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2,3-二羟基联苯酶促降解及编码酶基因扩增
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摘要:一株新分离的联苯降解菌DyellaginsengisoliLA-4的细胞粗提物可以降解邻苯二酚

类化合物生成间位开环产物.实验证明菌株LA-4中的2,3-二羟基联苯1,2-双加氧酶(BphC)

为组成酶.以2,3-二羟基联苯、邻苯二酚和4-氯邻苯二酚为底物时,酶的比活分别是7.37、

0.2和0.06U/mg.考察了金属离子及抑制剂对酶活性的影响.金属离子对酶活性影响的结果

表明Fe2+能促进粗酶对邻苯二酚和4-氯邻苯二酚的降解,但对2,3-二羟基联苯却起到抑制

作用.当氧化性抑制剂H2O2的浓度大于1mmol/L时酶活完全丧失,说明其属于Fe(Ⅱ)依赖

型外二醇双加氧酶类.通过PCR方法扩增出菌株LA-4中bphC 基因的保守区,其序列与已

知bphC基因相似性约为73%.
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0 引 言

联苯和多氯联苯(PCBs)是一类典型的、分布

广泛的有机污染物,其中PCBs是目前国际关注

的12种持久性有机污染物之一.在环境体系中,
PCBs具有低浓度、高毒性和高生物富集性等特

点,微量的PCBs就可对生物产生致癌、致畸和致

突变等作用.鉴于PCBs类物质对人类的巨大危

害,对这类化合物的微生物降解一直是国内外研

究的热点[1].Lunt等和Catelani等在1970年首

次报道分离出能以联苯为惟一碳源和能源生长的

微生物[2、3].目前,PCBs生物降解方面的研究主

要存在降解菌种单一、降解基因不够丰富及菌株

降解底物范围窄等问题.因此,筛选新颖的PCBs
降解菌株并获取相应的降解基因成为PCBs生物

降解研究的重点.
研究表明,细菌对联苯/多氯联苯的好氧降解

途径较为相似,主要是指联苯/多氯联苯在联苯

2,3-双 加 氧 酶(BphA)、联 苯 二 氢 二 醇 脱 氢 酶

(BphB)、2,3-二羟基联苯1,2-双加氧酶(BphC)
及HOPDA水解酶(BphD)的作用下,最终生成

苯甲酸,这一系列反应称为联苯降解的上游途

径[1].其中BphC是一种外二醇双加氧酶,对联苯

和多氯联苯的开环降解起到了关键作用[4].
目前,本实验室已分离出1株能以4-氯联苯

和联苯为其惟一碳源和能源生长的新菌株Dyella
ginsengisoliLA-4.本文详细研究菌株LA-4细胞

粗提物对2,3-二羟基联苯的降解,并通过PCR方

法从菌株LA-4的基因组 DNA 中扩增出bphC
基因的保守区片断,旨在为联苯/多氯联苯的生物

修复提供宝贵的微生物资源及相关的基因材料.

1 材料和方法

1.1 试 剂

联苯、2,3-二羟基联苯、邻苯二酚和4-氯邻苯

二酚购于Sigma-Aldrich,Bovineserumalbumin
(BSA)购自TaKaRa,其他实验药品均为分析纯.
1.2 培养基

无机 盐 培 养 基:0.5g/L NaCl,0.5g/L
K2HPO4·3H2O,0.5g/L MgSO4 ·7H2O,
0.01g/L FeSO4 ·7H2O,pH 7.0,联 苯 100
mg/L;富集培养基:在无机盐培养基中加入2
g/L蛋白胨和0.5g/L联苯;LB培养基:10g/L
蛋白胨,5g/L酵母膏,10g/LNaCl.
1.3 粗酶的制备

将在无机盐培养基中培养的菌体投入富集培



养基100mL中,30℃、150r/min培养48h;4℃
条件下,8000r/min离心10min收集菌体,菌体

用Tris-HCl缓冲溶液(50mmol/L,pH8.0)震荡

清洗 2 次 后 悬 浮,在 冰 浴 中 用 超 声 破 碎 仪

(UltrasonicprocessorCPX750,USA)破碎细胞

30min,脉冲1.0;最后,4℃、22000r/min离心

20min,超滤浓缩上清液,所得即为粗酶液.
1.4 酶促降解实验

酶活 力 用 紫 外-可 见 分 光 光 度 计(V-560,
JASCO,Japan)检测.测定系统总体积为2mL,
Tris-HCl缓冲溶液(50mmol/L,pH8.0),粗酶

50μL,20℃反应.如无特殊说明,反应底物分别

为2,3-二羟基联苯(250μmol/L)、邻苯二酚(180
μmol/L)、4-氯邻苯二酚(75μmol/L).酶活力单

位(U)定义[5]为20℃下,每 min内生成1μmol
开环产物所需的酶量.在上述条件下,反应产物的

摩尔消光系数分别为2,3-二羟基联苯,ε434=
17900L·mol-1·cm-1;邻苯二酚,ε375=67800
L·mol-1·cm-1;4-氯邻苯二酚,ε379= 40000
L·mol-1·cm-1[5、6].酶的比活为单位蛋白的酶

活力.蛋白浓度用考马斯亮蓝法测定[7].在考察不

同影响因素对酶活的影响时,用相对酶活表示对酶

活性的影响程度.以pH8.0、20℃不加任何金属离

子及抑制剂条件下测定的酶活为对照,其他条件下

测定的酶活与其相比得到的百分率为相对酶活.
1.5 组成酶或诱导酶的初步判定

将用无机盐培养基培养的菌体投入不含联苯

的LB培养基中培养至对数生长后期,收集菌体,
制备粗酶,测定其酶活力.若粗酶有酶活性,说明

此酶为组成酶,反之为诱导酶[8].
1.6 BphC动力学常数的测定

以酶的反应速度对不同底物浓度作图,按
Lineweaver-Burk作图法计算出此酶对不同底物

的动力学米式常数 Km 及最大反应速率vmax.底
物浓度范围分别是2,3-二羟基联苯125~625
μmol/L,邻苯二酚90~910μmol/L,4-氯邻苯二

酚12.5~125μmol/L.
1.7 pH和温度对活性的影响

实验pH范围为3~11,所用的缓冲溶液为

200mmol/L醋酸/醋酸钠缓冲溶液(pH3~5)、50
mmol/LK2HPO4/NaOH缓冲溶液 (pH5~7)、50
mmol/LTris-HCl缓 冲 溶 液(pH7~9)和100
mmol/LNa2CO3/NaHCO3缓冲溶液(pH9~11).
温度影响实验中,温度的范围为1.5~80℃.
1.8 金属离子及抑制剂对酶活性的影响

在Tris-HCl缓冲溶液(pH8.0)中加入50

μL粗酶和终浓度1mmol/L的金属离子,在室温

下反应15min.之后,加入底物开始反应,分析其

对酶活性的影响.
在以2,3-二羟基联苯为底物的反应体系中

加入不同的抑制剂,分析其对酶活性的影响.
1.9 菌株 LA-4的BphC编码基因(bphC)保守

区序列的扩增与分析

细菌 基 因 组 DNA 采 用 宝 生 物 TaKaRa
MiniBEST BacterialGenomicDNA Extraction
Kit提取.参 照 文 献[9]进 行 简 并 引 物 设 计:
bphBA1(5'-TGTAAAACGACGGCCAGTGGA-
TCCGARTAYACNGGNGCNTAYGT-3') 和

bphC-R (5'-GAGGCATAGAACGACACCATR-
TGRTCRTTNGTRTG-3').以菌株LA-4的基因

组DNA为模板,使用TaKaRaLATaq酶进行扩

增,PCR条件:30个循环,95℃变性45s,53℃退

火1min,72℃延伸4min.所得到的PCR产物经

琼脂糖电泳检测后,使用 TaKaRaAgaroseGel
DNAPurificationKit切胶回收后,进行测序,基
因测序工作由宝生物工程(大连)有限公司完成.

将得 到 的 基 因 序 列 用 BLAST 软 件 与

GenBank中已知的bphC 基因序列进行相似性比

较.用ClustalX1.8和 MEGA2.0软件进行系

统发育树的构建,分析其系统进化关系.

2 结果与讨论

2.1 酶促降解实验

菌株DyellaginsengisoliLA-4粗酶可以降

解2,3-二羟基联苯、邻苯二酚和4-氯邻苯二酚,
生成相应的间位开环裂解产物.经联苯诱导后菌

株的粗酶酶活性高于未诱导,其比酶活为未诱导

的4.6倍;但未经底物诱导的菌株提取的粗酶仍

有较高的酶活性,酶的比活为1.60U/mg,说明

菌株LA-4含有的BphC为组成酶.在pH8.0和

20°C下,以2,3-二羟基联苯、邻苯二酚和4-氯邻

苯二酚为底物时,酶的比活分别是7.37、0.2和

0.06U/mg.酶动力学常数测定结果表明,在酶浓

度不变的情况下,酶促反应初速度与底物浓度之

间呈典型的双曲线关系,说明该酶催化反应遵循

米氏方程[10].
通过Lineweaver-Burk作图(如图1),计算粗

酶对3种底物的动力学常数列于表1.由表1可

以看出,对于3种底物,菌株LA-4的粗酶对2,3-
二羟基联苯的Km 最小,证明它与2,3-二羟基联

苯的亲和力最大;邻苯二酚的Km 最大,说明粗酶
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与邻苯二酚的亲和力最小[11].同时,通过比较

vmax/Km 的大小,可以看出3种底物中2,3-二羟

基联苯为菌株LA-4中BphC的最适底物;邻苯二

酚的vmax大于4-氯邻苯二酚的vmax,但vmax/Km 小

于4-氯邻苯二酚.

(a)2,3-二羟基联苯

(b)邻苯二酚

(c)4-氯邻苯二酚

图1 菌株LA-4粗酶对3种底物的Lineweaver-
Burk双倒数曲线

Fig.1 DoublereciprocalLineweaver-Burkcurveofcrude

extractsofstrainLA-4forthreesubstrates

表1 菌株LA-4粗酶动力学常数

Tab.1 Kineticparametersofthecrudeextracts

ofstrainLA-4

底物
Km/

(μmol·L-1)
vmax/

(U·mg-1)
(vmax/Km)/

10-3

2,3-二羟基联苯 26.48 8.12 306
邻苯二酚 1540.81 1.94 1.26

4-氯邻苯二酚 101.05 0.15 1.48

pH和温度对酶活性有重要影响,菌株LA-4
对3种底物降解的最适pH为8.0~9.0,最佳温

度为20℃.
2.2 金属离子及抑制剂对酶活性的影响

金属离子对酶活性的影响如表2所示,从中

可以看出,Ba2+、Ca2+、K+、Mg2+ 和 Na+ 等金属

离子对酶活性的影响较小;Al3+、Co2+、Cu2+、
Fe3+、Ni2+、Pb2+和Zn2+ 等金属离子对酶的活性

具有强烈的抑制作用;而对于Fe2+ 离子,以邻苯

二酚和4-氯邻苯二酚为底物时可以提高酶的活

性,但以2,3-二羟基联苯为底物时酶的活性受到

抑制.

表2 金属离子对酶活性的影响

Tab.2 Effectsofmetalionsontheenzymeactivity

金属离子

(1mmol/L)
Ar/%

2,3-二羟基联苯 邻苯二酚 4-氯邻苯二酚

- 100 100 100
AlCl3 0.16 13.81 0
BaCl2 96.76 100.18 98.16
CaCl2 98.48 97.94 101.75
CoCl2 0.49 2.63 26.77
CuCl2 0.43 6.65 16.23
FeCl2 15.55 251.36 761.13
FeCl3 2.41 42.37 18.43
KCl 98.00 101.97 109.75
MgCl2 94.08 91.61 83.48
MnCl2 77.44 69.25 62.45
NaCl 98.00 110.91 103.79
NiCl2 0.32 17.99 18.25
PbCl2 3.51 20.62 20.21
ZnCl2 1.20 17.67 23.41

注:Ar为相对酶活

此外,一些抑制剂对酶活性的影响结果表明:
随着H2O2、抗坏血酸和SDS浓度的逐渐增加,酶
的活性逐渐降低(如图2所示).当 H2O2 的浓度

达到1mmol/L时,酶完全失活(如图2(a)).目前

已报道的外二醇双加氧酶有两种类型:Fe(Ⅱ)依

赖型和Mn(Ⅱ)依赖型.当反应体系中H2O2 的浓

度大于1mmol/L时,Fe(Ⅱ)依赖型外二醇双加

氧酶酶活性将被完全抑制;而在相同情况下,
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(a)H2O2 对酶活的影响

(b)抗坏血酸对酶活的影响

(c)SDS对酶活的影响

图2 抑制剂对酶活性的影响

Fig.2 Effectsofinhibitorsontheenzymeactivity

H2O2 对 Mn(Ⅱ)依赖型外二醇双加氧酶的酶活

性抑制较小[12].因此,可以推测菌株LA-4中所含

有的外二醇双加氧酶为Fe(Ⅱ)依赖型.
2.3 bphC保守区序列的扩增与分析

PCR结果如图3所示,目的基因约为900
bp.经测序分析,得到全长为916bp的基因序列,
登录GenBank,登录号为EU391619;经过序列分

析,发现该序列为bphC基因的保守区序列,其中

包括bphC 基因的起始密码子 ATG(碱基177-
179),但无终止密码子.将此序列通过BLAST软

件与GenBank中的已知序列进行相似性比较,发
现 其 与 菌 株 Pseudomonas putida OU83
(X91876)中 的 bphC 基 因 相 似 性 最 高,约 为

73%.将其与其他已知的bphC 基因进行系统进

化分析,构建进化树所用的微生物及bphC 基因

的GenBank登录号如图4所示.从进化角度分

析,菌株LA-4中的bphC基因在系统发育中处于

相对独立的位置,与已知的革兰氏阴性菌中同种

基因有很大差别,是一段比较新颖的基因.

M:DL2000DNAMarker;1:bphCPCR产物

图3 bphC的PCR产物琼脂糖凝胶电泳分析

Fig.3 Agarosegelelectrophoresisof
thebphCPCRproduct

图4 bphC基因的系统进化树

Fig.4 PhylogenetictreeofbphCgene
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3 结 论

(1)菌株DyellaginsengisoliLA-4的粗酶具

有2,3-二羟基联苯1,2-双加氧酶活性,以2,3-二
羟基联苯、邻苯二酚和4-氯邻苯二酚为底物时,
酶的比活分别是7.37、0.2和0.06U/mg.

(2)粗酶动力学常数分析表明2,3-二羟基联

苯与酶的亲和力较大,是此酶的最适底物.
(3)菌株DyellaginsengisoliLA-4所含有的

BphC为组成酶,属于Fe(Ⅱ)依赖型外二醇双加

氧酶.
(4)通 过 PCR 方 法 扩 增 出 菌 株 Dyella

ginsengisoliLA-4中bphC 基因的部分序列,经
过序列分析和系统进化分析,说明所获得的基因

与已知bphC基因的相似性仅为73%,且基因进

化位置相对独立,是一段较为新颖的基因.
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Enzymaticbiodegradationof2,3-dihydroxybiphenyl
andamplificationofencodingenzymegene

LI Ang, QU Yuan-yuan*, ZHOU Ji-ti, TAN Liang, JIAYu-hong

(SchoolofEnvironmentalandBiologicalScienceandTechnology,DalianUniversityofTechnology,Dalian116024,China)

Abstract:Thecrudeextractsofanovelbiphenyl-degradingbacterium,Dyellaginsengisoli LA-4,can
transform2,3-dihydroxybiphenyl,catecholand4-chlorocatecholintothecorrespondingring meta-cleavage
products.Anditwasprovedthattheenzymewasaconstitutive2,3-dihydroxybiphenyl1,2-dioxygenase.The
specificactivitieswere7.37,0.2and0.06U/mg,respectively.Theeffectsonenzymeactivitiesbymetalions
andsomeinhibitorswereobserved.TheresultsindicatethatFe2+canenhancethetransformationofcatecholand
4-chlorocatechol,butitinhibitsthetransformationof2,3-dihydroxybiphenyl.Becausetheenzymeactivitieswere
completelyinhibitedinthepresenceofover1 mmol/L H2O2,itisdeterminedthattheenzymeisan
Fe(Ⅱ)-dependentextradioldioxygenase.Aconservedregionofthe2,3-dihydroxybiphenyl1,2-dioxygenasegene
bphCwasamplifiedbyPCR,whichshows73%similaritywiththatofknownbphCgene.

Keywords:Dyellaginsengisoli;enzymaticbiodegradation;2,3-dihydroxybiphenyl1,2-dioxygenase
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