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适冷假单胞菌 １－２Ｄ 降解菲的途径及其
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摘要:为揭示适冷假单胞菌 １－２Ｄ 菌株降解菲的机理ꎬ对该菌株的菲降解底物广谱性、代谢产物及酶动力学进行了研究ꎮ

结果表明ꎬ该菌株具有降解广谱性ꎬ可利用羧酸类、酚类和杂环化合物为唯一碳源进行代谢ꎮ 菲代谢中间产物有 １－羟基－２－萘
甲酸、１－萘酚、水杨酸、邻苯二酚和 β－胡萝卜素ꎬ初步推测菌株 １－２Ｄ 的菲降解过程存在水杨酸途径和邻苯二甲酸途径ꎮ 此外ꎬ
菌株 １－２Ｄ 代谢菲的酶动力学参数 Ｖｍａｘ为 ２１７ ｎｍｏｌ / ( ｍｉｎ􀅰ｍｇ)、Ｋｍ 为 １􀆰 ６１ μｍｏｌ / Ｌꎮ

关键词:适冷假单胞菌ꎻ菲ꎻ代谢途径ꎻ酶动力学

中图分类号:ＴＱ５２０.９ꎻＴＱ２４１.５ꎻＸ７８４　 文献标志码:Ａ　 文章编号:０２５３－４３２０(２０２２)０９－０１５５－０５
ＤＯＩ:１０.１６６０６ / ｊ.ｃｎｋｉ.ｉｓｓｎ０２５３－４３２０.２０２２.０９.０３１　

Ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｐａｔｈｗａｙ ｏｆ ｐｈｅｎａｎｔｈｒｅｎｅ ｂｙ ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｅｘｔｒｅｍａｕｓｔｒａｌｉｓ
１￣２Ｄ ａｎｄ ｅｎｚｙｍｅ ｋｉｎｅｔｉｃｓ

ＢＡＩ Ｈｏｎｇ￣ｊｕａｎ∗ꎬ ＷＥＩ Ｙａｎ￣ｈｏｎｇꎬ ＺＨＡＮＧ Ｑｉｎｇꎬ ＳＯＮＧ Ｙｕꎬ ＨＵ Ｊｉｎ￣ｊｕｎꎬ ＪＩＡＮＧ Ｘｕｅ￣ｑｉｎ
(Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ａｎｄ Ｓａｆｅｔｙ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇꎬ Ｎｏｒｔｈ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃｈｉｎａꎬ Ｔａｉｙｕａｎ ０３００５１ꎬ Ｃｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ:Ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｒｅｖｅａｌ ｔｈｅ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｐｈｅｎａｎｔｈｒｅｎｅ ｂｙ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｏｍｏｎａｓ １￣２Ｄ ｓｔｒａｉｎꎬｔｈｅ
ｐｈｅｎａｎｔｈｒｅｎｅ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ ｂｒｏａｄ ｓｐｅｃｔｒｕｍꎬｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ａｎｄ ｅｎｚｙｍｅ ｋｉｎｅｔｉｃｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎ ａｒｅ ｓｔｕｄｉｅｄ ａｎｄ
ａｎａｌｙｚｅｄ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎ ｈａｓ ａ ｂｒｏａｄ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ａｎｄ ｃａｎ ｍｅｔａｂｏｌｉｚｅ ｃａｒｂｏｘｙｌｉｃ ａｃｉｄｓꎬ
ｐｈｅｎｏｌｓ ｏｒ ｈｅｔｅｒｏｃｙｃｌｉｃ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ａｓ ｏｎｌｙ ｃａｒｂｏｎ ｓｏｕｒｃｅ. Ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｏｆ ｐｈｅｎａｎｔｈｒｅｎｅ ｉｎｃｌｕｄｅ １￣
ｈｙｄｒｏｘｙ￣２￣ｎａｐｈｔｈｏｌꎬ１￣ｎａｐｈｔｈｏｌꎬｓａｌｉｃｙｌｉｃ ａｃｉｄꎬｃａｔｅｃｈｏｌ ａｎｄ β￣ｃａｒｏｔｅｎｅ.Ｉｔ ｉｓ ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｉｌｙ ｓｐｅｃｕｌａｔｅｄ ｔｈｅｒｅ ｅｘｉｓｔ ｓａｌｉｃｙｌｉｃ
ａｃｉｄ ａｎｄ ｐｈｔｈａｌｉｃ ａｃｉｄ ｐａｔｈｗａｙｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｈｅｎａｎｔｈｒｅｎｅ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ ｂｙ ｓｔｒａｉｎ １￣２Ｄ. Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎꎬＶｍａｘ ａｎｄ Ｋｍꎬｔｈｅ
ｅｎｚｙｍｅ ｋｉｎｅｔｉｃ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｐｈｅｎｙｌｅｎｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｉｎ ｓｔｒａｉｎ １￣２Ｄꎬ ａｒｅ ２１７ ｎｍｏｌ / ( ｍｉｎ􀅰ｍｇ) ａｎｄ １􀆰 ６１ μｍｏｌ / Ｌꎬ
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｅｘｔｒｅｍａｕｓｔｒａｌｉｓꎻ ｐｈｅｎａｎｔｈｒｅｎｅꎻ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙꎻ ｅｎｚｙｍｅ ｋｉｎｅｔｉｃｓ

　 收稿日期:２０２１－０９－０８ꎻ修回日期:２０２２－０６－２９
　 基金项目:山西省重点研发计划项目(２０１９０３Ｄ３２１０８３)ꎻ中央引导地方科技发展资金项目(ＹＤＺＸ２０２０１４００００１４４３)ꎻ中北大学研究生科技立项

(２０２０１７６７)ꎻ中北大学大学生创新创业项目(２０２１０３８１)
　 作者简介:白红娟(１９６９－)ꎬ女ꎬ博士ꎬ教授ꎬ硕士生导师ꎬ主要从事环境微生物技术研究ꎬ通讯联系人ꎬｂｈｊ４４８７１＠ １６３.ｃｏｍꎮ

　 　 多环芳烃 ( Ｐｏｌｙｃｙｃｌｉｃ Ａｒｏｍａｔｉｃ Ｈｙｄｒｏｃａｒｂｏｎｓꎬ
ＰＡＨｓ)是一类由 ２ 个及 ２ 个以上苯环所构成的、具
有“三致”效应的芳香族化合物[１]ꎮ 菲的独特化学

结构已成为研究 ＰＡＨｓ 的模式化合物[２]ꎮ 大量研究

表明ꎬ利用微生物代谢作用治理菲污染具有成本

低、效果好、绿色环保及应用前景广阔[３] ꎮ 近年来

国内外有很多关于菲生物降解的文献报道ꎬ菲降

解菌主要有如芽孢杆菌属(Ｂａｃｉｌｌｕｓ)、假单胞菌属

(Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ)、鞘氨醇单胞菌属( Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓ)、
分枝杆菌属(Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ)、红球菌属(Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ)
等[４－７]ꎮ 常见的菲降解途径起始于 Ｃ３ꎬ４－双加氧反

应ꎬ后经过 ２ 次开环和一系列生化反应进入水杨酸

代谢途径或邻苯二甲酸代谢途径ꎬ最终生成二氧化

碳和水[８]ꎮ 另外ꎬ也有一些细菌能够在菲 Ｃ１ꎬ２－或
Ｃ９ꎬ１０ 位进行双加氧反应ꎬ并最终进入水杨酸代谢

途径或邻苯二甲酸代谢途径[９]ꎮ 水杨酸在水杨酸－
１－羟化酶的催化下生成邻苯二酚或在水杨酸－５－羟
化酶的作用下生成龙胆酸[１０－１１]ꎮ

本课题组前期从某焦化厂废水中分离筛选得到

１ 株以菲为唯一碳源和能源的高效降解菌株ꎬ命名

为 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｅｘｔｒｅｍａｕｓｔｒａｌｉｓ １－２Ｄꎬ该菌在 ４８ ｈ 内

对菲(５０ ｍｇ / Ｌ)的降解率达到 ９９％[１２]ꎮ 笔者将进

一步通过底物广谱性、代谢产物检测和酶动力学分

析手段ꎬ对菌株 １－２Ｄ 降解菲的代谢机理进行研究ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １　 试剂与仪器

菲(纯度 ９７％ꎬＡｌａｄｄｉｎ)ꎬ分析纯ꎻ牛肉膏、蛋白

胨、酵母膏、ＮＡＤＨꎬ均为生化试剂ꎻＮꎬＯ－(三甲基硅

烷基)－三氟乙酰胺(ＢＳＴＦＡ)、三甲基氯硅烷(ＴＭＣＳ)ꎻ

􀅰５５１􀅰
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其他试剂均为分析纯ꎮ
ＨＺ－９５１１ＫＢ 台式恒温双层摇床ꎻＵＶ－２０００ 紫

外分光光度计ꎻ７８９０Ｂ－５９７７Ｂ 气相色谱－质谱联用

仪ꎻＹＲＥ－２０１Ｄ 旋转蒸发器ꎮ
１􀆰 ２　 菌种与培养基

菌种:适冷假单胞菌 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｅｘｔｒｅｍａｕｓｔｒａｌｉｓ
１－２Ｄ 由中北大学微生物实验室分离保存ꎮ

培养基:牛肉膏蛋白胨培养基和含菲无机盐基

础培养基的制备方法参考文献[１２]ꎮ
１􀆰 ３　 降解实验及底物广谱性实验

菌株 １－２Ｄ 菌悬液的制备参考文献[１２]ꎮ
菲降解实验:在菲质量浓度为 ５０ ｍｇ / Ｌ 的无机

盐培养基中加入接种量 ５％(体积分数)的 １－２Ｄ 菌

悬液(ＯＤ６００ ｎｍ值为 ０􀆰 ５)ꎬ于 ３０℃和 １５０ ｒ / ｍｉｎ 摇床

中进行培养ꎮ
底物广谱性实验:将不同底物(１－羟基－２－萘甲

酸、１－萘酚、水杨酸、邻苯二甲酸、邻苯二酚、对苯二

酚、苯酚、邻菲咯琳或吲哚)代替菲降解实验中的

菲ꎮ 设置无菌培养液为对照组共同培养ꎬ３ ｄ 后经

１１ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ 得到菌体细胞ꎬ用 ２０ ｍＬ
无菌水制成悬浮液测定细胞的 ＯＤ６００ ｎｍꎮ
１􀆰 ４　 代谢产物的分析

１􀆰 ４􀆰 １　 紫外－可见光谱分析

菲降解实验 ９６ ｈ 内每隔 ２４ ｈ 取样 １ 次ꎬ经
１１ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ 得到上清液ꎬ在 ２２５ ~
６００ ｎｍ 波长范围内ꎬ利用 ＵＶ－２０００ 紫外分光光度

计对样品进行扫描ꎮ
１􀆰 ４􀆰 ２　 ＧＣ－ＭＳ 分析

在菲降解实验 ３６ ｈ 和 ９６ ｈ 取样ꎬ经 １１ ０００ ｒ / ｍｉｎ
离心 １０ ｍｉｎ 得上清液ꎮ 用盐酸调节 ｐＨ 至 ２􀆰 ３ꎬ再
用等体积的乙酸乙酯萃取ꎬ充分静置后ꎬ取上层有机

相ꎬ加入过量无水 Ｎａ２ＳＯ４ 进行脱水处理ꎬ静置 ２４ ｈꎬ
利用旋转蒸发仪浓缩至 ２􀆰 ０ ｍＬꎬ加入 ５０ μＬ 衍生

化试剂[Ｖ(ＢＳＴＦＡ) ∶Ｖ(ＴＭＣＳ)＝ ９９ ∶１]ꎬ在 ６０℃水

浴中进行 １ ｈ 硅烷化反应ꎬＮ２ 吹干后甲醇定容ꎬ滤
膜过滤后备用ꎮ

色谱条件: Ａｇｉｌｅｎｔ ＨＰ － ５ＭＳ 色谱柱 ( ３０ ｍ ×
２５０ μｍ×０􀆰 ２５ μｍ)ꎬ以载气 ∶氦气分流比１ ∶ ２进样ꎬ
进样口温度为 ２８０℃ꎬ流速为 １ ｍＬ / ｍｉｎꎮ 初始柱温

箱温度为 ４０℃ꎬ 保 留 ３ ｍｉｎꎬ 按 ２０℃ / ｍｉｎ 升 至

２５０℃ꎬ保留 ３ ｍｉｎꎬ最终以 １０℃ / ｍｉｎ 升至 ２８０℃ꎮ
质谱条件:电子离子源(ＥＩ)电压为 ７０ ｅＶꎬ温度为

２３０℃ꎬ四级杆温度为 １５０℃ꎬ扫描范围 ２８~１ ０００ ｍ/ ｚꎮ
１􀆰 ４􀆰 ３　 傅里叶红外光谱分析

在菲降解实验 ３６ ｈ 取样ꎬ经 １１ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离

心ꎬ取黄色上清液置于 ８０℃恒温干燥箱ꎬ烘 １ ｈ 得黄

色固体残渣ꎮ 利用傅里叶红外光谱仪(ＦＴ－ＩＲ)对样

品进行测定ꎬ扫描范围为 ６００~４ ０００ ｃｍ－１ꎮ
１􀆰 ５　 菲降解过程中水杨酸及邻苯二甲酸浓度的

测定

菌株 １－２Ｄ 按照 １􀆰 ３ 中所述的方式进行培养ꎬ
５ ｄ 内每隔 １２ ｈ 取样ꎬ 调节 ｐＨ 至 ４􀆰 ５ 并超声

１０ ｍｉｎꎬ１１ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎬ取上清液ꎬ以空白

无机盐培养基为参比ꎬ于 ２９６ ｎｍ 和 ２７８ ｎｍ 波长分

别测定水杨酸和邻苯二甲酸的吸光度ꎬ以标准曲线

计算出相应浓度[１３]ꎮ
１􀆰 ６　 水杨酸－１－羟化酶的动力学常数

粗酶液制备参照文献[１４]中所述的方法ꎮ 设

置不同的底物浓度 ２５ ~ １５０ μｍｏｌ / Ｌꎬ加入 Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ
缓冲溶液 ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ(ｐＨ ７􀆰 ５)、ＮＡＤＨ １００ μｍｏｌ / Ｌ
和粗酶液 ２００ μＬꎬ总体反应系统为 １ ｍＬꎮ 在 ３０℃
下反应 ３０ ｍｉｎꎬ利用紫外 －可见分光光度计测定

ＮＡＤＨ 的消耗量ꎮ 以酶的反应速度对不同底物的浓

度作图ꎬ并按 Ｌｉｎｅｗｅａｖｅｒ－Ｂｕｒｋ 作图法计算动力学表

征参数 Ｖｍａｘ和 Ｋｍ
[１５]ꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 底物广谱性

菌株 １－２Ｄ 的底物广谱性分析结果如表 １ 所

示ꎮ 由表 １ 可知ꎬ菌株 １－２Ｄ 能够以羧酸类(１－羟
基－２－萘甲酸、水杨酸和邻苯二甲酸)、酚类(１－萘酚

和苯酚)及杂环化合物(邻菲咯啉和吲哚)为唯一碳

源和能源生长ꎬ菌株 １－２Ｄ 可以利用邻苯二酚而不

能利用对苯二酚ꎮ 其中 １－羟基－２－萘甲酸、１－萘

酚、水杨酸、邻苯二甲酸以及邻苯二酚属于菲的代谢

产物ꎬ初步推测该菌株含有水杨酸和邻苯二甲酸途

径ꎬ之后通过紫外－可见分光光度法、ＧＣ－ＭＳ 和傅里

叶红外光谱进一步推测该种菌的菲代谢途径ꎮ
表 １　 菌株 １－２Ｄ 的底物广谱性分析

底物分类

底物

酸类化合物 酚类化合物 杂环化合物

１－羟基－２－萘甲酸 水杨酸 邻苯二甲酸 １－萘酚 邻苯二酚 对苯二酚 苯酚 邻菲咯啉 吲哚

菌株生长 ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ － ＋ ＋ ＋＋

　 　 注:“＋＋”表示生长良好ꎻ“＋”表示可以生长ꎬ但生长缓慢ꎻ“－”表示不能生长ꎮ
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２􀆰 ２　 菲降解中间产物的紫外－可见光谱分析

菌株 １－２Ｄ 降解菲过程的紫外－可见光谱如图 １
所示ꎮ 由图 １ 可知ꎬ２４ ｈ 时 ２５０ ｎｍ 处菲特征吸收峰

消失ꎬ并在 ２４６、２７８、２９６ ｎｍ 及 ４６０ ｎｍ 处出现新吸

收峰ꎻ在 ２４~９６ ｈ 时ꎬ２４６ ｎｍ 处吸收峰消失ꎬ２７８ ｎｍ
和 ２９６ ｎｍ 处吸收峰先显著增加后降低ꎬ４６０ ｎｍ 处

吸收峰逐渐降低至消失ꎮ 据文献[１５]可知ꎬ２２０ ~
２５０ ｎｍ 的强吸收峰表明存在共轭双烯或 α、β－不饱

和醛酮ꎻ２５０~３００ ｎｍ 的强吸收峰表明存在苯环或芳

杂环ꎻ３００ ｎｍ 以上有强吸收峰说明有较大共轭体

系ꎬ尤其共轭键越多ꎬ波长红移越多ꎬ越会靠近可见

光区(４００~ ７６０ ｎｍ)ꎮ 由此表明ꎬ２４６ ｎｍ 吸收峰为

简单的烯烃、醛和酮ꎬ而 ２７８ ｎｍ 和 ２９６ ｎｍ 处的吸收

峰代表物质为苯环ꎬ并推测其为邻苯二甲酸和水杨

酸特征吸收峰[１６]ꎻ而 ４６０ ｎｍ 处吸收峰代表物质含

大共轭体系ꎬ类胡萝卜素为含有多个共轭双键

(Ｃ􀪅􀪅Ｃ)和甲基支链的萜类化合物[１７－１８]ꎬ且其中 β－
胡萝卜素特征吸收波长 ４５４ ｎｍ 与该吸收峰相近ꎬ因
此ꎬ４６０ ｎｍ 处的物质为 β－胡萝卜素ꎮ

１—０ ｈꎻ２—２４ ｈꎻ３—３６ ｈꎻ４—６０ ｈꎻ５—９６ ｈ

图 １　 菌株 １－２Ｄ 降解菲过程的紫外－可见光谱

２􀆰 ３　 菲降解中间产物的 ＧＣ－ＭＳ 分析

菌株 １－２Ｄ 代谢菲的色谱如图 ２ 所示ꎮ 由图 ２
中可以看出ꎬ３６ ｈ 时可检测到第 １、２、３、４、５ 和 ７ 物

质ꎬ其出峰时间分别是 １２􀆰 ７２５、 １２􀆰 ５１０、 １１􀆰 ３９１、
１３􀆰 １７７、１３􀆰 ２２０ ｍｉｎ 和 １４􀆰 １８８ ｍｉｎꎬ将其质谱图的质

荷比与化学数据质谱图库进行比对ꎬ结果如表 ２ 所

示ꎬ从表 ２ 中可以看出ꎬ根据出峰时间检出物质分

别为菲、 １ － 羟基 － ２ － 萘甲酸、 １ － 萘酚、水杨酸

(ＴＭＳ)、邻苯二甲酸 ( ＴＭＳ) 和原儿茶酸 ( ＴＭＳ)ꎮ
９６ ｈ 时 菲 ( １２􀆰 ７２５ ｍｉｎ) 的 峰 消 失ꎬ 原 儿 茶 酸

(ＴＭＳ)(１４􀆰 １８８ ｍｉｎ)峰值大幅下降ꎬ水杨酸(ＴＭＳ)
(１３􀆰 １７７ ｍｉｎ)和邻苯二甲酸(ＴＭＳ)(１３􀆰 ２２０ ｍｉｎ)变

(ａ)３６ ｈ

(ｂ)９６ ｈ

图 ２　 菌株 １－２Ｄ 菲代谢的色谱图

表 ２　 菌株 １－２Ｄ 降解菲过程中的代谢产物和衍生物

物质峰 产物
保留时间 /

ｍｉｎ

质荷比(ｍ / ｚ) 菌株 １－２Ｄ

ＧＣ－ＭＳ 测试 质谱库 ３６ ｈ ９６ ｈ

１ 菲 １２􀆰 ７２５ １７８ ( １００ ) [ Ｍ＋ ]ꎬ １７７ ( １１ )ꎬ １７６
(１７)ꎬ１５２(１０)

１７８(１００) [Ｍ＋ ]ꎬ１７７( １０)ꎬ１７６( １７)ꎬ１５２
(１０)

＋ －

２ １－羟基－２－萘甲酸 １２􀆰 ５１０ １７０ ( １００) [Ｍ＋ －Ｈ２Ｏ]ꎬ１１５ ( １６)ꎬ

１１４(４７)

１８８(３２) [Ｍ＋ ]ꎬ１７０( １００)ꎬ１１５( １３)ꎬ１１４
(６８)ꎬ１１３(１２)ꎬ７１(１１)

＋ ＋

３ １－萘酚 １１􀆰 ３９１ １４４ ( １００ ) [ Ｍ＋ ]ꎬ １１６ ( ４３ )ꎬ １１５
(８３)ꎬ５７(１３)

１４４( １００) [ Ｍ＋ ]ꎬ １１６ ( ４５)ꎬ １１５ ( ７７)ꎬ ８９
(１１)ꎬ６３(１２)ꎬ５７(５)

＋ ＋

４ 水杨酸(ＴＭＳ) １３􀆰 １７７ ２６７(３１) [Ｍ＋ －ＣＨ３ ]ꎬ７３( １００)ꎬ４５

(１２)ꎬ４３(１０)

２６７(１６)[Ｍ＋ －ＣＨ３ ]ꎬ１３５(１７)ꎬ７３(１００)ꎬ

４５(２９)ꎬ４３(１６)

＋ ＋

５ 邻苯二甲酸(ＴＭＳ) １３􀆰 ２２０ ３１０(１４)[Ｍ＋]ꎬ１４７(１００)ꎬ７３(１２)ꎬ
４５(２１)ꎬ４３(１１)

３１０( ３) [ Ｍ＋ ]ꎬ ２９５ ( ２２)ꎬ １４８ ( １７)ꎬ １４７
(１００)ꎬ７３(６６)ꎬ４５(１６)

＋ ＋

６ 龙胆酸(ＴＭＳ) １４􀆰 ００５ ３５５(１００)[Ｍ＋ －ＣＨ３ ]ꎬ２２１(７)ꎬ１４７

(５)ꎬ７３(９３)

３７０( ３) [ Ｍ＋ ]ꎬ ３５７ ( １２)ꎬ ３５６ ( ２４)ꎬ ３５５
(７５)ꎬ２２３(４)ꎬ１４７(６)ꎬ７３(１００)ꎬ４５(２０)

－ －

７ 原儿茶酸(ＴＭＳ) １４􀆰 １８８ ３７０ ( ５５ ) [ Ｍ＋ ]ꎬ ３５５ ( ３７ ) [ Ｍ＋ －

ＣＨ３]ꎬ１９３(１００)ꎬ１４７(４４)ꎬ７３(５９)
３７０( ４２) [ Ｍ＋ ]ꎬ ３５５ ( ２６)ꎬ ３１１ ( １５)ꎬ １９３
(１００)ꎬ７３(４７)

＋ ＋

　 　 注:＋代表有ꎬ－代表无ꎬＴＭＳ 代表三甲基硅烷化衍生物ꎮ
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化较小ꎬ１－羟基－２－萘甲酸(１２􀆰 ５１０ ｍｉｎ)和 １－萘酚

(１１􀆰 ３９１ ｍｉｎ)峰值有所增加ꎬ表示该物质的累积ꎮ
２􀆰 ４　 菲降解中间产物黄色物质的傅里叶红外光谱

分析

菲代谢培养液中黄色色素的傅里叶红外光谱分

析结果如表 ３ 和图 ３ 所示ꎮ 由表 ３、图 ３ 可知ꎬ黄色

色素红外光谱中振动频率与类胡萝卜素接近ꎬ且最

大吸收峰都在振荡频率为 １ ３４０ ｃｍ－１处ꎬ该处为 Ｃ—
Ｈ 对称弯曲振动ꎬ包含“ＣＨ３”和“ＣＨ２”ꎬ据文献[１９]
分析可得ꎬ７－顺－β－胡萝卜素“􀪅􀪅Ｃ—Ｈ”和“ＣＨ３”官
能团的最大吸收峰在 １ ３７５ ｃｍ－１ 处ꎬ与本文相差

３５ ｃｍ－１ꎬ由此可知该菌株产生的色素含有“􀪅􀪅Ｃ—
Ｈ”和“ＣＨ３”ꎬ该色素是类胡萝卜素中 β－胡萝卜素ꎮ

表 ３　 黄色色素红外光谱分析

化学键 类胡萝卜素[１９] 菌株 １－２Ｄ 产生色素

Ｃ—Ｏ 伸缩振动 １０８４ １０５５

Ｃ—Ｈ 对称弯曲振动 １３７０ １３４０

Ｃ􀪅􀪅Ｃ(伸缩振动) １６４３ １６５３

图 ３　 菲代谢培养液中黄色色素的

傅里叶红外光谱测定

２􀆰 ５　 菲降解过程中水杨酸及邻苯二甲酸质量浓度

变化分析

不同时间水杨酸与邻苯二甲酸质量浓度变化情

况如图 ４ 所示ꎬ由图 ４ 可知ꎬ菌株 １－２Ｄ 降解初期邻

苯二甲酸质量浓度微高于水杨酸质量浓度ꎬ且邻苯

二甲酸质量浓度先达到顶峰ꎬ但两物质质量浓度的

　 　 　 　 　 　 　

１—水杨酸质量浓度ꎻ２—邻苯二甲酸质量浓度

图 ４　 不同时间水杨酸与邻苯二甲酸质量浓度

变化情况

最大值相近ꎬ均为 ７􀆰 ４３ ｍｇ / Ｌꎻ４８~１２０ ｈ 两物质同时

下降至最低值ꎮ 由此可见ꎬ菌株 １－２Ｄ 能共同利用

水杨酸和邻苯二甲酸途径降解菲ꎮ
２􀆰 ６　 菌株 １－２Ｄ 降解菲的代谢途径

结合 ２􀆰 １ ~ ２􀆰 ５ 以及底物广谱性(表 １)测定分

析结果可知ꎬ菌株 １－２Ｄ 可利用菲、１－羟基－２－萘甲

酸、１－萘酚、水杨酸、邻苯二甲酸和原儿茶酸ꎬ此外ꎬ
菌株 １－２Ｄ 可利用邻苯二酚ꎮ 由此推测ꎬ菌株 １－２Ｄ
可将菲氧化开环并进一步代谢为 １－羟基－２－萘甲

酸ꎬ但菲的开环位置后续有待研究ꎮ 之后 １－羟基－
２－萘甲酸在羟化作用下代谢为 １－萘酚组成降解菲

的上游途径ꎮ 菌株下游途径中邻苯二甲酸途径相

同ꎬ而水杨酸途径不同ꎮ 邻苯二甲酸途径:邻苯二甲

酸氧化生成原儿茶酸并进一步降解成 ＣＯ２ 和 Ｈ２Ｏꎮ
菌株 １－２Ｄ 的水杨酸途径:水杨酸经羟化作用生成

邻苯二酚ꎬ继续氧化开环并进一步生成 ＣＯ２ 和

Ｈ２Ｏꎮ 根据文献[２０]可知ꎬβ－胡萝卜素可由菌株具

有的邻苯二甲酸途径和水杨酸途径产生ꎮ 菌株 １－
２Ｄ 降解途径如图 ５ 所示(１－２－３－４－５－６ 和 １－２－７－
８－９－１０)ꎮ

图 ５　 适冷假单胞菌 １－２Ｄ 降解菲的可能代谢途径

２􀆰 ７　 水杨酸－１－羟化酶的酶动力学性质

水杨酸－１－羟化酶催化水杨酸的酶促反应动力

学分析结果如图 ６ 所示ꎮ 由图 ６ 可知ꎬ水杨酸－１－羟
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化酶的酶促反应速度(Ｖ)与底物浓度([Ｓ])呈典型双

曲线关系ꎬ通过 Ｈａｎｅｓ－Ｗｏｏｌｆ 作图法得到酶促反应式

为[Ｓ] / Ｖ ＝ ０􀆰 ００４ ６[Ｓ]＋０􀆰 ００７ ４(Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９９ ８)ꎬ得到

该酶酶促反应最大速度 Ｖｍａｘ为 ２１７ ｎｍｏｌ / ( ｍｉｎ􀅰ｍｇ)和
米氏常数 Ｋｍ 为 １􀆰 ６１ μｍｏｌ / Ｌꎮ 米氏常数 Ｋｍ 是酶的

特征常数ꎬ用以反应酶与底物亲和力的强弱ꎬＫｍ 值

变化范围大多数在 １~１０５ μｍｏｌ / Ｌ 之间ꎬ且数值越小

亲和力越强ꎬ水杨酸－１－羟化酶的 Ｋｍ 与 Ｂａｌａｓｈｏｖａ
等[２１]报道水杨酸 － １ －羟化酶 (从恶臭假单胞菌

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｐｕｔｉｄａ ＢＳ２０２－Ｐ１ 提取)的酶促反应 Ｋｍ

为 １􀆰 ７２ μｍｏｌ / Ｌ 相近ꎬＫｍ 越小ꎬ表明水杨酸－１－羟化

酶与底物水杨酸亲和力强ꎮ

(ａ)Ｖ－[Ｓ]

(ｂ)[Ｓ] / Ｖ－[Ｓ]

图 ６　 水杨酸－１－羟化酶催化水杨酸的

酶促反应动力学

３　 结论

(１)通过适冷假单胞菌 １－２Ｄ 降解菲的代谢产

物检测分析发现ꎬ该菌株降解菲经由菲 Ｃ３ꎬ４－双加

氧途径生成 １－萘酚ꎻ然后沿着 ２ 条途径代谢:第 １
途径为水杨酸经龙胆酸生成马来酰丙酮酸直至完全

矿化ꎻ第 ２ 条途径为邻苯二甲酸经原儿茶酸生成 β－
胡萝卜素及 Ｈ２Ｏ、ＣＯ２ꎮ

(２)通过水杨酸－１－羟化酶的酶促反应动力学

绘图得到米氏方程可知ꎬ最大反应速度 Ｖｍａｘ 为

２１７ ｎｍｏｌ / ( ｍｉｎ􀅰ｍｇ)ꎬ米氏常数 Ｋｍ 值为 １􀆰 ６１ μｍｏｌ / Ｌꎮ
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