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基于蛋白组学对苯胺降解菌 Rhodococcus sp. 
AN-P1 苯胺胁迫响应的研究
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摘　要：【目的】研究微生物在苯胺胁迫环境下的响应机制，揭示 Rhodococcus sp.AN-P1 适应、降解苯胺内

在分子机理，弥补苯胺降解菌在苯胺胁迫下耐受机制的空白，为进一步调控提高微生物降解苯胺能力提供良好的

靶点，为其生物修复研究奠定理论基础。【方法】采用双向电泳技术分离纯化 Rhodococcus sp. AN-P1 在苯胺、柠

檬酸条件下表达的蛋白质组，并利用基质辅助激光解析电离串联飞行时间质谱（MALDI-TOF-MS）鉴定显著差异

表达蛋白，对比 NCBInr 蛋白数据库获得蛋白质点的详细信息。【结果】在以苯胺、柠檬酸为唯一碳源的条件下，

Rhodococcus sp.AN-P1 分别表达了 681、579 个蛋白质点；选取 21 个显著差异蛋白质点进行质谱分析，成功获得

17 个蛋白质点的相关信息，其分布于信号转导调节、氨基酸及能量代谢、细胞防御、苯胺降解酶多个代谢系统，

并发现大部分蛋白质分子质量在 31 000~58 000 之间，等电点位于 4~7 之间。【结论】Rhodococcus sp. AN-P1 在

苯胺胁迫环境中会通过响应信号传导系统感知外界胁迫、调节氨基酸及能量代谢系统抵抗苯胺的毒害影响、利用

细胞防御系统进一步提高其存活能力、表达苯胺降解酶系统降解苯胺获得碳源、氮源及能量来源，从而达到适应

并降解高浓度苯胺的目的。
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Research on Aniline-degrading Bacterium Rhodococcus sp. 
AN-P1 in Response to Aniline Based on Proteomics

LIU Bingshuang 1, WANG Chen 1, 2, YANG Chong 1, 2, LIU Qinghua 1, TAN Zhouliang 1

（1. Chengdu Institute of Biology, Chinese Academy of Sciences/Key Laboratory of Environmental 
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Abstract：【Objectives】The response mechanisms of microorganisms under aniline stress were studied to reveal the 

internal molecular mechanism for Rhodococcus sp.AN-P1 to adapt to and degrade aniline, supplement the gap of aniline-

degrading bacterium tolerance mechanism under aniline stresss, provide a good target for further regulation and improvement 

of the ability of microorganisms to degrade aniline, and lay a theoretical foundation for the research of on bioremediation.

【Methods】Two-dimensional electrophoresis was used to separate and purify the proteome of Rhodococcus sp.AN-P1 

expressed under the conditions of aniline and citric acid. Matrix-assisted laser desorption ionization tandem time-of-flight 

mass spectrometry（MALDI-TOF-MS）was used to identify the significantly differentially expressed proteins. Finally, 
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【研究意义】苯胺（aniline）作为芳香族化

合物的一种，是 300 多种化学物质的重要中间产

物，广泛应用于染料、农药、塑料、橡胶添加剂、

炸药等行业［1］。苯胺自身稳定性高、生物毒性大、

难降解并具有“三致”作用，其在环境中的残留

将会对动、植物造成严重危害，被列入我国“十四

类环境优先污染物黑名单”及美国 EPA“环境优

先控制污染物黑名单”（EPA; www.epa.gov）。

因此，针对环境中苯胺的有效处理、减少其对环

境的污染是污染防治领域中面临的重要课题。由

微生物介导的生物修复在此过程中展现出有效修

复污染环境的巨大潜力，但因缺乏有关污染环境

对微生物生长和代谢影响的信息，从而限制了微

生物在环境修复中的应用［35］。而通过对苯胺胁

迫下苯胺降解微生物响应机制的研究，将会丰富

这一信息，并为进一步调控提高微生物降解苯胺

能力提供良好的靶点、为其生物修复研究奠定基

础。【前人研究进展】目前苯胺的处理方法很

多，因生物法处理苯胺具有成本低、经济效益

高、环境友好性等优点，近年来越来越多的苯胺

降解菌被分离出来，如 Klebsiella sp.ZL-1［2］、
Pseudomonas sp.Z1［3］、Rhodococcus sp. Strain 

ATCC 49988［4］等，同时苯胺生物降解机理也得

到了详细综述［5-6］。有研究指出，通过微生物胁

迫响应机制对环境微生物准确调控将是一个强化

微生物降解能力、提高修复效率的有效和通用解

决途径［7］。如 Wang 等［8］ 研究了 Rhodococcus 

ruber TH3 在热激条件下的适应机制，并通过过

表达显著响应蛋白 Hsp16 成功提高了菌株在热

激、50% 丙烯酰胺胁迫下的存活率。但在环境

微生物苯胺胁迫响应机制方面仅在 Rubrivivax 

benzoatilyticus JA2［9］菌株中被阐述，而作为生

物修复最佳菌株之一的 Rhodococcus sp. 苯胺响

应机制还不清楚。【本研究切入点】JA2 菌株

虽然对苯胺具有一定的耐受性，但其本身不具

有苯胺的降解功能，也就是说目前对苯胺降解

菌在适应苯胺胁迫方面的研究还未见有报道。
Rhodococcus sp.AN-P1 作为一株苯胺高效降解

菌，可以降解和耐受 30 ~ 40 mmol/L 的苯胺，在

2 000 mg/L 苯胺条件下，可在 32 h 内就能使出

水达到《污水综合排放标准》一级标准［10］，且

基于 AN-P1 的生物强化序批式反应器系统稳定

运行后对苯胺及化学需氧量的去除率可分别超过

96.3% 和 81.3%［11］。研究其在苯胺胁迫下的响

应机制，不仅可以解释菌株 AN-P1 优良的苯胺

降解和耐受能力的原因，还可以丰富微生物对环

境污染物响应机制。【拟解决的关键问题】本研

究采用双向电泳及质谱技术，分析 AN-P1 在苯

胺胁迫下的蛋白质表达响应情况，揭示 AN-P1

苯胺降解途径，阐述苯胺降解菌在苯胺胁迫下的

适应、降解机制，弥补苯胺降解菌对耐受、降解

苯胺这一机制的空缺，并为提高环境微生物处理

苯胺的能力奠定理论研究基础。

1　材料与方法

1.1　菌株及菌株培养

菌 株 AN-P1 为 实 验 室 保 藏 菌 株， 根 据 16S 

rDNA 基因序列分析显示该菌株属于 Rhodococcus 

sp.（GenBank 登录号：FJ827255）［10］。将 AN-P1

菌株活化后，分别接种于以 1 500 mg/L 苯胺和

10 g/L 柠檬酸钠为唯一碳源的无机盐培养基中，

在 30℃、200 r/min 的恒温振荡器中培养。无机

the detailed information of protein spots was obtained from the NCBInr protein database.【Results】With aniline and citric 

acid as the sole carbon source, Rhodococcus sp. AN-P1 expressed 681 and 579 protein spots, respectively. 21 significantly 

different protein spots were selected for mass spectrometry analysis and related information of 17 protein spots was successfully 

obtained. These proteins were distributed in multiple metabolic systems such as signal transduction regulation, amino acid 

and energy metabolism, cell defense, and aniline degrading enzymes. It was found that the mass of most protein molecules was 

between 31 000 and 58 000, and the isoelectric point between 4 and 7.【Conclusions】Uunder the environment of aniline 

stress environment, Rhodococcus sp.AN-P1 could sense external stress by the signal transduction system under aniline stress 

environment, adjust the amino acid and energy metabolism system to resist the toxic effects of aniline, use the cell defense 

system to further improve its survival ability, and express aniline-degrading enzymes to degrade aniline for obtaining carbon 

source, nitrogen source and energy source. Ultimately, Rhodococcus sp. AN-P1 achieved the purpose of adapting to and 

degrading high concentration aniline.

Key words: proteomics; aniline; stress response; Rhodococcus sp. AN-P1



87

盐培养基组分：Na2HPO4 2 g/L、KH2PO4 0.5 g/L、

MgSO4·7H2O 0.3 g/L、 微 量 元 素 溶 液 5 mL/L，

pH7.0，121℃灭菌 20 min。

1.2　蛋白质样品的制备

按上述培养方法将菌悬液培养至 OD600 达到

0.8~1.0 之间。10 000 g，4 ℃条件下离心 15 min

弃上清液，用 pH 7.2 的磷酸盐缓冲液洗涤菌体 3

次，再用双蒸水洗涤菌体 2 次后，收集菌体。收

集的菌体采用超声破碎法提取蛋白质：取一定量菌

体，用 1 mL 裂解液（8 mol/L 尿素，4% CHAPS，

2 % IPG 缓冲液，40 mmol/L DTT，1 mmol/L PMSF，

1 µL（500 U）核酸酶充分悬浮菌体；再用杯式超

生细胞粉碎机（Scientz08-I，宁波新芝）进行超声

处理直至菌悬液清澈，最后 20 000 r/min、4 ℃离心

20 min，取上清，-20 ℃保存备用。

1.3　双向电泳及图谱分析

用 Bradford 比色法［12］ 测定蛋白浓度，取 2 

mg 蛋白质样品并将其固定在 pH 4~7 IPG 非线性梯

度条（Bio-Rad, USA）上。第一维等电点聚焦（30 V，

6 h；500 V，2 h；10 000 V，3 h；110 000 Vh）、

胶平衡、第二维 SDS-PAGE 垂直电泳程序以及凝

胶染色等步骤参照刘冰霜等实验过程［13］。显色

后的凝胶用 ImageScanner Ⅲ多功能激光扫描成像

仪扫描获取图谱，再用凝胶分析软件 ImageMaster 

2D Platinum 6.0 进行双向电泳的图像分析。

1.4　蛋白质表达差异点鉴定

在图谱上标记差异的蛋白质点，并从胶上

切取下来装入 EP 管中，加双蒸水保存。切取蛋

白质点委托北京华大蛋白质研发中心有限公司

进行基质辅助激光解析电离串联飞行时间质谱

（MALDI-TOF-MS，UltrafleXtrem，Bruke）鉴定，

并根据各肽段 M/Z 数据，利用 Mascot（http://www.

matrixscience.com）软件，在 NCBInr 蛋白数据库

中搜索理论上能与酶解肽段相匹配的蛋白。

2　结果与分析

2.1　双向电泳图谱检测

蛋白质组学是分析细胞内所有蛋白质的高通

量方法。而蛋白质又是细胞生命活动中的重要功

能生物分子，因此通过分析生物体内蛋白质水平

变化对于检测微生物在生物降解过程中的生理状

态非常重要［14］。本研究以柠檬酸钠为唯一碳源

培养的 AN-P1 蛋白组电泳图中共检测到 579 个

蛋白质点（图 1A）；而以苯胺唯一碳源培养的

AN-P1 蛋白组电泳图中共检测到 681 个蛋白质点

（图 1B）。对这些蛋白质点进一步分析和鉴定将

pH4 → 7nl

SD
S-PA

C
E

pH4 → 7nl

A: 柠檬酸钠；B: 苯胺。B 图中标志方框处为被成功鉴定的蛋白质点
A: Sodium citrate; B: Aniline. The successfully identified protein spots are marked with squares in chart B

图 1　Rhodococcus sp. AN-P1 在不同条件下蛋白质组双向电泳图
Fig. 1　Two-dimensional electrophoresis diagram of the proteome of Rhodococcus sp. AN-P1 under different conditions

A B
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有助于阐述苯胺降解菌对苯胺胁迫的适应机制。

2.2　差异表达蛋白的鉴定

如图 1B 中黑色方框所示，从以苯胺为唯一

碳源的电泳图谱中选取 21 个与柠檬酸钠为唯一

碳源电泳图谱显著差异的蛋白质点，利用质谱进

行分析，获得这些蛋白质点的肽质谱指纹图谱。

根据得到的肽质谱指纹图谱及其分子量范围等数

据，通过 Mateix science 网站提供的 MASCOT 软件

查询与之相匹配的蛋白，如果蛋白质点的 Mascot

得分大于 82（P ﹤ 0.05）则认为该蛋白点被成功

鉴定，并从给出的候选蛋白中选择与 AN-P1 最

接近物种的蛋白质作为鉴定结果，否则视为未得

到鉴定。如表 1 所示，蛋白质点 Mascot 得分大

于 82 的共有 17 个，即成功鉴定 17 个蛋白质点，

有 4 个蛋白质点未鉴定成功（未展示）。其中，

成功鉴定的蛋白质点按功能可分为信号传导系统

蛋白、氨基酸及能量代谢系统蛋白、细胞防御系

统蛋白、苯胺降解酶等。另外，从蛋白质相对分

子质量、等电点来看，大部分成功鉴定的蛋白质

相对分子质量在 31 000 ~ 58 000 之间，等电点位

于 4~7 之间，证明本研究中选择的 IPG 非线性梯

度条非常适合该条件下物种蛋白质的二维电泳分

离。从蛋白质匹配上的物种来看，17 个蛋白质

点均来自于非 Rhodococcus sp. 物种，这可能是由

于 AN-P1 菌株属于 Rhodococcus sp. 新种或者是
Rhodococcus sp. 蛋白组信息不全面所导致。

3　讨论

3.1　信号传导调节系统

虽然苯胺可以作为碳源、氮源及能源被微生

物所利用，但同时作为有机溶剂也会对 AN-P1

产 生 毒 害 影 响。 当 AN-P1 暴 露 在 苯 胺 环 境 中

时，首先会通过信号传导系统感知外界环境的

变化，如组氨酸激酶（#3418）。组氨酸激酶是

一个双组分信号传导系统，其在感知胁迫存在

表 1　苯胺诱导条件下的 AN-P1 蛋白斑点的鉴定

Table 1　Identification of protein spots of AN-P1 induced under aniline conditions

蛋白质点
Protein spot 

No.

NCBI 登录号
NCBI accession 

No.

同源蛋白
Homologous protein

蛋白质评分
Protein 
score

物种
Species

相对分子质量
Relative 

molecular mass

等电点
Isoelectric 

point

序列覆盖度
Sequence 

coverage（%）

3418 gi|113868144 组氨酸信号转导激酶，重金
属传感器

83 Ralstonia eutropha H16 51689 6.69 27

3095 gi|256419166 Fis 家族转录调节因子 83 Chit inophaga pinensis 
DSM 2588

53879 8.79 32

3584 gi|160900379 延伸因子 Ts 116 Delftia acidovorans SPH-1 31142 5.5 67

3598 gi|255293129 环羟化双加氧酶 α 亚基 93 uncultured bacterium 50751 5.67 27

3593 gi|1841362 末端双加氧酶，大亚基 88 Pseudomonas putida 50821 5.65 20

3544 gi|255293124 邻苯二酚 2，3- 双加氧酶 132 uncultured bacterium 35202 5.53 52

3827 gi|160901092 分子伴侣 GroEL 124 Delftia acidovorans SPH-1 57123 5.02 36

3899 gi|160900663 分子伴侣 DnaK 170 Delftia acidovorans SPH-1 9201 4.91 42

3068 gi|160899790 含 UspA 域蛋白 107 Delftia acidovorans SPH-1 15161 6.06 57

3559 gi|160896219 吲哚 -3- 甘油磷酸合成酶 89 Delftia acidovorans SPH-1 29380 5.68 44

3496 gi|160896513 3- 羟基异丁酸酯脱氢酶 110 Delftia acidovorans SPH-1 31983 5.54 31

3526 gi|333912290 羟甲基戊二酰辅酶 A 裂解酶 128 Delftia sp. Cs1-4 33350 5.58 51

3422 gi|61611848 氨基转移蛋白 104 Delftia tsuruhatensis 27631 4.97 43

3398 gi|294783124 ATP 合酶 F1，γ 亚基 84 F u s o b a c t e r i u m  s p . 
1_1_41FAA

32180 8.62 45

3795 gi|160900208 精氨琥珀酸合酶 136 Delftia acidovorans SPH-1 49037 5.23 56

3167 gi|307299284 糖基转移酶组 1 85 Thermotogales bacterium 
MesG1.Ag.4.2

77112 8.51 35

3142 gi|317164588 噬菌体相关蛋白 85 Neisseria gonorrhoeae 
TCDC-NG08107

5708 9.43 72
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及调节菌株适应环境方面发挥重要作用［15］。如
Erythrobacter litoralis DSM8509 在响应光照胁迫

时可通过组氨酸激酶感知光照的改变进而调控其

他基因表达［16］。而为了适应新环境，新蛋白质

的合成又是必不可少的，这一点也从检测到与基

因转录和翻译相关蛋白的表达得到了验证，如
Fis 族转录调节因子（#3095）、延伸因子 Ts（#3584）

的表达。

3.2　氨基酸及能量代谢

除上述参与调控转录和翻译相关蛋白外，参

与氨基酸合成的酶类在细胞适应苯胺胁迫环境中

也发挥着至关重要的作用。如吲哚 -3- 磷酸甘

油合成酶（#3559），一种色氨酸生物合成酶，

其参与合成的色氨酸在多种胁迫条件下发挥作

用［17-18］，可协助参与细胞壁的合成及脂质代谢［19］。

同时其他氨基酸代谢相关的蛋白也被检测到，包

括 3- 羟基异丁酸脱氢酶（#3496）（参与缬氨酸

代谢）羟甲基戊二酰 COA 裂解酶（#3526）（参

与亮氨酸代谢）、氨基转移蛋白（#3422）等。

这些变化可维持胞内氨基酸平衡，满足胁迫条件

下蛋白质合成增加的需求。另外，微生物在胁迫

条件下为了抵抗胁迫环境往往对能量的需求也会

增加［20］，研究表明 AN-P1 在苯胺胁迫条件下

ATP 合酶 F1（#3398）上调表达，有助于生产更

多的能量用于抵抗苯胺胁迫环境。

3.3　细胞防御系统

通过进一步分析发现，AN-P1 还可以调节

GroEL（#3827）、DnaK（#3899）、UspA 域 蛋

白（#3068）等细胞防御相关蛋白的表达，以适

应苯胺胁迫。研究表明，热激蛋白（Heat shock 

protein，Hsp）GroEL 和 DnaK 可在多种胁迫条件

下响应表达，如有机溶剂 / 有毒化学物质胁迫［21］、

高温胁迫［22］以及其他氧化应激胁迫［23］。热激蛋

白除了在防止蛋白质变性、降解和聚集等方面发

挥重要作用外，还可以提高细胞对胁迫的耐受力、

维持细胞正常的代谢功能、提高细胞活力、减少

环境胁迫造成的伤害［24］。通用应激蛋白（Universal 

stress protein, Usp）则可以提高长期暴露于胁迫条

件下细胞的存活率，保护细胞免受有毒化学物质、

渗透胁迫以及紫外线胁迫等的伤害［25］。因此，

这些蛋白在 AN-P1 中的表达可能有助于提高细胞

对苯胺胁迫的抵抗能力，从而达到适应苯胺环境

的需求。

3.4　苯胺降解酶系统

在不同底物条件下，微生物有着不同的代谢

途径，如 Rhodococcus jostii RHA1 是利用 β- 酮己

二酸代谢途径代谢原儿茶酸、利用羟基喹啉代谢

途径代谢 4- 羟基水杨酸等［26］。在本研究中也检

测到一些与苯胺代谢相关的酶类，如环羟基化双

加氧酶 α 亚基（#3598）、末端双加氧酶大亚基

（#3593）以及邻苯二酚 2,3- 双加氧酶（#3544）。

环羟基化是最常见的初始降解步骤之一，因此是

环羟基化双加氧酶也是芳香环起始降解的重要催

化酶之一［27-28］。典型的环羟基化双加氧酶由末

端双加氧酶和电子转移酶组成，而末端加氧酶

作为催化中心可以接收来自电子转移组分的电

子［29］。苯胺降解途径表明，苯胺可在有氧条件

下经过苯胺环羟基化双加氧酶被转化为邻苯二

酚，然后邻苯二酚再在邻苯二酚 1,2- 双加氧酶的

作用下降解为 cis, cis- 粘康酸（邻位代谢途径）

或在邻苯二酚 2,3- 双加氧酶作用下降解为 2- 羟

基粘康半醛（间位降解途径）［30］。由于本研究

中检测到邻苯二酚 2,3- 双加氧酶的表达，证明了

AN-P1 是以间位降解途径来代谢苯胺的。AN-P1

的 这 一 苯 胺 代 谢 方 式 与 Rhodococcus rhodochus 

strain CTM［31］、Rhodococcus sp. strain DK17［32］

相同，但与 Rhodococcus erythropolis AN-13［33］、

Rhodococcus sp.22［34］不同。

4　结论

苯胺作为重要的化工中间体，其在环境中

的广泛分布及对水生态的影响引起众多学者的关

注。就其生物降解途径至今已得到详细研究，但

环境微生物对含苯胺环境的响应机制还鲜有研

究。本文通过蛋白质组学技术，分析了苯胺降解

菌 Rhodococcus sp.AN-P1 在苯胺胁迫下的蛋白质

表达情况。研究结果表明，苯胺降解菌 AN-P1

在苯胺胁迫环境中会通过响应信号传导系统感知

外界胁迫、调节氨基酸及能量代谢系统抵抗苯胺

的毒害影响、利用细胞防御系统进一步提高其存

活能力、表达苯胺降解酶系统降解苯胺获得碳

源、氮源及能量来源，从而形成 AN-P1 菌株在

苯胺胁迫条件下的适应及生存机制。另外，通过

对 AN-P1 苯胺胁迫下蛋白组学的分析也揭示了

AN-P1 菌株是通过间位降解途径来降解苯胺的。

本研究不仅补充了苯胺降解菌在苯胺胁迫条件适
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应机制的空白，本所鉴定的蛋白质点可为将来进

一步调控提高微生物苯胺降解能力提供良好的靶

点，为其生物修复研究奠定基础。
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