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石油烃降解酶及其基因的结构、功能和表达调控*

于寒颖**  杨 慧
（东北石油大学石油工程学院提高油气采收率教育部重点实验室  大庆  163318）

摘  要   研究烃降解酶及其基因是进行石油微生物分子检测和工程菌构建的重要基础. 本文对目前烃降解酶及其基

因的结构、功能和调控机制的最新研究进展进行了总结. 催化烷烃好氧降解的起始酶有几类加氧酶，膜整合甲烷单加

氧酶、萘-1,2-双加氧酶和异丙苯双加氧酶的晶体结构已经被解析. 烷基或芳基琥珀酸合酶催化烃厌氧代谢的主要起

始反应，而Azoarcus sp.乙苯厌氧代谢起始反应由乙苯脱氢酶催化. 在细菌中，烃代谢相关基因主要通过形成操纵子进

行表达调控，基因转录受烃或类似物诱导，并受细胞全局调控. 一些微生物由于存在多种烃代谢途径而可能具有复

杂的基因调控机制. 此外，生态学研究表明，环境中烃降解基因的诱导动态与实验室内纯培养分析不同. 在分析石油

降解工程菌构建解决问题的基础上，提出了烃代谢综合调控和环境中相关酶及基因诱导研究的重要性，并对未来烃

降解酶及其基因在有毒物降解理论研究和生物修复上的应用进行了展望. 图3 参50
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Abstract   The research on the enzymes and genes involving in hydrocarbon biodegradation is the important basis of molecular 

assay of petroleum microbes and construction of the engineering strains. In this review, the recent advances of structures, 

functions and regulations of hydrocarbon-degrading enzymes and the corresponding genes were summarized. The first 

enzymes in the aerobic metabolism pathways of hydrocarbon included several types of oxydases. Among them, the crystal 

structures of particulate methane monooxygenase protomer, the terminal oxygenase component of cumene dioxygenase 

and naphthalene dioxygenase were reported. The aryl-succinate or alkyl-succinate synthase were the first basic enzymes in 

the anaerobic transformation of hydrocarbon while ethylbenzene dehydrogenase catalyzed the initial reaction of anaerobic 

degradation of ethylbenzene in Azoarcus sp. For bacteria, the hydrocarbon-degrading genes consisting of operons and their 

transcriptions were induced by hydrocarbon or analogues and limited by global cell control. Some microorganisms possessed 

the complicated hydrocarbon-degrading regulations which were consistent with their various hydrocarbon metabolism 

pathways. In addition, the related study on ecology indicated that the induction process of genes involving in the hydrocarbon 

degradation in the environment were different from that of the culture in the laboratory. Based on the analysis of the unsolved 

questions of construction the hydrocarbon-degrading engineering bacteria, the significance of research on the comprehensive 

regulation of hydrocarbon metabolism in the cells and the induction of the related enzymes and genes in the environment was 

proposed. The application of the enzymes and genes, involving in hydrocarbon biodegradation, for the theoretic research on 

toxicant degradation and bioremediation in the future was prospected. Fig 3, Ref 50
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烃是由碳、氢组成的化合物，根据π-键和环状结构分为

烷烃、烯烃、炔烃和脂环及芳香烃. 这些化合物具有非极性

的C—C键和C—H键，这种结构特征使其化学反应性和水溶

解度均比较低（含三键的烃除外）[1]. 一些烃类，如多环芳香

烃，对生物体还具有毒性. 因此，在自然环境中烃的降解是相

对缓慢的. 鉴于烃降解在石油污染生物修复技术开发上的重

要应用. 长期以来，烃降解微生物分离、烃代谢途径、相关酶

的催化机理及烃降解基因的克隆和分析均是石油微生物学

研究的热点. 烃好氧降解研究起始于20世纪初. 在20世纪中

后期，烃好氧代谢获得了广泛而深入的研究. 烃类化合物种

类繁多，在不同的微生物中，甚至是相同的细胞内，同种烃可

能又存在不同的代谢途径 [2]，其中涉及的酶难以尽述. 但是，

烃的好氧降解以分子氧作为共底物，在烃好氧代谢途径中催

化第一个反应步骤的酶均是加氧酶. 烃厌氧代谢从20世纪90

年代成为了烃降解研究的一个新热点. 酶结构和功能研究是

酶定向改造的基础，烃降 解基因及其表达调控研究则是在

基因水平上构建烃高效降解菌或酶的途径. 本文就烃降解起

始酶、代表性烃降解基因结构、功能及其表达调控的最新研

究进展进行概述和分析. 

  1  烃好氧降解酶

烷烃好氧降 解的起始酶统称为烷烃羟化酶，该类酶是

烃代谢途径的关键酶之一. 目前鉴定的羟化酶包括了几类加

氧酶：整合膜的单加氧酶、细菌细胞色素P450（І型）、真核

生物细胞色素P450（П型）、类似于膜整合甲烷单加氧酶的

丁烷单加氧酶、类似于可溶性甲烷单加氧酶的丁烷单加氧

酶、双加氧酶和未知蛋白 [3]. 整合膜的单加氧酶由含双核铁

的膜羟化酶、含铁的红素氧还蛋白和含FAD的红素氧还蛋

白还原酶组成，辅因子为NADH. 细菌细胞色素P450（І型）由

含P450血红素的P450加氧酶、含[2Fe-2S]的铁氧还蛋白和含

FAD的铁氧还蛋白还原酶组成，辅因子为NADH. 真核生物

细胞色素P450（П型）由含P450血红素的微体加氧酶和含FAD

的铁氧还蛋白组成，辅因子为FMN、NADPH. 类似于膜整合

甲烷单加氧酶的丁烷单加氧酶由含铜、铁的两个多肽和含

FAD的苯醌氧化还原酶组成，辅因子为NADH. 类似于可溶

性甲烷单加氧酶的丁烷颗粒性单加氧酶由含双核铁的α2β2γ2

羟化酶和含[2Fe-2S]的还原酶组成，辅因子为FAD、NADH

调节亚 基 . 双加氧酶由含铜的同型二聚体组 成，辅因子 是

FAD. 未知蛋白是指在丁烷氧化过程中必不可少的54kDa蛋

白. 根据催化底物的链长，烷烃羟化酶则可以被分为能够作

用于C1-C4的甲烷单加氧酶、催化C5-C16降解的膜整合非血红

素铁蛋白和细胞色素P450，以及催化C17以上的Geobacillus 

thermodenitrificans NG80-2 ladA基因产物、Acinetobacter sp. 

DSM 17874 almA基因产物和Acinetobacter sp. M-1中的未知蛋

白[4]. 加氧酶对烃的催化氧化是将电子从辅因子和酶传递到

分子氧的过程，但是不生成ATP [5]. 在芳香烃降解途径中，

除了催化起始反应步骤的加氧酶，还包括开环的内二元醇

双加氧酶和外二元醇双加氧酶，它们分别在间位和邻位氧化

开环. 多组分Rieske非亚铁血红素铁氧化酶家族的甲苯双加

氧酶、苯双加氧酶、萘双加氧酶是 催化芳香烃降 解的典型

酶系. 章俭和夏春谷对以邻苯二酚双加氧酶、萘双加氧酶、

联苯双加氧酶及栎精双加氧酶为代表的一系列能够催化氧

化芳香烃类化合物的双加氧酶的组成和反应动力学特征等

进行了综述 [6]，本文不再重复 . 值得关注的是，膜整合甲烷

单加氧酶、萘 -1,2-双加氧酶和异丙苯双加氧酶的晶体结构

已经被报道 [7~9]. 图1-A显示了膜整合甲烷加氧酶的结构. 对

Pseudomonas putida GPo1和Alcanivorax borkumensis AP1烷烃

羟化酶研究的结果显示，位于膜整合羟化酶跨膜螺旋中间的

色氨酸决定可催化的反应底物链长. 如果该氨基酸被丝氨酸

或半胱氨酸替代，则该酶将能够催化比C13长的烷烃 [10]. 图1 B

显示了萘双加氧酶的高级结构和催化过程. Ferraro等通过定

点突变和结构分析显示了该酶 催化的立体特异性和区域选

择性（Regioselectivity）. 

图1  烃加氧酶晶体结构[7~8] 
Fig. 1  Crystal structures of oxygenase of hydrocarbon [7~8]

A. 膜结合的甲烷单加氧酶前体；B. 萘双加氧酶

A. Particulate methane monooxygenase protomer; B. Naphthalene dioxygenase



1068

18卷

应用与环境生物学报   Chin J Appl Environ Biol           http://www.cibj.com/

石油烃降解酶及其基因的结构、功能和表达调控  6期

  2  烃厌氧降解酶

迄今为止，已经分别从硝酸盐还原菌、铁还原菌、硫酸

盐还原菌、锰还原菌、光合自养菌和合营生活微生物类群中

分离了烃厌氧降解微生物[11]. 报道能够被厌氧代谢的烃则包

括了C6-20脂肪族烯烃和烷烃、单环的烷基苯（甲苯、苯乙烷、

对羟苯甲酸丙酯、对异丙基甲苯、二甲苯和乙基甲苯的同分

异构体），以及苯和萘 [12]. 在各种细菌中，依赖延胡索酸形成

芳基琥珀酸和烷基琥珀酸与反硝化细菌中的乙苯脱氢作用

是目前了解得最清楚的烃厌氧降解起始反应. 其他的起始活

化机制还包括脱氢作用、萘和菲的羧化（硫酸盐还原菌富集

培养物）、苯的甲基化（Dechloromonas aromatica RGB）、乙

炔水合酶催化的水合作用（Pelobactcr acetylenicus）和甲基辅

酶M还原酶可能参与的甲烷厌氧活化反应. 

目前，甲苯和乙苯的厌氧代 谢是烃类 厌氧降 解中研究

得最为完善的[13]. 甲苯厌氧代谢起始反应由苯基琥珀酸合酶

（BSS）催化. 该酶具有一个甘氨酰基团，与丙酮酸甲酸裂解

酶（PFL）和厌氧菌中催化DNA合成的III型核苷酸还原酶催

化性亚基NrdD组成含甘氨酰基团酶家族. 含甘氨酰基团蛋

白家族的酶在合成后并不含有活性基团，是非活性蛋白，激

活反应由特异的激活酶催化. 激活酶从多肽链的甘氨酸残基

上去掉一个氢原子，催化过程需要还原性黄素氧还蛋白和S-

腺苷甲硫氨酸，形成中间产物5′-脱氧腺苷基团 [14]. 苯基琥珀

酸合酶 催化的甲苯与延胡索酸的结合不是一个完全的氧化

还原反应，这与所有已知的转化甲苯的加氧酶不同. 该过程

是唯一一个形成C— C键的生物化学反应，也不同于羧化、

醛缩酶和羰基酸裂解酶的反应. 尽管PFL和NrdD具有与苯基

琥珀酸合酶类似的依赖甘氨酰的催化机制，但是它们的底物

与烃相比却是相当简单的化合物，可见苯基琥珀酸合酶催化

反应的特殊性 [14~15]. 苯基琥珀酸合酶对甲苯厌氧氧化的催化

首先是从甲苯上吸收一个氢原子，产生一个带有苯基基团的

中间产物，然后延胡索酸可以被整合到该中间化合物上，形

成苯酰琥珀酸基团，随后苯酰琥珀酸基团通过从酶上转移

一个氢原子而被转化为苯酰琥珀酸 . 苯基 琥珀酸合酶受底

物类似物苯甲醇、苯甲醛或苯肼可逆抑制. 苯基基团产生是

苯基琥珀酸形成的限速步骤. 该酶对空气极其敏感，很易失

活，在氧气存在条件下发生多肽链断裂，半衰期仅有20~30 s. 

Leuthner等对该酶遇氧断裂的机制及与其他两个蛋白家族成

员的不同进行了分析[15]. 对Thauera aromatica的研究表明，苯

基琥珀酸合酶含有一个具有氧化还原活性的黄素辅助因子，

但是没有铁-硫簇，天然分子量（Mr）为220×103，假设的亚

基组成为α2β2γ2. Azoarcus T的BSS和T. aromatica K172的BSS

具有不同的活性，反应底物范围也不同. 在Azoarcus T的苯酰

琥珀酸合酶中，具有催化活性的甘氨酸残基被推测为甘氨酸

828 [14]. 

在反硝化细菌Azoarcus EbN1中，乙苯厌氧代谢起始反

应由乙苯脱氢酶 催化 . 乙苯在脱氢作用下转化为(S)-l-苯基

乙醇，其中的羟基 基团来源于水 [16]. Azoarcus EbNl乙苯脱

氢酶可溶，位于周质空间. 该酶是一种钼 /铁硫 /正铁血红蛋

白，序列分析和生物化学分析 结果都显示乙苯脱氢酶 是含

钼辅因子酶类二甲亚砜还原酶家族的一个新成员 [17]，分 子

量155×103，对乙苯的表观 Km<2 μmol/L，由α、β、γ 3种亚基

组成，形成αβγ结构，亚基 分 子量分别为69×103、43×103和

23×103，其中α亚基（EbdA）N-末端氨基酸序列与T. selenatis

硒酸盐还原酶等其它钼蛋白类似，含有两个精氨酸模体，是

引导EbdABC经Tat转位途径穿越细胞膜的功能位点. 在分离

纯化过程中，如果血红素b辅因子处于还原态，则氧不影响

乙苯脱氢酶活性，但是纯化的酶会受氧失活. Azoarcus EB1

乙苯脱氢酶异三聚体各亚基的分子量分别为100×103（α）、

35×103（β）和25×103（γ）. 每摩尔纯化的乙苯脱氢酶全酶大

约含有0.5 mol钼、16 mol铁和15 mol易酸分解的硫，以及一个

钼辅因子. 除了乙苯，纯化的酶还能够氧化4-氟-乙苯和非芳

香烃化合物3-甲基-2-戊烯和亚乙基环己烷. 体外实验证明，

Azoarcus EB1乙苯脱氢酶位于膜上，将乙苯氧化和对苯醌还

原反应相偶联，催化的脱氢反应具有高度立体特异性，仅形

成(S)-(2)-1-苯乙醇 [17]. 在Azoarcus PbN1中，还可以检测到具有

催化同系物n-丙苯活性的乙苯脱氢酶变体. 

  3  烃降解基因及其表达调控

3.1 烃好氧代谢基因及其表达调控
烃好氧降解基因定位于染色体可转移元件和/或质粒上. 

在不同微生物细胞内，烃降解性质粒可以相互转移. 在转移

过程中，这些质粒的结构可能发生改变，调节机制亦有差异. 

但是，也存在一些质粒，如TOL、NAH7或NAH90，在各种微

生物内广泛分布，且结构保守 [18]. 烷烃降解基因可能具有单

或多拷贝，以相同或不同方向转录. Beilen等分析了不同微生

物细胞内烷烃降解基因组织结构的多样性 [19]. P. putida GPo1 

OCT质粒中烷烃降解基因包括了分别由alkB（烷烃羟化酶基

因）、alkF和alkG（红素蛋白基因）、alkJ（醇脱氢酶基因）、

alkH（醛脱氢酶基因）、alkK（乙酰-CoA合酶基因）、alkL（可

能具 有烷烃增溶 作用或转运作用的未知蛋白编码基因）、

alkN（接受甲基的转导蛋白，AlkN可能参与P. putida对烃的

化学趋向性）与alkT（红素氧还蛋白还原酶基因）、alkS（调

节蛋白）组成的两个操纵子 [19~21]. P. putida alkS在细胞指数生

长期低水平表达，而在稳定期表达量显著增加. 该基因的转

录受两个启动子控制. AlkS属于LuxR家族，C-末端具有一个

螺旋-转角-螺旋（HTH）结构域，N-末端附近含有一个ATP/

GTP结合序列 [22]. AlkS对其自身表 达具 有正调控和负调控
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作用. 在无正烷烃的条件下，alkS的转录由σs依赖的PalkS1启

动子介导，该启动子仅在稳定期相对大量的启动转录 . 当正

烷烃出现在培养基中，AlkS强烈抑制PalkS1启动子介导的转

录，而激活PalkS2启动子介导的转录. 后者受代谢产物阻遏，

从而使正烷烃分 解代谢能够被迅速诱导，在底物消耗过程

中快速下调 [23]. 

P. putida (pWW0) TOL质粒的甲苯好氧降解基因由两个

操纵子组成，xylUWCAMBN编码转化甲苯/二甲苯为苯甲酸盐

/烷基苯甲酸盐的酶，xylXYZLTEGFJQKIH编码将苯甲酸盐 /

烷基苯甲酸盐进一步转化为TCA循环中间代谢产物的酶，分

别由Pu和Pm起始转录，由含有σ70或σ54的RNA聚合酶介导，

可能受IHF蛋白或HU蛋白辅助. σ70或σ54参与基因转录说明，

甲苯好氧降解受细胞全局调控. 转录调控因子编码基因xylS

和xylR组成表达. XylS和XylR它们分别属于XylS/AraC家族和

NtrC家族 [24]. Ramos等综述了调控因子XylS和XylR及其结合

的启动子的特征 [24]，调控模型见图2. 

3.2  烃厌氧代谢基因及其表达调控
T. aromatica K172和T1、Thauera sp. DNT-1，Azoarcus T

和EbN 1，以及Geobacter metallireducens GS-15苯基琥珀酸合

酶BSS结构基因bssCAB的序列已经被测定. 分别编码BSS 3个

亚基的bssCAB基因是操纵子bssDCABEFGH的一部分. bssD与

bssCAB相邻，位于其上游，编码将甘氨酰基团引入BssA的激

活酶，即BSS活性位点甘氨酸和半胱氨酸位于α亚基，由bssA

编码. bssEFGH是4个未知功能蛋白的编码基因. BssG为甲苯

诱导的蛋白. BssH是易化子（Facilitator）超家族的成员，可能

在甲苯的细胞质浓度达到毒性水平时发挥转运功能. bssE基

因产物可能是苯酰琥珀酸合酶组装和/或激活的依赖ATP的

分子伴侣 [25]. 

β-氧化相关酶编码基因bbsA–H首先在T. aromatica K172

中被鉴定，称为bbs操纵子. T. aromatica K172与Azoarcus EbNl 

bbs操纵子在基因序列和基因顺序上相似，而FeIII还原菌G. 

metallireducens GS-15相应基因与其同源性较低，组织结构

也不同. 在反硝化菌Azoarcus EbN1中，所有这些基因聚集在

25.3 kb DNA序列内[26].

甲苯代谢调节可能由一个二元调节系统介导（TdiSR），

其编码基因在T. aromatica Tl和K172、Azoarcus T和EbNl中毗

邻bss操纵子. TdiSR可以检测甲苯的存在，并诱导两个降 解

代谢操纵子的转录（图3）[26]. TdiS对甲苯的识别推测发生在

两个保守的PAS结构域，该结构域位于N-末端，通常与感受

各种外界刺激相关. 调控因子TdiS的C-末端则具有感应物激

酶结构域. TdiR的N-末端含有反应调控因子结构域，而C-末

端具有螺旋-转角-螺旋（HTH）结构域 . Azoarcus T的TdiS

和TdiR的推测分子量分别为61.69×103和24.22×103[27]. 在甲苯

诱导的Azoarcus EbNl细胞中bss和bbs协同转录和翻译. 苯基

琥珀酸合酶和激活酶 仅在生长于甲苯中的细胞内合成，激

活酶的量较合酶低约14倍. 从Azoarcus EbNl细胞中分离了两

种bss基因簇转录的mRNA，一种起始于bssD，第二种起始于

bssC. 只有起始于bssD的mRNA 5'-末端含受甲苯诱导的启动

图2  P. putida (pWW0) TOL质粒xyl操纵子表达调控 [24]

Fig. 2  Organization and regulation of xyl operon in TOL plasmid of P. putida (pWW0) [24]

xylU，未知功能蛋白基因；xylW，苯甲醇脱氢酶基因；xylC，苯甲醛脱氢酶基因；xylM，甲苯单加氧酶的羟化酶亚基基因；xylA，甲苯单加氧酶的电
子传递亚基基因；xylB，苯甲醇脱氢酶基因；xylN，可能的甲苯特异的细胞膜孔道蛋白基因，编码外膜蛋白；xylX、xylY和xylZ，分别是甲苯酸酯1,2-
双加氧酶的3个亚基的编码基因；xy1L，1,2-二羟-3,5-环己二烯-1-羧酸脱氢酶基因；xylT，未知功能蛋白编码基因；xylE，邻苯二酚2,3-双加氧酶基因；
xylG，2-羟基己二烯酸半醛脱氢酶基因；xylF，2-羟基己二烯酸半醛水解酶基因；xylJ，2-酮基,4-戊烯酸水合酶基因；xy1Q，未知功能蛋白编码基因；
xylK，2-酮基-4-羟基戊酸醛缩酶基因；xylI，4-草酰琥珀酸脱羧酶基因；xylH，4-草酰琥珀酸异构酶基因；xylS，调节蛋白基因；xy1R，调节蛋白基因
xylU, xylT, xylQ, Unknown gene; xylW, benzyl alcohol dehydrogenase gene; xylC, benzaldehyde dehydrogenase gene; xylM, hydroxylase component gene of 
xylene monooxygenase; xylA, electron transfer component gene of xylene monooxygenase; xylB, benzyl alcohol dehydrogenase gene; xylN, probable toluene-
specific porin gene. The xylXYZ genes encoded three subunits of toluate 1,2-dioxygenase. xylL, 1,2-dihydroxy-3,5-cyclohexadiene-1-carboxylate dehydrogenase 
gene; xylE, catechol 2,3-dioxygenase gene; xylG, 2-hydroxymuconic semialdehyde dehydrogenase gene; xylF, 2-hydroxymuconic semialdehyde hydrolase gene; 
xylJ, 2-oxopent-4-enoate hydratase gene; xylK, 4-hydroxy-2-oxovalerate aldolase gene; xylI, 4-oxalocrotonate decarboxylase gene; xylH, 4-oxaloccotonate 
tautomerase genes
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子. 起始于bssC的mRNA可能通过核酸剪切产生. 含bssD基因

的mRNA半衰期很短，而仅含有bssCAB基因的mRNA相对稳

定，与基因表达产物量相一致 [25]，说明了微生物基因编码的

简约性和蛋白合成的高效性. 

编码乙苯脱氢酶的基因ebdABC首先在 Azoarcus EB1中

发现 [17]. 随后，在Azoarcus EbNl全基因组测序中获得了一个56 

kb DNA序列，该片段含有乙苯厌氧氧化为苯酰-CoA所需要

的全部基因，包括调控因子编码基因 [28]. 反硝化菌Azoarcus 

EB1乙苯脱氢酶编码基因的序列分析显示，ebdA编码α亚基，

该亚基含有974个氨基酸，具 有一 个钼辅因子结合结 构域 . 

ebdB基因编码β亚基，含352个氨基酸，具有几个4Fe-4S结合

结构域. ebdC基因编码γ亚基，一个含有214个氨基酸的多肽，

可能是膜结合亚基. 对Azoarcus EbN1基因的分析结果显示，

毗邻ebdABC基因的ebdD基因可能编码EbdA成熟的分子伴

侣. (S)-l-苯乙醇脱氢酶编码基因ped与ebdABCD形成一个操

纵子. 另一含有5个基因的操纵子apc1-5编码苯乙酮羧化酶 . 

bal基因位于apc基因上游，该基因可能编码苯酰乙酸CoA-连

接酶（催化形成苯乙酰-CoA），并与apc基因共转录. 在上述

两个操纵子之间，存在两个不同的二元调节系统编码基因：

Tcs2/Tcr2和Tcsl/Tcrl，两者分别是乙苯和苯乙酮代谢调控基

因（图3）. 虽然Tcs2/Tcr2和TdiSR体系高度相似，但是它们的

感应元件在PAS结构域显著不同 [29]. 此外，在Azoarcus EbN1

中还检测到了一个含有脂肪酸β-氧化所需的几乎所有基因的

操纵子以及调控系统基因，两个LysR同源物和一个TetR同源

物，这些蛋白可能参与乙苯依赖的基因表达 [28]. 

3.3  细胞内不同代谢途径的综合调控
3.3.1  不同底物代谢途径的调控     烃降解基因包括组成型

和诱导型两 种，编码的酶可能具 有底物非特 异性，使石油

不同的烃 组分能够同时被降 解 . 例如，羟化酶的底物谱 通

常包括一定链长范围的烷烃. Burkholderia sp. RP007和腐臭

假单胞菌OUS82菲双加氧酶不仅能够氧化菲，还能够氧化

萘. P. putida OUS82的菲双加氧酶还可以将蒽、联苯、硫芴、

苯并苊、芴、苯甲酸苯酯、二苯甲烷等多种芳香烃氧化为酚

类 [30]. Burkholderia sp. RP007用相同的酶复合物还能够氧化

蒽. Burkholderia sp. RP007 phn基因在大肠杆菌中表达的重

组蛋白也证明了该基因编码的酶同时具 有氧化萘和菲的功

能 [31~32]. 在烃厌氧代谢中，Azoarcus T的苯酰琥珀酸合酶除了

甲苯还能厌氧代谢m-二甲苯 [27]. 所有已知的烷烃厌氧降解细

菌使用有限的、明确链长范围的烃，烃底物范围在各种微生

物间不同 [12]. 在细胞中存在多种羟化酶有利于微生物通过具

有不同底物亲合常数的烷烃羟化酶实现在不同条件下的最

优生长. 

在铜绿假单胞杆菌中，烷烃的氧化作用是受底物诱导

的. 烷烃同系物、1,2-二甲氧基乙烷、二乙氧基甲烷、单环和

二环烷烃、环丙烷、环丁烷等化合物也能够诱导代谢烷烃的

酶. 腐臭假单胞杆菌PpG6能够以C6-C10烷烃为生长底物，这些

烷烃及其伯醇和仲醇与醛可以诱导烷烃氧化 [18]. 对NAH7质

粒的研究结果显示，萘、水杨酸酯和间-甲苯甲酸酯是萘降解

基因的诱导物，而苯甲酸酯不能诱导该基因簇表达，在没有

诱导物的条件下基因不转录 . 在假单胞菌中，编码萘间位降

解途径的基因位于质粒上，编码萘邻位降解途径的基因位于

染色质上. 在不同假单胞菌内，两种代谢途径发挥作用的程

度不同，各种诱导物对于这些代谢途径的诱导作用也各有

差异 [18]. 

图3  反硝化菌EbNl烷基苯厌氧降解基因调控[3]

Fig. 3  Regulation of anaerobic alkylbenzene degradation in denitrifying strain EbNl [3]

A. TdiSR二元调节系统识别甲苯，介导bss和bbs协同转录；B. Tcs2/Tcr2和Tcsl/Tcrl二元调节系统分别识别乙苯和苯乙酮，分别介导ebd-ped和apc-bal顺序调控

A. The TdiSR two-component system recognizes toluene and mediates coordinative regulation of bss and bbs; B. The Tcs2/Tcr2 and Tcsl/Tcrl two-component 
systems recognize ethylbenzene and acetophenone, respectively, mediate sequential regulation of ebd-ped and apc-bal, respectively
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Acinetobacter sp. M-1能够降解长链烷烃. 在Acinetobacter 

sp. M-1中，长链烷烃由含有alkMb基因产物的烷烃羟化酶复

合体起始降解，而链长更长的烷烃（C20-C44）由含有alkMa基

因产物的烷烃羟化酶复合体起始降解. 两种酶复合体具有相

同的红素氧还蛋白亚基. 红素氧还蛋白编码基因rubA和rubB

组成表达，而alkMa和alkMb分别受各自底物诱导，两种烃降

解基因在含不同底物的条件下启动转录，Tani等解释了这两

种底物加氧酶基因调控机制的差异 [33]. 

在已知的烷基苯厌氧降 解菌中，反硝化菌EbNl比较特

殊，该菌能够通过完全不同的途径降解甲苯和乙苯. 两种途

径受底物诱导，具有相同的中间代谢产物苯酰-CoA. 在适应

甲苯的细胞内，甲苯代谢的两个操纵子bss和bbs的表达被特

异诱导，而参与乙苯厌氧降解的基因在适应乙苯和甲苯的细

胞内均被诱导，说明甲苯可以作为乙苯代谢的替代诱导物[29]. 

葡 萄 糖 、酵 母 粉 、醋 酸 和 甘 油 等 阻 遏 烷 烃 代 谢 . 

Hugouvieux-Cotte-Pattat等发现，当微生物在LB培养基中生长

时甲基苯乙醇对TOL途径的诱导长时间延迟，此影响被认为

是由于培养基中具有较高含量的氨基酸产生的. 葡萄糖具有

类似的但是抑制程度较弱的效应. Duetz等研究了含有TOL质

粒pWW0的P. putida mt-2中琥珀酸浓度对芳香烃化合物（甲

苯、m-和p-二甲苯、三甲基苯和m-乙基甲苯）代谢的影响，结

果表明当P. putida（pWW0）在葡萄糖或琥珀酸上以最大速

率生长时，即使存在诱导物，它的甲苯、间二甲苯和对二甲苯

降解途径仍受抑制. 当细胞生长在含有10~15 mmol/L琥珀酸

的培养基中，在磷酸盐或硫酸盐限制的条件下，苯乙醇脱氢

酶活性（BADH）低于生长在琥珀酸限制条件下的细胞相应

活性的2%. 当铵或氧限制时，琥珀酸对诱导剂诱导的抑制程

度有限 . BADH表达水平似乎与启动子Pu控制的转录水平密

切相关，说明抑制发生在转录水平. 甲苯代谢的下游途径对

代谢抑制相对不敏感. 该结果显示，代谢产物抑制与细胞高

能状态而不是细胞高生长速率或饱和浓度的碳源和能源有

关 [34]. 

Pseudomonas M1 phc基因簇的启动子Pa和Pk依赖σ54，

苯酚和苯都能诱导该基因簇转录 [35]. Pseudomonas sp. CF600 

pVI150的dmp介导甲基苯酚到丙酮酸和乙酰辅酶A的转化 . 

Dmp编码的调控因子DmpR和xyl编码的调控因子XylR结构相

似，作用相关，并都依赖σ54，导致两者可以在芳香烃效应物

存在的条件下交互诱导. 然而，比较介导全局调控的调控因

子在两代谢途径的作用中发现，尽管两调节体系具有一定的

相似性，细胞的全局调控仍然能够通过不同代谢途径各自

的特性和代谢途径相互的关联对各种代谢途径进行精细调

控 [36]，显示了微生物细胞内烃降解基因调控的复杂性. 

3.3.2  好氧和厌氧代谢途径的调控    Thauera sp. DNT-1在厌

氧条件下和在好氧条件下都能够降解甲苯. 该菌好氧降解甲

苯的双加氧酶基因tod已经克隆测序. 该基因在好氧条件下由

甲苯诱导转录. 在非诱导条件下，Thauera sp. DNT-1的tod和

参与β-氧化的bss也具有本底水平的转录. 保持本底水平的酶

有助于细胞针对环境转换更快速的作出反应. bss基因在好氧

和厌氧条件下均受甲苯诱导. 如前所述，厌氧降解甲苯的起

始酶苯酰琥珀酸合酶对氧气高度敏感. 然而在好氧条件下，

该菌保持低水平转录和翻译苯酰琥珀酸合酶. 目前，该菌甲

苯好氧代谢受氧气和甲苯双调控的机制还有待于研究[37]. 

T. aromatica T1甲苯代谢基因的组织结构与T. aromatica 

K172不同. 在T. aromatica T1中，tdiSR同源基因tutC1B1与

bssDCAB同源基因tutE和tutFDG之间有另一传导/反应调节

蛋白对编码基因tutCB. 在T. aromatica K172中，未发现tutCB

同源基因. tutCB独立转录，产物与甲苯好氧代谢调控蛋白

TodST等高度同源性，与tdiSR差异相对较大. 传导/反应调节

蛋白对TutC1B1可能负责调控甲苯厌氧代谢，而TutCB调控甲

苯好氧代谢[27]. 

  4  环境中烃降解基因的诱导

环境中存在的原油往往经受了不同程度的降解 [38]. 烃的

降解受多种因素影响 [39]. 在通常情况下，C10-C22的正烷烃、烷

基芳烃和芳香族化合物易被生物降解. 取代基的位置和数目

影响烃可被生物降 解的程度. 气态的和较高分 子量的正烷

烃、环烷烃和取代烷烃、芳香族化合物和有取代基的芳香族

化合物，以及联苯的转化可能依赖于共代谢[18]. 然而，也存在

一些微生物能够特异的降解高分子量烃及其化合物. 东北石

油大学石油工程学院筛选的一株Pseudomonas sp.能够在井下

显示出增加轻质烃的特点，具有降粘防蜡的作用. Chang等研

究发现厌氧条件下菲、芘、蒽、苊、芴的降 解效率排列顺序

为菲>芘>蒽>苊>芴，说明在厌氧条件下多环芳烃的降解难易

程度与在好氧条件下一致 [2]. 微生物对石油烃降解利用的能

力使其可能被应用于石油污染生物修复 [40~41].  

随着微生物分子生态学的发展，石油微生物在自然环境

中实际发生的基因表达和酶 催化降 解过程引起了人们的关

注. Piskonen等证明，烃的厌氧降解动力学分析结果在实地和

实验室之间具有一定的相似性，也存在明显的差异 [42]. 对在

生物修复过程中甲苯和萘降解动态的研究表明，甲苯先于萘

被微生物利用. 伴随甲苯降解，可检测到大量的甲苯降解基

因. 甲苯被降解后，萘才开始被生物利用，萘降解基因的可检

测量也随之增加，而甲苯降解基因量降低 [43]. 

能够利用正烷烃进行生长的微生物不仅存在于好氧和

厌氧条件下，而且活跃于从好氧到严格厌氧的各种环境中，

如海水或淡水、土壤、沉积物或蓄水层等. 目前，关于氧气浓

度对细菌烷烃降解的影响还知之甚少，在亚含氧甚或拟厌氧

条件下细菌如何降解烷烃有待于研究. Berthe-Corti和Fetzner
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对亚含氧到拟厌氧生境中烷烃、氨和甲烷氧化细菌与其他聚

集生活在一起的有机营养微生物研究的结果显示，各种微生

物在对正烷烃氧化的过程中可能存在协同效应 [44]. 

此外，在自然环境中各种微生物可能形成生物膜. 生物

膜的形成改变了微 生物的生存能力，甲苯降 解兼 性 厌氧菌

Ralstonia pickettii PKO1不能存活于氧气浓度过高的大量流体

中；而当形成生物膜时，该菌将能够定殖在生物膜内部，与

好氧菌竞争降解甲苯 [45]，说明了环境中烃的降解速度可能快

于微生物纯培养研究. 

  5  结论与展望

在石油污染生物修复过程中，微生物对烃的降解速度是

生物修复能否有效应用的重要影响因素. 烃降解酶及其基因

研究是构建高效石油烃降解工程菌的基础. 此外，烃类代谢

与油藏内石油降解和酸化相关 . 在微生物提高采收率中，可

以利用微生物以烃为碳源产生次级代谢产物开采石油. 相应

技术的开发和应用也依赖于对烃降解酶和基因调控的了解. 

本文对烃羟化酶、苯酰琥珀酸合酶和乙苯脱氢酶结构

和催化机理与代表性烃降解基因操纵子结构和调控的研究

进展进行了总结：（1）目前烃羟化酶的结构和功能基本清楚. 

苯酰琥珀酸合酶是目前被研究较多的烃厌氧代谢起始酶，

该酶催化的反应具有特殊性. 在Azoarcus sp.中发现了另一催

化烃厌氧代谢起始反应的乙苯脱氢酶，该酶的结构和功能已

经被报道. （2）目前烃降解研究不仅包括了起始降解酶和烃

降解基因，而且涉及了代谢途径中其他关键酶及其相关DNA

序列 [21, 46~48]. 烃下游代谢途径中酶的研究增加了烃代谢的可

调控位点，其编码基因可能与烃降解基因组成基因簇. （3）

烃降 解基因表达调控研究集中于酶活测定、诱导物研究和

操纵子结构分析. 代表性烃好氧降解质粒的基因组织结构基

本已知，其中烷烃和甲苯好氧降解及甲苯和乙苯厌氧降解的

基因调控机制被提出. （4）在翻译和酶活调节水平烃降解基

因表达调控的研究较少. 细胞内，各种烃的利用与在细胞全

局调控下的精细调节，以及在好氧条件到厌氧条件下的表达

调控还有待于进一步研究. 细胞内不同烃代谢途径调控机制

的差异研究则将可能为烃超级降解菌构建提供思路和途径. 

（5）环境中烃降解菌共代谢作用和各种烃生物降解难易程

度已经为人们所了解. 随着微生物生态学的发展，烃降解相

关基因和酶的诱导将可能采用分子生态学技术分析. 代表性

微生物烃降解基因调控机制理论研究与共生微生物烃代谢

分析相结合将为烃降 解工程菌及其应用技术开发奠定坚实

基础. 

由于烃降 解反应和相关酶的特 殊性，目前还没有有效

的在体外测定羟化酶酶活的方法. 许多羟化酶的底物不可

溶、整合于膜的羟化酶难以在体外进行操作，导致了该酶研

究受到限制. 烃厌氧降解酶遇氧易失活则给厌氧降解酶的研

究带来了困难. 石油微生物分子生态学研究结果发现，有些

烃降 解微 生物不能被目前的培养技术培养，某些可能在环

境中发挥了重要代谢作用的群落成员不能被分离，限制了烃

高效降 解微生物的研究，进而使其基因与酶的研究受到了

影响. 周蕾等论述了烃代谢产物在环境污染分析中的应用[49]. 

而烃降解关键酶和基因，如xylE作为分子探针也开始被用于

烃降解检测和重要化合物的合成研究 [3, 50]. 烃降解基因结构

和加氧酶晶体结构的分析结果将促进酶定向改造研究的开

展，使烃降解酶及其基因在未来有毒产物降解理论研究中将

发挥越来越重要的作用. 
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