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摘要：【目的】本研究旨在从重金属汞抗性细菌中分离鉴定汞抗性基因【方法】从北京凉水河河床底泥中分离

抗汞细菌，采用 #%1 .Q2C 基因序列分析结合生理生化特征对菌株进行鉴定。根据 R*=S>=T 中已发表的多种

抗汞细菌的 ./’! 基因序列设计引物，以抗性细菌基因组 )2C 为模板，扩增 ./’! 基因，并在大肠杆菌

（01"2/’&"2&$ "(*&）SU$#（)J(）表达。同时对表达菌株的重金属汞抗性进行测定。【结果】分离得到一株能在含

VK3?$ 为 N/ ,K5U 的平板上生长良好的高抗汞细菌，编号为 WVK$。#%1 .Q2C 基因序列分析结果表明，菌株

WVK$ 与 3$"&**41 1&*5/1#’&1 的模式菌株 )1X#$$$(E 有 "%Y的同源性，其形态特征及生理生化特性与文献报道的

3$"&**41 1&*5/1#’&1 一致。从菌株 WVK$ 中扩增得到 #%&N-9 )2C 片断，其序列与 61/47(.(-$1 84#&7$ 的 ./’! 基因

序列同源性达到 ""Y，将该 )2C 片断克隆于 9JEG(/>（F ）得到重组质粒 9DZ$，转化宿主菌获得表达菌株 0 A
"(*& SU$#（)J(）·9DZ$，经 0[ER 诱导后产生相对分子量约为 ((W) 的蛋白。重金属汞抗性测定结果表明，表

达菌株 0 A "(*& SU$#（)J(）·9DZ$ 可以在含 VK3?$ 为 $/ ,K5U 的培养基中生长，而转入空载体 9JEG(/>（F ）的

阴性对照菌株 0 A "(*& SU$#（)J(） 9JEG(/>（F ）则不能在含 VK3?$ 为 $/ ,K5U 的培养基中生长。【结论】分

离的抗汞菌株 WVK$ 与 3$"&**41 1&*5/1#’&1 关系密切；从菌株 WVK$ 中克隆到汞抗性基因 ./’!，并在大肠杆菌中

得到了成功表达；表达 ./’C 基因的大肠杆菌具有抗重金属汞的特性。
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农田土壤重金属污染已成为全球关注的环境问

题之一。当前我国部分地区农田重金属污染现象已

经十分严重，大多数城市近郊农田土壤都受到了不

同程度的污染。据报道，目前我国受重金属污染的

耕地面积近 $4// 万公顷，约占总耕地面积的 #54；其

中工业“三废”污染耕地 #/// 万公顷，污水灌溉的农

田面积已达 ((/ 多万公顷。每年被直接污染的粮食

达 #$// 万吨［# ’ $］。和其他类型的污染物相比，重金

属污染具有隐蔽性，长期性，不能被降解，易积累，毒

性大［(］等特点，因此很难治理。国外研究者曾提出

多种修复土壤重金属污染的物理或化学方法，如客

土法、热处理法、电循环法等［!］，但这些方法都非常

昂贵并可能造成二次污染。生物修复技术被认为是

最有前景的治理方法，它不仅廉价而且对环境友

好［4］。重金属抗性微生物及其抗性基因在重金属污

染土壤的生物修复中起着重要的作用。汞抗性微生

物的研究已有较长的历史，上世纪 %/ 年代首次报道

从自然界中分离到汞抗性菌株，随后的研究发现了



不少汞抗性微生物［! " #］。已报道大肠杆菌、变形杆

菌及酵母菌等都具有较高的抗汞活性［$］。虽然目前

已分离到不少汞抗性菌株，但真正能够大规模直接

用于汞污染土壤生物修复的却不多。随着分子生物

学技术的快速发展，汞抗性基因的研究成为热点，目

的是通过基因工程技术构建具有超强汞富集能力的

转基因植物或微生物，以实现汞污染的生物修复。

本研究在分离鉴定高抗重金属汞细菌的基础上，进

一步对其汞抗性基因进行了克隆及重组表达研究，

旨在为治理土壤重金属污染提供侯选微生物及基因

资源。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 土样来源：采自北京市凉水河床，其全汞含

量为：%&’( )*+,*，超过国家《土壤环境质量标准》［(］

中的二级标准限值 % 倍多。

!"!"# 菌株和质粒：! - "#$% ./’0（123）购自北京博

迈德生物公司，4256378（9 ）:;<=>? 为本实验室保

存，4@2A65 28BC :;<=>? BCB=;) D 试剂盒购自 E?>);*8
公司。

!"!"$ 培养基：基础培养基为 /. 培养基，加入不同

浓度的 F*GH’ 母液（’% ))>H+/）作为分离培养基，固

体培养基加入 0&%I的琼脂，0’0J灭菌 ’7 )KL。

!"!"% 主要试剂和仪器：5M 1NO 连接酶、限制性内

切酶均购自 58P8Q8 公司，’ R EGQ AKS、总 1NO 提取

试剂盒购自北京天根生化公司，)8?,;? 购自北京全

式金公司。实验中所用的引物均为上海生工生物工

程技术服务有限公司合成，其它常规试剂为国产或

进口分析纯。实验中主要使用的仪器有：%M0#G 型

台式离心机（德国 244;LT>?U 公司）；.K>6QO1 E5G6077
型 EGQ 仪（美国伯乐公司）；.K>6QO1 电转化仪（美国

伯乐公司）；1VV6!. 型稳压稳流电泳仪（北京市六一

仪器厂）；凝胶成像系统6@1W6$777（美国基因公司）。

!"# 抗汞细菌的筛选

称取土样 %&77 * 加入含有玻璃珠的 M% )/ 无菌

水中，3#J，0%7 ?+)KL，振荡 ’X 后取出静置 % )KL，取

上清液 0 )/ 制备 07" 0 Y 07" M稀释梯度的菌悬液，各

取 077!/ 于含 F*GH’ 终浓度为 ’%、37、M7、M%、%7、%%、

!7、!%、#7 )*+/ 的 /. 选择平板表面，均匀涂布，于

3#J倒置培养 0 T，待菌落长出后，选取在含汞浓度

高的平板上生长、菌落形态不同的单菌落反复划线

纯化，纯化菌株于 " #7J保存。

!"$ 抗汞细菌的鉴定

!"$"! 菌落及菌体形态观察：菌株在固体培养基平

板上，培养 ’M X，观察菌落形态和颜色；菌体涂片，革

兰氏染色后，在普通光学显微镜下观察菌体形态。

!"$"# 生理生化特征测定：参照文献［07 " 00］的方

法进行生理生化特征测定，包括：接触酶试验，16葡
萄糖、16木糖、16甘露醇发酵产酸、产气试验，明胶液

化试验，伴胞晶体观察，硝酸盐还原试验，淀粉水解

试验，:6E 试验，初始生长 4F 测定（4F 为 !&$ 和 %&#
的营养肉汤培养基）和对 N8GH 的耐受（’I，%I，#I
和 07I）生长试验。

!"$"$ 0!W ?QNO 基因序列分析：采用试剂盒（离心

柱型）提取细菌基因组 1NO，操作步骤为公司提供

的说明。以基因组 1NO 为模板，采用细菌通用引物

对［0’］： Z’#： %[6O@O@555@O5GG5@@G5GO@63[+
Q0M(’：%[65OGG55@55OG@OG5563[，进 行 0!W ?QNO
基因 EGQ 扩增。EGQ 采用 ’7!/ 反应体系，扩增程

序为：(%J % )KL；(%J 37 B，%’J 0 )KL，#’J ’ )KL；

#’J 07 )KL；37 个循环。EGQ 扩增产物送上海生工

测序。测序结果提交 @;L.8L,。最后将所测定的

0!W ?QNO 序列，通过 X==4：++L<\K - LH)- LKX - *>]+\H8B= 在

@;L.8L,数据库中进行同源性分析和相关信息检

索，采 用 <H^B=_0&$0 软 件 进 行 多 序 列 比 对，用

A2@OM&7 软件构建 0!W ?QNO 基因系统发育树。

!"% 汞抗性基因 !"#$ 的 &’( 扩增

据 文 献 报 道［03 " 0M］，&’() 是 编 码 汞 还 原 酶

（);?<^?C ?;T^<=8B;B）的基因，存在于所有耐汞细菌

中，是 &’( #*’(#+ 中最大的基因，因此从 @;L.8L, 中

下载细菌中的 &’() 基因序列，采用软件 1NOAON
比对后，用引物设计软件 E?K);?%&7 在其保守区设计

了 一 对 引 物， 其 序 列 如 下： &’()6‘3： %[6
,-,--).,,@OGGGO5G5OOOOO5GOGG@@63[+&’()6
/M：%[6,,,))-,..)-,O@@OOO@G5@G55GOGO563[，
（引物中下划线部分在 &’()6‘3 中为 0%+T"酶切位

点，在 &’()6‘M 中为 12&F#的酶切位点）；以供试菌

株的基因组 1NO 为模板进行 EGQ 扩增，EGQ 采用

’7!/ 反应体系，扩增程序为：(MJ % )KL；(MJ M% B，
!$ Y %3J 0 )KL，#’J ’ )KL；#’J 07 )KL；前 0% 个循

环为每个循环降 0J，%3J维持后 0% 个循环。凝胶

回收试剂盒回收扩增产物，克隆于 4@2A65 28BC 后

送 58P8Q8 测序，用 .H8B=S 在 @;L.8L, 中搜索，分析

所得的序列。
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!"# 汞抗性基因 !"#$ 的克隆

对回收的 !"# 扩增产物与 $%&’()*（+ ）质粒分

别进行 !"#,!和 $%&-"双酶切，酶切体系（.)#/）

为：0123$%&’()*（+ ）4#/；!"#,! 5#/；$%&-"
5#/；5) 6 7 89::;< .#/；,,-.= 55#/，(>?，.) @ 酶

切。对双酶切产物进行胶回收，然后加入酶切产物

A#/，$%&’()*（+ ）5#/，)B4#/ &A 012 /CD*E; 和 5#/
5) 6 89::;< 和 ,,-.= (B4#/（5)#/ 体系），5F?连接

过夜（5) @ 以上）。将连接产物转入预先制备的 ’ G
()*" 8/.5（0%(）感受态细胞中，涂布到含有卡那霉素

7*H（4) ID3/）抗生素的 /8 培养基平板中，(>?过夜

培养（5) J 5A @），在含卡那霉素（7*H）的 /8 平板上

随机挑取单菌落，接入含 7*H 的液体培养基过夜培

养，提取质粒，用 !"# 扩增和双酶切的方法双重验

证，方法同上一致。克隆中所进行的连接、转化、质

粒提取、阳性克隆的筛选等参考文献［54］进行。

!"$ %"#$ 基因的重组表达

!"$"! 诱导表达：将含有阳性重组质粒和空质粒载

体 $%&’()*（+ ）的表达菌株 ’ G ()*" 8/.5（0%(）按文

献［5.］培 养 至 +,F)) 为 )BK J 5B)，加 入 终 浓 度 为

5 IILM3/的 N!&O，(>?，54) <3ICH 振荡诱导 5. @，取

4))#/ 菌液，.F5FB5 6 D 离心，收集菌体于 P .)?保

存。

!"$"% Q0Q’!2O% 检测：用 .))#/ 无菌水重悬保存

于 P .)?的菌体，取 A)#/ 菌体悬浮液，加入 5)#/ 4
倍上样缓冲液，沸水中裂解 4 ICH，用 Q0Q’!2O% 胶

电泳，考马斯亮蓝染色，>R的乙酸脱色［5F］后观察并

照相。

!"& %"#$ 基因的抗汞特性测定

接种携带阳性重组质粒和空质粒载体 $%&’()*
（+ ）的表达菌株 ’ G ()*" 8/.5（0%(）于含 -D"M. 终浓

度为 .) ID3/ 的 5)) I/ /8 培 养 基 中，(>?，

54) <3ICH振荡培养 .K @，每隔 A @ 测定菌液在波长

F)) HI 处的光密度（+,F))）以确定其生长情况。

% 结果和分析

%"! 抗汞细菌的分离与筛选

在低浓度 -D"M. 的 /8 平板上，生长了较多的

菌，随着 -D"M. 浓度的升高，生长的菌数减少，在含

-D"M. 为 >) ID3/ 的平板上分离得到一株生长良好

的高抗汞细菌，编号为 7-D.。

%"% 抗汞细菌的鉴定

%"%"! 菌落及菌体形态观察结果：7-D. 菌落圆形，

边缘 整 齐，表 面 凸 起，透 明，湿 润，菌 落 直 径 为

)B4 J 5B4 II，在光学显微镜下观察菌体为革兰氏阳

性细杆状，产芽孢（图 5）。

图 ! 光学显微镜下菌株 ’()% 菌体形态图（!*** + ）

SCDG5 TL<$@LMLDU L: EV<*CH 7-D. 9H,;< L$VCW*M ICW<LEWL$; （5))) 6 ）G

%"%"% 生理生化特征测定结果：菌株 7-D. 产生接

触酶；发酵 0’葡萄糖产酸，但不发酵 0’木糖和甘露

醇产酸，不产气；不液化明胶；不水解淀粉；X’! 试验

为阴性；在 $-FBK 营养肉汤中生长；$-4B> 中不生

长；在含 )、.、4R时 1*"M 培养基中生长，但在 >R和

5)R1*"M 中不生长；不还原硝酸盐，这些都与文献

［55］报道的 $%("**-. ."*/0.12". 一致。

%"%", 5FQ <#12 基因序列分析结果：7-D. 菌株扩

增出的 5FQ <#12 基因片断条带单一，经测序得到长

度为 5AFA Y$ 的 5FQ <#12 基因序列（序列注册号：

SZ(>[(.)）。将此序列用 8/2Q& 软件和 T%O2 软件

处理，并与 O;H8*H\ 中已发表的 5FQ <#12 基因序列

进行同源性比较，选取同源性较高的多株细菌构建

系统发育树（图 .）。结果表明，菌株 7-D. 与已报道

的 $%("**-. ."*/0.12". 模式菌株 0QT5...(& 亲源关系最

近，有 [FR的相似性。

综合以上 5FQ <#12 基因序列分析结果及表型

特征鉴定结果，确定菌株 7-D. 与 $%("**-. ."*/0.12".
0QT5...(& 关 系 密 切，7-D. 在 分 类 地 位 上 属 于

$%("**-. .3 G。
%", !"#$ 基因的 -./ 扩增及序列分析

通过 !"# 扩增，得到一个约 5B> \Y 大小的片

段，与预测的大小基本一致，切下目的片段，连接于

$%TO&’%*EU 载体后测序，获得全长为 5FKF Y$ 的序

列，012T21 分析，有一个完整的 =#S，编码 4F) 个

氨基 酸 残 基 （O;H8*H\ 登 录 号 为：SZFA(AF>）。 在

O;H8*H\ 中 搜 索 发 现，该 序 列 与 4%*.1)#"%
&01%**"5-2%#.、 6.0-5)&)#%. 3-1"5%、 6.0-5)&)#%.

)(F5 ]*H ^;HD ;V *M G 37(1% 8"(2)9")*):"(% ;"#"(%（.))[）A[（5.）

Absent Image
File: 0



!"#$%&’()!、*!+),(’&! "$,#(-.!、/$#0.(+1"#&! 2"-!2&!、和

3#(,"$) 4&#!5&+&) 等不同细菌的完整的汞还原酶基因

4"#6 相似性均达到 !!"。由此可确定从 #$%& 中扩

增得到的是编码汞还原酶的 4"#6 基因。

图 ! 菌株 "#$! 的 %&’ ()*+ 基因全序列系统发育树

’(%)& *+,-.%/0/1(2 13// .4 5136(0 #$%& 765/8 .0 2.9:-/1/ 5/;</02/5 .4 =>? 3@AB %/0/) A<97/35 (0 :63/01+/5/5 3/:3/5/01 1+/ 5/;</02/5 622/55(.0 0<97/3

(0 C/0D60E) F+/ 0<97/3 61 /62+ 73602+ :.(015 (5 1+/ :/32/016%/ 5<::.31/8 7, 7..15136:) D63，&" 5/;</02/ 8(G/3%/02/)

!,- 重组质粒的酶切鉴定和 ./) 鉴定

为进一步验证所得的重组质粒是否为阳性，首

先以 4"#6HIJ 和 4"#6H 7K 为引物，以重组质粒为模板

进行 *L@ 扩增，电泳检测得到了一条约 =MN E: 左右

的条带，与原 *L@ 产物大小一致；然后对重组质粒

进行 8&’8!和 /!4$"双酶切，得到了 =MN E: 和大

约 O E: 的 & 条带，与空质粒载体 :PFHJQ6（R ）的泳

道相比，约 O E: 条带为正确的质粒载体，而 =MN E:
条带与目的基因大小一致，由此证明所获得重组质

粒为将 4"#6 基因成功克隆于 :PFHJQ6（R ）载体的阳

性重组质粒，并将其命名为 :ST&。转入阳性重组质

粒 :ST& 和空质粒载体 :PFHJQ6（R ）的表达菌株 9 )
2(+& DU&=（VPJ）分 别 命 名 为 9 ) 2(+& DU&=（VPJ）·

:ST& 和 9 ) 2(+& DU&=（VPJ）·:PFHJQ6（R ）。

!,0 !"#$ 基因的重组表达

表达菌株 9 ) 2(+& DU&=（VPJ）·:ST& 和阴性对

照菌 9 ) 2(+& DU&=（VPJ）·:PFHJQ6（R ），经 = 99.-WU
的 X*FC 诱导，JNY，=OQ 3W9(0 振荡培养 =& + 后收集

菌体，?V?H*BCP 电泳检测，结果见图 J。

4"#6 基因编码汞还原酶，该酶常以二聚体形式

在细 胞 质 内 与 内 膜 呈 疏 松 的 结 合，其 分 子 量 为

>> EV6。图 J 中表达蛋白分子量约 JJ EV6，可能由于

二聚体解聚所致。本实验中，用沸水裂解法处理样

品，使其中的蛋白质变性，用 ?V?H*BCP 变性胶电泳

检测，使得该基因所表达汞还原酶的二聚体在 ?V?
和沸水作用下完全解聚，因此，图中与含有空质粒的

表达宿主 9 ) 2(+& DU&=（VPJ）·:PFHJQ6（R ）相比，转

入目的基因的表达宿主 9 ) 2(+& DU&=（VPJ）·:ST&
的蛋白电泳图谱在 JQ EV6 附近有明显的特异性条

图 1 !"#$ 基因重组表达的 ’2’3.+45 电泳检测

’(%)J F+/ ?V?H*BCP 606-,5(5 .4 4"#6 :3.1/(0 /Z:3/55/8 (0 9 ) 2(+&

DU&= （VPJ）) = ) 9 ) 2(+& DU&=（VPJ）) :ST&；& ) 9 ) 2(+& DU&=
（VPJ）) :PFHJQ6（R ）；J ) 963E/3W:3.1/(0 3<-/3 ! )

带，这 表 明 克 隆 的 4"#6 基 因 已 在 9 ) 2(+& DU&=
（VPJ）中得到成功表达。

!,& !"#$ 基因的抗汞特性

表达菌株 9 ) 2(+& DU&=（VPJ）·:ST& 和 9 ) 2(+&
DU&=（VPJ）·:PFHJQ6（R ）在含 $%L-& 为 &Q 9%WU 的培

养基中生长情况如图 K。

表达菌株 9 ) 2(+& DU&=（VPJ）·:ST& 可以在含

$%L-& 为 &Q 9%WU 的培养基中生长，而转入空载体

:PFHJQ6（R ）的阴性对照菌株 9 ) 2(+& DU&=（VPJ）·

:PFHJQ6（R ）则不能在含 $%L-& 为 &Q 9%WU 的培养基

中生长。
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图 ! 表达菌株在含 "#$%& 为 &’ (#)*的培养基中生长曲线

!"#$% &’()*+ ,-’./ (0 *+/ /12’/33"(4 3*’5"43 "4 67 8/9"-8 ,(4*5"4"4#

:;8#<6 =#>?: $

@A 8#<6［BC］，本 研 究 中 分 离 到 一 株 能 在 含 C; 8#<6
=#>?: 的 67 平板上生长的细菌菌株 D=#:，比以往报

道的抗汞菌的抗汞浓度高出很多。分离该菌株所用

的土壤样品采自北京排污河 E 凉水河床底泥，其汞

含量较高，处于其中的土壤微生物经过长期自然选

择进化可能产生出了一些高耐汞的菌株。芽胞杆菌

是自然界广泛存在的细菌，也是土壤中的优势菌群，

利用它进行污染农田治理不会对环境、人畜或植物

造成危害。本研究中分离到高抗汞菌株 D=#: 在重

金属汞污染治理方面具有很好应用潜力，对其进行

分类鉴定研究也为该菌株的开发利用奠定了基础。

自 BFF@ 年 7’-4G/ 等［BH］初次尝试构建重组的耐

汞菌，证明了利用微生物汞抗性基因进行汞污染生

物修复的可行性后，随后对于 !"#$ 基因的克隆和转

基因植物研究也有一些 报 道［BF E :;］。 !"#$ 基 因 是

I/’ 操纵子的组成基因之一，目前认为 I/’ 操纵子

的进化主要是由基因间的水平转移即通过一些转座

子（J4）、插入元件（K3）、整合子（K4*/#’(4）等所介导的

基因插入、融合、缺失而实现的［:B］。虽然芽孢杆菌

属和假单胞菌属的进化亲缘关系很远，但是由于

!"#$ 基因的可转移性，本研究中从芽孢杆菌属所克

隆得到的 !"#$ 基因与假单胞菌属的 !"#$ 基因高度

同源可能是自然界 !"#$ 基因自发水平转移的结果。

重金属汞抗性测定结果表明，转入来自菌株 D=#:
的 !"#$ 基 因 的 大 肠 杆 菌 表 达 菌 株 % $ &’() 76:B
（LM@）·2NO: 可以在含 =#>?: 为 :; 8#<6 的培养基中

生长，而转入空载体 2MJP@;5（Q ）的阴性对照菌株

% $ &’() 76:B（LM@）·2MJP@;5（Q ）则不能在含 =#>?:
为 :; 8#<6 的培养基中生长，证明了该 !"#$ 基因在

大肠杆菌活体内具有抗汞功能。本研究为进一步利

用抗汞基因工程菌或抗汞转基因植物修复重金属污

染农田奠定了一定工作基础。
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