
!"卷 #期
$%%"年 $月 !日

微 生 物 学 报

!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$
!"（#）：&’ ( &"

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
! )*+,-.,/ $%%"

基金项目：国家“&0’计划”（$%%$110%##2%）
"通讯作者。3*4：&05#%50$02’"2"；657.84：48-9:;< =->? 87? .@? @>
作者简介：张 涛（#A&% B），男，山东临沂人，硕士研究生，研究方向为环境微生物。

收稿日期：$%%05%25$$；接受日期：$%%05%"5$!；修回日期：$%%05%A5#A

微生物降解对氯苯胺的一条新代谢途径

张 涛#，$，刘双江#，刘志培#"

（# 中国科学院微生物研究所环境微生物中心 北京 #%%%&%）

（$ 中国科学院研究生院 北京 #%%%’A）

摘 要：迄今为止的研究报道表明，对氯苯胺的生物降解只能以邻位途径或修饰邻位途径进行。采用 CDEF、液相
色谱质谱联用技术（EFGHI）对 !"#$%&’&(#)*+’ DF1%’A菌株降解对氯苯胺的中间代谢产物进行了分析和鉴定，结果表
明，对氯苯胺经 DF1%’A菌株的降解形成了氯代邻苯二酚，25氯5!草酰巴豆酸，25氯5$5氧戊烯酸，25氯5$5氧5!5羟戊酸，
氯代乙酸等中间代谢产物，这些都是典型的间位代谢途径（,+*#5;.J:K./）的中间物质，说明 !"#$%&’&(#)*+’ DF1%’A菌
株以间位裂解途径对对氯苯胺进行降解。这对于对氯代胺的生物降解代谢研究、代谢机理及其遗传表达调控研究

具有意义。
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氯代苯胺类化合物是一类重要的化工原料，在

杀虫剂、染料、塑料和药物的合成中大量使用，广泛

污染环境，具致畸、致癌、致突变效应。作为一种环

境异源物质，它又是氯代硝基芳烃化合物和除草剂

（苯脲、苯胺甲酸脂、酰基苯胺）的常见中间代谢产

物［#］。作为氯代芳烃化合物的一族，它们难以生物

降解，持久滞留于环境，并容易生物富集，对生态环

境（可危害土壤中的微生物系统）和人体健康造成威

胁，已被美国环保署（6D1）和欧盟列入优先控制污
染物名单之中［$］。多年来，国内外研究者在氯代苯

胺类化合物的微生物降解方面做了大量的工作，尤

其从分子生物学的角度研究其它芳烃化合物的微生

物降解途径已经较多。文献资料表明［’ ( 2］，虽然邻

位开环途径（F#$MN）广泛存在于芳烃类化合物（苯
胺、苯甲酸、苯酚等）的微生物降解中，但该途径并不

能代谢氯代芳烃。氯代芳烃类化合物好氧微生物降

解只能通过修饰邻位途径降解（F#$M!）［’ ( 0］（图

#），为一类特殊的邻位降解途径。氯代芳烃很少通
过间位途径（F$’M）进行降解，因为容易形成致死产
物使关键酶失活，如作为一种中间产物 ’5氯邻苯二
酚可自身抑制邻苯二酚 $，’5双加氧酶（F$’M）或与
其活性中心的 )*$ O 形成螯合物而使该酶不可逆失
活［"，&］，也可生成一种酰基氯化物（’5氯邻苯二酚代
谢产物）使 F$’M酶失活。P.>Q*等［2，0］通过研究氯代

芳烃降解菌 -%&.&)&))/0 =;? 1> ##" 及 1> $#’ 提出
氯代苯胺降解菌株得以完全降解 DF1所应满足的
条件：（#）存在广谱芳香族化合物氧化酶系，即专一
性低的苯胺氧化酶；（$）无或阻断间位降解代谢途
径；（’）含有修饰邻位降解途径（图 #）。至今尚未见
以间位途径降解对氯苯胺或其他氯代苯胺的报道。

图 ! %(’$./**$ "#$%菌株降解对氯苯胺（&’(）的修饰邻

位降解途径［)］
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本实验室从化工厂污水处理厂中分离到一株能

以对氯苯胺为唯一碳源、氮源和能源生长的

!"#$%&’&(#)*+’ DF1%’A 菌株。该菌株含有诱导型邻
苯二酚 $，’5双加氧酶（F$’M），不含有邻苯二酚 #，
$5双加氧酶［A］。本文采用 CDEF、液相色谱质谱联用
技术（EFGHI）及质谱技术分析和鉴定该菌株降解对
氯苯胺的中间代谢产物，表明该菌株确是通过间位



裂解途径（!"#$! "#$%&#’）降解对氯苯胺的，丰富了对
氯苯胺生物降解代谢途径，同时为研究该菌株降解

对氯苯胺的机理及其遗传表达调控奠定了基础。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 菌株和培养基：%&$’()*)+$,#"* ()*+,- 是本
实验室从某化工厂污水处理车间好氧活性污泥中筛

选得到的 .株降解对氯苯胺的细菌，能以 ()*为唯
一碳源、氮源和能源。无机盐培养基（/01）配方见
文献［-］。
!"!"# 试剂和仪器：氯代苯胺（购自 0234#公司），乙
酸乙酯、甲醇等化学试剂均为化学分析纯。主要仪

器有 15674#8 *9953:# ;<= 离心机、旋转蒸发器 =>!
?@**；0AB!!C 型循环水蒸空泵（上海亚荣生化仪
器厂）；D#$5:E A(F)及惠普 A(F)!.+?+高效液相色
谱仪；12GE"56!.;+.型紫外分光光度计、岛津 H)I/0!
J(?+?+*型质谱仪；F)J *KL#8$#35 型液I质联用仪
（*""925K 12GE’E$54E产品）。
!"# 样品及其处理
将 ()*+,-菌株接种于无机盐培养基中（含对

氯苯胺 ,++43IF），,+M、.?+:I428摇床培养。分别在
培养后 @K（样品 .），,K（样品 @），?K（样品 ,）取样（,
个重复各 @++4F），样品经过高速离心（.++++:I428，
.+428）后收集上清，经 +N@"4 微孔滤膜过滤除菌后
用甲酸酸化至 "A<N+，乙酸乙酯等体积萃取，萃取液
经旋转蒸发仪蒸干后重新溶于 .4F甲醇中，平均分
成 @份，分别进行 F)I/0和 /0分析。
!"$ 高效液相色谱分析（%&’(）
采用 D#$5:E A(F) 设备，1:55O5软件操作平台下

进行，*32958$ BG:P#Q >Q$58K!).R 反 向 柱（ .<N; S

.?+44），进样量为 @+"F。检测波长为 @?<84，流动
相为甲醇（色谱纯）T 水 U V+ T ,+（WIW），流速为
+NV4FI428。
!") 质谱分析
将收集到的中间产物的样品 <++"F 浓缩到

@++"F甲醇中作为质谱分析样品。采用 >0X 源，正
离子扫描模式，可扫描 4IO从 ?+到 @+++Y的单电荷
化合物离子及带有多电荷的化合物，扫描时间 +N?E。
质谱分析时高纯氮气作为干燥气和雾化气，碰撞气

为氩气。雾化气温度 <++M，干燥气流速为 ?++FI%，
电喷雾电压 <N?7W，加热毛细管温度 @?+M。以不接
菌含底物的无机盐培养基作为对照。

# 结果和讨论

#"! 不同样品的高效液相色谱和质谱技术联用
（’(*+,）分析
对 ()*+,-菌株降解对氯苯胺动态过程的不同

样品进行了 F)I/0分析（图 @），其中 *、1、)、C分别
为对氯苯胺标样、培养 @K的样品、培养 ,K的样品和
培养 ?K的样品。图 @的结果表明，随着降解的进行
各种物质呈现动态变化，底物及各种不同中间产物

均表现出有序的发生和消失规律。A(F) 分析表
明，对氯苯胺经过 @K的降解（图 @!1），其对氯苯胺主
峰面积（?N,-<4）明显减小，同时出现了 .个较大的
峰（<NR?+4）和 @ 个较小的峰（;N-+?4和 .<N<.@4）；
经过 ,K 的降解后（图 @!)），对氯苯胺主峰以及
<NR?+4处的峰均已经消失，而 ;N-+?4 和 .<N<.@4
处的 @个峰面积明显增加，同时在 .+N<?@4处出现
了 .个新峰；经过 ?K的降解后（图 @!C），.<N<.@4处
的峰面积已经有所减小，;N-+?4 处的峰面积有所增
加，而 .+N<?@4处的峰面积明显增加。对以上各峰
的质谱分析表明，<NR?+4 处产物的分子量为 .<,
（负离子扫描），与 <!氯邻苯二酚［);A?Z@)9］的质谱
图一致，应为 <!氯邻苯二酚；.<N<.@4处产物的分子
量为 .-,（正离子扫描），与 ?!氯!<草酰巴豆酸（马来
酰化乙酸）［);A?Z?)9］一致，应为 ?!氯!< 草酰巴豆
酸；;N-+?4 处产物的分子量为 .;@N?（负离子扫
描），与 ?!氯!<!羟!@酮戊酸［)?A@Z<)9］相符，应为 ?!
氯!<!羟!@酮戊酸；.+N<?@4处产物的分子量为 .<;N?
（正离子扫描），与 ?!氯!@酮戊烯酸相符。以上结果
表明，()*+,-菌株降解对氯苯胺过程中，依次形成
<!氯邻苯二酚、?!氯!<草酰巴豆酸、?!氯!@酮戊烯酸、
?!氯!@!羟!@酮戊酸等中间代谢产物。
#"# 不同样品的质谱分析
微生物降解有机污染物的过程中，可形成一系

列不同的中间产物，有些产物的含量很少或很不稳

定，有些产物不具有紫外吸收特性，特别是开环之后

的小分子产物。因此只进行 F)I/0 分析还不能反
映微生物降解污染物的代谢途径，还必须有其他方

法进行补充，为此，对 ()*+,-菌株降解对氯苯胺过
程的不同样品进行了质谱分析（正离子扫描），结果

如图 ,所示，其中 *、1、)分别为培养 @K、,K和 ?K的
样品。图 ,的结果表明，对氯苯胺在经过 ()*+,-菌
株培养降解 @K后（图 ,!*），其质谱图中除了对氯苯
胺的吸收峰（4IO U .@RNV）外，还出现了新的吸收峰
（4IO U .<?N,），表明形成了新的物质，而 4IO U .<?N,

<R BA*[H \#G "# $- ] I.,#$ /&,*)+&)-)0&,$ 1&2&,$（@++V）<V（.）



图 ! 样品的 "#$%&分析结果
!"#$% &’()* +,+-./"/ 01 /+23-4/$ 5：*6+,7+87 !9:;-080+,"-",4；<：*+23-4 =；’：*+23-4 %；>：*+23-4 ? $

的吸收峰根据质谱数据分析应为氯代邻苯二酚

［’@A%BC’-］的吸收峰，该结果说明对氯苯胺经

D’5E?F菌株降解后首先形成了氯代邻苯二酚，与
&’()*的结果一致；经过 ?7降解后（图 ?9<），其质谱
图中峰的数量明显增加，除氯代邻苯二酚（2(G H
=ICJ?）外，还出现了 %个新的吸收峰（2(G H =@?J%和
2(G H =F%JC）；经过 C7降解后（图 ?9’），也出现了新
的吸收峰，说明又形成了新的中间产物。2(G H FCJ@
和 2(G H =I@JF 的吸收峰结合质谱数据分析和文献
［=E K =%］应为氯代乙酸［’B%’-’AAB］和 C9氯9%烯戊

烯酸［’CB?A?’-］。同时在图 ?9’中已经没有了 2(G

H =%LJ?的吸收峰，表明对氯苯胺已经被彻底降解。

!’( 讨论
迄今为止的研究表明氯代苯胺化合物的降解须

经过修饰邻位代谢途径［= K I］，即使在其他氯代芳烃

的微生物降解中，也只有少数通过间位途径（’%?>）
降解，如 "#$%&’(’)*# !%+,&* MN?=［=?］对 ?9氯邻苯二酚
以及 -’(*(’)*# +$#+’#+$.’), O%［=E］对氯代苯酚的降解，
具有很高的 ’%?>酶活，而没有 ’=%>酶活，因此它
们是通过间位代谢途径降解相应底物，我们先前的

工作发现［F］，/,*!0’.’1*2+$. D’5E?F菌株在降解对氯
苯胺时具有很高的诱导型 ’%?>酶活，而没有 ’=%>
酶活，推测其也是通过间位代谢途径降解对氯苯胺。

质谱分析的手段已广泛用于药物合成中的分析和微

生物降解代谢过程的研究中，如史相国等［=I］建立了

CL张 涛等：微生物降解对氯苯胺的一条新代谢途径 $ (微生物学报（%EEP）IP（=）



图 ! 不同样品的"#图谱
!"#$% &’(( ()*+,-./*,-0 ’1’20("( .3 (’/)2*($ 4：5’/)2* 6；7：5’/)2*
8；9：5’/)2* % $

图 $ 推测的 !"#$%&’&(#)*+’ %&’ ()*+!,菌株降解对氯苯胺代谢途径
!"#$: ;-.).(*< /*,’=.2"+ )’,>?’0 .3 ,>* <*#-’<’,".1 .3 !@+>2.-.’1"2"1* =0 "#$!%&’&($)*+’ ()$ ;94A%BC

快速分析抗生素新药必特螺旋霉素中复杂多组分的

液相色谱@质谱联用（D9@&5）分析方法，采用电喷雾
离子化源，正离子检测方式对各主要成分进行一级

扫描，将对应的准分子离子峰进行二级全扫描质谱

分析，通过与对照品的色谱和质谱行为对比，探讨了

所得到的 6A 种螺旋霉素类衍生物及其化学结构。
E.22*1<*-等［6A］用 E;D9和 F5G@&5 手段来分离和鉴
定 ,&-$-&.$/ *+/*&/*+’&.# HEI 降解对氯苯酚的中间
代谢产物来分析其代谢途径，7..1［8］，D."<2［66］，
5+>JK’,［68］也用质谱手段做了相应的工作。本研究
采用 D9L&5技术分析了 ;94A%B菌株降解对氯苯胺
的中间产物，检测到了 :@氯邻苯二酚、I@氯@:草酰巴
豆酸、I@氯@8@氧戊烯酸、I@氯@:@羟@8 酮戊酸等，这些
都是典型间位途径的中间代谢产物。间位途径中，

还应当存在苯环裂解产物的 8@羟基粘糠酸半醛，但
在 D9L&5图谱中我们却没有找到 8@羟基@I@氯@粘糠
酸半醛（9MEIN:92，/LO P 6QMCI）的相应质谱峰，其原
因可能是该物质在质谱操作中的不稳定性，或该产

物在代谢中很快被转化而不积累。;94A%B菌株具
有很强的诱导型 98%R 酶活［B］，该酶能以邻苯二酚
以及 :@氯邻苯二酚为底物，催化形成相应的产物 8@
羟基粘糠酸半醛或 8@羟基@I@氯@粘糠酸半醛；同时
;94A%B菌株还能以邻苯二酚、:@氯邻苯二酚、8@羟@I
氯@粘糠酸半醛等间位裂解途径的中间产物为唯一
碳源进行生长（数据未显示）。依 ;94A%B在降解对
氯苯胺时的诱导型邻苯二酚 8，%@加双氧酶酶活、以
间位裂解途径的中间产物为唯一碳源进行生长的特

点，结合 D9L&5 分析结果，推测其降解对氯苯胺的
间位代谢途径如图 :，这是对氯苯胺的微生物降解
中未曾报道的新降解途径。这仍需分子生物学、生

物信息学等相关手段进一步验证，找到相应代谢基

因簇，并异源表达分析验证，此工作仍在进行之中。

MS TE4UV W’. +* $0 $ L1)*$ 2#)’&(#&0&3#)$ 4#.#)$（8AAQ）:Q（6）



! 结论
通过降解培养实验、!"#$ 和 #$%&’ 手段成功

鉴定和分析 !"#$%&’&(#)*+’ ()* "$+,-. 降解对氯苯
胺的代谢中间产物，从而从另一个角度获得代谢对

氯苯胺的整个生化代谢途径的推测，证实氯代苯胺

通过间位代谢途径是行的通的，并没有形成致死产

物。间位代谢途径作为对氯苯胺的除邻位代谢途径

的又一个重要的代谢途径，是对氯苯胺微生物降解

研究的一个完善。
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