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摘 要：伯克霍尔德氏菌（!"#$%&’()#*+ -F)）G43"$$ 对 #;萘酸（#;D8FA.A’8.5）生物降解的关键步骤之一是通过 #;萘酸加

单氧酶羟化 #;萘酸生成 3;羟基;#;萘酸（3;AHCI’9H;#;D8FA.A’8.5）。在已确定 #;萘酸加单氧酶基因及其功能的基础上

对含有该基因的一个 !J%K? 长度的基因簇进行了克隆测序。该序列上含有 ! 个可能的阅读框 &#,!、&#,-、&#,.、&#,/。

序列比对发现，&#,/ 序列与 0+1&2*3"4 LMN* 33$ 和 5+’67&2*+ )"7#&1%+ O7 02 中的加单氧酶基因同源性较高，&#,! 序列

与 !&#()7’’+ 1)#7"66*6 4’A8=8 P、5+’67&2*+ 6&’+2+3)+#"4 QRP3$$$ 和 !&#()7)’’+ 8#&23%*6)17*3+ ST"$ 等菌中的黄素还原酶基因

有一定的同源性。酶活分析发现只含基因 &#,/ 的重组大肠杆菌 M*细胞提取液有很低的加氧活性，含基因 &#,! 的

重组子 MT细胞提取液没有加氧活性，但在反应体系中同时加入 M*和 MT的细胞提取液后，其加氧活性显著增强，包

含片段 &#,! U &#,/ 的重组子 MTU *在黄素（7R/、7*N）存在的情况下也表现出很强的加氧活性；在厌氧条件下，能检

测出 MT细胞提取液的黄素还原活性。基于以上信息，认为 #;萘酸加单氧酶基因簇含有两个重要的组分：黄素还原

酶基因（24&!）和加单氧酶基因（ 24&/）。#;萘酸加单氧酶 /=’ 羟化 #;萘酸的过程为先由黄素还原酶（/=’T）在

/*NO 存在的条件下将黄素（7R/、7*N）还原为还原型黄素（7R/O#、7*NO#），然后加单氧酶（/=’*）利用还原型黄素

和 V#羟化底物 #;萘酸，生成 3;羟基;#;萘酸。/=’T 是 /=’* 的偶联蛋白。
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中图分类号：W1% 文献标识码：* 文章编号：$$$3;:#$2（#$$"）$!;$"":;$"

#;萘酸是双环芳烃萘、萘酚的降解中间产物，同

时也是重要的环境污染物［3］。研究微生物对 #;萘酸

的降解途径，确定其代谢过程中的酶系及其对应的

基因组织，对环境的净化修复有积极的科学意义。

R’I8X-K> 等［3］通过氧吸收试验、酶活分析、中间代谢

物检测等手段研究 !"#$%&’()#*+ -F) G43"$$ 的 #;萘酸

代谢途径，只检测出加单氧的中间产物 3;羟基;#;萘
酸，而检测不到加双氧中间产物，推测该菌降解 #;
萘酸的关键一步为通过加单氧酶羟化 #;萘酸生成 3;
羟基;# 萘酸。通过该菌株的转化作用，3=’( 的 #;萘
酸可被转化为 3=’( 的丙酮酸、3=’( 的琥珀酸、3=’(
的乙酰 Y’* 和 #=’( 的 YV#

［3］。方向平等［#］对菌株

!"#$%&’()#*+ -F) G43"$$ 的一段 #$K? 长度的片段进行

了研究，基本确定编码 #;萘酸代谢关键一步的基因

———#;萘酸加单氧酶基因（ 24&）位于该片段上的一

段约 !J%K? 长的 N/* 上。

本文对这一含有 #;萘酸加单氧酶基因的 !J%K?
N/* 进行了深入的研究，发现该段 N/* 可合理地读

出 ! 个 阅 读 框 &#,!、&#,-、&#,.、&#,/，0Z端 为 一 个

33"%?F 的正向阅读框 &#,/，其编码产物 /=’* 含 0%:
个氨基酸，具加单氧酶活性［#］；位于上游区的为一个

1!1?F 的反向阅读框 &#,!，编码产物 /=’T 具黄素还

原酶活性；在 &#,! 和 &#,/ 之间存在 # 个功能尚不清

楚的阅读框 &#,-、&#,.。本文报道对这 ! 个阅读框

编码产物进行的功能分析。

’ 材料和方法

’(’ 菌株、质粒和培养基

本研究用到的质粒 FLY3%、FLY32 购自 48[8S8
公司。大肠杆菌（ 963%)#*3%*+ 3&’*）OT3$3 作为受体

菌，在 \T［0］液体培养基或 \T 琼脂平板上 01]培养。

氨苄青霉素（*=F）使用浓度为 3$$=,6\。

’(! 试剂

限制性核酸内切酶、4! N/* 连接酶、:+; 酶等

均购自 48[8S8 公司，质粒纯化试剂盒购自北京赛百

盛基因技术有限公司，异丙基;!;N;硫代半乳糖苷



（!"#$）、二甲替甲酰胺（%&’）购自华美生物工程公

司，()萘酸购自 *+,-./0，其他试剂均为分析纯。

!"# 序列分析和基因克隆

含有 ()萘酸加单氧酶基因的 12345 %6* 片段已

完成了测序并被欧洲 7&89 基因库接受，序列号为

*:;<<===。序列分析采用软件 8.>7,.? 和 %6*&*6，

引物设计采用软件 "-.@A-;2B。

质粒载体 CDEF3 用 !"#G!、$%&!双酶切，质

粒 C7HF(=［(］也用 !"#G!、$%&!双酶切，回收大片

段，与双酶切的 CDEF3 重组，转化大肠杆菌 I8FBF，

获重组子 CDE7H；质粒 C7HF(= 用 ’()!酶切，回收

=2B45 的片段，该片段与同样经 ’()!切割并去磷酸

化的载体 CDEF3 连接，转化大肠杆菌 I8FBF，获重组

子 F3JK+；质粒 C7HF(= 用 !"#G!、*+(!双酶切，回

收 (2<45 的片段，与同样经过 !"#G!、*+(!双酶切

并纯化的载体 CDEF3 连接，转化大肠杆菌 I8FBF 获

重组子 C7LF(［(］。

设 计 引 物 8’：;M)$#$#,,-.//*##E$#E$$*
$*EE*$E$#$)=M 和 8G：;M)$$$E./-.,-EE**$E$
*##E$$E$$E**$)=M扩增 #012，上游引物 ;M端引入

34&,"位点和合适的保护碱基；下游引物 ;M端引入

567!位点和合适的保护碱基，"EG 反应体系："F，

"(（ 均为 (B#@>+N9）各 F#9，模板（OB@@>+N9）F#9，

FB P 8QRRA- ;#9，,6#"（各 (2;@@>+N9）1#9，9* /(8
（=DN9）F#9，,,I(S =T#9。扩增条件：O1U <BV；O1U
=BV，;;U =BV，T(U <BV，=B 次循环；T(U (@.W。扩增

产物 定 向 克 隆 到 载 体 CDEF3 上 并 转 化 大 肠 杆 菌

I8FBF 获得重组子 J8，其包含有一反向阅读，T1T5C
的 基 因。 设 计 引 物 *’：;M)**./-.,-$EE$$*
E*#E#$*#$**#)=M 和 *G：;M)**--/,..E##$#$E#
EE$#**E**$)=M扩增 #01,，上游引物 ;M端引入 567!
位点和合适的保护碱基；下游引物 ;M端引入 $%&!
位点和合适的保护碱基，"EG 体系与扩增 #012 相

同，扩 增 条 件：O1U <BV；O1U =BV，;;U =BV，T(U
OBV，=B 次循环；T(U (@.W。扩增产物克隆到 CDEFO
上并转化大肠杆菌 I8FBF 获得重组子 J*，其包含有

一正向阅读，FF;35C 的基因。从重组子 J8 提取质

粒，用 34&,"、567!双酶切，回收小片段，定向插入

到质 粒 J* 中，转 化 大 肠 杆 菌 I8FBF 获 得 重 组 子

J8X *，其包含有序列 #012 X #01,。

!"$ 加氧活性测定

!"$"! ()萘酸加单氧酶的活性测定：细胞提取液的

制备参照文献［1］进行，靛蓝生成实验和 ()萘酸加单

氧酶活性的测定方法参照文献［(］。

!"$"% 黄素还原酶的活性检测：操作方法参照文献

［;］进行。

!"$"# 底物 ()萘酸的转化：重组大肠杆菌 J8X *对 ()
萘酸的转化采用 I"9E 检测。含有 J8X *细胞提取液

和 FBB#Y 底物 ()萘酸的反应体系直接注入 EF3 柱

（IZCA-/+>WA ;#S%J (;B P 12<B@@），用异丙醇)甲醇)
F[磷酸（体积比 F \; \1）平衡，(;1W@ 检测。

!"$"$ 蛋白浓度的测定：采用二喹啉甲酸（8E*）检

测法［(］。

% 结果

%"! 序列分析结果

%"!"! 序列分析：软件分析以上 12345 %6* 发现，

其包含 1 个可能的阅读框 #012、#01.、#019、#01,，其

中 #012 为反向阅读，其余为正向阅读。

%"!"% #012核苷酸序列比对：利用 6E8! 上 89*J#［=］

软件进行序列比对发现，#012 核苷酸序列和基因库

中的 = 个基因有一段完全相同的 ;= 个碱基序列，其

中基因 &:#2 编码 2#0;<7))( %<07=6646 #>0K@K ! 菌株的

一段加单氧酶组分 6@>8（*//AVV.>W >. ] BB(O(O ^ (）；

:#5 编码 ?()67#&4( 6#)(&("<(0=: $&!FBBB 菌株一段

加单氧酶组分 &>"（*//AVV.>W >. ] BB=(O; ^ F）；:#.
编码2#0;<7<))( +0#&"@46<%74"( G8;B 菌株一段预期加单

氧酶组分 &>E。

1 段 基 因 中 ;= 个 碱 基 的 相 同 序 列 为：

*#$*E$#$$#E*EE##E$#E$#*$E$$E#$E$$##$#$
$E*##E$**EE*$$E。利用软件 %6*&*6 对以上

基因对应的氨基酸序列多重比对发现，#012 预计编

码产物与 6@>8 有 =<2([的序列同源性，与 &>" 有

1(2<[的序列同源性，与 &>E 有 =<2([的序列同源

性。

%"!"# #01, 核苷酸序列比对：#01, 核苷酸序列与菌

株 20(;A0@4B#+4=: C(%#&4"=: DJ%* FFB 中一段羟化酶

基因 +<" YAWA（*//AVV.>W >. ] BB11<= ^ F）的 一 段

=3B5C 序 列 有 3O[ 的 同 源 性，与 菌 株 ?()67#&4(
<=70#%@( I’=O 中 一 加 单 氧 酶 基 因 +<"（*//AVV.>W
,D=B<;;( ^F）的一段 T3B5C 序列有 31[的同源性（该

基因编码羟化吲哚生成靛蓝的加单氧酶［<］）。氨基

酸 序 列 多 重 比 对 发 现：6@>* 与 20(;A0@4B#+4=:
C(%#&4"=: DJ%* FFB 中的羟化酶 87E C->?A.W 有 ;O[
的序列同源性，而与 ?()67#&4( <=70#%@( I’=O 的加单

氧酶 87E 有 <1[的同源性，已被推断为加单氧酶组

T;;(BB;，_>+^1; 6>^1 李小波等：()萘酸加单氧酶基因及 6*%I：黄素还原酶基因的克隆与分析



分［!］。序列 !"#$、!"#% 与 "#$%&$’ 中其他序列同源

性较低。

!"! 相关重组子的克隆

基于已有的 ()*’+ 序列，利用酶切、连接的方法

构建重组子 ,-./0、1*2&3、,/41!，设计引物分别扩

增 !"#&、!"#’，引物上分别设计酶切位点和适当的保

护碱基，定向克隆到载体上，转化大肠杆菌 5%161，

获得重组子 27、2%及 2%8 7（图 1）。

图 # $"%&’ 序列上基因分布

9:;<1 =># ?:@AB:+CA:D$ DE ;#$#@ :$ A># @#FC#$G# DE ()*’+

!"( 酶活性测定结果

由 靛 蓝 实 验［!］ 的 结 果 看，含 有 完 全 ()*’+
’(")*!+,-"./ @,< H=1I66 JK7 片段的重组菌 ,/01!L
具有较强的转化吲哚生成靛蓝能力，在反应 *> 后，

就将 L)I!; 的底物吲哚完全转化（图 !）；相同条件下

包含 序 列 !"#’ 8 !"#& 的 重 组 子 2%8 7 也 转 化 了 约

L)I!; 的吲哚；仅破坏了 !"#’ 的重组子 ,-./0 的靛

蓝生成能力却降低很多，只转化了 1)!!; 的吲哚；包

含片段 !"#% 8 !"#& 的重组子 1*2&3 和包含片段 !"#&
的重组子 27在 *> 内转化了 1)*!; 的吲哚，不含片段

!"#& 的重组子 ,/41! 和 2% 则无任何转化吲哚的能

力。

图 ! 各重组大肠杆菌生成靛蓝的情况

9:;<! M$?:;D ,BD?CGA:D$ +N B#GDO+:$&$A 0 < 1!+. 5%161

利用 K7J5 浓度变化可标定加氧酶活性［P］（图

L）。实验发现：阴性对照 ,-.1* 细胞提取液基本无

加氧活性；只含 !"#& 片段的重组菌株 27细胞提取液

具有较低的加氧活性，在 L6O:$ 内转化了 1()*$OD3
的 K7J5，平均转化速率约为 6)I$OD3QO:$，在加入

I6!OD3QR 黄素（9SK 或 97J）后加氧活性基本不变；

包含片段 !"#’ 8 !"#& 的重组子 2%8 7细胞提取液加氧

活性较强，转化 K7J5 速率为 6)T!$OD3QO:$，加入黄

素 9SK 后 其 转 化 速 率 为 1)P($OD3QO:$，加 入 黄 素

97J 后转化速率为 !)1!$OD3QO:$；2% 和 27 的细胞提

取液 混 合 后 转 化 K7J5 速 率 为 6)P!$OD3QO:$，在

9SK 存在条件下为 1)I($OD3QO:$，在 97J 存在条件

下为 1)**$OD3QO:$，也能很好地利用黄素提高加氧

活性。用 K7JU5 代替 K7J5 后能检测到很低的加

氧活性，其活性比 K7J5 存在时降低了两个数量级

以上。含总蛋白 (O;QOR 的 2%细胞提取液在厌氧条

件下能检测到较弱的还原活性。

图 ( 各重组大肠杆菌细胞提取液加氧活性情况

9:;< L VW:?&A:D$ &GA:X:AN DE A># G#33 #WAB&GA@ DE B#GDO+:$&$A 0 < 1!+.

5%161

7：,-.1*；%：27；.：2%8 7；J：2% 8 27 <

利用 5UR. 检测重组大肠杆菌对 !Y萘酸的转

化，!Y萘酸的保留时间为 Z)P1ZO:$，1Y羟基Y!Y萘酸的

保留时间为 1Z)!I1O:$（图 (）。反应 T6O:$ 后，含有

2%8 7细胞提取液的反应体系转化了 !P)I!; !Y萘酸，

同时 检 测 到 1Y羟 基Y!Y萘 酸 生 成，而 重 组 子 27 及

,-.1* 均无转化 !Y萘酸的功能。

图 $ 反应 )*+,- 后 ./01 检测 !2萘酸降解情况

9:;< ( 5UR. #3CA:D$ ,BDE:3#@ DE !Y$&,>A>D&A# ?#;B&?&A:D$ &EA#B

T6O:$CA#@[B#&GA:D$

*II 微生物学报 &12/ 3.1"!4.!+!5.1/ 6.7.1/ !66I，\D3<(I KD<(



! 讨论

对加氧酶基因相关特征的研究证实，在好氧条

件下催化芳香族化合物降解的酶有的通过对底物加

两原子的分子氧（加双氧酶），有的加单个原子的分

子氧（加单氧酶）［!，"］。由于加单氧酶需要 #$%（&）’
作为辅助因子（()*+,-).），反应分两步：（+）#$%（&）’
的加氧，（/）底物的羟化。大多数的羟化芳环的加单

氧酶 都 是 黄 素 蛋 白 酶，将 以 上 两 步 在 同 一 多 肽

链上完成［!］；近年来越来越多的多组分加单氧酶被

报道，多组分的加单氧酶 #$%（&）’ 的加氧和底物

的羟化反应在分开的多肽链上催化，这些多肽链由

电子传递链连接［0］。双组分非亚铁血红素型黄素离

散加单氧酶（1(23%4）家族已有几个成员有文献报

道［!］。其还原酶组分利用 #$%（&）’ 催化黄素的还

原，然后还原型黄素扩散到加氧酶组分催化分子氧

对底物的羟化。56+-.78 等［!］研究大肠杆菌 9 降解

:2羟基苯乙酸时发现，将 :2羟基苯乙酸转化为 ;，:2
双羟基苯乙酸的 :2羟基苯乙酸 ;2加单氧酶由两个组

分 组 成，’<+5（ !"=>?%）为 加 氧 酶 组 分，’<+(
（@"=A?%）推断为增强 ’<+5 功能的偶联蛋白，并可

阻止 在 底 物 缺 乏 时 #$%’ 的 消 耗。B7C7［@D］研 究

!"#$%&’()#*+ ,)-+,*+ $(@@DD 降解 E，:，!2三氯苯乙酸

时发现，以前认为是由两个组分 1*-( 和 1*-% 组成的

氯酚 :2加单氧酶在通过进一步研究后发现，1*-( 和

1*-% 是两种酶。其中 1*-( 是一种 #$%’：3$% 氧化

还原酶，1*-% 是一种利用还原型黄素 3$%’E 的加单

氧酶［@D］。

本文研究的基因为编码 E2萘酸好氧代谢关键

步骤的 E2萘酸加单氧酶基因［E，@@］。序列比对发现，

&#.! 和 /0&!、0&1、0&2 等 : 段加单氧酶的核苷酸

序列有一 !;/< 的相同序列，推断为该类加单氧酶基

因的保守序列。由靛蓝实验［E，@E］看出，包含有基因

&#.3 的重组子 F$、F5G $、@"F+H、<I(JK、<JK@E; 等都

有靛蓝生成活性，而不含基因 &#.3 的重组子 F5、

<JL@E 等都无靛蓝生成活性。自 @0"; 年 JMCH6N［@E］

发现克隆的加氧酶基因的表达可使重组大肠杆菌积

累靛蓝的现象以来，这种使吲哚羟化生成靛蓝已广

被采 用 作 克 隆 各 种 细 菌 加 氧 酶 基 因 的 直 观 指

标［E，@E］。由实验结果可推断片段 &#.3 是 E2萘酸加单

氧酶基 因 最 重 要 的 部 分。在 相 同 条 件 下 重 组 子

<I(JK 转化吲哚的能力只有 <JK@E; 的 @O;（图 E）。

根据 P6H+C,) 等［@;］的报道，用靛蓝的生成量可以表

示加氧酶的酶活水平，由此推断 &#.! 片段对加氧酶

活性有强烈的促进作用。

测定重组菌株细胞提取液的加氧酶活性发现

（图 ;），以 <I(@" 细胞提取液为对照，含有 &#.3 的重

组子 F$细胞提取液只有很低的加氧活性，加入黄素

34# 或 3$% 后加氧酶活性并无多大变化；相同条件

下含有片段 &#.! G &#.3 的重组子 F5G $的细胞提取液

加氧活性较强，并且能很好地利用黄素（34#、3$%）

大大提高加氧酶的酶活水平；重组子 F5和 F$的细胞

提取液混合后也有较高的加氧酶活性，并且加入黄

素（34#、3$%）后加氧活性增强很多；只含 &#.! 的重

组菌株 F5细胞提取液无加氧酶活性，在厌氧条件下

能检测到黄素还原活性［!］。

据已有实验结果推断：本研究的 E2萘酸加单氧

酶基因簇含有两个重要组分，上游为一黄素还原酶

基因（ /0&!），其 编 码 产 物 黄 素 还 原 酶（#Q)5）在

#$%’ 存在的条件下将黄素（34#、3$%）还原为还原

型黄素（34#’E、3$%’E ）；下游为一加单氧酶基因

（/0&3），其编码产物加单氧酶（#Q)$）利用还原型

黄素和 RE羟化底物 E2萘酸，生成 @2羟基2E2萘酸（图

!）。

图 " 推断 #$萘酸加单氧酶羟化 #$萘酸作用机理

37ST! %6UV,6U Q6,W+M7CQ )* E2M+<W-W)+-6 Q)M))XNS6M+C6 WNU.)XNH+-7MS

E2M+<W-W)+-6

根据软件分析结果，在 /0&!、/0&3 之间有两段

正向阅读框，跟 B6M5+M? 中其他序列同源性较低，不

含这些片段的重组子 F5G $ 氧化活性与 <JK@E;［E］几

无差别，因此推测其编码产物对 E2萘酸降解过程中

的其他步骤起催化作用，相关工作还在进一步深入。
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