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摘 要：将菲降解菌鞘氨醇单胞菌（!"#$%&’()%)* :;)）<=2的 *04片段与 ;>?%%5质粒连接后，
转化大肠杆菌 @A%$5，经筛选得到两个质粒，分别命名为 ;>;%（带有 "B2C.外源 *04片段）和

;>;"（带有 2B5C.外源 *04片段）。;>; %的 *04含有 "个 DEF。DEF %由 "38个氨基酸组
成，与恶臭假单胞菌（+*,-.’(’%)* "-/$.)）F%的甲苯水解酶及菌株 +*,-.’(’%)* ?F#$$的甲苯水
解酶在氨基酸水平上有 !3G的同源性。DEF " 由 2"3 个氨基酸组成，与嗜热脂肪芽孢杆菌
（0)1$22-* */,)3’/#,3(’"#$2-*）的邻苯二酚双加氧酶（;H+ 1）及紫红红球菌（4#’.’1’11-* 3#’.’1#3’-*）

?IA的邻苯二酚双加氧酶（?"2D）在氨基酸水平上分别有 83G和 !!G的同源性。
关键词：菲，双加氧酶，基因
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多环芳烃是一类含有二个苯环以上的有机化学污染物，主要来源于人类生产活动和

能源利用过程，如石油、煤、木材等燃烧过程，以及石油及石油化工产品生产过程。此外，

多环芳烃还存在于汽车、飞机等交通运输工具以及采暖锅炉和家庭炉灶排气中。由于多

环芳烃的潜在毒性、致癌性及致突变作用，将严重影响到人类健康，因此，多环芳烃在环境

中的能否被微生物快速地降解引起了人们的重视，通常微生物降解芳烃化合物的途径是

在芳香环相邻的两个碳原子上分别导入两个氧原子形成邻苯二酚类化合物，然后经 (,/)7
或 ’3/#’7开裂，进入下一步代谢［%，"］。邻苯二酚类化合物 (,/)7开裂时，在 !"$K-处有一个
极大的吸收峰，因此在基因工程菌对多环芳烃的降解试验中，常利用这一特点［2 L 8］。作者

利用菲为唯一的碳源，从石油污染土壤中分离出具有降解多种芳烃化合物的 "株鞘氨醇
单胞菌（!"#$%&’()%)* :;)）<=2和 <M"菌株。根据这些菌株能使 "，27二羟基联苯氧化变
色这一特性，对菲降解菌（!"#$%&’()%)* :;)）<=2的 (,/)7开裂基因进行克隆和研究。

$ 材料和方法

$%$ 菌株 质粒、培养基、及培养条件
本实验使用的供体菌为芳香族化合物菲降解菌（!"#$%&’()%)* :;)）<=2，载体为质粒

;>?%%5（ 2)1N 4;/）［#］，受体菌为 5 ) 1’2$ @A%$5。菌株 !"#$%&’()%)* :;) <=2在 O1培养基培
养；5 ) 1’2$ @A%$5在 " P =I培养基［3］培养。氨苄青霉素（最终浓度为 8$!QR-O）用于大肠杆



菌液体培养及在固体培养基上的选择。

!"# 药品及试剂
!，"#二羟基联苯和苯甲酸从 $%&%’%(%化学工业有限公司（日本）购入。碱性磷酸酶

（)*+,）、-. /0+连接酶、限制性内切酶从 1%23纯化学工业有限公司（日本）购入。
!"$ %&’制备
质粒 45)667用碱法从大肠杆菌中抽提［8］；菌株 !"#$%&’()%)* 94: ,;"的总 /0+用苄

基氯法［7］从培养 68 <后的菌体中抽提。
!"( 基因克隆
菌株 !"#$%&’()%)* 94: ,;" /0+和质粒 45)667 /0+分别用 +,’=!酶切。质粒 /0+

用碱性磷酸酶（)*+,）去除 >?端磷酸。用 -. /0+连接酶连接。@A6B7转化菌的筛选用含
有氨苄青霉素的 ! C ;-选择培养基。酶活性根据 !，"#二羟基联#乙醚溶液（BD>(EF(G）喷
雾后，固体培养基的菌落是否变黄判定［6B］。

!") 核酸序列的测定与分析
核酸序列的测定用 H%IEJK双脱氧链终止法，使用测序仪为 +L* ,=*HA-A"6B基因分析

仪（数据收集采用 6DBD!版本，序列分析采用 "DB版本）。核酸序列的分析及氨基酸相同
性比较通过 //L@、ML*及 NJIL%I2数据库和 )G5H-+G 1分析软件（6DO版本）完成。
!"* 静止细胞反应
将带有质粒的 + : ,’-$ @A6B7菌株接种于氨苄青霉素选择培养基，"PQ培养到 ./>OB为

BD7时回收菌体，用 >B ((3RFG的磷酸缓冲液（4SPD>）洗净后，加原培养液 6F6B体积的磷酸
缓冲液制成静止细胞溶液。将 !，"#二羟基联苯溶于乙醇制成 6T溶液后加入休眠细胞溶
液中，振荡反应 !<。用 6 (3RFG S)R调反应液 4S至 "，并用醋酸乙酯抽提。抽出的中间代
谢产物用 -G)及质谱仪分析。-G)分离：-G)用 BD!>((荧光硅胶板（1<%&(%I滤纸有限
公司，德国），分离液为己烷#乙酸乙酯#醋酸混合液（6B U 6B U 6，VFV）。用不含质粒的大肠杆
菌 @A6B7菌株作对照。
!"+ 质谱分析
质谱 N)#AH#W,>BBB 系统（H<X(%YZ[，G&Y:），谱柱 \[9JY#9XRX]% ]<J(X]%R ^3IYJY ]%4XRR%K’

]3R[( /L#6（直径 BD!> ((，长 "B (），汽化室温 !"BQ，离子电压 PBJ_，载气（氦气）流率
6BB2,%，升温程序为起始温度 OBQ（! (XI），升温速率 +为 .QF(XI，最终温度 +为 P!Q，升
温速率 L为 6OQF(XI，最终温度 L为 !8BQ。

# 结果和讨论

#"! 基因克隆
菌株 !"#$%&’()%)* 94: ,;"的总 /0+经限制性内切酶处理，与质粒 /0+连接后，转

化到 + : ,’-$ @A6B7。生长在氨苄青霉素选择培养基上的 + : ,’-$ @A6B7经 !，"#二羟基联苯#
乙醚溶液（BD>(EF(G）喷雾后，黄变菌落被初步判定为转化子。提取转化子质粒 /0+，用
+,’=!进行酶切。经琼脂糖凝胶电泳分离，得到两种类型的外源 /0+片段。这两种质粒
分别命名为 454 6（!D"2^ +,’=!插入片段）和 454 !（"D7 2^+,’=!插入片段）。
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!"! 目的片段的内切酶图谱
用十种限制性内切酶对 !"! #的 $%&片段进行处理，并用琼脂糖凝电泳对它们进行

了分离，结果如图 #所示。图 #表明，!"! #有 !"#!和 $%&’"两个酶切位点。经分析这
个 $%&片段的限制性酶切片段排列顺序为图 (所示。

图 # 限制性内切酶酶切后的
$%$ #琼脂糖凝胶电泳

)*+,# &+-./01 +12（3 ,45）12167./!8/.10*0 /9

.107.*67*/: 1:;<=1>’*+1071’ !"! #

#, ’()?!；( , *+,!；@ , -.&!；A, */+!；B, 0+/C!；

D , 12+!；E , *+3!；F , !"#!；4, *.4!；

#3, 4%&’"；G,#$%&H*#5! ,

图 ! !&’() !"#*!插入片段的物理图谱
)*+,( I8<0*6-2 =-! /9 781 ( ,@JK ’,)?! *:01.7

!"’ 静止细胞反应
用携带 !"! # 质粒的 ’ , ,)3% LG#34 进

行静止细胞反应，经抽提、分离及 MN>GO分
析，发现在反应液中存在 (，@>二羟基联苯的
代谢产物苯甲酸（图 @）。因而推断：!"! #
质粒内含有编码芳香环分解酶的基因，它们

不仅可使 (，@>二羟基联苯变黄，还可催化
(，@>二羟基联苯生成苯甲酸。

图 ’ !，’+二羟基联苯及代谢产物苯甲酸的质谱图
)*+,@ =-00 0!167.- /9 (，@>’*8<’./P< K*!81:<2 -:’ K1:;/*6 -6*’

!", 序列分析
在测定基因图谱的基础上，对 !"! #的外源 $%&片段进行了测序（图略）。!"! #的

$%&片段含有 (个开放读匡（Q?)）。Q?) #由 (EB个氨基酸组成；Q?) (由 @(E个氨基酸
组成。在每个 Q?)的上游区都存在与转录起始有关的 O$序列［##］。Q?) #含有铁硫蛋白
（!2-:7 7<!1［()1>(O］）的 G/7*9及水解酶的 G/7*9；Q?) (含有铁硫蛋白（［A)1>AO］）的 G/7*9及
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双氧化酶的 !"#$%。
!"# $%& ’序列分析
根据同源性数据库检索，发现 &’( )与菌株恶臭假单胞菌（!"#$%&’&()" *$+,%)）()［)*］

的甲苯水解酶及菌株假单胞菌（!"#$%&’&()"）+(,--［).］的甲苯水解酶在氨基酸水平上有
/01的同源性。同时，通过 !"#$%检索，还发现在 &’( )的 234序列里含有“+5｛+｝5｛+｝5
［64］5｛+｝5+5［6478］5｛+92:;’<(=>｝5+”铁硫蛋白（?@AB# #C?D［*(D5*7］）的 E"#$% 及“6@C5
FAA57DG5FAA56@C”水解酶的 !"#$%［)/］。因此，推断菌株 -*.,(/&’)()" H?I 9=.的 &’( )是编
码菲水解酶的基因。&’( )的基因序列与其它菌株的水解酶基因序列比较如图 /所示。
图中所有的水解酶基因都含有“6@C5FAA57DG5FAA56@C”序列（灰色底纹）。

图 ( !") *+插入片段的核苷酸序列和推断的氨基酸序列
($JI/ 3KL@D"#$MD ABM MDMKLDM AE$B" AL$M HDNKDBLDH "% #OD 01&’! %GAJEDB# "% * I.PQ

!", $%& !序列分析
氨基酸序列同源性检索的结果表明，&’( *与菌株嗜热脂肪假单胞菌（2)1,33$" "+#)4&5

+.#4’&*.,3$"）［)R］的邻苯二酚双加氧酶（?OD S）及菌株紫红红球菌（6.&%&1&11$" 4.&%&1.4&$"
+8!［),］的邻苯二酚双加氧酶（+*.&）在氨基酸水平上分别有 R01和 //1的相同性。此外，
&’( *的 234序列里含有双加氧酶“［638TU］5V5<5V（R，0）5［WTU!(］5=5V（*）5［2:384］595V5
［69］5V（*，.）5:”的 !"#$%及铁硫蛋白（［/(D5/7］）“+5V（*）5+5V（*）5+5V（.）5+5［9:6］”的 E"#$%
（黑色底纹）。&’( *的基因序列与其它菌株的双加氧酶基因序列比较如图 R所示。由以
上结果可以推断 &’( *是编码菲双加氧酶的基因。

图 # $%& ’与来自其他菌株水解酶基因的氨基酸序列比较
($JIR !K@#$?@D AE$B" AL$M HDNKDBLD A@$JEDB# "% &’( ) ABM "#ODG DV#GAM$"@ OCMG"@AHDH
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! 结论
本研究并根据 !，"#二羟基联苯氧化变色这一特性，对菲降解菌 !"#$%&’()%)* $%& ’("

的 (+,)#开裂基因进行克隆和研究。通过酶切、连接、及转化，得到两个质粒 %)% *和 %)%
!。经 +,-测序及数据库检索，发现 %)% *含有 !个 ./0。./0 *含有铁硫蛋白（%1234 45%6
［!06#!7］）及水解酶的 894:;；./0 !含有双加氧酶及铁硫蛋白（［<06#<7］）的 894:;。经与其
它菌的芳香化合物水解酶及双加氧酶的比较，证明 ./0 *是编码菲水解酶的基因；./0 !
是编码菲双加氧酶的基因。根据 82$93和 =2>>2?@的分类，芳烃环双加氧酶可分为三大
类：第一大类由两个酶组成：第一个酶是含 ;12A:3和 %1234 45%6［!06#!7］氧化还原中心的还
原酶，第二个酶是氧化酶；第二大类由三个酶组成；既铁氧化还原酶、%1234 45%6［!06#!7］氧
化还原酶和氧化酶；第三大类也由三个酶组成：它们是 %1234 45%6［!06#!7］氧化还原酶、
B:6$@6 45%6［!06#!7］氧化还原酶和氧化酶［*C］。菌株 !"#$%&’()%)* $%& ’("的双加氧酶属于
哪一类，还有待于进一步研究。
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!"#$%$& ’$( )*+,*$-* .$’"/0%0 #1 23*$’$435*$* 6*&5’(’4%#$ 7*$*0 15#8
!"#$%&’(’%)* 09 ! )45’%$ 2:"

#$%&’ ()%*+%&, -).*/$) 01%)234

（, !"#$$% $& ’()*+$(,-(./% !"*-("- /(0 ’(1*(--+*(1 !#/(1#/* 2*/$.$(1 3(*)-+4*.5，!#/(1#/* 455465，6#*(/）
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《微生物学报》入选“中国科技期刊方阵”

近期，中国科学技术部公布了我国期刊进入“中国期刊方阵”的名单。全国共有

;,9种期刊进入了“中国期刊方阵”，其中“双高”期刊 65种，“双奖”期刊 :8种，“双百”
期刊 ,44种，“双效”期刊 6Q9种。《微生物学报》入选“双百”期刊方阵。
“中国期刊方阵”的建设是现阶段我国期刊出版事业发展的需要，是推进新世纪

我国期刊发展的战略性举措，它将促进我国期刊“精品战略”的实施。

《微生物学报》编委会感谢各级领导的关心，感谢广大作者、读者对本刊办刊工作

的大力支持。我们将更好地贯彻国家有关办刊工作的各项政策、法规和法令，进一步

提高刊物质量，为我国的经济建设服务，为使期刊尽快走向世界做出积极贡献。

:899 期 张小凡等：鞘氨醇单胞菌 KL"菲降解基因的克隆及序列分析




