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Burkholderia sp. IDO3对粪臭素的响应
及下游代谢基因
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摘  要  粪臭素是一种具有强烈粪臭味的氮杂环芳烃污染物，广泛存在于动物肠道、粪便、垃圾填埋场和海洋等环境介

质中，较为稳定且难以降解. 以Burkholderia sp. IDO3为研究对象，系统研究菌株在粪臭素压力下的生理生化响应，并

利用RT-qPCR和异源表达技术探究下游降解功能基因. 结果显示，粪臭素对Burkholderia sp. IDO3最小抑制浓度为1.5 
mmol/L；粪臭素促进菌膜形成和提高菌株表面疏水性，且呈剂量依赖性. 氧化应激实验表明粪臭素提高Burkholderia 
sp. IDO3的超氧化物歧化酶和过氧化氢酶活性，抑制菌株脂质过氧化（丙二醛）以及还原型谷胱甘肽含量. 结合前期组

学分析推测邻苯二酚1,2-双加氧酶基因（DCN14_04105）可能为下游代谢关键基因，RT-qPCR实验表明该基因在粪臭

素压力下上调3.70倍. 将该基因在大肠杆菌中表达并获得纯酶，结果表明该酶最适pH为8.5，最适温度为30 ℃，Zn2+、

Co2+、Cd2+、Se4+、Sn2+、Ca2+对其具有抑制作用，Km值为25.98 μmol/L，kcat值为10.70 s-1. 本研究表明粪臭素影响了

Burkholderia sp. IDO3菌株的生理生化性能，菌株代谢粪臭素中心代谢途径为邻苯二酚1,2-双加氧酶途径. 该结果可为

粪臭素的高效降解提供新的微生物资源，也为粪臭素的功能研究提供参考. （图7 表1 参30）
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Abstract  Skatole is a nitrogen containing heterocyclic aromatic pollutant with a strong fecal odor. It is widely 
distributed in intestines, feces, landfills, and marine environments. It is relatively stable and difficult to degrade. 
Burkholderia sp. IDO3 was assessed for physiological and biochemical indices under skatole exposure. 
Downstream metabolic genes were analyzed using RT-qPCR and heterologous gene expression studies. The 
minimum inhibitory concentration (MIC) of skatole for Burkholderia sp. IDO3 was 1.5 mmol/L. Skatole promotes 
biofilm formation and hydrophobicity in strain IDO3 in a dose-dependent manner. Oxidative stress experiments 
revealed that skatole increases superoxide dismutase and catalase activities and inhibits lipid peroxidation 
(malondialdehyde) and glutathione production. Based on preliminary omics analyses, we speculated that 
catechol 1,2-dioxygenase (DCN14_04105) may be the key gene involved in downstream metabolism. RT-
qPCR showed that this gene was upregulated 3.70-fold under skatole exposure. The gene was expressed 
in Escherichia coli to obtain pure protein. Pure enzyme experiments revealed an optimal pH of 8.5 and an 
optimal temperature of 30 ℃. Zn2+, Co2+, Cd2+, Se4+, Sn2+, and Ca2+ exhibited inhibitory effects. The Km value 
was 25.98 μmol/L, and kcat was 10.70 s-1. This study demonstrated the physiological and biochemical properties 
of Burkholderia sp. IDO3 was used to assess the effect of skatole exposure. The central metabolic pathway 
of skatole degradation is likely catalyzed by catechol 1,2-dioxygenase. These results provide a new microbial 
resource for efficient skatole degradation, and facilitate functional studies.
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粪臭素即3 -甲基吲哚，分子式为C 9H 9N，分子质量为

131.17，具有粪臭味，由肠道和环境中厌氧微生物代谢色氨

酸产生，是畜禽废弃物中典型的恶臭污染物 [1]. 粪臭素结构稳

定、生物利用性差，其臭味扩散力强而持久. 粪臭素会诱发反

刍动物急性肺水肿和肺气肿，被证明是一种潜在的致癌物，此

外也是猪肉膻味的重要诱因 [2-3]. 粪臭素对各种微生物都有一
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定的抑制作用，Tittsler等人测定粪臭素对25种革兰氏阴性肠

杆菌的抑菌作用，发现不同属、种，甚至同一种的不同株系对

粪臭素的耐受性均存在差异[4]，并且粪臭素的抑菌效力大约是

吲哚的两倍. 粪臭素还可抑制菌株生物膜的形成，可能导致细

胞表面受损[5]. 粪臭素的抑菌作用可能是粪臭素产生菌争夺资

源占领生态位的武器. 然而，目前关于粪臭素的大多数研究集

中于其环境检测和生物除臭等方面，粪臭素对微生物的效应

研究及其对生态的影响关注较少. 
作为一种典型的环境污染物，粪臭素能抑制甚至杀死微

生物，同时部分微生物也能降解粪臭素.  粪臭素好氧降解研

究开始于1953年，Proctor对假单胞菌降解吲哚乙酸的过程

进行研究，率先证明了粪臭素是中间代谢物，并提出吲哚乙

酸降解途径为吲哚乙酸—粪臭素—吲哚酚—水杨酸—邻苯

二酚 [6].  Fujioka等人在1968年报道了一株革兰氏阳性菌能催

化粪臭素发生氧化反应 [7]. 2005年，Gu等人筛选到一株粪臭

素降解菌株Pseudomona aeruginosa Gs，但其降解速度有

限 [8]. 2010年，Li等人分离出另一种可降解粪臭素的假单胞菌

Pseudomonas putida LPC24，其在微氧条件下30 d内能去除

2.0 mmol/L粪臭素，并生成产物3-甲氧基吲哚、甲酰氨基苯乙

酮和2-氨基苯乙酮 [9]. 2014年Sharma等人从动物垃圾泻湖中

分离出一株Rhodopseudomonas palustris WKU-KDNS3，该
菌72 h内可去除约0.1 mmol/L的粪臭素，降解粪臭素能力较

低 [10]. 2015年，Fukuoka等人对粪臭素代谢产物中羟基粪臭素

进行质谱分析，推测菌株代谢粪臭素可能生成的产物，发现粪

臭素代谢与吲哚生物转化途径有所不同[11]. 2019年Tesso等人

从鸡粪便筛选到Acinetobacter sp. NTA1-2A和TAT1-6A具有

粪臭素降解能力[12]. 2022年，Hu等人筛选得到Acinetobacter 
oleivorans菌株并对降解中间产物进行了分析 [13].  近期Ye等
人获得能够降解粪臭素的好氧和兼性厌氧菌群，并对菌群结

构和降解产物进行初探 [14].  与此同时，本课题组利用宏基因

组和宏转录组技术探究了好氧菌群降解粪臭素的功能菌株及

功能基因，并从中筛选得到一株粪臭素降解菌Rhodococcus 
sp. DMU1，进一步利用基因组测序、转录组测序、RT-qPCR
和基因异源表达技术揭示了黄素单加氧酶和邻苯二酚双加氧

酶可能参与粪臭素降解过程，为粪臭素生物降解提供新的见

解 [15-16]. 
综上，粪臭素的生物学功能研究较少，其生物降解研究虽

持续不断，但都集中于菌株的筛选、降解特性研究及可能降解

产物的分析，生物降解功能基因鲜见报道. 本实验室前期筛选

得到一株吲哚降解细菌Burkholderia sp. IDO3，发现其可以利

用粪臭素作为唯一碳源生长. 生物强化实验表明菌株IDO3能
提高活性污泥去除粪臭素的能力并且成功定殖于活性污泥中

成为优势菌[17]. 我们利用转录组学技术对菌株IDO3降解粪臭

素过程进行了解析，发现粪臭素可影响菌株能量代谢及多种

氧化还原酶基因的表达 [17].  在此基础上，我们进一步对菌株

IDO3在粪臭素压力下的菌体响应及中心代谢功能基因进行研

究，以期揭示粪臭素对微生物的生物学效应及其代谢途径，为

粪臭素的生态功能和环境行为研究提供参考. 

1  材料与方法

1.1  菌种及培养基
实验所用菌株为前期从活性污泥筛选得到的粪臭素高

效降解菌株Burkholderia sp. IDO3. 克隆宿主菌Escherichia 
coli DH5α、大肠杆菌表达宿主菌E. coli BL21(DE3)、表达质

粒pET-28a(+). 

LB培养基（g/L）：酵母粉5 g，蛋白胨10 g，氯化钠10 g，
溶于水（ddH2O）. 无机盐培养基（g/L）：(NH4)2SO4 10 g，
KH2PO4 10 g，Na2HPO4·12H2O 16.4 g，溶于ddH2O中，加入

1 000 ×金属离子溶液1 mL，用时稀释5倍. MSY液体培养基

（g/L）：0.2 g酵母浸粉溶于无机盐培养基. PBS缓冲液（g/
L）：Na2HPO4 4.16 g，NaH2PO4·H2O 3.34 g，配置成50 mol/
L的PBS（pH 7.0）. 所有培养基均于121 ˚C灭菌20 min备用. 
结晶紫溶液（0.1%）：0.1 g结晶紫溶于100 mL ddH2O. 蒽酮溶

液：0.2 g蒽酮溶于100 mL浓H2SO4中，现用现配. 
1.2  主要试剂

粪臭素（3-甲基吲哚），购自阿拉丁，化学纯.  基因重组

酶C113、2 × Phanta Max Master Mix（P515）、2 × Taq Max 
Master Mix、基因组提取试剂盒（DC103-01）、质粒提取试剂

盒（DC201-01），胶回收试剂盒（DC301-01）均购于南京诺

唯赞生物科技有限公司. 引物合成与测序在上海生工生物工

程有限公司进行. 
1.3  菌株培养与菌悬液制备

从固体平板中挑取单菌落，培养于LB培养基中作为实验

所用种子液. 将种子液以1%接种量接种于新鲜LB培养基中，

培养至对数生长期，离心机离心（6 800 r/min、4 ℃、5 min），
收集菌体，用PBS洗涤两次，重悬使菌液OD620为0.4. 
1.4  粪臭素对菌株最小抑制浓度测定

在无菌超净台中，在96孔板中每孔加入180 μL含粪臭素

的培养液，18 μL菌液（按照1:10接种），培养基中加入与粪臭

素等量DMSO培养菌株作为对照组，12个重复组，封口膜密

封，30 ℃静置培养，每间隔4 h用酶标仪测定OD620. 
1.5  菌膜形成量的测定

在96孔板中培养菌株至特定时间，移除菌液，每孔加入

200 μL PBS洗涤并吸净，重复3次，置于室温风干. 再向每孔

加入200 μL 0.1%结晶紫溶液，染色30 min，重复PBS洗涤操

作，最后加入95%乙醇洗脱30 min，置于酶标仪测定OD570，菌

膜形成量绝对值为OD570；菌膜形成相对值采用均一生物量处

理OD570/OD620. 
1.6  菌株胞外聚合物EPS含量的测定

胞外聚合物提取：采用化学法对菌株胞外聚合物提取，

从种子液中按1%接种量接种于新鲜含不同浓度粪臭素的LB
培养基中，30 ℃、150 r/min振荡培养过夜，离心机离心收集

菌体并用PBS溶液洗涤两次，重悬各组菌液，调节菌液OD620

值为1.0. 取6 mL重悬菌液加入6 mL乙二胺四乙酸溶液，4 ℃
静置3 h，离心取上清用于之后含量测定. 胞外蛋白含量采用

BCA试剂盒进行测定. 胞外多糖含量采用蒽酮法进行测定. 
1.7  菌株疏水性能的测定

菌株在含不同浓度粪臭素的LB培养基中过夜生长至对数

期，离心收集菌体并用PBS溶液洗涤两次后重悬，作为对照悬

液管，测定OD620值，即为Ac. 取1 mL各组重悬液加入0.6 mL
二甲苯中，作为微生物测定管，各组测定管涡旋30 s，所有样

品置于室温下孵育30 min，移去下层水层，测定OD620值，即

Ab. 微生物测定管Ab和对照悬液管Ac的吸光度之比即为菌株

表面疏水度，具体公式为疏水度= (Ac-Ab)/Ac × 100%. 
1.8  菌株氧化应激实验测定

超氧化物歧化酶（SOD）能够催化超氧阴离子自由基歧化

生成O2和H2O2，在微生物体内氧化与抗氧化平衡中起重要作

用[18]. 过氧化氢酶（CAT）是一种细胞内抗氧化酶，将对细胞

产生较高危害的过氧化氢（H2O2）催化分解为水和氧气，防止

细胞氧化损伤[19]. 还原型谷胱甘肽（GSH）是细胞中最重要的

抗氧化剂巯基化合物，能够保护细胞免受氧化损伤[20]. 氧自由
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基作用于脂质的不饱和脂肪酸，生成过氧化脂质，可抑制免疫

功能，过氧化脂质可被分解为丙二醛（MDA）[21]. 测定方法如

下：将菌株IDO3从种子液中接种于LB培养基和含不同浓度粪

臭素LB培养基中，30 ℃、150 r/min培养至对数生长期，低温

离心收集菌体，用PBS溶液洗涤重悬并进行细胞破碎，之后将

破碎液进行低温离心，取上清液即为待测样品. 取样品进行测

定，按照CAT、SOD活性分析试剂盒、GSH、MDA含量检测试

剂盒说明书，进行相关酶活性及含量测定. 
1.9  细胞粗酶实验及实时定量PCR检测

将菌株培养至对数生长期，加入粪臭素进行诱导培养4 
h，置于离心机中低温离心收集菌体，并用PBS缓冲液洗涤，重

悬液置于细胞破碎仪进行破碎，离心后所得上清即为粗酶液. 
实验中通过观察邻苯二酚在260 nm波长下吸光值的变化，判

断菌株IDO3是否能将其降解，进而初步判定中心代谢途径是

否为邻苯二酚途径. 粗酶实验反应体系为20 μL邻苯二酚（100 
mmol/L）、134 μL Na2EDTA（20 mmol/L）、1 806 μL PBS（50 
mmol/L）和40 μL粗酶液，总体积为2 mL. 将反应体系置于35 
℃反应10 min，利用紫外分光光度计进行全光谱扫描. 

将IDO3分别接种到含粪臭素和不含粪臭素的MSY液体培

养基中，每组3个平行，过夜培养至菌株对数生长期，置于离心

机中进行离心收集菌体，条件为4 ℃、10 000 r/min，3 min. 按
照RNA提取试剂盒说明书进行RNA的提取，利用NanoDrop 
2000超微量分光光度计测定提取RNA的浓度及质量分析. 取
1 μg的总RNA，按照RNA逆转录试剂盒说明书配制体系将总

RNA逆转录为cDNA. 设计荧光定量PCR引物序列（表1），内
参基因为菌株IDO3的16S rRNA基因，按照SYBR-qPCR试

剂盒说明书配制反应体系，实时定量PCR条件如下：95 ℃ 10 
min；95 ℃ 15 s，62 ℃ 1 min，40个循环；95 ℃ 15 s，65 ℃ 
30 s. 
1.10  邻苯二酚1,2-双加氧酶异源表达及酶活特性研究

根据基因序列设计基因表达引物（表1），利用试剂盒提

取菌株IDO3基因组，以菌株IDO3 DNA为模板，采用PCR技

术对目的基因片段进行扩增，琼脂糖电泳检测并胶回收目的片

段，用基因重组酶连接目的片段和载体pET-28a(+)，并热击转

化到E. coli DH5α感受态细胞中，接种至含卡那霉素的LB固体

平板进行筛选. 将正确菌株转接至新鲜LB培养基中进行扩增

培养并提取质粒，得到含有邻苯二酚1,2-双加氧酶的重组质粒

并转化到E. coli BL21(DE3)中. 
将构建成功的大肠杆菌异源表达菌株接种于含卡那霉素

的LB液体培养基中，培养至OD620达到0.4时，加入0.05 mol/
L的异丙基 -β-D -硫代半乳糖苷（IPTG），过夜诱导培养.  将
菌液进行低温离心收集菌体，并用PBS缓冲液洗涤，重悬

20 mL，将重悬液置于细胞破碎仪进行破碎，并将破碎液进

行低温高速离心，粗酶液用Ni-NTA进行纯化，对已纯化的邻

苯二酚1,2-双加氧酶进行酶学性质测定，包括酶催化的最适

pH、最适反应温度、金属离子影响及酶反应动力学参数.  反

应体系（1.5 mL）包括15 µL邻苯二酚（100 mmol/L）、67 µL 
Na2EDTA（20 mmol/L）、1 415 µL缓冲溶液、3 µL纯酶. pH值

选取范围在6.0-11.0，缓冲溶液为柠檬酸盐缓冲液（pH 4.0-
6.0）、磷酸盐缓冲液（pH 6.0-8.0）、Tris-HCl缓冲液（pH 8.0-
9.0）和碳酸盐缓冲液（pH 9.0-11.0），其浓度均为50 mmol/L. 
测定最适温度时，反应缓冲液采用上述测定的最适pH值的缓

冲液，测定温度测定范围在20-60 ℃. 选取Zn2+、Se4+、Ca2+、

Sn2+、Mg2+、Ni2+、Cd2+、Co2+等8种金属离子，测定金属离子对

酶活性影响，金属离子浓度均为1 mmol/L，在测定的最适温

度及pH条件下进行反应. 酶反应动力学参数测定：在最适反

应条件下，分别测定体系中含有0.1-1.0 mmol/L邻苯二酚时酶

反应速率，根据米氏方程作底物浓度-反应速率关系图，并计

算出Km值；kcat值使用Vmax = kcat [E]计算，其中[E]为酶的总浓度

（mol/L）. 利用Origin 9.1绘制相关曲线及柱形图. 

2  结果与分析

2.1	 粪臭素对菌株IDO3最小抑制浓度及菌膜形成量
的影响
粪臭素对菌株IDO3最小抑制浓度结果显示，溶剂DMSO

对IDO3生长无影响，粪臭素浓度为0.1 mmol/L时就显示出对

菌株生长的轻微抑制作用，且随着粪臭素浓度升高，抑制作用

增强，呈明显的剂量依赖性. 当浓度大于等于1.5 mmol/L时，

完全抑制菌株的生长（图1A）. 采用结晶紫染色法对菌膜形成

量绝对值进行测定（图1B），粪臭素浓度升高对菌膜形成量绝

对值有一定作用，但由于粪臭素浓度对菌株生长有较大抑制

作用（图1C），采用均一生物量处理（OD570/OD620）评估粪臭

素对菌膜形成量的影响（图1D），与对照组未添加粪臭素进行

培养的菌株相比，溶剂DMSO对菌膜形成量无影响，粪臭素

促进IDO3菌膜形成，在32-48 h范围内，随着培养时间的延长

和粪臭素浓度升高，促进作用也增强. 
2.2  粪臭素对菌株胞外聚合物含量及疏水性能的影响

胞外聚合物含量检测结果如图2A所示，与对照组相比，

DMSO不影响菌株胞外蛋白和多糖的含量，0.1和0.5 mmol/
L的粪臭素不影响菌株胞外蛋白含量，但当浓度达到0.75 
mmol/L时，可显著促进菌株胞外蛋白的分泌，其含量可高达

800 mg/L. 总的来说，当粪臭素浓度达到0.75 mmol/L时，促

进菌株胞外聚合物分泌，主要是促进菌株胞外蛋白的分泌，这

说明高浓度的粪臭素影响菌株胞外蛋白分泌及代谢响应. 细
胞表面疏水性是指由细菌表面抵抗水分子黏性而引起的吸附

力，疏水性和细胞膜结构、生物分子表面特性和化学成分相

关. 疏水性能测定结果显示，随着粪臭素浓度增大菌株疏水性

能逐渐增强，粪臭素促进菌株表面疏水性（图2B）. 
2.3  不同浓度粪臭素对菌株氧化应激的影响

与对照组相比，添加0.1、0.5、0.75 mmol/L粪臭素可极显

著促进菌株体内SOD酶活性，且随浓度升高，促进作用增强

表1  本研究所用引物

Table 1  Primers used in this study
引物名称

Primer name
引物序列（5′-3′）

Primer sequence (5′-3′)
用途

Usage
16S-qF CCTTGTCCTTAGTTGCTA 荧光定量 Fluorescence quantitation
16S-qR CTGTTCCGACCATTGTAT 荧光定量 Fluorescence quantitation
DCN14_04105-qF CACATCTGGGACGACTTC 荧光定量 Fluorescence quantitation
DCN14_04105-qR GTCCTGCTTGTCCTTGAG 荧光定量 Fluorescence quantitation
DCN14_04105-F CAGCAAATGGGTCGCGGATCCATGAACAAACAAGCCATCGA 克隆表达 Cloning and expression
DCN14_04105-R CTGGTGGTGGTGGTGCTCGAGTCAGGCCTGTGCACGCGCCC 克隆表达 Cloning and expression
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（图3A）. CAT活性结果显示，与对照组相比，添加0.1 mol/L
粪臭素可极显著抑制CAT酶活性，但0.5和0.75 mmol/L粪臭

素可极显著促进菌株CAT酶活性（图3B）. GSH含量测定结

果显示，与对照组相比，低浓度粪臭素（0.1、0.5 mmol/L）对

菌株GSH含量无明显影响，0.75 mmol/L粪臭素可显著抑制菌

株GSH含量（图3C）. MDA含量结果显示，与对照组相比，0.1 
mol/L粪臭素对菌株MDA含量无明显影响，0.5和0.75 mmol/L
粪臭素显著抑制菌株MDA含量（图3D）. 
2.4  菌株降解粪臭素中心代谢途径的确定

转录组数据表明，菌株IDO3中心代谢酶邻苯二酚1,2-双
加氧酶（DCN14_04105）可能为中心降解途径关键酶，通过

测定IDO3对邻苯二酚的降解能力. 对中心代谢途径进一步验

证，结果发现，加入粗酶液反应后邻苯二酚吸收峰发生偏移，

证明菌株IDO3可以转化邻苯二酚，初步推测Burkholderia sp. 
IDO3降解粪臭素中心代谢途径为邻苯二酚途径（图4A）. 邻
苯二酚1,2-双加氧酶基因（DCN14_04105）经诱导后相对转

录表达量为3.70（图4B），与对照组相比显著上调表达，证明

该基因参与了菌株IDO3降解粪臭素过程. 将邻苯二酚1,2-双
加氧酶基因（DCN14_04105）命名为C12O. 
2.5  邻苯二酚1,2-双加氧酶基因的克隆与表达

利用PCR技术成功获得目的基因，经基因重组技术获得

重组体（图5A），其PCR验证产物如图5A所示. 利用镍柱纯

化获得该基因表达的纯蛋白，SDS-PAGE电泳分析蛋白的大

小如图5B所示，计算邻苯二酚1,2-双加氧酶的蛋白质分子量

为34.63 × 103，验证大小正确. 
2.6  邻苯二酚1,2-双加氧酶纯酶酶学性质

对纯蛋白特性进行研究，包括pH稳定性、热稳定性、金属

离子影响以及酶反应动力学参数. pH稳定性测定结果显示：

该酶在pH值在6.0-11.0范围内均有活性，在pH为8.5时酶活性

最高，而当pH低于7.0和高于9.0时，纯酶活力显著降低. 实验

中还发现不同的缓冲体系对纯酶酶活也具有影响，在pH同为

9.0时，纯酶在碳酸盐缓冲溶液中酶活性高于Tris-HCl缓冲液
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图1  粪臭素对菌株生长量及菌膜形成量影响. A：生长曲线；B：生长量；C：菌膜形成量绝对值；D：菌膜形成量相对值. 
Fig. 1  The effects of skatole on bacterial strain growth and biofilm formation. A: Growth curve; B: Growth amount; C: Absolute value of 
biofilm formation; D: Relative value of biofilm formation.
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（图6A）. 热稳定性测定结果显示：该酶在20-35 ℃下具有较

高酶活性，最适温度为30 ℃，在低于5 ℃和高于40 ℃时失去

活性（图6B）. 同时，Zn2+、Co2+、Cd2+、Se4+、Sn2+对酶活均具

有抑制作用，其他的金属离子对酶活性无明显影响（图6C）. 
根据以上实验结果，选定pH为8.5的Tris-HCl缓冲液，在

温度为30 ℃条件下测得邻苯二酚1,2-双加氧酶对不同浓度底

物催化的反应速率，根据米氏方程拟合曲线，得出邻苯二酚

1,2-双加氧酶（C12O）Km值为25.98 μmol/L，kcat值为10.70 s-1

（图6D）. 

3  讨 论
吲哚类化合物源于色氨酸的生物转化，近年来受到越来

越多的重视，特别是吲哚和吲哚乙酸作为跨界、种间和种内

信号分子物质，其功能研究方兴未艾. 已有研究表明，吲哚作

为一种细胞内及细胞间的信号分子，一方面能够抑制菌株群

体感应和致病因子的产生，另一方面也作为重要调节因子，

影响菌株的氧化应激反应 [22-23]. 而吲哚类化合物如吲哚-3-乙
酸（IAA），也可以作为信号分子，参与植物-微生物的相互作

用，在许多植物相关微生物中，IAA可抑制植物防御反应、促

进植物疾病发展和植物生长 [24]. 粪臭素是色氨酸生物转化的

终产物之一，在人体肠道、粪便和环境中广泛存在，而关于该

化合物的生物功能和生物转化研究关注不足，仍有很多问题

悬而未决 [1, 25]. 本研究表明在粪臭素压力下，菌株通过增加生

物膜形成量以及细胞表面疏水性，增强对外界不利环境的抵

抗. 之前已有研究表明，多种污染物对不同菌株的生物膜有促

进作用，菌株也利用这种机制来抵抗抗生素[26-27]. 2022年，张

琦等人发现在贫营养、酸性和碱性条件下均会使细胞疏水性

下降 [28]；2021年，Qing等人发现当C6-HSL浓度从0 µmol/L增
加到50 µmol/L时，表面疏水性从24.4%下降到13.4% [29]. 较高

的细胞表面疏水性通常会导致更高的黏附性，在我们的研究

结果中，粪臭素会促进菌株IDO3的细胞表面疏水性，提高细

胞黏附力，这也与我们生物膜实验的结果相一致. 
粪臭素氧化应激实验结果表明，粪臭素可显著提高菌株

SOD酶活性，表明粪臭素刺激菌株体内产生超氧阴离子，菌

株增强分泌SOD酶以清除这种影响，适应高浓度粪臭素环

境. CAT酶活性结果显示0.1 mmol/L粪臭素对菌株CAT具有抑

制作用，可能是该菌在暴露粪臭素之前具有较高水平的CAT
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图3  氧化应激反应测定结果. A：SOD酶活性；B：CAT酶活性；C：GSH含量；D：MDA含量. * P < 0.05. 
Fig. 3  Results of oxidative stress reaction. A: SOD activity; B: CAT activity; C: GSH concentration; D: MDA concentration. * P < 0.05.
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活性，0.1 mmol/L粪臭素对菌株具有毒害作用，影响CAT酶活

性，随着粪臭素浓度增大，菌株适应机制增强，CAT酶活性升

高. 粪臭素压力下，菌株GSH含量升高，可能是高浓度粪臭素

消耗菌株体内GSH含量，引起菌株体内氧化应激反应增强，以

适应环境. MDA含量测定实验显示，当MDA含量浓度大于等

于0.5 mmol/L，菌株体内MDA含量反而更少. 这表明菌株虽受

到对粪臭素影响产生氧化应激反应，但并未对机体造成氧化

损伤. 可能是由于菌株对粪臭素的快速降解，使得菌体受到氧

化应激损伤程度也减小. 上述实验结果表明添加粪臭素可引

起细菌的氧化应激，控制细胞氧化还原平衡产生活性氧和激

活随后的清除活性，共同保护细胞免受损伤. 
粪臭素生物转化的研究虽然已有数十年，但大多数研究

都集中在菌株的筛选和降解条件优化，至今其转化机制和途

径仍不明晰 [1].  Gu等人证实在厌氧条件下菌群转化粪臭素，

降解第一步产物为3-甲基吲哚酮 [30]，Fujioka等人发现一株吲

哚降解菌好氧条件下催化粪臭素，生成2-氧-3-甲基 -3-羟基

吲哚 [7]，其他粪臭素代谢产物均为推测结构. 此外，粪臭素生

物降解的功能基因仍旧是一个黑匣子. 在1953年，Proctor对
假单胞菌好氧条件下降解吲哚乙酸的过程研究发现，吲哚乙

酸可通过粪臭素—吲哚酚—水杨酸—邻苯二酚途径，进入最

终代谢 [6]，表明邻苯二酚是粪臭素降解的可能代谢产物.  本
课题组前期对粪臭素压力下Burkholderia sp. IDO3进行转录

组测序，结果显示与对照组相比，邻苯二酚1,2-双加氧酶基

因DCN14_04105上调，倍数为4.79 [17]. 因此本研究选择这个

基因DCN14_04105开展研究，对菌株降解粪臭素中心代谢

途径进行探索，RT-qPCR结果进一步证实该基因显著上调表

达，而酶学实验证明该酶能催化邻苯二酚，因此我们推测菌株

IDO3遵循邻苯二酚1,2-双加氧酶代谢途径（图7）. 本课题组

前期通过驯化活性污泥获得一个能高效降解粪臭素的菌群，

通过耦合宏基因组和宏转录组学分析发现邻苯二酚双加氧酶

在菌群中得到富集和上调表达，推测菌群代谢粪臭素的主要

中心途径为邻苯二酚途径 [15]. 与此同时，我们还筛选得到一株

革兰氏阳性菌Rhodococcus sp. DMU1，对其降解粪臭素的途

径进行探究，也发现该菌下游途径可能为邻苯二酚1,2-双加氧

酶途径 [16]. 基于此，我们推测邻苯二酚途径可能是粪臭素生物

降解的主要且广泛存在的中心代谢途径. 

4  结 论
本研究以粪臭素降解菌Burkholderia sp. IDO3为研究对

象，对菌株响应及降解粪臭素机制进行初步探索. 结果表明粪

臭素对菌株生长具有抑制作用，粪臭素可促进生物膜形成，提

高细胞表面疏水性，高浓度的粪臭素还可促进菌株胞外聚合

物的分泌. 粪臭素刺激下，细菌的SOD和CAT酶活性升高，表

明粪臭素对菌株造成一定氧化压力，而菌株IDO3可通过降解

粪臭素来降低粪臭素的影响. 利用RT-qPCR和基因异源表达

实验证明粪臭素下游降解功能基因可能为邻苯二酚1,2-双加

氧酶，该途径是多种芳烃生物降解的下游通路，具有一定普适

性，但上游降解功能基因至今尚未揭示. 本研究为粪臭素的生

物学功能提供新的思考，同时为阐明粪臭素的生物转化机制

和环境行为提供参考. 未来可围绕粪臭素对非粪臭素降解菌

的影响及粪臭素完整代谢通路开展深入研究. 
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Fig. 6  Enzyme activity characteristics of catechol 1,2-dioxygenase. A: Effect of pH; B: Effect of temperature; C: Effect of metal ions; D: 
Relationship between substrate concentration and reaction rate.

粪臭素 Skatole
邻苯二酚 Catechol

OH

N
H

OH OH

O

O

HO

cis,cis-Muconate

Unknown gene

, -

TCA
DCN14_04105

图7  推测的菌株IDO3代谢粪臭素途径. 
Fig. 7  Proposed skatole metabolic pathway in strain IDO3.
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