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摘要:从 1 , 2 , 4-三氯苯降解菌铜绿假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa)J5-2的总 DNA中 , 利用 PCR方法克隆到氯代邻苯二酚 1 , 2-

双加氧酶基因 ,命名为 tcbC(J5-2)(GenBank 登录号 EF111021).分析 tcbC(J5-2)基因的氨基酸序列后发现 ,该基因不同于已见报

道的1 , 2 , 4-三氯苯降解菌 Pseudomonas sp.P51中的氯代邻苯二酚 1 , 2-双加氧酶基因 tcbC(P51), 与其同源性仅为 95%.tcbC(J5-

2)基因在 48 、 52和 73 这 3 个关键位置的氨基酸分别为 Leu(亮氨酸)、Ala(丙氨酸)和 Ile(异亮氨酸), 而 tcbC(P51)基因分别为

Val(缬氨酸)、Ala(丙氨酸)和 Met(蛋氨酸).利用实时荧光定量反转录-PCR(real-time reverse transcription-PCR)方法 ,考察了菌株

J5-2在分别以 1 , 2-二氯苯 、 1 , 3-二氯苯和 1 , 2 , 4-三氯苯为唯一碳源时 tcbC(J5-2)基因的定量表达.结果表明 , 1 , 2 , 4-三氯苯对

tcbC 基因的诱导作用更强.
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Abstract:The chlorocatechol 1 , 2-dioxygenase gene , designated as tcbC(J5-2)(GenBank Accession No.EF111021), was cloned from total
DNA of Pseudomonas aeruginosa J5-2 which can degrade 1 , 2 , 4-trichlorobenzene.The deduced amino acid sequence analysis of tcbC(J5-2)
shows that it is different from tcbC(P51)cloned from another 1 , 2 , 4-trichlorobenzene-degrader Pseudomonas sp.P51.tcbC(J5-2)is only 95%
similar to tcbC(P51)at the amino acid level.Three critical amino acid residues in tcbC(J5-1)are Leu-48 , Ala-52 , and Ile-73.Otherwise , they
are Val-48 , Ala-52 , andMet-73 in tcbC(P51).mRNA accumulation of tcbC in J5-2 was quantified by real-time reverse transcription-PCR,
when J5-2 grew on 1 , 2-dichlorobenzene , 1 , 3-dichlorobenzene and 1 , 2 , 4-trichlorobenzene respectively.The results show that 1 , 2 , 4-
trichlorobenzen is a better inducer than 1 , 2- and 1 , 3-dichlorobenzene.
Key words:Pseudomonas aeruginosa;chlorocatechol 1 , 2-dioxygenase;1 , 2 , 4-trichlorobenzene;real-time reverse transcription-PCR

　　1 , 2 , 4-三氯苯(1 , 2 , 4-trichlorobenzene , 1 , 2 , 4-

TCB)是三氯苯的 3种同分异构体中应用最为广泛

的一种
[ 1]
.与一氯苯 、二氯苯相比 , 1 ,2 , 4-TCB 的生

物降解性大大降低 ,毒性显著
[ 2]
.到目前为止 ,国外

已经报道了几株 1 , 2 , 4-TCB 的降解菌
[ 3～ 8]

.国内报

道的降解菌仅有 2 株
[ 9 ,10]

.这些研究主要集中在降

解途 径及降 解菌的 降解 特性 方面 , 只有 以

Pseudomonas sp.P51为代表的极少数降解菌深入到

了基因水平的研究
[ 11]
.

对于氯苯类化合物 ,起关键作用的降解酶主要

是氯代邻苯二酚 1 , 2-双加氧酶(CC12O).不同来源

的CC12O基因 ,由于基因序列的不同导致在底物特

性方面可能存在很大差异
[ 12～ 16]

.另外 ,CC12O 基因

是诱导型基因 ,通过考察基因在不同碳源条件下的

定量表达可以找出诱导作用比较好的碳源 ,对菌株

的实际应用具有重要意义.

本研究中的降解菌 J5-2与 Pseudomonas sp.P51

相比 ,在降解特性上存在明显差异.因此有必要对

J5-2中的 CC12O基因进行克隆及序列分析 ,从基因

水平对这种差异进行解释.同时利用实时荧光定量

反转录-PCR方法寻找对 CC12O 基因诱导性比较强

的碳源 ,以利于菌株的实际应用.

1　材料与方法

1.1　菌株 、质粒 、培养基和试剂

Pseudomonas aeruginosa J5-2(本实验室分离).

E.coli DH5α(本实验室保存),质粒载体 pGEMT-easy

(氨卞青霉素抗性 ,Ap
r
)购自 Promega公司.丰富培养
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基 Luria-Bertani(LB),添加 100 mg L Ap.

常用生化试剂购自天根生化科技(北京)有限公

司.引物合成由北京三博远志生物技术有限责任公

司完成.

1.2　细菌总DNA提取

采用 CTAB法
[ 17]
提取菌株 J5-2的总 DNA.

1.3　CC12O基因克隆

扩增部分 CC12O 基因片段所用引物为:上游

F2:5′-at(c t)ga(c t)gt(g c)tggca(c t)tc(c g)acgcc-3′;

下游 R2:5′-cgc(c g a)a(c t)(c g)tcga(c t)(c g)gc(a 

c g)gcctt-3′.扩增全长 CC12O基因片段引物为:上游

F5: 5′-cgctttccgagttggtgatg-3′; 下 游 R5: 5′-

ttgatggtctccgccgattc-3′.由于目标片段 GC 含量较高 ,

因此特别选择含高 GC buffer 的 LA Taq 酶(宝生物

工程(大连)有限公司).25 μL 反应体系:2 ×GC

Buffer 12.5 μL ,dNTP 200 μmol L ,primer 0.25μmol L ,

LA Taq 0.7U ,Template DNA 5 ng.反应条件:95℃5

min;94℃1 min , 58℃,温度梯度 G 为(58±8)℃ 1

min;72℃50 s , 30个循环;72℃7 min.

1.4　细菌 RNA提取

在菌株 J5-2 的对数生长期收集菌体 ,加 1 mL

TRIzol(Invitrogen 公司)混匀后 , 15 ～ 30℃放置 5

min;4℃, 10 000 r min离心 10 min ,取上清;加 0.2

mL 氯仿 ,剧烈振荡 15 s ,室温放置3 min;4℃,10 000

r min离心 15 min ,取约 600μL 水相转移到新离心管

中;在得到的水相溶液中加入等体积异丙醇 ,混匀 ,

室温放置 20 ～ 30min;4℃, 10 000 r min离心10 min ,

弃上清;加 1 mL 75%乙醇(用 DEPC 水配置), 4℃,

5 000 r min离心 3 min ,倒出液体 ,室温晾干;最后用

无 RNase 水充分溶解.

1.5　CC12O基因的定量表达

根据荧光定量 PCR对基因片断的长度要求 ,设

计克隆 CC12O 基因的特异性引物.上游 F16:5′-

ctcgcatcacccgctcgt-3′;下游 R16:5′-cggtcggtcccttgttcg-

3′.选择 J5-2 的 16S rRNA 作为定量 PCR过程的内

参 ,上游引物 16SF:5′-ccacgctttcgcacctc-3′;下游引物

16SR:5′-ggctcaaccygggaactg-3′.将CC12O基因的特异

性片段克隆重组 ,利用重组质粒绘制标准曲线.试验

中利用Ex Script
TM
RT reagent kit将 J5-2的总 RNA进

行反转录.反转录程序:42℃15 min;95℃2 min.得

到 cDNA后利用 SYBR Premix Ex Taq
TM
kit进行荧光

定量 PCR ,反应程序:95℃10 s;95℃5 s , 60℃20 s ,

72℃10 s , 45个循环.反应体系:SYB(2×)12.5 μL ,

上游引物 0.2μmol L ,下游引物0.2μmol L ,模板2.0

μL ,H2O 9.5 μL ,总体积 25 μL.试验中设置阴性对

照 ,同时每个样品设置 3个平行.

1.6　序列测定与分析

DNA序列测定由诺赛基因公司完成.利用NCBI

网站 http:  www.ncbi.nlm.nih.gov BLAST 程序进行

序列比对.

2　结果与讨论

2.1　菌株 J5-2中CC12O全长基因的克隆

以菌株 J5-2总 DNA 为模板 ,选择 F2R2 为第一

对引物扩增 CC12O部分片段 ,得到图1(a)所示的目

的片段 ,经比对为 CC12O基因的部分片段.获得部

分片段后再以 F5R5为第二对引物扩增 CC12O全长

基因 ,同样以 J5-2 的总 DNA 为模板 ,结果如图1(b)

所示.将所得目的片段切胶回收 ,与 pGEMT-easy 载

体连接 ,构建重组质粒进行测序.

图 1　J5-2中 CC12O基因的克隆

Fig.1　Cloning of CC12O gene in J5-2

2.2　CC12O基因序列分析

将该基因初步命名为 tcbC(J5-2), 登录号为

EF111021.对 tcbC(J5-2)的氨基酸序列及 GenBank

上其他 CC12O基因的氨基酸序列进行同源性比对 ,

结果发现:tcbC(J5-2)与 cbnA(登录号 BAA74530)的

同源性最高 ,为 98%;而与另一株 1 , 2 ,4-三氯苯的

降解菌 Pseudomonas sp.P51 中克隆到的 tcbC 基因

(登录号 AAD13625)相比 ,同源性仅为 95%.为了进

一步分析上述3 个基因在氨基酸序列上的差异 ,本

研究对 tcbC(J5-2)、cbnA 和 tcbC(P51)的氨基酸序列

进行了具体分析 ,结果如图 2所示.

Liu等
[ 18]
的研究表明:在 48 、52和 73这 3个位

置的氨基酸对CC12O基因的底物特性有很大影响.

cbnA的序列中 ,这 3个位置的氨基酸分别为:Leu-

48 、Val-52 和 Ile-73 ,因此该基因对 3 ,5-二氯邻苯二

酚(3 ,5-DC)有较高酶活;而对 3 ,4-二氯邻苯二酚(3 ,

4-DC)几乎不表现活性.tcbC(P51)的氨基酸序列中
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＊表示序列中影响基因特性的关键位置

图 2　tcbC(J5-2)与 cbnA 、tcbC(P51)基因的氨基酸序列比对

Fig.2　Amino acid sequences blast among tcbC(J5-2),

cbnA and tcbC(P51)

这3 个位置的氨基酸分别为 Val-48 、Ala-52 和 Met-

73 ,使得该基因对 3 ,4-DC 有较高酶活;而对3 ,5-DC

几乎不表现活性.在本研究获得的 tcbC(J5-2)基因

的氨基酸序列中 ,这 3个关键位置的氨基酸分别为

Leu-48 、Ala-52和 Ile-73.因为同时拥有 Leu-48和 Ile-

73 ,所以 tcbC(J5-2)对 3 ,5-DC 有较高酶活 ,这一特性

与 tcbC(P51)不同;又因为拥有 Ala-52 ,所以 tcbC(J5-

2)对3 ,4-DC也有活性 ,这一特性与 cbnA不同.由此

初步得出结论 ,由于氨基酸序列的差异 , tcbC(J5-2)

基因是不同于 tcbC(P51)和 cbnA 的 CC12O 基因.也

正是由于氨基酸序列的差异 , P51 不能利用 1 , 3-二

氯苯(1 ,3-DCB)
[ 11]
,而 J5-2可以利用 1 , 3-DCB(数据

未发表).

2.3　tcbC在 J5-2中的定量表达

考察 tcbC(J5-2)的定量表达时 ,菌株 J5-2 的生

长条件如下:1 , 2 ,4-TCB 、 1 ,2-DCB和 1 ,3-DCB分别

为唯一碳源 , 100 mL 无机盐培养基
[ 9]
,底物的终浓

度为 400 mg L , 30℃、150 r min振荡培养 10 d.

试验中选择 J5-2的 16S rRNA作为内参.为了准

确定量 ,首先考察不同反应之间的 PCR效率是否一

致.结果表明利用不同引物 16SF-16SR 、F16-R16 所

得到的直线斜率基本相同(反应效率基本相同):

slope=-3.44 ±0.2 , 因此 , 试验中应用的标准曲

线为:

CT =-3.44 lgR +42 (1)

式中 , CT 为临界阈值 , R 为mRNA当量.为了消除不

同生长条件对计算结果的影响 ,公式(1)进行了校

准 ,得到如下方程
[ 19]
:

R′=R
S
×

R
S
TCB16S

R
S

16S
(2)

式中 , R
S
(S 表示样品)是根据公式(1)得到未知样品

的 RNA;R
S

16S代表相应的未知样品在相同生长条件

下 ,作为内参的 16S rRNA;R
S

TCB16S代表以 1 , 2 , 4-TCB

为碳源时的 16S rRNA.根据公式(2),最终可以得到

J5-2中 tcbC的 RNA表达量.

如图 3 所示 , 菌株 J5-2 中的 tcbC 基因在以

1 ,2 ,4-TCB为唯一碳源时mRNA的表达量相对较高.

由此初步说明 , 1 , 2 , 4-TCB 对 tcbC(J5-2)基因的诱

导作用比 1 , 2-DCB 和 1 ,3-DCB更强.其主要原因是

1 ,2 ,4-TCB在好氧代谢过程中生成的中间产物之一

是 2 ,3 ,5-三氯粘康酸 ,而这种物质是 tcbC基因的诱

导物
[ 20]
.

图 3　不同碳源条件下 tcbC(J5-2)的 mRNA定量表达

Fig.3　mRNA quantitative expression of tcbC(J5-2)in

different carbon sources

3　结论

(1)以菌株 J5-2 总 DNA 为模板克隆得到

CC12O基因 ,初步命名为 tcbC(J5-2).

(2)分析 tcbC(J5-2)基因的氨基酸序列 ,因为同

时拥有 Leu-48和 Ile-73 ,使得 tcbC(J5-2)对 3 , 5-DC

有较高酶活;Ala-52 使得 tcbC(J5-2)对 3 , 4-DC 也有

活性.因此 ,由于氨基酸序列的差异 , tcbC(J5-2)基因

是不同于 tcbC(P51)和 cbnA的 CC12O基因.

(3)J5-2在以 1 , 2 , 4-TCB 为唯一碳源生长时 ,

tcbC(J5-2)基因在 mRNA水平上的表达量相对较高.

1 ,2 ,4-TCB对 tcbC(J5-2)基因的诱导作用比1 ,2-DCB

和 1 ,3-DCB更强.
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