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三价砷氧化细菌 Acidovorax sp.GW2 中 As(Ⅲ)
氧化酶基因和调控序列的克隆鉴定
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摘要 通过反向PCR和细菌Fosmid文库筛选,克隆得到1株三价砷[As(Ⅲ)]氧化细菌Acidovoraxsp.
GW2的As(Ⅲ)氧化酶Aox基因簇,包括aoxRSXABCD7个基因,分别预测编码双组分信号传导系统转录调控

子AoxR(同源性68%),周质感应组氨酸激酶AoxS(同源性55%),周质结合蛋白 AoxX(同源性55%),砷氧化

酶AoxAB(同源性分别为74%和71%),硝基还原酶AoxC(同源性46%),细胞色素cAoxD(同源性63%)。反

转录PCR结果显示,编码双组分系统的aoxRS基因共转录,而与之转录方向相反的结构基因aoxABCD 处于同

一操纵子中,aoxX 基因和aoxRS 基因不在同一操纵子中。通过对aoxS、aoxX、aoxD 的基因敲除功能研究发现

aoxS 和aoxX 基因为GW2三价砷氧化的必需基因,aoxD 的功能丧失减慢了三价砷的氧化速率,但非关键

基因。
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  砷污染对环境造成了严重危害,引起人们越来

越多的关注[1]。三价砷氧化菌将As(Ⅲ)氧化为As
(Ⅴ),在环境中具有重要作用,人们对其的研究也越

来越多;同时由于As(Ⅴ)能被具有吸附作用的物质

固定,所以将As(Ⅲ)氧化为As(Ⅴ)有助于缓解砷

污染[2]。目前已经分离得到许多三价砷氧化菌,对
其三价砷氧化酶基因的功能和结构以及氧化机理等

进行 了 广 泛 的 研 究[3]。关 于 Agrobacterium 和

Ochrobactrum 中的As(Ⅲ)氧化酶基因的表达调控

机制,研究认为该基因表达的调控可能包括典型的

双组分信号传导系统 AoxSR和细胞色素c[4-5],但
细菌砷氧化的信号转导系统和多途径调控机理研究

尚比较缺乏。
笔者通过对 Acidovorax 属的三价砷氧化菌

GW2进行三价砷氧化酶相关基因的序列分析,构建

不同基因的突变菌株以阐明功能基因,并结合反转

录PCR来研究其表达。

1 材料与方法

1.1 菌株与质粒

本研究用到的菌株和质粒见表1。

1.2 培养条件和抗生素

GW2菌28℃培养于不加NaCl的LB(Luria-Ber-
tani)培养基[10]以及CDM 培养基中[11]。大肠杆菌

37℃培养于LB培养基中。所用抗生素的质量浓度

为卡那霉素(Km)50μg/mL、利福平(Rif)40μg/mL、
四环素(Tc)10μg/mL、氯霉素(Cm)25μg/mL。
1.3 三价砷氧化酶基因簇完整序列的克隆

通过GW2菌的aoxB 基因的部分已知序列[6]

设计 反 向 引 物 42-7IPF:5′-CACATCGCCACGG-
GACATT-3′和 42-7IPR:5′-GTTGGTCATGGT-
GAGGTTGCCGA-3′。利用反向PCR的方法得到

已知序列侧翼序列:(1)抽提GW2菌总DNA并测

定其 浓 度 (NanoDrop ND-1000Spectrophotome-
ter);(2)用fermentas的BamHⅠ,EcoRⅠ,HindⅢ,

KpnⅠ,PaeⅠ,PstⅠ,NcoⅠ分别过夜酶切总DNA
(5μg总DNA,50μL酶切体系,2μL酶);(3)加入

450μLddH2O于酶切体系中,加入500μL氯仿混

匀后12000r/min离心5min;(4)取上层水相,加
入2.5倍体积的乙醇,混匀后12000r/min离心10
min;(5)用70%的乙醇清洗沉淀;(6)空气中干燥后用
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表1 菌株及质粒1)

Table1 Bacterialstrainsandplasmids

菌株或质粒

Strainorplasmid
特征

Characteristics
来源或文献

Sourceorreference
Acidovorax
GW2 野生型 WildtypeRifs,Kms,Tcs [6]

GW2(Rif) 具有利福平抗性的突变株 RifrderivativeRifr,Kms,Tcs A
GW2ΔaoxS ΔaoxSAcidovoraxsp.GW2 A
GW2ΔaoxX ΔaoxXAcidovoraxsp.GW2 A
GW2ΔaoxD ΔaoxDAcidovoraxsp.GW2 A

Escherichiacoli
S17-1(λpir) TprSmrrecAthiprohsdR-hsdM+.RP4:2Tc:Mu:KmT7,λpir B
EPI300TM Fosmid文库宿主菌Fosmidcloninghoststrain Epicenter
DH5α F-endA1hsdR17supE44thi-1recA1deoRgyrA96relA1Δ(argF-lacZYA)U169Φ80dlacZM15λ- B

Plasmids
pTnMod-RKm′ Transposonvector,oriR6K,Kmr [7]

pCM184 oriColE1,Kmr,Ampr,Tetr [8]

pCMR6K oriR6K,Kmr A
pCMR6KS 来源于pCM184的aoxS基因敲除质粒 OriginatedfrompCM184foraoxSdeletion A
pCMR6KX 来源于pCM184的aoxX 基因敲除质粒 OriginatedfrompCM184foraoxXdeletion A
pCMR6KD 来源于pCM184的aoxD 基因敲除质粒 OriginatedfrompCM184foraoxDdeletion A
pCPP30 Broadhostrange,tetA [9]

pCPPX 来源于pCPP30的aoxX 基因互补质粒 OriginatedfrompCPP30foraoxXcomplementation A
pGEM-T 测序质粒Sequencingvector Promega
 1)A.本研究 Thiswork;B.笔者所在实验室保藏Collectedinthislab.

30μLddH2O 溶解,并测定 其 浓 度;(7)酶 切 后

DNA过夜,16℃自连(500μg,500μL连接体系,

4μL的Takara连接酶);(8)纯化产物方法如上述(3)
到(6)步所述。PCR模板为连接纯化后产物1μL,使
用Takara的LATaq 酶进行反应。得到的PCR产物

分别连接到Promega的pGEM-T载体后测序。
使用CopyControlTM的FosmidLibraryKit构建

GW2菌株的Fosimd文库,方法参见http://www.
EpiBio.com。利用已知序列设计引物FosF:5′-CGT-
TCGGATTCATTTCCAGGTAGG-3′ 和 FosR:5′-
GAACGCCGTGCGCTCCCT-3′作为探针筛选阳性克

隆,筛选到的阳性克隆抽提质粒作为PCR扩增模板,
用Fosmid载体引物pCC1FOSF和pCC1FOSR与

GW2菌株已知序列设计的引物aoxFosF:5′-CCT-
GTCGTCTTTAATGGAGGC-3′和引物aoxFosR:5′-
CCGCTCTATCGCTCCTACCT-3′两 两 配 对,使 用

Takara的LATaq酶进行扩增,扩增产物纯化后直

接用于序列测定。
1.4 GW2 菌三价砷氧化相关基因的敲除

1)构建敲除载体。利用引物 R6KFNheⅠ:5′-
AAAGCTAGCCCCATGTCAGCCGTTAA-3′ 和

R6KRBgl Ⅱ:5′-AAAAGATCTCACAACGTG-
GCTTTCC-3′从质粒pTnMod-RKm′中PCR扩增

得到R6K复制子,并带有 NheⅠ和BglⅡ酶切位

点,分别用限制性内切酶 NheⅠ和BglⅡ对上述扩

增产物和pCM184质粒进行双酶切,连接后转化大

肠杆菌S17-1(λpir)感受态细胞得到质粒pCMR6K
(图1)。

图1 pCMR6K图谱

Fig.1 ThemapofpCMR6K

  根据得到的GW2菌三价砷氧化酶基因序列设

计了带有酶切位点的引物(表2),将待敲除区域两

侧同源片段依次连接到载体pCM-R6K中卡那霉素

抗性基因2次的多克隆位点中,分别构建了aoxS、
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表2 引物及其特征

Table2 Descriptionofprimers

引物Primers 序列Sequences 特征Characteristics
GWSF1
GWSR1

5′-AAAGAATTCGAAAGCGACCACCGAACC-3′
5′-AAACATATGCCAACCCGAAGCACAGC-3′

aoxS部分片段和上游片段

aoxSpartialandupsteamfragment

GWSF2
GWSR2

5′-AAACCGCGGCCTGGCGCACGGTGGTCAAT-3′
5′-AAAGTTAACCCATGCGCCGCCAGGGTATG-3′

aoxS部分片段和下游片段

aoxSpartialanddownstreamfragment

GWXF1
GWXR1

5′-AAAGAATTCCGAACCCGTCCAGATTGAG-3′
5′-AAACCATGGCGACGCAGGGTGCATAGA-3′

aoxX 内部部分片段

aoxXinternalpartialfragment

GWXF2
GWXR2

5′-AAAACGCGTCAGGTAGGAGCGATAGAGCG-3′
5′-AAAACCGGTCCACGGGTATGTCCGAATT-3′

aoxX 部分片段和下游片段

aoxXpartialfragmentanddownstreamfragment

GWDF1
GWDR1

5′-AAAGAATTCGGCGACCGTGTCCTTCA-3′
5′-AAACATATGTTGGGAGATGAAACGAAGCA-3′

aoxD 部分片段和上游片段

aoxDpartialfragmentandupstreamfragment

aoxX、aoxD 基因的双交换敲除载体,分别为pC-
MR6KS、pCMR6KX、pCMR6KD,并且转化于大肠

杆菌S17-1(λpir)中。

2)GW2菌具有利福平抗性的突变菌株筛选。
取1mL的GW2菌液离心后去掉大部分上清后,吹
散,并涂布于含有利福平的平板上,几天后挑取单菌

落,并用PCR验证,确定其为GW2菌株,该菌株命

名为GW2(Rif)。

3)三价砷氧化相关基因的敲除菌株筛选。将本文

“1.41)”中构建好的质粒通过二亲本杂交的方法分别

转化到GW2(Rif)中,利用利福平和卡那霉素进行筛

选。挑取单菌落,用PCR验证,所用引物如表3所示。
表3 引物及其特征

Table3 Descriptionofprimers

引物Primers 序列Sequences 特征Characteristics
Kan-up 5′-GCGAGCCCATTTATACCCA-3′ Km抗性基因上游反向引物 Kmresistancegeneupstreamreverseprimer
Kan-dn 5′-CATTTGATGCTCGATGAG-3′ Km抗性基因上游正向引物 Kmresistancegeneupstreamforwardprimer
YGWSF 5′-CGCTGATGACCACGGACC-3′ 片段GWSF1R1上游引物FragmentGWSF1R1upstreamprimer
YGWSR 5′-CGCTCTATCGCTCCTACCTGA-3′ 片段GWSF2R2下游引物FragmentGWSF2R2downstreamprimer
YGWXF 5′-CGAATCCCAGCAACCCA-3′ 片段GWXF1R1上游引物FragmentGWXF1R1upstreamprimer
YGWXR 5′-TGCCTGCACTGGAAAGCAA-3′ 片段GWXF2R2下游引物FragmentGWXF2R2downstreamprimer
YGWDF 5′-CCAGCGATTGGACGGAT-3′ 片段GWDF1R1上游引物FragmentGWDF1R1upstreamprimer
YGWDR 5′-GGACTCACGGCGTACATCA-3′ 片段GWDF2R2下游引物FragmentGWDF2R2downstreamprimer

1.5 互补试验

使用分别含有EcoRⅠ和 XbaⅡ酶切位点的引物

CGWXF-Eco: 5′-AAAGAATTCCCTGGAATCGG-
TAGGGAAGC-3′和 CGWXR-Xba-2:5′-AAATCTA-
GATTTCAAGCACTTAGCGGAGA-3′,PCR扩增得

到aoxX 基因完整序列,分别用限制性内切酶EcoRⅠ
和Xba1Ⅰ对上述扩增产物和pCPP30质粒进行双酶

切,连接后转化大肠杆菌S17-1(λpir)感受态细胞得

到质粒pCPPX。构建好的质粒通过二亲本杂交的

方法分别转化到 GW2ΔaoxX中,利用利福平和卡

那霉素和四环素进行筛选。
1.6 GW2ΔaoxD 三价砷氧化能力测定

分别挑取GW2ΔaoxD和GW2的单菌落,在液

体CDM培养基中活化后,接种于100mLCDM 中

并加入800μmol的NaAsO2于摇床中180r/min,

28℃培养。每3h取样,使用BECKMANDU800
分光光度计测量D 值。每1h取样,离心,稀释到适

当浓度后使用北京吉天的SA-10原子荧光形态分

析仪测量样品中三价砷的浓度。
1.7 三价砷氧化酶基因簇的表达

用反转录PCR(RT-PCR)研究分析三价砷氧化

酶 基 因 簇 的 表 达。分 别 使 用 引 物 27F:5′-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3′和1492R:5′-
GGYTACCTTGTTACGACTT-3′,P1:GAAAGC-
GACCACCGAACC-3′和P2:5′-CCAACCCGAAG-
CACAGC-3′,P3:5′-CCTGGCGCACGGTGGT-
CAAT-3′ 和 P4:5′-CCATGCGCCGCCAGGG-
TATG-3′, P5: 5′-AGCCGTTACGTTCAAC-
TATCC-3′和P6:5′-ACCCAGGGCGTTCTCG-3′,

P7:5′-ACCCTGCCAAGTCGATCAAG-3′和 P8:

5′-CATAAAGTGCCACGGAACCA-3′, P9: 5′-
GGCTGGAACCTCATCAACG-3′和 P10:5′-GT-
GCTGCTGATTACCCTCGT-3′研究16SrRNA基

因,aoxR-aoxS,aoxS-aoxX,aoxA-aoxB,aoxB-
aoxC,aoxC-aoxD 之间的转录调控,在基因簇中的

位置如图2所示。
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为了检测GW2基因的表达,将 GW2接种于

CDM液体培养基中28℃摇床培养约1周,在抽提

总RNA之前3h在其中一瓶培养基中加入100

μmol的 NaAsO2 进 行 诱 导,另 一 瓶 中 不 加 入

NaAsO2。
总RNA使用Invitrogen的 Trizol试剂盒,按

照说明(http://www.invitrogen.com)进行抽提。
然后使用Takara的DNaseI(http://www.takara.
com.cn)进行DNA的去除;使用Takara的Prime-
ScriptTM1stStrandcDNASynthesisKit(http://

www.takara.com.cn)进行第1链的cDNA合成。
该cDNA模板使用以下程序PCR进行扩增:预变

性94℃,5min;变性94℃,45S;退火50℃,45S,

72℃,1.5min。循环次数32次,最后72℃延伸

5min。
1.8 基因注释及序列分析

使用CntigExpress软件对序列进行拼接,利用

NCBI的 ORFFinder和BlastX(http://www.nc-
bi.nlm.nih.gov/)对基因进行注释和序列分析。

aoxRSXABCD 的Genbank注册号为GU937734。

2 结果与分析

2.1 三价砷氧化酶基因簇注释与分析

通过反向PCR使用引物42-7IPF和42-7IPR
PCR扩增得到用PstⅠ和PaeⅠ酶切连接后作为模

板的4kb和3kb大小的片段,片段拼接以后得到

6kb大小的序列,没有完全包括三价砷氧化酶基因

簇。因此,构建了GW2菌的Fosmid文库,筛选到

包含aoxB 基因片段的阳性克隆3个。利用引物

pCC1FOSF和pCC1FOSR与引物aoxFosF和引物

aoxFosR两两配对,以抽提的阳性克隆质粒为模板,
最终引物pCC1FOSF和aoxFosF在阳性克隆1中

扩增 出 aoxB 基 因 上 游 约 7kb 的 片 段,引 物

pCC1FOSF和aoxFosR在阳性克隆3中扩增出aoxB
基因下游约10kb的片段。

对GW2菌株的三价砷氧化酶相关基因进行测

序拼接后得到大小约为8kb的完整序列。经过

NCBI的ORFfinder和BlastX分析后发现其中包

含了7个 基 因 的 aox 基 因 簇(aoxRSXABCD)。

aox基因簇物理图谱如图2所示。其中,AoxR(450
aa)的 氨 基 酸 序 列 与 Rhodoferaxferrireducens
T118的Fis家族转录调控子(YP_524329)有68%
的同源性,含有simga54因子特异性结合的结构,具

有双组分信号传导系统的转录调控子的氨基酸结构

特征。AoxS(484aa)与R.ferrireducensT118的周

质感受器信号传导组氨酸激酶(YP_524329)有

55%的同源性,具有双组分信号传导系统的组氨酸

激酶的氨基酸机构特征。AoxX(284aa)与R.fer-
rireducensT118的磷酸结合周质蛋白(YP_524327)
有55%的同源性。AoxA(174aa)和AoxB(827aa)
分别和目前已知的三价砷氧化菌 Herminiimonas
arsenicoxydans和Alcaligenesfaecalis的三价砷氧

化酶小亚基和大亚基有74%和71%的同源性。在

aoxAB 基 因 下 游 的aoxC 基 因 产 物(186aa)与

Polynucleobactersp.QLW-P1DMWA-1的硝基还

原酶(YP_001155788)有46%的同源性,AoxD(105
aa)与ComamonastestosteroniKF-1二型的细胞色

素c(ZP_03543835)有63%的同源性。
目前已知的几种三价砷氧化菌的三价砷氧化酶

基因簇的物理图见图2。GW2菌与它们比较可以

发现,GW2菌同样具有典型的反应调控子基因

aoxR 和组氨酸激酶基因aoxS 所组成的双组分调

控系统。当组氨酸激酶接收到外界信号后,由反应

调控子激活三价砷氧化酶基因的表达。而在三价砷

氧化酶aoxAB 基因下游存在着钼生物合成辅因子

基因moaA[12]或chlE[4]以及二型的细胞色素c,

aoxD 基因。到目前为止,aoxAB 基因下游的aoxC
所代表的硝基还原酶基因只在 H.arsenicoxydans[13]

中发现,然而在GW2菌中也同样存在着硝基还原

酶同源基因。可以看出aoxAB基因的上游都存在

图2 GW2三价砷氧化基因物理图谱,共转录引物

位置图及其他已报道的三价砷氧化基因簇物理图谱

Fig.2 Physicalmapsofarseniteoxidasegenecluster
ofstrainGW2,primersdesignedtodetectthecotranscription
ofgenesandphysicalmapsofotherreportedaoxclusters
(accessionnumbersinNCBIareNC009138,DQ151549

andAY297781respectively)
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着和三价砷氧化调控相关的基因,而下游基因却没

有较大的相似性。
2.2 三价砷氧化相关基因的敲除

利用抗性平板筛选和PCR验证(如果2对引物

都能扩增出相应大小的PCR产物,为双敲除菌株,
如果只有1对引物能够扩增出片段则为单敲除菌

株)后,最 后 得 到 了 aoxS 基 因 双 敲 除 菌 株

GW2ΔaoxS,aoxX 基因的单敲除菌株 GW2ΔaoxX
(由于敲除片段是在aoxX 基因内部,因单敲除同样

使得aoxX 基因被中断)以及aoxD 基因的双敲除

菌株GW2ΔaoxD。将上述3种突变菌株和野生型

菌株培养在CDM培养基中,并且加入500μmol的

NaAsO2,使用高锰酸钾法[14]检测其三价砷氧化能

力。如图3所示,2d后野生型和GW2ΔaoxD已经

将 As(Ⅲ)完 全 氧 化 为 As(Ⅴ),而 在 10d 后

GW2ΔaoxS和 GW2ΔaoxX仍然不能将 As(Ⅲ)氧
化完全,GW2ΔaoxS和 GW2ΔaoxX丧失了三价砷

的氧化能力。说明aoxS 基因和aoxX 基因在三价

砷氧化过程中起到了重要作用,而aoxD 基因没有

起到关键作用。

 1.野生型 Wildtype;2.GW2ΔaoxS;3.GW2ΔaoxX;4.GW2-

ΔaoxD;5.aoxX 基因互补菌株aoxXcomplementationstrain.

图3 各突变菌株以及aoxX 基因互补

菌株三价砷氧化表型验证结果

Fig.3 Arseniteoxidationphenotypesofthe

mutantsandaoxXcomplementationstrain

2.3 互补试验

将通过平板筛选的菌株进行三价砷氧化表型的

试验,如图3所示,对菌株GW2ΔaoxX进行基因互

补后,其三价砷氧化能力得到了恢复,2d后As(Ⅲ)
完全氧化为了As(Ⅴ)。菌株GW2ΔaoxX的确是因

为aoxX 基因敲除而引起其表型变化的。
2.4 GW2 菌野生型和 aoxD 基因突变型三价砷氧

化曲线

  如图4所示,GW2ΔaoxD的三价砷氧化速率要

慢于野生型,在26h时野生型的三价砷已经完全被

氧化了,而GW2ΔaoxD的三价砷还有140μmol未

能氧化。结果表明,虽然aoxD 基因对于三价砷的

氧化起不到关键的作用,aoxD 基因敲除后三价砷

的氧化表型还是存在,但是仍然对于其氧化速率有

一定的影响。

图4 野生型和GW2ΔaoxD的三价砷氧化和生长曲线

Fig.4 Arseniteoxidationandgrowthcurvesof
wildtypeGW2andGW2ΔaoxD

2.5 基因表达分析

图5为本文“1.7”中的5对引物检测的 RT-
PCR结果,从结果中可以看出引物对P1P2、P5P6、

 a:以不加入 As(Ⅲ)诱导后合成的第1链cDNA为模板 Tem-

plateoffirststrandcDNAinducedbynoaddition;b:以加入 As
(Ⅲ)诱导后合成的第1链cDNA为模板 Templateoffirststrand

cDNAinducedbyAs(Ⅲ);c:以GW2总DNA为模板 Template

oftotalDNAofGW2;b′:以不加入 As(Ⅲ)诱导后的总RNA为

模板 TemplateoftotalRNAinducedbynoaddition;c′:以加入

As(Ⅲ)诱导后的总RNA为模板 TemplateoftotalRNAinduced

bynoaddition.

图5 三价砷氧化酶基因簇表达的RT-PCR电泳结果

Fig.5 AnagarosegelelectrophoresisofRT-PCR

productsshowinggeneexpressionoftheaoxgenecluster
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P7P8、P9P10以及阳性对照27F1492R都扩增出了

相应大小的条带,而P3P4以及抽提的RNA作为模

板(使用27F1492R作为引物扩增,用以检测是否存

在DNA污染)的对照没有扩增出条带。说明抽提

出的RNA没有DNA的污染,aoxR 基因和aoxS 基

因共转录,而aoxX 基因却和它们不在同一个操纵

子中,aoxABCD4个基因共转录。

3 讨 论

GW2菌株是1株分离于山西省大同盆地的山

阴县的三价砷氧化细菌,经过16SrRNA基因的分

析,初步判定其属于 Acidovorax 属[6]。通过反向

PCR和构建GW2菌株的总DNAFosmid文库,得
到了其三价砷氧化酶完整的基因簇。该基因簇包含

了编码双组分信号传导系统aoxRS基因,在下游存

在与之转录的方向相反的结构基因aoxABCD,
使得GW2具有了完整的三价砷氧化途径和信号传

导途径。通过生物信息学的分析,对以上基因进行

了功能分析。然而对于aoxX 基因,虽然在很多的

三价砷氧化酶基因簇中(图2)都有与之同源的基

因,但是它的功能却还没有得到验证,通过BlastX
比对后分析,它可能位于细胞的周质空间中,与氧阴

离子的转运有关。GW2菌株有别于大多数已知的

三价砷氧化细菌,在其aoxAB 基因的下游没有钼生

物合成辅因子基因,而与 Herminiimonasarseni-
coxydansULPAsl一 样,具 有 硝 基 还 原 酶 同 源

基因[13]。
为进一步研究 GW2菌三价砷氧化的相关基

因,笔者对于其中3个基因的功能进行了研究。

GW2菌株的aoxS 基因的突变引起了其三价砷氧

化表型的丧失,AoxS的失活可能阻断了外界环境

信号的接收,从而使得aoxAB 基因的表达受到了抑

制。在对 Agrobacterium 的研究中证实了aoxAB
的作用[4],而笔者的研究中发现,对于aoxX 基因的

缺失,GW2菌也完全丧失了三价砷的氧化能力,说
明AoxX同样也是三价砷氧化过程中不可缺少的关

键酶之一,它可能同样在外界砷环境信号的传导方

面具有重要的作用,如砷结合蛋白的作用。对于

aoxD 基因敲除后其三价砷氧化能力受到了影响,
较之野生型氧化速率减慢,但仍然具有三价砷的氧

化能力,这与已研究的三价砷氧化菌NT-26菌株结

果相似[15],而另一报道[5]中,aoxD 基因的敲除使得

其研究菌株的三价砷氧化表型完全丧失了,其作用

与aoxAB 基因的作用同样重要。

RT-PCR的结果表明,aoxR 和aoxS 基因虽然

是共转录的,然而与以前的研究结果[16]不同的是,

aoxX 基因与它们并不在同一操纵子之中,aoxAB-
CD4个基因共转录。

目前,对于三价砷氧化细菌的三价砷氧化调控

机理的研究还不够深入,GW2菌三价砷氧化酶基因

簇的分离丰富了这个领域的知识。同时对于aoxX
基因的功能进行了初步的探讨,对其功能进行了验

证,为进一步的研究提供了基础。
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Isolationandidentificationofarseniteoxidasegeneandregulatory
sequencesinanarsenite-oxidizingbacteriumAcidovoraxsp.GW2

ZHAOKai HUANGYin-yan WANGQian WANGGe-jiao

StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology/CollegeofLifeScienceandTechnology,

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China

Abstract UsingreversetranscriptasePCRmethodandabacterialfosmidlibraryscreening,anarse-
niteoxidasegeneclusterwereisolatedfromanarsenite-oxidizingbacteriumAcidovoraxsp.GW2.There
aresevengenesincludingaoxRSXABCDputativelyencodingthetranscriptionalregulatorAoxRofa
two-componentsignaltransductionsystem (68%identity),aperiplasmicsensorhistidinekinaseAoxS
(55%identity),aperiplasmicbindingproteinAoxX(55%identity),arseniteoxidaseAoxAB(74%and
71%identity,respectively),nitroreductaseAoxC(46%identity)andcytochromecAoxD(63%identi-
ty)respectively.AccordingtothereversetranscriptasePCRexperiments,aoxRandaoxSencodingfora
two-componentsystemproteinsareco-transcribedandlocatedinoppositetostructuralgenesaoxABCD.
aoxXandaoxRSarenotinthesameoperon.Functionalanalysesthroughgeneknock-outofaoxS,aoxX
andaoxDshowedthataoxSandaoxXaretheessentialgenesinarseniteoxidationofGW2,andtheloss
ofaoxDdidnotshowsignificanteffectsonarseniteoxidation.

Keywords Acidovoraxsp.GW2;arsenite;arsenite-oxidizingbacterium;arseniteoxidasegene
cluster;two-componentsystem
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