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摘 要：从褐腐真菌中能强烈降解纤维素的代表菌株密粘褶菌（!"#$#%&’""() *+,-$()）的胞外

酶液中首次分离纯化得到一低分子量的活性多肽组分（称作 CD 因子），此组分能在有 E" 和

F3- G 存在时产生羟基自由基 HE·；对纤维素降解的研究表明，CD 因子不同于纤维素酶对纤维

素的!54I!5糖苷键的水解作用，而以 HE·氧化的途径作用于纤维素，导致纤维素中氢键的断

裂，降低纤维素的结晶度，使其暴露出更多的末端，从而有利于纤维素的进一步降解。
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天然木质纤维素中由于木素的包被作用，在木素未被降解时，纤维素不能被酶解，这

是木质纤维素材料难以被有效利用的主要原因。而褐腐菌却可在木素未降解的条件下有

效地降解纤维素。褐腐菌降解纤维素方式的这一独特性正日益受到关注，但其降解机制

却一直未阐明。尽管褐腐菌降解纤维素能力极强，但却不具有对水解纤维素结晶区至关

重要的外切纤维素酶［4］。自 0# 年代，H9&&+K3&& 提出 H"E" 和 F3" G 反应生成的羟基自由基

HE·可能氧化降解纤维素的假说后［"］，研究者一直推测褐腐菌可能存在一种独特的、非酶

的小分子物质在纤维素降解的初期起作用。虽然研究发现植物细胞壁上孔径的大小不足

以让酶分子进入［-］，但却一直未能分离到这一小分子活性物质，对它的作用一直是推测和

类比分析，还没有直接的证据证明 HE·氧化降解纤维素机制的确凿性。.# 年代初，7A%L+
等曾报道得到一部分纯化的多肽类物质［!］，能产生 HE·，但近十年来，一直未再有详细的

纯化工作及其在纤维素降解中作用的研究报道；最近，又有学者提出密粘褶菌 !"#$#%&’".
"() *+,-$() 胞外培养液中分得的醌类化合物是在褐腐菌纤维素降解中起着重要作用的小

分子物质［1］，但醌类物质为木素降解产物，褐腐菌在降解木质纤维素的初期基本不降解木

素，所以醌类物质为降解初期的小分子活性物质的可能性不大。近年来，关于褐腐菌以

HE·途径氧化降解机制的争论较多［0］，焦点问题之一是尚未得到这一活性小分子物质，其

二是缺少直接的证据表明小分子物质与纤维素降解之间的联系，因此 HE·氧化降解机制

一直未能正式确立。

本文在广泛研究多株褐腐菌降解纤维素特性的基础上［/］，于密粘褐菌 ! ’ *+,-$() 的

胞外培养液中首次分离纯化得到一低分子量的活性多肽纯组分，证实其确能形成 HE·并

研究了此多肽在纤维素降解中的作用，结果证实此小分子多肽在褐腐菌降解纤维素的初



期起着重要的作用。

! 材料和方法

! "! 菌株

密粘褶菌（!"#$#%&’""() *+,-$()）!"#! 由中国林业科学院林业科学研究所提供。

! "# 试剂

$%&’()%* +,-" 购自 .’(/0(12( 公司，3,酮,#,硫甲基丁酸（4567）、3,脱氧,8,核糖、纤维

二糖、硫代巴比妥酸钠（567）、9%3 : 指示剂 ;%//<=2>%、铬天青（?7$）和十六烷基三甲基溴化

铵（@85A7）均为 $2B0( 产品，其他试剂均为国产分析纯。

! "$ 培养方法及胞外酶液的制备［%］

! "& 低分子活性组分的分离与纯化

将制备的胞外酶液经截留分子量 CD8 的膜（7021<>）超滤，滤过液浓缩后上 $%&’()%*
+,-" 柱（!-EF G -""10）进行初步分离，再经 @.H? 反相 ?-I 柱（#E# G C"00，粒径 C"0）两次

分离纯化得到一低分子量的活性组份。分离纯化步骤详见文献［I］。

! "’ ?A?(J( 粘度实验

将样品溶液（3"B 蛋白K0H）与等体积的 3L ?A?,J( 溶液混合，C"M保温一定时间后

通过测定溶液流经奥氏粘度计的时间的变化来相对地测定 ?A?,J( 溶液粘度的变化和表

征其解聚的发生。

! ") @N·的生成测定

!*)*! 4567 法：依照文献［O］，于样品中加入 -"P C0<Q 4567，通入 N3 后上部取气，通过气

相色谱检测 4567 被 @N·氧化生成的乙烯来判定 @N·的产生，所用仪器为 $’20()=R 公司

的 +?,I7 气相色谱仪。

!*)*# 567 法［-"］：-0H 含 3,8,脱氧核糖（#00<QKH）、纤维二糖（"EI00<QKH）、9%?QS（"E-00<QK
H）的柠檬酸缓冲液（"E"C00<Q &@CT C）与 -0H 样品混合，S"M振荡反应 -’，加入 -0H 硫代

巴比妥酸（567，-L，用 "E"C00<QKH J(N@ 溶液配制）和 -0H 三氯乙酸（3EIL），-""M加热

反应 -C02>，冷却后于 CS3>0 测光吸收。

! "% 浊度的测定

采用 @9 $12%>U2;21 公司的 8V5,-C?W 型浊度仪进行测定。

! "+ 滤纸聚合度的测定

采用铜乙二胺溶液测定法测定［--］。

! ", 铁氰化钾法对纤维素底物还原力的检测［!#］

向棉花纤维素粉加入 S0H 蒸馏水，再加 -0H 氰化物,碳酸盐溶液（"E"F#L氰化钾与

"EC3L碳酸钠）和 -0H"T"CL铁氰化钾溶液，沸水浴 -C02>，冷却 C02>，加入 30H 铁铝,磷酸

试剂显色，F"">0 下测定光吸收。

! "!- 红外光谱检测

纤维素材料与溴化钾混合压片，用 !-"95,XV $&%1U/<0%U%/ 测试。

! "!! Y(光衍射光谱检测

采用 8K0(*,/6 Y,光衍射仪测试纤维素材料的结晶度。
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研究正在进行中。
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