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摘要：【目的】探究红球菌(Rhodococcus sp.) R04膜蛋白 RHOGL009301的生理功能和突变菌株的代谢特

性，确定该膜蛋白的生理功能与苯甲酸转运的关系。【方法】将 RHOGL009301 基因与绿色荧光蛋白基

因在 Rhodococcus erythropolis进行融合表达，Delta Vision观察该基因蛋白产物的定位。通过基因同源

重组敲除 RHOGL009301 基因，并对比野生型菌株和缺陷型菌株在不同碳源培养下的生长情况。HPLC

测定红球菌 R04 野生型菌株和缺陷型菌株代谢联苯和苯甲酸时细胞内外代谢物，分析不同生长条件下

代谢物的浓度变化。【结果】RHOGL009301 基因与绿色荧光蛋白基因在 Rhodococcus erythropolis 中实

现共表达，并定位在细胞膜上。获得了 RHOGL009301基因的缺陷型菌株 R04ΔMP，与野生型菌株相比，

缺陷型菌株在联苯和苯甲酸培养条件下的生物量明显降低，生长速度减慢。HPLC分析表明RHOGL009301

基因的缺失抑制了苯甲酸的转运。【结论】膜蛋白 RHOGL009301 是苯甲酸代谢和转运相关的蛋白，基

于序列同源性分析，该膜蛋白是一种新型的苯甲酸转运蛋白。 
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红球菌 R04 是一株分离于华北油田污染土壤

中的微生物，可以高效降解苯甲酸钠、联苯和多氯

联苯等多种芳香族化合物[1]。红球菌 R04通过 2,3-

双加氧酶途径降解联苯/多氯联苯[2]，具体如下：

联苯/多氯联苯经羟基化双加氧酶的催化生成 2,3-

二氢二羟基联苯，再被脱氢酶催化成 2,3-二羟基联

苯(DHBP)，随后间位断裂形成黄色开环化合物 2-

羟基-6-氧基-6-苯基-2,4-己二烯酸(HOPDA)，最后

被水解为苯甲酸，从而进入细菌的苯甲酸代谢途

径[3]。在此过程中产生的中间代谢产物，如HOPDA、

苯甲酸等，会先被红球菌 R04 排出体外，随后再

进入体内[4]。苯甲酸是多种芳香化合物生物降解的

关键中间产物[5]，在食品、化工及染料工业中的应用

广泛，开展苯甲酸的微生物降解[6]及转运机理的研

究，对人类的生存和健康有重要的指导作用。 

苯甲酸又称安息香酸，是简单的芳香族羧酸。

对于芳香酸转运蛋白[7]转运机理的研究报道较少，

但在一些微生物体内已经发现苯甲酸的转运蛋
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白。谷氨酸棒状杆菌中发现的苯甲酸的跨膜转运

蛋白有 2 个家族：MFS 转运蛋白超家族和 BenE

家族，BenE只在 BenK缺失情况下才行使跨膜转

运苯甲酸的功能 [8]；Acinetobacter calcoaceticus 

PHEA-2有 3种苯甲酸转运蛋白[9](BenE、BenK、

BenP)。有文献报道，Pseudomonas putida PRS2000

的趋化性与苯甲酸的运输和降解有关[10]。本课题组

红球菌R04基因组测序结果证实红球菌R04基因组

中有苯甲酸转运蛋白 BenE和 BenQ的编码基因[11]。 

转运蛋白是膜蛋白的一大类，参与运输营养

物质，释放代谢产物等广泛的细胞活动[12]。膜蛋

白在生物体内大量存在，是生物生存和代谢的物

质承担者，具有多种多样的功能，如物质运输、能

量转换、信号转导等，其中，最重要的作用是运输

机体所需的营养物质，并向外界排出代谢废物[13]。

红球菌 R04 转录组测序发现，在联苯培养条件下

6个注释为膜蛋白功能的基因上调表达，其中上调

表达量最高的基因是 RHOGL009301，但此基因的

生理功能是否与物质运输相关，目前尚不清楚。 

本研究为了证实 RHOGL009301 为膜蛋白基

因，将其与绿色荧光蛋白基因进行融合表达定位。

同时，通过基因敲除，获取该基因的缺陷型菌株，

并对缺陷型菌株和野生型菌株的生长和代谢进行

分析，以期确定 RHOGL009301基因的生理功能。

这对进一步研究联苯/多氯联苯代谢中，膜蛋白的

生理功能有着重要的意义，并为研究苯甲酸等芳

香化合物的代谢机理和跨膜运输机制奠定基础。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株和质粒：Rhodococcus erythropolis，

Rhodococcus sp. R04，E. coli DH5α，pETm3c-gfp

质粒，pTipQC2质粒和 pK18mobsacB质粒由本实

验室保存。 

1.1.2  培养基：(1) LB培养基(g/L)：胰蛋白胨 10，

酵母粉 5，NaCl 5，蒸馏水 1 L；(2) LBP培养基

(g/L)：蛋白胨 10，酵母粉 5，NaCl 10，蒸馏水 1 L；

(3) LBG培养基(g/L)：蛋白胨 10，酵母粉 5，NaCl 

5，葡萄糖 10，蒸馏水 1 L；(4) 红球菌基础培养

基(g/L)：K2HPO4·3H2O 5.85，(NH4)2SO4 5.00，

KH2PO4 2.93，MgSO4·7H2O 0.30，NaCl 0.20，CaCl2 

0.03， NiSO4·7H2O 6×10–4，微量元素盐溶液    

200 μL，蒸馏水 1 L。 

1.1.3  主要试剂和仪器：FastPfu DNA Polymerase，

pEASY-T3 Cloning Kit 购自北京全式金生物技术

有限公司；酵母粉，胰蛋白胨购自 Oxoid 公司；

质粒提取试剂盒及胶回收试剂盒购自北京中科

瑞泰生物科技有限公司；限制性内切酶 EcoR I，

Hind III，BamH I购自大连宝生物工程有限公司；

T4 DNA Ligase 购自 Fermentas公司；氨苄青霉素

(Amp)，卡那霉素 (Kan)，氯霉素(Chl)购自美国

Sigma-Aldrich 公司；联苯购自军事医学科学院试

剂站；色谱纯甲醇购自天津科密欧化学试剂有限

公司；DYY-6C型电泳仪购自北京市六一仪器厂；

EC250-90型电泳仪购自美国 Thermo Fisher公司；日

立 UV-201 分光光度计购自美国 Hitachi Instruments

公司；Delta Vision Deconvolution microscope购自

美国 Delta Vision公司；高效液相色谱仪购自美国

Waters公司，色谱柱为 Thermo Hypersil GOLD C18

液相色谱柱(4.6 mm×250 mm)。 

1.2  RHOGL009301基因表达 

1.2.1  RHOGL009301基因扩增：根据RHOGL009301

基因设计上下游引物，以表 1中 F1和 R1为上下

游引物，红球菌 R04基因组为模板，PCR反应条
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件：95 °C 10 min；95 °C 1 min，55 °C 30 s，72 °C 

90 s，30个循环；72 °C 5 min，得到 PCR产物 MP。 

1.2.2  绿色荧光蛋白基因的获得：以表 1 中 F2 和

R2 为上下游引物，pETm3c-gfp 为模板，PCR 反应

条件：95 °C 10 min；95 °C 1 min，55 °C 30 s，72 °C 

90 s，30个循环；72 °C 5 min，得到 PCR产物 GFP。 

1.2.3  表达载体构建：将 pTipQC2质粒与 MP分

别双酶切，连接，筛选得到阳性重组质粒

pTipQC2-MP；表达载体 pTipQC2-MP 与 GFP 分

别双酶切，连接，筛选得到阳性重组质粒 pTipQC2- 

MP-GFP。 

1.2.4  蛋白诱导表达：将 pTipQC2-MP-GFP 电转

化 Rhodococcus erythropolis 感受态，电转化条件

为：电压 2.5 kV、电容 25 μF、电阻 400 Ω，电击

时间 10 ms，电转化后立即加入 800 μL LBP培养

基，30 °C 培养 8 h，涂在含有氯霉素(终浓度为   

25 μg/mL)的 LB平板上，30 °C培养 72 h。将平板

所得到的转化子接种于 3 mL LB培养基中，30 °C

培养 48 h，再转接 1 mL培养液于 50 mL三角瓶中，

当 OD600≈1.0 时，加入诱导剂硫链丝菌素(终浓度

为 0.25 mmol/L)，30 °C诱导表达 18 h。 

1.3  显微镜观察 

将上述 30 °C诱导培养 18 h后的菌液稀释至

OD600=0.036，取 10 μL滴于载玻片中央，盖玻片

直接压片。在 Delta Vision去卷积显微镜下于 100

倍油镜观察，激发波长为 488 nm。 

1.4  RHOGL009301基因敲除 

1.4.1  RHOGL009301 基因克隆：根据基因序列

设计上下游引物，以表 1中 F3和 R3为上下游引

物，红球菌 R04基因组为模板，PCR反应条件：

95 °C 10 min；95 °C 45 s，55 °C 30 s，72 °C 120 s，

30个循环；72 °C 5 min。 

1.4.2  敲除载体构建：将载体 pK18mobsacB 和

RHOGL009301基因双酶切，连接，筛选得到阳性

重组质粒；再用 Nru I酶对重组质粒进行酶切，将

酶切后的质粒进行自连接，筛选得到阳性重组质

粒 pK18mobsacB-ΔMP。 

1.4.3  电转与筛选：将 pK18mobsacB-ΔMP 电转

化红球菌R04感受态，电转化条件为：电压 2.5 kV、

电容 25 μF、电阻 800 Ω，电击时间 8 ms，电转化

后立即加入 800 μL LBP培养基，30 °C培养 4 h，

涂在含有卡那霉素(终浓度为 50 μg/mL)的LB平板

上，30 °C培养 72 h。将平板所得到的转化子，接

种于 3 mL LBG培养基中，30 °C培养 24 h，取   

20 μL培养液涂在含有 10%蔗糖的 LBP平板上，

30 °C培养 48 h，挑取单菌落进行菌落 PCR筛选。 

1.5  红球菌 R04 野生型菌株与缺陷型菌株的生物

量测定 

1.5.1  野生型菌株与缺陷型菌株在不同碳源培养

下的生物量：采用静息细胞法[14]处理红球菌 R04  

 

表 1.  实验所用引物序列 

Table 1.  Primer sequences used in this research 
Primer Oligonucleotide sequence (5′→3′) Restriction enzyme 

F1 TAGAATTCTAAAAAGGTGGAGGCATGACGC EcoR I 

R1 TAGGATCCGAGCAGGTGGACCTTCTTGTAG BamH I 

F2 TAGGATCCATGAGTAAAGGAGAAGAACT BamH I 

R2 TAAAGCTTTTTGTATAGTTCATCCATGCC Hind III  

F3 TAGAATTCATGACGGACGATCCGGGCG EcoR I 

R3 TAAAGCTTTCAGGGAGTCTCGGGGTCG Hind III  
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野生型菌株与缺陷型菌株，将两种菌株分别接种

于含有葡萄糖、联苯、2-羟基-6-氧基-6-苯基-2、

4-己二烯酸(HOPDA)和苯甲酸(HOPDA 和苯甲

酸为联苯代谢中间产物)的 4种基础培养基中，4

种碳源终浓度均为 10 mmol/L。每隔 8 h取样，

测定野生型菌株和缺陷型菌株在不同时期的

OD600。 

1.5.2  野生型菌株与缺陷型菌株在不同浓度的联

苯和苯甲酸培养下的生物量：采用静息细胞法[14]

处理红球菌 R04野生型菌株与缺陷型菌株，将 2种

菌株分别接种于不同联苯和苯甲酸浓度的基础培

养基中(终浓度分别为 5、10、20 mmol/L)。联苯

培养时每隔 5 h取样，测定野生型菌株和缺陷型菌

株在不同时期的 OD600和 OD435；苯甲酸培养时每

隔 8 h取样，测定野生型菌株和缺陷型菌株在不同

时期的 OD600。 

1.6  红球菌 R04 野生型菌株与缺陷型菌株细胞内

外代谢物的测定 

1.6.1  代谢物的取样：从三角瓶中周期性地取一

定的培养液，然后将其分成 2 份，作不同处理。

一半培养液用等体积的色谱纯甲醇抽提，取上清

作为待测样品，得到总的代谢物；另一半培养液

离心收集菌体，用缓冲液洗涤细胞 2 次，用等体

积色谱纯甲醇抽提细胞，取上清作为待测样品，

得到胞内代谢物(联苯培养时培养液需经玻璃棉

过滤除去联苯固体颗粒后再收集菌体)；胞外代谢

物=总的代谢物-胞内代谢物。 

1.6.2  测定方法——HPLC分析[15]：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)；柱温为室温；

检测波长为 254 nm；流速为 1.0 mL/min；进样量

10 μL。 

1.7  数据统计分析 

所有红球菌 R04 野生型菌株与缺陷型菌株的

生长和代谢实验均重复 3次，计算结果取平均值，

实验结果以平均值±标准差表示。 

2  结果和分析 

2.1  RHOGL009301蛋白定位 

2.1.1  表达载体构建：将筛选得到的阳性重组质

粒 pTipQC2-MP-GFP分别用 BamH I和 Hind III，

EcoR I和 BamH I进行双酶切鉴定，酶切产物与目的

基因大小相当(结果未显示)。由此可知，阳性重组质

粒中含有目的基因，经测序验证 pTipQC2-MP-GFP

表达载体构建成功。 

2.1.2  蛋白表达：离心收集诱导表达的菌体，超声

波破碎后经 SDS-PAGE检测，表明 RHOGL009301

基因成功表达，蛋白大小为 35 kDa (结果未显示)，

与理论相符。 

2.1.3  RHOGL009301蛋白定位：由图 1可知，

融合蛋白在 Rhodococcus erythropolis 中成功表

达，细胞膜的四周产生了荧光，证实了该基因

RHOGL009301确实为膜蛋白基因。 

 

 

图 1.  RHOGL009301 蛋白定位 

Figure 1.  Location of RHOGL009301 in Rhodococcus 
erythropolis. 
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2.2  RHOGL009301缺陷型菌株的筛选 

筛选得到的阳性重组质粒 pK18mobsacB-ΔMP

经酶切鉴定表明含有目的基因，测序验证敲除载

体构建成功。从电转后得到的 LBP平板上挑取单

菌落进行菌落 PCR筛选，结果如图 2所示。由图

2可知，9泳道的菌株 RHOGL009301基因敲除成

功。以 9泳道菌株的基因组为模板，表 1中 F3和

R3为上下游引物，进行 PCR扩增，将 PCR扩增

所得条带，与 pEASY-T3 Cloning Kit连接后测序，

测序结果验证敲除成功，同时将 9 泳道缺陷型菌

株命名为 R04ΔMP。 

2.3  红球菌R04野生型菌株与缺陷型菌株R04ΔMP

的生长 

2.3.1  野生型菌株与缺陷型菌株利用不同碳源的

生长：本实验选取野生型菌株与缺陷型菌株分别

在 4种碳源生长 16 h和 64 h测定的生物量。如图

3 所示，野生型菌株与缺陷型菌株在以葡萄糖和

HOPDA为碳源时，生长状况几乎相同，生物量一

致，而在联苯和苯甲酸培养条件下，缺陷型菌株

的生物量和野生型相比，明显降低。由此可知，

RHOGL009301 基因的缺失影响了红球菌 R04 在

联苯和苯甲酸中的生长[16–17]，但缺陷型菌株仍然

可以利用联苯和苯甲酸。 

2.3.2  野生型菌株与缺陷型菌株在不同浓度联苯

中的生长：将红球菌 R04 野生型和缺陷型菌株

R04ΔMP 分别接种于不同浓度联苯的基础培养基

中，测定 OD600与 OD435，结果如图 4所示。HOPDA

为黄色物质[18]，在 435 nm处有最大光吸收，本实

验以 OD435表征 HOPDA的生成量。在 3种不同浓 

 

 
 

图 2.  缺陷型菌株菌落 PCR 的琼脂糖凝胶电泳 

Figure 2.  Agarose gel electrophoresis of deficient 
strains Colony PCR. Lane 1: positive control; lane 2–9: 
suspected deficient strains; M: marker. 

 

 
 

图 3.  野生型菌株和缺陷型菌株在葡萄糖/联苯/HOPDA/苯甲酸培养条件下的生物量 

Figure 3.  Biomass of the wild strain and the deficient strain in different carbon sources. A: 16 h; B: 64 h. 
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图 4.  野生型菌株和缺陷型菌株在不同浓度联苯的生

物量和 HOPDA 生成量 

Figure 4.  Biomass of the wild strain and the deficient 
strain in different concentrations of biphenyl. A: 5 mmol/L; 
B: 10 mmol/L; C: 20 mmol/L. 

 

度联苯培养条件下，与野生型菌株相比，缺陷型

菌株的生长速度较慢，稳定期延后，且最终生物

量减小；在实验中都观察到了黄色物质 HOPDA

的生成，缺陷型菌株生成最大量的 HOPDA的时间

延后，培养基呈现黄色的时间延长。在 20 mmol/L

联苯培养条件下，野生型菌株的最大 HOPDA 生

成量与缺陷型菌株相差明显，最终的生物量相差

较大。 

2.3.3  野生型菌株与缺陷型菌株在不同浓度苯甲

酸中的生长：将红球菌 R04 野生型和缺陷型菌株

R04ΔMP 分别接种于不同浓度苯甲酸的基础培养

基中，测定 OD600，结果如图 5所示。随着苯甲酸 
 

 
图 5.  野生型菌株和缺陷型菌株在不同浓度苯甲酸的

生物量 

Figure 5.  Biomass of the wild strain and the deficient 
strain in different concentrations of benzoic acid. A:    
5 mmol/L; B: 10 mmol/L; C: 20 mmol/L. 
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浓度的增加，野生型菌株和缺陷型菌株的最终生

物量都在增加；但在 3 种不同浓度苯甲酸培养条

件下，缺陷型菌株的最终生物量明显低于野生型

菌株，且随着苯甲酸浓度的增加，最终生物量的

相差也增大。 

2.4  红球菌 R04 野生型菌株与缺陷型菌株

R04ΔMP代谢联苯 

将红球菌 R04 野生型和缺陷型菌株 R04ΔMP

分别接种于以联苯(终浓度为 10 mmol/L)为唯一碳

源和能源的基础培养基中，在 9 h时开始检测到大

量中间代谢产物的生成，因此取样从培养 9 h时开

始。从三角瓶中每隔 1 h取 1次样，测定总的代谢

物浓度和细胞内的代谢物浓度，各测 12个值，结

果如图 6 所示。在代谢物浓度的测定中，与其他

代谢物相比，在细胞内检测到了较大量的联苯和

苯甲酸，在总的代谢物中除了检测到联苯和苯甲

酸，在一开始时还检测到少量的 2,3-二羟基联苯

(DHBP) (结果未显示)。图 6-A中缺陷型菌株细胞

外的联苯浓度大于野生型，且缺陷型菌株细胞外

的联苯浓度降低较慢，说明缺陷型菌株降解联苯

较慢，RHOGL009301基因的缺失确实影响了红球

菌 R04 对联苯的降解[16]，这与生物量实验的分析

一致；缺陷型菌株和野生型菌株细胞内联苯浓度相

差不大，变化几乎一致，这可以说明 RHOGL009301

基因的缺失并没有影响细胞内联苯的运输[19–20]；

图 6-B 中缺陷型菌株细胞外苯甲酸的浓度一开始

低于野生型，后来与野生型达到相同；缺陷型菌

株细胞内苯甲酸的浓度达到最大值比野生型晚，这

些都说明缺陷型菌株降解联苯速度较慢，生成苯甲

酸速度较慢，且缺陷型菌株胞内苯甲酸运输[21–22]

速度也较慢。 

2.5  红球菌 R04 野生型菌株与缺陷型菌株

R04ΔMP代谢苯甲酸 

将红球菌 R04 野生型和缺陷型菌株 R04ΔMP

分别接种于以苯甲酸(终浓度为 10 mmol/L)为唯一

碳源和能源的基础培养基中，取样从培养 12 h时

开始。从三角瓶中每隔 1 h取 1次样，测定总的苯

甲酸浓度和细胞内的苯甲酸浓度，各测 12个值，

结果如图 7 所示。细胞外的苯甲酸，缺陷型高于

野生型，在测定的后期，野生型菌株细胞外的苯

甲酸与第一次取样时相比几乎已利用完，而缺陷

型菌株几乎没有利用。细胞内的苯甲酸，一开始 

 

 
图 6.  野生型菌株和缺陷型菌株代谢联苯时细胞内外代谢物浓度变化 

Figure 6.  Internal and external metabolites of the wild strain and the deficient strain when grown on biphenyl. A: 
biphenyl; B: benzoic acid. 
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图 7.  野生型菌株和缺陷型菌株代谢苯甲酸时细胞内

外苯甲酸浓度变化 

Figure 7.  Internal and external benzoic acid of the 
wild strain and the deficient strain when grown on 
benzoic acid. 
 

时缺陷型菌株明显低于野生型，后来在野生型菌

株利用完苯甲酸之后，缺陷型菌株细胞内苯甲酸

浓度高于野生型。这表明缺陷型菌株降解苯甲酸

速度较慢，且运输苯甲酸的速度也较慢。说明

RHOGL009301 基因的缺失影响了细胞内外苯甲

酸的运输[21–22]。 

2.6  红球菌R04野生型菌株与缺陷型菌株R04ΔMP

对联苯和苯甲酸的共代谢 

将红球菌 R04 野生型和缺陷型菌株 R04ΔMP

分别接种于以联苯(终浓度为 10 mmol/L)为唯一碳

源和能源的基础培养基中，在培养至 9 h时加入苯

甲酸(终浓度 5 mmol/L)，之后每隔 1 h从三角瓶中

取 1 次样，测定总的代谢物浓度和细胞内的代谢

物浓度，各测 12个值，结果如图 8所示。在代谢

物浓度的测定中，仍然以联苯和苯甲酸的量较多。

图 8-A 中缺陷型菌株细胞外的联苯浓度大于野生

型，细胞内的联苯浓度几乎相同，与图 6-A相比，

在 9 h 时加入苯甲酸后野生型菌株和缺陷型菌株

细胞外的联苯被利用的速度都减慢，但细胞内的

联苯没有明显影响，进一步说明 RHOGL009301 基

因的缺失并没有影响细胞内联苯的跨膜运输[19–20]，

表明该膜蛋白[23–24]并不是联苯跨膜运输的转运蛋

白。图 8-B 中缺陷型菌株细胞外的苯甲酸在测定

的 12 h内几乎没有利用，而野生型菌株细胞外的 

 
 

 

 
图 8.  野生型菌株和缺陷型菌株共代谢联苯和苯甲酸时细胞内外代谢物浓度变化 

Figure 8.  Internal and external metabolites of the wild strain and the deficient strain in mixed culture. A: biphenyl; 
B: benzoic acid. 
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苯甲酸浓度明显降低；细胞内的苯甲酸浓度一开

始时野生型大于缺陷型，在测定的过程中，缺陷

型菌株细胞内的苯甲酸也在增加，在后期，大于

野生型细胞内苯甲酸。这是因为缺陷型菌株降解

联苯慢，生成苯甲酸的速度慢，在加入等量的苯

甲酸后，缺陷型菌株运输苯甲酸的转运蛋白减少，

所以细胞外苯甲酸浓度减少较慢，细胞内苯甲酸浓

度增加较慢。由此表明，膜蛋白[23–24]RHOGL009301

可能参与细胞内苯甲酸的运输[21–22]，缺陷型菌株

降解联苯速度慢，正是因为联苯代谢的中间代谢

产物苯甲酸运输的转运蛋白减少，从而影响了联

苯的代谢。 

红球菌 R04 膜蛋白 RHOGL009301 缺陷型菌

株代谢联苯、苯甲酸实验表明，该膜蛋白生理功

能与苯甲酸的运输有关，是一种参与苯甲酸跨膜

运输的转运蛋白；与之前文献报道的苯甲酸的转

运蛋白[8–10]相比，RHOGL009301基因序列不同，

蛋白质序列只有较低的相似性(最高只有 13%)，说

明此膜蛋白是一种新型的苯甲酸转运蛋白。 

3  讨论 

红球菌 R04 能够利用联苯为唯一碳源生长，

对芳香化合物来说，通过转运蛋白的作用跨膜进

入细胞，是其降解过程的第一步；在代谢过程中生

成的中间产物进出细胞也需要膜蛋白的协助[25–26]。

目前在微生物体内发现了苯甲酸的转运蛋白

BenE、BenK[8–10]等。 

本研究选取的膜蛋白基因 RHOGL009301 在

联苯培养条件下表达量最高，因此推测该膜蛋白

可能在联苯的代谢过程中参与物质的运输。通过

绿色荧光蛋白的融合表达定位，确定了该基因为

膜蛋白基因。实验结果表明该基因缺失确实影响

了红球菌 R04降解联苯，具体表现为生长速度减慢，

稳定期延后，生物量降低。但缺陷型菌株 R04ΔMP

仍然可以代谢联苯，且细胞内联苯的浓度没有明

显变化，说明联苯跨膜进入细胞内并不需要该膜

蛋白的转运，该膜蛋白并不是联苯运输的膜蛋白。

研究发现缺陷型菌株 R04ΔMP 在代谢苯甲酸时生

物量明显下降，而在代谢 HOPDA 时生物量与野

生型红球菌 R04 基本一致，生长状况相近，由此

我们推测缺陷型菌株R04ΔMP代谢联苯较慢可能是

由于中间代谢产物苯甲酸的代谢和转运受到影响。 

苯甲酸的降解途径不是单一的，红球菌 R04

代谢苯甲酸的途径有 3 条：原儿茶酸途径、儿茶

酚的邻位和间位途径[27–30]。已有相关报道表明苯

甲酸的转运系统也不止一种，在谷氨酸棒状杆菌

中 BenE和 BenK双敲除的菌株通过诱导仍然可以

转运、积累和利用苯甲酸[31]。红球菌 R04 基因组

测序结果证实该菌株基因组中含有苯甲酸转运蛋

白 BenE和 BenQ的编码基因[11]，本研究中膜蛋白

正是苯甲酸转运相关蛋白的其中一种。实验中我们

只对膜蛋白 RHOGL009301进行了基因敲除，BenE

和 BenQ 仍然可以转运苯甲酸，所以缺陷型菌株

R04ΔMP 只是对苯甲酸的转运减少，对苯甲酸和

联苯的降解速度减慢，但苯甲酸的代谢没有终止，

当然也没有造成红球菌 R04 停止生长。随着联苯

和苯甲酸浓度的增大，缺陷型菌株 R04ΔMP 生长

速度越来越慢。HPLC 结果也表明，缺陷型菌株

R04ΔMP 在代谢联苯和苯甲酸时，细胞外的苯甲

酸减少较慢，细胞内的苯甲酸增加较慢，进一步

验证了该膜蛋白是一种转运蛋白，与苯甲酸的跨

膜转运相关。 

本研究通过定位证明 RHOGL009301 基因为

膜蛋白基因，对该基因进行敲除来研究红球菌R04
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膜蛋白的生理功能，确定了该膜蛋白是一种转运

蛋白，与苯甲酸的跨膜运输相关。证明膜蛋白在

物质进出细胞中的重要作用，对研究膜蛋白的生

理功能具有重要意义，为苯甲酸等相关芳香化合

物的代谢机理和转运机制研究提供基础和依据。 
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Physiological function of membrane protein RHOGL009301 
involved in transport of benzoate in Rhodococcus sp. R04 

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

Abstract: [Objective] The physiological function of membrane protein RHOGL009301 in Rhodococcus sp. R04 

and the metabolic properties of the mutant strain were studied to determine the relationship between the 

physiological function of the membrane protein and the transport of benzoate. [Methods] The RHOGL009301 gene 

and the green fluorescent protein gene were fused for expressing in Rhodococcus erythropolis, and the location of 

RHOGL009301 was observed by Delta Vision. The RHOGL009301 gene was knocked out by homologous 

recombination, and the growth of wild strain and deficient strain in different carbon sources were compared. The 

internal and external metabolites of the wild strain and the deficient strain when grown on biphenyl and benzoate 

were measured by HPLC, and the changes of metabolite concentration in different growth conditions were 

analyzed. [Results] A fusion gene that contained RHOGL009301 gene and the green fluorescent protein gene was 

co-expressed in Rhodococcus erythropolis and localized on the cell membrane. The deficient strain R04ΔMP of 

RHOGL009301 gene was obtained. The biomass of the deficient strain was significantly reduced in biphenyl and 

benzoate culture, and its growth rate was slowed down. HPLC analysis showed that the deletion of RHOGL009301 

gene inhibited the transport of benzoate. [Conclusion] RHOGL009301 membrane protein is one of the proteins 

involved in metabolism and transport of benzoate. Based on sequence homology analysis, we can conclude that the 

membrane protein is a novel benzoate transport protein. 
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