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叶绿酸酯的光敏杀菌作用

唐 蕾!!曹建平!!吴 亢!!邵蔚蓝!!胡慧中!!张高峰

!江南大学 工业生物技术教育部重点实验室"江苏 无锡!-$#"3#

摘!要!广泛使用抗生素治疗细菌感染是导致抗生素抗性菌增加的重要原因!研究杀菌的其他方

法!如光敏杀菌法等十分必要(研究结果表明!叶绿素的降解产物叶绿酸酯对白葡萄球菌"!"#$%&’
()*)**+,#(-+,#有显著的光动力杀伤作用!而对大肠杆菌".,*%/01*%1#*)(1#的生长没有影响$葡萄

球菌较大肠杆菌能更有效地吸附叶绿酸酯!导致对生长的抑制(
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!!近年来%由 于 抗 生 素 的 大 量 使 用%不 仅 使 得 许

多病菌产生抗药性%而且抗菌素的毒副作用以及对

自然微生 物 群 落 的 破 坏 日 益 受 到 人 们 的 关 注(因

此%寻找毒性 小&对 环 境 无 污 染 的 廉 价 新 型 抗 菌 剂

成为研究者的努力方向之一(光敏剂在这方面显示

出诱人的前景’-((
光敏剂是一些具有光活性的化合物%它可以选

择性地富 集 在 特 定 组 织%在 紫 外 或 可 见 光 的 激 发

下%产生光动 力 杀 伤 作 用’!((光 敏 剂 在 杀 灭 有 害 菌

的同时不伤及邻近组织和环境中固有的有益菌%因

而成为现行抗菌素的安全替代品之一’"((
卟啉类光敏剂诸如血卟啉&光敏素等已经被成

功地用于 血 液 制 品 中 病 毒 的 处 理%杀 灭 口 腔 致 病

菌&治 疗 口 腔 疾 病 等 光 动 力 治 疗 中’$!3((叶 绿 素 作
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为植物光合作用的主要化合物!是自然界中广泛存

在的一类卟啉类化合物!如能将其开发成一种有效

的光敏杀菌剂!将有利于降低卟啉类光敏剂的化学

合成成本!减少毒副反应(为此!本研究从植物中提

取叶绿素!通过碱法降解发现产物叶绿酸酯对革兰

氏阳性菌具有显著的光动力杀伤作用(

A!材料与方法

ABA!菌种

大 肠 杆 菌 ".,*%/01*%1#*)(1#$白 葡 萄 球 菌

"!"#$%&()*)**+,#(-+,#由 江 南 大 学 生 物 工 程 学 院

生物科学系提供(
ABC!培养基

营养肉汤培养基%牛肉浸膏"@&8!蛋白胨-#
@&8!)+;’2@&8!固体培养基另加!#@&8琼脂(
?EZ(!!-!-[ 灭菌!#W:>(
ABD!主要仪器设备

B%/!-##紫外可见分光光度计%上海龙尼柯仪

器公司生产’*B86N/\]多用途高速冷冻离心机%
美国6H9,W&/NS;公司生产’Z!#型回转式振荡恒

温培养箱%台湾6D5<EDN)公司生产(
ABE!叶绿素的提取及叶绿酸酯的制备

新鲜菠 菜!去 除 茎 及 叶 脉!洗 净 晾 干!加 入 甲

醇!在组织搅碎机中搅碎后抽滤!弃去滤渣!得到深

绿色 甲 醇 提 取 液(在 提 取 液 中 加 入-&Z体 积 的

-!$/二氧六环!不 断 搅 拌 并 滴 加 去 离 子 水!直 至 出

现绿色絮状沉淀($[!0###,&W:>离心!#W:>得

到叶绿素沉淀!避光风干(
称取上述叶绿素溶解在甲醇中!用)+<E溶液

调至?E 值 为0(2!-####,&W:>常 温 下 离 心!#
W:>!制成叶绿酸酯储备液(将储备液用甲醇适当稀

释!测 定332>W 和 32!>W 处 的 吸 光 值!根 据

8:RHM9>MH+’9,(Z)的方法计算储备液的质量浓度(
ABF!菌体培养及抑菌试验方法

将斜面菌种 接 入 营 养 肉 汤 培 养 基!"Z[过 夜

培养(分 别 移 接 适 量 过 夜 培 养 物 至 新 鲜 培 养 基 中

"!2#W8锥形瓶装液量!2W8#!使得在2!0>W处

的初始 <̂ 值!大肠杆菌为#(#2!#(-#!白 葡 萄 球

菌为#($!#(2(菌体的生长状况通过测定培养物在

2!0>W处的 <̂ 值以及菌落形成单位";]B#来确

定(
细菌培养物 在 其 对 数 生 长 期 加 入 叶 绿 酸 酯 的

甲醇储备液与不含叶 绿 酸 酯!?E 值 为0(2的 甲 醇

溶液为对照(回转式振荡恒温培养箱的转速为!##

,&W:>!温度为"Z[!光照使用培养箱的内置光源(

ABG!细菌细胞对叶绿酸酯的吸附

离心洗涤处于对数生长期的细胞!并将细胞悬

浮于#(#2W&’&8!?E值3(2的磷酸缓冲液中!调

整菌体数量为-#0&W8!加入叶绿酸酯!"Z[振荡

-H(-####,&W:>离心!#W:>!测定上清 液 在$"#

>W的吸光值!菌体细胞用上述缓冲液洗涤后!用甲

醇提取吸附于 细 胞 上 的 叶 绿 酸 酯!再 次 离 心!测 定

$"#>W处的吸光值(

C!结果与讨论

CBA!叶绿素及其衍生物的结构特性

叶绿素是含有植醇基团的卟啉类化合物(0)"见

图-#(

!!在酸性$碱性以及叶绿素酶的作用下叶绿素将

发生结构上的 变 化(在 酸 性 条 件 下!叶 绿 素 脱 镁 生

成脱镁叶绿素’在 植 物 衰 老 和 果 实 成 熟 时!植 物 中

存在的叶绿 素 酶 催 化 脱 植 醇 反 应’在 碱 性 条 件 下!

叶绿素水解生 成 叶 绿 酸 酯(叶 绿 素 在 脱 去 植 醇!或

%环开环后!极性有所增强(在对叶绿素$脱镁叶绿

素$脱植醇叶绿素和叶绿酸酯的抗菌活性进行初步

比较后!发现 叶 绿 酸 酯 具 有 较 强 的 光 敏 活 性(.)(为

此!实验着重对叶绿酸酯的抗菌作用做了进一步的

研究(

CBC!叶绿酸酯对细菌生长的抑制作用

实验选用了典型的革兰氏阴性菌大肠杆菌".2
*)(1#和阳 性 菌 白 葡 萄 球 菌"!2#(-+,#作 为 供 试 细

菌!在对数生长期加入叶绿酸酯"终质量浓度为0#

"@&W8#!同时以添加?E值0(2的甲醇为对照(经

过检测!添加叶绿酸酯或?E值0(2的甲醇后!培养

基的?E值为Z(!!无显著变化(结果表明!添加叶

绿酸酯后菌体的生长明显受到抑制!低于对照菌体

"见图!#(这说明叶绿酸酯对革兰氏阳性菌有较强

的抑制作用!而同样质量浓度的叶绿酸酯对大肠杆

菌的生长并无影响"见图"#(
叶绿酸酯作用"H后的电子显微镜观察结果显

示!白葡萄球 菌 细 胞 发 生 溶 解"见 图$#!导 致 菌 体

死亡(
考察了叶绿酸酯对白葡萄球菌存活率的影响!

对于每 一 组 进 行 了"次 试 验!结 果 为"次 的 平 均

值(对光照处 理 后 的 菌 落 形 成 单 位 进 行 了 计 算"见

表-#(由表-可知!随着菌数的增大!活菌数显著下

降!当终质量 浓 度 为"#"@&W8 时!存 活 部 分 仅 为

2("Z_-#‘3!致死率达到..(..a(
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图A!叶绿素及其衍生物的化学结构

H+3BA!I4.>4.J+>&’/0$#>0#$."(>4’"$":41AA&%6+0/6.$+-&0+-./

图C!叶绿酸酯对白葡萄球菌生长的影响

H+3BC!I4..((.>0"(>4’"$":41’’+%./0.$"%!"#$%&’

3$"@04

图D!叶绿酸酯对大肠杆菌生长的影响

H+3BD!I4..((.>0"(>4’"$":41’’+%./0.$"%(")*$+

3$"@04

未加入叶绿酸酯的菌体细胞 放大倍数!$2###倍

加入叶绿酸酯"光照培养"H的菌体细胞 放大倍数!$2###倍

图E!白 葡 萄 球 菌 在 添 加 叶 绿 酸 酯 前 后 的 细 胞 形 态

变化

H+3BE!K"$:4"’"31>4&%3."(!"#$%&’+%04.:$./.%>."(

>4’"$":41’’+%./0.$
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表A!白葡萄球菌经 叶 绿 酸 酯 光 照 处 理 后 的 菌 落 形 成 单 位

和存活率

I&=BA!L#J=.$"(>"’"%1("$J+%3#%+0/!9H,"&%6/#$-+-&’

3$"@04"(!"#$%&’&(0.$>4’"$":41’’+%./0.$0$.&0J.%0

叶绿酸酯质量浓度!
""@!W8#

菌数!";]B!W8# 存活率!a

# -(00_-#-# -(#_-##

#(" 3(3._-#. "(23_-#‘-

"(# "(Z2_-#3 -(.._-#‘$

"# -(#-_-#2 2("Z_-#‘3

CBD!细菌细胞对叶绿酸酯的吸附能力

*+’:Y等人发现$革兰 氏 阳 性 菌 能 够 有 效 地 吸

附卟啉类化合物$其中结合在细胞膜上的卟啉对细

胞起到光动力杀伤效应%革兰氏阴性菌对卟啉的结

合较弱$仅伴有污染的弱光动力作用&-#’(为了验证

叶绿酸酯是否具有类似的杀菌机制$实验考察了葡

萄球菌和大肠杆菌细胞对叶绿酸酯的吸附能力"见

表!#(由于葡萄球菌对叶绿酸酯的吸附$使得离心

后的 上 清 液 中$叶 绿 酸 酯 的 含 量 下 降$表 现 在$"#
>W处的吸光值 减 少$并 且 离 心 后 的 菌 体 细 胞 呈 现

绿色$经过甲 醇 提 取 后$大 部 分 吸 附 在 菌 体 细 胞 上

的叶绿酸酯溶解于甲醇中$再次离心$测定$"#>W
处的吸光值$并与经过同样处理的大肠杆菌细胞进

行比较(结果 发 现$大 肠 杆 菌 细 胞 对 叶 绿 酸 酯 的 吸

附能力明显小 于 葡 萄 球 菌$菌 体 细 胞 为 白 色(以 上

结果初步解 释 了 叶 绿 酸 酯 对 大 肠 杆 菌 和 白 葡 萄 球

菌抑制作用的差异$说明叶绿酸酯只有被细菌细胞

吸附后$才能 发 挥 其 光 敏 效 应(革 兰 氏 阴 性 菌 复 杂

的细胞壁结 构 可 能 对 叶 绿 素 衍 生 物 的 吸 附 起 到 了

阻碍作用(

表C!细菌细胞对叶绿酸酯的吸附结果

I&=BC!I4.&=/"$:0+"%"(>4’"$":41’’+%./0.$=1=&>0.$+&>.’’/

项 目
<̂ $"#>W值

无细胞上清液 细胞的甲醇提取液

无细胞缓冲液对照 -(#"#b#(##3

大肠杆菌 #(.$Zb#(#!# #(#.0b#(##.

白葡萄球菌 #(Z2-b#(#-! #(-0"b#(##"

D!结!论

叶绿素是天 然 的 卟 啉 类 化 合 物$在 高 等 植 物(
藻类中普 遍 存 在$其 本 身 并 不 具 备 光 动 力 杀 伤 作

用$但其部分 衍 生 物 却 具 有 较 强 的 光 敏 活 性$期 望

能开发成一种廉价有效的光敏杀菌剂(本文所报道

的实验结果仅是初步的$有关叶绿素衍生物结构与

相关作用机制正在进一步探讨中(
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