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摘要：Ｃｕｐｒｉａｖｉｄｕｓｍｅｔａｌｌｉｄｕｒａｎｓ（Ｃ．ｍｅｔａｌｌｉｄｕｒａｎｓ）ＣＨ３４是一种重金属耐受性细菌，能在以苯酚、甲苯酚、苯甲酸、苯
胺等芳香族化合物为唯一碳源和能源的培养基中生长，其基因组中含有２个苯酚降解基因簇．以载体ｐＩｎｄｉｇｏＢＡＣ５
构建Ｃ．ｍｅｔａｌｌｉｄｕｒａｎｓＣＨ３４的细菌人工染色体（ｂａｃｔｅｒｉａｌａｒｔｉｆｉｃｉａｌｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ，ＢＡＣ）文库，获得约３万个克隆，平均插
入片段大小为３０ｋｂ，插入频率为９８％，推测该文库覆盖ＣＨ３４基因组约１２４０倍．用ＰＣＲ筛选文库中的３０００个单克
隆，共获得９个阳性克隆，其中５个克隆含有长基因簇，４个含有短基因簇，并从中得到含有全长苯酚降解基因簇的
克隆．利用以苯酚为唯一碳源的无机盐培养基，研究２个基因簇在大肠杆菌中的表达情况．结果显示，两个基因簇均
表现出了苯酚降解能力，短簇的降酚能力要优于长簇．
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＣｕｐｒｉａｖｉｄｕｓｍｅｔａｌｌｉｄｕｒａｎｓＣＨ３４；ｇｅｎｏｍｅ；ｂａｃｔｅｒｉａｌａｒｔｉｆｉｃｉａｌｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ（ＢＡＣ）ｌｉｂｒａｒｙ；
ｐｈｅｎｏｌ；ｇｅｎｅｃｌｕｓｔｅｒ

　　苯酚是焦化厂及炼油厂污水的主要有机污染
物．近３０年的研究表明，许多微生物参与此类有机
物的降解过程［１］，苯酚的生物降解已成为一种经济

高效且不会产生二次污染的方法［２］．降酚微生物基
因组中存在多个与降酚相关的基因，组合形成操作

元，一起调控微生物降解苯酚．目前，苯酚的好氧降
解途径已被解析，步骤如下：苯酚加氧变为邻苯二

酚，再分别由邻位或间位途径环裂解，邻位途径产生

β一酮基己二酸中间产物，间位途径产生 α一酮基
己二酸中间物，两种路径都形成丙酮酸，而后进入三

羧酸循环．
ＣｕｐｒｉａｖｉｄｕｓｍｅｔａｌｌｉｄｕｒａｎｓＣＨ３４是从污染废水

处理池的沉淀物中分离得到的一种细菌．该细菌具
有较好的苯酚降解能力，还可在以甲苯酚、苯甲酸、

苯胺等芳香族化合物为唯一碳源和能源的培养基中

生长．高振贤等［３］和宋水山等［４］的研究表明，该菌种

降解苯酚的速率常数为０．３３，最适 ｐＨ为７．０，最适
温度为３０℃．ＣＨ３４基因组的测序工作已于２００２年
９月完成，其染色体大小为３．９Ｍｂ，含有３个大质
粒：Ｍｅｇａｐｌａｓｍｉｄ（２．６Ｍｂ），ｐＭＯＬ２８（１７１ｋｂ）和
ｐＭＯＬ３０（２３４ｋｂ）．

本研究利用 ＧｅｎＢａｎｋ数据库，通过比较基因组
学分析，发现 ＣＨ３４基因组中存在新颖的苯酚降解
基因簇结构．序列注释分析发现，ＣＨ３４同时具备邻
位与间位２种不同开环路径的苯酚降解基因簇，其
各自的苯酚羟化酶大亚基（ＬｍＰＨ）氨基酸序列在系
统发育地位上存在较大差异，这预示着 ＣＨ３４可能
有其独特的苯酚降解机理和调控机制．因此，对该菌
株的降酚基因簇展开深入的功能研究，不仅可以对

微生物降解苯酚的分子机制起到验证和补足的作

用，同时也可以为生物处理污水中的苯酚等污染物

提供优良的功能基因．本研究采用ｐＩｎｄｉｇｏＢＡＣ５载
体构建了 ＣＨ３４的细菌人工染色体（ｂａｃｔｅｒｉａｌａｒｔｉｆｉｃｉａｌ
ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ，ＢＡＣ）基因组文库．根据降酚基因簇
ＬｍＰＨ的ｐｈｌＮ基因设计引物，用ＰＣＲ的方法从ＢＡＣ
文库中筛选到了分别含有２个完整苯酚降解基因簇
的单克隆，并分别检测了这２个降酚基因簇在大肠
杆菌中对苯酚的降解能力，为今后筛选高效的降酚

基因簇和研制可应用于环境治理的基因工程菌奠定

了理论基础．

１　材料和方法
１．１　材料

菌株 Ｃ．ｍｅｔａｌｌｉｄｕｒａｎｓＣＨ３４购于美国模式培养
物保藏中心 （ＡｍｅｒｉｃａｎＴｙｐｅＣｕｌｔｕｒｅＣｏｌｌｅｃｔｉｏｎ，
ＡＴＣＣ），ＢＡＣ载体 ｐＩｎｄｉｇｏＢＡＣ５购于 ＥｐｉＣｅｎｔｒｅ公
司，低熔点琼脂糖胶和大肠杆菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）感受态细
胞ＤＨ１０Ｂ购于 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，脉冲场凝胶电泳用
Ｍａｒｋｅｒ购于 ＮＥＢ公司，限制性内切酶 ＮｏｔⅠ，
ＨｉｎｄⅢ和 ＸｂａⅠ购于 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司，ＴａｑＤＮＡ
Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ和ｄＮＴＰ购于ＴａＫａＲａ公司．
１．２　方法
１．２．１　ＢＡＣ文库的构建

随着大片段ＤＮＡ插入技术的发展，科学家们克
服了制约ＢＡＣ文库发展的瓶颈，从而为大规模的文
库构建及大基因组文库的构建奠定了基础［５］．ＢＡＣ文
库除了插入片段较大外，还具有遗传稳定性好、嵌合

现象低等优点［６７］，因此，本研究试图通过构建 ＣＨ３４
的ＢＡＣ文库，来研究其２个苯酚降解基因簇的功能．

首先提取高分子量的 ＣＨ３４基因组 ＤＮＡ，将
ＤＮＡ保存于低熔点琼脂糖制备的胶块中，胶块保存
于０．１ｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ中，确定最佳酶切条件后，开始
正式酶切．取适量的 ＤＮＡ进行酶切，为得到大小更
为集中的片段，一般进行两次脉冲场电泳［８］．第一次
脉冲场电泳的条件为：１％琼脂糖凝胶，０．５×ＴＢＥ，
６Ｖ／ｃｍ电压，９０ｓ脉冲时间，１４℃电泳１６ｈ以分离
酶切的片段．第二次脉冲场电泳的条件为：１％琼脂
糖凝胶，０．５×ＴＢＥ，４Ｖ／ｃｍ电压，５ｓ脉冲时间，１４℃
电泳５ｈ．以分子 Ｍａｒｋｅｒ为参照，切下片段大小在
１００～３００ｋｂ的ＤＮＡ胶块，装入透析袋，电洗脱得到
所需的ＤＮＡ片段［９］．与ＤＮＡ标准浓度梯度比较，确
定得到的大片段ＤＮＡ的浓度．以载体与目的片段摩
尔比为 ５∶１的比例进行连接，连接体系总体积为
５０μＬ，连接反应于１６℃进行约１０ｈ，得到的连接产
物于 ６５℃处理１５ｍｉｎ，以使 Ｔ４ＤＮＡ连接酶失
活［１０］．对连接产物进行脱盐和浓缩处理以提高转化
效率［１１］，然后电击转化感受态大肠杆菌［１２］．从得到
的转化子中随机挑选９６个克隆，ＬＢ液体培养后，通
过碱裂解法抽取 ＢＡＣ质粒，酶切后进行脉冲场电
泳，以确定插入片段的大小．

６３４
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１．２．２　阳性克隆的筛选
根据ＣＨ３４的２个苯酚降解基因簇的大亚基分

别设计了２对引物，其中用于筛选长簇的引物序列
为 ｃｈ１ｆ（５′ＡＡＣＧＣＡＣＴＣＡＡＧＧＴＧＴＴＴＡＴＣＣＡＧＧ
３′），ｃｈ１ｒ（５′ＧＣＧＡＡＧＧＴＣＴＧＡＴＧＧＣＴＧＡＴＧＴＧ３′），
用于筛选短簇的引物序列为ｃｈ２ｆ（５′ＣＣＴＧＴＣＣＧＴＧ
ＣＣＧＡＡＧＴＣＧＴＡＴＴＴ３′），ｃｈ２ｒ（５′ＣＡＧＡＡＧＴＧＧＴＡＧ
ＴＧＣＴＣＧＣＣＧＴＴＧ３′）．从 ＢＡＣ文库中随机挑选约
３０００个克隆，通过碱裂解法抽取 ＢＡＣ质粒，ＰＣＲ扩
增后进行琼脂糖电泳，根据是否出现单一的目的条

带来筛选阳性克隆．
１．２．３　完整插入的阳性克隆挑选

对筛选到的５个含有长簇的阳性克隆以及４个
含有短簇的阳性克隆分别抽取 ＢＡＣ质粒，用 ＳｃａⅠ
酶切后进行琼脂糖电泳．根据切开的条带大小，与２
个降酚基因簇的酶切图谱进行对照，各自挑选一个

完整插入该簇的克隆，用于后续的功能分析．
１．２．４　阳性克隆的功能分析

把２个含有长短降酚基因簇的阳性克隆，分别
接种到以苯酚为唯一碳源，且含有不同质量浓度梯

度苯酚的无机盐培养基中，其中苯酚的质量浓度分

别为５０，１００，２００，５００，８００ｍｇ／Ｌ．每个克隆进行３次
平行实验，取平行实验的平均值作为实验数据．每隔
２４ｈ取一次样，测菌液的 ＯＤ６００以确定菌体浓度．用
改进的４氨基安替比啉法测定菌液中的苯酚质量浓
度［１３］：取菌液离心上清液８０μＬ于１０ｍＬ离心管中，
加蒸馏水至４ｍＬ，混匀后先后加入８０μＬ２％的４氨
基安替比林溶液和８０μＬ８％的铁氰化钾溶液，混匀
后测定其在５００ｎｍ处的吸光值．根据苯酚质量浓度
标准曲线获知样品中剩余苯酚的量，计算菌体对苯

酚的利用率．当菌体浓度开始下降，即培养基中的苯
酚利用殆尽时，终止取样．

２　结果与分析
２．１　文库的构建与鉴定

由于菌株ＣＨ３４基因组的ＧＣ含量较高，ＮｏｔⅠ酶
切后产生的条带较多，不便于文库插入片段大小的鉴

定．通过对ＣＨ３４基因组的分析，为了更方便准确地确
定文库插入片段的大小，选用ＸｂａⅠ进行酶切，并对该
文库插入片段的大小进行了鉴定，结果如图１所示，
其中１～２５为样品编号，Ｍ为１ｋｂＭａｒｋｅｒ．鉴定时，随
机挑取９６个克隆．酶切结果表明，９８％的克隆含有插
入片段，插入大小分布在２０～１２０ｋｂ之间，平均大小

约为 ３０ｋｂ，其中约有 ６１％的克隆插入片段大于
５０ｋｂ．根据平均插入片段（约３０ｋｂ）和文库的总容量
（约３万克隆）计算，此文库覆盖了约９０００Ｍｂ的基因
组序列．根据ＣＨ３４基因组７．２５Ｍｂ大小估算，此文库
约覆盖了ＣＨ３４基因组的１２４０倍．

图１　Ｃ．ｍｅｔａｌｌｉｄｕｒａｎｓＣＨ３４的 ２５个 ＢＡＣ文库克隆
ＸｂａⅠ酶酶切图谱

Ｆｉｇ．１　ＸｂａⅠ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｍａｐｏｆｔｈｅ２５ｃｌｏｎｅｓｆｒｏｍｔｈｅ
ＢＡＣｌｉｂｒａｒｙｏｆＣ．ｍｅｔａｌｌｉｄｕｒａｎｓＣＨ３４

２．２　文库的筛选
从文库中随机挑选３０００个克隆，并最终得到

了５个长簇的阳性克隆（见图２，其中１为负对照，
２～６为样品编号，７为正对照，Ｍ为１００ｂｐＭａｒｋｅｒ）
和４个短簇阳性克隆（见图３，其中１～４为样品编
号，５为正对照，６为负对照，Ｍ为１００ｂｐＭａｒｋｅｒ）．
对得到的９个阳性克隆携带的苯酚羟化酶基因进行
测序分析，发现与 ＮＣＢＩ中已收录的 Ｃ．ｍｅｔａｌｌｉｄｕｒａｎｓ
ＣＨ３４的苯酚羟化酶基因序列完全一致，这说明本实
验构建的ＢＡＣ文库中的克隆，其插入的基因组序列
不会发生突变，具有很好的稳定性．

图２　根据长簇的 ＬｍＰＨ基因设计引物，筛选到的５个
阳性克隆的ＰＣＲ扩增结果

Ｆｉｇ．２　ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆｔｈｅ ５ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｌｏｎｅｓ
ａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅＬｍＰＨｇｅｎｅｏｎｔｈｅｌｏｎｇｅｒｃｌｕｓｔｅｒ

７３４
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图３　根据短簇的 ＬｍＰＨ基因设计引物，筛选到的４个
阳性克隆的ＰＣＲ扩增结果

Ｆｉｇ．３　ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅ４ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｌｏｎｅｓａｃｃｏｒｄｉｎｇ
ｔｏｔｈｅＬｍＰＨｇｅｎｅｏｎｔｈｅｓｈｏｒｔｅｒｃｌｕｓｔｅｒ

２．３　阳性克隆的选取
９个阳性克隆ＢＡＣ质粒ＤＮＡ经ＳｃａⅠ酶切后的

电泳结果如图４所示，其中１～５为含有长簇的阳
性克隆，６～９为含有短簇的阳性克隆，Ｍ为１ｋｂ

Ｍａｒｋｅｒ．ＣＨ３４长短２个苯酚降解基因簇的酶切位点
图谱如图５所示．结果显示，长簇的４号克隆和短簇
的２号克隆为拥有完整降酚基因簇的克隆．

图４　９个阳性克隆经ＳｃａⅠ酶切后的电泳图
Ｆｉｇ．４　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｔｈｅ９ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｌｏｎｅｓｄｉｇｅｓｔｅｄｗｉｔｈＳｃａⅠ

图５　Ｃ．ｍｅｔａｌｌｉｄｕｒａｎｓＣＨ３４长短２个苯酚降解基因簇的酶切位点图谱
Ｆｉｇ．５　Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｍａｐｏｆｔｈｅ２ｐｈｅｎｏｌｄｅｇｒａｄａｔｉｎｇｇｅｎｅｃｌｕｓｔｅｒｓｆｒｏｍＣ．ｍｅｔａｌｌｉｄｕｒａｎｓＣＨ３４

２．４　阳性克隆的功能分析
表１为长簇的４号克隆和短簇的２号克隆所转

化的大肠杆菌在不同苯酚质量浓度下的生长情况，

表２和表３为这２个克隆对苯酚的利用效率．可以
看出，２个转化子在苯酚质量浓度较低时生长较好，
但当苯酚质量浓度达到８００ｍｇ／Ｌ时，几乎不生长；
在相同苯酚质量浓度下，含有短簇的转化子的生长

状况以及苯酚利用情况都优于含有长簇的转化子；２
个转化子在苯酚质量浓度较低时，对苯酚的利用率

均较高．研究还发现，作为负对照的含有空载 ＢＡＣ
质粒的大肠杆菌，在苯酚质量浓度较低时也表现出

了一定的苯酚利用率，推测可能大肠杆菌本身就具

有一定的苯酚耐受性．

３　结 束 语
本研究构建的ＢＡＣ文库覆盖了Ｃ．ｍｅｔａｌｌｉｄｕｒａｎｓ

ＣＨ３４基因组约１２４０倍，具有很好的覆盖率，适合
用于基因簇大片段的克隆和鉴定，为深入研究多套

降酚基因簇在大肠杆菌细胞内的表达（例如，存在拮

抗还是促进作用）打下了坚实的基础．
从结果上看，含有长簇和短簇的转化子在含有

较低质量浓度的苯酚培养基中，降酚能力均较好，但

随着苯酚质量浓度的升高，其生长能力及降酚效率

都出现了降低，表明 ＣＨ３４苯酚降解基因簇在大肠
杆菌中表现为低质量浓度苯酚耐受性．在相同苯酚
质量浓度下，短簇转化子的降酚能力强于长簇，可能

８３４



　第４期 李　莉，等：ＣｕｐｒｉａｖｉｄｕｓｍｅｔａｌｌｉｄｕｒａｎｓＣＨ３４中２个苯酚降解基因簇的筛选与功能鉴定 　　

表１　２个阳性克隆在不同苯酚质量浓度下的生长情况（ＯＤ６００）
Ｔａｂｌｅ１　Ｇｒｏｗｔｈｏｆｔｈｅ２ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｌｏｎｅｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｈｅｎｏｌ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ（ＯＤ６００）
质量浓度／
（ｍｇ·Ｌ－１）

转化子
取样时间／ｄ

１ ２ ３ ４ ５
短簇 ０．１１５ ０．５０８ ０．３９７ ０．３５１ ０．３１０

５０ 长簇 ０．００６ ０．０１１ ０．００１ ０．００１ ０．００９
空载 ０．０１９ ０．１４１ ０．１４８ ０．１３４ ０．１３５
短簇 ０．１３３ ０．４１８ ０．４６１ ０．２７５ ０．２６１

１００ 长簇 ０．０１７ ０．０１０ ０．００１ ０．００１ ０．００１
空载 ０．００１ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．１１４
短簇 ０．００５ ０．００１ ０．１３９ ０．２０６ ０．１７６

２００ 长簇 ０．０１７ ０．００２ ０．０１２ ０．００１ ０．００１
空载 ０．０１９ ０．０１２ ０．００１ ０．００１ ０．００１
短簇 ０．００４ ０．００１ ０．０１９ ０．０１７ ０．０１５

５００ 长簇 ０．０１８ ０．００９ ０．００７ ０．０００ ０．０００
空载 ０．０１８ ０．００６ ０．０００ ０．０００ ０．０００
短簇 ０．００２ ０．００１ ０．００８ ０．０００ ０．００１

８００ 长簇 ０．０２６ ０．０１０ ０．００１ ０．０００ ０．０００
空载 ０．０１４ ０．００１ ０．０００ ０．０００ ０．０００

表２　２个阳性克隆在不同苯酚质量浓度下对苯酚的利用
情况（ＯＤ５００）

Ｔａｂｌｅ２　 Ｐｈｅｎｏｌｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｈｅ２ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｌｏｎｅｓｉｎ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｈｅｎｏｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ（ＯＤ５００）

质量浓度／
（ｍｇ·Ｌ－１）

转化子
取样时间／ｄ

１ ２ ３ ４ ５
短簇 ０．１３８３０．００１８０．００１００．０００００．００００

５０ 长簇 ０．１１１９０．１０６６０．１１４７０．１２１３０．１００３
空载 ０．０７１１０．０５２３０．０６１１０．０５７１０．０５０３
短簇 ０．２５６００．１１７３０．００１８０．０００００．００００

１００ 长簇 ０．４４５８０．２３１９０．２２８００．２６４４０．２２８３
空载 ０．１６６２０．１７８００．１２７７０．１５４７０．１１９０
短簇 ０．８５０３０．４４７６０．３０５８０．３２３３０．３０４９

２００ 长簇 ０．４８９５０．４６３２０．４５５００．４８７４０．４３５６
空载 ０．５４２９０．５８０６０．５３８６０．６５９３０．５９０５
短簇 １．０５０２１．１６５９１．０５５１０．９５２８０．９０４０

５００ 长簇 １．０５９５１．０２８２１．０４８０１．０８２５０．９３２６
空载 １．０５１６１．０２７７１．００１９１．１２８７０．９３２６
短簇 １．５７８２１．５６３１１．６３６１１．６１８３１．４９３７

８００ 长簇 １．５４３５１．４６６７１．５４６５１．５７２９１．６１９８
空载 １．４４８１１．５３３４１．４３３４１．１２８７１．４４７５

表３　２个阳性克隆在不同苯酚质量浓度下对苯酚的降解效率
Ｔａｂｌｅ３　Ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆｔｈｅ２ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｌｏｎｅｓｉｎ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｈｅｎｏｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ％

转化子
苯酚质量浓度／（ｍｇ·Ｌ－１）

５０ １００ ２００ ５００ ８００
短簇 ９８．７ ５４．２ １８．６ ９．３ ５．４
长簇 ３２．６ １９．０ ９．２ ７．７ １．４
空载 ２８．１ ６．９ ７．２ ２．６ ０．０

是由于长簇上存在多个编码反式抑制因子的基因，

阻碍了苯酚降解基因的转录．此外，从这２个簇的序
列和基因排布上看，它们存在很大的差异，且长簇的

一侧重复出现了部分降解基因ＰＬＭＮ等．因此，本研
究通过构建ＢＡＣ文库，克隆到２个完整的苯酚降解
基因簇，并研究其在大肠杆菌中对苯酚的利用效率，

从而能够较直观地反映两簇的整体降酚能力．今后
的研究将深入探讨２个簇之间的互作关系，通过选
择合适的载体，把２个苯酚降解基因簇连到同一载
体上，比较所得转化子与只含有一个簇的转化子在

降酚能力方面的差异，从而确定这２个簇之间是否
存在促进或拮抗的相互作用．
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