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一株3,5,6-三氯-2-吡啶酚降解菌Delftia
 

sp.
 

DFT的分离鉴定及降解途径研究

贾 楠,岳彩旭,吕雪茹,王雪婷,丁 宁,王圣惠

(聊城大学
 

生命科学学院,山东
 

聊城
 

252059)

摘 要 微生物降解是消除农药残留物3,5,6-三氯-2-吡啶酚(TCP)的有效方法,但其降解机制并不清楚。
为探究TCP完整的代谢途径和降解机制。采用富集分离法从农田土壤中分离了一株TCP降解细菌,并分

别通过高效液相色谱和液相色谱-质谱(LC-MS)技术检测了菌株的降解性能,并鉴定了其代谢产物。该菌株

为Delftia
 

sp.
 

DFT菌,它能在48
 

h内对50
 

mg/L的TCP降解率达34.28%,同时也能降解3,5-二氯-2-吡
啶醇、6-氯-2-吡啶醇和2-羟基吡啶等其他氯代吡啶类化合物。在降解TCP过程中,共鉴定了12种不同的

TCP代谢产物。初步推测水解-氧化脱氯途径、还原脱氯途径、反硝化及烷基化途径可能共同参与了菌株

DFT对TCP的降解。据文献调研,这是首次在Delftia
 

sp.菌中发现有四种可能的TCP代谢途径的报道,
这为纯培养物中的TCP降解机制研究提供了参考信息。
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Abstract Microbial
 

degradation
 

is
 

an
 

effective
 

method
 

to
 

eliminate
 

3,5,
 

6-trichloro-2-pyridinol
 

(TCP).
 

However,
 

there
 

is
 

still
 

no
 

detailed
 

information
 

on
 

the
 

mirobial
 

metabolic
 

mechanism
 

of
 

TCP.
 

In
 

order
 

to
 

explore
 

the
 

complete
 

degradation
 

pathway
 

and
 

metabolic
 

mechanism
 

of
 

TCP.A
 

TCP
 

degrading
 

strain
 

was
 

isolated
 

from
 

farmland
 

soil.
 

The
 

degradation
 

ability
 

and
 

the
 

metabolites
 

of
 

TCP
 

was
 

detected
 

by
 

high
 

per-
formance

 

liquid
 

chromatography
 

(HPLC)
 

and
 

liquid
 

chromatography-mass
 

spectrometry
 

(LC-MS),
 

re-
spectively.The

 

TCP
 

degrading
 

strain
 

was
 

identified
 

as
 

Delftia
 

sp.
 

DFT
 

which
 

could
 

degrade
 

50
 

mg/L
 

of
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TCP
 

at
 

a
 

rate
 

of
 

34.28%
 

within
 

48
 

hours.
 

This
 

strain
 

could
 

also
 

degrade
 

other
 

chloropyridine
 

compounds
 

such
 

as
 

5-dichloro-2-pyridinol,
 

6-chloro-2-pyridinol
 

and
 

2-hydroxypyridine.
 

Twelve
 

TCP
 

intermediate
 

me-
tabolites

 

were
 

detected
 

in
 

strain
 

DFT
 

and
 

two
 

possible
 

degradation
 

pathways
 

of
 

TCP
 

were
 

proposed
 

on
 

the
 

basis
 

of
 

LC-MS
 

analysis.
 

The
 

hydrolyzation-oxidation
 

dechlorination
 

pathway,
 

the
 

reduction
 

dechlorina-
tion

 

pathway,
 

the
 

denitrification
 

pathway
 

and
 

the
 

alkylation
 

pathway
 

might
 

be
 

involved
 

in
 

TCP
 

biodegra-
dation

 

by
 

strain
 

DFT.
 

This
 

is
 

the
 

first
 

report
 

on
 

four
 

different
 

pathways
 

responsible
 

for
 

TCP
 

degradation
 

in
 

the
 

genus
 

Delftia
 

sp.,
 

which
 

provides
 

new
 

information
 

for
 

the
 

study
 

of
 

TCP
 

degradation
 

mechanism
 

in
 

pure
 

culture.
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0 引言

3,5,6-三氯-2-吡啶酚(TCP)属于氯代吡啶类化合物,它是化学农药毒死蜱、甲基毒死蜱、绿草定及绿草

定-2-丁氧基乙酯的高毒难降解残留物[1-3]。TCP在环境中的半衰期为65~360天[4],目前已被世界公认为

持久性有机污染物[5]。相比于母本化合物,TCP具有更高的水溶性和移动性,更易进入地表水体和土壤,从
而造成大面积的扩散和污染[6-8]。然而,近十年来,由于毒死蜱及绿草定类化学农药的大量生产和超量使用,

TCP的污染问题日趋严重[9-11],进而对生态环境和人类健康构成了严重威胁[12,13]。
微生物降解是消除毒死蜱残留的关键环节。然而,由于TCP具有抑菌活性,它不但能抑制本身的微生

物降解,还能抑制其母体以及其他有机污染物的生物降解[14]。TCP的这种特性加重了环境中有机污染物的

积累,严重影响了生态系统的自我修复能力[15]。早期TCP
 

降解菌的筛选是从毒死蜱降解菌中分离、鉴定并

被进一步加以研究。近年来,国内外科研工作者已从长期施用毒死蜱的农田土壤、蔬菜大棚土壤和农药污水

处理厂曝气池中,分离了多株好氧TCP降解菌株。主要包括Micrococcus
 

luteus
 

ML[16],Paracoccus
 

sp.
 

TRP
 [17],Serratia

 

and
 

Trichosporon
 

spp.
 [18],Bacillus

 

latersprorus
 

DSP[19],Ralstonia
 

sp.
 

T6[20],Cupria-
vidus

 

sp.
 

DT-1[21],Cupriavidus
 

sp.
 

P2[22],Pseudomonas
 

sp.
 

AY-1[23],Rhodotorula
 

glutinis
 

spp.and
 

Rhodotorula
 

rubra
 

spp.[24],Bacillus
 

thuringiensis
 

MB497[25],Pseudomonas
 

sp.
 

CB2[26],Xanthomonas
 

sp.
 

4R3-M1,Pseudomonas
 

sp.
 

4H1-M3[27]和Ochrobactrum
 

sp.
 

JAS2[28]等。最新研究发现,在缺氧或厌氧的条

件下TCP可以被微生物菌群彻底降解,且添加NanoFe3O4能加速TCP的缺氧或厌氧生物降解[29,30]。
在好氧条件下,TCP降解菌株主要通过还原脱氯和氧化脱氯的方式降解

 

TCP。在还原脱氯过程中,

TCP
 

逐次脱掉吡啶环结构上的3个氯原子,分别生成5,6-二氯-2-吡啶酚,6-氯-2-吡啶酚和2-羟基吡啶,如菌

株Bacillus
 

latersprorus
 

DSP、Cupriavidus
 

sp.
 

DT-1以及Ochrobactrum
 

sp.
 

JAS2[19,21,28]。在氧化脱氯过

程中,TCP
 

脱去3个氯原子生成一种绿色代谢产物3,6-羟基吡啶-2,5-二酮,随后被完全矿化,如菌株Ral-
stonia

 

sp.
 

strain
 

T6和Cupriavidus
 

sp.
 

P2[20,22]。在缺氧或厌氧的条件下,微生物菌群主要通过还原脱氯

途径,将TCP降解为6-氯-2-吡啶醇,再进一步脱氯生成2-羟基吡啶,最后被矿化[29]。最近有研究报道,Ba-
cillus

 

thuringiensis
 

MB497
 

还可以通过反硝化途径对TCP进行降解[25]。目前,还有部分研究报道了一些

新的TCP代谢产物[31,32],但TCP的代谢机制仍不清楚。
为了研究TCP完整的微生物代谢途径,本课题组从毒死蜱及TCP污染的农田土壤中分离出一株TCP

降解菌株,随后对该菌株进行了分子生物学鉴定、TCP降解性能检测以及代谢产物鉴定,在此基础上初步推

测了该菌株可能的TCP代谢途径。这将为微生物降解TCP机制的研究提供理论依据。

1 材料和方法

1.1 实验试剂

检测标准品:TCP购买自毕得医药,纯度99
 

%(中国上海)。6-氯-2-吡啶醇(≥97%)和2-羟基吡啶(≥
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97%)购自上海麦克林生化科技有限公司(中国上海)。3,5-二氯-2-吡啶醇(≥98%)购自阿拉丁试剂(上海)
有限公司(中国上海)。

其余试剂:无水乙醇(≥99.5%)、氢氧化钠(≥96%)和乙酸(≥99.5
 

%)购自烟台远东精细化工有限公

司(中国山东);甲醇(HPLC)购自赛默飞世尔科技(中国)有限公司(中国上海);其余药品和试剂均为分析纯。

1.2 实验方法

1.2.1 培养基配方。下列培养基配置时除特殊说明外,均用蒸馏水定容至1
 

000
 

mL,121
  

℃灭菌30
 

min,
固体培养基在此配方的基础上加入2

 

%(w/v)琼脂粉末。富集培养基(LB培养基):胰蛋白胨10
 

g/L、氯化

钠10
 

g/L、酵母提取物5
 

g/L。无机盐培养基(MSM培养基):硝酸铵
 

1.0
 

g/L、氯化钠0.5
 

g/L、磷酸二氢钾

0.5
 

g/L、磷酸氢二钾1.5
 

g/L、硫酸铵0.5
 

g/L、硫酸镁0.5
 

g/L、酵母提取物0.05
 

g/L。

1.2.2 TCP降解菌的分离鉴定。TCP降解菌株是从毒死蜱污染的农田土壤中分离出来的。土壤样品为山

东省聊城市长期喷洒毒死蜱的旱地和韭菜种植场的表层土壤(0~20
 

cm)混合物。将TCP富集培养物用无

菌水稀释至合适浓度后涂布在LB平板上(TCP
 

100
 

mg/L),放入35
 

℃恒温恒湿培养箱中培养至平板上长

出边缘清晰的单菌落。挑取单菌落转接入MSM平板上(TCP
 

50
 

mg/L),放入35
  

℃恒温恒湿培养箱中培

养,此时生长的菌落为具有TCP降解能力的目标菌株。
将菌株接种至LB液体培养基中37

 

℃、150
 

r/min培养至OD600 

nm≈0.6,8
 

000
 

r/min离心5
 

min收集

菌体,采用全式金柱式细菌基因组DNA抽提试剂盒提取。

PCR扩增:采用细菌通用引物:27F
 

(5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3')、1492R
 

(5'-GGTTAC-
CTTGTTACGACTT-3')

 

对菌株进行
 

16S
 

rDNA
 

扩增。取PCR产物在0.8%琼脂糖凝胶上进行电泳。将

PCR产物送至金唯智测序公司测序,根据所获得的16S
 

rDNA序列上传至GenBank中获得登录号
 

OK
 

602639.1。用MEGA
 

4.0软件对16S
 

rDNA进行系统发育分析。

1.2.3 生物降解性能研究。将菌株在LB培养基预培养至对数生长期(OD600 

nm≈0.8),8
 

000
 

r/min离心

5
 

min收集菌体,用等体积的无菌PBS洗涤菌体两次,控制菌体湿重在0.1
 

g。之后转移至200
 

mL
 

MSM培

养基中(TCP
 

50
 

mg/L),以不接入微生物的纯培养基做对照,37
 

℃
 

150
 

r摇床培养。所有处理设置三组平

行,保证实验准确性和重复性。
每隔3

 

h定时取样检测培养基中微生物生长情况和TCP残留。细菌生长情况通过721紫外可见分光

光度计(上海舜宇恒平科学仪器有限公司)检测600
 

nm处吸光度。TCP残留量用高效液相色谱系统进行检

测分析。将培养液在8
 

000
 

r/min离心5
 

min去除菌体,之后将上清液冷冻干燥,溶解在等体积的甲醇:水
(80∶20,V/V)中,并通过0.22

 

m过滤器过滤除杂质。

液相色谱检测条件如下:色谱柱:VP-ODS
 

C18色谱柱(日本岛津公司;4.6
 

m,4.6
 

mm×250
 

mm);流

动相:甲醇∶水=80∶20(V/V);流速:1.0
 

mL/min;柱温:40
 

℃;仪器:岛津LC-20A
 

HPLC系统(岛津株式

会社,日本);检测器:DAD二级阵列管检测器;检测波长:230
 

nm;

1.2.4 菌株降解其他氯代吡啶类化合物的研究。选取其他氯代吡啶类化合物:3,5-二氯-2-吡啶酚、6-氯-2-
吡啶醇、2-羟基吡啶,进行菌株降解性能研究。将培养至合适的菌株(培养条件同1.2.3)接入MSM培养基

(含50
 

mg/L
 

3,5-二氯-2-吡啶酚、25
 

mg/L
 

6-氯-2-吡啶醇、50
 

mg/L
 

2-羟基吡啶)中,以未接种菌株的纯代谢

产物作为对照组,37
 

℃
 

150
 

r/min摇床培养,定期收集培养液并进行HPLC检测。所有处理设置三组平行,
保证实验准确性和重复性。

1.2.5 TCP代谢产物分析。定时收集菌株代谢TCP的液体样品并进行冷冻干燥,之后溶解在甲醇∶水=
80∶20(V/V)中,并通过0.22

 

m过滤器过滤。使用液相色谱-质谱(LC-MS)对TCP的代谢产物进行分析。

检测条件如下:色谱柱:安捷伦Poroshell
 

120
 

EC-C18;流动相:甲醇∶水=70∶30(V/V);流速:0.4
 

mL/min;检
测器:DAD二级阵列管检测器;检测波长:250

 

nm、265
 

nm;MS系统在具有负极性的电子喷雾电离模式下运

行,并检测相同组分[M-H]-的去质子化分子。
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2 结果与分析

图1 菌株DFT在MSM(TCP
 

50
 

mg/L)固体培养

基上生长的菌落形态

Fig.
 

1 Colony
 

morphology
 

of
 

strain
 

DFT
 

growing
 

on
 

MSM
 

(TCP
 

50
 

mg/L)
 

solid
 

medium

2.1 菌株DFT的分离鉴定

从毒死蜱及TCP污染的农田土壤中分离得到几株细

菌,通过菌株在LB以及以TCP为唯一碳源的无机盐固体

培养基中的生长状态,得到生长最好的一株细菌命名为

DFT。该菌株能在以TCP(50
 

mg/L)为唯一碳源的无机盐

平板上生长良好,如图1所示,初步证明菌株DFT具有降

解TCP的能力。随后,以菌株DFT基因组为模板,采用细

菌扩增通用引物,PCR扩增菌株DFT的16S
 

rDNA序列并

测序分析。将菌株DFT的16S
 

rDNA序列在NCBI数据

库中进行Blast比对分析,选择相关序列,采用MEGA
 

4.0
软件的 Neighbor

 

joining邻位归并法构建系统发育树

(bootstrap>95%),如图2所示。菌株DFT与Delftia
 

tsuruhatensis
 

strain
 

NBRC
 

16741的16S
 

rDNA序列相似

性为100%
 

(图2),初步将菌株 DFT鉴定为代尔夫特菌属(Delftia.
 

sp),其 Genbank登入号为

OK_602639.1。

图2 菌株DFT(Genbank:OK_602639.1
 

)的系统发育分析

Fig.2 Phylogenetic
 

analysis
 

of
 

strain
 

DFT(Genbank:
 

OK_602639.1)

2.2 菌株DFT对TCP降解性能检测

将菌株DFT接种到以TCP(50
 

mg/L)为唯一碳源的 MSM培养基中,不同的时间点取样,检测菌株

DFT生长及其对TCP的降解情况,如图3所示。
 

在以TCP为唯一碳源的培养液中,菌株DFT有明显的生

长,其OD600 

nm 的吸光度值从初始的0.037(0
 

h)升到了0.108(48
 

h)。在菌株生长的同时伴随着TCP的降

解,菌株DFT能在48
 

h内对50
 

mg/L
 

TCP的降解率达34.28%。这些结果表明,菌株DFT能够以TCP为

唯一碳源生长,并表现出了较高的TCP降解性能。

2.3 TCP代谢产物鉴定

收集不同时间点菌株DFT对TCP的降解产物,采用液质联用技术(LC-MS)检测并鉴定TCP的降解产

物。在菌株DFT降解TCP过程中,共检测到12种可能的TCP
 

代谢产物,其在液相色谱中的保留时间为

0.361~6.313
 

min(图4)。这12种代谢产物去质子化的准分子离子如表1所示。

其中TCP的去质子化分子离子在m/z=195.913
 

2
 

(M-H)-
 

、197.910
 

2
 

(M-H)-、199.906
 

9
 

(M-H)-
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和201.903
 

3
 

(M-H)-〔图5(a)〕。去质子化分子离子在m/z=195.911
 

3
 

(M-H)-和m/z=197.910
 

2
 

(M-
H)-处的产物被鉴定为3,5,6-三氯-2-甲基吡啶〔图5(b)〕、m/z=213.936

 

8
 

(M-H)-处的产物被鉴定为3,

5,6-三氯-2-甲氧基吡啶〔图5(c)〕。这两种代谢产物被鉴定为TCP烷基化反应的代谢产物,最终这两种产

物被进一步转化为CO2[14]。

图3 菌株DFT的生长降解曲线

Fig.3 Growth
 

and
 

degradation
 

curve
 

of
 

strain
 

DFT

m/z=129.972
 

5
 

(M-H)-和132.945
 

3
 

(M-H)-处的产物被鉴定为3-氯-5,6-二氢吡啶-2(1H)-酮〔图5
(d)〕、m/z=248.915

 

6
 

(M-H)-处的产物被鉴定为尼古丁蓝〔图5(e)〕。这些代谢产物被鉴定为菌株Cu-
priavidus

 

sp.
 

DT-1的TCP还原脱氯代谢产物[21]。
去质子化分子离子在m/z=232.882

 

7
 

(M-H)-
 

处的产物被鉴定为3-(2,4,5-三氯苯氧基)-1-丙炔〔图5
(f)〕。去质子化分子离子在m/z=134.916

 

2
 

(M-H)-
 

处的产物被鉴定为对丙基苯酚〔图5(g)〕。这两种代

谢产物曾在菌株Bacillus
 

thuringiensis
 

MB497代谢TCP的过程中有报道[25]。
去质子化分子离子在m/z=177.943

 

9
 

(M-H)-
 

和m/z=179.942
 

5
 

(M-H)-
 

处的产物被鉴定为3,6-二
氯-2,5-二吡啶酮〔图5(i)〕或3,6-二氯-2,5-二羟基吡啶〔图5(h)〕、m/z=159.964

 

7
 

(M-H)-
 

和 m/z=
159.962

 

1
 

(M-H)-
 

处的产物被鉴定为6-氯-3-羟基吡啶-2,5-二酮〔图5(j)〕或6-氯-2,3,5-三羟基吡啶〔图5
(k)〕、m/z=135.920

 

4
 

(M-H)-
 

处产物被鉴定为1,3-二氯-2-丁烯氰〔图5(l)〕、m/z=97.959
 

7
 

(M-H)-
 

处产

物被鉴定为1-醛-2-丁烯酰胺〔图5(m)〕。这些代谢产物在菌株Cupriavidus
 

nantongensis
 

X1T、Ralstonia
 

sp.
 

T6、Cupriavidus
 

sp.
 

P2降解TCP过程中被发现[4,20,22]。

图4 菌株DFT降解TCP过程中中间代谢产物的高效液相色谱分析

Fig.4 High
 

performance
 

liquid
 

chromatography
 

analysis
 

of
 

intermediate
 

metabolites
 

in
 

the
 

degradation
 

of
 

TCP
 

by
 

strain
 

DFT
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表1 菌株DFT的TCP代谢产物分析

Table
 

1
 

Analysis
 

of
 

TCP
 

metabolites
 

in
 

strain
 

DFT

名称(name) 分子量(amu) 分子离子(m/z)

TCP 196.92、198.86、200.75、202.50 195.9、197.9、199.9、201.9

3,
 

5,
 

6-三氯-2-甲基吡啶 194.94、196.87、198.75、200.48 195.9113、197.910
 

2

3,
 

5,
 

6-三氯-2-甲氧基吡啶 210.94、212.87、214.74、216.46 213.936
 

8

3-氯-5,6-二氢吡啶-2(1H)-酮 131.01、132.86、133.94 129.975
 

2、132.945
 

3

尼古丁蓝 250.02、251.12 248.915
 

6

3-(2,4,5-三氯苯氧基)-1-丙炔 233.94、235.85、237.68、239.35 232.882
 

7

对丙基苯酚 136.09、137.11 134.9162

3,6-二氯-2,5-二吡啶酮 176.94、178.85、180.64 177.943
 

9、179.942
 

5

3,6-二氯-2,5-二羟基吡啶 178.95、180.87、182.66 177.943
 

9

6-氯-3-羟基吡啶-2,5-二酮 158.97、160.82、161.90 159.964
 

7

6-氯-2,3,5-三羟基吡啶 160.99、162.83、163.92 159.962
 

1

1,3-二氯-2-丁烯氰 134.96、136.89、138.72 135.920
 

4

1-醛-2-丁烯酰胺 99.03、100.11 97.9597
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注:(a)
 

TCP;
 

(b)
 

3,
 

5,
 

6-三氯-2-甲基吡啶;
 

(c)
 

3,
 

5,
 

6-三氯-2-甲氧基吡啶;
 

(d)
 

3-氯-5,6-二氢吡啶-2(1H)-酮;
 

(e)
 

尼古丁蓝;
 

(f)3-(2,4,5-三氯苯氧基)-1-丙炔;
 

(g)
 

对丙基苯酚;
 

(h)
 

3,6-二氯-2,5-二吡啶酮;
 

(i)
 

3,6-二氯-2,5-二羟基吡啶;
 

(j)
 

6-氯-3-羟基吡啶-2,5-二酮;
 

(k)
 

6-氯-2,3,5-三羟基吡啶;
 

(l)
 

1,3-二氯-2-丁烯氰;
 

(m)
 

1-醛-2-丁烯酰胺

Noto:
 

(a)
 

TCP;
 

(b)
 

3,
 

5,
 

6-trichloro-2-methylpyridine;
 

(c)
 

3,
 

5,
 

6-chemical-2-methoxy
 

pyridine;
 

(d)
 

3-chloro-5,
 

6-two
 

hydrogen
 

pyridine-2
 

(1
 

h)-ketone;
 

(e)
 

nicotine
 

blue;
 

(f)
 

3-(2),
 

four,
 

five-trichlorobenzene
 

oxygen
 

radicals-1-propyne;
 

(g)
 

of
 

propyl
 

phenol;
 

(h)
 

3
 

2,
 

5-,
 

6-dichloro-pyridine
 

ketone;
 

(I)
 

3,
 

6-dichloro-2,
 

5-dihydroxy
 

pyridine;
 

(j)
 

6-chloro-3-hydroxy
 

pyridine-2,
 

5-diketone,

3,5;
 

(k)
 

6-chloro-2-3
 

hydroxy
 

pyridine;
 

(l)
 

1,
 

3-dichloro-2-butene
 

cyanide;
 

(m)
 

-aldehyde-2-1
 

butene
 

amide

图5 菌株DFT降解TCP过程中代谢产物质谱图

Fig.5 MS
 

spectra
 

of
 

the
 

metabolites
 

during
 

the
 

degradation
 

of
 

TCP
 

by
 

strain
 

DFT

2.4 TCP代谢途径推测

根据上述质谱结果,初步推测菌株DFT可能存在四种TCP的降解方式(图6)。第一种是烷基化途径,

在菌株DFT降解TCP过程中,发生烷基化反应,生成3,
 

5,
 

6-三氯-2-甲基吡啶或3,
 

5,
 

6-三氯-2-甲氧基吡

(图6
 

①),最终转化为CO2[14]。第二种是反硝化途径,菌株DFT代谢TCP生成3-(2,4,5-三氯苯氧基)-1-
丙炔和对丙基苯酚(图6②),最终对丙基苯酚被矿化生成CO2和H2O。

 

目前研究发现,Bacillus
 

thuringien-

sis
 

MB497在代谢TCP的过程中也存在这种代谢方式[25]。第三种是还原脱氯途径,菌株DFT将TCP还原

脱氯为3-氯-5,6-二氢吡啶-2(1H)-酮,并最终转化为尼古丁蓝被降解(图6③)。菌株DFT的这种TCP降解

方式与Cupriavidus
 

sp.
 

DT-1菌株对TCP的降解途径相似[21]。
 

第四种是水解-氧化脱氯途径,菌株DFT
通过水解及氧化脱氯依次将TCP转化为

 

3,6-二氯-2,5-二吡啶酮、3,6-二氯-2,5-二羟基吡啶、6-氯-3-羟基吡

啶-2,5-二酮、6-氯-2,3,5-三羟基吡啶、1,3-二氯-2-丁烯氰、1-醛-2-丁烯酰胺(图6④)。据文献报道,菌株Cu-

priavidus
 

nantongensis
 

X1T、Ralstonia
 

sp.
 

T6、Cupriavidus
 

sp.
 

P2、Pseudomonas
 

nitroreducens
 

AR-3也

通过水解-氧化脱氯代谢TCP[4,20,22,33]。
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图6 菌株DFT降解TCP的四种可能代谢途径

Fig.6 Four
 

possible
 

metabolic
 

pathways
 

of
 

TCP
 

degradation
 

by
 

strain
 

DFT

2.5 菌株DFT对其它氯代吡啶类化合物的降解

菌株DFT不但能降解TCP,还能降解其它氯代吡啶类化合物。将菌株DFT接种在同时含有3,5-二

氯-2-吡啶醇(50
 

mg/L)、6-氯-2-吡啶醇(25
 

mg/L)和2-羟基吡啶(50
 

mg/L)的无机盐培养液中,不同时间点

取样,其降解情况如图7所示。在7天内,菌株DFT能够代谢45.4%
 

的3,5-二氯-2-吡啶醇(50
 

mg/L)、

65.0%的6-氯-2-吡啶醇(25
 

mg/L)和38.0%
 

的2-羟基吡啶(50
 

mg/L)。随着时间的延长,3,5-二氯-2-吡啶

酚和6-氯-2-吡啶醇被逐渐降解,在120
 

h后达到稳定。2-羟基吡啶在降解过程中浓度先增加后降低,推测可

能是菌株DFT前期先脱氯降解3,5-二氯-2-吡啶酚和6-氯-2-吡啶醇过程中产生了2-羟基吡啶,从而导致2-
羟基吡啶降解初期有明显积累,但随着降解时间延长,2-羟基吡啶浓度不断减低并被降解。以上结果表明,

菌株DFT能够降解其他吡啶类化合物,具有明显的脱氯和降解吡啶环的能力。
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3 讨论

3.1 Delftia菌属对环境污染物的修复性能

本研究分离鉴定了一株能降解TCP的Delftia
 

sp.,该菌株不但能对TCP进行脱氯,还能降解脱氯后

的产物吡啶酚,这也是初次发现该菌属的菌株能降解TCP。目前已有文献报道Delftia
 

sp.菌属的菌株具

有广泛的脱氯活性,如菌株Delftia
 

acidovorans
 

MC1071能够降解R-2-(2,4-二氯苯氧基)丙酸酯(R-2,4-

DP)[38];如菌株Delftia
 

acidovorans
 

P4a在碱性条件下能够矿化2,4-二氯苯氧乙酸(2,4-D)和2-甲基-4-氯

苯氧乙酸[39];如菌株Delftia
 

acidovorans
 

MC1能够利用2,4-二氯苯氧基丙酸(2,4-DCPP)和2,4-二氯苯氧

乙酸为唯一碳源生长[40]。最近也有研究发现,Delftia菌属还具备降解苯环及多元环状污染物的能力,如菌

株Delftia
 

sp.AN3能够在高达53.8 mol/L(5
 

000
 

mg/L)的苯胺浓度下生长,且在30
 

℃
 

(pH7.0)的条件

下降解苯胺的效率最高达到80%[41]。菌株Delftia
 

tsuruhatensis
 

AD9、
 

Delftia
 

sp.
 

TBKNP-05、Delftia
 

tsuruhatensis
 

ZJB-05174和Delftia
 

sp.
 

WL-3分别能够降解苯胺,邻苯二甲酸二正丁酯、2,2-二甲基环丙烷

甲酰胺及对苯二甲酸二乙酯(DET)
 [42-45]。此外,Delftia

 

sp.菌属还具有降解其它污染物的能力,如Delftia
 

lacustris
 

RJJ-61在35
 

℃下120
 

h内可降解45.18%的红霉素;菌株Delftia
 

sp.T3-6可在6
 

d内完全降解

100
 

mg/L乙草胺和丁草胺[46,47]。Delftia
 

sp.菌属具有多种环境污染物的降解潜能,可以应用于污染物的

生物修复。

图7 菌株DFT降解其他氯代吡啶类化合物

Fig.7 Degradation
 

of
 

other
 

chloropyridine
 

compounds
 

by
 

strain
 

DFT

3.2 TCP的微生物代谢途径

不同的微生物对TCP的代谢途径不尽相同,据报道TCP主要有四条不同的代谢途径,分别是水解-氧

化脱氯途径、还原脱氯途径、反硝化途径及烷基化途径[14,16,48-52]。目前文献已报道,微生物能通过烷基化途

径降解TCP[14];Cupriavidus
 

sp.
 

DT-1通过还原脱氯途径降解TCP
 [21];Cupriavidus

 

nantongensis
 

X1T、

Ralstonia
 

sp.
 

T6、Cupriavidus
 

sp.
 

P2通过水解-氧化脱氯途径降解TCP
 [4,20,22];Bacillus

 

thuringiensis
 

MB497通过反硝化途径降解 TCP[25]。
 

上述报道仅发现在同一菌中,可能只存在一种 TCP的代谢途

径[4,6,8,25,26]。最近有研究报道Bacillus
 

thuringiensis
 

MB497在代谢TCP过程中存在反硝化脱氯途径和脱

氯酶和氧化酶参与的脱氯反应两种不同的TCP代谢方式[25]。还有研究发现,Micrococcus
 

luteus
 

ML菌可

能同时存在水解氧化脱氯和反硝化两种TCP代谢途径[16]。目前,关于TCP代谢途径的关键基因报道较

少。Cao等人在Cupriavidus
 

pauculus
 

P2的突变株文库中筛选到有关TCP降解的基因:单加氧酶基因
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(tcpAl)和黄素还原酶基因(tcpBl),共同催化了TCP的水解脱氯反应,最终生成3,6-二酮-2,5-二羟基吡

啶[22]。Li等人从菌株Ralstonia
 

sp.
 

strain
 

T6中得到两个TCP降解基因簇tcpRXA 和dhpRIJK,其中

tcpRXA 基因簇编码产生的酶能够使TCP转化为3,6-二酮-2,5-二羟基吡啶,dhpRIJK 编码产生的酶能够

进一步转化为5-氨基-2,4,5-三氧戊酸,最终被矿化[20]。同样在菌株Cupriavidus
 

nantongensis
 

X1T 中tc-

pA 和fre是降解TCP的两个关键基因,编码产生的酶能够催化化
 

3,6-二氯-2,5-二羟基吡啶的邻位和间位

脱氯[4]。据文献调研,目前尚未见到关于TCP四种代谢通路中涉及的关键基因表达情况的任何分析报道,

下一步的研究仍需要完善这些信息。

3.3 Delftia
 

sp.
 

DFT
 

降解TCP的代谢途径

在本研究中,我们通过代谢组学检测分析发现,菌株DFT降解TCP过程中既有部分烷基化反应代谢产

物、部分反硝化反应代谢产物、部分还原脱氯代谢产物,还有比较完整的TCP水解-氧化脱氯代谢产物。基

于菌株的代谢组学分析,我们初步推测四种不同的TCP代谢方式可能共同参与了菌株Delftia
 

sp.DFT对

TCP的生物降解。下一步可能还需要借助基因组和转录组学的数据进一步验证TCP的完整代谢通路。

4 结论

本研究分离鉴定了一株能降解TCP的Delftia
 

sp.DFT,该菌株能在48
 

h内对50
 

mg/L的TCP降解

率达34.28%,同时也能降解3,5-二氯-2-吡啶醇、6-氯-2-吡啶醇和2-羟基吡啶等其他氯代吡啶类化合物。

TCP代谢途径分析表明,水解-氧化脱氯途径、还原脱氯途径、反硝化途径及烷基化反应可能共同参与了菌

株DFT对TCP的降解。据文献调研,这是首次在Delftia
 

sp.
 

菌中发现有四种可能的TCP代谢途径的报

道,这为纯培养物中TCP降解机制的研究提供了新的参考信息。
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