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摘　要：龙胆酸是芳香族化合物微生物降解的核心代谢产物，龙胆酸降解研究对于芳香族化合物的降解研究具有
重要意义。龙胆酸１，２－双加氧酶是催化龙胆酸降解的关键酶。本研究利用双加氧酶催化保守结构域在产碱杆菌

Ｐ１５６的基因组上通过多序列比对找到一个龙胆酸双加氧酶基因ｇｄｏＰ；利用分子生物学技术对该基因进行异源表
达；并利用重组蛋白对酶学性质和动力学参数进行测定。酶学性质研究表明，ＧｄｏＰ催化反应的最适ｐＨ为７．５，最
适温度为４０℃。ＧｄｏＰ是一个Ｆｅ２＋依赖型双加氧酶，含有Ｆｅ２＋离子结合结构域。Ｆｅ２＋离子能够明显促进ＧｄｏＰ酶
活，Ｃｕ２＋、Ｃｄ２＋离子对ＧｄｏＰ的酶活有明显抑制。以龙胆酸为底物，ＧｄｏＰ的Ｋｍ值和Ｖｍａｘ值分别为６４１μｍｏｌ／Ｌ和

２３．９Ｕ／ｍｇ。ＧｄｏＰ具有较强的底物特异性，能够催化龙胆酸开环生成３－马来酰丙酮酸，不能催化５－氨基水杨
酸、水杨酸和１－羟基－２－萘酸的转化。本研究系统的研究了龙胆酸１，２－双加氧酶ＧｄｏＰ的酶学性质，有助于更
好的研究芳香族化合物的微生物降解过程。
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　　芳香族化合物在自然界中广泛存在，是煤炭、石
油等化石性燃料的天然组成成分；植物体也可产生
多种芳香族次生代谢产物；另外，人类在工业（特别
是制药、印染等工业）生产过程中也会产生大量结构
复杂的芳香烃类化合物。在自然界中它们多以酚类
或卤代烃的形式存在。由于它们的化学结构具有特
殊的热稳定性，同时又难溶于水，所以很难用常规
的方法将其消除，而这类物质在含量较低的情况下
可以对人体造成较强的或潜在的危害［１，２］。
微生物降解是去除环境中芳香族有机污染物的

最有效手段之一。根据已有文献报道，微生物对于
芳香族化合物的代谢首先通过单加氧酶或者双加氧

酶在苯环上引入羟基，将苯环活化，发生开环反应，
生成脂肪族化合物。脂肪族化合物通过一系列的氧
化还原反应被分解代谢成为小分子化合物，最终进
入三羧酸循环实现完全矿化［３－５］。其中双加氧酶
是参与微生物降解芳香烃类化合物的主要酶类，它
们能将空气中的氧分子活化，使芳香烃类化合物在
邻位碳上进行氧化开环，是一类具有重要生物学功
能和较高潜在应用价值的酶类［１，２，６］。
龙胆酸是芳香族化合物代谢的核心中间代谢产

物，龙胆酸的降解对于研究芳香族化合物的降解具
有重要的生物学意义［１，７，８］。龙胆酸１，２－双加氧酶
可以活化分子氧攻击龙胆酸，形成开环产物３－马
来酰丙酮酸（３－ｍａｌｅｙｌｐｙｒｕｖｉｃ　ａｃｉｄ），后者可以进一
步被水解生成马来酸和丙酮酸，进入三羧酸循环。
龙胆酸１，２－双加氧酶常以多聚体形式存在，多是
四聚体，少数为二聚体，并且多以亚铁离子作为电子
传递体，反应过程中需要氧气的参与［９－１１］。龙胆酸

１，２－双加氧酶是参与龙胆酸代谢过程第一步的酶，
目前对该酶的研究较少，其相关基因和酶学性质的
研究较少，其催化开环的机理尚不清楚，因此对龙胆
酸１，２－双加氧酶的研究对于阐明芳香族化合物的
降解过程有重要的意义［１－３］。
产碱杆菌Ｐ１５６是实验室分离获得的一株能够

降解芳香族有机化合物和吡啶类化合物的菌株［１２］。
该菌株能够以龙胆酸作为唯一碳源和能源进行生

长。通过对全基因组进行测序和分析找到一个疑似
龙胆酸双加氧酶的基因ｇｄｏＰ，并对该基因的功能
进行了异源表达验证，对蛋白ＧｄｏＰ的酶学性质进
行了较为深入的研究。这是第一个从产碱杆菌中分
离获得并得到功能验证的龙胆酸１，２－双加氧酶，
该研究对阐明产碱杆菌芳香族化合物的降解过程有

重要的指导意义。

１　材料与方法

１．１　试剂与仪器
试剂：龙胆酸、水杨酸、１－羟基－２－萘酸、３，４

－二羟基苯甲酸、苯甲酸、对羟基苯甲酸、间羟基苯
甲酸、卡那霉素、ｉｓｏｐｒｏｐｙｌβ－Ｄ－Ｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｓｉｄｅ
（ＩＰＴＧ）为分析纯，购买自生工生物工程（上海）股份
有限公司。甲醇为色谱纯，购买自上海安普化学试
剂有限公司。试验中用到的其他试剂均为分析纯。

Ｅｚｕｐ柱式细菌基因组ＤＮＡ抽提试剂盒、Ｓａｎ－
Ｐｒｅｐ柱式ＤＮＡ胶回收试剂盒、改良型ＢＣＡ蛋白浓
度测定试剂盒、Ｎｉ－ＮＴＡ琼脂糖树脂购买自生工
生物工程（上海）股份有限公司，ｐＥＴ２８ａ载体购买
自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，内切酶和 Ｔ４ＤＮＡ 连接酶购买自
Ｔａｋａｒａ。
仪器：分光光度计（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ　Ｂｉｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ

Ｐｌｕｓ）、ＨＰＬＣ（Ｗａｔｅｒｓ　Ａｌｌｉａｎｃｅ　ＨＰＬＣ）、ＰＣＲ 仪
（ＡＢＩ　９７００）。
菌株：产碱杆菌（Ａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓ　ｓｐ．）Ｐ１５６，大肠杆

菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）ＤＨ５α用于载体的克隆，Ｅ．ｃｏ－
ｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）用于蛋白表达。

１．２　生物信息学分析
菌株Ｐ１５６的基因组信息已经递交到 ＤＤＢＪ／

ＥＮＡ／ＧｅｎＢａｎｋ数据库，序列号为ＣＰ０２１０７９。龙胆
酸双加氧酶的寻找利用Ｂｌａｓｔ软件进行，以Ｐ１５６基
因组作为数据库，选取文献中报道的龙胆酸双加氧
酶的基因作为参比序列（参比蛋白的序列号见图１）
进行比对。多序列比对采用的是ＣｌｕｓｔａｌＷ软件，进
化分析由 Ｍｅｇａ６．０软件完成，采用Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－ｊｏｉｎ－
ｉｎｇ算法，ｂｏｏｔｓｔｒａｐ为１０００。所有试验重复三次取
平均值，显著性分析采用ｔ检验，利用ＳＰＳＳ软件完
成。数据作图由Ｏｒｉｇｉｎ软件完成。

１．３　ｇｄｏＰ基因克隆与蛋白表达纯化
产碱杆菌Ｐ１５６在无机盐培养基（ＭＳＭ）［１３］中

进行培养，培养温度为３０℃，加入１ｍｇ／ｍＬ的龙胆
酸作为碳源，１ｍｇ／ｍＬ的氯化铵作为氮源。利用

Ｅｚｕｐ柱式细菌基因组ＤＮＡ抽提试剂盒（生工生物
工程）提取菌株Ｐ１５６的基因组。以菌株Ｐ１５６的基
因组作为模板，利用引物 ｐＥＴ２８ａ－ｇｄｏＰ－Ｆ
（ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧＴＣＧＧＡＡＧＡＡＣＧＴＴＴＴＧ ）
和ｐＥＴ２８ａ－ｇｄｏＰ－Ｒ（ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＴＡＣＡＧ－
ＣＡＡＧＡＣＴＴＧＡＴＧＧ）进行ｇｄｏＰ 基因的ＰＣＲ扩
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增，扩增程序如下：９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃变性３０
ｓ，５８℃退火３０ｓ，７２℃延伸９０ｓ，３５个循环；７２℃
延伸５ｍｉｎ。将ＰＣＲ产物进行琼脂糖凝胶电泳，利
用ＳａｎＰｒｅｐ柱式ＤＮＡ胶回收试剂盒（生工生物）对
电泳条带进行回收。将回收的ＤＮＡ片段与提取的

ｐＥＴ２８ａ载体分别利用内切酶ＢａｍＨＩ和ＸｈｏＩ进行
双酶切。将酶切后的线性化ＤＮＡ片段进行纯化，
并利用Ｔ４ＤＮＡ连接酶进行连接。将连接产物利
用热激转化法转化到大肠杆菌 ＤＨ５α中进行验证
（转化方法参考分子克隆实验指南（第三版））。挑取
单克隆接种至含有５０μｇ／ｍＬ卡那霉素（ｋａｎ）的ＬＢ
培养基中，利用菌液作为模板，利用ｐＥＴ２８ａ－ｇｄｏＰ
－Ｆ／Ｒ引物进行ＰＣＲ扩增，如果能够扩增出１．１
ｋｂ大小的目的条带说明该转化子为阳性转化子。
将含有ｐＥＴ２８ａ－ｇｄｏＰ 质粒的转化子送到生工生
物工程（上海）股份有限公司进行测序验证。
将ｐＥＴ２８ａ－ｇｄｏＰ 重组质粒采用热激法转化

到Ｅ．ｃｏｌｉ　ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞中，并在３７℃、

１２０ｒ／ｍｉｎ的恒温振荡摇床中进行培养。培养至

ＯＤ６００（６００ｎｍ处的吸光值）在０．６～０．８之间时，加
入０．５ｍｍｏｌ／Ｌ的ＩＰＴＧ，同时将培养温度调整至

３０℃对ＧｄｏＰ蛋白进行诱导表达。１０ｈ后８０００×ｇ
离心５ｍｉｎ收集Ｅ．ｃｏｌｉ细胞，利用蒸馏水洗涤沉淀一
次后，将Ｅ．ｃｏｌｉ细胞重悬于５０ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ
（ｐＨ　８．０）缓冲液中，利用超声波进行细胞破碎。超声
功率为２４０Ｗ，超声有效时间为１６ｍｉｎ（工作３ｓ，冷
却６ｓ）。将超声破碎后的细胞１００００×ｇ离心５ｍｉｎ，
加入到含有 Ｎｉ－ＮＴＡ琼脂糖树脂的重力柱上面，
纯化步骤如下：平衡，向Ｎｉ－ＮＴＡ琼脂糖树脂重力
柱中加入１０ｍＬ　５０ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ８．０）缓
冲液；上样，将细胞破碎液上清加入到重力柱中；冲
洗，加入１０ｍＬ　５０ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ８．０）缓
冲液；洗脱，用含有 ３ ｍＬ　４０ ｍｍｏｌ／Ｌ 咪唑 的

５０ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ８．０）缓冲液洗脱蛋白，
并收集洗脱液。洗脱的蛋白利用超滤的方法去除高
浓度咪唑，在－２０℃冰箱中进行保存。最后利用改
良型ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒进行蛋白浓度的测
定。

１．４　ＧｄｏＰ的酶活测定
利用分光光度计测定ＧｄｏＰ的酶活，酶催化反

应体系为８００μＬ，首先将４０μＬ龙胆酸（终浓度为

０．２５ｍｍｏｌ／Ｌ）和１０μＬ的亚铁离子（终浓度为２．５

μｍｏｌ／Ｌ）加入６９０μＬ　５０ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ
８．０）缓冲液中，最后加入６０μＬ　ＧｄｏＰ蛋白（１０μｇ），
混匀后检测３４０ｎｍ处吸光值的变化［９］。当龙胆酸

转化为３－马来酰丙酮酸时，３４０ｎｍ处的吸光值会
上升，因此可以根据３４０ｎｍ处吸光值的变化表征
酶活力变化。亚铁离子需要现用现配：用１ｍｍｏｌ／

Ｌ的维生素Ｃ溶液配制成０．５ｍｍｏｌ／Ｌ的氯化亚铁
储藏液。酶活单位（Ｕ）的定义：将１ｍｉｎ内转化１

μｍｏｌ龙胆酸所需要的酶量定义为一个酶活单位。
利用 ＨＰＬＣ检测 ＧｄｏＰ酶催化反应的底物和

产物，使用的仪器为 Ｗａｔｅｒｓ　Ａｌｌｉａｎｃｅ　ＨＰＬＣ，检测
器为 Ｗａｔｅｒｓ　２９９８ＰＤＡ　Ｄｅｔｅｃｔｏｒ，层析柱为 Ｗａｔｅｒｓ
ＯＤＳ２Ｃ１８反向柱。流动相为 Ａ为甲醇（２０％），流
动相为 Ｂ 为含有 ０．５％ （ｗ／ｖ）甲酸的超纯水
（８０％），流速为１ｍＬ／ｍｉｎ，柱温３０℃。

１．５　ＧｄｏＰ的酶学性质研究
１．５．１　ｐＨ对酶活力的影响
分别配制（５０ｍｍｏｌ／Ｌ）ｐＨ 为５．５、６．０的柠檬

酸／柠檬酸三钠缓冲液，ｐＨ 为６．５、７．０、７．５、８．０、

８．５的Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液，和ｐＨ为９．０、９．５、１０．０、

１１．０的碳酸钠／碳酸氢钠缓冲液。使用不同ｐＨ 的
缓冲液，根据１．３中的酶活测定方法测定ＧｄｏＰ在
不同ｐＨ缓冲液中的酶活，测得酶活力最高的ｐＨ
即为酶促反应的最适ｐＨ值，每组做３个重复。

１．５．２　温度对酶活力的影响
在ｐＨ　８．０条件下，根据１．３中的酶活测定方

法测定 ＧｄｏＰ在不同温度下的酶活。首先将缓冲
液、底物放到不同温度（１０℃、２０℃、３０℃、４０℃、

５０℃、６０℃）的水浴锅中孵育２ｍｉｎ，随后加入ＧｄｏＰ
并开始测定酶活，确定不同温度对ＧｄｏＰ的活性的
影响，酶活最高时对应的温度即为酶促反应的最适
温度，每组做３个重复。

１．５．３　金属离子对ＧｄｏＰ酶活的影响
分别配制浓度为２００ｍｍｏｌ／Ｌ 的 Ｋ＋、Ｃａ２＋、

Ｎａ＋、Ｍｇ２＋、Ｚｎ２＋、Ｆｅ３＋、Ｆｅ２＋、Ｂａ２＋、Ｃｏ２＋、Ｃｕ２＋、

Ｌｉ＋、Ｍｎ２＋、Ｃｄ２＋、ＭｏＯ４２＋的金属离子储存液，８００

μＬ 的反应体系中含有 ６９２μＬ 的 Ｔｒｉｓ－ ＨＣｌ
（ｐＨ７．４），６０μＬ　ＧｄｏＰ蛋白，４０μＬ龙胆酸，８μＬ金
属离子，以不加金属离子测定的ＧｄｏＰ酶活作为对
照，比较各种金属离子对ＧｄｏＰ活性的影响。

１．６　ＧｄｏＰ蛋白的催化动力学研究
在最适反应条件下，分别测定不同浓度龙胆酸

（０．０５、０．１、０．２、０．３、０．５ｍｍｏｌ／Ｌ）条件下ＧｄｏＰ的
酶活，并利用Ｏｒｉｇｉｎ软件进行米式方程的非线性拟
合计算Ｋｍ值和Ｖｍａｘ值。

１．７　底物特异性分析
分别以龙胆酸、水杨酸、５－氨基水杨酸和１－

羟基－２－萘酸作为 ＧｄｏＰ的酶催化底物，分别在
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３２０ｎｍ、３００ｎｍ、３４０ｎｍ和３００ｎｍ处，检测吸光值
的变化［９］，用吸光值的变化表征酶活力变化，确定
ＧｄｏＰ的催化底物。
将活化后的Ｐ１５６菌株分别接种到以龙胆酸、

３，４－二羟基苯甲酸、水杨酸、３－羟基苯甲酸、４－羟
基苯甲酸、邻苯二酚、苯甲酸作为唯一碳源的 ＭＳＭ
培养基中置于１７０ｒ／ｍｉｎ、３０℃摇床培养，每隔１２ｈ
取样测定６００ｎｍ处的吸收值，绘制标准曲线，比较
菌株Ｐ１５６在不同碳源的培养基中的生长状况。

１．８　数据处理与分析
以不加金属离子反应条件下的ＧｄｏＰ的酶活作

为对照，将添加不同金属离子反应条件下ＧｄｏＰ的
酶活跟对照进行比较。所有数据均三次重复，利用
ＳＰＳＳ软件对配对样本进行ｔ检验，计算ｐ－ｖａｌｕｅ
值。０．０１＜ｐ－ｖａｌｕｅ值＜０．０５，表示差异显著，用＊
标记；ｐ－ｖａｌｕｅ＜０．０１，表示差异非常显著，用＊＊
标记。

２　结果与分析

２．１　生物信息学分析
前期的研究表明菌株Ｐ１５６能够催化龙胆酸的

开环反应，可能存在龙胆酸双加氧酶基因。跟已有
的龙胆酸双加氧酶的基因序列进行比对后，在Ｐ１５６
的基因组上发现一个具有双加氧酶催化保守结构域

（ＣＯＤ３４３５）的ｇｄｏＰ基因，推测该基因编码的蛋白
ＧｄｏＰ（ＡＲＰ５１９５８）具有龙胆酸１，２－双加氧酶的功
能。将该蛋白的氨基酸序列跟已报道的龙胆酸１，２
－双加氧酶的氨基酸序列进行比对，结果如图１所
示（图中括号内为该蛋白的序列号），该蛋白的氨基
酸序列跟已报道的龙胆酸１，２－双加氧酶的氨基酸
序列的序列相似性较低，最高仅为３３．７％（Ｓｐｈｉｎ－
ｇｏｍｏｎａｓ　ｓｐ．ＲＷ５中的龙胆酸１，２－双加氧酶，序
列号为ＣＡＡ１２２６７）。

图１　ＧｄｏＰ与细菌中双加氧酶的进化分析，ＧｄｏＰ用星号标记

Ｆｉｇ．１　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ＧｄｏＰ　ａｎｄ　ｒｅｌａｔｅｄ　ｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅｓ，ＧｄｏＰ　ｉｓ　ｉｎｄｉｃａｔｅｄ　ｗｉｔｈ　ｓｔａｒ

２．２　ｇｄｏＰ基因的克隆与ＧｄｏＰ蛋白纯化、酶活测
定

利用 菌 株 Ｐ１５６ 的 基 因 组 作 为 模 板 利 用

ｐＥＴ２８ａ－ｇｄｏＰ－Ｆ／Ｒ引物可以扩增出一条单一、
片段长度为１．１ｋｂ左右的ＤＮＡ条带，与ｇｄｏＰ基
因大小一致。挑取的转化子的测序结果表明ｇｄｏＰ
成功的连接到ＢａｍＨＩ和ＸｈｏＩ位点之间。
利用ＳＤＳ－ＰＡＧＥ对纯化后的ＧｄｏＰ蛋白进行

电泳检测，结果表明蛋白条带单一，没有杂蛋白条带
（图２ａ），蛋白大小为４０ｋＤａ，与根据氨基酸序列计

算出的ＧｄｏＰ蛋白的分子量大小一致。

ＨＰＬＣ检测结果显示，龙胆酸与 ＧｄｏＰ混合反
应１０ｍｉｎ后，检测不到龙胆酸的信号，也没有出现
新的特征吸收峰（图２ｂ），这说明ＧｄｏＰ蛋白催化了
龙胆酸的开环反应。目前微生物代谢龙胆酸的途径
主要有两条：一条是通过龙胆酸脱羧酶（ＥＣ　４．１．１．
６２）催化生成对苯二酚，另一条是通过龙胆酸１，２－
双加氧酶（ＥＣ　１．１３．１１．４）催化生成３－马来酰丙酮
酸［４，５，１４］。利用 ＨＰＬＣ检测并没有检测到对苯二酚
吸收峰，另外序列比对证明ＧｄｏＰ具有龙胆酸双加
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氧酶催化的保守结构域（ＣＯＤ３４３５），因此可以推测
ＧｄｏＰ为龙胆酸１，２－双加氧酶，催化了龙胆酸的开
环反应，生成开环产物３－马来酰丙酮酸。

（ａ）纯化后的ＧｄｏＰ的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳图谱；

（ｂ）ＨＰＬＣ检测ＧｄｏＰ催化反应产物

（ａ）ＳＤＳ－ＰＡＧＥ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｐｕｒｉｆｉｅｄ　ＧｄｏＰ；

（ｂ）ＨＰＬＣ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ＧｄｏＰ　ｃａｔａｌｙｚｅｄ　ｒｅａｃｔｉｏｎ

图２　ＧｄｏＰ的纯化与催化反应研究

Ｆｉｇ．２　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＧｄｏＰ

２．３　ＧｄｏＰ的酶学性质
利用重组蛋白研究ｐＨ 对 ＧｄｏＰ酶活的影响。

结果如图３ａ所示，ＧｄｏＰ在ｐＨ 为７．５时相对酶活
最高，在ｐＨ　６．５～８．０范围内均能保持较高的活
力。但当ｐＨ低于６．５时，酶活力会随着ｐＨ 值的
降低而降低；当ｐＨ高于８．０时，酶活力会随着ｐＨ
值的升高而降低。在ｐＨ　５．５和ｐＨ　１１．０条件下，
酶活力降为零。
在ｐＨ　８．０的条件下，研究不同温度对ＧｄｏＰ酶

活力的影响。结果如图３ｂ所示，ＧｄｏＰ催化的最适
温度为４０℃。在４０℃以下酶活力随温度的升高而
增加，在高温条件下（５０℃和６０℃）仍能维持较高的
酶活力。
在ｐＨ８．０、温度为３０℃的条件下，研究不同金

属离子对ＧｄｏＰ酶活力的影响，结果如图４所示，可
以看出Ｃａ２＋、Ｎａ＋、Ｍｇ２＋、Ｆｅ２＋能够增加ＧｄｏＰ的酶
活，其中 Ｆｅ２＋ 的激活效果最为明显；Ｚｎ２＋、Ｂａ２＋、

Ｃｕ２＋、Ｃｄ２＋会抑制 ＧｄｏＰ的活性，其中Ｃｕ２＋、Ｃｄ２＋

对酶活的抑制作用最为明显（图４）。
亚铁离子对于 ＧｄｏＰ的酶活有明显的促进作

用，这说明了 ＧｄｏＰ是一个Ｆｅ２＋依赖的双加氧酶。
已报到的该类环裂解双加氧酶均为Ｆｅ２＋依赖型，含
有三 个 保 守 的 组 氨 酸 可 能 跟 Ｆｅ２＋ 的 结 合 有
关［１５－１８］。将ＧｄｏＰ与亲缘关系较近的双加氧酶进
行多序列比对，结果如图５所示，与Ｆｅ２＋结合相关
的三个组氨酸在相关蛋白中高度保守，因此 ＧｄｏＰ

中这三个组氨酸（Ｈｉｓ１２０，Ｈｉｓ１２２和 Ｈｉｓ１６１）可能
与亚铁离子的结合有关。

图３　ｐＨ和温度对ＧｄｏＰ酶活的影响

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｐＨ　ａｎｄ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ　ｏｎ
ｅｎｚｙｍｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　ＧｄｏＰ

图４　金属离子对ＧｄｏＰ酶活力的影响

Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅ　ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ｍｅｔａｌ　ｉｏｎｓ　ｏｎ　ｅｎｚｙｍｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　ＧｄｏＰ

２．４　ＧｄｏＰ的动力学参数
在ｐＨ８．０、３０℃条件下，分别在不同的龙胆酸浓度

下测定ＧｄｏＰ的酶活，根据酶活曲线（图６）计算出ＧｄｏＰ
的Ｋｍ值为６４１μｍｏｌ／Ｌ，最大酶活Ｖｍａｘ为２３．９Ｕ／ｍｇ。
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图５　ＧｄｏＰ和其他双加氧酶的多序列比对

Ｆｉｇ．５　Ｍｕｌｔｉｐｌｅ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ａｌｉｇｎｍｅｎｔ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ＧｄｏＰ　ａｎｄ　ｒｅｌａｔｅｄ　ｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅｓ

图６　ＧｄｏＰ酶活的动力学曲线

Ｆｉｇ．６　Ｋｉｎｅｔｉｃ　ｓｔｕｄｙ　ｏｆ　ＧｄｏＰ　ｅｎｚｙｍｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ

２．５　底物特异性分析
分别利用龙胆酸、水杨酸、５－氨基水杨酸和１

－羟基－２－萘酸为底物进行反应，测定ＧｄｏＰ的酶
活，结果显示ＧｄｏＰ只能够催化龙胆酸的氧化，不能
够催化水杨酸、５－氨基水杨酸和１－羟基－２－萘
酸的氧化反应（图７ａ）。
测定Ｐ１５６菌株在不同底物 ＭＳＭ 培养基中的

生长情况，结果如图７ｂ所示，表明产碱杆菌Ｐ１５６
在以龙胆酸、３，４－二羟基苯甲酸为唯一碳源的培养
基中的生长情况较好。Ｐ１５６菌株不能以水杨酸、３
－羟基苯甲酸、４－羟基苯甲酸、苯甲酸、邻苯二酚为
底物进行生长（图７ｂ）。

３　讨论
本研究前期筛选到的一株高效芳香族类化合物

降解菌Ａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓ　ｓｐ．Ｐ１５６，该菌株能够对吡啶类
化合物（２－吡啶甲酸和烟酰胺）有较好的降解效
果［１９］，在研究过程中发现菌株Ｐ１５６对芳香族化合
物龙胆酸也有较好的降解作用。微生物代谢芳香族
化合物首先将其降解为龙胆酸、邻苯二酚和原儿茶
酸等核心代谢中间物，进一步通过开环反应实现化
合物的完全降解，其中龙胆酸是萘、水杨酸、间羟基
苯甲酸等［２０－２２］物质的核心代谢中间物质。本研究
通过基因组测序和生物信息学技术，利用双加氧酶
催化保守结构域在Ｐ１５６的基因组上找到一个疑似
龙胆酸双加氧酶基因。利用分子生物学技术对
ＧｏｄＰ蛋白进行异源表达，获得纯度较高的蛋白，并
对其功能进行了验证，这是产碱杆菌中报道的第一

个龙胆酸双加氧酶。通过对重组蛋白的酶学性质进
行研究，发现该蛋白是一个Ｆｅ２＋依赖的双加氧酶，
具有较强的催化活性。

（ａ）ＧｄｏＰ与不同底物反应时的吸光值的变化；

（ｂ）菌株Ｐ１５６在不同底物下培养４８小时后的细胞密度

（ａ）Ｅｎｚｙｍｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　ＧｄｏＰ　ｗｉｔｈ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｋｉｎｄ　ｏｆ　ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ；

（ｂ）Ｃｅｌｌ　ｄｅｎｓｉｔｙ　ｏｆ　ｓｔｒａｉｎ　Ｐ１５６ｗｉｔｈ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ　ｉｎ　ＭＳＭ　ｆｏｒ　４８ｈｏｕｒｓ

图７　底物特异性研究

Ｆｉｇ．７　Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ　ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ
目前尽管已有多个龙胆酸双加氧酶被报道，但

是跟已报道的龙胆酸１，２－双加氧酶氨基酸序列比
对发现本研究得到的龙胆酸双加氧酶跟它们的亲缘

关系较远，序列相似性较低，有独特的催化特性。菌
株Ｃ．ｇｌｕｔｍｉｃｕｍＡＴＣＣ　１３０３２中的龙胆酸双加氧
酶还能够催化２，５－二羟基苯酸的开环反应［２３］；菌
株Ｐｓｅｕｄａｍｉｎｏｂａｃｔｅｒ　ｓａｌｉｃｙｌａｔｏｘｉｄａｎｓ中的龙胆酸
双加氧酶ＳＤＯ能够催化２，５－二羟基苯酸、水杨酸
和１－羟基－２萘甲酸等的开环过程［２４］；菌株Ｃｏ－

１８１　３期　　　　　　胡春辉，等：产碱杆菌Ａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓ　ｓｐ．Ｐ１５６中龙胆酸１，２－双加氧酶ＧｄｏＰ的研究　　　　　



ｍａｍｏｎａｓ　ｓｐ．Ｓｔｒａｉｎ　ＱＴ１２中的５ＡＳＡ能够催化２
－氨基水杨酸、３－氨基苯甲酸、３－羟基苯甲酸和龙
胆酸的开环反应［１６］；跟这些菌株相比产碱杆菌
Ｐ１５６中的龙胆酸双加氧酶 ＧｄｏＰ的底物谱有较大
的不同，说明该蛋白具有较强的底物特异性。但是
ＧｄｏＰ的Ｋｍ值为６４１μｍｏｌ／Ｌ，均高于上述菌株的
Ｋｍ 值，通常Ｋｍ 值越高对底物的亲和性就越低，底
物特异性越差，因此可以通过改造特异性的位点提
高ＧｄｏＰ的底物谱范围。另外ＧｄｏＰ可以催化龙胆
酸的转化，却不能催化水杨酸、５－氨基水杨酸和１
－羟基－２－萘酸等的反应过程，猜测ＧｄｏＰ可能是
由催化其他底物的酶逐渐进化而来，这对于研究龙
胆酸双加氧酶的进化过程有重要的意义。
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