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摘 要：根据已报道的邻苯二酚%，$6双加氧酶基因（!"#8）序列，设计98:引物，从一株邻单

胞菌（$%&’()*)+,’）的;<%质粒上扩增到!"#8基因片段，连接到;=>?6@载体上，并转化大

肠杆菌A?%"2菌株，筛选到阳性克隆。序列分析结果表明，98:产物全长4"%.;，有一个阅读

框，编码$77个氨基酸，与增氧产碱菌（-%.,%(/&+&’&0!1)2%0’）的!"#8基因相比，在#21位相

差一个碱基（8#B），导致编码产物在$$4位相差一个氨基酸。将目的片段克隆到;C(D+E,/F;6
GHHIJ质粒载体上，筛选到阳性克隆;CG%$=，在大肠杆菌A?%"2中可表达邻苯二酚%，$6双加

氧酶（8%$"）的活性；将翻译起始密码子为B@=的目的片段克隆到;>@61"K质粒载体上，筛

选到阳性克隆;>@1"B，在大肠杆菌C<$%（*>1）;(LEJ中可表达目的蛋白。8%$"是芳香族化

合物降解过程中的关键酶，为了进一步在草坪草中表达!"#8基因，利用草坪草降解环境中

芳香族污染物，将该基因翻译起始密码子由=@=突变成B@=，突变后的基因在大肠杆菌中

可正常表达8%$"的活性。
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邻苯二酚%，$6双加氧酶（8%$"）是第一个被发现催化苯环开环的双加氧酶［%］，它催化

苯环上邻位羟基内部开裂，故又称其为内二元醇双加氧酶。该酶在芳香族化合物降解中

起非常重要的作用［$，1］。在恶臭假单胞杆菌（$’&0#)*)+,’20!(#,）和增氧产碱菌（-%.,%(3
/&+&’&0!1)2%0’）中已克隆到邻苯二酚%，$6双加氧酶基因（!"#8）［!，7］。作者曾分离到一株

能降解氯苯的邻单胞菌（$%&’()*)+,’），在其细胞提取液中检测到8%$"的活性，并证明该

菌株中的质粒与降解氯苯有关。本文在此基础上进一步克隆了编码8%$"酶的基因（!"#
8），并研究了该基因在大肠杆菌中表达。为了研究该基因在草坪草中的表达机理，以便

培育能够降解芳香族污染物的草坪草，已将该基因克隆到植物高效表达的质粒载体上。

! 材料和方法

!%! 菌株和质粒

;<%为降解氯苯的邻单胞菌（$%&’()*)+,’）中的质粒，;=>?6@>KEL&+,G’/及其宿主



菌!"#$%&!"#$%为&’()*+,产品，-./0*12’3-45567质粒为74’,4,+*8*产品，-9:;<$,质

粒及其表达宿主菌!"#$%&.=>#（?9<）-/@17为A(B,+*8产品，植物中高效表达质粒载体

-C!9.D.#$E由协作研究单位英国草地环境研究所.*44,8@博士构建。

!"# 酶和试剂

:,F?AC聚合酶，所有限制性内切酶及连接酶，&GH产物纯化试剂盒，（I;溴;J;氯;<;
吲哚;!;?;半乳糖（K;+,/），异丙基;!;?;硫代半乳糖苷（5&:L）均为&’()*+,公司产品，其它

所用的化学试剂均为分析纯。

!"$ 引物合成及&GH扩增

根据&*’M381等［>］报道的邻苯二酚#，>;双加氧酶基因（’()G）序列，用&G／L9A9软

件中&GH引物设计程序，设计&GH引物，扩增’()G的编码区。

引物5 IN—CGLLCLLGCCCL:LCCGCCCCLCL—<N
引物55 IN—CG:LG::GCC:GLGL:GCC:G::G—<N
I$"=&GH反应混合物中含有-=#质粒模板$O#"=（#$$8+／"=），#$P.0QQ*’（含"+;

G/>）I"=，#$))(/／=RA:&>"=，>")(/／=引物各#"=，:,F?AC聚合酶$OI"=（#D）。循

环参数为%JS变性#)38，I$S复性#)38，T>S延伸>)38，<$个循环，最后，T>S延伸

I)38。扩增产物经&GH纯化试剂盒纯化后备用。

!"% &’(扩增产物的克隆与鉴定

&GH扩增产物纯化后，按-L9";:9,1@U*24(’试剂盒使用说明，连接到-L9";:
9,1@U*24(’上，并转化大肠杆菌，在涂5&:L和K;+,/的=.平板上筛选白色菌落，通过

&GH和酶切鉴定后，获得重组质粒-L9"4#>L，并进行核苷酸序列分析。

!") 翻译起始密码子的突变

利用引物555和#O<的引物55，通过&GH方法将’()G基因的翻译起始密码子L:L
突变成C:L。&GH条件同#O<节。突变后的&GH产物按#OJ的方法克隆到-L9";:
9,1@U*24(’上，获得重组质粒-L9"4#>C。

引物555 IN—CGLLCLLGCCCC:LCCGCCCCLCL—<N
引物55 IN—CG:LG::GCC:GLGL:GCC:G::G—<N

!"* 邻单胞菌!"#’基因在大肠杆菌中的表达分析

!"*"! 质粒载体-.4#>L和-.4#>C的构建：为确保邻单胞菌’()G基因的阅读框在质

粒载体-./0*12’3-45567上不被破坏，分别用*+#5和*+#55从-L9"4#>L和-L9"4#>C
重组质粒上切下目的片段，定向插入到-./0*12’3-45567上的*+#5和*+#55位点间，将

连接产物转化大肠杆菌!"#$%，通过&GH和酶切筛选重组质粒，分别命名为-.4>L（翻译

起始密码子为L:L）和-.4>C（翻译起始密码子为C:L）。质粒的构建过程见图#。

!"*"# 质粒载体-9:<$C的构建：用!#$H5从-L9"#>C重组质粒上切下目的片段，插

入到-9:V<$,的!#$H5位点之间，将连接产物转化大肠杆菌!"#$%，通过酶切筛选重组

正方向质粒，并命名为-9:<$C（翻译起始密码子为C:L）。质粒构建过程见图>。

!W*W$ 邻苯二酚!，>;双加氧酶粗酶液的提取：分别将含有-.4#>L，-.4#>C和-9:<$C
质粒的大肠杆菌在含5&:L#))(/／=的I$)==.培养基中，<$S下振荡培养EX。JS下

离心收集菌体，用$O$I)(/／=的磷酸缓冲液（-YTW$）洗涤>次，再将菌体重新悬浮在
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图! "#$%&’质粒的构建

()*+! ,-./01230)-.-4"56/7)8"#$%&’

图9 ":09!;质粒的构建

()*+9 ,-./01230)-.-4"56/7)8":09!;

!&7<磷酸缓冲液中，经超声波破碎菌体细胞（破碎=次，每次%&/，间隔!7).），=>下

9?&&&1／7).离心%&7).，上清液即为酶粗提液。

!"#"$ 邻苯二酚!，!@双加氧酶活性检测：参照A"6).等人［B］的方法进行。反应混合物中

含=&77-5／<#C$’&+!7<，%&77-5／<邻苯二酚&D&!7<，酶粗提液&D=7<，&+&?7-5／<
的磷酸缓冲液（"EF+&）9D%G7<。反应混合物在!?>水浴中反应%&7).，每?7).取样一

次。反应产物顺，顺—己二烯二酸的吸收峰在’!B&处。’!B&峰值的增加表示产物顺，顺—

己二烯二酸的积累。酶活以每毫克蛋白每分钟生成产物的微摩尔数表示（9!7-5邻苯二

酚完全转变成顺，顺—己二烯二酸时，!!B&增加?DB）。

!"#"% ACA@H’;#检测：将含有"#$%&’的大肠杆菌在含IH$;977-5／<的?&7<<:
培养基中，%F>下振荡培养BJ，=>下离心收集菌体。用菌体收集缓冲液（含?&77-5／<
$1)/@E,5，"EG+&，!77-5／<#C$’）洗涤一次，用&D9倍体积的缓冲液重悬，加入$1)0-.K@
9&&破碎菌体，=>下，9?&&&1／7).离心%&7).，弃上清，加入9LACA上样缓冲液，电泳。

& 结果和讨论

&"! ’()扩增

以邻单胞菌（"#$%&’(’)*%）"<9的质粒为模板，按所设计的优化反应条件进行H,M扩

增。扩增产物经9N的琼脂糖凝胶电泳检测为单一条带，长度约为G&&O"（图%）。

9G?B期 马忠华等：邻单胞菌邻苯二酚9，!@双加氧酶基因（+,-,）的克隆及其在大肠杆菌中表达



图! "#$产物及%&’()*、%&’()+质粒酶切电

泳分析（(,-.+/01234）

56/7! 894:’12%;2143630<09=3632>"#$0?%96>64@%12@A

B:’0<@

903?6@3%&’)*0<@%&’)+@6/43’4@C6’;!"#D0<@!"#DD
(7!EF+／$#%$DG&’(@DDDH01I413；)7"#$0?%96>64@

%12@B:’C6’;%16?413D0<@DD；!7"903?6@%&’()*@6A

/43’4@C6’;!"#D0<@!"#DD；J7"903?6@%&9B43:16%’DD

KL@6/43’4@C6’;!"#D；M7"903?6@%&’()+@6/43’4@

C6’;!"#D0<@!"#DD；N7"#$0?%96>64@%12@B:’C6’;

%16?413DDD0<@DD；O7!EF+／$#%$DG&’(@DDDH01IA
4137

!7! 扩增产物的克隆和序列分析

纯化后的"#$产物，克隆到%*8HA803=
P4:’21上，通过"#$和$#%$D酶切鉴定，筛选

出多个重组质粒。对重组质粒%*8H’()*中

的目的片段进行测序，结果发现"#$产物长

Q-(R%，有一个阅读框，编码)MM个氨基酸（图

J），与发表的增氧产碱菌（)*+,-.%/0,1）SH(!J
菌株%SJ质粒上-23#序列［J］基本相同。但

在基因编码区NT!位上是+，而不是#，从而

使得))Q位上脯氨酸变成了苏氨酸。

为了在草坪草中有效表达-23#基因，通

过"#$方法将邻单胞菌中-23#基因的翻译

起始密码子*U*突变成植物中的翻译起始密

码子+U*。"#$产物克隆到%*8HAU803=
P4:’21上，获得重组质粒%*8H’()+，经序列

测定，证实该基因翻译起始密码子突变成功。

!"# 邻单胞菌中!"#$基因在大肠杆菌中的

表达

将转化%*8H’()*和%8H’()+的大肠

杆菌在涂D"U*和VA/09的W&平板上生长，

菌落呈蓝色。表明%&9B43:16%’DDKL质粒的多

克隆位点上插入-23#基因没有破坏"A半乳

糖苷酶基因（0"#X）的阅读框，重组质粒中0"#X
基因能正常表达。

以%&9B43:16%’DDKL质粒转化的大肠杆菌的细胞提取液为对照，发现含有%&’()*和

%&’()+质粒的大肠杆菌，在(??29／WD"U*诱导后，细胞提取液中均可检测到邻苯二酚

(，)A双加氧酶的活性（图M）。这一结果表明邻单胞菌-23#基因在大肠杆菌中可以表达，

翻译起始密码子由*U*突变成+U*不影响该基因在大肠杆菌中的表达活性。但是，

LELA"+*8未能检测到目的蛋白，可能是由于%&’)*和%&’)+表达水平偏低。

试验选用%8UA!-0质粒载体及相应的表达宿主菌$*#%0’&9)(（E8!）%W=3L进行进

一步的表达分析。上述结果表明，翻译起始密码子的突变对该基因在大肠杆菌中的表达

无明显影响，同时考虑将来要在植物中表达这一基因，因此选用含+U*起始密码子的目

的片段克隆到%8UA!-0载体上，经酶切鉴定获得了正向重组质粒%8U!-+（图N），并转入

表达宿主菌。以(??29／WD"U*，在!-Y和!OY下分别诱导表达，在细胞提取上清液

（!-Y诱导）和沉淀（!OY诱导）中检测目的蛋白。发现在细胞提取液中，有较高的邻苯二

酚(，)A双加氧酶活性（图O）；在沉淀中，LELA"+*8检测到与预计分子量吻合的目的蛋白

（图Q）。
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图! 邻单胞菌（!"#$%&’&()$*+,"基因核苷酸及其氨基酸序列

#$%&! ’()*+,-$.+/+0(+1)+21..+.()+.23$1,2)$./+0(+1)+,4*+,"45,3!"#$%&’&()$
!62/+.$44+5+1)+7+-8++1-9+*+,"45,3!"#$%&’&()$21.-9+,1+45,3-".)"%/#(#$#0*1&2"0$3

图: 含有;6-<=>和;6-<=?质粒的大肠杆

菌细胞提取液中"<=@的反应进程曲线（;6AB
ACD为对照）

#$%&: "<=@5+2)-$,1;5,)++.$1%)(5E+/$1)+**+FB

-52)-/45,343.&"%),1-2$1$1%;*2/3$./;6-<=>21.

;6-<=?5+/;+)-$E+*G（;6AACD(/+.2/-9+),1-5,*）

图H ;IJK@?质粒酶切电泳分析（<L=M
?%25,/+）

#$%&H I*+)-5,;9,5+/$/212*G/$/,4;*2/3$.;IJK@?

.$%+/-+.8$-94.&NA
<&!O’?／4.&NAP5%(.AAAQ25R+5/；=&S"N

23;*$4$+.;5,.()-8$-9;5$3+5/AA21.AAA；K&S*2/B

3$.;IJK@?.$%+/-+.8$-94.& NA；!&S*2/3$.

;IJBK@2.$%+/-+.8$-94.&NA；:&!O’?／4.&NAP
5%(.AAAQ25R+5/&
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图! 含有"#$%&’质粒的大肠杆菌细胞提

取液中()*&的反应进程曲线

+,-.! ()*&/0123,45"/42006,5-27/809,520::0;<

3/1239=/4>!"#$%&24531,5,5-"#$%&’（!"#$%&245<
31,5,5-54":19>,6156":19>,6"#$<%&1790619245<

3/4:9）

图? 转化"#$%&’质粒的大肠杆菌细胞不溶

组分的@A@<B’C#结果

+,-.? @A@<B’C#4=,594:7D:024>"450534=!"#$%&
20::924531,5,5-"#$%&’

).E4F0/>4:027:1/F0,-G3"/430,5>1/H0/9；*.!"#$%&
24531,5,5-54":19>,6；%.!"#$%&24531,5,5-"#$<%&1,5<
67206F,3GIB$C；J.!"#$%&24531,5,5-"#$%&’,5<
67206F,3GIB$C，3G00;"02306%%HA"/430,59,56,21306；

K.!"#$%&24531,5,5-"#$%&’F,3G473,56723,45；L.:4F<

0/>4:027:1/F0,-G3"/430,5>1/H0/9.

! 讨论

E0160/等［!］研究发现，’()&*+$,$*-.属

的一些菌中/01(基因编码的氨基酸序列与

2"(3/&-中/01(基因编码氨基酸有??M!
)&&M的同源性，与4"53/6$(%3.的同源性也达?LM。本研究克隆到的2%5.&$,$*-./01(
基因与4"53/6$(%3.NOB)%J菌株的/01(基因编码的氨基酸基本相同。B0/H,59报道［J］

的4"53/6$(%3.NOB)%J菌株的"NBJ质粒上邻苯二酚)，*<双加氧酶基因编码区!LKD"，

编码*KK个氨基酸。本研究通过B(P克隆到的邻单胞菌/01(基因与增氧产碱菌的/01
(基因在LQ%位上相差一个碱基，导致一个氨基酸的差异。但从大肠杆菌中的表达研究

可知邻单胞菌/01(基因所编码的产物仍具有明显的邻苯二酚)，*<双加氧酶活力。

原核生物中翻译起始密码子为C$C的基因在植物中不能有效地表达。增氧产碱菌

中起始密码子为C$C的*，J<A单氧化酶（/01’）基因转入烟草中，不能有效表达，因而不

能获得抗*，J<A的转基因植株；但将C$C突变成’$C后再转入烟草中，转基因植株便

获得了对*，J<A的抗性［?］。因此，为了在草坪草中表达从邻单胞菌中克隆到的/01(基

因，已将/01(中翻译起始密码子C$C突变成’$C，突变后的基因在大肠杆菌中能表达

出同样邻苯二酚)，*<双加氧酶活性。这表明起始密码子由C$C突变成’$C并不影响

该基因的有效表达。目前已将翻译起始密码子为’$C的/01(基因克隆到植物高效表

达的质粒载体"’N#RSR)&L上，以便研究该基因在植物中的表达机理，并探索培育能够

降解芳香族污染物草坪草的可行性。
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*%*E期 马忠华等：邻单胞菌邻苯二酚#，!Z双加氧酶基因（"<29）的克隆及其在大肠杆菌中表达




