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摘要：【目的】对脱色希瓦氏菌 0#&（ ,./0$-/**$ 1/"(*(’$#&(-&2 0#&）的 $"34 基因（登录号 KG#"C&4!）及其表达活

性进行研究。【方法】采用 P1DQD1 软件对该基因进行序列分析。利用 R3S 技术克隆含原有启动子的目的

基因，与 8TQJF 载体连接后转化仅有微弱偶氮还原活性的大肠杆菌 F(R#$（ 52"./’&".&$ "(*& F(R#$）中进行表

达。通过分光光度法测定偶氮染料的还原活性。【结果】序列分析表明，该基因编码 #"C 个氨基酸残基组成

的多肽，与希瓦氏菌 D1DJ%（ ,./0$-/**$ >8 ? D1DJ%）的 1DP（R）UJ醌氧化还原酶基因（登录号 3R$$$!2"）、奥柰

达希瓦氏菌 QSJ#（ ,./0$-/**$ (-/&1/-2&2 QSJ#）的 $"34 基因（登录号 DK$#!&""）编码多肽的氨基酸序列同源性

分别高达 "BV和 "2V，与 5 ? "(*& WQ#$" 中 GQ1 依赖的 1DPUJ偶氮还原酶（登录号 1R’ !#4"%$）氨基酸序列

同源性为 2#V。它们在蛋白质二级结构排列上非常相似，尤其在活性中心 GQ1 的结合位点（XB、X## 环和 X%
环）上十分保守。同时，$"34 基因在 5 ? "(* @ F(R#$ 中的表达赋予了重组菌高效的偶氮还原活性。重组菌完

整细胞能快速还原低极性无磺酸基团的甲基红，却不能对强极性多磺酸基团的苋菜红脱色；而当使用细胞

粗酶液排除细胞 膜 屏 障 以 后，强 极 性 多 磺 酸 基 团 的 苋 菜 红 亦 能 被 高 效 还 原。实 验 中 还 发 现，该 酶 需 要 以

1DPU 为电子供体，GQ1 的添加可显著提高其偶氮还原活性，而氧气的存在则明显抑制其活性。【结论】在

5 ? "(*& F(R#$ 中表达的偶氮还原酶定位在重组菌胞内，在体内或体外条件下都具有很强的还原不同极性偶

氮染料的活性。脱色希瓦氏菌 0#& 的 $"34 基因表达产物是一种非特异性的 GQ1 依赖型的 1DPUJ偶氮还原

酶。该酶以 1DPU 为电子供体，通过 GQ1 结合位点的活性中心把电子传递给偶氮染料，最终实现染料的还

原脱色。

关键词：非特异性偶氮还原酶；GQ1 依赖的 1DPUJ偶氮还原酶；脱色希瓦氏菌 0#&；偶氮还原
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近年来，随着偶氮染料的广泛使用，其合成及降

解过程带来“三致”作用，引起的环境污染问题日渐

严重，有关偶氮染料降解的研究也越来越引起人们

的重视。自 &$ 世纪 B$ 年代末发现某些肠道细菌可

以还原降解偶氮染料以来［#］，到目前为止已发 现 多

种细菌具有此功能，其中以假单胞菌、芽孢杆菌和肠

道杆菌数量最多。细菌对偶氮染料的还原降解主要

是通过还原酶催化偶氮键的打开，这是偶氮染料降

解的第一步也是最关键的一步，这一类具有催化偶

氮键打开使偶氮化合物还原生成芳香胺化合物功能



的酶称为偶氮还原酶（!"#$%&’()!*%，+"#,）。

目前已分离纯化鉴定的偶氮还原酶大多是在厌

氧情况下起作用的［- . /0］，它们在辅酶、电子供体、底

物专一 性 和 氨 基 酸 序 列 上 都 有 很 大 差 别。 总 的 来

说，对于细菌的厌氧偶氮还原，现在普遍认为是由非

特异性的酶催化完成的。细胞质的偶氮还原酶通过

水溶性的黄素将电子传递给偶氮染料，这是一类依

赖黄素的 还 原 酶［//］。近 年 来 在 不 同 菌 株 中 重 组 表

达黄素类还原酶还原偶氮染料的研究已多见报道，

充分证明了黄素类还原酶具有偶氮还原酶活性。但

是，定位在胞质的黄素类还原酶在完整细胞条件下

对强极性偶氮染料的厌氧还原作用很弱。这主要是

由于强极性偶氮染料几乎不能透过细胞膜进入细胞

内部。因此，许多文献报道的黄素类还原酶的偶氮

还原活性大多是通过采用细胞抽提液添加 1+23 进

行实验来判断。对于胞外偶氮还原酶，不要求偶氮

染料或还原型黄素通过细胞膜，偶氮染料是在膜外

被一些由细胞合成并分泌到胞外或者细胞膜表面的

氧化还原中间体所催化，这些氧化还原介质使电子

从细胞膜传递到位于膜外的偶氮染料成为可能，氧

化还原这些介质的酶是与细胞膜呼吸链相关的一套

酶系统［/- . /4］。

在对脱色希瓦氏菌 5/-（ !"#$%&#’’% (#)*’*+%,-*&-.
5/-）进行厌氧偶氮还原研究时发现，其厌氧偶氮 还

原可以耦联能量生成以支持细菌生长，这是一种新

的细菌呼 吸 方 式［/6］。与 偶 氮 呼 吸 相 关 的 酶 系 定 位

在细胞膜上，包括脱氢酶7氢酶或 1+238甲基萘醌氧

化还原酶和细胞色素类还原酶。除了细胞膜呼吸链

上特异 性 的 末 端 偶 氮 还 原 酶 以 外，脱 色 希 瓦 氏 菌

5/- 还可以利用细胞质的非特异性还原酶进行厌氧

偶氮还原，但对这种非特异性还原酶的催化机理及

特性尚不清楚。本研究前期对脱色希瓦氏菌 5/- 进

行基因文库构建，通过染料脱色功能筛选获得了能

对偶氮染料 进 行 脱 色 的 21+ 大 片 段，对 该 21+ 大

片段进行序列测定，获得了 / 个完整基因读码框，与

多种 细 菌 的 酰 基 载 体 蛋 白 磷 酸 二 酯 酶（ +9:
;<#*;<#&=%*)%$!*%，+9: 磷 酸 二 酯 酶 ）基 因 同 源 性 较

高，故当时根据序列同源性将其命名为 %)/0 基因。

本文着重对脱色希瓦氏菌 5/- 的 %)/0 基因进行序

列分析和体外表达，发现这是一种非特异性的 >?1
依赖 的 1+238偶 氮 还 原 酶，与 大 肠 杆 菌 @?/0A

（1.)"#+-)"-% )*’- @?/0A）的 1+238偶氮还原酶（+"#,）

氨基酸序列 同 源 性 为 B/C，二 级 结 构 非 常 相 似［/D］。

这是希瓦氏菌厌氧偶氮还原研究中首次发现和报道

的非特异性 >?1 依 赖 的 1+238偶 氮 还 原 酶。该 酶

的发现及其特性的阐明不仅丰富和补充了希瓦氏菌

厌氧偶氮还原机理的研究，也是细菌偶氮还原酶学

基础研究的重要组成部分。

! 材料和方法

! "! 材料

! "! "! 菌株和质粒：脱色希瓦氏菌 5/- 是本实验室

分离纯化得到的 / 株具有强的染料脱色能力的希瓦

氏菌［/B］，该菌株已保藏于中国典型培养物保藏中心

（保藏号 为 99E99 ?-040A4E ）和 日 本 东 京 大 学 应 用

微生物研究所（保藏号为 F+? /D0A6E ）。;G?8E 载体

和大 肠 杆 菌（ 1.)"#+-)"-% )*’-）EH:/0 均 购 自 天 根 生

化（北京）有 限 公 司。其 余 大 肠 杆 菌 为 本 实 验 室 保

存。

! "! "# 培养基：好氧生长 IJ 培养 基 成 分 为 胰 蛋 白

胨/0 K7I；酵母抽提物 D K7I；1!9L D K7I。厌氧还原

确定 培 养 基 成 分 为 1!-3:H6·/-3-H D MN OO#L7I；

P3- :H6 4 M4 OO#L7I；136 9L /Q M0 OO#L7I；琥 珀 酸 钠

/0 OO#L7I；半胱氨酸0 M0- K7I；矿质元素和维生素各

/0 OI7I［/N］；/0 OO#L7I甲酸钠或/ OO#L7I 1+23 为电

子供体；0 M/ OO#L7I苋菜红或甲基红为电子受体。

! "! "$ 主要试剂：偶氮染料苋菜红（+O!$!R)<）：9 S F S
/B/QD，最大吸 收 峰 为 D-0 RO；甲 基 红（?%)<TL ,%&）：

9 S F S/40-0，特 征 吸 收 峰 为 640 RO（ 图 /）。 鱼 藤 酮

（,#)%R#R%），分 析 纯，购 自 5=KO! 公 司。 高 保 真 :9,
反应试剂和 J$!&U#$& 蛋白质定量试剂盒均购自天根

生化（北京）有限公司。

图 ! 苋菜红（%）和甲基红（&）的化学结构

>=K S / ?#L%(’L% *)$’()’$% #U !O!$!R)<（+）!R& O%)<TL $%&（J）S

! "! "’ 主要仪器：2VB60 紫外分光光度计（J%( 23!R
公司），J’KW#X 厌 氧 工 作 站（,’*Y=RR 公 司），HR% 5<#)
高压细胞破碎仪（9#R*)!R) 公司）。

6-4/ Z=RK[’!R 9<%R %) !L S 7 4),% 5-)+*6-*’*7-)% !-&-)%（-00A）6A（/0）
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! "# 非特异性偶氮还原酶的序列分析与表达

脱色希瓦氏菌 !"# 的非特异性偶氮还原酶基因

（ !"#$）在 $%&’(&) 的登录号为 *+",-#./，其上游强

启动子序列的登录号为 *+0/1.-0。

序列分 析 采 用 234543 软 件 进 行。根 据 测 序

结果设计引物，上游引物 6" 序列为：.789::$:9998
9999:99999949$$$:8;7；下 游 引 物 6# 序 列 为：.78
94:9499444:4$:944:9949:$48;7。以 脱 色 希 瓦

氏菌 !"# 基因组 234 为模板，用 6:< 技术获取含原

有 启 动 子 的 目 的 基 因。 高 保 真 6:< 反 应 条 件 为：

,/= . >?&；,/= /@ A，.@= /@ A，1#= " >?&，;@ 个循

环；1#= "@ >?&。目的基因片段加 4 后与 B$589 载

体连接，转 化 % C "&’( 9D6"@，采 用 限 制 性 内 切 酶 酶

切及测序两种方法双重鉴定重组质粒。

! "$ 完整细胞偶氮还原活性测定

离心收集 E’ 过夜培养的细菌，用 @ F@1 >GHIE 的

磷酸缓冲液（BJ 1 F/）洗涤 # 次后重悬于其中制成相

同 )$0@@ 值 的 菌 悬 液（ )$0@@ ! @ F/），然 后 以 "K

（ * I *）的接种 量 分 别 接 种 相 同 )$0@@ 值 的 菌 悬 液 于

含有染料的确定培养基中，添加 +53 使其终浓度为

@ F@. >>GHIE，充入 氮 气 . >?& 后 置 于 厌 氧 工 作 站 中

;1=静置培养。

每 间 隔 一 定 时 间 取 出 一 定 量 的 培 养 液 于

"#@@@ L M离 心 " >?&去 除 菌 体，然 后 测 定 苋 菜 红 在

.#@ &>或 甲 基 红 在/;@ &>处 的 吸 光 值，并 以 不 加 菌

的染料培养基为对照，计算染料的还原率。

染料还原率 N（ + O ,）I +
+：不加菌的培养基上清液的吸光值；,：培养一

定时间的培养基上清液的吸光值。

偶氮还原比活性 N 染料还原的量IPI)$0@@

表 ! 不同大肠杆菌在 %& 和确定培养基中的偶氮还原活性

9(QH% " 4RGS%TUVW?G& GX T?XX%S%&W AWS(?& GX % C "&’( ?& E’ (&T T%X?&%T >%T?U>
5%T?U> % C "&’( % C "&’( % C "&’( % C "&’( % C "&’( % C "&’ % C "&’( % C "&’( % C "&’( - C ./"&’&0!1(&2(3
4RGS%TUVW?G& ’E#" :"1.1 :-;/ 2J.! $"0,- $"1#/ !"18" 9D6"@ Y0#@ !"#
E’ >%T?U>（">GHIPID2） 0/ F0 "#. F; // F1 0; F- .# F, .# F/ 0/ F; 0. F# .# F" 1. F0
2%X?&%T >%T?U>（">GHIPID2） ". F0 ". F; "/ F# ". F. ". F" ". F. ". F1 ; F# ". F/ #. F#

! "’ 细胞粗酶液及膜蛋白的制备、蛋白浓度定量

离心收集 E’ 过夜培养的细菌，用 .@ >>GHIE 的

9S?A8J:H（BJ 1 F.）洗涤 # 次后重悬于 其 中。用 高 压

细胞破碎仪于 -@ 56( 破碎细胞，然后于 "@@@@@ L M、

/=离 心 ;@ >?& 去 除 细 胞 碎 片，上 清 液 即 为 细 胞 粗

酶液。为 了 得 到 较 纯 的 膜 蛋 白，细 胞 破 碎 液 先 于

0@@@ L M、/= 离 心 ;@ >?& 去 除 未 破 碎 细 胞 后，再 经

"@@@@@ L M、/= 离 心 # P，沉 淀 部 分 即 为 膜 蛋 白。蛋

白浓 度 定 量 按 照 天 根 生 化（ 北 京 ）有 限 公 司 的

’S(TXGST 蛋白质定量试剂盒进行。

! "( 细胞粗酶液偶氮还原活性测定

在以 " >>GHIE 342J 为电子供体的染料确定培

养基 中 加 入 适 量 粗 酶 液 使 蛋 白 终 浓 度 分 别 都 为

"@@"MI>E，添加 +53 使其终浓度为 @ F@. >>GHIE，充

入氮气 . >?& 后置于厌氧工作站中 ;1=反应。每间

隔一定时间取出一定量的反应液于 "#@@@ L M 离 心

" >?&，然后取上清测定苋菜红在 .#@ &> 或甲基红在

/;@ &> 处的吸光值，并以不加细胞粗酶液的染料培

养基为对照，计算染料的还原率。偶氮还原比活性

N 染料还原的量IPI>M 蛋白。

! ") 电 子 传 递 抑 制 剂 鱼 藤 酮 对 脱 色 希 瓦 氏 菌 *!#
厌氧偶氮还原的作用效果

按不同浓度添加 342（6）J8醌氧化还原酶的专

一性抑制剂鱼藤酮于含有染料的确定培养基中，并

以加入电子传递抑制剂的助溶剂而不含电子传递抑

制剂的培养基为对照，按上述 " F; 和 " F. 的 方 法 测

定偶氮还原率，以扣除了对照组的还原率为最终还

原率计算偶氮还原活性，以此来反映鱼藤酮的作用

效果。

# 结果

# "! 不同大肠杆菌菌株的厌氧偶氮还原活性

在 E’ 和确定培养基中加入 @ F" >>GHIE 苋菜红

作为电子受体进行厌氧培养，按照 "K（ZIZ）的接种

量分别 加 入 相 同 )$0@@ 值 菌 悬 液 的 脱 色 希 瓦 氏 菌

!"# 和不同类 型 的 大 肠 杆 菌 菌 株，观 察 其 对 苋 菜 红

的还原速率。结果发现，在 E’ 培养基中，实验所用

大肠杆菌菌株都具有明显的偶氮还原活性，相同细

胞浓度的大肠杆菌 :"1.1（ %3"4/0("4(! "&’( :"1.1）的

偶氮 还 原 活 性 是 脱 色 希 瓦 氏 菌 !"# 的 " F00 倍，% C
"&’( 9D6"@ 则与脱色希瓦氏菌 !"# 相差无几。而在

确定培养基中，% C "&’ ? 9D6"@ 只能检测到微弱的偶

氮还原活性，其余大肠杆菌菌株的偶氮还原活性则

大约是 脱 色 希 瓦 氏 菌 !"# 的 一 半（表 "）。 由 此 可

.#;"陈杏娟等：脱色希瓦氏菌 !"# 非特异性偶氮还原酶基因表达及特性 C I微生物学报（#@@,）/,（"@）
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见，在 营 养 丰 富 的 !" 培 养 基 中 大 肠 杆 菌 都 具 有 明

显的偶氮还原活性，这与菌体细胞量大而且细菌体

内存在丰富的氧化还原中间物质有关。相对而言，

在营养贫乏的确定培养基中，大部分大肠杆菌的偶

氮还原活性仍然较强，而 ! # "#$ $ %&’() 的偶氮还原

活性则非常微弱，可以用作脱色希瓦氏 菌 *(+ 非 特

异性偶氮还原酶基因的表达宿主。

! "! 非特异性偶氮还原酶基因序列分析及其在 ! #
"#$% $%&’( 中的表达

以 ’(、’+ 为上下游引物，通过 ’,- 方法从脱色

希瓦氏菌 *(+ 基因组 ./0 中获得含有强启动子（登

录号 12345673）和 %"&’ 基 因（登 录 号 12(87+64）的

./0 片段。将目的基因片段与 9:;<% 载体连接，转

化 ! # "#$( %&’()，得 到 重 组 载 体，命 名 为 9:;%</。

酶切鉴定证实片段已插入载体，测序结果表明，该重

组载体上插入的目的基因序列与 :=>"?>@ 基因库中

发表的序列完全一致。脱色希瓦氏菌 *(+ 的偶氮还

原酶基因 %"&’ 编码 (87 个氨基酸残基组成的多肽，

与希 瓦 氏 菌 0/0<A（ )*+,%-+$$% B9 # 0/0<A）的 /0.
（’）C<醌氧 化 还 原 酶 基 因（登 录 号 ,’)))438）、奥 柰

达 希 瓦 氏 菌 ;-<(（ )*+,%-+$$% #-+(.+-/(/ ;-<(）的

%"&’ 基因（登录号 01)(4+88）编码的氨基酸序列同

源性 分 别 高 达 85D 和 83D，与 ! # "#$( E;()8 的

%"&’ 基因编码的 0FG-（登录号 /’H 4(68A)）同源性

为 3(D。研究表明 ! # "#$( E;()8 的 %"&’ 基因编码

的是一种依赖黄素的 /0.C<偶氮还原酶（0FG-），而

没有 0,’ 磷酸二酯酶活性［(6］，其活性中心位于蛋白

二级结构中的 !5、!(( 环和 !A 环，这是 2;/ 的结合

位点，其中 !A 环 2;/ 结 合 位 点 也 是 该 酶 结 合 偶 氮

染料的活性位点［(7 H (8］。通过 ./0;0/ 软件 分 析 发

现，脱色希瓦氏菌 *(+ %"&’ 基因编码的偶氮还原酶

与 ! # "#$( E;()8 的 0FG- 的 蛋 白 二 级 结 构 很 相 似，

其折叠片、!<螺旋和环结构排列非常相似，活性中心

2;/ 结合位点的结构域（!5、!(( 环和 !A 环）十分保

守（图 +），说 明 脱 色 希 瓦 氏 菌 *(+ 的 偶 氮 还 原 酶 也

同样具有两个 2;/ 结合位点。

图 ! 希瓦氏菌基因（登录号分别为 )*’+,!-.、/01.2--+、//3-4525）编码产物与大肠杆菌 67’(+ /89: 的蛋白序列对比及

二级结构分析

2$I #+ 0J$>G ?K$L B=MN=>K= OGJGPGIQ ?>L RO= B=KG>L?SQ BRSNKRNS= GT RO= 9SGR=$> UQ )*+,%-+$$% B9 # I=>=B GT VO$KO ?KK=BB$G> >NJU=SB ?S= 12(87+64、

0"W43668 ?>L 00/65A3A ?>L 0FG- GT ! # "#$( E;()8X 1P=J=>RB GT B=KG>L?SQ BRSNKRNS= ?S= KGPGS KGL=L：BRS?>LB，GY=SBRS$@$>I；PGG9B，$>KP$>=；!<O=P$K=B，
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! "# ! $ "#$% %&’()（*+,%-.）完整细胞的厌氧偶

氮还原活性

随 机 挑 取 ! 株 转 化 了 重 组 载 体 的 ! " "#$%
#$%&’（()*#+,）菌 株、空 载 体 ! " "#$% #$%&’（()*+
#）菌株及 ! " "#$% #$%&’ 菌株，在 -. 培养基中过夜

培养，用 ’ /’0 1234- 的 磷 酸 缓 冲 液（(5 0 /6）洗 涤 两

次后制成相同 &’7’’ 值的菌悬液，以相同菌悬液量接

种到含有 & 11234- ,895 和 ’ /& 11234- 苋菜红或甲

基红的确定培养基中进行厌氧培养，研究其对苋菜

红和甲基 红 的 还 原 活 性。结 果 发 现，! 株 转 化 重 组

载体的 ! " "#$% #$%&’（()*#+,）菌株的完整细胞都

能快 速 地 还 原 低 极 性 的 甲 基 红，在 &’ : 内 对

’ /& 11234-甲基红基本还原完全。没有添加菌体的

阴性对照也 观 察 到 微 弱 的 脱 色 现 象，这 只 是 ,895
与甲基 红 发 生 的 部 分 化 学 反 应。 添 加 空 载 体 ! "
"#$% #$%&’（()*+#）和 ! " "#$% #$%&’ 菌株的对照组

所表现的脱色现象与阴性对照相似。但含有 ! 个磺

酸基团极性 强 的 苋 菜 红 在 相 同 条 件 下 经 过 &’ : 培

养后，基本上没有检测到由细胞活性引起的染料脱

色现象（图 !）。说明强极性的苋菜红由于难于透过

细胞膜而不能与菌体内表达的脱色酶接触，相反，低

极性的甲基红能透过细胞膜在菌体内被快速还原。

由此可见，重组载体 ()*#+, 在 ! " "#$% #$%&’ 体内

表达较强的偶氮还原活性，这种活性的体现与决定

偶氮染料能否透过细胞膜的极性程度有关。

! "/ ! $ "#$% %&’()（*+,%-.）细胞粗酶液的厌氧

偶氮还原活性

鉴于极性强的偶氮染料较难透过细菌细胞膜进

入细 胞 内，为 了 进 一 步 明 确 ! " "#$% #$%&’（()*#+
,）对极性强的偶氮染料苋菜红的还原活性，采用在

-. 中 过 夜 培 养 的 ! " "#$% #$%&’（()*#+,）细 胞 制

备粗酶液，并以同样经过过夜培养的 ! " "#$% #$%&’
（()*+#）和 ! " "#$% #$%&’ 细 胞 制 备 的 相 同 蛋 白 浓

度的细胞粗酶液为对照，分别测定它们对苋菜红的

还原活性。结果发现，与完整细胞不能还原苋菜红

的现象完全不同，! " "#$% #$%&’（()*#+,）的细胞粗

酶 液 具 有 高 效 的 苋 菜 红 还 原 能 力，在 ; /< : 内

&’’!=41-浓 度 的 蛋 白 就 能 对 ’ /& 11234- 苋 菜 红 还

原完全，而携带空载体及亲株 ! " "#$% #$%&’ 细胞粗

酶液则没有观察到偶氮还原活性，反应中呈现的苋

菜红脱色 也 仅 仅 局 限 在 与 ,895 的 部 分 化 学 反 应

（图 6）。这说明 ! " "#$% #$%&’（()*#+,）的偶氮还

原活性是来自脱色希瓦氏菌 >&; 的偶氮还原酶基因

表达的结果。

图 # ! $ "#$% %&’()（*+,%-.）对 甲 基 红（0）和 苋 菜 红

（1）的厌氧偶氮还原活性

?@= " ! 8ABCD2E@F BG2DCHIFJ@2A 2K 1CJ:L3 DCH（8）BAH B1BDBAJ:（.）EL

M:23C FC33N 2K ! " "#$% #$%&’（()*#+,）"

图 / ! $ "#$% %&’()（*+,%-.）细 胞 粗 酶 液 对 苋 菜 红 的

厌氧偶氮还原活性

?@= " 6 8ABCD2E@F BG2DCHIFJ@2A 2K B1BDBAJ: EL FC33 COJDBFJN 2K ! " "#$%

#$%&’（()*#+,）"
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! "# $%&’、()$ 和 *! 对 ! + "#$% ,*-./（01),2

$）厌氧偶氮还原的影响

在分别添加辅酶 !"#、#$%&，以及氧气存在的

条件下，研究影响 ! ’ "#$% ()*+,（-."(/#）完 整 细

胞偶氮还原活性的因素，结果如图 0 所示。在没有

添加 #$%& 为电子供体时偶氮还原不能进行，经过

+, 1 培养后基本没有检测出完整细胞的偶氮还原活

性，而添加 + 223456 的 #$%& 为电子供体的实验组

偶氮还 原 能 快 速 进 行，说 明 该 偶 氮 还 原 酶 需 要 以

#$%& 为电子 供 体。另 一 方 面，在 确 定 培 养 基 中 没

有添加 !"# 的条 件 下，! ’ "#$% ()*+,（-."(/#）的

厌氧偶氮还原也能进行，只是相对于添加, 7,0 23456
!"# 时的还原速率慢，这说明了 ! ’ "#$% ()*+, 体内

能合成相当的 !"#，而体外添加的 !"# 可进一步加

强还原活性。对于氧气存在的情况下，除了检测到

较弱的由于 #$%& 化学反应引起的染料脱色外，无

法检测到由细胞活性引起的染料脱色现象，酶催化

的偶氮还原活性受到明显抑制，这说明该偶氮还原

酶只能在厌氧情况下催化偶氮键的还原。利用 ! ’
"#$% ()*+,（-."(/#）细胞粗酶液的实验结果与上述

结果相似。

图 # $%&’、()$ 和 *! 对 ! + "#$% ,*-./（01),2$）厌

氧偶氮还原的影响

!89 ’ 0 :;;<=> 3; #$%&，!"# ?@A )B 3@ ?@?<C3D8= ?E3C<AF=>83@ DG 8@>?=>

=<44H 3; ! ’ "#$% ()*+,（-."(/#）’ )B I # I !：#$%& ?@A !"# J<C<

?AA<A 8@ >1< A<;8@<A 2<A8F2 J8>13F> C<23K?4 3; )B ；# I !：#$%& ?@A

!"# J<C< ?AA<A 8@ >1< A<;8@<A 2<A8F2 J8>1 -FC98@9 @8>C39<@ 9?H >3

C<23K< >1< )B ；J8>13F> !：(1<C< J?H @3 !"# ?AA<A 8@ >1< A<;8@<A

2<A8F2；J8>13F> #：(1<C< J?H @3 #$%& ?AA<A 8@ >1< A<;8@<A 2<A8F2；

@3 =<44H：(1<C< J?H @3 =<44H 8@ >1< A<;8@<A 2<A8F2 ’

! "3 $%&’ 作为脱色希瓦氏菌 4.! 厌氧偶 氮 还 原

电子供体及鱼藤酮抑制的研究

脱色 希 瓦 氏 菌 L+B 的 &"’( 基 因 在 ! ’ "#$%
()*+, 中表达厌氧偶氮还原活性时需要以 #%$& 为

电 子 供 体，该 基 因 编 码 产 物 的 氨 基 酸 序 列 与

)*+,&-+$$& H- ’ $#$/M 细胞质膜上的 #$%（*）&/醌氧

化还原 酶 的 同 源 性 高 达 NOP，它 很 可 能 就 是 一 种

#$%（*）&/醌 氧 化 还 原 酶。因 此，为 了 更 深 入 探 讨

&"’( 基因在脱 色 希 瓦 氏 菌 L+B 厌 氧 偶 氮 还 原 中 的

作用，本 文 还 研 究 了 #$%& 作 为 脱 色 希 瓦 氏 菌 L+B
膜蛋白的厌氧偶氮还原电子供体的情况，以及 #$%

（*）&/醌氧化还原酶的专一性抑制剂鱼藤酮对其厌

氧偶氮还原活性的影响。结果发现，在脱色希瓦氏

菌 L+B 的膜蛋白制备物中，除甲酸钠之外，#$%& 也

可以作为有效的电子供体支持偶氮还原的进行。在

相同时间、相同蛋白浓度条件下，使用 #$%& 为电子

供体时的厌氧偶氮还原活性是以甲酸钠为电子供体

时的 Q 倍（表 B），说 明 #$%& 作 为 电 子 供 体 对 偶 氮

还原更为有效。另外，电子传递抑制剂鱼藤酮对以

#$%& 为电子供体情况下的偶氮还原表现明显的抑

制作用，随着鱼藤酮浓度的增加其抑制作用相应地

加强（表 B），说 明 在 以 #$%& 为 电 子 供 体 进 行 偶 氮

还原时细胞质膜上的 #$%（*）&/醌氧化还原酶起着

重要作用。相反，在以甲酸钠为电子供体的情况下，

L+B 菌的膜蛋 白 利 用 的 脱 氢 酶 是 甲 酸 脱 氢 酶，此 时

酶不受鱼藤酮的抑制，厌氧偶氮还原活性不受影响。

表 ! 不同浓度鱼藤酮对使用不同电子供体时

脱色希瓦氏菌 4.! 膜蛋白偶氮还原的影响

(?D4< B :;;<=> 3; C3><@3@< 3@ ?E3C<AF=>83@ DG 2<2DC?@< ;C?=>83@H

3; ) ’ .+"#$#/&0%#-%1 L+B FH8@9 A8;;<C<@> <4<=>C3@ A3@3CH

"（C3><@3@<）5
（!23456）

$E3C<AF=>83@ ?=>8K8>G（!23451529 -C3><8@）

;3C2?>< ?H <4<=>C3@ A3@3C #$%& ?H <4<=>C3@ A3@3C

,
+,
0,
+,,

+,, 70
NN 7O
+,, 7B
NN 7N

Q,N 7R
MRR 7S
M,+ 7M
+NR 7M

5 讨论

有关细菌对偶氮染料还原降解中酶的催化机理

研究以 ! ’ "#$% T"+,N 的偶 氮 还 原 酶（$E3U）最 为 清

晰，B,,+ 年 #?V?@8H18 等人在对该酶研究时发现其氨

基酸序列可归附于 $W* 磷酸二酯酶家族的一种［+0］。

$W* 磷 酸 二 酯 酶 是 一 种 水 解 酶，催 化 1343/$W* 和

&B) 生成 ?-3/$W* 和 Q/磷 酸 泛 酰 巯 基 乙 胺，参 与 生

RBM+ X8@9YF?@ W1<@ <> ?4 ’ 5 2"0& 3%"/#4%#$#5%"& )%-%"&（B,,N）QN（+,）
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物体内泛酸和辅酶 ! 的合成，在脂肪酸代谢中发挥

重要 作 用。"#$% 年 &’()*+, 和 -’..’/))［01］首 次 发 现

大肠杆菌具有去 23磷酸泛酰巯基乙胺作用的酶，并

命名为 !45 水 解 酶（现 为 !45 磷 酸 二 酯 酶），67,89*
等［0"］和 :9+;’, 等［00］先后分别分离纯化了大肠杆菌

的 !45 磷酸 二 酯 酶 并 对 其 酶 学 特 征 和 编 码 基 因 进

行研 究。 有 意 思 的 是，<’=’>7,97 等 人 发 现 ! ? "#$%
@A"1# 的偶氮还原酶（!B+C）在 < 末 端 具 有 !45 磷

酸二 酯 酶 的 典 型 特 征 <D0 3E).3-F,3&’*3-)G3&’*3-)G3

-F,3，但 却 只 有 依 赖 黄 素 的 <!HD3偶 氮 还 原 酶 活 性

而没有磷酸二酯酶活性，在体内及体外实验均不能

把 9+*+3!45 转化为 ’I+3!45［"J］。<’=’>7,97 实验室的

KL+ 等 人 先 后 于 011J［0M］和 011$［"N］年 得 到 该 !B+C 酶

的晶体和三 维 结 构，准 确 发 现 该 酶 二 级 结 构 上 -%、

-"" 环和 -M 环就是 6A< 的结合位点，是酶的活性中

心，与哺乳动物 6!H 依赖的 <!H（5）D3醌 氧 化 还 原

酶和 酵 母 O-C1""PI 的 6A< 依 赖 的 <!H（5）D36)
（KKK）氧化还原酶二级结构非常相似，尽管彼此在氨

基酸序列上相似性较低。 KL+ 等人更于 011N 年得到

该酶还原型以及其结合醌类似物时的三维结构，准

确发现了该酶立体结构中醌的两个结合位点，一个

位于 -M 环 6A< 结合位点的异咯嗪和 59)3"$0 的苯

基团，这也是该酶结合偶氮染料甲基红的活性位点，

另一 个 位 于 :F.3"01 和 :F.3"%N 的 酚 基 团［"#］。至 此

关于大肠杆菌 !B+C 的催化机理已十分清楚，这是一

种 6A< 依赖的 <!HD3偶氮还原酶，仅在氨基酸序列

上归为 !45 磷酸二酯酶家族却没 有 !45 磷 酸 二 酯

酶活性。

本实验从脱色希瓦 氏 菌 E"0 中 获 得 的 &"’( 基

因同样具有偶氮还原酶活性，其编码产物氨基酸序

列与 )*+,&-+$$& ,I ? !<!3M 的 <!H（5）D3醌氧化还原

酶同源性高达 #%Q，与 )*+,&-+$$& #-+%.+-/%/ AC3" 的

!45 磷酸二酯酶同源性达到 #$Q。与上述来自 ! ?
"#$% @A"1# 的 !B+C 同源性虽然为 $"Q，但是两者蛋

白质的二级结构却非常相似，其折叠片、!3螺旋和环

结构排列 十 分 相 似，尤 其 在 6A< 的 结 合 位 点（-%、

-"" 环和 -M 环）上非常保守。对于 ! ? "#$% @A"1# 的

!B+C 来说，-M 环 上 的 6A< 结 合 位 点 就 是 结 合 偶 氮

染料甲基 红 的 活 性 位 点［"N R "#］，从 这 一 点 来 看，推 测

脱色希瓦氏菌 E"0 &"’( 基因编码的偶氮还 原 酶 蛋

白二级结构 -M 环上的 6A< 结合位点也很可能是结

合偶氮染料的活性位点。

鉴于 &"’ 基因在大肠杆 菌 中 的 组 成 型 表 达，大

部分大肠杆菌细胞质中都可能含有具偶氮还原活性

的 !B+C 类似酶。但是正如上文所述，&"’ 基因产物

在某些大肠杆菌中仅表现 !45 磷酸二酯酶作用，这

可能与该酶在氨基酸序列上的进化改变造成二级结

构的变化有关。我们对不同菌株类型的大肠杆菌进

行偶氮还原功能筛选，寻找合适的可用于表达脱色

希瓦氏 菌 E"0 偶 氮 还 原 酶 基 因 的 宿 主。 实 验 中 发

现，在 营 养 丰 富 的 -S 培 养 基 中 实 验 所 用 大 肠 杆 菌

各菌株都具有很强的偶氮还原活性，这可能与在营

养丰富条件下细胞量大而且细菌体内存在丰富的氧

化还原中间物质有关；在营养贫乏的确定培养基中，

大部分大肠杆菌的偶氮还原活性仍然较强，只有 ! ?
"#$% :T5"1 菌株对染料脱色微弱，仅为 -S 培养时的

"U01，因而可用 作 脱 色 希 瓦 氏 菌 E"0 偶 氮 还 原 酶 基

因的表达宿主。

对脱色希瓦氏菌 E"0 具有偶氮染料还原活性的

基因 及 其 启 动 子 连 接 到 : 载 体 并 转 化 ! ? "#$%
:T5"1，随机挑 取 的 M 株 阳 性 克 隆 都 具 有 明 显 强 于

亲株的偶氮还原活性，说明 ! ? "#$% :T5"1 能很好地

识别 脱 色 希 瓦 氏 菌 E"0 的 启 动 子，并 能 在 不 需 要

K5:V 诱导的 情 况 下 实 现 有 活 性 的 组 成 型 表 达。对

于转化的阳性克隆进行偶氮还原活性研究时发现，

在 ! ? "#$% :T5"1（IVA:3<）体内表达的偶氮还原酶

定位在细胞质中，对不同极性的偶氮染料作用不完

全相同，完整细胞对于能透过细胞膜的甲基红具有

很强的偶氮还原活性，但是却不能还原截留在细胞

膜外的苋菜红。而当使用 ! ? "#$% :T5"1（IVA:3<）

的细胞粗 酶 液（"11"(U;-）时，1 W" ;;+*U-苋 菜 红 在

0 WJ 9 内即能被快速还原。由于甲基红分子中不含

有磺酸基团，而苋菜红分子中则含有 M 个磺酸基团

（图 "），这些磺酸基团赋予了偶氮染料不同的极性。

无磺酸基团的甲基红仅具有低极性容易透过细胞膜

进入细胞内，从而被细胞质中的偶氮还原酶还原脱

色。而含有 M 个磺酸基团的苋菜红由于极性增强而

难以透过细胞膜，不能接触到细胞质中的偶氮还原

酶。而当排除细胞膜屏障以后，强极性的苋菜红与

细胞粗酶液中的酶分子直接接触就表现出同样高效

的还原脱色现象。这说明了在 ! ? "#$% :T5"1 中 表

达的 E"0 菌偶氮还原酶在完整细胞状态或破碎细胞

状态都具有很强的偶氮还原活性。

实验 中 还 发 现，E"0 菌 的 偶 氮 还 原 酶 需 要 以

<!HD 为电子 供 体，这 与 已 报 道 文 献 一 致。另 一 方

面，没有添加 6A< 时 偶 氮 还 原 也 能 顺 利 进 行，但 是

添加 6A< 以 后 偶 氮 还 原 活 性 明 显 加 强，说 明 ! ?
"#$% :T5"1 体内 能 合 成 相 当 的 6A<，而 体 外 添 加 的

#0M"陈杏娟等：脱色希瓦氏菌 E"0 非特异性偶氮还原酶基因表达及特性 ? U微生物学报（011#）2#（"1）



!"# 可进一步加强还原活性。再者，氧气的存在明

显抑制该酶的偶氮还原活性，这也从另一方面验证

了 !"# 作为该酶辅酶的结果，因为还原型的黄素在

有氧情况下迅速与氧气发生反应而失去把电子传递

到偶氮染料的能力［$$］。这说明了脱色希瓦氏菌 %$&
的 !"#$ 基因编码产物偶氮还原酶是一种依赖黄素

的 #’()*偶 氮 还 原 酶。另 外，在 脱 色 希 瓦 氏 菌 %$&
的膜蛋白中，#’() 是 有 效 的 电 子 供 体 支 持 偶 氮 还

原的进行，#’(（+）)*醌氧化还原酶的专一性抑制剂

鱼藤酮对以 #’() 为电子供体条件下的偶氮还原表

现明显的抑制作用，说明对于脱色希瓦 氏 菌 %$& 来

说，细胞膜 上 的 #’(（+）)*醌 氧 化 还 原 酶 参 与 了 细

菌的厌氧偶氮还原。另外，序列分析表明该偶氮还

原酶氨基 酸 序 列 与 %&’(!)’**! ,- . ’#’*/ 细 胞 膜 上

的 #’(（+）)*醌 氧 化 还 原 酶 同 源 性 高 达 012，推 测

该偶氮还原酶很可能就是一种 #’(（+）)*醌氧化还

原酶，定位在细胞质膜内侧。

相对于细胞膜表面特异性的偶氮呼吸末端还原

酶来说，!"#$ 基因产物在脱色希瓦氏菌 %$& 的厌氧

偶氮还原中同样发挥了非常重要的作用。这是一种

非特 异 性 的 !"# 依 赖 的 #’()*偶 氮 还 原 酶，以

#’() 为电子供体，通过 !"# 结合位点的活性中心

把电子传递给偶氮染料最终实现染料的还原脱色。

本文首次在大肠杆菌中重组表达脱色希瓦氏菌 %$&
的偶氮还原酶，实现了该酶对不同极性偶氮染料的

高效还原能力，这将为更深入开展细菌偶氮还原酶

学研究打下理论基础，并为利用基因工程技术开展

染料脱色 降 解 及 环 境 污 染 修 复 研 究 提 供 重 要 理 论

指导。
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