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丛毛睾丸酮单胞菌 !" #$% 和铜绿假单胞菌 !" #$&
降解芳香烃化合物的机理

刘 和 吴坚阳 陈英旭"

（浙江大学环境工程系 杭州 C"$$#7）

摘 要：从某农药厂二沉池污泥中筛选分离得到两株革兰氏阴性的芳香烃降解菌 DE!4" 和 DE!4C。经鉴定，它们分

别属于 !"#$#"%$& ’(&’"&’()"%* 和 +&(,-"#"%$& $(),.*%"&$。基于 "3F ,E0G 序列的系统分类分析，结果表明，在分类地位

上菌株 DE!4" 和 DE!4C 分别属于两个不同的分类亚组。苯酚降解产物紫外光谱扫描和双加氧酶检测证明，菌株

DE!4" 利用邻裂途径降解苯酚，而 DE!4C 则通过间裂途径降解苯酚，邻裂途径的 "，#4双加氧酶和间裂途径的 #，C4双
加氧酶都是可诱导的双加氧酶，其活性强烈的依赖于降解底物的出现。芳香烃降解试验结果表明，邻裂和间裂两

种途径的降解性能不一样，虽然 DE !4C 降解苯酚的效率要高于菌株 DE!4"，但是 DE!4" 降解苯酚的 HI 值范围以及

芳烃利用基质谱宽于后者。
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芳香烃类污染物是一类难降解污染物，尽管如此，自然

界的微生物在长期的进化过程中，逐渐对环境中的芳香烃类

污染物产生了适应能力，并能够降解此类污染物。大量研究

表明，尽管微生物对芳香烃的降解途径多样，但是它们大多

数都要形成几种共同的中间代谢产物，即邻苯二酚或取代邻

苯二酚，然后通过 "，#4双加氧酶（K.L*<=&’ "，#4B;&8/M*>.N*）催

化的邻裂途径或者 #，C4双加氧酶（K.L*<=&’ #，C4B;&8/M*>.N*）催

化的间裂途径裂解开环，并最终进入三羧酸循环［"，#］。研究

证实，苯环裂解开环步骤是芳香烃类污染物生物降解过程中

的一个重要步骤，在苯、甲苯、二甲苯及苯甲酸等许多种芳香

烃的降解过程中，催化邻苯二酚邻裂或间裂开环的双加氧酶

甚至起到限速酶的作用［C］。

为了解决日益严重的环境污染问题，人们一直致力于研

究微生物对芳香烃类污染物的降解机理，构建高效的基因工

程菌为提高芳香烃类污染物的降解效率提供了崭新的前

景［!，5］，但这需要对芳香烃的生物降解机理、限速步骤、降解

基因定位以及克隆等背景知识有着详细、全面地了解。目前

人们已经并正在对微生物降解芳香烃的降解途径、降解基因

等机理进行深入、细致的研究［3，6］。本文以苯酚作为唯一的

碳源和能源，从农药厂的二沉池污泥中分离到两株分别以邻

裂和间裂途径降解芳香烃化合物的细菌，系统地研究了两株

菌的降解途径以及这两种降解途径的降解效率等降解机理，

希望为高效基因工程菌的构建提供基础依据。

% 材料和方法

%’% 实验材料

%’%’% 培养基：无机盐培养基（OF）：每升含 OMFP! Q 6I#P

$Q" M，K.K’#·#I#P $Q$# M，RI#SP! $Q32 M，R#ISP!"Q6C M，

O>FP!·I#P $Q$C M，0I!0PC "Q$ M，)*FP!·6I#P $Q$C M，调 HI
为 6Q$。必要时加入相应浓度的苯酚；TU 培养基：每升含胰

蛋白胨 "$M，酵母抽提物 5M，0.K’ "$M，HI 6Q$ V 6Q#。

%’%’( 主要试剂和仪器：/$0 酶以及生化试剂购自上海生物

工程有限公司，SKW 产物纯化试剂盒购自上海博雅生物技术

有限公司。除特别提及外，试验中所用试剂均为分析纯。主

要的分析仪器有高效液相色谱（ISTK，GM;’*>L，""$$），总有机

碳测定仪（1PK，GH&’’&，7$$$），紫外4可见分光光度计（F=;:.B4
@-，-X4"#$3）。

%’( 芳香烃降解菌的分离和纯化

从某农药厂二沉池污泥中采集污泥样品，称取 "M 污泥

置于预先灭菌的 #5$:T 的锥形瓶中，加入 "$$:T 苯酚浓度为

5$$:MYT 的无机盐培养基，棉塞盖好后，C$Z摇床振荡培养

CB。然后转接 "$[（"$:T）到含相应浓度的酚无机盐培养液

中，继续振荡培养。按此方式转接 ! 次，直到培养液由澄清

变浑浊。吸取 $Q":T 培养液稀释涂布到酚浓度为 5$$:MYT
的琼脂糖平板上，C$Z培养 #! =。待菌落长好后，从培养平

板上选取几株长势良好、在营养培养基固体平板上反复划线

分离纯化，分离得到 C V 5 株细菌，将两株长势较好的细菌分

别命名为 DE!4" 和 DE!4C。

%’& 菌株的系统发育学分析

抽提细菌总 E0G，应用细菌通用引物对 "3F ,W0G 基因

进行 SKW 扩增、测序［2］。引物的序列分别为：UF)2Y#$：5\4
G]G]111]G1KK1]]K1KG]4C\ 和 UFW"5!"Y#$： 5\4GG]]G
]]1]G1KKG]KK]KG4C\。5$!T 反应体系包括：DE!4C 菌基因

组 E0G 模板 "!T（"$$>MY!T），"$ ^ U-__*, 5!T，OMK’#（#5::&’YT）



!!"，#$%&（’(()*+"）,!"，正向引物和反向引物各（,-(()*+"）

.!"，!"# 酶 ,/’ 0，重蒸水 !1/’!"。循环参数为：234,(56；

234 .(56，’74 .(56，1,4 ,(56，循环 ,2 次；1,4 .-(56。&89
产物经 &89 纯化试剂盒纯化后备用。引物合成以及 &89 产

物测序均由上海博雅生物技术有限责任公司完成。

在 :;6<=6> 中搜索得到 .? 株细菌的 .?@ AB$C 序列作为

构建 系 统 发 育 树 的 参 比 菌 株。应 用 系 统 发 育 分 析 软 件

&DE"F&!/?，进化树生成软件 %A;;G5;H 构建进化树。

!"# 细菌对苯酚的降解试验

将菌株 IB3J. 和 IB3J! 分别接种在酚浓度为 ’--(K+" 的

酚无机盐培养基中，恒温摇床内 !-4振荡培养，每隔 ., L 取

样一次，分别测定降解液中苯酚残留浓度，总有机碳（%)M=*
)AK=65N N=AO)6，%P8）残留浓度以及降解液在 ?--6( 波长下的

光密度。

!"$ 细菌对其它芳香烃类污染物的利用实验

选取具有代表性的芳香族化合物，包括含卤素的 ,，3J二
氯酚、五氯酚（化学纯）；含硝基取代基的对硝基苯酚；含多个

环的萘、蒽、菲。分别制作只含这些化合物（浓度约为 ’-(K+"）

为唯一碳源和能源的无机盐培养基琼脂平板，将经苯酚诱导

和未诱导的菌株 IB3J. 和 IB3J! 分别接种到平板上，定性观

察细菌的生长情况。

!"% 双加氧酶活性测定

粗酶提取液的制备：将菌株 IB3J. 和 IB3J! 分别接种在

"<培养基中，!-4，.’- A+(56 摇床振荡培养过夜。培养液在

.---- A+(56，34离心 .-(56，沉淀物以冰冷的 -/. ()*+" 磷酸

缓冲液（QD1/’）清洗两次，然后重悬。将悬浮液在冰水浴条

件下超声波破碎：循环 22 次，每次 ! R，振荡 ! R，功率 .,-S。

悬浮液在 .,--- A+(56，34离心 !-(56，得到的上清液为粗酶

提取液。邻苯二酚 ,，! 双加氧酶和邻苯二酚 .，, 双加氧酶

的活性检测参照文献［.］。在 ,’4条件下每分钟生成 .!()"
产物所需要的酶的量定义为 . 个活性单位。

蛋白质浓度的测定采用 <A=#JT)A# 法［2］，用小牛血清白蛋

白作为标准蛋白。

!"& 苯酚降解液的扫描

将菌株 IB3J. 和 IB3J! 的磷酸缓冲液（菌浓度约为 . U !
V .-2 +("）加入到酚浓度为 ’--(K+"（.---(K+"）的无机盐液培

中，震荡培养 ’L 后 .----A+(56 离心，取上清液进行紫外J可见

光谱扫描。

!"’ 苯酚以及总有机碳测定方法

苯酚的测定采用高效液相色谱法，%P8 的测定采用 %P8
测定仪进行。

( 结果和讨论

("! 细菌的分离和鉴定

经过富集、筛选，得到数株苯酚降解菌，挑选降解效果较

好的 两 株 菌 IB3J. 和 IB3J! 作 进 一 步 研 究。菌 株 IB3J.、

IB3J!均为革兰氏染色阴性杆菌。IB3J! 在 "< 培养基上能产

生墨绿色色素。电镜下，IB3J. 呈杆状或椭圆形，极生或者

两端生有一根或者数根鞭毛，分离菌大小为（-/?!(U -/7!(）

V（./,!( U ./1!(）。IB3J! 在电镜下呈短杆状或椭圆形，无

鞭毛，菌体大小为（-/’!( U -/?!(）V（-/7!(U ./.!(）。图 .
为两株菌的电镜照片。

图 ! )*#+! 和 )*#+, 两株菌的电镜照片

W5KX. Y*;NMA)6 (5NA)KA=QL )T RMA=56R IB3J. =6# IB3J!

CX IB3J.（.---- V ）；<X IB3J!（.’--- V ）X

("( 两株菌的系统分类研究

应用细菌的通用引物扩增 IB3J. 和 IB3J! 的 .?@ AB$C
序列，测序后获得 .?@ AB$C 部分序列，共约 ’.-OQ。从 :;6J
<=6> 中搜索得到其它 .? 株细菌作为参比菌株，并以其 .?@
AB$C 序列和 IB3J.、IB3J! 的 .?@ AB$C 序列一起构建系统发

育树（图 ,）。

图 ( 基于 !’ 个菌株的 !%- .*/0 序列的无根的系统发育树

W5KX, 06A))M;# QLZ*)K;6;M5N MA;; O=R;# )6 ML; .?@ AB$C R;[\;6N; )T RM=56 IB 3J.，IB 3J! =6# R;[\;6N;R )T

R5]M;;6 G=*5#*Z #;RNA5O;# O=NM;A5=
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从系统发育树可见，依据 !"# $%&’ 序列的同源性密切

程度，!( 株细菌可以分成两个大的亚组，而 )%*+! 和 )%*+,
则分别属于两个不同的亚组。运用 -./01 程序在 234-/45 中

搜索，)%*+! 和 )%*+, 分别与 !"#$#"%$& ’(&’"&’()"%* 和 +&(,-".
#"%$& $(),/*%"&$ 的匹配程度最高，同源性均在 678以上，说

明 )%*+! 和 )%*+, 分别为丛毛睾丸酮单胞菌（!"#$#"%$& ’(&.
’"&’()"%*）和 铜 绿 假 单 胞 菌（ +&(,-"#"%$& $(),/*%"&$）。菌 株

)%*+!在系统发育地位上属于 -/913$:/、;$<13<=/913$:/、-31/ 0>=+
?:@:0:<4、A<B/B<4/?/93/3 和 !"#$#"%$&，菌株 )% *+, 在系统发

育地位上属于 -/913$:/、;$<13<=/913$:/、C/BB/ 0>=?:@:0:<4、;03>?+
<B<4/?/93/3 和 +&(,-"#"%$& D
!"# 苯酚降解液的扫描

对两株菌的苯酚降解液进行紫外+可见光谱扫描。结果

显示（图 ,），)%*+! 的降解液在 E(F4B 处出现一个峰，而苯酚

经 )%*+, 降解后，在 ,7G4B 处还出现一个新的峰。研究表

明，苯酚的降解中间产物邻苯二酚是分别在 E，,+双加氧酶或

者 !，E+双加氧酶催化下以间裂或者邻裂途径开环，其中间裂

途径开环的产物 E+羟基粘康酸半醛（E+HI?$<JIB>9<4:9 03B:/.+
?3HI?3，KL#）在 ,7G4B 处有一特征性的吸收峰［!F］。根据两

株菌的扫描结果，可以认为 )%*+! 和 )%*+, 是通过不同的途

径降解苯酚，并且 )%*+, 是通过间裂途径降解苯酚的。

图 # $% &’( 和 $% &’# 苯酚降解液的紫外

’可见扫描光谱

M:CD, NH3 OP+PQ# /=0<$=/493 9>$@30 <R

1S< 01$/:40 )% *+! /4? )% *+,

!"& 双加氧酶活性测定

为了进一步考察 )%*+! 和 )%*+, 代谢利用芳香烃的途径

以及机 理，分 别 在 诱 导 及 未 诱 导 条 件 下 测 定 了 两 株 菌 中

A!ET 和 AE,T 的酶活性（表 !）。从表 ! 可以看出，经诱导后

A!ET 的活性是诱导前的 !G 倍，而 AE,T 在诱导后的酶活性

是诱导前的近 !FF 倍。由此可以看出，A!ET 和 AE,T 都是一

种诱导酶，酶活性强烈地依赖于其诱导底物的出现，这与其

它研究者得到的结果是一致的［!!］。另外，菌株 )%*+! 中只出

现 A!ET 酶活性，而没有检测到 AE,T 酶活。而在 )%*+, 中只

检测到 AE,T 酶活性，没有 A!ET 酶活性。由于苯酚的中间降

解产物邻苯二酚是经 A!ET 催化的邻裂途径或者经 AE,T 催

化的间裂途径开环，从而进入后续降解步骤。实验中在 )%*+
!和 )%*+, 分别只检测到 A!ET 和 AE,T 的酶活性，这说明

)%*+! 以 A!ET 催 化 的 邻 裂 途 径 降 解 苯 酚，而 )%*+, 则 以

AE,T 催化的间裂途径降解苯酚。

表 ( 菌株 $%&’( 和 $%&’# 的细胞

粗提液中双加氧酶的活性

N/=.3 ! #U39:R:9 /91:@:1:30 <R 9/1/=<.:9 34VIB30

:4 9$>?3 3J1$/910 <R 01$/:40 )%*+! /4? )% *+,

#1$/:40 /4? 34VIB30
’91:@:1IW（OWBC）

-3R<$3 :4?>91:<4 ’R13$ :4?>91:<4

)% *+! A!ET FX!*F" Y FX!!F( EX!,6E Y FXF6("

AE,T &% &%

)% *+, AE,T FX!!(! Y FXF"6( !FXFG( Y F

A!ET &% &%

&%：&<1 ?313913?D

!") 两株菌对芳烃的降解

!")"( 两株菌对苯酚的降解及矿化：为研究两株菌（即两种

降解途径）对苯酚的降解性能，分别测定了它们对苯酚的降

解以及矿化效果。两株菌分别在降解 E* H 及 *( H 后残留液

中检测不到苯酚，但 )%*+, 的降解效率明显高于 )%*+!。NTA
测定结果与苯酚降解相似，也是 )%*+, 快于 )%*+!。但是两

株菌不能完全矿化苯酚，NTA 分别在 E* ? 以及 *( ? 达到一个

较低的水平后维持不变，说明在降解过程中可能有中间产物

的积累，苯酚没有完全矿化成 ATE 和 KET。另外，两株菌在

不同的 UK 值条件下对苯酚的降解效果也不相同，测试结果

表明，)%*+! 在 UK 为 7 Z !F 时都有比较好的降解效果，其中

UK 为 !F 时降解率最高，而 )%*+, 在 UK 为 7 左右时降解效果

最好，偏离这一 UK 值时，降解效果大幅度下降。

!")"! 两株菌对其它芳香烃的利用试验：为了解 )%*+! 和

)%*+, 对其它芳香烃化合物的利用情况，选取数种具有代表

性的芳香族化合物作为细菌的唯一生长碳源和能源，考察两

株菌在经苯酚诱导前以及诱导后对这些化合物的利用情况

（表 E），诱导前 )% *+! 只能利用 E，*+二氯酚和对硝基酚，诱导

后还能利用萘、蒽、菲。)% *+, 在诱导前能利用 E，*+二氯酚、

对硝基苯酚以及五氯酚，诱导后能利用三环的菲，但不能利

用萘、蒽。总之，)%*+! 利用芳烃化合物的范围要宽于 )%*+,。

表 ! 菌株 $%&’( 和 $%&’# 的芳香烃化合物底物降解利用谱

N/=.3 E 2$<S1H <R 01$/:40 )% *+! /4? )% *+, <4 /$<B/1:9 9<BU<>4?0

#>=01$/130
2$<S1H <R )% *+! 2$<S1H <R )% *+,

O4:4?>93? 93..0 Q4?>93? 93..0 O4:4?>93? 93..0 Q4?>93? 93..0

E，*+?:9H.<$<UH34<. [ [ [ [

0+4:1$<UH34<. [ [ [ [

;341/9H.<$<UH34<. \ \ [ [

;H34/41H$343 \ [ \ [

&/UH1H/.343 \ [ \ \

’41H$/9343 \ [ \ \

[ ：2$<S；\ ：&<1 C$<SD

以上降解试验结果表明，尽管 )%*+! 和 )%*+, 都能降解

利用苯酚，但是两株菌对苯酚的降解途径不同，)%*+! 是以邻

裂途径而 )%*+, 是通过间裂途径进行。就两种途径的降解
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效率而言，!"#$ 催化的间裂途径要高于 !%"$ 催化的邻裂途

径。但是 &’()% 降解苯酚的 *+ 值适应范围要宽于 &’()#，而

且在经过苯酚诱导后，&’()% 能够降解利用的芳烃化合物的

种类要多于 &’()#。因此，两株菌对芳烃化合物的降解性能

各有优劣，这就提示我们如果把 &’()# 中的 !"#$ 的编码基

因克隆出来并转移到 &’()% 中，将两种降解途径的优势整合

到一株菌中，有可能构建得到既提高了降解效率，又具有较

宽的芳香烃化合物降解利用谱的基因工程菌。

! 结论

筛选到两株芳香烃降解细菌 &’()% 和 &’()#，它们都属

于革兰氏阴性杆菌，经鉴定分别属于 !"#$#"%$& ’(&’"&’()"%* 和

+&(,-"#"%$& $(),.*%"&$。基于 %,- .’/0 序列进行系统分类分

析结果表明，菌株 &’()% 和 &’()# 分别属于两个不同的分类

亚组。两株菌的 %，" 和 "，#)双加氧酶都是可诱导的双加氧

酶，其活性强烈的依赖于其降解底物的出现。菌株 &’()% 和

&’()# 分别利用邻裂和间裂途径降解苯酚，两种途径的降解

性能不一样，虽然 &’ ()# 的降解效率要高于菌株 &’()%，但是

&’()% 的适宜 *+ 值范围以及芳烃利用基质谱宽于前者。
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