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摘要:通过 PCR方法从 Bacillus circulans WZ-12中分离到二氯甲烷脱卤酶基因 dcmR, 构建具 T7 强启动子的 pET28b( + )- dcmR

质粒,电击转化 Escherichia. coli BL21( DE3) ,构建了二氯甲烷生物降解基因工程菌 BL21[ pET28b( + )-dcmR] . 重组菌经 IPTG 诱

导后,表达蛋白占总蛋白的 32% .表达蛋白的酶活最高可达 251 78 UPmL, 酶的比活 (以蛋白计)为 88186 UPmg .重组菌周质中酶

活21 92 UPmL, 胞内酶活 22186 UPmL.重组菌产生的酶的活力和比活较原降解菌株高 1~ 2倍. 对工程菌的生长特性和降解特性

的研究表明, 工程菌在 LB 培养基中的生长特性与原始菌株没有差别, 生长至对数期 A 600 nm值都可达 214 左右. 重组菌株

dcmR-1在 25 h 的降解率达 90%以上,降解效率比原降解菌株有明显提高. 该基因工程菌的构建对二氯甲烷生物降解机制研究

以及复合污染环境的生物修复和工程应用具有实际意义.
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Abstract: The dcmR gene encoding dichloromethane dehalogenase was amplified by PCR from Bacillus circulans WZ-12 and cloned to

expression vector pET28b ( + ) , yielding recombinant plasmid pET28b( + )-dcmR. Then plasmid pET28b( + )-dcmR was introduced into

Escherichia. coli BL21( DE3) . Expression was induced by IPTG, and the enzyme activity reached 251 78 UPmL, the specific enzyme activity
reached 881 86 UPmg protein. The periplasmic and cytoplasmic enzyme activity reached 2192 UPmL and 22186 UPmL respectively. All results
analysis demonstrated that the E . coli. strain carrying the dcmR gene could produce dichloromethane dehalogenase efficiently. The growth

characteristics of dcmR-1 was compared with the original strain, and the result showed that there was no difference, A 600nm of dcmR-1 in LB

medium could reach about 21 4 in logarithmic period, which was the same as that of the original strain.The recombinant strain dcmR-1 showed

the higher degrading ability than Bacillus circulans WZ-12 and with more than 90% removal efficiency of 120 mmolPL CH2Cl2 in 25 h. All

these results indicated that recombinant strain dcmR-1 was a promising strain in bioremediation of CH2Cl2 contaminated environment.
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  二氯甲烷( CH2Cl2 )是一类应用非常广泛的化学

试剂,主要在金属材料去油污、纺织、印染、油漆行业

和制药工业等领域作溶剂使用.当前,二氯甲烷被认

为是大气污染中毒性较大的卤代烃类物质, 严重危

及人类健康. 有报道称环境中 CH2Cl2 超过 10 mgPL

浓度即可对人体生理过程造成不同程度的干扰
[ 1]
.

城市废水中CH2Cl2 浓度远远超过 24 LgPL[ 2] . CH2Cl2

严重破坏臭氧层, 被美国 EPA 列为优先控制污染

物.Methylobacterium 和Hyphomicrobium 属的某些菌株

能利用二氯甲烷作为唯一碳源生长,这些细菌含有

参与生物降解反应的关键酶 ) ) ) 二氯甲烷脱卤素酶
( EC 4151113) ,此酶属于谷胱甘肽转移酶类( GST; EC
21511118) , 是一种诱导酶, 能催化二氯甲烷转化生

成甲醛和无机氯. 反应途径如下:

卤代有机物大都为异生物合成物( Xenobiotics) ,

水溶性不高,多不能直接被微生物酶系统识别, 甚至
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对微生物的代谢有抑制作用, 传统的生物处理工艺

难以奏效,从现场试验的结果确也证明,凡含二氯甲

烷、三氯甲烷、氯代芳香烃(包括 PCBs)等卤代有机

物的 VOCs 生物处理效果骤降. 其关键问题是高效

降解途径的缺乏和现有已知途径的缺陷
[ 3]
. 近年来

国外研究者针对这些问题, 提出了应用分子生物学

等手段进行降解途径的设计、组装,新代谢途径的创

建,以扩展降解菌利用底物的范围、避免有毒中间产

物的形成、提高底物通量及其生物可利用性、增加生

物酶催化活性和稳定性等
[ 4]
. 自从 1980 年 Stucki

等
[ 5]
首次从工业废水中分离出能以二氯甲烷作为唯

一碳源和能源的甲基杆菌 ( Methylobacterium ) , 到

1994年 Bader 等
[ 6]
发现二氯甲烷高效降解菌株 ) ) )

Methylophilus sp. DM11以来,迄今有报道已相继分离

到包括生丝微菌( Hyphomicrobium )
[ 7]
在内的 10多株

具备分解二氯甲烷能力的菌株, 并对这些培养物的

脱卤素酶进行了初步研究,根据这些酶的性质,把它

们分成2组,一组是活力较低的A组,另一组是活力

较高的 B组
[ 8]
.脱卤素酶普遍存在于动物、植物和微

生物体内, 但微生物源的脱卤素酶因具备对多种有

机卤化物同时有较高的脱卤活力,因此被认为是有

机物脱卤最佳的和最具有开发潜力的生物催化剂之

一.但现有微生物脱卤素酶因其纯度低,影响了对脱

卤素酶催化机制的深入研究, 另一方面也考虑到复

杂条件下的工程应用,因此,利用二氯甲烷脱卤酶基

因( dcmR)构建基因工程菌成为二氯甲烷生物降解

机制和工程应用的一条良好途径.

Bacillus circulans WZ-12是最近由本实验室分离

得到的高效降解二氯甲烷的细菌
[ 9]
, 在本实验室已

成功构建了 dcmR 的原核表达质粒 pET28b ( + )-

dcmR.本研究报道从 B . circulans WZ-12中克隆二氯

甲烷脱卤酶基因 dcmR, 将 dcmR导入大肠杆菌, 构

建一种表达二氯甲烷脱卤酶的重组大肠杆菌, 并试

图对重组基因的诱导表达条件进行优化, 以期为后

续应用分子生物学手段构建超级降解菌和工程应用

提供理论依据.

1  材料与方法

111  质粒、菌株、酶和主要试剂
环状芽孢杆菌( B . circulans) WZ-12为本实验室

保存.载体 pET28b( + )和宿主菌 E . coli BL21( DE3)

由中国农业大学农业生物技术国家重点实验室惠

赠.限制性内切酶、T4连接酶、Taq 酶均购自 Sagon

公司, IPTG 和蛋白质标准物购自华美生物工程

公司.

112  PCR扩增

根据GenBank上已发表的二氯甲烷脱卤酶基因

dcmR进行 AlignX 同源性比对, 选择一条序列为设

计对象,利用 Primer Premier 软件进行设计. 引物由

上海生工生物工程技术服务有限公司合成.引物序

列为 P1 上游引物 F: 5c-GTTAAGCTTATGGTGAGC

CCGAATCCAACGAACATAC-3cHind Ó; P2 下游引物

R: 5c-ATATGTCGACTAAAGCGACTGCCGCGCCCTCCT

TCTC-3cSal Ñ.
提取纯化菌液 DNA作为模板进行PCR扩增,反

应条件为: 10 @ PCR buffer 5 LL, 25 mmolPL Mg2+ 4

LL, dNTP 4 LL,引物各 4 LL,模板 DNA 2 LL, Taq 酶 1

LL,无菌水调至总体积 50 LL.反应程序为: 94 e 变性

2 min, 94 e 变性 20 s, 60 e 退火 30 s, 72 e 延伸 60 s,

36个循环; 72 e 10 min.

113  DNA重组、转化及筛选重组子

PCR扩增产物经酚、酚P氯仿 ( 1B1)、氯仿P异戊
醇( 24B1)抽提纯化后, 用 Hind Ó和 Sal Ñ双酶切,
经低熔点胶电泳分离, 回收 700~ 1 000 bp 片断, 再

将回收片段与经相同双酶切的载体 pET28b( + )连

接,从而将二氯甲烷脱卤酶基因定向克隆到载体

pET28b( + )中,并将含有插入片断的重组质粒命名

为 pET28b ( + )-dcmR, 将重组质粒 pET28b ( + )-

dcmR电激转化到 E . coli BL21( DE3)中,构建表达工

程菌 BL21[ pET-20( b)-dcmR] .

114  阳性重组子的验证

提取阳性克隆的重组质粒 pET28b( + )- dcmR,

用 HindÓ和 Sal Ñ双酶切,琼脂糖凝胶电泳进行检
测,并由上海生工生物工程技术服务有限公司进行

测序验证.

115  重组子诱导表达条件优化

工程菌 BL21[ pET28b( + )-dcmR]接种在 SOB培

养基,培养基和培养条件见文献[ 10] ,通过不同诱导

温度优化、不同养菌温度的优化和不同诱导剂浓度

的优化等策略.最终确定诱导表达条件为在菌体光

密度 A 600nm为 015 时, 加入 IPTG 至终浓度为 016

mmolPL, 30 e 诱导 24 h. 取 1 mL 诱导液离心收集菌

体,将菌体用 100 LL @ SDS上样 Buffer悬浮,煮沸裂

解 5 min, 所得裂解液取 20 LL 进行常规 SDS-PAGE

检测
[ 11]
.

116  脱卤素酶的活力测定

2 g新鲜菌体悬浮于 0105 molPL Tris-HCl、pH 715
的缓冲液中, 超声波破碎 2次, 4 e , 15 000 rPmin离
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心2次,每次 15 min,上清液即为粗酶液
[ 12]
. 采用脱

卤素酶-甲醛脱氢酶偶联反应NADH 显色法
[ 13]
,稍作

改动, 反应缓冲液 0105 molPL Tris-HCl、pH 810, 反应
总体积为 5mL,动态测定A 339nm ,于25 e 每min产生1

Lg NADH 所需酶量定义为 1个酶活单位(U) .

2  结果与分析

211  dcmR的扩增

以 B . circulans WZ-12全基因组 DNA 为模板进

行PCR扩增,用 P1、P2 作为引物进行 PCR扩增, 琼

脂糖凝胶电泳分析结果表明, 扩增出 1个大小约为

870 bp的特异性的DNA条带(图1) ,与理论值为861

bp相符,说明 PCR方法成功扩增出菌液WZ-12的二

氯甲烷脱卤酶基因 dcmR.

212  重组质粒 pET28b( + )-dcmR的构建与验证

PCR扩增产物纯化后,经Hind Ó和 Sal Ñ双酶

切,回收后再与经相同双酶切的载体 pET28b( + )连

接,从而将二氯甲烷脱卤酶基因定向克隆到载体中.

含有二氯甲烷脱卤酶基因的重组质粒载体 pET28b

(+ )-dcmR的构建见图2( a) . 重组表达载体中含有

氨苄青霉素抗性基因,可以进行工程菌的抗性筛选.

重组质粒 pET28b( + )-dcmR,用 Hind Ó和 Sal Ñ双

酶切, 用琼脂糖凝胶电泳分析, 结果见图2( b) . 图谱

分析表明, 获得了大小约为5 368 bp 和 861 bp的 2

个带,与理论值一致,初步说明重组成功.

214  序列测定

M:核酸分子量标准,下同; 1、2: PCR产物

图 1  dcm 基因 PCR 扩增产物琼脂糖凝胶电泳分析

Fig. 1  Agarose gel electrophoresis of PCR product by amplificat ion of

total Bacillus circulans WZ-12 genome DNA

  重组质粒送上海生工生物工程技术服务有限公
司测序, 测序结果表明, 克隆的基因片段全长 861

bp.与 GenBank报道的 Methylobacterium sp. DM4的二

氯甲烷脱卤酶基因序列相比, 在 152 bp处由A 替代

C; 在 233 bp处由G替代T; 在258 bp处由 C替代T.

BLAST 比对 结 果 显示, 克 隆 的 基 因片 段 与

      

1: pET28b( + )- dcmR Hind Ó 单酶切; 2: pET28b( + )- dcmR Hind Ó + Sal Ñ 双酶切

图 2 重组质粒的构建与验证

Fig. 2 Recombinant plasmid construction and identificat ion of the recombinant plasmid
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Methylobacterium sp. DM4的二氯甲烷脱卤酶基因序

列同源性达 99% .由此推断二氯甲烷脱卤酶基因已

成功克隆到 pET28b( + )载体中.

215  dcmR的在工程菌中的表达

21511  重组质粒的转化
用电激转化方法将重组质粒导入表达宿主菌

E . coli BL21( DE3)中,在含100 LgPmL氨苄青霉素的
LB培养基上筛选转化子,筛选获得几十个阳性转化

子,提取质粒后酶切鉴定, 同时转化 pET-20( b)空载

体,筛选阳性转化子作为对照菌株.

21512  表达初检验
分别挑取 5 株含重组表达载体 pET28b( + )-

dcmR和 1株含空载体 pET28b( + )的重组大肠杆菌

BL21( DE3)依照材料方法所述进行培养,诱导表达

后,收集菌体,检测酶活. 由酶活检测结果可知, 5株

重组菌检测出的酶活均大于出发菌株, 空载体对照

组没有检测到酶活,结果见表 1.重组菌周质酶活非

常低,说明周质分泌效率较差.培养基上清液中也基

本无酶活, 说明 dcmR基因在该系统中不能外分泌

表达,结果见表 2.

表 1 重组菌 BL21( DE3)的表达和酶活测定

Table 1  Expression and enzyme activit ies of the recombinant strains

菌株 酶活PU#mL- 1

对照(空载体) 0

dcmR-1 25178

dcmR-2 22124

重组菌株 dcmR-3 17118

dcmR-4 20158

dcmR-5 17127

出发菌株 15176

表 2  重组菌 dcmR-1和出发菌株的酶活比较

Table 2 Comparison between enzyme activity of the recombinant

strains dcmR-1 and that of original strain

项目
总酶活

PU#mL- 1
比酶活

PU#mg- 1
胞内酶活

PU#mL- 1
周质酶活

PU#mL- 1
培养基

PU#mL- 1

出发菌株 15176 64132 14108 1166 < 0101

重组菌( dcmR-1) 25178 88186 22186 2192 < 0101

21513  电泳检测

为了进一步检验重组蛋白的存在, 转化子培养

液经过不同时间的诱导表达后, 进行全细胞蛋白质

的SDS-PAGE, 以转化 pET28b ( + ) 空载体的 BL21

( DE3)为对照,结果见图3( a) ,加入 IPTG至终浓度为

016 mmolPL, 30 e 诱导 24 h 重组蛋白表达条带最明

显,其表达量可达总蛋白的32% ,说明 dcmR基因在

该系统中得到了高效表达. 超量表达的蛋白条带经

割胶回收和纯化, 再经 SDS-PAGE, 获得单一条带,相

对分子质量约为 22 ? 1[图3( b) ] . 相对分子质量与

二氯甲烷脱卤酶的理论计算值 21相符.

条带 1:受体菌空白对照 E . coli BL21(DE3) ; 条带 2:受体菌含空载

体对照 E. coli BL21( DE3) [ pET28b ( + ) ] ; 条带 3: IPTG 诱导前 E .

coli BL21 ( DE3) [ pET28b ( + )- dcmR] ; 条带 4: E . coli BL21 ( DE3 )

[ pET28b( + )- dcmR]不诱导培养 8 h; 条带 5: E. coli BL21( DE3 )

[ pET28b( + )- dcmR]不诱导培养 24 h; 条带 6: IPTG ( 016 mmolPL)诱

导培养 8 h;     条带 7: IPTG ( 016 mmolPL)诱导培养 24 h;条带 P:目的蛋白

图 3 重组菌全细胞蛋白质 SDS-PAGE图谱与目标蛋白分子量验证

Fig. 3  SDS-PAGE of total protein of the recombinant cell and

the target protein molecular weight verification

216  重组菌株和宿主菌 E. coli BL21( DE3)的生长

特性比较

以 2% 的接种量将对数生长期的重组菌株

dcmR-1和宿主菌 E . coli BL21( DE3)种子液分别移

入液体 LB中, 30 e , 180 rPmin摇床振荡培养,每隔 4

h取样测定菌体的生长量,从图 4中可以看出,重组

菌株 dcmR-1和原宿主菌在 LB培养基中生长生长

曲线趋势相同, 都成 S型生长曲线, 对数期 A 600nm值

都可达到213~ 214, 由此可见, 外源 dcmR基因的导

      

图 4 重组菌株 dcmR-1和宿主菌 E . coli BL21( DE3)生长特性比较

Fig. 4  Growth curve of recombinant strain dcmR-1 and

E . coli BL21( DE3) in LBmedium
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入只是增加了菌株的功能,对其生长没有影响.

217  重组菌株和 B. circulans WZ-12对 CH2Cl2 降解

特性的比较

为了比较重组菌株和原始基因源菌株 B .

circulans WZ-12对 CH2Cl2 生物降解特性, 将 2 个菌

株分别在 LB培养基中培养至对数期, 以 2%的接种

量分别接入 CH2Cl2 含量为 120 mmoLPL的基础盐培

养基中( 250 mLP1 000 mL 三角烧瓶中, 密闭) , 30 e ,

180 rPmin摇床振荡培养, 每隔 6 h 取 1 次样, 气相

(Agilent 6890NPMS5975)检测方法检测 CH2Cl2 的含

量.设空白对照和阴性对照各 1组, 空白对照检测

CH2Cl2 的非生物性丢失, 以培养的宿主菌 E . coli

BL21( DE3)做阴性对照. 从图 5中可以看出, 重组菌

株 dcmR-1 在 25 h 的降解率达 90% 以上, 而 B .

circulans WZ-12则需要 35 h 甚至更长时间, 最高降

解率在80% ~ 85%之间,这表明重组菌株的二氯甲

烷脱卤酶基因导入了 T7强启动子,提高了关键酶基

因转录效率,最终提高了底物通量及其生物可利用

性,对生物酶的催化活性和稳定性均有积极的作用.

空白对照 CH2Cl2的浓度相对稳定, 说明非生物性丢

失并没有影响到本次实验结论.以培养的宿主菌 E.

coli BL21( DE3)做阴性对照,在菌体生长过程中可能

存有少量利用或吸收, CH2Cl2的浓度稍有下降.

图 5  重组菌株 dcmR-1和 B . circulans WZ-12

对 CH2Cl2 降解特性的比较

Fig. 5  Biodegradation of CH2Cl2 by recombinant strain

dcmR-1 and B . circulans WZ- 12

3  讨论

本研究从 B . circulans WZ-12中克隆得到二氯

甲烷脱卤素酶基因 dcmR, 将该基因构建在 pET28b

( + )表达载体上形成重组质粒 pET28b( + )-dcmR,

并将该重组质粒导入大肠杆菌 BL21( DE3)中, 电泳

分析和酶活测定表明二氯甲烷脱卤素酶基因 dcmR

成功地在 BL21 ( DE3 ) 中表达, 重组菌酶活大于

Hyphomicrobium sp. DM2
[ 14]
和 Methylobacterium sp.

DM11
[ 15]
. 自从 1980年Stucki等

[ 5]
首次从工业废水中

分离出能以二氯甲烷作为唯一碳源和能源的甲基杆

菌(Methylobacterium ) ,到 1994年 Bader等
[ 6]
发现二氯

甲烷高效降解菌株 Methylophilus sp. DM11,迄今有报

道相继分离到包括生丝微菌( Hyphomicrobium )在内

的 10多株分解二氯甲烷的细菌,并对这些菌中的脱

卤素酶进行了研究
[ 16, 17]

. Scholtz等
[16]
在 1988年首先

克隆出二氯甲烷脱卤素酶基因 dcmR全序列, 后来

不断有新 dcmR 基因在 GenBank 上登录. 在本实验

的前期工作中,为了筛选二氯甲烷高效降解菌株,采

用气相色谱和PCR扩增相结合的方法, 从自主驯化

分离的近百株微生物培养物中,发现其中 1株具有

很高效的二氯甲烷降解能力并检测出理想的酶活

性.通过传统的微生物鉴定方法结合 16S rDNA 分子

鉴定,确定该分离物 ( WZ-12 菌株)为环状芽孢杆菌

( B. circulans ) .环状芽孢杆菌具备二氯甲烷降解能

力国内外尚没有报道. 作为新性能菌种, 其 16S

rDNA 序 列 已 登 录 在 GenBank 上 ( 登 录 号:

EF100968) ,该菌株也已在中国典型微生物菌种保藏

中心保藏 ( CCTCC NO: M 207006) . 从 B. circulans

WZ-12克隆二氯甲烷脱卤素酶基因 dcmR,研究该基

因的功能特点并构建相应的基因工程菌具有一定的

理论和实践意义. pET 载体是利用大肠杆菌T7噬菌

体的转录体系为元件构建的表达体系, 是目前最有

效的大肠杆菌表达载体之一. 在重组质粒 pET28b

( + )-dcmR中, dcmR基因的转录依靠T7强启动子.

IPTG是一种乳糖类似物,能够与 T7 RNA聚合酶基

因前的 lacUV5 的表达产物相结合, 解除其对 T7

RNA聚合酶表达的阻遏, 促进 T7 RNA 聚合酶的表

达,从而大量启动插在T7启动子后的外源基因的转

录表达. 实验通过 IPTG诱导时期、诱导浓度和诱导

时间的进一步研究, 找出基因工程菌的最佳诱导表

达条件. SDS-PAGE 结果表明, 在37 e 培养条件下

dcmR基因在大肠杆菌中可以很好地表达. 但是这

时,酶活和比酶活都不高;当在30 e 培养条件下, 酶
活和比酶活要高. 这些研究结果与 Thomas等

[ 18]
用

tac启动子在大肠杆菌中表达dcmR基因的结果一

致.分析这种现象的原因主要有 2点, 一是37 e 条件
下所表达的蛋白主要以包涵体形式存在, 30 e 条件

下虽然也形成包涵体, 但是可溶性蛋白含量要比
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37 e 条件下的高; 二是二氯甲烷脱卤素酶酶活性的

最适温度是在30 e , 37 e 时酶活性要明显下降.

我国对于微生物降解二氯甲烷的机制研究不

多,从基因水平方面深入的报道更是空白. 因此, 发

现新的微生物和新的基因资源, 开展相关关键酶基

因的克隆工作和构建基因工程菌,为后续应用分子

生物学等手段进行高效生物降解途径的设计、组装,

新陈代谢途径的创建具有积极的意义.

4  结论

( 1) 通过 PCR方法分离到二氯甲烷脱卤酶基因

dcmR. 通过构建具 T7 强启动子的 pET28b ( + )-

dcmR质粒, 电击转化( Escherichia. coli ) BL21( DE3) ,

构建了工程菌株 BL21[ pET-20( b)-dcmR] .在37 e 培
养条件下 dcmR基因可在 BL21[ pET-20( b)- dcmR]中

进行高效表达.

( 2) 转化子经 IPTG诱导后,表达蛋白占总蛋白

的32% .重组菌 dcmR-1酶活达 25178 UPmL,比酶活
为88186 UPmg蛋白. 重组菌周质中酶活 2192 UPmL,
胞内酶活 22186 UPmL. dcmR 基因在该系统中不能
外分泌表达.

( 3)工程菌株提高了关键酶基因转录效率,最终

提高了底物通量及其生物可利用性、增加生物酶的

催化活性,降解效率比原降解菌株有明显提高,为后

续应用分子生物学手段进行难生物降解有机污染物

的高效生物降解途径的设计、组装和工程应用提供

理论依据.
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