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食酸丛毛单胞菌!"#菌株降解苯胺代谢途径的研究

刘志培 杨惠芳 周培瑾
（中国科学院微生物研究所 北京 $%%%1%）

摘 要 食酸丛毛单胞菌（!"#$#"%$&$’()"*"+$%&）40!菌株中降解苯胺的酶类均为诱导酶，在

以苯胺为唯一碳、氮源和能源生长的细胞中，含有苯胺双加氧酶、邻苯二酚5，!2双加氧酶、52羟

基己二烯半醛酸脱氢酶、32草酰巴豆酸脱羧酶和32羟基252酮戊酸醛缩酶等。苯胺双加氧酶作

用于苯胺的,6值和-678分别为5"5!6’(／9和!:#;!6’(·6<=$·6>?=$；邻苯二酚5，!2双加氧酶

作用于邻苯二酚的,6和-678分别为$@:36’(／9和$#:5!6’(·6<=$·6>?=$。根据实验结果，推

测了该菌株降解苯胺的代谢途径。
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苯胺是农药、染料、塑料和医药工业的重要原料［$，5］，在自然环境中硝基芳香化合物

和苯胺类农药的微生物转化也可形成苯胺［!，3］，此外，在印染废水的生物脱色处理中也有

苯胺的形成［#］。苯胺是严重污染环境和危害人体健康的有害物质，生物降解是消除环境

中苯胺的重要方式之一［@］。

B+C?.((B)等［;］报道，在厌氧条件下苯胺脱硫杆菌（./&012"3$’4/+(0#$%(1(%(）首先使

苯胺羧基化形成对氨基苯甲酸，然后进行还原脱氨作用。在好氧条件下的情形与此不同，

D7+C’E./等［1］证明了诺卡氏菌（5"’$+)($）首先通过双加氧酶的催化使苯胺形成邻苯二

酚，进而通过邻苯二酚$，52双加氧酶［"，$%］或邻苯二酚5，!2双加氧酶［$$，$5］的作用开环，形

成可作为微生物碳、能源的化合物；不同微生物降解苯胺的途径不同，表明苯胺微生物降

解代谢的多样性，生物细胞中所有的反应都是由酶催化进行的，因此可以通过测定细胞中

所含的酶类来确定苯胺的降解代谢途径。本文对具有高活性降解苯胺的食酸丛毛单胞菌

40!菌株降解苯胺的酶类进行了活性测定和研究。

$ 材料和方法

$%$ 菌株与培养基

食酸丛毛单胞菌（!"#$#"%$&$’()"*"+$%&）40!菌株（以下简称40!菌株）和培养基

见文献［$!］。

$%& 40#菌株完整细胞悬液的制备

将40!菌株接种于上述培养基中，!%F摇床培养!G，#%%%H<离心$%6>?收集细

胞，以磷酸缓冲液（%)$6’(／9，IJ;)%）洗涤细胞两次，悬浮在相同缓冲液中，制成一定细胞

浓度的悬液。



!"# 粗酶液的制备

细胞悬浮液在!"#$冷冻后，经过两次%&’()**细胞破碎器破碎，再经+,###-.离

心/#012，取其上清液为粗酶液。

!"$ 苯胺的测定

采用高压液相色谱法（3’45）测定，5&+6反向柱，测定波长为"/#20，流动相为甲醇7
水89:7":，流速为+;:04／012，苯胺的停留时间约为/;":012。

!"% 酶活力测定

苯胺双加氧酶、邻苯二酚双加氧酶和其他降解酶类的测定分别按文献［+<］、［+:］和

［+=］所述方法进行。

!"& 氨的测定

按文献［+9］所述方法进行。

!"’ 化学试剂

试验所用化学试剂购自北京化学试剂商店或按文献［+6］所述方法合成。

( 结果

("! 苯胺双加氧酶及氨的释放

("!"! 苯胺双加氧酶活性的测定：在好氧条件下，苯胺的加氧脱氨是其微生物降解代谢

的第一个步骤，也是最关键的步骤，催化该反应的酶是苯胺双加氧酶。为此测定了食酸丛

毛单胞菌>?/菌株在不同基质中生长制备的完整细胞苯胺双加氧酶的活性。表+的结

果表明，>?/菌株在以苯胺为唯一碳、氮源生长的情况下，其完整细胞具有很高的苯胺双

加氧酶活性（+#,<@／0.）；而在其他基质中生长的细胞未测出该酶活性，此结果还说明，该

菌株中的苯胺双加氧酶为诱导酶。

("!"( 氨的释放：为了检验>?/菌株降解苯胺是否有氨的放出，以苯胺为唯一碳、氮和

能源生长制备的完整细胞对不同浓度的苯胺进行一定时间的降解反应，然后测定反应液

中的氨含量。表"的结果表明，所测出的氨含量完全对应于苯胺浓度，说明反应液中的氨

是来源于苯胺的微生物降解，苯胺在经过>?/完整细胞作用之后，确实有氨释放，可作用

该菌株细胞生长所需的氮源。

表! >?#菌株在不同基质培养的细胞

之苯胺双加氧酶活性!

ABCD)+ >EF1G1F1)*HIB21D12)J1HKL.)2B*)*HI12FBEFE)DD*
HI!"#$%&’(#)#*+>?/.(HM12.H2J1II)()2F*@C*F(BF)*

生长底物

N(HMFO*@C*F(BF)
苯胺

>21D12)
乳酸盐

4BEFBF)
培养基

4P

苯胺双加氧酶

>21D12)J1HKL.)2B*)
／（@／0.E)DD）

+#,< # #

!+@21FHI)2QL0)MB*J)I12)JB*FO)E)DD*2))J)JFH

HK1J)+20HDB21D12)R)(012@F)B0H2.+#012S

表( 苯胺在经过>?#菌株完整细胞

作用后氨的释放!

ABCD)" T)D)B*)HIB00H21BI(H0B21D12)
EBF)DLQ)JCLB21D12)J1HKL.)2B*)

苯胺

>21D12)／（00HD／4）# #S+ #S" #S: +S# "S#

?3U<
／（00HD／4）

##S#66,#S+,<#S:#+S##:+S,,<

!+#0.E)DD（M)F）／04R39S#，/#$，*OBV12.IH(+OS

("!"# 苯胺双加氧酶的反应动力学：在不同苯胺浓度下对该酶进行了降解苯胺的反应速

度测定，通过双倒数作图，求得该酶降解苯胺的米氏常数,0 值和最大反应速度-0BK分
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别为!"!!#$%／&和’()*!#$%·#+,-·#./,-（图-），说明苯胺是该酶良好的底物。

图- 01’菌株的苯胺双加氧酶的动力学

2.+3- 4./56.78$9:/.%./5;.$<=+/5:859>$#

!"#$%&’(#)#*+01’

(：!#$%·#+,-·#./,-；［,］：!#$%／&3

!"! 邻苯二酚双加氧酶

!"!"# 邻苯二酚双加氧酶活性的测定：邻苯二酚

可被邻苯二酚-，!?双加氧酶或邻苯二酚!，’?双

加氧酶催化开环，形成不同的产物。如果在以苯

胺为唯一碳、氮和能源生长的细胞或无细胞提取

液中含有邻苯二酚双加氧酶，说明在苯胺的微生

物降解代谢过程中形成了邻苯二酚，即邻苯二酚

是苯胺降解代谢的中间产物。为此测定了01’
菌株利用不同基质生长制备的粗酶液中邻苯二酚

双加氧酶的活性。表’表明，在以苯胺为基质生

长制备的粗酶液中，邻苯二酚!，’?双加氧酶的活

性非常高（)!!@A／#+），而邻苯二酚-，!?双加氧酶

的活性则很低（@BA／#+），因而可以认为01’菌株主要通过邻苯二酚!，’?双加氧酶催化

邻苯二酚的开环反应，亦即该菌株主要 通过间位裂解（-./#07%5:C:+5）降解邻苯二酚；而

在其他基质中生长制备的粗酶液，不含邻苯二酚双加氧酶的活性。该结果说明在01’菌

株降解苯胺的过程中形成了邻苯二酚作为中间产物，进而被细胞中所含的邻苯二酚!，’?
双加氧酶氧化开环形成!?羟基己二烯半醛酸。此外，该结果还表明，01’菌株的邻苯二

酚!，’?双加氧酶与苯胺双加氧酶一样，也是诱导酶。

表$ 01$菌株在不同基质生长制备的粗酶液的邻苯二酚双加氧酶活性!

D:E%5’ 076.C.6.58$97:657F$%;.$<=+5/:858$97>A;55<6>:768#:;59>$#

75%%8$9!"#$%&’(#)#*+01’+>$G./+$/;.995>5/68AE86>:658

生长底物

H>$G6F8AE86>:65

酶试底物

088:=8AE86>:65

邻苯二酚?-，!?双加氧酶

I:657F$%?-，!?;.$<=+5/:85／A

邻苯二酚?!，’?双加氧酶

I:657F$%?!，’?;.$<=+5/:85／A
苯胺0/.%./5 邻苯二酚I:657F$% @B )!!@
乳酸盐&:76:65 邻苯二酚I:657F$% J J
培养基&K 邻苯二酚I:657F$% J J
!-A/.6$95/L=#5G:8;59./5;:86F5:#$A/6GF.7FG.%%$<.;5-/#$%7:657F$%M>5#./A65:6!!NA/;5>6F57$/;.6.$/8

OA86;587>.E5;./#:65>.:%:/;#56F$;83

!"!"! 邻苯二酚?!，’?双加氧酶的反应动力学：在总体积为’(J#&的反应液中，含有

J(-#&的粗酶液和不同浓度的邻苯二酚。双倒数作图法（图!）求得该酶作用于邻苯二酚

1#值和2#:<分别为-@(P!#$%／&和-)(!!#$%·#+,-·#./,-，说明邻苯二酚是该酶非常

好的底物。图-和图!中两种酶的1#和2#:<的结果表明，苯胺的加氧脱氨是01’菌株

苯胺降解代谢过程中的限速步骤，与检测不到邻苯二酚的积累相一致。

!"$ !?羟基乙二烯半醛酸脱氢酶

在01’菌株中，邻苯二酚通过邻苯二酚!，’?双加氧酶催化开环，形成!?羟基乙二烯

半醛酸（最大吸收在’*)/#）。该产物在细胞中，或是通过以10QR为辅酶的脱氢反应形

成P?草酰巴豆酸，或是通过水合反应形成!?酮?P?烯戊酸［-*］。可以通过测定01’菌株究

J)P 微 生 物 学 报 ’"卷



图! 粗酶液的邻苯二酚"!，#"双加氧酶动力学

$%&’! (%)*+%,-./,012**)345*/.0,6+*,7.8

!：!5.8·5&9:·5%)9:；［"］：!5.8／;’

竟含有哪种酶来确定降解代谢途径的走

向，以 上 两 个 反 应 的 特 点 是，一 个 需 要

<=>?作为辅酶，另一个不需要<=>?，因

此很容易区分这两个反应。表@的结果表

明，在加有<=>?的反应液，其#$#AB（底

物!"羟基己二烯半醛酸的最大吸收峰）很

快降低，而不加<=>?的反应液，其#$#AB
不变。该结果说明，在=<#菌株的粗酶液

中含!"羟基己二烯半醛酸脱氢酶，而不含

有!"羟基己二烯半醛酸水合酶，亦即在该

菌株中!"羟基己二烯半醛酸是通过脱氢

酶的脱氢反应形成@"草酰巴豆酸，而不是

通过水合反应进行降解代谢的。

表! 食酸丛毛单胞菌粗酶液的""羟基己二烯半醛酸脱氢酶活性!

C6D8*@ !"7420.51,.)%,-*5%682*742*2*7420.&*)6-*%),012**E+06,+./%&’()*+!’,’-.=<#&0.F%)&.)6)%8%)*

时间 /／5%) G : ! # @ B H 比活IJ*,%/%,6,+%K%+4

#$#AB（<=>?） :’B :’! :’G G’L! G’HM G’BB G’@@ @!HH

#$#AB（).<=>?） :’B :’B :’B :’B :’B :’B :’B G

!:1)%+./*)345*F6-2*/%)*26-+7*65.1)+)**2*2+..E%2*:)5.8!"7420.51,.)%,-*5%682*742*J*05%)1+*65.)&:G

5%)

"#! !"草酰巴豆酸脱羧酶

@"草酰巴豆酸脱羧酶可以催化@"草酰巴豆酸脱羧反应形成!"酮"@"烯戊酸（最大吸收

峰在!HB)5处）。因此，该酶可以通过测定!HB)5处吸收的增加来测定。以粗酶液对@"
草酰巴豆酸为底物进行脱羧反应，随着反应的进行，!HB)5处的吸收很快增加，表明粗酶

液中含有@"草酰巴豆酸脱羧酶，即在该菌株中@"草酰巴豆酸是通过脱羧酶的催化反应形

成!"酮"@"烯戊酸进行降解代谢的。

"#$ !"羟基"""酮戊酸醛缩酶

@"草酰巴豆酸经@"草酰巴豆酸脱羧酶作用之后形成了!"酮"@"烯戊酸，该产物经过一

步水合反应形成了@"羟基"!"酮戊酸。在<=>N存在的条件下，@"羟基"!"酮戊酸可以被

@"羟基"!"酮戊酸醛缩酶催化裂解形成乙醛和丙酮酸，然后进入三羧酸循环，合成细胞物质

和能量代谢。在此情形下，@"羟基"!"酮戊酸醛缩酶活性可以通过测定<=>N的氧化

（#@G)5处吸收的下降）来测定。实验结果表明，随着反应的进行，#@G)5处的吸收下降

很快，而没有底物的对照则下降很少，说明在食酸丛毛单胞菌=<#菌株的粗酶液中含有

@"羟基"!"酮戊酸醛缩酶活性。

% 讨论
苯胺的微生物降解代谢可以在不同的条件下发生，不同的微生物代谢途径也各不相

同，使苯胺的微生物降解代谢特性和代谢途径呈现多样性。生物细胞中的所有生化反应
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都是由酶催化完成的，因此可以通过测定细胞中所含的酶类来确定某种有机物的代谢途

径。上述试验结果表明，!"#菌株含有与苯胺降解代谢有关的一系列酶类，且均为诱导

酶。据文献［$%］报道，苯胺双加氧酶是一个多亚基酶，催化苯胺加氧脱氨反应时，还要求有

氨基转移蛋白的参与；在细胞破碎后，破坏了该酶亚基之间以及亚基与氨基转移蛋白之间

的有机结构，因此用粗酶液无法测定该酶活性。!"#菌株与此一样，只能用完整细胞进

行该酶活性的测定，!&值和"&’(分别)*)!&+,／-和#./0!&+,·&12$·&342$，分别比诺

卡氏菌［5］、食酸假单胞菌［*］和恶臭假单胞菌［$%］降解苯胺的!&值和"&’(为低和高，进一

步说明了!"#菌株是目前已报道的降解苯胺能力最高的菌株。

据报道［$6］，邻苯二酚7)，#7双加氧酶对氧非常敏感，因此只用粗酶液对该酶的动力学

等特性进行了初步的研究。该酶作用于邻苯二酚的!&值和"&’(分别为$6.%!&+,／-和

$/.)!&+,·&12$·&342$，说明邻苯二酚是该酶非常好的底物。该酶的!&值和"&’(分别

比文献［$)］报道的其他菌株的邻苯二酚)，#7双加氧酶的!& 值和"&’(低和高。从该菌株

的苯胺双加氧酶和邻苯二酚)，#7双加氧酶的!&值和"&’(可以看出，苯胺的加氧脱氨是

该菌株降解苯胺的限速步骤，与检测不出邻苯二酚的积累的结果是相一致的。

其他酶类活性测定结果表明，!"#菌株除了含有上述两个酶外，还含有)7羟基己二

烯半醛酸脱氢酶、%7草酰巴豆酸脱羧酶和%7羟基7)7酮戊酸醛缩酶等，且它们的活性都很

高。可以认为在!"#菌株中苯胺是通过苯胺双加氧酶催化，形成邻苯二酚，再由邻苯二

酚)，#7双加氧酶催化形成)7羟基己二烯半醛酸，然后由脱氢酶催化形成%7草酰巴豆酸，

再经脱羧酶催化形成%7羟基7)7酮戊酸，该产物经水合作用形成%7羟基7)7酮戊酸，最后经

醛缩酶催化形成乙醛和丙酮酸，从而进入三羧酸循环。

根据上述结果，推测的食酸丛毛单胞菌!"#菌株降解苯胺的代谢途径如下图：
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