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呋喃丹作为一种高效的氨基甲酸酯农药，曾经在防治

农作物的害虫方面发挥了巨大的作用，该 农 药主要是 通 过

抑制昆虫体内的乙酰胆碱酯酶而杀死害虫 [1~2]. 由于乙酰胆

碱酯酶 在脊椎动物中普 遍存在，而且呋喃丹水溶性 好，半

衰期长，因此会对非靶标生物产生潜在威胁 [3~4]. 目前，已从
Achromobacter sp.、Sphingomonas sp.、Pseudomonas sp.等属中

分离到降解这类农药的微生物 [5~9]，但是仅从 Achromobacter 
sp. WM111克隆到呋喃丹水解酶基因. 本实验室从长期受呋

喃丹污染的污泥中分离到一株能矿化呋喃丹的菌株，命名为
Sphingomonas agrestis CDS-1 [10]. 该菌株首先把呋喃丹降解成

呋喃酚，然后再进一步降解呋喃酚至二氧化碳和水. 呋喃丹

降解为呋喃酚由呋喃丹水解酶催化. 由于没有合适的方法区

分呋喃丹和呋喃酚，所以很难通过基因文库法克隆呋喃丹水

解酶基因. 本研究利用转座子插入突变法 [11]，首先获得突变

株，然后建立突变子基因组文库，通过转座子挽救法和功能

互补的方法克隆呋喃丹水解酶相关基因. 

1  材料与方法
1.1  材 料
1.1.1  菌株与质粒    本试验所用菌株和质粒见表1. 

1.1.2  培养基  无机盐培养基（MM）：NH4NO3 1.0 g，KH2PO4 

0.5 g，K2HPO4 1.5 g，NaCl 0.5 g，MgSO4 0.1 g，pH 7.2，去离子

水1 000 mL；FMM：加入呋喃丹的MM培养；LB培养基 [12]. 
1.1.3  抗生素及使用浓度  氨苄青霉素（Amp）为100 µg mL-1，

链霉素（Str）为50 μg mL-1，卡那霉素（Km）为100 μg mL-1，壮

观霉素（Spe）为100 μg mL-1. 
1.1.4  试剂和酶   限制性内切酶、碱性磷酸酶、蛋白酶K、
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Abstract   Carbofuran degrading mutant CDS-M1 was obtained by mutating Sphingomonas agrestis CDS-1 with transposon 
Tn5 carried on the suicide plasmid pSC123. Genomic DNA library was constructed in E. coli DH5α using pMD18-T as vector. 
By using transposon rescue, a 4 551 bp DNA sequence of S. agrestis CDS-1 flanking the Tn5 insertion site was obtained. 
A pair of PCR primers were synthesized according to the sequence adjacent to transposon. With these primers, a same size 
PCR product was amplifi ed from the genomic DNA of CDS-1. The PCR product was ligated into broad host vector pPZP201 
to construct recombined plasmid CDZ1. CDZ1 was then transferred into mutant CDS-M1 by triparental mating. The result 
showed that the transformant with CDZ1 had regained carbofuran degrading ability. The study indicated that the 4 551 bp DNA 
sequence was a gene fragment relative to carbofuran hydrolyzing. Fig 7, Tab 1, Ref 14
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摘  要   用含Tn5转座子的自杀性质粒pSC123诱变呋喃丹降解菌Sphingomonas agrestis CDS-1，获得失去呋喃丹降解功

能的突变株CDS-M1. 以pMD18-T为载体在E. coli DH5α中构建了CDS-M1的基因组文库，采用转座子挽救法对Tn5插入

位点两侧翼的序列进行克隆与测序，根据测序结果（共4 551个碱基）设计引物，从CDS-1的基因组中扩增到同样大小

的片段，把该片断克隆到广宿主载体pPZP201上，得到重组质粒pCDZ1，通过三亲接合的方法把pCDZ1导入CDS-M1中

进行功能互补实验，结果显示CDS-M1的呋喃丹水解功能得到了恢复，表明该片断中包含呋喃丹水解酶相关基因. 图7 
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关键词  Sphingomonas agrestis CDS-1；呋喃丹；转座子挽救法；基因克隆
CLC   X172 : Q78

收稿日期：2008-08-15    接受日期：2008-12-03
*国家自然科学基金项目（No. 30400013）资助  Supported by the National 
Natural Science Foundation of China (No. 30400013)
**通讯作者 Corresponding author (E-mail: lsp@njau.edu.cn)



678 15 卷应 用 与 环 境 生 物 学 报      Chin J Appl Environ Biol

T4DNA连接酶等购自TaKaRa Biotechnology公司. 

1.2  DNA的分子操作
CDS-1总DNA的提取、质粒提取、酶切、去磷酸化、酶连

和转化等分子操作参照文献[12]进行. 
1.3  呋喃丹降解相关基因的测定与序列分析

基因序列委托 Invitrogen公司测定，序列比较采用Blast
软件在http://www.ncbi.nlm.nih.gov在线查询. 
1.4  转座子的导入

在含有50 mg L-1链霉素的LB试管中培养CDS-1，同时在

加入50 mg L-1卡那霉素和20 mg L-1氯霉素的LB试管中培养E. 
coli DH5α（pSC123），分别取3 mL D600 nm≈1.0的菌液于10 000 
r min-1离心5 min，收集菌体，用LB洗涤菌体2次，每管加入50 
μL的LB液体重悬菌体，把两管菌悬液混匀，在LB固体平板

上放上灭过菌的细菌滤膜（孔径0.45 µm），把混合菌液滴在

滤膜上，30 ℃培养过夜，用LB液体把滤膜上的菌体洗下，取

适当菌液涂布于含50 mg L-1链霉素和50 mg L-1 卡那霉素的
LB平板上，30 ℃培养. 挑取在双抗平板上长出的菌落点到贴

有96格纸的含有链霉素和卡那霉素的LB平板上，30 ℃培养，

等菌体长出后把菌落一一对应点到含有FMM的96孔板中，

挑取不变红的菌落再在LB试管中扩增培养，按5%的接种量

加入含有FMM的试管中，30 ℃、180 r min-1摇床培养3 d后用

液相色谱法检测呋喃丹的含量，不能降解呋喃丹的插入子被

初步确定为插入突变子. 
1.5  呋喃丹含量的检测

将经过不同处理的FMM，加入5倍体积的二氯甲烷，剧

烈震荡5 min，静置分层后，吸弃上清液，过无水硫酸钠柱，

取1.0 mL置于微量离心管中，氮气吹干；加入0.5 mL甲醇溶解

（色谱纯），用孔径0.45 µm的有机相针头过滤器过滤后，液

相色谱测定样液中呋喃丹的含量，液相色谱条件：Waters C18

反相柱：250 mm×4.6 mm，粒径5 μm；流动相：甲醇/水（体积

比70/30），流速：1 mL min-1，紫外检测器，波长280 nm；进样

量：20 µL.  
1.6  三亲接合

参照文献[12]进行，将三亲本分别接入加有相应抗生素

的LB液体培养基中培养，取培养至对数中期的3种菌液（供

体菌，辅助菌，受体菌）各3 mL，10 000 r min-1离心并用LB培

养基洗涤，把洗涤后的3种菌液混在一起，在LB固体平板上

放上灭过菌的细菌滤膜（孔径0.45 µm），把混合菌体滴在滤

膜上，30 ℃培养过夜，用LB液体把菌体洗下，取适量涂布于

含有相应抗生素的平板上，筛选接合子. 
1.7  突变子中转座子序列的检测

根 据 转 座 子 左 右 侧 翼 序 列 设 计 一 对 引 物 ：p L ：
5'-TTAAGTGTTCCTGTGTCACT-3'（126~145位）；pR：

5'-TCAACATAGTTCCCTTCAAG-3'（3 472~3 491位）. 分别以

插入突变子基因组DNA和pSC123的质粒DNA作为模板，用
LA-Taq酶进行PCR，PCR反应条件：94 ℃预变性5 min，进入

热循环：94 ℃变性30 s，50 ℃退火30 s，72 ℃延伸3 min，共30
个循环. 取PCR产物在0.7%的琼脂糖凝胶进行电泳. PCR产物

的酶切验证：用限制性内切酶HindⅢ和SmaⅠ对PCR产物进

行酶切，把以突变子总DNA为模板的PCR产物和以pSC123质

粒DNA作模板的PCR产物的酶切产物片段大小和数量作对

比，并和理论值进行比较. 
1.8  突变子中转座子侧翼序列的克隆

提取CDS-M1总DNA，用Nspv酶切，酚 : 氯仿 : 异戊醇抽

提后，沉淀回收，加入TE（pH 8.0）溶解沉淀 . 以此作模板，

按下面的反应体系：10×Taq buffer（Mg2+ free） 10 μL，MgCl2

（25 mmol L-1） 6 μL，dNTP mixer（2.5 mmol L-1） 8 μL，模板

（10 ng μL-1） 1 μL，Taq DNA 聚合酶（5 U μL-1） 1 μL，ddH2O
加至100 μL. 72 ℃延伸30 min，（以使酶切片段两头的粘性

末端补平，在两侧各添上一个A，这样的酶切片段就可以和
pMD18-T连接），把PCR产物沉淀回收后和pMD18-T酶连，转

化至E. coliDH5α中，在含有卡那霉素和氨苄青霉素的平板上

挑取阳性克隆，并对阳性克隆进行转座子插入序列的PCR验

证. 验证正确后，以转座子两侧的序列为引物，对转座子侧翼

序列分别进行测序. 
1.9  突变子的功能回复试验

根据测序结果，以两侧的序列设计引物，以CDS-1的总

DNA作模板，进行LA-PCR. 扩增出和理论大小相同的片段

表1  本研究中所用的菌株和质粒
Table 1  Bacterial strains and plasmids used in this study

Strain and plasmid Characteristics Reference or source
Bacterial strains

Sphingomonas agrestis
CDS-1

Strr, carbofuran-degrading strain This laboratory

CDS-M1 Kmr, Strr, Muants of CDS-1 This work
CDS-MR1 Sper, Kmr, Strr, CDS-M1 intergrated with pCDZ1 This work
CDS-MR2 Sper, Kmr, Strr, CDS-M1 intergrated with pCDZ2 This work
E. coli DH5α Escherichia coli, supE44, hsdR17, △lacU169, reaA1, endA1, gryA96, thi-1 relA1 This laboratory
CDSP1 E. coli DH5α with pCDSP1 This work

Plasmids
pMD18-T Ampr, cloning vector TaKaRa
pPZP201 Sper, broad host vector This laboratory
pRK2013 mob+, tra+, Kmr, Triparental conjugation helper This laboratory
pCDSP1 Kmr, Strr, pUC18 vector with Tn5 and fragment from genomic DNA of CDS-M1 This work
pCDT1 Ampr, pUC18 vector with 4.55 kb PCR product This work
pCDT2 Ampr, pUC18 vector with 4.55 kb PCR product different with pCDT1 in opposite direction This work
pCDZ1 Sper, pPZP201 vector with 4.55 kb fragment from pCDT1 This work
pCDZ2 Sper, pPZP201 vector with 4.55 kb fragment from pCDT2 This work
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和pMD18-T载体连接，转化至E. coli DH5α中，挑取阳性克

隆，提取质粒，用PstⅠ酶切，根据不同的酶切类型，分别挑

选两种和pMD18-T载体 不同方向连接的质粒，分别命名为
pCDT1和pCDT2，用HindⅢ和KpnⅠ酶切，回收酶切片段并

和pPZP201连接，转化至 E. coli DH5α中，挑取阳性克隆通

过三亲接合的方法分别把重组质粒pCDZ1和pCDZ2转入到
CDS-M1中，验证功能回复情况. 

2  结果与分析
2.1  突变子的初筛

由于CDS-1能够完全降解呋喃丹，在降解过程中伴随着

一种目前未知的红色物质的产生 [13]，因此可以通过红色物质

的产生与否初步判断呋喃丹的降解情况. 在本实验中，就是

以此为筛选标记，用96孔板进行操作，在2万多个插入子中

共 初筛出260个不变红色的插入突变子，把这 260个插入突

变子分别培养后按5%接种量接入到含100 mg L-1呋喃丹的
FMM中，30 ℃培养3 d后，液相色谱检测呋喃丹的降解情况，

从这260个插入突变子中复筛出8个不能降 解呋喃丹的突变

子，选择其中一株编号CDS-M1（图1）. 从图1可以看出，经过
CDS-M1的作用，呋喃丹含量没有变化，而相同条件下经过

CDS-1处理，已检测不到呋喃丹的存在，这说明CDS-M1确实

已经失去了降解呋喃丹的功能. 

2.2  突变子的验证
经HPLC检测，可以判定突变子确实已失去了降解呋喃

丹的能力，但为了验证突变子确实是由于转座子插入而造成

突变的，首先把突变子接种于含氯霉素的LB中培养，结果显

示突变子都不能生长，由于氯霉素抗性基因是位于pSC123
质粒的非转座子序列部位，由此可以判断突变子中不含有整

个pSC123质粒，而只含有转座子片段. 另外，根据转座子中的

已知片段设计引物pL和pR进行PCR扩增，结果显示，以突变

子的基因组DNA和pSC123的质粒DNA为模板，都扩增出了大

小相同的片段，并且和理论大小3 365 bp相符合，在分析转座

子序列的基础上，对PCR产物分别用HindⅢ和SmaⅠ酶切（图
2），结果表明，以突变子的基因组DNA和pSC123的质粒DNA
为模板的PCR产物经HindⅢ酶切，都切出了3个条带，大小约

为100 bp、500 bp、2 700 bp，和理论值101 bp、526 bp、2 738 bp
相一致，而用SmaⅠ酶切，切出了两条大小约为2 600 bp、750 
bp的条带，和理论值2 595 bp、771 bp也一致. 这表明突变子中

确实存在该转座子序列，也就是说突变子CDS-M1确实是因

为插入了转座子而失去降解呋喃丹功能的. 
2.3  突变子中转座子侧翼序列的克隆和功能验证

用Nspv酶切突变子CDS-M1总DNA，回收4~15 kb片段，

把回收片段经72 ℃补平后，和pMD18-T酶连，转化至E. coli 
DH5α中，在双抗（卡那霉素和氨苄青霉素）平板上挑取阳性

克隆，由于含有转座子的片段很大，在双抗平板上只挑到了

一个阳性克隆，命名为CDSP1. 提取该阳性克隆的质粒（图

3），可以看出该质粒非常大，应该大于20 kb. 为了验证阳性

克隆的真假，所以以转座子的两侧序列作引物（pL和pR），用

阳性克隆的质粒作模板，进行PCR，结果见图4，以CDSP1的

质粒作模板和以pSC123为模板都扩出了特异性好、大小相同

的片段，并且和理论值3 365 bp相符合，表明该阳性克隆是正

确的，确实含有转座子序列. 用转座子上的序列作测序引物，

在pCDSP1中转座子两测总共测定了4 551个碱基（该基因序列

图1  液相色谱法测定突变子对呋喃丹的降解性能
Fig. 1   Degradation ability of carbofuran of CDS-M1 detected by liquid 

chromatogram

图2  PCR产物酶切图谱
Fig. 2  Restriction analysis of PCR products

M1. DL2000 marker; M2. λDNA/HindⅢ marker; P1. PCR product of 
pSC123; P2. PCR product of CDS-M1; S1. PCR product of pSC123/SmaⅠ; S2. 
PCR product of CDS-M1/ SmaⅠ; H1. PCR product of pSC123/HindⅢ; H2. 
PCR product of CDS-M1/ HindⅢ

图3  CDSP1的质粒
Fig. 3  Plasmid of CDSP1

M. λDNA / HindⅢ marker; 1. pCDSP1

图4  pCDSP1的PCR验证
Fig. 4   Verifi cation of pCDSP1 by PCR

M. λDNA/HindⅢ marker; 1. PCR product of pSC123; 2. PCR product of 
pCDSP1
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的登录号是DQ423484）. 
 2.4  突变子中转座子侧翼序列的功能验证

为了确定被测定的4 551个基因序列是否与呋喃丹水解

酶基因相关，根据测定序列结果的两侧设计引物，以CDS-1
的总DNA作模板进行PCR扩增，扩增出了和已知测序结果相

同大小的片段（见图5第1泳道）. 把该片段和pMD18-T酶连，

转化至E. coli DH5α中，在含有氨苄青霉素的LB平板上挑选

白色菌落，提取质粒 . 由于PCR产物和T载体连接没有方向

性，所以根据已知序列的测序结果，选择PstⅠ酶切质粒，根

据测序结果分析该PCR产物中PstⅠ酶切位点在3 261位 /4 551 
bp. 该PCR产物和pMD18-T连接后，再用PstⅠ酶切，酶切结果

应该有二种可能：第一种是被切成3 976 bp和3 261 bp大小的
2个片段，另一种是被切成5 947 bp和1 290 bp大小的2个片段. 
实际的酶切结果表明，10个转化子的质粒都被切成了与理论

大小一致的两种类型. 把这两种不同类型的转化子分别命名

为CDT1和CDT2，对应的质粒分别被命名为pCDZ1和pCDZ2. 
用HindⅢ和KpnⅠ双酶切pCDT1和pCDT2（PCR产物上没有这

两个酶的酶切位点），把经过酶切的PCR片段再分别连接到

同样用HindⅢ和KpnⅠ双酶切的广宿主载体pPZP201上，重新

构建成重组质粒pCDZ1和pCDZ2（图5），从图5可以看出，经

过酶切的PCR片段已经成功地连接到了广宿主载体pPZP201
上. 

以E. coli pCDZ1和E. coli pCDZ2分别作供体菌，E. coli 
pRK2013作辅助菌，CDS-M1作受体菌进行三亲接合，在含50 
mg L-1壮观霉素、50 mg L-1卡那霉素和40 mg L-1链霉素的LB

平板上挑选接合子，提取结合子的质粒（图6），从图6可以看

出，突变子CDS-M1经过三亲接合后，在8 kp左右明显多了一

条超螺旋条带，并且和供体菌E. coli pCDZ1和E. coli pCDZ2
中的质 粒 大 小 是 一 致 的，表 明 经 过 三 亲 接 合，重 组 质 粒
pCDZ1和pCDZ2已经成功地进入了突变子CDS-M1中，把接

合有pCDZ1和pCDZ2的CDS-M1分别命名为CDS-MR1和CDS-
MR2. 在含有壮观霉素、链霉素和卡那霉素的LB培养基中，

30 ℃分别培养CDS-MR1和CDS-MR2，把培养后的菌液按5%
的接种量分别接入含有50 mg L-1呋喃丹的MM中，30 ℃、180 
r min-1培养1 wk，用液相色谱测定呋喃丹的降解情况（图7），

结果显示CDS-MR1已经恢复了降解呋喃丹至呋喃酚的能力，

但是降解速率要远小于CDS-1，可能是因为克隆的片段中缺

少该基因的调控区，也可能因为水解产物呋喃酚的生成对该

水解反应形成反馈抑制而影响了降解的顺利进行.  而CDS-
MR2没有降解呋喃丹的功能，说明pCDZ1中含有的基因序列

是呋喃丹水解酶相关基因片段. 

3  讨 论
关于呋喃丹降解菌的分离和降解特性在国外已经进行

了不少的研究，如Pseudomonas sp. 50432 [14]、Sphingomonas 
sp. CF06 [7] 等，但是到目前为止，对于呋喃丹水解酶基因只

有在Achromobacter sp. WM111中被成功克隆到，但该菌只能

把呋喃丹降解为呋喃酚，而且在其它的降解菌中都没有检测

到相同呋喃丹水解酶基因的存在，这一方面说明了在其它降

解菌中可能存在着不同的呋喃丹水解酶基因，另一方面也说

明了克隆呋喃丹水解酶具有很大的难度. 本实验室分离得到

图5  重组质粒pCDZ1和pCDZ2的酶切分析
Fig. 5  Restriction analysis of pCDZ1 and pCDZ2

M. λDNA/HindⅢ marker; 1. PCR product; 2. pPZP201/HindⅢ & KpnⅠ; 3. 
pCDZ1/ HindⅢ & KpnⅠ; 4. pCDZ2/HindⅢ & KpnⅠ; 5. pCDZ1; 6. pCDZ2; 
7. pPZP201 

图6  回复突变子的质粒图谱

Fig. 6  Plasmids profi les of CDS-MR
M. λDNA / HindⅢ marker; 1. pCDZ1; 2. Plasmids of CDS-1; 3~4. Plasmids 
of CDS-MR1; 5. Plasmids of CDS-MR2

图7  液相色谱法检测呋喃丹的降解

Fig. 7   Degradation of carbofuran by liquid chromatogram 
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的呋喃丹降解菌S. agrestis CDS-1不但能降解呋喃丹，而且能

继续降解呋喃酚，但是该菌不能利用在克隆Achromobacter 
sp. WM111菌中的呋喃丹水解酶基因时所用到的呋喃丹的结

构类似物— —邻硝基苯酚二甲基氨基甲酸酯（o-nitrophenyl 
dimethylcarbamate）作为底物[5]，而且也没有找到其它区分呋

喃丹和呋喃酚的简单可行的方 法，这给克隆呋喃丹水解酶

基因带来了困难. 同时在实验过程中，利用Achromobacter sp. 
WM111中克隆到的呋喃丹水解酶基因序列，设计PCR引物，

用S. agrestis CDS-1的基因组DNA为模板，都没有扩增到相

关的PCR产物，表明在CDS-1中可能存在着新的呋喃丹水解

酶基因. 由于没有简单可行的方法从S. agrestis CDS-1中克隆

到呋喃丹水解酶基因，因此本实验中采用转座子挽救法，通

过把自杀性质粒pSC123中的Tn5转座子插入到呋喃丹高效降

解菌CDS-1中，通过对插入子在降解呋喃丹过程中的颜色变

化和降解功能变化获得插入突变子. 然后构建突变子的基因

组DNA文库，筛选含有转座子序列的克隆，对阳性克隆的转

座子侧翼进行测序，根据测序结果设计引物，扩增出的PCR
产物和广宿主载体pPZP201连接，构建了重组质粒pCDZ1和

pCDZ2，通过三亲接合的方法再进行突变子的功能互补实

验，功能互补实验显示突变子CDS-M1中转入pCDZ1后，降解

功能得到了回复，只是降 解效率要低于原始菌CDS-1，这可

能是因为克隆的片段中缺少该基因的调控区，也可能是因为

水解产物呋喃酚的生成对该水解反应形成反馈抑制造成降

解效率比较低，但具体的原因还有待下一步深入的研究. 
目前对细菌中有关功能新基因的克隆大多采用的是图

位克隆的方法，也就是通过构建细菌的基因组文库，如YAC
文库、BAC文库、cosmid文库等，对文库中的每个克隆进行

表达功能测定，从而获得带有功能基因的阳性克隆. 如果没

有简单可行的方法来鉴别功能表达情况，这种方法的工作量

非常巨大. 在这种情况下，可以采用转座子挽救法，通过把转

座子插入到细菌中，根据菌体的表性和功能变化等挑取插入

突变子，然后再构建插入突变子的基因组文库，筛选含有转

座子序列的克隆，从而获得转座子侧翼序列及被转座子破坏

的基因序列，通过验证获得所要的新功能序列. 
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