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摘要:构建了具有不同抗性且能够组成型表达绿色荧光蛋白的一系列转座子质粒 pTnM od-OCm-G、pTnMod-OTc-G、pTnM od-OKm3-G和 pTnM od-

OGm-G,并通过三亲本杂交的方法,成功地将荧光蛋白基因分别插入到多环芳烃降解菌株 Sphing om onas sp. 12A和 P seud om onas sp. 12B的基

因组内,获得了具有降解多环芳烃特性,同时在没有抗生素选择压力下连续传代多次仍能够稳定组成型表达荧光的转化子.结果表明,该系列

转座子不仅适合其它革兰氏阴性菌的遗传标记,也为进一步研究降解菌在污染环境中的存活能力和生态安全奠定了基础.
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Abs tract: In th is s tudy, fou r t ransposab le p lasm idsw ere con structed, pTnM od-OCm-G, pTnM od-OT c-G, pTnM od-OKm 3-G and pTnM od-OGm-G, wh ich

can con stitu t ively express green fluorescen t protein. V ia triparen ta lm at ing, the GFP gene w as inserted into genom es of Sph ing omona s sp. 12A and

P seud om onas sp. 12B, tw o polycycl ic arom at ic hyd rocarbons-d egrad ing bacterial stra ins. The transform ants, wh ich can d egrade polycyclic arom atic

hyd rocarbons, can cons titu tively express GFP w ithou t the presence of an t ib iotics through m any generations of p ropagation. The tran sposons can b e

trans ferred to other gram negative bacteria and exp ressed stab ly. Th erefore, they have potent ial to be used in research on bacterial su rvival and eco log ical

safety in contam inated environm ents.

Keywords: green f luorescent protein; con stitut ively express; transposon s; b iodegradat ion

1 引言 ( Introduct ion)

实验室条件下, 典型有机污染物的微生物降解

能够取得较理想的效果, 然而自然条件下生物修复

成功的案例仍较少 (M ohan et al. , 2006), 其中一个

重要原因是生物强化过程中引入的外源降解微生

物在污染环境中受土著微生物、重金属、环境条件

变化等因素的影响, 使降解微生物的存活能力和降

解活性降低 ( Tang et al. , 2005; H einaru et al. ,

2005) .同时,有必要对具有较强存活能力的外源微

生物进行生态风险评价, 以防止其对人类健康和生

态环境可能带来的不利影响. 因此, 对引入的外源

降解菌进行追踪检测就显得十分必要.

绿色荧光蛋白 ( G reen F luorescent Prote in, GFP)

具有无种属特异性、荧光特性稳定、分子量小、对细

胞安全等优点, 因而在微生物定殖、动态检测等研
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究中广泛应用 ( Lef,f 1996; E rram palli et al. , 1998;

E lvang et al. , 2001; P inhe iro et al. , 2008) .同时,与

FISH、DGGE、rea-l tim e PCR等生物技术相比较, GFP

检测更为方便,能够较快捷地追踪检测绿色荧光蛋

白标记菌株在环境中的行为 ( P inhe iro et al. , 2008;

Cam pe lo et al. , 2010) .然而大多数构建的含绿色荧

光蛋白基因的质粒不具有广泛适用性, 且标记的菌

株不能够稳定遗传表达, 往往需要添加诱导物才能

表达荧光,因而在实际应用中不能够很好地发挥作

用 ( Errampalli et al. , 1998; E lvang et al. , 2001).

pTnM od系列质粒结合了 m ini转座子 ( m ini

transposon)稳定转座和质粒自我复制两方面的特

点,在革兰氏阴性细菌中具有很好的诱变功能

( Denn is et al. , 1998). 将 GFP插入到不同抗性的

pTnM od系列质粒中,可以较容易地插入到待标记革

兰氏阴性细菌的染色体 DNA中, 实现遗传标记稳定

遗传, 同时还可能筛选到与降解有关的基因.

因此,本文通过构建具有不同抗性且能够组成

型表达绿色荧光蛋白的一系列 pTnM od转座子质

粒,并将绿色荧光蛋白基因分别插入到多环芳烃降

解菌株基因组内,研究所获得的转化子在没有抗生

素选择压力下连续传代多次后表达荧光蛋白的性

能,以期为进一步研究降解菌在多环芳烃污染环境

中的存活能力及生态安全等提供参考.

2 材料与方法 (M aterials and m ethods)

2. 1 菌株、质粒、培养基和主要试剂

本研究所用菌株、质粒和 PCR引物如表 1所

示. KOD酶、限制性内切酶 Kpn I和 N si I、T4 DNA连

接酶、KDNA /H indIII M arker、M arker DL2000等由大

连宝生物工程公司 ( Takara)和华美生物工程公司提

供. 氨苄青霉素 ( Am p icillin, A p)、硫酸卡那霉素

( Kanam ycin Sulfate, Km )、氯霉素 ( Ch lo ram phen ico,l

Cm )、壮观霉素 ( Spectinom ycin, Sp )、庆大霉素

( Gentam icin, Gm )、四环素 ( Tetracycline, T c)、红霉

素 ( E rythrom yc in, Em ) 和十六烷基三甲基溴化铵

( H exadecyl Trim ethy lAmm on ium Brom ide, CTAB)均

购自华美生物工程有限公司.

表 1 菌株、质粒和 PCR引物的特性

T able 1 B acterial strains, plasm ids and prim ers used in th is study

菌株 /质粒 /引物 特性 来源

Esch erich ia co liDH5A SupE 44 $la cU169 ( 80 lacZ$M 15) hsdR 17 recA 1 endA1 gyrA 96 th i-1 re lA 1 本实验室保存

P seud om onas sp. 12A 能够分别降解苯、萘、蒽等污染物, ApR Cu i et a l. , 2008

Sphing om onas sp. 12B 能够分别降解苯、萘、蒽等污染物, ApR Cu i et a l. , 2008

P seud om onas sp. 12AG 能够分别降解苯、萘、蒽等污染物,含有 gfp基因 本研究

Sphing om onas sp. 12BG 能够分别降解苯、萘、蒽等污染物,含有 gfp基因 本研究

pUC18 ApR 本实验室保存

pCM 18 EmR, PTRKL2-PCP25 -RBSII-gfpm ut3* -T0-T1 H ansen et a l. , 2001

pTnMod-OCm CmR D enn is et al. , 1998

pTnMod-OGm GmR D enn is et al. , 1998

pTnMod-OTc TcR D enn is et al. , 1998

pTnMod-OKm3 KmR D enn is et al. , 1998

pMD18-T ApR, 由 pUC 18酶切后添加 / T0改建而成 购自 T aKaRa公司

pRK2013 KmR, 辅助质粒 中国农业大学惠赠

pUC18-18 ApR,在 pUC18质粒 EcoR I插入 1. 9 kb PCR18片段 本研究

pTnMod-OGm-G GmR,在 pTnM od-OGm 的 Kpn I和N si I位点插入 1. 9 kb PCR18片段 本研究

pTnMod-OTc-G TcR,在 pTnM od-OTc的 Kpn I和N si I位点插入 1. 9 kb PCR18片段 本研究

pTnMod-OKm3-G KmR,在 pTnM od-OKm 3的 K pn I位点插入 1. 9 kb PCR18片段 本研究

pTnMod-OCm-G CmR,在 pTnM od-OCm的 K pn I和 N si I位点插入 1. 9 kb PCR18片段 本研究

Prim ers( 5c- 3c)

gfp18 p rim er1 CGCATGCATATCGATTCGAGATCTGCAGGATC 本研究

gfp18 p rim er2 GTAGGTACCCCGGGGATCCGTCGACCTGC 本研究

gfp18 p rim er3 GTAGGTACCATCGATTCGAGATCTGCAGGATC 本研究

  注: Cm R: ch loram phen ico l res istan t; EmR: eryth rom ycin resistant; ApR: Amp icillin res istan t; KmR: Kanam ycin Su lfate; GmR: Gen tam icin; TcR:

T etracycline.
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  降解蒽无机盐培养基 (M ineral Salt M ed ium,

M SM )参考文献 ( Cui et al. , 2008)方法配制. LB培

养基: 10 g NaC ,l 10 g蛋白胨, 5 g酵母粉, 加水至

1000 mL, pH = 7. 2.

2. 2 绿色荧光蛋白转座子质粒的构建

质粒的提取、转化、限制性酶切、凝胶电泳以及

DNA连接方法参见 5分子克隆实验指南 (第 3

版 ) 6.

用 E coRI酶切质粒 pCM 18,回收约 1. 9 kb的片

段,命名为 PCR18. 将该片段连接到 pUC18载体中

构建 pUC18-18质粒,送上海联合基因公司测序,根

据测序结果, 设计引物 g fp18 prim er1和 g fp18

pr im er2(或 gfp18 prim er3 ) (表 1 ). 以 pCM 18质粒

(H ansen et al. , 2001)为模板, PCR扩增体系为: 10

@KOD bu ffer 5 LL, dNTPs 5 LL, M gSO 4 2 LL, g fp18

pr im er1 1LL, g fp18 prim er2(或 g fp18 prim er3) 1 LL,

pCM 18质粒 0. 5 LL, KOD酶 1 LL, 水 34. 5LL. PCR

扩增条件如下: 98e 5 m in; 98e 30 s, 60e 30 s,

74e 40 s,共 25个循环, 74e 10 m in. PCR产物经回

收纯化后,分别与含不同抗性基因的 pTnM od-OCm、

pTnM od-OGm、pTnM od-OKm 3和 pTnM od-OT c载体

连接后,转化至 E scherichia coli DH 5A.

2. 3 荧光标记
利用三亲本杂交方法 ( T riparenta lm ating)分别

对蒽降解菌 Sphingomonas sp. 12A或 P seudomonas

sp. 12B进行 GFP标记 ( Dennis et al. , 1998) .具体

步骤为: 分别挑取供体菌 E. coli ( pTnM od-OGm-

G )、辅 助 菌 E. coli ( pRK2013 ) 和 受 体 菌

(Sphingomonas sp. 12A或 P seudomonas sp. 12B)单

菌落, 接种到相应的抗生素 LB液体培养基中, 37e
培养过夜;按 1%接种量,将上述 3株菌转接到相应

的抗生素 LB液体培养基中, 培养 5 ~ 8 h至对数中

期;分别取供体菌、辅助菌和受体菌 500 LL加到同

一离心管中混合, 室温下 2500g低速离心, 收集菌

体;用液体 LB或无菌水洗涤菌体 2~ 3次,并用 100

LL LB培养基重悬菌体; 将混合菌液全部转移到预

先置于 LB平板上的无菌虑膜中央, 30e 倒置培养

12~ 18 h;用 LB洗下滤膜上的菌体,制成菌悬液,稀

释涂布在 Gm ( 50 Lg# L
- 1

)和 Ap ( 100 Lg#L
- 1

) 的

双抗 LB平板上,并以受体菌为对照, 30e 培养 16~

30 h;挑取双抗平板上有荧光的单菌落, 进一步

鉴定.

2. 4 荧光检测

显微镜: O lym pus IX-51, O lym pus CCD ( change-

coup led device)相机, 图片处理软件为 So ftw are IPP

6. 0,观察绿色荧光用蓝光激发.

2. 5 降解实验

取 50 LL浓度为 10 g# L
- 1
的二氯甲烷溶解蒽的

母液加入到 50 m L的锥形瓶中, 待二氯甲烷完全挥

发, 加入 20 mL M SM ( Cui et al. , 2008) .将经过以蒽

为唯一碳源预培养并经过 M SM 洗涤的降解菌浓缩

至约 10
8
CFU#mL

- 1
,并取 15 LL加入到蒽的降解体

系中,摇床转速和温度分别为 200r#m in
- 1
和 30e ,

避光培养 18d,分析蒽的浓度.

2. 6 蒽的分析

利用 Sh im adzu LC-10ATVP型 H PLC ( Shim adzu,

Japan)分析蒽的浓度, 其检测器为 Sh im adzu SPD-

10AVP ( UV-V is) . 色谱柱: Sh im adzu ODS-C18 ( 4. 6

mm @ 250 mm ); 流动相: V (甲醇 ) BV (水 ) = 80B20;

流速: 0. 5 mL# m in
- 1

; 检测波长: 254 nm; 进样量:

10 LL.

3 结果 ( Results)

3. 1 质粒的构建
用 E coR I酶切质粒 pCM 18, 回收约 1. 9 kb的片

段,测序后命名为 PCR18, 该片段含有 CP25组成型

强启动子 ( Jensen et al. , 1998)、gfpmu ta3阅读框和

T0 ~ T1增强型转录终止子 ( Andersen et al. , 1998) ,

其序列如图 1所示.

根据上述序列设计引物 g fp18 prim er1和 g fp18

prim er2(表 1) , PCR扩增该片段, 连接到 pTnM od-

OGm的 Kpn I和 N si I位点构建质粒 pTnM od-OGm-G

(图 2), 该质粒的构建及鉴定结果如图 3所示.

利用相同的方法构建 pTnM od-OCm-G、pTnM od-

OTc-G质粒.由于质粒 pTnM od-OKm 3含有 2个 N si I

的酶切位点, 因此, PCR扩增用 g fp18 prim er1和

g fp18 prim er3. 将所构建的质粒 pTnM od-OCm-G、

pTnM od-OGm-G、pTnM od-OTc-G和 pTnM od-OKm3-G

分别转化至 E scherichia coli DH 5A, 均能够观察到明

显的绿色荧光蛋白表达.

3. 2 Sphingom onas sp. 12A和 P seudomonas sp. 12B

的绿色荧光标记

研究发现 Sphingomonas sp. 12A和 P seudomonas

sp. 12B均对庆大霉素 ( Gm )敏感. 同时,利用三亲本

杂交方法可成功地将 pTnM od-OGm-G分别转入受

体菌 Sphingomonas sp. 12A和 P seudomonas sp. 12B

中, 在双抗平板上能够观察到有绿色荧光的转化子
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图 1 PCR18的序列

Fig. 1 Nucleotide sequ ence of PCR18

图 2 pTnM od-OGm及 pTnM od-OGm-G图谱

F ig. 2 Phys ica lm ap of pTnM od-OGm and pTnM od-OGm-G

菌落. 试验过程中分别挑选 3个荧光强烈的转化子,

发现其均能够在以蒽为唯一碳源的无机盐培养基

中很好地生长.各挑选一个转化子分别将其命名为

Sphingomonas sp. 12AG和 P seudomonas sp. 12BG, 并
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利用荧光倒置显微镜观察其荧光,结果如图 4所示.

图 3  pTnM od-OGm-G 的构建及鉴定 ( 1. KDNA /H ind III

M ark er, 2. pCM 18 /E coR I, 3. pUC18-18 /E coRI, 4.

pTnM od-OCm /K pn I+ N si I, 5. PCR18产物, 6. pTnMod-

OCm-G /K pn I+ N si I)

Fig. 3  Con struction and verification of pTnM od-OCm-G p lasm id

( 1. KDNA /H ind IIIMarker, 2. pCM 18 /E coR I, 3. pUC18-

18 /E coRI, 4. pTnM od-OCm /Kpn I + N si I, 5. PCR18

p roducts, 6. pTnM od-OCm-G /K pn I + N si I, 7. DL2000

M arker)

图 4 Sphingomonas sp. 12AG( a, b) 和 Pseudomonas sp. 12BG

( c, d)的蓝光激发 (左 )和明场 (右 )观察结果 ( Bar= 10

Lm )

Fig. 4 Merged ep ifluorescen ce m icrograph ( L ight ) and observed

under the light f ield ( R igh t) of Sph ingom onas sp. 12AG

( a, b) andP seudom onas sp. 12BG ( c, d)

3. 3  Sphingomonas sp. 12AG和 P seudomonas sp.

12BG的鉴定

利用碱性裂解和 CTAB方法分别提取转化子

Sphingomonas sp. 12AG和 P seudomonas sp. 12BG的

质粒和染色体 DNA. 结果发现, 从转化子中均没有

提取到质粒, 推测含 gfp基因的片段可能已插入到

染色体 DNA中.利用 PCR方法可以从转化子基因

组 DNA中成功扩增出特异性很强的预期片段 (图

5) ,并且经测序后证实为 gfp基因片段.

图 5  PCR 鉴定 转 化子 ( 1. KDNA /H ind III M arker, 2.

Sphing om onas sp. 12基因组 DNA, 3. 以 Sph ing om onas

sp. 12 基因组 DNA 为模板扩增 PCR18 产物, 4.

Sphing om onas sp. 12AG基因组 DNA, 5.以 Sph ing om onas

sp. 12AG 基因组 DNA 为模板扩增 PCR18产物, 6.

P seud om onas sp. 12B基因组 DNA, 7. 以 P seud om onas

sp. 12B基因组 DNA 为模板扩增 PCR18产物, 8.

P seud om onas sp. 12BG基因组 DNA, 9. 以 P seud om onas

sp. 12BG基因组 DNA为模板扩增 PCR18产物, 10. 以

pCM 18质粒为模板扩增 PCR18产物 )

F ig. 5  Verification of recom b inan t plasm id by colony PCR ( 1.

KDNA /H ind IIIMarker; 2. Genom e DNA ofSph ing om onas

sp. 12A; 3. Genom e DNA of Sph ingom onas sp. 12A as

tem p late to am p lify PCR18 products. 4. G enom e DNA of

Sph ing omona s sp. 12AG; 5. Genom e DNA of

Sph ing omona s sp. 12AG as temp late to amp lify PCR18

produ cts; 6. G enom e DNA of P seud omona s sp. 12B; 7.

Genom e DNA of P seud om onas sp. 12B as temp late to

am p lify PCR18 products; 8. Genom e DNA ofP seud om onas

sp. 12BG; 9. Genom e DNA ofP seudom onas sp. 12BG as

tem p late to am p lify PCR18 products; 10. Plasm id DNA of

pCM18 as temp late to amp lify PCR18 produ cts. )

将转化子 Sphingomonas sp. 12AG和 P seudomonas

sp. 12BG在没有抗生素选择压力的无机盐培养基
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(蒽为唯一碳源 )中连续传代 20次, 仍能够观察到

强烈的绿色荧光,说明插入到染色体上的遗传标记

与质粒标记相比, 具有更稳定遗传的优点, 并没有

明显影响其降解功能.

组成型 CP25启动子在 E. coli、P seudomonas sp.

和 Sph ingomonas sp.等不同属的革兰氏阴性细菌中

具有强启动活性 ( H ansen et al. , 2001) ,构建的一系

列转座子质粒同时能够满足对不同抗性的需求并

容易插入到革兰氏阴性菌的染色体 DNA中,可实现

稳定遗传标记.这为今后的绿色荧光蛋白遗传标记

和生态安全评价研究提供了很好的平台.

3. 4  Sphingomonas sp. 12AG和 P seudomonas sp.

12BG降解蒽的特性

在以 25 m g# L
- 1
的固体蒽为唯一碳源的降解体

系中,分别加入 Sphingomonas sp. 12AG和 Pseudomonas

sp. 12BG使其终浓度约为 2 @ 10
4
CFU#mL

- 1
,以不加

菌体的含相同浓度固体蒽的无机盐培养基作为对照.

降解 18d后,利用 Reverse-HPLC分析各菌的降解能力,

结果显示, Sphingomonas sp. 12AG和 P seudomonas

sp. 12BG 分别能够在 18d内将初始浓度为 25

m g#L
- 1
的固体蒽降解 34% 和 32%, 与标记前

Sphingomonas sp. 12A和 P seudomonas sp. 12B菌株

35%和 34%的降解率相比 ( Cu i et al. , 2008) , 降解

能力没有明显变化.

4 讨论 (D iscussion)

绿色荧光蛋白具有荧光特性稳定、对细胞安全

等优点,使其在微生物定殖、微生物动态检测等研

究中备受关注.然而报道中所构建质粒的荧光蛋白

表达通常需要添加诱导物, 不利于实时监测

( C am pelo et al. , 2010); 且荧光蛋白基因没有插入

到染色体中, 经过多次传代造成质粒丢失, 容易引

起监测数据不准确 ( H ansen et al. , 2001) ; 同时, 由

于抗性和转化效率等原因,所构建的质粒对其它宿

主菌株不具有通用性, 从而限制了该报告基因在其

它宿主中的广泛使用 ( E lvang et al. , 2001; P inheiro

et al. , 2008) . 因此,构建具有广泛宿主且能够稳定

遗传和易转化的质粒是对微生物进行追踪监测的

前提.

本研究所构建的组成型 CP25启动子能够在 E.

coli、P seudomonas sp. 和 Sphingomonas sp. 等不同属

的细菌中具有强启动活性, 便于实时监测. 同时,

GFP标记菌株 Sphingomonas sp. 12AG和 Pseudomonas

sp. 12BG仍具有降解多环芳烃的特性, 且遗传标记

前后菌株的降解能力没有明显差异, 但有关 gfp基

因插入到标记菌株染色体基因组的具体位置还需

进一步研究.本文所构建的一系列转座子质粒能够

同时满足对不同抗性的需求, 并容易插入到革兰氏

阴性菌的染色体 DNA中,实现稳定遗传.这为以后

从事遗传标记研究和生态安全评价提供了很好的

平台.

5 结论 ( Conc lusions)

1)构建了分别含有氯霉素 ( Cm )、四环素 ( Tc)、

硫酸卡那霉素 ( Km )和庆大霉素 ( Gm ) 4种不同抗性

基因的一系列转座子质粒 pTnM od-OCm-G、pTnM od-

OTc-G、pTnM od-OKm3-G和 pTnM od-OGm-G, 且它们

均能够在不同属的革兰氏阴性细菌中组成型表达

绿色荧光蛋白.

2)通过三亲本杂交的方法, 较容易实现对革兰

氏阴性高效降解菌株的绿色荧光蛋白标记, 为进一

步研究降解细菌在环境中的存活能力和生态安全

奠定了基础.

3)成功地将绿色荧光蛋白基因分别插入到多环芳

烃降解菌株 Sphingomonas sp. 12A 和 P seudomonas

sp. 12B的基因组内, 获得具有降解多环芳烃的特

性,同时在没有抗生素选择压力下连续传代多次仍

能够稳定组成型表达绿色荧光的突变子.
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