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假单胞菌质粒抗汞基因的克隆

周祯林 陈 琦

( 生物学系)

摘 要

采用p R B 2 32为载体
,

将假单胞菌 B
一

33 抗汞质粒 p B H 3 3的抗汞丛因
,

克隆至 大 肠 杆 菌

C 60 o .

在含25 拜 g / m l四环素和 3。拼 g / m l H g C 12
的L一肉汤平板上生

一

长的重组体中
,

筛选 到一

株能抗 60 # g / m l H g C 1 2

的坑汞基因克隆株— 大肠杆菌 6C
。。

( p B H 3 3 7 )
.

重组质粒 p B H 3 3 7
,

经 sP lt 酶解电泳分析和电镜观察表明
,

其分子量为 6
.

1 k b
,

抗汞基因位于 1
.

sk b长的 P s lt 片

段上
.

生长测定表明
,

克隆菌株可在含 1 0召g / m l H g 1C
2
的 L

一

肉汤中良好地生长
,

而受 体大

肠杆菌C 60 。
则受到强烈抑制

.

永挥发实验证明
,

抗汞基因克隆株 C 60 。
( p B H 33 7 )

,

具有较强的

去汞能力
。

关键词 抗汞基因
,

假单胞菌
,

基因克隆

随着工业的发展
,

重金属汞对环境的污染越来越严重
.

然而
,

由于选 择压 力 的 结

果
,

使许多 微生物产生了抗汞能力
。

它们或是能建立透性障碍
,

阻止汞进入 细胞〔 ` 〕 ,

或

是能合成琉醇化合物并结合汞 以降低其对细胞的毒害 〔“ 〕 ,

或是把无机汞转化为挥 发 性

较大的甲基汞和二甲基汞
,

从环境中除去 〔“ 〕 ,

或是使汞离子还原成挥发性的金 属 汞除

去
,

甚至还能还原有机汞 〔` 〕
.

已知大多数抗汞细菌的抗汞能力是由于它们具有 汞 还原

的各种酶 〔“
, ” 〕

。

细菌的抗汞能力通常是由质粒上的基因编码的〔 ’ 〕
.

因而人们已在 尝 试

应用微生物处理含汞污水
,

这将成为防止汞污染
,

回收金属汞的有效方法 〔” 〕
.

我 们 从

污染地区分离出一株具抗汞质粒的假单胞菌 B一 33 〔日〕 ,

企图用基因重组技术选育治汞 的

工程菌
,

以 p B R 32 2为载体
,

从 B一33 菌抗汞质粒上克隆了抗汞基因
,

并进行了克隆菌 株

特性的研究
。

1 材料与方法

1
。

1 菌 株

假单胞菌 P s e u d o m o n a s s p
.

B 一 3 3
.

具有抗永质粒 p B H 3 3
.

大肠杆菌 E
.

e o l i C
6 。。 。

1
.

2 培养基

L 一肉汤培养基

1
.

3 质粒 D N A的分离纯化

参照文献 〔 `。〕的方法
,

用碱裂解法提取质粒 D N A得到粗品后
,

用 4 倍 1 m ol l/ N a C I

本文 1 9 9 0年 2 月 16 日收到
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以4 0 0 0orp m离心6 小日 J
,

得纯化 r句质粒 D N A
。

.

4 O N A酶切及连接反应

限制酶 P S lt
、

E c o R I
、

B a m川及 }uc I
。 5 :

S
:

D N A 为华关生物工程公司产品
,

限制酶

H i dn l 为 件
}国联合主物技术公 司产品

,

T
、

D N A 连接酶为中国医科院 韭础 所 产品
.

酶

切和连接反应条件均按厂家提供
.

p B H 33 及 p B R 32 2分别用 P s t l酶解
, 3 7℃反应 J 小时

,

将酗解液用酚一氯仿抽 提 1

次
,

氯仿抽提 1 次
,

乙醇沉淀
,

离心收集 D N A
,

溶于少量 T E 中
.

连接前将上 述 D N A

于 65 ℃水浴 保温 5 分钟后混合
,

冷却后加入连接缓冲液及适量 T
、

D N A 连接酶
,

置 12 ℃

反应 4 8小时
,

电泳检查连接结果
,

进行转化
.

1
.

5 感受态细胞 的制备及转化

参照文献〔 “ 〕进行
.

筛选 重组子用含25 /̀ g / m l四环素 及 3帅灯 m 1 H : 1C
2

或 1 0 0 , g / m

氨节青霉素的 L一肉汤平板
.

1
.

6 琼脂糖电泳及分子最测定

用 1 肠琼脂糖平板凝胶电泳
,

以入 c l
。。 7

5
了

D N A 的 H i n d 皿酶切片段作为分 子量 标

准
,

根据 D N A 片段在凝胶电泳中的迁移率与分子量的对数成反比的 原 理
,

估 算 未 知

D N A片段的分子量
。

1
.

7 细菌生长测定

以 2 % 的接种量将经活化后 x均 C
。。 。
及 C

。 。 。

( p B H 3 s 7 ) 细胞分别接 种 于含 1 0拜: / m l

H g CI
: 的 50 m 1 L 一 肉汤中

,

37 ℃摇床培养
。

定时取样测 O D
6 。。 .

1
。

8 汞挥发盆的测定

将少量活化后的 C
。 。。
和 C

。。 。

( p B H 3 37 ) 分别接种于50 m l I
J
一

肉汤中
,

37 ℃摇床培养

至 O D “ 。

约为 。
,

8时
,

加入 H g C I
:

至终浓度为 5 产g / m l
,

37 ℃培养 70 分钟后
,

再加 H g 1C
2

至终浓度为 1 0召g / m l
.

继续培养 45 分钟 以诱导汞还原酶的生成
.

然后 4 0 0 0转 /分离 心 15

分钟
,

用等体积 L 一肉汤洗涤菌体除去残留的 H g C 1
2 ,

将细胞转入含 1 0 m l肉汤的2 5 0 m l锥

瓶内
,

混合后加入 H g 1C
2

使终浓度为 1 5群g / m l
,

立即取出 1 m l作对 照
,

并加入 1 滴 10 N

H N O
3

使汞盐稳定
,

细胞置 37 ℃振荡培养
,

定时取样
。

样品用原子吸收光谱法测定总汞

含量 〔 ` 2〕
.

1
.

9 电镜观察

参照文献 〔’ 3 〕的方法制片
,

用 日立 H u 一 12 A型电镜观察并照相
,

用地图仪描述 D N A

分子的轮廓周长
。

2 结果与讨论

2
。

1 抗汞基因的克隆

已知假单胞菌 B 一 3 3的抗水笙因
,

在质粒 p B H 33 上并具有两个 P s t l 切点
.

用 P s t l
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酶解 p B H 33 及 p B R 3 2 2
,

T
,

D N A连接酶连接
.

币组质粒转化受休茵大肠滩干菌 C
6 L)。 。

介含

2 5召g / m l四环素及 3 0拜g /
1111 H g CI

,

的 L
一

肉汤平板 上
,

筛选双抗转化子
,

并复点至含 1 0卯 g

/ m l氨节 青霉素门 L
一

肉汤平板上
,

获得对氨节青霉素故感而能抗四环素及 H g C I
:

的
·

丘么上

体 14 个
.

将重组体分别在汞浓度不 同的 L 一肉汤平板上培养
,

获得 1 株抗性水平较高
,

能在含

6 0群g / m l H g CI
:

的 L 一
肉汤平板上生长 良好的苗侏

.

经质粒快速检测
,

发现 带 有比载体

p B R 32 2较大的重组质粒
,

命名为大肠杆菌 C
。。 。

( p B H 3 3 7 )
.

2
.

2 重组质粒的酶解和电泳分析

提纯后的重组质粒 p B H 3 37 D N A
,

用 P st l 酶 解 进 行 电泳
,

结 果 如 图 1
.

p B H 3 37 经 sP t l 酶解后在电泳胶上可看到大小两条带
,

大的与线伏 p B R 3 2 2相同
,

小带

应是被克隆的含抗汞基因片段
,

其长度约为 1
.

8 k b
.

2
.

3 重组质粒的再转化

为进一步鉴定克隆的抗汞基因
,

将重组质粒 p B H 3 37 再转化大肠杆菌 C 6 。。 .

随 机 挑

取在含 2 5 , g / m l四 环素和 5。召 g / m l H g 1C
2

的 L 一
肉汤平板上长出的菌落

,

作质粒快 速 俭

测
,

进行凝胶电泳分析
,

结果如图 2 所示
.

从图 2 可见
,

随机挑取的双抗转化体质粒 与
,

月

明鲡喊峰 和
、 、

一

洲
一

。 价一 福篷裁动沁份碑~
r

呻户锻哪匆黔
司

勺拙州蜘护
`

户 `
护盯肠 :四祠橇利 , 时 ,

陶
哪吐卿巧翅喊企渔之贵奖翔 花

气 、 钾飞 今
福 J` 匕
艇 兮, 资哩塑盆

重组质粒 p B H 3 3 7相同
,

表明再转化体的汞抗性来自于 p B H 3 3 7
.

单

图 1 重组质粒 p B H 3 37 的电泳分析

F i g
.

i E l e e t r o p h o r e s i
: a n a l y s

i s o f

r e e o m b i且 a n t P l a s n ,
i d p B H 3 3 7

1
.

几C I 8 5 75 7 / H i n d l 2
.

P B R 3 2 2 / P s t l
s

。

P B R s 2 2 4
.

p B H s 3 7 / P
s t l

5
。

P B H 3 3 7

图 2 再转比 {、勺质拉 p B H 3 3巾勺电汀
、

图

F i g
.

2 G e l董
e l。 c t r o p h o r e : 1 0 o

f

P h a s m i d P B H 3 3 7

1
.

P B H 3 3 7

2一 4
.

再转化的质粒 D N A

2
。

4 抗汞基因克隆菌株在含汞培养基中的生长测定

在含 1 0召g / m l H g C 1
2

的 L 一肉汤中
,

分别接种 2肠的克隆株 C 。 。

( p B H 3 37 ) 及 受休

C 6OQ 的过夜培养物
,

37 ℃振荡培养
,

定时取样测定O D 650
,

作 出生 长 曲线如图 3
、

j
.
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图 3 C 6。。
( p B H 3 3 7 )和 C 6。。

在无 H g Z 卜

下的生长

F 19
.

3 G r o w t h o f C 。。。
( P B H 3 3 7 ) a n d

C 6 0 0 i n t il e a b s e n e e o f H g Z+

△ C 6。。
( p B H 3 3 7 ) O C。。。

图 4 C 6。。
( p B H 3 3 7 )和 C 6。。在 1 0“ g / m l

H g C 12

下的生长

F 19
.

4 G r o w t h o f C 6。。
( P B H 3 3 7 )

a n d C 。。。

i n t h e p r e s e n e 。 o f 1 0拼 g / m l H g C 12

△ C 。。。
( P B H 3 3 7 ) O C。。。

由图中可看 出
,

在不含汞情况下
,

两菌株的生长曲 线 很 相 似
,

但 在 含 1 0 , g / m l

H g C I
:

时
,

受体 C
。。 。

受到张烈抑制
,

而抗汞基因克隆株 C 60 。

( p B H 33 7 )
,

尽管适应期延

长 10 小时左右
,

但仍能 良好生长
。

据文献 〔“ 〕报导
,

这种适应期延长
,

对数 生 长 期 推

迟
,

但生长速率不变灼情况是因为细菌在还原汞离子时
,

生长速率很小
,

只有当汞被除

去后
,

其生长速率才得 以恢 复
。

2
.

5 抗汞基 因克隆株 C
e 。。

( p B H 3 3 7) 的汞挥发测定

将经诱导的抗汞基因克隆株 C
。 。。

( p B H 3 3 7 ) 及 C
6 。 。 ,

分别移至含 1 5拌g / m l汞离子的

L 一肉汤 中
,

置 3 7 C 振荡培养
,

定时取样测定样品中汞总含量
,

结果列于 表 1
。

从 表 1

可知
,

在处理 1 80 分钟后
,

克隆株 C 60 。

( p B H 3 37 ) 培养物的汞 离 子 含 量
,

即 自1 8
.

8 8

傀 / m l下降至 7
.

2召g / m l
,

汞去除率达 6 1
.

86 肠
,

然而受体 C 60 。

的去汞率仅 为 19 肠
,

克 隆

株 C 。。 。

( p B H 33 7 ) 的去汞率是 C
。。 。
的 3

.

2倍
.

据报导 〔 `与〕 ,

大多数抗汞细菌具有汞 还 原

系统
,

经诱导后生成的汞还原酶
,

能将汞离子还原成金属汞
,

以汞蒸气形式从培养基中

除去
,

导至培养物中汞总含量的下降
.

由此可见
,

克隆菌株 C 60 。

( p B H 3 3 7 ) 具有还原

汞离子的能力
,

重组质粒含有抗汞基因
。

表 i C
。。 。

( p B H 3 3 7 ) 和 C
6。 。
的杀挥发测 定

T a b
.

1 M e r e u r y v o l a t i l i t y o f s t r a i n s C 6。。
(p B H 3 s 7 ) a n d C 6。。

菌 株
处理时间

( m i n )

处理前

H g Z +

(拼g / m l )

处理后

H g Z +

(拼 g / m l )
汞去除率

( % )

602080
1上1上C 6。。 ( P B H 3 3 7 ) 1 8

。
8 8

1 2
。

3 9

4 8
。

4 1

6 1
。

8 6

C 6 0 0
1 2 0

1 8 0
1 5

。

0 5

1 6
。

5 4

9
。

7 4

7
。

2 0

1 2
.

6 8

1 2
。

1 0

1 5
。

7 5

1 9
。

6
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2
.

6 重组质粒的电镜观察

经提纯并稀释后的质粒 D N A 样品
,

在电镜下观察到环状 D N A 分子并照相如图 5
、

6
.

根据经验公式计算得知 p B H 33 了的分子量为4
,

1 1 K 10 6

道尔顿
,

约为 6
。

I k b
,

与电泳

法测定的结果相符
.

图 5 p B R 3 2 2电镜照片

F i隽
.

5 E M
o f p l a s

m i d P B R 3 2 2

( ` 9 0 0 0 0 )

图 6 p B H 3 37 电镜照片

F i g
.

6 E M
o f p la s m i d P B H 3 3 7

( ` 8 0 0 0 0 )

2
.

7 克隆片段的酶切分析

用 4 种限制性内切酶 E e o R I
、

B a m H I
、

H i n d 皿及P v u l
,

分别酶解重 组 质 粒

p B H 3 3 7
, 1 肠琼脂 糖 电 泳 如 图 7

.

结 果 表 明
, p B H 3 3 7被 E e o R I

、

B a m H I 或

H in d l 切割后均成一条带
,

说明该重组质粒上仅有上述各酶 切点 各 1个
。

已 知
,

载 体

p B R 32 2上具有上述 3 种酶的切点各 1个
,

可推知在克隆片段上没有这 3 种酶的切 点
.

P v u l 可将 p B H 3 37 切割成 3 个片段
,

大小依次 为 2
。

s k b
、

2
.

3 k b及 1
.

o k b
,

由 于 巳 知

p B R 3 2 2上具有 1 个 P v u l 切点
,

则克隆片段上应 有 2 个 P v u l 切 点
.

又 P v u 亚与 P s t l

可将 P B R 3 2 2切成 2
.

7 k b和 1
.

6 k b 2 个片段
,

因此 P v u l 将重组质粒 p B H 3 3 7 ,

切割成

3 个片段中的最小的 1
.

o k b 片段
,

应来自于克隆片段上
,

克隆片段的 其 余 两 部 分 与

p B R 33 2的 2
.

7 k b和 1
.

6 k b片段分别组成 2
.

s k b和 2
.

k3 b片段
.

故推知 P v u l 可将克隆片段

切割成大小依次为 l
.

o k b
、

。
.

7 k b及。
。

I k b 3 个片段
。

由于克隆片段上没有 H in d l
、

E c o R I 及 B
a m H I 酶切 位点

,

可利用这些酶将其它

一些有用的抗性基因 ( 如其它重金属基因 ) 克隆至 p B H 33 7 上
,

可望获得多抗性的重组

菌株
,
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图 7 克隆片段的四种酶切分析

F i g
.

7 r e , t r i e t i o n e n d o n u e l e a s e a n a l y o i ,

o f C l o n e d f r a g m e n t

1
。

几e l 。。 7 5 7

/ H i n d l

2
.

p B H 3 3 7 / p v u
l

3
.

P B H 3 3 7 / B a m H I

4
.

P B H 3 3 7 / H i n d l

5
.

P B H 3 3 7 / E e o R I

6
.

P B H 3 3 7

7
.

P B R 3 2 2

图 8 克隆片段酶切分析

F i g
.

8 R e s t r i e t i o n e n d o n -

u e l e a s e a n a l y , 15 o f

e l o n e d f r a g m e n t
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