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摘 要 菌株 7*/"*(;+0/%* ?.* :V8能以 N$$$ 0EJX的阿特拉津（:=）为唯一碳源、氮源和能源生长。通过设计特异引物从 :V8
中扩增出阿特拉津氯水解酶基因 /*F+的全序列，该基因与已报道的 /*F+基因序列相似性为 &&[。:V8菌株中含有两个大于
8$$A1的质粒，,(C/>-2F杂交结果显示 /*F+和 +/F\基因均位于其中较大的一个质粒 .:V8上。将 :V8菌株在 X\液体培养基中
转接三代后，发现 "N[的细菌细胞丢失了降解活性，但却未发现丢失质粒，YI3扩增结果表明突变子丢失了 /*F+基因，但 +/F\
和 +/FI基因未丢失，说明降解活性的缺失是 /*F+基因片段从质粒上丢失的结果，表明 /*F+基因在环境中存在水平转移现象，
暗示菌株 :V8中的阿特拉津降解基因是基因的水平转移重组的结果。
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阿特拉津（!M氯MNM乙胺基M9M异丙胺基M8，"，#M三 嗪）是世界上使用最多的除草剂之一，关于它在环境



中的危害已经引起了广泛关注［! " #］，近十几年来，关

于阿 特 拉 津 的 微 生 物 降 解 研 究 成 为 热 点。

!"#$%&’&()" $%& ’() 菌株的阿特拉津降解基因
)*+’、*、+、(和对应的酶研究的比较详细［, " -］，这些
基因编码的酶催化阿特拉津水解脱氯、羟基阿特拉

津水解脱乙胺基等。世界各地关于阿特拉津降解基

因的研究报道显示降解基因 )*+’、*、+具有高度的
保守性［.］。/00/年，123456等［7］从菌株 ,&-.)-%/&/%#"
$%& +!70中克隆到一个新的阿特拉津氯水解酶基因
*-+8，但该菌中却不存在 )*+’、*、+基因。9:;;:%<:=
和 )>2??>等报道的降解菌株中的降解基因却都是
*-+8和 )*+*、+的组合。因为 *-+8基因编码的酶比
)*+’编码的酶具有更广谱的水解脱氯活性，因此含
有 *-+8基因的阿特拉津降解菌株具有较广的降解
谱［!0 " !@］，对均三氮苯类除草剂均具有降解效果。基

于 )*+’、*、+基因具有高度的保守性，*-+8和 )*+*、
+基因以组合形式出现，以及降解基因几乎都位于
质粒上的事实［,，.，!!］，暗示阿特拉津降解基因的进化

机制与基因水平转移有关。近年来，对已经测序的

微生物的基因组分析发现基因水平转移是细菌代谢

途径进化的主要途径之一，了解污染物降解基因进

化机制对于充分利用微生物进行环境污染治理至关

重要，但国内相关领域研究还很少。本文研究了阿

特拉津降解菌 ’A!的水解脱氯酶基因 *-+8，并对该
基因进行了定位、缺失研究，揭示了该基因的水平转

移现象，为阿特拉津降解基因进化机制提供了新的

证据。

! 材料与方法
!"! 材料
!"!"! 菌株：0-*1-&2).*#- $%& ’A!，为本实验室直接
分离自阿特拉津污染土壤，能以阿特拉津为唯一碳

源、氮源和能源生长，对均三氮苯类除草剂西玛津、

特丁津、莠灭津、西草津、扑草津等均具有降解效果，

降解终产物为氰尿酸；菌株 !"#$%&’&()" $%& ’()：
B:C5D=ED F:EGD?? 馈赠，能以阿特拉津为唯一氮源生
长，通过降解基因 )*+’*+(HI编码的酶矿化阿特拉
津，降解受易利用氮源抑制［!# " !J］。

!"!"# 培养基与试剂：基础盐培养基（11）：KL/)M#

0N,OPB，K/L)M# !N,OPB，1O9M# 0N!OPB，8:+3 0N#OPB，
L/M !000QB，%L-N0；降解培养基（1’）：在 11培养
基灭菌前添加 0N,OPB 的阿特拉津原粉；B* 培养基
稀释 !0倍即为 B*P!0培养基，添加 ,00QOPB阿特拉
津原粉即为 ’B培养基；固体培养基为添加 /0OPB的

琼脂。氯离子检测培养基（1B）为 11 液体培养基
中的 8:+3 用等摩尔的 8:/9M# 代替，灭菌前加入

,00QOPB阿特拉津原粉，在培养基中添加 !OPB的蛋
白胨、0N,OPB的酵母粉。阿特拉津原粉（纯度 7JR）
由浙江中山化工股份有限公司馈赠，分子生物学试

剂购自大连宝生物公司。

!"# 方法
!"#"! 细菌总 (8’及质粒的提取：在细菌裂解时
添加溶菌酶，采用高盐沉淀法提取细菌总 (8’，碱
裂解法提取细菌质粒［!-］。

!"#"# *-+8及其他保守片段的 )+S扩增：扩增 *-+8
全基因的引物根据 123456 等的报道合成［7］，)*+’、
)*+*、)*++基因片段扩增引物按文献［!!］合成。以
’A! 总 (8’ 为模板，使用 )T+U/00 )D3?>D5 T<D5Q:3
+6E3D5，/,!B 扩增体系：!0 V *2WWD5 /N,!B，X8T)
（/N,QQY3PB）/!B，1O+3/（/,QQY3PB）!N,!B，@Z端和 ,Z
端引物各 !!B，T:[ 酶 0N,!B，超纯水补至 /,!B，总
(8’ 0N,!O。 *-+8 全基因扩增条件：7,\预变性
!0Q>=，7#\ 变性 !Q>=、,,\ 复性 !Q>=、-/\ 延长
/Q>=，@0个循环后 -/\延伸 /0Q>=。降解基因保守
片段扩增条件：7,\预变性 !0Q>=，7#\变性 !Q>=、
,-\（ *-+8 片段）或 ,,\（ )*+*）或 #.\（ )*++）复性
!Q>=，-/\延长 @0$，@0个循环后 -/\延伸 ,Q>=。扩
增产物 !N0R琼脂糖凝胶电泳，H*染色后紫外分析
仪检测。)+S 扩增产物用 ]UOD=D 核酸纯化试剂盒
纯化，连接到 %1(!.UT载体上，转化大肠杆菌 (L,"，
挑取阳性转化子酶切验证，插入片段由 T:K:S:公司
测序。

!"#"$ 阿特拉津降解基因的杂交定位：分别以菌株
’A!中扩增的 *-+8 基因片段，菌株 ’() 中扩增的
)*+*、+基因片段纯化产物为合成探针的模板，［"U
@/ )］X+T) 标记使用 S:=XYQ )5>QD5 (8’ B:4D3>=O K>?
按说明合成探针。杂交使用带正电荷的尼龙膜，杂

交过程参照参考文献［!-］。
!"#"% 降解性状缺失的菌株筛选：将 ’A! 接种到
B*液体试管，@0\，!,05PQ>=振荡培养 /#< 后以 !R
的接种量转接到另一个 B*液体试管，同样条件培
养，转接三代后，取 !QB菌液稀释涂 B*固体平板，
@0\培养至单菌落长出，用牙签随机挑取 !00个单
菌落点种在 ’B平板上，培养 #.<后筛选周围不产生
透明圈的菌落。

!"#"& 氯离子的检测实验：实验分三组，一组为不
接菌空白，第二组接种经无菌生理盐水洗涤的 ’A!
作为阳性对照，第三组接种经无菌生理盐水洗涤的
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突变菌株 !"#$%，各组均设三个重复。&’(，
#)’*+,-.振荡培养至阳性对照组阿特拉津粉完全消
失，每个处理取 #’ ,/培养液用铬酸钾指示剂滴定
法［#0］测定氯离子浓度。

! 结果与分析

!"# 阿特拉津氯水解酶基因 !"#$的克隆
以 !"#总 12!为模板，用设计的引物扩增到与

报道的 !"#2全基因大小相当的序列（图 #）。将扩增
产物纯化，克隆到 3$载体上，测序。测序结果用
4/!53软件在 "6.47.8进行同源性比较，该序列与
$%"&’"()%)(*+ 9:; <#=’中的 !"#2基因核苷酸序列相
似性为 ==>，表明 !"#2基因具有高度的保守性。使
用 4-?6@-A 软件分析 !"# #B5 *12! 的（" C <）>为
)D;B>，’!#4 的（" C <）>为 BE;’>，’!#< 的（" C
<）> 为 &=;E>，而 !"# 中 !"#2 的（" C <）> 为
BF;B>，暗示 ’!#4、’!#<、!"#2基因并非 !"# 中的原
始基因，而是通过基因水平转移获得的，并经过基因

重组形成阿特拉津的降解途径。

图 # !"#中扩增的 !"#2全基因图谱
G-HI# J*?K-L6 ?K !"#2 H6.6 7,:L-K-6@ K*?, !"#

%：12! ,7*86*；2：!"#2 H6.6I

!"! 菌株 %&#质粒提取及降解基因定位
用改进后的碱裂解法从 !"# 提取到两个大于

F&8M的质粒（图 F），将其中一个较大的质粒命名为
:!"#。为进一步确定菌株 !"# 中降解基因是否位
于质粒上，我们采用 5?NAO6*.杂交进行基因定位，将
合成的探针分别与经过 ,’-P!完全酶切的 !"#总
12!和质粒杂交，!1J 为对照。基因 !"#2 和 ’!#4
与菌株 !"# 中的 :!"# 质粒以及酶切总 12!片段
均有杂交信号（如图 &、E），说明这两个基因都位于
该质粒上。我们也同时进行了 ’!#<基因与质粒和
经 ,’-P!完全酶切的 !"#总 12!杂交，但都没有

杂交信号，可能是 ’!#<的拷贝数较低，未检测到杂
交信号，具体原因有待进一步研究。

图 F !"#和 !"#$%中质粒电泳图谱
G-HIF QL6RA*?:O?*69-9 :*?K-L69 ?K
:L79,-@9 ?K !"# 7.@ !"#$%

#，F：:L79,-@9 ?K !"#；&，E：:L79,-@9 ?K !"#$%；)："+.)/@ # 12!
,7*86* I

图 & ’!#4基因 5?NAO6*.杂交图谱
G-HI& 5?NAO6*. ML?AA-.H :*?K-L6 ?K ’!#4

!，7：:L79,-@9 ?K !"#；4，M：,’-P! @-H69A-?. ?K H6.?,-R 12! ?K
!"#；<，R：:L79,-@9 ?K !1JI

图 E !"#2基因 5?NAO6*.杂交图谱
G-HIE 5?NAO6*. ML?AA-.H :*?K-L6 ?K !"#2

!，7：:L79,-@9 ?K !"#；4，M：,’-P! @-H69A-?. ?K H6.?,-R 12! ?K
!"#；<，R：:L79,-@9 ?K !1JI
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!"# 降解性状缺失突变株的筛选及其特性的研究
因阿特拉津在水中的溶解度约 !!"#·$% &

（’()），实验中使用浓度高达 (**"#·$% &，颗粒状阿

特拉津导致培养基呈混浊状。有降解活性的菌株能

水解阿特拉津，在菌落周围形成透明圈，而降解活性

缺失的菌株只能利用培养基，在菌落周围不形成透

明圈（图 (，箭头所指处即为降解活性缺失菌株的菌
落）。共挑取了 &**个转接三代的 +,&单菌落点种
在 +$平板上，结果有 !-个菌落周围不形成透明圈。
分别在 +$平板上划线验证后确实丢失阿特拉津降
解活性，将其中的一株突变株命名为 +,&./。

图 ( 降解活性缺失菌株
01#2( /345647 89 686.:;#<5:16# 5=41>14?

将突变株 +,&./接种到 /$液体培养基进一
步验证降解活性。因为阿特拉津降解的第一步反应

就是水解脱氯，可以通过检测培养基中氯离子的浓

度变化来确定菌株是否具有氯水解酶活性。氯离子

检测结果表明接种 +,& 组培养液中的氯离子浓度
为 -@A(""8BC$与理论值 -@A!""8BC$基本一致，说明
+,&已将培养基中的阿特拉津降解完全。而 +,&./
虽然能在 /$培养基中生长，但培养液中的［DB%］却
没有增加，反而低于未加菌组的浓度（见表 &），这可
能是因为菌体吸附了部分氯离子，该结果证明 +,&.
/确实无阿特拉津水解脱氯活性。

表 $ %&$和 %&$’(在()培养基中培养后
培养液中的氯离子浓度

*+,-. $ ［/-0］12 3.4153 65-758.4 917: %&$ +24 %&$’(
!［DB %］
C（""8BC$）

"［DB %］
C（""8BC$）

#［DB %］
C（""8BC$）

+>;<5#;［DB %］
C（""8BC$）

DE
+,&

+,&./

*@!-
-@A*
*@&’

*@’(
-@F(
*@&(

*@-!
-@(’
*@&-

*@!-
-@A(
*@&-

GDH扩增结果表明 +,&./丢失 !"#I基因，却未
丢失 $!#J，D基因（图 A），而 +,&./质粒图谱并没
有显著变化（见图 ’），K834L;<6杂交证明 !"#I和 $!#J

基因都定位于 M+,& 质粒上，因此 !"#I基因的丢失
应该只是该基因片段从质粒上缺失的结果。

K5NN5ML56 等［&&］研究发现菌株 %"!&"’($)!*" $+"*,)*-,
OD&的降解基因 !"#I和 $!#J、D分散在同一个质粒
上，但并不受同一个调控基因调控。由于 +,&./仅
仅丢失了 !"#I基因，我们推测该突变菌株应该可以
降解羟基阿特拉津，但试验结果却表明 +,&./不能
以羟基阿特拉津为唯一碳源、氮源或唯一氮源生长，

其菌悬液也不能降解羟基阿特拉津，具体原因还有

待进一步研究。

图 A 从 +,&./中扩增 !"#I、$!#JD基因
01#2A PB;=4<8ML8<;717 M544;<6 89 M5<415B #;6; !"#I

56: $!#JD 5"MB191;: 9<8" +,& 56: +,&./
&：&**QM RI+ B5::;< "5<S;<；’ 48 -：$!#D；( 48 T：$!#J；F 48 &*：

5"MB191=54186 89 !"#I 3716# +,&./， +,& 56: +RG 57 4;"MB54;

<;7M;=41>;B?2

# 讨论
本试验室原先分离的一株阿特拉津降解菌株

./01+’($)!*"0+2 7M@ JO+U&［’*］，其降解阿特拉津第一
步的基因是 $!#+，而 +,& 的第一步基因 !"#I，由于
第一步降解基因决定了菌株的降解谱，因此 +,&具
有更加广谱的除草剂降解功能。V;6619;<等研究几
株具有 $!#+基因的降解菌的降解底物特异性，结果
也表明除了菌株 34$50($)!*" 20)&01$-*-,0, +OW&外，其
它菌的底物特异性都较强［&X］，而具有 !"#I基因的降
解菌降解谱都较广［&*，&’］。

+,&菌株的降解性能突变和基因丢失现象从反
面证明了自然环境中细菌降解阿特拉津的基因是通

过水平转移和重组形成的，揭示了该基因的水平转

移现象，为阿特拉津降解基因进化机制提供了新的

证据。同时也提醒我们在培养这一类降解菌株的过

程中一定要注意培养方法，避免降解性状的丢失。
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绿茶有助于防病制癌

绿茶是我国传统饮料，已有悠久历史。喝绿茶不仅有益于健康，而且有防病防癌之功效，它的防病制癌作用已引起国际

科研工作者的重视。美国匹茨堡大学医学院研究人员发现喝绿茶有助于防癌，如膀胱癌等，其原因在于绿茶中含有儿茶酚，

它的含量非常高，能起抗氧化剂作用，抑制人体内氧自由基的活动，此其一；其次，它能抑制高致癌物即亚硝基混化合物（如亚

硝酸胺）的形成；第三，茶多酚抑制肿瘤生长明显，能破坏或杀死膀胱癌细胞；第四，茶多酚能对许多疾病有辅助治疗作用。这

种绿茶提取物———茶多酚化合物对其它癌细胞是否有同样的功效呢？在我国，中南大学研究人员发现多酚类化合物（\HMH）
对白血病（血癌）细胞有很好的抑制作用：一是该化合物主要通过影响蛋白质降解、N[I复制、细胞周期和信号转导通路等过
程，诱使白血病细胞凋亡，即诱导癌细胞“自杀”；二是该化合物可抑制血癌基因低表达，诱导抗癌基因的高表达，这样可导致

机体抗癌系统中的抗癌基因高表达力占优势，有利于控制血癌的发展。绿茶在防病方面有不少报道，这里仅提一下韩国研究

人员发现绿茶有保护神经细胞的功能，其机制在于已提到的绿茶中多酚类化合物（\HMH）所起的重要作用，这为预防和治疗神
经退行性疾病如帕金森氏症提供新思路。总之，优质绿茶作为一种保健产品，其中的有效成分（\HMH）在防病、防癌、增强免疫
力等方面的作用已为国际上不同的研究学者所证实，但其作用机制仍在深入探究中。

（柯 为）
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