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嗜吡啶红球菌 !"# 的联苯降解途径的研究
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（中国科学院微生物研究所 北京 &%%%2%）

摘 要：通过 GH7IJ 测定出嗜吡啶红球菌 K%! 菌降解联苯的中间代谢物 $，"7二氢二羟基联

苯、$，"7二羟基联苯和苯甲酸，并测定了该菌的 $，"7二羟基联苯双加氧酶、$7羟基737酮基737苯
基7$，"7己二烯酸（L+MN4）水解酶和苯甲酸双加氧酶活性。最终确定了 K%! 菌降解联苯的途

径为 $，"7二羟基联苯双加氧酶途径。
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联苯及其衍生物的生物降解研究始于 5% 年代。H:-/):@> 等［&］对假单胞菌属（!"#$%&’
(&)*" AP*）和 G>.A(@ 等［$］对拜叶林克氏菌属（+#,-#.,)/0"* AP*）的降解联苯中间代谢产物分

析表明，联苯降解最初由双加氧酶进攻苯环形成二醇，再脱氢生成 $，"7二羟基联苯，$，"7
二羟基联苯通过间位断裂生成黄色开环化合 $7羟基737酮基737苯基7$，!7己二烯酸（L+M7
N4），这个开环物被水解成苯甲酸，苯甲酸再进一步降解为中心代谢物。联苯降解主要通

过上述途径，但是一些联苯降解菌中也有不同的途径和产物。Q/R:0R 等［"］发现真氧产碱

菌（12/*2,3#)#" #$4.&56$"）L2#% 中存在 "，!7位的进攻；! * AP 1HSQ&%3!" 降解联苯的最终产

物为苯甲酸；降解基因位于质粒上的联苯降解菌 ! * 5$4,%*［!］的代谢产物中存在 "7羟基苯

甲酸和肉桂酸，以及某些放线菌将联苯转为单羟基联苯和 $，$7二羟基联苯［#］。

据报道，红球菌属中的某些菌株降解联苯及多氯联苯的最初产物为苯甲酸和氯苯甲

酸，少数菌株的相关基因簇也已被描述。我们从华北油田污染土壤中筛选出的嗜吡啶红

球菌（76&%&/&//$" 58.,%,)&9&.*)"）是一株新的联苯高效降解菌株，该菌还可以降解苯甲酸

钠、邻苯二酚、间苯二酚、对苯二酚和多氯联苯 40(,)(0&$$&、40(,)(0&$!$ 等多种芳香族化合

物。在此基础上，本文研究了该菌降解联苯的途径，并对实验过程中的一些特殊现象和色

谱结果作了进一步讨论。

$ 材料和方法

$%$ 材料

$%$%$ 菌种和培养基：本研究所用菌种嗜吡啶红球菌（76&%&/&//$" 58.,%,)&9&.*)"）K%!，由

本实验室筛选、鉴定和保存。培养基为基础盐培养基：$T8"U VL$M+!，#T25U V$LM+!，%T"U
IUJ+!，%T%&U 9/J+!，$U 1:H)，#U（1L! ）$ J+!，微量盐溶液 $=W，加水定容至 &%%%=W，PL



至 !"#。固 体 培 养 基 中 加 入 $"%& 琼 脂。微 量 盐 溶 液：’() *+,-，./() 012,’·34.,，

.() 562,’·34.,，’() 4-7,-，’() *12,’·34.,，’() 5+58.·%4.,，加水定容至 $###(9。

!"!"# 试剂：.，-:二羟基联苯和 -，’:二羟基联苯由美国依阿华大学 ;<= ;>?@A B= C@DE+1
馈赠；硅烷化试剂 72BFG［7@E（B<@(HIJK8E@8K8）:I<@L86+<+>MHI>(@AH］购自 2@)(> 公司；其余药品或

溶剂皆为分析纯或色谱纯。

!"# 联苯降解途径中间代谢物的提取和衍生化

#"#3) 联苯溶于 .##!9 丙酮，加入 3#(9 基础盐培养基中，接种嗜吡啶红球菌 N#’，

-#O，.3#<P(@1 振荡培养，每隔 $.J，取一定体积的发酵液，用等体积乙酸乙酯萃取、浓缩

后，用 C5:*2 分析代谢物结构。$#!9 样品加入毛细管中，室温下蒸发后加入 $#!9 衍生化

试剂 72BFG，/#O反应 $J。

!"$ 嗜吡啶红球菌 %&’ 对 #，$(二羟基联苯降解的产物分析

收集在联苯培养基中培养 -%J 的菌体，用 #"#.(+8P9 的磷酸缓冲液（Q4!"#）洗涤。

$#() .，-:二羟基联苯、#"3) 菌体和 %#(9 #"#.(+8P9 磷酸缓冲液（Q4!"#）混合后，.!O振荡

培养。当反应液在 ’-31( 吸光值最大时，加盐酸调 Q4 值到 -。用乙醚萃取后浓缩，进行

C5:*2 分析。

!"’ 降解途径中相关酶的活力测定

!"’"! 联苯双加氧酶酶活的测定：离心收集菌体，3#(+8P9 磷酸缓冲液（Q4!"#）洗涤菌

体，相同缓冲液重悬到 !"%## R ."#；$##(9 上述菌液中加入 $"./() 联苯（联苯浓度为

$##!(+8P9），-#O振荡培养 .J；乙酸乙酯抽提反应液，有机相浓缩后，进行 C5:*2 分析。

!"’"# .，-:二羟基联苯:$，.:双加氧酶和 .:羟基:%:酮基:%:苯基:.，’:己二烯酸水解酶活力

的测定：见文献［%］。

!"’"$ 苯甲酸双加氧酶的酶活力测定：见文献［!］。

!") 气质联用（*+, -./01+203/+4.5(1+,, ,46-2/0162/5，*7(89）条件

!")"! C5：B<>MH.### 型气相色谱，S+K>)H< 型质谱仪。,S:$ 柱（$3( T #".3!( T #".3!(），

柱温以 .#OP(@1 的速度从 %#O 升温到 $%#O，再以 $#OP(@1 的速度升至 .U#O，保持

3(@1。进样口温度 .3#O，分离比 .# V$，载气恒流 $(9P(@1。

!")"# *2：扫描时间 #"%E，*PH 范围 -# W %3#，接口温度 .3#O，离子源 .##O，发射电流

.##!G。

# 结果和讨论

#"! 嗜吡啶红球菌 %&’ 在联苯培养基中不同培养时间的中间代谢产物

本文研究的联苯降解途径为联苯分子中第一个苯环被打开并进一步降解的途径。由

薄层层析对嗜吡啶红球菌 N#’ 降解联苯产物的初步分析结果表明，在培养 $.J 和 .’J 时，

降解产物种类最多且浓度最大，因此，用 C5:*2 对这两个时间点的降解产物进行进一步

的分析。分析结果表明，$.J 发酵液中主要有 - 个产物（图 $），分子量分别是 $..（NI R
’"3#）、$//（NI R $#"U!）和 $/%（NI R $#"%’）的苯甲酸、二氢二羟基联苯和二羟基联苯；.’J 发

酵液中没有检测到苯甲酸和二氢二羟基联苯，只检测到二羟基联苯；-%J 发酵液中以上所

有产物都不再出现，不同时间的代谢物比较见表 $。由此结果可以推测，在降解过程中联
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表 ! "#$%& 测定的不同时间发酵液代谢物

!"#$% & !’% (%)"#*$+)%, -%)%.)%- #/ 01234 ") -+55%6%7) )+(%

87.9#")+*7 )+(%:’ ;%7<*+. ".+- =，>2-+’/-6*2=，>2-+’/-6*?/#+@’%7/$ =，>2-+’/-6*?/#+@’%7/$
&= A A A A
=B C C A A
>D C C C

A A E F"6G% H9"7)+)/；A E 4("$$ H9"7)+)/；C E I*) -%)%.)%-E

苯首先被转化为二氢二羟基联苯，二氢二羟基联苯又接着被转化为二羟基联苯，二羟基联

苯进一步被转化为一种生成量少或者不稳定的中间代谢物，而苯甲酸可能是这个物质被

继续降解的产物。

为了确定途径中羟基的取代部位，将降

解产生的二羟基联苯在 01234 分析中的保

留时间与标准 =，>2二羟基联苯和 >，B2二羟基

联苯的保留时间比较，结果与 =，>2二羟基联

苯的保留时间相同，取代部位确定为 =，> 位。

’(’ 菌体 )*+ 对 ’，,$二羟基联苯的作用的

产物分析

以 =，>2二羟基联苯为底物的静息细胞反

应得到了黄色开环物，对其特征吸收值的测

定的 结 果 是：@J=KL 时 最 大 吸 收 为 >B& M
>B>7(，@J&= 时最大吸收为 B>L M B>N7(，表明

这一物质具有烯醇和酮的互变异构变化。其

现象与文献描述的开环化合物 =2羟基2D2酮

图 ! 联苯降解中间代谢物 ’，,$二氢二羟

基联苯、’，,$二羟基联苯和苯甲酸的质谱图

O+GE& 3",, ,@%.)6*G6"( *5 )’% (%)"#*$+)%,
*5 #+@’%7/$ -%G6"-")+*7

PE =，>2-+’/-6*?/#+@’%7/$；;E =，>2-+’/-6*2=，

>2-+’/-6*?/#+@’%7/$；1E ;%7<*+. ".+-E

基2D2苯基2=，B2己二烯酸相同［Q］。但是由于该黄色开环化合物不稳定而极易降解，这些年

来一直没有人分离到该化合物（R"S+- !E 0+#,*7，个人通讯，=TTT:U:L）。

对 =，>2二羟基联苯为底物的静息细胞反应产物进行 01234 检测，结果没有测定到上

文推测的 =，>2二羟基联苯的直接开环产物———=2羟基2D2酮基2D2苯基2=，B2己二烯酸，证明

此代谢物确实不稳定。测定中检测到了苯甲酸，因此推测 =2羟基2D2酮基2D2苯基2=，B2己二

烯酸的进一步降解产物是苯甲酸。另外，在测定中还得到了大量分子量为 &U= 的和分子

量为 &=T 的产物（图 =）。&UQD 年 V(*6+ 等［U］发现了 > 个可以将 JVWRP 双键还原的还原
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图 ! !，"#二羟基联苯细胞反应产物

!"#$% &’(( ()*+,-.#-’/ .0 ,1* )-.23+,".4 .0 -*(,"4#5+*66 -*’+,".4

7$859*4:.;6<3,;-"+ ’+"2；9$=5>1*4;6*,1’4.4*$

酶。还原反应在第 8 和第 ? 两个碳之间的双键上发生，形成的醛基最后被氧化为羧酸。

本实验中发现的分子量为 =@% 的物质推测为 85苯甲酰基丁酸，可能是开环产物 %5羟基5A5
酮基5A5苯基5%，85己二烯酸被还原形成的。分子量为 =%B 的物质的质谱图与苯乙酮的标

准谱图相同，苯乙酮在以往的研究中没有报道，这一物质在 C 次实验中都有重复性，并且

它具有的苯甲酰基的结构也说明它是联苯代谢过程中产生的一个物质，但是它究竟怎样

形成，由哪一个酶催化，还需要进一步的实验来证明。

!$" 联苯双加氧酶的定性测定

联苯双加氧酶活性的测定原理是，联苯与菌体或细胞抽提物在室温下反应后形成双

加氧酶的产物二氢二羟基联苯，用 DE5&F 对该产物进行测定。图 C 是菌种 GB8 完整细胞

与联苯混合物在室温下反应 %1 的产物分析。图中有未反应完的联苯和生成的二氢二羟

基联苯，证明该菌中有联苯双加氧酶的存在。

图 " 菌 %&’ 细胞与联苯反应产物的 ()#*+分析

!"#$C DE5&F ’4’6;("( .0 ,1* )-.23+,( .0 (,-’"4 GB8 "4+3<’,*2 H",1 <")1*4;6

!$’ !，"#二羟基联苯#,，!#双加氧酶和 -./01 水解酶的酶活测定

取培养 %81 的菌体与底物 %，C5二羟基联苯反应，测定反应液 8C?4/ 的吸光度（表 %）。

8C?4/ 吸光度的增加表明菌体具有 %，C5二羟基联苯5=，%5双加氧酶活性，将底物 %，C5二羟

基联苯作用生成黄色开环产物 IJ>K7；随后 8C?4/ 吸光度的降低又表明形成的黄色开环

产物 IJ>K7 在水解酶作用下消失，在 %L% 节中静息细胞反应中测到的苯甲酸即是水解酶

A?A 微 生 物 学 报 8C 卷



的产物。

表 ! !，"#二羟基联苯#$，!#双加氧酶和 %&’() 水解酶的酶活测定结果

!"#$% & ’%(%)(*+, +- &，./0*1203+42#*51%,2$ 6，&/0*+427%,"8% ",0 9:;’< 1203+$"8%

! =>*, ? @ A B 6? 6&
"@.C ?DEC 6D@@ 6D@E 6DBB 6DE6 6DA@
!"@.C ? ?D@E ?DCC ?DE. ?DEA ?DAE

!*+ 苯甲酸双加氧酶的酶活测定

取培养 &@1 的菌体测定酶活，结果见表 .。随

着反应时间的延长，样品在 .@?,> 吸光度降低值不

断增大，说明反应体系中的还原型烟酰胺腺嘌呤二

核 苷 酸（ F*)+(*,">*0% "0%,*,% 0*,G)$%+(*0%/3%0G)%0，

F<’9）不断被苯甲酸双加氧酶氧化，因此该菌株中，

苯甲酸双加氧酶参与联苯的进一步代谢。

表 " 苯甲酸双加氧酶活力测定结果

!"#$% . ’%(%)(*+, +- H%,I+*) ")*0 0*+427%,"8%

! =>*, ? . B

".@? ?DE&J ?DJAC ?DAC@

!".@? K ?D6A& ?D&J.

!*, 联苯代谢途径的最后确定

通过对菌 L?@ 降解联苯途径中的各代谢物的分析和对几个主要酶的活力测定，推论

了该菌对联苯降解的途径（图 @）。联苯首先被联苯双加氧酶氧化为 &，./二氢二羟基联

苯，该产物在 &，./二氢二羟基联苯脱氢酶作用下形成 &，./二羟基联苯；&，./二羟基联苯在

第二个双加氧酶作用下产生黄色的开环产物 &/羟基/A/酮基/A/苯基/&，@/己二烯酸，该产物

被水解为苯甲酸；苯甲酸通过粘糠酸途径被最终降解掉。

图 - !"#$#%#%%&’ ()*+$+,#-#*.,’ ./- 降解联苯的途径

M*7N@ ’%0G)%0 0%73"0"(*+, 5"(1O"2 +- #*51%,2$ #2 #$%&%’%’’() *+,-&-.%/%,0.) L?@

P6N #*51%,2$/0*+427%,"8%；P&N &，./0*1203+/&，./0*1203+42#*51%,2$/0*1203+7%,"8%；P.N &，./0*1203+42#*51%,2$/0*+427%,"8%；

P@N&/1203+42/A/+4+/A/51%,2$1%4"/&，@/0*%,+*) 1203+$"8%N
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开环产物 !"羟基"#"酮基"#"苯基"!，$"己二烯酸的进一步代谢产物还有 $"苯甲酰基丁

酸和苯乙酮两个产物，它们与开环产物都有苯甲酰基的结构。前者推测为开环产物脱氢

后形成，后者在以往的研究中没有报道，为首次发现，它的形成机制还有待于进一步的研

究。
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