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一株高效抗砷喜温硫杆菌工程菌的构建

赵 清 刘相梅" 詹 杨 林建群 颜望明
（山东大学微生物技术国家重点实验室 济南 #"$%$$）

摘 要：利用 M0N体外重组技术，将大肠杆菌质粒载体 OPQ3上的抗砷基因簇片段亚克隆到含有强启动子（ !"# 启
动子）并具有广泛寄主范围特性的 RC+S族质粒 OQQ5#!上，删除调节基因片段，构建了含有强启动子、可在 !$"基因
诱动下转移的组成型表达的抗砷质粒 O7MTN!。通过接合转移的方式将其导入专性自养极端嗜酸性喜温硫杆菌
%#&’&!(&)*"#&++,- #"+’,-中，构建了冶金工程菌 %#&’&!(&)*"#&++,- #"+’,-（O7MTN!），接合转移频率为（%L!!! U $L212）V
%$H !。表明在大肠杆菌和喜温硫杆菌之间成功地建立了一个遗传转移系统。经检测，重组质粒在喜温硫杆菌中具

有较好的稳定性，在无选择压力条件下传代 "$次基本保持稳定（重组质粒保留 26W 以上）。经抗砷性能检测，与野
生菌相比，构建的喜温硫杆菌工程菌抗砷能力明显提高，从 %$@@’(:X提高到 !"@@’(:X。
关键词：抗砷基因，喜温硫杆菌，接合转移，极端嗜酸性自养细菌
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细菌氧化法是用细菌来促进硫化矿氧化的湿法

冶金过程，同化学冶金相比较，有对环境污染小、耗

能低、浸矿成本低等优势，尤其对处理低品位矿石，

具有很大的潜力。现在国内的富矿越来越少，开采

贫矿的任务显得日益重要，但是传统焙烧以及化学

方法都具有对环境污染大、设备要求高、提取率低和

生产成本高的缺点，因此细菌氧化法越来越广泛地

应用到实际生产中，目前世界上已经有 %$余家大规
模金矿厂利用细菌氧化法进行金精矿脱砷。

能够进行生物浸矿的微生物主要是一些在酸性

环境中生长的铁或硫氧化细菌［% Y !］。近年来对连续

反应浸矿系统微生物种群研究的结果显示，一些最

适生长温度为 !$ Y "$Z的中度嗜热细菌，如喜温硫
杆菌、氧化亚铁钩端螺旋菌等是浸矿细菌中的优势

菌群，在浸矿过程中具有重要作用［!］。通过研究喜

温硫杆菌和铁氧化细菌混合培养对浸矿的影响，发

现喜温硫杆菌能够显著提高这些铁氧化细菌的浸矿

效率，进一步解释和确认了喜温硫杆菌在生物浸矿

中的作用［"］。在处理含砷难冶黄铁矿时由于贫矿含

砷高，抑制了浸矿细菌生长，因此迫使人们用遗传学

的方法改造浸矿菌株，构建具有较高抗砷能力的工

程菌株，以适应实际生产的需要。喜温硫杆菌自从

%11!年首次报道以来［6］，国外的大量工作集中在它
的生理学和在浸矿中的作用方面，未见有对其遗传

改造方面的报道，国内关于喜温硫杆菌的研究开展

比较晚，尚处于起步阶段［%，"］。

本实验室从云南腾冲分离到一株中度嗜热嗜酸

硫氧化杆菌 Q9[>$!，通过对其进行生理生化特性研
究和 %67 /M0N序列分析确定与喜温硫杆菌为同一
类群［2］。在此基础上本试验以 Q9[>$! 为研究对
象，采用接合转移的方式在大肠杆菌和喜温硫杆菌

之间建立了一个遗传转移系统，并将构建的含有强

启动子的抗砷质粒导入其中，获得了高效表达，成功

构建了可用于工业大生产的抗砷冶金工程菌。本研

究工作为遗传改造极端嗜酸性喜温硫杆菌提供了试

验依据，为以后喜温硫杆菌其他性能的改造奠定了

基础，也为生物冶金提供了生产菌株，具有重要

意义。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 菌株和质粒：本试验所用菌株和质粒见表 %。



表 ! 菌株和质粒
!"#$% & ’"()%*+"$ ,)*"+-, "-. /$",0+.,

1)*"+-, 2* /$",0+., 34%-2)5/% "-. 6%-2)5/% 127*(% 2* *%8%*%-(%

1)*"+-,

!"#$%&’#$’( #)*’ 9:&;<

! = #)*’ 1:&;
! = #)*’ >?;;
+ = #(*,-" :!@A;B

3$",0+.,
/C:D
E3B
/::’FB
/1GEHD
/1GEHB

&%#+&，"-.!BB，%/,+&，$",0&I，12&+<?，&%*+&，3$’，!（ *(#A.&)+4），
5J［ 3&(6D? .&)+4 K *(# 78 *(#9!:&L］
;$&，*%-，$",，&%#+，<=&，0>BA FA;#：：:-，’/3%1&(3%,
"-.!BB，$",0，3$’A &，3$&A &，*%-4?，*(#?&，3)/+F&
M+$. )5/%

H/*，H,*

H/*，!(*，N0*，O-(3，3&( K

H/*，E1P&;&;，=)@ K，*(#7A Q>3(#
H/*，H,*，O-(R，=)@ K，*(#7A Q>3(#
H/*，H,*，O-(R，=)@ K，>3(#

!4+, $"#

［S］
［<］
［I］

［&;］
［&&］
［&F］
!4+, ,)7.5
!4+, ,)7.5

!"!"# 试剂和仪器：!B GTH 连接酶（3*20%6" 公
司）；B’/.!、C(*"和 !#)E"（!"N"E"公司）；H6"*2,%
U%$ GTH VW)*"()+2- N+)（3*20%6"公司）。利用尤尼柯
MPX CYAF;;;型紫外可见分光光度计测定大肠杆菌
菌液吸光度；利用 13V>!EH :HZ&<;型微板光谱仪
测定喜温硫杆菌菌液吸光度。

!"!"$ 培养基和培养条件：大肠杆菌采用 [’培养
基，DI\培养；喜温硫杆菌液体培养采用元素硫（1;）
为能源的 1)"*]5无机盐培养基［&D］，/@F^L _ D^;，B;\
培养，固体培养采用 1)"*]5AT"F1F‘D 培养基

［&D］，

/@B^S _ L^;，B;\培养；大肠杆菌和喜温硫杆菌的接
合培养基：在 1)"*]5AT"F1F‘D 固体培养基中加入

;^;La的酵母粉［&D］，/@B^S _ L^;，DI\培养。
!"# %&’操作技术
质粒 GTH的提取、酶切、连接、转化等技术均参

照文献［<］的方法。
!"$ 大肠杆菌和喜温硫杆菌的接合转移
将重组质粒转化大肠杆菌 1:&;作为接合的供

体菌，[’液体培养基培养 &B _ &?4，按 Ba _ La的
接种量转接 [’液体培养基，继续培养至对数期中
后期；喜温硫杆菌受体菌在 1)"*]5A1; 液体培养基中，
B;\静止培养至稳定期。供体菌和受体菌分别离心
取菌体，用无机盐溶液洗涤，采用滤膜接合法［&B］，

DI\培养 F _ D.。用适量无机盐水洗下菌体细胞，
涂布含有 L002$Q[ 亚砷酸钠的 1)"*]5AT"F1F‘D 固体

培养基平板，不含亚砷酸钠的培养基作对照，B;\培
养 I _ &;.。接合转移频率以每个受体菌所产生的
接合转移子的数量表示［&B］。

!"( 抗砷质粒的抗砷能力测定
将大肠杆菌（ ! = #)*’）9:&;<（/::’FB）、9:&;<

（/1GEHB）培养过夜，以 &a的转接量转接含有不同

浓度亚砷酸钠的 [’ 液体培养基，DI\培养 FB4，
?;;-0波长下测定不同培养时间的菌液的 D6 值，
进行抗砷能力比较。

将野生型 + = #(*,-" :!@A;B以及构建的工程菌
+ = #(*,-" :!@A;B（/1GEHB）分别培养至稳定期，以
La的转接量转接含有不同浓度亚砷酸钠的 1)"*]5A
1; 液体培养基，B;\静止培养，在不同的时间取菌
液，低速离心去除硫粉，?;;-0 波长下测定菌液的
D6 值，进行抗砷能力比较。
!") 质粒稳定性测定
在含有 L002$Q[ 亚砷酸钠的 1)"*]5AT"F1F‘D 固

体平板上挑取一个接合转移子 + = #(*,-" :!@A;B
（/1GEHB）菌落，接种到不含有亚砷酸钠的 1)"*]5A1;

液体培养基中，B;\静止培养 I.，然后按照 &a的比
例转接，继续培养 I.，如此连续转接 L次（约 L;代），
稀释后涂布不含亚砷酸钠的 1)"*]5AT"F1F‘D 固体平

板，B;\培养 I _ &;.。菌落长出后，用无菌牙签在
L002$Q[亚砷酸钠的 1)"*]5AT"F1F‘D 固体平板上点种

&;;个菌落，计算抗性菌落与敏感菌落的比例，测出
质粒在喜温硫杆菌中的稳定性［&L］。

# 结果

#"! 重组质粒 *+%,’(的构建和重组菌的鉴定
用限制性内切酶 B’/.!酶切质粒 /C:D，得到

B^D]#的载体片段和抗砷基因簇片段，再用 C(*"酶
切载体片段，电泳回收 B^D]#的抗砷基因片段，与用
B’/.!酶切的质粒 /::’FB用 !B GTH连接酶连接，
通过筛选正确的插入方向，获得重组质粒 /1GEHD。
进一步用 !#)E"进行酶切，删除 &^B]#的调节基因
*(#7A，构建了重组质粒 /1GEHB（图略）。
将重组质粒 /1GEHB转化大肠杆菌 9:&;<，在含
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有 !"#（$%!&’"(）的 ()平板上筛选转化子，提取质
粒进行酶切分析（图 *）。质粒 #++),-经 !"#."酶
切后，得到 */-01的调节基因片段（ $%"&’）和 **/201
的大片段；构建的重组抗砷质粒 #34.!-经 ()*5#
酶切后，一条带与 -/201的抗砷基因簇片段相同，另
外一条则与质粒 #++),- 经 !"#."酶切后的大片
段大小相同。综上所述，重组质粒 #34.!- 保留了
#++),-的 !"#抗性、+%" 强启动子、,#- 基因及复
制原点并含有抗砷结构基因簇，是理想的抗砷载体。

图 ! 质粒 "#$%&’酶切电泳图谱
67&8 * 9:;<"=>7? @A@?>BC#DCB@>C&B=" CE =BF@:7? B@F7F>=:?@ #A=F"75

#34.!-

+*/4(,%%% 4G! "=B0@B；,/#++),-’!"#."；2/#34.!-’()*5#；

-/#H+2’()*5#；+,/$4G!’()*5# "=B0@B 8

()( 重组质粒 "#$%&’ 上的抗砷基因簇在大肠杆
菌中的表达

分别检测了含有质粒 #++),- 和 #34.!- 的
! 8 "#$) I+*%J在不同浓度亚砷酸钠的 ()液体培养
基中的生长情况。由图 , 可以看出含有载体质粒
#++) ,-的大肠杆菌 I+*%J 对照菌在 K""CA’(
G=!FL, 条件下生长即受到抑制。而含有重组质粒

#34.!-的大肠杆菌 I+*%J在 ,%""CA’( G=!FL, 条件

下还能较好地生长，其抗砷能力远远高出对照菌，说

明重组质粒上的抗砷基因簇在大肠杆菌中获得表

达，因此，抗砷质粒 #34.!-的构建是成功的。

图 ( 不同亚砷酸钠浓度下各菌株的最大生长量曲线
67&8, MD@ "=N7"=A &BCO>D ?PBQ@ CE ! 8 "#$) D=B1CB7:& 57EE@B@:> #A=F"75F

7: 57EE@B@:> ?C:?@:>B=>7C:F CE G=!FL,

()* 抗砷质粒 "#$%&’ 从大肠杆菌到喜温硫杆菌
的接合转移

以 #++),-为载体构建的重组质粒 #34.!-具
有广泛寄主范围，为非转移性质粒，但含有 ,#- 位
点，可以在 ! 8 "#$) 3+*% 染色体上的 +.% 基因的诱
动下进行接合转移。将 #34.!-转化 ! 8 "#$) 3+*%
作为供体菌，野生型喜温硫杆菌 +MRS%- 作为受体
菌，进行滤膜接合，在 K""CA’( 亚砷酸钠的 3>=B0<S
G=,3,L2 固体平板上筛选出接合转移子 / 8 "%$012
+MRS%-（#34.!-），接合转移频率是（*/--- T %/UJU）
V *%W -。这是外源基因导入专性自养极端嗜酸性喜

温硫杆菌中的首次报道。

()’ 抗砷质粒 "#$%&’ 从喜温硫杆菌到大肠杆菌
的反向接合转移

为了证明重组质粒确实已从 ! 8 "#$) 3+*%中导
入了喜温硫杆菌 +MRS%- 中，对接合转移子 / 8
"%$012 +MRS%-（#34.!-）进行了反向接合转移验
证。由于喜温硫杆菌的染色体上没有 +.% 基因，所
以借助大肠杆菌自身转移性质粒 .X- 上的 +.% 基因
的推动作用，以 ! 8 "#$) YZ%%（.X-）作为辅助菌，/ 8
"%$012 +MRS%-（#34.!-）作为供体菌，! 8 "#$) YZ%%
作为受体菌，2 种菌一起进行滤膜接合，2U[培养
,-D，用含有 K""CA’(亚砷酸钠的 ()平板进行筛选，
挑选出反向接合转移子 ! 8 "#$) YZ%%（#34.!-），并
提取质粒验证。从反向接合转移子 ! 8 "#$) YZ%%
（#34.!-）中提取的质粒与从正向接合的供体菌 ! 8
"#$) 3+*%（#34.!-）中提取的质粒相同，从而证明重
组质粒 #34.!-确实已导入喜温硫杆菌 +MRS%-中。
()+ 重组质粒 "#$%&’ 上的抗砷基因簇在喜温硫
杆菌中的表达

分别检测了野生型 / 8 "%$012 +MRS%-对照菌及
构建的工程菌 / 8 "%$012 +MRS%-（#34.!-）在不同
浓度亚砷酸钠的 3>=B0<S3% 液体培养基中的生长情
况。由图 2可以看出野生型对照菌 / 8 "%$012 +MRS
%-在含低浓度亚砷酸钠（!*%""CA’(）的 3>=B0<S3% 液
体培养基中也能生长，但是随着亚砷酸钠浓度的升

高，野生型对照菌 / 8 "%$012 +MRS%-的生长延迟期
明显增长，当亚砷酸钠浓度升至 *K""CA’(时，对照
菌的生长即受到完全抑制。构建的工程菌在亚砷酸

钠浓度较低时（!,K""CA’(），生长的延迟期并不明
显，随着亚砷酸钠浓度的继续增大，工程菌的生长虽

然受到部分抑制，但在亚砷酸钠浓度高达 -K""CA’(
时仍能生长。以上结果说明抗砷基因在喜温硫杆菌

中获得高效表达。

UUZ,%%K，\CA8-K GC8K 赵 清等：一株高效抗砷喜温硫杆菌工程菌的构建



图 ! ! " "#$%&’ #$%&’(在不同浓度 )*+,-. 下的生长

曲线

!"#$ % &’()*+ ,-’./ (0 )"12 *34/ ! $ "#$%&’ 56789: "; 2"00/’/;*

,(;,/;*’<*"(;= (0 ><?=@A

对构建的工程菌 ! $ "#$%&’ 56789:（4BCD?:）
在不同浓度亚砷酸钠的 B*<’E38B9 液体培养基中的最
大生长量与野生菌进行了比较（图 :）。由图可见，
野生型对照 ! $ "#$%&’ 56789: 在 ><?=@A 浓度为

FGHH(1IJ时就不再生长，而工程菌在 ><?=@A 浓度为

:GHH(1IJ 时还有较大的生长量，与野生型相比，构
建的冶金工程菌的抗砷性能提高了 A倍以上。

图 ( 不同浓度亚砷酸钠下菌株的最大生长量曲线
!"#$ : 6+/ H<K"H<1 #’()*+ ,-’./ (0 ! $ "#$%&’ =*’<";= "; 2"00/’/;*

,(;,/;*’<*"(;= (0 ><?=@A

./0 质粒的稳定性
构 建 的 基 因 工 程 菌 ! $ "#$%&’ 56789:

（4BCD?:）在不含有亚砷酸钠的液体培养基中连续
传代约 G9 代后，仍然有 LMN的菌体细胞保持亚砷
酸钠抗性。表明重组质粒 4BCD?: 在 ! $ "#$%&’ 菌
株中具有良好的稳定性。

! 讨论

喜温硫杆菌（ !"(%()*(+,#"($$&’ "#$%&’）是 FOO: 年
命名的新菌种（命名时为 -*(+,#"($$&’ "#$%&’），近年来
发现它在细菌浸矿中具有十分重要的作用。但是在

实际应用过程中，由于该菌生长缓慢、细胞得率低以

及对重金属如砷、汞、银等缺乏抗性等弱点，不仅限

制了其应用范围，也给实验室的研究工作带来许多

不便。因此要想充分发挥其生物冶金的功能，对喜

温硫杆菌进行遗传改造势在必行。喜温硫杆菌是专

性自养极端嗜酸性硫氧化细菌，该属菌中未发现有

噬菌体存在，转导行不通；而转化的方法对该属中的

嗜酸菌都未见报道；这样建立一种有效的遗传改造

方法便转向了接合转移。由于喜温硫杆菌与大肠杆

菌的生活条件存在巨大差异，所以在两者之间建立

接合转移系统也十分困难，至今国内外未见有外源

基因导入喜温硫杆菌中的研究报道。

本试验使用的含有抗砷结构基因簇的大肠杆菌

质粒 4P5% 不能用于接合转移。大肠杆菌 Q;,R 族
质粒 455SA: 具有广泛寄主范围，含有 )#" 强启动
子，带有 .+, 位点，可被带有 )/# 基因的 Q;,T族自身
转移性质粒（如 DT:）或者染色体上带有 )/# 基因的
菌株（如 0 $ "+$( B5F9）带动转移。因此，把大肠杆
菌质粒 4P5%上含有抗砷基因簇的片段亚克隆到质
粒 455SA: 的 )#" 启动子的下游，构建了重组质粒

4BCD?%。由于 )#" 强启动子的上游存在调节基因，
抗砷基因需要在 QT6&的诱导下才能得到高效表达，
这在实际生产中不可行，因此进一步删除调节基因，

获得了既能进行接合转移又具有强启动子的组成型

表达的抗砷质粒 4BCD?:。大肠杆菌抗砷质粒

4BCD?:向极端嗜酸性喜温硫杆菌的成功转移表明
在大肠杆菌和喜温硫杆菌之间已建立了一个遗传转

移系统，而重组质粒上的抗砷基因簇在喜温硫杆菌

中的高效表达表明大肠杆菌的 )#" 启动子也被喜温
硫杆菌的 D>? 聚合酶识别和结合，表现强启动功
能。由此可知，虽然异养的大肠杆菌和专性自养的

极端嗜酸性喜温硫杆菌在生理特性上存在着巨大的

差异，但是在基因表达机制方面至少在转录水平上

是相似的。

本试验首次成功建立了大肠杆菌与喜温硫杆菌

的遗传转移系统，不仅为用遗传工程手段改造浸矿

中使用的工业菌株提供了实验依据和方法，为以后

喜温硫杆菌其他性能的改造奠定了基础，而且对研

究自养细菌和异养细菌之间的基因结构、表达机制

方面的异同都有重要意义。构建的具有高效抗砷能

力的工程菌也为生物冶金提供了生产菌株。
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