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降解性细菌对菲诱导的蛋白及酶活性应答反应* 

钟 鸣 周启星  ̈ 许华夏 吴晓丹 李玉双 
( 中国科学院沈阳应用生态研究所陆地生态过程重点实验室，沈阳 110016； 沈阳农业大学，沈阳 110161) 

1 引 言 

【摘要】 测定了3株以菲为唯一碳源的芽孢杆菌属(Bacill“5)菌株(BA11、BA19和 BA27)的降解能力、多 
酚氧化酶和过氧化氢酶的活性及蛋白变化．结果表明，当菲浓度在200 rag·LI1以下时，3株菌多酚氧化酶 

和过氧化氢酶的活性随菲浓度的提高变化不大，其中BA19和 BA27菌株表现出较高的稳定性．当菲浓度 

为200 mg·LI1时，BA27诱导表达了一条分子量为 27 000道尔顿的新蛋白条带，同时有些蛋白的合成受 

到抑制．因此可以认为，诱导产生的新蛋白与其污染条件下的细菌降解能力及稳定性有关． 
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Revulsive i'~~pons~of protein and enzyme activity of degradative Badlluss str 略 by phenanthrene． NG 

Mind一，ZHOU C~dng ，XU Huaxia ，wuⅪa0danz，LI Yushu~ (KeyLaboratory Terrestrial Ecological 
Process，Institute AppliedEcology，ChineseAcademy Sciences，Shenyang 110016，Ch ina； ShenyangA 一 

cultural University，Shenyang 110161，China)．．Chin．J．App1．Eco1．，2004，15(5)：871～874． 

Three strains of Bacillus sp．BAll，BA19 and BA27，which can grow when phenanthrene is taken as the sole 

source of carbon and energy，were isohted from an oil-contaminated soil．ThOr crude extract was used tO test the 

activities of polyphenol oxidase and catalase．The results demonstrated that all the three strains did not show a 

significant change in the activity of both enzymes when phenanthrene was lower than 200 mg·L～ ．Under dif— 

ferent phenanthrene concentration，the enzyme activities of strains BA19，BA27 showed a higher stabilization 

than BAl1．Using the SIXS-PAGE contrasted the difference of proteins between the strains in normal medium 

and the strains growing on phenanthrene，the results showed that BA27 growing on phenanthrene synthesized a 

new protdn with 27 000 dal of molecular weight．At the same time，the synthesis of sOme proteins was can celled ． 

W e conjecture that the new protein induced by phenanthrene may be related to the ability of phenanthrene degra— 

dation and the stabilization of enz yme activity by the strain． 

Key words Phenan threne，Degradative bacterium，Enzyme activity，Bioremediation． 

多环芳烃化合物(PAHs)是指含有 2个或 2个 

以上苯环的疏水性芳香族化合物．在环境中，多数 

PAHs因具有难降解性、致癌性、致畸性和致突变 

性，所以受到严重关注，已成为污染生态学研究的重 

点污染物[’·。， 。， ～ ．近年来，由于化石燃料燃烧、 

废物焚烧、煤气／焦化污水、家庭洗涤污水以及原油 

泄漏等污染源的膨胀【2。l，PAHs排入环境中的数量 

迅速增加，造成广泛而长期的污染．我国许多城郊地 

区土壤中均报道存在较为严重的 PAHs污染[ ．16]． 

20世纪90年代以来，污染土壤的生物修复由 

于具有效率高、速度快、成本低、反应条件温和以及 

无二 次 污染 等 显 著 优 点 而 得 到 了迅 速 发 

展[ ，H， ~1引，特别是利用环境微生物灵活的适应性 

和遗传多样性，定向地富集培养和驯化专性环境微 

生物，建立以微生物降解过程为核心的生物修复技 

术，已成为国际上解决土壤环境污染问题的重要发 

展方向[ · ’· ．目前，含 PAHs污水的治理以及污染 

水体PAHs的修复研究相对领先[2]．为此，我们开展 

了石油污染土壤中具有降解功能细菌的分离、降解 

特性和微观反应研究，为 PAHs污染土壤生物修复 

提供科学依据[23--25 J． 

2 材料与方法 

2．1 菲降解菌的富集培养、分离筛选与测定 

采集辽河油田曙光采油厂附近受石油污染的草甸棕壤。 

在30℃好氧条件下，用以菲为唯一碳源的MS液体培养基， 

进行菲降解菌的驯化富集培养．采用平板划线法【n】初步分 

离获得长势较好的纯菌株(以600 RITI处的浊度表示3株菌 

BAll号、BA19号和BA27号的生长)．根据细菌的形态特征 

及其生理生化特征，按照各分科检索进行菌株鉴定【13】． 

*国家杰出青年科学基金项目(20225722)和中国科学院知识创新重 

要方向资助项目(KZCX2．SW-．416)． 

**通讯联系人． 
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2．2 菲浓度的测定【l2】 

定时、定量取含 50 mg·LI1菲的培养液，经环已烷萃取， 

并用硅胶 G薄层层析法分离，石油醚溶解提取后，在 252 nm 

下测紫外吸光度，以标准菲浓度梯度建立标准曲线，查出培 

养液中菲的浓度． 

2．3 酶活性的测定 

2．3．1粗酶液的制备 将分离得到的 3个菌株 BAll号、 

BA19号和BA27号分别接入含有不同浓度(0、50、100、150、 

200和250 mg·kg-1)菲的MS培养基中，于 30℃振荡培养 

l2 h后离心，收集菌体，以0．1 mol·L_。pH8．0硼酸缓冲液 

冰浴中进行超声波破碎，5 600 g冷冻离心 40 min后，取上清 

液(粗酶液)． 

2．3．2多酚氧化酶活性的测定 用以邻苯二酚为底物的方 

法测定．以每分钟 OI：h98值变化 0．01为 1个酶活单位，用 

U．gI1(FW)表示酶的比活性【 ． 

2．3．3过氧化氢酶活性的测定 用改进的 Beers和 Sizers[ 】 

方法测定．每分钟 0D2加值降低 0．0436为 1个酶活单位，用 

U·gI1(Fw)表示酶的比活性 ． 

2．4 蛋白表达测定 

SDS一聚丙烯酰胺凝胶电泳，考马斯亮兰 R25o染色．按 

Bradford[ ]的考马斯亮兰G25o法，测定其蛋白质含量． 

3 结果与分析 

3．1 降解菌的特征 

得到的高效降解菲的纯菌株 BAll号、BA19号 

和 BA27号，革兰氏染色均为阳性，菌落直径均小于 

1 mm，呈乳白色，外形光滑，不透明，菌体为杆状．经 

生理生化试验初步鉴定，这 3株菌均属于芽孢杆菌 

属(Bacillus)． 

3．2 降解反应 

3株芽孢杆菌降解菲的情况见图 1．相对而言， 

BA27的降解能力最强，在对数生长期菲的浓度降 

至 13．7 mg·L_。，而 BA11的降解能力稍差．3株菌 

的降解趋势基本一致，在反应初期(12 h以内)降解 

速度较快，降解率均达到50％以上． 

三 

— ◆一BAI1—■一BAI9—▲一BA27 

降解时间 

Degradation time(h) 

图 1 BA11、BA19、BA27对菲的降解 
Fjg．1 Degradation of phenathrene by BAll，BA19 and BA27 strains 

3．3 酶活性的影响 

酶活测定结果表明，在菲浓度为 250 mg·LI1以 

下时，菲对 BA19、BA27两种菌株的过氧化氢酶活 

性与多酚氧化酶活性的影响均不大，而 BA11号菌 

株的两种酶的活性水平高于 BA19、BA27，且对菲的 

存在，酶活受到一定的影响．随着菲浓度的增加 过 

氧化氢酶活性有下降的趋势，而多酚氧化酶活性随 

之略有升高，在 200 mg·LI1处达到活性最高状态． 

由此可见，BAll对200 mg·LI1浓度的菲较为敏感 

(图 2、3)． 

— ◆一BAI1 —■一BA19 —▲一BA27 

图2 过氧化氢酶比活变化曲线 
Fig．2 Effects of phenathrene on~atala~ speci~ activity of BAI1，BA19 

and BA27 strains． 

— ◆一 BAI1—■一 BA19—★一BA27 

菲浓度 Phenanthrene concentration(rag·L 1 

图3 多酚氧化酶的比活性变化曲线 

Fig．3 Effects of phenanthrene on polyphenol idase specific activity of 

BA11．BA19 and BA27 strains． 

3．4 菲对菌株蛋白表达的影响 

培养 20 h后，比较 3株菌在含 200 mg·LI1菲 

及不含菲的 MS培养基中的可溶性蛋白质含量表 

明，3株菌在 200 mg·LI1菲中的蛋白含量均高于正 

常培养基中的可溶性蛋白质含量，尤其是 BAll菌 

株，可溶性蛋白含量明显增加(表 1)． 

同时，比较了在这两种培养基中菌株表达蛋白 

的情况．从凝胶上看出(图 4)，当菲浓度为 200 mg· 

LI1时，菌株产生的蛋白与无菲时的蛋白之间存在 

1̂l̂l1ud u【Jluuds u∞BIB1Bd掣蜒 g耆鬟 u【Jluuds u∞苦lx。一。Ⅱa 宝一。 掣蜒 g耆鬟 
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着一些差别，特别是BA27菌株，200 mg·LI1菲诱导 

其产生了一条 Rr=0．65的新蛋 白谱带(分子量约 

为 27 000D a1)． 

表1 非对芽孢杆曹可溶性蛋白质含量的影响 
liablel Effects IJIlenantm ∞ the~CtlWlnt ot，ol wolejn in 

矗 ll咐 

Ms培养基中菲浓度 
( n啪 nat ∞In MS 

菌种 Baei／／ s strain 

B Ĵ1 

3．20 

B^】9 

5 09 

5 22 

BA27 

6．26 非’’(O州：·L ) 
菲(200 mz—L一 

1)Ph曲n山r印e 

圈4 BAl1、BAI9、BA27在不同菲旅度下的蛋白电诛图谱 

F|g．4 Proteinlaro~esofBA1l，B&I9 and BA27 by d珊 e ent Ⅱ ． 

tlon of ph目∞】】thr—  

l、3、5分别为 BA27、BA19、BA11在古 200 mg·L。。非的 MS培养基 

中生长曲蛋白谱带 Lines l，3。5 w盯e pr。te pro“le宴of B-̂11．BA19 
and BA27'n MS me出um con珀hlmg 200 mg·L phenanthrene

．2、4、6 

分别为 BA2．7、BA19、B,M1在不舍菲的MS培养基中生长时的蛋白 
谮带 L 鹪2．4．6w盯e protein pr娟l笛ofBAI1．BA19 madIt~27 r0 — 

ing MS medlum without phenantlarene M)标准蛋白分子量s姐ndard 
mdec weight proteins． 

4 讨 论 

资料表明，用土壤中PAHs或其他烃类对表层 

或亚表层微生物进行处理或驯化，可以提高降解 

率_l ．这是目前开展生物修复的第一步，也是关键 

的步骤，了解其降解能力及对污染的适应机理，是利 

用降解性微生物进行原位生物修复技术的必要理论 

基础+一些研究表明．在被 PAHs污染的土壤中．微 

生物降懈 PAHs的能力远远高于未受污染的土 

壤L4 J．为了缩短筛选时间，本实验采用石油污染土 

壤．进行分离、筛选、驯化土壤微生物，得到3株芽孢 

杆菌，它们都可能以菲为唯一碳源，在培养条件下， 

降解率均在 50％以上。其中 BA27的降勰率可达 

81．2％．初步认为，3株芽孢杆菌可作为降解菲的微 

生物资源．进一步用于 PAHs污染土壤的生物修复． 

然而．微生物能够在一个地方生长，并在某个地 

方建立种群，取决于影响其选择和扩散的多种生态 

因素．其中能够反映微生物不同代谢过程的生理适 

应和遗传适应，是表征生态系统群落结构的重要参 

数之一．本研究测定了菲对多酚氧化酶、过氧化氢酶 

的影响。结果显示降解能力较强的 BA27、BA19菌 

株表现出较好的稳定性和耐受性，而降解能力稍差 

的BAI1菌株则对菲表现出一定的敏感性．由此推 

测，经驯化的菌株 BA27、BA19能在以菲为唯一碳 

源的条件下进行正常代谢。而对自身的生理没有强 

烈的刺激；BA11的降解能力及代谢过程有可能受 

菲转化过程中一系列中间产物的影响。使其表现出 

生理反应．有报道指 出，在 PAHs污染的土壤 中。 

PAHs的矿化存在共代谢方式_I· ·5lll】，因此作为应 

用于环境修复技术的预备菌株，可用于探索在复杂 

条件下细菌的降解能力，使 BAI1在共代谢的途径 

中充分发挥其生物降解功能． 

通过 对蛋 白表 达的研 究．可以清 楚地看 到。 

BA27产生了一条新的蛋白条带(27 000 Da1)，由于 

降解芳烃并不是生物体所必需的活动，在投有污染 

存在时这部分功能不表达．当生物体受到芳烃物质 

诱导时，就可以表达这部分降解基因．BA27很可能 

在以菲为 唯一碳 源 的基础 上，诱 导表 达 了参与 

PAHs降解的重要蛋白质，如进一步将此特异蛋白 

进行分离纯化、活性测定，有可能揭示这种微生物对 

环境遗传适应的进化机制，探索土壤微生物净化的 

预警指标及方法． 
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