
摘 要：从江苏省南通市某农药厂的活性污泥中分离出一株苯胺降解菌株 耘圆，根据表型特征、生理生化特性和 员远杂 则阅晕粤序列分
析，将其鉴定为红球菌属（砸澡燥凿燥糟燥糟糟怎泽 泽责援）的细菌。菌株 耘圆降解苯胺的最适温度为 猿园 益、最适 责匀为 苑援园，降解苯胺的最高浓度为
愿园园 皂早·蕴-1。该菌能降解苯胺、邻甲基苯胺、对甲基苯胺和 圆，缘原二氯苯胺，与已报道的苯胺降解菌的底物谱显著不同。通过扩增高度
保守的片段和染色体步移，获得了菌株 耘圆中负责苯胺降解的基因簇，该基因簇在基因组成、排布及同源性方面和已报道的基因簇
有较大差异，是研究苯胺降解分子机理的较好材料。
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苯胺降解菌 Rhodococcus sp. E2的分离
与苯胺氧化酶基因簇的初步鉴定
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Isolation of Aniline -degrading Bacterium Rhodococcus sp. E2 and Characterization of Aniline Dioxygenase
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Abstract：Aniline and its derivatives have become environmental pollutants. The existing aniline-degrading bacteria have narrow substrate
spectrum toward aniline derivatives and can degrade parts of these compounds. Here we isolated an aniline-degrading bacterium E2 from
activated sludge originated from an insecticide factory, and revealed its molecular nature. The strain E2 was identified as Rhodococcus sp.
based on morphological, physiological and biochemical properties, and homology analysis of 16S rDNA sequence. The optimum temperature
and pH value for the degradation by the strain E2 were 30 益 and 7.0, respectively. The highest aniline concentration at which the strain E2
could degrade was 800 mg·L-1. It could degrade aniline, o-Toluidine, p-Toluidine and 2,5-dichloroaniline. Aniline-degrading gene cluster
was cloned from the strain E2 by amplifying the highly conserved fragment and chromosome walking. This cluster was significantly different
from the current ones in composition, arrangement and homology of genes. It would be a valuable material for investigating the molecular
mechanisms of aniline degradation.
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苯胺俗称阿林尼油，是一种无色、油状、可燃且高

毒性液体，有类似腐蛋的臭味。苯胺及其衍生物是重

要的有机化工原料中间体，被广泛应用于国防、印染、

塑料、油漆、农药和医药等行业[1]，是一类严重污染环
境和危害人体健康的有害物质[2]。例如，氯代苯胺是许
多广泛应用的苯胺除草剂，如敌草隆、利谷隆和绿谷

隆等的主要中间代谢产物，由于它们的化学稳定性较

强，其在环境样品中的检出率比它的母体除草剂还要

频繁，危害更加严重[3-4]。
在自然环境中，苯胺及其衍生物主要通过微生物

进行降解[5]。微生物降解苯胺有好氧和厌氧两种途径。
在厌氧条件下，苯胺经硫酸盐或硝酸根还原生成 4-
氨基苯甲酸盐，然后通过氨基苯甲酰辅酶去氨基生成

苯酰，然后再进一步代谢分解[6]。在好氧条件下，苯胺
可以在苯胺氧化酶的作用下转化为邻苯二酚，接着以

邻苯二酚作为开环底物，由邻苯二酚 1，2-双加氧酶[7]
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和邻苯二酚 2，3-双加氧酶催化，分别通过邻位[8]和间
位代谢途径开环。当通过邻位开环途径代谢时，在邻

苯二酚两个羟基之间断开苯环，生成黏康酸，再经多

步反应产生三羧酸循环的中间代谢物琥珀酸和乙酰

辅酶 A；而通过间位开环途径代谢时，则在邻苯二酚
其中一个羟基的旁侧断开苯环，生成 2-羟基黏康酸
半醛，最后产生丙酮酸和乙醛。

目前，已报道的苯胺降解菌株主要来自产碱杆菌

属[9]、假单胞菌属[10]、不动杆菌属[11]、红球菌属[12]、弗拉
托菌属[13]、莫拉菌属[14]、诺卡氏菌属[14]及代尔夫特氏菌
属[15]等。但这些苯胺降解菌株都只能降解部分苯胺衍
生物，底物谱较窄。如 Pseudomonas putida UCC22[16]与
Delftia tsuruhatensis AD9只能降解苯胺、间甲基苯胺
和对甲基苯胺（不能降解邻甲基苯胺）；Acinetobacter
sp.YAA[17]只能降解苯胺和邻甲基苯胺（不能降解间甲
基苯胺和对甲基苯胺）；Delftia sp.AN3只能降解苯胺。

在基因水平上，1997年，苯胺氧化酶基因簇从菌
株 Pseudomonas putida UCC22 和 Acinetobacter sp.
YAA中被克隆到，后来发现的苯胺氧化酶基因簇与
其在组成和排列方式上基本相似。该基因簇含有 5个
功能基因（QTA 1A 2B），编码 4 个组分，分别是谷氨酰
胺合成酶类蛋白（Q）谷，氨酰胺转移酶类蛋白（T）、苯
胺双加氧酶大小亚基（A1A2）及还原酶（B）[18]。B的作
用很可能是为 A1A2提供电子。2013年，Takeo等[19]证
明苯胺双加氧酶不能直接氧化苯胺，苯胺先被 Q转
化为 酌-谷氨酰苯胺，然后再被 A1A2转化为邻苯二
酚。但关于这个多组分酶的催化机理还不完全清楚，

还不了解底物谱由哪些组份决定，这限制了人们对该

多组分酶的改造。

积累具有不同降解谱的菌株和基因资源，研究其

降解苯胺的分子机理，将为通过杂交或突变来构建广

谱的苯胺衍生物降解菌打下基础。在本研究中，我们

分离得到一株苯胺及其衍生物降解菌 Rhodococcus
sp. E2，与已报道的苯胺降解菌相比，其降解谱显著不
同。通过扩增高度保守的片段和染色体步移[20]，我们
获得了菌株 E2中负责苯胺降解的基因簇；该基因簇
在基因组成、排布及同源性方面和已报道的基因簇有

较大差异，是研究苯胺降解分子机理的较好材料。

1 材料与方法

1.1 材料
1.1.1 土样来源

苯胺污染土壤样品采集自江苏省南通市某农药

厂排水口活性污泥。

1.1.2 试剂与培养基
基础盐培养基：NH4NO3 1.0 g，K2HPO4 1.5 g，

KH2PO4 0.5 g，NaCl 0.5 g，MgSO4·7H2O 0.2 g，去离子水
1000 mL，pH 7.0。

LB培养基：蛋白胨 10 g，酵母粉 5 g，NaCl 10 g，
去离子水 1000 mL。固体 LB培养基加入 12 g·L-1琼
脂粉。

苯胺及其衍生物原药（纯度>99%）均购自阿拉丁
公司，溶解在甲醇中配置成 20 000 mg·L-1的母液备
用。高效液相色谱分析用的甲醇为色谱纯试剂，购自

南通汉邦科技有限公司。PCR 反应所用试剂购自
TaKaRa公司（大连）。二氯甲烷等其他化学试剂均为
普通的分析纯试剂。

1.2 降解菌株的筛选
取活性污泥 10 g 用 500 mL去离子水重悬，170

r·min-1 摇床振荡 30 min。取 5 mL 悬浮液加入 100
mL、100 mg·L-1 苯胺基础盐培养基中，30 益、170 r·
min-1摇床培养。每隔 7 d以 5%接种量转接至新的含
苯胺基础盐培养基中，按同样的培养富集方式转接 4
代。经高效液相色谱（HPLC）检测有降解效果后，将富
集培养液稀释涂布于 100 mg·L-1苯胺基础盐固体培
养基平板，选择不同形态特征的单菌落，重新转接到

100 mg·L-1苯胺基础盐培养基中，30 益、170 r·min-1

摇床培养，验证其降解效果，保存有降解效果的纯培

养做下一步研究。

1.3 苯胺浓度的测定
每次取样 10 mL至离心管中，立即向所取的样

品中添加等体积的二氯甲烷，剧烈振荡抽提底物。

12 000 r·min-1离心使水相和有机相快速分层，移去上
层水相，将有机相置于通风橱中挥发干，用 500 滋L色
谱纯甲醇重新溶解样品，然后再用 0.22 滋m孔径的一
次性有机相细菌滤器过滤，过滤完的样品用岛津高效

液相色谱仪进行分析，分析用色谱柱为 Kromasil 100-
5 C18填充的色谱分离柱（内径 4.6 mm、长 25 cm）。流
动相为甲醇颐水（80颐20，V 颐V），流速为 0.8 mL·min-1，使
用紫外检测器检测，检测波长为 250 nm，进样量为 20
滋L。为了绘制标准曲线，将 1 g·L-1苯胺母液逐级稀
释，分别配制成浓度为 1、5、10、25、50、100、250、500、
1000 mg·L-1 的苯胺标准溶液，以峰面积（y）为纵坐
标、苯胺浓度（x）为横坐标，绘制标准曲线。苯胺标准
物浓度的线性回归方程为 y=36 172x+1.4伊105，相关系
数为 0.999 2，线性范围为 1~1000 mg·L-1。
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1.4 影响菌株 E2降解苯胺的因素分析
1.4.1 温度对菌株 E2降解苯胺的影响

在基础盐培养基中添加苯胺浓度至 100 mg·L-1，
5%接种量接入菌株 E2菌液，设接种灭活的 E2为对
照，分别在 15、20、25、30、35、40 益的条件下 170 r·
min-1摇床培养 3 d后取样测定苯胺含量。
1.4.2 pH对菌株 E2降解苯胺的影响

在 pH 5~11的基础盐培养基中添加苯胺浓度至
100 mg·L-1，5%接种量接入菌株 E2菌液，设接种灭活
的 E2为对照，30 益、170 r·min-1培养 3 d后取样测定
培养液中苯胺含量。

1.4.3 苯胺起始浓度对菌株 E2降解苯胺的影响
在基础盐培养基中添加不等量的苯胺，使其终浓

度为 100、200、500、800、1000、2000 mg·L-1，以 5%接
种量接入菌株 E2菌液，设接种灭活的 E2为对照，30
益、170 r·min-1摇床培养 3 d后取样测定苯胺含量。
1.5 菌种鉴定
1.5.1 形态及生理生化指标鉴定

对分离到的菌株进行形态及生理生化特性检测[21]。
1.5.2 菌株 16S rDNA扩增及序列测定

提取菌株 E2的总 DNA。以总 DNA为模板，进行
16S rDNA的 PCR扩增，扩增反应的引物为一对 16S
通用引物：

正向引物：5忆-AGAGTTTGATCATGGCTCAG-3忆
反向引物：5忆-TACGGTTACCTTGTTACGACTT-3忆
PCR 反应体系（50 滋L）为：10伊PCR Buffer 5 滋L，

dNTP（25 mmol·L-1）4 滋L，Mg2+（25 mmol·L-1）3 滋L，模
板 2 滋L，正反引物（1 mmol·L-1）各 1 滋L，Taq酶（5 U·
滋L-1）0.5 滋L，双蒸水 33.5 滋L。PCR反应条件为：94 益
预变性 5 min；94 益变性 30 s，55 益退火 30 s，72 益延
伸 1.5 min，循环 30次；72 益延伸 5 min。反应结束后
取 3 滋L PCR 产物进行琼脂糖凝胶电泳检测扩增产
物，条带清晰明亮则用 PCR回收试剂盒（AXYGEN公
司）回收纯化，TA克隆后进行测序。测序由南京金斯
瑞生物科技有限公司完成，测序结果在 NCBI（www.
ncbi.nlm.nih.gov）与相关的 16S rDNA序列进行同源
性比对分析，菌株的系统发育分析采用 Mega 5.0
（http：//www.megasoftware.net/）软件完成。
1.6 菌株 E2的底物降解谱

在基础盐培养基中添加苯胺衍生物浓度至 100
mg·L-1，5%接种量接入菌株 E2菌液，设接种灭活的
E2为对照，30 益、170 r·min-1摇床培养 3 d后取样检
测苯胺衍生物的降解情况。每种苯胺衍生物的降解实

验设3个重复，苯胺衍生物的浓度检测方法同苯胺。
1.7 苯胺降解基因簇的遗传排列比较

我们先利用 Kayashima[23]报道的简并引物扩增菌
株 E2的高度保守片段。扩增反应的简并引物如下：

正向引物：5忆-GAYAAYGCNGGNGAYGGNTAYC-3忆
反向引物：5忆-NCGNCCNGGYTGNGGNC-3忆
PCR反应体系与反应条件同上。PCR产物回收

纯化，TA克隆后进行测序。然后利用扩增的高度保守
片段，通过染色体步移获得菌株 E2中负责苯胺降解
的基因簇。SEFA-PCR引物设计：为扩增的高度保守
片段的上下游分别设计引物：

为扩增上游设计的 SEFA-PCR引物为：
QSp1：GGTTGTTCCAGAAACTACCGGGACCCTC
QSp2：CCTCATCGGACCATCGTCGGGGGTCTTG
QSp3：CGAGTAGCGACCTGTNNNNNNNNNATG原

GAT
为扩增下游设计的 SEFA-PCR引物为：
RSp1：TACCATCCATCGTTCTCACACAGGTCGC
RSp2：AAGACCCCCGACGATGGTCCGATGAGGG
RSp3：CGAGGGTCCCGGTAGNNNNNNNNNCAA-

CCA
SEFA-PCR扩增：
扩增体系：15 滋L 2伊GC buffer I，5 滋L 2.5 mmol·L-1

dNTPs，2 滋L 5 滋mol·L-1 Sp3，1.5 U LA-Taq，1.5 滋L模
板（扩增的高度保守片段），总体积 30 滋L。

PCR 反应条件：94 益 1 min；94 益 30 s，40 益 3
min，以每秒增加 0.2 益的速度升至 70 益，70 益 5 min。
取出 PCR管加入 2 滋L 5 滋mol·L-1 Sp1作为引物后继
续进行PCR，反应条件：94 益 30 s，60 益 5.5 min，25个
循环。接下来进行 8轮不对称 PCR：94 益 30 s，60 益
5.5 min，2 个循环；94 益 30 s，50 益 30 s，1 个循环；8
轮不对称 PCR完成后再 70 益延伸 5 min。

SEFA-PCR产物的扩增：
扩增体系：15 滋L 2伊GC buffer I，5 滋L 2.5 mmol·L-1

dNTPs，2 滋L 5 滋mol·L -1 Sp2，1.5 U LA -Taq，1.5 滋L
SEFA-PCR扩增产物（作为模板），总体积 30 滋L。

PCR 反应条件：94 益 3 min；94 益 30 s，60 益 30
s，72 益 5 min，33个循环；72 益 10 min。

PCR产物回收纯化，TA克隆后进行测序。利用
BioEdit等软件对克隆序列进行序列的拼接。将得到
的 DNA片段进行 ORF（开放阅读框）在线查找分析
（http：//www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html），并采用
BLASTX对每一个 ORF进行同源性比对，推测各基
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因功能，并与已报道的苯胺降解基因簇在基因组成、

排布及同源性等方面进行比较。

2 结果与讨论

2.1 菌株的分离及鉴定
利用富集培养法，我们从农药厂的活性污泥中分

离到多株苯胺降解菌，由于菌株 E2与已报道的苯胺
降解菌相比，其降解谱显著不同，所以本文以菌株 E2
作为研究材料。菌株 E2为革兰氏阳性菌，菌落呈红
色圆形、中间隆起、表面光滑不透明、边缘整齐，细胞

形态为球状或短杆状，不产芽孢，无鞭毛，不运动。以

菌株 E2的基因组 DNA为模板，用细菌 16S rDNA通用
引物进行 PCR扩增，得到长度为 1486 bp的 16S rDNA
基因序列（GenBank 登录号为 JN712914），其与模式
菌株嗜吡啶红球菌（Rhodococcus pyridinivorans）的
16S rDNA序列相似率达 99.9%（图 1），结合形态和生
理生化特征，我们将菌株 E2鉴定为 Rhodococcus sp.
属的细菌。

2.2 影响菌株 E2降解苯胺的因素分析
2.2.1 温度和 pH对菌株 E2降解苯胺的影响

分别调节菌株 E2降解苯胺的温度和 pH，测定对
菌株 E2降解苯胺的影响。结果显示（图 2和图 3），菌

株 E2 在较低和较高的温度下对苯胺的降解率在
50%以下；在 30~35 益时降解效果较好，降解率能达
到 80%以上；降解的最适温度为 30 益。在 pH 7~9之
间苯胺的降解较好，降解率都达到 80%以上，降解的
最适 pH为 7.0。
2.2.2 苯胺浓度对菌株 E2降解苯胺的影响

苯 胺 终 浓 度 为 100、200、500、800、1000、2000
mg·L-1的基础盐培养基中，以 5%接种量接入菌株 E2
菌液，30 益、170 r·min-1摇床培养，分时取样测定苯胺
含量。结果显示（图 4和图 5），当苯胺浓度在 100 mg·
L-1以下时，菌株 E2能在 1 d 内完全降解苯胺；当苯
胺浓度在 100~800 mg·L-1之间，菌株 E2能在 4 d内
降解苯胺；而当苯胺浓度在 1000 mg·L-1以上，6 d后
测定苯胺浓度仍在 80%以上，说明该浓度严重抑制菌
株 E2对苯胺的降解。
2.3 菌株 E2对苯胺衍生物的降解

为了研究菌株 E2的底物谱，我们选择了 16种
常见的苯胺类衍生物（表 1）。HPLC检测结果显示，在
3 d内，菌株 E2对邻甲基苯胺、对甲基苯胺和 2，5-二
氯苯胺降解率分别为 97%、96%和 93%，而对其他底
物无显著降解效果。如上所述，菌株 UCC22与 AD9
只能降解苯胺、间甲基苯胺和对甲基苯胺（不能降解

图 1 菌株 E2和相关菌株的 16S rRNA基因序列构建的系统发育树
Figure 1 Phylogenetic tree constructed by neighbor-joining analysis based on 16S rRNA gene sequences of strain E2 and related species

砸澡燥凿燥糟燥糟糟怎泽 责赠则蚤凿蚤灶蚤增燥则葬灶泽 孕阅月早栽（粤云员苑猿园园缘）
砸澡燥凿燥糟燥糟糟怎泽 sp. E2（JN712914）
砸澡燥凿燥糟燥糟糟怎泽 gordoniae W4937T（粤Y233201）

砸澡燥凿燥糟燥糟糟怎泽 sp. AN-22（粤B087282）
砸澡燥凿燥糟燥糟糟怎泽 rhodochrous DSM 43241T（X79288）

砸澡燥凿燥糟燥糟糟怎泽 artemisiae YIM 65754栽（GU367155）
砸澡燥凿燥糟燥糟糟怎泽 责henollcus DSM 44812栽（粤M933579）
砸澡燥凿燥糟燥糟糟怎泽 zopfii DSM 44108栽（粤云员91343）

砸澡燥凿燥糟燥糟糟怎泽 rhodnii DSM 43336栽（X80621）
砸澡燥凿燥糟燥糟糟怎泽 ruber DSM 43338栽（X80625）

砸澡燥凿燥糟燥糟糟怎泽 aetherivorans 10bc312栽（粤云447391）
砸澡燥凿燥糟燥糟糟怎泽 erythropolis NBRC 100887T（AP008957）

Nocardia amamiensis T栽 00-78T（粤B275164）

砸澡燥凿燥糟燥糟糟怎泽 coprophilus DSM 43347T（X80626）
砸澡燥凿燥糟燥糟糟怎泽 nanhaiensis SCSIO 10187T（JN582175）

Nocardia araoensis NBRC 100135T（BAFR01000042）
砸澡燥凿燥糟燥糟糟怎泽 equi DSM 20307T（X80614）

砸澡燥凿燥糟燥糟糟怎泽 canchipourensis MBRL 353T（JN164649）
砸澡燥凿燥糟燥糟糟怎泽 triatomae IMMIB RIV-085T（粤J854055）

砸澡燥凿燥糟燥糟糟怎泽 corynebacterioides DSM 20151T（AF430066）
砸澡燥凿燥糟燥糟糟怎泽 trifolii 栽8T（FR714843）

砸澡燥凿燥糟燥糟糟怎泽 erythropolis DSM 43066T（X79289）
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表 1 菌株 E2的底物降解谱
Table 1 Substrate spectrum of strain E2

图中不同大写和小写字母分别代表差异极显著（P<0.01）和
差异显著（P<0.05），下同

Different capital and small letters show significant differences at
P<0.01 and P<0.05，respectively. The same as below
图 2 温度对菌株 E2降解苯胺的影响

Figure 2 Effect of temperate on aniline degradation by strain E2

图 3 pH值对菌株 E2降解苯胺的影响
Figure 3 Effect of pH on aniline degradation by strain E2

邻甲基苯胺）；菌株 YAA只能降解苯胺和邻甲基苯胺
（不能降解间甲基苯胺和对甲基苯胺）；菌株 AN3只
能降解苯胺。菌株 E2的底物降解谱与目前已报道的
苯胺降解菌的有显著差异，尤其是它可以同时降解邻

甲基苯胺和对甲基苯胺，却不能降解间甲基苯胺，这

暗示其具有不同的分子机制。

2.4 苯胺降解基因簇的克隆与分析
为了获得菌株中负责苯胺氧化的基因，我们利用

Kayashima等[22]报道的简并引物进行扩增，这些引物
被证明对已报道的苯胺氧化酶基因有较好的敏感性

和特异性。利用简并引物我们成功获得了 224 bp的
高度保守片段，并进一步通过染色体步移技术得到了

8825 bp 包含苯胺氧化酶基因簇的 DNA 片段（Gen原
Bank上登录号为 KJ473713）。

将得到的 DNA片段进行 ORF在线查找分析，并

图 4 苯胺低初始浓度对菌株 E2降解苯胺的影响
Figure 4 Effect of low initial concentrations of aniline on its

degradation by strain E2

图 5 苯胺初始浓度对菌株 E2降解苯胺的影响
Figure 5 Effect of high initial concentrations of aniline on its

degradation by strain E2

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10
0

温度/益
15 20 25 30 35 40

Ee
Dd

Cc

Aa
Bb

Ee

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10
0

pH
5 6 7 8 9

Ee
Dd

Aa ABb Bb

Dd

Cc

10 11

100 mg·L-1

200 mg·L-1

500 mg·L-1

600
500
400
300
200
100

0
培养时间/h

0 6 12 18 24 30 36 42 48

800 mg·L-1

1000 mg·L-1

2000 mg·L-1

2500
2000
1500
1000

500
0

培养时间/d
0 1 2 3 4 5 6

注：+为可降解；-为不降解。

底物 降解情况

苯胺 +
邻甲基苯胺 +
间甲基苯胺 -
对甲基苯胺 +

4-异丙基苯胺 -
邻氯苯胺 -
间氯苯胺 -
对氯苯胺 -

2，4-二甲基苯胺 -
3，4-二甲基苯胺 -
3，5-二甲基苯胺 -

3-氯-4-甲基苯胺 -
2，3-二氯苯胺 -
2，4-二氯苯胺 -
2，5-二氯苯胺 +
3，4-二氯苯胺 -
3，5-二氯苯胺 -

886



第 32卷第 1期2014年 5月

图 6 菌株 E2苯胺降解基因簇与已报道的具有代表性的基因簇比较
Figure 6 Comparison of aniline-degrading gene clusters with existing ones
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transcriptional
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2Fe-2S
ferredoxin

表 2 8825 bp DNA片段 ORF功能推测
Table 2 Speculated functions of each ORF identified within 8825 bp DNA fragment

ORF Identity（aa sequence） Homologue protein Homologue protein source（GenBank ID）
IclR 74% IclR family transcriptional regulator WP_003934520
RpiR 68% RpiR family transcriptional regulator WP_005193789

A1 95% large subunit of aniline dioxygenase BAH56716
A2 96% small subunit of aniline dioxygenase BAH56717
T1 61% glutamine amidotransferase WP_005193781
Q 79% glutamine synthetase ETA08098
Fd 90% 2Fe-2S ferredoxin BAH56719
B 73% aniline dioxygenase reductase BAH56720
T2 55% glutamine amidotransferase WP_006333791

采用 BLASTX 对每一个 ORF 进行同源性比对（表
2），推测各基因功能。从对每一个 ORF的分析比对结
果来看，菌株 E2的苯胺降解基因与已报道的基因在
氨基酸水平上有比较高的同源性，最高相似度均在

50%~100%之间。在高的同源性比对相似度情况下推
测目标基因的功能具有很高的可信度，因此，我们根

据比对结果推测了基因簇上每一个 ORF 的可能功
能，依次为编码 IclR家族调节基因（IclR）、RpiR家族
调节基因（RpiR）、苯胺双加氧酶大小亚基（A1A2）、谷
氨酰胺氨基转移酶（T1T2）、谷氨酰胺合成酶（Q）、2Fe-
2S还原蛋白（Fd）及苯胺双加氧酶还原酶（B）。

菌株 E2 的苯胺降解基因簇与已报道的基因簇
比较结果（图 6）显示，因为同属红球菌，所以菌株 E2
和 AN-22[23]的基因簇在基因组成、排列方式及氨基酸
的相似性方面非常接近。菌株 E2和 AN-22在氧化酶
大小亚基以及铁氧还蛋白方面具有极高的相似性（>
90%），但在谷氨酰胺氨基转移酶（T1T2）、谷氨酰胺合
成酶（Q）以及还原酶（B）方面相似性较低（55%~79%），
说明在红球菌中苯胺基因簇既有一定的保守性，也有

一定的菌株特异性。

菌株 E2和 AN-22的苯胺基因簇与来自革兰氏
阴性菌的有较大差别。首先，在功能基因组成上，革兰
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氏阴性菌的苯胺基因簇含有 5 个功能基因
（QTA 1A 2B），而菌株 E2和 AN-22多出一个 T和一个
铁氧还蛋白（Fd）。其次，在基因的排布上，革兰氏
阴性菌为 QTA 1A 2B，而菌株 E2 和 AN -22 则为
A 1A 2T1QFdBT2。最后，各个亚基在氨基酸水平上的相
似性较低（最高相似度<51%）。

根据 Kweon 等 [24]提出的还原酶分类方法，菌株
E2和 AN-22的还原酶 B是 GR-type（其中不含铁硫
还原蛋白结构域），该类还原酶在为氧化酶提供电子

时需要铁氧还蛋白的配合，这可以解释为何这两个基

因簇中多了铁氧还蛋白。相反，来自革兰氏阴性菌基

因簇的 B可能是 FNRC-type或 FNRN-type，这两种 B
都含有铁硫还原蛋白结构域，所以在为氧化酶提供电

子时不需要额外的铁氧还蛋白。

2007 年，Ang等 [25]发现氧化酶大亚基 A1在控制
底物范围和酶活性方面起重要作用。2013年，Takeo
等发现 Acinetobacter sp. YAA的氧化酶亚基 A1A2不
能直接作用于苯胺，而是必须先通过 Q将苯胺转化
为 酌-谷氨酰苯胺，然后才能被 A1A2转化为邻苯二
酚。因此，我们推测苯胺基因簇的底物谱可能由 A1和
Q共同决定，下一步我们将分别研究 Q、A1和 T的功
能，解释底物谱和催化效率分别由哪些亚基决定，为

对该多组分的改造、拓宽其底物谱提供参考。

3 结论

本研究从江苏省南通市某农药厂的活性污泥中

分离出一株苯胺降解菌株 E2。根据表型特征、生理生
化特性和 16S rDNA序列系统发育分析，将其鉴定为
红球菌属（Rhodococcus sp.）。菌株 E2降解苯胺的最
适温度为 30 益，最适 pH为 7.0。能降解苯胺的最高
浓度为 800 mg·L-1。菌株 E2能降解苯胺、邻甲基苯
胺、对甲基苯胺和 2，5-二氯苯胺，其底物谱与已报道
的苯胺降解菌不同。通过扩增高度保守的片段和染色

体步移，我们获得了菌株 E2中负责苯胺降解的基因
簇。该基因簇在基因组成、排布及同源性方面和已报

道的基因簇有较大差异，是研究苯胺降解分子机理的

较好材料。根据文献报道，我们推测苯胺基因簇的底

物谱可能由 Q和 A1共同决定，下一步我们将分别研
究 Q、A1和 T的功能，解释底物谱和催化效率分别由
哪些亚基决定，并利用定向进化拓宽其底物谱。
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