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在高度城市化的地区，人为活动造成的污染损害了土地的完整性，减少了农业耕作的土壤利用率。
二苯并噻吩（DBT）是一种城市地区常见的杂环芳香烃，常被用作污染物微生物转化研究的模型
化合物。人体接触的可能性及其健康风险使DBT成为一种令人担忧的化学品，因此，需要对DBT
进行环境管理。利用甘油刺激伯克霍尔德菌属C3（Burkholderia sp. C3），降解其中的DBT，内容
涉及以下方面：①DBT的生物降解动力学；②细菌生长；③鼠李糖脂（RL）的生物合成；④RL分
泌。在甘油与DBT最佳摩尔比的情况下，实验第1天，DBT的生物降解速率常数与单独使用DBT培
养基相比提高了18倍，DBT的生物降解率提高了25%~30%。这种增长变化与细菌生长加快和RL生
物合成反应的增强有关。蛋白质组学研究揭示了参与RL生物合成作用的上级和主要阶段的酶类。在
增添了甘油和DBT的培养基中鉴定出了鼠李糖脂的同系物：Rha-C10-C10、Rha-Rha-C10-C10、Rha-
Rha-C10-C12和Rha-Rha-C12-C12，然而，在不含甘油或添加了RL抑制剂的培养物中只鉴定出Rha-
C12-C12。研究表明，甘油通过促进RL的合成和细菌的生长来促进DBT的生物降解。根据这些结果，
值得进一步研究甘油对环境生物的刺激作用，以促进生物修复技术的发展和提高农业土壤的有效性。
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1. 引言

土壤和水是农业生产必不可少的自然资源。在高度

城市化的地区，人类活动造成的污染损害了农田和河流

的完整性，导致土壤功能下降并引发食品安全问题。北

非和南亚等地区可用土地的利用率已超过90% [1]。在

中国，污水灌溉造成了土壤污染[2]。土壤生物修复可

以帮助恢复土地以进行重复利用和农作物生产。生物

修复是利用微生物的生命代谢活动去清除环境中的污

染物[3,4]。多环芳烃（PAH）是一类典型的人类活动污

染物[2]。二苯并噻吩（DBT）是一种重要的含硫PAH 
[5]，常被用作评估多环芳烃土壤污染[5]的模型化合物。

DBT是一种疏水性化合物，水溶解度为7.9 µmol·L–1，

辛醇-水系数为4.44 [6]。DBT的亲脂性使其既能够在环

境中富集，又能通过食物链进行生物蓄积，从而引发食

品安全和生态毒理风险[7]。研究发现，DBT会明显损

害斑马鱼胚胎的心脏功能，并且高浓度的DBT含量与胚

胎形态异常和死亡[6]相关。一项研究表明，DBT及其

代谢产物在T47D人乳腺癌细胞[8]中充当雌激素类化合

物。沉积物和城市地区中DBT的高检测频率、人体接

触的潜在风险和健康威胁使其成为一种令人担忧的化学

品，因此需要对DBT进行环境管理[5,8]。
疏水性污染物（如DBT）的生物修复经常受到微

生物丰度低和化学生物利用度差的限制，导致生物降
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解动力学作用降低[9]。除了分解代谢酶[10–12]外，在

污染土壤中有意增加能够产生生物表面活性剂的微生

物[13,14]，也是一种提高化学溶解和生物利用度的方法

[15,16]。细菌产生生物表面活性剂和分解代谢酶的现象

[17–20]表明，微生物通过进化适应来克服底物利用性

低的问题。

伯克霍尔德菌C3是从PAH污染区分离出来的PAH
降解菌[21]。它含有负责降解PAH [如菲（phenanthrene）]
的双加氧酶基因[22,23]。本研究旨在探讨甘油作为共底

物刺激C3菌株降解DBT。我们的初步研究表明，与其

他测试底物（如葡萄糖）不同，甘油可以增强DBT的生

物降解作用。在添加甘油的培养基过程中，观察到明显

的DBT增溶、泡沫形成和C3对DBT的早期降解，而在

仅有DBT的培养基中未观察到此现象。这种差异是由一

种表面活性剂的分泌造成的。甘油很容易进入β-氧化和

从头合成脂肪酸（FAS II）的脂质代谢途径，从而影响

鼠李糖脂（RL）生物表面活性剂和聚羟基烷酸（PHA）

的产生[24,25]。关于伯克霍尔德菌属（Burkholderia sp.）
产生的鼠李糖脂（RL）的报道很少。据我们所知，这

是关于甘油诱导的RL生物合成与DBT生物降解直接关

联的首次报道。我们的研究表明，甘油生物刺激可提高

疏水性污染物的生物利用度，从而实现对环境中DBT的

有效降解。因此，本研究中涉及的研究技术可能适用于

疏水性污染物（如农药）的生物修复。

2. 材料和方法

2.1. C3 的培养和二苯并噻吩的生物降解

在450 ℃下，将实验试管高温烘烤3 h。将溶解在

丙酮中的DBT倒入试管中，然后用氮气（N2）将丙酮

完全蒸发。接下来，往试管中加入5 mL的基本培养基

（MM）[26]和适量的50%甘油的水溶液。DBT的终浓

度为0.54 mmol·L–1 [100 ppm (1 ppm = 10–6)]；甘油的终

浓度为0、0.05 mmol·L–1、0.5 mmol·L–1、5 mmol·L–1、

50 mmol·L–1、200 mmol·L–1或500 mmol·L–1。在LB富

集培养基中30 ℃过夜培养的C3细胞，用基本培养基

（MM）清洗3次，把基本培养基的光密度调整至OD600 
= 0.5时的水平，在0.05 OD600的浓度下，在每支试管中

接种0.5 mL的C3细胞。同时，还准备了含甘油但不含

DBT的培养物。在RL生物合成抑制实验中，2-溴己酸

（HEX）和2-溴辛酸（OC）的终浓度为2 mmol·L–1。在

30 ℃的旋转振荡器中以200 r·min–1的速度培育培养物。

高压灭菌的C3细胞为对照组。

2.2. 二苯并噻吩的提取和分析

根据参考文献[27]的方法提取和分析DBT。实验

过程总结为：在用氯化氢（HCl）将培养物酸化至pH值

为2~3后，用乙酸乙酯提取DBT 3次。然后在配有Aqua 
C18色 谱 柱（150 mm×4.60 mm， 粒 径 为5 µm；Phe-
nomenex, Inc., USA）的Agilent 1100系列高效液相色谱

仪（HPLC）上分析DBT，检测波长为245 nm。流动相

为60%的乙腈水溶液（ACN）。

2.3. 数据计算

根据平均值条的标准误差（平均值代表3个或6个
生物学重复之间的差异）绘制时间点。降解曲线用一级

动力学方程C = C0×e–kt拟合，其中，k是DBT生物降解

速率常数，C是时间t时测得的浓度，C0是初始浓度（表

1）。采用公式t1/2 = ln2/k计算DBT的半衰期（t1/2）。采用

IBM SPSS Statistics 19软件进行统计学检验，如Tukey
真实显著性差异检验法（HSD）测试、最小显著差异法

（LSD）测试和Bonferroni法测试。

2.4. 蛋白质的提取

蛋白质的提取方法以研究报告[28]为基础并稍加改

动：实验第2天从培养物中收集C3细胞，用过滤和消毒

的蒸馏水清洗3次，然后进行蛋白质的提取。将9 mL
的9 mol·L–1尿素溶液与1 mL的10×蛋白酶抑制剂溶液

混合，制备裂解缓冲液。用Sigma快速蛋白酶抑制剂片

剂（Sigma-Aldrich, USA）制备蛋白酶抑制剂溶液。用

5850g的离心力完全除去培养基后，将细胞沉淀重新悬

浮在700 µL的裂解缓冲液中。将该细胞悬浮液添加到

300 µL的裂解缓冲液并将混合液置于螺纹样品瓶中，该

螺纹样品瓶（比例为2∶3）中预先装有直径为0.5 mm玻

璃珠（BioSpec Products, USA）。先后在小型珠磨式组织

研磨器（BioSpec Products, USA）和冰上以最大速度循

环进行6次珠磨，各持续1 min，破坏细胞膜。在离心力

20 820g下离心15 min去除细胞碎片后，用Amicon Ul-
tra-0.5 mL离心过滤器（3 K cutoff; Millipore, USA）过

滤培养液的上清液以浓缩蛋白质。然后用500 µL mQ水

漂洗过滤器。

2.5. 液相色谱 - 质谱（LC-MS）分析用蛋白质样品的制备

将36 µg的蛋白质上样到12%的SDS-PAGE。用含考
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马斯蓝的凝胶给蛋白质条带染色，以便于观察。每个凝

胶泳道容积被分级为约1 mm3，并用25 mmol·L–1碳酸氢

铵（NH4HCO3）或50%乙腈（ACN）清洗，直至碎片

变得清晰可见。先用100% ACN对凝胶碎片脱水，然后

在56 ℃下进行30 min的二硫苏糖醇还原反应，然后在

室温下进行20 min的碘乙酰胺烷基化反应。在37 ℃下

用胰蛋白酶/Lys-C混合液（Mass-Spec Grade, Promega, 
USA）消化凝胶里的蛋白质，时长16~18 h。将蛋白质

消化物脱盐并用Pierce C18 tips (Thermo Scientific, USA)
浓缩，然后在Bruker nanoLC-amaZon速度离子阱质谱

仪系统上进行分析。在C18分析柱（0.1 mm×150 mm, 
3 µm, 200 Å, Bruker, USA）上用含0.1%甲酸的乙腈溶液

（浓度配比范围：5%~65%）梯度洗脱80 min（2 min的
运行延迟）后分离出肽。洗脱90 min后，将流动相更改

为含有0.1%甲酸的95% ACN溶液，并保持原样10 min，
下一步用含有0.1%甲酸的5% ACN溶液柱平衡20 min。
流速为800 nL·min–1。质谱仪的参数设置为：毛细管电

压为1600 V，毛细管温度为149.5 ℃。在质荷比（m/z）
400~3000的范围内进行扫描，然后对10种最丰富的离

子进行数据相关串联质谱（MS/MS）分析，仪器误差

为0.5 Da。动态排斥设置为重复同一前体离子两次，然

后排斥0.8 min。

2.6. 蛋白质数据库和数据库检索

使用数据分析软件（Bruker, USA）将原始文件（文

件类型为BAF）转换为mascot 通用格式（.mgf格式）。

峰值提取算法为顶点算法。绝对强度阈值为100。
标准型和同工型蛋白质序列（492个条目）数据库

为FASTA格式，并从UniProt数据库下载（2016年4月4
日上午9:35）。该数据库由固定搜索词——伯克霍尔德

菌（Burkholderia）（UniProt分类法：32008）和其他关

键词——不同蛋白质名称组成。使用MyriMatch搜索引

擎进行数据库搜索[29]。配置如下：分析仪器类型为离

子阱，前体质量为auto，酶为胰蛋白酶/P（允许鉴定胰

蛋白酶/Lys-C混合消化物），平均前体耐受性为1.5m/z，
片段耐受性为0.5m/z，单体前体耐受性为10 ppm。改性

方法为：氨甲酰甲基（固定）和蛋氨酸氧化（可变）。

2.7. 数据标准化

用IdPicker软件对每次处理中鉴定出的蛋白质进行

光谱计数。处理方法如下：A. 0.54 mmol·L–1 DBT；B. 
50 mmol·L–1甘油；C. 50 mmol·L–1甘油和0.54 mmol·L–1 
DBT；D. 50 mmol·L–1甘油、0.54 mmol·L–1 DBT和

2 mmol·L–1 OC。将肽与其MS/MS匹配的过滤器如下：

最大错误发现率（FDR）为1%，每个肽和每个匹配

项至少有一个光谱。为了使肽与蛋白质相匹配，实验

至少允许有两个不同的肽和光谱以及两个最小的附加

肽[30,31]。根据参考文献[32]中的假设对数据进行标

准化，即MS/MS强度等于1且不考虑肽的长度。应用 
lg(normalized count + 1)，并将标准化数据与原始数据进行比较。

用DEseq [33]进行方差分析（ANOVA, p<0.05），找出具

有统计学意义的蛋白质丰度变化。每种蛋白质的甘油与

DBT相互作用的p值和lg Fold change (FC)值如表2所示。

lg FC表示甘油与DBT相互作用的效应量。在有甘油和

DBT相互作用的处理（即处理C和D）中，lg FC值增大

表明甘油和DBT的相互作用对该处理中蛋白质的丰度

有积极影响。

2.8. 鼠李糖脂的提取和定量

根据参考文献[34]的方法提取鼠李糖脂。方法总

表1 生物降解速率常数的增强及DBT的半衰期取决于甘油浓度

Substrate Rate constant (d–1) R2 Half-life (d) N Fold changea

0.5 mmol·L–1 DBT 0.025 ± 0.01 0.63 27.5 30 0.0

0.05 mmol·L–1 glycerol and 0.5 mmol·L–1 DBT 0.064 ± 0.01 0.84 10.8 15 1.6

0.5 mmol·L–1 glycerol and 0.5 mmol·L–1 DBT 0.359 ± 0.09 0.90 1.9 15 13.2b

5 mmol·L–1 glycerol and 0.5 mmol·L–1 DBT 0.390 ± 0.05 0.99 1.8 15 14.5b

50 mmol·L–1 glycerol and 0.5 mmol·L–1 DBT 0.479 ± 0.02 0.99 1.5 30 18.0b

200 mmol·L–1 glycerol and  0.5 mmol·L–1 DBT 0.229 ± 0.02 0.99 3.0 15 8.1b

500 mmol·L–1 glycerol and 0.5 mmol·L–1 DBT 0.113 ± 0.00 1.00 6.1 15 3.5

0.5 mmol·L–1 DBT (autoclaved C3 cells) 0.002 ± 0.01 0.31 287.6 27 –0.9

50 mmol·L–1 glycerol and 0.5 mmol·L–1 DBT (autoclaved C3 cells) 0.009 ± 0.00 0.99 70.44 15 –0.6

Exponential decay equation, C = C0×e–kt was used for fitting “N” data points where k is rate constant and t is time in day; R2 is the coefficient of determination.
a Relative to rate constant of 0.5 mmol·L–1 DBT. 
b Biostimulation at these glycerol concentrations was statistically significant (Tukey HSD; LSD; Bonferroni; p < 0.001).
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结为：实验第2天，在离心力5850g下离心10 min后，

用过滤器（孔径为0.2 µm）过滤分离细胞。用乙酸乙

酯（ethyl acetate）萃取培养基3次。在温和的氮气气

流下混合并干燥鼠李糖脂萃取物，收集剩余物，重新

悬浮于0.5 mL的甲醇中。在基本培养基（MM）中，

对溶于5 mmol·L–1或50 mmol·L–1甘油中的RL标准液

（50 µg·mL–1）进行相同的操作。用orcinol测试[35][含
0.19% orcinol（m/V）的53%硫酸（V/V）溶液]对鼠李

糖脂进行定量检测。收集和干燥250 µL样本试样，将

其重新悬浮于250 µL 水中并稀释定容。向100 µL 鼠李

糖脂萃取物溶液或不同浓度的鼠李糖脂标准液中加入 
900 µL苔黑素溶液试样，然后将混合液在80 ℃下温育 
30 min，在421 nm处测量其吸光值。在0~500 µg·mL–1的

浓度范围内绘制鼠李糖脂的标准曲线。根据参考文献[34]
的方法，用配备有Aqua C18色谱柱（150 mm×4.60 mm，

粒径为5 µm；Phenomenex Inc., USA）的Agilent 1100系列

的高效液相色谱仪（HPLC; Agilent Technologies, USA）

分离剩余的250 µL甲醇重悬浮液。分别在时间段（F1）
4~5 min处和时间段（F2）5~6 min处收集两个鼠李糖

脂馏分，然后放置在45 ℃条件下至完全干燥。将馏

分重新悬浮于10 µL 10%的ACN/水混合溶液中，用

Pierce C18 tips (Thermo Scientific, USA)将馏分脱盐。

对制造商的方案进行了如下修改：不使用三氟乙酸。

将F1和F2样本用C18脱盐10次，用5%的ACN清洗5次，

用10 µL 70%的ACN洗脱。在45 ℃下将样本充分干燥，

然后重新悬浮于2 µL 50%的ACN中，该溶液中含有 
40 mg·mL–1的2,5-二羟基苯甲酸（DHB）基质。将1 µL
基质点样到目标板上并风干，然后点样1 µL样品/基质

混合物。

2.9. 鼠李糖脂的鉴定

按照公开的程序步骤，用基体辅助激光解吸/电
离飞行时间（MALDI/TOF）ultraflexIII质谱仪（Bruker, 
USA）的正反射子模式操作鉴定出鼠李糖脂的同系物

[36]。用聚合度（DP）链校准该仪器：麦芽三糖水合

物（DP3, MW: 504.44 g·mol–1）、麦芽四糖（DP4, MW: 
666.57 g·mol–1）、麦芽五糖（DP5, MW: 828.71 g·mol–1）

和麦芽六糖（DP6, MW: 990.85 g·mol–1）[37]。从每个聚

合度链中提取500 µmol·L–1试样溶于mQ水中。依次将

5 µL 聚合度链混合到20 µL的DHB基质中，混合液的最

终浓度为62.5 µmol·L–1。在MALDI目标板上观察2 µL的

混合物试样，风干试样。质谱仪m/z的范围是300~1200，
激光束脉动频率为每次激光发射50次脉动，激光强度为

38%~50%。离子质量被限制在300 Da以下。使用Flexi 
Analysis软件和Compass Isotope Pattern模拟软件（Bruker, 
USA）进行质谱分析。根据参考报告[38]的方法创建in 

表2 实验第2天处理后，经鉴定的蛋白质调节伯克霍尔德菌属C3中鼠李糖脂的生物合成作用

UniProt ID Protein description
Relative abundance by treatment

lg FC p-value
A B C D

U1XYV8 HAA synthase (RhlA) 0.85 — 0.86 1.09 1.52 0.090

A0A0B6RU44 Rhamnosyltransferase 1 (RhlB) 1.46 1.02 — 1.28 –0.57 0.407

C4I4U9 Rhamnosyltransferase 1 (RhlB) 0.85 0.81 — 1.34 –1.20 0.274

Q3JLM3* Rhamnosyltransferase 2 (RhlC) 1.00 0.43 — — –4.34 0.001a

A2RWE5 Rhamnosyltransferase 2 (RhlC) 0.94 0.43 — — –4.34 0.001a

E1TAD4 Phosphoglucomutase/ phosphomannomutase (AlgC) 0.45 0.62 0.97 0.54 0.68 0.360

B4ECS6 dTDP-glucose 4,6-dehydratase (RmlB) — 0.13 0.24 0.27 0.84 0.503

H6TI92 dTDP-4-dehydrorhamnose-3,5-epimerase (RmlC) 1.13 — 0.58 1.24 0.91 0.233

Q2SYI1 dTDP-4-dehydrorhamnose reductase (RmlD) 1.22 0.60 1.10 1.52 2.73 0.030a

Q63S87 β-oxoacyl-ACP synthase 2 (FabF) — 0.62 1.38 — 0.78 0.235

A0A0D5VAR9 3-oxoacyl-ACP-reductase (FabG) 1.32 1.06 1.36 1.45 –0.58 0.328

A0A0D5VAC6 3-hydroxy-ACP-dehydratase (FabZ) 0.98 — — 1.10 1.39 0.140

K8R0G3 Acyl-CoA dehydrogenase (FadE) — — 0.69 — 1.99 0.089

Q3JVY2 Enoyl-CoA hydratase/3- hydroxyacyl-CoA 
dehydrogenase (FadB)

— 1.15 1.14 — –0.20 0.768

Treatments were A: 0.5 mmol·L–1 DBT; B: 50 mmol·L–1 glycerol; C: 50 mmol·L–1 glycerol and 0.5 mmol·L–1 DBT; D: 50 mmol·L–1 glycerol, 0.5 mmol·L–1 DBT, 
and 2 mmol·L–1 OC. Three biological replicates were analyzed in each treatment. The mean normalized value was shown in each treatment. The lg FC represented 
the glycerol*DBT interaction term. ACP: acyl carrier protein; CoA: coenzyme A; HAA: 3-hydroxy alkanoic acid.
a The changes in relative abundance among treatments showed significant differences (p < 0.05). 
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silico 数据库，为鼠李糖脂分配RL峰，质量误差为0.5 
Da。

使用Agilent 6520A液相色谱-四极杆飞行时间质谱

仪（LC-Q-TOF-MS）（Agilent Technologies, Canada）对

样品进行串联质谱（MS/MS）分析。在Luna C18色谱

柱（100 mm×2.0 mm，粒径为3 µm；Phenomenex Com 
Inc., USA）上，缓冲溶液从5 mmol·L–1 5% ACN甲酸铵

缓冲水溶液（aqueous ammonium formate buffer）变换到

95% ACN甲酸铵缓冲水溶液进行梯度洗脱，从而分离

出20 µL的鼠李糖脂样品，分离后静置15 min。流动相

的流速为0.3 mL·min–1。每次运行仪器之前先平衡色谱

柱10 min。电喷雾电离界面设置为负极。毛细管电压为

4000 V。碎裂器电压和分离器电压分别为180 V和80 V。

当系统处于MS/MS模式时，干燥和雾化气体设定为氮

气，碰撞气体设定为氦气。气体温度设为350 ℃。干

燥气流量为10 L·min–1。雾化器压力为25 psi。在m/z 为
50~1700范围内收集全扫描数据。MS/MS模式下的碰撞

能量为20 eV。

3. 结果与讨论

3.1. 甘油的生物刺激作用增强了 DBT 的生物降解，促

进了 Burkholderia sp. C3 菌株的生长

这项研究采用一种生物刺激策略，研究甘油对Bur-
kholderia sp.C3菌株的DBT生物降解能力的影响。DBT
和甘油的共底物实验既没有显示出碳分解代谢抑制现

象，也没有拮抗作用，这在其他共底物混合物中已被

报道[16,39,40]。如图1所示，结果表明，用甘油进行

生物刺激可促进C3细胞的生长，同时增强DBT的生物

降解。实验表明，DBT的生物降解的增强程度取决于

甘油与DBT的摩尔比和培育时间。当用0.5 mmol·L–1、

5 mmol·L–1、50 mmol·L–1和200 mmol·L–1的甘油刺激培

养物时，观察到显著差异（Tukey HSD; LSD; Bonfer-
roni; p<0.001）。在这些浓度下，培育1天后，甘油将

DBT的生物降解率提高了25%~30%。培育7 天后，在甘

油（50 mmol·L–1）与DBT摩尔比为92.6∶1的培养物中，

菌 株C3 100%地 降 解 了0.54 mmol·L–1（100 ppm） 的

DBT。该甘油的最佳浓度用于蛋白质组学和质谱实验。

在此浓度下，DBT半衰期从27.5天降低至1.5天，降至

最低，DBT降解速率常数显示出18倍的增长（表1）。
如表1所示，在高压灭菌细菌的对照培养物中观察到的

降解可忽略不计。与添加50 mmol·L–1甘油时的DBT生

物降解动力学相似，在含有0.5 mmol·L–1的培养物中，

C3菌株在第10天降解了0.54 mmol·L–1 DBT的92%。但

是，在此甘油浓度下，C3菌株的生长保持在0.05 OD600，

这表明生物量的增加不是DBT生物降解增强的唯一原

因，DBT生物降解增强涉及其他分子机制。统计分析

表明，第7天到第10天之间DBT生物降解没有显著差异

（Tukey HSD; LSD; Bonferroni; p<0.05）。因此，在本研

究条件下建议生物降解7天。

作为唯一的碳源，DBT不支持菌株C3细胞的生长。

培育10天后，OD600维持在0.05，这与初始接种量相等

（图1）。在含单一碳源的液体培养物中PAH的生物降解

取决于细菌菌株、PAH的结构和浓度。例如，在第7天，

C3菌株降解了40 ppm DBT的94% [22]。我们的结果表

明，在第7天，C3降解了100 ppm DBT的11%~12%。在

此浓度下，DBT对细菌没有明显的益处，甚至观察到生

物降解效率降低。这一发现得到了以下事实的支持：与

单用甘油相比，甘油-DBT混合物中的C3细胞生长受到

抑制。例如，当0.54 mmol·L–1的DBT与甘油组成的混

合物的浓度介于50~500 mmol·L–1之间，在培养1天后开

始，C3细胞生长减少，相对于单独的甘油，其生长增

加到0.3 OD600。在较低浓度（0.05~5 mmol·L–1）的甘油

中，DBT的生长不受抑制。50~500 mmol·L–1的甘油抑

制C3细胞生长可能与DBT、DBT的代谢产物或两者的

毒性有关。据报道，PAH的疏水性和致癌性会影响其毒

性[16,41,42]。 

3.2. RL 生物合成途径在 Burkholderia sp. C3 菌株中被

激活

甘油是假单胞菌产生RL的良好碳源[38]。它可以被

代谢吸收到影响PHA颗粒形成和RL产生的脂质的途径

中[24,38,43,44]。表2列出了在四种处理中检测到的酶的

相对丰度，即：A. 0.54 mmol·L–1 DBT； B. 50 mmol·L–1

甘 油；C. 50 mmol·L–1甘 油 和0.54 mmol·L–1 DBT；D. 
50 mmol·L–1甘油、0.54 mmol·L–1 DBT和2 mmol·L–1 OC
以及lg FC和p值。这些酶负责RL的生物合成，如图2所
示。RL的生物合成需要分别由FAS II [45,46]和（或）β-
氧化[24]产生的R-3-羟基癸酰基-ACP或-CoA脂质前体，

以及dTDP-L-鼠李糖糖前体[43]。一旦脂质和糖的前体

产生，RhlABC介导单-或双-RL的形成。在四种处理中

检测到了与dTDP-L-鼠李糖生物合成有关的合成代谢酶

AlgC和RmlBCD（图2、表2）。RmlD催化dTDP-4-酮-6-
脱氧-L-甘露糖合成dTDP-鼠李糖。在不同处理间RmlD
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的相对蛋白丰度变化显著（p<0.05），并且lg FC上调。

lg FC代表甘油与DBT相互作用项的影响。它的上调表

明这种相互作用对含有该项的处理有积极的作用。催化

该途径中前一步的酶RmlC也被上调。RmlD和RmlC的

相对丰度表明RL生物合成抑制剂2-溴辛酸（OC）不会

抑制RL糖前体的合成。

在四种处理中检测到来自FAS II和（或）α-氧化途

径的酶（图2、表2）。FabG是通过FAS II途径催化R-3-
羟基癸酰ACP合成的最后一步的酶[46]。在所有处理中，

FabG的相对丰度均大于1，表明已检测到该蛋白质。但

是，p值高于0.05，这意味着它们的相对丰度没有显著

差异（表2）。在处理C中，由FabF催化的先前步骤被

上调。处理C中β-氧化酶FadB和FadE含量丰富（表2）。
结果表明，在培育的第2天，FAS II和β-氧化途径的后

期阶段在C3中是活跃的。

RhlA产生3-羟基链烷酸（HAA），然后RhlB将其

用于单鼠李糖脂的生物合成[47]。鉴定到RhlA，lg FC
显示上调。同时鉴定到鼠李糖基转移酶RhlB和RhlC
（表 2）。RhlB和RhlC分别参与单鼠李糖脂[48,49]和二

鼠李糖脂[50]的直接形成。表2中鉴定的蛋白质表明，

甘油诱导了C3细胞中合成RL生物表面活性剂的脂质前

体。数据表明，FAS II和β-氧化途径都参与了脂质前体

的合成。但是，尚不确定哪条途径占主导地位，因为这

图1. Burkholderia sp. C3菌株的DBT生物降解动力学及其在0.54 mmol·L–1 DBT和不同甘油补充量（0、0.05 mmol·L–1、0.5 mmol·L–1、5 mmol·L–1、
50 mmol·L–1、200 mmol·L–1和500 mmol·L–1）下的10天培养期中的生长。

图2. Burkholderia sp. C3菌株中与RL生物合成有关的蛋白质的鉴定。
粗体蛋白在甘油与DBT相互作用项（lg FC）中显示出上调。FadB：
烯脂酰辅酶A水合酶/ 3-羟酰辅酶A脱氢酶； FadE：酰基辅酶A脱氢酶；
FabF：β-氧代酰基-ACP合酶2；ACP：酰基载体蛋白；FabG：3-氧代酰
基-ACP-还原酶；RhlA：HAA合酶；HAA：3-羟基链烷酸；RhlB：鼠李
糖基转移酶1；RhlC：鼠李糖基转移酶2；AlgC：磷酸葡萄糖变位酶/磷
酸甘露糖变位酶；RmlB：dTDP-葡萄糖4,6-脱水酶；RmlC：dTDP-4-脱
水海洛糖-3,5-表异构酶；RmlD：dTDP-4-脱水海藻糖还原酶。
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些途径在细胞中还有其他作用，如细胞增殖。

3.3. Burkholderia sp. C3 菌株中增强的 DBT 生物降解受

RL 生物合成及其抑制作用的影响

DBT是疏水性的[6]，其生物利用度是生物降解的

首要条件[15]。当补充甘油时，在培养物中观察到DBT
增溶和泡沫形成。这些观察结果表明了有表面活性剂的

分泌。我们的蛋白质组学结果表明，RL生物表面活性

剂的生物合成途径在C3中是活跃的。因此，用草皮酚

测定法研究了RL与甘油诱导的DBT生物降解增强的相

关性[51]。
Gutierrez等[25]表明，溴链烷酸对于RhlA的抑制作

用会抑制假单胞菌物种中RL和PHA的产生，并且这种

抑制作用取决于所用的溴链烷酸。文献[24]中也描述了

RL和PHA的抑制作用。因此，使用2-溴链烷酸（HEX
或OC）来探讨RL在菌株C3降解DBT中的作用。如果

RL在DBT生物降解中起作用，则HEX和OC应通过抑

制RL的生物合成来降低DBT的生物降解。与单独的

DBT培养相比，在甘油/DBT混合物中培养菌株C3时，

可以确定RL分泌的增加。由不同浓度的甘油诱导的RL
生物合成和分泌[图3（a）]与降解的DBT量密切相关[图
3（b）]，HEX和OC抑制RL的生物合成也是如此。结果

与蛋白质组学的研究结果相符；RL生物合成发生在C3
菌株中，并与其生物降解能力密切相关。

3.4. RL 同源物由 Burkholderia sp. C3 菌株分泌

包含Rha-Rha-C10-C10和Rha-C10-C10同系物混合

物的RL标准品用于鉴定实验样品中的RL。在4~6 min
之间洗脱RL同系物（图4）。实验样品的HPLC色谱

图与RL标准品的色谱图非常吻合（数据未显示）。用

0.5 mmol·L–1 DBT和50 mmol·L–1或0 mmol·L–1甘油从实

验样品中提取两个组分F1和F2，还收集了用2 mmol·L–1 

HEX或OC抑制剂处理过的培养物的馏分。添加了

50 mmol·L–1甘油的培养物，提取物的HPLC色谱峰强度

比0 mmol·L–1甘油HPLC色谱峰强度高约10倍。甘油引

起RL产量的增加。值得注意的是，在OC色谱图上出现

了多个峰[图4（c）、（f）]。

RL同系物的峰最强。在50 mmol·L–1的甘油样品

中，C3分泌了同源物Rha-C10-C10（M1 + Na+）、Rha-

Rha-C10-C10（M2 + Na+）、钠（M3 + Na+）或钾（M3 

+ K+）加合物离子形式的Rha-Rha-C10-C12和Rha-Rha-

C12-C12（M4 + Na+）。在0 mmol·L–1甘油样品和含HEX

或OC抑制剂的样品（50 mmol·L–1或0 mmol·L–1甘油中）

中鉴定出单鼠李糖脂同源物Rha-C12-C12（数据未显

示）。用MS/MS确认峰M1和M2。Rha-C10-C10的质谱

图如图4（h）所示。观察到C10酰基链和鼠李糖糖片段

（Rha）的丢失。结论是甘油通过RL介导的机制支持C3

细胞生长并促进DBT的生物降解。

我们的研究结果表明，利用甘油可以有效地生物降

解被污染土壤中的持久性有机污染物（包括有机氯农药

和PAH），因此可用于恢复土地功能，这一功能也使其

可用于农业用途。这种生物刺激策略可以与合适的微生

物联合体的生物增强相结合应用。我们的研究表明，甘

油与PAH降解剂和RL生产者的混合物可能会在细菌群

体中引发较高的响应。为了正确评估生物修复位点，需

要对细菌种群和细胞呼吸进行初步分析，以及随时间的

推移监测PAH的生物降解情况。

图3. 第2天分泌的RL量（a）与第1天在含有2 mmol·L–1的2-溴己酸（HEX）或2 mmol·L–1的2-溴辛酸（OC）和不同的甘油浓度（0、0.05 mmol·L–1、
0.5 mmol·L–1、5 mmol·L–1、50 mmol·L–1和200 mmol·L–1）的情况下被由无抑制剂培育的Burkholderia sp. C3菌株降解的DBT量（b）之间的关联。
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4. 结论

RL的两亲性表明了RL生产者和PAH降解剂具有多

种功能。一些功能与疏水化学增溶、化学吸收和生物

同化有关。我们的研究表明，培育1天后，用甘油进行

生物刺激，DBT的生物降解率增加了30%。这种增强与

Burkholderia sp. C3和细菌的生长增加了鼠李糖脂的生物

合成有关。此外，我们报道了2-溴链烷酸在Burkholde-
ria中抑制RL生物合成的用途。据我们所知，这是关于

甘油补充与DBT生物降解和RL生物合成相关的第一份

报告。结果表明本文所述的生物刺激策略具有潜在的实

用性，可提高生物修复效率并促进此类过程。
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Nomenclature

ACN acetonitrile
CoA coenzyme A
FabZ 3-hydroxy-ACP-dehydratase

图4. Burkholderia sp. C3菌株分泌的RL的HPLC色谱图。其中C3菌株分别用0.54 mmol·L–1 DBT和50 mmol·L–1甘油（a）、2 mmol·L–1 HEX（b）或
2 mmol·L–1 OC（c）、0.54 mmol·L–1 DBT（d）、2 mmol·L–1 HEX（e）或2 mmol·L–1的OC（f）培养。（g）从HPLC色谱图a、馏分2（F2）鉴定出
的4个RL同系物（M1、M2、M3和M4）的MALDI-TOF-MS；（h）Rha-C10-C10 (M1)的LC-Q-TOF-MS2。
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FDR false discovery rate
HEX 2-bromohexanoic acid
HPLC high-performance liquid chromatograph
HSD  honestly significant difference
LSD  least significant difference
DHB  dihydroxybenzoic acid
DP  degree of polymerization
OC  2-bromooctanoic acid
DBT  dibenzothiophene
FAS II  de novo fatty acid synthesis
FadB  enoyl-CoA hydratase/3-hydroxyacyl-CoA 

dehydrogenase
FadE  acyl-CoA dehydrogenase
FabF  β-oxoacyl-ACP synthase 2
ACP  acyl carrier protein
FabG  3-oxoacyl-ACP-reductase
RhlA  HAA synthase
HAA  3-hydroxy alkanoic acid
RhlB  rhamnosyltransferase 1
RhlC  rhamnosyltransferase 2
AlgC  phosphoglucomutase/phosphomannomu-

tase
RmlB  dTDP-glucose 4,6-dehydratase
RmlC  dTDP-4-dehydrorhamnose-3,5-epimerase
RmlD  dTDP-4-dehydrorhamnose reductase
MALDI/TOF  matrix-assisted laser desorption ionization 

time-offlight
LC-Q-TOF-MS  liquid chromatograph-quadrupole time-of-

flight mass spectrometer
MM  minimal medium
MS  mass spectrometry
PAH  polycyclic aromatic hydrocarbon
PHA  polyhydroxyalkanoic acid
RL  rhamnolipid
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