度／ｂｐ ７１０２９２ ５１１５５６２ ４４５１６３０ ５２４２９８ ５１１７６４４ ２２３８３

　　沙雷氏菌Ｒ１８与其近源物种的ｇＡＮＩ值／ｄＤＤＨ值，如表２所示。表２中：１～６的含义与表１相同。
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由表２可知：菌株Ｒ１８与４个近源菌种基因组ｇＡＮＩ值均高于９４％，基因组的相似度较高，其中，与

犛．犿犪狉犮犲狊犮犲狀狊犃犜犆犆１３８８０和犛．狀犲犿犪狋狅犱犻狆犺犻犾犪ＤＳＭ２１４２０的ｇＡＮＩ值高于９５％～９６％的物种界定

阈值［２８３０］，分别为９８．７３％，９６．９８％；ｄＤＤＨ值分析结果也表明菌株Ｒ１８，犛．犿犪狉犮犲狊犮犲狀狊ＡＴＣＣ１３８８０

和犛．狀犲犿犪狋狅犱犻狆犺犻犾ａＤＳＭ２１４２０三者之间的ｄＤＤＨ 值高于同一个物种界定阈值（７０％）
［３１］。由此可

见，菌株 Ｒ１８，ＡＴＣＣ１３８８０和 ＤＳＭ２１４２０属于同一个物种犛．犿犪狉犮犲狊犮犲狀狊。菌株 ＡＴＣＣ１３８８０和

ＤＳＭ２１４２０之间的ｇＡＮＩ值和ｄＤＤＨ值分别为９６．９３％，７３．４０％，其中，ｄＤＤＨ 值符合亚种界定阈值

（小于７９％～８０％）的要求
［３２］，故犛．狀犲犿犪狋狅犱犻狆犺犻犾犪可以重新归类为犛．犿犪狉犮犲狊犮犲狀狊的一个亚种。该结

果与文献［３３］的结果（６５．１％）不一致，主要原因在于计算ＤＮＡＤＮＡ杂交（ＤＤＨ）值的方法不同。文中

采用的基于基因组序列进行的数字化ＤＤＨ值计算，相较于传统的湿实验室ＤＤＨ 分析方法更具准确

性、可重复性和可比性［３１］，是基因组大数据时代中可靠的替代方法，具有更高的分辨率和可信度。

表２　沙雷氏菌Ｒ１８与其近源物种的ｇＡＮＩ值／ｄＤＤＨ值

Ｔａｂ．２　ｇＡＮＩｖａｌｕｅｓ／ｄＤＤＨｖａｌｕｅｓｂｅｔｗｅｅｎ犛犲狉狉犪狋犻犪ｓｐ．Ｒ１８ａｎｄｃｌｏｓｅｌｙｒｅｌａｔｅｄｓｐｅｃｉｅｓ （ｕｎｉｔ：％）　

物种
ｇＡＮＩ值／ｄＤＤＨ值

１ ２ ３ ４ ５ ６

１ １００．００／１００．００ ９８．７３／８９．５０ ９６．９８／７４．４０ ９５．８９／６６．３０ ９４．３１／５６．８０ ９４．５９／５９．１０

２ １００．００／１００．００ ９６．９３／７３．４０ ９５．９３／６６．６０ ９４．２７／５６．４０ ９４．６９／５８．８０

３ １００．００／１００．００ ９５．４３／６３．４０ ９４．６６／５８．８０ ９４．６４／５８．８０

４ １００．００／１００．００ ９４．１８／５５．７０ ９４．６６／５８．８０

５ １００．００／１００．００ ９３．９４／５４．７０

６ １００．００／１００．００

２．４　沙雷氏菌犚１８基因组注释

沙雷氏菌Ｒ１８基因组ＣＯＧ，ＧＯ，ＣＡＺｙ和ＫＥＧＧ功能分类，如图３所示。

　　　 　（ａ）ＣＯＧ　　　　　　　　　　 　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｂ）ＧＯ　

（ｃ）ＣＡＺｙ　　　　　　　　　 　　　　　　 　　　　　（ｄ）ＫＥＧＧ

图３　沙雷氏菌Ｒ１８基因组ＣＯＧ，ＧＯ，ＣＡＺｙ和ＫＥＧＧ功能分类

Ｆｉｇ．３　ＣＯＧ，ＧＯ，ＣＡＺｙａｎｄＫＥＧＧｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ犛犲狉狉犪狋犻犪ｓｐ．Ｒ１８ｇｅｎｏｍｅ

由图３（ａ）及相关分析可知：菌株Ｒ１８共注释到４６３０个基因，注释率为９５％；ＣＯＧ数据库的２６种

功能组中，与氨基酸转运与代谢、糖类转移及代谢和转录相关的基因数量最多，分别为４８０（１０．４％），

４２１（９．１％）和４４６（９．６％），没有发现与核结构和染色质结构及动力学有关的基因，另有１８０个未知功
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能基因。

由图３（ｂ）及相关分析可知：菌株Ｒ１８共有２７７４个基因在ＧＯ数据库中被注释，ＧＯ数据库按照细

胞组分、生物学过程和分子功能３个方面对蛋白进行注释，而生物学过程、细胞组分和分子功能分支分

别为７，２，９个，共计１８个分支；大部分基因具有多功能，可以被同时注释在不同组分或功能过程分支

中，２７７４个基因共被注释了６５２９次，其中，２个基因被注释了９次，７个基因被注释了８次，１７个基因

注释了７次，４６个基因被注释了６次，６２个基因被注释了５次，２３６个基因被注释了４次，５６５个基因被

注释了３次，１２１３个基因被注释２次，６２６个基因被注释１次；在细胞组分中，共８４８个基因得到注释；

生物学途径类共２８５１个基因得到注释，涉及细胞内过程与代谢过程的基因最多，分别为８９３，９２４个；

分子功能分支共２８３０个基因得到注释，涉及结合和催化活性的基因最多，分别为９０８，１２９６个。

由图３（ｃ）及相关分析可知：菌株Ｒ１８的基因组中共有１５５个基因编码的蛋白质结构域属于ＣＡＺｙ

家族，包括糖苷水解酶（ｇｌｙｃｏｓｉｄｅｈｙｄｒｏｌａｓｅｓ，ＧＨｓ）家族的蛋白５４个、糖苷转移酶家族的蛋白（ｇｌｙｃｏｓｙｌ

ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｓ，ＧＴｓ）４５个、碳水化合物酯酶（ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅｅｓｔｅｒａｓｅｓ，ＣＥｓ）２２个、裂解酶（ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ

ｌｙａｓｅｓ，ＰＬｓ）２个、辅助酶（ａｕｘｉｌｉａｒｙａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ，ＡＡ）１６个、碳水化合物结合组件（ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅｂｉｎｄｉｎｇ

ｍｏｄｕｌｅｓ，ＣＢＭｓ）１６个。

由图３（ｄ）及相关分析可知：菌株Ｒ１８的４５８７个基因富集在２１５条ＫＥＧＧ代谢通路中占菌株基因

总数的９４．２％；基因数大于２５的代谢通路有４０个；ＫＥＧＧ富集分析显示，ＡＢＣ转运蛋白、双组分调节

系统、氨基酸生物合成、碳代谢是主要的４类代谢通路，分别包含２３６，１３８，１３４和１１４个基因获得注释。

２．５　次级代谢产物合成基因簇分析

沙雷氏菌Ｒ１８次级代谢物基因簇，如表３所示。通过ａｎｔｉＳＭＡＳＨ软件预测分析，在菌株Ｒ１８基因

组中共检测到１０个与次级代谢产物合成相关的基因簇。这些基因簇可能编码的代谢产物包括以非核

糖体肽合成酶途径（ｎｏｎｒｉｂｏｓｏｍａｌｐｅｐｔｉｄｅｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ，ＮＲＰＳ）合成的小菌素（ｍｉｃｒｏｃｉｎ）、紫杆菌素

（ｖｉｏｂａｃｔｉｎ）等，以聚酮合酶途径（ｐｏｌｙｋｅｔｉｄｅｂｉｏｓｙｎｔｈａｓｅ，ＰＫＳ）合成的耶尔森杆菌素（ｙｅｒｓｉｎｉａｂａｃｔｉｎ）、灵

菌红素（ｐｒｏｄｉｇｉｏｓｉｎ），以及硫肽类抗生素（ｔｈｉｏｐｅｐｔｉｄｅ）的Ｏ抗原（Ｏａｎｔｉｇｅｎ）和氧化还原辅因子（ｒｅｄｏｘ

ｃｏｆａｃｔｏｒ）的兰卡杀菌素（ｌａｎｋａｃｉｄｉｎ）等。这些代谢产物与抗菌、抗癌、杀虫等功能密切相关，另有２个基

因簇（ｃｌｕｓｔｅｒ３．２，ｃｌｕｓｔｅｒ３．３）无法匹配到已知基因簇，显示出这些基因簇具有产生新代谢物的潜能。

以上基因簇中，ｐｒｏｄｉｇｉｏｓｉｎ，ｒｉｒｉｗｐｅｐｔｉｄｅ，ｔｒｉｃｈｒｙｓｏｂａｃｔｉｎ和ｖｉｏｂａｃｔｉｎ的合成基因簇与已知基因簇的相

似性分别为１００％，１００％，４６％和４６％，其余的则低于２０％。由此可见，从基因组水平看，菌株Ｒ１８具

有生产多种具有拮抗作用的次级代谢产物的功能，对其环境竞争力和适应力都具有重要意义。

表３　沙雷氏菌Ｒ１８次级代谢物基因簇

Ｔａｂ．３　Ｓｅｃｏｎｄａｒｙｍｅｔａｂｏｌｉｃｇｅｎｅｃｌｕｓｔｅｒｓｏｆ犛犲狉狉犪狋犻犪ｓｐ．Ｒ１８

区域 基因簇类型 长度／ｂｐ 最似已知基因簇 相似度／％

１．１ Ｔ１ＰＫＳ，ＮＲＰＳ ５６２３８ 耶尔森杆菌素 ４

１．２ ＮＲＰＳ ４７１５１ 紫杆菌素 ４６

１．３ 氧化还原因子 ２２１６３ 兰卡杀菌素 １３

１．４ ＮＲＰＳ ４７９５２ 小菌素Ｅ４９２ １２

１．５ 硫肽类抗生素 ２６４４５ Ｏ抗原 １４

２．１ 灵菌红素 ３５０２１ 灵菌红素 １００

３．１ ＮＲＰ金属团，ＮＲＰＳ ５０８６１
Ｔｒｉｃｈｒｙｓｏｂａｃｔｉｎ／ｃｙｃｌｉｃｔｒｉｃｈｒｙｓｏｂａｃｔｉｎ／

ｃｈｒｙｓｏｂａｃｔｉｎ／ｄｉｃｈｒｙｓｏｂａｃｔｉｎ
４６

３．２ ＮＲＰＳｌｉｋｅ ４２９６４ － －

３．３ β内脂 ２５６７１ － －

４．１ ＮＲＰＳ ４３７６８ ＲｉｒｉｗｐｅｐｔｉｄｅＡ／ｒｉｒｉｗｐｅｐｔｉｄｅＢ／ｒｉｒｉｗｐｅｐｔｉｄｅＣ １００

２．６　灵菌红素基因簇分析

与产红色素现象相对应，菌株Ｒ１８含有完整的灵菌红素合成基因簇，处于ｃｔｇ００２拼装片段上，全长

跨度３５０２１ｂｐ，包含２９个基因，其中，包含４个核心合成基因、１０个补充的合成基因、１个调控基因、１

个转运基因及１３个其他基因。沙雷氏菌Ｒ１８和粘质沙雷氏菌ＡＴＣＣ１３８８０灵菌红素合成基因簇的比

１３６第５期　　　　　　　　　　　陈明霞，等：产灵菌红素沙雷氏菌Ｒ１８的鉴定及基因组特性
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较，如图４所示。由图４可知：基因簇序列与粘质沙雷氏菌模式菌株ＡＴＣＣ１３８８０有１００％的一致性；

该基因簇与模式菌株ＡＴＣＣ１３８８０还存在４处小片段未知功能基因差异和一处基因位置偏差（箭头），

故推测其基因组上存在基因跳跃的现象，这可能与粘质沙雷氏菌不同颜色自然突变株的高发生率有关。

图４　沙雷氏菌Ｒ１８和粘质沙雷氏菌ＡＴＣＣ１３８８０灵菌红素合成基因簇比较

Ｆｉｇ．４　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｐｒｏｄｉｇｉｏｓｉｎｓｙｎｔｈｅｔｉｃｇｅｎｅｃｌｕｓｔｅｒｏｆ

犛犲狉狉犪狋犻犪ｓｐ．Ｒ１８ａｎｄ犛．犿犪狉犮犲狊犮犲狀狊ＡＴＣＣ１３８８０

沙雷氏菌Ｒ１８灵菌红素合成代谢途径，如图５所示。由图５可知：菌株Ｒ１８完整的灵菌红素合成

代谢途径包括３个部分：２甲基３戊基吡咯（ＭＡＰ）、４甲氧基２，２二吡咯５羧甲基乙醛（ＭＢＣ）的合

成，以及在ＡＴＰ的存在下灵菌红素缩合酶ＰｉｇＣ催化 ＭＡＰ和 ＭＢＣ合成灵菌红素，这与早期的研究结

果一致［３４３５］。

图５　沙雷氏菌Ｒ１８灵菌红素合成代谢途径

Ｆｉｇ．５　Ｐｒｏｄｉｇｉｏｓｉｎｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｍｅｔａｂｏｌｉｃｐａｔｈｗａｙｏｆ犛犲狉狉犪狋犻犪ｓｐ．Ｒ１８

３　结论

采用形态学、生理生化、分子生物学及基因组测序分析的方法对菌株Ｒ１８进行物种鉴定和生物学

特性分析，并着重分析菌株Ｒ１８次级代谢产物灵菌红素的基因簇及代谢途径。研究结果表明，菌株

Ｒ１８属于犛犲狉狉犪狋犻犪属，与模式菌株犛．犿犪狉犮犲狊犮犲狀狊ＡＴＣＣ１３８８０和犛．狀犲犿犪狋狅犱犻狆犺犻犾ａＤＳＭ２１４２０的１６Ｓ

ｒＤＡＮ相似度皆为９９．８６％，３个菌株处在同一个进化分支上。ｇＡＮＩ值和ｄＤＤＨ值分析结果也表明，３

个菌株基因组的相似度极高，属于同一个物种犛．犿犪狉犮犲狊犮犲狀狊。

基因组序列注释有助于深入了解菌株Ｒ１８生命现象的基因本质，尤其是了解各类次级代谢产物的

基因簇和代谢途径，有利于探索它们的调控机理，为基因改造和生产应用奠定基础。粘质沙雷氏菌生产

的灵菌红素是目前研究较为清楚的次级代谢产物，代谢途径包括２甲基３戊基吡咯（ＭＡＰ）、４甲氧基

２，２二吡咯５羧甲基乙醛（ＭＢＣ）的合成，以及在 ＡＴＰ的存在下灵菌红素缩合酶ＰｉｇＣ催化 ＭＡＰ和

ＭＢＣ合成灵菌红素。通过ａｎｔｉＳＭＡＳＨ软件预测的菌株Ｒ１８灵菌红素基因簇由２９个基因组成，包含

了ＰｉｇＡＰｉｇＮ及转运、调控等相关基因。

致谢：厦门市金安小学李昊城同学为本研究提供菌种，从他皮肤表面分离得到实验菌株Ｒ１８。
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ｆｏｒｍａｔｉｃｓ，２０１８，３４（１７）：ｉ８８４ｉ８９０．ＤＯＩ：１０．１０９３／ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ／ｂｔｙ５６０．

［１２］　ＢＯＬＧＥＲＡＭ，ＬＯＨＳＥＭ，ＵＳＡＤＥＬＢ．Ｔｒｉｍｍｏｍａｔｉｃ：ＡｆｌｅｘｉｂｌｅｔｒｉｍｍｅｒｆｏｒＩｌｌｕｍｉｎａｓｅｑｕｅｎｃｅｄａｔａ［Ｊ］．Ｂｉｏｉｎｆｏｒ

ｍａｔｉｃｓ，２０１４，３０（１５）：２１１４２１２０．ＤＯＩ：１０．１０９３／ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ／ｂｔｕ１７０．

［１３］　ＢＡＮＫＥＶＩＣＨＡ，ＮＵＲＫＳ，ＡＮＴＩＰＯＶＤ，犲狋犪犾．ＳＰＡｄｅｓ：Ａｎｅｗｇｅｎｏｍｅａｓｓｅｍｂｌｙａｌｇｏｒｉｔｈｍａｎｄｉｔｓａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｔｏ

ｓｉｎｇｌｅｃｅｌｌｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｏｍｐｕｔａｔｉｏｎａｌＢｉｏｌｏｇｙ，２０１２，１９（５）：４５５４７７．ＤＯＩ：１０．１０８９／ｃｍｂ．２０１２．００２１．

［１４］　ＧＵＲＥＶＩＣＨＡ，ＳＡＶＥＬＩＥＶＶ，ＶＹＡＨＨＩＮ，犲狋犪犾．ＱＵＡＳＴ：Ｑｕａｌｉｔｙａｓｓｅｓｓｍｅｎｔｔｏｏｌｆｏｒｇｅｎｏｍｅａｓｓｅｍｂｌｉｅｓ［Ｊ］．

Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ，２０１３，２９（８）：１０７２１０７５．ＤＯＩ：１０．１０９３／ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ／ｂｔｔ０８６．

［１５］　ＢＥＳＥＭＥＲＪ，ＬＯＭＳＡＤＺＥＡ，ＢＯＲＯＤＯＶＳＫＹ Ｍ．ＧｅｎｅＭａｒｋＳ：Ａｓｅｌｆｔｒａｉｎｉｎｇｍｅｔｈｏｄｆｏｒｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆｇｅｎｅ

ｓｔａｒｔｓｉｎｍｉｃｒｏｂｉａｌｇｅｎｏｍｅ：Ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｆｏｒｆｉｎｄｉｎｇｓｅｑｕｅｎｃｅｍｏｔｉｆｓｉｎｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｒｅｇｉｏｎｓ［Ｊ］．ＮｕｃｌｅｉｃＡｃｉｄｓＲｅ

ｓｅａｒｃｈ，２００１，２９（１２）：２６０７２６１８．ＤＯＩ：１０．１０９３／ｎａｒ／２９．１２．２６０７．

［１６］　ＬＯＷＥＴＭ，ＥＤＤＹＳＲ．ｔＲＮＡｓｃａｎＳＥ：ＡｐｒｏｇｒａｍｆｏｒｉｍｐｒｏｖｅｄｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｔｒａｎｓｆｅｒＲＮＡｇｅｎｅｓｉｎｇｅｎｏｍｉｃｓｅ

ｑｕｅｎｃｅ［Ｊ］．ＮｕｃｌｅｉｃＡｃｉｄｓＲｅｓｅａｒｃｈ，１９９７，２５（５）：９５５９６４．ＤＯＩ：１０．１０９３／ｎａｒ／２５．５．９５５．

［１７］　ＬＡＧＥＳＥＮＫ，ＨＡＬＬＩＮＰ，ＲＤＬＡＮＤＥＡ，犲狋犪犾．ＲＮＡｍｍｅｒ：ＣｏｎｓｉｓｔｅｎｔａｎｄｒａｐｉｄａｎｎｏｔａｔｉｏｎｏｆｒｉｂｏｓｏｍａｌＲＮＡ

ｇｅｎｅｓ［Ｊ］．ＮｕｃｌｅｉｃＡｃｉｄｓＲｅｓｅａｒｃｈ，２００７，３５（９）：３１００３１０８．ＤＯＩ：１０．１０９３／ｎａｒ／ｇｋｍ１６０．

［１８］　ＧＡＲＤＮＥＲＰＰ，ＤＡＵＢＪ，ＴＡＴＥＪＧ，犲狋犪犾．Ｒｆａｍ：ＵｐｄａｔｅｓｔｏｔｈｅＲＮＡｆａｍｉｌｉｅｓｄａｔａｂａｓｅ［Ｊ］．ＮｕｃｌｅｉｃＡｃｉｄｓＲｅ

ｓｅａｒｃｈ，２００９，３７（Ｄａｔａｂａｓｅｉｓｓｕｅ）：Ｄ１３６Ｄ１４０．ＤＯＩ：１０．１０９３／ｎａｒ／ｇｋｎ７６６．

［１９］　ＡＳＨＢＵＲＮＥＲＭ，ＢＡＬＬＣＡ，ＢＬＡＫＥＪＡ，犲狋犪犾．Ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ：Ｔｏｏｌｆｏｒｔｈｅｕｎｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｂｉｏｌｏｇｙ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ

Ｇｅｎｅｔｉｃｓ，２０００，２５（１）：２５２９．ＤＯＩ：１０．１０３８／７５５５６．

［２０］　ＫＡＮＥＨＩＳＡＭ，ＧＯＴＯＳ，ＫＡＷＡＳＨＩＭＡＳ，犲狋犪犾．ＴｈｅＫＥＧＧｒｅｓｏｕｒｃｅｆｏｒｄｅｃｉｐｈｅｒｉｎｇｔｈｅｇｅｎｏｍｅ［Ｊ］．Ｎｕｃｌｅｉｃ

ＡｃｉｄｓＲｅｓｅａｒｃｈ，２００４，３２（Ｄａｔａｂａｓｅｉｓｓｕｅ）：Ｄ２７７Ｄ２８０．ＤＯＩ：１０．１０９３／ｎａｒ／ｇｋｈ０６３．

［２１］　ＫＡＮＥＨＩＳＡＭ，ＧＯＴＯＳ，ＨＡＴＴＯＲＩＭ，犲狋犪犾．Ｆｒｏｍｇｅｎｏｍｉｃｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｇｅｎｏｍｉｃｓ：ＮｅｗｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｓｉｎＫＥＧＧ

［Ｊ］．ＮｕｃｌｅｉｃＡｃｉｄｓＲｅｓｅａｒｃｈ，２００６，３４（Ｄａｔａｂａｓｅｉｓｓｕｅ）：Ｄ３５４Ｄ３５７．ＤＯＩ：１０．１０９３／ｎａｒ／ｇｋｊ１０２．

［２２］　ＴＡＴＵＳＯＶＲＬ，ＦＥＤＯＲＯＶＡＮＤ，ＪＡＣＫＳＯＮＪＤ，犲狋犪犾．ＴｈｅＣＯＧｄａｔａｂａｓｅ：Ａｎｕｐｄａｔｅｄｖｅｒｓｉｏｎｉｎｃｌｕｄｅｓｅｕ

ｋａｒｙｏｔｅｓ［Ｊ］．ＢＭＣＢｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ，２００３，４（１）：４１．ＤＯＩ：１０．１１８６／１４７１２１０５４４１．

３３６第５期　　　　　　　　　　　陈明霞，等：产灵菌红素沙雷氏菌Ｒ１８的鉴定及基因组特性



犺狋狋狆狊：／／犺犱狓犫．犺狇狌．犲犱狌．犮狀／

［２３］　ＬＩＷｅｉｚｈｏｎｇ，ＪＡＲＯＳＺＥＷＳＫＩＬ，ＧＯＤＺＩＫＡ．Ｔｏｌｅｒａｔｉｎｇｓｏｍｅｒｅｄｕｎｄａｎｃｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｓｐｅｅｄｓｕｐｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇｏｆ

ｌａｒｇｅｐｒｏｔｅｉｎｄａｔａｂａｓｅｓ［Ｊ］．Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ，２００２，１８（１）：７７８２．ＤＯＩ：１０．１０９３／ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ／１８．１．７７．

［２４］　ＣＡＮＴＡＲＥＬＢＬ，ＣＯＵＴＩＮＨＯＰＭ，ＲＡＮＣＵＲＥＬＣ，犲狋犪犾．ＴｈｅｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅａｃｔｉｖｅＥｎＺｙｍｅｓｄａｔａｂａｓｅ（ＣＡＺｙ）：

Ａｎｅｘｐｅｒｔｒｅｓｏｕｒｃｅｆｏｒｇｌｙｃｏｇｅｎｏｍｉｃｓ［Ｊ］．ＮｕｃｌｅｉｃＡｃｉｄｓＲｅｓｅａｒｃｈ，２００９，３７（Ｄａｔａｂａｓｅｉｓｓｕｅ）：Ｄ２３３Ｄ２３８．ＤＯＩ：１０．

１０９３／ｎａｒ／ｇｋｎ６６３．

［２５］　ＹＯＯＮＳＨ，ＨＡＳＭ，ＬＩＭＪ，犲狋犪犾．Ａｌａｒｇｅｓｃａｌｅｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆａｌｇｏｒｉｔｈｍｓｔｏｃａｌｃｕｌａｔｅａｖｅｒａｇｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｉｄｅｎｔｉｔｙ

［Ｊ］．ＡｎｔｏｎｉｅｖａｎＬｅｅｕｗｅｎｈｏｅｋ，２０１７，１１０（１０）：１２８１１２８６．ＤＯＩ：１０．１００７／ｓ１０４８２０１７０８４４４．

［２６］　ＭＥＩＥＲＫＯＬＴＨＯＦＦＪＰ，ＳＡＲＤ?ＣＪ，ＰＥＩＮＡＤＯＯＬＡＲＴＥＲＬ，犲狋犪犾．ＴＹＧＳａｎｄＬＰＳＮ：Ａｄａｔａｂａｓｅｔａｎｄｅｍｆｏｒ

ｆａｓｔａｎｄｒｅｌｉａｂｌｅｇｅｎｏｍｅｂａｓｅｄｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｎｏｍｅｎｃｌａｔｕｒｅｏｆｐｒｏｋａｒｙｏｔｅｓ［Ｊ］．ＮｕｃｌｅｉｃＡｃｉｄｓＲｅｓｅａｒｃｈ，２０２２，５０

（Ｄａｔａｂａｓｅｉｓｓｕｅ）：Ｄ８０１Ｄ８０７．ＤＯＩ：１０．１０９３／ｎａｒ／ｇｋａｂ９０２．

［２７］　ＢＬＩＮＫ，ＳＨＡＷＳ，ＡＵＧＵＳＴＩＪＮＨＥ，犲狋犪犾．ＡｎｔｉＳＭＡＳＨ７．０：Ｎｅｗａｎｄｉｍｐｒｏｖｅｄｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｓｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｏｎ，ｒｅｇｕ

ｌａｔｉｏｎ，ｃｈｅｍｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓａｎｄｖｉｓｕａｌｉｓａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＮｕｃｌｅｉｃＡｃｉｄｓＲｅｓｅａｒｃｈ，２０２３，５１（Ｗ１）：Ｗ４６Ｗ５０．ＤＯＩ：１０．１０９３／

ｎａｒ／ｇｋａｄ３４４．

［２８］　ＫＩＭ Ｍ，ＯＨＨＳ，ＰＡＲＫＳＣ，犲狋犪犾．Ｔｏｗａｒｄｓａｔａｘｏｎｏｍｉｃｃｏｈｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎａｖｅｒａｇｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｉｄｅｎｔｉｔｙａｎｄ１６Ｓ

ｒＲＮＡｇｅｎｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｉｍｉｌａｒｉｔｙｆｏｒｓｐｅｃｉｅｓｄｅｍａｒｃａｔｉｏｎｏｆｐｒｏｋａｒｙｏｔｅｓ［Ｊ］．ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｙｓｔｅｍａｔｉｃａｎｄ

ＥｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２０１４，６４（Ｐｔ２）：３４６３５１．ＤＯＩ：１０．１０９９／ｉｊ．０．０５９７７４０．

［２９］　ＣＨＵＮＪ，ＯＲＥＮＡ，ＶＥＮＴＯＳＡＡ，犲狋犪犾．Ｐｒｏｐｏｓｅｄｍｉｎｉｍａｌｓｔａｎｄａｒｄｓｆｏｒｔｈｅｕｓｅｏｆｇｅｎｏｍｅｄａｔａｆｏｒｔｈｅｔａｘｏｎｏｍｙ

ｏｆｐｒｏｋａｒｙｏｔｅｓ［Ｊ］．ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｙｓｔｅｍａｔｉｃａｎｄＥｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２０１８，６８（１）：４６１４６６．ＤＯＩ：

１０．１０９９／ｉｊｓｅｍ．０．００２５１６．

［３０］　ＲＩＣＨＴＥＲＭ，ＲＯＳＳＥＬＬ?Ｍ?ＲＡＲ．Ｓｈｉｆｔｉｎｇｔｈｅｇｅｎｏｍｉｃｇｏｌｄｓｔａｎｄａｒｄｆｏｒｔｈｅｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃｓｐｅｃｉｅｓｄｅｆｉｎｉｔｉｏｎ［Ｊ］．

ＰｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓｏｆｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＡｃａｄｅｍｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅｓｏｆｔｈｅＵｎｉｔｅｄＳｔａｔｅｓｏｆＡｍｅｒｉｃａ，２００９，１０６（４５）：１９１２６１９１３１．

ＤＯＩ：１０．１０７３／ｐｎａ．０９０６４１２１０６．

［３１］　ＭＥＩＥＲＫＯＬＴＨＯＦＪＰ，ＡＵＣＨＡＦ，ＫＬＥＮＫＨＰ，犲狋犪犾．Ｇｅｎｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｅｂａｓｅｄｓｐｅｃｉｅｓｄｅｌｉｍｉｔａｔｉｏｎｗｉｔｈｃｏｎｆｉ

ｄｅｎｃｅｉｎｔｅｒｖａｌｓａｎｄｉｍｐｒｏｖｅｄｄｉｓｔａｎｃｅｆｕｎｃｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＢＭＣＢｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ，２０１３，１４：６０．ＤＯＩ：１０．１１８６／１４７１２１０５１４

６０．

［３２］　ＭＥＩＥＲＫＯＬＴＨＯＦＦＪＰ，ＨＡＨＮＫＥＲＬ，ＰＥＴＥＲＳＥＮＪ，犲狋犪犾．ＣｏｍｐｌｅｔｅｇｅｎｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＤＳＭ３００８３Ｔ，ｔｈｅ

ｔｙｐｅｓｔｒａｉｎ（Ｕ５／４１Ｔ）ｏｆ犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻，ａｎｄａｐｒｏｐｏｓａｌｆｏｒｄｅｌｉｎｅａｔｉｎｇｓｕｂｓｐｅｃｉｅｓｉｎｍｉｃｒｏｂｉａｌｔａｘｏｎｏｍｙ［Ｊ］．

ＳｔａｎｄａｒｄｓｉｎＧｅｎｏｍｉｃＳｃｉｅｎｃｅｓ，２０１４，９：２．ＤＯＩ：１０．１１８６／１９４４３２７７９２．

［３３］　ＺＨＡＮＧＣｈｏｎｇｘｉｎｇ，ＹＡＮＧＳｈｏｕｙｕｎ，ＸＵＭｉｎｇｘｕ，犲狋犪犾．犛犲狉狉犪狋犻犪狀犲犿犪狋狅犱犻狆犺犻犾犪ｓｐ．ｎｏｖ．ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｓｙｍｂｉｏｔｉｃａｌｌｙ
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　 　金线莲多糖通过抑制犖犉κ犅信号通路

对糖尿病小鼠肾损伤的改善作用

盛世美１，张建刚２，陈烨１，戴招龙１，李乐１，刘青１

（１．华侨大学 化工学院，福建 厦门３６１０２１；

２．兰州大学 基础医学院，甘肃 兰州７３００００）

摘要：　为了考察金线莲多糖对糖尿病小鼠肾损伤的改善作用，将糖尿病小鼠随机分为模型组、二甲双胍组及

高、低剂量金线莲多糖组（１００和３００ｍｇ·ｋｇ
－１），给药４周后测定小鼠血清生化指标、炎症因子及肾皮质中的

蛋白表达，并观察肾组织形态学变化。结果表明：与正常组比，模型组小鼠２４ｈ的尿蛋白质量，血肌酐浓度、

丙二醛浓度、炎症因子显著升高，而血清超氧化物歧化酶活力显著下降；模型组小鼠肾组织ｐＮＦκＢｐ６５的蛋

白表达显著上调，ｐｏｄｏｃｉｎ，Ｎｅｐｈｒｉｎ的蛋白表达明显下调；组织学检查显示模型组小鼠肾组织结构异常改变；

经金线莲多糖干预后，糖尿病小鼠血清生化指标、肾组织中蛋白表达均明显逆转，组织学检查也显示糖尿病小

鼠肾损伤明显改善。

关键词：　金线莲多糖；糖尿病；肾损伤；ＮＦκＢ信号通路
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糖尿病肾病是糖尿病最常见的综合症。在持续高血糖的毒性作用下糖尿病患者肾脏的结构和功能

发生改变，导致肾小球高滤过，尿蛋白增加及肾脏损伤［１］。肾小球滤过屏障异常，蛋白尿的出现是糖尿

病肾病早期标志性的临床表现。足细胞及其足突之间的裂孔隔膜构成滤过屏障的最外层，足细胞结构

异常是蛋白尿发生的重要原因。足细胞的足突间交叉形成裂孔，其上覆盖的隔膜中表达多种特异性蛋

白，ｐｏｄｏｃｉｎ和Ｎｅｐｈｒｉｎ是裂孔膜上的重要蛋白分子，对维持裂孔膜的完成整性起关键作用。如果足细

胞的特征性蛋白丢失，裂孔间隙就会变大，引起肾小球滤过屏障高渗漏，蛋白就进入尿液，形成蛋白

尿［２］。引起糖尿病肾病的机制复杂，目前临床上还没有理想的治疗糖尿病肾病的特异性药物。

金线莲是兰科开唇属的多年生草本植物，在我国主要分布于福建、江西、台湾等地。金线莲性平味

甘，具有清热凉血、祛风利湿的功效［２］，且无毒副作用，在民间常用于治疗肾炎、糖尿病、高血压等病

症［３］。金线莲多糖是金线莲的主要有效成分之一，以往的研究显示，金线莲多糖有很好的降血糖、降血

脂等作用［４５］。金线莲多糖能保护糖尿病小鼠的肾组织［６］，但金线莲多糖是否能通过改善糖尿病小鼠的

肾小球过滤屏障而改善肾功能还未见研究。基于此，本文研究金线莲多糖通过抑制ＮＦκＢ信号通路对

糖尿病小鼠肾损伤的改善作用。

１　实验材料

１．１　材料与试剂

金线莲原植物（福建省佳晟生物有限公司）；二甲双胍肠溶片（０．２５ｍｇ·片
－１，贵州天安药业股份

有限公司），药物均采用蒸馏水现配现用。金线莲多糖（犃狀狅犲犮狋狅犮犺犻犾狌狊狉狅狓犫狌狉犵犺犻犻ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｏｓｅ，

ＡＲＰ）由兰州大学功能有机分子化学国家重点实验室提取、鉴定并提供
［６］，纯度≥９５％。

链脲佐菌素（ＳＴＺ，美国Ｓｉｇｍａ公司）；高脂饲料（ＨＦＤ，按照２０％脂肪、２％胆固醇、１０％蔗糖、０．５％

胆酸钠、其他为基础鼠饲料进行配置）；尿蛋白、总超氧化物歧化酶（ＴＳＯＤ）、丙二醛（ＭＤＡ）、肌酐、ＩＬ６

试剂盒、ＴＮＦαＥＬＩＳＡ试剂盒（南京建成生物公司）；ｐＮＦκＢｐ６５抗体（Ａｆｆｉｎｉｔｙ试剂公司）；Ｎｅｐｈｒｉｎ

抗体、ｐｏｄｏｃｉｎ抗体（武汉博士德生物工程有限公司）；βａｃｔｉｎ抗体（武汉爱博泰克生物科技有限公司）；

ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒（上海碧云天生物技术有限公司）；二抗（上海圣克鲁斯生物技术有限公司）。

１．２　实验动物

ＳＰＦ级雄性ＩＣＲ小鼠，体质量为（１８±２）ｇ，由福建医科大学实验动物中心提供，许可证号ＳＹＸＫ

（闽）２０１６０００６。将小鼠置于温度（２２±２）℃，湿度（５０±５）％，光暗周期为１２ｈ／１２ｈ（光照时间７：００－

１９：００）的环境中饲养，自由获取饮水与饲料，适应性饲养１周后开始糖尿病模型的诱导。实验遵守华侨

大学伦研批第（Ａ２０１９０１６）号审查要求。

１．３　仪器

超微量核酸蛋白测定仪（英国ＢｉｏＤｒｏｐ公司）；Ｍ５３０型组织切片机（德国 ＭＥＤＩＴＥ公司）；ＭＵＬ

ＴＩＳＫＡＮＡＳＣＥＮＴ３５４型酶标仪（美国热电公司）；ＪＹＳＣＺ２型垂直板电泳槽、ＪＹ３００Ｃ型电泳仪（北京

君意东方电泳设备有限公司）；ＩｍａｇｅＳｔａｔｉｏｎ４０００ＭＭ型化学发光成像仪（美国柯达公司）；快速血糖检

测仪（美国罗氏生物科技有限公司）。

２　实验方法

２．１　２型糖尿病小鼠模型的建立

高脂饲料（ＨＦＤ）／ＳＴＺ诱导２型糖尿病小鼠建模方法参考文献［６］，即除正常组小鼠给予标准饲料

外，其余小鼠给予 ＨＦＤ喂养３周，小鼠体质量明显增加后，将小鼠禁食不禁水１２ｈ后，采用质量比为

１３０ｍｇ·ｋｇ
－１的ＳＴＺ一次性腹腔注射。７２ｈ后，测小鼠空腹血糖浓度。选择血糖浓度≥１１．１ｍｍｏｌ·

６３６ 华 侨 大 学 学 报 （自 然 科 学 版）　　　　　　　　　　　　　　２０２４年



犺狋狋狆狊：／／犺犱狓犫．犺狇狌．犲犱狌．犮狀／

Ｌ－１为糖尿病小鼠，血糖不达标的小鼠３ｄ后再用８０ｍｇ·ｋｇ
－１的ＳＴＺ一次性腹腔注射，７２ｈ后，选择

血糖浓度≥１１．１ｍｍｏｌ·Ｌ
－１为糖尿病小鼠。将糖尿病小鼠随机分为４组，每天分别灌胃给予同体积不

同药物。糖尿病模型组（生理盐水，９只）、二甲双胍组（２００ｍｇ·ｋｇ
－１，８只），低剂量ＡＲＰ组（１００ｍｇ·

ｋｇ
－１，９只）、高剂量ＡＲＰ组（３００ｍｇ·ｋｇ

－１，９只），所有糖尿病小鼠均持续给予高脂饲料，正常组小鼠

给予普通饲料（１０只）。药物处理４周之后，处死动物。处死动物前３ｄ，收集小鼠２４ｈ尿液，测尿蛋白

质量，并测定小鼠空腹血糖浓度。小鼠处死后收集血液，分离血清，用于生化检测，并分离右侧肾脏皮质

组织，快速冷冻，于－８０℃保存，用于 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析。左侧肾脏保存于４ｇ·ｍＬ
－１的多聚甲醛溶液

中，用于组织学观察。

２．２　生化检测

使用血糖仪检测小鼠的空腹血糖浓度。取血液样品，分离血清，采用生化检测试剂盒检测小鼠２４

ｈ尿蛋白质量及血清中ＳＯＤ活性、ＭＤＡ浓度及血肌酐浓度。

２．３　犈犔犐犛犃分析

分离血清，按照试剂盒说明书要求检测小鼠血清中ＩＬ６，ＴＮＦα的质量浓度。

２．４　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋分析

采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析小鼠肾组织ｐＮＦκＢｐ６５，ｐｏｄｏｃｉｎ，Ｎｅｐｈｒｉｎ的蛋白表达。取小鼠肾脏组织

匀浆约５０ｍｇ，加入含蛋白酶抑制剂的预冷细胞裂解液，充分裂解后，离心取上清，采用ＢＣＡ法测蛋白

质量并定量。将各组蛋白样品用裂解液调成相同浓度（５０μｍｏｌ·Ｌ
－１），经十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺

凝胶（ＳＤＳＰＡＧＥ）恒压电泳分离蛋白，将电泳好的凝胶转膜至硝酸纤维素膜，将转好的膜加５ｇ·ｍＬ
－１

脱脂牛奶封闭后，分别加入相应一抗，即ｐＮＦκＢｐ６５抗体（１∶１０００）、ｐｏｄｏｃｉｎ抗体（１∶１０００）、Ｎｅｐｈ

ｒｉｎ抗体（１∶１０００）和βａｃｔｉｎ单抗（１∶３００），４℃下孵育过夜。最后，加二抗３７℃下孵育１ｈ，ＥＣＬ电化

学发光成像。使用Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ专业分析软件对 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验所得图片进行光密度扫描分析。

２．５　苏木精伊红染色观察小鼠肾脏组织损伤

用４ｇ·ｍＬ
－１多聚甲醛溶液固定小鼠肾脏组织２４ｈ以上，经脱水、浸蜡、包埋，制成石蜡块，再用切

片机切成４μｍ厚的切片，脱蜡至水，苏木精伊红（ＨＥ）染色，二甲苯透明，树胶封片，于４００倍光学显微

镜下观察肾脏组织损伤情况。

２．６　统计学分析

实验结果以狓±狊形式表示，数据用ＳＰＳＳ２２．０软件进行统计学分析，多组比较采用单因素方差分

析，２组比较采用ＬＳＤ狋检验。当犘＜０．０５时，表示差异具有统计学意义。与正常组比较，
ａ犘＜０．０５，

ｂ犘＜０．０１；与模型组比较，
ｃ犘＜０．０５，

ｄ犘＜０．０１。

３　实验结果与分析

３．１　小鼠的血糖与体质量

各组小鼠血糖浓度及体质量变化，如图１所示。图１中：犮ｂ为小鼠血糖浓度；犿为小鼠体质量。

（ａ）血糖浓度　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｂ）体质量

图１　各组小鼠血糖水平及体质量变化

Ｆｉｇ．１　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｂｌｏｏｄｇｌｕｃｏｓｅｌｅｖｅｌａｎｄｂｏｄｙｍａｓｓｏｆｍｉｃｅ

由图１可知：实验开始时（０周），各组小鼠的血糖浓度没有明显差异，小鼠经 ＨＦＤ喂养３周，ＳＴＺ
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诱导后，糖尿病小鼠的血糖浓度比正常组明显升高（犘＜０．０１）；随着实验时间的延长，与正常组相比，糖

尿病小鼠的血糖浓度持续升高，而与模型组相比，给予不同药物干预４周后，药物组小鼠血糖明显下降

（犘＜０．０５）；实验开始时，各组小鼠的体质量无明显差异，ＨＦＤ喂养３周后，小鼠体质量明显增加（犘＜

０．０１）；随着实验时间的延长，正常组小鼠体质量增加较快，相比之下，模型组小鼠的体质量明显下降

（犘＜０．０１）；经药物治疗４周后，糖尿病小鼠的体质量下降得到明显缓解（犘＜０．０１）。

３．２　生化检测结果

生化检测结果，如图２所示。图２中：狕为ＳＯＤ的活性；犮ＭＤＡ为ＭＤＡ浓度；犿ｐ为２４ｈ尿蛋白质量；

犮ｃｒ为血肌酐浓度。

　　（ａ）ＳＯＤ活性　　　　　　　　　　　　　　　　（ｂ）ＭＤＡ浓度

（ｃ）２４ｈ尿蛋白质量　　　　　　　　　　　　　　　（ｄ）血肌酐浓度

图２　生化检测结果

Ｆｉｇ．２　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｔｅｓｔ

由图２可知：与正常小鼠相比，模型组小鼠的血清中抗氧化酶ＳＯＤ的活性下降，ＭＤＡ浓度增多，

表明糖尿病小鼠的氧化应激作用增强；同时，模型组小鼠的２４ｈ尿蛋白质量及血肌酐浓度增多，表明模

型组小鼠肾功能异常；给予糖尿病小鼠金线莲多糖后，高、低两个剂量的ＡＲＰ组小鼠的２４ｈ尿蛋白质

量及血肌酐浓度均明显下降（犘＜０．０１），表明糖尿病小鼠肾小球高滤过现象得到改善；给予不同剂量金

线莲多糖干预后，小鼠血清中ＳＯＤ的活性显著上升（犘＜０．０１），ＭＤＡ浓度明显降低（犘＜０．０１），表明

糖尿病小鼠增强的氧化应激作用减弱。

３．３　犈犾犻狊犪检测结果

小鼠血清中ＩＬ６，ＴＮＦα的质量浓度，如图３所示。图３中：ρＩＬ６，ρＴＮＦα分别为ＩＬ６，ＴＮＦα的质量

　（ａ）ＩＬ６质量浓度　　　　　　　　　　　　　　　　（ｂ）ＴＮＦα质量浓度

图３　小鼠血清中ＩＬ６，ＴＮＦα的质量浓度

Ｆｉｇ．３　ＭａｓｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＩＬ６ａｎｄＴＮＦαｉｎｍｏｕｓｅｓｅｒｕｍ
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浓度。由图３可知：模型组小鼠血清中炎症因子ＩＬ６，ＴＮＦα的质量浓度比正常小鼠高，经金线莲多糖

干预后，糖尿病小鼠血清中炎症因子ＩＬ６，ＴＮＦα的质量浓度明显下降（犘＜０．０５），表明金线莲多糖有

较强的抗炎作用。

３．４　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋分析

小鼠肾脏组织中ｐＮＦκＢｐ６５，ｐｏｄｏｃｉｎ，Ｎｅｐｈｒｉｎ的蛋白表达，如图４所示。由图４可知：模型组小

鼠肾脏组织中ｐＮＦκＢｐ６５的表达上调，提示糖尿病小鼠肾脏组织中ＮＦκＢ信号通路被激活；模型组

小鼠肾脏组织中ｐｏｄｏｃｉｎ，Ｎｅｐｈｒｉｎ的蛋白表达均下调，提示糖尿病小鼠肾小球滤过膜受损；给予金线莲

多糖后，糖尿病小鼠肾脏组织中ｐＮＦκＢｐ６５的表达下调（犘＜０．０１），ｐｏｄｏｃｉｎ，Ｎｅｐｈｒｉｎ的蛋白表达均

上调（低剂量ＡＲＰ组犘＜０．０５，高剂量ＡＲＰ组犘＜０．０１），（低、高剂量ＡＲＰ组犘＜０．０１）。

　　　（ａ）代表性蛋白表达图　　　　　　　　　　　　　　（ｂ）ｐＮＦκＢｐ６５蛋白表达

　（ｃ）ｐｏｄｏｃｉｎ的蛋白表达　　　　　　　　　　　　　　（ｄ）Ｎｅｐｈｒｉｎ的蛋白表达

图４　小鼠肾脏组织中ｐＮＦκＢｐ６５，ｐｏｄｏｃｉｎ，Ｎｅｐｈｒｉｎ及βａｃｔｉｎ的蛋白表达

Ｆｉｇ．４　ＰｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｐＮＦκＢｐ６５，ｐｏｄｏｃｉｎ，Ｎｅｐｈｒｉｎａｎｄβａｃｔｉｎｉｎｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｏｆｍｉｃｅ

３．５　犎犈染色分析

金线莲多糖对糖尿病小鼠肾脏组织病理学变化的影响，如图５所示。图５中：红色箭头显示系膜区

增生；黑色箭头显示足细胞病变；右下角方框内为箭头所示足细胞局部放大图。

　　（ａ）正常组　 　　（ｂ）模型组　　　（ｃ）二甲双胍组　　（ｄ）低剂量ＡＲＰ组 　（ｅ）高剂量ＡＲＰ组

图５　金线莲多糖对糖尿病小鼠肾脏组织病理学变化的影响

Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔｏｆ犃狀狅犲犮狋狅犮犺犻犾狌狊狉狅狓犫狌狉犵犺犻犻ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｏｎｒｅｎａｌｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｉｎｄｉａｂｅｔｉｃｍｉｃｅ

正常组小鼠肾小球系膜细胞及基质无增生，毛细血管管腔通畅，肾小球囊无扩张（图５（ａ））；与正常

小鼠相比，模型组小鼠的肾脏结构明显改变，肾小球系膜细胞呈现明显增生，系膜基质增多，呈弥漫或节
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段性，毛细血管受压，管腔狭窄，肾小球囊扩张，足细胞萎缩、变性（图５（ｂ））；给予二甲双胍的糖尿病小

鼠的肾小球体积如常，系膜基质、系膜细胞呈局灶节段或节段性轻度增多，毛细血管扩张，肾小球囊无明

显扩张，足细胞增生（图５（ｃ））；给予低剂量金线莲多糖的糖尿病小鼠的肾小球系膜细胞及基质呈节段

性轻度增生，以系膜基质增生为主，毛细血管腔无明显受压，足细胞肥大，损伤明显缓解，肾小球囊无明

显扩张（图５（ｄ））；给予高剂量金线莲多糖的糖尿病小鼠的肾小球系膜细胞及基质呈节段性明显增生，

毛细血管受压贫血，肾小球囊扩张，但比模型组小鼠有所改善，足细胞增生（图５（ｅ））。

４　结论

糖尿病肾病占糖尿病患者的３０％～４０％，是最常见的糖尿病并发症。引起糖尿病肾病的确切机制

还不清楚。大量的报道显示，炎症反应、氧化应激、胰岛素抵抗等与糖尿病肾病病理密切相关［７９］。对糖

尿病机制及治疗药物的研究是医疗领域的热点，目前 ＨＦＤ／ＳＴＺ诱导的２型糖尿病模型被很多糖尿病

研究者采用［１０１１］。实验小鼠经高脂饮食喂养３周，出现明显肥胖后，一次性注射ＳＴＺ损伤小鼠胰岛β
细胞，并持续给予高脂饲料喂养，经ＨＦＤ／ＳＴＺ诱导将小鼠发展为２型糖尿病。糖尿病小鼠随着血糖浓

度的升高，体质量逐渐减轻，其２４ｈ蛋白尿质量及血肌酐浓度均明显升高，表明糖尿病小鼠肾脏功能受

损。肾小球高滤过，炎症、氧化应激与糖尿病肾病的发病机制有关［１２１３］。实验结果表明，糖尿病小鼠在

持续高血糖作用下，血清抗氧化酶ＳＯＤ活性显著下降。ＳＯＤ是内源性自由基清除酶，ＳＯＤ活性下降使

体内氧化与抗氧化失衡，导致活性氧ＲＯＳ产生量增多，引起脂质过氧化中间产物 ＭＤＡ浓度增多，

ＭＤＡ浓度越高，表明氧化损伤越严重。

ＮＦκＢ信号通路是对氧化应激及炎症敏感的信号通路。糖尿病状态下，在过多活性氧ＲＯＳ及炎

症因子的刺激下，ＮＦκＢ信号通路被激活，促进系膜表达ＴＧＦβ，引起细胞外基质增生，导致肾小球基

底膜增厚和肾小球硬化，加速纤维化进程，并引起或加剧炎症［１４１５］。足细胞损伤也是糖尿病肾病早期的

一个关键特征。糖尿病状态下，足细胞丢失，导致肾小球内皮细胞的损伤和高通透性，引起蛋白尿的发

生［１６］。实验中糖尿病小鼠血清中炎症因子ＩＬ６和ＴＮＦα的质量浓度显著升高。过多的炎症因子与氧

化应激使糖尿病小鼠肾脏组织中ｐＮＦκＢｐ６５的表达上调，激活了ＮＦκＢ信号通路，激活的ＮＦκＢ信

号通路反过来又调控ＩＬ６和ＴＮＦα等炎症因子，加速疾病的进展
［１７］。组织学检查显示，糖尿病小鼠肾

小球系膜细胞明显增生，系膜基质增多，毛细血管腔明显受压，肾小球囊扩张，肾小球结构明显改变。肾

小球结构的改变进一步引起肾小球功能的改变。实验中糖尿病小鼠肾脏组织的ｐｏｄｏｃｉｎ和Ｎｅｐｈｒｉｎ的

表达显著下降，ｐｏｄｏｃｉｎ和Ｎｅｐｈｒｉｎ是足细胞裂孔膜上的特殊蛋白分子，它们的减少导致肾小球滤过屏

障缺损，使蛋白分子进入尿液，糖尿病小鼠出现蛋白尿、血肌酐浓度升高症状，并出现糖尿病肾病。

给予金线莲多糖后，糖尿病小鼠肾脏炎症因子水平明显下调，血清ＳＯＤ活性增加，ＭＤＡ浓度显著

减少，氧化应激反应降低，肾脏组织ｐＮＦκＢｐ６５的表达下调，ＮＦκＢ信号通路被抑制。病理学检查结

果显示，金线莲多糖组小鼠的损伤减轻，特别是低剂量金线莲多糖组系膜细胞及基质呈节段性轻度增

生，毛细血管腔无明显受压，肾小球囊无明显扩张，足细胞损伤缓解（图５（ｄ））。与病理学结果一致的

是，经金线莲多糖干预后，糖尿病小鼠尿蛋白明显减少，血肌酐浓度降低，糖尿病肾病明显好转。

临床上还没有理想的糖尿病肾病治疗药物，目前主要采用血管紧张素转化酶抑制剂，血管紧张素Ⅱ

受体阻断剂等药物治疗糖尿病肾病。但总体疗效和远期预后较差，加上不良反应多，不能有效阻止糖尿

病肾病患者发展为终末期肾病。二甲双胍是临床推荐使用的抗２型糖尿病的一线药物，它可能增加乳

酸酸中毒的风险，不适用于晚期糖尿病肾病的治疗［１８］。实验结果表明，金线莲多糖有与二甲双胍相似

的作用，糖尿病肾病治疗药物仍是临床面临的难题，糖尿病肾病不仅提高了心血管疾病的病死率，还加

重了患者和社会的负担。考虑到金线莲多糖基本无毒，能通过抗炎、抗氧化，抑制ＮＦκＢ信号通路发挥

肾保护作用，因此，将金线莲用于治疗糖尿病肾病可能具有较好的前景。
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　　　乙二醇对低共熔溶剂改性木质素

制酚醛树脂胶黏剂的影响

甘林火１，２，湛云１，严思恩１，何昌雍３

（１．华侨大学 化工学院，福建 厦门３６１０２１；

２．华侨大学 生物质低碳转化福建省高校重点实验室，福建 厦门３６１０２１；

３．寰宝工场（福建）新能源有限公司，福建 南平３５３０９９）

摘要：　采用氯化胆碱、甲酸和乙二醇（ＥＧ）合成三元酸性低共熔溶剂（ＴＡＤＥＳ），利用傅里叶变换红外光谱

（ＦＴＩＲ）、二维核磁共振波谱（ＨＳＱＣＮＭＲ）和热重分析（ＴＧＡ）等测试技术，分别考察ＴＡＤＥＳ中ＥＧ质量分

数对改性毛竹碱木质素（ＭＢＬ）结构及其制木质素基酚醛树脂（ＬＰＦ）胶黏剂性能的影响。结果表明：改性

ＭＢＬ保留了木质素特征结构，且出现羧基；当ＥＧ质量分数为１５．０％时，改性 ＭＢＬ（ＤＬＥＧ（１５．０％））结构中

紫丁香基结构单元摩尔分数减少，愈创木基和对羟基苯丙烷结构单元摩尔分数增加，其热稳定性得到提高；相

较于 ＭＢＬ，ＥＧ质量分数对ＬＰＦ胶黏剂黏度和ｐＨ值没有明显影响，但ＥＧ的加入提高了ＬＰＦ胶黏剂的胶合

强度，降低了游离甲醛含量；采用ＤＬＥＧ（１５．０％）制备ＬＰＦ胶黏剂的固含量增加，且性能较优，其胶合强度高

达３．２５ＭＰａ，游离甲醛含量仅为０．０１％。

关键词：　毛竹；木质素；低共熔溶剂；酚醛树脂胶黏剂
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ｆｏｒｍａｎｃｅｉｓｂｅｔｔｅｒｗｉｔｈｂｏｎｄｉｎｇｓｔｒｅｎｇｔｈａｓｈｉｇｈａｓ３．２５ＭＰａａｎｄｆｒｅｅｆｏｒｍａｌｄｅｈｙｄｅｃｏｎｔｅｎｔｏｎｌｙ０．０１％．

犓犲狔狑狅狉犱狊：　ｍｏｓｏｂａｍｂｏｏ；ｌｉｇｎｉｎ；ｄｅｅｐｅｕｔｅｃｔｉｃｓｏｌｖｅｎｔ；ｐｈｅｎｏｌｉｃｒｅｓｉｎａｄｈｅｓｉｖｅ

木质纤维素类生物质资源被认为是化石资源的有效替代品［１］，其中，木质素是仅次于纤维素的第二

大可再生生物质资源［２］，由３种芳香型结构单元（紫丁香基（Ｓ）、愈创木基（Ｇ）和对羟基苯基（Ｈ））构成，

可以替代苯酚合成木质素基酚醛树脂（ＬＰＦ）胶黏剂
［３１２］。木质素的胶合强度、耐水性和阻燃性较佳，具

有很好的工业推广前景。然而，木质素具有相对分子质量大、分散度高、反应活性低等不利结构特点，限

制了其在酚醛树脂胶黏剂生产中的大规模应用。目前，研究人员主要采用脱甲基化、氧化、羟甲基化、酚

化等化学改性方法增强木质素反应活性，提高ＬＰＦ胶黏剂的性能。然而，化学改性工艺繁琐，条件苛

刻，过程不绿色环保，导致改性成本较高，限制了木质素在合成ＬＰＦ胶黏剂中的应用。

低共熔溶剂（ＤＥＳ）能够选择性溶解木质素，加入反溶剂后，所得再生木质素的酚羟基、醇羟基含量

增多，甲氧基含量减少，从而增强木质素的反应活性［１３１４］。由氯化胆碱（ＣｈＣｌ）、有机酸和乙二醇（ＥＧ）

合成的三元酸性低共熔溶剂（ＴＡＤＥＳ）已被有效地应用于木质纤维素的组分分离及高值化利用中
［１５１７］，

不仅可以提高木质素的提取率，抑制低相对分子质量木质素的再聚，还可以增强木质素的反应活性。基

于此，本文以毛竹碱木质素（ＭＢＬ）为原料，采用氯化胆碱、甲酸（Ｆ）和乙二醇合成的ＴＡＤＥＳ，对 ＭＢＬ

进行改性预处理，研究ＥＧ质量分数对 ＭＢＬ结构及制备的ＬＰＦ胶黏剂性能的影响，从而优化ＤＥＳ的

改性工艺条件。

１　实验部分

１．１　主要试剂和仪器

毛竹碱木质素（工业级，福建省南平市寰宝工场（福建）新能源有限公司）；氯化胆碱（分析纯，上海市

阿拉丁化学试剂有限公司）；甲酸（分析纯，广东省汕头市西陇科学股份有限公司）；乙二醇（分析纯，上海

市国药集团）；无水乙醇（分析纯，广东省汕头市西陇科学股份有限公司）；苯酚（分析纯，广东省汕头市西

陇科学股份有限公司）；甲醛（分析纯，广东省汕头市西陇科学股份有限公司）；氢氧化钠（分析纯，广东省

汕头市西陇科学股份有限公司）；尿素（分析纯，上海国药集团）；盐酸（分析纯，广东省汕头市西陇科学股

份有限公司）；盐酸羟铵（分析纯，上海国药集团）；甲醇（分析纯，上海国药集团）。

ｉＳ５０型傅里叶变换红外光谱仪（美国Ｎｉｃｏｌｅｔ公司）；ＢＤ８８２０ＢＥ３０Ｔ型硫化压机（广东省东莞市宝

鼎精密仪器有限公司）；ＷＤＷ２Ｍ 型电子万能试验机（山东省济南中路昌试验机制造有限公司）；

ＳＴＡ４４９Ｆ５型同步热分析仪（德国ＮＥＴＺＳＣＨ公司）；ＡＶＡＮＣＥⅢ５００ＭＨｚ型核磁共振波谱仪（德国

ＢＲＵＫＥＲ公司）；ＮＤＪ５Ｓ型数显黏度计（上海市力辰仪器科技有限公司）。

１．２　犜犃犇犈犛对毛竹碱木质素的改性预处理

将氯化胆碱与甲酸按照物质的量浓度比１∶２混合，在７０℃油浴加热条件下，磁力搅拌一段时间至

溶液澄清透明，得到二元低共熔溶剂（ＣｈＣｌＦ），在ＣｈＣｌＦ中加入适量的乙二醇，制备三元酸性低共熔

溶剂，记为ＣｈＣｌＦＥＧ（狓），其中，狓为乙二醇加入量占ＴＡＤＥＳ总质量的百分比（狓分别为０％，５．０％，

７．５％，１０．０％，１５．０％）。将洗至中性并干燥后的１００～１２０目 ＭＢＬ与ＣｈＣｌＦＥＧ（狓）按照质量比１∶

２０混合，在１２０℃下反应２ｈ，冷却至室温后，加入９倍体积的乙醇水溶液（乙醇与水的体积比为１∶９），

静置过夜，析出沉淀，离心过滤，分离出固体颗粒，用去离子水洗至中性，真空干燥后，可得改性木质素，

记为ＤＬＥＧ（狓）。

１．３　木质素基酚醛树脂胶黏剂的合成

采用三步法制备ＬＰＦ胶黏剂。首先，将２．４ｇ木质素、５．６ｇ苯酚和２．８ｍＬ氢氧化钠水溶液（质量

分数为４０％）加入２５０ｍＬ三口圆底烧瓶中，在８０℃下搅拌２ｈ。然后，加入７．２ｍＬ甲醛水溶液（质量

分数为３７％），升温至９０℃，搅拌反应５０ｍｉｎ。最后，加入０．４ｇ尿素和３．１ｍＬ甲醛水溶液（质量分数

为３７％），继续在９０℃下搅拌反应４０ｍｉｎ。反应结束后，将反应体系迅速降温至７０℃，再缓慢降至室

３４６第５期　　　　　　　　甘林火，等：乙二醇对低共熔溶剂改性木质素制酚醛树脂胶黏剂的影响
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温后出料，可得ＬＰＦ胶黏剂。采用毛竹碱木质素原料合成的ＬＰＦ胶黏剂记为 ＭＢＬＰＦ，采用ＴＡＤＥＳ

改性木质素合成的胶黏剂记为ＤＬＥＧ（狓）ＰＦ。

１．４　木质素和木质素基酚醛树脂的表征

１）傅里叶变换红外光谱（ＦＴＩＲ）测试。将木质素样品真空干燥至恒质量，并与溴化钾按照质量比

１∶１００混合、压片，采用红外光谱仪进行测试。红外光谱仪的分辨率为４ｃｍ－１，扫描范围为５００～４０００

ｃｍ－１，扫描３２次。

２）二维核磁共振（ＨＳＱＣＮＭＲ）波谱测试。将８０ｍｇ木质素样品溶解于０．６ｍＬ的氘代二甲基亚

砜中，超声振动至木质素完全溶解。数据采集时，１Ｈ谱宽为５０００Ｈｚ，采样点为１０２４，弛豫时间为１．５

ｓ，共６４次；１３Ｃ谱宽为２００００Ｈｚ，采样点为２５６，碳氢耦合常数为１４５Ｈｚ。

３）热重分析（ＴＧＡ）测试。称取１０ｍｇ木质素或木质素基酚醛树脂样品，在氮气气氛下以１０℃·

ｍｉｎ－１的速度从室温升至８００℃，对热稳定性进行测试。

１．５　木质素基酚醛树脂胶黏剂的性能测试

按照ＧＢ／Ｔ１４０７４－２０１７《木材工业用胶粘剂及其树脂检验方法》中规定的相应检验方法，对ＬＰＦ

胶黏剂中游离甲醛含量（质量分数）、固含量、黏度和ｐＨ值进行测试，测量３次取平均值。

将ＬＰＦ胶黏剂制成胶合板，测定胶合强度。取出两块杨木板（１００ｍｍ×２５ｍｍ×２ｍｍ（长×宽×

高）），在杨木板上均匀施胶，施胶量为１５０ｇ·ｍ
－２；胶合板在温度为１６０℃，压力为１．２ＭＰａ的条件下

热压１２ｍｉｎ，热压结束后，胶合板先于室温下放置２４ｈ，再于６３℃热水中浸渍３ｈ，然后，在室温下冷却

１０ｍｉｎ。将上述胶合板在电子万能试验机上进行拉伸测试，计算胶合强度，测量５次，取有效测试结果

的算术平均值。

２　实验结果与讨论

２．１　木质素结构解析

２．１．１　ＦＴＩＲ分析　红外光谱被广泛地应用于改性前、后木质素结构的变化分析之中
［１８］。毛竹碱木

质素和改性木质素的红外光谱图，如图１所示。图１中：ν为波数。

图１　毛竹碱木质素和改性木质素的红外光谱图

Ｆｉｇ．１　Ｉｎｆｒａｒｅｄｓｐｅｃｔｒｏｇｒａｍ

ｏｆＭＢＬａｎｄｍｏｄｉｆｉｅｄｌｉｇｎｉｎ

由图１可知：３４６０ｃｍ－１处吸收峰归属于Ｏ－Ｈ的

拉伸振动，说明存在着大量羟基；２９４０ｃｍ－１处吸收信

号归属于亚甲基中Ｃ－Ｈ 的反对称伸缩振动；１６４０，

１５２０，１４３０ｃｍ－１处吸收峰归属于芳香环中Ｃ＝Ｃ键的

拉伸振动，是木质素的结构特征峰。

由此可知，ＣｈＣｌＦＥＧ（狓）预处理 ＭＢＬ过程中并未

对苯环造成破坏，这与文献［１９］的报道一致。更为重要

的是，经过 ＣｈＣｌＦＥＧ（狓）处理后的改性木质素均在

１７２０ｃｍ－１处出现吸收峰，归属于非共轭羰基（Ｃ＝Ｏ）的

伸缩振动，是羧酸基团的特征吸收峰，说明改性木质素

表面出现羧基，增强了亲水性，有利于提高其在水相中

与甲醛的反应活性［２０］。

２．１．２　ＨＳＱＣＮＭＲ分析　ＨＳＱＣＮＭＲ是分析木质素结构的有效测试手段。对比ＴＡＤＥＳ改性前、

后 ＭＢＬ和ＤＬＥＧ（１５．０％）两个木质素样品在芳香环区域（δＣ／δＨ，（１６０×１０
－６
～９０×１０

－６）／（８．０×

１０－６～６．０×１０
－６））出现的信号，采用半定量分析法计算木质素３个结构单元的摩尔分数（狓（Ｓ），狓（Ｇ），

狓（Ｈ）），分析经ＣｈＣｌＦＥＧ（１５．０％）改性后木质素结构的变化。

ＭＢＬ和ＤＬＥＧ（１５．０％）在芳香环区域的ＨＳＱＣＮＭＲ波谱图，如图２所示。由图２可知：毛竹碱

木质素３种结构单元的摩尔分数在三元酸性低共熔溶剂改性后发生了显著变化；相较于 ＭＢＬ，改性后

的ＤＬＥＧ（１５．０％）中紫丁香基结构单元的摩尔分数明显下降，愈创木基结构单元的摩尔分数少量增

加，而对羟基苯丙烷结构单元的摩尔分数显著增大。
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由此可知，在ＣｈＣｌＦＥＧ（１５．０％）预处理 ＭＢＬ的过程中，紫丁香基结构单元更易降解，可能发生

脱甲氧基反应，产生更多的Ｇ，Ｈ 结构单元，而乙二醇的加入有效地保护了木质素降解产物，为合成

ＬＰＦ胶黏剂提供更多的反应活性位点，有利于降低ＬＰＦ中游离甲醛含量，增强ＬＰＦ胶合强度。

　　（ａ）ＭＢＬ　　　　　　　　　　　　　 　　　（ｂ）ＤＬＥＧ（１５．０％）　

图２　ＭＢＬ和ＤＬＥＧ（１５．０％）在芳香环区域的 ＨＳＱＣＮＭＲ波谱图

Ｆｉｇ．２　ＨＳＱＣＮＭＲｓｐｅｃｔｒａｌｄｉａｇｒａｍｉｎａｒｏｍａｔｉｃｒｉｎｇｒｅｇｉｏｎｏｆＭＢＬａｎｄＤＬＥＧ（１５．０％）

２．１．３　ＴＧＡ　一般认为木质素的热解过程可以分为３个阶段。第１阶段出现在１３０℃左右，主要是

木质素中游离水和结合水的蒸发；第２阶段出现在１３０～２８０℃，主要是低相对分子质量木质素的分解，

以及高相对分子质量木质素侧链降解释放出ＣＯ，ＣＯ２ 和 Ｈ２Ｏ等
［２１］；第３阶段出现在２８０～６００℃，主

要是木质素大分子内部单元键连接逐渐断裂，质量损失高达３０％～４０％，是木质素失重的主要阶段。

为了考察三元酸性低共熔溶剂预处理对毛竹碱木质素热稳定性能的影响，分别对 ＭＢＬ和ＤＬＥＧ

（１５．０％）的ＴＧＡ曲线进行测定，结果如图３（ａ）所示。图３（ａ）中：犠 为质量保留率；θ为温度。由图３

（ａ）可知：在实验最终温度８００℃时，ＭＢＬ和ＤＬＥＧ（１５．０％）的质量保留率分别为３２％，４０％。

为便于分析，对ＴＧＡ曲线进行数据处理，可得微商曲线，结果如图３（ｂ）所示。图３（ｂ）中：狏为失重

速率。由图３（ｂ）可知：ＭＢＬ和ＤＬＥＧ（１５．０％）在热解过程中均出现了３个失重峰，分别对应于木质素

热解的３个阶段，而后面两个失重过程体现了木质素结构的热稳定性能；相较于 ＭＢＬ热解第２，３阶段

最大失重速率出现的对应温度（１８５，３００℃），改性后的ＤＬＥＧ（１５．０％）热解第２，３阶段最大失重速率

出现的对应温度得到了显著提升，分别高达２５０，３６５℃。

由此可知，经ＣｈＣｌＦＥＧ（１５．０％）改性后的毛竹碱木质素的热稳定性能得到了明显改善，有利于

后期ＬＰＦ胶黏剂的合成及应用。

　（ａ）ＴＧＡ曲线　　　　　　　　　　　 　　　　　 　（ｂ）微商曲线

图３　ＭＢＬ和ＤＬＥＧ（１５．０％）的ＴＧＡ曲线和微商曲线

Ｆｉｇ．３　ＴＧＡｃｕｒｖｅｓａｎｄｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｃｕｒｖｅｓｏｆＭＢＬａｎｄＤＬＥＧ（１５．０％）

２．２　乙二醇质量分数对犔犘犉胶黏剂性能的影响

经测量，ＭＢＬ合成ＬＰＦ胶黏剂的黏度为３８９９ｍＰａ·ｓ，固含量为４０．１４％，ｐＨ值为１１．３０。乙二

５４６第５期　　　　　　　　甘林火，等：乙二醇对低共熔溶剂改性木质素制酚醛树脂胶黏剂的影响
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醇质量分数对ＬＰＦ胶黏剂物理性能的影响，如表１所示。表１中：狑（ＥＧ）为乙二醇质量分数；μ为黏

度。由表１可知：ＥＧ质量分数对制备ＬＰＦ胶黏剂的黏度和ｐＨ值没有明显影响，仅当ＥＧ质量分数达

到１５．０％时，固含量明显提高至５７．００％。

表１　乙二醇质量分数对ＬＰＦ胶黏剂物理性能的影响

Ｔａｂ．１　ＥｆｆｅｃｔｏｆＥＧｍａｓｓｆｒａｃｔｉｏｎｏｎｐｈｙｓｉｃａｌｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆＬＰＦａｄｈｅｓｉｖｅ

狑（ＥＧ）／％ μ／ｍＰａ·ｓ 固含量／％ ｐＨ值

０ ３８７０ ３９．３８ １１．７８

５．０ ３５４２ ４１．４３ １１．６８

７．５ ３６８０ ４０．６８ １１．４３

１０．０ ３８９８ ３８．３８ １１．７２

１５．０ ３９０４ ５７．００ １１．７６

　　经测量，ＭＢＬ合成ＬＰＦ胶黏剂的胶合强度为２．０３ＭＰａ，游离甲醛含量为０．３５％。乙二醇质量分

数对ＬＰＦ胶黏剂胶合强度和游离甲醛含量的影响，如图４所示。图４中：犫为胶合强度；狑ｆ为游离甲醛

含量（质量分数）。由图４及相关分析可知：在实验考察范围内，相较于 ＭＢＬ合成ＬＰＦ胶黏剂，ＥＧ的

加入有利于降低ＬＰＦ中游离甲醛含量，并提高胶合板的胶合强度；当ＥＧ质量分数为１５．０％时，ＤＬＥＧ

（１５．０％）ＰＦ胶合强度高达３．２５ＭＰａ，比ＭＢＬＰＦ胶合强度提高了６０．１％，且游离甲醛含量从０．３５％

（国家标准ＧＢ／Ｔ１４７３２－２０１７《木材工业用胶粘剂及其树脂检验方法》要求酚醛树脂中的游离甲醛含

量≤０．３０％）降低至０．０１％，基本可以忽略不计。

　（ａ）胶合强度　　　　 　　　 　　　　　　　　　（ｂ）游离甲醛含量

图４　乙二醇质量分数对ＬＰＦ胶黏剂胶合强度和游离甲醛含量的影响

Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＥＧｍａｓｓｆｒａｃｔｉｏｎｏｎｂｏｎｄｉｎｇｓｔｒｅｎｇｔｈａｎｄｆｒｅｅｆｏｒｍａｌｄｅｈｙｄｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆＬＰＦａｄｈｅｓｉｖｅ

应注意的是，不加ＥＧ的二元ＤＥＳ改性后制备ＤＬＥＧ（０％）ＰＦ的胶合强度低于ＭＢＬＰＦ（由２．０３

ＭＰａ降低至１．６９ＭＰａ），且游离甲醛含量也高于 ＭＢＬＰＦ（由０．３５％增加至０．４７％）。综合分析可知，

采用三元酸性ＤＥＳ（ＣｈＣｌＦＥＧ）改性后的毛竹碱木质素反应活性明显增强，具有更多的反应位点与甲

醛充分反应，从而使ＬＰＦ中游离甲醛含量显著降低。这可能是因为ＥＧ的加入有效抑制了低共熔溶剂

预处理过程中木质素降解分子的再聚［２２］，使改性木质素结构中酚羟基含量增大，与甲醛反应活性位点

增多，这与ＨＳＱＣＮＭＲ分析结果（图２）一致。

酚醛树脂胶黏剂的主要性能，如表２所示。表２中：数据均在干状试件条件下测得。由表２可知：

通过ＣｈＣｌＦＥＧ（１５．０％）改性 ＭＢＬ制备的ＬＰＦ胶黏剂具有较高的胶合强度和极低的游离甲醛含量。

表２　酚醛树脂胶黏剂的主要性能

Ｔａｂ．２　Ｍａｉｎｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｓｏｆｐｈｅｎｏｌｉｃｒｅｓｉｎａｄｈｅｓｉｖｅ

木质素种类 分离／改性方法 酚醛树脂胶黏剂的主要性能

有机溶剂木质素［３］ 加氢催化降解 取代５０％苯酚时，胶合强度为２．００ＭＰａ，游离甲醛含量为０．５０％

酶解木质素［４］ 水蒸汽爆破 取代２０％苯酚时，胶合强度为０．６４ＭＰａ，游离甲醛含量为０．１８％

碱木质素［５］ 脱甲基化改性 取代３０％苯酚时，胶合强度为１．１５ＭＰａ

竹木质素［６］ 甘油／甲醇中微波液化 取代４０％苯酚时，胶合强度为１．００ＭＰａ，游离甲醛含量为０．１７％

有机溶剂木质素［７］ 羟甲基化改性 与纯酚醛树脂按质量比１∶３混合后，胶合强度为２．３４ＭＰａ
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续表

Ｃｏｎｔｉｎｕｅｔａｂｌｅ

木质素种类 分离／改性方法 酚醛树脂胶黏剂的主要性能

碱木质素［８］ 马来酸酐改性 取代５０％苯酚时，胶合强度为０．８０ＭＰａ

硫酸盐木质素［９］ 丙酮分馏 完全取代苯酚时，胶合强度为４．３０ＭＰａ，游离甲醛含量为１．３０％

硫酸盐木质素［１０］ 乙酸乙酯分馏 取代２５％苯酚时，胶合强度为４．５０ＭＰａ

硫酸盐木质素［１１］ 氧化改性 取代５０％苯酚时，干胶合强度为２．７５ＭＰａ，湿胶合强度为１．６４ＭＰａ

碱木质素［１２］ 酸析 取代２０％苯酚时，胶合强度为２．１４ＭＰａ

毛竹碱木质素（文中） ＴＡＤＥＳ改性 取代３０％苯酚时，胶合强度为３．２５ＭＰａ，游离甲醛含量为０．０１％

３　结论

１）在氯化胆碱与甲酸摩尔比为１∶２，乙二醇加入量占三元酸性低共熔溶剂总质量１５．０％的条件

下，合成ＣｈＣｌＦＥＧ（１５．０％），采用ＦＴＩＲ，ＨＳＱＣＮＭＲ和ＴＧＡ等测试手段表征ＣｈＣｌＦＥＧ（１５．０％）

改性 ＭＢＬ的结构变化。由此可知，ＤＬＥＧ（１５．０％）结构中出现羧基，紫丁香基结构单元可能发生去甲

氧基反应，愈创木基和对羟基苯丙烷结构单元增多，热稳定性能得到明显增强。

２）三元酸性低共熔溶剂中，乙二醇质量分数对ＬＰＦ胶黏剂的黏度和ｐＨ值没有明显影响。采用

ＤＬＥＧ（１５．０％）替代３０％苯酚可成功制备固含量较高且性能较优的ＤＬＥＧ（１５．０％）ＰＦ，其胶合强度

高达３．２５ＭＰａ，而游离甲醛含量低至０．０１％。
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　　　纤维素对活性炭孔结构的影响

宋磊，夏嘉誉，丁闻军

（华侨大学 化工学院，福建 厦门３６１０２１）

摘要：　为了探讨纤维素对活性炭孔结构的影响，采用废茶、荞麦壳和开心果壳３种生物废弃物作为制备活性

炭的原材料，利用活化剂ＫＯＨ，ＺｎＣｌ２，通过改变浸渍比控制活性炭的比表面积和孔结构。结果表明：利用

ＫＯＨ活化的活性炭最佳浸渍比均为２．０；当ＫＯＨ为活化剂、浸渍比为２．０时，荞麦壳活性炭的ＢＥＴ比表面

积和微孔孔容最大，分别达到９０４．８ｍ２·ｇ
－１和０．３７ｃｍ３·ｇ

－１，开心果壳活性炭的ＢＥＴ比表面积和微孔孔

容分别为７４６．７ｍ２·ｇ
－１和０．３１ｃｍ３·ｇ

－１，废茶活性炭的ＢＥＴ比表面积和微孔孔容分别为７４７．８ｍ２·ｇ
－１

和０．２８ｃｍ３·ｇ
－１。纤维素去除实验的结果表明：纤维素是影响活性炭微孔结构的主要因素。

关键词：　纤维素；活性炭；微孔结构；生物废弃物
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活性炭的组成成分主要有半纤维素、纤维素和木质素。在相同活化条件下，采用不同原材料制得的

活性炭ＢＥＴ比表面积和孔结构存在较大的差异，这很可能与原材料的组成成分有关。相关研究表明，

活性炭的比表面积和孔容的大小不仅与制备过程中的活化条件有关［１］，也与原材料的组成成分息息相

关［２］。以不同的农林废弃物为原料，通过相同的Ｈ３ＰＯ４ 活化工艺制备活性炭
［３］，结果表明，不同原材料

制备的活性炭的孔结构存在明显的差异。以棕榈壳和椰壳为原材料，在活化过程相同的情况下，棕榈壳

活性炭的比表面积和总孔容比椰壳活性炭的大［４］。荞麦壳、开心果壳和废茶这３种生物质的密度和基

本形态均有显著差异，它们的组成成分半纤维素、纤维素和木质素也可能存在差异。因此，本文选取荞
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麦壳、开心果壳和废茶为原材料［５］，考察纤维素去除前、后活性炭的孔结构变化。

１　实验部分

１．１　主要材料

废茶和开心果壳均来自华侨大学厦门校区附近的农贸市场；荞麦壳购自内蒙古包头市丽城科技有

限公司；活化剂采用不同浓度的ＫＯＨ，ＺｎＣｌ２
［６］。

１．２　纤维素的去除

精确称取５ｇ试样，用滤纸包好，并用线扎住，置于索氏抽提器中；加入苯醇混合液，置沸水浴中抽

提６ｈ，抽提次数控制为每小时４次；将抽提后的试样移入锥形瓶中，加入体积分数为７２％的硫酸，原料

中的纤维素结构在硫酸的作用下发生水解而溶出［７］，残余物即为去除纤维素结构的原料。

１．３　活性炭的制备

将开心果壳、荞麦壳、废茶分别与活化剂（ＫＯＨ，ＺｎＣｌ２）按一定的质量比混合，加入适量的蒸馏水，

在玻璃容器中搅拌至充分混合后，置于鼓风烘箱中１０５℃烘干１２ｈ以上，得到浸渍料
［８］。将浸渍料置

于管式加热炉中，在流量为０．５Ｌ·ｍｉｎ－１的氮气下以１０℃·ｍｉｎ－１的升温速率加热至指定温度；保持

一定时间后，待样品冷却至室温，用０．１ｍｏｌ·Ｌ－１的盐酸煮沸，除去残余的活化剂，再用热蒸馏水反复

洗涤至滤液呈中性后，在１０５℃下烘干；将所得活性炭置于干燥器中保存备用。对所得活性炭进行命

名，ＧＫＡＣ，ＱＭＡＣ，ＷＴＡＣ分别表示开心果壳活性炭、荞麦壳活性炭和废茶活性炭。例如，ＧＫＡＣＫ

６００１．５（２．０）表示开心果壳活性炭的活化条件为活化剂ＫＯＨ，活化温度６００℃，活化时间１．５ｈ，浸渍

比（ＫＯＨ质量∶原材料质量）为２．０，其他制备的样品均按这种方式命名。

１．４　活性炭的表征

由ＤＴＧ６０Ｈ型差热热重分析装置（日本岛津公司）检测材料的热分解特性，材料在氮气保护下，

温度由室温升至１０００℃，升温速率为１０℃·ｍｉｎ－１
［９］。采用ＥＡ３０００型有机元素分析仪测定材料中

Ｃ，Ｈ，Ｎ，Ｏ的质量分数。材料的氮气吸附等温线通过Ⅱ２０００ＰＳ１型比表面及孔径分析仪（北京贝士德

表１　３种原材料的元素分析结果

Ｔａｂ．１　Ｅｌｅｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓ

ｏｆｔｈｒｅｅｒａｗｍａｔｅｒｉａｌｓ

原材料
狑／％

Ｃ Ｈ Ｏ Ｎ

开心果壳 ４７．６６ ６．６８ ４４．２０ ０．０４

荞麦壳 ４５．９５ ６．０３ ４５．９２ ０．２７

废茶 ４８．３４ ６．８３ ３６．７２ ６．０８

仪器科技公司）于７７Ｋ液氮浴下测定。

２　实验结果与讨论

２．１　原材料的元素分析、热重分析和组分分析

３种原材料的元素分析结果，如表１所示。表１中：

狑为质量分数。由表１可知：开心果壳、荞麦壳、废茶中

Ｃ的质量分数都比较高，荞麦壳Ｃ的质量分数最低，也

达到了４５．９５％，说明这３种材料都是良好的制备活性炭的前驱体；开心果壳和荞麦壳中Ｃ，Ｈ，Ｏ，Ｎ的

质量分数相差不大，而废茶中Ｎ的质量分数较高，Ｏ的质量分数则较低，说明３种材料的元素组成存在

图１　３种原材料的热重分析结果

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｒｍｏｇｒａｖｉｍｅｔｒｉｃａｎａｌｙｓｉｓ

ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｒｅｅｒａｗｍａｔｅｒｉａｌｓ

一定的差异。

３种原材料的热重分析结果，如图１所示。图１中：η为失

重率；θ为温度。由图１可知：在２５０℃之前，开心果壳和荞麦

壳的失重曲线几乎一致，而废茶的失重最大；当温度从２５０℃

升高到４００℃时，开心果壳和废茶的失重曲线一致，而荞麦壳

的失重最大；继续升温到６００℃时，荞麦壳和废茶的失重一

致，而开心果壳的失重最大。

张利波等［１０］指出，半纤维素的分解温度为１８０～３００℃，

纤维素的分解温度为２５０～４００℃，而木质素的分解温度为

２８０～５５０℃。３种原材料组分分析结果，如表２所示。表２

中：狑为质量分数。由表２可知：开心果壳和荞麦壳中半纤维

素的质量分数相当，分别为３１．７％和２８．２％，而废茶中半纤维素的质量分数最高，达到４１．６％。因此，
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表２　３种原材料组分分析结果

Ｔａｂ．２　Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓ

ｏｆｔｈｒｅｅｒａｗｍａｔｅｒｉａｌｓ

原材料
狑／％

纤维素 半纤维素 木质素

开心果壳 ３８．９ ３１．７ ２５．４

荞麦壳 ５１．４ ２８．２ １６．３

废茶 ３８．６ ４１．６ １６．５

半纤维素质量分数高的废茶在２５０℃前的失重高于开心

果壳和荞麦壳。纤维素质量分数高的荞麦壳在２５０～４００

℃的失重高于开心果壳和废茶，木质素质量分数高的开心

果壳在４００～６００℃的失重高于废茶和荞麦壳。

２．２　纤维素对活性炭微孔结构的影响（犓犗犎活化）

ＫＯＨ活化条件下，３种原材料在不同浸渍比
［１１］下制

备活性炭的氮气吸附等温线，如图２所示。图２中：犙为

吸附量；犘／犘０ 表示分压，犘为压力，犘０ 为标准大气压。根

据国际纯粹与应用化学联合会（ＩＵＰＡＣ）标准可知，３种原材料制备的活性炭吸附等温线均呈Ⅰ型，当

犘／犘０＜０．１时，吸附量急剧增加，并迅速达到吸附饱和；当继续增加分压时，吸附量不再变化，说明３种

原材料利用ＫＯＨ活化制备的活性炭孔结构均以微孔为主
［１２］。由图２可知：随着浸渍比的增加，３种活

性炭的饱和吸附量均呈现先增大后减小的趋势［１３］，并且最佳浸渍比均为２．０，说明不同原材料对活性炭

制备条件中的最佳浸渍比并没有影响；在相同活化条件下，ＱＭＡＣ的饱和吸附量明显的高于ＧＫＡＣ和

ＷＴＡＣ，而后两者饱和吸附量则变化不大，这说明在相同的活化条件下，前驱体的不同导致了活性炭孔

结构的差异［１４］。

　（ａ）ＧＫＡＣ　　　　　　　　　　　　（ｂ）ＱＭＡＣ　　　　　　　　　　　　（ｃ）ＷＴＡＣ

图２　３种原材料在不同浸渍比下的氮气吸附等温线

Ｆｉｇ．２　Ｎｉｔｒｏｇｅｎａｄｓｏｒｐｔｉｏｎｉｓｏｔｈｅｒｍｓｏｆｔｈｒｅｅｒａｗｍａｔｅｒｉａｌｓｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｍｐｒｅｇｎａｔｉｏｎｒａｔｉｏｓ

ＫＯＨ活化条件下，３种原材料在不同浸渍比下制备活性炭的孔结构参数，如表３所示。表３中：

犛ＢＥＴ为ＢＥＴ比表面积；犞ｍｅｓｏ为中孔孔容；犞ｍｉｃｒｏ为微孔孔容。

表３　不同浸渍比下制备活性炭的孔结构参数

Ｔａｂ．３　Ｐｏｒｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆａｃｔｉｖａｔｅｄｃａｒｂｏｎｓｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｍｐｒｅｇｎａｔｉｏｎｒａｔｉｏｓ

样品 犛ＢＥＴ／ｍ
２·ｇ

－１ 犞ｍｅｓｏ／ｃｍ
３·ｇ

－１ 犞ｍｉｃｒｏ／ｃｍ
３·ｇ

－１

ＧＫＡＣＫ６００１．５（０．５） ２２２．７ ０．０１ ０．１０

ＧＫＡＣＫ６００１．５（１．０） ４３３．８ ０．０５ ０．１９

ＧＫＡＣＫ６００１．５（２．０） ７４６．７ ０．０６ ０．３１

ＧＫＡＣＫ６００１．５（３．０） ６０９．１ ０．０１ ０．２７

ＱＭＡＣＫ６００１．５（０．５） ３７７．９ ０．０２ ０．１５

ＱＭＡＣＫ６００１．５（１．０） ５７９．６ ０．０４ ０．２３

ＱＭＡＣＫ６００１．５（２．０） ９０４．８ ０．０６ ０．３７

ＱＭＡＣＫ６００１．５（３．０） ７４８．６ ０．０３ ０．３２

ＷＴＡＣＫ６００１．５（０．５） ２７３．３ ０．０１ ０．１２

ＷＴＡＣＫ６００１．５（１．０） ４０５．４ ０．０５ ０．１６

ＷＴＡＣＫ６００１．５（２．０） ７４７．８ ０．０５ ０．２８

ＷＴＡＣＫ６００１．５（３．０） ５８０．７ ０．０３ ０．２４

　　由表３可知：随着ＫＯＨ用量（浸渍比）的提高，３种原材料的ＢＥＴ比表面积和微孔孔容均呈现先增

大、后减小的趋势，三者的最佳浸渍比均为２．０，说明活化剂用量过高或过低均不利于活化过程，活化剂

用量过低可能导致活化反应不够完全，而活化剂用量过高则会导致活化剂对碳材料的烧蚀作用过大，从

而使一部分的孔结构坍塌，导致ＢＥＴ比表面积和微孔孔容下降，这与图２的表征结果一致；在相同活化
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条件下，ＱＭＡＣ的ＢＥＴ比表面积和微孔孔容均大于ＧＫＡＣ和 ＷＴＡＣ，而中孔孔容则变化不大。

以最佳浸渍比２．０为例，ＱＭＡＣ的ＢＥＴ比表面积和微孔孔容均最大，分别达到了９０４．８ｍ２·ｇ
－１

和０．３７ｃｍ３·ｇ
－１，而ＧＫＡＣ的ＢＥＴ比表面积和微孔孔容分别为７４６．７ｍ２·ｇ

－１和０．３１ｃｍ３·ｇ
－１，

ＷＴＡＣ的ＢＥＴ比表面积和微孔孔容分别为７４７．８ｍ２·ｇ
－１和０．２８ｃｍ３·ｇ

－１。由此可以看出，ＱＭＡＣ

的ＢＥＴ比表面积和微孔孔容均大于ＧＫＡＣ和 ＷＴＡＣ，而ＧＫＡＣ和 ＷＴＡＣ的ＢＥＴ比表面积和微孔孔

容相差不大。结合表２可以看出，荞麦壳的纤维素质量分数最高（５１．４％），而开心果壳和废茶的纤维素

图３　纤维素去除前、后活性炭的

氮气吸附等温线（ＫＯＨ活化）

Ｆｉｇ．３　Ｎｉｔｒｏｇｅｎａｄｓｏｒｐｔｉｏｎｉｓｏｔｈｅｒｍｓｏｆ

ａｃｔｉｖａｔｅｄｃａｒｂｏｎｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒ

ｃｅｌｌｕｌｏｓｅｒｅｍｏｖａｌ（ＫＯＨａｃｔｉｖａｔｉｏｎ）

质量分数相当，分别为３８．９％和３８．６％，这与三者对应的ＢＥＴ

比表面积和微孔孔容的结果一致，说明纤维素的质量分数可

能是导致不同原材料微孔结构差异的主要因素。为了验证这

一结果，开展纤维素的去除实验，对比纤维素去除前、后活性

炭孔结构的变化。

纤维素去除实验的活化剂为 ＫＯＨ，选择样品为 ＱＭＡＣ

Ｋ６００１．５（２．０）。纤维素去除前、后活性炭的氮气吸附等温

线，如图３所示。由图３可以看出，纤维素去除前、后活性炭的

氮气吸附等温线均呈Ⅰ型，表明制备的活性炭均以微孔为主。

同时，未去除纤维素的活性炭的氮气饱和吸附量明显高于去

除纤维素后的活性炭，说明纤维素的去除是其饱和吸附量减

小的主要原因。

去除纤维素后，活性炭的ＢＥＴ比表面积由原来的９０４．８

ｍ２·ｇ
－１下降到７８０．５ｍ２·ｇ

－１，微孔孔容从０．３７ｃｍ３·ｇ
－１下降到０．２９ｃｍ３·ｇ

－１，而中孔孔容变化不

大，说明纤维素的去除导致活性炭微孔孔容的降低，由于ＢＥＴ比表面积主要由微孔贡献，微孔孔容降低

导致ＢＥＴ比表面积的下降。因此，纤维素去除前、后活性炭微孔结构的变化结果进一步证明了纤维素

图４　纤维素去除前、后活性炭的

氮气吸附等温线（ＺｎＣｌ２ 活化）

Ｆｉｇ．４　Ｎｉｔｒｏｇｅｎａｄｓｏｒｐｔｉｏｎｉｓｏｔｈｅｒｍｓｏｆ

ａｃｔｉｖａｔｅｄｃａｒｂｏｎｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒ

ｃｅｌｌｕｌｏｓｅｒｅｍｏｖａｌ（ＺｎＣｌ２ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ）

是影响活性炭微孔结构的主要因素。

２．３　纤维素对活性炭微孔影响的验证

由于图３中纤维素去除实验的原材料中孔孔容较小，为

了进一步论证纤维素的去除对微孔影响较大，而对中孔没什

么影响，选择中孔孔容较大的材料进行纤维素去除实验，选择

活化剂为ＺｎＣｌ２，样品为ＱＭＡＣＺｎ６００１．５（３．０）。纤维素去

除前、后活性炭的氮气吸附等温线，如图４所示。由图４可知：

纤维素去除前，活性炭的氮气吸附等温线呈Ⅳ型，说明原材料

有一定的中孔存在；纤维素去除后，活性炭的吸附等温线仍呈

Ⅳ型，且迟滞环的大小变化不大，而饱和吸附量有一定的下

降，说明纤维素的去除对中孔孔容的影响并不大，饱和吸附量

的变化主要是由于微孔的减少导致［１５］。

纤维素去除前、后活性炭的结构参数（ＺｎＣｌ２ 活化），如表４

所示。由表４可知：去除纤维素后，活性炭的ＢＥＴ比表面积由原来的１５４５．７ｍ２·ｇ
－１下降到１２６４．２

ｍ２·ｇ
－１，微孔孔容则从０．５５ｃｍ３·ｇ

－１下降到０．４４ｃｍ３·ｇ
－１，而中孔孔容变化不大，说明纤维素的去

除导致活性炭微孔孔容降低，因此选用具有一定中孔结构的材料进行纤维素的去除实验。该结果进一

步表明纤维素的去除使活性炭的微孔孔容下降，中孔孔容变化不大，说明纤维素质量分数是影响活性炭

微孔结构的主要因素。

表４　纤维素去除前、后活性炭的结构参数（ＺｎＣｌ２ 活化）

Ｔａｂ．４　Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆａｃｔｉｖａｔｅｄｃａｒｂｏｎｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｃｅｌｌｕｌｏｓｅｒｅｍｏｖａｌ（ＺｎＣｌ２ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ）

纤维素去除 犛ＢＥＴ／ｍ
２·ｇ

－１ 犞ｍｅｓｏ／ｃｍ
３·ｇ

－１ 犞ｍｉｃｒｏ／ｃｍ
３·ｇ

－１

否 １５４５．７ ０．２９ ０．５５

是 １２６４．２ ０．２８ ０．４４
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３　结论

１）以ＫＯＨ为活化剂，最佳浸渍比为２．０，由ＫＯＨ活化的活性炭的氮气吸附等温线均呈Ⅰ型，以

微孔为主。

２）纤维素的去除实验表明，以ＫＯＨ为活化剂，去除纤维素后，活性炭微孔孔容从０．３７ｃｍ３·ｇ
－１

下降到０．２９ｃｍ３·ｇ
－１，而中孔孔容变化不大，说明纤维素是影响活性炭微孔结构的主要因素。
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摘要：　通过平板对峙实验、菌丝生长速率抑制实验，测试细菌对禾谷镰刀菌、假禾谷镰刀菌、香蕉枯萎病菌、

油茶炭疽病菌、巴西曲霉的抑菌活性，并通过固氮解磷实验、产γ聚谷氨酸实验探究增肥潜力。结果表明：细

菌ＹＹ９，暹罗芽孢杆菌Ｔ１，Ｔ６，贝莱斯芽孢杆菌 Ｔ３对菌丝生长速率抑制率均达到８０％以上；细菌 ＹＹ６～

ＹＹ１２表现出较强的固氮能力，细菌ＹＹ９产γ聚谷氨酸质量浓度达到（６．５７±０．３４）ｇ·Ｌ
－１。

关键词：　贝莱斯芽孢杆菌；暹罗芽孢杆菌；抑菌活性；固氮能力；γ聚谷氨酸
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农业生产对维护人类粮食安全和社会稳定起到了重要的作用。然而，植物病虫害的不断蔓延对农

作物产量和质量造成了严重威胁，限制了农业的可 持 续 发 展，如 假禾谷 镰刀 菌 （犉狌狊犪狉犻狌犿

狆犲狊狌犱狅犵狉犪犿犻狀犲犪狉狌犿）、禾谷镰刀菌（犉狌狊犪狉犻狌犿犵狉犪犿犻狀犲犪狉狌犿）等病原真菌综合侵染引起的小麦茎基腐

病［１］，镰刀菌或腐霉菌单独侵染、镰刀菌和腐霉菌复合侵染引起的玉米茎腐病［２］，古巴尖镰孢菌侵染引

起的香蕉枯萎病［３］，油茶炭疽病菌（犆犪犿犲犾犾犻犪狅犾犲犻犳犲狉犪）则是危害油茶植株生长和产量的主要病害
［４５］。
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　通信作者：　杨道茂（１９７５?），男，讲师，博士，主要从事天然生物活性物质分离与应用、生物转化制备天然产物的研究。

Ｅ?ｍａｉｌ：ｙｄｍａｏ＠ｈｑｕ．ｅｄｕ．ｃｎ。
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防控植物病害的方法一般采用化学防控手段，但杀菌剂的长期使用会导致环境污染、生态失衡及“３Ｒ”

问题的产生等，而生物防控对环境友好，病原菌不易产生抗药性，符合可持续发展需求。因此，开发绿色

微生物农药有现实意义和经济意义。

微生物农药因具备选择性高、对人畜无害、对自然环境污染小、不易产生抗药性等优点而倍受青睐，

是目前发展最迅速、推广应用最成功的一类生物农药产品。与真菌和病毒等其他微生物农药相比，细菌

易于培养，农药活性评价也相对容易。更重要的是细菌发酵生产工艺成熟，工业化生产成本可控，更加

便于产业化利用。所以，细菌类微生物农药一直受到科研单位和企业的青睐，成为微生物农药研发创制

和商业化开发的热点领域。在２０１０－２０２０年全球新登记的微生物农药中，细菌种类占比超过４０％
［６］。

目前，我国主要生物农药品种多样［７］，包括细菌类微生物农药、真菌类微生物农药、病毒类微生物农药、

基因工程菌类微生物农药等，在植物保护、虫害防治方面发挥着重要作用。

细菌不仅可以开发为生物农药，而且还有增肥效果。如某些细菌具有合成γ聚谷氨酸（γＰＧＡ）的

能力。γＰＧＡ是由多种杆菌产生的一种胞外多肽，具有优良生物相容性、生物降解性及无毒无污染性，

广泛用作药物缓释材料、食品的水凝剂及高强度纤维［８］。在农业应用方面，γＰＧＡ可以用于改良酸化

植烟土壤［９］，调节土壤微生物群落变化和促进作物生长，富集有益微生物，在作物采摘后依旧维持较高

的土壤生物活性［１０］，与化学肥料合用，起到明显提高肥效的作用［１１］。目前，暹罗芽孢杆菌［１２１３］、地衣芽

孢杆菌［１４］、枯草芽孢杆菌［１１，１５］等细菌均具有产γＰＧＡ的能力。基于此，本文对红树林来源细菌抑菌活

性及增肥潜力进行评估。

１　材料与方法

１．１　药品与仪器

γＰＧＡ（上海市麦克林生化科技股份有限公司）；葡萄糖，磷酸氢二钠，硫酸镁等药品（国产分析纯）；

ＴＧＬ２０Ｍ型台式高速冷冻离心机（湖南省长沙市湘仪实验室仪器开发有限公司）；ＵＶ１８００ＰＣ型紫外

可见分光光度计（上海市美谱达仪器有限公司）。

１．２　供试试验菌株

油茶炭疽病菌由华侨大学化工学院王奇志副教授馈赠。香蕉枯萎病菌（ｂａｎａｎａｗｉｌｔｆｕｎｇｕｓ）由华

侨大学化工学院王明元教授馈赠。禾谷镰刀菌，假禾谷镰刀菌由江苏省南京市中旗科技股份有限公司

馈赠。巴西曲霉（犃狊狆犲狉犵犻犾犾狌狊犫狉犪狊犻犾犻犲狀狊犻狊）购自广东省广州市微生物菌种保藏中心。

１．３　培养基配方

培养基配方，如表１所示。

表１　培养基配方

Ｔａｂ．１　Ｆｏｒｍｕｌａｏｆｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍ

培养基 配方

阿须贝无氮培养基［１６］
葡萄糖（１０ｇ），ＫＨ２ＰＯ４（０．２ｇ），ＮａＣｌ（０．２ｇ），ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ（０．２ｇ），ＣａＳＯ４（０．１ｇ），
ＣａＣＯ３（５ｇ），琼脂（１５ｇ），纯水（１Ｌ）

蒙金娜无机磷培养基［１６］

葡萄糖（１０ｇ），ＮａＣｌ（０．３ｇ），ＫＣｌ（０．３ｇ），Ｃａ３（ＰＯ４）２（１０ｇ），（ＮＨ４）２ＳＯ４（０．５ｇ），Ｍｇ
ＳＯ４·７Ｈ２Ｏ（０．３ｇ），ＭｎＳＯ４·４Ｈ２Ｏ（０．０３ｇ），ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ（０．０３ｇ），琼脂（１５ｇ），纯
水（１Ｌ）

蒙金娜有机磷培养基［１６］

葡萄糖（１０ｇ），ＮａＣｌ（０．３ｇ），ＫＣｌ（０．３ｇ），ＭｎＳＯ４·４Ｈ２Ｏ（０．０３ｇ），（ＮＨ４）２ＳＯ４（０．５
ｇ），ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ（０．０３ｇ），ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ（０．３ｇ），ＣａＣＯ３（５ｇ），卵磷脂（０．２ｇ），琼脂
（１８ｇ），纯水（１Ｌ），ｐＨ值为７．０～７．２

γＰＧＡ发酵培养基
［１７］ 蔗糖（４０ｇ），牛肉膏（８ｇ），谷氨酸钠（４０ｇ），ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ（０．２４ｇ），Ｋ２ＨＰＯ４（１．２ｇ），

ＮａＣｌ（５ｇ），离子水（１Ｌ），ｐＨ值为７．５

２　实验部分

２．１　细菌的分离

用无菌药勺取约５ｇ福建省厦门市集美大桥红树林根部土壤，并将其装于无菌培养皿中。将约１ｇ
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土壤倒入９ｍＬ无菌水试管中，摇匀后，稀释１０倍。取０．５ｍＬ稀释液涂布于马铃薯葡萄糖琼脂培养基

（ＰＤＡ）上，３０℃培养２～５ｄ。观察微生物生长情况，依据菌落特征的差异挑取菌株。纯化菌株，直到获

得单一菌落为止。挑选一部分菌株送往北京市擎科生物科技股份有限公司做１６ＳｒＤＮＡ鉴定。

２．２　固氮解磷效果

细菌固氮解磷的实验流程参考文献［１６］，并做略微调整。挑取一接种环培养物分别接种到阿须贝

无氮培养基、蒙金娜无机磷培养基和蒙金娜有机磷培养基上，每个培养基接种３～４株菌，培养５ｄ后观

察透明圈产生情况。

２．３　对病原真菌的拮抗活性

采用对峙培养法考察各细菌对病原真菌的拮抗活性［１８］。在ＰＤＡ中央位置接种病原菌菌丝，并在

周边等距接３～４株细菌，在室温下培养５ｄ后观察其拮抗效果。

２．４　对病原真菌菌丝体生长速率的抑制效果

实验过程参考文献［１６］，并做一些调整。取节２．３具有拮抗效果的菌株接种于装有３０ｍＬ的ＬＢ

液体培养基中，于３０℃培养２ｄ后，取２ｍＬ菌液加入到无菌培养皿中，随后倒入约５０℃，２０ｍＬ的

ＰＤＡ中，摇匀。待培养基凝固后，往培养基中央接种一环病原真菌菌丝，室温下培养７ｄ，以不接细菌的

ＰＤＡ为对照。生长结束后分别测量对照组菌丝直径、实验组菌丝直径及菌丝生长速率抑菌率。菌丝生

长速率抑制率计算式为

菌丝生长速率抑制率＝
对照组菌落直径－处理组菌落直径
对照组菌落直径－菌饼直径

×１００％。

２．５　γ犘犌犃产量

采用比浊法建立γＰＧＡ标准曲线。精确配制γＰＧＡ母液，γＰＧＡ质量浓度为０．５００ｇ·Ｌ
－１，然

后逐步稀释成０．２７８，０．２２７，０．１８２，０．１６７，０．１５４，０．１２５，０．１００ｇ·Ｌ
－１溶液，备用。分别取３ｍＬ各质

量浓度标准品溶液与等体积十六烷基三甲基溴化铵（ＣＴＡＢ，０．０７ｍｏｌ·Ｌ－１）溶液混匀，室温下静置３

ｍｉｎ后，测量其在４００ｎｍ波长下的吸光度（犇（４００））
［１９］。将各细菌接种于γＰＧＡ发酵培养基中，３０℃

培养３ｄ后，发酵液在转速为１００００ｒ·ｍｉｎ－１离心机中离心２０ｍｉｎ，将１ｍＬ上清液稀释１０，２０倍，最

终按照标准曲线计算γＰＧＡ质量浓度。每株菌重复３次，最后计算平均值。

２．６　复合菌剂可能性

考察增肥潜力细菌与抑菌活性的芽孢杆菌进行复配的可能性。将具有增肥潜力的细菌 ＹＹ６，

ＹＹ１１接种于５０ｍＬ的ＬＢ培养基中，３０℃培养２４ｈ后，各取０．５ｍＬ溶液涂布于ＰＤＡ培养基上，随后

在培养基表面接种暹罗芽孢杆菌Ｔ１，Ｔ６（细菌Ｔ１，Ｔ６），贝莱斯芽孢杆菌Ｔ３（细菌Ｔ３），细菌ＹＹ９，３０

℃培养２ｄ后观察是否有透明圈，不产生透明圈，则表明二者可共培养，有制备复合菌剂的可能。

３　实验结果与讨论

３．１　菌株分离

从红树林根部土壤中共分离到１３０多株细菌。取其中３株细菌Ｔ１，Ｔ３，Ｔ６进行１６ＳｒＤＮＡ鉴定。

结果表明，细菌Ｔ１，Ｔ６为暹罗芽孢杆菌 （相似性分别为９９．９３％和１００．００％），细菌Ｔ３为贝莱斯芽孢

杆菌（相似性为１００％）。

暹罗芽孢杆菌于２０１０年被刊物犐狀狋犲狉狀犪狋犻狅狀犪犾犑狅狌狉狀犪犾狅犳犛狔狊狋犲犿犪狋犻犮犪狀犱犈狏狅犾狌狋犻狅狀犪狉狔犕犻犮狉狅犫犻狅犾

狅犵狔 收录为有效种名，属芽孢杆菌科芽孢杆菌属。研究表明，暹罗芽孢杆菌可用于治疗烟草赤星

病［２０２１］、花生白绢病［２２］，分解原油，降解土壤中化合物等，有着广泛的应用前景［２３］。

贝莱斯芽孢杆菌对辣椒褐腐病［２４］、油菜根肿病和稻瘟病［２５］、禾谷镰刀菌［２６］均表现出良好的抑菌效

果。目前仅有四川省成都市百事东旺生物科技有限公司登记的贝莱斯芽孢杆菌为生物农药（ｈｔｔｐ：∥

ｗｗｗ．ｉｃａｍａ．ｏｒｇ．ｃｎ／），贝莱斯芽孢杆菌还有较大的开发空间。

３．２　菌株固氮解磷效果

细菌ＹＹ５～ＹＹ１２固氮解磷效果，如图１所示。

由图１可知：细菌ＹＹ６～ＹＹ１２的透明圈直径与菌落直径的比值为２．０～５．２，具有较强的固氮效
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（ａ）细菌ＹＹ５～ＹＹ８固氮　　（ｂ）细菌ＹＹ５～ＹＹ８溶无机磷　　（ｃ）细菌ＹＹ５～ＹＹ８溶有机磷

（ｄ）细菌ＹＹ９～ＹＹ１２固氮　（ｅ）细菌ＹＹ９～ＹＹ１２溶无机磷　（ｆ）细菌ＹＹ９～ＹＹ１２溶有机磷

图１　菌株ＹＹ５～ＹＹ１２固氮解磷效果

Ｆｉｇ．１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｎｉｔｒｏｇｅｎｆｉｘａｔｉｏｎａｎｄｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓｒｅｌｅａｓｅｏｆｓｔｒａｉｎｓＹＹ５ＹＹ１２

果；细菌ＹＹ７，ＹＹ１１具有其他菌株不具备的解无机磷和有机磷效果，具有较强的增肥潜力研究价值。

３．３　对病原真菌拮抗活性的考察

各细菌对病原真菌拮抗效果，如图２所示。由图２可知：各菌株对５种植物病原菌表现出较明显的

抑菌效果，有进一步研究开发的价值。

（ａ）细菌ＹＹ９

（ｂ）细菌Ｔ１，Ｔ３，Ｔ６

图２　各细菌对病原真菌拮抗效果

Ｆｉｇ．２　Ａｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃｅｆｆｅｃｔｏｆｖａｒｉｏｕｓｓｔｒａｉｎｓｏｎｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｆｕｎｇｉ

３．４　植物病原真菌菌丝生长速率抑制实验

细菌对病原真菌菌丝生长速率抑制效果图，如图３所示。

（ａ）对照组
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（ｂ）细菌Ｔ１

（ｃ）细菌Ｔ３

（ｄ）细菌Ｔ６

（ｅ）细菌ＹＹ９

图３　细菌对病原真菌菌丝生长速率抑制效果图

Ｆｉｇ．３　Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔｏｆｂａｃｔｅｒｉａｏｎｇｒｏｗｔｈｒａｔｅｏｆｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｆｕｎｇａｌｈｙｐｈａｅ

图４　植物病原真菌菌丝生长速率抑制率

Ｆｉｇ．４　Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅｓｏｆｍｙｃｅｌｉａｌ

ｇｒｏｗｔｈｏｆｐｌａｎｔｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｆｕｎｇｉ

植物病原真菌菌丝生长速率抑制率，如图４所

示。由图３，４可知：４株细菌对５种植物病原真菌菌

丝生长速率抑制率均在８０％以上，其中细菌Ｔ３的抑

制效果最佳，对５株植物病原菌菌丝生长速率抑制

率均在９０％以上。

菌株ｚｋ１的菌液对胶孢炭疽菌的抑制率达到

９１．６３％，对哈茨木霉的抑制率也接近８０％
［２７］。细

菌ＶｅｌＨＮＧＤＦ２抑菌物质粗提物对禾谷镰刀菌抑

菌率达到（６３．２１±０．９４）％
［２６］。细菌Ｐｍ９对禾谷镰

刀菌、小麦全蚀病菌、小麦纹枯病菌、君子兰茎基腐

病菌、番茄灰霉病菌和南天竹炭疽病菌６种供试植

物病原菌抑制率在５５．５％～８７．５％之间
［２８］。细菌

Ｔ３对植物病原菌的抑制率与文献报道的一致，在农业生产上具有较好的应用价值。

３．５　产γ犘犌犃的能力

γＰＧＡ标准曲线为犢＝３．３５５７４犡－０．０２０９５，犚
２＝０．９９５３，其中犢 为γＰＧＡ质量浓度，犡 为
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犇（４００）。各菌株γＰＧＡ产量，如图５所示。图５中：ρ（γＰＧＡ）为γＰＧＡ质量浓度。

　　　 （ａ）γＰＧＡ质量浓度　　　　　　　　　　　　（ｂ）γＰＧＡ白色不溶物

图５　各菌株γＰＧＡ产量

Ｆｉｇ．５　γＰＧＡｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｅａｃｈｓｔｒａｉｎ

由图５可知：８株菌具有合成γＰＧＡ的产量，其中，细菌ＹＹ９合成的γＰＧＡ质量浓度达到（６．５７±

０．３４）ｇ·Ｌ
－１。细菌ＣＡＵ８３的γＰＧＡ最高产量为３０．１０ｇ·Ｌ

－１［２９］，细菌ＬＢＹ７的γＰＧＡ最高产量

为２３．１５ｇ·Ｌ
－１［１３］，细菌ＬＷ１的γＰＧＡ最高产量为４４．７８ｇ·Ｌ

－１［１２］。因此，细菌ＹＹ９的γＧＰＡ产

量还有很大的提升空间。

３．６　复合菌肥配制可能性评估

细菌与芽孢杆菌拮抗关系，如图６所示。

（ａ）细菌ＹＹ６　　　　　　　　　　　　　　 　　　 （ｂ）细菌ＹＹ１１　

图６　细菌与芽孢杆菌拮抗关系

Ｆｉｇ．６　Ａｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｂａｃｔｅｒｉａａｎｄ犅犪犮犻犾犾狌狊狊狌犫狋犻犾犻狊

由图６（ａ）可知：细菌ＹＹ６与４株生防细菌有一定的拮抗关系，不能用于复配复合菌剂用，而细菌

ＹＹ１１可与细菌ＹＹ９进行复配。

４　结论

１）分离到的细菌具有固氮功能，其透明圈直径与菌落直径的比值在２．０～５．２，具有较强的固氮效

果，对无机磷和有机磷的溶解效果则较弱。

２）通过对峙培养实验表明，分离到的细菌Ｔ１，Ｔ６，Ｔ３，细菌ＹＹ９对５株植物病原真菌（禾谷镰刀

菌、假禾谷镰刀菌、香蕉枯萎病菌，油茶炭疽病菌、巴西曲霉）有抑制作用。通过菌丝体生长速率抑制实

验，结果表明，４株细菌对５株植物病原真菌菌丝生长速率抑制率达到８０％以上，尤其细菌Ｔ３的抑制

率达到９０％以上，有进一步开发的价值。

３）多株细菌具有合成γＰＧＡ的能力，细菌ＹＹ９合成γＰＧＡ的质量浓度为（６．５７±０．３４）ｇ·Ｌ
－１，

还有很大的提升空间。
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　　　三峡库区源头溪流湾滩河

浮游植物群落特征

陈焱篧１，孙荣１，杨瑛１，胡家榕１，代晓涵２

（１．华侨大学 化工学院，福建 厦门３６１０２１；

２．甘肃农业大学 植物保护学院，甘肃 兰州７３００７０）

摘要：　为探讨山地河流源头溪流浮游植物群落的空间格局和生物多样性维持机制，对湾滩河流域浮游植物

群落空间结构变化特征及其与环境因子的关系进行研究；在三峡库区汤溪河上游的湾滩河干支流设置９个样

地，调查浮游植物物种组成和环境变量，进行Ｓｐｅａｒｍａｎ相关性分析。结果表明：丰水期和枯水期的浮游植物

物种组成均主要以硅藻绿藻型为主；均匀度指数和Ｓｉｍｐｓｏｎ生物多样性指数变化不大，水质较为清洁；丰水

期和枯水期浮游植物密度分别为１．９８５６×１０４～５．７２６３×１０
４，２．０３３２×１０４～６．００６０×１０４ｃｅｌｌｓ·Ｌ－１；ｐＨ

值、溶解氧（ＤＯ）、总磷（ＴＰ）、海拔是影响湾滩河浮游植物特征指数变化的关键因子。

关键词：　浮游植物；群落特征；空间格局；生物多样性；湾滩河；三峡库区
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　　在水库建设和形成过程中，随着水动力学条件的变化，水生物群落也发生巨大变化。对我国三峡建

坝后的浮游植物群落变化进行监测，发现生物多样性格局与水库调度和水体滞留时间密切相关，而浮游

植物作为生产者，是形成水域生产力基础之一［１２］，在维持水域生态系统平衡、物质循环及能量流动等方

面起着重要的作用［３］。由于浮游植物对水环境的变化十分敏感，河流连续性及库区水生态环境的改变

通常会导致浮游植物种类组成及群落结构发生变化［４］。

目前，长江支游浮游植物的野外调查主要从环境因子对浮游植物群落结构的影响进行研究。朱爱

民等［５］对长江干流和支流未淹没区与回水区的浮游植物进行调查，研究表明三峡工程蓄水对回水区浮

游植物与水质的影响比长江干流大；朱爱民等［６］对水库浮游植物群落结构特征进行分析，发现对淹没支

流河口，浮游植物群落组成特点明显改变，组成成分发生明显变化，硅藻优势种类占比、最高优势度明显

下降；张静等［７］对长江干支流的浮游植物进行调查，认为总磷（ＴＰ）和总氮（ＴＮ）与浮游植物密度呈现显

著正相关；朱永锋等［８］对三峡水库进行了大范围调查，发现硝态氨（ＮＯ３Ｎ）、水温是影响支流库湾浮游

植物群落结构的主要环境因子。

湾滩河是三峡库区左岸一级支流汤溪河的上游河段，干流长４６．２ｋｍ，流域面积６３３．８ｋｍ２，截止

目前湾滩河干流规划和建成的电站有１８座，在我国西南山地河流梯级水电开发中具有典型的代表性。

因此，针对湾滩河开展浮游植物群落结构研究对于西南山地河流和三峡库区河流水质安全和生态系统

完整性具有重要意义。本文通过开展湾滩河浮游植物采样调查及水质评价，分析枯水期、丰水期湾滩河

浮游植物群落结构特征及其与环境因子间的相关性，探明湾滩河水生态状况，以期为湾滩河水生态保护

图１　湾滩河流域生态调查点位图

Ｆｉｇ．１　Ｂｉｔｍａｐｏｆｅｃｏｌｏｇｉｃａｌｓｕｒｖｅｙ

ｐｏｉｎｔｓｉｎＷａｎｔａｎＲｉｖｅｒｂａｓｉｎ

提供理论支撑。

１　材料与方法

１．１　采样点设置

湾滩河流域径流主要来源于降雨和地下水，径流的年内变化

与降雨一致。每年３月下旬开始，随着降雨增加，径流也相应增

大，４月为汛前过渡期，５－９月流域进入主汛期，径流量大增，１０

月为汛后过渡期，降雨减少，径流也逐渐减少，１１月至次年２月很

少降雨，径流主要由地下水补给。于２０２０年７月（丰水期）和

２０２０年１２月（枯水期）在湾滩河共布设９个采样点，涵盖回龙电

站（Ｓ１）、鱼泉电站（Ｓ２）、汇合口（Ｓ３）、中源一级电站水坝（Ｓ４）、中

源二级电站水坝（Ｓ５）、红池坝镇下（Ｓ６）、游家河汇口上（Ｓ７）、温水

（Ｓ８）、转角楼（Ｓ９），如图１所示。样地特征一览表，如表１所示。

表１中：犔为距电站水坝距离；犎 为海拔；θ为温度；ρ（ＤＯ）为溶解

氧（ＤＯ）的质量浓度；ρ（ＮＨ４Ｎ）为氨氮质量浓度；ρ（ＴＰ）为总磷的质量浓度。

表１　样地特征一览表

Ｔａｂ．１　Ｌｉｓｔｏｆｐｌｏｔｆｅａｔｕｒｅｓ

采样

点
犔／ｍ 犎／ｍ

所在

溪流

丰水期

θ／℃ ｐＨ ρ（ＤＯ）／

ｍｇ·Ｌ
－１
ρ（ＮＨ４Ｎ）／

ｍｇ·Ｌ
－１

ρ（ＴＰ）／

ｍｇ·Ｌ
－１

枯水期

θ／℃ ｐＨ ρ（ＤＯ）／

ｍｇ·Ｌ
－１
ρ（ＮＨ４Ｎ）／

ｍｇ·Ｌ
－１

ρ（ＴＰ）／

ｍｇ·Ｌ
－１

Ｓ１ ２００ １３３０ 干流 ２２．２ ７．９ ８．５ ０．１４ ０．０１ １４．３ ７．８ ８．１ ０．１６ ０．０１

Ｓ２ ６００ ６８５ 干流 ２４．３ ７．８ ８．１ ０．１７ ０．０８ １６．６ ７．８ ７．８ ０．２３ ０．１１

Ｓ３ ５５０ ５６０ 干流 ２４．６ ７．８ ８．３ ０．４８ ０．０９ １５．５ ７．６ ７．９ ０．６２ ０．１６

Ｓ４ ４３０ ６６０ 支流 ２５．６ ７．７ ８．１ ０．４４ ０．１６ １６．２ ７．６ ７．８ ０．５６ ０．２１

Ｓ５ ４００ ６６０ 支流 ２５．５ ７．６ ６．８ １．０１ ０．２１ １５．８ ７．５ ６．６ １．２２ ０．２９

Ｓ６ １１２０ ４５０ 干流 ２６．１ ７．５ ６．６ １．２２ ０．２９ １６．６ ７．５ ６．３ １．５６ ０．３２

Ｓ７ １８０ ４９０ 干流 ２５．９ ７．６ ７．１ １．０２ ０．２８ １６．２ ７．４ ６．７ １．３５ ０．３１

Ｓ８ ３０００ ５１０ 干流 ２６．２ ７．５ ６．２ １．４４ ０．２８ １７．８ ７．３ ５．８ １．６２ ０．３８

Ｓ９ ５８０ ５０５ 支流 ２５．８ ７．４ ５．８ １．４９ ０．２７ １８．２ ７．３ ６．１ １．６３ ０．３９
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１．２　样品采集和处理

１）水样定性。在调查水体的各采样点采集浮游植物定性水样，样品用质量分数２％的鲁哥氏液固

定后带回实验室观察，并进行浮游植物种类鉴别，确定水体中浮游植物的优势种。

２）水样定量。将同一采样断面３个采样点水样混合后取１０００ｍＬ，加１５ｍＬ鲁哥氏液进行固定。

３）室内观察与处理。种类鉴定参照《中国淡水藻类：系统、分类及生态》，通过０．１ｍＬ浮游生物计

数框计数。

１．３　数据分析

采用优势度指数（犢）确定浮游植物的优势种，当优势度指数犢≥０．０２时，认定为优势种
［９］。优势度

指数的计算式为

犢＝
狀犻（ ）犖 ·犳犻。

上式中：狀犻为第犻个物种的个体数；犳犻为第犻个物种出现的频率；犖 为每升水样中所有浮游植物的数量，

犖＝
犘ｎ
犉ｎ
×
犆ｓ
犉ｓ
×
犞
狏
，其中，犘ｎ为平均每片实际计数的某种浮游植物个数，犉ｎ为平均每片计数过的视野数，

犆ｓ为计数框面积，犉ｓ为每个视野面积，犞 为最终浓缩水量，狏为计数框容积。

２　研究结果与分析

２．１　湾滩河浮游植物群落结构时空分布特征

２．１．１　浮游植物的种类组成与优势种　湾滩河丰水期和枯水期浮游植物种类数（犽），如图２所示。由

图２可知：湾滩河丰水期共检出浮游植物７门８６种，硅藻门种类最为丰富，共４７种，绿藻门次之，有２２

种；枯水期共检出浮游植物７门７１种，以硅藻门为主，共４２种，其次是绿藻门１６种。丰水期浮游植物

种类数量比枯水期的种类数多。

　（ａ）丰水期　　　　　　　　　　　　　　　　　　 　（ｂ）枯水期

图２　湾滩河丰水期和枯水期浮游植物种类数

Ｆｉｇ．２　ＮｕｍｂｅｒｏｆｐｈｙｔｏｐｌａｎｋｔｏｎｓｐｅｃｉｅｓｉｎＷａｎｔａｎＲｉｖｅｒｄｕｒｉｎｇｗｅｔａｎｄｄｒｙｐｅｒｉｏｄｓ

调查期间，湾滩河丰水期和枯水期浮游植物优势种及优势度，如表２所示。由表２可知：不论丰水

期还是枯水期，优势物种的种类均以蓝藻门的小颤藻为主，丰水期和枯水期浮游植物优势种种类相同。

表２　湾滩河丰水期和枯水期的浮游植物优势种及优势度

Ｔａｂ．２　ＤｏｍｉｎａｎｔｓｐｅｃｉｅｓａｎｄｄｅｇｒｅｅｏｆｐｈｙｔｏｐｌａｎｋｔｏｎｉｎＷａｎｔａｎＲｉｖｅｒｄｕｒｉｎｇｗｅｔａｎｄｄｒｙｐｅｒｉｏｄｓ

门类 优势种
犢

丰水期 枯水期

蓝藻门 小颤藻（犗狊犮犻犾犾犪狋狅狉犻犪狋犲狀狌犻狊） ０．０８７ ０．０４６

硅藻门

尖针杆藻（犛狔狀犲犱狉犪犪犮狌狊狏犪狉） ０．０４６ ０．０３１

线性舟形藻（犖犪狏犻犮狌犾犪犵狉犪犮犻犾狅犻犱犲狊） ０．０３３ ０．０２２

简单舟形藻（犖犪狏犻犮狌犾犪狊犻犿狆犾犲狊） ０．０３６ ０．０２２

膨胀桥弯藻（犆狔犿犫犲犾犾犪狋狌犿犻犱犪） ０．０４１ ０．０１９

金藻门 黄群藻（犛狔狀狌狉犪犮犲犪犲狌狉犲犾犻狀） ０．０３３ ０．０１９

绿藻门 普通水绵（犛狆犻狉狅犵狔狉犪犮狅犿犿狌狀犻狊） ０．０４４ ０．０２１

３６６第５期　　　　　　　　　　　陈焱篧，等：三峡库区源头溪流湾滩河浮游植物群落特征
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２．１．２　浮游植物密度及生物量　湾滩河丰水期和枯水期浮游植物密度和生物量变化，如图３所示．图

３中：犘为浮游植物密度；狑Ｂ 为生物量。

　（ａ）密度　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｂ）生物量

图３　湾滩河丰水期和枯水期浮游植物密度和生物量变化

Ｆｉｇ．３　ＣｈａｎｇｅｓｉｎｐｈｙｔｏｐｌａｎｋｔｏｎｄｅｎｓｉｔｙａｎｄｂｉｏｍａｓｓｉｎＷａｎｔａｎＲｉｖｅｒｄｕｒｉｎｇｗｅｔａｎｄｄｒｙｐｅｒｉｏｄｓ

由图３可知：丰水期浮游植物密度为１．９８５６×１０４～５．７２６３×１０
４ｃｅｌｌｓ·Ｌ－１，生物量为０．０１７８～

０．０６８８ｍｇ·Ｌ
－１；枯水期浮游植物密度为 ２．０３３２×１０４～６．００６０×１０

４ｃｅｌｌｓ·Ｌ－１，生物量为

０．０２０７～０．０７２６ｍｇ·Ｌ
－１；不论是丰水期还是枯水期，采样点Ｓ４浮游植物密度及生物量最高，采样点

Ｓ３次之，采样点Ｓ５的浮游植物密度及生物量最低。

２．１．３　浮游植物特征指数　湾滩河丰水期和枯水期浮游植物特征指数变化，如图４所示。图４中：δＨ

为多样性指数；δＪ为均匀度指数。

　　（ａ）多样性指数　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｂ）均匀度指数

图４　湾滩河丰水期和枯水期浮游植物特征指数变化

Ｆｉｇ．４　ＣｈａｎｇｅｓｉｎｐｈｙｔｏｐｌａｎｋｔｏｎｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｉｎｄｉｃｅｓｉｎＷａｎｔａｎＲｉｖｅｒｄｕｒｉｎｇｗｅｔａｎｄｄｒｙｐｅｒｉｏｄｓ

由图４（ａ）可知：丰水期各采样点浮游植物多样性指数的变化范围为３．４８９６～５．２３６４，平均值为

图５　丰水期和枯水期Ｓｉｍｐｓｏｎ

生物多样性指数变化

Ｆｉｇ．５　ＣｈａｎｇｅｓｉｎＳｉｍｐｓｏｎｂｉｏｄｉｖｅｒｓｉｔｙ

ｉｎｄｅｘｄｕｒｉｎｇｗｅｔａｎｄｄｒｙｐｅｒｉｏｄｓ

４．４６１６；枯水期多样性指数在３．９８７６～５．５２８６波动，平均值

为４．７５０２。由图４（ｂ）可知：丰水期各采样点浮游植物均匀度

指数为０．４１２８～０．４９７９，平均值为０．４４８１；枯水期均匀度指

数为０．４５４７～０．５１０５，平均值为０．４８８１。

２．１．４　Ｓｉｍｐｓｏｎ生物多样性指数　湾滩河丰水期和枯水期浮

游植物Ｓｉｍｐｓｏｎ生物多样性指数变化，如图５所示。图５中：

δＤ 为Ｓｉｍｐｓｏｎ生物多样性指数。

由图５可知：丰水期各采样点浮游植物Ｓｉｍｐｓｏｎ生物多

样性指数为０．４８９６～０．５８７９，平均值为０．５３４８；枯水期均匀

度指数为０．５１８７～０．６１０２，平均值为０．５６７５；枯水期

Ｓｉｍｐｓｏｎ生物多样性指数略高于丰水期。

２．２　湾滩河丰水期和枯水期浮游植物密度与环境因子关系

湾滩河丰水期和枯水期浮游植物密度及特征指数与环境影响因子的Ｓｐｅａｒｍａｎ相关性分析热图，

如图６所示。图６中：狋为时间；狉为Ｓｐｅａｒｍａｎ相关系数。
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图６　Ｓｐｅａｒｍａｎ相关性分析热图

Ｆｉｇ．６　Ｓｐｅａｒｍａｎｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｈｅａｔｍａｐ

由图６可知：丰水期δＪ与ｐＨ值呈显著负相关（狉＝

－０．６６７，狆＜０．０５），枯水期δＪ与狑ＤＯ（狉＝－０．７０３，犘＜

０．０５）呈显著负相关，δＪ 与 狑ＴＰ呈显著正相关（狉＝

０．６８３，犘＜０．０５）。

３　讨论

３．１　湾滩河浮游植物的时空分布特征

丰水期和枯水期的浮游植物物种组成均主要以硅

藻绿藻型为主。丰水期和枯水期浮游植物群落组成差

异较小（图２），丰水期和枯水期浮游植物优势种种类相

同。多样性指数和优势种也可用于水体污染程度划分

及水质评价［１０１１］，枯水期采样点Ｓ４，Ｓ５，Ｓ７，Ｓ９的水质类型为清洁寡污型，其余采样点在不同水情期的

水质类型均为β中污型。

从时间尺度分析，丰水期小颤藻的优势度明显高于其他物种，丰水期优势度指数明显高于枯水期

（表２），枯水期浮游植物的多样性指数、均匀度指数普遍高于丰水期，枯水期Ｓｉｍｐｓｏｎ生物多样性指数

也略高于丰水期。说明在丰水期的浮游植物物种数量分布较不均匀，生态系统的结构趋于简单化，而枯

水期浮游植物物种数量分布均匀，异质度较高。此外，枯水期水温适宜，有利于浮游植物生长，使得枯水

期的浮游植物密度高于丰水期。

从空间采样点分析，采样点Ｓ６浮游植物的多样性指数最低，采样点Ｓ４的多样性指数最高；从各采

样点的均匀度指数变化来看，丰水期采样点Ｓ７浮游植物的均匀度指数最高，采样点Ｓ３最低，而枯水期

采样点Ｓ７浮游植物的均匀度指数最高，采样点Ｓ１最低。采样点Ｓ１海拔较高；采样点Ｓ７，Ｓ８与电站水

坝距离较远，受人类活动影响较少，因此浮游植物密度都较低；采样点Ｓ３由于处于干流支流汇合处，浮

游植物密度较高；采样点Ｓ４，Ｓ９位于湾滩河的支流，且采样点Ｓ４位于上游位置，水流流速较缓、泥沙淤

积、营养物质含量增加，导致浮游植物密度增加。

３．２　湾滩河浮游结构的主要影响因子

相关性分析表明，ｐＨ值、溶解氧（ＤＯ）、总磷（ＴＰ）、海拔是影响湾滩河浮游植物特征指数变化的关

键因子（图６）。采样点Ｓ４的浮游植物密度及生物量最高，采样点Ｓ５的最低（图３）。采样点Ｓ４位于采

样点Ｓ５上游，入库河流带来部分营养盐和有机质，导致上游营养盐丰富，浮游植物群落大量繁殖，且人

口活动相对较密集，生活污水排入其中，有机物含量相对高，为浮游植物的生长提供了一定的营养条件，

有利于部分藻类生长，因此，浮游植物的数量和生物量增大；采样点Ｓ５人口稀疏、无大型工厂、有机污染

少、营养盐含量低、水温相对低，限制了浮游植物的生长。ＤＯ和ＴＰ是影响浮游植物均匀度指数变化的

主要环境影响因子，因为藻类生长繁殖过程消耗水体中的ＤＯ，水体中ＤＯ质量浓度降低，浮游植物密

度增加，藻类竞争作用导致ＤＯ成为关键影响因子
［１２１３］；而高ＴＰ质量浓度导致部分浮游植物快速增

长，这与张静等［７］的研究结果一致。此外，水体ｐＨ 值对浮游植物的组成和分布有一定的影响
［１４］。丰

水期和枯水期平均ｐＨ值分别为７．６和７．５，影响了部分浮游植物的生长，与浮游植物群落结构变化表

现为负相关关系。

浮游植物群落结构不仅受ｐＨ值、溶解氧（ＤＯ）、总磷（ＴＰ）等因素的限制，还受水文条件的影响较

大。电站建成后，库区因为水体变深、增大，流速减小，库区河段的水生生态将发生较大的变化。此外，

采样点所处位置附近的电站水坝运行时间为４～５ａ，生物趋向于适应新的环境，并与新环境之间达到新

的平衡。根据调查结果，湾滩河流域内浮游植物以硅藻为主，硅藻属于流水型浮游植物，库区硅藻数量

将减少，而适宜静水的蓝藻门、绿藻等其他门类的种类将会增加并成为优势种，生活于急流浅水区的着

生藻类将会因水环境的快速改变而消失［１５］，这与朱爱民等［５］的研究结果一致。因而，采样点与电站的

距离和浮游植物密度呈正相关关系。

此外，回龙电站、鱼泉电站、中源一级电站、中源二级电站等依次分布于湾滩河的梯级电站，在各水
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电站下游采集的浮游植物样品分析结果表明，虽然各梯级小电站浮游植物丰度存在一定差别，但优势种

均相同，且浮游植物组成占比较为相似。浮游植物的生长、繁殖、休眠都在水体中，由于同一河流水系的

连续性，即使存在水电站阻隔，同一河流水系水生生物种属来源仍可表现一定的趋同性［１６］。

４　结论

１）丰水期和枯水期的浮游植物物种组成均主要以蓝藻硅藻型为主，丰水期共检出浮游植物７门

８６种，枯水期共检出浮游植物７门７１种。丰水期和枯水期共有优势种为小颤藻、尖针杆藻、线性舟形

藻、简单舟形藻、膨胀桥弯藻、黄群藻、普通水绵。

２）湾滩河浮游植物具有时空异质性，枯水期的浮游植物密度、多样性指数和均匀度指数均高于丰

水期。中源一级电站水坝（Ｓ４）浮游植物密度及生物量最高，中源二级电站水坝（Ｓ５）浮游植物密度及生

物量最低。

３）ｐＨ值、溶解氧（ＤＯ）、总磷（ＴＰ）、海拔是影响湾滩河浮游植物特征指数变化的关键因子。
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　　　鹿茸菇液体菌种培养过程中

生理指标的变化规律

彭汇涵，于海玲，王明元，杨苗，万雨欣

（华侨大学 化工学院，福建 厦门３６１０２１）

摘要：　鹿茸菇菌丝采用液体摇瓶培养，分别测定菌丝生物量、菌丝球数量、菌丝球直径、发酵液ｐＨ 值、还原

糖和氨基氮质量浓度，淀粉酶酶活性、纤维素酶酶活性、漆酶酶活性等生理指标。结果表明：鹿茸菇培养过程

中菌丝生物量和菌丝球数量在第１０天达到最大值，分别为２．３３，１０６ＣＦＵ·ｍＬ－１，菌丝球直径随培养时间延

长而持续变大；还原糖与氨基氮质量浓度先增加而后逐渐降低；淀粉酶及纤维素酶酶活性最大值分别为０．１７，

０．１０ｎｋａｔ，漆酶胞外酶活性呈现明显上升趋势；摇瓶培养第８～１０天的液体菌种生物量达到最大（０．４２ｍｇ·

ｍＬ－１），液体菌种培养终点应控制在第８～１０天，此时菌种活力最高，可用于发酵罐扩繁培养。

关键词：　鹿茸菇；液体培养；还原糖；胞外酶

中图分类号：　Ｓ６４６ 文献标志码：　Ａ　　　文章编号：　１０００?５０１３（２０２４）０５?０６６７?０６

犆犺犪狀犵犲犔犪狑狊狅犳犘犺狔狊犻狅犾狅犵犻犮犪犾犐狀犱犲狓犲狊狅犳犔狔狅狆犺狔犾犾狌犿犱犲犮犪狊狋犲狊

犔犻狇狌犻犱犛狋狉犪犻狀狊犆狌犾狋犻狏犪狋犻狅狀犘狉狅犮犲狊狊

ＰＥＮＧＨｕｉｈａｎ，ＹＵＨａｉｌｉｎｇ，ＷＡＮＧＭｉｎｇｙｕａｎ，

ＹＡＮＧＭｉａｏ，ＷＡＮＹｕｘｉｎ

（ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＣｈｅｍｉｃａｌＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，ＨｕａｑｉａｏＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｘｉａｍｅｎ３６１０２１，Ｃｈｉｎａ）

犃犫狊狋狉犪犮狋：　Ｔｈｅｍｙｃｅｌｉａｏｆ犔狔狅狆犺狔犾犾狌犿犱犲犮犪狊狋犲狊ｉｓｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｌｉｑｕｉｄｓｈａｋｅｆｌａｓｋｓ．Ｔｈｅｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌｉｎｄｅｘｅｓｓｕｃｈａｓ

ｍｙｃｅｌｉｕｍｂｉｏｍａｓｓ，ｔｈｅｍｙｃｅｌｉｕｍｂａｌｌｎｕｍｂｅｒｓ，ｔｈｅｍｙｃｅｌｉｕｍｂａｌｌｄｉａｍｅｔｅｒｓ，ｔｈｅｐＨｖａｌｕｅｏｆｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｂｒｏｔｈ，ｔｈｅ

ｍａｓｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｒｅｄｕｃｉｎｇｓｕｇａｒａｎｄａｍｉｎｏｎｉｔｒｏｇｅｎ，ｔｈｅｅｎｚｙｍａｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆａｍｙｌａｓｅｓ，ｃｅｌｌｕｌａｓｅｓａｎｄｌａｃｃａｓｅｓ

ａｒｅｍｅａｓｕｒｅｄｓｅｐａｒａｔｅｌｙ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｔｈａｔｔｈｅｍｙｃｅｌｉｕｍｂｉｏｍａｓｓａｎｄｔｈｅｍｙｃｅｌｉｕｍｂａｌｌｎｕｍｂｅｒｓｂｏｔｈｒｅａｃｈｔｈｅ

ｍａｘｉｍｕｍｖａｌｕｅｓｗｈｉｃｈａｒｅ２．３３ｍｇ·ｍＬ
－１ａｎｄ１０６ＣＦＵ·ｍＬ－１ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙｏｎｔｈｅ１０

ｔｈｄａｙ．Ｔｈｅｍｙｃｅｌｉｕｍｂａｌｌｄｉ

ａｍｅｔｅｒｃｏｎｔｉｎｕｅｓｔｏｉｎｃｒｅａｓｅｗｉｔｈｔｈｅｅｘｔｅｎｓｉｏｎｏｆｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎｔｉｍｅ．Ｔｈｅｍａｓｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｒｅｄｕｃｉｎｇｓｕｇａｒｓａｎｄａ

ｍｉｎｏｎｉｔｒｏｇｅｎｉｎｃｒｅａｓｅｆｉｒｓｔｌｙａｎｄｔｈｅｎｄｅｃｒｅａｓｅｇｒａｄｕａｌｌｙ．Ｔｈｅｍａｘｉｍｕｍｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆａｍｙｌａｓｅａｎｄｃｅｌｌｕｌａｓｅａｒｅ

０．１７ａｎｄ０．１０ｎｋａｔｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｗｈｉｌｅｔｈｅｌａｃｃａｓｅｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｃｒｅａｓｅｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ．Ｔｈｅｂｉｏｍａｓｓｏｆ

ｌｉｑｕｉｄｂａｃｔｅｒｉａｌｓｔｒａｉｎｓｒｅａｃｈｅｓｍａｘｉｍｕｍｏｆ０．４２ｍｇ·ｍＬ
－１ｏｎｔｈｅ８ｔｈ?１０

ｔｈｄａｙｉｎｓｈａｋｅｆｌａｓｋｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ，ａｎｄｔｈｅｅｎｄ

ｐｏｉｎｔｏｆｔｈｅｌｉｑｕｉｄｃｕｌｔｕｒｅｓｈｏｕｌｄｂｅｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄａｔｔｈｅ８
ｔｈ
?１０

ｔｈｗｈｅｎｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｔｈｅｓｔｒａｉｎｉｓｔｈｅｈｉｇｈｅｓｔａｔｔｈｉｓｔｉｍｅ

ａｎｄｉｔｃａｎｂｅｕｓｅｄｆｏｒｆｅｒｍｅｎｔｅｒｐｒｏｐａｇａｔｉｏｎｃｕｌｔｕｒｅ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：　犔狔狅狆犺狔犾犾狌犿犱犲犮犪狊狋犲狊；ｌｉｑｕｉｄｃｕｌｔｕｒｅ；ｒｅｄｕｃｉｎｇｓｕｇａｒ；ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｅｎｚｙｍｅ

鹿茸菇，学名荷叶离褶伞（犔狔狅狆犺狔犾犾狌犿犱犲犮犪狊狋犲狊），又称荷叶蘑，属伞菌目、白蘑科，离褶伞属。鹿茸菇菌

盖呈现类似鹿茸的形状，拥有独特的医疗作用与药用价值［１］。鹿茸菇营养价值极高，其子实体和菌丝的蛋

　收稿日期：　２０２４?０６?１７

　通信作者：　于海玲（１９８９），女，讲师，博士，主要从事园艺植物栽培与管理的研究。Ｅｍａｉｌ：ｙｕｈｌ＠ｈｑｕ．ｅｄｕ．ｃｎ。

　基金项目：　福建省厦门市科技计划项目（３５０２Ｚ２０２２６０３０）；福建省星火项目（２０２１Ｓ００３６，２０２２Ｓ００５０）



犺狋狋狆狊：／／犺犱狓犫．犺狇狌．犲犱狌．犮狀／

白质质量分数约为２０％，２８％，脂肪质量分数约为１．５％，３．０％，多糖质量分数约为４．０％，１．８％
［２４］，其中，

β１，３犇 葡聚糖、β１，６犇 葡聚糖
［５］可起到良好的抗菌作用，在治疗糖尿病和特异性皮肤炎、降低胆固醇、

预防肿瘤癌症方面有明显作用［６］，因此，鹿茸菇在当今的市场中有着巨大的发展潜力。

菌种质量会影响菌丝的生长及后续出菇情况，研究食用菌液体培养过程中的生理指标变化规律，可以

进一步明确菌种生长过程中的质量变化情况，确定发酵终点，为液体菌种的最佳培育时间提供参考。戴建

清［７］发现双孢蘑菇菌种在培养至第８天时的菌丝生物量、菌丝球直径及菌丝球个数均达到峰值，同时培养

液中的各种胞外酶及活性物质质量浓度也达到最高。刘海娟等［８］发现白灵菇液体发酵菌种最佳培养时间

为第５天，从而有效缩短栽培周期。余昌霞等
［９］发现草菇液体菌种培养终点在８４～９６ｈ，从而大大缩短了

草菇菌种所需的活化时间。殷书平等［１０］发现香菇液体菌种最佳培育时间为８～９ｄ。但目前，尚未有对鹿

茸菇菌液体培养过程中生理指标变化规律的研究。

以往对于液体菌种发酵终点的研究，将菌丝生物量作为主要衡量指标［１１］。然而，除了菌丝生物量外，

还有一些重要的生理指标可表征菌种活力，有研究认为菌丝生物量与菌丝活力之间并没有必然联系，只是

反应发酵状态的指标之一［１２］。因此，本文对鹿茸菇液体菌种培养过程中生理指标的变化规律进行研究。

１　材料与方法

１．１　菌种选择

鹿茸菇菌种由福建省厦门市如意食用菌生物高科技有限公司提供。

１．２　培养基的配置

马铃薯葡萄糖琼脂（ＰＤＡ）培养基：４０ｇ马铃薯葡萄糖琼脂粉末，加入１０００ｍＬ蒸馏水溶解，在１２１

℃，高压下，灭菌２０ｍｉｎ，冷却倒平板，备用。

马铃薯葡萄糖肉汤（ＰＤＢ）培养基：２５ｇ马铃薯葡萄糖肉汤，加入１０００ｍＬ蒸馏水溶解，在１２１℃，高压

下，灭菌２０ｍｉｎ，备用。

１．３　鹿茸菇菌种的活化

将鹿茸菇菌种接种到ＰＤＡ培养基中，在２８℃的电热恒温培养箱中培养２周，备用。

１．４　液体培养

取１００ｍＬ的ＰＤＢ培养液于２５０ｍＬ锥形瓶中，在１２１℃下，灭菌２０ｍｉｎ，待培养液冷却后，接种２块

菌块（１ｃｍ２活化的ＰＤＡ菌种）。在２４℃，１８０ｒ·ｍｉｎ－１下，振荡培养液，每隔２ｄ随机取３个锥形瓶检测

各项指标。

１．５　菌丝球的测定

取２０ｍＬ发酵液于５０ｍＬ离心管中，在４℃，１２０００ｒ·ｍｉｎ－１下离心２０ｍｉｎ，蒸馏水洗涤３次沉淀菌

丝，在６５℃下烘干至恒质量。取４ｍＬ培养液于平皿中计数菌丝球数量。取２ｍＬ发酵液，随机选取测量

菌丝球最长和最短长度，取平均值记为菌丝球直径。

１．６　发酵液狆犎值的测定

采用ｐＨ计测定发酵液的ｐＨ值。

１．７　还原糖及氨基氮质量浓度的测定

采用二硝基水杨酸法（ＤＮＳ）法测定还原糖质量浓度
［１３１４］，采用茚三酮法测定氨基氮质量浓度［１５］。

１．８　纤维素酶、淀粉酶、漆酶活性的测定

根据文献［１５１６］测定纤维素酶活性。１个酶活单位为每分钟释放出１ｍｇ葡萄糖需要的酶量。根据

文献［１５］中的方法测定淀粉酶活性。１个酶活单位定义为每分钟生成１μｍｏｌ葡萄糖需要的酶量。根据文

献［１７］的方法测定漆酶酶活性。１个酶活单位定义为每分钟内催化氧化１μｍｏｌ２，２′联氮双３乙基苯并

噻唑啉６磺酸（ＡＢＴＳ）需要的酶量。

１．９　菌种活力的测定

将培养时间为２，４，６，８，１０，１２ｄ的液体菌种再次进行液体培养，接种量为体积分数４％液体培养基，

在２４℃，１８０ｒ·ｍｉｎ－１下，振荡培养６ｄ，取样计算菌丝生物量及菌丝球数量。
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２　实验结果与分析

２．１　菌丝球的变化情况

不同培养时间鹿茸菇菌丝球变化情况，如图１所示。图１中：ρ为菌丝生物量；狀为菌丝球数量；犇为

菌丝球直径。由图１可知：在培养过程前６ｄ中，菌丝生物量增加缓慢，第６～１０天鹿茸菇菌丝生物量增长

加快，第１０～１２天菌丝生物量增长趋于稳定，菌丝生物量达到最高峰值（环境峰值，２．３３ｍｇ·ｍＬ
－１）；在培

养过程中，菌丝球数量稳步增长，第１０天达到最大值为１０６ＣＦＵ·ｍＬ－１，与菌丝生物量变化一致，第１０天

后营养成分减少，菌丝活性下降，菌丝球数量减少；菌丝球直径持续增加，前８ｄ增长较为缓慢，第８～１０天

增长迅速，在后期菌丝球边缘出现明显绒毛，第１２天达到最大值为５．８４ｍｍ，菌丝球表面呈现光滑状态。

　 　（ａ）菌丝生物量　　　　　　　　　　（ｂ）菌丝球数量　　　　　　　　　　（ｃ）菌丝球直径

图１　不同培养时间鹿茸菇菌丝球变化情况

Ｆｉｇ．１　Ｃｈａｎｇｅｓｉｔｕａｔｉｏｎｏｆ犔狔狅狆犺狔犾犾狌犿犱犲犮犪狊狋犲狊ｍｙｃｅｌｉｕｍｂａｌｌａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｕｌｔｕｒｅｔｉｍｅｓ

图２　不同培养时间鹿茸菇

培养液ｐＨ值的变化情况

Ｆｉｇ．２　ＣｈａｎｇｅｓｉｔｕａｔｉｏｎｏｆｐＨｖａｌｕｅｓ

ｏｆ犔狔狅狆犺狔犾犾狌犿犱犲犮犪狊狋犲狊ｃｕｌｔｕｒｅｌｉｑｕｉｄ

ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｕｌｔｕｒｅｔｉｍｅｓ

２．２　不同培养时间菌液狆犎值的变化情况

菌液ｐＨ值会随着菌丝的生长而变化，影响菌丝胞外酶

活性及细胞膜内外电位差，从而影响培养液中的营养物质吸

收。不同培养时间鹿茸菇培养液ｐＨ值的变化情况，如图２

所示。由图２可知：由于菌丝生长分解葡萄糖，使丙酮酸迅

速积累，ｐＨ值在第０～２天呈现下降趋势；而后菌丝产生代

谢生成碱性物质，ｐＨ值在第２～６天小幅回升；酸性代谢物

质在培养液中持续累积，ｐＨ值在第６～１０天下降至最低值

１．９３；第１０天后，菌丝生长步入平缓，还原糖消耗，部分老化

菌丝自溶后释放氨基酸等碱性物质，ｐＨ值出现上升趋势。

２．３　还原糖及氨基氮质量浓度变化情况

还原糖与氨基氮质量浓度变化曲线，如图３所示。图３

中：ρｒ，ρｎ分别为还原糖、氨基酸的质量浓度。

　　　 （ａ）还原糖　　 　　　　　　　　　　　　　　　　　 （ｂ）氨基氮

图３　还原糖与氨基氮质量浓度变化曲线

Ｆｉｇ．３　Ｃｈａｎｇｅｃｕｒｖｅｓｏｆｒｅｄｕｃｉｎｇｓｕｇａｒａｎｄａｍｉｎｏｎｉｔｒｏｇｅｎｍａｓｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

９６６第５期　　　　　　　　　　彭汇涵，等：鹿茸菇液体菌种培养过程中生理指标的变化规律
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由图３可知：鹿茸菇菌液中还原糖质量浓度在第０～６天呈上升趋势，第６天达到峰值５．０２ｍｇ·

ｍＬ－１；鹿茸菇菌液中氨基氮质量浓度在第２～４天呈下降趋势，随着菌丝生长，胞外酶分泌增多，培养基内

氮源生成大于消耗，呈上升趋势，在第１０天达峰值０．８９ｍｇ·ｍＬ
－１，后再次下降；第１０天后，鹿茸菇菌丝

生物量达到最大开始趋于平缓，不断消耗培养基内大量含氮物质，氨基氮质量浓度呈下降趋势。

２．４　不同培养时间菌液中胞外酶酶活性变化情况

在培养过程中，胞外酶会将基料中的营养成分转化为自身的物质，胞外酶活力的高低决定着鹿茸菇对

培养基物料中物质的降解速率。不同培养时间鹿茸菇菌液中胞外酶酶活性变化情况，如图４所示。图４

中：狕ａ为淀粉酶活性；狕ｃ为纤维素酶活性；狕ｌ为漆酶活性。由图４可知：淀粉酶与纤维素酶活性均呈先上升

后下降趋势，淀粉酶活性于第６天达到峰值０．１７ｎｋａｔ；纤维素酶于第１０天达到峰值０．１０ｎｋａｔ；漆酶在培

养过程时间内，整体一直处于较快的上升趋势，第０～６天增长缓慢，第６～１０天增长迅速，第１０～１２天相

对趋于稳定。

　　（ａ）淀粉酶　　　　　　 　　　　　（ｂ）纤维素酶　　　　　　　　　　　　（ｃ）漆酶

图４　不同培养时间鹿茸菇菌液中胞外酶酶活性变化曲线

Ｆｉｇ．４　Ｃｕｒｖｅｓｏｆｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｅｎｚｙｍｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｃｈａｎｇｅｏｆ

犔狔狅狆犺狔犾犾狌犿犱犲犮犪狊狋犲狊ｂａｃｔｅｒｉａｌｌｉｑｕｉｄａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｕｌｔｕｒｅｔｉｍｅｓ

２．５　不同培养时间液体菌种活力验证

为进一步探究鹿茸菇液体菌种最佳培养时间，将培养时间为２，４，６，８，１０，１２ｄ的液体菌种再次进行为

期１２ｄ的液体培养，不同培养时间菌丝生物量与菌丝球数量，如图５所示。

　　　 （ａ）菌丝生物量　　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｂ）菌丝球数量

图５　不同培养时间菌丝生物量与菌丝球数量

Ｆｉｇ．５　Ｍｙｃｅｌｉｕｍｂｉｏｍａｓｓａｎｄｍｙｃｅｌｉｕｍｂａｌｌｎｕｍｂｅｒｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｕｌｔｕｒｅｔｉｍｅｓ

　　由图５可知：液体菌种再次培养８，１０ｄ的得到的菌丝生物量最大，分别为０．４１，０．４２ｍｇ·ｍＬ
－１，与液

体菌种培养２，４，６，１２ｄ得到的菌丝生物量的差异有统计学意义（犘＜０．０５）；第８天的液体菌种再次培养得

到的菌丝球数量最大，为２８ＣＦＵ·ｍＬ－１，与液体菌种培养２，４，６，８，１０，１２ｄ得到菌丝生物量的差异有统

计学意义（犘＜０．０５）。因此，在液体培养第８～１０天的鹿茸菇菌种更适宜作为发酵罐工厂化培养的种源。

３　结论

在鹿茸菇液体培养过程中，当培养第０～３天时，由于菌种需要适应新的生长环境，其菌丝生物量（图１

０７６ 华 侨 大 学 学 报 （自 然 科 学 版）　　　　　　　　　　　　　　２０２４年
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（ａ））、菌丝球数量（图１（ｂ））及菌丝球直径（图１（ｃ））没有明显增长，此结果与余昌霞等
［９］对草菇、伍晋雨［１８］

对灵芝与金针菇的研究结果一致。在培养中后期，菌丝生物量、菌丝球数量、菌丝球直径、氨基氮质量浓度

（图３（ｂ））等生理指标在培养第１０天均达到峰值。随着培养液中营养成分的减少及菌丝开始老化和菌丝

活性减弱，其生理指标开始逐渐下降，到第１２天，菌丝普遍老化，并产生自溶现象，此结果与殷书平
［１０］研究

的香菇理化指标变化趋势相似，第８～１０天的鹿茸菇菌丝活力最高，此结果与单灿灿等
［１９］对鹿茸菇菌种活

力的研究结果一致。在整个培养过程中，菌丝生物量，菌丝球数量及菌丝球直径在培养的时间为第０～１０

天均处于稳定上升状态，第１０天之后开始维持稳定甚至有所下降，由此预测鹿茸菇菌丝最适宜接种并进

行下一步培养的时间约为第８～１０天。

在液体培养及生理指标检测中，培养初期，胞外酶尚未分泌，菌丝增长缓慢，培养中期，菌丝生长逐渐

旺盛，还原糖质量浓度变化呈现升高趋势，在第６天达到峰值，此时由于菌丝大量繁殖，致使培养基中环境

承载量即将达到饱和，菌丝对于碳源的利用逐渐大于产出，形成还原糖质量浓度下降趋势。培养液ｐＨ值

在整个培育过程中的变化趋势整体呈现先降低、后升高的趋势，在无人为干扰情况下，鹿茸菇菌丝在生长

过程中通过代谢调节环境ｐＨ值，此过程在段应策等
［２０］测定香菇最适生长ｐＨ值实验中得到相似验证，在

培养第１０～１２天时，由于菌丝老化，停止生长繁殖，代谢减缓并开始自溶释放胞内氨基酸等物质，培养液

ｐＨ值呈现一段上升趋势。胞外酶会将培养基中的营养成分转化为自身需要的物质，胞外酶的酶活性大小

影响着其对培养基成分的降解速率，同时也影响着鹿茸菇对营养物质的吸收率。在培养过程中，鹿茸菇中

漆酶的酶活性相较于淀粉酶及纤维素酶的酶活性变化非常明显（图４），在第１０天时达到快速增长巅峰，随

后缓慢变化增加。漆酶是降解木质素大分子物质的主要酚氧化酶，能加速木质素芳香族高分子化合物的

分解，提供菌丝所需的营养，漆酶酶活性越高，菌株分解木质素的能力越强［２１］。鹿茸菇的漆酶酶活性较另

外两种胞外酶变化更加明显，因此，漆酶在鹿茸菇胞外酶中具有较高酶活。牛鑫等［２２］在鹿茸菇漆酶基因测

定中也同样得出此结论，并从基因方面对此进行进一步验证。由于漆酶分解木质素会提供菌丝生长的部

分能量，使纤维素酶及淀粉酶变化幅度不高。纤维素酶及淀粉酶的微小变化趋势与戴建清［７］研究的双孢

蘑菇的胞外酶变化趋势具有相似性。

在菌种活力验证方面，将培养不同时间的菌种进行二次培养，结果表明，再次培养的第８，１０天鹿茸菇

菌种生物量达到最大，分别为０．４１，０．４２ｍｇ·ｍＬ
－１。柯丽娜等［２３］研究证明杏鲍菇工厂化最适合发酵种为

培养第１０天的菌种，与文中鹿茸菇的最佳发酵菌种时间相近，表明培养第８～１０天的菌种进行二次发酵，

更有利于提升发酵水平，有利于鹿茸菇工厂化阶段的菌种繁育，可为鹿茸菇工厂化生产液体菌种扩繁提供

重要参考。
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　　　不同干燥方式对鹿茸菇品质的影响

于海玲，汪依霓，万雨欣，杨苗，彭汇涵，王明元，刘建福

（华侨大学 化工学院，福建 厦门３６１０２１）

摘要：　为探究不同干燥方式对鹿茸菇品质的影响，以新鲜鹿茸菇为原料，分别采用热风干燥、微波干燥及真

空冷冻干燥３种方式，对处理后的鹿茸菇外观、营养成分质量分数、抗氧化活性和复水特性进行检测。结果表

明：不同干燥方式对鹿茸菇外观及营养成分质量分数的影响不同，真空冷冻干燥能较好地保持样品外观，热风

干燥次之，微波干燥对鹿茸菇外观影响最大；３种干燥方式中，真空冷冻干燥鹿茸菇的多糖与蛋白质质量分数

高于其他两种干燥方式，而热风干燥鹿茸菇的粗纤维和脂肪质量分数较高，微波干燥鹿茸菇菌盖的总酚和总

黄酮质量分数最高，分别为４．９５，７．９６ｍｇ·ｇ
－１；干燥后鹿茸菇酚类物质具有较强的清除ＤＰＰＨ 自由基和

ＡＢＴＳ自由基的能力，各处理组间的复水比呈现显著差异；真空冷冻干燥鹿茸菇干品的各项指标最佳，为较优

干燥方式。

关键词：　鹿茸菇；干燥方式；营养成分；复水特性
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鹿茸菇（犔狔狅狆犺狔犾犾狌犿犱犲犮犪狊狋犲狊）是一种食药兼用的大型真菌，因其切片外表与中国名贵中药材鹿茸

的外表相似而得名。鹿茸菇营养丰富，无论菌丝体或子实体，均具有较高的营养价值［１］。鹿茸菇含有大

量的多糖、多酚、蛋白质和膳食纤维［２］，这些营养元素具有保持白血球活力、提高免疫力、改善高血压、抗

肿瘤、防止组织老化等功效［３４］。此外，鹿茸菇含有丰富矿物质及人体所需的维生素Ｂ族、微量元素，必

需氨基酸在氨基酸总量中的占比最高达到４０％，有着广阔的生物医药开发和保健食品应用前景
［５６］。

我国鹿茸菇的种植区域主要集中在江苏、云南、新疆、内蒙古、辽宁、黑龙江等地区［７］，工厂化栽培基

地主要集中在江苏和山东。目前，我国鹿茸菇年产量约３２万ｔ，具有广阔的开发前景。新鲜采摘的鹿茸

菇容易腐烂，贮藏时间较短。干燥是食用菌加工方式里极为重要的一步，它能够有效地降低食用菌的含

水率，显著地延长食用菌的货架期。将鹿茸菇制成干品可以延长货架期，提高鹿茸菇的附加值，助力产

业升级。不同的干燥方法会对食用菌干制后的外观（色泽、形态）、味道（香气、风味）及营养成分质量分

数产生不同的影响。因此，选择适宜的干燥方法对减少食用菌营养成分损失尤为重要。虽然鹿茸菇目

前已经工厂化生产，但有关干燥工艺对鹿茸菇的品质研究还有待补充。基于此，本文采用热风干燥、微

波干燥及真空冷冻干燥３种方式对新鲜鹿茸菇进行处理，探究不同干燥方式对鹿茸菇外观及营养成分

质量分数的影响。

１　材料与方法

１．１　材料

新鲜鹿茸菇由福建省厦门市如意食用菌生物高科技有限公司提供。

１．２　实验方法

１．２．１　样品处理　将新鲜鹿茸菇的菌柄与菌盖切分开，其中，菌柄切成２０ｍｍ小段备用。

热风干燥：将鹿茸菇样品置于电热鼓风干燥箱内，６５℃加热烘干，直至质量无明显变化。

微波干燥：将鹿茸菇样品置于微波炉，加热，使样品表面焦黄后，取出，短暂多次加热，直至质量无明

显变化。

真空冷冻干燥：将鹿茸菇样品置于超低温冰箱中，－８０℃冷冻２４ｈ，冷冻后放入冷冻干燥机，干燥

１２ｈ后称质量，再次放入冷冻干燥机，多次测定直至质量无明显变化。

１．２．２　鹿茸菇营养成分质量分数的测定　根据ＮＹＴ１６７６－２００８《食用菌中多糖含量的测定》中的苯

酚硫酸法，测定鹿茸菇中的多糖质量分数。根据ＧＢ５００９．５－２０１６《食品安全国家标准食品中蛋白质

的测定》中的分光光度法，测定鹿茸菇中的蛋白质质量分数。根据ＧＢ５００９．６－２０１６《食品安全国家标

准食品中脂肪的测定》中的索氏抽提法，测定鹿茸菇中的脂肪质量分数。根据ＧＢ５００９．１０－２００３《植物

类食品中粗纤维的测定》中的酸碱法，测定鹿茸菇中的粗纤维质量分数。对文献［８］的方法稍做改进，测

定鹿茸菇中总酚及总黄酮质量分数。

１．２．３　鹿茸菇水提物抗氧化能力的测定　取２ｍＬ的１，１二苯基２三硝基苯肼（ＤＰＰＨ）自由基溶液

与２ｍＬ鹿茸菇样品溶液（０．５～５０．０μｇ·ｍＬ
－１）混匀，采取紫外分光光度法测定其吸光度，并用体积分

数为９５％的乙醇溶液作为对照组重复实验。

ＤＰＰＨ自由基清除率（η（ＤＰＰＨ））为

η（ＤＰＰＨ）＝ １－
犇１－犇２
犇（ ）
０

×１００％。

上式中：犇１ 为样品组吸光度；犇２ 为对照组吸光度；犇０ 为空白组吸光度。

取０．１ｍＬ鹿茸菇样品溶液与２．９ｍＬ的２，２′联氮双３乙基苯并噻唑啉６磺酸（ＡＢＴＳ）自由基

溶液混匀后测吸光度，空白组为乙醇（体积分数为９５％）替代样品液。

ＡＢＴＳ自由基清除率（η（ＡＢＴＳ））为
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η（ＡＢＴＳ）＝ １－
犇１
犇（ ）
０

×１００％。

１．２．４　鹿茸菇复水能力及复水浸泡液中营养物质的测定　取完整的鹿茸菇干制品置于温度为４５℃的

蒸馏水（料液比为１∶４０）中。恒温水浴，每隔１０ｍｉｎ取出，并沥干水份１ｍｉｎ，直至质量无明显变化后，

复水完成。

复水比（犚）的计算公式为

犚＝
犿１
犿２
。

上式中：犿１ 为复水后鹿茸菇的质量，ｇ；犿２ 为鹿茸菇干制品的质量，ｇ。

复水浸泡液中多糖质量分数的测定参考文献［８］的苯酚硫酸比色法。分别称取３种鹿茸菇浸泡液

各１．０ｇ左右，按照节１．２．２的方法，测定鹿茸菇复水浸泡液中蛋白质的质量分数。

１．２．５　数据分析　不同干燥方式处理后鹿茸菇营养成分质量分数差异采用单因素方差分析进行比较，

多重比较方法采用最小显著差异（ＬＳＤ）法。

采用ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ２０２１软件进行制图，采用ＳＰＳＳＳｔａｔｉｓｔｉｃｓ２６软件进行数据统计分析，显著性水平

为犘＜０．０５。

２　实验结果与分析

２．１　不同干燥方式对鹿茸菇外观品质的影响

不同干燥方式处理后鹿茸菇外观及复水后外观变化，如图１所示。

（ａ）菌柄（热风干燥）　　　　　　　（ｂ）菌柄（微波干燥）　　　　　　　（ｃ）菌柄（真空冷冻干燥）

（ｄ）完整鹿茸菇（热风干燥）　　　　 （ｅ）完整鹿茸菇（微波干燥）　　　 （ｆ）完整鹿茸菇（真空冷冻干燥）

　（ｇ）复水后鹿茸菇（热风干燥）　　　（ｈ）复水后鹿茸菇（微波干燥）　　　（ｉ）复水后鹿茸菇（真空冷冻干燥）

图１　不同干燥方式处理后鹿茸菇外观变化

Ｆｉｇ．１　Ａｐｐｅａｒａｎｃｅｃｈａｎｇｅｓｏｆ犔狔狅狆犺狔犾犾狌犿犱犲犮犪狊狋犲狊ａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｒｙｉｎｇｍｅｔｈｏｄｓ
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由图１可知：经过不同方式干燥后，鹿茸菇的体积明显缩小，表面颜色加深的同时，也出现了皱缩；

真空冷冻干燥鹿茸菇的体积变化最小，表面颜色最浅（图１（ｃ），１（ｆ）），热风干燥鹿茸菇表面出现了大量

皱缩（图１（ａ），图１（ｄ）），微波干燥鹿茸菇表面颜色最深（图１（ｂ），图１（ｅ））；经过真空冷冻干燥后，新鲜

鹿茸菇的形状和体积几乎无变化，可能是因为在干燥过程中，鹿茸菇中的水分直接升华散失而不破坏其

多孔结构，由于没有经过高温加工，鹿茸菇的表面质构所受影响较小。热风干燥鹿茸菇表面的干缩程度

大于微波干燥鹿茸菇和真空冷冻干燥鹿茸菇，这可能是由于长时间的高温加工，对鹿茸菇的质构有较大

的影响。

２．２　不同干燥方式对鹿茸菇含水率的影响

经过３种干燥方式处理后，鹿茸菇菌盖含水率的差异并不明显，鹿茸菇菌柄含水率则存在一定差

异。不同干燥方式处理后鹿茸菇的含水率（δ），如表１所示。

由表１可知：３种干燥方式中，热风干燥和微波干燥同属于高温干燥，在高温环境中，水分蒸发速度

较快，整体干燥效率较高，故热风干燥和微波干燥的菌柄含水率小于真空冻干干燥菌柄。

此外，在高温干燥过程中，物料内部的水分都会经过物料表面蒸发，而长时间的高温处理，会使物料

表面产生不同程度的结壳和硬化现象，影响干燥效率，故相同干燥条件下，物料形状的大小会对干燥效

率产生一定影响，切碎后的菌柄含水率会明显小于菌盖含水率。

表１　不同干燥方式处理后鹿茸菇的含水率

Ｔａｂ．１　Ｍｏｉｓｔｕｒｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆ犔狔狅狆犺狔犾犾狌犿犱犲犮犪狊狋犲狊ａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｒｙｉｎｇｍｅｔｈｏｄｓ

干燥方式 δ（菌柄）／％ δ（菌盖）／％

热风干燥 １０．７２±１．０１ １１．６０±０．７８

微波干燥 １１．１７±０．８９ １１．９１±２．０３

真空冷冻干燥 １１．９０±１．２２ １１．４７±１．３１

２．３　不同干燥方式对鹿茸菇多糖及蛋白质质量分数的影响

不同干燥方式对鹿茸菇多糖和蛋白质质量分数的影响，如图２所示。图２中：不同大写字母表示不

同干燥方式处理菌柄的差异性；不同小写字母表示不同干燥方式处理菌盖的差异性（犘＜０．０５）；狑为质

量分数。

由图２可知以下２个结论。

（ａ）多糖　　　　　　　　　　　　　 　　　　　　（ｂ）蛋白质　　

图２　不同干燥方式对鹿茸菇多糖和蛋白质质量分数的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｒｙｉｎｇｍｅｔｈｏｄｓｏｎｍａｓｓｆｒａｃｔｉｏｎｏｆｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｏｆ犔狔狅狆犺狔犾犾狌犿犱犲犮犪狊狋犲狊

１）采用３种干燥方式处理鹿茸菇菌柄及菌盖，其多糖质量分数为２．５２％～５．１１％，且菌盖中的多

糖质量分数高于菌柄；热风干燥鹿茸菇菌柄中的多糖质量分数最低，仅为２．５２％，说明热风干燥对鹿茸

菇中多糖的破坏最大；真空冷冻干燥鹿茸菇菌柄中多糖质量分数最高，达到５．１１％；微波干燥鹿茸菇菌

柄的多糖质量分数高于热风干燥鹿茸菇菌柄，但低于真空冷冻干燥鹿茸菇菌柄。

２）不同干燥方式处理下，鹿茸菇菌柄与菌盖的蛋白质质量分数均具有明显差异，菌盖的蛋白质质

量分数显著高于菌柄的蛋白质质量分数；３种干燥方式对鹿茸菇蛋白质质量分数影响并不大，不同干燥

处理下，菌柄中蛋白质质量分数未表现出明显差异，真空冷冻干燥鹿茸菇菌盖具有较高的蛋白质质量分

数，可得１７．５４％，显著高于热风干燥鹿茸菇菌盖和微波干燥鹿茸菇菌盖。
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２．４　不同干燥方式对鹿茸菇脂肪质量分数的影响

不同干燥方式对鹿茸菇脂肪质量分数的影响，如图３所示。

由图３可知：不同干燥方式下，鹿茸菇脂肪的质量分数为９．３％～１６．５％，且菌盖中的脂肪质量分

数均大于菌柄中的脂肪质量分数；热风干燥鹿茸菇的菌盖和菌柄中脂肪质量分数差异不显著，但和另外

两种干燥方式相比，其脂肪质量分数最高；微波干燥和真空冷冻干燥下，鹿茸菇菌盖和菌柄的脂肪质量

分数具有明显差异，但鹿茸菇相同部位的微波干燥与真空冷冻干燥的差异不显著。

２．５　不同干燥方式对鹿茸菇粗纤维质量分数的影响

不同干燥方式对鹿茸菇粗纤维质量分数的影响，如图４所示。

由图４可知：不同干燥方式下，鹿茸菇粗纤维质量分数为２．０７％～６．１４％；热风干燥鹿茸菇菌柄和

菌盖中的粗纤维质量分数均高于其他干燥方式处理下的菌柄和菌盖，真空冷冻干燥鹿茸菇菌盖中的粗

纤维质量分数显著低于其他处理组。

图３　不同干燥方式对鹿茸菇脂肪质量分数的影响　　图４　不同干燥方式对鹿茸菇粗纤维质量分数的影响

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｒｙｉｎｇｍｅｔｈｏｄｓｏｎｍａｓｓ　　Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｒｙｉｎｇｍｅｔｈｏｄｓｏｎｍａｓｓ　

ｆｒａｃｔｉｏｎｏｆｆａｔｏｆ犔狔狅狆犺狔犾犾狌犿犱犲犮犪狊狋犲狊　　　　　　　ｆｒａｃｔｉｏｎｏｆｃｒｕｄｅｆｉｂｅｒｏｆ犔狔狅狆犺狔犾犾狌犿犱犲犮犪狊狋犲狊

２．６　不同干燥方式对鹿茸菇总酚及总黄酮质量分数的影响

不同干燥方式对鹿茸菇总酚和总黄酮质量分数的影响，如图５所示。

由图５（ａ）可知：在热风、微波和真空冷冻干燥下，鹿茸菇相同部位中的总酚质量分数呈现显著差

异；总酚质量分数最高的是微波干燥的鹿茸菇菌盖，其次是热风干燥的菌柄，而真空冷冻干燥下，鹿茸菇

菌柄和菌盖的总酚质量分数也不低。

由图５（ｂ）可知：不同干燥方式下，总黄酮质量分数为３．０７％～７．９６％；在热风、微波和真空冷冻３

种不同的干燥方式处理下，鹿茸菇总黄酮质量分数呈现显著差异，微波干燥鹿茸菇菌盖的总黄酮质量分

数最高；不同干燥方式对鹿茸菇总黄酮质量分数的影响与不同干燥方式对鹿茸菇总酚质量分数的影响

呈现相似的趋势变化。

（ａ）总酚　　　　　　　　　　　　 　　　　　　（ｂ）总黄酮　

图５　不同干燥方式对鹿茸菇总酚和总黄酮质量分数的影响

Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｒｙｉｎｇｍｅｔｈｏｄｓｏｎｍａｓｓｆｒａｃｔｉｏｎｏｆ

ｔｏｔａｌｐｈｅｎｏｌｓａｎｄｔｏｔａｌｆｌａｖｏｎｏｉｄｓｏｆ犔狔狅狆犺狔犾犾狌犿犱犲犮犪狊狋犲狊

２．７　鹿茸菇抗氧化能力分析

２．７．１　ＤＰＰＨ自由基清除能力分析　鹿茸菇酚类物质对ＤＰＰＨ 自由基的清除率，如图６所示。图６
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中：ρ为酚类物质的质量浓度。

由图６可知：当酚类物质的质量浓度为２５μｇ·ｍＬ
－１时，维生素Ｃ（Ｖｃ）对ＤＰＰＨ自由基的清除率

达到９６．０１％，鹿茸菇对ＤＰＰＨ自由基的清除率随着酚类物质质量浓度的增加而逐渐升高；当酚类物质

质量浓度为２５～５０μｇ·ｍＬ
－１时，曲线的起伏变化不大，说明此阶段对ＤＰＰＨ自由基的清除率基本不

图６　鹿茸菇酚类物质对ＤＰＰＨ自由基的清除率

Ｆｉｇ．６　ＤＰＰＨｆｒｅｅｒａｄｉｃａｌｓｃａｖｅｎｇｉｎｇｒａｔｅｂｙｐｈｅｎｏｌｉｃ

ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓｏｆ犔狔狅狆犺狔犾犾狌犿犱犲犮犪狊狋犲狊

变；当酚类物质的质量浓度较低时，热风干燥菌柄

对ＤＰＰＨ自由基的清除能力最弱，当酚类物质的质

量浓度达到１０μｇ·ｍＬ
－１后，真空冷冻干燥菌柄对

ＤＰＰＨ自由基的清除率最低，清除率仅为６７．１３％，

而其他处理组对 ＤＰＰＨ 自由基的清除率均达到

７３％以上。

不同干燥方式下鹿茸菇的抗氧化活性，如表２

所示。表２中：采用半数有效浓度（ＥＣ５０）来表征鹿

茸菇的抗氧化活性。

由表２可知：不同处理组的ＥＣ５０的差异较小；

微波干燥菌盖的ＥＣ５０最大，为（４２．９６±１．８４）μｇ·

ｍＬ－１，真空冷冻干燥菌盖的ＥＣ５０最小，为（２．１６±２．９１）μｇ·ｍＬ
－１。

表２　不同干燥方式下鹿茸菇的抗氧化活性

Ｔａｂ．２　Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔａｃｔｉｖｉｔｙｏｆ犔狔狅狆犺狔犾犾狌犿犱犲犮犪狊狋犲狊ｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｒｙｉｎｇｍｅｔｈｏｄｓ

处理组
ＥＣ５０／μｇ·ｍＬ

－１

ＤＰＰＨ ＡＢＴＳ

热风干燥菌柄 ５．７５±０．０９ ７．９１±０．９４

热风干燥菌盖 ５．１７±０．２６ ８．２８±１．５５

微波干燥菌柄 ４．６０±０．１８ １１．２４±２．１０

微波干燥菌盖 ６．５７±０．２３ ４２．９６±１．８４

真空冷冻干燥菌柄 ５．０１±２．７８ ８．６７±０．５５

真空冷冻干燥菌盖 ２．１６±２．９１ １５．０９±１１．３５

２．７．２　ＡＢＴＳ自由基清除能力分析　鹿茸菇酚类物质对ＡＢＴＳ自由基的清除率，如图７所示。

图７　鹿茸菇酚类物质对ＡＢＴＳ自由基的清除率

Ｆｉｇ．７　ＡＢＴＳｆｒｅｅｒａｄｉｃａｌｓｃａｖｅｎｇｉｎｇｒａｔｅｂｙ

ｐｈｅｎｏｌｉｃｓｕｂｓｔａｎｃｅｓｏｆ犔狔狅狆犺犾犾狌犿犱犲犮犪狊狋犲狊

由图７可知：当酚类物质的质量浓度为５０μｇ·

ｍＬ－１时，Ｖｃ对ＡＢＴＳ自由基的清除率达９９％，清除

率随酚类物质质量浓度增加而升高；当酚类物质的

质量浓度较低时，真空冷冻干燥菌盖对 ＡＢＴＳ自由

基的清除能力最弱；当酚类物质质量浓度为２５μｇ·

ｍＬ－１时，微波干燥和真空冷冻干燥菌盖的清除能力

较弱，清除率分别为６３．７８％，６７．７４％，而其他处理

组的清除率均达到８４％以上。

由表２还可知：微波干燥菌盖的ＥＣ５０最大，为

（４２．９６±１．８４）μｇ·ｍＬ
－１，热风干燥菌盖的ＥＣ５０最

小，为（８．２８±１．５５）μｇ·ｍＬ
－１。

２．８　鹿茸菇复水特性分析

不同干燥方式处理后鹿茸菇复水比，如图８所示。由图８可知：真空冷冻干燥鹿茸菇的复水比最大

（４．０），微波干燥次之，热风干燥最差（２．１）。

不同干燥方式鹿茸菇复水后多糖和蛋白质的溶出量，如图９所示。由图９可知：微波干燥和真空冷

冻干燥鹿茸菇在复水时溶出的多糖质量分数表现显著性差异，分别为０．１２％，０．１４％，但与热风干燥鹿

茸菇复水时溶出的多糖质量分数无显著性差异；不同干燥方式鹿茸菇复水后蛋白质的溶出量呈现显著

差异，微波干燥鹿茸菇复水时溶出的蛋白质质量分数较低，其次是真空冷冻干燥鹿茸菇，热风干燥鹿茸

菇复水后的溶出蛋白质质量分数最高。
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图８　不同干燥方式处理后鹿茸菇复水比
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ａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｒｙｉｎｇｍｅｔｈｏｄｓ

３　讨论

食用菌干燥技术主要分为传统干燥、新型干燥

和联合干燥３类
［９］。其中，传统干燥又分为自然干

燥和热风干燥，具有操作简单和可大批量生产的优

点。自然干燥的缺点体现在干燥过程不易控制、卫

生条件差等。因此，自然干燥在实际生产中应用较

少［１０］。热风干燥基于热量传递系统，使热风在干燥

室内产生对流，提高物料表面温度，使物料水分蒸

发，达到干燥的目的［１１１２］。研究表明，热风干燥对多

糖和蛋白质的破坏最大，可能因为较高的温度会引

　 　 （ａ）多糖　　　　　　　　　　　　　　　 　 　　　（ｂ）蛋白质

图９　不同干燥方式下鹿茸菇复水后多糖和蛋白质的溶出量
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起蛋白质发生美拉德反应，从而引起蛋白质损失［１３］。Ｘｕ等
［１４］采用高温预加热处理后对香菇进行传统

热风干燥，该处理方式下香菇的复水率和硬度提升，收缩率、褐变度和甲醛含量降低。Ｌｉｕ等
［１５］通过控

制湿物料水分蒸发速率从而控制干燥室的加湿策略。结果表明，杏鲍菇加湿３０ｍｉｎ可有效改善产品质

量，缩短１５％的干燥时间，降低２３％的干燥能耗，提高干燥系统的可持续性。

新型干燥主要有热泵干燥、真空冷冻干燥、太阳能干燥、红外辐射干燥、微波干燥及真空干燥等［９］。

相对于传统干燥方式，新型干燥技术更能保证产品质量的稳定性。文中研究结果表明，微波干燥对鹿茸

菇外观影响最大，可能因为在高温干燥过程中发生美拉德反应，反应中产生的类黑素使鹿茸菇表面颜色

加深，也有可能是因为水分扩散不均匀而出现过热，使鹿茸菇边角焦化加深［９］。微波处理过后鹿茸菇总

酚质量分数最高，这可能是因为鹿茸菇的糖苷键和酯键被破环，使与糖类或细胞壁相结合的酚类物质被

释放［１６］。真空冷冻干燥鹿茸菇菌柄总酚质量分数也相对较高，这可能是因为在真空环境下与氧气相隔

绝，低温条件也使相关酶活性降低，使样品中酚类物质不易被氧化［１７］。焦睿智等［１８］发现真空微波干燥

处理黑木耳时间短和效率高，对理化指标影响较小且具有良好抗生素残留降解效果。陈冰洁等［１９］发现

真空冷冻干燥对花菇结构损伤最小，干燥的花菇复水比高和收缩率小，具有良好的色泽品质、可溶性蛋

白和可溶性糖的保留率高。由此可见，新型干燥技术对于保证鹿茸菇综合品质方面胜于传统干燥技术。

ＤＰＰＨ，ＡＢＴＳ自由基清除法是评价抗氧化物质清除自由基能力广泛使用的两种方法
［２０２１］。研究结

果表明，不同干燥方式下的鹿茸菇总酚物质都具有较强ＤＰＰＨ自由基清除能力，干燥过程可能并未显

著改变鹿茸菇中总酚物质的化学结构或抗氧化活性，使这些化合物在干燥后依然能够有效捕获并中和

ＤＰＰＨ自由基。

研究还揭示，鹿茸菇不同部位的总酚物质在ＡＢＴＳ自由基清除实验中均表现出较高的活性，这进

一步证实了鹿茸菇作为一种天然抗氧化剂资源的广泛适用性。后续研究可聚焦于分离鉴定鹿茸菇各部

位的主要抗氧化成分，并深入探讨这些成分的结构与抗氧化活性之间的关系，为鹿茸菇在功能性食品、

保健品及药物开发中的精准应用提供科学依据。
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４　结束语

３种干燥方式会对鹿茸菇产生不同程度的影响，其中，真空冷冻干燥可以更有效地保持新鲜鹿茸菇

的外观，且得到各项营养成分较多的干品。不同干燥方式下，鹿茸菇总酚物质都具有很强的ＤＰＰＨ和

ＡＢＴＳ自由基清除能力，而干品鹿茸菇复水能力由强到弱为真空冷冻干燥、微波干燥、热风干燥。综上，

真空冷冻干燥得到的鹿茸菇各项指标良好，是干燥鹿茸菇的最佳方式。
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　　　膜分离精度对再造烟叶

提取液的截留影响

赖傲楠１，武士杰２，３，李淑纯１，周树锋１

（１．华侨大学 化工学院，福建 厦门３６１０２１；

２．云南中烟再造烟叶有限责任公司，云南 昆明６５０２０２；

３．天津科技大学 轻工科学与工程学院，天津３００４５７）

摘要：　为实现对再造烟叶提取液成分的精确调控，将不同过滤精度膜依次用于提取液的分离，考察不同孔径

膜及相应膜组合对提取液化学成分的截留效果影响。结果表明：孔径为２００ｎｍ的微滤（ＭＦ）膜主要截留悬

浮物，孔径为２０～３０ｎｍ的超滤（ＵＦ）膜可进一步截留可溶性蛋白质和果胶等大分子物质，孔径为５～１０ｎｍ

纳滤膜（ＮＦ１）能够对烟碱和碳原子数介于１０～１３的烟草中性致香成分进行有效分离，而孔径为３～５ｎｍ的

纳滤膜（ＮＦ２）则对糖类物质和碳原子数６～８的中性致香成分具有较强的截留作用，孔径为１～２ｎｍ的纳滤

膜（ＮＦ３）可以截留有机酸盐和碳原子数超过４的中性致香成分；采用 ＭＦ＋ＵＦ＋ＮＦ１＋ＮＦ２＋ＮＦ３膜分离组

合方式能够实现对再造烟叶提取液主要化学成分的调控。

关键词：　烟草提取液；膜分离；化学成分；纳滤
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１?２ｎｍｃｏｕｌｄｒｅｔａｉｎｏｒｇａｎｉｃａｃｉｄｓａｌｔｓａｎｄｔｏｂａｃｃｏｎｅｕｔｒａｌｏｄｏｒａｎｔｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｗｉｔｈｍｏｒｅｔｈａｎ４ｃａｒｂｏｎａｔｏｍｓ．

ＴｈｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｏｆＭＦ＋ＵＦ＋ＮＦ１＋ＮＦ２＋ＮＦ３ｍｅｍｂｒａｎｅｓｅｐａｒａｔｉｏｎｃｏｕｌｄｂｅｕｓｅｄｔｏｒｅｇｕｌａｔｅｔｈｅｍａｉｎ

ｃｈｅｍｉｃａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｏｆｔｈｅｒｅｃｏｎｓｔｉｔｕｔｅｄｔｏｂａｃｃｏｅｘｔｒａｃｔ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：　ｔｏｂａｃｃｏｅｘｔｒａｃｔ；ｍｅｍｂｒａｎｅｓｅｐａｒａｔｉｏｎ；ｃｈｅｍｉｃａｌｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ；ｎａｎｏｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ

再造烟叶提取液是烟草的水溶性成分，为再造烟叶提供糖类、烟碱、有机／无机酸盐、氨基酸、可溶性

大分子物质、脂溶性致香成分和糖苷类物质［１３］。因此，提取液的组成和含量影响着再造烟叶的品

质［４?５］。按化学成分类别对提取液组分进行分离，再以重组的方式精准调控各类物质的相对含量，可实

现对再造烟叶组分的精确调控，有利于提高其品质［６８］。

膜分离技术是一种基于膜的筛分效应、对不同粒径的分子或离子进行选择性分离的技术，具有分离

和浓缩同步进行的优点［９１１］。根据过滤精度的差异，膜材料可以分为微滤（ＭＦ）膜、超滤（ＵＦ）膜和纳滤

（ＮＦ）膜等
［１２１３］。再造烟叶提取液化学成分复杂，粒径各有差异，因此，可以选择不同过滤精度的多级膜

组合方式对其进行分离。多级膜组合技术应用广泛，如饮用水和工业用水的净化与循环利用［１４１６］、细菌

和热原的去除［１７１８］、天然产物的分离纯化和富集［１９２２］等。但目前该技术在烟草提取液的分离和浓缩方

面的研究还比较少［２３２５］。

为明确膜分离精度对再造烟叶提取液各化学成分的截留影响，实现对提取液化学成分的调控，本文

将微滤、超滤和不同孔径纳滤膜依次用于提取液的分离工序，考察不同孔径分离膜对提取液主要化学成

分的分离效果，研究相应膜组合技术对提取液的截留影响。

１　实验部分

１．１　材料与设备

经沉降处理的再造烟叶提取液由云南昆明烟叶产区生产，可溶性固形物的质量分数为８．４５％，悬

浮物质量分数为０．９２％。

仪器：旋转蒸发仪（瑞士Ｂｕｃｈｉ公司）；６８９０ＧＣ５９７５ＭＳ型气相色谱质谱联用仪（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ公

司）；ＡＡ３型流动分析仪（德国ＳＥＡＬ公司）；白利糖度仪、ＴＧ３２８Ｂ型电光分析天平（上海天平仪器厂）；

ＦＥＤ１１５型多功能热风循环烘箱（德国Ｂｉｎｄｅｒ公司）；ＧＣＭＳ０２型多功能膜分离实验设备（国初科技

（厦门）有限公司）；ＫＢＦ１１５型恒温恒湿箱（德国ＢＩＮＤＥＲ公司）。耗材：打烟器具、烟管和氟化瓶等。

管式微滤膜、超滤膜和不同过滤精度纳滤膜（ＮＦ１，ＮＦ２，ＮＦ３）组件参数，如表１所示。

表１　膜组件参数

Ｔａｂ．１　Ｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｍｅｍｂｒａｎｅｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

指标 微滤膜 超滤膜
纳滤膜

ＮＦ１ ＮＦ２ ＮＦ３

膜材料 聚四氟乙烯 聚酰胺 聚酰胺 聚酰胺 聚酰胺

膜孔径／ｎｍ ２００ ２０～３０ ５～１０ ３～５ １～２

膜面积／ｍ２ ６４ ５２８ ５２８ ５２８ ５２８

膜长度／ｍｍ ３０００ １０１６ １０１６ １０１６ １０１６

温度操作范围／℃ ２０～７０ ２０～５０ ２０～５０ ２０～５０ ２０～５０

运行压力／ＭＰａ ０．２～０．４ ０．５～２．０ ０．５～２．５ ０．５～４．０ １．０～４．０

１．２　实验和检测方法

１．２．１　提取液的截留实验流程和滤液样品的制备　经沉降处理后的再造烟叶提取液进料量为５０００

ｋｇ，料液温度为６５～７０℃，经过换热器后料液温度为５０～６０℃。料液再依次经过ＭＦ，ＵＦ，ＮＦ１，ＮＦ２，

ＮＦ３膜处理，各级透过液占该级过滤液量的９０％，各级操作温度≤６０℃，其工艺流程如图１所示。

ＭＦ试验流程：首先，提取液经过ＭＦ膜组件分离，当透过液质量达到进料液的９０％时，分别对截留

液和透过液进行取样分析；随后，将透过液泵入下一级膜分离流程；往截留液中加入等质量水稀释后，继

续过滤至原质量；循环５次，排出稀释的透过液，对剩余截留液进行取样分析，验证本级膜的截留效果。

ＵＦ，ＮＦ１，ＮＦ２，ＮＦ３试验流程和 ＭＦ试验流程相似，进料均是上一级膜工艺的透过液，经本级膜过

２８６ 华 侨 大 学 学 报 （自 然 科 学 版）　　　　　　　　　　　　　　２０２４年
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图１　工艺流程图

Ｆｉｇ．１　Ｆｌｏｗｃｈａｒｔｏｆｐｒｏｃｅｓｓ

滤后，对截留液和透过液进行取样分析。

１．２．２　主要化学成分的检测方法　１）采用连续流动法，分别按照 ＹＣ／Ｔ１５９－２００２，ＹＣ／Ｔ１６０－

２００２，ＹＣ／Ｔ１６１－２００２，ＹＣ／Ｔ１６２－２００２，ＹＣ／Ｔ２４９－２００２，ＹＣ／Ｔ２９６－２００９标准测定各级膜截留液

的总糖、烟碱、总氮、钾离子、氯离子、蛋白质和硝酸盐的质量分数。

２）采用ＧＣＭＳ型气相色谱质谱联用仪分析致香成分的质量分数。气相色谱条件：ＤＢ５ＭＳ型石

英毛细管柱（３０ｍｍ×０．２５ｍｍ，０．２５μｍ）。程序升温：初始６０℃，保持１ｍｉｎ；以８℃·ｍｉｎ
－１的速率升

至１７０℃，保持３ｍｉｎ；再以１２℃·ｍｉｎ－１的速率升至２６０℃，保持１８ｍｉｎ。进样口温度为２００℃，柱箱

温度为６０℃；分流进样，柱流量为１ｍＬ·ｍｉｎ－１；吹扫流量为３ｍＬ·ｍｉｎ－１；分流比为５∶１；载气为高

纯氦；进样量为１μＬ；溶剂延迟为２ｍｉｎ。质谱条件：采用电子轰击电离方式（ＥＩ），电子能量为７０ｅＶ。

接口温度为２５０℃，离子源温度为２００℃。采用全扫描离子采集方式（Ｓｃａｎ），扫描范围为４０～５００ｕ。

标准质谱图库：美国国家标准与技术研究院标准质谱数据库（ＮＩＳＴ）。

２　实验结果与讨论

２．１　膜分离精度对悬浮物及可溶性大分子的截留影响

再造烟叶提取液经不同过滤精度膜分离前、后的悬浮物及可溶性大分子质量分数，如表２所示。表

２中：截留液（２）为对应段截留液（１）加水反复循环过滤５次时的截留液；“－”表示未检测出相应数据。

由表２可知：ＭＦ膜过滤后，透过液中悬浮物（含难溶性蛋白质和果胶）质量分数极低，显著低于原液中

相应质量分数，表明悬浮物能够被ＭＦ膜有效截留；透过液中可溶性蛋白质和果胶的质量分数也略低于

原液中相应质量分数，表明 ＭＦ膜对这两类物质有一定的截留作用。此外，ＭＦ截留液（１）经５次加水

循环过滤后，ＭＦ截留液（２）中的悬浮物、可溶性蛋白质和果胶质量分数虽有下降但仍有较多残留，再次

证明 ＭＦ微滤膜对提取液的悬浮物、可溶性蛋白质和果胶具有截留作用。

表２　不同过滤精度膜处理前、后提取液的悬浮物和可溶性大分子质量分数 （单位：％）　

Ｔａｂ．２　Ｍａｓｓｆｒａｃｔｉｏｎｏｆｓｕｓｐｅｎｄｅｄｓｏｌｉｄｓａｎｄｓｏｌｕｂｌｅｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓｉｎｅｘｔｒａｃｔｓｂｅｆｏｒｅ

ａｎｄａｆｔｅｒｍｅｍｂｒａｎｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｐｒｅｃｉｓｉｏｎｓ （ｕｎｉｔ：％）　

溶液 悬浮物 蛋白质 果胶

提取液原液 ０．９２ ０．５３ ０．０２

ＭＦ透过液 ０．０２ ０．４７ －

ＭＦ截留液（１） ８．３２ ０．６６ ０．２８

ＭＦ截留液（２） ８．０１ ０．６３ ０．１３

ＵＦ透过液 － ０．０４ －

ＵＦ截留液（１） － ５．１７ ０．２８

ＵＦ截留液（２） － ４．５６ ０．１３

　　将 ＭＦ透过液进一步经ＵＦ膜分离后，ＵＦ透过液中可溶性蛋白质质量分数仅为０．０４％，显著低于

ＭＦ透过液（０．４７％）。果胶质量分数的变化趋势与此一致，表明提取液中含有的可溶性蛋白质和果胶

等大分子能被ＵＦ膜高效截留。ＵＦ截留液（１），（２）的检测结果进一步证实了该截留作用。

２．２　膜分离精度对常规化学成分的截留影响

再造烟叶提取液经过不同过滤精度膜分离前、后的常规化学成分的质量分数，如表３所示。由表３
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可知：ＭＦ透过液中烟碱、钾离子、氯离子和硝酸盐的质量分数与原液中相应质量分数一致，表明 ＭＦ膜

对提取液中这些组分没有截留作用；而ＭＦ透过液中总氮和总糖的质量分数略低于原液中相应的值，表

明 ＭＦ膜对部分含氮物质和某些糖类物质具有截留作用。对比 ＭＦ截留液的检测结果，进一步证实

ＭＦ膜对常规化学成分具有选择性截留作用。

ＵＦ膜的截留作用与 ＭＦ膜类似，即ＵＦ膜对提取液中烟碱、钾离子、氯离子和硝酸盐没有截留作

用，对部分含氮物质和某些糖类物质具有截留作用。

表３　不同过滤精度膜处理前、后提取液的常规化学成分的质量分数 （单位：％）　

Ｔａｂ．３　Ｍａｓｓｆｒａｃｔｉｏｎｏｆｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌｃｈｅｍｉｃａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｏｆｅｘｔｒａｃｔｓｂｅｆｏｒｅ

ａｎｄａｆｔｅｒｍｅｍｂｒａｎｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｐｒｅｃｉｓｉｏｎｓ （ｕｎｉｔ：％）　

溶液 烟碱 钾离子 氯离子 硝酸盐 总氮 总糖

提取液原液 ０．２６ ０．３２ ０．１１ ０．０５ ０．１３ ２．７３

ＭＦ透过液 ０．２６ ０．３２ ０．１１ ０．０５ ０．１２ ２．６０

ＭＦ截留液（１） ０．２５ ０．２９ ０．１０ ０．０５ ０．２５ ２．８７

ＭＦ截留液（２） ０．０１ ０．０１ ０．０１ － ０．１７ ０．１８

ＵＦ透过液 ０．２６ ０．３２ ０．１１ ０．０５ ０．０６ ２．５７

ＵＦ截留液（１） ０．２７ ０．３７ ０．１１ ０．０５ ０．８７ ２．６５

ＵＦ截留液（２） ０．０１ ０．０１ ０．０１ － ０．７３ ０．１２

ＮＦ１透过液 ０．０４ ０．３１ ０．１１ ０．０５ ０．０１ ２．３５

ＮＦ１截留液（１） ２．４３ ０．３５ ０．１１ ０．０５ ０．４９ ４．２９

ＮＦ１截留液（２） ２．０１ ０．０２ － － ０．４５ ０．０４

ＮＦ２透过液 － ０．２９ ０．１１ ０．０５ ０．０１ ０．１５

ＮＦ２截留液（１） ０．４１ ０．４４ ０．１１ ０．０５ ０．１０ ２２．５０

ＮＦ２截留液（２） ０．３９ ０．０２ － － ０．１０ １２．７０

ＮＦ３透过液 － ０．１５ ０．１０ ０．０４ ０．０１ －

ＮＦ３截留液（１） ０．０２ １．４３ ０．１７ ０．０９ ０．０５ １．４８

ＮＦ３截留液（２） ０．０２ １．３１ － － ０．０４ １．４１

　　ＮＦ１纳滤膜的分离结果表明，与ＵＦ透过液相比，ＮＦ１透过液的烟碱和总氮质量分数明显降低，同

时总糖的质量分数也有所降低，表明ＮＦ１纳滤膜对这些物质具有较好的截留作用。而过滤前、后钾离

子、氯离子和硝酸盐的质量分数没有明显变化，表明ＮＦ１纳滤膜对其截留作用不明显。对比ＮＦ１截留

液的检测结果，进一步证实ＮＦ１纳滤膜对常规化学成分具有选择性截留作用。

ＮＦ２纳滤膜对ＮＦ１透过液进行分离后，ＮＦ２透过液中烟碱的质量分数显著降低，仪器未检出，表

明其对烟碱有较强的截留作用；总糖的质量分数也明显降低，表明该膜对糖类物质也具有较好的截留作

用。总氮和钾离子的质量分数略有降低，表明ＮＦ２纳滤膜对部分含氮物质和以钾表征的有机酸盐有一

定截留作用。而过滤前、后氯离子和硝酸盐的质量分数没有明显变化，表明ＮＦ２纳滤膜对其截留作用

不明显。对比ＮＦ２截留液的检测结果，进一步证实上述选择性截留作用。

使用ＮＦ３纳滤膜对ＮＦ２透过液进一步分离后，ＮＦ３透过液中未检出糖类物质，表明该ＮＦ３纳滤

膜对其具有较强的截留效果；钾离子质量分数显著降低，表明ＮＦ３纳滤膜对以钾表征的有机酸盐有较

好的截留作用。此外，结合ＮＦ２截留液（１）的检测结果分析可知，ＮＦ３纳滤膜对部分含氮物质和以氯离

子和硝酸盐表征的无机酸盐也具有一定的截留作用。

２．３　膜分离精度对中性致香成分的截留影响

再造烟叶提取液经过不同过滤精度膜分离的中性致香成分及质量比，如表４所示。表４中：狋为保

留时间；狑为致香成分质量比；犖Ｃ 为碳原子数；狑ｔｏｔ为致香成分总质量比。由表４可知：ＭＦ透过液和提

取液原液的中性致香成分及质量比接近，表明 ＭＦ膜对中性致香成分的截留作用并不明显。

经过ＵＦ膜分离后，ＵＦ透过液的中性致香成分总质量比降低到４．２５８μｇ·ｇ
－１，比 ＭＦ透过液的

相应质量比（８．６０９μｇ·ｇ
－１）降低近５０％，表明ＵＦ膜对部分中性致香成分具有较好的截留作用。ＵＦ

膜对犖Ｃ 为４～５的中性致香成分截留作用较弱，对犖Ｃ 为６～１１的中性致香成分普遍具有一定截留作

用，对犖Ｃ 为１３的中性致香成分具有较好的截留作用。对比相关致香成分在 ＵＦ截留液与 ＵＦ透过液
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的质量比，进一步证实了ＵＦ膜对不同含碳数中性致香成分表现出选择性截留作用。

表４　不同过滤精度膜处理前、后提取液的中性致香成分及质量比

Ｔａｂ．４　Ｎｅｕｔｒａｌａｒｏｍａｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓａｎｄｍａｓｓｒａｔｉｏｏｆｅｘｔｒａｃｔｓｂｅｆｏｒｅａｎｄ

ａｆｔｅｒｍｅｍｂｒａｎｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｐｒｅｃｉｓｉｏｎｓ

成分 犖Ｃ 狋／ｍｉｎ

狑／μｇ·ｇ
－１

提取液
原液

ＭＦ
透过
液

ＭＦ
截留
液

ＵＦ
透过
液

ＵＦ
截留
液

ＮＦ１
透过
液

ＮＦ１
截留
液

ＮＦ２
透过
液

ＮＦ２
截留
液

ＮＦ３
透过
液

ＮＦ３
截留
液

３羟基２丁酮 ４ ２．９５５０．４５３ ０．３９６ ０．４３６ ０．４２０ ０．４７０ ０．３９１ ０．５０４ ０．２０８ ２．１５０ － ２．１７４

３甲基丁醇 ５ ３．２２８０．０４４ ０．０３９ ０．０３６ ０．０４０ ０．０４３ ０．０４６ ０．５１６ ０．０２７ ０．２６２ － ０．２１８

糠醛 ５ ４．５４４０．０９４ ０．０６３ ０．０７５ ０．０５９ ０．０８４ ０．０３８ ０．１２８ ０．０２５ ０．１５７ － ０．１７９

２甲基丁酸 ５ ４．７６２０．０３２ ０．０２７ ０．０３２ ０．０２３ ０．０５５ ０．００７ ０．１１７ ０．００２ ０．０１４ － ０．０１７

糠醇 ５ ４．８９４０．１４６ ０．０９３ ０．０９１ ０．０８１ ０．１０１ ０．０３７ ０．３５３ ０．０２９ ０．０９３ － ０．１５３

４环戊烯１，３二酮 ５ ５．３６９０．０４９ ０．０４１ ０．０４３ ０．０３８ ０．０７７ ０．０２０ ０．１２１ － ０．０１１ － ０．０２５

吡啶２甲醛 ６ ６．６５１０．００９ ０．００８ ０．０２１ ０．００７ ０．０１７ － － － － － －

苯甲醛 ６ ６．９３１０．０６７ ０．０６０ ０．０４３ ０．０４０ ０．１６１ － ０．１３２ － － － －

２乙酰基吡咯 ６ ８．８６８０．２４０ ０．１９２ ０．１９７ ０．１２９ ０．８７４ ０．０３５ １．２８７ ０．００２ ０．０８９ － －

４甲氧基苯酚 ７ ９．３４４０．０４５ ０．０３９ ０．０４０ ０．０１３ ０．２３６ ０．００３ ０．１０６ － ０．００８ － －

苯甲醇 ７ ８．３４５０．８６３ ０．７２５ ０．７１６ ０．６１５ １．３２８ ０．２５６ ３．０２５ ０．０１８ １．８４６ － ０．０９９

苯乙醛 ８ ８．５１７０．３０１ ０．２７８ ０．２５３ ０．２０７ ０．６０３ ０．０６４ １．７４９ ０．００６ ０．１６３ － ０．０１４

苯乙醇 ８ ９．８８００．７０４ ０．６２８ ０．６７０ ０．３２５ ０．９７５ ０．１３８ １．７５４ ０．００２ １．１７９ － ０．０１３

苯并噻吩 ８ １１．４８７０．３１３ ０．３９９ ０．４１９ ０．３２７ ０．８８３ ０．０７７ ２．１９６ ０．００９ ０．５２６ － ０．０２１

２，３二氢苯并呋喃 ８ １１．９７９１．３２５ １．２０１ １．５８２ ０．８６０ １．５８４ ０．２２５ ５．３７２ － ０．２７１ － －

吲哚 ８ １３．２９４０．１８７ ０．１４３ ０．１２１ ０．１１３ ０．１６２ ０．０２１ ０．８４９ － ０．０５０ － －

芳樟醇 １０ ９．５７８０．０１３ ０．０１５ ０．０２２ ０．００７ ０．０９４ － ０．０５５ － － － －

二氢猕猴桃内酯 １１ １７．７８２０．４６７ ０．４６１ ０．４９４ ０．１７９ ２．３２８ － １．６９１ － ０．００７ － －

茄酮 １３ １４．２７４２．１３９ １．８４５ １．８５７ ０．３８２１１．３６５ ０．０１６ ２．８５３ － ０．０９１ － －

β大马酮 １３ １４．６８５０．５６２ ０．５０３ ０．６４４ ０．０８５ ３．１８９ － ０．６５８ － － － －

β二氢大马酮 １３ １４．８０３０．１０２ ０．０９６ ０．１０６ ０．０１０ ０．８３５ － ０．１２４ － － － －

β紫罗兰酮 １３ １５．１４５０．０９５ ０．０７５ ０．０９７ ０．０１２ ０．６６２ － ０．１３１ － － － －

二氢乙位紫罗兰酮 １３ １５．２２１０．１１４ ０．０９８ ０．１８５ ０．０１４ ０．８６１ － ０．１２６ － － － －

巨豆三烯酮犅 １３ １８．６６３０．５９４ ０．５４３ ０．８６３ ０．１２７ ４．３０９ － １．２４０ － － －

巨豆三烯酮犇 １３ １９．５５１０．５３７ ０．４８８ ０．７９５ ０．１４５ ４．１７２ － １．５３２ － ０．００２ － －

３氧代α紫罗兰醇 １３ １９．８６７０．１７４ ０．１５３ ０．１９１ ０．０３１ １．０６５ － ０．２７５ － － － －

狑ｔｏｔ／μｇ·ｇ
－１ ９．６６９ ８．６０９１０．０２９ ４．２５８３２．３６１ １．５１４２６．８９４ ０．３２８ ６．９１７ － ２．９１３

　　ＮＦ１纳滤膜对提取液进一步分离后，ＮＦ１透过液的中性致香成分总质量比为１．５１４μｇ·ｇ
－１，对比

ＵＦ透过液降低近６５％，表明ＮＦ１纳滤膜对提取液中的中性致香成分具有较强的截留作用。此外，对

比ＮＦ１过滤前、后的致香成分可知，ＮＦ１膜对犖Ｃ 为４～５的中性致香成分具有一定截留作用，对犖Ｃ 为

６～８的中性致香成分具有较好的截留作用，对犖Ｃ 为１０～１３的中性致香成分具有较强的截留作用。

使用ＮＦ２纳滤膜对ＮＦ１透过液进一步分离后，ＮＦ２透过液的中性致香成分总质量比降低到０．３２８

μｇ·ｇ
－１，降低了近７８％，表明ＮＦ２纳滤膜可以对犖Ｃ 为４～８的中性致香成分进一步有效截留。对各

组分分析可知，ＮＦ２膜对犖Ｃ 为４～５的烟草中性致香成分具有一定的截留作用，对犖Ｃ 为６～８的烟草

中性致香成分具有较强的截留作用。

使用ＮＦ３纳滤膜对ＮＦ２透过液再分离后，在透过液中未检出烟草中性致香物质，且ＮＦ３截留液富

集了犖Ｃ 为４～８的中性致香成分，表明ＮＦ３纳滤膜对提取液中碳原子数超过４的中性致香成分均具有

较强的截留作用。

２．４　不同过滤精度膜组合的各段组分

采用 ＭＦ＋ＵＦ＋ＮＦ１＋ＮＦ２＋ＮＦ３膜组合方式对再造烟叶提取液进行逐级过滤，提取液进料量为

５０００ｋｇ，各级透过液占该级过滤液质量的９０％。通过测定各段不挥发物质量分数，结合各段质量，可

以计算各组分段干物质总质量及其占比，如表５所示。由表５可知：提取液经 ＭＦ＋ＵＦ＋ＮＦ１＋ＮＦ２＋

５８６第５期　　　　　　　　　　　赖傲楠，等：膜分离精度对再造烟叶提取液的截留影响
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ＮＦ３膜组合方式逐级过滤，形成了５个可用于涂布料化学成分调控的截留液组分段，占进料干物质总

质量的９７．７６％。通过计算可知，这５个组分段混合后的不挥发物质量分数为２０．１６％。

表５　提取液在各组分段的质量、不挥发物质量分数、干物质总质量及其占比

Ｔａｂ．５　Ｑｕａｌｉｔｙ，ｎｏｎｖｏｌａｔｉｌｅｍａｔｔｅｒｍａｓｓｆｒａｃｔｉｏｎ，ｔｏｔａｌｄｒｙｍａｔｔｅｒｍａｓｓ

ａｎｄｉｔｓｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｓｅｇｍｅｎｔ

溶液 各段质量／ｋｇ 不挥发物质量分数／％ 干物质总质量／ｋｇ 干物质占比／％

提取液原液 ５０００ ８．４５ ４２２．５０ －

ＭＦ截留液 ５００ １８．３１ ９１．５５ ２１．６７

ＵＦ截留液 ４５０ ２３．０６ １０３．７７ ２４．５６

ＮＦ１截留液 ４０５ ２４．４３ ９８．９４ ２３．４２

ＮＦ２截留液 ３６５ ２４．８５ ９０．７０ ２１．４７

ＮＦ３截留液 ３２９ ８．５３ ２８．０６ ６．６４

ＮＦ３排放液 ２９５１ ０．３７ １０．９２ ２．５８

　　根据各截留液段主要化学成分的质量和表５中各段质量，可计算出各主要化学成分在各段的质量，

并将其与表５中各段的干物质总质量进行对比，计算出每段中各主要化学成分占该段干物质总质量的

比例，如表６所示。由表６可知：ＭＦ段的主要化学成分是悬浮物，占该段干物质总质量的４５．４４％；ＵＦ

段的主要化学成分是可溶性大分子和糖类物质，分别占该段干物质总质量的２３．６４％和１１．４９％；ＮＦ１

段的主要化学成分是糖类物质和烟碱，分别占该段干物质总质量的１７．５６％和９．９５％；ＮＦ２段的主要

化学成分是糖类物质，占该段干物质总质量的９０．５５％；ＮＦ３段的主要化学成分是有机酸盐，占该段干

物质总质量的６８．６０％。因此，采用 ＭＦ＋ＵＦ＋ＮＦ１＋ＮＦ２＋ＮＦ３膜组合方式可以在较为宽泛的范围

内实现再造烟草涂布液主要化学成分的调控。

表６　各组分段中主要化学成分占干物质总质量的比例 （单位：％）　

Ｔａｂ．６　Ｒａｔｉｏｏｆｍａｊｏｒｃｈｅｍｉｃａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｔｏｔｏｔａｌｄｒｙｍａｔｔｅｒｍａｓｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｓｅｇｍｅｎｔ（ｕｎｉｔ：％）　

溶液 悬浮物 可溶性大分子 烟碱 糖类 有机酸盐 无机酸盐 致香成分

ＭＦ截留液 ４５．４４ ５．１３ １．３７ １５．６７ ４．１７ ２．２４ ０．００５

ＵＦ截留液 － ２３．６４ １．１７ １１．４９ ４．３９ １．５７ ０．０１４

ＮＦ１截留液 － － ９．９５ １７．５６ ３．８９ １．５４ ０．０１１

ＮＦ２截留液 － － １．６５ ９０．５５ ５．６３ １．５１ ０．００３

ＮＦ３截留液 － － ０．２３ １７．３５ ６８．６０ ７．６３ ０．００３

３　结论

通过将微滤、超滤和不同孔径纳滤膜依次应用于再造烟叶提取液的分离，研究不同孔径分离膜对提

取液主要化学成分的截留影响，实现了对再造烟叶涂布液化学成分的调控。具体有以下２点结论。

１）孔径为２００ｎｍ的 ＭＦ膜对悬浮物（含难溶性蛋白质和果胶）有良好的截留作用；孔径为２０～３０

ｎｍ的ＵＦ膜对可溶性蛋白质和果胶等大分子物质具有较强的截留作用；孔径为５～１０ｎｍ的ＮＦ１纳滤

膜对烟碱和碳原子数为１０～１３的中性致香成分具有较强的截留作用；孔径为３～５ｎｍ的ＮＦ２纳滤膜

对糖类物质和碳原子数６～８的烟草中性致香成分具有较强的截留作用；孔径为１～２ｎｍ的ＮＦ３纳滤

膜对以钾表征的有机酸盐和碳原子数超过４的烟草中性致香成分具有较强的截留作用。

２）采用 ＭＦ＋ＵＦ＋ＮＦ１＋ＮＦ２＋ＮＦ３膜分离组合方式能够将再造烟叶提取液分成相应的５组截

留液组分段，可以在较为宽泛的范围内实现再造烟叶涂布料主要化学成分的重组和调控。
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　　　华侨大学厦门校区鸟类多样性的

时空分布格局

罗湘，孙荣，陈焱篧

（华侨大学 化工学院，福建 厦门３６１０２１）

摘要：　２０１４年１２月－２０１５年１１月（第１期）和２０２２年１２月－２０２３年１１月（第２期）采用样线法、样点法

对华侨大学厦门校区鸟类进行调查，并分析其物种组成及多样性。结果表明：两期调查共记录鸟类９３种，隶

属１３目４０科，相比第１期调查，第２期新增鸟类１７种；秋季鸟类物种数量和多样性指数均最高，冬季最低；

两期调查５类生境的鸟类物种数量从大到小均为白鹭湖区、绿地区、内河区、宿舍区、教学区，多样性指数从大

到小均为白鹭湖区、宿舍区、绿地区、内河区、教学区；相比第１期调查，第２期调查各生境和各季节的鸟类物

种数和多样性指数均有所增加，均匀度指数除绿地区和教学区有所增加外，其余３个生境均出现小幅度减少。

关键词：　鸟类群落；多样性；鸟类生境；季节；华侨大学厦门校区
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维持生物多样性的能力下降，城市生态系统遭到严重破坏［１２］。城市化的负面影响将对全球生物多样性

产生深远影响［２３］。鸟类是生态系统的重要组成部分，具有较强的活动能力和较高的环境敏感性，鸟类

种群的变化能够有效地反映栖息地的生态变化［４５］，因此，它们通常作为城市生态系统健康水平的指示

物种，用于研究城市化对生物多样性的影响［６］。在保护城市生态系统生物多样性中，城市绿地起着至关

重要的作用［２］。大学校园作为城市绿地的重要组成部分，通常拥有丰富的生境类型［７８］和原始自然的大

片绿地［３］，能为鸟类提供安全的栖息环境和丰富的生长资源，是城市鸟类重要的栖息地之一［７］。

现今许多大学校园拥有很高的生物多样性水平［８］，甚至在校园内发现了新物种［９］，大学校园在维护

鸟类多样性方面发挥着重要作用［２，１０］。目前，诸多大学建立了植物园或动物保护区以研究校园生物多

样性，全球超过３００所高校进行了校园植物和鸟类的多样性调查，主要集中在中国和印度
［８］。我国大学

校园鸟类研究主要集中在鸟类群落物种组成调查［１１１５］、结合不同生境特征的鸟类多样性分析［４，１１，１６２４］、

繁殖鸟类调查［２５］、冬季鸟类调查［２６２９］、鸟类警觉行为探究［３０３１］和植物与鸟类共生关系探究［３２］等方面。

华侨大学厦门校区绿地面积大、植被丰富、覆盖率较高，虽然以前进行过鸟类多样性调查，但数据较陈

图１　校区地理位置图

Ｆｉｇ．１　Ｇｅｏｇｒａｐｈｉｃａｌｌｏｃａｔｉｏｎ

ｍａｐｏｆｃａｍｐｕｓ

旧。基于此，本文对华侨大学厦门校区（简称校区）鸟类多样性的时空

分布格局进行研究。

１　研究区概况与研究方法

１．１　研究区概况

福建省厦门市属于亚热带海洋性季风气候，温和多雨，冬短夏长，

年平均气温约２１℃，年平均降雨量约１２００ｍｍ
［３３３４］。校区位于厦门

市集美区，２００６年投入使用，２０１５年在校生超过２．０万人，截止２０２３

年１２月在校生超过４．６万人。校区前临杏林湾海湾公园，校区中心直

线距离杏林湾海湾公园８００ｍ，后靠兑山森林公园和天马山郊野公园

（图１），校区中心直线距离兑山森林公园１０ｍ，距离天马山郊野公园中心点２８００ｍ。校区总占地面积

约１３２万ｍ２，建筑面积约６０万ｍ２，绿地面积约５２万ｍ２，白鹭湖区、荷花池、人工河等水体的景观面积

约８万ｍ２。

１．２　研究方法

１．２．１　生境划分　校区生境划分，如表１所示。

表１　校区生境划分

Ｔａｂ．１　Ｈａｂｉｔａｔｔｙｐｅｓｏｆｃａｍｐｕｓ

生境 生境特征 人为活动

白鹭湖区
湖泊有２座树岛屿，水域面积大，右临教学区，左临校园围墙，周围植被种类较多、覆盖率较
高，较远离污染源

干扰小

内河区
校内河流水域面积较小，水浅鱼多，河面上水生植物较单一，河道两旁种有乔木，左临绿地
区和教学区

干扰较小

教学区 植被覆盖度较小、种类单一 干扰极大

绿地区
树木较少、分布较稀疏，多为草本和低矮灌木，有大块的可供鸟类作遮蔽物的植物区域，但
绿地间连通性较差，离污染源较远

干扰较小

宿舍区
树木种类单一，但数量较多，且古树较多、生长茂密，北部靠近兑山和学校操场，西北部靠近
马路

干扰较大

　　校区生境划分图，如图２所示。

１．２．２　数据采集　对２０１４年１２月－２０１５年１１月（第１期）和２０２２年１２月－２０２３年１１月（第２期）

进行校园鸟类多样性调查，在每个生境设置１条样线，样线布设尽可能涵盖大部分生境。在晴朗、风力

小于３级的天气条件下，选择清晨或傍晚鸟类活动的高峰期，调查人员沿着固定样线以１ｋｍ·ｈ－１的速

度匀速步行，使用双筒或单筒望远镜观察鸟类，记录样线两侧５０ｍ范围内及前方所有见到或听到的鸟

类物种、所在生境及数量等信息［３５］；对于水域的调查则采用设定固定样点，以半径５ｍ的范围内的样点

法开展鸟类群落与多样性观测。为避免重复计数，从样线后方向前方飞的鸟类不进行统计［３６］。调查时

９８６第５期　　　　　　　　　　　罗湘，等：华侨大学厦门校区鸟类多样性的时空分布格局
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图２　校区生境划分图

Ｆｉｇ．２　Ｈａｂｉｔａｔｄｉｖｉｓｉｏｎ

ｍａｐｏｆｃａｍｐｕｓ

期分别为冬季越冬期（２０１４年１２月－２０１５年２月；２０２２年１２月－

２０２３年２月）、春季迁徙期（２０１５年３月－２０１５年５月；２０２３年３月－

２０２３年５月）、夏季繁殖期（２０１５年６月－２０１５年８月；２０２３年６月－

２０１５年８月）和秋季迁徙期（２０１５年９月－２０１５年１１月；２０２３年９

月－２０２３年１１月），每个季节调查１～２次。鸟类的鉴定和分类等主要

参照《中国鸟类观察手册》［３７］。

１．２．３　数据处理与分析　物种多样性采用ＳｈａｎｎｏｎＷｉｅｎｅｒ指数（犎）

进行分析，犎 的表达式为

犎 ＝－∑犘犻ｌｇ犘犻。

上式中：犘犻为第犻种的个体比例，即物种犻的个体数与所有物种总个体

数之比。

均匀度采用Ｐｉｅｌｏｕ指数（犈），犈表达式为

犈＝犎／犎ｍａｘ＝犎／ｌｇ犚。

上式中：犎ｍａｘ为在物种丰富度相同的情况下能达到的最大ＳｈａｎｎｏｎＷｉｅｎｅｒ指数；犚为群落物种丰富度。

Ｓｏｒｅｎｓｅｎ相似性系数（犛）的表达式为

犛＝２犮／（犪＋犫）。

上式中：犪为群落犃 中的物种数；犫为群落犅 中的物种数；犮为２个群落（５个生境视为５个不同的群落）

中共有的物种数。

数据分析处理和作图均使用Ｏｒｉｇｉｎ２０２２软件。

２　实验结果与分析

２．１　鸟类群落物种组成

２．１．１　物种组成　２期调查共记录到鸟类９３种，隶属１３目４０科。其中，雀形目鸟类最多，有２６科６７

种，占全部鸟类的７２．０４％；其次为鹈形目，有１科７种，占全部鸟类的７．５３％。?科鸟类有１３种，占鸟

类总数的１３．９８％。

在调查到的鸟类中，有国家一级重点保护野生动物１种，为黄嘴白鹭（犈犵狉犲狋狋犪犲狌犾狅狆犺狅狋犲狊）；国家二

图３　两期鸟类群落物种组成

Ｆｉｇ．３　Ｓｐｅｃｉｅｓｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｂｉｒｄ

ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓｉｎｔｗｏｐｅｒｉｏｄｓ

级重点保护野生动物４种，包括褐翅鸦鹃（犆犲狀狋狉狅狆狌狊

狊犻狀犲狀狊犻狊）、画眉（犔犲狌犮狅犱犻狅狆狋狉狅狀犮犪狀狅狉狌狊）、领角（犗狋狌狊

犾犲狋狋犻犪）、红隼（犉犪犾犮狅狋犻狀狀狌狀犮狌犾狌）；福建省级重点保护野

生动物１１种，包括小"#

（犜犪犮犺狔犫犪狆狋狌狊狉狌犳犻犮狅犾犾犻狊）、大

白鹭（犃狉犱犲犪犪犾犫犪）、苍鹭（犃狉犱犲犪犮犻狀犲狉犲犪）、白鹭（犈犵狉犲狋狋犪

犪犾犫犪）、灰喜鹊（犆狔犪狀狅狆犻犮犪犮狔犪狀狌狊）、喜鹊（犘犻犮犪狊犲狉犻犮犪）、

金 腰 燕 （犆犲犮狉狅狆犻狊犱犪狌狉犻犮犪）、画 眉 （犔犲狌犮狅犱犻狅狆狋狉狅狀

犮犪狀狅狉狌狊）、戴胜 （犝狆狌狆犪犲狆狅狆狊）、黑枕黄鹂 （犗狉犻狅犾狌狊

犮犺犻狀犲狀狊犻狊）、家燕（犎犻狉狌狀犱狅狉狌狊狋犻犮犪）。

２．１．２　鸟类群落物种的组成　两期鸟类群落物种组

成，如图３所示。由图３可知：在居留型方面，留鸟数量

最多，有６０种，占总物种数的６４．５１％，冬候鸟２２种，占

总物种数的２３．６６％，夏候鸟９种，占总种数的９．６８％，旅鸟数量最少，有２种，占总种数的２．１５％；在区

系方面，东洋界鸟最多，有６２种，占总种数的６６．６７％，其次是古北界鸟，有２６种，占鸟类总种数的

２７．９６％，广布种鸟最少，有５种，占鸟类总种数的５．３７％；在生态类型方面，鸣禽最多，有６７种，占总种

数的７２．０４％，其次是涉禽，有１２种，占总种数的１２．９０％，攀禽有７种，占总种数的７．５３％，陆禽有３

种，占总种数的３．２３％，猛禽有２种，占总种数的２．１５％；游禽有２种，占总种数的２．１５％。

２．１．３　优势种　校区校园内的９３种鸟类中，有优势种４种，占总数的４．３０％，分别为白头鹎

０９６ 华 侨 大 学 学 报 （自 然 科 学 版）　　　　　　　　　　　　　　２０２４年
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（犘狔犮狀狅狀狅狋狌狊狊犻狀犲狀狊犻狊）、白颊噪鹛（犘狋犲狉狅狉犺犻狀狌狊狊犪狀狀犻狅）、麻雀（犘犪狊狊犲狉犿狅狀狋犪狀狌狊）、白（犕狅狋犪犮犻犾犾犪

犪犾犫犪）；常见种１８种，占总数的１９．３５％；少见种４３种，占总数的４６．２４％。

２．２　鸟类多样性时空格局

２．２．１　不同生境鸟类群落多样性　２０１４年１２月－２０１５年１１月，白鹭湖区的鸟类种数有４１种，绿地

区有３４种，内河区有２９种，宿舍区有２０种，教学区有１１种。校区各生境鸟类群落统计，如图４所示。

由图４可知：第１期调查的物种数占比从大到小的生境为白鹭湖区、绿地区、内河区、宿舍区、教学区，物

种多样性指数从大到小的生境为白鹭湖区（２．７０３）、宿舍区（１．８２２）、绿地区（１．６６６）、内河区（１．６２９）、教

学区（０．４８１），均匀度指数从大到小的生境为白鹭湖区（０．７２８）、宿舍区（０．６０８）、内河区（０．４８４）、绿地区

（０．４７２）、教学区（０．２０１）；第２期调查的物种数占比从大到小的生境为白鹭湖区、绿地区、内河区、宿舍

区、教学区，物种多样性指数从大到小的生境为白鹭湖区（２．８１６）、宿舍区（１．９４６）、绿地区（１．８８４）、内河

区（１．６８６）、教学区（０．５５７），均匀度指数从大到小的生境为白鹭湖区（０．７００）、宿舍区（０．６０５）、绿地区

（０．４８４）、内河区（０．４３６）、教学区（０．２１１）；较第１期调查，第２期调查的各生境的鸟类物种数和物种多

样性指数均有所增加，均匀度指数除绿地区和教学区有所增加外，其余３个生境均出现小幅度减少。

（ａ）物种数占比　　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｂ）结构指数

图４　校区各生境鸟类群落统计

Ｆｉｇ．４　Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓｏｆｂｉｒｄｃｏｍｍｕｎｉｔｙｉｎｖａｒｉｏｕｓｈａｂｉｔａｔｓｏｆｃａｍｐｕｓ

２．２．２　不同季节鸟类群落多样性　校区不同季节鸟类群落，如图５所示。

　　（ａ）物种数占比　　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｂ）多样性指数

图５　校区不同季节鸟类群落

Ｆｉｇ．５　Ｂｉｒｄｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｅａｓｏｎｓｏｆｃａｍｐｕｓ

２０１４年１２月－２０１５年１１月，春季记录到鸟类４９种，夏季记录到鸟类５９种，秋季记录到鸟类６０

种，冬季记录到鸟类４７种。２０２２年１２月－２０２３年１１月，春季记录到鸟类５８种，夏季记录到鸟类６５

种，秋季记录到鸟类７５种，冬季记录到鸟类５５种。由图５可知：第１期调查的不同季节鸟类群落多样

性指数有所不同，春季为１．７１５，夏季为１．９２７，秋季最高（２．２２９），冬季最低（１．６９９）；第２期调查的不同

季节鸟类群落多样性指数有所不同，春季为１．６８６，夏季为１．８８９，秋季最高（２．０１２），冬季最低（１．６６２）。

２．２．３　鸟类群落相似性　２０１４－２０１５年校区不同生境鸟类群落相似性，如表２所示。由表２可知：绿

地区与白鹭湖区的生境鸟类群落相似性最高（０．５６８），宿舍区与绿地区的生境鸟类群落相似性次之

（０．４４４），宿舍区与白鹭湖区的生境鸟类群落相似性第３（０．３６７），教学区与白鹭湖区的生境鸟类群落相

似性最低（０．０８７）。

１９６第５期　　　　　　　　　　　罗湘，等：华侨大学厦门校区鸟类多样性的时空分布格局
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表２　２０１４－２０１５年校区不同生境鸟类群落相似性

Ｔａｂ．２　Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙｏｆｂｉｒｄｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｈａｂｉｔａｔｓｏｆｃａｍｐｕｓｆｒｏｍ２０１４ｔｏ２０１５

生境
犛

白鹭湖区 内河区 教学区 绿地区 宿舍区

白鹭湖区 １．０００ － － － －

内河区 ０．２９９ １．０００ － － －

教学区 ０．０８７ ０．２４２ １．０００ － －

绿地区 ０．５６８ ０．２３０ ０．１００ １．０００ －

宿舍区 ０．３６７ ０．２５５ ０．１５４ ０．４４４ １．０００

　　２０２２－２０２３年校区不同生境鸟类群落相似性，如表３所示。由表３可知：内河区与白鹭湖区的生

境鸟类群落相似性最高（０．４５６），内河区与绿地区的生境鸟类群落相似性次之（０．３７８），绿地区与白鹭湖

区的生境鸟类群落相似性第３（０．３４４），教学区与宿舍区的生境鸟类群落相似性最低（０．１０９）。

表３　２０２２－２０２３年校区不同生境鸟类群落相似性

Ｔａｂ．３　Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙｏｆｂｉｒｄｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｈａｂｉｔａｔｓｏｆｃａｍｐｕｓｆｒｏｍ２０２２ｔｏ２０２３

生境
犛

白鹭湖区 内河区 教学区 绿地区 宿舍区

白鹭湖区 １．０００ － － － －

内河区 ０．４５６ １．０００ － － －

教学区 ０．１２３ ０．２６６ １．０００ － －

绿地区 ０．３４４ ０．３７８ ０．１８８ １．０００ －

宿舍区 ０．１４４ ０．２１１ ０．１０９ ０．２１６ １．０００

　　不同季节鸟类群落相似性，如表４所示。由表４可知：春季和冬季生境鸟类群落相似性最高

（０．８００），春季和秋季次之（０．５８７），秋季和冬季第３（０．５７９），夏季和春季、夏季和秋季最低（０．４６２）。

表４　不同季节鸟类群落相似性

Ｔａｂ．４　Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆｂｉｒｄｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｈａｂｉｔａｔｓ

季节
犛

春季 夏季 秋季 冬季

春季 １．０００ － － －

夏季 ０．４６２ １．０００ － －

秋季 ０．５８７ ０．４６２ １．０００ －

冬季 ０．８００ ０．４６６ ０．５７９ １．０００

２．３　与南方其他高校鸟类比较

与南方其他高校鸟类调查相比［１２１３，１８２０，２５］，华侨大学厦门校区鸟类种类组成上居中等偏上（表５）。

表５　校区鸟类种数与其他南方高校对比

Ｔａｂ．５　Ｎｕｍｂｅｒｓｏｆｂｉｒｄｓｐｅｃｉｅｓｏｆｃａｍｐｕｓｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｏｔｈｅｒｓｏｕｔｈｕｎｉｖｅｒｓｉｔｉｅｓ

高校 目 科 种 调查时间 地理位置 来源

华侨大学厦门校区 １３ ４０ ９３ 第１，２期 福建省厦门市 文中

福建农林大学 １３ ５２ ６１ ２０１３年４月－２０１４年９月 福建省福州市 文献［１２］

玉林师范学院 ８ ２３ ４８ ２０１５年４月－２０１６年５月 广西省玉林市 文献［１３］

华南农业大学 １５ ６０ ２６０ ２０２１年３月－２０２２年２月 广东省广州市 文献［１８］

浙江农林大学 １５ ３８ １０３ ２０２１年１１月－２０２２年５月 浙江省杭州市 文献［１９］

重庆大学Ａ区 ５ １８ ２４ ２０１８年８月－２０１９年４月 重庆市沙坪坝区 文献［２０］

海南师范大学 ４ １１ １２
２０１８年全年和

２０１９年３月－２０１９年８月
海南省海口市 文献［２５］

３　讨论

３．１　群落特征

校区鸟类物种数较多，雀形目在种类和丰富度方面占据主导地位；在居留型方面，以留鸟为主，这与

２９６ 华 侨 大 学 学 报 （自 然 科 学 版）　　　　　　　　　　　　　　２０２４年
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福建省鸟类区系吻合［３９］；在区系方面，以东洋界鸟物种，这与中国动物地理区划相吻合；在生态类型方

面，以鸣禽为主。这可能与校区的地理位置和环境条件有关。厦门地处东南沿海，属亚热带地区，常年

呈亚热带海洋性季风气候，气候温和，雨量充沛，是鸟类良好的栖息地，也是北方高纬度繁殖的鸟类的重

要越冬区。鸣禽以浆果、花蕾、种籽、谷物和昆虫为食，校园内人为活动强烈，人为活动产生的生活垃圾

等可以为鸣禽提供大量的食物，且鸣禽身体多为小型，校园中乔木和灌木可为其提供充足、相对安全的

庇护所。另外，校园后靠兑山森林公园和天马山郊野公园，这两座公园以林鸟、鸣禽等为主，其林鸟、鸣

禽可能迁移至校园。

作为一个新建校区（２００６年建成投入使用），校园鸟类的科、种相比其他高校都处于较高的水平（表

５）。一方面表明校区鸟类生境多样性程度高，另一方面与该校区毗邻天马山郊野公园、兑山森林公园、

杏林湾海湾等都有关系，这几个区域分别给学校带来了林鸟、鸣禽和水鸟。从空间位置看，校区位于杏

林湾海湾与天马山郊野公园的中间，再加上学校内丰富的食物资源为鸟类提供了停歇的场所，因此，鸟

类数量较高。

３．２　空间尺度

不同的生境条件使鸟类物种数和多样性在空间尺度上存在差异，校区鸟类物种丰富度与海拔高度、

降水、校园面积、建校时间和人口密度等密切相关。白鹭湖区鸟类物种数、多样性指数和均匀度指数均

最高，一方面，丰富的水域环境能有效提升鸟类群落多样性；另一方面，栖息地植被条件是影响鸟类物种

多样性的主要因素，植被斑块面积越高，鸟类物种越丰富。教学区鸟类物种数、多样性指数和均匀度指

数均最低，这可能因为该区植被覆盖度较小、种类单一、人为活动频繁，因此干扰极大，不利于鸟类生存

繁殖。宿舍区鸟类物种数较少，但多样性指数和均匀度指数较高，可能因为其北部靠近兑山，兑山森林

公园鸟类物种丰富，可能迁徙至临近的宿舍区，且该区古树较多、生长茂密，能为鸟类提供良好的栖息条

件，但宿舍区相邻马路和学校操场，人车流量大，不利于鸟类的日常活动。

当两种生境的鸟类群落相似性系数低于０．６００时，可以看成两种生境不相似。从不同生境来看，生

境相似性系数均低于０．６００，可以看成５种生境均互不相似。但白鹭湖区与绿地区鸟类群落相似性系

数接近０．６００（０．５６８），可能因为白鹭湖区与绿地区均有大块的可供鸟类作遮蔽物的植物区域，且这两个

功能区较远离污染源，是比较适合鸟类栖息的区域。从不同季节来看，春季和冬季的相似性大于０．６００

（０．８００），这可能是由于冬季鸟类数量逐渐减少，不适寒冷的鸟类飞离了校区，而大部分留鸟留了下来，

且春冬季时间接近，记录的鸟类接近。

３．３　时间尺度

校区５类生境的鸟类物种数和多样性均为第２期调查高于第１期调查，第２期调查新增鸟类１７

种。一方面，生境异质性是形成丰富多样鸟类群落的重要因素，建校时间越久，生境越丰富，鸟类物种越

丰富。另一方面，建校以来，校园绿化水平不断提高，浆果类、核果类等果实类树种增加，能为鸟类提供

更多食物。另外，鸟类增多还与杏林湾、天马山得到有效治理有关。第１期调查至第２期调查期间，天

马山进行了山体生态修复，丰富了植被盖度和群落多样性；杏林湾进行了湿地修复，种植了大量的植物，

提高了水质，提升了河道景观效果，有效保护了鸟类栖息。由于特殊情况，在２０１９年底至２０２２年初学

校基本上实行了封闭式管理，部分时间开展线上授课，校园内人类活动大量减少，人为干扰大幅度减弱，

这段时间的校内环境更利于鸟类生活。此外，２０２２年长江中下游大旱，高纬度地区的生态环境与往年

不同，长江中下游区域生态环境改变，部分鸟类外溢至厦门进行觅食和越冬。

校区的鸟类物种数和多样性均在秋、夏两季明显高于春、冬两季。这是因为秋季有大量的候鸟迁

徙，厦门地处冬候鸟迁徙路线的重要节点，秋季有大量的冬候鸟在厦门进行觅食、补充；夏季校园内的植

物枝叶繁茂且水生植被增多，可以为鸟类提供丰富的食物资源和较安全的庇护所，因此，秋、夏两季鸟类

物种数和多样性较高。

４　结论

２０１４年１２月－２０１５年１１月和２０２２年１２月－２０２３年１１月采用样线法、样点法对校区鸟类组成

及多样性进行了调查。共记录到鸟类９３种，隶属１３目４０科，其中，雀形目鸟类最多，有２６科６７种，占

３９６第５期　　　　　　　　　　　罗湘，等：华侨大学厦门校区鸟类多样性的时空分布格局
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总数的７２．０４％，其次为鹈形目，有１科７种，占全部鸟类的７．５３％。较第１期调查，第２期调查新发现

鸟类１７种、６目、１０科。校园内有国家一级重点保护野生动物１种；国家二级重点保护野生动物４种；

福建省级重点保护野生动物１１种。居留型方面，留鸟最多，有６０种，占总种数的６４．５１％，旅鸟最少，

有２种，占总种数的２．１５％；在区系方面，东洋界鸟最多，有６２种，占鸟类总种数的６６．６７％，广布种鸟

最少，有５种，占鸟类总种数的５．３７％；在生态类型方面，猛禽和游禽最少，均为２种。

在５种生境的两期调查中，白鹭湖区多样性指数和均匀度指数均最高，教学区均最低。从相似性

看，第１期调查时绿地区与白鹭湖区的鸟类群落相似性最高，教学区与白鹭湖区的鸟类群落相似性最

低；第２期调查时内河区与白鹭湖区的鸟类群落相似性最高，教学区与宿舍区的鸟类群落相似性最低。

春、冬两季的鸟类群落相似性最高（０．８００）。

综合来看，华侨大学厦门校区内鸟类种类丰富，群落多样性较高，具有保护价值。
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３７（６）：６９３７０２．ＤＯＩ：１０．１１９８４／ｊ．ｉｓｓｎ．１０００７０８３．２０１８００５５．

［１５］　佟富春，陆红璇，袁千允，等．华南农业大学校园鸟类多样性分析［Ｊ］．福建林业科技，２０２３，５０（２）：７０７６．ＤＯＩ：１０．

１３４２８／ｊ．ｃｎｋｉ．ｆｊｌｋ．２０２３．０２．０１３．

［１６］　姚雨欣，舒美英，傅东示，等．浙江农林大学不同生境鸟类群落的多样性［Ｊ］．中南农业科技，２０２３，４４（６）：１７０１７３，

１８８．

４９６ 华 侨 大 学 学 报 （自 然 科 学 版）　　　　　　　　　　　　　　２０２４年



犺狋狋狆狊：／／犺犱狓犫．犺狇狌．犲犱狌．犮狀／

［１７］　李波，曾星月，贺萌，等．山地校园鸟类多样性及其生境特征研究：以重庆大学Ａ区为例［Ｊ］．园林，２０２３，４０（２）：２８

３４．Ｄ０ｌ：１０．１２１９３／ｊ．ｌａｉｎｇ．２０２３．０２．００２８．００４．

［１８］　韩丹妮，罗旭，马长乐，等．昆明校园绿地因子与鸟类多样性关系研究：以昆明两所高校为例［Ｊ］．西部林业科学，

２０２２，５１（１）：１３２１４０，１４７．ＤＯＩ：１０．１６４７３／ｊ．ｃｎｋｉ．ｘｂｌｙｋｘ１９７２．２０２２．０１．０２０．

［１９］　彭子嘉，高天，师超众，等．校园绿地植被结构、生境特征与鸟类多样性关系［Ｊ］．生态学杂志，２０２０，３９（９）：３０３２

３０４２．ＤＯＩ：１０．１３２９２／ｊ．１０００４８９０．２０２００９．０１４．

［２０］　杨程，罗青青，赵文秀，等．黔南民族师范学院校园及其周边绿地鸟类调查［Ｊ］．安徽农业科学，２０２０，４８（１６）：９８

１０１，１４２．ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．０５１７６６１１．２０２０．１６．０２６．

［２１］　刘金梅，周博，梁伟．海南师范大学龙昆南校区的校园繁殖鸟类［Ｊ］．海南师范大学学报（自然科学版），２０２０，３３

（４）：４１９４２３．ＤＯＩ：１０．１２０５１／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７４４９４２．２０２０．０４．００８．

［２２］　杨岚，亓东明，王静，等．西昌学院北校区校园冬季鸟类多样性及栖息地特征［Ｊ］．野生动物学报，２０１５，３６（２）：１９７

２０１．ＤＯＩ：１０．１９７１１／ｊ．ｃｎｋｉ．ｉｓｓｎ２３１０１４９０．２０１５．０２．０１２．

［２３］　郭少荣，陈凡，李一琳．南京市仙林大学城冬季鸟类多样性初步调查：以文澜路３所高校为例［Ｊ］．江苏林业科技，

２０１９，４６（２）：２５３１．ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００１７３８０．２０１９．０２．００７．

［２４］　亓东明，杨岚，王静等．西昌学院北校区校园冬季鸟类区系组成与群落结构［Ｊ］．畜牧与饲料科学，２０１５，３６（４）：２７

３２．ＤＯＩ：１０．１６００３／ｊ．ｃｎｋｉ．ｉｓｓｎ１６７２５１９０．２０１５．０４．００９．

［２５］　曹长雷，郭心怡，由玉岩，等．长江师范学院校园鸟类对人为侵扰的适应性研究［Ｊ］．西南师范大学学报（自然科学

版），２０１６，４１（１）：１３２１３７．ＤＯＩ：１０．１３７１８／ｊ．ｃｎｋｉ．ｘｓｘｂ．２０１６．０１．０２３．

［２６］　郑冬杰，李媛，毕文奇．西南林业大学校园鸟类警戒行为初探［Ｊ］．畜牧兽医科技信息，２０２３（６）：３１３３．ＤＯＩ：１０．

３９６９／Ｊ．ＩＳＳＮ．１６７１６０２７．２０２３．０６．０１２．

［２７］　曹煜方，娄智俊，王红兵，等．上海师范大学奉贤校区内植物与鸟类共生关系探究［Ｊ］．上海师范大学学报（自然科

学版），２０２２，５１（０１）：７０７９．ＤＯＩ：１０．３９６９／Ｊ．ＩＳＳＮ．１０００５１３７．２０２２．０１．００９．

［２８］　刘晓芳，吝涛，吴昕怡．城市公园景观文化服务实现度定量化评价［Ｊ］．华侨大学学报（自然科学版），２０２２，４３（２）：

２０６２１５．ＤＯＩ：１０．１１８３０／ＩＳＳＮ．１０００５０１３．２０２１０４７７．

［２９］　袁炯炯，孟庆林，袁彦峰．厦门地区典型农村住宅夏季室内热环境实测与分析［Ｊ］．华侨大学学报（自然科学版），

２０１７，３８（１）：５３５７．ＤＯＩ：１０．１１８３０／ＩＳＳＮ．１０００５０１３．２０１７０１０１０．

［３０］　李登泰，包小样，王维熙，等．仁怀市鸟类群落结构与多样性分析［Ｊ］．山地农业生物学报，２０２４，４３（１）：６４７２．ＤＯＩ：

１０．１５９５８／ｊ．ｃｎｋｉ．ｓｄｎｙｓｗｘｂ．２０２４．０１．００８．

［３１］　樊涵，耿彦飞，胡国雄，等．传统村落野生动植物物种多样性及相关资源利用特征分析：以贵州省贵阳市花溪区镇

山村大寨为例［Ｊ］．山地农业生物学报，２０２１，４０（５）：４８５５．ＤＯＩ：１０．１５９５８／ｊ．ｃｎｋｉ．ｓｄｎｙｓｗｘｂ．２０２１．０５．００８．

［３２］　刘阳，陈水华．中国鸟类观察手册［Ｍ］．长沙：湖南科学技术出版社，２０２１．

［３３］　唐兆和，陈友铃，唐瑞干．福建省鸟类区系研究［Ｊ］．福建师范大学学报（自然科学版），１９９６，１２（２）：７７８７．

［３４］　王鹏，陈天恩，隋佳容，等．河南开封柳园口省级湿地自然保护区及其南侧区域鸟类群落的多样性［Ｊ］．湿地科学，

２０２４，２２（１）：３８５１．ＤＯＩ：１０．１３２４８／ｊ．ｃｎｋｉ．ｗｅｔｌａｎｄｓｃｉ．２０２４．０１．００５．

［３５］　陈志强，付建平，赵欣如，等．北京圆明园遗址公园鸟类组成［Ｊ］．动物学杂志，２０１０，４５（４）：２１３０．ＤＯＩ：１０．１３８５９／ｊ．

ｃｊｚ．２０１０．０４．０１１．

［３６］　叶佳伟，闫淑君，廖剑威，等．城市公园植物群落对鸟类多样性影响的研究进展［Ｊ］．四川林业科技，２０２２，４３（６）：

１１６１２１．ＤＯＩ：１０．１２１７２／２０２２０１１１０００２．

［３７］　ＳＯＩＦＥＲＬ，ＤＯＮＯＶＡＮＳ，ＢＲＥＮＴＩＥＮＳＥ，犲狋犪犾．Ｐｉｅｃｉｎｇｔｏｇｅｔｈｅｒｃｉｉｅｓｔｏｓｕｐｐｏｒｔｂｉｒｄｄｉｖｅｒｓｉｔｙ：Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄ

ｆｏｒｅｔｅｄｇｅｄｅｎｓｉｌｙａｆｅｃｔｂｉｒｄｒｉｃｈｎｅｓｓｉｎｕｒｂａｎｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｓ［Ｊ］．ＬａｎｄｓｃａｐｅａｎｄＵｒｂａｎＰｌａｎｎｉｎｇ，２０２１，２１３：１０４１２２．

ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｌａｎｄｕｒｂｐｌａｎ．２０２１．１０４１２２．

［３８］　ＳＡＢＯＳ．Ｎｉｃｈｅａｎｄｈａｂｉｔａｔｒｅｌａｔｉｏｎｓｉｎｓｕｂａｌｐｈｉｎｅｂｉｒｄｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓｏｆｔｈｅｗｈｉｔｅｍｏｕｎｔａｉｎｓｏｆｎｅｗｈａｍｐｓｈｉｒｅ［Ｊ］．

ＥｃｏｌｏｇｉｃａｌＭｏｎｏｇｒａｐｈｓ，１９８０，５０（２）：２４１２５９．ＤＯＩ：１０．２３０７／１９４２４８１．

［３９］　ＡＮＤＥＲＬＥＭ，ＢＲＡＭＢＩＬＬＡＭ，ＨＩＬＰＯＬＤＡ，犲狋犪犾．Ｈａｂｉｔａｔｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｉｔｙｐｒｏｍｏｔｅｓｂｉｒｄｄｉｖｅｒｓｉｔｙｉｎａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ

ｌａｎｄｓｃａｐｅｓ：Ｉｎｓｉｇｈｔｓｆｒｏｍｒｅｍｏｔｅｓｅｎｓｉｎｇｄａｔａ［Ｊ］．ＢａｓｉｃａｎｄＡｐｐｌｉｅｄＥｃｏｌｏｇｙ，２０２３，７０：３８４９．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．

ｂａａｅ．２０２３．０４．００６．

（责任编辑：陈志贤　　英文审校：刘源岗）

５９６第５期　　　　　　　　　　　罗湘，等：华侨大学厦门校区鸟类多样性的时空分布格局



华侨大学化工学院（系）成立６０周年庆典大会暨
华侨大学化工学科发展战略研讨会

６０周年院庆是华侨大学化工学院总结经验、擘画未来、凝聚力量、推

动高质量发展的重要契机。为回顾发展历史，展现办学成就，汇聚校友力

量，增强发展合力，进一步推进学院科学发展、跨越发展，学院将在全年举

办学术、文化、人才培养、校友交流等系列活动，并于１２月７日举行学院

办学６０周年庆典活动。

光阴荏苒，弦歌不辍。我们热忱期待各级领导、兄弟院校、合作单位、

海内外校友和各界宾朋拨冗与会，重温青春时光、畅叙情谊、共襄盛举，携

手共谱化工学院崭新华章！

特此公告，敬祈周知。

联系人：林静 　　　　　　　

工作邮箱：７１１０８５８８＠ｑｑ．ｃｏｍ

华侨大学化工学院院庆筹备组

化工学院院庆日程表

日期 时间 主要内容 地点

１２月７日 上午 嘉宾、校友报到 华侨大学厦门园区化工学院

１２月７日 １４：３０－１５：３０
华侨大学化工学院（系）
建院６０周年庆典大会

华侨大学厦门园区
王源兴会议中心

１２月７日 １５：３０－１７：３０
华侨大学化工学科
发展战略研讨会

校园参观、班级活动、校友友谊赛

华侨大学厦门园区王源兴会议中心

华侨大学厦门园区教学楼群

１２月７日 １９：３０－２１：３０
华侨大学化工学院迎新晚会
暨华侨大学化工学院（系）
建院６０周年庆典晚会

华侨大学厦门园区
王源兴会议中心

全年 任意时间 校友班级师生聚会活动
按班级意愿组织更多座谈分场

或其他类型聚会活动

　　注：具体内容安排可能根据实际情况进一步变动或完善。



《华侨大学学报（自然科学版）》征稿简则

《华侨大学学报（自然科学版）》是华侨大学主办的，面向国内外公开发行的自然科学综合性学术刊

物。本刊坚持四项基本原则，贯彻“百花齐放，百家争鸣”和理论与实践相结合的方针，广泛联系海外华

侨和港、澳、台、特区的科技信息，及时反映国内尤其是华侨大学等高等学府在基础研究、应用研究和开

发研究等方面的科技成果，为发展华侨高等教育和繁荣社会主义科技事业服务。本刊主要刊登机械工

程及自动化、测控技术与仪器、电气工程、电子工程、计算机技术、应用化学、材料与环境工程、化工与生

化工程、土木工程、建筑学、数学和管理工程等基础研究和应用研究方面的学术论文，科技成果的学术总

结，新技术、新设计、新产品、新工艺、新材料、新理论的论述，以及国内外科技动态的综合评论等内容。

１　投稿约定

１．１　作者应保证文稿为首发稿及文稿的合法性；署名作者对文稿均应有实质性贡献，署名正确，顺序无

争议；文稿中所有事实均应是真实的和准确的，引用他人成果时，应作必要的标注；不违反与其他出版机

构的版权协议及与其他合作机构的保密协议；无抄袭、剽窃等侵权行为，数据伪造及一稿两投等不良行

为。如由上述情况而造成的经济损失和社会负面影响，由作者本人负全部责任。

１．２　自投稿日期起２个月之内，作者不得另投他刊。２个月之后，作者若没有收到反馈意见，可与编辑

部联系。无论何种原因，要求撤回所投稿件，或者变更作者署名及顺序，需由第一作者以书面形式通知

编辑部并经编辑部同意。

１．３　作者同意将该文稿的发表权，汇编权，纸型版、网络版及其他电子版的发行权、传播权和复制权交

本刊独家使用，并同意由编辑部统一纳入相关的信息服务系统。

１．４　来稿一经刊用，编辑部将按篇一次性付给稿酬并赠送该期刊物。本刊被国内外多家著名文摘期刊

和数据库列为收录刊源，对此特别声明不另收费用，也不再付给稿酬。

１．５　其他未尽事宜，按照《中华人民共和国著作权法》和有关的法律法规处理。

２　来稿要求和注意事项

２．１　来稿务必具有科学性、先进性，论点鲜明、重点突出、逻辑严密、层次分明、文字精练、数据可靠。

２．２　论文题名字数一般不超过１８字，必要时可加副题。文中各级层次标题要简短明确，一般不超过

１５字，且同一层次的标题应尽可能“排比”。

２．３　署名作者应对选题、研究、撰稿等作出主要贡献并能文责自负，一般以不超过３名为宜。作者单位

应标明单位、所在城市、省份及邮政编码。

２．４　摘要应包括研究的目的、使用的方法、获得的结果和引出的结论等，应写成独立性短文且不含图表

和引用参考文献序号等。其篇幅一般以１５０～２５０字左右为宜，关键词以４～８个为宜。

２．５　量和单位符号等要符合国家标准和国际标准。

２．６　能用文字说明的问题，尽量不用图表；画成曲线图的数据，不宜再列表。图表应有中英文标题。

２．７　参考文献仅选最主要的，且已公开发表的，按规范的内容、顺序、标点书写列入，并按其在文中出现

的先后次序进行编号和标注。参考文献不少于１５篇，未公开发表的资料不引用。

２．８　英文摘要尽可能与中文摘要对应，包括题目、作者姓名、作者单位、摘要、关键词。用过去时态叙述

作者工作，用现在时态叙述作者结论，并符合英文写作规范。

２．９　文稿首页地脚处依次注明收稿日期；通信作者为可联系作者的姓名、出生年、性别、职称、学历、研

究方向、电子邮件地址；基金项目为课题资助背景及编号，可几项依次排列。

２．１０　请登录本刊唯一官方网站（ｈｔｔｐｓ：／／ｈｄｘｂ．ｈｑｕ．ｅｄｕ．ｃｎ）进行在线投稿，本刊不接受其他方式投

稿。
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