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富集液中六六六（!!"#$）脱氯基因的克隆、

表达及降解试验
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摘 要：从长期受六六六污染的土壤中获得高效降解六六六的富集液，其对六六六 ! 种异构体的降解效果均为

#%%K，但至今未能获得纯培养。根据国外报道的六六六脱氯基因 !"#$ 序列，设计并合成一对引物，通过 LMN 技术

从富集液总 O16 中扩增了 !2#,A 的基因片段，命名为 !"#%，测序结果表明 !"#% 与报道的脱氯基因 !"#$ 和 !"#$$ 的同

源性达 ==K ，与 !"#$# 的同源性达 =2K 。将 !"#% 定向克隆到 A89<$=!表达载体中，转化至 & ) ’(!" 7P$#，经 QL9R 诱导

后可表达分子量约 #2SO 的蛋白，表达产物占菌体总蛋白的 3%K左右；诱导后转化子的降解能力明显提高，粗酶也

有很好的降解效果，为进一步分离纯培养和构建多功能农药残留降解菌提供了基础。
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六六六又称六氯环己烷（U+;/FH(’-’F0F(’H+;/C+，
7UM），是一种耐热、耐酸、脂溶性大、残效期长的有

机氯杀虫剂，主要有 ! 种异构体，其中仅有"异构体

具有杀虫效力，而其它 3 种异构体（!<7UM、#<7UM、$<
7UM）杀虫效力极低或无效［#，$］，由于其用量大已造

成极其严重的污染，威胁着人类的健康［3］。生物修

复是消除环境污染的一个很好措施［!］，但首要条件

是获得降解目标污染物的高效菌株，我国六六六污

染严重，目前尚未见到降解性能很好的纯培养的报

道，因此对受六六六污染的土壤进行修复迫在眉睫。

国外已有降解六六六单菌的报道，主要是日本学者

报道的 ) ) *+,’"-(."!"/ V9$5［"］，印度学者报道的 ) )
*+,’"-(."!"/ 7=%［5］， 法 国 学 者 报 道 的 ) )
*+,’"-(."!"/［2］。研究较多的是前两者，7=% 对 ! 种异

构体均能降解，而 V9$5 不能降解#<7UM。它们的降

解基因均已被克隆，均涉及到 " 个基因：!"#$、!"#0、

!"#1、!"#2、!"#&，其中 !"#$ 负责降解的第一步，是限

速步骤，经过五氯苯最终脱去三分子氯化氢，生成较

容易降解的 #，$，!<三氯苯［4］，有利于其被土壤微生

物进一步降解［=］。两株菌的第一步脱氯基因序列不

完全相同：V9$5 为 !2#,A 的 !"#$；7=% 由 !5$,A 的

!"#$# 和 !2!,A 的 !"#$$ 组成，但二者的功能都相当

于 !"#$，也不能脱去#<7UM 上的氯。!"#$ 已被成功

克隆到烟草中并表达［"］，对六六六降解基因研究已

进行到基因水平转移阶段［#%］，关于#<7UM 脱氯基因

的报道还没有。

本文在驯化长期受六六六污染的土壤时获得了

高效富集液，在常规方法不能获得纯培养的情况下，

根据报道的脱氯基因 !"#$ 设计引物，通过 LMN 从富

集液总 O16 中扩增到目的基因片段，测序后在大肠

杆菌中进行了高效表达，并有很好的降解效果。为

进一步分离纯培养和构建多功能农药残留降解菌提

供了基础。

% 材料和方法

%&% 材料

%&%&% 富集液和质粒：富集液为本实验室分离和保

存；&/’345"’3"+ ’(!" 7P$#（O83）和质粒 A89<$=!为本

实验室保存。

%&%&’ 酶和引物：限制性内切酶、9! 连接酶、6+7 酶

为 9/W/N/ 公司产品；引物由博亚公司合成。

%&%&( 培 养 基：P7 培 养 基：每 升 含 9-0AX’C+ #%I，
Y+/@X +;X-/FX "I，1/M( #%I，W/C 使用浓度 "%>I:P。基

础培 养 基（ZZ）：每 升 含 1U!1[3 !I，W$UL[! #I，
WU$L[! #I，ZI\[!·2U$[ %]$I，*+$（ \[! ）3 ">I，
1/$Z’[!·$U$[ ">I，ZC\[!·!U$[ ">I，AU 2]$。

%&’ 六六六检测

定期取样，用正己烷 #:$（&:&）提取两次，分层



过无水硫酸钠后用正己烷稀释 ! 倍后气相测定。测

定条件参考文献［""］。

!"# 富集液总 $%& 的 ’() 扩增

富集液总 #$% 的提取参考文献［"!］进行。根

据 &’()*(+ 已登录的 !"#$ 序列（$,-#./011）设计一

对引物：上游引物 1234&4&4%5%5&%&5&%545%&%4
%&%455&4302；123&4&%%&4554%54%55%5&4&44&&
%4&&5&4&302，引物两端分别添加 %&’!和 ("#6"
酶切位点。748 扩增体系（!1#9）：模板 #$% 1/(:，
6$57（ !;1<<=>?9）!#9，引 物（ "<<=>?9）各 "#9，

"/ @ )ABB’C !;1#9，D:! E（!;/<<=>?9）";1#9，)*+ 酶

（1F?#9）/;0#9，超 纯 水 "1;G#9。748 反 应 条 件：

.1H 1<I(；.JH "<I(，K"H 0/L，G!H "<I(，0/ 个循

环；G!H "/<I(。产物经 /;GM的琼脂糖凝胶电泳后

用试剂盒回收，5% 克隆后测序。

!"* 表达质粒的构建和转化

测序后将 748 产物用 %&’!和 ("#6"双酶切

后连接到经同样酶切的 NO53!.$上，构建表达质粒

N9P$O$，然后转化 , - -.!" )9!"（#O0），获得转化子，

命名为 , - -.!" )9!"（N9P$O$）。感受态细胞的制备

和转化参照文献［"!］进行。

!"+ ! , "#$% -./!（0.1%2%）对六六六的降解实验

, - -.!" )9!"（N9P$O$）在含 1/<:?9 Q*( 的液体

9) 中培养至对数前期（/0K//!/;K）用 P75&（终浓度

为 "<<=>?9）诱导，同时加入 )R4（1<:?9），定期取样，

按上述方法处理后检测。对照为未诱导的相同处

理，每个处理 0 个重复。

!"3 粗酶的制备及对六六六的降解

粗酶的制备及对六六六的降解参照文献［K］的

方法进行。粗酶的制备：, - -.!" )9!"（N9P$O$）以

"M接种量接入 1/<9 9) 中，培养至对数前期，加

P75&（终浓度为 "<<=>）诱导 JS，对照为未诱导的相

同处理，然后离心用 1<9 NRG;/ 缓冲液悬浮，超声波

破碎后取上清，得粗酶。粗酶对六六六的降解：在

1<9粗酶液中加入农药使浓度为 1<:?9，0/H震荡

并定时取样，提取测定含量。蛋白含量测定参考文

献［"0］的方法。

!"4 5$56’&72 鉴定表达产物

挑单菌落接种 9) 培养基中（含 1/<:?<9 Q*(），

0GH剧烈振荡培养 ! T JS，当菌体 /0K//!/;K 时，加

P75&（终浓度为 "<<=>?9），0GH继续剧烈振荡培养，

定期取样（"、!、JS）。K///C?<I( 离心 1<I(，沉淀用 NR
值 G;! 浓度 "/<<=>?9 的 7)U 洗涤 0 次，加等体积的

电泳上样缓冲液煮沸 "/<I(，U#U37%&O 检测。含空

NO53!.$的 , - -.!" )9!" 亦同样经 P75& 诱导处理后

U#U37%&O 检测表达情况。参照文献［"!］的方法进

行蛋白 电 泳，浓 缩 胶 浓 度 为 1M，分 离 胶 浓 度 为

"1M。

/ 结果

/"! 富集液的获得和降解效果

通过富集和不断转接获得了对六六六 J 种异构

体降解效果达 "//M的高效富集液，与 0/M甘油 " V"
（W?W）混合后保存于 X G/H冰箱。从图 "（1M接种

量，对照均未消失，未列出，下同）可以看到，富集液

对六六六的 J 种异构体均能完全降解，且速度很快。

相比之下，%3)R4 最难降解，&3)R4 最易降解。

图 ! 富集液对六六六的降解

YI:-" #’:C*6*ZI=( =B 6IBB’C’(Z IL=<’C =B )R4 [\ ’(CI]S<’(Z

/"/ ’() 扩增结果和重组质粒的鉴定

以富集液总 #$% 为模板，经 748 扩增得到碱基

数为 JG"[N 的片段，命名为 !"#%。将其克隆到 5 载

体后经博亚公司测序，)9%U5 发现与报道的 !"#$ 和

!"#$! 的同源性达 ..M。将 748 产 物 经 %&’!和

("#6"双酶切后克隆到表达质粒 NO53!.$上得到转

化子，命名为 , - -.!" )9!"（N9P$O$）。提取重组质

粒，双酶切后得到与 748 产物大小一致的片段，说

明该片段已成功克隆。

/"# ! , "#$% -./!（0.1%2%）及其粗酶对六六六的

降解

未经 P75& 诱导的转化子能在 ./S 内基本降解

六六六（&3)R4），而经诱导后转化子完全降解 1<:?9
的&3)R4 仅需要 !JS（图 !），降解能力大大提高，已

超过富集液的降解效果；不管诱导还是不诱导，转化

子均不能降解%3)R4（转化子对$3)R4 和’3)R4 的

降解效果与&3)R4 类似，图 ! 未列出）。粗酶降解

试验结果（图 0）表明，经 P75& 诱导的转化子细胞破

碎后获得的粗酶液（蛋白含量为 J;/!<:?<9）对&3
)R4 有较高的降解活性，但在 !JS 内不能完全降解，

与 8’+S* 等［K］的报道一致。
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图 ! 转化子对六六六的降解

!"#$% &’#()*)+",- ,.!/012 )-*"/012 34 ! $ "#$% 05%6（7589:9）

图 " 转化子粗酶对六六六的降解

!"#$ ; &’#()*)+",- ,.!/012 )-*"/012 34 <’== ’>+()<+? ,. ! $ "#$%

05%6（7589:9）

!#$ !"#$ 在 % % &’!" &’!(（)’*+,+）中的表达

含空载体 7:@/%A#的 ! $ "#$% 05%6（B）在 6CD&
左右无特异性条带，未诱导的 ! $ "#$% 05%6（7589:9）

（2）在 6CD& 左右有明显的蛋白条带，而诱导后表达

量明显增加，占菌体总蛋白的 ;EF左右（图 G）。由

此可见，经过 8H@I 诱导的转化子对六六六降解能力

的提高是由于 $%&’ 基因表达增强所导致的。

图 $ 表达产物 -.-/012,
!"#$G J&J/HBI: ,. ’>7(’??",- 7(,*K<+?

6 $ ! $ "#$% 05%6 L)(3,("-# 7:@/%A#；% $ H(,+’"- M,=’<K=)( N’"#L+ M)(D’(；

;$ ! $ "#$% 05%6（7589:9）；G O P$ ! $ "#$% 05%6（7589:9）"-*K<’* 34

8H@I .,( 6L，%L，GL$

" 讨论

$%&( 是微生物降解六六六的关键基因，为第一

步脱氯所必需。通过 H2Q 获得的产物 $%&’ 与报道

的 $%&( 和 $%&(% 同源性达 AAF，具有高度保守性。

$%&( 基因不能脱去!/012 上的氯原子的报道与 ! $
"#$% 05%6（7589:9）不能降解!/012 的事实吻合，表

明它们应该是相同基因。而有趣的是富集液对!/
012 有很好的降解效果，与报道的纯培养 0AE 的降

解效果相同。据此推断，富集液中应存在与 R@%P
和 0AE 相似的两种乃至两种以上纯培养，为纯培养

的进一步分离提供了理论依据。当然也不排除富集

液中的 $%&’ 是在某种未知调控下具备了降解!/
012 的能力，因为在有机磷降解菌中有类似的情况

存在，即结构基因序列完全相同，但调控差异导致了

降解谱的不同（未发表）。

微生物对农药等污染物的降解主要集中在纯培

养的分离上，尤其是获得具高效降解能力的纯培养。

在分离的过程中一般采用富集驯化的方法，但往往

在得到富集液后利用传统的方法很难得到目的纯培

养，有的效果很不理想，只有部分降解效果，有的甚

至是不可培养微生物，该步骤一度成为污染物降解

菌分离的瓶颈。目前 H2Q 技术已被成功的用于基

因工程菌的构建［6G］，也为纯培养的分离提供了崭新

的思路：利用报道的基因设计引物克隆目的基因，构

建出具有多种降解功能的基因工程菌。关于多功能

降解 工 程 菌 的 成 功 构 建 报 道 有 很 多，如 S’==,##
等［6T］构建的能降解多种碳氢化合物的“超级菌”，它

在几小时内可将原油中 PEF的烃类分解，这也是美

国专 利 局 第 一 个 批 准 的 基 因 工 程 菌 专 利；JL)(,-
等［6P］将 #)* 基 因 片 段 导 入 链 霉 菌（ +,-.),#/0".1
$%2%*3&1）中，得到了稳定产生对硫磷水解酶的转化菌

株，该菌株生产的水解酶已经在农药厂废水处理中

得到了应用；本实验室刘 智等［6C］构建了耐盐及苯

乙酸、甲基对硫磷降解基因工程菌。因此在不能获

得纯培养的条件下，采用 H2Q 技术将 $%&’ 等基因克

隆到降解其它农药的降解菌中以构建高效多功能工

程菌是目前对六六六污染土壤进行修复的一个好方

法。而 $%&( 在烟草中的成功表达报道和本实验中

$%&’ 在大肠杆菌中的表达及降解效果为降解六六六

基因工程菌的构建和生物修复提供了理论基础和可

行性。
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