
Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐａｐｅｒ　 　 研究报告
微生物学报 Ａｃｔａ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａ
５５(７):８５１ － ８６２ꎻ ４ Ｊｕｌｙ ２０１５
ＩＳＳＮ ０００１ － ６２０９ꎻ ＣＮ １１ － １９９５ / Ｑ
ｈｔｔｐ: / / ｊｏｕｒｎａｌｓ. ｉｍ. ａｃ. ｃｎ / ａｃｔａｍｉｃｒｏｃｎ
ｄｏｉ: １０􀆰 １３３４３ / ｊ. ｃｎｋｉ. ｗｓｘｂ. ２０１４０５２２

基金项目:国家自然科学基金(３０８００３０)ꎻ山西省自然科学基金(２０１４０１１０３０￣３)
作者简介:杨秀清(１９７５ － )ꎬ男ꎬ山西代县人ꎬ副教授ꎬ主要从事微生物生物转化与生物催化方面的研究工作ꎮ Ｔｅｌ / Ｆａｘ: ＋ ８６￣３５１￣
７０１０２１５ꎻＥ￣ｍａｉｌ: ｘｉｕｑｙａｎｇ＠ｓｘｕ. ｅｄｕ. ｃｎ
收稿日期:２０１４￣１１￣０３ꎻ修回日期:２０１４￣１１￣２８

联苯培养条件下红球菌 Ｒ０４ 转录表达和苯甲酸代谢途径解析

杨秀清ꎬ席婧雯
山西大学生物技术研究所ꎬ化学生物学与分子工程教育部重点实验室ꎬ山西 太原　 ０３０００６

摘要:【目的】 研究不同碳源ꎬ特别是联苯条件下红球菌的细胞转录应答ꎬ以挖掘与多氯联苯(ＰＣＢｓ)转运、代
谢及其调控相关的基因ꎬ为进一步全面理解 ＰＣＢ 微生物降解的分子机制奠定基础ꎮ 【方法】 以一株多氯联

苯降解菌红球菌(Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ ｓｐ. Ｒ０４)为材料ꎬ分别提取不同碳源(乙醇、葡萄糖和联苯)培养条件下菌体的

总 ＲＮＡꎬ反转录合成 ｃＤＮＡꎮ 采用高通量测序法分别对这三种样品进行转录组测序ꎬ分析测序数据得出全基

因组表达模式ꎬ并对不同条件下的基因表达进行差示分析ꎬ进而对联苯代谢网络和红球菌中其他基因的转录

调节和代谢应答反应做出相关性分析ꎮ Ｑ￣ＲＴ￣ＰＣＲ 分析不同碳源培养条件下的基因表达情况ꎮ 【结果】 测

序结果表明ꎬ与葡萄糖和乙醇相比ꎬ联苯培养条件下明显上调( ｌｏｇ２ Ｒａｔｉｏ≧１)基因个数分别为 ３７５ 和 ３３２
个ꎮ 与葡萄糖相比ꎬ联苯培养条件下ꎬ相关基因上调表达量与 Ｑ￣ＲＴ￣ＰＣＲ 实验结果基本一致ꎮ 功能分类获得

细胞组分、分子功能和生物学过程三大类别 １６０ 多个细小分支的差示表达基因ꎬ部分基因参与联苯代谢转录

调控、联苯转运、抗氧化应激反应以及信号传导通路系统等多种生理过程ꎮ 参与联苯上游代谢途径的众多同

工酶基因中ꎬ只有 ｂｐｈＣ２ 和 ｂｐｈＤ１ 在联苯中大量上调表达ꎬ其余同工酶在联苯中基本量不变或下调表达ꎮ 转

录组注释及差示分析推测ꎬ红球菌 Ｒ０４ 中苯甲酸的代谢主要是通过儿茶酚邻位途径、间位途径以及原儿茶

酸途径三条代谢途径完成ꎮ 【结论】 与葡萄糖和乙醇相比ꎬ红球菌 Ｒ０４ 在联苯培养条件下基因表达差异明

显ꎬ这为我们进一步解析多氯联苯代谢特征和代谢调控提供理论依据ꎮ
关键词:联苯代谢ꎬ苯甲酸代谢ꎬ转录应答ꎬ相关性分析
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　 　 多氯联苯(ＰＣＢｓ)的生物降解一直是关注的热

点ꎬ绝大多数好氧微生物以共代谢过程通过联苯降

解通路代谢 ＰＣＢｓ[１]ꎮ 联苯 / ＰＣＢ 生物降解的代谢动

力学和代谢机理已被人们熟知ꎬ但联苯 / ＰＣＢ 胁迫

下ꎬ微生物相关细胞生理调节反应和联苯通路可能

存在的辅助机制信息却很少ꎮ 常规研究方法不能全

面地对整个代谢网络应答作出分析ꎬ而转录组研究

能够突破常规方法的局限性ꎬ从整体水平研究基因

功能和基因结构ꎬ从而推及整个代谢网络ꎬ不仅能够

揭示特定生物学过程的分子机理ꎬ还能直观监测整

个细胞代谢特征ꎮ
红球菌 Ｒ０４ 能够利用联苯为唯一碳源生长并
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能通过共代谢降解 ＰＣＢｓ[２]ꎬ在联苯上游代谢途径

中ꎬ该菌通过联苯双加氧酶、二氢二羟基联苯双加氧

酶、羟基联苯双加氧酶和联苯水解酶将联苯 / ＰＣＢ 代

谢为苯甲酸或是氯代苯甲酸ꎮ 由于氯代苯甲酸同样

为环境污染物ꎬ因此红球菌 Ｒ０４ 对氯代苯甲酸代谢

途径的研究也关系到多氯联苯能否被彻底降解ꎮ 本

课题以前的研究发现ꎬ该菌与其它联苯降解菌中的

联苯代谢基因簇结构均不相同ꎬ属于第四类多氯联

苯代谢基因簇[３]ꎮ 且对该菌株基因组测序发现这

个新型的基因簇位于一个大的转座子内部ꎬ其调控

基因也与已知降解菌类不同[３ － ４]ꎮ 此外ꎬ测序表明

在红球菌 Ｒ０４ 中存在多种代谢同工酶ꎬ其中参与联

苯代谢的 ２ꎬ３￣二羟基联苯 １ꎬ２￣双加氧酶含 ８ 个同工

酶ꎬＨＯＰＤＡ 水解酶含 ３ 个同工酶[４]ꎬ这些同工酶对

多氯联苯代谢调控的作用未知ꎮ 令人感兴趣的是ꎬ
我们在红球菌 Ｒ０４ 中发现了气囊蛋白基因簇ꎬ然
而ꎬ气囊蛋白基因在放线菌中的功能至今也没有被

认识[５]ꎮ
为了探究这种新型联苯降解菌的转录调控机制

和代谢状况ꎬ如在联苯压力下的各种同工酶的作用、
抗氧化应激反应应答、细胞分裂状况、胞内信号传导

及气囊蛋白的合成调节等应激过程ꎬ本实验对 Ｒ０４ 菌

株在以葡萄糖、乙醇和联苯为单一碳源条件下转录组

进行测序ꎬ并对表达差异基因进行分析ꎮ 我们锁定了

红球菌 Ｒ０４ 中 ２４ 个参与联苯和苯甲酸代谢途径的基

因ꎬ根据这些基因在 ３ 种碳源条件下的差异表达数

据ꎬ我们能够直观了解联苯通路上下游基因及同工酶

基因的表达状况ꎬ并对 Ｒ０４ 中苯甲酸的多条代谢途径

进行推测ꎬ同时为联苯胁迫下菌体的一些形态及生理

生化反应提供基因表达和转录调节证据ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 细胞培养及收集

１􀆰 １􀆰 １　 菌株来源:实验所用红球菌 Ｒ０４ 由本实验

室保存ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 培养基:ＬＢ 培养基:１０ ｇ 胰蛋白胨ꎬ５ ｇ 酵母

膏ꎬ５ ｇ ＮａＣｌꎬ加水定容至 １ Ｌꎮ 基础矿物培养基:
２􀆰 ９３ ｇ ＫＨ２ＰＯ４ꎬ ５􀆰 ８７ ｇ Ｋ２ＨＰＯ４ꎬ ０􀆰 ３ ｇ ＭｇＳＯ４􀅰
７Ｈ２Ｏꎬ ０􀆰 ０１ ｇ ＦｅＳＯ４ 􀅰７Ｈ２Ｏꎬ ０􀆰 １ ｇ ＮａＣｌꎬ ５ ｇ
(ＮＨ４) ２ＳＯ４ꎬ０􀆰 ００６ ｇ ＮｉＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏꎬ０􀆰 ０３ ｇ ＣａＣｌ２ꎬ微
量元素盐溶液 ２００ μＬꎬ加水定容至 １ Ｌꎮ 微量元素

盐溶液:０􀆰 １８ ｇ Ｎａ３ ￣Ｃｉｔｒａｔｅ􀅰２Ｈ２Ｏꎬ０􀆰 ０３４ ｇ ＦｅＳＯ４􀅰
７Ｈ２Ｏꎬ０􀆰 ００５ ｇ ＣｏＣｌ２􀅰６Ｈ２Ｏꎬ ０􀆰 ００５ ｇ Ｎａ２ＭｏＯ４􀅰
２Ｈ２Ｏꎬ０􀆰 ００４ ｇ ＣｕＳＯ４􀅰５Ｈ２Ｏꎬ０􀆰 ００２ ｇ ＭｎＣｌ２􀅰４Ｈ２Ｏꎬ
０􀆰 ００３ ｇ ＺｎＣｌ２ꎬ ０􀆰 ００２ ｇ Ｈ３ＢＯ３ꎬ加水定容至 １ Ｌꎮ
１􀆰 １􀆰 ３　 静息细胞的制备及菌体收集:接种红球菌

Ｒ０４ 至 ５０ ｍＬ 的 ＬＢ 培养基中ꎬ３０℃、２００ ｒ / ｍｉｎ 振荡

培养ꎬ待菌体浓度达到 ＯＤ６００值为 １􀆰 ０ 时ꎬ６０００ ｒ / ｍｉｎ
离心 １０ ｍｉｎ 收集菌体ꎬ 用 ３０ ｍＬ 磷酸缓冲液

(２０ ｍｍｏｌ / ＬꎬｐＨ ８􀆰 ０)洗涤 ２ 次ꎬ以 ５ ｍＬ 上述缓冲

液重新悬浮菌体ꎬ菌悬液室温放置 ２ － ３ ｈꎮ 分别将

１ ｍＬ 上述菌悬液加入到含有 ０􀆰 １％ 联苯和含有

０􀆰 ２％葡萄糖的 ５０ ｍＬ 基础盐培养基中ꎬ３０℃、２００
ｒ / ｍｉｎ 振荡培养ꎬ至培养基中菌体浓度达到 ＯＤ６００值

为 １􀆰 ０ 时ꎬ８０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ 收集菌体ꎬ备用ꎮ
１􀆰 ２　 总 ＲＮＡ 的提取及 ｃＤＮＡ 的合成

将收集到的菌体在液氮中研磨 ５ － １０ ｍｉｎꎬ加入

１ ｍＬ Ｔｒｉｚｏｌ (购自日本 ＴａＫａＲａ 公司)ꎬ室温静置

１０ ｍｉｎꎻ加入 ０􀆰 ２ ｍＬ 氯仿ꎬ剧烈振荡 ３０ ｓ 至样品乳

化ꎬ室温静置 ３ ｍｉｎꎻ４℃、１２０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎꎬ
将上层无色水相转移到新管中ꎬ加入等体积异丙醇

上下颠倒混匀沉淀水相中的 ＲＮＡꎬ室温放置１５ ｍｉｎꎻ
４℃、１２０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎬ弃上清ꎬ用 ７５％ 乙醇

洗涤 ＲＮＡ 沉淀ꎬ４℃、１２０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎꎬ弃上

清ꎻ室温放置干燥 ＲＮＡ 沉淀ꎬ加入 ３０ μＬ ＲＮａｓｅ￣ｆｒｅｅ
ｗａｔｅｒ 溶 解 ＲＮＡꎬ 用 １􀆰 ０％ 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 和

Ｎａｎｏｄｒｏｐ ２０００(购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司)检测总 ＲＮＡ
完整性和纯度质量ꎮ

将上述 ＲＮＡ 溶液加入无 ＲＮａｓｅ 的 ＤＮａｓｅ Ｉ 去

除基因组 ＤＮＡꎬ用外反转录试剂盒 ( ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ

ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ ｗｉｔｈ ｇＤＮＡ ＥｒａｓｅｒꎬＴａＫａＲａ 公司)合成

ｃＤＮＡꎮ 取上述 ｃＤＮＡ 溶液 ２ μＬ 用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ ２０００
测定样品的浓度及纯度(Ａ２６０ / Ａ２８０的比值)ꎮ 反转录

出的 ｃＤＮＡ 用 ＲＮａｓｅ￣ｆｒｅｅ ｗａｔｅｒ 稀释至所需浓度ꎬ
－ ２０℃冻存备用ꎮ
１􀆰 ３　 转录组测序分析

１􀆰 ３􀆰 １　 转录组测序:分别以葡萄糖、乙醇和联苯为

唯一碳源条件下培养红球菌 Ｒ０４ꎬ生长至对数前期

时提取各样品总 ＲＮＡꎬ以 ｍＲＮＡ 为模板ꎬ用六碱基

随机引物( ｒａｎｄｏｍ ｈｅｘａｍｅｒｓ)合成第一条 ｃＤＮＡ 链ꎬ
加入缓冲液、ｄＮＴＰｓ、ＲＮａｓｅ Ｈ 和 ＤＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ Ｉ
合成第二条 ｃＤＮＡ 链ꎬ然后用琼脂糖凝胶电泳进行

片段大小选择ꎬ最后进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ建好的测序文

２５８
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库用 ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉＳｅｑＴＭ ２０００ 进行测序ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 转录组测序数据分析:测序得到的原始图像

数据经 ｂａｓｅ ｃａｌｌｉｎｇ 转化为原始序列数据 ｒａｗ ｄａｔａꎬ
对原始数据质量评估和可信度分析ꎬ去除测序过程

中低质量的序列以及杂质数据后得到 Ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓꎬ
运用短 ｒｅａｄｓ 比对软件 ＳＯＡＰａｌｉｇｎｅｒ / ｓｏａｐ２ 将 ｃｌｅａｎ
ｒｅａｄｓ 分别比对到参考基因组和参考基因序列后统

计出比对结果ꎮ 在对基因表达注释后得出基因覆盖

度、基因表达量和基因功能注释信息ꎬ进而基因的差

异表达分析[６]ꎬ差异表达分析主要包括差异基因表

达模式聚类分析ꎬＧｅｎｅ Ｏｎｔｏｌｏｇｙ (ＧＯ)功能分析和

Ｋｙｏｔｏ Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ Ｇｅｎｅｓ ａｎｄ Ｇｅｎｏｍｅｓ ( ＫＥＧＧ)
Ｐａｔｈｗａｙ 分析ꎮ

基因表达量的计算使用 ＲＰＫＭ 法(Ｒｅａｄｓ Ｐｅｒ
Ｋｂ ｐｅｒ Ｍｉｌｌｉｏｎ ｒｅａｄｓ) [７]ꎬ按公式(１)计算ꎮ

ＲＰＫＭ ＝ １０６Ｃ
ＮＬ / １０３ 公式(１)

设 ＲＰＫＭ(Ａ)为基因 Ａ 的表达量ꎬ则 Ｃ 为唯一比对

到基因 Ａ 的 ｒｅａｄｓ 数ꎬＮ 为唯一比对到参考基因的

总 ｒｅａｄｓ 数ꎬＬ 为基因 Ａ 编码区的碱基数ꎮ ＲＰＫＭ 法

能消除基因长度和测序量差异对计算基因表达的影

响ꎬ计算得到的基因表达量可直接用于比较不同样

品间的基因表达差异ꎮ 本实验中转录组测序部分和

测序结果分析部分由深圳华大基因科技服务有限公

司完成ꎮ
１􀆰 ４　 Ｑ￣ＲＴ￣ＰＣＲ 分析

１􀆰 ４􀆰 １　 引物的合成:基于 Ｒ０４ 基因组序列设计实

时荧光定量分析的引物[４]ꎬ运用引物设计软件

Ｐｒｉｍｅｒ ５􀆰 ０ 设计目标基因和内参 １６Ｓ ｒＲＮＡ 的引物

序列ꎮ (引物序列及扩增产物长度列见表 １)ꎬ引物

由上海生工生物技术有限公司合成ꎬ用 ｄｄＨ２Ｏ 稀释

至终浓度 ２０ μｍｏｌꎬ － ２０℃冻存备用ꎮ
１􀆰 ４􀆰 ２　 实时荧光 ＰＣＲ 分析:本实验所用实时荧光

ＰＣＲ 仪为 ＡＢＩ ７９００ＨＴ (Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓꎬ Ｆｏｓｔｅｒ
Ｃｉｔｙꎬ ＣＡ)ꎬ本实验所用 ＱｕａｎｔｉＦａｓｔ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ
Ｋｉｔ 购自德国 ＱＩＡＧＥＮ 公司ꎮ 实时荧光 ＰＣＲ 扩增反

应体系依照试剂说明书进行ꎬ每个样品设制 ３ 组平

行试验ꎮ 利用两步法 ＰＣＲ 进行扩增ꎬ程序为:９５℃
５ ｍｉｎꎬ９５℃ １０ ｓꎬ６０℃ ３０ ｓꎬ设制 ４０ 个循环ꎮ
１􀆰 ４􀆰 ３　 数据分析:对各组样本的溶解曲线进行监

测ꎬ获得到达阈值时的循环数 Ｃ ｔ 值(每个反应管内

的荧光信号到达设定的域值时所经历的循环数)ꎬ

并运用 Ｃ ｔ 值定量比较ꎬ即 ΔΔＣ ｔ 法分析两种样品的

表达差异ꎮ 以上数据均通过软件 ＳｔｅｐＯｎｅ Ｓｏｆｔｗａｒｅ
ｖ２􀆰 ２(Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ)分析得出ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ ｓｐ. Ｒ０４ 转录组测序研究概述

２􀆰 １􀆰 １　 基因的差异表达:通过转录组测序分析获得

了 ３ 种碳源条件下的基因差异表达ꎬ图 １ 显示了 ３
种不同碳源环境下基因两两比对的差异表达数量

(ｌｏｇ２ Ｒａｔｉｏ≧１)ꎮ 根据 ＧＯ 功能分类注释分析可将

转录 组 测 序 的 得 到 的 Ｕｎｉｇｅｎｅ 分 为 细 胞 组 分

(ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ)、分子功能(ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ)
和生物学过程(ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ)三大类别ꎬ每一大

类又可分为若干分支ꎬ我们将 ＧＯ 功能分类与基因

表达差异相结合ꎬ得出每个类别甚至是每个细小分

支的差异表达状况ꎬ有助于我们对基因的整体表达

模式进行宏观分析[８]ꎮ 以联苯和葡萄糖为例ꎬ我们

根据 ＧＯ 给出的分类信息并结合本实验研究需要将

部分类别下的所有差异表达基因进行了整理(图
２)ꎬ在对上述转录组归类整理后我们能够获得某一

生物过程或某一结构成分所有相关基因的整体表达

水平ꎮ
(１)抗氧化酶类的差异表达:在研究中发现ꎬ

两种含锰的过氧化氢酶在联苯压力下高效上调表

达ꎬ上调倍数分别高达 １９３ 倍、７６ 倍ꎬ这两种过氧

化氢酶是参与应对机体氧化应激反应的重要抗氧

化酶类[９] ꎮ 氧化应激是机体在遭受有害刺激时体

内活性氧自由基(ＲＯＳ)和活性氮自由基(ＲＮＳ)过

多累积ꎬ导致抗氧化系统受损从而对细胞产生多

种毒性作用的病理状态ꎮ 过氧化氢酶能不断清除

体内生成的过氧化氢(Ｈ２Ｏ２)和过氧化物ꎬ阻止它

们进一步产生氧化性质更强的羟自由基ꎮ 而另一

种重要抗氧化化合物超氧化物歧化酶( ＳＯＤ)能够

通过歧化反应催化超氧化物转化为氧气和过氧化

氢ꎬ是生物体内清除自由基的首要物质[９] ꎮ 测序

结果表明其在联苯中上调表达 ９􀆰 ４ 倍ꎬ而在实时

荧光 ＰＣＲ 实验结果显示其上调倍数高达 ３２􀆰 ９ 倍ꎮ
以上结果说明在联苯毒性作用下红球菌体内产生

了过多的 ＲＯＳ 和 ＲＮＳꎬ致使氧化系统和抗氧化系

统失衡ꎬ诱导抗氧化酶类高效表达ꎬ从而增强机体

的抗氧化防御功能ꎮ

３５８



Ｘｉｕｑｉｎｇ Ｙａｎｇ ｅｔ ａｌ. / Ａｃｔａ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａ(２０１５)５５(７)

表 １. ＲＴ￣ＰＣＲ 所需引物

Ｔａｂｌｅ １. Ｐｒｉｍｅｒｓ ｉｎ ＲＴ￣ＰＣＲ
ＯＲＦ Ｐｒｉｍｅｒ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′→３′) Ａｍｐｌｉｃｏｎ ｌｅｎｇｔｈ / ｂｐ Ｄｉｒｅｃｔｉｏｎ
１６Ｓ ｒＲＮＡ ＣＡＣＡＣＴＧＧＧＡＣＴＧＡＧＡＣＡＣＧ ２０５ ｆｏｒｗａｒｄ

ＴＣＴＣＣＣＡＣＴＡＣＣＧＴＣＡＣＴＴＧ ｒｅｖｅｒｓｅ
５２２７ ＡＣＡＴＣＧＡＣＧＡＴＧＧＣＴＴＣＣ ２０７ ｆｏｒｗａｒｄ

ＴＣＡＧＧＡＣＧＡＣＧＧＴＧＡＣＡＴ ｒｅｖｅｒｓｅ
５８０８ ＣＴＣＣＡＣＴＧＧＣＡＧＡＧＡＴＣＡＴＧ ２１８ ｆｏｒｗａｒｄ

ＣＣＧＴＣＣＧＴＴＧＡＧＧＡＴＧＴＡＡＴ ｒｅｖｅｒｓｅ
９０７３ ＧＧＴＧＡＡＧＡＡＧＴＴＧＣＡＧＧＡＴ ２２３ ｆｏｒｗａｒｄ

ＴＴＧＴＧＧＡＡＣＡＧＴＴＣＧＧＡＡＴ ｒｅｖｅｒｓｅ
５８１１ ＧＡＡＣＴＧＴＧＣＧＧＴＧＡＡＧＴＣ １９６ ｆｏｒｗａｒｄ

ＣＧＡＡＣＣＡＧＧＣＴＧＴＣＴＧＡＴ ｒｅｖｅｒｓｅ
７６５８ ＡＴＧＣＴＣＣＧＡＡＴＧＴＴＧＴＧ ２１１ ｆｏｒｗａｒｄ

ＣＧＣＴＴＣＣＧＡＧＡＴＧＡＡＣＴ ｒｅｖｅｒｓｅ
５８０６ ＣＧＡＧＴＧＧＴＡＣＧＡＧＡＴＣＡＣ １８７ ｆｏｒｗａｒｄ

ＡＡＣＧＧＡＣＣＴＴＧＴＴＧＴＡＧＣ ｒｅｖｅｒｓｅ
９０２５ ＣＣＡＧＡＣＣＡＴＣＧＡＧＣＡＴＴＣ ２２１ ｆｏｒｗａｒｄ

ＡＧＧＣＧＴＡＡＴＴＧＧＡＣＡＧＧＡＣ ｒｅｖｅｒｓｅ
９０７６ ＡＴＧＴＴＴＣＧＴＣＡＣＡＣＡＧＡＣＣ ２０３ ｆｏｒｗａｒｄ

ＴＣＡＧＧＧＡＧＴＣＴＣＧＧＧＧＴＣＧ ｒｅｖｅｒｓｅ
７２０４ ＣＧＧＴＧＡＡＧＧＴＣＧＴＧＴＧＡＴ １９０ ｆｏｒｗａｒｄ

ＣＧＴＧＣＧＧＴＡＧＴＧＧＡＴＣＴＴ ｒｅｖｅｒｓｅ
７６７１ ＧＧＣＧＡＴＴＡＣＡＡＣＣＧＡＣＡＴ １８７ ｆｏｒｗａｒｄ

ＡＣＣＧＡＡＣＡＴＣＡＴＴＧＡＣＣＡＴ ｒｅｖｅｒｓｅ
７６６１ ＣＧＣＴＣＧＴＴＣＴＧＣＴＣＣＡＣ １８３ ｆｏｒｗａｒｄ

ＣＧＣＴＣＧＴＴＣＴＧＣＴＣＣＡＣ ｒｅｖｅｒｓｅ
７６６８ ＡＴＧＧＣＴＴＣＧＧＡＴＴＣＡＡＧ ２０５ ｆｏｒｗａｒｄ

ＣＡＴＡＣＡＣＡＧＧＴＣＧＴＡＧ ｒｅｖｅｒｓｅ
０７３７ ＣＧＡＧＧＡＣＴＧＧＣＡＧＣＡＣＡＴ １９１ ｆｏｒｗａｒｄ

ＡＴＧＧＣＧＧＴＧＴＣＧＧＴＧＧＡＡＣ ｒｅｖｅｒｓｅ
７３３３ ＣＣＧＡＴＣＣＣＧＡＡＴＣＣＧＴＧＧ ２０７ ｆｏｒｗａｒｄ

ＧＧＴＧＡＧＣＣＣＧＡＡＡＴＧＧ ｒｅｖｅｒｓｅ
７３３４ ＡＴＣＧＧＴＧＧＡＣＧＡＧＧＡＡＣ １９０ ｆｏｒｗａｒｄ

ＡＴＧＧＧＧＡＡＣＧＧＧＧＡＣＧ ｒｅｖｅｒｓｅ
７３３５ ＡＧＧＡＣＣＴＧＧＡＣＴＧＧＣＴＧＧ ２１０ ｆｏｒｗａｒｄ

ＣＧＡＡＣＧＣＣＴＴＧＡＣＣＣＣＣＣ ｒｅｖｅｒｓｅ
７３３６ ＧＣＡＧＣＣＣＴＡＣＧＧＧＧＧＴＧＧＡＧ ２１６ ｆｏｒｗａｒｄ

ＧＣＣＴＴＧＣＴＣＧＴＣＡＡＣＣＡＣ ｒｅｖｅｒｓｅ
７３３７ ＣＣＣＴＣＡＣＡＣＡＴＣＴＧＡＡＧ １７５ ｆｏｒｗａｒｄ

ＧＡＧＣＡＧＡＴＣＡＣＣＧＴＣＣＡＧ ｒｅｖｅｒｓｅ
７３３８ ＣＧＧＡＡＧＧＧＧＴＧＧＧＣＡＡＴＣ １８６ ｆｏｒｗａｒｄ

ＧＡＣＧＧＣＡＣＣＧＡＡＴＣＴＣＡＧ ｒｅｖｅｒｓｅ
７３３９ ＧＴＣＴＧＣＴＧＡＣＣＴＣＣＣＴＧＣ １７８ ｆｏｒｗａｒｄ

ＧＣＣＴＣＧＴＣＣＴＴＣＴＣＣＴＣＧＧ ｒｅｖｅｒｓｅ
７３４０ ＴＡＣＡＧＣＣＡＣＴＡＣＧＣＣＡＣＣ ２０４ ｆｏｒｗａｒｄ

ＡＣＧＣＣＴＧＧＡＧＧＧＡＧＡＣＧＧ ｒｅｖｅｒｓｅ
８４３８ ＧＴＣＧＧＧＡＣＴＣＧＣＣＡＣＧＴＣＧＡＡＴＣ ２１１ ｆｏｒｗａｒｄ

ＣＧＣＣＧＣＣＧＴＧＧＡＧＧＴＧＣＴＣＧＡＣ ｒｅｖｅｒｓｅ
７４３２ ＡＴＧＣＣＧＡＴＣＴＡＣＣＧＣＴＴＣ １７４ Ｆｏｒｗａｒｄ

ＧＣＴＴＧＴＴＧＣＣＧＴＴＧＡＴＧＡＴ Ｒｅｖｅｒｓｅ
７６６９ ＣＧＧＧＴＴＣＴＴＴＣＧＧＴＴＧＣ ２０７ Ｆｏｒｗａｒｄ

ＴＧＧＧＡＧＧＧＴＣＣＡＣＡＴＣＴ Ｒｅｖｅｒｓｅ
７６６６ ＣＧＴＧＧＴＡＧＧＧＧＣＡＣＴＴＧＡＡＧ １９９ Ｆｏｒｗａｒｄ

ＣＣＡＡＴＡＣＣＴＧＧＣＴＧＴＴＴＣＴＣ Ｒｅｖｅｒｓｅ
７４４０ ＡＧＴＴＣＧＧＧＣＡＧＣＣＴＣＴＧ ２１６ Ｆｏｒｗａｒｄ

ＡＧＴＴＣＴＣＣＴＧＴＧＣＧＧＴＧＧ Ｒｅｖｅｒｓｅ
７４４１ ＧＡＣＣＴＧＣＴＣＡＴＣＡＡＧＡＴＣ ２０７ Ｆｏｒｗａｒｄ

ＧＧＡＣＣＴＴＣＴＣＧＴＴＧＴＡＣＴＣ Ｒｅｖｅｒｓｅ
７４４３ ＧＡＡＣＧＡＧＡＣＣＡＣＧＣＡＧＡＴ １８８ Ｆｏｒｗａｒｄ

ＴＧＣＡＧＣＣＣＧＡＡＣＡＧＡＴ Ｒｅｖｅｒｓｅ
７３９３ ＧＣＣＣＴＣＡＴＣＡＧＴＣＡＡＣＧ ２１４ Ｆｏｒｗａｒｄ

ＧＡＡＣＧＧＣＡＧＧＡＣＣＡＴＣＴ Ｒｅｖｅｒｓｅ
３７７０ ＡＧＴＣＣＡＧＣＡＡＣＧＡＧＡＣＣＡＡＧ ２２１ Ｆｏｒｗａｒｄ

ＧＴＴＣＧＧＡＴＡＣＡＧＧＣＡＣＡＧＧ Ｒｅｖｅｒｓｅ

４５８
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图 １. 基因在三种不同碳源下差异表达数量

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃａｒｂｏｎ ｓｏｕｒｃｅ.

　 　 (２)细胞分裂相关蛋白的差异表达:在培养过

程中观察到与葡萄糖和乙醇相比红球菌 ＲＯ４ 在联

苯中生长明显滞后ꎬ其对数期延长且细胞生长至稳

图 ２.基因在联苯和葡萄糖培养条件下的差异表达

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ ｓｐ. Ｒ０４ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ｇｌｕｃｏｓｅ ａｎｄ ｂｉｐｈｅｎｙｌ ａｓ ｃａｒｂｏｎ ｓｏｕｒｃｅ.

定期时的细胞生物量较少(数据未发表)ꎬ而 Ｐａｒｎｅｌｌ
等在研究联苯对伯克氏菌 ＬＢ４００ 细胞形态的影响

时也发现ꎬ联苯可以减小菌体的生物表面积ꎬ且在透

射电镜扫描下发现了细胞膜内外膜分离现象[１]ꎮ
基于以上生理现象本课题分析了细胞分裂相关蛋白

的转录量ꎬ发现除了 ＦｔｓＨ 微弱上调(约 １􀆰 ３ 倍)之

外ꎬ其余 ＦｔｓＡ、ＦｔｓＢ、ＦｔｓＩ、ＦｔｓＱ、ＦｔｓＷ 等蛋白全部下

调表达ꎬ除此之外还有部分分裂活动有关的基因同

样表达下调ꎬ其中包括一个已知的细胞分裂启动蛋

白和两个与细胞分裂中运输相关的 ＡＴＰ 结合酶等ꎮ
这表明红球菌的生长分裂活动受到了联苯或者其代

谢中间产物的抑制ꎬ导致生物量的缓慢积累ꎮ
(３)双组分调节系统的差异表达:细菌利用双

组分调节系统应对环境的变化ꎬ它们将外界刺激信

号传入菌体内ꎬ通过磷酸化的方式启动反应调节蛋

白ꎬ作用于相关基因的转录及表达ꎬ也可对目的基因

的表达产物进行修饰[１０]ꎮ 为能进一步了解红球菌

在联苯刺激下的信号传导特性及转录调控应答模

式ꎮ 我们初步探究了红球菌在联苯刺激下的双组分

系统的转录应答状况ꎮ 通过转录组分析我们在红球

菌 ＲＯ４ 中共发现了 ３２ 个组氨酸蛋白激酶ꎬ其中有

２９ 个为双组分调节系统成员ꎬ在 １１ 个上调的组氨

酸蛋白激酶中有 ８ 个为 ＮａｒＬ 家族成员ꎬ其余 ２ 个为

ＯｍｐＲ 家族成员ꎬ１ 个 ＬｙｔＴ 家族成员ꎬ而在下调的 １８

５５８
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个组氨酸蛋白激酶中 ＯｍｐＲ 家族成员共 １１ 个ꎬ其余

ＮａｒＬ 家族成员 ５ 个ꎬＬｕｘＲ 和 ＣｉｔＢ 家族成员各 １ 个ꎻ
除此之外我们一共监测到 ３９ 个双组分调节系统中

的反应调节蛋白ꎬ与感应蛋白转录模式较为一致ꎬ在
９ 个上调基因中主要为 ＮａｒＬ 家族成员(７ 个)ꎬ而在

３０ 个下调基因当中也多为 ＯｍｐＲ 家族成员(１０ 个)
和 ＮａｒＬ 家族成员(１４ 个)ꎮ

(４)核糖体结合蛋白的差异表达:核糖体是细

胞中含量最多ꎬ也最为复杂的 ＲＮＡ￣蛋白复合体之

一ꎬ它除了负责细胞内蛋白质的合成以外ꎬ还与细胞

的生长、分化、细胞寿命、胚胎发育、癌症发生有

关[１１ － １２]ꎮ 核糖体蛋白质除了参与蛋白质的合成也

同样具有广泛的核糖体外功能ꎬ如独立于核糖体外

发挥调控基因转录、ｍＲＮＡ 翻译、细胞的增殖、分化

和凋亡等[１３￣１４]ꎮ 在本研究中我们发现ꎬ与葡萄糖和

乙醇相比在联苯中培养的红球菌核糖核蛋白复合物

全部下调表达ꎬ已确定的 ２５ 个核糖核蛋白复合物中

核糖体大亚基蛋白 Ｌ３３ 下调表达数千倍ꎬＬ３１ 和

Ｌ２８ 下调表达倍数也分别高达 ８３２ 和 ５４９ꎬ核糖体小

亚基蛋白 Ｓ１４ 下调 ２６ 倍ꎬ小亚基蛋白 Ｓ１８ 和 Ｓ２０ 也

下调表达数十倍ꎮ Ｄｅｎｅｆ 等在对伯克氏菌 ＬＢ４００ 在

联苯压力下全基因组代谢网络的研究中也发现核糖

核蛋白基因表达下调的现象[１]ꎮ
(５)气囊蛋白的差异表达:气囊蛋白是发现于

蓝藻和嗜盐古菌中的一类可组装成胞内气囊的蛋

白ꎬ其功能主要是为水生微生物提供浮力以保证其

获得生存所需的氧气和光照以帮助微生物度过不良

环境[１５￣１６]ꎮ 本实验室在对红球菌 Ｒ０４ 的基因组测

序中发现了含有 ８ 个气囊蛋白的基因簇ꎬ令人感兴

趣的是在联苯压力下气囊蛋白基因全部上调表达ꎬ
与葡萄糖相比 ｇｖｐＡ、 ｇｖｐＦ、 ｇｖｐＧ、 ｇｖｐＪ、 ｇｖｐＫ、 ｇｖｐＬ、
ｇｖｐＯ、ｇｖｐＳ 在联苯中分别上调 ９ 倍、９􀆰 ８ 倍、１５􀆰 ２ 倍、
１１􀆰 ４ 倍 ２􀆰 １ 倍、３􀆰 １ 倍、１３􀆰 ５ 倍和 ３􀆰 ９ 倍ꎮ 同样在实

时荧光试验结果中气囊蛋白均上调表达且检测出的

表达水平比测序结果略高ꎮ (以上基因的上调表达

倍数分别是 １３􀆰 ４、１５􀆰 ４、２２􀆰 ５、７、８􀆰 ７、３􀆰 ８、１７、４ 和

１３􀆰 １)ꎮ 基于气囊蛋白一般存在于浮游菌或是极端

环境古生菌等特性以及存在于红球菌中的转座子特

征ꎬ我们推测红球菌中的气囊蛋白基因簇是菌株在

长期进化过程中由于基因水平转移作用获得的[１７]ꎮ
然而红球菌作为一种土壤微生物并不需要生成气囊

以提供浮力ꎬ且其在抗逆(联苯)环境中高调表达说

明气囊蛋白还存在其他的生理功能ꎮ
２􀆰 １􀆰 ２　 Ｑ￣ＲＴ￣ＰＣＲ 实验结果:针对转录组测序结

果ꎬ我们选取了部分基因进行实时荧光定量 ＰＣＲ 实

验ꎬ这部分基因包括联苯通路上下游基因、苯甲酸代

谢相关基因、气囊蛋白合成基因、与氧化应激反应相

关的过氧化氢酶和超氧化物歧化酶基因、与细胞分裂

有关的 ＦｔｓＺ 蛋白基因以及其他一些氧化还原酶基因

等等ꎬ实验结果与转录组测序结果基本一致(见表

２)ꎬ但也有部分结果差异较大ꎬ例如 ＳＯＤ 基因在测序

中上调表达 ９􀆰 ４ 倍ꎬ在 Ｑ￣ＲＴ￣ＰＣＲ 实验中上调 ３２􀆰 ９
倍ꎻ一种含锰的过氧化氢酶在测序结果和荧光定量

ＰＣＲ 的上调表达倍数分别是 １８７􀆰 ４ 和 １１２􀆰 ９ꎻ一种转

座酶活性的蛋白在测序结果和荧光定量 ＰＣＲ 的上调表

达倍数分别是 ４􀆰 ３ 和 ２０􀆰 ５ꎻ而一种具有酰基辅酶 Ａ 脱

氢酶活性的蛋白在转录组测序中上调 ６􀆰 １４ 倍ꎬＱ￣ＲＴ￣
ＰＣＲ 结果则显示这种蛋白在联苯中下调约 １􀆰 ３ 倍ꎮ
２􀆰 ２　 红球菌 Ｒ０４ 在不同碳源条件下联苯代谢相关

基因的差异表达

２􀆰 ２􀆰 １　 位于同联苯代谢上游基因簇中联苯代谢基

因的差异表达:红球菌 Ｒ０４ 能够有效降解联苯及多

种芳香族化合物ꎬ并能降解多种多氯联苯ꎬ它通过联

苯代谢通路实现对 ＰＣＢｓ 的降解ꎬ联苯代谢通路及

相关基因见图 ３ꎬ联苯代谢途径中的联苯双加氧酶

对底物特异性选择及氧化是代谢的第一步ꎬ因而联

苯 ２ꎬ３￣双加氧酶的催化氧化能力直接影响菌株对

联苯及多氯联苯的降解作用ꎮ 联苯双加氧酶

(ＢｐｈＡ)由大小亚基和铁氧还蛋白及铁氧还蛋白还

原酶四部分构成ꎬ 这四部分由 ｂｐｈＡ１ｂｐｈＡ２ｂｐｈＡ３
ｂｐｈＡ４ 四个相邻基因编码[１８]ꎬ转录组测序结果表明ꎬ
与葡萄糖为碳源培养相比ꎬ联苯双加氧酶这四个基

因在联苯条件下上调表达量基本一致(上调表达率

分别为 ４􀆰 ３２、４􀆰 ４６、４􀆰 ６１ 和 ４􀆰 ９０)ꎮ 此外ꎬ与 ｂｐｈＡ 位

于同一基因簇中的 ２ꎬ３￣二氢二羟基联苯脱氢酶

(ｂｐｈＢ)、２ꎬ３￣二羟基联苯双加氧酶 ( ｂｐｈＣ２) 以及

ＨＯＰＤＡ 水解酶( ｂｐｈＤ１)上调表达率分别为 ３􀆰 ４８、
３􀆰 ９２ 和 ４􀆰 ７９ꎮ 联苯下游途径是将代谢中间物 ２￣羟
基￣２ꎬ４￣戊二烯(或其氯化衍生物)通过一系列酶的

作用降解为丙酮酸和乙醛ꎬ作用于戊二烯的这一系

列酶也位于同一基因簇中ꎬ其中 ２￣酮基￣４￣戊烯酸水

合酶(ｂｐｈＥ)以及乙醛脱氢酶( ｂｐｈＧ)上调倍率分别

高达 ６􀆰 ０６ 和 ５􀆰 ４０ꎬ而 ４￣羟基￣２￣氧代戊酸醛缩酶

(ｂｐｈＦ)上调表达率也高达 ４􀆰 １７ (图 ４)ꎮ

６５８
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表 ２. Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ ｓｐ. Ｒ０４ 在葡萄糖和联苯为碳源条件下部分基因的差异表达

Ｔａｂｌｅ ２. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ ｓｐ. Ｒ０４ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ｇｌｕｃｏｓｅ ａｎｄ ｂｉｐｈｅｎｙｌ ａｓ ｃａｒｂｏｎ ｓｏｕｒｃｅ

Ｇｅｎｅ ＩＤ Ｇｅｎｅ
ｎａｍｅ

Ｇｅｎｅ
ｐｒｏｄｕｃｔ

Ｇ￣ＲＰＫＭ ＢＰ￣ＲＰＫＭ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒａｔｉｏ(ＢＰ / Ｇ)
Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ
ｒｅｓｕｌｔｓ

ＲＴ￣ＰＣＲ
Ｒｅｓｕｌｔｓ

ＲＨＯＧＬ００５２２７ Ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ９３􀆰 ９３ １５２６􀆰 ５６ ４􀆰 ０２ ４􀆰 １９ ± ０􀆰 ０９
ＲＨＯＧＬ００５８０８ Ａｃｙｌ￣ＣｏＡ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ２７􀆰 ５６ １１２２􀆰 ４４ ５􀆰 ３５ ４􀆰 ９３ ± ０􀆰 １１
ＲＨＯＧＬ００７２０４ Ｃｕ / Ｚｎ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ ４４􀆰 ４３ ４１６􀆰 ６７ ３􀆰 ２３ ５􀆰 ０４ ± ０􀆰 １７
ＲＨＯＧＬ００９０２５ Ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ４５􀆰 ８０ ４２７􀆰 ３５ ３􀆰 ２２ ２􀆰 ５８ ± ０􀆰 ０７
ＲＨＯＧＬ００７６５８ Ｉｎｔｅｇｒａｓｅ ｃａｔａｌｙｔｉｃ ｒｅｇｉｏｎ １７８􀆰 ４３ ４９０２􀆰 ６２ ４􀆰 ７８ ５􀆰 ５７ ± ０􀆰 １２
ＲＨＯＧＬ００５８０６ ＭａｏＣ ｐｒｏｔｅｉｎ ３０􀆰 ４６ ５３５􀆰 ４５ ４􀆰 １４ ５􀆰 ８７ ± ０􀆰 １５
ＲＨＯＧＬ００８４３８ ｆｔｓＺ Ｃｅｌｌ ｄｉｖｉｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ＦｔｓＺ ９７０􀆰 ８６ ５６９􀆰 ０７ － ０􀆰 ７７ － １􀆰 ８５ ± ０􀆰 ０６
ＲＨＯＧＬ００９０７６ Ｍｎ￣ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｃａｔａｌａｓｅ ２􀆰 １１ ３９４􀆰 １０ ７􀆰 ５５ ６􀆰 ８２ ± ０􀆰 １４
ＲＨＯＧＬ００７６７１ ＩＳ１１０ ｆａｍｉｌｙ ｔｒａｎｓｐｏｓａｓｅ １０􀆰 ２９ ４３􀆰 ９６ ２􀆰 ０９ ４􀆰 ３６ ± ０􀆰 ０５
ＲＨＯＧＬ００７６６１ ｂｐｈＤ ２￣ｈｙｄｒｏｘｙ￣６￣ｏｘｏ￣６￣ｐｈｅｎｙｌｈｅｘａ￣２ꎬ４￣ｄｉｏｎｏａｔｅ

ｈｙｄｒｏｌａｓｅ
３７２􀆰 １０ １０２７８􀆰 ２１ ４􀆰 ７９ ５􀆰 ４８ ± ０􀆰 ０９

ＲＨＯＧＬ００７６６８ ｂｐｈＣ ２ꎬ３￣ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｂｉｐｈｅｎｙｌ ｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ １５２４􀆰 ７５ ２３０９０􀆰 ０７ ３􀆰 ９２ ３􀆰 １２ ± ０􀆰 １７
ＲＨＯＧＬ００７６６９ ｂｐｈＢ ２ꎬ３￣ｄｉｈｙｄｒｏｘｙ￣２ꎬ３￣ｄｉｈｙｄｒｏｐｈｅｎｙｌ ｐｒｏｐｉｏｎａｔｅ

ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ
２８２２􀆰 ４０ ３１５９９􀆰 ８８ ３􀆰 ４８ ２􀆰 ４５ ± ０􀆰 １４

ＲＨＯＧＬ００７６６６ ｂｐｈＡ１ Ｌａｒｇｅ ｔｅｒｍｉｎａｌ ｓｕｂｕｎｉｔ ｏｆ
ｐｈｅｎｙｌｐｒｏｐｉｏｎａｔｅｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ

１３７１􀆰 ５５ ２７３５８􀆰 ９０ ４􀆰 ３２ ４􀆰 ９６ ± ０􀆰 １２

ＲＨＯＧＬ００７４４０ ｂｐｈＥ ２￣ｋｅｔｏ￣４￣ｐｅｎｔｅｎｏａｔｅ ｈｙｄｒａｔａｓ ５􀆰 ６２ ３７４􀆰 ０１ ６􀆰 ０６ ６􀆰 ２６ ± ０􀆰 １７
ＲＨＯＧＬ００７４４１ ｂｐｈＧ ａｃｅｔａｌｄｅｈｙｄｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ １１􀆰 ９９ ５０５􀆰 ２０ ５􀆰 ４０ ４􀆰 ９３ ± ０􀆰 １２
ＲＨＯＧＬ００７４４３ ｂｐｈＦ ４￣ｈｙｄｒｏｘｙ￣２￣ｋｅｔｏｖａｌｅｒａｔｅ ａｌｄｏｌａｓｅ ８８􀆰 ６４ ３７０􀆰 ５６ ２􀆰 ０６ １􀆰 ７７ ± ０􀆰 ０８
ＲＨＯＧＬ００７３９３ ４￣ｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚｏａｔｅ￣３￣ｍｏｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ ８􀆰 ４１ １５０􀆰 ２２ ４􀆰 １６ ４􀆰 ７４ ± ０􀆰 １２
ＲＨＯＧＬ００３７７０ ｂｅｎＡ１ Ｂｅｎｚｏａｔｅ １ꎬ２￣ｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ ａｌｐｈａ ｓｕｂｕｎｉｔ ３１０􀆰 ８８ ６３７９􀆰 ７１ ４􀆰 ３４ ３􀆰 ５９ ± ０􀆰 ０６
ＲＨＯＧＬ０００７３７ ＤＨＢ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ３２􀆰 ８４ ５９􀆰 １０ ０􀆰 ８５ １􀆰 ７９ ± ０􀆰 ０９
ＲＨＯＧＬ００７３３３ ｇｖｐＫ Ｇａｓ ｖｅｓｉｃｌｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｐｒｏｔｅｉｎ １０２􀆰 ３４ ２１８􀆰 ３７ １􀆰 ０９ ３􀆰 １２ ± ０􀆰 ０８
ＲＨＯＧＬ００７３３４ ｇｖｐＳ Ｇａｓ ｖｅｓｉｃｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ３４􀆰 ９７ １３５􀆰 ９１ １􀆰 ９６ ３􀆰 ７１ ± ０􀆰 ２４
ＲＨＯＧＬ００７３３５ ｇｖｐＬ Ｇａｓ ｖｅｓｉｃｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ６２􀆰 ０２ １９１􀆰 ０９ １􀆰 ６２ １􀆰 ９３ ± ０􀆰 ２４
ＲＨＯＧＬ００７３３６ ｇｖｐＪ Ｇａｓ ｖｅｓｉｃｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ２６􀆰 ４３ ３００􀆰 ５６ ３􀆰 ５１ ２􀆰 ８１ ± ０􀆰 ２３
ＲＨＯＧＬ００７３３７ ｇｖｐＯ Ｇａｓ ｖｅｓｉｃｌｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｐｒｏｔｅｉｎ ５７􀆰 ５８ ７７７􀆰 １４ ３􀆰 ７５ ４􀆰 １２ ± ０􀆰 １９
ＲＨＯＧＬ００７３３８ ｇｖｐＦ Ｇａｓ ｖｅｓｉｃｌｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｐｒｏｔｅｉｎ ８８􀆰 ０９ ８６０􀆰 ５９ ３􀆰 ２９ ３􀆰 ９４ ± ０􀆰 ２２
ＲＨＯＧＬ００７３３９ ｇｖｐＧ Ｇａｓ ｖｅｓｉｃｌｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｐｒｏｔｅｉｎ ４０􀆰 ８４ ６２１􀆰 ７７ ３􀆰 ９３ ４􀆰 ４９ ± ０􀆰 １７
ＲＨＯＧＬ００７３４０ ｇｖｐＡ Ｇａｓ ｖｅｓｉｃｌｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｐｒｏｔｅｉｎ ６５􀆰 ５３ ５９１􀆰 ０６ ３􀆰 １７ ３􀆰 ７４ ± ０􀆰 ０６
ＲＨＯＧＬ００７４３２ Ａｃｙｌ￣ＣｏＡ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ３３􀆰 ５０ ２０５􀆰 ８８ ２􀆰 ６２ － ０􀆰 ２９７ ± ０􀆰 １１
ＲＨＯＧＬ００５８１１ Ｑｕｉｎｏｎｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ ４􀆰 ５１ ２７１􀆰 ６１ ５􀆰 ９１ ５􀆰 ３１ ± ０􀆰 １
ＲＨＯＧＬ００９０７３ Ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ＣＥ２７６０ ３４􀆰 ６８ １５６９􀆰 ２２ ５􀆰 ５０ ４􀆰 ４３ ± ０􀆰 ２５

Ｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ｒａｔｉｏ ｉｓ ｔｈｅ ｌｏｇ２ ｂｉｐｈｅｎｙｌ / ｇｌｕｃｏｓｅ ｒａｔｉｏ.

２􀆰 ２􀆰 ２　 联苯代谢过程中其他同工酶的差异表达:除
了编码联苯代谢系统的基因簇之外ꎬ联苯代谢菌株

还有大量的联苯代谢相关的同工酶ꎬ例如红球菌

ＲＨＡ１ 中有 ３ 个基因簇编码联苯双加氧酶系统(分
别是 ｂｐｈＡａＡｂＡｃＡｄ、ｅｔｂＡａ１Ａｂ１Ｃ 和 ｅｔｂＡａ２Ａｂ２ＡｃＤ２)ꎬ
而 ｂｐｈＣ 有 ６ 个同源物ꎬｂｐｈＤ 有 ３ 个同源物ꎮ 紫红

红球菌能够编码 ８ 个 ｂｐｈＣꎬ红球菌 Ｐ６ 中至少含有 ３
个编码 ｂｐｈＣ 同系物的基因[１９￣２２]ꎮ 本实验室对红球

菌的基因组测序中发现 Ｒ０４ 中含有 ８ 个能够编码

２ꎬ３￣二羟基联苯 １ꎬ２￣双加氧酶的基因和 ３ 个可以编

码 ＨＯＰＤＡ 水解酶的基因[４]ꎮ 为进一步探索在联苯

压力下同工酶的作用ꎬ我们对三种不同碳源条件培

养下同工酶转录组进行评估ꎬ我们在葡萄糖、联苯和

乙醇条件下检测到 ７ 个 ｂｐｈＣ 和 ３ 个 ｂｐｈＤ 基因的表

达ꎬ图 ４ 给出了红球菌 Ｒ０４ 中所有编码 ２ꎬ３￣二羟基

联苯双加氧酶和 ＨＯＰＤＡ 水解酶的同工酶在联苯和

葡萄糖培养条件下的差异表达倍率ꎬ结果显示除位

于同一基因簇中的 ｂｐｈＣ２ 和 ｂｐｈＤ１ 在联苯中大量上

调表达外ꎬｂｐｈＣ４ 和 ｂｐｈＤ２ 上调表达倍率不超过 １ꎬ
其余同工酶在联苯中均下调表达ꎮ
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图 ３.联苯代谢通路

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｂｉｐｈｅｎｙｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙ. Ⅰ:Ｂｉｐｈｅｎｙｌꎻ Ⅱ:２ꎬ３￣Ｄｉｈｙｄｒｏ￣２ꎬ３￣ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｂｉｐｈｅｎｙｌꎻ Ⅲ: ２ꎬ３￣ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｂｉｐｈｅｎｙｌꎻⅣ: ２￣Ｈｙｄｒｏｘｙ￣６￣ｏｘｏ￣
６￣ｐｈｅｎｙｌｈｅｘａ￣２ꎬ４￣ｄｉｅｎｏａｔｅꎻ Ⅴ:２￣Ｈｙｄｒｏｘｙｐｅｎｔａ￣２ꎬ４￣ｄｉｅｎｏａｔｅꎻ Ⅵ: Ｂｅｎｚｏａｔｅꎻ Ⅶ: ４￣Ｈｙｄｒｏｘｙ￣２￣ｏｘｏｖａｌｅｒａｔｅꎻ Ⅷ: Ａｃｅｔａｌｄｅｈｙｄｅꎻ Ⅸ:Ｐｙｒｕｖａｔｅꎻ
Ⅹ:Ａｃｅｔｙｌ￣ＣｏＡ. Ｔｈｅ ｂｉｐｈｅｎｙｌ ｐａｔｈｗａｙꎬ ａ ｃｏｍｍｏｎ ｐａｔｈｗａｙ ｆｏｒ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＣＢｓ. Ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｇｅｎｅｓ ｐｏｔｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ｅａｃｈ ｓｔｅｐ ａｒｅ ｌｉｓｔｅｄ
ａｎｄ ｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ: ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄꎬ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｏｎ ｂｉｐｈｅｎｙｌꎻ ｉｎ ｐａｒｅｎｔｈｅｓｅｓꎬ ｌｏｃａｔｅｄ ｉｎ ｏｎｅ ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎｄ ｃｏｎｓｔｉｔｕｔｉｖｅｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ａｔ ｈｉｇｈ ｌｅｖｅｌｓ.

图 ４.联苯代谢通路中相关基因的差异表达

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｂｉｐｈｅｎｙｌ
ｐａｔｈｗａｙ.

２􀆰 ３　 红球菌 Ｒ０４ 在联苯压力下的苯甲酸代谢

２􀆰 ３􀆰 １　 苯甲酸的好氧代谢概述:联苯 / ＰＣＢ 上游途

径反应产生苯甲酸和戊二烯或它们的氯化衍生物ꎮ
戊二烯(或其氯化衍生物)可通过联苯下游通路中

的酶逐步代谢为丙酮酸和乙醛ꎬ经丙酮酸脱氢酶和

乙醛脱氢酶作用最终形成乙酰辅酶 Ａ 进入三羧酸

循环循环(图 ５)ꎮ 微生物对苯甲酸的有氧降解主要

有儿茶酚途径、龙胆酸途径和原儿茶酸途径ꎮ 如图

５ 所示ꎬ儿茶酚途径主要是在苯甲酸 １ꎬ２￣双加氧酶

作用下双羟基化生成中间产物 ２￣氢￣１ꎬ２￣二羟基苯

甲酸(ＤＨＢ)ꎬ在 ＤＨＢ 脱氢酶的催化下进一步生成

儿茶酚ꎬ 儿茶酚在儿茶酚 １ꎬ２￣双加氧酶或儿茶酚 ２ꎬ
３￣双加氧酶的作用下分别内开环生成粘康酸或者外

开环生成 ２￣羟基粘康酸半醛ꎬ经一系列反应后进入

三羧酸循环[２３￣２５]ꎬ以上两种儿茶酚途径又被称为邻

位途径和间位途径ꎻ龙胆酸途径中首先由苯甲酰辅

酶 Ａ 连接酶作用生成苯甲酰辅酶 Ａꎬ 然后在羟化酶

的作用下逐步羟基化生成龙胆酸ꎬ 通过一系列的反

应最后生成反丁烯二酸和丙酮酸[１ꎬ２６]ꎻ苯甲酸的原

儿茶酸途径是在苯甲酸 ４￣羟化酶或 ３￣羟化酶的作

用下在对位或间位加氧生成 ４￣羟基苯甲酸或 ３￣羟
基苯甲酸ꎬ 又经 ４￣羟基苯甲酸 ３￣单加氧酶或 ３￣羟基

苯甲酸 ４￣单加氧酶的作用生成原儿茶酸ꎮ 原儿茶

酸开环裂解生成 ３￣酮脂肪酸烯醇内酯ꎬ经一系列反

应后最后生成琥珀酸和乙酰辅酶 Ａ 进入三羧酸循

环[２７]ꎮ
２􀆰 ３􀆰 ２　 红球菌 Ｒ０４ 中苯甲酸的代谢:利用转录组

差异表达数据锁定了一些与苯甲酸代谢相关的基

因ꎬ在红球菌 Ｒ０４ 中共发现有三条备用的代谢途

径ꎬ分别是儿茶酚的邻位途径、间位途径和原儿茶酸

途径ꎬ但在不同生长条件下参与苯甲酸降解途径中

相关酶的表达量有所差异ꎮ 数据分析表明在联苯压

力下ꎬ苯甲酸 １ꎬ２￣双加氧酶、ＤＨＢ 脱氢酶、儿茶酚 １ꎬ
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图 ５. 苯甲酸代谢通路

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｂｅｎｚｏａｔｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙ. Ｔｈｒｅｅ ｂｅｎｚｏａｔｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙｓ ｉｎ Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ ｓｐ. Ｒ０４ ａｒｅ ｍａｒｋｅｄ ｂｙ ｇｒａｙ ａｒｒｏｗｓꎬｔｈｅｙ ａｒｅ ｏｒｔｈｏ
ｃｌｅａｖａｇｅ ｐａｔｈｗａｙꎬ ｍｅｔａ ｃｌｅａｖａｇｅ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ｐｒｏｔｏｃａｔｅｃｈｕｉｃ ａｃｉｄ ｐａｔｈｗａｙ. Ｔｈｅ ｄａｓｈｅｄ ｌｉｎｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈａｔ ｔｈｅｒｅ ａｒｅ ｓｅｖｅｒａｌ ｒｅａｃｔｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｉｓ
ｐｒｏｃｅｓｓ.

２￣双加氧酶以及 ４￣羟基苯甲酸 ３￣单加氧酶等基因显

著上调表达ꎬ上调倍数分别高达 ２４􀆰 ９ 倍、４􀆰 ２ 倍和

图 ６. 苯甲酸代谢通路中相关基因的差异表达

Ｆｉｇｕｒｅ ６. Ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｂｅｎｚｏａｔｅ
ｐａｔｈｗａｙ.

１７􀆰 ９ 倍ꎮ 而儿茶酚 ２ꎬ３￣双加氧酶则下调约 ３ 倍(图
６)ꎮ 表明联苯培养条件下ꎬ苯甲酸的降解主要依赖

邻位途径ꎬ同时原儿茶酸途径也参与了部分降解ꎮ
虽然在非联苯条件下三条代谢途径都有所表达(代

谢途径图 ５ 灰色箭头所示)ꎬ但就基因的 ＲＰＫＭ 表

达量而言ꎬ苯甲酸的降解主要是通过邻位途径来完

成的ꎮ 有研究发现邻位途径和间位途径不是严格区

分的ꎬ当底物苯甲酸盐浓度增高时两种裂解途径会

同时进行[２５]ꎮ 因而推测在不同的苯甲酸浓度下红

球菌 Ｒ０４ 的两种儿茶酚途径通过转录调节作用单

独或共同参与降解作用ꎮ

３　 讨论

联苯及其衍生物的生物降解研究始于 ７０ 年代ꎬ
至今发现的联苯降解菌包括革兰氏阴性菌如

ＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓꎬＳｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓꎬＡｃｈｒｏｍｏｂａｃｔｅｒ 等和革兰

氏 阳 性 菌 Ｒ. ｓｐ. ＲＨＡ１ꎬ Ｒ. Ｇｌｏｂｅｒｕｌｕｓ Ｐ６ꎬ Ｒ.
Ｅｒｙｔｈｒｏｐｏｌｉｓ ＴＡ４２１ꎬＲ. ｓｐ. Ｍ５ 等等ꎮ 红球菌 Ｒ０４ 是

继以上这些联苯降解菌之后又一株能有效降解联苯

及多氯联苯的菌株ꎮ 该菌株的联苯降解基因结构与

上述已发现的降解菌结构有很大的不同ꎮ Ｄｅｔｍａｒ Ｈ
根据联苯降解基因结构的不同将其分为三类:第一

类是简单的 ｂｐｈＡＢＣＤ 基因簇ꎬ第二类中 ｂｐｈＡ４ 位于

整个基因簇后面即 ｂｐｈＡ１Ａ２Ａ３ＢＣＤＡ４ꎬ第三类 ｂｐｈＢ
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和 ｂｐｈＣ 交换位置即 ｂｐｈＡＣＢＤ[２８]ꎮ 通过构建基因文

库和基因组测序结果均表明红球菌 Ｒ０４ 联苯降解

基因结构与上述三种结构均不相同ꎬ基因顺序为

ｂｐｈＢＣＡＤ[３ － ４]ꎬ同时ꎬ在基因组也没有发现与前三类

相似转录调控结构ꎬ表明该基因簇的调控具有特异

性ꎮ
本课题选用葡萄糖、乙醇和联苯为碳源条件分

别比较红球菌的转录组特点ꎮ 葡萄糖是一种可被微

生物普遍利用的基础碳源和能源物质ꎬ其代谢过程

简单ꎬ微生物可通过糖酵解作用将葡萄糖转化为丙

酮酸直接进入三羧酸循环ꎬ因而以葡萄糖为培养条

件可作为不同碳源环境代谢状况的一个对照ꎮ 红球

菌 ＲＯ４ 能够直接利用乙醇为唯一碳源和能源生长ꎬ
并且能够利用乙醇的共代谢作用降解某些单氯代苯

甲酸如 ４￣氯代苯甲酸[２９]ꎮ 乙醇成为工业化培养红

球菌株可靠的碳源和能源物质对该菌在化工生产中

的应用是一大利好ꎬ对于乙醇条件下的转录组数据

的研究能够为进一步研究乙醇条件下菌体的代谢情

况提供更多的基础生物学数据ꎮ
通过转录组的差异表达分析发现红球菌 Ｒ０４

中位于同一基因簇中的联苯通路上下游基因整体上

调表达ꎬ该结果与之前报道的其他降解菌的表达模

式具有相似性[３０]ꎮ 联苯通路中其他同工酶转录模

式分析显示这些同工酶基因在同种碳源条件下表达

量 差 异 较 大ꎬ 其 中 ｂｐｈＣ１ ( ＯＲＦ６９７３ )、 ｂｐｈＣ２
(ＯＲＦ７６６８)和 ｂｐｈＣ６(ＯＲＦ３７５８)在 ３ 种碳源中表达

量均显著高于其他同工酶(表达量高 １０ 倍以上)ꎬ
ｂｐｈＤ１(ＯＲＦ７６６１)和 ｂｐｈＤ２(ＯＲＦ６９７２)在 ３ 种碳源

中表达量均高于 ｂｐｈＤ３(ＯＲＦ０８９０)ꎮ 这些结果表明

不同的同工酶对同一种底物具有不同的活性ꎬ而酶

的多样性与其底物多样性和专一性有极大的关

系[２１]ꎮ 此外ꎬ除了结果中提到的位于同一基因簇中

的 ｂｐｈＣ 和 ｂｐｈＤ 在不同碳源条件下基因的表达量差

异较大之外ꎬ其余的同工酶基因各自在 ３ 种碳源条

件下表达量相差较小ꎬ说明在联苯或是中间代谢产

物主要诱导位于同一基因簇上基因ꎬ而对游离于基

因簇之外的其他基因几乎无诱导作用ꎮ 这些同工酶

的存在说明联苯的降解通路有组成型或底物和中间

产物诱导型两种表达模式[１９]ꎮ
本课题对联苯途径的代谢产物苯甲酸的降解模

式分析得出ꎬ在联苯压力下红球菌 Ｒ０４ 中苯甲酸的

代谢主要利用儿茶酚途径和原儿茶酸途径共同作

用ꎮ 这种表达模式与之前报道的 ＲＨＡ１ 苯甲酸降解

通路 基 本 一 致ꎬ 却 与 伯 克 氏 菌 株 ＬＢ４００ 和

Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ 等其他芳香族化合物降

解菌有所不同ꎬ伯克氏菌中苯甲酸的降解主要通过

邻位途径和两条不同的苯甲酸￣ＣｏＡ 途径ꎬ而在

Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ 中苯甲酸的降解可依靠

儿茶酚途径、龙胆酸途径和原儿茶酸途径[１ꎬ３１]ꎮ
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[２０]　 Ｔａｇｕｃｈｉ Ｋꎬ Ｍｏｔｏｙａｍａ Ｍꎬ Ｋｕｄｏ Ｔ. Ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙ ｏｆ ２ꎬ３￣
ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｂｉｐｈｅｎｙｌ ｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｇｒａｍ￣
ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｐｏｌｙｃｈｌｏｒｉｎａｔｅｄ ｂｉｐｈｅｎｙｌ ｄｅｇｒａｄｉｎｇ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ
Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ ｒｈｏｄｏｃｈｒｏｕｓ Ｋ３７. Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅꎬ
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ ａｎｄ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ ２００４ꎬ ６８ (４): ７８７￣
７９５.

[２１]　 ＭｃＫａｙ ＤＢꎬ Ｐｒｕｃｈａ Ｍꎬ Ｒｅｉｎｅｋｅ Ｗꎬ Ｔｉｍｍｉｓ ＫＮꎬ
Ｐｉｅｐｅｒ ＤＨ. Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｒｅｅ
２ꎬ ３￣ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｂｉｐｈｅｎｙｌ １ꎬ ２￣ｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅｓ ｆｒｏｍ
Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ ｇｌｏｂｅｒｕｌｕｓ ｓｔｒａｉｎ Ｐ６. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ｂａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙꎬ ２００３ꎬ １８５(９): ２９４４￣２９５１.

[２２]　 Ｙａｎｇ ＸＱꎬ Ｘｉｅ Ｆꎬ Ｚｈａｎｇ Ｇꎬ Ｓｈｉ Ｙꎬ Ｑｉａｎ Ｓ.
Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ
ｏｆ ｔｗｏ ２ꎬ ３￣ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｂｉｐｈｅｎｙｌ １ꎬ ２￣ｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ ｆｒｏｍ
Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ ｓｐ. Ｒ０４ꎬ ｓｈｏｗｉｎｇ ｔｈｅｉｒ ｄｉｓｔｉｎｃｔ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ａｔ
ｖａｒｉｏｕｓ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ. Ｂｉｏｃｈｉｍｉｅꎬ ２００８ꎬ ９０(１０): １５３０￣
１５３８.

[２３]　 Ａｍｐｅ Ｆꎬ Ｌｉｎｄｌｅｙ ＮＤ. Ｆｌｕｘ ｌｉｍｉｔａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｏｒｔｈｏ
ｐａｔｈｗａｙ ｏｆ ｂｅｎｚｏａｔｅ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ
Ａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓｅｕｔｒｏｐｈｕｓ: ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ ｏｖｅｒｆｌｏｗ ａｎｄ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ
ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｔａ ｐａｔｈｗａｙ ａｔ ｈｉｇｈ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ.
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ １９９６ꎬ １４２(７): １８０７￣１８１７.

[２４]　 Ｎｅｉｄｌｅ ＥＬꎬ Ｈａｒｔｎｅｔｔ Ｃꎬ Ｏｒｎｓｔｏｎ ＬＮ. Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ ｃａｌｃｏａｃｅｔｉｃｕｓ ｂｅｎＡＢＣ
ｇｅｎｅｓ ｆｏｒ ｂｅｎｚｏａｔｅ １ꎬ ２￣ｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ ｒｅｖｅａｌ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ
ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ａｍｏｎｇ ｍｕｌｔｉｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｏｘｙｇｅｎａｓｅｓ. Ｊｏｕｒｎａｌ
ｏｆ Ｂａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙꎬ １９９１ꎬ １７３(１７): ５３８５￣５３９５.

[２５]　 Ｃａｏ Ｂꎬ Ｇｅｎｇ Ａꎬ Ｌｏｈ ＫＣ. Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｏｒｔｈｏ￣ ａｎｄ ｍｅｔａ￣
ｃｌｅａｖａｇｅ ｐａｔｈｗａｙｓ ｉｎ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｉｎ ｂｉｏｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ
ｈｉｇｈ ｂｅｎｚｏａｔｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ: ＭＳ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
ｃａｔａｂｏｌｉｃ ｅｎｚｙｍｅｓ. Ａｐｐｌｉｅｄ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ ２００８ꎬ ８１(１): ９９￣１０７.

[２６]　 Ａｌｔｅｎｓｃｈｍｉｄｔ Ｕꎬ Ｏｓｗａｌｄ Ｂꎬ Ｓｔｅｉｎｅｒ Ｅꎬ Ｈｅｒｒｍａｎｎ Ｈꎬ
Ｆｕｃｈｓ Ｇ. Ｎｅｗ ａｅｒｏｂｉｃ ｂｅｎｚｏａｔｅ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｐａｔｈｗａｙ ｖｉａ
ｂｅｎｚｏｙｌ￣ｃｏｅｎｚｙｍｅ Ａ ａｎｄ ３￣ｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚｏｙｌ￣ｃｏｅｎｚｙｍｅ Ａ
ｉｎ ａ ｄｅｎｉｔｒｉｆｙｉｎｇ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ｂａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙꎬ １９９３ꎬ １７５(１５): ４８５１￣４８５８.

[２７]　 Ｆｕ Ｗꎬ Ｏｒｉｅｌ Ｐ. Ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ ３￣ｐｈｅｎｙｌｐｒｏｐｉｏｎｉｃ ａｃｉｄ
ｂｙ Ｈａｌｏｆｅｒａｘ ｓｐ. Ｄ１２２７. Ｅｘｔｒｅｍｏｐｈｉｌｅｓ: Ｌｉｆｅ Ｕｎｄｅｒ
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Ｘｉｕｑｉｎｇ Ｙａｎｇ ｅｔ ａｌ. / Ａｃｔａ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａ(２０１５)５５(７)

Ｅｘｔｒｅｍｅ Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓꎬ １９９９ꎬ ３(１): ４５￣５３.
[２８]　 Ｄｉｅｔｍａｒ Ｈ. Ｐｉｅｐｅｒ Ａｅｒｏｂｉｃ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｌｙｃｈｌｏｒｉｎａｔｅｄ

ｂｉｐｈｅｎｙｌｓ. Ａｐｐｌｉｅｄ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ
２００５ꎬ ６７(２): １７０￣１９１.

[２９]　 Ｚｈａｎｇ ＧＱꎬ Ｙａｎｇ ＸＱꎬ Ｘｉｅ ＦＨꎬ Ｃｈａｏ ＹＰꎬ Ｑｉａｎ ＳＪ.
Ｃｏｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｎｏ￣ｃｈｌｏｒｏ ｂｅｎｚｏｉｃ ａｃｉｄｓ ｂｙ
Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ ｓｐ. Ｒ０４ ｇｒｏｗｎ ｏｎ ｏｒｇａｎｉｃ ｃａｒｂｏｎ ｓｏｕｒｃｅｓ.
Ｗｏｒｌｄ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ２００９ꎬ
２５(７): １１６９￣１１７４.

[３０]　 Ｐａｒｎｅｌｌ ＪＪꎬ Ｄｅｎｅｆ ＶＪꎬ Ｐａｒｋ Ｊꎬ Ｔｓｏｉ Ｔꎬ Ｔｉｅｄｊｅ ＪＭ.

Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｌｙ ｒｅｌｅｖａｎｔ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ａｆｆｅｃｔｉｎｇ ＰＣＢ
ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ: ｃａｒｂｏｎ ｓｏｕｒｃｅ￣ ａｎｄ ｇｒｏｗｔｈ ｐｈａｓｅ￣ｍｉｔｉｇａｔｅｄ
ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｂｉｐｈｅｎｙｌ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ ｘｅｎｏｖｏｒａｎｓ ＬＢ４００.
Ｂｉｏｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎꎬ ２０１２ꎬ ２１(４): １４７￣１５６.

[３１]　 Ｓｈｅｎ ＸＨꎬ Ｈｕａｎｇ Ｙꎬ Ｌｉｕ ＳＪ. Ｇｅｎｏｍｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙｓ ｆｏｒ ａｒｏｍａｔｉｃ
ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｉｎ Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ. Ｍｉｃｒｏｂｅｓ
ａｎｄ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｓꎬ ２００５ꎬ ２０(３): １６０￣１６７.

Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃ ａｎｄ ｂｅｎｚｏａｔｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙｓ ｏｆ
Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ ｓｐ. Ｒ０４ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ｂｉｐｈｅｎｙｌ

Ｘｉｕｑｉｎｇ Ｙａｎｇ∗ꎬ Ｊｉｎｇｗｅｎ Ｘｉ
Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ｏｆ Ｍｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ Ｅｄｕｃａｔｉｏｎꎬ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ
Ｓｈａｎｘｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｔａｉｙｕａｎ ０３０００６ꎬ Ｓｈａｎｘｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｃｈｉｎａ

Ａｂｓｔｒａｃｔ:[Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ] Ｓｔｕｄｙｉｎｇ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ ｓｐ. Ｒ０４ ｉｓ ｔｏ ｆｉｎｄ ｔｈｅ ｇｅｎｅｓ ｔｈａｔ ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅ
ｉｎ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｐｏｒｔａｔｉｏｎꎬ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ａｎｄ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｌｙｃｈｌｏｒｉｎａｔｅｄ ｂｉｐｈｅｎｙｌｓ ( ＰＣＢｓ)ꎬ ａｎｄ ｄｉｓｃｌｏｓｅ ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｂｉｏｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＣＢｓ. [Ｍｅｔｈｏｄｓ] Ｓｔｒａｉｎ Ｒ０４ ｗａｓ ｓｅｐａｒａｔｅｌｙ ｃｕｌｔｉｖａｔｅｄ ｏｎ ｅｔｈａｎｏｌꎬ ｇｌｕｃｏｓｅ ａｎｄ
ｂｉｐｈｅｎｙｌ. Ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ＲＮＡ ｏｆ ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｕｌｔｕｒｅｓ ｗａｓ ｅｘｔｒａｃｔｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｃＤＮＡ ｗａｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ａｎｄ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｈｉｇｈ￣ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ. Ｔｈｅ ｄａｔａ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｔｏ ｆｉｎｄ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ
ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ＰＣＢｓ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｎｅｔｗｏｒｋꎬ ｇｅｎｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｒｅｓｐｏｎｓｅ. [Ｒｅｓｕｌｔｓ] Ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ
ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ３７５ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｄｕｒｉｎｇ ｇｒｏｗｎ ｏｎ ｂｉｐｈｅｎｙｌꎬ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｔｏ ｇｒｏｗｔｈ ｏｎ ｇｌｕｃｏｓｅꎬ ａｎｄ ３３２ ｇｅｎｅｓ
ｗｅｒｅ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄꎬ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｔｏ ｇｒｏｗｔｈ ｏｎ ｅｔｈａｎｏｌ. Ｔｈｏｓｅ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｆｏｕｎｄ ｔｏ ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅ ｉｎ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ ｏｆ
ｂｉｐｈｅｎｙｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ. Ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ｇｅｎｅｓ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｔｏ ｂｉｐｈｅｎｙｌ / ＰＣＢｓ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎꎬ ｔｈｅ ｇｅｎｅｓ ｌｏｃａｔｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｃｌｕｓｔｅｒ ｉｎ ｔｈｅ
ｕｐｐｅｒ ｂｉｐｈｅｎｙｌ ｐａｔｈｗａｙ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄꎬ ｗｈｉｌｅ ｂｐｈＣ４ ａｎｄ ｂｐｈＤ２ ｗｅｒｅ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｓｌｉｇｈｔｌｙ. Ｂｙ ｃｏｎｔｒａｓｔꎬ
ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ｇｅｎｅｓ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ＢｐｈＣ ａｎｄ ＢｐｈＤ ｉｓｏｚｙｍｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｂｉｐｈｅｎｙｌ ｐａｔｈｗａｙ ｗｅｒｅ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｅｖｅｎ ｉｆ ｇｒｏｗｔｈ ｏｎ
ｂｉｐｈｅｎｙｌ. [Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ] Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ ｂｅｎｚｏａｔｅ ｗａｓ ｄｅｇｒａｄｅｄ ｖｉａ ｏｒｔｈｏ ｃｌｅａｖａｇｅ ｐａｔｈｗａｙꎬ ｍｅｔａ
ｃｌｅａｖａｇｅ ｐａｔｈｗａｙ ｏｒ ｐｒｏｔｏｃａｔｅｃｈｕｉｃ ａｃｉｄ ｐａｔｈｗａｙꎬ ｗｈｉｃｈ ｐｒｏｖｉｄｅ ｍｏｒｅ ｖａｌｕａｂｌｅ ｄａｔａ ｆｏｒ ｕｓ ｔｏ ｒｅｖｅａｌ ｔｈｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ａｎｄ
ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙｓ ｏｆ ｂｉｐｈｅｎｙｌ ａｎｄ ＰＣＢｓ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ: ｂｉｐｈｅｎｙｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｃꎬ ｂｅｎｚｏａｔｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｃꎬ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅꎬ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ

(本文责编:张晓丽)

Ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ (３０８００３０) ａｎｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｈａｎｘｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ
(２０１４０１１０３０￣３)
∗ Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ. Ｔｅｌ / Ｆａｘ: ＋ ８６￣３５１￣７０１０２１５ꎻ Ｅ￣ｍａｉｌ: ｘｉｕｑｙａｎｇ＠ｓｘｕ. ｅｄｕ. ｃｎ
Ｒｅｃｅｉｖｅｄ: ３ Ｎｏｖｅｍｂｅｒ ２０１４ / Ｒｅｖｉｓｅｄ: ２８ Ｎｏｖｅｍｂｅｒ ２０１４
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