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降解
李安章& !0!邵宗泽0!

&厦门大学生命科学学院%福建 厦门!D(&11"
0国家海洋局第三海洋研究所%厦门市海洋生物遗传资源重点实验室666省部共建重点实验室培育基地$国家海洋局海洋生物

遗传资源重点实验室$福建省海洋生物遗传资源重点实验室%福建 厦门!D(&11"

摘要#.目的/ 柴油食烷菌!!*"$-&F(’$72&646*(*6&"LN" 是重要的石油降解菌& 为研究其对卤代化合物的降解
范围和降解机制%.方法/ 以不同的卤代化合物作为唯一碳源%观察菌株 LN" 在其中的生长情况$通过多重序
列比对’系统发育分析和三维结构同源建模%分析该菌株基因组内一个假定的卤代烷烃脱卤酶!Z<=9<=E<;*
B*7<=9W*;<>*%ZTY"Y<BV$利用大肠杆菌异源表达’纯化Y<BV%并测定了其对 #( 个卤代底物的酶活& .结果/
菌株 LN" 能够利用 4DN4&H链长范围的多种卤代化合物为唯一碳源生长$在系统进化树中%Y<BV相对独立于
其他 ZTYN22亚家族成员%但具有典型的 ZTYN22亚家族的催化五联体残基$Y<BV确实具有脱卤活性%但该酶
特异性高%底物范围明显小于其他已鉴定的 ZTY>%仅对 &%0%DN三溴丙烷’&%0N二溴NDN氯丙烷和 0%DN二氯N&N
丙烯有脱卤酶活& .结论/ 因为 Y<BV对很多 LN" 菌株可以利用做碳源的卤代底物没有脱卤酶活%所以推测
LN" 菌中可能还有其他脱卤酶参与了卤代烷烃的降解& 菌株 LN" 及其卤代烷烃脱卤酶 Y<BV在卤代烷烃污
染物的生物降解方面具有应用潜力&
关键词!生物降解% 石油降解菌% 柴油食烷菌 LN"% 卤代化合物% 卤代烷烃脱卤酶
中图分类号!6$D"!!文章编号!111&N(01$!01&#"1$N&1(DN&1

!!卤代烷烃是重要的环境污染物 (&) & 食烷菌
!!*"$-&F(’$7"是一类重要的海洋石油烃降解菌 (0) &
最近发现%食烷菌是北冰洋表层海水中降解 &N氯代
十六烷的优势种属之一 (D) & 初步试验表明%多株食
烷菌都能够在以氯代十六烷为唯一碳源的天然海水
培养基中生长 (#) & 目前其对卤代化合物的利用范
围和代谢途径尚不清楚&

脱卤是微生物利用卤代烃的重要步骤& 卤代烷
烃脱卤酶!Z<=9<=E<;*B*7<=9W*;<>*%ZTY"属于 "5!N
水解酶超家族%利用由 " 个残基组成的催化五联体
来水解卤代化合物的碳卤键%是降解卤代脂肪族污
染物的关键酶类 (") & 目前已经从上百个物种的基
因组中发现了假定的 ZTY序列%但是实验鉴定过的
ZTY>全部来自于细菌& 某些 ZTY>分离自被卤代
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底物污染过的土壤中的细菌%已被证明参与了这些
重要的环境污染物的生物降解途径%并使其宿主菌
能够利用这些化合物作为碳源 (( ’$) %而更多的 ZTY>
在宿主菌内的生物学功能和所参与的代谢途径仍然
未知 (&1 ’&D) &

根据系统发育分析%ZTY家族被划分为 D 个进
化亚家族 ZTYN2% ZTYN22和 ZTYN222%它们采用不同
的催化五联体残基 (&#) & 目前大多数已鉴定的 ZTY>
都属于 ZTYN22亚家族& 已鉴定的 ZTY>的底物范
围普遍较广%包括氯代’溴代和碘代的链长范围从
40N4&H之间的烷烃’环烷烃’烯烃’醇’醚’腈’酮’酯’

环二烯和氨基化合物等 (&") & _9:B*=<E9c<等选择了
D1 种典型底物来对 ZTY的底物特异性进行统计学
分析%并将 ZTY划分为 # 个酶活特异性亚家族 (&() &
ZTY的酶活特异性亚家族和进化亚家族之间并不
匹配%事实上%影响 ZTY的底物特异性的因素非常
复杂%包括活性位点和底物进出通道的大小和结构’
蛋白质表面电荷分布’蛋白质在水相溶液中的稳定
性和蛋白质动力学等 (&") &

柴油食烷菌 !!*"$-&F(’$72&646*(*6&"LN" 是本课
题组从渤海表层海水中分离鉴定的一株石油烃降解
菌 (&%) & 前期的全基因组测序草图中有一个开放阅
读框 L"a�100#$ 被注释为卤代烷烃脱卤酶 (&H) & 此
基因由 HH" 个核苷酸组成%编码一个含有 0$# 个氨
基酸残基的蛋白质%本文中将其命名为 2$2!&

本文初步研究了 LN" 对卤代化合物的利用范
围%通过生物信息学方法分析了 Y<BV的催化机制
及其在 ZTY家族中的分类地位%并使用大肠杆菌异
源表达纯化 Y<BV以进行酶活测定实验&

$%材料和方法

$J$%材料
$J$J$ % 菌 株’ 质 粒 和 引 物! !I 2&646*(*6&LN"a

! 4̂44&V1111&"保存于中国海洋微生物菌种保藏
管理中心 ! 4̂44"& 54"36’&"3&$ "(*&菌株 YZ""和
LT0&!YMD"购自天根公司& 表达载体质粒 +]MfN
#aN& 购自 ]MZ*<=,7A</*公司& 根据 2$2!序列
!34L2dU� 11(H01H((C& " 设计如下引物以扩增
2$2!基 因# 上 游 引 物% "gNVV]]V]VaVaV4VaVa
]4a4V]V]VV4VV4a4444NDg$ 下 游 引 物% "gN
]]a]]a]]a]4a4]V]4]VVaa]]VaV]]]44aNDg&

$J$J(%溶液和培养基!!&"乳糖自诱导培养基#酵
母膏 0# W%蛋白胨 &0 W%3<4=" W%琥珀酸钠 " W%甘油
01 -T%乳糖 " W%二水柠檬酸钠 "CHH W%_Z0UP#
(CH W%3<0ZUP#0&0Z0P&%C$& W%加超纯水至 & T%
+Z%C#%&0&o湿热灭菌 &" -@;%使用前添加 1C0‘
!b5b"的葡萄糖 5̂ W)P# 母液& !0"葡萄糖 5̂ W)P#
母液#葡萄糖 0" W% Ŵ)P#0%Z0P&0CD W%加超纯水至
&11 -T%过滤除菌& !D"人工海水培养基 ! ^̂ 4"#
3<4=0# W% Ŵ)P#0%Z0P% W%3Z#3PD & W%_4=1C% W%
_Z0UP# 0 W%3<0ZUP# D W%加超纯水至 & T%+Z%C#%
&0&o湿热灭菌 01 -@;%使用前添加适量的微量元素
混合液& !#"微量元素混合液#4<4=0 0 -W%[*4=D0
(Z0P"1 -W%4:)P# 1C" -W% ;̂4=00#Z0P1C" -W%
J;)P#0%Z0P&1 -W%加超纯水至 & T%过滤除菌&
!""硫氰酸汞溶液#硫氰酸汞 1CD W%溶于 &11 -T
$"‘的乙醇& !("硫酸铁铵溶液#硫酸铁铵 ( W%溶
于 &11 -T( -9=5T的硝酸中&
$J$J)%主要试剂和仪器!酶活测定所用卤代底物详
见表 && MG9;:A=*<>*222核 酸 外 切 酶’ A$8Z 2’
U/@-*)aVKZ) Y3VU9=S-*/<>*!高保真酶 " 购自
a<_<K<公司$]=:,<,7@9;*)*+7</9>*# [<>,[=9F购自
]MZ*<=,7A</*& 主要仪器包括 )+*A,/<̂ <G "̂ 型酶
标仪! 9̂=*A:=</Y*c@A*>"’])NH11 光密度分析仪5扫
描仪!L@9NK<B"&
$J(%E8+ 菌对卤代底物的利用情况

在 ^̂ 4液体培养基中%按 1C"‘!b5b"的比例
添加不同卤代烷烃作为唯一碳源%接种制备好的 LN
" 菌液%0Ho恒温摇床中振荡培养 &# B%期间对挥发
太快的某些底物根据其残余量进行了补加&

在含 ^̂ 4固体培养基的培养皿上涂布制备的
LN" 菌液%在倒翻过来的培养皿盖子上放置一片滴
加了 011 %T不同卤代底物的无菌滤纸片%用封口膜
不完全密闭后以倒置状态放于 0Ho培养箱内培养
&# B%期间对某些明显干掉的滤纸片补加了底物&
$J)%表达载体构建

提取 LN" 菌的基因组并以之为模板扩增 2$2!
基因& 使用 A$8Z2对 +]MfN#aN& 进行酶切线性化&
将 2$2!基因和线性化质粒进行琼脂糖凝胶电泳和
胶回 收 纯 化& 使 用 T24法 ! =@W<,@9;N@;B*+*;B*;,
A=9;@;W"构建表达载体& Y3V测序表明表达载体中
阅读框未发生突变&

#(1&
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表 $JR1>A酶活测定所用的 *’ 种卤代底物
a<.=*&C#( 7<=9W*;<,*B >:.>,/<,*>:>*B @; <A,@c@,SB*,*/-@;<,@9; 9\Y<BV

>:.>,/<,*> ./<;B +:/@,S5‘ >:.>,/<,*> ./<;B +:/@,S5‘
&NA7=9/97*G<;* V=B/@A7 $$ &N./9-9N0NA7=9/9*,7<;* V=B/@A7 $H
&N./9-97*G<;* V=B/@A7 $H #N./9-9.:,<;*;@,/@=* V=\<V*></ $%
&N@9B9+/9+<;* V=B/@A7 $$ &%0%DN,/@./9-9+/9+<;* V=B/@A7 $%
&N@9B9.:,<;* V=B/@A7 $$ &%0NB@./9-9NDNA7=9/9+/9+<;* a42 u$H!]4"
&N@9B97*G<;* V=B/@A7 %$H DNA7=9/9N0N-*,7S=+/9+N&N*;* V=B/@A7 $H
&%0NB@A7=9/9*,7<;* [=:E< %$$C" 0%DNB@A7=9/9+/9+N&N*;* V=B/@A7 $H
&%DNB@A7=9/9+/9+<;* V=B/@A7 $$ &%0%DN,/@A7=9/9+/9+<;* V=B/@A7 $$
&%"NB@A7=9/9+*;,<;* V=B/@A7 $$ &NA7=9/9N0N-*,7S=+/9+<;* a42 u$"C1!]4"
&%0NB@./9-9*,7<;* a42 u$$ &%DNB@A7=9/9+/9+*;* a42 u$0C1!]4"
&%DNB@@9B9+/9+<;* V=B/@A7 $$ &%0%DN,/@A7=9/9+/9+*;* a42 u$"C1!]4"
0N@9B9.:,<;* V=B/@A7 $$ &NA7=9/9B9B*A<;* V=B/@A7 %$%!]4"
&%0NB@A7=9/9+/9+<;* [=:E< %$$ ,/@A7=9/9-*,7<;* )4K4 %$$CH
&%0NB@./9-9+/9+<;* V=B/@A7 $% &NA7=9/9NDN;@,/9.*;R*;* V=B/@A7 u$H
A7=9/9ASA=97*G<;* V=B/@A7 $$ #N./9-9B@+7*;S=*,7*/ V=B/@A7 $$
./9-9ASA=97*G<;* V=B/@A7 $H B*A<./9-9B@+7*;S= V=B/@A7 $H
B@A7=9/9-*,7<;* )4K4 %$$C$ ,/@A7=9/9<A*,@A<A@B )@W-< u$$
A7=9/9ASA=9+*;,<;* V=B/@A7 $$ &NA7=9/9N0N!0NA7=9/9*,79GS"*,7<;* [=:E< %$$!]4"
&NA7=9/99A,<;* V=B/@A7 $$ &N./9-9NDNA7=9/9+/9+<;* )@W-< $$
&NA7=9/9B*A<;* V=B/@A7 $H &%DNB@./9-9+/9+<;* Y/?M7/*;>,9/\*/ &11
&NA7=9/9,*,/<B*A<;* V=B/@A7 $H 0N./9-9N&NA7=9/9+/9+<;* Y/?M7/*;>,9/\*/ $$
&NA7=9/97*G<B*A<;* V=B/@A7 $" ! ./9-9-*,7S="ASA=97*G<;* V=B/@A7 $$
&N./9-97*G<B*A<;* V=B/@A7 $% &NA7=9/9.:,<;* )@W-<NV=B/@A7 $$C"
&NA7=9/99A,<B*A<;* V=B/@A7 $( &N./9-9.:,<;* )@W-<NV=B/@A7 $$

$J*%蛋白质表达与纯化
将 +]MfN#aN& 和 +]MfN#aN&N2$2!分别转化 5I

"(*&LT0&!YMD"感受态细胞%在 TL培养基中培养过
夜%种子液接入 & T乳糖自诱导培养基中%0"1 /5-@;
培养 ( 7 后%降低温度至 Ho%继续培养 0H 7& #o%
D"11 pW%离心 &" -@; 收集菌体%使用预冷的 1C$‘
硝酸钠溶液重悬洗涤菌体 & 次%再次离心沉淀& 按
& W湿重菌体加 &1 -T的比例加入预冷的结合缓冲
液!"1 --9=5T_Z0UP#%&11 --9=5T3<0)P#%&1‘
甘油%+Z%C""重悬菌体& 超声破碎%#o%D1111 W%
离心 #1 -@;%收集上清& 加入用结合缓冲液预先平
衡过的 ]=:,<,7@9;*)*+7</9>*# [<>,[=9F凝胶%在
#o孵育 D1 -@;%转移到重力流层析柱中%待上清流
穿& 使用洗涤缓冲液!"1 --9=5Ta/@>%&11 --9=5T
3<0)P#%+Z HC1 "冲洗数次%然后使用洗脱缓冲液
!"1 --9=5Ta/@>%&11 --9=5T3<0)P#%01 --9=5T还
原性 谷 胱 甘 肽% +Z HC" " 洗 脱 目 标 蛋 白% 并 于
"1 --9=5T_Z0UP#%+Z%C" 中透析 # 次& 超滤浓缩
后%使用 L/<B\9/B 法测定目标蛋白浓度& 最终 ])a
蛋白和 Y<BV酶的保存液为 "1 --9=5T_Z0UP#%
&--9=5T!N巯基乙醇%&1‘甘油%+Z%C"& 上述所有

步骤均在 #o或冰上完成&
$J+%酶活测定

酶活力的大小可用在一定条件下酶催化某
一反应的速率来表示& 在西林瓶中配制 " -T酶
促反 应 体 系%缓 冲 液 是 在 D%o 预 热 过 的 &11
--9=5T甘氨酸% +Z HC( %添加卤代底物和 Y<BV
酶液至终浓度分别为 &1 --9=5T和 1C1& -W5-T&
迅速密闭%置于 D%o水浴振荡摇床中开始反应&
使用注 射 器在不同 的 反 应 时 间 后 取 样%每 次
"11 %T%立即加入到盛有 "1 %TD1‘硝酸的离心
管中以终止反应& 依次加入 "" %T硫氰酸汞溶
液和 &&1 %T硫酸铁铵溶液%混匀%反应 &1 -@; 以
上%使用酶标仪检测 #(1 ;-处吸光值& 根据卤
离子标准曲线计算出样品中卤离子的浓度%对反
应时间作图& 以含同样浓度 ])a的反应体系作
为对照组%测定底物在反应条件下的自脱卤速
率& 酶活按照公式 ! & "计算& 其中 c表示酶活%
)& %)0 分别为酶促反应曲线和对照组自脱卤反应
曲线的线性区的斜率%4+ 表示反应体系中的蛋
白质浓度%一般为 1C1& -W5-T&

"(1&
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(J$%E8+ 菌株对卤代底物的利用情况
使用液体培养和熏蒸培养研究了 LN" 在卤代化

合物中的生长情况& 如表 0 所示%LN" 菌能够在以
多种不同卤代化合物为唯一碳源的 ^̂ 4培养基中

生长& LN" 菌株能利用单取代的卤代底物%却不能
利用多取代的卤代底物%一个例外是 LN" 不能利用
氯代环己烷&

LN" 菌能够利用 4DN4&H链长范围的卤代化合
物%包括 &N氯代的 4#’4(’4H’4&1’4&0’4&#’4&(和 4&H
烷烃’&N溴丁烷’&N溴己烷’&N溴十六烷’&N碘丙烷’&N
碘丁烷’&N碘己烷’0N碘丁烷’氯代环戊烷’溴代环己
烷’溴甲基环己烷和 DN氯N0N甲基丙烯等& 其中%LN"
菌在中长链卤代烷烃例如 &N氯代辛烷’&N氯代癸烷’
&N氯代十二烷’&N氯代十四烷’&N氯代十六烷’&N氯代
十八烷和 &N溴代十六烷中长势良好&

表 (JE8+ 菌在不同的卤代有机物中的生长情况
a<.=*0C]/9F,7 9\LN" @; >9-*7<=9W*;<,*B 9/W<;@AA9-+9:;B>

>:.>,/<,*> W/9F@;W>,<,:> >:.>,/<,*> W/9F@;W>,<,:>

>9B@:-<A*,<,* W/9F@;W;9/-<==S &%0%DN,/@A7=9/9+/9+<;* ;9W/9F,7

;N7*G<;* W/9F@;W;9/-<==S &%0%DN,/@./9-9+/9+<;* ;9W/9F,7

&NA7=9/9.:,<;* W/9F@;W;9/-<==S &%0NB@A7=9/9*,7<;* ;9W/9F,7

&NA7=9/97*G<;* W/9F@;W;9/-<==S &%DNB@A7=9/9+/9+<;* ;9W/9F,7

&N./9-97*G<B*A<;* W/9F@;W>=9F=S &N./9-9NDNA7=9/9+/9+<;* ;9W/9F,7

&NA7=9/9B9B*A<;* W/9F@;W;9/-<==S &N./9-9N0NA7=9/9*,7<;* ;9W/9F,7

&NA7=9/9B*A<;* W/9F@;W;9/-<==S &%DNB@@9B9+/9+<;* ;9W/9F,7

&NA7=9/97*G<B*A<;* W/9F@;W;9/-<==S &%0NB@A7=9/9+/9+<;* ;9W/9F,7

&NA7=9/99A,<B*A<;* W/9F@;W;9/-<==S &%0NB@./9-9+/9+<;* ;9W/9F,7

&NA7=9/9B*A<;* W/9F@;W;9/-<==S 0%DNB@A7=9/9+/9+N&N*;* ;9W/9F,7

&NA7=9/9,*,/<B*A<;* W/9F@;W>=9F=S &%0NB@./9-9NDNA7=9/9+/9+<;* ;9W/9F,7

&N./9-97*G<;* W/9F@;W>=9F=S &%DNB@./9-9+/9+<;* ;9W/9F,7

A7=9/9ASA=9+*;,<;* W/9F@;W>=9F=S 0N./9-9N&NA7=9/9+/9+<;* ;9W/9F,7

0N@9B9.:,<;* W/9F@;W>=9F=S &%"NB@A7=9/9+*;,<;* ;9W/9F,7

&N@9B97*G<;* W/9F@;W>=9F=S &%0NB@./9-9*,7<;* ;9W/9F,7

&N@9B9+/9+<;* W/9F@;W>=9F=S &NA7=9/9N0N!0NA7=9/9*,79GS"*,7<;* ;9W/9F,7

&N@9B9.:,<;* W/9F@;W>=9F=S *,7<;9= ;9W/9F,7

./9-9ASA=97*G<;* W/9F@;W>=9F=S #N./9-9.:,<;*;@,/@=* ;9W/9F,7

! ./9-9-*,7S="ASA=97*G<;* W/9F@;W>=9F=S #N./9-9B@+7*;S=*,7*/ ;9W/9F,7

&N./9-9.:,<;* W/9F@;W>=9F=S A7=9/9ASA=97*G<;* ;9W/9F,7

DNA7=9/9N0N-*,7S=+/9+N&N*;* W/9F@;W>=9F=S &NA7=9/9NDN;@,/9.*;R*;* ;9W/9F,7

(J(%R1>A的生物信息学分析
将 Y<BV在 34L2的 ;/数据库中进行 LTV)a搜

索%能找到大量的全长匹配的相似序列%其中大部分
被注释为+卤代烷烃脱卤酶,或+"5!N水解酶,%包括
多个已经经过生化鉴定的 ZTY>%如 T@;L’Y7<V’
Y7=V’Y-.V 等& Y<BV 的 氨 基 酸 序 列 与 来 自
%97("("";44#&:&#$#;4Y)^&#(%" 中的假定的卤代烷
烃脱卤酶!dU�11%D(0DH0"具有 ##‘的一致性&

Y<BV与目前已鉴定的全部 &H 个 ZTY>都具有
一定的序列相似性& 最高与 Y7<V’Y.*V’Y--V的

相似性分别为 D%‘’D(‘’D(‘%最低与 Y/.V的相似
性仅为 0#‘& ZTY家族成员序列差异性比较大%互
相之间的相似性低于 D1‘的现象较为普遍& Y<BV
与已鉴定的 ZTY>的相似性在正常的区间之内&

系统发育分析表明 Y<BV与其他已鉴定的
ZTY>具有明显的同源性& 图 & 中的 ZTY进化树整
体上与 479c<;A9c<等对 ZTY进行的进化分析结果
相似 (&#) & Y<BV与目前定义的ZTYN22亚家族的亲缘
关系较近%但又相对独立%可能代表了一个新的进化
分支&

((1&
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图 $&R1>A与已鉴定的 IHR;的系统发育分析
[@W:/*&?U7S=9W*;*,@A<;<=S>*>9\Y<BV<;B @B*;,@\@*B ZTY>?a7@>3I!3*@W7.9/NI9@;@;W" ,/**F<>A9;>,/:A,*B .S M̂]V"C1"?),<,@>,@A<=

A9;\@B*;A*9\,7*,/**F<>*>,@-<,*B .S.99,>,/<+ ! &% 111 /*+=@A<,*>"?a7*9:,W/9:+ A9;,<@;>>@G"5!N7SB/9=<>*>F7@A7 </*79-9=9W9:>

>*e:*;A*>9\ZTY>?T@;L!U"&($H" % ,:&-+3()&;8W$:(-&";8ha0( ($) $ Y-.V!VI%H#0%0" % Y-.L!VI%H#0%D" <;B Y-.4! V̂ ($(0HH" %

%9"()$"#6’&;8)(F&4"1DD 5(( (&& ’&0) $ Y.8V!3U�%(%%0%" % A’$29’3&/()&;8W$:(-&";8h)YV&&1 (&D) $ Y.*V!LVI0D$H(" % A’$29’3&/()&;8

6*Q$-&h)YV$# !U/:B;@E9c<*,<=?% :;+:.=@>7*B B<,<" $ Y-=V!3U�&1(1D0" % %64(’3&/()&;8*(#&̂ V[[D1D1$$ (&D) $ Y7<V!VV4&"HDH" %

?3(2("("";4’3(2("3’(;4342̂L&D1(# (() $ Y--V !VVa%1&1$ " % ,7*-*,<W*;9-@AY3V 9\<-</@;*-@A/9.@<=A9;>9/,@:-(&$) $ Y<,V

!VL#%H$#"" % !+’()$"#6’&;8 #;861$"&6-44"H (&1) $ Y7=V !VVVHH($& " % S$-#3()$"#6’$;#(#’(:3&";4]I&1 (%) $ Y++V !JU�1&$1HHD& " %

B*64&("94#&4:$"&1&"$ )2KN& (01) $ Y7-V !VID&#%H$ " % %9"()$"#6’&;8 $F&;8 3H" (0&) $ Y+AV !dU�"H1"&H " % B49"3’()$"#6’"’9(3$*(*6-#&4

_" (00) $ Y/.V! V̂ ($(0H$" % ?3(2(:&’6**;*$ )$*#&"$ )Z& (&&) $ Y->V!VVT&%$#(" % %9"()$"#6’&;8486+8$#&4Va44%111H# (&") $ I<;;0(01

!dU�"&1"(0" % @$--$4"3&$ 4:I44)& (0D) $ )<c#%%$ !3U�H0"$"(" % ,#’6:#(89"64$F6’8&#&*&4%!K#(H1 (0D)?

Y<BV具有典型的 ZTYN22亚家族的催化五联体
残基& 对 Y<BV和已鉴定的 &0 个 ZTYN22成员进行
多重序列比对 !图 0"%共发现 DH 个完全一致的残
基%其中包括 Y<BV中的亲核攻击残基 Y&10 !&位
置"%酸性催化残基 M&0( !’位置"%碱性催化残基
Z0(H!(位置"和第二个卤素结合残基 3D% !)位
置"& 另外%Y<BV的第一个卤素结合残基 Q&1D!*
位置"也与除了 Y<,V之外的所有 ZTYN22成员一
致 (&1) &

使用 )Q2))N̂PYMT对 Y<BV进行同源建模%该
软件为 Y<BV选择的模板是 Y7<V!UYL#0c$R"& 三

维结构!图 D"和二级结构预测!图 0"都表明%Y<BV
含有 H 个 !片%&0 个 "螺旋%在结构上属于 "%!N水
解酶超家族%其三维结构由 0 个结构域组成#!&""%
!N水解酶核心结构域%其中心是八个扭曲的 !折叠
片%两侧则分别是 # 个和 D 个 "螺旋组成的侧翼&
!0"覆盖在核心结构域顶上的帽子结构域%由 " 个 "
螺旋组成& 活性位点位于核心结构域的顶部%被帽
子结构域覆盖住& 根据结构模型%Y<BV的催化五联
体残基的拓扑结构与已解析结构的 ZTY>完全一
致& 因此推断%Y<BV与其他 ZTY>一样%采用水解
型脱卤机制&

%(1&
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图 (&R1>A与已鉴定的 IHR8UU成员的多重序列比对
[@W:/*0? :̂=,@+=*>*e:*;A*<=@W;-*;,9\Y<BV<;B 9,7*/@B*;,@\@*B ZTYN22-*-.*/>?a7*F7@,*=*,,*/>@; /*B .<AEW/9:;B /*+/*>*;,@B*;,@A<=

/*>@B:*>@; <==&D ZTY>@; ,7*<=@W;-*;,?a7*/*B =*,,*/>@; F7@,*.<AEW/9:;B @;B@A<,*>@-@=<//*>@B:*>?a7*>*A9;B</S>,/:A,:/**=*-*;,>

<.9c*,7*>*e:*;A*>A9-*\/9-Y7<V!&L3(" (0#)?K*>@B:*>9\A<,<=S,@A+*;,<B </*=<.*=*B <,,7*,9+!&% ,7*;:A=*9+7@=*/*>@B:*Y$ ’%

,7*A<,<=S,@A<A@B /*>@B:*M$ (% ,7*A<,<=S,@A.<>*/*>@B:*Z$ *% ,7*7<=@B*N.@;B@;W/*>@B:*Q9/d$ )% <;9,7*/7<=@B*N.@;B@;W/*>@B:*3?

a7*-:=,@+=*>*e:*;A*<=@W;-*;,F<>A9;B:A,*B .S4=:>,<=f0C& <;B +/@;,*B .SM)U/@+,0C0?

H(1&
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图 )&R1>A三维结构模型
[@W:/*D?a7/**NB@-*;>@9;<=>,/:A,:/*-9B*=9\Y<BV?a7*W/**;

<;B AS<; *=*-*;,>A9;>,@,:,*,7*A<+ B9-<@; <;B ,7*-<@; B9-<@;%

/*>+*A,@c*=S?a7*S*==9F% /*B% -<W*;,<% .=:*/*+/*>*;,,7*7<=@B*N

.@;B@;W/*>@B:*>% ,7*;:A=*9+7@=@A/*>@B:*% ,7*<A@B /*>@B:*% <;B ,7*

.<>*/*>@B:*% /*>+*A,@c*=S?

(J)%R1>A的表达与纯化
根据生物信息学分析的结果%Y<BV可能是

ZTY家族的新成员%具有水解型的脱卤活性& 通过
异源表达’纯化%我们制备了 Y<BV粗提物以验证其
脱卤活性&

使用亲和层析介质分别纯化 Y<BV和 ])a!图
#"%可见!&"])a标签蛋白的可溶性表达和纯化效
果很好%最终制备的 ])a纯度可达 $(C(‘& ! 0 "
+]MfN#aN&N2$2!在大肠杆菌中的可溶性表达效果
较差%大部分 Y<BV形成包涵体%出现在沉淀中%上
清中的 Y<BV仅占可溶性蛋白含量的 H‘左右&
!D"经过亲和纯化后%Y<BV的纯度约为 H&C0‘%再
经过透析’浓缩等步骤后最终制备的 Y<BV纯度为
%0C"‘& !#"使用 6:<;,@,SP;*软件 !L@9NK<B"对
Y<BV和蛋白质 <̂/E*/的迁移率进行对比分析%
Y<BV单体的分子量约为 D"CH EY<%与理论分子量
!D"C# EY<"基本一致&
(J*%R1>A的酶活特征
在酶活测定所用的 #( 种卤代化合物中%Y<BV

图 *&亲和层析法纯化制备 R1>A和 SFV蛋白
[@W:/*#?U/*+</<,@9; 9\Y<BV<;B ])a.S<\\@;@,SA7/9-<,9W/<+7S?

%̂ -</E*/$ =<;*&% >:+*/;<,<;,9\5I"(*&LT0& !YMD " *G+/*>>*B

+]MfN#aN&$ =<;*0% +/*A@+@,<,*9\5I"(*&LT0& !YMD " *G+/*>>*B

+]MfN#aN&$ =<;*D% ])a+/9,*@; +/*+</*B <,=<>,$ =<;*#% >:+*/;<,<;,

9\5I"(*&LT0&!YMD" *G+/*>>*B 2$2!$ =<;*"% +/*A@+@,<,*9\5I"(*&

LT0&!YMD" *G+/*>>*B 2$2!$ =<;*(% *=:,*B Y<BV$ =<;*%% Y<BV

+/*+</*B <,=<>,?V//9F<<;B <//9F. /*>+*A,@c*=S@;B@A<,*])a<;B

Y<BV?

粗提物仅对其中 D 种具有可检测的脱卤活性 !表
#"%这 D 种底物都是多卤代的 4D 化合物& Y<BV对
&%0%DN三溴丙烷’&%0N二溴NDN氯丙烷和 0%DN二氯N&N
丙烯的酶活分别是 %DC1& ;-9=5!>0-W"’&C"% ;-9=5
!>0-W"’&%HC&$ ;-9=05!>0-W"&

表 *&R1>A的对 ) 种多卤代底物的脱卤酶活!

a<.=*#?Y*7<=9W*;<,@9; <A,@c@,S9\Y<BV<W<@;>,,7/**

-:=,@+=*7<=9W*;<,*B A9-+9:;B>
>:.>,/<,*> <A,@c@,S5( ;-9=5!>0-W" )
&%0%DN,/@./9-9+/9+<;* %DC1& y&1C$%
&%0NB@./9-9NDNA7=9/9+/9+<;* &C"% y1C1&
0%DNB@A7=9/9+/9+N&N*;* &%HC&$ yD%C&1

! &11 --9=5TW=SA@;*% +ZHC(% D%o% -*<>:/*B @; ,/@+=@A<,*?

Y<BV的底物范围明显小于其他已鉴定的
ZTY>& 图 " 中将 Y<BV与其他 " 个 ZTY>的酶活数
据进行了简单对比%可见%不同于其他 ZTY>的宽广
的底物特异性%Y<BV的专一性较高%底物范围较窄%
只对 D 个多卤代的 4D 底物具有酶活&

)%讨论

本文首次研究了食烷菌对卤代化合物的利用范
围%发现 LN" 菌株能够利用多种卤代烷烃’烯烃和环
烷烃%链长范围宽$然而%该菌株不能利用氯代环己

$(1&
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图 +&R1>A与其他 IHR;的底物范围
[@W:/*"?):.>,/<,*>/<;W*9\Y<BV<;B 9,7*/ZTY>?a7*c<=:*>*GA*+,Y<BV</*A9==*A,*B \/9-,7*/*>:=,>+:.=@>7*B .S_9:B*=<E9c<*,

<=?(&()?a7*<A,@c@,S9\Y.8V<W<@;>,0N./9-9N&NA7=9/9+/9+<;*F<>A:,9\\<;B =<.*=*B?

烷%Y<BV对氯代环己烷没有脱卤活性& 同时%LN"

也不能在多取代的卤代底物中生长& 有趣的是%
Y<BV对 D 种多取代卤代底物有着明显的酶活& 实
验发现%在加入了多卤代底物的天然海水培养基中%
LN" 菌不能存活& 推测多取代卤代底物对 LN" 菌毒
性较强&

LN" 菌可以降解 &N氯十六烷%但 Y<BV对其没有
脱卤活性& 因此%推测可能有其他酶来负责 LN" 对
长链 卤 代 底 物 的 降 解& ?3(2("("";4’3(2("3’(;4
342̂L&D1(# 降解小的卤代底物!4&1及以下"主要
是通过 ZTY!Y7<V"攻击其卤代末端来开始的%而
它降解长链卤代烷烃!4&0及以上"则起始于加氧酶

对底物的非卤代末端的攻击 (() & LN" 菌的基因组中

含有 # 个烷烃羟化酶%能够对 4"N4D(链长范围内的

烷烃进行末端加氧 (0") %它们可能在长链卤代烷烃降
解中起着重要作用&

前期研究发现%LN" 菌不能利用正丙烷和正丁
烷等进行生长 (&%) %其烷烃羟化酶系统也不能对 4D’

4# 链长的底物进行末端加氧
(0") & 本文发现%LN" 菌

能够在 &N碘丙烷’&N氯丁烷’&N溴丁烷和 &N碘丁烷中
生长& 在某些含 ZTY的细菌中%小分子的卤代底物
的降解途径是先由 ZTY将其催化脱卤转化成对应
的醇%然后被依次氧化成醛和酸%最终通过 !氧化

彻底代谢 ((NH) & 所以%LN" 降解上述小分子卤代底物
应该是从脱卤开始的& 然而%Y<BV对这些底物没有
脱卤活性%我们推测 LN" 应该还含有 Y<BV以外的
脱卤酶对 &N碘丙烷’&N氯丁烷’&N溴丁烷和 &N碘丁烷
进行脱卤&

尽管 Y<BV具有典型的 ZTYN22亚家族的催化
五联体%但是从图 & 中可以看出%Y<BV相对独立于
目前定义的 ZTYN22亚家族%可能代表了一个新的系
统发育分支%这也可能是 Y<BV底物范围较窄的原
因& 根据序列相似性和系统发育树可以看出%
Y<BV’Y/.V和 Y-.4是 01 个 ZTY>中相似性最差
的 D 个酶%与其他 ZTY>的相似性都低于 #1‘%而
Y/.V和 Y-.4也分别代表了一个相对独立的系统
发育分支 (&#) & 异源表达的 Y<BV容易发生聚集&
已鉴定的 ZTY中%Y/.V’Y-.4也表现出类似的易
聚集的现象%这 0 个酶的酶活比其他典型 ZTY要低
上大约两个数量级 (&&) & _9:B*=<E9c<等发现疏水性
带来的不稳定很可能是导致 Y/.V和 Y-.4酶活较
低的原因 (&() &

综上%菌株 LN" 能够对 4DN4&H链长范围内的多
种卤代烷烃进行脱卤%可能在卤代脂肪族污染物的
生物降解方面具有较好的应用潜力& 由于 Y<BV仅
对少数短链卤代烃具有脱卤活性%LN" 菌对长链卤
代烃的降解可能是由其他酶介导的&

1%1&
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