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及其儿茶酚裂解途径探讨
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摘 要：恶臭假单胞菌 BC& 菌株的萘降解质粒 DBC&1* 中编码儿茶酚 *，$1双加氧酶的 !"#$ 基因在大肠杆菌中进行

了克隆和表达，并研究表达产物的酶学性质。结果表明：酶的 %4 为 %E%*)!490FG，&45H为 *E!#!!490F（46-·4I）；具有

很好的耐热性，在 2%J保温 !246- 后仍能够保留酶活力的 )#E"K；L.$ M 对酶活性有显著的促进作用，其比活力是对

照反应的 $)$K；酶对 !1氯儿茶酚的催化活性非常低，属于"型儿茶酚 *，$1双加氧酶。以萘为底物生长时，BC& 菌

株的细胞提取液中既存在催化邻位裂解途径的儿茶酚 *，$1双加氧酶活性，也存在催化间位裂解途径的儿茶酚 $，#1
双加氧酶活性。以苯甲酸、对羟基苯甲酸和苯乙酸为唯一碳源生长时，BC& 菌株细胞提取液的儿茶酚 *，$1双加氧

酶活性远远大于儿茶酚 $，#1双加氧酶活性。表明 BC& 菌株既能通过儿茶酚间位裂解途径降解萘，也能通过儿茶酚

邻位裂解途径降解萘，而以苯甲酸、对羟基苯甲酸和苯乙酸为诱导物时只利用儿茶酚邻位裂解途径。
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萘是一种环境中普遍存在的双环芳香烃污染

物，具有致癌、致突变作用。因此，研究萘生物降解

的分子机理和萘污染的生物修复，具有十分重要的

理论和现实意义。研究表明，萘降解细菌的 $% 余个

降 解 基 因 组 成 两 个 操 纵 子，上 游 操 纵 子

（’"($"$)$!$*+,-./）编码的酶将萘降解成水扬酸，

下游操纵子（’"(01234567%8）编码的酶将水扬酸降

解成可进入三羧酸循环的小分子物质，调节基因

’"(9 的产物对两个操纵子的表达进行正调控［*］。

下游操纵子中 ’"(2 基因编码的儿茶酚 $，#1双加氧

酶（P$#Q）催化儿茶酚的间位开环，生成 $1羟基粘康

酸半 醛，所 以 上 述 萘 降 解 途 径 也 称 儿 茶 酚 间 位

（:;#"）裂解途径［$］。在某些细菌中还存在另外一条

萘降解途径，萘被降解成儿茶酚以后，!"#$ 基因编

码的儿茶酚 *，$1双加氧酶（P*$Q）催化儿茶酚的邻

位开 环，生 成 顺，顺1粘 康 酸，即 所 谓 儿 茶 酚 邻 位

（ <=#(）裂解途径［#］。间位裂解途径基因多数情况下

位于质粒中，有时也位于染色体上，但邻位裂解途径

基因一般位于染色体上［!］。

我们从恶臭假单胞菌（>?;@*<:<’"? A@#B*"）BC&
菌株中分离和鉴定了萘降解质粒 DBC&1*［2］，测定了

质粒的全序列（*%*’2’8D），注释了 *%$ 个编码序列

（PCRS）。这是第一个测定全序列的萘降解质粒［&］。

在 DBC&1* 中除了下游操纵子中编码 P$#Q 的 ’"(2
基因以外，在两个萘操纵子的外面还存在一个编码

P*$Q 的 !"#$ 基因。这一现象在另外两个已经测序

的萘降解质粒 DC/T* 和 BOU" 中并未发现［"，’］。因

此，DBC&1* 中的 !"#$ 基因是否编码有活性的 P*$Q，

以及该酶在 BC& 菌株的萘和其它芳香烃代谢中的

作用，是一个很值得探究的问题。本文报道 BC& 菌

株中 !"#$ 基因的克隆、表达和酶鉴定结果，同时探

讨了 BC& 菌株萘和其它芳香烃降解过程中儿茶酚

裂解途径与生长底物诱导的关系。

$ 材料和方法

$%$ 材料

$%$%$ 菌 株 和 质 粒：恶 臭 假 单 胞 菌（ >?;@*<:<’"?
A@#B*"）BC& 为 本 实 验 室 分 离 和 鉴 定 的 萘 降 解 菌

株［2］。儿茶酚 *，$1双加氧酶基因 !"#$ 和儿茶酚 $，

#1双加氧酶基因 ’"(2 位于 BC& 菌株的萘降解质粒

DBC&1* 中［&］。 大 肠 杆 菌（ .?!(;=B!(B" !<CB ） VG$*
（C3#）是用于高效表达重组蛋白的受体菌株，表达

载体为 D3/1$*8（ M ），该载体含有 54DW 基因和 /"
C"! 启 动 子，重 组 蛋 白 P1端 带 有 U6S1/5I。受 体 菌

. < !<CB CU2#用于保存重组质粒。

$%$%& 试剂和仪器：3H1"D CBO 聚合酶、限制性内



切酶 !"#!和 $%&!、!" #$% 连接酶购自大连宝生

物公司。#$% 凝胶抽提试剂盒购自北京鼎国生物

技术公司。&’!( 购自 ’)*+,-. 公司。蛋白质分子量

标准购自北京天根生化科技有限公司。"/甲基儿茶

酚、"/氯儿茶酚、顺，顺/粘康酸购自 01-+. 公司。其

他化学试剂为国产分析纯；0&(2% 3/456 台式高速

冷冻离心机购自 01-+. 公司。’7/839 型基因扩增仪

购自 %0!:7 公司。;</<&0 0=,>?)*=@*?*+,?,) 7.)A 499
购自 <%B%$ 公司。CDE/"超声波细胞粉碎机购自

宁波新芝生物科技股份有限公司。

!"!"# 培养基和培养条件：$#5 菌株使用以萘为惟

一碳源的 22 培养基［E］，=F 值 GH3，高压灭菌冷却后

加入萘粉末至 3-IJ，89K、4L9 )I+1M 振荡培养。NJ34
（#:8）和 #FL#菌株使用 JN 培养基［49］，高压灭菌，

需要时加入氨卞青霉素至 499$-I+J，8GK、4L9)I+1M
振荡培养。

!"$ !"#$ 基因在 % % !&’( 中的克隆、表达和酶纯化

根据 =$#5/4 的 ’()* 基因序列（(,MN.MO 注册号

%DLPE5PE）设计引物扩增该基因的 ’7B 引物：>.?%/
Q， LR/++*+*,*-7%!%!((7(%!7%7!%!!!77%%77/
8R；>.?%/)，LR/,,**-7!7(%(!(7((%!!(7%(((7%
7(/8R（斜体部分为保护碱基，下划线部分为 !"#!
和 $%&!酶切位点）。以质粒 =$#5/4 为模板，用上

述 ’7B 引物扩增 ’()* 基因，’7B 产物回收后分别用

!"#!和 $%&!酶切，插入表达载体 =:!/34S（ T ），用

形成的重组质粒转化 . U ’&/0 #FL#，测序验证 ’()*
序列。提取重组质粒，转化 . U ’&/0 NJ34（#:8），表

达 743V。 ’()* 基因的克隆和表达方法以及酶的纯

化见文献［44］。

!"# &!$’ 的酶学性质分析

!"#"! 表达蛋白的 0#0/’%(: 检测：采用 43W分离

胶、LW积层胶的不连续 0#0/’%(: 检测 ’()* 基因表

达的 743V 蛋白，电泳条件和蛋白染色液配方见文

献［49］。

!"#"$ 743V 活性检测：743V 催化儿茶酚生成的产

物顺，顺/粘康酸在 359M+ 下有特异吸收峰，其吸光

系数%［JI（+*X·>+）］Y 45P99［43］。L99$J 标准测定体

系包括：P9++*XIJ 磷酸钠缓冲液（=FGH"），9H5++*XIJ
儿茶酚和适量酶液，测定温度为 3LK。酶活力定

义：3LK时，每分钟催化 4$+*X 顺，顺/粘康酸生成所

需要的酶量为一个酶活单位（;）。比活力定义：每

毫克蛋白所含有的酶活力单位（;I+-）。酶液蛋白

浓度测定采用 N).ZQ*)Z 法［48］。

!"#"# 743V 的酶动力学常数测定：采用 J1M,[,.\,)/
N])O双倒数法求得米氏常数 1+ 和最大反应速率

2+.^
［4"］。

!"#"( 酶的耐热性测定：将纯化的 743V 用缓冲液

稀释，在 89K、L9K、59K和 G9K水浴保温 "L+1M（对

照样品在 9K保温），然后冰水浴冷却，3LK下与底

物溶液混合进行酶促反应。

!"( &$#’ 和粘康酸环化异构酶活性检测

738V 催化活性测定见文献［3］。粘康酸环异构

酶活性检测见文献［4L］。

!") *+, 菌株 !"#$ 基因的序列分析

采用 #$%_?.) 软件 :Z1?0,‘ 功能对 ’()* 基因序

列进行 分 析，不 同 菌 株 的 743V 系 统 进 化 树 采 用

#$%+.M 软件中多重序列比较程序绘制。

$ 结果和分析

$"! 儿茶酚 !，$-双加氧酶的序列分析

恶臭假单胞菌 $#5 菌株 =$#5/4 质粒的儿茶酚

4，3/双加氧酶基因 ’()* 位于萘降解下游操纵子转

录单元之外的 4L44E a 459LGS= 处［5］。用 #$%_?.) 软

件对其进行分析，结果表明 ’()* 全长 E8ES=，编码的

儿茶酚 4，3/双加氧酶由 848 个氨基酸构成，分子量

为 8"L4G#.，等电点为 "HE"。在 (,MN.MO 中对不同来

源的 743V 进行检索，用 #$%_?.) 软件的 7J;0!%J b
算法将 $#5 菌株和其它相关菌株的 743V 氨基酸序

列进行同源性比较，结果表明，$#5 菌株与其它假单

胞菌属 菌 株 的 743V 氨 基 酸 序 列 同 源 性 较 高，在

58W到 G8W之间，在系统分类树中聚为一类（图 4）；

与其它非假单胞菌属菌株的 743V 同源性较低，在

38HEW到 L4HPW之间。

$"$ !"#$ 基因在大肠杆菌中的表达和酶纯化

含有 ’()* 基因的重组子在 8GK表达时，产生的

743V 几 乎 全 部 是 不 可 溶 的 包 涵 体，上 清 液 中 的

743V 活性很低，39K低温表达可以有效地解决这个

问题。这可能是因为低温能够减少蛋白分子之间的

聚集，降低蛋白质合成的速率，使肽链能够正确折

叠［45］。经过 $1/$!% F1_ N1MZ 树脂柱纯化的 743V，

经 0#0/’%(: 检测得到一条纯净的蛋白条带（图 3），

其分子量为 8"HLO#.。
$"# 儿茶酚 !，$-双加氧酶的酶学性质分析

$"#"! 1+ 和 2+.^ 测定：以不同浓度的儿茶酚为底

物测定纯化的 743V 活力，用 J1M,[.\,)/N])O 作图法，

计算得出 $#5 菌株 743V 的 1+ 为 9H94E$+*XIJ，2+.^

为 4H"8"$+*XI（+1M·+-）。$#5 菌株 743V 的 1+ 值比

多数前人报道的结果偏小［4G a 4E］，表明该菌株中的

743V 对儿茶酚的亲和力更高，在底物浓度较低时亦

可以灵敏地催化反应进行。

PP8 cF%V F]./S1M- #) (/ U I*’)( 30’4&50&/&60’( 7080’(（399G）"G（8）



图 ! 恶臭假单胞菌 "#$ 和其它相关菌株的儿茶酚 !，%&双加氧酶系统进化树

!"#$% &’()*#+,+-". -/++ *0 .1-+.’*) %，234"*5(#+,16+6 0/*7 ! $ "#$%&’ 89: 1,4 /+)1-+4 6-/1",6$
;<*)=-"*,1/( 4"6-1,.+6 >+/+ .1).=)1-+4 ?( @=)-"A)+ B+C=+,.+ D)"#,7+,- *0 98D@D8 EFG $ 8=7?+/6 ", A1/+,-’+6+6 /+A/+6+,- -’+ 6+C=+,.+6H
1..+66"*, ,=7?+/ ", I+,J1,K$ L’+ ,=7?+/ 1- +1.’ ?/1,.’ A*",-6 "6 -’+ A+/.+,-1#+ 6=AA*/-+4 ?( ?**-6-/1A$ J1/，MN 6+C=+,.+ 4"<+/#+,.+$

图 % 恶臭假单胞菌 "#$ 的儿茶酚 !，%&双加氧酶 ’#’&
()*+
!"#$2 B9B3&DI; *0 .1-+.’*) %，234"*5(#+,16+ *0 ! $ "#$%&’ 89:F @$
&/*-+", 7*)+.=)1/ >+"#’- 71/K+/6；%F &=/"0"+4 O%2P；2F O/=4+ +5-/1.- *0
( $ )*+% JQ2%（9;R）SA;L32%?（ T ）)’$,；RF O/=4+ +5-/1.- *0 ( $ )*+% $
JQ2%（9;R）SA;L32%?（ T ）$

%,-,% 酶的耐热性：89: 菌株的 O%2P 具有很好的

耐热 性，MGU 保 温 EM7", 后 酶 活 力 仅 丧 失 :FRN，

:GU保 温 EM7", 后 能 保 留 酶 活 力 的 2VFMN，WGU
EM7", 仍可测到微弱活力［RMFW!7*)S（7",·7#）］。此

结 果 与 D, 等［%X］ 的 报 道 十 分 接 近，他 们 从

-$./"$*01)/2 2/$*3%% 菌株中克隆表达的 O%2P 在 2MU
至 :MU范围都有活性，在 EMU酶活性最高。O’1［2G］

也报道 45*&*)*))#2 .5*&*)5.*#2 8WM 菌株的 O%2P 具

有很高的热稳定性，在 MGU保温 :G7", 酶活力并未

下降，反而有所升高。可见，较好的热稳定性并非

89: 菌株中的 O%2P 所特有，而是许多细菌 O%2P 的

共同性质。

%,-,- 金属离子对酶的作用：在标准反应体系中添

加终浓度为 %77*)SQ 的各种无机离子，考察这些金

属离子对 89: 菌株 O%2P 活性的影响。终浓度为

%77*)SQ 的 !+2 T 对 89: 菌株的 O%2P 酶活力有显著

的促进作用，其活力是对照样品的 2X2N。其它的

测试离子（D)R T 、J12 T 、O12 T 、@,2 T 、8"2 T 、Y,2 T 、@#2 T 、

O6T 、O=2 T ）对 89: 菌株的 O%2P 酶活力有不同程度

的抑 制 作 用，特 别 是 O=2 T 的 添 加 使 比 活 力 丧 失

XGN。

表 ! 恶臭假单胞菌 "#$ 菌株儿茶酚 !，%&双加氧酶的

底物特异性

L1?)+ % B=?6-/1-+ 6A+."0"."-( *0 .1-+.’*) %，234"*5(#+,16+

*0 ! $ "#$%&’ 89:
B=?6-/1-+（GF: 77*)SQ） O%2P BA+."0". 1.-"<"-( S［!7*)S（7",·7#）］

O1-+.’*) WFW（%GG）

E37+-’() .1-+.’*) EF%（M2）

E3.’)*/*.1-+.’*) GFE（M）

8=7?+/6 ", A1/+,-’+6"6 1/+ /+)1-"<+ 1.-"<"-"+6（N）

%,-,. O%2P 的底物特异性：89: 菌株的 O%2P 除了

能够催化儿茶酚开环以外，还能催化儿茶酚的衍生

物裂解，如 E3甲基儿茶酚和 E3氯儿茶酚，其催化活力

见表 %。已有研究表明，根据底物特异性的不同可

以将 O%2P 分为两种类型：不能裂解氯代儿茶酚或

对氯儿茶酚催化活性很低的为"型酶，能够裂解氯

代儿茶酚的为#型酶［2%］。89: 菌株的 O%2P 虽然能

XVR赵化冰等：恶臭假单胞菌 89: 菌株 )’$, 基因的克隆和表达及其儿茶酚裂解途径探讨 $ S微生物学报（2GGW）EW（R）



够以 !"氯儿茶酚为底物进行反应，但是活性非常

低，比活力仅为 #$!!%&’(（%)*·%+）。因此，,-. 菌株

的 /012 应归为"型酶。

!"# $%& 的儿茶酚邻位裂解途径分析

萘生物降解的儿茶酚邻位裂解途径中，儿茶酚

经过以下 ! 个酶的催化被最终降解成小分子物质进

入三羧酸循环：儿茶酚 0，1"双加氧酶、粘康酸环化异

构酶、粘康酸内酯异构酶和 3"氧乙二酸烯醇内酯水

解酶，编码基因为 !"#$%&’。为了探讨 ,-. 菌株中

是否存在儿茶酚邻位裂解途径，除了进行 !"#$ 基因

的克隆、表达和酶活力检测以外，我们还以顺，顺"粘
康酸为底物，对该菌株细胞粗提液中是否存在粘康

酸环化异构酶（ !"#% 编码）活性进行了检测。结果

显示，,-. 菌株细胞粗提液中粘康酸环异构酶的比

活力为 04$15 *%&’(（%)*·%+）。因为没有合适的底

物，没有对 !"#&’ 编码的酶进行活力检测。根据以

上试验，我们初步推断 ,-. 菌株除了具有萘的儿茶

酚间位裂解途径的酶以外，还存在萘的儿茶酚邻位

裂解途径的酶。除了 !"#$ 基因外，其它邻位裂解途

径基因可能位于 ,-. 菌株的染色体上。

分别用以萘、苯甲酸、对羟基苯甲酸、苯乙酸为

唯一碳源的 66 培养基培养 ,-. 菌株，然后制备粗

酶液，并进行儿茶酚 0，1"双加氧酶和儿茶酚 1，3"双
加氧酶活力测定。结果表明，以萘为底物培养时，

,-. 菌株的 /012 比活力为 04$3*%&’(%)*·%+，/132
比活力为 11$0*%&’(（%)*·%+），这可能暗示 ,-. 菌株

既能通过儿茶酚间位裂解途径降解萘，也能通过儿

茶酚邻位裂解途径降解萘。但是，以苯甲酸、对羟基

苯甲酸和苯乙酸为唯一碳源生长时，,-. 菌株细胞

提取液的 /012 比活力远远大于 /132 的比活力（表

1），这说明 ,-. 菌株对这 3 种底物的降解通过儿茶

酚邻位裂解途径进行。

表 ! 不同底物诱导时恶臭假单胞菌 $%& 的

’(!) 和 ’!*) 比活力

789’: 1 7;: /012 8*< /132 8=>)?)>):@ &A ( B )*#+," ,-.
)*<C=:< 9D <)AA:E:*> @C9@>E8>:@

F*<C=:E /012 8=>)?)>D
(［*%&’(（%)*·%+）］

/132 8=>)?)>D
(［*%&’(（%)*·%+）］

,8G;>;8’:*: 04$3（0##） 11$0（0##）

H:*I&8>: !4$5（1J5） !$5（11）

!";D<E&KD9:*I&)= 8=)< 31$#（0..） .$!（14）

L;:*D’8=:>)= 8=)< J.$.（143） 1$1（0#）

,C%9:E@ )* G8E:*>;:@)@ 8E: E:’8>)?: 8=>)?)>):@（M）

* 讨论

到目前为止，对萘降解菌株的儿茶酚间位裂解

途径报道的比较多，而邻位裂解途径的报道比较少。

N)’’)8%@ 等［11］发现恶臭假单胞菌 ,/FH 450."0 菌株

在含萘培养基上生长时，表达儿茶酚间位裂解酶

/132，而在水扬酸诱导的情况下表达儿茶酚邻位裂

解酶 /012。,/FH 450."1 和 ,/FH 450."3 菌株的降

解主要为邻位裂解途径，间位裂解酶则在很低的水

平上进行组成型表达。-:**)@ 等［.］通过萘降解质粒

G-7O0 的 全 序 列 分 析 证 明，恶 臭 假 单 胞 菌 ,/FH
450."! 菌株的萘降解下游操纵子的 -"./ 和 -".0 基

因之间插入了 FP 因子，使 -".0 以后的基因不能表

达，所以该菌株萘到水扬酸的降解由质粒基因控制，

水扬酸以后的降解途径由染色体基因编码。我们根

据试验结果推断，恶臭假单胞菌 ,-. 菌株的萘降解

既可采取儿茶酚间位裂解途径，也可采取儿茶酚邻

位裂解途径。,-. 菌株的这一特性体现了进化的优

势，这是因为儿茶酚邻位裂解途径和儿茶酚间位裂

解途径的酶系在底物特异性、耐热性、GQ 耐受性等

方面存在的差异能够提高细菌的适应性，使寄主菌

株在复杂环境下更具有竞争力。而且，当某一途径

降解基因发生突变时，同时存在的另一条降解途径

有助于细菌的存活。
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