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睾丸酮丛毛单胞菌降解石油污染物的研究进展
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摘　要：  睾丸酮丛毛单胞菌 (Comamonas testosteroni) 是一种环境中常见的细菌，因其能够降解类固醇污染

物而得名，近年来发现该菌对其他多种环境污染物也有良好的降解能力。概述睾丸酮丛毛单胞菌降解多环

芳烃、取代芳烃、杂环芳烃等多种石油污染物的基本路径以及降解过程中的关键酶及其编码和调控基因的

研究新进展，为对相关毒物环境污染的微生物修复治理提供参考。
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Abstract: Comamonas testosteroni is gram-negative, strict aerobes and frequently occurs in diverse habitats. It was 
named based on its ability to metabolize steroids. In recent years, it was found that Comamonas testosteroni strains 
are able to utilize many other kinds of environmental pollutants as sole carbon and energy sources. This review 
summarized the research advances on the bacterial biodegradation pathways of petroleum pollutants, such as 
polycyclic aromatic hydrocarbon, substituted aromatics, and heterocyclic aromatics; and the key enzymes and genes 
involved in the biodegradation pathways. It should provide a reference for the relevant microbial environmental 
pollution remediation.   
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石油污染的生物修复是国际环境修复领域研究

的热点之一
[1]
。近年来，全球石油需求量持续增长，

石油工业飞速发展，但随之而来的石油污染不断增

加，已对环境和人类健康造成了严重危害
[2]
。石油

及石油衍生产品中含有的多环芳烃、取代芳烃以及

杂环芳烃等芳香烃类污染物具有毒性和致畸、致癌、

致突变的 “ 三致 ” 作用，渗入环境后可以通过生物

链富集，对自然环境和人类健康造成了严重危害。

生物修复技术是利用生物的生长代谢过程对有机污

染物进行降解转化的方法，具有安全可靠、修复成

本低的特点
[3-4]

，目前该技术逐渐成为清除和治理

石油污染的新方向。其中，微生物降解技术可以将

环境中的石油污染物降解成二氧化碳或转化成为无

害物质，具有广阔的应用潜力，受到广泛重视
[4]
。

睾丸酮丛毛单胞菌 (Comamonas testosteroni)，
也曾被称为假单胞丛毛菌 (Pseudomonas testosteroni)，
是一种严格需氧的革兰氏阴性杆菌，在自然界中广

泛分布，对不同环境具有很好的生态和生理适应性。

但是 Comamonas 不能像 Pseudomonas 一样很好地

利用糖类物质生长，因此，将它们分别命名为两个

菌种
[5]
。睾丸酮丛毛单胞菌能以类固醇 ( 如睾丸酮、

孕酮和胆汁酸 ) 为唯一碳源和能源，完全消化这类
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底物，具有降解类固醇化合物的功能并因此而得

名
[6-9]

。近些年来发现该菌对石油污染物中的多环

芳烃有较好的降解作用，并且对环境中其他芳香烃

类有机污染物，如苯胺、喹啉、苯酚等也能有效降

解
[10]
。同时，在重金属污染土壤的生物修复中也能

起到一定的作用
[11]
，这为将其应用于此类污染物的

降解提供了可能。

1　睾丸酮丛毛单胞菌降解多环芳烃

石油及石油衍生产品中的多环芳烃 (polycyclic 
aromatic hydrocarbons, PAHs) 是一类具有两个或两

个以上芳环的化学物质，主要包括萘、菲、蒽、苊、

芘、苯并 [α] 芘等，它们广泛分布于自然环境中，

是主要的环境和食品污染物
[12]

。多环芳烃的物理

性质和化学性质随芳香环数目即相对分子质量的变

化而改变，例如，其化学反应活性、水溶性、挥发

性等会随分子量的增加而减小。因此，各种多环芳

烃的转运、分配、在环境中的代谢结局以及对生物

系统的影响都有所不同
[13]
。很多微生物可以快速降

解一些简单的多环芳烃，例如萘、菲、蒽，而对四

环的芘和屈的降解速率则相对较慢。对微生物降解

萘和菲途径的研究已有近五十年的历史，萘是结构

最简单、溶解度最大的多环芳烃，常被作为研究微

生物对多环芳烃降解的模式分子；菲含有可以形成

环氧化合物的 bay- 区和 k- 区，常以此为结构模型

研究具有致癌性的多环芳烃的 bay- 区和 k- 区的分

解机制
[13]
。

微生物对萘和菲的分解代谢途径具有许多共性。

以恶臭假单胞菌 (Pseudomonas putida) G7 为例，其

NAH7 质粒含有编码分解代谢萘和菲的酶基因
[14]
，

降解萘的基因存在于两个操纵子中，上游操纵子

(nahAaAbAcAdBFCED) 中 nahAaAbAcAd 编码的萘

加双氧酶、nahF 编码的水杨醛脱氢酶使萘转化成

水杨酸；下游操纵子 (nahGTHINLOMKJ) 中 nahG
编码的水杨酸羟化酶，可将上游代谢产物水杨酸裂

解成儿茶酚，儿茶酚再经过由 nahH 编码的儿茶酚

2,3- 或 1,2- 加双氧酶催化后形成可进入三羧酸循环

的小分子物质乙酰辅酶 A、丙酮酸等；也可在水杨

酸 -5- 羟化酶 (nagGH 编码 ) 作用下形成龙胆酸
[15]
。

调节基因 nahR 位于两个操纵子之间，其产物 (NahR)
对两个操纵子起正调节作用

[16]
。

睾丸酮丛毛单胞菌也具备降解萘和菲等多环芳

烃的能力，其相关基因的组成和序列都与 P. putida 
G7 的 NAH 质粒的 nah 基因相似，尤其是睾丸酮丛

毛单胞菌 GZ42 降解萘的 nag 基因的各个元件的排

列和 Pseudomonas 中所发现的 nah 基因具有很高的

相似性，只是在碱基序列上有一些不同
[17] 

。这些与

nah 相似性很高的基因通常被称为 “ 经典的 nah-like
基因 ”[18]

。GZ42 对萘和菲的降解途径和 P. putida 
G7 的降解途径相似，都是从加双氧酶进攻芳环使

芳环双氧化形成具有相应的邻二苯酚结构单元的芳

香化合物开始的，然后通过催化邻二苯酚结构单元

的间裂解或邻裂解达到最终降解多环芳烃的目的。

研究发现，菲的降解途径和萘的降解有很多相

同点，nah-like 基因在菲的降解过程中也起很大作

用。菲在加双氧酶 (phdAc 基因编码 )、顺 - 二氢二

醇脱氢酶 (phdB 基因编码 ) 以及异构酶 (phdD 基因

编码 ) 等酶的催化下形成 1- 羟基 -2- 萘甲酸进入其

他降解途径而被彻底分解，这些基因和 nah 基因有

一定的相似性
[10,19]

，而 phd 基因与 nah 基因结构间

的差异使得新的降解菲的途径被发现
[13]
。

2　睾丸酮丛毛单胞菌降解取代芳烃

取代芳烃通常含有甲基、卤素、硝基等官能团，

在化石燃料、原油以及石油衍生物产品中含量丰富。

氯代硝基苯 (chloronitrobenzene, CNB) 是一类毒性

较大的芳香族卤代化合物，由于氯和硝基的同时取

代使氯代硝基苯的芳环不易于活化，导致比单取代

芳香烃更难以降解。苯酚是重要的基本有机化工

原料，苯酚衍生物如卤代酚、硝基酚、烷基酚可

用于医药、农药、石油添加剂以及多种化工原料

的生产。多氯联苯 (polychlorinated biphenyl, PCB) 在
石油生产中可以作为石油冷凝剂。氯代硝基苯、

苯酚、多氯联苯等取代芳烃进入自然环境后会通

过生物链进入动物体和人体并富集、浓缩、放大，

可对环境和人类健康造成严重危害。目前对睾丸

酮丛毛单胞菌降解这些取代芳香烃类毒性化合物所

涉及的代谢途径已有一定的认识。

2.1　氯代硝基苯(CNB)的降解

睾丸酮丛毛单胞菌 CNB-1 是从被氯代硝基苯

污染的活性污泥中分离出来的，可以 4- 氯硝基苯 (4- 
CNB) 为唯一的碳源和氮源，其降解 4-CNB 过程的

酶都是由位于 pCNB1 质粒上的 cnb 基因簇家族编

码
[20]
，该基因家族包括 cnbR-orf1-cnbCaCbDEFGHI

和 cnbB-orf2-cnbA 两个基因簇。降解过程中的关键

酶硝基还原酶 (CnbA) 由 cnbA 编码；5- 氯 -2- 氨基

苯酚 -1,6- 加双氧酶以及相应的环裂解酶由 cnbCa、
cnbCb 基因共同编码。cnbH 编码的氨基粘糠酸脱氨
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酶催化 2- 氨基 -5- 氯粘康酸脱去氨基成为 2- 羟基 -5
氯粘康酸。由这些酶参与的可能降解途径如图 1所示。

很多蛋白伴侣，可以帮助 CNB-2 克服毒性侵害
[5]
。

这样的生物学功能显示出了睾丸酮丛毛单胞菌可以

有效降解环境中的芳香族污染物并对不断变化的各

种生态环境具有一定的生物适应性。

2.2　苯酚的降解

睾丸酮丛毛单胞菌可以把苯酚及其衍生物 4-
氯苯酚等用作唯一的碳源和能源并将其降解，苯

酚能够被睾丸酮丛毛单胞菌完全降解 [25-26]
。其中，

睾丸酮丛毛单胞菌 R5 比其他苯酚降解菌具有更高

的苯酚氧化活性
[27]

。R5 中降解基因排列在操纵

子 phcKLMNOPQBCDEFGH 上
[28]

，多组分的苯酚

羟化酶是苯酚降解过程的关键酶，由 phcKLMNOP
基因簇编码，phcB、phcC、phcD、phcE 基因分

别编码邻苯二酚 -2,3- 加双氧酶、2- 羟基粘糠酸脱

氢酶、4- 氧代丁烯酰变位酶和 4- 氧代丁烯酰脱羧酶。

苯酚降解中的第一步即苯酚转化为邻二苯酚是

关键步骤，在苯酚羟化酶 (PhcKLMNOP) 催化下进

行。邻二苯酚开环裂解由邻苯二酚 -2,3- 加双氧酶

(PhcB) 催化，裂解产物 2- 羟基粘糠酸半醛在 2- 羟
基粘糠酸脱氢酶 (PhcC)、4- 氧代丁烯酰变位酶

(PhcD)、4- 氧代丁烯酰脱羧酶 (PhcE) 等的催化下降

解为三羧酸循环代谢物 ( 图 2)[29]
。

A，4-氯硝基苯；B，1-羟氨基-4-氯苯；C，2-氨基-5氯苯

酚；D，2-氨基-5-氯粘康酸半醛；E，2-氨基-5-氯粘康酸；

F，2-羟基-5-氯粘康酸；G，2-氯-5-氧代-己-3-烯二酸；H，

5-氯-4-羟基-2-氧代戊酸。CnbA，硝基还原酶；CnbB，苯

基羟胺变位酶；CnbCab，5-氯-2-氨基苯酚-1,6-加双氧酶；

CnbD，氨基粘糠酸半醛脱氨酶；CnbH，氨基粘糠酸脱氨

酶；CnbG，4-草酰丁烯酸异构酶；CnbF，4-草酰丁烯酸脱

羧酶；CnbE，2-氧-4-戊酸水合酶

图1　Comamonas testosteroni CNB-1降解4-氯硝基苯

的途径
[20]

氯代硝基苯在 CnbA 和 CnbB 催化下生成 2- 氨
基 -5- 氯苯酚，2- 氨基 -5- 氯苯酚经 CnbCab、CnbD
的作用氧化为 2- 氨基 -5- 氯粘康酸，2- 氨基 -5- 氯
粘康酸这个重要的中间产物的去向是十分重要的。

睾丸酮丛毛单胞菌 CNB-1 中 cnbZ 基因编码的 2- 氨
基 -5- 氯粘康酸脱氨酶 (CnbZ) 与 cnbH 编码的氨基

粘糠酸脱氨酶的功能相同，在 CnbZ 的催化下 2- 氨
基 -5- 氯粘康酸也可以脱去氨基成为 2- 羟基 -5 氯

粘康酸从而进入其他代谢途径
[21]
。CNB-1 已成功

用于修复被 CNB 污染过的土壤
[20,22-24]

。

CNB-1 的突变体 CNB-2 由于缺失质粒 pCNB1，
不能利用 4- 氯硝基苯生长

[5,20,23]
。但是，CNB-2 可

以利用其他很多化合物如芳香化合物、短链的脂肪

酸等作为碳源，还可以利用硝酸盐和铵盐作为氮

源
[5]
。CNB-2 全基因组的测序已经完成，CNB-2 中

的 aphA 基因编码儿茶酚 -2,3- 加双氧酶，aphB 基

因编码苯酚间裂解途径中的酶使 CNB-2 可以利用

芳香化合物生长；Bla 基因编码的苯甲酰辅酶 A 连

接酶家族以及 box 基因编码的苯甲酰辅酶 A 氧化酶

等可以在许多重要的中间产物进入三羧酸循环等反

应提供能量的过程中起到辅助作用。CNB-2 还具有

A，苯酚；B，邻二苯酚；C，2-羟基粘糠酸半醛；D，2-羟
基粘糠酸；E，4-氧代己二酸；F，2-氧代戊烯酸

图2　Comamonas testosteroni降解苯酚的途径(根据文

献[29]修改)  

睾丸酮丛毛单胞菌 R5 中 phcKLMNOP 的表达

受操纵子 phcR 调控。phcR 编码的调节因子 R 蛋

白调节苯酚羟化酶和加双氧酶的活性，PhcR 促使

苯酚羟化酶表达，而这种表达受 PhcS 抑制 [30]
。

在 phcS 下游的 phcT 基因可以促进 PhcR 的表达，

进而促进苯酚羟化酶基因的表达。在其他细菌编

码苯酚羟化酶的基因簇中还没有发现 phcT 的同源

基因 [27]
，这一特殊基因的存在使睾丸酮丛毛单胞



赫法贵，等：睾丸酮丛毛单胞菌降解石油污染物的研究进展第1期 109

菌 R5 较其他苯酚降解菌具有更高的苯酚氧化活

性，可以更好地在环境中生存，并占有优势地位，

有着更高的应用价值。

2.3　多氯联苯(PCBs)的降解

PCBs 的微生物降解过程存在两种不同的模式：

厌氧脱氯作用和好氧生物降解作用
[31]
。厌氧的生物

修复主要是通过电子供体如葡萄糖、乙酸等提供电

子，使 PCBs 在厌氧条件下还原脱氯。一般地，稳

定性高、疏水性强的高氯 ( ≥ 5 个氯 ) PCBs 主要发

生厌氧脱氯作用被降解为低氯 PCBs。PCBs 经过脱

氯，可以从两方面降低环境风险：一是从高氯转化

为低氯的 PCBs 后进一步被好氧菌降解；二是把高

氯同系物转化为不易被富集到食物链的低氯联苯。

低氯的 PCBs 化学性质同样十分稳定，但在有氧条

件下，它们能被微生物降解或转化。

睾丸酮丛毛单胞菌 TK102 降解 PCBs 的酶由 
bph 基因簇家族编码

[32-33]
，其中最主要的四类酶是

联苯加双氧酶 (BphA)、二氢二醇脱氢酶 (BphB)、2,3-
二羟基加双氧酶 (BphC) 和水解酶 (BphD)，分别由

bphA、bphB、bphC、bphD 基因编码。PCB 降解细

菌主导的 PCBs复合酶连续反应机制已基本明确
[35]
，

其代谢途径如图 3 所示
[32]
。

A，多氯联苯；B，2,3-二氢-2,3-二羟基氯联苯；C，2,3-二羟基氯联苯；D，氯代-2-羟基-6-氧代-6-苄基-己-2,4-二烯酸； 
E，氯代苯甲酸

	 图3　Comamonas testosteroni降解PCBs的代谢途径
[32] 

通过联苯 2,3- 加双氧酶 BphA 的作用，分子氧

在 PCBs 的无氯环或带较少氯原子环上的 2,3- 位发

生反应，形成顺二氢二醇混合物，其中主要产物为

顺 2,3- 二氢 -2,3- 二羟基氯联苯；接下来经过二氢

二醇脱氢酶 BphB 的脱氢作用，形成 2,3- 二羟基氯

联苯；然后，在 2,3- 二羟基联苯加双氧酶 BphC 的

作用下，2,3- 二羟基氯联苯在 1,2- 位置断裂，产生

间位开环混合物 (氯代 2-羟基 -6-氧 - 6-苯基 -己 -2, 
4- 二烯酸 )。间位开环混合物可在水解酶 BphD 的

作用下发生脱水反应，生成相应的氯苯甲酸和 2-
羟基 -2,4- 二烯戊酸 ( 图 3)。bph 基因簇的其他成员，

如 bphE、bphF 和 bphG 分别编码的 2- 羟基 -2,4- 戊
二烯酸氢化酶、4- 羟基 -2- 氧戊酸醛缩酶、乙醛酸

脱氢酶，可进一步将氯苯甲酸和 2- 羟基 -2,4- 二烯

戊酸降解为丙酮酸和乙酰辅酶 A，从而实现 PCBs
的彻底降解。睾丸酮丛毛单胞菌 B-356 中 BphA 的

α 亚基的三维结构模型已经构建成功，通过定点诱

变技术来研究酶与底物的专一性可以提高相应突变

体降解氯化联苯类污染物的能力，这对进一步研究

氯化联苯类污染物的降解有着重要意义
[35]
。

3　睾丸酮丛毛单胞菌降解杂环芳烃

含氮杂环化合物广泛应用于石油工业中，在石

油开采、运输及储存过程中产生的落地原油及含油

污水中含有杂环芳烃。喹啉及其衍生物是一类碱性

含氮的杂环芳烃，是多种工业废水，尤其是焦化废

水中常见的污染物。石油污染土壤中含有的喹啉及

其衍生物已成为土壤、地表水及地下水中常见的污

染物 [36-38]
。

Comamonas sp. 降解喹啉及喹啉衍生物的途径

通常有 4种 (图 4)：5,6-二羟基 -2(1H)喹诺酮途径 (图
4a)、7,8- 二羟基 -2(1H) 喹诺酮途径 ( 图 4b) 、邻氨

基苯甲酸途径 ( 图 4c)、8- 羟基香豆酸途径 ( 图 4d)。
以上 4 种代谢途径都起始于 2 位碳上的氧化。在 5,6-
和 7,8- 二羟基 -2(1H) 喹诺酮代谢途径中，苯环部分

形成二羟基衍生物，再发生裂解，而吡啶环保持完整；

邻氨基苯甲酸和 8- 羟基香豆酸途径中，则是吡啶环

被优先开环降解，最终得到无氮的降解产物 [38]
。

睾丸酮丛毛单胞菌 Q10 可有效降解喹啉及甲基

喹啉衍生物，尤其是 3- 甲基喹啉，通常以 5,6- 二
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羟基 -2(1H) 喹诺酮途径为主。该菌能以 3- 甲基喹啉

为唯一的碳源和能源并将其快速有效地去除
[39-40]

，

是一株广泛适用的喹啉类污染物的生物降解菌，具

有重要的实用价值
[41]
。

尽管不同的细菌在降解喹啉时的途径不同，但

是其降解过程中很多都会释放 NH3-N
[42]
。喹啉及其

衍生物中的氮原子最终会以铵盐、硝酸盐和亚硝酸

盐的形式释放到环境中从而破坏了喹啉类污染物的

生物处理过程。可见，减少氮原子在环境中的含量

是十分重要的。目前，虽然睾丸酮丛毛单胞菌降解

喹啉及其衍生物的机制并不十分清楚，但是由 nirK
和 nirS 编码的亚硝酸还原酶和 nosZ 编码的一氧化

二氮还原酶在这一生物降解过程中起到了重要的作

用
[36]
，可以消除含氮杂环化合物对环境的污染。

4　展望

在受石油污染环境的生物修复过程中，微生物

治理技术是当前最有效的手段之一。由于睾丸酮丛

毛单胞菌对一些难以被降解的多环芳烃、取代芳烃

以及杂环芳烃等污染物都有较好的降解效果，因此，

应用其降低环境中芳香烃类污染物的危害可望是一

条有前景的路径。同时，通过基因重组技术构建适

应能力强、降解效率高的基因工程菌以应用于现实

环境中修复石油污染也将为解决环境问题提供一个

全新的视角和方法。然而，限于天然生态系统的复

杂性，目前对睾丸酮丛毛单胞菌降解能力的研究仍

以实验室为主，并且该菌降解高分子量的多环芳烃

尤其是 5 环的苯并 [a] 芘的相关研究还不充分，所

a，5,6-二羟基-2(1H)喹诺酮途径：A. 喹啉，B. (1H)喹诺酮，C. 6-羟基-2(1H)喹诺酮，D. 5, 6-二羟基-2(1H)喹诺酮，E. 5-羟
基-(3-羧基-3-氧代丙烯基)-1H-2-吡啶酮，F. 2H-吡喃-2-酮-[3,2b]-5H-6-吡啶酮；b，7,8-二羟基-2(1H)喹诺酮代谢途径：A. 喹
啉，B. 1H-喹诺酮，C. 7,8-二羟基-7,8-二氢-2(1H)喹诺酮，D. 7,8-二羟基-2(1H)喹诺酮，E. 6-羟基-5-(2-羟基乙烯基)-1H-2-吡啶

酮；c，8-羟基香豆酸途径：A. 喹啉，B. (1H)喹诺酮，C. 8-羟基-2-(1H)-喹诺酮，D. 8-羟基香豆素，E. 2,3-二羟基苯丙酸；d，
邻氨基苯甲酸途径：A. 2-甲基喹啉，B. 2-甲基-4(1H)喹诺酮，C. 3-羟基-2-甲基-4(1H)喹诺酮，D. N-乙酰-邻氨基苯甲酸，E. 
邻氨基苯甲酸，F. 邻苯二酚

图4　细菌降解喹啉的途径(根据文献[38]修改)
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以，也有必要深入研究微生物对这些污染物的降解

性能、在环境中的适应性及成本效益等因素。据此，

可进一步采取综合对策，强化和加速生物修复过程，

以达到降低或消除石油污染的目的。
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