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伯克霍尔德氏菌（./’01(*23’&$ !" #）$%萘酸单加氧酶
基因（-4(）的克隆及表达

方向平 丘晓颖 岑英华 孙国萍"

（广东省微生物研究所 广州 #&%%2%）

摘 要：通过酶切连接将 !"#$%&’()#*+ @E* F5&#%%的一段 G1H片段（!I6J.）亚克隆到表达载体

EKL&6上，得到重组子 E4M&$"。测序后的 E4M&$"重组子 !I6J.插入片段的序列已经登陆欧
洲 4NOP基因库，序列接受号为 HF#33"""。对这一 G1H片段的序列分析显示，此 G1H片段含
有 "个阅读框，且在这 "个阅读框 #Q端发现一启动子特异序列。再用酶切连接方法得到仅含
一个阅读框的重组子 ERM"，其阅读框长度为 &&#6.E，编码 "63个氨基酸，与已报道的 ,+’-.&/*+
)".#&0%+ S8"C羟化酶（单加氧酶，./,）氨基酸序列有 3!T的同源性。E4M&$"对 $7萘酸代谢途
径中 !个关键底物的转化实验结果显示，其基因产物仅对 $7萘酸发生加氧转化反应，而且 $7
萘酸浓度有明显的降低，证实此基因是 $7萘酸单加氧酶基因（ /1&）。同时发现其基因产物也
可以转化苯甲酸钠。该酶对苯甲酸的加氧转化途径正在研究中。

UGU7VHW4结果表明，ERM"、E4M&$"两重组子中 $7萘酸单加氧酶表达量并没明显区别，但
加氧酶酶活却存在显著的差别。推测在启动子后，单加氧酶阅读框前的两个阅读框的基因产

物，对单加氧酶活有促进作用。

关键词：$7萘酸，单加氧酶，底物
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$7萘酸是具有两个苯环结构的化合物，研究细菌降解 $7萘酸（$7B9E=-=(9-/）的代谢途
径的主要意义是因为 $7萘酸的化学结构与印染行业广泛使用的偶氮染料的骨干单元结构
类似。研究 $7萘酸的微生物代谢途径、确定其代谢过程中的酶系统以及对应的代谢基因，
可以为偶氮染料的微生物降解提供理论依据，为通过生物工程技术构建多功能高效的环

境污染物降解菌创造条件［&］。

苯环类化合物的微生物降解途径中，加氧酶（N(B((:Y?/B9@/）基因起着重要的作用。
自 &C6"年 4B@)/Y等［$］发现克隆的加氧酶基因的表达可使大肠杆菌积累靛蓝的现象以来，
这种使吲哚羟化生成靛蓝的直观指标已经被广泛用于克隆各种细菌加氧酶基因。吲哚可

被各种羟化酶（单、双加氧酶）羟化生成靛蓝的普遍性，已成为最简单的加氧酶检测方

法［$，"］。伯克霍尔德氏菌（!"#$%&’()#*+ @E*）F5&#%%是一株 $7萘酸降解菌，其 $7萘酸代谢途
径已由 N(09Z@J<等［!］报道，发现 $7萘酸的降解涉及多个加氧酶的反应，其中 $7萘酸代谢途



径第一步是由单加氧酶羟化 !"萘酸产生 #"羟基"!"萘酸。通过粘粒 $%&’(#构建了 )*#+,,
的 -.&文库，获得 /个在 %0平板上积累靛蓝的菌落。取其中一个菌落 0/检测，发现含
有一段 !,12左右的 )*#+,,-.&片段，本文报道对此段 -.&做逐级亚克隆，探求其具有加
氧酶活的最短 -.&序列的结果。

! 材料和方法

!"! 质粒、菌株和培养基
宿主菌大肠杆菌（!"#$%&’#$’( #)*’）30#,#、)4#,5，质粒载体 $67#8、$67#5 由本实验室

保存。伯克霍尔德氏菌（+,&-$)*.%&’( 9$:）)*#+,,是一株 !"萘酸降解菌，0/质粒为粘粒载
体 $%&(’#含有 !,12 左右的 )*#+,, -.& 片段，均由本实验室保存。丰富培养基 %;<=>"
0?<@>A=（%0）和无机盐培养基 45含葡萄糖，根据需要添加氨苄青霉素（&B$）#,,BCD%。
!"# 酶和试剂
所有限制性内切酶及连接酶购自 *>E>’>公司，质粒抽提试剂盒、-.&纯化试剂盒购

自上海生工生物工程技术服务有限公司，.&-3、FG*H、二甲替甲酰胺（-4(）购自华美生物
工程公司，!"萘酸、#"羟基"!"萘酸、原儿茶酸、邻苯二酸购自 &IJ<=KL公司。其它化学试剂均
为分析纯。

!"$ 基因克隆和序列分析
首先从 0/质粒的 !,12供体 -.&作亚克隆，分别将各酶切片段连接到 $67#8中，得

到一个能使 ! : #)*’ 转化子细胞积累靛蓝的亚克隆。内含 812供体 -.&。通过 !#)’!D
/01!酶切连接将此 812 -.&片段中具有 M个阅读框 -.&片段（NO812）亚克隆到 $67#8
上，并转化 ! : #)*’ 30#,#得到重组子 $PE#!M。将 NO812的片段用 23(!D/01!酶切得到
仅含一个阅读框的 -.& 片段（!O!12），亚克隆到 $67#5 上获得重组子 $QEM。 !#)’!D
23(!酶切得一段 -.&片段（!O/12），连接到表达载体 $67#8得重组子 $PQ#!（图 #）。由
*>E>’> 公司对 $PE#!M进行 -.&序列测定，-.&序列分析和蛋白分析采用 -.4""’"5 软件。

图 ! %&’!#$重组子中阅读框的排列
(=C:# R<C>A=S>@=TA TU @L? T$?A <?>J=AC U<>B? =A $PE#!M

!"( 底物转化实验
!"("! 羟化酶的靛蓝生成实验：参照文献［M］。
!"("# 制备细胞提取液［N］：分别将含 $PQ#!、$QEM、$PE#!M质粒的 ! O #)*’ )4#,5，接种在
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含 !""#$%&氨苄青霉素的 ’""#& &(培养液中，)*+过夜振荡培养。,+离心收集菌体，用
水洗涤两次，再悬浮在 ’"##-.%&磷酸缓冲液（/0*1"）中。超声波破碎细胞（破碎 )次，每
次 !#23，间隔 !#23）后，,+下 4""""5%#23离心 )"#23，回收上清，再于 ,+下 )6""" 5%#23离心
47，上清液即为细胞提取液。
!"#"$ 酶活测定［,］：反应体系为：磷酸二氢钾8氢氧化钠缓冲液（’"##-.%&，/0*1"）9,"!&，
细胞提取液 ’"!&，:;<0（4’##-.%&）*!&，反应底物 )!&（"1’#-.%&）。选取 48萘酸、!8羟基848
萘酸、原儿茶酸、邻苯二酸、吡啶、喹啉和苯甲酸钠为反应底物。:;<0 的吸收峰位于
),"3#处。反应混合物在 )*+水浴中反应 !7，每隔 !’#23取部分反应混合物测 !"),"值。

蛋白浓度的测定采用二喹啉甲酸（(=;）检测法［’］。取反应混合物做适当稀释，用紫外8可
见分光光度扫描分析重组大肠杆菌对底物的利用。

!"% &’&()*+,
细菌总蛋白的提取和 ><>8?;@A参照文献［’］进行操作。

- 结果和讨论

-"! -(萘酸单加氧酶基因（!"#）的克隆和序列分析
从 (B质粒的 4"CD供体 <:;作亚克隆，分别将各切段连接到 /E=!6中，得到一个能

使 # F $%&’ 转化子细胞积累靛蓝的亚克隆，内含 6CD供体 <:;。再用此 6CD <:;片段作
#$%G"%()*"酶切连接，其中一段 ,16CD <:;亚克隆到 /E=!6上，命名为 /AH!4)，能使
# F $%&’ 转化子在 &(平板呈现靛蓝生成的蓝色菌落，因此推断这一 <:;片段中含有加氧
酶基因。这一段 ,16CD 的 <:; 已完成了测序并被欧洲 AI(& 基因库接受，接受号为
;J’BB)))。序列分析显示，此 <:;片段含有 )个同向的阅读框，其中一个 !!’6D/阅读框
（KGL)）编码 )6B个氨基酸，与已报道的 +,&-.%*’, /0.1%)2, 0L)9羟化酶基因（单加氧酶基
因，3/$）)M末端的 *6"D/ <:;序列有 6BN的同源性，与 3/$ 的氨基酸序列具有 B,N的同源
性［B］。在此 !!’6D/阅读框前还存在两个阅读框（KGL!，4），且在这 )个阅读框前端发现一
启动子特异序列。43,"%()*"酶切得到仅含上述 !!’6D/阅读框的 <:;片段（414CD），
亚克隆到表达载体 /E=!9上，获得的重组子 /OH)，同样能在 &(平板形成蓝色菌落。而
#$%G"%43,"酶切得到仅含前两个阅读框（KGL!、KGL4）的 <:; 片段（41BCD），连接
/E=!6得重组子 /AO!4，在 &(平板上尽管培养时间到 , P ’Q仍不能形成蓝色菌落（图 !）。
初步确定 !!’6D/阅读框为具羟化酶（单加氧酶）功能的基因（*5%）。
-"- 靛蓝生成实验
靛蓝溶解在二甲替甲酰胺（<IL）中，在 !"B!"处有特异的吸收峰。观察 !"B!"处光吸

收值的升高，可计算出靛蓝的生成量。紫外分光光度计的靛蓝摩尔吸光系数为 !*4""
.2RS5T·#-.U !·V#U !。在含葡萄糖的 I9液体培养基中（;#/!""#$%&），添加吲哚 B"!#-.%&为
底物，用重组大肠杆菌做靛蓝生成实验。每 )"#23取一定量培养液，将被加氧酶羟化吲哚
生成的靛蓝溶解在 <IL中，测定在 !"B!"处的光吸收值，即可测定重组细胞中加氧酶的活

性。分别对含 /E=!6、/AO!4、/AH!4) 和 /OH) 质粒的 # 1 $%&’ 0(!"! 做靛蓝生成实验（图
4）。结果表明，含 /AH!4) 与 /OH) 质粒的 # 1 $%&’ 0(!"! 都能产生靛蓝，含质粒 /E=!6、
/AO!4的 # 1 $%&’ 0(!"! 无靛蓝产生，含 /AH!4) 质粒的大肠杆菌在反应 67 后，就将
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!"!#$%&’的底物吲哚完全转化，而 ()*+质粒即使在反应 ,-.后，仍只转化了少量的吲哚
底物。因此 (/*,-+无论在靛蓝的生成速度或生成量方面都远高于 ()*+。

图 ! 靛蓝生成实验
0123- 45612$ 7$8#9:1$5 9;;9<;

根据 =>%9;?$等［@］报道，用靛蓝的生成量可以
表示加氧酶的酶活水平。从靛蓝生成实验结果

分析，重组质粒 (/*,-+与 ()*+中都含有 ,,ABCD
的 EF0+，都能生成靛蓝，二者的差异是前者比后
者多含有两个阅读框和一启动子序列。由于

()*+质粒仅含一个阅读框（EF0+），所以确定此
阅读框基因（!"#）的产物具加氧酶基因功能。含
(/),-重组子的大肠杆菌不能将吲哚转化成靛
蓝，说明位于 !"# 阅读框前的两个阅读框
（EF0,、EF0-）和特异启动子序列缺乏构成加氧
酶活性的必须成份。从靛蓝生成实验结果中还

发现，含有 +个阅读框和启动子序列的 (/*,-+无论在靛蓝的生成速度或生成量方面都远
高于仅含一个阅读框（!"#）的 ()*+。根据靛蓝生成量和生成速度的显著差异，推测单加
氧酶阅读框（!"#）前的两个阅读框（EF0,、EF0-）的基因产物和启动子特异序列可能对单
加氧酶的酶活有很强的正调节作用。

!"# 底物转化实验
在加氧酶的酶活测定反应中，GHIJ浓度的降低表示有加氧反应进行，紫外分光光度

计的 GHIJ摩尔吸光系数为 ++"" %1:>8;·#$%K ,·?#K ,。酶活以每毫克蛋白每分钟催化 ,!#$%
GHIJ的氧化反应表示。将分别含 (LM,B、(/*,-+、()*+质粒的 $ 3 %#&’ NO,"P细胞提取
液对 @种底物的酶活见表 ,。同时进行 ()-"" Q ()R""范围的紫外S可见分光光度扫描，检
查底物的消减。发现以 -S萘酸为底物的含 (/*,-+ 细胞提取液的反应混合物，氧化反应
!"#15后 -S萘酸的浓度有明显的降解（图 +）。而 -S萘酸代谢途径中其它 +个加氧酶反应
底物（,S羟基S-S萘酸、原儿茶酸、邻苯二酸）的浓度没有变化（表 ,）。

表 $ !%萘酸单加氧酶的酶活分析
T9D%> , H?:1U1:< 959%<;1; $7 -S59(.:.$9:> #$5$$V<2>59;>

WXD;:89:>
(LM,B

&［!#$%&（#2·#15）］
(/*,-+

&［!#$%&（#2·#15）］
()*+

&［!#$%&（#2·#15）］
(/),-

&［!#$%&（#2·#15）］

-S59(.:.$9:> K ,@ K K

,SEJS-S59(.:.$9:> K K K K

Y8$?9:>?.$9:> K K K K

Y.:.9%9:> K K K K

Y<81615> K K K K

ZX15$%15> K K K K

[>5\$9:> K ,R K K

K 3 G$: 6>:>?:9D%>3
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图 ! 反应混合物紫外"可见分光光度扫描图
!"#$% &’(’") )*+,-./0 12 -3+ 0"4-5.+ ,16-/"6"6# )57)-./-+)

由于采用 89:;法测定含 *<=>?%的基因产物对不同底物的氧化反应实验证明了 ?(
萘酸的加入与 89:;消减成正相关，进而在底物消减实验中证明了仅仅只有 ?(萘酸的消
减，综合以上实验结果和上述靛蓝生成实验结果，确定 *<=>?%重组质粒的插入片段的基
因产物仅对 ?(萘酸降解途径中的 ?(萘酸有降解作用［@］，此酶的作用底物为 ?(萘酸，即插入
片段中存在的具羟化酶（单加氧酶）功能的基因是编码 ?(萘酸代谢途径中第一个关键酶 ?(
萘酸单加氧酶的基因（!"#）。但实验结果也显示，含 *A=%质粒的大肠杆菌，即插入片段
仅含 !"# 基因的细胞提取物对 ?(萘酸不显降解作用。这是因为靛蓝生成实验的灵敏度
比底物转化实验的要高，而且插入片段仅有一个阅读框的重组子 *=<%的外源基因组成
和表达调控与插入片段中含有 %个阅读框的 *<=>?%不同所致。从上述靛蓝生成实验结
果可以发现，*<=>?%无论在靛蓝的生成速度或生成量方面都远高于 *A=%，即 *<=>?%的
加氧酶活性要远远高于 *A=%。当加氧酶活性相对高得多的 *<=>?%的基因产物表现出对
?(萘酸的降解作用时，加氧酶活性相对低的 *A=%在灵敏度不高的底物转化实验中，就检
测不出对底物的转化作用。下一步实验有必要将 !"# 基因以及另外两个阅读框产物进
行纯化，研究 !"# 基因产物对 ?(萘酸的加氧作用机制和另外两个阅读框产物对加氧酶酶
活的调节作用。

已有报道发现，加氧酶基因的其它组分基因产物，调节基因产物以及所处操纵元

（B*+.16）的启动子对加氧酶的酶活都有显著的调节作用。@(羟基苯醋酸羟化酶（@(
3CD.14C*3+6CE/,+-/-+ %(3CD.14CE/)+）就是一个双组分酶，在同一启动子序列后有两个基因阅
读框。大组分蛋白 ;*/F单独存在时可进行羟化作用，如果小组分蛋白 ;*/G同时存在，
羟化酶酶活可增强数十倍。而且在启动子前还有一个调节基因 $%&’ 对这一双组分羟化
酶进行调控［H］。假单胞菌 I*1>的链烷羟化酶（9EJ/6+ 3CD.14CE/)+）则是一个三组份蛋白，
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!"#$ 基因产物是羟化酶，!"#%、!"#& 基因产物是红氧还蛋白 !、红氧还蛋白 "，!"#& 基因产
物对羟化酶作用是必需的［#］。

在 "$萘酸降解途径研究中发现［%］，"$萘酸先经单加氧酶作用形成 !$羟基$"$萘酸。由
于无法检测到双加氧产物 !，"$双羟基$"$萘酸（&’($!，"$)’*+),-$!，"$)’*+),-.+$"$/01*2*-023）
的存在，而且该菌株也不能利用和转化 !，"$双羟基$"$萘酸，因此 "$萘酸代谢途径与 40,$
/(53+［!6］报导的 %"’()*’+,-./’ 的 "，7$双甲基萘的代谢途径相似，其代谢中间产物 7$甲基$"$
萘酸是经单加氧羟化反应生成 !$羟基$7$甲基$"$萘酸。这种在萘酸羧基邻位加单羟基的
加氧酶作用非常罕见，"$萘酸单加氧酶（01)）基因更是未见报道，因此 "$萘酸单加氧酶究
竟是单组分还是多组分蛋白，其基因的调节机制和对底物的作用机制如何都未见报道。

本研究中发现 "$萘酸单加氧酶基因 01) 的酶活受到另外两个阅读框产物和启动子的调
节作用，另外两个阅读框产物是否为单加氧酶的组分蛋白，启动子序列对羟化酶的调节作

用如何，还需要进行更深入的研究。

另外，挑选吡啶、喹啉及苯甲酸钠为底物，研究 01) 基因对其它芳香族化合物的降解
作用。发现 189!": 细胞提取液对苯甲酸钠也发生氧化反应（表 !），因此认为 01) 基因产
物对苯甲酸钠也有加氧功能。苯甲酸的代谢途径早已有报道，第一步是通过苯甲酸双加

氧酶（;3/<4&）或甲苯甲酸双加氧酶（=+5=>?）对苯环羟基化，生成 !，"$二羟基苯甲
酸［!! @ !A］。从现已报道的上述两种双加氧酶系统来看，两者的组成是相同的，都含有氧化

酶!、"亚基（B.+C3/0(3 051*0，;320 D-E1-/3/2）和还原酶（F3)GD20(3 D-E1-/3/2）:个组分，而且
不同菌株的 :个组分蛋白具有较高的同源性［!!］。!##:年 <523/(D*E’)2等［!7］发现了苯甲酸
氧化代谢的新途径，证实苯甲酸先经 &-<连接酶作用生成苯甲酸辅酶 <（43/H-+5$&-<），再
通过苯甲酸辅酶 <加氧酶（43/H-+5$&-< -.+C3/0(3）对苯甲酸辅酶 <进行羟基化，生成 :$羟
基苯甲酸。本研究发现的 01) 基因无论在核酸序列还是蛋白质一级结构上，与已报道的
苯甲酸加氧酶组分都不存在同源性，另外 01) 基因前的两个阅读框产物（BFI!，BFI"）与
苯甲酸加氧酶也都没有同源性，这说明本研究发现的 01) 基因不是苯甲酸或甲苯甲酸双
加氧酶基因。而 01) 基因却与 &*,’(2’0/等［7］报道的羟化酶基因（单加氧酶基因，*-+）的氨
基酸序列具有 7%J的同源性。这些研究结果提示了 01) 基因对苯甲酸的加氧反应可能

图 ! "#"$%&’(蛋白检测
I’CK% LML$N<O8 0/05+(’(

<：!P1Q&!# 150(E’)；
"P1=9: 150(E’)；RK R0,S3, K

4：!P189!": 150(E’)；
"P1=9: 150(E’)；RK R0,S3, K

<,,-T(：U-D02’-/( -V 20,C32 1,-23’/(K

与前两种途径中的苯甲酸加氧反应不同，进

一步的研究工作正在进行中。

)*! "#"$%&’(分析
LML$N<O8 检 测 蛋 白 发 现，1=9:、

189!":两重组子均能表达与预期分子量
（%:SM）相符合的蛋白带（图 %短箭头所示），
但该带所反映的表达量并没明显区别，而含

189!":的重组子比 1=9: 多了一条蛋白带
（图 %4长箭头所示）。推测两者在底物转化
作用上的差异，不是由于 "$萘酸单加氧酶存
在表达量的不同，因此认为两者的差异不在

单加氧酶的转录、翻译过程。由于在 :个阅
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读框前端发现一启动子特异序列，所以推断单加氧酶阅读框前的启动子和两个阅读框的

基因产物可能对单加氧酶酶活有促进作用。这两个阅读框的基因产物的进一步纯化和定

性研究将有助于阐明 !"萘酸单加氧酶的组成及表达调控机制。
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