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多氯联苯降解菌 Burkholderia xenovorans LB400 研究进展 
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摘  要：Burkholderia xenovorans LB400 是一株多氯联苯(polychlorinated biphenyls，PCBs)降解菌，

可以氧化含有 1−6 个氯取代基的多氯联苯。近年来，由于其广泛的底物谱和优异的降解性能，菌

株 LB400 已成为研究原核生物降解多氯联苯的生物化学和分子生物学方面的模式生物。目前关于

PCBs 的微生物降解研究已不再局限于对微生物资源的挖掘，而是更多地聚焦在 LB400 等降解菌

的 PCBs 降解基因、降解酶的酶学特性以及酶的人工分子进化等方面。同时，LB400 作为早期发

现的降解菌，其对多氯联苯的降解途径、底物范围及相关机制也被广泛探讨；但是对于 PCBs 降

解相关基因的调控研究较少。因此，本文以 Burkholderia xenovorans LB400 对多氯联苯降解为核

心，通过综述其代谢途径、代谢相关基因和酶系以及降解应用等方面的研究进展，以期为深入探

讨 Burkholderia xenovorans LB400 的应用以及进一步在遗传、分子和生化水平研究其他多氯联苯

降解菌株提供借鉴。 
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Abstract: Burkholderia xenovorans LB400 is a strain of polychlorinated biphenyls degrading bacteria 
PCBs. This organism also cooxidizes chlorinated biphenyl (CB) congeners containing from one to six 
chlorine substituents. In recent years, LB400 has become a model organism to study the biochemistry and 
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molecular biology of CB metabolism in prokaryotes, because of excellent degradability and a broad 
spectrum of CB congeners. At present, the research on strain LB400 is mainly focused on degradation 
genes, enzymes and enzymes evolution, while its degradation pathway, substrate range and related 
mechanism of PCBs have been widely discussed; Furthermore, there are few studies on regulatory genes 
related to degradation of PCBs. This paper focuses on the degradation of polychlorinated biphenyls, and 
describes its metabolic pathway, related genes and enzyme system and artificial evolution. We hope to 
provide a reference for the further study of the application of Burkholderia xenovorans LB400 and other 
polychlorinated biphenyls degradation strains. 

Keywords: Burkholderia xenovorans LB400, Polychlorinated biphenyls (PCBs), Metabolic pathway, 
Degrading enzymes 

进入化学合成时代后，大量人工合成的化合

物进入到自然环境中。微生物具有极强的环境适

应能力，随着这些人工合成化合物的引入，微生

物经过长期的适应可以进化出降解这些污染物的

基因和酶系。同时，复杂而又特殊的污染环境也

提供了一个局部筛选功能微生物的生境。许多学

者相继从被多氯联苯(polychlorinated biphenyls，

PCBs)污染的原位环境中发现了具有这类污染物降

解能力的微生物。这些微生物的种类、遗传和生

态功能的多样性，构成了 PCBs 生物修复的基础。

LB400 菌株(16S rRNA 基因登录号 NR_074325.2)是

从纽约州北部 PCBs 污染的土壤中分离出来，能以

联苯为唯一碳源和能源生长的细菌，以好氧降解

多氯联苯而著称[1]。 初其被描述为一种假单胞

菌，但当时尚未确定这种独特的多氯联苯降解菌

的 分 类 学 地 位 。 Yabuuchi 于 1992 年 创 建 新

Burkholderia 属，从而与以前的假单胞菌有所区

分，随后菌株 LB400 被重新鉴定为 Burkholderia 

xenovorans LB400[2]。传统意义上，伯克霍尔德菌

属的菌株被称为土壤细菌。然而，Coenye 等研究

发现伯克霍尔德菌属的成员属于多功能微生物，

占据了广泛的生态位，可以在土壤、水(包括海

水)、植物根际等环境中生存，这类细菌常被用于

生物防治、生物修复和植物生长等方面[3]。 

多氯联苯(PCBs)是一类人工合成的有机污染

物，该类化合物具有高毒性、环境持久性、生物

累积性、半挥发性、可以远距离迁移等特点；在

2001 年，其成为《斯德哥尔摩公约》首批公布的

12 类持久性有机污染物之一[4-5]。由于多氯联苯的

电绝缘性和不可燃性，许多多氯联苯及其衍生物

在工业和商业领域被广泛应用，例如作为变压器

油、塑料以及树脂、防火剂的添加剂和增塑剂等[5]。

由于自然界中缺乏有效的酶降解系统，多氯联苯

及其类似物在环境中能长久滞留。因此，筛选与

PCBs 相关的降解菌、设计高效酶降解系统是控制

和处理多氯联苯污染的重要手段[6]。目前已经从环

境中分离出部分多氯联苯降解菌，如 Pseudomonas 

sp. P-6-5[7] 等 。 其 中 ， Burkholderia xenovorans 

LB400 是截至目前发现的 好的好氧降解多氯联苯

降 解 菌 之 一 ， 引 起 广 泛 关 注 。 研 究 表 明 ，

Burkholderia xenovorans LB400 的联苯代谢途径也

可以引发多氯联苯的降解；同时，其具有降解 20 多

种多氯联苯(如 PCB11、PCB12 等)以及某些多氯联

苯结构类似物的能力，如二苯并呋喃等[8]。考虑到

对于 Burkholderia xenovorans LB400 的研究主要集

中于多氯联苯的降解上，因此本文以其对 PCBs 的

降解为核心，结合基因、酶、酶与底物相互作用

的氨基酸残基、酶催化过程中酶与底物反应的化

学基团 4 个层面展开论述。通过综述其代谢途径、

代谢相关基因和酶系以及修复应用等方面的研究

进展，以期为深入探讨 Burkholderia xenovorans 

LB400 的应用以及其他多氯联苯降解菌株的代谢途

径、相关基因和酶系提供借鉴。 

1  Burkholderia xenovorans LB400 对多氯
联苯的降解途径 

自 Lunt 和 Ahmed 分离出能够在联苯上生长的
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菌株以来，许多和多氯联苯降解相关的菌株相继

被发现；这些菌株当中既有革兰氏阳性菌，也有

革兰氏阴性菌，包括 Burkholderia、Comamonas、

Cupriavidus 、 Sphingomonas 、 Acidovorax 、

Rhodooccus 和 Bacillus 等菌属[9-13]。按照好氧和厌

氧条件以及降解机制的不同，其分类如表 1 所示。

在厌氧条件下，PCBs 的代谢主要通过细菌还原脱

氯来完成，生成低氯代的 PCBs，并不能将其矿  

化[11,17]。在好氧条件下，真菌通过木质素分解机制

和单加氧反应将多氯联苯氧化和矿化，细菌则通

过由双氧化反应起始的联苯代谢途径将其氧化降

解[13-14,16]。Burkholderia xenovorans LB400 就是在

好氧条件下，通过双氧化反应实现对 PCBs 的起始

降解[14]。值得注意的是，已发现的好氧菌株如 P. 

pseudoalcaligenes KF707，在双氧化反应中联苯双

加氧酶大多只表现出了 2,3 位的双加氧酶活性，而

且只能对低氯代多氯联苯实现有效降解；然而

Burkholderia xenovorans LB400 联苯双加氧酶不仅

具有 2,3 位的双加氧酶活性，还能实现 3,4 位的双

加氧反应；在底物降解范围上，也可以实现对五

氯、六氯等多氯代多氯联苯的代谢[12,14]。但是，

Burkholderia xenovorans LB400 联苯双加氧酶这种

宽松的区域特异性及其对于多氯代多氯联苯代谢

有关的结构和氨基酸残基尚不十分明确，有待于

进一步的探讨。 

同 Pandoraea pnomenusa B356、Pseudomonas 

pseudoalcaligenes KF707 等好氧降解菌株一样，菌

株 LB400 将联苯转化为相应的苯甲酸盐需要经历  

4 个酶反应的步骤，苯甲酸盐随后通过其他途径降

解[8,14]。联苯代谢途径的起始反应是联苯双加氧酶

的催化反应，该酶在芳香环的 2 个相邻的碳上引入

1 个氧分子，产生二羟基的产物，随后代谢产物如

顺位的 2,3-二氢-2,3-二羟基联苯被 2,3-二氢-2,3-二

羟基联苯-2,3-脱氢酶重新芳香化；邻苯二酚代谢物

被 2,3-二羟基联苯-1,2-双加氧酶裂解生成 2-羟基-6-

氧 -6- 苯 基 -2,4- 二 烯 酸 (2-hydroxy-6-oxo-6-phenyl- 

hexa-2,4-dienoic acid，HOPDA)，进而在二烯酸水

解酶的催化下水解生成苯甲酸[12]。PCBs 代谢产物

的鉴定以及相关基因的分析已经阐明了由联苯代

谢途径起始多氯联苯的转化，通过联苯代谢上游

途径可将其降解为氯苯甲酸。以单环氯代联苯为

例，其代谢途径如图 1 所示。目前，与 bph 操纵子

相关的其他基因在 PCBs 降解中的明确作用尚未阐

明，例如 bphK 被认为与 PCBs 脱卤有关[15]。 

 
表 1  降解多氯联苯的微生物 
Table 1  Microorganisms for degradation of polychlorinated biphenyls 
反应条件 

Reaction condition 

代谢机制 

Metabolic 
pathway 

相关代谢酶 

Related metabolic enzymes 

菌名称 

Bacteria name 

参考文献 

References

好氧条件 

Aerobic condition 

联苯代谢机制 

Metabolic 
mechanism of 
biphenyl 

联苯双加氧酶、二氢二醇脱氢酶、二羟基双

加氧酶、二烯酸水解酶 

Biphenyl dioxygenases, dihydrodiol, 
dehydrogenase, 2,3-dihydroxybiphenyl 
dioxygenase, 2-hydroxy-6-oxo-6-phenyl-hexa- 
2,4-dienoic acid hydrolase 

红球菌属、芽孢杆菌属、假

单胞菌属、伯克霍尔德菌属

Rhodooccus, Bacillus, 
Pseudomonas, Burkholderia 

[12,14-15]

木质素代谢机制

和单加氧反应 

Metabolic 
mechanism of 
lignin 

木质素过氧化物酶、锰依赖型过氧化物酶、

漆酶  

Manganese-dependent peroxidase, lignin 
peroxidase, laccase 

金丝孢杆菌、白腐真菌、丝

状真菌 P. chrysosporium, 

Whiterot fungi, 
Cunninghamella elegans 

[13,16] 

厌氧条件 

Anaerobic 
condition 

还原脱氯反应 

Reductive 
dechlorination 
reaction 

还原酶 Reductase 脱盐杆菌、脱盐球虫菌、脱

盐螺菌 Desulfitobacterium, 

Dehalococcoides, 
Dehalospirillum 

[11,17] 
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图 1  多氯联苯的代谢途径 
Figure 1  Metabolic pathway of PCBs 
 

2  Burkholderia xenovorans LB400 的基因
组和降解基因 

芳香族化合物的降解是通过脱卤或氧化芳香

环起始的，从而使其更易于被环裂解。质粒、转座

子和整合遗传元件(通过水平基因转移产生)上大量

的芳香族降解基因导致了芳香族降解途径的进化，

这使得微生物能够通过典型降解途径代谢多种芳

香族化合物。通过使用基因组学和蛋白质组学方

法，研究者已报道了一系列多氯联苯降解菌株的概

况，如表 2 所示。其中，LB400 菌株降解 PCBs 的 

途径已在遗传和生化水平得到了广泛的鉴定。在分

析 Burkholderia xenovorans LB400 的转录组时也揭

示了推定的解毒机制和不同环境条件(例如碳源和

生长期)对 Burkholderia xenovorans LB400 降解效率

的影响[28]。 

LB400 基因组的大小为 9.73 Mb，包括 2 个环

形染色体(分别为 4.90 Mb 和 3.36 Mb)和环形巨大

质 粒 (1.47 Mb)[18] 。 在 众 多 好 氧 降 解 菌 株 中 ，

Rhodococcus sp. strain RHA1 与其基因组大小

为相近。RHA1 基因组大小为 9.70 Mb，包括 1 条

染色体(7.80 Mb)和 3 个质粒(分别为 1.12 Mb 的

pRHL1 、 0.44 Mb 的 pRHL2 和 0.33 Mb 的

pRHL3)[18,24]。然而，两个菌株中与多氯联苯代

谢相关的基因分布有较大差异。在菌株 LB400 基

因组中，与多氯联苯代谢相关的基因位于巨型质

粒的 bph 操纵子上，如图 2 所示。操纵子包含编

码联苯双加氧酶(biphenyl dioxygenase，BPDO)、

顺 式 -2,3-二 氢 -2,3-二 羟 基 联 苯 脱 氢酶 (BphB)、

2,3-二氢联苯-1,2-双加氧酶(BphC)的基因和二烯

酸水解酶(BphD)的基因；其中 bphC 和 bphD 之间

还有 3.5 kb 大小的序列区，包含编码谷胱甘肽转

移酶(BphK)的基因和其他与 PCBs 代谢相关的基

因[18,29]。在 Rhodococcus sp. RHA1 基因组中，主

要 的 bph 基 因 簇 位 于 pRHL1 上 ， 由

bphA1A2A3A4-bphC-bphB 组成，bphD1 以及其他

基因则位于 pRHL2 等质粒上[29]。随着越来越多

的基因组被测定，可以发现这种基因分布上的差

异并非个例，在好氧降解菌株中广泛存在。例如

Rhodococcus globerulus P6 的 bph 操纵子的组织结

构与菌株 LB400 十分相似，但该菌株被证明存在

多个 bphC 基因；在红球菌 TA421 中，7 个 bphC

基因中有 3 个位于同一个质粒上[30]。从进化角度

来看，这种分布上的差异可能与外源性 bph 基因

的插入有关。 
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图 2   菌株 LB400 和 RHA1 降解基因分布 
Figure 2  Distribution of degradation genes for strain LB400 and RHA1 

 
研究发现，Burkholderia xenovorans LB400 与

Rhodococcus sp. strain RHA1 和 P. pseudoalcaligenes 

KF707 等好氧降解菌株的 bph 基因簇均具有降解多

种芳香族化合物的潜力，并且基因组序列显示出

异常高的代谢通用性；同时，LB400 菌株的基因组

近 20% 的 基 因 被 证 明 是 通 过 水 平 基 因 转 移 获    

得[18,24,29]。其他测序的芳香降解细菌，如恶臭假单

胞菌 KT2440，其编码联苯降解途径中酶的基因位

于移动性遗传元件中，而恶臭假单胞菌 KF715 含

有的 bphABCD 基因簇被认为是从 LB400 型基因簇

进 化 而 来 [31-33] 。 这 些 研 究 表 明 ， Burkholderia 

xenovorans LB400 等好氧降解菌株中 bph 基因并非

独立进化，而是拥有共同的起源。bph 基因在质粒

或转座子等移动遗传元件上的存在表明这些基因

能够在基因组之间移动，从而使微生物群落适应

PCBs。总体而言，我们对涉及 PCBs 代谢的酶和基

因的知识仍然不够深入，并且细菌降解途径的多

样性被大大低估。 

3  Burkholderia xenovorans LB400 中的酶
系统 

正确理解多氯联苯降解的生物化学过程是成

功构建和优化多氯联苯降解菌的关键。下面将阐

明联苯分解代谢途径中每一种酶在 PCBs 降解中的

作用，并对这些酶的生物催化特性和人工进化的

现有研究进行总结。 

3.1  联苯双加氧酶 

联苯双加氧酶(BPDO)对于 PCBs 的代谢至关重

要。一方面，它们的双氧化区域专一性决定了随

后代谢途径的攻击位点；另一方面，它们的底物

特异性决定了生物体可以转化的多氯联苯的范围[34]。

菌株 LB400 的联苯双加氧酶包含 3 个组分：(1) 末

端氧化酶(BphAE)，其是一个六聚体，如图 3 所

示，由 3 个 α 亚基(Mr=51 000)和 3 个 β 亚基(Mr=   

22 000)组成； (2)  铁氧还原蛋白(BphF，M r=     

12 000)；(3) 铁氧还蛋白还原酶(BphG，M r=    

43 000)，BphAE 直接与底物相互作用，实现联苯 
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图 3  联苯双加氧酶模型 
Figure 3  The model of biphenyl dioxygenase  
 

的二羟基化催化反应[35]。应该注意的是，同类降

解菌中的 BphAE，即末端氧化酶可分为两类，一

类末端双加氧酶为同源多聚体，而另一类则是由

大亚基(α)和小亚基(β)组成的异源多聚体。在酶与

底物反应过程中，电子由辅酶因子 NAD(P)H 经还

原酶链转移至末端氧化酶[35]。 

通 过 序 列 分 析 可 以 发 现 ， Pseudomonas 

pseudoalcaligenes KF707 与菌株 LB400 的 BPDO 基

因核苷酸序列几乎完全相同(仅在 α 亚基上存在  

20 个氨基酸的不同)；然而，这两种菌株对 PCBs

的降解能力存在较大差异，菌株 LB400 氧化 PCBs

同系物的范围比KF707 氧化范围宽得多，而KF707 联

苯双加氧酶对几种双对位取代的多氯联苯有更大

的活性[12,34,36]。这 2 个菌株在 PCBs 降解过程中所

表现出的差异说明 α亚基可能与底物特异性有关。

菌株 LB400 的 BphAE 的 α 亚基被认为在反应中起

关键作用，共分为 4 个区域。在 LB400 联苯双加氧

酶与底物结合过程中，Ⅰ、Ⅱ区域中某些氨基酸

会发生移动，其移动距离随着底物不同而不同，

如 283 位的丝氨酸；Ⅲ、Ⅳ区域的某些氨基酸被证

明具有底物识别的作用，比如Ⅲ区域氨基酸顺序

为 Thr335Phe336Asn337Asn338Ile339Arg340Ile341 的 片

段 ； 同 时 BphAELB400 的 氨 基 酸 Asn377Phe378 、

Phe384、Gln255Ile258 和 Ala268 也被证明对双加氧酶的

催化性能有影响[12,36-37]。 

研究表明，联苯分子的 2 个苯环在反应时并不

是平行的，而是在某些好氧菌株如 Rhodococcus 

jostii RHA1 和 Pandorae pnomenusa 双加氧酶的催

化口袋内发生了倾斜[38]。这一结果引起关注，因

为已知毒性 强的邻-对位取代同系物是共面构象

的。BphAELB400 对二苯并呋喃(共面构象分子)的氧

化效率不高，然而，将 BphAELB400 的 2 个氨基酸残

基 Thr335Phe336 突变为 Ala335Met336 即得到突变体

BphAEp4。相比于 BphAELB400，BphAEp4 的底物谱

范围扩大，能够代谢更多的持久性污染物，如 2,6-

二氯联苯；其中，Ala 取代 Thr335 是 BphAEp4 获得

新特性的关键[38-39]。LB400 中 BphAE 的 Thr335 并不

与底物直接接触，但通过极性作用限制催化腔里

的 Val320Gly321Gln322 段的移动；Thr335 突变为 Ala

可以缓解分子段内的约束，允许在底物结合过程

中这些残基段的显著移动，从而增加了可用空

间，以容纳体积较大的底物，如 2,6-二氯联苯、二

苯并呋喃等[38]。因此，联苯双加氧酶的底物范围

可以通过突变催化腔内的氨基酸残基调节催化腔

的可塑性来改变，从而创造出容纳结构上具有不

同构象底物所需的空间。随后，将 BphAEp4 的

Asn338Ile341Leu409 转化为 Gln338Val341Phe409 得到突变

体 BphAERR41，后者比前者能够更有效地氧化二苯
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并呋喃[38,40]。结构和生化分析表明位于邻近亚基

Rieske 结构域界面催化域的几个蛋白结构参与亚基

组装和催化反应(电子转移和质子化)[38]。研究发现

BphAERR41 对二苯并呋喃的代谢能力优于 BphAEp4，

这是由 Gln 取代 Asn338 及 Phe 取代 Leu409 的双重取

代所导致；从晶体结构来看，这 2 个残基离基体很

远，但它们一起影响亚基组装和底物诱导构象，

从而影响催化反应[38,41-42]。 

综上所述，催化腔内的Ⅲ、Ⅳ区氨基酸残基

在固定非反应联苯环的过程中起着至关重要的作

用，改变这一区域是增强联苯双加氧酶对共平面

的二苯并呋喃及其类似物降解活性的一条有效途

径。然而，与以上 2 个区域相比，人们对Ⅰ、Ⅱ区

域氨基酸残基的功能知之甚少。 

3.2  2,3-二氢-2,3-二羟基联苯脱氢酶 

联苯分解代谢途径的第二步是由脱氢酶催化

生成二羟基代谢物。2,3-二氢-2,3-二羟基联苯脱氢

酶(BphB)由四聚体组成，如图 4 所示。氨基酸序列

分析显示 Pseudomonas putida OU83、B. xenovorans 

LB400 和 P. pseudoalcaligenes KF707 的 bphB 基因

表现出高度同源性；作为短链还原酶家族的一

员，BphB 与其他短链还原酶在催化三联体的折叠

和定位方面非常相似，仅在辅因子结合位点上有

微小的差异[43]。B. xenovorans LB400 中 BphB 的结

构已经被确定，其 X 射线结构表明，142 位的丝氨

酸、159 位的赖氨酸、去质子化的 155 位的酪氨酸

和辅酶 NAD+ (烟酰胺腺嘌呤二核苷酸)形成 BphB

的活性位点；同时，通过氢键等结合底物多卤代

联苯来实现底物和酶构象的改变，从而降低反应

的活化能[43]。Zhang 等[44]通过量子力学和分子力学

的方法解释了 BphB 催化反应的过程，BphB 对底

物的催化属于碱催化，由去质子化的 155 位的酪氨

酸引起催化反应，酪氨酸的 O 原子可以与底物羟

基上的 H 原子形成氢键(键长为 1.64 Å)，而氢键形

成的同时也伴随着底物羟基 O−H 键的断裂；同

时，离开的 H 原子与充当催化碱的酪氨酸的 O 原

子共价结合，底物上与羟基成键的 C 原子上的 H 原

子被辅酶 NAD+的 C 原子接受形成 σ 键，这与实验

数据也相吻合。量子力学和分子力学法在酶学方面

的应用，提供了研究催化机制的一种思路，将生理

生化数据与微观力学分析相结合，对于明确关键氨

基酸残基在催化过程中的作用具有重要意义。 

值得注意的是，BphB 具有广泛的底物特异

性，参与各种芳香化合物降解，包括 3,4-二氢-3,4-

二羟基联苯和其他由芳族和杂芳族化合物如二苯

并呋喃、类黄酮双氧合制得的二氢二羟基产物；

除了 2,6 位取代的化合物外，B. xenovorans LB400

的 BphB 基本可将所有在非氧化环带有氯原子的联 

 

 
 

图 4  2,3-二氢-2,3-二羟基联苯脱氢酶模型 
Figure 4  The model of BphB  
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苯 2,3-二氢二醇进行有效脱氢[43,45]。因此，2,3-二

氢-2,3-二羟基联苯脱氢酶并不是降解途径中的瓶

颈，人工进化方面的研究较少。 

3.3  2,3-二羟基联苯-1,2-双加氧酶 

联苯分解代谢途径的第 3 个反应是由二羟基双

加氧酶(BphC)将 2,3-二羟基联苯转化为 2-羟基-6- 

氧-6-苯基二烯酸(HOPDA)，BphC 是一种二羟基儿

茶酚环裂解双加氧酶，如图 5 所示，通过催化 2 个

氧原子加入底物的邻苯二酚环，导致其裂解[12]。

外源性双加氧酶的活性位点通常含有 1 个 Fe(II)，

Fe(II)和酶之间可能以配位键相互结合 [46]。Hatta 

等从萘降解菌 Bacillus sp. JF8 中分离纯化出一种耐

热的 Mn(II)依赖型 BphCJF8，该酶在 80 °C 和 75 °C

时的半衰期分别为 30 min 和 81 min；尽管 BphCJF8

的 一 级 结 构 与 Rhodococcus globerulus P6 和

Burkholderia sp. LB400 的 BphC 的序列相似性不到

25%，但 BphCJF8 中活性位点残基极具保守性[46]。 

从 Burkholderia sp. LB400 和 Pseudomonas sp. 

KKS102 中分离得到的 BphC 极易被氧化，在厌氧

条件下测定其结构，需要进行厌氧纯化；BphC 由

八聚体组成，每个单体包含 2 个域；每个域有 2 个

拷贝，由 4 个 β 链和 1 个 α 螺旋形成，顺序为

β-α-β-β-β[47]。因此，每个单体在 2 个区域内包含该

单元的 4 个拷贝，这表明该酶在进化过程中存在遗

传复制。由于 BphC 对 3-氯邻苯二酚的高敏感性，

容易由邻氯二羟联苯代谢物引起底物抑制，以及

它们不能裂解间对羟基二羟联苯代谢物，使其成

为多氯联苯降解途径中的瓶颈[46-47]。随着 Denome

发现 Pseudomonas sp. C18 的同源酶 1,2-二羟基萘双

加氧酶比 BphC 更有效地催化间对羟基化代谢产物

的环裂解[48]，使得其他联芳基化合物降解菌株成

为了 PCBs 降解酶的重要来源。因此，考虑到二羟

基双加氧酶的同源性，定向进化 BphC 或将成为克

服由 BphC 局限性引起的瓶颈的有效手段。 

3.4  2-羟基-6-氧-6-苯基-2,4-二烯酸水解酶 

联苯代谢通路的 后一步由二烯酸水解酶

(BphD)催化，将 2-羟基-6-氧-6-苯基-2,4-二烯酸

(HOPDA)水解生成 2-羟基-2,4-二烯酸酯和苯甲酸[49]。

来自 Burkholderia sp. LB400 的 HOPDA 水解酶是一

种同型四聚体酶，如图 6 所示，其亚基可以分为核

心域和限制域，同所属水解酶家族其他成员相同

的是其催化过程需利用 Ser-His-Asp 三联体[50]。李

延伟的研究提供了 BphD 的底物辅助酰化过程的更

多细节，BphD 的催化过程属于共价催化，酶活性 

 

 
 

图 5  2,3-二羟基联苯-1,2-双加氧酶模型 
Figure 5  The model of BphC  
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图 6  2-羟基-6-氧-6-苯基-2,4-二烯酸水解酶模型 
Figure 6  The model of BphD  

 
中心具有一个非极性和一个极性亚位点，分别用

于容纳其天然底物 HOPDA 的苯基和二烯酸部分；

酰化过程的产物(2-羟基-2,4-二烯酸)被 3 个水分子

代替，其中 1 个参与脱酰过程；同时，他们发现了

可 能 加 速 BphD 降 解 速 率 的 突 变 靶 标 ( 如

Phe239)[50]。 

Seah 等则比较了 B. xenovorans LB400 和 R. 

globerulus P6 HOPDA 水解酶的催化性能异同，分

离自菌株 LB400 的 HOPDA 水解酶对苯环上带有氯原

子 的 HOPDA 具 有 较 强 的 降 解 活 性 ； 同 时 ，

3-Cl-HOPDA 和 4-Cl-HOPDA 对 酶 抑 制 作 用 较      

弱[49,51]。然而，与LB400 中的BphD 不同，Rhodococcus 

globerulus P6 中 的 BphD 对 3-Cl-HOPDA 和

4-Cl-HOPDA 较为敏感[49-51]。这意味着 HOPDA 水

解酶的底物特异性随酶结构的不同变化很大。通

过对同源酶的比较研究，可以发现关键氨基酸残

基的具体功能，帮助设计新的 BphD 工程酶，使其

能够更有效地降解在 2 个环上都带有氯原子的同类

物质。 

4  Burkholderia xenovorans LB400 对 PCBs

的降解应用 

环境中多氯联苯的迁移转化是由物理、化学

和生物过程的相互作用所控制。物理过程是多氯

联苯从土壤、地下、水体和大气等离开其来源的

过程，而化学和生物过程决定了其转化的程度。

同样地，多氯联苯污染的修复也对应着物理修

复、化学修复和生物修复。物理和化学修复主要

包括高温、高压、强碱性环境、光催化、金属催

化、电化学催化等过程。然而在生物修复过程

中，原位的土壤细菌是参与 PCBs 降解的主要贡献

者；有学者对 B. xenovorans LB400 降解多氯联苯的

底物谱和降解率做了研究，发现 B. xenovorans 

LB400 在 1–1.7 mg/L 的底物浓度下，能降解 15 种

多氯联苯如表 3 所示，而且对低氯代的联苯降解率

高于多氯代的联苯[52]。同时，与另一株模式菌株

Rhodococcus sp. strain RHA1 相比，B. xenovorans 

LB400 对 PCBs 代谢物的毒性表现出更高的耐受  

性[53]。鉴于商用 PCBs 多为三氯到六氯的多氯联

苯，B. xenovorans LB400 菌株在生物修复方面极具

潜力。当前的研究结果表明，利用工程酶和细菌

对持久性污染物及其类似物所造成的污染进行修

复是可行的。联苯降解菌可以降解间位、对位取

代、共平面、双邻位取代的持久性污染物以及通

过厌氧降解来代谢高氯代联苯[53-54]。 
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表 3  B. xenovorans LB400 对多氯联苯的降解参数表 
Table 3  Degradation parameters of polychlorinated 
biphenyls by B. xenovorans LB400 

PCBs OD600 t (h) Depl (%) C0 (mg/L) 

1 0.400 24.0 100±0 0.94 

3 0.400 22.7 100±0 0.94 

5 0.395 20.8 99±0 1.12 

16 0.395 20.2 91±1 1.29 

17 0.386 22.2 97±1 1.29 

18 0.395 19.8 92±2 1.29 

20 0.397 21.6 89±7 1.29 

25 0.400 23.4 42±1 1.29 

31 0.395 20.8 92±2 1.29 

34 0.400 22.2 80±2 1.29 

41 0.404 22.5 39±5 1.46 

52 0.397 22.5 87±3 1.46 

69 0.404 23.0 26±2 1.46 

70 0.397 22.1 57±3 1.46 

101 0.397 21.9 47±1 1.63 

注：PCBs 为多氯联苯；C0 为多氯联苯起始浓度；t (h)为降解时

间；Depl (%)为降解率. 

Note: PCBs indicates polychlorinated biphenylsl; C0 indicates 
initial concentration of polychlorinated biphenyls; t (h) indicates 
degradation time; Depl (%) indicates degradation rate. 
 

另外，植物对多氯联苯污染的修复做出了积

极的贡献。植物本身可以积累和代谢 PCBs，但其

代谢速率较慢并产生有毒代谢物[55-56]。然而，植

物可以与根际细菌联合作用有效降解 PCBs。有学

者提出可以利用转基因植物表达降解 PCBs 的基

因，诱导 PCBs 降解并将部分 PCBs 代谢物进行解

毒代谢[57-58]。Mohammadi 等的研究表明，在烟草

植株短暂表达 B. xenovorans LB400 编码 BPDO 的基

因实验中，每个组分(BphAE、BphF、BphG)都可

以作为活性蛋白单独在植物中产生，这意味着利

用转基因植物降解 PCBs 似乎是可行的[59-60]。未来

或将通过转基因植物和根际细菌开发出一种高效

绿色的修复多氯联苯污染的方法。 

5  结论与展望 

作 为 研 究 多 氯 联 苯 降 解 的 模 式 菌 株 ， B. 

xenovorans LB400 降解 PCBs 的途径已在遗传和生

化水平得到了广泛的鉴定。参与起始代谢的联苯

双加氧酶通常被认为是该途径的关键酶，其决定

了底物范围和 PCBs 降解程度。然而由 bphC 编码

的二羟基双加氧酶和 bphD 编码的水解酶被认为是

PCBs 降解中的瓶颈，需要不断优化。设计修饰酶

以增强其对底物和底物类似物的活性，需要了解

酶催化腔的氨基酸与底物相互作用中用以结合和

定位的机制。通过比较不同的蛋白质进化策略，

关于这些酶的作用机理已经取得了重大进展，其

中还包括对谷胱甘肽转移酶(BphK)功能的阐述。 

然而，总体来看，对于 B. xenovorans LB400 等

多氯联苯降解菌株的研究仍存在很多值得探讨的

地方，具体包括以下几个方面：(1) 从基因层面来

看，与 PCBs 相关降解基因的功能较为明确，但在

调控基因方面仍有空白，如在菌株 LB400 的 bph 操

纵子上 bphB 和 bphC 间的序列 ORF 调控作用仍不

明确，有待分子生物学层面进一步的探究。(2) 在

降解酶方面，设计修饰酶以增强其对底物的活性，

需要对酶的结构以及关键氨基酸残基的作用有详

细的了解。但是，在催化腔中排列的氨基酸残基或

那些影响底物定位以及影响催化中心构象的氨基

酸残基的确切作用有的仍不清楚，如在菌株 LB400

联苯双加氧酶催化底物反应时，BphAE 催化腔  

283 位的丝氨酸发生明显的移动，但目前对于其作

用知之甚少。因此，需要对能够与底物反应的野生

型和进化型酶的晶体结构结合分子力学进行分析，

以帮助探究这些酶扩大其底物特异性的机制。(3) 在

降解途径方面，B. xenovorans LB400 等多氯联苯降

解菌株对很多多氯联苯及其结构类似物的代谢过

程都存在中心代谢途径。然而，转化转座等产生的

新基因和基因转移、重组过程导致的遗传进化往往

导致围绕中心代谢途径的旁支代谢途径的变化，这

种旁支途径的变化仍需探究。(4) 微生物并不是生

物降解过程的唯一驱动因素，植物对 PCBs 污染的

修复也有重要贡献。植物和微生物联合应用的根际

修复成为近年来研究的热点。未来设计优化 B. 

xenovorans LB400 工程菌以及与植物联合作用或将

成为控制多氯联苯污染的重要手段。 
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