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arcA 基因提高大肠杆菌对有机溶剂的耐受性 
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摘  要：【目的】将来源于恶臭假单胞菌(Pseudomonas putida JUCT1)的基因 arcA (编码精氨酸脱

亚胺酶)整合到 Escherichia coli JM109(DE3)基因组中，以提高该菌对有机溶剂的耐受性。【方法】

以 P. putida JUCT1 的基因组为模板扩增基因 arcA，并与 pET-20b(+)连接后导入 E. coli JM109(DE3)
中，验证该基因提高 E. coli JM109(DE3)对有机溶剂的耐受性。利用 Red 同源重组的方法将 arcA
整合到 E. coli JM109(DE3)基因组中。【结果】 E. coli JM109(DE3)/pET-20b(+)-arcA 在添加了 2.0% 
(体积比)环己烷、0.1% (体积比)甲苯、4.0% (体积比)萘烷和 0.1% (体积比)丁醇的培养基中培养

8 h后，其OD660由初始的0.2分别上升到0.8、0.9、1.8和1.3。将arcA成功整合到E. coli JM109(DE3)
基因组中，获得了具有较好遗传稳定性的溶剂耐受 E. coli JM109(DE3)宿主菌株。【结论】外源基

因 arcA 能提高大肠杆菌菌株的有机溶剂耐受性，为工业化应用中耐溶剂微生物菌株的构建提供

了实验依据和理论基础。 
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Enhanced organic solvent tolerance of Escherichia coli by arcA 
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(1. The Key Laboratory of Industrial Biotechnology, Ministry of Education, Jiangnan University, 
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Abstract: [Objective] Gene arcA encoding arginine deiminase from Pseudomonas putida JUCT1 was 
integrated into the genome of Escherichia coli JM109(DE3) to enhance its organic solvent tolerance 
(OST). [Methods] Using genome of P. putida as template, we amplified arcA gene and expressed it in 
strain E. coli JM109(DE3). Subsequently, arcA gene was integrated into the genome of E. coli 
JM109(DE3) by red-mediated recombination to obtain a strain with an inheritable OST phenotype. 
[Results] When growing in 2.0% (V/V) cyclohexane, 0.1% (V/V) toluene, 4.0% (V/V) decalin and 0.1% 
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(V/V) butanol, the OD660 values of recombinant E. coli JM109(DE3)/pET-20b(+)-arcA could reach 
about 0.8, 0.9, 1.8 and 1.3, respectively. [Conclusion] Our results demonstrate that microbial OST 
could be enhanced by the expression of arcA gene. Importantly, this work provides experimental data 
and molecular basis for constructing OST bacteria for industrial applications. 

Keywords: Arginine deiminase, Red-mediated recombination, Organic solvent tolerance, Pseudomonas 
putida, Escherichia coli JM109(DE3) 

随着石油、煤炭等能源的极度消耗以及环境污

染日益严重，生物技术在医药、农业、精细化工和

能源等领域的应用得到了人们极大的关注。因此，

构建适应工业化要求的微生物细胞工厂具有重要

的现实意义。在生物能源和生物催化等应用领域，

微生物宿主细胞的有机溶剂耐受性极为重要。有机

溶剂由含有不同化学结构(如苯环、脂肪族醇类等)

的化合物组成，这些化合物聚集在细胞里，导致细

胞内离子和代谢物的丢失，以及胞内 pH 和细胞膜

电势的改变，最终引起细胞受损甚至死亡[1-3]。有报

道称有机溶剂对细胞的危害主要取决于其在细胞

内的浓度，且与其 LogP 值密切相关[4-5]。LogP 值

指有机溶剂在辛醇和水相(1:1)中的分配系数[6]。一

般而言，LogP 越小，对细胞的危害越大[7]。大多数

微生物对有机溶剂的耐受性很低，甚至 0.1% (体积

比)的有机溶剂(如甲苯)就能使细胞致死[8]。因此，

研究微生物有机溶剂耐受机制，提高微生物耐受性

具有十分重要的作用。 

1989 年，Inoue 等[6]筛选获得一株能够耐受 50% 

( 体 积 比 ) 甲 苯 和 高 浓 度 环 己 烷 及 二 甲 苯 的

Pseudomonas putida，引起了人们对微生物菌株有机

溶剂耐受性的关注，并不断揭示微生物有机溶剂耐

受性机制。这些机制包括：改变细胞膜疏水性[9]，

细胞的形态[10]，以及通过外排泵将胞内有机溶剂排

出胞外[11-12]等。 

提高微生物有机溶剂耐受性的传统方法包括

物理或化学法诱变[13]、有机溶剂驯化[14]等方法，但

这些方法存在周期长和工作量大等缺陷。基因工程

的方法具有操作简单、周期短等优点，在提高微生

物有机溶剂耐受性的研究中发挥了重要作用。

Alsaker 等[9]通过 PlsX (脂肪酸/磷脂生物合成)和

FabF (3-氧酰基-酰载体蛋白合酶 II)的高表达来增加

丙酮丁醇梭菌(Clostridium acetobutylicum)细胞膜中

饱和脂肪酸的含量，从而增加细胞膜的致密性，提

高菌株对有机溶剂的耐受性。Okochi 等[15]通过表达

甘露糖的磷酸转移酶系统 ManXYZ 提高 E. coli 细
胞膜对糖类物质的亲和性，从而提高了该菌株对己

烷的耐受性。本课题组宋亮等[16]将来源于 P. putida
中编码 3-羟基异丁酸脱氢酶(该蛋白与溶剂外排泵

相关)的基因 mmsB 在 E. coli 中表达，从而提高了

E. coli 对环己烷的耐受性。 
本课题组在前期研究中，通过有机溶剂驯化的

方法获得了一株能耐受 60% (体积比)环己烷的恶臭

假单胞菌 P. putida JUCT1 (CCTCC M2011442)，并

采用双向电泳技术研究了该菌株在有无溶剂压力

下的总蛋白表达水平差异，发现基因 arcA 的表达量

上调了 2 倍以上[17]。本研究选取 arcA 为目的基因，

考察其在微生物细胞有机溶剂耐受性中的作用。采

用基因重组的方法将arcA导入E. coli JM109(DE3)，

结果显示工程菌 E. coli JM109(DE3)/pET-20b(+)- 

arcA 对环己烷(LogP=3.2)、甲苯(LogP=2.5)、萘烷

(LogP=4.8)和丁醇(LogP=0.9)等有机溶剂的耐受性

有显著提高。并进一步利用 Red 同源重组的方法将

该基因整合到 E. coli JM109(DE3)基因组中，构建获

得了具有优良遗传稳定性的溶剂耐受 E. coli 

JM109(DE3)宿主菌株。 

1  材料与方法 
1.1  菌株和质粒 

P. putida JUCT1 和 E. coli JM109(DE3)为本实

验室保藏；质粒 pET-20b(+)、pMD18-T 分别购自

Novagen、TaKaRa 公司；pKD46、pKD13、pCP20
等基因敲除质粒由耶鲁大肠杆菌库提供。 
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LB 培养基：见参考文献[16]。 

1.2  分子生物学操作 
实验中所设计的引物(表 1)由上海捷瑞生物工

程有限公司合成，基因测序由赛音生物技术(上海)
有限公司完成。 

1.3  arcA 基因的重组表达和有机溶剂耐受性

验证 
1.3.1  arcA 基因重组：以 F-arcA 和 R-arcA 为引物，

P. putida JUCT1 为模板，PCR 反应体系(20 μL)：

2×PCR Mix 10 μL，20 μmol/L 混合引物对(F-arcA
和 R-arcA)各 0.4 μL，P. putida JUCT1 基因组

(100 mg/L) 1 μL，ExTaq 酶(200 U) 0.2 μL，ddH2O
补足 20 μL。PCR 反应条件：98 °C 5 min；98 °C 30 s，

55 °C 30 s，72 °C 90 s，30 个循环；72 °C 10 min；

16 °C 10 min。经扩增获得长度为 1.3 kb 的 arcA 基

因。将该基因与 pMD18-T 载体于 16 °C 过夜连接，

并热转至 E. coli JM109(DE3)中。挑取阳性单克隆子

转接至含终浓度为 100 mg/L 氨苄青霉素(Amp)的

LB 培养基中过夜培养，提取质粒 pMD18-T-arcA。

用 内 切 酶 Nde I 和 Hind III 分 别 对 质 粒

pMD18-T-arcA 与 pET-20b(+)进行双酶切和连接后，

导入 E. coli JM109(DE3)，得到工程菌 E. coli 

JM109(DE3)/pET-20b(+)-arcA。将该工程菌于37 °C、

200 r/min 培养过夜，按照 1% (体积比)的接种量转

接至含终浓度为 0.2 mmol/L IPTG 的 LB (Amp)培养

基。30 °C 诱导 4 h 后，4 °C、8 000 r/min 离心 10 min

收集菌体沉淀，然后按照 1:8 (质量体积比)加入磷

酸盐缓冲液(20 mmol/L，pH 7.0)，重悬菌体。将菌

液于冰上超声破碎(300 W，超声 1 s 停 3 s，共 15 min)。
破壁结束后，于 4 °C、8 000 r/min 离心 10 min，

取上清和沉淀分别进行 SDS-PAGE 验证。 
1.3.2  重组 E. coli 菌株的有机溶剂耐受性验证：E. 
coli 为有机溶剂敏感型菌株[16]。将工程菌 E. coli 

JM109(DE3)/pET-20b(+)-arcA 与携带有空白质粒的

pET-20b(+)对照菌E. coli JM109(DE3)/pET-20b(+)分

别于 37 °C、200 r/min 培养过夜，按照 1% (体积比)

的接菌量转接至含终浓度为 0.2 mmol/L IPTG的LB 

(Amp)中，30 °C、120 r/min 培养至 OD600 为 0.2 时，

分别向培养基中加入 2.0% (体积比)环己烷、0.1% 

(体积比)甲苯、4.0% (体积比)萘烷和 0.1% (体积比)

丁醇，30 °C 继续培养，并在 OD660 下监测菌体生

长情况。 

 

表 1  实验中所用的引物 
Table 1  Primers used in this study 

引物 Primer 引物序列 Primer sequence (5′→3′) 

F-Bgl II CAACAGATCTATTCCGGGGATCCGTCGACC (Bgl II) 

RM-Bgl II CTGTCTCTTGATCAGTTCTTGATCCCCTGC 

FM-Bgl II GCAGGGGGATCAAGAACTGATCAAGAGACAG 

R-Bgl II CCAACAGATCTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG (Bgl II) 

F-arcA GGAATTCCATATGATGTCCGCTGAAAAACAGAAGT (Nde I) 

R-arcA TCCCCAAGCTTTAGTAGTTGATCGGGTCGCGCA (Hind III) 

endA-F CCAAAACAGCTTTCGCTACGTTGCTGGCTCGTTTTAACACGGAGTAAGTGAGATCTATTCCGGGGATCCG 

endA-R GGTTGTACGCGTGGGGTAGGGGTTAACAAAAAGAATCCCGCTAGTGTAGGCAAAAAACCCCTCAAGACCC

C-endA-F CTTTCCTGATCTGGCTGATTGCATA 

Mid-R GCCGGCTTCGGAGTGGACAC 

注：下划线为限制性酶切位点. 
Note: Underlined bold nucleotides: Restriction enzyme recognition sites. 
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1.4  E. coli JM109(DE3)基因组中 arcA 的整合

表达和菌株耐受性验证 
1.4.1  利用 Red 同源重组的方法将 arcA 基因整合

至 E. coli JM109(DE3)基因组：将含有反转录酶识

别位点(Flippase recognition target，FRT)的卡那霉素

的(Kan)片段 FRT-Kan (1.4 kb)连接至 pET-20b(+)，

命名为 pET-20b(+)-FRT-Kan-T7-arcA-Tet，并按照

Koma等[18]描述的方法将FRT-Kan-T7-arcA-Tet整合

到 E. coli JM109(DE3)基因组中。抗性标记 Kan 片

段来源于质粒 pKD13，以 E. coli JM109(DE3)基因

组中的非必需基因 endA 为插入位点，以 endA-F 和

endA-R 为 引 物 扩 增 总 长 约 为 3 kb 片 段

FRT-Kan-T7-arcA-Tet，并按照同源重组的方法将该

片段插入到 endA 位点，以 C-endA-F 和 Mid-R 为验

证引物来验证 FRT-Kan-T7-arcA-Tet 成功取代 endA

位 点 。 然 后 利 用 含 有 翻 转 酶 重 组 酶 (Flipase 

recombination enzyme，FLP)质粒 pCP20，在 FLP

重组酶的作用下 FRT 位点自身发生同源重组，从而

消除一个 FRT 位点及抗性基因，并以 C-endA-F 和

Mid-R 为引物验证 Kan 的消除，得到重组菌株 E. 

coli JM109(DE3)(ΔendA::arcA)。 
1.4.2  E. coli JM109(DE3)(ΔendA::arcA)重组蛋白

表达和耐受性验证：将重组菌 E. coli JM109(DE3) 

(ΔendA::arcA)与对照菌 E. coli JM109(DE3)分别于

37 °C、200 r/min 培养过夜，按照 1% (体积比)的接

种量转接至含终浓度为0.2 mmol/L IPTG的LB培养

基中，30 °C、120 r/min 培养至 OD600 为 0.2 时，向

培养基中加入 2.0% (体积比)环己烷、0.1% (体积比)

甲苯、4.0% (体积比)萘烷和 0.1% (体积比)丁醇，

30 °C 继续培养，并在 OD660 下监测菌体生长情况。 

2  结果与分析 

2.1  arcA 基因的重组表达 
图 1为扩增获得的来源于P. putida JUCT1基因

组的 arcA 基因的核酸电泳图，从图 1 中可以看出，

arcA 基因长度约为 1.3 kb。经测序验证，该基因序

列完全正确。将 arcA 与载体 pET-20b(+)连接后导入

E. coli JM109(DE3) 中 ， 获 得 工 程 菌 E. coli 

JM109(DE3)/pET-20b(+)-arcA。 

工程菌 E. coli JM109(DE3)/pET-20b(+)-arcA 经

0.2 mmol/L 的 IPTG 诱导 4 h，离心收集菌体后经

SDS-PAGE 验证蛋白表达情况。如图 2 所示，arcA 
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图 1  arcA 基因的 PCR 产物 
Figure 1  PCR product of arcA 
Note: M: Marker; 1: arcA. 
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图 2  基因 arcA 的重组表达产物 
Figure 2  SDS-PAGE analysis of recombinant expression 
of arcA 
注：M：Marker；1：E. coli JM109(DE3)/pET-20b(+)经诱导的全

细胞；2：E. coli JM109(DE3)/pET-20b(+)-arcA 经诱导的沉淀；

3：E. coli JM109(DE3)/pET-20b(+)-arcA 经诱导的上清；4：E. coli 
JM109(DE3)/pET-20b(+)-arcA 经诱导的全细胞；5：E. coli 
JM109(DE3)未经诱导的全细胞. 
Note: M: Marker; 1: Total protein of E. coli 
JM109(DE3)/pET-20b(+) with induction; 2: E. coli 
JM109(DE3)/pET-20b(+)-arcA insoluble protein after induction; 3: 
E. coli JM109(DE3)/pET-20b(+)-arcA soluble protein after 
induction; 4: E. coli JM109(DE3)/pET-20b(+)-arcA total protein 
after induction; 5: Total protein of E. coli JM109(DE3) without 
induction. 
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基因表达的蛋白精氨酸脱亚胺酶大小约为 46 kD，

且为可溶性表达。结果说明来源于 P. putida JUCT1

的 arcA 在 E. coli 中表达良好，为工程菌的有机溶

剂耐受性验证提供了依据。 

2.2  工程菌 E. coli JM109(DE3)/pET-20b(+)-arcA
的溶剂耐受性 

将 携 带 空 白 质 粒 的 对 照 菌 株 E. coli 

JM109(DE3)/pET-20b(+) 和 工 程 菌 E. coli 

JM109(DE3)/pET-20b(+)-arcA分别在LB (Amp)中培

养至 OD660 达到 0.2 时，添加不同浓度的有机溶剂，

每小时取样测生长曲线。实验结果如图 3 所示，E. 

coli JM109(DE3)/pET-20b(+)-arcA 在添加了 2.0% 

(体积比)环己烷、0.1% (体积比)甲苯、4.0% (体积比)

萘烷和 0.1% (体积比)丁醇的培养基中培养 8 h 后，

其 OD660 由初始的 0.2 分别上升到 0.8、0.9、1.8 和

1.3。对照组 E. coli JM109(DE3)/pET-20b(+)在 4.0% 

(体积比)萘烷的 OD660 为 0.8，而在 2.0% (体积比)

环己烷、0.1% (体积比)甲苯和 0.1% (体积比)丁醇中

完全停止生长。说明该工程菌对这 4 种有机溶剂均

具有一定的耐受性，特别是对环己烷(LogP=3.2)、

甲苯(LogP=2.5)以及毒性较大的丁醇(LogP=0.9)尤

为明显。 
 

 
 

图 3  添加不同有机溶剂对工程菌 E. coli JM109(DE3)/pET-20b(+)-arcA 细胞生长的影响 
Figure 3  Effect of different organic solvent on cell growth of E. coli JM109(DE3)/pET-20b(+)-arcA 

注：A：2.0% (体积比)环己烷；B：0.1% (体积比)甲苯；C：4.0% (体积比)萘烷；D：0.1% (体积比)丁醇. 
Note: A: 2.0% (V/V) cyclohexane; B: 0.1% (V/V) toluene; C: 4.0% (V/V) decalin; D: 0.1% (V/V) butanol. 
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图 4  FRT-Kan-T7-arcA 片段的扩增及插入后 PCR 验证 
Figure 4  PCR amplification of FRT-Kan-T7-arcA and verification of insertion gene 

注：M：Marker；1：FRT-Kan-T7-arcA；2：基因整合到基因组后的 PCR 验证；3：Kan 抗性基因的敲除. 
Note: M: Marker; 1: FRT-Kan-T7-arcA; 2: The verification of insertion gene; 3: The elimination of resistance gene Kan by PCR verification. 
 
2.3  arcA在E. coli JM109(DE3)基因组中的整合

表达 
利用 Red 同源重组的方法将基因 arcA 重组整

合到 E. coli JM109(DE3)的基因组中。如图 4 所示：

以 endA-F 和 endA-R 为引物扩增获得的长度约为

3 kb 的带有同源臂的 FRT-Kan-T7-arcA 片段(图

4A)；以 C-endA-F 和 Mid-R 为引物扩增获得的

FRT-Kan-T7-arcA 成功插入到 E. coli JM109(DE3)染

色体中的长度约为 1.9 kb 条带(图 4B)；以 C-endA-F

和 Mid-R 为引物扩增获得的消除 Kan 后的 FRT 基

因的长度约为 0.6 kb (图 4C)。 

将重组菌 E. coli JM109(DE3)(ΔendA::arcA)在

0.2 mmol/L IPTG 的 LB 中培养 4 h 后，离心收集菌

体后经 SDS-PAGE 验证蛋白表达情况。如图 5 所示，

arcA 基因的表达产物大部分以可溶性形式存在，仅

有少量的包涵体生成。说明 arcA 基因能成功在 E. 

coli JM109(DE3)的染色体上进行可溶性表达。 

2.4  重组菌 E. coli JM109(DE3)(ΔendA::arcA)
的溶剂耐受性 

将重组菌 E. coli JM109(DE3)(ΔendA::arcA)与

对照菌 E. coli JM109(DE3)分别于 LB 中培养至

OD660 为 0.2 时，添加不同浓度的有机溶剂继续培

养 ， 生 长 曲 线 见 图 6 。 E. coli JM109(DE3) 
(ΔendA::arcA)在 2.0% (体积比)环己烷、0.1% (体积

比)甲苯、4.0% (体积比)萘烷和 0.1% (体积比)丁醇

培养 8 h 后，其 OD660 由初始的 0.2 分别上升到 0.7、

0.8、1.7 和 1.2。而对照组 E. coli JM109(DE3)在 4.0% 

(体积比)萘烷的 OD660 为 1.1，而在 2.0% (体积比)

环己烷、0.1% (体积比)甲苯和 0.1% (体积比)丁醇中

基本停止生长。结果表明，该 arcA 整合菌株具有和 
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图 5  E. coli JM109(DE3)(ΔendA::arcA)的蛋白表达 
Figure 5  Proteins expression of E. coli JM109(DE3) 
(ΔendA::arcA) 
注: M：Marker；1：E. coli JM109(DE3)(ΔendA::arcA)经诱导的

沉淀；2：E. coli JM109(DE3)(ΔendA::arcA)经诱导的上清；3：
E. coli JM109(DE3)(ΔendA::arcA)经诱导的全细胞；4：E. coli 
JM109(DE3)未诱导的全细胞. 
Note: M: Marker; 1: E. coli JM109(DE3)(ΔendA::arcA) insoluble 
protein after induction; 2: E. coli JM109(DE3)(ΔendA::arcA) 
soluble protein after induction; 3: E. coli JM109(DE3)(ΔendA::arcA) 
total protein after induction; 4: Total protein of E. coli JM109(DE3) 
without induction. 
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图 6  添加不同有机溶剂对重组菌 E. coli JM109(DE3)(ΔendA::arcA)细胞生长的影响 
Figure 6  Effect of different organic solvent on cell growth of E. coli JM109(DE3)(ΔendA::arcA) 

注：A：2.0% (体积比)环己烷；B：0.1% (体积比)甲苯；C：4.0% (体积比)萘烷；D：0.1% (体积比)丁醇. 
Note: A: 2.0% (V/V) cyclohexane; B: 0.1% (V/V) toluene; C: 4.0% (V/V) decalin; D: 0.1% (V/V) butanol. 
 
工程菌 E. coli JM109(DE3)/pET-20b(+)-arcA 基本相

同的有机溶剂耐受性。 

将 E. coli JM109(DE3)(ΔendA::arcA)和 E. coli 

JM109(DE3)/pET-20b(+)-arcA 分别传代培养 6 代，

在添加了 2.0% (体积比)环己烷、0.1% (体积比)甲

苯、4.0% (体积比)萘烷和 0.1% (体积比)丁醇的培养

基中培养 8 h 后测 OD660，结果见表 2。在传代 6 次

后，重组菌 E. coli JM109(DE3)(ΔendA::arcA)在上述

溶剂中的菌浓 OD660 分别为 0.8、0.9、1.7 和 1.2，

与第 1 代菌株相比没有下降(OD660 分别为 0.7、0.8、

1.7 和 1.2)；而 E. coli JM109(DE3)/pET-20b(+)-arcA

在 6 次传代后的生长情况和第 1 代菌株相比均有不 

同程度的下降，OD660 分别为 0.6、0.6、1.3 和 0.9 (第
1 代 OD660 分别为 0.8、0.9、1.8 和 1.3)。结果表明：

重组菌 E. coli JM109(DE3)(ΔendA::arcA)在溶剂耐

受性研究中表现出较好的遗传稳定性，而 E. coli 
JM109(DE3)/pET-20b(+)-arcA 在传代过程中对上述

有机溶剂的耐受性有一定下降，推测质粒在细胞传

代过程中的遗传不稳定性及其给细胞带来的生理

负担是主要原因[19-20]。 

3  结论 

本实验利用基因工程手段，将 arcA 基因以重组

质粒的形式在 E. coli JM109(DE3)中表达，且该基因

的表达产物精氨酸脱亚胺酶在 E. coli JM109(DE3) 
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表 2  传代菌株 E. coli JM109(DE3)/pET-20b(+)-arcA 和 E. coli JM109(DE3)(ΔendA::arcA)的 
有机溶剂耐受性研究(OD660) 

Table 2  Organic solvent tolerance of E. coli JM109(DE3)/pET-20b(+)-arcA and E. coli JM109(DE3)(ΔendA::arcA) over  
6 generations (OD660) 

E. coli JM109(DE3)/pET-20b(+)-arcA E. coli JM109(DE3)(ΔendA::arcA) 
传代 

Subculture 环己烷 
Cyclohexane 

甲苯 
Toluene 

萘烷 
Decalin 

丁醇 
Butanol 

环己烷 
Cyclohexane

甲苯 
Toluene 

萘烷 
Decalin 

丁醇 
Butanol 

1 0.8 0.9 1.8 1.3 0.7 0.8 1.7 1.2 

2 0.8 0.9 1.7 1.2 0.8 0.9 1.8 1.3 

3 0.8 0.8 1.7 1.2 0.7 1.0 1.9 1.4 

4 0.7 0.7 1.5 1.1 0.9 0.8 1.8 1.3 

5 0.6 0.6 1.4 1.0 0.8 0.9 1.7 1.2 

6 0.6 0.6 1.3 0.9 0.8 0.9 1.7 1.2 

 
获得良好的可溶性表达，并能显著提高工程菌对环

己烷、甲苯、萘烷和丁醇等有机溶剂的耐受性。但

由于质粒在微生物的遗传中具有不稳定性、易丢失

等缺点，并且质粒的存在增加了微生物的代谢压

力，导致工程菌株在保藏过程中易发生功能衰退[19-20]。

因此，本研究进一步采用 Red 同源重组的方法将基

因 arcA 插入 E. coli JM109(DE3)的基因组中，获得

了具有良好遗传稳定性的 E. coli JM109(DE3) 

(ΔendA::arcA)，并证明其具有和工程菌 E. coli 

JM109(DE3)/pET-20b(+)-arcA 相同的溶剂耐受性。 

arcA 基因编码的精氨酸脱亚胺酶可催化精氨

酸水解途径的第一步反应，该途径将精氨酸最终降

解的同时生成等摩尔的 ATP[21]。有机溶剂通过细胞

膜进入到微生物细胞后，通常会造成细胞代谢紊

乱、蛋白错误折叠等损伤，细胞在进行生物修复时

需要大量消耗胞内的能量。因此，推测精氨酸脱亚

胺酶可为细胞在有机溶剂胁迫条件下进行生物修

复提供能量补充，从而提高了微生物细胞的有机溶

剂耐受性。 

本文利用基因工程的方法提高了 E. coli 
JM109(DE3)有机溶剂耐受性，并利用 Red 同源重组

的方法将 arcA 整合至 E. coli JM109(DE3)的基因组

中，获得了能稳定遗传的重组菌 E. coli JM109(DE3) 

(ΔendA::arcA)。该研究为提高工业化应用菌株的有

机溶剂耐受性提供实验依据和理论指导。 
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