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����� LSSE8-1 ����

	
����
����

��� ��� � � 	
� �
�*

(���������	
��
��������, �����������, �� 100080.

*���: E-mail: hzliu@home.ipe.ac.cn)

�� �����(Rhodococcus erythropolis) LSSE8-1����	
��
������������

���. �������� !"#$%(DBT)&' 2-()*"(HBP). +, DBTO2(dibenzothiophene

5,5-dioxide)-./0&'HBP1&'DBT, 23�DBT4DBTO25�6789:;���<=�. >

?@ DBT ABC, 0.01~0.4 mmol/L DBTO2DB:;�&E2FGHI-,, 5JKLM��78�

DBTO2 NOP�QR. 9S�TUV�)WX, ,YZ[K\]^ LSSE8-1 _`-ab, ��

Rhodococcus erythropolis IGTS8 ��)c�defghi/, , PCR�j\kl�mn4 1.3, 1.0o

1.2 kbpq��)crq. �, pGEM-T easyst, E. coli. DH5uAvt�, wx5pq)cy, z{

|}235pq��)c~�de. � IGTS8�����)c���, dszAodszB�>����100%,

dszC�>��� 99%.

��� ������ � ��	
� � ��
�� � ����� � ��� � �����

��������	
� , �
������

��� SO2 ��������, ��������

 !"#$ . %&'()*+,-��./0�1

2� , 345/0�6789:;<��=>�?

@. ABC��?@89:DE?@9, F:G89

HI?J.KLMNO�@PQ , ��=>�R&

�����S@PQTIU�V?J . �W@PQ

�XY�:Z[\]^(DBT), 3GP_Q`abc

Q?@de�fg@PQ�hi . cQ?@jk&

lm DBT nopcQ8qY%rs'tu�Vv,

wxGyz{|I}DE?@L_~�c=��@

a>�. 1988 
����de�(IGT)�%����

;� C-S���@���?@�, �:cQ?@de

��.����� . wb��89I6�����

R������. 1993 
��M��w��, Sylvia

 '[1]�%?@�w¡�&.k 4.0 kb � DNA¢k

£, 1995
 Christopher '[2]¤¥� IGTS8�¦�?

@§¨©ª«, ¬­o�� 3��w¢k®¯b dszA,

dszB " dszC. °±, ² IGTS8 ?@�w�³´©n

oµ¶·��¸¹º»�,- [3]. &¼±�de� ,

���w2½" DNA shuffling 89¾P?@Vv,

;<?@�w�¿VÀÁÂÃÄ;Å[4,5]. 2001 
�

� EBCÆÇÈlm�b 5000É�Ê�cQ?@Ë�

ÌaÍ, ÎÏ�cQ?@89�|<�.

Ð��cQ?@de~ÑÒ²¹Ó , odeÔ

ÕÖ&~Ñ×k , F&?@ØcQ���Ù�"Ú

ci�Û�?@de8q`ÃÄ�ÏÜ;Å[6~8]. Ý

ÞÝß�(Rhodococcus erythropolis) LSSE8-1:àÐ

�áâ�ã�ä®å�.Ûæ.�?@� . }�ç

� IGTS8 Òè�:éI����?J DBT ��@,

3êo¼ HBP �ëìí&���, 6�����R

�������. 3} IGTS8 Tè�:� LSSE8-1

?@îï��ð=Q DBTO2 �ñò. bx, ó��

DBTO2ôõQde� DBTO2²ö÷cø�ùú, è

îûü�G�?@�w\} IGTS8 �ª«;<�¸

¹.

1 �����

(ý) ��}þ�. ÝÞÝß� LSSE8-1�à�

����áâ�ã�®åÄ� , %�R���*�

ØcQ������ , ��� CGMCC No. 0643.

pGEM-T easy þ�	�
��� PromegaÆÇ.

(�) Ì�. �
���� EcoR�, IPTG, X-Gal,

" Taq DNA �_� , Â
���cQÆÇ. DNA

¢k���PÌ��
�����cQyzÆÇ .

���
��� Promega ÆÇ. �Q�£�cÔc
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QÔ�yz !ÆÇ_a ; Z[\]^ (DBT),

DBTO2��b 99%. ¼£Ì�Âà Sigma ÆÇ
;;

Z"�#[(2-HBP)àÈó� TCI ÆÇ
;. $%�

�&'(")*b+,�, o-Ì�Âb®.�.

(/) ÝÞÝß� LSSE8-1?@X0=Q�de.

� BSM 12�12��, a®:�312��4�

2.44 g KH2PO4, 14.03g Na2HPO4512H2O, 0.3589 g

MgCl256H2O, 0.001 g CaCl252H2O, 0.001 g FeCl35

6H2O, 0.004 g MnCl254H2O, 8 g 6�, 2.00 g NH4Cl,

� 0.1 mmol/L DBTô@7. 308, 250 r/min12 3~5 d

±, Ã 2 mL12�, � 1 mol/L HCl#P9 pH 2.0,

:±�&'(&;<=£>Ã 2 min. � HPLC

(Agilient 1100, DAD?¤=) deX0=Q. ®å@

: Zorbax SB-C18 (4.6 mmA25 cm); B´Ò� 90%

)*" 10% âMa, BC: 1 mL/min.

(D) TèE� DBTO2²ö÷cø�ùú. BSM

12�è£, �TèE�� DBTO2ÃX DBTÕ@7

�de DBTO2 ²ö÷cø�ùú . ���b 4%,

308 200 r/min12. �FÃ 1 mLG>�¤¥õQ

n=Q�E�, Ã 1~3 mL�¤¥12H�+I�J

P. +I��¤¥� Lambda Bio40 Kç|L®++

�M¤¥, Nø� 600 nm; oX0=Q� HPLC¤¥,

89è£.

(O ) LSSE8-1 �þ��PÃ . ÝÞÝß�

LSSE8-1 �þ�, � Claude�QR�89;<[9]. S

�89TU: & 10 mL � LB12H�12��ê+

I� (A600)9 1, å� , �¡�� . �VH� (Tris-

HCl [pH 8.0]-10 mmol/L EDTA , �4 10 mg /mL�V

��)2WXY, :±& 378�Z[\î¼£. ]¼

£�2WH®^, ��å�_^ 100 µL. �_�D`

äab
� 200 µL 0.2 mol/L NaOH–4% SDSVH,

cd 10 min. :±D` 150 µL 5 mmol/L pH 5�e

#fVH, gcd 10 min. 12000 r/må� 5 min, ]

400 µL �£ºHh9i�jk�\å�_� . D

400 µL Tris-l"mnP, g�opnP, ]âÒh9

jk� 1.5 mLå�_�. D` �ñ�qr*, sZ

U�tu 30 min. � 80%�e*vw DNA ±, x�

jy. :±� 25 µL Tris-EDTAz{H(pH 7.5)2W

DNA.
(|) PCR }~?@�w¢k. �� IGTS8 �?

@�w��M�Q. dszA �w¢k�£��Q: 5�-

ATGACTCAACAACGACAA,U��Q: 5�-TCA-

TGAAGGTTGTCCTTGC. dszB �£��Q: 5�-AT-

GACAAGC CGCGTCGAC, U��Q: 5�-CTATCG-

GTGGCGATTGAG, dszC�£��Q: 5�-ATGACA-

CTGTCACCTGAA,U��Q: 5�-TCAGGAGGTG

AAGCCGGG. PCR�
& TECHNE PCR�£;<.

�
��b 10 µL 10A�
z{H (10 mmol/L Tris-

HCl [pH 8.3], 10 mmol/L KCl), 6 µL 25 mmol/L MgCl2,
1 µL £��Q, 1 µLU��Q, 1 µL Taq DNA �_

�, 1 µL 10mmol/L dNTP VH, 1 µLþ�VHÕh�,

79 µL2�â, �
�����ñ: 100 µL. �
�

ª�¥ 948�J� 8 min, :±;< 30��g��
.

�g�� 948J� 1 min, 558�� 1 min, 728��

2 min. 30��gL�±g 728���� 10 min. �

TD`þ����;<��²�. �
L�±Ã 10

µL PCR =Q& 0.8%(þ�/�ñ)�����£;<

��®..

(�) �w¢k�ûü. £�� PCR =Q��;

<���P, :±� DNA���PÌ��;<��.

���DNAÃ 1 µL, � 9 10 µL;<��®., ¡

¢ro�� DNAE�. ���
��: 5 µL 2Az{

H, 1 µL pGEM-T easy 	�, 2 µL DNA, 1 µL T4

DNA��� �D 1 µL ddH2O. 48���£. Ã 3 µL

��=Q�¤¥9;<¦P�
. E. coli DH5α �§

¨©ö÷� CaCl2 9Ä�. ��ª/«Ù�" EcoR�

��?%¬�r­�ûü.

(®) ¤ª. � SDS¯̄ °H±49PÃûü�

w�þ�, � SP6 " T7 �Q;< PCR�
¤ª. ¤

ª�=: ABI PRISM 377-96, ¤ªÌ�: BigDye

terminator V2.0. ².F¤ª³a±, ´µ¤ªLv

g�M�Q;<U.��
�¤ª, ¶9¤�b·.

2 �����

2.1 ����� LSSE8-1 ����	
��


� DBT bhiP_Q?@X0�=Q®.Lv

T¸ 1�¹. º� 5 d»±, DBT��¼½, 3ca.

�ä�=Q HBP. o¾¿:�ðï�ÀÁ�ð=Q

�ñò. ÂP DBT ?@�
��ÃÑ�
, � DszC

ÂP DBTëa DBTO2, DszA" DszBÄ;.ÑÂP

êoca HBP. wbï��%�ð=Q�ñò, ¼B

�de,b:��� DszC�Å��� DszA" DszB
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�ÆÇ, �G� DszC �Å��a�
u?@C��

.�ÈÉ, :�
�ÑÊ. �.QËÌ_Ít�4 

� DBTO2 �Tñò/0, FÎÏ;.Ñ�Îµ. b

�deº»�./0 , ó�;.Ñ�TèE��

DBTO2bõQ;<�ö÷cø}?@X0�de.

� 1 LSSE8-1 � DBT ������	 HPLC 
��


2.2 DBTO2 ��������

TèE�� DBTO2²ö÷cø�ùúT¸ 2 �

¹. & 0.5 mmol/L � DBT ²��ö÷ca67, º

�u 24 h�Ð
Ñ»±, �ÒÓÔCcø, o+I�

Õ�Ö9�� 13. 3& DBTO2 12�� , °×

DBTO2E��~DocøØÙÚz. Û DBTO2�E

�Õ� 0.2 mmol/L î, ö÷cø�¨�ÏÜ�Ü
,

o+I�&cø 120 h »±ÖT� 1. & 0.01 " 0.1

mmol/L»ð� DBTO212�`¨�Tè���Ü
,

cø67�: 0.05 mmol/L DBTO2, oF: 0.1

mmol/L DBTO2, cø6Ý�: 0.01 mmol/L �

DBTO2. �Þ�ßµàÏ DBTO2 ²ö÷cø�Õ�

:á2�, .8qéÜ
ö÷�cø, â.8qéã

:12��ö÷cø�ä.@7 , �G���

DBTO2 E�èG²ö÷cøTå. b�;.Ñ�d

eo=Qcaæç, ó�� HPLC²o=Q;<�®

., o 5 d ±�X0=Q®.LvT¸ 3 �¹. ¸ 3

Ü¹, & 0.01" 0.05 mmol/LE�U, DBTO2)³�

è4, & 0.1 mmol/L DBTO2�E�U, 12��H

�é�� DBTO2 êí, 3& 0.4 mmol/L �E�U,

DBTO2�êí�{¿, A600`Ü¹�î��ëìï�

cø. &TèE� DBTO2 �12��, X0=Q�

Â� HBP �=c. ¼ñ®qñí, & 0.01 mmol/L

DBTO2 �îïU HBP ðqñ: 12.2, 0.05 mmol/L

DBTO2�îïU HBP ca�: 46, & 0.1 mmol/ L

DBTO2 �îïU HBP �ca�: 60, 3& 0.4

mmol/L DBTO2�îïU, HBP �ca�: 23.9. �

}“�@��”�=QÒñ_, ßµ�
r HBP �c

a�ò} DBTO2 �E��ó , ã}ö÷Å��ó.

.ô�õ: DBTO2�E�ö�Ä HBP�ca�ö�,

F:�¿� DBTO2 Ü:²ö÷�cø��÷Õ�,

�¼& 0.4 mmol/L�¿E�U HBP�ca��3�.

Jx»çÖ�.�=Q: DBT. & 0.01 mmol/L �

DBTO2�, DBT���ðqñY¹: 4, 0.05 mmol/L

î: 21.9, 0.1 mmol/L: 18.1, 0.4 mmol/Lî: 13. o

øù`:} DBTO2�E�"ö÷Å��ó. DBT :

“�@��”�.�£�=Q, é�r%àÏ DBTO2

¼ú�8ìUÖûa� DBT, üà DBT� DBTO2�

�
&ö÷âÞ£:³�|ý�. �.%þ} John

 '�deLvÒ�. John[10]¼ IGTS8 bde²þ,

� DBT ��ÕõQ, |Ä���� DBT, ¼ DBTO2

bõQ|Ä�é�� DBTO, Fï� DBT �ca.

John�xQË DBT, DBT ��" DBTO2»ð��


:|ý� . F��$%Lv}ó$%`�T.�»

l. John� DBTO2ô IGTS8�õQ\TIÄ� DBT,

3Ð(�� LSSE8-1 Tè�� DBTO2 ��IÄ�

DBT, �|I: IGTS8} LSSE8-1��.�Ý¯. Â

P DBT �Pca DBT ��" DBTO2��:.�O

D�� , G�ÂP��
{é�ý�
r% . �¼ ,

Gý�
��c:OD��ÂP�LvÖ:ö÷�

o��Õ��Lv, �	
;.Ñ�de. F:´µ

�.�%Ä|¼àâ.8q�4  LSSE8-1 ?@�

�ð=QTñò�/0. wb DBTO2 ²ö÷���

���¿� DBT, 3 DBT �Pca DBTO2�.Ñ�

� 2 ���� DBTO2 ��������
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� 3 ����� DBTO2 ���	� HPLC 
�

(a) 0.01 mmol/L DBTO2, (b) 0.05 mmol/L DBTO2, (c) 0.1 mmol/L DBTO2, (d) 0.4 mmol/L DBTO2

��������, 	
�� DBTO2 
���, �

���������� DBT� HBP. ���� !,

� LSSE8-1 �"#$%&�'�(), *+ 4 ,-.

+ 4 ., /01234��5��&678, 9:;

�5�<=>?@AB . �C&�';D	EFG

H LSSE8-1�"#IJ, KLMNC LSSE8-1�OP

QR PCR7S&6C"#D	TU�VWXYZ.

2.3 PCR ��� dsz ����

PCR YZ dsz D	T� !*+ 5 ,-.  !

[-\] PCRYZ^_C 3`1a�D	TU, dszA,

dszBb dszC. \]X DNA?cdefgh:Vi�

1.3, 1.0b 1.2 kb, /0?c DNA�jkl� 10 µL,

m
fg PCRno�pqrs� 7 ng/µL. PCR�t

uYZvw"#D	�xyz�2e{ . D	|}

�x~bGHD	TU����U , �C&�'�

GH�D	�zO, 9:�YZ�D	&6C|}.

2.4 �	����
��

\]�/���^_�z|}, ����QMN

OP, R EcoR�&6���4. ; pGEM-Teasy��

����� EcoR�����, 	�*!"#D	�

)��|}, ��D	TU��� EcoR���, �

\] EcoR�������^_OP��b"#D	

�`TU. �� ¡ !*+ 6 ,-, ¢w£U"#

D	Vi�¤¥|} , ��£UD	TU���

EcoR���. ¦§¨� IGTS8 �"#D	TU�©

�� EcoR���, ª¡ !XL«�¬. �D	�

¤¥|}�m­RD	®¯�U°±"#D	²4

CD³, ©�´�'�"#D	gµM¶C7·.

2.5 �	��

�

£U"#D	 dszA, dszB b dszC �gµ !

Vi*+ 7, + 8b+ 9,-. dszA�¸q� 1362 bp,

�/¹º»¼ ATG º, m½¾»¼ TGA ¾, �¿¼

��/ 453 `ÀDÁÂ¤, VÃl 49561. dszB �

1098 bp, ¿¼�Ä�O/ 365`ÀDÁÅ¤, VÃl

38983. dszC� 1254 bp, ¿¼�`VÃl� 44880�

/ 417`ÀDÁÅ¤�Ä�. �£UD	X¦§¨�
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� 5 PCR �������	


0#, �� DNA; 1#, ��� dszA ��; 2#, ��� dszB ��; 3#, ��

� dszC ��

IGTS8�������, �	
� dszA, dszB� IGTS8

�
��������� 100%, dszC ������

� 99%. �� dszC� IGTS8�C��
��, � 9 bp

��. ������ 158�� A�� !"� G, �

167~168 �� GC #��!"� CG, � 530 �$ C

�� !"� T, 534�� A�� !"� G, 656�

� G�� !"� A, 751% 752�� GC�� !

"� CG, 945�� T�� !"� C, 1117�� T�

� !"� C. &'�()*+,-.�/0��1

2�3�� 6 �4�567 (). 8/9:, � 53

;4�5�<45#��=45, � 56 ;4�5�

>45#��?45 , � 177 ;4�5�?45

#��@45, � 219;4�5�>45#��AB

45, � 251 ;4�5�?45#��=45, �

373 ;4�5�C45, #��<45. &'�()

DE�FGHI���J� , &KL�$M�NO

4�5��3P C QJ��R�4�5, K�ST

�UV�WX�3PFG . YZ���[\]^_

GenBank`ab, * DDBJ/EMBL/GenBank��c5

[\`abdef��g AY294402, AY294403 %

AY294404.

� 6 �������
���	


� 4 LSSE8-1 �����
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�

�����������������������������������������������������������������������

������������������������������������������������������������������������

�������������������������������������������������������������������������

�	�����������������������������������������������������������������������

�
�����������������������������������������������������������������������

�������������������������������������������������������������������������

�������������������������������������������������������������������������


������������������������������������������������������������������������


	�����������������������������������������������������������������������



�����������������������������������������������������������������������

�������������������������������������������������������������������������

�������������������������������������������������������������������������

�������������������������������������������������������������������������

�	�����������������������������������������������������������������������

	
�����������������������������������������������������������������������

�������������������������������������������������������������������������

�������������������������������������������������������������������������

��������������������������������������������������������������������������

��	�����������������������������������������������������������������������

��
�����������������������������������������������������������������������

��������������������������������������������������������������������������

��������������������������������������������������������������������������

�������������������������������������������������������

� 7 ���� A ���	


�����������������������������������������������������������������������

������������������������������������������������������������������������

�������������������������������������������������������������������������

�	�����������������������������������������������������������������������

�
�����������������������������������������������������������������������

�������������������������������������������������������������������������

�������������������������������������������������������������������������


������������������������������������������������������������������������


	�����������������������������������������������������������������������



�����������������������������������������������������������������������

�������������������������������������������������������������������������

�������������������������������������������������������������������������

�������������������������������������������������������������������������

�	�����������������������������������������������������������������������

	
�����������������������������������������������������������������������

�������������������������������������������������������������������������

�������������������������������������������������������������������������

��������������������������������������������������������������������������

��	�������������������������

�

� 8 ���� B ���	
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������������������������������������������������������������������������

�������������������������������������������������������������������������

�	�����������������������������������������������������������������������

�
�����������������������������������������������������������������������
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