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呋喃丹降解菌 !"#$%的双标记菌株的构建
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（南京农业大学生命科学学院 农业部农业环境微生物工程重点开放实验室 南京 #&$$;1）

摘 要：用 !"#’*J消化呋喃丹降解菌 !$%&’()*)’"+ ->B KLM:&的基因组 LN*，将所得 LN*片段与 ,"*O!酶切的启
动子探针载体 >PIQ4:27R酶连后转化 - B .)/& LO1"感受态细胞，在选择性平板上培养，从大约 & S &$! 个菌落中筛选
到 1$个含启动子片段的阳性克隆。挑选其中一个发光强度最强的阳性克隆 7)，将它的重组质粒 >7)用 -.)P!和
0&’C#双酶切后得到包含 !$%&’()*)’"+ ->B KLM:& 启动子和 (1$ 基因的 LN*片段，将该片段克隆到广宿主载体
>RTR#$&上，得到 >RTR#$&:(1$ 质粒。将 >RTR#$&:(1$ 通过三亲接合转移至 !$%&’()*)’"+ ->B KLM:&中得到 27R标记
菌株 KLM:(1$，经荧光显微镜观察，(1$ 基因在 KLM:(1$ 中表达量很高。对标记菌株进行连续传代 &$次（!%F6次），发
现 >RTR#$&:(1$ 依然存在，而且发光明显。通过 2)3!酶切位点把 /&’4基因连接到 >U36<=@=:3@1上构建新的转座子
载体 >U36<=@=:3@1: /&’4。以 >PV"$$为辅助质粒将 >U36<=@=:3@1: /&’4引入到 KLM:&中，/&’4基因通过转座作用，插入
到 KLM:(1$ 的染色体中，得到双标记菌株 KLM:27R:5&’4。该菌株是一株能同时降解$:六六六和呋喃丹的基因工程
菌，本研究的结果为研究 !$%&’()*)’"+ ->B KLM:&的生态学行为奠定了基础。
关键词：!$%&’()*)’"+ ->B KLM:&；呋喃丹；降解；双标记；基因工程菌
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利用农药残留高效降解菌来处理污染环境中的

农药残留是生物修复的一种有效方法，然而对于被

接入的外源微生物在污染环境中的生态优势，生存

状况及发挥的功能等信息并不容易获得，这就要求

应用现代生物技术去研究和发现。通过对菌株进行

发光标记，跟踪接种微生物在新环境中生物特征，是

一个很有用的研究手段［&］。目前常用的标记手段有

天然抗生素抗性标记［#］，荧光酶基因标记（ /#6）［’］，%:
葡萄糖苷酸酶基因标记（ (#+）［!］，冰核基因标记
（ &’"7）［1］，绿色荧光蛋白基因标记（ (1$）［"］。在这些
标记基因中绿色荧光蛋白基因的应用最为广泛。因

为它具备如下优点：检测方便、荧光稳定、无毒害、密

码子具有通用性、和可进行活细胞定时原位

观察［)］。

本实验室在以前的研究工作中已经成功构建了

带有 (1$ 的广宿主载体 >3P27R 和 >//P27R，并对
有机磷降解菌 8+9#:)*)’"+ $#3&3" LXX:&进行了标记
和生态学行为研究［%］。但是这两个标记载体所带的

(1$ 基因在呋喃丹降解菌 !$%&’()*)’"+ ->B KLM:&中

表达很弱，几乎检测不到荧光。分析原因，虽然绿色

荧光蛋白基因的密码子具有通用性，但是它在某个

具体菌株中的表达情况还受到该基因上游启动子的

调控。本研究用 (1$ 为报告基因的探针，构建
!$%&’()*)’"+ ->B KLM:&的启动子文库，从中筛选出
强启动子，以该启动子为基础构建进行标记的载体，

进而标记该菌株。尽管 27R标记具有很多优点，但
是它也存在受外界环境能自身产生荧光菌的影响，

如荧光假单胞菌等；而且 (1$ 基因是通过构建在广
宿主质粒上，再结合到受体菌中的，由于质粒本身有

不稳定的一面，它可以在菌株间转移，这也会对结果

造成一定的偏差。为了更准确地了解接种微生物的

生态行为，有必要对其进行双重标记。本研究通过

把 /&’4［;］构建到转座子上，通过转座子再把 /&’4 基
因插入到已经标记上 (1$ 的 KLM:(1$ 的染色体 LN*
中，这样一来，就构建了双标记菌株 KLM:27R:5&’4，
该标记菌株同时又是一株很好的多功能农药残留降

解菌，它不但能够降解呋喃丹，又可以对六六六进行

脱氯，生成较容易降解的 &，#，!:三氯苯［&$］，有利于



其被土壤微生物进一步降解［!!］。通过构建这样的

双标记菌株，为以后研究 !"#$%&’(’%)* "#$ %&’(! 的
生态行为奠定基础，同时还将为标记鞘氨醇单胞属

的其它菌株提供材料。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 菌株与质粒：本试验所用菌株和质粒见表 !。

表 ! 本研究中所用的菌株和质粒
)*+,- ! .*/0-12*, "01*23" *34 #,*"524" 6"-4 23 072" "0648

’01*23" 91 #,*"524" %7*1*/0-12"02/" :-;-1-3/- 91 "961/-
.*/0-12*, "01*23"

!"#$%&’(’%)* "#$ %&’(! <5#1，’011，/*1+9;61*3(4-=1*423= "01*23 )72" ,*+91*0918［!>］

!"#$%&’(’%)* "#$ .?%(< <5#1，’011，!(7-@*/7,919/8/,97-@*3-(4-=1*423= "01*23 )72" ,*+91*0918［A］

+ $ ,’-$ &?B"
+*,#./$,#$) ,’-$，"6#CDD，7"4:!E，#,*/F!GA，

1-*<!，-34<!，=18<AG，072(! 1-,<! )72" ,*+91*0918

+ $ ,’-$ ’H!I（!"$/） 0#$ 0#/ -.% 0’%1 -’,2 *3!I"+ /.,1：：45D( >6,：：73!" 4G8 :-;-1-3/-［!J］

K,*"524"
#:9+-(LMK <5#1，#F%!A N-/091 O207 EEI +# ;91-2=3 ;1*=5-30 23/,6423= &9" )72" ,*+91*0918
#KPK>I! ’#-1，+19*4 79"0 N-/091 )72" ,*+91*0918
#KPK>I!(&9" ’#-1，#KPK>I! N-/091 O207 >Q+ ;91-2=3 ;1*=5-3 )72" O91Q
#:R>I!J 59+S，01* S，Q51，)12#*1-30*, /93T6=*0293 7-,#-1 )72" ,*+91*0918
#F)U5232()3B &-12N*02N- 9; )3B R51 <5#1 912:GR :-;-1-3/-［!D］

#:RGII %51，)12#*1-30*, /93T6=*0293 7-,#-1 :-;-1-3/-［!D］

#F)U5232()3B( -$%1 #F)U5232()3B（R51）/*11123= VED +# -$%1 =-3- )72" O91Q

!"!"# 培养基：无机盐培养基（HH）：W?DWXJ !YI=，

R?>KXD IYB=，R>?KXD !YB=，W*%, IYB=，H=’XD IY!=，

#? EY>，去离子水 !III5Z；Z.培养基［!J］。
!"!"$ 抗生素及使用浓度：氨苄青霉素（<5#）为
!II$=U5Z，链霉素（’01）为 BI$=U5Z，卡那霉素（R5）为
!II$=U5Z，壮观霉素（’#-）为 !II$=U5Z，氯霉素（%5）
为 !I$=U5Z。
!"!"% 试剂和酶：限制性内切酶、碱性磷酸酶、)D
&W<连接酶等购自 )*R*:* .290-/739,9=8公司。
!"# &’(的分子操作

%&’(!总 &W<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［!>］进行。克
隆片段的测序由上海博亚公司完成。

!"$ 启动子文库的构建策略
提取质粒 #:9+-(LMK，用 :)(?%完全酶切，并

用 %[<K脱磷酸化后与用 !)3J<%不完全酶切 %&’(
!染色体 &W<所得片段（小于 !Q+）酶连，把酶连产
物转化至 + $ ,’-$ &?B"中，涂布于含 <5# 的 Z.平
板，JE\过夜培养，放置 D\，挑取发出绿色荧光的
菌落即为带有启动子片段的阳性克隆。

!"% 三亲接合
参照文献［!B］进行，将三亲本分别接入加有相

应抗生素的 Z.液体培养基中培养，取培养好的 J种
菌液（供体菌，辅助菌，受体菌）各 J5Z，!IIII1U523
离心并用 Z.培养基洗涤，把洗涤后的 J种菌液混在
一起，在 Z.固体平板上放上一张灭过菌的细菌滤

膜（孔径 IYDB$5），把混合菌体滴在滤膜上，JI\培
养过夜，用 Z.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。

!") 呋喃丹含量的检测
在液体 Z.中培养 %&’(!，取处于对数生长后期

的菌液，!IIII1U523离心 B523，弃上清液，加入等体
积的 #?EYI的磷酸盐缓冲液，按 B]的接种量加入
到含 !II$=U5Z呋喃丹的 HH中，JI\、!BI1U523培养
DV7，取样 !5Z，加入 B5Z 的二氯甲烷，剧烈震荡
B523，静置分层，弃上清，过无水硫酸钠柱，在 F^(
K%DI! 型分光光度计上进行检测，根据呋喃丹在
>VJ35处特征吸收峰的峰值来计算呋喃丹的含量。
!"* 六六六含量的检测
在液体 Z.中培养 %&’(!，取处于对数生长后期

的菌液，!IIII1U523离心 B523，弃上清液，加入等体
积 #?EYI的磷酸盐缓冲液，按 B]的接种量加入到
含 BI$=U5Z六六六的 >I5Z HH中，JI\、!BI 1U523培
养 DV7，培养液用 !II5Z正己烷剧烈震荡 B523，静置
分层后，吸上清，过无水硫酸钠柱，稀释至适当浓度，

上气相色谱进行检测，测定条件见文献［!G］。
!"+ 菌体的荧光检测
菌株的发光情况用 Z-2/* H2/19"8"0-5 的荧光显

微镜检测。

# 结果
#"! 启动子的获得
从大约 ! _ !ID 个菌落中获得了 BI个发绿光的

D!G ‘F a2*3(793= .0 )- $ U1,0) 7$,/’;$’-’&$,) !$%$,)（>IIG）DG（D）



阳性克隆，提取部分克隆中的重组质粒用 !"#!!和
$%&""进行双酶切，发现阳性克隆的酶切片段都要
比 #!$%&’()*的酶切片段（第 +,泳道）大，表明重组
质粒中都有外源片段插入（图 +）。这也说明成功获
得了能够使 ’() 基因组成表达的启动子。

图 ! 阳性克隆中质粒的酶切分析
)-./+ !&012-31-$4 545670-0 $8 #6509-"0 82$9 #$0-1-:& 36$4&0/;+ <=>?@@@

=AB 952C&2；+ D +E<*6509-"0F!"#!! G$%&""；+,<#!$%&’()*F

!"#!!G$%&""；;? <#=ABF$%&"" ;52C&2 /

"#" 启动子片段测序分析
根据上面的酶切分析，挑取发绿色荧光较强，外

源片段中没有 !"#!!和 $%&""的酶切位点，编号为 )H
的阳性克隆（图 +中第 H泳道），对其质粒 #)H中的插
入片段进行测序，结果表明 ++EI%#的启动子片段内
部含有两个启动子，两个启动子的 *2-%4$J 框和
K&L1595框的距离都为 +H%#，为典型的启动子结构。
"#$ 标记载体 %&’&"(!)!"# 的构建
由于常规的载体只能在大肠杆菌中稳定表达，

因此构建用于检测的含有标记基因的载体必须选择

合适的出发质粒，以便使构建的载体能广泛转移到

更多降解菌中并在其中高效表达。#*M*?@+是一个
稳定的广宿主质粒，可以在多个属的革兰氏阴性菌

中稳定遗传，有助于对宿主菌跟踪检验。用 !"#!!
和 $%&""双酶切 #)H，回收包括 ’() 和 N=K’+ 启动
子的 =AB 片段（?C% 左右）和经过同样酶切的
#*M*?@+酶连，转化至 ! / "#*% =OE$中，在含E@%.F9>
壮观霉素的 >P平板上涂布，QHR培养，挑取发荧光
的菌，提取质粒 #*M*?@+’’()，用 !"#!!、$%&""双
酶切验证（图 +），结果表明 #)H 切下的包括 ’() 和
N=K’+启动子的 =AB 片段已连接到 #*M*?@+ 质粒
上，从而成功构建了重组质粒 #*M*?@+’’()。
"#* 用 %&’&"(!)!"# 对呋喃丹降解菌 +,-)! 进行
./&标记
以 ! / "#*% =OE$（#*M*?@+’’()）作为供体菌，! /

"#*% =OE$（#!S?@+Q）作为辅助菌，N=K’+作为受体菌
进行三亲结合，涂布于含 E@%.F9>壮观霉素，氨苄青
霉素，链霉素的 >P平板上，Q@R培养，在紫外灯下挑

选发出绿色荧光的菌，并提取这些菌的质粒，电泳结

果表明：和 N=K’+的质粒图谱相比，在发出荧光菌的
质粒中多了一条带，并且和 #*M*?@+’’() 大小一致，
这就表明 N=K’+ 中转入 #*M*?@+’’() 后，成功地使
’() 基因在 N=K’+中得到了表达。为此获得了 ()*
标记的 N=K’+，命名为 N=K’’()。

图 " +,-)./&)0123对六六六的降解
)-./? TU& "&.25"51-$4 $8&’ONO %7 N=K’()*’>-4B/

"#4 %5678121)624) $%&’ 的构建
从 +),%&’#-#&./ 0#/ PON’B扩增 *%&0 基因和启

动子部分（引物设计中加入 1#2!酶切位点），用
1#2!酶切 #VTF9-4-’T4E 并进行脱磷酸化处理，把
*%&0 和 #VTF9-4-’T4EF1#2!进行酶连，转化至 ! /
"#*% K;+@（!)%3）感受态细胞中，涂布在含有 S9、
B9#和六六六的 >P平板上，QHR过夜培养，筛选阳
性克隆 ! / "#*% #VTF9-4-’T4E’ *%&0，对阳性克隆进行
六六六降解功能的检测，结果表明 ! / "#*% =OE$
#VTF9-4-’T4E’ *%&0 具有降解六六六的功能，说明
*%&0 基因已被成功插入到 #VTF9-4-’T4E中了。
"#9 双标记菌株 +,-)./&)(%&’ 的获得
以 ! / "#*% =OE$#VTF9-4-’T4E’ *%&0 作为供体菌，

! / "#*% =OE$F#!S,@@作为辅助菌，N=K’.8#作为受体
菌进行三亲接合，涂布于含卡那霉素、壮观霉素、氨

苄青霉素和链霉素的 >P平板上，Q@R培养，待菌长
出后，挑接合子培养后提取总 =AB，以总 =AB为模
板，通过 *N!扩增来检测 *%&0 基因的插入情况，结
果显示以接合子的总 =AB为模板扩增出了和 *%&0
基因插入片段相同大小的片段，这就表明 *%&0 基因
已经插入到了 N=K’’() 中。同时对接合子进行六六
六降解能力的检测（图 ?），气相色谱检测表明经过
N=K’+处理，六六六的特征峰（4 W @<XI@）没有改变，
而在相同的条件下经过 N=K’()*’5%&0 的处理，特征
峰几乎没有了，这就表明双标记菌株 N=K’()*’5%&0
已经具有了降解六六六的能力，六六六的降解功能

E+,徐剑宏等：呋喃丹降解菌 N=K’+的双标记菌株的构建 / F微生物学报（?@@,）I,（I）



也可在含有六六六的农药平板上通过观察农药被利

用后产生的透明圈而方便地被检测出来。在荧光显

微镜下观察到 !"#$%&’$!"#$ 能发出明显的荧光（图
(），这就表明能同时表达 %&’ 和 ("#$ 的双标记菌株
已成功构建。

图 ! 菌体的荧光显微照片（"### $）
&)*+( &,-./012034 56.4.*/756 .8 97240/)-:（;<<< =）+ >+ &?；@+ ) + *+("

"AB!（5’C’D<;$%&’）；!+ !"#$;；"+ !"#$%&’$!"#$ +

%&’ ()*+"和 ()*+,-.+!"#$ 性状比较
把 !"#$; 和 !"#$%&’$!"#$ 接入 E@ 培养基中，

(<F、;B</G:)3培养 HI6，!"#$;的 ,-J<< K ;LJI，!"#$
%&’$E)3>的 ,-J<< K ;L?D，证明了 %&’ 和 ("#$ 基因的
导入不影响 !"#$;的生长。把 !"#$%&’$!"#$ 在 E@
培养基中传代 ;<< 代，检测其对呋喃丹的降解（图
H），结果显示，!"#$%&’$!"#$ 对呋喃丹的降解能力
和 !"#$;没有显著差别，!"#$ 基因和 %&’ 基因的引
入并没有影响它对呋喃丹的降解。

图 / 呋喃丹降解的紫外扫描图
&)*+ H M01-,4 .8 N0*/7N74).3 .8 27/9.8-/73 9O !"#$; 73N !"#$%&’$E)3>
（40140N 9O PQ 1273）+

! 结论
本研究从 !"#$; 的基因组 "R>中获得了一个

带有 D个典型启动子的 "R>片段，该片段和 %&’探
针一起构建了组成型表达 %&’ 基因。为了能够使构
建好的组成型表达 %&’ 基因在 !"#$;中稳定高效表

达，把带有启动子的 %&’ 基因连接到广宿主载体
5’C’D<;上，通过三亲接合的方法把构建好的广宿
主载体转入到受体菌 !"#$;，从而完成了 !"#$; 的
%&’ 标记。通过转座子再把 ("#$ 基因插入到已经标
记上 %&’ 的 !"#$%&’ 染色体 "R>中。!"#$%&’$E)3>
不仅是一株双标记菌株，可以用它方便、准确地研究

降解菌的环境生态行为，同时它又是一株能够高效

降解呋喃丹和六六六的多功能农药残留降解菌。所

以该菌株不但可用于后续的环境生态研究，也可作

为一株基因工程菌用于消除环境中呋喃丹和六六六

的农药残留。
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《分子医学技能》

周俊宜 编著 + 1 $( 1 $#+#"( 1 (-2’#+#& "$$. 1 , (,元
本书以分子医学概论为引导，围绕分子医学研究相关的技术领域，系统介绍了核酸技术、蛋白质

技术、细胞培养技术、免疫分析技术，以及近年来发展起来的几种前沿技术。内容全面详尽，既有实

用性极强的技术方案和实验数据，又辅以简明扼要、形象生动的原理描述和具有针对性的技术问题

讨论。

本书是从事分子医学以及相关领域科学研究的工具书，同时可作为高等院校医学和生命科学专

业教材使用。
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