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一株3,5,6-三氯-2-吡啶酚降解菌的
全基因组测序及功能挖掘

岳彩旭,贾 楠,吕雪茹,刘世豪,王圣惠

(聊城大学 生命科学学院,山东 聊城252059)

摘 要 MicrococcusluteusML是从长期使用毒死蜱的农田土壤中分离出的一株能够降解毒死蜱及其高

毒残留物3,5,6-三氯-2-吡啶酚(TCP)的菌株。探究菌株 ML降解机制,挖掘新型TCP代谢基因和特异代

谢功能。采用IlluminaNovaseqPE150和OxfordNanoporeONT相结合的测序技术对菌株 ML进行全基

因组测序。该菌株有52个编码基因参与了异源化合物的代谢,共有15种酶参与了TCP结构类似物,如氯

苯甲酸、氨基苯甲酸盐、甲苯、萘、氯代烷烃和氯代烯烃的降解。初步推测羧甲基丁内酯酶和酰胺酶分别参与

了菌株 ML对TCP的脱氯和脱氯产物吡啶环中氮转化为氨的反应,这为探究 MicrococcusluteusML功能

基因组学研究及对TCP的降解特性提供了数据支持。
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WholeGenomeSequencingandFunctionalMiningof
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Abstract MicrococcusluteusML,capableofdegradingchlorpyrifosanditshighlytoxicresidue3,5,6-tri-
chloro-2-pyridinol(TCP),wasisolatedfromsoilwherechlorpyrifoshasbeenusedforalongtime.Toin-
vestigatethedegradationmechanismandminingnovelTCPmetabolicgenesandspecificmetabolicfunc-
tionsofstrainML.WholegenomesequencingofstrainMLwithacombinedsequencingtechnologyofIllu-
minaNovaseqPE150andOxfordNanoporeONTwasperformed.Thereare52codinggenesrelatingtoxe-
nobioticsbiodegradationandmetabolisminstrainML,andatotalof15enzymesmightbeinvolvedinthe
degradationofTCPstructuralanalogs,suchaschlorobenzoicacid,aminobenzoates,toluene,naphthalene,

chloroalkaneandchloroalkene.Itwasspeculatedthatcarboxymethylenebutenolidaseandamidasewerein-
volvedinthedechlorinationofTCPandtheconversionofnitrogentoammoniainpyridineringofdechlori-
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nationmetabolites,respectively.ThisarticleprovidesdataforexploringthefunctionalgenomicsofMicro-
coccusluteusMLanditsdegradationcharacteristicstoTCP.
Keywords 3,5,6-trichloro-2-pyridinol;degradation;Micrococcusluteus;whole-genomesequencing;

functionalmining

1 引言

化学农药的大量使用导致我国生态环境严重污染。毒死蜱是一种高效、低毒有机磷杀虫剂,主要用于水

稻、玉米、蔬菜、果树及茶树的病虫害防治。近年来,由于毒死蜱在我国的大量生产和在农业中的超量使用,
毒死蜱的高毒难降解残留物3,5,6-三氯-2-吡啶酚(3,5,6-trichloro-2-pyridinol,TCP)的农业生态环境污染

日趋严重[1-4]。TCP是一种典型的氯代吡啶类化合物,目前已被国际公认为持久性有机污染物[5,6]。相比母

本化合物毒死蜱,TCP具有更长的半衰期(65-360天),同时具有更高的水溶性和移动性,这些特性使其更易

进入深层土壤及水体环境,最终导致地表水体和土壤的大面积扩散污染[7]。
微生物修复在清除TCP污染方面具有效率高、成本低和无二次污染等特点。目前,国内外科研工作者

已经分离和鉴定了多株 TCP降解菌株,如 Pseudomonassp.ATCC700113、Burkholderiasp.KR100、

Paracoccussp.TRP、CupriavidusnantongensisX1T、Bacillusthuringiensis MB497以及 Trichosporon
sp.TCF等[8-14]。近年来,TCP微生物降解的研究主要集中在降解菌株的分离、鉴定、代谢途径分析和相关

降解基因的克隆及表达。然而,关于降解菌株新型代谢基因和特异代谢功能挖掘的研究却鲜有报道。这直

接阻碍了TCP降解菌株降解机制的研究。
为了挖掘TCP降解菌株中新型TCP代谢基因和特异代谢功能,本研究以实验室前期筛选获得的一株

TCP降解菌株MicrococcusluteusML为研究对象,采用lluminaNovaseqPE150和OxfordNanoporeONT
相结合的测序技术对该菌株进行全基因组测序,基于完成图进行基因预测、功能注释及新型TCP代谢基因

及特异代谢功能的挖掘。这不仅为TCP降解机制的研究奠定基础,还将为解决TCP及氯代芳香族化合物

污染土壤及水体的微生物修复技术的开发及应用提供理论依据。

2 材料与方法

2.1 菌株

菌株 MicrococcusluteusML是前期实验室从长期使用毒死蜱的农田土壤中分离获得的TCP降解菌

株,Genebank登入号为OK598003。

2.2 主要试剂及培养基

标准品:TCP(99%)购自毕得医药;3,5-二氯-2-吡啶酚(98%)购自阿拉丁试剂有限公司;6-氯吡啶-2-醇
(97%)和2-羟基吡啶(97%)购自上海麦克林生化科技有限公司。其他试剂:丙酮(≥99.5%)购自烟台远东

精细化工有限公司;甲醇(HPLC级)购自赛默飞世尔科技有限公司。Luria-Bertani(LB)培养基(g/L):蛋白

胨10.0g、酵母粉5.0g、NaCl10.0g,pH7.0。基础盐培养基(mineralsaltsmedium,MSM)(g/L):

NH4NO31.0g、NaCl0.5g、KH2PO40.5g、K2HPO41.5g、(NH4)SO40.5g、MgSO40.5g、酵母粉0.05
g,pH7.0。固体培养基为液体培养基中加入2%(w/v)的琼脂粉。

2.3 菌株活化与增殖

从-80℃冰箱取菌株 ML菌保液100uL涂布LB平板,35℃培养,待长出菌落后,挑取单菌落接种LB
(TCP100mg/L)平板,35℃培养3天,再次挑取新鲜单菌落接种 MSM(TCP50mg/L)平板,最终获得活化

的 ML菌株。
挑取上述活化的菌株 ML单菌落于LB培养液中,摇床35℃、150r/min培养至对数生长期,室温

下10000r/min离心5min收集菌体,并洗涤菌体2次,随后用新鲜 MSM 培养液重悬菌体配制成OD600nm
值为0.6的菌悬液备用。

2.4 菌株降解性能分析

无菌条件下,将活化的菌株 ML菌悬液按10%(v/v)接种量分别接种到以TCP(50mg/L)、3,5-二氯-2-
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吡啶酚(50mg/L)、6-氯吡啶-2-醇(25mg/L)和2-羟基吡啶(50mg/L)为唯一碳源的MSM培养液中,35℃、

150r/min避光摇床培养,每组处理均设置三个平行。未接种菌株但含有污染物的 MSM培养液设置为空白

对照。不同时间点收集样品,采用液相色谱测定上述样品的残留。液相色谱检测条件:岛津LC-20A系统,

DAD二极管阵列检测器,VP-ODSC18柱(250mm×4.6mm,4.6μm),流动相为甲醇/水(80∶20,V/V),
柱温40℃,流速1.0mL/min,检测波长均为230nm。

2.5 菌体收集及测序

从 MSM平板(TCP50mg/L)挑取活化的单菌落至LB培养液中,35℃、150rpm摇床培养24h,然后

取一定量菌浊液接种到新鲜LB培养液中进行扩大培养,摇床35℃、150r/min培养至OD600nm 值达到0.7
~0.8,4℃条件下10000r/min离心5min收集菌体,液氮速冻后迅速放入干冰,随后寄送至上海派森诺生

物科技有限公司进行细菌基因组测序。随后,将菌株 ML的全基因组序列上传至NCBI数据库,登录号为

CP101528(染色体)和CP101529(质粒)。

2.6 基因组组分分析

采用 GeneMarkS(v4.32)软 件 对 菌 株 ML 全 基 因 序 列 进 行 基 因 预 测[15];分 别 利 用 tR-
NAscan-SE(v1.3.1)、Barrnap(v0.9)软件和Rfam(v14.1)数据库预测tRNA、rRNA和ncRNA[16-18];通过

CRISPRfinder(v20170509)软件预测全基因组中的成簇的规律间隔的短回文重复序列[19];采用PhiSpy(v4.
2.21)软件预测基因组中存在的原噬菌体[20];利用抗生素抗性数据库CRAD和Blast(v2.5.0)软件,预测菌

株抗生素抗性基因[21]。

2.7 基因功能分析

通过Diamond(v0.8.36)软件对NR、Swiss-Prot和EggNOG数据库进行比对,选择E-value<1e-6的

注释[22-24];通过Blast2go(v1.0)软件对GeneOntology(GO)数据库进行注释[25];通过KyotoEncyclopedia
ofGenesandGenomes(KEGG)在线数据库对KEGG进行注释[26]。

3 结果

3.1 菌株 ML菌落形态

菌株 ML在LB和 MSM(TCP50mg/L)平板上菌落形态如图1所示,LB平板上菌落呈圆形、黄色,略

图1 菌株 ML在LB平板(a)和 MSM
平板(TCP50mg/L)(b)上的菌落形态

隆起,表面光滑且不透明,如图1(a)。MSM(TCP
50mg/L)平板上,菌落呈白色,较小,如图1(b),
这种菌落差异可能是培养条件不同导致的。菌株

ML能在以TCP为唯一碳源和能源的MSM平板

上生长,初步证明菌株 ML具有降解 TCP的能

力。

3.2 菌株 ML对吡啶类化合物的降解

采用HPLC分别测定不同浓度的TCP、3,5-
二氯-2-吡啶酚、6-氯吡啶-2-醇和2-羟基吡啶,随
后以浓度为横坐标(x),峰面积为纵坐标(y),绘制四种吡啶类化合物的标准曲线,并得到相对应的线性回归

方程(表1)。结果显示,在浓度为2~100mg/L范围内,四种吡啶类化合物的线性回归方程均有良好的线性

关系,相关系数R2 均在0.99以上,检测灵敏度满足有机污染物残留检测量标准的要求,可用于检测样品中吡

啶类化合物的残留。
表1 四种吡啶类化合物的标准曲线

吡啶类化合物名称 线性回归方程 R2

3,5,6-三氯-2-吡啶酚(TCP) y =11258x +9879.3 0.999

3,5-二氯-2-吡啶酚 y =22814x -24623 0.998

6-氯吡啶-2-醇 y =7143.5x -2610.5 0.998

2-羟基吡啶 y =6535.3x +46789 0.995
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  在上述方法下,分别以TCP、3,5-二氯-2-吡啶酚、6-氯吡啶-2-醇和2-羟基吡啶为唯一碳源,检测菌株ML

对这四种吡啶类化合物的降解能力。结果如图2所示,菌株 ML在24h内对50mg/LTCP降解效率达

73%。在240h内,对3,5-二氯-2-吡啶酚(50mg/L)、6-氯吡啶-2-醇(25mg/L)和2-羟基吡啶(50mg/L)的

降解率分别为46%、68%和45%。以上结果表明,菌株ML同时具有脱氯和降解吡啶环的能力,其在氯代吡

啶类污染物的生物修复中具有明显的应用潜力。

图2 菌株 ML降解能力液相色谱图(a)TCP;(b)3,5-二氯-2-吡啶酚;(c)6-氯吡啶-2-醇;(d)2-羟基吡啶

3.3 基因组测序及组装

为了进一步了解菌株 ML的代谢功能,本研究采用IlluminaNovaseqPE150和OxfordNanoporeONT

相结合的测序技术对菌株 ML进行全基因组测序,经组装分析发现菌株 ML含有一条染色体和一个质粒,

如图3所示。染色体全长2617598bp,GC含量为72.78%,编码2386个蛋白,编码序列占整个基因组序

列的88.91%,平均长度为975.45bp,平均覆盖深度为771×。染色体基因组还包含2个5SrRNA、2个

16SrRNA、2个23SrRNA、49个tRNA和22个ncRNA,如表2所示。质粒全长为38147bp,GC含量

为67.54%,编码43个蛋白。

有研究表明,CRISPRs是细菌特有的免疫系统,它能够提高菌株抵抗各种病毒的能力[27],而且携带有

原噬菌体基因组的细菌还具有抵抗噬菌体重复感染的能力[28,29]。测序结果发现,菌株 ML染色体基因组中

含有1个CRISPRs,其所在区域为2592475~2592575。同时,菌株 ML染色体基因组和质粒基因组中均

存在原噬菌体,其所在区域分别为740052~751828、1942523~1986187(染色体)和903~7004(质粒)。

这些数据表明,菌株 ML具有抵抗病毒入侵的潜能。此外,菌株 ML染色体基因组中还含有24个抗生素抗

性基因,包括利福平抗性基因、链霉素抗性基因、艾尔法霉素抗性基因、达托霉素抗性基因以及吡嗪酰胺抗性

基因等[30]。综上所述,CRISPRs、原噬菌体及多种抗性基因的存在利于菌株在复杂生态环境中的生长和繁

殖。这为后续将菌株 ML实际应用于TCP污染的生物修复提供分子生物学依据。
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表2 菌株 ML基因组特征

特征 染色体 质粒

基因组大小(bp) 2617598 38147

GC含量(%) 72.78 67.54

编码基因No. 2386 43

rRNAsNo 6 0

tRNAsNo. 49 0

ncRNANo. 22 0

CRISPRsNo. 1 0

原噬菌体No. 2 1

抗生素抗性基因No. 24 0

 

图3 菌株 ML的染色体(A)和质粒(B)图谱。 从内到外,第一圈代表比例;

第二圈代表GC倾斜;第三圈代表GC含量;第四和第七圈代表

每个CDS所属的COG;第五和第六圈代表CDS(蓝色)、

tRNA(红色)和rRNA(粉色)在基因组上的位置。

图4 菌株 ML的COG功能分类图
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3.4 基因功能注释

3.4.1 COG数据库注释。COG(ClustersofOrthologousGroupsofproteins)注释是在对已完成基因组测

序物种的蛋白质序列进行相互比较的基础上构建的[31]。通过基因预测,菌株 ML共预测得到2386个蛋白

编码基因,与COG数据库进行blast比对分析发现,共有2064个蛋白编码基因注释到COG功能如图4所

示,占基因组的86.5%。这 些 基 因 的 功 能 主 要 集 中 在 复 制/重 组/修 复(10.80%);氨 基 酸 运 输 与 代

谢(8.24%);翻译、核糖体结构和生物生成(7.07%);无机离子运输与代谢(6.06%);能源生产和转

化(5.86%);转录(5.04%);碳水化合物转运与代谢(4.65%)等方面。

3.4.2 GO数据库注释。GO(GeneOntology)注释包括细胞组分、分子功能及生物过程三大类[25]。通过对

菌株 ML基因组进行蛋白功能分析,共有1763个蛋白编码基因注释到GO功能,如图5所示,占基因组的

73.89%。其中,用于描述亚细胞结构、位置和大分子复合物的细胞组分中,膜和细胞质的组成部分注释的基

因数分别为408和331个;用于描述基因及其产物功能的分子功能中,如与离子结合、DNA结合和氧化还原

酶活性相关的注释基因数分别为527、297和260;用于描述基因编码产物所参与的生物过程的注释基因数

较多,主要集中在细胞氮代谢(677)、生物合成(593)、小分子代谢(490)、转移(260)和分解代谢(240)等功能。

图5 菌株 ML的GO功能分类图

3.4.3 KEGG数据库注释。KEGG(KyotoEncyclopediaofGenesandGenomes)数据库既是基因组研究方

面的公共数据库,又是系统分析基因功能及关联基因组信息和功能信息的综合数据库[32]。菌株 ML中共有
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1248个蛋白编码基因注释到KEGG功能,如图6所示,占基因组的52.31%。KEGG功能分为8大类,分

别是层次结构(Britehierarchies)(65.38%)、细胞过程(Cellularprocesses)(5.29%)、环境信息处理(Envi-

ronmentalinformationprocessing)(11.54%)、遗传信息处理(Geneticinformationprocessing)(16.03%)、

人类疾病(Humandiseases)(5.93%)、代谢(Metabolism)(84.13%)、未知功能基因(Notincludedinpath-

wayorbrite)(16.03%)和生物系统(Organismalsystems)(4.81%)。在KEGG功能注释中,与代谢通路具

有相关性的基因数最多,其中异源化合物生物降解和代谢(Xenobioticsbiodegradationandmetabolism)的

基因数占注释到KEGG功能的蛋白编码基因的4.17%;其中共52个基因参与了异源化合物的生物降解和

代谢,进一步分析发现有15种酶参与氯代芳香族化合物,如氯苯甲酸、氨基苯甲酸盐、甲苯、萘、氯代烷烃和

氯代烯烃的降解(表3)。

图6 菌株 ML的KEGG功能分类图

4 讨论

4.1 新型TCP代谢基因

目前,TCP微生物降解的研究多集中在在TCP高效降解菌株的筛选及代谢途径分析,而对TCP降解

基因的报道较少。起初,在菌株CupriaviduspauculusP2中克隆到了一个由五个基因组成的TCP降解基

因簇,该基因簇中的单加氧酶基因(tcpA1)和黄素还原酶基因(tcpB1)所编码的两种酶能够共同催化TCP
降解,最终生成3,6-二酮-2,5-二羟基吡啶[33]。之后,在菌株Ralstoniasp.T6中也发现了两个TCP降解基

因簇tcpRXA 和dhpRIJK,tcpRXA 编码的酶能够催化TCP转化为3,6-二酮-2,5-二羟基吡啶,dhpRIJK
基因簇编码的酶则能够将生成的3,6-二酮-2,5-二羟基吡啶进一步转化为5-氨基-2,4,5-三氧戊酸,最终矿化

为无毒无害的物质[34]。随后,在菌株CupriavidusnantongensisX1T 中鉴定了两个降解TCP的关键基因
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tcpA 和fre,两者编码的酶能催化3,6-二氯-2,5-二羟基吡啶的邻位和间位脱氯,最终形成3,6-二酮-2,5-二

羟基吡啶,从而实现TCP的脱毒[12]。在本研究中,我们通过对 MicrococcusluteusML的基因组测序、组装

和注释,发现15种酶可能参与了TCP及其类似物的降解,并进一步推测羧甲基丁内酯酶和酰胺酶在菌株

ML对TCP的脱氯降解和其脱氯产物吡啶环中氮转化为氨的反应中发挥了重要作用。目前,已有文献发现

羧甲基丁内酯酶能催化碳-卤键断裂,它通过脱卤反应将5-氟粘性内酯或4-氟粘性内酯转化为2-马来酸盐和

氢氟酸,在该反应中羟基取代氟从而形成相应的醇类物质[35]。由此,我们推测该酶也可能参与了菌株 ML
对TCP的脱氯反应;同时,另有文献报道,酰胺酶能将苯甲酰胺转化为苯甲酸盐和氨[36]。在此基础上,我们

推测酰胺酶也可能参与了菌株 ML代谢吡啶环中氮转化为氨的反应。此外,其它13种酶,如醛脱氢酶

(NAD+)、醇脱氢酶、S-(羟甲基)谷胱甘肽脱氢酶、3-羟基丁酰辅酶A脱氢酶和谷胱甘肽依赖型甲醛脱氢酶

属于氧化还原酶类,这些酶主要催化两个分子间的脱氢或加氧反应[37];烯酰辅酶A水合酶属于裂解酶催化

裂解碳氧键[38];而乙酰辅酶AC-乙酰转移酶主要负责将化合物中的乙酰辅酶A转移到其他基团上[39]。我

们初步推测这三类酶参与了TCP脱氯后吡啶环的氧化裂解。上述推测,仍需要下一步对这些酶的编码基因

进行功能验证。
表3 菌株 ML中可能参与氯代芳香族化合物代谢途径的酶

名称 基因组位置 大小(bp) 参与代谢途径

醛脱氢酶(NAD+) 64795~66309;2332545~2334020 1515;1476 氯代烷烃和氯代烯烃

醇脱氢酶 2553996~2555057 1062 萘、细胞色素P450、氯代烷烃和氯代烯烃

醇脱氢酶(丙醇倾向性) 2428899~2429930 1032 萘、细胞色素P450、氯代烷烃和氯代烯烃

S-(羟甲基)谷胱甘肽脱氢酶 72393~72513;1905069~1906244 1176;1176 萘、细胞色素P450、氯代烷烃和氯代烯烃

3-羟基丁酰辅酶A脱氢酶 2309434~2310321 888 苯甲酸盐

谷胱甘肽独立的甲醛脱氢酶 445096-446289 1194 氯代烷烃和氯代烯烃

谷氨酰辅酶A脱氢酶 2585918~2587144 1227 苯甲酸盐

3-羟基酰基辅酶A脱氢酶 2348978~2351143 2166 苯甲酸盐和己内酰胺

烯酰辅酶A水合酶 283401~284198 798 苯甲酸盐、氨基苯甲酸盐和己内酰胺

乙酰辅酶AC-乙酰转移酶

869339~87054;1321909~1323252

2215877~2217025;2307418~2308635

2351202~2352416

1209;1344

1149;1218

1215

苯甲酸盐

羧甲基丁内酯酶 48909~49634 726 氟苯甲酸盐、甲苯、氯代环己烷和氯苯

葡萄糖酸内酯酶 161592~162488 897 己内酰胺

酰胺酶 72805~74313 1509 氨基苯甲酸盐和苯乙烯

单胺氧化酶 1171391~1172923 1533 细胞色素P450

类固醇Delta异构酶 1497964~1499037 1074 类固醇

4.2 特异代谢功能

藤黄微球菌(Micrococcusluteus)广泛存在于土壤和水体环境中。目前,有文献发现,Micrococcuslute-
us能够耐受并去除少量的萘、菲、荧蒽和芘等环境污染物,具广谱的土壤污染修复性能[40]。而我们筛选的

MicrococcusluteusML不仅能降解TCP,还能降解3,5-二氯-2-吡啶酚、6-氯吡啶-2-醇和2-羟基吡啶等氯代

吡啶类化合物。同时,基因组水平KEGG代谢通路进一步挖掘发现该菌株还含有代谢氯代芳香族化合物,

如氯苯甲酸、氨基苯甲酸盐、甲苯、萘、氯代烷烃和氯代烯烃的代谢基因。我们的研究结果与之前文献报道一

致。最近还有研究报道,该菌属的菌株还具有促进植物生长的能力[41]。以上结果说明藤黄微球菌属的菌株

在处理氯代芳香族化合物污染土壤的环境生物修复中具有明显的应用潜力。

5 结论

本研究通过IlluminaNovaseqPE150和OxfordNanoporeONT相结合的测序技术对TCP降解菌株
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MicrococcusluteusML进行全基因组测序,组装整合得到一条染色体和一个质粒。经过基因预测、功能注

释发现菌株ML基因组中存在52个与异源化合物生物降解和代谢有关的基因,进一步分析发现,共有15种

酶参与TCP类似物的降解。初步推测羧甲基丁内酯酶参与了TCP的脱氯反应,而醛脱氢酶(NAD+)等氧

化还原酶、烯酰辅酶A水合酶及乙酰辅酶AC-乙酰转移酶等进一步参与了TCP吡啶环的氧化分解,酰胺酶

则可能参与了TCP吡啶环中氮转化为氨的反应。下一步,这些参与TCP代谢的基因将在分子水平上进行

功能验证。菌株 ML不仅能降解TCP,还能降解3,5-二氯-2-吡啶酚、6-氯吡啶-2-醇和2-羟基吡啶等氯代吡

啶类化合物。基因组水平KEGG代谢通路进一步挖掘发现该菌株还可能参与了氯代芳香族化合物,如氯苯

甲酸、氨基苯甲酸盐、甲苯、萘、氯代烷烃和氯代烯烃的降解。基于以上分析结果推测菌株 ML对氯代芳香

族化合物具有普遍性的降解作用,其在氯代芳香族化合物的生物修复中将具有潜在的应用价值。
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