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N端缺失的锰过氧化氢酶生理生化特性
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摘要:【目的】在红球菌(Ｒhodococcus sp． )Ｒ04 中发现了一种高表达，N 端缺失的锰过氧化氢酶(Mn-CAT)，
为了明确其在活性氧(Ｒeactive oxygen species，ＲOS)清除与多氯联苯(Polychlorinated biphenyls，PCBs)代谢
中所起的作用，本文对其生理生化特性进行了研究。【方法】利用 DNAMAN 对 Ｒhodococcus sp． Ｒ04 与
Ｒhodococcus sp． Ｒ1101Mn-CAT 的核酸和蛋白序列进行比对。化学合成和 PCＲ 搭桥法获取 Mn-CAT 全长基
因。分别构建了原核表达载体 pETm3c-Mn-CAT，pETm3c-MnCAT-C，转入大肠杆菌(Escherichia coli)BL21，得
到重组菌 pETm3c-Mn-CAT /BL21，pETm3c-MnCAT-C /BL21。工程菌诱导表达后，粗酶液经 Q-sepharose 和硫
铵沉淀进行纯化。构建了锰过氧化氢酶 C 端(MnCAT-C)基因的敲除载体 pK18mobsacB-ΔMnCAT-C，电击法
转入 Ｒhodococcus sp． Ｒ04。荧光极化测定 ＲOS 的含量，HPLC 分析多氯联苯的降解率。【结果】与
Ｒhodococcus sp． Ｒ1101Mn-CAT 基因序列相比，Ｒhodococcus sp． Ｒ04Mn-CAT 缺少 N 端(Ｒ1101 的 Mn-CAT 序列
长度为 915bp，Ｒ04 的 MnCAT-C 序列长度为 468bp)。获得了纯度较高的 MnCAT-C，SDS-PAGE 分析表明分
子量约为 23 kDa。以 H2O2 为底物时，MnCAT-CKm 比 Mn-CATKm 大，约为 0. 02357mol /L。通过基因同源重
组的方式，得到菌株 Ｒ04 的 MnCAT-C 敲除菌株，与野生菌株相比，敲除菌株体内 ＲOS 浓度显著增高，生长速
率和多氯联苯降解速率明显下降。【结论】发现了一种 N 端缺失的锰过氧化氢酶，该酶具有原酶的大部分
活性，且可以清除体内的 ＲOS。MnCAT-C 基因的缺失影响了菌株的生长速率和多氯联苯的降解速率。
关键词:红球菌(Ｒhodococcus sp． )Ｒ04，锰过氧化氢酶，多氯联苯，活性氧
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过氧化氢酶(Hydrogen Peroxidase EC1． 11． 1． 6)
又称触酶(Catalase，简称 CAT)［1］，是生物防御系统
的关键酶之一，其主要的功能是参与 ＲOS (包括
H2O2、羟自由基、超氧跟阴离子等几种)的清除

［2］。
这些活性氧是在物质代谢途径中产生的，低浓度的
活性氧并不会影响菌株的生理代谢，并且在细胞信
号传导中起着重要作用。但是当生物体处于恶劣环

境时，体内会因代谢紊乱等原因而存在活性氧爆发
现象，导致生物体内 ＲOS 浓度升高，高浓度的 ＲOS
会通过氧化蛋白质的巯基和断裂核酸单链对组织和
细胞造成破坏，这也是细胞衰老及凋亡的直接原因
之一［3］。

按照催化中心结构差异，过氧化氢酶又可分为
两类:(1)含铁卟啉结构 CAT，又称铁卟啉酶，典型
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性 CAT 和 CAT-POD 属于此类;(2)含锰离子代替铁
的卟啉结构，又称为锰过氧化氢酶(Mn-Cat)［4］。目
前为止，只发现了少数几种锰过氧化氢酶，由 Kono
等［5］和 Barynin 等［6］分别从乳酸菌和嗜热生物组织
中发现。

多氯联苯 ( Polychlorinated biphenyls，PCBs) 是
一种 无 色 或 淡 黄 色 的 黏 稠 液 体［7］，Schmidt 和
Schults 于 1881 年首次合成。多氯联苯对环境和人
类健康的危害很大，较难降解，目前国际上已经禁止
工业化合成多氯联苯。最新研究表明，HELF 细胞
在高浓度多氯联苯存在下，会生成一系列有毒的小
分子，使体内的 ＲOS 浓度上升，对 HELF 细胞的生
长，代谢造成抑制［8］。但是多氯联苯对于微生物是
否有此影响却没有文献报道，细菌能否通过锰过氧
化氢酶及其他氧化酶清除 ＲOS 来减缓这种抑制也
不得而知。

红球菌(Ｒhodococcus sp． )Ｒ04 是一种高效降解
多氯联苯的微生物［9］，本课题组已对该菌降解多氯

联苯的特性及代谢相关基因和酶系进行了大量研
究［10 － 11］。从 Ｒhodococcus sp． Ｒ04 的转录组差示分
析得知，与葡萄糖为碳源的 Mn-CAT 基因表达相比，
以联苯为碳源的 Mn-CAT 基因上调表达 76 倍。本
研究对红球菌 Ｒ04Mn-CAT 进行了表达与纯化，并
检测其过氧化氢酶的活性。构建了 MnCAT-C 基因
敲除载体，电转入红球菌 Ｒ04 中，筛选缺陷菌株，通
过对红球菌 Ｒ04 及其突变株的一系列生理特性的
研究，分析锰过氧化氢酶对细菌的生长，ＲOS 清除，
多氯联苯降解速率的影响，为深入研究锰过氧化氢
酶在细菌体内的氧化应激反应提供了依据。

1 材料

1. 1. 1 菌株和载体: Ｒhodococcus sp． Ｒ04、E． coli
DH5α、E． coli BL21 ( DE3 ) 和 pETm3c 质 粒，
pK18mobsacB 质粒由本实验室保存。
1. 1. 2 培养基:所需培养基如表 1 所示

表 1． 本实验所用培养基
Table 1． Medium used in this research

Medium Medium components
LB(1L) peptone 10 g，Yeast extract 5 g，NaCl 5 g
LBP(1L) peptone 10 g，Yeast extract 5 g，NaCl 10 g
LBG(1L) peptone 10 g，Yeast extract 5 g，NaCl 5 g，Glucose 10 g
Basal medium (1L) (NH4 ) 2 SO4 5 g，KH2 PO42. 93 g，K2 HPO4·3H2 O5. 85 g，MgSO4·7H2 O 0. 3 g，NaCl 0. 2 g，CaCl20. 03 g，

NiSO4·7H2 O 0. 6 mg，trace elements

1. 1. 3 主要试剂和仪器:限制性内切酶 EcoＲⅠ，
HindⅢ，BamHⅠ，XbaⅠ购自大连宝生物工程有限
公 司; pEASY-T3 Cloning Kit， FastPfu DNA
Polymerase 购自北京全式金生物技术有限公司;质
粒提取试剂盒及胶回收试剂盒购自北京中科瑞泰生
工科技有限公司;氨苄青霉素 ( Amp)，卡那霉素
(Kan)购自美国 Sigma-Aldrich 公司;酵母提取物，胰
蛋白胨购自 Oxoid 公司;蛋白质分子质量标准及 T4
DNAligase 购自 Fermentas 公司;实时荧光 PCＲ 仪购
自 ABI 7900HT ( Applied Biosystems，Foster City，
CA)，QuantiFast SYBＲ Green PCＲ Kit 购自德国
QIAGEN 公司;日立 UV-201 分光光度计及日立 F-
2500 荧光光谱仪购自 Hitachi Instruments 公司;高
效液相色谱仪购自美国 Waters 公司;色谱纯甲醇购
自 Dikma 公司。

1. 2 锰过氧化氢酶核酸序列分析
将 Ｒhodococcus sp． Ｒ04 的锰过氧化氢酶核酸序

列提交 NCBI 数据库 ( http: / /www． ncbi． nlm． nih．
gov /)，搜索同源序列并分析相似性。
1. 3 表达载体的构建
1. 3. 1 MnCAT-C 基因的 PCＲ 扩增:分别以表 2
中 F1 和 Ｒ1 为上下游引物，Ｒ． Ｒ04 的基因组作模
板，PCＲ 反应条件:94℃ 5 min;94℃ 30 s，55℃ 30 s，
72℃30 s，30 个循环;72℃延伸 10 min。
1. 3. 2 Mn-CAT 基因的获取:根据核酸序列比对
结果，化学合成红球菌 Ｒ04MnCAT-C 基因序列缺失
的部分，做为 PCＲ 模板，以表 2 中 F2 和 Ｒ2 为上下
游引物扩增，PCＲ 反应条件:94℃ 5 min;94℃ 30 s，
55℃ 30 s，72℃30 s，30 个循环;72℃延伸 10 min。获
得 MnCATN PCＲ 产物。以 F3 和 Ｒ3 为引物，红球菌
Ｒ04 基因组为 模板，PCＲ 条 件如 上所 示，获得

944



Xiuqing Yang et al． / Acta Microbiologica Sinica(2015)55(4)

MnCATC PCＲ 产 物。再 用 PCＲ 搭 桥 法 扩 增:
MnCATC，MnCATN 为模板，F2 和 Ｒ3 为上下游引
物。PCＲ 反应条件:94℃5 min;94℃ 30 s，55℃ 30 s，
72℃60 s，30 个循环;72℃ 延伸 10 min，扩增 Mn-
CAT 全长基因。

表 2．引物序列
Table 2． Primer sequences

Primer Oligonucleotide sequence (5'→3')
F0 CGCGACACCTACCACCAG
Ｒ0 GTCGGCGAGGAACGACAT
F1 TAGGATCCATGACGGACGATCCGGGCGT
Ｒ1 TAGAATTCTCAGGGAGTCTCGGGGTCG
F2 TAGAATTCATGTTTCGTCACACAGAC
Ｒ2 TCCGTCATGTTGTACAGGCGTGCGGT
F3 TGTACAACATGACGGACGATCCGGGC
Ｒ3 TAAAGCTTTCAGGGATTGTCGGGGTC
F4 TAGAATTCTGGCAATCCCCAGGCGTTT
Ｒ4 TAGGATCCCGGGCTGTCTGCACTCTGC
F5 TATCTAGACCTTCCGATACAACCGCCCC
Ｒ5 TAAAGCTTAGTGGGCGATGATCCCGTCC
16sＲNAF CACACTGGGACTGAGACACG
16sＲNAＲ TCTCCCACTACCGTCACTTG

F0，Ｒ0: MnCAT-C Ｒeal Time Q-PCＲ primers; F1，Ｒ1: MnCAT-C

primers;F2，Ｒ2: Total length of Mn-CAT gene N-terminal primers;F3，

Ｒ3: Total length of Mn-CAT gene C-terminal primers;F4，Ｒ4: MnCAT-C

upstream gene primers;F5，Ｒ5: MnCAT-C downstream gene primers．

1. 3. 3 表 达载体构 建: 将 MnCAT-C，Mn-CAT，
pETm3c 双酶切，连接。通过酶切筛选 pETm3c-Mn-
CAT 和 pETm3c-MnCAT-C 阳性重组质粒［6］。
1. 4 重组蛋白表达，纯化及酶活性测定
1. 4. 1 重组蛋白表达与纯化:将 pETm3c-MnCAT-
C，pETm3c-Mn-CAT 转入 E． coli BL21 ( DE3 ) 菌株
中，分别取一环菌接种于 3 mL LB 试管中，生长
12h，再以 1% 的接种量接种于 500 mL 三角瓶中。
待 OD600 = 0. 8 时，加入诱导剂 IPTG(终浓度为 0. 1
mmol /L)，22℃过夜诱导表达。8000 × g，10 min 离
心收集菌体，20 mmol /L pH8. 0 的 Tris-HCl 缓冲液
洗菌体 2 次后，以 30 mL 相同的缓冲液洗重悬菌体
后进行超声波破碎(工作 4 s，间歇 6 s，工作 50 个循
环)。上清上样于 Q-sepharose 柱，将收集到的活性
部分以 30% 硫胺进行沉淀，12000 × g，30 min 收集
蛋白后，6 mL 20 mmol /L pH8. 0 的 Tris-HCl 缓冲液
溶解沉淀。
1. 4. 2 重组蛋白酶活性测定:反应总体系为 3 mL，
将 30 μL 30% H2O2 溶液溶于 3 mL 20 mmol /L
pH8. 0 的 Tris-HCl 缓冲液，加入适量的酶，测定方法

按照改进的 Beers and Sizers 方法［12］，将 1 min 内能
转化 1 μmol H2O2 的酶量定义为一个酶活单位。取
不同体积的底物溶液，加入 50 μL 酶，剩余体积用
Tris-HCl 缓冲液补足，记录 OD240变化。分别取 9 组
数据，以 1 / V 对 1 / S 双倒数作图，计算两种蛋白的
Km值与 Vmax。
1. 5 MnCAT-C 基因的转录表达

分别提取联苯为唯一碳源和葡萄糖为唯一碳源
的红 球 菌 Ｒ04 的 cDNA，将 其 浓 度 都 调 整 到
60 ng /μL。以两种 cDNA 为模板，以 F0，Ｒ0 和16 s
ＲNAF，16 s ＲNAＲ(表 2)为引物进行实时荧光定量
PCＲ 扩增。PCＲ 条件如下:95℃ 5 min;95℃ 10 s，
60℃ 30 s，40 个循环;反应结束后对各组样本的溶
解曲线进行监测，得到到达阈值时的循环数 Ct 值，
并运用 Ct 值定量比较，即 ΔΔCt 法分析两种样品的
表达差异。以上数据均通过软件 StepOne Software
v2. 2(Applied Biosystems)分析得出。
1. 6 基因敲除
1. 6. 1 基因克隆:根据 MnCAT-C 上游基因序列和
下游基因序列分别设计引物，以 F4 /Ｒ4 和 F5 /Ｒ5 为
引物(表 2)，红球菌 Ｒ04 的基因组作为 PCＲ 模板扩
增，PCＲ 反应条件:94℃ 5 min;94℃ 30 s，55℃ 30 s，
72℃ 60 s，30 个 循 环; 72℃ 延 伸 10 min。获 得
MnCATY，MnCATＲ PCＲ 产物。
1. 6. 2 敲除载体构建:将敲除载体 pK18mobsacB
先与 MnCATY 基因双酶切，连接，筛选得到阳性重
组 质 粒 命 名 为 pK18mobsacB-MnCATY。 再 将
pK18mobsacB-MnCATY 与 MnCATＲ 基因双酶切，连
接，筛选得到阳性重组质粒命名为 pK18mobsacB-
ΔMnCAT-C［6］。
1. 6. 3 MnCAT-C 的基因敲除:将 pK18mobsacB-
ΔMnCAT-C 电转 Ｒhodococcus sp． Ｒ04 感受态，电阻
条件为 2. 5 kV、25 μF、800 Ω，放电时间为 10 ms，电
转后加入 800 μL LBP 培养基，30℃培养 4 h，涂在终
浓度为 50 μg /mL 卡那霉素抗性的的 LB 平板上，生
长 72 h。将平板所得到的转化子，接种于 LBG 试管
中，培养 24 h，取 20 μL 涂在含 10%蔗糖的 LBP 平
板上，30℃培养 48 h，挑取单菌落进行菌落 PCＲ 筛
选。
1. 7 红球菌 Ｒ04 与敲除菌株的生理特性研究
1. 7. 1 野生菌株与敲除菌株的荧光极化实验:将红
球菌 Ｒ04 和敲除菌株分别接种于不同浓度联苯和
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葡萄糖(终浓度分别为 5、10、15、20 mmol /L)的基础
培养基中，培养 48h，离心收菌，调节 OD600 值为
0. 06，加入指示剂二氯荧光黄双乙酸 (DCFH-DA)，
30℃避光染色 30 min。在荧光分光光度计下测量荧
光极化值，荧光池光径为 1 cm，激发波长为 488 nm，
GF 值为 0. 9786。
1. 7. 2 野生菌株与敲除菌株生物量实验:将红球菌
Ｒ04 野生菌株和敲除菌株分别接种于不同联苯浓度
(终浓度分别为 5 mmol /L，10 mmol /L，15 mmol /L)

的基础培养基中，至培养基中菌体浓度达到 OD600值
为 0. 1。继续培养，每隔 4 h 取样，紫外可见分光光
度计测定 600 nm 处野生菌株和敲除菌株在不同时
期的生物量。

图 1． Ｒhodococcus sp． Ｒ04 Mn-CAT 和 Ｒhodococcus sp． Ｒ1101 Mn-CAT 核酸序列同源性比对
Figure 1． The nucleic acid sequence alignment of Ｒhodococcus sp． Ｒ04 Mn-CAT and Ｒhodococcus sp． Ｒ1101 Mn-CAT． A T C G :The

same sequence;A T C G:Different sequence; A T C G:Ｒ1101 sequence but Ｒ04 sequence does not exist．

1. 7. 3 野生菌株与敲除菌株降解多氯联苯:红球菌
Ｒ04 野生菌株和敲除菌株在含有 0. 1%联苯的基础
培养基中培养，当 OD600达到 1. 0 时，经玻璃棉过滤
除去联苯固体颗粒，8000 r /min 离心 5 min 收集菌
体，20 mmol /L，pH 8. 0 PBS 缓冲液洗涤 2 次，接着
以 5 mL 上述缓冲液重新悬浮菌体，菌悬液室温放置
2 － 3 h 后分别加入到 4-氯联苯，3，3’-二氯联苯，
3. 3’，4. 4’-四氯联苯的基础培养基中，至培养基中
菌体浓度达到 OD600值为 0. 3． 每种多氯联苯的终浓

度为 400 μmol /L。HPLC 分析按照文献［13］进行。

色谱柱为 Thermo Hypersil GOLD C18 液相色谱柱
(4. 6 mm × 250 mm ) 流动相为甲醇-水 (体积比
9∶ 1)，流速 1. 0 mL /min，检测波长为每种多氯联苯
的最大吸收波长，柱温 25℃，进样量为 20 μL． 每隔
5h 取含有多氯联苯的培养液，加入等体积色谱纯甲
醇，旋涡混合 2 min，充分混匀后取 1 mL 离心
(12000 × g，10 min)，取上清作为待测样品，取20 μL

进行 HPLC 分析。

2 结果和分析

2. 1 锰过氧化氢酶序列分析
将 Ｒhodococcus sp． Ｒ04Mn-CAT 的核酸序列上

传到 NCBI 的数据库，发现该序列与 Ｒhodococcus sp．
Ｒ1101Mn-CAT ( NCBI Ｒeference Sequence: WP _
016931903. 1)的核酸序列同源性最高，结果如图 1

所示:红球菌 Ｒ04 Mn-CAT 的核酸序列长度为
611bp，5'端 143bp 与红球菌 Ｒ1101 Mn-CAT 的核酸
序列 的前 半段 几乎 完全 匹配，定义 为 红 球 菌
Ｒ04MnCAT-N，而 3’端 468bp 与红球菌 Ｒ1101 Mn-
CAT 的核酸序列的 448 到 915 相匹配，定义为红球
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菌 Ｒ04MnCAT-C，红球菌 Ｒ04 锰过氧化氢酶缺少了
红球菌 Ｒ1101 Mn-CAT 144 到 447 的核酸序列。本
实验选择较长的 MnCAT-C 序列作为实验对象。利
用 DNAMAN 分 析 发 现 MnCAT-C 蛋 白 序 列 与
Ｒhodococcus sp． Ｒ1101 的 Mn-CAT 蛋白序列有 99%
的相似性。
2. 2 表达载体的构建，蛋白纯化与酶活性测定
2. 2. 1 表达载体构建:分别用双酶切鉴定 pETm3c-
MnCAT-C，pETm3c-Mn-CAT 重组质粒，发现均能酶
切出目的基因大小相当的条带(结果未显示)，表明
所得到的重组质粒含有外源基因，为阳性重组质粒。
测序结果显示 pETm3c-MnCAT-C，pETm3c-Mn-CAT
表达载体构建成功。
2. 2. 2 蛋白纯化:经 Q-sepharose 柱和 30%硫铵沉
淀分别对 MnCAT-C，Mn-CAT 蛋白进行纯化。纯化
后的蛋白经过 SDS-PAGE 分析，MnCAT-C 蛋白分子
量为 23kDa (图 2)，Mn-CAT 蛋白分子量在 39kDa
(结果未显示)，二者均与核酸序列所推导的分子量
一致。
2. 2. 3 酶活性测定:纯化后的 Mn-CAT 蛋白的酶活
性为 5900 U /mg，MnCAT-C 蛋白的酶活性为 3155
U /mg。根据双倒数作图法，算出 MnCAT-C 蛋白的
Km值为 0. 02357 mol /L，Vmax = 29. 2 nmol /min，Mn-
CAT 蛋白的 Km 值为 0. 0126 mol /L，Vmax = 46. 8
nmol /min。由此可见，N 端的缺失对锰过氧化氢酶
的酶学性质造成了一定的影响。

图 2． 重组大肠杆菌 E． coli BL21 ( DE3 ) / pETm3c-

MnCAT-C 的 SDS-PAGE 分析
Figure 2． SDS-PAGE analysis of E． coli BL21(DE3) / pETm3c-

MnCAT-C． Lane 1，MnCAT-C protein;M，Mark．

2. 3 MnCAT-C 基因的转录表达
以联苯和葡萄糖中培养的 Ｒhodococcus sp． Ｒ04

cDNA 为模板，进行 16S ＲNA、MnCAT-C 基因的实时
荧光 PCＲ 扩增。以 16S ＲNA 为内参，MnCAT-C 基
因表达量如图 3 所示，与葡萄糖为碳源的 MnCAT-C
基因表达相比，以联苯为碳源的 MnCAT-C 基因上调
表达 112 倍，这与转录组测序所得数据基本相符。

图 3． Ｒhodococcus sp． Ｒ04 MnCAT-C 基因表达量
Figure 3． Gene expression quantity of MnCAT-C gene from

Ｒhodococcus sp． Ｒ04．

2. 4 MnCAT-C 基因敲除
pK18mobsacB-ΔMnCAT-C 重组质粒用 EcoＲI 和

HindIII 进行双酶切鉴定，发现可以酶切出目的基因
大小相当的条带(结果未显示)，由此可以确定，所
得到的重组质粒中含有目的基因片段，为阳性重组
质粒，测序结果显示 pK18mobsacB-ΔMnCAT-C 敲除
载体构建成功。将 pK18mobsacB-ΔMnCAT-C 电转
入 Ｒhodococcus sp． Ｒ04，挑取单菌落在 LBG 试管中
培养 24 h，取 20 μL 涂在含 10%蔗糖的 LBP 平板，
30℃培养 48 h，初步获得 MnCAT-C 基因敲除菌株，

从平板上挑取单菌落进行 PCＲ 验证，结果如图 3 所
示，8 泳道为以质粒为模板的阳性对照，2、4、5 和 6

泳道是质粒进入红球菌体内未发生基因敲除，但敲
除质粒仍在菌株中，可以扩增出两条带，大小分别为
1. 2 kb 和 750 bp。1 泳道只能扩增出 750bp 左右的
条带，与质粒对照相同，由此可以确定 1 泳道菌株
MnCAT-C 基因敲除成功。提取 1 泳道菌株的基因
组，以此作为模板，F4 和 Ｒ5 (表 2)为引物，PCＲ 扩
增。只能扩增出 750 bp 左右的片段(结果未显示)，

与阳性对照结果相同，将 PCＲ 扩增所得到的条带，

与 pEASY-T3 Cloning Kit 连接送去公司测序，测序
结果显示敲除成功。
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图 4．敲除菌株菌落 PCＲ 的琼脂糖凝胶电泳
Figure 4． Agarose gel electrophoresis of Knockout strains Colony

PCＲ． Lane 1，2，3，4，5，6，7: suspected Knockout strains; lane 8:

positive control;M:Mark．

2. 5 红球菌 Ｒ04 与敲除菌株的生理特性
2. 5. 1 野生菌株与敲除菌株荧光极化实验:分别对
不同联苯浓度和葡萄糖浓度(5、10、15、20 mmol /L)培
养条件下生长的野生菌株和敲除菌株，进行荧光极化
测定。实验结果表明，随着联苯浓度的增加，野生菌
株与敲除菌株荧光极化值均在增加，但在同一联苯浓
度的条件下，敲除菌株极化值要比野生菌株的极化值
大(例如:在 20 mmol /L 的联苯浓度下，敲除菌株的荧
光极化值是野生菌株的 2. 35 倍)。而野生菌株与敲
除菌株随着葡萄糖浓度的增加，荧光极化值几乎没有

图 5．野生菌株与敲除菌株的荧光极化值
Figure 5． The Fluorescence polarization value by Wild strains and

Knockout strains．

变化，在同一浓度下，联苯培养的菌株要比葡萄糖培
养的菌株的荧光极化值高很多，荧光极化值的高低意
味着细菌体内 ＲOS 浓度的高低。当细菌以葡萄糖为
碳源时，代谢只产生少量的 ＲOS，对细菌的生长影响
不大，当细菌以联苯为碳源时，代谢联苯会产生大量
的 ＲOS，会对细菌的生长造成抑制，然而，细菌会通过
自身的氧化酶系来清除这些 ＲOS［14］。由于过氧化氢
酶是细菌体内清除 ＲOS 的主要氧化酶［15］，本实验将
Ｒ04 体内高表达的 MnCAT-C 基因敲除，无法合成锰

过氧化氢酶，从而影响到细菌对 ＲOS 的清除，最终导
致敲除菌株体内 ＲOS 浓度的上升。

图 6．野生菌株和敲除菌株在不同联苯浓度的生物量
Figure 6． Biomass of the Wild strains and the Knockout strains under

different concentration of biphenyl． A: 16 hours;B: 32 hours．

2. 5. 2 野生菌株与敲除菌株的生物量:野生菌株与
敲除菌株每隔 4h 取样，测定 OD600吸收值，随着联苯
浓度的增加，野生菌株与敲除菌株的最大生物量均在
增加，在同一联苯浓度下，野生菌株的生长速率要比
敲除菌株快很多，这种趋势随着联苯浓度的增加越来
越大。本实验选择野生菌株与敲除菌株在 16 h 与 32
h 的生物量作图(图 6)，在 16 h，细菌处于对数前期，
可以看到菌株随着联苯浓度的增加，生物量在减小。
敲除菌株相对于野生菌株的的生物量减少更多。在
32h，细菌处于对数中期，可以看到野生菌株随着联苯
浓度的增加，生物量在增加。而敲除菌株随着联苯浓
度的增加，生物量在减少。从上面的结果可以看出，
MnCAT-C 基因的敲除对于菌株在联苯中的生长造成
了一定的影响，随着联苯浓度的增加，表现最明显的
时期是对数中期，这是由于对数中期菌株生长快，相
应的代谢联苯的速度也快，联苯的代谢造成了 ＲOS
浓度的上升。文献报道，高浓度的 ＲOS 直接诱导凋
亡或影响与凋亡有关的细胞内信号转导和基因表达，
对细胞造成损伤，细胞本身会通过氧化酶系和生物抗
氧化剂清除体内多余的 ＲOS，来避免这种损伤［16 － 18］。
但是由于锰过氧化氢酶是 Ｒhodococcus sp． Ｒ04 体内
一种高表达的清除 ＲOS 的酶，MnCAT-C 基因的敲除
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破坏了细菌体内的这种平衡，造成了 ＲOS 在细菌体
内的积累，从而抑制了细菌的生长。

图 7．野生菌株与敲除菌株对 4-CL、3. 3’-2CL 和 3. 3’，
4. 4’-4CL 的生物降解动力学过程
Figure 7． Degradation kinetics of 4-CL，3. 3’-2CL，3. 3’，4. 4’-

4CL by Wild strains and Knockoutstrains． A: 4-CL;B: 3. 3’-2CL;

C: 3. 3’，4. 4’-4CL．

2. 5. 3 野生型菌株与缺陷菌株降解多氯联苯:将野
生菌株和敲除菌株的静息细胞分别加入到含有 400
μmol /L 4-CL、3，3’-2CL 和 3. 3’，4. 4’-4CL 联苯的基
础培养基中，30℃振荡培养，多氯联苯的降解率随取
代元素数量的增加而降低，其中敲除菌株的降解率要
比野生菌株的降解率低。如图 7 所示，对于 4-CL 联
苯，野生菌株 5 h 以后降解率就能达到 100%，而敲除
菌株在 5h 降解率只能达到 76. 24%，在 15 h 才能完
全降解完。对于 3. 3’-2CL 联苯，野生菌株5 h以后的
降解率为 62. 13%，而敲除菌株 5 h 后的降解率仅为
1. 76%，而培养 20 h 以后，野生菌株的降解率为
82. 31%，而缺陷菌株的降解率为 76. 61%。对于

3. 3’，4. 4’-4CL 联苯，野生菌株 5h 的降解率为
26. 52%，而敲除菌株 5 h 后的降解率仅为 0. 61%，而
培养 20 h 以后，野生菌株的降解率为 72. 24%，而缺
陷菌株的降解率为 62. 8%。由此可知，敲除菌株与野
生菌株相比，在代谢多氯联苯的过程中，发生了降解速
率降低(4-CL 联苯)，降解滞后(3. 3’-2CL 联苯，3. 3’，
4. 4’-4CL联苯)的现象，这可能是由于将 MnCAT-C 基
因敲除，对 Ｒhodococcus sp． Ｒ04 清除体内 ＲOS 的能力
造成了一定影响，ＲOS 的积累对菌株的生长造成了抑
制，从而影响到菌株降解多氯联苯的能力。

3 讨论

过氧化氢酶作为生物体内重要物质，具有非常
重要的生理功能，其中最为主要的就是参与活性氧
代谢过程［19］。作为生物抗氧化保护剂，过氧化氢酶
催化效率很高，可确保活性氧一旦形成就迅速被分
解而不会对生物体造成伤害［20］。

本研究发现了一种 N 端缺失的锰过氧化氢酶，
理论的蛋白分子量只有完整过氧化氢酶蛋白分子量
的一半左右，这种缺失可能会对蛋白的活性造成影
响。实验结果也表明，这种缺陷性蛋白具有完整过
氧化氢酶的大部分活性，但是与 N 端完整的 Mn-
CAT 相比较，与底物结合的能力相对要弱，这可能
是由于 N 端的缺失造成的。N 端的缺失使蛋白失
去了一些关键氨基酸残基，导致其与过氧化氢结合
的位点减少，从而影响了活性。表明这种缺陷性过
氧化氢酶与完整过氧化氢酶的催化机制可能是不同
的，进一步确定哪些结构影响酶与底物的结合位点，
这些结构对于活性的影响到底有多大，这对于 Mn-
CAT 的结构研究具有重要意义。这种 N 端缺失的
锰过氧化氢酶的结构相对简单，为合成 Mn-CAT 功
能相似的模拟物，提高模拟物的活性，稳定性，降低
化学合成成本提供了依据。

细菌在正常生长的时候，代谢几乎不产生
ＲOS，但是加入多氯联苯等化合物会导致体内 ＲOS
浓度急速升高(本文检测野生菌株与敲除菌株的荧
光极化值可以验证这点)。在以葡萄糖为碳源的培
养基中，ＲOS 浓度低，MnCAT-C 基因表达少，而以联
苯为碳源的培养基中，ＲOS 浓度高，MnCAT-C 基因
大量表达来清除 ＲOS。高浓度的 ＲOS 会通过改变
细胞内的还原状态和对蛋白的氧化修饰两种方式，
诱导细胞衰老与死亡［21］。降低细菌体内 ＲOS 的浓
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度，有利于延长细菌的生长［22］，而本实验中的锰过
氧化氢酶正是 Ｒhodococcus sp． Ｒ04 中一种重要的，
高表达的，清除 ＲOS 的过氧化物酶系。

在本文降解多氯联苯速率的实验中，随着取代
元素数量的增加，多氯联苯越来越难降解，降解率降
低。尤其是在 5h 以前，这种趋势很明显，由于
MnCAT-C 基因的敲除，野生菌株与敲除菌株降解率
差距明显。但是到了 20h，野生菌株与敲除菌株的
多氯联苯的剩余量相差不大，这可能是由于随着菌
株的生长，红球菌 Ｒ04 体内其他的氧化应激酶发生
作用，使体内 ＲOS 浓度下降，使菌株恢复了一定的
代谢多氯联苯的能力。而在测量野生菌株与敲除菌
株生物量的实验中也呈现这个趋势，在 60h 以后
(本文未显示)，菌株处于稳定期，此时细菌不再分
裂，随着联苯浓度的增加，菌株的生物量都在增加，
同一联苯浓度下，野生菌株与敲除菌株的生物量差
别不大，这也从侧面验证了 HoYs 的观点［23］:过氧化
氢酶只是在一些特定条件下才是必不可少的。这可
能是随着菌量的增加，菌株代谢联苯的能力越来越
强，加上体内其他氧化酶发挥作用，将 ＲOS 的浓度
降低，减缓了对细菌生长的抑制作用，菌株可以加快
生长，这也是稳定期野生菌株与敲除菌株生物量差
别不大的原因。转录组测序的结果也印证了这个假
设，在联苯培养基中上调表达的氧化应激基因上调
倍数最高的是 Mn-CAT，但是也存在着好几种上调
表达的氧化酶基因。在缺少锰过氧化氢酶的情况
下，别的氧化酶基因大量表达来弥补这种损失，降低
细菌体内的 ＲOS 浓度，尽量使细菌处于正常的状
态。下一步可以提取缺陷菌株和野生菌株在降解多
氯联苯过程中的 cDNA，通过实时荧光定量 PCＲ 检
测表达量，相互比较作为实验验证。

本研究通过基因敲除菌株的生理生化实验表
明，锰过氧化氢酶通过清除细菌体内的 ＲOS，降低
体内 ＲOS 浓度，使细菌得以正常生长，代谢。证明
了 ＲOS 对于细菌的损伤和锰过氧化氢酶在细菌代
谢多氯联苯中的重要作用，为研究 Ｒhodococcus sp．
Ｒ04 代谢多氯联苯过程中的氧化应急反应提供依
据，对于研究 Ｒhodococcus sp． Ｒ04 代谢多氯联苯过
程中的氧化应急途径具有重要意义。
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Physiological and biochemical characteristics of a
manganese catalase lacking n-terminal

Xiuqing Yang* ，Yang Wang
Key Laboratory of Chemical Biology and Molecular Engineering of Ministry of Education，Institute of Biotechnology，
Shanxi University，Taiyuan 030006，Shanxi Province，China

Abstract:［Objective］ We characterizeda manganese catalase lacking n-terminal ( MnCAT-C )， to revealits roles in
bacterial growth， reactive oxygen species ( ＲOS ) removal and degradation of polychlorinated biphenyls ( PCBs ) in
Ｒhodococcus sp． Ｒ04． ［Methods］Manganese catalase (Mn-CAT) sequence of the strain Ｒ04 was aligned with that of
Ｒhodococcus sp． Ｒ1101． Mn-CAT and MnCAT-C were expressed in E． coli BL21 ( DE3)，and the target protein was
purified with Q-sepharose and ammonium sulphate precipitation． Knockout strain was obtained by homologous
recombination． ＲOS was measured by fluorescence polarization，and the degradation rate of PCBs was measured by HPLC．
［Ｒesults］ MnCAT-C protein was purified，and SDS-PAGE analysis showed that its molecular weight was 23 kDa．
Compared with wild strains，the ＲOS concentration increased，and the growth rate was inhibited in knockout strains．
Moreover，the degradationrate of PCBs decreased． ［Conclusion］MnCAT-C retained the majority of the active properties
of the original enzyme， including ＲOS clearance． The lack of MnCAT-C gene affected the growth rate and the
PCBsdegradationrate instrain Ｒ04．
Keywords: Ｒhodococcus sp． Ｒ04，manganese catalase，polychlorinated biphenyls (PCBs)，reactive oxygen species (ＲOS)
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