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摘要    从杂色云芝(Coriolus versicolor)培养基中分离到一类低分子量组分, 该组分

具有螯合 Fe3+的能力, 并能够将 Fe3+还原为 Fe2+, 推测该组分可能是 Fenton 反应中的

一类电子传递体. 将此组分与酶分离木素(cellulolytic enzyme lignin, CEL)作用, 并用
1H-NMR, 13C-NMR，离子差光谱及碱性硝基苯氧化方法对作用后 CEL 的结构变化进

行了表征. 结果表明, 该组分能够破坏非酚型木素中的β-O-4 结构, 并且能够在非酚

型木素结构中添加酚羟基, 从而导致木素中形成新的酚型亚结构, 使木素更易于被

漆酶和锰过氧化物酶降解. 因此, 该组分可以加速木素降解酶对木素的降解. 
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木素是自然界中含量最为丰富的可再生性有机

资源. 真菌中的白腐菌能够通过非特异性的氧化作

用将木素彻底矿化成为CO2 和H2O[1]. 杂色云芝

(Coriolus versicolor)是一类能够高效降解木材的白腐

真菌, 可以引起木素、纤维素和半纤维素的同时降解. 
该菌能够产生大量的胞外漆酶(laccase)和锰过氧化物

酶(manganese peroxidase, MnP), 然而无论是漆酶还

是锰过氧化物酶都无法直接降解木素中含量最多

(80%~90%)的非酚型结构 [2]. 木素过氧化物酶(lignin 
peroxidase, LiP)能够降解木素中的非酚型结构, 但是

许多木素的有效降解菌株并不分泌LiP[3]. 漆酶在合

适的介体存在的条件下也能够降解非酚型木素 [4], 但
是迄今为止漆酶的天然介体只有一种被发现, 因此

在白腐真菌中可能还存在其他的木素氧化降解机制. 
尽管木腐真菌能够通过产生大量的氧化还原酶和水

解酶来降解木质纤维素, 但是实验表明, 这些酶类无

法进入完整无损的木材结构内部 [5]. 电子显微镜观察

的结果则更加证实了在木素降解的起始阶段, 大分

子的酶蛋白无法穿过完整木材的微孔结构进入细胞

壁内 [6], 因此木腐真菌在木素降解的初期可能通过一

些更小的物质对木素进行破坏. Goodell等人 [7]发现密

黏褶菌(Gloeophyllum trabeum)产生的一类酚型化合

物能够还原Fe3+; Enoki研究小组 [8,9,10]的实验结果也

证实木腐真菌分泌的具有螯合Fe2+功能的糖肽类物

质参与了生物体系中的Fenton反应. 本实验室发现纤

维素降解真菌能够产生一种低分子量肽类物质(命名

为短纤维形成因子, SFGF), SFGF通过氧化还原反应

将纤维素降解成为短纤维, 使其更容易被纤维素酶

水解 [11,12]; 从密黏褶菌中纯化到的短肽能够螯合Fe3+, 
将Fe3+还原成为Fe2+, 并通过Fenton反应产生羟基自

由基, 产生的羟基自由基可以对纤维素和木素进行

非 特 异 性 氧 化 [13,14]; 从 黄 胞 原 毛 平 革 菌
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(Phanerochaete chrysosporium)发酵液中也纯化到了

一类新的具有酚氧化活力的低分子组分(PC因子), 推
测PC因子在氧化还原体系中可能执行电子传递体的

功能 [15]. 尽管木素生物降解的研究已开展 40 多年, 
但是木素的生物降解机制仍未获得清楚的揭示, 需
要更多的工作去证实这些推测.  

我们从杂色云芝培养基中分离到了一类具有螯

合 Fe3+性质的低分子量有机化合物, 并对这一组分在

Fe3+存在的条件下对酶分离木素(CEL)的氧化作用等

进行了研究, 以期能够对木素生物降解中非酶组分

的作用机制进行更为深入的认识.  

1  材料与方法 

1.1  具有螯合 Fe3+活力的低分子量组分的分离 

杂色云芝(AS5.161)购自中国微生物菌种保藏中

心. 每升溶液中含有葡萄糖 1 g, NH4NO3 0.125 g, 酒
石酸铵 0.125 g, KH2PO4 2 g, MgSO4 0.25 g, MnSO4· 
4H2O 0.5 g, NaCl 1 g, FeSO4·7H2O 0.1 g, CoSO4 0.1 g, 
ZnSO4 0.1 g, CuSO4·5H2O 10 mg, AlK(SO4)2 10 mg, 
H3BO3 10 mg, NaMoO3 10 mg和VB1 1 mg, 用 1 L双蒸

水溶解. 6 g 杨木粉加入 18 mL上述溶液, 混匀, 装入

300 mL三角瓶中. 木粉用苯醇溶液(1:2, V/V)提 24 h, 
风干后使用. 将菌丝块接种到上述培养基中, 28℃培

养 20 天后, 加入 50 mL双蒸水浸泡 4 h, 并于 4℃下

13000×g离心 20 min. 上清液经过截留分子量为 1 kD
的膜(Amicon 8200)超滤, 滤过液(400 mL)用等体积

的乙酸乙酯抽提 24 h[16]. 有机相经减压蒸干(<50℃)
后 , 残留物用 20 mL甲醇溶解 . 取 3 mL溶液上

Sephadex LH-20柱(1.6×30 cm)进行初步分离, 柱子用

90%的甲醇和 10%的双蒸水平衡, 用 95%的甲醇和

5%的双蒸水洗脱, 流速为 4.5 mL/h, 检测 280 nm处

的吸光值, 每管收集液检测螯合Fe3+的活力. 收集活

性成分并真空冻干, 合并后溶于 10 mL双蒸水中.  

1.2  螯合 Fe3+和还原 Fe3+能力的测定 

螯合Fe3+能力的测定参照Schwyn等人 [17]的方 
法: 每管收集液取 1.5 mL与 1.5 mL铬天青S(chrome 
azurol S, CAS)溶液混合. 测定与混合时刻(0 h)相比, 
5 h后 630 nm处吸光值的降低值(ΔA630). 630 nm处吸

光值的降低表明样品具有螯合Fe3+的能力.  

ΔA630=A630(0 h)−A630(5 h). 
用Ferrozine作为还原Fe3+能力的指示剂 [18]: 2 mL样品

溶液和 0.5 mL Ferrozine (15 mmol/L)溶液和 0.5 mL 
新配制的FeCl3 溶液(1.2 mmol/L)混合, 测定不同时间

后在 562 nm处的吸光值. 562 nm处吸光值的升高表

明样品具有将Fe3+还原为Fe2+的能力 . 相同条件下 , 
使用双蒸水代替样品溶液作为实验的对照.  

1.3  杨木酶分离木素(CEL)的制备 

绝干的杨木粉(用五氧化二磷干燥)用苯醇溶液

(2:1, V/V)抽提 24 h, 室温下挥发掉苯和乙醇. 用双蒸

水将处理后的木粉煮至无色 . 干燥后 , 将木粉用

Lampén 磨球磨 48 h. 500 mL 三角瓶, 加绝干重 20 g 
处理过木粉, 加入相当于 3 g 酶粉的配制酶液(0.7  
IU/mg), 加缓冲液至总体积为 400 mL, 于水浴摇床

45℃连续酶解 48 h. 离心弃上清, 沉淀中再加入相当

于 3 g 酶粉的配制酶液, 用缓冲溶液调整体积, 于水

浴摇床 45℃进行第 2 次 48 h 酶解. 第 3 次和第 4 次

分别加入相当于 3 和 4 g 酶粉的配制酶液, 其余操作

相同. 后几次酶解将几个瓶中的试样合并处理. 4 次

酶解后离心沉淀物用 pH 2.5 的盐酸溶液洗涤数次, 
于真空冷冻干燥机冻干得到CEL粗提物. CEL粗提物

按照 1%浓度溶解于 1 mol/L氢氧化钠, 室温氮气保护

下磁力搅拌器搅动 2 h, 离心去沉淀, 上清液搅动下

滴加浓盐酸至 pH 2.5, 沉淀出木素, 离心后沉淀再溶

解于 2 mol/L 氢氧化钠中, 氮气保护下 70℃水浴中搅

动 48 h, 然后在搅动下滴加浓盐酸至 pH 2.5. 离心弃

上清, 沉淀用 pH 2.5 的盐酸洗涤数次, 离心后沉淀于

真空冷冻干燥机冻干, 即得纯化 CEL.  

1.4  处理后酶分离木素酚羟基含量的变化 

100 mg CEL 加入 10 mL 样品溶液(含有 20 mmol/L
三氯化铁), 30℃下振荡反应 72 h. 将上述悬浮液

10000×g 离心 20 min, 沉淀真空冷冻干燥. 相同条件 
下, 10 mL 双蒸水取代样品溶液作为本实验的对照.  

5 mg CEL 样品用二氧六环:水(6:1, V/V)溶液定

容至 10 mL, 取 1 mL 于容量瓶, 加 1 mL 1 mol/L 
NaOH, 用上述二氧六环: 水溶液定容至 10 mL 配成

碱性溶液, 另取 1 mL 加 1 mL 蒸馏水, 用上述二氧六

环: 水溶液定容至 10 mL 配成中性溶液作为参比, 进
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行离子化差示紫外光谱测定, 记录254, 296和365 nm 
3 处波段附近最大差示吸收值ΔAmax, 按下式计算酚

羟基的含量.  
差示吸光系数Δεmax)=(ΔAmax)/(CEL 样品浓度(g/L)×比
色皿厚度(cm)) (L·g−1·cm−1), 
酚羟基% = 17Δεmax /E ×100 
E: 对应以上波长下木素模型化合物的平均摩尔吸光

度(L·mol−1·cm−1) 
254 nm 处: E=9000 
296 nm 处: E=4100 
365 nm 处: E=25000 

1.5  处理后酶分离木素的 13C-NMR 分析 

反应体系的建立参照 1.4 小节进行. 取 30 mg 处 
理后的 CEL 溶解于 0.5 mL 氘代二甲亚砜中, 溶液在 
45℃下振荡加速溶解. 使用 INOVA 400(Bruker, Ger- 
many)核磁共振仪进行检测, 信号采集时间为 22 h.  

1.6  处理后酶分离木素的 1H-NMR 分析 

乙酰化 CEL 的制备: 100 mg CEL 100 mg 加入乙

酸酐:吡啶(2:1, V/V)溶液溶解, 室温振荡反应 48 h. 
滴加乙醚 100 mL, 转入离心管中, 10000×g 离心 10 
min. 沉淀用乙醚洗涤数次并干燥.  

50 mg 乙酰化 CEL 加入 5 mL 样品溶液(含有 20 
mmol/L 三氯化铁), 30℃振荡反应 72 h. 相同条件下, 
5 mL 双蒸水取代样品溶液作为本实验的对照. 离心

并干燥后, 20 mg 乙酰化 CEL溶解于 0.5 mL的氘代氯

仿中, 使用 INOVA 400(Bruker, Germany)核磁共振仪

进行测定.  

1.7  处理后 CEL 酚型结构单元含量的测定 

CEL硝基苯氧化方法 [19]: 将 100 mg处理后的

CEL, 14 mL 2 mol/L的氢氧化钠溶液和 0.8 mL新配制

的硝基苯溶液置于 20 mL的不锈钢罐中, 密封并在

170oC油浴中加热 2.5 h. 加热完成后将不锈钢罐移至

冰浴中迅速冷却. 将混合物转移到液液萃取器中, 用
三氯甲烷抽提 4 h以除去硝基苯还原产物和过量的硝

基苯. 氧化产物用盐酸调至pH 3, 然后再用三氯甲烷

抽提 48 h. 将第 2 次三氯甲烷抽提的组分减压蒸干得

到硝基苯氧化产物. 
80 mg硝基苯氧化产物用 1 mL丙酮溶解. 取 1 μL

进行 GC-MS(Shimadzu-2010)分析, 分析条件: DB-1 石

英毛细管柱(30 m×0.25 mm×0.25 &micro; m); 柱箱升

温曲线: 60℃(1 min), 180~250℃(3℃/min); GC 进样口

温度: 250℃; 载气为氦气, 流速为 2 mL/min; 分流比

10:1; 离化电压 70 eV; 扫描速率为 50~60 次/min.  

2  结果 

2.1  螯合 Fe3+和还原 Fe3+的能力 

Coriolus versicolor AS5.161 培养基浸出液小于 
1 kD 的有机相组分经 Sephadex LH-20 柱进行分离,  
其分离图谱(280 nm 吸光值曲线)见图 1. 图 1 中 630 
nm 吸光值曲线是螯合 Fe3+的活力曲线.  

峰 1 处的收集液与 CAS 反应液混合后, 与混合

时刻(0 h)相比, 5 h 后反应体系在 630 nm 处的吸光值

明显下降, 说明峰 1 的组分具有螯合 Fe3+的能力. 通
常木材中 Fe3+的含量是非常低的, Coriolus versicolor
通过产生具有螯合 Fe3+能力的物质来富集 Fe3+, 说明

该活性成分与 Fe3+的反应对该菌的生长具有重要的

生理功能. CAS 活性的组分几乎全部存在于超滤后的

滤过液(<1 kD)中, 这个分子量范围可以排除酶及其

他蛋白质的干扰. 由于样品可以溶解在乙酸乙酯中, 
并且在 280 nm 处有吸收, 因此推断这类具有螯合

Fe3+能力的低分子量物质是一类芳香族化合物.  
还原 Fe3+能力的结果如图 2. 由图可知 , 当

Ferrozine试剂加入到含有FeCl3 的溶液中时, 随着反

应时间的延长, 反应体系在 562 nm处的吸光值逐渐

升高, 说明此类物质具有还原Fe3+的能力. 反应生成

的Fe2+具有多种反应特性, 如可以与H2O2 通过Fenton
反应产生羟基自由基. 羟基自由基能够与非酚型木

素模型化合物反应, 导致其脱去甲氧基, 并且引入酚

型的结构位点 [20], 可以使其更容易被降解. 

2.2  处理后酶分离木素酚羟基含量的变化 

经过低分子量物质作用后 CEL 酚羟基含量的变

化与对照木素酚羟基含量的变化见表 1. 表中 254 nm
处的吸收由共轭体系和非共轭体系中的酚氧离子产

生, 相对酚羟基含量最多, 处理后酚羟基增加也最明

显. 365 nm 处的吸收由共轭体系中的酚氧离子产生, 
相对酚羟基含量少于共轭体系和非共轭体系中酚羟

基的总含量, 因此处理后 365 nm 处的最大差示吸收 
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图 1  超滤滤过液(<1 kD)在 Sephadex LH-20 柱上的分离图谱(280 nm)和 CAS 活性测定曲线(630 nm) 
 

 
图 2  具有还原 Fe3+能力的低分子量物质对 Fe3+的还原作用 
 
值小于 254 nm 处的最大差示吸收值. 296 nm 处的吸

收主要是由非共轭体系酚氧离子产生的, 与酚氧离

子共轭的羰基也会产生吸收, 因此比较复杂, 处理后

增加最少. 通过表 1 可知, CEL 经过具有螯合 Fe3+能

力的低分子量物质处理后, 3 个波段处的酚羟基含量

都有所增加. 酚羟基含量的增加可以为酚型氧化酶

提供合适的底物, 有利于木素大分子的降解. 有研究

者提出木素的降解存在由非酚型底物转变成酚型底

物, 再由酚型氧化酶进行氧化降解这一假说, 但缺少

证据, 本实验可以为这一假说提供实验上的证明. 

2.3  处理后酶分离木素的 13C-NMR 分析  

CEL 经过具有螯合 Fe3+能力的低分子量物质作

用后重要的基团变化见表 2. 有关木素 13C-NMR信号

的归属都是从木素模型化合物的检测数据中得到的. 
从表 2 可以看出, 与对照相比, 经低分子量物质作用

后, CEL 结构中对羟苯基结构单元和愈创木基结构单

元中的 C-4 键信号消失, 表明这一结构被活性成分完 
 
表 1  酶分离木素(CEL)经过低分子量活性成分处理后酚羟基含量变化 

差示吸光值ΔAmax 差示吸光系数Δεmax 酚羟基含量/% 
CEL 

254  296  365  254  296  365  254  296  365/nm 

对照 1.56 1.52 1.26 31.2 30.4 25.2 5.89 12.60 1.71 

样品 1.71 1.53 1.51 34.2 30.6 30.2 6.46 12.68 2.05 
E254 = 9000; E296 = 4100; E365 = 25000 
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表 2  CEL 样品经过低分子活性成分处理后 13C-NMR 分析 a) 

化学位移(×10−6) 碳原子归属 信号积分(对照) 信号积分(样品) 

152.6 肉桂醛中的 C-α 11.317 17.717 

152.1 醚化的丁香基单元β-O-4 结构中的 C-3/C-5 18.076 16.242 

149.1 醚化的愈创木基单元中的 C-4 2.578 - 

146.9 非醚化的愈创木基单元中的 C-3 3.283 - 

138 醚化的丁香基单元β-O-4 结构中的 C-1 1.131 3.327 

135.3 醚化的愈创木基单元β-O-4 结构中的 C-1 4.291 - 

134 醚化的丁香基单元β-O-4 结构中的 C-4 8.277 5.057 

114.6 H 安息香酸盐单元中的 C-3/C-5 10.415 - 

104.5~106.8 总丁香基中的 C-2/C-6 14.316 13.743 

86 赤氏结构的丁香基单元β-O-4 中的 C-β 5.038 0.495 

85.3 β-β结构中的 C-α 1.652 - 

80~82 β-O-4/ α-O-4 结构中的 C-β和 C-α 1.268 - 

72.5 赤氏结构的愈创木基单元和丁香基单元β-O-4 结构中

的 C-α 
16.391 14.418 

71.8 苏氏结构的愈创木基单元和丁香基单元β-O-4 结构中

的 C-α 
14.221 10.276 

71.4 苏氏结构的愈创木基单元和丁香基单元β-O-4 结构中

的 C-α 
11.488 10.985 

63.0 β-5 和β-O-4 中α-C=O 的 C-γ 10.723 8.966 

60.2 苏氏结构和苏氏结构的愈创木基单元和丁香基单元

β-O-4 结构中的 C-α和 C-γ 
5.342 4.628 

55.7~55.9 愈创木基单元和丁香基单元芳香环上的甲氧基 94.463 71.828 

20~40 饱和脂肪链上的-CH3 和 CH2 22.748 21.437 

a) 内标物为四甲基硅烷 
 

全破坏; 同时, CEL β-O-4 结构中的 C-α, C- β和 C-γ
的信号也明显降低, 但是芳环和脂肪链上碳原子的

变化并不明显. 因此根据实验结果可以推测, 此类低

分子量活性成分更易于进攻木素结构中的β-O-4 结 
构. 13C-NMR 是一种研究木素结构的非常灵敏的方 
法, 可以进行定量检测并且能够提供包括木素亚结

构中几乎所有碳原子详细的结构信息. 

2.4  处理后酶分离木素的 1H-NMR 分析 

乙酰化CEL经过活性组分处理后 1H-NMR的结果

见表3, 将谱图分为8个区域对质子信号归属进行分析
[21]. 从表3分析结果可见, 与对照相比, 经过活性组分

处理后CEL图谱中 5.75~6.28(×10−6)和 4.48~4.95 (×10−6)
这两个区间的质子积分有了明显的降低, 而这两个区

间的信号是由木素β-O-4 结构中的质子产生的, 因此

推测低分子量活性物质的处理破坏了  CEL 中的β-O-4
结构. 同时, 紫丁香基单元、愈创木基单元和对羟苯基

单元中的质子数量也有所减少. 然而, 与芳香环上质

子减少不同, 脂肪链上的质子数量却有所增加. 结合

离子差光谱的检测结果, 表明活性组分的处理使CEL
中酚羟基的含量有所增加, 酚羟基是取代了芳香环上

的氢原子 , 所以芳香环上的质子数量有所减少 . 而
13C-NMR的结果则证实了低分子量物质的处理可以导

致芳香环上包括β-O-4 键在内的C-C键的断裂, 芳香环

上脱脂酰基的反应则可能使脂肪族侧链上的氢原子数

量有所增加, 与 1H-NMR的结果相符. 

2.5  处理后 CEL 酚型结构单元含量的定量测定 

经活性成分作用后 CEL 硝基苯氧化分析结果见

表 4. 硝基苯氧化是测定木素组成单元相对含量的常

用方法, 常用 GC-MS 来定性和定量. 硝基苯能够将

酚型的木素底物氧化成醛类, 而不能将非酚型的底

物氧化成醛类, 因此可以定量地检测 CEL 中酚型结

构单元的含量. 经低分子量活性成分处理后, CEL 样

品中的愈创木基结构单元和紫丁香基结构单元的相

对含量有所增加, 而对羟苯基结构单元的相对含量 



 
 
 

 
王璐等: 杂色云芝分泌的具有螯合铁离子活性的低分子量成分在木素生物降解中作用机制的研究 
 

 

178 

表 3  CEL 样品经过低分子活性成分处理后的 1H-NMR 分析 

化学位移(×10−6) 质子类型 质子百分比/% (对照) 质子百分比/% (样品) 

8.00~11.5 羧基和醛基上的质子 − − 

7.3~7.8  对羟苯基芳核上的质子 1.367 1.249 

6.78~7.25 愈创木基芳核上的质子 2.562 2.507 

6.28~6.78 紫丁香基芳核上的质子 2.884 2.769 

5.75~6.28 β-O-4 和β-1 结构中的质子 1.919 1.623 

5.19~5.75 β-5 结构中的 Hα 2.129 1.330 

4.95~5.19 糖类组分中的质子 1.754 1.425 

4.48~4.95 β-O-4 结构中的 Hβ和 Hγ 3.848 3.183 

4.15~4.48 几种结构中的质子 4.333 3.814 

3.00~4.15 甲氧基中的质子 27.466 27.013 

2.52~3.00 几种结构中的质子 2.661 1.565 

2.18~2.52 芳乙酰基上的质子 7.570 1.947 

1.6~2.18 脂肪族乙酰基上的质子 15.919 16.934 

0.38~1.6  脂肪族中甲基和亚甲基上的质子 4.248 7.186 

 
表 4  CEL 经低分子量活性成分作用后硝基苯氧化和 GC-MS 分析 

保留时间/min 化合物名称 含量/% (对照) 面积/% (样品) 

2.340 对羟基苯甲醛 0.78 0.50 

2.518 香草醛 22.58 23.64 

4.163 紫丁香醛 32.32 37.01 

 
则有所减少, 而且经过处理后紫丁香醛含量/香草醛

含量的数值变大, 表明愈创木基结构更容易被活性

成分攻击. 其次, CEL 中总酚羟基的含量也有明显的

增加, 结果可与离子差示光谱的结果对应. 因此表明

该低分子量物质能够增加 CEL 中酚羟基的含量. 

3  讨论 
本实验最重要的结论是证实了一类能够鳌合

Fe3+的低分子量物质对木素的作用, 其主要功能是破

坏非酚型木素结构单元中的β-O-4 结构. 如前所述,  
由于酶分子尺寸的原因, 在木材降解的起始阶段, 木
腐真菌可能通过一些小的具有扩散性的氧化性物质

在离菌丝较远的地方对木质纤维素进行攻击 [22]. 在
生物体系中, 真菌可以通过Fenton反应产生羟基自由

基, 羟基自由基能够通过木材中的微孔结构对细胞

壁内的木素和纤维素进行氧化性的降解. 有研究表

明木腐真菌可以通过纤维二糖脱氢酶 [23]和一些低分

子量的组分 [8~14]产生羟基自由基, 但是反应机制仍不

清楚. 本实验证实, 这类能够鳌合Fe3+的低分子量物

质能够在没有酶分子催化的条件下通过Fenton反应

产生羟基自由基, 并能够在木素大分子上添加酚羟

基. 漆酶在介体存在时虽然能够氧化非酚型木素, 但
是迄今为止只有一种漆酶的天然介体紫尿酸(3-HAA)
被发现 [24], 因此在木腐真菌中必定还有其他的机制

降解非酚型木素结构, 特别是β-O-4 结构. 实验中分

离到的低分子量物质介导的反应可以在非酚型木素

结构中增加酚羟基, 使漆酶和锰过氧化物酶能够直

接进行降解, 这一反应可能是缺少木素过氧化物酶

(LiP)的真菌降解木素的作用机制之一.  
木素的生物降解是一类长程氧化还原反应, 许

多组分在反应中执行电子传递体的功能, 本实验中

分离到的活性成分的性质表明它也具有传递电子的

能力, 因此该物质可能是木素氧化降解体系中的一

类电子传递体. 对这类低分子量物质作用机制的研

究能够加深对白腐真菌木素降解中非酶组分作用机

制的认识.   
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