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摘要  从污水中分离出一株以咔唑为惟一碳源和氮源生长的菌株 PJ3, 用  16S rDNA 鉴定为节杆菌

(Arthrobacter sp), 构建了 PJ3菌株基因组文库并获得一株阳性克隆 JM109 (pUCW402). 通过 GenSCAN
软件和 BLAST分析发现, 在插入 pUCW402的外源片段(3360 bp)中存在一个由 933 bp片段编码的 2,3-
二羟基联苯双加氧酶基因. 进化分析表明, 从 PJ3来源的 2,3-二羟基联苯双加氧酶在进化树上形成一个
独立的分支. Southern杂交进一步证实, 编码该酶的基因定位于节杆菌 PJ3的基因组 DNA上. 为了鉴定
该基因的生物学功能, 构建了BL21 (pETW-8)重组菌株. 与菌株 JM109 (pUCW402)和PJ3相比, 2,3-二羟
基联苯双加氧酶的表达水平在 BL21 (pETW-8)中最高. 酶活分析表明, 2,3-二羟基联苯双加氧酶不具有
绝对专一性, 对 2,3-二羟基联苯的催化能力高于邻苯二酚. 因此推测 PJ3菌株对芳香族化合物降解过程
中, 2,3-二羟基联苯双加氧酶主要负责催化双环化合物的降解.  

关键词  2,3-二羟基联苯双加氧酶基因  节杆菌(Arthrobacter sp)  进化树  基因定位  酶活力   
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人工合成的芳香族化合物或其衍生物在许多情

况下都有可能释放到环境中 [1], 而且由于它们具有
热稳定与化学稳定性 , 会长期积累形成环境污染物
[2]. 环境中的微生物可以通过突变获得利用这些化合
物作为自已的碳源、氮源进行生存的能力. 细菌邻裂
双加氧酶在降解这些化合物 , 使它们重新进入碳循
环的过程中起着关键的作用 [3]. 因此通过生物降解
来解决芳香族化合物对环境污染这一问题成为最具

吸引力的途径之一 . 同时由于这一方法对化学处理
环境污染物的有效替代也使得它具有很广阔的商业

前景 [4].  
多氯联苯(PCB)降解的主要途径是由联苯双加氧

酶启动的, 2,3-二羟基联苯双加氧酶(23DHBD)催化第
3步中两个氧原子插入到 2,3-二羟基联苯形成 2-羟基
-6-氧-6-苯基已二烯酸的过程 [5]. 在各种能利用联苯
的细菌, 如拜叶林克氏菌属(Beijerinckia sp) B1[6], 红
球菌(Rhodococcus globerulus) P6[7], 和鞘氨醇单胞菌
属(Sphingomonas sp) BN6[8]中都发现存在 2,3-二羟基
联苯双加氧酶.  

咔唑是煤焦油产生过程中形成的一种难降解的

杂环芳香族化合物, 具有毒性和致突变作用, 并且对
土壤和地下水都有污染 [9]. 目前, 降解咔唑的细菌主

要有假单胞菌属(Pseudomonas resinovorans) CA10[10], 
鞘氨醇单胞菌属(Sphingomonas sp) GTIN11[11]等. 而
且已从这些菌株中克隆了咔唑降解基因簇 , 它们具
有一个很相似的代谢途径 , 都是起始于咔唑含氮杂
环的氧化裂解形成 2′-氨基联苯 2,3-二羟基这一过程
[11]. 然而人们发现, 某些咔唑降解菌株, 如鞘氨醇单
胞菌属(Sphingomonas sp) CB3[12]的咔唑降解基因簇

中咔唑双加氧酶与联苯氧化酶有一定联系 . 本研究
报道了节杆菌PJ3能够以咔唑作为碳源和氮源进行生
长, 并且首次从该菌株的基因组文库中分离到 2,3-二
羟基联苯双加氧酶基因.  

1  材料与方法 

(ⅰ) 细菌菌株与质粒.  细菌 PJ3是从啤酒厂污水
淤泥中分离到的一株土壤菌株. 大肠杆菌 JM109 和
BL21 (DE3)分别用作质粒转化和蛋白表达的宿主菌. 
质粒 pUC19和 pET-28a(+)分别用作克隆和表达载体.  

(ⅱ) 咔唑降解菌株的富集培养.  实验样品取自
于当地一家啤酒厂 (43°10′N, 124º22′E)的污水淤泥 . 
为了筛选出咔唑利用菌株 , 以咔唑作为惟一碳源和
氮源的无碳、氮矿物培养基(CNFMM)进行细菌的富
集培养 . CNFMM组成见文献 [13,14]. 污泥样品按
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10%的接入量接种于培养基中, 于 30℃摇床上振荡
培养 1周, 再按 10%的接入量转接到新的培养基中培
养 1 周, 如此重复 4 次以后, 样品进行倍比稀释涂
LB[15]平板, 过夜, 有明亮、黄色的克隆长出.  

(ⅲ) 菌株PJ3 16S rDNA的鉴定.  按照标准方法
[16]提取菌株PJ3的总DNA. 进行 16S rDNA基因扩增. 
PCR反应引物分别对应于大肠杆菌(GenBank序列号
为 J01859) 16S rDNA基因的 7~26 和 1491~1512 
bp[14,17]. PCR产物由上海生工公司测序. 测序序列运
用DDBJ/EMBL/GenBank DNA数据库进行BLAST同
源性比较.  

(ⅳ) 基因组文库构建和阳性克隆的筛选 .  用 
EcoRⅠ限制性内切酶对PJ3 基因组DNA进行消化 , 
回收 3~8 kb的片段, 与具有同样切口且用碱性磷酸
酶去磷酸化后的pUC19 载体进行连接, 转化JM109. 
所有重组操作均按照参考文献 [16]进行 . 用 50 
mmol/L的邻苯二酚喷雾 [12,18], 筛选能够变为黄色的
克隆. 运用碱裂解的方法 [16]从阳性克隆中分离质粒

DNA, 酶切分析插入外源片段的大小, 并测序.  
(ⅴ) 2,3-二羟基联苯双加氧酶基因的分离和过表

达载体构建.  运用 GenSCAN 软件和 BLAST 对插
入阳性克隆质粒 pUCW402 的片段进行分析 . 以
pUCW402为模板 PCR扩增到 933 bp的片段, EcoRⅠ
和 HindⅢ消化后插入具有相同切点的 pET-28a(+)载
体中构建过表达载体 pETW-8, 转化 BL21(DE3)获得
BL21(pETW-8)克隆 . 扩增引物由上海生工合成 , 分
别为 5'-ccggaattcATGACTCACATCCGTGGACTTG-3'
和 5'-cccaagcttCGTCTGCGACTAGTTTGCCG-3', 下
画线部分分别为 EcoRⅠ和 HindⅢ酶切位点.  

(ⅵ) Southern杂交分析.  运用 EcoRⅠ和 BamHⅠ
分别消化 PJ3基因组DNA, 用 0.8%(质量体积比)琼脂
糖凝胶电泳 , 并转印到尼龙膜上 . 其他操作按照
Gene ImagesTM DNA 标记和检测试剂盒(Amersham 
Biosciences)说明进行. 以 pUCW402为模板, PCR扩
增到 933 bp的片段为探针. 

(ⅶ) 细胞粗提物的制备.  JM109 (pUCW402)和
BL21 (pETW-8)用含有 50 μg/mL氨苄青霉素和卡那
霉素的 LB液体培养基进行培养, 在 600 nm测量细胞
密度. 当 A值达到 0.6时, 增加异丙基-b-D-硫代半乳
糖苷(IPTG)使其终浓度为 1 mmol/L, 继续培养 3 h, 
离心收集菌体. PJ3 菌株培养条件同上. 以下的操作
按照文献[19,20]的方法进行 , 上清液进行蛋白浓度

和酶活力分析.  
(ⅷ) SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳分析.  SDS-聚丙

烯酰胺凝胶电泳运用 Bio-Rad 生产的 MiniPRITEANII
装置进行. 分离胶浓度为 12%, 考马斯亮蓝R-250染色.  

(ⅸ) 2,3-二羟基联苯双加氧酶活性分析.  邻苯
二酚作为底物, 对 2,3-二羟基联苯双加氧酶在 25℃, 
30℃, 37℃, 42℃, 50℃, 60℃和 70℃条件下的最适温
度和在 50 mmol/L醋酸-醋酸钠缓冲液(pH 3.6和 4.5), 
50 mmol/L磷酸氢二钠-磷酸二氢钾缓冲液(pH 5.29和
6.24), 50 mmol/L Tris-盐酸缓冲液(pH 7.1和 8.4)和 50 
mmol/L碳酸钠-碳酸氢钠缓冲液(pH 9.4 和 10.5)范围
内的最适pH进行优化. 运用紫外分光光度法测量PJ3, 
JM109 (pUCW402)和BL21 (pETW-8)菌体内 2,3-二羟
基联苯双加氧酶催化 2,3-二羟基联苯和邻苯二酚分
别形成 2-羟基-6-氧-6-苯基已二烯酸(λmax, 434 nm; ε 
= 21700 cm−1·(mol/L)−1)[7]和 2-羟基粘康酸半醛(λmax, 
375 nm; ε = 33400 cm−1·(mol/L)−1)[21]的酶活. 以牛血
清白蛋白作为对照, 运用Bradford法 [22]测定总蛋白含

量. 将 25℃每分钟形成 1 μmol产物定义为一个单位
的酶活 . 酶的比活力是指每毫克酶蛋白所含酶活力
的单位数 [2,20].  

(ⅹ) GenBank 登录的序列及序列号.  PJ3 菌株
的 16S rDNA基因核酸序列、2,3-二羟基联苯双加氧
酶基因的核酸及蛋白序列已经提交 GenBank/EMBL/ 
DDBJ, 序列号分别为 DQ531668, DQ841119 和
ABH06543.  

2  结果 

2.1  PJ3菌株的分离与鉴定 

从当地啤酒厂污水淤泥中分离出一株能以咔唑

作为碳源和氮源生长的菌株 PJ3. 对该菌株的 16S 
rDNA 基因序列进行测序 , 并且在 DDBJ/EMBL/ 
GenBank进行比对发现, PJ3菌株的 16S rDNA基因序
列与节杆菌属(Arthrobacter sp) YL8 (DQ191322), 节
杆菌属(Arthrobacter sp) X4 (DQ202320), 节杆菌属
(Arthrobacter sp) YL3 (DQ223655) 和 节 杆 菌 属
(Arthrobacter sp) L4 (DQ201188)的 16S rDNA基因序
列的相似性达 99%, 因此菌株 PJ3 被鉴定为节杆菌
(Arthrobacter sp). 
2.2  2,3-二羟基联苯双加氧酶基因的克隆 

将部分 EcoRⅠ消化的基因组 DNA 片段与具有
相同酶切位点的 pUC19 载体连接, 转化 JM109 构建
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PJ3 的基因组文库. 筛选到具有氨苄青霉素抗性的克
隆之后, 用 50 mmol/L的邻苯二酚对转化克隆进行喷
雾, 含有质粒 pUCW402 的阳性克隆由于表达双加氧
酶的活性, 将邻苯二酚氧化成黄色的 2-羟基粘康酸
半醛被筛选出来. 酶切和测序均证实插入 pUCW402
的外源片段为 3360 bp. 运用 GeneSCAN软件分析看
出, 该序列包括 3个可读框(图 1). BLAST同源比对表
明 , 在核酸数据库中没有与这一序列同源的匹配结
果. 然后用 Primer Premier 5.0 软件将核酸序列转变
为氨基酸序列后再次进行 BLAST. 结果发现, 位于 
529~839 区间的氨基酸序列与蛋白数据库中序列号
为BAD10913[23]的 2,3-二羟基联苯双加氧酶的同源性
为 57%, 529 位氨基酸上游的区段没有任何匹配, 在 

 
图 1  运用 GeneSCAN软件对序列进行预测的结果 

序列为 pUCW402质粒中插入的 EcoRⅠ酶切 PJ3基因组 DNA的片段. 
1.5~2.5 kb的可读框与编码 529~839氨基酸残基的核酸序列一致 

965~1095 区段的氨基酸与节杆菌属(Arthrobacter sp) 
FB24 (ZP_00410964)锚蛋白的同源性为 65%. 而且由
930 bp 编码的 529~839 氨基酸残基所对应的核酸序
列与图 1中预测的 1.5~2.5 kb可读框一致. 因此, 这
一段核酸序列被初步确定为 2,3-二羟基联苯双加氧
酶基因序列.  

2.3  PJ3菌株 2,3-二羟基联苯双加氧酶的多态性分析 

将来源于 PJ3菌株的 2,3-二羟基联苯双加氧酶的
蛋白序列与 DDBJ/EMBL/GenBank 蛋白数据库中的
序列进行了比对, 并运用 TreeView 软件构建了无根
进化树图(图 2). 在树图中, 来源于 PJ3 菌株的 2,3-
二羟基联苯双加氧酶没有与已知的 2,3-二羟基联苯
双加氧酶形成一簇而是形成一个独立的分支 . 该酶
的蛋白序列与序列号为 AAS55955 的嗜吡啶红球菌
(Rhodococcus pyridinivorans)(未正式发表)菌株的 2,3-
二羟基联苯双加氧酶、红球菌(Rhodococcus sp) RHA1 
(YP705738)Ⅰ型外裂酶的同源性最高, 为 60%. 与来源
于假单胞菌属(Pseudomonas sp) LB400 (AAK14787)、由 

 

 
图 2  2,3-二羟基联苯双加氧酶与相关蛋白构建的进化树 

运用 BLAST (ver.2.0.10)在 DDBJ/EMBL/GenBank蛋白数据库中进行序列比对, TreeView软件构建无根多态树. 
图中序列号为 ABH06543的分支即是 PJ3菌株的 2,3-二羟基联苯双加氧酶 
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bphC基因编码的 2,3-二羟基联苯-1,2双加氧酶(外裂酶
家族中第一个被确定了空间结构的酶)[24]的同源性仅

为 35%. 

2.4  2,3-二羟基联苯双加氧酶基因的 Southern 杂交
鉴定 

为了鉴定 2,3-二羟基联苯双加氧酶基因定位于
PJ3 的基因组 DNA 上, 用 EcoRⅠ消化的 pUCW402
质粒作为对照进行 Southern 杂交分析(图 3). 从图中
可以明显看到, EcoRⅠ消化 PJ3 基因组 DNA 后的杂
交信号出现在 3.0 kb的位置, 且与对照的杂交信号出
现位置一致. BamHⅠ消化 PJ3总 DNA后杂交到的片
段的大小约为 2.0 kb, 这与 3360 bp片段的 BamHⅠ酶
切结果一致. 上述两结果证实 2,3-二羟基联苯双加氧
酶基因位于节杆菌 PJ3的基因组 DNA.  

 
图 3  2,3-二羟基联苯双加氧酶基因在 PJ3基因组 DNA上

的定位 
1-4 泳道为琼脂糖凝胶电泳图谱, 5~7 泳道为 Southern 杂交结果. 1, 
λ EcoT14消化的 DNA Marker; 2和 5, EcoRⅠ酶切 pUCW402质粒; 3和 

6, EcoRⅠ酶切基因组 DNA; 4和 7, BamHⅠ酶切基因组 DNA 

 
2.5  不同菌株中 2,3-二羟基联苯双加氧酶的表达情
况及分子量估测 

由 933 bp(包括终止密码子 TAG)编码的 2,3-二羟
基联苯双加氧酶基因是否具备生物学功能 , 这可通
过构建过表达载体 pETW-8,  在重组菌株 BL21 
(pETW-8)的表达情况及酶活分析进行鉴定. 运用细
胞总蛋白进行 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳, 结果见图
4. 与重组菌株 JM109 (pUCW402)和 BL21 (pETW-8)
相比, PJ3 菌株中 2,3-二羟基联苯双加氧酶的表达水
平是最低的; 3个菌株中 BL21 (pETW-8)的表达水平最
高. 310个氨基酸的 2,3-二羟基联苯双加氧酶的分子量
约为 36 kD, 与文献[5,23]报道一致. 图 4 中, BL21 
(pETW-8)表达的 2,3-二羟基联苯双加氧酶稍大于其他
两个菌株, 是由于在 BL21 (pETW-8)中 2,3-二羟基联 

 

图 4  3个菌株细胞粗提物中 2,3-二羟基联苯双加氧酶的
SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳 

1, 小分子量蛋白Marker; 2, PJ3; 3, JM109 (pUCW402); 4, BL21 (pETW-8). 
考马斯亮蓝 R-250染色 

 
苯双加氧酶与 6个组氨酸标签形成融合蛋白的原因.  

2.6  粗提物中 2,3-二羟基联苯双加氧酶的最适温度
和最适 pH 

以邻苯二酚为底物, 测定了 2,3-二羟基联苯双加
氧酶在 25~70℃及pH 3.6~10.4范围内的酶活(图 5). 从
图 5(a)中可以看出, 随温度的升高, JM109 (pUCW402)
和BL21 (pETW-8)中 2,3-二羟基联苯双加氧酶的活性表
现为先升后降的趋势, 42℃时酶活最高. 但在PJ3中2,3-
二羟基联苯双加氧酶的活性表现为随温度的升高酶活

逐渐下降的趋势. 上述 3 个菌株中, 2,3-二羟基联苯双
加氧酶的活性都是随着pH的升高先升后降(图 5(b)), 在
pH 6.24 时酶活最高. 因此将PJ3 的最适温度和最适pH
确定为 25℃和 6.24, 而 JM109 (pUCW402)和BL21 
(pETW-8)的最适温度和最适pH则为 42℃和 6.24, 这与
瘤胃亚菌(Prevotella ruminicola) 23 产生的蛋白酶的最
适温度和最适pH比较相似 [25].  

2.7  最适温度和最适 pH 条件下粗酶提取物酶活力

分析 

在最适温度和最适 pH 条件下, 对 2,3-二羟基联
苯双加氧酶催化邻苯二酚和 2,3-二羟基联苯分别生
成黄色产物 2-羟基粘康酸半醛和 2-羟基-6-氧-6-苯基
已二烯酸(图 6)的酶活进行了测定. 从表 1中可以看出, 
3个菌株中酶的比活力明显不同, JM109 (pUCW402)和
BL21 (pETW-8)高于 PJ3. PJ3中 2,3-二羟基联苯双加
氧酶催化邻苯二酚和 2,3-二羟基联苯转变形成底物
的能力仅为 BL21 (pETW-8)的 34.6%和 13.7%. JM109 
(pUCW402)中的酶活也要比 PJ3中的酶活高一倍. 就
2,3-二羟基联苯双加氧酶相对于邻苯二酚和 2,3-二羟 
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图 5  不同温度(a)和 pH(b)条件下测定的 2,3-二羟基联苯 
双加氧酶的活性 

标准差为 3次重复测定的统计结果. 1, 菌株 BL21(pETW-8); 2, 
菌株 JM109 (pUCW402); 3, 菌株 PJ3 

 

 

图 6  2,3-二羟基联苯双加氧酶催化反应 
 
基联苯的底物特异性而言, 2,3-二羟基联苯作为底物
时的酶活要明显高于邻苯二酚 .  在 PJ3 ,  JM109 

表 1  PJ3, JM109 (pUCW402)和 BL21 (pETW-8) 3个菌株
的细胞粗提物中 2,3-二羟基联苯双加氧酶活性比较 

底物 
细胞粗 
提物来源 

总可溶性 
蛋白/mg 

酶活力 
/U 

酶比活力
/U·mg−1

PJ3 0.797 0.0347 0.044 
JM109(pUCW402) 0.690 0.0649 0.094 邻苯二酚

BL21(pETW-8) 0.720 0.0911 0.127 
PJ3 0.797 0.157 0.197 
JM109(pUCW402) 0.690 0.251 0.364 

2,3-二羟基
联苯 

BL21(pETW-8) 0.720 1.036 1.439 
 

(pUCW402)和 BL21 (pETW-8) 3个菌株中 2,3-二羟基
联苯双加氧酶催化 2,3-二羟基联苯的活性分别是催
化邻苯二酚活性的 4.48, 3.87和 11.3倍. 

3  讨论 
人类活动将大量有毒的芳香族化合物释放到环境

中, 由于它们具有热和化学稳定性成为难以降解的污
染物. 微生物, 尤其是细菌在矿化这些污染物进入生物
地球化学循环和维持生物圈的发展中具有重要作用 [26]. 
人们对微生物尤其是细菌在降解芳香族化合物领域进

行了广泛研究 [27]. 其中有 77%的节杆菌能够至少利用
两种芳香族化合物, 有一些甚至可以利用 19 种芳香族
化合物进行生长. 因此, 节杆菌属是芳香族化合物矿化
过程中比较重要的细菌种群之一 [1,28].  

本研究报道了从污水淤泥中分离出一株能以咔唑

作为惟一碳源和氮源进行生长的菌株PJ3, 16S rDNA基
因鉴定为节杆菌属(Arthrobacter sp). 构建PJ3基因组文
库, 筛选出一株阳性克隆 JM109 (pUCW402). 在插入
pUCW402质粒的外源片段中存在一个由 933 bp片段编
码的 2,3-二羟基联苯双加氧酶基因. 多态树分析发现, 
这一 2,3-二羟基联苯双加氧酶与多态树中来源于嗜吡
啶红球菌(Rhodococcus pyridinivorans, GenBank序列号: 
AAS55955)的 2,3-二羟基联苯双加氧酶亲源关系最近, 
但同源性仅为 60%, 而且它没有与外裂酶家族中已知
的 2,3-二羟基联苯双加氧酶形成一簇而是形成一个独
立的分支. PJ3 菌株中 2,3-二羟基联苯双加氧酶在进化
树中的分布, 可能是由于该菌株降解芳香族化合物过
程不同于其他菌株; 也可能是由于在双加氧酶进化的
过程中形成了一种特殊的酶或者是由自然界中其他细

菌中基因水平转移等原因造成的.  
重组菌株JM109 (pUCW402)和BL21 (pETW-8)表

达的 2,3-二羟基联苯双加氧酶在催化底物邻苯二酚和
2,3-二羟基联苯时均表现出高的酶活 , 但是在BL21 
(pETW-8)菌体内的表达水平要高于JM109 (pUCW402), 
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而且酶的比活力在两个菌体内也明显不同. 这可能是
由以下3个原因造成的. 首先是两个重组菌株所携带的
载体中插入的外源片段长度不同, pUCW402 质粒的外
源片段是 3360 bp, 而pETW-8的外源片段只有 933 bp, 
这可能导致翻译效率的不同. pET-28a(+)是一种基于T7 
RNA聚合酶和T7启动子的高效表达载体. 同时BL21是
一种通用的蛋白表达菌株, 作为B型菌株, 它属于Ion蛋
白酶和ompT外膜蛋白缺陷型菌株, 重组蛋白在其体内
可能更稳定 [29]. 

邻裂双加氧酶能分成两个家族, 负责单环芳香族
化合物外裂的双加氧酶和负责双环芳香族化合物外裂

的双加氧酶 [6]. 本研究第一次报道了从节杆菌PJ3体内
分离到 2,3-二羟基联苯双加氧酶这种外裂酶. 而且该酶
在催化双环化合物 2,3-二羟基联苯邻裂时的酶活要高
于催化单环化合物邻苯二酚时的酶活. 同时在实验过
程中, 从PJ3 菌株中还克隆到 3,4-二羟苯乙酸-2,3-双加
氧酶基因. 因此推测在PJ3 菌株降解芳香族化合物的过
程中, 2,3-二羟基联苯双加氧酶主要负责双环化合物的
裂解, 3,4-二羟苯乙酸-2,3-双加氧酶负责单环化合物的
降解, 而且在PJ3 菌株体内可能存在一个与已知芳香族
化合物代谢途径有所不同的降解过程. 关于PJ3 菌株降
解芳香族化合物的详细机制还在进一步研究中.  
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