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摘要!从石油污染土壤中分离到 " 株能以 *E苯氧基苯甲酸"*EWU3#为唯一碳源生长的细菌$命名为 U3*B根据其生理生化特征

和 "%5 LX,3序列相似性分析$将该菌鉴定为鞘脂菌属"=K5%,3"$%’+NOB#B该菌株在 %( : 内对 "(( GV)4h"的 *E苯氧基苯甲酸

的降解率达到 ##jB降解 *E苯氧基苯甲酸的最适温度为*(m$O]值为 $‘($降解速率与初始接种量呈正相关B拟除虫菊酯类杀

虫剂水解酶基因 K6.]为本实验室克隆到的一个新的菊酯水解酶基因$通过 W6/从菊酯降解菌株 C\E’ 总 X,3扩增了 K6.]$将

K6.]定向克隆到 OUU/165E) 载体上$构建重组质粒 OWZ2]$在辅助质粒 O/̂ %(( 的帮助下$通过三亲接合将 OWZ2]转移到 *E

WU3降解菌株 =K5%,3"$%’+NOBU3* 中$获得工程菌 =K5%,3"$%’+NOBU3*EO<9]’甲氰菊酯的降解实验表明$菌株 C\E’ 在 F& : 内

对 )( GV)4h"的甲氰菊酯降解率仅为 %(j左右$工程菌 U3*EO<9]相同条件下对 )( GV)4h"的甲氰菊酯降解率达到 #)j以上$

同时对甲氰菊酯的降解中间产物 *EWU3也能较快降解$不会对菊酯的降解产生反馈抑制B工程菌 U3*EO<9]因其对甲氰菊酯

和其降解中间产物 *EWU3的快速降解能力$比原始菌株 C\E’ 在菊酯污染土壤生物修复应用中更具有优势B
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! ! *E苯 氧 基 苯 甲 酸 " *EO:@87J<R@8c7AMDMA?$
*EWU3#是一种非常重要的化工原材料$常用于菊酯
类杀虫剂生产中间体和染料生产中间体$同时 *E
WU3也是菊酯类杀虫剂在植物(昆虫和微生物细胞
内的代谢产物 *" gF+B*EWU3生物学毒性大于菊酯类
杀虫剂$其在土壤中的迁移速率要比菊酯类农药要
快$且 *EWU3在土壤中的半衰期长达 "&( ?$比大多
数拟除虫菊酯类杀虫剂的半衰期"约 *( ?#要长 *)+ $
相对而言$这些因素导致它对生态环境和人类健康
的潜在危害性比菊酯类杀虫剂大 *%+B因此$*EWU3在

土壤中的环境行为及其毒理研究也越来越受到人们
的关注B大量的研究证明$自然界中存在的多种微生
物往往是环境中有害物质残留分解的重要因
素 *$ g""+ $在*EWU3微生物降解研究方面$*EWU3的降



" 期 段晓芹等!*EWU3降解菌 U3* 的降解特性及基因工程菌构建

解菌报道相对较少$国内外报道的菌株仅有假单胞
菌属的几个菌株 *"’ g")+ $有关拟除虫菊酯类农药降解
菌研究的报道相对较多 *"% g"#+ $有些降解菌不能完全
矿化拟除虫菊酯类农药$有中间产物生成$张松柏
等 *’(+分离的 " 株光合细菌 W5U($E") 只能将甲氰菊
酯降解为*E苯氧基苯乙腈$许育新等 *’"$’’+分离的假
单胞菌 WU1"" 降解氯氰菊酯的中间产物为 *E苯氧
基苯甲酸$并探讨了 ’ 株降解菌 6X2* 和 WU1"" 协
同降解氯氰菊酯的情况$’ 株菌的协同作用加速了
氯氰菊酯的降解$但混合培养在处理污染物的过程
中$污染物的降解效率并不高$通过基因工程手段构
建多功能的农药降解基因工程菌株成为目前研究的
热点$而且科研人员已克隆了菊酯水解酶基因
K6.]*’*+B因此$筛选更多类型的 *EWU3高效降解菌$
利用基因工程手段将菊酯水解酶基因导入 *EWU3
高效降解菌$构建菊酯类杀虫剂降解工程菌$对菊酯
类杀虫剂残留的生物修复研究和应用十分必要B

本研究从胜利油田附近的土壤中分离到 " 株能
完全降解 *EWU3的降解菌$对其降解性状进行了初
步研究’并将菊酯水解酶基因 K6.]通过基因工程的
手段导入 *E苯氧基苯甲酸高效降解菌 =K5%,3"$%’+
NOBU3* 中$成功构建了 " 株能快速降解菊酯类杀虫
剂及其中间产物 *EWU3的基因工程菌$增加了 *E
WU3降解菌的功能$降低了生产和使用成本$可为
菊酯污染环境生物修复提供优良菌株B

JK材料与方法

JLJ!培养基(试剂
JLJLJ!培养基

无机盐培养基"151#组成!",]F # ’ 50F "‘( V$

’̂]W0F "‘) V$ ]̂’W0F (‘) V$ ,D6;"‘( V$ 1V50F)
$]’0(‘’ V$ 水" ((( G4$ O]$‘( g$‘’B

富集培养基组成!在无机盐培养基中添加
*EWU3至 )( GV)4h"B

4U培养基"种子培养基#!酵母粉 )‘( V$ 蛋白
胨 "(‘( V$ ,D6;)‘( V$ 水 " ((( G4$ O]$‘( g$‘’B
JLJLM!药品和仪器

*EWU3$*E苯氧基苯甲醛$纯度 ##j$均购自
5AVGD" 5AVGDE3;?LAM:$ 德国 #B5].13X\Y Y-’F)(
紫外分光光度计B
JLJLN!菌株和质粒

本研究所用菌株和质粒参见表 "B
JLM!细菌的分离及鉴定

土样为山东东营胜利油田井口附近的土壤B在

!! 表 JK供试菌株与质粒

2DR;@"!59LDA8ND8? O;DNGA?NA8 9:ANN9>?<

菌株和质粒 特性 来源

菌株
!OUU/165E) 广宿主质粒$[GL 朱军博士提供

!OWZ2]
带有 K6.]基因的
OUU/165E)$[GL

本研究

!O/̂ %(( 三亲结合的辅助质粒$6GL 本实验室
质粒

!=K5%,3$%’+NOBC\E’
菊酯类杀虫剂降解菌$
[h 本实验室

!=K5%,3$%’+NOBU3* *EWU3降解菌$ [h 本研究

!B/&"(%X])+EO<9]
带有质粒 OWZ2]的 B/&"(%
X])+

本研究

!U3*EO<9] 基因工程菌 本研究

*EWU3浓度 )( GV)4h"的 "(( G4富集培养基中加入
"‘( V土样$将锥形瓶放于*(m("&( L)GA8 h"摇床培
养 $ ? 后$吸取 ) G4转接至相同浓度的 *EWU3富集
培养基中$连续转接 ) 次B富集培养基经测定确认有
降解效果后$用梯度稀释法筛选菌株$采用涂布法在
*E苯氧基苯甲醛浓度为 ’(( GV)4h"无机盐固体培养
基平板上进行细菌分离B将分离的菌种纯化$参照文
献*’F+进行鉴定$X,3提取及 "%5 LX,3的 W6/扩
增参照文献*’)+的方法$由上海英俊公司进行序列
测定$测序结果通过在线分析 " :99O!PPQQQB8MRAB
8;GB8A:BV7T# $与 [@8UD8I 中的 "%5 LX,3序列进
行相似性比较B
JLN!菌株培养

从平板上挑取单菌落到 4U液体培养基中$放
入*(m( "&( L)GA8 h"摇床培养$菌体培养至对数后
期取出B细菌的生长量通过分光光度法测定$以波长
+q%(( 8G处的光密度表示$培养后菌液经洗涤$加
入等体积生理盐水重悬后测定$调节 9%(( 8G到 ’‘(($
作为种子液B
JLO!*E苯氧基苯甲酸含量的测定

*E苯氧基苯甲酸含量的测定参照文献*’%+B取
" G4培养液$离心$取上清液于 "( G4刻度试管中$
加 F G4的二氯甲烷$剧烈振荡后静置分层$弃水相
收集有机相$收集有机相过无水硫酸钠柱$收集液
体$,’ 吹干$乙腈定容至 ’(( !4$上机检测B采用高
效液 相 色 谱 仪 "aD9@LN%(( #$ \7LRDJ6E"& 0X5
5O:@L@J反 相 柱 " ) !G$ F‘% r ’)( GG AB?B$
3VA;@89$ Y53#’流动相!乙腈t水"%(tF(#’流速!(‘%
G4)GA8 h"$紫外检测器$波长 ’F( 8G’进样量!’(
!4$采用外标法按峰面积定量B
JLP!降解菊酯类杀虫剂及其中间产物 *EWU3的基

"F’
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因工程菌的构建
JLPLJ!菊酯水解酶基因 K6.]克隆和广宿主载体的
构建

以 =K5%,3$%’+NOBC\E’ 的基因组为模板$通过
W6/扩增 K6.]基因 "正向引物 W"!)lE3[623633
[62232[366[26366[3232632662[E*l$反向引
物 W’!)lE[26336[[32662636[[23[3263[626
[[26[[E*l$ 下划线标注为Z%,?’和 P)+])酶切
位点#B扩增反应体系为!"( rQ)]聚合酶反应缓冲
液 )‘( !4$?,2W"’( GG7;)4h" # F‘( !4$)l端引物
"’) OG7;)!4h"#"‘( !4$*l端引物"’) OG7;)!4h" #
"‘( !4$1V’ f"’) GG7;)4h" #*‘( !4$菌体 X,3"约
)( 8V)!4h"#(‘) !4$Q)]X,3聚合酶") Y)!4h" #
(‘) !4$]’0*)!4$总体积 )( !4B产物经 (‘$)j的
琼脂糖凝胶电泳后用 X,3凝胶回收试剂盒纯化回
收$回收产物进行琼脂糖电泳和 W6/验证B

将上述回收产物用 Z%,? ’和 P)+])双酶切
后连接到经同样酶切的质粒 OUU/165E) 上$构建
表达质粒 OWZ2]$转化 B/&"(%X])+$验证后的阳性
转化子$命名为 B/&"(%EO<9]B
JLPLM!基因工程菌的构建

采用三亲接合的方法将供体菌 B/&"(%EO<9]中
表达质粒 OWZ2]转移到受体菌 U3*$辅助菌为 B/
&"(%]U"(""O/̂ %((#’供体菌(辅助菌(受体菌在含
相应的抗生素的 4U液体培养基中培养至对数期$
% ((( L)GA8 h" 离心 ) GA8$用无菌水洗涤菌体 ’ 遍$
以去除残留抗生素$最后将供体菌(辅助菌(受体菌
按照 "t"t’ 的比例混合$于*(m静置培养 ’F : 后涂
布添加庆大霉素"F( GV)4h"#(链霉素"F( GV)4h" #
和甲氰菊酯"’(( GV)4h" #的 4U平板$于*(m培养
后$挑选有水解圈的菌落进行验证$阳性克隆命名为
U3*EO<9]B

MK结果与讨论

MLJ!菌株的分离及鉴定
从富集培养液中筛选出 " 株能完全矿化 *EWU3

的菌株$命名为 U3*B菌落微带黄色$边缘整齐$菌落
突起$不透明$较干燥$较易挑取’菌体杆状$没有观
察到鞭毛"图 "#B革兰氏染色阴性$不产芽孢$接触
酶阳性$氧化酶阳性$-W反应阴性$甲基红试验阴
性$吲哚试验阴性$不能还原硝酸盐$不能利用柠檬
酸盐$不能液化明胶B

利用 W6/技术成功从菌株 U3* 基因组 X,3中
成功扩增出长度为 "‘) IR 的 "%5 LX,3序列"登录

图 JK菌株 U<N 电镜照片

=AVB"!+;@M9L78AMGAML7NM7O<O:797VLDO:<7SN9LDA8 U3*

号为 [b"$%F(##B该序列与 [@8UD8I 中的已有序列
进行比对$发现该菌与 =K5%,3"$%’+属细菌关系最
近$其中与 =K5%,3"$%’+NOBJ’*"+Y(#)*’&#的同源
性最高$达到 #&‘)j$根据比对结果所作系统发育
树见图 ’B根据 "%5 LX,3序列同源性分析和形态(
生理生化特性将该菌鉴定为鞘脂菌属" =K5%,3"$%’+
NOB#B
MLM!菌株 U3* 以 *EWU3为唯一碳源的生长及降解
实验

在基础盐培养基中加入 "(( GV)4h"的 *EWU3$
以 "j的接种量接入用无机盐培养基洗涤 ’ 次的种
子液"9%(( 8G&’‘((#$结果见图 *B菌株 U3* 在 %( :
之内降解 *EWU3的效率达到 ##j以上$而且在
*EWU3的降解过程中$菌体浓度也随着 *EWU3的降
解而增加$意味着菌株 U3* 在降解 *EWU3的同时$
利用 *EWU3作为碳源生长B图 F 是培养液二氯甲烷
提取物的紫外扫描图谱$从中可以看出$降解 %( :
后图谱上紫外区吸收峰"’#* 8G和 ’*) 8G#消失$
说明没有苯环类中间产物积累"苯环类物质在紫外
区有特征吸收峰#$*EWU3被完全降解B
MLN!菌株 U3* 降解 *EWU3的最适条件
MLNLJ!化合物起始浓度对菌株 U3* 降解 *EWU3的
影响

在基础盐培养基中加入 *EWU3$ 使其终浓度分
别为 *(( %(( "((( ")( 和 ’(( GV)4h"$以 "j的接种
量接入菌株 U3* 种子液$结果见图 )$菌株 U3* 不
仅对 *( GV)4h"和 %( GV)4h"的 *EWU3具有很好的
降解效果$对较高浓度 "’(( GV)4h" # 的 *EWU3培
养时间达到 &F : 时$也能将其降解完全B
MLNLM!接种量对 U3* 降解 *EWU3的影响

在基础盐培养基中加入 "(( GV)4h"的 *EWU3$
以 "j( *j( )j( "(j和 ")j的接种量接入菌株

’F’



" 期 段晓芹等!*EWU3降解菌 U3* 的降解特性及基因工程菌构建

!!

图 MKU<N 与 8!6&-3#%&(,,$h中模式菌株的系统发育树图

=AVB’!W:<;7V@8@9AM9L@@7S9:@N9LDA8 U3* QA9: 9<O@N9LDA8N7S=K5%,3"$%’+NOB

图 NK菌株 U<N 以 N.2U<为唯一碳源生长情况

=AVB*!Y9A;AcD9A78 7S*EWU3R<N9LDA8 U3* DN

N7;@N7>LM@7SMDLR78 S7LVL7Q9:

图 OK菌株对 N.2U<降解的紫外扫描图谱

=AVBF!Y-NMD88A8V7S?@VLD?D9A78 7S*EWU3

图 PK初始浓度对菌株 U<N 降解 N.2U<的影响

=AVB)!+SS@M97SA8A9AD;*EWU3M78M@89LD9A78 78 9:@

?@VLD?D9A78 L@9@7S*EWU3R<N9LDA8 U3*

U3* 的种子液$结果见图 %$当接种量达到 *j或以
上时$降解速率迅速上升B
MLNLN!O]值对菌株 U3* 降解 *EWU3的影响

在 O]为 *‘(( F‘(( )‘(( %‘(( $‘(( &‘( 和 #‘(
的基础盐培养基中$加入 "(( GV)4h"的 *EWU3$以
"j的接种量接入菌株 U3* 种子液$结果见图 $$菌
株 U3* 在 O]$‘( 时对 *EWU3的降解最好B
MLNLO!温度对 U3* 降解 *EWU3的影响

在基础盐培养基中加入 "(( GV)4h"的 *EWU3$
以 "j的接种量接入 U3* 种子液$结果见图 &$菌株
U3* 在*(m对化合物的降解最好$此最适降解温度
与菌体的最适生长温度相一致B
MLO!底物降解实验

在基础盐培养基中加入各种苯环类物质$按

*F’
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图 !K接种量对菌株 U<N 降解 N.2U<的影响

=AVB%!+SS@M97SA8A9DA;A87M>;>G78 9:@?@VLD?D9A78

L@9@7S*EWU3R<N9LDA8 U3*

图 QK$:值对菌株 U<N 降解 N.2U<的影响

=AVB$!+SS@M97SO]78 9:@?@VLD?D9A78

L@9@7S*EWU3R<N9LDA8 U3*

图 SK温度对菌株 U<N 降解 N.2U<的影响

=AVB&!+SS@M97S9@GO@LD9>L@78 9:@?@VLD?D9A78

L@9@7S*EWU3R<N9LDA8 U3*

"j的接种量接入菌株 U3* 种子液$ *(m$ "&(
L)GA8 h"摇床培养 * ? 后$以紫外扫描和高效液相色

谱"]W46#测定各种苯环类物质的浓度变化$ 以考

察菌株 U3* 对各种苯环类物质的降解情况$结果见
表 ’$菌株 U3* 能降解邻苯二酚(间苯二酚(对苯二
酚和原二茶酸$不能降解苯酚(对硝基酚和 ’$FE二
硝基苯酚B

表 MK菌株 U<N 对不同芳香族化合物的降解J%

2DR;@’!X@VLD?D9A78 7S?ASS@L@89DL7GD9AM

M7GO7>8?NR<N9LDA8 U3*

芳香族化合物 降解性能 芳香族化合物 降解性能

苯酚 h 邻苯二酚 f

原儿茶酸 f 对硝基苯酚 h

间苯二酚 f ’$FE二硝基苯酚 h

对苯二酚 f

"# f表示降解’ h表示不降解

MLP!降解拟除虫菊酯类杀虫剂的工程菌构建
MLPLJ!K6.]基因克隆和表达质粒的构建

以菌株 C\E’ 总 X,3为模板$W6/扩增成功得
到 K6.]基因"图 ##$大小为 &F( RO$将 W6/产物经
Z%,?’和 P)+])双酶切后克隆到广宿主质粒
OUU/165E) 上$构建了重组质粒 OWZ2]$并成功转
化到 B/&"(%X])+$从图 "("D# 中可以看出$在阳性
克隆 B/&"(%X])+EO<9]周围出现了水解圈$这是由
于 K6.]基因编码的菊酯水解酶降解甲氰菊酯形成
了溶于水的物质 *’$+ $这表明重组质粒 OWZ2]已经
成功构建$B/&"(%X])+EO<9]可以作为工程菌构建
过程中的供体菌B

1"! X4*(((’1’! 3EZ%,?’ GDLI@L’ "! K6.]’

’! Z%,? ’和 P)+])双酶切 OWZ2]’*!OWZ2]’F!OUU/165E)

图 TK重组质粒 $2gD:的电泳图谱

=AVB#!3VL7N@V@;@;@M9L7O:7L@NAN7S9:@

L@M7GRA8D89O;DNGA? OWZ2]

MLPLM!工程菌的构建
通过三亲接合将重组质粒 OWZ2]转移到菌株

FF’



" 期 段晓芹等!*EWU3降解菌 U3* 的降解特性及基因工程菌构建

图 JRK基因工程菌在含甲氰菊酯的基础盐平板上产生的透明圈

=AVB"(!2LD8NODL@89:D;778 DVDLO;D9@7SS@8OL7OD9:LA8

?@VLD?D9A78 R<V@8@9AMD;;<@8VA8@@L@? GAML77LVD8ANG

U3* 中$获得工程菌 U3*EO<9]$工程菌 U3*EO<9]在
含 ’(( GV)4h"的甲氰菊酯的基础盐培养基平板上
产生了水解圈*图 "(" R# +$表明 K6.]基因在菌株
U3* 中实现了功能表达B
ML!!工程菌 U3*EO<9]对甲氰菊酯的降解

为了比较 U3*EO<9]和原始菌株 C\E’ 对甲氰菊
酯的降解特性$工程菌 U3*EO<9]在含 )( GV)4h"庆
大霉素"[G#的液体 4U中培养至对数期$以 ’j接
!!

种量接入含 )( GV)4h"庆大霉素"[G#和甲氰菊酯
含量为 )( GV)4h" 的基础盐培养基中$ *(m$ "&(
L)GA8 h"摇床振荡培养$定期取样$对照为菌株 C\E’
的相同处理$每个处理 * 个重复B结果见表 *$菌株
C\E’ 在 F& : 内对甲氰菊酯降解率仅为 %(j左右$对
甲氰菊酯的降解中间产物 *EWU3降解速率较慢$导
致了摇瓶中 *EWU3的积累$*EWU3的积累会对菊酯
水解酶产生反馈抑制$这可能是菌株 C\E’ 对甲氰菊
酯的降解效率不如工程菌 U3*EO<9]的主要原因B工
程菌 U3*EO<9]相同条件下对 )( GV)4h"的甲氰菊
酯的降解率达到 #)j以上$同时对甲氰菊酯的降解
中间产物 *EWU3也能较快降解$从而在降解体系中
没有高浓度的积累$不会对菊酯的降解产生反馈抑
制B工程菌 U3*EO<9]因其对甲氰菊酯和甲氰菊酯的
降解中间产物 *EWU3的快速降解能力$应比原始菌
株 C\E’ 在菊酯污染土壤生物修复中更具有优势B

表 NK工程菌株 U<N.$H):与野生菌株 > .̂M 对甲氰菊酯和 N.2U<的降解

2DR;@*!X@VLD?D9A78 7SS@8OL7OD9:LA8 D8? *EO:@87J<R@8c7AMDMA? R<=K5%,3"$%’+N9LDA8NU3*EO<9]D8? C\E’

培养时间
P:

基因工程菌 U3*EO<9] 原始菌株 C\E’

甲氰菊酯PGV)4h" *EWU3PGV)4h" 甲氰菊酯PGV)4h" *EWU3PGV)4h"

( )"‘$ i(‘) ( )(‘* i(‘* (
"’ F%‘F i(‘% (‘& i(‘’ F%‘# i(‘$ "‘’ i(‘"
’F *"‘% i(‘F F‘$ i(‘* *$‘* i(‘F )‘* i(‘’
*% "#‘" i(‘’ *‘* i(‘F *(‘’ i(‘’ ""‘$ i(‘F
F& ’‘’ i(‘" (‘) i(‘" ’"‘# i(‘* &‘’ i(‘*

NK结论

""# 从石油污染土壤分离到 " 株能以 *E苯氧基
苯甲酸为唯一碳源生长且将其完全降解的细菌$经
鉴定为鞘脂菌属"=K5%,3"$%’+NOB#$命名为 U3*B

"’# 降解 *E苯氧基苯甲酸的最适 O]值为 $‘($
最适温度为*(m$降解 *E苯氧基苯甲酸的速率和起
始接种量呈正相关B

"*#底物降解实验显示$菌株 U3* 能降解邻苯
二酚(间苯二酚(对苯二酚和原二茶酸$不能降解苯
酚(对硝基酚和 ’$FE二硝基苯酚B

"F#成功构建了 " 株能快速降解菊酯类杀虫剂
及其中间产物 *EWU3的基因工程菌$且工程菌 U3*E
O<9]对菊酯的降解效率较原始菌株 C\E’ 高B
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