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研究报告 

柴油降解基因工程菌的构建及降解特性 

罗群  何颖  侯登勇  王庆蓉  刘琼  蒋定文  沈先荣* 
(海军医学研究所  上海  200433) 

 
 

摘  要：【目的】构建柴油降解基因工程菌，提高柴油降解速率，研究 p450 基因在柴油降解过

程中的作用。【方法】将 Alcanivorax borkumensis SK2 的 p450 基因合成后，连接至烷烃响应表

达载体 pCom8 中，构建该基因的表达载体 p450-SK2/pCom8，并将其转入大肠杆菌 DH5α中，

通过 SDS-PAGE 检测该基因在大肠杆菌 DH5α中的表达，并将重组质粒 p450-SK2/pCom8 转入

柴油降解菌 Acinetobacter sp. Y9 中，构建基因工程菌 p450-SK2/Y9，研究工程菌 p450-SK2/Y9

对柴油的降解特性及 p450 基因在构建的工程菌 p450-SK2/Y9 中的表达。【结果】PCR、酶切

及测序结果表明重组质粒 p450-SK2/pCom8 构建正确。当柴油诱导浓度大于 1%时，目的基因

在大肠杆菌 DH5α 中的蛋白表达量较大，且随着诱导时间的延长而呈增加趋势。通过 PCR 检

测构建的基因工程菌 p450-SK2/Y9 中的 p450 基因表明，工程菌构建正确，利用单菌株降解柴

油时，宿主菌 Y9 与工程菌 p450-SK2/Y9 的柴油降解效率未见明显差异，但工程菌 p450-SK2/Y9

在构建的菌群中对柴油降解的促进效果明显。SDS-PAGE 结果表明，p450 基因在构建的工程菌

p450-SK2/Y9 中能得到准确表达，在混合菌中的表达量高于单菌株。【结论】柴油降解基因工

程菌在混合菌群中对柴油降解具有促进作用，而在单菌株情况下未见促进作用，且 p450 基因

的蛋白表达在混合菌中也高于单菌株，这对于提高柴油的降解速率及研究 p450 基因在柴油降

解过程中的作用机理具有一定意义。 
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Construction and characterization of engineered  
diesel-degrading bacterium 

LUO Qun  HE Ying  HOU Deng-Yong  WANG Qing-Rong  LIU Qiong   
JIANG Ding-Wen  SHEN Xian-Rong* 

(Naval Medical Research Institute, Shanghai 200433, China) 

Abstract: [Objective] We constructed engineered bacterium to improve diesel biodegradation and to 
study the effect of p450 gene on diesel biodegradation. [Methods] The p450 gene of Alcanivorax 
borkumensis SK2 was constructed in pCom8 and the p450-SK2/pCom8 plasmid was transformed 
into Escherichia coli DH5α. The expression of AlkB protein in E. coli DH5α was detected using 
SDS-polyacrylamide gel electrophoresis. The recombinant plasmids expressed rightly were 
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transformed into diesel-degrading Acinetobacter sp. strain Y9. The degrading characteristics and the 
expression of p450 in engineered bacterium p450-SK2/Y9 were studied. [Results] The identifying 
results by PCR and digestion with Sal I and Nde I indicated that the recombinant plasmids and the 
engineered bacterium p450-SK2/Y9 were constructed rightly. When the induction concentration of 
diesel was above 1% (V/V), the expression level of p450 gene was higher and increased slightly with 
the increasing of induction time. Diesel degradation ratios of p450-SK2/Y9 were not higher than that 
of Y9 when it was inoculated solely, but the p450-SK2/Y9 could facilitate the biodegradation of 
diesel in bacterial consortium. The results of SDS-PAGE showed that p450 gene could be expressed 
p450-SK2/Y9, and the expression level was higher in the bacterial consortium than that of single 
bacterium. [Conclusion] The engineered bacterium p450-SK2/Y9 could facilitate the biodegradation 
of diesel in bacterial consortium, and the expression level was higher in the bacterial consortium than 
that of single bacterium. These results are useful to improve diesel biodegradation and study on the 
mechanism of p450 gene for diesel biodegradation. 

Keywords: Diesel, Biodegradation, Engineering bacterium, Protein expression 

海洋石油污染在全世界范围内正引起广泛关

注。海洋石油污染不仅给生态环境带来巨大破坏，

而且对人类健康也带来不利影响[1]。近些年，随着

环境生物技术的发展，生物修复作为一种可持续发

展的治理手段给海洋石油污染提供了一种有效的

治理方法。由于微生物对于持久性的有毒物质有多

种代谢途径，同时不产生二次污染，所以，生物降

解对污染治理具有巨大的应用潜力[2]。 

土著及外来石油降解微生物对环境中的石油

污染物的净化能力有限，通过采用基因工程技术

手段，定向地构建高效的工程菌研究则显示出了

重要的实际意义。随着分子生物学和分析化学的

发展，石油烃的生物降解途径的神秘面纱已被揭

开。石油烃具有很强的化学惰性，需要多步代谢

才能完成降解。烷烃的生物降解是由氧化酶系统

酶促进行的，氧化作用的加氧酶有两种类型：单

加氧酶和双加氧酶。单加氧酶的氧化产物为醇，

双加氧酶的氧化产物为烷基氢过氧化物[3-4]。单末

端氧化，首先是烷烃在末端的甲基被氧化，经醇、

醛的氧化生成脂肪酸，脂肪酸经 β-氧化生成乙酞

辅酶 A，乙酞辅酶 A在有氧的条件下进入 TCA循

环而最终被完全氧化成 CO2和 H2O，如图 1所示，

这是一种烷烃最为常见的代谢途径[5]。编码这些酶的

基因主要分为两簇：alkBFGHJKL和 alkST (图 1B)。

alkS 基因为转录调控因子，在烷烃的诱导下激活

启动子 PalkB，从而使得 alkBFGHJKL在操纵子作

用下得到表达[6-7]。 

在烷烃降解过程中最关键的一步是在烷烃羟

化酶(Alkane hydroxylases)作用下末端的甲基被氧

化成醇，烷烃羟化酶是烷烃降解过程中第一步所需

要的最重要的酶，因此正引起研究者的广泛关注[8]。

从生物技术角度来看，烷烃羟化酶是多功能的生物

催化剂，能够参与很多氧化反应。研究表明不同的

酶系统可以参与烷烃的第一步氧化。烷烃羟化酶主

要分为三类：Pseudomonas putida GPo1 AlkB相关 
 
 

 
 
 

图 1  烷烃代谢途径(A)及相关基因(B) 
Figure 1  The metabolic pathways of alkanes (A) and 
relevant genes (B) 
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的内膜铁酶、细胞色素 P450酶(CYP)及一些甲烷、

丙烷、丁烷的单加氧酶[9]。细胞色素 P450酶(CYP)

是在所有生命体中普遍存在的一种酶[10]，在微生

物中，CYP主要用于合成次级代谢产物(如抗生素

等)和降解疏水性的低分子量化合物(如烷烃、芳香

烃等)。CYP能将单个氧原子以特定的方式加到未

激活的碳原子上，所以其能被用于生产一些以化

学方法很难或无法合成的物质及降解环境中难分

解的污染物 [11]。微生物中最著名的 CYP 是

P450cam (CYP101A)[12]和 P450BM3 (CYP102A)[13]。

近来，研究发现在许多石油降解菌中存在的 CYP

主要是 CYP153，包括在石油污染海洋环境中大

量存在的 Alcanivorax borkumensis，以及烷烃降解

菌 Sphingomonas sp. HXN-200 、 Oleomonas 

sagaranensis HXN-1400 和几株 Mycobacterium 

sp.，其含有一种或是几种属于 P450 酶的

CYP153[14]。van Beilen 等[15]克隆了 11 种与脂烷

烃降解相关的 CYP153 基因，其中 8 种 CYP153

基因与 CYP153 家族中的铁氧化还原蛋白及铁氧

化还原蛋白还原酶都在 Pseudomonas putida 和

Pseudomonas fluorescens得到了功能表达，使得其

宿主菌能够利用戊烷到十二烷作为唯一的碳源和

能源。 

本实验室前期从石油污染的海水中分离获得 

了石油烃降解菌 Acinetobacter sp. Y9、W3、F9及  

一株产表面活性剂菌 Gordonia sp. X1[16-19]，利用此   

4 株菌构建了高效的柴油降解菌群，并对菌株 Y9

的烷烃羟化酶基因进行了检测。为进一步研究烷烃

羟化酶基因在柴油降解过程中的作用及提高柴油

的生物降解速率，选取 Alcanivorax borkumensis SK2

的p450基因[20]作为目的基因，菌株Y9作为宿主菌，

构建 p450基因的表达载体 p450-SK2/pCom8，并将

其转化至大肠杆菌 DH5α中，优化诱导条件，通过

SDS-PAGE 检测该基因在大肠杆菌 DH5α 中的表

达，再利用构建正确的重组质粒转入石油降解菌

Acinetobacter sp. Y9 中，构建基因工程菌 p450- 

SK2/Y9，比较工程菌与宿主菌对柴油的降解速率，研

究工程菌在混合菌群中对柴油降解的促进作用，以及

p450基因在工程菌中的表达对柴油降解的影响。 

1  材料 

1.1  质粒和菌种 

研究中利用的菌株和质粒如表 1所示。 

pCom8 质粒(7 639 bp)由国家海洋局第三海洋

研究所海洋生物基因资源研究室邵宗泽教授提供，

其结构及多克隆位点如图 2和图 3所示。 

1.2  主要试剂和仪器 

限制性内切酶(SalⅠ、Nde )Ⅰ 、T4 DNA连接酶、

质粒提取试剂盒、PCR 试剂，宝生物工程(大连)有

限公司。PCR 仪、电泳仪，Bio-Rad 公司。测序及

引物合成均由上海生工生物工程技术服务有限公

司完成。 

 
 

表 1  实验用菌株及质粒 
Table 1  Strains and plasmid used in this study 

菌株和质粒 

Strain and plasmid 

特征 

Characteristic 

来源 

Source 
Y9 Acinetobacter sp. Laboratory collection 

W3 Acinetobacter sp. Laboratory collection 

F9 Acinetobacter sp. Laboratory collection 

X1 Gordonia sp. biosurfactant-producing strain Laboratory collection 

E. coli DH5α recA1 endA1 hsdR17 D lacU169 Laboratory collection 

pCom8 alkB genes expression vector, PalkB; Gmr(gentamicin);  
oriT; alkS; broad host range 

Smits et al. 2001[21] 
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图 2  pCom8 图谱 

Figure 2  Physical map of pCom8 

 

1.3  培养基 

LB 培养基(g/L)：胰蛋白胨 10.0，酵母提取物

5.0，NaCl 10.0。 

SOB培养基(g/L)：胰蛋白胨 20.0，酵母提取物

5.0，NaCl 0.5，每升培养基中加 10 mL 250 mmol/L 

KCl溶液，用 5 mol/L NaOH调 pH至 7.0。在溶液

使用前，加入 5 mL灭菌的 2 mol/L MgCl2。 

SOC培养基：除含有 20 mmol/L葡萄糖外，

其它成分与 SOB 培养基相同，葡萄糖溶液采用

0.22 μm滤器过滤除菌，其余均在 1×105 Pa灭菌

30 min。 

人工海水培养基(MMC，g/L)：NaCl 24.0，

MgSO4·7H2O 0.7，NH4NO3 1.0，KCl 0.7，KH2PO4 

2.0，Na2HPO4·12H2O 3.0，pH 7.5，灭菌后补加 0.2%

微量元素混合，微量元素经 0.22 μm滤膜过滤除菌，

其余在 1×105 Pa灭菌 30 min。 

MMC 微量元素混合液 (g/L)：CaCl2 2.0，

FeCl3·6H2O 50.0，CuSO4 0.5，MnCl2·4H2O 0.5，

ZnSO4·7H2O 10.0。 

2  方法 

2.1  目的基因的设计及合成 

据 Nature Biotechnology 杂志 2006 年报道，

Alcanivorax borkumensis SK2的基因组全长及其分析

已经全部完成[20]。该菌主要作用于中长链的烷烃，

选取其中的 p450 基因作为目的基因。通过 DNA 

Club、ClustalX等软件对该基因进行比对，发现其内

部不含表达载体 pCom8两端的酶切位点(Nde I和 Sal 

I)。在目的基因的两端加上 Sal I和Nde I的酶切位点，

然后送上海生工生物工程技术服务有限公司合成。 

2.2  重组质粒 p450-SK2/pCom8 的构建及鉴定 

将合成的目的基因及 pCom8 载体用 Nde I 和

Sal I双酶切，分别回收目的基因和 pCom8酶切片

段。用微量进样器在灭菌处理的 1.5 mL Eppendorf

管中依次加入 ddH2O、连接缓冲液、alkB 片段、

pCom8载体片段，最后加 T4 DNA连接酶(放于冰

浴中)。盖紧盖子混匀试剂，离心 2 s以集中样品。

16 °C连接过夜，用 CaCl2法将连接产物转化入大肠

杆菌感受态细胞中，取阳性克隆菌提取质粒，进行

PCR 和双酶切鉴定。根据目的基因序列设计 PCR

特异性引物 5'-CCCAAGAACCTGAAAGAAA-3'和

5'-TAACAGTGAGGCGAGCAT-3'。以提取的质粒为

模板进行 PCR 扩增反应。 PCR 反应体系：      

104.8 mg/L质粒 2 μL，10 μmol/L上、下游引物各   

1 μL，10×Buffer 2.5 μL，25 mmol/L MgCl2 2 μL，

dNTPs 2 μL (各 10 mmol/L)，5 U/μL ExTaq 酶    

0.5 μL，加 ddH2O至 25 μL。PCR的反应条件：94 °C 

5 min；94 °C 30 s，50 °C 30 s，72 °C 1 min，30个

循环；72 °C 10 min；4 °C终止。最后对 PCR扩增

产物进行电泳，用凝胶成像系统进行紫外检测。 
 

 
 

 

图 3  pCom8 的多克隆位点 
Figure 3  Multiple cloning site of pCom8 
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2.3  p450 基因在大肠杆菌 DH5α中的诱导表达 

将转化菌株 p450-SK2/DH5α以及DH5α分别接

种至 LB培养基中，在 30 °C、180 r/min条件下培

养过夜后，转接 1%菌液至新鲜的 LB培养基中，相

同条件下培养，当菌株 OD600约为 0.4时，加入 1% 

(体积比)的柴油诱导 0、2、4、6、8 h 后，分别取      

3 mL菌液，5 000g离心 5 min，收集菌体。研究

柴油浓度对蛋白表达影响时，分别加入 0、0.5%、

1%、2%、3%、4% (体积比)的柴油诱导 4 h后，采

用相同的方法收集菌体。用灭菌蒸馏水重悬菌体

后，煮沸 5 min，12 000g离心 5 min，取上清，利

用 Bradford法定量蛋白，根据样品蛋白浓度确定电

泳上样量，使得上样蛋白总量相同(20 µg)，采用

SDS-PAGE检测目的蛋白的表达，SDS-PAGE分离

胶为 10%，积层胶为 5%。 

2.4  重组质粒转化土著降解菌Y9 (Acinetobacter 
sp.) 

2.4.1  感受态的制备：将 OD600为 0.4 的菌液转移

到用冰预冷的 50 mL 聚丙烯管中，于冰浴放置    

10 min使培养物冷却至 0 °C，4 °C、4 100 r/min离

心 10 min，弃培养液，收集菌体；每 50 mL初始培

养液的菌体用 30 mL预冷的 0.1 mol/L CaCl2-MgCl2

溶液(80 mmol/L MgCl2，20 mmol/L CaCl2)重悬细胞

沉淀，4 °C、4 100 r/min离心 10 min，弃培养液，

收集菌体；用 2 mL冰预冷的 0.1 mol/L CaCl2重悬

每份细胞沉淀。使菌液浓缩 15倍(30 mL→2 mL)，

每 200 μL分装于 Eppendorf管，新鲜制备的感受态

直接做转化实验，其余加 15%甘油保存于−70 °C   

备用。 

2.4.2  转化反应：依次加入预冷的重组质粒

p450-SK2/pCom8 (不超过 10 µL，质粒小于 50 ng)

及灭菌重蒸水于制备好的感受态细胞菌液 200 µL

中；将各组 Eppendorf 管用手轻弹均匀，于冰水浴

放置 30–60 min；将各组转化的 Eppendorf 管转入

42 °C 水浴 90 s；然后立即放于冰浴上 1−2 min；结

束后在每管中加入 900 μL SOC液体培养基溶液并

混匀，置 37 °C水浴加温后转移到摇床中 37 °C、  

40 r/min振荡 45−60 min；将适当体积(每个 90 mm

平板达 200 µL)已转化的感受态细胞转移到含      

20 mmol/L MgSO4和相应抗生素的 SOB 琼脂培养

基上，37 °C培养过夜。 

2.5  工程菌 p450-SK2/Y9 中 p450 基因的检测 

用无菌牙签挑取阳性转化子单菌落接种于含

硫酸庆大霉素 50 mg/L的 15 mL LB液体培养基

中，37 °C、180 r/min培养 20 h。以菌液为模板进

行 PCR 扩增反应，引物与 PCR 反应条件同     

2.2所述。 

2.6  工程菌 p450-SK2/Y9 对柴油的降解 

将工程菌 p450-SK2/Y9 在含硫酸庆大霉素  

(50 mg/L)的 LB液体培养基中 37 °C、180 r/min振

荡培养 20 h，同时土著菌 Y9在 LB液体培养基中

相同条件下培养一定时间，使得其与工程菌菌液的

OD600 相等，各取 3 mL 菌液，4 000 r/min 离心      

5 min后，收集菌体，接种至含 1% (体积比)柴油的

50 mL MMC中，30 °C、180 r/min培养。每株菌设

置 3个重复，以未接菌组作为空白对照。每隔 48 h

测量MMC中残余柴油量，计算柴油降解率。比较

工程菌与宿主菌的柴油降解率。 

将菌株 Y9、W3、F9、X1 及 p450-SK2/Y9 分

别在 LB液体培养基中 37 °C、180 r/min振荡培养

20 h，设置两组混合菌： Y9+W3+F9+X1 和

p450SK2/Y9+W3+F9+X1，混合菌中各单菌株的接

种比例相等(各 1 mL)，总接菌量为 4 mL。在柴油

浓度为 1% (体积比)的 50 mL MMC 中，30 °C、    

180 r/min培养，每组设置 3个平行，测量连续 3 d

的柴油降解率，检测工程菌对混合菌群柴油降解能

力的提高。柴油降解率根据《海洋监测规范-海水分

析》(GB17378.4-2007)中紫外分光光度法测定柴油

的残留量，以未接菌的含相同柴油浓度的组别作为

对照，计算降解率。实验设 3个重复。柴油降解率

η 降解计算公式为： 

η 降解=(C0−C1)/C0×100% 

其中，C0和 C1分别为对照组柴油浓度和接菌

组柴油浓度。 
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2.7  p450 基因在工程菌 p450-SK2/Y9 中的表达 

宿主菌 Y9、工程菌 p450-SK2/Y9、两组混合菌

(Y9+W3+F9+X1 和 p450SK2/Y9+W3+F9+X1)分别

接种至柴油浓度为 1% (体积比)的MMC培养基中，

接种量为 4% (体积比)，在 30 °C、180 r/min培养

24 h，而大肠杆菌 DH5α及 p450-SK2/DH5α在柴油

浓度为 1%的 LB 培养基中相同条件下培养 24 h，  

10 000 r/min离心 10 min，收集菌体，用灭菌纯水

洗两遍后，加入适量灭菌纯水，用组织匀浆机以  

4.0 m/s破碎 20 s，1 000 r/min离心 10 min，收集上

清，利用 Bradford法蛋白定量，根据样品蛋白浓度

确定电泳上样量，使得上样蛋白总量相同(20 µg)，

采用 SDS-PAGE检测目的蛋白的表达，SDS-PAGE

分离胶为 10%，积层胶为 5%。 

3  结果与分析 

3.1  重组质粒 p450-SK2/pCom8 的构建及鉴定 

构建的重组质粒 p450-SK2/pCom8物理图谱见

图 4。Alcanivorax borkumensis SK2中的 p450基因

全长为 1 410 bp，由于其内部不含表达载体 pCom8

两端的酶切位点(NdeⅠ和 SalⅠ)。在 p450-SK2基因

的两端加上 SalⅠ和 NdeⅠ的酶切位点后，合成的目

的基因全长为 1 422 bp。合成的目的基因及 pCom8

载体经 NdeⅠ/SalⅠ双酶切后，将目的基因连接至

pCom8 载体的多克隆位点 NdeⅠ和 SalⅠ处，重组 

 

 
 
 

图 4  重组质粒的物理图谱 
Figure 4  Physical map of recombinant plasmid 

 
 

图 5  p450-SK2/pCom8 的酶切鉴定 
Figure 5  Enzyme digestion of p450-SK2/pCom8 
Note: 1: p450-SK2/pCom8; 2: DL15000 marker. 

 
质粒经 SalⅠ/NdeⅠ双酶切后，1%的琼脂糖凝胶电

泳检测到大小约为 7.6 kb和 1 416 bp的片段 (图 5)，

片段大小与质粒 pCom8及目的基因实际大小一致。

PCR 鉴定结果表明，使用特异性引物进行 PCR 扩

增时，空质粒 pCom8 没有扩增出任何条带，而重

组质粒 p450-SK2/pCom8 扩增出相应大小的片段  

(图 6)，进一步测序表明序列和读码框都正确。 
 
 

 
 

图 6  p450-SK2/pCom8 的 PCR 鉴定 
Figure 6  PCR detection of pCom8 and p450-SK2/pCom8 
Note: 1: p450-SK2/pCom8; 2: pCom8; 3: Blank control; 4: 
DL2000 marker. 
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3.2  p450-SK2 基因在大肠杆菌 DH5α中的表达 

将制得的蛋白样品利用 Bradford法定量，根据

样品蛋白浓度确定电泳蛋白上样量，使得上样蛋白

总量相同(20 µg)，采用 10% SDS-PAGE 分离胶和

5%的积层胶进行电泳。不同柴油浓度诱导的样品电

泳结果如图 7所示，不同时间诱导的样品电泳结果

如图 8所示。合成的目的基因全长为 1 410 bp，其

表达蛋白大小约为 57 kD。SDS-PAGE分析结果表

明，p450-SK2/DH5α在 57 kD处有目的条带表达，

未转化的 DH5α 却未观察到，因此，认为 p450 基

因在大肠杆菌 DH5α中得到了表达；在诱导柴油浓

度大于 1%时，目的条带表达量较大，而不同诱导

时间的蛋白电泳表明，目的蛋白随着诱导时间的延

长而呈增加趋势，在 6 h时蛋白表达量最大。 

3.3  工程菌 p450-SK2/Y9 中 p450 基因的检测 

以宿主菌 Y9、工程菌 p450-SK2/Y9、大肠杆菌

DH5α 及 p450-SK2/DH5α 菌液为模板进行 PCR 扩

增反应，反应产物的电泳图如图 9所示，以工程菌

p450-SK2/Y9和 p450-SK2/DH5α菌液为模板时，扩

增出相同大小的条带，而宿主菌 Y9 和大肠杆菌

DH5α 却没有扩增出相应大小的条带。结果表明重

组质粒 p450-SK2/pCom8 被转入宿主菌 Y9 中，工

程菌 p450-SK2/Y9构建成功。 

3.4  工程菌 p450-SK2/Y9 对柴油的降解 

宿主菌 Y9及工程菌 p450-SK2/Y9柴油降解率

随时间的变化如图 10 所示，工程菌与宿主菌的柴

油降解未见明显差异，在第 4天时，工程菌的降解

率稍比宿主菌高，而在第 2、6 天两者的柴油降解 
 

 
 

图 7  不同柴油浓度诱导 p450-SK2 蛋白表达的

SDS-PAGE 电泳图 
Figure 7  SDS-PAGE electrophoresis of p450-SK2 protein 
induction with different concentrations of diesel oil  
注：1：4%柴油；2：3%柴油；3：2%柴油；4：1%柴油；5：

蛋白Marker；6：未诱导；7：DH5α. 

Note: 1: 4% diesel oil; 2: 3% diesel oil; 3: 2% diesel oil; 4: 1% 
diesel oil; 5: Protein marker; 6: No induction; 7：DH5α. 

 
 

图 8  p450-SK2 基因在不同诱导时间表达蛋白的

SDS-PAGE 电泳图  
Figure 8  Protein SDS-PAGE electrophoresis of p450-SK2 
gene induction different time 
注：1：DH5α；2：未诱导；3：诱导 2 h；4：蛋白Marker；5：

诱导 4 h；6：诱导 6 h. 

Note: 1: DH5α; 2: No induction; 3: 2 h; 4: Protein marker; 5: 4 h; 6: 
6 h. 
 

率基本相等。本实验室前期采用 PCR从宿主菌 Y9

的基因组 DNA 和质粒中分别扩增出了大小分别为

544 bp和 864 bp的 alkB和 CYP153A基因，分别与

Acinetobacter sp. M-1和 Acinetobacter sp. OC4具有

84%和 98%的相似性，并且宿主菌 Y9 几乎可高效

地降解柴油中 C11−C22 所有组分[17]。因此，在宿

主菌中含有多种烷烃羟化酶(Alkane hydroxylases)

基因时，烷烃羟化酶并不是烷烃降解过程中的限速

酶，再导入新的烷烃羟化酶基因，该基因并不能得

到过量表达，构建的基因工程菌也不能显著提高宿

主菌的烷烃降解速率。 

为考察工程菌 p450-SK2/Y9在混合菌群中对柴

油降解的效果，在实验室构建的优势菌群

(Y9+W3+F9+X1)中[18]，以工程菌 p450-SK2/Y9 代

替宿主菌 Y9，构建新的菌群 (p450-SK2/Y9+ 

W3+F9+X1)，比较两个菌群对柴油的降解效果， 
 

 
 

图 9  p450 基因的 PCR 鉴定 
Figure 9  PCR detection of p450 gene 
注：1：Y9；2：p450-SK2/Y9；3：p450-SK2/DH5α；4：DH5α；

5：空白对照；6：DNA marker. 

Note: 1: Y9; 2: p450-SK2/Y9; 3: p450-SK2/DH5α; 4: DH5α; 5: 
Blank control; 6: DNA marker. 
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图 10  宿主菌 Y9 及工程菌 p450-SK2/Y9 柴油降解率随

时间的变化 
Figure 10  Changes of diesel oil biodegradation ratio of Y9 
and p450-SK2/Y9 with incubation time  
 

其降解率随时间的变化如图 11 所示，含有工程菌

的菌群柴油降解率始终明显要高于含宿主菌的菌

群。石油是由上千种化学性质不同的化合物组成的

复杂混合物，相同条件下微生物对不同种类石油烃

的降解能力是不同的，不同种类的石油烃的降解也

需要含有多种降解酶的微生物参与，利用能降解不

同种类化合物的降解菌构建降解菌群，菌株之间的

协同作用不仅可以扩大降解底物的范围，而且可以

提高降解速率[22]。由于在混合菌群中，各菌株所含

有的降解酶基因不同，而且菌株之间也具有协同作

用，可以利用各自的降解底物来增加降解速率，因

此在石油烃降解过程中起关键作用的烷烃羟化酶

成为了限速酶，含有工程菌的菌群由于烷烃羟化酶

基因的导入，使得烷烃羟化酶可以得到大量表达，

因此，提高了原有菌群的柴油降解效率。 

 

 
 

图 11  工程菌 p450-SK2/Y9 构建菌群的柴油降解率随时

间的变化 
Figure 11  Changes of diesel oil biodegradation ratio of 
bacterial consortium with incubation time 

3.5  p450 基因在工程菌 p450-SK2/Y9 中的表达 

为检测 p450基因在工程菌 p450-SK2/Y9中的

诱导表达，将宿主菌 Y9、工程菌 p450-SK2/Y9、

两组混合菌 (Y9+W3+F9+X1 和 p450SK2/Y9+ 

W3+F9+X1)利用 1%的柴油在 MMC 培养基诱导  

24 h，而 p450-SK2/DH5α利用 1%的柴油在 LB培

养基中诱导 24 h，比较各自的蛋白表达情况，其

SDS-PAGE 电泳图如图 12 所示， DH5α 与

p450-SK2/DH5α 在目的蛋白大小处的差异条带为

目的蛋白，宿主菌 Y9 及混合菌 Y9+W3+F9+X1

在 该 蛋 白 大 小 处 都 未 见 条 带 ， 而 工 程 菌

p450-SK2/Y9 及混合菌 p450SK2/Y9+W3+F9+X1

都有明显条带，且混合菌 p450SK2/Y9+W3+F9+X1

的目的蛋白表达量相对单菌株 p450SK2/Y9更大，

这 也 与 工 程 菌 p450-SK2/Y9 在 混 合 菌

p450SK2/Y9+W3+F9+X1 中对柴油降解促进更大

相符。结果表明，p450 基因在构建的工程菌

p450-SK2/Y9中能得到准确表达，且表达量越大，

对柴油降解的促进作用越明显。 

4  结论 

本文将 Alcanivorax borkumensis SK2 的 p450

基因扩增后，连接至烷烃响应表达载体 pCom8中，

构建该基因的表达载体 p450-SK2/pCom8，并将其 

 

 
 

图 12  p450-SK2 基因在工程菌 p450-SK2/Y9 中表达蛋

白的 SDS-PAGE 电泳图  
Figure 12  Protein SDS-PAGE electrophoresis of p450 gene 
in p450-SK2/Y9  
Note: 1: p450-SK2/Y9+W3+F9+X1; 2: Y9+W3+F9+X1; 3: 
p450-SK2/Y9; 4: Y9; 5: p450-SK2/DH5α; 6: p450-SK2/DH5α (no 
induction); 7: Protein marker. 
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转化至大肠杆菌 DH5α中，经 PCR、酶切及测序鉴

定，重组质粒构建准确，优化诱导条件，通过

SDS-PAGE检测，该基因在大肠杆菌 DH5α中得到

准确表达，利用能正确表达的重组子转入石油降解

菌 Acinetobacter sp. Y9 中，构建了基因工程菌

p450-SK2/Y9，研究工程菌 p450-SK2/Y9 对柴油的

降解特性表明，工程菌在混合菌群中对柴油降解的

促进作用明显。 p450 基因在构建的工程菌

p450-SK2/Y9 中能得到正确表达，在混合菌中的表

达量高于单菌株，这对于提高柴油的降解速率及研

究 p450 基因在柴油降解过程中的作用机理具有一

定意义。 
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