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摘要：甲烷氧化菌素（ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｉｎ，ｍｂ）是具有过氧化氢还原酶活性的荧光肽．从甲基弯菌Ｍｅｔｈｙｌｏｓｉｎｕｓｔｒｉｃｈｏｓｐｏ
ｒｉｕｍＩＭＶ３０１１限铜培养介质中分离ｍｂ，采用紫外可见全波长扫描法观察 ｍｂ催化对苯二酚还原氯金酸合成纳米
金的作用和影响，当ｍｂ／氯金酸／对苯二酚反应液中ｍｂ的浓度分别是２．５×１０５ｍｏｌ／Ｌ、５．０×１０５ｍｏｌ／Ｌ和１．０×１０４

ｍｏｌ／Ｌ时，形成的纳米金溶液的特征峰分别是５６１．５ｎｍ（ＯＤ５６１＝０．１５８）、５４８．０ｎｍ（ＯＤ５４８＝０．４２６）、５３６．５ｎｍ
（ＯＤ５３６＝０．５４１），特征峰波长减小，对应的吸光值增大，表明ｍｂ能够催化对苯二酚还原氯金酸合成纳米金，并且
可以通过调控ｍｂ的浓度控制纳米金的合成量及粒径大小．
关键词：甲烷氧化菌素；催化；对苯酚；纳米金

中图分类号：Ｏ６４３．３２ 文献标志码：Ａ

　　纳米金不仅具备纳米微粒的通性，如表面效
应、量子效应、小尺寸效应以及宏观量子隧道效应

等，还具有自己独特的物理、化学性能，在纳米器

件、生物医学、信息科技、肿瘤治疗、细胞成像和

药物载体等领域应用广泛．传统的制备纳米金的方
法主要是物理和化学方法，这些方法需要严格的条

件，耗能高，使用的试剂昂贵［１］．如果将某些具有
催化金属离子还原能力的微生物代谢产物应用到纳

米金合成过程，可以使传统的物理和化学合成过程

变得环境友好、可持续发展，并且反应条件温和可

控，产量高，目前成为纳米金合成领域的研究

热点．
许多文献报道在低铜条件下培养甲基球菌

ＭｅｔｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓｃａｐｓｕｌａｔｕｓＢａｔｈ和甲基弯菌 Ｍｅｔｈｙｌｏｓｉ
ｎｕｓｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｉｕｍＯＢ３ｂ都会向介质中释放甲烷氧化
菌素（ｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｉｎ，ｍｂ）［２－５］．ｍｂ是一种荧光肽，
在低铜环境中由甲烷氧化菌分泌到细胞外［６］，

ＭｅｔｈｙｌｏｓｉｎｕｓｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｉｕｍＯＢ３ｂ分泌的ｍｂ结构见图
示１［７－８］．已有研究报道 ｍｂ具有过氧化氢还原酶
（ＨｙｄｒｏｇｅｎＰｅｒｏｘｉｄｅＲｅｄｕｃｔａｓｅ，ＨＰＲ）活性，在无还
原剂的情况下，ｍｂ和 Ｈ２Ｏ２反应体系中无氧气产
生，有还原剂存在的情况下可以还原 Ｈ２Ｏ２产生氧
气［９］．

图示１ＭｅｔｈｙｌｏｓｉｎｕｓｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｉｕｍＯＢ３ｂ分泌的ｍｂ结构［３，８］

Ｓｃｈｅｍｅ１Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｍｂ［３，８］

Ａ．Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｒａｗｉｎｇｏｆｍｅｔｈａｎｏｂａｃｔｉｎ；
Ｂ．Ｃｒｙｓｔａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｍｂ

　　Ｃｈｏｉ等以对苯二酚（ｈｙｄｒｏｑｕｉｎｏｎｅ，ＨＱ）为还原
剂，证明了２种Ⅰ型甲烷氧化菌 Ｍｅｔｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓｃａｐ
ｓｕｌａｔｕｓＢａｔｈ和 ＭｅｔｈｙｌｏｍｉｃｒｏｂｉｕｍａｌｂｕｍＢＧ８代谢产
生的Ｃｕｍｂ配合物有 ＨＰＲ活性，催化 Ｈ２Ｏ２氧化
ＨＱ［１０］，我们也发现了Ⅱ型甲烷氧化菌 Ｍｅｔｈｙｌｏｓｉｎｕｓ
ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｉｕｍＩＭＶ３０１１代谢产生 Ｃｕｍｂ配合物能催
化Ｈ２Ｏ２氧化 ＨＱ．我们采用氯金酸替换反应体系
（Ｃｕｍｂ／ＨＱ／Ｈ２Ｏ２）中的 Ｈ２Ｏ２，观察 ｍｂ是否具有
催化ＨＱ还原 Ａｕ（Ⅲ）为 Ａｕ（０）的能力，结果表明
ｍｂ在有还原剂 ＨＱ存在条件下，可催化 ＨＱ将 Ａｕ
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（Ⅲ）持续还原合成纳米金，并且 ｍｂ的浓度影响纳
米金形貌粒径．

１实验部分
１．１试验仪器与试剂

ＵＶ２５５０型紫外分光光度计（日本岛津公司），
真空冷冻干燥机（德国 ＣＨＲＩＳＴ），透析袋 ＭＤ１０
（ｓｐｅｃｔｒａ公司），ＨＰ２０大孔吸附树脂（Ｓｉｇｍａ公
司），氯金酸（Ｓｉｇｍａ公司），ＨＱ分析纯 ＡＲ（Ｓｉｇｍａ
公司）．
１．２菌种与培养基

甲 基 弯 菌 （Ｍｅｔｈｙｌｏｓｉｎｕｓ ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｉｕｍ）
ＩＭＶ３０１１，由俄罗斯科学院催化研究所提供；培养
基组成参考文献［１１］．
１．３ｍｂ的分离与纯化

将培养５～７ｄ甲基弯菌 ＩＭＶ３０１１的发酵液置
于４℃，１００００ｇ条件下离心２０ｍｉｎ，取上清重新
置于４℃，１００００ｇ再离心２０ｍｉｎ，采用动态吸附
法使用活化的ＤｉａｉｏｎＨＰ２０大孔径树脂 （美国 Ｓｕ
ｐｅｌｃｏ公司，１．１ｃｍ×８０ｃｍ层析柱）进行吸附，再用
６０％乙醇洗脱吸附的 ｍｂ，洗脱液使用截留分子量
为５００Ｄａ的透析袋除去其中残留的乙醇，将截留
物进行真空干燥［１２］，按照上述操作获得的黄褐色

粉末状ｍｂ粗品，以备后续实验使用．
１．４Ｃｕｍｂ催化ＨＱ还原Ｈ２Ｏ２全波长扫描

将培养５～７ｄ甲基弯菌 ＩＭＶ３０１１的发酵液置
于４℃，１００００ｇ离心２０ｍｉｎ取上清液，上清液中
添加ＣｕＳＯ４至５ｍｍｏｌ／Ｌ静置５ｈ后采用使上清液
通过ＨＰ２０大孔吸附树脂，再用６０％乙醇洗脱，洗
脱液使用截留分子量为５００Ｄａ的透析袋除去其中
残留的乙醇，将截留物进行真空干燥后备用，按照

上述操作获得的黄褐色粉末状Ｃｕｍｂ配合物．在装
有磷酸缓冲液的容量瓶中依次加入催化剂 Ｃｕｍｂ、
Ｈ２Ｏ２和一定浓度的底物ＨＱ，并用ｐＨ＝７．０的缓冲
溶液定容至刻度，使溶液中 Ｃｕｍｂ的初始浓度为
２×１０－５ｍｏｌ／Ｌ，Ｈ２Ｏ２的初始浓度为 ７×１０

－３ｍｏｌ／Ｌ，
ＨＱ的初始浓度为５×１０４ｍｏｌ／Ｌ，２０ｍｉｎ后对反应液
进行紫外可见全波长扫描，ｍｂ定量参考 Ｓｃｈｗｙｎ建
立的络天青Ｓ测量大肠杆菌转铁蛋白螯合铁活性方
法［１３］．
１．５ｍｂ催化ＨＱ还原氯金酸合成纳米金表征

配制１．０×１０－２ｍｏｌ／Ｌ氯金酸、５．０×１０－４ｍｏｌ／Ｌ
ＨＱ溶液、５．０×１０－５ｍｏｌ／Ｌｍｂ溶液．取３支一次性

比色皿中，分别编号为１、２、３，１中加入１ｍＬ氯金
酸溶液、１ｍＬＨＱ溶液，振荡 １０ｍｉｎ；２中加入
１ｍＬ氯金酸溶液、０．８ｍＬｍｂ溶液，振荡１０ｍｉｎ；
３中加入１ｍＬ氯金酸溶液、０．８ｍＬｍｂ溶液，振荡
１０ｍｉｎ后，加入１ｍＬＨＱ溶液，再振荡１０ｍｉｎ；以
上３组每间隔一定时间进行一次紫外可见全波长扫
描．采用日本ＪＥＯＬ公司生产 ＪＥＭ２１００透射电镜观
察反应液微观形貌．
１．６ｍｂ浓度对ＨＱ还原氯金酸合成纳米金影响

取４支一次性比色皿中，分别编号为Ａ、Ｂ、Ｃ、
Ｄ，其中均添加 １ｍＬ氯金酸溶液（１．０×１０－２ｍｏｌ／
Ｌ）、０．５ｍＬｍｂ溶液（浓度分别为２．５×１０－５ｍｏｌ／Ｌ、
５．０×１０－５ｍｏｌ／Ｌ、１．０×１０－４ｍｏｌ／Ｌ和 ２．０×１０－４ｍｏｌ／
Ｌ），以上 ４组振荡 １０ｍｉｎ后，再添加 ＨＱ溶液
（５．０×１０－４ｍｏｌ／Ｌ）各１ｍＬ，振荡１０ｍｉｎ；以上４组
每间隔一定时间进行一次紫外可见全波长扫描．
１．７ＨＱ浓度对ｍｂ催化ＨＱ的影响

取５支一次性比色皿中，分别编号为 ａ、ｂ、ｃ、
ｄ、ｅ，每个比色皿添加１ｍＬ氯金酸溶液（１．０×１０－２

ｍｏｌ／Ｌ）、０．５ｍＬｍｂ溶液（５．０×１０－５ｍｏｌ／Ｌ），以上５
组振荡１０ｍｉｎ后，再添加ＨＱ溶液各１ｍＬ（浓度分
别为１．７５×１０－４ｍｏｌ／Ｌ、２．５×１０－４ｍｏｌ／Ｌ、５．０×１０－４

ｍｏｌ／Ｌ、７．５×１０－４ｍｏｌ／Ｌ、１．０×１０－３ｍｏｌ／Ｌ），振荡
１０ｍｉｎ；以上５组每间隔一定时间进行一次紫外可
见全波长扫描．
１．８ｐＨ值对ｍｂ催化ＨＱ的影响

取６支一次性比色皿中，分别编号为１、２、３、
４、５、６，１号比色皿加入氯金酸溶液（１．０×１０!２

ｍｏｌ／Ｌ）、ＨＱ溶液（５．０×１０－４ｍｏｌ／Ｌ）后，ｐＨ调整为
５，２～６号比色皿加入氯金酸溶液（１．０×１０－２ｍｏｌ／
Ｌ）、ｍｂ溶液（５．０×１０－５ｍｏｌ／Ｌ）、ＨＱ溶液（５．０×
１０－４ｍｏｌ／Ｌ），ｐＨ分别调整为３、５、７、９、１１，以上
６组振荡１０ｍｉｎ后进行紫外可见全波长扫描．

２结果与讨论
２．１ｍｂ催化ＨＱ还原Ｈ２Ｏ２

采用紫外可见全波长扫描对Ｃｕｍｂ催化ＨＱ还
原Ｈ２Ｏ２的反应进行分析，结果如图１所示，ＨＱ在
２８８ｎｍ处特征峰的吸光值降低，表明ＨＱ发生了氧
化反应生成对苯二醌，为证明这一推论，在相同的

方法条件下用对ＨＱ标准品进行紫外可见全波长扫
描，结果表明ＨＱ的特征吸收峰在２８８ｎｍ处．由于
对苯二醌在２８８ｎｍ处无紫外吸收，可利用２８８ｎｍ
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的吸光值变化来研究 ｍｂ催化 ＨＱ还原 Ｈ２Ｏ２．图１
显示 Ｃｕｍｂ可以催化 ＨＱ还原 Ｈ２Ｏ２，电子可以由
ＨＱ经 Ｃｕ传给 Ｈ２Ｏ２，进而推测也可能由 ＨＱ传给
Ａｕｍｂ配合物中的 Ａｕ（Ⅲ）并将其还原．ｍｂ催化
ＨＱ还原Ｈ２Ｏ２催化反应方程式如下：

图１Ｃｕｍｂ催化ＨＱ还原Ｈ２Ｏ２
Ｆｉｇ．１ＨＱｒｅｄｕｃｔｉｏｎｏｆＨ２Ｏ２ｃａｔａｌｙｚｅｄｂｙＣｕｍｂ

２．２ｍｂ催化对苯酚还原氯金酸合成纳米金
金纳米颗粒具有独特的光学性质———表面等离

子体共振 （ｓｕｒｆａｃｅｐｌａｓｍａｒｅｓｏｎａｎｃｅ，ＳＰＲ） 性
质［１４－１５］，所以分别对 ＨＱ／氯金酸、ｍｂ／氯金酸、
ｍｂ／氯金酸／ＨＱ反应液进行紫外可见全波长光谱
分析，如图２所示，ＨＱ／氯金酸反应液紫外可见全
波长光谱在５００～７００ｎｍ范围内无特征峰出现，这
说明ＨＱ／氯金酸反应液中无纳米金合成，与 Ｐｅｒｒａ
ｕｌｔ实验结论相符［４］．ｍｂ与氯金酸反应一定时间后
紫外可见全波长光谱在５５２．０ｎｍ（ＯＤ５５２＝０．０６６）
附近出现特征峰，ｍｂ／氯金酸反应液振荡１０ｍｉｎ后
再添加ＨＱ的反应液紫外可见全波长光谱在５５０．５
ｎｍ（ＯＤ５５０＝０．３６１）附近出现特征峰，并且与 ｍｂ／
氯金酸反应液相比吸光值增大，另外从图２样品的
透射电子显微镜图片可以看出 ｍｂ／氯金酸、ｍｂ／氯
金酸／ＨＱ反应液中均有纳米金合成，这说明 ｍｂ能

够催化 Ａｕ（Ⅲ）还原形成纳米金，但由于没有电子
供体，产生的纳米金含量很少，而ＨＱ能够作为ｍｂ
催化Ａｕ（Ⅲ）还原的电子供体，用于ｍｂ催化ＨＱ还
原氯金酸纳米金合成反应．

图２氯金酸／ＨＱ／ｍｂ反应液紫外可见全波长
扫描和透射电子显微镜

Ｆｉｇ．２ＵＶｖｉｓｉｂｌｅａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｓｐｅｃｔｒａａｎｄＴＥＭｏｆ
ＨＱ／ＨＡｕＣｌ４／ｍｂｒｅａｃｔｉｏｎｍｉｘｔｕｒｅ

２．３提高ｍｂ浓度促进ＨＱ还原氯金酸合成纳米金
紫外可见全波长光谱特征峰对应的吸光值与纳

米颗粒量成正比，紫外可见全波长光谱特征峰对应

的波长与粒径大小成反比［１６］，ｍｂ浓度对催化 ＨＱ
还原氯金酸合成纳米金产量的影响如图３所示，当
ｍｂ／氯金酸／ＨＱ反应液中 ｍｂ的浓度分别是 ２．５×
１０－５ｍｏｌ／Ｌ、５．０×１０－５ｍｏｌ／Ｌ、１．０×１０－４ｍｏｌ／Ｌ时，
特征峰分别是５６１．５ｎｍ（ＯＤ５６１＝０．１５８）、５４８．０ｎｍ
（ＯＤ５４８＝０．４２６）、５３６．５ｎｍ（ＯＤ５３６＝０．５４１）．紫外
可见全波长光谱特征峰出现蓝移且峰形分布变窄，

说明随着反应液中 ｍｂ浓度的增加，反应合成的纳
米金粒径有变小的趋势；特征峰对应的吸光值增

加，说明随着反应液中 ｍｂ浓度的增加，合成纳米
金的浓度也在增加，ｍｂ浓度影响其催化 ＨＱ还原
氯金酸合成纳米金．但是，当反应液中 ｍｂ的浓度
提高到２．０×１０４ｍｏｌ／Ｌ，紫外可见全波长光谱特征
峰出现在５５３．０ｎｍ（ＯＤ５５３＝０．１９５）附近，对应的吸
光值也在减小，表明 ｍｂ／氯金酸 ＨＱ反应液中合成
的纳米金在减少，粒径却在增大，这可能是由于ｍｂ
的４硫酰５羟唑酮和４羟基５硫酰咪唑基团（图示
１）具有螯合金离子的活性，当 ｍｂ浓度增加到一定
程度时，反而降低了参与纳米金合成反应的金离子

浓度，导致ｍｂ／氯金酸／ＨＱ反应液中合成的纳米金
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量减少，粒径变大［１７］．

图３不同ｍｂ浓度对合成纳米金的影响
Ｆｉｇ．３Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｍｂｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｔｈｅｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

ｏｆｇｏｌｄｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ

２．４提高ＨＱ浓度增加合成纳米金的量
ＨＱ浓度对 ＨＱ还原氯金酸合成纳米金产量的

影响如图４所示，当 ｍｂ／氯金酸／ＨＱ反应液中 ＨＱ
的浓度分别是１．７５×１０－４ｍｏｌ／Ｌ、２．５０×１０－４ｍｏｌ／Ｌ、
５．００×１０－４ｍｏｌ／Ｌ、７．５０×１０－４ｍｏｌ／Ｌ、１．００×１０－３

ｍｏｌ／Ｌ时，特征峰分别是 ６６１．０ｎｍ（ＯＤ６６１ ＝
０．０２２）、５５７．０ｎｍ（ＯＤ５５７＝０．１１６）、５５６．０ｎｍ
（ＯＤ５５６＝０．２４４）、６０１．０ｎｍ（ＯＤ６０１＝０．０７２）、６０２．０
ｎｍ（ＯＤ６０２＝０．１５４）．紫外可见全波长光谱特征峰吸
光值先增加后减少，这说明 ＨＱ浓度过低不能为
Ａｕ（Ⅲ）提供足够的电子还原为Ａｕ（０），ＨＱ浓度过
高提供过量的电子导致Ａｕ（０）粒子团聚，在１．７５～
５．０×１０!４ｍｏｌ／Ｌ浓度范围内，ＨＱ提供电子的数量
与还原氯金酸合成纳米金的量成正比．
２．５弱酸体系还原氯金酸合成纳米金

ｐＨ对ＨＱ还原氯金酸合成纳米金的影响如图５
所示，当ｍｂ／氯金酸／ＨＱ反应液中ｐＨ分别是３、５、
７、９、１１时，紫外可见全波长光谱特征峰分别是
５４９．５ｎｍ（ＯＤ５４９．５＝０．０５５）、５４９．５ｎｍ（ＯＤ５４９．５＝
０．３２９）、５３９．０ｎｍ（ＯＤ５３９＝０．３３２）、５３９．０ｎｍ
（ＯＤ５３９＝０．１７６）、５４６．０ｎｍ（ＯＤ５４６＝０．３５１），氯金
酸／ＨＱ反应液中 ｐＨ为 ５，特征峰是 ５５１．０ｎｍ
（ＯＤ５５１．０＝０．０２２）．紫外可见全波长光谱特征峰吸光
值的变化，说明 ｐＨ分别为５、７和１１时合成纳米
金的量比较大，但是Ｓｉｒａｊｕｄｄｉｎ研究结果显示当ｐＨ
为７以上时，ＨＱ还原氯金酸合成纳米金反应剧烈

图４不同ＨＱ浓度对合成纳米金的影响
Ｆｉｇ．４ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＨＱｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｔｈｅｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

ｏｆｇｏｌｄｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ

图５不同ｐＨ对合成纳米金的影响
Ｆｉｇ．５ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｐＨｏｎｔｈｅｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｇｏｌｄｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ

形成沉淀，本实验结果与此结论一致［１８］．观察
ｍｂ／氯金酸／ＨＱ（ｐＨ＝５）与／氯金酸／ＨＱ（ｐＨ＝５）的
紫外可见全波长光谱发现，含有 ｍｂ的反应液中有
大量的纳米金合成，而不含 ｍｂ反应液紫外可见全
波长光谱特征峰吸光值很小（见图５），说明 ｍｂ在
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弱酸环境中（ｐＨ＝５）具有催化 ＨＱ还原氯金酸合成
纳米金生物活性．

３结　论
通过氯金酸／ＨＱ和 ｍｂ／氯金酸／ＨＱ反应体系

紫外可见全波长扫描结果差异，说明 ｍｂ具有 ＨＰＲ
活性，以ＨＱ为还原剂将 Ａｕ（Ⅲ）还原为 Ａｕ（０）合
成纳米金．同时由于ｍｂ具有螯合金属离子的活性，
所以在ｍｂ／氯金酸／对苯酚反应体系中，调控ｍｂ浓
度可以影响纳米金的大小和产量，反应体系中 ｍｂ
的最佳浓度是１．０×１０４ｍｏｌ／Ｌ．我们的研究为 ＨＱ
还原氯金酸合成纳米金提供了一种微生物源催

化剂．
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