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摘 要：三唑磷水解酶基因为研究发现的一个新的广谱有机磷水解酶基因，通过 JKL 从有机磷降解菌株
!"#$%&’"($)* ?@E =@;!总 MN2扩增了 (+,，将 (+, 定向克隆到 @33LOKP;#载体上，构建重组质粒 @5JM，在辅助质粒
@LQ$%&( 的帮助下，通过三亲接合将 @5JM转移到模式菌株 -./),%*%0’. +)(1,’ Q5$!!%中，获得的工程菌 -./),%*%0’.
+)(1,’ Q5$!!%;M*J可以降解多种有机磷农药及芳香烃化合物；Q5$!!%;M*J的有机磷水解酶活较出发菌株 OJ;!提
高了一倍左右，且遗传性状稳定。
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农药残留、有毒化合物严重污染了我国生态环

境，给人民身体健康带来危害［&］；生 物 修 复

（3>-0/=/F>9,>-B）是一项消除环境污染的新型技术，
其原理是通过添加人工降解性微生物并给予一定的

条件刺激其大量生长，使之能够在自然条件下将有

机污染物消除［&，$］。通常环境污染多为复合污染，污

染物种类多，这要求接种微生物具有降解多种污染

物的能力，而现代基因工程和代谢工程技术的发展

使构建“超级工程菌”，扩大降解菌降解谱和降解能

力成为可能。

大量的研究表明恶臭假单胞菌（ -./),%*%0’.
+)(1,’）具有强大的代谢能力，在生物修复中具有广
泛的应用前景。-./),%*%0’. +)(1,’ Q5$!!% 是一株
在全世界范围内得到详尽研究和应用的菌株，是第

一个被美国卫生部重组 MN2 委员会（L/+-=.>B9B,
MN2 2FS>?-0T K-==>,,//，L2K）认定为对环境安全的
格兰氏阴性细菌（&<1$ 年），并许可 Q5$!!% 作为基
因工程的宿主菌［(］。本文将能降解多种有机磷农药

的有机磷水解酶基因 (+, 克隆到 Q5$!!%中，成功构
建了能够降解多种有机磷农药的工程菌株 Q5$!!%;
M*J，从而扩大了 Q5$!!%的降解谱。

* 材料和方法
*+* 材料
*+*+* 菌株和质粒：本研究所用菌株和质粒参见

表 &。
*+*+# 试剂和仪器：限制性内切酶、5! MN2 连接
酶、2’3 MN2 聚合酶及 MN2 凝胶回收试剂盒 U/0E
$V% MU1%#2为 59Q9L9公司产品。农药测定采用岛
津 WU;JK$!%&紫外可见连续光谱扫描仪及岛津 XK;
&!3气相色谱仪。
*+*+, 培养基：Y3 培养基成分为每升含 50T@,-B/
&%H，Z/9?, /:,09+, #H，N9K6 &%H；基础培养基（OO）成
分为每升含 N[!N*( !H，Q$[J*! &H，Q[$J*! &H，
OHP*!·’[$* %V$H，8/$（P*!）( #=H，N9$O-*!·$[$*
#=H，OBP*!·![$* #=H ，添加适当的有机磷农药作
为碳源，@[ ’V$；庆大霉素（X=）使用浓度为 "%=H7Y，
氨苄青霉素（2=@）使用浓度为 &%%=H7Y。
*+# 三唑磷的检测与分析
*+#+* 紫外扫描测定：水样经两倍体积的三氯甲烷
提取，弃去上层水样，下层有机层加入少量无水硫酸

钠吸去残余水分后进行紫外扫描，测定条件为

!$%%B= )!(#%B=连续光谱扫描，在!$!1B=条件下进行定量

分析。

*+#+# 气相色谱测定：气相色谱测定条件为 *U&%&
&V#=7(V$== 玻璃柱；检测器：8\M；进样口温度：
$#%]；检测器温度：$#%]；三唑磷保留时间为
&%V!=>B。
*+, 有机磷水解酶基因 #42 的 )-.扩增

=@;!菌体总 MN2的提取参考文献［!］进行。根



表 ! 供试菌株与质粒
!"#$% & ’()"*+, "+- .$",/*-, *+ (0*, ,(1-2

’()"*+, "+- .$",/*-, 3%+4(2.% "+- .0%+4(2.% ’41)5% 4) )%6%)%+5%
7$",/*-

.889:;’<= !")，#)4"- 04,( )"+>% .$",/*- ?)4/ @)A B01 C1+

.!7@ !")，!)*"D4.04, -%>)"-*+> >%+%（(.-）6)">/%+( *+,%)(%- *+(4 :;’ 46 .889:;’<= !0*, E4)F

.9GHI&J #")，"$% K，&’( K，0%$.%) .$",/*- L"#4)"(4)2 ,(4)%-
’()"*+

)*+’$%(*&’," ,.A /.<M N)>"+4.04,.0"(% -%>)"-*+> ,()"*+，3O L"#4)"(4)2 ,(4)%-
-./,0$"$1(. 2,&30( G!HMMI -./,0$"$1(. ,.A (2.% ,()"*+ ?)4/ @)A P"+> ’0*/*+>
4.*+/’3*+3( *$53 @Q=! ?O，.,2RMM，+.09&S，! 5(*T&UV，’/*W&，/10W&，6’7WVU，&+3< &，’/5W& L"#4)"(4)2 ,(4)%-
4 A *$53 @Q=!<@N7 4 A *$53 @Q=!0")#4)*+> .$",/*- .!7@ !0*, E4)F
G!HMMI< @N7 -./,0$"$1(. 2,&30( G!HMMI 0")#4)*+> .$",/*- .!7@ !0*, E4)F

据 &20 序列（3%+8"+F W55%,,*4+ X1/#%)：WYUHSIJU）设
计引物，上游引物为 =Z<W;!!WWWW3;!!!33;;;
W33;!!!33<JZ；下游引物为 =Z<W3;!!!33W!;;;;;
W3!;W;!!3333<JZ，引物两端分别添加 831-"和
9("Q#酶切位点（酶切位点以下划线标出）。引物
由上海博亚公司合成。7;9扩增，H=$L 体系：模板
@XW &$L，-X!7（H[=//4$\L）H$L，引物（&//4$\L）各
&$L，&I ] 7;9 8166%) H[=$L，:>

H K（ H[I//4$\L）
&[=$L，:(; 酶（=T\$L）I[J$L，超纯水 &=[S$L。7;9
条件：V=^ =/*+；VM^ &/*+，U&^ JI,，SH^ &/*+，JI
个循环；SH^ &I/*+。产物经 I[S_的琼脂糖凝胶电
泳后用 @XW凝胶回收试剂盒纯化回收，回收产物进
行琼脂糖电泳和 7;9验证。
!"# 表达质粒的构建和转化
将上述回收产物用 831-"和 9("Q#双酶切

后连接到经同样酶切的质粒 .889:;’<=上，构建表
达质粒 .!7@，转化 4 A *$53 @Q=!，验证后的阳性转化
子，命名为 4 A *$53<@N7。感受态细胞的制备和转化
及质粒纯化均参照文献［M］进行。
!"$ 基因工程菌的构建
采用三亲接合的方法［=］将供体菌 4 A *$53<@N7

中表达质粒 .!7@转移到受体菌 -./,0$"$1(. 2,&30(
G!HMMI，辅助菌为 4 A *$53 Q8&I&（.9GHI&J）；供体菌、
辅助菌、受体菌在含相应的抗生素的 L8培养基中
培养 &I0，‘III)\/*+离心 &I/*+，用无菌水洗涤菌体 H
遍，以去除残留抗生素，最后将供体菌、辅助菌、受体

菌按照 H a& a&的比例混合，于 JI^ 静止培养 &H0后
涂布添加有机磷农药和庆大霉素的基础盐培养基平

板，培养 JU0，挑选有水解圈的菌落进行验证，阳性
克隆命名为 G!HMMI<@N7。
!"% &’(##)*+,-对有机磷农药的降解实验

G!HMMI<@N7在含 =I/>\L庆大霉素（3/）的液体
L8中培养至对数前期（)<UII"I[U）时加入三唑磷

（HII/>\L），定期取样，按上述方法处理后检测。对照
为 G!HMMI和 :7<M的相同处理，每个处理 J个重复。
!". &’(##)*+,-对芳香族化合物的降解实验
将上述试验中的有机磷改为各种芳香烃化合

物，对照为 G!HMMI的相同处理，每个处理 J个重复，
检测方法参考文献［U］。
!"/ 粗酶的制备及对有机磷农药的降解

G!HMMI<@N7以 &_接种量接入 =I/L L8中，培
养至对数期，JIII)\/*+离心收集菌体，用 =/L .QS[I
的磷酸盐缓冲液悬浮，超声波破碎，&HIII)\/*+离心
&I/*+，取上清，得粗酶。设接种 :7<M的同样处理为
对照。粗酶液反应体系：在 M[=/L粗酶液中加入三
唑磷使其终浓度为 MI/>\L，JI^振荡并定时取样，
最后加入 I[=/L浓度为 &I_的 QXNJ 终止反应，测

定三唑磷含量。蛋白含量测定参考文献［S］的方法。

( 结果和分析

("! !"# 基因克隆和表达载体 0’-+构建
以菌株 :7<M 总 @XW为模板，7;9扩增成功得

到 &20 基因，大小为 &IUS#.，将 7;9产物经831-"和
9("Q#双酶切后克隆到广宿主质粒 .889:;’<=
上，构建了表达质粒 .!7@，并成功转化到 4 A *$53
@Q=!。
("( 工程菌 &’(##)*+,-的构建
通过三亲接合将重组质粒 .!7@ 转移到 - A

2,&30( G!HMMI 中，获得工程菌 G!HMMI<@N7，提取重
组质粒，经 831-"和 9("Q#双酶切后取 J$L进行
琼脂糖凝胶电泳验证，得到与理论产物大小一致的

条带，初步表明 G!HMMI<@N7构建成功。
("1 &’(##)*+,-对有机磷农药的降解

G!HMMI<@N7 在含有 3/（=I/>\L）和三唑磷
（HII/>\L）的 L8平板上划线培养，挑取有透明水解
圈的单克隆，转接含有三唑磷（HII/>\L）的基础盐液

MUS 3T L*<6%+> /& (5 A \=*&( >3*’$%3$5$63*( ?313*(（HIIU）MU（=）



体培养基，!"#、$%"&’()* 振荡培养 +,- 后，进行三
唑磷检测。结果表明 ./+,,"0123对三唑磷的降解
率达到 4$567，从连续扫描图谱（图 $）上可以看到
模式菌株 ./+,," 不能利用三唑磷，而 ./+,,"0123
降解三唑磷后未产生苯环类物质，初步表明

./+,,"0123可以矿化三唑磷，而用 ! 8 "#$%0123 同
样处理的样品却产生了其他苯环类物质，经液质联

机分析后证明为 $0苯基0!0羟基0$，+，,0三唑（分析数
据未列出），表明作为基因工程宿主菌，& 8 ’()%*+
./+,,"比 ! 8 "#$% 196!具有更加丰富而完善的代谢
网络，应用于环境污染物的生物修复，将具有更广泛

的应用前景和实际意义。对有机磷农药的降解谱试

验（表 +）表明 ./+,,"0123能降解供试的 6 种有机
磷农药，只有甲胺磷不能降解，且对各种有机磷农药

的降解率比出发菌株 :30,提高了约 $倍，这可能是
在 ./+,,"0123中 )’* 基因拷贝数比 :30,高，使得
三唑磷水解酶表达量更大的缘故；而出发菌株

./+,,"不能降解供试的 ;种有机磷农药。

图 ! 三唑磷降解的紫外扫描图谱
<)=8 $ >? @AB**)*= CD EF=&BEBG)C* CD /&)BHCI-CJ8 K：L. $""(=’M

/&)BHCI-CJ；N：/&FBG O)G- ./+,,"；L：/G&FBG O)G- ! 8 "#$%0123；1：

/&FBG O)G- ./+,,"01238

表 " #$"%%&’()*对不同有机磷农药的降解
/BPQF + 1F=&BEBG)C* CD E)DDF&F*G C&=B*)A I-CJI-C&CRJ IFJG)A)EF PS ./+,,"0123

2&=B*CI-CJI-BGF
GFJGFE

TBG)C CD EF=&BEBG)C*（7）
./+,,"0123 :30, ./+,,"

/&)BHCI-CJ 4$56 ,$5! "
3-CU)( 465! ,+56 "
3B&BG-)C 4V5" ,!5$ "
:BQBG-)C* 4!5, ,"5V "

3B&BG-)C*0(FG-SQ 445" ,65$ "
:FG-B()ECI " " "

"+% 工程菌 #$"%%&’()*对芳烃化合物的降解
工程菌 ./+,,"0123能降解供试的大多数芳烃

化合物（表 !），但不能降解对硝基酚，与 W)(F*FH［V］报
道的 ./+,," 降解结果一致，值得注意的是由于
./+,,"不能利用对硝基酚，所以我们构建的工程菌

./+,,"0123不能完全矿化对硫磷和甲基对硫磷等
对硝基酚类有机磷类农药。

表 , #$"%%&’()*对芳烃化合物的降解
/BPQF ! 1F=&BEBG)C* CD E)DDF&F*G B&C(BG)A AC(ICR*EJ PS ./+,,"0123
K&C(BG)A AC(ICR*EJ

GFJGFE
TBG)C CD EF=&BEBG)C*（7）

./+,,"0123 ./+,,"
9SE&CXR)*C*F 4+5, 4+5,

/CQRF*F 4,5V 4,54
LBGFA-CQ 4V5V 4V5$
@BQ)ASQBGF 4"56; 4!5,
I0YR)*C*F 4!5% 445$

I0Z)G&CI-F*CQ !5$ +5$

"+- 工程菌的遗传稳定性
分别在 MN平板和含 [(的 MN平板上转接工程

菌 ./+,,"0123，考察菌株降解性状的稳定性。发现
MN平板转接，工程菌 ./+,,"0123 转接 $V 次（,6"
代），性能丢失，而在含 [(的 MN平板上转接 !" 次
时，没有发生性能丢失现象。取抗性平板转接的 "、
$"、+"、!" 次的菌株，进行小量发酵实验，培养 $;-，
收集菌体，<&F*A- I&FJJ 破碎后，测定甲基对硫磷水
解酶酶活，以野生菌株 :30,为对照。结果表明，转
接 +" 次（6"" 代）左右，工程菌酶活无明显下降；但
转接到 !"次（%6"代）后，与原始菌株 :30,相比，酶
活有明显下降（图 +）。

图 " 工程菌 #$"%%&’()*的有机磷水解酶活
<)=8+ 23 -SE&CQCJF BAG)\)GS CD []: ./+,,"01238

, 讨论
研究表明三唑磷水解酶基因 )’* 和甲基对硫磷

水解酶基因,’* 同源性高达 4V7，结构基因只有 $;
个碱基的差异，但降解谱试验表明 /31蛋白比 :31
蛋白具有更加广谱的底物范围，/31能水解三唑磷，
但 :31不能，所以本文选择 )’* 作为目标基因。
由于 -"./#0+")/(, JI8 (I0, 是苍白杆菌属，该

属细菌大多是条件致病菌，对其生物学特性、发酵

条件和田间存活条件了解较少，且对其他几种有毒

6;%顾立锋等：多功能降解菌 &12(*#,#3+1 ’()%*+ ./+,,"0123的构建与降解特性研究 8 ’微生物学报（+"";）,;（6）



有机污染物的降解能力有限；而 ! ! "#$%&’ "#$%%&
的基因组学研究表明其存在广泛的代谢途径［’］，可

以将大部分常见的芳香族化合物代谢成 #()循环
中间物质为菌体生长利用。大部分有机磷农药在磷

酸酯酶的作用下水解成简单烷烃和芳香烃类物质，

其中芳香烃类物质经常是一些有毒难降解物质，如

硝基苯、多氯联苯、卤代杂环等，所以对这些芳香烃

类物质的后续降解和代谢成为完全矿化有机磷农药

的关键。本文构建的工程菌 "#$%%&*+,-能矿化三
唑磷、辛硫磷、马拉硫磷等有机磷农药，但不能矿化

对硫磷、甲基对硫磷等对硝基酚类农药，原因是

"#$%%&缺乏对硝基酚降解基因，关于对硝基酚降解
基因的克隆我们正在进行中，下一步将对硝基酚降

解基因通过分子生物学的手段转入工程菌 "#$%%&*
+,-，这样我们将会获得一株能完全矿化三唑磷、对
硫磷、甲基对硫磷、辛硫磷等有机磷农药的基因工程

菌株，为以后有机磷农药污染的控制和生物修复提

供一个更好的材料。
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