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摘要：【目的】分离并鉴定三价单甲基砷(MAs(III))脱甲基菌株，对MAs(III)脱甲基菌FJ-6中arsI基因

进行克隆表达，并对arsI基因表达蛋白进行功能鉴定。【方法】利用富集培养的方法分离MAs(III)脱

甲基菌株，并通过形态学、生理生化特征和16S rDNA基因进化分析进行鉴定；HPLC-ICP-MS鉴定菌

株转化MAs(III)的产物为三价砷(As(III))，对菌株FJ-6的基因组进行生物信息学分析，寻找潜在的

MAs(III)脱甲基酶编码基因，通过PCR扩增获得arsI全长基因，构建重组质粒pET29a-arsI，转化大肠

杆菌BL21(DE3)菌株进行异源表达，通过Ni2+-NTA亲和层析柱纯化异源表达的蛋白，以MAs(III)为反

应底物，检测MAs(III)脱甲基酶ArsI的酶学特性。通过实时定量PCR观察arsI的表达类型。【结果】 

Bacillus aryabhattai FJ-6在12 h内能将1 μmol/L MAs(III)完全转化为As(III)。克隆得到MAs(III)脱甲基酶

表达基因arsI，构建了pET29a-arsI重组质粒并进行了表达，ArsI蛋白分子量为17.4 kDa。ArsI纯化蛋白

具有较高的MAs(III)脱甲基酶的活性；荧光定量PCR实验结果表明arsI受砷诱导表达。【结论】明确了

ArsI蛋白具有MAs(III)脱甲基酶活性。 
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微生物在砷的地球化学循环中扮演着重要

角色。由于砷的毒性，所有能存活的微生物都有

独特的代谢机制来应对其破坏机制[1]。一些微生

物能将无机砷甲基化来作为其抵抗机制[2]。除了

微生物参与的甲基化过程形成甲基砷外，大量的

有机砷通过人为活动被引入到环境中。由于它们

的毒性比无机砷低，五价单甲基砷如 MSMA 在

世界范围内被广泛用作除草剂[3]，仅美国每年消

费的 MSMA 高达 1360000 kg，持续不断的 MSMA

的使用造成了土壤的砷污染。有机砷降解在自然

界中广泛发生，将影响有机砷的生物地球循环。

研究人员在不同生境，例如土壤[4]和海水[5]，均

发现脱甲基现象，而且已经从土壤中分离出能进

行脱甲基过程的微生物[3–4]。Yoshinaga 等在经过
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除草剂 MAs(V)处理的高尔夫球场土壤中，发现了

一种能将五价单甲基砷(MAs(V))还原为 MAs(III)

的伯克氏菌和一种能将三价单甲基砷(MAs(III))

脱甲基化为三价砷(As(III))的链霉菌，两种微生

物混合培养能完成从 MAs(V)到 As(III)的整个脱

甲基过程[3]。MAs(V)降解途径的第一步是 MAs(V)

被还原为 MAs(III)，其相对毒性急剧增加，但

MAs(V)还原的分子机制仍然未知。研究人员对

MAs(III)脱甲基菌的分子机制进行了研究，发现

微生物在抵抗 MAs(III)毒性过程中，MAs(III)脱

甲基酶 ArsI 发挥了重要的作用[2–3,6]。目前已经从

Bacillus sp. MD1 和 Nostoc sp. PCC7120 中发现并

鉴定了催化 MAs(III)去甲基化的 ArsI 酶[6–7]。ArsI

是一种非血红素铁依赖的双加氧酶，可裂解

MAs(III)的 C-As键生成As(III)，使高毒的MAs(III)

通过脱甲基转化为低毒的 As(III)[7]。 

作者从我国砷污染水稻土中分离筛选了  

一株 MAs(III)脱甲基细菌 Bacillus aryabhattai  

FJ-6，通过底物转化实验和酶活检测结果证实，

菌株 FJ-6 能够将 MAs(III)脱甲基生成 As(III)。通

过生物信息学分析，寻找出一个疑似的 MAs(III)

脱甲基酶编码基因 arsI，并在分子和生化水平上

研究了该 MAs(III)脱甲基酶的酶学特性。本研究

为稻田土壤中细菌参与的 MAs(III) 抗性机制的

进一步深入研究打下了基础，为研究有机砷在环

境中的行为和归趋提供理论依据。 

1  材料和方法 

1.1  试剂与培养基 

MAs(III)的配制方法：首先配制 0.328 mol/L 

H2SO4 溶液(A)、0.264 mol/L Na2S2O5 溶液(B)、

0.108 mol/L Na2S2O3·5H2O 溶液(C)、0.8 mmol/L 

MAs(V)溶液(D)；试剂 A、B、C 现用现配，在试

剂 A 中缓慢加入试剂 B，轻柔混匀后依次加入试

剂 C 和 D，立即用 10 mol/L NaOH 调 pH 至 6.0，

反应即得 0.2 mmol/L MAs(III)溶液。 

20×ST 培养基(g/L)：酵母膏 1.0，蛋白胨 10.0，

葡萄糖 2.0，去离子水 1 L，pH 7.2±0.2。 

LB 培养基(g/L)：酵母膏 5.0，蛋白胨 10.0，

氯化钠 10.0，pH 7.0 (固体培养基加入 1%的琼脂)。 

1.2  MAs(III)脱甲基菌的筛选 

称取 0.5 g 土壤样品加入 100 mL 无菌水中，

同时加入过滤除菌的 MAs(III)溶液 (终浓度为   

2 μmol/L)于 30 °C 静置培养 3 d，吸取上清液，梯

度稀释后涂布含有 1.0%琼脂的 20×ST 固体平板，

置于 30 °C 恒温培养箱中培养 3 d，长出的菌株为

MAs(III)抗性菌，挑取不同形态的菌落在 20×ST

平板划线，挑取单菌落至含 1 μmol/L MAs(III)的

20×ST 液体培养基中，培养 12 h 通过高效液相色

谱-电感耦合等离子体质谱(HPLC-ICP-MS)验证

单菌对 MAs(III)的转化效果。 

1.3  MAs(III)脱甲基菌的鉴定 

挑选具有 MAs(III)脱甲基效果的菌株，根据

《常见细菌系统鉴定手册》对菌株的形态与生理

生化特性进行鉴定 [8]。通过碱裂解法提取菌株

FJ-6 的基因组 DNA[9]，以细菌总 DNA 为模板，

用引物 27F (5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′)、

1492R (5′-TACCTTGTTACGACTT-3′) 进行 16S 

rDNA 基因的扩增[10]。PCR 产物纯化后由上海生

工生物技术公司测序。测序结果通过在线分析

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov)，与 GenBank 中的

16S rDNA 基因序列进行相似性比较，采用

MEGA 6.0 软件构建进化树[11]，预测菌株 FJ-6

的进化关系。 
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1.4  菌株 FJ-6 对 MAs(III)的抗性和 MAs(III)脱

甲基能力 

将菌株 FJ-6 在 20×ST 液体培养基中培养  

12 h，按培养基体系的 1%接种于 25 mL 20×ST

液体培养基中，添加不同浓度的 MAs(III) (终浓

度分别是 0、0.1、0.5、1、2 和 3 μmol/L)，每个

处理设置 3 个重复。将这些培养基放置于 37 °C、

180 r/min 的摇床中培养 12 h，紫外分光光度计检

测菌株的生长状态。在不同的时间段，在 1 μmol/L 

MAs(III)的处理中，取 1 mL 菌液离心，用 0.22 μm

滤膜过滤后取上清液测定砷形态。 

1.5  MAs(III)脱甲基酶功能基因的克隆和表达 

首先对菌株 FJ-6 基因组进行测序，而后对其

基因组序列进行生物信息学分析，以细菌 MAs(III)

脱甲基酶 (AIA09488) 为参考，发现了潜在的

MAs(III)脱甲基酶，将其编码基因命名为 arsI。使

用 NCBI 中的 BLAST 在线软件以及 ClustalX 软件

对 ArsI 氨基酸序列同源性和保守序列进行分析。 

以菌株 FJ-6 基因组 DNA 为模板，以 FJ-6-arsIF 

(5′-GGGAATTCCATATGATGAAATATGTTCATG

TAGGAATTAATG-3′，Nde I 酶切位点用下划线标

注)和 FJ-6R-arsIR (5′-CCGCTCGAGGCAACATG 

AGTTGCTTGCAG-3′，Xho I 酶切位点用下划线

标注)为引物，扩增 arsI 基因并将该基因片段连

接到 Nde I 和 Xho I 双酶切的表达质粒 pET29a 上，

将重组质粒 pET29a-arsI 转入砷敏感大肠杆菌表

达宿主 AW3110 (ΔarsRBC)中。 

1.6  表达 arsI 基因的 E. coli AW3110 对 MAs(III)

的抗性实验和体内转化 

制 备 菌 株 AW3110 (pET29a) 和 AW3110 

(pET29a-arsI)的转接种子液，取 1 mL 种子液转接

到新鲜的 100 mL 含有 50 μg/mL 卡那霉素、     

0.3 mmol/L 异丙基-β-D-硫代半乳糖苷(IPTG)和

指定浓度 MAs(III)的 20×ST 液体培养基中，设置

3 个重复，将这些培养基放置于 37 °C、180 r/min

的摇床中培养 12 h 后，测定培养液的 OD600 值。 

1.7  ArsI 对 MAs(III)脱甲基的体外活性实验 

将含有 arsI 基因重组体 BL21 (pET29a-arsI)

在含有 50 μg/mL 卡那霉素的 LB 液体培养基中

37 °C 培养至 OD600≈0.5 时，加入 0.3 mmol/L IPTG，

37 °C 诱导表达 4 h，6000 r/min 离心 15 min，弃上

清液收集菌体，用缓冲液(50 mmol/L MOPS；20%

甘油；500 mmol/L NaCl；20 mmol/L 咪唑)悬浮洗涤

细胞，然后在冰浴中超声破碎 10 min，细胞破碎液

于 4 °C、20000 r/min 离心 1 h 后收集上清液，上清

液用 0.45 μmol/L 滤膜过滤后，通过 Ni-NTA Resin 

(Novagen)纯化。蛋白质浓度用考马斯亮蓝法测定[12]。 

ArsI 体外反应体系：MOPS 缓冲液(0.1 mol/L 

MOPS；0.15 mol/L KCl；pH 7.0)，0.1 mmol/L 

Fe2+(Fe(NH4)2·(SO4)2·6H2O) ； 3 mmol/L Tris(2- 

carboxyethyl)phosphine(TCEP)；1 mmol/L 半胱氨

酸；2 μmol/L MAs(III)和 0.4 μmol/L ArsI。37 °C

恒温反应，每隔 10 min 取样，12000 ×g 离心 10 min，

用 0.45 μm 滤膜过滤后，通过 HPLC-ICP-MS 测

定砷形态。 

1.8  利用 HPLC-ICP-MS 检测分析底物或产物 

采用 HPLC-ICP-MS 测定砷的形态，所用的

分离柱为 Hamilton PRP-X100 (250 mm×4.6 mm)

阴离子交换柱，采用 8.5 mmol/L 的 NH4NO3 和 

8.5 mmol/L 的 NH4H2PO4 溶液(用氨水调 pH 至

6.0)作为流动相，流速为 1.2 mL/min，形态分析

所用的标准物质包括了以下 4 种物质：As(III)、

MAs(III)、MAs(V)和 As(V)。根据出峰面积的大

小，定量样品中每个形态砷的含量。 
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1.9  实时定量 PCR 

为确定菌株FJ-6转化MAs(III)过程中MAs(III)

脱甲基酶基因为组成型转录表达还是诱导型转

录表达。本研究将 MAs(III)脱甲基酶基因 arsI 进

行实时定量 PCR，以 1%的接种量将菌株 FJ-6 接

种到 20×ST 液体培养基中，37 °C、180 r/min 振

荡培养至 OD600≈0.5，加入 1 μmol/L MAs(III)、  

10 μmol/L As(III)和 10 μmol/L As(V)，同时设置不

加底物作为对照，继续培养约 8 h。利用试剂盒

提取 RNA并反转录成 cDNA，以菌株 FJ-6的 DNA

旋转酶 B 亚单位编码基因 gyrB 作为内参基因(对

照)，以 gyrBf (5′-CGGTGTAGGTGCCTCAGTT-3′)

和 gyrBr (5′-TTCCGCCTTCGTAATGGT-3′)作为

gyrB 基因的引物，以 arsIf1 (5′-TCAACCTGTGA 

AAACGAAAAT-3′)和 arsIr1 (5′-TCTACTTGGAA 

GCCGAAATG-3′)作为扩增 arsI 基因的引物，根

据 TaKaRa 试剂盒 SYBR®Premix ExTaqTM 说明进

行实时定量 PCR 测定。检测在 MAs(III)脱甲基过

程中 arsI 的转录类型和转录水平。对加入 As(III)、

As(V)和 MAs(III)诱导后 arsI 基因的相对转录表

达量利用 2−ΔΔCt方法进行分析[13]。 

2  结果和分析 

2.1  MAs(III)脱甲基菌的分离、鉴定及 MAs(III)

抗性研究 

MAs(III)脱甲基菌 FJ-6 在 20×ST 培养基上菌

落形态为圆形，培养 24 h 菌落大小约为 1.0–2 mm，

表面凸起，较湿润，微黄色，不透明，产芽孢。

生理生化实验结果表明，菌株 FJ-6 为革兰氏阳性

菌，柠檬酸盐试验阳性，脲酶试验阳性，甲基红

试验阴性，吲哚试验阴性。 

通过 MAs(III)抗性培养试验，菌株 FJ-6 对

MAs(III)的最大抗性为 2 μmol/L，0.5 μmol/L 

MAs(III)已经对菌株的生长产生了抑制(图 1-A)，

MAs(III)对 FJ-6 生长的 50%抑制浓度 EC50=   

1.4 μmol/L。通过 HPLC-ICP-MS 检测出菌株 FJ-6

具有MAs(III)脱甲基能力，能够将 1 μmol/L MAs(III)

脱甲基成 As(III) (图 1-B)。 

 

 
 

图 1.  菌株 FJ-6 对 MAs(III)的抗性(A)及转化 MAs(III)的 HPLC-ICP-MS 图(B) 

Figure 1.  The resistance to different concentrations of MAs(III) (A), and HPLC-ICP-MS spectrums of MAs(III) 
demethylation (B) by Bacillus aryabhattai FJ-6. Data are shown as the mean of three replicates, with the error 
bars representing±standard error. 
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以菌株 FJ-6 的总 DNA 为模板，扩增得到总

长为 1404 bp 的 16S rDNA 基因序列，GenBank

数据库比对结果表明，菌株 FJ-6 和 Bacillus 

aryabhattai B8W22T 的同源性最高，为 99.9%，通

过 Neighbor-Joining 法构建菌株 FJ-6 与芽孢杆菌

内模式菌株的系统进化树表明(图 2)，菌株 FJ-6

位于芽孢杆菌属进化树内部。故根据形态、生理

生化和 16S rDNA基因系统进化分析，将菌株 FJ-6

鉴定为芽孢杆菌属，命名为 Bacillus aryabhattai 

FJ-6。 

2.2  MAs(III)脱甲基菌 FJ-6 对 MAs(III)转化特

性研究 

好氧条件下在 20×ST 培养基中加入 1 μmol/L 

MAs(III)，实验结果表明(图 3)，菌株在培养基中

生长 1.5 h，培养液中的 MAs(III)浓度开始降低，

同时 As(III)的浓度开始升高。从 1.5 h，菌株 FJ-6

对 MAs(III)的脱甲基速率大幅提高，至第 12 小时

溶液中约 80%的 MAs(III)被转化为 As(III)，培养

液中检测了占总砷浓度约 15%的 MAs(V)。在不

添加菌株的对照组中，部分 MAs(III)被氧化，

MAs(V)占总砷浓度的 15%左右。 

2.3  表达 arsI 基因的 E. coli 对 MAs(III)的抗性

实验 

用已经报道的首个来自 Bacillus sp. MD1 的

MAs(III)去甲基酶 ArsI 序列在菌株 FJ-6 基因组中

BLAST 得到假定的 ArsI 序列。并对已经鉴定的

ArsI 序列同源性比对分析，结果表明 ArsI 的保守

区域包括假定的 Fe2+结合位点(His5-His62-Glu114)

和砷结合位点(Cys95-Cys96) ArsI 与 Bacillus sp. 

MD1 的 MAs(III)脱甲基酶(AIA09488)蛋白序列

一致性为 63.2%，与 Nostoc sp. PCC 7120 的

MAs(III)脱甲基酶(BAB73061)蛋白序列一致性为 

 

 
 

图 2.  菌株 FJ-6 系统发育分析 

Figure 2.  Phylogenetic analysis of the strain FJ-6 with the related species by Neighbor-Joining method. 
Numbers at branch points are bootstrap values (based on 1000 replications), only values >50% are shown. Bar, 
0.01 substitutions per nucleotide position. GenBank accession number is shown in bracket. 
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图 3.  菌株FJ-6在 1 μmol/L MAs(III)处理下的生物转化 

Figure 3.  Demethylation of 1 μmol/L MAs(III) by 
Bacillus aryabhattai FJ-6. Data are shown as the 
mean of three replicates, with the error bars 
representing ± standard error. 

 

43.8%。为了研究芽孢杆菌属中 ArsI 的进化关系，

利用 MEGA 6.0 绘制出 ArsI 蛋白的系统进化树。

从图 4可以看出，菌株 FJ-6的 ArsI蛋白与 Bacillus 

aryabhattai 亲缘关系最近(相似性 100%)。 

为了检测 arsI 是否赋予了砷敏感大肠杆菌

AW3110 对 MAs(III)的抗性，将 arsI 连接到 pET29a

载体上，并转入 AW3110 中进行异源表达。实验

结果表明，1 μmol/L MAs(III)抑制了 AW3110 

(pET29a)的生长，arsI 基因的表达可显著提高

MAs(III)的抗性，AW3110 (pET29a-arsI)对 MAs(III)

最大耐受浓度为 10 μmol/L (图 5-A)。MAs(III)对

AW3110 (pET29a)和 AW3110 (pET29a-arsI)生长

的 50%抑制浓度 EC50 分别为 1.8 μmol/L 和   

5.5 μmol/L。在 MAs(III)浓度为 1、2、3 μmol/L

时，分别有 85%、74%、60%的 MAs(III)脱甲基

为 As(III)；当 MAs(III)浓度为 5 和 7 μmol/L 时，

分别有 35%、16%的 MAs(III)脱甲基为 As(III)。

在 MAs(III)浓度为 1–7 μmol/L 时，约占总砷含量

16%–85%的 MAs(III)脱甲基为 As(III)。10 μmol/L 

MAs(III)抑制了 AW3110 (pET29a-arsI)的生长，

重组菌丧失了 MAs(III)脱甲基能力(图 5-B)。 

 

 
 

图 4.  ArsI 进化分析 

Figure 4.  Phylogenetic analysis of methylarsenite demethylation enzymes (ArsIs). Numbers at branch points are 
bootstrap values (based on 1000 replications), only values >50% are shown. Bar, 0.1 substitutions per amino acid 
position. GenBank accession number is showed in bracket. 
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图 5.  arsI 的异源表达使 AW3110 对 MAs(III)产生了抗性(A)以及 AW3110 (pET29a-arsI)对 MAs(III)的转化(B) 

Figure 5.  ArsI protein confers resistance to MAs(III) in E. coli AW3110 (A) and demethylation of MAs(III) by 
AW3110 expressing arsI (B). Data are shown as the mean of three replicates, with the error bars representing ± 
standard error. 
 

2.4  ArsI 对 MAs(III)的体外酶活转化实验 

用纯化的 ArsI 蛋白进行酶促反应，分别测

定酶促反应 0、10、20、30 min 时 MAs(III)脱甲

基生成 As(III)的浓度。结果如图 6 所示，随着酶

促反应的进行，MAs(III)浓度降低，伴随着 As(III)

浓度的升高，反应 30 min 转化率达到 89.19%。

表明 ArsI 蛋白具有催化 MAs(III)脱甲基的酶活

特性。 

 

 
 

图 6.  纯化蛋白 ArsI 对 MAs(III)的脱甲基活性分析 

Figure 6.  Demethylation of MAs(III) by purified 
ArsI. Data are shown as the mean of three replicates, 
with the error bars representing±standard error. 

2.5  MAs(III)编码基因的转录分析 

采用实时定量 PCR 技术来检测菌株 FJ-6 中

的 arsI 基因是否受 As(III)、As(V)或 MAs(III)的

诱导。实验结果表明菌株 FJ-6 中的 arsI 基因强烈

受砷的诱导(图 7)，1 μmol/L MAs(III)、10 μmol/L 

As(III)和 10 μmol/L As(V)可以使 arsI 基因的转录

水平分别提高 35 倍、15 倍和 12 倍。 

 

 
 

图 7.  菌株 FJ-6 的 arsI 基因的相对定量分析 

Figure 7.  Relative expression of arsI in Bacillus 
aryabhattai FJ-6. Data are shown as the mean of three 
replicates, with the error bars representing±standard error. 
Different letters indicate significant difference (P<0.05). 
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3  讨论 

微生物参与的砷的地球循环是砷迁移转化的

主要方式，在早期地球环境中，MAs(III)主要是由

砷甲基转移酶(ArsM)经过甲基化过程产生[14]，早

期地球是无氧环境，这使得 MAs(III)能够稳定存

在。因此，为了在富含 MAs(III)的环境中生存，

厌氧微生物进化出了 MAs(III)的解毒机制[15]。尽

管在地球好氧环境中，MAs(III)可迅速被大气中

的氧分子氧化为 MAs(V)，但由于 MAs(V)还原微

生物的广泛存在，MAs(III)在淡水、地下水等自

然环境中仍可被检测出来[16]。MAs(III)具有很强

的毒性，所以 ArsI 催化完成的 MAs(III)去甲基化

作用，是一个强有力的解毒途径，使得 MAs(III)

脱甲基菌株可以在自然环境中得以生存。 

本研究从福建漳平砷污染水稻土壤中分离

了一株 MAs(III)脱甲基菌株，通过 16S rDNA 基

因鉴定命名为 Bacillus aryabhattai FJ-6。菌株 FJ-6

具有很强的 MAs(III)脱甲基能力，可在 12 h 内将

1 μmol/L MAs(III)脱甲基为 As(III)。通过基因组

比对分析，对菌株 FJ-6 中的一个 MAs(III)脱甲基

酶基因 arsI 进行克隆和功能研究，该基因编码的

氨基酸序列与 Bacillus sp. MD1 中 ArsI 蛋白氨基

酸序列具有 63.2%的相似度，与 Nostoc sp. 

PCC7120 中 ArsI 蛋白氨基酸序列具有 43.8%的相

似度。比较分析 ArsI 的进化树发现进化关系相近

的芽孢杆菌属的细菌，它们的 ArsI 蛋白进化也相

近，很可能它们早期就获得 arsI 基因并伴随进化 

而稳定进化。菌株 FJ-6 的 MAs(III)脱甲基过程是

由 C-As 键裂解酶 ArsI 参与的。ArsI 为依赖于 Fe2+

的双加氧酶，具有 Fe2+结合位点和砷结合位点。

在砷敏感大肠杆菌 AW3110 对 ArsI 异源表达，可

显著提高其对 MAs(III)的抗性，并迅速将 MAs(III)

在细胞内脱甲基为 As(III)。纯化的 ArsI 蛋白在体

外也具有 MAs(III)脱甲基活性。 

细 菌 中 的 ars 操 纵 子 (arsenic-resistance 

operon)编码多种砷抗性基因，并具有多种不同的

基因编排方式，从而构成了微生物中分布最广泛

和最重要的砷抗性机制[17]。ars 操纵子对砷具有

抗性的机理如下：当细菌细胞中的金属或类金属

浓度很低的时候，ArsR 结合于操纵序列的位置，

抑制 ars 操纵子的表达。当金属或类金属被吸收

到细胞中并结合 ArsR 时，ArsR 的构象发生变化，

ArsR 蛋白与 DNA 解离，下游基因得到表达，砷

即可通过不同的砷代谢途径解毒，然后被排出体

外，从而对砷产生抗性[18]。菌株 FJ-6 的 arsI 基

因紧邻 arsR 基因，暗示它可能受 arsR 的调控，

参与微生物的砷解毒过程。FJ-6 中的 ArsR 与大

肠杆菌 Escherichia coli plasmid R773 的 ArsR 是

同源基因，都是受 MAs(III)和 As(III)调控的阻遏

蛋白。荧光定量 PCR 的结果表明，arsI 基因受砷

的强烈诱导。前期研究表明，As(V)不能直接诱

导 arsR 基因的表达，所以菌株 FJ-6 先将 As(V)

还原为 As(III)后，As(III)诱导了 arsR 及下游基因

arsI 基因的表达。 
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Identification of an methylarsenite demethylation bacterium 
Bacillus aryabhattai FJ-6 and characterization of methylarsenite 
demethylation gene 

Xiaolong Li, Yifei Wu, Jun Zhang* 
College of Resources and Environment Sciences, Nanjing Agricultural University, Nanjing 210095, Jiangsu Province, China 

Abstract: [Objective] The purpose of this study is to isolate and identify the MAs(III) demethylation strains. We 

cloned and expressed the arsI gene involved in MAs(III)-demethylation in Bacillus aryabhattai FJ-6 and 

characterized the ArsI protein. [Methods] The arsI gene fragment (432 bp) was amplified with PCR. Recombinant 

plasmid pET29a-arsI was constructed and transformed into Escherichia coli BL21(DE3) for heterologous 

expression, and the expressed protein was detected with SDS-PAGE. The enzyme activity of ArsI was determined 

by using HPLC-ICP-MS. [Results] The arsI gene was cloned and the recombinant plasmid pET29a-arsI was 

expressed. The molecular weight of the recombinant protein was 17.4 kDa. [Conclusion] The activity of ArsI 

protein with MAs(III) demethylation was clarified. 
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