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摘要：采用分子生物学手段将具有转座功能的自杀性质粒 ()*+,-.,/0 与荧光蛋白基因 !"#$ 构建重组质粒 ()1.
,/0。()1.,/0 通过结合转移进入脱色希瓦氏菌 2!’ 中，质粒上的转座子元件转座到 2!’ 的染色体上，而质粒本身

的窄宿主复制位点使其在 2!’ 中不能得到有效的复制而“自杀”。荧光显微镜下筛选表达荧光蛋白的脱色希瓦氏

菌克隆，通过对其提取质粒确定 ()1.,/0 已经在脱色希瓦氏菌中自杀。筛选得到生长速度未发生延迟、脱色能力

不受影响的荧光标记菌株 2!’."$。标记的脱色希瓦氏菌在无抗生素压力的情况下培养，传代 ’$ 次（345次）后在荧

光显微镜下依然查看到荧光蛋白的表达。该菌株的构建为研究其生态学行为奠定了基础。
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希瓦氏菌具有相对复杂多样的代谢途径，可以

还原众多的有机物、金属离子甚至放射性元素。希

瓦氏菌在修复被难降解的有机物、重金属所污染的

环境和利用多样的呼吸方式进行生物燃料电池开发

上具有独特的潜力。希瓦氏菌被研究人员广泛的关

注，脱色希瓦氏菌 2!’（ 5’!A()!11( 7!9.1.0(,-.)-+）是我

们从处理印染废水的反应器中分离得到的一株具有

广谱脱色能力的希瓦氏菌新种［!］。该脱色希瓦氏菌

具有可以利用多种物质作为电子受体的的呼吸方

式，如偶氮类染料、腐殖质、CD（!）［’，#］。理论上可作

为微生物呼吸和生物膜发育形成的模式菌种，是一

株理想的环境修复功能微生物［"］；脱色希瓦氏菌的

较强还原能力可以在生物燃料电池的开发上［"］，尤

其在利用工业废水发电中有很广阔的应用前景。生

物标记技术的应用可以方便的了解投放到环境中的

微生物的生态学行为。赋予被标记生物光学特性的

荧光标记技术在各种生物标记手段中具有不可比拟

的感官优势。常用的荧光标记手段有荧光酶标记和
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荧光蛋白标记［!，"］，其中荧光蛋白标记具有不依赖底

物，发光稳定，可进行活细胞实时原位观察等优点而

被广泛运用。

对细菌进行荧光标记可通过将携带荧光蛋白基

因的质粒转化目的菌株或者将荧光蛋白基因整合到

目的细菌的染色体上而达到。由于质粒在细菌体内

存在丢失和转移到其它微生物的可能性，由此带来

荧光标记的不稳定性和可能的生态风险。将外源荧

光蛋白基因整合到目标生物主要染色体上的方法可

以有效的保证荧光标记的稳定［#］。

本文中我们采用 $%&’$(’() 系统来将荧光蛋白

基因 !"#$ 同卡那霉素抗性基因插入到脱色希瓦氏

菌 *+, 的染色体中［-］，通过筛选得到一株表达荧光

而原有的生理功能未受影响的重组子。并通过设计

位于转座元件内的测序引物获知 .&)/：!"#$ 整合到

*+, 染色体上的位置。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株和质粒：本实验中使用到的菌株和质粒

见表 +。

表 ! 本实验中用到的菌株和质粒

*0/&1)’ (/ $%&’213’ 45&/&607/1’016’ 8797/7)67 (/ ’(:/67

*0/&1)’：

%&!’()!**( +!,-*-.(/0-)01 *+, 8797/7)67［+］

%&!’()!**( +!,-*-.(/0-)01 *+,;+ 819/ ’7%76073 9(/2 057 *57<&)7%%& 376(%(/&01()1’ *+, =51’ <(/>

%&!’()!**( +!,-*-.(/0-)01 *+,;?@ 819/ .&)/：：!"#$ 37/1A73 9/(2 *57<&)7%%& 376(%(/&01()1’ *+,;+ =51’ <(/>

2 B ,-*0 *+#;+ =$/ *2/ /76C，051，$/(，5’38;D E 8F?：,;=6：D:：.2 =)#!$1/ 8797/7)67［-］

2 B ,-*0 GH!" ’:$I??#%&6J+"K /76C+ 7)3C+ LM/CK" 051;+ /7%C+ =51’ %&N(/&0(/M

F%&’213’：

$=)D(3;(>2 .&)/，8F? (/1= $DO+(/18 D(NE =/&)’E 8797/7)67［-］

$IPQF C2$/，F%&6 $J4+K A760(/ <105 !"#$ L7)7 =51’ %&N(/&0(/M

$=I;(>2 .&)/：!"#$，$=)D(3;(>2 A760(/ <105 !"#$L7)7 =51’ <(/>

!"!"# 培养基和试剂：DK 培养基［K］；RO 培养基［K］，

培养基中如果需要加入抗生素，则按下面的浓度加

入：氨卞青霉素 +@@$LS2R、卡那霉素 !@$LS2R、利富

平 !@$LS2R。

限制性内切酶 2,-8T、30)3%、%$!&、45(&以

及 =? GUC 连接酶购自华美生物工程公司；=&V GUC
聚合 酶，3U=F’ 购 自 申 能 博 彩 公 司；蛋 白 酶 .，

8U&’7C 购自 *1L2&；GUC 分子量标准 GRWXXX 与!;
2,-8= 31L7’0 购 于 =&.&8& 公 司；电 泳 级 琼 脂 糖 由

*1L2& 生产广州赛百盛分装；凝胶回收试剂盒由天为

时代生物技术公司生产。

# 方法

#"! 质粒构建与转化

$=)D(3;(>2 是由 =)! 转座子元件、来自 8F? 的

结合转移诱动基因序列、窄宿主复制位点 $DO+ 以

及卡那霉素抗性基因组成的质粒，它只能在 2 B ,-*0

*+#;;+ 中复制而不能在其他革兰氏阴性菌株中复

制，由此被称为自杀质粒；并可以通过结合转移至多

数革兰氏阴性菌［#］。质粒 $IPQF 是在 $J4+K 质粒

的多克隆位点插入 IPQF 基因构建而成。IPQF 蛋

白是 YQF 蛋白的衍生型，其中有六处氨基酸发生了

改变，使其折叠效率和荧光强度都获得了提高。它

在 !+W)2 波 长 处 有 最 大 吸 收 峰，激 发 峰 波 长 为

!,#)2。重组质粒构建过程见图 +，GUC 分子操作的

程序参见文献［K］。

重组质粒转化感受态 2 B ,-*0 *+#;;+ 细胞。挑

取 .&)/ 表型菌株，通过酶切和 F48 鉴定。F48 鉴定

使用 !"#$ 特 异 性 引 物，引 物 序 列 为：F7+：!Z C4=
CYC YYC =44 4YY Y=C WZ F7,：!Z CCY 4YY 44Y
4YC 4=4 =CY =Y4 WZ得到的质粒命名为 $=I;(>2。

菌种命名为 2 B ,-*0 *+#;;+S$=I;(>2。

#"# 结合转移与重组子的筛选

脱色希瓦氏菌（%&!’()!**( +!,-*-.(/0-)01）的利福
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图 ! 重组质粒 "#$%&’( 构建示意图

平抗性菌株在具有利福平浓度梯度（) * +)!,-(.，每

梯度升高 !)!,-(.）的 ./ 培养基中进行筛选而得

到。在含 +)!,-(. 利福平的 ./ 琼脂平板上分离纯

化到 利 福 平 抗 性 菌 株 0!1%!。 携 带 "#$%&’( 的

! 2 "#$% 0!3%%! 作为供体菌，0!1%! 作为受体菌，分别

培养过夜达到对数生长期后 4+))5-(67 离心收集菌

泥以去除原培养基中的抗生素残留，将供体菌和受

体菌的菌泥分别重悬于 +)!. ./ 培养基中，混合后

涂布在无抗性的 ./ 琼脂平板上 4)8共同培养 !9:
使 "#$%&’( 通过接合转移进入 0!1%! 中且有充足时

间使质粒上携带有荧光蛋白基因的转座子转移到

0!1%! 的染色体上。然后将混合培养长成的菌苔使

用 ./ 培养基从平板上吹打下来，将混合菌体悬液

在含卡那霉素与利福平的 ./ 琼脂平板上均匀涂

布。由于 "#$%&’( 在 0!1%! 中无法复制，只有 "#$%
&’( 上带有卡那霉素抗性的转座子元件发生转座并

插入 0!1%! 染色体的重组菌才能够生长［9］。在卡那

霉素与利福平的 ./ 琼脂平板上 4)8培养过夜后挑

取长势良好的单菌落，逐个涂片在荧光显微镜下观

察。从中筛出荧光强度较高的重组子，设计针对

"#$%&’( 上 转 座 子 元 件 以 外 序 列 的 引 物（;<：+=
>?@>>>?##???@@??##???@>@> 4= AB： +=
>@>>??@??@?@##??>??@??>#@> 4=），使 用 该 引

物以重组子全基因组 AB@ 做为检测模板；分别以

0!1%! 基因组和 "#$%&’( 质粒 AB@ 作为阴性和阳性

对照模板进行 <?C 扩增以检测 "#$%&’( 质粒是否

“自杀”。重组子接种于含 !((&D 的苋菜红偶氮染料

的 ./ 培养基中检测脱色能力［!)］；在 ./ 培养基中接

种相同的菌体在 4E8下震荡培养，每 4)(67 取样在

&’F))处测定光密度，比较各菌体的生长速度。选择

生长速度、脱色速度与野生型菌株接近的重组荧光

标记菌株作连续传代培养［+］，在荧光显微镜下观察

荧光表达稳定性。

!"# $%!&% 中荧光蛋白表达

经过连续传代培养后筛选得到可以稳定表达荧

光蛋 白 的 0!1%E) 菌 株 与 0!1%!、! 2 "#$% 0!3%! 及

!((&D G<#> 诱导的 ! 2 "#$%0!3%!："$HI< 在 4)8培养

!F: 后各取 !(.，离心收集菌体使用 )J+(. </0 缓冲

液重悬菌体。放于超声波破碎仪上间隔 !)K 破碎

!)K，总破碎时间为 !)(67。细胞裂解液 !1)))5-(67
离心 !)(67，取适量上清与 <@>$ 电泳上样缓冲液混

合后在 E8进行非变性电泳。电泳后将凝胶先后在

长波紫外线照射下和使用普通考马斯亮蓝染色对比

观察电泳条带［L］。

!"’ $%!&% 中 !"#$ 基因定位

参照文献［!!］采用 ?#@/ 法提取 0!1%E) 的基因

组总 AB@，用 !!,-(. 的 C7MKN 438处理 4)(67 后上

样于 )J3O琼脂糖凝胶电泳检测，查看总 AB@ 提取

效果。设计转座子元件右端延伸方向为转座子外侧

的测序引物，引物序列：+=?#> ?#> >@> ##? >#>
@? 4=。以 0!1%E) 基因组为模板送至英俊生物技术

公司进行测序。测序结果在 B?/G 数据库中与希瓦

氏菌 PC%! 基因组序列比对，分析转座元件插入的

位置。

# 结果

#"% 重组质粒的构建

使用内切酶 ()*"消化 "$HI< 质粒，凝胶电泳

后回收得到大小为 331Q" 的荧光蛋白基因片段。将

该 片 段 与 被 限 制 性 内 切 酶 +,- "消 化 的 质 粒

"#7P&R%&’( 使用 #E AB@ 连接酶连接并转化 0!3%!。

提取转化子质粒分别使用 .%/R#和 !"#C"酶切分

析；设计荧光蛋白基因特异性引物以重组质粒为模

板进行 <?C 扩增。酶切和 <?C 产物的琼脂糖凝胶

电泳检测结果见图 1。可以从重组质粒 "#$%&’( 中

括增出和 $HI< 基因相同大小的 AB@ 片段；并 且
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!"#$%&’ 的单酶切产物比载体 !"()%*$%&’ 要大，凝

胶成相系统软件分析的结果显示 !"#$%&’ 比 !"()%*$
%&’ 大约 +,-.!。可以证实重组质粒构建成功。

图 , 重组质粒的酶切和 /01 分析

)2!345$#6%27" *89:;<；), 345 分子量标准 3=>---；2 !"()%*$%&’

!"#1" *89:;<；, !"#$%&’ !"#1" *89:;<；> /01 !?%*@6< %A $%&’，

!"#$-&’ B; <:’!CB<:

图 7 D2,$7- 菌体的荧光显微镜照片（2--- E ）

5 ! F "#() D2+$2G!#HI/；J DK:LB(:CCB *:6%C%?B<8%(8; D2,$7-；0 DK:LB(:CCB *:6%C%?B<8%(8; D2,$2

!"# 重组菌株的筛选

以携带 !"#$%&’ 的大肠杆菌 D2+$2 作为供体

菌，脱色希瓦氏菌 D2,$2 为受体菌在无抗性平板上

完成结合转移，重新悬浮后涂布在卡那霉素和利福

平的平板上进行筛选，得到系列双抗性重组子。综

合考虑各重组子对偶氮染料的脱色速率和自身菌体

的生长速度（图 >），选取其中荧光激发较强的 D2,$
7- 做 进 一 步 的 分 析。0"5J 法 提 取 D2,$7- 的 总

345，碱裂解法提取其质粒，电泳显示观察不到质粒

分子的存在，针对质粒上序列的 /01 结果为阴性。

表明 D2,$7- 菌株荧光蛋白的表达和卡那霉素抗性

的获得是由转座到染色体上的外源 345 提供的。

将 D2,$7- 在无抗生素的情况下，在 =J 培养基中连

续传代培养 ,- 次（MKG次），然后使用荧光显微镜观

察菌体（图 7）。

图 > 重组子对偶氮染料的脱色速率

!"! 荧光蛋白非变性凝胶电泳

在紫外光的照射下荧光蛋白可以不依赖底物而

受激发射荧光。菌体细胞裂解液中的荧光蛋白在经

过非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳而与其它菌体蛋白分

离后，在长波紫外灯的照射下可以看到规则的带状

激发荧光，然而经过 N$,O- 染色后的同一块蛋白胶

不再能有带状荧光出现，可以确定荧光是由活性蛋

白质发出的。图 O 中分别以 D2,$2 和 ! F "#() D2+$2G
!#HI/ 的细胞裂解蛋白为阴性和阳性对照。上样有

D2,$2 全细胞蛋白的泳道 > 中没有荧光激发出来；而

在上样有标记了荧光蛋白基因的重组子 D2,$7- 全

细胞蛋白的泳道 , 中可以看到与阳性对照中 ! F "#()
D2+$2G !#HI/ 位置相对的荧光激发条带。在右侧的

N$,O- 染色的电泳图片 ) 泳道中的 5 和 J 为分子量

标准，分子量分别为 O+&3 和 ,MP7&3，0 标示的地方

·++22·,--+ 年 >7（Q） 微 生 物 学 通 报



为荧光蛋白的位置，荧光蛋白分子量大小估计为

!"#$ 左右，与文献报道相符。因为阳性对照 ! % "#$%
&’"(’)*+,-. 的菌体在 /.01 诱导下有大量 1-. 蛋

白表达出来，故条带亮度远比 &’!(23 的要亮的多；

在 &’!(23 中 1-. 表达的量比较少，以至于在 1!43
染色下条带几乎不可见。可见这种在紫外线照射下

检测 &$&(.51+ 中 1-. 蛋白条带的方法更加灵敏。

以上现象可以表明在 &’!(23 细胞中的确有荧光蛋

白的表达。

图 4 非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳检测

&’!(23 中荧光蛋白的表达

5 非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳后在紫外线下照片；6 非变性聚丙

烯酰胺凝胶电泳后用 1!43 染色后照片。7 分子量标准由上至

下：4"#$；!892 #$ ’：! % "#$% &’"(’) *+,-. 全细胞蛋白 !：&’!(23 全

细胞蛋白，:：&’!(’ 全细胞蛋白

!"# $%& 产物测序结果与 !"#$ 基因定位

使用扩增 &’() 基因的特异性上游引物，以质粒

*0+(;#< 为模板的测序结果与 &’() 基因的 $=5 序

列比对结果显示质粒 *0+(;#< 中的确存在 &’() 基

因。位于转座子元件内，$=5 延伸端指向转座子元

件外侧的 4>?01 ?01 151 00? 101 5? :>序列为引

物测得的 @A3B* 序列和 &CDEFGDHHF IDJ;H;KFLM;GMN 7O(’
基因组序列比对结果显示该段序列与 7O(’ 中的

&P!3!" 基因序列一致性高达 A89@"Q。希瓦氏菌

&’! 与 7O(’ 在基因序列上并不是完全的一致，在我

们对 &’! 中几个基因的克隆测序中都显示了很高的

序列一致性（+-’A8!42、+-’324!3、5R@3A4"’），由此

推断在 &’!(23 中转座子元件位于与 &P!3!" 基因同

源的 PO- 序列之后。

# 讨论

利用转座子元件可以方便的将标记基因转入到

目的菌株中，不需要对目的菌的遗传背景了解得十

分详细，只需要在转座完成后经过有效率的筛选策

略就可以得到满意的重组子。标记基因插入到细菌

的染色体上的方式比标记基因位于质粒上所构建的

重组子遗传稳定性要好。但是这种插入染色体上的

标记基因往往以单拷贝的方式存在，表达标记基因

的强度较弱，需要借助荧光显微镜才可以观察到荧

光的激发。另外跟随转座子一起进入染色体的卡那

霉素抗性基因，由于转座元件具有潜在的解离可能

性而带来抗性基因漂移的生态风险。同样的原因也

会导致部分标记重组子在实际应用中丢失标记基因

摆脱有效跟踪。如果对目的标记菌株的遗传背景有

充分的了解以后，利用同源重组的方式在特定的位

点插入标记基因的方式可以克服使用重组子标记的

不足。在重组子筛选初期，在显微镜下荧光激发的

普遍较强，而后经过传代培养以后荧光有逐渐变弱

并稳定在一个水平的情况。分析原因是由于自杀质

粒的自杀需要一个过程，在自杀质粒未被自身的复

制充分稀释之前，质粒上存在的标记基因对荧光蛋

白的表达起到了加强作用。
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