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De ia tsuruhatensis AD9苯胺双加氧酶基因的过量表达及 

多功能降解工程菌的构建 

耿立召， 梁泉峰， 张 维， 平淑珍， 陆 伟， 林 敏， 陈 明 

(中国农业科学院生物技术研究所 ，北京 10008 1) 

摘 要：眈圻ia tsuruhatensis AD9和Acinetobacter calcoaceticus PHEA一2分别能利用苯胺和苯酚作为唯一碳源生 

长，降解的第一个中间产物均为邻苯二酚，随后裂解为参与三羧酸循环的中间产物。通过 PCR方法克隆到苯 

胺高效降解菌 AD9的苯胺双加氧酶基因，并构建表达苯胺双加氧酶的广宿主质粒载体 pVD，通过三亲接合， 

导入到AD9和PHEA一2中。对两种重组菌中苯胺双氧酶基因的表达及苯胺降解特性的分析结果表明，增加 

苯胺双加氧酶基因的拷贝数可以提高野生型AD9的苯胺降解速率，同时该基因的表达使 PHEA一2菌获得苯 

胺降解能力。 
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Over-expression of Aniline Dioxygenase Gene in Delftia tsuruhatensis 

AD9 and Construction of Engineering Strain of 

M ulti．substrate Utilization 
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(Biotechnology Rese~ch Institute，Chinese Academy of Agricultural Sciences，Beijing 100081，China) 

Abstract：De ia tsuruhatensis AD9 and Acinetobacter calcoaceticus PHEA一2 can utilize aniline and phenol as the sole 

carbon source，respectively． Catechol is the first mid—metabolites through the degradation of aromatic compounds， 

which is degrade by certain enzymes to TCA—cycle intermediates．A complete aniline dioxygenase gene from AD9 

strain was cloned into a broad host range plasmid，the resulting plasmid pVD was introduced by triparental mating into 

wild type strain AD9 and a phenol—degrading bacterium，A．calcoaceticus PHEA一2，respectively．The over—expression 

of aniline dioxygenase gene enhanced the aniline degradation of AD9 strain and conferred the capable of aniline utili— 

zation to the PHEA一2 strain． 
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苯胺及其衍生物是制药、染料和纺织等工业 

的重要原料 I】 ，同时也是严重污染环境和危害 

人体健康的有害物质l ，因此世界各国政府和 

科学家十分重视苯胺降解研究。微生物降解苯胺 

具有速度快、消耗低、效率高、成本低、反应条件温 

和以及无二次污染等显著优点，越来越多地引起 

人们的重视。。 。 

目前已经分离到多种降解苯胺及其衍生物的 

细菌 9̈ 。研究表明，苯胺和苯酚的微生物降解 

分别通过苯胺双加氧酶(aniline dioxygenase，AD) 

和苯酚单加氧酶(phenol monoxygenase)催化，形 

成共同的中间代谢产物一邻苯二酚，然后经邻苯 

二酚问位或邻位裂解途径进入三羧酸循环。目前 

只有少数几个菌株中苯胺双加氧酶基因簇得到真 

正克隆并注释，这些菌株包括 Pseudomona putita 
UCC22『17_

，

Acinetobacter sp．YAA㈣
．
Frateuria sp． 

ANA一18 ，Delft&acidovorans 7N 加 和Delft&tsu— 

ruhatensis AD9[21 J
。 所克隆的苯胺降解基因簇都 
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含有一个编码多组分苯胺双加氧酶的AD基因， 
一

个 LysR—type的调控基因，以及下游多个邻苯二 

酚间位或邻位裂解途径相关的酶。AD9的苯胺 

双加氧酶基因是由tadQTA1A2B基因编码。 

本实验构建了苯胺双加氧酶基因的广宿主载 

体，通过三亲接合导人野生型菌株 AD9和以苯酚 

为唯一碳 源生长 的 A．calcoaceticus PHEA一2菌 

株 中，分析苯胺双加氧酶基因的过量表达对宿 

主菌苯胺降解能力的影响，以及对苯酚降解菌的 

苯胺降解能力的影响 为构建高效降解苯胺工程 

菌和多底物降解工程菌奠定了良好基础。 

1 材料与方法 

1．1 菌株和质粒 

大肠杆菌 JM109，D．tsuruhatensis AD9，A． 

calcoaceticus PHEA~，广 宿 主 载 体 pVKIO0， 

pRK2013均为本实验室保存，pGEM—T载体购于 

Promega公司。 

1．2 培养基及生长条件 

LB培养基 。 用于大肠杆菌菌株的培养和保 

存。medium K培养基 用于野生型菌株 D．tsu— 

ruhatensis AD9和A．calcoaceticus PHEA．2的培养。 

大肠杆菌于 37qC培养。D．tsuruhatensis AD9和 

A．calcoaceticus PHEA~ 于 30qC培养。根据实验 

的要求，在培养基 中加入终浓度为 50 g／mL的 

卡那霉素，100 p~g／mL的四环素。 

1．3 试剂 

限制性 内切酶，Ex．Taq DNA 聚合酶和 LA— 

Taq DNA聚合酶购自TaKaRa生物工程公司；T4 

DNA连接酶购 自Promega公司；DNA纯化试剂 

盒购自QIAGEN公司；生化与分子生物学试剂购 

自上海生物工程公司；化学试剂均为分析纯；引物 

合成及测序由上海生物工程公司完成。 

1．4 质粒和基因组 DNA提取 

质粒和基因组 DNA的提取方法均按常规方 

法操作 。 

1．5 广宿主载体的构建 

根据苯胺降解基因簇序列(GenBank登录号 

AY940090)设计合成苯胺双加氧酶基因引物，LF： 

5 ．GCCAAGCTTTATATCTCAAAGGATCC -3 (下 

划线 表示 Hind III酶切 位点 )；LR：5 一CAG— 

CAAGCTI'TCTCCGGGGG．3 (下划线表示 Hind III 

酶切位点)。用 TaKaRa公司的 LA．Taq DNA聚合 

酶进行两步法扩增，PCR扩增条件为：94qC预变 

性 10 min；94qC 30s，68qC 15min，30次循环；72qC 

延伸 10 min。通过 HindII1分别酶切 PCR产物和 

广宿主载体 pVK100，利用 DNA回收试剂盒从琼 

脂糖凝胶 中分别回收相应 的 目的片段。在 T4 

DNA连接酶作用下，将苯胺双加氧酶基因片段定 

向克隆至 pVK100的HindlII位点，获得重组质粒 

pVD。将 pVD转人大肠杆菌 JM109，然后接种到 

含四环素的 LB培养基平板培养并挑取单菌落， 

进行酶切和 PCR验证。根据苯胺降解基因簇序 

列(GenBank登录号 AY940090)，设计合成引物， 

QF：5 一TCCCTGCCTGGAGCCCGAAAC一3 和 QR： 

5 一TCCCGCGCCGTGAGTGACTG．．3。PCR扩增条 

件为：95oC预变性 10 min；94qC 30 s，57qC 30 s， 

72qC 30 S，30次循环；72qC延伸 10 min。 

1．6 重组菌的构建 

采用三亲接合 的方法，将含有广宿主质粒 

pVD的E．coli JM109细胞分别和 D．tsuruhatensis 

AD9野生型细胞或 A．calcoaceticus PHEA．2以及 

帮助质粒 pRK2013按2：2：1的比例混合，进行接 

合反应。在含 100 g／mL四环素的 midum K培 

养基上筛选具有四环素抗性的接合子，经过数次 

抗性转接筛选后，选取抗性稳定的重组子进行酶 

切验证 。 

1．7 苯胺含量的测定 

苯胺含量的测定采用偶氮 比色法 J。测定 

野生型 D．tsuruhatensis AD9和 A．calcoaceticus 

PHEA．2及其重组菌的生长曲线和苯胺降解率 

时，用苯胺为碳源的medium K无碳液体培养基， 

200 rpm，30qC摇床培养。 

2 结果与分析 

2．1 重组质粒 pVD的构建及其转化 

PCR扩增得到 9．3 kb的苯胺双加氧酶基因 

片段，和载体 pVK100用 Hind III酶切后连接，挑 

选抗性克隆进行质粒提取，进行酶切鉴定，证明苯 

胺双加氧酶基因已定向插入载体 Hind III位点处 

(图 1a)。同时采用 QF和 QR引物进行 PCR验 

证，扩增得到 384 bp片段，符合预期结果。将 

该阳性重组质粒命名为pVD。通过三亲接合法将 
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液体培养基中，每隔2 h取 5 mL样品测定苯胺的 

含量。溶液中苯胺浓度的测定结果见图4。苯胺 

初始浓度为 600 m#L，重组菌 PHEA-2A在 20 h 

内能将苯胺浓度降解到380 mg／L，而野生型苯酚 

降解菌A．calcoaceticus PHEA-2培养基中的苯胺 

浓度没有变化。苯胺降解菌 D．tsuruhatensis AD9 

则可在 20 h内将苯胺全部降解，说明重组菌 

PHEA．2A获得了降解苯胺的能力，但仍然远远低 

于野生菌AD9苯胺降解效率。也说明导入的D． 

tsuruhatensis AD9的苯胺双加氧酶基因在 A．cal 

coaceticus PHEA-2中得到 了表达，但 表达水平 

较低。 
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图4 在苯酚降解菌 A．calcoaceticus 

PHEA．2中的苯胺降解曲线 

Fig．4 The degrading cun e of aniline in phenol-degrading 

bacterium A．calcoaceticus PHEA．2． 

3 讨论 

微生物降解芳香族化合物是通过外围酶将底 

物转化为中心中间产物邻苯二酚或原邻苯二酚， 

然后经邻位或问位进行开环降解，D．tsuruhatensis 

AD9对苯胺的降解是通过问位裂解途径开环的。 

将苯胺双加氧酶基因转入野生型 D．tsuru- 

hatensis AD9后，重组菌 AD9A降解能力得到提 

高，说明在苯胺降解中，苯胺的降解效率主要由苯 

胺转化为邻苯二酚这一步决定。但在苯胺存在的 

情况下，重组菌的棕色中间产物积累，表明邻苯二 

酚双加氧酶基因的表达在 AD9的苯胺代谢途径 

中同样重要。 

本研究 中，向苯酚 降解 菌 A．calcoaceticus 

PHEA-2导人苯胺双加氧酶基因后，在以苯胺为 

唯一碳源和氮源的 medium K培养基中，重组的 

苯酚降解菌PEHA-2A能够生长，但培养液中苯胺 

的降解率较野生菌 AD9低，说明 D．tsuruhatensis 

AD9苯胺双加氧酶基因在 A．calcoaceticus PHEA- 

2得到表达，但表达量较低。苯胺双加氧酶基因 

在A．calcoaceticus中表达量较低的原因可能是由 

于 D．tsuruhatensis和A．calcoaceticus的遗传距离 

较远，D．tsuruhatensis菌株 DNA的 G+C含量为 

63％，而 A．calcoaceticus DNA的 G+C含量为 

4l％ ～45％；或者可能由于 D．tsuruhatensis AD9 

苯胺双加氧酶基因的启动子在 A．calcoaceticus中 

不能得到有效的表达。本工作为今后高效降解苯 

胺工程菌和多底物降解工程菌的构建奠定了良好 

的工作基础。 
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本书基于我国污水处理现状以及污水处理 

系统特性，强调了加强城市污水处理系统过程控 

制的必要性和重要性，系统地介绍了过程控制的 

理论、方法与技术，城市污水处理系统的常用仪 

表、过程控制系统及控制策略，生物脱氮除磷的 

过程控制、运行中存在的问题，厌氧处理系统的 

过程控制以及运行优化，污水处理 系统智能控 

制，数据处理和污泥种群优化等内容。另外结合 

作者在城市污水处理系统运行与过程控制的多 

年科研成果和技术改造实践，对于城市污水处理 

系统运行与过程控制的前沿技术也进行了论述 

和介绍。 

本书具有系统全面、内容新颖、实践性强的 

特点，由国家科学技术学术著作出版基金资助出 

版。可作为城市污水处理系统运行管理人员的 

指导教材，也可作为给水排水、环境工程专业的 

科研、设计人员及大专院校相关专业的师生参 

考书。 
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