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1 株降解 PCBs 细菌的鉴定及其 bphA1 序列分析
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摘要 通过富集培养方法从受多氯联苯(polychlorinatedbiphenyls,PCBs)污染的苜蓿根际土壤富集分离到

1株PCBs降解细菌并命名为A1。根据形态特征和16SrDNA序列分析,鉴定该菌株为纽伦堡潘多拉菌Pando-
raeanorimbergensis。采用休眠细胞体系测定该菌株对Aroclor1242的降解能力,经GC-MS色谱分析,该菌株在

72h内对Aroclor1242的总降解率为56.7%。通过对其bphA1基因的克隆和序列分析,结果表明:P.norimber-
gensis的bphA1基因与Pandoraeasp.JB1的bphA1基因序列同源性为100%;核酸序列转化成氨基酸序列后,

该菌的bphA1蛋白结构预测模型与ComamonastestosteroniB-356具有99.37%的相似性。
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  多氯联苯(polychlorinatedbiphenyls,PCBs)是
一类具有2个相联苯环结构的含氯化合物,因氯原

子在苯环ortho、meta或para 位取代数量和位置的

不同,理论上共有209种同系物[1]。由于具有高度

的化学稳定性、热稳定性、抗氧化性、较低的蒸汽压

和良好的电绝缘性,故PCBs曾被广泛应用于多种

领域。但PCBs在生产和消费过程中的渗漏或排

放,已造成环境污染,是已确定的致癌剂、致畸剂和

致突变剂,被视为持久性有机污染物[2-3]。PCBs因

急性毒效应、高残留性、高富集性、远距离扩散,以及

对生态系统和人类健康的影响,故已被环境保护部

门列入优先控制的有机污染物名单,成为环境科学

界关注的热点。
多氯联苯生物修复具有低成本、无二次污染和

原位修复等特点,现已越来越受到重视,具有广阔的

应用潜力[4-6]。多氯联苯生物降解途径主要是脱掉

苯环上氯原子和破坏苯环结构,转化为氯苯、开环化

合物和CO2 等物质[7-8]。目前,报道PCBs降解菌株

多数为好氧菌,少数为厌氧菌,如Burkholderiaxe-
novoransLB400、Rhodococcussp.RHA1、Stenotro-
phomonas maltophilia PS-11、Enterobacter sp.
LY402等[9-12]。这些高效PCBs降解菌株的获得为

多氯联苯污染点的生物修复提供了丰富的生物资

源。笔者采用富集培养方法从受多氯联苯长期污染

的苜蓿根际土壤分离得到1株具有降解功能的菌

株,并对其降解能力和bphA1基因核心序列进行研

究,旨在为PCBs污染场地的生物修复提供菌源和

理论依据。

1 材料与方法

1.1 菌株来源

供试菌株分离于浙江省台州市受电子产品拆解

污染的苜蓿根际土壤,经固体联苯富集培养和单孢

纯化得到,并保存在湖北省林业科学研究院森林病

理实验室。
1.2 无机盐培养基

参照Bedard等[13]的方法配制。培养基成分为

K2HPO44.4g/L,KH2PO41.7g/L,NH4Cl2.1
g/L,NaCl3.0g/L,酵母提取物0.05g/L,固体联

苯2.0g,基础盐溶液10mL,蒸馏水1000mL。其

中基础盐溶液成分为 MgSO419.5g/L,MnSO4·

H2O5.0g/L,FeSO4·H2O1.0g/L,CaCl2·H2O
0.3g/L,蒸馏水1000mL,加几滴浓H2SO4防止沉

淀产生。
1.3 降解菌株的富集和分离

称取根际土壤2.0g,加入到100mL灭菌无机
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盐培养基中,在30℃、150r/min条件下振荡培养

5~7d后,取1mL菌悬液加入到新的100mL无机

盐培养基进行继代培养。采用相同方法连续进行

7次培养,将最后一次培养菌悬液用无菌水梯度稀

释至10-8cfu/mL。在固体无机盐培养基平板上涂

布,皿盖上加入固体联苯10g,用封口膜密封培养

皿,利用固体联苯蒸气作为唯一碳源,30℃条件下

培养。待有单菌落长出时,依据菌落形态和颜色不

同用无菌牙签挑取单菌落,接入新的无机盐培养基

继续进行振荡培养3次。选择变黄最快且菌体在

600nm处的吸光度最大值的菌液,然后在固体无机

盐培养基上划线分离,得到1株以固体联苯为唯一

碳源的菌株,命名为A1。
1.4 菌株鉴定

1)形态和生理生化试验。细菌形态学特征及生

理生化试验根据文献[14-15]中的方法进行。

2)16SrDNA 序 列 分 析。按 照 细 菌 基 因 组

DNA提取试剂盒(购自Tiangen生物)操作步骤提

取菌体基因组DNA。采用细菌16SrDNA通用引

物(27F:5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′和

1492R:5′-ACGGCTACCTTGTTACGACT-3′)进

行PCR扩增[16]。扩增产物委托上海桑尼生物科技

有限公司进行测序,将测得序列在 NCBI中数据库

利用Blast软件进行同源性比较,并采用生物软件

Claux2.0和 MAGA4.0构建系统发育树。
1.5 多氯联苯 Aroclor1242 的降解与测定

1)休眠细胞制备。参照 Malterseva等[17]的方

法进行休眠细胞制备。将在无机盐培养基中处于对

数生长期的菌液离心,弃上清,用pH7.4、浓度为

0.05mol/L的磷酸缓冲液洗涤并离心,重复2次。
最后加入一定量磷酸缓冲液混匀,浓度调整到1.0
(D600nm)。在棕色玻璃瓶中加Aroclor1242,待有机

溶剂完全挥发后,取制备的休眠细胞菌液2mL加

入到吸附有多氯联苯的玻璃瓶中,对照样为在吸附

有多氯联苯的玻璃瓶中加入相同浓度的热杀菌,盖
紧瓶盖,置于30℃、150r/min的恒温摇床中振荡

培养72h。每个样品设3组平行样。

2)气相色谱检测。向2mL样品中加入3mL
正己烷萃取,加入0.5g硫酸铵作为破乳剂,涡旋振

荡3min,静置30min后以5000r/min离心5min,
取上层有机相1mL进行气相色谱(Agilent5975C)
检测。色谱条件:色谱柱为DB-5MS(30m×0.25
mm×0.25mm),以恒流方式进样,不分流;升温程

序:60℃保持2min,以7℃/min的速度升温至

250℃,保持2min,再以20℃/min的速度升温至

280℃,保持10min。
1.6 bphA1 核心序列的扩增与分析

参照 Witzig等[18]正 向 引 物 bphAf668-3:5′-
GTTCCGTGTAACTGGAARTWYGC-3′ 和 反 向

引物bphAr1153-2:5′-CCAGTTCTCGCCRTCRT-
CYTGHTC-3′(由北京鼎国生物公司合成)扩增降

解菌株A1的bphA1核心序列。
扩增体系:10×Buffer5.0μL,dNTP4.0μL,

ExTaq0.25μL,正向引物bphAf668-31uL,反向

引 物 bphAr1153-21μL,DNA 模 板 1 μL,用

ddH2O 补充体积50μL。PCR反应条件:95℃,

5min;94 ℃,40s;53 ℃,40s;72 ℃,60s;

72℃,10min;共30个循环。用1%凝胶电泳检

测,将目标条带克隆到大肠杆菌DH5α感受态细胞,
委托北京鼎国生物公司测序。将测得核心序列翻译

成氨基酸序列,利用Blast软件与GenBank中已知

的相关序列进行同源性比较,利用 Claux2.0和

MAGA4.0软件构建系统发育树。

2 结果与分析

2.1 降解菌株的分离

目前对多氯联苯降解菌株的分离方法通常采用

联苯固体作为多氯联苯的替代物,通过富集继代培

养,能够利用联苯作为唯一碳源的菌株存活下来。
通过富集继代培养,本试验初步从联苯固体培养基

上挑选出生长速度较快的10个单菌落。在降解途

径中,能够代谢产生黄色开环化合物2-羟基-6-酮
基-6-苯基-2,4-己二烯酸(HOPDA)。本试验通过

无机盐液体培养过程中颜色变黄快慢作为指标进一

步筛选,最终选择出1株生长速度快且变黄快的菌

株为目的菌株,命名为A1,然后继续进行试验。
2.2 A1 菌株形态和生理生化特征

经显微观察,A1菌株为革兰氏阴性菌,无芽孢,
直杆状。菌落白色,圆形或近圆形,凸起,边缘整齐,
表面光滑,透明。菌株触酶呈阳性,不能液化明胶,
不产生H2S,无反硝化作用,不产生吲哚,能够水解

淀粉。
2.3 A1 菌株 16S rDNA 序列

经1%琼脂糖凝胶电泳检测,PCR产物片段大

小约1500bp。将扩增产物克隆测序,获得了1410
bp的 有 效 片 段(GenBankNo:JX995138)。通 过
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NCBI核苷酸数据库blast同源性比对,菌株A116s
rDNA序列与Pandoraeanorimbergensis、P.apis-
ta、P.pnomenusa、P.sputorum 同源性均为100%。
将相关序列下载后利用Claux2.0和 MAGA4.0
软件Neighbour-Joining法构建系统发育树,该菌与

纽伦堡潘多拉菌P.norimbergensis位于同一个分

支上,表明亲缘关系最近(图1)。
结合A1菌株的形态特征、生理生化特征及系

统发育分析,将其鉴定为纽伦堡潘多拉菌Pando-
raeanorimbergensis。

图1 A1菌株16SrDNA的系统发育树

Fig.1 Theconstructionofthephylogenictreeby16SrDNAsequenceofstrainA1andrelatedstrains
2.4 多氯联苯 Aroclor1242 的降解

采用休眠细胞体系,利用 Aroclor1242为碳源

对A1菌株进行降解能力测定,经气相色谱检测,总
降解 率 为56.7%。由 于 Aroclor1242 主 要 含 有

2氯、3氯、4氯、5氯、6氯等多种PCB同系物,氯原

子数目和取代位点的不同对降解效果有影响,氯取

代位点增加将降低生物可利用性,氯取代位点集中

在一个苯环上的PCBs比氯原子质量相同且分布在

不同苯环上的PCBs更易代谢。
2.5 bphA1 核心序列分析

1)bphA1核酸和氨基酸序列分析。利用正向

引物bphAf668-3和反向引物bphAr1153-2对菌株

基因组进行扩增,得到约600bp目标片段,测序编

辑获得478个有效碱基(GenBankNo:JX995137)。
与Genbank中bphA1基因的序列比对并构建系统

发育树分析表明,菌株 A1的bphA1核心序列与

Pandoraeasp.JB1(GenBankNo:DQ166968)菌株

的同源性最高为100% 。
将bphA1 核 苷 酸 序 列 转 换 成 氨 基 酸 序 列

(158AA),利用 MAGA4.0软件 Neighbour-Join-
ing法构建系统发育树,降解菌株A1与Pandoraea
sp.JB1(DQ166968)聚 在 同 一 分 支 上(图2)。经

Claux2.0比对发现存在保守位点,与其他PCBs降

解菌的bphA 核心序列基本一致。

图2 bphA1核心区氨基酸序列系统发育树

Fig.2 PhylogenetictreebasedonAAanalysisofbphA1core

94



  华 中 农 业 大 学 学 报 第32卷 

  2)bphA1蛋白结构模型预测。登录http://

swissmodel.expasy.org/,通过对蛋白质结构数据

库(PDB)搜索,用同源建模方法得到bphA1氨基酸

序列与多氯联苯降解菌睾丸酮丛毛单孢菌 Co-
mamonastestosteroniB-356的bphA 基因结构有

99.37%的相似性,Evalue为8.54e-93,预测模型精

度(RSMD)为1.58Å。bphA1蛋白三级结构预测

模型见图3。

图3 蛋白质三级结构预测模型

Fig.3 Thethirdstructureofproteinpredict

3 讨 论

本试验采用富集培养方法从苜蓿根际土壤分离

到多氯联苯(PCBs)降解菌株 A1,经形态学和16S
rDNA序列分析鉴定为纽伦堡潘多拉菌Pandoraea
norimbergensis;采用休眠细胞体系对 Aroclor1242
进行生物降解,总降解效果为56.7%。这是首次报

道能够降解PCBs的苜蓿根际细菌 P.norimber-
gensis,试验结果可为PCBs污染点的生物修复提供

可利用的菌源。但是,还需要对该菌株与污染点土

著菌共生存能力、在植物根际的定殖能力以及土壤

污染物的浓度、土壤有机质的含量、水含量、氧含量、
营养成分等因素对降解能力的影响进行深入研究,
以便更好地提高该菌株对PCBs污染点生物修复的

能力。
联苯双加氧酶(bphA)是多氯联苯降解途径的

关键酶[19]。通过对bphA1基因核酸序列和氨基酸

序列分析,P.norimbergensisA1与Pandoraeasp.
JB1(DQ166968)菌株的同源性为100%,且在系统

发育树上与Pandoraeasp.JB1(DQ166968)聚在同

一分支上;通过蛋白结构模型预测,P.norimber-
gensisA1的bphA1基因结构与多氯联苯降解菌睾

丸酮丛毛单孢菌ComamonastestosteroniB-356的

bphA 基因结构具有很高的相似性,为99.37%。这

从基因水平上佐证了P.norimbergensisA1具有多

氯联苯的降解能力,同时也说明该菌是通过bph途

径代谢PCBs。下一步需要对bph基因簇进行基因

克隆,解析P.norimbergensisA1中PCB相关降解

基因,从分子水平上认识其降解机理,进而为构建高

效生物降解工程菌奠定基础。
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Identificationofapolychlorinatedbiphenyls-degradingrhizobacterium
anditsbphA1sequenceanalysis
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Abstract AnewPCB-degradingrhizobacteriumstrainnamedA1wasisolatedfromthelong-term
PCBs-contaminatedalfalfarhizosphericsoilbyenrichmentculture.Throughmorphologicalobservation
andsequenceanalysisof16SrDNA,thestrainwasidentifiedasPandoraeanorimbergensis.GC-MSwas
usedtodeterminetheabilityofrestingcellsdegradationofPCBs,anditwasfoundthatthestraincould
totallyremove56.7%oftheAroclor1242in72hours.ThebphA1genecore,encodingthecatalyticsite
ofthelargesubunitofbiphenyldioxygenase,wassequencedanditsthirdstructurewasalsopredicted.It
showedthatthenucleicacidsequenceofbphA1genehad100%homologycomparedwithPandoraeasp.
JB1,andthethirdstructureofproteinhad99.37%identitycomparedwithComamonastestosteroni
B356.

Keywords polychlorinatedbiphenyls(PCBs);rhizobacterium;Pandoraeasp.;bphA1gene;

sequenceanalysis
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