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摘 要 从土壤中分离到一株降解 !，#/二氯酚能力较强的细菌菌株 B4!#2/2，经鉴定该菌株属于假单胞菌属。菌

株 B4!#2/2 在最适条件下能在 #0. 内将 6"8CDE 的 !，#/FGH 降解 62I，能利用 !，#/二氯酚、!，#/二氯苯氧乙酸、苯甲

酸和儿茶酚为唯一碳源生长。采用 J&>K.5,A 杂交对 !，#/二氯酚羟化酶基因（ 3045）定位后构建基因组文库，再用斑

点杂交筛选目的转化子，克隆了该菌株的 3045。序列测定得知含 3045 的亚克隆片段全长 !$06?=，其中 3045 基因编

码区 2363?=。核苷酸和氨基酸序列分析表明，3045 与已在 B5AL+AM 登记的相关基因有一定的差异。 3045 基因能够

在大肠杆菌转化子中成功地表达有生物活性的酶。

关键词 假单胞菌，!，#/二氯酚，!，#/二氯酚羟化酶基因，基因克隆
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!，#/二氯酚（!，#/FGH）通常用于生产五氯酚、!，

#/二氯苯氧乙酸（!，#/F）和 !，#，P/三氯苯氧乙酸等

氯代芳香化合物，这些化合物被广泛用作木材防腐、

防锈剂、杀真菌剂和一般杀虫剂等。!，#/FGH 广泛

存在于以上氯代芳香化合物的生产废水中，此外也

存在于染料和增塑剂等的生产废水中。!，#/FGH 及

其衍生物都是有毒、难降解化合物，是环保中需要控

制的一大类污染物。美国、中国等国家已把!，#/FGH
列入水中有害物质或优先污染物“黑名单”。分离筛

选降解 !，#/二氯酚的微生物，对其特性、降解基因直

至构建基因工程菌的研究具有重要的理论和现实意

义。目前国内外对 !，#/FGH 的厌氧生物降解进行了

广泛的研究［2 Q !］，也有对 !，#/FGH 降解菌的特性和

降解酶定域及活性的报道［$ Q #］，但对微生物的 !，#/
FGH 降解基因的结构和分子特征的研究报道不多。

在好氧生物降解过程中，!，#/FGH 先经 !，#/二氯酚

羟化酶催化生成 $，P/二氯儿茶酚后，进一步由 $，P/
二氯儿茶酚 2，!/双加氧酶催化将苯环裂开生成 !，#/
二氯/顺，顺/粘康酸，此中间代谢产物再经其它三种

不同的酶先后催化生成 !/氯马来乙酸［P］。其中 !，#/
二氯酚羟化酶基因（本文取代号为 3045）是降解 !，

#/FGH 的关键基因之一。!，#/二氯酚羟化酶也参与

对 !，#/F 的 降 解。根 据 对 !，#/F 降 解 基 因 的 研

究［P Q 3］，编码 !，#/二氯酚羟化酶的基因（ /-3.）长度约

为 2R0M?。笔者从生产 !，#/FGH 的排污口土样中分

离到几株具有降解 !，#/FGH 能力的微生物，对这些

菌株的生物学特性和对氯代芳香化合物的降解和利

用能力进行了研究，并从其中一株降解 !，#/FGH 能

力最强的细菌菌株中克隆出降解 !，#/FGH 的几个关

键基因，对所克隆的基因序列作了测序和分析，也对

基因在大肠杆菌是否表达进行了研究。这些研究为

后续进一步构建降解 !，#/FGH 的基因工程菌奠定了

基础。

$ 材料与方法

$%$ 微生物菌株

$%$%$ 降解 !，#/FGH 细菌菌株的分离筛选和鉴定：

从生产 !，#/FGH 及 !，#/F 的化工厂的排污口取土



样，添加 !，"#$%& 驯化 ’ 个月后分离 !，"#$%& 降解

菌株。根据细菌分类手册［(］对分离到的细菌进行形

态观察和生理生化试验，再根据《伯杰氏细菌鉴定手

册》鉴定到属。

!"!"# $)* 操作的受体菌株：大肠杆菌 $+,!。

!"# 培养基

无机盐培养基（-.）配方按文献［/］，无机盐固

体培养基则另添加优质琼脂 0123。生长试验培养

基为添加 0445678 或 !445678 单一碳源的无机盐固

体培养基。89 培养基配方按文献［04］，8* 培养基

为固体 89 培养基。用添加 044"6758 氨苄青霉素

的 8* 培养基筛选转化子或培养重组菌株。

!"$ 细菌菌株降解 #，%&’() 能力的测定

细菌 菌 株 于 8* 平 板 上 培 养 后，接 种 于 添 加

!，"#$%&的 -. 培养基，经培养后离心，测定清液在

!(2:5 处的吸光值。

!"% 基因克隆

!"%"! 克隆载体：先后使用两种载体：一是大肠杆

菌克隆载体 ;<%0/（!1=>?），另一是大肠杆菌克隆表

达载 体 ;@.AB#9（!1(>?），均 为 氨 苄 青 霉 素 抗 性

（*5;C）。

!"%"# 总 $)* 制备和酶切：总 $)* 大量制备采用

.$. 裂解法［04］。用 !"#@#7$%&#对总 $)* 分别进

行完全酶切。

!"%"$ 从琼脂糖凝胶中回收和纯化 $)*：凝胶电泳

结束后用 A9 染色，在长波紫外灯下迅速切下目的

$)* 带，装入 01, 58 A;;D:EFCG 离心管，用进口试剂

盒回收和纯化 $)*。

!"%"% $)* 的 &%@ 扩增：从核苷酸序列资料库中

检索序列，根据编码降解 !，"#$ 等底物的几个 !，"#
二氯酚羟化酶基因的保守区序列设计 0 对引物：上

游引物（2(,’ H ）序列为 I*I，**%，*%%，*B%，BI%，

I%%，B% ；下 游 引 物（2(," H ）序 列 为 I%%，II*，

%%*，BB%，II*，B%*，%。用该对引物扩增得 !，"#二
氯酚羟化酶基因片段预计大小 "/4?;。扩增反应体

系体积 !,"8，首轮循环 /"J变性 , 5K:，接着以 /"J
0 5K:，,2J 0 5K:，=!J 0 5K: 进行 !, 个循环。

!"%"* 杂交探针制备、.FLMNDC: 杂交和斑点杂交：用

引物 2(,’ H O 2(," H 对菌株 IB!"0#0 的总 $)* 进行

&%@ 扩增，回收 "/4?; 特异性 $)* 片段，经标记后

作 .FLMNDC: 杂交和斑点杂交的探针。采用德国 9FD#
NCK:6DC -P::NDK5 地高辛试剂盒标记探针。.FLMNDC:
杂交方法：将总 $)* 完全酶切和电泳后，.FLMNDC: 印

渍将 $)* 转移至尼龙膜上，紫外光下固定 ,1,5K:，

2(J预杂交 (N，再加入探针于 2(J杂交 !4N，再洗膜

和显色。斑点杂交参照文献［04］。

!"%"+ 大肠杆菌质粒的抽提、$)* 的体外重组操

作、大肠杆菌的常规转化：均参照文献［04］。$)*
的酶切和连接等操作均按酶的供应商推荐的方法。

!"* !"#$ 基因序列及 ,-./0123 杂交探针序列测定

请专业公司测定。

!"+ 转化子的 #，%&二氯酚羟化酶活力测定

大肠杆菌转化子的扩培及用 !，"#$%& 诱导培

养、细胞抽提物的制备及 !，"#二氯酚羟化酶活力的

测定按照文献［00］、［0!］。抽提物中蛋白质含量测

定采用 QFRK:#酚法［0’］。

# 结果和分析

#"! 降解 #，%&’() 菌株的分离和鉴定

经分离和筛选得到一株降解 !，"#$%& 能力较

强、并能利用 !，"#$%& 为唯一碳源生长的细菌，取代

号为 IB!"0#0。菌株 IB!"0#0 为杆菌，革兰氏染色阴

性，鞭毛极生，葡萄糖氧化产酸，氧化酶试验阳性，接

触酶试验阳性，硝酸盐还原阳性。由以上形态和生

理生化特性将它鉴定为假单胞菌属（ ’()*+#,#-&(
(. S）。

#"# 菌株 45#%!&! 对 #，%&’() 降解能力和对其它

芳香化合物的利用能力

菌株 IB!"0#0 是笔者分离得到的几株微生物细

菌和真菌菌株中降解 !，"#$%& 能力最强者。降解

!，"#$%& 的最适温度 !, T ’4J；降解期为第 0( T
"(N；在最适条件下能在 "(N 内将 /45678 的 !，"#$%&
降解 /03。利用 !，"#$%& 的浓度范围：-. 液体培

养基中为 "445678 以下；8* 平 板 上 为 =445678 以

下。

菌株 IB!"0#0 在分别添加 !，"#$、儿茶酚、苯酚、

水杨酸、苯甲酸、!#氯苯甲酸、"#氯苯甲酸、!，"，2#三
氯酚、五氯酚等几种芳香化合物作唯一碳源的生长

试验培养基中的生长试验表明，该菌株可利用 !，"#
$、苯甲酸、儿茶酚为唯一碳源生长，且长势都比利

用 !，"#$%& 好，但不能利用其它几种为唯一碳源

生长。

#"$ 基因组文库的构建、目的转化子的筛选和验证

总 $)* 经酶切，用 41=3琼脂糖凝胶电泳并转

尼龙膜后进行 .FLMNDC: 杂交，结果出现一条约 04>?
的杂交带（图 0）。回收约 04>? 的 !"#@#7$%&#酶

切片段，与克隆载体 ;<%0/ 连接后转化大肠杆菌

$+,!，构建基因组文库。用快检法检测并筛选文库
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中的重组子（重组子占 !"# $ %%#），采用斑点杂交

（图谱见图 !）从约 &!’’ 个重组子中筛选得到一个目

的转化子，命名为 ()*+。

图 & 菌株 ,-!%&.& 总 /01 酶切及 23456789 杂交图谱

:;<=& -67 79>?@7 A;<7B5 BC7D584@ 3E 567 535FG /01
E83@ ,-!%&.&（1）F9A ;5B 23456789 HG35（I）

J：JF8K78（!L!"#A"）

&：$%&M#L’()#

图 ! 斑点印迹图谱

:;<=! /35 HG355;9< C83E;G7
1：567 F;@ 58F9BE38@F95 HG35

I：C3B;5;N7 D39583G HG35

!"# !"#$ 基因克隆片段的缩短和亚克隆

用 $%&M#L’()#酶切 C()*+ 并回收其 &’KH 左

右外源片段，分别用 *)%#、*+)#、,-##和 !"#A"
酶切得到 *、&、!、* 个片段（图 *）。用引物 "O)* P Q
"O)% P 分别对 *)%#、,-##和 !"#A"酶切片段进行

RSM 扩增，结果显示 !"#A"酶切得到的 !T%KH 左右

的片段（!"#A".I）及 *)%#酶切得到的 *TOKH 左右

的片段（ *)%#.I 片段）能分别扩增出预期大小的

/01 片段，而对其它片段未能扩增出预期大小的

/01 片段，此提示 !"#A".I 和 *)%#.I 两片段都可

能含完整的 .%-/ 基因。将大肠杆菌克隆表达载体

CM2U-.I 分别用 !"#A".’()#、!"#A".$%&M#和

!"#A"酶切，再分别与回收的 !"#A".I 片段连接并

转化大肠杆菌。结果其中用 !"#A".’()#酶切的

载体成功地与 !"#A".I 片段连接，获得转化子 I2&.
&!。0%-/ 基因亚克隆片段（!"#A".I 片段）、CI2&.
&! 及 CI2&.&!L!"#A"图谱见图 %。

图 * 质粒 C()*+ 携带外源片段经不同酶切图谱

:;<=* -67 87B58;D5;39 CF55789 3E DG39;9< E8F<@795
J：JF8K78（!L!"#A"）

&：E8F<@795 H7E387 79>?@7 A;<7B5

!：*)%# A;<7B5;9< E8F<@795B（@;AAG7：*)%#.I）

*：*+)# A;<7B5;9< E8F<@795

%：,-## A;<7B5;9< E8F<@795B

)：!"#A" A;<7B5;9< E8F<@795B（@;AAG7：!"#A".I）

!"$ !"#$ 基因序列及分析

.%-/ 基因的亚克隆片段全序列测定结果显示，

该片段全长 !*O+HC，其中 .%-/ 编码区 &V+VHC。将

.%-/ 基 因 序 列 向 ,79IF9K 作 了 注 册，注 册 号

1W%+"%*"。

图 % 质粒 CI2&.&! 及酶切图谱

:;<=% RGFB@;A CI2&.&! F9A ;5B 79>?@7 A;<7B5;9< E8F<@795
J：JF8K78（!L!"#A"）；

&：ADC1 B4HDG397A E8F<@795；

!：CM2U-.IL!"#A"；

*：CI2&.&!L!"#A"；

%：CI2&.&!

基因库 IX12- 联网检索显示，.%-/ 基因序列与

基因库中相关基因有不同程度的差异。与真氧产碱

杆菌质粒 CYR% 的 !，%.二氯酚羟化酶基因 12.3（,79.
IF9K 1DD7BB;39 03=J*)’+VT&）的差异最小，有 +V#的

同源性；与其它相关基因的差异较大，例如与产碱杆

菌 Y/" 的 !，%.二氯酚羟化酶基因 12.3（,79IF9K 1D.
D7BB;39 03= 1:’"O!O&T&）及 34567&8.95") %9-)%") 的

!，%.二氯酚羟化酶基因 12.3（,79IF9K 1DD7BB;39 03=
1:’"O!VOT&）只 有 部 分 片 段 是 同 源 的。 基 因 库

IX12- 联网检索也显示，推测的 .%-/ 编码的氨基酸

序列与相关基因编码的氨基酸序列也有不同程度的

&&!! 期 钟文辉等：降解 !，%.二氯酚微生物的分离及其 !，%.二氯酚羟化酶基因的克隆和表达



差异。与 !"#$ 的 %，$&二氯酚羟化酶的氨基酸序列

’()*+), -..(//01) 213 ---45%6678）的差异最小，其

同源率为 497:;。与其它相关酶的氨基酸序列的

差异较大，例如与 !"#$%&’()#*+ ,)-+,*+ 的 %，$&二氯酚

羟 化 酶 的 氨 基 酸 序 列（ ’()*+), -..(//01) 213

--*565<:78）同源率为 6<;；与 .)/’"0*1+,2)# ’"3+2*)45
3*3 的 %，$&二氯酚羟化酶的氨基酸序列（’()*+), -.&
.(//01) 213 =->6<%::78）同源率为 9$;（见图 :）。以

上情况表明，(,-6 不同于已在 ’()*+), 登记的降解

其它相关底物的相关酶编码基因。

图 : (,-6 编码的氨基酸序列及与其它相关基因编码的氨基酸序列的比较

?0@3: =1A!+B0/01) 1C DE( F(FG.(F +A0)1 +.0F /(HG().(/ ().1F(F IJ (,-6 +)F B(K+D0L(/ @()(/
MG(BJ：DE( F(FG.(F +A0)1 +.0F /(HG().( ().1F(F IJ (,-6

NIO.D8：+A0)1 +.0F /(HG().( 1C %，$&F0.EK1B1!E()1K EJFB1PJK+/( 1C !"#$

NIO.D%：+A0)1 +.0F /(HG().( 1C %，$&F0.EK1B1!E()1K 1C .)/’"0*1+,2)# ’"3+2*)43*3

NIO.DQ：+A0)1 +.0F /(HG().( 1C %，$&F0.EK1B1!E()1K 1C !"#$%&’()#*+ ,)-+,*+

!"# !"#$ 基因在大肠杆菌中的表达

分别测定大肠杆菌转化子 R:Q4 及 *N8&8% 的

%，$&二氯酚羟化酶活力，结果显示在经 %，$&>=# 诱

导的情况下两转化子均具有 %，$&二氯酚羟化酶活力

（表 8），说明 (,-6 基因能够在大肠杆菌中表达出有

功能的蛋白质。但未经 %，$&二氯酚诱导的上述两转

化子的 %，$&二氯酚羟化酶活力为零。表 8 还显示，

转化子 R:Q4 及 *N8&8% 所表达的 %，$&二氯酚羟化酶

活力比原始菌株假单胞菌 ’S%$8&8 的低。

表 $ 转化子细胞抽提物中的 !，%&二氯酚羟化酶活力

’()*+ $ !，%&,-./*0102/+30* /4,1054*(6+ (.7-8-74

-3 71(36901:(37 .+** +571(.76

NDB+0) R:Q4 *N8&8% ’S%$8&8
7 3 ,&’* T

!U=84

V3 .1K0T

!WNVS&*

V)XJA( +.D0L0DJ
（!A1KTA0) !(B

A@ 1C !B1D(0)）

57$ 475 %Q7$ < <

; 讨 论

%，$&>=# 等氯代芳香化合物是有毒、难降解有

机污染物。从国内外资料报道看，分离得到的 %，$&
>=# 降解菌主要是假单胞菌［Q，$］。本文中的假单胞

菌 ’S%$8&8 是我们分离的几株降解 %，$&>=# 细菌和

霉菌中降解能力最强者，它能将 %，$&>=# 彻底降解，

性能稳定，还可降解 %，$&>、苯甲酸和儿茶酚等有机

物，是一株性能优良的 %，$&>=# 降解菌株。假单胞

菌是有毒有机废水中的常见优势菌之一，但从土壤

中分离到的假单胞菌不一定适用于有毒有机污水处

理，因为它不一定能很好地生活于有毒有机污水处

理的特殊环境中，在与有毒有机污水中土著菌进行

生存竞争时不一定处于有利地位。本试验中分离的

菌株 ’S%$8&8 虽然降解 %，$&>=# 的能力较强，但在

85Y时基本无 =Z> 去除能力，而 85Y时处理农药废

水的活性污泥中的两株优势细菌 N8、N* 的 =ZZ 去

除能力较强。这些情况说明将 %，$&>=# 降解能力较

强的微生物的基因克隆至处理有毒有机废水活性污

泥中的土著优势菌，所构建的工程菌可能在污水处

理和环境修复中发挥更有效的作用。

参与 %，$&>=# 降解的多个基因中，编码起始几

步降解酶的基因即 %，$&>=# 羟化酶基因、Q，:&二氯

儿茶酚 8，%&双加氧酶基因、氯粘康酸环异构酶基因、

反式氯双烯内酯异构酶基因和氯双烯内酯水解酶基

因是关键基因。大量研究表明，微生物降解有机污

染物的基因通常与质粒有关。对很多氯代芳香化合

物来说，往往是降解性质粒参与编码降解途径的一
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部分，剩余部分由染色体基因控制。根据对真氧产

碱杆菌 !"#$%&（’!#&）对 (，&)* 的降解过程及其控制

基因的研究［+，$&］，从 (，&)* 至氯代马来乙酸之间降

解过程受质粒 ’!#& 控制，氯代马来乙酸及之后的降

解过程受染色体控制。从这些情况来推测 !"#$ 基

因可能位于质粒上。笔者曾检出菌株 ,-(&$)$ 的两

条大质粒带，但未能成功地抽提出这些质粒。

本研究采用的基因克隆策略是用 ./012345 杂交

对 !"#$ 基因进行定位后构建基因文库，再用斑点杂

交从基因文库中筛选目的转化子。对 !"#$ 基因的

定位参考了对 (，&)* 降解质粒 ’!#& 的研究结果，采

用 %"&6!7’()!酶切总 *89，./012345 杂交将 !"#$
基因 定 位 于 约 $:;< 的 %"&6!7’()!酶 切 片 段。

./012345 杂交定位图中显示出一条杂交信号带，说明

菌株 ,-(&$)$ 的 *89 在探针结合部位无 %"&6!7
’()!位点，即提示 !"#$ 基因可能包含于该酶切片

段上。在对 !"#$ 基因的克隆时，碰到了载体 ’=>$?
与外源 *89 片段连接较困难（连接频率低）、转化子

数量少、重组子在转化子中占的比例较小（百分率仅

为 (@A B &&A）等诸多问题。笔者在进行斑点杂交

之前用快检法对转化子中的重组子进行了筛选，用

斑点杂交从约 $(:: 个重组子中才筛选得到一个目

的转化子。

质粒 ’!#& 的长度为 CD?;< 的 *+,E")-./!片

段，包含了 (，&)二氯酚羟化酶基因（ /0!1）和二氯儿

茶酚氧化操纵子（ /0!23%4）［+］。笔者用与 %，+)二氯

儿茶酚 $，()双加氧酶基因（ /0!2）互补的引物 %%$% F
G %%$& F 对所克隆的 $:;< 的 !"#$ 基因片段进行了

#>6 扩增，结果未扩增出预期大小的 *89 片段，提

示所得到的克隆片段可能不含 %，+)二氯儿茶酚 $，()
双加氧酶基因。据资料报道 (，&)二氯酚羟化酶基因

/0!1 的长度为 $DH;<［+］，故笔者将克隆片段作了缩短

和亚克隆并将亚克隆片段作了序列测定。测序结果

表明 !"#$ 亚克隆片段全长 (%H?;<，上下游两端分别

为 *+,E"和 ’()!酶切位点。核苷酸序列和氨基酸

序列分析表明，!"#$ 与已在 ,35IJ5; 登记的相关基

因有一定的差异；与 ’!#& 的 /0!1 差异最小，它们之

间的核苷酸序列有 ?CA的同源性。

原核生物基因的启动子一般位于起始密码子上

游几十至几百个核苷酸处，本研究中克隆到的 !"#$
的起始密码子 ,-, 上游有 (C+ 个核苷酸，推测该克

隆片段带有启动子，此为转化子的酶活力测定结果

所证实。转化子 K+%? 及 I.$)$( 的 (，&)二氯酚羟化

酶活力测定结果表明了所克隆的 !"#$ 能够在大肠

杆菌中表达出有功能的蛋白质。但两转化子的酶活

力都比原始菌株假单胞菌 ,-(&$)$ 的酶活力低，其

原因可能是复杂的，基因表达调控的不同可能是主

要原因之一。对 (，&)* 降解基因调控的研究表明，

(，&)二氯酚羟化酶基因的表达受调控基因 /0!- 的调

控［$$］。假单胞菌 ,-(&$)$ 是笔者从受 (，&)二氯酚及

(，&)* 污染的土壤中分离和筛选得到的细菌菌株，

其降解 (，&)二氯酚能力较强，说明包括 (，&)二氯酚

羟化酶基因调控在内的代谢调节状态良好。而在大

肠杆菌转化子 K+%? 及 I.$)$( 中不存在与假单胞菌

,-(&$)$ 类似的调控作用，(，&)二氯酚羟化酶基因虽

能表达但不处于最佳状态，(，&)二氯酚羟化酶活力

就较低。
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