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摘要  利用苯胺不完全降解时中间代谢产物, 如邻苯二酚等的显色反应, 建立了简便快速的苯胺代谢
途径相关基因的功能筛选方法. 从苯胺降解菌株 AD9的基因组文库中筛选得到 3个阳性重组子 pDA1, 
pDB2和 pDB11. AD和 C23O酶活测定结果表明, pDA1和 pDB11分别含有功能完整的苯胺双加氧酶或
邻苯二酚双加氧酶编码基因. 经核苷酸序列分析和拼接获得一个大小为 24.7 kb, 含 25个可读框的苯胺
代谢基因簇 , 其中含有 17 个基因与苯胺代谢有关 , 包括调控基因 tadR, 苯胺双加氧酶基因簇
tadQTA1A2B, 邻苯二酚间位裂解途径酶系基因簇 tadD1C1D2C2EFGIJKL. 苯胺代谢基因簇两侧含有转
座酶和 IS1071序列.  
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苯胺是一种重要的化工原料和精细化工中间体, 
广泛应用于染料、农药、制药、橡胶等行业[1,2]. 环境
中许多微生物具有降解苯胺及其衍生物的代谢能力
[3~5]. 苯胺双加氧酶(aniline dioxygenase, AD)是苯胺
代谢过程中的关键酶 , 目前其基因的克隆方法主要
采用苯胺双加氧酶缺失突变株筛选 [6]或利用PCR产
物作为探针进行Southren blot筛选[7,8], 但都有一定的
局限性, 而且操作较复杂. 由于克隆方法的局限, 迄
今为止仅在Pseudomonas putita UCC22[6], Acineto-
bacter sp. YAA[9], Frateuria sp. ANA-18[7]和Delftia 
acidovorans 7N[8]等少数几个微生物中克隆到苯胺双

加氧酶基因簇 , 其中仅P. putida UCC22 的质粒
pTDN1[10]和Acinetobacter sp. YAA的质粒pYA1[11]携

带完整的基因簇 . 我们从印染厂活性污泥中分离到
的一株能高效降解苯胺的细菌菌株AD9, 该菌株最
高耐受苯胺浓度为 4500 mg/L, 在 18 h内将起始浓度
为 1000 mg/L的苯胺完全降解. 本研究以AD9菌株为
材料 , 建立了简便快速的苯胺代谢途径相关基因的
功能筛选方法 , 开展了苯胺代谢基因簇的筛选和鉴
定工作.  

1  材料与方法 
(ⅰ) 实验材料.  苯胺降解菌分离于广东某印染

厂的活性污泥中.  
(ⅱ) AD9基因文库的构建.  菌株AD9的基因组

DNA的提取采用Wilson[12] 的方法, 用HindⅢ或EcoR

Ⅰ部分酶切AD9基因组DNA, QIAEⅫ Gel Extraction 
Kit (QIAEⅫ)回收 10~20 kb的片段, 去磷酸化后与
HindⅢ或EcoRⅠ酶切的pUC19 载体连接. 连接产物
电击转化E. coli JM109感受态细胞.  

(ⅲ) 酶活测定.  苯胺双加氧酶酶活测定和邻苯
二酚 2,3 双加氧酶酶活测定分别采用Clark-type氧化
电极方法[9]和比色法[13].  

2  结果与讨论 
为了得到 AD9 的苯胺降解基因簇, 采用 HindⅢ

部分酶切 AD9 总 DNA, 与 HindⅢ酶切的 pUC19 载
体连接. 连接产物转化 E. coli JM109 感受态细胞, 涂
布于含 X-gal, IPTG和 Amp(50 µg/mL)的 LB固体培养
基上, 获得约 10000个含外源插入片段的白色重组子, 
由此构建了 HindⅢ部分酶切的 AD9总 DNA文库.  

利用苯胺不完全降解时中间产物的显色反应如

当邻苯二酚(Catechol)代谢被阻断时, 邻苯二酚累积
后自身氧化成棕色; 或 2-羟粘康酸半醛(HMS)代谢被
阻断或邻苯二酚双加氧酶过量表达时, 因 HMS 累积
而呈现金黄色 , 建立了快速简便的苯胺降解基因的
功能筛选方法 . 利用该方法从基因文库中筛选含参
与苯胺代谢基因(簇), 获得 3 个阳性克隆. 筛选过程
分别简述如下:  

(ⅰ) 将前面构建的基因文库中的重组子转接在
含有苯胺(300 mg/L)和 Amp(50 µg/mL)的 LB固体培
养基上, 20 h后观察菌落的颜色变化, 从中获得阳性
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重组子 pDA1, 其外源插入片段携带功能完整的苯胺
双加氧酶基因, 但缺乏邻苯二酚双加氧酶基因, 结果
导致邻苯二酚累积, 自身氧化成棕色(图 1(a)). 阳性
克隆 pDA1含大小为 9.3 kb的 HindⅢ插入片段.  

(ⅱ) 将前面构建的基因文库中的重组子转接在
含有苯胺(300 mg/L)和 Amp(50 µg/mL)的 LB固体培
养基上, 20 h后喷涂 0.1 mol/L邻苯二酚(10 mmol/L 
磷酸盐缓冲液, pH 7.0)溶液, 菌落变为金黄色表明为
含有邻苯二酚双加氧酶基因的克隆(图 1(b)). 阳性克
隆含大小为 15.4 kb的 HindⅢ插入片段. 该重组克隆
命名为 pDB11. 限制性酶切分析表明, pBD11的插入
片段与 pDA1的插入片段没有重叠部分.  

(ⅲ) 由于 2 个阳性重组子所携带的 HindⅢ插入
片段没有重叠部分, 为获得完整的苯胺代谢基因(簇), 
我们构建了 EcoRⅠ部分酶切的 AD9 总 DNA 文库, 
采用喷涂邻苯二酚显色的方法从中得到一个菌落为

金黄色的阳性克隆 pDB2, 含一段 8.2 kb EcoRⅠ插入

片段. 该片段分别与 pDA1 和 pDB11携带的 HindⅢ
插入片段部分重叠(图 2).  

对阳性重组子pDA1 和pDB11 进行了AD和C23O
酶活测定, 600 mg/L苯胺诱导 4 h, 重组子pDA1有明
显的苯胺双加氧酶活性(32±3 mgO2·g干重−1·h  −1). 
而重组子pDB2的邻苯二酚双加氧酶活性为 3.2 U/mg
蛋白, 表明阳性重组子pDA1 和pDB11 分别含有功能
完 整 的 苯 胺 双 加 氧 酶 或 邻 苯 二 酚 双 加 
氧酶编码基因.  

对 3 个阳性克隆 pDA1, pDB2 和 pDB11 进行核
甘酸序列分析, 经拼接获得一段大小为 24.7 kb 的序
列(GenBank 登录号: AY940090), 包含 25 个可读框, 
其中至少含有 17 个与苯胺代谢有关的基因, 两侧含
转座酶和 IS1071 序列(图 2, 表 1). 调控基因 tadR编
码赖氨酸型调控蛋白. tadQTA1A2B 基因簇的表达由
一个启动子控制 ,  编码多组分的苯胺双加氧酶 . 
tadD1C1D2C2EFGIJKL 基因簇的表达由一个启动子 

 

 
图 1  AD9中苯胺代谢途径基因簇的功能筛选克隆 

(a) pDA1, 含有编码苯胺双加氧酶(AD)基因的阳性克隆, 在含苯胺筛选平板上显棕色; (b) pDB11, 含有编码邻苯二酚双加氧酶
(C23O)基因的阳性克隆, 在喷涂邻苯二酚后显金黄色 

 

 
图 2  苯胺代谢基因簇的遗传组成 

pDA1, 携带含有 AD基因的 HindⅢ插入片段; pDB11, 携带含有 C23O基因的 HindⅢ插入片段; pDB2, 携带含有 C23O基因的 
EcoRⅠ插入片段 
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控制, 编码参与邻苯二酚间位裂解途径所有的酶系, 
其中 tadD1和 tadD2编码的两组植物型铁氧化还原蛋
白, tadC1和 tadC2编码的两组邻苯二酚双加氧酶, 功
能是催化邻苯二酚的开环反应. 余下的 tadEFGIJKL
基因簇编码 2-羟粘康酸半醛脱氢酶(HMSD)和水解酶
(HMSH)、2-酮-4-烯戊酸水解酶(OEH)、乙醛脱氢酶
(ADA)、4-羟基-2-酮戊酸醛缩酶(HOA)、4-草酰巴豆
酸脱羧酶(OCD)和变构酶(OCT), 将邻苯二酚开环所
产生的中间代谢产物 2-羟粘康酸半醛降解为丙酮酸
和乙酰辅酶 A. 

AD9苯胺代谢基因簇与模式菌P. putita UCC22[10]

的苯胺代谢基因簇同源性比较见表 1. 在推测的 25
个可读框 (ORF)中 , 20 个ORF与模式菌 P. putita 
UCC22的苯胺代谢功能基因高度同源, 其余 5个ORF
在模式菌苯胺代谢基因簇中没有发现. orf11 编码一
个LysR-type 调控蛋白, 但是否参与苯胺代谢尚不清
楚. orf10编码一个未知蛋白. 在tadL的下游的 3  
 
表 1  AD9的苯胺降解基因(簇)与模式菌 P. putita UCC22

的同源性比较 
ORF 推测功能 同源蛋白(序列一致性)

1 转座酶 TnpA(96%) 

2 氨基转运 TdnQ(94%) 

3 氨基转运 TdnT(84%) 

4 双加氧酶大亚基 TdnA1(96%) 

5 双加氧酶小亚基 TdnA2(92%) 

6 电子传递蛋白 TdnB(84%) 

7 赖氨酸型调控蛋白 TdnR(91%) 

8 植物型铁还原蛋白 TdnD(73%) 

9 邻苯二酚 2, 3双加氧酶 TdnC(97%) 

10 产物未知  

11 赖氨酸型调控蛋白  

12 植物型铁还原蛋白 TdnD2(83%) 

13 邻苯二酚 2, 3双加氧酶 TdnC2(93%) 

14 产物未知 ORF4(76%) 

15 2-羟粘康酸半醛脱氢酶 TdnE(94%) 

16 2-羟粘康酸半醛水解酶 TdnF(89%) 

17 2-酮-4-烯戊酸水解酶 TdnG(87%) 

18 乙醛脱氢酶 TdnI(93%) 

19 4-羟基-2-酮戊酸醛缩酶 TdnE(93%) 

20 4-草酰巴豆酸脱羧酶 TdnK(93%) 

21 4-草酰巴豆酸变构酶 TdnL(100%) 

22 MarR-type 调控蛋白  

23 β-ketoadipate enol-lactone水解酶  

24 粘康酸盐环化异构酶  

25 转座酶 TnpA (100%) 

个可读框 orf22, 23, 24 编码的基因产物分别与
MarR-type 调控蛋白, β-ketoadipate enol-lactone 水解
酶和粘康酸盐环化异构酶有很高的同源性(表 1). 

AD9 苯胺代谢过程中 2-羟粘康酸半醛(HMS)转
化生成 2-酮-4-烯戊酸(OE)的途径有 2条: (1) 水解分
支, 直接由 2-羟粘康酸半醛水解酶(HMSH)催化 HMS
生成 OE; (2) 4-草酰巴豆酸(OC)分支, 经 2-羟粘康酸
半醛脱氢酶(HMSD), 4-草酰巴豆酸变构酶(OCT)和脱
羧酶(OCD)催化 HMS生成 OE. 中间代谢产物 OE经
2-酮-4-烯戊酸水解酶(OEH)、4-羟基-2-酮戊酸醛缩酶
(HOA)和乙醛脱氢酶(ADA)催化被降解为丙酮酸和乙
酰辅酶 A, 进入三羧酸循环(图 3).  

目前在许多细菌菌种中都发现能够降解苯胺及

其衍生物菌株, 如Alcaligenes[14], Pseudomonas[15~17], 
Acinetobacter[18], Rhodococcus[19,20], Frateuria[21], Mo- 
raxella[22], Nocardia[23], 和Delftia [24~26]. 本实验室所
分离高效降解苯胺的AD9菌株经传统菌株表型比较、
16s rDNA 序 列 同 源 性 比 对 (GenBank 登 录 号 : 
AY89912)、GC含量测定以及标准菌株DNA-DNA杂
交分析, 将该菌鉴定为Delftia tsuruhatensis AD9, 同
时我们采用脉冲场电泳和Southern杂交实验结果表明, 
AD9 的苯胺降解基因簇位于染色体上(结果待发表). 
Delftia tsuruhatensis是由Shigematsu等人[27]分离鉴定

的一个新种, 模式菌种D. tsuruhatensis T7 没有苯胺
降解能力 [27]. 目前已报道的苯胺降解性基因簇均位
于大质粒上[10,11].  

转座子在外源生物质的生物降解研究中普遍存

在 , 并且在微生物对环境污染物的适应性进化中起
着关键的作用 . 转座子以不同形式在微生物种群间
进行水平的基因转移 , 介导遗传物质的重排 , 如插
入、缺失、倒序等, 进而产生新的分解代谢途径以适
应环境中新出现的人工合成化合物的变化 . 这种基
因适应性机制极大地扩大了微生物的底物范围 , 对
分解途径的进化也起到很大作用[28]. AD9中苯胺代谢
基因簇与P. putida UCC22 质粒编码的苯胺代谢基因
簇在序列和遗传组织上有很高的同源性(表 1), 两侧
由转座酶和IS序列环绕 , 这可以作为苯胺代谢基因
定位于转座子上的证据之一. 

Masahiro等人 [11]在研究Acinetobacter sp. strain 
YAA中苯胺代谢途径基因簇时, 曾发现在含有苯胺
的培养基上携带AD基因的亚克隆显示棕色的现象 .  
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图 3  菌株 AD9中推测的苯胺代谢相关酶系和代谢途径 

 

 
图 4  邻苯二酚是多种芳烃化合物降解途径的共同中间产物 

 
本研究利用苯胺不完全降解时中间代谢产物如邻苯

二酚等的显色反应 , 建立了苯胺代谢途径相关基因
的功能筛选方法, 具有适用范围广, 方法简便的特点. 
在许多芳烃污染物如苯酚(phenol)、萘(naphthalene)、
苯基乙醇酸(mandelic acid)和水杨酸(salicylic acid)等
的降解途径中, 邻苯二酚是它们的共同中间产物(图
4)[29,30], 本研究也为其他芳烃化合物代谢的关键酶 , 
如苯酚羟化酶、萘双加氧酶等的编码基因, 提供了一
条可能的简便可行, 适用范围广的功能筛选策略.  
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