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�    � 

��������	
 (chlorinated aliphatic hydrocarbons, CAHs)����

������������������� �!"#$%&'(�)�*+,-

�./!0�12'34)5*6(dense non-aqueous phase liquids, DNAPLs)!#

789:�;<(trichloroethylene, TCE)=$>?/@ABCDE%FGHIJKL

MNOP!9QRS>T (aerobic cometabolism)2U�VWX
YZ[ (in situ 

bioremediation)\]^ DNAPLs _`�Wa)2bcdef�ghi[!jVWI

klmno@"p!qKLrst9VW9�u�[iv!wxyz{|}~��

���(�����)� TCE _`Wa�)� 2�X
�f TCE QRS>T��

���3!���X
X�}~��������!9��VWQR�X
�+

TCE ���@p�!0��	�� ¡¢(polymerase chain reaction, PCR)�£/

¤,¥¦�§[(denaturing fradient gel electrophoresis, DGGE)|�"¨©[�¨�

X
ª«!�fVW¬5£�®� TCE �+¬¯��"¨©!9°±VW¬¯

�./|¨²@VWX
\]³IMNOP!Wa)´wxµ¶��3|���·!

Wa) TCE ¸¹ºe» 73~99%@KL79 PCR-DGGE ¨©gh¼�7�·�W

a)¬5!½¨©MNe¾¬5"gh¿%À(ÁÂ@�"¨©[�Ã®MNÄ

VÅWa)e®ÆS>T:�;<�5Ç¬¯ (type È  methanotrophs ¬¯)��+

ÉÊ(Ë toluene monooxygenase, toluene dioxygenase � methane monooxygenase)@
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 !"# TCE $%&'(	�)*+,�-�./$0123�������

456&7
89:�;<)=>?@$AB45��' 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CDEFG��������6HIJKLMNOHP,QRHSTUVW%&H

XYZ[\]^_6H`("a6  

*bcdefg=>hi��j  kl 

**bcdefg��mggn  op   

***bcdefg��mggn  ql 

****bcdefg=>hi��j  kl�  

*****bcdefg=>hi��j  rsop 
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���    � 

��������	
 (chlorinated aliphatic hydrocarbons, CAHs)����

�������������������� !"#�$%&'()*�+,-

./�0123456�7��89:;�<6!=,>?$@AB&�C���

DEF��GHIJKLCM�NOPQR���STUVWXYZ[ [2]�E(\

]B^_C`�Z(dense non-aqueous phase liquids, DNAPLs)�@a?bc�de

(trichloroethylene, TCE)f]Ngh$%�CAHs 4H���iU���KLC�B

jk�lm��!�	�SKLCC^EiUn
Y�o [13,19]h�pq�r

2008 � 2009 stuvYVw�xylm(green remediation)������za8

{�r|}lm~��9�����*�K (in situ)�(��(passive)��
 (bio)

]�4lmw� [38]�b�	xylm��h 

�
���b��
�jk
�����UF��#�O�#Y !�E�q

�jklmY"# [3,21,23,30]hr��q�L�TCE 4��W���]������

� [11,22]hr��$3L�CAHs �	
S_��
�n4���^�$%%&�'

(�Y��'��
W��*�)�at*�Y+,���W� CAHs-� TCE�

.�de(dichloroethene, DCE)��de(vinyl chloride, VC)/h�01��� [8,10,22]

�2q�W��a43W���02W���|}�*� TCE ����� ¡4

4&�¢ [4]h��r£¤��
lm+Pa�56�7V8��
49£¥:Uj

k
W�h$%�9£4��
;b¦�(�C�	
)]��§�<=*�.>j

k��E���¨�K��
?'©:ª�K��
�� TCE ! CAHs 4U«�

rp��¬®¯4°±²°�����]lm TCE jk®¯4�³�P4V  

[12,15,16]h 

´	µ@¶�� (polymerase chain reaction, PCR)�·#¸D¹[0º

(denaturing gradient gel electrophoresis, DGGE)4AW1�
»~�fB()*¥

 ¡ DNA C·hPCR-DGGE ~�D�«E¼q�a��
8�YWv�FGH�

D(I½Y��
�8�$%JU] ¡��
�`¾K-�*fLYW1~�4

V [13,28]hrp¿`À ¡a��M!Á�N�* PCR-DGGE ~��b��
Y 16S 
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rDNA�������������	
�������	�������	�

����� PCR-DGGE ��� DNA 	
�� �� 16S rDNA ���!"#�

����$������	���������%������	
����

��	&��'()� [37]����*+, !� 16S rRNA ��"-�#$

PCR-DGGE ./��01%23&45'�� Barnard 6	��$&7��8�9

&:$���1;7<=>� !��"-�#$ PCR-DGGE 1;� (?�

)*+��!@�,-����	���A��.�BC/DE0��$&7��

F1�GH�PCR-DGGE �0�7<�?2�)*+�34�56�IJ)*KL

[27]� 

MN�OP7CQ�1;RS;7<T1��	UVW?23XYZC[	


�����8\S;�],^_`E�aG�bcde9f�:*;1;RS

;'<�34\g6�hi�jk#lm�nopq��r(st(us)D�

Y�v�w���	�x�yz�!<{|��	�x�no}~�����=�

{��(�p[>�p[?)������no��\��	�%�Z���'K�

!<�, PCR-DGGE �ya�0W���!\$&)�F�( TCE �%$��

ya�0�8@AB��\�% TCE $�������� 

 

��	
�� 

2.1 ���������������������������� 

\S;�&:�CD7<��� 

1.�+�E�F���GH�� 7 m 2�I�F���GH�� 6 m 2�

��JK�LMN(ONJP� 

2.z�zQR7<�� 1�� 12 m 8�S�uzT���UVW0 K XY

Z� 10-4 cm/s� 

3.
�	([\CD�]N���z�0S=>�
�	8 TCE �e�B��[
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�������� TCE ����	
��� 153 g/L����	
��

50 g/L������ TCE ��������������
(membrane interface 

probe, MIP)����������������� !�����"#$ 8~11 m

��	
 !��� 10 m %�  

 

���� 1 �������	
�������	
�������	
�������	
  

��(m) #&�� 

0~4 �'�( 

4~6 �'�( 

6~6.5 �'�()�( 

6.5~8 �'�()�(( ) 

8~12 �'�( 

 

2.2 	
�����	
�����	
�����	
��������������������������������� 

! 1 �*#+,�-."/#�"0$%&�'!�1()$()*%& 1

+-." IW1-1 (2,"�"�- 13 m�"./&- 12.70~12.90 m)20�" MW1-1(4

,"�"�- 11 m�"./&- 7~10 m)2#�" MW1-2 / MW1-3 (2 ,"�"

�- 13 m�"./&- 7~13 m )�3�1"�2- 3~6 m 34�3 4567� 1 52

8&�672899::2;�;�</=>�?@�<=A�-.6>28&/

?@A���8&/?@ABCBC2(BDDEEFG2HEID�DEJ�<

=AK>;�FLMNO /G;�->H��I�K> 30 min2P 30 min�QRS

T 7 U;���VJK7->LM-W� 

2.3 
��
��
��
������������������ 

1.*NDOP�QRSTUVWXYXYZZ�2[=2pH2ORP2EC2CO22[

\2XY]=:2^EA2HEA2F_`2F=X\� 

2.]^��0��� 

_^`a2F^`a2^`aD`a4��ba<�b>cd%e (purge and 
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trap)�� GC-ECD (Agilent, 6890 GC/ ECD)����� 30 m��� 1.0 m��

� 0.53 mm ���	�		
(Agilent MXT-5)
������ 360���

��(carrier gas)�����(makeup gas)����(�� 99.9995%)
��� 15 

ml/min
�����(split ratio)� 5�1
�����(split flow)� 50 ml/min�

����� 180
����� 250�������� 32�� 5 ���


���� 5������� 50!�� 5 ��
����� 15����

��� 200
�	 !" 23.60 ���#$����%�"#$% &'&

�('�	(�(HP ChemStation)
�%�	)*�  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

���� 1 �������	
��
������������	
��
������������	
��
������������	
��
�����  

 

��������

	�

��IW1-1 

(������������) 

MW1-1 

(������������) 

MW1-2 

(������������) 

MW1-3 

(������������)

���	
����	
����	
����	
�  
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2.4 ���� ���� ���� ����  

1.�������  

�	
����� DNA ���� DNA ��� 200 g/ml��� PCR

�	� DNA template����������	���	� (primer)�
���

PCR�� 0.5 L DNA template�0.3 M primer F � primer R�0.2 M dNTP�1.5 

L 10× buffer�0.4 g/ L BSA�1.5U Taq������� � 15 L�PCR �

�
�� 94��5 
�!94�  1 
��annealing temperature 40 ��72�  extension 

time�"� 40 ��#! 72��7 
��  

2.PCR �$�%& '()� 

�	 1×TAE buffer �� 1.5�  agarose gel�*�+ 1×TAE buffer ,'(�

-�.'/ 100 V 0�'(� 20 
��. 1 g/ml � EtBr 12�*�3��

�45 6�7�  

2.5 !"#$!"#$!"#$!"#$ 

1.DNA �� 

! 4 �89:�;�" 0.2 m ���	#�.
<$	=>��?@$�

�A�$	#B�C	#4�. 1.5 ml ���D (100 mM Tris-HCl�pH8.0!

100 mM Sodium EDTA�pH8.0!100 mM Sodium phosphate�pH8.0!1.5 M NaCl!

1%CTAB)%	#4�?@$�!%D
�*E�?F�&-�'�F�

&GH 100 L Lysozyme(100 mg/ml)�* 37������ 1 ()�'* 10 
�

��+���IGH 30 L SDS (20%)�20 L proteinase K(20 mg/ml)�* 37

������ 2 ()�'* 10 
���+��,JGH 100 L NaCl(5M)�75 L 

CTAB(10%)�* 65����� 30 min�'* 10 
���+���IGHK 

�� phenol/chloroform/isoamyl alcohol 25L24L1(pH8)���+�I 14,000 rpm

F� 10 
���4MD�6"�N-��F�I���2-.O���F�I

�4MDGHK � chloroform/isoamyl alcohol 24L 1(pH8)���+�I

14,000rpm F� 5 
���4MD6GH 2 � �� isopropanal�* -20���

overnight�14,000 rpm F� 10 
��PQ4MD�. 75���MR DNA ��
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��14,000 rpm �� 10 �������	
�� DNA ����� 50~100 L

���� DNA�
�� -20������  

2.PCR 

� 1 L DNA template�0.5 M 968 F(5’-AAC GCG AAG AAC CTT AC-3’)

� 1401 R(5’-CGG TGT GTA CAA GAC CC-3’)�0.2 M dNTP�3 L 10× buffer�

3U Taq polymerase��������	 30 L�PCR ��
�� 94��5 ���

94�  1 ���54�  40 ��72�  30 ���� 30 ���� 72��7 �� [17]� 

3.PCR ���� �!"#� 

$� 1×TAE buffer �� 1.5�  agarose gel���% 1×TAE buffer &!"�

'��!( 100 V )*!"� 20 ���� 1 g/ml EtBr +,����-�	�

�.�
�/ 430 bp &

�� DNA clean/extraction kit(GeneMark)�0 DNA�

���� �!"#��01 DNA �2�  

4.TA clo�ing 

$� pGEM�-T easy vector systems (Promega)�3 1 L pGEM�-T easy 

vector�8 L insert DNA�2U T4 DNA ligase�4�  overnight�  

5.transformation 

���4&� !�(pGEM�-T easy vector/insert DNA)56 50 L DH5  

competent cell(ECOS 101�Yeastern Biotech)����� 10 ���42�  90 ��

����� 10 ���56 1 ml SOC medium�� 37���"7 1 #$�� 100~ 

200 L�	%����8 100 g/ml ampicillin�0.5 mM IPTG and 80 μ g/ml X-Gal

9 NA plate ��� 37�"7� 14 #$�  

6.&� clone 

&� insert DNA :�'6 vecter ���( 50 � 80 �, single colony )

colony PCR�pGEM�-T easy vector $� T7(5’-TAA TAC GAC TCA CTA TAG 

GG-3’)�SP6(5’-TAT TTA GGT GAC ACT ATA G-3’)� primer�PCR 
��

primer 0.5 M�0.375U Taq polymerase�0.2 M dNTP�1.5 L 10× buffer���

����	 15 L�95�  5 ���52�  40 ��72 ��  40 ���� 30 ���

72�  7 ����� 1.5% agarose gel !"#��&�;�'6 insert DNA &
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colony�  

7.DGGE 

�������	
 DNA ���������	�� insert DNA �

colony���� DGGE ���� colony ����� colony ���	
���

DGGE �� insert DNA ��������	
 DNA ������� T7 �

SP6� primer�� insert DNA� PCR�
�� 50	��� gc968 F(5’-CGC CCG 

GGG CGC GCC CCG GGC GGG GCG GGG GCA CGG GGG GAA CGC GAA 

GAA CCT TAC-3’)� 1401 R(5’-CGG TGT GTA CAA GAC CC-3’)� primer �

nested PCR��� �!"���
��#���� DGGE�  

 ��$%��&
�����������'��� gel bond (lonza)

��()*�����+�����,������- spacers #�-�

����� clamps ������ 	!" �-�DGGE  �� 80%#. /

40%~60%-. �0�80%#. ��10.86 g urea20.8 ml  formamide20.6 ml 

40% acrylamide/bis20.05 ml 50×TAE����3$�	4( 4 ml�5678%

,#�9� 3.5 L TEMED � 35 L 10% APS��� 1.5 ml :����� 30

;�#&<�#. �!"'(%)*!"�=� 6.5 L 1×TAE buffer ( 65��

� DNA �>:� well #�� ����!"��!" ?1!@ 60�2!A

65V2!"#$% 250 mA2&� 870 ;��!"<+#�' ��� 10,000×SYBR 

green ,�� 15,000 	�B()-����C��-���B�*./�0

1 1 �&��C5DE LAS-3000 luminescent image analyzer(FUJIFILM)��2

)3F�+G�  

8.	
H� 

� DGGE ,-'#� insert DNA #��� single colony .(	
45��

	
���	
<I� NCBI(national center for biotechnology information)

nucleotide BLAST(basic local alignment search tool) � database nucleotide 

collection 6/��,-�
0�123�
0��H��  
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������� 

���������	
����������������	
����

�����	
�������������� !"�#��$%&�'���(

)(*��+, PCR-DGGE -./�01#23456��0�78�9#:

��;<=>��� ��1?34@A�B�������	�C���
D�

��E�:��
FG��<���H�I�	
JK� �LMNO�����



�JPQ(R,STJPQ Na2HPO4 -(NH4)2SO4)U�V�)�WXY�V�

MN)Z� �L[��HO�D��
�\]^(�W_F)-JPQ(���-�

���)�W�'��X�`[�L.�P�����9abcd��e$-

 !f"ghi/j�HKe#$%� 

3.1 PCR-DGGE %&'()*%&'()*%&'()*%&'()* 

$%&k, PCR - DGGE &'��� l!"�WZ� � 16S rDNA 
(

��)*'mnaT @A��V�)Z� op��+�� q,H�rs

PCR-DGGE t-u DNA ./�#:�� 16S rDNA 012#2v?�34565

7� 

1.�����56�0  

'#2����8w9�:����
;#:�<u��� ���9

2H�%&)x=�69�V����U��=>�V 7~8 m � 8~9 m �m�

y?@#256�0�������V�-m�y?@�56�0z{|A 2�

s56�0A9}��V�56~m�y?@q��6�g���f�B��

��566�C������+9$D<5^�?U*E� ���	�#2

�ak����� ��92H�f�  
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���� 2 ���������	
����������������	
����������������	
����������������	
�������  

�

2.���������	
��  

� 3 ������������	�����������������

����� 0 �������������	� !"���#	$����

���%���������	&'
�(�#��������)�#*+

	��
���#, -��.$
���/0�12(� 146 �% 115 � )3

��4�	����&56"��	�7�89:����9;� !<

��=>?@��ABCDEFC!GHI%J1K��/��LMN�AB�

�O"&PQR��89:��;�S�2�� TCE %��:�TU<��

��89:V"�WX TCE �Y�Z�[��\�=>?]^\�.%�


��_�`����TU�  

IW1-1  �� 1 �� 2  IW1-2  IW1-3 



66 ��������	
������������	
������������	
������������	
������������������������������������������������  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

���� 3 �������	�������	�������	�������	 MW1-1 ��
������
������
������
����  

(1: ��������; 2: 0 ����; 3: 146 ����; 4: 153 ����; 5: 160 ����; 6: 162 ����; 7: 180 ����; 8: 204 ����;  

9: 216 ����; 10: 223 ����; 11: 233 ����; 12: 251 ����) 

 

3.2 ���+*���+*���+*���+* 

1.DO�ORP � pH ���  

�������	
�������IW1-1�MW1-1�MW1-2�MW1-3�

�� IW1-1 ���������������� 4 ��������	
�	


���������������� pH ������ ��!"�#�$

����	
�%& ����'����()*+�",�-��./�0

 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
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���������	 TCE 
������(O2)[39]�  

� 4(A)�����������������������������

�� �����	!
�����������" 1.39~1.98 mg/L-O2���

#��$%��&�'�����() DO ��*+�� 27 ��
�,	�


(4.11~5.01 mg/L-O2)�-(���, 9.52 mg/L-O2�./0123����(

45�������6��
�7����-8�9���7��:7��

��-8�;<�=4>?-8@(�;AB���7��CB�
�D��

ED,�F��������G���������H��(��;�I�

��
� (MW1-1JMW1-2 9 MW1-3)�K�����������9��LM

N�O-8��O�P��7�����������)�QR����� 

K-8ST9UVW)�XL��Y
����!��;�ZST6UVW5

"=#�����[��#��KST6UVW5"=)�B$\6�]*+�

XL���%\0��*+�  

� 4(B)����������������&��'����ORP K�^

&�M$_�I`(�)�ORP �D����M$��*a��M��&�M

$��*a�������� 0 �7�������3�+�%��,�$Y

b"����cd�UX�K-8ST9UVW)a��ORP 9 DO  ���

�-.�efKST6UVW��g��bhi/����)�@(015-

8!�20���K��,�cd��Fej�������7�12���

cdPk ���,�K� 180 ���;-(3"4#�#���9 ORP 7�

�lm�n �&�,��A���KYop9UVW�$5%&��#��

q"�(5�%\0rqCD�;A��(5*��q"��������'

5srf`(5(t�  

� 4(C)���#����������� pH ����6)�u*G��

�78�9:\7���;$v�<��G�#���w5�)�I�I+

ej�k$5#���K pH �_]5cd��w��)i�6�!,XLBP

\-. [31,33]���	u-8� IW1-1 7�/=CP�B0���7��20K

pH 7��Fej����cd�6)�%_]��k$#��
!���cd
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���������	��
��������������������

���������������� !"#$"%����	�&
�� 180

�	��'()
��*+������!"�� /����*��+��

�������  

d
is

so
lv

ed
 o

xy
g

en
  (

m
g

/L
)

0

2

4

6

8

10
IW1-1 
MW1-1
MW1-2 
MW1-3 

o
xi

d
an

t 
re

d
u

ct
io

n
 p

o
te

n
ti

al
 (

m
V

)

-300

-200

-100

0

100

200

300

400

IW1-1 
MW1-1
MW1-2 
MW1-3 

time (days)

0 50 100 150 200

p
H

2

4

6

8

10

12
IW1-1 
MW1-1
MW1-2 
MW1-3 

(A)

(B)

(C)

�����

�����

�����

���	�
�	���	

 

���� 4 �������	��������	��������	��������	�



������������������������ pH �������� 
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2.COD�TN�TP ���  

�������	
�������� [24]�COD ����������

��
��� !"#�� ($% /&$)'()*+��,-�./ 500 g $% 7

�0��� COD 	1234�56��	7�089
���:;�0��<

=(./��(:�$%�>&$./?@AB�C�	�
����D<

��E��'(:�&$�(@$%F)6,�G������A#��HI

JKL!���>����M���N����O:P��'()����

��6������QRS�G()  

�H�O:� ����Q���HITAU� V�.!(�W>KL

!W./���MXYN��(����>ZO./�$(W�[� COD \

TOC �"�#$]^_V����W%��/(�T�&$E`��ab'*

./��cM./()( 5 ���*+)O:P*�+�� COD�A#�d TP

�")6 COD �"2e�*+��<./ 500 g $%f��0���W�[�

COD "�, 56.03~89.33 mg/L�6I2e�*+-�,-���8"g��

MXYN�
h:.��)*+0�8/HZO��	��id01&223

�f�����MXYNj�4k@����5*lmn��6��	�iW

%7o�8�f94k)��*+�2 COD :;"$< (IW1-1�MW1-1�MW1-2

d MW1-3)�p96.8 mg/L�26.9 mg/L�17.9 mg/L d 16.7 mg/LqA#�:;"

$<�p3.96 mg/L�4.48 mg/L�3.49 mg/L d 4.62 mg/Lq���p0.47 mg/L�

0.06 mg/L�0.08 mg/L d 0.06 mg/L)�����r"��HZOst@�QR�

5?�8/�� 100p10p1 �=� [31,36])  

�>(2004)?ue�"�,f�@Pvw�ABdO:P�	xy-�!�

H�z"#{|	m C���	�8!<-�!�T"#D}@$�~��

	��EFGH�I�EFGHJ��"%)HI��XYN<�	&'0

(#k6��	l!})K�m#�/=*+-�!��8#}S*��	W

7� [35])HI�JKL�ZO./�����>2L_��)  
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3.��������	
��� 

����� TCE ��������� 6 ���������(0�27 �)�

����	���� !"#��$��%	
&'(��)*�� DO (

COD �	+,���&� TCE -��.
/01��� 23	45�6�

7-89,.:;<���=(�>/�"#����?@����(��

� ���A ���	��B���@C�	�DEFG�!3�� 37 �

��TCE��HI�J��IW1-1� 103 g/L�K 10.6 g/L(MW1-1� 142 g/L

�K 64.4 g/L/
�J��� MW1-2 ( MW1-3 � �&K� 160 ��L-H

I����&M!0NO	EFG���PQ"�#R6����<�M	=

S$�-8��J�;<���	<TU%/�V� �9W��	EFG�

 >�&XYZ[.�� TCE ���	\<����]#� �^_�

MW1-1 `�
�J��&����ab����&M!'0L�9W����

X���c��d�=M!ef"�()�*+/01��g���� 203 ��

��h�!,i���-�>(./>J�0'j'12�EFG���� 

���(3��4"#� /�� 213 ��kl5+�KJ����&��g

�mn��Y!Co$V6&p�q3.8 g/Lq21.1 g/L 	 16.1 g/L/�rs

t�kl5u<�klviwxy TCE�
��zM{ 73.4%~99.9%��1I

|�.:kl}~M����Qh�!"�<T����������!�

�%�#k�( Yeager D�(2004)�) pseudomonas mendocina KR1qralstonia 

pickettii PKO1qpseudomonas putida F1 D78l�}�M���$%�NO�

&�Gq'(�Q��"�
<T�������g�mn�!��a)��

x [26]/  

���<f������9*+:�;<�Mkl,�iw DCEsq��m

;(DCA)qVCq�m;(CA)q��7;(MC)-�7; (CM)�^.��C CO2q

H2O 	 Cl-[7,24]��Mviw TCEqDCEsqVCqTCAqDCA ( MC��l��

�l�g�mnfg�mn�l�� (TCE epoxide)^.��C CO2	 H2O[39]�

�kl��M<=/l>'����<�?��@�� [18]/�� 6 M[.kl

��5;<�#klviw�0A�	�� DCEs����;> Cl-�<f�CO2
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���������������	
�	����	���������

� DCEs�CO2�VC � Cl-�������	������������ !"

	 DCEs �#$ VC %��	�&
��	'�	()�*���"����

+,-.���/	0�%1�����2�  

4.3
456�7��  

3
4568�9	
:�;<�=>?@��0���%()��A

B�	C���()�
D��EFG���HI��/	J PCR KLMN3


�O	PJ�����QFG�4R��	��&� S>�Q#��!?

C-�� TCE �
D	�"�&T#�"$�#��0QUVW����%

%X���J�YZ&[6&[QUV\]#��	^_6!'�(#��)

`	�'\]�#����*&[	
�_6&[(�Qa-#���+YZ

PCR KL�bC-c,de���Z�HI3
�FGMN�7	fg
h�

(�,-i.#��0QUV�%4/��j�k�  

!"\]U#��_6��Jc,del��j3m	01n4�o�3

m��%p�Xq"rHI<4�c,de	 p�Xq"rHI29�""

rHI (monooxygenase)J�3""rHI (dioxygenase) [1,4]�n�,-�3


45��&s	�Qt2uv�w[x&-y�4�Q#��%�j����

()��  

0!"���,-	�
��z{�Q#���j �	1n����

TCE �E����s�3
O7455|	MN�Q#�����O6	45

�HI�F)3
78-}c,de�EFG (type I methanotrophs � type~

methanotrophs)���HI (phenol monooxygenase� toluene monooxygenase�

toluene dioxygenase � methane monooxygenase)�  

9 7 �!"�,-:�QUV�;�""rHI (phenol monooxygenase)

3
45���9���	�! MW1-3 �	�� IW1-1�MW1-1 � MW1-2

<7�QUV2-�7" phenol monooxygenase 3
  	��#$\]� phenol 

monooxygenase	��0�:=<7��QUV�	@0%�c,de()�

QUV (BW-1)�&7P�3
�0�0&'t2����� (uv��u )�w
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�����������	��� phenol monooxygenase���
����

� MW1-3 �� phenol monooxygenase ������������������

� phenol monooxygenase ������� !������"����� [19]�  
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���� 5 �������	
����������	
����������	
����������	
��� COD�������������������� TP �������� 
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��������������������������������  

� 8 ������������	�����
��(toluene monooxygenase)

����������� toluene monooxygenase ������������

�����	���� !�"����#�4 	
 �#$ 2 	(MW1-1%MW1-2)

� � toluene monooxygenase�&���'��(�� 153 �(��� ! toluene 

monooxygenase 		)�$*+	�� 

� 9 ������������	�����
��(toluene dioxygenase)

�������������,���	-������ ! toluene dioxygenase

��&��./01%23,456(�
 146 ��� toluene dioxygenase �

&���-		)7$�.	��89����23,456�.��:�&


160�;/<=>	23,456(�
 162��$<?����� @$ toluene 

dioxygenase �A	�B&C�����������D7& 167 �E($?��
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���Lee �� 2007 ����	
������������� cinn PA�3HPA

��� 2, 3-monooxygenase � 2,3-dioxygenase ����������������

���	������
������ ! DNA primer(PHE, RMO, TOD)�" PCR

�#�$����%&'�()��PCR �
�	* !
��!*+	
���

#,,�- PCR 
�	. !��/)01�2�����
� [19]� 

3����45���67	
���pseudomonas mendocina KR18ralstonia 

pickettii PKO18pseudomonas putida F1 9��:�;�<=��>8��?@A

?9���BC� ����D���01�EFGHI��J [26]Kpseudomonas 

mendocina KR1 � ralstonia pickettii PKO1 L��01 toluene monooxygenase[26]K

Pseudomonas putida F1 01 toluene dioxygenase[34]�!*��+	
MN7O$��

�P���:��::��� !�2Q#,MNRAS����/�&#,)1

�;T�L��
�Q#,UV$�� 

� 10 �� 11 W�'X:MN����,�-� type�� type Y��:�;

Z(type �/ type Y methanotrophs) !W[RA�MN���\]^��\]^

��,�-��<�P type � methanotrophs 
�����_`ab8cd�e

f>gh 216 ���<���P type�methanotrophs�%& type � methanotrophs

��
�Q#,,�-��i type Y methanotrophs �
�jk SMN���

!lm�P�MN����"ncd�ef>g�type Y methanotrophs �#�o

/1�� n�#p$!%�Erwin 9q(2005)��� type Y methanotrophs �p

Q type � methanotrophs &1=Q�r:b8s��'t�UV��D [6]�iX:

MN�!��_:�(!�)"#,��uQv:wps8��wpr�#x�$

�y�Sz{ type � methanotrophs;Zp type Y !��P�ops|!%�

(!�# �}ef>�"n*6<1~��;Z�D�$%S type I @ type Y

;Z�_` �g��#Q����o!1�% n� 

� 12'X:MN����,�-�L&���::���(particulate methane 

monooxygenase, pMMO) !W[RA�MN��'(UV�
� pMMO�!�


�	. !
��MN��g) 146 ��IW1-18MW1-1 1�	. !K�)

160 �*+����!1
�	 pMMO �
�����,�) 160 ��1+-�#
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��pMMO �����������������	
 [10]���� 216 ���

������	���
����� IW1-1�MW1-1 ���	 pMMO �����

� pMMO ����� pMMO � sMMO �����������������

���� ! sMMO���"� ! pMMO[6]��#$�%��� methanotrophs

�����&�	 pMMO ���	�� 

� '
��()*+,- . phenol monooxygenase ��� type �  

methanotrophs �/����012�345�6�789:;<�6�7=�

toluene monooxygenase ��� type >  methanotrophs �/� particulate methane 

monooxygenase ������;<?�������@�A���� toluene 

dioxygenase �BC8DEF��GHIJ��K��@���A�LM,-1

2�6NOPQ��RSTUV��������L�6AWX�OP;<YXZ

NOP�[G"#GH�����GHSTUV\�R�]@�^�� 204 �BC

 _`a�bac�`a%d!e�*"^!�a���"NOP#�fg��$

]+h9�iL��()*+jk�l0�6NOPmnoj p�%q�  
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���� 7 �������	
���������	
���������	
���������	
�� phenol monooxygenase ������������(206 bp) 
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���� 8 �������	
���������	
���������	
���������	
�� toluene monooxygenase ������������(466 bp) 
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���� 9 �������	
���������	
���������	
���������	
�� toluene dioxygenase ������������(757 bp) 



������������������������  ���� 118����(Aug. 2011) 79 

 

���� 10 �������	
���������	
���������	
���������	
�� type I methanotrophs ������������(920 bp) 
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���� 11 �������	
�������	
�������	
�������	
�������� type II methanotrophs ������������(950 bp) 
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���� 12 �������	
���������	
���������	
���������	
�� particulate methane monooxygenase ������������ 

(525 bp) 
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3.3 ������������������������ 

����������	
������������������
�

� DNA ���	�����
��� 80 ���	�������������

�	�(NCBI)����������� ��!"�(#�$ 97%%&����

 �����"�)��	'()�*	+��,�"-."� /01
23��

� � 4 Acidovorax sp., Alicycliphilus sp., Burkholderiales., Caulobacter sp., 

Caulobacter tuntrae, Caulobacter vibrioides, Comamonadaceae, Hydrogenophaga sp., 

Iron-reducing bacterium, Mitsuaria chitosanitabida, 5 Rhodocyclaceae [20,25]��01


)�	��'(67�/#�$ 97%�89�, 7 �� Iron-reducing bacterium:

5 �� Caulobacter sp.5 Mycobacterium�!
�� Acidovorax sp., Acinetobacter, 

Acinetobacter sp., Aquabacterium, Chlamydia sp.� Leptothrix ;�<=���>?@

3���
	A, particulate methane monooxygenase #B"��  

 

���� 

C���DEFGH'(67�IJKL�5MNO�P ,Q�R��


��%01�STUVWX TCE�CGH'�5�Y9Z 4 

1.���P[\!]�(O2)^[\"�� /I_(`a.b`)5MNO 6cde

TCE 01�STfg�R�9J TCE ,QWX�01����/� 213 �

#���
��$01�STfg�Dh TCE WXi j 73.4%~99.9%� 

2.PCR-DGGE  d"k�%&l'"#mK5no��p ()q*�	5���

����#�� 

3.��>?@ %&l'��"��rsmK�01
AWX TCE +t#B"

u(type v  methanotrophs)5WXrs(toluene monooxygenase, toluene 

dioxygenase, particulate methane monooxygenase)�w��,��i,�P)-

.�<'(67�����xy ,Q�m�9��"#mK�zR TCE
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����������	
� 

4.�������������������������������� !

"��#�������	����$%&'��()*+��,	�
��

-�
�./���� !01��� 

5.2345678��,	��9:�"(;�<)��=>�?�@ !�A�

2�����B���������=>���A�:C"�DE*+���=

>�:�F*��G�$H� 

6.I�0J<�A���K TCE ���L�MNI���O<K.�����P�

�L�Q��RA:���P��� real-time PCR R K�S(�!�T3��

U�����I��K�"Q� 

7.#�V��������)��
�DC�A$:�%�W,	X3WB&Y'

*+���:	
IZ�[\]����^� 
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