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中度嗜盐菌 Martelella sp． AD-3 降解菲过程中水杨酸-5-羟化
酶的酶学性质
董斐，崔长征 * ，冯天才，冯耀宇，刘勇弟
华东理工大学资源与环境工程学院，国家环境保护化工过程环境风险评价与控制重点实验室，上海 200237

摘要:【目的】研究中度嗜盐菌 Martelella sp． AD-3 在降解菲过程中水杨酸-5-羟化酶的活性与菲降解效率的
关系及其酶学性质。【方法】通过 HPLC 分析菲的降解效率和 AD-3 菌粗酶液催化水杨酸的产物，根据
NADH 在340 nm处的吸光度变化计算水杨酸-5-羟化酶的活性。【结果】水杨酸-5-羟化酶是一种诱导酶，在
AD-3 菌的对数生长期和稳定初期时活性较高，酶活力大小与该菌对菲的降解速率基本一致。在菲浓度为
200 mg /L、生长盐度为 3%、pH 为 9. 0 的培养条件下，AD-3 菌株表达的水杨酸-5-羟化酶的活力最高，为
132. 8 nmol /(min·mg)。水杨酸-5-羟化酶催化水杨酸降解时的最适温度、pH 和盐度分别为 30℃、7. 5 和
3%，酶的最大反应速率为200 nmol /(min·mg)、米氏常数 Km 为8. 7 μmol /L。【结论】AD-3 菌在降解菲的过
程中表达水杨酸-5-羟化酶，该酶的活性与菲降解速率具有相关性。
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生物降解是修复多环芳烃污染土壤的一种有效
手段，而采用非嗜盐微生物对高盐污染土壤进行生

物修复的效果较差［1］。利用嗜盐微生物降解高盐

环境的 PAHs 可能是有效的途径，近年来备受关

注［2］。

菲通常作为多环芳烃生物修复研究的模式化合
物［3］，其好氧微生物代谢途径主要有两条-邻苯二甲

酸途径和萘代谢途径。在萘代谢途径中菲在芳香环
氧化酶的催化作用下被氧化成二氢二醇式结构，再
被转化为 1-羟基-2-萘甲酸和水杨酸，水杨酸在水杨
酸-1-羟化酶的催化下生成邻苯二酚或者在水杨酸-

5-羟化酶的作用下生成龙胆酸［4］。

水杨酸-5-羟化酶是芳香环氧化酶家族中的一
类，可催化水杨酸羟化生成龙胆酸［5］，与多环芳烃

双加氧酶共用电子传递链［6］。Deveryshetty 等［7］在
2%盐度研究 Pseudomonas sp． PPD 对水杨酸的代
谢，结果显示该菌可以表达水杨酸-5-羟化酶，且该
酶受水杨酸的诱导。Rhodococcus sp． B4 在 1. 4%的
盐度条件下降解萘时为龙胆酸途径，其 nagAaGHAb

基因 能 够 表 达 有 活 性 的 水 杨 酸-5-羟 化 酶［8］。

Pseudomonas aeruginosa JB2 在 1. 4% 的盐度降解多
氯联苯时表达水杨酸-5-羟化酶，且该酶是非黄素蛋
白氧化酶，需要添加 NADH 做辅因子［9］。水杨酸-5-

羟化酶的研究主要集中在单环和双环芳烃类化合
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物，菌株的生长盐度通常较低，而在三环芳烃类化合
物的降解过程中报道较少且耐盐及嗜盐菌属未见相
关报道。细菌可以通过萘代谢途径降解多种多环芳
烃，而水杨酸-5-羟化酶是萘代谢途径中的降解酶，
研究 AD-3 的水杨酸-5-羟化酶对于丰富中度嗜盐菌
菲代谢途径具有重要意义。

本文研究了中度嗜盐菌 Martelella sp． AD-3 在
降解菲过程中水杨酸-5-羟化酶的活性与菲降解速
率的关系，水杨酸-5-羟化酶表达的最优条件以及其
酶学性质，为开展中度嗜盐菌水杨酸-5-羟化酶的特
性奠定了基础。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 实验材料:Martelella sp． AD-3(CCTCC No:
M 2011218)。
1. 1. 2 培养基:所用培养基为 SSDM 合成培养
基［10］，pH 为 9. 0。
1. 1. 3 主要试剂和仪器:菲(Alfa Aesar，＞ 98% )，
龙胆酸，邻苯二甲酸，水杨酸，N，N-二甲基甲酰胺，
NADH，邻苯二酚 ( Sigma-Aldrich )。冷冻离心机
( Eppendorf 5810R )，紫 外 分 光 光 度 计 ( UNIQ
UV2000)，超声波细胞粉碎机(Scientz JY92-II)。
1. 2 粗酶液的制备

以菲为底物培养 AD-3 菌株至对数生长期，4℃
离心 收集细胞，用磷酸钾缓 冲 液 ( 50 mmol /L，
pH7. 5)洗涤 3 次，最后加入磷酸钾缓冲液重悬，制
成菌悬液。将制备好的菌悬液超声破碎(超声功率
400 W，工作 4 s，停止 6 s，工作 100 次 ) 后，4℃、
10800 × g 离心，将上清液转移至具塞试管中，以
Bradford 法定量粗酶液的蛋白含量。
1. 3 菲降解酶的活性分析

30℃下，分析 AD-3 粗酶液中是否具有邻苯二
甲酸双加氧酶、水杨酸羟化酶、邻苯二酚-1，2-双加
氧酶、邻苯二酚-2，3-双加氧酶、龙胆酸-1，2-双加氧
酶的活性。

邻苯二甲酸双加氧酶:体系为1 mL，含有适量
粗酶液，磷酸盐缓冲液50 mol /L(pH 7. 5)，邻苯二甲
酸100 μmol /L，分析酶反应产物顺-4，5-二羟基-1，2-
二羧酸-1(6)，2-环己二烯在575 nm处吸光度的变化
情况，ε575 为2380 L /(mol·cm)。邻苯二甲酸双加

氧酶活单位义为:30℃下，每分钟生成1 nmol顺-4，5-
二羟基-1，2-二羧酸-1 (6)，2-环己二烯所需要的酶
量，比活为每毫克蛋白的酶活［11］。

水杨酸羟化酶:体系为1 mL，含有适量粗酶液，
磷 酸 盐 缓 冲 液 50 mol /L ( pH 7. 5 )，水 杨 酸
50 μmol /L，NADH 100 μmol /L，分析酶反应底物
NADH 消耗在340 nm处的吸光度变化情况，ε340 为
6220 L /(mol·cm)［6］。水杨酸羟化酶酶活单位义
为:30℃下，每分钟消耗1 nmol NADH 所需要的酶
量，比活为每毫克蛋白的酶活［5］。

邻苯二酚-1，2-双加氧酶:体系为1 mL，含有适
量粗酶液，磷酸盐缓冲液50 mol /L(pH 7. 5)，邻苯二
酚100 μmol /L，分析酶反应产物顺，顺-己二烯二酸
在 260 nm 处 的 吸 光 度 变 化 情 况［12］，ε260 为
16800 L /(mol·cm)。邻苯二酚-1，2-双加氧酶酶活
单位义为:30℃下，每分钟生成1 nmol顺，顺-己二烯
二酸所需要的酶量，比活为每毫克蛋白的酶活。

邻苯二酚-2，3-双加氧酶:体系为1 mL，含有适
量粗酶液，磷酸盐缓冲液50 mol /L(pH 7. 5)，邻苯二
酚100 μmol /L，分析酶反应产物 2-羟粘糠酸半醛在
375 nm 处 的 吸 光 度 变 化 情 况［12］，ε375 为
33400 L /(mol·cm)。邻苯二酚-2，3-双加氧酶酶活
单位义为:30℃下，每分钟生成1 nmol 2-羟粘糠酸半
醛所需要的酶量，比活为每毫克蛋白的酶活。

龙胆酸-1，2-双加氧酶:体系为1 mL，含有适量
粗酶液，磷酸盐缓冲液50 mol /L ( pH 7. 5)，龙胆酸
100 μmol /L，分析酶反应产物马来酰丙酮酸在
330 nm 处 吸 光 度 变 化 值 情 况， ε330 为
10800 L /(mol·cm)［13］。龙胆酸-1，2-双加氧酶酶活
单位义为:30℃下，每分钟生成1 nmol马来酰丙酮酸
所需要的酶量，比活为每毫克蛋白的酶活。
1. 4 酶反应的光谱分析

以菲为底物培养 AD-3 菌株，制备粗酶液，全波
长扫描以水杨酸为底物的酶反应随时间在250 －
400 nm波长范围内吸光度变化情况。反应组含有
50 μmol /L水杨酸，100 μmol /L NADH，50 mmol /L
磷酸钾缓冲液(pH 7. 5)，适量粗酶液。对照组除了
不含水杨酸外其他物质相同，反应从加入粗酶液开
始［6］。

以水杨酸为底物培养 AD-3 菌株，制备粗酶液，
全波长扫描以龙胆酸为酶反应底物的酶反应随着时
间在250 － 400 nm范围内吸光度变化情况。反应组
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含有100 μmol /L龙胆酸，50 mmol /L磷酸钾缓冲液
(pH 7. 5)，适量粗酶液。对照组中粗酶液先经高温
灭活，其他成分与反应组一致［13］。
1. 5 HPLC 分析
1. 5. 1 水杨酸羟化酶产物鉴定:酶促反应体系为适
量粗酶液，50 μmol /L水杨酸，100 μmol /L NADH，
50 mmol /L磷酸钾缓冲液( pH 7. 5)，以添加经高温
灭活的粗酶液为对照，30℃反应30 min。经盐酸酸
化至 pH 为 2. 0，用等体积乙酸乙酯萃取两次，40℃
氮吹浓缩至近干(约100 μL)，用甲醇定容至1 mL用
于 HPLC 分析。HPLC(Shimadzu LC-2010HT，Japan)
条件: 进 样 量 为 10 μL，色 谱 柱 为 C18 反 相 柱
(Agilent，USA，250 mm × 4. 6 mm × 5 μm)，流动相为
甲醇 ∶水 = 80∶ 20，流速1 mL /min，柱温 40℃，检测波
长:300 nm［14］。水杨酸和龙胆酸的保留时间分别为
2. 2 min和2. 7 min。
1. 5. 2 菲降解率分析:培养液用等体积的乙酸乙酯
液液萃取两次，合并两次萃取液并摇匀，取5 mL的
有机相 40℃ 氮吹浓缩至近干 (约100 μL)。HPLC
检测波长:254 nm，保留时间为14. 6 min，其他条件
同 1. 5. 1，测定结果为 3 个平行样的平均值［11］。
1. 6 水杨酸-5-羟化酶的活性优化
1. 6. 1 不同生长时期的酶活性分析:以菲为碳源培
养 AD-3 菌，每隔 1 天收集细胞，按照 1. 3 测定水杨
酸-5-羟化酶的活性。水杨酸-5-羟化酶酶活单位定
义为 30℃下，每分钟消耗1 nmol NADH 所需要的酶
量，比活为每毫克蛋白的酶活［5］。取 100 μL培养
液，按照微生物学实验标准方法将菌液稀释涂布，对
平板上的菌落进行计数，CFU 计算公式:每毫升菌
落形成单位(CFU) =平均菌落数 × 107［15］。
1. 6. 2 不同诱导物作用下的酶活性分析:分别以
200 mg /L菲、200 mg /L水杨酸、200 mg /L葡萄糖为
碳源培养 AD-3 菌，对数生长期收集细胞分别测定
水杨酸-5-羟化酶的活性。
1. 6. 3 不同浓度菲下的酶活性分析:配制菲浓度分
别为100、200、300、400 mg /L的无机盐培养基(3% )
培养 AD-3 菌，对数生长期收集细胞测定水杨酸-5-
羟化酶的活性。
1. 6. 4 不同生长盐度下的酶活性分析:配制盐度分
别为 0. 5%、1%、3%、8%、15%的无机盐培养基，以
菲(200 mg /L)为碳源培养 AD-3 菌，对数生长后期
收集细胞测定水杨酸-5-羟化酶的活性。

1. 7 水杨酸-5-羟化酶的酶学性质
1. 7. 1 温度对酶活力的影响:以菲为碳源培养 AD-
3 菌株，对数生长后期收集细胞，分别在温度为
25℃、30℃、35℃、40℃下测定水杨酸-5-羟化酶的活
性。
1. 7. 2 pH 对酶活力的影响:以菲为碳源培养 AD-3
菌株，对数生长后期收集细胞，分别在 pH 为 6. 5、7、
7. 5、8 的磷酸钾缓冲液(50 mmol /L)中测定水杨酸-
5-羟化酶的活性。
1. 7. 3 盐度对酶活力的影响:以菲为碳源培养 AD-
3 菌株，对数生长后期收集细胞，分别在盐度为
0. 5%、1%、3%、5%、8%、15% 的磷酸缓冲液 ( 50
mmol /L，pH7. 5)中测定水杨酸-5-羟化酶的活性［16］。
1. 7. 4 酶促反应动力学参数分析:在 30℃、pH 为
7. 5 条件下，测定水杨酸浓度分别为 5、10、15、20、
30、40、50 μmol /L时水杨酸-5-羟化酶的活性。计算
粗酶液中水杨酸-5-羟化酶的米氏常数 Km 及最大反
应速率 Vmax［17］。

2 结果和讨论

2. 1 菲降解酶的活性分析
以菲为碳源培养的 AD-3 菌株的粗酶液有水杨

酸羟化酶的活性，但未检测到邻苯二甲酸双加氧酶、
邻苯二酚-1，2-双加氧酶、邻苯二酚-2，3-双加氧酶和
龙胆酸-1，2-双加氧酶的活性。

邻苯二甲酸和水杨酸为菲降解下游途径的中间
代谢物，邻苯二甲酸双加氧酶、邻苯二酚-1，2-双加
氧酶、邻苯二酚-2，3-双加氧酶、水杨酸羟化酶，龙胆
酸-1，2-双加氧酶是区分菲代谢途径的关键酶［4］。
根据 AD-3 菌株粗酶液中相关的酶活性推测菌株可
以通过水杨酸途径降解菲。水杨酸羟化酶分为水杨
酸-1-羟化酶 ( EC 1. 14. 13. 1)和水杨酸-5-羟化酶。
水杨酸-1-羟化酶将一分子的氧引入水杨酸的芳香
环上，取代水杨酸的羧基，生成邻苯二酚;而水杨酸-
5-羟化酶将氧引入 5-碳位，生成龙胆酸［5］。
2. 2 酶反应的光谱分析

水杨酸在以菲为碳源生长的 AD-3 粗酶液催化
下，292 nm处水杨酸的特征吸收峰峰值随着反应不
断降低，340 nm处 NADH 的特征吸收峰也随之降低
(图 1-A)。龙胆酸在以水杨酸为碳源生长的 AD-3
粗酶液催化下，特征吸收峰320 nm逐渐向330 nm处
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偏移，这是因为龙胆酸在龙胆酸-1，2-双加氧酶的催
化作用下开环生成马来酰丙酮酸所致 (图 1-B)。
Zhou［6］研究了 Ralstonia sp． Strain U2 粗酶液中水杨
酸-5-羟化酶的活性，分析了反应样在250 － 400 nm
的吸光度变化情况，NADH 和水杨酸同时减少说明
菌株 U2 的 nagGH 基因能够表达水杨酸羟化酶。
Liu［17］等纯化了 Ralstonia solanacearum GMI1000 的
龙胆酸-1，2-双加氧酶并研究了该酶的特性，龙胆酸
底物在320 nm处有最大吸收峰，在龙胆酸-1，2-双加
氧酶作用下随着龙胆酸转化为马来酰丙酮酸，峰值
偏向330 nm处。

图 1 Martelella sp． AD-3 粗酶液以水杨酸(A)和龙

胆酸(B)为底物的酶反应光谱扫描分析
Fig． 1 Time-dependent spectral changes during the enzyme

reactions performed with salicylic acid(A) and gentisic acid( B)

for the cell-free extract preparedfrom Martelella sp． AD-3．

2. 3 水杨酸羟化酶的产物鉴定
通过 HPLC 分析 AD-3 粗酶液催化水杨酸的反

应情况，峰型 I(2. 69 min)为水杨酸(图 2-A、2-C、2-
D)，峰型 II(2. 09 min)为龙胆酸(图 2-B、2-D)。图
2-A、2-B 分别为水杨酸、龙胆酸标准品的 HPLC 图

谱，图 2-C、2-D 分别为对照组、反应组的 HPLC 图
谱。反应前有水杨酸的峰型 I，没有龙胆酸的峰型 II
(图 2-C);反应后水杨酸峰型 I 下降同时有新的龙
胆酸峰型 II 生成(图 2-D)，这是由于在水杨酸-5-羟
化酶的催化下，水杨酸作为底物被消耗，生成龙胆
酸。实验结果说明，菌株 AD-3 在菲降解过程中水
杨酸-5-羟化酶得到表达，羟化水杨酸生成龙胆酸。

水杨酸-5-羟化酶的研究主要集中在水杨酸［7］、
萘［8］等物质的降解菌中。萘降解菌 Ralstonia sp．
Strain U2［6］的 nagAaGHAb 基因能够在大肠杆菌中
表达水杨酸-5-羟化酶，氧化水杨酸生成龙胆酸。
AD-3 菌在菲降解过程中表达水杨酸-5-羟化酶，通
过菲-水 杨 酸-龙 胆 酸 途 径 代 谢 多 环 芳 烃 菲。
Sphingomonas sp． Strain GY2B［19］，Ochrobactrum sp．
Strain PWTJD［20］通过水杨酸-邻苯二酚途径降解菲，
Mycobacterium sp． PYR1［21］，Nocardia otitidiscaviarum
TSH1［12］通过邻苯二甲酸途径降解菲，而菌株 AD-3
通过水杨酸-龙胆酸途径代谢菲则为首次报道。
2. 4 水杨酸-5-羟化酶的活性分析
2. 4. 1 不同生长时期的活性分析:水杨酸-5-羟化
酶在 AD-3 培养初期活性较高，24 h 即对数生长期
达到峰值，比活为128 nmol /(min·mg)，此时菲降解
速率最大(AD-3 对菲的降解速率方程为 Xt' = － 168
e － 0. 84t，其中 Xt'为 t 时刻 AD-3 对菲的降解速率，t 为
时间)。稳定期初期比活为107 nmol /(min·mg)，低
于对数生长期，菲降解速率也较对数生长期低。随
着 AD-3 进入稳定后期，水杨酸羟化酶的活性为
27 nmol /(min·mg)，菲的降解速率降低(图 3)。在
对数生长期水杨酸-5-羟化酶的活性大时，菲的降解
速率也大，在衰亡期时，水杨酸-5-羟化酶的活性小，
菲的降解速率也小。所以，AD-3 菌株酶活力大小和
多环芳烃降解速率快慢是一致的。通过测定水杨
酸-5-羟化酶可以反映 AD-3 对菲的降解率。萘降解
菌 Ralstonia sp． Strain U2［6］的 nagAaGHAb 基因表达
水杨酸-5-羟化酶和 U2 表达的萘双加氧酶共用电子
传递蛋白，推测 AD-3 的水杨酸-5-羟化酶可能和菲
双加氧酶共用电子传递蛋白，进而若菲双加氧酶的
活性高，菲降解率高。

Pseudomonas sp． Strains C4［22］表达的 1-萘基-N-
甲基氨基甲酸酯水解酶、1-萘酚羟化酶和龙胆酸双
加氧酶在对数生长期酶的比活最高，本文的结果与
已经报道的结果是基本一致的。在利用 AD-3 菌株
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图 2 HPLC 图谱，水杨酸(A)，龙胆酸(B)，对照组(C)，实验组(D)
Fig． 2 HPLC analysis on salicylic acid(A) ; gentisic acid(B) ; control(C) ; active cell-free extract from Martelella

sp． AD-3(D) ．

图 3 Martelella sp． Strain AD-3 水杨酸羟化酶活性随

培养时间变化情况
Fig． 3 Growth versus specific activities of salicylate 5-hydroxylase

from Martelella sp． Strain AD-3．

修复污染场地时，可以根据水杨酸-5-羟化酶的活性

大小初步判断 AD-3 细菌的生长情况和对多环芳烃

的降解速率，对于生物修复具有指导意义。

2. 4. 2 不同诱导物作用下的酶活性分析:在以菲、

水杨酸为碳源的 AD-3 菌株的粗酶液中可以检测较

高的水杨酸-5-羟化酶活性，水杨酸诱导的水杨酸-5-

羟化酶的活性是菲诱导的水杨酸-5-羟化酶的活性
1. 5 倍，而在以葡萄糖为底物的 AD-3 菌株粗酶液中

不能检测到水杨酸-5-羟化酶(表 1)，说明水杨酸-5-

羟化酶是诱导酶。其中菲和水杨酸可以诱导该酶的

表达，而葡萄糖则不能诱导。

表 1 不同底物培养的 AD-3 菌株粗酶液中

水杨酸-5-羟化酶的活性分析

Table 1 Specific activity of salicylate 5-hydroxylase in the

cell-free extract of strain AD-3 grown on different substrates
Cells grown on Specific activity /［nmol /(min·mg)］
Phenanthrene 128
Salicylate 185
Glucose 0

水杨酸是下游途径的起始代谢物，可以诱导水

杨 酸-5-羟 化 酶 的 表 达。 Pseudomonas sp． strain

PPD［5］在含水杨酸的培养基中可以通过水杨酸-5-羟

化酶羟化水杨酸生成龙胆酸，在龙胆酸-1，2-双加氧

酶的催化下进一步代谢。PPD 菌株在含 4-羟基苯

甲酸的培养基中不能表达该两种酶，说明水杨酸羟

化 酶 是 诱 导 酶。 Chen 等［23］ 报 道 了 菌 株

Pseudomonas saccharophila P15 在经水杨酸诱导后对

高分子量多环芳烃的起始降解率明显加快。因此，

在高分子量多环芳烃污染场地的生物修复过程中，

向污染场地添加毒性较低的低分子量化合物能够诱

导降解酶的表达，促进多环芳烃的降解。

2. 4. 3 不同浓度菲下的酶活性分析:测定 AD-3 菌

株在不同浓度菲诱导下水杨酸-5-羟化酶的活性大

小(图 4-A)，以200 mg /L的菲诱导 AD-3 菌，其水杨

酸羟化酶的活力最高为123. 4 nmol /(min·mg)，以
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100 mg /L的菲诱导 AD-3 菌，其水杨酸羟化酶的活

力为 103. 4 nmol /(min·mg)，以 400 mg /L的菲诱导
AD-3 菌， 其 水 杨 酸 羟 化 酶 的 活 力 为
71. 4 nmol /(min·mg)。菲浓度过低，诱导作用弱，

降解酶的活性低;菲浓度过高，对细胞产生毒害作

用，导致降解酶的活性低。

2. 4. 4 不同生长盐度下的酶活性分析:培养至对数

生长后期的 AD-3 细胞表达的水杨酸羟化酶的活性
(图 4-B)在盐度为 3% 时为最高，在 1% 时，活性达

到60 nmol /(min·mg)，在 0. 5%、8% 的盐度相对较

低，为45 nmol /(min·mg)左右，在 15% 盐度时水杨

酸-5-羟化酶活力最低，只有10 nmol /(min·mg)。

所以，要使降解酶发挥最大活性，必须要有适宜

的盐度范围。高盐场地的高盐环境就会抑制非嗜盐

降解酶的活性，AD-3 菌株表达的水杨酸-5-羟化酶

在 0. 5% － 8%的盐度范围活性较高。

图 4 (A)不同浓度菲、(B)不同生长盐度对水杨酸-5-羟

化酶活性的影响

Fig． 4 Effect of different concentrations of phenanthrene(A)，salinity

(B) on specific activities of salicylate 5-hydroxylase．

AD-3 菌在盐度为 3%、pH 为 9. 0、菲浓度为
200 mg /L的培养条件下，生长至对数生长后期时所

表达的水杨酸-5-羟化酶活力最大。在相同的培养

条件下，AD-3 菌对菲的降解速率是最高的。

2. 5 水杨酸-5-羟化酶的酶学性质
2. 5. 1 不同温度下的酶活性分析:图 5-A 为 AD-3

菌水杨酸-5-羟化酶不同反应温度的酶活变化情况，

由此看出，当温度为 30℃时，水杨酸-5 羟化酶有较

高的活性，为132. 8 nmol /(min·mg)，但在 25℃时水

杨酸-5-羟化酶的活力为103 nmol /(min·mg)，40℃

时水杨酸-5-羟化酶的活性为116 nmol /(min·mg)，

这说明水杨酸-5-羟化酶的最适温度在 30℃左右。

2. 5. 2 不同 pH 下的酶活性分析:图 5-B 为 AD-3

菌水杨酸-5-羟化酶不同反应 pH 值的酶活变化情

况，由此看出，当 pH 为 7 ～ 8 时，水杨酸-5 羟化酶有

较好的活性，但在酸性条件下水杨酸羟化酶的活力

为36. 6 nmol /(min·mg)，这说明水杨酸-5-羟化酶的

最适 pH 在 7. 5 左右。

2. 5. 3 盐度对酶活力的影响:测定粗酶中水杨酸-

5-羟化酶在不同盐度下活性大小，如图 5-C 所示。

结果显示该酶的最适盐度为 3%，且在盐度为 0. 5%

－ 5% 具 有 较 高 的 活 性。嗜 盐 耐 热 古 生 菌
Haloterrigena thermotolerans Z4［24］的脂肪酶至少需要
2. 9% NaCl 维持其活性，属于嗜盐脂肪酶。

2. 5. 4 酶促动力学参数分析:米氏常数的大小能够

反映酶与底物之间亲和力的大小，其值越小，则酶与

底物的亲和力越大［25］。水杨酸-5-羟化酶酶促反应

的公式为 C /V = 43. 6 + 5. 03C(C /V = Km /Vmax +

C /Vmax，其中 C 为水杨酸浓度，V 为反应速率即酶

活性)，得到最大速率 Vmax 为200 nmol /(min·mg)

(图 6-A)，米氏常数 Km 为8. 7 μmol /L(图 6-B)。当

水杨酸浓度远小于8. 7 μmol /L时，多数酶以游离状

态存在，反应速率为一级反应特征;当水杨酸浓度远

大于8. 7 μmol /L时，酶处于结合状态，反应为零级反

应特征。

3 结论

(1) AD-3 菌在降解菲的过程中表达水杨酸-5-

羟化酶，通过水杨酸-龙胆酸途径代谢菲。在对数生

长后期和稳定期初期的酶活性较高，稳定后期活性

很低。该酶的活力大小与 AD-3 降解菲的速率基本

一致，水杨酸-5-羟化酶受菲和水杨酸的诱导。
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图 5 温度(A)、pH(B)、盐度(C)对水杨酸羟化酶活性的影响

Fig． 5 Effect of temperature(A)，pH(B)，salinity(C) on specific activities of salicylate 5-hydroxylase．

图 6 水杨酸-5-羟化酶对水杨酸的酶促动力学反应

Fig． 6 Enzyme kinetics of salicylate 5-hydroxylase in the presence of

salicylic acid． A: V verus concentration; B: Plot of Lineweaver-Burk．

(2) AD-3 菌株在盐度为 3%、pH 为 9. 0、菲浓

度为 200 mg /L 的培养条件下所表达的水杨酸-5-羟

化酶活力最大。
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Characterization of salicylate 5-hydroxylase for
phenanthrene degradation using moderately halophilic
Martelella sp． AD-3

Fei Dong，Changzheng Cui* ，Tiancai Feng，Yaoyu Feng，Yongdi Liu
State Environmental Protection Key Laboratory of Environmental Risk Assessment and Control on Chemical Process，School
of Resources and Environmental Engineering，East China University of Science and Technology，Shanghai 200237，China

Abstract:［Objective］ To identify the relationship between salicylate 5-hydroxylase activity and the degradation rate of
phenanthrene by moderately halophilic Martelella sp． AD-3， and to investigate their enzymatic characteristics．
［Methods］ The products resulted from degradation of salicylic acid using the crude enzyme produced by AD-3 was
analyzed using HPLC analysis，and salicylate 5-hydroxylase activities at different conditions was calculated according to
the change of NADH absorbance at 340 nm． ［Results］ The salicylate 5-hydroxylase activity was higher during log-phase
and early stationary phase of AD-3，and the enzyme activity was in consistent with phenanthrene degradation rate． The
enzyme production was induced by phenanthrene and salicylic acid． The highest enzyme activity，
132. 8 nmol /(min·mg)，from strain AD-3 was obtained under the phenanthrene concentration of 200 mg /L，3% salinity
and a pH of 9. 0． The optimum conditions for degradation of salicylic acid using this enzyme were 30℃，pH 7. 5，and
salinity 3% ． The Vmax and Km for the enzyme were 200 nmol /(min·mg) and 8. 7 μmol / L，respectively． ［Conclusion］
The salicylate 5-hydroxylase was produced in the degradation of phenanthrene in AD-3． The enzyme activity was related to
phenanthrene degradation rate．
Keywords: phenanthrene，salicylate 5-hydroxylase，enzyme activity，salinity
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