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一株红球菌(Rhodococcus sp.)二噁英降解质粒的稳定性与 

接合转移特性 
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(山东大学环境科学与工程学院 山东省水环境污染控制与资源化重点实验室  山东 济南  250100) 

 
 

摘  要：【目的】考察一株红球菌 Rhodococcus sp. strain p52 噁中的二 英降解质粒 pDF01 (170 kb)和

pDF02 (242 kb)的稳定性和接合转移特性。【方法】在无选择压力的条件下对菌株 p52 进行连续传

代培养，考察质粒 pDF01、pDF02 的丢失；以菌株 p52 为供体菌，以不同种属的菌株作受体菌，

通过平板接合实验探讨质粒 pDF01、pDF02 接合转移的受体菌范围以及接合转移频率，利用

菌落杂交、Southern 杂交对质粒转移结果进行确认，利用降解实验测试转移质粒降解基因的表

达。【结果】质粒 pDF01 和 pDF02 在红球菌 p52 中均具有较高的稳定性，在 LB 培养基上连续传

代少于 47 次时 pDF02 可保持，连续传代少于 65 次时 pDF01 可保持。质粒 pDF01 和 pDF02 具备

在同属和属间接合转移的能力，可向受体菌——紫红红球菌(Rhodococcus rhodochrous)、红串红球

菌(Rhodococcus erythropolis)、大地两面神菌(Terrabacter tumescens)和节杆菌(Arthrobacter sp.)转移，

其中以节杆菌作受体菌时质粒 pDF01 和 pDF02 接合转移频率最高，达到 3.5×10−6 (接合子/受体

菌)；对节杆菌接合子质粒进行 Southern 杂交进一步确认了质粒 pDF01、pDF02 的存在。另外获

得质粒 pDF01、pDF02 后的节杆菌接合子可以对二苯并呋喃高效利用，且降解能力与红球菌供体

菌株 p52 相当。【结论】红球菌菌株 p52 可通过降解质粒转移强化生物修复过程，在去除环境中

二噁英污染中具有良好的应用前景。 

关键词：生物修复，降解质粒，接合转移，二噁英降解，红球菌 

Maintenance and conjugative transfer of dioxin catabolic  
plasmids in a Rhodococcus sp. 

SUN Jiao  YANG Hai-Yan  LI Li* 

(Shandong Provincial Key Laboratory of Water Pollution Control and Resource Reuse, School of Environmental  
Science and Engineering, Shandong University, Jinan, Shandong 250100, China) 

Abstract: [Objective] To examine the stable maintenance and conjugative transfer of the 
dioxin-catabolic plasmids pDF01 (170 kb) and pDF02 (242 kb) harbored by Rhodococcus sp. strain 
p52. [Methods] We monitored the presence of pDF01 and pDF02 in strain p52 during continuous 
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transfer in LB medium. We also performed mating experiments using strain p52 as a donor and 
bacterial strains belonging to different genera as recipients, and confirmed the transconjugant by colony 
hybridization and Southern hybridization. Further, we examined the function of catabolic genes in a 
transconjugant by degrading test. [Results] Both pDF01 and pDF02 could maintain in strain p52 
after continuous transfer in LB medium less than 47 times, but pDF01 was lost after 65 times transfer 
in LB medium. Plasmid pDF01 and pDF02 could transfer concomitantly from strain p52 to the 
recipient strains, such as Rhodococcus rhodochrous, Rhodococcus erythropolis, Janibacter terrae 
and Arthrobacter sp., while Arthrobacter sp. showed the highest transconjugation frequency of 
3.5×10−6 colonies per recipient. The results of Southern hybridization confirmed that Arthrobacter sp. 
transconjugant obtained pDF01 and pDF02. Furthermore, the catabolic plasmids could function in 
Arthrobacter sp. transconjugant, which could use dibenzofuran for growth comparing with the donor 
strain p52. [Conclusion] The dioxin-degrader Rhodococcus sp. strain p52 has potential for genetic 
bioaugmentation in contaminated environments. 

Keywords: Bioremediation, Catabolic plasmid, Plasmid conjugation, Dioxin biodegradation, 
Rhodococcus 

基因水平转移(Horizontal gene transfer，HGT)，

通常也称为基因侧向转移，指的是不同的生物个体

间，或单个细胞内部的细胞器之间进行遗传物质的

交流[1]。基因水平转移打破了亲缘关系的界限，即

亲缘关系较近的同属不同种之间，或者亲缘关系较

远的生物种之间，甚至没有亲缘关系的生物之间，

都可以发生基因水平转移[2-5]。随着分子生物学的发

展，发现生物在发展和进化中普遍存在着基因水平

转移，基因水平转移能够促使适应环境的优势基因

在共同生活的生物体之间发生传递且保存下去[6]。

目前，国内外学者通过大量的研究发现在污染环境

中存在并发生基因水平转移现象，而污染环境中降

解菌的多样性多数与降解基因的水平转移有关。这

些发现表明了污染环境中微生物之间存在着广泛

的降解基因交流，从而促进更多的菌株获得降解功

能[7]。基因水平转移对追踪菌株来源及其降解功能

的形成、探讨菌株变迁以及不同污染地区优势菌株

之间的关系等具有重要意义。细菌间基因水平转移

主要是由可移动基因元件或水平基因库引起的，其

中质粒可通过接合转移在细菌间交换遗传物质，并

可在受体生物体内稳定表达且向子代传递遗传物

质，是一类重要的可移动基因元件[8]。 

二 噁 英 (Dioxin) 是 多 氯 代 二 苯 并 二 噁 英

(Polycholrinated dibenzo-p-dioxin，PCDDs)和多氯代

二苯并呋喃(Polychlorinated dibenzofuran，PCDFs)

两类物质的合称，为强致癌、致突变性物质，可严

重干扰有机体的内分泌系统，对人类及各类生物均

存在严重的健康威胁，是迄今为止毒性最大的化合

物之一。环境中绝大部分二噁英是人工合成或工业

生产的副产物，垃圾焚烧、造纸及冶金工业等是二

噁英的主要污染源，存在于大气、土壤和水体之中

的二噁英性质十分稳定，物理、化学处理方法对其

去除难度较大。微生物由于具备在各类环境中的广

泛存在性、底物利用谱的多样性及对不同环境条件

的适应性等特征，决定了其在降解利用有机污染物

方面有着不可替代的优势，因此微生物降解是治理

二噁英污染的一类有效方法[9]。由于二噁英毒性大、

溶解性差且价格昂贵，通常选择无氯原子取代的二

苯并呋喃作为模式化合物研究二噁英的生物降解，

国内外的研究人员已经分离了大量降解二噁英的细

菌，主要包括假单胞菌(Pseudomonas)[10-12]、鞘氨醇单

胞菌(Sphingomonas)[13-15]、红球菌(Rhodococcus)[16-17]、

地杆菌(Terrabacter)[18-19]等。大多数研究考察了这些

微生物降解二噁英的分子机制，发现降解基因主要

位于质粒上。 

Miyakoshi 等研究咔唑/二噁英降解质粒 pCAR1

的复制、稳定性及接合转移特性发现，pCAR1 可以

向其宿主菌 Pseudomonas resinovorans CA10 的衍生

菌及 P. putida KT2440 转移，证明质粒 pCAR1 具有

自 主 转 移 性 [20] 。 Shimizu 等 报 道 联 苯 降 解 菌
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Rhodococcus sp. strain RHA1 含有 3 个线状质粒

pRHL1 (1 100 kb)、 pRHL2 (450 kb)和 pRHL3   

(330 kb)，其中编码联苯降解酶类的质粒 pRHL2 可

在同属菌株之间传递[17]。由于降解基因大多位于质

粒上，因此降解性质粒的转移对微生物新的降解能

力的形成及其进化起着至关重要的作用，也是对污

染环境进行有效生物修复的重要手段[21]。Shintani

等将携带 gfp 标记的降解质粒 pBP136 和 pCAR1 的

恶臭假单胞菌(P. putida)强化污染系统，通过激光共

聚焦显微镜追踪到质粒 pBP136-gfp 和 pCAR1-gfp

从假单胞菌供体菌转移到了其他土壤微生物中，获

得新的降解菌株，从而加强了咔唑的降解效果[22]。 

本课题组前期分离到一株以二苯并呋喃(DF)

作为唯一碳源和能源生长的红球菌 Rhodococcus sp. 

strain p52，通过研究发现 p52 中存在两个参与二噁

英起始双羟化的双加氧酶基因簇 dfdA1A2A3A4 及

dbfA1A2，且分别位于转移性质粒 pDF01 (170 kb)和

pDF02 (242 kb)上[23]。据报道 dfdA、dbfA 在多株放

线菌中有分布，除了本研究对象 Rhodococcus sp. 

strain p52，还包括 Rhodococcus sp. strain HA01[16]，

Terrabacter sp. strain YK2[24]，Terrabacter sp. strain 

DBF63[18]，且二噁英降解途径其他关键酶的编码基

因在这些菌株中具很强的保守性，暗示了二噁英降

解基因在不同菌株中通过基因水平转移而获得，然

而这些菌株中关于其降解质粒的接合转移特性目

前仍缺乏充分的实验证据。鉴于此，本研究以携带

二噁英降解质粒 pDF01 和 pDF02 的红球菌菌株 p52

为研究对象，考察 pDF01 和 pDF02 的遗传稳定性，

及其对于不同菌株的接合转移性能；并进一步分

析降解基因在接合子中的表达状况，本研究可为

菌株 p52 用于二噁英污染环境的生物修复提供实

验依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  主要试剂和仪器：分析纯(≥99%)二苯并呋喃

(Dibenzofuran，DF)、色谱纯二甲基亚砜(DMSO)、

色谱纯乙酸乙酯购自 Sigma-Aldrich，将 DF 溶于

DMSO 配成 50 g/L 的储备液备用；Taq DNA 聚合酶

购自大连宝生物公司；其他分子、生化试剂购自生

工生物工程(上海)股份有限公司。气相色谱质谱联

用仪 6890-5973，Agilent 公司；凝胶成像系统、基

因扩增仪，Bio-Rad 公司；分光光度计 6900，Unico

公司。 

1.1.2  主要菌种：实验所使用的菌株主要特征及来

源见表 1。 

1.1.3  培养基：LB 培养基(g/L)：胰蛋白胨 10.0，

酵母粉 5.0，NaCl 10.0[25]。无机盐培养基(g/L)：K2HPO4 

12.0，KH2PO4 11.0，Na2SO4 2.0，MgSO4·7H2O 0.2，

NH4NO3 3.0，微量金属盐溶液 1.0 mL。微量金属盐

溶液(g/L)：FeCl2·4H2O 0.3，CoCl2·6H2O 0.038，

MgCl2·4H2O 0.02，ZnCl2 0.014，H3BO3 0.012 4，

Na2MoO4·2H2O 0.04，CuCl2·2H2O 0.003 4。 

1.2  方法 

1.2.1  质粒提取、Southern 杂交、菌落杂交分析：降

解质粒提取按照 Peng 等报道的方法[23]进行。质粒提

取后通过琼脂糖凝胶电泳进行检测的条件为：0.8%

的琼脂糖浓度，TAE buffer，4.5 V/cm 电压，恒温

4 °C，电泳时间 5 h。将 DNA 或菌落转膜后，杂交

方法同 Peng 等[23]，其中探针标记、预杂交、杂交、

信号检测等均使用试剂盒 DIG High Prime DNA 

Labeling and Detection Strarter Kit I (Roche，Germany)

按照使用手册完成。 

1.2.2  实验菌株抗生素抗性和二苯并呋喃降解能

力试验：接合实验前分别对供体菌、受体菌进行抗

生素抗性测试：挑取各菌株 LB 平板上的单菌落分别

接种于 LB 液体培养基中，培养至 OD600=0.8，以 5%

接种量分别转接到含有各种抗生素(20−50 μg/mL)的

LB 液体培养基中作为受试组，同时接种到不含抗

生素的 LB 液体培养基中作为阴性对照组，30 °C、

180 r/min 恒温振荡培养，间隔取样测量比较受试组

与阴性对照组菌液的吸光度。接合实验前分别对供

体菌、受体菌进行 DF 降解能力检测：将各受体菌

株活化后，分别在以 DF (浓度 300 mg/L)为唯一碳

源的无机盐固体培养基上划线，于 30 °C 恒温培养

箱中培养 2−7 d，观察 DF 平板上是否有菌落生长，
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同时在相同培养条件下将受体菌株接种于 LB 平板

作对照；对于 DF 平板上长出的菌落则进一步通过

扩增其 16S rRNA 基因序列并测序验证其受体身

份。供体菌株、受体菌株对于抗生素的抗性及利用

DF 的能力见表 1。 

1.2.3  平板接合实验：平板接合实验以菌株 p52 为

供体菌，分别以表 1 中的菌株为受体菌，采用滤膜

接合法进行接合实验[22]，主要操作步骤如下：挑取

供体菌与受体菌的单菌落分别接种于 LB 培养基

中，培养至菌液 OD600 达到 0.8−1.0。分别取供、受

体菌液 1 mL，12 000 r/min 离心 2 min 收集菌体，

加入 200 μL LB 培养基重悬菌体，将供、受体菌悬

液混匀后转移至置于 LB 平板的 0.22 μm 滤膜上，

30 °C 培养 20 h。取出滤膜以 2 mL 磷酸盐缓冲液

(Na2HPO4 2.2 g/L，KH2PO4 0.8 g/L，NH4NO3 3.0 g/L)

洗脱菌体，12 000 r/min 离心 2 min 收集菌体，以缓

冲液重悬菌体涂布于含有(仅受体菌株可耐受的)抗

生素且以 DF 为唯一碳源的无机盐固体培养基，

30 °C 倒置培养 48 h，平板上所生长出的可以利用

DF 为唯一碳源及能源生长、并对抗生素有抗性的

菌落，即为初步筛得的接合子。随机挑取初筛接合

子，以菌落 PCR 扩增其 16S rRNA 基因片段，测序、

确认接合子种属身份；以菌落原位杂交确认降解质

粒 pDF01 及 pDF02 的存在，或者进一步将接合子

培养后提取质粒，通过 Southern 杂交确认质粒存在。 

1.2.4  Rhodococcus sp. strain p52 中降解质粒的

稳定性分析：将菌株 p52 单菌落在 LB 固体培养基

上划线，连续传代培养。对每次传代培养后的平

板随机挑取单菌落进行菌落 PCR，分别扩增位于

质粒 pDF01 上的 dfdA1 片段和位于 pDF02 上的

dbfA1 片段，检测 pDF01 及 pDF02 在菌株 p52 中

的丢失状况，并提取质粒进行 Southern 杂交确认。

其 中 扩 增 dfdA1 片 段 (1.07 kb) 所 使 用 引 物 为

DfdF546/DfdR4900[16]，扩增 dbfA1 片段(1.48 kb)所使

用引物为 DbfF1 (5′-CGCGACCCCGTCATACGAGC- 

3′)/DbfR1 (5′-AGACTGCCCGACCAGGTGGG-3′)[26]。 

1.2.5  节杆菌接合子降解实验：将获得的节杆菌接

合子接种于 LB 培养基中，待菌液 OD600 为 4.0 后，

收集菌体并用无机盐培养基洗涤后重悬，分别接种

于装有 50 mL 无机盐培养基的 250 mL 锥形瓶内(初

始 OD600 约为 0.04)，加入受试底物 DF 使其终浓度

为 500 mg/L，于 30 °C、180 r/min 恒温振荡培养；

另外，将节杆菌原受体菌接种于含 DF 的无机盐培

养基中，同样操作作为对照组；同时以未接种菌悬

液的含 DF 的无机盐培养基进行同样操作作为空白

组，实验组、对照组与空白组各设 3 份平行。间隔

时间取样，样品采用考马斯亮蓝法对菌体蛋白进行

测定[27]获得菌体的生长量；将样品以乙酸乙酯萃取 
 

表 1  实验所用菌株及其相关特性 
Table 1  Relevant characteristics of bacterial strains used in experiments 

菌株 

Strains 

相关特性/用途 

Character /Applications 

来源 

Sources 

红球菌 Rhodococcus sp. strain p52 KmS, SmS, EmS; DF(+)/donor Laboratory collection[23] 

紫红红球菌 Rhodococcus rhodochrous SmR; DF(–)/recipient CGMCC 4.1147 

红串红球菌 Rhodococcus erythropolis KmR; DF(±)/recipient CGMCC 1.2362 

枯草芽孢杆菌 Bacillus subtilis KmS, SmS, EmS; DF(–)/recipient CGMCC 1.1468 

肿大地杆菌 Terrabacter tumescens KmS, SmS, EmS; DF(–)/recipient CGMCC 1.2032 

大地两面神菌 Janibacter terrae SmR, DF(±)/recipient MCCC 1A0921 

地杆菌 Terrabacter sp. KmS, SmS, EmS; DF(–)/recipient MCCC 1A04573 

节杆菌 Arthrobacter sp. KmS, SmS, EmS; DF(–)/recipient Laboratory collection 

注：Km：卡那霉素；Sm：链霉素；Em：红霉素 R 为抗生素抗性；S 为抗生素敏感；DF(+)：利用 DF 生长；DF(–)：不利用 DF 生

长；DF(±)：利用 DF 生长较差. 
Note: Km: Kanamycin; Sm: Streptomycin; Em: Erythromycin; R: Antibic resistance; S: Antibic sensitivity; DF(+): Growth on DF; DF(–): 
No-growth on DF; DF(±): Inferior growth on DF.  
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后以气相色谱分析 DF 的浓度[23]，检测 DF 的降解

状况。 

2  结果与分析 

2.1  Rhodococcus sp. strain p52中降解质粒的稳

定性 

将 Rhodococcus sp. strain p52 在无选择压力的

条件下——LB 培养基中连续传代培养 47 次和 65 次

后，PCR 扩增双加氧酶基因 dbfA1 片段和 dfdA1 片

段的检测结果见图 1。 

如图 1 所示，经过 47 次传代培养后，在 p52 单

菌落中仍能够扩增检测到 dbfA1 基因片段(约 1.5 kb)，

但几乎检测不到 dfdA1 片段(约 1 kb)；经过 65 次

传代培养后，在随机挑选的 p52 单菌落中均无法

扩增检测到 dfdA1 和 dbfA1 片段。为进一步确认质

粒 pDF01 和 pDF02 的丢失状况，分别对连续传代

47 次及 65 次的 p52 菌株提取质粒 DNA，分别与针

对质粒 pDF01 的 dfdA1 探针和针对 pDF02 上的

dbfA1 探针进行 Southern 杂交，结果如图 2 所示。

经 Southern 杂交检测发现，传代 47 次后 p52 中可

检测到质粒 pDF02，而 pDF01 丢失；传代 65 次后

p52 中的质粒 pDF01 和 pDF02 全部丢失，Southern  

 
 

图 1  LB 培养基连续传代后 Rhodococcus sp. strain p52

中双加氧酶基因 dbfA1 和 dfdA1 片段的扩增结果 
Figure 1  PCR amplification of dbfA1 and dfdA1 fragments 
from Rhodococcus sp. strain p52 after continuous transfer 
in LB medium 
注：1、2：菌株 p52 传代起始 dbfA1 和 dfdA1 基因片段扩增结

果；3、4：传代 47 次后 p52 中 dbfA1 和 dfdA1 基因片段扩增结

果；5、6：传代 65 次后 p52 中 dbfA1 和 dfdA1 基因片段扩增结

果；M：DL2000 DNA 分子量标准. 
Note: 1, 2: Amplicon of dbfA1 and dfdA1 fragments from strain 
p52 before transfer; 3, 4: Amplicon of dbfA and dfdA fragments 
from strain p52 after forty-seven times transfer in LB medium; 5, 6: 
Amplicon of dbfA1 and dfdA1 fragments from strain p52 after 
sixty-five times transfer in LB medium; M: DL2000 DNA Marker 
served as molecular mass standard. 

 

 
图 2  LB 培养基连续传代后 Rhodococcus sp. strain p52 中质粒 pDF01 和 pDF02 的 Southern 杂交检测结果 
Figure 2  Detection of pDF01and pDF02 by Southern hybridization in Rhodococcus sp. strain p52 before and after 

continuous transfer in LB medium 
注：图 A 中 1、2、3 分别为：菌株 p52 传递起始、传代 47 次和传代 65 次后提取质粒 pDF01 和 pDF02 的电泳检测结果；图 B、C

分别为提取质粒 pDF02、pDF01 的 Southern 杂交结果：1 为菌株 p52 传代起始提取质粒的 Southern 杂交结果；2 为连续传代 47 次后菌

株 p52 中提取质粒的 Southern 杂交结果；3 为连续传代 65 次后菌株 p52 中提取质粒的 Southern 杂交结果.  
Note: A: Agarose gel electrophoresis profile of plasmids extracted from strain p52 before transfer (1), after transfer forty-seven times (2) and 
after transfer sixty-five times (3); Detection of pDF02 (B) and pDF01 (C) by Southern hybridization for strain p52 before transfer (1), after 
transfer forty-seven times (2) and after transfer sixty-five times (3). 
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杂交结果与双加氧酶基因 dfdA1 和 dbfA1 片段的

PCR 扩增结果相吻合。 

实验通过在无选择压力条件下连续传代培养，

考察了二噁英降解质粒 pDF01、pDF02 在宿主菌株

p52 中的稳定保持能力，结果表明菌株 p52 中的质

粒 pDF01 和 pDF02 较稳定，经过连续传代(小于

47 次)培养仍可保持，其中质粒 pDF02 比 pDF01 更

加稳定。 

2.2  Rhodococcus sp. strain p52 中降解质粒

pDF01 和 pDF02 的接合转移特性 

接合实验前对供体、受体菌株的抗生素抗性检测

发现，供体菌株 p52 对所有测试抗生素均无明显抗

性，其他受体菌株则对不同的抗生素抗性不同(表 1)。

另外，接合实验前将受体菌株接种于含 DF 的无机

盐培养基中 30 °C 恒温培养 2 d 后，发现红串红球

菌和大地两面神菌可微弱生长，但与 dfdA 和 dbfA

探针无杂交信号(结果未附)，表明这两株菌虽然未

携带含双加氧酶基因 dfdA1 和 dbfA1 的质粒，但可

能含有其他降解 DF 的基因。以菌株 p52 为供体菌，

以红球菌同属或不同属的菌株为受体菌，采用滤膜

接合法进行接合实验。结果表明，当以紫红红球菌、

红串红球菌、大地两面神菌和节杆菌为受体菌时，

筛选培养基(含 DF 及抗生素)上分别长出了类似受

体菌形态的菌落，为初步认定的接合子。分别对这

些初步认定的接合子一方面扩增其 16S rRNA 基因

序列并测序[28]，验证其菌属，证明与受体菌一致；

另一方面对接合子菌落分别使用与 pDF01 及 pDF02

结合的探针进行菌落杂交试验(图 3)，实验中以 p52

的菌落作为阳性对照、以接合实验之前的原受体菌

落作为阴性对照，结果显示上述 4 种接合子与阳性

对照均有杂交信号，而阴性对照均无杂交信号，表

明菌株 p52 中的质粒 pDF01 和 pDF02 通过接合作

用转移到上述 4 种受体菌株中，其接合转移频率见

表 2。 

以上研究表明二噁英降解质粒 pDF01 和 pDF02

可向紫红红球菌、红串红球菌、节杆菌和大地两面 

 

 
 

图 3  Rhodococcus sp. strain p52 和接合子使用 dbfA 和

dfdA 探针的菌落杂交结果 
Figure 3  Colony hybridization with probes targeting dbfA 
and dfdA fragments for Rhodococcus sp. strain p52 and 
different transconjugants 
注：1：p52 菌落使用 dbfA 和 dfdA 探针杂交结果(阳性对照)；2、

3、4、5：紫红红球菌、红串红球菌、大地两面神菌和节杆菌菌

落使用 dbfA 和 dfdA 探针的杂交结果. 
Note: Colony hybridization results with probes targeting dbfA and 
dfdA fragments are shown for positive control p52 (1), R. 
rhodochrous transconjugant (2), R. erythropolis transconjugant (3), 
J. terra transconjugant (4), and Arthrobacter sp. transconjugant (5). 

 

表 2  红球菌菌株 p52 中 pDF01 与 pDF02 对不同受体菌的接合转移频率 
Table 2  Transconjugation frequency of pDF01 and pDF02 from Rhodococcus sp. strain p52 to different recipients 

受体菌株 

Recipient strains 

接合转移频率(接合子/供体菌) 

Transconjugation frequency 
(Transconjugant/Recipient) 

转移质粒及稳定性* 

Conjugative plasmid and plasmid stability*

紫红红球菌 Rhodococcus rhodochrous 1.8×10−7 pDF01, pDF02; Unstable 

红串红球菌 Rhodococcus erythropolis 2.6×10−7 pDF01, pDF02; Unstable 

枯草芽孢杆菌 Bacillus subtilis −a –b 

肿大地杆菌 Terrabacter tumescens −a –b 

大地两面神菌 Janibacter terrae 3.2×10−9 pDF01, pDF02; Unstable 

地杆菌 Terrabacter sp. −a –b 

节杆菌 Arthrobacter sp. 3.5×10−6 pDF01, pDF02; Stable 

注：a：接合转移频率小于 10–10；b：未得到相应的接合子；*：不稳定指以筛选平板传代 1−2 次即丢失. 
Note: a: Transconjugation frequency less than 10−10; b: No transconjugant obtained; *: Plasmid unstability: No-growth on selective plate after 
transfer 1−2 times.   
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神菌多个菌株转移。其中紫红红球菌、红串红球菌

与供体菌株 p52 为同属，与我们对基因水平转移的

一般认识相一致，即降解质粒在同属间容易进行转

移。大地两面神菌与供体红球菌同为放线菌目，亲

缘关系较近，大地两面神菌虽然自身具有在 DF 平

板上生长的能力，但使用 dbfA 和 dfdA 探针进行菌

落原位杂交未出现杂交信号，表明自身不含有

dbfA1 和 dfdA1 基因，而接合实验之后出现杂交信

号，证明该菌株通过质粒接合转移获得了 dbfA1 和

dfdA1 基因。这表明菌株 p52 降解质粒的接合转移

宿主范围不局限于同属。节杆菌(Arthrobacter sp.)

与供体红球菌同为革兰氏阳性菌，亲缘关系相对较

远，表明菌株 p52 中的二噁英降解质粒具有较宽泛

的转移宿主范围。 

值得一提的是，在接合实验中有的接合子中只

获得了 pDF02 质粒，但只含 pDF02 质粒的接合子

在含 DF 的无机盐培养基上生长状况较差，在传代

1−2 代后质粒即丢失，暗示 pDF01、pDF02 以及     

两套双加氧酶基因在 DF 降解过程中可能存在协

作[23]。例如，据报道在 Rhodococcus sp. strain HA01

中双加氧酶 DfdA 只可催化降解 3-氯代二苯并呋喃

但不可降解 2-氯代二苯并呋喃；而双加氧酶 DbfA

可催化降解 2-氯代二苯并呋喃但不可降解 3-氯代二

苯并呋喃[16]。另外，在本研究中与节杆菌受体菌株

相比，降解质粒 pDF01、pDF02 对于其他受体菌株

的转移频率(10−6−10−8)较低，且降解质粒在这些宿

主菌中更易丢失。需要说明的是，本研究接合转移

实验所使用的受体菌株与供体菌株 p52 一致，全部

为革兰氏阳性菌，目前本课题组正在研究二噁英降解

质粒 pDF01 和 pDF02 能否向革兰氏阴性菌中转移。 

2.3  节杆菌接合子中二噁英降解质粒 pDF01 及

pDF02 的检测 

为了进一步确认降解质粒 pDF01 和 pDF02 从

供体菌株 p52 接合转移到节杆菌受体菌株，从所得

到的节杆菌接合子中提取质粒，同时也提取供体菌

株 p52 的质粒作对照，分别以质粒 pDF01 上的 

dfdA1 和 pDF02 上的 dbfA1 的部分序列合成探针进

行 Southern 杂交，结果见图 4。 

节杆菌接合子质粒电泳结果显示含有 3 条带，

前两条带大小分别对应于供体菌 p52 的降解质粒

pDF01 和 pDF02，Southern 杂交结果显示，这两条

带可分别与 dfdA 和 dbfA 探针结合，表明节杆菌接 

 

 
 

图 4  提取节杆菌接合子的质粒进行电泳及 Southern 杂交确认 pDF01 与 pDF02 
Figure 4  Detection of the catabolic plasmids pDF01 and pDF02 in Arthrobacter sp. transconjugant by 

Southern hybridization 
注：图 A 中 1、2 分别为提取的 Rhodococcus sp. strain p52 (阳性对照)和节杆菌接合子的质粒电泳结果；图 B 中 1、2 分别为菌株 p52

和节杆菌接合子质粒与 dbfA 探针的杂交结果；图 C 中 1、2 分别为菌株 p52 和节杆菌接合子质粒与 dfdA 探针的杂交结果. 
Note: A: Agarose gel electrophoresis profiles of plasmids extracted from the donor Rhodococcus sp. strain p52 (1) as a positive control and 
the Arthrobacter sp. transconjugant (2). B: Southern hybridization results using probe targeting dbfA for the plasmids from the donor strain 
p52 (1) and the Arthrobacter sp. transconjugant (2). C: Southern hybridization results using probe targeting dfdA for the plasmids from the 
donor strain p52 (1) and the Arthrobacter sp. transconjugant (2). 
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合子中含有质粒 pDF01 和 pDF02。值得一提的是，

对节杆菌受体菌株提取质粒进行电泳，未显示对应

的质粒条带(结果未附)，这与节杆菌受体菌株菌落

杂交实验结果相一致，即采用与 pDF01 及 pDF02

结合的探针进行菌落杂交时不产生杂交信号，表明

受体菌株自身并不含有 pDF01 和 pDF02。 

2.4  节杆菌接合子利用二苯并呋喃生长 

为了进一步明确降解质粒是否能够在新的宿

主菌中遗传表达，使得受体菌株获得降解功能，对

上述节杆菌接合子降解利用二苯并呋喃作测试分

析，并与节杆菌原受体菌株作比较。结果显示节杆

菌接合子可以利用 DF 作为唯一碳源及能源生长，

在以 DF 为唯一碳源的无机盐培养基中，节杆菌接

合子的生长伴随着对 DF 的消耗，而节杆菌原受体

菌株则无明显生长及对 DF 的利用，具体见图 5。 

 

 

 
图 5  Arthrobacter sp.接合子及受体菌株对二苯并呋喃

的利用与生长 
Figure 5  Use of dibenzofuran by the Arthrobacter sp. 
transconjugant for growth comparing with the recipient 
strain 
注：图中各曲线分别显示以气相色谱检测无机盐培养基无菌对

照组二苯并呋喃浓度变化(○)、培养基中接种节杆菌接合子(■) 

及接种节杆菌原受体菌株(□)二苯并呋喃浓度变化；并以检测蛋

白含量显示培养基中接种节杆菌接合子菌体浓度变化(▲)、接

种节杆菌原受体菌株菌体浓度变化( ). 
Note: Decreases in the dibenzofuran levels in the non-inoculation 
control (○), transconjugant culture (■), recipient culture (□), and 
were monitored by gas chromatography. Growth is shown as an 
increase in the protein contents of the transconjugant (▲) and the 
recipient ( ). 

在接合子培养过程中，含 DF 的无机盐培养基

的颜色逐渐变为橘黄色，呈现出外二醇双加酶作用

的特征结果，节杆菌接合子可利用 DF 生长，经过

90 h DF 由 500 mg/L 降至检测限以下，这与供体菌

株 p52 相比较，降解速率略慢，后者在 48 h 内可将

500 mg/L 的 DF 完全降解[23]。另外节杆菌原受体菌

株不能利用 DF 支持生长，其 DF 浓度变化曲线与

无菌空白对照基本吻合，证明降解质粒 pDF01、

pDF02 上的降解基因可在新的节杆菌宿主菌中表

达，使节杆菌接合子获得了 DF 降解能力。 

3  结论 

通过在无选择压力条件下连续传代培养，表明

菌株 p52 中二噁英降解质粒 pDF01、pDF02 在宿主

菌 Rhodococcus sp. strain p52 中较稳定，经过连续

(小于 47 次)传代培养仍可保持，其中质粒 pDF02

比 pDF01 更加稳定。以红球菌菌株 p52 为供体菌，

以同属或不同属菌株为受体菌进行接合实验，证明

二噁英降解质粒 pDF01 和 pDF02 可向紫红红球菌、

红串红球菌、节杆菌和大地两面神菌等多个菌株转

移，转移频率为 10−6−10−8，表明菌株 p52 中的二噁

英降解质粒具有较宽泛的转移宿主范围。通过提取节

杆菌接合子的质粒进行 Southern 杂交进一步确认了

二噁英降解质粒 pDF01、pDF02 的转移，另外通过

降解实验发现节杆菌获得降解质粒后可以利用 DF

作为唯一碳源及能源生长，降解基因可在新的宿主

菌中表达。上述研究表明红球菌菌株 p52 可通过降

解质粒转移强化生物修复过程，在去除环境中二噁

英污染中具有良好的应用前景。 
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